
1 
 

S h ort titl e: L e af oil pr o d u cti o n r e arr a n g e s m e m br a n e li pi d fl u x  1 

C orr e s p o n di n g a ut h or:  P hili p D. B at e s 2 

 3 

Titl e: R e or g a ni z ati o n of a c yl fl u x t hr o u g h t h e li pi d m et a b oli c n et w or k  i n oil- a c c u m ul ati n g 4 

t o b a c c o l e a v e s 5 

 6 

 7 

X u e- R o n g Z h o u 1 , S aji n a B h a n d ari2 , Br a n d o n S. J o h n s o n2 , H ari Kir a n K ot a p ati2 , D o u g K. 8 

All e n 3 , T h o m a s V a n h er c k e 1 , P hili p D. B at e s2  9 

 1 0 

1. C S RI O A gri c ult ur e & F o o d , C a n b err a, A C T, A u str ali a 1 1 

2. W a s hi n gt o n St at e U ni v er sit y, P ull m a n, W A, U S A 1 2 

3.  U nit e d  St at e s  D e p art m e nt  of  A g ri c ult ur e- A gri c ult ur al  R e s e ar ch  S er vi c e,  D o n al d 1 3 

D a nf ort h Pl a nt S ci e n c e C e nt er, St. L o ui s, M O, U S A 1 4 

 1 5 

O n e- s e nt e n c e S u m m ar y: 1 6 

E n gi n e eri n g  l e a v e s  t o  a c c u m ul at e  oil s  i n d u c e d  u n e x p e ct e d  c h a n g e s  t o  f att y  a ci d  fl u x 1 7 

t hr o u g h t h e l e af li pi d m et a b oli c n et w or k. 1 8 

 1 9 

F o ot n ot e s: 2 0 

A ut h or c o ntri b uti o n s: 2 1 

X. Z.,  T. V.,  a n d  P. D. B.  c o n c ei v e d t h e  ori gi n al  r e s e ar c h  pl a n s;  X. Z.,  S. B.,  B. S. J.,  H. K., 2 2 

a n d P. D. B p erf or m e d t h e e x p eri m e nt s a n d a n al y z e d t h e d at a; D. K. A, a n al y z e d t h e d at a 2 3 

a n d  c o ntri b ut e d  t o  t h e  s c o p e;  P. D. B.  wr ot e  t h e  arti cl e  wit h  c o n tri b uti o n s  of  all  t h e 2 4 

a ut h or s;  P. D. B.  a gr e e s  t o  s er v e  a s  t h e  a ut h or  r e s p o n si bl e  f or  c o nt a ct  a n d  e n s ur e s 2 5 

c o m m u ni c ati o n. 2 6 

 2 7 

F u n di n g i nf or m ati o n: 2 8 

T hi s  w or k  i s  s u p p ort e d  b y  A gri c ult ur e  a n d  F o o d  R e s e ar c h  I niti at i v e  Gr a nt  N o.  2 0 1 7-2 9 

6 7 0 1 3- 2 6 1 5 6,  N o.  2 0 1 7- 6 7 0 1 3- 2 9 4 8 1,  a n d  t h e  H at c h  u m br ell a  pr oj e ct  # 1 0 1 5 6 2 1  fr o m 3 0 



2 
 

t h e  U S D A  N ati o n al  I n stit ut e  of  F o o d  a n d  A gri c ult ur e,  a n d  t h e  N ati o n al  S ci e n c e 3 1 

F o u n d ati o n Gr a nt N o. 1 9 3 0 5 5 9. 3 2 

 3 3 

A ut h or of C o nt a ct: p hil _ b at e s @ w s u. e d u  3 4 

A b str a ct:   3 5 

T h e tri a c yl gl y c er ol s ( T A G s; i. e ., oil s) t h at a c c u m ul at e i n pl a nt s r e pr e s e nt t h e m o st 3 6 

e n er g y  d e n s e  f or m  of  bi ol o gi c al  c ar b o n  st or a g e,  a n d  ar e  u s e d  f o r  f o o d,  f u el s,  a n d 3 7 
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ar o u n d  t h e  p h o s p h ati d yl c h oli n e  a c yl  e diti n g  c y cl e  w a s  t h e  l ar g e st  a c yl  fl u x  r e a cti o n  i n 5 0 

wil d-t y p e a n d e n gi n e er e d t o b a c c o  l e a v e s. I n oil- a c c u m ul ati n g  l e a v e s, a c yl  fl u x i nt o t h e 5 1 

e u k ar y oti c  p at h w a y  of  gl y c er oli pi d  a s s e m bl y  w a s  e n h a n c e d  at  t h e  e x p e n s e of t h e 5 2 

pr o k ar y oti c p at h w a y. H o w e v er, a dir e ct K e n n e d y p at h w a y of T A G b i o s y nt h e si s w a s n ot 5 3 

d et e ct e d a s a c yl fl u x t hr o u g h p h o s p h ati d yl c h oli n e pr e c e d e d t h e i n c or p or ati o n i nt o T A G. 5 4 

T h e s e  r e s ult s  pr o vi d e  i n si g ht  i nt o  t h e  pl a sti cit y  a n d  c o ntr ol  of  a c yl  li pi d  m et a b oli s m  i n 5 5 

l e a v e s.  5 6 
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d e v el o p r e n e w a bl e a n d s u st ai n a bl e s o ur c e s of e n er g y d e n s e li q ui d f u el s. T h e d e m a n d 6 2 

i s f urt h er e x a c er b at e d b y gr o wi ng p o p ul ati o n s a n d  c o n c er n s li n ke d t o f o s sil f u el u s e a n d 6 3 

a s s o ci at e d  w a st e  str e a m s.  S e e d- d er i v e d  v e g et ati v e  oil,  m ai nl y  co n si sti n g  of 6 4 

tri a c yl gl y c er ol ( T A G), pr o vi d e s a  s u st ai n a bl e alt er n ati v e. T A G-b a s e d pl a nt oil s ar e o n e 6 5 

of  t h e  m o st  e n er g y- d e n s e  c o m p o u n d s   f o u n d  i n  n at ur e.  Pl a nt  oil s ar e  pr e d o mi n a ntl y 6 6 

u s e d i n t h e f o o d i n d u str y ( ~ 8 0 %),  wit h t h e r e m ai n d er s u p pl yi n g ol e o c h e mi c al pr o d u cti o n 6 7 

( C arl s s o n et al., 2 0 1 1). D u e t o t heir hi g h e n er g y d e n sit y, t h e y  ar e i n cr e a si n gl y vi e w e d a s 6 8 

a n attr a cti v e f e e d st o c k f or pr o d u c ti o n of bi of u el s ( L u et al., 2 0 1 1). Br e e di n g pr o gr a m s 6 9 

a n d  cr o p  r e s e ar c h  i n  t h e  l a st  h alf  c e nt ur y  h a v e  s u b st a nti all y  r ai s e d  yi el d s  of  oil s e e d 7 0 

pr o d u cti o n,  t a ki n g  a d v a nt a g e  of  i m pr o v e d  l a n d,  n utri e nt  m a n a g e m e nt,  a n d  m or e 7 1 

effi ci e nt f ar mi n g pr a cti c e s. N e v er t h el e s s, f urt h er g ai n s i n yi el d will r e q uir e i n n o v ati v e, if 7 2 

n ot di sr u pti v e, s ci e ntifi c a p pr o a c h e s. T h e a m o u nt of ar a bl e l a n d i s fi nit e a n d d e cr e a si n g 7 3 

wit h  ur b a n  s pr a wl.  A s  t h e  w orl d p o p ul ati o n  c o nti n u e s  t o  gr o w,  a gri c ult ur e  pr o d u cti o n 7 4 

m u st d o m or e wit h l e s s t o m e et  f o o d a n d e n er g y d e m a n d s. N o n- s e e d d eri v e d pl a nt oil s 7 5 

w hi c h c a n a c c u m ul at e m or e li pi d s p er a cr e of l a n d ar e a n attr a c ti v e str at e g y, i n cl u di n g 7 6 

t h e  pr o d u cti o n  of  oil s  i n  v e g et ati v e  ti s s u e s  of  hi g h  bi o m a s s  cro p s  ( V a n h er c k e  et  al., 7 7 

2 0 1 9). 7 8 

Att e m pt s t o e n gi n e er oil i n n o n- s e e d ti s s u e s h a v e d e m o n str at e d i n cr e a s e d T A G 7 9 

l e v el s b y t ar g eti n g diff er e nt a s p e ct s of li pi d bi o s y nt h e si s, stor a g e, a n d pr ot e cti o n. T h e s e 8 0 

i n cl u d e  l e af,  st e m,  t u b er,  r o ot,  or  v ari o u s  v e g et ati v e  ti s s u e s,  i n  m ulti pl e  pl a nt  s p e ci e s 8 1 

i n cl u di n g:  Ar a bi d o p si s  (Ar a bi d o p si s  t h ali a n a ), t o b a c c o (Ni c oti a n a  t a b a c u m ),  p ot at o 8 2 

(S ol a n u m  t u b er o s u m ),  s or g h u m  (S or g h u m  bi c ol or ),  a n d  s u g ar c a n e  (S a c c h ar u m 8 3 

offi ci n ar u m )  (r e vi e w e d  i n:  R a h m a n  et  al.,  2 0 1 6;  X u  a n d  S h a n kli n,  2 0 1 6;  V a n h er c k e  et 8 4 

al., 2 0 1 9). O ur pr e vi o u s w or k g e n er at e d a hi g h oil ( H O) t o b a c c o  li n e t h at a c c u m ul at e d 8 5 

m or e  t h a n  1 5 %  dr y  w ei g ht  T A G  i n  l e af  ti s s u e  b y  o v er e x pr e s si n g: t h e  Ar a bi d o p si s 8 6 

tr a n s cri pti o n  f a ct or W RI N K L E D 1  (At W RI 1 )  t h at  u pr e g ul at e s  gl y c ol y si s  a n d  f att y  a ci d 8 7 

s y nt h e si s ( F o c k s a n d B e n ni n g, 1 9 9 8; C er n a c a n d B e n ni n g, 2 0 0 4; M a et al., 2 0 1 3); t h e 8 8 

Ar a bi d o p si s  T A G  bi o s y nt h eti c  e n z y m e  A C Y L- C o A:  DI A C Y L G L Y C E R O L 8 9 

A C Y L T R A N S F E R A S E  1  ( At D G A T 1 )  ( K at a vi c  et  al.,  1 9 9 5;  Z o u  et  al.,  1 9 9 9);  a n d  t h e 9 0 

S e s a m u m i n di c u m   O L E O SI N  g e n e i n a c o m bi n e d p u s h a n d p ull str at e g y ( V a n h er c k e et 9 1 

al.,  2 0 1 4).  T h e  g e n eti c  c h a n g e s  i n  t h e  H O  li n e  pr o d u c e d  a  l ar g e   a c c u m ul ati o n  of  f att y 9 2 
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a ci d s i n l e af T A G. H o w e v er, t h e r el ati o n s hi p b et w e e n T A G s y nt h e si s a n d t h e u n d erl yi n g 9 3 

l e af  li pi d  m et a b oli c  n et w or k  ( Fi g.  1),  i n cl u di n g  eff e ct s  o n  t h e  a c c u m ul ati o n  of  e s s e nti al 9 4 

l e af  p h ot o s y nt h eti c  m e m br a n e s,  i s  u n k n o w n.  T h e  p at h  ( or  fl u x)  of  f att y  a ci d s  fr o m 9 5 

s y nt h e si s i n t h e c hl or o pl a st t o a s s e m bl y i nt o T A G i n t h e e n d o pl a s mi c r eti c ul u m ( E R) i s 9 6 

criti c al  t o  eff e cti v el y  c o ntr ol  t h e  a m o u nt  a n d  f att y  a ci d  c o m p o siti o n  of  T A G  wit h o ut 9 7 

d etri m e nt all y  aff e cti n g  m e m br a n e  pr o d u cti o n.  I n  p arti c ul ar  f or pl a nt  oil- b a s e d  bi of u el s, 9 8 

T A G c o nt ai ni n g hi g h l e v el s of m o n o u n s at ur at e d f att y a ci d s ( e. g.  ol e at e, 1 8: 1 ( # c ar b o n s: 9 9 

#  d o u bl e  b o n d s))  ar e  d e sir a bl e  f or   t h e  o pti m al  mi x  of  e n er g y  d en sit y,  c ol d  fl o w 1 0 0 

pr o p erti e s,  a n d  o xi d ati v e  st a bilit y  of  t h e  f u el s  ( D urr ett  et  al.,  2 0 0 8).  T h e  H O  l e a v e s 1 0 1 

a c c u m ul at e T A G c o nt ai ni n g ~ 3 0 % o l e at e a n d ~ 3 3 % p ol y u n s at ur at e d f att y a ci d s ( P U F A) 1 0 2 

( V a n h er c k e  et  al.,  2 0 1 4),  i n di c ati n g t h at  s u b st a nti al  i m pr o v e m ent  of  T A G  c o m p o siti o n 1 0 3 
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m a y b e p o s si bl e t hr o u g h f urt h er e n gi n e eri n g. C h a n g e s t o t h e P U F A l e v el i n pl a nt T A G 1 0 4 

ar e  d e p e n d e nt  o n  a c yl  fl u x  t hr o u g h  m e m br a n e  li pi d  b o u n d  f att y  a ci d  d e s at ur a s e s 1 0 5 

( B at e s, 2 0 1 6), h o w e v er t h e i m p a ct of e n h a n c e d l e af oil pr o d u ctio n o n a c yl fl u x t hr o u g h 1 0 6 

t hi s bi o s y nt h eti c n et w or k i s l e s s cl e ar ( Fi g. 1).  1 0 7 

Pl a nt l e a v e s h a v e t w o p ar all el m e t a b oli c p at h w a y s of gl y c er ol- 3- p h o s p h at e ( G 3 P) 1 0 8 

a c yl ati o n  t o  pr o d u c e  m e m br a n e  gl y c er oli pi d s  w hi c h  h a v e  b e e n  c h a r a ct eri z e d 1 0 9 

bi o c h e mi c all y  a n d  g e n eti c all y  o v e r  t h e  p a st  5 0  y e ar s,  a n d  r e vi e w e d  e xt e n si v el y,  f or 1 1 0 

e x a m pl e:  R o u g h a n  a n d  Sl a c k, 1 9 8 2;  O hlr o g g e  a n d  Br o w s e,  1 9 9 5;  Li - B ei s s o n  et  al., 1 1 1 

2 0 1 3; H url o c k et al., 2 0 1 4; All e n et al., 2 0 1 5; L a Br a nt et al.,  2 0 1 8; H ol zl a n d D or m a n n, 1 1 2 

2 0 1 9. I n bri ef, pl a nt s s y nt h e si z e f att y a ci d s w hil e e st erifi e d t o a c yl c arri er pr ot ei n s ( A C P) 1 1 3 

i n  t h e  pl a sti d.  T h e  pl a sti d  l o c ali z e d  “ pr o k ar y oti c”  p at h w a y  of gl y c er oli pi d  s y nt h e si s 1 1 4 

utili z e s a c yl- A C P s t o e st erif y 1 8: 1 a n d 1 6: 0 f att y a ci d s t o t h e  s n - 1 a n d s n - 2 p o siti o n s of 1 1 5 

G 3 P  r e s p e cti v el y,  pr o d u ci n g  fir st  l y s o p h o s p h ati di c  a ci d  ( L P A), t h e n  p h o s p h ati di c  a ci d 1 1 6 

( P A).  P h o s p h ati d yl gl y c er ol  ( P G)  i s  pr o d u c e d  fr o m  pr o k ar y oti c  P A  i n  t h e  pl a sti d,  w h er e 1 1 7 

o nl y “ 1 6: 3” pl a nt s (i n cl u di n g  t o b a c c o), al s o d e p h o s p h or yl at e P A t o di a c yl gl y c er ol ( D A G) 1 1 8 

pr o d u ci n g a pr o k ar y oti c gl y c er oli pi d b a c k b o n e c o nt ai ni n g a s n - 2 1 6- c ar b o n f att y a ci d f or 1 1 9 

s y nt h e si s  of  s o m e  of  t h e  pl a sti d  l o c ali z e d  g al a ct oli pi d s,  m o n o g al a ct o s yl di a c y gl y c er ol 1 2 0 

( M G D G)  a n d  di g al a ct o s yl di a c yl gl y c er ol  ( D G D G)  ( M o n gr a n d  et  al., 1 9 9 8).  Pl a sti d 1 2 1 

l o c ali z e d d e s at ur a s e s pr o d u c e t h e 1 6: 3 b y d e s at ur ati o n of t h e 16: 0 i n c or p or at e d i nt o t h e 1 2 2 

s n - 2 p o siti o n of M G D G a n d D G D G ( Li- B ei s s o n et al., 2 0 1 3). T h e gl yc er oli pi d b a c k b o n e 1 2 3 

f or  t h e  r e m ai ni n g  g al a ct oli pi d s  ( or  all  g al a ct oli pi d s  i n  1 8: 3  pl a nt s)  i s  pr o d u c e d  b y  t h e 1 2 4 

“ e u k ar y oti c”  p at h w a y  i n  t h e  e n d o pla s mi c  r eti c ul u m  ( E R)  utili zi n g  E R  l o c ali z e d  li pi d 1 2 5 

a s s e m bl y  e n z y m e s.  I n  t h e  e u k ar y oti c  p at h w a y,  fr e e  f att y  a ci d s  a r e  e x p ort e d  fr o m  t h e 1 2 6 

pl a sti d a n d a cti v at e d t o a c yl- C o A s pri or t o utili z ati o n b y e xtr a- pl a sti di c a c yltr a n sf er a s e s. 1 2 7 

T h e  pr o d u cti o n  of  P A  p ar all el s  t h at  of  t h e  pr o k ar y oti c  p at h w a y e x c e pt  t h at  1 8- c ar b o n 1 2 8 

f att y  a ci d s  ar e  f o u n d  at  b ot h s n - 1  a n d s n - 2.  A n y  1 6: 0  pr e s e nt  i s  l o c ali z e d  t o  t h e s n - 1 1 2 9 

p o siti o n  ( Fr e nt z e n  et  al.,  1 9 8 3), a n d  i s  n ot  f urt h er  d e s at ur at e d.  S u b s e q u e nt 1 3 0 

d e p h o s p h or yl ati o n  of  P A  pr o d u c e s  t h e  e u k ar y oti c  D A G  b a c k b o n e  f o r  s y nt h e si s  of  t h e 1 3 1 

m aj or  E R  m e m br a n e  li pi d s  p h o s p h at i d yl c h oli n e  ( P C)  a n d  p h o s p h atid yl et h a n ol a mi n e 1 3 2 

( P E)  ( Li- B ei s s o n  et  al.,  2 0 1 3).  T h e  pr o d u cti o n  of  e u k ar y oti c  g al a ct oli pi d s  i n v ol v e s  t h e 1 3 3 

pl a sti d  l o c ali z e d  a s s e m bl y  of  M G D G  fr o m  a  e u k ar y oti c  D A G  m oi et y   d eri v e d  fr o m  P C, 1 3 4 
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alt h o u g h  t h e  e x a ct  li pi d  t h at  i s tr a n s p ort e d  fr o m  t h e  E R  t o  t h e  pl a sti d  i s  u n cl e ar,  b ut 1 3 5 

c o ul d  b e  P C,  or  t h e  P C- d eri v e d  i nt er m e di at e s  P A  or  D A G  ( H url o c k   et  al.,  2 0 1 4; 1 3 6 

M ar é c h al a n d B a sti e n, 2 0 1 4; L a B r a nt et al., 2 0 1 8; K ar ki et al., 2 0 1 9). 1 3 7 

Dir e ct  pr o d u cti o n  of  l e af  T A G  c o nt ai ni n g  ol e at e  i n  t h e  H O  t o b a c c o  li n e  c o ul d 1 3 8 

o c c ur t hr o u g h utili z ati o n of n e wl y  s y nt h e si z e d ol e o yl- C o A b y t he K e n n e d y p at h w a y ( Fi g. 1 3 9 

1 A);  h o w e v er,  t h e  pr e s e n c e  of  P U F A  i n  H O  T A G  i n di c at e s  t h at  ot h er  m e c h a ni s m s  of 1 4 0 

a c yl  fl u x  m u st  b e  i n v ol v e d.  R e a cti o n s  w hi c h  e x c h a n g e  a c yl  gr o u p s  o n  a n d  off  P C  ar e 1 4 1 

i nt e gr al t o t h e e u k ar y oti c p at h w a y. P C i s t h e sit e of E R l o c ali z e d f att y a ci d d e s at ur ati o n 1 4 2 

of ol e at e ( 1 8: 1 Δ 9 ) t o m a k e t h e P U F A s li n ol e at e ( 1 8: 2Δ 9, 1 2 ) a n d α-li n ol e n at e ( 1 8: 3Δ 9, 1 2, 1 5 ) 1 4 3 

( Li- B ei s s o n  et  al.,  2 0 1 3).  P U F As  c a n  e nt er  t h e  a c yl- C o A  p o ol  t o   b e  u s e d  b y  t h e 1 4 4 

e u k ar y oti c  p at h w a y  a c yltr a n sf er a s e s  t hr o u g h  a  P C  d e a c yl ati o n  a n d  l y s o- P C  a c yl ati o n 1 4 5 

c y cl e c oi n e d “ a c yl e diti n g” ( Fi g. 1 B) ( B at e s et al., 2 0 0 7). T hr o u g h a c yl e diti n g ol e at e i s 1 4 6 

i n c or p or at e d  i nt o  P C  f or  d e s atur ati o n,  a n d  t h e  c orr e s p o n di n g  P U F A  c a n  r e e nt er  t h e 1 4 7 

a c yl- C o A  p o ol  t o  b e  u s e d  f or  t h e  s y nt h e si s  of  gl y c er oli pi d s  b y K e n n e d y  p at h w a y 1 4 8 

r e a cti o n s  ( B at e s,  2 0 1 6).  Q u a ntit ati v e  a n al y si s  of  a c yl  fl u x  t hr o u g h  t h e  e u k ar y oti c 1 4 9 

p at h w a y wit h i n vi v o m et a b oli c l a b eli n g h a s i n di c at e d t h at m o st n a s c e nt f att y a ci d s fir st 1 5 0 

ar e  i n c or p or at e d  i nt o  P C  t hr o u g h  a c yl  e diti n g  pri or  t o  a c yl ati o n  of  G 3 P,  a n d  t h at  f att y 1 5 1 

a ci d  fl u x  ar o u n d  t h e  a c yl  e diti n g   c y cl e  i s  t h e  l ar g e st  li pi d  m et a b oli c  fl u x  i n  m a n y  pl a nt 1 5 2 

ti s s u e s i n cl u di n g: d e v el o pi n g p e a (Pi s u m s ati v u m ) l e a v e s ( B at e s et al., 2 0 0 7); s o y b e a n 1 5 3 

(Gl y ci n e m a x ) a n d c a m eli n a (C a m eli n a s ati v a ) e m br y o s ( B at e s et al., 2 0 0 9; Y a n g et al., 1 5 4 

2 0 1 7); a n d Ar a bi d o p si s s e e d s, l e a v e s, a n d c ell c ult ur e s ( B at e s et al., 2 0 1 2; Tj ell str ö m et 1 5 5 

al.,  2 0 1 2;  W a n g  et  al.,  2 0 1 2;  K ar ki  et  al.,  2 0 1 9).  M e c h a ni s m s  o f  a c yl  tr a n sf er  fr o m 1 5 6 

m e m br a n e  li pi d s  i nt o  T A G  al s o  i n cl u d e  m e m br a n e  li pi d  t ur n o v er  r e s ulti n g  i n  D A G 1 5 7 

c o nt ai ni n g  P U F A s  t h at  ar e  u s e d  f or  T A G  bi o s y nt h e si s  ( Fi g.  1 C)  ( B at e s,  2 0 1 6).  I n 1 5 8 

v ari o u s oil s e e d ti s s u e s P C- d eri v e d D A G i s t h e m aj or s o ur c e f or T A G s y nt h e si s ( B at e s 1 5 9 

et al., 2 0 0 9; B at e s a n d Br o w s e, 2 0 1 1; Y a n g et al., 2 0 1 7). I n l e a v e s, D A G d eri v e d fr o m 1 6 0 

c hl or o pl a st g al a ct oli pi d s c a n al s o b e u s e d t o pr o d u c e T A G b y h o m e o st ati c m e c h a ni s m s 1 6 1 

( X u a n d S h a n kli n, 2 0 1 6), a n d d uri n g str e s s ( S a k a ki et al., 1 9 9 0; M o ell eri n g et al., 2 0 1 0; 1 6 2 

N ar a y a n a n et al., 2 0 1 6; Ari s z et al., 2 0 1 8). T h u s, t h e c o m p o sit i o n of T A G pr o d u c e d i n 1 6 3 

l e a v e s  i s  a  c o n s e q u e n c e  of  t h e  r el ati v e  r at e s  of  a c yl  fl u x  t hr ou g h  v ari o u s  m e m br a n e 1 6 4 

li pi d p o ol s, a n d t h e r el ati v e r ate of f att y a ci d d e s at ur ati o n w it hi n t h e s e li pi d p o ol s.  1 6 5 
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T h e  e x pr e s si o n  of  t h e  g e n e s  e n c o d i n g  At W RI 1,  At D G A T 1,  a n d  s e s a me 1 6 6 

O L E O SI N  h a v e  l e d  t o  a n  i n cr e a s e d  l e v el  of  f att y  a ci d  s y nt h e si s a n d  a c c u m ul ati o n  of 1 6 7 

T A G i n l e a v e s of t h e H O t o b a c c o li n e ( V a n h er c k e et al., 2 0 1 4). Tr a n s cri pt o mi c a n al y si s 1 6 8 

of t h e H O li n e i n di c at e d u pr e g ul ati o n of gl y c ol y si s a n d f att y a ci d s y nt h e si s ( V a n h er c k e 1 6 9 

et al., 2 0 1 7), c o n si st e nt wit h t h e f u n cti o n of W RI 1 i n pl a nt ti s s u e s ( F o c k s a n d B e n ni n g, 1 7 0 

1 9 9 8;  M a  et  al.,  2 0 1 3).  H o w e v er,  t h er e  w a s  littl e  t o  n o  c h a n g e i n  e x pr e s si o n  of  t h e 1 7 1 

a c yltr a n sf er a s e s  i n v ol v e d  i n  T A G  a n d  m e m br a n e  li pi d  a s s e m bl y  ( V a n h er c k e  et  al., 1 7 2 

2 0 1 7). Pr e vi o u s st u di e s h a v e i n di c at e d t h at tr a n s cri pt a b u n d a n c e m a y n ot c orr el at e wit h 1 7 3 

pr ot ei n  l e v el s  ( H aj d u c h  et  al.,  2 0 1 0;  V o g el  a n d  M ar c ott e,  2 0 1 2),  a n d  tr a n s cri pt 1 7 4 

a b u n d a n c e  al o n e  i s  a  p o or  i n di c at or  of  m et a b oli c  fl u x  ( F er ni e  a n d  Stitt,  2 0 1 2; 1 7 5 

S c h w e n d er et al., 2 0 1 4; All e n et  al., 2 0 1 5). T h u s, t h e p at h of a c yl fl u x t hr o u g h t h e li pi d 1 7 6 

m et a b oli c n et w or k i nt o T A G i s u n cl e ar ( Fi g. 1 A- C), i n cl u di n g if  t ur n o v er of t h e a b u n d a nt 1 7 7 

c hl or o pl a st li pi d s i n l e a v e s m a y b e f e e di n g T A G bi o s y nt h e si s. F ut ur e l e af oil e n gi n e eri n g 1 7 8 

eff ort s  m a y  n e e d  t o  s p e cifi c all y  t ar g et  t h e s e  f a c et s  of  t h e  li p i d  m et a b oli c  n et w or k  t o 1 7 9 

o pti mi z e  l e af  T A G  a c c u m ul ati o n  a n d  c o m p o siti o n.  T h er ef or e,  t o  b ett er  u n d er st a n d  t h e 1 8 0 

p at h w a y s of a c yl fl u x i n wil d-t y p e t o b a c c o l e a v e s, a n d h o w t h e s e p at h w a y s ar e alt er e d 1 8 1 

w h e n a c c u m ul ati n g hi g h l e v el s of l e af T A G  i n t h e tr a n s g e ni c  H O li n e,  w e p erf or m e d a 1 8 2 

s eri e s  of i n  vitr o  e n z y m ati c  a s s a y s,  a n d i n  vi v o  c o nti n u o u s  p ul s e  a n d  p ul s e- c h a s e 1 8 3 

m et a b oli c  l a b eli n g  st u di e s  t h at  pr o vi d e  n e w  i n si g ht s  i nt o  t o b a c c o  l e af  li pi d  m et a b oli s m 1 8 4 

a n d it s e n gi n e eri n g. 1 8 5 

 1 8 6 

  1 8 7 
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R e s ult s 1 8 8 

 1 8 9 

E n gi n e eri n g  l e af  T A G  a c c u m ul at i o n  al s o  eff e ct s  t h e  a c c u m ul ati o n of l e af 1 9 0 

m e m br a n e li pi d s 1 9 1 

 1 9 2 

T h e  H O  li n e  h a s  a  l ar g e  i n cr e a s e  i n  l e af  T A G  a c c u m ul ati o n  ( V a n h er c k e  et  al., 1 9 3 

2 0 1 4), w hi c h w a s c o nfir m e d i n  t h e c urr e nt eff ort. O ur r e s ult s i n di c at e t h at t h e b o o st i n 1 9 4 

T A G w a s a c c o m p a ni e d b y c h a n g e s t o l e af m e m br a n e li pi d a b u n d a n c e ( Fi g. 2).  P C a n d 1 9 5 

D A G i n cr e a s e d w h er e a s ot h er m e m br a n e li pi d s i n cl u di n g t h e g al a c t oli pi d s t h at ar e t h e 1 9 6 

b ul k  of  t h e  c hl or o pl a st  p h ot o s y n t h eti c  m e m br a n e s,  d e cr e a s e d,  c om p ar e d  t o  t h e  wil d-1 9 7 

t y p e  ( W T)  ( Fi g.  2 A).  T h e  diff ere n c e  i n  li pi d  a b u n d a n c e  w a s  al s o   r efl e ct e d  t hr o u g h 1 9 8 

c h a n g e s i n f att y a ci d c o m p o siti o n s ( Fi g. 3). T ot al l e af f att y a ci d c o m p o siti o n ( Fi g. 3 A) of 1 9 9 

t h e  H O  li n e  r efl e ct e d  alt er ati o n s  i n  t h e  f att y  a ci d  c o m p o siti o n  of  T A G  ( Fi g.  3 B)  w hi c h 2 0 0 

a c c u m ul at e d  a s  t h e  m aj or  li pi d  p r o d u ct  ( Fi g.  2 A).  P C  h a d  a  n ot abl e  d e cr e a s e  i n  t h e 2 0 1 

u n s at ur ati o n i n d e x a s 1 8: 3 d e cr e a s e d a n d 1 8: 1 si g nifi c a ntl y i n c r e a s e d ( Fi g. 3 C). M G D G 2 0 2 

1 6: 3 c o nt e nt d e cr e a s e d b y h alf a n d 1 8: 2 si g nifi c a ntl y i n cr e a s e d  ( Fi g. 3 D). T h e c h a n g e i n 2 0 3 

M G D G f att y a ci d c o m p o siti o n w a s pr e d o mi n a ntl y d u e t o a r e d u cti o n i n 1 6- c ar b o n f att y 2 0 4 

a ci d s at t h e s n - 2 p o siti o n, i n di c ati n g a n ~ 4 0 % r e d u cti o n i n t h e pr o p orti o n of pr o k ar y oti c 2 0 5 

p at h w a y pr o d u c e d M G D G ( S u p pl e m e nt al Fi g. S 1 A- C).  2 0 6 

C o n si d eri n g  t h at  a c yl  a n d  gl y c er o l  fl u x  t hr o u g h  P C  i s  k e y  t o  pro d u ci n g  ot h er 2 0 7 

m e m br a n e  li pi d s,  w e  c al c ul at e d  t h e  r ati o  of  m e m br a n e  li pi d s  t o P C ( Fi g. 2 B). T h e 2 0 8 

li pi d/ P C  r ati o s  dr o p p e d  i n  t h e  H O  li n e  a n d  i n di c at e d  a  c h a n g e  in  t h e  r e di stri b uti o n  of 2 0 9 

f att y  a ci d  fr o m  P C  t o  ot h er  li pi d s,  t h o u g h  it  i s  l e s s  cl e ar  if t hi s  i s  a  c o n s e q u e n c e  of 2 1 0 

r e d u c e d bi o s y nt h e si s, or e n h a n c e d t ur n o v er, or b ot h. T o b ett er u n d er st a n d t h e c h a n g e s 2 1 1 

i n  t h e  li pi d  m et a b oli c  n et w or k  th at  a c c o m m o d at e  T A G  a c c u m ul ati o n, t h e fl u x of a c yl 2 1 2 

gr o u p s t hr o u g h t h e li pi d m et a b oli c n et w or k w a s a n al y z e d b y b ot h  i n vitr o a s s a y s a n d i n 2 1 3 

vi v o  tr a ci n g of l e af li pi d m et a b oli s m i n t h e W T a n d H O li n e.  2 1 4 

 2 1 5 

A  dir e ct  li n e ar  K e n n e d y  p at h w a y  o f  T A G  bi o s y nt h e si s  i s  n ot  a ctiv e  i n  W T  or  H O 2 1 6 

l e af mi cr o s o m e s 2 1 7 

 2 1 8 
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Mi cr o s o m al  st u di e s  h a v e  b e e n  i n v al u a bl e  i n  c h ar a ct eri zi n g  e n z y m ati c  f u n cti o n s 2 1 9 



1 0 
 

t h at  pr o d u c e  T A G  t hr o u g h  t h e  lin e ar  K e n n e d y  p at h w a y  i n  pl a nt s  ( B arr o n  a n d  St u m pf, 2 2 0 

1 9 6 2; St y m n e a n d St o b art, 1 9 8 4; B af or et al., 1 9 9 1). T o d et er mi n e if a dir e ct K e n n e d y 2 2 1 

p at h w a y of T A G bi o s y nt h e si s ( Fi g. 1 A) i s pr e s e nt, w e a s s a y e d W T  a n d H O t o b a c c o l e af 2 2 2 

mi cr o s o m e s  f or  T A G  pr o d u cti o n  wit h  [ 1 4 C] G 3 P  a n d  1 8: 1- C o A  ( Fi g.  4).  N o  si g nifi c a nt 2 2 3 

T A G a c c u m ul ati o n w a s d et e ct e d wi t hi n a 6 0 mi n a s s a y, t h o u g h t h e t ot al l a b el i n li pi d s 2 2 4 

pr o d u c e d  b y  H O  mi cr o s o m e s  w a s  a p pr o xi m at el y  5-f ol d  hi g h er  t h a n t h at  i n  t h e  W T 2 2 5 

s u g g e sti n g a n o v er all u pr e g ul ati o n i n d e n o v o  gl y c er oli pi d a s s e m bl y. I n t h e H O li n e P A 2 2 6 

w a s t h e m aj or l a b el e d pr o d u ct, s u g g e sti n g t h at P A c o n v er si o n t o D A G m a y b e li miti n g i n 2 2 7 

t h e  i s ol at e d  mi cr o s o m e s.  T h e i n  vitr o  r e s ult s  i n di c at e  t h at  effi ci e nt  c h a n n eli n g  of 2 2 8 

s u b str at e s i nt o T A G t hr o u g h a K e n n e d y p at h w a y ( Fi g. 1 A) m a y n ot  o c c ur i n t h e H O li n e; 2 2 9 

h o w e v er, si n c e s o m e pr ot ei n s c a n b e l o st d uri n g mi cr o s o m al pr e p ar ati o n, a d diti o n al i n 2 3 0 

vi v o   p ul s e  a n d  p ul s e- c h a s e  m et a b oli c  l a b eli n g  e x p eri m e nt s  w er e  p erfor m e d  t o  f urt h er 2 3 1 

st u d y t h e a c yl fl u x  t hr o u g h li pi d s.  2 3 2 

 2 3 3 



1 1 
 

T A G  a c c u m ul ati o n  alt er s  t h e  r el ati v e  fl u x  of  n a s c e nt  f att y  a ci d s  i nt o  t h e 2 3 4 

e u k ar y oti c a n d pr o k ar y oti c p at h w a y s of gl y c er oli pi d a s s e m bl y 2 3 5 

 2 3 6 

T o u n d er st a n d h o w t h e p u s h a n d p ull e n gi n e eri n g a p pr o a c h t o pr o d u c e l e af T A G 2 3 7 

( V a n h er c k e et al., 2 0 1 4) aff e ct s t h e i niti al fl u x of n e wl y s y nth e si z e d f att y a ci d s i nt o t h e 2 3 8 

e n d o g e n o u s  l e af  li pi d  m et a b oli c  n et w or k  ( Fi g.  1),  w e  p erf or m e d a  c o nti n u o u s 2 3 9 

[1 4 C] a c et at e m et a b oli c l a b eli n g of 3- 1 2 0 mi n ut e s o n l e af di s k s fr o m 6 6- d a y- ol d W T a n d 2 4 0 

H O pl a nt s. [ 1 4 C] a c et at e  i s  i n c or p or at e d  i nt o  t h e  a c et yl- C o A  p o ol  utili z e d  f or  f att y a ci d 2 4 1 



1 2 
 

s y nt h e si s ( Fi g. 1), a n d s h ort ti m e p oi nt l a b eli n g i s i n str u cti v e f or c h ar a ct eri zi n g t h e i niti al 2 4 2 

st e p s  of  n a s c e nt  a c yl  fl u x  i nt o  t h e  li pi d  m et a b oli c  n et w or k  ( Al l e n  et  al.,  2 0 1 5).  T ot al 2 4 3 

i n c or p or ati o n of [1 4 C] a c et at e i nt o l e af li pi d s w a s li n e ar f or b ot h t h e W T a n d t h e HO li n e 2 4 4 

o v er  t h e  1 2 0  mi n  ti m e  c o ur s e,  a n d  t h er e  w a s  n o  st ati sti c al  diff er e n c e  i n  t ot al  l a b el 2 4 5 

b et w e e n  g e n ot y p e s  at  a n y  ti m e  p oi nt  ( S u p pl e m e nt al  Fi g.  S 2).  H o w e v er,  li n e ar 2 4 6 

r e gr e s si o n i n di c at e d sl o p e s of 5 0. 5 ± 1. 9 D P M µ g c hl or o p h yll - 1 mi n- 1 i n t h e W T, a n d 4 3. 1 2 4 7 

± 1. 3 D P M µ g c hl or o p h yll - 1 mi n- 1 i n t h e H O li n e. T h e sl o p e s w er e si g nifi c a ntl y diff er e nt 2 4 8 

wit h a p- v al u e = 0. 0 0 3 5. T h e r e a s o n f or t h e r e d u c e d sl o p e of [ 1 4 C] a c et at e i n c or p or ati o n 2 4 9 

i nt o li pi d s of t h e H O li n e i s n ot i m m e di at el y cl e ar, h o w e v er it c o ul d b e d u e t o dil uti o n of 2 5 0 

t h e e x o g e n o u s [1 4 C] a c et at e b y t h e m u c h l ar g er f l u x of e n d o g e n o u s c ar b o n i nt o a c e t yl-2 5 1 



1 3 
 

C o A  a n d  f att y  a ci d  pr o d u cti o n  i n t h e  H O  l e af  c ell s  c o m p ar e d  t o t h at  i n  t h e  W T. 2 5 2 

T h er ef or e,  w e  n or m ali z e d  t h e  t ot al  a c c u m ul ati o n  of  H O  li pi d s  t o   t h e  W T  a v er a g e  t ot al 2 5 3 

li pi d  a c c u m ul ati o n  at  e a c h  ti m e  p oi nt  ( Fi g.  5)  s o  t h at  t h e  r el ati v e r at e s of s y nt h e si s of 2 5 4 

i n di vi d u al  li pi d  cl a s s e s  b et we e n  t h e  g e n ot y p e s  c o ul d  b e  c o m p ar e d.  T h e  n or m ali z ati o n 2 5 5 

sli g htl y  i n cr e a s e d  t h e  t ot al  D P M  µ g  c hl or o p h yll - 1 i n e a c h li pi d cl a s s, b ut t h e p att er n of 2 5 6 

li pi d s y nt h e si s e s s e nti al f or d et er mi ni n g pr e c ur s or- pr o d u ct r elati o n s hi p s w a s u n c h a n g e d 2 5 7 

r e g ar dl e s s of w h et h er d at a w a s n or m ali z e d ( Fi g. 5) or n ot ( S u p p l e m e nt al Fi g. S 3). 2 5 8 

I n W T l e a v e s m o st n e wl y s y nt h e si z e d f att y a ci d s a c c u m ul at e i n PC a n d M G D G 2 5 9 

a cr o s s t h e ti m e c o ur s e wit h o nl y  mi n or a m o u nt s i n T A G ( Fi g. 5 A). At e arl y ti m e p oi nt s 2 6 0 

P C  i s  t h e  m aj or  l a b el e d  li pi d  ( Fi g .  5 C),  a n d  b ot h  P C  a n d  M G D G  ac c u m ul at e  l a b el e d 2 6 1 

f att y  a ci d s  at  si mil ar  i niti al  r at e s  ( T a bl e  1)  b ut  b y  1 2 0  mi n  MG D G  a c c u m ul at e s  m or e 2 6 2 

l a b el ( Fi g. 5 A, 5 C). T h e s e r e s ults ar e c o n si st e nt wit h: 1) P C a s a fir st pr o d u ct of n a s c e nt 2 6 3 

f att y a ci d i n c or p or ati o n i nt o E R li pi d s ( B at e s et al., 2 0 0 7; Tjell str ö m et al., 2 0 1 2); 2) d e 2 6 4 

n o v o  s y nt h e si s of M G D G t hr o u g h t h e pr o k ar y oti c p at h w a y; a n d 3) t h e pr e c ur s or- pr o d u ct 2 6 5 

r el ati o n s hi p  of  P C  a n d  M G D G  o v er  ti m e  a s  a c yl  gr o u p s  m o v e  t hr o ug h  t h e  e u k ar y oti c 2 6 6 

p at h w a y  of  g al a ct oli pi d  s y nt h e si s  ( Li- B ei s s o n  et  al.,  2 0 1 3).  Al l  ot h er  m e m br a n e  li pi d s 2 6 7 

i niti all y  a c c u m ul at e d  littl e  r a diol a b el,  b ut  sl o wl y  i n cr e a s e d  o v er  ti m e.  T hi s  i s  c o n si st e nt 2 6 8 

wit h t h e r e di stri b uti o n of n a s c e nt f att y a ci d s fr o m P C t o ot h er  li pi d s t hr o u g h a c yl e diti n g 2 6 9 

( B at e s  et  al.,  2 0 0 7;  B at e s,  2 0 1 6),  a n d  t h e  c o n v er si o n  of  M G D G  to  D G D G  wit hi n  t h e 2 7 0 

pl a sti d ( K ell y a n d D or m a n n, 2 0 0 4 ; H url o c k et al., 2 0 1 4; L a Br a nt et al., 2 0 1 8). 2 7 1 

T h e i n c or p or ati o n of n a s c e nt f at t y a ci d s i nt o li pi d s of H O l e a ve s w a s dr a m ati c all y 2 7 2 

diff er e nt ( Fi g. 5 B, 5 D). Si mil ar  t o t h e W T, i n t h e H O li n e P C wa s t h e m o st l a b el e d li pi d at 2 7 3 

t h e e arli e st ti m e p oi nt s ( Fi g. 5 D) a n d h a d a si mil ar r at e of l ab el a c c u m ul ati o n ( T a bl e 1). 2 7 4 

H o w e v er, t h e n e xt m o st l a b el e d li pi d w a s T A G (r at h er t h a n M G D G of t h e W T, Fi g. 5 C) 2 7 5 

a n d t h e i niti al r at e of n a s c e nt f att y a ci d i n c or p or ati o n i nt o T A G w a s 1 1 9-f ol d hi g h er t h a n 2 7 6 

i n t h e W T ( T a bl e 1).  At t h e 3 mi n ti m e p oi nt t h er e w a s o v er t wi c e t h e a m o u nt of n a s c e nt 2 7 7 

f att y a ci d s i n P C ( 3 9. 5 ± 3. 9 D P M/ µ g c hl) t h a n T A G ( 1 7. 0 ± 4. 4 D P M/ µ g c hl). H o w e v er, 2 7 8 

t h e  a c c u m ul ati o n  of  l a b el e d  f att y  a ci d s  i n  T A G  c o nti n u e d  t o  a c c el er at e  s ur p a s si n g  P C 2 7 9 

b y 1 5 mi n, a n d b y 1 2 0 mi n T A G a c c u m ul at e d 1. 7-f ol d m or e l a b el e d  f att y a ci d s t h a n P C, 2 8 0 

r e pr e s e nti n g ~ 4 8 % of t ot al l a b el ed li pi d s ( Fi g. 5 B, 5 D). T hi s r e s ult i s c o n si st e nt wit h t h e 2 8 1 

v er y  l ar g e  m a s s  a c c u m ul ati o n  of  T A G  i n  H O  l e a v e s  ( Fi g.  2).  D e s p it e  t h e  l ar g er  m a s s 2 8 2 
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a c c u m ul ati o n  of  T A G  o v er  ti m e,  t h e  m or e  r a pi d  l a b eli n g  of  P C  at  i niti al  ti m e  p oi nt s 2 8 3 

s u g g e st s a P C- T A G pr e c ur s or- pr o d u c t r el ati o n s hi p f or f att y a ci d fl u x.   2 8 4 

P E  w hi c h  i s  pr o d u c e d  i n  t h e  E R   t hr o u g h  t h e  e u k ar y oti c  p at h w a y  si mil ar  t o  P C 2 8 5 

a n d T A G, di d n ot h a v e a si g nifi c a nt diff er e n c e i n t h e r at e of s y nt h e si s wit h n a s c e nt f att y 2 8 6 

a ci d s i n t h e W T a n d t h e H O li n e ( T a bl e 1). H o w e v er, t h er e w a s a si g nifi c a nt d e cr e a s e i n 2 8 7 

t h e  r at e s  of  n a s c e nt  f att y  a ci d i n c or p or ati o n  i nt o  c hl or o pl a st li pi d s  M G D G  (- 4. 9  f ol d), 2 8 8 

D G D G (- 2. 5 f ol d), a n d P G (- 1. 9 f ol d) ( Fi g. 5, T a bl e 1) i n t h e H O li n e a s c o m p ar e d t o t h e 2 8 9 

W T. F or e a c h of t h e s e li pi d s t h e i niti al r at e s of l a b eli n g r e pr e s e nt s s y nt h e si s t hr o u g h t h e 2 9 0 

pr o k ar y oti c  p at h w a y,  w h er e a s  e u k ar y oti c  p at h w a y  s y nt h e si s  o c c ur s  o v er  m u c h  l o n g er 2 9 1 

ti m e  s c al e s  a s  l a b el e d  f att y  a ci d s  m o v e  t hr o u g h  P C  a n d  E R- d eri ve d  li pi d s  a n d 2 9 2 

e v e nt u all y r et ur n t o t h e c hl or o pl a st ( Br o w s e et al., 1 9 8 6). T h e r ef or e, t h e r e s ult s s u g g e st 2 9 3 

a s hift i n f att y a ci d all o c ati o n t o t h e e u k ar y oti c p at h w a y o v er  t h e pr o k ar y oti c p at h w a y f or 2 9 4 

t h e pr o d u cti o n of T A G i n t h e tr a n s g e ni c li n e.  2 9 5 

I n  Fi g ur e  6  w e  e sti m at e d  t h e  r el ati v e  fl u x  of  n a s c e nt  f att y  a cid s  i nt o  t h e 2 9 6 

e u k ar y oti c  a n d  pr o k ar y oti c  gl y c er oli pi d  a s s e m bl y  p at h w a y s  b y  c o m p ari n g  t h e 2 9 7 

a c c u m ul ati o n  of  l a b el  i n  E R  l o c ali z e d  ( P C,  P E,  T A G)  a n d  pl a sti d   l o c ali z e d  ( M G D G, 2 9 8 

D G D G, P G) li pi d s. T h e m et a b oli c l a b eli n g of W T l e a v e s s h o w e d t h at n a s c e nt f att y a ci d s 2 9 9 

a c c u m ul at e d i nt o E R li pi d s at a sli g htl y gr e at er r at e t h a n pl a s ti d li pi d s ( Fi g. 6 A). Li n e ar 3 0 0 

r e gr e s si o n of t h e i niti al p h a s e of gl y c er oli pi d a s s e m bl y (fir st 1 0 mi n) i n di c at e d t h at fl u x of 3 0 1 

n e wl y s y nt h e si z e d f att y a ci d s i nt o gl y c er oli pi d s w a s 2 0. 3 ± 4. 6 a n d 1 7. 1 ± 1. 5 D P M µ g 3 0 2 

c hl or o p h yll - 1 mi n- 1 f or E R a n d pl a sti d li pi d s, r e s p e cti v el y. T h e i niti al E R/ pl a stid r ati o at 3 3 0 3 

mi n of l a b eli n g w a s ~ 2. 4 b ut dr o p p e d t o 1. 3 b y 1 0 mi n. T hi s c h a n g e i s li k el y r efl e ct e d b y 3 0 4 

t h e li pi d s q u a ntifi e d at t h e s e tim e p oi nt s. I n t h e e u k ar y oti c p at h w a y n a s c e nt f att y a ci d s 3 0 5 

e x p ort e d fr o m t h e pl a sti d ar e i n iti all y dir e ctl y i n c or p or at e d int o P C, b ut i n t h e pr o k ar y oti c 3 0 6 

p at h w a y  n a s c e nt  f att y  a ci d s  ar e   fir st  i n c or p or at e d  i nt o  L P A,  P A,  a n d  D A G  pri or  t o 3 0 7 

M G D G s y nt h e si s ( All e n et al., 2 0 1 5). C o n si d eri n g t h at li pi d cl a s s e s L P A, P A, a n d D A G 3 0 8 

o c c ur  i n  b ot h  p at h w a y s  ( Fi g.  1)   t h e y  w er e  n ot  i n cl u d e d  i n  t h e  an al y si s.  T h er ef or e,  t h e 3 0 9 

l a g  i n  a c yl  fl u x  t hr o u g h  i nt er me di at e s  of  t h e  pr o k ar y oti c  p at h w a y  at  s h ort  ti m e  p oi nt s 3 1 0 

m a y e x pl ai n t h e r ati o f a v ori n g t h e e u k ar y oti c p at h w a y at s h ort ti m e p oi nt s. T h e c h a n gi n g 3 1 1 

r ati o  of  l a b el e d  f att y  a ci d s  i n E R/ pl a sti d  li pi d s  st a bili z e d  b y   1 0  mi n,  t h e n  sl o wl y 3 1 2 

d e cr e a s e d o v er t h e ti m e c o ur s e. H o w e v er, i n t h e H O li n e t h e r el ati v e i niti al r at e of n e wl y 3 1 3 
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s y nt h e si z e d  f att y  a ci d  a c c u m ul ati o n  i n  E R  a n d  pl a sti d  li pi d s  w a s  3 4. 9  ±  4. 6  a n d  3. 6  ± 3 1 4 
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0. 6 D P M µ g c hl or o p h yll - 1 mi n- 1, r e s p e cti v el y.  T h u s, t h e e u k ar y oti c p at h w a y a c c o u nt e d 3 1 5 

f or  a  9-f ol d  hi g h er  fl u x  of  f att y  a ci d s  i nt o  gl y c er oli pi d s  t h a n  t h e  pr o k ar y oti c  p at h w a y  of 3 1 6 

t h e H O li n e. Si mil ar t o t h e W T, i n t h e H O li n e t h e E R/ pl a sti d rati o f or l a b el e d f att y a ci d 3 1 7 

a c c u m ul ati o n st a bili z e d b y 1 0 mi n a n d t h e n d e cr e a s e d o v er t h e t i m e c o ur s e ( Fi g. 6 B). 3 1 8 

T h e  d e cr e a s e  i n  t h e  E R/ pl a sti d  r ati o  o v er  ti m e  i n  b ot h  g e n ot y p e s  li k el y  r e pr e s e nt s  t h e 3 1 9 

P C- g al a ct oli pi d pr e c ur s or- pr o d u c t r el ati o n s hi p of t h e e u k ar y otic p at h w a y.  3 2 0 

I n  Fi g ur e  5  a n d  6,  t h e  a c c u m ul ati o n  of  n e wl y  s y nt h e si z e d  f att y a ci d s  i n  M G D G 3 2 1 

c a n  b e  d u e  t o  b ot h  t h e  pr o k ar y oti c  a n d  e u k ar y oti c  p at h w a y s.  T o d et er mi n e  if  t h e 3 2 2 

r e d u cti o n  i n  a c c u m ul ati o n  of  l ab el e d  M G D G  i s  d u e  t o  r e d u c e d  a c y l  fl u x  t hr o u g h  t h e 3 2 3 

pr o k ar y oti c, e u k ar y oti c, or b ot h p at h w a y s w e c oll e ct e d M G D G fr o m t h e 3 0 a n d 1 2 0 mi n 3 2 4 

ti m e p oi nt s a n d a n al y z e d t h e r a di o a cti vit y i n i n di vi d u al m ol e c ul ar s p e ci e s ( S u p pl e m e nt al 3 2 5 

Fi g.  S 4  a n d  S 5).  T h e  pr o k ar y oti c  p at h w a y  i niti all y  pr o d u c e s  t h e   1 8: 1/ 1 6: 0  m ol e c ul ar 3 2 6 

s p e ci e s  of  M G D G  w hi c h  i s  f urt h er  d e s at ur at e d  t o  pr e d o mi n a ntl y  1 8: 3/ 1 6: 3  ( O hlr o g g e 3 2 7 

a n d  Br o w s e,  1 9 9 5).  E u k ar y oti c  M G D G  i s  i n di c at e d  t o  b e  s y nt h e si z e d  fr o m  a 3 2 8 

p ol y u n s at ur at e d- c o nt ai ni n g- D A G u lti m at el y d eri v e d fr o m P C, a n d i s f urt h er d e s at ur at e d 3 2 9 

t o  pr e d o mi n a ntl y  1 8: 3/ 1 8: 3  i n  t h e  pl a sti d  ( Sl a c k  et  al.,  1 9 7 7; O hlr o g g e  a n d  Br o w s e, 3 3 0 

1 9 9 5).  T h er ef or e,  1 8/ 1 6- c ar b o n- c o nt ai ni n g  m ol e c ul ar  s p e ci e s  ar e  r e pr e s e nt ati v e  of  t h e 3 3 1 

pr o k ar y oti c  p at h w a y,  a n d  1 8/ 1 8- c ar b o n  m ol e c ul ar  s p e ci e s  ar e  r e p r e s e nt ati v e  of  t h e 3 3 2 

e u k ar y oti c p at h w a y. T h e a c c u m ul ati o n of M G D G t hr o u g h e a c h p at h w a y i s s u m m ari z e d 3 3 3 

i n T a bl e 2. T h e a n al y si s of M G D G m ol e c ul ar s p e ci e s g a v e f o ur i nsi g ht s i nt o t h e a c yl fl u x 3 3 4 

t hr o u g h  t h e  pr o k ar y oti c  a n d  e u k ary oti c  p at h w a y s:  ( 1)  t h e  H O  li n e  h a d  a  r e d u c e d 3 3 5 

pr o p orti o n  of  pr o k ar y oti c  M G D G  m ol e c ul ar  s p e ci e s  ( a n d  t h u s  i n cr e a s e d  e u k ar y oti c 3 3 6 

pr o p orti o n)  a s  c o m p ar e d  t o  t h e  W T;  ( 2)  h o w e v er  wit h  t h e  v er y  l a r g e  d e cr e a s e  i n  t ot al 3 3 7 

1 4 C- M G D G a c c u m ul ati o n ( Fi g. 5), t h e t ot al a c yl fl u x i nt o M G D G t hro u g h t h e e u k ar y oti c 3 3 8 

p at h w a y w a s r e d u c e d b y o v er 3 0 % a n d a c yl fl u x t hr o u g h t h e pr o k a r y oti c p at h w a y w a s 3 3 9 

r e d u c e d b y o v er 7 0 % ( T a bl e 2); ( 3) b ot h li n e s h a d a n i n cr e a s e in e u k ar y oti c m ol e c ul ar 3 4 0 

s p e ci e s  fr o m  3 0  t o  1 2 0  mi n  of  l a b eli n g  ( T a bl e  2)  c o n si st e nt  wit h  t h e  r ol e  of  t h e 3 4 1 

e u k ar y oti c p at h w a y f or P C t ur n o v er t o pr o d u c e pl a sti d g al a ct oli pi d s, a n d c o n si st e nt wit h 3 4 2 

t h e d e cr e a s e i n t h e E R/ pl a sti d a c c u m ul ati o n r ati o of Fi g. 6; ( 4) t h e pr ofil e of pr o k ar y oti c 3 4 3 

a n d  e u k ar y oti c  M G D G  m ol e c ul ar  s p e ci e s  i n  t h e  H O  li n e  s u g g e st e d a  r e d u c e d  r at e  of 3 4 4 

pl a sti d  d e s at ur ati o n,  a s  c o m p ar e d  t o  t h e  W T  ( S u p pl e m e nt al  Fi g. S 5).    T h er ef or e,  a n 3 4 5 
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i n cr e a s e  i n t h e t ot al fl u x  of n e wl y s y nt h e si z e d a c yl  gr o u p s i nt o  E R li pi d s ( m o stl y T A G, 3 4 6 

Fi g. 5, 6), a n d a r e d u cti o n i n a c y l fl u x i nt o pl a sti d li pi d s t hr o u g h b ot h t h e pr o k ar y oti c a n d 3 4 7 

e u k ar y oti c  p at h w a y s  ( T a bl e  2)  c o ntri b ut e d  t o  t h e  dr a m ati c  r e di s tri b uti o n  of  a c yl  fl u x 3 4 8 

t hr o u g h t h e li pi d m et a b oli c n etw or k i n t h e H O t o b a c c o li n e. 3 4 9 

 3 5 0 

R e gi o c h e mi c al a n al y si s i n di c at e s li mit e d c h a n g e s i n p at h w a y str u ct ur e f or i niti al 3 5 1 

st e p s of E R gl y c er oli pi d a s s e m bl y 3 5 2 

 3 5 3 

  T o b ett er u n d er st a n d w hi c h br a n ch e s of t h e li pi d m et a b oli c n et w or k ( Fi g. 1) ar e 3 5 4 

i n v ol v e d i n t h e alt er e d fl u x of n a s c e nt f att y a ci d s i nt o m e m br an e li pi d s a n d T A G of t h e 3 5 5 

H O  li n e  a s  c o m p ar e d  t o  t h e  W T,  w e  p erf or m e d  r e gi o c h e mi c al  a n al y si s  ( Fi g.  7)  of 3 5 6 

l a b el e d D A G, P C a n d T A G a cr o s s t h e [1 4 C] a c et at e l a b eli n g ti m e c o ur s e fr o m Fi g. 5. I n 3 5 7 

b ot h  t h e  W T  a n d  t h e  H O  li n e  n e wl y  s y nt h e si z e d  f att y  a ci d s  w er e i niti all y  i n c or p or at e d 3 5 8 

m or e o n t h e s n- 1 p o siti o n r el ati v e t o t h e s n - 2 p o siti o n of t h e t ot al l a b el e d D A G p o ol, b ut 3 5 9 

t hi s w a s q ui c kl y e q uili br at e d t o a p pr o xi m at el y e q u al di stri b utio n b y 1 0 mi n ( Fi g. 7 A, B), 3 6 0 

a n d  t h er e  w a s  n o  st ati sti c al  diff e r e n c e  i n  st er e o c h e mi c al  l a b eli n g  i n  D A G  b et w e e n  t h e 3 6 1 

li n e s.  T h e  hi g h er  i niti al  l a b eli n g  of  D A G s n - 1  p o siti o n  o v er s n - 2  h a s  pr e vi o u sl y  b e e n 3 6 2 

r e p ort e d  i n  t h e  pr e d o mi n a ntl y  e u k ar y oti c d e  n o v o   D A G  p o ol s  of  d e v el o pi n g  s o y b e a n 3 6 3 

e m br y o s  a n d  Ar a bi d o p si s  s e e d s  ( B a t e s  et  al.,  2 0 0 9;  B at e s  et  al.,  2 0 1 2).  R a pi d 3 6 4 

e q uili bri u m  of  l a b eli n g  a cr o s s  st er e o c h e mi c al  p o siti o n s  i n  t o b a c c o  pl a nt s  m a y  al s o 3 6 5 

r e pr e s e nt  a    s u b st a nti al  c o ntri b uti o n  of  pr o k ar y oti c  D A G  w hi c h i s  pr o d u c e d  fr o m  o nl y 3 6 6 

n a s c e nt  f att y  a ci d s  ( O hlr o g g e  a n d  Br o w s e,  1 9 9 5),  a n d  t h u s  t h e  l a b el e d  f att y  a ci d s  will 3 6 7 

b e  e v e nl y  di stri b ut e d  a cr o s s  b ot h  p o siti o n s  a s  d e m o n str at e d  f or   pr o k ar y oti c  li pi d s  i n 3 6 8 

r a p e s e e d  (Br a s si c a  n a p u s )  l e a v e s  ( Willi a m s  et  al.,  2 0 0 0).  I n  c o ntr a st  t o  D A G,  n e wl y 3 6 9 

s y nt h e si z e d f att y a ci d s a c c u m ul at e d pr e d o mi n a ntl y i n t h e s n - 2 p o siti o n of P C a cr o s s t h e 3 7 0 

ti m e  c o ur s e  i n  b ot h  pl a nt s  ( ~ 6 3- 7 0 %  W T  a n d  6 7- 7 6 %  H O).  T h e  sli ghtl y  m or e  n a s c e nt 3 7 1 

f att y  a ci d s  at  t h e s n - 2  p o siti o n  of  P C  i n  t h e  H O  li ne  w a s  o nl y  si g nifi c a nt  at  t h e  3-  a n d 3 7 2 

1 2 0- mi n  ti m e  p oi nt s  ( Fi g.  7 C,  D) .  T h e  P C  st er e o c h e mi c al  l a b eli n g  i s  c o n si st e nt  wit h 3 7 3 

pr e vi o u s l e af, s e e d, a n d c ell c ul t ur e a n al y s e s w h er e a si n gl e na s c e nt f att y a ci d i s i niti all y 3 7 4 

i n c or p or at e d  n e xt  t o  a  pr e vi o u sl y  s y nt h e si z e d  f att y  a ci d  wit hi n  P C  ( wit h  pr ef er e n c e  f or 3 7 5 

s n - 2 o v er s n - 1) t hr o u g h a c yl e diti n g a s n a s ce nt f att y a ci d s l e a v e t h e pl a st i d ( B at e s et al., 3 7 6 
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2 0 0 7; B at e s et al., 2 0 0 9; B at e s et al., 2 0 1 2; Tj ell str ö m et al., 2 0 1 2; All e n, 2 0 1 6; B at e s, 3 7 7 
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2 0 1 6; K ar ki et al., 2 0 1 9).   3 7 8 

P arti al T A G li p a s e di g e sti o n s of l a b el e d T A G fr o m b ot h pl a nt s r e v e al e d t h at m o st 3 7 9 

l a b el e d  a c yl  gr o u p s  w er e  r el e a s e d  b y  t h e  li p a s e  i n  t h e  fr e e  f att y  a ci d  fr a cti o n  (s n - 1  or 3 8 0 

s n - 3)  a n d  littl e  r e m ai n e d  i n  t h e  m o n o a c yl gl y c er ol  fr a cti o n  (s n - 2)  ( Fi g ur e  7 E,  F). 3 8 1 

C o n si d eri n g  t h e  si mil ar  l a b eli n g  of  t h e s n - 1  a n d s n - 2  p o siti o n  of  D A G,  t h e  l o w s n - 2 3 8 2 

l a b eli n g  of  T A G  s u g g e st s  t h at  m o st  T A G  l a b eli n g  wit hi n  t hi s  s h ort  ti m e  c o ur s e 3 8 3 

r e pr e s e nt s  i n c or p or ati o n  of  a  ne wl y  s y nt h e si z e d  r a di ol a b el e d  f a tt y  a ci d  o nt o  t h e s n - 3 3 8 4 

p o siti o n  of  a n  u nl a b el e d  D A G  m o l e c ul e,  a n d  d o e s  n ot  r efl e ct  t h e  r a pi dl y  pr o d u c e d 3 8 5 

e u k ar y oti c d e n o v o  D A G t h at mi g ht b e e x p e ct e d fr o m a dir e ct K e n n e d y p at h w a y of T AG 3 8 6 

s y nt h e si s  ( Fi g.  1 A).  T o g et h er  t h e  D A G,  P C  a n d  T A G  r e gi o c h e mi c al   a n al y si s  s u g g e st s 3 8 7 

t h at  e v e n  t h o u g h  t h er e  ar e  bi g  diff er e n c e s  b et w e e n  t h e  W T  a n d  th e  H O  li n e  f or  t h e 3 8 8 

q u a ntit y  of  a c yl  fl u x  i nt o  e u k ar y oti c  p at h w a y  li pi d s,  t h e  i niti al  st e p s  of  e u k ar y oti c 3 8 9 

gl y c er oli pi d  a s s e m bl y  ( or  t h e  i niti al  str u ct ur e  of  t h e  e u k ar y ot i c  li pi d  n et w or k)  b et w e e n 3 9 0 

t h e s e g e n ot y p e s d o n ot v ar y c o n si d er a bl y.  3 9 1 

 3 9 2 

N a s c e nt  a c yl  gr o u p s  i niti all y  i n c or p or at e d  i nt o  P C  ar e  r e di stri b ut e d  diff er e ntl y 3 9 3 

b et w e e n t h e W T a n d t h e H O li n e. 3 9 4 

 3 9 5 

T h e s h ort ti m e p oi nt [ 1 4 C] a c et at e l a b eli n g i n Fi g. 5 d e m o n str at e d t h at a m aj orit y 3 9 6 

of n e wl y s y nt h e si z e d f att y a ci d s ar e i niti all y i n c or p or at e d i nt o P C of b ot h g e n ot y p e s. T h e 3 9 7 

r e di stri b uti o n of f att y a ci d s fr om P C t o ot h er li pi d s o v er ti m e  w a s a s s e s s e d t hr o u g h a n 3 9 8 

a d diti o n al p ul s e- c h a s e e x p eri m e nt ( Fi g. 8, Fi g. 9). L e af di s k s of 7 3- d a y- ol d pl a nt s w er e 3 9 9 

p ul s e d wit h [ 1 4 C] a c et at e f or 0. 5 h o ur s, ri n s e d a n d i n c u b at e d wit h o ut t h e r a di o l a b el f or u p 4 0 0 

t o 2 2 hr s. I n b ot h pl a nt s t h e t ot al 1 4 C-l a b el e d li pi d s i n cr e a s e d t hr o u g h o ut t h e p ul s e a n d 4 0 1 

c h a s e  p eri o d s  ( Fi g.  8).  D uri n g  t h e  p ul s e,  l a b el e d  li pi d s  a c c u m u l at e d  at  t h e  m o st  r a pi d 4 0 2 

r at e s  ( 4 8 0 0  ±  5 0 0  a n d  9 6 0 0  ±  9 0 0,  D P M  µ g  c hl or o p h yll- 1 hr- 1 i n W T a n d H O, 4 0 3 

r e s p e cti v el y).  D uri n g  t h e  fir st  2  hr s  of  t h e  c h a s e  p eri o d  t h e  rat e  of  l a b el e d  li pi d 4 0 4 

a c c u m ul ati o n w a s r e d u c e d 6- 7 f ol d t o 8 4 0 ± 2 1 0 a n d 1 3 0 0 ± 3 4 0 D P M µ g c hl - 1 hr- 1 i n 4 0 5 

W T  a n d  H O  l e a v e s  r e s p e cti v el y,  w hi c h  li k el y  r e pr e s e nt s  c o nti n u e d  u pt a k e  of 4 0 6 

[1 4 C] a c et at e  d uri n g  t h e  w a s h e s.  Fi n all y  fr o m  2- 2 2  hr s  r a di ol a b el  a c c u m ul at e d  at  e v e n 4 0 7 

sl o w er  b ut  c o n st a nt  r at e s  of  3 3 0  ±  9 0  a n d  2 5 0  ±  5 0  D P M  µ g  c hl - 1 hr- 1,  w hi c h  m a y 4 0 8 
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r e pr e s e nt c o nti n u e d utili z ati o n of a p o ol of [1 4 C] a c et at e t h at w a s t a k e n u p i nt o t h e l e af 4 0 9 
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ti s s u e  d uri n g  t h e  p ul s e  b ut  utili z e d  at  a  sl o w er  r at e,  a s  c o m p ar e d  t o  t h e  b ul k  of  t h e 4 1 0 

[1 4 C] a c et at e  s u b str at e.  T h er ef or e,  t h e  e x p eri m e nt  s h o ul d  b e  c o n si d er e d  a  r a pi d 1 4 C 4 1 1 

p ul s e t h at i s f oll o w e d b y l a b eli n g wit h a si g nifi c a ntl y l o w er c o n c e ntr ati o n of [ 1 4 C] a c et at e 4 1 2 

( 1 5- 3 8  f ol d  l o w er  b a s e d  o n  i niti al  a n d  fi n al  r at e s).  T hi s  di stin cti o n  i s  r el e v a nt  w h e n 4 1 3 

c o m p ari n g  t h e  t ot al  a c c u m ul ati o n  of  r a di ol a b el  i n  i n di vi d u al  li pi d  cl a s s e s  ( Fi g.  9 A- B)  t o 4 1 4 

t h e r el ati v e r a di ol a b el a c c u m ul ati o n b et w e e n li pi d cl a s s e s i n ea c h g e n ot y p e ( Fi g. 9 C- D). 4 1 5 

Si mil ar t o t h e s h ort ti m e p oi nt p ul s e e x p eri m e nt ( Fi g. 5, Fi g. 6), t h e H O li n e a c c u m ul at e d 4 1 6 

l a b el e d f att y a ci d s pr e d o mi n a ntl y i n E R li pi d s a cr o s s t h e ti m e c o ur s e, w h er e a s l a b eli n g 4 1 7 

of E R a n d pl a sti d li pi d s w a s si m il ar a cr o s s t h e ti m e c o ur s e i n t h e W T ( Fi g. 8). 4 1 8 
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I n  t h e  W T  all  i n di vi d u al  li pi d  cl a s s e s  a c c u m ul at e d 1 4 C  a c yl  gr o u p s  d uri n g  t h e 4 1 9 

p ul s e- c h a s e  b ut  at  diff er e nt  r at e s   a cr o s s  t h e  ti m e  c o ur s e  ( Fi g.  9 A).  At  t h e  e n d  of  t h e 4 2 0 

p ul s e, P C c o nt ai n e d t h e m o st 1 4 C wit h o v er 2. 6-f ol d m or e 1 4 C t h a n a n y ot h er li pi d, b ut 4 2 1 

t h e  r at e  of  l a b el e d  f att y  a ci d  a c c u m ul ati o n  i n  P C  c o nti n u e d  t o sl o w  d o w n  a cr o s s  t h e 4 2 2 

c h a s e  ti m e  c o ur s e.  D uri n g  t h e  c h a s e,  t h e  a c c u m ul ati o n  of 1 4 C  f att y  a ci d s  i n cr e a s e d  i n 4 2 3 

M G D G  r el ati v e  t o  P C  s u c h  t h at b y  t h e  e n d  of  t h e  ti m e  c o ur s e  t h e y  c o nt ai n e d  si mil ar 4 2 4 

a m o u nt s  of  t ot al  l a b el e d  f att y  a ci d s.  T h e  r e s ult s  ar e  c o n si st e n t  wit h  t h e  P C- M G D G 4 2 5 

pr e c ur s or- pr o d u ct  r el ati o n s hi p  of  t h e  e u k ar y oti c  p at h w a y  i n  l e a v e s,  a n d  t h e 4 2 6 

r e di stri b uti o n of n a s c e nt a c yl gr o u p s fr o m P C t o ot h er E R l o c ali z e d li pi d s t hr o u g h a c yl 4 2 7 

e diti n g  ( Fi g.  1).  I n  H O  l e a v e s  t h e  [ 1 4 C] a c et at e  p ul s e- c h a s e  r e s ult s  ar e  di sti n ct.  I niti all y 4 2 8 

P C c o nt ai n e d t h e m o st l a b el aft er t h e p ul s e b ut w a s s ur p a s s e d b y T A G b ef or e t h e 2 hr 4 2 9 

ti m e p oi nt ( Fi g ur e 9 B, D). B y t h e e n d of t h e 2 2 hr c h a s e p eri o d T A G a c c u m ul at e d ≥ 4. 9-4 3 0 

f ol d  m or e 1 4 C  f att y  a ci d s  t h a n  a n y  ot h er  li pi d.  E v e n  t h o u g h  t h e  t ot al  li pi d   l a b eli n g  i s 4 3 1 

i n cr e a si n g  o v er  t h e  c h a s e  p eri od  ( Fi g.  8 B),  t h e  a m o u nt  of  l a b el e d  f att y  a ci d s  i n  P C  of 4 3 2 

t h e  H O  li n e  d e cr e a s e s  o v er  t h e  w hol e  c h a s e  p eri o d  ( Fi g ur e  9 B). T h e  diff er e n c e  i n 4 3 3 

a c c u m ul ati o n of 1 4 C f att y a ci d s i n P C b et w e e n t h e W T a n d t h e H O li n e s u g g e st s t h a t P C 4 3 4 

t ur n o v er a n d r e di stri b uti o n of a c yl gr o u p s o c c ur s at a hi g h er rat e i n t h e H O li n e. All ot h er 4 3 5 

m e m br a n e li pi d s i n  H O l e a v e s i n cr e a s e d sli g htl y d uri n g t h e c h a s e ( Fi g. 9 B), b ut m u c h 4 3 6 

l e s s  t h a n  i n  W T  l e a v e s.  I n  t h e  W T,  P C  a n d  M G D G  h a d  a  cl e ar  pr e cur s or- pr o d u ct 4 3 7 

r el ati o n s hi p  of  a c yl  fl u x  t h at  i s  n ot  dir e ctl y  e vi d e nt  i n  t h e  HO  li n e  of  Fi g.  9 B.  T o 4 3 8 

d et er mi n e if t h e s m all i n cr e a s e s i n H O M G D G 1 4 C a c yl a c c u m ul ati o n ar e d u e t o ( 1) t h e 4 3 9 

c o nti n u e d s y nt h e si s of 1 4 C f att y a ci d s a n d t h eir i n c or p or ati o n i nt o t h e m et a b oli c n et w or k 4 4 0 

d uri n g t h e c h a s e ( Fi g ur e 8 B); o r ( 2) ar e d u e t o a r e d u c e d r e di stri b uti o n of a c yl l a b el fr o m 4 4 1 

P C, w e c o m p ar e d t h e l a b el e d M G D G m ol e c ul ar s p e ci e s di stri b uti o n at t h e 0 a n d 2 2 hr 4 4 2 

ti m e p oi nt s ( S u p pl e m e nt al Fi g ur e S 6, s u m m ari z e d i n  T a bl e 3). Aft er t h e 3 0 mi n p ul s e, 4 4 3 

t h e  pr o p orti o n  of  e u k ar y oti c  a n d  pro k ar y oti c  M G D G  m ol e c ul ar  s p e ci e s  i n  b ot h  t h e  W T 4 4 4 

a n d t h e H O li n e w a s si mil ar t o t h at of t h e 3 0 mi n c o nti n u o u s l a b eli n g ti m e p oi nt ( T a bl e 4 4 5 

2). D uri n g  t h e 2 2 hr c h a s e p eri o d i n t h e W T, t h e e u k ar y oti c M G D G m ol e c ul ar s p e ci e s 4 4 6 

i n cr e a s e d  3-f ol d  a s  a  pr o p orti o n  ( T a bl e  3),  c o n si st e nt  wit h  t h e  P C- M G D G  pr e c ur s or-4 4 7 

pr o d u ct  r el ati o n s hi p  of  t h e  e u k ar y oti c  p at h w a y.  H o w e v er,  d uri n g   t h e  c h a s e  i n  t h e  H O 4 4 8 

li n e,  t h e  pr o p orti o n  of  e u k ar y oti c  M G D G  m ol e c ul ar  s p e ci e s  o nl y i n cr e a s e d  1. 5-f ol d 4 4 9 
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( T a bl e  3).  T h er ef or e,  t h e  r e d u c e d  a c c u m ul ati o n  of  M G D G  i n  t h e  HO  li n e  d uri n g  t h e 4 5 0 

c h a s e ( Fi g. 9 B) i s al s o c o n si st e nt wit h a r e d u c e d r e di stri b uti o n of a c yl gr o u p s fr o m P C 4 5 1 

t o M G D G t hr o u g h t h e e u k ar y oti c p at h w a y M G D G.  4 5 2 

P ul s e- c h a s e  e x p eri m e nt s  ar e  c o m m o nl y  r e pr e s e nt e d  a s  t h e  p er c e nt   l a b eli n g  i n 4 5 3 

t h e  diff er e nt  pr o d u ct s  o v er  ti m e  ( Fi g ur e  9 C,  D),  y et  t h e  i nt er pr et ati o n  i s  d e p e n d e nt  o n 4 5 4 

t h e r el ati v e a c c u m ul ati o n of t h e t ot al li pi d s ( Fi g. 8 A, B) a n d e a c h i n di vi d u al li pi d ( Fi g. 9 A, 4 5 5 

B) o v er t h e c h a s e p eri o d. I n b ot h g e n ot y p e s P C h a d t h e l ar g e st d e cr e a s e i n pr o p orti o n al 4 5 6 

l a b eli n g,  c o n si st e nt  wit h  t h e  c on cl u si o n s  fr o m  a b o v e  t h at  a c yl gr o u p s  ar e  r e di stri b ut e d 4 5 7 

fr o m P C t o ot h er li pi d s o v er t h e ti m e c o ur s e. H o w e v er, c o n si d eri n g t h at n a s c e nt 1 4 C a c yl 4 5 8 

gr o u p s  c o nti n u e  t o  e nt er  t h e  s y st e m  o v er  t h e  c h a s e  ( Fi g.  8)  a n d   ar e  pr e d o mi n a ntl y 4 5 9 

i n c or p or at e d i nt o P C fir st ( Fi g. 5, Fi g. 9), t h e a ct u al t ur n o v er of P C i s gr e at er t h a n t h e 4 6 0 

a p p ar e nt t ur n o v er of h alf of t h e l a b el e d P C i n t h e W T, a n d o v er 7 6 % of t h e l a b el e d P C 4 6 1 

i n  H O  l e a v e s.  I n  a d diti o n,  t h e  pr o p orti o n al  l a b eli n g  of  M G D G  i n  b ot h  g e n ot y p e s  al s o 4 6 2 

d e cr e a s e d  fr o m  2- 2 2  hr s  of  t h e  c h a s e.  T hi s  r e pr e s e nt s  b ot h  t h e  M G D G- D G D G 4 6 3 

pr e c ur s or- pr o d u ct r el ati o n s hi p of li pi d s y nt h e si s ( Li- B ei s s o n e t al., 2 0 1 3), a s w ell a s t h e 4 6 4 

c o nti n u al  i n c or p or ati o n  of  l a b el e d  a c yl  gr o u p s  i nt o  pr e d o mi n a nt l y P C of t h e W T, a n d 4 6 5 

b ot h  P C  a n d  T A G  of  t h e  H O  li n e.  H e n c e  t h e  a p p ar e nt  3 2 %  d e cr e a s e  i n M G D G 4 6 6 

a c c u m ul ati o n  i n  t h e  H O  li n e  d o e s   n ot  i n di c at e  t h at  M G D G  i s  t ur ni n g  o v er  t o  f e e d  t h e 4 6 7 

l ar g e  i n cr e a s e  i n  T A G  a c c u m ul ati o n,  b ut  it  i s  t h e  r e s ult  of  t h e  l a b el e d  a c yl  gr o u p 4 6 8 

a c c u m ul ati o n pr e d o mi n a ntl y i n T A G a s m or e f att y a ci d s ar e s y nt h e si z e d o v er t h e ti m e 4 6 9 

c o ur s e  ( Fi g.  8).  T h er ef or e,  t h e c o m bi n e d  H O  p ul s e- c h a s e  r e s ult s   i n di c at e  t h at  T A G 4 7 0 

s y nt h e si s dr a w s a c yl gr o u p s pr e d o mi n a ntl y fr o m P C t ur n o v er ( Fi g . 9 B, 9 D), w hi c h m a y 4 7 1 

c o m p et e wit h e u k ar y oti c p at h w a y M G D G s y nt h e si s f or a c yl gr o u p s ( T a bl e 3), b ut t h er e 4 7 2 

d o e s  n ot  a p p e ar  t o  b e  e vi d e n c e  of  g al a ct oli pi d  t ur n o v er  pr o vi di n g  s u b str at e s  f or  T A G 4 7 3 

bi o s y nt h e si s. 4 7 4 

 4 7 5 

  4 7 6 
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Di s c u s si o n 4 7 7 

 4 7 8 

 Bi ot e c h n ol o g y  m a y  h el p  t o  m e et   s o ci et al  n e e d s  b y  e n gi n e eri n g  m et a b oli s m  t o 4 7 9 

e n h a n c e t h e pr o d u cti o n of bi ol o gi c al r e s o ur c e s f or f o o d or i n d u str y. Pl a nt li pi d s c a n b e 4 8 0 

o n e  p art  of  t hi s  s ol uti o n  t hr o u g h i n cr e a s e d  oil  yi el d s  p er  ar e a of l a n d f or bi of u el 4 8 1 

pr o d u cti o n.  T h e  c urr e nt  st at e  of v e g et ati v e  oil  e n gi n e eri n g  i n v ol v e s  t h e  e x pr e s si o n  of 4 8 2 

o nl y a f e w g e n e s i n cl u di n g: tr a n s cr i pti o n f a ct or s t o i n cr e a s e fatt y a ci d s y nt h e si s, D G A T 4 8 3 

t o c o n v ert D A G t o T A G, a n d ol e o si n t o pr e v e nt T A G br e a k d o w n i n a p u s h- p ull- pr ot e ct 4 8 4 

str at e g y  ( V a n h er c k e  et  al.,  2 0 1 4;  X u  a n d  S h a n kli n,  2 0 1 6;  V a n h er c k e  et  al.,  2 0 1 7).  4 8 5 

H o w e v er,  T A G  bi o s y nt h e si s  r e q uir e s  m a n y  a d diti o n al  e n z y m ati c  st e p s  t h at  dir e ctl y 4 8 6 

o v erl a p  wit h  e s s e nti al  m e m br a n e  li pi d  pr o d u cti o n  ( Fi g.  1,    ( B at e s  a n d  Br o w s e,  2 0 1 2)), 4 8 7 

a n d q u a ntit ati v e a n al y si s of t h e oil e n d pr o d u ct d o e s littl e t o  e x pl ai n t h e m et a b oli c p at h 4 8 8 

f att y  a ci d s  t a k e  t o  a c c u m ul at e  i n  T A G.  It  i s  al s o  u n cl e ar  h o w  an  i ntr o d u c e d  D G A T  fit s 4 8 9 

i nt o  t h e  l e af  li pi d  m et a b oli c  n et w or k  d e si g n e d  t o  a c c u m ul at e  E R  a n d  c hl or o pl a st 4 9 0 

m e m br a n e  li pi d s,  or  w hi c h  s u b str at e  p o ol s  ar e  u s e d  i n  T A G  bi o s y nt h e si s  ( Fi g.  1).  F or 4 9 1 

bi of u el pr o d u cti o n, n e wl y s y nt h e si z e d 1 8: 1 c o ul d b e dir e ctl y i n c or p or at e d i nt o T A G wit h 4 9 2 

a  mi ni m al  n u m b er  of  e n z y m ati c  st e p s  u si n g  t h e  K e n n e d y  p at h w a y  ( Fi g.  1 A),  h o w e v er 4 9 3 

t hi s  w o ul d  n ot  a c c o u nt  f or  t h e  pre s e n c e  of  1 8: 2  a n d  1 8: 3  m e a s ur e d  i n  T A G.  T o 4 9 4 

u n d er st a n d  t h e  p at h  of  a c yl  fl u x t hr o u g h  t h e  li pi d  m et a b oli c  n et w or k  i n  W T  t o b a c c o 4 9 5 

l e a v e s,  a n d  h o w  t h e  e n gi n e er e d  c h a n g e s  i n  H O  aff e ct  a c yl  fl u x, w e  a n al y z e d  t h e 4 9 6 

m e c h a ni s m s of a c yl fl u x i n W T a n d H O l e a v e s.  4 9 7 

 4 9 8 

A K e n n e d y p at h w a y of T A G a s s e m bl y i s n ot pr e s e nt i n H O l e a v e s 4 9 9 

 5 0 0 

T A G  c o m p o s e d  of  ol e at e  i s  a  d e sir a bl e  q u alit y  f or  bi of u el  pr o d u cti o n  ( D urr ett  et 5 0 1 

al., 2 0 0 8).  T h e l e a st n u m b er of st e p s t o i n c or p or at e ol e at e i n t o T A G i s dir e ctl y t hr o u g h 5 0 2 

t h e  K e n n e d y  p at h w a y  r e a cti o n s:  gl y c er ol- 3- p h o s p h at e  a c yltr a n sf er a s e  ( G P A T)  a n d 5 0 3 

l y s o p h o s p h ati di c  a ci d  a c yltr a n sf er a s e  ( L P A T)  t o  pr o d u c e  P A,  d e ph o s p h or yl ati o n  b y 5 0 4 

p h o s p h ati di c  a ci d  p h o s p h at a s e  ( P A P)  t o  pr o d u c e  D A G,  a n d  a c yl ati o n  of  D A G  b y  t o 5 0 5 

pr o d u c e T A G. ( Fi g. 1 A ( B at e s, 2 0 1 6)). T h e l ar g e i n cr e a s e i n 1 6: 0 a n d 1 8: 1 i n H O T A G 5 0 6 

s u g g e st s t h at a K e n n e d y p at h w a y u tili zi n g n e wl y s y nt h e si z e d f att y a ci d s c o ul d pr o d u c e 5 0 7 
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at  l e a st  s o m e  of  t h e  T A G  i n  t h e  H O  li n e  ( Fi g.  2,  3).  T h e  o nl y  K e n n e d y  p at h w a y 5 0 8 

a c yltr a n sf er a s e t h at w a s dir e ctl y e n gi n e er e d i nt o t o b a c c o w a s At D G A T 1 ( V a n h er c k e et 5 0 9 

al.,  2 0 1 4).  T h er ef or e,  T A G  f att y  a ci d  c o m p o siti o n  i s  al s o  d e p e n d e nt  o n  t h e  a c yl 5 1 0 

s el e cti vit y  a n d  s u b str at e  p o ol s  of  t h e  e n d o g e n o u s  t o b a c c o  G P A T a n d  L P A T. I n  vitr o 5 1 1 

a s s a y s di d n ot pr o d u c e T A G wit h mi cr o s o m e s fr o m eit h er t h e W T o r t h e H O li n e ( Fi g. 5 1 2 

4).  T hi s  r e s ult  m a y  s u g g e st  t h at  t h e  f o ur  r e a cti o n s  of  t h e  K e n n e d y  p at h w a y  i n  t h e  H O 5 1 3 

li n e  ar e  n ot  a s s o ci at e d  t o g et h er  in  t h e  i s ol at e d  mi cr o s o m e s  f or  effi ci e nt  s h uttli n g  of 5 1 4 

s u b str at e s wit hi n t h e i n vitr o r e a cti o n s. T o f urt h er u n d er st a n d t h e p at h of a c yl fl u x i n W T 5 1 5 

a n d H O l e a v e s w e utili z e d a n i n vi v o l a b eli n g a p pr o a c h.  5 1 6 

M ulti pl e  li n e s  of  e vi d e n c e  fr o m  t h e i n  vi v o  l a b eli n g  r e s ult s  s u g g e st  a  tr a diti o n al 5 1 7 

K e n n e d y p at h w a y i s n ot t h e m aj or p at h w a y of T A G s y nt h e si s i n H O  l e a v e s. Fir st, e v e n 5 1 8 

t h o u g h  f att y  a ci d s  a c c u m ul at e  i n  H O  T A G  t o  l e v el s  t h at  ar e  1 2-ti m e s  t h at  of  P C  ( Fi g. 5 1 9 

2 A),  n a s c e nt  f att y  a ci d s  ar e  i n c or p or at e d  i nt o  P C  f a st er  t h a n  i nt o  T A G  ( Fi g.  5 D). 5 2 0 

S e c o n d,  d uri n g  t h e  p ul s e- c h a s e,  f att y  a ci d s  ar e  r e di stri b ut e d  p r e d o mi n a ntl y  fr o m  P C 5 2 1 

i nt o T A G ( Fi g. 9). T hir d, r e gi o c h e mi c al a n al y si s of d e n o v o  s y nt h e si z e d D A G i n di c at e d 5 2 2 

a n  e q u al  p artiti o ni n g  of  l a b el e d  a c yl  c h ai n s  at  b ot h s n - 1  a n d s n - 2  w h er e a s  T A G 5 2 3 

c o nt ai n e d n a s c e nt f att y a ci d s o nl y at s n - 3 ( Fi g. 7). T h e r e gi o c h e mi c al d at a i n di c at e s t h at 5 2 4 

d e  n o v o   D A G  pr o d u c e d  b y  K e n n e d y  p at h w a y  GP A T/ L P A T  r e a cti o n s  ( Fi g.  1 A) i s  n ot 5 2 5 

dir e ctl y  u s e d  f or  T A G  bi o s y nt h e si s.  I n  c o m bi n ati o n  wit h  t h e i n  vitr o  a s s a y,  t h e  r e s ult s 5 2 6 

s u g g e st  t h at  o v er e x pr e s s e d  At D G A T 1  d o e s  n ot  pr o d u c e  a  K e n n e d y  p at h w a y  t h at 5 2 7 

c h a n n el s n e wl y s y nt h e si z e d f att y a ci d s dir e ctl y i nt o T A G. 5 2 8 

T h e r e s ult s i n t hi s st u d y ar e m o s t c o n si st e nt wit h Fi g. 1 o pti on C w hi c h i n di c at e s 5 2 9 

t h at a s e c o n d p o ol of D A G ( ot h er t h a n K e n n e d y p at h w a y d e n o v o  D A G) i s u s e d f or T A G 5 3 0 

s y nt h e si s.  It i s n ot i m m e di at el y cl e ar h o w t h e s e c o n d D A G p o ol i s pr o d u c e d, it c o ul d b e 5 3 1 

d eri v e d fr o m d e n o v o  D A G, or P C, or a c o m bi n ati o n of t h e t w o. T h e p ul s e- c h a s e r e s ult s 5 3 2 

i n di c at e  t h at  g al a ct oli pi d s,  i n clu di n g  M G D G,  ar e  n ot  u s e d  f or  T A G  pr o d u cti o n  ( Fi g.  9). 5 3 3 

T h u s, t h e r e p ort e d m e c h a ni s m s t h at  t ur n o v er c hl or o pl a st li pi d s t o pr o d u c e D A G f or l e af 5 3 4 

T A G  u n d er  str e s s  c o n diti o n s  ( V a n h er c k e  et  al.,  2 0 1 9),  ar e  u nli k el y  t o  b e  a cti v el y 5 3 5 

c o ntri b uti n g  t o  T A G  a c c u m ul ati o n i n  H O  t o b a c c o  l e a v e s.  M et a b olic  l a b eli n g  wit h 5 3 6 

[1 4 C] gl y c er ol i n d e v el o pi n g oil s e e d ti s s u e s h a s s u g g e st e d t h at a P C- d eri v e d D A G p o ol 5 3 7 

i s utili z e d f or T A G s y nt h e si s ( B at e s et al., 2 0 0 9; B at e s a n d Bro w s e, 2 0 1 1; Y a n g et al., 5 3 8 
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2 0 1 7). T h e c urr e nt [ 1 4 C] a c et at e a c yl l a b el i n g c a n n ot dir e ctl y c o nfir m a P C- d eri v e d D AG 5 3 9 

p o ol,  b ut  t h e  a c yl  l a b eli n g  r e s ult s  ar e  c o n si st e nt  wit h  t h e  pr e vi o u s  st u di e s.  It  i s  al s o 5 4 0 

p o s si bl e  t h at  i m m e di at el y  s y nt h e si z e d d e  n o v o   D A G  m a y  f e e d  i nt o  a  l ar g er  a n d  m or e 5 4 1 

sl o w  t ur n o v er  D A G  p o ol  s u c h  a s  i n  oil  b o di e s  w h er e  At D G A T 1  m a y c o-l o c ali z e  wit h 5 4 2 

ol e o si n pr ot ei n s. D A G c a n p h a s e p artiti o n i nt o oil b o di e s ( Sl a c k et al., 1 9 8 0; K u er s c h n er 5 4 3 

et  al.,  2 0 0 8).  T h u s,  if  t h e  r a pi dl y  l a b el e d d e  n o v o   D A G  mi x e s  wit h  a  l ar g er  u nl a b el e d 5 4 4 

p o ol i n t h e oil b o d y it w o ul d sl o w t h e a p p ar e nt fl u x of t h e s n - 1/ 2 l a b el e d d e n o v o  D A G 5 4 5 

i nt o T A G r el ati v e t o t h e s n - 3 T A G l a b eli n g of t h e t ot al mi x e d D A G p o ol.  5 4 6 

 5 4 7 

B ot h  W T  a n d  H O  l e af  a c yl  fl u x e s  ar e  d o mi n at e d  b y  p h o s p h ati d yl c h oli n e  a c yl 5 4 8 

e diti n g 5 4 9 

  5 5 0 

 I n b ot h W T a n d H O l e a v e s, m o st n e wl y s y nt h e si z e d f att y a ci d s are i m m e di at el y 5 5 1 

i n c or p or at e d  i nt o  P C  ( Fi g.  5).  Th e  diff er e n c e  i n  st er e o c h e mi c al   i n c or p or ati o n  of  n e wl y 5 5 2 

s y nt h e si z e d f att y a ci d i n D A G a n d P C ( Fi g. 7) i n di c at e s t h er e i s n o D A G- P C pr e c ur s or-5 5 3 

pr o d u ct r el ati o n s hi p at t h e e arli e st l a b eli n g ti m e p oi nt s. P C l a b eli n g a s a p er c e nt of E R 5 5 4 

li pi d l a b eli n g ( Fi g. 6) at 3 mi n i n di c at e s t h at P C i s 9 4. 9 ± 1. 5 % of t h e t ot al l a b el e d E R 5 5 5 

li pi d s i n t h e W T, a n d 7 0 ± 4 % i n t h e H O li n e. T h e si m pl e st i nt er pr et ati o n of t hi s r e s ult i s 5 5 6 

a  s hift  i n  a c yl  fl u x  a w a y  fr o m  P C  a c yl  e diti n g  i n  t h e  H O  li n e  f or  dir e ct  i n c or p or ati o n  of 5 5 7 

n a s c e nt  f att y  a ci d s  i nt o  t h e s n - 3  p o siti o n  of  T A G  ( Fi g.  7).  H o w e v er,  t h e  pr o d u cti o n  of 5 5 8 

T A G at h ei g ht e n e d l e v el s r e q uir e s t hr e e a c yl c h ai n s, of w hi c h a  s u b st a nti al p er c e nt a g e 5 5 9 

ar e P U F A s. A c yl e diti n g i s a c o n st a nt e x c h a n g e of a c yl gr o u p s i n P C wit h t h e a c yl- C o A 5 6 0 

p o ol t o a c c o m m o d at e d e s at ur ati o n.  T h u s, if t h e r at e of a c yl e diti n g w a s i n cr e a s e d i n t h e 5 6 1 

H O li n e, a pr o p orti o n of t h e l a b el e d f att y a ci d s i niti all y i n c or p or at e d i nt o P C at ti m e z er o 5 6 2 

w o ul d b e r e di stri b ut e d b a c k t o t h e a c yl- C o A p o ol f or u s e b y At D G A T 1 t o pr o d u c e T A G 5 6 3 

wit hi n  3  mi n ut e s.  T hi s  c o n c e pt  i s  s u p p ort e d  wit h  li n e ar  r e gr e s s i o n  d at a  u s e d  t o 5 6 4 

d et er mi n e l a b eli n g r at e s i n T a bl e 1. E xtr a p ol ati n g b a c k t o ti m e  z er o t h e x-i nt er c e pt s of 5 6 5 

P C ar e 0. 9 1 f or W T, a n d 0. 9 3 f or H O. F or T A G t h e x-i nt er c e pt s a r e 2. 5 f or W T, a n d 2. 4 5 6 6 

f or  H O.  T h e  si mil ar  l a b eli n g  l ag  ti m e s  b et w e e n  t h e  W T  a n d  t h e  H O  li n e  s u g g e st  a 5 6 7 

c o m m o n p at h of n a s c e nt f att y a ci d i n c or p or ati o n i nt o E R li pi d s,  t h o u g h at a hi g h er r at e 5 6 8 

( 1. 7-f ol d)  f or  t h e  H O  li n e  ( Fi g.  6).  T h u s,  t h e  r at e  of  a c yl  e diti n g  i n  t h e  H O  li n e  w a s 5 6 9 
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e n h a n c e d b y t h e s a m e a m o u nt (i. e.  1. 7-f ol d) t o a c c o m m o d at e t h e i n cr e a s e d r at e of f att y 5 7 0 

a ci d  e x p ort  fr o m  t h e  pl a sti d,  a n d  P C  i s  t h e  fir st  pr o d u ct  of  n a s c e nt  f att y  a ci d 5 7 1 

i n c or p or ati o n i nt o gl y c er oli pi ds of t h e e u k ar y oti c p at h w a y.  5 7 2 

T h e  st er e o c h e mi c al  di stri b uti o n  of  l a b el e d  f att y  a ci d s  i n  P C  i n di c at e s  t h at  t h e 5 7 3 

i niti al i n c or p or ati o n of n a s c e nt f att y a ci d s i nt o P C c a n o c c ur at b ot h p o siti o n s b ut wit h a n 5 7 4 

a p pr o xi m at el y 2-f ol d pr ef er e n c e f or s n - 2 ( Fi g. 7). T h e sli g htl y hi g h er P C s n - 2 l a b eli n g i n 5 7 5 

t h e  H O  li n e  s u g g e st s  t h at  t h e  i n cr e a s e  i n  P C  a c yl  e diti n g  f a v ors s n - 2  o v er s n - 1 5 7 6 

p o siti o n s.  T h er ef or e,  a c yl  fl u x  ar o u n d  t h e  P C  a c yl  e diti n g  c y cl e  ( Fi g ur e  1,  o pti o n  B)  i s 5 7 7 

t h e  d o mi n at e  a c yl  fl u x  r e a cti o n i n  b ot h  W T  a n d  H O  t o b a c c o,  si mil ar  t o  w h at  h a s  b e e n 5 7 8 

d e m o n str at e d i n l e a v e s of p e a, Ar a bi d o p si s, a n d r a p e s e e d ( Willi a m s et al., 2 0 0 0; B at e s 5 7 9 

et  al.,  2 0 0 7;  K ar ki  et  al.,  2 0 1 9),  a n d  d e v el o pi n g  s e e d s  of  s o y b e a n,  c a m eli n a,  a n d 5 8 0 

Ar a bi d o p si s ( B at e s et al., 2 0 0 9; B at e s a n d Br o w s e, 2 0 1 1; Y a n g e t al., 2 0 1 7). B ot h P C 5 8 1 

a c yl  c h ai n s  ar e  t h e  m aj or  e xtr a- pl a sti di c  sit e s  f or  f att y  a ci d d e s at ur ati o n  ( S p erli n g  a n d 5 8 2 

H ei n z, 1 9 9 3; S p erli n g et al., 1 9 9 3), t h er ef or e 1 8: 1 fl u x t hr o u g h P C a c yl e diti n g at b ot h 5 8 3 

s n - 1  a n d s n - 2  li k el y  c o ntri b ut e s  t o  a  P U F A  c o nt ai ni n g  a c yl- C o A  p o ol  t h at  le a d s  t o  t h e 5 8 4 

i n c or p or ati o n of P U F A i n T A G of H O l e a v e s. T h e d e cr e a s e i n t h e P C d e s at ur ati o n i n d e x 5 8 5 

( Fi g.  3 C)  i s  al s o  c o n si st e nt  wit h  a n  i n cr e a s e d  r at e  of  a c yl  fl ux  t hr o u g h  P C,  b e c a u s e 5 8 6 

m e m br a n e li pi d d e s at ur ati o n i s  d e p e n d e nt o n b ot h t h e r at e of d es at ur ati o n a n d t h e r at e 5 8 7 

of a c yl fl u x t hr o u g h t h e m e m br a n e li pi d. I n cr e a s e s i n t h e f att y a ci d s y nt h e si s r at e h a v e 5 8 8 

b e e n  d e m o n str at e d  t o  i n cr e a s e  1 8: 1 a n d  d e cr e a s e  P U F A  c o nt e nt  of   m e m br a n e  li pi d s 5 8 9 

( M a att a  et  al.,  2 0 1 2;  M eï  et  al.,  2 0 1 5;  B ot ell a  et  al.,  2 0 1 6). C o n si d eri n g  t h at  t h e 5 9 0 

e n gi n e eri n g of a v er y l ar g e p ull of a c yl c h ai n s i nt o T A G i n t h e H O li n e o nl y i n cr e a s e s P C 5 9 1 

a c yl  e diti n g  i n st e a d  of  dr a wi n g  a c yl  c h ai n s  a w a y  fr o m  it,  P C  a c yl e diti n g m a y b e 5 9 2 

c o n si d er e d a k e y p art of f att y a c i d e x p ort fr o m t h e pl a sti d i nt o t h e e u k ar y oti c p at h w a y. 5 9 3 

I nt er e sti n gl y,  b ot h  t h e  [1 4 C] a c et at e  c o nti n u o u s  p u l s e  a n d  t h e  p ul s e- c h a s e 5 9 4 

e x p eri m e nt s pr o d u c e d si mil ar i nit i al l a b eli n g i n li pi d s f or t h e W T a n d t h e H O li n e ( Fi g. 6, 5 9 5 

Fi g.  8),  b ut  t h e  p ul s e- c h a s e  e x p eri m e nt  s h o w e d  a  m or e  dr a m ati c l a b eli n g  i n  t h e 5 9 6 

i m m e di at e c h a s e p eri o d i n t h e H O li n e r el ati v e t o t h e W T ( Fi g. 8). S u c h a d e s cri pti o n of 5 9 7 

i niti al  l a b eli n g  i s  c o n si st e nt wit h  h y p ot h e si z e d  tr a n s p ort  of  a c yl  c h ai n s  o ut  of  t h e 5 9 8 

c hl or o pl a st a n d dir e ctl y i nt o P C  t h at s u b v ert s t h e l ar g e b ul k ac yl- C o A p o ol a s h a s b e e n 5 9 9 

pr e vi o u sl y  d o c u m e nt e d  t hr o u g h  b ul k  p o ol  ki n eti c  m e a s ur e m e nt s  wi t h  ti m e  c o ur s e 6 0 0 
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l a b eli n g  e x p eri m e nt s  ( Tj ell str ö m  et  al.,  2 0 1 2;  All e n,  2 0 1 6)  a n d  i s ot o pi c all y  l a b el e d 6 0 1 

m ut a nt  a n al y si s  ( B at e s  et  al.,  2 0 0 9;  K ar ki  et  al.,  2 0 1 9),  a n d  i s  li k el y  p art  of  t h e  a c yl 6 0 2 

e diti n g  m e c h a ni s m  w h er e  r a pi d  l a b eli n g  i n  P C  fr o m  [ 1 4 C] a c et at e  w a s  i niti all y  o b s er v e d 6 0 3 

( B at e s  et  al.,  2 0 0 7;  B at e s  et  al.,  2 0 0 9).  D uri n g  t h e  p ul s e- c h a se  e x p eri m e nt,  it  m a y  b e 6 0 4 

t h at t h e b ul k a c yl- C o A p o ol i n t h e H O li n e i s l ar g er a n d b e c o m e s m or e l a b el e d o v er t h e 6 0 5 

d ur ati o n of t h e p ul s e b y e n h a n c e d f l u x t hr o u g h t h e a c yl e diti n g c y cl e, a n d t h er ef or e c a n 6 0 6 

m a k e a gr e at er c o ntri b uti o n t o t o t al li pi d l a b eli n g d uri n g t h e i niti al p h a s e of c h a s e. 6 0 7 

 6 0 8 

R e d u c e d pr o k ar y oti c p at h w a y a n d alt er e d r e di stri b uti o n of a c yl c h ai n s f r o m P C t o 6 0 9 

ot h er li pi d s i n t h e H O li n e 6 1 0 

 6 1 1 

  E n gi n e eri n g  t h e  a c c u m ul ati o n  of  TA G  i n  t h e  H O  li n e  r e d u c e d  t h e   st e a d y- st at e 6 1 2 

a c c u m ul ati o n of c hl or o pl a st l o c ali z e d g al a ct oli pi d s b y a p pr o xi m at el y 2 4 % ( Fi g. 2). T ot al 6 1 3 

M G D G  c o nt e nt  i n  t h e  H O  li n e  w a s  r e d u c e d  ~ 1 9 %,  a n d  t h e  pr o p orti o n  of  pr o k ar y oti c 6 1 4 

p at h w a y  pr o d u c e d  M G D G  w a s  r e d u c e d ~ 4 0 %  ( S u p pl e m e nt al  Fi g.  S 1). D G D G  i s 6 1 5 

pr o d u c e d m o stl y b y e u k ar y oti c p at h w a y d eri v e d s u b str at e s, a n d t ot al D G D G l e v el s w er e 6 1 6 

r e d u c e d  b y  ~ 3 2 %  i n  t h e  H O  li n e  a s  c o m p ar e d  t o  t h e  W T.  T h er ef or e ,  t h e  m a s s 6 1 7 

a c c u m ul ati o n of g al a ct oli pi d s i n di c at e s t h at T A G a c c u m ul ati o n i n t h e H O li n e n e g ati v el y 6 1 8 

aff e ct s g al a ct oli pi d pr o d u cti o n  t hr o u g h b ot h t h e pr o k ar y oti c a nd e u k ar y oti c p at h w a y s. 6 1 9 

T h e  r e d u cti o n s  i n  g al a ct oli pi d  l e v el s  i n  t h e  H O  li n e  c o ul d  b e  d u e  t o  r e d u c e d 6 2 0 

s y nt h e si s,  i n cr e a s e d  t ur n o v er,  or  b ot h  w hi c h  c a n n ot  b e  d et er mi n e d  fr o m  t h e 6 2 1 

q u a ntifi c ati o n of st e a d y- st at e li pi d l e v el s; b ut ar e r efl e ct e d i n ti m e c o ur s e- b a s e d a c yl fl u x 6 2 2 

e x p eri m e nt s.  At  s h ort  ti m e  p oi nt s  [ 1 4 C] a c et at e  l a b eli n g  of  n a s c e nt  f att y  a ci d  fl u x  i nt o 6 2 3 

M G D G r e pr e s e nt s pr e d o mi n a ntl y pr o k a r y oti c M G D G, w hi c h i s r e d u c ed al m o st 5-f ol d i n 6 2 4 

t h e  H O  li n e  ( Fi g.  5,  T a bl e s  1- 2).  T h er ef or e,  t h e  r e d u cti o n  i n  pr o k ar y oti c  M G D G 6 2 5 

a c c u m ul ati o n  i s  pri m aril y  d u e  t o  r e d u c e d  s y nt h e si s.  It’ s  al s o  p o s si bl e  t h at  h o m e o st ati c 6 2 6 

t ur n o v er  of  g al a ct oli pi d s  w a s  r e d u c e d  t o  all o w  hi g h er  a c c u m ul ati o n  of  M G D G  t h a n 6 2 7 

w o ul d b e e x p e ct e d fr o m t h e l o w r a t e s of s y nt h e si s. T o tr a c k t h e P C- M G D G pr e c ur s or-6 2 8 

pr o d u ct r el ati o n s hi p of e u k ar y oti c M G D G s y nt h e si s, w e u s e d p ul s e- c h a s e a n al y s e s wit h 6 2 9 

l o n g er  ti m e  p oi nt s.  T h e  [1 4 C] a c et at e  p ul s e- c h a s e  l a b eli n g  i n di c at e d  t h at  t h e 6 3 0 

r e di stri b uti o n  of  a c yl  gr o u p s  fr om  P C  i n  t h e  H O  li n e  w a s  pr e d o m i n a ntl y  i nt o  T A G  wit h 6 3 1 
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r e d u c e d fl u x i nt o e u k ar y oti c M G D G s y nt h e si s a s w ell a s ot h er lipi d s w h e n c o m p ar e d t o 6 3 2 

t h e W T ( Fi g ur e 9, T a bl e 3). A s t h er e w a s n o r e d u cti o n i n t ot al 1 4 C- M G D G a c c u m ul ati o n 6 3 3 

d uri n g  t h e  c h a s e  p eri o d  i n  t h e  H O  li n e,  t h e  r e d u c e d  e u k ar y oti c M G D G  a c c u m ul ati o n 6 3 4 

w a s  d u e  t o  r e d u c e d  r e di stri b uti o n of  a c yl  gr o u p s  fr o m  P C  t o  M G D G  t hr o u g h  t h e 6 3 5 

e u k ar y oti c  p at h w a y.  T h u s  t h er e  i s  n o  e vi d e n c e  t o  s u g g e st  e n h a n c e d  g al a ct oli pi d 6 3 6 

t ur n o v er i n t h e H O li n e.  6 3 7 

  T h er e  ar e  li k el y  m ulti pl e  alt erati o n s  i n  e n z y m ati c  a cti vit y  t h at  l e d  t o  t h e 6 3 8 

r e di stri b uti o n  of  a c yl  fl u x  t hro u g h  t h e  li pi d  m et a b oli c  n et w or k   i n  t h e  H O  li n e.  Fr o m  t h e 6 3 9 

a c yl fl u x a n al y si s, w e c a n pr o p o s e s e v er al r el at e d h y p ot h e s e s f or f ut ur e st u di e s. Fir st, 6 4 0 

t h e  m a s si v e  i n cr e a s e  i n  f att y  a ci d  a c c u m ul ati o n  i n  T A G  of  t h e  HO  li n e  c o m bi n e d  wit h 6 4 1 

t h e  r e d u c e d  pr o k ar y oti c  p at h w a y  ar e  li k el y  b ot h  r el at e d  t o  a n  in cr e a s e  i n  a c yl- A C P 6 4 2 

t hi o e st er a s e  a cti vit y,  w hi c h  r e m o v e s  t h e  s u b str at e  f or  t h e  pr o kar y oti c  p at h w a y  a n d 6 4 3 

i niti at e s  f att y  a ci d  e x p ort  fr o m  t h e  c hl or o pl a st  ( B at e s  et  al.,  2 0 1 3;  Li- B ei s s o n  et  al., 6 4 4 

2 0 1 3). T h e g e n e e x pr e s si o n of b ot h  t hi o e st er a s e s F A T A a n d F A T B w er e u p r e g ul at e d i n 6 4 5 

t h e  H O  li n e  ( V a n h er c k e  et  al., 2 0 1 7).  T h e  r e d u c e d  pr o k ar y oti c  p at h w a y  fl u x  ( Fi g  5,  9, 6 4 6 

T a bl e s  2- 3),  c o m bi n e d  wit h  t h e  r e d u c e d  r at e s  of  M G D G  d e s at ur ati o n  i n  t h e  H O  li n e 6 4 7 

( S u p pl e m e nt al  Fi g s.  S 5- S 6)  al s o  s u g g e st  a  p o s si bl e  g e n er al  d o w n  r e g ul ati o n  of 6 4 8 

pr o k ar y oti c p at h w a y e n z y m ati c a cti vit y. 6 4 9 

S e c o n d,  wit hi n  t h e  e u k ar y oti c  p at h w a y  1/ 3  of  t h e  f att y  a ci d s  i n  T A G ar e 6 5 0 

i n c or p or at e d i nt o T A G dir e ctl y fr o m t h e a c yl- C o A p o ol b y t h e a c yltr a n sf er a s e a cti vit y of 6 5 1 

t h e  o v er e x pr e s s e d  At D G A T 1.  I n  t h e  W T  t h e  e x c h a n g e  of  f att y  a ci ds  fr o m  P C  i nt o  t h e 6 5 2 

a c yl- C o A  p o ol  w o ul d  b e  m o stl y  u s e d  f or d e  n o v o   gl y c er oli pi d  s y nt h e si s  t h at  w o ul d 6 5 3 

pr o d u c e t h e m ol e c ul ar s p e ci e s of P C u s e d f or e u k ar y oti c g al a ct o li pi d s y nt h e si s ( K ar ki et 6 5 4 

al., 2 0 1 9). T h er ef or e, t h e i n cr e a s e d fl u x ar o u n d t h e P C a c yl e d iti n g c y cl e c o m bi n e d wit h 6 5 5 

e n h a n c e d D G A T a cti vit y i n t h e H O li n e w o ul d dr a w a c yl fl u x a w a y fr o m P C a n d i nt o s n - 3 6 5 6 

T A G,  a n d  r e d u c e  t h e  a m o u nt  of  f att y  a ci d s  a v ail a bl e  f or d e  n o v o   P C  a n d  g al a ct oli pi d 6 5 7 

s y nt h e si s.  6 5 8 

T hir d, t h e r e d u cti o n i n e u k ar y oti c g al a ct oli pi d s y nt h e si s of t h e H O li n e m a y al s o 6 5 9 

b e d u e t o r e d u c e d t ur n o v er of P C t o pr o d u c e t h e P C- d eri v e d s u b s tr at e f or g al a ct oli pi d 6 6 0 

s y nt h e si s,  or  t h e  c o m m a n d e eri n g  of   t h at  P C- d eri v e d  s u b str at e  f or  T A G  bi o s y nt h e si s. 6 6 1 

T h e i d e ntit y of t h e e u k ar y oti c p at h w a y s u b str at e t h at i s tr a n sf err e d fr o m t h e E R t o t h e 6 6 2 
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pl a sti d i s n ot cl e ar, a n d l e a di n g c a n di d at e s i n cl u d e P C, a n d P C - d eri v e d P A a n d/ or D A G 6 6 3 

( H url o c k et al., 2 0 1 4; L a Br a nt et al., 2 0 1 8; K ar ki et al., 2 0 1 9). If P C- d eri v e d D A G i s t h e 6 6 4 

s u b str at e  t h at  i s  tr a n sf err e d  fr o m  t h e  E R  t o  t h e  c hl or o pl a st  f o r  g al a ct oli pi d  s y nt h e si s, 6 6 5 

t h e n  t h e  o v er e x pr e s s e d  At D G A T 1  m ay  c o m p et e  f or  t h e  P C- d eri v e d  D A G s u b str at e i n 6 6 6 

t h e  E R  a n d  r e d u c e  it s  tr a n sf er  t o  t h e  c hl or o pl a st  f or  e u k ar y otic  g al a ct oli pi d  s y nt h e si s. 6 6 7 

H o w e v er,  if  P A  i s  t h e  P C- d eri v e d   s p e ci e s  t h at  i s  tr a n sf err e d  t o  t h e  c hl or o pl a st,  t h e n  it 6 6 8 

w o ul d n ot b e a s u b str at e f or At D G A T 1 a cti vit y u nl e s s P A p h o s p h a t a s e a cti vit y w a s al s o 6 6 9 

u pr e g ul at e d  t o  c o n v ert  P A  t o  D A G.  O ur  pr e vi o u s  tr a n s cri pt o mi c s i n  t h e  H O  li n e 6 7 0 

i n di c at e d  i n cr e a s e d  e x pr e s si o n  of  t w o  p h o s p h oli p a s e  D  i s of or m s w hi c h  c o ul d  pr o d u c e 6 7 1 

P A  fr o m  P C,  h o w e v er  a n  i n cr e a s e   i n  P A  p h o s p h at a s e  e x pr e s si o n  w as  n ot  d et e ct e d 6 7 2 

( V a n h er c k e  et  al.,  2 0 1 7).  I n  Ar a bi d o p si s  t h e T RI G A L A C T O S Y L DI A C Y L G L Y C E R O L  1  6 7 3 

m ut a nt  ( t g d 1)  or  o v er e x pr e s si o n  of    (P D A T 1 )  i n cr e a s e s  W T  l e af  T A G  c o nt e nt  fr o m 6 7 4 

< 0. 1 %  of  dr y  w ei g ht  t o  ~ 0. 5 %  a n d ~ 1 %  of  dr y  w ei g ht,  r e s p e cti v el y.  M ut ati o n  of  P A 6 7 5 

p h o s p h at a s e a cti vit y i n t h e P H O S P H A TI DI C A C I D H Y D R O L A S E 1 a n d  2 d o u bl e m ut a nt 6 7 6 

(p a h 1  p a h 2 )  r e d u c e s  t hi s  T A G  a c c u m ul ati o n  i n  b ot h  t h e t g d 1  a n d At P D A T 1  6 7 7 

o v er e x pr e s si o n b a c k gr o u n d s s u g g e s ti n g t h at P A p h o s p h at a s e a cti vit y m a y b e i n v ol v e d 6 7 8 

i n  l e af  T A G  pr o d u cti o n  ( F a n  et  al.,  2 0 1 4).  H o w e v er,  t h e p a h 1  p a h 2 m ut a nt  h a s 6 7 9 

i n cr e a s e d s y nt h e si s a n d d o u bl e t h e a c c u m ul ati o n of l e af P C a n d P E c o nt e nt ( E a st m o n d 6 8 0 

et al., 2 0 1 0). I n W T Ar a bi d o p si s l e a v e s P C a n d P E a c c u m ul at e 5-  t o 1 0-f ol d m or e f att y 6 8 1 

a ci d s t h a n T A G ( F a n et al., 2 0 1 4), t h er ef or e t h e eff e ct of t h e p a h 1 p a h 2  d o u bl e m ut ati o n 6 8 2 

o n l e af T A G a c c u m ul ati o n i n t h e t g d 1 a n d At P D A T 1  o v er e x pr e s si o n li n e s m a y b e d u e t o 6 8 3 

a s hift i n f att y a ci d all o c ati o n fr o m T A G t o E R m e m br a n e li pi d s , r at h er t h a n a r e d u cti o n 6 8 4 

i n  T A G  bi o s y nt h eti c  c a p a cit y.  T h er ef or e,  t h e  pr e vi o u s  r e s ult s  i n  Ar a bi d o p si s  a n d  o ur 6 8 5 

tr a n s cri pt o mi c s  h a v e  n ot  f ull y  el u ci d at e d  t h e  r ol e  of  P A  p h o s p hat a s e s  i n  l e af  T A G 6 8 6 

pr o d u cti o n.  I n  a d diti o n,  o ur  a n al y si s  of  a c yl  fl u x e s  al o n e  c o ul d  n ot  c o nfir m  if  t h e  D A G 6 8 7 

p o ol  f or  T A G  s y nt h e si s  w a s  d eri v e d  fr o m  P C  or  n ot.  T h er ef or e,  f urt h er  [ 1 4 C] gl y c er ol 6 8 8 

l a b eli n g  e x p eri m e nt s  t o  c o nfir m  if  H O  l e af  T A G  i s  d eri v e d  fr o m P C,  c o m bi n e d  wit h 6 8 9 

a n al y si s  of  c h a n g e s  i n  P C  li p a s e  a n d  P A P  e n z y m ati c  a cti viti e s  w o ul d  b e  b e n efi ci al  t o 6 9 0 

d et er mi ni n g  b ot h  t h e  alt er e d  p at h w a y  fl u x e s  i n  t h e  H O  li n e,  a s w ell  a s  i d e ntif yi n g  t h e 6 9 1 

P C- d eri v e d s u b str at e t h at i s u s e d f or e u k ar y oti c g al a ct oli pi d s y nt h e si s. 6 9 2 

 6 9 3 
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T h e  t o b a c c o  l e af  a c yl  fl u x  a n al y si s  s u g g e st s  str at e gi e s  t o  r e d u c e  P U F A 6 9 4 

a c c u m ul ati o n i n l e af oil 6 9 5 

 6 9 6 

  T o r e d u c e t h e P U F A c o nt e nt of oil s e e d cr o p s, r e s e ar c h h a s f o c us e d o n r e d u ci n g 6 9 7 

s e e d s p e cifi c F A T T Y  A CI D D E S A T U R A S E 2 a n d 3 ( F A D 2 a n d F A D 3) a ct i vit y t hr o u g h 6 9 8 

m ut ati o n s of i s of or m s m o stl y e x pr e s s e d i n s e e d s b ut n ot v e g et at i v e ti s s u e ( P h a m et al., 6 9 9 

2 0 1 0), or t hr o u g h s e e d s p e cifi c R N A  i nt erf er e n c e ( W o o d et al., 2 0 1 8; I sl a m et al., 2 0 1 9). 7 0 0 

T h e  p ur p o s e  of  t h e  s e e d  s p e cifi c  r e d u cti o n  i n  d e s at ur a s e  a cti vi t y  i s  t o  i n cr e a s e  t h e 7 0 1 

ol e at e  c o nt e nt  of  t h e  s e e d  oil,   b ut  n ot  eff e ct  l e af  m e m br a n e  lipi d  c o m p o siti o n s  i n 7 0 2 

v e g et ati v e  ti s s u e.  E R  m e m br a n e  b a s e d  F A D 2  a cti vit y  i s  r e q uir e d f or  pr o p er  l e af 7 0 3 

m e m br a n e  f u n cti o n,  e s p e ci all y  at  l o w  t e m p er at ur e s  ( Mi q u el  et  al.,  1 9 9 3).  D u e  t o  t h e 7 0 4 

i m p ort a n c e of l e af d e s at ur a s e s for v e g et ati v e gr o wt h, a si mil ar  r e d u cti o n of d e s at ur a s e 7 0 5 

a cti vit y  w o ul d  li k el y  b e  c o u nt er pr o d u cti v e  i n  a  v e g et ati v e  oil cr o p.  T h e  a n al y si s  of  a c yl 7 0 6 

fl u x e s i n W T a n d H O t o b a c c o l e a v e s pr e s e nt e d h er e i n di c at e t h at f att y a ci d fl u x t hr o u g h 7 0 7 

t h e P C a c yl e diti n g c y cl e i s t h e d o mi n at e r e a cti o n i n t h e W T, an d i s e n h a n c e d at l e a st 7 0 8 

1. 7-f ol d i n t h e H O li n e. B e c a u s e P C i s t h e sit e f or E R l o c ali z e d f att y a ci d d e s at ur ati o n 7 0 9 

t hi s  m o v e m e nt  of  a c yl  gr o u p s  thr o u g h  P C  c o ntri b ut e s  t o  a c c u m ul a ti o n  of  P U F A  i n  H O 7 1 0 

l e af T A G. T h er ef or e, a n alt er n ati v e str at e g y m a y b e t o alt er a cyl fl u x a w a y fr o m P C. I n 7 1 1 

Ar a bi d o p si s  T h e  L Y S O P H O S P H A TI D Y L C H O LI N E  A C Y L T R A N S F E R A S E s  ( L P C A T 1, 7 1 2 

L P C A T 2)  ar e  r e s p o n si bl e  f or  t h e dir e ct  i n c or p or ati o n  of  n a s c e nt   f att y  a ci d s  i nt o  P C 7 1 3 

t hr o u g h  a c yl  e diti n g  i n  b ot h  l e a v e s  ( K ar ki  et  al.,  2 0 1 9)  a n d  s ee d s  ( B at e s  et  al.,  2 0 1 2). 7 1 4 

T h e l p c at 1  l p c at 2  d o u bl e  m ut a nt  alt er s  a c yl  fl u x  s u c h  t h at  n a s c e nt  f att y  a ci d s  ar e  fir st 7 1 5 

e st erifi e d  i nt o  gl y c er ol  li pi d s   t hr o u g h  t h e  G P A T  a n d  L P A T  r e a cti o n s  of  t h e  K e n n e d y 7 1 6 

p at h w a y,  r at h er  t h a n  P C  a c yl  e diti n g  ( B at e s  et  al.,  2 0 1 2;  K ar ki   et  al.,  2 0 1 9).  I n  s e e d s, 7 1 7 

t hi s  l e a d s  t o  a n  i n cr e a s e  i n  t h e  s e e d  oil  m o n o u n s at ur at e d/ p ol y un s at ur at e d  f att y  a ci d 7 1 8 

r ati o  fr o m  0. 7 2  t o  0. 8 4.  W h e n r e d u c e d  e x c h a n g e  of  D A G  i n  a n d  o ut of P C of t h e 7 1 9 

P H O S P H A TI D Y L C H O LI N E: D I A C Y L G L Y C E R O L C H O LI NE P H O S P H O T R A N S F E R A S E 7 2 0 

m ut a nt r o d 1  i s  c o m bi n e d    wit h  t h e l p c at 1  l p c at 2  d o u bl e  m ut a nt,  t h e  r ati o  i s  f urt h er 7 2 1 

i n cr e a s e d t o 3. 9 5 i n t h e l p c at 1 l p c at 2 r o d 1 tri pl e m ut a nt ( B at e s et al., 2 0 1 2). Fr o m o ur 7 2 2 

c urr e nt a n al y si s  it w a s u n cl e ar i f l e af T A G  w a s pr o d u c e d fr o m PC- d eri v e d  D A G, b ut if 7 2 3 

P C- d eri v e d D A G al s o c o ntri b ut e s t o l e af T A G a si mil ar a p pr o a c h r e d u ci n g a c yl e diti n g 7 2 4 
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a n d  P C- d eri v e d  D A G  pr o d u cti o n  m a y  b e  v al u a bl e  t o  alt er  a c yl  fl u x  ar o u n d  P C  t o 7 2 5 

i n cr e a s e  t h e  ol e at e  c o nt e nt  of  le af  T A G  w hil e  m ai nt ai ni n g  t h e  P U F A  c o nt e nt  of 7 2 6 

m e m br a n e s.  T h er ef or e,  t h e  a c yl  f l u x  a n al y si s  pr e s e nt e d  h er e  h a s  i m pr o v e d  o ur 7 2 7 

u n d er st a n di n g of h o w l e af li pi d  m et a b oli s m r e s p o n d s t o a n i n cr e a s e d p u s h  a n d p ull of 7 2 8 

f att y  a ci d s  i nt o  T A G,  a s  w ell  a s  pr o vi d e d  n e w  h y p ot h e s e s  o n  h o w  t o  f urt h er  e n h a n c e 7 2 9 

v e g et ati v e oil e n gi n e eri n g. 7 3 0 

 7 3 1 

I n s u m m ar y t h e a n al y si s of a c yl fl u x e s i n W T a n d H O t o b a c c o l e av e s i n di c at e: ( 1) 7 3 2 

T h e p u s h a n d p ull l e af oil pr o d u c ti o n i n t h e H O li n e r e d u c e s a cyl fl u x i nt o t h e pr o k ar y oti c 7 3 3 

a n d  e n h a n c e s  fl u x  i nt o  t h e  e u k ar y oti c  gl y c er oli pi d  a s s e m bl y  p at h w a y s.  ( 2)  F att y  a ci d s 7 3 4 

e nt eri n g  t h e  e u k ar y oti c  p at h w a y  ar e  fir st  i n c or p or at e d  i nt o  P C t hr o u g h  a c yl  e diti n g  i n 7 3 5 

b ot h  t h e  W T  a n d  t h e  H O  t o b a c c o  pl a nt s.  ( 3)  T h e  hi g h  fl u x  of  n a s c e nt  a c yl  gr o u p s 7 3 6 

dir e ctl y  i nt o  P C  a c yl  e diti n g, a n d  t h e  i niti al  l a b el e d  T A G  r e gi o c h e mi c al  a n al y si s  b ot h 7 3 7 

i n di c at e t h at a dir e ct K e n n e d y p at h w a y of T A G bi o s y nt h e si s wit h n a s c e nt f att y a ci d s i s 7 3 8 

n ot  o c c urri n g  i n  H O  l e a v e s.  ( 4)  I n  H O  l e a v e s  a c yl  gr o u p s  ar e  r e di stri b ut e d  fr o m  P C 7 3 9 

m o stl y  i nt o  T A G,  r at h er  t h a n  e u k ar y oti c  M G D G  pr o d u cti o n  a s  i n  t h e  W T.  ( 5)  T h e 7 4 0 

e n h a n c e d fl u x of f att y a ci d s i nt o T A G c o m bi n e d wit h t h e r e d u c e d  fl u x of f att y a ci d s i nt o 7 4 1 

b ot h  t h e  pr o k ar y oti c  a n d  e u k ar y oti c  p at h w a y s  of  g al a ct oli pi d  s y nt h e si s  r e d u c e d  t h e 7 4 2 

st e a d y- st at e  a c c u m ul ati o n  of  M G D G  a n d  D G D G.  ( 6)  T h e  p ul s e- c h a s e  di d n ot i n di c at e 7 4 3 

T A G  s y nt h e si s  fr o m  g al a ct oli pi d t ur n o v er.  ( 7)  C h ar a ct eri z ati o n of  t h e  hi g h  r at e s  of  P C 7 4 4 

a c yl  e diti n g  i n  t h e  H O  li n e  s u g g e st s  t h at  li miti n g  P C  a c yl  e dit i n g  m a y  b e  a  f ut ur e 7 4 5 

e n gi n e eri n g str at e g y t o i n cr e a s e t h e m o n o u n s at ur at e d f att y a ci d c o nt e nt of l e af d eri v e d 7 4 6 

bi of u el s. 7 4 7 

 7 4 8 

  7 4 9 
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M E T H O D S 7 5 0 

 7 5 1 

Pl a nt gr o wt h 7 5 2 

 7 5 3 

F or li pi d m a s s a n al y si s a n d m et a b oli c l a b eli n g e x p eri m e nt s, W T a n d H O t o b a c c o 7 5 4 

(Ni c oti a n a  t a b a c u m )  pl a nt s  w er e  gr o w n  i n  P er ci v al  E- 4 1 H O  gr o wt h  c h a m b er s  s et  at 7 5 5 

1 6/ 8  h o ur s  li g ht/ d ar k,  2 6/ 2 2 ° C,  a n d  fl u or e s c e nt  w hit e  li g ht  i nt e n sit y  at  p ot  l e v el  a cr o s s 7 5 6 

t h e c h a m b er w a s 3 0 0- 4 0 0 µ m ol p h ot o n s m- 2 s- 1. P ot s w er e w at er e d t hr e e ti m e s a w e e k, 7 5 7 

wit h o n e w at eri n g r e pl a c e d b y P et er s 2 0/ 2 0/ 2 0 N P K f ertili z er at  0. 9 7 g/ L o n c e a w e e k. 7 5 8 

F or  mi cr o s o m al  a s s a y s,  t o b a c c o  pl a nt s  w er e  gr o w n  i n  t h e  gl a s s h o u s e  d uri n g  s u m m er 7 5 9 

c o n diti o n at 2 4 ° C/ 1 8 ° C f or 1 6 hr/ 8 hr li g ht/ d ar k.    7 6 0 

 7 6 1 

C h e mi c al s a n d s u p pli e s 7 6 2 

 7 6 3 

U nl e s s  s p e cifi e d  all  c h e mi c al s  w er e  p ur c h a s e d  fr o m  Fi s h er  S ci e n tifi c 7 6 4 

(w w w.fi s h er s ci. c o m ), a n d s ol v e nt s w er e at l e a st H P L C gr a d e. [1 4 C] a c et at e s o di u m s alt 7 6 5 

5 0  m Ci/ m m ol  ( A m eri c a n  R a di ol a b el e d  C h e mi c al s,  I n c.  St.  L o ui s,  M O).  Gl a s s  T L C 7 6 6 

pl at e s:  A n alt e c h  H L  2 5 0  µ m,  2 0  x  2 0  c m.  Li q ui d  s ci ntill ati o n  fl ui d:  E c o S ci nt  Ori gi n al 7 6 7 

( N ati o n al Di a g n o sti c s, Atl a nt a, G A). Li p a s e fr o m R hi z o m u c or mi e h ei a n d P h o s p h oli p a s e 7 6 8 

A 2 li p a s e fr o m A pi s m ellif er a  ( Si g m a- Al dri c h, St. L o ui s, M O).  7 6 9 

 7 7 0 

Mi cr o s o m al a s s a y s 7 7 1 

 7 7 2 

L e a v e s  w er e  h ar v e st e d  fr o m  6 6- d a y - ol d  t o b a c c o  pl a nt s,  a n d  t h e  mi cr o s o m al 7 7 3 

pr ot ei n s  w er e  pr e p ar e d  a s  d e s cr i b e d  ( Z h o u  et  al.,  2 0 1 3).  Pr ot ein  c o nt e nt  of  t h e 7 7 4 

mi cr o s o m al  pr e p ar ati o n s  w a s  m e a s ur e d  wit h  B C A  r e a g e nt s  ( Pi er c e C h e mi c al 7 7 5 

C o m p a n y)  wit h  B S A  a s  a  st a n d ar d.  T h e  e n z y m e  a s s a y  w a s  e s s e nti al l y  d o n e  a s 7 7 6 

d e s cri b e d  ( G u a n  et  al.,  2 0 1 4).  Mi cr o s o m al  pr ot ei n s  ( 1 0 0  µ g)  w er e  i n c u b at e d  at  3 0 °C 7 7 7 

wit h g e ntl e s h a ki n g i n 0. 1 M Tri s b uff er p H 7. 2 c o nt ai ni n g 4 m M  M g Cl2 , 1 0 m g/ ml B S A, 7 7 8 

1 2. 5  n m ol  of  [ 1 4 C] gl y c er ol- 3- p h o s p h at e  ( 8 0 0 0  d p m/ n m ol)  a n d  2 5  n m ol  1 8: 1- C o A  i n a 7 7 9 

fi n al a s s a y v ol u m e of 1 0 0 µ L f or 1 5 or 6 0 mi n. T h e a s s a y s w er e t er mi n at e d b y a d diti o n 7 8 0 
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of 2 5 0 µ L of m et h a n ol/ c hl or of or m/ a c eti c a ci d ( 5 0: 5 0: 1) ( v/ v/ v),  f oll o w e d b y e xtr a cti o n of 7 8 1 

t h e li pi d s i nt o a c hl or of or m p h a s e. T h e t ot al li pi d s w er e s e p arat e d o n sili c a T L C pl at e s 7 8 2 

b y  d e v el o pi n g  wit h  c hl or of or m/ m et h a n ol/ a c eti c  a ci d/ w at er,  9 0: 1 5 : 1 0: 3  ( v/ v/ v/ v)  t o  h alf-7 8 3 

w a y of t h e pl at e t o s e p ar at e t h e p ol ar li pi d s. Aft er air dr yi n g  f or a f e w mi n ut e s, t h e pl at e s 7 8 4 

w er e r e d e v el o p e d wit h h e x a n e/ di et h yl eit h er/ a c eti c a ci d, 7 0: 3 0: 1 ( v/ v/ v) t o s e p ar at e t h e 7 8 5 

n e utr al li pi d s. R a di o a cti v e l a b el s of 1 0 0 0 d p m w er e s p ott e d t hr e e ti m e s o n e a c h pl at e a s 7 8 6 

r ef er e n c e, b ef or e e x p o si n g t o a p h o s p h or i m a g e s cr e e n f or o v er ni g ht. T h e r a di o a cti vit y 7 8 7 

of e a c h b a n d w a s q u a nt ifi e d wit h F ujifil m F L A- 5 0 0 0 P h o s p h or I m ag er. 7 8 8 

 7 8 9 

C o nti n u o u s p ul s e a n d p ul s e- c h a s e [ 1 4 C] a c et at e m et a b oli c l a b eli n g  7 9 0 

 7 9 1 

T h e c o nti n u o u s p ul s e m et a b oli c l a b eli n g of W T a n d H O l e af di s k s  w a s d o n e f or 7 9 2 

3, 6, 1 0, 3 0, 1 2 0 mi n ut e s i n tri pli c at e, wit hi n 2 0 m M M E S p H 5. 5, 0. 1 X M S s alt s, 0. 0 1 % 7 9 3 

T w e e n  2 0,  a n d  1  m M  [ 1 4 C] a c et at e.  Pr o c e d ur e:  1 0  m m  di a m et er  l e af  di s k s  w er e 7 9 4 

c oll e ct e d fr o m m ulti pl e pl a nt s (t w o W T a n d t hr e e H O) r a n d o mi z e d  a cr o s s all h ori z o nt al 7 9 5 

l e a v e s.  F or  e a c h  ti m e  p oi nt  r e pli c at e,  1 2  di s k s  w er e  c oll e ct e d dir e ctl y  i nt o  1 0  m L 7 9 6 

i n c u b ati o n m e di a ( wit h o ut [1 4 C] a c et at e) i n 1 0 0 m L b e a k er s a n d pl a c e d i n a 2 6 ° C w at er 7 9 7 

b at h  u n d er  ~ 3 3 0  µ m ol  p h ot o n s  m - 2 s- 1 w hit e  li g ht  wit h  g e ntl e  s h a ki n g  f or  1 0  mi n  t o 7 9 8 

e q uili br at e t e m p er at ur e. T o st ar t t h e l a b eli n g ti m e c o ur s e t h e m e di a w a s r e m o v e d a n d 7 9 9 

r e pl a c e d wit h 5 m L of i n c u b ati o n m e di a wit h [1 4 C] a c et at e. At e a c h ti m e p oi nt t h e m e di a 8 0 0 

w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  1 2  l e af  di s k s  w er e  pl a c e d  i nt o  8 5 ° C  2. 5  ml  i s o pr o p a n ol,  0. 0 1 % 8 0 1 

( w/ v)  b ut yl at e d  h y dr o x yt ol u e n e  f or  1 0  mi n  t o  q u e n c h  m et a b oli s m.  E a c h  r e pli c at e  ti m e 8 0 2 

c o ur s e f or e a c h pl a nt li n e u s e d t hr e e 5 ml ali q u ot s of 1 m M [ 1 4 C] a c et at e l a b eli n g m e di a. 8 0 3 

T h e r e m ai ni n g [ 1 4 C] a c et at e m e di a aft er t h e 6 mi n ti m e p oi nt w a s u s e d f or t h e 1 2 0  mi n 8 0 4 

l a b eli n g, a n d t h e r e m ai ni n g m e dia fr o m t h e 1 0 mi n ti m e p oi nt w a s u s e d f or t h e 3 0 mi n 8 0 5 

l a b eli n g.  T h e  r e m ai ni n g  [1 4 C] a c et at e  m e di a  fr o m  t h e  3 a n d  1 0/ 3 0  l a b eli n g  ti m e  p oi nt s 8 0 6 

w er e mi x e d a n d u s e d f or t h e p ul s e- c h a s e [ 1 4 C] a c et at e l a b eli n g. 8 0 7 

F or  e a c h  of  t h e  tri pli c at e  p ul s e- c h a s e  l a b eli n g  ti m e  c o ur s e s,  2 4  l e af  di s k s  w er e 8 0 8 

c oll e ct e d a s d e s cri b e d a b o v e a n d p ul s e d wit h [ 1 4 C] a c et at e l a b eli n g m e di a i n d e p e n d e ntl y 8 0 9 

f or 3 0 mi n. T h e 1 4 C m e di a w a s r e m o v e d a n d t h e di s k s  w er e w a s h e d t hr e e ti m e s ( 1 0 ml 8 1 0 

e a c h)  i n  m e di a  wit h o ut  [ 1 4 C] a c et at e  a n d  a  fi n al  1 0  m L  m e di a  w a s  a d d e d  f or  c h a s e 8 1 1 
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i n c u b ati o n s.  At  e a c h  c h a s e  ti m e  p oi nt  of  0,  2,  6,  a n d  2 2  h o ur s si x  l e af  di s k s  w er e 8 1 2 

c oll e ct e d fr o m e a c h ti m e c o ur s e i n c u b ati o n a n d q u e n c h e d a s d e s c ri b e d a b o v e. 8 1 3 

 8 1 4 

Li pi d e xtr a cti o n a n d li pi d cl a s s T L C s e p ar ati o n s 8 1 5 

 8 1 6 

Li pi d s  w er e  e xtr a ct e d  fr o m   i s o pr o p a n ol  q u e n c h e d  ti s s u e  f oll o wi ng  a  pr e vi o u s 8 1 7 

m et h o d  ( H ar a  a n d  R a di n,  1 9 7 8).  Aft er  dr yi n g  t ot al  e xtr a ct s  u n d e r  N2 ,  li pi d s  of  e a c h 8 1 8 

e xtr a ct  w er e  di s s ol v e d  i n  0. 5 ml  t ol u e n e  a n d  ali q u ot s  w er e  u s e d   f or  v ari o u s  a n al yti c al 8 1 9 

pr o c e d ur e s.  T ot al 1 4 C  e xtr a ct s  w er e  q u a ntifi e d  b y  l i q ui d  s ci ntill ati o n  c o u nti n g  o n a 8 2 0 

B e c k m a n C o ult er L S 6 5 0 0 li q ui d s ci ntill ati o n c o u nt er. N e utr al l i pi d s w er e s e p ar at e d o n 8 2 1 

sili c a  T L C  pl at e s  i n  h e x a n e/ di et h yl  eit h er/ a c eti c  a ci d,  7 0: 3 0: 1   ( v/ v/ v).  P ol ar  li pi d s  w er e 8 2 2 

r e s ol v e d  wit h  t ol u e n e/ a c et o n e/ w at er  ( 3 0/ 9 1/ 7,  v/ v/ v)  o n  sili c a T L C  pl at e s  pr e-tr e at e d 8 2 3 

wit h  0. 1 5  M  a m m o ni u m  s ulf at e  a n d  b a k e d  at  1 2 0 ° C  f or  3  h o ur s  pri or  t o  l o a di n g  li pi d s. 8 2 4 

Li pi d  cl a s s e s  w er e  i d e ntifi e d b a s e d  o n  c o- mi gr ati o n  wit h  st a n d ar d s.  R el ati v e 8 2 5 

r a di o a cti vit y  of  li pi d s  s e p ar at e d  b y  T L C  w a s  m e a s ur e d  b y  p h o s p hor  i m a gi n g  o n  a  G E 8 2 6 

T y p h o o n F L A 7 0 0 0, a n d I m a g e Q u a nt a n al y si s s oft w ar e.  8 2 7 

 8 2 8 

L e af li pi d m a s s a n al y si s 8 2 9 

 8 3 0 

L e af li pi d s e xtr a ct e d fr o m 8 6- d a y - ol d pl a nt s w er e s e p ar at e d b y T L C a s d e s cri b e d 8 3 1 

a b o v e,  a n d  st ai n e d  wit h  0. 0 5 %  pri m uli n  i n  a c et o n e/ w at er  8 0: 2 0  ( v/ v)  a n d  vi s u ali z e d 8 3 2 

u n d er  U V  li g ht.  S cr a p e d  b a n d s  w er e  tr a n s m et h yl at e d  al o n g  wit h  a   1 7: 0  T A G  i nt er n al 8 3 3 

st a n d ar d of f att y a ci d m et h yl e st er s ( F A M E s) i n 2. 5 % ( v/ v) s ulf uri c a ci d i n m et h a n ol at 8 3 4 

8 0 ° C  f or  1  hr.  F A M E s  w er e  c oll e ct e d  i nt o  h e x a n e  b y  a d di n g  h e x a n e  a n d  0. 8 8 %  ( w/ v) 8 3 5 

N a Cl  t o  f or c e  a  p h a s e  s e p ar ati o n.  F A M E s  w er e  s e p ar at e d  a n d  q u a n tifi e d  b y  g a s 8 3 6 

c hr o m at o gr a p h y  wit h  fl a m e  i o ni z ati o n  d et e cti o n  o n  a  R e st e k  St a b il w a x  c ol u m n:  3 0  m, 8 3 7 

0. 2 5 I D, 0. 2 5 µ m fil m t hi c k n e s s.   8 3 8 

 8 3 9 

R e gi o c h e mi c al a n al y si s of D A G, P C, a n d T A G 8 4 0 

 8 4 1 
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T ot al li pi d s e xtr a ct e d a s d e s cr i b e d a b o v e fr o m t h e W T a n d t h e HO li n e w er e c o-8 4 2 

l o a d e d  wit h  3 0  µ g  P C  a n d  3 0  µ g  D A G.  F or  t h e  W T,  3 0  µ g  T A G  w a s  al s o  c o-l o a d e d. 8 4 3 

P ol ar  li pi d  a n d  n e utr al  li pi d  T L C   a n d  pri m uli n  st ai ni n g  w a s  p erf or m e d  a s  d e s cri b e d 8 4 4 

a b o v e.  P C  b a n d s  w er e  s cr a p p e d  off  a n d  el ut e d  wit h  c hl or of or m/ m e t h a n ol/ a c eti c  a ci d 8 4 5 

( 5: 5: 1,  v/ v/ v).  P arti al  di g e sti o n  of  P C  w a s  p erf or m e d  wit h  b e e v e n o m  ( A pi s  m ellif er a ) 8 4 6 

p h o s p h oli p a s e  P L A 2 ( Si g m a)  ( B at e s  et  al.,  2 0 0 7).  T h e  di g e st e d  pr o d u ct s  w er e 8 4 7 

s e p ar at e d  b y  T L C  i n  c hl or of or m/ m et h a n ol/ a c eti c  a ci d/ w at er  5 0: 3 0 : 8: 4  ( v/ v/ v/ v). 8 4 8 

R e gi o c h e mi c al  a n al y si s  of  n e utr a l  li pi d s  w er e  p erf or m e d  a s  d e s cri b e d  ( C a h o o n  et  al., 8 4 9 

2 0 0 6).  D A G  a n d  T A G  w er e  di g e st e d  wit h  0. 2  ml  of  t h e R hi z o m u c or  m ei h ei  li p a s e 8 5 0 

( Si g m a)  f or  3 0  a n d  6 0  mi n  r e s p e cti v el y.  Di g e st e d  pr o d u ct s  w er e s e p ar at e d  b y  T L C  i n 8 5 1 

h e x a n e/ di et h yl  et h er/ a c eti c  a ci d   ( 3 5: 7 0: 1,  v/ v/ v).  Li pi d  st a n d ar d s  w er e  st ai n e d  wit h 8 5 2 

i o di n e  v a p or  a n d  m ar k e d  wit h 1 4 C.  I d e ntifi c ati o n  of  u n k n o w n s  w a s  b a s e d  o n  c o-8 5 3 

mi gr ati o n  wit h  st a n d ar d s.  R a di o a c ti vit y  w a s  q u a ntifi e d  b y  u si n g  p h o s p h or  i m a gi n g  a s 8 5 4 

d e s cri b e d a b o v e. 8 5 5 

 8 5 6 

A n al y si s of [ 1 4 C] a c et at e l a b el e d M G D G m ol e c ul ar s p e ci e s 8 5 7 

 8 5 8 

M G D G  w a s  i s ol at e d  b y  n or m al  p h a s e  H P L C  o n  a n  A gil e nt  1 2 6 0  I nfi n it y  II 8 5 9 

( q u at er n ar y  p u m p,  a ut o s a m pl er,  c ol u m n  t h er m o st at,  D A D  s et  t o  2 10  n m,  fr a cti o n 8 6 0 

c oll e ct or,  r u n ni n g  O p e n L A B  C D S  V e r si o n  C. 0 1. 0 9).  T h e  m et h o d  i s  a n  a d a pti o n  of 8 6 1 

( K ot a p ati  a n d  B at e s,  2 0 1 8),  wit h  mo difi c ati o n s  a s  f oll o w s:  i nj e cti o n  v ol u m e  5- 1 5  µ L  i n 8 6 2 

t ol u e n e;  fl o w  r at e  1  ml/ mi n;  m o bil e  p h a s e s  ( A:  2- Pr o p a n ol,  B:  he x a n e s,  C:  M et h a n ol, 8 6 3 

D: 2 5 m M tri et h yl a mi n e + 2 5 m M F or mi c a ci d ( p H 4. 1)). Li n e ar gr a di e nt s b et w e e n st e p s 8 6 4 

fr o m:  0  mi n  1 9. 3 % A/ 8 0 % B/ 0. 5 % C/ 0.2 0 % D;  3  mi n  7 3. 6 % A/ 2 5 % B/ 1 % C/ 0. 4 % D;  6  mi n 8 6 5 

8 7. 5 % A/ 1 0 % B/ 1. 5 % C/ 1 % D;   1 5  mi n  6 5 % A/ 0 % B/ 2 5 % C/ 1 0 % D;  h el d  f or  3  min;  2 0  mi n 8 6 6 

1 0 0 % A;  h el d  f or  3  mi n;  2 4  mi n  i s  t h e  st arti n g  c o m p o siti o n,  a n d e q uili br ati o n  b et w e e n 8 6 7 

s a m pl e s  i s  1 0  mi n.  M G D G  w a s  c oll e ct e d  b et w e e n  5. 3  a n d  6. 2  mi n. M G D G  m ol e c ul ar 8 6 8 

s p e ci e s  w er e  s e p ar at e d  b y  H P L C  o n a  T h er m o  S ci e ntifi c  A c c u c or e C 1 8  c ol u m n  ( 1 5 0 8 6 9 

m m  x  3 m m;  2. 6  µ  p arti cl e  si z e),   a c c or di n g  t o  ( Y a m a u c hi  et  al.,  1 9 8 2)  e x c e pt  t h at  t h e 8 7 0 

fl o w r at e w a s 0. 3 5 ml/ mi n f or 3 5 mi n ut e s. Vi al s a m pl er w a s m ai n t ai n e d at 2 0 ° C a n d t h e 8 7 1 

c ol u m n  c o m p art m e nt  at  3 5 ° C.  S a m pl e s  w er e  i nj e ct e d  i n  8- 1 5  µ L  m e t h a n ol  a n d 8 7 2 
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c o nt ai n e d 5 0 0 0- 2 0 0 0 0 C P M. T o m e a s ur e r a di o a cti vit y t h e c ol u m n e l u e nt fl o w e d i nt o a 8 7 3 

L a b L o gi c  β- R a m  6  fl o w  li q ui d  s ci nt ill ati o n  d et e ct or,  fl o w  c ell  v ol u m e  s et  at  3 0 0  µ L, 8 7 4 

el u a nt: s ci ntill ati o n c o c kt ail ( L a b L o gi c Fl o L o gi c- U) r ati o w a s 1 : 3, wit h a r e si d e n c e ti m e of 8 7 5 

1 2. 9  s.  L a ur a  6. 0. 1. 4 0  s oft w ar e w a s  u s e d  t o  a c q uir e  a n d  pr o c e s s   t h e 1 4 C  d at a.    T o 8 7 6 

c o nfir m t h e i d e ntit y of l a b el e d m ol e c ul ar s p e ci e s, e a c h fr a cti o n w a s c oll e ct e d, c o n v ert e d 8 7 7 

t o F A M E a s a b o v e, a n d s e p ar at e d b y ar g e nt ati o n T L C a s i n ( B at e s et al., 2 0 0 9). 8 7 8 

 8 7 9 

D at a a n al y si s 8 8 0 

  All  c al c ul ati o n s  fr o m  r a w  d at a  w er e  d o n e  i n  Mi cr o s oft  E x c el.  Gr a p hi n g  a n d 8 8 1 

st ati sti c al a n al y si s d o n e wit h  Gr a p h P a d Pri s m v er si o n 7. 0 5. 8 8 2 

 8 8 3 

A c c e s si o n N u m b er s 8 8 4 

At W RI 1,  A T 3 G 5 4 3 2 0;  At D G A T 1,  A T 2 G 1 9 4 5 0;  Si O L E O SI N;  E U 9 9 9 1 5 8;  At F A D 2, 8 8 5 

A T 3 G 1 2 1 2 0;  At F A D 3,  A T 2 G 2 9 9 8 0;  At L P C A T 1,  A T 1 G 1 2 6 4 0;  At L P C A T 2,  A T 1 G 6 3 0 5 0; 8 8 6 

At P A H 1,  A T 3 G 0 9 5 6 0;  At P A H 2,  A T 5 G 4 2 8 7 0;  At P D A T 1,  A T 5 G 1 3 6 4 0;  At R O D 1, 8 8 7 

A T 3 G 1 5 8 2 0; At T G D 1, A T 1 G 1 9 8 0 0. 8 8 8 

 8 8 9 

S u p pl e m e nt al D at a 8 9 0 

S u p pl e m e nt al Fi g ur e S 1. St er e o c h e mi c al f att y a ci d c o m p o siti o n of M G D G a n d D G D G 8 9 1 

fr o m W T a n d H O l e a v e s.  8 9 2 

S u p pl e m e nt al Fi g ur e S 2. T ot al i n c or p or ati o n of [ 1 4 C] a c et at e i nt o W T a n d H O l e a v e s. 8 9 3 

S u p pl e m e nt al Fi g ur e S 3 . I niti al i n c or p or ati o n of n a s c e nt [1 4 C] a c et at e l a b el e d f att y a ci d s 8 9 4 

i nt o li pi d s, n o n- n or m ali z e d. 8 9 5 

S u p pl e m e nt al Fi g ur e S 4. E x a m pl e of 1 4 C- M G D G m ol e c ul ar s p e ci e s a n al y si s. 8 9 6 

S u p pl e m e nt al Fi g ur e S 5. L a b el e d M G D G m ol e c ul ar s p e ci e s fr o m 3 0 a n d 1 2 0 mi n ut e 8 9 7 

c o nti n u o u s [ 1 4 C] a c et at e l a b eli n g. 8 9 8 

S u p pl e m e nt al  Fi g ur e  S 6.   L a b el e d  M G D G  m ol e c ul ar  s p e ci e s  fr o m  0  a n d  2 2  h o ur s 8 9 9 

p ul s e- c h a s e [ 1 4 C] a c et at e l a b eli n g. 9 0 0 

 9 0 1 

A C K N O W L E D G E M E N T S  9 0 2 

W e t h a n k B ei D o n g f or t e c h ni c al s u p p ort. 9 0 3 
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 9 0 4 

 9 0 5 

 9 0 6 

 9 0 7 

T A B L E S 9 0 8 

 9 0 9 

  P C  P E  P G  M G D G  D G D G  D A G  T A G 

W T 
1 8. 5 9 ± 

2. 9 7 
1. 5 3 ± 
0. 1 7 

0. 3 1 ± 
0. 0 0 4 

1 6. 4 9 ± 
1. 7 9 

0. 2 8 ± 
0. 0 0 0 1 

2. 0 8 ± 0. 3 5  0. 1 4 ± 0. 0 1 

        

H O  1 7. 2 ± 1. 7 
1. 0 4 ± 
0. 1 3 

* 0. 1 6 ± 
0. 0 2 

* 3. 3 6 ± 
0. 5 9 

* 0. 1 1 ± 
0. 0 1 

1. 5 7 ± 0. 3 7 
* 1 6. 6 8 ± 

2. 8 3 
        

p-
v al u e 

0. 7 2 3 4  0. 1 4 4 4  0. 0 2 6 3  0. 0 1 9 9  0. 0 0 7 5  0. 4 2 1 2  0. 0 2 8 1 

        
F. C.     - 1. 9  - 4. 9  - 2. 5   1 1 9. 1 

 9 1 0 

T a bl e  1.  I niti al  r at e s  of  n a s c e n t  f att y  a ci d  i n c or p or ati o n  i nt o  i n di vi d u al  li pi d 9 1 1 

cl a s s e s. 9 1 2 

R at e s i n D P M µ c hl or o p h yll - 1 mi n- 1 ar e t h e sl o p e b e st fit ± S E fr o m t h e li n e ar r e gr e s si o n 9 1 3 

of t h e fir st 1 0 mi n ut e s of [ 1 4 C] a c et at e l a b eli n g fr o m Fi g. 5. T h e p- v al u e s i n di c at e if t h e 9 1 4 

sl o p e s ar e si g nifi c a ntl y diff er e nt ( p- v al u e < 0. 0 5), t h o s e t h at  ar e si g nifi c a nt ar e m ar k e d 9 1 5 

wit h  a n  a st eri s k.  T h e  f ol d  c h a n g e  ( F. C.)  f or  li pi d s  wit h  si g nif i c a ntl y  diff er e nt  r at e s  ar e 9 1 6 

i n di c at e d. 9 1 7 

 9 1 8 

S a m pl es: 
W T 3 0 
mi n 

H O 3 0 
mi n 

H O % of 
W T D P M 

W T 1 2 0 
mi n 

H O 1 2 0 
mi n 

H O % of 
W T D P M 

A v e. t ot al D P M/ µ g c hl 3 3 5. 2  8 6. 7    2 0 6 6. 4  6 4 6. 6   

E u k ar y oti c pr o p orti o n 
D P M/ µ g c hl 

9. 6 % 
3 2. 2 

2 0. 9 % 
1 8. 1 

 
5 6. 3 % 

1 1. 4 % 
2 3 4. 5 

2 5 % 
1 6 1. 7 

 
6 9 % 

Pr o k ar y oti c pr o p orti o n 
D P M/ µ g c hl 

9 0. 4 % 
3 0 3. 0 

7 9. 1 % 
6 8. 2 

 
2 2. 6 % 

8 8. 6 % 
1 8 3 1. 9 

7 5 % 
4 8 4. 6 

 
2 6. 5 % 

 9 1 9 

T a bl e 2. A c yl fl u x i nt o e u k ar y oti c a n d pr o k ar y oti c m ol e c ul ar s p e ci e s of M G D G  9 2 0 

T h e a v er a g e t ot al M G D G D P M/ µ g c hl at 3 0 a n d 1 2 0 mi n i s fr o m Fi g . 5. T h e pr o p orti o n 9 2 1 

of e u k ar y oti c a n d pr o k ar y oti c m ol e c ul ar s p e ci e s ar e fr o m S u p pl e m e nt al Fi g ur e S 5. T h e 9 2 2 

D P M/ µ g c hl of e u k ar y oti c a n d pr o k ar y oti c M G D G m ol e c ul ar s p e ci e s  ar e c al c ul at e d fr o m 9 2 3 
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t h e  t ot al  l a b el  a n d  t h e  r el ati v e  pr o p orti o n  of  e a c h.  T h e  “ H O  % of W T D P M” i s t h e 9 2 4 

a m o u nt  of  H O  e u k ar y oti c  or  pr o k ar y oti c  M G D G  a s  c o m p ar e d  t o  t h e W T  at  e a c h  ti m e 9 2 5 

p oi nt. 9 2 6 

 9 2 7 

 9 2 8 

 9 2 9 

 9 3 0 

S a m pl es:  W T 0 hr  W T 2 2 hr 
0- 2 2 hr 

F. C. 
H O 0 hr  H O 2 2 hr 

0- 2 2 hr 
F. C. 

E u k ar y oti c pr o p orti o n 
Pr o k ar y oti c pr o p orti o n 

1 2. 8 % 
8 7. 2 % 

3 8. 6 % 
6 1. 4 % 

3. 0 
0. 7 

2 0. 4 % 
7 9. 5 % 

3 1. 5 % 
6 8. 5 % 

1. 5 
0. 8 6 

 9 3 1 

T a bl e 3. C h a n g e i n M G D G e u k ar y oti c a n d pr o k ar y oti c m ol e c ul ar s p e ci e s o v er t h e 9 3 2 

[1 4 C] a c et at e  p ul s e- c h a s e.   T h e  pr o p orti o n  of  e u k ar y oti c  a n d  pr o k ar y oti c  m ol e c ul ar 9 3 3 

s p e ci e s ar e fr o m S u p pl e m e nt al  Fi g ur e S 6. F. C., f ol d- c h a n g e.  9 3 4 

 9 3 5 

Fi g ur e L e g e n d s 9 3 6 

 9 3 7 

Fi g ur e 1. M o d el of l e af li pi d p at h w a y s a n d h y p ot h e s e s f or a c yl fl u x i nt o T A G. 9 3 8 

Pl a sti d  l o c ali z e d  f att y  a ci d  s y nt h e si s  ( F. A. S.)  a n d  c hl or o pl a st   l o c ali z e d  pr o k ar y oti c 9 3 9 

p at h w a y ar e i n t h e gr e e n b o x. A ll ot h er r e a cti o n s r e pr e s e nt e xtr a- pl a sti di al m et a b oli s m. 9 4 0 

Fill e d arr o w h e a d s r e pr e s e nt fl u x of t h e gl y c er ol b a c k b o n e, o p e n  arr o w h e a d s r e pr e s e nt 9 4 1 

a c yl tr a n sf er r e a cti o n s. D a s h e d li n e s a n d b o x e s r e pr e s e nt u n c er t ai nt y i n a c yl fl u x i n H O 9 4 2 

t o b a c c o li n e s, a n d l ar g e bl u e l ett er s r e pr e s e nt 3 h y p ot h e s e s f or alt er e d a c yl fl u x i n H O 9 4 3 

t o b a c c o  li n e s:  A, t h e  u s e  of d e  n o v o   D A G  b y  At D G A T 1  f or  a  K e n n e d y  p at h w a y  T A G 9 4 4 

s y nt h e si s; B , u n c ert ai n q u a ntit ati v e fl u x t hr o u g h a c yl e diti n g t h at aff e ct s i n c or p or ati o n of 9 4 5 

P C- m o difi e d  f att y  a ci d s  i n  T A G;  C,  t h e  u s e  of  a  m e m br a n e  li pi d d eri v e d D A G b y 9 4 6 

At D G A T 1  f or  T A G  s y nt h e si s.  A b br e vi ati o n s:  D A G,  di a c yl gl y c er ol; D G D G, 9 4 7 

di g al a ct o s yl di a c yl gl y c er ol;  G 3 P,  gl y c er ol- 3- p h o s p h at e;  L P A,  l y s o p h o s p h ati di c  a ci d; 9 4 8 

M G D G; m o n o g al a ct o s yl di a c yl gl y c er ol;  P A, p h o s p h ati di c a ci d; P C,  p h o s p h ati d yl c h oli n e; 9 4 9 

P E, p h o s p h ati d yl et h a n ol a mi n e; P G, p h o s p h ati d yl gl y c er ol; T A G, tr i a c yl gl y c er ol.  9 5 0 

 9 5 1 
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Fi g ur e 2. A c c u m ul ati o n of li pi d s i n W T a n d H O l e a v e s. 9 5 2 

T h e  a b u n d a n c e  of  p ol ar  m e m br a n e li pi d s  a n d  n e utr al  li pi d s  i n  l ea v e s  of  8 6- d a y- ol d 9 5 3 

pl a nt s. A, m a s s a b u n d a n c e of e a c h li pi d. B, r ati o of m a s s a b u n d a n c e of li pi d t o P C. W T, 9 5 4 

bl u e.  H O,  r e d.  D at a  i s  a v er a g e  ±  S E M  f or  3- 4  r e pli c at e s.  Si g nif i c a nt  diff er e n c e s  i n  t h e 9 5 5 

H O  li n e  fr o m  t h e  W T  ( St u d e nt’ s t-t e st,  p- v al u e  <  0. 0 5)  ar e  m ar k e d  wit h  a n  a st eri s k. 9 5 6 

A b br e vi ati o n s:  D A G,  di a c yl gl y c er ol;  D G D G,  di g al a ct o s yl di a c yl gl y c er ol;  M G D G; 9 5 7 

m o n o g al a ct o s yl di a c yl gl y c er ol;  P C,   p h o s p h ati d yl c holi n e;  P E,  p h o s p h ati d yl et h a n ol a mi n e; 9 5 8 

P G,  p h o s p h ati d yl gl y c er ol;  PI, p h o s p h ati d yli n o sit ol;  P S,  p h o s p h ati d yl s eri n e;  T A G, 9 5 9 

tri a c yl gl y c er ol. 9 6 0 

 9 6 1 

Fi g ur e 3. F att y a ci d c o m p o siti o n of W T a n d H O l e af li pi d s. 9 6 2 

W ei g ht p er c e nt f att y a ci d c o m p o s iti o n of li pi d cl a s s e s i s ol at e d fr o m l e a v e s of 8 6- d a y- ol d 9 6 3 

pl a nt s.  A,  t ot al  l e af  e xtr a ct.  B,  T A G.  C,  P C.  D,  M G D G.  A b br e vi a ti o n s  a s  i n  t e xt.  W T, 9 6 4 

bl u e.  H O,  r e d.  D at a  i s  a v er a g e  ±  S E M  f or  3- 4  r e pli c at e s.  Si g nif i c a nt  diff er e n c e s  i n  t h e 9 6 5 

H O  li n e  fr o m  t h e  W T  ( St u d e nt’ s t-t e st,  p- v al u e  <  0. 0 5)  ar e  m ar k e d  wit h  a n  a st eri s k. 9 6 6 

A b br e vi ati o n s:  P C,  p h o s p h ati d yl c h oli n e;  M G D G,  m o n o g al a ct o s yl di a c yl gl y c er ol;  T A G, 9 6 7 

f att y a ci d s, # c ar b o n s: # d o u bl e b o n d s, d #, d elt a d o u bl e b o n d p o siti o n. 9 6 8 

 9 6 9 

Fi g ur e 4. I n vitr o a s s a y of t h e K e n n e d y p at h w a y i n l e af mi cr o s o m e s. 9 7 0 

A s s a y c o n diti o n s: 1 0 0 u g of l e af mi cr o s o m al pr ot ei n, 1 2. 5 n m ol e  [1 4 C] G 3 P + 2 5 n m ol e 9 7 1 

of  1 8: 1- C o A,  i n c u b at e d  f or  1 5  or   6 0  mi n.  F or  e a c h  li n e  a n d  a s s ay  l e n gt h,  d at a  i s  t h e 9 7 2 

a v er a g e  a n d  S E M  of  3  r e pli c at e s. A b br e vi ati o n s:  D A G,  di a c yl gl y c er ol;  L P A, 9 7 3 

l y s o p h o s p h ati di c  a ci d;  P A,  p h o sp h ati di c  a ci d;  M A G,  m o n o a c yl gl y c er ol;  T A G, 9 7 4 

tri a c yl gl y c er ol. 9 7 5 

 9 7 6 

Fi g ur e  5.  I niti al  i n c or p or ati o n  of  n a s c e nt  [ 1 4 C] a c et at e  l a b el e d  f att y  a ci d s  i nt o 9 7 7 

li pi d s.  9 7 8 

A- B,  m aj or  l a b el e d  li pi d s  fr o m  c o nti n u o u s  [ 1 4 C] a c et at e  l a b eli n g  f or  3- 1 2 0  mi n  i n  l e af 9 7 9 

di s k s of 6 6- d a y- ol d pl a nt s of t h e W T a n d t h e H O li n e. C- D, a n e x p a n d e d vi e w of t h e 0-9 8 0 

3 5 mi n p orti o n of A & B. All d at a p oi nt s ar e a v er a g e a n d S E M of  3 bi ol o gi c al r e pli c at e s. 9 8 1 

A b br e vi ati o n s:  D A G,  di a c yl gl y c er ol;  D G D G,  di g al a ct o s yl di a c yl gl y c er ol;  M G D G; 9 8 2 
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m o n o g al a ct o s yl di a c yl gl y c er ol;  P C,   p h o s p h ati d yl c holi n e;  P E,  p h o s p h ati d yl et h a n ol a mi n e; 9 8 3 

P G,  p h o s p h ati d yl gl y c er ol;  T A G,  tri a c yl gl y c er ol;  D P M,  di si nt e gr a ti o n s  p er  mi n ut e;  c hl, 9 8 4 

c hl or o p h yll.  9 8 5 

 9 8 6 

 9 8 7 

Fi g ur e  6.  R el ati v e  i n c or p or ati o n  of  n a s c e nt  f att y  a ci d s  i nt o  t h e  e u k ar y oti c  a n d 9 8 8 

pr o k ar y oti c  p at h w a y s  of  W T  a n d  H O  l e a v e s.   A,  t h e  W T.  B,  t h e  H O  li n e.  T h e 9 8 9 

e n d o pl a s mi c  r eti c ul u m  ( E R)  l o c ali z e d  li pi d s  ( P C,  P E,  T A G)  a n d  t h e  pl a sti d  l o c ali z e d 9 9 0 

li pi d s  ( P G,  M D G D,  D G D G)  fr o m  Fi g.  5  w er e  a d d e d  t o g et h er,  a n d  t he  r ati o  of  t h e  t w o. 9 9 1 

D A G  w a s  n ot  i n cl u d e d  b e c a u s e  it  c a n  b e  l o c ali z e d  t o  m ulti pl e  c o m p art m e nt s.  All  d at a 9 9 2 

p oi nt s  ar e  a v er a g e  a n d  S E M  of  3  bi ol o gi c al  r e pli c at e s.  A b br e vi a ti o n s:  D P M, 9 9 3 

di si nt e gr ati o n s p er mi n ut e; c hl, c hl or o p h yll. 9 9 4 

 9 9 5 

Fi g ur e  7.  R e gi o c h e mi c al  a n al y si s of  i niti al  i n c or p or ati o n  of  n a s c e nt  [ 1 4 C] a c et at e 9 9 6 

l a b el e d f att y a ci d s i nt o D A G, P C, a n d T A G. A- B, T A G li p a s e di g e sti o n of D A G fr o m 9 9 7 

t h e W T a n d t h e H O li n e. C- D, p h o s p h oli p a s e A2  di g e sti o n of P C fr o m t h e W T a n d t h e 9 9 8 

H O  li n e s.  E- F,  T A G  li p a s e  di g e sti o n  of  T A G  fr o m  t h e  W T  a n d  t h e H O  li n e.  All  d at a 9 9 9 

p oi nt s ar e a v er a g e a n d S E M of 3 bi ol o gi c al r e pli c at e s. I n A- D, st ati sti c al si g nifi c a n c e of 1 0 0 0 

t h e H O li n e fr o m t h e W T ( St u d e nt’ s t-t e st, p- v al u e < 0. 0 5) i s m ar k e d wit h a n a st eri s k at 1 0 0 1 

e a c h  d at a  p oi nt.  A b br e vi ati o n s: D A G,  di a c yl gl y c er ol;  F F A,  fr e e f att y  a ci d;  M A G, 1 0 0 2 

m o n o a c yl gl y c er ol; P C, p h o s p h ati d yl c h oli n e; T A G, tri a c yl gl y c er ol . 1 0 0 3 

 1 0 0 4 

Fi g ur e  8.  P ul s e- C h a s e  [ 1 4 C] a c et at e  a c c u m ul ati o n  i n  li pi d s  of  t h e  W T  a n d  t h e  H O 1 0 0 5 

li n e.  I n  all  p a n el s  t h e  p ul s e  st art s  at  - 0. 5  h o ur s,  a n d  t h e  c h a s e  start s  at  0  h o ur s.  T h e 1 0 0 6 

l e a v e s  of  7 3- d a y- ol d  pl a nt s  w er e  u s e d  f or  b ot h  pl a nt s.  A- B,  t h e W T a n d t h e H O li n e 1 0 0 7 

d e m o n str ati n g t h e t ot al 1 4 C i n c or p or at e d i nt o t h e li pi d e xtr a ct; t h e e n d o pl a s mi c r eti c ul u m 1 0 0 8 

( E R) l o c ali z e d li pi d s ( P C, P E, T A G) a n d t h e pl a sti d l o c ali z e d l i pi d s ( P G, M D G D, D G D G) 1 0 0 9 

w er e a d d e d t o g et h er, a n d t h e r ati o of t h e t w o. D A G w a s n ot i n cl u d e d b e c a u s e it c a n b e 1 0 1 0 

l o c ali z e d t o m ulti pl e c o m p art m e nt s. All d at a p oi nt s ar e a v er a g e a n d S E M of 3 bi ol o gi c al 1 0 1 1 

r e pli c at e s.  A b br e vi ati o n s: D P M, di si nt e gr ati o n s p er mi n ut e; c hl, c hl or o p h yll. 1 0 1 2 

 1 0 1 3 
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 1 0 1 4 

Fi g ur e 9. P ul s e- C h a s e [ 1 4 C] a c et at e l a b eli n g of a c yl fl u x t hr o u g h t h e li pi d m et a b oli c 1 0 1 5 

n et w or k .  I n  all  p a n el s  t h e  p ul s e  st art s  at  - 0. 5  h o ur s,  a n d  t h e  c h a s e  st art s  at  0  h o ur s. 1 0 1 6 

T h e  l e a v e s  of  7 3- d a y- ol d  pl a nt s w er e  u s e d  f or  b ot h  pl a nt s.  A- B,   a c c u m ul ati o n  of 1 0 1 7 

i n di vi d u al  r a di ol a b el e d  li pi d s  a s  D P M/ µ g  c hl or o p h yll  fr o m  t h e  tot al  l a b el e d  s a m pl e s  i n 1 0 1 8 

Fi g. 8. C- D, t h e l a b el e d li pi d s i n A- B, r e pr e s e nt e d a s a p er c e nt a g e of t h e s u m. All d at a 1 0 1 9 

p oi nt s  ar e  a v er a g e  a n d  S E M  of  3  b i ol o gi c al  r e pli c at e s.    A b br e viati o n s:  D A G, 1 0 2 0 

di a c yl gl y c er ol; D G D G, di g al a ct o s yl di a c yl gl y c er ol; M G D G; m o n o g al a ct o s yl di a c yl gl y c er ol; 1 0 2 1 

P C,  p h o s p h ati d yl c h oli n e;  P E, p h o s p h ati d yl et h a n ol a mi n e;  P G,  p h o s p h ati d yl gl y c er ol; 1 0 2 2 

T A G, tri a c yl gl y c er ol; D P M, di si nt e gr ati o n s p er mi n ut e; c hl, c hl or o p h yll. 1 0 2 3 

 1 0 2 4 

 1 0 2 5 

 1 0 2 6 

 1 0 2 7 



P ar s e d Cit ati o n s

All e n D K ( 2 0 1 6) As s e s si n g c o m p art me nt ali z e d fl u x i n li pi d met a b oli s m wit h i s ot o p e s. Bi o c hi mi c a et Bi o p h ysi c a Act a ( B B A) - M ol e c ul ar
a n d C ell Bi ol o g y of Li pi d s 1 8 6 1: 1 2 2 6- 1 2 4 2

P u b m e d: A ut h or a n d Titl e
G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

All e n D K ( 2 0 1 6) Q u a ntif yi n g pl a nt p h e n ot y p e s wit h i s ot o pi c l a b eli n g & met a b oli c fl u x a n al ysi s. C urr e nt o pi ni o n i n bi ot e c h n ol o g y 3 7: 4 5-
5 2

P u b m e d: A ut h or a n d Titl e
G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

All e n D K, B at e s P D, Tj ell str ö m H ( 2 0 1 5) Tr a c ki n g t h e met a b oli c p ul s e of pl a nt li pi d pr o d u cti o n wit h i s ot o pi c l a b eli n g a n d fl u x a n al ys e s:
P a st, pr e s e nt a n d f ut ur e. Pr o gr e s s i n Li pi d R e s e ar c h 5 8: 9 7- 1 2 0

P u b m e d: A ut h or a n d Titl e
G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

Ari s z S A, H e o J- Y, K o e v o et s I T, Z h a o T, v a n E g m o n d P, M e yer J, Z e n g W, Ni u X, Wa n g B, Mit c h ell- Ol d s T, S c hr a n z M E, T e st eri n k C
( 2 0 1 8) Di a c yl gl yc er ol a c yltr a n sf er a s e 1 c o ntri b ut e s t o fr e e zi n g t ol er a n c e. Pl a nt P h ysi ol o g y 1 7 7: 1 4 1 0- 1 4 2 4

P u b m e d: A ut h or a n d Titl e
G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

B af or M, S mit h M A, J o n s s o n L, St o b art K, St y m n e S ( 1 9 9 1) Ri ci n ol ei c a ci d bi o s y nt h e si s a n d tri a c yl gl yc er ol a s s e m bl y i n mi cr o s o mal
pr e p ar ati o n s fr o m d e v el o pi n g c a st or- b e a n ( Ri ci n u s- c o m m u ni s) e n d o s p er m. Bi o c h e mi c al J o ur n al 2 8 0: 5 0 7- 5 1 4

P u b m e d: A ut h or a n d Titl e
G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

B arr o n E J, St u m pf P K ( 1 9 6 2) F at met a b oli s m i n hi g h er pl a nt s. XI X. T h e bi o s y nt h e si s of tri gl yc eri d e s b y a v o c a d o- me s o c ar p e n z y me s.
Bi o c hi m Bi o p h ys Act a 6 0: 3 2 9- 3 3 7

P u b m e d: A ut h or a n d Titl e
G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e
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