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Zusammenfassung 

Der Programmierte Zelltod (PCD) stellt in Pflanzen einen wichtigen Prozess in der 

Entwicklung, während der Seneszenz, unter Stress und in der Pathogen-Abwehr dar. 

Spezifisch für diesen pflanzlichen PCD sind KDEL-Cystein-Endopeptidasen 

(KDEL CysEP). KDEL CysEP sind eine Untergruppe innerhalb der Familie der 

Papain-ähnlichen Cystein-Proteasen, die durch ein C-terminales Endoplasmatisches 

Retikulum (ER) Rückhaltesignal charakterisiert werden. In Arabidopsis kodieren drei Gene 

für funktionale KDEL CysEP: AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3. 

AtCEP besitzen im Zuge der Gewebe-Remodellierung Funktionen in der 

Zellwanderweichung für die Elongation sowie für die Zellseparation. Zudem sind AtCEP 

im PCD in der Abwehr gegen biotrophe Pathogene involviert. Dies ist eine neue Funktion 

für AtCEP im PCD zur bereits belegten Funktion im Entwicklungs-PCD. 

 

AtCEP2 besitzt eine Funktion in der Elongation der Primärwurzel. Die enzymatisch aktive 

Untereinheit von AtCEP2 ist in den Zellwänden von „lateral root cap (LRC)“-Zellen sowie 

in den Zellwänden von Epidermiszellen der beginnenden Elongationszone lokalisiert. In 

beiden Zell-Typen ist AtCEP2 in der Zellwanderweichung für die Zellstreckung involviert. 

Der Einfach-Verlust von AtCEP2 führt zu einer Abnahme der Trichoblasten-Zelllänge und 

daraus resultierend zu einer Reduktion der Primärwurzellänge. Ebenso bewirkt der 

Einfach-Verlust von AtCEP2 eine Abnahme der Zelllänge der LRC-Zellen. Diese hat 

jedoch keine Auswirkung auf die Verkürzung der Primärwurzellänge. Die Restaktivität von 

AtCEP2 führt in atcep_triple-ko/kd (atcep3xatcep1+AtCEP2-RNAi) Keimlingen zu einer 

dosiert geringeren Verkürzung der LRC-Zellen sowie der Epidermiszellen der 

beginnenden Elongationszone. Weder AtCEP1 noch AtCEP3 scheinen eine Funktion in 

dieser Zellwanderweichung während der Elongation der Primärwurzel 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 führt zu einer zeitlichen Verzögerung beim Durchdringen 

der Seitenwurzel-Primordia durch die überlagernden Zellschichten. Die Pro-Enzyme von 

AtCEP1 und AtCEP2 sind in den Epidermiszellen akkumuliert, die an der endogenen 

Austrittsstelle des Seitenwurzel-Primordiums auseinanderweichen müssen.  

 

KDEL CysEP sind als enzymatisch inaktive Pro-Enzyme in 1 µm großen 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 AtCEP2 ist in der Columella, in der LRC und an der Basis 

junger Blätter in 1 µm großen Ricinosomen-ähnlichen Organellen gespeichert. Im 
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Hypokotyl akkumuliert das Pro-Enzym von AtCEP2 in 1x10 µm großen Spindel-förmigen 

ER-bodies. Durch Kreuzung mit einer ER-Lumen-Markerlinie konnte gezeigt werden, dass 

sowohl Ricinosomen-ähnliche Organellen als auch ER-bodies Speicherkompartimente für 

AtCEP2 und gleichzeitig für weitere Proteine, wie beispielsweise β-Glucosidasen, 

darstellen. 

 

Der PCD ist als Bestandteil der Hypersensitiven Reaktion für Pflanzen ein wichtiger 

Abwehrmechanismus gegen obligat biotrophe Pathogene, da diese sich vom lebenden 

Gewebe der Wirtspflanze ernähren. AtCEP1 ist in die basale Resistenz gegen den obligat 

biotrophen Ascomycet Erysiphe cruciferarum involviert. Der Einfach-Verlust von AtCEP1 

bewirkt den Pathogenese-Phänotyp der Super-Suszeptibilität gegenüber E. cruciferarum. 

Dieser Pathogenese-Phänotyp kann mit Hilfe eines funktionellen AtCEP1 

Reporterkonstrukts (PCEP1::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) komplementiert werden. 

AtCEP1 besitzt eine Funktion im PCD zur Beeinträchtigung der Entwicklung von 

E. cruciferarum: Der Einfach-Verlust von AtCEP1 führt zu einer signifikanten Reduktion 

des epidermalen Zelltods. In der späten kompatiblen Interaktion mit E. cruciferarum ist 

eine zeitlich-räumliche Akkumulierung von AtCEP1 feststellbar: Das Pro-Enzym von 

AtCEP1 ist um und innerhalb der Callose-Einkapselung, die den haustorialen Komplex 

umschließt, akkumuliert. 

AtCEP3 ist ein weiterer Faktor zur Beeinträchtigung 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 AtCPR5 führt zu 

spontanen nekrotischen Blattläsionen auf Rosettenblättern. Mit dem Auftreten dieser 

Blattläsionen ist die Hochregulierung von AtCEP1 zeitlich direkt assoziiert. Zur 

Visualisierung der Promotoraktivität von AtCEP1 wurden Pflanzen der atcep1 x atcpr5 

Doppelmutante, die zusätzlich ein nicht funktionelles AtCEP1-Reporterkonstrukt ohne die 

Untereinheit von AtCEP1 (PCEP1::pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL) exprimieren, untersucht: 

AtCEP1 ist spezifisch in den Epidermiszellen, die in direkter Nachbarschaft zu sichtbaren 

nekrotischen Blattläsionen liegen und in denen PCD stattfindet, hochreguliert.  

Pflanzen der atcpr5 Mutante weisen in der kompatiblen Interaktion eine konstitutive 

Resistenz gegenüber 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 größere nekrotische Läsionsflächen als Pflanzen der 

atcep1 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 CysEP). 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 (atcep3xatcep1+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 (atcep3xatcep1+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 1 µm 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 µm 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 µm 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 β-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. AtCEP1 is a factor of basal 

resistance to powdery mildew caused by the biotrophic ascomycete Erysiphe 

cruciferarum. atcep1 mutant plants exhibit super-susceptibility to the fungus 

E. cruciferarum. atcep1 mutant plants harboring a functional reporter (PCEP1::pre-pro-

3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) complement the pathogenesis phenotype of atcep1 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. AtCEP1 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. 

atcep1xatcpr5 double mutant plants harboring a non-functional reporter (PCEP1::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. 

atcpr5 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 atcep1xatcpr5 

double mutant plants. The presence of AtCEP1 thus contributes to AtCPR5-controlled 

PCD at the sites of powdery mildew infection. 
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1. Einleitung 

 

1.1. Programmierter Zelltod 

Der Programmierte Zelltod (programmed cell death, PCD) ist ein essentieller Prozess und 

Voraussetzung für eine erfolgreiche Entwicklung in mehrzelligen Eukaryoten. Er ist als ein 

genetisch kodiertes und aktiv kontrolliertes zelluläres Selbstmord-Programm definiert 

(Wang and Bayles, 2013). Für 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 ändernden 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 Bläschen-ähnliche Ausstülpungen auf der 

Zelloberfläche, in die der zerkleinerte Zellinhalt „neu verpackt“ wird. Diese 

Bläschen-ähnlichen Ausstülpungen 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 für 

die Synthese in der Zelle abgebaut. Teilweise dient der Verdau der Zellkomponenten 

sogar zur Energiegewinnung, was zur Folge hat, dass der PCD verzögert oder völlig 

verhindert wird. Somit wird die Autophagozytose in einigen Fällen 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 Zerreißen der Plasmamembran definiert. Das Zerreißen der Plasmamembran 

führt schließlich 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 ändernden 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 Größe der kleinen Vakuolen im Cytoplasma zu, die in 

Folge dessen letztlich zu einer großen Vakuole fusionieren. Gleichzeitig sinkt das Volumen 

des Cytoplasmas. In den finalen Stufen des autolytischen PCD zerreißt 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 Zerreißen der Vakuole das Ansäuern 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 Ansäuerns 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 hierfür 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, ähnlich der 

Autophagozytose in Tieren, die Zellkomponenten zudem zur Remobilisierung von 

Nährstoffen abgebaut. Hierbei werden Makromoleküle wie DNA, RNA, Lipide, 

Kohlenhydrate und Proteine zu Saccharose, Aminosäuren und Amiden hydrolysiert und 

vom seneszierenden Gewebe zum lebenden Gewebe der Pflanze transportiert. In Gerste 

und Weizen werden die abgebauten Nährstoffe beispielsweise von seneszierenden 

Blättern 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 Zerreißen des Tonoplasten wird nur selten beobachtet und falls 
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dies der Fall ist, dann findet meist kein sofortiger und/oder kein vollständiger Abbau der 

Zellkomponenten statt. Somit stellt das Platzen der Vakuole und die damit verbundene 

Freisetzung der Hydrolasen, nicht den einleitenden und darüber hinaus auch manchmal 

keinen notwendigen Schritt für 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 Zelltodabläufen 

im reifenden Endosperm in Poaceae. 

Nekrotrophe Pathogene wie Botrytis cinerea (Botrydial und Oxalsäure) und Fusarium 

moliniforme (Fumonisin B1) sekretieren toxische Moleküle, die den PCD einleiten. Botrytis 

cinerea beispielsweise induziert einen „oxidative burst“, der wahrscheinlich durch 

Lipid-Peroxidation und Abbau von Antioxidantien den Grund für 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. Üblicherweise stirbt 

das Endosperm zur Mobilisierung von Speicherstoffen in allen höheren 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-Vorgängen 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 größten 

und wahrscheinlich bedeutendsten Klassen der Proteasen dar. Die meisten Proteasen 

aus dieser Klasse sind Endopeptidasen, nur wenige Exopeptidasen. Darüber hinaus 

werden fast alle Proteasen aus dieser Klasse als sogenannte „Precursor“-Proteine mit 

einem N- und/oder C-terminalen Pro-Peptid synthetisiert. Die Type II 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 größte Klasse an Proteasen in Pflanzen dar. Die 

hydrolytische Spaltung der Peptidbindungen von Proteinen erfolgt im aktiven Zentrum 

über eine katalytische Triade, die aus den Aminosäuren Asparaginsäure, Histidin und 

Serin besteht. In Arabidopsis stammen mehr als die Hälfte der Serin-Proteasen aus der 

Familie der Serin-Carboxypeptidasen und aus der Familie der Subtilisin-ähnlichen 

Serin-Proteasen (Schaller, 2004; Beers et al., 2004). 

 

Serin-Carboxypeptidasen 

Eine wichtige Funktion von Serin-Carboxypeptidasen besteht in der Mobilisierung von 

Stickstoff-Quellen während 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 CPIII in der Aleuronschicht, um die 

Speicherproteine im angrenzenden Endosperm abzubauen (Domínguez 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 CPIII 2-3 Tage nach dem vollständigen Aufsaugen des 

mobilisierten Endosperms durch das Scutellum im scutellaren Leitgewebe exprimiert. 

Darüber hinaus akkumuliert CPIII 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 CPIII jeweils in den 

Zellen dieser drei Gewebe lokalisiert ist, die eine DNA Fragmentierung aufweisen und in 

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



Einleitung 

5 
 

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 ubiquitär exprimiert. Aufgrund der Lokalisation von PsCP wird 

eine Funktion zur Mobilisierung von Nährstoffen ausgeschlossen und eine Funktion im 

PCD vermutet (Cercós et al., 2003). 

 

Subtilisin-ähnliche Serin-Proteasen 

Die pflanzlichen Subtilisin-ähnlichen Serin-Proteasen sind nach dem Leitprotein Subtilisin 

benannt, das aus Bacillus licheniformis isoliert wurde (Schaller, 2004). In Arabidopsis sind 

gegenwärtig 55 Gene identifiziert, die für funktionale Subtilisin-ähnliche Serin-Proteasen 

kodieren (Rawlings et al., 2014: MEROPS Peptidase Database). 

Trotz der weiten Verbreitung von Subtilisin-ähnlichen Serin-Proteasen ist wenig über ihre 

Funktion in planta bekannt. Da einige Subtilisin-ähnliche Serin-Proteasen eine breite 

Substratspezifität zeigen, wird jedoch eine Beteiligung im PCD vermutet. In Avena sativa 

wurden zwei Subtilisin-ähnliche Serin-Proteasen Saspase-1 (SAS-1) und Saspase-2 

(SAS-2) isoliert. Der Befall des nekrotrophen Pathogens Cochliobolus victoriae (Erreger 

der Viktoriafäule) löst eine Victorin-induzierte Immunantwort aus, die eine proteolytische 

Kaskade für den PCD einleitet. In dieser proteolytischen Kaskade sind beide Saspasen 

involviert (Coffeen and Wolpert, 2004).  

Darüber hinaus sind in Arabidosis generell die biologischen Funktionen von erst zwei 

Subtilisin-ähnlichen Serin-Proteasen geklärt. Die Subtilisin-ähnliche Serin-Protease SDD1 

(STOMATAL DENSITIY and DISTRIBUTION1) reguliert die Dichte und Verteilung der 

Stomata innerhalb der Epidermis. Ein Verlust von SDD1 führt zu einer Vervierfachung der 

Anzahl an Stomata (Berger and Altmann, 2000). Die zweite erforschte Subtilisin-ähnliche 

Serin-Protease ALE1 (ABNORMAL LEAF SHAPE1) ist für die Entwicklung der Kutikula 

während der Embryogenese verantwortlich: ale1 Keimlinge zeigen abnormale 

schrumpelige Blätter und sterben innerhalb weniger Tage aufgrund der permanenten 

Wasserverdunstung, die über die Blattoberfläche stattfindet (Tanaka et al., 2001). 

Eine weitere Subtilisin-ähnliche 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 verstärkt. Anschließend findet in den Tracheen-Elementen PCD 

statt, was zum vollständigen Abbau der Zellkomponenten und letztlich zum Verlust des 

Protoplasten führt. Darüber hinaus kommt es zu einer partiellen Auflösung der primären 

Zellwand und damit verbunden zur Ausbildung eines zusammenhängenden 
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Röhrensystems für den ungehinderten Wassertransport in planta (Zhao et al., 2000; 

Escamez and Tuominen, 2014).  

 

 

1.2.2. Aspartat-Proteasen 

Aspartat-Proteasen verfügen im aktiven Zentrum über eine katalytische Diade, die aus 

zwei Aminosäuren Asparaginsäure besteht (van der Hoorn, 2008). Eine bedeutsame 

Familie der Aspartat-Proteasen ist die Familie der Präseniline. Der Defekt der 

Präsenilin-Gene ist entscheidend an der Ausbildung der Alzheimer-Krankheit im 

Menschen beteiligt (Schaller 2004). In der Pflanze sind die Pepsin-ähnlichen Proteasen 

eine wichtige Familie der Aspartat-Proteasen (Schaller, 2004; Beers et al., 2004). In 

Arabidopsis sind gegenwärtig 71 Gene identifiziert, die für funktionale Pepsin-ähnliche 

Proteasen kodieren (Rawlings et al., 2014: MEROPS Peptidase Database). 

 

Pepsin-ähnliche Proteasen 

Pepsin-ähnliche 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-ähnlichen Proteasen OsAP25 und OsAP37 induziert 

(Niu et al., 2013). Im Gegensatz dazu scheint die Pepsin-ähnliche Protease PCS1 

(PROMOTION OF CELL SURVIVAL 1) eine blockierende Funktion auf den PCD in 

Arabidopsis zu besitzen. Pflanzen, in denen das Gen PCS1 überexprimiert wurde, zeigen 

eine verhinderte Antheren-Dehiszenz, so dass der Pollen nicht aus den sich in den 

Antheren befindlichen Pollensäcken freigesetzt werden kann. Der Grund hierfür ist, dass 

kein PCD im Stomium, die „Nahtstelle“ zwischen den Pollensäcken, und in den 

interloculären Septumzellen stattfindet und somit ein Zerreißen der Pollensäcke verhindert 

wird (Ge et al., 2005). 

Des Weiteren weisen Pepsin-ähnliche Proteasen eine Funktion in der Immunantwort bei 

Pathogen-Befall auf. In Arabidopsis ist die Pepsin-ähnliche Protease CDR1 

(CONSTITUTIVE DISEASE RESISTANCE 1) in der Pathogen-Abwehr involviert. 

Überexpressionslinien von CDR1 zeigen eine verminderte Suszeptibilität gegenüber dem 

virulenten Stamm des pathogenen Bakteriums Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) 

DC3000. Damit kongruierend weisen cdr1-knockout Pflanzen eine erhöhte Suszeptibilität 

auf. Während der Pathogen-Abwehr akkumuliert die Pepsin-ähnliche Protease CDR1 im 

Apoplasten und leitet die Immunantwort ein, indem es im Apoplasten möglicherweise 

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 Aktivität von Metalloproteasen hängt von zweiwertigen Metall-Kationen ab, die 

ihrerseits an den Seitenresten von Aminosäuren, beispielsweise Glutaminsäure und 

Histidin, der Metalloproteasen stabilisiert werden. Die zweiwertigen Metall-Kationen, in 

den meisten Fällen Zink, aber auch Kobalt oder Mangan, aktivieren das Wassermolekül 

für den nukleophilen Angriff und die daraus resultierende hydrolytische Spaltung der 

Peptidbindungen (Schaller, 2004; van der Hoorn, 2008). In Arabidopsis sind gegenwärtig 

81 Gene identifiziert, die für funktionale Metalloproteasen kodieren (Rawlings et al., 2014: 

MEROPS Peptidase Database). Die Matrix-Metalloproteinasen, die entweder eine 

katalytische Zink-Bindedomäne oder eine katalytische Calcium-Bindedomäne 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 über 

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 

Slti114-smGFP direkt in der Plasmamembran lokalisiert sind (Schiermeyer et al., 2009; 

Cho et al., 2009). 

Die Matrix-Metalloproteinase Cs1-MMP, die eine katalytische Zink-Bindedomäne 

aufweist, ist in den Kotyledonen von Cucumis sativus lokalisiert. In diesen ist eine 

Akkumulation von Cs1-MMP im Übergang der späten Seneszenz zum beginnenden PCD 

zu beobachten. Somit ist Cs1-MMP wahrscheinlich nicht in der Remobilisierung der 

Nährstoffe während der Seneszenz involviert, sondern besitzt eine Funktion im 

beginnenden frühen PCD (Delorme et al., 2000).  

Im Gegensatz dazu zeigt die Matrix-Metalloproteinase At2-MMP, die eine katalytische 

Zink-Bindedomäne aufweist, eine verzögernde Funktion auf den PCD in Arabidopsis. 

Pflanzen der T-DNA Insertionslinie at2-mmp-1 zeigen eine verfrühte Seneszenz und einen 

verfrühten PCD der Rosettenblätter und der Hochblätter (Golldack et al., 2001).  

Des Weiteren besitzen Matrix-Metalloproteinasen eine Funktion in der Immunantwort bei 

Pathogen-Befall. In Solanum lycopersicum ist die Matrix-Metalloproteinase Sl3-MMP in 

der Pathogen-Abwehr involviert. Tomatenpflanzen, in denen das Gen SI3-MMP 

„gesilenced“ wurde, zeigen eine erhöhte Suszeptibilität gegenüber dem nekrotrophen 

Pathogen Botrytis cinerea und gegenüber dem virulenten Stamm des pathogenen 

Bakteriums Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) DC3000. Transiente 

Überexpressionen des Gens Sl3-MMP in Nicotiana benthamiana führen zu einer 

verminderten Suszeptibilität gegen den nekrotrophen Pathogen Botrytis cinerea. Somit ist 
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die Matrix-Metalloproteinase Sl3-MMP möglicherweise 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 gegenwärtig 106 Gene identifiziert, die für funktionale Cystein-Proteasen 

kodieren (Rawlings et al., 2014: MEROPS Peptidase Database). In der Pflanze sind 

Cystein-Proteasen maßgeblich an essentiellen Entwicklungsprozessen beteiligt, indem 

sie entscheidend sowohl in der Stickstoff-Mobilisierung während der Samenreifung und 

der Seneszenz als auch im PCD involviert sind. Sie verfügen im aktiven Zentrum über eine 

katalytische Diade, die aus den Aminosäuren Histidin und Cystein besteht. Metacaspasen, 

„Vacuolar Processing Enzymes“ (VPEs) und Papain-ähnliche 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 Aminosäuresequenz aufweisen. Darüber hinaus besitzen 

Metacaspasen die für 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 Asparaginsäure-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 für 

Caspase-ähnliche Aktivitäten in planta verantwortlich sind, widerlegt. Vielmehr scheint 

eine Beteiligung von Metacaspasen „upstream“ zu Proteasen, die Asparaginsäure-

spezifisch spalten, plausibel (Meslin et al., 2011). 

In der Pflanze werden Metacaspasen in zwei Typen unterteilt. Type I Metacaspasen 

weisen eine N-terminale Pro-Domäne auf, die sich durch ein Prolin-reiches repetitives 

Element und ein Zink-Finger Motiv charakterisiert. In Metacaspasen der Type II fehlen 

diese N-terminalen Pro-Domänen. Stattdessen sind Type II Metacaspasen durch eine 

Linker-Region gekennzeichnet, die zwischen ihren putativen großen und kleinen 

Untereinheiten liegt (Vercammen et al., 2004; Tsiatsiani et al., 2011; Bollhörner 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 Fällen (beispielsweise Metacaspase4 aus 
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Arabidopsis) ist allerdings keine Prozessierung für die proteolytische Aktivität erforderlich 

(Watanabe and Lam, 2011).  

Metacaspasen sind entscheidend für die exakte Ausführung des PCD in planta. In Picea 

abies ist die Type II Metacaspase mcII-Pa im Suspensor lokalisiert und „Gen-Silencing“ 

von mcII-Pa führt zu einer Unterdrückung des PCD im Suspensor. Interessanterweise 

translokalisiert mcII-Pa während des PCD der Suspensor-Zellen vom Cytoplasma in den 

Nucleus. Möglicherweise initiiert mcII-Pa den PCD, indem mcII-Pa nukleare 

Strukturproteine abbaut und dies somit zu einer Auflösung der Kernmembran führt. Die 

Auflösung der Kernmembran wiederum ermöglicht 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 für funktionale Metacaspasen, wobei die 

Metacaspasen AtMC1, AtMC2 und AtMC3 Type I Metacaspasen sind. AtMC4 bis AtMC9 

weisen dagegen keine N-terminale Pro-Domäne auf und sind als Type II 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. AtMC1 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 unabhängig von 

ihren putativen katalytischen Aminosäuren Histidin und Cystein. Im Gegensatz dazu sind 

die putativen katalytischen Aminosäuren Histidin und Cystein für die proteolytische 

Funktion von AtMC1 essentiell. Ein Doppel-Verlust von AtMC1 und AtMC2 führt zu einem 

fast vollständigen Verschwinden des HR-vermittelten PCD und gleichzeitig jedoch zu 

keiner erweiterten Suszeptibilität gegenüber diesen Pathogenen (Coll et al., 2010).  

Die Type II Metacaspase AtMC9 ist die einzige Metacaspase in Arabidopsis, die einen 

sauren pH-Wert zur autokatalytischen Prozessierung benötigt. 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 Ansäuern des Cytoplasmas durch das Platzen 

der Vakuole in den finalen Stufen des PCD zurückzuführen 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 Rosettenblättern von 

Keimlingen exprimiert. Darüber hinaus ist AtMC9 in den Petalen vermehrt an der 

„Abscission zone“ und in den Antheren im Konnektivgewebe akkumuliert. In allen 

aufgeführten Geweben findet Entwicklungs-PCD statt (Vercammen et al., 2006; Bollhörner 
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et al., 2013; Tsiatsiani et al., 2013). Die Funktion von AtMC9 im PCD während der 

Differenzierung der Tracheen-Elemente des Xylems wurde näher untersucht. In der 

T-DNA Insertionsmutante atmc9-2 kann im Vergleich zum Wildtyp keine Verzögerung des 

Zerplatzens der Vakuole infolge des beginnenden PCD im Protoxylem festgestellt werden. 

Dagegen ist die Dauer des vollständigen 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 (Bollhörner 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 Asparaginsäure-Resten spalten 

(Hara-Nishimura et al., 1998). Obwohl nur eine geringe Homologie in der 

Aminosäurensequenz zwischen VPEs und metazoischen Caspasen besteht, zeigen ihre 

jeweiligen dreidimensionalen Strukturen, dass die entscheidenden Aminosäuren (γVPE: 

Arg74, His177, Cys219, Ser247; Caspase1: Arg341, His237, Cys285, Ser339) für die 

Substratbindetasche hochkonserviert sind. Somit können 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-Rückhaltesignal synthetisiert und anschließend zur Vakuole transportiert. Durch den 

in der Vakuole vorliegenden sauren pH-Wert maturiert die enzymatisch inaktive Pro-Form 

der VPEs pH-abhängig 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 

Kürbissamen, 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 Abläufe in den finalen Stufen des PCD, werden VPEs ins 

Cytoplasma freigesetzt. Diese Freisetzung der VPEs gilt als eines der wichtigsten Stufen 

in der Ausführung des PCD (Hara-Nishimura and Hatsugai, 2011). Beispielsweise ist 

VPE1 im Entwicklungs-PCD in Solanum tuberosum beteiligt. Im apikalen 

Knospenmeristem der Kartoffel-Sprossknolle, in dem PCD-Vorgänge in Form von 

DNA-Fragmentierungen nachgewiesen wurden, ist eine PCD-induzierte Genexpression 

von VPE1 feststellbar (Teper-Bamnolker et al., 2012). In der Abwehr-Reaktion gegenüber 
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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 Blättern der 

resistenten Kulturform „Free Redstar“ ist eine Hochregulierung des Gens VPE nach 

Inokulation mit Erwinia amylovora detektierbar, in den Blättern der suszeptiblen Kulturform 

„Idared“ ist dagegen keine Hochregulierung feststellbar (Iakimova et al., 2013). 

In Arabidopsis umfasst die VPE-Gen-Familie vier Mitglieder: α, β, γ und δVPE. Während 

der Samenentwicklung ist δVPE in den toten Zellen von zwei der drei inneren Integumente 

der Samenschale lokalisiert. Die Samenschale besteht aus fünf Zellschichten, drei innere 

Integumente und zwei äußere Integumente, in denen während der Samenentwicklung 

PCD stattfindet. Das mittlere innere Integument und das äußere innere Integument, das 

ans innere äußere Integument anschließt, sind die zwei Zellschichten, in denen zuerst und 

ab dem Torpedo-Stadium der Embryogenese Prozesse des PCD in Form von 

aufreißenden Vakuolen zu beobachten sind. In diesen zwei Integumenten ist δVPE in den 

toten Zellen, die aufgeplatzte Vakuolen aufweisen, akkumuliert. In Samen von Pflanzen 

der T-DNA Insertionslinie δvpe ist der PCD dagegen während der Samenentwicklung 

verzögert (Nakaune et al., 2005). 

γVPE 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 γVPE festzustellen. Darüber hinaus zeigen γvpe-knockout 

Pflanzen eine erhöhte Suszeptibilität gegenüber diesen Pathogenen (Rojo et al., 2004).  

Die immense Bedeutung der VPEs für 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 äußert sich durch das 

Zerplatzen der Vakuole und der Ausbildung von Läsionen auf Blättern von Nicotiana 

benthamiana. „VPE-silencing“ von Nicotiana benthamiana Pflanzen führte zum 

vollständigen Verlust der Blattläsionen (Hatsugai et al., 2006). Durch das Mykotoxin 

Fumonisin B1 werden ebenfalls das Zerplatzen der Vakuole und die Ausbildung von 

Blattläsionen induziert. Blätter der Arabidopsis vpe-Null Quadruple-Mutante sind insensitiv 

gegenüber dem von Fumonisin B1 induzierten PCD und zeigen keine Blattläsionen. Von 

den T-DNA Insertionslinien der jeweiligen Einzelmutanten zeigen interessanterweise nur 

die Blätter der γvpe-Mutante einen verzögerten PCD in Form von weniger Blattläsionen. 

Die Blätter der anderen Einzelmutanten αvpe, βvpe und δvpe weisen eine ähnliche 

nekrotische Läsionsfläche wie die Blätter des Wildtyps auf. Darüber hinaus ließ sich mittels 

RT-PCR zeigen, dass in den Einzelmutanten αvpe, βvpe und δvpe und im Wildtyp 

ausschließlich das Transkript von γVPE vorhanden ist. Dies bedeutet, dass die VPEs 

einerseits zueinander funktionell redundant wirken. Andererseits jedoch scheint γVPE 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 möglicherweise im Zuge des PCD andere vakuoläre Enzyme, die in Folge 

dessen den Tonoplast der Vakuole abbauen und somit für 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-ähnliche 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-Domäne 

mit dem sogenannten „ERFNIN-Motiv“ (Glu/Asp-Arg-Phe/Tyr/Leu-Asn-Ile/Ala/Val-

Asn/Gln) auf. Die Papain-ähnlichen Cystein-Proteasen besitzen in der Pflanze Funktionen 

in der Remobilisierung von Nährstoffen und sind im PCD involviert (Beers et al., 2004; 

Hierl et al., 2012) 

In Arabidopsis weist die Papain-ähnliche Cystein-Protease RD21 (RESPONSIVE TO 

DESICCATION 21) verschiedene Funktionen auf. RD21 besitzt kein C-terminales 

ER-Rückhaltesignal, sondern stattdessen eine C-terminale Cystein-reiche 

Granulin-ähnliche Domäne, die möglicherweise der Regulierung der Löslichkeit 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 möglicherweise 

in planta bei Änderungen des osmotischen Potentials induziert wird (Koizumi et al, 1993; 

Hayashi et al., 2011). Andererseits ist RD21 am Abbau von zellulären Proteinen während 

der Blattseneszenz und möglicherweise am Abbau von Speicherproteinen in der 

Samenkeimung beteiligt (Yamada et al., 2001).  

Darüber hinaus ist RD21 in der Pathogen-Abwehr involviert. Ein Verlust von RD21 führt in 

rd21-Pflanzen zu einer erhöhten Suszeptibilität für den nekrotrophen Pathogen Botrytis 

cinerea. Gegenüber dem pathogenen Oomycet Hyaloperonospora arabidopsidis und dem 

virulenten Stamm des pathogenen Bakteriums Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) 

DC3000 zeigen rd21-Pflanzen eine unveränderte Suszeptibilität (Shindo et al., 2012). 

Weitere Beispiele für eine Beteiligung an der Seneszenz und am PCD der 

Papain-ähnlichen 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 Blättern sowie in den Röschen des Brokkolis 

und induziert eine Ernte-abhängige Seneszenz (Eason et al., 2005). In Arabidopsis sind 

die Papain-ähnlichen Cystein-Proteasen XCP1 und XCP2 in den Vakuolen der Tracheen 

lokalisiert und im PCD während 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-ähnliche Cystein-Protease Tr-CP14 aus Trifolium repens ist 

ebenfalls während der Differenzierung der Tracheen-Elemente des Xylems im PCD 

involviert. Im Gegensatz zu XCP1 und XCP2 ist Tr-CP14 nicht vakuolär, sondern 

cytoplasmatisch lokalisiert und nach dem Platzen der Vakuole ist eine starke 

Akkumulierung von Tr-CP14 festzustellen (Mulisch et al., 2013) 

 

 

 

 

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

Cystein-Proteasen 

 

1.3.1. Synthese und Maturierung 

Die Papain-ähnlichen KDEL-Cystein-Endopeptidasen (KDEL CysEP) sind eine 

Untergruppe innerhalb der Familie der Papain-ähnlichen Cystein-Proteasen und nur in 

Pflanzen vertreten. Sie werden als Proteine mit einer N-terminalen Pre-Pro-Domäne und 

mit einem C-terminalen ER-Rückhaltesignal (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-Domäne abgespalten wird. Das 

enzymatisch inaktive Pro-Enzym wird vom ER in vom ER stammenden Organellen ins 

Cytoplasma transportiert. Durch Ansäuern des Cytoplasmas aufgrund des Zerplatzens der 

Vakuole in den finalen Stufen des PCD, zerreißen 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-Domänen und die C-terminalen 

ER-Rückhaltesignale posttranslational abgespalten werden (Schaller, 2004; Beers et al., 

2004; van der Hoorn, 2008; Hierl et al., 2012).  

  



Einleitung 

14 
 

1.3.2. KDEL CysEP akzeptieren Proline und Hydroxproline neben ihrer Spaltstelle 

Beispielhaft für diese Untergruppe ist die KDEL CysEP aus Ricinus communis (RcCysEP). 

In seneszierenden Zellen des Endosperms von R. communis wurde ein vom ER 

stammendes kugelförmiges Organell entdeckt. Dieses Organell ist von einer mit 

Ribosomen-besetzten Membran umgeben und besitzt einen Durchmesser von 1 µm. 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 für Papain-ähnliche 

Cystein-Proteasen typische Struktur. RcCysEP ist, unterteilt durch die 

Substratbindetasche mit dem aktiven Zentrum, in zwei Domänen gefaltet, die eine 

ähnliche Größe aufweisen. Die linke L-Domäne weist fast ausschließlich helikale 

Strukturen (α1-α4) auf und die rechte R-Domäne besteht größtenteils aus antiparallelen 

β-Faltblattstrukturen (β2-β6). 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-ähnlichen Cystein-Protease GP-II (GINGER 

PROTEASE-II) aus Zingiber officinale, die in P2 Position zur Spaltstelle die Aminosäure 

Prolin akzeptiert, sehr ähnlich (Choi et al., 1999). Die Substratbindetasche von RcCysEP 

ist verglichen mit den Substratbindetaschen von GP-II und Papain größer bzw. „weiter 

offen“. In der Substratbindetasche befindet sich die katalytische Tasche, die aus der 

katalytischen Diade (Cys26 und His162) und den Aminosäuren Glutamin (Gln20) und 

Asparagin (Asn183) besteht. Die Substratbindetasche wird von den Aminosäuren Leucin 

(Leu69), Methionin (Met70) und Alanin (136) und einer Leucin-Glycin-Schleife 

(Leu160-Gly163) geformt. Die offenere Substratbindetasche von RcCysEP gegenüber 

GP-II und Papain hängt von der relativ kleinen Aminosäure Leu69 ab. In GP-II und Papain 

befinden sich hier dagegen große aromatische Aminosäuren (GP-II: Trp69; Papain: 

Tyr67), die in den freien Raum hineinragen und wahrscheinlich große Aminosäuren wie 

Prolin sterisch am Eindringen hindern (Choi et al., 1999; Than et al., 2004). In einem 

β-Casein Verdau konnte gezeigt werden, dass RcCysEP die Aminosäure Prolin in P1 und 

P1‘ Position zur Spaltstelle akzeptiert, was äußerst ungewöhnlich in der Familie der 

Endopeptidasen ist (Cunningham and O’Connor, 1997; Than et al., 2004). Die 

Spaltstellen von RcCysEP im maturierten P1-Typ Extensin von Tabak wurden durch 

Aminosäuren-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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Grundsätzlich weisen die pflanzenspezifischen KDEL CysEP innerhalb ihrer Familie eine 

hohe Homologie in ihrer Aminosäuresequenz auf. Darüber hinaus sind die Aminosäuren 

(Leu69, Met70, Ala136, Leu160-Gly163 Schleife), die für die breitere bzw. offenere 

Substratbindetasche entscheidend sind, zusammen mit den Aminosäuren der 

katalytischen Tasche (Gln20, Cys26, His162, Asn183) in allen bekannten KDEL CysEP 

hoch konserviert. Somit besitzen vermutlich alle bekannten KDEL CysEP diese 

ungewöhnlich breite Substratspezifität (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 für Endopeptidasen sehr ungewöhnlich breiten 

Substratspezifität 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 SlCysEP 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 interloculären 

Septums, des Konnektiv-Gewebes, des Endotheciums sowie die Epidermiszellen, die das 

Stomium umschließen, Charakteristika für einen stattfindenden PCD aufweisen. In allen 

aufgeführten Zelltypen der Anthere ist SlCysEP lokalisiert und gilt als ein Indikator für den 

beginnenden PCD (Senatore et al., 2009).  

In Lilium longiflorum ist die KDEL CysEP LlCYP an der Seneszenz der Tepalen beteiligt. 

In Überexpressionslinien, die das Protein LlCYP-KDEL mit einem C-terminalen 

ER-Rückhaltesignal „KDEL“ im Arabidopsis-Hintergrund exprimieren, sind wie im Wildtyp 

keine PCD-Abläufe in den Rosettenblättern zu beobachten. Dagegen weisen 

Überexpressionslinien, die das Protein LlCYP ohne ein C-terminales ER-Rückhaltesignal 

„KDEL“ im Arabidopsis-Hintergrund exprimieren, eine sterbende Blattrosette auf. Mittels 

Immunogold-verknüpften Antikörpern konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass LlCYP 

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 LlCYP dagegen in 

der Vakuole akkumuliert. Erstaunlicherweise ist keine Speicherung in Ricinosomen 

festzustellen (Battelli et al., 2014).  

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

Lokalisation in sterbendem Gewebe, sind das äußere 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 Hülsen von Phaseolus vulgaris (Tanaka et al., 1991), die 

unbefruchteten Ovarien von Pisum sativum (Cercós et al., 1999), die hypogäischen 

Kotyledonen von Vicia sativa (Becker et al., 1997) und die epigäischen Kotyledonen von 

Vigna mungo (Toyooka et al., 2000) zu nennen. 

Neben ihrer wichtigen Funktion im pflanzlichen PCD, scheinen KDEL CysEP 

möglicherweise in der Gewebe-Remodellierung involviert zu sein. Aufgrund der Fähigkeit 

Extensine, Hydroxyprolin-reiche Glykoproteine (HRGP) der pflanzlichen Primär-Zellwand, 

verdauen zu können, 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, möglich (Helm et al., 2008; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). 

Dagegen ist über eine mögliche Funktion von KDEL CysEP in der Pathogen-Abwehr 

bisher nichts bekannt.  

 

1.3.4. KDEL CysEP in Arabidopsis 

In Arabidopsis kodieren drei Gene für 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 

„Abscission zone“, in unbefruchteten Ovulen, im Tapetum, in senezierenden Petalen und 

im seneszierenden Endosperm nach der Speicherstoffmobilisierung während 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 ubiquitär 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 für die exakte und saubere 

Abschilferung der Zellen der lateralen Wurzelhaube diese vorher absterben müssen. 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 wäre auch eine 
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Funktion in der Gewebe-Remodellierung denkbar, da die Zellen der lateralen 

Wurzelhaube elongieren und somit die Zellwände aufgrund der Zellwandstreckung vorher 

erweichen müssen (Campilho et al., 2006). Zudem ist eine AtCEP1::GUS Expression um 

die endogene Austrittsstelle der Seitenwurzel aus der Primärwurzel zu finden. Somit 

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

 

Morphologischer Aufbau der Wurzelspitze von Arabidopsis 

 

 
 

Abbildung 1: Übersicht 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 Länge (Stern). 

Geänderte Darstellung der Übersicht, die freundlicherweise von Yvon Jaillais (Hochschule ENS Lyon, 
yvon.jaillais@ens-lyon.fr) zur Verfügung 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). AtCEP2 ist in der Epidermis der „non-protruding cell files“, nicht 

jedoch in den Stomata selbst lokalisiert (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). 

Darüber hinaus ist AtCEP2 an der Basis junger Blätter epidermal und AtCEP3 in den 

Trichomen von Primärblättern 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. Für diesen Vesikeltransport gibt es zwei Möglichkeiten der Sekretion vom 

ER: den Golgi-abhängigen und den Golgi-unabhängigen Sekretionsweg.  

 

1.4.1. Golgi-abhängiger Sekretionsweg 

Im Golgi-abhängigen Sekretionsweg werden die synthetisierten Proteine vom ER in 

50-90 nm großen „coat protein II (COPII)“ Vesikeln zur Cis-Seite des Golgi-Apparates 

transportiert und in diesen freigelassen. Der Golgi-Apparat besteht aus bis zu einigen 

hundert Dictyosomen, dessen Hohlräume 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 Möglichkeit ist, 

dass die freigesetzten Proteine für den Transport durch den Golgi-Apparat in 50-100 nm 

große „coat protein I (COPI)“ Vesikel verpackt und an der Trans-Seite wieder freigelassen 

werden. Während 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 großen „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-unabhängiger Sekretionsweg 

Im Golgi-unabhängigen 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 können auch direkt vom ER stammen. Die Prolamine in Reis (Oryza) und Mais (Zein) 

akkumulieren während der Samenentwicklung im Lumen des rauen ER im Endosperm, 

um schließlich 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 während der Samenreifung im Lumen des rauen ER. 

Sie knospen verpackt in 200-400 nm große „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 ausschließlich in Pflanzen der Ordnung Brassicales 

und weisen eine charakteristische Spindel-förmige Gestalt mit einer Länge von 10 µm und 

einer Breite von 1 µm auf. In A. thaliana akkumulieren ER-bodies große Mengen der 

β-Glucosidase PYK10, auch BGLU23 (BETA GLUCOSIDASE 23) genannt, die wie 

KDEL CysEP ein C-terminales ER-Rückhaltesignal „KDEL“ trägt. ER-bodies finden sich 

ubiquitär in Keimlingen und in Wurzeln, jedoch selten in Rosettenblättern. Darüber hinaus 

sind ER-bodies wahrscheinlich in pflanzlichen Abwehrmechanismen involviert, 

vorwiegend gegen Herbivore, da sowohl nach der Behandlung mit Jasmonsäure als auch 

nach Verwundung de novo die Bildung von ER-bodies in Rosettenblättern induziert wird 

(Hayashi et al., 2001; Matsushima et al., 2003; Nakano et al., 2014).  

 

 

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

Endopeptidasen 

Für KDEL CysEP sind ausschließlich Golgi-unabhängige 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 große KDEL-Vesikel (KV) verpackt. Diese KV dienen dem Massentransport: 

Sie knospen vom ER ab und transportieren die Pro-Form von SH-EP Golgi-unabhängig 

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 ausschließlich als 

ein Transportmittel (Toyooka et al., 2000; Okamoto et al., 2003). 

Dagegen stellen die 1 µm großen Ricinosomen ein temporäres Speicherkompartiment für 

die enzymatisch inaktiven Pro-Enzyme der KDEL CysEP dar. Die Ricinosomen knospen 

vom ER ab und werden ebenfalls direkt ins Cytoplasma entlassen. Nach Ansäuern des 

Cytoplasmas, verursacht durch das Zerreißen 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-abhängig autokatalytisch 
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in die entsprechende enzymatisch aktive Untereinheit. Aufgrund ihrer ungewöhnlich 

breiten Substratspezifität spalten diese unspezifisch Zellkompartimente der 

seneszierenden Gewebe. Somit werden die Ricinosomen als „Suizid-Bomben“ angesehen 

und ihr Vorhandensein gilt im pflanzlichen Gewebe als Indikator für 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 

(Cercós et al., 1999) und in den hypogäischen Kotyledonen von Vicia sativa (Becker et al., 

1997) nachgewiesen worden. In Chenopodium quinoa wurden Ricinosomen im 

seneszierenden Endosperm und im Suspensor während der Samenkeimung lokalisiert 

(López-Fernández and Maldonado, 2013). 

 

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

In Arabidopsis konnte die Speicherung der KDEL CysEP AtCEP2 in ER-bodies und in 

Ricinosomen-ähnlichen Organellen nachgewiesen werden. Hierfür wurden Pflanzen, die 

ein funktionelles Reporterkonstrukt (PCEP2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) für 

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-ähnlichen 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 µm großen Spindel-förmigen Gestalt 

akkumuliert. Im Gegensatz dazu ist das Pro-Enzym von AtCEP2 in der Columella, in der 

lateralen Wurzelhaube und an der Basis junger Blätter in runden Ricinosomen-ähnlichen 

Organellen, mit ihren charakteristischen Durchmessern von 1 µm, lokalisiert. Die 

Ricinosomen-ähnlichen 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.)). 
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1.5. Zellwand-Remodellierung 

 

1.5.1. Aufbau der primären Zellwand 

Das Gerüst der primären Zellwände besteht bei allen höheren Pflanzen vorwiegend aus 

Cellulose, 1,4-β-glykosidisch verknüpften Glucanketten. Die einzelnen Cellulose-Stränge 

wiederum sind zu Cellulose-Mikrofibrillen gewunden. Diese fibrillären Komponenten sind 

in eine hoch hydratisierte Pektin-Matrix eingebettet, die vorwiegend aus 

Homogalacturonan, Rhamnogalacturonan-I und Rhamnogalacturonan-II besteht und sich 

über Calciumbrücken stabilisiert. Für die Verknüpfungen der einzelnen 

Cellulose-Mikrofibrillen sind Hemicellulosen, vorwiegend Xyloglucane, die über 

Wasserstoffbrückenbindungen gebunden werden, verantwortlich (Cosgrove, 2000a). 

Generell sind neben Polysacchariden zudem Proteine wichtige strukturgebende 

Bestandteile der primären 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 

Aminosäuren formen in der primären Zellwand aufgrund ihrer starken 

Assoziationstendenz durch intermolekulare Verlinkungen ein dreidimensionales 

Netzwerk. Dieses wird zusätzlich 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 für die 

Selbstorganisation der pflanzlichen Zellwand notwendig ist. Des Weiteren scheinen HRGP 

auch für den Pektin-Komplex in der Zellwand eine stabilisierende Funktion zu besitzen. 

Sie verknüpfen die Reste der Seitenketten der Pektine Rhamnogalacturonan-I und 

Rhamnogalacturonan-II, indem sie an beide Pektine kovalent binden und somit eine 

Verbindungsbrücke 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 Primär-Zellwand besteht aus einem starren Strukturgerüst, das aber durch 

die Spaltung der tragenden Verknüpfungen irreversibel elongieren kann. Nach der 

postulierten Säure-Wachstums-Theorie bewirkt das Auxin Indol-3-Essigsäure das 

Ansäuern 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 zusammenhängend 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 führt schlussendlich zur Elongation der gesamten Zelle (Rayle and 

Cleland, 1992; Cosgrove, 2000a and b). 

Expansine gehören zu den Proteinen, die entscheidend in der Zellwanderweichung 

involviert sind, da sie die stabilisierenden Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den 

Xyloglucanen und den Cellulose-Mikrofibrillen lösen. Somit können die einzelnen 

Cellulose-Mikrofibrillen 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. Zusätzlich 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 lösen, sondern auch wieder verknüpfen. 

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 Calciumbrücken zwischen Pektinen durch Veresterung der 

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

Die Bildung der Seitenwurzel erfolgt in allen Pflanzen endogen. In Arabidopsis stammt die 

Seitenwurzel von den sogenannten Perizykel-Gründerzellen. 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 Gründerzellen initiiert, die ein einschichtiges, aus bis zu zehn Zellen 

bestehendes Seitenwurzel-Primordium bilden (Abb. 2 Stadium I). Durch eine 

anschließende perikline Zellteilung entsteht ein zweischichtiges Seitenwurzel-Primordium, 

mit einer inneren und einer äußeren Zellschicht, das in die Endodermis vordringt (Abb. 2 

Stadium II). Durch weitere perikline Zellteilungen in den Entwicklungsstadien III, IV und VI 

sowie durch antikline Zellteilungen in den Entwicklungsstadien V und VII bildet sich im 

Stadium VII ein Kuppel-förmiges Seitenwurzel-Primordium (Abb. 2). Im 

Entwicklungsstadium III-VI ist das Seitenwurzel-Primordium im Cortex und im Stadium VII 

in der Epidermis lokalisiert. Das Seitenwurzel-Primordium ist im Stadium VII bereits in 

Leitbündel, 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 Primärwurzel 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). 

 
 

 

 
Abbildung 2: Übersicht der Entwicklungsstadien I-VIII beim endogenen Austritt des Seitenwurzel-
Primordiums durch die überlagernden Schichten (Endodermis, Cortex, Epidermis) in Arabidopsis. 

Geänderte Darstellung der Übersicht 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, weiterführend mit der Polarisierung der 

Gründerzellen und der damit verbundenen Initiierung der Seitenwurzelbildung, bis hin zur 

Zellseparation, die final den endogenen Austritt des Seitenwurzel-Primordiums ermöglicht. 

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 

stammt, leitet in den direkt überlagernden Epidermiszellen die Degradierung des Inhibitors 

IAA14/SLR1 (INDOLE ACETIC ACID14/SOLITARY-ROOT1) ein. Dies führt 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 überlagernden Epidermiszellen eintreten kann. In diesen direkt überlagernden 

Epidermiszellen wird die Expression vieler Zellwand Remodellierungs-Gene durch Auxin 

induziert. Somit agiert das vom Seitenwurzel-Primordium stammende Auxin als ein lokales 

induktives Signal für eine direkt gesteuerte Zellseparation der unmittelbar überlagernden 

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 überlagernde Zellschichten 

(Endodermis, Cortex, Epidermis) durchdringen. Die exakte zeitliche und räumliche 

Ausführung der Zellseparation zur Vermeidung mechanischer Hindernisse ist daher von 

entscheidender Bedeutung. Hierbei sind keine PCD-Abläufe feststellbar, es ist 

ausschließlich 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 (Exp1, 

Exp17), Xyloglucan-Endotransglucosylase (XTR6) und Pektinmethylesterasen (PME1) 

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 CysEP AtCEP1 in der Gewebe-Remodellierung involviert zu 

sein, da eine AtCEP1::GUS Expression um die endogene Austrittsstelle der Seitenwurzel 

aus der Primärwurzel detektierbar ist (Helm et al., 2008). 
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1.6. Die pflanzliche Immunität 

Die pflanzliche Immunität ist eine hochkomplexe und effiziente Abwehrmaschinerie 

gegenüber vielen pathogenen Organismen. Pflanzen besitzen gegenüber Pathogenen 

eine Grundimmunität, die als Basisresistenz bzw. als Nicht-Wirt-Resistenz bezeichnet 

wird. Einerseits hängt 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 

präformierte 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 präformierten Barrieren erfolgreich überwunden 

hat, entscheidet das rechtzeitige Erkennen der Anwesenheit potentieller Pathogene über 

Resistenz oder Suszeptibilität seitens der Pflanze. Die Erkennung der Pathogene erfolgt 

über nicht-wirtspezifische exogene Elizitoren, den sogenannten „pathogen/microbe-

associated molecular patterns“ (PAMPs/MAMPs) (Boller and Felix, 2009). Diese sind 

hochkonservierte Strukturen oder Moleküle, die nicht in der pflanzlichen Wirtszelle 

vorhanden sind. Sowohl die Hauptkomponente der pilzlichen Zellwand Chitin als auch die 

Hauptkomponente bakterieller Flagellen Flagellin stellen überaus potente PAMPs dar 

(Nürnberger and Lipka, 2005). Die Erkennung der exogenen Elizitoren erfolgt durch auf 

der Zelloberfläche befindliche „pattern recognition“ Rezeptoren (PRRs), die entweder 

Rezeptor-ähnliche Kinasen oder Rezeptor-ähnliche Proteine sind (Macho and Zipfel, 

2014). Des Weiteren existieren pflanzeneigene, durch Verwundung freigesetzte endogene 

Elizitoren „damage-associated molecular pattern“ (DAMPs), deren Erkennung nach einem 

ähnlichen Mechanismus wie die Erkennung exogener Elizitoren abläuft (Boller and Felix, 

2009).  

Die Erkennung von PAMPs bzw. MAMPs durch PRRs lösen 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 PTI initiiert die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, Veränderungen 

des Calciumkationen-Gehalts im Cytoplasma sowie die Expression von „pathogenesis-

related (PR)“ Genen und die Induktion von „mitogen-activated protein kinases“ (MAPKs) 

(Hückelhoven, 2007a; Boller and Felix, 2009).  
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1.6.2. Basiskompatibilität 

In Folge der Evolution hat sich eine Basiskompatibilität der Pathogene gegenüber ihren 

Wirtspflanzen entwickelt, d.h. sie umgehen oder unterdrücken die induzierbaren 

Abwehrmechanismen der PTI und etablieren mittels Effektoren eine Virulenz gegenüber 

dem Wirt. Somit können 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 zweiten Mechanismus der 

Pathogenerkennung. Im Cytoplasma lokalisierte Resistenz (R) Proteine erkennen 

rassenspezifisch Effektoren der Pathogene oder zelluläre Veränderungen, die durch diese 

Effektoren induziert worden sind (Jones and Dangl, 2006). Die Gen-für-Gen Hypothese 

beschreibt, dass die Wirtspflanze ein spezifizierendes dominantes Resistenzgen (R) 

besitzt, das mit einem spezifizierenden dominanten Avirulenzgen (AVR) des Pathogens 

korrespondiert (Wit, 1992). Für 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 

Wächter-Modell stellt dagegen die indirekte Erkennung der Pathogen-Effektoren dar, 

indem das R-Protein als Wächter fungiert. Im Wirt existieren sogenannte Virulenz- oder 

Effektor-Targets, an die AVR-Proteine zunächst binden. Durch Konformationsänderungen 

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 führen schließlich zur Hypersensitiven Reaktion 

(HR), die vor allem gegen biotrophe Pathogene wirksam ist. Die ETI löst eine stärkere 

Abwehrreaktion als die PTI aus (Dodds and Rathjen, 2010).  

Die ausgebildete ETI seitens der Wirtspflanze führt dazu, dass Pathogene zur erneuten 

Umgehung der ETI ihre Effektoren modifizieren oder neu ausbilden. Dies wiederum 

bewirkt, dass die Wirtspflanze neue R-Proteine für 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 für das Überleben vieler 

pilzlicher Pathogene entscheidend. Im Gegensatz dazu ist es für die Wirtspflanze 

essentiell, frühe Abwehrreaktionen gegen das Penetrieren des Pathogens und der daraus 

resultierenden Kolonisierung einzuleiten (Hückelhoven and Panstruga, 2011).  

 

1.7.1. Verstärkende 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 β-1.3-glykosidisch verknüpften 

Glucan Callose sowie aus anderen Polysacchariden, phenolischen Verbindungen, 

Wasserstoffperoxid und antimikrobiell wirksamen Proteinen. Die daraus resultierende 

verstärkte Zellwand dient vermutlich als physikalische Barriere gegen den hydrolytischen 

und osmotischen Druck, der durch das Appressorium des penetrierenden Pilzes 

verursacht wird. Eine verzögerte Zellwandverstärkung hingegen führt zu einer leichteren 

Infektion durch den Pilz (Hückelhoven, 2005; Hückelhoven, 2007a). Generell erfolgt die 

Papillenbildung an dem Bereich der Innenseite der epidermalen Zellwand, an dem der Pilz 

von außen 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 führen. Somit können 

Enzyme Papillen-Komponenten direkt am Ort des Geschehens synthetisieren 

(Hückelhoven, 2007a and b; Eichmann and Hückelhoven, 2008). Des Weiteren werden 

die für die Papillen-Bildung benötigten Komponenten von zellulären Vesikeln und 

Vesikel-ähnlichen Strukturen exocytotisch in den Apoplasten freigesetzt (Hückelhoven, 

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; Hückelhoven, 2007a). 
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1.7.2. Hypersensitive Reaktion 

Nachdem der Pilz durch die Penetration der Papillen die pre-invasive Abwehrbarriere 

überwinden 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 führt zur Inkompatibilität (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 beschränkt 

ist. Der Abwehrmechanismus der HR beinhaltet einen „oxidative burst“, was zur 

Freisetzung von Salicylsäure, Stickstoffmonoxiden und reaktiven Sauerstoffspezies wie 

dem Hyperoxid-Anion sowie Wasserstoffperoxid führt. 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. Darüber hinaus findet vereinzelt eine Zersetzung der 

Plasmamembran und das Zerreißen 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 benötigen. Nekrotrophe Pathogene können 

dagegen selbst einen „oxidative burst“ induzieren, um sich vom abgestorbenen Gewebe 

zu ernähren (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 Salicylsäure (SA), Jasmonsäure (JA) und das dazugehörige 

Methylderivat Methyljasmonat sowie Ethylen (ET) als Schlüsselmoleküle fungieren, 

reguliert. SA abhängige 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 Genes1). Im SA-Signalweg bindet NPR1 „downstream“ von 

SA an TGA1 Transkriptionsfaktoren und aktiviert somit SA-abhängige Elemente in den 

Promotoren der PR-Gene, die den Start der Expressionen einleiten. Darüber hinaus 

fungiert das durch SA aktivierte NPR1 als negativer Regulator des JA-Signalwegs 

(Glazebrook, 2001; Pieterse and Van Loon., 2004). Die npr1 Mutanten von Arabidopsis 
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weisen Defekte im SA-abhängigen Signalweg auf und zeigen gegenüber biotrophen 

Pathogenen eine erhöhte Suszeptibilität. Im Gegensatz dazu sind npr1 Mutanten bei Befall 

von nekrotrophen Pathogenen nicht suszeptibler. Damit übereinstimmend, zeigen 

Mutanten, die einen Defekt im JA- oder ET-Signalweg besitzen, wie beispielsweise ein2 

(ehtylene insensitive2) und coi1 (coronatine insensitive1), eine erhöhte Suszeptibilität 

gegenüber nekrotrophen Pathogenen und keine erhöhte Suszeptibilität im Vergleich zu 

biotrophen Pathogenen. Somit scheint der SA-abhängige Signalweg für die 

Abwehrreaktion gegen biotrophe sowie hemibiotrophe Pathogene und der JA- und 

ET-abhängige 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 ausgelöste HR und des damit verbundenen PCD, indem es 

mit Zellzyklus-abhängigen Kinase-Inhibitoren interagiert und somit den Zellzyklus 

kontrolliert (Wang et al., 2014). Darüber hinaus ist AtCPR5 in der Entwicklung bei der 

Blatt-Seneszenz und in der Trichombildung involviert (Kirik et al., 2001). AtCPR5 ist ein 

Membranprotein, das im Zellkern lokalisiert ist (Yoshida et al., 2002). In atcpr5 Mutanten 

führt der Verlust von AtCPR5 zu einer konstitutiven Expression der SA-, JA- und 

ET-abhängigen PR-Gene. Somit zeigen atcpr5 Pflanzen eine konstitutive Resistenz 

gegenüber dem pathogenen Bakterium Pseudomonas syringae und dem biotrophen 

Oomycet Hyaloperonospora arabidopsidis. Des Weiteren besitzen atcpr5 Mutanten 

reduzierte Trichom-Verzweigungen. Darüber hinaus weisen atcpr5 Mutanten neben 

Zwergwuchs, eine verfrühte Kotyledonen-Seneszenz auf und junge Rosettenblätter 

zeigen Bereiche spontaner nekrotischer Blattläsionen (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 über der Erde befindlichen Organe höherer Pflanzen. 

Sie sind obligat biotrophe Pathogene, die epiphytisch auf der Wirtspflanze leben. 

Ausschließlich ihr spezielles Ernährungsorgan, das Haustorium, penetriert zur 

Nahrungsaufnahme in die epidermalen Wirtszellen (Hückelhoven, 2005). 

Die echten Mehltaupilze sind Ascomyceten und in der Ordnung Erysiphales eingegliedert. 

Diese Ordnung beinhaltet ausschließlich eine Familie, die Erysiphaceae, die in fünf Tribus 

unterteilt ist: Erysipheae, Golovinomycetinae, Cystotheceae, Phyllactinieae und 

Blumerieae. Aus diesen fünf Tribus können 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 Blattoberfläche (Eichmann and Hückelhoven, 2008). Die 

Konidiospore ist von ellipsoider bis zylindrischer Form und besitzt eine gezahnte 

Oberfläche. 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-verstärkenden Papillen, die eine chemische und physikalische 

Barriere darstellen (Hückelhoven, 2005; Hückelhoven, 2007; Micali et al., 2008). Kann 

E. cruciferarum diese Zellwandbarriere durchbrechen und somit erfolgreich penetrieren, 

entwickelt dieser ein eiförmiges, längliches Ernährungsorgan, das Haustorium (Adam et 

al., 1999). Die Plasmamembran der Wirtszelle wird nach innen eingestülpt und umhüllt 

das Haustorium. Durch diese Invagination bildet sich eine extrahaustoriale Membran mit 

einer extrahaustorialen Matrix aus, die das Haustorium vollständig umschließt und vom 

Cytoplasma der Wirtszelle trennt (Koh et al., 2005; Micali et al., 2008). Somit bleibt die 

Wirtszelle intakt, was essentiell für den obligat biotrophen Pathogen ist. Über das 

Haustorium werden Nährstoffe, wie Aminosäuren und Kohlenhydrate, aus der Pflanze 

aufgenommen (Hückelhoven, 2005). Des Weiteren scheint das Haustorium Effektoren 

freizusetzen, um die pflanzlichen Abwehrreaktionen zu unterdrücken (Micali et al., 2008). 

Generell beschränkt sich die Penetration von E. cruciferarum auf die epidermale 

Zellschicht. Darunterliegende Zellschichten wie das Mesophyll werden nicht invasiert 
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(Eichmann and Hückelhoven, 2008). Nach der Ausbildung des Haustoriums, wächst der 

Pathogen epiphytisch, indem er sekundäre Hyphen ausbildet, die im Falle von 

E. cruciferarum einen Verzweigungsgrad von weniger als 45 Grad aufweisen. Entlang der 

sekundären 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-ähnlichen Cystein-Proteasen in der Pathogen-

Abwehr 

Für einige Proteasen konnte bereits eine Beteiligung in der Pathogen-Abwehr gezeigt 

werden, vor allem für Serin-, Aspartat-, Metallo- und Cystein-Proteasen, die für die 

Ausführung 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 nötige 

Nahrungsversorgung und sichert gleichzeitig das Überleben der Pflanze.  

Die Papain-ähnlichen Cystein-Proteasen RCR3 (REQUIRED FOR CLADOSPORIUM 

RESISTANCE-3) und PIP1 (PHYTOPHTHORA INHIBITED PROTEASE-1) werden in der 

Kulturform der Tomate Lycopersicon esculentum während des Pathogen-Befalls in den 

Apoplasten sekretiert und akkumulieren dort zur Pathogen-Abwehr. Beide Proteasen 

werden durch von Pathogen-stammende Inhibitoren gehemmt (Krüger et al., 2002; Thian 

et al., 2007). PIP1 wird während der Infektion mit dem biotrophen Oomycet Phytophthora 

infestans, der für die Braunfäule verantwortlich ist, durch dessen Cystatin-ähnlichen 

Protease-Inhibitor EPIC2B (EXTRACELLULAR PROTEASE INHIBITOR WITH 

CYSTATIN-LIKE DOMAIN 2B) inhibiert (Tian et al., 2007).     

Dagegen trägt der biotrophe Blattpilz und Erreger der Samtfleckenkrankheit Cladosporium 

fulvum das Avirulenzgen AVR2, das für ein Cystein-reiches Protein AVR2 kodiert. 

Während 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 Köder, um 

das eigentliche Target PIP1 vor dem pathogenen Effektor-Protein AVR2 zu schützen. 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 

auslöst. Somit gewährleistet CF-2 die AVR2-abhängige Resistenz gegen den biotrophen 

Blattpilz Cladosporium fulvum (Krüger et al., 2002; Rooney et al., 2005; Lozano-Torres et 

al., 2012). 

In Arabidopsis ist die Papain-ähnliche Cystein-Protease RD21 in der Pathogen-Abwehr 

involviert, da ein Verlust von RD21 in rd21 Mutanten zu einer erhöhten Suszeptibilität für 

den nekrotrophen Pathogen Botrytis cinerea führt (Shindo et al., 2012; s. Kap. 1.2.4.3.). 

Über eine mögliche Funktion der KDEL CysEP in der Pathogen-Abwehr ist hingegen 

bisher nichts bekannt. Allerdings wird für die KDEL CysEP AtCEP1 eine Beteiligung in der 

Pathogen-Abwehr in Arabidopsis vermutet, da Pflanzen der atcpr5 Mutante gegenüber 

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 atcpr5 

(GEO accession GSE5745) aus der Datenbank für 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 für Endopeptidasen ungewöhnlich breiten 

Substratspezifität wichtige Funktionen in den finalen Stufen des Zellkollapses im 

Entwicklungs-PCD (Than et al., 2004; Hierl et al., 2012). Diese breite Substratspezifität 

führt 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 für die breitere 

Substratbindetasche verantwortlichen Aminosäuren sind in allen bekannten KDEL CysEP 

hoch konserviert. Somit besitzen vermutlich alle bekannten KDEL CysEP diese 

ungewöhnlich breite Substratspezifität und können 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 große Bedeutung für die Stabilität 

der pflanzlichen Primär-Zellwand (Cannon et al., 2008; Gille et al., 2009; Velasquez et al., 

2011). Demzufolge könnten 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 während der Entwicklung und in der Pathogen-Abwehr zu 

analysieren.  

Es wird die Funktion von AtCEP im PCD zur Pathogen-Abwehr während der kompatiblen 

Interaktion des biotrophen Ascomyceten Erysiphe cruciferarum untersucht. Hierfür 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 subzellulär analysiert. 

Zudem soll geklärt werden, ob AtCEP1 einen Beitrag im AtCPR5-kontrollierten PCD 

während der Interaktion mit E. cruciferarum leistet.  

Für eine Beteiligung der AtCEP im Zuge der Gewebe-Remodellierung wird in Arabidopsis 

die Entwicklung der Wurzel als ein Modelsystem für die Zellwanderweichung analysiert. In 

der Elongationszone ist dies Voraussetzung für die Streckung der Zellen.  

Hierfür werden Probidiumiodid-gefärbte 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 

Verkürzung der Primärwurzel durch die Reduktion der Zelllängen in der „lateral root cap“ 

(LRC) und/oder in der Elongationszone verursacht wird oder ob diese Verkürzung der 

Primärwurzel 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 gewährleistet. 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 subzelluläre 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 

ausschließlich als Speicherkompartimente für AtCEP fungieren bzw. ob ein Verlust der 

ER-bodies eine Neubildung von Ricinosomen-ähnlichen Organellen zur 

Speicherübernahme induziert. 

Für 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 für AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3 mit 

einem dreifachen Hämagglutinin-tag und verschiedenfarbigen Fluoreszenz-

proteinen unter der Kontrolle des respektiven endogenen Promotors 

 

2.1.1. Klonierungsstrategien der funktionellen und nicht funktionellen 

Reporterkonstrukte für AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3 

Für 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 für die 

jeweiligen respektiven endogenen Promotoren bestehen aus ca. 2000 Basenpaare, die 

„upstream“ zum Startcodon „ATG“ liegen. Diese Sequenzen hatten sich bereits bei der 

Klonierung der Promotor::GUS Konstrukte für AtCEP bewährt (Helm et al., 2008). 

 

 Funktionelle Reporterkonstrukte: 

PCEP1::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL (Höwing et al., 2014 (s. 7.2.)) 

PCEP2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)) 

PCEP3::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP3-KDEL (s. Anh. 6.1.1.) 

PCEP3::pre-pro-3xHA-mTFP1-AtCEP3-KDEL (s. Anh. 6.1.2.) 

PCEP3::pre-pro-3xHA-mCerulean-AtCEP3-KDEL (s. Anh. 6.1.3.) 

   

 Nicht funktionelle Reporterkonstrukte:  

PCEP1::pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL (Höwing et al., 2014 (s. 7.2.)) 

PCEP2::pre-pro-3xHA-mCherry-KDEL (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)) 

PCEP3::pre-pro-3xHA-mCerulean-KDEL (s. Anh. 6.1.4.) 

 

Die funktionellen Reporterkonstrukte enthalten die kodierenden Sequenzen für den 

dreifachen Hämagglutinin-tag (HA-tag) und das jeweilige Fluoreszenzprotein zwischen 

der Pre-Pro-Sequenz und der jeweiligen Untereinheit. Um die Spaltstelle intakt zu halten, 

wurden darüber hinaus die drei N-terminalen Aminosäuren der jeweiligen Untereinheit 

C-terminal zur Pro-Sequenz direkt vor dem dreifachen HA-tag platziert (Abb. 3).  
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Funktionelles und nicht funktionelles Reporterkonstrukt für AtCEP1: 

 

 

Funktionelles und nicht funktionelles Reporterkonstrukt für AtCEP2: 

 

 

Funktionelles und nicht funktionelles Reporterkonstrukt für AtCEP3: 

 

 

 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung der funktionellen und nicht funktionellen Reporterkonstrukte 
für 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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Zusätzlich wurden transgene nicht funktionelle Reporterkonstrukte kloniert. Bei diesen 

wurden anstelle der jeweiligen Untereinheit ausschließlich die acht C-terminalen 

Aminosäuren für AtCEP1 bzw. die sieben C-terminalen Aminosäuren für AtCEP2 und 

AtCEP3 inklusive des ER-Rückhaltesignals „KDEL“ der jeweiligen Untereinheit zur 

Klonierung verwendet. Davon N-terminal wurden die kodierenden Sequenzen für den 

dreifachen HA-tag und das jeweilige Fluoreszenzprotein C-terminal zur Pre-Pro-Sequenz 

eingefügt. Um die Spaltstelle intakt zu halten, wurden wiederum die drei N-terminalen 

Aminosäuren 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 für AtCEP1, 

AtCEP2 und AtCEP3 wurden in Col-0 Wildtyppflanzen transformiert. Zusätzlich wurde das 

funktionelle und nicht funktionelle Reporterkonstrukt für AtCEP1 in homozygote atcep1 ko 

Pflanzen (SAIL_158_B06) transformiert.  

Bei den funktionellen und nicht funktionellen Reporterkonstrukten für AtCEP1 bzw. 

AtCEP2 sind die Fluoreszenzsignale von EGFP bzw. mCherry am CLSM visualisierbar.  

Dagegen sind bei den funktionellen und nicht funktionellen Reporterkonstrukten für 

AtCEP3 keine Signale der Fluoreszenzproteine EGFP, mTFP1 und mCerulean 

detektierbar. Somit werden im Zuge dieser Arbeit ausschließlich die funktionellen und nicht 

funktionellen Reporterkonstrukte für 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_B06), 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 atcep1 ko amplifiziert werden kann (Höwing 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 

für 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 für 
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 durchgeführt mit cDNA von Col-0. WT gen., RT-PCR 
durchgeführt mit genomischer DNA von Col-0. Actin Control, 
RT-PCR durchgeführt mit Aktinprimern als Kontrolle. 

 

 

 

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 5’UTR des Gens inklusive der 

T-DNA Insertion umspannen, bewiesen, da kein entsprechendes Transkript in Keimlingen 

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

 

 

 
 
Abbildung 5: Die homozygote AtCEP3 Insertionslinie 
(SALK_016791), die eine T-DNA Insertion in der 5’UTR 
18 Basenpaare N-terminal zum Startcodon „ATG“ besitzt, ist 
eine Knockout Mutante. Es kann kein Transkript für 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 durchgeführt mit cDNA von Col-0. WT gen., 
RT-PCR durchgeführt mit genomischer DNA von Col-0. Actin 
Control, RT-PCR durchgeführt mit Aktinprimern als Kontrolle. 

 

 

 

Aus den homozygoten Single-Mutanten atcep3 ko (SALK_016791) und atcep1 ko 

(SAIL_158_B06) wurde durch Kreuzung die Doppel-Mutante atcep3 x atcep1 ko 

(SALK_016791 x SAIL_158_B06) generiert. Der Knockout von AtCEP3 und AtCEP1 wird, 

wie bereits beschrieben, erneut mittels RT-PCR bestätigt 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 atcep1 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 für AtCEP2 war ebenfalls herunterreguliert, 

sodass kein Signal des Fluoreszenzproteins mCherry am CLSM nachweisbar war. Dies 

beweist überdies die Funktionalität der AtCEP2-RNAi-Konstrukte und den damit 

verbundenen „Knockdown“ von AtCEP2. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 6: AtCEP2 Expression in den unabhängigen homozygoten Linien der atcep_triple-ko/kd 
(atcep3 x atcep1 ko + AtCEP2-RNAi): Linie 2.21 und Linie 3.14 zeigen mit durchschnittlich 0.5 % und 
2 % die stärkste 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 Säulen repräsentieren das durchschnittliche 
AtCEP2 Expressionslevel aus zwei technischen Replikaten der jeweiligen Linien und dieses ist oberhalb der 
Säulen angegeben. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken den Standardfehler. Die Ergebnisse wurden in 
einem weiteren unabhängigen Experiment bestätigt (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 führt zu einer Super-Suszeptibilität 

gegenüber E. cruciferarum 

Für die makroskopische Analyse eines Pathogenese-Phänotyps werden ca. 5 Wochen 

alte Pflanzen des Wildtyps Col-0 und der homozygoten atcep1 ko mit Konidien des 

biotrophen Ascomyceten E. cruciferarum inokuliert. An dem Zeitpunkt 11 Tage nach 

Inokulation (days post inoculation, dpi) werden die Rosettenblätter von Pflanzen der 

homozygoten atcep1 ko mit Rosettenblättern von Col-0 Wildtyppflanzen visuell verglichen.  

Die Rosettenblätter der homozygoten atcep1 ko Pflanzen zeigen im Vergleich zu 

Rosettenblättern von Col-0 Wildtyppflanzen eine erhöhte Suszeptibilität gegenüber 

E. cruciferarum. Dies ist daran zu erkennen, dass die Rosettenblätter der homozygoten 

atcep1 ko weißer erscheinen, was durch die deutlich höhere Dichte an Kolonien des 

echten Mehltaupilzes hervorgerufen wird. Im Gegensatz dazu ist auf den Rosettenblättern 

von Col-0 Wildtyppflanzen nur eine leichte Weißfärbung zu erkennen, was bedeutet, dass 

auf diesen eine niedrigere Dichte an Kolonien des echten Mehltaupilzes vorhanden ist 

(Abb. 7).  

Somit führt der Einfach-Verlust von AtCEP1 in homozygoten atcep1 ko Pflanzen zu einem 

Pathogenese-Phänotyp der Super-Suszeptibilität gegenüber E. cruciferarum im Vergleich 

zu Col-0 Wildtyppflanzen.  

 

 

Abbildung 7: Homozygote atcep1 ko Pflanzen zeigen den 
Pathogenese-Phänotyp der Super-Suszeptibilität gegen-
über dem biotrophen Ascomycet Erysiphe cruciferarum: 
Die Rosettenblätter der atcep1 ko Pflanzen (unten) 
erscheinen im Vergleich zu den Rosettenblättern von 
Col-0 Wildtyppflanzen (oben) aufgrund der höheren Dichte 
an Kolonien des echten Mehltaupilzes weißer. Die 

gezeigten Rosettenblätter stammen von ca. 5 Wochen alten 
Pflanzen und wurden 11 Tage nach Inokulation fotografiert. 
Geänderte Darstellung aus Höwing et al., 2014 (s. 7.2.). 

. 
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2.2.2. Komplementierung des Pathogenese-Phänotyps durch ein funktionelles 

AtCEP1 Reporterprotein 

Der Pathogenese-Phänotyp der Super-Suszeptibilität gegenüber E. cruciferarum von 

homozygoten atcep1 ko Pflanzen im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen wird nun 

quantitativ ausgewertet. Des Weiteren werden einerseits homozygote atcep1 ko Pflanzen, 

die mit einem funktionellen Reporterkonstrukt für AtCEP1 (PCEP1::pre-pro-3xHA-EGFP-

AtCEP1-KDEL) transformiert wurden (s. Kap. 2.1.1., Abb. 3), quantitativ untersucht. Zum 

anderen werden homozygote atcep1 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 

atcep1 ko, homozygote atcep1 ko mit funktionellen AtCEP1 Reporterkonstrukt und 

homozygote atcep1 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-Phänotyp erkennen zu 

können. 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 

durchgeführt. Bei dieser sogenannten Bonitierung werden die befallenen Pflanzen in drei 

Kategorien der Suszeptibilität eingeteilt: weniger als 30 %, 30-60 % und mehr als 60 % mit 

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

Am Zeitpunkt 9 dpi ist zu erkennen, dass atcep1 ko signifikant weniger Pflanzen mit 

weniger als 30 % mit E. cruciferarum befallener Blattfläche im Vergleich zu Col-0 

Wildtyppflanzen aufweist. Damit übereinstimmend zeigt atcep1 ko zusätzlich signifikant 

mehr Pflanzen mit mehr als 60 % mit E. cruciferarum befallener Blattfläche als der Wildtyp 

Col-0. Bei der Kategorie 30-60 % mit E. cruciferarum befallener Blattfläche gibt es keinen 

signifikanten Unterschied in der Suszeptibilität gegenüber E. cruciferarum zwischen 

atcep1 ko Pflanzen und Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 8B oben).   

An den Zeitpunkten 11 und 13 dpi zeigt sich eindeutig der Pathogenese-Phänotyp der 

Super-Suszeptibilität gegenüber E. cruciferarum von homozygoten atcep1 ko Pflanzen im 

Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen. Die homozygote atcep1 ko weist einerseits signifikant 

weniger Pflanzen mit 30-60 % mit E. cruciferarum befallener Blattfläche und andererseits 

signifikant mehr Pflanzen mit mehr als 60 % mit E. cruciferarum befallener Blattfläche im 

Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen auf (Abb. 8B Mitte und unten). 
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Abbildung 8: Vergleich der Befallsdichte mit 
E. cruciferarum der gesamten Pflanze von Col-0, 
atcep1 ko, atcep1 ko mit funktionellen AtCEP1 
Reporterkonstrukt und atcep1 ko mit nicht 
funktionellen AtCEP1 Reporterkonstrukt nach 
Inokulation mit Konidien des biotrophen 
Ascomyceten E. cruciferarum 9, 11 und 13  dpi. 
(A) Die befallenen Blätter werden in drei 
Kategorien der Suszeptibilität eingeteilt. (B) Die 
Pflanzen der atcep1 ko zeigen eindeutig ab dem 
Zeitpunkt 11 dpi den Pathogenese-Phänotyp der 
Super-Suszeptibilität gegenüber dem bio-
trophen Pathogen E. cruciferarum. Die 
atcep1 ko Pflanzen mit einem funktionellen 
AtCEP1 Reporterkonstrukt komplementieren 
diesen Pathogenese-Phänotyp. 

(A) Repräsentative Blätter werden 11 dpi 
fotografiert. (B) WT = Col-0; atcep1 + functional = 
atcep1 ko Pflanzen, die mit einem funktionellen 
Reporterkonstrukt für AtCEP1 (PCEP1::pre-pro-
3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) transformiert wurden 

und vergleichbar mit Col-0 Pflanzen sind. 
atcep1 + non-functional = atcep1 ko Pflanzen, die 
mit einem nicht funktionellen Reporterkonstrukt 
ohne die Untereinheit von AtCEP1 (PCEP1::pre-pro-
3xHA-EGFP-KDEL) transformiert wurden und 
vergleichbar mit atcep1 ko Pflanzen sind. Die 
Säulen repräsentieren den durchschnittlichen Befall 
mit E. cruciferarum von Pflanzen der jeweiligen 

Genotypen aus sieben Experimenten mit 
voneinander unabhängigen Inokulationen, wobei 
jedes Experiment aus fünf Pflanzen je Genotyp 
besteht. Unterschiedliche Buchstaben oberhalb der 
Säulen 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. Geänderte Darstellung aus Höwing 
et al., 2014 (s. 7.2.). 

 

 

Die Pflanzen der homozygoten atcep1 ko mit einem funktionellen AtCEP1 

Reporterkonstrukt zeigen an allen drei ausgewerteten Zeitpunkten die gleiche 

Suszeptibilität gegenüber E. cruciferarum wie Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 8B). Somit 

besitzen die Pflanzen der homozygoten atcep1 ko mit einem funktionellen AtCEP1 

Reporterkonstrukt die gleiche basale Resistenz gegenüber E. cruciferarum wie Pflanzen 

des Wildtyps Col-0. Darüber hinaus beweist diese gleiche basale Resistenz gegenüber 

E. cruciferarum die Funktionalität des AtCEP1 Reporterproteins, da der 



Ergebnisse 

44 
 

Pathogenese-Phänotyp der Super-Suszeptibilität gegenüber E. cruciferarum der 

homozygoten atcep1 ko Pflanzen komplementiert wird. 

Dagegen weisen Pflanzen der homozygoten atcep1 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 

atcep1 ko auf (Abb. 8B). Daher besitzen Pflanzen der homozygoten atcep1 ko mit einem 

nicht funktionellen Reporterkonstrukt ohne die Untereinheit von AtCEP1 den gleichen 

Pathogenese-Phänotyp der Super-Suszeptibilität wie Pflanzen der homozygoten 

atcep1 ko. 

 

 

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

Phänotyp während der späten Interaktion 

Es werden Rohextrakte von infizierten Rosettenblättern, die mit E. cruciferarum inokuliert 

worden sind, mittels Western-Blot Analyse durch Dekorierung mit α-HA Antikörper 

untersucht. Hierfür werden einerseits Rohextrakte von homozygoten atcep1 ko Pflanzen, 

die mit einem funktionellen Reporterkonstrukt für AtCEP1 (PCEP1::pre-pro-3xHA-EGFP-

AtCEP1-KDEL) transformiert wurden (s. Kap. 2.1.1., Abb. 3), analysiert. Diese Pflanzen 

sind aufgrund der Funktionalität des AtCEP1 Reporterproteins vergleichbar mit 

Col-0 Pflanzen (s. Abb. 8). Andererseits werden zur Untersuchung der Rohextrakte 

homozygote atcep1 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), verwendet. Diese Pflanzen sind wiederum mit atcep1 ko Pflanzen 

vergleichbar, da sie den gleichen Pathogenese-Phänotyp der Super-Suszeptibilität 

gegenüber E. cruciferarum zeigen (s. Abb. 8).  

Das Pro-Enzym von AtCEP1 pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL ist ab dem Zeitpunkt 9 dpi 

bis 15 dpi 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 ähnlicher Weise wurden bereits zwei distinkte 

Proteinbanden entsprechend für 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-Phänotyps der 

Super-Suszeptibilität von homozygoten atcep1 ko Pflanzen gegenüber E. cruciferarum. 
 

 

 

 
 

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-Phänotyps der Super-Suszeptibilität von homozygoten 
atcep1 ko Pflanzen gegenüber E. cruciferarum. Es werden Rohextrakte von Rosettenblättern vor der 
Inokulation mit E. cruciferarum (0 dpi) und von infizierten Rosettenblättern mit E. cruciferarum (1 dpi-18 dpi) 
mittels Western-Blot Analyse durch Dekorierung mit α-HA Antikörper untersucht. atcep1 = atcep1 ko Pflanzen; 
fct = atcep1 ko Pflanzen, die mit einem funktionellen Reporterkonstrukt für AtCEP1 
(PCEP1::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) transformiert wurden und vergleichbar mit Col-0 Pflanzen sind; 
n-fct. = atcep1 ko Pflanzen, die mit einem nicht funktionellen Reporterkonstrukt ohne die Untereinheit von 
AtCEP1 (PCEP1::pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL) transformiert wurden und vergleichbar mit atcep1 ko Pflanzen 
sind; M = Molmarker; kDa = Kilodalton. Diese Abbildung wurde aus Höwing et al., 2014 (s. 7.2.) entnommen. 
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2.2.4. Das Pro-Enzym von AtCEP1 wird während der späten Interaktion mit 

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

Haustorien 

Für die Untersuchung der subzellulären Lokalisation von AtCEP1 in vivo während der 

Interaktion mit dem biotrophen Ascomycet E. cruciferarum, werden infizierte 

Rosettenblätter von homozygoten atcep1 ko Pflanzen, die mit einem funktionellen 

Reporterkonstrukt für AtCEP1 (PCEP1::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 Funktionalität des AtCEP1 Reporterproteins vergleichbar mit 

Col-0 Pflanzen (s. Abb. 8).  

Bei der Untersuchung der subzellulären Lokalisation von AtCEP1 in vivo kann am CLSM 

wahrscheinlich ausschließlich 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 für 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). Zusätzlich 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 räumlich mit dem Auftreten des Pathogenese-

Phänotyps der Super-Suszeptibilität gegenüber 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 Rosettenblättern, die dasselbe 

Alter aufweisen wie die Rosettenblätter 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) 
Zusätzlich scheint das Netzwerk des ER auch in der Ebene der Haustorien sehr dicht zu sein. Für die 
Untersuchung der subzellulären Lokalisation von AtCEP1 in vivo während der Interaktion mit dem biotrophen 
Pathogen E. cruciferarum, werden Rosettenblätter von homozygoten atcep1 ko Pflanzen, die mit einem 
funktionellen Reporterkonstrukt für 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 Leitbündel auf der Oberseite der Rosettenblätter. 
Die infizierte Epidermiszelle ist mit Hilfe von weißen Strichen markiert (A). Dargestellt sind 600-fache 
Vergrößerungen (A-C) und 1500-Vergrößerungen 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 Höwing 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 während der späten 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). Darüber hinaus ist das 

Pro-Enzym von AtCEP1 sowohl an der Zelloberfläche als auch weiter im Zellinneren um 

die gebildeten Haustorien akkumuliert (Abb. 11B).  

Der Eindruck, dass die Haustorien 1 und 3 im Zellinneren vollständig von EGFP-Signalen 

des Pro-AtCEP1 umgeben sind, ist artifiziell, da diese bei der verwendeten Aufnahme in 

der tiefsten Scan-Ebene noch nicht vollständig erfasst sind. Die Imaris Software (Bitplane) 

erweitert automatisch aufgrund der starken EGFP-Signale die tiefste Scan-Ebene im 

Zellinneren mit künstlichem EGFP-Signalen. Aus diesem Grund erscheinen die Flächen 

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 vollständig erfasst und nicht 

mittels Imaris Software (Bitplane) durch künstliche EGFP-Signale erweitert worden. Dies 

ist daran zu erkennen, dass die Fläche 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 

vollständig 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 

Zelloberfläche ausgeht, erkennbar. Diese konzentriert sich zudem mittig vom Zellinneren 

aus und ähnelt einer Einstülpung.  

Es kann keine Aussage darüber getätigt werden, ob die Akkumulation des Pro-Enzyms 

von AtCEP1 beispielsweise außerhalb 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 
während der späten 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 
Zelloberfläche 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 künstliche EFGP-Signale erweitert 
worden, was bedeutet, dass das EGFP-Signal von Pro-AtCEP1 das Haustorium 2 im Zellinneren 
vollständig umschließt. Im Gegensatz dazu ist die Fläche des EGFP-Signals von Pro-AtCEP1, das das 
Haustorium 3 umgibt, glatt (Asterisk). Somit ist diese Scan-Ebene durch künstliche EFGP-Signale 
erweitert worden. (D, Pfeilspitze) Im Inneren des EGFP-Signals ist mittig eine distinkte Akkumulation 
des Pro-Enzyms von AtCEP1 erkennbar, die einer Einstülpung ähnelt. Für 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. Für diese sind 
Rosettenblätter von homozygoten atcep1 ko Pflanzen, die mit einem funktionellen Reporterkonstrukt für 
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 worden. 
Dargestellt ist eine 600-fache Vergrößerung (A). Der weiß umrandete Ausschnitt (A) mit den drei nummerierten 
Haustorien wurde dreidimensional rekonstruiert. Zusätzlich wurde dieser mit der Software Imaris (Bitplane) 
auf eine ca. 1500 fache Vergrößerung eingestellt (B). Die Blickrichtung ist im Gegensatz von oben auf die 
Zelloberfläche in (A) nun von schräg unten aus dem Zellinneren in (B). Diese dreidimensionale Rekonstruktion 
wurde am Haustorium Nummer 2 aufgeschnitten (schräge weiße Linie in B markiert Schnittfläche) und mit 
Blickrichtung von rechts schräg unten dargestellt (Pfeil zeigt Blickrichtung an) (D). Zusätzlich wurde sie mit der 
Software Imaris (Bitplane) auf eine ca. 4800 fache Vergrößerung eingestellt. (C) Blick von unten aus dem 
Zellinneren auf Haustorium 2 und 3 mit einer 3800 fachen Vergrößerung. 

 

  



Ergebnisse 

50 
 

Zur weiteren Analyse der Akkumulation des Pro-Enzyms von AtCEP1 werden erneut 

Rosettenblätter von homozygoten atcep1 ko Pflanzen, die mit einem funktionellen 

Reporterkonstrukt für AtCEP1 (PCEP1::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 Rosettenblätter werden vor dem Mikroskopieren 

mit dem blau fluoreszierenden Farbstoff Methylblau inkubiert, um die Callose-

angereicherten Einkapselungen, die die haustorialen Komplexe des echten Mehltaupilzes 

umschließen, detektieren zu können. Die Aufnahme, die am CLSM getätigt wurde, wird 

daraufhin mit Hilfe der Imaris Software (Bitplane) dreidimensional rekonstruiert. Darüber 

hinaus wird darauf geachtet, dass die höchste Scan-Ebene über dem Beginn des 

haustorialen Komplexes an der Zelloberfläche 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 vollständig dreidimensional 

erfasst wird.  

Man erkennt deutlich, dass das EGFP-Signal (Abb. 12 grün) des Pro-Enzyms von AtCEP1 

im Zellinneren um die Callose-Einkapselung (Abb.12 blau), die den haustorialen Komplex 

umschließt, lokalisiert ist (Abb. 12). Bei dieser Callose-Einkapselung scheint an der 

Zelloberfläche kein Pro-AtCEP1 zu akkumulieren (Abb. 12A und B Pfeilspitzen). Auch im 

Zellinneren ist an der Oberfläche der Callose-Umhüllung des eingekapselten haustorialen 

Komplexes kein Pro-Enzym von AtCEP1 detektierbar (Abb. 12C, Blick von unten). Somit 

ist das Pro-Enzym von AtCEP1 ausschließlich seitlich im Zellinneren um die Callose-

Einkapselung lokalisiert und umgibt diese nicht vollständig.  

Diese vollständige dreidimensionale Rekonstruktion wird mit Blickrichtung von der 

Zelloberfläche aus aufgeschnitten (Abb. 12B weiße Linie). Das Pro-Enzym von AtCEP1 

akkumuliert zusätzlich innerhalb der Callose-Einkapselung (Abb. 12D-F). Diese 

Akkumulation ist nicht uniform innerhalb der Einkapselung lokalisiert, sondern 

hauptsächlich an der Stelle, an der unten in der Callose-Umhüllung eine deutliche Öffnung 

vom Zellinneren aus erkennbar ist (Abb. 12C und D Pfeilspitzen). Es kann nicht festgestellt 

werden, ob diese Akkumulation von Pro-AtCEP1 ausschließlich zwischen der Callose-

Einkapselung und dem haustorialen Komplex oder zusätzlich 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 außen die Callose-

Einkapselung zu durchdringen (Abb. 12D Pfeile).  
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Abbildung 12: Dreidimensionale Rekonstruktion des Pro-Enzyms von AtCEP1 (grün) und der Callose-
Einkapselung (blau) in einer Epidermiszelle während der späten Interaktion mit E. cruciferarum.  
(A-C) Akkumulation des Pro-Enzym von AtCEP1 seitlich im Zellinneren um die Callose-Einkapselung. 
An der Zelloberfläche (A, B Pfeilspitzen) und im Zellinneren an der Oberfläche der Callose-
Einkapselung (C, Blick von unten) ist kein Pro-Enzym von AtCEP1 exprimiert. (D-F) Das Pro-Enzym 
von AtCEP1 akkumuliert zusätzlich innerhalb der Callose-Einkapselung vorwiegend an der Stelle, an 
der unten in der Callose-Umhüllung eine deutliche Öffnung vom Zellinneren aus erkennbar ist (C, D 
Pfeilspitzen). Darüber hinaus scheint das Pro-Enzym von AtCEP1 auch seitlich von außen die Callose-
Einkapselung zu durchdringen (D Pfeile). Für die dreidimensionale Rekonstruktion des EGFP-Signals des 

Pro-Enzyms von AtCEP1 pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL wird die Software Imaris (Bitplane) verwendet. Für 
diese sind Rosettenblätter von homozygoten atcep1 ko Pflanzen, die mit einem funktionellen 
Reporterkonstrukt für AtCEP1 (PCEP1::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 Umhüllungen der Haustorien des echten Mehltaupilzes detektieren 
zu können. Darüber hinaus wird darauf geachtet, dass die höchste Scan-Ebene über dem Beginn des 
haustorialen Komplexes an der Zelloberfläche 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 vollständig dreidimensional erfasst wird. A: Blickrichtung von oben auf die 
Zelloberfläche; B: Blickrichtung von schräg oben auf die Zelloberfläche; C: Blickrichtung von unten aus dem 
Zellinneren. Diese vollständige dreidimensionale Rekonstruktion wird zusätzlich mit Blickrichtung von der 
Zelloberfläche aus aufgeschnitten (B: weiße Linie) dargestellt. D: Blickrichtung von oben in die Callose-
Einkapselung; E: Blickrichtung von schräg oben in die Callose-Einkapselung; F: Blickrichtung seitlich auf die 
Callose-Einkapselung. Die Aufnahme wurde am CLSM mit einer 600-fachen Vergrößerung getätigt und mit 
Hilfe der Software Imaris (Bitplane) auf eine ca. 3000 fache Vergrößerung eingestellt.  
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2.2.6. Der Einfach-Verlust von AtCEP1 führt 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 atcep1 ko Pflanzen (D-F) am 
Zeitpunkt 5 Tage nach Inokulation mit E. cruciferarum keine toten Epidermiszellen (gelbe Pfeile) und 
mehr gebildete Haustorien (weiße Pfeile) im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen (A-C) aufweisen. 
Dargestellt sind 200-fache Vergrößerungen von jeweils einem repräsentativen Rosettenblatt von atcep1 ko 
und von Col-0, das sowohl mit dem rot fluoreszierenden „wheat germ agglutinin“ (B,E) als auch mit dem blau 
fluoreszierenden Methylblau gefärbt wurde (C,F). Das Lektin „wheat germ agglutinin“ färbt das Chitin des 
echten Mehltaupilzes und der Farbstoff Methylblau detektiert Callose-angereicherte Strukturen, wie 
beispielsweise Papillen und Einkapselungen gebildeter Haustorien von E. cruciferarum (weiße Pfeile). 
Darüber hinaus werden ganze Zellen gefärbt, 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 getätigt. Diese Abbildung wurde aus Höwing et al., 2014 (s. 7.2.) 
entnommen. 
 
 

Die makroskopische visuelle Auswertung der gesamten Pflanze der homozygoten 

atcep1 ko und von Col-0 Wildtyppflanzen zeigt den Pathogenese-Phänotyp der Super-

Suszeptibilität gegenüber E. cruciferarum bei Einfach-Verlust von AtCEP1 (s. Abb. 8). 

Somit kann eine Rolle von AtCEP1 in der Beeinträchtigung der Entwicklung des 

biotrophen Pathogens E. cruciferarum suggeriert werden. Um den Pathogenese-

Phänotyp bei Einfach-Verlust von AtCEP1 mikroskopisch analysieren zu können, werden 
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Rosettenblätter von atcep1 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 gefärbt. Das Lektin „wheat germ agglutinin“ färbt das Chitin 

des echten Mehltaupilzes und der Farbstoff Methylblau detektiert Callose-angereicherte 

Strukturen, wie beispielsweise Papillen und Einkapselungen gebildeter Haustorien von 

E. cruciferarum. Darüber hinaus werden ganze Zellen gefärbt, die im Zuge eines 

epidermalen Zelltods am Sterben oder bereits gestorben sind.  

Die homozygoten atcep1 ko Pflanzen (Abb. 13D-F) zeigen am Zeitpunkt 5 dpi keine toten 

Epidermiszellen (gelbe Pfeile) und mehr gebildete Haustorien (weiße Pfeile) als Col-0 

Wildtyppflanzen (Abb. 13A-C).  

Bei der quantitativen Auswertung der Zelltod-Ereignisse erkennt man, dass homozygote 

atcep1 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 atcep1 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-verstärkenden Papillen 

ohne sichtbare gebildete Haustorien ist bei homozygoten atcep1 ko Pflanzen mit 15 und 

bei Col-0 Wildtyppflanzen mit 17 nicht signifikant verschieden (Abb. 14 papillae). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 14: Signifikante Reduktion des epidermalen Zelltods und gleichzeitige Zunahme an 
gebildeten Haustorien pro Kolonie des echten Mehltaupilzes auf Rosettenblättern von homozygoten 
atcep1 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 
Rosettenblättern pro Genotyp. Die Säulen repräsentieren 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. Säulen, 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 unabhängigen Experiment mit 48 
Kolonien von E. cruciferarum auf jeweils 3 Rosettenblättern pro Genotyp bestätigt (biologisches Replikat). 
Diese Abbildung wurde aus Höwing 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 führt am Zeitpunkt 5 dpi zu einer signifikanten Reduktion 

des epidermalen Zelltods und zu einer gleichzeitigen signifikanten Zunahme an gebildeten 

Haustorien auf Rosettenblättern der homozygoten atcep1 ko. Dagegen kann bei 1 dpi kein 

Unterschied in der Entwicklung des echten Mehltaupilzes auf Rosettenblättern zwischen 

der homozygoten atcep1 ko und Col-0 Wildtyppflanzen festgestellt werden (nicht 

dargestellt). Es wird überprüft, wie die Pathogenese-assoziierten Stress-Gene PR1 und 

PDF1.2 (Reymond und Farmer, 1998) in homozygoten atcep1 ko Pflanzen gegenüber 

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 qRT-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 atcep1 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 Hälfte gegenüber der 

Expression von PR1 in Col-0 Pflanzen (Abb. 15 links). Dies stimmt mit der Abnahme des 

epidermalen Zelltods zu diesem Zeitpunkt überein (s. Abb. 14). 

Im Gegensatz dazu ist die Expression von PDF1.2 in homozygoten atcep1 ko Pflanzen an 

den Zeitpunkten 12 hpi und 1 dpi stärker als in Col-0 Wildtyppflanzen. An den Zeitpunkten 

2 dpi, 3 dpi und 5 dpi ist die Expression von PDF1.2 in homozygoten atcep1 ko Pflanzen 

und Col-0 Wildtyppflanzen ähnlich 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 atcep1 ko Pflanzen gegenüber Col-0 Wildtyppflanzen. Die Genexpression wird 
12 hpi, 1, 2, 3 und 5 dpi mit E. cruciferarum mittels qRT-PCR analysiert. Hierzu werden genspezifische Primer 
für 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 Säulen repräsentieren das 
durchschnittliche Expressionslevel aus zwei technischen Replikaten und dieses ist oberhalb der Säulen 
angegeben. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken den Standardfehler. Die Ergebnisse wurden in drei 
weiteren unabhängigen Experimenten mit unabhängigen Inokulationen reproduziert (biologische Replika). 
Diese Abbildung wurde aus Höwing 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 

 

 

Abbildung 16: Übersicht 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 Suszeptibilität gegenüber E. cruciferarum. Pflanzen der atcep1 ko (E), 
atcep_triple-ko/kd (F), atcep3 ko (nicht dargestellt) und atcep3 x atcep1 ko (nicht dargestellt) zeigen 
den gleichen Pathogenese-Phänotyp der erhöhten Super-Suszeptibilität gegenüber E. cruciferarum im 
Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen. Im Gegensatz dazu sind die Pflanzen der atcpr5 Mutante (B) und 
der Doppelmutante atcep1 x atcpr5 (C) konstitutiv resistent gegenüber 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 atcep1 x atcpr5 (s. Maßstab) sowie deren nekrotische Läsionen (weiße Pfeilspitzen).  

 

 

2.3.1. AtCEP1 und AtCEP3 besitzen eine ähnliche Funktion in der Beeinträchtigung 

der Entwicklung des biotrophen Pathogens E. cruciferarum 

Die makroskopische visuelle Auswertung der gesamten Pflanze von homozygoten 

atcep1 ko zeigt den Pathogenese-Phänotyp der erhöhten Suszeptibilität gegenüber 

E. cruciferarum im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen (s. Kap. 2.1.2.). 

Um einen Effekt von AtCEP3 auf die basale Resistenz gegenüber E. cruciferarum zu 

analysieren, werden ca. 5 Wochen alte Pflanzen der homozygoten atcep3 ko und der 

homozygoten atcep3 x atcep1 ko mit Konidien des biotrophen Ascomyceten 

E. cruciferarum inokuliert. Zum Vergleich werden suszeptible Col-0 Wildtyppflanzen und 

super-suszeptible homozygote atcep1 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 mm² inokuliert werden, um einen quantitativen 

Pathogenese-Phänotyp erkennen zu können. 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 durchgeführt. Die befallenen Pflanzen werden in drei 

Kategorien der Suszeptibilität eingeteilt: weniger als 30 %, 30-60 % und mehr als 60 % mit 

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

 
Abbildung 17: Vergleich der Befallsdichte mit 
E. cruciferarum der gesamten Pflanze von Col-0, 
atcep1 ko, atcep3 ko und atcep3 x atcep1 ko nach 
Inokulation mit Konidien des biotrophen 
Ascomyceten E. cruciferarum 9, 11 und 13 dpi. 
Pflanzen der atcep3 ko und atcep3 x atcep1 ko zeigen 
eindeutig ab dem Zeitpunkt 11 dpi den Pathogenese-
Phänotyp einer erhöhten Suszeptibilität gegenüber 
dem biotrophen Pathogen E. cruciferarum. Ihre 
Super-Suszeptibilität ist identisch mit der Super-
Suszeptibilität von atcep1 ko Pflanzen im Vergleich 
zu Col-0 Wildtyppflanzen. Die befallenen Blätter werden 

in drei Kategorien der Suszeptibilität eingeteilt: weniger 
als 30 % (grün), 30-60 % (blau) und mehr als 60 % (rot) 
mit E. cruciferarum befallener Blattfläche (s. Abb. 8A). Die 

Säulen repräsentieren den durchschnittlichen Befall mit 
E. cruciferarum der Pflanzen der jeweiligen Genotypen 
aus sieben Experimenten mit voneinander unabhängigen 
Inokulationen, wobei jedes Experiment aus fünf Pflanzen 
je Genotyp besteht. Unterschiedliche Buchstaben 
oberhalb der Säulen 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.  

 

 

 

Am Zeitpunkt 9 dpi ist zu erkennen, dass atcep3 ko und atcep3 x atcep1 ko signifikant 

weniger Pflanzen mit weniger als 30 % mit E. cruciferarum befallener Blattfläche als Col-0 

aufweisen. Damit übereinstimmend zeigen atcep3 ko und atcep3 x atcep1 ko zusätzlich 

signifikant mehr Pflanzen mit mehr als 60 % mit E. cruciferarum befallener Blattfläche als 

Col-0. Gegenüber atcep1 ko sind beide Genotypen nicht signifikant unterschiedlich. Bei 

der Kategorie 30-60 % mit E. cruciferarum befallener Blattfläche gibt es keinen 
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signifikanten Unterschied in der Suszeptibilität gegenüber E. cruciferarum zwischen 

Pflanzen der atcep3 ko, atcep3 x atcep1 ko, atcep1 ko und Col-0 (Abb. 17 oben).  

An den Zeitpunkten 11 und 13 dpi zeigt sich eindeutig der Pathogenese-Phänotyp der 

erhöhten Suszeptibilität gegenüber E. cruciferarum von homozygoten Pflanzen der 

atcep3 ko und atcep3 x atcep1 ko im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen. atcep3 ko und 

atcep3 x atcep1 ko weisen einerseits in der Kategorie 30-60 % mit E. cruciferarum 

befallener Blattfläche signifikant weniger Pflanzen im Vergleich zu Col-0 auf. Andererseits 

besitzen beide Genotypen in der Kategorie mehr als 60 % mit E. cruciferarum befallener 

Blattfläche signifikant mehr Pflanzen als Col-0 (Abb. 17 Mitte und unten). 

Gegenüber atcep1 ko sind beide Genotypen in den Kategorien 30-60 % und mehr als 

60 % mit E. cruciferarum befallener Blattfläche nicht signifikant unterschiedlich. Somit sind 

atcep3 ko Pflanzen und atcep3 x atcep1 ko Pflanzen gleich super-suszeptibel wie 

Pflanzen der atcep1 ko. Dies bedeutet, dass es keinen Unterschied im Pathogenese-

Phänotyp der erhöhten Suszeptibilität gegenüber 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-Phänotyp der jeweiligen 

Single-Mutanten atcep1 ko und atcep3 ko nicht additiv (Abb. 17). 

 

Für die mikroskopische Analyse werden Rosettenblätter von Pflanzen der atcep3 ko und 

atcep3 x atcep1 ko am Zeitpunkt 6 dpi mit dem blau fluoreszierenden Farbstoff Methylblau 

inkubiert. Da die homozygoten atcep1 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 Rosettenblätter von Col-0 

Wildtyppflanzen und von homozygoten atcep1 ko Pflanzen ebenfalls 6 dpi mit Methylblau 

gefärbt (s. Kap. 2.2.6.). Der Farbstoff Methylblau detektiert Callose-angereicherte 

Strukturen, wie beispielsweise Papillen und Einkapselungen gebildeter Haustorien von 

E. cruciferarum. Darüber hinaus werden Zellen, die beispielsweise im Zuge eines 

epidermalen PCD am Sterben oder bereits gestorben sind, vollständig gefärbt (s. Abb.13C 

und F).  
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Abbildung 18: Signifikante Reduktion des epidermalen Zelltods pro Kolonie des echten Mehltaupilzes 
auf Rosettenblättern von homozygoten Pflanzen der atcep1 ko (blau), atcep3 ko (rot) und 
atcep3 x atcep1 ko (lila) im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen (grün) 6 Tage nach Inokulation mit 
E. cruciferarum. Der epidermale Zelltod in atcep3 x atcep1 ko scheint unabhängig von AtCEP1 und 
AtCEP3 stattzufinden. Der Stichprobenumfang für jeden Genotyp umfasst 42 Kolonien von E. cruciferarum, 

die auf jeweils 2 Rosettenblättern pro Genotyp ausgewertet wurden. Die Ergebnisse wurden in einem weiteren 
unabhängigen Experiment mit dem gleichen Stichprobenumfang mit einer unabhängigen Inokulation bestätigt 
(Biologisches Replikat). Die Säulen repräsentieren 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 
Säulen 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 atcep1 ko, atcep3 ko und 

atcep3 x atcep1 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 atcep1 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 atcep1 ko Pflanzen mit durchschnittlich 32 signifikant mehr gebildete Haustorien 

pro Kolonie des echten Mehltaupilzes auf. Die Kolonien von E. cruciferarum der 

homozygoten atcep3 x atcep1 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 für die mikroskopische Analyse festgehalten werden, dass sowohl 

AtCEP1 als auch AtCEP3 für den epidermalen Zelltod, der durch E. cruciferarum induziert 

wird, verantwortlich sind.  



Ergebnisse 

60 
 

2.3.2. AtCEP2 besitzt keine Funktion in der Pathogen-Abwehr gegenüber dem 

biotrophen Ascomycet E. cruciferarum 

Nun wird überprüft, ob auch der Einfach-Verlust von AtCEP2 den Pathogenese-Phänotyp 

der erhöhten Suszeptibilität gegenüber E. cruciferarum im Vergleich zu Col-0 bewirkt.  

Hierfür werden ca. 5 Wochen alte Pflanzen der homozygoten atcep2 ko und zum Vergleich 

suszeptible Col-0 Wildtyppflanzen und super-suszeptible homozygote atcep1 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-

Phänotyp erkennen zu können. 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 durchgeführt. Die befallenen Pflanzen werden in drei Kategorien 

der Suszeptibilität eingeteilt: weniger als 30 %, 30-60 % und mehr als 60 % mit 

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

 
Abbildung 19: Vergleich der Befallsdichte mit E. cruciferarum 
der gesamten Pflanze von Col-0, atcep1 ko und atcep2 ko 
nach Inokulation mit Konidien des biotrophen Ascomyceten 
E. cruciferarum 9, 11 und 13 dpi. Pflanzen der atcep2 ko 
zeigen dieselbe Suszeptibilität wie Col-0 Wildtyppflanzen 
gegenüber E. cruciferarum und keine erhöhte Super-
Suszeptibilität wie atcep1 ko Pflanzen. Die befallenen Blätter 

werden in drei Kategorien der Suszeptibilität eingeteilt: weniger als 
30 % (grün), 30-60 % (blau) und mehr als 60 % (rot) mit 
E. cruciferarum befallener Blattfläche (s. Abb. 8A). Die Säulen 
repräsentieren den durchschnittlichen Befall mit E. cruciferarum 
der Pflanzen der jeweiligen Genotypen aus sechs Experimenten 
mit voneinander unabhängigen Inokulationen, wobei jedes 
Experiment aus fünf Pflanzen je Genotyp besteht. 
Unterschiedliche Buchstaben oberhalb der Säulen 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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An allen drei Zeitpunkten 9, 11 und 13 dpi ist zu erkennen, dass Pflanzen der 

homozygoten atcep2 ko in allen drei Kategorien der Suszeptibilität nicht signifikant 

verschieden zu Col-0 Wildtyppflanzen sind (Abb. 19). Die homozygoten atcep1 ko 

Pflanzen weisen dagegen die bereits beschriebene Super-Suszeptibilität gegenüber 

E. cruciferarum auf (Abb. 19; s. Abb. 8). Somit zeigen die Pflanzen der homozygoten 

atcep2 ko die gleiche Suszeptibilität gegenüber E. cruciferarum wie Col-0 Wildtyppflanzen 

und keine erhöhte Super-Suszeptibilität wie homozygote atcep1 ko Pflanzen (s. Abb. 16). 
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2.3.3. AtCEP Proteasen scheinen in der Beeinträchtigung der Entwicklung des 

biotrophen Pathogens E. cruciferarum zueinander nicht funktionell redundant zu 

wirken 

Abschließen bleibt zu klären, ob die drei AtCEP Proteasen in der Beeinträchtigung der 

Entwicklung des biotrophen Pathogens E. cruciferarum zueinander funktional redundant 

wirken. Dies würde mit einer Triple-Mutante atcep_triple-ko beantwortet werden können. 

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 atcep1 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 atcep1 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-Phänotyp erkennen zu können. 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 durchgeführt. Die befallenen 

Pflanzen werden in drei Kategorien der Suszeptibilität eingeteilt: weniger als 30 %, 

30-60 % und mehr als 60 % mit E. cruciferarum befallener Blattfläche (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 

Suszeptibilität nicht signifikant verschieden zu homozygoten atcep1 ko Pflanzen sind 

(Abb. 20). Dies bedeutet, dass ein zusätzlicher „Knockdown“ von AtCEP2 neben dem 

Knockout von AtCEP3 in der atcep_triple-ko/kd dieselbe Super-Suszeptibilität wie 

atcep1 ko Pflanzen und jedoch keine noch erweiterte Super-Suszeptibilität gegenüber 

E. cruciferarum bewirkt (s. Abb. 16). Somit scheinen die drei AtCEP Proteasen in der 

Beeinträchtigung der Entwicklung des biotrophen Pathogens E. cruciferarum zueinander 

nicht funktional redundant zu wirken. 
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Abbildung 20: Vergleich der Befallsdichte mit 
E. cruciferarum der gesamten Pflanze von Col-0, 
atcep1 ko und atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und 
Linie 3.14 nach Inokulation mit Konidien des 
biotrophen Ascomyceten E. cruciferarum 9, 11 und 
13 dpi. Pflanzen der atcep_triple-ko/kd zeigen 
dieselbe Super-Suszeptibilität wie atcep1 ko Pflanzen 

gegenüber E. cruciferarum, jedoch keine noch 

erweiterte Super-Suszeptibilität. Die befallenen Blätter 

werden in drei Kategorien der Suszeptibilität eingeteilt: 
weniger als 30 % (grün), 30-60 % (blau) und mehr als 
60 % (rot) mit E. cruciferarum befallener Blattfläche 
(s. Abb. 8A). Die Säulen repräsentieren den 
durchschnittlichen Befall mit E. cruciferarum der Pflanzen 

der jeweiligen Genotypen aus zehn Experimenten mit 
voneinander unabhängigen Inokulationen, wobei jedes 
Experiment aus fünf Pflanzen je Genotyp besteht. 
Unterschiedliche Buchstaben oberhalb der Säulen 
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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2.3.4. Die spezifische Hochregulierung der Promotoraktivität von AtCEP1 in einer 

atcpr5 Mutante ist zeitlich und räumlich direkt mit dem Auftreten von sichtbaren 

nekrotischen Blattläsionen und dem damit verbundenen PCD assoziiert 

Die Genexpressions-Daten der Arabidopsis Mutante atcpr5 (GEO accession GSE5745) 

aus der Datenbank für 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 führt (Trp477stop) (Boch et al., 1998; Bowling et al., 1994). Diese atcpr5-2 

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 Rosettenblättern von 20 d alten Pflanzen der homozygoten atcpr5 

Mutante mittels qRT-PCR quantifiziert. Grundsätzlich sind bei 7 d alten Keimlingen die 

verfrühte Kotyledonen-Seneszenz, aber mit bloßem Auge keine nekrotischen 

Blattläsionen auf jungen Primärblättern zu erkennen. Auf Rosettenblättern von 20 d alten 

Pflanzen der homozygoten atcpr5 Mutante hingegen sind mit bloßem Auge nekrotische 

Blattläsionen 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 Rosettenblättern von 20 d alten 

atcpr5 Mutanten, bei denen nekrotische Läsionen 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 Rosettenblättern von 20 d alten Pflanzen 

der atcpr5 Mutante (Abb. 21A rechts) gegenüber Col-0 nicht wesentlich hochreguliert.  

Des Weiteren werden nun die Rosettenblätter von 20 d alten atcpr5 Mutanten in 

Rosettenblätter mit sichtbaren nekrotischen Blattläsionen und in Rosettenblätter ohne 

sichtbare nekrotische Blattläsionen separiert. In diesen werden die Genexpressionen von 

AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3 mittels qRT-PCR analysiert.  

Rosettenblätter mit sichtbaren nekrotischen Blattläsionen zeigen eine über 50-fache 

Hochregulierung des AtCEP1 Transkripts im Vergleich zu Col-0 Pflanzen. Rosettenblätter 

ohne sichtbare nekrotische Blattläsionen besitzen ein ähnliches Genexpressionslevel von 

AtCEP1 wie 20 d alte Col-0 Wildtyppflanzen. Weiterhin weisen die Expressionen von 

AtCEP2 und AtCEP3 sowohl in Rosettenblättern mit sichtbaren nekrotischen Blattläsionen 

als auch in Rosettenblättern ohne sichtbare nekrotische Blattläsionen keine wesentliche 

Hochregulierung gegenüber Col-0 auf (Abb. 21B). 

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

Auftreten von sichtbaren nekrotischen Blattläsionen auf Rosettenblättern zusammen.  
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Abbildung 21: Die Hochregulierung von AtCEP1 in atcpr5 Mutanten hängt zeitlich direkt mit dem 
Auftreten von sichtbaren nekrotischen Blattläsionen auf den Rosettenblättern zusammen. (A) AtCEP1 
ist in Rosettenblättern von 20 d alten atcpr5 Mutanten 10-fach hochreguliert. Die Doppelmutante 
atcep1 x atcpr5 zeigt keine AtCEP1 Expression. (B) Werden die Rosettenblätter in Blätter mit 
sichtbaren und ohne sichtbare nekrotische Blattläsionen unterteilt, zeigt AtCEP1 in Rosettenblättern 
mit sichtbaren nekrotischen Blattläsionen eine mehr als 50-fache Hochregulierung. Die relativen 

Genexpressionen von AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3 werden in 7 d alten Keimlingen und in Rosettenblättern 
von 20 d alten Pflanzen von Col-0, atcpr5 Mutanten und atcep1xatcpr5 Doppelmutanten quantifiziert. Für die 
qRT-PCR werden genspezifische Primer für AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3 verwendet. Das Expressionslevel 
wird gegen das „housekeeping“ Gen ACT8 in Relation gesetzt. Die Säulen repräsentieren das relative 

Expressionslevel und dieses ist oberhalb der Säulen angegeben. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken die 
Standardabweichung aus drei technischen Replikaten an. Die Ergebnisse wurden für die atcep1xatcpr5 
Doppelmutante mit einer zweiten unabhängigen Linie bestätigt. Alle Ergebnisse wurden in einem weiteren 
unabhängigen Experiment reproduziert (Biologisches Replikat). 
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Weiterführend wird nun mikroskopisch am CLSM überprüft, ob darüber hinaus auch ein 

direkter raum-zeitlicher Zusammenhang zwischen der Hochregulierung von AtCEP1 in 

atcpr5 Mutanten besteht. Hierfür werden Pflanzen der homozygoten atcep1 ko, 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), mit 

Pflanzen der homozygoten atcpr5 Mutante gekreuzt. Diese homozygote Doppelmutante 

atcep1 x atcpr5 zeigt in der qRT-PCR sowohl in 7 d alten Keimlingen (Abb. 21A links) als 

auch in Rosettenblättern von 20 d alten Pflanzen (Abb. 21A rechts) keine AtCEP1 

Expression. Dies bestätigt den „Knockout“ von AtCEP1 bestätigt. Darüber hinaus sind die 

Expressionen von AtCEP2 und AtCEP3 weder in 7 d alten Keimlingen (Abb. 21A links) 

noch in Rosettenblättern von 20 d alten Pflanzen der atcep1 x atcpr5 (Abb. 21A rechts) 

gegenüber Col-0 wesentlich hoch- oder herunterreguliert.  

Es werden nekrotische Blattläsionen auf Rosettenblättern von 20 d alten atcep1 x atcpr5 

Pflanzen am CLSM analysiert. Die Promotoraktivität von AtCEP1 ist spezifisch in 

Epidermiszellen, die einerseits benachbart zu einer großen, im CLSM sehr hellen, 

nekrotischen Blattläsion (Abb. 22A schwarzer Asterisk) liegen, hochreguliert (Abb. 22). In 

dieser großen nekrotischen Blattläsion sind aufgrund des schon stattgefundenen 

Programmierten Zelltods keine Zellstrukturen mehr erkennbar. Andererseits liegen die 

Epidermiszellen, in denen eine spezifische Hochregulierung der Promotoraktivität von 

AtCEP1 festzustellen ist, direkt angrenzend an Epidermiszellen, die im CLSM heller bzw. 

grau erscheinen (Abb. 22A und B weiße Asteriske). In diesen Epidermiszellen hat der 

Programmierte Zelltod wahrscheinlich bereits zum Großteil stattgefunden und es wurde 

unter anderem das Chlorophyll im Zuge der Chlorose abgebaut. Daher erscheinen diese 

Epidermiszellen heller. In den Epidermiszellen, in denen die Promotoraktivität 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 für das Endoplasmatische Retikulum typischen kortikalen netzartigen Strukturen (Abb. 

22B und C weiße Pfeile). Andererseits ist zusätzlich ein punktiertes Signalmuster des 

Fluoreszenzproteins EGFP erkennbar, das auf einen Abbau des Endomembransystems 

im Zuge des Programmierten Zelltods hindeutet (Abb. 22B und C weiße Pfeilspitzen).  

Somit ist die spezifische Hochregulierung der Promotoraktivität von AtCEP1 in atcpr5 

Mutanten zeitlich und räumlich direkt mit dem Auftreten von sichtbaren nekrotischen 

Blattläsionen auf den Rosettenblättern und dem damit verbundenen Programmierten 

Zelltod assoziiert.  
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Abbildung 22: Spezifische Hochregulierung der Promotoraktivität von AtCEP1 in Epidermiszellen, in 
denen PCD stattfindet. Diese liegen benachbart zu einer nekrotischen Blattläsion (A schwarzer 
Asterisk) und direkt angrenzend an Epidermiszellen, in denen der PCD wahrscheinlich bereits zum 
Großteil stattgefunden hat (A, B weiße Asteriske). Das EGFP Signal zeigt einerseits die für das ER 
typischen kortikalen netzartigen Strukturen (B, C weiße Pfeile). Andererseits ist zusätzlich ein 
punktiertes Signalmuster erkennbar, das auf einen Abbau des Endomembransystems im Zuge des 
PCD hindeutet (B, C weiße Pfeilspitzen). Für die Untersuchung der Promotoraktivität von AtCEP1 in vivo, 

werden nekrotische Blattläsionen auf der Oberseite von Rosettenblättern von 20 d alten atcep1 x atcpr5 
Pflanzen, die zusätzlich ein nicht funktionelles Reporterkonstrukt ohne die Untereinheit von AtCEP1 
(PCEP1::pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL) exprimieren, am CLSM analysiert. Dargestellt sind eine 200-fache 
Vergrößerung (A) und 600-fache Vergrößerungen 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 gegenüber Erysiphe 

cruciferarum 

Es werden ca. 5 Wochen alte Pflanzen der homozygoten atcpr5 Mutante und der 

homozygoten atcep1 x atcpr5 Doppelmutante sowie zum Vergleich suszeptible Col-0 

Wildtyppflanzen und super-suszeptible homozygote atcep1 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-Phänotyp erkennen zu 

können. 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 

durchgeführt. Die befallenen Pflanzen werden in drei Kategorien der Suszeptibilität 

eingeteilt: weniger als 30 %, 30-60 % und mehr als 60 % mit E. cruciferarum befallener 

Blattfläche (Abb. 8A). 

An allen drei Zeitpunkten 10, 12 und 14 sind die bereits beschriebenen Symptome der 

Suszeptibilität von Col-0 Pflanzen und der Super-Suszeptibilität der atcep1 ko Pflanzen 

gegenüber 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 gegenüber 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 Blattfläche 

als Col-0 aufweist. Damit übereinstimmend zeigt die homozygote atcpr5 Mutante 

zusätzlich signifikant weniger Pflanzen mit 30-60 % mit E. cruciferarum befallener 

Blattfläche als Col-0. An den Zeitpunkten 12 und 14 dpi weist die atcpr5 Mutante 

ausschließlich Pflanzen mit weniger als 30 % mit E. cruciferarum befallener Blattfläche auf 

(Abb. 23). 
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Abbildung 23: Vergleich der Befallsdichte mit 
E. cruciferarum der gesamten Pflanze von Col-0, 
atcep1 ko, atcpr5 Mutante und atcep1 x atcpr5 
Doppelmutante nach Inokulation mit Konidien des 
biotrophen Ascomyceten E. cruciferarum 10, 12 und 
14 dpi. Pflanzen der atcpr5 Mutante und 
atcep1 x atcpr5 Doppelmutante sind gegenüber 
E. cruciferarum resistent. Die befallenen Blätter 

werden in drei Kategorien der Suszeptibilität eingeteilt: 
weniger als 30 % (grün), 30-60 % (blau) und mehr als 
60 % (rot) mit E. cruciferarum befallener Blattfläche 
(s. Abb. 8A). Die Säulen repräsentieren den 
durchschnittlichen Befall mit E. cruciferarum der 
Pflanzen der jeweiligen Genotypen aus acht 
Experimenten mit voneinander unabhängigen 
Inokulationen, wobei jedes Experiment aus fünf 
Pflanzen je Genotyp besteht. Unterschiedliche 
Buchstaben oberhalb der Säulen 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 

unterstützt somit die Bildung nekrotischer Blattläsionen auf atcpr5 Mutanten 

Bei der makroskopischen visuellen Auswertung der gesamten Pflanze zeigen atcpr5 

Mutanten eine starke Resistenz gegenüber E. cruciferarum (s. Abb. 23). Die homozygoten 

Pflanzen der atcep1 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 atcep1 x atcpr5 Doppelmutante 

ausschließlich Pflanzen mit weniger als 30 % mit E. cruciferarum befallener Blattfläche auf 

(s. Abb. 23). Somit zeigen Pflanzen der atcep1 x atcpr5 Doppelmutante trotz des nun 

vorhandenen Einfach-Verlusts von AtCEP1, wie Pflanzen der atcpr5 Mutante, eine starke 

Resistenz gegenüber E. cruciferarum und sind nicht wie atcep1 ko Pflanzen super-

suszeptibel (s. Abb. 16). Der Phänotyp der atcpr5 Mutante scheint somit epistatisch über 

dem Phänotyp der atcep1 ko zu stehen. 

Bei der mikroskopischen Analyse von homozygoten atcep1 x atcpr5 Doppelmutanten am 

CLSM erkennt man, dass die spezifische Hochregulierung der Promotoraktivität von 

AtCEP1 zeitlich und räumlich direkt mit dem Auftreten von sichtbaren nekrotischen 

Blattläsionen auf den Rosettenblättern und dem damit verbundenen Programmierten 

Zelltod assoziiert ist (s. Kap. 2.3.4. und Abb. 22). Daher wird nun überprüft, ob ein 

Einfach-Verlust von AtCEP1 in der homozygoten atcep1 x atcpr5 Doppelmutante zu einer 

Abnahme der nekrotischen Läsionsfläche führt, ähnlich der signifikanten Reduktion des 

epidermalen Zelltods in atcep1 ko Pflanzen (s. Kap. 2.2.6.). Unter dem Infektionsstress 

des echten Mehltaupilzes sollte ein etwaiger quantitativer Phänotyp deutlicher erkennbar 

sein. Es werden Pflanzen der homozygoten atcpr5 Mutante und atcep1 x atcpr5 

Doppelmutante erneut mit Konidien des biotrophen Ascomyceten E. cruciferarum 

inokuliert. Am Zeitpunkt 5 dpi werden für die mikroskopische Analyse Rosettenblätter von 

atcpr5 Mutanten und atcep1 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 Fläche der 

nekrotischen Blattläsionen wird mittels des Bildverarbeitungsprogramms ImageJ graphical 

analysis software (Rasband, 1997-2014) quantifiziert. 

Die Fläche der nekrotischen Blattläsionen pro Kolonie des echten Mehltaupilzes ist auf 

Rosettenblättern der homozygoten atcep1 x atcpr5 Doppelmutante mit ca. 28000 µm² 

signifikant kleiner (Abb. 24B, C) als die Fläche der nekrotischen Blattläsionen pro Kolonie 

des echten Mehltaupilzes auf Rosettenblättern von homozygoten atcpr5 Mutanten mit 

ca. 43000µm² (Abb. 24A, B).  
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Somit führt der Einfach-Verlust von AtCEP1 in der homozygoten atcep1 x atcpr5 

Doppelmutante zu einer signifikanten Reduktion der nekrotischen Läsionsfläche 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 Blattläsionen auf Rosettenblättern von 

atcpr5 Mutanten unterstützt.  

 

 

Abbildung 24: (A, B) AtCEP1 leistet einen Beitrag zum vom echten Mehltaupilz induzierten 
Programmierten Zelltod und unterstützt somit die Bildung nekrotischer Blattläsionen auf atcpr5 
Mutanten. (B, C) Der Einfach-Verlust von AtCEP1 in der atcep1 x atcpr5 Doppelmutante führt zu einer 
signifikanten Reduktion der nekrotischen Läsionsfläche. Dargestellt sind 40-fache Vergrößerungen von 
repräsentativen nekrotischen Blattläsionen auf Rosettenblättern der homozygoten atcpr5 Mutante (A) und der 
homozygoten atcep1 x atcpr5 Doppelmutante (C). Vergleich der Fläche von nekrotischen Blattläsionen pro 
Kolonie des echten Mehltaupilzes auf Rosettenblättern von atcpr5 Mutanten mit atcep1 x atcpr5 
Doppelmutanten (B). Der Stichprobenumfang für jeden Genotyp umfasst 65 Blattläsionen auf 19 
Rosettenblättern. Die Säulen repräsentieren die durchschnittliche Fläche der nekrotischen Blattläsionen pro 
Kolonie des echten Mehltaupilzes 5 Tage nach Inokulation mit E. cruciferarum. Die fluoreszierenden Flächen 
der nekrotischen Blattläsionen werden mittels des Bildverarbeitungsprogramms ImageJ graphical analysis 
software (Rasband, 1997-2014) quantifiziert. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken die Standardabweichung. 
Säulen, 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 für die Elongation sowie für die Zellseparation  

 

 

 
Abbildung 25: Vergleich der Primärwurzellängen 7 Tage alter Keimlinge von homozygoten Mutanten 
der atcep1 ko, atcep3 ko, atcep3 x atcep1 ko, atcep2 ko und atcep_triple-ko/kd mit Col-0: Homozygote 
Keimlinge der atcep2 ko zeigen ein verkürztes Primärwurzelwachstum, wohingegen homozygote 
Keimlinge der atcep_triple-ko/kd eine dosiert geringere Verkürzung aufweisen. Der Balken auf der linken 

Seite der Abbildung stellt die Primärwurzellänge in Zentimeter (cm) dar. 

 

 

Die homozygote Single-Mutante atcep2 ko zeigt beim Vergleich der Primärwurzellängen 

7 Tage (days, d) alter Keimlinge den Entwicklungs-Phänotyp einer deutlich verkürzten 

Primärwurzel im Vergleich zu Col-0 (Abb. 25). Dagegen weisen die homozygoten 

Single-Mutanten atcep1 ko und atcep3 ko keinen Entwicklungs-Phänotyp bezüglich der 

Primärwurzellänge gegenüber Col-0 auf (Abb. 25). Auch die homozygote Doppel-Mutante 

atcep3 x atcep1 ko besitzt die gleiche Primärwurzellänge 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 atcep1 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.). Diese atcep_triple-ko/kd Linien zeigen beim 

Vergleich der Primärwurzellängen 7 d alter Keimlinge den Entwicklungs-Phänotyp einer 

deutlich verkürzten Primärwurzel im Vergleich zu Col-0. Allerdings weist die Primärwurzel 

von atcep_triple-ko/kd verglichen mit der Primärwurzel von atcep2-ko gegenüber Col-0 

aufgrund der Restaktivität von AtCEP2 eine dosiert geringere Verkürzung auf (Abb. 25).  
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2.4.1. Der Einfach-Verlust von AtCEP2 führt zu einer Verkürzung der Primärwurzel 

aufgrund verkürzter Zelllängen in der Elongationszone 

 

2.4.1.1. Verkürzte Primärwurzeln 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-Phänotyp einer 

deutlich verkürzten Primärwurzel im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 25). 

 

 
 
Abbildung 26: Der Einfach-Verlust von AtCEP2 führt zu einer Verkürzung der Primärwurzellänge. Die 
Restaktivität von AtCEP2 bewirkt dagegen eine dosiert geringere Verkürzung. (A) Vergleich der 
Primärwurzellängen 5, 7 und 11 Tage alter Keimlinge von Col-0 (grün), homozygoten atcep2 ko (blau) 
und homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 (hellrot) und Linie 3.14 (dunkelrot). (B) Prozentualer 
Vergleich der Primärwurzellänge sowie der AtCEP2 Expression in homozygoten atcep2 ko und 
homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und Linie 3.14 gegenüber Col-0 (=100%). Der 

Stichprobenumfang für jeden Genotyp umfasst 120 ausgemessene Primärwurzeln. Die Säulen repräsentieren 
die durchschnittliche Länge der Primärwurzeln und diese ist oberhalb der Säulen in Millimeter (mm) 
angegeben. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken die Standardabweichung. Säulen, 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 unabhängigen Experiment bestätigt 
(biologisches Replikat). 
 

 

Die statistische Auswertung zeigt, dass die homozygoten atcep2 ko Pflanzen bei 5, 7 und 

11 d eine signifikant kürzere Primärwurzel als Col-0 Wildtyppflanzen aufweisen. Die Länge 

der Primärwurzel von homozygoten atcep2 ko Pflanzen beträgt bei 5 d 6.8 mm, bei 7 d 

12.8 mm und bei 11 d 21.8 mm gegenüber den Primärwurzellängen von Col-0 Keimlingen 

mit 11.7 mm, 21.4 mm und 34.6 mm. Generell entspricht die Länge der Primärwurzel von 

homozygoten atcep2 ko Pflanzen an allen drei gemessenen Zeitpunkten ca. 60 % der 

Primärwurzellänge von Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 26). 
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Für die mikroskopische Analyse des quantitativen Entwicklungs-Phänotyps werden die 

Primärwurzeln 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 gefärbt. 

Somit können einerseits die Zellwand und andererseits Zellen, in denen neben der 

Zellwand auch der Zellkern Probidiumiodid-gefärbt ist, visualisiert werden. Die Färbung 

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 I und II). 

Es wird die sowohl die Länge als auch die Breite der LRC ausgemessen. Die Länge der 

LRC wird als der Abstand vom ruhenden Zentrum zur „PCD Site I“ definiert und die Breite 

der LRC wird auf Höhe der „PCD Site I“ gemessen (Abb. 27).  

In der „PCD Site I “ am oberen Ende der LRC finden sich die längsten LRC-Zellen (Abb. 27 

Stern). An dieser Position wird die Zelllänge der 3-5 längsten LRC-Zellen sowie deren 

Zellbreite ermittelt. 

Des Weiteren wird die Länge der meristematischen Zone, die als der Abstand vom 

ruhenden Zentrum zur ersten elongierten Epidermiszelle definiert wird, analysiert 

(Abb. 27). 

In der Elongationszone werden die Zelllänge und -breite der drei längsten Trichoblasten 

(elongierte Zellen, die Wurzelhaare ausbilden) am Übergang 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 Höhe dieser längsten 

Trichoblasten analysiert. 
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Morphologischer Aufbau der Wurzelspitze von Arabidopsis 

 

 
 

Abbildung 27 (entspricht Abb. 1 und ist an dieser Stelle zur Erleichterung des Lesers noch einmal eingefügt): 
Übersicht 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 Länge (Stern). Geänderte 

Darstellung der Übersicht, die freundlicherweise von Yvon Jaillais (Hochschule ENS Lyon, yvon.jaillais@ens-
lyon.fr) zur Verfügung gestellt wurde. 
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2.4.1.2. Homozygote atcep2 ko Pflanzen zeigen eine Verkürzung der „lateral root cap“ 

aufgrund der Reduktion ihrer Zelllängen  

Die statistische Auswertung zeigt, dass Pflanzen der homozygoten atcep2 ko mit 

179.8 µm gegenüber Col-0 Wildtyppflanzen mit 289.7 µm die signifikant kürzeste Länge 

der LRC aufweisen (Abb. 28A linkes Diagramm). Die Länge der LRC wird als der Abstand 

vom ruhenden Zentrum zur „PCD Site I“ definiert (Abb. 27). Prozentual gesehen entspricht 

die Länge der LRC von homozygoten atcep2 ko Keimlingen 62 % der Länge der LRC von 

Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 28B). 

Beim Vergleich der Breite der LRC, die auf Höhe der „PCD Site I“ gemessen wird 

(Abb. 27), sind homozygote atcep2 ko Pflanzen mit 141.4 µm und Col-0 Wildtyppflanzen 

mit 142.7 µm nicht signifikant unterschiedlich (Abb. 28A rechtes Diagramm). 

 

 

 
 
Abbildung 28: Der Einfach-Verlust von AtCEP2 führt zu einer Verkürzung der LRC-Länge. Die 
Restaktivität von AtCEP2 bewirkt dagegen eine dosiert geringere Verkürzung. (A) Vergleich der Länge 
(links) und der Breite (rechts) der LRC von 7 Tage alten Keimlingen in Col-0 (grün), homozygoten 
atcep2 ko (blau) und homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 (hellrot) und Linie 3.14 (dunkelrot). (B) 
Prozentualer Vergleich der Länge der LRC sowie der AtCEP2 Expression von homozygoten atcep2 ko 
und homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und 3.14 gegenüber Col-0 (=100%). „n“ zeigt den 

gesamten Stichprobenumfang, der für jeden Genotyp bei der jeweiligen Auswertung identisch ist. Dieser setzt 
sich aus der Summe der Stichprobenumfänge aus drei unabhängigen Experimenten (biologische Replika) 
zusammen: Stichprobenumfang in Experiment 1 = 15, in Experiment 2 = 15 und in Experiment 3 = 16. Die 
Säulen repräsentieren die durchschnittliche Länge bzw. Breite und diese sind oberhalb der Säulen in 
Mikrometer (µm) angegeben. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken die Standardabweichung. 
Unterschiedliche Buchstaben oberhalb der Säulen 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 Zelllänge der längsten Zellen am oberen Ende der LRC auf Höhe der 

„PCD Site I“ Probidiumiodid-gefärbter Primärwurzeln erkennt man, dass in homozygoten 

atcep2 ko Pflanzen die längsten Zellen mit ca. 50-65 µm Länge deutlich kürzer sind als in 

Col-0 Wildtyppflanzen mit ca. 75-90 µm Länge (Abb. 29 Doppelpfeile). Darüber hinaus 

sind in Pflanzen der homozygoten atcep2 ko genau wie in Col-0 Wildtyppflanzen auf Höhe 

der „PCD Site I“ Probidiumiodid-gefärbte Zellkerne erkennbar, da aufgrund des 

beginnenden Zelltods die Zellmembranen dieser Zellen perforiert sind (Abb. 29 

Pfeilspitzen). Diese Färbungen der Zellkerne bedeuten, dass der PCD in der „PCD Site I“ 

von homozygoten atcep2 ko Pflanzen stattfindet und nicht gestört ist. 

 

 
 

Abbildung 29: Vergleich der Zelllängen der längsten Zellen (Doppelpfeile) in der LRC auf Höhe 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 führt zu deutlich kürzeren 
Zelllängen, wohingegen die Restaktivität von AtCEP2 in der atcep_triple-ko/kd eine dosiert geringere 
Verkürzung der Zelllängen bewirkt. Pfeilspitzen markieren den Zellkern von Zellen, bei denen neben 
der Zellwand auch dieser gefärbt 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 gestört. Dargestellt sind Einzelaufnahmen, Probidiumiodid-gefärbter Wurzeln (400-fache 

Vergrößerung), die am CLSM aufgenommen wurden.  
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Die statistische Auswertung der Zelllänge der 3-5 längsten Zellen am oberen Ende der 

LRC zeigt, dass in Pflanzen der homozygoten atcep2 ko die Zelllänge mit 62.4 µm im 

Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen mit 83.9 µm signifikant kürzer ist (Abb. 30A linkes 

Diagramm). Die Zellbreite der 3-5 längsten Zellen in der LRC in homozygoten atcep2 ko 

Pflanzen ist dagegen mit 9.7 µm nicht signifikant verschieden zu 9.8 µm in Col-0 

Wildtyppflanzen (Abb. 30A rechtes Diagramm). Prozentual gesehen entspricht die 

Zelllänge der 3-5 längsten Zellen in der LRC von homozygoten atcep2 ko Pflanzen 74 % 

der Zelllänge der 3-5 längsten LRC-Zellen von Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 30B).  

 

 

 
 
Abbildung 30: Der Einfach-Verlust von AtCEP2 führt zu einer Reduktion der Zelllänge in der LRC. Die 
Restaktivität von AtCEP2 bewirkt dagegen eine dosiert geringere Verkürzung. (A) Vergleich der 
Zelllänge der 3-5 längsten LRC-Zellen (links) und deren Zellbreite (rechts) von 7 Tage alten Keimlingen 
in Col-0 (grün), homozygoten atcep2 ko (blau) und homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 (hellrot) 
und Linie 3.14 (dunkelrot). (B) Prozentualer Vergleich der Zelllänge der 3-5 längsten 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 gegenüber Col-0 (=100%). „n“ zeigt den gesamten Stichprobenumfang, der für jeden 

Genotyp bei der jeweiligen Auswertung identisch ist. Dieser setzt sich aus der Summe der 
Stichprobenumfänge aus drei unabhängigen Experimenten (biologische Replika) zusammen: 
Stichprobenumfang in Experiment 1 = 15, in Experiment 2 = 15 und in Experiment 3 = 16. Die Säulen 
repräsentieren die durchschnittliche Länge bzw. Breite und diese sind oberhalb der Säulen in Mikrometer (µm) 
angegeben. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken die Standardabweichung. Unterschiedliche Buchstaben 
oberhalb der Säulen 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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Für die statistische Auswertung werden die Längen 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 µm im 

Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen mit 296.2 µm signifikant kürzer (Abb. 31A). Die Länge 

der meristematischen Zone von Pflanzen der homozygoten atcep2 ko entspricht 64 % der 

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

 

 
 

 
 
Abbildung 31: Der Einfach-Verlust von AtCEP2 führt zu einer Verkürzung der Länge der 
meristematischen Zone. Die Restaktivität von AtCEP2 bewirkt dagegen eine dosiert geringere 
Verkürzung. (A) Vergleich der Länge der meristematischen Zone von 7 Tage alten Keimlingen in Col-0 
(grün), homozygoten atcep2 ko (blau) und homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 (hellrot) und 
Linie 3.14 (dunkelrot). (B) Prozentualer Vergleich der Länge der meristematischen Zone sowie der 
AtCEP2 Expression in homozygoten atcep2 ko und homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und 
Linie 3.14 gegenüber Col-0 (=100%). „n“ zeigt den gesamten Stichprobenumfang, der für jeden Genotyp bei 

der jeweiligen Auswertung identisch ist. Dieser setzt sich aus der Summe der Stichprobenumfänge aus drei 
unabhängigen Experimenten (biologische Replika) zusammen: Stichprobenumfang in Experiment 1 = 15, in 
Experiment 2 = 15 und in Experiment 3 = 16. Die Säulen repräsentieren die durchschnittliche Länge und diese 
ist oberhalb der Säulen in Mikrometer (µm) angegeben. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken die 
Standardabweichung. Unterschiedliche Buchstaben oberhalb der Säulen 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 Störung 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 ungefähr 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-gefärbt ist, erkennbar. Dies bedeutet, dass aufgrund des beginnenden 

Zelltods die Zellmembranen dieser Zellen perforiert sind und somit der PCD stattfindet und 

nicht gestört 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 Verkürzung der LRC aufgrund 

reduzierter Zelllängen bedingt. 

 

 
 

Abbildung 32: Vergleich der Positionen von „PCD Site I“ und „PCD Site II“ 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 gestört und in definierte Zonen mit Zellen, in denen neben der Zellwand auch der Zellkern gefärbt 
ist, unterscheidbar (Pfeilspitzen). Dargestellt sind 200-fache Vergrößerungen von Probidiumiodid-gefärbten 

Wurzelspitzen, die am CLSM aufgenommen wurden. Es sind jeweils 14 Einzelaufnahmen übereinander 
gelagert. 
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2.4.1.4. Verkürzung der Zelllänge und Abnahme der Zellbreite in der Elongationszone von 
homozygoten atcep2 ko Pflanzen  
Es werden die Zelllängen der längsten Trichoblasten (elongierte Zellen, die Wurzelhaare 

ausbilden) in der Elongationszone am Übergang der „rapid elongation zone“ zur „late 

elongation zone“ Probidiumiodid-gefärbter Primärwurzeln verglichen. In homozygoten 

atcep2 ko Pflanzen sind die längsten Trichoblasten mit ca. 110-130 µm Länge deutlich 

kürzer als in Col-0 Wildtyppflanzen mit ca. 180-200 µm Länge (Abb. 33 Doppelpfeile).  

 
 

 
 

Abbildung 33: Vergleich der Zelllängen der längsten Trichoblasten (Doppelpfeile) in der 
Elongationszone am Übergang der „rapid elongation zone“ zur „late elongation zone“ von 7 Tage alten 
Keimlingen von Col-0 (links) sowie von homozygoten Keimlingen der atcep2 ko (Mitte) und 
atcep_triple-ko/kd (rechts): Der Einfach-Verlust von AtCEP2 führt zu deutlich kürzeren Zelllängen der 
längsten Trichoblasten, wohingegen die Restaktivität von AtCEP2 in der atcep_triple-ko/kd eine 
dosiert geringere Verkürzung der Zelllängen bewirkt. Dargestellt sind Einzelaufnahmen von jeweils zwei 

Probidiumiodid-gefärbten Wurzeln je Genotyp (200-fache Vergrößerung), die bei der statistischen Auswertung 
der Zelllänge der längsten Trichoblasten verwendet wurden. Die Aufnahmen wurden am CLSM aufgenommen. 
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Die statistische Auswertung zeigt, dass die Zelllänge der drei längsten Trichoblasten in 

der Elongationszone am Übergang der „rapid elongation zone“ zur „late elongation zone“ 

in homozygoten atcep2 ko Pflanzen mit 120.5 µm im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen 

mit 193.3 µm signifikant kürzer ist (Abb. 34A linkes Diagramm). Prozentual gesehen 

entspricht die Zelllänge der drei längsten Trichoblasten in Pflanzen der homozygoten 

atcep2 ko 62 % der Zelllänge der drei längsten Trichoblasten von Col-0 Wildtyppflanzen 

(Abb. 34B). 

Darüber hinaus ist die Zellbreite der drei längsten Trichoblasten in der Elongationszone in 

homozygoten atcep2 ko Pflanzen mit 16.0 µm signifikant schmaler gegenüber Col-0 

Wildtyppflanzen mit 18.4 µm (Abb. 34A rechtes Diagramm). Die Zellbreite der drei 

längsten Trichoblasten in Pflanzen der homozygoten atcep2 ko entspricht 87 % der 

Zellbreite der drei längsten Trichoblasten von Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 34B). 

 
 

 
 
Abbildung 34: Der Einfach-Verlust von AtCEP2 führt zu einer Verkürzung der Zelllänge und einer 
Abnahme der Zellbreite in der Elongationszone. Die Restaktivität von AtCEP2 bewirkt dagegen eine 
dosiert geringere Verkürzung der Zelllänge. (A) Vergleich der Zelllänge der drei längsten Trichoblasten 
(links) und deren Zellbreite (rechts) in der Elongationszone am Übergang der „rapid elongation zone“ 
zur „late elongation zone“ von 7 Tage alten Keimlingen in Col-0 (grün), homozygoten atcep2 ko (blau) 
sowie homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 (hellrot) und Linie 3.14 (dunkelrot). (B) Prozentualer 
Vergleich der Zelllänge der drei längsten 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 
gegenüber Col-0 (=100%). „n“ zeigt den gesamten Stichprobenumfang, der für jeden Genotyp bei der 

jeweiligen Auswertung identisch ist. Dieser setzt sich aus der Summe der Stichprobenumfänge aus zwei 
unabhängigen Experimenten (biologische Replika) zusammen: Stichprobenumfang in Experiment 1 = 8, in 
Experiment 2 = 9. Die Säulen repräsentieren die durchschnittliche Länge bzw. Breite und diese sind oberhalb 
der Säulen in Mikrometer (µm) angegeben. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken die Standardabweichung. 
Unterschiedliche Buchstaben oberhalb der Säulen 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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Für die statistische Auswertung der Breite der Elongationszone wird auf Höhe der längsten 

Trichoblasten gemessen. Homozygote atcep2 ko Pflanzen weisen mit 125.5 µm Breite 

gegenüber Col-0 Wildtyppflanzen mit 143.9 µm 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).  

 
 

 
 

Abbildung 35: Der Einfach-Verlust von AtCEP2 führt zu einer Abnahme der Breite der 
Elongationszone. (A) Vergleich der Breite der Elongationszone von 7 Tage alten Keimlingen in Col-0 
(grün), 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 
gegenüber Col-0 (=100%). „n“ zeigt den gesamten Stichprobenumfang, der für jeden Genotyp bei der 

jeweiligen Auswertung identisch ist. Dieser setzt sich aus der Summe der Stichprobenumfänge aus zwei 
unabhängigen Experimenten (biologische Replika) zusammen: Stichprobenumfang in Experiment 1 = 8, in 
Experiment 2 = 9. Die Säulen repräsentieren die durchschnittliche Breite und diese ist oberhalb der Säulen in 
Mikrometer (µm) angegeben. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken die Standardabweichung. 
Unterschiedliche Buchstaben oberhalb der Säulen 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 verkürzten Primärwurzeln bei Einfach-Verlust von AtCEP1 bzw. AtCEP3 

sowie bei Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEP3 

7 d alte Keimlinge der homozygoten Single-Mutanten atcep1 ko und atcep3 ko zeigen 

keinen Entwicklungs-Phänotyp einer verkürzten Primärwurzel im Vergleich zu Col-0 

Wildtyppflanzen (Abb. 25). Darüber hinaus weisen zudem 7 d alte Keimlinge der 

homozygoten Doppel-Mutante atcep3 x atcep1 ko die gleiche Primärwurzellänge wie 

Col-0 Wildtyppflanzen auf (Abb. 25).  

Eine statistische Auswertung der Primärwurzellänge zeigt, dass homozygote Pflanzen der 

atcep1 ko, atcep3 ko und atcep3 x atcep1 ko an den Zeitpunkten 5, 7 und 11 d zueinander 

und gegenüber Col-0 Wildtyppflanzen keinen signifikanten Unterschied aufweisen 

(Abb. 36). Die Längen der Primärwurzeln von homozygoten Pflanzen der atcep1 ko und 

atcep3 ko betragen bei 5 d 11.7 mm und 11.8 mm, bei 7 d 21.3 mm und bei 11 d 34.6 mm 

und 34.5 mm gegenüber der Primärwurzellänge von Col-0 Wildtyppflanzen mit 11.9 mm, 

21.4 mm und 34.6 mm. Die Länge der Primärwurzel von homozygoten atcep3 x atcep1 ko 

Pflanzen ist bei 5 d 11.7 mm, bei 7 d 21.4 mm und bei 11 d 34.8 mm (Abb. 36). 

 

 

 
 

Abbildung 36: Der Einfach-Verlust von AtCEP1 bzw. AtCEP3 sowie der Doppel-Verlust von AtCEP1 
und AtCEP3 bewirken keine Verkürzung der Primärwurzellänge. Vergleich der Primärwurzellängen 5, 
7 und 11 Tage alter Keimlinge von Col-0 (grün), homozygoten atcep1 ko (blau), homozygoten 
atcep3 ko (rot) und homozygoten atcep3 x atcep1 ko (lila). Der Stichprobenumfang für jeden Genotyp 

umfasst 120 ausgemessene Primärwurzeln. Die Säulen repräsentieren die durchschnittliche Länge der 
Primärwurzeln und diese ist oberhalb der Säulen in Millimeter (mm) angegeben. Des Weiteren zeigen die 
Fehlerbalken die Standardabweichung. Dieselben Buchstaben oberhalb der Säulen weisen entsprechend 
dem ANOVA- und Duncan Test auf statistisch nicht signifikant verschiedene Gruppen hin. Die Ergebnisse 
wurden in einem weiteren unabhängigen Experiment bestätigt (biologisches Replikat). 
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2.4.3. Die Restaktivität von AtCEP2 führt zu einer dosiert geringeren Verkürzung der 

Primärwurzel aufgrund der dosiert geringeren Reduktion der Zelllängen in der 

Elongationszone  

 

2.4.3.1. Dosiert geringere Verkürzung der Primärwurzeln in homozygoten 

atcep_triple-ko/kd Pflanzen 

Die homozygoten Pflanzen der zwei unabhängigen Linien atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 

und Linie 3.14 weisen in der qRT-PCR eine AtCEP2 Expression von 0.5 % (Linie 2.21) 

bzw. 2 % (Linie 3.14) gegenüber Col-0 Wildtyppflanzen auf (s. Kap. 2.1.3.).  

Beim Vergleich der Primärwurzellängen zeigen die 7 d alten Keimlinge der homozygoten 

atcep_triple-ko/kd Linien den Entwicklungs-Phänotyp einer deutlich verkürzten 

Primärwurzel im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen. Allerdings weist die Primärwurzel von 

homozygoten atcep_triple-ko/kd Keimlingen verglichen mit der Primärwurzel von 

homozygoten atcep2 ko Keimlingen eine dosiert geringere Verkürzung gegenüber 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 kürzere Primärwurzel als 

Col-0 Wildtyppflanzen aufweisen. Die Länge der Primärwurzel von homozygoten Pflanzen 

der atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 beträgt bei 5 d 7.8 mm, bei 7 d 15.0 mm und bei 11 d 

24.4 mm gegenüber der Primärwurzellänge von Col-0 Wildtyppflanzen mit 11.7 mm, 

21.4 mm und 34.6 mm. Die Länge der Primärwurzel von homozygoten Pflanzen der 

atcep_triple-ko/kd Linie 3.14 ist bei 5 d 8.5 mm, bei 7 d 16.1 mm und bei 11 d 25.9 mm. 

Beide homozygoten atcep_triple-ko/kd Linien sind darüber hinaus bei allen drei 

gemessenen Zeitpunkten auch zueinander in der Länge ihrer Primärwurzel signifikant 

verschieden (Abb. 26A). 

Generell entspricht die Länge der Primärwurzel von homozygoten Pflanzen der 

atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 ca. 70 % und von der Linie 3.14 ca. 75 % der 

Primärwurzellänge von Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 26B). 
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2.4.3.2. Dosiert geringere Verkürzung der „lateral root cap“ aufgrund der dosiert 

geringeren Reduktion ihrer Zelllängen 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 µm und 204.3 µm gegenüber Col-0 Wildtyppflanzen 

mit 289.7 µm eine signifikant kürzere Länge der LRC aufweisen (Abb. 28A linkes 

Diagramm). Die Länge der LRC wird als der Abstand vom ruhenden Zentrum zur 

„PCD Site I“ definiert (Abb. 27). Prozentual gesehen entsprechen die Längen der LRC von 

homozygoten Pflanzen der atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 68 % und von der Linie 3.14 71 % 

gegenüber der LRC-Länge von Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 28B). 

Beim Vergleich der Breite der LRC, die auf Höhe 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 µm und 141.9 µm zueinander und gegenüber Col-0 Wildtyppflanzen 

mit 142.7 µm nicht signifikant unterschiedlich (Abb. 28A rechtes Diagramm). 

 

Beim Vergleich der Zelllänge der längsten Zellen am oberen Ende der LRC auf Höhe der 

„PCD Site I“ Probidiumiodid-gefärbter Primärwurzeln erkennt man, dass in homozygoten 

atcep_triple-ko/kd Pflanzen die längsten Zellen mit ca. 60-75 µm Länge kürzer sind als in 

Col-0 Wildtyppflanzen mit ca. 75-90 µm Länge (Abb. 29 Doppelpfeile). Im Vergleich zur 

Verkürzung der Zelllängen in homozygoten atcep2 ko Pflanzen ist diese jedoch dosiert 

geringer. Darüber hinaus sind in Pflanzen der homozygoten atcep_triple-ko/kd ebenso wie 

in Col-0 Wildtyppflanzen auf Höhe der „PCD Site I“ Probidiumiodid-gefärbte Zellkerne 

erkennbar, da aufgrund des beginnenden Zelltods die Zellmembranen dieser Zellen 

perforiert sind (Abb. 29 Pfeilspitzen). Diese Färbungen der Zellkerne bedeuten, dass der 

PCD in der „PCD Site I“ von homozygoten Pflanzen der atcep_triple-ko/kd stattfindet und 

nicht gestört ist. 

 

Die statistische Auswertung der Zelllängen der 3-5 längsten 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 Zelllängen mit 67.1 µm und 69.3 µm im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen 

mit 83.9 µm signifikant kürzer sind (Abb. 30A linkes Diagramm). 

Die Zellbreiten der 3-5 längsten Zellen in der LRC in homozygoten Pflanzen der 

atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und Linie 3.14 sind dagegen mit 9.7 µm und 9.8 µm nicht 

signifikant verschieden zu 9.8 µm in Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 30A rechtes Diagramm). 

Prozentual gesehen entsprechen die Zelllängen der 3-5 längsten Zellen in der LRC von 

homozygoten Pflanzen der atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 80 % und von der Linie 3.14 83 % 

gegenüber der Zelllänge der 3-5 längsten Zellen in der LRC von Col-0 Wildtyppflanzen 

(Abb. 30B).  
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Für die statistische Auswertung werden die Längen 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 µm und 206.3 µm im Vergleich zu Col-0 

Wildtyppflanzen mit 296.2 µm signifikant kürzer (Abb. 31A). Die Längen der 

meristematischen Zone von homozygoten Pflanzen der atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und 

Linie 3.14 entsprechen 68 % und 70 % der Länge 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 Störung 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 ungefähr 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-gefärbt ist, erkennbar. Dies bedeutet, dass 

aufgrund des beginnenden Zelltods die Zellmembranen dieser Zellen perforiert sind und 

somit der PCD stattfindet und nicht gestört 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 Verkürzung der 

LRC aufgrund reduzierter Zelllängen bedingt. 

  



Ergebnisse 

88 
 

2.4.3.4. Dosiert geringere Verkürzung der Zelllängen und dosiert geringere Abnahme der 

Zellbreite in der Elongationszone in homozygoten atcep_triple-ko/kd Pflanzen 

Es werden die Zelllängen der längsten Trichoblasten (elongierte Zellen, die Wurzelhaare 

ausbilden) in der Elongationszone am Übergang der „rapid elongation zone“ zur „late 

elongation zone“ Probidiumiodid-gefärbter Primärwurzeln ausgewertet. Es fällt auf, dass 

die längsten Trichoblasten in homozygoten Pflanzen der atcep_triple-ko/kd mit 

ca. 135-155 µm Länge deutlich kürzer sind als in Col-0 Wildtyppflanzen mit 

ca. 180-200 µm Länge (Abb. 33 Doppelpfeile). Im Vergleich zur Verkürzung der 

Zelllängen in homozygoten atcep2 ko Pflanzen ist diese jedoch dosiert geringer. 

 

Die statistische Auswertung zeigt, dass die Zelllängen der drei längsten Trichoblasten in 

der Elongationszone am Übergang 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 µm 

und 145.3 µm im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen mit 193.3 µm signifikant kürzer sind 

(Abb. 34A linkes Diagramm). Prozentual gesehen entsprechen die Zelllängen der drei 

längsten Trichoblasten in homozygoten Pflanzen der atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 73 % 

und in der Linie 3.14 75 % gegenüber der Zelllänge der drei längsten Trichoblasten in 

Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 34B). 

Zudem sind die Zellbreiten der drei längsten Trichoblasten in der Elongationszone von 

homozygoten Pflanzen der atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und Linie 3.14 mit 16.3 µm und 

16.5 µm signifikant schmaler gegenüber Col-0 Wildtyppflanzen mit 18.4 µm (Abb. 34A 

rechtes Diagramm). Die Zellbreiten der drei längsten 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 längsten Trichoblasten in Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 34B).  

 

Für die statistische Auswertung der Breite der Elongationszone wird auf Höhe der längsten 

Trichoblasten gemessen. Hier weisen homozygote Pflanzen der atcep_triple-ko/kd 

Linie 2.21 und Linie 3.14 mit 127.7 µm und 130.2 µm gegenüber Col-0 Wildtyppflanzen 

mit 143.9 µm 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 Linie 3.14 90 % der Breite der 

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

 

  



Ergebnisse 

89 
 

2.4.4. Das Ansäuern des ex vivo isolierten Pro-Enzyms von AtCEP2 führt zur 

Maturierung von AtCEP2 und zur gleichzeitigen Abspaltung von mCherry 

In früheren Arbeiten der AG Gietl konnte bereits gezeigt werden, dass die enzymatische 

Aktivierung von AtCEP2 pH-abhängig 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-abhängigen Maturierung bei einem 

funktionellen AtCEP2-Reporterprotein (PCEP2::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 würde bedeuten, dass keine Visualisierung der maturierten 

Untereinheit von AtCEP2 am CLSM möglich ist.  

Hierfür wird ein Proteinextrakt von 7 d alten Keimlingen, die ein funktionelles 

Reporterkonstrukt für AtCEP2 (PCEP2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) im Col-0 

Wildtyp Hintergrund exprimieren, mit Hilfe einer α-HA Affinitätsmatrix immunpräzipitiert 

und anschließend bei einem pH-Wert von 7.5 sowie 4.0 inkubiert. Nach der Aufarbeitung 

werden die entsprechenden α-HA Affinitätsmatrizes und deren Überstände mittels 

SDS-PAGE aufgetrennt und anschließend mittels Western-Blot Analyse durch 

Dekorierung mit verschiedenen Antikörpern analysiert. Der Antikörper α-HA (Abb. 37A) 

erkennt den dreifachen Hämagglutinin-Tag des Fusionsproteins pro-3xHA-mCherry-

AtCEP2-KDEL, der Antikörper α-RFP (Abb. 37B) detektiert das Fluoreszenzprotein 

mCherry und der Antikörper α-AtCEP mature subunit (Abb. 37C) ist gegen die maturierte 

Untereinheit von AtCEP2 gerichtet. Zusätzlich wird nach der SDS-PAGE eine 

Silberfärbung durchgeführt (Abb. 37D). 

Alle verwendeten Antikörper detektieren im Überstand der Immunpräzipitation bei einem 

pH-Wert von 7.5 kein Protein. Dies bedeutet, dass das Protein vollständig an der α-HA 

Affinitätsmatrix bindet (Abb. 37A-C Reihe 1). Nach der Inkubation der α-HA Affinitätsmatrix 

bei 95 °C werden dagegen von allen drei Antikörpern 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 70.5 kDa in vermutlich zwei verschiedenen 

Konformationen dar. Somit ist das Pro-Enzym von AtCEP2 von der α-HA Affinitätsmatrix 

gelöst worden und in den Überstand übergangen. Darüber hinaus werden von den 

Antikörpern α-RFP und α-AtCEP mature subunit zwei weitere Proteinbanden mit einem 

Molekulargewicht zwischen 46 und 58 kDa erkannt. In diesem Bereich wird nur eine 

Proteinbande vom Antikörper α-HA detektiert (Abb. 37A-C Reihe 2). Diese stellen 

möglicherweise das 3xHA-mCherry-AtCEP2 Protein ohne die Pro-Sequenz und dem 
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ER-Rückhaltesignal „KDEL“ mit einer kalkulierten Molekularmasse von 57.2 kDa in 

vermutlich zwei verschiedenen Konformationen dar. Dass diese zwei Proteinbanden von 

α-RFP und α-AtCEP mature subunit sehr stark und von α-HA nur eine Proteinbande sehr 

schwach detektiert wird, deutet darauf hin, dass vom 3xHA-mCherry-AtCEP2 Protein 

eventuell auch der Hauptteil des dreifachen Hämagglutinin-Tags abgespalten wurde. 

Die Proteinbande mit einem Molekulargewicht von ca. 30 kDa wird vom Antikörper α-HA 

schwach, vom Antikörper α-RFP stark und vom Antikörper α-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 

Hämagglutinin-markierten Proteine konnten nicht gelöst werden und bleiben an der α-HA 

Affinitätsmatrix hängen (Abb. 37A-D Reihe 3). Die maturierte Form von AtCEP2 wird bei 

einem pH-Wert von 7.5 vom Antikörper α-AtCEP mature subunit nicht detektiert.  

Im Gegensatz dazu sind bei der Immunpräzipitation mit einem pH-Wert von 4.0 insgesamt 

nur zwei Proteinbanden mit den verwendeten Antikörpern detektierbar (Abb. 37A-C Reihe 

4-6). Die detektierten Proteine befinden sich ausschließlich im Überstand (Abb. 37A-C 

Reihe 4). Eine Proteinbande, die ein Molekulargewicht von ca. 30 kDa aufweist, wird vom 

Antikörper α-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 Antikörper α-RFP 

detektiert. Diese Proteinbande ist das im Zuge der Maturierung abgespaltene 

Fluoreszenzprotein mCherry (Abb. 37B, D Reihe 4 weißer Pfeil). Vom Antikörper α-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 α-HA Affinitätsmatrix löst und in 

Folge dessen in den Überstand übergeht. Hierbei wird auch das Fluoreszenzprotein 

mCherry (Abb. 37B, D Reihe 4 weißer Pfeil) von der maturierten AtCEP2-Untereinheit 

(Abb. 37C, D Reihe 4 schwarzer Pfeil) durch Ansäuern abgespalten. Diese Spaltung bei 

pH 4.0 zwischen dem Fluoreszenzprotein mCherry und der maturierten 

AtCEP2-Untereinheit kann zusätzlich durch eine Silberfärbung gezeigt werden (Abb. 37 D 

Reihe 4 schwarzer und weißer 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 möglich. Somit kann ausschließlich die Expression des 

Pro-Enzyms von AtCEP2 pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL am CLSM untersucht 

werden. Die Abspaltung des Fluoreszenzproteins mCherry könnte hingegen der Grund für 

die Funktionalität des AtCEP2-Reporterproteins sein. 
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Abbildung 37: Maturierung des Fusionsprotein pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL durch Ansäuern 
führt zur Abspaltung der Pro-Sequenz und zur Spaltung zwischen dem Fluoreszenzprotein mCherry 
(weißer Pfeil) und der maturierten Untereinheit von AtCEP2 (schwarzer Pfeil). Pro-3xHA-mCherry-

AtCEP2-KDEL wird mittels einer α-HA Affinitätsmatrix bei einem pH Wert von 7.5 aus einem Proteinextrakt 
von 7 d alten Keimlingen immunpräzipitiert. Nach dem Waschen der α-HA Affinitätsmatrix, wird diese mit 
einem Puffer bei pH 7.5 (Reihe 1-3) oder pH 4.0 (Reihe 4-6) bei Raumtemperatur inkubiert und der Überstand 
anschließend abzentrifugiert (Reihe1, 4). Die α-HA Affinitätsmatrix wird daraufhin bei 95 °C inkubiert und der 
Überstand (Reihe 3, 5) erneut von der α-HA Affinitätsmatrix (Reihe 4, 6) abzentrifugiert. Als Kontrolle wird 
zusätzlich die α-HA Affinitätsmatrix ohne Proteinextrakt nur mit Puffer bei pH 4.0 inkubiert (Reihe 7). Die α-HA 
Affinitätsmatrix und die Überstände werden anschließend mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mittels 
Western-Blot Analyse durch verschiedene Antikörper detektiert (A-C). Zusätzlich wird nach der SDS-PAGE 
eine Silberfärbung durchgeführt (D). MM = Molmarker; kDa = Kilodalton. Geänderte 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 für AtCEP2 (PCEP2::pre-pro-

3xHA-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 intrazelluläre Lokalisation des Pro-Enzyms von 

AtCEP2 zu analysieren. Hierfür werden die 7 d alten Keimlingen zur Visualisierung der 

Zellwand mit Calcofluor gefärbt (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 Höhe der „PCD Site I“, die im Moment noch an der darunterliegenden Epidermis 

anhaften und in Kürze 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 ausschließlich 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. 

Möglicherweise liegt die Expression des Pro-Enzym von AtCEP2 unterhalb der 

Nachweisgrenze (Abb. 38).  
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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 gefärbten Zellwände (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: Überlagerung der Expression von pro-mCherry-AtCEP2-KDEL (rot) 
und der Detektion der Zellwände (blau). Rechts: Vergrößerung des im mittleren Bild weiß umrandeten 
Bereiches. Dargestellt sind 600-fache Vergrößerungen von Calcofluor-gefärbten Wurzelspitzen, die am 

CLSM aufgenommen wurden. Es sind jeweils 4 Bilder übereinander gelagert worden. 

 

 

Die subzelluläre Lokalisation von AtCEP2 kann mit Hilfe eines Peptid-Antikörpers gegen 

die reife Untereinheit von AtCEP2 in einer „Whole Mount“ Immunlokalisierung untersucht 

werden. Diese „Whole Mount“ Immunlokalisierung und die anschließende Mikroskopie 

wurde in Kollaboration mit der Universität Regensburg (Lehrstuhl für Zellbiologie und 

Pflanzenbiochemie, AG Hammes, Benedikt Müller) durchgeführt (s. Anh. 6.3.).  

In der Wurzelspitze sind AtCEP2-Signale in verschiedenen Zellwänden detektierbar 

(s. Abb. 50). Einerseits sind AtCEP2-Signale in der Zellwand von LRC-Zellen am oberen 

Ende der LRC kurz vor dem Übergang 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  

 
 

 

 

Abbildung 39 (entspricht Abb. 2 und ist an dieser Stelle zur Erleichterung des Lesers noch einmal eingefügt): 
Übersicht der Entwicklungsstadien I-VIII beim endogenen Austritt des Seitenwurzel-Primordiums 
durch die überlagernden Schichten (Endodermis, Cortex, Epidermis) in Arabidopsis. Im Stadium I 

entsteht durch antikline Zellteilung ein 1-schichtiges Seitenwurzel-Primordium. Durch eine anschließende 
perikline Zellteilung entwickelt sich ein 2-schichtiges Seitenwurzel-Primordium, mit einer inneren und einer 
äußeren Zellschicht (Stadium II). Durch weitere perikline Zellteilungen (Stadium III, IV und VI) und antikline 
Zellteilungen (Stadium V und VII) entsteht im Stadium VII ein Kuppel-förmiges Seitenwurzel-Primordium. 
Dieses ist bereits in Leitbündel (grau), Perizykel (lila), Endodermis (gelb), Cortex (grün) und Epidermis (rot) 
differenziert. Im Stadium VIII tritt das Seitenwurzel-Primordium durch Auseinanderweichen der Epidermis 
hervor (Malamy and Benfey, 1997). Geänderte Darstellung der Übersicht nach Péret et al., 2009a.  

 

 

Für die Untersuchung der subzellulären Lokalisation von AtCEP1 in vivo im vegetativen 

Gewebe werden 10 d alte homozygote atcep1 ko Keimlinge, die ein funktionelles 

Reporterkonstrukt für AtCEP1 (PCEP1::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) exprimieren 

(s. Kap. 2.1.1., Abb. 3), analysiert. Diese homozygote transgene Reporterlinie ist aufgrund 

der Funktionalität des AtCEP1 Reporterproteins vergleichbar mit Col-0 Wildtyppflanzen 

(s. Abb. 8). Bei der Untersuchung der subzellulären Lokalisation von AtCEP1 in vivo kann 

am CLSM wahrscheinlich ausschließlich 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. 

Vor dem Entwicklungsstadium VII ist keine Akkumulierung des Pro-Enzyms von AtCEP1 

in der Epidermis festzustellen (nicht dargestellt). Ab dem Entwicklungsstadium VII 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: weiße Pfeilspitzen; s. Abb. 39). In dieser 
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Epidermiszelle, die für den endogenen Austritt des Seitenwurzel-Primordiums 

auseinanderweichen muss, ist das Pro-Enzym von AtCEP1 akkumuliert (Abb. 40B weißer 

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. 40I-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 Kräfte während der Zellseparation im Zuge der Gewebe-Remodellierung 

entstanden.  

 

 
 

Abbildung 40: Akkumulierung des Pro-Enzyms von AtCEP1 in einer (weiße Asteriske) Epidermiszelle, 
die für 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 atcep1 ko Keimlingen, 
die ein funktionelles Reporterkonstrukt für AtCEP1 (PCEP1::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) exprimieren. 
Es sind 600-fache Vergrößerungen dargestellt. Die Aufnahmen wurden am CLSM getätigt. Weiße Pfeilspitzen 
in A-C markieren das neugebildete Seitenwurzel-Primordium unmittelbar vor dem Austritt durch die Epidermis. 
Weiße Asteriske in B, F und K zeigen die Epidermiszelle (teilweise stark gebogen), in der Pro-AtCEP1 
akkumuliert und die für den endogenen Austritt des neugebildeten Seitenwurzel-Primordiums weichen muss. 
In A, E und I ist die Ebene des Seitenwurzel-Primordiums fokussiert. In B-D, F-H und K-M ist die Ebene der 
Epidermis fokussiert. Für 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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Für die Untersuchung der subzellulären Lokalisation von AtCEP2 in vivo im vegetativen 

Gewebe werden 10 d alte homozygote Keimlinge, die ein funktionelles Reporterkonstrukt 

für 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.)). 

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 Universität Regensburg (Lehrstuhl für 

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 führte Benedikt Müller 

(benedikt.mueller@biologie.uni-regensburg.de) am CLSM Leica SP8 durch (s. Anh. 6.2.). 

 

  

mailto:benedikt.mueller@biologie.uni-regensburg.de
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2.4.7. Der Einfach-Verlust von AtCEP1, AtCEP2 oder AtCEP3 bewirkt eine zeitliche 

Verzögerung beim Durchdringen der Seitenwurzel-Primordia durch die 

überlagernden Zellschichten  

Aufgrund der Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP1 und AtCEP2 wird darauffolgend 

untersucht, ob AtCEP eine Funktion während 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 früheren 

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 atcep1 ko, atcep2 ko und atcep3 ko analysiert. 

Darüber hinaus werden homozygoten Pflanzen der atcep3 x atcep1 ko sowie der 

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

 

Der jeweilige Einfach-Verlust von AtCEP1, AtCEP2 oder AtCEP3 führt zum quantitativen 

Entwicklungs-Phänotyp der stärksten zeitlichen Verzögerung beim Durchdringen der 

Seitenwurzel-Primordia durch die überlagernden Zellschichten gegenüber 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 anzunähern. 

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 atcep1 ko jedoch etwas langsamer zu verlaufen.  

Somit führen 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-Phänotyp, der sich in einem noch langsameren Austritt der Seitenwurzel-

Primordia als bei einem Einfach-Verlust von AtCEP äußert. 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 

führt zu einem noch schnelleren verlangsamten Austritt der Seitenwurzel-Primordia, der 

sich bereits der Austrittsgeschwindigkeit in Col-0 Wildtyppflanzen anzunähern scheint. 

 

 
 

Abbildung 41: Vergleich der Entwicklungsstadien der Seitenwurzel-Primordia, in welcher Zellschicht 
diese lokalisiert sind: Der jeweilige Einfach-Verlust von AtCEP1, AtCEP2 oder AtCEP3 führt zum 
quantitativen Entwicklungs-Phänotyp der stärksten zeitlichen Verzögerung beim Durchdringen der 
Seitenwurzel-Primordia durch die überlagernden Zellschichten. Der Doppel-Verlust von AtCEP1 und 
AtCEP3 mit gleichzeitigem „Knockdown“ von AtCEP2 bewirkt einen schnelleren verlangsamten 
Austritt. Der Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEP3 führt zu einem noch schnelleren verlangsamten 
Austritt der Seitenwurzel-Primordia, der sich bereits der Austrittsgeschwindigkeit in Col-0 
Wildtyppflanzen anzunähern scheint. Es werden homozygote Pflanzen der atcep1 ko, atcep2 ko, 
atcep3 ko, atcep3 x atcep1 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 Säulen repräsentieren die durchschnittliche Anzahl an Seitenwurzel-
Primordia aus vier unabhängigen Experimenten (biologische Replika) im jeweiligen Entwicklungsstadium in 
Prozent. Stichprobenumfang der vier unabhängigen Experimente: WT Col-0: 15, 20, 18, 20; atcep1 ko: 26, 
24, 30, 27; atcep2 ko: 25, 29, 26, 28; atcep3 ko: 26, 30, 29, 28; atcep3 x atcep1 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 Säulen 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 hierfür auch Abb. 39.  
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Entwicklungsstadium I-VI (s. Abb. 41 grün): 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 atcep1 ko zeigen mit 2-3 % keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl der 

Seitenwurzel-Primordia gegenüber 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 atcep1 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 führt 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 atcep1 ko weisen mit 24 % keinen signifikanten Unterschied in der 

Anzahl an Seitenwurzel-Primordia gegenüber Col-0 Wildtyppflanzen auf. Diese 

Doppelmutante ist ebenso gegenüber den homozygoten Pflanzen der drei Single-

Mutanten und gegenüber 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 führt 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 atcep1 ko, dass diese eine Anzahl von 73 % an Seitenwurzel-Primordia in 

diesem Stadium zeigen. Diese homozygoten Pflanzen der Doppel-Mutante sind 

gegenüber Col-0 Wildtyppflanzen, homozygoten Pflanzen der atcep3 ko sowie der 

atcep_triple-ko/kd nicht signifikant verschieden. Homozygote Pflanzen der 



Ergebnisse 

100 
 

atcep_triple-ko/kd sind mit 66 % an Seitenwurzel-Primordia darüber 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 atcep1 ko sind mit 2 % bzw. 1 % 

Seitenwurzel-Primordia signifikant verschieden zu Col-0 Wildtyppflanzen. Homozygote 

Pflanzen der atcep1 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 atcep1 ko signifikant different. 
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2.5. Speicherung des Pro-Enzyms von AtCEP2 in Organellen, die vom ER 

stammen  

 

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

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

Ricinosomen-ähnlichen Organellen und in ER-bodies 

In früheren 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 Blätter in runden, 1 µm großen Ricinosomen-ähnlichen 

Organellen gespeichert ist. Des Weiteren akkumuliert das Pro-Enzym von AtCEP2 in den 

„non-protruding cell files“ des Hypokotyls in ER-bodies mit ihrer charakteristischen 

1x10 µm großen Spindel-förmigen 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 AtCEP2 ist in der Epidermis 

der „non-protruding cell files“, nicht jedoch in den Stomata selbst lokalisiert (Hierl et al., 

2014 (s. 7.1.)). 

Grundsätzlich speichern ER-bodies große Mengen an β-Glucosidasen mit C-terminalen 

ER-Rückhaltesignalen 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-ähnlichen Organellen und 

in ER-bodies, die beide das Pro-Enzym von AtCEP2 enthalten, zusätzlich auch andere 

Proteine wie β-Glucosidasen gespeichert werden. Des Weiteren, ob es 

Ricinosomen-ähnliche Organellen und ER-bodies gibt, die ausschließlich andere Proteine 

und kein Pro-Enzym von AtCEP2 speichern. 

Hierfür werden Pflanzen, die ein funktionelles Reporterkonstrukt (PCEP2::pre-pro-3xHA-

mCherry-AtCEP2-KDEL) für 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-Rückhaltesignal „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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- grüne Ricinosomen-ähnliche Organellen speichern kein Pro-Enzym von AtCEP2, 

jedoch neben GFP-HDEL womöglich noch andere Proteine  

- grüne ER-bodies speichern kein Pro-Enzym von AtCEP2, jedoch neben 

GFP-HDEL zusätzlich β-Glucosidasen und womöglich noch andere Proteine  

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

und neben GFP-HDEL womöglich noch andere Proteine  

- gelbe ER-bodies speichern das Pro-Enzym von AtCEP2 und neben GFP-HDEL 

zusätzlich β-Glucosidasen und womöglich noch andere Proteine. 

 

 
 

Abbildung 42: Das Pro-Enzym von AtCEP2 ist in Keimlingen in Ricinosomen-ähnlichen Organellen 
sowie in ER-bodies gespeichert. (B-D) In den Epidermiszellen an der Basis junger Blätter finden sich 
Zellen, in denen das Pro-Enzym von AtCEP2 sowohl in ER-bodies als auch in Ricinosomen-ähnlichen 
Organellen zusammen mit anderen Proteinen gespeichert ist (gelb). Daneben finden sich Zellen, in 
denen ausschließlich GFP-HDEL und womöglich noch andere Proteine wie β-Glucosidasen in vom ER 
stammenden Organellen akkumulieren (grün). (E, F) In der Epidermis des Hypokotyls ist das 
Pro-Enzym von AtCEP2 in ER-bodies zusammen mit GFP-HDEL und womöglich noch anderen 
Proteinen wie β-Glucosidasen ausschließlich in den „non-protruding cell files“ lokalisiert (rot). In den 
„protruding cell files“ ist kein Pro-AtCEP2 in den ER-bodies gespeichert (grün). (B-F) Die rot-gefärbten 
ER-Strukturen, die ein kortikales netzartiges Muster ergeben, könnten auf naszierendes pro-3xHA-
mCherry-AtCEP2-KDEL im ER hindeuten. Für die Untersuchung der subzellulären Lokalisation des 
Pro-Enzyms von AtCEP2 werden Pflanzen, die ein funktionelles Reporterkonstrukt (PCEP2::pre-pro-3xHA-
mCherry-AtCEP2-KDEL) für 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-Rückhaltesignal „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 Übersicht eines Arabidopsis Keimlings 
(A). Des Weiteren sind 600-fache Vergrößerungen (B und E), die mittels CLSM aufgenommen wurden, 
abgebildet. Die in B und E weiß umrandeten Rechtecke sind vergrößert dargestellt (C, D und F). 
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In den epidermalen Zellen an der Basis junger Blätter ist zu erkennen, dass das 

Pro-Enzym von AtCEP2 grundsätzlich nicht nur in Ricinosomen-ähnlichen Organellen, 

sondern auch in ER-bodies gespeichert ist (Abb. 42B). Es sind grüne und gelbe 

Ricinosomen-ähnliche Organellen sowie grüne und gelbe ER-bodies zu erkennen. In jeder 

Zelle sind immer entweder Ricinosomen-ähnliche Organellen oder ER-bodies vorhanden. 

Es ist keine Epidermiszelle erkennbar, in der die zwei verschiedenen, vom ER 

stammenden Organellen gleichzeitig akkumuliert sind (Abb. 42B). Darüber 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 könnte 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 subzellulären 

Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP2 im Hypokotyl sind in den Epidermiszellen der 

„non-protruding cell files“ ausschließlich gelbe ER-bodies zu erkennen. Somit sind in 

jedem ER-body das Pro-Enzym von AtCEP2 und neben GFP-HDEL womöglich zusätzlich 

β-Glucosidasen und noch andere Proteine gespeichert. In den „protruding cell files“ sind 

ausschließlich grüne ER-bodies ohne Pro-AtCEP2 zu detektieren. Generell sind in der 

Epidermis des Hypokotyls keine Ricinosomen-ähnlichen Organellen vorhanden 

(Abb. 42E, F). 
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In der Wurzelspitze akkumuliert das Pro-Enzym von AtCEP2 in Form eines sehr distinkten 

„two 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-ähnlichen Organellen, die das Pro-Enzym von AtCEP2 speichern, zu 

erkennen (Abb. 43B, C). Andererseits sind LRC-Zellen mit grünen Ricinosomen-ähnlichen 

Organellen zu detektieren (Abb. 43B). In diesen ist kein Pro-Enzym von AtCEP2 

akkumuliert.  

In der Wurzelspitze ist das Pro-Enzym von AtCEP2 in der zentralen Columella (Abb. 43E 

Pfeil, G) und am unteren Ende der LRC (Abb. 43E Pfeilspitzen) in gelben 

Ricinosomen-ähnlichen 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-ähnlichen 

Organellen akkumuliert (Abb. 43C, G). In der jeweils darunterliegenden Epidermis sind 

ausschließlich Zellen mit grünen ER-bodies ohne dem Pro-Enzym von AtCEP2 vorhanden 

(Abb. 43D, F). 

In der Epidermis von Kotyledonen sowie an der Spreite junger Blätter finden sich grüne 

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-ähnlichen 
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-ähnlichen 
Organellen gespeichert (gelb). (D, F) In der jeweils darunterliegenden Epidermis sind ausschließlich 
Zellen mit ER-bodies ohne Pro-AtCEP2 vorhanden (grün). Für die Untersuchung der subzellulären 

Lokalisation des Pro-Enyzms von AtCEP2 werden Pflanzen, die ein funktionelles Reporterkonstrukt 
(PCEP2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) für 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-Rückhaltesignal „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 Vergrößerung (A) 
und 600-fache Vergrößerungen (B, E). Die in B und E vergrößert dargestellten Aufnahmen, sind aus den 
Bereichen, die in A beispielhaft weiß umrandet sind. Die in B und E weiß umrandeten Rechtecke sind 
vergrößert 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. Subzelluläre Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP2 bei Verlust von 

ER-bodies in der homozygoten atnai1 x AtCEP2 Mutante: Rückstau von Pro-AtCEP2 

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

Ricinosomen-ähnlichen 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-ähnlichen 

Organellen, induziert. Des Weiteren, ob diese neugebildeten vom ER stammenden 

Organellen die Speicherung des Pro-Enzyms von AtCEP2 übernehmen. 

Hierfür wird die T-DNA Insertionsmutante atnai1, bei der sich die Insertionsstelle in der 

5‘UTR 67 Basenpaare N-terminal zum Startcodon „ATG“ befindet, verwendet. Das Gen 

AtNAI1 kodiert für den Transkriptionsfaktor AtNAI1, der alleine für die Bildung von 

ER-bodies in Arabidopsis verantwortlich ist (Matsushima et al., 2004).  

Es werden homozygote atnai1 Pflanzen (GK-136G06-012754) mit Pflanzen, die ein 

funktionelles Reporterkonstrukt für AtCEP2 (PCEP2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-

KDEL) (s. Kap. 2.1.1.) im Col-0 Wildtyp Hintergrund exprimieren, gekreuzt. Von dieser 

atnai1 x AtCEP2 Linie werden 7 d alte Keimlinge am CLSM analysiert. 

 
 

 
 

Abbildung 44: Rückstau des Pro-Enzyms von AtCEP2 bei Verlust von ER-bodies im ER und keine 
Übernahme der Speicherung von Pro-AtCEP2 in Ricinosomen-ähnlichen Organellen durch deren 
Neubildung. Das Pro-Enzym von AtCEP2 ist bei Verlust von ER-bodies im Hypokotyl in den 
„non-protruding cell files“ (weiße Pfeilspitzen markieren Stomata) nicht in Ricinosomen-ähnlichen 
Organellen exprimiert, sondern es sind rote kortikale netzartige Strukturen, die für das ER 
charakteristisch sind, erkennbar. Es werden homozygote atnai1 Pflanzen (GK-136G06-012754) mit 

Pflanzen, die ein funktionelles Reporterkonstrukt (PCEP2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) für AtCEP2 
(s. Kap. 2.1.1.) im Col-0 Wildtyp Hintergrund exprimieren, gekreuzt. Von dieser atnai1 x AtCEP2 Linie werden 
7 d alte Keimlinge am CLSM analysiert. Dargestellt sind 600-fache Vergrößerungen des Hypokotyls (A und B). 
Das in B weiß umrandete Rechteck ist vergrößert dargestellt (C).  
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Bei Vorhandensein des Transkriptionsfaktors AtNAI1 wird das Pro-Enzym von AtCEP2 im 

Hypokotyl in den Epidermiszellen der „non-protruding cell files“ ausschließlich 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. Darüber hinaus findet zudem keine Neubildung 

von runden Ricinosomen-ähnlichen Organellen, mit ihrem charakteristischen 

Durchmesser von 1 µm, statt, um die Speicherung von Pro-AtCEP2 zu übernehmen. 

Dagegen sind rote kortikale netzartige Strukturen, die für das ER charakteristisch sind, zu 

erkennen (Abb. 44). Somit führt der Verlust von ER-bodies zu einem Rückstau des 

Pro-Enzyms von AtCEP2 im Netzwerk des ER und es findet keine Übernahme der 

Speicherung von Pro-AtCEP2 in Ricinosomen-ähnlichen Organellen durch deren 

Neubildung statt.  
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Daraus ergibt sich die Frage, ob der Transkriptionsfaktor AtNAI1 auch für die Bildung von 

Ricinosomen-ähnlichen Organellen verantwortlich ist.  

Hierzu werden die epidermalen Zellen an der Basis junger Blätter und die Zellen am 

oberen Ende der LRC analysiert, da in diesen das Pro-Enzym von AtCEP2 unter anderem 

in Ricinosomen-ähnlichen 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-ähnlichen 

Organellen, mit ihrem charakteristischen Durchmesser von 1 µm, gespeichert wird 

(Abb. 45A-C).  

An der Basis junger Blätter finden sich bei Verlust von AtNAI1 einerseits Epidermiszellen, 

in denen das Pro-Enzym von AtCEP2 in roten runden Ricinosomen-ähnlichen Organellen 

gespeichert ist (Abb. 45D-F, Asterisk). Andererseits sind darüber hinaus Epidermiszellen 

sichtbar, in denen rote kortikale netzartige Strukturen vorhanden sind, die für das ER 

charakteristisch sind (Abb. 45D-F, Pfeilspitzen). Dies sind die Epidermiszellen, in denen 

bei Vorhandensein von AtNAI1, das Pro-Enzym von AtCEP2 in ER-bodies gespeichert 

wird (s. Abb. 42B). Der Verlust der ER-bodies führt im ER nun zu einem Rückstau des 

Pro-Enzyms von AtCEP2.  

 

 
 

Abbildung 45: (A-C) Das Pro-Enzym von AtCEP2 akkumuliert auch bei Verlust von AtNAI1 in den Zellen 
am oberen Ende der LRC in roten runden Ricinosomen-ähnlichen Organellen. (D-F) An der Basis 
junger Blätter ist das Pro-Enzym von AtCEP2 bei Verlust von AtNAI1 in Epidermiszellen einerseits in 
roten runden Ricinosomen-ähnlichen Organellen gespeichert (Asterisk). Andererseits sind 
Epidermiszellen sichtbar, in denen rote kortikale netzartige Strukturen vorhanden sind, die für 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 Rückstau an Pro-AtCEP2 bildet (D-F). Es werden homozygote atnai1 Pflanzen 
(GK-136G06-012754) mit Pflanzen, die ein funktionelles Reporterkonstrukt (PCEP2::pre-pro-3xHA-mCherry-
AtCEP2-KDEL) für AtCEP2 (s. Kap. 2.1.1.) im Col-0 Wildtyp Hintergrund exprimieren, gekreuzt. Von dieser 
atnai1 x AtCEP2 Linie werden 7 d alte Keimlinge am CLSM analysiert. Dargestellt sind 600-fache 
Vergrößerungen von Zellen am oberen Ende der LRC (A und B) und 600-fache Vergrößerungen von 
Epidermiszellen an der Basis junger Blätter (D und E). Das in B bzw. in D weiß umrandete Rechteck ist in C 
bzw. in F vergrößert dargestellt.  
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Somit ist der von AtNAI1 kodierte Transkriptionsfaktor vermutlich ausschließlich für die 

Bildung der ER-bodies, nicht jedoch für die Bildung der Ricinosomen-ähnlichen 

Organellen verantwortlich. Darüber 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 Rückstau im ER, da keine Neubildung von Ricinosomen-ähnlichen 

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 

Für die Untersuchung der subzellulären Lokalisation von AtCEP1 in vivo werden 

homozygote transgene Reporterlinien mit dem Fluoreszenzprotein EGFP am CLSM 

analysiert. Hierfür werden homozygote atcep1 ko Pflanzen, die mit einem funktionellen 

Reporterkonstrukt für AtCEP1 (PCEP1::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) transformiert 

wurden (s. Kap. 2.1.1., Abb. 3), verwendet. Die Funktionalität des AtCEP1 

Reporterproteins ist in Pathogen-Versuchen bestätigt worden. Somit ist diese homozygote 

transgene Reporterlinie vergleichbar mit Col-0 Wildtyppflanzen (s. Abb. 8). 

Bei der Untersuchung der subzellulären Lokalisation von AtCEP1 in vivo kann am CLSM 

wahrscheinlich ausschließlich 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 ist in der Epidermis am Ende des Filaments und nicht weiter 
oben an der Ansatzstelle der Antheren lokalisiert. Die Speicherung des Pro-Enzyms von AtCEP1 
erfolgt höchstwahrscheinlich in den vom ER stammenden Ricinosomen-ähnlichen Organellen, mit 
ihrem charakteristischen Durchmesser von 1 µm (B und C). Dargestellt ist ein Stamen im 

Blütenentwicklungsstadium 15 nach Bowman (s. Tab. 1) von atcep1 ko Pflanzen, die ein funktionelles 
Reporterkonstrukt für AtCEP1 (PCEP1::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) exprimieren. Es sind eine 
200-fache Vergrößerung (A) und eine 1600-fache Vergrößerung (B und C), des in A blau umrandeten 
Rechtecks dargestellt. Die Aufnahmen wurden am CLSM getätigt. 
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Das Pro-Enzym von AtCEP1 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 ausschließlich am Ende des Filaments und nicht weiter oben an der Ansatzstelle 

der Antheren akkumuliert (Abb. 46B). Das Pro-Enzym von AtCEP1 ist darüber hinaus 

ausschließlich 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 Größe von ca. 1 µm zu erkennen (s. Abb. 46B, C). Diese stellen 

höchstwahrscheinlich die vom ER stammenden Ricinosomen-ähnlichen Organellen, mit 

ihrem charakteristischen Durchmesser von 1 µm, 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 Blüten ab dem Blütenentwicklungsstadium 12 nach Bowman 

(s. Tab. 1) lokalisiert. Diese Lokalisation ist bis zum Blütenentwicklungsstadium 17 

(s. Tab. 1) nach Bowman, bei dem alle Organe von der grünen Schote abfallen, konsistent 

zu detektieren. 

 

Stadium Ereignis zu Beginn des Stadiums Dauer 
Alter am Ende 

des Stadiums 

11 Petalen und lange Stamina werden eingebettet 30 h 11.5 d 

12 Papillen der Narbe sind erkennbar 42 h 13.25 d 

Neue Zeitzählung des Alters am Ende des Stadiums 

13 Knospe öffnet sich, Petalen sind sichtbar, Anthese 6 h 0.5 d 

14 Lange Antheren überragen Narbe 18 h 1 d 

15 Narbe überragt lange Antheren 24 h 2 d 

16 Petalen und Sepalen welken 12 h 2.5 d 

17 Alle Organe fallen von der grünen Schote ab 192 h 10.5 d 

18 Schoten werden gelb 36 h 12 d 

19 Schotenwände trennen sich von der trockenen Schote bis zu 24 h 13 d 

20 Samen fallen   

 
Tabelle 1: Auszugsweise Übersicht der Blütenentwicklungsstadien in Arabidopsis thaliana. Es sind 
die Ereignisse aufgezählt, die den Beginn des jeweiligen Stadiums der Blütenentwicklung definieren 
und deren ungefähre Dauer, sowie das Alter der Blüte am Ende des jeweiligen 
Blütenentwicklungsstadiums (Bowman, 1993).  
 

  



Ergebnisse 

112 
 

2.6.2. Funktionelle Redundanz: Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP2 am Ende 

des Filaments bei Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEP3 

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

Stamina von homozygoten atcep1 ko Pflanzen, homozygoten atcep3 x atcep1 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 Phänotyp von homozygoten Pflanzen der atcep1 ko, atcep3 x atcep1 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 Veränderungen in 

ihrer Zellmorphologie der Epidermis am Ende des Filaments ab dem 

Blütenentwicklungsstadium 12-17 nach Bowman (s. Tab. 1) auf (nicht dargestellt). Damit 

übereinstimmend zeigen die untersuchten Pflanzen in diesen Blütenentwicklungsstadien 

keine Veränderungen gegenüber Col-0 Wildtyppflanzen: Die Stamina zeigen ein normales 

Streckungswachstum, sodass diese die Narbe im Blütenentwicklungsstadium 15 

überragen (nicht dargestellt); Ebenso findet in den untersuchten Pflanzen PCD statt, 

sodass bei allen im Blütenentwicklungsstadium 17 alle Organe von der grünen 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 atcep1 ko Pflanzen, die mit einem funktionellen 

Reporterkonstrukt für AtCEP2 (PCEP2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) 

transformiert wurden (s. Kap. 2.1.1., Abb. 3), analysiert.  

Andererseits werden homozygote atcep3 x atcep1 ko Pflanzen, die ebenfalls mit einem 

funktionellen Reporterkonstrukt für 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 für 

AtCEP2 (PCEP2::pre-pro-3xHA-mCherry-KDEL), das aber wie AtCEP2 ebenfalls in diesen 

Linien herunterreguliert ist. Dies führt dazu, dass kein Signal des Fluoreszenzproteins 

mCherry am CLSM nachweisbar ist (s. Kap. 2.1.3.). Somit können 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 ausschließlich 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 atcep1 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 atcep1 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 schwächer als die ursprüngliche 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 atcep1 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 schwächer und ist in weniger Epidermiszellen 
festzustellen (s. Abb. 46). Dargestellt ist ein Stamen von homozygoten atcep3 x atcep1 ko Pflanzen, die ein 
funktionelles Reporterkonstrukt für AtCEP2 (PCEP2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) exprimieren 
(s. Kap. 2.1.1., Abb. 3). Es ist eine 400-fache Vergrößerung (A) dargestellt, die am CLSM getätigt wurde. Das 
weiß umrandete Rechteck in A ist in B und C manuell auf eine ca. 1000-fache Vergrößerung vergrößert. Die 
weißen 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 

Für die Untersuchung der subzellulären Lokalisation von AtCEP1 in vivo werden 

homozygote transgene Reporterlinien mit dem Fluoreszenzprotein EGFP am CLSM 

analysiert. Hierfür werden homozygote atcep1 ko Pflanzen, die mit einem funktionellen 

Reporterkonstrukt für AtCEP1 (PCEP1::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) transformiert 

wurden (s. Kap. 2.1.1., Abb. 3), verwendet. Die Funktionalität des AtCEP1 

Reporterproteins ist in Pathogen-Versuchen bestätigt worden. Somit ist diese homozygote 

transgene Reporterlinie vergleichbar mit Col-0 Wildtyppflanzen (s. Abb. 8). 

Bei der Untersuchung der subzellulären Lokalisation von AtCEP1 in vivo kann am CLSM 

wahrscheinlich ausschließlich 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 
höchstwahrscheinlich in den vom ER stammenden Ricinosomen-ähnlichen Organellen, mit ihrem 
charakteristischen Durchmesser von 1 µm (B und C). Dargestellt ist ein Arabidopsis Embryo im 
Torpedo-Stadium von atcep1 ko Pflanzen, die ein funktionelles Reporterkonstrukt für AtCEP1 (PCEP1::pre-pro-
3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) exprimieren. Es sind eine 400-fache Vergrößerung (A) und eine 1500-fache 

Vergrößerung (B und C), des in A weiß umrandeten Rechtecks dargestellt. Die Aufnahmen wurden am CLSM 
getätigt. 
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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 Größe von ca. 1 µm zu erkennen (Abb. 48B, C). Diese stellen 

höchstwahrscheinlich die vom ER stammenden Ricinosomen-ähnlichen Organellen, mit 

ihrem charakteristischen Durchmesser von 1 µm, 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.   

Darüber 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 über die Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP1 in 

Suspensor-Zellen während früherer embryonaler Entwicklungsstadien, wie beispielsweise 

dem Oktanten-Stadium oder dem Globular-Stadium, kann nicht getätigt werden. Dies liegt 

daran, dass keine Präparation eines Embryos mit intakten Suspensor-Zellen in diesen 

frühen Stadien der Embryonalentwicklung gelang.  

Des Weiteren werden homozygote atcep1 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), analysiert. Diese homozygote transgene 

Reporterlinie besitzt kein funktionales AtCEP1-Protein und ist vergleichbar mit 

homozygoten atcep1 ko Pflanzen (s. Abb. 8). Im Torpedo-Stadium der 

Embryonalentwicklung ist ebenfalls eine spezifische Hochregulierung der 

Promotoraktivität von AtCEP1 in allen Suspensor-Zellen am CLSM zu detektieren (nicht 

dargestellt). Darüber hinaus ist kein offensichtlicher Phänotyp, wie beispielsweise eine 

Veränderung der Zellmorphologie der Suspensor-Zellen gegenüber homozygoten 

atcep1 ko Pflanzen, die ein funktionelles Reporterkonstrukt für AtCEP1 exprimieren, 

festzustellen.  
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3. Diskussion 

 

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

Zellwanderweichung für die Elongation sowie für die Zellseparation  

KDEL CysEP besitzen aufgrund ihrer ungewöhnlich breiten Substratspezifität wichtige 

Funktionen in den finalen Stufen des Zellkollapses im Entwicklungs-PCD (Than et al., 

2004; Hierl et al., 2012). Darüber hinaus wird vermutet, dass KDEL CysEP eine Funktion 

in der Gewebe-Remodellierung aufweisen (Helm et al., 2008; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). 

Hierfür wurde in Arabidopsis die Entwicklung der Wurzel als ein Modelsystem im Zuge der 

Gewebe-Remodellierung analysiert. In der Elongationszone ist die Zellwanderweichung 

Voraussetzung für die Streckung der Zellen, während des endogenen Austritts des 

Seitenwurzel-Primordiums hingegen bedingt die Zellwanderweichung die Separation der 

Zellen.  

 

3.1.1. Ausschließlich AtCEP2 ist in der Elongation der Primärwurzel involviert 

Der Einfach-Verlust von AtCEP2 führt zu einer verkürzten Primärwurzellänge. Eine 

Restaktivität von AtCEP2 in den zwei unabhängigen Linien der homozygoten 

atcep_triple-ko/kd bewirkt bereits eine dosiert geringere Verkürzung der Länge der 

Primärwurzel (s. Abb. 25, 26). Im Gegensatz dazu verursacht weder der Einfach-Verlust 

von AtCEP1 bzw. AtCEP3 noch der Doppelverlust von AtCEP1 und AtCEP3 eine 

verkürzte Primärwurzel (s. Abb. 25, 36). Somit ist ausschließlich der Einzel-Verlust von 

AtCEP2 für den quantitativen Entwicklungs-Phänotyp der verkürzten Primärwurzel 

verantwortlich. 

Die verkürzten Primärwurzellängen sind in homozygoten Keimlingen der atcep2 ko und 

atcep_triple-ko/kd durch die Reduktionen ihrer jeweiligen Trichoblasten-Zelllängen 

bedingt. Der Einfach-Verlust von AtCEP2 bewirkt die kürzesten Zelllängen der 

Trichoblasten (s. Abb. 33, 34).  

Die durchschnittliche Zelllänge der Trichoblasten entspricht in homozygoten Keimlingen 

der atcep2 ko 62 % gegenüber der Länge der Trichoblasten von Col-0 Wildtyppflanzen. 

Diese 62 % stimmen mit der Länge der Primärwurzeln der atcep2 ko von 58-63 % im 

Vergleich zu Primärwurzeln von Col-0 Wildtyppflanzen überein (s. Abb. 26, 34).  

Die Restaktivität von AtCEP2 führt bereits in den zwei unabhängigen Linien der 

homozygoten atcep_triple-ko/kd zu einer Verlängerung bzw. zu einer dosiert geringeren 

Verkürzung der Zelllängen der Trichoblasten (s. Abb. 33, 34). Diese entsprechen 73 % 

bzw. 75 % gegenüber der Länge der Trichoblasten von Col-0 Wildtyppflanzen. Auch diese 

73 % bzw. 75 % in den zwei unabhängigen Linien der homozygoten atcep_triple-ko/kd 
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stimmen mit der Reduktion von der Länge ihrer Primärwurzeln von 67-71 % bzw. 73-75 % 

im Vergleich zu Primärwurzeln von Col-0 Wildtyppflanzen überein (s. Abb. 26, 34).  

Zudem ist eine Verkürzung der Länge 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 Zelllängen in der LRC bedingt (s. Abb. 29, 30). 

Wiederum führt der Einfach-Verlust von AtCEP2 zu den kürzesten Zelllängen in der LRC 

(74 % im Vergleich zu Col-0) und somit zur größten Abnahme der Gesamtlänge der LRC 

(62 % im Vergleich zu Col-0). Die Restaktivität von AtCEP2 in homozygoten 

atcep_triple-ko/kd Linien bewirkt erneut eine Verlängerung bzw. eine dosiert geringere 

Verkürzung der Zelllängen in der LRC (80-83 % im Vergleich zu Col-0) und daraus 

resultierend eine dosiert geringere Reduktion der Gesamtlänge der LRC (68-71 % im 

Vergleich zu Col-0).  

Somit stimmen interessanterweise ebenso wie die Verkürzungen der Trichoblasten auch 

die Abnahmen der Gesamtlängen der LRC in homozygoten Keimlingen der atcep2 ko und 

atcep_triple-ko/kd mit der Reduktion ihrer Primärwurzellänge überein.  

In Arabidopsis ist die Primärwurzellänge ausschließlich von einer reibungslos ablaufenden 

Zellstreckung in der Elongationszone abhängig (Fendrych et al., 2014; Wilson et al., 2015). 

Eine verkürzte LRC kann diese Zellelongation und somit die Primärwurzellänge 

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 für die wachsende Wurzel, die eine Abnahme der Primärwurzellänge 

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 führt die Restaktivität 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 % gegenüber Col-0 

Wildtyppflanzen (s. Abb. 34, 35). Somit zeigen beide Genotypen eine Abnahme des 

Durchmessers ihrer Primärwurzel und keine Stauchung. 

Die Verkürzung der LRC scheint demzufolge keinen Einfluss auf die Primärwurzellänge 

zu besitzen. Der quantitative Entwicklungs-Phänotyp der verkürzten Primärwurzel 

resultiert ausschließlich aus der Reduktion der Zelllängen 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  

Für 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 Säure-abhängige 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 möglich ist und ausschließlich das Pro-Enzym von AtCEP2 (pro-3xHA-

mCherry-AtCEP2-KDEL) am CLSM detektiert werden kann.  

Grundsätzlich 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-färbenden Calcofluors konnte gezeigt werden, dass das Pro-Enzym 

von AtCEP2 ausschließlich 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-Antikörpers 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 Universität Regensburg, Lehrstuhl für 

Zellbiologie und Pflanzenbiochemie, AG Hammes, Benedikt Müller).  

Es stellt sich die Frage, ob es sich bei den detektierten AtCEP2-Signalen in den 

Zellwänden um das enzymatisch inaktive Pro-Enzym von AtCEP2 und/oder um die 

enzymatisch aktive reife Untereinheit von AtCEP2 handelt.  

Grundsätzlich wird für die Maturierung des enzymatisch inaktiven Pro-Enzyms von 

AtCEP2 in die enzymatisch aktive reife Untereinheit ein pH-Wert von 6.5 oder saurer 

benötigt (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). Im Zuge dieser Maturierung wird unter anderem das 

Fluoreszenzprotein mCherry abgespalten (s. Abb. 37). Die Aktivität der reifen Untereinheit 

von AtCEP2 ist nach der pH-abhängigen Maturierung pH-unabhängig (Hierl et al., 2014 

(s. 7.1.)). In Arabidopsis beträgt 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 Enzymaktivität 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 kürzester Zeit autokatalytisch in die enzymatisch aktive reife Untereinheit 

maturieren. Demzufolge stellen die AtCEP2-Signale, die vom Peptid-Antikörper in den 

Zellwänden der LRC-Zellen sowie in den epidermalen Zellwänden der beginnenden 

Elongationszone detektiert werden, wahrscheinlich ausschließlich die maturierte 

Untereinheit von AtCEP2 dar. Dies würde zudem erklären, dass mittels CLSM kein 

Pro-Enzym von AtCEP2 in diesen Zellwänden detektiert werden konnte (s. Abb. 38, 43). 

Somit kann AtCEP2 direkt eine Funktion in der Gewebe-Remodellierung ausüben, 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 ausübt, sodass ihr 

Verlust eine drastische Verkürzung der Zelllänge der Trichoblasten bewirkt, die zu einer 

Reduktion der Primärwurzellänge führt. 

Durch Kristallisation der RcCysEP konnte gezeigt werden, dass diese eine breitere 

Substratbindetasche im Vergleich zu anderen Papain-ähnlichen Proteasen besitzt (Than 

et al., 2004). Diese breitere Substratbindetasche führt zu einer ungewöhnlich breiten 

Substratspezifität, 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 

β-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 ungewöhnlich für 

Endopeptidasen (Cunningham and O’Connor, 1997). Grundsätzlich sind die für die 

breitere Substratbindetasche verantwortlichen Aminosäuren in allen bekannten 

KDEL CysEP hoch konserviert. Somit besitzen vermutlich alle KDEL CysEP diese 

ungewöhnlich breite Substratspezifität und können Extensine verdauen (Than et al., 2004; 

Hierl et al., 2012). 

Für die pflanzliche Primär-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 häufigsten Strukturproteine der primären Zellwand (Cannon et al., 2008). 

In Arabidopsis kodieren allein 59 Gene für funktionelle Extensine. Extensine weisen ein 

repetitives Ser-(Hyp)3-4 Element auf, das sowohl an der Aminosäure Serin als auch an der 

Aminosäure Hydroxyprolin posttranslational mit Arabinose O-glykosyliert wird. Generell 
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formen HRGP aufgrund ihrer starken Assoziationstendenz durch intermolekulare 

Verknüpfungen und kovalente Quervernetzungen ein dreidimensionales Netzwerk. Dieses 

stellt ein verfestigendes und strukturgebendes Gerüst für die Zellwandmatrix dar (Cannon 

et al., 2008; Lamport et al., 2011; Velasquez et al., 2012; Hijazi et al., 2014). Im 

Allgemeinen ist wenig über die exakte Funktion der HRGP und über ihre Koordination 

während der pflanzlichen Entwicklungsprozesse bekannt.  

In Arabidopsis führt der Verlust des Extensins AtEXT3 in der homozygoten rsh Mutante 

(root-, shoot-, hypocotyl-defectiv) zur Embryo-Letalität. Der Embryo von rsh Mutanten 

zeigt „schwimmende Zellwände“ ohne jegliche Verknüpfung zu benachbarten Zellwänden. 

Darüber hinaus bestehen die Embryonen aus „hängenden Zellwänden“, die ausschließlich 

an einem Ende mit anderen Zellwänden verbunden sind, und aus „Zellwand-Stumpfen“, 

die als Reste an anderen Zellwänden 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 Länge von Wurzelhaaren um 75-85 % gegenüber 

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 führt zu einer Abnahme der Trichoblasten-Zelllänge und daraus resultierend zu 

einer Reduktion der Primärwurzellänge.  

In der Wurzel von Arabidopsis sind Extensine ubiquitär in den Zellwänden der LRC-Zellen 

sowie in allen epidermalen und corticalen Zellwänden von der Wurzelspitze bis zur 

Differenzierungs-/Wurzelhaarzone lokalisiert. Der Gehalt an Extensinen ist in den 

jeweiligen Zellwänden der Wurzel allerdings unterschiedlich. Extensine sind vorwiegend 

in den Zellwänden der Epidermis und des Cortex ab der „rapid elongation zone“ sowie 

weiter wurzelaufwärts lokalisiert und nur geringere Anteile an Extensinen sind in den 

Zellwänden der LRC-Zellen enthalten (Wilson et al., 2015). In Arabidopsis ist die 

Primärwurzellänge ausschließlich von einer reibungslos ablaufenden Zellelongation 

abhängig (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 

Zelllänge von bis zu 300 % in weniger als 3 h statt (Verbelen et al., 2006). Für diese 

Elongation ist eine vorherige Remodellierung der Zellwand, die die Auflockerung des 

starren Struktur-Gerüsts 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 vollständig elongiert und erreichen ihre maximale Länge. In der Elongationszone 

findet die Streckung der Zellen fast ausschließlich in länglicher 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 Zellwänden lokalisiert und demzufolge anscheinend 

direkt in der Zellwanderweichung für die Zellstreckung involviert. 

Des Weiteren ist AtCEP2 in den Zellwänden der LRC-Zellen lokalisiert (s. Anh. 6.3.; 

Kollaboration mit Universität Regensburg, Lehrstuhl für Zellbiologie und 

Pflanzenbiochemie, AG Hammes, Benedikt Müller). In Arabidopsis finden in der LRC 

grundsätzlich sowohl PCD-Abläufe als auch Zellelongationen statt (Campilho et al., 2006; 

Fendrych et al., 2014). Somit besitzt AtCEP2 möglicherweise wie in der beginnenden 

Elongationszone auch in der LRC eine Funktion in der Gewebe-Remodellierung. 

Erstaunlicherweise spiegelt sich der differente Extensin-Gehalt der Zellwände der LRC 

sowie der Epidermiszellen der Elongationszone vermutlich auch in der Reduktion der 

jeweiligen Zelllängen bei Einfach-Verlust von AtCEP2 wider. Die Zelllänge der LRC-Zellen 

beträgt in Keimlingen der homozygoten atcep2 ko 74 % gegenüber Col-0 Keimlingen 

(s. Abb. 30). Dagegen weisen die vollständig elongierten Trichoblasten in Keimlingen der 

homozygoten atcep2 ko eine Zelllänge von 62 % gegenüber Col-0 Keimlingen auf 

(s. Abb. 34).  

Neben Extensinen besitzen Hemicellulosen, vorwiegend Xyloglucane, verfestigende 

Funktionen für die pflanzliche Zellwand, indem sie die einzelnen Cellulose-Mikrofibrillen 

verknüpfen (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 darüber hinaus sind 

XTH17, XTH18 und XTH19 in der Elongationszone der Wurzel lokalisiert (Vissenberg et 

al., 2005). Die jeweiligen Einfach-Verluste dieser drei XTH führen in den entsprechenden 

Single-Mutanten zu einer Abnahme der Primärwurzellänge von 10-15 % im Vergleich zu 

Col-0 Wildtyppflanzen. Die jeweiligen Doppel-Verluste bewirken weitere Abnahmen der 

Primärwurzellängen bis maximal 27 % in xth17 x xth18 Mutanten (Wilson et al., 2015). 

Somit werden für XTH im Zuge der Gewebe-Remodellierung eine hohe funktionelle 

Redundanz zueinander angenommen. Darüber hinaus sind die Funktionen für 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). 
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Im Gegensatz dazu weisen AtCEP in der Gewebe-Remodellierung in LRC-Zellen und in 

Epidermiszellen der beginnenden Elongationszone keine funktionelle Redundanz auf.  

Ausschließlich der Einfach-Verlust von AtCEP2 ist für die Verkürzung der Zelllängen in 

der LRC und in der Elongationszone verantwortlich. Die Restaktivität von AtCEP2 führt in 

homozygoten Keimlingen der atcep_triple-ko/kd bereits zu einer Verlängerung dieser 

Zellen. 

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass AtCEP2 die Zellelongation aktiv unterstützt, 

indem es vermutlich die Zellwände durch Spaltung der strukturgebenden und 

verfestigenden Zellwandproteine Extensine erweicht. Somit besitzen AtCEP2 bzw. 

KDEL CysEP neben der Unterstützung des Zellkollapses in den finalen Stufen des PCD, 

eine zweite wichtige Funktion in der Gewebe-Remodellierung. 

 

 

3.1.4. Mögliche Sekretionswege 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-ähnlichen Organellen gespeichert 

ist. Eine Akkumulierung des Pro-Enzyms von AtCEP2 in der darunterliegenden Epidermis 

sowie wurzelaufwärts 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 möglicherweise über eine sehr geringe Menge an 

Pro-AtCEP2, die unter der Nachweisgrenze des verwendeten CLSM Fluoview FV 1000 

liegt, erklärt werden. Die Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP2 in vom ER 

stammenden Organellen in der Epidermis der beginnenden Elongationszone kann 

möglicherweise durch ein sensitiveres CLSM nachgewiesen werden. Das in der 

Kollaboration mit der Universität Regensburg (Lehrstuhl für Zellbiologie und 

Pflanzenbiochemie, AG Hammes, Benedikt Müller) verwendete CLSM Leica SP8 scheint 

eine sensitivere Detektion als das CLSM Fluoview FV 1000 zu besitzen (s. Kap. 3.1.5.). 

Grundsätzlich 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 große Menge an AtCEP2 aufgrund ihrer ungewöhnlich breiten 

Substratspezifität zu unkontrolliert Zellkomponenten der Zellwand abbauen und der 

Zellwandstruktur schaden würde. 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 Universität 

Regensburg, Lehrstuhl für Zellbiologie und Pflanzenbiochemie, AG Hammes, Benedikt 

Müller).  

Im Allgemeinen durchlaufen Proteine, die letztlich in den Apoplasten bzw. in die Zellwand 

sekretiert werden, einen Golgi-abhängigen Sekretionsweg. In diesem werden die 

synthetisierten Proteine in „coat protein II (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 für endo- und exocytotische Vorgänge verantwortlich sind (Barlowe et al., 1994; 

Herman and Schmidt, 2004; Tamura et al., 2004; Szul and Sztul, 2011; Day et al., 2013). 

In der Hülle beider vom Golgi-Apparat stammenden Vesikeln sind verschiedene Proteine 

bzw. Proteinkomplexe lokalisiert. Diese sind für 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 Vesikelhülle 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).   

Grundsätzlich wird dieser Golgi-abhängige Sekretionsweg für alle Zellwand 

Remodellierungs-Proteine angenommen. Dies wurde beispielsweise für die Pektin-

abbauenden Enzyme Pektinmethylesterasen und Polygalacturonase und darüber hinaus 

für das in der Zellexpansion beteiligte Enzym XTH nachgewiesen (Campbell and Braam, 

1999; Micheli, 2001; Nakashima et al., 2004).  

Für 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-Rückhaltesignals 

werden für RcCysEP bzw. KDEL CysEP ausschließlich Golgi-unabhängige 

Sekretionswege postuliert (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)).   
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Im Allgemeinen sind für Proteine durchaus Golgi-unabhängige 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 

großen „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 für KDEL CysEP ähnliche 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 große 

KDEL-Vesikel (KV) verpackt. Diese KV dienen dem Massentransport: Sie knospen vom 

ER ab und transportieren das Pro-Enzym von SH-EP Golgi-unabhängig 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 Säure-abhängige 

Maturierung des Pro-Enzyms von SH-EP kann zusätzlich von der Asparaginyl-

Endopeptidase VmPE-1 (Vigna mungo PROCESSING ENZYME-1) unterstützt werden. 

Diese wird wiederum zeitgleich, aber räumlich getrennt vom Pro-Enzym von SH-EP in 

einem Golgi-abhängigen Sekretionsweg zur PSV transportiert (Toyooka et al., 2000; 

Okamoto et al., 2003).  

Das C-terminale ER-Rückhaltesignal „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 darüber 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 eingeschränkt und weisen eine sehr kleine 

Blattrosette auf. Bei einem hohen Gehalt an diesem Deletions-Enzym stirbt die 

entsprechende transgene Pflanze nach Ausbildung weniger Rosettenblätter. Im 

Gegensatz dazu zeigen transgene Arabidopsis Linien, die ein SH-EP-Konstrukt mit 

„KDEL“ exprimieren, die gleiche Entwicklung wie Arabidopsis Wildtyppflanzen. 

Übereinstimmend 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 Phänotyps führt und diese ebenfalls die gleiche Entwicklung wie 
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Arabidopsis Wildtyppflanzen aufweisen. Somit konnte bestätigt werden, dass der Verlust 

des ER-Rückhaltesignals „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 ausschließlich 

im Apoplasten nachweisbar (Okamoto et al., 2003).  

Unabhängig hiervon, zeigen transgene Arabidopsis Linien, die die KDEL CysEP LlCYP 

ohne „KDEL“ aus Lilium longiflorum exprimieren, ebenfalls neben der „normalen“ 

vakuolären Lokalisation zusätzlich eine apoplastische Lokalisation des Deletions-Enzyms. 

Darüber hinaus ist bei diesen transgenen Pflanzen eine verfrühte Blattseneszenz, die zu 

einer verzögerten Entwicklung der Blattrosette führt, festzustellen. Ebenso zeigen 

transgene Arabidopsis Linien, die das LlCYP-Konstrukt mit „KDEL“ exprimieren, die 

gleiche Entwicklung wie Arabidopsis Wildtyppflanzen. In diesen ist LlCYP ausschließlich 

in der PSV lokalisiert. Hierfür wird ebenfalls eine Golgi-unabhängiger Transport vermutet 

(Battelli et al., 2014). 

Zusammengefasst bedeutet dies, dass das Fehlen des C-terminalen ER-Rückhaltesignals 

„KDEL“ einen Verlust der vom ER stammenden Organellen verursachen kann. Dies führt 

dazu, dass diese Deletions-Enzyme neben ihrem ursprünglichen Speicherort zusätzlich 

im Apoplasten akkumulieren. Wie diese Sekretion in den Apoplasten vermittelt wird, ob 

beispielsweise durch einen Golgi-abhängigen „default pathway“ oder in einem anderen 

möglicherweisen unbekannten neuen Sekretionsweg, ist unklar. Des Weiteren wird 

gezeigt, dass eine zu hohe Menge der Deletions-Enzyme ohne das „KDEL“ Motiv aufgrund 

ihrer ungewöhnlich breiten Substratspezifität in der Zellwand anscheinend die 

Zellkomponenten unkontrolliert abbaut und dies zur Letalität führen kann.  

Im Zuge dieser Arbeit konnte mit Hilfe eines Peptid-Antikörpers 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-Phänotyp: Die Primärwurzellänge ist in 

homozygoten atcep2 ko Pflanzen um ca. 40 % gegenüber Col-0 Wildtyppflanzen reduziert 

(s. Abb. 26).  

Ein Verlust des C-terminalen ER-Rückhaltesignals „KDEL“ würde analog der Deletions-

Enzyme der KDEL CysEP SH-EP und LlCYP wahrscheinlich auch in Arabidopsis einen 

apoplastischen Sekretionsweg für 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 dürfte. 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 führt, im ER-Lumen 

ausgeschlossen werden. Der Grund hierfür ist der im ER vorliegende pH-Wert von 7.7 

(Martinière et al., 2013). Für die autokatalytische Prozessierung des enzymatisch inaktiven 

Pro-Enzyms von AtCEP2 und somit auch für die Abspaltung des ER-Rückhaltesignals 

„KDEL“ wird ein pH-Wert von 6.5 oder saurer benötigt (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)).  

Vielmehr erscheint es plausibel, dass Ricinosomen und Ricinosomen-ähnliche Organellen 

auf der einen Seite als „Suizid Bomben“ Speicherkompartimente für den PCD darstellen. 

Auf der anderen Seite könnten diese zusätzlich, wie PAC Vesikel und die für die 

KDEL CysEP typischen KV, ein Transportmittel zu Membranen darstellen, um mit diesen 

zu fusionieren.  

Für 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 während der 

Pathogen-Abwehr und unter Metallstress mit der Plasmamembran und sekretieren ihren 

Inhalt in den Apoplasten (Watanabe et al., 2013; Nakano et al., 2014). 

Außerdem scheint es möglich, dass das Pro-Enzym vorwiegend zwar Golgi-unabhängig, 

aber eine geringe Menge ebenso Golgi-abhängig sekretiert werden kann. Somit könnte 

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 für dasselbe Protein verschiedene Sekretionswege zu 

demselben Kompartiment. Die Pro-Enzyme der Papain-ähnlichen Cystein-Protease RD21 

(RESPONSIVE TO DESICCATION 21) akkumulieren in gesunden Keimlingen in 

ER-bodies ubiquitär in allen epidermalen Zellen. Unter Salzstress fusionieren diese 

ER-bodies untereinander und darüber 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-

unabhängigen Sekretionsweg in die Vakuolen freigesetzt. Des Weiteren wird RD21 im 

Zuge des PCD in einem Golgi-abhängigen Weg sekretiert (Ondzighi et al., 2008): In 

Endothelium-Zellen wird RD21 vom ER über 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 für RD21 fungiert als auch die vorzeitige enzymatische Aktivierung 

von RD21 inhibiert. Der Verlust von PDI5 führt während der Embryo-Entwicklung zu einem 

vorzeitigen PCD der Endothelium-Zellen und zu einer Reduzierung der lebensfähigen 

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 während der Seitenwurzelentwicklung involviert zu sein: Sie unterstützen 

die Zellseparation beim endogenen Austritt des Seitenwurzel-Primordiums. 

In Arabidopsis ist das endogene Hervortreten des Seitenwurzel-Primordiums 

ausschließlich durch Zellseparationen, die durch Zellwand Remodellierungs-Enzyme 

ausgeführt werden, bedingt. Hierbei durchdringt das Seitenwurzel-Primordium die 

überlagernden Zellschichten (Endodermis, Cortex, Epidermis), wobei bei diesem Prozess 

keine PCD-Abläufe feststellbar sind. Dieser Prozess ist zeitlich und räumlich 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 Universität 

Regensburg, Lehrstuhl für Zellbiologie und Pflanzenbiochemie, AG Hammes, Benedikt 

Müller). Über 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 VII 

durchgehend bis ins Entwicklungsstadium LR nachweisbar (s. Abb. 40). Das Pro-Enzym 

von AtCEP1 ist genau in einer Epidermiszelle lokalisiert, die aufgrund der mechanischen 

Kräfte bei der Zellseparation für den Austritt des Seitenwurzel-Primordiums stark gebogen 

ist.  

Mit dem verwendeten CLSM Fluoview FV 1000, das der AG Gietl für die Mikroskopie zur 

Verfügung 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 Universität Regensburg (Lehrstuhl für Zellbiologie und 

Pflanzenbiochemie, AG Hammes, Benedikt Müller) 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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möglicherweise mit dem CLSM Leica SP8 auch eine Akkumulierung des Pro-Enzyms von 

AtCEP1 vor dem Entwicklungsstadium VII an der endogenen Austrittsstelle des 

Seitenwurzel-Primordiums nachweisbar. 

Für das Pro-Enzym von AtCEP3 konnten im Zuge dieser Arbeit keine subzellulären 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 

Verzögerung beim Durchdringen der Seitenwurzel-Primordia durch die überlagernden 

Zellschichten  

Ob AtCEP eine Funktion in der Zellseparation während 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 führt zu einer zeitlichen 

Verzögerung beim Durchdringen der Seitenwurzel-Primordia durch die überlagernden 

Zellschichten. Die jeweiligen Single-Mutanten zeigen mehr verzögerte Seitenwurzel-

Primordia in der endodermalen, corticalen und epidermalen Zellschicht im Vergleich zu 

Col-0 Wildtyppflanzen. Übereinstimmend damit weisen die jeweiligen Single-Mutanten 

weniger bereits aus der Epidermis ausgetretene Seitenwurzel-Primordia als Col-0 

Wildtyppflanzen auf (s. Abb. 41). Diese zeitliche Verzögerung ist beispielsweise aufgrund 

der verlangsamten Zellseparation der Epidermis bedingt durch den Einfach-Verlust von 

AtCEP1 bzw. AtCEP2 verursacht. Der quantitative Entwicklungs-Phänotyp beim Einfach-

Verlust von AtCEP3 ist wahrscheinlich durch die verlangsamte Trennung der 

endodermalen Zellschicht ausgelöst. 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 gegensätzliche Funktionen: In der Elongationszone lockern 

PME die hoch hydratisierte Pektin-Matrix, indem sie die Calciumbrücken zwischen 

Pektinen durch Veresterung der Carboxygruppen spalten (Micheli, 2001). In der 

Zellseparation während der Seitenwurzelentwicklung hingegen katalysiert PME1 die 

Demethylierung des in der Mittellamelle befindlichen Pektins durch Spaltung der 

Esterbindungen. Diese demethylierten Pektine werden von Pektin-Lyasen (PLA1, PLA2) 
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vorwiegend abgebaut. Es wird davon ausgegangen, dass diese Demethylierung der 

Grund für das Phänomen ist, dass ausschließlich die Zellwände der überlagernden 

Zellschichten für die Zellseparation erweicht werden. In den Zellwänden 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 vollständig voneinander getrennt werden 

muss. Im Gegensatz zur Zellelongation, bei der die Mittellamelle lediglich aufgeweicht 

werden muss (Marín-Rodríguez et al., 2002; Laskowski et al., 2006; Swarup et al., 2008; 

Vilches-Barro and Maizel, 2015).  

Um eine Funktion in der Zellseparation ausüben zu können, müssen 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 wären 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 möglicherweise zwei wichtige Funktionen. Zum einen lockern 

sie die Zellwandstruktur, indem sie vermutlich die strukturgebenden und verfestigenden 

Extensine aufgrund ihrer ungewöhnlich breiten Substratspezifität abbauen. Dies führt zu 

einer erhöhten Flexibilität der Zellwand, sodass die entsprechenden Zellen im Zuge der 

Zellseparation verformbar werden. Zum anderen können AtCEP vermutlich auch im 

Auseinanderweichen der Zellen direkt involviert sein. Der Grund hierfür ist, dass HRGP, 

zu deren Familie Extensine als die wahrscheinlich wichtigsten und häufigsten 

Strukturproteine der primären Zellwand gehören, möglicherweise auch für den Pektin-

Komplex in der Zellwand eine stabilisierende Funktion besitzen. Sie verknüpfen die Reste 

der Seitenketten der Pektine Rhamnogalacturonan-I und Rhamnogalacturonan-II, indem 

sie an beide Pektine kovalent binden und somit eine Verbindungsbrücke darstellen 

(Velasquez et al., 2012; Hijazi et al., 2014). Diese Verbindung könnte von AtCEP 

gespalten werden. Somit würden AtCEP eine direkte Funktion in der Trennung der 

Mittellamelle, die den wichtigsten Schritt für die Zellseparation darstellt, besitzen.  

In Arabidopsis ist nur ein weiterer Entwicklungs-Phänotyp für ein Zellwand 

Remodellierungs-Enzym beim Austritt des Seitenwurzel-Primordiums bekannt. Der 
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Verlust der Glycosyl-Hydrolase GLH17 führt, ebenso wie der Verlust der AtCEP, zu einer 

Verzögerung beim Austritt des Seitenwurzel-Primordiums (Swarup et al., 2008).  

Interessanterweise wird seit kurzem davon ausgegangen, dass der Austritt des 

Seitenwurzel-Primordiums nicht primär von den vorhandenen Zellwand Remodellierungs-

Enzymen, sondern wahrscheinlich vorwiegend von den angeborenen Eigenschaften der 

Zellwand selbst abhängt (Roycewicz and Malamy, 2014): In einem groß angelegten 

Screen von Mutanten zeigten einige von diesen einen verfrühten Austritt des 

Seitenwurzel-Primordiums. Alle analysierten Mutanten wiesen Defekte in der 

Zusammensetzung ihrer primären Zellwand auf (Roycewicz and Malamy, 2014). 

Daraufhin wurde die Mutante lrd5 (lateral root development 5) näher untersucht. lrd5 trägt 

einen Defekt im Gen XEG113, das für die Xyloglucotransferase113 kodiert. In Extensinen 

ist dieses Enzym ist für die posttranslationale O-Glykosylierung der repetitiven Ser-(Hyp)3-

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 fünf Arabinose-

Monomeren glykosyliert (Gille et al., 2009; Velasquez et al., 2011). Der geringere Gehalt 

an Arabinose führt zu einer Abnahme der Stabilität des strukturgebenden Extensin-

Netzwerkes in der pflanzlichen Zellwand. Somit führt der Einfach-Verlust von 

LRD5/XEG113 dazu, dass einerseits die Länge von Wurzelhaaren aufgrund der fehlenden 

Stabilität der Zellwand reduziert ist (Velasquez et al., 2011). Andererseits begünstigt die 

fehlende Stabilität der Zellwand die Prozesse der Elongation. Diese Mutante zeigt ein 

elongiertes Hypokotyl und längere Petiolen der Rosettenblätter (Gille et al., 2009). 

Interessanterweise führt der Einfach-Verlust von LRD5/XEG113 zu keiner verlängerten 

Primärwurzel. Bei der Analyse der Seitenwurzelentwicklung konnte gezeigt werden, dass 

die Seitenwurzel-Primordia in lrd5 Mutanten signifikant schneller alle überlagernden 

Zellschichten durchdringen als in Wildtyppflanzen. In lrd5 Mutanten treten bei der gleichen 

Anzahl an Seitenwurzel-Primordia über fünfmal mehr Seitenwurzel-Primordia aus der 

parentalen Primärwurzel aus als in Wildtyppflanzen. Erstaunlicherweise ist LRD5/XEG113 

vorwiegend in den epidermalen Trichoblasten an der Wurzelspitze lokalisiert. In den 

älteren 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 überhaupt keine Lokalisation von LRD5/XEG113 festzustellen. Dies bedeutet, 

dass das Gen XEG113 eine Funktion in der frühen Formation der Zellwand besitzt und 

diese sich erst später während des Austritts des Seitenwurzel-Primordiums drastisch 

auswirkt. So konnte gezeigt werden, dass der Austritt des Seitenwurzel-Primordiums 
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maßgeblich von den angeborenen Eigenschaften der strukturgebenden Extensine in der 

Zellwand abhängt (Roycewicz and Malamy, 2014).  

Die immense Bedeutung der HRGP für die Stabilität der Zellwand und somit für den 

Austritt der Seitenwurzel-Primordia wurde weiterführend analysiert. Das Gen RAY1 

(REDUCED ARABINOSE YARIV1) kodiert ebenso wie das Gen XEG113 für eine 

Glycosyl-Transferase. RAY1 ist für die posttranslationale O-Glykosylierung mit Arabinose 

für hoch-glykosylierte Arabinogalactan Proteine (AGPs) und nicht für Extensine 

verantwortlich (Gille et al., 2013). Der Einfach-Verlust von RAY1 führt zu der höchsten 

Rate an verfrüht ausgetretenen Seitenwurzel-Primordia aller untersuchten Single-

Mutanten mit Zellwand-Defiziten. Weiterführend bewirkt der Doppel-Verlust von RAY1 und 

LRD5/XEG113 eine noch höhere Rate an verfrüht ausgetretenen Seitenwurzel-Primordia 

und somit einen additiven Phänotyp (Roycewicz and Malamy, 2014). Somit wurde 

bewiesen, welche immense Bedeutung intakte HRGP auf die Stabilität der Zellwand 

besitzen.  

Im Zuge dieser Arbeit wurde das erste Mal für Extensin-abbauende Proteine gezeigt, dass 

ihr Verlust zu einem quantitativen Entwicklungs-Phänotyp in der Seitenwurzelbildung führt. 

Darüber hinaus ist grundsätzlich nur für ein weiteres Zellwand Remodellierungs-Enzym 

GLH17 ein solcher Entwicklungs-Phänotyp überhaupt beschrieben. Es wäre 

weiterführend von Interesse, ob ein zusätzlicher Verlust von AtCEP im genetischen 

Hintergrund von GLH17 Mutanten in einem additiven Phänotyp resultiert. Ebenso wäre es 

von Interesse, wie sich ein zusätzlicher Verlust von AtCEP im genetischen Hintergrund 

von XEG113 Mutanten auf die verschiedenen Phänotypen 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 Verzögerung beim Austritt des 

Seitenwurzel-Primordiums 

Interessanterweise führt der Doppelverlust von AtCEP1 und AtCEP3 zwar zu einem 

verlangsamten Austritt des Seitenwurzel-Primordiums gegenüber 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 anzunähern. Darüber 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 atcep1 ko jedoch etwas langsamer zu verlaufen (s. Abb. 41). 

Somit führen 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-Phänotyp, der sich in einem noch langsameren Austritt der Seitenwurzel-

Primordia als bei einem Einfach-Verlust von AtCEP äußert. Dies kann einerseits durch 

funktionelle Redundanz der AtCEP zueinander erklärt werden. Andererseits könnten 

darüber hinaus zudem beispielsweise Cystein-Proteasen wie Metacaspasen gegenüber 

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 höchstwahrscheinlich in Ricinosomen-ähnlichen 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 führt zu einer Akkumulierung des Pro-Enzyms 

von AtCEP2 in wenigen Epidermiszellen am Ende des Filaments. Diese Akkumulierung 

des Pro-Enzyms von AtCEP2 erscheint zudem schwächer als die ursprüngliche 

Speicherung des Pro-Enzyms von AtCEP1 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 während der Seitenwurzelentwicklung vorzuliegen. Hierbei würde 

beispielsweise in der Doppelmutante atcep3 x atcep1 ko die in der Epidermis lokalisierte 

AtCEP2 teilweise die Funktion von AtCEP3, das in der Endodermis lokalisiert ist (Helm et 
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al., 2008), übernehmen. Allerdings kann die Zuhilfenahme von AtCEP2 nicht der alleinige 

Grund für den abgeschwächten quantitativen Entwicklungs-Phänotyp darstellen. Wenn 

dies der Fall wäre, müsste der quantitative Entwicklungs-Phänotyp in homozygoten 

atcep_triple-ko/kd Pflanzen stärker sein. Diese Pflanzen müssten 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 atcep1 ko jedoch etwas langsamer zu verlaufen 

scheint (s. Abb. 41). 

Grundsätzlich wird beim Verlust von Zellwand Remodellierungs-Enzymen von einer sehr 

hohen funktionellen Redundanz zueinander ausgegangen. Diese Hypothese wird dadurch 

bestärkt, dass erst ein einziger Entwicklungs-Phänotyp für 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: AtMC5 ist ubiquitär in 

allen Zellschichten ab der Elongationszone wurzelaufwärts und AtMC4 sogar in der 

gesamten Wurzel akkumuliert. Darüber hinaus ist AtMC6 in corticalen sowie in 

endodermalen Zellen und AtMC8 in einigen wenigen Epidermiszellen lokalisiert 

(Bollhörner et al., 2013). Für AtMC9 wurde bereits die apoplastische Lokalisierung 

nachgewiesen und für alle weiteren Type II 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 möglich.  

Darüber hinaus scheint eine funktionelle Redundanz innerhalb der Klasse der Cystein-

Proteasen denkbar. Demzufolge könnten Metacaspasen beim Doppel-Verlust von 

AtCEP1 und AtCEP3 bzw. beim Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEP3 mit 

gleichzeitigem „Knockdown“ von AtCEP2 Funktionen der AtCEP während der 

Seitenwurzelentwicklung übernehmen. Es wäre 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 für die Stabilität der Zellwand und der Fähigkeit von AtCEP bzw. KDEL CysEP 

diese abzubauen, bereits ein Einfach-Verlust von AtCEP den Entwicklungs-Phänotyp 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 führt wahrscheinlich zu einer massiven 

funktionellen Redundanz innerhalb der involvierten Zellwand Remodellierungs-Enzyme.   
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3.2. Speicherung des Pro-Enzyms von AtCEP2 in vom ER stammenden 

Organellen: ER-bodies und Ricinosomen-ähnliche Organellen 

In früheren 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 Blätter in runden Ricinosomen-ähnlichen 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 Blätter in den epidermalen Zellen nicht nur in Ricinosomen-ähnlichen Organellen, 

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

 

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

kompartimente für das Pro-Enzym von AtCEP2 sowie für 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 zusätzlich auch andere Proteine wie beispielsweise β-Glucosidasen akkumulieren. 

Darüber hinaus sind in den Zellen der LRC und in der Epidermis an der Basis junger Blätter 

auch Zellen zu beobachten, in denen es vom ER stammende Organellen gibt, die 

ausschließlich 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. Grundsätzlich sind in der Epidermis des Hypokotyls 

ausschließlich ER-bodies und in den Zellen der LRC einzig Ricinosomen-ähnliche 

Organellen als Speicherkompartimente vorhanden. In den epidermalen Zellen an der 

Basis junger Blätter finden sich dagegen beide vom ER stammenden Speicherorganellen. 

In jeder Epidermiszelle sind immer entweder Ricinosomen-ähnliche 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-ähnliche Organellen als auch 

ER-bodies Speicherkompartimente für AtCEP2 bzw. AtCEP Proteasen sowie gleichzeitig 

zusätzlich für andere Proteine darstellen. 

In der Pflanze stellen die 1 µm großen, kugelförmigen Ricisomen im Allgemeinen ein 

temporäres Speicherkompartiment für die enzymatisch inaktiven Pro-Enzyme der 

KDEL CysEP dar und ihr Vorhandensein gilt im pflanzlichen Gewebe als Indikator für 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., 



Diskussion 

136 
 

2009; Hierl et al., 2012). In Arabidopsis scheinen die Ricinosomen-ähnlichen 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-ähnliche Organellen möglicherweise eine zweite 

Funktion als Transportmittel. Es konnte gezeigt werden, dass das Pro-Enzym von AtCEP2 

in den Zellen der LRC in Ricinosomen-ähnlichen Organellen gespeichert ist (s. Kap. 2.5.). 

In diesen Zellen ist AtCEP2 unter anderem während der Gewebe-Remodellierung in ihrer 

Elongation involviert (s. Kap. 2.4.). Eine Beteiligung von AtCEP2 in der Gewebe-

Remodellierung an der Basis junger Blätter, an der eine flexible Gewebestruktur für die 

sich neu entwickelnden Primär- und Rosettenblätter zwingend notwendig ist, scheint 

ebenfalls plausibel.  

In R. communis fungieren Ricinosomen im seneszierenden Endosperm von keimenden 

Samen vorwiegend als Speicherorganellen für KDEL CysEP (Schmid et al., 2001). In 

Nucellus-Zellen der reifenden Samen von R. communis ist dagegen in Ricinosomen 

zusätzlich ein diverses Spektrum an weiteren Proteinen enthalten (Greenwood et al., 

2005).  

ER-bodies hingegen gelten als Speicherkompartiment ausschließlich für β-Glucosidasen 

und sind darüber hinaus zudem nur in Pflanzen der Ordnung Brassicales zu finden. Sie 

bestehen aus einer mit Ribosomen-besetzten Membran, die eine charakteristische 

Spindel-förmige Gestalt mit einer Länge von 10 µm und einer Breite von 1 µm aufweist. 

ER-bodies sind die größten vom ER stammenden pflanzlichen Organellen. In A. thaliana 

finden sich ER-bodies ubiquitär in Keimlingen und in Wurzeln, jedoch selten in 

Rosettenblättern. Darüber hinaus werden sowohl nach der Behandlung mit Jasmonsäure 

als auch nach Verwundung de novo ER-bodies in Rosettenblättern gebildet. Somit 

scheinen ER-bodies auch in pflanzlichen Abwehrmechanismen involviert zu sein, 

wahrscheinlich vorwiegend gegen Herbivore. Grundsätzlich sind ER-bodies 

ausschließlich 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 über das Gen NAI1 („nai“ bedeutet auf Japanisch: fehlen) 

reguliert, das für den Transkriptionsfaktor NAI1 kodiert. NAI1 stellt das Schlüsselprotein in 

der Bildung der ER-bodies dar, da es die Bildung von NAI2 stimuliert. NAI2 wiederum ist 

für die Bildung der ER-bodies verantwortlich und akkumuliert ausschließlich in diesen und 

nicht im ER (Matsushima et al., 2004; Yamada et al., 2008). Des Weiteren ist NAI2 für die 

Organisation von ER-body Membranproteinen zuständig. Die Membranproteine MEB1 

und MEB2 (MEMBRANE PROTEIN OF ENDOPLASMIC RETICULUM BODY1/2) agieren 

als Metalltransporter für Eisen und Mangan. Somit sind ER-bodies möglicherweise 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 ausschließlich für β-Glucosidasen. Sie 

akkumulieren in großer Menge β-Glucosidasen mit C-terminalen ER-Rückhaltesignalen 

wie das Protein PYK10, auch BGLU23 (BETA GLUCOSIDASE 23) genannt, das als 

Hauptbestandteil identifiziert worden ist. Neben PYK10 sind noch sieben weitere 

β-Glucosidasen (BGLU18-25) mit C-terminalen ER-Rückhaltesignalen in geringer Menge 

in ER-bodies gespeichert (Nakano et al., 2014).   

Es konnte gezeigt werden, dass im Hypokotyl und an der Basis junger Blätter in den 

konstitutiv vorhanden ER-bodies neben β-Glucosidasen auch AtCEP2 gespeichert 

werden. Somit stellen ER-bodies nicht nur für β-Glucosidasen, sondern auch für 

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 würde 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 

könnte AtCEP2 aktiv den stattfindenden PCD unterstützen. Des Weiteren fusionieren 

ER-bodies während 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 würde aufgrund des vorliegenden pH-Werts unmittelbar 

eine autokatalytische Prozessierung des Pro-Enzyms in die enzymatisch aktive reife 

Untereinheit von AtCEP2 stattfinden. Grundsätzlich ist eine Beteiligung von AtCEP2 bzw. 

AtCEP in der Pathogen-Abwehr durchaus denkbar. In der kompatiblen Interaktion mit 

E. cruciferarum wurde diese bereits für AtCEP1 und AtCEP3 gezeigt. AtCEP2 hingegen 

ist in dieser Interaktion nicht involviert (Höwing 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 ausschließlich im Netzwerk des ER 

akkumuliert zu sein (s. Abb. 10). 
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3.2.2. Der Verlust von ER-bodies führt zu einem Rückstau des Pro-Enzyms von 

AtCEP2 im ER: keine Übernahme der Speicherung in Ricinosomen-ähnlichen 

Organellen durch deren Neubildung 

Weiterführend wurde untersucht, ob der Verlust von ER-bodies eine Neubildung von 

Ricinosomen-ähnlichen Organellen induziert und ob diese die Speicherung des 

Pro-Enzyms von AtCEP2 übernehmen. Hierfür wurden Pflanzen der homozygoten atnai1 

(GK-136G06-012754) mit Pflanzen, die ein funktionelles Reporterkonstrukt 

(PCEP2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) für AtCEP2 im Col-0 Wildtyp Hintergrund 

exprimieren, gekreuzt. Generell führt sowohl der Einfach-Verlust von NAI1 als auch der 

Einfach-Verlust von NAI2 zu einem vollständigen Fehlen der ER-bodies als 

Speicherorganellen (Matsushima et al., 2004; Yamada et al., 2008).  

Der Verlust von ER-bodies führt zu einem Rückstau des Pro-Enzyms von AtCEP2 im 

Netzwerk des ER. Es findet keine Übernahme der Speicherung in Ricinosomen-ähnlichen 

Organellen durch deren Neubildung statt (s. Abb. 44, 45). Des Weiteren bewirkt der 

Verlust von ER-bodies zugleich einen Rückstau der β-Glucosidase PYK10 im gesamten 

Netzwerk des ER (Yamada et al., 2008). In den Zellen der LRC und in den Epidermiszellen 

an der Basis junger Blätter sind nach wie vor Ricinosomen-ähnliche Organellen vorhanden 

(s. Abb. 44, 45). Somit ist der von AtNAI1 kodierte Transkriptionsfaktor nicht für die Bildung 

Ricinosomen-ähnlicher Organellen, sondern vermutlich ausschließlich für die Bildung von 

ER-bodies verantwortlich. 

Interessanterweise ist die Bildung der ER-bodies nicht zwingend von NAI1 abhängig. 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 β-Glucosidase BGLU18 

und nicht die β-Glucosidase PYK10, die als Hauptbestandteil in den konstitutiv 

vorhandenen ER-bodies identifiziert worden ist (Nakano et al., 2014). Dies bedeutet, dass 

für die Neubildung der ER-bodies nach Verwundung ein anderer, noch unerforschter 

Transkriptionsfaktor als für die konstitutiv vorhandenen ER-bodies, deren Bildung von 

NAI1 abhängig ist, verantwortlich ist (Matsushima et al., 2004; Yamada et al., 2009; 

Ogasawara et al., 2009).  
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3.3. Mögliche Beteiligung der AtCEP im Programmierten Zelltod in der 

„lateral 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 für Endopeptidasen sehr ungewöhnlich breiten Substratspezifität 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-ähnlichen 

Organellen gespeichert (s. Abb. 43; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). Generell gilt das Auftreten 

von Ricinosomen im pflanzlichen Gewebe als Indikator für 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 darüber hinaus Ricinosomen-ähnliche 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.)).  

Die exakte zeitliche Ausführung des PCD ist in der Wurzelspitze entscheidend für die 

Länge der Primärwurzel (Fendrych et al., 2014). Generell besteht die LRC aus fünf 

Zellschichten, wobei die innerste Zellschicht nahe dem ruhenden Zentrum als die erste 

Zellschicht definiert ist und die jüngste darstellt. Die äußerste Zellschicht hingegen an der 

Wurzelspitze auf Höhe der „PCD Site II“ (s. Abb. 27) wird als fünfte Zellschicht festgelegt 

und ist die älteste. Der PCD wird in den Zellen der mittleren Zellschicht Nummer drei auf 

Höhe der Mitte der meristematischen Zone initiiert. Diese Zone wird „PCD buildup zone“ 

genannt. Der PCD selbst findet schließlich 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 gewährleistet hier am Ende der LRC eine 

fortdauernde Abschilferung der LRC-Zellen, sodass die beginnende Elongation der 

Zellschichten wurzelaufwärts 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 nächst jüngeren Zellschicht in derselben 



Diskussion 

140 
 

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 Störung 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. Darüber hinaus zeigen beide Zonen eine ähnliche Größe 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 II“ mit 

einer ähnlichen Größe 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 

Verkürzung der LRC-Zelllängen und der damit verbundenen Reduktion der Länge der LRC 

(s. Abb. 28, 29, 30).  

In Arabidopsis besitzt der PCD für die Entwicklung der LRC eine immense Bedeutung, da 

die exakte zeitliche Ausführung des PCD entscheidenden Einfluss auf das Abschilfern der 

LRC-Zellen und somit auf die Primärwurzellänge hat. Dieser PCD wird durch den 

Transkriptionsfaktor SMB (ANAC033/SOMBRERO) kontrolliert. SMB stellt hierbei den 

entscheidenden Regulator dar, da dieser zwingend für die Vorbereitung und für die 

Ausführung 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 PASPA3. 

Damit übereinstimmend führt der Verlust von SMB zu einem verzögerten PCD, der 

bewirkt, dass die LRC-Zellen am Ende der LRC nicht abschilfern können, sondern sich als 

lebende, intakte Zellen über die Epidermis der Elongationszone legen. Somit werden die 

epidermalen Zellen in der Elongationszone mechanisch in ihrer Elongation beeinträchtigt, 

was wiederum eine Verkürzung der Primärwurzellänge verursacht. Die LRC-Zellen 

hingegen werden passiv durch die Epidermiszellen zu einer abnormalen Länge elongiert, 

bis diese schließlich aufgrund der wirkenden physikalischen Kräfte zerreißen. Sie sterben 

dementsprechend in einem sogenannten Nicht-Programmierten Zelltod auf passive Art 

und Weise (Fendrych et al., 2014). 
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Interessanterweise führt der Einfach-Verlust von BFN1 zu einem sichtbaren PCD-

Phänotyp, der sich in einer verzögerten Degradierung von DNA und RNA äußert. Der 

Einfach-Verlust von PASPA3 hingegen bewirkt keinen sichtbaren PCD-Phänotyp. 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-Phänotyp denkbar. Dies würde zudem die massive Speicherung des Pro-Enzyms 

von AtCEP2 in der LRC in den als „Suizid-Bomben“ geltenden Ricinosomen-ähnlichen 

Organellen erklären. Einen Rückschluss auf eine etwaige Beteiligung von AtCEP2 im 

LRC-PCD könnte eine Analyse der Genexpression von AtCEP2 im genetischen 

Hintergrund von AtSMB Mutanten geben, da der Transkriptionsfaktor SMB als der 

Regulator für den PCD in der LRC gilt.  

 

 

3.3.2. AtCEP1 besitzt möglicherweise 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 AtCEP1 in allen 

Suspensor-Zellen während der Embryonalentwicklung ab dem Herz-Stadium bis zum 

„upturned-Stadium“ lokalisiert ist (s. Abb. 48). Über eine Lokalisierung in früheren Stadien 

der Embryonalentwicklung kann aufgrund der schwierigen Präparation keine Aussage 

getroffen werden.  

Grundsätzlich stellen die Suspensor-Zellen ein pflanzliches Gewebe dar, das während der 

Embryonalentwicklung je nach Pflanze früher oder später immer stirbt. Der Suspensor 

variiert in allen Pflanzen in Gestalt und Größe 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 Länge ihrer ursprünglichen Größe. Danach teilt sich diese 

asymmetrisch, wobei die kleinere apikale Zelle die Gründerzelle für den „embryo proper“ 

und den späteren Keimling darstellt. Die größere basale Zelle hingegen entwickelt sich zu 

einer sogenannten extraembryonalen Hilfsstruktur, dem Suspensor. Der Suspensor 

besitzt nach einigen wenigen transversalen Zellteilungen mit anschließender Elongation 

eine Halm-ähnliche 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 drücken, sodass dieser vom Endosperm umgeben ist. Darüber hinaus vermittelt der 
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Suspensor in einigen Pflanzen möglicherweise den Transport von Nährstoffen und 

Hormonen (Kawashima and Goldberg, 2009).  

In Arabidopsis stirbt der Suspensor spätestens im „upturned-Stadium“ der 

Embryonalentwicklung ab (Blanvillain et al., 2011). Der PCD in den Suspensor-Zellen wird 

hierbei beispielsweise von dem 25 Aminosäure großen 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-ähnliche Aktivitäten in den frühen Stufen 

des PCD im Suspensor. Im „upturned-Stadium“ des Embryos weisen Wildtyppflanzen 

lediglich noch 5 % Suspensoren mit völlig intakten Zellen auf. Der Verlust von KOD führt 

zu einem sechsfachen Anstieg an Suspensoren mit gänzlich intakten Zellen und somit zu 

einer Verzögerung der Initiierung des PCD in diesen Zellen. Die Überexpression von KOD 

wirkt sich sogar bis auf die Entwicklung der Keimlinge aus. Diese zeigen bei 

Überexpression von KOD nekrotische Regionen auf Kotyledonen und Primärblättern. Des 

Weiteren sind die Keimlinge zudem drastisch in ihrer Entwicklung eingeschränkt und nur 

bedingt lebensfähig (Blanvillain et al., 2011).  

Interessanterweise verursacht der Verlust des PCD in Suspensor-Zellen in Arabidopsis 

keine sichtbaren Folgen für 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 Zellreihen. Der Verlust des PCD in diesen Zellen führt dazu, dass sich die 

embryonalen Zellmassen nicht separieren können und verklumpen. Dies verursacht einen 

sehr kurzen Suspensor und führt 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 anschließender Elongation im Herzstadium des Embryos. Das Gen 

NIMNA/NMA (alt-indisches Wort für „versunken“) kodiert für eine Pektin-abbauende 

Polygalacturonase NMA, die im Apoplasten der Suspensor-Zellen lokalisiert ist (Babu et 

al., 2013). Pektin stabilisiert das Zellwand-Gerüst und ist Hauptbestandteil der 

Mittellamelle (Peaucelle et al., 2012). Der Verlust von NMA führt zu einer reduzierten 

Elongation und zur Stauchung der Zellen im Vergleich zu Wildtyppflanzen. Die Anzahl der 

Zellen dagegen bleibt unverändert. Darüber hinaus ist zudem die Elongation der 

embryonalen Zellen eingeschränkt. Interessanterweise elongieren diese aber ab dem 

Herz-Stadium des Embryos wieder und zwar in demselben Maße wie die embryonalen 

Zellen des Wildtyps. Somit führt der Verlust von NMA auf der einen Seite zu einer 

Verkürzung des Suspensors und zu einer zeitlichen Verzögerung der embryonalen 
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Entwicklung. Auf der anderen Seite zeigen die adulten Pflanzen jedoch keine 

Unterschiede in ihrer Entwicklung gegenüber Wildtyppflanzen (Babu et al., 2013).  

AtCEP1 könnte im Zuge der Suspensor-Entwicklung sowohl im PCD als auch in der 

Gewebe-Remodellierung involviert sein. Für eine Beteiligung in der Zellelongation müsste 

das Pro-Enzym von AtCEP1 in den frühen Stadien der Embryonalentwicklung 

nachgewiesen werden. Allerdings kann das Pro-Enzym von AtCEP1 aufgrund der 

schwierigen Präparation erst ab dem Herz-Stadium in Suspensor-Zellen analysiert 

werden. In diesem Stadium ist die Zellelongation bereits vollständig abgeschlossen (Babu 

et al., 2013). Darüber hinaus müsste die maturierte Untereinheit von AtCEP1 mit Hilfe 

eines Peptid-Antikörpers in der Zellwand während der frühen Stadien der 

Embryonalentwicklung nachgewiesen werden. Grundsätzlich scheint es, dass AtCEP1 in 

dieser Gewebe-Remodellierung allenfalls sehr gering involviert ist. Hierfür wurden 

homozygote atcep1 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 Phänotyp 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 völlig 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 

vollständig abgeschlossen. Darüber hinaus scheint es, dass Pro-Enzym von AtCEP1 in 

den vom ER stammenden 1 µm großen Ricinosomen-ähnlichen Organellen im 

Cytoplasma gespeichert ist (s. Abb. 48). Ricinosomen bzw. Ricinosomen-ähnliche 

Organellen fungieren als „Suizid-Bomben“ in den finalen Stufen des PCD: Sie zerplatzen 

bedingt durch das Ansäuern des Cytoplasmas, das durch das Zerreißen der Vakuole 

verursacht wird, und sekretieren ihren Inhalt ins Cytoplasma. Demzufolge gilt ihr 

Vorhandensein im pflanzlichen Gewebe als Indikator für 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-ähnlichen Organellen belegen, dass AtCEP1 in den 

Suspensor-Zellen hauptsächlich bzw. wahrscheinlich ausschließlich eine Funktion im 

PCD zu besitzen scheint.   
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3.4. Funktion der AtCEP in der Pathogen-Abwehr während 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 zusätzlich eine Funktion in der 

Pathogen-Abwehr während der späten 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 atcep1 ko Pflanzen (SAIL_158_B06) 

bewirkt den Pathogenese-Phänotyp der Super-Suszeptibilität gegenüber E. cruciferarum 

im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen (s. Abb. 7, 8, 16, 17). Des Weiteren sind zudem 

homozygote Pflanzen einer zweiten atcep1 ko (SALK_013036) super-suszeptibel 

gegenüber E. cruciferarum (Höwing et al., 2014 (s. 7.2.)). Dieser Pathogenese-Phänotyp 

der Super-Suszeptibilität kann mit Hilfe eines funktionellen AtCEP1 Reporterkonstrukts 

(PCEP1::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) im atcep1 ko (SAIL_158_B06) Hintergrund 

komplementiert werden. Dies führt dazu, dass diese komplementierten atcep1 ko Pflanzen 

die gleiche basale Resistenz gegenüber E. cruciferarum wie Col-0 Wildtyppflanzen zeigen 

(s. Abb. 8). Darüber hinaus wird die basale Resistenz von Arabidopsis in Pflanzen der 

homozygoten atcep1 ko mit einem nicht funktionellen Reporterkonstrukt ohne die 

Untereinheit von AtCEP1 (PCEP1::pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL) nicht wiederhergestellt 

(s. Abb. 8). Des Weiteren kann eine Akkumulierung von AtCEP1 in der späten kompatiblen 

Interaktion mit E. cruciferarum festgestellt werden. Die Expressionen der Pro-Enzyme der 

funktionellen und nicht funktionellen AtCEP1-Reporterkonstrukte im atcep1 ko 

Hintergrund sind ab 7 dpi detektierbar (s. Abb. 9). Diese Akkumulierung von AtCEP1 

korreliert mit dem Zeitpunkt des beginnenden Pathogenese-Phänotyps der Super-

Suszeptibilität gegenüber E. cruciferarum bedingt durch den Verlust von AtCEP1. Neben 

dieser zeitlichen Assoziation besteht zudem eine räumliche Korrelation der Expression 

von AtCEP1. Die Penetrierung von E. cruciferarum induziert in einer Epidermiszelle de 

novo die Expression von AtCEP1 im gesamten ER während der späten 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-Phänotyps mittels 

AtCEP1 und die zeitlich-räumliche Akkumulierung von AtCEP1 ab dem Zeitpunkt des 

beginnenden Pathogenese-Phänotyps 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 ähnliche Funktionen in der Beteiligung am 

Programmierten Zelltod zur Beeinträchtigung der Entwicklung von E. cruciferarum 

Neben AtCEP1 besitzt zudem AtCEP3 eine Funktion in der Beeinträchtigung der 

Entwicklung von E. cruciferarum. Der Einfach-Verlust von AtCEP3 führt in homozygoten 

atcep3 ko Pflanzen ebenfalls zu einer Super-Suszeptibilität gegenüber E. cruciferarum im 

Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen (s. Abb. 17). Dass dieser Pathogenese-Phänotyp der 

Super-Suszeptibilität durch Einfach-Verlust von AtCEP3 bewirkt wird, kann in zukünftigen 

Arbeiten durch zwei Möglichkeiten bestätigt werden: Mit einem funktionellen 

Reporterkonstrukt für AtCEP3 komplementierte Pflanzen der analysierten atcep3 ko 

müssen den gleichen Pathogenese-Phänotyp der Suszeptibilität wie Col-0 

Wildtyppflanzen zeigen. Homozygote Pflanzen einer zweiten atcep3 ko müssen den 

gleichen Pathogenese-Phänotyp der Super-Suszeptibilität wie Pflanzen der bereits 

untersuchten atcep3 ko aufweisen. 

Die Funktionen von AtCEP1 und AtCEP3 in der Beeinträchtigung der Entwicklung von 

E. cruciferarum liegen in ihrer Beteiligung am PCD. Der Einfach-Verlust von AtCEP1 bzw. 

AtCEP3 führt in den Pflanzen der jeweiligen Single-Mutante zu einer signifikanten 

Reduktion des epidermalen Zelltods während der späten Interaktion mit dem biotrophen 

Pathogen E. cruciferarum. Dies bedeutet, dass AtCEP1 und AtCEP3 für den in der späten 

Interaktion stattfindenden PCD erforderlich sind. Darüber hinaus schränkt AtCEP1 als 

weitere Abwehrreaktion in der späten 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) ausgelösten PCD, freigesetzt werden (Jones 

and Dangl, 2006). Da AtCEP1 in der späten Interaktion räumlich und zeitlich direkt 

assoziiert ist, könnte AtCEP1 diese haustoriale Freisetzung an Effektoren einschränken 

und somit beispielsweise die Unterdrückung des PCD durch E. cruciferarum 

beeinträchtigen. Dies scheint plausibel, da bei Verlust von AtCEP1 die Abnahme der 

epidermalen PCD-Ereignisse gleichzeitig von einem Anstieg an gebildeten Haustorien 

begleitet ist. Grundsätzlich zeigen fast alle toten Epidermiszellen bei Vorhandensein von 

AtCEP1 in Wildtyppflanzen gleichzeitig auch gebildete Haustorien in derselben Zelle, die 

ein Indikator für die erfolgreiche Penetration des Pilzes sind (s. Abb. 13). Somit hängt die 

Super-Suszeptibilität von homozygoten atcep1 ko Pflanzen gegenüber E. cruciferarum 

direkt mit der Reduktion des PCD und dem damit verbundenen Anstieg an Haustorien 

zusammen.  
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Die Funktion von AtCEP3 dagegen ist eher unklar. Einerseits unterstützt AtCEP3 wie 

AtCEP1 den epidermalen PCD in der späten Interaktion mit E. cruciferarum. Andererseits 

führt 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 erklärt werden. Dieselbe Anzahl an gebildeten 

Haustorien sowohl bei Vorhandensein als auch bei Verlust von AtCEP3 könnte bedeuten, 

dass AtCEP3 selbst direkt eine Funktion gegen den echten Mehltaupilz ausübt, indem es 

die Funktionalität der Haustorien einschränkt. Somit müsste die Anzahl der gebildeten 

Haustorien durch AtCEP3 nicht reduziert werden. Darüber hinaus wäre es denkbar, dass 

der Verlust von AtCEP3 generell eine Abnahme der basalen Resistenz bewirken könnte. 

Dies würde sich in einer reduzierten Menge an antimikrobiellen Proteinen und 

Phytoalexinen widerspiegeln. Demzufolge wäre eine vermehrte Bildung an Haustorien für 

ein erweitertes Pilzwachstum auf den super-suszeptiblen atcep3 ko Pflanzen nicht 

erforderlich.  

AtCEP1 und AtCEP3 könnten auch direkt im Zuge des PCD agieren. Generell gelten 

KDEL CysEP wie AtCEP1 und AtCEP3 als „late-acting“ Proteasen, da sie aufgrund ihrer 

für Endopeptidasen sehr ungewöhnlich breiten Substratspezifität Zellkomponenten in den 

finalen Stufen des PCD unspezifisch verdauen können (Than et al., 2004; Hierl et al., 

2012). Allerdings würde eine Funktion von AtCEP1 und AtCEP3 einzig im Ausführen des 

PCD nicht die Beeinträchtigung des Pilzwachstums erklären. Logischer wäre die 

Initiierung des epidermalen PCD durch AtCEP1 und AtCEP3, da dies das rechtzeitige 

Absterben des lebenden Gewebes garantieren würde. Hiermit wäre das Pilzwachstum 

beeinträchtigt, da das für den obligat biotrophen Pathogen zwingend benötigte lebende 

Gewebe nicht mehr vorhanden wäre (van Kan, 2006). 

Generell ist der epidermale PCD erst spät 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 früh 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, könnte durch Analyse der Zellkomponenten während 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 Zerreißen 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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vollständiger 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 atcep1 ko Pflanzen beim Zeitpunkt 

5 dpi im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen nur etwa zur Hälfte exprimiert (s. Abb. 15). 

Diese geringere Expression ist zeitlich direkt mit der Reduktion des epidermalen Zelltods 

in den homozygoten atcep1 ko Pflanzen korreliert. Somit könnte dies auf eine Funktion 

von AtCEP1 in der Kommunikation zwischen ER und Nucleus in der Expression der PR 

Gene hindeuten.  

Generell ist über die Funktion von pflanzlichen Abwehrreaktionen und ihrer damit 

verbundenen Wirksamkeit in kompatiblen Interaktionen zwischen Pflanzen und 

Pathogenen wenig bekannt. Der epidermale PCD in der späten Interaktion könnte 

einerseits auf ein „absichtliches“ Scheitern des Pilzes für die Erhaltung der kompatiblen 

Interaktion über einen längeren Zeitraum hindeuten. Andererseits könnte der späte 

epidermale PCD eine effektive basale Abwehrreaktion seitens der suszeptiblen 

Wirtspflanze darstellen. Die aufgeführten Analyse-Ergebnisse zeigen, dass dieser 

epidermale PCD unter der genetischen Kontrolle der Wirtspflanze steht und dass dieser 

das Pilzwachstum in den späten Stufen der kompatiblen Interaktion partiell beeinträchtigt.  

Papain-ähnliche Cystein-Proteasen sind in Abwehrreaktionen während 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 für pathogene Effektor-Proteine. Im Allgemeinen wird davon 

ausgegangen, dass in einer kompatiblen Interaktion viele Abwehrmechanismen der 

suszeptiblen Wirtspflanzen durch pathogene Effektor-Proteine erfolgreich unterdrückt 

werden (Shindo and Van der Hoorn, 2008). Die Papain-ähnliche Cystein-Protease PIP1 

(PHYTOPHTHORA INHIBITED PROTEASE-1) akkumuliert zur Pathogen-Abwehr gegen 

den biotrophen Oomycet Phytophthora infestans im Apoplasten und wird durch dessen 

Cystatin-ähnlichen Protease-Inhibitor EPIC2B gehemmt (Tian et al., 2007; s. Kap. 1.9.). 

Die große Bedeutung von Papain-ähnlichen Cystein-Proteasen in der Pathogen-Abwehr 

wird dadurch deutlich, dass beispielsweise der biotrophe Oomycet Phytophthora infestans 

verschiedene Strategien entwickelt hat, den Papain-ähnlichen Cystein-Proteasen 

entgegenzuwirken. Das pathogene Avirulenzgen AVRblb2, das für ein RXLR-ähnliches 

Effektor-Protein kodiert, wird in der frühen Interaktion stark hochreguliert. Das AVRblb2 

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 AVRblb2 die Sekretion der Papain-ähnlichen Cystein-Protease 

C14 aus Kartoffel, ein Ortholog der RD21 aus Arabidopsis, in den Apoplasten. 



Diskussion 

148 
 

Infolgedessen verringert sich der Proteingehalt an C14 im Apoplasten und es entsteht ein 

Rückstau, der in einem Anstieg von C14 im Cytoplasma resultiert. Dies bewirkt eine 

erhöhte Suszeptibilität der Wirtspflanze gegenüber dem Pathogen. Die Überexpression 

von C14 führt dagegen zu einer reduzierten Suszeptibilität gegenüber P. infestans. Die 

gleichzeitige Überexpression von AVRblb2 und C14 bewirkt erneut die ursprüngliche 

Suszeptibilität (Bozkurt et al., 2011).  

Neben der späten Akkumulation von AtCEP1 in der kompatiblen Interaktion, könnte auch 

eine partielle Inhibierung von AtCEP1 durch Protease-Inhibitoren von E. cruciferarum 

erklären, dass kein qualitativer, sondern lediglich ein quantitativer Pathogenese-Phänotyp 

bei Einfach-Verlust von AtCEP1 zu finden ist. Ebenso ist für AtCEP3 eine partielle 

Inhibierung denkbar. Des Weiteren deutet die Expression von AtCEP1 in der späten 

Interaktion möglicherweise auf eine Hormonregulation des Proteins hin. Derselbe 

Wirkmechanismus scheint ebenfalls für AtCEP3 plausibel zu sein. Eine Beteiligung an der 

„pathogen-associated molecular pattern“ (PAMP) hingegen, die hauptsächlich in der 

frühen Immunantwort ausgelöst wird, ist eher unwahrscheinlich ist, da AtCEP1 erst in der 

späten 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-Phänotyp der Super-

Suszeptibilität gegenüber E. cruciferarum. Stattdessen zeigen Pflanzen der homozygoten 

atcep2 ko die gleiche Suszeptibilität gegenüber E. cruciferarum wie Col-0 Wildtyppflanzen 

(s. Abb. 16, 19).  

Ein Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEP3 resultiert in dem gleichen Pathogenese-

Phänotyp der Super-Suszeptibilität wie der Einfach-Verlust von AtCEP1 oder AtCEP3 

(s. Abb. 17). Damit übereinstimmend zeigen homozygote atcep3 x atcep1 ko Pflanzen die 

gleiche Reduktion an epidermalen Zelltod-Ereignissen in der späten Interaktion wie die 

jeweiligen Single-Mutanten (s. Abb. 18). Dies bedeutet, dass die Phänotypen der 

jeweiligen Single-Mutanten nicht additiv sind. Zudem scheinen die verbliebenen PCD-

Ereignisse unabhängig von AtCEP1 und AtCEP3 zu sein. Darüber hinaus zeigt es 

möglicherweise, 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-Suszeptibilität (s. Abb. 20). Somit scheinen die drei AtCEP Proteasen in der 

Pathogen-Abwehr in der Beeinträchtigung der Entwicklung des biotrophen Ascomyceten 

E. cruciferarum zueinander nicht funktionell redundant zu wirken. 

Grundsätzlich ist der Col-0 Hintergrund, den alle analysierten Mutanten aufweisen, 

überaus suszeptibel gegenüber 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 für diese einen Pathogenese-

Phänotyp der noch erweiterten Super-Suszeptibilität bewirken würde.  
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3.4.4. Subzelluläre Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP1 in der späten 

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

haustorialen Komplexes und in der Callose-Einkapselung 

Während der späten Interaktion mit E. cruciferarum wird die Expression von AtCEP1 in 

Rosettenblättern 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 

üblicherweise in den vom ER stammenden Speicherkompartimenten, den ER bodies und 

den Ricinosomen-ähnlichen 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 könnte. Der Grund hierfür könnte die zeitliche Dringlichkeit 

sein, sodass AtCEP1 in der späten Pathogen-Abwehr unmittelbar benötigt wird und die 

Speicherung in vom ER stammenden Organellen entfallen kann.  

In Pflanzen existiert neben dem vorwiegend stattfindenden Golgi-abhängigen, zusätzlich 

der Golgi-unabhängige Sekretionsweg. Darüber hinaus gibt es in Pflanzen für Proteine 

weitere „unkonventionelle“ Sekretionswege (Ding et al., 2012). Beispielsweise wird eine 

cytoplasmatisch lokalisierte Mannitol-Dehydrogenase zur Pathogen-Abwehr Salicylat-

abhängig in einem Golgi-unabhängigen Sekretionsweg in den Apoplasten freigesetzt 

(Cheng et al., 2009; Drakakaki and Dandekar, 2013). Für KDEL CysEP bzw. AtCEP 

werden ausschließlich Golgi-unabhängige Sekretionswege postuliert (Than et al., 2004; 

Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). Im Zuge der Pathogen-Abwehr wäre 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 für AtCEP1 (PCEP1::pre-pro-

3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) exprimieren, könnten darüber Aufschluss geben.  

In der späten Interaktion ist das Pro-Enzym von AtCEP1 im gesamten Netzwerk des ER 

und besonders um die Haustorien akkumuliert (s Abb. 10). Dieses Phänomen ist 

üblicherweise in der frühen 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 führen. Somit können Enzyme 

Papillen-Komponenten direkt am Ort des Geschehens synthetisieren (Hückelhoven, 

2007a and b; Eichmann and Hückelhoven, 2008).  

Während der frühen 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 frühen 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 umhüllt (Eichmann and 

Hückelhoven, 2008). In der frühen 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 

umhüllt. 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 frühen Interaktion, sondern durchgehend auch in der späten Interaktion festzustellen 

(Lecki et al., 1995).  

Die subzelluläre Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP1 in penetrierten Epidermiszellen 

in der späten 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 Zelloberfläche 

als auch weiter im Zellinneren um die gebildeten Haustorien akkumuliert (s. Abb. 11). 

Darüber hinaus ist das Pro-Enzym von AtCEP1 im Inneren des Haustoriums akkumuliert 

und das EGFP-Signal von Pro-AtCEP1 ähnelt einer Einstülpung (s. Abb. 11).  

In der zweiten Rekonstruktion ist das Pro-Enzym von AtCEP1 ausschließlich im 

Zellinneren seitlich um die Callose-Einkapselung, die den haustorialen Komplex 

umschließt, und nicht an der Zelloberfläche lokalisiert (s. Abb. 12). Zudem scheint es, dass 

das Pro-Enzym von AtCEP1 seitlich von außen durch die Callose-Einkapselung dringt 

(s. Abb. 12). Zusätzlich 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 hauptsächlich an der Stelle, an der unten in der Callose-

Umhüllung eine deutliche Öffnung vom Zellinneren aus erkennbar ist. Ob diese Öffnung 

in der Callose-Einkapselung durch AtCEP1 oder durch andere Proteine verursacht wurde, 

kann nicht geklärt werden. Wahrscheinlicher ist, dass es sich bei dieser Öffnung um 

Lücken in der unvollständigen Callose-Einkapselung handelt.  

Aufgrund der subzellulären Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP1 scheint es, dass 

AtCEP1 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 späten Interaktion mit E. cruciferarum führt (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 frühen Interaktion 

zwischen Blumeria graminis f. sp. hordei und Hordeum vulgare festgestellt worden 

(Eichmann et al., 2006). Der Suszeptibilitätsfaktor BI-1 (BAX INHIBITOR-1) ist ein 

konserviertes Zelltodinhibitor-Protein und in der ER-Membran lokalisiert. In der frühen 
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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 gewährleisten, hin. Damit übereinstimmend, führt die 

Überexpression von BI-1 zu einer geringeren Wasserstoffperoxid-Akkumulation an der 

versuchten Penetrationsstelle und zu einer erhöhten Suszeptibilität (Eichmann et al., 

2006).  

Im Falle einer erfolgreichen Penetration akkumuliert BI-1 ebenfalls um die penetrierten 

Papillen, wobei eine starke Expression von BI-1 um den haustorialen Hals zu beobachten 

ist. Zusätzlich ist BI-1 in geringerem Maße um den haustorialen Komplex lokalisiert: Es 

co-lokalisiert mit einem Membran-umhüllten Kompartiment, das den haustorialen Körper 

umgibt. Bei diesem Kompartiment handelt es sich vermutlich um einen Teil des 

haustorialen Komplexes, da dieses keine für das ER typische netzartige Strukturen 

aufweist (Eichmann et al., 2006). 

Mittels der durchgeführten dreidimensionalen Signal-Rekonstruktionen kann nicht 

differenziert werden, ob die Akkumulation des Pro-Enzyms von AtCEP1 innerhalb der 

Callose-Einkapselung ausschließlich zwischen der Callose-Einkapselung und dem 

haustorialen Komplex oder zusätzlich innerhalb des haustorialen Komplexes lokalisiert ist. 

In der kompatiblen Interaktion zwischen Pisum sativum und Erysiphe pisi ist in den 

infizierten Epidermiszellen die stärkste Re-Organisation des ER nahe der 

extrahaustorialen Membran zu beobachten. Diese Konzentrierung des ER ist nicht nur in 

der frühen Interaktion, sondern durchgehend auch in der späten Interaktion festzustellen. 

Es wird vermutet, dass das ER während der Interaktion möglicherweise physikalisch mit 

der extrahaustorialen Membran verbunden ist, beispielsweise durch Verankerungen an 

unterschiedlichen Stellen. Somit ist die Re-Organisation des ER möglicherweise in der 

Exocytose von neuen Membran- und Matrixmaterialen für den wachsenden haustorialen 

Komplex involviert (Lecki et al., 1995).  

Wenn in der späten Interaktion zwischen E. cruciferarum und Arabidopsis ebenfalls eine 

Verschmelzung des ER mit der extrahaustorialen Membran stattfindet, könnte AtCEP1 

aus dem „undichten ER“ in die extrahaustoriale Membran und extrahaustoriale Matrix 

sekretiert werden. AtCEP1 könnte aufgrund der ungewöhnlich breiten Substratspezifität 

der KDEL CysEP unspezifisch Proteinbestandteile der extrahaustorialen Matrix oder der 

haustorialen Zellwand des echten Mehltaupilzes abbauen und somit dessen Wachstum 

einschränken. 

Die Lokalisation eines Wirt-Proteins in der extrahaustorialen Membran ist überaus selten. 

Bislang konnte ausschließlich für das als R-Protein klassifizierte RPW8.2 (RESISTANCE 

TO POWDERY MILDEW8.2) eine Lokalisation in der extrahaustorialen Membran 
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nachgewiesen werden. RPW8.2 akkumuliert in Arabidopsis in dieser Membran während 

der frühen Interaktion mit Golovinomyces cichoracearum. Hierbei initiiert 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 ungeklärt. Sie 

umschließt das Haustorium vollständig 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 für die Bildung der 

extrahaustorialen Membran während 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 möglicherweise Proteine der invaginisierenden Plasmamembran selektioniert. 

Dies würde die unterschiedlichen Proteinzusammensetzungen beider Membranen 

erklären. 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 

während der Interaktion mit E. cruciferarum 

Die öffentlichen 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 führt unter anderem 

zu einem deregulierten PCD, der sich in der Bildung spontaner nekrotischer Blattläsionen 

auf jungen Rosettenblättern äußert (Bowling et al., 1997; Brininstool et al., 2008). 

Im Zuge dieser Arbeit konnte mit Hilfe einer Transkript-Analyse von AtCEP1 in der atcpr5 

Mutante belegt werden, dass die Hochregulierung von AtCEP1 zeitlich direkt mit dem 

Auftreten von sichtbaren nekrotischen Blattläsionen übereinstimmt. Kongruierend damit, 

ist AtCEP1 in asymptotischen Rosettenblättern nicht überexprimiert (s. Abb. 21). Dies 

könnte bedeuten, dass AtCPR5 möglicherweise einen Regulator von AtCEP1 darstellt und 

darüber hinaus AtCEP1 den vom AtCPR5-kontrollierten PCD unterstützt. 

Generell agiert AtCPR5 in der Pathogen-Abwehr als ein negativer Regulator der durch die 

ETI ausgelöste HR und dem damit verbundenen PCD (Wang et al., 2014). Der Verlust von 

AtCPR5 bewirkt eine konstitutive Expression der SA-, JA- und ET-abhängigen PR-Gene 

und damit zusammenhängend eine konstitutive Resistenz gegenüber 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 darüber hinaus gezeigt werden, 

dass der Verlust von AtCPR5 in den Pflanzen der homozygoten atcpr5 Mutante zudem zu 

einer vollständigen Resistenz gegenüber E. cruciferarum führt (s. Abb. 23). Somit agiert 

AtCPR5 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 Suszeptibilität erhöht und 

die epidermalen PCD-Ereignisse reduziert.  

Darauffolgend wurde untersucht, ob die Hochregulierung von AtCEP1 die Ursache für die 

konstitutive Resistenz der atcpr5 Mutante gegenüber Pathogenen ist. Der Verlust von 

AtCEP1 führt in Pflanzen der homozygoten atcep1 x atcpr5 Doppelmutante zu keiner 

aufkommenden Suszeptibilität gegenüber E. cruciferarum. Pflanzen der atcep1 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-Phänotyp der atcpr5 Mutante. Dies bedeutet, dass der 

Pathogenese-Phänotyp der atcpr5 Mutante epistatisch über dem Pathogenese-Phänotyp 

der atcep1 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. 

Hierfür wurden atcep1 x atcpr5 Doppelmutanten, die zusätzlich ein nicht funktionelles 
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AtCEP1-Reporterkonstrukt ohne die Untereinheit von AtCEP1 (PCEP1::pre-pro-3xHA-

EGFP-KDEL) exprimieren, untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die 

Promotoraktivität von AtCEP1 zeitlich und räumlich direkt mit dem PCD, der in Form von 

sichtbaren nekrotischen Blattläsionen auf Rosettenblättern zu erkennen ist, assoziiert ist 

(s. Abb. 22). Der Verlust von AtCEP1 führt in der atcep1 x atcpr5 Doppelmutante unter 

dem Infektionsstress des echten Mehltaupilzes zu einer signifikanten Reduktion der 

nekrotischen Läsionsfläche bevor diese Läsionen mit bloßem Auge zu erkennen sind 

(s. Abb. 24).  

Diese räumlich-zeitliche Assoziation von AtCEP1 einerseits im AtCPR5-kontrollierten PCD 

und andererseits in der späten Interaktion mit E. cruciferarum könnte im Kontext mit 

anderen Genen, die ebenfalls räumlich und/oder zeitlich mit dem PCD in der Pathogen-

Abwehr assoziiert sind, interessant sein. Beispielsweise vermitteln die im Nucleus 

lokalisierten Salicylsäure-Rezeptoren NPR3 und NPR4 (NON-EXPRESSOR OF 

PATHOGENESIS-RELATED Genes3/4) die Degradierung von NPR1 durch das 

Proteasom. Dies geschieht räumlich-zeitlich abhängig vom vorliegenden zellulären 

Salicylsäure-Gradienten. In der Pathogen-Abwehr erhöht sich der Salicylsäure-Gehalt 

ausgelöst als Folge der ETI in der infizierten Zelle und nimmt aber in den benachbarten 

Zellen zur Infektionsstelle ab. Bei einem hohen Salicylsäure-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 führt (Fu et al., 2012). Es wäre 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 

für die Elongation sowie für 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 für AtCEP im Programmierten Zelltod 

zur bereits belegten Funktion im Entwicklungs-PCD. 

Aufgrund der ungewöhnlich breiten Substratspezifität der KDEL CysEP wäre es zukünftig 

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 CysEP interessant, ob diese neben der 

bekannten pH-abhängigen autokatalytischen Prozessierung beispielsweise direkt durch 

Hormone reguliert werden.
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4. Material und Methoden 

 

4.1. Klonierungsstrategien der funktionellen und nicht funktionellen 

Reporterkonstrukte für AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3 

Für 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 für 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 für AtCEP bewährt (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 Hämagglutinin-tag (HA-tag) wird vom Vektor pNigel18 amplifiziert (Geldner et 

al., 2009). Die entsprechenden Fluoreszenzproteine werden von folgenden Vektoren 

amplifiziert: EGFP aus pESZ-CL (Cutler et al., 2000), mCherry aus pNigel17 (Geldner et 

al., 2009), mTFP1 aus pNigel19 (Geldner et al., 2009) und mCerulean aus pNigel18 

(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 (Höwing et al., 2014 (s. 7.2.)) 

PCEP2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)) 

PCEP3::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP3-KDEL (s. Anh. 6.1.1.) 

PCEP3::pre-pro-3xHA-mTFP1-AtCEP3-KDEL (s. Anh. 6.1.2.) 

PCEP3::pre-pro-3xHA-mCerulean-AtCEP3-KDEL (s. Anh. 6.1.3.) 

   

 Nicht funktionelle Reporterkonstrukte:  

PCEP1::pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL (Höwing et al., 2014 (s. 7.2.)) 

PCEP2::pre-pro-3xHA-mCherry-KDEL (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)) 

PCEP3::pre-pro-3xHA-mCerulean-KDEL (s. Anh. 6.1.4.)  
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Die funktionellen Reporterkonstrukte enthalten die kodierenden Sequenzen für den 

dreifachen HA-tag und das jeweilige Fluoreszenzprotein zwischen der Pre-Pro-Sequenz 

und der jeweiligen Untereinheit. Um die Spaltstelle intakt zu halten, werden darüber hinaus 

die drei N-terminalen Aminosäuren der jeweiligen Untereinheit C-terminal zur 

Pro-Sequenz direkt vor dem dreifachen HA-tag platziert (s. Abb. 3; Für Sequenzen und 

verwendete Primer s. Anh. 6.1., 7.1., 7.2.).  

Zusätzlich werden transgene nicht funktionelle Reporterkonstrukte kloniert. Bei diesen 

werden anstelle der jeweiligen Untereinheit ausschließlich die acht C-terminalen 

Aminosäuren für AtCEP1 bzw. die sieben C-terminalen Aminosäuren für AtCEP2 und 

AtCEP3 inklusive des ER-Rückhaltesignals „KDEL“ der jeweiligen Untereinheit zur 

Klonierung verwendet. Davon N-terminal werden die kodierenden Sequenzen für den 

dreifachen HA-tag und das jeweilige Fluoreszenzprotein C-terminal zur Pre-Pro-Sequenz 

eingefügt. Um die Spaltstelle intakt zu halten, werden wiederum die drei N-terminalen 

Aminosäuren der jeweiligen Untereinheit C-terminal zur Pro-Sequenz direkt vor dem 

dreifachen HA-tag platziert (s. Abb. 3; Für Sequenzen und verwendete Primer s. Anh. 6.1., 

7.1., 7.2.).  

 

Alle Plasmide werden sequenziert und anschließend 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 für 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. Zusätzlich wird das 

funktionelle und nicht funktionelle Reporterkonstrukt für AtCEP1 mittels „floral dipping“ in 

homozygote atcep1 ko Pflanzen (SAIL_158_B06) transformiert.  

Alle erhaltenen Reporterpflanzen werden auf den entsprechenden Antibiotika 

selektioniert. Es werden jeweils acht homozygote Transformanten bezüglich ihrer 

Expressionsstärke am CLSM (für Anregung und Emission der jeweiligen Fluorochrome 

s. Kap. 4.6.3.) analysiert. Die drei homozygoten Transformanten, mit der höchsten 

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

 

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

 

atcep1 ko (SAIL_158_B06) 

Die homozygote AtCEP1 Insertionslinie (SAIL_158_B06), 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 atcep1 ko amplifiziert werden kann (Höwing 

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 atcep1 ko 

Pflanzen (SAIL_158_B06) mit einem nicht funktionellen Reporterkonstrukt für AtCEP2 

(PCEP2::pre-pro-3xHA-mCherry-KDEL) nach der Methode des „floral dipping“ (Clough and 

Bent, 1998) (s. Kap. 4.4.12.) transformiert. 

 

 

atcep2 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 

für 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 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 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 atcep1 ko (SALK_016791 x SAIL_158_B06) 

Aus den homozygoten Single-Mutanten atcep3 ko (SALK_016791) (zweimal 

zurückgekreuzt) und atcep1 ko (SAIL_158_B06) wird durch Kreuzung die Doppel-Mutante 

atcep3 x atcep1 ko (SALK_016791 x SAIL_158_B06) generiert. Der Knockout von 

AtCEP3 und AtCEP1 wird mit den bereits beschriebenen Primern erneut mittels RT-PCR 

bestätigt und somit die damit verbundene Homozygotie bewiesen. 

Zur mikroskopischen Analyse der Redundanz von AtCEP werden Pflanzen der 

homozygoten Doppelmutante atcep3 ko x atcep1 ko (SALK_016791 x SAIL_158_B06) mit 

einem nicht funktionellen Reporterkonstrukt für 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. 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 wird die homozygote Doppelmutante atcep3 x atcep1 ko 

(SALK_016791 x SAIL_158_B06) mit AtCEP2-RNAi-Konstrukten transformiert. Zur 

Unterdrückung der Expression von AtCEP2 wird der Vektor pHANNIBAL sowie der Vektor 

pART27, der das NotI-Fragment von pHANNIBAL akzeptiert (CSIRO Plant Industry, 

CANBERRA ACT 2601, Australia), verwendet. Es wird ein repräsentatives Produkt für 

AtCEP2 aus der 3’UTR, das 134 bp umfasst, von TAMU-BAC T29H11 als BamHI/XhoI-

Fragment und als ClaI/KpnI-Fragment amplifiziert. Hierfür werden folgende Primer 

verwendet: 

 fw: AACGGATCCTCGAGAGACTTTAAGTCATTGAAAACTG 

rv: TGGATCGATGGTACCTGCTGGCCAATATTACAAGGAG 

 

Dieses PCR-Produkt wird als ein BamHI-ClaI- und XhoI-KpnI-Fragment in den Vektor 

pHANNIBAL kloniert. Das daraus resultierende Plasmid wird als NotI-Fragment in den 

Vektor pART27 kloniert. Dieses finale Plasmid wird in den Agrobacterium tumefaciens 

Stamm pGV3010::PMP90 elektroporiert.  

Pflanzen der homozygoten Doppelmutante atcep3 x atcep1 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 erhält man elf homozygote atcep_triple-ko/kd Linien, die 

bezüglich ihrer AtCEP2 Expression mittels qRT-PCR (s. Kap. 4.4.11.) analysiert werden. 

Die zwei Linien mit der stärksten 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 für AtCEP2 ist ebenfalls herunterreguliert, sodass 

kein Signal des Fluoreszenzproteins mCherry am CLSM nachweisbar ist. Dies beweist 

überdies die Funktionalität der AtCEP2-RNAi-Konstrukte und den damit verbundenen 

„Knockdown“ von AtCEP2. 
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4.2.3. Weitere Mutanten 

 

atcpr5-2 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 führt 

(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 verfrühte 

Kotyledonen-Seneszenz und junge Rosettenblätter weisen Bereiche spontaner 

nekrotischer Blattläsionen 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 Blattläsionen werden zur 

Genotypisierung mittels PCR verwendet. Es wird ein 653 bp langes Fragment, das die 

Hälfte 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 bestätigt:   

fw: CGATCATCAGGTACGAAGC 

rv: GTCACGTTTATAGGACCG 

 

 

 

atcep1 x atcpr5 (SAIL_158_B06 x NASC stock code N3770) 

Aus den homozygoten Single-Mutanten atcep1 ko (SAIL_158_B06) und atcpr5 (NASC 

stock code N3770) wird durch Kreuzung die Doppel-Mutante atcep1 x atcpr5 

(SAIL_158_B06 x NASC stock code N3770) generiert.  

Die Homozygotie der atcep1 ko wird durch die beschriebenen Primer (s. Kap. 4.2.1.) und 

die Punktmutation der atcpr5 Mutante durch erneutes Sequenzieren bestätigt.  
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atnai1 (GK-136G06-012754) 

Zur Untersuchung der vom ER stammenden Organellen wird die T-DNA Insertionsmutante 

atnai1 (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 AtNAI1 kodiert für den Transkriptionsfaktor AtNAI1, der alleine für die 

Bildung von ER-bodies in Arabidopsis verantwortlich ist (Matsushima et al., 2004). Diese 

sind ausschließlich in den epidermalen Zellen akkumuliert (Hayashi et al., 2001). 

Die Keimlinge von atnai1 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 atnai1 Pflanzen (GK-136G06-012754) werden mit Pflanzen, die ein 

funktionelles Reporterkonstrukt für AtCEP2 (PCEP2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-

KDEL) im Col-0 Wildtyp Hintergrund exprimieren, gekreuzt. Von dieser atnai1 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 bestätigt 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 ausschließlich Arabidopsis thaliana Pflanzen des Ökotyps Col-0 

verwendet. 

Die entsprechenden Samen werden in 80 % EtOH mit 0.1 % Triton-x-100 für 30-40 min 

unter Schütteln sterilisiert. Die Samen werden sedimentiert, der Überstand wird steril 

abgenommen und mit sterilem H2O mQ wieder aufgenommen. Die Samen werden erneut 

fünf Minuten geschüttelt und anschließend sedimentiert. Dieser Vorgang wird fünfmal 

wiederholt.  

Die entsprechenden Samen werden auf MS-Agarplatten (gegebenenfalls mit Antibiotika) 

einzeln ausgebracht und zur Stratifizierung für etwa 48 h bei 4°C gelagert. Die Keimung 

erfolgt bei 22°C und Dauerlicht (250 µE/m2s). Nach zehn bis zwölf Tagen werden die 

Keimlinge in Pflanzentöpfe 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 FeSO4 x 7H2O, 37.2 mg Na2EDTA x 2H2O,  

0.75 mg KI, 10 mg MnSO4 x H2O, 3 mg H3BO3,  

2 mg ZnSO4 x 7H2O, 0.25 mg Na2MoSO4 x 2H2O,  

0.025 mg CuSO4 x 5H2O, 0.025 mg CoCl2 x 6H2O 

 

Makrosalze (pro Liter): 16.5 g NH4NO3, 19 g KNO3, 1.7 g KH2PO4,  

4.4 g CaCl2 x 2H2O, 3.7 g MgSO4 x 7H2O 

 

Erde: Fruhstorfer Einheitserde Typ T 

 

 

Anzucht von Escherichia coli 

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

entweder in LB-Flüssigmedium im Schüttler bei 200 rpm oder auf LB-Agarplatten.  

 

LB-Medium (pro Liter): 10 g Trypton 

5 g Hefeextrakt 

10 g NaCl 

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 für 2-3 d mit den entsprechenden 

Antibiotika entweder in LB-Flüssigmedium im Schüttler 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 

Für diese Transformation werden 10-20 µl eines Ligationansatzes (s. Kap. 4.4.6.) oder 

1 µl Plasmid-DNA mit 80 µl auf Eis aufgetauten chemisch kompetenten Zellen (XL1-blue, 

Tetracyclin, Stratagene, Heidelberg) in einem 2 ml Reaktionsgefäß vorsichtig gemischt 

und für 30 min auf Eis gestellt. Daraufhin wird dieser Ansatz für 30 Sekunden in einem 

Wasserbad bei 42°C inkubiert. Anschließend wird der Reaktionsansatz für 2 min auf Eis 

gekühlt. Es werden 900 µl SOC-Medium zugegeben und unter Schütteln für 1 h inkubiert. 

Im Anschluss wird dieser Transformationsansatz auf LB-Platten mit den entsprechenden 

Antibiotika ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. 

 

SOC-Medium (pro Liter): 5 g Hefeextrakt 

    10 g Pepton 

10 g NaCl 

20 mM Glucose  

10 mM MgSO4  

10 mM MgCl2 

 

 

4.4.2. Transformation elektrokompetenter A. tumefaciens mit rekombinanter DNA 

Die Transformation elektrokompetenter A. tumefaciens erfolgt in einem Elektroporator 

(Parameter: U= 2000 V, R= 700, C= 25 µF, 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 µl dieser 

kompetenten Zellen werden mit 1 µl Plasmid-DNA in einer Elektroporationsküvette 

gemischt und unter den oben genannten Parametern elektroporiert. Anschließend werden 

die Zellen mit 600 µl LB-Medium versetzt und für ca. 1 h bei 30°C unter Schütteln inkubiert. 

Nach Sedimentation dieses Reaktionsansatzes wird der Überstand abgenommen und das 

Pellet in 100 µl LB-Medium resuspendiert. Dieses resuspendierte Pellet wird auf 

LB-Platten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und für 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 über Agarose-Gelelektrophorese. Zur Auftrennung von DNA-

Fragmenten entsprechend ihrer Molekülgröße 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 

Abkühlen auf ca. 60°C werden zur Visualisierung der DNA 5 μl Ethidiumbromid-

Stammlösung 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 Größenstandards dienen je nach zu erwartender Molekülgröße 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 (λ = 320 nm) mittels Doc-it Apparatur und Software (LTF 

Labortechnik GmbH und Co KG, Deutschland). 

 

50x TAE: 2 M Tris/HCl 

 5.7 % Essigsäure (v/v) 

 50 mM EDTA 

 pH-Wert auf 8.0 einstellen 

 

Ethidiumbromid-Stammlösung: 10 g/l Ethidiumbromid in H2O mQ 

Verwendete DNA-Marker. 100 bp Ladder (MBI Fermentas) 

    1 kb Ladder (MBI Fermentas) 

 

 

 

4.4.4. DNA-Extraktion aus Agarosegelen 

Die gewünschten DNA-Banden werden mit einem Skalpell aus dem Agarosegel 

geschnitten. Die DNA-Extraktion wird mit dem Gelextraktionskit Nucleospin Extrakt II 

(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Deutschland) durchgeführt.  

 

 

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 µg DNA zugesetzt. Die Reaktion läuft in dem zum 

jeweiligen Restriktionsenzym zugehörigen Puffer (1x Endkonzentration) bei 37°C für 

0.5-1.5 h ab.  
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4.4.6. Ligation von DNA 

Die entsprechenden komplementären Enden des verdauten Vektors werden vor der 

Ligation dephosphoryliert, um die Re-Ligation der linearisierten DNA-Fragmente zu 

minimieren. Einem 20 µl Ansatz eines Restriktionsverdaus werden 1 µl alkalische 

Phosphatase (NEB) sowie 2.5 µl 10x Puffer und 1.5 µl H2O mQ zugegeben. Die 

Dephosphorylierung erfolgt bei 37°C für ca. 30 min. Anschließend wird das Enzym 

denaturiert, indem der Reaktionsansatz 20 min bei 65°C inkubiert wird. 

Für die Ligation von DNA-Fragmenten wird der linearisierte, dephosphorylierte Vektor und 

das Insert in einem molaren Verhältnis von Vektor zu Insert von 1:3 bis 1:5 eingesetzt, je 

nach Fragmentlänge der DNA-Fragmente: Je größer die Fragmentlänge des Inserts desto 

mehr Insert pro Vektor wird eingesetzt. Die Ligation erfolgt in einem Ansatz mit einem 

Volumen von 10 µl, wobei 1µl T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas) und 1 µl des vom 

Hersteller bereitgestellten Puffers enthalten sind. Der Reaktionsansatz wird 1 h bei 22°C 

bzw. über Nacht bei 16°C inkubiert und anschließend in chemisch kompetente E. coli 

Zellen transformiert. 

 

 

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

Zur Sequenzierung werden Plasmide mittels dem NucleoSpin® Plasmid Kit (Macherey-

Nagel GmbH & Co. KG, Deutschland) isoliert. Für die übrigen analytischen und 

präparativen Anwendungen wird nach dem Protokoll von Hattori (Hattori and Sakaki, 

1986) aufgearbeitet. 

Es werden in einem 2 ml Reaktionsgefäß in zwei Zentrifugationsschritten (14000 rpm, 

2 min) insgesamt 4 ml einer Übernachtkultur pelletiert und anschließend in 100 µl der 

Lösung I resuspendiert. Nach fünfminütiger Inkubation bei RT werden 200 µl der Lösung II 

zugegeben und vorsichtig mehrmals invertiert. Nach Inkubation auf Eis für 5 min folgt die 

Zugabe von 150 µl Lösung III. Nach erneutem vorsichtigem Invertieren wird der 

Reaktionsansatz erneut für 5 min auf Eis gestellt. Nach anschließender Zentrifugation bei 

14000 rpm für 10 min wird der Überstand mit 500 µl Phenol gemischt und nach 2 min 

Inkubationszeit bei RT 200 µl Chloroform zugegeben. Die Probe wird gemischt und für 

5 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Nach Überführen der wässrigen Phase in 1 ml 

96 % EtOH wird der Reaktionsansatz ca. 20 min bei RT inkubiert. Im Anschluss wird die 

Probe bei 14000 rpm für 10 min zentrifugiert und das so erhaltene Pellet in 500 µl 

70 % EtOH gewaschen. Der Überstand wird verworfen, das Pellet getrocknet, in 50 µl TE-

RNase aufgenommen und bei 37°C für 1 h inkubiert. 
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Lösung I: 50 mM Glucose 

 10 mM EDTA 

 25 mM Tris/HCl pH 8.0 

 

Lösung II: 0.2 M NaOH 

 1 % SDS (w/v) 

  

Lösung III: 3 M K-Acetat 

 11.5 % Eisessig (v/v) 

 

TE-RNase: 1 mM EDTA 

 10 mM Tris/HCl pH 8.0 

 100 µg/ml RNase 

 

 

 

4.4.8. DNA-Isolation aus Arabidopsis 

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

Für die DNA-Isolation wird ca. die Hälfte einer Kotyledone vom Keimling abgeschnitten 

und in 20-100 µl des mitgelieferten Puffers aufgenommen. Aus dieser Lösung wird 0.5-2 µl 

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 N2liqu schockgefroren, 

aufgeschlossen und unter Zugabe des 2x CTAB-Puffers für mindestens 10 min bei 65°C 

inkubiert. Nach einer kurzen Abkühlphase werden 300 µl Chloroform zugegeben und 

gründlich vermengt. Der Phasentrennung durch kurze Zentrifugation folgt die Überführung 

der wässrigen Phase in 300 µl 2-Propanol. Nach gründlichem Mischen wird die Probe für 

5 min bei 14000 rpm zentrifugiert, um die DNA zu pelletieren. Der Überstand wird 

verworfen und das Pellet in 500 µl 70 % EtOH gewaschen. Nach kurzer Zentrifugation 

wird der Ethanol abgenommen, das Pellet luftgetrocknet und in 50 µl TE-RNase 

aufgenommen. Nach einstündiger Inkubation bei 37°C kann die DNA-Präparation für 

weiterführende 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 mM EDTA 

 10 mM Tris/HCl pH 8.0 

 100 µg/ml RNase 

 

 

 

4.4.9. Polymerase chain reaction: PCR 

Die PCR wird zur analytischen Amplifikation von DNA-Fragmenten in einem Volumen von 

20 µl durchgeführt.  

Reaktionsansatz: 1 µl „template“-DNA 

0.2 µl PhireTM bzw. PhusionTM Hot Start DNA Polymerase 

(Finnzymes, Finnland)  

4 µl 5x PhireTM bzw. PhusionTM Reaktionspuffer 

1 µl dNTPs (Endkonzentration 0.5 mM)  

je 0.5-1 µl Primer  

11.8 µl H2O 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 nach Primer) für 10 Sekunden 

4. Elongation: 72°C für 20 Sekunden 

5. Extension: 72°C für 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 µg zur cDNA-Synthese 

mittels M-MUL V Reverse Transcriptase (Fermentas, Deutschland) eingesetzt. Um 

Kontamination mit genomischer DNA zu vermeiden, wird während der Extraktion DNAse 

zugegeben. Die anschließende RT-PCR erfolgt nach dem Ablauf einer PCR 

(s. Kap. 4.4.9.).  
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4.4.11. Real-time quantitative reverse transcription-PCR: qRT-PCR 

Die qRT-PCR wird am Lehrstuhl für Systembiologie der Pflanzen, TU München, 

Wissenschaftszentrum Weihenstephan durchgeführt. 

Aus Pflanzenmaterial wird mittels NucleoSpin RNA Plant Kit (Macherey-Nagel GmbH & 

Co. KG, Deutschland) die Gesamt-RNA isoliert und von dieser 2 µg zur cDNA-Synthese 

mittels M-MUL V Reverse Transcriptase (Fermentas, Deutschland) eingesetzt. Um 

Kontamination mit genomischer DNA zu vermeiden, wird während der Extraktion DNAse 

zugegeben. Für die Quantifizierung wird dem Reaktionsansatz der iQ SYBR Green 

Supermix (Bio-Rad, Deutschland) zugegeben. Die qRT-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) durchgeführt. 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 für Systembiologie der Pflanzen, TU 

München, Wissenschaftszentrum Weihenstephan) designet und zur Verfügung gestellt: 

 

ACT8 fw: TGAGACCTTTAATTCTCCAGCTATG 

ACT8 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.  

Für diese Transformation werden in einer 400 ml LB-Übernachtkultur die mit dem 

jeweiligen Konstrukt-tragenden Agrobakterien mit den entsprechenden Antibiotika 

herangezogen. Die Zellen werden bei 5000 g für 8 min in einem sterilen 

Zentrifugationsgefäß sedimentiert; das Pellet wird anschließend in 350 ml 

Infiltrationsmedium resuspendiert. Nach Überführen des resuspendierten Pellets in ein 

steriles 400 ml Dipp-Gefäß erfolgt die Transformation nach der Methode des „floral 

dipping“ (Clough and Bent, 1998): 

Die Infloreszenzen werden für ca. 30 Sekunden in die Lösung des resuspendierten Pellets 

eingetaucht. Nach einer Pause von 5 min werden die Infloreszenzen erneut für ca. 

30 Sekunden in diese Lösung eingetaucht. Nicht befeuchtete Infloreszenzen werden 

mittels Pipette einzeln benetzt. Zur Schaffung optimaler Transformationsbedingungen 

werden die Töpfe mit den transformierten Pflanzen über Nacht in Cellofanfolie eingepackt. 

Nach drei Tagen wird das „floral dipping“ zur Erhöhung der Transformationseffizienz 

wiederholt. 

 

Infiltrationsmedium: 50 g Saccharose 

(pro Liter) 500 µl Vac-IN-Stuff (Silwet L-77, Lehle Seeds, USA) 

 10 µl 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 

geöffnete Blüte; als Pollenempfänger werden kurz vor der Öffnung stehende 

Infloreszenzen verwendet. Bei diesen Infloreszenzen des Pollenempfängers werden 

mittels Pinzette Petalen und Stamina sowie gegebenenfalls auch Sepalen entfernt. Zur 

Bestäubung mit Fremdpollen wird der Spenderpflanze eine offene Blüte abgenommen und 

leicht zusammengedrückt, sodass aus der gespreizten Blüte die Stamina herausgedrückt 

werden. Mit dieser Blüte wird über die freigelegte Narbe der Empfängerpflanze gestrichen, 

sodass der Pollen daran sichtbar hängen bleibt. Nach der erfolgreichen Bestäubung wird 

der Griffel mit einem Stück Cellofanfolie umwickelt, um diesen vor Fremdbestäubung und 

Pollenverlust zu schützen. 
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Im Zuge dieser Arbeit werden folgende Kreuzungen durchgeführt: 

atcep1 x atcpr5 (SAIL_158_B06 x NASC stock code N3770) 

atcep3 ko x atcep1 ko (SALK_016791 x SAIL_158_B06) 

atnai1 x AtCEP2 Pflanzen (GK-136G06-012754 x PCEP2::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  

Für die makroskopische Analyse eines Pathogenese-Phänotyps werden ca. 5 Wochen 

alte Pflanzen (Wachstumsbedingungen vor und nach der Inokulation: 22°C, 10 h 

Beleuchtung mit 120µmol m-2s-2 bei 65 % relativer Luftfeuchtigkeit) folgender Genotypen 

mit 5-7 Konidien mm-2 des biotrophen Ascomyceten E. cruciferarum inokuliert (Höwing et 

al., 2014 (s. 7.2.)): 

atcep1 ko (SAIL_158_B06) 

atcep1 ko (SAIL_158_B06) mit funktionellem Reporterkonstrukt PCEP1::pre-pro-3xHA-

EGFP-AtCEP1-KDEL (Höwing et al., 2014 (s. 7.2.)) 

atcep1 ko (SAIL_158_B06) mit nicht funktionellem Reporterkonstrukt PCEP1::pre-pro-

3xHA-EGFP-KDEL (Höwing et al., 2014 (s. 7.2.)) 

atcep2 ko (SALK_079519) 

atcep3 ko (SALK_016791) 

atcep3 ko x atcep1 ko 

atcep_triple-ko/kd (atcep3xatcep1+AtCEP2-RNAi) Linie 2.21 und 3.14 

atcpr5 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 durchgeführt. Bei dieser 

sogenannten Bonitierung werden die befallenen Pflanzen in drei Kategorien der 

Suszeptibilität eingeteilt: weniger als 30 %, 30-60 % und mehr als 60 % mit 

E. cruciferarum befallener Blattfläche (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 Rosettenblättern der verwendeten 

Mutanten sowie dem Wildtyp Col-0. Das entsprechende Pflanzenmaterial (100-300 mg) 

wird in einem 1.5 ml Reaktionsgefäß in N2liqu schockgefroren und mit einem in N2liqu 

gekühlten Pistill zerstoßen. Nach ca. 1-2 min (keine vollständige Erwärmung auf RT!) wird 

die Probe mit einer 1-fach Konzentration des 6-fach Auftragspuffer 1/6 (v/v) für 10 min bei 

95°C inkubiert. Das Gemisch wird für 1 min bei 14000 rpm zentrifugiert und 20-40 µl des 

Überstands zur SDS-PAGE eingesetzt. 

 

6-fach Auftragspuffer: 350 mM Tris/HCl pH 6.6 

30 % Glycerin (v/v) 

10 % SDS (w/v) 

0.5 % Bromphenolblau (w/v) 

10 % ß-Mercaptoethanol (v/v)  

 

 

 

4.5.2. Immunpräzipitation 

1-10 g Pflanzenmaterial von Arabidopsis werden in einer Reibschale in N2liqu 

schockgefroren und mit einem in N2liqu gekühlten Pistill zerstoßen. Pro Gramm wird 1 ml 

Aufschlusspuffer (50 mM Tris/HCl, 100 mM NaCl, 10 % Glycerol (v/v), pH 7.5) zugegeben 

und verrührt. Nach Auftauen des Probengemisches wird dieses sedimentiert (14000 rpm, 

4°C, 10 min). Der Überstand wird mit 70-100 µl α-HA Affinitätsmatrix (Roche Diagnostics 

GmbH, Mannheim, Deutschland) immunpräzipitiert (1-2 h, 4°C, invertieren). Nach der 

Immunpräzipitation wird der Reaktionsansatz dreimal mit dem Aufschlusspuffer 

gewaschen (2000-3000 rpm, 1 min). Die α-HA Affinitätsmatrix mit der gebundenen Probe 

wird 20 min bei RT in 200 µl 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 

für AtCEP2 (PCEP2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) im Col-0 Wildtyp Hintergrund 

exprimieren, immunpräzipitiert. Es wird 1 g Frischgewicht eingesetzt.  

Nach dem Waschen der α-HA Affinitätsmatrix, wird diese mit 200 µl 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 Überstand anschließend 

abzentrifugiert (s. Abb. 37 Reihe 1, 4). Die α-HA Affinitätsmatrix wird daraufhin bei 95 °C 



Material und Methoden 

173 
 

inkubiert und der Überstand (s. Abb. 37 Reihe 3, 5) erneut von der α-HA Affinitätsmatrix 

(s. Abb. 37 Reihe 4, 6) abzentrifugiert. Als Kontrolle wird zusätzlich eine α-HA 

Affinitätsmatrix ohne Proteinextrakt mit Puffer bei pH 4.0 inkubiert (s. Abb. 37 Reihe 7).  

Die α-HA Affinitätsmatrix und die Überstände werden anschließend mittels SDS-PAGE 

aufgetrennt und mittels Western-Blot Analyse durch Dekorierung mit verschiedenen 

Antikörpern (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. Hierfür 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, München) gegossen. Zuerst wird die Lösung des Trenngels zur 

Polymerisation in die entsprechende Vorrichtung gegossen. Eine Überschichtung des 

Trenngels mit Isopropanol gewährleistet eine gerade Lauffront. Nach der Polymerisation 

des Trenngels sowie dem Entfernen des Alkohols wird das Sammelgel aufgegossen. Die 

Auftragstaschen werden durch eingesetzte Kämme 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 für ca. 1.5 h 

in 1-fach SDS-Laufpuffer durchgeführt. 

 

6-fach Auftragspuffer: 350 mM Tris/HCl pH 6.6 

30 % Glycerin (v/v) 

10 % SDS (w/v) 

0.5 % Bromphenolblau (w/v) 

10 % ß-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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Stammlösungen 12.5 % Trenngel 15 % Trenngel Sammelgel 

Acrylamidlösung 30 % 8.3 ml 10 ml 1.7 ml 

H2O mQ 7.7 ml 6 ml 6.9 ml 

2 M Tris/HCl pH 8.8 3.72 ml  

1 M Tris/HCl pH 6.6  1.25 ml 

10 % SDS (w/v) 200 µl 100 µl 

TEMED 6.7 µl 5 µl 

10 % APS (w/v) 200 µl 150 µl 

Gesamtvolumen 20 ml (2-4 Gele) 10 ml (4 Gele) 

 

 

 

4.5.4. Coomassie-Färbung 

Zur Detektion der Proteine werden SDS-PAGE Gele Coomassie-gefärbt. Hierfür werden 

diese nach der Elektrophorese für wenige Stunden bis über Nacht unter langsamen 

horizontalem Rotieren (Orbitalschüttler) in einer Coomassie-Lösung inkubiert. Die 

Entfärbung der Gele erfolgt mittels einer Entfärber-Lösung für ca. 6-24 h, wobei diese 

mehrmals gewechselt werden muss. 

 

Coomassie-Lösung:  40 % Methaol (v/v) 

10 % Eisessig (v/v) 

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

 

Entfärber-Lösung: 40 % Ethanol (v/v) 

10 % Eisessig (v/v) 
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4.5.5. Silberfärbung 

Die Silberfärbung wurde nach der Methode von Blum (Blum et al., 1987) durchgeführt. Mit 

dieser sensitiven Färbung können Proteinmengen von 1 bis 10 ng nachgewiesen werden. 

Zuerst werden die Proteine im Gel für mindestens 1 h fixiert und anschließend für 20 min 

dreimal gewaschen. Es folgt eine Sensibilisierung der Proteine mit Natriumthiosulfat für 

1 min und erneutes dreimaliges Waschen für 20 min. Bei der 20-minütigen Imprägnierung 

mit Silbernitrat werden Silber-Ionen von geladenen Resten der Proteine komplexiert und 

es kommt zu einer Silberkeimbildung. Es folgen ein erneuter Waschschritt für dreimal 

20 Sekunden und die Entwicklung unter Schütteln für ca. 0.5-5 min. Das Gel wird zur 

Minimierung des Hintergrunds frühzeitig dreimal je 20 Sekunden mit H2O gewaschen und 

die Entwicklung wird mit einer Methanol/Eisessiglösung abgestoppt. Das gefärbte Gel 

kann in der Entfärbelösung gelagert werden. 

 

Fixierlösung 

50 % Methanol (v/v) 

12 % Essigsäure /v/v) 

0.5 ml/l Formaldehyd (37 %) 

 

Vorbehandlung 

0.2 g/l Na2S2O3 x 5 H2O 

Färbelösung 

2 g/l AgNO3 

Entwickler 

60 g/l Na2CO3 

4 mg/l Na2S2O3 x 5 H2O 

0.5 ml/l Formaldehyd (37 %) 

Entfärbelösung 

35 % Methanol (v/v) 

10 % Essigsäure (v/v) 

 

 

 

4.5.6. Western Blot 

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

auf Nitrocellulose-Membranen übertragen und fixiert. Hierfür wird das Gel luftblasenfrei 

auf die zuvor in Puffer A equilibrierte Nitrocellulose (Protran Nitrocellulose-

Transfermembran, Porengröße 2 µm, Whatman) gelegt und in eine Haltevorrichtung 

eingespannt. Der Proteintransfer auf die Membran erfolgt gekühlt (durch Kühlraum oder 

Kühlakku) bei 100V und 350 mA für 1.5 h im Puffer A (Mini-Trans-Blot® Kammer, Biorad, 

München). 

10x Puffer A: 1.92 M Glycin 

 250 mM Tris/HCl  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 für eine Stunde unter langsamen 

Schütteln geblockt. Dem Blocken folgt die Dekoration (1-3 h) mit den entsprechenden 

primären Antikörpern verdünnt in 1xTBST, 1% BSA, 0.02% NaN3: 

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

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

α-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 für jeweils 5 min mit 1xTBST und 

die Dekoration mit den entsprechenden sekundären Antikörpern, gekoppelt mit Alkalischer 

Phosphatase (AP). Nach erneutem sechsmaligem Waschen für jeweils 5 min mit 1xTBST 

wird die Membran 5 min in AP-Puffer equilibriert.  

Für die anschließende Farbreaktion wird die Membran in Dunkelheit (1-24 h) mit 5 ml der 

AP-Färbelösung inkubiert, bis Banden sichtbar werden. Abgestoppt wird die Farbreaktion 

durch mehrmaliges Waschen der Nitrocellulose-Membran mit H2O mQ.  

 

10x TBS: 200 mM Tris/HCl 

1.5 M NaCl 

pH 7.5 mit HCl einstellen 

 

TBST: 1xTBS 

0.05 % Tween 20 (v/v) 

 

AP-Puffer:  100 mM NaCl 

5 mM MgCl2 

100 mM Tris/HCl 

pH 9.5 mit NaOH einstellen 

 

NBT-Stammlösung:  5 % NBT (w/v) (Nitrotetrazoliumblau, Boehringer, 

Ingelheim) in 70 % DMF (Dimethylformamid) 

 

BCIP-Stammlösung:  5 % BCIP (w/v) (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat, 

Boehringer, Ingelheim) in 100 % DMF (Dimethylformamid) 

 

AP-Färbelösung: 5 ml AP-Puffer 

30 µl NBT 

15 µl 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-β-D-thiogalactopyranosid) analysiert. 

Hierzu werden 25 ml-Kulturen bei den Temperaturen 20°C, 30°C und 37°C bis zu einer 

OD600 von etwa 0.4-0.6 geschüttelt und dann mit verschiedenen Konzentrationen IPTG (0, 

5, 50, 100, 200, 500, 1000 µM IPTG) induziert. Die induzierten Kulturen werden über Nacht 

inkubiert und am nächsten Tag geerntet. 

Die Ernte der Zellen erfolgt durch Zentrifugation bei 4000 g und 4°C für 20 min. Nach 

Verwerfen des Überstands wird das Pellet je Gramm Feuchtgewicht in 3 ml des Puffers 1 

resuspendiert. Zum Aufbrechen der Zellen werden diese in N2liqu schockgefroren und im 

Wasserbad bei 37°C wieder aufgetaut. Nach 30 min Inkubation auf Eis folgt ein DNase-

Verdau (20 µg DNase/ml Zellaufschluss) bei 37°C, bis der Zellaufschluss nicht mehr 

viskos ist. Durch Zentrifugation (50000 g, 4°C, 20 min) werden die löslichen Proteine im 

Überstand von den unlöslichen Proteinen in den „inclusion bodies“ getrennt. 

Unlösliche Proteine müssen zu Analysezwecken in Lösung 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 Überstand wird verworfen und das gewaschene 

Pellet in 3 ml/Gramm Feuchtgewicht in Puffer 2 resuspendiert. Nach erneuter 

Zentrifugation (50000 g, 4°C, 20 min) enthält der Überstand nun die unlöslichen 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 Antikörpern zur Detektion der reifen Untereinheit von 

AtCEP besitzen ihre optimale Expressionsbedingung bei 37°C und 100 µm IPTG. Sie 

liegen in der unlöslichen Fraktion in „inclusion bodies“ vor. 

Puffer 1: 500 mM NaCl 

 1 mg/ml Lysozym 

 150 µM PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid, 50 mM in 

Isopropanol) 

 20 mM Na-Phosphat  pH 7.4 

 

Puffer 2: 20 mM Na-Phosphat 

 500 mM NaCl 

 8 M Harnstoff 

 pH 7.4 

 

DNase (1 mg/ml): 2 mg/ml DNase 

 150 µM NaCl 

 1 mM MgCl2 

 10 mM Tris/HCl  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 größerem Maßstab (mehrere Liter) durchgeführt. Hierzu wird die 

Hauptkultur aus einer Übernachtkultur 1:1000 angeimpft und bei 37°C bis zu einer 

OD600 = 0.6 geschüttelt. Nach der Induktion mit 100 µm IPTG wird über Nacht inkubiert. 

Die anschließende 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 Affinität von Histidin für zweiwertige 

Metallionen, zumeist Nickel oder Cobalt. 

Nach Equilibrierung der Cobalt-Matrix (Talon-Metal-Affinity-Resin, Takara Clontech) mit 

dem 10-fachen Säulenvolumen Equilibrierungspuffer wird die Probe auf die Säule 

geladen. Nach einem weiteren Waschschritt mit dem 10-fachen Säulenvolumen 

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 Säulenvolumen 

Elutionspuffer mit 500 mM Imidazol gewaschen und in diesem bei 4°C aufbewahrt.  

Beide Konstrukte AtCEP1-pET24a und AtCEP2-pET24a eluieren bei 100 mM Imidazol. 

 

Equilibrierungspuffer: 300 mM NaCl 

 Na-Phosphat  pH 8.0 

 

Elutionspuffer: 300 mM NaCl 

 5-500 mM Imidazol (Roth) 

 Na-Phosphat  pH 8.0 

 

Lagerpuffer: 300 mM NaCl 

 0.2% NaN3 (w/v) 

 Na-Phosphat  pH 8.0 

 

Die Eluate werden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Coomassie-Lösung gefärbt. 

Die blau-gefärbten Gelbereiche der Eluate werden ausgeschnitten und zur Immunisierung 

von Hasen verwendet (Davids Biotechnology, Regensburg, Deutschland). Der Antikörper, 

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. Färbungen für die Mikroskopie 

Wheat germ agglutinin (WGA): Chitin-Färbung 

Es werden Rosettenblätter 5 bzw. 6 Tage nach Inokulation (dpi) mit E. cruciferarum mit 

wheat germ agglutinin tetramethylrhodamin (WGA-TMR, Invitrogen Molecular Probes, 

Deutschland) für die Fluoreszenz-Mikroskopie gefärbt. Die Rosettenblätter werden in einer 

Ethanol-Eisessig Lösung (EtOH:HAc, 6:1 (v/v)) für mehrere Tage entfärbt. In dieser 

Lösung sind diese unbegrenzt haltbar. Zur Färbung werden die Blätter mit H2O bidest. 

vorsichtig in einer Petrischale für 1 min gewaschen und anschließend für 6 min in 1xPBS 

(140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na2PHO4, 1.5 mM KH2PO4, pH 7.4) inkubiert. 

Danach werden die Blätter in 1.5 ml Reaktionsgefäßen mit der Färbelösung bei -0.8 bar 

zweimal Vakuum-infiltriert. Nach 24-48 h Inkubation bei 4°C werden die Blätter entweder 

direkt zur Mikroskopie eingesetzt oder zusätzlich mit Methylblau gefärbt. 

 

Färbelösung: 50 µl WGA-TMR (1 µg/µl) 

 50 µl BSA (1 µg/µl) 

    4.9 ml 1xPBS 

 

 

Methylblau: Färbung von nekrotischen Zellen und Callose-angereicherten Strukturen 

Es werden Rosettenblätter 5 bzw. 6 dpi und 10-14 dpi mit E. cruciferarum mit Methylblau 

für die Fluoreszenz-Mikroskopie und CLSM gefärbt. Die entfärbten und eventuell mit 

WGA-gefärbten Rosettenblätter werden mit H2O bidest. abgewaschen und für ca. 10 min 

bei RT in einem 67 mM K2HPO4 Puffer eingelegt. Diese Blätter werden daraufhin für 

ca. 2-4 h im Dunkel bei RT in einer Färbelösung inkubiert und direkt zur Mikroskopie 

eingesetzt.  

Färbelösung: 0.05 g Methylblau (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, 

Deutschland) 

    100 ml 67 mM K2HPO4 
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Calcofluor: Färbung der Zellwand 

Es werden Wurzeln von 7 d alten homozygoten Keimlingen, die ein funktionelles 

Reporterkonstrukt für AtCEP2 (PCEP2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) im Col-0 

Wildtyp Hintergrund exprimieren, und als Vergleich von Col-0 Wildtyppflanzen mit einer 

Calcofluor-Färbelösung (Calcofluor White Stain, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, 

Deutschland) versetzt. Die mit einem Skalpell abgetrennt Wurzeln werden auf einem 

Objektträger in ca. 100-150 µl Färbelösung aufgenommen und sofort zur Mikroskopie 

verwendet. 

Färbelösung: 200 µl 500 mM Na-Phosphat  pH 7.5 

 400 µl H2O bidest. 

 400 µl Calcofluor White stain 

 

 

Probidiumiodid: Färbung 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 (atcep3xatcep1+AtCEP2-RNAi) Linie 2.21 und 3.14 sowie vom 

Wildtyp Col-0 mit einer Probidiumiodid-Färbelösung (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

München, Deutschland) versetzt. Die mit einem Skalpell abgetrennt Wurzeln werden auf 

dem Objektträger in ca. 100-150 µl Färbelösung aufgenommen und sofort zur Mikroskopie 

verwendet. 

 

Konzentration der Stammlösung: 1 mg Probidiumiodid in 1 ml H2O bidest. 

Konzentration der Färbelösung: 20 µg/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) 

Vergrößerungen. Das Fluorochrome Methylblau wird über einen UV-Filter und WGA über 

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 Blattflächen unter dem Infektionsstress des 

echten Mehltaupilzes 

Es werden Rosettenblätter der homozygoten atcpr5 Mutante sowie der homozygoten 

atcep1 x atcpr5 Doppelmutante 5 dpi mit E. cruciferarum mit dem Farbstoff Methylblau 

inkubiert (s. Kap. 4.6.1.). Dies färbt sowohl nekrotische Zellen als auch Callose-

angereicherte Strukturen wie beispielsweise Papillen und Einkapselungen gebildeter 

Haustorien von E. cruciferarum.  

Zur Auswertung der nekrotischen Blattfläche werden ausschließlich Flächen, die mit 

Kolonien von E. cruciferarum bewachsen sind, analysiert. Die Fläche wird über die 

Fluoreszenzintensität quantifiziert. Fluoreszierende Flächen sind nekrotische Zellen sowie 

Callose-angereicherte Strukturen wie beispielsweise Papillen und Einkapselungen 

gebildeter Haustorien von E. cruciferarum. Es werden Fluoreszenz-Aufnahmen von 65 

fluoreszierenden Flächen, wobei jede der Flächen exakt von einer Kolonie des echten 

Mehltaupilzes bewachsen ist, auf 19 Rosettenblättern der homozygoten atcpr5 Mutante 

sowie der homozygoten atcep1 x atcpr5 Doppelmutante erstellt. Die fluoreszierenden 

Flächen der nekrotischen Blattläsionen werden mittels des Bildverarbeitungsprogramms 

ImageJ graphical analysis software (Rasband, 1997-2014) quantifiziert. Der 

Schwellenwert für das Hintergrund-Rauschen wird auf die stärksten unspezifischen 

Fluoreszenz-Signale eingestellt. Die Bereiche der spezifischen Fluoreszenz-Signale 

werden ausgewählt und die Fläche mittels der Software vermessen. In dieser 

vermessenen Fläche 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 Flächen der Kolonien 

von E. cruciferarum, die keine nekrotischen Läsionen aufweisen, aufgrund ihrer Intensität 

quantifiziert. Hierfür werden 10 Kolonien auf 5 Rosettenblättern homozygoten atcpr5 

Mutante sowie der homozygoten atcep1 x atcpr5 Doppelmutante ausgewertet. Diese 

erhaltenen Durchschnittswerte ohne nekrotische Blattläsionen werden von den 

Durchschnittswerten mit Blattläsionen subtrahiert. Somit erhält man die Fläche der 
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nekrotischen Blattläsionen ohne die dem echten Mehltaupilz zugehörigen 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 Rosettenblätter 5 bzw. 6 dpi mit E. cruciferarum mit WGA und Methylblau 

(s. Kap. 4.6.1.) gefärbt. Mit dieser Doppel-Färbung können 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 

ausgezählt. 

Experiment 1: Es werden auf jeweils 3 Rosettenblättern von atcep1 ko (SAIL_158_B06) 

und Col-0 Wildtyppflanzen jeweils 54 Kolonien von E. cruciferarum 5 dpi ausgewertet. Die 

Ergebnisse werden in einem zweiten unabhängigen Experiment mit 48 Kolonien von 

E. cruciferarum auf jeweils 3 Rosettenblättern pro Genotyp bestätigt (biologisches 

Replikat, unabhängige Inokulation). Die statistische Signifikanz wird in einem zweiseitigen 

Student‘s t-Test ermittelt. 

Experiment 2: Es werden auf jeweils 2 Rosettenblättern von atcep1 ko (SAIL_158_B06), 

atcep3 ko (SALK_016791), atcep3 ko x atcep1 ko und Col-0 Wildtyppflanzen jeweils 42 

Kolonien von E. cruciferarum 6 dpi ausgewertet. Die Ergebnisse werden in einem zweiten 

unabhängigen Experiment mit ebenfalls 42 Kolonien von E. cruciferarum auf jeweils 2 

Rosettenblättern pro Genotyp bestätigt (biologisches Replikat, unabhängige 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) Vergrößerungen. Größere Vergrößerungen 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 

 

 

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

(Bitplane) verwendet.  
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4.6.3.1. Statistische Auswertung von Primärwurzeln sowie deren Zelllängen und –breiten 

Von 5, 7 und 11 d alten Keimlingen (Wachstumsbedingungen s. Kap. 4.3.) werden jeweils 

die Länge von 120 Primärwurzeln statistisch ausgewertet. Hierfür werden folgende 

homozygote Linien verwendet: 

atcep1 ko (SAIL_158_B06) 

atcep2 ko (SALK_079519) 

atcep3 ko (SALK_016791) 

atcep3 ko x atcep1 ko (SALK_016791 x SAIL_158_B06) 

atcep_triple-ko/kd (atcep3xatcep1+AtCEP2-RNAi) Linie 2.21 und 3.14 

Als Vergleich wird die durchschnittliche Primärwurzellänge von 120 Col-0 Wildtyppflanzen 

ausgemessen.  

Die Ergebnisse werden in einem weiteren unabhängigen Experiment mit der 

Stichprobenanzahl 120 bestätigt (biologisches Replikat). 

Zur Ausmessung der Primärwurzellänge wird das Bildverarbeitungsprogramms ImageJ 

graphical analysis software (Rasband, 1997-2014) verwendet. Es wird ein Lineal neben 

den Primärwurzel platziert und abfotografiert. Über dieses Lineal kann die Maßeinheit 1cm 

im Bildverarbeitungsprogramms ImageJ graphical analysis software definiert werden. Die 

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

 

Es werden die Primärwurzeln 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 gefärbt (s. Kap. 4.6.1.)  und am CLSM Fluoview FV 1000, Olympus, Japan 

mikroskopiert.  

Es wird sowohl die Länge als auch die Breite der LRC in einer 200-fachen Vergrößerung 

ausgemessen. Die Länge der LRC wird als der Abstand vom ruhenden Zentrum zur 

„PCD Site I“ definiert und die Breite der LRC wird auf Höhe der „PCD Site I“ gemessen 

(s. Abb. 27). In der „PCD Site I “ am oberen Ende der LRC finden sich die längsten 

LRC-Zellen (s. Abb. 27 Stern). An dieser Position wird die Zelllänge der 3-5 längsten 

LRC-Zellen sowie deren Zellbreite in einer 400-fachen Vergrößerung ermittelt. 

Des Weiteren wird die Länge der meristematischen Zone, die als der Abstand vom 

ruhenden Zentrum zur ersten elongierten Epidermiszelle definiert wird, in einer 200-fachen 

Vergrößerung analysiert (s. Abb. 27). 

Für diese Auswertung werden drei unabhängige Experimente (biologische Replika) 

analysiert: Stichprobenumfang in Experiment 1 = 15, in Experiment 2 = 15 und in 

Experiment 3 = 16. 
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In der Elongationszone werden die Zelllänge und -breite der drei längsten Trichoblasten 

(elongierte Zellen, die Wurzelhaare ausbilden) am Übergang 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 Vergrößerung 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 Höhe dieser längsten 

Trichoblasten ebenfalls in einer 200-fachen Vergrößerung analysiert. 

Für diese Auswertung werden zwei unabhängige 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 Größenstandard besitzt. Die 

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

 

 

4.6.3.2. Statistische Auswertung einer zeitlichen Verzögerung beim Austritt von 

Seitenwurzel-Primordia 

Keimlinge folgender homozygoter Linien wachsen 7-10 d auf MS-Platten 

(Wachstumsbedingungen s. Kap. 4.3.): 

atcep1 ko (SAIL_158_B06) 

atcep2 ko (SALK_079519) 

atcep3 ko (SALK_016791) 

atcep3 ko x atcep1 ko (SALK_016791 x SAIL_158_B06) 

atcep_triple-ko/kd (atcep3xatcep1+AtCEP2-RNAi) Linie 2.21 und 3.14 

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

Die zeitlichen Verzögerungen beim Austritt der Seitenwurzel-Primordia werden in einem 

„bending assay“ analysiert. Hierbei wird 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. 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 

Vergrößerung zur quantitativen Auswertung mikroskopiert. Die Seitenwurzel-Primordia 

der entsprechenden Genotypen werden in folgende Entwicklungsstadien eingeteilt 

(s. Abb. 39):  



Material und Methoden 

186 
 

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 unabhängigen Experimenten (biologische 

Replika) in folgendem Stichprobenumfang ausgewertet:  

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

atcep1 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 atcep1 ko: 22, 22, 27, 26  

atcep_triple-ko/kd (atcep3xatcep1+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 Formaldehydlösung (4 % in 1xPBS (140 mM NaCl, 2.7 mM 

KCl, 4.3 mM Na2PHO4, 1.5 mM KH2PO4, pH 7.4) und 0.1 % Tween) für eine Stunde fixiert. 

Anschließend erfolgen mehrere Waschungen mit Reinwasser und 1xPBS. Mittels eines 

PAP-pen werden auf einem Objektträger ovale Zonen markiert, in denen alle 

nachfolgenden Schritte durchgeführt werden. Gewaschene Wurzeln werden mittels 

Pinzetten flächig auf dem präparierten Objektträger 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 für 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 für 1 h inkubiert. 

Anschließend erfolgen mehrere Waschungen mit Reinwasser und 1xPBS. Nach Waschen 

werden die Präparate mit einer Blockierlösung (2 % BSA in 1xPBS und 0.01 % Tween) für 
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30 min bei RT inkubiert. Danach erfolgt die Inkubation mit dem Peptid-Antikörper 

AtCEP2-II (1:60; Eurogentec, Belgien; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)) über Nacht bei 4°C. Der 

Peptid-Antikörper AtCEP2-II aus Hase bindet an die letzten 15 Aminosäuren am Ende der 

AtCEP2 Untereinheit, die direkt N-terminal zum „KDEL“ ER-Rückhaltesignal benachbart 

sind (C-IKLSSSNPTPKDGDV) (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). Das Präparat wird danach mit 

Blockierlösung gewaschen. Anschließend erfolgt die Inkubation mit einem Cyanin CY2-

gekoppelten sekundären Antikörper gegen Hase (1:60; Dianova, Hamburg, Deutschland) 

bei 37°C für 4 h. Das Präparat wird darauffolgend mit Blockierlösung gewaschen und für 

die Mikroskopie mit Wasser eingedeckelt.  

Die Mikroskopie erfolgt an einem CLSM (Leica SP8, Wetzlar, Deutschland) mit einem 

40-er Objektiv bei einer Laserintensität von 20 %. Der Cyanin CY2-gekoppelte sekundäre 

Antikörper wird bei einer Wellenlänge von 488 nm angeregt und die Emission in einem 

Wellenlängenbereich von 500-550 nm mikroskopiert. Des Weiteren wird die 

Autofluoreszenz der pflanzlichen Zellwand bei einer Wellenlänge von 405 nm angeregt 

und die Emission in einem Wellenlängenbereich von 420-475 nm mikroskopiert. 

Diese „Whole Mount“ Immunlokalisierung wurde in Kollaboration mit der Universität 

Regensburg (Lehrstuhl für Zellbiologie und Pflanzenbiochemie, AG Hammes) 

durchgeführt. Benedikt Müller (benedikt.mueller@biologie.uni-regensburg.de) führte diese 

„Whole Mount“ Immunlokalisierung und die anschließende Mikroskopie am CLSM (Leica 

SP8, Wetzlar, Deutschland) sowie die Bearbeitung der Rohdaten selbstständig durch. 

 

 

4.7. Chemikalien und Enzyme 

Für die durchgeführten Methoden im Zuge dieser Arbeit wurden Chemikalien der Firmen 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland und Carl Roth GmbH + Co KG 

Karlsruhe, Deutschland verwendet. Chemikalien oder Lösungsmittel 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. Geräte 

 

Gerät Modell Hersteller 

Blotting-Apparatur Mini Trans-Blot Cell Bio-Rad 

Feinwaage Handy Sartorius analytic 

Gelelektrophorese-Netzteil EPS 200/301/EV231 Pharmacia Biotech 

Inkubatoren 

WTB Brutschrank Binder 

Thermoshake Gerhardt,  

Thermoshake Infors AG 

Kippschüttler RotoShake Genie Scientific Industries 

Magnetrührer 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 
Ultrospec 2000 UV/Visible 

Spectrometer 
Pharmacia Biotech 

SDS-Gelelektrophorese Mini Protean 3 System Bio-Rad 

Sterilbank Laminar Flow Workstation Microflow 

Schüttler  Orbit LS Labnet 

Ultraschall Sonopuls HD2070 Bandelin 

Vakuumpumpe Membran-VP Vacuubrand 

Vortexer MS1 IKA 

Waage BP 3100 S Sartorius 

Zentrifugen 

Avanti J-25 Beckmann Coulter 

Typ 5810 Eppendorf AG 

Typ 5415C Eppendorf AG 

Typ 5415R (Kühlzentrifuge) Eppendorf AG 
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6. Anhang 

6.1. Erzeugung von Fusionsproteinen für AtCEP3 mit einem dreifachen 

Hämagglutinin-tag und verschiedenfarbigen Fluoreszenzproteinen unter 

dem respektiven endogenen Promotor 

 

6.1.1. Klonierungsstrategie für das funktionelle Reporterkonstrukt PCEP3::pre-pro-

3xHA-EGFP-AtCEP3-KDEL 

 

DNA-Sequenz: 
GGTACCcacaaaacagaggagactgaaagactgattttattaagtctgtacggtactcagaaaacagaggatctagtttc

ttgccatataagttatctattctagtactttttcttttaatcttatataaatatcgaaagccatgaaatcatacattcga

aagatctattaaaggcttctttttaacttgggtggtcttttttttttttgggtggtctttgtttttcaagatatgttcgt

caatctctctccacaaaaatgttaagctctttttttctatctttgttgttttcagattttagattcttcaaatcgaaacc

ttctccgaaggtatgtgtcctcaatctttttcttatgtttgatcttctgatttatttttttaataatatgatggtctttt

cattataaatttgctcttataattttgacctttcatcttatgtagttgcagattttacagtctattgatatgtggtccaa

tctcattaaccaaagaactcttcgtgggatcttccaaatcacttaaagaggccggagacaacgcatgcaaaatcacacac

atacacacgtacataacatacatacaaatacacacacgaatacaaacatacatgcatgcatacaaacttacatacataca

tacaaatatacatacatgcattcatacattcatacatgcatacatgcatacatgcatttatacattcaaacatacataca

tatatacatgcattcatacatacatacatgcagtcatacattcatacatgcattcatgcattcatacattcagtcataca

ttcatacatgcattcatgcattcatacattcatacatacatacatgcattcatgcattcatacattcatacatacatgca

ttcatgcattcaaacatacatgtatgcatacatacatacgtacaatattgttaagtcttaactcaaacaatttatgtata

gaataaataaataaaaatgtataaaagaccatttttgtatagaaacattgttggccgcgcactagttcacggacatagga

agggaaatgataaaactcgattagataaggtggttttcttgtcttgaactcgattaaataacatgaattattgacttatt

gtcgtatagcctaaggtacgtatagagtcaccagctcgagcttatttgcttttgcattactttgagtaaaataatttcca

ttgaaatatctataatttaatttaatgaagaggacccaacccatcttcatcttatctttaccatttatataaatccactg

aaaatgggaatggacgtacgtgttctattgtgtttctaccaaatatttttgcgttttaatatctttcaactgtctctacc

aaatctaaattggttagacttcaatatatattattcataaagttttgtcgtgtttcacgtgtttatgaaacgtacccgtt

cttgcatttagtcccacgcactatctttttttatccatacttgattactttctcaattcgtcgatctcacacatattata

tccggccaagcggctaagtccaccataaaaacgaattatatcgataaccggaatgttatcagaaatttacaatgtaatat

ttctggaatgactattaactttgacgttgttacgagtttaataatttttgaaaagactatataactctcaaaacgtacat

gtaatttttagcaatgtccttggagaaaacaagtgtaacaattacatgtacgtgtaaattaaaaataatgcaaatgtcag

tcaatatttcgaggaaacaatatatttctgttcccatctctaatcatttcctcaatcatataccataaaaggcataaaca

gaaccaaccaaccaaccaaccaacaagaagaagaatccaaagacATGAAACTTTTCTTTATTGTTCTCATCTCTTTTCTT

TCCCTCCTCCAAGCATCAAAAGGATTCGATTTCGACGAAAAAGAATTAGAAACCGAAGAGAACGTATGGAAGCTCTATGA

GAGGTGGAGAGGCCACCACTCTGTATCCAGAGCCTCCCACGAGGCAATAAAGCGGTTCAACGTTTTTAGACACAATGTCC

TTCATGTCCACAGGACTAACAAAAAGAACAAGCCTTACAAACTCAAGATCAATAGATTCGCCGACATAACGCACCACGAG

TTTAGAAGCTCCTACGCTGGCTCTAATGTTAAGCATCACCGAATGCTTCGTGGACCGAAGCGCGGATCTGGTGGTTTCAT

GTATGAGAATGTGACCAGAGTTCCGAGTCTCGAGtacccatacgacgttcctgactatgcgtcactctacccctatgacg

taccggattatgcatccctatatccgtatgatgttccagattacgcttctctacgttcctctagaggcgtccaccatatg

GTCGACATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGG

CCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCG

GCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCAC

ATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGG

CAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCA

AGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAG

AAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCA

GAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACC

CCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTAC

AAGTCCGGAGCTGCTGCCGCTGCCGCTGCGGCAGCGGCCGGATCCGTTCCGAGTTCTGTTGATTGGCGAGAGAAAGGAGC

TGTCACTGAGGTCAAGAATCAACAAGATTGTGGAAGTTGCTGGGCGTTTTCGACGGTTGCAGCAGTGGAAGGGATAAACA

AGATCAGAACAAACAAACTGGTTTCATTGTCTGAACAAGAGCTTGTGGATTGTGACACTGAAGAGAATCAAGGTTGTGCA

GGAGGTCTCATGGAACCTGCGTTTGAATTTATAAAGAACAATGGTGGCATCAAAACCGAAGAGACTTATCCTTACGATTC

CAGTGACGTTCAATTCTGTAGAGCTAATAGTATTGGTGGAGAAACTGTAACCATCGATGGACACGAACACGTCCCTGAGA

ATGATGAGGAAGAACTTCTCAAAGCTGTTGCTCACCAGCCTGTCTCTGTAGCTATTGATGCTGGGAGCTCAGATTTCCAG

CTTTACTCTGAGGGTGTGTTTATCGGAGAATGCGGGACTCAGTTGAACCACGGGGTGGTGATTGTTGGGTATGGAGAGAC

CAAAAATGGAACAAAATATTGGATAGTAAGGAACTCATGGGGACCTGAATGGGGAGAAGGAGGCTATGTTCGGATAGAAA

GAGGAATATCGGAGAATGAAGGACGTTGCGGTATAGCCATGGAGGCTTCTTATCCCACCAAGCTCTCTTCGACTCCTTCT

ACTCATGAGTCAGTAGTTCGTGATGATGTTAAAGACGAGCTCTAGagactttaagtcattgaaaactgaatttcgaacca

ttcttctagtgagcttacactgagtttattattttatggattgaggttcatgggtttcagtttacacatttatcgtgtat

tcatcttaaattgagacgatttttatctccttgtaatattggccagcatttgctttgcggaaaaatggcgttaaatGCGG

CCGC 
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Verwendete Primer zur PCR-Amplifikation und Klonierung: 

 

Primerpaar 1 zur Amplifikation des Promotors mit Prä-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:  cctgaaGGATCCggccgctgccgcagcggc 

 

Primerpaar 3 zur Amplifikation von AtCEP3 (918 bp): 

Sense:  aagGGATCCgttccgagttctgttgattg 

Antisense:  gtgGCGGCCGCatttaacgccatttttcc 

 

 

Proteinsequenz: 
 

MKLFFIVLISFLSLLQASKGFDFDEKELETEENVWKLYERWRGHHSVSRASHEAIKRFNVFRHNVLHVHRTN

KKNKPYKLKINRFADITHHEFRSSYAGSNVKHHRMLRGPKRGSGGFMYENVTRVPSLEYPYDVPDYASLYPY

DVPDYASLYPYDVPDYASLRSSRGVHHMVDMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGK

LTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVK

FEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQN

TPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYKSGAAAAAAAAAAGSVPSSV

DWREKGAVTEVKNQQDCGSCWAFSTVAAVEGINKIRTNKLVSLSEQELVDCDTEENQGCAGGLMEPAFEFIK

NNGGIKTEETYPYDSSDVQFCRANSIGGETVTIDGHEHVPENDEEELLKAVAHQPVSVAIDAGSSDFQLYSE

GVFIGECGTQLNHGVVIVGYGETKNGTKYWIVRNSWGPEWGEGGYVRIERGISENEGRCGIAMEASYPTKLS

STPSTHESVVRDDVKDEL 

 

Pre – Pro – 3xHA – EGFP – AtCEP3 - KDEL 

 

Weiß markierte Aminosäuren wurden aufgrund der Klonierungsstrategie hinzugefügt. 
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6.1.2. Klonierungsstrategie für das funktionelle Reporterkonstrukt PCEP3::pre-pro-

3xHA-mTFP1-AtCEP3-KDEL 

 

DNA-Sequenz: 
GGTACCcacaaaacagaggagactgaaagactgattttattaagtctgtacggtactcagaaaacagaggatctagtttc

ttgccatataagttatctattctagtactttttcttttaatcttatataaatatcgaaagccatgaaatcatacattcga

aagatctattaaaggcttctttttaacttgggtggtcttttttttttttgggtggtctttgtttttcaagatatgttcgt

caatctctctccacaaaaatgttaagctctttttttctatctttgttgttttcagattttagattcttcaaatcgaaacc

ttctccgaaggtatgtgtcctcaatctttttcttatgtttgatcttctgatttatttttttaataatatgatggtctttt

cattataaatttgctcttataattttgacctttcatcttatgtagttgcagattttacagtctattgatatgtggtccaa

tctcattaaccaaagaactcttcgtgggatcttccaaatcacttaaagaggccggagacaacgcatgcaaaatcacacac

atacacacgtacataacatacatacaaatacacacacgaatacaaacatacatgcatgcatacaaacttacatacataca

tacaaatatacatacatgcattcatacattcatacatgcatacatgcatacatgcatttatacattcaaacatacataca

tatatacatgcattcatacatacatacatgcagtcatacattcatacatgcattcatgcattcatacattcagtcataca

ttcatacatgcattcatgcattcatacattcatacatacatacatgcattcatgcattcatacattcatacatacatgca

ttcatgcattcaaacatacatgtatgcatacatacatacgtacaatattgttaagtcttaactcaaacaatttatgtata

gaataaataaataaaaatgtataaaagaccatttttgtatagaaacattgttggccgcgcactagttcacggacatagga

agggaaatgataaaactcgattagataaggtggttttcttgtcttgaactcgattaaataacatgaattattgacttatt

gtcgtatagcctaaggtacgtatagagtcaccagctcgagcttatttgcttttgcattactttgagtaaaataatttcca

ttgaaatatctataatttaatttaatgaagaggacccaacccatcttcatcttatctttaccatttatataaatccactg

aaaatgggaatggacgtacgtgttctattgtgtttctaccaaatatttttgcgttttaatatctttcaactgtctctacc

aaatctaaattggttagacttcaatatatattattcataaagttttgtcgtgtttcacgtgtttatgaaacgtacccgtt

cttgcatttagtcccacgcactatctttttttatccatacttgattactttctcaattcgtcgatctcacacatattata

tccggccaagcggctaagtccaccataaaaacgaattatatcgataaccggaatgttatcagaaatttacaatgtaatat

ttctggaatgactattaactttgacgttgttacgagtttaataatttttgaaaagactatataactctcaaaacgtacat

gtaatttttagcaatgtccttggagaaaacaagtgtaacaattacatgtacgtgtaaattaaaaataatgcaaatgtcag

tcaatatttcgaggaaacaatatatttctgttcccatctctaatcatttcctcaatcatataccataaaaggcataaaca

gaaccaaccaaccaaccaaccaacaagaagaagaatccaaagacATGAAACTTTTCTTTATTGTTCTCATCTCTTTTCTT

TCCCTCCTCCAAGCATCAAAAGGATTCGATTTCGACGAAAAAGAATTAGAAACCGAAGAGAACGTATGGAAGCTCTATGA

GAGGTGGAGAGGCCACCACTCTGTATCCAGAGCCTCCCACGAGGCAATAAAGCGGTTCAACGTTTTTAGACACAATGTCC

TTCATGTCCACAGGACTAACAAAAAGAACAAGCCTTACAAACTCAAGATCAATAGATTCGCCGACATAACGCACCACGAG

TTTAGAAGCTCCTACGCTGGCTCTAATGTTAAGCATCACCGAATGCTTCGTGGACCGAAGCGCGGATCTGGTGGTTTCAT

GTATGAGAATGTGACCAGAGTTCCGAGTGTCGACtacccatacgacgttcctgactatgcgtcactctacccctatgacg

taccggattatgcatccctatatccgtatgatgttccagattacgcttctctacgttcctctagaggcgtccaccatatg

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGACCACAATGGGCGTAATCAAGCCCGACATGAAGATCAAGCTGAAGATGGAGGGCAACGT

GAATGGCCACGCCTTCGTGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCAAGCCCTACGACGGCACCAACACCATCAACCTGGAGGTGA

AGGAGGGAGCCCCCCTGCCCTTCTCCTACGACATTCTGACCACCGCGTTCGCCTACGGCAACAGGGCCTTCACCAAGTAC

CCCGACGACATCCCCAACTACTTCAAGCAGTCCTTCCCCGAGGGCTACTCTTGGGAGCGCACCATGACCTTCGAGGACAA

GGGCATCGTGAAGGTGAAGTCCGACATCTCCATGGAGGAGGACTCCTTCATCTACGAGATACACCTCAAGGGCGAGAACT

TCCCCCCCAACGGCCCCGTGATGCAGAAGAAGACCACCGGCTGGGACGCCTCCACCGAGAGGATGTACGTGCGCGACGGC

GTGCTGAAGGGCGACGTCAAGCACAAGCTGCTGCTGGAGGGCGGCGGCCACCACCGCGTTGACTTCAAGACCATCTACAG

GGCCAAGAAGGCGGTGAAGCTGCCCGACTATCACTTTGTGGACCACCGCATCGAGATCCTGAACCACGACAAGGACTACA

ACAAGGTGACCGTTTACGAGAGCGCCGTGGCCCGCAACTCCACCGACGGCATGGACGAGCTGTACAAGAAGCTTGTTCCG

AGTTCTGTTGATTGGCGAGAGAAAGGAGCTGTCACTGAGGTCAAGAATCAACAAGATTGTGGAAGTTGCTGGGCGTTTTC

GACGGTTGCAGCAGTGGAAGGGATAAACAAGATCAGAACAAACAAACTGGTTTCATTGTCTGAACAAGAGCTTGTGGATT

GTGACACTGAAGAGAATCAAGGTTGTGCAGGAGGTCTCATGGAACCTGCGTTTGAATTTATAAAGAACAATGGTGGCATC

AAAACCGAAGAGACTTATCCTTACGATTCCAGTGACGTTCAATTCTGTAGAGCTAATAGTATTGGTGGAGAAACTGTAAC

CATCGATGGACACGAACACGTCCCTGAGAATGATGAGGAAGAACTTCTCAAAGCTGTTGCTCACCAGCCTGTCTCTGTAG

CTATTGATGCTGGGAGCTCAGATTTCCAGCTTTACTCTGAGGGTGTGTTTATCGGAGAATGCGGGACTCAGTTGAACCAC

GGGGTGGTGATTGTTGGGTATGGAGAGACCAAAAATGGAACAAAATATTGGATAGTAAGGAACTCATGGGGACCTGAATG

GGGAGAAGGAGGCTATGTTCGGATAGAAAGAGGAATATCGGAGAATGAAGGACGTTGCGGTATAGCCATGGAGGCTTCTT

ATCCCACCAAGCTCTCTTCGACTCCTTCTACTCATGAGTCAGTAGTTCGTGATGATGTTAAAGACGAGCTCTAGagactt

taagtcattgaaaactgaatttcgaaccattcttctagtgagcttacactgagtttattattttatggattgaggttcat

gggtttcagtttacacatttatcgtgtattcatcttaaattgagacgatttttatctccttgtaatattggccagcattt

gctttgcggaaaaatggcgttaaatGCGGCCGC 
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Verwendete Primer zur PCR-Amplifikation und Klonierung: 

 

Primerpaar 1 zur Amplifikation des Promotors mit Prä-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:  aagAAGCTTgttccgagttctgttgattg 

Antisense:  gtgGCGGCCGCatttaacgccatttttcc 

    

 

Proteinsequenz: 
 

MKLFFIVLISFLSLLQASKGFDFDEKELETEENVWKLYERWRGHHSVSRASHEAIKRFNVFRHNVLHVHRTN

KKNKPYKLKINRFADITHHEFRSSYAGSNVKHHRMLRGPKRGSGGFMYENVTRVPSVDYPYDVPDYASLYPY

DVPDYASLYPYDVPDYASLRSSRGVHHMMVSKGEETTMGVIKPDMKIKLKMEGNVNGHAFVIEGEGEGKPYD

GTNTINLEVKEGAPLPFSYDILTTAFAYGNRAFTKYPDDIPNYFKQSFPEGYSWERTMTFEDKGIVKVKSDI

SMEEDSFIYEIHLKGENFPPNGPVMQKKTTGWDASTERMYVRDGVLKGDVKHKLLLEGGGHHRVDFKTIYRA

KKAVKLPDYHFVDHRIEILNHDKDYNKVTVYESAVARNSTDGMDELYKKLVPSSVDWREKGAVTEVKNQQDC

GSCWAFSTVAAVEGINKIRTNKLVSLSEQELVDCDTEENQGCAGGLMEPAFEFIKNNGGIKTEETYPYDSSD

VQFCRANSIGGETVTIDGHEHVPENDEEELLKAVAHQPVSVAIDAGSSDFQLYSEGVFIGECGTQLNHGVVI

VGYGETKNGTKYWIVRNSWGPEWGEGGYVRIERGISENEGRCGIAMEASYPTKLSSTPSTHESVVRDDVKDE

L 

 

Pre – Pro – 3xHA – mTFP1 – AtCEP3 - KDEL 

 

Weiß markierte Aminosäuren wurden aufgrund der Klonierungsstrategie hinzugefügt. 
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6.1.3. Klonierungsstrategie für das funktionelle Reporterkonstrukt PCEP3::pre-pro-

3xHA-mCerulean-AtCEP3-KDEL 

 

DNA-Sequenz: 

GGTACCcacaaaacagaggagactgaaagactgattttattaagtctgtacggtactcagaaaacagaggatctagtttc

ttgccatataagttatctattctagtactttttcttttaatcttatataaatatcgaaagccatgaaatcatacattcga

aagatctattaaaggcttctttttaacttgggtggtcttttttttttttgggtggtctttgtttttcaagatatgttcgt

caatctctctccacaaaaatgttaagctctttttttctatctttgttgttttcagattttagattcttcaaatcgaaacc

ttctccgaaggtatgtgtcctcaatctttttcttatgtttgatcttctgatttatttttttaataatatgatggtctttt

cattataaatttgctcttataattttgacctttcatcttatgtagttgcagattttacagtctattgatatgtggtccaa

tctcattaaccaaagaactcttcgtgggatcttccaaatcacttaaagaggccggagacaacgcatgcaaaatcacacac

atacacacgtacataacatacatacaaatacacacacgaatacaaacatacatgcatgcatacaaacttacatacataca

tacaaatatacatacatgcattcatacattcatacatgcatacatgcatacatgcatttatacattcaaacatacataca

tatatacatgcattcatacatacatacatgcagtcatacattcatacatgcattcatgcattcatacattcagtcataca

ttcatacatgcattcatgcattcatacattcatacatacatacatgcattcatgcattcatacattcatacatacatgca

ttcatgcattcaaacatacatgtatgcatacatacatacgtacaatattgttaagtcttaactcaaacaatttatgtata

gaataaataaataaaaatgtataaaagaccatttttgtatagaaacattgttggccgcgcactagttcacggacatagga

agggaaatgataaaactcgattagataaggtggttttcttgtcttgaactcgattaaataacatgaattattgacttatt

gtcgtatagcctaaggtacgtatagagtcaccagctcgagcttatttgcttttgcattactttgagtaaaataatttcca

ttgaaatatctataatttaatttaatgaagaggacccaacccatcttcatcttatctttaccatttatataaatccactg

aaaatgggaatggacgtacgtgttctattgtgtttctaccaaatatttttgcgttttaatatctttcaactgtctctacc

aaatctaaattggttagacttcaatatatattattcataaagttttgtcgtgtttcacgtgtttatgaaacgtacccgtt

cttgcatttagtcccacgcactatctttttttatccatacttgattactttctcaattcgtcgatctcacacatattata

tccggccaagcggctaagtccaccataaaaacgaattatatcgataaccggaatgttatcagaaatttacaatgtaatat

ttctggaatgactattaactttgacgttgttacgagtttaataatttttgaaaagactatataactctcaaaacgtacat

gtaatttttagcaatgtccttggagaaaacaagtgtaacaattacatgtacgtgtaaattaaaaataatgcaaatgtcag

tcaatatttcgaggaaacaatatatttctgttcccatctctaatcatttcctcaatcatataccataaaaggcataaaca

gaaccaaccaaccaaccaaccaacaagaagaagaatccaaagacATGAAACTTTTCTTTATTGTTCTCATCTCTTTTCTT

TCCCTCCTCCAAGCATCAAAAGGATTCGATTTCGACGAAAAAGAATTAGAAACCGAAGAGAACGTATGGAAGCTCTATGA

GAGGTGGAGAGGCCACCACTCTGTATCCAGAGCCTCCCACGAGGCAATAAAGCGGTTCAACGTTTTTAGACACAATGTCC

TTCATGTCCACAGGACTAACAAAAAGAACAAGCCTTACAAACTCAAGATCAATAGATTCGCCGACATAACGCACCACGAG

TTTAGAAGCTCCTACGCTGGCTCTAATGTTAAGCATCACCGAATGCTTCGTGGACCGAAGCGCGGATCTGGTGGTTTCAT

GTATGAGAATGTGACCAGAGTTCCGAGTGTCGACtacccatacgacgttcctgactatgcgtcactctacccctatgacg

taccggattatgcatccctatatccgtatgatgttccagattacgcttctctacgttcctctagaggcgtccaccatatg

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAA

GTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGC

TGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTGGGGCGTGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCGACCACATGAAG

CAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTA

CAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGG

ACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACGCCATCAGCGACAACGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGAAGAAC

GGCATCAAGGCCAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACAC

CCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCAAGCTGAGCAAAGACCCCAACG

AGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGAAG

CTTGTTCCGAGTTCTGTTGATTGGCGAGAGAAAGGAGCTGTCACTGAGGTCAAGAATCAACAAGATTGTGGAAGTTGCTG

GGCGTTTTCGACGGTTGCAGCAGTGGAAGGGATAAACAAGATCAGAACAAACAAACTGGTTTCATTGTCTGAACAAGAGC

TTGTGGATTGTGACACTGAAGAGAATCAAGGTTGTGCAGGAGGTCTCATGGAACCTGCGTTTGAATTTATAAAGAACAAT

GGTGGCATCAAAACCGAAGAGACTTATCCTTACGATTCCAGTGACGTTCAATTCTGTAGAGCTAATAGTATTGGTGGAGA

AACTGTAACCATCGATGGACACGAACACGTCCCTGAGAATGATGAGGAAGAACTTCTCAAAGCTGTTGCTCACCAGCCTG

TCTCTGTAGCTATTGATGCTGGGAGCTCAGATTTCCAGCTTTACTCTGAGGGTGTGTTTATCGGAGAATGCGGGACTCAG

TTGAACCACGGGGTGGTGATTGTTGGGTATGGAGAGACCAAAAATGGAACAAAATATTGGATAGTAAGGAACTCATGGGG

ACCTGAATGGGGAGAAGGAGGCTATGTTCGGATAGAAAGAGGAATATCGGAGAATGAAGGACGTTGCGGTATAGCCATGG

AGGCTTCTTATCCCACCAAGCTCTCTTCGACTCCTTCTACTCATGAGTCAGTAGTTCGTGATGATGTTAAAGACGAGCTC

TAGagactttaagtcattgaaaactgaatttcgaaccattcttctagtgagcttacactgagtttattattttatggatt

gaggttcatgggtttcagtttacacatttatcgtgtattcatcttaaattgagacgatttttatctccttgtaatattgg

ccagcatttgctttgcggaaaaatggcgttaaatGCGGCCGC 
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Verwendete Primer zur PCR-Amplifikation und Klonierung: 

 

Primerpaar 1 zur Amplifikation des Promotors mit Prä-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:  aagAAGCTTgttccgagttctgttgattg 

Antisense:  gtgGCGGCCGCatttaacgccatttttcc 

    

 

 

Proteinsequenz: 
 

MKLFFIVLISFLSLLQASKGFDFDEKELETEENVWKLYERWRGHHSVSRASHEAIKRFNVFRHNVLHVHRTN

KKNKPYKLKINRFADITHHEFRSSYAGSNVKHHRMLRGPKRGSGGFMYENVTRVPSVDYPYDVPDYASLYPY

DVPDYASLYPYDVPDYASLRSSRGVHHMMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLT

LKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTWGVQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFE

GDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNAISDNVYITADKQKNGIKANFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTP

IGDGPVLLPDNHYLSTQSKLSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYKKLVPSSVDWREKGAVTEVKNQ

QDCGSCWAFSTVAAVEGINKIRTNKLVSLSEQELVDCDTEENQGCAGGLMEPAFEFIKNNGGIKTEETYPYD

SSDVQFCRANSIGGETVTIDGHEHVPENDEEELLKAVAHQPVSVAIDAGSSDFQLYSEGVFIGECGTQLNHG

VVIVGYGETKNGTKYWIVRNSWGPEWGEGGYVRIERGISENEGRCGIAMEASYPTKLSSTPSTHESVVRDDV

KDEL- 

 

Pre – Pro – 3xHA – mCerulean – AtCEP3 - KDEL 

 

Weiß markierte Aminosäuren wurden aufgrund der Klonierungsstrategie hinzugefügt. 
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6.1.4. Klonierungsstrategie für das nicht funktionelle Reporterkonstrukt PCEP3::pre-

pro-3xHA-mCerulean-KDEL 

 

DNA-Sequenz: 

GGTACCcacaaaacagaggagactgaaagactgattttattaagtctgtacggtactcagaaaacagaggatctagtttc

ttgccatataagttatctattctagtactttttcttttaatcttatataaatatcgaaagccatgaaatcatacattcga

aagatctattaaaggcttctttttaacttgggtggtcttttttttttttgggtggtctttgtttttcaagatatgttcgt

caatctctctccacaaaaatgttaagctctttttttctatctttgttgttttcagattttagattcttcaaatcgaaacc

ttctccgaaggtatgtgtcctcaatctttttcttatgtttgatcttctgatttatttttttaataatatgatggtctttt

cattataaatttgctcttataattttgacctttcatcttatgtagttgcagattttacagtctattgatatgtggtccaa

tctcattaaccaaagaactcttcgtgggatcttccaaatcacttaaagaggccggagacaacgcatgcaaaatcacacac

atacacacgtacataacatacatacaaatacacacacgaatacaaacatacatgcatgcatacaaacttacatacataca

tacaaatatacatacatgcattcatacattcatacatgcatacatgcatacatgcatttatacattcaaacatacataca

tatatacatgcattcatacatacatacatgcagtcatacattcatacatgcattcatgcattcatacattcagtcataca

ttcatacatgcattcatgcattcatacattcatacatacatacatgcattcatgcattcatacattcatacatacatgca

ttcatgcattcaaacatacatgtatgcatacatacatacgtacaatattgttaagtcttaactcaaacaatttatgtata

gaataaataaataaaaatgtataaaagaccatttttgtatagaaacattgttggccgcgcactagttcacggacatagga

agggaaatgataaaactcgattagataaggtggttttcttgtcttgaactcgattaaataacatgaattattgacttatt

gtcgtatagcctaaggtacgtatagagtcaccagctcgagcttatttgcttttgcattactttgagtaaaataatttcca

ttgaaatatctataatttaatttaatgaagaggacccaacccatcttcatcttatctttaccatttatataaatccactg

aaaatgggaatggacgtacgtgttctattgtgtttctaccaaatatttttgcgttttaatatctttcaactgtctctacc

aaatctaaattggttagacttcaatatatattattcataaagttttgtcgtgtttcacgtgtttatgaaacgtacccgtt

cttgcatttagtcccacgcactatctttttttatccatacttgattactttctcaattcgtcgatctcacacatattata

tccggccaagcggctaagtccaccataaaaacgaattatatcgataaccggaatgttatcagaaatttacaatgtaatat

ttctggaatgactattaactttgacgttgttacgagtttaataatttttgaaaagactatataactctcaaaacgtacat

gtaatttttagcaatgtccttggagaaaacaagtgtaacaattacatgtacgtgtaaattaaaaataatgcaaatgtcag

tcaatatttcgaggaaacaatatatttctgttcccatctctaatcatttcctcaatcatataccataaaaggcataaaca

gaaccaaccaaccaaccaaccaacaagaagaagaatccaaagacATGAAACTTTTCTTTATTGTTCTCATCTCTTTTCTT

TCCCTCCTCCAAGCATCAAAAGGATTCGATTTCGACGAAAAAGAATTAGAAACCGAAGAGAACGTATGGAAGCTCTATGA

GAGGTGGAGAGGCCACCACTCTGTATCCAGAGCCTCCCACGAGGCAATAAAGCGGTTCAACGTTTTTAGACACAATGTCC

TTCATGTCCACAGGACTAACAAAAAGAACAAGCCTTACAAACTCAAGATCAATAGATTCGCCGACATAACGCACCACGAG

TTTAGAAGCTCCTACGCTGGCTCTAATGTTAAGCATCACCGAATGCTTCGTGGACCGAAGCGCGGATCTGGTGGTTTCAT

GTATGAGAATGTGACCAGAGTTCCGAGTGTCGACtacccatacgacgttcctgactatgcgtcactctacccctatgacg

taccggattatgcatccctatatccgtatgatgttccagattacgcttctctacgttcctctagaggcgtccaccatatg

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAA

GTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGC

TGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTGGGGCGTGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCGACCACATGAAG

CAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTA

CAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGG

ACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACGCCATCAGCGACAACGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGAAGAAC

GGCATCAAGGCCAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACAC

CCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCAAGCTGAGCAAAGACCCCAACG

AGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGAAG

CTTGATGATGTTAAAGACGAGCTCTAGagactttaagtcattgaaaactgaatttcgaaccattcttctagtgagcttac

actgagtttattattttatggattgaggttcatgggtttcagtttacacatttatcgtgtattcatcttaaattgagacg

atttttatctccttgtaatattggccagcatttgctttgcggaaaaatggcgttaaatGCGGCCGC 
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Verwendete Primer zur PCR-Amplifikation und Klonierung: 

 

Primerpaar 1 zur Amplifikation des Promotors mit Prä-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: 
 

MKLFFIVLISFLSLLQASKGFDFDEKELETEENVWKLYERWRGHHSVSRASHEAIKRFNVFRHNVLHVHRTN

KKNKPYKLKINRFADITHHEFRSSYAGSNVKHHRMLRGPKRGSGGFMYENVTRVPSVDYPYDVPDYASLYPY

DVPDYASLYPYDVPDYASLRSSRGVHHMMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLT

LKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTWGVQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFE

GDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNAISDNVYITADKQKNGIKANFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTP

IGDGPVLLPDNHYLSTQSKLSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYKKLDDVKDEL- 

 

Pre – Pro – 3xHA – mCerulean – AtCEP3 - KDEL 

 

Weiß markierte Aminosäuren wurden aufgrund der Klonierungsstrategie hinzugefügt. 
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6.2. Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP2 in der Epidermis an der 

endogenen Austrittsstelle des Seitenwurzel-Primordiums  

Für die Untersuchung der subzellulären Lokalisation von AtCEP2 in vivo im vegetativen 

Gewebe werden 10 d alte homozygote Keimlinge, die ein funktionelles Reporterkonstrukt 

für 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 subzellulären Lokalisation von AtCEP2 in vivo kann am CLSM 

ausschließlich 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 Universität Regensburg (Lehrstuhl für Zellbiologie und Pflanzenbiochemie, AG 

Hammes) erarbeitet. Benedikt Müller (benedikt.mueller@biologie.uni-regensburg.de) 

führte 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 

ausschließlich vom Verfasser dieser Dissertation (Timo Höwing) getätigt. 

In der Wurzel ist das Pro-Enzym von AtCEP2 sehr distinkt in einer bzw. zwei 

Epidermiszellen lokalisiert. Genau neben diesen Epidermiszellen (Abb. 49 weiße 

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 frühen Stadien zusammengefasst und als Stadium I-VI angegeben.  

Im Stadium VII 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 AtCEP2 lokalisiert (Abb. 49B).  

Das Pro-Enzym von AtCEP2 ist zudem auch nach dem endogenen Austritt des 

Seitenwurzel-Primordiums durch die Epidermis im Stadium VIII in zwei 

auseinandergewichenen Epidermiszellen akkumuliert (Abb. 49C).  

 

mailto:benedikt.mueller@biologie.uni-regensburg.de
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Abbildung 49: Akkumulierung des Pro-Enzyms von AtCEP2 in einer bzw. zwei (weiße Asteriske) der 
Epidermiszellen, die für den endogenen Austritt des Seitenwurzel-Primordiums auseinanderweichen 
müssen, im Stadium I-VI (A), Stadium VII (B) und Stadium VIII (C). Dargestellt sind neugebildete 

Seitenwurzel-Primordia von verschiedenen 10 Tage alten homozygoten Keimlingen, die ein funktionelles 
Reporterkonstrukt für AtCEP2 (PCEP2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) im Col-0 Wildtyp Hintergrund 
exprimieren. Die Aufnahmen wurden am CLSM (Leica SP8) mit einem 40-er Objektiv getätigt und manuell 
vergrößert. Weiße Asteriske (A-C) zeigen eine bzw. zwei Epidermiszellen, in der Pro-AtCEP2 akkumuliert und 
die für den endogenen Austritt des neugebildeten Seitenwurzel-Primordiums weichen müssen. Für die 
entsprechenden Entwicklungsstadien der Seitenwurzel-Primordia siehe Abb. 39. Diese Aufnahmen des 
Pro-Enzyms von AtCEP2 am CLSM wurden in Kollaboration mit der Universität Regensburg (Lehrstuhl für 
Zellbiologie und Pflanzenbiochemie, AG Hammes) durchgeführt. Benedikt Müller (benedikt.mueller 
@biologie.uni-regensburg.de) führte alleine die Mikroskopie am CLSM sowie die Bearbeitung der Rohdaten 
durch. Die Fein-Bearbeitung der Daten sowie die Erstellung der Abbildung wurden ausschließlich vom 
Verfasser dieser Dissertation (Timo Höwing) getätigt. 
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6.3. Lokalisation von AtCEP2-Signalen mit Hilfe eines Peptid-Antikörpers in 

der Zellwand von LRC-Zellen und in der Zellwand von Epidermiszellen der 

beginnenden Elongationszone 

Die subzelluläre Lokalisation von AtCEP2 in der Zellwand kann mit Hilfe eines Peptid-

Antikörpers gegen die reife Untereinheit von AtCEP2 in einer „Whole Mount“ 

Immunlokalisierung untersucht werden. Hierfür werden Wurzeln von 10 d alten Keimlingen 

des Col-0 Wildtyps und als Negativkontrolle der homozygoten atcep2 ko analysiert. Der 

verwendete Peptid-Antikörper bindet an die letzten 15 Aminosäuren am Ende der reifen 

AtCEP2 Untereinheit, die direkt N-terminal dem „KDEL“ ER-Rückhaltesignal benachbart 

sind (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). Anschließend erfolgt die Inkubation mit einem 

Cyanin CY2-gekoppelten sekundären Antikörper.  

Diese „Whole Mount“ Immunlokalisierung wurde in Kollaboration mit der Universität 

Regensburg (Lehrstuhl für Zellbiologie und Pflanzenbiochemie, AG Hammes) 

durchgeführt. Benedikt Müller (benedikt.mueller@biologie.uni-regensburg.de) führte diese 

„Whole Mount“ Immunlokalisierung selbstständig durch. Die anschließende Mikroskopie 

am CLSM (Leica SP8) und die Bearbeitung der Rohdaten wurden ebenfalls ausschließlich 

von Benedikt Müller getätigt. Die Fein-Bearbeitung der Daten sowie die Erstellung der 

Abbildung 50 wurden ausschließlich vom Verfasser dieser Dissertation (Timo Höwing) 

durchgeführt. 

In der Wurzelspitze sind AtCEP2-Signale in verschiedenen Zellwänden detektierbar 

(Abb. 50). Einerseits sind AtCEP2-Signale in der Zellwand von LRC-Zellen am oberen 

Ende der LRC kurz vor dem Übergang zur Elongationszone lokalisiert (Abb. 50A, D: 

Pfeile). LRC-Zellen sind sehr langgestreckte Zellen und um ein Vielfaches länger 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 äußeren, dicken Zellwand ist diese von übrigen Strukturen zu 

unterscheiden. Sie erscheint ebenso wie die großen Zellkerne weiß, wohingegen das 

Cytosol kaum autofluoresziert und schwarz erscheint. Zellwände innerer Zellschichten 

sind nicht detektierbar, da diese dünner sind und demzufolge eine schwache 

Autofluoreszenz aufweisen. Zusätzlich werden sie von anderen Zellen überlagert.  

Es ist deutlich zu erkennen, dass die jeweiligen sehr distinkten punktierten AtCEP2-

Signale ausschließlich 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 Zelllänge (Abb. 50E 

Doppelpfeile) und zentrierte Zellkerne (Abb. 50E, F). Dagegen nimmt die Zelllänge der 
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Epidermiszellen nach Abschilferung der LRC-Zellen zu (Abb. 50B Doppelpfeile). Darüber 

hinaus sind die Zellkerne an der Zellinnenseite lokalisiert (Abb. 50B, C). Diese beiden 

Tatsachen belegen, dass es sich hierbei um den Übergang 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 

ausschließlich 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-Antikörpers 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-Antikörpers 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 getätigt und manuell vergrößert. Die in A und D weiß umrandeten Bereiche sind 
in B und C bzw. E und F in jeweils zwei verschiedenen Vergrößerungen dargestellt. LRC = Lateral Root Cap, 
laterale Wurzelhaube; EZ = Elongation Zone, Elongationszone. Diese „Whole Mount“ Immunlokalisierung 
wurde in Kollaboration mit der Universität Regensburg (Lehrstuhl für Zellbiologie und Pflanzenbiochemie, AG 
Hammes) durchgeführt. Benedikt Müller (benedikt.mueller@biologie.uni-regensburg.de) führte diese „Whole 
Mount“ Immunlokalisierung selbstständig durch. Die anschließende Mikroskopie am CLSM und die 
Bearbeitung der Rohdaten wurden ebenfalls ausschließlich von Benedikt Müller getätigt. Die Fein-Bearbeitung 
der Daten sowie die Erstellung der Abbildung wurden ausschließlich vom Verfasser dieser Dissertation (Timo 
Höwing) durchgeführt. 
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Ein „Festkleben“ des Peptid-Antikörpers bzw. des sekundären Antikörpers an der äußeren 

Zellschicht kann ausgeschlossen werden. Im Zuge der „Whole Mount“ Immunlokalisierung 

konnten weitere AtCEP2-Signale in den parenchymatischen Xylem-Zellen der Leitbündel 

in der Wurzelspitze detektiert werden (nicht dargestellt). Somit kann davon ausgegangen 

werden, dass die verwendeten Antikörper komplett durch alle Zellschichten diffundiert 

sind. Demzufolge stellen die AtCEP2-Signale in den Zellwänden der äußeren Zellschicht 

kein Artefakt in Folge eines „Festklebens“ der verwendeten Antikörper dar.  

Darüber hinaus wurde eine „Whole Mount“ Immunlokalisierung von 10 d alten Keimlingen 

der homozygoten atcep2 ko mit den gleichen Antikörpern als Negativkontrolle 

durchgeführt. 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 Präimmunserum durchgeführt. Es sind keine 

Hintergrundsignale detektierbar (nicht dargestellt). 
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7. Appendix 

 

 

7.1. Hierl et al., 2014 

Hierl, G., Höwing, T., Isono, E., Lottspeich, F. and Gietl, C. 2014 Ex vivo processing for 

maturation of Arabidopsis KDEL-tailed cysteine endopeptidase 2 (AtCEP2) pro-enzyme 

and its storage in endoplasmic reticulum derived organelles. Plant molecular biology 84, 

605–620. doi: 10.1007/s11103-013-0157-6. 

 

 

7.2. Höwing et al., 2014 

Höwing, T., Huesmann, C., Hoefle, C., Nagel, M.-K., Isono, E., Hückelhoven, R. and Gietl, 

C. 2014 Endoplasmic reticulum KDEL-tailed cysteine endopeptidase 1 of Arabidopsis 

(AtCEP1) is involved in pathogen defense. Frontiers in plant science 5, 58. doi: 

10.3389/fpls.2014.00058. 
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