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1. Einleitung

1.1 Lipide

Lipide sind wasserunlosliche, hydrophobe, organische Moleklile und wichtige
Grundbausteine lebender Organismen. Auf Grund ihrer Vielfaltigkeit kdbnnen spezielle
Lipide spezifische Aufgaben erfullen. Zum Beispiel sind Chlorophylle und Carotinoide
als photosynthetische Pigmente an der Umsetzung von Lichtenergie in chemische
Energie bzw. als Schutz vor Uberschussiger Energie beteiligt. Vitamin K, als ein
weiteres Beispiel, fungiert als Cofaktor oder Elektronentrager. Weitere Lipide
besitzen Funktionen als Transporter (Dolichole), als Signalmolekile (Diacylglycerol)
oder zahlen zu den Phytohormonen (Jasmonsaure). In pflanzlichen Samen dient das
Acyl-Lipid Triacylglycerol als Kohlenstoff- und Energiespeicher. Die in Acyl-Lipiden
enthaltenen Fettsauren werden zur Energiegewinnung durch B-Oxidation zu Acetyl-
CoA abgebaut und im Citrat-Zyklus zu CO, und Wasser umgesetzt. Eine der
wichtigsten Vertreter der Lipide umfallt die Gruppe der Membranlipide.
Membranlipide sind amphipatische Moleklle, das heil3t sie sind aus einem
hydrophilen und einem hydrophoben Teil aufgebaut. Diese Eigenschaft ist die
Voraussetzung zur Bildung einer Lipiddoppelschicht, der Grundstruktur von
Membranen. Neben Lipiden enthalten Membranen auch Proteine, wobei das Protein-
Lipid-Verhaltnis Unterschiede aufweisen kann. Die Lipidzusammensetzung
beeinflusst die Membraneigenschaften und variiert stark. Aufgrund der Diversitat der
Lipide ist es der Zelle moglich, eine geeignete Umgebung fur die Funktion der vielen
verschiedenen Membranproteine zu schaffen. So konnen Membranproteine am
Aufbau eines elektrochemischen Membranpotentials, am Stofftransport Uber
eingebettete Kanale oder als Transportproteine an Transportprozessen beteiligt sein.
Mit der Membran assoziierte Rezeptoren kdnnen bei der Signaltransduktion von
Bedeutung sein. Die Ausbildung von Membranen dient einerseits der Abgrenzung
von Zellen und andererseits der Bildung von funktionell spezialisierten Bereichen,
den Kompartimenten. Die Membran stellt eine selektive Barriere flr andere Moleklle
dar und wird im Modell als flissig-kristalline Struktur beschrieben (Singer et al., 1972).
Dieses ,Flussig-Mosaik-Modell* besagt, dass die Membranbestandteile, Lipide und
Proteine, in der Membranebene lateral diffundieren, rotieren sowie sich von einer

Membranseite auf die andere bewegen kdénnen. Die Membranlipide setzen sich aus
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folgenden Lipidklassen zusammen: Phosphoglycerolipide, Glykoglycerolipide,
Sterollipide und Sphingolipide. Die verschiedenen Glycerolipide unterscheiden sich in
den Kopfgruppen und in ihrer Fettsdurezusammensetzung. Die Fettsauren, die aus
langen Kohlenwasserstoffketten und einer Carboxylgruppe bestehen, bilden den
hydrophoben Anteil der amphipatischen Molekule. Die Anzahl der ungesattigten
Bindungen bestimmt die Fluiditat der Membran. Gesattigte Fettsauren kdnnen sich
eng aneinander lagern, Doppelbindungen verursachen einen ,Knick” und stéren so
die regelmalige Packung, was zu einer Herabsetzung des Schmelzpunktes fuhrt.
Die wichtigsten Vertreter der pflanzlichen Fettsduren sind Palmitinsaure (16:0),
Palmitoleinsdure (16:1 %), Hexadecatriensaure (16:3 2"%1%) Stearinsdure (18:0),
Olsaure (18:1 2%), Linolsdure (18:2 “°'*°) und a-Linolensaure (18:3 291215 Die
erste Zahl in den Klammen gibt die Anzahl der Kohlenstoffatome und die zweite Zahl
die Anzahl der Doppelbindungen an. Die hochgestellten Zahlen geben die Lage der
Doppelbindungen wieder, dabei steht c fur cis- und t fur trans-Konfiguration. Von den
Vertretern der Glycerolipide stellen die Glykoglycerolipide (Galaktolipide, Sulfolipid) in
Pflanzen den grof3ten Anteil an Lipiden in Thylakoidmembranen der Chloroplasten
dar. Extraplastidare Membranen  sind  dagegen hauptsachlich  aus

Phosphoglycerolipiden (Phospholipiden) aufgebaut.

1.2 Biosynthese pflanzlicher Glycerolipide

Glycerolipide bestehen aus zwei Fettsauren, verestert an der sn-1 und sn-2 Position
des Glycerols, und einer polaren Kopfgruppe an der sn-3 Position. Dabei sind
spezielle Fettsdauren an den sn-1 und sn-2 Positionen der unterschiedlichen
Lipidklassen zu finden (Heinz, 1977). Die Glycerolipidsynthese in Pflanzen erfolgt
hauptsachlich in den Chloroplasten und im Endoplasmatischen Retikulum (ER).
Bedingt durch die unterschiedlichen Substratspezifitaten der Enzyme
(Acyltransferasen), die bei der Acylierung des Glycerolrickgrats eine Rolle spielen,
lassen sich die entstandenen Glycerolipide in zwei Gruppen einteilen. Die
.prokaryotischen“ Glycerolipide, die hauptsachlich C18 Fettsauren und zu einem
geringen Anteil C16 an der sn-1 Position und nur C16 an der sn-2 Position enthalten,
werden im Chloroplast synthetisiert. Die ,eukaryotischen“ Glycerolipide mit C18 an

der sn-1 und sn-2 Position und zu einem geringen Anteil C16 an der sn-1 Position



werden im ER synthetisiert (Roughan und Slack, 1982; Browse et al., 1986). Die
ungesattigten und mehrfach ungesattigten Fettsauren, typisch fur pflanzliche Lipide,
werden durch Desaturasen im Chloroplasten und ER gebildet (Browse und
Somerville, 1991; Heinz, 1993).

Prokaryotischer Syntheseweg (im Chloroplasten)

Aktivierte

18:1-ACP 18:1 (16:0) 18:1 (16:0) Pi DAG KopfgrUppe’ D'\é%gGéL
(16 0- ACP ACP 16: 0 ACP ACP f ’

CDP DAG Kopfgruppe PG

Glycerol-3- Lysophosphatidat Phosphatidsaure
Phosphat

Eukaryotischer Syntheseweg (in extraplastidaren Membranen)

Aktivierte
18:1- CoA 18:1 (16:0) 18:1 (16:0) Pi DAG oRIarupPe, oo e
(16:0- CoA) CoA 18:1 CoA
CDP-DAGKOPIOTUPPe), Kopfgruppey, PG, PI,
Glycerol-3- Lysophosphatidat Phosphatidséaure
Phosphat

Abb. 1: Eukaryotischer und prokaryotischer Biosyntheseweg der Glycerolipide
(nach Ohlrogge und Browse, 1995)

Glycerol-3-Phosphat wird {ber Lysophosphatidat zu Phosphatidat acyliert. Dabei Ubertragen
Acyltransferasen die Fettsauren auf das Glycerolriickgrat. Im prokaryotischen Syntheseweg ist Acyl-
Acyl-Carrier-Protein (Acyl-ACP) der Fettsduredonor, im eukaryotischen Weg ist Acyl-Coenzym A
(Acyl-CoA) der Donor. Die Phospholipidsynthese erfolgt tGber den CDP-Diacylglycerol- (CDP-DAG)
Weg oder Uber den Diacylglycerol- (DAG) Weg. CDP, Cytidin-Diphosphat; 1: Glycerol-3-Phosphat
Acyltransferase; 2: Lysophosphatidat Acyltransferase; 16:0, Palmitat; 18:0, Stearat; 18:1, Oleat.

Bei der Glycerolipidsynthese (Abb. 1) wird Glycerol-3-Phosphat durch zwei
aufeinanderfolgende Acylierungsschritte zunachst zu Lysophosphatidat und dann zu
Phosphatidat umgesetzt. Dabei werden Fettsduren durch Acyltransferasen (Glycerol-
3-Phosphat Acyltransferase, Lysophosphatidat Acyltransferase) auf Glycerol-3-
Phosphat Ubertragen. Bei dem prokaryotischen Syntheseweg ist das Acyl-Acyl-

Carrier-Protein (Acyl-ACP) der Fettsauredonor, im eukaryotischen Syntheseweg ist



dies Acyl-Coenzym A (-CoA). Eine spezifische Phosphatase synthetisiert durch
Abspaltung der Phosphatgruppe der Phosphatidsaure Diacylglycerol (DAG). Durch
die Reaktion mit Cytidin-5-triphosphat (CTP) entstent CDP-DAG (Cytidin-5-
diphosphat-DAG). Die Aktivierung mit einem Nukleotid stellt die erforderliche Energie
fir die Ubertragung der polaren Kopfgruppe wéahrend der de novo Synthese der
Glycerolipide zur Verfigung. CDP-DAG dient als Substrat zur Lipidsynthese der
Phospholipide Phosphatidylinositol (Pl), Phosphatidylserin (PS) und Phosphatidyl-
glycerol (PG). Fur die Synthese von Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidyl-
ethanolamin (PE), Monogalaktosyldiacylglycerol (MGDG) und Sulfochinovosyl-
diacylglycerol (SL) dient DAG als Akzeptor der als CDP-Cholin, CDP-Ethanolamin,
UDP-Galaktose oder UDP-Sulfochinovose vorliegenden aktivierten Kopfgruppen.
Digalaktosyldiacylglycerol (DGDG) entsteht durch den Transfer von Galaktose auf
ein MGDG Molekul, mit UDP-Galaktose als Donor (Joyard et al., 1993, Kelly et al.,
2003).

1.3 Die Synthesewege von Aminophosphoglyceriden in Pflanzen

Die Komplexitat der Glycerolipidsynthese ergibt sich daraus, dass die Fettsauren in
Chloroplasten und die Kopfgruppen in hydrophilen Kompartimenten der Zelle, also im
Cytosol synthetisiert werden und der Zusammenbau der Phospholipide vorwiegend
im ER erfolgt (Moore, 1982). Die haufigsten Phospholipide, die im ER synthetisiert
werden, sind PC, PE, Pl, PS und PA. Davon sind PS, PE und PC
Aminophosphoglyceride, d.h. sie besitzen eine Aminogruppe. Die Synthese von PS,
PC und PE ist in Pflanzen aufgrund verschiedener Biosynthesewege und
Umwandlungsprozesse sehr komplex. PC und PE werden hauptsachlich Uber den
sogenannten ,Kennedy-Weg“ gebildet. Dabei wird die Phosphoethanolamingruppe
des CDP-Ethanolamins bzw. Phosphocholingruppe des CDP-Cholins, auf DAG
Ubertragen (Abb. 2, unterbrochene Pfeile; Kennedy und Weiss, 1956; Weiss et al.,
1958). Die Vorstufe von CDP-Ethanolamin ist L-Serin, welches Uber mehrere
Zwischenschritte, unter anderem Uber die Decarboxylierung von Serin zu
Ethanolamin mittels Serin Decarboxylase (SDC), zu CDP-Ethanolamin umgewandelt
wird (Rontein et al., 2001). Zudem kann die Synthese von PE Uber die
Phosphatidylserin Decarboxylase (PSD) katalysierte Decarboxylierung von PS



erfolgen (Rontein et al., 2003). Das in geringen Anteilen vorkommende PS wird aus
L-Serin Uber den CDP-DAG Weg gebildet. Diese Synthese wird durch die PS
Synthase (PSS) katalysiert, welche bisher in Pflanzen nur aus Weizen isoliert wurde
(Delhaize et al., 1999). Da in Arabidopsis thaliana bisher kein Ortholog mit
Sequenzahnlichkeit zur PSS aus Weizen identifiziert werden konnte, wurde
angenommen, dass ein alternativer Weg der PS Synthese besteht. Dieser wurde
duch Shin und Moore (1990) bei Untersuchungen an Ricinus communis identifiziert.
Dabei katalysiert ein Basenaustauschenzym (BE) den reversiblen Austausch der
Kopfgruppe von PE gegen L-Serin. In Abb. 2 ist eine Ubersicht der beschriebenen
Synthesewege dargestellt.

CO,
Serin SDe Ethanolamin Cholin
| |
] ]
] ]
] ]
v v
Ethanolamin  Serin Phosphoethanolamin Phosphocholin
] ]
BE I |
Serin CMP ! !
u v v
CDP-DAG » PS PE €----- CDP-Ethanolamin CDP-Cholin =---- »>PC
PSS * <
PSD
\ ’
\Diacylglycerol ’
CO,

Abb. 2: Synthesewege der Aminophosphoglyceride

Die wichtigsten Syntheseschritte der Umwandlung der Aminophosphoglyceride (abgewandelt nach
Rontein et al., 2003). Erlauterungen siehe Text.

1.4 Transport von Phosphatidylserin vom ER zum Mitochondrium

Fur die Entstehung und das Wachstum neuer Organellen missen synthetisierte
Lipide innerhalb der Zellen verteilt werden (Bell et al., 1981). Als Beispiel soll die
Translokation von PS angefuhrt werden (Abb. 3).



Export in andere
— Organellen

Serin 'y PS » PS

ATP
Ca2*4+—— Ca2+

innere Mitochondrienmembran
;) . . .
aulere Mitochondrienmembran

Endoplasmatisches Retikulum

Mitochondrien assoziierte Membran Mitochondrien

Abb. 3: Translokation und Decarboxylierung von PS in Saugerzellen

(nach Voelker, 2000)

PS wird im ER (Vance und Vance, 1988) oder in einem Subkompartiment des ER,
der Mitochondrien assoziierten Membran (MAM), synthetisiert (Vance, 1990). Die
Synthese von PS im ER ist an den ATP-abhangigen Ca®*-Import in das ER-Lumen
gekoppelt (Matsumoto et al., 1985). Das synthetisierte PS wird aus dem ER zu den
Mitochondrien transportiert. Eine mal3gebliche Rolle fur diesen Transport spielt die
MAM, welche Kontaktstellen zum Mitochondrium ausbildet. Gleichzeitig bilden diese
Kontaktstellen Verbindungen zwischen MAM und innerer sowie aulderer
Mitochondrienmembran (Ardail et al., 1991; Ardail et al., 1993). In Saugerzellen
erfolgt der Import von PS aus der MAM in die Mitochondrien Uber einen ATP-
abhangigen Schritt (Shiao et al., 1995). Dieser Schritt kann in Hefe ohne ATP
erfolgen (Achleitner et al., 1999). Die Ursache fur den Unterschied im Bedarf an
Nukleotiden zwischen diesen beiden Vertretern der Eukaryoten ist Gegenstand
weiterer Forschung. In die Mitochondrien importiertes PS gelangt zur inneren
Mitochondrienmembran und wird durch die dort lokalisierte Phosphatidylserin
Decarboxylase (PSD) zu PE decarboxyliert (Voelker, 1984; Voelker, 1989). Das im
Mitochondrium synthetisierte PE ist fir dessen Funktionalitat essentiell (Birner et al.,
2001; Storey et al., 2001). Es wird angenommen, das im ER synthetisiertes PE das
mitochondrial gebildete PE nicht ersetzen kann und demzufolge wird wahrscheinlich
auch kaum PE aus dem ER in Mitochondrien importiert (Birner et al., 2001; Storey et

al., 2001; Trotter und Voelker, 1995). In Mitochondrien synthetisiertes PE hingegen
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kann in andere Organellen exportiert werden und so den zellularen Bedarf an PE
decken (Voelker, 2000). Neben PE kann auch PA in Mitochondrien synthetisiert
werden. Dort dient PA als Vorstufe fur mitochondriales PG und Cardiolipin (CL)
(Chakraborty et al., 1999). Die beiden mitochondrial gebildeten Phospholipide

verbleiben im Mitochondrium.

1.5 Die Phosphatidylserin Decarboxylase (PSD)

Auf die im vorhergehenden Abschnitt erwahnte Phosphatidylserin Decarboxylase
(PSD) soll hier naher eingegangen werden. Dieses Enzym (EC-Nummer 4.1.1.65;
systematischer Name Phosphatidyl-L-serin-carboxy-lyase) ist flr die Synthese von
PE aus PS in Pro- und Eukaryoten von Bedeutung (Abb. 4). Der Syntheseweg von
PE Uber die PS-Decarboxylierung mittels PSD wurde 1964 durch Kanfer und

Kennedy erstmals beschrieben.

— O-CO-R1 ~ O-CO-R1
PSD
— O-CO-R1 < > — O-CO-R1
6]0)

0 2 0

1l 1l
— O-P-O-CH,-CH-COO L O-P-O-CH2-CH,

o NH;’ o NH,"

Phosphatidylserin Phosphatidylethanolamin

Abb. 4: Die Reaktion der Phosphatidylserin Decarboxylase

Die PSD katalysiert die Decarboxylierung von PS zu PE.

Die PSDs gehoren zu einer kleinen Familie von Decarboxylasen, die anstelle der
weitaus verbreiteteren Pyridoxalphosphat-Gruppe eine Pyruvoyl-Gruppe als
prosthetische Gruppe tragen (Li und Dowhan, 1988). Alle bekannten PSDs sind
integrale Membranproteine, die aus einer a- und einer B-Kette bestehen. Im nativen
Enzym lagern sich diese zu einem Heterodimer oder Multimer zusammen (Dowhan
et al., 1974). Untersuchungen zur Prozessierung der PSD erfolgten mit dem Enzym
aus E. coli. Das bakterielle Gen codiert fur ein Proenzym (36 kDa), das in
Untereinheiten gespalten wird (7,3 kDa und 28,7 kDa, Voelker, 1997). Die Spaltung

in die beiden Untereinheiten erfolgt autokatalytisch zwischen Glycin-253 und Serin-



254, wobei das Serin zur Pyruvoyl-Gruppe umgewandelt wird. Diese beiden
Aminosauren liegen innerhalb eines LGST-Motivs (Lysin, Glycin, Serin, Threonin),
das fur viele PSDs charakteristisch ist, z.B. PSD1 und PSD2 in A. thaliana (von
Orlow, 2003), PSD1 in Hefe (Hackert und Pegg, 1998) sowie PSD in Escherichia coli
(Hackert und Pegg, 1998). Ausnahmen zum LGST-Motiv sind das MGST-Motiv
(Methionin, Glycin, Serin, Threonin), z.B. von PSD3 in A. thaliana (von Orlow, 2003)
und das GGST-Motiv (Glycin, Glycin, Serin, Threonin), z.B. von PSD2 in Hefe
(Hackert und Pegg, 1998).

1.5.1 PSDs in verschiedenen Organismen

Die PSD codierenden Gene kommen ubiquitdr, jedoch in den verschiedenen
Organismen in unterschiedlicher Anzahl vor. Die meisten Erkenntnisse tber die PSD
wurden durch Untersuchungen an E. coli (Hawrot und Kennedy, 1975, 1976, 1978)

und Saccharomyces cervisiae (Trotter et al., 1993, 1995) gewonnen.

1.5.1.1 PSD in Escherichia coli

In prokaryotischen Zellen ist PE das haufigste Membranlipid. Das gesamte PE wird
Uber den PSD-Weg synthetisiert. In E. coli ist nur ein PSD Gen bekannt. Das
Genprodukt befindet sich in der inneren Cytoplasmamembran (Dowhan et al., 1974)
und stellt weniger als 0,1% an der Gesamtproteinmenge in E. coli dar (Tyhach et al.,
1979). Das Enzym ist konstitutiv aktiv und fur das Wachstum dieser Bakterien unter
Normalbedingungen essentiell (Voelker, 1997). Es konnte eine Mutante (EH150)
isoliert werden, die eine temperaturabhangige PSD-Defizienz zeigt (Hawrot und
Kennedy, 1975, 1976). In den Mutantenzellen ist die endogene PSD thermolabil und
bei Temperaturen ab 42°C inaktiv. Die dadurch verursachte Reduktuktion des PE-

Gehaltes beeintrachtigt das Wachstum der Zellen.



1.5.1.2 PSD in Saccharomyces cerevisiae

In S. cerevisiae wurden zwei PSDs identifiziert, PSD1 in der inneren
Mitochondrienmembran (Clancey et al., 1993; Trotter et al., 1993) und PSD2 in der
Vakuolenmembran und im Golgi-Apparat (Trotter et al., 1995; Trotter und Voelker,
1995). Einzelmutanten der beiden PSDs (psd1 oder psd2) zeigen auf
Glukosemedium wildtypahnliches Wachstum. Die Doppelmutante psdipsd2 ist
auxotroph fur Ethanolamin oder Cholin (Trotter und Voelker, 1995). Membranen in
psd1psd2 Hefemutanten enthalten im Vergleich zum Wildtyp (WT) anstatt 25 % nur
2% PE, was zu verringertem Wachstum fuhrt (Trotter et al., 1995; Birner et al., 2001).
Durch Zugabe von Ethanolamin kann das beeintrachtigte Wachstum und die
Reduktion des PE-Gehalts komplementiert werden. Dabei dient Ethamolamin als

Vorstufe zur PE-Synthese Uber den Kennedy-Weg.

1.5.1.3 PSD in Pflanzen

In A. thaliana wurden drei Gene identifiziert, die fur eine PSD codieren. PSD1 ist
mitochondrial lokalisiert (von Orlow, 2003; Rontein et al., 2003) und laut mRNA-
Analysen in Pflanzen gering exprimiert (Rontein et al., 2003). Vergleicht man die
PSD Proteinsequenzen aus Arabidopsis mit anderen bekannten PSD
Proteinsequenzen (Abb. 5), so bilden atPSD2, atPSD3 und PSD2 aus Hefe (scPSD2)
eine Gruppe und die mitochondrialen PSDs (atPSD1, scPSD1, [ePSD1) sowie die
ecPSD aus E. coli bilden eine zweite Gruppe.

atPSD2
— atPSD3
scPSD2
lePSD

scPSD1
ecPSD
atPSD1

Abb. 5: Phylogenetischer Baum der PSDs aus verschiedenen Organismen

Dargestellt sind die PSDs aus Arabidopsis thaliana (at), Saccharomyces cerevisiae (sc),

Tomate (Lycopersicon esculentum, le) und Escherichia coli (ec).



1.6 Funktionen von PS und PE

Obwonhl der PS-Anteil weniger als 1 % des Gesamtlipidgehalts in pflanzlichen Zellen
betragt (Galliard, 1968a, 1968b), ist dieses Aminophosphoglycerid fur spezifische
zelluldre Funktionen von Bedeutung. Eine Akkumulation von PS fihrt in
Pflanzenzellen zu ,nekrotischen Lasionen“, bei denen es sich um Areale
abgestorbener Zellen in Blattern handelt (O’Brien et al., 1998). Normalerweise ist PS
asymmetrisch Uber die Membran verteilt, wobei sich der Hauptanteil von PS an der
Innenseite der Doppelmembran befindet. Verlagert sich PS auf die auRere Seite der
Lipiddoppelschicht der Plasmamembran, so ist dies in Saugerzellen ein Indikator flr
Apoptose (Fadok et al., 1992). Man vermutet, dass die Exposition von PS an der
auleren Membran ebenfalls bei der Erkennung von Apoptosezellen durch
Phagozyten (Fadok et al., 1998) eine Rolle spielt. Zudem ist PS in den Prozess der
Blutgerinnung involviert (Schroit und Zwaal, 1991). PS-defiziente Hefemutanten sind
lebensfahig, besitzen jedoch unter anderem Defekte im Tryptophantransport
(Nakamura et al., 2000) sowie eine abnormale Vakuolenmorphologie, die mit der

Stoérung der Vakuolenfunktion einhergeht (Hamamatsu et al., 1994).

Grol3e Bedeutung zur Aufklarung der Funktion von PE hatten Untersuchungen an
E. coli. Ein PE-Mangel kann in diesem Organismus durch erhdhte Cardiolipinmengen
in Anwesenheit von divalenten Kationen kompensiert werden (Morein et al., 1996).
PE ist flr die korrekte Faltung der membrangebundenen LacY-Laktose Permease
von Bedeutung (Bogdanov und Dowhan, 1995; Bogdanov et al., 1999). PE-defiziente
E. coli Mutanten zeigen phanotypische Veranderungen, wie das durch gestorte
Zellteilung hervorgerufe filamentose Wachstum. Untersuchungen dieses Phanotyps
zeigten, dass PE fur die Bildung des FtsZ-Teilungsrings essentiell ist (Mileykovskaya
et al., 1998). Auch in Hamstereizellen konnte der Einfluss von PE wahrend der
Cytokinese, insbesondere bei der Auflosung des kontraktilen Rings, gezeigt werden
(Emoto und Umeda, 2000). Die Bedeutung von PE flur eukaryotische Zellen wurde
vorwiegend an Hefe untersucht. In Hefe ist mitochondrial gebildetes PE flr die
Mitochondrienbiogenese und -Stabilitat verantwortlich (Volker, 1997). Zusatzlich
wurde in Mitochondrien ein hoher Anteil an PE nachgewiesen (Tuller et al., 1999).
Wird Hefe auf nicht fermentierbaren Kohlenstoffquellen angezogen, so ist der PE-
Anteil in den Mitochondrien flr das Wachstum der Hefe bestimmend. Die Verarmung

an PE in den Mitochondrien fuhrt jedoch nicht zur offensichtlichen Schadigung der
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Mitochondrienmembran (Birner et al., 2001). Wie stark jedoch Auswirkungen eines
PE-Defizits in Mitochondrien sein kdnnen, zeigt eine Studie an Mausen, in denen der
Verlust der mitochondrial lokalisierten PSD zu Anderungen der Mitochondrien-

ultrastruktur und zu Embryolethalitat fihrt (Steenbergen et al., 2005).

1.7 Mitochondrien und deren Funktion

Mitochondrien sind Organellen, die durch Zellatmung unter Sauerstoffverbrauch ATP
synthetisieren. Das Zusammenspiel von Zellatmung und ATP Synthese wird als
oxidative Phosphorylierung bezeichnet. Dabei erfolgt in der mitochondrialen Matrix
mit Hilfe des Citratzyklus zunachst der stufenweise Abbau von Pyruvat (Produkt der
Glykolyse) und Fettsauren zu CO, und Wasser. Insgesamt werden dabei 10
Reduktionsaquivalente ([H] gebunden an NADH) gebildet, welche durch die in der
Matrix lokalisierte Atmungkette oxidiert werden. Die Atmungskette besteht aus den
folgenden Enzymkomplexen: NADH-Dehydrogenase (Komplex 1); Succinat-
Dehydrogenase (Komplex Il); Cytochrom b/cy (Komplex Ill); Cytochrom Oxidase
(Komplex IV) und die FoF1-ATP-Synthase (Komplex V). Diese Komplexe sind an der
Ubertragung der Elektronen von NADH auf Sauerstoff beteiligt. Der
Elektronentransfer entlang der Atmungskette wird von einem Protonenfluss durch die
innere Mitochondrienmembran nach aulien begleitet. Dieser fuhrt zu einer
Transmembrandifferenz in der Protonenkonzentration (Protonengradient) und damit
zu einem pH-Gradienten. Die elektrochemische Energie, die aus dieser Differenz der
Protonenkonzentration und der Ladungstrennung resultiert, die protonenmotorische
Kraft, dient zur Speicherung eines Teils der oxidativen Energie. Die
protonenmotorische Kraft treibt die ATP-Synthese an, die von dem Ruckfluss der
Protonen uUber die membranstandige FoF1-ATP-Synthase in die Matrix begleitet wird
(Mitchel, 1961). Das gebildete ATP wird aus dem Mitochondrium exportiert und als
Energiequelle fur die Zelle zur Verfigung gestellt. Ein vereinfachtes Schema dieses
Vorganges ist in Abb. 6 zu sehen. Zudem sind neben dem Citratzyklus noch weitere
Stoffwechselwege in der mitochondrialen Matrix lokalisiert, die Reduktionsaquvalente
fur die ATP-Synthese liefern, z.B. Teile des Harnstoffzyklus und die oxidative

Decarboxylierung.
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Abb. 6: Schematische Darstellung des mitochondrialen Energiestoffwechsels

Es sind Stoffwechselprozesse in Mitochondrien vereinfacht dargestellt, die Reduktionsaquvalente fir
die ATP-Synthese liefern. (Nach Alberts et al., 2004, Essential Cell Biology, 2/e. (©2004, Garland

Science)

Die bisher beschriebene Funktion der Mitochondrien als ,Kraftwerke der Zelle® trifft
auf Mitochondrien aller Organismen zu (Attardi und Schatz, 1988). Im Vergleich zu
ihren Vertretern aus Saugetieren und Pilzen erflllen Mitochondrien aus Pflanzen
eine Vielzahl an zusatzlichen Funktionen (Mackenzie und Macintosh, 1999;
Rasmusson et al., 1999). Pflanzliche Mitochondrien sind durch die Decarboxylierung
von Glycin, einem Schritt der Photorespiration, indirekt an der Photosynthese
beteiligt (Raghavendra et al., 1998). Weiterhin finden sich in ihnen Enzyme und
Synthesewege, die bei Mitochondrien anderer Eukaryoten nicht zu finden sind, z.B.
das NAD-abhangige Enzym bei der Malat-Oxidation. Eine weitere Besonderheit
pflanzlicher Mitochondrien ist eine zusatzliche Oxidase, mit der eine Zyanid-
unempfindliche Atmung mdglich ist. Eine alternative NADH-Dehydrogenase kann
sowohl internes als auch externes NAD oder NADH als Substrat verwenden
(Vanlerberghe und Mcintosh, 1994; Rasmusson et al., 1999). Auf genetischer Ebene

finden sich, im Gegensatz zu tierischen Mitochondrien, bei pflanzlichen
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Mitochondrien ebenfalls Besonderheiten (Brennicke et al., 1999; Mackenzie und
Maclntosh, 1999). So ist das Mitochondriengenom vergleichsweise grof3. Die
Transkripte werden vor der Translation editiert, und einige Transkripte entstehen
durch trans-splicing (Janska et al., 1998). Die Mitochondrienbiogenese und die
Funktionalitdt hangen von komplexen Interaktionen zwischen nuklearem und
mitochondrialem Genom ab (Attardi und Schatz, 1988; Clayton, 1998; Garesse und
Vallejo, 2001). Storungen der Interaktionen konnen =zur cytoplasmatischen
mannlichen Sterilitat (CMS) fuhren, d.h. die Pollen sind steril oder werden
abgestolien. Entsteht CMS durch eine Mutation im Genom der Mitochondrien,
konnen sogenannte ,Restorer Gene“ (Wiederherstellungsgene), die im Kerngenom
codiert sind, die cytoplasmatische Sterilitat wieder aufheben (Hanson und Bentolila,
2004).
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1.8 Zielsetzung

Die Phosphatidylserin Decarboxylase (PSD) katalysiert die Decarboxylierung von
Phosphatidylserin (PS) zu Phosphatidylethanolamin (PE). Bisherige Untersuchungen
zu diesem Enzym beschrankten sich Uberwiegend auf die Mikroorganismen E. coli
und S. cerevisiae, in denen PE ausschlieBlich (E. coli) oder Uberwiegend (S.
cerevisiae) uber den PSD-Syntheseweg gebildet wird. In Eukaryoten befindet sich
die Phosphatidylserin Decarboxylase an der inneren Mitochondrienmembran. Treten
jedoch Paraloge auf, kann PSD-Aktivitat auch in anderen Membransystemen
nachgewiesen werden. Das in Mitochondrien synthetisiete PE ist fir die
Mitochondrienbiogenese und Funktion von essentieller Bedeutung. So hat der
Verlust der PSD Enzymaktivitat fur den betroffenen Organismus schwerwiegende
Folgen (Hefe, Hamsterzellen, Maus). Bisher wurden keine Studien zur Funktion der
PSD in Pflanzen angefertigt. In der vorliegenden Arbeit soll der Beitrag des PSD-
Syntheseweges zur Phosphatidylethanolaminsynthese im Lipidstoffwechsel von

Arabidopsis thaliana analysiert werden.

Im Arabidosis Genom konnten drei PSD Gene durch Sequenzvergleiche mit bereits
bekannten PSDs anderer Organismen identifiziert werden. Um diese Gene als
funktionelle Phosphatidylserin Decarboxylasen charakterisieren zu kdnnen, werden
sie heterolog in der E. coli Mutante EH150 und in der Hefe psd1psd2 Doppelmutante
exprimiert. Zudem soll in Pflanzen die Expression der einzelnen PSD Gene in den

verschiedenen Geweben sowie deren subzellulare Lokalisierung untersucht werden.

Mit T-DNA Insertionsmutanten der drei PSD Gene soll der Beitrag der einzelnen
Gene zur PE-Synthese analysiert werden. Durch Kreuzung wird eine psd
Dreifachmutante erzeugt, deren vollstandiger Verlust der PSD-Aktivitat mit Northern
Blot und Enzymaktivitatstests belegt werden soll. Die Folgen des PSD-
Aktivitatsverlustes in der psd Dreifachmutante sollen durch Analysen der
Lipidzusammensetzung, insbesondere der Mitochondrien, untersucht werden. Zudem
wird die Mitochondrienanzahl, die Mitochondrienultrastruktur und die Funktionalitat
der Mitochondrien (Respiration, ATP-Produktion) analysiert. Eine Beeintrachtigung
der Funktionalitat der Mitochondrien kann Auswirkungen auf die Blitenmorphologie
haben, so dass der Blitenaufbau in PSD-defizienten Mutanten ebenfalls untersucht

wird.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Gerate, Chemikalien, Kits und Enzyme

Geriate

Autoklav

Heizbad mit Thermostat

Waage

Eppendorf 5417 C (Zentrifuge)
Varifuge3.0OR (Untertischmodell)
Ultrazentrifuge Centricon T-1080
mit Ausschwingrotor TST 41.14
Centrikon T-124 (Zentrifuge)
Vakuum-Konzentrator
Trennkammer fur DUnnschicht-
chromatographie

Vortex Genie 2

Uvikon 942

Midi-l Horizontalkammer

fur DNA-Gelelektrophorese
PCR-Thermocycler, Biometra
UV Stratalinker 1800

Sample Concentrator

Geldoku: UV-Transilluminator
Phosphoimagescanner BAS
Ultraschallbad: Sonorex RK100H
Ultraschallstab: Sonopuls
semi-dry Blot Maschine
Heizblock: DRI-BLOCK® DB-3A
1500 Pflanzenanzucht: Phytotron

fur Arabidopsis-Keimung

Muanchner Medizin Mechanik GmbH,
Minchen, D

Gesellschaft fur Labortechnik, Bergwedel, D
Satorius, Goéttingen, D

Eppendorf AG, Hamburg, D

Heraeus, Hanau, D

Kontron, AG Zirich, CH

Kontron, Bio-Tek-Neufahrn, D
Eppendorf, Hamburg, D
Sigma-Aldrich, Manchen, D

Bender Hobein AG, Zurich, CH
Kontron Instruments, Watford, GB

Ziege, Luckenwalde, D

BioRad, Munchen, D

Stratagene, Amsterdam, NL
Labtech International, Ringmer, GB
BioRad, Munchen, D

Fuji, Akasaka, JP

Bandelin, Berlin, D

Bandelin, Berlin, D

Biometra GmbH, Géttingen, D
Techne, Oxford/ Cambridge, UK
York International, York, USA
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Biolistic PSD-1000/He Particle delivery
System

1100 Psi rupture discs

Leica TCS SP2 Konfokal Fluoreszenz-
mikroskop

Gaschromatograph Agilent HP6890
Kapillarsaule Supelco SP-2330
Partisal SAX10 Anion Austausch Saule
Sauerstoff Mikrosensor und optisches
Glasfaser Sauerstoff-Messgerat

1-Liter Labor Mixer

Material

Film X-OMAT AR
Hybond N+ Membran und Filter
Klingen mit Griffschutz
DC-Platten: Si250-PA

Silica 60
BAS-1500 Autoradiographie und
Imagingplatte BAS-MS 2040
Software fir Phosphoimager:
BAS-Reader (Win 3.1, 1999)
Analyse der Phosphoimager-Scans
mit Tina Vers. 2.10i
Software zur Analyse von DNA-
Sequenzen: DNAStar
Micro Bio-Spin Saulen
3MM Filterpapier
Glasréhrchen mit Schraubkappe
Kapillarréhrchen
Pipetten
Plastikréhrchen (Falcon)
Ultrazentrifugenréhrchen

Plastik-Einmalkiivetten

BioRad, Miinchen, D

BioRad, Munchen, D

Leica, Wetzlar, D

Agilent, Boblingen, D

Sigma-Aldrich, Minchen, D
Whatman, Maidstone, UK

Microx TX2, Presens, Regensburg, D

VWR International, Darmstadt, D

Kodak, Rochester, NY, USA

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, D
Merck, Darmstadt, D

J.T.Baker, Philipsburg, USA

Merck, Darmstadt, D

Raytest, Straubenhardt, D

Fuji, Akasaka, JP

Raytest, Straubenhardt, D

DNAStar Inc., Madison, USA

BioRad, Munchen, D

Whatman International Ltd., GB

Schott, Mainz, D

Brand, Wertheim, D

Gibson, FR

BD™ Biosciences, Heidelberg, D
Beckman, Palo Alto, CA, USA

Ratiolab GmbH, Dreieich-Buchschlag, D

16



GC- und HPLC-Rd&hrchen Chromacol, Abimed Analysentechnik,
Langenfeld, D

Chemstation Software Agilent, Boblingen, D

Miracloth Calbiochem, Darmstadt,D
Percoll™ Amersham Pharmacia, Uppsala, S
Chromeleon Version 6.60 Dionex GmbH, Idstein, D

Silwett L-77 Helena Chemicals, Fresno, USA
Protran® Nitrocellulosemembran Schleicher & Schuell, Dassel, D
Chemikalien

Allgemeine Chemikalien (z.B. Ethanol, Chloroform) fur Puffer, L6sungen und Medien
sind in pro analysi Qualitat von den verschiedenen Herstellern Merck AG, Darmstadt,

D; Fluka, Taufkirchen, D oder Sigma-Aldrich, Minchen, D bezogen worden.

Radiochemikalien

L-3-Phosphatidyl-L- [3-14C]-serin, AmershamPharmacia, Little Chalfont, GB
1,2-dioleoyl, 2,0 GBg/mmol

[a-*2P]-dCTP 370 MBg/mmol Hartmann Analytic, Braunschweig, D
Enzyme

T4-DNA Ligase New England Biolabs, Beverly, USA
RNAase Ambion Ltd., Huntington, UK
Restriktionsenzyme Roche, Mannheim, D

Pfu-Polymerase TAKARA BIO INC., Otsu Shiga, J
Taqg-Polymerase Invitrogen, Karlsruhe, D

dNTPs Bioline GmbH, Luckenwalde, D

DNAse (RNAse frei) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
Macerozyme R-10 Yakult Honsha Co, Tokyo, J

Cellulase R-10 Yakult Honsha Co, Tokyo, J
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Kits, Marker, Antikorper

NucleoSpin Plasmid Macherey & Nagel, Duren, D
NucleoBond 500AX Macherey & Nagel, Duren, D
QiaQuick Gelextraktion Kit Qiagen, Hilden, D

QIAquick PCR Purification Kit (50) Qiagen, Hilden, D

Rediprime DNA Labeling System New England Biolabs, Beverly, USA
Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit ~ Sigma-Aldrich, Minchen, D
TRIzoI®-Reagent Invitrogen, Gibco BRL, Karlsruhe, D
Plant RNA Purification Reagent Invitrogen, Gibco BRL, Karlsruhe, D
Oligotex mRNA Mini Kit Qiagen GmbH, Hilden, D

Superscript™ 1l First-Strand Synthesis Invitrogen, Gibco BRL, Karlsruhe, D
System for RT-PCR —Kit

MitoTracker® Orange CMTMRos Molecular Probes, Eugene, USA
Precision Plus Protein™ Standard BioRad, Munchen, D

DNA-Langen- und Mengenstandard Eurogentec, Serraing, B
,1kbp-Leiter, SmartLadder

Maus Anti-Cytochrome C Antikérper  BD™ Biosciences, Heidelberg, D
Phosphatase markierter Ziegen- Roche, Mannheim
Anti-Maus-Antikorper

NBT/BCIP Tabletten Roche, Mannheim, D

2.2 Synthetische Oligonucleotide

Die folgenden Oligonukleotide wurden von der Firma Eurogentec (Seraing, B)
hergestellt.

Primer zur Identifizierung der PSD Gene

PD189: 5-CTCGTTGTTCCTACAGTTACAAACACTAC (atPSD1sense)

PD176: 5-TGTTTATAAGTAGCCTCGACTCTCAAGTA (atPSD1 antisense)
PD90: 5-ATGCTCGCTCAACTGCTCATGAAGTATAG (atPSD2 sense)
PD242: 5-AACTGAGCTCATTTTCTTCCCCTGCTTCT (atPSD2 antisense)
PD88: 5-CTGCGACATTCTCCAAAGGAAATGATCAAC  (atPSD3 sense)
PD185: 5-GAAATCTAACCCATATGAAGCCTGCCTAT (atPSD3 antisense)
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Primer zur Identifizierung der entsprechenden T-DNA
e LB T-DNA Syngenta
PD206: 5-TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC
e LBb1, T-DNA SALK
PD300: 5-GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT
o JL-202, T-DNA University of Wisconsin, Madison, USA
PD 35: 5-CATTTTATAATAACGCTGCGGACATCTAC

Primer fir die semiquantitative real-time PCR

PD344: 5-GCCACTGAACTGATTACCAGAGA (PSD2 sense)
PD345: 5-GAGTTATTATGCACGAAACAAGAGG (PSD2 antisense)
PD348: 5-CACACTCCACTTGGTCTTGCGT (Ubiquitin sense)
PD349: 5-TGGTCTTTCCGGTGAGAGTCTTCA (Ubiquitin antisense)

Primer fur Klonierungen

PD243: 5-GCCGAATTCATGAAACCTCGTTTTCCTCAAAA  (PSD1 sense)
PD244: 5-AATGGATCCCGTTCCTCTTTCCATCTTCCCAA  (PSD1 antisense)
PD98: 5-GTCGGTACCTCAGTGGCAAAGATTTTCAGATC (PSD2 antisense)
PD378: 5-GCGCCATGGATCAAGGGGCAAAGGAG (PSD2 sense)

2.3 Plasmide und Konstrukte

Vektoren:

pBinAR-Hyg Hofgen und Willmitzer (1990)

pBluescript Il SK(+) Stratagene, Amsterdam, NL

pKK-MCS Derivat von pKK-233-2, Clontech, Heidelberg,D
modifiziert durch H. Schmidt, Hamburg, D

pGemTeasy Promega, Mannheim, D

pSRN Caddick et al. (1998)

Donorkonstrukte fur weitere Klonierungen

pGEM Teasy-atPSD1 von Orlow (2003)

pGEM Teasy-atPSD2 von Orlow (2003)

pYES-PSD3 von Orlow (2003)

pBlueSKIl+-ppPSD1 von Orlow (2003)

U19624 (At3g54340) Arabidopsis Biological Resource Center,

Columbus, USA
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Konstrukte fiir Lokalisierungsstudien mit Hilfe von GFP

KDEL-GFP
pA7-KCO1
pEZR-KLN-PSD2
pEZR-KLN-PSD3

Scott et al., (1999)
Czempinski et al., (2002)
von Orlow (2003)

von Orlow (2003)

Konstrukte fiir Komplementationsstudien in EH150 Zellen

pKK-MCS-PSD3
pKK-MCS-PSD3-C-Terminus
pKK-MCS-PSD2

Nerlich (2003)
Nerlich (2003)
Nerlich (2003)

Klone fiir Northern Analysen auf Komplex [-Untereinheiten der mitochondrialen

Atmungskette (o) und auf ABC Gene (o) in Bliten

e 109115 (At5g0853) \
e U13076 (At1g79010)

o U25472 (At5g11770)

o U19624 (At3g54340)

o UB0728 (At5g20240)
o SQ181c02 (Atdg18960)

'

2.4 Bakterienstamme

A. tumefaciens (GV 3101)
E.coli XL1 blue

E.coli EH150
E.coliDH10B

2.5 Pflanzenmaterial

A. thaliana Columbia-0

A. thaliana Wassilewskija

psd2-1 (Wassilewskija/ At5g57190)
psd3-1 (Wassilewskija/ At4g25970)
psd2-1psd3-1

Arabidopsis Biological Resource Center
Columbus, USA

Kazusa DNA Research Institute, Chiba, J

Stratagene, Amsterdam, NL
Stratagene, Amsterdam, NL
Hawrot und Kennedy (1976)
Invitrogen, Karlsruhe, D

ABRC, Columbus, USA

ABRC, Columbus, USA

Arabidopsis Knockout Facility, Madison, USA
Arabidopsis Knockout Facility, Madison, USA
von Orlow (2003)
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psd2-2 (Columbia-0/ At5g57190) Syngenta, San Diego, USA
psd3-2 (Columbia-0/ At4g25970) Syngenta, San Diego, USA
psd2-2psd3-2 Nerlich (2003)

psd1-3 (Columbia-0/ At4g16700) SALK Institute, San Diego, USA

2.6 Medien

Alle Medien und Lésungen wurden mit demineralisiertem Wasser (Millipore, Billerica,

USA) hergestellt. Die Lésungen wurden fur 25 Minuten bei 125°C sterilisiert.

Anzuchtmedium fur A. thaliana: (2MS; Murashige und Skoog,1962):
0,44 % (w/v) MS, 1 % (w/v) Saccharose (pH 5,8), zur Verfestigung wurde 0,8 %
Select-Agar zugegeben

Anzuchtmedium fir Bakterien:
E. coli wurde Uber Nacht bei 37°C in YT-Medium (Sambrock et al., 1989) und A.
tumefaciens bei 28°C in YEB-Medium angezogen (Vervliet et al., 1975).

YT-Medium: YEB-Medium:
0,8 % (w/v) Pepton 0,5 % (w/v) Rindfleisch-Extrakt
0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt 0,1 % (w/v) Hefe-Extrakt
0,5 % (w/v) NaCl 0,5 % (w/v) Pepton
pH 7,0 0,5 % (w/v) Saccharose
2 mM Magnesiumsulfat
pH 7,0

Fir festes Medium wurde 1,5 % (w/v) Bacto Agar vor dem Autoklavieren zugegeben.

Je nach Organismus wurden dem Medium Antibiotika in folgenen Konzentrationen

zugegeben:
Ampicillin: 100 pg / | Medium
Kanamycin 50 ug /I Medium
Hygromycin B 25 ug /| Medium
Rifampicin 100 pg / | Medium
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2.7 Sequenzierungen und Sequenzanalysen

Sequenzierungen wurden von der Firma AGOWA GmbH — Sequenzier Service,
Berlin, D durchgefuhrt. Die Sequenzanalysen erfolgten mit der Lasergene Software
(DNAStar Inc., Madison, USA).

2.8 Molekularbiologische Methoden

Es wurden Standardmethoden (Restriktionsanalysen, Ligationen, E. coli und A.
tumefaciens  Transformationen, elektrophoretische Auftrennung der DNA,
Plasmidpraperationen) nach Sambrock et al. (1989) verwendet oder die Protokolle
der entsprechenden Kits. DNA Fragmente fir Klonierungen wurden mit Pfu-
Polymerase von TaKaRa (TAKARA BIO INC., Otsu Shiga, J) amplifiziert. Fur die
Amplifizierung von PCR-Fragmenten zum Durchsuchen von Mutanten-Populationen

wurde Tag-Polymerase (Invitrogen, Karlsruhe, D) eingesetzt.

2.8.1 Klonierungen

pSRN-PSD3
Aus dem Konstrukt pYES-PSD3 (PD304; von Orlow (2003)) wurde die cDNA von

PSD3 mit Xbal ausgeschnitten. Der Vektor pSRN wurde mit Spel aufgeschnitten und
die PSD3-cDNA in diese Schnittstelle kloniert.

pBinAR-Hyg-PSD3

Fur diese Klonierung wurde ebenfalls das Konstrukt pYES-PSD3 (PD304) verwendet.
Die PSD3-cDNA wurde uber Kpnl / Xhol ausgeschnitten und Uber die gleichen
Schnittstellen in den Vektor pBinAR-Hyg ligiert.

pBinAR-Hyg-PSD1

Die cDNA von PSD1 wurde aus dem Konstrukt pGemTeasy-PSD1 (PD306; von
Orlow (2003)) mit den Primern PD243 (EcoRI) und PD244 (BamHI) amplifiziert und

die entsprechenden Schnittstellen angefugt. Mit diesen Schnittstellen wurde die

cDNA in pBluescriptSKIl+ ligiert. Aus diesem Zwischenkonstrukt wurde die PSD1
cDNA mit Kpnl / Xbal ausgeschnitten und in pBinAR-Hyg kloniert.
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pBinAR-Hyg-ppPSD1 (Physcomitrella patens PSD)
Fur diese Klonierung wurde das Konstrukt pBluescriptSKIl+-ppPSD1 (PD233; von

Orlow (2003)) genutzt. Die cDNA wurde mit Kpnl / Xbal ausgeschnitten und in den
Vektor pBinAR-Hyg ligiert.

pBinAR-Hyqg-Apetala3

Der Klon U19624 stammt von dem Arabidopsis Biological Resource Center (pUNI51-

AP3; Arabidopsis Biological Resource Center, Columbus, USA). Die cDNA wurde
Uber Restriktion mit Kpnl / Sall aus dem Konstrukt gelost und mit diesen
Schnittstellen in pBinAR-Hyg gebracht.

pKK-MCS-PSD2-C-Terminus

Als Vorlage diente das Konstrukt pGemTeasy-PSD2 (PD244, von Orlow (2003)). Mit
den Primern PD378 (Ncol) und PD98 (Kpnl) wurde die cDNA amplifiziert und die

entsprechenden Schnittstellen angefligt. Das PCR Produkt wurde in pGemTeasy

zwischenkloniert und Uber die Schnittstellen Kpnl / Ncol in pKK-MCS eingefugt.

2.8.2 Transformation von Arabidopsis thaliana

Die Erzeugung transgener A. thaliana Linien erfolgte durch den Agrobacterium.
tumefaciens vermittelten Gentransfer. Dazu wurden Ubernachtkulturen der
Agrobakterien zentrifugiert (5000 g, 30 min, Raumtemperatur) und die Zellen im
gleichen Volumen Infiltrationsmedium (5 % (w/v) Saccharose, 0,22 % (w/v) MS-Salze,
2,5 mM MES-KOH pH 5,7, 44 nM Benzylaminopurin) resuspendiert. Pro Konstrukt
wurden 200 ml Bakteriensuspension, 100 ml Infiltrationsmedium und 500 pl Silwett L-
77 gemischt. Die Knospen von 6 Wochen alten Pflanzen wurden etwa 10 sec in
diese Losung getaucht (Clough und Bent, 1998). Nach der Samenreife wurden die

Samen zur Selektion auf antibiotikahaltige Medienplatten ausgebracht.

2.8.3 Southern Blot Analysen

Die Isolation genomischer DNA erfolgte aus 2-5 g Blattmaterial. In flissigem
Stickstoff zerkleinertes Material wurde mit 25 ml CTAB-Puffer (140 mM Sorbitol, 220
mM Tris-HCI, pH 8, 22 mM EDTA, 800 mM NaCl, 1 % (w/v) Sarkosyl, 0,8 % (w/v)
CTAB, pH 8, autoklaviert) 10 min bei 65°C unter gelegentlichem Schutteln inkubiert.
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Danach wurden 10 ml Chloroform hinzugefligt, gemischt und die Phasen durch
Zentrifugation (5 min, 3000 x g) getrennt. Die wassrige Phase wurde abgenommen,
zu 17 ml Isopropanol gegeben und auf Eis die DNA gefallt. Die DNA wurde pelletiert
(10000 x g, 5 min) und in 4 ml TE-Puffer geldst. Nach 10 min Inkubation mit 10 pg
RNAase bei Raumtemperatur wurden 400 ul Natriumacetat (3 M, pH 5,2) zugegeben
und der Ansatz mit %2 Volumen Rotiphenol™, Roth, D extrahiert. Nach einer weiteren
Extraktion mit Chloroform wurde die DNA mit 2 Volumen Ethanol erneut auf Eis
gefallt, bei 20000 x g abzentrifugiert und das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen.
Nach dem Trocknen des Pellets wurde es in 500 pl TE-Puffer geldst und die DNA
spektralphotometrisch quantifiziert. Fir den Southern Blot wurden 50-100 ug
genomischer DNA mit Restriktionsenzymen Uber Nacht geschnitten. Am nachsten
Tag wurden erneut 10 U Restriktionsenzym zugegeben und der Ansatz fur eine
weitere Stunde bei 37°C inkubiert. Die geschnittene DNA wurde durch Zugabe von
1/10 Volumen 3 M Natriumacetat und 2,5 Volumen 100 % Ethanol bei —20°C fur 30
min gefallt. Die gefallte DNA wurde nun 5 min bei 12000 x g pelletiert und mit 70 %
Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde getrocknet und in 50 pl TE-Puffer gelost. Die
DANN-Fragmente wurde in einem 0,8 % Agarosegel elektrophoretisch bei 100 V
Uber 4-5 Stunden aufgetrennt. Anschliefend wurde das Gel photographisch
dokumentiert. Der Transfer der DNA auf die Nylon-Membran (Hybond N+, Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg, D) erfolgte mit 0,4 M Natriumhydroxid uber Nacht. Am
nachsten Tag wurde die auf der Membran befindliche DNA durch cross-linking (UV
Stratalinker 1800, Stratagene, Amsterdam, NL) fixiert. AnschlieRend wurde die
Membran in 2 x SSC (11 20 x SSC: 175,3 g Natriumchlorid, 88,2 g Natriumcitrat, pH
7,0) angefeuchtet und fur 4 h bei 65 °C in Hybridisierungspuffer (250 mM Na;HPOy4,
pH 7,4, 7 % (w/v) SDS, 1mM EDTA, 1 % (w/v) BSA, 0,1 mg/ml frisch denaturierte
Heringsperma-DNA) inkubiert. Als Sonden wurden 70 ng gereinigte PCR- oder DNA-
Fragmente verwendet. Nach Denaturierung fir 5 min bei 95°C wurde mit Hilfe des
.Rediprime DNA-Labelingsystem“ (New England Biolabs, Beverly, USA) und 50 pCi
[a-*P]-dCTP (Hartmann Analytic, Braunschweig, D) eine radioaktive Sonde
hergestellt. Die Hybridisierung erfolgte Uber Nacht bei 65°C. Im Anschluss wurde die
Membran mehrfach mit 2 x SSC, 0,1 % SDS gewaschen und in Expositionskassetten
mit Verstarkerfolie mit einem Film (Kodak, X-Omat AR Films, Kodak Rochester, USA)
bei -80°C exponiert.
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2.8.4 Northern Blot Analysen

Die RNA wurde aus 0,1 g Pflanzenmaterial extrahiert. Dafur wurde zu dem in
flussigem Stickstoff zerkleinerten Material 1 ml TRIzoI®-Reagent (Invitrogen, Gibco
BRL, Karlsruhe, D) gegeben und bei Raumtemperatur 10 min inkubiert. Nach
Zentrifugation (12000 g, 10 min, 4 °C) wurde zum Uberstand 0,2 ml Chloroform/
Isoamylalkohol pro 1 ml TRIzol® zugegeben und vermischt. Nach einer weiteren
Zentrifugation (12000 g, 15 min, 4 °C) wurde die RNA bei Raumtemperatur mit 0,5
Volumen Isopropanol aus dem Uberstand geféllt (12000 g, 10 min, 4 °C). Das
erhaltene RNA Pellet wurde mit 75 % Ethanol gewaschen und in RNAse freiem
Wasser gelost. Der RNA Gehalt wurde spektralphotometrisch bestimmt. 5-10 ug
Total-RNA wurden in 1 x RNA Probenpuffer (0,8 x MEN [1 x MEN = 20 mM MOPS-
NaOH, 5 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA, pH7,0] 4,44 % Formaldehyd, 40 %
Formamid, 0,1 mg/ml Ethidiumbromid, 0,01 mg/ml Bromphenolblau) gelost,
denaturiert (56 °C, 10 min) und elektrophoretisch in einem 1,5 % Agarosegel (1 x
MEN, 6 % Formaldehyd, Elektrophoresepuffer. 1 x MEN) getrennt. Der Transfer der
RNA auf die Nylon-Membran (Hybond N+, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
D) erfolgte Uber Nacht in 10 x SSC (1,5 M NaCl; 0,015 M Natriumcitrat) als
Transferpuffer. Anschlieliend wurde die RNA auf der Membran fixiert (UV Stratalinker
1800, Stratagene, Amsterdam, NL). Die anschlielende Hybridisierung wurde, wie im

Southern Blot Experiment (2.8.3) beschrieben, durchgefihrt.

2.8.5 Semiquantitative real-time PCR

Die RNA fur die semiquantitative Real-time PCR wurde wie unter dem Punkt 2.8.4
beschrieben isoliert. Fur die Isolation der RNA aus Schoten wurde das Plant RNA
Purification Reagent (Invitrogen, Gibco BRL, Karlsruhe, D) und dessen Protokoll
verwendet. Die DNA aller erhaltenen total RNAs wurde mit RNAse freier DNAse
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D) entfernt. Aus dem total RNA Gemisch
wurde mit Hilfe des Oligotex mRNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, D) die mRNA
isoliert. Die isolierten mMRNAs dienten anschlieRend als Vorlage zur Synthese der
cDNAs. Dafur wurde das Superscript™ [l First-Strand Synthesis System for RT-
PCR-Kit (Invitrogen, Gibco BRL, Karlsruhe, D) angewandt. Die semiquantitative real-

time PCR fand wunter gleichen Bedingungen statt, wie sie fur die
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Polymerasekettenreaktion (2.8.7) beschrieben wurden. Die Sequenzen der Primer

wurden so gelegt, dass ein etwa 120 bp grof3es Amplicon entstand.

2.8.6 Isolation genomischer DNA aus Arabidopsis Blattern (Kurzprotokoll)

Zunachst wurde Pflanzengewebe (~0,5 g) in flissigem Stickstoff gemaorsert, mit 550
dl ,Shorty“-Puffer (0,2 M Tris-HCI, pH 9,0, 0,4 M LiCl, 25 mM EDTA, 1 % SDS) und
550 pl Phenol/Chloroform (1:1, pH 7,5) gut vermischt. Eine Phasentrennung wurde
durch Zentrifugation fir 5 min bei 20000 x g erreicht. Die DNA wurde aus dem
Uberstand mit 500 pl Isopropanol geféllt. Die pelletierte DNA (10 min bei 20000 x g)
wurde 30 min an Luft getrocknet und in 500 pl TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8; 1
mM EDTA, pH 8) mit 2 yl RNAase (10 mg/ml Stock) bei 37°C fir 10 min inkubiert.
Danach erfolgte eine weitere Phenolextraktion mit anschlielender Isopropanolfallung.
Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 500 ul TE-Puffer
geldst. Fur die PCR wurde 1 yl DNA verwendet.

2.8.7 Amplifizierung von Genloci und Aufreinigung des PCR Produkts

Geringe Mengen DNA koénnen mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
spezifisch amplifiziert werden. Dafur wurden 1-10 ng DNA pro Reaktion in einem
Reaktionsvolumen von 25-100 pul eingesetzt. Weiterhin wurden 0,25 mM dNTPs, 1,5
mM MgCl,, 1 x Reaktionspuffer und 1 U Tag-Polymerase (Invitrogen, Gibco BRL,
Karlsruhe, D) hinzugefugt. Folgende Temperaturzyklen wurden verwendet:

1. Denaturierung 94 °C 3 min

2. Denaturierung 94 °C 30 sec

3. Annealing 60 °C 30 sec 34 Wiederholungen
4. Elongation 72 °C 1 min / 1000 bp

5. Elongation 72 °C 10 min

6. Abkuhlen 4°C 0
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Sollten Amplicons flr Sequenzierungen oder Klonierungen verwendet werden,
wurden die Reaktionsansatze mit dem QIAquick PCR Purification Kit (50) (Qiagen,
Hilden, D) aufgereinigt.

2.8.8 Identifizierung von T-DNA Insertionsmutanten

Auf der Webseite http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress wurde eine neue T-DNA
Insertionslinie fur PSD1 ausgewahlt und deren Samen bestellt (SALK-Institute, San
Diego, USA). Die psd2-1psd3-1 Doppelmutante wurde mit dieser psd1 Mutante
gekreuzt, um eine psd1psd2-1psd3-1 Dreifachmutante zu erhalten. Die verwendeten
Primerkombinationen zum Auffinden der jeweiligen Mutanten mittels PCR sind unter

dem Punkt Oligonukleotide aufgefuhrt.

2.8.9 Western Blot Analysen

Die Proteinextraktion erfolgte mit Phenol nach Cahoon et al. (1992). Die Menge an
Protein wurde mit der BCA-Methode bestimmt (siehe 2.9.6.1). Fur das Gel wurden 60
Mg Protein eingesetzt. Zu den Proben wurde Laemmli-Puffer (50 mM Tris HCI [pH
6,8], 100 mM Dithiothreitol, 2 % SDS, 0,1 % Bromphenolblau, 10 % Glycerol)
gegeben, bevor sie 10 min bei 60°C denaturiert wurden. Die Proben wurden
anschliefend auf ein Gel (10 % SDS, 30 % Acrylamid, 1,5 mM Tris [pH 8,8], 10 %
Ammoniumpersulfat, TEMED) aufgetragen und aufgetrennt (100 V, Raumtemperatur,
Laufpuffer: 25 mM Tris, 2560 mM Glycin [pH 8,3], 0,1 % SDS). Als
Molekulargewichtsmarker wurde Precision Plus Protein™ Standard (BioRad,
Minchen, D) verwendet. Der Transfer der gelelektrophoretisch getrennten Proteine
aus SDS-PAGE Gelen auf Nitrocellulosemembranen wurde nach der Methode von
Towbin et al. (1979) durchgefiihrt. Die Ubertragung erfolgte mit einer semi-dry Blot
Maschine (Biometra GmbH, Géttingen, D) in 20 mM Tris, 150 mM Glycin, 20 %
Methanol fir 1 h bei 130 mA. Fur die Immunodetektion spezieller Proteine auf der
Nitrocellulosemembran wurden zunachst unspezifische Bindungsstellen durch eine
Inkubation in Blockpuffer (0,3 % Milchpulver, 20 mM Tris HCI [pH 7,5], 150 mM NaCl,
0,1 % Tween 20) Uber Nacht bei 4°C abgesattigt. Die Inkubation mit gereinigten
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monoklonalen Maus Anti-Cytochrome C Antikdrper (BD™ Biosciences, Heidelberg, D)
erfolgte fur eine Stunde bei Raumtemperatur im gleichen Puffer. Unspezifisch
gebundene Antikorper wurden durch Waschen mit Blockpuffer entfernt (4 x 10 min).
Die Markierung der spezifisch gebundenen, monoklonalen Antikorper erfolgte durch
einstindige Inkubation mit einem Phosphatase markiertem Ziegen-Anti-Maus-
Antikérper. Nach Entfernung unspezifisch gebundener Antikérper (4 x 10 min
waschen in 20 mM Tris [pH 7,5], 50 mM NaCl, 0,05 % Tween 20) erfolgte ein
Nachweis der Antikorper bzw. der Proteine in 20 ml Farbeldésung (2 NBT/BCIP

Tabletten von Roche, Mannheim, D).

2.8.10 Lokalisierungsstudien mit GFP-Konstrukten

Es wurden GFP-Fusionskonstrukte der Gene PSD1, PSD2, PSD3 und GFP-
Positivkontrollen mit bekannter Lokalisierung verwendet. Die fur die biolistische
Methode notigen Materialien wurden von der Firma BioRad (BioRad, Munchen, D
bezogen. Die DNA wurde an Gold-Microcarrier gebunden und in Blattepidermiszellen
transferiert. Dazu wurde ein Biolistic PSD-1000/He Partikel Delivery System (BioRad,
Munchen, D) mit 1100 Psi rupture discs verwendet. Die Proben wurden 48 h nach
Transformation unter einem Leica TCS SP2 Konfokal Fluoreszenzmikroskop (Leica,
Wetzlar, D) betrachtet (siehe auch 2.9.5).

2.9 Biochemische Methoden
2.9.1 Lipidanalysen

2.9.1.1 Lipidextraktion aus A. thaliana

Lipide wurden nach einem modifizierten Protokoll von Bligh und Dyer (1959) isoliert.
Fiur die Lipidextraktion aus Pflanzen wurden etwa 0,1 g Blattmaterial in flussigem
Stickstoff gemorsert und mit 2 Volumen Methanol/Chloroform/Ameisensaure (1:1:0,1)
und 1 Volumen 1 M KCI, 0,2 M H3zPO4 vermischt. Fur eine Phasentrennung wurde
das Gemisch 2 min bei 12000 x g zentrifugiert. Die organische, untere Phase wurde

im Stickstoffstrom getrocknet und erneut in Chloroform/Methanol (2:1) aufgenommen.
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2.9.1.2 Lipidextraktion aus Mitochondrien

Isolierte Mitochondrien (2.9.2) wurden pelletiert (14000 g, 10 min, 4°C) und die Lipide

wie im Punkt 2.9.1.1 beschrieben isoliert.

2.9.1.3 Auftrennung der polaren Lipide liber Diinnschichtchromatographie

Eindimensionale Diinnschichtchromatographie

Es wurden Si250-PA Platten (J.T.Baker, Phillipsburg, USA) zunachst kurz in 0,15 M
(NH4)2SO4 getaucht und zwei Tage getrocknet. Vor der Dunnschichtchromatographie
wurden diese Platten 2,5 Stunden bei 120°C aktiviert. Die Beladung der Platten mit
Proben erfolgte mit Kapillarrohrchen. Das Laufmittel war Aceton/Toluol/Wasser
(91:30:8).

Zweidimensionale Diinnschichtchromatographie (nach Benning et al., 1995):

Die Zweidimensionale Dunnschichtchromatographie (2D-DC) wurde genutzt, um die
Phospholipide PS und Pl eindeutig voneinander zu trennen. Bei der 2D-DC wurden
Silica 60 Platten (Merck, Darmstadt, D) verwendet. Es wurde der Lipidextrakt an der
unteren Ecke der Platte aufgetragen. Zuerst lief die Dinnschichtchromatographie mit
dem Laufmittel Chloroform/Methanol/ Wasser (65:25:4). Nach Beendigung der ersten
Chromatographie wurde die Dunnschichtplatte vollstandig getrocknet und um 90°
nach links gedreht und der zweiten Chromatographie im Laufmittel

Chloroform/Aceton/ Methanol/Eisessig/Wasser (50:20:10:10:5) unterzogen.

2.9.1.4 Visualisierung und Lokalisierung der Lipide auf einer Diinnschichtplatte

Die aufgetrennten Lipide wurden mit Anilinnaphthalinsulfonsaure in Methanol (0,2 %
(w/v)) bespriht. Dieses fuhrt zur Fluoreszenz aller hydrophoben Komponenten unter
UV-Licht (366 nm) und somit zur Visualisierung der Lipide auf der Dinnschichtplatte.
Die Lage der Phospholipide PI, PS, PE, PC und PG wurde durch Co-Migration mit
Standardlipiden ermittelt. Zusatzlich kann man die Lipide PS und PE durch Farbung
mit Ninhydrin lokalisieren. Die Phospholipide PS und PE enthalten Aminogruppen,

die mit Ninhydrin reagieren und somit gesondert nachgewiesen werden konnen.
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Dazu wurde die Dunnschichtplatte mit Ninhydrinldsung (0,25 % (w/v) Ninhydrin in
Aceton) bespriuht. Nach Verdunstung des LoOsungsmittels wurde die Platte zur
Entwicklung 5 min bei 120°C erhitzt. PE und PS erscheinen violett.

2.9.1.5 Gaschromatographische Analyse von Fettsauremethylestern

Chromatographisch aufgetrennte Lipide wurden fir die gaschromatographische
Quantifizierung nach Browse et al. (1986) transmethyliert. Nach Zugabe von 1 ml
methanolischer HCI sowie 5 pg Pentadecansaure (15:0) als internen Standard
wurden die Proben bei 80°C fur 25 min verestert. Nach dem Abkuhlen der Proben
erfolgte die Extraktion der Fettsauremethylester durch Zugabe von 1 ml Hexan und 1
ml 0,9 % NaCl und Zentrifugation (235 g, 3 min). Die Hexanphase mit den darin
enthaltenen Fettsauremethylestern wurde abgenommen und im Stickstoffstrom auf
100 ul eingeengt. Nach Uberfiilhren in GC-Roéhrchen (Chromacol, Abimed
Analysentechnik, Langenfeld, D) erfolgte die Analyse von 2 ul Probenvolumen im
Gaschromatographen (Agilent HP6890; Agilent, Boblingen, D). Verwendet wurde
eine Kapillarsaule (30 m Lange, Durchmesser 750 ym und 0,2 ym Schichtdicke;
Supelco SP-2330; Sigma-Aldrich, Muinchen, D) und ein Flammenionisationsdetektor.
Die Injektionstemperatur betrug 220°C. Als Tragergas wurde Helium mit einer
Flussrate von 11 mil/min verwendet. Die Ausgangstemperatur der Saule lag bei
100°C und wurde 1 min lang gehalten. AnschlieBRend wurde die Temperatur
innerhalb von 2,40 min auf 160°C erhdht und in weiteren 6 min auf 220°C gesteigert.
Diese Temperatur wurde 4 min lang gehalten, bevor die Saule dann in 5 min wieder
auf 100°C gebracht wurde. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm

Chemstation (Agilent, Boblingen, D).

2.9.2 Isolation von Mitochondrien

Die Isolation der Mitochondrien erfolgte nach einer vereinfachten Version von Klein et
al. (1998). Arabidopsis Samen wurden oberflachensterilisiert und in 300 ml Medium
(2 MS, 3 % Saccharose, 20 mM Isobutylsaure) fir 3 Wochen, im Dunkeln angezogen.
Das Pflanzenmaterial wurde im Extraktionspuffer (450 mM Saccharose, 15 mM
MOPS, 1,5 mM EGTA-KOH, pH 7,4, 10 mM Dithiothreitol, 6 g/I Polyvinylpyrrolidon)
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mit einem Mixer zerkleinert (1 Mal high speed, 2 Mal low speed mit je 30 sec Pause
dazwischen). Zelltrimmer wurden durch Filtern der Suspension durch eine Lage
Miracloth (Calbiochem, Darmstadt, D) und anschlieRender Zentrifugation (2000 g, 5
min) abgetrennt. Aus dem Uberstand wurden die verbleibenden Zellbestandteile
einschlieBlich Mitochondrien durch Zentrifugation (16000 g, 10 min) pelletiert. Das
Pellet wurde in Waschpuffer (300 mM Saccharose, 10 mM MOPS, 1 mM EGTA-KOH,
pH 5,2) suspendiert und auf einen Percoll™-Gradienten (18 % / 23 % / 40 %)
gegeben. Nach der Zentrifugation (12000 g, 45 min) konnten die Mitochondrien an
der Phasengrenze zwischen 40 % und 23 % Percoll™ abgenommen werden. Die so
gewonnen Mitochondrien wurden in Resuspensionspuffer (400 mM Mannitol, 10 mM
Tricine-KOH, 1 mM EGTA-KOH, pH 7,2) gewaschen und pelletiert (14000 g, 10 min).

2.9.3 Isolation von Protoplasten

Es wurden 5 g Blattmaterial sehr fein zerkleinert und in 30 ml Enzymlésung (0,25 %
Macerozyme R-10 (Yakult Honsha Co, Tokyo, J), 1,0 % Cellulase R-10 (Yakult
Honsha Co, Tokyo, J), 400 mM Mannitol, 8 mM CaCl,, 5 mM MES-KOH, pH 5,6) fur
5 h bei Raumtemperatur und leichtem Schutteln inkubiert. Die Protoplasten wurden
durch einen 100 um Filter filtriert und danach bei 46g, 4°C fur 5 min sedimentiert. Die
pelletierten Protoplasten wurden in W5 Puffer (154 mM NaCl, 125 mM CaCl,, 5 mM
KCI, 5 mM Glucose, 1,5 mM MES-KOH, pH 5,6) aufgenommen und auf 20 ml 21 %
Saccharose gegeben. Die Trennung der intakten von den zerstorten Protoplasten
erfolgte durch Zentrifugation bei 78 g, 4°C fur 10 min. Die intakten Protoplasten
sammelten sich an der Interphase und wurden pelletiert (55 g, 4°C, 5 min).
Anschliefend wurden die Protoplasten erneut in W5 Puffer aufgenommen und 30

min auf Eis belassen.
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2.9.4 Farbung von Mitochondrien mit MitoTracker® Orange

Isolierte Protoplasten wurden 1 h auf Eis mit MitoTracker® Orange CMTMRos
(Molecular Probes, Eugene, USA) inkubiert. Die Fluoreszenz markierten
Mitochondrien wurden unter dem Konfokalmikroskop (Excitation 554 nm, Emmision
576 nm) betrachtet und dokumentiert.

2.9.5 Konfokale Fluoreszenz Laserscanning Mikroskopie

Diese Art der Mikroskopie dient der Detektion von fluoreszierenden Molekulen auf
zellularer Ebene. Dabei wird monochromatisches Licht mit der Wellenlange des
Absorptionsmaximums des fluoreszierenden Molekils auf die Probe gestrahlt. Das
vom Molekul emittierte Licht wird mit einem Detektor erfasst und in Form von
Digitalbildern wiedergegeben. Dazu wurde das TCS SP2 (Leica, Solms, D) konfokale
Fluoreszenz Mikroskop eingesetzt. Die Fluorophore wurden mit einem Ar/He/Ne
Laser angeregt und mit Hilfe der Leica Confocal Software analysiert. Fir GFP betrug
die Excitation 488 nm und die Emmission 510 nm. Die Autofluoreszenz des
Chlorophylls in den Chloroplasten wurde durch Licht der Wellenlange 633 nm

angeregt. Die Emission erfolgte bei 700 nm.

2.9.6 PSD-Enzymtest

2.9.6.1 PSD-Enzymtest mit A. thaliana

Es wurden 0,5 g Blattmaterial geerntet und in ca. 8 ml Extraktionspuffer (50 mM Tris-
HCI, pH 7) mit etwas Seesand bei 4°C gemorsert. Die Zentrifugation (1 min, 4°C,
1200 x g) trennte die Zelltrimmer und den Seesand ab. Die Microsomenmembranen
aus dem Uberstand wurden durch Zentrifugation (1 h, 4°C, 100000 x g) in der
Ultrazentrifuge pelletiert. Das Pellet wurde in 150 pl Extraktionspuffer aufgenommen.
Um fir die Enzymreaktion die gleichen Proteinmengen einsetzen zu kénnen, wurden
die Proteinkonzentrationen der Ansatze nach der BCA-Methode bestimmt. Dafur
stellt man eine Verdinnung der Probe in 50 yl Gesamtvolumen her und versetzt
diese mit 1 ml BCA Reagenz (Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit, Sigma-
Aldrich, Munchen, D) (50 Teile Bicinchoninic Acid + 1 Teil CuSO4-Lésung). Das
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Gemisch wird fur 15 min bei 60°C inkubiert und die Extinktion bei 560 nm bestimmt.
Die Ermittlung des Proteingehalts erfolgt Gber eine Eichgerade. Pro Reaktionsansatz
sollte 1 mg Protein in 50 mM Tris-HCI, pH 7, 0,1 % Triton X-100 eingesetzt werden.
Zur Bestimmung der PSD-Enzymaktivitdt wurde die von Dowhan et al. (1974)
beschriebene Methode leicht verandert. Als Substrat wurden 0,01 uCi (130 ng) L-3-
Phosphatidyl-L-[3-'*C]-serin, 1,2-dioleoyl (Amersham Pharmacia, Little Chalfont, GB)
und 1,3 pg PS in 75 pl 50 mM Tris-HCI, pH 7, 0,1 % Triton X-100 eingesetzt. Durch
die katalysierte Decarboxylierung von PS zu PE und Kohlendioxid wurde das
entstehende Produkt PE ebenfalls radioaktiv markiert. Im Anschluss an die Reaktion
(1 h, Raumtemperatur) wurden die Lipide PS und PE durch Zugabe von 200 pl
Chloroform/Methanol (2:1) und 100 pl 1 M KCI, 0,2 M H3PO,4 extrahiert. Die
Auftrennung erfolgte mittels Dunschichtchromatographie mit Si250-PA Platten
(J.T.Baker, Phillipsburg, USA) in Chloroform/Methanol/Wasser (65:25:4) als
Laufmittel. AnschlielRend wurde die Verteilung der Radioaktivitat zwischen dem Edukt
und dem Produkt Uber Autoradiographie mit dem Phosphoimager (Raytest,
Straubenhardt, D) detektiert. Die Autoradiographie mit dem Phosphoimager stellt
eine Alternative zu dem Ublichen Nachweis mit dem Rdntgenfilm dar. Die Detektion
des Lipidmusters im Lipidextrakt erfolgte durch Uber Nacht Exposition der
getrockneten DC-Platten auf der Phosphoimager-Platte. Diese konnte mit dem Gerat
BAS 1500 (Raytest, Straubenhardt, D) ausgelesen werden. Durch Abgleich mit dem
1:1 Ausdruck konnten so die Phospholipide auf der DC lokalisiert werden. Die
Quantifizierung der schwarzen Banden wurde im Programm ,TINA“ (Raytest,
Straubenhardt, D) durchgefihrt. Dieses Programm ermittelt die Starke der
Pixeldichte auf dem Phosphoimager in bestimmten Bereichen des Bildes, welche
zuvor als Regionen definiert wurden. Die Schwarzung (Pixeldichte) steht im direkten

Verhaltnis zur Menge des radioaktiven Lipids.

2.9.6.2 PSD-Enzymtest mit E. coli

Der in vitro Enzymtest wurde mit E. coli auf der Grundlage des unter 2.9.6.1
beschriebenen Tests durchgefuhrt. Es wurde eine 200 ml Kultur angeimpft und mit
0,5 mM IPTG induziert. Am nachsten Tag wurden die Zellen geerntet (6000 x g, 5
min). Die Zellen wurden mit 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 (4 g KH,PO,4 +
10,7 g K;HPO4 in 100 ml = 1 M Kaliumphosphatpuffer) gewaschen und anschliel3end
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in 1 ml des Puffers aufgenommen. Durch Ultraschall (Sonopuls, Bandelin, Berlin)
wurden die Zellen aufgebrochen. Die Proteinkonzentration der Zellsuspension wurde
mit der BCA-Methode bestimmt. Fur den Enzymtest wurden 50 ug Protein eingesetzt.
Das Substrat wurde, wie in dem Abschnitt 2.9.6.1 beschrieben, vorbereitet. Das
Substrat wurde flr den E. coli Enzymaktivitatstest in einen auf 42°C temperierten
Heizblock gestellt und die Proteinlosung zu dem Substrat pipettiert. Die
Reaktionsdauer betrug 10 min. Alle weiteren Schritte erfolgten wie unter 2.9.6.1

beschrieben.

2.9.6.3 PSD-Enzymtest mit Mitochondrien

Fur den Enzymtest wurde die Proteinkonzentration der isolierten Mitochondrien mit
der BCA-Methode bestimmt und der Enzymtest durchgefuhrt (siehe 2.9.6.1).

2.9.7 Extraktion von Nukleotiden und Analyse mit HPLC
(Abgewandelt nach Weiner et al., 1987 und Jellito et al., 1992)

Etwa 100 mg gefrorenes Blattmaterial wurde in flussigem Stickstoff zerkleinert und
mit 1 ml auf -20°C temperierter 16 % Trichloressigsaure in Diethylether versetzt. Der
Ansatz wurde 2 min gemischt und mindestens 20 min auf Eis inkubiert, bevor 300 pl
16 % Trichloressigsaure in Diethylether mit 5 mM EGTA pro 100 mg Blattmaterial
zugegeben wurden. Nach 3 stundiger Inkubation auf Eis wurde zentrifugiert (20800 g,
10 min). Der wassrige Uberstand wurde zu 5 ml Wasser-gesattigtem Diethylether
gegeben, gemischt und erneut zentrifugiert (1400 g, 4°C, 5 min). Die Etherphase
wurde verworfen und die wassrige Phase erneut mit Diethylether gewaschen. Die
wassrige Phase wurde in ein frisches Reaktionsgefal® uberfuhrt und der pH-Wert mit
5 M KOH, 1 M Triethanolamin auf 6-7 eingestellt. Zum Verdunsten des restlichen
Diethylethers wurde das Reaktionsgefal 30 min offen stehen gelassen. Um den
eventuell entstandenen Niederschlag zu entfernen, wurde ein weiteres Mal 10 min
bei 20800 g und 4°C zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde in HPLC-R&hrchen
Uberfuhrt und durch Hochleistungs-Flissigchromatographie, unter Verwendung des
HPLC-Systems 450 MT2 (Probeninjektor Cotati 9125, UV Detektor 430; Kontron
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Instruments, Eiching, D) vermessen. Die Kalibrierung erfolgte Gber einen externen
Standard. Es wurden 20 ul der Probe injiziert. Die Proben wurden zunachst tber eine
selbst gefullte Partisal 10 SAX Vorsaule, dann mit einer Durchflussrate von 1 ml pro
min durch eine Partisal-SAX10 (N(CHs);") Anionen Austausch Saule (Whatman,
Maidstone, UK) geleitet. Zum Aufbau des Gradienten wurden die Puffer A (40 mM
NH3PO4, pH 2,8 mit H3PO4) und B (750 mM NH4PO4, pH 3,7) verwendet. Der
Gradient sah folgendermalfien aus: 0 min 95 % Puffer A, 12 min 95 % Puffer A, 15
min 50 % Puffer A, 20 min 10 % Puffer A, 34 min 0 % Puffer A, 36 min 0 % Puffer A,
37 min 95 % Puffer A, 42 min 95 % Puffer A. Die Detektion erfolgte mit dem UV/VIS
Detektor bei 254 nm. Zur Integration der Peaks wurde die Software Chromeleon

Version 6.60 (Dionex GmbH, ldstein, D) verwendet.

2.9.8 Messung der Atmungsraten mit Sauerstoffelektrode

Fir die Bestimmung der Atmungsraten wurden Arabidopsis Samen
oberflachensterilisiert und in 300 ml Medium (2 MS, 3 % Saccharose, 20 mM
Isobutylsaure) fur 3 Wochen, in Dunkelheit angezogen. Vor der Messung wurde
frisches Medium zu den Keimlingen gegeben und 48 h Luft durch die Kolben geleitet,
um die Keimlinge in den verschiedenen Kolben in einen ahnlichen physiologischen
Zustand zu bringen. Anschlief3end wurde den Keimlingen frisches MS-Medium mit 1
% Saccharose zugegeben, der Kolben luftdicht verschlossen und sofort mit der
Messung begonnen. Die Messung erfolgte in Dunkelheit mit einem Sauerstoff
Mikrosensor, der mit einem optischen Glasfaser Sauerstoff-Messgerat (Microx TX2,
Presens, Regensburg, D) verbunden war. Diese Art des Sensors ermoglichte die
prazise schnelle Messung von Anderungen der Sauerstoffkonzentration innerhalb
des Mediums. Es wurden im Abstand von 1 min die Sauerstoffkonzentrationen
gespeichert, bis sich ein Gleichgewicht einstellte. Die Atmungsrate wurde im linearen
Bereich der aufgezeichneten Kurve in Bezug auf die Trockenmasse der Keimlinge

bestimmt.
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2.9.9 Alexander-Farbung

Mit der Alexander-Farbung ist es mdoglich, entwicklungsfahige Pollen von nicht
lebensfahigen Pollen zu unterscheiden. Es wurden Blutenstédnde geerntet und in
FPAS50 (5 ml Formaldehyd 37 %, 5 ml Propionsaure, 90 ml Ethanol 50 %) 1-3 h fixiert.
Anschlieend wurden die Antheren auf Objekttrager gebracht und mit wenigen
Tropfen Alexander Farbelosung (10 ml Ethanol, 1 ml Malachit Grun [1 % in Ethanol],
5 ml Fuchsinsaure [1 % in Wasser], 0,5 ml Orange G [1 % in Wasser], 5 g Phenol, 5
g Chloralhydrat, 2 ml Eisessig, 25 ml Glycerol, 50 ml Wasser) bedeckt. Nach 15 min
konnten die Proben unter dem Stereomikroskop (Leica MZ125, Leica, Solms, D)
betrachtet werden. Die Wand lebensfahiger Pollen ist grin gefarbt, das Cytoplasma

violett.

2.10 Anzucht von Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana Samen wurden oberflachensterilisiert, indem die Samen 1
Minute in 70 % Ethanol gewaschen und fur maximal 15 Minuten in 5 % (v/v)
Natriumhypochlorit, 0,1 % (v/v) Triton X-100 inkubiert wurden. AnschlieRend wurden
die Samen drei Mal mit sterilem Wasser gewaschen. Die Samen wurden in steriler
Agarose 0,1 % (w/v) aufgenommen und gleichmaRig auf 2 MS-Medienplatten verteilt,
je nach Linie mit oder ohne Antibiotikum. Diese Platten wurden Gber Nacht bei 4°C
vernalisiert. Die Arabidopsis Pflanzen wurden 10-14 Tage in Sterilkultur in einer
Gewebekulturkammer (22°C, 16 h Tageslange, 140 pmol m? s, 70 %
Luftfeuchtigkeit) angezogen. Anschlielend wurden die Keimlinge auf Arabidopsis-
Erde (Vermiculit und Gartenerde 1:1) pikiert. Das weitere Wachstum erfolgte unter
Arabidopsis thaliana Standardbedingungen: Tag: 16h, 20°C, 60 % Luftfeuchte, 120

umol m? s Licht; Nacht: 16°C, 75 % Luftfeuchte.

2.10.1 Induktion des Ethanol induzierbaren Promotors

Die Induktion des Ethanol induzierbaren Promotors musste erfolgen, bevor die
Pflanzen begannen, einen Spross hervorzubringen. Dazu wurden drei Wochen alte

Pflanzen genutzt. Pro Pflanze (6 cm Topf) wurde mit 10 ml 0,5 % Ethanol zum
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Zeitpunkt 0 h, 6 h, und 16 h bewassert. Das Blattmaterial wurde 29 h nach der ersten

Ethanolgabe geerntet.

2.10.2 Kreuzung von A. thaliana

Von einer jungen Blute wurden einige Pollen entnommen und der Pollen auf die
Narbe einer noch nicht gedffneten Blute getupft. AnschlieRend wurde die Knospe
zum Schutz vor Austrocknung mit etwas Klarsichtfolie umhullt und der Spross
markiert. Innerhalb von 4 — 7 Tagen war der Erfolg der Kreuzung an der

beginnenden Schotenbildung zu erkennen.

2.10.3 Infiltration von A. thaliana Bliten mit Jasmonsaure

Dieses Experiment wurde wie in der Veroffentlichung von Ishiguro et al. (2001)

beschrieben durchgefuhrt.

2.10.4 Elektronenmikrokopische Aufnahmen von A. thaliana

Elektronenmikroskopische Aufnahmen verschiedener Gewebe und Organellen von
A. thaliana Linien wurden durch Michael Melzer am IPK Gatersleben, D angefertigt

und freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

2.11 Anzucht von Escherichia coli

Von den bendtigten Bakterienstammen existierten Glycerolstocks, die bei —80°C
gelagert wurden. Fur Untersuchungen wurden zunachst die gewunschten E. coli-
Stamme aus der Glycerol-Stocksammlung auf LB-Medienplatten ausgestrichen und
uber Nacht bei 37°C inkubiert. FUr weitere Untersuchungen wurden Einzelkolonien

von den Platten entnommen und diese in 3 ml LB-Flissigmedium mit
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entsprechendem Antibiotikum angeimpft (Reagenzglas mit Aluminiumkappe). Diese
wurden Uber Nacht bei 37°C unter leichtem Schiitteln angezogen. Wurden grolRere
Kulturen bendtigt, wurde mit einer 3 ml Kultur eine 250 ml Kultur inokuliert. Die
Bakterienstdmme wurden gegebenenfalls mit IPTG induziert. Die Induktion erfolgte
nach Erreichen der optischen Dichte von 0,4 bei 600 nm. Am nachsten Tag wurden

die Zellen durch Zentrifugation bei 6000 x g geerntet.
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3. Ergebnisse

3.1 Expression verschiedener PSDs in heterologen Systemen und in

Arabidopsis thaliana

3.1.1 Heterologe Expression von atPSD2 und atPSD3 in E. coli

Phosphatidylserin Decarboxylasen (PSD) wurden bereits unter anderen aus Hefe
und E. coli charakterisiert (Clancy et al., 1993; Trotter et al., 1993; Trotter und
Voelker, 1995a; Trotter et al., 1995b; Hawrot und Kennedy, 1975; Hawrot und
Kennedy, 1978). Aus Pflanzen sind bisher die /lePSD1 aus Tomate (Lycopersicon
esculentum) und die atPSD1 aus Arabidopsis identifiziert und untersucht worden
(Rontein et al.,, 2003). Es konnte dabei gezeigt werden, dass atPSD1 in allen
Geweben der Pflanze sehr gering exprimiert wird und das Genprodukt im
Mitochondrium lokalisiert ist (Rontein et al., 2003). Insgesamt wurden in Arabidopsis
drei Gene (atPSD1: At4g16700, atPSD2: At5g57190, atPSD3: At4g25970) durch
Vergleich mit Sequenzen bereits bekannter PSD Gene identifiziert (von Orlow, 2003;
Rontein et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit sollte fir die beiden Gene atPSD2
und atPSD3 aus Arabidopsis zunachst die Funktionalitat gezeigt werden. Dafur
wurden beide cDNAs in den Vektor pKK-MCS kloniert. Da die C-Termini der atPSD2
und atPSD3 ortholog zu ecPSD aus E. coli sind, wurden zusatzlich auch Konstrukte
erstellt, die nur den C-Terminus des jeweiligen Proteins trugen. Fir den Nachweis
der Funktionalitdt wurde die E. coli Mutante EH150, die eine temperatursensitive
PSD Mutation tragt, mit den Konstrukten transformiert. EH150 zeigt bei 37°C
Wachstumstemperatur ein Lipidmuster wie ein WT Stamm, z.B. XL1blue. Bei einer
Wachstumstemperatur von 42°C jedoch wird die endogene PSD inaktiviert und im
Lipidmuster ist eine Akkumulation von PS und eine Reduktion von PE detektierbar
(Hawrot und Kennedy, 1975; Hawrot und Kennedy, 1978). Die EH150 Zellen wurden
mit folgenden Konstrukten transformiert: pKK-MCS (leerer Vektor), atPSD2, atPSD3,
atPSD2-C-Terminus und atPSD3-C-Terminus und bei 37°C angezogen. Aus den
EH150 Transformanten wurden Proteine isoliert und mit radioaktiv markierten *C-PS
bei 42°C inkubiert. Die Autoradiographie der anschlielend isolierten und
aufgetrennten Lipide lasst erkennen, welche Transformanten “C-PS zu 'C-PE
umsetzen konnten. Abb. 7 zeigt, dass in XL1blue Zellen der Umsatz von PS in PE

bei 42°C erfolgen kann. Bei der Mutante EH150 sowie bei der mit leerem Vektor
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transformierten EH150 Transformante ist dieser Umsatz stark reduziert.
Transformation von EH150 mit der vollstandigen atPSD3-cDNA flihrte zu einer
schwachen Komplementation der PE-Synthese. Die Transformation mit dem C-
Terminus von atPSD3 komplementierte den EH150 Lipidphanotyp vollstandig, da die
PE-Synthese mit ahnlicher Effizienz wie in XL1blue Zellen erfolgen konnte. Obwohl
atPSD2 und atPSD3 auf Aminosaureebene eine starke Identitat aufweisen (84,5 %),
wurde eine Komplementation mit atPSD2 sowie mit dem C-Terminus von atPSD2
nicht erzielt (Abb. 7).

: XL1blue

: EH150

: EH150 + pKK-MCS

: EH150 + atPSD3

: EH150 + atPSD3-C-Terminus
: EH150 + atPSD2

: EH150 + atPSD2-C-Terminus

PE |— e —

N OO OB~ W N =

Abb. 7: PSD-Aktivitidtstest mit Proteinen aus transformierten EH150 Zellen

Es wurden Proteine aus mit Arabidopsis cDNAs von atPSD3, atPSD2, atPSD3-C-Terminus und
atPSD2-C-Terminus transformierten E. coli Mutanten EH150 isoliert und bei 42°C mit dem ™C
markierten Substrat (PS) inkubiert. Die dargestellte Autoradiographie der durch Dunnschicht-

chromatographie getrennten Lipide zeigt, welche Transformanten PS zu PE umwandeln kénnen.

3.1.2 Heterologe Expression von atPSD2 und atPSD3 in S. cerevisiae

PSD2 aus Arabidopsis konnte den Lipidphanotyp der EH150 Zellen nicht
komplementieren, und somit konnte die Funktionalitdt dieses Gens nicht gezeigt
werden. Aus diesem Grund sollte ein anderes System verwendet werden. PE wird in
Hefezellen hauptsachlich Gber den PSD Weg synthetisiert. In PSD-defizienten
psdi1psd2 Hefemutanten ist keine PSD-Aktivitat nachweisbar, was dazu fuhrt, dass in
Abwesenheit von Ethanolamin kein Wachstum erfolgt, d.h. die psd1psd2 Mutanten
sind ethanolaminauxotroph (Trotter et al., 1995b; Birner et al., 2001; Abb. 8B, 2.
Sektor). Mit Hilfe dieser Hefe psd1psd2 Mutante wurde bereits die Funktionalitat der
mitochondrial lokalisierten /lePSD1 aus Tomate gezeigt (Rontein et al., 2003). Dies
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sollte fur atPSD2 und atPSD3 aus Arabidopsis ebenfalls erfolgen. Die mit dem leeren
Vektor transformierte psd1psd2 Mutante blieb ethanolaminauxotroph (Abb. 8B, 3.
Sektor). Durch die Transformation mit den pflanzlichen cDNAs konnte das Wachstum
unter Ethanolaminmangel wiedererlangt werden, was in Abb. 8B, Sektor 4 und 5 zu
sehen ist. Unter Zugabe von Ethanolamin ist es allen verwendeten Hefelinien
moglich zu wachsen (Abb. 8A).

A:

+Ethanolamin B: -Ethanolamin

1: WT S. cerevisiae

2: psd1psd2 S. cerevisiae

3: psd1psd2 S. cerevisiae + leerer Vektor
4: psd1psd2 S. cerevisiae + atPSD3

5: psd1psd2 S. cerevisiae + atPSD2

Abb. 8: Komplementation der Hefe psd1psd2 Doppelmutante mit Arabidopsis PSD cDNAs

Die psd1psd2 Doppelmutante von Hefe (Saccharomyces cerevisiae) ist durch den kompletten Verlust
der PSD-Aktivitat ethanolaminauxotroph. Die pflanzlichen cDNAs atPSD2 und atPSD3
komplementieren die psdipsd2 Doppelmutante, so dass die Hefe Doppelmutante auch in

Abwesenheit von Ethanolamin wéchst.

3.1.3 Charakterisierung transgener Arabidopsis Uberexpressionslinien

Zur weiteren Aufklarung der Funktion der PSD Enzyme wurde atPSD3 nicht nur im
heterologen System, sondern auch in Arabidopsis Pflanzen Uberexprimiert. Dazu
wurden verschiedene Konstrukte (pBinAR-Hyg-atPSD3, pSRN-atPSD3) hergestellt.
Neben diesen Konstrukten sollte ebenfalls die PSD aus dem Moos Physcomitrella
patens in den Vektor pBinAR-Hyg kloniert werden (pBinAR-Hyg-ppPSD). Diese
Konstrukte wurden in Arabidopsis Wildtyppflanzen mittels Agrobacterium
vermitteltem Gentransfer transferiert. So sollte geklart werden, ob eine
Uberexpression von PSD-Enzymen zu einer Akkumulation von PE im Lipidmuster
flhrt.
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3.1.3.1 Uberexpression von atPSD3 in Arabidopsis Col-0 Wildtyppflanzen unter

Kontrolle eines konstitutiven Promotors

Das Konstrukt pBinAR-Hyg-atPSD3 sollte zu einer konstitutiven Expression von
atPSD3 unter Kontrolle des 35S-Promotors fuhren. Transformierte Arabidopsis
Wildtyppflanzen Col-0 wurden mit Hygromycin B selektiert. Aus den 26
Transformanten wurden uber Northern Blot Analyse vier Pflanzen identifiziert, die
eine starkere Expression als der WT zeigten. Die Proteine aus Blattern dieser vier
Pflanzen wurden flir den PSD-Enzymtest eingesetzt. Trotz erhdhter Transkription

konnte jedoch keine erhohte PSD-Aktivitat nachgewiesen werden.

3.1.3.2 Uberexpression von atPSD3 in Arabidopsis Col-0 Wildtyppflanzen unter

Kontrolle eines ethanolinduzierbaren Promotors

Das Konstrukt pSRN-atPSD3 mit dem ethanolinduzierbaren Promotor wurde
ebenfalls fiir die Uberexpression von atPSD3 verwendet, da die ethanolinduzierte
Genexpression eine stringente Kontrolle der Transgenexpression in genetisch
modifizierten Pflanzen bietet (Caddick et al., 1998). Die Selektion der transgenen
Pflanzen erfolgte mit Hilfe des Antibiotikums Hygromycin B. Nach der Zugabe von
Ethanol wurden die induzierten Uberexpressionspflanzen ebenfalls (iber Northern
Blot Analyse identifiziert. Von 29 untersuchten Pflanzen zeigten drei Pflanzen eine
Uberexpression von atPSD3. Jedoch filhrte diese Uberexpression auch hier nicht zu
einer Erhéhung der PSD Enzymaktivitat.

3.1.3.3 Uberexpression von ppPSD in Arabidopsis Col-0 Wildtyppflanzen unter

Kontrolle eines konstitutiven Promotors

Da die bisherigen Uberexpressionsversuche nicht zu einer erhdhten PSD-Aktivitat
fuhrten, wurde beim nachsten Versuch keine Arabidopsis cDNA, sondern eine cDNA
aus dem Moos Physcomitrella patens heterolog in Arabidopsis Uberexprimiert. Es
wurden aus 25 durch Hygromycin B selektierte Transformanten drei

Uberexpressionspflanzen identifiziert und ebenfalls der PSD Enzymtest durchgefiihrt.
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Wie in den vorhergehenden Versuchen konnte auch hier keine erhdhte

Enzymaktivitat gezeigt werden.

3.2 Subzelluldre Lokalisierung der Phosphatidylserin Decarboxylasen aus

Arabidopsis

Das Enzym atPSD1 aus Arabidopsis ist im Mitochondrium lokalisiert (Rontein et al.,
2003; von Orlow, 2003; Abb. 9A). Bei allen bisher bekannten PSDs handelt es sich
um Membranproteine, so dass fur atPSD2 und atPSD3 ebenfalls eine Lokalisierung

an interzellularen Membranen erwartet wurde (von Orlow, 2003).

Mitochondrien atPSD1

A v -.‘ = :.

Tonoplast

Abb. 9: GFP Lokalisierungsstudien von atPSDs in Blattepidermiszellen von A. thaliana

Zu sehen sind Blattepidermiszellen, die atPSD1-GFP, atPSD2-GFP und atPSD3-GFP exprimieren.
Das Konstrukt atPSD1-GFP wurde in Mitochondrien (Kontrolle: pre-101-GFP) lokalisiert (von Orlow,
2003). Die Kontrolle fiir die Lokalisierung am Tonoplasten war KCO1-GFP und fir die Lokalisierung
am Endoplasmatischen Retikulum (ER) war KDEL-GFP.
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3.3 Expressionsanalyse von atPSD1, atPSD2 und atPSD3 in verschiedenen

Geweben

Es wurden Expressionsanalysen der drei PSD Gene von Arabidopsis durchgeflhrt,
um Ruckschlisse auf Funktionen der einzelnen PSDs zu ziehen. Hierfir wurden fur
atPSD1 und atPSD3 Northern Blots durchgefihrt (Abb. 10). Es stellte sich heraus,
dass atPSD2 mit der Northern Blot Analyse nicht eindeutig detektiert werden konnte,
da die Sonde mit atPSD3 aufgrund der starken Sequenzhomologie ebenfalls
hybridisiert. Deshalb wurde flir dieses Gen die semiquantitative real-time PCR mit
Primersequenzen Uber Basenfehlpaarungen zwischen den cDNAs von atPSD2 und
atPSD3 verwendet. In Abb. 10 sind die Ergebnisse dargestellt.

Wurzel
Spross
Blatt
Blute
Schote

atPSD1 (Northern Analyse)
l l l I I I rRNA

‘ atPSD2 (semiquantitative real-time-PCR)

- atPSD3 (Northern Analyse)

rRNA

Abb. 10: Expressionsanalyse der PSD Gene in verschiedenen Geweben von A. thaliana

Die Expression von PSD1 und PSD3 konnte mit Northern Blot analysiert werden, PSD2 mit

semiquantitativer real-time PCR. rRNA: ribosomale RNA

Von allen drei PSD Genen wird atPSD3 am starksten transkribiert und konnte in
Wurzel, Spross, Blatt und Blite nachgewiesen werden. Wie bei den anderen beiden
Genen, ist auch das Transkript von atPSD3 in Schoten nicht detektierbar. Das
Transkriptlevel von atPSD2 ist in Bluten am hochsten. Zusatzlich konnte die
Expression von atPSD2 in Blattern detektiert werden wahrend sie in anderen
Organen nicht nachzuweisen war. Die Expression von atPSD3 konnte ausschlief3lich

fur Bluten gezeigt werden. Um zu belegen, dass bei der semiquantitativen real-time
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PCR gleiche Mengen genetisches Material eingesetzt wurden, wurde ein
Haushaltsgen (Ubiquitin) amplifiziert. Ftr Northern Blot Analysen wurde die Menge

der ribosomalen RNA (rRNA) als Vergleich eingesetzt.

3.4 Isolation der T-DNA Insertionsmutanten psd1 und psd1psd2-1psd3-1

3.4.1. Isolation der T-DNA Insertionsmutante psd1

Die Einzelmutanten psd2-1 und psd3-1 wurden bereits zuvor isoliert (von Orlow,
2003). Fur eine vollstandige Untersuchung der Funktion aller PSD Gene sollte auch
eine Mutante fur psd1 isoliert werden. Nachkommen der T-DNA Insertionslinie
SALK_064716 (At4g16700), Okotyp Columbia, wurden nach homozygoten psd1
Mutanten mittels PCR durchmustert. Das Wildtypgen wurde mit dem Primerpaar
PD189 / PD176 amplifiziert und der Bereich des Ubergangs der T-DNA in die
genomische DNA mit dem Primerpaar PD176 / LBb1. Die vom SALK Institut
vorgeschlagene Lage der T-DNA im Exon 11 wurde Uber Sequenzierung des T-DNA

Fragmentes nach PCR mit dem Primerpaar PD176 / LBb1 bestatigt.

3.4.2 Isolation einer psd1psd2-1psd3-1 Dreifachmutante

Melanie von Orlow (2003) isolierte psd2-1 (At5g57190) und psd3-1 (At4g25970)
Mutanten von Arabidopsis, Okotyp Wassilewskjia (Ws), aus der T-DNA Population
der Arabidopsis Knockout Facility, Madison, USA. Aus der Kreuzung der beiden
Einzelmutanten wurde die psd2-1psd3-1 Doppelmutante erhalten. Mit der psdi
Mutante sollte durch Kreuzung mit der psd2-1psd3-1 Mutante eine Dreifachmutante
psd1psd2-1psd3-1 erzeugt werden. In Abb. 11 ist die Lage der T-DNA in allen psd
Mutanten dargestellt. Weiterhin sind die =zur Isolation der psd T-DNA
Insertionsmutanten verwendeten Primerpaare und deren Lage im Gen aufgefuhrt.
Zur Erzeugung der Dreifachmutante psd1psd2-1psd3-1 wurde der Stempel der
psd2-1psd3-1 Doppelmutante mit dem Pollen der psd1 Mutante bestaubt. Die daraus
resultierende F1 Pflanze wurde geselbstet und die F2-Generation nach der
Dreifachmutante durchsucht. Nach Mendel (1865) sollte eine von 64 Pflanzen in der

F2-Generation die gesuchte Dreifachmutante sein (Tab. 1).

45



TGTAGCYGCCTTT

atPSD1 At4g16700

atPSD2 At5g57190

atPSD3 At4g25970

Abb. 11: Lokalisierung der T-DNA innerhalb der psd Mutanten Linien

Die Mutanten psd2-1 und psd3-1 wurden aus der T-DNA Insertionspopulation der Arabidopsis

Knockout Facility der Universitat von Wisconsin, Madison, USA isoliert; die psd1 Mutante aus der T-

DNA Insertionspopulation des SALK Instituts, San Diego, USA. Die zur Isolation verwendeten Primer

und deren Lage sind fiir jedes Gen dargestellt.

Tab. 1 Kreuzungsschema der Kreuzung von psd2-1psd3-1 mit psd1.

Nach der Kreuzung der psd2-1psd3-1 Mutante mit der psd1 Mutante sollte eine von 64 Pflanzen in der

F2-Generation in allen drei Genen die T-DNA homozygot tragen (orange unterlegt).

FO psd2psd3
psd2psd3 X

psdi
psdi

F1 PSD1PSD2PSD3

psd1 psd2 psd3

F2 Q PSD1psi2pscB  psdi PSD2psd3  psdips2 PSD3  PSDI PSD2psd®  psd1 PSD2PSD3  PSD1psd2PSD3  PSD PSI2PSD3  psd psd2 pscd
é
PSDipsi2pscB | PSDipsi2psd®  PSD1PSD2pst3  PSD1psi2PSD3  PSDIPSD2ps3  PSDIPSD2PSD3  PSDipsi2PSD3  PSD1PSD2PSD3  PSD psd2psdd
PSDipsi2pscB  psdipsddpsu3  pdfipsi2psd3  PSDipsi2psdd  pscipsddpsd3  PSDipsd2psd3  PSD1psd2psd  psufl psd2 psd
psdt PSD2pscB | PSDAPSD2psd3 s PSD2psd3  psdf PSD2PSD3  PSDY PSD2psd3  pscl PSD2PSD3  PSD1 PSD2 PSD3  PSDM PSD2PSD3  psdlt PSD2 psd
psdipsd2psdd  ps PSD2psdB  pxfipsd2psd3  psdi PSD2psc  pscH PSD2psd®  psdfipsd2psdd  psefl PSD2pscB  psdl psc psdfd
pstil psc2 PSDB | PSDApsd2PSD3  psdi PSD2PSD3  psiH psd PSIB  PSD1PSD2PSD3  psd PSD2PSD3  PSD1 psd2 PSD3  PSD1 PSD2PSD3 pstt pscl2 PSDR
psdipsi2psdd  pscl psc2psd3  psti psd PSS psdfl psddpsd3 psdf psd2 PSD3 pscH psd2 PSDS padt psd2 PSDB - psi psc2 psd3
PSD1 PSD2psd3 | PSD1PSD2psd3  PSD1PSD2psdd  PSD1PSD2PSD3  PSDI PSD2psdd  PSD1 PSD2PSD3  PSD1 PSD2PSD3  PSDA PSD2PSD3  PSD1 PSD2 psd3
PSDipsd2psdd  psdi PSD2psd3  psdipsd2psd3  PSDI PSD2ps®  psdi PSD2psd3  PSD1psd2psd3  PSD1PSD2psd3  pset pscl2 psd3
psdl PSD2PSD3 | PSD1 PSD2PSDS  pscH PSD2PSD3  psd PSD2PSD3  PSDA PSD2PSD3  psd1 PSD2PSD3  PSD1 PSD2 PSD3 PSDA PSD2 PSD3  psci PSD2 PSD3
podipsc2psd3  ps PSD2psdd  psdi psd2 PSD3 ps{ PSD2pscB  psdf PSD2PSD3  pscl pst2 PSDS pedlf PSD2PSD3 psc psd2 psd3
PSD1 psi2 PSD3 | PSD1psd2PSD3  PSD1PSD2PSD3  PSD1psd2PSD3  PSD1PSD2PSD3  PSDI PSD2PSD3  PSD1 psdt2PSD3  PSDI PSD2PSD3  PSDA psd2 PSD3
PSDIpsi2pscB  pscpsclpsd3  psc psd2 PS03 PSDIpsd2psd®  pdi pscD PSD3 PSD1 psd2PSD3  PSDI psPSD3 s psc2 pscd
PSD1 PSD2 PSDA | PSD1 PSD2PSD3  PSD1PSD2PSD3  PSD1PSD2PSD3  PSD1PSD2PSD3  PSD1 PSD2PSD3  PSD1 PSD2PSD3  PSDI PSD2 PSD3  PSD1 PSD2PSD3
PSD1psi2psc3  psdi PSD2pscd®  psi psl2 PSD3 PSDI PSD2psdd  pegt pspopsp3  PSD1psd2 PSDS PSDA PSD2 PSS psd psc? psdl3
pdi pscpsd | PSDipsd2psd®  psc PSD2psd3  psdi ps@ PSDS  PSDI PSD2psd  psdi PSD2PSD3  PSD1 psd2 PSD3  PSD1 PSD2 PSD3 | pcl psa2 psd3
psdipsi2psdd  psdipsd2psdd  psdipsd2psdd  psdipsdlpsd3  psdipsd2psd3  psdipsd2psi3  psdipsd2psdd | psdipsd2psdd
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Die Isolation der psd1psd2-1psd3-1 Dreifachmutante erfolgte Gber PCR mit den in
Abb. 11 dargestellten Primerpaaren (Amplifikation der Gene: atPSD1 mit PD176 und
PD189; atPSD2 mit PD90 und PD242; atPSD3 mit PD88 und PD185; Amplifikation
der T-DNA Insertion: psd1 mit LBb1 und PD176; psd2-1 mit PD90 und JL202; psd3-1
mit JL202 und PD185). In der F2-Generation konnte eine von 100 durchmusterten
Pflanzen gefunden werden, die flir zwei PSD Genloci homozygot war und fur einen
Locus heterozygot (psd1psd1 psd2psd2 PSD3psd3). Von deren Nachkommen (F3)
wurden 30 Pflanzen analysiert. Unter diesen 30 Pflanzen konnten drei psdi1psd2-
1psd3-1 Dreifachmutanten isoliert werden. Es ist zu beachten, dass die psd1psd2-

1psd3-1 Mutante die Okotypen Col-0 und Ws vereinigt.
3.5 Southern Blot Analyse der psd1psd2-1psd3-1 Dreifachmutante

Zur Bestatigung der Ergebnisse der PCR wurde zusatzlich eine Southern Blot
Analyse durchgefuhrt. Daftr wurde die genomische DNA aus allen Linien isoliert und
mit EcoRV geschnitten. Die Hybridisierung erfolgte mit genspezifischen PCR
Produkten der drei PSD Gene. Das Ergebnis ist in Abb. 12 dargestellt. Der Southern
Blot fir das Gen atPSD1 sollte im WT Banden der GrofRe 2085 bp, 1580 bp und 585
bp detektieren und in der homozygoten psd1 Mutante sowie der psd1psd2-1psd3-1
Dreifachmutante Banden der Grolle 2085 bp, 6065 bp und 585 bp. Dabei konnte
durch die Anwesenheit der 6065 bp Bande und das Fehlen der 1580 bp Bande in
den entsprechenden Mutanten ausgeschlossen werden, dass diese Mutanten fir
atPSD1 heterozygot sind. Im Fall von atPSD2 wurde im WT eine 5385 bp groRe
Bande erwartet. Fur die Mutanten psd2-1, psd2-1psd3-1 und psd1psd2-1psd3-1
sollten zwei Banden zu sehen sein (7750 bp und 2750 bp). Fur PSD3 wurden im WT
Banden der Grolle 5457 bp und 1810 bp erwartet, fuir die Mutante psd3-1, psd2-
1psd3-1 und psd1psd2-1psd3-1 Banden der Grolke 5764 bp, 4687 bp und 1810 bp.
Die erwarteten Bandenmuster konnten in der Southern Analyse detektiert werden.
Somit konnte bestatigt werden, dass es sich bei der durch PCR ermittelten psd

Dreifachmutante tatsachlich um die Mutante psd1psd2-1psd3-1 handelt.
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Abb. 12: Southern Blot Analyse zur Identifizierung der psd1psd2-1psd3-1 Dreifachmutante

Die genomische DNA wurde mit EcoRV geschnitten und mit genspezifischen PCR Produkten von

jedem der drei PSD Gene hybridisiert. Rot markierte Fragmente sind spezifisch fur die Mutante, grin
markierte Fragmente spezifisch fur Wildtyp (WT).

3.6 PSD Genexpressionsanalyse in psd1, psd2-1 und psd3-1

Parallel zur Suche der psd Dreifachmutante erfolgte mit Northern Blot Analyse der

Nachweis, dass in den zur Kreuzung verwendeten Elternpflanzen kein Transkript des
entsprechenden Gens detektierbar ist (siehe Abb. 13). Fur atPSD1 wurde Bliten
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RNA verwendet, da nur darin die atPSD1 Expression im WT nachzuweisen ist. Die
vorher beschriebene Sequenzhomologie zwischen atPSD2 und atPSD3 stellte auch
hier ein Problem dar, da mit der atPSD2 Sonde auch atPSD3 hybridisieren konnte.
So wurde semiquantitative real-time PCR fur atPSD2 durchgefuhrt. Die Expression
von atPSD3 ist in den entsprechenden Mutanten nicht nachzuweisen. Es ist ein
Fragment mit falscher GréRe zu sehen. So konnte in allen psd Mutanten gezeigt
werden, dass das entsprechende Transkript des ausgeschalteten Gens nicht mehr
detektierbar ist. Wie schon bei der Expressionsanalyse der einzelnen PSD Gene
wurde auch hier gezeigt, dass gleiche Mengen genetischen Materials eingesetzt
wurden, indem bei der semiquantitativen real-time PCR ein Haushaltsgen (Ubiquitin)
amplifiziert wurde und fur die Northern Blot Analyse die Menge der rRNA
dokumentiert wurde.
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Abb. 13: PSD Expressionsanalyse in psd1, psd2-1, psd3-1 und psd2-1psd3-1 Mutanten

{

Die Expression von atPSD1 und atPSD3 wurde mit Northern Blot untersucht. Fir atPSD2
Expressionsanalysen wurde die semiquantitative real-time PCR genutzt. Die Expression von atPSD1
ist in Bliten-RNA, atPSD2 und atPSD3 in Blatt-RNA gezeigt worden.

49



3.7 PSD-Enzymtest mit psd1 und der psd1psd2-1psd3-1 Dreifachmutante

Die Transkription der Gene in denen die T-DNA inseriert ist, ist nicht nachzuweisen.
Der PSD-Enzymtest mit der psd1 und der psd1psd2-1psd3-1 Dreifachmutante sollte
zeigen, inwiefern die Aktivitat der PSDs in den Mutanten beeintrachtigt ist (Abb. 14).

Mikrosomale Fraktion Mitochondriale Fraktion
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a2}
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Abb. 14: PSD Enzymtest mit Proteinen aus Mikrosomen und aus Mitochondrien

Es ist in A und B die Autoradiographie der Uber Dunnschichtchromatographie getrennten Lipide
dargestellt. Diese zeigt, welche psd Mutanten die Synthese von Phosphatidylethanolamin (PE) aus
radioaktiv markiertem Phosphatidylserin (PS) durchfihren. A: Enzymtest mit mikrosomalen Proteinen
aus psd2-1, psd3-1, psd2-1psd3-1, psdipsd2-1psd3-1, WT Col-0 und WT Ws ; B: Enzymtest mit
mitochondrialen Proteinen aus psd1 und WT Col-0; C: verwendeter Percoll-Gradient; Intakte, flr

diesen Enzymtest verwendete Mitochondrien wurden von der Phasengrenze zwischen 40 % und 23 %
Percoll abgenommen.

Aus den zu untersuchenden Linien wurden Mikrosomen isoliert und die Proteine mit
radioaktiv markiertem “C-PS inkubiert. Wie in Abb. 14A zu sehen ist, konnte in der
psd Dreifachmutante kein Umsatz zu Phosphatidylethanolamin (PE) stattfinden. In
der psd3-1 und psd2-1psd3-1 Mutante konnte eine sehr geringe Menge an PE
synthetisiert werden. Dieses wurde wahrscheinlich durch Kontamination mit noch

intaktem PSD1 aus Mitochondrien erzeugt. Fur den Enzymtest mit PSD1 wurden aus
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etiolierten WT Col-0 und psd1 Keimlingen die Mitochondrien isoliert. In Abb. 14B ist
zu sehen, dass mit Mitochondrienproteinen aus WT Col-0 ein Umsatz zu PE mdoglich

war, jedoch nicht mit Mitochondrienproteinen aus psd1 Mutanten.

Um die Enzymaktivitat zu quantifizieren, wurde die Pixeldichte der detektierten Spots
der Autoradiographie bestimmt und damit der Umsatz von PS zu PE in nmol PE pro
min'mg™ berechnet (Abb. 15). In Mikrosomen des WT Ws konnte ein Umsatz von
0,00132 nmol PE min'mg™ ermittelt werden. Ein &hnlicher Umsatz (0,00136 nmol
PE min"'mg™) war auch in Mikrosomen von psd2-1 Mutanten zu sehen. Im Fall der
psd3-1 Mutante war der Umsatz reduziert auf 0,00047 nmol PE min'1mg'1, bei der
psd2-1psd3-1 Mutante auf 0,00039 nmol PE min'mg™” (Abb. 15). Offenbar ist der
Einfluss von PSD2 auf die Gesamtaktivitat gering. Die PSD-Enzymaktivitat der
psdipsd2-1psd3-1 Mutante konnte nicht detektiert werden. Bei isolierten
Mitochondrien aus WT Col-0 und psd1 konnte gezeigt werden, dass der Umsatz von
0,00197 nmol PE min"'mg™” in WT Col-0 auf 0,00013 nmol PE min'mg™ in psd1

abnimmt.

Mikrosomen Mitochondrien
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WT-Ws psd2-1 psd3-1 psd2-1  psdi WT-Col-0 psdi
psd3-1  psd2-1
psd3-1

Abb. 15: Der Umsatz von PS zu PE in verschiedenen psd Mutanten

Mikrosomale Proteine aus psd2-1, psd3-1, psd2-1psd3-1, psd1psd2-1psd3-1, WT Col-0 und WT Ws
sowie mitochondriale Proteine aus psd1 und WT-Col-0 wurden fiir den Enzymtest verwendet. Anhand

der Umgesetzten Menge von PS zu PE wurde der Umsatz bestimmt. n.d.: nicht detektierbar
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3.8 Phanotypische Charakterisierung der psd1psd2-1psd3-1 Dreifachmutante

Wie in Abb. 16 zu sehen ist, sind keine Unterschiede im Wachstum zwischen den

Mutanten, insbesondere der psd1psd2-1psd3-1 Mutante und den WT Pflanzen Ws

und Col-0 unter Standardbedingungen sichtbar.

Abb. 16: Wachstumsphénotyp aller psd Mutanten

Das Wachstum ist in allen untersuchten Linien ahnlich. Zu sehen sind etwa 6 Wochen alte, unter

Standardbedingungen angezoge psd Mutanten.

Je alter die psd Dreifachmutanten wurden, umso auffalliger wurde, dass diese kaum
Schoten bildeten. In der Abb. 17 soll verdeutlicht werden, dass bei der psd
Dreifachmutante im Gegensatz zu WT Col-0 die Bestaubung oft nicht erfolgte und

somit kaum Schoten gebildet wurden.

psd1psd2-1psd3-1

Abb. 17: Schotenbildung der psd1psd2-1psd3-1 Mutante und im WT Col-0

In psd1psd2-1psd3-1 Mutanten konnten keine bzw. nur in seltenen Fallen Schoten gebildet werden.
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3.8.1 Bestaubungsversuche

In diesen Versuchen sollte untersucht werden, inwieweit die Staubblatter der psd
Dreifachmutante lebensfahige Pollen produzieren oder ob das Fruchtblatt nicht
bestaubungsfahig war. Dazu wurde Pollen von WT Pflanzen auf die Narbe von psd
Dreifachmutanten gegeben und Pollen der psd Dreifachmutante auf die Narbe von
WT Pflanzen. Jedoch war es schwer, Pollen der psd1psd2-1psd3-1 Dreifachmutante
zu finden, der dem Pollen der WT Pflanze ahnlich war. In allen
Bestaubungsversuchen wurden Schoten gebildet. Weiterhin konnte beobachtet
werden, dass mit fortschreitendem Alter der psd Dreifachmutante in seltenen Fallen
Schoten gebildet werden konnten. Im Verlauf der Bestaubungsversuche wurde unter
der Stereolupe eine veranderte Blutenmorphologie der psd1psd2-1psd3-1 Mutante

festgestellt.

3.8.2 Veranderte Blutenmorphologie der psd1psd2-1psd3-1 Mutante

Die veranderte Blutenmorphologie beschrankt sich auf die Bliten- und Staubblatter
der psdipsd2-1psd3-1 Mutante. Dabei fallt zunachst auf, dass die Blutenblatter
kirzer sind als im WT Col-0 (siehe Abb. 18 Reihe A). Entfernt man die Kelchblatter
der psd Dreifachmutante, so sind die Blutenblatter sichtbar (siehe Abb. 18 Reihe A
rechtes Bild). Die Blutenblatter sind griin und kelchblattahnlich. In Reihe B (Abb. 18)
sind die Staubblatter von WT Col-0 und der psd Dreifachmutante zu sehen. Die WT
Col-0 Staubblatter reichen bis zur Narbe und die gelben Pollen sind zu sehen (Abb.
18, B). Die Staubblatter der psd1psd2-1psd3-1 Mutante sind kirzer als die vom WT.
Zudem scheint es, als konnten die Pollensacke nicht aufreilen und die Pollen
entlassen. Die Staubblatter in dieser Abbildung (Abb. 18, Reihe B) und in Abb. 18,
Reihe C, linkes Bild, stellen die typischen Staubblatter der der psd1psd2-1psd3-1
Mutante dar. Es konnten zusatzlich starker veranderte Staubblatter gefunden werden.
In diesen seltenen Fallen sahen die Staubblatter zum einen Fruchtblattern mit Stigma
ahnlich (Abb. 18, C, Mitte), zum anderen Kelchblattern (Abb. 18, C, rechtes Bild). Die
Veranderung der Staubblatter wurde in 30 Bluten untersucht. Es konnten jedoch
keine Regelmaligkeiten festgestellt werden. Das heildt, es kamen in einer Bllute
fruchtblattdhnliche Staubblatter in unterschiedlicher Anzahl vor (1 und 2) oder aber

auch in Kombination mit kelchblattahnlichen Staubblattern, die auch einzeln in einer
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Blute vorkamen. Einige Bluten zeigten eine reduzierte Anzahl an Staubblattern.
Selten waren wildtypahnliche Staubblatter zu beobachten, die die Fruchtblatter

bestdauben konnten und so Samen der psd1psd2-1psd3-1 Mutante entstehen
konnten.

pstipsd2-pstdt  psdipsd2-1psd3d,

C EEGES - 1 psci psci2-1psd3sd

"
s
.
“,‘.'

Abb. 18: Blutenphanotyp der psd Dreifachmutante

Dargestellt sind die Veranderungen der Blutenblatter der psd1psd2-1psd3-1 Mutante (Reihe A, rechts)
und deren typischen Staubblatter (Reihe B, rechts) im Vergleich zum WT. In Reihe C sind
fruchtblattdhnliche Staubblatter (Mitte) und kelchblattahnliche Staubblatter (Rechts) der psd1psd2-
1psd3-1 Mutante zu sehen.
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3.8.3 Pollenvitalitatstest der psd Dreifachmutante

Durch das Farben der Pollen mit Alexander-Farbeldsung sollte gezeigt werden, ob
der Pollen in den Pollensacken der psd Dreifachmutante vital ist oder nicht. Vitale
Pollen werden dabei violett gefarbt, wie es fur Col-0 in Abb. 19A zu sehen ist. Nicht-

vitale Pollen werden grin gefarbt.

C: psd2psd2-1psd3-1

B: psd2psd2-1psd3-1

Abb. 19: Vitalitatstest fiir Pollen (Alexander-Farbung) in Col-0 und der psd Dreifachmutante

Vitale Pollen werden violett gefarbt, nicht vitale Pollen griin. Der Balken in den Bildern entspricht 50
pm. A: Pollensack von WT Col-0; B: Pollensack von psdipsd2-1psd3-1; C: kelchblattdhnliches
Staubblatt von psd1psd2-1psd3-1

In den Pollensacken der psd Dreifachmutante gibt es sowohl violett als auch grin
gefarbte Pollen (B). In kelchblattahnlichen Staubblattern der psd Dreifachmutante ist
dies ebenfalls zu sehen (C). Zusatzlich sieht man die veranderten Pollensacke. Es ist
weiterhin zu erkennen, dass die Pollen des WT sehr leicht aus dem Pollensack treten.
Die Hulle der Pollensacke der psd Dreifachmutante ist stabiler und lasst die Pollen
nicht frei. Diese Beobachtung konnte auch in der Arabidopsis Mutante defective in
anther dehiscence1 (dad1) gemacht werden. Durch die Zugabe von Jasmonsaure
oder Linolensaure wird dieser Phanotyp in der dad1 Mutante wieder aufgehoben, so
dass bestdubungsfahige Pollen entstehen kénnen (Ishiguro et al., 2001). Auch die
Bliten der psd Dreifachmutante wurden mit Jasmonsaure infiltriert, um zu sehen, ob
dadurch vitale Pollen gebildet werden konnen. Dieses Experiment fuhrte im

Gegensatz zur dad1 Mutante nicht zur Bildung bestaubungsfahiger Pollen. Um ein
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noch genaueres Bild der Pollen von WT Col-0 und der psd Dreifachmutante zu

erhalten, wurden diese unter dem Elektronenmikroskop betrachtet (Abb. 20).

Col-0 psd1psd2-1psd3-1

Abb. 20: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Pollen aus Col-0 und psd1psd2-1psd3-1

Die Pollen sind 3100fach vergroRert dargestellt. Michael Melzer, IPK, Gatersleben; In: Intine; Ex:
Extine; V: Vakuole; Lk: Lipidkérperchen

Im Vergleich zu Pollen aus Col-0 Bluten ist in Pollen von psd1psd2-1psd3-1 eine
erhdhte Anzahl kleiner Vakuolen festgestellt worden. Weiterhin fallt auf, dass in
Pollen der psd Dreifachmutante weniger bzw. kaum Lipidkérperchen sichtbar sind
(siehe Abb. 20). Die Veranderung in der Morphologie der Staubblatter und Pollen

konnte die Ursache fur die stark reduzierte Bildung von Schoten sein.

3.8.4 Samenbildung in Schoten der psd Dreifachmutante

Betrachtet man die gedffneten Schoten von WT Col-0 unter der Stereolupe, so sind
in ihr viele Samen aneinander gereiht (Abb. 21). In Schoten der psd1psd2-1psd3-1
Mutante sind nicht so viele Samen angelegt (Abb. 21). Von diesen wenigen Samen
scheinen einige nicht voll entwickelt zu sein (Abb. 21, Pfeile und rechtes Bild).

Moglich ist, dass diese kleineren Samen nicht keimungsfahig sind. Die
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wildtypahnlichen Samen der psdipsd2-1psd3-1 Mutante sollten hingegen

keimungsfahig sein.

Abb. 21: Samenbildung in Schoten von Col-0 und der psd Dreifachmutante

In Schoten von WT Col-0 sind die Samen aneinander gereiht (oberes Bild). In der psd1psd2-1psd3-1
Mutante sind nicht an allen Samenanlagen Samen gebildet worden (Bild unten links). Von den
wenigen gebildeten Samen scheinen einige nicht voll entwickelt zu sein. Sie sind kleiner als die Col-0

Samen sowie auch weniger griin (Pfeile Bild unten links und Bild unten rechts).

3.9 Lipidanalysen

3.9.1 Lipidkomposition in Blattern und Bluten von Col-0 und psd1psd2-1psd3-1

Um zu sehen, ob durch den totalen Verlust der PSD-Aktivitat eine Verschiebung der
Lipidzusammensetzung erfolgt ist, wurden Lipide aus Blattern und Bliten der WT
Col-0 Pflanzen und der psd Dreifachmutante isoliert. Diese wurden anschlie3end
durch zweidimensionale Dunnschichtchromatographie (2D-DC) getrennt, ausgekratzt,
transmethyliert und anhand von Fettsauremethylestern mittels Gaschromatographie
(GC) quantifiziert. Das Ergebnis ist in Abb. 22 zu sehen.
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Abb. 22: Lipidzusammensetzung in Blattern und Bliiten von Col-0 und psd1psd2-1psd3-1

Die Lipide wurden iber 2D-DC aufgetrennt und transmethyliert. Die Fettsauremethylester wurden tber
GC quantifiziert.

Im WT Col-0 und psdi1psd2-1psd3-1 sind in Blattern keine deutlichen Unterschiede
zu finden. Die Lipide sind aus etwa 52 % MGDG, 5 % PG, 17 % DGDG, 1,5 % PI, 1,5
% PS, 8 % PE und 15 % PC zusammengesetzt. Die Blutenlipide setzten sich aus
etwa 25 % MGDG, 6 % PG, 12 % DGDG, 4 % PI, 4 % PS, 20 % PE und 30 % PC
zusammen. Es war kein Unterschied zwischen der psd Dreifachmutante und dem

WT festzustellen.

3.9.1.1. Fettsauremuster von PE und PS aus Blattern und Bliiten von Col-0 und
psdipsd2-1psd3-1

Aus den Daten der Gaschromatographie konnten die Fettsdurezusammensetzungen
aller Lipide bestimmt werden (Tab. 2). Phospholipide, wie PS und PE, bestehen
hauptsachlich aus Palmitinsaure (16:0), Linolsaure (18:2) und Linolensaure (18:3).
Aulerdem konnte zuvor gezeigt werden, dass PS aus dem ER und der
Plasmamembran von Pflanzen reich an langkettigen Fettsduren wie Docosansaure
(22:0) und Tetracosansaure (24:0) ist (Vincent et al., 2001; Bohn et al., 2001). Die
Fettsaurezusammensetzung von PE und PS aus Bluten und Blattern von WT Col-0
und psd1psd2-1psd3-1 istin Tab. 2 dargestellt.
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Tab. 2: Fettsdurezusammensetzung von PE und PS in Col-0 und psd1psd2-1psd3-1

Lipide wurden aus Blattern und Bliten isoliert und mittels zweidimensionaler
Dunnschichtchromatographie getrennt. Die Quantifizierung der Fettsduremethylester erfolgte mit GC.

Die Daten sind in mol % angegeben.

Blatter Bllten
PE Fettsaure WT Col-0  psd1psd2-1psd3-1 WT Col-0 psd1psd2-1psd3-1
16:0 21,3+2,6 21,8+0,5 21,3+0,8 19,7+1,0
16:1 0,4+0,2 0,1+0,1 05104 0,4+0,2
16:2 0,2+0,1 0,2+0,0 0,3+0,2 0,5+0,1
16:3 1,0+£0,4 0,8+0,5 0,1+0,2 0,3+0,0
18:0 0,9+0,8 1,4+0,1 1,6+0,5 1,4+0,1
18:1 26+0,5 25101 26+11 25+0,3
18:2 38,5+1.0 38,5+ 1,1 36,1+2,9 35,0+ 0,7
18:3 33,8+3,3 33,0+£0,9 358+29 38,7+25
22:0 0,2+0,2 0,4+0,2 0,2+0,0 0,3+0,1
24:0 0,4+0,3 0,6 +0,3 0,4+0,1 0,4+0,2
PS
16:0 13,9+1,0 15,0+ 21 16,1+5,2 13,6+1,2
16:1 1,4+0,6 1,2+0,4 0,6 +0,4 0,8+0,1
16:2 09+04 1,4 +1,1 0,9+0,2 0,7+0,1
16:3 0,6 +0,1 0,8+0,1 0,6+0,8 0,2+0,2
18:0 45+0,8 4,0+0,1 45+1,1 53+0,7
18:1 2,7+0,7 24+0,3 2,3+0,5 1,8+0,2
18:2 276+1,0 269+14 27,8 +3,1 25,0+£0,2
18:3 32,4+22 353+25 38,5+5,1 41,6 +3,7
22:0 3,8+0,5 35104 22+0,2 3,1+£1,0
24:0 72+13 6,6+ 1,1 1,3+0,1 20+04

Die Fettsaurezusammensetzung von PE und PS in WT Col-0 und psd1psd2-1psd3-1
ist in den Blattern sowie auch in den Bluten ahnlich. Sehr langkettige Fettsauren

konnten vor allem in PS detektiert werden. In allen anderen Membranlipiden waren
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diese kaum vorhanden. PE und PS aus Blattern von WT Col-0 und der psd
Dreifachmutante sind hauptsachlich aus 16:0 (circa 21 %), 18:2 (circa 37 %) und
18:3 (circa 34 %) zusammengesetzt. Dieses Ergebnis trifft auch fur PE und PS aus

Bluten zu. Die genaueren Angaben sind der Tab. 2 zu entnehmen.

3.9.2 Lipidanalyse isolierter Mitochondrien

Es konnte sein, dass die Mitochondrien der psd1 und psdipsd2-1psd3-1 Mutante
durch Veranderung des Lipidmusters der Mitochondrienmembran in ihrer Funktion
eingeschrankt sind. Daher wurden Mitochondrien isoliert und deren Lipide analysiert.

Das Ergebnis ist in Abb. 23 zu sehen.

40
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Abb. 23: Phospholipidzusammensetzung der Mitochondrien aus Col-0, psd1 und psdipsd2-
1psd3-1

Die Lipide wurden aus Arabidosis Keimlingen isoliert, die drei Wochen bei Dunkelheit im

Flissigmedium angezogenen wurden.

Die Lipide setzen sich aus ungefahr 22 % CL (WT Col-0: 20,6 %, psd1: 25,3 %,
psd1psd2-1psd3-1: 23,1 %), 4,5 % PG (WT Col-0: 42 %, psdl: 4,7 %,
psd1psd2-1psd3-1: 4,8 %) und 34 % PC (WT Col-0: 36,3 %, psd1: 29,7 %,
psd1psd2-1psd3-1: 34,3 %) zusammen. Im WT Col-0 sind zudem noch 34,0 % PE
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und 5,0 % der Lipide Pl und PS. Im Vergleich zum WT Col-0 ist in diesen Lipiden (PE,
PI/PS) in den Mutanten psd1 und psd1psd2-1psd3-1 ein Unterschied zu finden. Die
Mutante psd1 hat etwas weniger PE (32,5 %) und mehr PS und PI (7,7 %). In der
psdi1psd2-1psd3-1 Mutante ist der Unterschied deutlicher, PE ist um etwa 6 % (28,2
%) reduziert und PS um knapp 5 % (9,7 %) erhoht. Die Lipide Pl und PS waren mit
diesem System nicht trennbar.

3.10 Charakterisierung der Mitochondrien und deren Funktionalitat in psd1 und
psdipsd2-1psd3-1 Mutanten

3.10.1 Analyse der Anzahl der Mitochondrien in psd1 und psdipsd2-1psd3-1

Mutanten

Wahrend der Aufreinigung der Mitochondrien fur den PSD-Enzymtest fiel auf, dass
bei der psd1 Mutante nie die gleiche Menge an Mitochondrien wie aus WT
Keimlingen isoliert werden konnte, obwohl eine vergleichbare Menge an
Ausgangsmaterial eingesetzt wurde. Dies konnte darauf hinweisen, dass eine
geringere Anzahl an Mitochondrien in der psd1 Mutante, vor allem aber in der
psd1psd2-1psd3-1 Mutante vorhanden ist. Diese reduzierte Anzahl an Mitochondrien
konnte zu dem beschriebenen Blutenphanotyp fuhren. Um dies zu testen, wurden
aus etiolierten Keimlingen von WT Col-0, psd1 und psd1psd2-1psd3-1 Protoplasten
isoliert. Diese wurden mit dem mitochondrienspezifischen MitoTracker® Orange
Fluoreszenzfarbstoff inkubiert. Die nun von den Mitochondrien ausgehende
Fluoreszenz wurde mit einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Die

Anzahl der Mitochondrien war in allen Linien ahnlich (Abb. 24).
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psd1psd2-1psd3-1

Abb. 24: Anzahl der Mitochondrien in Protoplasten von WT Col-0, psd1 und psd1psd2-1psd3-1

Die Mitochondrien wurden mit mitochondrienspezifischem MitoTracker® Orange in Protoplasten
visualisiert. Die Bilder wurden unter dem Leica TCS SP2 Konfokal Fluoreszenzmikroskop
aufgenommen. Die linke Seite zeigt die Fluoreszenz der markierten Mitochondrien, die rechte Seite

zeigt die Autofluoreszenz der Chloroplasten.

Zusatzlich sollte die Anzahl der Mitochondrien mit einer Western Blot Analyse
Uberpruft werden. Dafir wurden Proteine aus Blattern und etiolierten Keimlingen
isoliert und mit ihnen ein Western Blot durchgefuhrt. Anhand von Unterschieden der
Bandenintensitat der etwa 60 kDA grof3en Proteinkomplexe von Cytochrom C sollte
zu erkennen sein, ob die Anzahl der Mitochondrien in den Mutanten im Vergleich
zum WT verandert ist. Dies konnte in diesem Versuch jedoch nicht festgestellt
werden (Abb. 25).
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Abb. 25: Immunodetektion von Cytochrom C in psd Mutanten

Es wurden 60 ug Protein aus grinen Blattern und aus etiolierten Keimlingen aufgetragen. Die
Detektion der mitochondrienspezifischen Cytochrom C Bande erfolgte mit einem monoklonalen Maus
Anti-Cytochrome C Antikorper (BD™ Biosciences, Heidelberg, D).

3.10.2 Keimungsrate von psd1 und psdipsd2-1psd3-1 bei 21 % und 1 %
Sauerstoff

Die veranderte Lipidzusammensetzung kénnte die Funktionalitat der Mitochondrien,
insbesondere die Respiration, negativ beeinflussen. Inwieweit diese in der
mitochondrialen psd1 Mutante und in der psd Dreifachmutante betroffen ist, sollte die
Untersuchung der Keimungsfahigkeit der Linien WT Col-0, WT Ws, psd1 und
psdipsd2-1psd3-1 bei 1 % Sauerstoff Uber drei Wochen zeigen. Wahrend der
Respiration werden durch die Cytochrom C Oxidase Elektronen auf Sauerstoff
Ubertragen, der mit vier Protonen aus der Matrix zu Wasser reagiert. Bei 1 %
Sauerstoff kann dieser Prozess kaum ablaufen. Damit die Sauerstoffkonzentration
konstant gehalten werden konnte, wurden die Keimlinge im Dunkeln angezogen,
wodurch Photosynthese, bei der Sauerstoff entsteht, nicht stattfinden kann. Als
Kontrolle wurden die verschiedenen Linien bei 21 % Sauerstoff unter denselben
Bedingungen angezogen. Die Samen wurden steril auf 2MS-Medium in Weckglasern
ausgebracht, welche in Boxen verblieben, in denen die entsprechende
Sauerstoffkonzentration eingestellt wurde. In Abb. 26 ist zu sehen, dass bei 21 %
Sauerstoff von allen angezogenen Linien ahnlich viele Samen keimten (WT Col-0:
90,41 %; WT Ws: 84,18 %; psd1: 88,41 %; psdipsd2-1psd3-1: 85,20 %). Bei 1 %

Sauerstoff keimten alle Linien erwartungsgemall etwas schlechter (WT Col-0:
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84,81 %; psd1: 77,62 %). Uberraschenderweise keimten die Samen der Linie WT Ws
schlechter (29,06 %) als die psd Dreifachmutante (54,4 %). Es kann aufgrund des
Unterschiedes zwischen den beiden Wildtyppflanzen Col-0 und Ws bei 1 %
Sauerstoff keine Aussage zum Einfluss der Mutationen auf die Keimungsrate

getroffen werden.
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Abb. 26: Keimungsrate verschiedener psd Mutanten bei 21 % und 1 % Sauerstoff

Arabidopsis Keimlinge wurden bei 21 % bzw. 1 % Sauerstoff im Dunkeln angezogen. Die

Keimungsrate wurde aus der Anzahl der gekeimten und der ungekeimten Samen bestimmt.

3.10.3 Messung der Atmung von psd1 und psd1psd2-1psd3-1 Keimlingen

Ist die Respiration der Mitochondrien beeintrachtigt, so lauft die Atmung der Pflanzen
nicht optimal. Daflir wurde die Abnahme der Sauerstoffkonzentration im Medium
durch Atmung von Keimlingen gemessen. Keimlinge wurden fir drei Wochen in
Flussigmedium angezogen. Durch die Anzucht bei Dunkelheit wurde Photosynthese
verhindert. Vor der Respirationsmessung wurden die Keimlinge 48 h mit Luft begast,
um alle Keimlinge in einen vergleichbaren physiologischen Zustand zu bringen.
AnschlieBend wurde frisches Medium zugegeben und die Abnahme der
Sauerstoffkonzentration innerhalb des Mediums aufgezeichnet, bis sich ein
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Gleichgewicht einstellte. In Abb. 27 sind die ermittelten Atmungsraten in % Sauerstoff,
der pro Minute und mg Trockenmasse der Keimlinge veratmet wurde, dargestellt.
Wie schon im vorangegangenen Experiment ist hier ein Unterschied zwischen beiden
Wildtypen zu erkennen, Col-0: 0,0282 % min™’ mg'1, Ws: 0,0157 % min™ mg'1. Die
Atmung von psd1 (0,0302 % min™ mg™) war ahnlich zum WT Col-0 (0,0282 % min™
mg™). Die Atmung der psd1psd2-1psd3-1 Keimlinge (0,0202 % min™"' mg™’) war
vergleichbar mit der Atmung von WT Ws (0,0157 % min™" mg™).
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Abb. 27: Atmungsraten von Col-0, Ws, psd1 und psd1psd2-1psd3-1 Keimlingen

Die Atmung wurde mit etiolierten Keimlingen bei Dunkelheit in Flussigkultur gemessen. Dabei wurde
die Sauerstoffabnahme im Flissigmedium aufgezeichnet und ins Verhaltnis zur Trockenmasse

gesetzt.

3.10.4 Messung des ADP/ATP-Verhéltnisses

Ein weiterer Parameter, mit welchem die Funktionsfahigkeit der Mitochondrien
beurteilt werden kann, ist das ADP/ATP-Verhaltnis. Die Respiration der
Mitochondrien wird genutzt, um der Zelle ausreichend ATP zur Verfugung zu stellen.
Die Messung der Nukleotide erfolgte aus Blutenextrakten. In Abb. 28 sind die

ATP/ADP-Verhaltnisse dargestellt. Alle untersuchten Linien wiesen sehr ahnliche
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ATP/ADP-Verhaltnisse auf (Col-0: 2,2494; Ws: 1,8458; psd1: 1,8941; psdipsd2-
1psd3-1: 1,9728).
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Col-0 Ws psdi psdpsc2-1psd3-1
Abb. 28: ATP/ADP-Verhaltnis in Col-0, Ws, psd1 und psd1psd2-1psd3-1

Die Nukleotide ATP und ADP wurden aus Bliten isoliert und mit Hilfe von HPLC analysiert.

3.10.5 Mitochondrien-Ultrastruktur in psd1psd2-1psd3-1

Es konnte gezeigt werden, dass die Lipidzusammensetzung der Mitochondrien der
psd1psd2-1psd3-1 Mutante verandert ist. Dies konnte einen Einfluss auf die
Ultrastruktur der Mitochondrien haben. Aus diesem Grund wurden elektronen-
mikroskopische Aufnahmen von Mitochondrien aus Col-0 und psd1psd2-1psd3-1
erstellt. Da die drastischsten Veranderungen die Bliten- und Staubblatter betreffen,
wurden Mitochondrien in diesen Blutenorganen untersucht. Wie in Abb. 29 deutlich
wird, sind keine Unterschiede in der Ultrastruktur der Mitochondrien aus Bluten- bzw.
Staubblattern sichtbar.
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Abb. 29: Elektronenmikroskopische Untersuchung der Ultrastruktur von Mitochondrien

Mitochondrien in Bliten- (A) und Staubblattern (B) von WT Col-0 und psdipsd2-1psd3-1 bei
55000facher VergréRerung. Michael Melzer, IPK, Gatersleben

3.10.6 Expressionsanalyse kerncodierter Komplex | Untereinheiten der mito-

chondrialen Atmungskette

Die veranderte Lipidzusammensetzung der Mitochondrien konnte zu einer
Einschrankung der mitochondrialen Respiration fuhren. Es konnte durch Zabaleta et
al. (1998) und Goémez-Casati et al. (2002) gezeigt werden, dass die Expression
verschiedener kerncodierter Untereinheiten des Komplexes | der Atmungskette
erhoht wird, wenn die Mitochondrien nicht intakt sind. Deshalb wurde die Expression
der kerncodierten Komplex | Gene fur das NADH bindende Protein (At5g08530),
PSST (At5g11770) und TYKY (At1g08530) im Northern Blot analysiert. Wie in Abb.
30 zu sehen ist, sind die Gene At5g08530 und At1g08530 im Vergleich zu
AtS5g11770 sehr schwach exprimiert. Hinsichtlich der Expression aller drei
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kerncodierten Untereinheiten des Komplex | konnten zwischen den analysierten

Linien keine Unterschiede detektiert werden.

1:Ws 1.2 3 4 5 6 7 8

2: psa2-1 s ol # At5g08530
3: psd3-1

4: psd2-1psd3-1 . Ll I T 1T T 1 RSk
5: psd1 At1g08530
7: atPSD1-psd1psd2-1psd3-1

8: Col-0

Abb. 30: Expressionsanalyse kerncodierter Untereinheiten des Komplexes | in Mitochondrien

Bliten-RNA wurde isoliert und mit den Sonden fir das NADH-bindende Protein (At5g08530), PSST
(At5g11770) und TYKY (At1g08530) hybridisiert.

3.11 Komplementationsanalysen der psd1psd2-1psd3-1 Dreifachmutante

3.11.1 Transformation der psd1psd2-1psd3-1 Dreifachmutante mit atPSD1

Wenn die vollstdndige Defizienz an PSD-Aktivitat fir den beschriebenen
Blutenphanotyp verantwortlich ist, so sollte eine Transformation der Dreifachmutante
mit einer der PSD cDNAs diesen Blutenphanotyp wieder aufheben konnen. In
Studien von Steenbergen et al. (2005) wurde gezeigt, dass Defekte der
mitochondrialen PSD in Mausen zum Absterben der Embryonen und Veranderungen
der mitochondrialen Ultrastruktur fuhrt. Aulerdem ist die mitochondriale PSD fir die
Synthese von mitochondrialem PE in Hefe und tierischen Zellen verantwortlich
(Vance und Steenbergen, 2005). Deshalb wurde die mitochondriale Isoform der PSD
aus Arabidopsis in die psd Dreifachmutante transferiert. Daflir wurde die cDNA von
atPSD1 in den Vektor pBinAR-Hyg kloniert und in psd1psd2-1psd3-1 Mutanten
transformiert. Die Uber Hygromycin B selektierten Transformanten wurden im
Hinblick auf ihren  Blutenphanotyp  durchmustert. Transformanten  mit

wildtypahnlichen Bliten wurden genauer unter der Stereolupe betrachtet.
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Abb. 31: Komplementation der psd Dreifachmutante mit atPSD1

Es wurde die cDNA der mitochondrialen atPSD1 in die psdipsd2-1psd3-1 Mutante transformiert.
Damit konnte die Morphologie einer WT Bliite wieder hergestellt werden. Zur besseren Einsicht in die

Bliite wurden das vorderste Kelch- und Blitenblatt entfernt.

In Abb. 31 ist rechts eine mit atPSD1 komplementierte psdi1psd2-1psd3-1
Dreifachmutante dargestellt. Diese kann normale Blutenblatter ausbilden, die
Staubblatter reichen bis zur Narbe wie im WT Col-0 und der Pollen kann aus den
Pollensacken treten. Aullerdem konnten Schoten beobachtet werden und eine
wildtypahnliche Samenproduktion. Von 28 Transformanten waren 16 hinsichtlich der
Samenproduktion komplementiert. Die Bestatigung, dass es sich weiterhin um den

genetischen Hintergrund der psd Dreifachmutante handelte, erfolgte Gber PCR.

3.11.1.1 Untersuchung der Pollen von WT Col-0, psd1, psd1psd2-1psd3-1 und
atPSD1-psdipsd2-1psd3-1

Inwieweit die Vitalitat der Pollen wieder vollstandig hergestellt werden konnte, sollten
lichtmikroskopische Untersuchungen zeigen. Die Staubblatter von WT Col-0, psd1
und atPSD1-psd1psd2-1psd2-1 ahneln sich. Die Morphologie der Stuabblatter der
psdipsd2-1psd2-1 Mutante unterscheidet sich deutlich vom WT Col-0 (Abb. 32, A).
Zwischen den Pollen aus WT Col-0 und aus psd1 Mutanten konnten keine
Unterschiede festgestellt werden (Abb. 32, B, 1 und 2). Anders verhalt es sich bei der
psd1psd2-1psd3-1 Mutante. Bei ihr sind viele kleine oder aber eine sehr grofde
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Vakuole innerhalb der Pollen zu sehen, ein Zeichen fur Degradation (Abb. 32, B, 3).
In der mit atPSD1 transformierten psd1psd2-1psd3-1 Mutante treten solche grofen
Vakuolen in den Pollen seltener auf. Dafur sind mehr wildtypahnliche Pollen

vorhanden. Zusatzlich sind deformierte Pollen zu sehen (Abb. 32, B, 4).

Abb. 32: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Staubblittern (A) und Pollen (B) von WT Col-0
(1), psd1 (2), psd1psd2-1psd3-1 (3) und atPSD1-psd1psd2-1psd3-1 (4)

Die Staubblatter und Pollen wurden fiir einen besseren Kontrast mit Toluidinblau angefarbt. Michael
Melzer, IPK, Gatersleben

3.11.2 Transformation der psd1psd2-1psd3-1 Dreifachmutante mit atPSD3

Durch Transformation der atPSD1 cDNA in die psd Dreifachmutante konnte der
Blutenphanotyp komplementiert werden. Dies sollte auch mit der atPSD3-cDNA
durchgefurt werden, welche in vivo am starksten transkribiert wird und die starkste
Enzymaktivitat zeigte. Die cDNA wurde ebenfalls hinter den 35S Promotor im Vektor
pBinAR-Hyg kloniert. In Abb. 33 ist zu sehen, dass die Transformation der psd
Dreifachmutante mit der atPSD3-cDNA zur Komplementation des Blutenphanotyps
fuhrt. Die Bestatigung, dass es sich weiterhin um den genetischen Hintergrund der

psd Dreifachmutante handelte, erfolgte Gber PCR.
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Abb. 33: Komplementation der psd Dreifachmutante mit atPSD3

Es wurde die cDNA der atPSD3 in die psd1psd2-1psd3-1 Mutante transformiert. Damit konnte die
Morphologie einer WT-BlUte wieder hergestellt werden. Zur besseren Einsicht in die Blite wurde das

vorderste Kelch- und Blitenblatt entfernt.

3.12 Homootische Gene in der psd1psd2-1psd3-1 Dreifachmutante

3.12.1 Expressionsanalyse von homootischen Genen der Bliutenbildung

Die psdipsd2-1psd3-1 Mutante zeigt in den meisten Fallen homootische
Veranderungen der Blitenblatter und der Staubblatter, d.h. Organen des 2. und 3.
Wirtels einer Blite. Eine vollstandige Angiospermenblute besteht im typischen Fall
aus vier verschiedenen Organen, die an der Blitenachse von auf3en nach innen
in Wirteln angelegt sind: Kelchblatter (Wirtel 1), Blutenblatter (Wirtel 2),
Staubblatter (Wirtel 3) und Fruchtblatter (Wirtel 4). In Abb. 34 ist die Organisation
einer Blite in Wirteln dargestellt. Bei homdotischen Mutanten wird ein Organ an
einer Stelle gebildet, an der sich normalerweise ein anderes Organ entwickeln
wurde, z.B. Kelchblatter statt Blutenblatter. Genetische und molekulare
Untersuchungen an diesen Blutenmutanten fihrten zu dem so genannten ABC-
Modell. Dieses erklart, wie die Identitat der Organe bei Blitenpflanzen festgelegt
wird (Coen und Meyerowitz, 1991, siehe auch Abb. 34). Die drei Klassen der

homootischen Gene (ABC-Gene) wirken zusammen oder allein, um die Bildung
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von Kelchblattern (A), Blutenblattern (A und B), Staubblattern (B und C) und

Fruchtblattern (C) zu bewirken.

A B
Kelchblatt (1) 1 2 3 4
APETALA 3
KC-D 2 Bldtenblatt (2) PISTILLATA
O
APETALA 1
ko = Staubblatt (3) ApeTALL Y |G Acamous

Fruchtblatt (4) Kelchblatter Bliitenblatter Staubblétter  Fruchtblatter

Abb. 34: Organisation der Blite in Wirteln (A) und das ABC-Model (B)

Zu den ABC-Genen gehoren APETALA1 und APETALAZ2 als Vertreter der A-Gene,
APETALAS3 und PISTILLATA als Vertreter der B-Gene und AGAMOUS als Vertreter
des C-Gens. Da die psd Dreifachmutante nur Veranderungen im 2. und 3. Wirtel
zeigt, sollte Uberprift werden, wie stark die Expression von APETALAS, PISTILLATA
und AGAMOUS in Bluten von psdipsd2-1psd3-1 ist. Fur APETALA3 konnte eine
deutliche Reduktion der Transkription in psd2-1, psd3-1, psd2-1psd3-1 und
psd1psd2-1psd3-1 nachgewiesen werden (Abb. 35).

1:Ws 1 2 3 4 5 6 7 8
2: psd2-1 -

O et e - APETALA3
3 poda- - e
4: psd2-1psd3-1 BB L b e W sGAMOUS
5: psd1 - e we B B0 B W isTILATA
6: psd1psd2-1psd3-1 RNA

;

8: Col-0

Abb. 35: Northern Blot Analyse zur Expression von APETALA3, PISTILATA und AGAMOUS in

verschiedenen psd Mutanten und Wildtypen

Aus Bliten wurde RNA isoliert und mit den entsprechenden Sonden hybridisiert. Um zu zeigen, dass

gleiche Mengen RNA eingesetzt wurden, ist die rRNA Bande abgebildet.
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Der Blutenphanotyp der psd Dreifachmutante ist vergleichbar dem Blutenphanotyp
der ap3 Mutante. Es konnte also sein, dass die Reduktion der AP3 Expression die
Ursache fur die veranderte Blitenmorphologie ist. Fir APETALA3 (AP3) konnte
zudem gezeigt werden, dass die komplementierte atPSD1-psdipsd2-1psd3-1
Pflanze eine Transkription ahnlich den beiden WT Pflanzen erreicht. Die Menge des
AGAMOUS Transkripts ist in psd3-1 und psd2-1psd3-1 reduziert, PISTILLATA in
psd2-1, psd2-1psd3-1 und am starksten in psd3-1 reduziert (Abb. 35).

3.12.2 Uberexpression von APETALAS3 in psd1psd2-1psd3-1

Aufgrund der Reduktion der AP3 Expression und der starken Ahnlichkeit der Bliten
der psd1psd2-1psd3-1 Mutante zu Bluten der ap3 Mutante, sollte die cDNA fir AP3
in die Dreifachmutante gebracht werden, um zu testen, inwieweit dadurch der
Blutenphanotyp komplementiert werden kann. Fur dieses Experiment wurde die AP3
cDNA hinter den 35S Promotor des pBinAR-Hyg Vektors kloniert und in die psd
Dreifachmutante transformiert. Die auf Hygromycin B selektierten Transformanten
wurden nach wildtypahnlichen Bliten durchsucht. Von 105 Transformanten konnten
15 mit WT-BIlUten identifiziert werden. Durch PCR wurde bestatigt, dass es sich bei
den selektierten Transformanten um Pflanzen mit dem genetischen Hintergrund der
psd Dreifachmutante handelte. In Abb. 36 st eine Beispielblite der
komplementierten psd1psd2-1psd3-1 Mutante (AP3-psd1psd2-1psd3-1) dargestellt.
Es ist in Abb. 36 zu sehen, dass die Staubblatter sowie auch die Blutenblatter WT-
ahnlich sind. Die Transformation mit dem Konstrukt pBinAR-Hyg-AP3 konnte

demnach die normale Blutenmorphologie wiederherstellen.
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AP3-psdi1psd2-2psd3-3

Abb. 36: Bliite einer mit AP3 transformierten psd1psd2-1psd3-1 Mutante

Die cDNA von AP3 wurde in den Vector pBinAR-Hyg kloniert und in die psd Dreifachmutanten

transformiert. Zur besseren Einsicht in die Bliite wurde das vorderste Kelch- und Bliitenblatt entfernt.

3.13 Isolation und Charakterisierung einer zweiten psd1psd2-2psd3-2 Mutante

3.13.1 Isolation und Charakterisierung der psd1psd2-2psd3-2 Mutante

Um zu zeigen, dass der Blitenphanotyp durch die vollige PSD-Defizienz verursacht
wird, sollte eine zweite Dreifachmutante erzeugt werden. Die psd2-2psd3-2 Mutante
(Syngenta, San Diego, USA; Nerlich, 2004) und die psd1 Mutante (SALK Instituts,
San Diego, USA) wurden gekreuzt, um die zweite psd Dreifachmutante zu
generieren. Beide Pflanzen sind vom Okotyp Columbia. Pollen der psd1 Mutante
wurde auf die Narbe von psd2-2psd3-2 Mutanten gegeben. Samen aus den daraus
resultierenden Schoten wurden ausgebracht. Wie schon in Abschnitt 3.4.2
beschrieben, ist die F2-Generation heterozygot fir alle drei Gene. Erst in der F5-
Generation war es mdglich, die neue psd Dreifachmutante mittels PCR zu isolieren.
Die Bluten dieser psd1psd2-2psd3-2 Mutante wurden unter der Stereolupe betrachtet.
Es konnte jedoch kein Unterschied zu WT-Bluten festgestellt werden, wie in Abb. 37

zu sehen ist.
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psd1psd2-2psd3-3

Abb. 37: Bliiten von Col-0 und der psd1psd2-2psd3-2 Mutante

Zur besseren Einsicht in die Blite wurde das vorderste Kelch- und Blitenblatt entfernt.

3.13.2 Expressionsanalyse von APETALA3 in psd1psd2-2psd3-2

Die Expression von AP3 war in der psd1psd2-1psd3-1 Mutante stark reduziert. Bei
der psd1psd2-2psd3-2 Mutante ist eine normale Blitenmorphologie zu beobachten.
Es sollte Uberpruft werden, inwieweit die Expression von AP3 in ihr verandert ist. Das
Ergebnis ist in Abb. 38 dargestellt.

psd1psd2-1psd3-1

‘ PSD1-psd1psd2-1psd3-1
B osoipsa2-2ps03-2

. psd2-2psd3-2
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Abb. 38: Expression von APETALAS in verschiedenen psd Mutanten

Aus Bluten wurde RNA isoliert und mit der AP3 cDNA hybridisiert. Um zu zeigen, dass gleiche
Mengen RNA eingesetzt wurden, ist die rRNA abgebildet.
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Die Expression von AP3 in den Mutanten psd2-2, psd3-2, psd2-2psd3-2, psd1 und
psd1psd2-2psd3-2 ist ahnlich zur Expression in beiden WT-Pflanzen Col-0 und Ws.
Die psdipsd2-1psd3-1 Mutante zeigte erneut eine starke Reduktion der AP3
Expression. In der mit atPSD1 komplementierten psd1psd2-1psd3-1 Mutante ist die

APETALAS Expression wie im WT.
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4. Diskussion

4.1 Funktionalitat und subzellulare Lokalisierung einzelner PSDs

411 Die Gene atPSD1, atPSD2 und atPSD3 codieren fiir funktionale

Phosphatidylserin Decarboxylasen

Sequenzvergleichsanalysen mit bereits bekannten PSDs fihrten zur ldentifizierung
von drei Genen (atPSD1, atPSD2 und atPSD3), die fur PSDs in Arabidopsis codieren.
In der vorliegenden Arbeit wurde durch Expression in PSD-defizienten Linien von E.
coli (EH150 Mutante) und Hefe (psd1psd2 Mutante) gezeigt, dass diese Gene fur
funktionelle PSDs codieren. Vergleichbare Studien zeigten die erfolgreiche
Komplementation des Lipidphanotyps der EH150 Mutante von E. coli mit der cDNA
von scPSD1 aus Hefe und der bsPSD cDNA aus Bacillus subtilis (Clancey et al.,
1997; Matsumoto et al., 1998). Die Komplementation der Hefe-Doppelmutante
psdipsd2 mit der mitochondrialen /lePSD1 aus Tomate war erfolgreich, wenn
entweder der N-terminale Bereich von lePSD1, der fir die Lokalisierung des Enzyms
im Mitochondrium verantwortlich ist, durch den N-terminalen Bereich der
mitochondrialen scPSD1 aus Hefe ersetzt wurde, oder wenn das Enzym ohne den
N-terminalen Bereich exprimiert wurde (Rontein et al., 2003). Somit wird die
mitochondriale Targeting Sequenz im N-terminalen Bereich der /lePSD1 in Hefe nicht
erkannt. Dies konnte darauf hinweisen, dass der N-terminale Bereich der PSDs
Targeting-Sequenzen enthalt, die fur die spezifische subzellulare Lokalisierung

verantwortlich sind.

Die vollstandigen cDNAs von atPSD2 und atPSD3 wurden zunachst heterolog in der
PSD-defizienten E. coli Mutante EH150 exprimiert. Die Transformanten zeigten
jedoch keine Komplementation des Lipidphanotyps der EH150 Mutante (Abb. 7). Es
kam nur zu einer erfolgreichen Komplementation, wenn EH150 mit dem atPSD3 C-
Terminus transformiert wurde (Abb. 7). Dieser ist zu dem E. coli Enzym ortholog.
Dieses Ergebnis zeigt, dass der N-terminale Bereich des Proteins fur die
Enzymaktivitat nicht essentiell ist. Transformanten mit dem C-Terminus von atPSD2,
der ebenfalls zu dem E. coli Enzym ecPSD ortholog ist, zeigten jedoch keine
Komplementation des Lipidphanotyps der EH150 Mutante (Abb. 7).

Enzymaktivitatstests mit der Arabidopsis Mutante psd2-2 zeigten eine ahnliche PSD-
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Enzymaktivitat wie WT Pflanzen (Abb. 14). Im Gegensatz dazu zeigte die psd3-2
Mutante eine Reduktion der Enzymaktivitat (Abb. 14). Der Verlust des atPSD2 Gens
in Arabidopsis hat also kaum Einfluss auf die gesamte PSD-Aktivitat. Die in dem in
planta Experiment gezeigte geringe Enzymaktivitat von atPSD2 konnte in E. coli die
Ursache fiur die nicht erfolgte Komplementation sein. Der Transfer der vollstandigen
cDNAs von atPSD2 und atPSD3 in die Hefedoppelmutante psdipsd2 fuhrte zur
Komplementation des ethanolaminauxotrophen Wachstumsphanotyps (Abb. 8). Die
N-terminale Extension ist vor allem in PSDs aus Eukaryoten vorhanden. PSD-
Enzyme, die keine lange N-terminale Extension enthalten, sind hauptsachlich PSDs
aus Prokaryoten und Mitochondrien. atPSD2 und atPSD3 gehdéren somit zu den
,eukaryotischen® PSDs und dies konnte eine Erklarung dafur sein, dass die
Transformation mit atPSD2 oder atPSD3 die ,eukaryotische® psd1psd2 Hefemutante
komplementieren kann. Die Komplementation von EH150, als Vertreter der
Prokaryoten, durch Expression ,prokaryotischer* PSDs (bsPSD und scPSD1) wurde
bereits gezeigt (Clancey et al., 1997; Matsumoto et al., 1998). Jedoch ist die
Komplementation von EH150 durch Transformation mit den vollstandigen
,eukaryotischen“ PSD- cDNAs aus Arabidosis nicht moglich. Es kann ebenfalls nicht
ausgeschlossen werden, dass die Prozessierung des pflanzlichen Enzyms wegen
des verhaltnismafig langen N-terminalen Bereichs in E. coli gestort wird. Da die PSD
eine posttranslationale Modifikation durchlaufen muss, um in Form funktioneller
Untereinheiten mit korrekt gebildetem Cofaktor aktiv werden zu konnen, ist dieser

Schritt besonders kritisch fir den Funktionsnachweis des exprimierten Proteins.

Es wurden die cDNA von atPSD3 und die orthologe cDNA aus Physcomitrella patens
(ppPSD) in Arabidosis WT-Pflanzen uberexprimiert. Transformanten mit erhdhter
Transkription des jeweiligen Gens wurden identifiziert, zeigten jedoch keine erhdhte
Enzymaktivitat. Rontein et al. (2003) isolierte eine Arabidopsis psd1 ,knock-
up® Mutante (SAIL_508 C12) mit einem 6- bis 13fachen Anstieg der atPSD1
Expression und einer 9fach hoheren PSD-Aktivitat in den Mitochondrien verglichen
mit dem WT. Der Grund daflir, dass die erhdhte Transkription von atPSD1 zu einer
erhdhten Enzymaktivitat fuhrt, die erhdhte Transkription von atPSD3 jedoch nicht,
konnte an der Lokalisierung der Enzyme in unterschiedlichen Kompartimenten der
Zelle liegen. atPSD1 ist in Mitochondrien und atPSD3 im ER lokalisiert (Abb. 9). So
konnte es sein, dass es im ER zu einem Mangel an PS oder zu einer

Produktiberschusshemmung kommt, im Mitochondrium jedoch nicht. Zudem sind
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posttranskriptionale Regulationsmechanismen bekannt, die die Stabilitat, die
Translationseffizienz (Mignone et al., 2002) oder den Export der mRNA aus dem
Nukleus kontrollieren (Sommer und Nehrbass, 2005) und auf diese Weise die PSD-

Aktivitat der Transformanten beeinflussen konnten.

4.1.2 atPSD1 ist am Mitochondrium, atPSD2 am Tonoplasten und atPSD3 am
ER lokalisiert

Die ersten PSDs hdherer Pflanzen wurden in Tomate und Arabidopsis identifiziert,
wobei es sich um mitochondriale Enzyme handelt (Rontein et al., 2003; von Orlow
2003). atPSD2 und atPSD3 enthalten im Gegensatz zu atPSD1 einen N-terminalen
Bereich, der auf eine Lokalisierung aulderhalb der Mitochondrien hinweisen konnte.
Mit Hilfe der Analyse von GFP-Fusionsproteinen wurde atPSD2 am Tonoplasten und
atPSD3 am ER lokalisiert (Abb. 9). Die im Nukleus detektierte Fluoreszenz in Abb. 9
(atPSD2-GFP und atPSD3-GFP) kdnnte eventuell daher ruhren, dass das PSD-GFP
Fusionsprotein gespalten und das GFP in den Nukleus transportiert wird. Die
Ergebnisse fur die Lokalisierung der Arabidopsis PSDs zeigen, dass die Synthese
von PE Uber den PSD-Weg am ER, im Tonoplast und im Mitochondrium erfolgen

kann.

4.2 Charakterisierung der psd Mutanten

PE als eines der haufigsten Phospholipide ist Bestandteil der ER-, Tonoplast-,
Nukleus-, Mitochondrien- und der Plasmamembran, jedoch nicht der Plastiden. Die
Synthese von PE kann in Pflanzen Uber drei Biosynthesewege erfolgen, durch den
Transfer von Phosphoethanolamin auf DAG, mittels der Aminoalkoholphospho-
transferase, durch die PSD katalysierte Decarboxylierung von PS oder durch
Kopfgruppentausch an PS durch Ethanolamin. Um den Beitrag des PSD-Wegs an
der PE-Synthese zu untersuchen, wurden aus den T-DNA Insertionsmutanten psd1,
psd2-1 und psd3-1 die psd2-1psd3-1 Doppelmutante und die psdipsd2-1psd3-1
Dreifachmutante erzeugt. Mit Northern Blot Analysen und semiquantitativer real-time

PCR konnte flur alle psd Einzelmutanten keine Transkription der entsprechenden
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Gene nachgewiesen werden (Abb. 13). So kann davon ausgegangen werden, dass
es sich bei allen psd Mutanten um Null-Mutanten handelt. Alle isolierten psd

Mutanten zeigten im Vergleich zum WT keinen Unterschied im Wachstum (Abb. 16).

Die Auswirkung der Mutationen auf die Aktivitat der einzelnen PSDs wurde mit
Enzymtests untersucht. In Blattern ist etwa 2/3 der gesamten PSD-Aktivitat der
atPSD3 zuzuordnen, wahrend atPSD2 nur eine sehr schwache Aktivitat zeigt (Abb.
14). Die geringe Aktivitat, die in der mikrosomalen Fraktion der psd3-1 und der
psd2-1psd3-1 Mutante noch detektiert werden konnte, resultiert aus
Verunreinigungen mit mitochondrialer atPSD1, da in der psd Dreifachmutante keine
Aktivitat in mikrosomalen Fraktionen nachzuweisen ist (Abb. 14). So ist atPSD1 fur
das restliche Drittel der gesamten PSD-Aktivitat in Blattern verantwortlich (Abb. 14).
Die vollstandige Reduktion der PSD-Aktivitat in der psd Dreifachmutante fuhrte nicht
zu Veranderungen im PE-Gehalt in Blattern oder Bliten der Dreifachmutante (Abb.
22). Dies lasst vermuten, dass der PSD-Syntheseweg in Arabidopsis fur die
extramitochondriale PE-Synthese nicht von Bedeutung ist und somit die
Aminoalkoholphosphotransferase hauptsachlich zur extramitochondrialen PE-
Synthese beitragt (Mizoi et al., 2006). Es konnte jedoch eine leichte, aber signifikante
Reduktion des PE-Gehalts in der Mitochondrienmembran der psd Dreifachmutante
nachgewiesen werden (Abb. 23). So scheint der PSD-Weg fur die normale PE-
Versorgung in Mitochondrien von Bedeutung zu sein. Demzufolge missten in
Arabidopsis Lipidtransportwege flir den Phospholipidtransfer vom ER zum
Mitochondrium, wie fur Hefe und Saugerzellen beschrieben (Wu und Voelker, 2001;
Heinkinheimo und Somerharju, 1998), vorhanden sein, die das am ER synthetisierte
PS zu den Mitochondrien transportieren, wo es durch die PSD zu PE umgewandelt
wird. In Hefe ist die PE Produktion durch die scPSD1 essentiell fir den PE-Pool der
gesamten Zelle. Fur die Synthese neuer Membranen wird PE von den Mitochondrien
zu den entsprechenden Organellen transportiert. Der Verlust der mitochondrialen
scPSD1 oder der am Golgi Apparat oder an Vakuolen lokalisiertem scPSD2 fuhrt
nicht zur Reduktion des Wachstums der Hefezellen. Erst in der psdipsd2
Doppelmutante tritt die Ethanolamin-Auxotrophie auf (Trotter und Voelker, 1995).
Demzufolge konnten sich die PSDs innerhalb eines Organismus gegenseitig
erganzen. Am Beispiel von Hefe heildt das, dass in der psd1 Hefemutante das am
Golgi Apparat oder an der Vakuole gebildete PE zum Mitochondrium transportiert

werden kann, um dessen Funktion aufrecht zu erhalten. In der psd2 Hefemutante
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konnen die Mitochondrien ausreichend PE bilden, um die Versorgung aller
Membranen mit PE zu gewahrleisten. In Arabidopsis kdonnte es ebenfalls der Fall
sein, dass sich die PSD Isoenzyme gegenseitig erganzen konnen, denn die PSD-
defizienzte Dreifachmutante zeigt als einzige psd Mutante eine Reduktion von PE in
Mitochondrienmembranen (Abb. 23). Alle psd Mutanten, die noch mindestens eine
funktionelle PSD enthalten, zeigen keine signifikante Reduktion des PE-Gehalts (Abb.
22). So scheint in Arabidopsis ein kleiner Teil des Uber die PSD gebildeten PE-Pools
fur Mitochondrien bedeutend zu sein, der nicht durch den PE-Pool, synthetisiert

durch die Aminoalkoholphosphotransferase, ersetzt werden kann.

Die Mutation der mitochondrialen PSD aus Mausen fuhrte zu Veranderungen der
Mitochondrienstruktur und -gro3e mit der Folge, dass die Embryonen absterben
(Steenbergergen et al. 2005). In der psd1 Mutante sowie der psdi1psd2-1psd3-1
Mutante von Arabidopsis wurden keine Veranderung der Ultrastruktur oder der
Grolle der Mitochondrien festgestellt (Abb. 29). Vermutlich hat die totale PSD-
Defizienz und die damit verbundene leichte Veranderung der Lipidzusammensetzung

der Mitochondrien keinen Einfluss auf die GroRe und Ultrastruktur der Mitochondrien.

4.3 Der Blitenphanotyp der psdipsd2-1psd3-1 Mutante und madgliche

Ursachen

4.3.1 Der Einfluss von Jasmonsaure auf die Bluitenmorphologie

Es konnten homodotische Transformationen der Blitenorgane in der Mutante
psdipsd2-1psd3-1 festgestellt werden, z.B. die Umwandlung der Blutenblatter in
kelchblattahnliche Organe sowie die teilweise Umwandlung von Staubblattern in
fruchtblattahnliche und kelchblattdhnliche Organe. Der uberwiegende Teil der
Staubblatter besal® kiurzere Filamente und grine Pollensacke, die nicht aufrei3en
konnten, um Pollen zu entlassen (Abb. 18). Dies flhrte zu reduzierter Schoten- und
Samenbildung (Abb. 17, Abb. 21). Zusatzlich wurde durch die Alexander-Farbung
gezeigt, dass ein Teil der Pollen nicht vital ist (Abb. 19). Bei der Reifung der
Pollensacke spielt die Jasmonsaure (JA) eine wichtige Rolle. Der Einfluss der JA
wahrend der Reifung der Pollensacke wurde durch Analysen von Arabidopsis

Mutanten belegt, z.B. durch die JA-insensitive Mutante ,coronatine insensitive1*
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(coi1, Feys et al., 1994; Xie et al., 1998), durch die Dreifachmutante fad3 fad7 fad8,
deren Linolensauresynthese (LA, ausgangsprodukt der JA Synthese) gestort ist,
(McConn und Browse, 1996) und durch die Arabidopsis Mutante ,defective in anther
dehiscence1“ (dad1; Ishiguro et al., 2001). In diesen Mutanten ist die Organisation
und Differenzierung der Zellen im Pollensack normal, jedoch kann der Pollensack
nicht aufreifen und die Pollen entlassen. Zudem sind die Pollen nicht vital. In der
dad1 Mutante konnen diese Defekte durch die Zugabe von JA oder Linolensaure
wieder aufgehoben werden, so dass bestaubungsfahige Pollen entstehen kdnnen
(Ishiguro et al., 2001). Die psd Dreifachmutante zeigte im Hinblick auf die
Pollensacke einen vergleichbaren Phanotyp wie die dad1 Mutante. Daher wurden die
Bluten der psd1psd2-1psd3-1 Mutante ebenfalls mit JA infiltriert, was jedoch die WT-
Blutenmorphologie nicht wiederherstellen konnte. So konnte ausgeschlossen
werden, dass der Biosyntheseweg der JA von der PSD-Defizienz der psd

Dreifachmutante betroffen war und zu den Pollensackveranderungen fuhrt.

4.3.2 Der Einfluss der Mitochondrien auf die Bliutenmorphologie

Es gibt mehrere Hinweise dafur, dass die Entwicklung mannlicher Gameten eine
aullergewohnlich hohe mitochondriale Aktivitat erfordert. Ultrastrukturanalysen an
Pollensacken von Mais zeigten einen 20- bis 40fachen Anstieg der Mitochondrien-
anzahl bei der Bildung der sporogenen und tapetalen Zellen (Lee und Warmke,
1979). Zusatzlich wurden erhohte Mengen an mitochondrialen Transkripten und
Proteinen wahrend der Meiose der mannlichen Gametophyten gefunden, welche
ebenfalls die erhdhten Anforderungen an die mitochondriale Respiration in diesen
Geweben belegen (Conley und Hanson, 1994; Smart et al., 1994). Bei der
Untersuchung der psd Dreifachmutante konnte jedoch keine reduzierte
Mitochondrienanzahl festgestellt werden, welche Ursache der Bildung nicht vitaler
Pollen sein konnte (Abb. 24). Es sollte jedoch bericksichtigt werden, dass flur diese
Analysen Proben aus Blattgewebe und Gewebe etiolierter ganzer Keimlinge
verwendet wurden und nicht Proben aus Blutengewebe. Eventuell kdnnte bei der
Untersuchung von Staubblattern ein Unterschied bei der Anzahl der Mitochondrien
festgestellt werden, jedoch ist dies mit Staubblattern aus Arabidosis schwer
durchfuhrbar.
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Storungen der Interaktionen zwischen Kern- und Mitochondriengenom sowie der
Funktionsfahigkeit von  Mitochondrien haben Einfluss auf essentielle
Entwicklungsprozesse der Blutenbildung und die Entstehung cytoplasmatisch
mannlicher Sterilitat (CMS) in Pflanzen. Alle bisher analysierten CMS Systeme
belegen diese These (Vedel et al., 1982; Earle et al., 1992; Hanson und Bentolila,
2004). CMS Pflanzen weisen oft abnormale Blitenphanotypen sowie Anderungen in
der mitochondrialen Genexpression auf (Hanson, 1991; Braun et al., 1992;
Mackenzie et al., 1994). Die Bildung funktionsfahiger Pollen wird gestort oder
Staubblatter sind vollstandig durch andere Blutenorgane ersetzt (homdotischer
Defekt). Ursachen der Pollensterilitdt kdnnen sein: ein zusatzliches offenes oder
unbekanntes Leseraster im mitochondrialen Genom (Schnabel und Wise, 1998),
Anderungen der Mitochondrienstruktur bzw. -funktion (Bergman et al., 2000; Teixeira
et al., 2005) oder die Deletion mitochondrialer Gene (in Tabak gezeigt; Gutierres et
al., 1997). Die Anderung der Mitochondrienstruktur in Blattern und Staubblattern
kann als Ursache fir die veranderte Bllitenmorphologie in der Dreifachmutante
ausgeschlossen werden, da keine Abnormalitaten der Mitochondrienstruktur

nachgewiesen wurden (Abb. 25).

Die mannliche Sterilitat tritt haufig nach Artkreuzungen auf und wird als
alloplasmatische mannliche Sterilitat bezeichnet, z.B. bei der Kreuzung von
Helianthus annus mit Helianthus petiolaris (Leclercq, 1969; Schnabel und Wise,
1998). Die Kombination des Nukleus aus Nicotiana tabacum mit dem Cytoplasma
einer anderen Nicotiana Spezies resultierte in Nachkommen mit gestorter
Pollenentwicklung oder homootischen Veranderungen der Blltenorgane.
Hauptsachlich waren die Bliten- und Staubblatter betroffen, wobei Staubblatter
verkurzte Filamente oder auch stigmaahnliche Strukturen besalRen (Bonnett et al.,
1991). Diese homdotischen Veranderungen konnten ebenfalls bei CMS Linien von
Brassica napus (Polowick und Sawhney, 1986) und Weizen (Murai et al., 2002)
nachgewiesen werden. Bei der psd1psd2-1psd3-1 Mutante handelt es sich nicht um
eine Kreuzung unterschiedlicher Spezien, sondern um eine Kreuzung der beiden
Okotyypen Col-0 (psd1) und Ws (psd2-1psd3-1). Bei der Kreuzung wurde Pollen der
psd1 Mutante auf die psd2-1psd3-1 Mutante Ubertragen. Da die Mitochondrien von
der Mutter vererbt werden, stammen diese in der Dreifachmutante aus dem Okotyp
Ws. Dieser Okotyp zeigte jeweils deutlich geringere Respirations- bzw.
Keimungsraten als Col-0 (Abb. 26 und Abb. 27). Die Ergebnisse der
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psd1psd2-1psd3-1 Mutante in diesen Experimenten lagen zwischen den Werten der
beiden Okotypen (Abb. 26 und Abb. 27). Obwohl im WT Ws keine veranderte
Blutenmorphologie auftritt, kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die
reduzierte Respiration einen geringen Beitrag zu der Blutenveranderung in der

psd1psd2-1psd3-1 Mutante leistet.

Eine Kreuzung verschiedener Tabakspezies fuhrte zu einer mannlich sterilen
Mutante, die zusatzliche mRNA Transkripte des mitochondrialen atp1 Gens (codiert
fur die a-Untereinheit der ATP Synthase) transkribiert, wodurch das ATP/ADP
Verhaltnis in Bllten reduziert wird (Bergman et al., 2000). Die Messung von ATP und
ADP in Bluten der psdipsd2-1psd3-1 Mutante ergab keine Veranderung des
ATP/ADP Verhaltnisses (Abb. 28). Es kann also ausgeschlossen werden, dass es
aufgrund eines reduzierten ATP/ADP Verhaltnisses zu der veranderten
Blutenmorphologie kommt. Zusatzlich zu der Messung von ATP und ADP wurde die
Expression der drei Untereinheiten TYKY, PSST und des NADH-Bindeproteins des
Komplex | der Atmungskette Uber Northern Blot analysiert. Gomez-Casati et al. (2002)
zeigte in Arabidopsis, dass diese Untereinheiten als Antwort auf mitochondriale
Fehlfunktion verstarkt exprimiert werden. Die Fehlfunktion wurde dabei durch die
uneditierte neunte Untereinheit der ATP Synthase (afp9) hervorgerufen, die die
Assemblierung des ATP Synthase Komplexes stort. Die transgenen Pflanzen zeigten
morphologische Veranderungen der Bliten- und Staubblatter, wie sie fir CMS
charakteristisch sind (Gémez-Casati et al., 2002). In der psd1psd2-1psd3-1 Mutante
konnte jedoch keine Induktion der Expression von TYKY, PSST und des NADH-
Bindeproteins festgestellt werden (Abb. 30). Aufgrund dieses Ergebnisses und der
ATP/ADP Messung ist auszuschlieflen, dass die Mitochondrien in ihrer Funktion

stark gestort sind.

Mitochondrien spielen eine entscheidende Rolle wahrend der Apoptose, dem
programmierten Zelltod (Ubersichtsartikel Green und Reed, 1998). Mit der Apoptose
sind folgende Prozesse unmittelbar verknlpft: die Stérung der mitochondrialen
Respiration, die Freisetzung von Proteinen, die zur Aktivierung von Proteasen der
Caspase Familie flhren und die Anderung des =zelluldren Redoxpotentials
(Ubersichtsartikel Green und Reed, 1998). Wahrend der Pollenentwicklung erleiden
bestimmte Gewebe des Pollensacks einen prazise koordinierten Zelltod (Goldberg et

al., 1993; Wu und Cheung, 2000). Die Zellen des Tapetums werden lysiert und
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entlassen Lipidbestandteile, die die Exine der Pollen Uberziehen (Piffanelli und
Murphy, 1998). Die elektronenmikroskopische Analyse der Pollen von Col-0 und
psdipsd2-1psd3-1 zeigte Unterschiede der Exine hinsichtlich der Lipidkdrperchen
und Vakuolen (Abb. 20). In Pollen von psdipsd2-1psd3-1 Mutanten sind kaum
Lipidkorperchen, jedoch deutlich mehr kleine Vakuolen sichbar (Abb. 20).
Lichtmikroskopische Untersuchungen der psd1psd2-1psd3-1 Pollen zeigten ebenfalls
Abnormalitaten zum WT. Die psd1psd2-1psd3-1 Pollen besitzen auffallig groflde
Vakuolen (Abb. 32), was ein Hinweis fur Apoptose sein konnte. Diese Ergebnisse

lassen vermuten, dass die Pollenentwicklung nicht normal ablaufen kann.

4.3.3 Der Einfluss von homootischen Genen auf die Blitenmorphologie

Laut dem ABC-Model der Blutenentwicklung bestimmen homootische Gene die
Identitat der Organe in den vier Wirteln der Blute (Jack, 2004; Kramer und Hall, 2005).
Die beiden homdotischen Gene APETALA3 und PISTILLATA legen die Organe des
zweiten und dritten Wirtels, die Bliten- und Staubblatter, fest. Die beiden Gene sind
sehr sequenzahnlich und codieren ,MADS-Box" Transkriptionsfaktoren, die in den
Primordien der Bluten- und Staubblatter exprimiert werden (Jack et al., 1992; Goto
und Meyerowitz, 1994). AP3 und P/ Genprodukte bilden Heterodimere in planta
(Goto und Meyerowitz, 1994). Zusatzlich wird die Transkription homdotischer Gene
von unterschiedlichen ABC-Genen kontrolliert. Beispielsweise wird die AP3
Expression durch AP3, Pl und zusatzlichen homdotischen Genen kontrolliert. Es
wurde gezeigt, dass diese Transkriptionsfaktoren an konservierten Sequenzmotiven
innerhalb des AP3 Promotors binden (Hill et al., 1998). Die ap3 und pi Mutanten
zeigen Kelchblatter im Wirtel der Blutenblatter sowie Fruchtblatter anstelle von
Staubblattern. Uberexpression des AP3 Genes unter Kontrolle des 35S Promotors
komplementiert den ap3 Blutenphanotyp (Jack et al., 1994). Transformation des 35S-
AP3 Konstrukts in WT Pflanzen fuhrt zur Umwandlung der Kelchblatter in
Staubblatter. Die Uberexpression von AP3 in pi Mutanten konnte die
Blitenveranderungen des zweiten und dritten Wirtels nicht komplementieren (Jack et
al., 1994). Daraus lasst sich folgern, dass beide Proteine (AP3 und PI) fir die
normale Bluten- und Staubblattentwicklung nétig sind. Der psd1psd2-1psd3-1
Blutenphanotyp ist vergleichbar mit dem Phanotyp der ap3 und pi Mutanten. Die
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Untersuchung der Expression von AP3 und Pl zeigt eine Reduktion des AP3
Transkripts in psd2-1, psd3-1, psd2-1psd3-1 sowie psd1psd2-1psd3-1 Bluten (Abb.
35). Die Transkription von Pl in der Mutante psd1psd2-1psd3-1 ist ahnlich zu beiden
Wildtypen (Abb. 35). Die Transformation der psd1psd2-1psd3-1 Mutante mit AP3
fuhrte zur Bildung normaler Bliten (Abb. 36). So ist der Blutenphanotyp der
psdipsd2-1psd3-1 Mutante auf eine reduzierte AP3 Expression zurtickzuflhren.
Zusatzlich fuhrte die Transformation der psd1psd2-1psd3-1 Mutante mit der
mitochondrialen atPSD1 (Abb. 31) und der atPSD3 (Abb. 33) zur Wiederherstellung
des normalen Blitenphanotyps. Es war bis zu diesem Zeitpunkt unklar, welche

Verbindung zwischen PSD-Defizienz und AP3 Expression besteht.

4.4 Einfluss des T-DNA Insertionsvektors pD991-AP3 auf den Blutenphanotyp

Neben den psd2-1 und psd3-1 Mutanten wurden auch psd2-2 und psd3-2 Mutanten
isoliert (Nerlich, 2004). Sie besalien ebenfalls Insertionen in codierenden Bereichen
der PSD Gene und eine reduzierte PSD-Enzymaktivitat, wie sie fur die psd2-1 und
psd3-1 Mutanten beschrieben wurde (Nerlich, 2004). Es handelt sich also auch bei
diesen Mutanten um Null-Mutanten. Mit diesen psd2-2 und psd3-2 Mutanten wurde
eine weitere psd Dreifachmutante erzeugt, psd1psd2-2psd3-2, deren Bliten keinen
Unterschied zu WT-Bluten =zeigten (Abb. 37). Der Unterschied der beiden
Dreifachmutanten lag zum einen darin, dass die zur Kreuzung verwendeten
Mutanten aus unterschiedlichen T-DNA Populationen isoliert wurden und somit
unterschiedliche T-DNA Vektoren beinhalten. Zum anderen vereinigt die Mutante
psd1psd2-1psd3-1 die Okotypen Ws und Col-0, wahrend die psdipsd2-2psd3-2 im
Okotyp Col-0 vorliegt. Bei psd2-1 und psd3-1 handelt es sich um T-DNA
Insertionsmutanten der Arabidopsis Knockout Facility der Universitat von Wisconsin,
Madison, USA. Diese verwendete fur die Transformation der WT Ws Pflanzen mit
T-DNA einen Vektor (pD991-AP3), der den Promotor des APETALA3 Gens enthalt.
Ein Vergleich der pD991-AP3 Vektorsequenz mit der APETALA3 Gensequenz zeigte,
dass der Teil des Vektors pD991-AP3, der als AP3-Promotor deklariert wurde, mit
dem etwa 500 bp langen DNA-Stuck der AP3 Sequenz vor dem ATG Sartcodon
ubereinstimmt (Abb. 39).
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pD991-AP3
APETALA3

pD991-AP3
APETALA3

pD991-AP3
APETALA3

pD991-AP3
APETALA3

pD991-AP3
APETALA3

pD991-AP3
APETALA3

pD991-AP3
APETALA3

pD991-AP3
APETALA3

pD991-AP3
APETALA3

pD991-AP3
APETALA3

pD991-AP3
APETALA3

ATTGGCTTTT

GTTTACTTTA
GTTTACTTTA

TTGACGTTTA
TTGACGTTTA

GTAGAAGCTA
GTAGAAGCTA

TTTTAGCTTT
TTTTAGCTTT

GTCTTGTAAT
GTCTTGTAAT

TAATTAAAAA
TAATTAAAAA

ATCAACTTCT
ATCAACTTCT

AACACCAATA

GGGTAAGTGC
GGGTAAGTGT

CAAACGCCGT
CAAACGCCGT

ACGGAGCTCC
ACGGAGCTCC

GGTCCCCCTC
GGTCCCCCTC

TATACAACCA
TATACAACCA

AATCAGTTTA
AATCAGTTTA

GAACTTACCT
GAACTTACCT

TAAAAACTTG

n

AAAAAGCCAA
AAAAAGCCAA

TAAGTTTGTC
TAAGTTTGTC

GTTAATAAAT
GTTAATAAAT

TTTTACCAAG
TTTTACCAAG

TCGATGTCCG
TCGATGTCCG

CATAAATGGA
CATAAATGGA

TTCATTAATT
TTCATGGATT

CTTCACACCT
nnTCACACCT

CCAAATCCAC
CCAAATCCAC

ACCGTCTAAA
ACCGTCTAAA

TGACGAAAAG
TGACGAAAAG

TGACAATTGA
TGACAATTGA

TTGATTTAAA
TTGATTTAAA

AAATTTATCA
AAATTTATCA

AGGCAATACT
AGGCAATACT

AAACACTTTT
AAACACTTTT

CTGCACTGAT
CTGCACTGAT

CAAAAACAAA
CAAAAACAAA

CAAACCAAGT
CAAACCAAGT

TTTAAGCAGT
TTTAAGCAGT

CAGTGTCTTG
CAGTGTCTTG

CTTAGTTTTC

CTTAGTTTTC
*

TTCCATTTTT
TTCCATTTTT

AGTAACTCAA
AGTAACTCAA

GTGGACCCTT
GTGGACCCTT

TACTTCTTCA
TACTTCTTCA

ACTCCATCTC
ACTCCATCTC

TCTCTTTCTA
TCTCTTTCTA

TTTCACTTCT
TTTCACTTCT

TTCTTCTCAT
TTCTTCTCAT

TATATCTCTT
TATATCTCTT

GTCCTCTCCA
GTCCTCTCCA

CCAAATGGGG
CCAAATCTCT

TACCGATATC
TCAACAAAAA

CTCGAGTCTA
GATTAAACAA

GAGGATCCCC
AGAGAGAAGA

CCCACTATCC

ATATGCGAG

TTCGCAAGAC
AGGGAAGATC

Abb. 39: Sequenzvergleich des Vektors pD991-AP3 mit dem Gen APETALA3

Grau unterlegt sind die sequenzgleichen Abschnitte des Vektors pD991-AP3 und des APETALA3
Gens. Die 5'-untranslatierte Region ist unterstrichen. Der anhand des EST-Klons EG501838
identifizierte Transkriptionsstart ist mit einem (*) markiert. Das Startcodon (ATG) des APETALA3 Gens

ist eingerahmt.

Uber Sequenzvergleiche des AP3 Gens mit Klonen exprimierter Sequenzen
(Expressed Sequence Tags; EST) der NCBI Datenbank wurde der EST EG501838.1
identifiziert. Mit Hilfe dieses ESTs konnte der Transkriptionsstart bei 366 bp im AP3

Gen ermittelt werden. Der Bereich zwischen Transkriptionsstart und dem Startcodon

wird als 5’-untranslatierte Region

Sequenzibereinstimmungen mit dem Vektor pD991. Der Bereich des 5-UTRs im
AP3 Gen, der mit der Vektorsequenz uUbereinstimmt, kann zu einer so genannten Co-

Suppression des endogenen APETALA3 Gens fuhren und somit zu dem ap3

(5-UTR) bezeichnet.

Dieser Bereich zeigt

300 bp
20 bp

350 bp
70 bp

400 bp
120 bp

450 bp
170 bp

500 bp
220 bp

550 bp
270 bp

600 bp
320 bp

650 bp
370 bp

700 bp
420 bp

750 bp
470 bp

800 bp
520 bp
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Mutanten ahnlichen Blitenphanotyp. Napoli et al. (1990) und Van der Krol et al.
(1990) beschrieben, dass Transgene, die fiir die Uberexpression einer codierenden
Sequenz synthetisiert wurden und ahnlich zu einem endogenen Gen sind, nicht
immer in Angiospermen zu der gewiinschten Uberexpression filhren. Stattdessen
kann die Transkription des endogenen sowie des Transgens unterdrickt werden und
in einen Null-Phanotyp resultieren. Dies wurde urspringlich mit Genen fir die
Blutenblattfarbung gezeigt (Napoli et al., 1990; Van der Krol et al., 1990). Dieses
Phanomen wird als Co-Suppression, ,sense Suppression“ oder ,sense Co-
suppression“ bezeichnet (de Carvalho et al., 1992; Dehio und Schell, 1994; Van
Blokland et al., 1994; Kunz et al., 1996). In einigen Fallen wurde gezeigt, dass die
.sense Co-Suppression® von der endogenen Genexpression (Smith et al., 1990) und
von dem homozygoten Vorkommen des Transgens (de Carvalho et al., 1992; Hart et
al., 1992) abhangig ist. Schubert et al., 2004 zeigten, dass in transgenen Pflanzen
transkriptlevelabhangige ,silencing-Effekte“ flr die Varialbilitdt der Transgen-
expression verantwortlich sind. Dabei besteht eine positive Korrelation zwischen der
Anzahl der eingebrachten Transgene mit dem Transkriptlevel. Dies ist so lange der
Fall, bis die Menge der transkribieten mRNA ein genspezifisches Transkriptlevel
Uberschreitet und dann zu RNA silencing fuhrt. Die Expression von AP3 war in fast
allen Linien reduziert, die den Vektor pD991-AP3 enthielten (psd2-1, psd3-1, psd2-
1psd3-1 und psdipsd2-1psd3-1; Abb. 38), so dass davon ausgegangen werden
kann, dass es in diesen Linien zu der beschriebenen Co-Suppression kommt. Diese
Co-Suppression fuhrt jedoch ausschlieBlich in der psd1psd2-1psd3-1 Mutante zu
dem Blutenphanotyp, obwohl die AP3 Expression in psd2-1, psd3-1 und psd2-1psd3-
1 in vergleichbarem Grad reduziert war (Abb. 38). In der homozygoten psd2-1psd3-1
Mutante sowie der homozygoten psd1psd2-1psd3-1 Mutante waren je vier Kopien
der T-DNA mit dem AP3 Promotor, in den homozygoten Einzelmutanten psd2-1 und
psd3-1 sind zwei Kopien der T-DNA inseriert. Dass in den Einzelmutanten psd2-1
und psd3-1 die T-DNA ausschliel3lich nur in das jeweilige PSD-Gen im Genom
inseriert war wurde anhand von Southern Blot Analysen belegt (von Orlow, 2003).
Northern Blot Analysen zeigten, dass die Verdopplung der Kopienzahl der T-DNA in
der psd2-1psd3-1 und psdipsd2-1psd3-1 Mutante jedoch nicht zu wesentlich
starkerer Reduktion der AP3-Expression im Vergleich zu den Einzelmutanten fuhrt.
Dies spricht daflr, dass die Co-Suppression von AP3 nicht allein fUr den

Blutenphanotyp verantwortlich ist.
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Die einzige Linie, die den pD991-AP3 Vektor enthalt und keine Reduktion der AP3-
Expression zeigt, ist die mit atPSD1 transformierte psd1psd2-1psd3-1 Mutante (Abb.
38). Es scheint, als wirde die Transformation mit atPSD1 die Co-Suppression wieder
aufheben kodnnen. Inwieweit die in die psd1psd2-1psd3-1 Mutante eingebrachten
Konstrukte Einfluss auf die Co-Suppression von AP3 haben, wird in kinftigen

Studien durch die Transformation mit dem leeren Vektors untersucht.

4.4.1 Mehrere Faktoren filhren zum Bliutenphdnotyp der psdipsd2-1psd3-1
Mutante

Da die Reduktion der AP3 Expression durch den T-DNA Insertionsvektor pD991 nicht
in allen Linien zu einer veranderten Blutenmorphologie flhrt, tragen mdglicherweise
zusatzliche Faktoren zur Blutenmorphologie der psd1psd2-1psd3-1 Mutante bei.
Durch die PSD-Defizienz wurde die Lipidkomposition der Mitochondrienmembran
verandert (Abb. 23). Der Gehalt an PE ist reduziert, wahrend der Anteil an PS erhoht
ist. Die mitochondrial lokalisierte PSD befindet sich wie auch die Atmungkette an der
inneren Mitochondrienmembran. Der tber PSDs synthetisierte PE-Pool (eventuell mit
speziellem Fettsauremuster) konnte fur Vorgange in der Mitochondrienmembran von
besonderer Bedeutung sein. PE ist das einzige Lipid der Mitochondrienmembran,
das keine Lipiddoppelschichten (bilayer) in wassriger Losung ausbildet (Webb und
Green, 1991). Eine Veranderung des Verhalnisses der lipiddoppelschicht-
destabilisierenden (non-bilayer) zu lipiddoppelschichtstabilisierenden Lipide konnte
zu einer geringfugigen Storung der Atmungskette fuhren oder Auswirkungen auf die
Stabilitat der Mitochondrien haben. Zudem liegt PE als Zwitterion vor, PS hingegen
ist einfach negativ geladen. Dies kénnte die Bildung des pH-Gradienten und des
elektrochemischen Potentials beeinflussen. Es besteht also die Moglichkeit, dass die
Mitochondrien eine geringe Schadigung erfahren, die mit den in dieser Arbeit
angewendeten Methoden nicht nachgewiesen werden konnte. Die Kombination von
Mitochondrien mit beeintrachtigter Funktion und dem Auftreten der AP3 Co-
Suppression fuhrt dann zu den beobachteten homootischen Veranderungen der
Bluten der psd1psd2-1psd3-1 Mutante.
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5. Zusammenfassung

Die durch Phosphatidylserin Decarboxylase (PSD) katalysierte Decarboxylierung von
Phosphatidylserin (PS) zu Phosphatidylethanolamin (PE) ist fur Mitochondrien in
Hefe und Mausen von essentieller Bedeutung. Im Rahmen der vorliegenden
Doktorarbeit wurde erstmalig die Rolle dieses PE-Syntheseweges in Pflanzen

untersucht.

Die drei in Arabidopsis identifizierten PSD Gene atPSD1, atPSD2, atPSD3 codieren
fur Enzyme, die in Membranen der Mitochondrien (atPSD1), der Tonoplasten
(atPSD2) und des Endoplasmatischen Retikulums (atPSD3) lokalisiert sind. Der
Beitrag der einzelnen PSDs zur PE-Synthese wurde anhand von psd Null-Mutanten
untersucht. Dabei stellte sich atPSD3 als das Enzym mit der hdchsten Aktivitat
heraus. Alternativ. zum PSD-Weg wird in Arabidopsis PE auch mittels
Aminoalkoholphosphotransferase synthetisiert. Der Verlust der gesamten PSD-
Aktivitat, wie es in der erzeugten psd Dreifachmutante der Fall ist, wirkt sich
ausschlieBlich auf die Lipidzusammensetzung in der Mitochondrienmembran aus.
Demzufolge wird extramitochondriales PE hauptsachlich Gber die Aminoalkohol-
phosphotransferase synthetisiert. Die veranderte Lipidzusammensetzung der
Mitochondrienmembran hatte jedoch keinen Einfluss auf die Anzahl, Gro3e und
Ultrastruktur der Mitochondrien sowie auf das ADP/ATP-Verhaltnis und die
Respiration.

Neben der Bereitstellung von Reduktionsaquivalenten beeinflusst die
Funktionsfahigkeit der Mitochondrien auch die Bildung von Bluten- und Staubblattern.
Diese Blutenorgane waren in der psd Dreifachmutante stark verandert, und der
Blutenphanotyp ahnelte der APETALA3-Mutante. Dieses homootische Gen ist fur die
Ausbildung von Bliten- und Staubblattern verantwortlich. Fir die Erzeugung der
Mutanten psd2-1 und psd3-1 wurde ein T-DNA Vektor verwendet, der den Promotor
des APETALA3 Gens enthielt, welcher in den Mutanten psd2-1, psd3-1 sowie
psd2-1psd3-1 und der psdipsd2-1psd3-1 Dreifachmutante eine vergleichbare Co-
Suppression des APETALA3 Gens hervorruft. Der Blatenphanotyp trat jedoch nur in
der psd Dreifachmutante auf, da nur in ihr die Kombination von geringen
Funktionstorungen  der  Mitochondrien,  hervorgerufen  durch  veranderte

Lipidzusammensetzung, mit der Co-Suppression von APETALAS3 auftritt.
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6. Ausblick

Der Verlust der PSD katalysierten PE-Synthese in Hefe und Saugerzellen fuhrt zu
einer starken Beeintrachtigung der mitochondrialen Funktionen. Die Arabidosis psd
Dreifachmutante zeigt eine leichte Veranderung der Lipidzusammensetzung in den
Mitochondrien. Mogliche Funktionsstérungen, die sich daraus ergeben koénnten,
wurden bisher nicht festgestellt und sollten Gegenstand weiterer Studien sein. Die
mitochondrial lokalisierte PSD in Hefe befindet sich an der inneren
Mitochondrienmembran. So konnten Untersuchungen des PS- und PE-Gehalts in
Mitochondrienfraktionen der inneren und aul3eren Membran aus Arabidopsis zeigen,

in welchem Umfang die jeweiligen Membranen verandert sind.

Zu dem Blutenphanotyp der psdipsd2-1psd3-1 Mutante tragt die Reduktion der
APETALA3 Expression sowie eine geringe Schadigung der Mitochondrien bei. Die
psdipsd2-2psd3-2 Mutante hingegen zeigt keine Reduktion der APETALA3
Expression und auch keine veranderte Blutenmorphologie. Geht man ebenfalls von
einer Schadigung der Mitochondrien in der psdipsd2-2psd3-2 Mutante aus, so
konnten Stressexperimente durchgefuhrt werden, die erhdhte Anforderungen an die
Funktionalitdt der Mitochondrien stellen (Sauerstoffmangel, Inhibierung der
Atmungskette). Damit konnte moglicherweise die Schadigung der Mitochondrien

nachgewiesen werden.

Durch Transformation mit atPSD1 wird die psd1psd2-1psd3-1 Mutante hinsichtlich
ihres Blutenphanotyps und der Reduktion der AP3 Expression komplementiert.
Inwieweit die Komplementation der AP3 Expression durch Stérung der AP3 Co-
Suppression durch ein eingebrachtes Konstrukt erfolgt, soll eine Transformation mit

dem leeren Vektor zeigen.
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