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C hl or o pl a st s ar e of pr o k ar y oti c ori gi n  wit h a d o u bl e- m e m br a n e e n v el o p e s e p ar ati n g pl asti d  m et a b oli s m fr o m t h e c yt o s ol.

E n v el o p e  m e m br a n e pr ot ei n s i nt e gr at e c hl or o pl a st s  wit h t h e c ell, b ut e n v el o p e bi o g e n e sis  m e c h a nis m s r e m ai n el u si v e.  W e

s h o w t h at  m ai z e d ef ecti v e k er n el 5 (d e k 5 ) i s criti c al f or e n v el o p e bi o g e n e si s. A m yl o pl asts a n d c hl or o pl asts ar e l ar g er a n d

r e d u c e d i n n u m b er i n d e k 5 wit h  m ulti pl e ultr a str u ct ur al d ef e ct s. T h e  D E K 5 pr ot ei n i s h o m ol o g o u s t o ri c e S S G 4, Ar a bi d o psis

t h ali a n a E M B 2 4 1 0/ TI C 2 3 6, a n d Es c h eric hi a c oli t a m B. T a m B f u n cti o n s i n b a ct eri al o ut er  m e m br a n e bi o g e n e si s.  D E K 5 i s l o c ali z e d

t o t h e e n v el o p e  wit h a t o p ol o g y a n al o g o u s t o T a m B. I n cr e a s e d l e v el s of s ol u bl e s u g ar s i n d e k 5 d e v el o pi n g e n d o s p er m a n d

el e v at e d o s m oti c pr e s s ur e i n  m ut a nt l e af c ells s u g g e st d ef e cti v e i ntr a c ell ul ar s ol ut e tr a ns p ort. Pr ot e o mi c s a n d a nti b o d y-

b a s e d a n al y s e s s h o w d e k 5 r e d u c e s l e v el s of T o c 7 5 a n d c hl or o pl a st e n v el o p e tr a ns p ort er s.  M or e o v er, d e k 5 c hl or o pl a st s r e d u c e

i n or g a ni c p h o s p h at e u pt a k e  wit h at l e a st a n 8 0 % r e d u cti o n r el ati v e t o n or m al c hl or o pl asts. T h e s e d at a s u g g e st t h at  D E K 5

f u n cti o n s i n pl asti d e n v el o p e bi o g e n e si s t o e n a bl e tr a n s p ort of  m et a b olit e s a n d pr ot ei n s.

I n t r o d u c ti o n
Pl a sti d s a r e e s s e nti al o r g a n ell e s f o r pl a nt s.  Hi g h e r pl a nt s

diff e r e nti at e s p e ci ali z e d pl a sti d s di sti n g ui s h e d b y st r u ct u r e,

pi g m e nt ati o n, a n d f u n cti o n, s u c h a s p h ot o s y nt h eti c c hl o r-

o pl a st s i n l e a v e s a n d st a r c h a c c u m ul ati n g a m yl o pl a st s i n t h e

c e r e al e n d o s p e r m ( J a r vi s a n d L ó p e z-J u e z, 2 0 1 3). Pl a sti d s

o ri gi n at e d t h r o u g h e n d o s y m bi o si s ∼ 1. 5 billi o n y e a r s a g o,

w h e n c y a n o b a ct e ri a  w e r e a c q ui r e d b y e u k a r y oti c c ell s ( Y o o n

et al., 2 0 0 4 ).  E xt a nt c y a n o b a ct e ri a a r e  G r a m  n e g ati v e,  wit h

i n n e r a n d o ut e r pl a s m a  m e m b r a ne s.  C hl o r o pl a st s al s o  h a v e a

d o u bl e- m e m b r a n e st r u ct u r e,  wit h i n n e r a n d o ut e r e n v el o p e s

li k el y c o r r e s p o n di n g t o b a ct e ri al  m e m b r a n e s (G o ul d et al.,

2 0 0 8 ; G r o s s a n d  B h att a c h a r y a, 2 0 0 9 ).  T h e v a st  m aj o rit y of

c hl o r o pl a st p r ot ei n s a r e n u cl e a r e n c o d e d, s y nt h e si z e d o n c yt o-

s oli c ri b o s o m e s, a n d i m p o rt e d i nt o pl a sti d s p o st-t r a n sl ati o n all y

(J a r vi s, 2 0 0 8).  T h e s e p r e c u r s o r s a r e i m p o rt e d t h r o u g h t h e p r o-

t ei n t r a n sl o c o n s of t h e o ut e r a n d i n n e r c hl o r o pl a st e n v el o p e

m e m b r a n e s, t e r m e d  T O C a n d  TI C, r e s p e cti v el y ( K e e g st r a a n d

Cli n e, 1 9 9 9 ; Cli n e a n d  D a b n e y- S mit h, 2 0 0 8 ).

T h e pl a sti d h a s a  m aj o r r ol e i n p ri m a r y  m et a b oli s m ( B o w s h e r

a n d  T o bi n, 2 0 01 ).  T r a n s p o rt of s ol ut e s a n d  m et a b olit e s a c r o s s

t h e e n v el o p e i s i m p o rt a nt t o i nt e g r at e c hl o r o pl a st  m et a b oli s m

wit h t h e c yt o s ol a n d ot h e r c ell ul a r o r g a n ell e s.  C hl o r o pl a st e n-

v el o p e s e x c h a n g e i o n s, c a r b o h y d r at e s, n u cl e oti d e s, a n d a mi n o

a ci d s t o s u p p o rt  m et a b oli c p at h w a y s i n  w hi c h t h e c hl o r o pl a st

h a s u ni q u e e n z y m ati c a cti viti e s ( Bl o c k et al., 2 0 0 7 ; F a c c hi n elli

a n d  W e b e r, 2 011 ).

T h e i n n e r e n v el o p e h a s  m ulti pl e s ol ut e t r a n sl o c at o r s a n d i s

c o n si d e r e d t h e p ri m a r y  m et a b olit e p e r m e a bilit y b a r ri e r ( Fl ü g g e,

1 9 9 9; Fi s c h e r, 2 011 ). I n n e r e n v el o p e t r a n sl o c at o r s a r e i nt e g r al

m e m b r a n e p r ot ei n s  wit h t w o p at h w a y s f o r i n s e rti o n.  D u ri n g

p r ot ei n i m p o rt, s o m e i n n e r e n v el o p e  m e m b r a n e (I E M) p r ot ei n s

a r e t r a n sf e r r e d t o t h e  m e m b r a n e t h r o u g h a st o p-t r a n sf e r

m e c h a ni s m.  Ot h e r I E M p r ot ei n s c o m pl et e i m p o rt i nt o t h e

st r o m a a n d a r e i n s e rt e d si mil a r t o p o stt r a n sl ati o n al t r a n sl o c a-

ti o n of s e c r et e d b a ct e ri al p r ot ei n s (Li a n d S c h n ell, 2 0 0 6 ; T ri p p

et al., 2 0 0 7 ; Vi a n a et al., 2 01 0 ).

T h e o ut e r e n v el o p e i s t h o u g ht t o b e p e r m e a bl e t o s ol ut e s

of <1 0 k D,  w hi c h i s si mil a r t o o ut e r  m e m b r a n e s of  G r a m-

n e g ati v e b a ct e ri a ( Fl ü g g e a n d B e n z, 1 9 8 4 ). P o ri n s f a cilit at e t hi s

n o n s p e cifi c diff u si o n of s m all s ol ut e s i n  G r a m- n e g ati v e b a ct e ri a

(Ni k ai d o, 1 9 9 4 ).  M a n y c hl o r o pl a st o ut e r e n v el o p e p r ot ei n s

( O E P s) h a v e a β - b a r r el st r u ct u r e si mil a r t o p o ri n s a n d  w e r e
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h y p ot h e si z e d t o f a cilit at e n o n s p e cifi c diff u si o n; h o w e v e r, bi o-

c h e mi c al a n al y s e s s h o w  m o r e s el e cti v e t r a n s p o rt. P e a  O E P 21

t r a n s p o rt s Pi, t ri o s e p h o s p h at e s, a n d 3- p h o s p h o gl y c e r at e s

(H e m ml e r et al., 2 0 0 6 ).  O E P 2 4 all o w s diff u si o n of t ri o s e p h o s-

p h at e s, di c a r b o x yli c a ci d s, c h a r g e d a mi n o a ci d s,  A T P, a n d P i

(P o hl m e y e r et al., 1 9 9 8 ).  O E P 4 0 i s p e r m e a bl e t o gl u c o s e, gl u c o s e-

1- p h o s p h at e, a n d gl u c o s e- 6- p h o s p h at e ( H a r s m a n et al., 2 01 6 ).

O E P1 6 a n d  O E P 3 7 a r e s el e cti v e f o r a mi n o a ci d s a n d p e pti d e s a n d

e v e n h a v e ti s s u e s p e cifi c e x p r e s si o n p att e r n s ( P o hl m e y e r et al.,

1 9 9 7; G o et z e et al., 2 0 0 6 ; P u d el s ki et al., 2 01 2 ).  T h u s,  O E P

c h a n n el s st u di e d s o f a r s h o w s p e cifi cit y f o r di sti n ct  m et a b olit e s,

c h all e n gi n g t h e n oti o n t h at t h e o ut e r e n v el o p e i s a n o n s p e cifi c

m ol e c ul a r si e v e.

R el ati v el y littl e i s k n o w n a b o ut t h e bi o g e n e si s p at h w a y s of

β - b a r r el  O E P s (H u a n g et al., 2 011 ). I n  G r a m- n e g ati v e b a ct e ri a,

m o st β - b a r r el o ut e r  m e m b r a n e p r ot ei n s r e q ui r e t h e β - b a r r el

a s s e m bl y  m a c hi n e r y ( β - B A M) f o r c o r r e ct f ol di n g ( H a g a n et al.,

2 011 ; S el k ri g et al., 2 01 4 ).  T h e t r a n sl o c ati o n a n d a s s e m bl y

m o d ul e ( T A M) i s al s o i m p o rt a nt f o r b a ct e ri al o ut e r  m e m b r a n e

bi o g e n e si s.  T A M i s c o m p o s e d of  T a m A, l o c ali z e d t o t h e o ut e r

m e m b r a n e, a n d  T a m B, l o c ali z e d t o t h e i n n e r  m e m b r a n e ( S el k ri g

et al., 2 01 2 ).  T a m  m ut ati o n s i n diff e r e nt b a ct e ri al s p e ci e s c a n

alt e r  m e m b r a n e  m o r p h ol o g y o r bl o c k s e c r eti o n of t o xi n s

(S el k ri g et al., 2 01 2 ; S h e n et al., 2 01 4 ; I q b al et al., 2 01 6). P h yl o-

g e n eti c a n al y si s s h o w e d t h at  T a m A i s r e st ri ct e d t o P r ot e o b act eri a ,

w h e r e a s  T a m B i s  wi d el y di st ri b ut e d a c r o s s  G r a m- n e g ati v e b a c-

t e ri a (H ei n z et al., 2 01 5 ). I n B or reli a b ur g d orfe ri ,  T a m B i nt e r a ct s

wit h a B A M s u b u nit, s u g g e sti n g t h at  T a m B p a rti ci p at e s i n a s-

s e m bl y of β - b a r r el p r ot ei n s t h r o u g h  m ulti pl e o ut e r  m e m b r a n e

p r ot ei n a s s e m bl y  m a c hi n e ri e s ( I q b al et al., 2 01 6).

H e r e,  w e s h o w t h at t h e  m ai z e defecti v e k er nel 5 (d e k 5 ) m ut a nt

h a s pl a sti d di vi si o n d ef e ct s t h at di s r u pt e n d o s p e r m st a r c h a c-

c u m ul ati o n.  M ut a nt d e k 5 s e e dli n g l e a v e s h a v e f e w e r a n d l a r g e r

c hl o r o pl a st s  wit h d ef e ct s i n c hl o r o pl a st  m e m b r a n e s.  M ol e c ul a r

i d e ntifi c ati o n of t h e d e k 5 l o c u s d e m o n st r at e d t h at it e n c o d e s a

p r e di ct e d  T a m B h o m ol o g u e.  C o nt r a r y t o a p ri o r r e p o rt f o r t h e

ri c e  D E K 5 o rt h ol o g u e ( M at s u s hi m a et al., 2 01 4 ), t h e  m ai z e  D E K 5

p r ot ei n i s l o c ali z e d t o t h e c hl o r o pl a st e n v el o p e  wit h a n al o g o u s

t o p ol o g y t o  T a m B a n d t h e A r a bi d o psis t h ali a n a D E K 5 o rt h ol o g u e

(C h e n et al., 2 01 8 ).  T h e d e k 5 m ut a nt alt e r s e n v el o p e ult r a st r u c-

t u r e, r e d u c e s  O E P a c c u m ul ati o n, alt e r s i n n e r e n v el o p e p r ot ei n

l e v el s, a n d bl o c k s Pi u pt a k e.  T h e s e d at a s u g g e st t h at D e k 5 h a s a

r ol e i n pl a sti d e n v el o p e bi o g e n e si s a n d ill u st r at e t h e i m p o rt a n c e

of s el e cti v e s ol ut e t r a n s p o rt a c r o s s t h e pl a sti d e n v el o p e.

R e s ul t s
St a r c h a c c u m ul ati o n d ef e c t s i n d e k 5 k er n el s

T h e  M ai z e  G e n eti c s  C o o p e r ati v e St o c k  C e nt e r  m ai nt ai n s si x

m ut a nt all el e s of t h e r e c e s si v e d e k 5 l o c u s: d e k 5- N 8 7 4 A , d e k 5- N 9 61 ,

a n d d e k 5- N1 3 3 9 A i s ol at e d f r o m et h yl  m et h a n e s ulf o n at e  m ut a-

g e n e si s; d e k 5- P S 2 5 a n d d e k 5- M S 3 3 i s ol at e d f r o m a R o b e rts o n ’s

M ut at or t r a n s p o s o n-t a g gi n g p o p ul ati o n, a n d t h e s p o nt a n e o u s

d e k 5- Bri g gs all el e i s ol at e d at a c o m m e r ci al b r e e di n g c o m p a n y

(N e uff e r a n d S h e ri d a n, 1 9 8 0 ; S c a nl o n et al., 1 9 9 4 ; S a c h s, 2 0 0 9 ).

At  m at u rit y, e a c h all el e c o n diti o n s s h r u n k e n o r c oll a p s e d e n-

d o s p e r m,  w hil e e m b r y o d e v el o p m e nt i s f r e q u e ntl y n o r m al

(Fi g. 1  A ).  A m o n g t h e all el e s, d e k 5- Bri g gs a n d d e k 5- N1 3 3 9 A h a v e

m o r e s e v e r e p h e n ot y p e s.  T h e vi s u al p h e n ot y p e of  m at u r e k e r-

n el s r e s e m bl e s t h at of b rittl e1 (bt1 ), b rittl e 2 (bt 2 ), a n d s hr u n ke n 2

(s h 2)  m ut a nt s bl o c k e d i n st a r c h bi o s y nt h e si s ( Fi g. 1 B ).  U nl e s s

n ot e d, d e k 5- M S 3 3 w a s u s e d f o r p h e n ot y p e a n al y si s.

N e a r-i nf r a r e d r efl e ct a n c e s p e ct r o s c o p y a n al y s e s of  m at u r e

k e r n el s i n di c at e d d e k 5 m ut a nt s h a v e r e d u c e d st a r c h a n d i n-

c r e a s e d oil c o nt e nt c o m p a r e d  wit h n o r m al si bli n g s ( Fi g. 1  C ).  T h e

d e k 5 st a r c h d efi ci e n c y i s a p p a r e nt i n d e v el o pi n g e n d o s p e r m at

1 2 d aft e r p olli n ati o n ( D A P) a n d e xt e n d s t o  m at u rit y ( Fi g. 1  D ).

H a n d s e cti o n s of d e v el o pi n g k e r n el s h a d u n e v e n st a r c h st ai ni n g,

e v e n t h o u g h  m ut a nt s e nl a r g e d t o a si mil a r e xt e nt a s n o r m al

si bli n g s ( Fi g. 1 E ). Li k e bt1 , bt 2 , a n d s h 2, t h e d e k 5 e n d o s p e r m

c oll a p s e s a s  m at u r e k e r n el s d r y d o w n.  R el ati v e z ei n c o nt e nt,

p a rti c ul a rl y α - z ei n, i s al s o r e d u c e d i n d e k 5 m ut a nt s ( Fi g. 1 F ).

B ot h bt1 a n d bt 2 h a v e r e d u c e d z ei n c o nt e nt a s s o ci at e d  wit h r e-

d u c e d st a r c h ( L e e a n d  T s ai, 1 9 8 4 ).

S ol u bl e s u g a r l e v el s a r e c o n si st e nt  wit h r e d u c e d a c c u m ul a-

ti o n of st a r c h.  At 2 0 a n d 2 4  D A P, d e k 5 e n d o s p e r m h a s el e v at e d

l e v el s of s u c r o s e, gl u c o s e, a n d  m alt o s e a s  w ell a s hi g h e r l e v el s of

A D P- gl u c o s e at 2 4  D A P ( Fi g. 1  G ). S u c r o s e, gl u c o s e, a n d  A D P-

gl u c o s e a r e s ol u bl e p r e c u r s o r s of st a r c h.  O n a f r e s h  w ei g ht b a si s,

s u c r o s e a n d gl u c o s e a r e el e v at e d si mil a rl y i n d e k 5 , s h 2, a n d bt1

wit h d e k 5 s u c r o s e a n d gl u c o s e b ei n g 4. 2-f ol d a n d 3. 4-f ol d hi g h e r

t h a n n o r m al si bli n g s, r e s p e cti v el y (T o bi a s et al., 1 9 9 2 ).  T h e

hi g h e r l e v el s of  A D P- gl u c o s e i n d e k 5 a r e si mil a r t o s h 2; bt1 d o u bl e

m ut a nt s ( S h a n n o n et al., 1 9 9 6 ).

E n d o s p e r m st a r c h g r a n ul e s h a v e a n o r m al di a m et e r at 1 2  D A P

b ut i n c r e a s e si g nifi c a ntl y i n d e k 5 at 2 4  D A P ( Fi g. 2,  A a n d B ).

M at u r e e n d o s p e r m g r a n ul e si z e i s 2 0 % l a r g e r i n d e k 5 (Fi g. 2  C ).

R e d u c e d t ot al st a r c h c o n c o mit a nt  wit h i n c r e a s e d g r a n ul e si z e

i m pli e s d e k 5 e n d o s p e r m a c c u m ul at e s f e w e r g r a n ul e s t h a n

n o r m al.

T h e a v e r a g e c h ai n l e n gt h di st ri b uti o n of t h e a m yl o p e cti n

c o m p o n e nt of e n d o s p e r m st a r c h  w a s d et e r mi n e d aft e r e n z y-

m ati c all y c o n v e rti n g t h e b r a n c h e d p ol y m e r t o a p o p ul ati o n of

li n e a r α (1→ 4)-li n k e d gl u c a n c h ai n s.  T h e f r e q u e n c y of e a c h

l e n gt h f r o m 6 t o 4 4 gl u c o s yl u nit s i s e s s e nti all y i d e nti c al i n

d e k 5 a n d  n o r m al si bli n g s ( Fi g. 2  D ).  D e s pit e e nl a r g e d g r a n ul e s,

t h e r e i s  n o a p p a r e nt c h a n g e i n a s s e m bl y of s e mi c r y st alli n e

a m yl o p e cti n.

C hl or o pl a st d ef e c t s i n d e k 5 pl a nt s

D e p e n di n g u p o n t h e all el e, 5 – 4 0 % of d e k 5 k e r n el s g e r mi n at e a n d

s e e dli n g s h a v e n o n cl o n al,  w hit e v a ri e g ati o n.  M ut a nt s e e dli n g s

a r e st u nt e d at 7 d aft e r s o wi n g ( D A S) a n d u s u all y di e i n 2 – 3 w k

(Fi g. 3  A ).  M o1 7 a n d  W 2 2 g e n eti c b a c k g r o u n d s e n h a n c e d e k 5 ,

r e s ulti n g i n a n e a rl y e m pt y p e ri c a r p k e r n el, l o w e r g e r mi n ati o n,

a n d  m o r e s e v e r e s e e dli n g p h e n ot y p e s.  T h e d e k 5- Bri g gs all el e  w a s

t h e  m o st s e v e r el y  m o difi e d ( Fi g. S1  A). B y c o nt r a st, i nt r o g r e s si o n

of d e k 5 i nt o B 7 3 i m p r o v e d g r ai n-fill, g e r mi n ati o n, a n d  miti g at e d

s e e dli n g l et h alit y ( Fi g. S1 B).  T h e  mil d d e k 5- M S 3 3 all el e c o ul d

c o m pl et e a lif e c y cl e t o p r o d u c e all  m ut a nt k e r n el s ( Fi g. S1  C).

T h e p al e g r e e n, v a ri e g at e d de k 5 l e a v e s a r e d u e t o  m ulti pl e

c hl o r o pl a st a b n o r m aliti e s. P h ot o s y nt h eti c pi g m e nt s a n d s u b-

u nit s of t h e el e ct r o n t r a n s p o rt c h ai n a r e r e d u c e d ( Fi g. 3, B a n d

C ). L e af p r ot o pl a st s s h o w e d d e k 5 m ut a nt s h a v e l a r g e r a n d f e w e r
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c hl o r o pl a st s c o m p a r e d  wit h n o r m al si bli n g s; a s u b s et of  m ut a nt

c ell s h a v e o n e c hl o r o pl a st o r n o c hl o r o pl a st s ( Fi g. 3  D ).  Z- st a c k

i m a gi n g of c hl o r o p h yll fl o r e s c e n c e s h o w e d d e k 5 p r ot o pl a st s h a v e

7. 5-f ol d f e w e r c hl o r o pl a st s  wit h a 6. 6-f ol d i n c r e a s e i n c hl o r o pl a st

v ol u m e ( Fi g. 3, E a n d F ; a n d  Vi d e o 1).

M ut a nt p r ot o pl a st s i s ol at e d i n st a n d a r d b uff e r s h a d a l o w

r e c o v e r y r at e,  w hil e d o u bli n g  m a n nit ol t o  0. 8  M i n c r e a s e d r e-

c o v e r y n e a rl y t w of ol d ( Fi g. 3  G ; St u d e nt’s t t e st, P =  0. 0 2).  T h e

d e k 5 c ell s i s ol at e d i n hi g h o s m oti c b uff e r f r e q u e ntl y c o nt ai n e d

m ulti pl e v a c u ol a r c o m p a rt m e nt s,  w hi c h i s a  m o r p h ol o gi c al

c h a r a ct e ri sti c of a ut o p h a g y o r p r o g r a m e d c ell d e at h ( Fi g. 3  H ;

v a n  D o o r n et al., 2 011 ).  T h e s e d at a s u g g e st t h at d e k 5 c ell s a r e

m o r e li k el y t o l y s e  wit h st a n d a r d b uff e r s a n d h a v e alt e r e d o s-

m oti c p r e s s u r e.

T r a n s mi s si o n E M ( T E M) r e v e al e d  m ulti pl e ult r a st r u ct u r al

d ef e ct s i n d e k 5 c hl o r o pl a st s.  C hl o r o pl a st s i n e x p a n di n g  m ai z e

s e e dli n g l e a v e s d e v el o p i n a g r a di e nt.  At t h e b a s e, diff e r e nti ati n g

pl a sti d s h a v e f e w i nt e r n al  m e m b r a n e s,  w hil e c hl o r o pl a st s at t h e

mi d dl e a n d ti p of t h e l e af h a v e d e v el o p e d t h yl a k oi d s ( P o g s o n

et al., 2 01 5 ). S e cti o n s f r o m t h e b a s e,  mi d dl e, a n d di st al ti p of

d e k 5 s e e dli n g l e a v e s h a d  m u c h l a r g e r  m e s o p h yll c hl o r o pl a st s

wit h si mil a r t h yl a k oi d d e v el o p m e nt t o n o r m al si bli n g s ( Fi g. 4,

Fi g ur e 1. d e k 5 k er n el p h e n o t y p e s. ( A) S a gitt al s e cti o n s of  m at ur e k er n el s f or n or m al ( B 7 3) a n d d e k 5 all el e s i n B 7 3. ( B) A b g er mi n al vi e w of  m at ur e k er n el s f or
n or m al, t hr e e all el e s of d e k 5 , a n d bt1 , bt 2 , a n d s h 2 m ut a nt s. S c al e b ar s ar e 2  m m. ( C) Pr o p orti o n al pi e c h art s of a v er a g e  m at ur e c o m p o siti o n a n d  w ei g ht f or 2 0
k er n el s of d e k 5- M S 3 3 a n d n or m al si bli n g s. P er c e nt oil i s bl a c k; pr ot ei n i s or a n g e; st ar c h i s bl u e; ot h er c o n stit u e nt s ar e  w hit e. ( D) M e a n a n d st a n d ar d d e vi ati o n of
e n d o s p er m st ar c h f or d e k 5 a n d n or m al si bli n g s ( n = 3 bi ol o gi c al r e pli c at e s). d. w., dr y  w ei g ht. ( E) I o di n e st ai n e d s a gitt al s e cti o n s of d e v el o pi n g k er n el s. St ar c h
st ai n s bl a c k. S c al e b ar i s 2  m m. ( F) Z ei n l e v el s d uri n g d e v el o p m e nt a n d at  m at urit y ( M). Pr ot ei n  w a s l o a d e d o n e q u al dr y ti s s u e  w ei g ht. ( G) M e a n a n d st a n d ar d
d e vi ati o n of e n d o s p er m  m et a b olit e s ( n = 3 bi ol o gi c al r e pli c at e s).
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A – F ).  N o r m al c hl o r o pl a st s h a v e t w o t h yl a k oi d c e nt e r s d efi ni n g

t h e l o n g a xi s of t h e o r g a n ell e (Fi g. 4, B a n d  C ). I n d e k 5 , t h e r e a r e

m ulti pl e t h yl a k oi d c e nt e r s a n d a  m o r e s p h e ri c al o r g a n ell e s h a p e

(Fi g. 4, E a n d F ).

C 4 pl a nt s, li k e  m ai z e, l o c ali z e st a r c h bi o s y nt h eti c e n z y m e s

a n d st a r c h g r a n ul e s i n b u n dl e s h e at h c hl o r o pl a st s ( M aj e r a n

et al., 2 0 0 5 ; L e e g o o d, 2 0 0 8 ; W ei s e et al., 2 011 ). L a r g e st a r c h

g r a n ul e s  w e r e o b s e r v e d i n n o r m al b u n dl e s h e at h c hl o r o pl a st s at

t h e ti p of t h e l e af (Fi g. 4 I ).  M ut a nt b u n dl e s h e at h c hl o r o pl a st s

w e r e  m u c h l a r g e r; h o w e v e r, t h e s e c o nt ai n e d  m a n y v e si c ul a r

st r u ct u r e s  wit h a f e w, s m all st a r c h g r a n ul e s ( Fi g. 4 L ). S o m e d e k 5

m e s o p h yll c hl o r o pl a st s al s o h a d st a r c h g r a n ul e s,  w hi c h  w a s n ot

f o u n d i n n o r m al si bli n g s (Fi g. 4 F ).  T h e s e o b s e r v ati o n s s u g g e st

d ef e ct s i n r e g ul ati n g st a r c h s y nt h e si s o r t r a n s p o rti n g fi x e d

c a r b o n t o b u n dl e s h e at h c ell s.

C o n si st e nt  wit h p r ot o pl a st i m a gi n g, d e k 5 m e s o p h yll c hl o r-

o pl a st s h a v e f o u rf ol d l a r g e r c r o s s- s e cti o n al a r e a t h a n n o r m al

(Fi g. 5  A ).  Alt h o u g h t h yl a k oi d g r a n a a p p e a r n o r m al, d e k 5 g r a n a

a r e 4 0 % l a r g e r i n di a m et e r, s u g g e sti n g a hi g h e r p r o p o rti o n of

t h e c hl o r o pl a st d e v el o p s a s t h yl a k oi d (Fi g. 5 B ). St r o m al a r e a i s

t h r e ef ol d l a r g e r i n d e k 5 c hl o r o pl a st s ( Fi g. 5  C ).  C o m p a ri n g t ot al

a n d st r o m al a r e a, t h e f r a cti o n of st r o m a i n d e k 5 i s r e d u c e d b y

2 0 % r el ati v e t o n o r m al ( Fi g. 5  D ).

T h e r ati o of e n v el o p e t o ot h e r c hl o r o pl ast c o m p a rt m e nt s i s al s o

alt e r e d i n de k 5 . T h e c r o ss- s e cti o n al a r e a of t h e c hl o r o pl a st c o ul d b e

m o d el e d a s a n elli p s e f r o m l o n g a n d s h o rt a xi s m e a s u r e m e nt s

(Fi g. 5, E – H ), s u g g e sti n g t h at v ol u m e a n d s u rf a c e a r e a c o ul d b e

m o d el e d as a n elli p s oi d. E sti m at e s f r o m T E M i n di c at e a 1 4. 7-f ol d

i n c r e a s e i n c hl o r o pl a st v ol u m e a n d a n 8. 6-f ol d i n c r e a s e i n st r o m al

v ol u m e, b ut s u rf a c e a r e a o nl y i n c r e a s e s b y 4. 7-f ol d ( Fi g. 5, I – K ).

T h e s u rf a c e a r e a t o v ol u m e r ati o s f o r de k 5 c hl o r o pl a st s o r st r o m a is

r e d u c e d b y t h r e ef ol d o r t w of ol d, r e s p e cti v el y ( Fi g. 5, L a n d  M ).

T h e i n c r e a s e i n t h yl a k oi d wit h c o n c o mit a nt r e d u cti o n s i n

s u rf a c e a r e a s u g g e st s t h at d e k 5 h a s a r el ati v e r e d u cti o n i n

e n v el o p e  m e m b r a n e.

T h e  m o r e s p h e ri c al s h a p e a n d i n c r e a s e d v ol u m e of de k 5

c hl o r o pl a st s i s n ot c o m m o nl y r e p o rt e d i n c hl o r o pl a st di vi si o n

m ut a nt s.  T E M a n al y s e s of di vi si o n  m ut a nt s s h o w fil a m e nt o u s o r

b u c kl e d c hl o r o pl a st s  wit h a r el ati v el y n o r m al s h o rt a xi s ( It o h

et al., 2 0 01 ; Ii a n d  W e b b e r, 2 0 0 5; K a r a m o k o et al., 2 011 ;

K a m a u et al., 2 01 5 ). Fil a m e nt o u s c hl o r o pl a st s  wit h a c o n st a nt

s h o rt a xi s c a n b e r o u g hl y  m o d el e d a s a c yli n d e r, a n d s u rf a c e a r e a

i n c r e a s e s li n e a rl y  wit h i n c r e a s e d v ol u m e i n st e a d of t h e n o n-

li n e a r r el ati o n s hi p f o r elli p s oi d-li k e d e k 5 c hl o r o pl a st s ( Fi g. 5  N ).

B y c o nt r a st, t h e A. t hali a n a tic 4 0 m ut a nt c a u s e s a  m o r e s p h e ri c al

c hl o r o pl a st  wit h a si mil a r l o n g a xi s t o s h o rt a xi s r ati o a s de k 5

(K o v a c h e v a et al., 2 0 0 5 ).  H o w e v e r, o nl y t h e l o n g a xi s of tic 4 0

c hl o r o pl a st s i s r e d u c e d, a n d tic 4 0 h a s p r e di ct e d v ol u m e a n d

s u rf a c e a r e a i n t h e r a n g e of  W T c hl o r o pl a st s ( Fi g. 5  N ). F o r

elli p s oi d- s h a p e d o r g a n ell e s, t h e l o n g / s h o rt a xi s r ati o h a s r el a-

ti v el y littl e i m p a ct o n t h e s u rf a c e a r e a t o v ol u m e r ati o at a gi v e n

v ol u m e ( Fi g. 5  O ). E v e n t h o u g h d e k 5 a n d tic 4 0 h a v e si mil a r

s h a p e s, t h e l o w v ol u m e of tic 4 0 c hl o r o pl a st s r e s ult s i n a t y pi c al

s u rf a c e a r e a t o v ol u m e r ati o ( Fi g. 5  O ).  A c hl o r o pl a st v ol u m e

i n c r e a s e  wit h o ut f o r mi n g fil a m e nt o u s o r b u c kl e d o r g a n ell e s

i n di c at e s a r el ati v e d e c r e a s e i n e n v el o p e.

T E M al s o r e v e al e d a r a n g e of  m e m b r a n e d ef e ct s.  M ut a nt

c hl o r o pl a st s h a d u n u s u al e n v el o p e i n g r o wt h s a s  w ell a s a n e x-

p a n d e d p e ri p h e r al r eti c ul u m ( Fi g. 6,  A – C ; S z c z e p a ni k a n d

S o wi ń s ki, 2 01 4 ). I nt e r n al t h yl a k oi d  m e m b r a n e s a p p e a r e d di s o r-

g a ni z e d i n s o m e c hl o r o pl a st s ( Fi g. 6,  D a n d E ; a n d Fi g. S 2). I n s o m e

c a s e s, i nt e r n al v e si cl e s a n d c o m pl et el y dis o r g a ni z e d pl a sti d s  w e r e

Fi g ur e 2. S t a r c h i n d e k 5 k er n el s. ( A) S c a n ni n g
E M of st ar c h gr a n ul e s i n d e k 5 a n d n or m al si bli n g
e n d o s p er m. ( B) M e a n a n d st a n d ar d d e vi ati o n of
st ar c h gr a n ul e di a m et er fr o m t hr e e s c a n ni n g E M
i m a g e s p er c o n diti o n (n = 3 8 [ d e k 5 1 2  D A P], 7 7
[ n or m al 1 2  D A P], 1 6 [d e k 5 2 4  D A P], a n d 1 1
[ n or m al 2 4  D A P]). ( C) M e a n a n d st a n d ar d d e vi-
ati o n of  m at ur e e n d o s p er m st ar c h gr a n ul e si z e
(n = 4 bi ol o gi c al r e pli c at e s). P arti cl e si z e s < 1 µ m
a n d > 5 0 µ m ar e e x cl u d e d. T h e pl ot a c c o u nt s f or
8 6 % of t ot al p arti cl e s. ( D) M e a n a n d st a n d ar d
d e vi ati o n of a m yl o p e cti n c h ai n-l e n gt h di stri b u-
ti o n (n = 3 bi ol o gi c al r e pli c at e s). B ar s pl ot t h e
diff er e n c e of n or m al  mi n u s  m ut a nt.

Z h a n g e t al. J o ur n al of C ell Bi ol o g y 2 6 4 1

Pl a sti d e n v el o p e bi o g e n e si s i n  m ai z e d e k 5 htt p s:/ / d oi. or g/ 1 0. 1 0 8 3/j c b. 2 0 1 8 0 7 1 6 6

D
o

w
nl

o
a
d
e
d fr

o
m 

htt
p://r

u
pr

ess.
or

g/jc
b/

articl
e-

p
df/

2
1
8/

8/
2
6
3
8/

1
3
8
0
7
9
6/jc

b
_
2
0
1
8
0
7
1
6
6.

p
df 

by 
U
niv

ersity 
Of 

Fl
ori

d
a 

us
er 

o
n 

2
7 

N
ov

e
m
b
er 

2
0
2
0

https://doi.org/10.1083/jcb.201807166


o b s e r v e d ( Fi g. S 2, E a n d F).  T h e  m o r e s e v e r e p h e n ot y p e s  w e r e

o b s e r v e d i m m e di at el y a dj a c e nt t o c ell s  wit h i nt a ct c hl o r o pl a st s

i n di c ati n g t h at t h e d ef e cti v e  m e m b r a n e s a r e u nli k el y t o b e a n

a rtif a ct f r o m fi x ati o n o r s a m pl e p r o c e s si n g.  M ut a nt c hl o r o pl a st s

wit h a l o s s of i nt e r n al c hl o r o p h yll a ut ofl u o r e s c e n c e  w e r e al s o

o b s e r v e d b y l a s e r c o nf o c al s c a n ni n g  mi c r o s c o p y i n 1 6 of 51 d e k 5

p r ot o pl a st s t h at h a d f ull  Z- st a c k i m a gi n g ( Fi g. 6, F – H ; a n d  Vi d e o

1).  T h e d at a i n di c at e t h at d e k 5 h a s pl ei ot r o pi c pl a sti d  m e m b r a n e

bi o g e n e si s d ef e ct s.

D e k 5 i s h o m ol o g o u s t o t a m B

T h e d e k 5 l o c u s  w a s  m a p p e d t o t h e s h o rt a r m of c h r o m o s o m e 3

u si n g B- A t r a n sl o c ati o n s ( N e uff e r a n d S h e ri d a n, 1 9 8 0 ).  W e fi n e-

m a p p e d t h e d e k 5- P S 2 5 all el e t o a g e n o mi c i nt e r v al of 4 6 0 k b p

c o nt ai ni n g 1 3 g e n e  m o d el s i n t h e B 7 3  R ef G e n _ v 3 g e n o m e

a s s e m bl y ( Fi g. 7  A ).  M u- S e q a n al y si s of M ut at o r t r a n s p o s o n

i n s e rti o n s i n d e k 5- P S 2 5 a n d d e k 5- M S 3 3 i d e ntifi e d a n i n s e rti o n

i n  G R M Z M 2 G 0 8 3 3 7 4 (Fi g. 7  B ). T h e r e i s a M u 8- li k e t r a n s p o s o n

i n d e k 5- P S 2 5 a n d a M u1 i n s e rti o n i n d e k 5- M S 3 3 at t h e i d e nti c al

p o siti o n i n e x o n 1, i n di c ati n g t h at t h e s e a r e i n d e p e n d e nt al-

l el e s.  T h e d e k 5- B ri g gs all el e h a s a f r a m e s hift  m ut ati o n  wit h a

si n gl e b a s e i n s e rti o n at e x o n 1 0 t h at r e s ult s i n a d o w n st r e a m

p r e m at u r e t e r mi n ati o n c o d o n.  T w o a d diti o n al M u i n s e rti o n

all el e s f r o m t h e  U nif o r m M u g e n eti c r e s o u r c e f ail e d t o c o m-

pl e m e nt d e k 5- P S 2 5 (Fi g. 7,  C a n d  D ).  M ol e c ul a r i d e ntifi c ati o n

of fi v e  n o n c o m pl e m e nti n g all el e s s h o w s  G R M Z M 2 G 0 8 3 3 7 4 i s

t h e d e k 5 l o c u s.

T h e de k 5 g e n o mi c l o c u s i s p r e di ct e d t o b e a si n gl e- c o p y g e n e

t h at i s > 3 0 k b p.  W e a m plifi e d a n d s e q u e n c e d t h e B 7 3 c D N A t o

v ali d at e t h e p r e di ct e d g e n e  m o d el.  T h e s e q u e n c e d D e k 5 m R N A

Fi g ur e 3. F e w er a n d l ar g e r c hl or o pl a st s i n d e k 5 s e e dli n g l e af c ell s. ( A) R e pr e s e nt ati v e d e k 5 s e e dli n g s. ( B) M e a n a n d st a n d ar d d e vi ati o n of s e e dli n g l e af
p h ot o s y nt h eti c pi g m e nt s ( n = 3 s e e dli n g s). ( C) I m m u n o bl ot s of p h ot o s y nt h eti c s u b u nit s:  O x y g e n e v ol vi n g c o m pl e x 2 3- k D s u b u nit ( O E C 2 3), C yt f, a n d A T P
s y nt h a s e B ( C F 1- β ).  Hi st o n e 3 ( H 3) i s a pr ot ei n-l o a di n g c o ntr ol. L a n e s h a v e 5 µ g of t ot al l e af pr ot ei n  wit h dil uti o n s f or B 7 3. ( D) M e s o p h yll l e af pr ot o pl a st s. S c al e
b ar s r e pr e s e nt 1 0 µ m. ( E) C hl or o pl a st s p er pr ot o pl a st fr o m L C S M Z- st a c k i m a gi n g ( n = 6 4 [ d e k 5 ] a n d 6 0 [ n or m al ( N)] pr ot o pl a st s). Err or b ar s r e pr e s e nt
st a n d ar d d e vi ati o n. ( F) R el ati v e c hl or o pl a st v ol u m e fr o m L C S M Z- st a c k i m a gi n g ( n = 2 9 ( d e k 5 ) a n d 2 9 ( N) pr ot o pl a st s). Err or b ar s r e pr e s e nt st a n d ar d d e vi ati o n.
( G) M e a n a n d st a n d ar d err or of pr ot o pl a st yi el d  wit h i n cr e a s e d  m a n nit ol ( n = 3 t e c h ni c al r e pli c at e s). ( H) d e k 5 pr ot o pl a st s i s ol at e d i n 0. 8  M  m a n nit ol. S c al e b ar s
ar e 1 0 µ m.
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h a s a diff e r e nt st r u ct u r e t h a n  G R M Z M 2 G 0 8 3 3 7 4. It c o n si st s of

2 3 e x o n s  wit h a g e n o mi c t r a n s c ri pti o n al u nit of 3 0, 8 3 3 b p,

w hi c h i s i d e nti c al t o t h e c u r r e nt B 7 3 _ v 4 t r a n s c ri pt  m o d el,

Z m 0 0 0 01 d 0 3 9 61 2 _ T 0 01 ( Fi g. 7 B ). D e k 5 e n c o d e s a p r e di ct e d

p r ot ei n of 2 3 2. 9 k D t h at h a s a n  N-t e r mi n al c hl o r o pl a st t r a n sit

p e pti d e ( T P), a t r a n s m e m b r a n e d o m ai n ( T M D), a n d a  C-t e r mi n al

T a m B d o m ai n, f o r m e rl y  D U F 4 9 0 ( Fi g. 7 E ). I n ri c e, a  mi s s e n s e

m ut ati o n i n t h e D e k 5 o rt h ol o g u e, S u bst a n d ar d St arc h  G r ai n 4

(S S G 4 ), r e s ult s i n e nl a r g e d st a r c h g r a n ul e s a n d c hl o r o pl a st s

si mil a r t o d e k 5 (M at s u s hi m a et al., 2 01 4 ). L o s s of f u n cti o n of t h e

A. t h ali a n a d e k 5 o rt h ol o g u e, e m b 2 41 0 , c a u s e s a n e m b r y o ni c l et h al

p h e n ot y p e,  w hil e  w e a k all el e s ( ti c 2 3 6)  h a v e b e e n r e p o rt e d t o

r e d u c e c hl o r o pl a st p r ot ei n i m p o rt ( C h e n et al., 2 01 8 ).  T h e

D E K 5 d o m ai n st r u ct u r e i s si mil a r t o t h e Es c h e ri c hi a c oli T a m B

Fi g ur e 4. T E M a n al y si s of d e k 5 a n d n or m al si bli n g l e af c hl or o pl a st s. ( A – C) N or m al  m e s o p h yll c ell c hl or o pl a st s. ( D– F) M ut a nt d e k 5 m e s o p h yll c ell
c hl or o pl a st s.  W hit e arr o w s i n di c at e e n v el o p e i n gr o wt h s. Bl a c k arr o w s i n di c at e st ar c h gr a n ul e s. ( G– I) N or m al b u n dl e s h e at h c ell c hl or o pl a st s. (J– L) M ut a nt
b u n dl e s h e at h c ell c hl or o pl a st s. I n all p a n el s, s c al e b ar s ar e 2 µ m, a n d bl a c k arr o w s i n di c at e st ar c h gr a n ul e s.
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(S el k ri g et al., 2 0 1 2 ). P h yl o g e n eti c a n al y si s i n di c at e s t h at

D E K 5 h a s a d diti o n al c o n s e r v e d s e q u e n c e d o m ai n s  wit hi n l a n d

pl a nt s ( M at s u s hi m a et al., 2 0 1 4 ; Fi g s. 8 a n d S 3).

D E K 5 l o c ali z e s t o t h e c hl or o pl a st e n v el o p e

C hl o r o pl a st t a r g eti n g of  D E K 5  w a s t e st e d b y f u si n g t h e 5 9

1, 3 7 4 b p of t h e D e k 5 O R F  wit h E G F P (Fi g. 9,  A a n d B ; a n d Fi g. S 3).

T r a n si e nt e x p r e s si o n of  D E K 5 N- G F P i n Nic oti a n a b e nt h a mi a n a

l e a v e s r e s ult e d i n a p u n ct at e ri n g of  G F P si g n al s u r r o u n di n g r e d

c hl o r o p h yll fl u o r e s c e n c e f r o m t h yl a k oi d  m e m b r a n e s ( Fi g. 9 B ).

T hi s p att e r n i s i d e nti c al t o k n o w n c hl o r o pl a st e n v el o p e  m e m-

b r a n e p r ot ei n s, s u c h a s  C H U P1,  O E P 7,  Ti c 4 0, a n d  Ti c 2 0 ( Oi k a w a

et al., 2 0 0 8 ; B r e u e r s et al., 2 01 2 ; M a c h etti r a et al., 2 01 2 ).  H o w-

e v e r, it c o nt r a st s  wit h st r o m al l o c ali z ati o n r e p o rt e d f o r a dif-

f e ri n g l e n gt h  N-t e r mi n al f r a g m e nt of S S G 4 f u s e d t o  G F P ( Fi g. S 3;

M at s u s hi m a et al., 2 01 4 ).

D el eti o n of t h e p r e di ct e d  T M D s e q u e n c e f r o m  D E K 5 N- G F P

r e s ult e d i n  D E K 5 N Δ T M D- G P F s h o wi n g p u n ct at e di st ri b uti o n of

G F P fl u o r e s c e n c e o v e rl a p pi n g  wit h c hl o r o p h yll fl u o r e s c e n c e,

i n di c ati n g t a r g eti n g t o pl a sti d s (Fi g. 9  C ). F u si n g o nl y t h e  D E K 5

T P a n d  T M D  w a s s uffi ci e nt f o r e n v el o p e l o c ali z ati o n of  G F P

si g n al ( Fi g. 9  D ).  T h e s e r e s ult s s u p p o rt t h e c o n cl u si o n t h at t h e

D E K 5  T M D i s n e c e s s a r y a n d s uffi ci e nt f o r e n v el o p e l o c ali z ati o n.

P ol y cl o n al a nti b o di e s r ai s e d a g ai n st t h e  D E K 5  T a m B d o m ai n

c r o s s- r e a ct  wit h a n ∼ 1 0 0- k D p ol y p e pti d e t h at c o p u rifi e s  wit h

W T c hl o r o pl a st s a s  w ell a s a l a r g e r b a n d i n t ot al l e af p r ot ei n

(Fi g s. 9 E a n d S 4  A). P r ei n c u b ati o n of t h e α - D E K 5 s e r a  wit h t h e

T a m B r e c o m bi n a nt a nti g e n c a u s e s l o s s of t h e 1 0 0- k D si g n al,

s h o wi n g t h at t hi s b a n d i s s p e cifi c f o r t h e  D E K 5 p r ot ei n d e s pit e

mi g r ati n g  m u c h f a st e r t h a n t h e f ull-l e n gt h p r ot ei n ( Fi g. S 4 B).

T h e A. t h ali a n a TI C 2 3 6 o rt h ol o g u e i s e a sil y d e g r a d e d, s u g g e sti n g

t h e  m ai z e si g n al i s a p a rti all y d e g r a d e d p r ot ei n (C h e n et al.,

2 01 8 ).  T h e s p e cifi c α - D E K 5 si g n al i s r e d u c e d i n d e k 5 l e af e x-

t r a ct s, a n d t h e a m o u nt of  D E K 5 p r ot ei n c o r r el at e s  wit h t h e

st r e n gt h of t h e  m ut a nt p h e n ot y p e ( Fi g s. 9 E a n d S 4  C).  T h e s e-

v e r e d e k 5- B ri g gs a n d d e k 5- N1 3 3 9 A all el e s h a v e littl e t o n o

Fi g ur e 5. C hl or o pl a st t r ait s b a s e d o n T E M  m e a s u r e m e nt s . ( A– F) Tr ait s q u a ntifi e d  wit h I m a g eJ. Pl ot s s h o w  m e a n a n d st a n d ar d err or ( n = 3 1 [ d e k 5 ] a n d 3 0
[ n or m al ( N)] c hl or o pl a st s). ( G a n d  H) Cr o s s- s e cti o n al ar e a c al c ul at e d a s a n elli p s e fr o m l o n g a n d s h ort a x e s v er s u s I m a g eJ  m e a s ur e m e nt s. R e gr e s si o n i s  wit h
t h e y i nt er c e pt s et t o z er o. (I– M) C al c ul at e d tr ait s fr o m a n elli p s oi d u si n g t h e l o n g a n d s h ort a x e s. S A, s urf a c e ar e a. ( N a n d  O) C o m p ari s o n of a v er a g e tr ait s f or
d e k 5, n or m al si bli n g s ( m ai z e), t h e A. t h ali a n a ti c 4 0 m ut a nt, a n d  W T C ol u m bi a- O ( Ar a bi d o psis ). Ar a bi d o psis m e a s ur e m e nt s ar e fr o m K o v a c h e v a et al. ( 2 0 0 5) . T h e
d ott e d li n e i n  N i s a c yli n d er  wit h a 2. 2 µ m s h ort a xi s. T h e s oli d li n e s h o w s t h e r el ati o n s hi p f or a s p h er e. I n  O, li n e s s h o w elli p s oi d s urf a c e ar e a/ v ol u m e r ati o s a s
a f u n cti o n of a s p e ct r ati o f or 1 0 µ m 3 ( d ott e d) a n d 1 0 0 µ m3 ( s oli d) v ol u m e s.  Gr a p h s s h o w  m e a n a n d st a n d ar d err or (n = 3 1 [ d e k 5] a n d 3 0 [ n or m al ( N)]
c hl or o pl a st s).
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d et e ct a bl e  D E K 5 p r ot ei n a s  w ell a s s e v e r el y r e d u c e d o ut e r e n-

v el o p e ( T o c 7 5 a n d  O E P 8 0) a n d t h yl a k oi d ( c yt o c h r o m e f [ C yt f])

m e m b r a n e p r ot ei n s ( Fi g. S 4  C).  T h e s e d at a i n di c at e t h at α - D E K 5

r e p o rt s a  D E K 5 p r ot ei n t h at i s  m o st li k el y a  C-t e r mi n al f r a g m e nt

wit h o ut a  T M D.

C hl o r o pl a st s f r a cti o n s of s ol u bl e, t h yl a k oi d  m e m b r a n e, I E M,

a n d o ut e r e n v el o p e  m e m b r a n e ( O E M) s h o w e d t h at  D E K 5 c o-

f r a cti o n at e d  wit h e n v el o p e s a n d s ol u bl e p r ot ei n s (Fi g. 9 F ).

C o m p a rt m e nt- s p e cifi c p r ot ei n  m a r k e r s h a v e cl e a n s e p a r ati o n of

s ol u bl e p r ot ei n s f r o m e n v el o p e  m e m b r a n e s.  T h e  D E K 5  m e m-

b r a n e a s s o ci ati o n c a n b e di s r u pt e d b y  w a s h e s  wit h  0.1  M  N a 2 C O 3

o r 1  M  N a Cl, b ut n ot  wit h 6  M u r e a ( Fi g. 9  G ).  T h e t h yl a k oi d

m e m b r a n e- a s s o ci at e d o x y g e n e v ol vi n g c o m pl e x 2 3- k D ( O E C 2 3)

s u b u nit h a s si mil a r s e n siti vit y,  w hil e t h e i nt e g r al  m e m b r a n e  C yt

f p r ot ei n i s r e si st a nt t o all s alt a n d c h a ot r o pi c a g e nt s.  T h e s e d at a

a r e c o n si st e nt  wit h a  C-t e r mi n al d e g r a d ati o n p r o d u ct of  D E K 5

l a c ki n g t h e  T M D.

A d u al- p r ot e a s e p r ot e cti o n a s s a y  w a s u s e d t o d et e r mi n e t h e

t o p ol o g y of  D E K 5 (F r o e hli c h, 2 011 ).  T h e r m ol y si n o nl y di g e st s

p r ot ei n s o n t h e o ut e r f a c e of t h e  O E M.  D E K 5, 6 P G D H, a n d  O E P 8 0

w e r e all r e si st a nt t o t h e r m ol y si n  w h e n c hl o r o pl a st s a r e i nt a ct

(Fi g. 9  H ). E a c h of t h e s e p r ot ei n s s h o w s o m e s e n siti vit y t o

t h e r m ol y si n  w h e n c hl o r o pl a st s a r e l y s e d u n d e r h y p ot o ni c c o n-

diti o n s. B y c o nt r a st, t r y p si n di g e st s p r ot ei n d o m ai n s i n t h e i n-

t e r m e m b r a n e s p a c e b et w e e n t h e  O E M a n d I E M.  T h e  O E M

p r ot ei n  O E P 8 0 i s s e n siti v e t o t r y p si n,  w hil e st r o m al 6 P G D H i s

r e si st a nt ( Fi g. 9 I ).  D E K 5  w a s p a rti all y di g e st e d b y t r y p si n i n fi v e

bi ol o gi c al r e pli c at e s ( Fi g s. 9 I a n d S 4  D).  All t h r e e p r ot ei n s a r e

f ull y di g e st e d i n h y p ot o ni c c hl o r o pl a st l y s at e s.  T h e s e r e s ult s

s u g g e st t h at  D E K 5 p r ot ei n i s s e n siti v e t o t r y p si n a n d li k el y t o

f a c e t h e i nt e r m e m b r a n e s p a c e b et w e e n t h e  O E M a n d I E M.  T hi s

i s t h e t o p ol o g y of  T a m B i n E. c oli a n d  TI C 2 3 6 i n A. t h ali a n a b ut i s

c o nt r a sti n g t o t h e st r o m al l o c ali z ati o n r e p o rt e d f o r ri c e S S G 4

(S el k ri g et al., 2 01 2 ; M at s u s hi m a et al., 2 01 4 ; C h e n et al., 2 01 8 ).

C hl or o pl a st e n v el o p e p r o t ei n c o m p o si ti o n i s alt er e d i n d e k 5

D E K 5 e n v el o p e l o c ali z ati o n a n d i nt e r m e m b r a n e s p a c e t o p ol o g y

s u p p o rt a n o rt h ol o g o u s f u n cti o n t o  T a m B i n f a cilit ati n g  m e m-

b r a n e p r ot ei n i n s e rti o n. P r ot e o mi c s of p u rifi e d c hl o r o pl a st e n-

v el o p e f r a cti o n s s h o w e d b r o a d c h a n g e s i n e n v el o p e p r ot ei n

c o m p o siti o n ( Fi g. 1 0  A ).  T hi s a n al y si s i d e ntifi e d 6 8 k n o w n

c hl o r o pl a st e n v el o p e p r ot ei n h o m ol o g u e s.  W e c o m p a r e d e n v e-

l o p e p r ot ei n a b u n d a n c e b y n o r m ali zi n g  M a x Q u a nt i nt e n sit y

v al u e s f o r t h e e n v el o p e p r ot ei n s d et e ct e d ( T a bl e S1).  N e a rl y 3 3 %

of t h e s e p r ot ei n s  w e r e r e d u c e d o r a b s e nt i n d e k 5 .  A m o n g 2 2

p r ot ei n s  wit h r e d u c e d a b u n d a n c e, 91 % a r e p r e di ct e d t o f u n cti o n

i n  m e m b r a n e t r a n s p o rt.

H alf of t h e  O E M i nt e g r al  m e m b r a n e p r ot ei n s ( 5 /1 0)  w e r e

d o w n- r e g ul at e d i n d e k 5 ,  wit h t h e r e m ai ni n g  O E M p r ot ei n s b ei n g

u n c h a n g e d i n r el ati v e a b u n d a n c e ( Fi g. 1 0  A ).  O E M p r ot ei n s  wit h

r e d u c e d l e v el s i n cl u d e d t h e c hl o r o pl a st p r ot ei n t a r g eti n g  m a-

c hi n e r y,  T o c 3 4,  T o c 7 5, a n d  T o c1 5 9, a s  w ell a s  O E P1 6 a n d  O E P 8 0.

T h e s e r e s ult s a r e c o n si st e nt  wit h i m m u n o bl ot s of d e k 5 l e af

p r ot ei n s h o wi n g t h at  T o c 7 5 a n d  O E P 8 0 a r e r e d u c e d ( Fi g. S 4  C).

S e v e n  m e m b r a n e p r ot ei n s  h a d i n c r e a s e d r el ati v e a b u n-

d a n c e i n t h e I E M.  H o w e v e r, 1 4 I E M p r ot ei n s  w e r e r e d u c e d i n

d e k 5 , i n cl u di n g a N a+ - d e p e n d e nt P i t r a n s p o rt e r a n d t w o Pi/

p h o s p h o e n ol p y r u v at e t r a n sl o c at o r s ( T a bl e S1).  B ot h α - h eli c al

a n d β - b a r r el t r a n s m e m b r a n e p r ot ei n s a r e r e d u c e d i n d e k 5 , a n d

w e c o n cl u d e t h at t h e r e a r e pl ei ot r o pi c d ef e ct s i n e n v el o p e

p r ot ei n c o m p o siti o n.

P i u pt a k e i s c o m pr o mi s e d i n d e k 5 c hl or o pl a st s

R e d u c e d P i t r a n s p o rt e r l e v el s i n d e k 5 e n v el o p e s s u g g e st t h at P i

t r a n s p o rt  m a y b e aff e ct e d. Pi u pt a k e  w a s a s s a y e d b y i n c u b ati n g

p u rifi e d c hl o r o pl a st s  wit h 3 2 P i (Fi g. 1 0  B ).  N o r m al c hl o r o pl a st s

r e a c h e q uili b ri u m 3 2 P i l e v el s b et w e e n 3 a n d 5  mi n i n  0.1  m M Pi.

M ut a nt d e k 5- N 9 61 c hl o r o pl a st s s h o w n o a p p r e ci a bl e u pt a k e o v e r

t h e 5- mi n i n c u b ati o n at  0.1  m M Pi.  Hi g h e r Pi c o n c e nt r ati o n s of

0. 5  m M ( 5 ×) o r 1 0  m M (1 0 0 ×) di d n ot i n c r e a s e u pt a k e t o n o r m al

Fi g ur e 6. R a n g e of d e k 5 c hl or o pl a st  m e m br a n e d ef e c t s. ( A a n d  D) N or-
m al  m e s o p h yll c hl or o pl a st. ( B a n d C) T hi c k c hl or o pl a st r eti c ul u m ( bl a c k ar-
r o w s) i n d e k 5 . ( E) Di s or g a ni z e d d e k 5 t h yl a k oi d s. ( F– H) I n di vi d u al l a s er
c o nf o c al s c a n ni n g  mi cr o s c o p y cr o s s s e cti o n s of pr ot o pl a st c hl or o p h yll a u-
t ofl u or e s c e n c e. ( F) N or m al si bli n g. ( G) d e k 5, f ull y fl u or e s c e nt c hl or o pl a st s.
( H) d e k 5, c e ntr al t h yl a k oi d fl u or e s c e n c e r e d u c e d ( w hit e arr o w).
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l e v el s.  A l o n g e r i n c u b ati o n ti m e at  0. 5  m M Pi s h o w e d  n o a p-

p r e ci a bl e u pt a k e.

P i a c c u m ul at e s i n t h e st r o m a, a n d u pt a k e i s li mit e d b y t ot al

st r o m al v ol u m e ( Fli e g e et al., 1 9 7 8 ).  A dil uti o n s e ri e s of n o r m al

c hl o r o pl a st s f o u n d t h at t h e d et e cti o n li mit of 3 2 P i u pt a k e i s

∼ 2 0 – 5 0 % of t h e st r o m al v ol u m e i n t h e st a n d a r d a s s a y ( Fi g. 1 0  C ).

Alt h o u g h d e k 5 v ol u m e i s l a r g e r t h a n i n n o r m al c hl o r o pl a st s,

t h yl a k oi d s a c c o u nt f o r ∼ 1 0 %  m o r e of t ot al c hl o r o pl a st v ol u m e,

l e a di n g t o a r el ati v e r e d u cti o n i n st r o m a (Fi g. 5  M ).  T o n o r m ali z e

P i u pt a k e o n st r o m al v ol u m e,  w e c o u nt e d c hl o r o pl a st n u m b e r

a n d e sti m at e d t h e a v e r a g e st r o m a v ol u m e.  A dil uti o n s e ri e s f r o m

1. 7- t o 5. 8-f ol d l a r g e r st r o m al v ol u m e r el ati v e t o t h e st a n d a r d

a s s a y  wit h n o r m al c hl o r o pl a st s s h o w e d n o a p p r e ci a bl e P i u pt a k e

(Fi g. 1 0  C ). B a s e d o n t h e n o r m al a n d d e k 5 c hl o r o pl a st dil uti o n

s e ri e s,  w e e x p e ct e d t o o b s e r v e u pt a k e if d e k 5 m e m b r a n e h a d a s

littl e a s 1 7 % of n o r m al Pi u pt a k e.

T o c o nt r ol f o r c hl o r o pl a st i nt e g rit y t h r o u g h o ut t h e a s s a y,  w e

c o m pl et e d P i u pt a k e a s s a y s  wit h o ut r a di o a cti v e l a b eli n g a n d

p u rifi e d t h e c hl o r o pl a st s i n a n i s o s m oti c s o r bit ol s ol uti o n. P h a s e-

c o nt r a st  mi c r o s c o p y of t h e r e c o v e r e d c hl o r o pl a st s s h o w e d t h at

d e k 5 c hl o r o pl a st s  w e r e i nt a ct ( Fi g. 1 0,  D a n d E ). I m m u n o bl ot s of

p u rifi e d c hl o r o pl a st s l o a d e d o n a n e q u al c hl o r o p h yll c o nt e nt

s h o w e d e q ui v al e nt l e v el s of t h yl a k oi d  m e m b r a n e p r ot ei n s  C F1- β

a n d  C yt f, a s e x p e ct e d f o r t hi s n o r m ali z ati o n ( Fi g. 1 0 F ).  D E K 5

a n d  O E P 8 0 p r ot ei n s  w e r e r e d u c e d i n t h e  m ut a nt c hl o r o pl a st s

r el ati v e t o t h yl a k oi d  m e m b r a n e p r ot ei n s.  T hi s r e s ult i s c o n si s-

t e nt  wit h  T E M a n d p r ot e o mi c s o b s e r v ati o n s, f r o m  w hi c h de k 5

a n d n o r m al c hl o r o pl a st s a r e p r e di ct e d t o h a v e diff e r e nt a m o u nt s

of e n v el o p e  m e m b r a n e r el ati v e t o c hl o r o p h yll c o nt e nt o r t h y-

l a k oi d  m e m b r a n e p r ot ei n s.  T o g et h e r, t h e d at a a r g u e t h at  m ul-

ti pl e e n v el o p e  m e m b r a n e p r ot ei n s a n d Pi t r a n s p o rt a r e g r e atl y

r e d u c e d i n d e k 5 c hl o r o pl a st s.

Fi g ur e 7. M a p- b a s e d cl o ni n g of t h e D e k 5 g e n e. ( A) I nt e gr at e d p h y si c al- g e n eti c  m a p of t h e d e k 5 l o c u s. B 7 3 A G P _ v 3 p h y si c al c o or di n at e s ar e gi v e n f or
m ol e c ul ar  m ar k er s  wit h r e c o m bi n a nt s/ n u m b er of  m ei oti c pr o d u ct s g e n ot y p e d. B a ct eri al artifi ci al c hr o m o s o m e ( B A C) s e q u e n c e s  w er e ali g n e d  wit h bl ast n t o
d et er mi n e o v erl a p r e gi o n s.  G e n e s i n t h e fi n e- m a p i nt er v al ar e d e n ot e d  wit h tri a n gl e s e x c e pt f or d e k 5 ,  G R M Z M 2 G 0 8 3 3 7 4. ( B) D e k 5 l o c u s s c h e m ati c. Bl a c k b o x e s
ar e c o di n g e x o n s, gr a y b o x e s ar e u ntr a n sl at e d r e gi o n s, a n d i ntr o n s ar e li n e s. Tri a n gl e s i n di c at e M u i n s erti o n s  wit h d e k 5- P S 2 5 h a vi n g a M u 8-li k e i n s erti o n at t h e
s a m e sit e a s d e k 5- M S 3 3 wit h a M u1 i n s erti o n. ( C) C o m pl e m e nt ati o n t e st of d e k 5- P S 2 5 wit h  U nif or m M u all el e,  m u 1 0 2 1 3 5 8 ( d e k 5- u m u1 ). ( D) C o m pl e m e nt ati o n
t e st of d e k 5- P S 2 5 wit h  U nif or m M u all el e,  m u 1 0 4 7 9 4 4 ( d e k 5- u m u 2 ). Arr o w s i n di c at e n o n c o m pl e m e nti n g  m ut a nt s i n a si n gl e r o w of k er n el s. ( E) D E K 5 pr ot ei n
d o m ai n s:  N-t er mi n al T P, a si n gl e- p a s s α - h eli c al T M D, a n d a C-t er mi n al T a m B d o m ai n. Br a c k et s i n di c at e r e gi o n s f or t h e C-t er mi n al  G F P f u si o n ( D E K 5 N- G F P) a n d
a nti b o d y pr o d u cti o n ( α - D E K 5).
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Di s c u s si o n
Cl o ni n g of d e k 5 r e v e al e d t h at t h e l o c u s i s o rt h ol o g o u s t o ri c e ss g 4

a n d A. t h ali a n a tic 2 3 6 (M at s u s hi m a et al., 2 01 4 ; C h e n et al., 2 01 8 ).

H o w e v e r,  w e h a v e c o m e t o diff e r e nt c o n cl u si o n s a b o ut t h e bi-

o c h e mi c al f u n cti o n of pl a nt  T a m B p r ot ei n s. M at s u s hi m a et al.

( 2 01 4) s u g g e st e d t h at S S G 4 h a s a n o v el f u n cti o n i n c hl o r o pl a st

di vi si o n. C h e n et al. ( 2 01 8) s u g g e st e d t h at  TI C 2 3 6 e v ol v e d a

n o v el f u n cti o n i n p r ot ei n i m p o rt.  W e p r o p o s e t h at t h e  D E K 5 /

S S G 4 / TI C 2 3 6 p r ot ei n s h a v e a n al o g o u s e n v el o p e bi o g e n e si s r ol e s

t o b a ct e ri al  T a m B p r ot ei n s.

A s e ri e s of all el e s  wit h diff e ri n g s e v e rit y i s c riti c al t o d e v el o p

a n a c c u r at e t h e  m o d el f o r pl a nt  T a m B h o m ol o g u e s.  T h e ri c e ss g 4

l o c u s i s d efi n e d b y a si n gl e  m ut a nt all el e  wit h a  mi s s e n s e  m u-

t ati o n (M at s u s hi m a et al., 2 01 4 ).  C o m p a r e d  wit h d e k 5 , ss g 4 s h o w s

mil d st a r c h g r a n ul e a n d c hl o r o pl a st p h e n ot y p es  wit h n o ult r a-

st r u ct u r al c h a n g e s o b s e r v e d i n pl a sti d  m e m b r a n e s.  T h e s e v e r e

all el e s of A. t h ali a n a e m b 2 41 0 /tic 2 3 6 a r r e st s e e d d e v el o p m e nt at

t h e gl o b ul a r e m b r y o st a g e (T z af ri r et al., 2 0 0 4 ).  W e a k tic 2 3 6

all el e s c a u s e l e af  m o r p h ol o g y d ef e ct s, b ut c hl o r o pl a st ult r a-

st r u ct u r e  w a s n ot c h a r a ct e ri z e d ( C h e n et al., 2 01 8 ).  M ai z e all el e s

e x p r e s si n g s o m e  D E K 5 p r ot ei n gi v e  m o r e n o r m al d e v el o p m e nt,

w hil e st r o n g all el e s l a c ki n g  D E K 5 p r ot ei n c a u s e s e v e r e s e e d

d ef e ct s a n d e m b r y o l et h alit y.  M u c h of o u r p h e n ot y pi c a n al y si s

f o c u s e d o n t h e  mil d de k 5- M S 3 3 a n d d e k 5- N 9 61 all el e s,  w hi c h e n-

a bl e s uffi ci e nt pl a sti d d e v el o p m e nt t o o b s e r v e a r a n g e of o r-

g a n ell e d ef e ct s. F r o m t h e s e p h e n ot y p e d at a,  w e c o n cl u d e t h at

d e k 5 i s r e q ui r e d f o r e n v el o p e bi o g e n e si s a n d pl a sti d  m et a b olit e

t r a n s p o rt.

D E K 5 i s r e q ui r e d f or pl a sti d  m et a b oli t e t r a n s p o r t

M ulti pl e li n e s of e vi d e n c e s u g g e st d e k 5 di s r u pt s i nt r a c ell ul a r

m et a b olit e t r a n s p o rt. S u c r o s e i s t h e c a r b o n s o u r c e f o r e n d o-

s p e r m st a r c h s y nt h e si s. E n d o s p e r m st a r c h i s d e c r e a s e d i n de k 5

wit h c o n c o mit a nt i n c r e a s e of s u c r o s e, s u g g e sti n g t h at c a r b o n i s

n ot li miti n g. S u c r o s e i s c o n v e rt e d t o  A D P- gl u c o s e i n t h e c yt o-

pl a s m of e n d o s p e r m c ell s ( H a n n a h, 1 9 9 7 ).  T h e B T1 i n n e r e n v e-

l o p e t r a n s p o rt e r s el e cti v el y t r a n s p o rt s  A D P- gl u c o s e i nt o t h e

a m yl o pl a st ( S h a n n o n et al., 1 9 9 8 ). Li k e bt1 , d e k 5 m ut a nt s h a v e

hi g h e r l e v el s of  A D P- gl u c o s e, s u g g e sti n g t h at r e d u c e d t r a n s p o rt

i nt o a m yl o pl a st s  m a y b e t h e c a u s e of i n c r e a s e d s u g a r s (T o bi a s

et al., 1 9 9 2 ; S h a n n o n et al., 1 9 9 6 ).  T hi s i nf e r e n c e i s f u rt h e r

s u p p o rt e d b y n e a rl y i d e nti c al st a r c h- b r a n c h c h ai n l e n gt h s i n

Fi g ur e 8. P h yl o g e ni c a n al y si s of  D E K 5 o rt h ol o g o u s p r o t ei n s. N ei g h b or-j oi ni n g p h yl o g e n eti c tr e e c o n str u ct e d  wit h  M E G A 7. B o ot str a p v al u e s ar e i n di c at e d
at e a c h n o d e of t h e tr e e. S c al e i n di c at e s g e n eti c di st a n c e a s a mi n o a ci d c h a n g e s p er r e si d u e.
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d e k 5 a n d n o r m al e n d o s p e r m st a r c h, i n di c ati n g n o r m al p ol y m-

e ri z ati o n a n d d e b r a n c hi n g  wit hi n t h e a m yl o pl a st.

T h e r e i s al s o e vi d e n c e f o r s ol ut e t r a n s p o rt d ef e ct s i n d e k 5

l e a v e s.  M ai z e fi x e s  C O2 i n  m e s o p h yll c hl o r o pl a st s a n d s h uttl e s

m al at e i nt o b u n dl e s h e at h c hl o r o pl a st s f o r st a r c h s y nt h e si s

(M aj e r a n et al., 2 0 0 5 ; W ei s e et al., 2 011 ).  T E M of d e k 5 b u n dl e

s h e at h c hl o r o pl a st s f o u n d f e w st a r c h g r a n ul e s b ut e xt e n si v e

t h yl a k oi d v e si c ul a r st r u ct u r e s c o n si st e nt  wit h a n o s m oti c i m-

b al a n c e b et w e e n t h e c hl o r o pl a st a n d c yt o s ol.  M o r e o v e r, d e k 5

m e s o p h yll c hl o r o pl a st s a c c u m ul at e st a r c h, p ot e nti all y i n di c ati n g

r e d u c e d fl u x of  m al at e f r o m t h e  m e s o p h yll.

P r ot e o mi c s f o u n d r e d u c e d  m et a b olit e a n d i o n t r a n s p o rt e r s

i n d e k 5 e n v el o p e s. P i u pt a k e  w a s  n ot d et e ct e d f o r d e k 5 c hl o r -

o pl a st s i n vit r o.  T h e s e n siti vit y of t h e a s s a y i n di c at e s t h at d e k 5

c hl o r o pl a st s  h a v e ± 8 0 % r e d u cti o n i n P i t r a n s p o rt.  T h e s e d at a

s u p p o rt a r ol e f o r  D E K 5 i n e n v el o p e p r ot ei n a c c u m ul ati o n a n d

m et a b olit e t r a n s p o rt.  T r a n s p o rt of e x o g e n o u s  A T P i nt o p u ri-

fi e d c hl o r o pl a st s i s r e q ui r e d f o r effi ci e nt i n vit r o c hl o r o pl a st

i m p o rt (T h e g et al., 1 9 8 9 ).  Alt h o u g h  w e di d n ot s p e cifi c all y

m e a s u r e  A T P  u pt a k e, r e d u c e d t r a n s p o rt c o ul d e x pl ai n r e-

d u c e d p r ot ei n i m p o rt effi ci e n c y o b s e r v e d f o r ti c 2 3 6 m ut a nt s

(C h e n et al., 2 01 8 ).

Fi g ur e 9. D E K 5 t o p ol o g y. ( A – D) C o nf o c al  mi cr o gr a p h s aft er tr a n si e nt e x pr e s si o n of  G F P f u si o n pr ot ei n s i n N. b e nt h a mi a n a l e a v e s. ( A) E m pt y v e ct or i s
p B 7 F W G 2. ( B) D E K 5 N- G F P h a s t h e  N-t er mi n al r e gi o n s h o w n i n Fi g. 7 E . ( C) D E K 5 N Δ T M D- G F P h a s a n i n-fr a m e d el eti o n of t h e pr e di ct e d T M D.
( D) D E K 5 T P + T M D- G F P i n cl u d e s o n t h e pr e di ct e d c hl or o pl a st t ar g eti n g s e q u e n c e a n d T M D. S c al e b ar s ar e 5 µ m i n all p a n el s. ( E) I m m u n o bl ot s of t ot al l e af
pr ot ei n  wit h a nti b o di e s d et e cti n g  D E K 5, C yt f, a n d  H 3 pr ot ei n s. ( F) S u bfr a cti o n ati o n of i s ol at e d  w h ol e c hl or o pl a st s ( C P) i nt o t h yl a k oi d ( T h y), s ol u bl e ( S u p), I E M,
a n d  O E M fr a cti o n s.  H S P 7 0 i s a s ol u bl e, str o m al pr ot ei n. ( G) W a s h e s of i s ol at e d c hl or o pl a st s u si n g c h a otr o pi c a g e nt s or fr e e z e – t h a w l y si s ( T E). I m m u n o bl ot s
h a v e  m e m br a n e p ell et s ( P) a n d s ol u bl e ( S) fr a cti o n s.  O E C 2 3 i s a p eri p h er al t h yl a k oi d  m e m br a n e pr ot ei n. ( H a n d I) Pr ot e a s e pr ot e cti o n a s s a y s  wit h p urifi e d
c hl or o pl a st s tr e at e d  wit h t h er m ol y si n ( H) or tr y p si n (I) pr ot e a s e s ( +) or t h e pr ot e a s e pl u s pr ot e a s e i n hi bit or s ( +I n).
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D E K 5 i s r e q ui r e d f o r c hl or o pl a s t  m e m br a n e bi o g e n e si s

P r ot e o mi c s a n d P i u pt a k e d at a a r e c o n si st e nt  wit h d e k 5 c hl o r o-

pl a st si z e a n d ult r a st r u ct u r e.  M ut a nt c hl o r o pl a st s h a v e  m u c h

l a r g e r c hl o r o pl a st s, b ut e n v el o p e s u rf a c e a r e a i s r e d u c e d r el ati v e

t o v ol u m e. A. t h ali a n a c hl o r o pl a st di vi si o n  m ut a nt s h a v e f e w e r

a n d l a r g e r c hl o r o pl a st s b ut d o n ot li mit e n v el o p e  m e m b r a n e

bi o g e n e si s ( P y k e a n d L e e c h, 1 9 9 2 ; P y k e et al., 1 9 9 4 ; R o b e rt s o n

et al., 1 9 9 6 ; S hi m a d a et al., 2 0 0 4 ; M a pl e et al., 2 0 0 7 ).  T E M of

di vi si o n  m ut a nt s s h o w s el o n g at e d c hl o r o pl a st s t h at  m ai nt ai n a

s u rf a c e a r e a t o v ol u m e r ati o cl o s e r t o  W T.

T h e p e ri p h e r al r eti c ul u m i s al s o e x p a n d e d i n d e k 5 ,  w hi c h i s a

t u b ul a r n et w o r k d e ri v e d f r o m t h e i n n e r e n v el o p e (Wi s e, 2 0 0 7 ).

T hi s ult r a st r u ct u r al c h a n g e  m a y i n di c at e diff e r e nti al d e v el o p-

m e nt of i n n e r a n d o ut e r e n v el o p e s a n al o g o u s t o a  m ut ati o n i n a

T a m B h o m ol o g u e,  m o r C, i n A g gre g ati b acter acti n o m ycete mc o mit a ns.

T h e  m o r C  m ut ati o n r e d u c e s o ut e r  m e m b r a n e r el ati v e t o i n n e r

m e m b r a n e, r e s ulti n g i n a s m o ot h s u rf a c e,  w h e n  W T c ell s h a v e

c o n v ol ut e d, r u g o s e o ut e r  m e m b r a n e s ( G all a nt et al., 2 0 0 8 ; A z a ri

et al., 2 01 3 ). Li k e de k 5 c hl o r o pl ast s,  m o r C  m ut a nt s h a v e a  m o r e

s p h e ri c al c ell  m o r p h ol o g y, s u g g e sti n g t h at l o ss of T a m B f u n cti o n

c a n l e a d t o si mil a r  m e m b r a n e i m b al a n c e i n b ot h b a ct e ri a a n d

c hl o r o pl a st s.

T a m B  m ut a nt s i n E. c oli , A. acti n o m yc ete mc o mit a ns , a n d D e-

i n oc occ us r a di o d u r a ns all di s r u pt l o c ali z ati o n of a s u b s et of o ut e r

m e m b r a n e p r ot ei n s ( S el k ri g et al., 2 01 2 ; A z a ri et al., 2 01 3 ; S h e n

et al., 2 01 4 ; Y u et al., 2 01 7 ). I n t h e d e k 5 o ut e r e n v el o p e, h alf of

t h e  m e m b r a n e p r ot ei n s a r e r e d u c e d,  w hil e a s u b s et of i n n e r

e n v el o p e p r ot ei n h a v e i n c r e a s e d r el ati v e l e v el s.  T hi s o b s e r v ati o n

a r g u e s t h at t h e o ut e r e n v el o p e i s  m o r e c o m p r o mi s e d i n de k 5

r el ati v e t o t h e i n n e r e n v el o p e.

T h yl a k oi d s c a n al s o b e di s r u pt e d i n d e k 5 , b ut t h e l o s s of

t h yl a k oi d o r g a ni z ati o n i s li k el y s e c o n d a r y t o d ef e ct s i n e n v el o p e

p r ot ei n s.  T o c 3 4,  T o c 7 5, a n d  T o c1 5 9 a r e t h e c o r e p r ot ei n t r a n s-

l o c ati o n c o m pl e x (S c hl eiff et al., 2 0 0 3 ; B al d wi n et al., 2 0 0 5 ).

B a s e d o n p r ot e o mi c s, all t h r e e of t h e s e p r ot ei n s h a v e r e d u c e d

l e v el s i n d e k 5 e n v el o p e s.  T o c 7 5 l e v el s i n i m m u n o bl ot s c o r r el at e

wit h t h e a m o u nt of  D E K 5 p r ot ei n i n t h e d e k 5 all eli c s e ri e s.  T o c 7 5

i s a β - b a r r el i nt e g r al  m e m b r a n e p r ot ei n t h at i s t h e c h a n n el f o r

t r a n sl o c ati o n of n u cl e a r- e n c o d e d p r ot ei n s i nt o t h e c hl o r o pl a st

( r e vi e w e d i n B ölt e r a n d S oll, 2 01 6 ). L o s s of  T o c 7 5 i n A. t h ali a n a

c a u s e s e a rl y e m b r y o a r r e st,  w hil e k n o c k d o w n r e d u c e s p r ot ei n

i m p o rt, c hl o r o pl a st si z e, a n d t h yl a k oi d d e v el o p m e nt (S c hl eiff

et al., 2 0 0 3 ; H u st a n d  G ut e n s o h n, 2 0 0 6 ).  V a ri ati o n s i n i m p o rt

m a c hi n e r y l e v el s i n d e k 5 i s e x p e ct e d t o li mit c hl o r o pl a st p r ot ei n

a c c u m ul ati o n a n d c a u s e d ef e ct s i n t h yl a k oi d  m e m b r a n e s.

T h e f u n cti o n of  T a m B i n b a ct e ri a i s t o p r o m ot e i nt e g r ati o n of

β - b a r r el  m e m b r a n e p r ot ei n s, i n cl u di n g  O m p 8 5 f a mil y  m e m b e r s

lik e T o c 7 5 ( S el k ri g et al., 2 01 2 ; S h e n et al., 2 01 4 ; Y u et al., 2 01 7 ).

I n E. c oli ,  T a m B i nt e r a ct s  wit h  T a m A, t h e B A M s u b u nit s, a n d

cli e nt p r ot ei n s ( B a b u et al., 2 01 8 ).  T h e A. t h ali a n a D E K 5 o rt h o-

l o g u e,  TI C 2 3 6, i nt e r a ct s  wit h  T o c 7 5, a n d  w e a k tic 2 3 6 all el e s r e-

d u c e i n vit r o p r ot ei n i m p o rt ( C h e n et al., 2 01 8 ).  T h e tic 2 3 6

m ut a nt di d n ot i m p a ct  T o c 7 5 p r ot ei n l e v el s, a n d  TI C 2 3 6  w a s

i nt e r p r et e d a s h a vi n g a di r e ct r ol e i n i m p o rt. B a s e d o n t hi s

Fi g ur e 1 0. D ef e cti v e d e k 5 c hl or o pl a st e n v el o p e  m e m br a n e s. ( A) R el ati v e l e v el s of d e k 5 t o n or m al c hl or o pl a st e n v el o p e pr ot ei n s. S y m b ol s i n di c at e t h e t y p e
of T M D pr e di ct e d f or e a c h pr ot ei n. Pr ot ei n s i n t h e d ott e d b o x h a v e o nl y b e e n l o c ali z e d t o e n v el o p e  m e m br a n e s. ( B) Ti m e c o ur s e of 3 2 P i u pt a k e i n i s ol at e d
n or m al a n d d e k 5- N 9 61 c hl or o pl a st s.  M e a n a n d st a n d ar d d e vi ati o n ar e pl ott e d ( n = 3 bi ol o gi c al r e pli c at e s). ( C) E n d- p oi nt 3 2 P i u pt a k e of n or m al a n d d e k 5- N 9 61
c hl or o pl a st dil uti o n s aft er a 5- mi n i n c u b ati o n.  M e a n a n d st a n d ar d d e vi ati o n ar e pl ott e d ( n = 3 bi ol o gi c al r e pli c at e s). T ot al str o m al v ol u m e  w a s e sti m at e d b a s e d
o n t h e n u m b er of c hl or o pl a st s i n cl u d e d i n e a c h a s s a y. ( D a n d E) P h a s e- c o ntr a st  mi cr o gr a p h s of d e k 5- N 9 61 ( D) a n d n or m al ( E) c hl or o pl a st s aft er a  m o c k Pi
u pt a k e a s s a y. Bl a c k arr o w s i n di c at e i nt a ct c hl or o pl a st s. T h e  w hit e arr o w i n di c at e s a br o k e n c hl or o pl a st. S c al e b ar s ar e 1 0 µ m. ( F) I m m u n o bl ot a n al y si s of
p urifi e d d e k 5- N 9 61 a n d n or m al si bli n g c hl or o pl a st s. Pr ot ei n  w a s l o a d e d o n a n e q u al  O D 6 5 2 b a si s.

Z h a n g e t al. J o ur n al of C ell Bi ol o g y 2 6 4 9

Pl a sti d e n v el o p e bi o g e n e si s i n  m ai z e d e k 5 htt p s:/ / d oi. or g/ 1 0. 1 0 8 3/j c b. 2 0 1 8 0 7 1 6 6
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p o st ul at e d r ol e, tic 2 3 6 c hl o r o pl a st s s h o ul d b e r e d u c e d i n si z e,

si mil a r t o a k n o c k d o w n of t oc 7 5.  C hl o r o pl a st st r u ct u r e  w a s n ot

i n v e sti g at e d i n tic 2 3 6, b ut b ot h ss g 4 a n d d e k 5 s h o w g r e atl y e n-

l a r g e d c hl o r o pl a st s, r o b u st t h yl a k oi d d e v el o p m e nt, a n d a r el a-

ti v e r e d u cti o n i n e n v el o p e.  T h e s e c hl o r o pl a st p h e n ot y p e s a r e

o p p o sit e t o p r e di ct e d f o r a p r ot ei n i m p o rt  m ut a nt.  W e p r o p o s e it

i s  m o r e li k el y t h at  D E K 5 pl a y s a di r e ct r ol e i n t a r g eti n g β - b a r r el

m e m b r a n e p r ot ei n s t o t h e o ut e r e n v el o p e.

D E K 5 t o p ol o g y i s a n al o g o u s t o T a m B

Bi o c h e mi c al a n al y si s of  D E K 5 t o p ol o g y f u rt h e r s u p p o rt s t h e

m o d el t h at pl a nt  T a m B p r ot ei n s h a v e a n a n al o g o u s f u n cti o n  wit h

b a ct e ri al h o m ol o g u e s.  T a m B i s a n i n n e r pl a s m a  m e m b r a n e

p r ot ei n t h at b ri d g e s t h e p e ri pl a s mi c s p a c e  wit h a n  N-t e r mi n al

T M D a n d a  C-t e r mi n al  T a m B d o m ai n ( S el k ri g et al., 2 01 2 ; S h e n

et al., 2 01 4 ). Pl a nt  T a m B p r ot ei n s a r e  m u c h bi g g e r t h a n h o-

m ol o g o u s p r ot ei n s i n p r ot e o b a ct e ri a. M at s u s hi m a et al. ( 2 01 4)

p r o p o s e d t h at S S G 4 h a s a di sti n ct bi o c h e mi c al f u n cti o n f r o m

T a m B, i n p a rt, b a s e d o n p r ot ei n l e n gt h diff e r e n c e s.  H o w e v e r,

G r a m- n e g ati v e b a ct e ri a h a v e a 2 – 6- n m p e ri pl a s m,  w hil e c y a-

n o b a ct e ri a a n d c hl o r o pl a st s h a v e t hi c k e r p e ri pl a s m a n d i nt e r-

m e m b r a n e s p a c e s of 1 0 – 3 5 n m ( H oi c z y k a n d  H a n s el, 2 0 0 0 ).

Pl a nt  D E K 5 p r ot ei n s  w o ul d n e e d t o b e l a r g e r t o b ri d g e t h e i n-

t e r m e m b r a n e s p a c e of t h e pl a sti d.

W e u s e d t w o e x p e ri m e nt al a p p r o a c h e s t o i n v e sti g at e  D E K 5

t o p ol o g y.  A n  N-t e r mi n al r e gi o n of  D E K 5 f u s e d t o  G F P e n c o m-

p a s s e s c hl o r o p h yll fl u o r e s c e n c e i d e nti c al t o ot h e r e n v el o p e

p r ot ei n s ( O k a w a et al., 2 0 0 8 ; Si n g h et al., 2 0 0 8 ; K a s m ati et al.,

2 011 ).  A nti b o di e s t h at c r o s s- r e a ct  wit h t h e  C-t e r mi n al r e gi o n of

D E K 5 s u p p o rt a  m o d el i n  w hi c h  D E K 5 i s a n i nt e r m e m b r a n e

s p a c e p r ot ei n a s s o ci at e d  wit h b ot h o ut e r a n d i n n e r e n v el o p e s.

T hi s i s t h e s a m e t o p ol o g y a s o b s e r v e d f o r E. c oli T a m B a n d

TI C 2 3 6 ( S el k ri g et al., 2 01 2 ; S h e n et al., 2 01 4 ; C h e n et al., 2 01 8 ).

A r e vi s e d  m o d el f or pl a nt T a m B h o m ol o g u e s

R e c o n cili n g all a v ail a bl e d at a f o r pl a nt  T a m B p r ot ei n s a r g u e s f o r

a f u n cti o n i n c hl o r o pl a st e n v el o p e bi o g e n e si s. B a s e d o n  T a m B

f u n cti o n,  w e p r o p o s e t h at  D E K 5, S S G 4, a n d  TI C 2 3 6 h a v e c o n-

s e r v e d r ol e s i n t a r g eti n g a s u b s et of β - b a r r el p r ot ei n s t o t h e

o ut e r e n v el o p e.  T h e p r ot e o mi c s e x p e ri m e nt i d e ntifi e d  T o c 7 5 a n d

O E P 8 0 a s li k el y cli e nt p r ot ei n s.  O E P 3 7 l e v el s  w e r e j u st a b o v e t h e

t w of ol d r e d u cti o n c ut off i n t h e p r ot e o mi c s a n al y si s a n d  m a y al s o

b e a  D E K 5 cli e nt.  T h e c o r r el ati o n b et w e e n t h e l e v el s of c hl o r o-

pl a st i m p o rt  m a c hi n e r y a n d t h e s e v e rit y of d e k 5 m ut a nt all el e s

s u g g e st s t h at s e v e r e all el e s di s pl a y e xt r e m e pl ei ot r o p y  wit h

pl a sti d s b ei n g u n a bl e t o s u p p o rt i m p o rt of n u cl e a r- e n c o d e d

p r ot ei n s.  W e a k all el e s t h at s u p p o rt p r ot ei n i m p o rt  w o ul d al s o

r et ai n s uffi ci e nt  D E K 5 a cti vit y t o s u p p o rt β - b a r r el p r ot ei n i n-

s e rti o n.  C o n s e q u e ntl y, di r e ct p r o of of t h e p r o p o s e d f u n cti o n s i n

O E P i n s e rti o n o r p r ot ei n i m p o rt  will r e q ui r e bi o c h e mi c al

m et h o d s t o bl o c k  D E K 5 a cti o n i n  W T c hl o r o pl a st s.

M a t e ri al s a n d  m e t h o d s
Pl a nt  m at eri al s

All  m ai z e pl a nt s  w e r e g r o w n d u ri n g  A p ril – J ul y o r  A u g u st–

D e c e m b e r at t h e  U ni v e r sit y of Fl o ri d a I n stit ut e of F o o d a n d

A g ri c ult u r al S ci e n c e s Pl a nt S ci e n c e  R e s e a r c h a n d  E d u c ati o n

U nit i n  Cit r a, Fl o ri d a.  T h e d e k 5 a n d  n o r m al si bli n g s  w e r e

g e r mi n at e d i n a g r e e n h o u s e  wit h  M et r o - Mi x 3 0 0 ( S c ott s -

Si e r r a).  T h e d e k 5- N 8 7 4 A , d e k 5- N 9 61 , a n d d e k 5- N1 3 3 9 A all el e s

w e r e o ri gi n all y i s ol at e d b y N e uff e r a n d S h e ri d a n ( 1 9 8 0) f r o m

et h yl  m et h a n e s ulf o n at e  m ut a g e n e si s. S c a nl o n et al. ( 1 9 9 4)

i s ol at e d d e k 5 - P S 2 5 a n d d e k 5 - M S 3 3 f r o m M ut at o r t r a n s p o s o n -

t a g gi n g p o p ul ati o n s.  T h e d e k 5 - B ri g gs all el e i s a s p o nt a n e o u s

m ut ati o n ( w w w. m ai z e g d b. o r g ). St o c k s f o r d e k 5 all el e s  w e r e

o r d e r e d f r o m t h e  M ai z e  G e n eti c s  C O O P St o c k  C e nt e r.  E a c h

d e k 5 all el e  w a s c r o s s e d  wit h  B 7 3,  W 2 2, o r  M o 1 7 i n b r e d li n e s

fi v e ti m e s t o d e v el o p  B C 4 i nt r o g r e s si o n st o c k s t o c h a r a ct e ri z e

p h e n ot y p e s.  T h e d e k 5 - u m u1 ( m u 1 0 2 1 3 5 8) a n d d e k 5 - u m u 2

( m u 1 0 4 7 9 4 4)  U nif o r m M u all e l e s  w e r e  m ai nt ai n e d i n t h e

W 2 2 i n b r e d b a c k g r o u n d.  W e c o nfi r m e d all st o c k s  w e r e d e k 5

all el e s b y g e n eti c c o m pl e m e nt ati o n t e st s  u si n g r e ci p r o c al

c r o s s e s b et w e e n e a c h st o c k a n d d e k 5 - P S 2 5 . Fi r st e a r s w e r e

u s e d f o r r e ci p r o c al c r o s s e s. S e c o n d e a r s of b ot h  m al e p a r e nt s

a n d f e m al e p a r e nt s i n t h e c r o s s e s  w e r e s elf - p olli n at e d t o

d et e r mi n e pl a nt g e n ot y p e s.

E n d o s p e r m c o m p o siti o n a n al y si s

E n d o s p e r m c o m p o siti o n  w a s d et e r mi n e d f r o m di s s e ct e d ti s s u e s.

D e v el o pi n g e n d o s p e r m  w a s fl a s h f r o z e n i n li q ui d nit r o g e n a n d

st o r e d at − 8 0° C. F r o z e n e n d o s p e r m ti s s u e s  w e r e c r a c k e d i nt o

s m all pi e c e s  wit h  m o rt a r a n d p e stl e, l y o p hili z e d f o r 3 d, a n d

g r o u n d t o a fi n e p o w d e r  wit h a b e a d  mill. F o r  m at u r e d r y k e r-

n el s, e n d o s p e r m  w a s i s ol at e d b y c utti n g t h e k e r n el i n t h e s a gitt al

pl a n e a n d c utti n g a w a y t h e e m b r y o  wit h a utilit y k nif e.  T h e

p e ri c a r p  w a s r e m o v e d b y s c r a pi n g t h e s u rf a c e of t h e  m at u r e d r y

e n d o s p e r m  wit h a r a z o r bl a d e.  T h e r e m ai ni n g e n d o s p e r m ti s s u e

w a s g r o u n d t o a fi n e p o w d e r  wit h a b e a d  mill.

Z ei n a n d  n o n z ei n p r ot ei n  w a s e xt r a ct e d f r o m t h e di s s e ct e d,

d r y e n d o s p e r m ti s s u e a s d e s c ri b e d b y W u a n d  M e s si n g ( 2 01 2) .

P r ot ei n e xt r a ct s  w e r e l o a d e d o n e q u al d r y  w ei g ht b a si s f o r

S D S - P A G E a n d st ai n e d  wit h  C o o m a s si e Bl u e  R- 2 5 0. E n d o-

s p e r m st a r c h  w a s  m e a s u r e d f r o m d e v el o pi n g k e r n el s  u si n g

t h e  M e g a z y m e  T ot al St a r c h  A s s a y  Kit ( A A / A M G). S u c r o s e,

gl u c o s e, a n d  m alt o s e  w e r e  m e a s u r e d  wit h t h e  M e g a z y m e

M alt o s e / S u c r o s e / D- Gl u c o s e  A s s a y  Kit ( K- M A S U G).  A D P- gl u c o s e

w a s  m e a s u r e d  wit h a gl y c e r ol- 3- p h o s p h at e o xi d a s e / gl y c e r ol- 3-

p h o s p h at e d e h y d r o g e n a s e c y cli n g a s s a y a s d e s c ri b e d p r e vi o u sl y

(Gi b o n et al., 2 0 0 2 ). B ri efl y, f r o z e n e n d o s p e r m  w a s g r o u n d a n d

e xt r a ct e d i n 2 0 0  m M t ri ci n e / K O H, p H 8, c o nt ai ni n g 1 0  m M

M g Cl 2 . 3 0 μ l of e n d o s p e r m e xt r a ct s o r  A D P- gl u c o s e st a n d a r d s

( 0– 2 0 p m ol)  w a s di s p e n s e d i nt o a  mi c r o pl at e  wit h 2 0 µl t ri ci n e

b uff e r c o nt ai ni n g  0. 0 5  U  U G P a s e,  0. 0 5  U gl y c e r o ki n a s e, 2. 5  U

Gl y 3 P O X, 1 3 0  U c at al a s e,  0. 0 5  U t ri o s e p h o s p h at e i s o m e r a s e,  0.1

U  G A P D H,  0. 0 2 µ m ol P P i,  0.1 5 µ m ol  N a F,  0. 2 5 µ m ol gl y c e r ol,

0. 01 µ m ol  N A D + , a n d  0.1 µ m ol s o di u m a r s e n at e.  R e a cti o n s  w e r e

i n c u b at e d f o r 4 0  mi n at r o o m t e m p e r at u r e, a n d 2 0 µl of 1. 2  m M

N A D H s ol uti o n c o nt ai ni n g  0. 4  U gl y c e r ol- 3- p h o s p h at e d e h y-

d r o g e n a s e  w a s a d d e d.  A b s o r b a n c e at 3 4 0  n m  w a s r e c o r d e d

o v e r 2 0  mi n.  N e xt,  0. 3  U  A G P a s e  w a s a d d e d, a n d t h e a b s o r -

b a n c e r e a d 3 4 0 n m f o r 2 0  mi n.  T h e diff e r e n c e i n t h e t w o r at e s

w a s u s e d t o c al c ul at e t h e a m o u nt of A D P- gl u c o s e i n t h e

s a m pl e.
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S t a r c h a n al y si s

D e v el o pi n g k e r n el s  w e r e c oll e ct e d a n d fi x e d i n F A A s ol uti o n ( 3. 7 %

f o r m al d e h y d e, 5 % gl a ci al a c eti c a ci d, a n d 4 5 % et h a n ol) at 4° C

o v e r ni g ht.  K e r n el s  w e r e d e h y d r at e d i n a n et h a n ol s e ri e s a n d k e pt

i n 1 0 0 % et h a n ol.  A d diti o n al s a m pl e p r e p a r ati o n a n d s c a n ni n g E M

o b s e r v ati o n s  w e r e p e rf o r m e d at I nt e r dis ci pli n a r y  C e nt e r f o r Bi o-

t e c h n ol o g y  R e s e a r c h El e ct r o n  Mi c r o s c o p y c o r e at t h e  U ni v e r sit y of

Fl o ri d a,  G ai n e s vill e, F L. S c a n ni n g E M d at a  w e r e c oll e ct e d  wit h a

Hit a c hi S U 5 0 0 0 S c h ott k y fi el d e m i s si o n s c a n ni n g el e ct r o n  mi-

c r o s c o p e. St a r c h g r a n ul e di a m et e r  w a s  m e a s u r e d u si n g I m a g eJ f o r

t h r e e s c a n ni n g E M i m a g e s f r o m e a c h g e n ot y p e a n d d e v el o p m e nt al

st a g e. F o r p a rti cl e si z e a n al y si s,  m at u r e e n d o s p e r m tis s u e  w as

di s s e ct e d a n d g r o u n d i nt o fi n e p o w d e r  wit h a b e a d  mill. E n d o-

s p e r m p o w d e r ( 0.1 g)  w a s  mi x e d  wit h 1  ml of et h a n ol a n d v o rt e x e d

i m m e di at el y b ef o r e  m e as u r e m e nt  wit h a B e c k m a n / C o ult e r L S

1 3 3 2 0 l a s e r diff r a cti o n p a rti cl e si z e a n al y z e r.

A m yl o p e cti n c h ai n l e n gt h di s t ri b uti o n of e n d o s p e r m s t a r c h

Si n gl e e n d o s p e r m s  w e r e h o m o g e ni z e d o n i c e i n a  m o rt a r a n d

p e stl e i n 4 ml H 2 O. St a r c h f r o m 1  ml l y s at e  w a s p ell et e d i n a 2- ml

p ol y p r o p yl e n e t u b e b y c e nt rif u g ati o n at 1, 4 0 0 g f o r 1 0  mi n at 4° C.

T h e st a r c h p ell et  w a s  w a s h e d t w i c e i n i c e c ol d 8 0 % et h a n ol  wit h

c e nt rif u g ati o n at 1, 4 0 0 g f o r 5  mi n. St a r c h  w a s dis s ol v e d b y

b oili n g i n 1  ml  D M S O f o r 2 0  mi n a n d t h e n q u a ntifi e d b y e n z y-

m ati c c o n v e r si o n t o gl u c o s e ( Li n et al., 2 01 2 ; H u a n g et al., 2 01 4 ).

F o r t h e d e b r a n c hi n g r e a cti o n, 1. 5  m g of di ss ol v e d st a r c h p ol y m e r s

w a s p r e ci pit at e d  wit h 5 v ol of et h a n ol at − 2 0° C f o r ≥ 1 h. Gl u c a n s

w e r e c oll e ct e d b y c e nt rif u g ati o n at f ull s p e e d i n a  mi c r of u g e at

r o o m t e m p e r at u r e a n d t h e n s us p e n d e d i n 0. 5  ml 5 0  m M s o di u m

a c et at e, p H 4. 5, c o nt ai ni n g 0. 0 5  U Pse u d o m o n as is o a m yl as e ( M e g-

a z y m e n o. E-I S A M Y) a n d i n c u b at e d o v e r ni g ht at 5 0° C. T h e s ol u-

ti o n  w as t h e n dil ut e d  wit h 1. 5  ml  H2 O, filt e r e d t h r o u g h a 0. 2- µ m

s y ri n g e-ti p filt e r, a n d 2 5 µl  w as a p pli e d t o a hi g h- p r ess u r e i o n-

e x c h a n g e c h r o m at o g r a p h y s yst e m  wit h p ul s e d a m p e r o m et ri c d e-

t e cti o n ( H P A E C- P A D) t h at r es ol v es a n d q u a ntifi es α (1→ 4)-li n k e d

(li n e a r) gl u c a n c h ai ns r a n gi n g f r o m 2 t o 4 0 gl u c os yl u nits. S e p a-

r ati o n  w as o n a  Di o n e x C a r b o P a c P A-1 0 0 4 × 2 5 0 – m m c ol u m n  wit h

a C a r b o P a c P A-1 0 0 4 × 5 0 – m m g u a r d c ol u m n at a fl o w r at e of 1  ml/

mi n. El uti o n  w as i n 0.1  M  N a O H f o r 4  mi n f oll o w e d b y a 4 0- mi n

g r a di e nt of 0 – 0. 4  M s o di u m a c et at e i n 0.1  M  N a O H. P e a k a r e as f o r

e a c h d e g r e e of p ol y m e ri z ati o n ( D P)  w e r e n o r m ali z e d t o t h e t ot al

p e a k a r e a, a n d t h e n o r m ali z e d v al u es f o r e a c h  D P  w e r e c o m p a r e d

b et w e e n s a m pl es.

P r o t o pl a st a n al y si s

M ai z e p r ot o pl a st s  w e r e p r e p a r e d e s s e nti all y a s d es c ri b e d p r e-

vi o u sl y ( Y o o et al., 2 0 0 7 ),  wit h s o m e  m o difi c ati o n s.  K e r n el s  w e r e

pl a nt e d i n a g r e e n h o u s e.  Aft e r 1 0 d,  0. 5 g s e e dli n g l e a v e s  w a s

h a r v e st e d, c h o p p e d  wit h a r a z o r bl a d e, a n d di g e st e d i n e n z y m e

s ol uti o n at 2 8° C f o r 4 – 5 h  wit h a g e ntl e s h a ki n g at 6 0 r p m i n t h e

d a r k.  T h e e n z y m e s ol uti o n c o n si st e d of 1. 5 % ( wt / v ol) c ell ul a s e

R1 0,  0. 5 % ( wt / v ol)  m a c e r o z y m e  R1 0 i n  0. 4  M  m a n nit ol, 2 0  m M

K Cl, 1 0  m M  C a Cl 2 , 5 m M β - m e r c a pt o et h a n ol,  0.1 % B S A, a n d

2 0  m M  M E S, p H 5. 7.  C ell d e b ri s  w a s filt e r e d u si n g 3 5 - µ m n yl o n

m e s h, a n d c oll e ct e d p r ot o pl a st s  w e r e s u s p e n d e d i n  W 5 s o -

l uti o n ( 2  m M  M E S, p H 5. 7, 1 5 4  m M  N a Cl, 1 2 5  m M  C a Cl2 , a n d

5  m M  K Cl) a n d k e pt o n i c e f o r o b s e r v ati o n.  P r ot o pl a st

i s ol ati o n at  hi g h o s m oti c c o n c e nt r ati o n r e pl a c e d  0. 4  M

m a n nit ol  wit h  0. 8  M  m a n nit ol i n all s ol uti o n s.  P r ot o pl a st

yi el d  w a s d et e r mi n e d b y c o u nti n g i nt a ct p r ot o pl a st s i n  W 5

s ol uti o n  u si n g a  h e m o c yt o m et e r a n d a  Z ei s s St a n d a r d  W L

mi c r o s c o p e  wit h a  N e ofl u o r 4 0 × / 0. 7 5 o bj e cti v e at r o o m

t e m p e r at u r e. Li g ht  mi c r o s c o p y i m a gi n g  u s e d a n  A M S c o p e

M U 5 0 0 di git al c a m e r a  wit h t h e  A M s c o p e a c q ui siti o n s oft -

w a r e v e r si o n 3. 7 f o r a  Wi n d o w s 6 4 - bit o p e r ati n g s y st e m.

C hl o r o pl a st n u m b e r  wit hi n e a c h c ell  w a s d et e r mi n e d  wit h

Z- st a c k i m a g e s of i n di vi d u al p r ot o pl a st c ell s u si n g a L ei c a  T C S

S P 5 l a s e r- s c a n ni n g c o nf o c al  mi c r o s c o p e ( L ei c a  Mi c r o s y st e m s).

I m a g e s  w e r e c a pt u r e d at 3 7° C u si n g a 1 0 0 × P L  A P O  N A 1. 4 0 oil-

i m m e r si o n o bj e cti v e ( L ei c a) a n d a filt e r c u b e s et f o r FI T C / T RI T C

f o r  m ulti c ol o r fl u o r e s c e n c e. L ei c a L A S  A F s oft w a r e  w a s u s e d t o

a c q ui r e i m a g e s  wit h  w at e r a s t h e i m a gi n g  m e di u m.  C hl o r o p h yll

w a s e x cit e d at 4 8 8 n m a n d d et e ct e d  wit h a n e mi s si o n b a n d of

6 5 0 – 7 0 0 n m.  A 3 D i m a g e  w a s r e c o n st r u ct e d f o r e a c h c ell a n d

m a n u all y s c o r e d f o r t h e n u m b e r of c hl o r o pl a st s.  C hl o r o pl a st

c r o s s- s e cti o n al s u rf a c e a r e a s a n d v ol u m e  w e r e  m e a s u r e d u si n g

I m a g eJ (S c hi n d eli n et al., 2 01 2 ).

L e af pi g m e nt e xt r a cti o n a n d  m e a s u r e m e nt

F r e s h s e e dli n g l e af ti s s u e ( 0. 5 g) f r o m b ot h de k 5 m ut a nt a n d

n o r m al si bli n g s  w a s h a r v e st e d a n d c h o p p e d  wit h a r a z o r bl a d e.

T h e l e af ti s s u e  w a s e xt r a ct e d i n 1 5  ml of 9 6 % et h a n ol  wit h g e ntl e

a git ati o n f o r 1 2 h at r o o m t e m p e r at u r e i n al u mi n u m f oil  w r a p-

p e d b ottl e s. Et h a n ol e xt r a ct s  w e r e s e p a r at e d f r o m ti s s u e d e b ri s

wit h filt e r p a p e r.  T h e ti s s u e  w a s ri n s e d  wit h 9 6 % et h a n ol t o

c o m pl et el y e xt r a ct r e si d u al pi g m e nt.  T h e e xt r a ct a n d ri n s e  w e r e

c o m bi n e d a n d b r o u g ht t o 2 5  ml fi n al v ol u m e i n 9 6 % et h a n ol.

C hl o r o p h yll a, c hl o r o p h yll b, a n d c a r ot e n oi d a b s o r b a n c e  w a s

m e a s u r e d at 6 6 5, 6 4 9, a n d 4 7 0 n m u si n g a s p e ct r o p h ot o m et e r.

Pi g m e nt c o nt e nt  w a s c al c ul at e d a c c o r di n g t o Li c ht e nt h al e r a n d

W ell b u r n (1 9 8 3) .

I m m u n o bl o tti n g

C hl o r o pl a st p r ot ei n o r t ot al s e e dli n g p r ot ei n s  w e r e s e p a r at e d

b y 1 0 % S D S- P A G E a n d t r a n sf e r r e d t o  nit r o c ell ul o s e  m e m -

b r a n e  u si n g a  Bi o - R a d  T r a n s- Bl ot S D s e mi - d r y t r a n sf e r c ell at

1 5  V f o r 3 0  mi n.  M e m b r a n e  w a s fi r st bl o c k e d  wit h bl o c ki n g

s ol uti o n c o nt ai ni n g 3 %  B S A a n d  0. 2 %  T w e e n 2 0  wit h P B S ( p H

7. 4) at r o o m t e m p e r at u r e f o r 3 0  mi n a n d t h e n i n c u b at e d  wit h

p ri m a r y a nti b o d y at 1: 2, 0 0 0 dil u ti o n i n bl o c ki n g s ol uti o n f o r

2  h at r o o m t e m p e r at u r e o r o v e r ni g ht at 4° C.  M e m b r a n e s

w e r e  w a s h e d f o u r ti m e s f o r 5  mi n  u si n g P B S  wit h  0. 2 %  T w e e n

2 0. P ri m a r y a nti b o d y si g n al  w a s d et e ct e d aft e r i n c u b ati n g

g o at a nti- r a b bit s e c o n d a r y a nti b o d y ( Si g m a) at 1:1, 0 0 0 dil u-

ti o n i n bl o c ki n g s ol uti o n f or 2  h at r o o m t e m p e r at u r e f ol -

l o w e d b y f o u r 5 - mi n  w a s h e s  u si n g P B S  wit h  0. 2 %  T w e e n 2 0.

C h e mil u mi n e s c e nt  w a s p r o d u c e d b y a p pl yi n g 1  ml  E C L s u b -

st r at e ( T h e r m o S ci e ntifi c P i e r c e) p e r g el  m e m b r a n e a n d

i m a gi n g  wit h a F O T O D Y N E F O T O L u mi n a r y / F X di git al

i m a gi n g s y st e m.

L e af T E M

S e e dli n g l e af ti s s u e s  w e r e h a r v e st e d 1 0  D A S i n a g r o wt h c h a m-

b e r. S a m pl e fi x ati o n, s e cti o ni n g a n d  T E M  w e r e c o m pl et e d b y
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El e ct r o n  Mi c r o s c o p y S e r vi c e s, a s d e s c ri b e d p r e vi o u sl y ( T u r g e o n

a n d  M e d vill e, 2 0 0 4 ). B ri efl y, l e af s a m pl e s  w e r e fi x e d f o r 4 h at

4° C i n 2 % ( wt / v ol) p a r af o r m al d e h y d e a n d 2. 5 % ( v ol / v ol) gl u-

t a r al d e h y d e i n 7 0  m M s o di u m c a c o d yl at e b uff e r, p H 6. 8, f ol-

l o w e d b y o v e r ni g ht i n c u b ati o n i n 1 % ( wt / v ol) o s mi u m t et r o xi d e

i n fi x ati o n b uff e r. Fi x e d ti s s u e s  w e r e s u b s e q u e ntl y d e h y d r at e d

a n d e m b e d d e d i n r e si n.  Ult r at hi n s e cti o n s  w e r e st ai n e d  wit h

u r a n yl a c et at e a n d l e a d cit r at e f o r o b s e r v ati o n s at 6 0 k V  wit h a

P hili p s E M- 3 0 0 t r a n s mi s si o n el e ct r o n  mi c r o s c o p e.

C hl or o pl a s t c r o s s- s e cti o n al s urf a c e a r e a s a n d v ol u m e

m e a s u r e m e nt s

C hl o r o pl a st a r e a, l o n g ( a) a xi s, a n d s h o rt ( b) a xi s  w e r e  m e a s u r e d

i n I m a g eJ f r o m  T E M i m a g e s u si n g f r e e h a n d s el e cti o n s f o r a r e a

a n d st r ai g ht li n e s el e cti o n s f o r a x e s ( S c hi n d eli n et al., 2 01 2 ).

E sti m at e d c r o s s- s e cti o n al a r e a  w a s c al c ul at e d u si n g t h e f o r m ul a

f o r a n elli p s e (A π a b ). St r o m a a n d t h yl a k oi d a r e a s  w e r e e sti-

m at e d b y fi r st d et e r mi ni n g t h e a v e r a g e a ut o t h r e s h ol d v al u e f o r

all  T E M i m a g e s.  T h e a v e r a g e t h r e s h ol d v al u e  w a s a p pli e d t o all

i m a g e s t o  m e a s u r e t h yl a k oi d a r e a,  w hi c h  w a s s u bt r a ct e d f r o m

c hl o r o pl a st a r e a t o e sti m at e st r o m a a r e a.  C al c ul ati o n s f o r elli p-

s oi d v ol u m e,

V
4

3
π a b 2 ,

a n d s u rf a c e a r e a,

S ≈ 4 π
2 a p b p + b p b p

3

1/ p

( P = 1. 6 0 7 5), a s s u m e d t h e c hl o r o pl a st l o n g ( a) a xi s r e p r e s e nt s

l e n gt h a n d t h e s h o rt ( b) a xi s r e p r e s e nt s h ei g ht a n d  wi dt h.

T h yl a k oi d a n d st r o m a v ol u m e s  w e r e c al c ul at e d f o r e a c h c hl o-

r o pl a st b a s e d o n t h e r el ati v e f r a cti o n of t h e t ot al c hl o r o pl a st

a r e a.  All t r ait s  w e r e c al c ul at e d f o r e a c h c hl o r o pl a st i n di vi d u all y

wit h  m e a n a n d st a n d a r d d e vi ati o n st ati sti c s c al c ul at e d u si n g t h e

e sti m at e d t r ait s.  M o d el s f o r a c yli n d e r v ol u m e,

V π
b

2

2

a ,

a n d s u rf a c e a r e a,

A 2 π
b

2

2

a + 2 π
b

2

2

,

a s s u m e d t h e c hl o r o pl a st l o n g ( a) a xi s  w a s t h e h ei g ht a n d t h e

s h o rt ( b) a xi s  w a s t h e di a m et e r.  M o d el s f o r a s p h e r e v ol u m e,

V
4

3
π r 3 ,

a n d s u rf a c e a r e a,

A 4 π r 2 ,

a s s u m e d a si n gl e r a di u s ( r).

M ol e c ul ar i d e ntifi c ati o n of t h e d e k 5 l o c u s

A n F 2 m a p pi n g p o p ul ati o n  w a s g e n e r at e d b y s elf- p olli n ati n g F 1

pl a nt s f r o m a c r o s s of t h e  M o1 7 i n b r e d a n d d e k 5- P S 2 5 / + .  G e n o mi c

D N A  w a s e xt r a ct e d f r o m i n di vi d u al F 2 m ut a nt k e r n el s a n d a n a-

l y z e d  wit h si m pl e s e q u e n c e r e p e at a n d i ns e rti o n- d el eti o n P C R

m a r k e r s a s d e s c ri b e d p r e vi o u sl y ( S ettl e s et al., 2 01 4 ).  T a bl e S 2

gi v e s p ri m e r s e q u e n c e s of t h e  m a r k e r s u s e d f o r li n k a g e a n al y si s.

F o r t h e t r a n s p o s o n fl a n ki n g s e q u e n c e e x p e ri m e nt, h o m o z y g o u s

de k 5- P S 2 5 a n d d e k 5- M S3 3 m ut a nt g e n o mi c  D N A  w a s i s ol at e d f r o m

p o ol s of si x F 2 m ut a nt k e r n el s. M u fl a n ki n g s e q u e n c e s  w e r e

a m plifi e d, p u rifi e d, a n d a d a pt e d t o t h e Ill u mi n a s e q u e n ci n g

pl atf o r m a s d es c ri b e d p r e vi o u sl y ( M c C a rt y et al., 2 01 3 ).  R e a d s

w e r e q u alit y filt e r e d a n d  m a p p e d t o t h e B 7 3 _ v 3 g e n o m e a s s e m bl y

u si n g t h e  U nif o r m M u i nf o r m ati cs pi p eli n e ( M c C a rt y et al., 2 01 3 ).

R N A i s ol a ti o n a n d  R T- P C R

T ot al  R N A  w a s i s ol at e d u si n g  T ri z ol (I n vit r o g e n) f r o m 1 0  D A S

B 7 3  m ai z e s e e dli n g s.  A p p r o xi m at el y 1  m g of t ot al  R N A  w a s r e-

v e r s e t r a n s c ri b e d  wit h eit h e r  T h e r m o S c ri pt  R e v e r s e t r a n s c ri p-

ti o n (I n vit r o g e n) f o r  D e k 5 c D N A cl o ni n g. B ot h oli g o ( d T) a n d

r a n d o m h e x a m e r p ri m e r s  w e r e u s e d f o r fi r st- st r a n d s y nt h e si s t o

e n s u r e f ull-l e n gt h c o v e r a g e of t h e D e k 5 m R N A.  T h e D e k 5 c D N A

w a s a m plifi e d  wit h P h u si o n hi g h-fi d elit y  D N A p ol y m e r a s e ( N e w

E n gl a n d Bi ol a b s) a n d cl o n e d i nt o p E N T R / D- T O P O  V e ct o r (I n-

vit r o g e n) a s t h r e e o v e rl a p pi n g f r a g m e nt s: D e k 5 - F N (1 8 0 2 b p),

D e k 5 - F M ( 2 3 3 0 b p), a n d D e k 5 - F C ( 3 0 0 6 b p).  T h e f ull-l e n gt h D e k 5

c D N A  w a s a s s e m bl e d f r o m t h e s e q u e n c e of t h e s e cl o n e s. S p e cifi c

P C R p ri m e r s a r e li st e d i n  T a bl e S 2.

P h yl o g e n eti c a n al y si s

P r ot ei n s e q u e n c e s  w e r e ali g n e d  u si n g  Cl u st al W ( L a r ki n et al.,

2 0 0 7 ).  T h e p h yl o g e n eti c t r e e  w a s p r o d u c e d  wit h  M E G A 7  u si n g

t h e  n ei g h b o r-j oi ni n g  m et h o d  wit h 2, 0 0 0 b o ot st r a p r e pli-

c ati o n s a n d t h e P oi s s o n s u b stit uti o n  m o d el ( H e d g e s, 1 9 9 2 ).

T h e  D E K 5  h o m ol o g u e s e q u e n c e s  u s e d f o r p h yl o g e n eti c

a n al y si s  w e r e Z e a  m a ys ( G e n B a n k a c c e s si o n  n o.  M F 0 3 4 0 7 7),

S o r g h u m bi c ol o r ( U ni G e n e a c c e s si o n  n o.  X P _ 0 0 2 4 5 7 2 3 5. 1),

Gl y ci n e  m a x ( N C BI P r ot ei n a c c e s si o n  n o.  X P _ 0 0 3 5 2 7 8 0 3.1),

O r y z a s ati v a J a p o ni c a ( P r ot ei n a c c e s si o n  n o.  X P _ 01 5 61 9 2 2 6.1),

S et a ri a it ali c ( P r ot ei n a c c e s si o n  n o.  X P _ 0 0 4 9 71 71 9.1), F r a g a ri a

v es c a s u bs p.  V es c a ( P r ot ei n a c c e s si o n  n o.  X P _ 011 4 5 9 1 4 7.1), Vitis

vi nif e r a ( P r ot ei n a c c e s si o n  n o.  X P _ 01 0 6 4 8 5 61.1), A. t h ali a n a

( P r ot ei n a c c e s si o n  n o.  N P _1 8 01 3 7. 3), T h e o b r o m a c a c a o ( G e n-

B a n k a c c e s si o n  n o.  E O Y 31 3 5 2.1), A m b o r ell a t ri c h o p o d a ( P r ot ei n

a c c e s si o n  n o.  X P _ 0 0 6 8 4 4 3 9 3.1), S el a gi n ell a  m o ell e n d o rffii

( P r ot ei n a c c e s si o n n o.  X P _ 0 0 2 9 8 2 31 3. 1), Ost r e o c o c c us t a u ri

( P r ot ei n a c c e s si o n n o.  X P _ 0 0 3 0 7 9 8 7 7.1), N ost o c p u n ctif o r m e

( P r ot ei n a c c e s si o n  n o.  W P _ 01 2 41 2 2 4 9.1), C y a n o b a ct e ri u m P C C

7 7 0 2 ( P r ot ei n a c c e s si o n n o.  W P _ 01 7 3 2 0 4 0 9. 1), Ps e u d o m o n as

st ut z e ri ( P r ot ei n a c c e s si o n  n o.  W P _ 0 0 3 2 8 9 7 3 4.1), M et h yl -

o b a ct e ri u m s p. L e af 91 ( P r ot ei n a c c e s si o n  n o.  W P _ 0 8 2 4 9 0 4 8 8.1),

R hi z o bi u m l e g u mi n os a r u m ( P r ot ei n a c c e s si o n  n o.  W P _

0 0 3 5 4 3 4 2 2.1), A r h o d o m o n as a q u a e ol ei ( P r ot ei n a c c e s si o n

n o.  W P _ 01 8 71 6 3 2 6.1), a n d E. c oli ( P r ot ei n a c c e s si o n  n o.  W P _

0 4 0 0 8 9 9 6 9.1).

S u b c ell ul ar l o c ali z ati o n of  D E K 5

T h e  D E K 5 N- G F P f u si o n p r ot ei n  w a s c o n st r u ct e d b y a m plif yi n g t h e

i niti al 1, 3 7 4 b p of t h e De k 5 O R F f r o m B 7 3 s e e dli n g c D N A u si n g

P h u si o n hi g h-fi d elit y  D N A p ol y m e r a s e ( N e w E n gl a n d Bi ol a b s)

Z h a n g e t al. J o ur n al of C ell Bi ol o g y 2 6 5 2

Pl a sti d e n v el o p e bi o g e n e si s i n  m ai z e d e k 5 htt p s:/ / d oi. or g/ 1 0. 1 0 8 3/j c b. 2 0 1 8 0 7 1 6 6
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wit h t h e De k 5 N- L a n d De k 5 N- R p ri m e r s ( T a bl e S 2). T h e  N-t e r mi n al

O R F p r o d u ct  w a s cl o n e d i nt o p E N T R v e ct o r (I n vit r o g e n) a n d r e-

c o m bi n e d i nt o t h e bi n a r y v e ct o r, p B 7 F W G 2, t o g e n e r at e a

C-t e r mi n al  G F P f usi o n ( K a ri mi et al., 2 0 0 2 , 2 0 0 7 ). T h e T M D d e-

l eti o n  w a s g e n e r at e d  wit h t h e  Q 5 Sit e- Di r e ct e d  M ut a g e n e sis  Kit

( N e w E n gl a n d Bi ol a b s) t o d el et e t h e p e pti d e s e q u e n c e,

L F L V R C S V F A A V V S V A G A L S W, i n-f r a m e f r o m t h e  D E K 5 N cl o n e

a n d t h e n r e c o m bi n e d i nt o p B 7 F W G 2. T h e bi n a r y c o n st r u ct s  w e r e

t r a n sf o r m e d i nt o A gr o b acteri u m t u mef acie ns st r ai n  G V 31 01 b y t h e

f r e e z e– t h a w  m et h o d (W ei g el a n d  Gl a z e b r o o k, 2 0 0 6 ). E a c h c o n-

st r u ct  w a s t r a n sf e r r e d t o N. be nt h a mi a n a l e a v e s vi a a g r o-

i nfilt r ati o n a s d e s c ri b e d p r e vi o u sl y (v a n E ss e, 2 01 2 ),  wit h s o m e

m o difi c ati o n s. B ef o r e i nfilt r a ti o n, t h e a g r o b a ct e ri a  w e r e s u s-

p e n d e d i n b uff e r c o nt ai ni n g 1 0  m M  M g Cl 2 , 1 0 m M M E S, a n d

2 0 0 µ M a c et o s y ri n g o n e a n d a dj u st e d t o a n  O D 6 0 0 of  0. 4.  T h e N.

be nt h a mi a n a pl a nt s w e r e g r o w n i n a g r o wt h c h a m b e r at 2 3° C wit h

1 6- h / 8- h d a y / ni g ht li ght c y cl e. L e a v e s f r o m 4 – 5- w k- ol d pl a nt s

w e r e i nfilt r at e d a n d e x a mi n e d b y e pifl u o r e s c e n c e  mi c r o s c o p y

b et w e e n 4 0 a n d 5 0 h aft e r i nfilt r ati o n.  R e p r e s e nt ati v e i m a g es

w e r e c a pt u r e d at 3 7° C u si n g a 1 0 0 × P L  A P O 1. 4 0- N A oil-i m m e r si o n

o bj e cti v e ( L ei c a) o n a n i n v e rt e d L ei c a S P 5  mi c r o s c o p e e q ui p p e d

wit h a filt e r c u b e s et f o r FI T C / T RI T C f o r  m ulti c ol o r fl u o r es c e n c e.

L ei c a L A S  A F s oft w a r e  w a s u s e d t o a c q ui r e i m a g e s  wit h  w at e r a s

t h e i m a gi n g  m e di u m.  G F P  w a s e x cit e d at 4 8 8 n m a n d d et e ct e d

wit h a n e mi ssi o n b a n d of 5 0 0 – 5 3 0 n m. C hl o r o p h yll  w as d et e ct e d

wit h a n e mi ssi o n b a n d of 6 5 0 – 7 0 0 n m. C a pt u r e d i m a g e s  w e r e

p r o c e s s e d  wit h I m a g eJ t o a d d s c al e b a r s t o s plit a n d  m e r g e d c ol o r

c h a n n el s.

A nti b o di e s

T h e c o di n g s e q u e n c e f o r t h e  D E K 5  T a m B d o m ai n  w a s a m plifi e d

wit h P h u si o n hi g h fi d elit y  D N A p ol y m e r a s e f r o m B 7 3 c D N A  wit h

t h e  D U F 4 9 0- L a n d  D U F 4 9 0- R p ri m e r s ( T a bl e S 2).  T h e P C R

p r o d u ct  w a s di g e st e d  wit h  N c oI a n d  N otI, p u rifi e d, a n d cl o n e d

i nt o t h e p M A L- c 5 X v e ct o r ( N e w E n gl a n d Bi ol a b s).  R e c o m bi n a nt

p r ot ei n  w a s e x p r e s s e d i n t h e E. c oli T o p1 0 st r ai n b y i n d u ci n g 1 2

lit e r s of c ult u r e  wit h 1 0  m M I P T G f o r 1 h at 3 0° C.  C ell s  w e r e

s o ni c at e d u si n g a 5- s / 5- s p ul s e / p a u s e c y cl e f o r a t ot al of 3  mi n i n

a n i c e  w at e r b at h.  R e c o m bi n a nt p r ot ei n  w a s p u rifi e d u si n g

a m yl o s e r e si n a c c o r di n g t o t h e  m a n uf a ct u r e r ’s i n st r u cti o n s

( N e w E n gl a n d Bi ol a b s).  T h e r e c o m bi n a nt p r ot ei n  w a s c o n c e n-

t r at e d i n  A mi c o n  Ult r a-1 5  C e nt rif u g al Filt e r s ( E M D  Milli p o r e),

a n d 2. 5  m g of p u rifi e d r e c o m bi n a nt p r ot ei n  w a s s e nt t o  T h e r m o

S ci e ntifi c Pi e r c e f o r r a b bit p ol y cl o n al a nti b o d y p r o d u cti o n.

Ot h e r  m a r k e r p r ot ei n s  w e r e d et e ct e d  wit h r a b bit p ol y cl o n al

a nti b o d y s e r a r ai s e d a g ai n st h u m a n hi st o n e  H 3  C-t e r mi n al

p e pti d e ( a b1 7 91;  A b c a m), s pi n a c h  A T P s y nt h a s e  C F1- β (F ri st e dt

et al., 2 01 4 ), A. t h ali a n a 6 P G D H ( H öl s c h e r et al., 2 01 6 ), s o r g h u m

O E C 2 3 ( V o el k e r a n d B a r k a n, 1 9 9 5 ),  m ai z e  C yt f (B a r k a n et al.,

1 9 8 6), A. t h ali a n a T o c 7 5 ( M a et al., 1 9 9 6 ), a n d A. t h ali a n a O E P 8 0

(I n o u e a n d P ott e r, 2 0 0 4).

C hl or o pl a s t i s ol a ti o n

N o r m al c hl o r o pl a st s  w e r e i s ol at e d e s s e nti all y a s d e s c ri b e d p r e-

vi o u sl y ( V o el k e r a n d B a r k a n, 1 9 9 5 ). L e af ti s s u e f r o m 7- d- ol d

pl a nt s  w a s c ut a n d h o m o g e ni z e d i n g ri n di n g b uff e r ( 5 0  m M

H e p e s / K O H, p H 7. 5,  0. 3 3  M s o r bit ol, 1  m M  M g Cl 2 , 1  m M  M n Cl2 ,

2  m M E D T A, 5  m M  N a- a s c o r b at e, a n d 1 % B S A) u si n g a  W a r ri n g

bl e n d e r  wit h fi v e b u r st s of ∼ 5 s at  m a x s p e e d.  T h e h o m o g e n at e

w a s filt e r e d t h r o u g h t w o l a y e r s of  Mi r a cl ot h, a n d t h e filt r at e  w a s

c e nt rif u g e d at 3, 0 0 0 g f o r 5  mi n i n a s wi n gi n g b u c k et r ot o r at

4° C.  T h e o r g a n ell e p ell et  w a s g e ntl y s u s p e n d e d i n 5  ml g ri n di n g

b uff e r a n d l a y e r e d o nt o a 3 5 % / 7 5 % ( 8  ml /1 6  ml) P e r c oll st e p

g r a di e nt.  T h e g r a di e nt  w a s c e nt rif u g e d at 6, 0 0 0 g f o r 1 5  mi n,

a n d t h e l o w e r, i nt a ct c hl o r o pl a st, b a n d  w a s r e c o v e r e d. I nt a ct

c hl o r o pl a st s  w e r e  w a s h e d  wit h i m p o rt b uff e r ( 0. 3 3  M s o r bit ol

a n d 5 0  m M  H e p e s- K O H, p H 8. 0) a n d p ell et e d b y c e nt rif u g ati o n

at 1, 0 0 0 g f o r 5  mi n. P ell et e d c hl o r o pl a st s  w e r e s u s p e n d e d i n

i m p o rt b uff e r a n d a dj u st e d t o  0. 5– 1. 0  m g c hl o r o p h yll p e r  ml

b a s e d o n  O D 6 5 2 .

M ut a nt d e k 5 c hl o r o pl a st s  w e r e p u rifi e d f r o m p r ot o pl a st s.

I s ol at e d d e k 5 m ut a nt p r ot o pl a st s  w e r e  w a s h e d a n d s u s p e n d e d i n

a p r ot o pl a st h y p ot o ni c l y si s b uff e r of  0. 7  M s o r bit ol s u p pl e-

m e nt e d  wit h 5 0  m M  H e p e s- K O H ( p H 7. 5).  T h e c ell l y s at e  w a s

p a s s e d t h r o u g h a 1 5- µ m n yl o n  m e s h filt e r ( Ti s c h S ci e ntifi c) t o

f u rt h e r l y s e r e m ai ni n g i nt a ct p r ot o pl a st s.  R el e a s e d d e k 5 m ut a nt

c hl o r o pl a st s  w e r e p u rifi e d i n a 2 5 % / 7 5 % P e r c oll st e p g r a di e nt

c e nt rif u g e d at 6, 0 0 0 g f o r 1 5  mi n, a n d t h e l o w e r, i nt a ct c hl o r o-

pl a st b a n d,  w a s r e c o v e r e d. I s ol at e d d e k 5 c hl o r o pl a st s  w e r e

w a s h e d  wit h  0. 7  M s o r bit ol a n d 5 0  m M  H e p e s- K O H, p H 7. 5,

p ell et e d, a n d a dj u st e d t o  0. 5 – 1  m g / ml c hl o r o p h yll.

C hl or o pl a st f r a cti o n a ti o n

C hl o r o pl a st s  w e r e f r a cti o n at e d a s d e s c ri b e d b y S mit h et al.

( 2 0 0 3),  wit h s o m e  m o difi c ati o n s. B ri efl y, i nt a ct i s ol at e d c hl o r-

o pl a st s  w e r e p ell et e d f r o m i m p o rt b uff e r a n d r e s u s p e n d e d t o

1– 2  m g / ml c hl o r o p h yll i n  T E b uff e r (1 0  m M t ri ci n e a n d 2  m M

E D T A, p H 7. 5)  wit h  0. 6  M s u c r o s e.  C hl o r o pl a st s  w e r e l y s e d  wit h

t w o c y cl e s of f r e e zi n g a n d t h a wi n g a n d t h e n dil ut e d  wit h  T E

b uff e r c o nt ai ni n g p r ot e a s e i n hi bit o r c o c kt ail ( P 9 5 9 9; Si g m a) t o

0. 2  M s u c r o s e. L y s e d c hl o r o pl a st s  w e r e c e nt rif u g e d at 4 5, 0 0 0 g

f o r 6 0  mi n t o c oll e ct t h e c r u d e e n v el o p e  m e m b r a n e s.  T h e s ol u bl e

s u p e r n at a nt  w a s c oll e ct e d a n d st o r e d at − 8 0° C f o r f u rt h e r

a n al y si s.  T h e  m e m b r a n e p ell et  w a s r e s u s p e n d e d i n  T E b uff e r

c o nt ai ni n g  0. 2  M s u c r o s e t o a c o n c e nt r ati o n of 2 – 3 m g / ml

c hl o r o p h yll, a n d 1  ml of t h e  m e m b r a n e s u s p e n si o n  w a s l a y e r e d

o nt o t h e t o p of a s u c r o s e g r a di e nt.  T h e g r a di e nt c o n si st e d of

1. 5  ml of 1  M s u c r o s e, 1  ml of  0. 8  M s u c r o s e, a n d 1  ml of  0. 4 6  M

s u c r o s e i n a 5- ml p ol y all o m e r t u b e.  T h e g r a di e nt  w a s c e nt ri-

f u g e d f o r 1. 5 h at 2 7 0, 0 0 0 g at 4° C u si n g l o w a c c el e r ati o n a n d

d e c el e r ati o n r at e s.  T h e y ell o w- g r e e n b a n d f r o m t h e  0. 8 t o 1  M

s u c r o s e i nt e rf a c e  w a s c oll e ct e d a s t h e I E M f r a cti o n.  T h e li g ht

y ell o w b a n d f r o m t h e  0. 4 6 – 0. 8  M s u c r o s e i nt e rf a c e  w a s c oll e ct e d

a s t h e  O E M f a cti o n.  T h e g r e e n t h yl a k oi d p ell et  w a s r e s u s p e n d e d

i n  T E.  All  m e m b r a n e f r a cti o n s  w e r e  w a s h e d u si n g 3– 5 v ol of  T E

b uff e r s u p pl e m e nt e d  wit h p r ot e a s e i n hi bit o r a n d c e nt rif u g e d f o r

1. 5 h at 2 7 0, 0 0 0 g at 4° C.

C hl or o pl a st  m e m b r a n e  w a s h e s

N o r m al a n d d e k 5 c hl o r o pl a st s  w e r e i s ol at e d a n d dil ut e d t o 1  m g

c hl o r o p h yll p e r  millilit e r i n i m p o rt b uff e r. F o r e a c h  w a s h c o n-

diti o n, 1 0 0 µl of c hl o r o pl a st s  w a s p ell et e d a n d r e s u s p e n d e d i n

0.1  M  N a 2 C O 3 , p H 11. 5, 6  M u r e a i n 1 0  m M  H e p e s / K O H, p H 7. 6,

o r 1  M  N a Cl. E a c h  w a s h  w a s h el d at r o o m t e m p e r at u r e f o r

Z h a n g e t al. J o ur n al of C ell Bi ol o g y 2 6 5 3
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3 0  mi n. F r e e z e – t h a w l y si s, a s d e s c ri b e d f o r c hl o r o pl a st f r a c-

ti o n ati o n,  w a s u s e d a s a c o nt r ol.  T r e at e d c hl o r o pl a st s  w e r e

c e nt rif u g e d at 4 0, 0 0 0 g f o r 1 h at 4° C. P ell et s  w e r e r e s u s p e n d e d

i n  T E o n a n e q u al v ol u m e b a si s  wit h s u p e r n at a nt s b ef o r e S D S-

P A G E a n d i m m u n o bl otti n g.

P r o t e a s e p r o t e cti o n a s s a y

T h e d u al p r ot e a s e p r ot e cti o n a s s a y  w a s d o n e a c c o r di n g t o

F r o e hli c h ( 2 011) wit h s o m e  m o difi c ati o n s. I nt a ct c hl o r o pl a st s

w e r e i s ol at e d a n d s u s p e n d e d i n i m p o rt b uff e r ( 0. 3 3  M s o r bit ol

a n d 5 0  m M  H e p e s / K O H, p H 8. 0) t o a c o n c e nt r ati o n of 1  m g / ml

c hl o r o p h yll. I nt a ct c hl o r o pl a st s (1 5 0 µl)  w e r e i n c u b at e d  wit h

eit h e r 2 5 µl t h e r m ol y si n o r t r y p si n (1  m g / ml) f o r 5 0  mi n o n i c e.

T h e r m ol y si n  w a s st o p p e d u si n g 1 0  m M E D T A a n d k e pt o n i c e f o r

5  mi n.  T h e t r y p si n di g e sti o n  w a s st o p p e d u si n g 5 0 µl of p r ot e a s e

i n hi bit o r s c o nt ai ni n g 1  m g / ml t r y p si n i n hi bit o r ( Si g m a), 1 0 µ M / ml

l e u p e pti n, a n d 1 0  m M P M S F. I nt a ct c hl o r o pl a st s  w e r e r e c o v e r e d

u si n g 3 0 % P e r c oll c u s hi o n i n i m p o rt b uff e r a n d c e nt rif u g e d at

1, 5 0 0 g f o r 5  mi n. P ell et e d i nt a ct c hl o r o pl a st s  w e r e  w a s h e d a n d

r e s u s p e n d e d i n i m p o rt b u ff e r f o r f u rt h e r a n al ysi s.

P r o t e o m e a n al y si s of t h e d e k 5 c hl or o pl a st e n v el o p e a n d i t s

n or m al si bli n g s

T o c oll e ct e n o u g h c hl o r o pl a st e n v el o p e p r ot ei n s f o r p r ot e o m e

a n al y si s, si x i n d e p e n d e nt c hl o r o pl a st p r e p s f r o m d e k 5 a n d f o u r

i n d e p e n d e nt c hl o r o pl a st p r e p s f r o m n o r m al si bli n g s  w e r e p o ol e d

s e p a r at el y a n d r e s u s p e n d e d t o 1 – 2  m g / ml c hl o r o p h yll i n s u s-

p e n si o n b uff e r ( 0. 6  M s u c r o s e, 1 0  m M t ri ci n e, a n d 2  m M E D T A,

p H 7. 5). B ot h t h e d e k 5 a n d n o r m al c hl o r o pl a st s  w e r e l y s e d  wit h

t w o c y cl e s of s n a p f r e e zi n g a n d t h a wi n g a n d t h e n dil ut e d  wit h

T E b uff e r c o nt ai ni n g p r ot e a s e i n hi bit o r c o c kt ail t o  0. 2  M s u-

c r o s e.  A  D o u n c e h o m o g e ni z e r  w a s u s e d t o f u rt h e r r u pt u r e t h e

d e k 5 c hl o r o pl a st s. L y s e d c hl o r o pl a st s  w e r e c e nt rif u g e d at 4, 0 0 0 g

f o r 1 5  mi n t o r e m o v e  m o st of t h e t h yl a k oi d  m e m b r a n e s.  T h e

s u p e r n at a nt  w a s t r a n sf e r r e d t o a n e w t u b e a n d c e nt rif u g e d at

4 0, 0 0 0 g f o r 6 0  mi n t o c oll e ct c r u d e e n v el o p e  m e m b r a n e f r a c-

ti o n. E n ri c h e d c hl o r o pl a st e n v el o p e p r ot ei n s  w e r e s ol u bili z e d i n

8 M u r e a, 1 0 0  m M  T ri s- H Cl, p H 7, a n d 5  m M  T ri s-( 2- c a r b o x-

y et h yl) p h o s p hi n e, h y d r o c hl o ri d e ( T C E P). P r ot ei n s  w e r e t h e n

s u bj e ct e d t o f o u r r o u n d s of a c et o n e p r e ci pit ati o n  wit h p r o b e

s o ni c ati o n b et w e e n e a c h r o u n d. P ell et e d p r ot ei n  w a s s ol u bili z e d

i n  U A b uff e r ( 8  M u r e a, 5 0  m M  T ri s- H Cl, p H 7, a n d 5  m M  T C E P)

a n d p r o c e s s e d u si n g t h e filt e r- ai d e d s a m pl e p r e p a r ati o n  m et h o d

(Wi ś ni e w s ki et al., 2 0 0 9 ; S o n g et al., 2 01 7 )  wit h  mi c r o c o n  Y M- 3 0

c e nt rif u g al filt e r s ( Milli p o r e). P r ot ei n s  w e r e di g e st e d o n t h e

filt e r o v e r ni g ht  wit h 1 µ g t r y p si n ( R o c h e) at 3 7° C. P r ot ei n s  w e r e

t h e n f u rt h e r di g e st e d  wit h  0.1 µ g of t r y p si n a n d  0.1 µ g of L y s C

( W a k o) f o r 2 h.  R e c o v e r e d p e pti d e s  w e r e a ci difi e d t o a p H of

∼ 2 – 3  wit h f o r mi c a ci d a n d d e s alt e d  wit h 5 0  m g S e p- P a k  C1 8

c a rt ri d g e s ( W at e r s). El ut e d p e pti d e s  w e r e d ri e d i n a v a c u u m

c e nt rif u g e, r e s u s p e n d e d i n  0.1 % f o r mi c a ci d, a n d q u a ntifi e d

u si n g t h e Pi e r c e B C A P r ot ei n a s s a y kit.

1 μ g of p e pti d e s  w e r e s e p a r at e d o n a 2 0- c m n a n o s p r a y c ol-

u m n,  w hi c h  w a s p ull e d a n d p a c k e d i n- h o u s e  wit h 2. 5 µ m  C1 8

( W at e r s), u si n g a n a c et o nit ril e g r a di e nt of 5 – 3 0 % f o r 1 2 0  mi n,

3 0 – 8 0 % f o r 2 5  mi n, a n d  0 % f o r 5  mi n (1 5 0  mi n t ot al) t h at  w a s

d eli v e r e d vi a a n  A gil e nt 1 2 6 0 q u at e r n a r y  H P L C at a fl o w r at e of

∼ 5 0 0 nl / mi n.  T h e  H P L C s y st e m  w a s c o u pl e d  wit h a  T h e r m o

S ci e ntifi c  Q- E x a cti v e Pl u s hi g h- r e s ol uti o n q u a d r u p ol e  O r bit r a p

m a s s s p e ct r o m et e r u si n g a c u st o m-f a b ri c at e d n a n o s p r a y s o u r c e.

D at a- d e p e n d e nt a c q ui siti o n  w a s o bt ai n e d u si n g  X c ali b u r 4. 0

s oft w a r e i n p o siti v e-i o n  m o d e  wit h a s p r a y v olt a g e of 2. 0 0 k V,

r a di o f r e q u e n c y of 6 0, a n d a c a pill a r y t e m p e r at u r e of 2 7 5° C.  M S1

s p e ct r a  w e r e  m e a s u r e d at a r e s ol uti o n of 7 0, 0 0 0  wit h a n a ut o-

m ati c g ai n c o nt r ol of 3 × 1 0 6 , a  m a xi m u m i o n ti m e of 1 0 0  m s, a n d

a  m a s s r a n g e of 4 0 0 – 2, 0 0 0  m / z.  U p t o 1 5  M S 2,  wit h a c h a r g e

st at e of 2 t o 4,  w e r e t ri g g e r e d at a r e s ol uti o n of 1 7, 5 0 0, a n a u-

t o m ati c g ai n c o nt r ol of 1 05 wit h a  m a xi m u m i o n ti m e of 5 0  m s, a

1. 5- m / z i s ol ati o n  wi n d o w, a n d a n o r m ali z e d c olli si o n e n e r g y of

2 8.  M S1 t h at t ri g g e r e d  M S 2 s c a n s  w e r e d y n a mi c all y e x cl u d e d f o r

2 5 s.  W e p e rf o r m e d t w o r u n s f o r e a c h s a m pl e t o g e n e r at e t w o

t e c h ni c al r e pli c at e s.

T h e r a w d at a  w e r e s e a r c h e d a g ai n st t h e B 7 3  R ef G e n _ v 2 5 b

Filt e r e d  G e n e S et u si n g  M a x Q u a nt v e r si o n 1. 5. 8. 3 ( T y a n o v a

et al., 2 01 6 ).  M et hi o ni n e o xi d ati o n a n d p r ot ei n  N-t e r mi n al

a c et yl ati o n  w e r e s et a s v a ri a bl e  m o difi c ati o n s.  T h e di g e sti o n

p a r a m et e r s  w e r e s et t o “ s p e cifi c ” f o r “ T r y p si n / P; L y s C ” wit h a

m a xi m u m of t w o  mi s s e d cl e a v a g e s.  T h e  m at c h b et w e e n r u n s

f e at u r e  w a s t u r n e d off.  D ef a ult s etti n g s  w e r e u s e d f o r t h e r e-

m ai ni n g p a r a m et e r s i n cl u di n g a p e pti d e s p e ct r u m  m at c h a n d

p r ot ei n f al s e di s c o v e r y r at e of  0. 01,  w hi c h  w a s d et e r mi n e d u si n g

a r e v e r s e d e c o y d at a b a s e.

T h e d e k 5 m ut a nt a n d n o r m al si bli n g e n v el o p e p r ot ei n e xt r a ct s

h a d diff e r e nt l e v el s of n o n e n v el o p e c o nt a mi n a nt s.  T o c o m p a r e

r el ati v e l e v el s of e n v el o p e p r ot ei n s,  w e c u r at e d a s et of 9 6 e n-

v el o p e p r ot ei n s t h at  w e r e v ali d at e d e x p e ri m e nt all y.  T h e  M a x-

Q u a nt i nt e n sit y f o r t h e 8 5 e n v el o p e p e pti d e s  wit hi n t hi s s u b s et

f o u n d i n at l e a st o n e t e c h ni c al r e pli c at e  w e r e n o r m ali z e d r el ati v e

t o o n e n o r m al t e c h ni c al r e pli c at e. P r ot ei n s i d e ntifi e d i n a si n gl e

t e c h ni c al r e pli c at e  wit h a n o r m ali z e d  M a x Q u a nt i nt e n sit y v al u e

<1 0 7 w e r e r e m o v e d t o l e a v e 6 8 p r ot ei n s.  R el ati v e f ol d c h a n g e

b et w e e n d e k 5 a n d n o r m al si bli n g s a m pl e s  w e r e c al c ul at e d f r o m

t h e a v e r a g e of t h e t w o t e c h ni c al r e pli c at e s o r t h e si n gl e  M a x-

Q u a nt i nt e n sit y v al u e if t h e p r ot ei n  w a s d et e ct e d o nl y o n c e.

T M D s f o r e n v el o p e p r ot ei n s  w e r e p r e di ct e d u si n g  T M H M M

S e r v e r  V 2. 0 ( htt p: / / w w w. c b s. dt u. d k / s e r vi c e s / T M H M M / ), a n d

e n v el o p e l o c ali z ati o n  w a s a n n ot at e d u si n g t h e Pl a nt P r ot e o m e

D at a b a s e ( S u n et al., 2 0 0 9 ).

3 2 P i c hl or o pl a st u pt a k e a s s a y

U pt a k e of 3 2 P i i nt o i s ol at e d c hl o r o pl a st s  w a s a s s a y e d a s d e s c ri b e d

wit h s o m e  m o difi c ati o n s ( Fli e g e et al., 1 9 7 8 ). P u rifi e d, i nt a ct

c hl o r o pl a st s f r o m B 7 3 a n d d e k 5- N 9 61 m ut a nt s  w e r e a dj u st e d i n

c o n c e nt r ati o n t o  O D 6 5 2 of  0. 2 a n d 9 0 µl ( ∼ 2. 3 × 1 0 7 n o r m al a n d

4. 6 × 1 0 6 d e k 5 ) c hl o r o pl a st s  w e r e  mi x e d  wit h 1 0 µl 1  m M  K H 2 P O 4 ,

p H 7. 5.  K H 2 P O 4 w a s p r e p a r e d i n a 1 9:1 r ati o of u nl a b el e d t o r a-

di ol a b el e d 3 7  M B q / m M  K H 2
3 2 P O 4 ( P e r ki n El m e r).  C hl o r o pl a st s

w e r e i n c u b at e d i n a ti m e c o u r s e f r o m 5 t o 3 0 0 s. P h o s p h at e

u pt a k e  w a s st o p p e d b y a d di n g 2  m M 4, 4 9- dii s ot hi o c y a n at o s-

til b e n e- 2, 29- di s ulf o ni c a ci d ( DI D S; Si g m a) t o t h e r e a cti o n.  R el a-

ti v e u pt a k e  w a s c al c ul at e d f r o m b a c k g r o u n d r a di ol a b el a s

d et e r mi n e d b y p r ei n c u b ati n g c hl o r o pl a st s  wit h  DI D S f o r 5  mi n

b ef o r e i n c u b ati n g  wit h 3 2 P i f o r 3 0 0 s. I nt a ct n o r m al c hl o r o pl a st s

wit h r a di ol a b el  w e r e r e p u rifi e d b y t r a n sf e r ri n g 1 0 0 µl of t h e

Z h a n g e t al. J o ur n al of C ell Bi ol o g y 2 6 5 4

Pl a sti d e n v el o p e bi o g e n e si s i n  m ai z e d e k 5 htt p s:/ / d oi. or g/ 1 0. 1 0 8 3/j c b. 2 0 1 8 0 7 1 6 6
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c hl o r o pl a st s u s p e n si o n t o a c e nt rif u g e t u b e c o nt ai ni n g a l o w e r

l a y e r of 3 0 µl of 1 0 % p e r c hl o ri c a ci d a n d a n u p p e r l a y e r of 7 0 µl

A P 1 5 0 sili c o n e oil ( W a c k e r).  T h e d e n sit y of d e k 5 m ut a nt c hl o r-

o pl a st s  w a s l o w e r t h a n n o r m al, a n d i nt a ct c hl o r o pl a st s  w e r e

p u rifi e d u si n g a 4:1  mi xt u r e of  A P 1 5 0 a n d  A R 2 0 sili c o n e oil

( Si g m a).  T h e r a di ol a b el e d c hl o r o pl a st s u s p e n si o n  w a s o v e rl ai d

o nt o t h e sili c o n e oil a n d t h e n c e nt rif u g e d f o r 3 0 s at 1 4, 0 0 0 g . T h e

r a di ol a b el a s s o ci at e d  wit h i nt a ct c hl o r o pl a st s  w a s a s s a y e d b y

s a m pli n g 1 5 µl of t h e 1 0 % p e r c hl o ri c a ci d l a y e r f o r s ci ntill ati o n

c o u nti n g u si n g a B e c k m a n L S 6 5 0 0 S E s ci ntill ati o n c o u nt e r.

D et e cti o n li mit s  w e r e d et e r mi n e d aft e r a 3 0 0- s i n c u b ati o n

wit h n o r m al c hl o r o pl a st s dil ut e d f r o m 5 % t o 5 0 % of a n  O D 6 5 2 of

0. 2.  M ut a nt c hl o r o pl a st s  w e r e c o n c e nt r at e d b y c e nt rif u g ati o n of

t w o- a n d f o u rf ol d l a r g e r v ol u m e s at 5 0 0 g f o r 1  mi n f oll o w e d b y

r e s u s p e n si o n i n 9 0 µl of  0. 7  M s o r bit ol a n d 5 0  m M  H e p e s- K O H,

p H 7. 5. St r o m al v ol u m e  w a s e sti m at e d b y c o u nti n g i nt a ct

c hl o r o pl a st s a n d  m ulti pl yi n g b y t h e a v e r a g e st r o m al v ol u m e

e sti m at e d f r o m  T E M.  C hl o r o pl a st s  w e r e c o u nt e d i n a h e m o c y-

t o m et e r u si n g a  Z ei s s St a n d a r d  W L  mi c r o s c o p e  wit h a  N e ofl u o r

4 0 × / 0. 7 5 o bj e cti v e at r o o m t e m p e r at u r e.

A s s a y eff e ct s o n c hl o r o pl a st i nt e g rit y  w a s d et e r mi n e d b y

i n c u b ati n g c hl o r o pl a st s  wit h  0.1  m M  K H2 P O 4 , p H 7. 5, f o r 3 0 0 s.

C hl o r o pl a st s  w e r e r e p u rifi e d t h r o u g h sili c o n e oil  wit h a b ott o m

l a y e r of 3 0 µl of 5 0  m M  H e p e s- K O H, p H 7. 5, a n d  0. 3  M o r  0. 7  M

s o r bit ol f o r n o r m al a n d d e k 5 m ut a nt s, r e s p e cti v el y. P ell et e d,

i nt a ct c hl o r o pl a st s  w e r e  w a s h e d t wi c e  wit h t h e s o r bit ol b uff e r t o

r e m o v e r e si d u al sili c o n e oil, o b s e r v e d at r o o m t e m p e r at u r e

u n d e r a  Z ei s s St a n d a r d  W L  mi c r o s c o p e  wit h a  N e ofl u o r 4 0 × / 0. 7 5

o bj e cti v e  wit h a p h a s e- c o nt r a st c o n d e n s e r.  Mi c r o s c o p y i m a g e s

w e r e c a pt u r e d  wit h a n  A M S c o p e  M U 5 0 0 di git al c a m e r a  wit h

A M s c o p e a c q ui siti o n s oft w a r e v e r si o n 3. 7 f o r a  Wi n d o w s 6 4- bit

o p e r ati n g s y st e m.

O nli n e s u p pl e m e n t al  m at eri al

Fi g. S1 s h o w s t h e i nfl u e n c e of diff e r e nt g e n eti c b a c k g r o u n d s o n

d e k 5 k e r n el a n d pl a nt p h e n ot y p e s. Fi g. S 2 p r o vi d e s a d diti o n al

T E M i m a g e s s h o wi n g t h e r a n g e of c hl o r o pl a st d ef e ct s i n d e k 5.

Fi g. S 3 i s a  m ulti pl e s e q u e n c e ali g n m e nt of  N-t e r mi n al  D E K 5

p r ot ei n s e q u e n c e s s h o wi n g c o n s e r v e d r e gi o n s u s e d t o d et e r mi n e

sit e s f o r  G F P f u si o n p r ot ei n c o n st r u ct s. Fi g. S 4 s h o w s c o nt r ol

e x p e ri m e nt s f o r t h e  D E K 5 a nti b o d y a n d bi ol o gi c al r e pli c at e s of

e x p e ri m e nt s i n Fi g. 9 .  T a bl e S1 li st s d at a f r o m t h e p r ot e o mi c

a n al y si s of c hl o r o pl a st e n v el o p e p r ot ei n s.  T a bl e S 2 li st s t h e

p ri m e r s u s e d i n t hi s st u d y.  Vi d e o 1 s h o w s  Z- st a c k i m a g e s of

c hl o r o p h yll a ut ofl u o r e s c e n c e i n n o r m al a n d d e k 5 p r ot o pl a st s t o

p r o vi d e e vi d e n c e f o r a l a c k of c hl o r o p h yll i n t h e i nt e ri o r of s o m e

d e k 5 c hl o r o pl a st s.

A c k n o wl e d g m e n t s
W e t h a n k  Ri c h a r d  M e d vill e at t h e  El e ct r o n  Mi c r o s c o p y

S e r vi c e s ( C ol o r a d o S p ri n g s,  C O) f o r  T E M a n al y si s.  W e t h a n k

t h e f oll o wi n g c oll a b o r at o r s f o r pr o vi di n g a nti b o di e s:  D r.  Ali c e

B a r k a n at t h e  U ni v e r sit y of  O r e g o n ( E u g e n e,  O R;  O E C 2 3,  C yt F,

a n d  C F1- β ),  D r.  C a r ol e  D a b n e y- S mit h at  Mi a mi  U ni v e r sit y

( Mi a mi, F L;  T o c 7 5),  D r.  A ntj e v o n S c h a e w e n at t h e  U ni v e r sit y

of  M ü n st e r ( M ü n st e r,  G e r m a n y; 6 P G D H), a n d  D r.  K e nt a r o

I n o u e at U ni v e r sit y of C alif o rni a,  D a vi s ( D a vi s,  C A;  O E P 8 0).

W e al s o t h a n k  D r s. L.  C u rti s  H a n n a h a n d  K e n  Cli n e at t h e

U ni v e r sit y of Fl o ri d a f o r i nt ell e ct u al i n p ut.

T hi s  w o r k  w a s s u p p o rt e d b y t h e  N ati o n al I n stit ut e of F o o d

a n d  A g ri c ult u r e ( a w a r d s 2 011- 6 7 0 0 3- 3 0 21 5 a n d 2 01 8- 511 81-
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H öl s c h e r,  C.,  M.- C. L utt e r b e y,  H. L a n si n g,  T.  M e y e r,  K. Fi s c h e r, a n d  A. v o n
S c h a e w e n. 2 01 6.  D ef e ct s i n p e r o xi s o m al 6- p h o s p h o gl u c o n at e d e h y-
d r o g e n a s e i s of o r m P G D 2 p r e v e nt g a m et o p h yti c i nt e r a cti o n i n  A r a bi-
d o p si s t h ali a n a. Pl a nt P h ysi ol. 1 71:1 9 2– 2 0 5. htt p s: / / d oi. o r g /1 0.11 0 4 / p p.1 5
. 01 3 01

H u a n g, B.,  T. A.  H e n n e n- Bi e r w a g e n, a n d  A. M.  M y e r s. 2 01 4. F u n cti o n s of
m ulti pl e g e n e s e n c o di n g  A D P- gl u c o s e p y r o p h o s p h o r yl a s e s u b u nit s i n
m ai z e e n d o s p e r m, e m b r y o, a n d l e af. Pl a nt P h ysi ol. 1 6 4: 5 9 6– 611. htt p s: / /
d oi. o r g /1 0.11 0 4 / p p.11 3. 2 31 6 0 5
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