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EINLEITUNG

1  Einleitung

Pflanzen sind phototrophe Organismen die wahremdPtetosynthese unter Ausnut-
zung der Lichtenergie aus anorganischen Verbindunggen Energietrager
Adenosintriphophat und das Reduktionsaquivalent RADsynthetisieren. Diese wer-
den dann genutzt, um Kohlendioxid (§Qu reduzieren und anschlielBend Zucker zu
produzieren, die der Pflanze als Kohlenstoffqudlenen. Aufgrund des stetigen Ver-
brauchs von C®und dessen relativ geringer Konzentration von @,04 der Atmo-

sphare ist es oft der limitierende Faktor der Pégithese.

Neben Kohlendioxid ist Wasser das wichtigste Sabsiler Photosynthese, da es als
Elektronendonor fir die Reduktion des Kohlendioxia@sotigt wird. Desweiteren dient
Wasser als intra- und extrazellulares Losungsmiisser wird in der Regel durch die
Wurzeln aus dem Boden aufgenommen und tber Vendmdiber die Blatter wieder
abgegeben. Um die Verdunstung zu minimieren siedobtlerirdischen Teile der Pflan-
zen meist mit einer wasser- und gasundurchlasswgachsartigen Schicht, der Kutiku-
la, Uberzogen. Um einen geregelten Gasaustausci tamdpiration zu ermdglichen,
haben Pflanzen Spalt6ffnungen entwickelt. Dieskest@ine Pore in der Epidermis dar,
durch die das bendtigte G@ufgenommen werden kann. Zugleich kann jedoch auch
Wasser die Pflanze durch die Pore verlassen. Délmmmassiger Wasserverlust aber
unweigerlich zum Welken und damit zum Tod der Pfafiihren wiirde, muss die Off-
nungsweite der Pore reguliert werden. Diese Regulatellt immer einen Kompromiss
aus groltmoglicher Kohlendioxidaufnahme (um diet@ynthese zu maximieren) und
minimaler Wasserabgabe (um ein Austrocknen zu videng dar. Gebildet werden die
Poren (Stomata) durch zwei parallel orientiertezsdisierte Zellen, den Schliel3zellen.
Bei Grasern und einigen wenigen Monokotyledoned sioch spezialisierte Nebenzel-
len an der Bildung des Spaltéffnungsapparates liggtedie Offnungsweite der Pore
wird durch den Innendruck, den Turgor, der SchigdiBm reguliert. Steigt der Turgor,
bewegen sich die Schlie3zellen auseinander unBalie weitet sich. Sinkt der Turgor,
schlie3en sich die Stomata. Aufgebaut wird der dudyrch osmotisch wirksame Sub-

stanzen wie anorganischen loner,(KI, NOs*, usw.) oder aber auch durch organi-
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schen lonen (Malat), deren Konzentration durch 3parnt oder Syntheseprozesse ver-
andert werden kann. Der Transport der Osmotika diseeMembran erfolgt tber integ-
rale Membranproteine, die mehr oder minder seldkinen mit oder auch gegen ihren

Gradienten (unter Energieverbrauch) tber die Membtatransportieren vermégen.

1.1 Stomata

Stomata sind nahezu an allen der Luft ausgeseia#an der Pflanze zu finden: an
Blutenteilen, Frichten, unverholzten Sprossen uatirhich Blattern (Willmer und
Fricker, 1996). Bei Blattern wird zwischen hypoypker- und amphistomatischen Blat-
tern unterschieden. Bei hypostomatischen Blattenmrken die Stomata nur auf der
Blattunterseite (abaxial) vor, wahrend die Stonfmahyperstomatischen auf der Ober-
seite des Blattes (adaxial) zu finden sind. Bei lastpmatischen Blattern sind die Sto-
mata auf beiden Blattseiten verteilt. Am weitestenbreitet ist der amphistomatische
Typ, da er der Pflanze vermutlich die kirzesterfudibnswege bietet (Willmer und
Fricker, 1996). Hypostomatische Blatter sind haufgj Baumen anzutreffen. Wabhr-
scheinlich dient dies dem Verdunstungssschutz, idaBthttunterseite bei intensiver
Sonnenexposition weniger erhitzt wird als die Blagrseite (Willmer und Fricker,
1996). Hyperstomatische Blatter hingegen sind zsii Wasserpflanzen anzutreffen,
da hier nur die Blattoberseite in Luftkontakt st@Nillmer und Fricker, 1996).

Am haufigsten sind Stomata vom Helleborus- und Gmaen-Typ. Beim Helleborus-
Typ sind die Schlie3zellen von bohnenférmiger Qesiiomata dieses Typs sind vor
allem bei dikotylen Pflanzen, wie z.B. der Ackeh8@alwand Arabidopsis thaliang
der Ackerbohne \(icia fabg oder an der TabakpflanzeéNi¢otiana tabacum bzw.
N. benthamiangzu finden. Beim Gramineen- oder auch Poaceenityp die beiden
Schliel3zellen hingegen hantelférmig gestaltet voie zwei spezialisierten Nebenzellen
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flankiert werden. Diese Stomatypen sind bei Grgssm Mais Zea mayp Reis Oryza

sativg), Gerste flordeum vulgargund der Fieder-ZwenkeBrachypodium distachign
zu finden (Abbildung 1.1).

Abbildung 1.1 Darstellung zweier Stomatypen. Links die nieremiiggen Schlie3zellen des
Helleborus-Typ anhand des Beispiels Wicia faba (Gao et al., Plant Cell Reports, 2008).
Rechts die hantelformigen SchlieRzellen des Graenifle/p, wie sie bei den Gréasern vorkom-
men, hier am Beispiel vd@ryza sativaHetherington und Woodward, Nature 2003).

Die Offnungsweite der Pore ist den BedirfnissenRlisstosynthese und des Wasser-
haushaltes angepasst. Bei £Bedarf werden die Stomata weiter gedffnet, wahrgad
bei drohendem kritischen Wassermangel schlieReduziart wird die Offnung der
Stoma durch Licht und niedrigem inter- bzw. intlthdarem CQ-Partialdruck, wobei
beim Lichtreiz noch zwischen Blaulicht und photaswatisch aktiver Strahlung (PAR,
photosytheticactive radiation) unterschieden werden kann. Der Stomasshiird
durch Trockenstress bzw. Abscisinsaure (ABA) undemo CQ-Partialdruck induziert.
Bei Trockenheit stellt das SchlieRen der StomatereiSchutzmechanismus dar, um
potentielle Schaden durch zu groRen Wasservenugerhindern.
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1.2 Turgoranderung bei der Stomabewegung

Zu Beginn des 19. Jahrhunderts wurde davon ausgegadass bei der Stomadffnung
im Sonnenlicht, die in den Chloroplasten der S8zedlen enthaltene Starke in Zucker
umgewandelt wird. Die osmotische Aktivitat des Zexskbewirkt wiederum einen An-
stieg des Turgordrucks (Strugger and Weber, 193@rke kann in die einzelnen
Glucosebausteinen gespalten werden, aus denenrmied&accharose gebildet wird.
Sowohl Glucose als auch Saccharose besitzen osm®tAktivitat. An Schliel3zellen
von Vicia fabakonnte spéater tatsachlich gezeigt werden, dasStdekegehalt der Chlo-
roplasten invers mit der Offnungsweite korrellistt Der Saccharosegehalt nimmt also
mit steigender Offnungsweite bzw. anhaltender Qffjadauer zu (Outlaw und Man-
chester 1979; Olsen et al., 2002; Talbott und 2€i§83,1996).

Eine Starke-abhéngige Stomabewegung konnte in deleNpflanzeArabidopsisaller-
dings nicht nachgewiesen werden. Bei der ,starlegiodutantenlinie TC75, der das
Enzym PGM in den Chloroplasten fehlt®hpsphglucomutase, ein Schliisselenzym
der Starkesynthese) war zwar unter Photosynthedefiden Bedingungen eine nor-
male Stomabewegung zu beobachten, die Offnung @&Meiticht war jedoch reduziert
(Lascéve et al., 1997). Desweiteren wara@abidopsis thalianaSchliel3zellen in der
Lage Starke bei der Stomaéffnung auf- und beim Stmmluss abzubauen, wie es
schon fur Mesophyllzellen gezeigt wurde (Stadlealet2003). Dies widerspricht also
der vormals von Strugger und Weber aufgestelltepdthese, dass die Stomadffnung
bei Licht auf die Umwandlung von Starke in Zuckerickzufuhren ist. Trotzdem
scheinen Schliel3zellen zur Saccharoseakkumulatibig fzu sein (Reckmann et al.,
1990). Die Aufnahme von Zucker in Schliel3zellenRnotonensymport wurde bereits
beschrieben (Reddy und Das 1986; Ritte et al., 19989 auch Chloroplasten vermo-
gen Zucker zur Starkesynthese zu importieren (@ebrkt al., 1993). Molekulargene-
tisch konnte AtSTP1 als erster Zuckertransportaten SchlieRzellmembran lokalisiert
werden, dessen Expression stark durch den diurfgthmus reguliert wird (Stadler
et al., 2003). Systeme, die selektiv der Zuckerbbghienen, sind in Schlie3zellen bis-
her jedoch nicht beschrieben worden. Da die Stomegeng innerhalb weniger Minu-

ten ablaufen kann, sind die notwendigen osmotisdhederungen auch nicht allein
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durch Starkesynthese oder Zuckerakkumulation zueHlestelligen (Roelfsema und
Hedrich, 2005).

Im Zusammenhang mit der Stomabewegung stehenasgiéin auch anorganische und
organische lonen im Mittelpunkt wissenschaftlicklrtersuchungen. Bereits 1905 er-
kannte Maccallum, dass Kalium in den Schlie3zallewesentlich hoheren Konzentra-
tionen vorhanden ist, als im restlichen Gewebe. Akkumulation von Kalium in den
Schlie3zellen wahrend der Stomadffnung konnte chiftdgenden zahlreichen Unter-
suchungen weiter bestatigt werden (Outlaw 1983|rivél und Fricker 1996). Da eine
alleinige Bewegung von Kalium starke Auswirkungeih @as Membranpotential hatte,
findet gleichzeitig eine Akkumulation von Anionem Form von Chlorid (Penny et al.,
1976; Van Kirk und Raschke 1978; MacRobbie et #.80,1984) und Malat statt
(Allaway et al., 1973; Raschke und Dittrich, 19R&schke und Schnabl, 1978).

Der steigende Turgordruck, der durch die Aufnahrae @smotika und des nachstro-
menden Wassers verursacht wird, fihrt zu einer Melwergrél3erung der Schliel3zel-
len. Durch radial verlaufende Zellulosefibrillersutiert die Expansion der Schliel3zel-
len in einer longitudinalen Ausdehnung (Sharp et #87; Shope et al., 2003), was
schlussendlich zu einem Auseinanderbiegen der &it#dilen fuhrt, die so den Spalt

vergrofRern.

1.3 lonentransport tiber biologische Membranen

Pflanzliche wie auch tierische Zellen sind von Rimmdipidmembranen umschlossen
und in Kompartimente unterteilddit der Ausnahme von Wasser und wenigen, nieder-
molekularen Stoffen sind diese ca. 5-10 nm dickgnddoppelschichten relativ un-
durchlassig fur die meisten Molekile. Der Stoffsport zwischen Zellen kann daher
entweder Uber Plasmodesmata oder Transportproieider Membran erfolgen. Bei

5



EINLEITUNG

Plasmodesmata handelt es sich um dinne, von Plsamiaran umgebene Plasma-
strange, die durch die Zellwand hinweg eine Verbingl zu Nachbarzellen etablieren
und so einen Stoffaustausch von Zelle zu Zelle gtitiden. Schliel3zellen hingegen
besitzen keine Plasmodesmata zu benachbarten Esdetlen und stellen somit elekt-
risch isolierte Zellen dar (Willmer und Sexton, 99Wille und Lucas, 1984). Die Be-
wegung von Metaboliten und Mineralien muss also rubéntegrale
(membrandurchspannende) Transportproteine erfoldgeri. Homologien-basierende
Vorhersagen gehen von 1800 solcher Transportpetem Genom vonrArabidopsis
thaliana aus (Schwacke, 2003). Diese Transportproteineetasgch in drei Gruppen
einteilen: Carrier, Kanale und Pumpen. Bei der Stoenvegung spielen vor allem lo-
nenkanéle und HATPasen eine entscheidende Rolle. Mit Hilfe dedidyyse von
ATP generieren HPumpen (F-ATPasen iiber der Plasmamembran ufidARPasen
und H-PPasen uber den Tonoplasten) einen elektrocheemisBiiotonengradienten
Uber der Membran (Sze et al., 1999; Maeshima, ;2Ba@lmgren, 2001). Durch die Ver-
schiebung der Protonen aus dem Zytosol in den Astgrh bzw. in die Vakuole kommt
es aufgrund der positiven Ladung von Protonen neleenGenerierung eines chemi-
schen Gradienten auch zu einer Ladungstrennungdandt zur Etablierung der sog.
Protonen-motorischen Kraft. Diese Ladungstrennureg kur Folge, dass ein
Membranpotential aufgebaut wird. Eine vermehrteiviiét der H-ATPasen in der
Plasmamembran (z.B. durch Blaulicht-Stimulatiomrkau einer Hyperpolarisation des

Membranpotentials fihren, die eine entscheidendie Rei Stomaschluss einnimmt.

Die Intensitat und Richtung des lonenkanal-venmételTransports ist vom elektroche-
mischen Gradienten des jeweiligen lons abhangigsSes z.B. moglich lonen entge-
gen ihres chemischen Gradienten mit Hilfe einektetehen Gradienten in Form des
aufgebauten Membranpotentials zu akkumulieren. bgeggsatz zu den relativ langsa-
men, primér aktiven Pumpen (10 -*Idolekiile bzw. lonen pro Sekunde) kénnen Ka-
nale Transportraten von bis zu®4ek* erreichen. Diese schnelle Ladungsverschiebung
hat eine Veranderung des Membranpotentials in Rightdes Nernstpotentials des je-
weiligen permeierenden lons zur Folge. Durch digivArung von lonenkanalen kon-
nen also Reize schnell in elektrische ErregungMiembran umgesetzt werden und so
z.B. weitere spannungsabhangige Kanale aktivieden auch deaktivieren.
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Durch die Ausbildung von hydrophilen Poren erlegchtlonenkanéle die Diffusion von
lonen Uber die Membran. Im Gegensatz zu lonen RAfasser durch biologische
Membranen diffundieren. Die reine Diffusion Ubee dlembran spielt aber nur eine
geringe Rolle, da der Transport von Wasser uUber sogiaporine vermittelt wird.
Aquaporine sind Wasser-durchlassige Proteine, mlier anderem auch in Schlie3zellen
gefunden wurden (Fraysse et al 2005; Shope und R0f16; Sarda et al., 1997) und
eine wichtige Rolle bei der Regulation des Wasseshaltes spielen (Tyerman et al.,
2002; Kaldenhoff und Fischer, 2006). Im Tonoplagténnen Aquaporine bis zu 40%
der vorhandenen Proteine ausmachen und ihr Anteiér Plasmamembran kann bis zu
10% betragen (Maeshima et al.,, 2001). Die Regulatiwer Aktivitat erfolgt tber
divalente Kationen (G4, Mg®") und den pH-Wert (Gerbeau et al., 2002; Chauraont
al., 2005). Neben ihrer Funktion als ,Wasserporéfiken sie auch die Diffusion von

HCGQO;™ Uber die Plasmamembran erleichtern (Uehlein g2@03).

1.3.1 Kaliumtransport wahrend der Stomabewegung

Kalium stellt unter den Kationen das Hauptosmotikarpflanzlichen Zellen dar. Auf-
grund der hohen Konzentration im Zytosol von S@&dadlen vermag deshalb nur Kali-
um die Offnungsweite der Stomata stark zu beeisélngFischer et al., 1968; Humble
und Raschke, 1971). 1984 konnte der ersteK&nal vermittelte Kaliumstrom in
Schlief3zellen nachgewiesen werden (Schroeder,et384). Die ersten Gene, die fur
Kaliumkanéle in Pflanzen kodieren, wurden acht daméter identifiziert (Anderson et
al., 1992; Sentenac et al., 1992). Die Kaliumkam&d 1 (K *-channel inArabidopsis
thaliana 1) aus der Ackerschmalwamtrabidopsis thalianaund KST1 K*-channel in
Solanumtuberosuml) aus der KartoffelSolanum tuberosumwurden schlief3lich erst-
mals 1995 in Schliel3zellen beschrieben (Miller &iber, 1995; Nakamura et al.,

1995). Anhand ihrer elektrischen Eigenschafter teén die pflanzlichen Kaliumkana-
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le in drei Gruppen ein: Einwartsgleichrichter, Adstggleichrichter und schwach-
spannungsabhangige- bzw. spannungsunabhangigarikalinile. Patch-Clamp-Studien
an isolierten pflanzlichen Zellen, sowie die fuokiglle Charakterisierung in heterolo-
gen Expressionssystemen haben gezeigt, dass die ichrglbten-
den/spannungsabhangigen Kanaltypen im Pflanzentdiaiuitdar vorkommen. Dabei
konnte gezeigt werden, dass die Gleichrichtung ldasumstroms durch die Span-
nungsabhangigkeit der entsprechenden Kaliumkangétazde kommt. Dabei aktivieren
auswartsgleichrichtende’®Kanéle bei depolarisierenden Membranpotentialeinrerid
einwartsgleichrichtende Kaliumkanéale Hyperpolartss-aktiviert sind (Roelfsema
und Hedrich, 2005).

Die Plasmamembran-standigen aus- und einwartsgieitbnden Kaliumkanale der
Schlief3zelle gehdren zur strukturellen Familie 8baker-Kanale. Eine Kanalunterein-
heit besitzt sechs Transmembrandomanen mit einesekeierten, amphiphilen Poren-
region zwischen der flnften und sechsten Doméaneyioet al., 1995, 1998). Positiv
geladene Aminosauren in der vierten Transmembraadenverleihen dieser Domane
die Funktion eines Spannungssensors (Marthur,et397; Smith-Maxwell et al., 1998;
Marten und Hoshi, 1998; Latorre et al., 2003). Mibrtereinheiten lagern sich in der
Plasmamembran zu Tetrameren zusammen, um eingdneke zentrale Pore aus den
amphiphilen Porenschleifen zu bilden (Li et al.94p Dabei kdnnen sich aus den ein-
zelnen Untereinheiten sowohl Homo- als auch Het¢rarinere formen. Fir den ,Zu-
sammenbau“ der Untereinheiten zu einem funktionelléanal ist offenbar ein

Oligomerisierungsmotiv am C-terminus essentiellréDaet al 1997; Erhardt 1997).

In Arabidopsis thalianasind neun Mitglieder der Shaker-Kaliumkanalfamliekannt,
von denen sechs in der SchlieRzelle exprimiert aerdKAT1, KAT2 K*-channel in
Arabidopsis thaliana 1,2), AKT1 (Arabidopsis thalianaK *-transporter1), AtKC1
(Arabidopsisthaliana K *-rectifying channel1), SKOR Gtelar K* outward rectifier)
und GORK Guard celloutwardrectifying K* channel) (Pilot et al., 2001; Szyroki et
al., 2001; Ache et al., 2000; Gaymard et al., 198&T1, KAT2 und AKT1 kodieren
fur einwartsgleichrichtende Kandle, die eine Kalwimahme vermitteln, wobei die
Untereinheiten der verschiedenen Kanéle auch Hatm®bilden konnen (Dreyer et al.,
1997). Diese Redundanz unter den Kaliumkanalumteegien erklart, warum bei einer

KAT1 Verlustmutante trotzdem einwartsgleichrichteri¢aliumstrome beobachtet wer-
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den konnten (Szyroki et al.,, 2001). Im Gegensatz den anderen Shaker-
Kanaluntereinheiten kodierAtKC1 wabhrscheinlich nicht fur einen funktionellen
homomeren Kanal. Seine Expression Ubernimmt alver migulatorische Funktion in
heterotetrameren Kaliumkanalen, indem die AtKClddeinheit in Interaktion mit
AKT1 einen Bestandteil des Kaliumaufnahmekanalstddt (Reintanz et al., 2002;
Geiger et al.,, 2009). Eine Ausnahmestellung inrdbrhder Kaliumkanale aus
Arabidopsis Ubernimmt die AKT2/3 Kaliumkanaluntereinheit. DExpression von
AKT2/3 in XenopuDozyten resultierte in einem schwach spannungsagidem Kanal
mit geringem Gleichrichtungscharakter (Marten et 2999; Lacombe et al., 2000). In
Schliel3zellen konnten jedoch bisher keine endog&pamnungsunabhangigen Kalium-
strome beschrieben werden. Dies kdnnte mit dem pPlooglierungszustanah planta

in Zusammenhang stehen, da heterolog exprimiert€2A8trome durch den Phospho-

rylierungszustand in ihren Charakteristika beesdtuverden (Dreyer et al., 2001).

Im Gegensatz zu den Einwartsgleichrichtern werdén Kaliumabgabekanéle in
Arabidopsisnur durch die zwei Gene GORK und SKOR kodiert @&dt al., 2000;

Gaymard et al., 1998; Johansson et al., 2006; Lbheoet al., 2000). GORK kodiert
dabei fUr den einzigen Auswartsgleichrichter in lie&flzellen. Die Deletion des Gens
fuhrte zum vollstandigen Verlust von auswartsgaenten Kaliumstromen (Hosy et
al., 2003). Der Stomaschluss war bei der GORK \&tmutante durch ABA und Dun-
kelheit jedoch weiterhin moéglich, auch wenn die I&flgeschwindigkeit im Vergleich
zu Stomata des Wild-Typs reduziert war (Hosy et 2003). Dies deutet darauf hin,
dass Schlief3zellen einen alternativen Weg besitaen, Kalium wahrend des

Stomaschlusses aus der Zelle zu schleusen.
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1.3.2 Anionentransport wahrend der Stomabewegung

In Pflanzenzellen herrscht in der Regel ein hoharg®rdruck, der zum grol3en Tell
durch die Akkumulation von Kalium hervorgerufen avif-ir die Erhaltung der Elekt-
roneutralitdt sorgen anorganische und organischengn. Die in Pflanzengeweben am
haufigsten anorganischen Anionen sind Nitrat, GdJdBulfat und Phosphat. Carbonat
hingegen erfullt eine wichtige regulatorische Fumkt bei der Einstellung des
zytosolischen pH-Wertes. Bei den organischen Amok@mmt dem Malat die gréi3te
Bedeutung zu, da es die Hauptrolle bei der Osmdatgn vieler Pflanzenzellen spielt.
So steigt die Malatkonzetration Vicia fabaSchlie3zellen wahrend der Stomadffnung
von 38 mM auf 75 mM an (Allaway et al., 1973). Ibwesenheit von externem Chlorid
kann die zytosolische Malatkonzentration sogar lasfzu 145 mM steigen (Raschke
und Schnabl ,1978). Die Synthese von Malat erfoigdchlie3zellen durch die Reduk-
tion von Oxalacetat, welches bei der Carboxylierng Phosphoenolpyrovat anfallt
(Asai et al., 2000). Die Reaktion wird durch einehl&Rzell-spezifische Isoform der
Phosphoenolpyrovat-Carboxylase (PEPC) katalydibrt.fir die Stomadffnung ausrei-
chende Malatmengen zur Verfigung stellen zu konrdmsitzt diese Schlief3zell-
spezifische Isoform eine ca. 10fach hohere Aktivalg die PEPC der Mesophyllzellen
(Outlaw et al., 1980). Die Regulation der PEPC-®kifit erfolgt in den
Mesophyllzellen durch einen negativen Ruckkopplomgshanismus, d.h. die Aktivitat
wird mit steigender Konzentration von Malat gehemidihgegen wird zur Akkumula-
tion hoher Malatkonzentrationen in Schlie3zellemBIEPC bei der Stomad6ffnung durch
Phosphorylierung aktiviert, was dem inhibitorischiefiekt von Malat entgegenwirkt
(Zhang et al., 1994; Cotelle et al., 1999). Im Gegdz zu Malat werden andere Anio-
nen aus dem Apoplasten in die SchlieRzelle aufgemm Da das Umkehrpotential fur
Anionen meist positiv vom Membranpotential pflankkr Zellen liegt, muss die
Anionenaufnahme Uber einen (sekundar) aktiven pamserfolgen. So wurde in der
Schlie3zell-Plasmamembran véwabidopsisein Carrier identifiziert und charakteri-
siert - AtNRT1.1-, der Nitrat, nicht aber Chloritdar die Plasmamembran transportiert
(Guo et al., 2003). Geringere Stomadffnungsweited eine reduzierte Transpiration
der Verlustmutante von AtNRT1.1 verdeutlichen diehtige Rolle des Carriers im

Hinblick auf die Stomaphysiologie (Guo et al., 2P0Branportproteine, die eine Auf-
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nahme von Chlorid in die Schliel3zelle bewirkendsater bis heute weder molekular-
genetisch noch elektrophysiologisch identifiziedrden. Eukaryotische Chloridkanale
wurden bereits im tierischen System als Anionenlab&schrieben und sind in der
auRBeren Zellmembran lokalisiert (Jentsch et Q2. Die sieben putativen Mitglieder
der CLC-Familie CI" Channel) inArabidopsis thalianasind bisher jedoch nicht funkti-
onell in planta als Chloridkanale dokumentiert worden (Hechenhergeal., 1996;
Geelen et al., 2000). Vielmehr scheinen die CLCs Ambidopsis thaliana
Anionencarrier in Endomembranen darzustellen (Dgehinet al., 2007). AtCLCa
konnte elektrophysiologisch als vakuolarer MB'-Antiporter identifiziert werden, der
NOjs in der Vakuole akkumuliert (De Angeli et al., 200Bufgrund der geringen Affi-
nitdt zu Chlorid ist eine Beteiligung dieses Tranggrs an der Stomabewegung aber

eher unwahrscheinlich.

Die Mitglieder der (ABC)-Transporter Familie (,ATBinding cassette transporter®)
hingegen kdnnten eine wichtige Rolle beim Anionamsport Uber die Schliel3zellplas-
mamembran Ubernehmen.Anabidopsis thaliandhaben Genomanalysen ergeben, dass
120 putative ABC-Transporter kodiert werden (Samedhernandez et al., 2001). Von
einer Unterfamilie, den sogmultidrug+esistance associatguaoteins* (MRPS), wur-
den bereits 5 der 16 Mitglieder molekulargenetigsotersucht (Rea et al., 2007). Dabei
werden AtMRP4 und AtMRP5 in der Plasmamembran vohli&3zellen exprimiert
und transportieren kleine organische Anionen (Gelegleet al., 2001; Klein et al.,
2004). Von tierischen Systemen ist bekannt, dasenkanalaktivitaten durch ABC-
Transporter beeinflusst werden, weshalb auch bePMit Pflanzen eine ahnliche
Funktion vermutet werden kann. AtMRP5 z.B. nimmifieiss auf die Regulation der
Stomaweite. So wurde gezeigt, dassp5-1-Mutanten nicht fir Auxin und ABA-
Stimuli empfanglich sind, die normalerweise eineons6ffnung bzw. einen
Stomaschluss induzieren (Klein et al., 2003). Détgnen weist diemrp5-1 Mutante
eine geringere Aktivierung der Anionenstrome auf. idrd vermutet, dass AtMRP5
indirekt auf die Regulation der Anionenkanéle un8QXCs (on selectivecation chan-
nels) wirkt (Suh et al., 2007).

Mittels elektrophysiologischer Methoden konnten eitsr Ende der 80er Jahre
Anionenkandle in Pflanzen elektrophysiologisch tdemert und charakterisiert wer-

den, die einen Efflux von Anionen aus der SchliiBaermitteln konnen. Dabei unter-

11



EINLEITUNG

scheidet man zwischen spannungsgesteuerten undansgnsitiven lonenkanélen
(Keller et al., 1989; Schroeder und Hagiwara, 198&drich et al., 1990; Cosgrove und
Hedrich 1990; Schroeder und Keller, 1992). Im Gegénzu den spanungsgesteuerten
Kandalen ist die Rolle der mechanosensitiven Kanddrend der Stomabewegung
weitgehend unerforscht. Es wird vermutet dass dfes#ile die Schliel3zelle vor osmo-
tischen Stress schitzen (Cosgrove und Hedrich,; ZA%Nhg et al., 2007).

Die spannungsabhéangigen Kanale werden in Anlehramghre Aktivierungs- und
Deaktivierungsgeschwindigkeiten als langsamélow) S-Typ (Schroeder und
Hagiwara, 1989; Linder und Raschke, 1990) und elmaller (Rapid)R-Typ oder
QUAC (Quick Activating Anion Channel, Hedrich et al., 1990) bezeichnet. lhre
Aktivierungskinetiken unterscheiden sich etwa um &aktor 1000 und liegen beim S-
Typ im Bereich von 5-60 Sekunden (Linder und Ras¢chi©92) und beim R-Typ im
Bereich von 10-50 Millisekunden (Keller et al., 298Im Gegensatz zum R-Typ zeigen
S-Typ Anionenkanale kein Inaktivierungsverhalteedgch eine langsame, schwach
ausgepragte Deaktivierung nach 10-12 Sekunden bgperpolarisierenden
Membranpotentialen (Linder und Raschke, 1992; Sateound Keller 1992; Dietrich
und Hedrich, 1994). Der nur schwach spannungsalii® Typ Anionenkanal kann
gut anhand seiner fast linearen Strom-SpannungBkenerkannt werden (Linder und
Raschke, 1992). Im Gegensatz dazu weist der R-Tyipn&nkanal eine starke Span-
nungsabhangigkeit auf. Dieser Kanaltyp ist beim dpatential von Schliezellen
(ca.-150 mV bis -240 mV) geschlossen und wird HurMepolarisation des
Membranpotentials aktiviert (Keller et al., 198%dHich et al., 1990). Dabei ist zu be-
achten, dass das Aktivierungspotential in der Ammbgit von Auxin, sowie externen
organischen lonen wie Malat, Propionat und Acetdarks zu negativen
Membranpotentialen verschoben wird (Hedrich und tdtarl993; Dietrich und Hed-
rich, 1998). Ein weiteres Charakteristikum der RpTAnionenkanale stellt ihre Inakti-
vierung bei anhaltender Depolarisation dar (Hedeichl., 1990; Kolb et al., 1995).

In SchlieRzellen voicia fabakonnten bisher Anionenstrome beider Kanaltypen auf
gezeichnet werden, was die Frage aufwarf, ob dign&t einem Kanal mit verschiede-
nen Kinetiken oder zwei oder mehr distinkte Kanzlgrunde liegen. Fur die ,Ein-
Kanal-Hypothese*” spricht, dass beide eine ahnliEimzelkanalleitfahigkeit aufweisen,
welche in der Regel mit 30-40 pS angegeben wirdléKest al., 1989; Linder und
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Raschke, 1992; Dietrich und Hedrich, 1994). Zudemsitaen beide &hnliche
Permeabilitdten fur verschiedene Anionen (Hedrichlg 1990 Dietrich und Hedrich,
1994; Hedrich und Marten, 1993; Schmidt und Scheoeti9d94). Beide Kandle lassen
sich durch Nukleotide aktivieren, unterscheidern g$eddoch in ihrer Spezifitdt. Der S-
Typ wird durch Kinasen reguliert und bendétigt ATStkmidt et al., 1995), wohingegen
der R-Typ auch durch nicht hydrolisierbare Nuklgetaktivierbar ist (Hedrich et al.,
1990). Desweiteren zeigt der R-Typ eine gesteigerteinzelkanal-
Offenwahrscheinlichkeit bei saurem zytoplasmatischél-Wert (Schulz-Lessdorf et
al., 1996). Zudem erhoéht sich die Einzelkanalleiéeit des R-Typ Kanals mit der
Prasenz von extrazellularem Glvas sich durch einen stimulierten Anionenefflie< b
merkbar macht (Hedrich und Marten 1993; Lohse Hiedrich 1995; Dietrich und
Hedrich, 1998).

Die kurzliche ldentifizierung des Gel®.AC1(slow anion channell) spricht jedoch
gegen die oben angesprochene ,Ein-Kanal-Hypothd3eses Gen kodiert fir einen
Bestandteil oder eine regulatorische Komponente 8eByp Anionenkanals in
Arabidopsis thalianaVahisalu et al., 2008; Negi et al., 2008). Dasn®erd in der
Plasmamembran von Schliel3zellen exprimiert und sshwach homolog zu
Malat/Dicarboxylat-Transportern aus Bakterien urnldd? (Vahisalu et al., 2008; Negi
et al., 2008). In SLAC1-Verlustmutanten ist die ig&kit zum Stomaschluss in intakten
Pflanzen stark reduziert und in Epidermispraparaggm nicht mehr vorhanden
(Vahisalu et al., 2008; Negi et al., 2008). R-Typighenkanale bleiben von einer Muta-
tion in SLAC1 jedoch vollig unbeeinflusst (Vahisatal., 2008). Eine Mutation, die zu
einem Verschwinden von R-Typ Anionenstromen flktthisher noch nicht bekannt.
Es wurde jedoch beschrieben, dass sich bei Mitgtireder ALMT-Familie Aluminium
activatedM alateTransporter) bei heterologer ExpressiorXenopusOozyten das Um-
kehrpotentials mit dem Malatgradienten andert (dogja et al., 2006). Dies flihrte zu
der Vermutung, dass einige Vertreter der Familie dinen Anionenkanal kodieren
konnten. Da Malat das dominierende osmotisch alkdmen in den Schlie3zellen von
Arabidopsisist (Fernie et al., 2009; Lee et al., 2008), kénmALMT’s somit eine Rolle
bei der Stomabewegung spielen. Die Familie der ALK&Nhale wurde als erstes mit
Hilfe der Patch-Clamp-Technik in Wurzelzellen (Ko#ier et al., 2001; Pineros et al.,
2001) und molekulargenetisch Tmiticum aestivunbeschrieben (TaALMT1, Sasaki et
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al., 2004) undArabidopsis thaliana(AtALMT1, AtALMT9, Hoekenga et al., 2006;
Kovermann 2007). Pineros konnte jedoch 2008 zeidass nicht alle ALMT's durch
Aluminium aktiviert werden und ZmALMT1 Af-unabh&ngig aktiviert und eher anor-

ganische Anionen, wie GINO; und SQ? als Malat transportiert.

1.4 Regulation der lonenflisse beim ABA-induzierten Stmaschluss

Bei Trockenheit sorgt das Phytohormon ABA fir eisehnellen Schluss der Stomata,
um die Transpiration zu minimieren. Diese Bewegumgl von starken lonenflissen
Uber die Plasmamembran und den Tonoplasten beglaitegrund elektrophysiologi-
scher Untersuchungen ist bekannt, dass die Apmikaton ABA eine starke Depolari-
sation der SchlieRzellplasmamembran zur FolgeDiase schnelle Depolarisation ist
fur den Stomaschluss essentiell, da hiertiber dpelddasationsaktivierten Kaliumabga-
bekanale aktiviert werden. Erzeugt wird die Depelion massgeblich durch die
ABA-induzierte Aktivierung von R- und S-Typ-Anionkanalen (Roelfsema et al.,
2004; Levchenko et al., 2005).

Die durch ABA ausgeltsten Signaltransduktionsketigm relativ komplex und eine
Vielzahl von Komponenten bzw. Botenstoffe innerhdibser Signalkette wurden bis-
lang identifiziert (siehe Ubersichtsartikel Schreeét al., 2001; Roelfsema und Hed-
rich, 2005; Li et al., 2006; Pandey et al., 200M)ch wenn noch nicht alle Regulati-
onsmechanismen detailliert dokumentiert sind, warderei Charakteristika haufig in
Zusammenhang mit dem ABA-induzierten Stomaschlesslrieben: die Alkalisierung
des Cytoplasmas (Irving et al., 1992; Blatt und simong, 1993; Armstrong et al.,
1995) und der Anstieg des zytosolischen Kalziunggdge(McAinsh et al., 1990; Allen
et al., 1995). Irving et al. (1992) konnten zuetst Alkalisierung des Zytosols von
Schliel3zellen der Orchidétaphiopedilum tonsurals Effekt auf eine ABA-Applikation
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in Epidermispréaparaten dokumentieren. Mehrere Kamn@rden durch den pH in ihrer
Aktivitat beeinflusst. So wird der Kaliumabgabekb@®RK durch Alkalisierung akti-
viert (Blatt und Armstrong, 1993; Miedema und Assmal996), wobei Kaliumauf-
nahmekanale bei intra- (Blatt et al., 1992; Hoshiak, 1995) und extrazellularer
Ansauerung stimuliert werden (Hoth et al., 1997tiHet al., 2001). Wahrend die Alka-
lisierung des Zytosols dem Kalzium-unabhangigemd&igansduktionweg zugeschrie-
ben wird, stellt die Erh6hung des zytosolischerzKahspiegels einen kalziumabhangi-
gen Weg dar. Eine Erhéhung des zytosolischeti-Spiegels konnten in mehreren Spe-
zies durch den Einsatz des kalziumsensitiven FaffestFURA-2 nach ABA-
Applikation gezeigt werden. I@ommelina communigonnte sie in 70-80% (McAinsh
et al., 1990; McAinsh et al., 1992) bzw 25% (Gilrelyal., 1990) der mit ABA behan-
delten Schlie3zellen in Epidermispraparaten nachlegam werden. IWicia fabawurde
von einer ABA-induzierten Erhéhung des zytosolisct@g*-Spiegels ([C&],:) in
einem Drittel der behandelten Schliel3zellprotoglastberichtet (Schroeder und
Hagiwara, 1990). In intakteYlicia fabaPflanzen war jedoch keine [Ef]azyt_-Erhbhung
auf eine ABA-Gabe zu beobachten (Levchenko et2805). Eine [C%f]zyt,-Erhbhung
scheint also nicht zwingend erforderlich flr einBAAAntwort zu sein. Steigt jedoch
der [C&*]zyt_ nach Applikation von ABA, konnte der Ealransport durch hyperpolari-
sationsaktivierte Ca-Kanale, die sog. HACC'sh{perpolarisatioractivated calcium
channel), vermittelt werden (Grabov und Blatt, 1998) Protoplasten voWicia faba
Schlie3zellen konnte gezeigt werden, dass diesehd&BA stark aktiviert werden
(Hamilton et al., 2000). Die HACC's wurden in naglgenden Experimenten als nicht-
selektive Kationenkandle charakterisiert (NSC@wn selectivecation channels; siehe
Ubersichtsartikel Demidchik et al., 2002; Demidchikd Maathuis, 2007). Eine
[Caz*]zyt,-Erhbhung kann entweder durch Transport vori*Gas Zytosol von aufen
oder durch Freisetzung aus intrazellularen Speickericht werden. Entfernt man je-
doch das Cd aus der externen Lésung, bleibt die {T-Erhéhungen aus (Klisener
et al., 2002).

Phosphorylierungsreaktionen spielen ebenso einetiggec Rolle beim ABA-induzierten
Stomaschluss. Die ersten am Signalweg beteiligteteirphosphatasen waren ABI1
und ABI2 (ABA insensitive), die beide zur Familie der Typ 2C Hnpleosphatasen

(PP2C) gehéren. Verlustmutanten mit Punktmutatioineden entsprechenden Genen
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werden bei Wachstum und Keimung nicht mehr durctAAghibiert (Koorneef et al.,
1984). Zudem sind die Stomata weiter gedffnet, 88 Aeinen Einfluss mehr auf die
lonenfliisse der Stomatabewegung besitzt (Roelfssrddrins, 1995; Armstrong et al.,
1995; Pei et al., 1997; Allen et al., 1999). Inakisn wurden weitere PP2C’s
identifizert (AHG1, AHG3, HAB1, HAB2), denen einegativ regulierende Funktion
der ABA-Antwort zugeschrieben wird (Hirayama undrisizaki, 2007).

Eine weitere Funktion von PP2C's scheint die Regraverschiedener Kinasen zu
sein. So ist inArabidopsisABI1 erforderlich, um die Kinase OST1 (open stoanat
auch SNF1-related-Kinase SnRK2.6 genannt) wahrendABA-Antwort zu aktivieren
(Yoshida et al., 2006). Auch andere SnRK'’s sindlanABA-Signaltransduktion betei-
ligt, da Verlustmutanten von OST1 und SnRK2 bzwREKA& in entweder ABA-
hypersensitiven oder ABA-insensitiven Phanotypesulteeren (Guo et al., 2002; Yos-
hida et al., 2006; Ohta et al., 2003). Ebenso lemnmehrere C&abhingige
Proteinkinasen (CDPKgalcium dependent protein kingsaels Mitglieder des ABA-
Signaltransduktionweges ausgemacht werden. Die f@PK's CPK3 und CPK6
scheinen an der Stomaregulation beteiligt, da ‘é&rutanten sowohl im ABA-
aktivierten, als auch im [G§-aktivierten Stomaschluss ein gestdrtes Verhatsgten
und auch in ihren S-Typ-Anionenstromen reduziertewa(Mori et al., 2006). CPK3
und CPK6 stellen mdglicherweise Positivregulatoder NSCC’s und des S-Typ-
Anionenkanals beim Stomaschluss dar, ebenso wie4Qiritl CPK11, wobei deren
Zielproteine noch nicht bekannt sind (Zhu et a0?). Ferner scheint CPK23 in der
Regulation des Stomaschlusses involviert zu seinerlugtmutanten und
Uberexprimierer von CPK23 zeigten einen verande&@maphanotyp, ein geandertes
Verhalten auf Trockenstress und eine verdndertet@atanz (Ma und Wu, 2007).
CIPK15, eine Calcineurin B-ahnliche (CBL) Proteimkse, interagiert mit den beiden
Proteinphosphatasen ABI1 und ABI2, die als Negagutatoren gut dokumentiert sind
(Guo et al., 2002).
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1.5 lonenflisse bei der Stomabewegung bgea mays

ObwohlZea maysls kommerziell genutzte Nutz- und Kulturpflanzeitvwerbreitet ist,
steht deren Stomaphysiologie im Vergleich zu and&mezies selten im Fokus wissen-
schaftlicher Untersuchungen. Im Gegensatz zur Mpitehze Arabidopsis thaliana
anhand derer schon viele regulatorische Komponeatgeistomabewegung identifiziert
werden konnten, ist b&iea maysehr wenig bekannt. Da die Stomata der beidem-Pfla
zen anders aufgebaut sind, stellt sich vor alleenFdage, welche Rolle die spezialisier-
ten Nebenzellen im Zusammenhang mit der Stomabavgespielen. Wie in Kapitel 1.1
bereits beschrieben, besteht der Stomakomplex vase®, und somit auch von Mais,
aus zwei hantelformigen SchlieR3zellen, die im kal Zea maysseitlich von je einer
triangelformigen Nebenzelle flankiert werden (Ablbihg 1.1). Bis heute ist die Funkti-
on der Nebenzellen allerdings noch nicht eindegiklart. Mehrere Untersuchungen an
isolierten Epidermisstreifen und intakten Blattexgten nahe, dass die Nebenzellen ein
Reservoir fir Kaliumionen und Anionen fir die SeRlzellen darstellen und somit die
Stomabewegung unterstiitzen (Raschke und Fellowd;1Pd@llaghy et al., 1971,
Willmer und Pallas, 1973; Squire und Mansfield 197274, Itai und Meidner, 1978).
So konnten Raschke und Fellows durch Anfarbung Kalium mit Cobaltnitrit bzw.
Chlorid mit Silbernitrat zeigen, dass beim Offnesr &tomata die beiden Elemente in
den Schliel3zellen akkumulieren und beim Stomasshisder in die Nebenzellen mig-
rieren. Untermauert wurde diese Vermutung durchelEirgente von Pallaghy 1971, die
zeigten, dass Mais-Stomata in isolierten Epiderm@gsn schlieRen konnten, obwohl
nur destilliertes Wasser zur Verfigung stand. Dienfata vonVicia fabg denen die
spezialisierten Nebenzellen fehlen, waren dazudgag nicht in der Lage. Aufgrund
solcher Beobachtungen wurde ein Shuttle-transpamt lenen zwischen Schliel3- und
Nebenzellen wahrend der Stomabewegung postulieasdlike und Fellows, 1971,
Pallaghy et al., 1971). Demnach werden wahrendstematffnung lonen aus den Ne-
benzellen entlassen und von den Schlie3zellen aofgmen. Beim Stomaschluss kehrt
sich die Richtung der lonenfliisse um. Deshalb kaine gegenlaufige Regulation des

lonentransports in Schlie3- und Nebenzellen angemamwerden.
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Abbildung 1.2 Spaltéffnungsappar von Zea mayamit geschlossenen (links) und gedffne
(rechts) PorenDie hantelformigen Schliel3zellen enthalten Chloasf#n in ihren knollige
Enden und sind von dreieckformigen Nebenzellerkfeh

Mittels molekularbiologischr und elektrophysiologische Y&ichsanséatze konnters-

her mehrere Kalmkanéale im Mais identifiziert werd. Philippar et ¢ beschrieben
1999 erstmals die GerZMK1 und ZMK2, die fiir einen K-Einwértsgleichrichter un

einen schwackpannungsabhéangigen Kaliumkakodieren. Es folgte die Identifika-
tion weiterer K-Einwartsgleichrichter, KZM1 (Philippzet al.,2003) und KZM2, sowit
des Auswargleichrichter ZORK (Buchsenschiitz et al005). Mit der Hilfe vor
Transkriptionsstudien wurde festgestellt, dassse Kaliunkanale differeriell in

Schlie3-und Nebenzellen exprimiert werdeAbbildung 1.3;Blchsenschiitz et .,

2005). So sind Transkripte der Kaliumnahmekanéle ausschlig® in Schliel3zellel
zu finden, wahrend der Kaliumaufnahmekanal ZMK1 nor den Nebenzelle
exprimiert wrd. Der Kaliumabgabekanal ZORK ist iniden Zelltypen vorhandk.
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Abbildung 1.3 Modell zur Beschreibung des Kaliumkanalexpressirsters innerhalb des
Stomakomplexes von Mais. Wahrend KZM2 und KZM1 #jsehe Vertreter fir Schliel3zellen
(GC, Guard Cell) sind, exprimiert ZMK1 ausschlie3lich in den Nebellen (SCSubsidiary
Cell). Der Auswartsgleichrichter ZORK ist in beiden [Bglen zu finden (aus Bilichsenschiitz et
al., 2005).

Bereits 1992 konnten durch die Patch-Clamp-Techni&i Populationen von Kalium-
kanélen in Schliel3zellprotoplasten von Mais idénigft werden (Fairley-Grenot und
Assmann, 1992). Wahrend die eine Population eingrekpolarisation-aktivierten Ka-
liumeinstrom vermittelt, kommt es bei der anderaputation bei Depolarisation zu
einem Ausstrom von Kalium. Diese beiden charakisdsen Kaliumkanaltypen konn-
ten auch in den Nebenzellen nachgewiesen werdejo(®let al., 2002). In Analogie zu
Kaliumaufnahmekanalen in Schlie3zellen anderer i8p&konnte gezeigt werden, dass
die Kaliumaufnahmekanale in den Nebenzellen ¥ea mayserstaunlicherweise auf
die gleiche Weise durch ABA in Abhangigkeit von’Ganhibiert werden (Wolf et al.,
2006). Ebenso verhalten sich die Kaliumeffluxkardde Mais Nebenzellen ahnlich wie
die in Schliel3zellen anderer Spezies: Sie werdechdeine Alkalisierung des Zytosols
und ABA-Applikation stimuliert (Majore et al., 2002Volf et al., 2006). Daruber hin-
aus ist zur Aktivierung der Kaliumaufnahme- und Abgtypen beider Zelltypen die
Anwesenheit von Nukleotiden in Form von MgATP otégADP im Zytosol notwen-
dig (Wolf et al., 2005).
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Stomata sind durch die Regulationsfahigkeit ihréindnhgsweite essentiell fir den

pflanzlichen Gasaustausch und die Regulation demdpiration. Die Reize, die zu ihrer

Offnung und SchlieRung filhren, kobnnen von den bgten Zellen wahrgenommen

werden und flihren zu lonenfliissen, die letztendhather Bewegung der Stomata resul-

tieren. Wie diese Informationen jedoch im Einzelnenarbeitet werden, ist zwar Ge-

genstand intensiver Forschung, jedoch immer nockelthaft.

Im Zuge der vorliegenden Dissertation sollten vilera zwei Schwerpunkte auf dem

Gebiet der Stomaphysiologie bearbeitet werden:

1)

2)

Im ersten Teil der Arbeit sollten die Grundlagers gmstulierten Shuttle-lonen-
Transports zwischen Schliel3- und Nebenzellen irsMaher untersucht werden. Da
im Mais zwar Kaliumkanale, aber noch keine Anioremide identifiziert und cha-
rakterisiert wurden, sollten mit Hilfe der Patcha@ip-Technik Anionenkanale in
diesen beiden Zelltypen nachgewiesen und ein Ringerbeziglich deren Regula-
tion erstellt werden. Dabei sollte der Fokus aufAAg&wie dem Einfluss von Ga
lonen und des pH-Wertes gelegt werden. Um ferreiFdnktion potentieller Regu-
lationsfaktoren bei der Regulation des lonentrartspo vivo einschatzen zu kon-
nen, sollten mit Hilfe der Mikroelektroden-Einstidlechnik im intakten Zellsystem
Anderungen im Membranpotential und pH-Weviihrend der Stomabewegung er-

fasst werden.

Im Gegensatz zdea maysind beiArabidopsis thalianachon zahlreiche Elemente
innerhalb der Signalkette, die in eine Stomabewggoniinden, auf molekularer
Ebene identifiziert und funktionell charakterisiédichtsdestotrotz ist die molekula-
re ldentitat der S-Typ- und R-Typ-Anionenkanéle adietlen Regulationsfaktoren in
den Schliel3zellen voArabidopsis thalianabislang weitgehend unbekannt. Einen
ersten Einblick gewéhrte jedoch die kurzliche Idemérung von SLAC1 als essen-
tieller Bestandteil des S-Typ-Anionenkanals (Negiak, 2008; Vahisalu et al.,
2008). Ferner wurden die Proteinkinasen CPK23 uSd Dals mdgliche Interakti-
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onspartner identifiziert (Arbeitsgruppe von Prof.Hedrich, Universitat Wirzburg).
Mit Hilfe von A. thalianaVerlustmutanten sollte nun elektrophysiologisch Ein-
zelzellebene untersucht werden, welche Auswirkuragnverlust von SLAC1 und
der Proteinkinasen CPK23, OST1 auf die S-Typ-Annsti®me der Schliel3zellen
haben. Desweiteren sollte das in der Schlie3zelfgiraierte SLAC1-Homolog
SLAH3 charakterisiert und hinsichtlich seiner RoNé&hrend der Stomabewegung
studiert werden.

In einer Kooperation von Stephan Meyer (Arbeitsgeurof. E. Martinoia, ETH
Zurich, Schweiz) und Prof. Rainer Hedrich kriswéirte sich das in der
ArabidopsisSchlie3zellmembran spezifisch exprimierte G¢ALMT12als poten-
tieller Kandidat fur die R-Typ-Anionenkanéale heral& bis dato wenig Uber die
elektrischen Eigenschaften der R-Typ-AnionenkangéieArabidopsis thaliana
Schlie3zellen bekannt war, sollten (1) zunachst Bidyp-Anionenstrome in
Wildtyp-Pflanzen naher elektrophysiologisch chaeakiert und (2) anschliel3end
der Effekt einer Mutation imMALMT12Gen auf die R-Typ-Anionenstréme unter-

sucht werden.
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2 Material und Methoden

Bei den verwendeten Materialien, wurden - sowaihhanders angegeben - Chemika-
lien vom Reinheitsgrad pro analysis verwendet uoil den Firmen Sigma (Minchen,
Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland), Apmit (Darmstadt, Deutschland)

oder Fluka (Munchen, Deutschland) bezogen.

2.1 Pflanzenanzucht

2.1.1 Zea mays

Maissaat Zea mays L. var. Caraib&aaten-Union GmbH, Isernhagen, Germany) wur-
de vor der Aussaat 24h in Wasser vorgequollen usdhdiel3end in Erde (Fruhstorfer
Topferde Typ 2 mittel, Industrie-Erdenwerk Archuguterbach-Wallenrod, Germany)
ausgebracht. Das Wachstum erfolgte in einer Klimakar bei einer Photoperiode von
14h, einer relativen Luftfeuchte von 60%, einer -Tidgchttemperatur von 26°C/16°C
und einer Photonendichte von ca. 130uM?sth Die Klimakammer war mit
Leuchtstoffréhren (Philips Master P-PL, Eindhovéiederlande) und 25W Glihlam-
pen (Osram, Minchen, Deutschland) bestickt. ZuriGamg von Protoplasten wur-
den ca. 8 Tage alte Pflanzen verwendet. Fur destiElmmit Mikroelektroden wurden

8-14 Tage alte Pflanzen herangezogen.
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2.1.2 Hordeum vulgare

Gerstensaat der Sorte ,Ingrid* wurde ungequollehEade bei einer Belichtungsdauer
von 14h und einer Tag-/Nachttemperatur von 24°QZ2Rh Gewachshaus mit einer
Photonendichte von ca. 100 pM?“stauf Erde (Einheitserde T, stark aufgediingt,
Nachdiingen alle 2 Wochen mit Wuxal Top N 0,2%, &a@mbH & Co.KG, Sinntal-
Jossa, Deutschland) angezogen. Fur den EinsticMikibelektroden wurden 2-3 Wo-

chen alte Pflanzen herangezogen.

2.1.3 Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thalian&flanzen, Ecotyp Columbia-0, wurden bei einer @elingsdauer
von 8h und einer Tag-/Nachttemperatur von 21°C/li&°Klimakammern auf Pikierer-
de (Einheitserde Typ P, Patzer GmbH & Co.KG, Sikltasa, Deutschland oder
Laterra, Lauterbacher Kultursubstrat, Terreau tdol#, Deutschland) angezogen. Die
relative Luftfeuchte betrug ca. 80%. Die Beleuclytwnfolgte mit Philips Leuchtstoff-
réhren mit einer Photonendichte von ca. 100 u€Mst Zur Protoplastengewinnung

wurden ca. 6 Wochen alte Pflanzen verwendet.

2.2 Protoplastengewinnung

Um die Pflanzenzellen flr Patch Clamp Experimentganglich zu machen, missen
diese aus dem Zellverband herausgeldst und dievaedl entfernt werden. Dies ge-
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schieht mit Hilfe von Zellwand-abbauenden-Enzymiign. Die Enzymldsungen wur-
den nach der Herstellung fir 10 min bei 10@ zentrifugiert, um evtl. vorhandene

Schwebstoffe zu entfernen, aliquotiert und bei €18elagert.

2.2.1 Mais-Nebenzellprotoplasten

Die Gewinnung von Nebenzell-Protoplasten erfolgéehm Majore et al. (2002) und
Wolf et al. (2005). Dazu wurde die untere Epidermos ca. 8 Tage alten Maisblattern

in der folgenden Enzymldsung fir ca. 110 Minuten3®8C inkubiert:

0,6% (w/v) Cellulase Onozuka RS (Serva, Heidelb&ermany)
0,064% (w/v) Pectolyase Y-23 (Seishin Corp., Japan)

0,4% (w/v) Mazerozym R10 (Serva, Heidelberg, Geryhan
0,8% (w/v) BSA (Serva, heidelberg, Germany)

0,4% (w/v) Polyvinylpyrrolidon (Sigma, Minchen, Gaany)
0,8 mM CaCj

© = 530 mosmol kg (D-Mannitol)

pH 6.5 HCI/KOH

Anschliel3end wurde der Ansatz zu erst durch einMaischlosung (1 mM Cagb mM
MES, pH 5,6, = 530 mosm Kg) befeuchtetes Nylonnetz mit 300 pM Maschenweite,
dann mit 50 uM Maschenweite mit Waschlésung gespidhn wurden die Protoplas-
ten durch Zentrifugation (4°C, 12 min, 700 rpm/20@, ohne Bremse und ohne Be-
schleunigung) und Dekantieren des Uberstands aiogere und bis zur Verwendung

auf Eis gelagert.
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2.2.2 Mais-Schliel3zellprotoplasten

Zur Gewinnung von Schlie3zell-Protoplasten wurde EHnzymlésung flir Nebenzell-

protoplasten (Kapitel 2.2.1) mit folgender Enzymidg im Verhaltnis 1:1 gemischt:

2,5% (w/v) Cellulase Onozuka-RS (Yakult, Tokyo, aap

2% (w/v) Macerozyme Onozuka-R10 (Yakult, Tokyqaa),
0,026% (w/v) pectolyase Y-23 (Sigma-Aldrich, Deisefy Germany),
0,26% (w/v) bovine serum albumine,

1 mM CaC},

10 mM Hepes

pH 6,5/Tris

n = 310 mosmol kg (D-Sorbitol)

In dieser Enzymlésung wurde die untere Epidermis va. 8 Tage alten Maisblattern
fir ca. 180-210 Minuten bei 30°C inkubiert. AnseRlend wurde der Ansatz zu erst
durch ein mit Waschlésung (1 mM Ca® mM MES, pH 5,61 = 400 mosm kg) be-
feuchtetes Nylonnetz mit 300 uM Maschenweite, damn50 uM Maschenweite mit
Waschlésung gespult. AbschlieBend wurden die Pladtgn wie oben beschrieben

aufkonzentriert.

2.2.3 ArabidopsisSchlief3zellprotoplasten

Zur Isolierung vorArabidopsis thaliangSchliel3zellprotoplasten wurde ein modifizier-
tes Ubernachtprotokoll aus Pandey et al. (2002veredet. Um intakte SchlieRzellen
ohne intakte Mesophyll- und Epidermiszellen zu kemawurden etwa 10 Blatter von 6-
8 Wochen alten Pflanzen fir 2x 90 Sekunden in eilkxer (MX32, Braun, Kronberg,

Deutschland) in eiskaltem Wasser zerkleinert. Duteh osmotischen Schock infolge

der Wasserbehandlung werden die dinnwandigen Mglkophd Epidermiszellen zum
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grofdten Teil zerstort, wahrend die Schliel3zellenBkhnadlung weitgehend unbescha-
det Uberstehen. Die Blattfragmente wurden mit Hdiees 250 uM Nylonnetzes ge-

sammelt und anschliel3end in folgende Enzymldsuegfiilort:

0,65% (w/v) Cellulase R10 (Serva, Heidelberg, Gewyha
0,35% (w/v) Mazerozyme R10 (Serva, Heidelberg, Geryn
0,25% (w/v) BSA(Serva, Heidelberg, Germany)

0,4 M Sorbitol

0,05 mM KCI

0,05 Cad{

5 mM Ascorbic Acid

0,05% (w/v) Kanamycin Sulfate

pH 5,5 (Tris/MES)

Die Losung wurde 18 h bei 16-18 °C ohne Schuittekubiert. Am nachsten Morgen
wurde der Versuchsansatz ca. 60 min bei Raumterypeayaschuittelt (50 U/min, Kreis-
schuttler 3005, GFL, Burgwedel Deutschland), um Hasauslésen der Protoplasten
aus den epidermalen Fragmenten zu begunstigenAsatz wurde mit Waschlsung
(1 bzw. 20 mM CaGl5 mM MES, pH 5,65 = 400 mosm kg) durch ein 50 uM Netz

gespult und anschlieRend wie unter 2.2.1. besadmianfkonzentriert.

2.3 Patch-Clamp-Technik

Die in Kapitel 2.2 gewonnenen Protoplasten wurderRiahmen der vorliegenden Ar-
beit fur Patch-Clamp-Analysen von Anionenkandlerahgezogen. Die Patch-Clamp
Technik wurde 1976 von Erwin Neher und Bert Sakmamtwickelt (Neher und

Sakmann 1976; Hamill et al., 1981). Fir ihre Enkdegen zur Funktionsweise von

26



MATERIAL UND METHODEN

lonenkanélen in einzelnen Zellen erhielten sie 1®1 Nobelpreis fir Physiologie oder
Medizin.

Mit Hilfe dieser Technik war es mdglich die von é&mkanalen generierten Stréme di-
rekt zu erfassen. Je nach Messkonfiguration konBterelkanalstréme oder Ganzzell-
strome abgeleitet werden. Das Offnen und Schliel@emonenkanéle resultierte in einer
Anderung des liber die Membran flieRenden Stromekhe aufgenommen und analy-
siert werden konnte. Mittlerweile ist nicht nur ddeifzeichnung von Kanalstromen,
sondern auch von Pump- (Hedrich et al., 1989) urah3porterstromen von Pflanzen-

zellen moglich (Schneider et al., 2008).

2.3.1 Messprinzip der Patch-Clamp-Technik

Bei Verwendung der Patch-Clamp-Technik wird ein@g@likroelektrode mit einem
Spitzendurchmesser von ca. 1 pM unter optischertrsid® und Zuhilfenahme eines
Mikromanipulators auf die Zellmembran aufgesetabi§#dung 2.1). Durch leichte und
vorsichtige Unterdruckapplikation auf die Elektradétels eines Schlauchs, der mit der
Elektrode verbunden ist, erhoht sich der Abdichesstand zwischen Membran und
Pipette bis in den Giga-Ohm-Bereich. Der Abdichevgtand entsteht durch den An-
pressdruck der Elektrode gegen die Membran undtindas Innenmedium der Pipet-
te vom AuRenmedium im Bad. Die Zelle befindet sicim in der gell-attached Mess-
konfiguration. In dieser Konfiguration bleibt daytdplasma intakt, da die Plasma-
membran nicht durchbrochen wird, d.h., alle zytesblen Regulationsfaktoren und die
intrazellularen lonenkonzentrationen bleiben wéitged unbeeinflusst. So kdnnen im
Membranfleck unter der Elektrodendffnung, dem spatch“, Einzelkanalereignisse
aufgezeichnet werden, denen eine zytoplasmatisigal&ette vorausgeht. Ausgehend
von der gell-attache-Konfiguration wird bei der inside-out-Konfiguration, die Pi-
pette vorsichtig von der Zelle abgezogen. Auf dissse lasst sich ein Membranstick
ablosen, ohne den Abdichtwiderstand zu zerstoren.irirazellulare Seite der Memb-
ran ist der Badldsung zugewandt und zytsolischaaBedseile werden komplett durch
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die Badlosung ersetzt. Unter diesen Bedingungesetasich Einzelkanalstrome auf-
zeichnen, bei denen die intra- und extrazellul@edingungen definiert werden kon-
nen. Da hier die intrazellulare Seite der Badlosmngewandt ist, lassen sich deren Be-
dingungen wahrend des Messvorgangs (durch PerfudgorBadlésung) andern und
erlauben so z.B. eine Untersuchung der Einzelkabate vor und nach Zugabe von
Effektoren auf der cytosolischen Seite. Durch diehse Applikation zusatzlicher Saug-
impulse lasst sich ausgehend von dm=ll;attachedKonfiguration der Membranfleck
unter der Pipette kontrolliert zerstéren und so,dieole-cell“ oder auch Ganzzellkon-
figuration etablieren. Durch Diffusion kommt es nwa einer Vermischung des
Pipetteninhaltes mit dem Zytosol, welches durchwesentlich groiere Volumen des
Pipetteninhalts schlie3lich durch die Pipettenl@sarsetzt wird. In diesem Fall ist die
gesamte Membranoberflache einer Zelle der elekigisdbleitung zuganglich, so dass
sich Ganzzellstrome unter definierten Loésungsbediggn aufzeichen lassen. Um in
der ,outside-out*-Konfiguration arbeiten zu kénnenrd ausgehend von der Ganzzell-
konfiguration, die Pipette von der Membran abgemodgas entfernte Membranstick
verbleibt in seiner urspringlichen Orientierung ustdmit seiner extrazellularen Seite
der Badlosung zugwandt. Ahnlich deinside-out-Konfiguration kénnen auch hier
Einzelkanalstrome aufgezeichnet werden, nur dassdie extrazellularen Bedingungen
wahrend des Experiments geédndert werden kdnnederiivorliegenden Arbeit wurde

ausschlief3lich in der Ganzzellkonfiguration geasdiei
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Abbildung 2.1 Ubersicht der verschiedenen Patch-Clamp-Messkaratgpnen (modifiziert
nach Hamill et al., 1981, Pfligers Archiv)

2.3.2 Aufbau des Patch-Clamp-Messplatzes

Der Patch-Clamp-Messplatz bestand aus einem schngsgedampften Tisch. Dieser
war von einem Faraydayschen Kafig umgeben, um relgtitische Einflisse aus der
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Umgebung gro3tmaglich zu minimieren. Auf dem Tiseér ein inverses Mikroskop
(IX50, Olympus, Hamburg, Germany) montiert, in aggsdlikroskoptisch eine Halte-
rung fur die Patch-Clamp-Messkammer integriert wan wahrend der Messung kon-
stante lonenbedingungen zu gewahrleisten wurd&dmsskammer permanent mit Bad-
l6sung mit Hilfe zweier Peristaltikpumpen (Ismat&lattbrugg, Schweiz) durchspiilt.
Die Patch-Clamp-Elektrode wurde mit Hilfe eines Mikanipulators von rechts an das
Messobjekt heran gefihrt. In der Messkammer beficid zudem eine Referenzelekt-
rode, deren Aufbau unter Kapitel 2.4.4 beschrielgd. Zur Durchfihrung der Expe-
rimente wurde ein EPC7-Patch-Clamp-Verstarker (HEKAmbrecht, Deutschland)
verwendet. Das analoge Signal wurde durch ellowrpassFilter (NPI, Tamm, Germa-
ny) bei 2 kHz gefiltert. Das Signal wurde anschdiet mit einem AD/DA-Wandler
(ITC-16, Instrutech Corp, Elmont, NY, USA) digitsiiert und mittels der Software
PULSE (HEKA, Lambrecht, Deutschland) auf einem Catapgespeichert. Verstarker,
Filter, Netzteil des Mikromanipulators und Computefanden sich in einem Turm der

ausserhalb des Faradayschen Kéfigs platziert war.

2.3.3 Patch-Clamp-Verstarker

Die Grundlage der Patch-Clamp-Technik war das m4fger Jahren entwickelte Span-
nungsklemmverfahren von Kenneth Cole und Georgaridant. Mit diesem Verfahren
wurde mit zwei Elektroden und einem Rickkopplungst&ker das Membranpotential
von Zellen auf eine definierte Spannung gehaltegeKlemmt®). Der Patch-Clamp-
Verstarker stellt einen speziellen Typ von RuckKaopgsverstarker dar. Im Span-
nungsklemmenmodus werden dabei Strome aufgezejdndem Anderungen der an-
gelegten Kommandospannung.gW registriert werden. Die Spannungséanderung wird
durch einen negativen Rickkopplungsmechanismus &osigrt, indem ein entgegen-
gesetzter Strom injiziert wird. Dieser Strom wiml den Messungen im Spannungs-
klemmenmodus dargestellt und aufgezeichnet. Mit &atch-Clamp-Verstarker kon-

nen im Stromklemmenmodus ebenfalls Anderungen desitivanpotentials () auf-
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gezeichnet werden. Hierfur wird der Verstarker smestellt, dass eine Stromklemme
erzeugt wird, damit kein Strom flie3t und die Spamgsanderung aufgezeichnet wird.
Ein vereinfachtes Schaltbild eines Patch-Clamp-¥wstarkers ist in Abbildung 2.3

dargestellt.

HE

i
% 0
>

Uaus Strom-
2 messung

Usoll

Kommando-
spannung

Abbildung 2.2 Elektrisches Schaltbild eines Patch Clamp Verst&tkOPA: Operationsver-
starker, R Ruckkopplungswiderstand, (4 Kommando- oder Sollspannung, plJ
Pipettenpotential, LJs Ausgangsspannung proportional zum Strom (Numbef@@aguhn,
Spektrum Verlag, 1996. Mit freundlicher Genehmigadleg Verlages.)

2.3.4 Mess- und Referenzelektroden

Als Mess- und Referenzelektroden wurden Silberésdblorid-Elektroden verwendet.
Zur Herstellung wurde mit einem Silberdraht eineeKflolysereaktion in 1M KCI
durchgefthrt, wobei sich an der der Anode Silbencétilabscheidet.
Cl+ Ag+— AgCl + e

Die Referenzelektrode wurde in einen gebogenenvitgligchlauch eingefuhrt, mit
3 M KCI befillt und mit einem Agarpfropfen verschéen (2% Agarose/3M KCI), um
den Austritt von zytotoxischen Silberionen und Henzentrierten KCI-Losung zu ver-
hindern. Die Messelektroden wurden aus Borsilikattglaskapillaren hergestellt (1,5-
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1,8 x 70 mm, Kimax-51, Kimble Products, Vinelandl, JSA). Die Kapillaren wurden
an einem vertikalen Pipettenziehgerat (NarishigeB®PNarishige Scientific Instru-
ments, Tokyo, Japan) zu zwei sich verjingendenttipeausgezogen. Anschliel3end
wurden sie mit Hilfe eineMicroforge Apparatur (Zeiss ID03, Zeiss, Jena, Deutschland)
bis kurz vor die Spitze mit einer hydrophoben Sitiknasse beschichtet(Sylgard© 184
silicon elastomer kit, Dow Corning Corporation, Néidd, MI, USA), dann an einem
Platin-Iridium-Draht hitzepoliert und bis zum Gebca staubsicher verwahrt. Die hyd-
rophoben Eigenschaften der Silikonmasse verhindesitgen Kontakt der Messelektro-
de mit der Badlosung und eliminerten bzw. limiggrtso eine wesentliche Rauschquel-
le. Durch die Hitzepolitur, d.h. das vorsichtigeraid@lihren der Glaspitze der Elektrode
an einen erhitzten Platin-Iridium-Draht, wurde z@men die Entgratung der Spitze
erreicht, um eine Penetration der Zellmembran hésétzen der Elektrodenspitze zu
vermeiden. Zum Anderen konnte durch die Hitzepolitdie Geometrie der
Pipettenspitze optimiert werden, um die Ausbildenges Giga-Ohm-Widerstandes zu
unterstitzen. Zur Beflllung der Messelektroden Rigettenlésung wurde zuerst die
Spitze der Elektrode ins Pipettenmedium getaucttWmterdruck appliziert. Anschlie-
Rend wurde die Pipette von der Rickseite mit Hilfeer Einwegspritze mit aufgesetz-
ter Kanule zu 2/3 mit Pipettenldsung ,aufgefilforhandene Luftblasen wurden durch

vorsichtiges ,Schnippen” mit dem Finger gegen dias€lektrode entfernt.

2.3.5 Vorzeichenkonvention

Die in der Arbeit angegebenen Spannungen und Stwiunden nach der Konvention
aus Bertl et al. ,Electrical measurements on endaobnanes” (1992) durchgefuhrt. Per
Konvention gibt die Membranspannung {V das elektrische Potential auf der
zytosolischen Membranseite relativ zur extrazetehdSeite an. Dabei wird das extra-
zellulare elektrische Potential auf Null gesetzieBso werden die lonenstrome auf das
Zytosol bezogen. Dabei entspricht ein negativeorS8teinem Einstrom von Kationen

32



MATERIAL UND METHODEN

ins Zytosol bzw. einem Ausstrom von Anionen aus danosol hinaus. Bei positivem
Strom kehren sich die lonenflussrichtungen entsed um.

2.3.6 Umkehr- und Nernstpotential

Die Nernst-Gleichung beschreibt ein Gleichgewicbtsptial (,Nernst-Potential®),

durch welches der Konzentrationunterschied einererdgorte an einer selektiven
Membran exakt elektrisch kompensiert wird. Die ditative Beziehung zwischen die-
sem Gleichgewichtspotential und den Konzentratiertgdtnissen der intra- und extra-
zellularen lonen wird - in diesem Fall fir einwggiAnionen - durch folgende Glei-

chung beschrieben:

L ,,n[[[)f]]m}

X aussen

(Ex = Nernstpotential von x, R = Gaskonstantg, =z Wertigkeit eines lons, F =
Faradaykonstante, T = absolute Temperatur, c[xprza€ntration des Anions)

Das Umkehrpotential (ll) entspricht der experimentell ermittelten Spannure der

sich der Netto-Ein- und -Ausstrom von lonen ausgieund demzufolge kein Strom
flieRt. Anhand des Umkehrpotentials kdnnen Aussadwn die Selektivitdt der Memb-
ran getroffen werden, indem es mit dem Nernst-Ristedes permeierenden lons ver-
glichen wird. Je ndher das gemessene Umkehrpdtantiarrechneten Nernst-Potential

liegt, desto selektiver ist der Kanal fur das ergspende lon.
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2.3.7 Kaorrektur von Diffusionspotentialdifferenzen

Diffusionpotentiale kbnnen auftreten, sobald ann2fiéchen zwischen zwei Lésungen
unterschiedliche  lonenverhéltnisse  vorhanden sin@8ei  unterschiedlichen
lonenmobilitaten fuhrt dies somit zur Ausbildungnv®iffusionspotentialen an der
Grenzflache zwischen Pipetten- und Badlosung, dothial Messelektrode in die Badlo-
sung eintaucht. Diese Potentialdifferenzen wurdechrdem Eintauchen der Messelekt-
rode in die Badlésung manuell am Verstarker abgbkgh. Da das Diffusionspotential
zwischen Messelektrode und Badlosung nach dem tagisaler Pipette auf die Memb-
ran nicht mehr bestand, musste die Membranspanmaciyder Messung um diese Dif-
ferenz (Liquid-Junction-Potental, }$) korrigiert werden (Neher, 1992). Das Liquid-
Junction-Potential wurde experimentell nach Nef8B®) bestimmt und die Komman-
dospannung nach
Vim=Vemd- Vi

bei der Auswertung entsprechend korrigiert.

2.3.8 Spannungspulsprotokolle und Datenanalyse

Zur elektrophysiologischen Analyse der Protoplasteinden verschiedene Spannungs-
pulsprotokolle verwendet. Bei sog. Einfachspannpaotgprotokollen (Abbildung 2.4a)
wurden ausgehend von der Haltespannupy#&fschiedene Testspannunger)(&nge-
legt, um die Kanalaktivitdt sowohl quantitativ, alsch hinsichtlich der Aktivierung in
Abhangigkeit der Membranspannung untersuchen zwé@nBei sog. Doppelspan-
nungspulsprotokollen (Abbildung 2.4b) wurde denseliedenen Testspannungen ein
Vorpuls (Vp) vorgeschaltet, mit dem moglichst viele Kanadleden offenen Zustand
versetzt werden sollten. Dadurch war es mdglich sAgen beziiglich eines zeit-
und/oder spannungsabhangigen Deaktivierungsvensalkes Kanals zu treffen.
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(a) v, (b) Ve Vy

> >
= <

vV, vV, Vi, Vy,

Abbildung 2.3 (a) Darstellung eines Einfach-Spannungspulsprditokmd (b) eines Doppel-
spannungspulsprotokolls (VHaltespannung; ¥ Testspannung; pAorpuls)

Zur Erstellung von Strom-Spannungskennlinien wurdienGleichgewichtsstrome kurz
vor Ende des Spannungspulseg @eadystate) abgegriffen und gegen die angelegte
Spannung aufgetragen. Um die Strome der einzelnessivhgen miteinander verglei-
chen zu kdnnen, wurden die Ganzzellstrome auf diembtankapazitat (& normiert.

Die Analyse der Rohdaten erfolgte mit dem Prografuoise (HEKA Elektronik,
Lambrecht, Deutschland). Die WeiterverarbeitungDaten wurde mit dem Programm
Igor Pro 5.0 (WaveMetrics, USA) durchgefiihrt.

2.4 Losungen fur Patch-Clamp-Messungen

In der Ganzzellkonfiguration stellt das Badmediuas @xtrazellulare Medium und die
Pipettenlosung die intrazellulare Losung dar. Alladlésungen wurden, wenn nicht
anders angegeben, mit einem digitalen pH-Meter i{@+QH-Meter 646, Knick) mit
MES/Tris auf einen pH-Wert von 5,6 eingestellt. Pipettenldsungen fir Versuche an
Maisprotoplasten wurden mit Hepes/Tris auf einen\|dert von 7,4, beArabidopsis
thaliana auf pH 7,1 eingestellt. Die Osmolaritat wurde fditfe eines Osmometers
(Vapor Pressure Osmometer 5520, Wescor, VapraJdeimaystets mit Mannitol, bei
Arabidopsismit Sorbitol eingestellt. Die freie zytosolischalKiumkonzentration wurde
mit Hilfe des Programms WEBMAXC STANDARD

(www.stanford.edu/~cpatton/webmaxcS.htm) bestimmt.
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2.4.1 Badlésungen

Mais Nebenzelle Mais Schlie3zelle
40 mM CaC} 40 mM CaCl
0,5 mM LaC} 0,5 mM LaC}
10 mM MES 10 mM MES

n=540 mosm kg |z =400 mosm kg

Der Anionenkanalblocker NPPB (5-nitro-2-(3-phengipylamino)-benzoic acid) wurde
in Ethanol geldst und aus einer 100 mM Stocklosidgdich frisch dem Badmedium in
einer Endkonzentration von 50 uM dazugegeben. Dad Ethanolkonzentration be-
trug 0,05%.

ArabidopsisBadl6sungen:

Die Osmolaritéat betrug bei allen Badlésungen stet2100 mosm k.

“CPK23" “OST1” “Slac/Slah Nitrat”
30 mM CsCl 30 mM CsCl 30 mM NaNO
2 mM MgChb 2 mM MgCb 2 mM Mg(NGy),
1 mM CaC} 1 mM CaC} 1 mM Ca(NQ);
0,5 mM LaC} 0,5 mM LaC} 0,5 mM LaC}
“SLAHS- “ALMT12”

Nitrataktivierung”

5 mM CaC} 20 mM Ca(OH) + 20 mM Apfelsaure
0,5 mM LaC} bzw.

2 mM MgCbhb 20 mM Ca(Glug) + 20 mM CsSO,

+ 3 mM NaNQ 2 mM MgCb
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2.4.2 Pipettenldsungen

Die Pipettenldsungen fur Patch Clamp Messungen aispvbtoplasten wurden fur Ne-
benzellen auft = 560 mosm kg und fiir SchlieBzellen auf = 440 mosm kg einge-

stellt. Den Pipettenlésungen fur Experimente andkglen wurde frisch aus einer
0,5 M Tris-Stocklésung jeweils 5 mM Mg-ATP und 5 mMis-GTP zugegeben. Da
sich durch die zusatzliche Tris-Zugabe aus derk&isang der pH-Wert andern kann,
wurde der pH-Wert anschlieBend nochmals Gberpridtgegebenenfalls justiert. ABA
wurde in Isopopanol geldst und aus einer 10mM Séscing hinzugefligt. Kontrollen
enthielten die gleiche Menge Isopropanol (finaldaEblkonzentration = 0,1%). Zur
Alkalisierung der Pipettenlésung auf pH 8,4 wurdepkls durch Trizma ersetzt. Alle

Pipettenldsungen wurden vor der Verwendung in Brpenten sterilfiltriert.

[0 NM] 2yt frei Kalzium®™ | “[100 NM] oyt freialzium” | “[390 NM] zyt reiKalzium”
150 mM TEA-CI 143 mM TEA-CI 137 mM TEA-CI
10 mM EGTA 10 mM EGTA 10 mM EGTA
2 mM MgCh 2 mM MgCh 2 mM MgCb
3,5 mM Cadl 6,5 mM CaCl

Pipettenldsungen fir MessungenfmabidopsisSchliel3zellprotoplasten wurden immer

aufn = 440 mosm kg eingestellt.

,CPK 23" ,OST1"

150 mM TEA-CI 150 mM TEA-CI

2 mM MgCbhb 2 mM MgCb

5 mM Mg-ATP 5 mM Mg-ATP

5 mM Tris-GTP 5 mM Tris-GTP

6,7 MM EGTA 10 mM EGTA

5,86 MM CaCl ([C& ] yttrei = 2 UM) | 3 mM CaGl ([Ca™]ytirei = 110 NM)
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,slac/slah Nitrat* “ALMT12"

150 mM NaNQ 75 mM CsSQy

6,7 mM EGTA 5 mM EGTA

2 mM Mg(NOs), 4,2 mM Cal] ([C& Jxtrei= 1 UM)
2 mM CaCh([Ca"]ytirei = 2 UM) 5 MgATP

3,86 mM Ca(NQ),

5 mM Mg-ATP

5 mM Tris-GTP

2.5 Einstichelektroden-Technik

Um das Membranpotential und/oder Anderungen im soltschen C&-Spiegel und
des pH-Wertes intakter Schlie3- und Nebenzellen Mams- und Gerstenpflanzen zu
untersuchen, wurde die Einstichelektroden-Techm@kwendet. Dabei wurde mit ein-
oder zweikapillarigen Mikroelektroden in die intakZelle eines Stomakomplexes einer
ganzen Pflanze eingestochen. Hierzu wurde der R8phmit Hilfe eines Stativs neben
der Messaparatur platziert und die zu untersucheBdttareale unter dem Mikroskop
fixiert. Anschliel3end konnte entweder im Spannutegeknenmodus Strome abgeleitet,
oder im Stromklemmenmodus das freilaufende Memlotempial aufgezeichnet wer-
den. Daruber hinaus konnten ionensensitive Flueregarbstoffe mittels lontophorese

ins Zytoplasma injiziert werden.
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2.5.1 Messprinzip der Einstichelektroden-Technik

Ziel der Spannungsklemmen-Technik ist es, die Spagrkonstant zu halten und die
dazu notwendigen Kompensationsstrome zu messerdiészu bewerkstelligen, ist im
Vorverstarker ein Schaltkreis eingebaut, der eisengenannten Strom-Spannungs-
Wandler darstellt. Das wichtigste Element des StBpannungs-Wandlers ist der Ope-
rationsverstarker OPA (fUoperational amplifier). Operationsverstarker haben zwei
Eingdnge und einen Ausgang, der dazu dient, dé&dristhe Potential an den beiden
Eingdngen immer gleich zu halten.

Der Messverstarker A1 misst das Membranpotentjal Aufgrund seines hohen Ein-
gangswiderstandes (UbergangswiderstagdaR der Elektrode) erfolgt diese Messung
nahezu stromlos. Die Spannung wird an den Opematestarker A2 weitergeleitet, der
Vmn mit der vorgegebenen Kommandospannurgfur commangl vergleicht und die
Differenzspannung ¥ (fur outpu) mit der Verstarkung p in einen Strom umwandelt.
Dieser Strom wird Uber den Eingangswiderstagglder Elektrode 2 in die Zelle inji-
ziert, wobei durch Aufladen der Membrankapazit@t $dlange eine Spannungsande-
rung induziert wird, bis Yerreicht ist. Im Stromklemmenmodus wird der Straunch
die Membran fest vorgegeben, wahrend das Potevaiahbel gelassen wird. Dazu
nimmt der Messverstarker das Membranpotentjglauf und gibt dieses an einen Ein-
gang des OPA weiter. Der andere Eingang des OPgeg&tdet (0 mV). Jede Ungleich-
heit des Potentials am Messverstarker verursadamatisch eine Ungleichheit der
Potentiale am OPA. Da der OPA daflr sorgt, dassEamgang des Messverstarkers
immer das Potential der Messelektrode beibehdltgésvahrleistet, dass immer die
Membranspannung gemessen wird. Strom kdnnte num darch die Messelektrode
flieRen, wenn das Potential der Elektrode einerearmdWert als das Membranpotential
hatte. Da beide Potentiale des Messverstarkerssadedig abgeglichen werden, fliel3t
kein Strom.
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Abbildung 2.4 Schema des Zwei-Elektroden-Spannungsklemmenveriahr

V.. Kommandospannung,;Ygemessene Spannung, Differenzspannung mit Verstarkung {,
A:. Eingangsverstarker, A Differenzspannungsverstarker, ,,C Membrankapazitat, R
Membranwiderstand, ¥ Membranpotential, &, Elektrodenwiderstande (aus Voltage and
patch clamping with microelectrodes, Finkel & Gagmerican Physiological Society, 1985)

2.5.2 Aufbau des Einstichelektroden-Messplatz

Die Einstichelektroden-Messapparatur bestand auenei aufrechten Mikroskop
(Axioskop 2, Zeiss, Jena, Deutschland), welchesemgém schwingungsgedampften
Tisch montiert und von einem Faraday-Kafig umgelvan In den Mikroskoptisch war
eine Halterung fur einen Plexiglasschlitten eingedet, an dem vor der Messung ein
Blatt der intakten Pflanze mit doppelseitigem Kleted aufgeklebt wurde, wobei die
Blattunterseite nach oben zeigte. Der MikromanifmuldMM3A-LS, Kleindiek Nano-
technik, Reutlingen, Deutschland) war am Mikrosksgt angebracht, um Verschie-
bungen zwischen Mikroelektroden und Praparat zhindern. Der Mikromanipulator
wurde Uber einen Nanomotor (Nanocontrol C-2-2-Agidliek Nanotechnik, Reutlin-
gen, Deutschland) bewegt und tber zwei Analogstigksmlogcontroller, Sony, Kéln,
Deutschland) angesteuert.

Die Vorverstarker der Strom- und der Spannungseddit (HS-2 X0.01, Axon Instru-

ments, Foster City, USA) befanden sich in der Néé&e Mikromanipulators und wur-
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den durch eine Ag/AgCl-Halbzelle und mit einem démrKupferdraht an die Vorver-
starker angeschlossen. Die Ubrigen KomponenterMassplatzes setzten sich aus ei-
nem Verstarker (Geneclamp 500, Axon InstrumentstdfoCity, USA), einem Ana-
log/Digital(A/D)-Wandler (ITC-16, Instrutech Corgelmont, USA), und einem Schrei-
ber zur analogen Datenausgabe (LKB Bromma 2210 r@en@-channel, Stockholm,
Sweden) zusammen und waren ausserhalb des Farhdayséfigs platziert. Mit Hilfe
des Analog/Digital-Wandlers wurden die Daten zug#tzauf einem Computer gespei-
chert. Auf die Komponenten der Fluoreszenzspektpigk die zusatzlich zur Einstich-

Elektroden-Technik eingesetzt wurden, wird im Kap&.6 gesondert eingegangen.

2.5.3 Einstich- und Referenzelektroden

Ein-, zweikapillarige Messelektroden und Refereekigbden wurden aus
Borsilikatglaskapillaren von 1 mm Durchmesser (INF03547, Wandstarke 0,21 mm,
und Nr. 1405201Wandstéarke 0,1234ilgenberg GmbH, Malsfeld, Deutschland) herge-
stellt. Die Messelektroden wurden elektronisch d&h Vorverstarkern und die Refe-
renzelektrode mit dem Erdleiter Uber sog. Halbrelterbunden. Diese bestanden aus
einem Polyvinylschlauch in den Uberstehend ein 30 langer Silberdraht mit Zwei-
komponenten-Epoxidharz-Kleber (UHU plus schnellfediU GmbH, Bihl, Deutsch-
land) fixiert wurde. Das Drahtende wurde mit einkopferdraht verlotet, an dem ein
Stecker angebracht war, der in den Vorverstarkegesiteckt werden konnte. Die Chlo-
rierung des Silberdrahtendes erfolgte wie fur dacR-Clamp-Experimente in Kapitel
2.4.4 beschrieben.

Die Referenzelektrode wurde mit 300 mM KCI gefultuslaufsicher mit einem
Agarpropfen (2% Agarose/300 mM KCI) verschlossed um der Immersionslésung
(5 mM KCI, 5 mM K-Citrat, 100 nM Cag| pH 6) platziert, die sich zwischen Praparat
und Objektiv (40x Acroplan, Zeiss, Jena, Deutsalhdefand.

Zur Herstellung von einkapillarigersifigle-barrelled Glasmikroelektroden wurden

Borsilikatglaskapillaren in den horizontalen Lasdlgr P-2000 (Sutter Instrument Co.,
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Novato, USA) eingespannt und mittels entsprecheRdegramme zu stark zugespitzten
Glaskapillaren ausgezogen. Einkapillarige Elektrodeirden fur die Aufzeichnung des
Membranpotentials im Stromklemmenmodus eingesefxteikapillarige (double-
barrelled Mikroelektroden wurden u.a. fir die iontophoretis Applikation von Fluo-
reszenzfarbstoffen, sowie zur Ableitung von Strénmen Spannungsklemmenmodus
verwendet. Dafur wurden zuerst zwei Glaskapillarem einem vertikalen
Pipettenziehgerat (L/M-3P-A, List-electronic, Datat/Eberstadt, Germany) mitei-
nander verdrillt. Die verdrillten und verjingtenpldaren wurden nun in den horizonta-
len Laserpuller P-2000 (Sutter Instrument Co., NoyvBISA) eingespannt, so dass die
dinnste Stelle der Verjingung im Fokus des Lasdnstrlag. Durch Aktivieren des
Laserstrahls wurden die verdrillten Kapillaren Zzpg®en ausgezogen. Die Messelekt-
roden wurden fur Stromableitungen und Aufzeichnungdes freilaufenden
Membranpotentials mit 300 mM KCI vom hinteren Ertbe Kapillare mit Hilfe einer
Spritze und einem dinnen Kunststoffschlauch befklit fluoreszenzspektroskopische
Experimente wurden zuerst die Spitze der Elektmodedem Farbstoff mit Hilfe eines
dunnen Kunststoffschlauchs befillt und der Restedektrode mit 300 mM KCI aufge-
fullt. Die Filamente in den Glaskapillaren gewalsteten ein luftblasenfreies Befllen.
Die Analyse der Rohdaten erfolgte mit dem Prografuoise (HEKA elektronik,
Lambrecht, Deutschland). Die WeiterverarbeitungDaten wurde mit dem Programm
Excel (Microsoft, Unterschleil3heim, Deutschlandjathgefihrt.

2.6 Fluoreszenzspektroskopie

Durch den Einsatz fluoreszierender Farbstoffe sstr#glich, intrazellulare Prozesse
und Strukturen sichtbar zu machen. Die Chromoplda@reentsprechenden Farbstoffe
sind in der Lage Photonen bestimmter Wellenlangealwsorbieren und somit in einen
Zustand hoherer Energie zu Ubergehen. Bei der Rinckkom angeregten Zustand in

den ursprunglichen energetischen Zustand wird Lechittiert (Fluoreszenz). Das emit-
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tierte Licht ist meist langwelliger als das absert® Licht. Aufgrund dieses Unter-
schiedes im Absorptions- und Emissionsmaximumt ksisk die emittierte Fluoreszenz
des Indikatormolekils mit Hilfe eines optischerndfgystems detektieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde der pH-sensitivarlfstoff BCECF ([2,7'-bis-(2-
carboxyethyl)-5(and6)carboxyflurescein]) zur Deimkt zytosolischer pH-Wert-
Anderungen, verwendet. Der Farbstoff ist fahig rsieel Protonen zu binden und zeigt
infolgedessen eine pH-abhangige Fluoreszenzing&nsienn er mit Licht der Wellen-
lange 470 nm angeregt wird. Wird der Farbstoff lontht der Wellenlange 440 nm an-
geregt, ist die Fluoreszenzintensitat unabhangig ywi-Wert (Abbildung 2.5). Die
Emissionswellenldnge des Farbstoffs betragt 535 nm.

Fluorescence excitation

“Em = 535 nm

I I
400 450 &00 &850
Wavelength (nm)

Abbildung 2.5 pH-abhangiges Anregungsspektrum des Fluoreszdastédis BCECF. Die
zehnfache VergroRerung des Bereichs unterhalb ¥0m#h zeigt den isobestischen Punkt bei
439 nm (Em: Emmissionspektrum).

Fur die Anregung des Chromophors wurde ein Visictedlighspeed Polychromator-
System (Visitron Systems GmbH, Puchheim, Deutschlaerwendet, der mit einem
Lichtleiter mit dem Mikroskop verbunden war. Die gkauerung, sowie die Datenauf-
nahme des Systems erfolgte mit der Software METABRU(Universal Imaging,
Downington, PA, USA). Der Farbstoff wurde mit 2084angen Lichtblitzen mit einem
Intervall von einer Sekunde bei einer Wellenlange ¥40 nm und 470 nm angereqgt.
Die emittierte Fluoreszenz wurde mit einem 495 namdpass-Filter (D510-40M, AF
Analysentechnik, Tibingen, Deutschland) gefiltertdumit einer gekihlten CCD

(Charge<coupleddevicg-Kamera, welche auf dem Okularstutzen montiert, \aafge-
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nommen und auf einem Computer gespeichert. Ben alleessungen wurde eine
Substraktion der Hintergrundfluoreszenz vorgenomnmgsiem Regionen in Nahe der
Zellen bei beiden Wellenlangen mit aufgezeichnetden. AnschlielRend wurden die
aufgezeichneten Fluoreszenzsignale ratiometrischrlveitet, indem der Quotient aus
den pH-unabhangigen und pH-abhangigen Intensitétswedes Fluoreszenzsignals
gebildet wurde. Durch das Verhéltnis der beidenofdszenzintensitaten liel3en sich
Aussagen uber Anderungen des zytosolischen pH-Wéeéfen, die unabhangig von

der Konzentration des Farbstoffs in der Zelle waren

2.7 3D Modelle

Um die Volumenverhaltnisse von Schliel3- und Nebk#zém Stomakomplex wahrend
der Stomabewegung berechnen zu kénnen, wurden 3iziMoam Computer konstru-
lert. Dazu wurde die untere Epidermis voea mayBlattern mit Hilfe einer Uhrma-
cherpinzette entfernt und fir 10-15 min in 300 pBriidxyfluoresceindiacetat (CFDA)
und/oder 20 UM FM4-64 (IN-(3-trieethylammoniumprop4-(6-(4-
(diethylamino)phenyl)hexatrienyl) pyridinium dibrashe], Invitrogen, Molecular
Probes, USA) inkubiert. Das hydrophile CFDA farlatsdzZytosol intakter Zellen an,
wahrend der lipophile Farbstoff FM4-46 nur die Rlasnembranen anfarbt. Der Einsatz
beider Farbstoffe erlaubte eine gute optische Yoteidung des Zytosols von der
Plasmamembran. Anschlie3end wurden die Prapardtefanh mit destilliertem Was-
ser gewaschen und auf einem Objekttrager plathBtteinem konfokalen Laser Scan-
ning Mikroskop (LSM Pascal 5, Zeiss, Jena, Deutsull wurden nun sog.
z-Bilderstapel (multiple picture StacKy angefertigt, d.h. es wurden Aufnahmen des
Praparates in mehreren Schnittebenen abgelichieteBilder wurde mit der Software
AMIRA (Mercury Computer Systems Inc., USA) im Ansa$s offline bearbeitet und
so 3D-Modelle des Stomakomplexes zur AbschatzumgZdévolumina konstruiert.

Um die Stomata in einen geschlossenen oder offénstand zu versetzen, wurden die
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Epidermisstreifen vor dem Farbevorgang lichtdichgedeckt oder mit einer Lampe
belichtet. Als ,offen* wurden Stomata bewertet, wedie Poren weit offen und der
stomatare Spalt deutlich zu sehen war (siehe aumfildhing 1.2, rechtes Bild). Als

».geschlossen” wurden Aufnahmen gewertet, wenn kPime zu erkennen war und der

stomatéare Spalt als Linie erschien (siehe auchldbbg 1.2, linkes Bild).
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3  Ergebnisse

Stomata sind durch die Regulationsfahigkeit ihréfndhgsweite essentiell fiir den
pflanzlichen Gasaustausch und die Regulation demspiration. Die Reize, die zu ihrer
Offnung und SchlieRung filhren, kobnnen von den bgten Zellen wahrgenommen
werden und fuhren zu lonenflissen, die letztendhather Bewegung der Stomata resul-
tieren. Die Forschung der letzten Jahre fuhrtel@emtifikation von vielen Regulations-
faktoren, die an der Reizperzeption und Signalbaitung beteiligt sind. Das Zusam-
menspiel dieser Faktoren ist bis heute aber nockelihaft. Vor allem die Rolle der
spezialisierten Nebenzellen im Spalt6ffnungsappaest Gramineentyps ist noch weit-
gehend ungeklart. Daher wurden in der vorliegenddreit erstmals Plasmamembran-
standige Anionenkandle in Neben- und SchlieRzel®m Zea maysdentifiziert und
elektrophysiologisch mit Hilfe der Patch-Clamp-Teighcharakterisiert. Desweiteren
wurde die Einstich-Elektroden-Technik eingesetat)y die Regulationsmechanismen
eines koordinierten lonenflusses zwischen Schlg@-Nebenzellen im intakten Gewe-

be wahrend der Stomabewegung besser verstehemnarko

Im Gegensatz zu Mais ist Wrabidopsis thalianavor allem die Erfoschung des ABA-
induzierten Stomaschlusses bereits weit voranggsshrEinen frihen und essentiellen
Schritt des ABA-induzierten Stomaschlusses st@ltepolarisation der Plasmamemb-
ran dar, die durch S- und R-Typ-Anionenkanéle \&acint wird. Mit Hilfe von Patch-
Clamp-Analysen an isolierten Schliel3zellprotoplasteirden daher einerseits die mo-
lekularen Mechanismen, die zur Aktivierung der $-Anionenstrome fihren, unter-
sucht. Andererseits wurden die Eigenschaften dé&ygrAnionenkanals irA. thaliana
erstmals elektrophysiologisch heraus gearbeitetdann einen tieferen Einblick in zu

Grunde liegenden genetischen Komponenten zu emange
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3.1 Fluoreszenz- und elektrophysiologische Messungen &ellen im

intakten Gewebe

3.1.1 Bestimmung der Zellvolumina intakter Zea mays\Neben- und Schliel3zellen

Frihere Untersuchungen konnten einen entgegengasétalium- und Anionengehalt
in Schlie3- und Nebenzellen bei geschlossenen gedifneten Stomata aufzeigen. Bei
gebffneten Stomata akkumulieren die lonen vor allemher Schliel3zelle, wahrend sich
die Verhaltnisse bei geschlossenen Stomata umkem@rdie lonen vor allem in den
Nebenzellen vorliegen (Raschke und Fellows 197%céee et al., 1987). Die Dynamik
dieses Prozesses wahrend der Stomabewegung kosimmle mit Hilfe kaliumsensiti-
ver Elektroden erfasst werden (Hilgarth, E.M, Dipkrbeit 2005; Uni Wrzburg). Da-
bei anderte sich der zytosolische Kaliumgehalten dlebenzellen um ca. 10 mM wah-
rend der Licht/Dunkel-induzierten StomabewegungsDspricht dafir, dass Nebenzel-
len wahrend der Stomao6ffnung Kaliumionen entlasdenwiederum von den Schliel3-
zellen aufgenommen werden. Wahrend des Stomaseblwgsrden die Kaliumionen
von den Schliel3zellen an den Apoplasten abgegebérk@nnen von dort wieder von

den Nebenzellen aufgenommenwerden.

In der vorliegenden Arbeit sollte nun untersuchtdes, inwiefern diese Anderungen in
der zytosolischen Nebenzell-Kaliumaktivitat in Zosaenhang mit den Volumenande-
rungen der Schliel3zellen wahrend der Stomabewesgtehgn. Zu diesem Zweck wur-
den die Volumina von Schlie3- und Nebenzellen gegiéir und geschlossener Stomata
ermittelt, indem das Zytosol von den Zellen in MB@dermisstreifen mit Hilfe des
fluoreszierenden, hydrophilen Farbstoffs Carboxyfisceindiacetat angefarbt wurde.
Da die normalen Epidermiszellen, nicht aber didefetles Stomakomplexes beim Ab-
ziehen der Epidermis zerstort werden (Majore et, &002), wurden mit
Carboxyfluoresceindiacetat keine Epidermiszelleghiwaber intakte Neben- und
Schlief3zellen angefarbt (Abbildung 3.2a). Am komdiek Laser Scanning Mikroskop
(LSM) wurden die angefarbten Praparate daraufhiméhreren Schnittebenen abge-
lichtet und die resultierenden Bilderstapel fur &enstruktion von 3-dimensionalen
Modellen des Zelllumens herangezogen, die nachfidlgene Abschatzung des Zellvo-

lumens erlaubten. Bei getffneten Stomata liel3 sichin Volumen des Zelllumens von

a7



ERGEBNISSE

2.69% 1.20 pl pro Schliel3zellpaar (n=7) und 1% 0.82 pl (n=88) fur den geschle-
nen Zustand interpolieren. Bei Nebenzellen wurdergéschlossenen (11.+ 3.52 pl,
n=88) und im geotffneten (11.2+ 5.91 pl, n=7) Zustand &hnliche Volumina pro F
errechnet. Dadurch ergibt sich ein Volumenverhélttn SchlieR-zu Nebenzellen im
geoffneten Zustand von ca. 1:4 und von ca. 1:6g&schlossene Stomata. Unter
Annahme, dass sich die zytosolische KaliumaktivitdNebenzellen um 10 mM \h-
rend der Stomabewegung andert (Abbildung 3.2) uaentlassen¢ K*-lonen von den
Schlie3zellen aufgenommen bzw. abgegeben werderrdewl diese Volume-
Verhaltnisse auf eine Kaliumkonzentrationsdndenmyg 4(-60 mM in den Schlief31-

len hinweisen.

(O

Abbildung 3.1 Volumenbestimmungen von Net- und Schlie3zellefa) LSM-Aufnahmen
von geodffneten und geschlossenen StomateZea may<pidermisstreifen. Das Zytosol wur
mit Carboxyfluorescindiacetat angefié. (b) Reprasentatives 3Meodell, welches auf der Bas
der z-Bilderstapel rekonstruiert wurde. Das Zelllumen dehli€Rzellen ist in rot, das dele-
benzellen in Ocker dargest.
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3.1.2 Stromableitungen von intaktenZea mayNeben- und Schliel3zellen

Mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik wurden in Schhad Nebenzellen bereits zwei
Populationen von spannungsabhangigensélektiven Kanalen nachgewiesen (Fairley-
Grenot et al., 1992; Majore et al.,, 2002). Daribigmaus konnte in der vorliegenden
Arbeit die Anwesenheit von spannungsunabhangigaan®mkanalen in beiden Zellty-
pen aufgezeigt werden (Kapitel 3.2.1 und 3.2.2). klm Hinweise auf die Regulati-
onsmechanismen des gegenlaufigen Transports vdorién und Anionerin vivo zu
erhalten, wurde die Einstichelektrodentechnik aakiten Neben- und Schliel3zellen von
Maispflanzen eingesetzt.

Hierzu wurden zweikapillarige Glasmikroelektrodebeil die getffneten Stomata im
Licht in den stomataren Spalt eingefuhrt. Fir eigamstich in die Schliel3zellen waren
die Elektroden parallel zum Spalt, fur einen Ertstin die Nebenzellen im rechten
Winkel zum Porenverlauf orientiert. Durch eine voinsige Vorwartsbewegung der
Elektrodenspitze an und schlie3lich durch die Zafids wurde ins Zytosol eingesto-
chen. Um eine tatséchliche Lokalisation der Sgitz&ytosol nachzuweisen, wurde der
Farbstoff BCECF injiziert (Abbildung 3.2a und b)eiBEinstich in die Schlie3zellen
konnte im Zytosol der hantelférmigen Enden ein Fsaenzsignal detektiert werden
(Abbildung 3.2a). Bei Einstich in die Nebenzellefl sich ebenfalls gut erkennen, dass
der Farbstoff ausschlie3lich im Zytosol lokalisiedr, wahrend die Vakuole kein Fluo-
reszenzsignal erzeugte. Um das elektrische Verhalb@ Protoplasten und Zellen im
intakten Gewebe vergleichen zu kénnen, wurden imn8pngsklemmenmodus Ganz-
zellstrome abgeleitet. Das Haltepotential wurdeedab gewahlt, dass bei Anlegen der
Haltespannung kein Strom floss. Anschliessend wurdbgpolarisierende und hyperpo-
larisierende Spannungspulse in 20 mV-Schritten-1&0 mV bis +40 mV bei Schliel3-
zellen bzw. von -180 mV bis +20 mv bei Nebenze#epliziert, und die Stromantwor-
ten aufgezeichnet (Abbildung 3.2c und d). Wahread Schliel3zellen eine langsame
Stromzunahme mit sigmoidem Verlauf bei depolaresiden (positiv werdender) Span-
nungen zu beobachten war (Abbildung 3.2c), wurdeinhlgperpolarisierenden Span-
nungen schnell relaxierende Einwartsstrome indtuzssi Ruckkehr der Spannung zum
Haltepotential war eine exponentielle Stromabnalzmerkennen, die auf die Deakti-

vierung der Kanale zuriickzuftiihren war. Bei Nebdarehingegen waren sowohl bei
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positiven Spannungen bis +40 mV als auch bei negratbpannungen bis -160 mV nur
grof3e, instantane Strome zu beobachten (AbblildiAd), die keine Zeitabhangigkeit
aufwiesen. Bei Auftragen der Gleichgewichtsstroragemn die angelegten Spannungen
ergab sich bei Schliel3zellen so eine nicht-linegatremspannungskennlinie, wahrend
die der Nebenzellen eine lineare Abhangigkeit agwAbbildung 3.2f). Wahrend die
spannungsabhangige Strom-Spannungskennlinie gut dsehlie3zellprotoplasten be-
schriebenen Kaliumkanéle (Fairley-Grenot et al929Nolf et al. 2005) reprasentiert,
unterscheiden sich die in Nebenzellprotoplastegemdichneten Strome (Majore et al.,
2002) grundlegend von den Stromen, die hier imkieta Gewebe aufgezeichnet wur-
den. Da das Anlegen einer Spannungsklemme beitamntdiebenzellen nicht mdglich

war, spricht dies daftir, dass hier keine elektrisoherten Zellen vorliegen.

(@) (c) (€)

+40 mV
-«
[=¥
(=]
(=]
= -160 mV
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-150 -100 —SQ/
1 1 L
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14
< ,
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=
w = - 2_
28 e l180myv

Abbildung 3.2 Einstichelektrodenmessungen an Neben- und SchlieRzen Spannungs-
klemmenmodus. Fluoreszenzaufnahmen von intaktele8etfa) und Nebenzellen (b) vaea
maysnach Einstich mit einer zweikapillarigen Messeledle und Beladung des Zytosols mit
dem fluoreszenzfarbstoff BCECF. (c) und (d) Makagskche Ganzzellstréme einer Schliel3zel-
le (c) und einer Nebenzelle (d), die im angegel@am8B8ungsbereich in 20 mV-Schritten aufge-
zeichnet wurden. (e) und (f) Stromspannungskereld@r Gleichgewichtsstrome aus (c) und
(d) aufgetragen gegen die Spannung.
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3.1.3 Anderungen des freilaufenden Membranpotentials wahend der

Stomabewegung bezea mays

Majore et al. (2002) konnten in Patch-Clamp-Expenien zeigen, dass in Nebenzell-
protoplasten spannungsabhangige Kaliumkanale eresti Da das Anlegen einer Span-
nungsklemme in intakten Nebenzellen nicht moglidr,vkonnten die Ganzzellstréme
in intakten Nebenzellen leider nicht abgeleitet uind vivo untersucht werden.
Vorraussetzung, dass diese spannungsabhangigamikalndle fir die Kaliumbewe-
gungen verantwortlich sein kénnten, ist eine Andgrdes Membranpotenials wahrend
der Stomabewegung. Daher wurde im Stromklemmenmodas freilaufende
Membranpotential von Nebenzellen aufgezeichnetermanit einkapillarigen Mikro-
elektroden in intakte Zellen eingestochen wurde.dBaEinstichvorgang immer zu ei-
ner Verletzung der Zelle und einer Irritation deerivbranpotentials fuhrt, wurde nach
dem Einstich der Messelektrode so lange gewaritetsibh ein stabiles Ruhepotential
von etwa -70 mV einstellte. Erst danach wurde dashtLals Ausloser fur den
Stomaschluss ausgeschaltet und gleichzeitig die eAimd) des freilaufenden
Membranpotentials registriert. So filhrte eine Ulierfing von Nebenzellen aus dem
Licht in die Dunkelheit zu einer transienten Hyps#gpisation von etwa -25 mV, welche
das Maximum nach etwa 20 Sekunden erreichte (Abbgd.3). AnschlieRend depola-
risierte das Membranpotential transient und erteiclseinen HoOhepunkt etwa
2,5 Minuten nach dem Dunkelstimulus. Im Gegenzugté&iein Lichtstimulus zu einer
sofortigen transienten Depolarisation, die ihrenxivielwert nach ca. 2 Minuten er-
langte. In SchlieRzellen von Mais sind ebenfallsliégh spannungsabhangige Kalium-
kanédle in Patch-Clamp-Experimenten nachgewieserdewor(Fairley-Grenot et al.,
1992). Es wurden daher in Analogie zu den Nebesrzalbenso Einstichelektrodenmes-
sungen an Schliel3zellen im Stromklemmenmodus dafihg. Allerdings befanden
sich die Schliel3zellen fast ausschlie3lich im dapsierten Zustand und reagierten
nicht auf die applizierten Licht/Dunkel-Reize. Dass Verhalten, das auch bei
Arabidopsis Schliezellen zu finden ist (personliche Mittegurvon PD Dr. R.
Roelfsema, Universitat Wirzburg), ist wahrschembaf die geringe Zellgro3e und die
damit verbundenen nachhaltige Storung der Zellphygie beim Elektrodeneinstich

zurtckzufiihren. So gelang es leider nur in eineth(¥#an insgesamt ca. 45 Experimen-
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ten) das freilaufende Membranpotential wahrend Stmabewegung von intakten
Maisschlie3zellen aufzuzeichnen. Dabei wurde eamgdnhaltende Hyperpolarisation
als Reaktion auf einen Lichtreiz beobachtet (AbBbR Eine &hnliche Licht-induzierte
Anderung im freilaufenden Membranpotential wurdeRahmen dieser Arbeit bei Ex-

perimenten an intakten Gerstenschlie3zellen festife¢Kapitel 3.1.4.1, Abbildung
3.5).

(a)
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Abbildung 3.3 Anderungen im freilaufenden Membranpotential akten Nebenzellen (a) und
Schliel3zellen (b) voZea maysls Antwort auf einen Lichtstimulus (wei3er Balkemler eine
Dunkelphase (schwarzer Balken). Die Anzahl der Ermnte betrug n=4 bzw. n=6 fir (a) und
n=1 fur (b). Die Datenpunkte reprasentieren dabragtische Mittel + Standardfehler.
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3.1.4 Stromableitungen und Anderungen des freilaufenden Mmbranpotentials
intakter Schlie3- und Nebenzellen votdordeum vulgare

Die Spaltéffnungsapparate der Gerste (t&irdeum vulgarg die wie auchZea mays
zur Familie delPoaceaegehdrt, bestehen ebenfalls aus spezialisierteremrtien und
einem hantelférmigen Schliel3zellen-Paar (Abbild@mp und 3.4d). Da in Vorversu-
chen Gerstenzellen im intakten Gewebe nicht sollap&uf die Verletzung des Ein-
stichs reagierten, wurden Einstichexperimente inli&8- und Nebenzellen von Gerste
durchgefuhrt. Dabei wurde experimentell bei bei@arsten-Zelltypen in Analogie zu
Mais (Kapitel 3.1.2) vorgegangen. So wurde als Mai$ der zytosolischen Lokalisati-
on der Messelektrode der fluoreszierende Farb&GECF nach Elektrodeneinstich
injiziert (Abbilung 3.5a und d). Eine Fluoreszeneigte sich bei den Gersten-
Schlief3zellen wie bei Mais im Zytosol der hantatiggen Endbereiche, wahrend ein
starkes Fluoreszenzsignal im Lumen der Nebenzatiehusnahme der Vakuolen auf-
trat. Bei den Einstichelektroden-Experimenten asigiowohl Gerstenschliel3zellen, als
auch Gerstennebenzellen ein ahnliches VerhaltenZe®e maysIm Spannungsklem-
menmodus lie3en sich in Schlie3zellen sich sigraktivierende Auswarts- und schnell
aktivierende Einwartsstrome ableiten (Abbildung.&.3Nebenzellen hingegen zeigten
instantane Strome ohne zeitabhédngige Komponentbhilgding 3.3b). Die daraus re-
sultierende Strom-Spannungskennlinien waren deo@enMais nahezu identisch (Ab-
bildung 3.3c und f).
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Abbildung 3.4 Einstichelektrodenmessungen an intakten Neben- 8alliel3zellen von
Hordeum vulgarédm Spannungsklemmenmodus. Fluoreszenzaufnahmernntakten Neben-
(a) und Schlief3zellen (d) nach Einstich der Messelde und Beladung, mit dem Fluoreszenz-
farbstoff BCECF. (b) (e) Makroskopische Ganzzedlste einer Schlie3zelle (e), die im angege-
benen Spannungsbreich bei verschiedenen Pulssggamuagistriert wurden. Die Pulsspan-
nungen wurden in 20 mV Schritten ausgehend vorHadétespannung variiert. Die Haltespan-
nung wurde dabei so gewéhlt, dass bei Anlegen @dtespannung kein Strom floss. (c) (f)
Strom-Spannungskennlinie der aus (b) und (e) eglt@tt Gleichgewichtsstrome, die gegen die
geklemmte Membranspannung aufgetragen wurden.

Bei Aufzeichnung des freilaufenden Membranpotestiah Stromklemmenmodus
konnte ein gegenlaufiges PolarisationsverhaltenRi@smamembran von Schliel3- und
Nebenzellen aufgezeigt werden: Wahrend Nebenzalléreinen Lichtreiz unmittelbar
mit einer transienten Depolarisation (ahnlich deamigvNebenzellen) reagierten (Abbil-
dung 3.5a, links), war bei der Schlie3zelle im eBlZeitfenster eine langanhaltende
Hyperpolarisation zu beobachten (Abbildung 3.5bkd). Bei einer Uberfiihrung vom
Licht in die Dunkelheit reagierteHordeumNebenzellen ahnlich wie die von Mais un-
mittelbar mit einer transienten Hyperpolarisatidar eine Re- und Depolarisationspha-

se folgte (Abbildung 3.5a, rechts). Schliel3zellergbgen reagierten mit einer langan-
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haltenden Depolarisation (Abbildung 3.6b, rech@)ese Beobachtung konnte von
Sandra Koers (Arbeitsgruppe PD. Dr. R. Roelfsentay&isitat Wirzburg) wiederholt
und statistisch abgesichert werden.
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Abbildung 3.5 Anderungen im freilaufenden Membranpotential imkteén Nebenzellen (a) und
Schlie3zellen (b) vomHordeum vulgareauf einen Lichtstimulus (weisser Balken) oder eine
Dunkelphase (schwarzer Balken). Die Anzahl der Erpente betrug n=4 fur (a) und n=1 flr
(b). Die Datenpunkte reprasentieren das arithniegisdittel + Standardfehler.
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3.1.5 Anderungen des zytosolischen pH-Wertes wihrend d&tomabewegung in
Mais Nebenzellen

Da vor allem die Hyperpolarisationsphase der Nedlatz beim Stomaschluss nur von
kurzer Dauer war, ergibt sich daraus die Fragejiebe ausreicht, um genitgend Kali-
umaufnahmekanale zu aktivieren. Daher wurden inniRathdieser Arbeit weitere még-
liche Faktoren analysiert, die zusatzlich regulatdren Einfluss auf die lonenfliisse
nehmen konnten. Neben dem Membranpotential istriygkdass auch der zytosolische
pH-Wert sich in Schliel3zellen wahrend der Stomalgenvg andert (Blatt und
Armstrong 1993; Grabov und Blatt, 1997). Daher wurdittels des fluoreszierenden
pH-Sensors BCECF die Anderung des zytosolischeWattes parallel zur Anderung
des freilaufenden Membranpotentials in intakten éhelellen aufgezeichnet. Dazu wur-
de ein Lauf der zweikapillarigen Messelektrode e wnter Kapitel 2.5.3 beschrieben -
mit dem pH-Sensor beflillt, wahrend der andere lnaitif300 mM KCI befullt war und
der Aufnahme des Membranpotentials diente. Dertiemgrgang erfolgte wie unter
Kapitel 3.1.3 beschrieben. Die Injektion des Fatisterfolgte durch einen Strompuls
von ca. -200 pA, der solange appliziert wurde dde ausreichende Akkumulation des
Farbstoffs im Zytosol zu beobachten war und siah FEluoreszenzintensitat deutlich
von der Hintergrundfluoreszenz absetzte. Da dem$iuls auch einen Einfluss auf das
Membranpotential hat, wurde nach Absetzen des ltames so lange gewartet, bis sich
die relative Fluoreszenzintensitat des Farbstofthtnmehr &nderte und sich das
Membranpotential stabilisiert hatte. Erst danachden die Licht-Dunkel-Stimuli aus-
gefuhrt. Auch beim Einstich mit zweikappilarigen $8elektroden konnte dadurch eine
Anderung des Membranpotentials induziert werdems®iunterschied sich nicht von
den vorherigen Membranpotentialmessungen (Kapitel33 so dass eine Beeinflus-
sung des Membranpotentials durch den injiziertetb$taff und den Injektionsvorgang
nahzu ausgeschlossen werden konnte. Der zytoselgdhNert begann zeitverzdgert -
ca. 2,5 Minuten nach Verdunkelung - mit EinsetzenRlepolarisationsphase zu sinken
und erreichte innerhalb von 3 Minuten ein konstsauieres Niveau. Ein Lichtsignal
fuhrte dagegen unmittelbar zu einem gegenteiligaekE Der zytosolische pH-Wert
wurde basischer, was von der transienten Depotans&egleitet wurde (Abbildung
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3.7). Der zytosolische pH-Wert anderte sich daleMittel um 0.09 = 0.025 Einheiten

bei insgesamt 4 durchgefihrten Messungen

0.454
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Abbildung 3.6 Simultane Aufnahme der Reaktionen des freilaufeddembranpotentials und
des zytosolischen pH-Wertes auf eine Dunkelphasscfavarzer Balken) und einen Lichtreiz
(b, weisser Balken) voAea maysNebenzellen. Die relativen Anderungen im zytosbiés pH
wurden aufgrund ratiometrischer Messungen des &tzenzfarbstoffs BCECF bei einer Anre-
gungswellenlange von 440/470 nm bestimmt. Ein Agster relativen Fluoreszenz stellt eine
Ansaduerung und Abfall eine Alkalisierung dar.
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3.2  Patch-Clamp-Untersuchungen zu den Anionenstrémen voNeben- und
Schliel3zellprotoplasten vorZea mays

3.2.1 Identifikation von S-Typ-Anionenkandle in Nebenzekn vonZea mays

Anionenkanale vermitteln wahrend des Stomaschlusg#gg nur den Ausstrom von
Anionen aus Schlief3zellen, sondern tragen damh auceiner Membrandepolarisation
bei. Diese wiederum fuhrt zur Aktivierung von austsgerichteten Kaliumkanalen, die
zusammen mit den Anionenkandlen letztendlich zuam&schluss fuhren. In Neben-
zellen sorgen die Anionenkanale vermutlich fiur eif#flux von Anionen wahrend der
Stomatffnung, die dann von den Nebenzellen aufgememwerden. Wahrend ver-
schiedene Kpermeable Kanalpopulationen in Nebenzellen beigéstifiziert wurden

(Majore et al., 2002), wurden Anionenkandle in Nedgd#len bisher noch nicht be-
schrieben. In der vorliegenden Arbeit sollten désh@nionenkanéle in Nebenzell-
protoplasten voZea maysnit Hilfe der Patch-Clamp-Technik identifiziert vaden. Zur

selektiven Beobachtung von Anionenkanélen wurdemeable Anionen (Chlorid) und
impermeable Kationen (TEAin den Bad- und Pipettenldsungen verwendet. Utiter

sen Losungsbedingungen wurden Einzelspannungsptd&pile im Spannungsbereich
zwischen -196 und +104 mV in 20 mV-Schritten appliz wobei die Haltespannung
0 mV betrug. Dabei wurden Anionenstrome aufgezeithdie keine erkennbare Akti-
vierungs- oder Deaktivierungskinetiken besalRen {@bbg 3.7a). Das Auftragen der
Gleichgewichtsstrome gegen die angelegte Spanntesgltierte in einer linearen
Strom-Spannungskennlinie, was auf eine Spannunglh@mgige Regulation dieser
Kanale hindeutete (Abbildung 3.7.b). In Maiswure#len konnten unter ahnlichen Be-

dingungen bereits Anionenstrome dokumentiert we(@liham und Tester, 2005).

Uber das Umkehrpotential (Nullstrompotential) komn&ussagen dariiber getroffen
werden, welches lon hauptsachlich durch den untaten Kanal transportiert wird.
Liegt das im Experiment gemessene Umkehrpotendibérdem Nernst-Potential eines
lons in der Versuchslosung, deutet dies darauf déss die Stréme von diesem lon
vermittelt werden. Unter Kontrollbedingungen wurdei 82 mM CI in der externen
und 154 mM Clin der internen Lésung ein Umkehrpotential von ,8841,3 mV (n=7)

bestimmt, dass somit sehr nahe am Nernstpoteftiaiilorid (- = +16,2 mV) lag.
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Desweiteren zeigten die Strome eine 91%ige Redukbei -96 mV, n=7) bei extrazel-
lularer Zugabe des Anionenkanalblockers NPPB (50.p&sammengenommen ma-
chen es diese Beobachtungen wahrscheinlich, dasasufijezeichneten Stréme in Ne-

benzellen einem Transport von Anionen zugrundesheg
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Abbildung 3.7 Makroskopische Stromaufzeichnungen von Mais-Neldbmmaeoplasten. (a)
Reprasentative Stromantworten (ng,t,z 100 nM) eines Protoplasten auf Pulsspannungen im
Bereich von -196 mV bis +104 mV vor (a, Stromspuneks) und nach (a, Stromspuren rechts)
der extrazellularen Applikation des in Ethanol g&dih Anionenkanalblockers NPPB in einer
Konzentration von 50 pM (finale Ethanolkonzentmatio0,05%). Ausgehend von einem Halte-
potential von 0 mV wurde die Spannung in 20 mV-&tdw gedndert. Die Messungen wurden
am selben Protoplast durchgefiihrt. (b) Strom-Spagskennlinie, erhalten durch Auftragen der
Gleichgewichtsstrome gegen die Membranspannung(sehwarze Symbole, n=7) und nach
(weille Symbole, n=7) Applikation des Anionenkanaikkrs. Deutlich ist die Reduktion der
Strome durch NPPB zu erkennen. Die Datenpunkteiseptieren das arithmetische Mittel +
Standardfehler

59



ERGEBNISSE

3.2.2 Einfluss von C&*-lonen, ABA und des pH-Wertes auf die Anionenstrémén

Nebenzellen

Die Aufzeichnung der Anionenstréme in Abschnitt .B.2leuten darauf hin, dass
Anionenkandle in den Maisnebenzellen nicht durah Spannung reguliert werden.
Aufgrund von Untersuchungen an Schliel3zellen amdpflanzlicher Spezies, wie
Arabidopsis thalianaund Vicia faba,ist bekannt, dass deren Anionenkanale durch eine
Erhdhung der zytoplasmatischen’GKonzentration aktiviert werden kénnen (Roberts
2006). Aus diesem Grund wurden nun Patch-Clamp-egn an Nebenzellen bei
verschiedenen, definierten freien zytosolischenzikiatkonzentrationen durchgefihrt:
So wurden die Anionenstromdichten bei verschiedéviembranspannungen in Abwe-
senheit von zytosolischem Kalzium und in Anwesenkieh entweder 100 nM G
(was nahe dem G&Spiegel im Ruhezustand der Zelle liegt) oder 3®DCQe’ ermit-
telt. In Mais-Nebenzellprotoplasten war jedoch dieionenstromdichte bei einer
zytosolischen Kalziumkonzentration von 100 nM héaksrbei 390 oder O nM (Abbil-
dung 3.9b). Demach wirkt sich sowohl die Abwesenhen Kalziumionen als auch die
Erh6éhung der Kalziumkonzentration von 100 nM auD 3®M reduzierend auf die

Anionenstrome der Nebenzellen aus (Abbildung 3r&ha).

Das Phytohormon ABA fordert den Stomaschlul? Ubee @@timulation der

Anionenkandle in Schlie3zellen (Marten et al., 2@¥att and Grabov 1997; Assmann
et al., 1993; Shimazaki et al., 1999; Schroedealet2001, Roelfsema und Hedrich
2005). Da die Wirkung von ABA oft mit einer Erhélgides zytosolischen Kalziumni-
veaus in diesen Motorzellen einhergeht (McAinshlgt1990; Allen et al., 1999), sollte
der Einfluss von ABA auf die AnionenkanalaktiviiAatAbhangigkeit der oben genann-
ten zytosolischen Kalziumbedingungen in Nebenzealealysiert werden. In Abwesen-
heit von Kalziumionen oder auch in Anwesenheit u@® nM freiem zytosolischem
c&* war eine leichte Erniedrigung der Anionenstrémiedier zytosolischen Applika-
tion von 10 uM ABA im Vergleich zu den Kontrolleru eobachten. Dieser leicht
inhibitorische Effekt von ABA liel3 sich einerseitdurch eine Erhéhung der
zytosolischen C&-Konzentration auf 390 nM (Abbildung 3.8c) verstink Anderer-

seits war bei einer intrazellularen ABA-Konzentati von 20 pM bei einer

zytosolischen C&-Konzentraton von 100 nM ebenso eine Forderung des
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inhibitorischen Effekts zu verzeichnen. Zur Verdiebting wurden die in Anwesenheit
von 10 und 20 uM ABA ermittelten Stromdichten b&ee Membranspannung von
-156 mV auf die jeweiligen Kontrollwerte normalidieind als Balkendiagramm in Ab-
bildung 3.10 dargestellt. Es ist zu sehen, dassglechbleibendem intrazelluldarem
C&*-Spiegel die Stromdichten mit Zunahme der intrazetn ABA-Konzentration
starker abnehmen (Abbildung 3.9).

(a) (b) (c)

2+ 2+
0nM Ca 100 nM Ca** 390 nM Ca
V [mV] 10 V [mV] 20 - V [mV] 104
-200 100 o -200 -100 100 -200 -100
2104 -20
= 404 = —
204 % =) =
5 60 & £
=30 - QE Q: 230 - S_,:E
F 80 —* s
40 40

Abbildung 3.8 Zytosolischer Cd-abhangiger Effekt von ABAem auf die Anionenstréme von
Maisnebenzellprotoplasten bei (a) {Gg. = 0 nM, (b) [C&],,. = 100 nM und (c) [CH],y. =
390 nM. Es wurden zwischen sieben und 16 unabhéndigperimente bei den
unterschiedlichen Bedingungen durchgefihrt. Schev@gmbole symbolisieren Experimente in
Anwesenheit von 10 pM intrazellularen ABA und weisSymbole die Kontrollen. Die
Datenpunkte reprasentieren das arithmetische Mitt8tandardfehler. Experimente in (a) und
zu 25% in (b) wurden von Thomas Wolf, Universitaiiburg, durchgefihrt.
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10 M 20 M Abbildung 3.9 Rickgang der
control ABA int control ABA int Anionstréme von Maisnebenzellproto-
' plasten bei einem zytosolischen?Ga
Spiegel von 100 nM bei einer Span-

e nung von -156 mV als Reaktion auf
UE-0.4— die interne Gabe von 10 pM bzw. 20
2 MM ABA (aus einer 10 mM, in
; -0.6- Isopropanol gelésten Stockldsung) im
-g Vergleich zur jeweiligen Kontrolle
= 0.8 (control = Abwesenheit von ABA).
E Die Kontrollen enthielten dieselbe
= Menge Isopropanol (finale

Isopropanolkonzentration = 0,1% bzw
0,2%) Die Daten wurden auf die jewei-
ligen Kontrollen bei -156 mV nor-
miert.

_ A
[\] (=]
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Im Zuge des ABA-induzierten Stomaschlusses werdembl C&"-abhangige als auch
Ca*-unabhéngige Signaltransduktionwege in den Scheiész diskutiert (Pandey et
al., 2007). Die zytosolische Alkalisierung, die i8chliezellen wahrend des
Stomaschlusses beschrieben wurde (Blatt und Armgptr993; Irving et al., 1992),
wird in diesem Zusammenhang als?Ganabhangiger Signalweg genannt. Bis heute
war die pH-Sensitivitat der Anionenkanale jedochr menig Gegenstand der For-
schungsaktivitaten. Schulz-Lessdorf et al. zeidi®86, dass die schnell aktivierenden
Anionenkandle in Schliel3zellen voricia faba, sowie die S-Typ-Anionenkandle in
Hypokotylzellen vonArabidopsis(Colcombet et al., 2005) infolge einer zytosoleth
Alkalisierung inhibiert werden. Aufgrund der beobtaten Licht-induzierten Zunahme
des intrazellularen pH-Werts in Nebenzellen (Abloild 3.6) wurde im Folgenden da-
her untersucht, ob die Aktivitdt von Nebenzellamiokanalen durch Protonen beein-
flusst werden kénnte. Zu diesem Zweck wurde aufzgérsolischen Seite der Plasma-
membran der pH-Wert von 7,4 auf 8,4 in Gegenwart eatweder 100 nM oder
390 nM intrazellularem CG& erhéht. Um einen besseren Vergleich der resuttge
Stromdichten zu erméglichen, wurden die Anionems&rdder jeweiligen Messungen
bei einem pH-Wert von 7,4 bei einer Spannung vé&t 4hV normalsiert, und die kor-
respondierenden Messungen bei pH 8,4 entsprechegepasst (Abbildung 3.9). Inte-
ressanterweise spiegelte sich eine Alkalisierurgplé-Wertes von 7,4 auf 8,4 in einer
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starken Zunahme der Anionenstromamplituden wied&wohl bei einer freien
zytosolischen Kalziumkonzentration von 100 nM alsla bei 390 nM nahmen die

Anionenstréme bei einem pH-Wert von 8,4 im Verdieza 7,4 zu.

Abbildung  3.10 Anstieg der

Anionenstrome durch zytosolische
Alkalisierung bei verschiedenen inter-
nen Kalziumkonzentrationen. Die bei
-156 mV aufgezeichneten Gleichge-

100 nM Ca”" 390 nM Ca”"

0-DH7.4 pH84 pH7.4 pHS8.4

O -2 wichtsstrome bei pH 8,4 wurden je-

:$ weils auf den Wert der bei pH 7,4

3 erhaltenen Werte bei der gleichen
A 4+ I zytosolischen C&-Konzentration

g normalisiert. Anzahl der Experimente
S 1 { war bei 100 nM C¥ n=6 fur pH 7,4
-6 und n=5 fur pH 8,4 und bei 390 nM

1 Cd&* n=4 fur pH 7,4 und pH 8,4. Die

Datenpunkte reprasentieren das arith-
metische Mittel = Standardfehler

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Anmmé@ekder Nebenzellen in Mais ein
spannungsun- und kalziumabhangiges Verhalten zelgenhéchsten Anionenstrome
wurden bei einem zytosolischen G&piegel von 100 nM aufgezeichnet. Die Abwe-
senheit von Kalzium oder die Erhéhung des zytosoéia C&'-Spiegels auf 390 nM
resultierte in einer Reduktion der Anionenstromei Bitrazellularer Applikation des
Phytohormons ABA werden die Anionenstrome in ekeziumabh&ngigen Weise in-
hibiert, wahrend eine Alkalisierung des Zytosolshimingig vom zytosolischen €a

Spiegel die Anionenstrome stimuliert.
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3.2.3 lIdentifikation von S-Typ-Anionenkandlen in Schlie3zllen vonZea mays

MaisschlieRzellen zeigen im intakten Gewebe wahmed Stomatabewegung ein zu
Nebenzellen unterschiedliches Verhalten bezlglluless Membranpotentials. Daher
wurde nun an isolierten Schlie3zellprotoplastenyanet, ob sich dieser Unterschied
auch bei der Regulation der Anionenstrome wideggdie Da Anionenkanale in der
Plasmamembran von Maisschlie3zellen bisher nickthyeeben wurden, wurde in ei-
nem zu Mais-Nebenzellen analogem Patch-Clamp-Vhssunsatz (Kapitel 3.2.1) ver-
fahren werden, um Schlief3zell-Anionenkandale in Maisidentifizieren. Bei Anlegen
eines identischen Spannungspulsprotokolls=0j und identischen Lésungsbedingun-
gen (Kapitel 2.4) konnten — wie in Nebenzellen rahmstantene, nicht-relaxierende
Stromanderungen in Schlie3zellen registriert werd®ai Auftragen der Gleichge-
wichtsstrome gegen die Klemmspannung wird die Spagsunabhdngigkeit dieser
Strome anhand des linaeren Kurven-Verlaufs deu¢édibildung 3.12b). Mit Hilfe der
Strom-Spannungskennlinie (Abbildung 3.11) wurde dhskehrpotential bestimmt,
welches bei -11,1 mV = 2,6 mV (n=5) und somit ametne dem Nernstpotential fur
Chlorid lag. Die extrazellulare Applikation des Anenkanalblockers NPPB in einer
Konzentration von 50 pM resultierte in einer starl&eduzierung der Ganzzellstréme
(Abbildung 3.11). Diese Beobachtungen lassen dasehifel3en, dass unter diesen Be-

dingungen - wie in den Nebenzellen - Anionenkaa#tes waren.

(a) (b)

+ NPPB

o = IR e
o 100 ms

25 pA

Abbildung 3.11 Makroskopische Anionenstrome eines Mais-Schlidfzabplasten. Ganzzell-
stromantworten auf Spannungspulse von -196 mV b&+mV, bei einer Haltespannung von
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0 mV und einer zytosolischen £&onzentration von 100 nM, in Ab- (a, control) uAdwe-
senheit von 50 uM des extrazellularen Anionenkdoalters NPPB (b) in der Badlésung. Nach
NPPB-Applikation sind die Anionenstrome stark raduz

3.2.4 Einfluss von C&*-lonen und des pH-Wertes auf die Anionenstréme in

Maisschlie3zellen

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde analysiert, die intrazellulare freie Kalzium-

konzentration - wie bei Nebenzellen beobachtet {llobg 3.8) — einen Einfluss auf
die Anionenstrome hat. Zu diesem Zweck wurden RP&lamp-Datensdtze an Mais-
schliesszellprotoplasten in der Ganzzellkonfigoratbei zytosolischen Kalziumkon-
zentrationen von 100 nM und 390 nM erstellt (Abbiid 3.12). Im Gegensatz zu Mais-
nebenzellen resultierte eine Erhéhung des zytaswis Kalziumspiegels in Schliel3zel-
len nicht in einer Abnahme, sondern in einer ca.eitaghen Erhdéhung der
Anionenstrome (Abbildung 3.12a). Die nahezu lineaBirom-Spannungskennlinien
verdeutlichen den Effekt Gber den angegeben Spagsbeneich (Abbildung 3.12b).
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Abbildung 3.12  Makroskopische Stromaufzeichnungen  von einem Mais-
Schliel3zellprotoplasten. (a) Ganzzellstromantwaftenen Spannungspuls von -176 mV bei
[Caz*]zyt, =100 nM (schwarz) und [é*azyt_ = 390 nM (grau) eines SchlieRzellprotoplasten. (b)
Strom-Spannungskennlinie durch Auftragen der Ggmabichtsstrome gegen die angelegte
Spannung von Mais Schlief3zellprotoplasten be?*]]g/az 100 nM (schwarze Symbole, n=5)
und [Cé*]zyt_ = 390 nM (weisse Symbole, n=4). Datenpunkte regtisren das arithmetische
Mittel + Standardfehler

Analog zu den Untersuchungen an Nebenzellen wuedeEthfluss des zytosolischen
pH-Werts auf die Anionenstréme in Schliel3zellen Iysiart. Dazu wurde der
zytosolische pH-Wert auf den Wert 8,4 eingestetitl umit Kontrollmessungen beim
pH-Wert von 7,4 verglichen. Bei Auftragen der Glgjewichtsstrome gegen die ange-
legte Spannung wurde ersichtlich, dass eine zysmw@ Alkalisierung die
Anionenstrome tendenziell inhibierte (Abbildung 3). Zur Verdeutlichung dieses
Resultats wurden die bei -156 mV normalisierterdi@& in einem Balkendiagramm
gegenubergestellt (Abbildung 3.13b). Der Verglaigs Effekts des zytosolischen pH-
Wertes auf die Anionenstrome von Schliel3zellendaih von Nebenzellen (Abbildung
3.10) ergibt, dass eine Alkalisierung des Zytokalsm einen Einfluss hat. In Nebenzel-
len hingegen werden die Anionenstrome durch eiriespische Alkalisierung stimu-
liert (Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.13 Abfall der Anionenstrome durch Erhdéhung des zyliesben pH-Werts in
MaisschlieRzellen bei einem zytosolischen *G3piegel von 100 nM.(a) Strom-
Spannungskennlinie, erhalten durch Auftragen deicBgewichtsstrome von Maisschliel3zell-
protoplasten bei pH 7,schwarze Symbole, n=6) und pH 8,4 (weisse Symbui6). (b) Ab-

fall der Gleichgewichtsstrome bei -156 mV. Die pki 8.4 aufgezeichneten Werte wurden auf
die bei pH 7,4 erhaltenen Daten normiert. Datenpurgprasentieren das arithmetische Mittel +
Standardfehler.

Zusammenfassend lassen sich aufgrund der gewoniRatein-Clamp-Analysen deutli-
che Zelltyp-spezifische Unterschiede in den Sentiten der Neben- und Schliel3zell-
Anionenkanale gegeniiber dem zytosolischefi @ad pH-Wert feststellen: Wahrend
eine Erhéhung des [@f’ézyt, Uber den Ruhezustand hinaus bei Nebenzellen zu leine
hibierung der Anionenstrome fihrt, werden die Amiokanéle der Schliel3zellen stimu-
liert. Eine zytosolische Alkalisierung bewirkt ineNenzellen eine starke Zunahme der
Anionenstromdichte, wohingegen bei den SchlieBaellahezu kein Effekt zu ver-
zeichnen ist. ABA fiihrt bei den Schliel3zellen aede8pezies, wi¢/icia faba oder
Nicotiana tabacunzu einer Aktivierung der S-typ-Anionenkandle (Reema et al.,
2004; Levchenko et al., 2005; Marten et al., 2001@. Anionenkandale der Nebenzellen

von Mais reagieren hingegen auf ABA mit einer Reelwng der Anionenstréme.
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3.2.5 Patch-Clamp-Untersuchungen zu den S-Typ und R-Typ-Aionenstromen
in Arabidopsis thalianaSchliel3zellprotoplasten

Anionenkanal-kodierende Gene in Mais sind bishdveiannt. Erst kirzlich konnte
jedoch inArabidopsis thalianaein Gen fir eine Komponente des S-Typ-Anionenisanal
identifiziert werden (Negi et al., 2008; Vahisalua¢, 2008. Da die heterologe Expres-
sion von SLAC1 in Oozyten keine elektrischen Signatzeugte (Negi et al., 2008;
Vahisalu et al., 2008), wurde nach Interaktionspart gesucht. Dabei konnten Dr.
Dietmar Geiger und Sonke Scherzer (Arbeitsgruppsf. Hbr. Hedrich, Universitéat
Wirzburg) die Proteinkinasen OST1 (Geiger et 09 und CPK23 als positive Re-
gulatoren der SLAC1-Aktivitat identifiziert. Um zanalysieren, wie sich Mutationen
der Kinasen auf die die S-Typ-Anionenkanalaktivitié@tplanta auswirken, wurden
Arabidopsis Schliesszellprotoplasten in den entsprechendetustaerutanten mit der
Patch-Clamp-Technik untersucht. Im Gegensatz zu GAleXistiert fur den R-Typ-
Anionenkanal noch kein genetisches Pendant. In K@aion mit Stefan Meyer (Ar-
beitsgrupe Prof. E. Martinoia, ETH Zirich) konnte.MT12 jedoch als potentieller
Kandidat identifizert werden. Um eine Beteiligungests Gens an der R-Typ-
Anionstromantwort zu klaren, erfolgte eine Chargkierung des R-Typ-

Anionenkanals in Wildtyppflanzen und der entsprecles Mutanenlinie.

3.2.5.1S-Typ-Anionenstréome in Schlie3zellprotoplasten volPK23-

Verlustmutanten

Ma und Wu beschrieben 2007 erstmals CPK22rabidopsis thalianaund demons-
trierten dessen Funktion bei Salz- und Trockenstr@da et al.,, 2007). CPK23-
Verlustmutanten zeigten bei Wasserstress im Vegleam Wildtyp keine Verwelkung

und eine niedrigere Stomao6ffnungsweite. Bei CPK2@+dxprimierern hingegen wa-

68



ERGEBNISSE

ren die Stomata weiter gedffnet. Sie diskutiertahett CPK23 als positiven Regulator
der Stomao6ffnung. Um eine mogliche Funktion von @BK bei der
Anionenkanalregulation heraus zu arbeiten und daneitere Einblicke in den
Signaltransduktionsweg der Stomabewegung zu enlgngeurden hier die
Anionenstrome von Wildtyp- undpk23Schliel3zellprotoplasten mit der Patch-Clamp-
Technik vergleichend untersucht. Die Losungen wavesder so konzipiert, dass im-
permeable monovalente Kationen bei einem Chloriigrd von 37,5 mM extern zu
166 mM intern anwesend waren. Die zytosolischeefiealziumkonzentration wurde
mit Hilfe des Kalziumchelators EGTA auf 2 uM eintgdls. Ferner befand sich in der
Badl6sung der Kalziumkanalblocker Lanthanchlorid @mterdrickung von Kalzium-
stromen. Unter diesen Versuchsbedingungen wurdégetend spannungunabhangige
Ganzzellstréme von Wildtyp-Protoplasten als Anwauf 7,5 s lange Spannungspulse
im Bereich von +46 mV bis -134 mV registriert (Alwhing 3.15a). Lediglich bei Span-
nungen negativ von -104 mV zeigte sich eine leicBeaktivierungskinetik bei
Wildtyp-Pflanzen  (Abbildung 3.15a). Die daraus ftéstende  Strom-
Spannungskennlinie zeigt eine nahezu lineare Abkéangles Stroms von der Span-
nung. Im Vergleich zum Wildtyp zeigte die Verlustizmite eine erhebliche Reduktion
in ihrer Anionkanalstromamplitude (70% Reduktiom4i®4 mV, Abbildung 3.14). Bei
einer unter diesen Bedingungen analysistael1-3Mutante waren die Anionenstréme
nochmals deutlich reduziert (98% Reduktion bei -tdd), was die von Vahisalu et al.

(2008) gezeigten Daten bestatigt.
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Abbildung 3.14 Anionenstréme voiepk23SchlieRzellprotoplasten Die Experimente wurde bei
[Catz‘]Zyt = 2 uM und in Abwesenheit von ABA durchgefiihrtsAauptanion fungierte Chlorid
(a) Ganzzellstromantwort einédgabidopsisSchlie3zellprotoplasten von Wildtyp- uicgk23-
Pflanzen. (b) Strom-Spannungskennlinie, erhaltercld@uftragen der Gleichgewichtsstrome
gegen die angelegte Spannung, &0 mV). Die Datenpunkte stellen das arithmetidetitéel £
Standardfehler dar. Anzahl der Experimente war Hér8NT, n= 4 furslacl-3und n= 7 fur
cpk23

3.2.5.2S-Typ-Anionenstrome in Schlie3zellprotoplasten vo®ST1-
Verlustmutanten

Mustilli et al. konnten 2002 OST1 als ein weiteteement des ABA-abhangigen

Signaltransduktionsweges identifizieren, welches ZABA-induzierten Stomaschluss

70



ERGEBNISSE

fuhrt. OST1-Verlustmutanten waren nicht in der Lagee Transpiration zu regulieren,
und waren bei ABA-Applikation in ihrer Stomaantwaestort. Mit Hilfe von Patch-
Clamp-Experimenten af. thalianaSchlie3zellprotoplasten sollte herausgefunden wer-
den, wie sich eine Mutation von OST1 auf die Antoisie auswirkt. Die freie
zytosolische Kalziumkonzentration wurde auf 100 eMgestellt, was ungefahr der
zytosolischen physiologischen Kalziumkonzentration Ruhezustand entspricht. Zu-
satzlich befanden sich sowohl in der Pipettenlésaisgauch in der Badlésung 50 pM
ABA, das aus einer 50 mM-Isopropanol-Stocklésunggegeben wurde (finale
Isopropanolkonzentration = 0,1%). Es wurden 7,&rgén Spannungspulse von +44
mV bis -136 mV in 30 mV-Schritten (= 0 mV) angelegt. Auch hier zeigte die Ver-
lustmutante im Gegensatz zum Wildtyp reduzierte Z2alfstrome (33% bei -106 mV).
Die Anionenstrome der SLAC1-3-Verlustmutante waveter physiologischen Kalzi-
umbedingungen und dem Einsatz von ABA nochmalslidaueduziert (88% bei -106
mV, Abbildung 3.15b). Auffallig sind die deutlichadrigeren Wildtyp-Anionenstréme
unter diesen Bedingungen im Vergleich.zu den edrhinionenstrome bei einer
zytosolischen Kalziumkonzentration von 2 uM (Abhitd) 3.14). Demnach scheint eine
Erh6hung der zytosolischen kalziumkonzentration Aitonenstrome starker zu akti-
vieren als ABA.
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Abbildung 3.15 Anionenstrome volst1-2Schliel3zellprotoplasten Die Experimente wurde bei
[Caz*]zyt =100 nM und in Anwesenheit von 50 uM ABA in Baohd Pipettenmedium durchge-
fuhrt. Chlorid stellte das Hauptanion dar. (a) Gafistromantwort eineArabidopsisSchliess-
zellprotoplasten von Wildtyp undstl-2 Pflanzen. (c) Strom-Spannungskennlinie, erhalten
durch Auftragen der Gleichgewichtsstréme gegenadigelegte Spannung {\& 0 mV). Die
Datenpunkte stellen das arithmetische Mittel + 8&adfehler dar. Anzahl der Experimente war
n= 12 fur WT, n= 11 fur ost1-2 und n= 5 &lac1-3.

3.2.5.3S-Typ-Anionenstrome inslac1-3-und slah3-1-Schlie3zellprotoplasten

Wie In Kapitel 3.2.5.1 und 3.2.5.2 ist gezeigt,sldge S-Typ-Anionenstrome slacl-
3-Mutanten in Gegenwart von Chlorid als permeablesoA stark reduziert sind.
Nichtsdestotrotz sindlacl-3Mutanten in der Lage, ihre Stomata wahrend TagaNac
Rhythmus zu schliel3en. Da SLAC1 bei der Expressiddozyten eine hohe Permeabi-

72



ERGEBNISSE

litat far Nitrat aufwies (Geiger et al., 2009), lkeesich daher die Frage, ob Nitrat an der
Stomabewegung in SLAC1-Verlustmutanten beteiligh dednnte. Dazu wurde in
Patch-Clamp-Experimenten an Schlie3zellprotoplagterslacl-3Mutanten das Chlo-
rid weitestgehend durch Nitrat ersetzt, so dasdNénmatgradient von 161 mM intern zu
36 mM extern vorherrschte. Die Pulsprotokolle uratéspannung entsprachen denen
der Chloridexperimente (Kapitel 3.2.5.1). Ein Veigh der Nitrat-vermittelten
Anionenstréme deslacl-3Mutanten mit denen von Schliel3zellprotoplasten Wild-
typpflanzen zeigt nun, dass die Anionenstréme nahdentisch waren (Abbildung
3.16). Der durch Nitrat getragene Anionenstrom sithedso nicht durch SLAC1 gene-
riert zu werden.

Abbildung 3.16 Nitrat-vermittelte
//E Anionenstrome irslac1-3 Schliel3-
/i/ zellprotoplasten. Strom-

Spannungskennlinie, erhalten

durch Auftragen der Gleichge-
wichtsstrome gegen die angelegte
Spannung von. A. thaliana
Schlie3zellen von Wildtyp (ge-
schlossene Symbole) urslacl-3
(geschlossene Symbole) unter Be-
dingungen, in denen Nitrat das
Haupt-Anion darstellte. Die Mes-
sungen wurden bei [é*azyt =2 uM
und in abwesenheit von ABA
durchgefuhrt. Die Datenpunkte
stellen das arithmetische Mittel *
Standardfehler dar. Anzahl der
Experimente war n= 6 fur WT, und
n= 5 furslacl-3

[./C,, [PA/pF]

Neben SLACL1 sind in Schlie3zellen vBnthalianaTranskripte eines bisher nicht cha-
rakterisierten SLAC1-homologen Kanals, SLAH3LAC1 HOMOLOGUE 3) zu fin-
den (personliche Kommunikation mit Prof. Dr. HebricUniversitat Wirzburg).

SLAH3 gehort zu einer Gruppe von 4 SLAC1-homolo@amen, die auf Proteinebene
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zu 40-50% mit SLACL1 identisch sind (Negi et al.,080 Das Genprodukt konnte
daherfir die Nitrat-vermittelten Anionenstrome ichfel3zellen verantwortlich sein.
Bei funktioneller Expression in Oozyten des Kanladginte Tobias Maierhofer (Ar-
beitsgruppe Prof. Dr. Hedrich, Universitat Wirzhueghe hohe Permeabilitat fur Nitrat
aufzeigen, wahrend Chorid nur in geringerem MalfeKinal passieren konnte. Um zu
Uberprufen, ob dies auah planta der Fall ist, wurden Patch-Clamp-Messungen an
Schliel3zellprotoplasten einer SLAH3-Verlustmutadtechgefihrt. Dabei wurden die
Pulsprotokolle und Lésungen verwendet, unter denaten Schliel3zellen detacl-3
Mutanten Nitrat-vermittelte Anionenstréme generigerden konnten. Hier zeigte sich,
dass die Anionenstrome der SLAH3slah3-FMutante im Vergleich zu Wildtyp-
Protoplasten deutlich reduziert waren (Abbildun@73. Die in derslacl-3Mutante
gemessenen Nitrat-vermittelten Anionenstréme (Ahlng 3.16) kdnnten also von
SLAH3 vermittelt werden.

(a)
wild type r
B
o
- ~ e
v &
<l U

Abbildung 3.17 Nitrat-vermittelte Ganzzellanionenstrome von Wifglty und slah3-t
Schlief3zellprotoplastefa) Ganzellstromantworten vdrabidopsisSchlie3zellprotoplasten von
Wildtyp- undslah- Pflanzen unter Bedingungen, in denen Nitrat dagpttAnion darstellte. (c)
Strom-Spannungskennlinie, erhalten durch AuftragenGleichgewichtsstrome gegen die an-
gelegte Spannung ([é‘@m = 2 uM, ohne ABA). Die Datenpunkte stellen daghanietische
Mittel £ Standardfehler dar. Anzahl der Experimewss n = 6 fur Wildtyp (geschlossene Sym-
bole) und n = 6 fuslah3-1(offene Symbole).

Wurden die Gleichgewichtsstrome bei -106 mV dlacl-3 und derslah3-tMutante
auf die jeweiligen im Wildtyp gemessenen Gleichgdtgstrome normalisiert, verdeut-
lichte sich die Reduktion der Anionenstrome bei 8eAH3-1 Verlustmutante (Abbil-
dung 3.18).
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' Abbildung 3.18 Vergleich der Gleichge-
wichtsstrome bei -106 mV voA. thaliana
. Schliel3zellen vorslah3-1und slac1-3 unter
O Bedingungen, in denen Nitrat das Haupt-
& 0.5 Anion darstellte. Die Stréme wurden jeweils
g auf die des entsprechenden Wild-Typs nor-
k2 miert. Die Zahl der Experimente betrug n=6
= fur Wildtyp und n=6 flurslah3im Vergleich
g zu n=6 fur Wild-Typ und n=5 fislac1-3 Die
= -1.07 Messungen wurden bei [Eﬁ}azyt =2 uM und
ohne ABA durchgefiihrt. Datenpunkte repré-

sentieren das arithmetische Mittel + Standard-
fehler.

Wie oben bereits erwéahnt wurde, zeigt SLAH3 in Qemyeine geringe Permeabilitat
fur Chlorid, die sich auchn planta in den stark reduzierten Anionenstrémen in
Chloridldsungen von Schliel3zellprotoplasten dircl-3Mutante widerspiegelt (Ab-
bildung 3.14b und 3.15b). Wenn jedoch extrazeltulBedingungen simuliert werden,
die dem Nitratstatus vom Xylemsaft entspricht, eigich in SLAH3-exprimierenden
Oozyten eine Aktivierung von SLAH3, die sich in ein Erhdhung der
Anioneneitfahigkeit der Plasmamembran darstelltexp@étimente von Tobias
Maierhofer, Arbeitsgruppe Prof. R. Hedrich, UnivgisW(urzburg). Daher wurden sol-
cher Bedingungen fUArabidopsisSchliel3zellprotoplasten vosiacl-3Mutanten imi-
tiert. In der Pipette befanden sich die identisch@sungen, wie sie fur die Messungen
an der CPK23-Verlustmutante und SLACl-VerIustmL&e(l[ﬂié*]zyt, = 2 uM) verwen-
det wurden (Kapitel 3.2.5.1). Im Bad befanden sinders als in den vorherigen Expe-
rimenten 5 mM anstatt 1 mM CaCivahrend die tbrigen Bedingungen nicht verandert
wurden. Wahrend der Messung wurden 5 s-Spannurggspah -190 mV bis +70 mV,
in 20 mV-Schritten appliziert (Y= 0 mV). In Abwesenheit von Nitrat waren die S-
Typ-Anionenstrome deslacl-3Mutante auch hier (Abbildung 3.17), wie schon io-A
bildung 3.14 und 3.15 gezeigt, stark reduziert. Risatzliche Applikation von exter-
nem Nitrat in einer Konzentration von 3 mM fuhrteie in Oozyten - zu einer Aktivie-
rung von S-Typ-Anionenstréme und resultierte ineeiStrom-Spannungskennlinie, die
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in etwa dem des S-Typ-Anionenkanals entspricht. Dakehrpotential war dabei ins
Negative verschoben, was vermutlich auf die Erhghder Nitratleitfahigkeit infolge

der Nitratzugabe zurlickzufuhren ist.

Zusammenfassend kodieren SLAC1 und SLAH3 fur zweeehkanéle, die in der Lage
sind einen S-Typ-Anionenstrom zu vermitteln. Wakre8LAC1 vermutlich fur den

Chloridefflux verantwortlich ist, ist SLAH3 zum Ean fahig einen Nitratefflux zu etab-
lieren, kann andererseits jedoch auch einen Ausstuan Chlorid generieren, wenn er

duch externen Nitrat aktiviert wird.

Abbildung 3.19 Strom-
30 Spannungskennlinie durch
Auftragen der Gleichge-
wichtsstréme gegen die
angelegte Spannung unter
150 100 50 éﬁ 50 (B:(ra]:jiﬁgungen, in de.nen
-t orid das Haupt-Anion
V [mV] darstellt von Arabidopsis
Schlief3zellprotoplasten
von slacl-3 Mutanten in
Abwesenheit (offene Sym-
bole, n=7) und in Anwe-
senheit (geschlossenen
Symbole, n=8) von extra-
zellularen 3 mM NG@
([C&Tye = 2 uM, kein
ABA). Die Datenpunkte
stellen das arithmetische
Mittel + Standardfehler
dar.

204

10+

I/C,, [pA/pF]

76



ERGEBNISSE

3.2.5.4R-Typ-Anionenstrome in Schliel3zellprotoplasten vorALMT12-

Verlustmutanten

Schon seit Ende der 80er Jahre ist bekannt, das8ndenenefflux aus Schlie3zellen
von zwei Anionenkanaltypen, dem S- und dem R-Tyrmittelt werden kann. Wah-
rend SLAC1 und SLAH3 hochstwahrscheinlich fur didyp-Anionenstrome verant-
wortlich sind (Kapitel 3.2.5.3; Negi et al., 2008ahisalu et al., 2008), ist ein moleku-
largenetisches Aquivalent fir den R-Typ-Anionenkamésher unbekannt. Eine
charakeristische Eigenschaft des R-Typ-Anionenlgaish] dass Malat den Kanal nicht
nur geringfligig passieren, sondern auch dessenn8pgsabhangigkeit modulieren
kann (Hedrich und Marten, 1993; Raschke 2003). Mafdle als Mitglieder der
ALMT-Familie wurden erstmals in Wurzelzellen beseben (Kollmeier et al., 2001;
Pineros et al., 2001). Die Arbeitsgruppe von Pifrico Martinoia (ETH Zirich,
Schweiz) identifizierten nun iArabidopsis thalianaALMT12 als ein spezifisch in der
Schliel3zelle exprimierter Vertreter der ALMT-FamiliEs stellte sich daraufhin die
Frage, ob ALMT12 moglicherweise den R-Typ-Anionemilareprasentiert. Um hierzu
Aussagen machen zu kdnnen, mussten zunachst diesglken Basiseigenschaften der
R-Typ-Anionenkanéle in Wildtyp-Schliel3zellen vAn thalianaerfasst werden, da bis-
herige Studien zu diesem Kanaltyp hauptsachlicNiaia fabaSchlie3zellen durchge-
fuhrt worden sind (Schroeder und Keller, 1992; htddet al, 1990; Hedrich und Mar-
ten, 1993). Mit der Patch-Clamp-Technik wurden ddshn ArabidopsisSchliel3zell-
protoplasten in Gegenwart von 75 mM Sulfat und 1 fpdiem Kalzium in der intrazel-
lularen Lésung sowie 20 mM Kalziumsulfat im AufRemiioen untersucht. Zur Unter-
bindung von Kaliumstromen fungierte Casium als impeables Kation im intrazellula-
ren Medium. Um die aktivierung der Kanéle aufzeigenkbnnen wurde ein Haltepo-
tential vin -180 mV gewahlt, da die Kanale sich mlam einem geschlossenen Zustand
befinden Ausgehend vom Haltepotential wurde dien8pag, jeweils sukzessive in
Pulsen von 200 ms von -200 mV bis zu einem Potewbia +60 mV schrittweise er-
hoht. Die Aktivierungskinetik ahnelt stark der, diehon inVicia faba dokumentiert
wurde (Schroeder und Keller, 1992).
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Abbildung 3.20 Aktivierende R-Typ Ganzzellstromantworten einfsthaliana Schliel3zell-
protoplasten bei einer internen Sulfatkonzentratioon 75 mM und einer externen
Sulfatkonzentration von 20 mM. Die Strome zeigameeschnelle Aktivierungskinetik bei den
angegebenen Spannungen£v180 mV). Das Nullstromniveau ist durch die gefetk Linie
gekennzeichnet.

Eine Deaktivierung der Anionenkanéle wurde erfaisgtem dem oben beschriebenen
Spannungspulsprotokoll ein aktivierender Vorpuls 80 mV ,vorgeschaltet* wurde.
Dadurch befand sich immer eine gleiche Anzahl voioAenkanélen in einem offenen
Zustand, wenn verschiedene Pulsspannungen nachdolgepliziert wurden (Abbil-
dung 3.21). Es ist gut zu erkennen, dass die Degaking der Kanale mit

hyperpolarisiernder Spannung zunimmt.
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Abbildung 3.21 Deaktivierende R-Typ Ganzzellstromantworten eiAesbidopsis Schliess-
zellprotoplasten bei einer Sulfatkonzentration vé&mmM intern und 20 mM extern ([E‘@M =

1 pM). Zusatzlich waren im Bad 20 mM Kalzium vortan. Die Stréme zeigen nach einer 50
ms langen Depolarisation bei +60 mV eine schnedlakiivierungskinetik bei den angegebenen
Spannungen. Das Haltepotential betrug -180 mV.Ndhdstromniveau ist durch die gepunktete
Linie gekennzeichnet.

Im Gegensatz zu den sehr schnellen Aktivierungd- Deaktivierungskinetiken in Ab-
bildung 3.20 und 3.21, war bei einer anhaltendem@ation durch einen 10 s-
Spannungspuls von -120 mV bei 3 von 9 eine leiti&tiverungskinetik zu beobach-
ten (Abbildung 3.22). Obwohl sich ein Teil der Kénéei dieser Spannung in einem
offenen Zustand befinden, nimmt die Stromamplitbee mit der Zeit ab.
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Abbildung 3.22 Inaktivierender Anionenstrom einds thaliana Schlie3zellprotoplasten bei
einer Sulfatkonzentration von 75 mM intern und 201 mextern bei einer Spannung von
-120 mV zeigt (\ = -180 mV). Das Nullstromniveau ist durch die geitete Linie gekenn-

zeichnet.

Fur einen detaillierten Einblick in die Kinetik d&Typ-Anionkanals wurden sowohl
die relative Offenwahrscheinlichkeit (Abbildung 8d) als auch die Relaxationszeit
(Abbildung 3.26b) bestimmt. Die Offenwahrscheinkeit beschreibt die statistische
Verteilung der Kanale im offenen oder geschlossehestand bei verschiedenen Span-
nungen. Dazu wurden die deaktivierenden Stromaméndgtail currents), ausgehend
von Spannungspulsen von -180 mV bis + 80 mV zumeiBpannungspuls von -180 mV
analysiert und auf den Sattigungswert der erreeémBbltzmann-Verteilung normiert.
Die halomaximale OffenwahrscheinlichkeigMund die apparenten Elementarladungs-
aquivalente z @ating chargé) wurden als beschreibende Parameter der Spanalbngs
hangigkeit und —empfindlichkeit bestimmt, indem digerimentellen Datenpunkte mit
einer einfachen Boltzmann-Funktion beschrieben emrdie halbmaximale Offen-
wahrscheinlichkeit ), betrug -115,5 + 2,8 und die apparenten Elementanigsiqui-
valentez=1,7 £ 0,2.

Mit Hilfe der Relaxationszeit und der damit bestitemZeitkonstante (griech. ,Tau®)
lassen sich Aussagen treffen, mit welcher ,GescHigkeit‘ ein Kanal vom offenen in
den geschlossenen Zustand konvertiert. Dazu wuitdeiner einfachen Exponential-
funktion die zeitabhé@ngige Deaktivierung nach eirativierenden oder deaktivieren-
den Vorpuls beschrieben. Die Zeitkonstantgg,y = 7,3 = 0,5 ms und.joomv = 21,0 £
2,0 ms spiegeln die schneller werdende Konverserhyperpolarisierender Spannung

in den offenen Zustand wider, wahrend negativ vea béi -160 mV die entsprechende
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Zeitkonstanter.;gomv= 8,4 + 2,3 ms den schnellen Ubergang in den gesséhen Zu-
stand reflektiert. Auffallend ist, dassy¥gut mit dem Maxium der Zeitkonstante kor-

respondiert.

50

40+

304

relaxation time [ms]
relative P,

-160 =140 -120 -100 -80 60  -40 2150 <100 =50 V[mV]  so
V[mV]

Abbildung 3.23 Spannungsabhéngiges Schaltverhalten des R-TymAnanals irArabidopsis
Wildtyp-Schliel3zellprotoplasten. (a) Auftragung deelaxationszeit gegen die geklemmte
Spannung. (b) Spannungsabhangige relative Offersghbinlichkeit (B), die mit Hilfe von
Tail-Strom-Analysen bestimmt wurde. Die halbmaxiendlktivierungsspannung % betrug -
115,5 + 2,8 mV. Das apparente Elementarladungséalgumiz betrug 1,7 + 0,2. Die Datenpunk-
te stellen das arithmetische Mittel + Standardfetiée. Anzahl der Experimente war n=6 fir (a)
und n=6 fir (b). Die Experimente wurden in Gegetwan 20 mM externem Malat durchge-
fuhrt.

Um die Rolle von ALMT12 bei der Regulation der RpF&nionenstromanwort zu er-
grianden, wurden Patch-Clamp-Datensatze an Schlipft#eplasten von Wildtyp- und
almtl2Pflanzen unter identischen LosungsbedingungerelgrsDafir wurden 1 s-
Spannungspulse von -200 mV bis +80 mV (in 20 mV¢#em, Vy = -180 mV) ange-
legt. Im Vergleich zum Wildtyp unterschieden side énionenstrome der ALMT12-
Verlustmutante unter diesen Bedingungen weder irsgannungsabhéangigkeit, noch in
der Stromamplitude (Abbildung 3.23).
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Abbildung 3.24 R-Typ-Stromantworten von Wildtyp- uradmt12Schliel3zellprotoplasten unter
Sulfat-Bedingungen. Strom-Spannungskennlinien &orhaliana Schliel3zellprotoplasten von

Wildtyp- und almt12Pflanzen, erhalten durch Auftragen der Gleichgbtgsirome gegen die

angelegte Spannung. Die Sulfatkonzentration betfugnM intern und 20 mM extern und in
der Badlésung waren 20 mM Kalzium enthalten E[I;@ =1 uM). Die Datenpunkte stellen das
arithmetische Mittel + Standardfehler dar. Anzaét &xperimente war n=6 fur Wildtyp (WT,

geschlossene Symbole) und n=64dlint12(offene Symbole).

Von Vicia fabaSchliel3zellen ist dokumentiert, dass die exterpplikation von Malat
einen Einfluss auf die Spannungsabhangigkeit désygrAnionenkanals hervorruft
(Marten und Hedrich, 1993; Raschke, 2003). Deshailde das externe Sulfat durch
Malat derselben Konzentration ersetzt (20 mM), walbrdie Gbrigen Bedingungen un-
verandert blieben. Unter diesen Bedingungen waienAdionenstrome dealmtl2
Mutante im Vergleich zum Wildtyp um etwa die Halfedluziert. Allerdings veranderte
sich die Spannungsabhangigkeit durch den extrdzedlu Austausch von Sufat gegen
Malat nicht (Abbildung 3.24). Dies deutet darauh,hdass ALMT12 nur an der
malatselektiven Komponente des R-Typ-Anionenkabetsiligt ist.
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Abbildung 3.25 R-Typ-Stromantworten von Wildtyp- uradmt12Schliel3zellprotoplasten unter
Malat-Bedingungen. (a) Ganzzellstromantworten oabidopsisSchliel3zellprotoplasten von
Wildtyp-Pflanzen undalmt12 Mutanten bei einer Spannung von -80 m\{; %/-180 mV). Die
Messungen wurden in bei einer internen Sulfatkomadan von 75 mM und in Gegenwart von
20 mM externem Malat durchgefuih#usatzlich befanden sich 20 mM Kalzium in der Badlo
sung. (b) Strom-Spannungskennlinie, erhalten dédwatragen der Gleichgewichtsstrome ge-
gen die angelegte Spannung. Die Datenpunkte st#lerarithmetische Mittel + Standardfehler
dar. Anzahl der Experimente war n=6 fur Wildtyp TWgeschlossene Symbole) und n=6 fir
almt12(offene Symbole).

An Vicia faba Schlie3zellprotoplasten wurde bei Anwesenheit \©hlorid im
Pipettemmedium R-Typ-Anionenstrome dokumentierth(8eder und Keller, 1992;
Marten et al, 1992; Hedrich und Marten, 1993). Wurdbei A. thaliana Wildtyp-
Schliel3zellprotoplasten 75 mM Sulfat durch 75 mMao@id substituiert und die sonsti-
gen Parameter wie bei den oben beschriebenen Egr@en beibehalten, waren hier
keine R-Typ-ahnlichen Anionenstrom-Komponenten meletektierbar (Abbildung
3.25). Die Anionenstrome &hnelten eher dem sparswnaiphangigen S-Typ-
Anionenkanal. Dies deutet auf eine Spezies-spebiisSelektivitat des R-Typ-

Anionenkanals hin.
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204

Abbildung 3.26 Strom-
Spannungskennlinie vo@. thaliana
Wildtyp-Schlie3zellprotplasten bei
internem Chlorid und Sulfat. Die Sul-
fat- bzw. Chloridkonzentration betrug
75 mM im Zytosol und in der Badlo-
sung waren je 20 mM Sulfat und Kal-
zium enthalten. Die Datenpunkte stel-
len das arithmetische Mittel + Stan-
dardfehler dar. Anzahl der Experimen-
te war n=6 fur internes Chlorid (offe-
ne Symbole) und n=6 fir internes
Sulfat (geschlossene Symbole).

84



DISKUSSION

4 Diskussion

4.1 lonenflisse wahrend der Stomabewegung iiea mays

Wahrend Kaliumaufnahme- und Abgabekanéle sowotrelghysiologisch (Fairley-
Grenot, et al., 1992; Majore et al., 2002) als amotekulargenetisch in Nebenzell- und
Schliel3zell-Protoplasten identifiziert werden kaam{Buchsenschitz et al., 2005), sind
Anionenkandle in diesen Zellen bisher unbekanntRehmen der vorliegenden Arbeit
konnten nun Anionenkandle erstmals in Schliel3-Meldenzellen voZea maysdenti-
fiziert und charakterisiert werden. Dartber hinkasnten regulatorische Komponenten
wie das Membranpotential und Anderungen des zyigiswn pH-Werts in intakten
Nebenzellen wahrend der Stomabewegung aufgezeicimdetlie Volumina der Zellen
des Spaltdffnungsapparats abgeschéatzt werden. ligeiaen wird diskutiert, inwiefern
die gewonnenen Resultate im Einklang mit dem voscRlee und Fellows (1971) pos-

tulierten Shuttle-lonentransport stehen.

4.1.1 Zellvolumina von Schliel3- und Nebenzellen voAea mays

Unter Berucksichtigung der errechneten Volumenueéris&e von Schliel3- und Neben-
zellen (Kapitel 3.1.1) wirde die in den Nebenzellgihrend der Stomabewegung ge-
messene zytosolische HAktivitatsanderung von 10 mM (bei gleichen Vethidsen
von SchlieRzelle und Vakuole in beiden Zelltypem)eer K-Aktivitatsanderung von
etwa 40 - 60 mM im Zytosol der Schliel3zellen fihren Vergleich dazu lag bei der
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dikotylen PflanzeVicia fabalag die Anderung der KKonzentration in den SchlieRzel-
len 6-7fach erheblich héher (Roelfsema und Hedr&95). Dies lasst die im Mais
erhaltenen Werte als Grundlage fir eine Stomabemgegls zu niedrig erscheinen.
Frihere Schéatzungen an Mais deuteten ebenfallsem# 2-4fach hdhere Licht-
induzierte K-Aktivititsanderung im Vergleich zu unseren Datén {Raschke und
Fellows 1971; Lasceve et al., 1987). Dieser Unteest mag in der unterschiedlichen
experimentellen Herangehensweise begriindet lieggrend in den Versuchsansat-
zen mit Hilfe von Elektronen-Proben-Analysen di&-Aktivitat der ganzen Zelle be-
rucksichtigt wurde, wurde spezifisch die zytosdisdaliumaktivitatsdnderung in den
Nebenzellen wahrend der Stomabewegung (E.M Hilg&igilomarbeit 2005, Universi-
tat Wirzburg) mit Hilfe von K-selektiven Mikroelektroden erfasst. Falls ein Tasr
Kaliumionen nach der Aufnahme ins Nebenzellzytosoldie Vakuole oder Uber
Plasmodesmata in benachbarte Epidermiszellen waresp werden, wirde nach Ein-
stellen eines Gleichgewichts netto mehr Kalium gpamtiert werden, als es die detek-
tierten 10 mM K-Anderung vermuten lassen. Mit Hilfe von Prof. doam (Zentrum
Holzwirtschaft, Universitat Hamburg) konnten tatdéah plasmodesmatische Verbin-
dungen zwischen Nebenzellen und Epidermiszellehgewiesen werden (siehe nach-
folgendes Kapitel 4.1.2, Abb. 4.1), was die relatizdrigen K-Anderungen im Zytosol
der Nebenzellen unter anderem mit erklaren komiternativ konnten auch Kaliumio-
nen teilweise in der Vakuole gespeichert werdensmdu einer Verringerung der auf-
gezeichneten Kaliumaktivitatswerte fihren. FriH&eebachtungen an Epidermiszellen
die sich in unmittelbarer Nahe zu Nebenzellen hiefim wiesen jedoch einen erhdhten
Kaliumgehalt auf (Raschke et al., 1971). Dies kénauif einen plasmodesmatischen
Transport von Kalium von den Nebenzellen in dieklibenachbarten Epidermiszellen

hinweisen.
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4.1.2 Stromableitungen von intakten Zellen des Spalt6ffnngsapparates

Werden die im intakten Gewebe aufgezeichneten GHsrtpme mit bekannten Daten
von Zea maysSchliel3zellprotoplasten verglichen (Fairley-Greaod Assmann, 1992),
dann gleichen sich die Auswartsstrome hinsichilichr sigmoiden Aktivierungskinetik
und ihrer ausgepragten Spannungsabhéangigkeit. Diatakten Zellen abgeleiteteten
Aus- und Einwartsstrome (Abbildung 3.4c) spiegalh dje in Protoplasten identifizier-
ten Kaliumabgabe und —aufnahmekanale wider (Magiral., 2002). In Nebenzell-
protoplasten voZea mayskonnten mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik zwei Blai-
onen von K-Kandlen identifiziert werden (Majore et al., 200&)e dhnliche Span-
nungsabhangigkeiten wie Maisschliel3zellprotoplastafwiesen (Fairley-Grenot und
Assmann, 1992). Es handelte sich dabei um Depatmis-aktivierte K-
Abgabekanale und Hyperpolarisations-aktiviertefr Adfnahmekanale. Im intakten
Gewebe gelang es in dieserArbeit jedoch nicht (teh3.1.2), die in Nebenzellproto-
plasten identifizierten kKanéale mit der Einstichmethode nachzuweisen (Magirall.,
2002). Wahrend sowohl bei Schlie3zellprotoplasieraach bei intakten Schliel3zellen
Strome mit Zeit-abhangigen Kinetiken aufgezeichwmetden konnten, waren bei intak-
ten Nebenzellen nur instantane Strome zu registri@apitel 3.1.2, Abbildung 3.4d).
Dieser Unterschied in den Stromantworten zwiscmégikien Nebenzellen und isolier-
ten Nebenzellprotoplasten beruht hochstwahrsclogiluf einer elektrischen Kopplung
der Nebenzellen mit dem umliegenden Gewebe Ubesnféldesmata. So belegen
Transmissions-elektronenmikroskopische Aufnahmea,ven Prof. J. Fromm (Zent-
rum Holzwirtschaft, Universitat Hamburg) im Rahmeimer Zusammenarbeit erstellt
wurden, die Anwesenheit von Plasmodesmata zwisblegaenzellen und umliegenden
Epidermiszellen (Abbildung 4.1). Im Gegensatz dsingl Schlie3zellen elektrisch iso-
liert und somit zugénglich fir Spannungsklemmenarpente mit der Einstichmetho-
de.
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. elektronenmikroskopische A-
nahme eines stomataren komple
von Zea may. (a) Die
Plasmodesma zwischen Neben-
zellen und Epidermis sind dur
einen schwarzen Rahmen gen-
zeichnet.EC=Epidermal cell (Ei-
F.* | dermiszelle), SC=Subsidiary c

- (Nebenzelle), GC=Guard ct
(SchlieRzelle). (b) VergroRRerung
der in (a) hervorgehoben
Plasmodesmata (von Prof. .
Fromm, Universitat Hamburg, ii
Rahmen einer Kooperation r-
stellt).

4.1.3 Differentielle Anderung des Membranpotentials in Schlie- und
Nebenzellen wéhrend der Stomabewegu

Die K'-Aktivitatsanderunge (Dipomarbeit E.M.Hilgarth, Universitat Wiirzburg, &%)
in den Nebenzellerstehenim Einklang mit einem Shuttlesnenransports zwischen
Schlie3-und Nebenzelle. Der Transport zwischen den beideall®Zpen kdnntedabei
von spannungsabhangigen Kaliumaume-und abgabekanalen bewerkstelligt werc
Solche Kanalppulationen konnten bereisowohl in isoliertenSchliezellen (Fairle-
Grenot und Assmanri992 als auch isolierteNebenzellen (Majore et al., 2002) idi-
fiziert werden. Da jedoch sowohl die [olarisations-aktivierten kAbgabekanale als
auch die Hyperpolarisati-aktivierten K-aufnahmekanale @hnlictrSpannungsabhan-
gigkeiten besitzenware eine differentielle Anderu des Membranpotentials in beic
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Zelltypen wahrend der Stomabewegung ein Méglichéigien gerichteten KTransport
wahrend der Stomabewegung zu etablieren.

Mittels der Einstichelektroden-Technik konnte itaikten Nebenzellen gezeigt werden,
dass das Membranpotential nach einem Lichtreizldepiert, wahrend derselbe Stimu-
lus in Schlie3zellen eine langanhaltende Hypergaton auslost (Kapitel 3.1.3, Ab-
bildung 3.3). Bei einer Licht-induzierten Stomaadifiiry ware hier ein gegenlaufiges
Membranpotential gegeben, welches in der Lage wéam, einen die Depolarisations-
aktivierten K-Abgabekanale in den Nebenzellen und zum AndererHgperpolarisa-
tions-aktivierten K-Aufnahmekanale in den Schliesszellen zu aktiviel@emnach
kénnte Kalium aus den Nebenzellen in den Apoplagassen werden und dort von den
Schlie3zellen aufgenommen werden, was wiederuminkldhg mit dem postulierten

Shuttle-lonentransport steht.

Umgekehrt hyperpolarisiert das Membranpotential Mebenzellen unmittelbar nach
Wegnahme des Lichtreizes. Bedauerlicherweise kodietéreaktion der Schliel3zellen
nach Uberfiihrung ins Dunkle nicht aufgezeichnetdear(Kapitel 3.1.3). Im Spaltoff-
nungsapparat vohlordeum vulgarekonnte jedoch ein dem Mais &hnliches Polarisati-
onsverhalten der Membran aufgezeigt werden (Kap8tél4). Hier reagieren die
SchlieRRzellen der Gerste nach Uberfiihrung in Durdiemit einer Depolarisation des
Membranpotentials, wahrend die Nebenzellen unrbdtehach Reizapplikation eine
Hyperpolarisation der Membran zeigen. Da beide &tamplexe &hnlich aufgebaut
sind und bei einem Lichtreiz ahnlich reagierenaisth bei Schlie3zellen vatea mays
eine Depolarisation des Membranpotentials bei Wegreades Lichtreizes zu vermu-
ten. Da die Hyperpolarisationsphase des Membranpale der Nebenzellen sehr kurz
ist, scheint es jedoch fraglich, ob diese ausreicht geniigend KAufnahmekanéle
aktivieren zu konnen. Moglicherweise konnte einé-Adfnahme durch K/H*-

Symporter unterstitzt werden (Very und Sentena@3R0
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4.1.4 Identifikation und Regulation der S-Typ-Anionenkandle in Neben- und
Schliel3zellen vorZzea mays

Bereits Ende der 80er Jahre wurden \ficia faba Schliesszellen die ersten
Anionenkanéle mit Hilfe der Patch-Clamp-Technikkélephysiologisch charakterisiert
(Keller et al.,, 1989; Schroeder und Hagiwara 198%drich et al., 1990).
Anionenkandle in den Zellen des Spalt6ffnungsapgparaonZea maysvurden bisher
allerdings noch nicht beschrieben. Im Rahmen deliegenden Arbeit konnten erst-
mals Anionenkandle in Neben- und Schliel3zellen ¥ea mayselektrophysiologisch
untersucht und charakterisiert werden. Durch darsd&z nicht-permeabler Kationen
(TEA") und permeabler Anionen (Tlwar es moglich selektiv Anionenstrome aufzu-
zeichnen. Bei Zugabe des Anionenkanalblockers NW&Beine Reduktion der Stréme
zu beobachten. Des Weiteren lag das Umkehrpotebgader Zelltypen nah am
Nernstpotential fir Chlorid (Kapitel 3.2.1 und 32.Im Vergleich zu Nebenzellen wie-
sen die Anionenstrome in Mais-Schlie3zellen &helibterkmale auf wie die Sensitivi-
tat gegenidber NPPB und ein Umkehrpotential nahe @klorid-Nernst-Potential. Da-
ruber hinaus zeigten die erstellten Strom-Spannemglknien in beiden Zelltypen eine
lineare Abh&ngigkeit der Anionenstrome von der Spag, was eine Spannungs-
unabhangige Regulation dieser Anionenkanale vemmidtest. All diese Fakten legen
nahe, dass die aufgezeichneten Strome in Mais-Nab@h Schliezellen von S-Typ-
Anionenkandlen herrihrten, die sowohl in Maiswurelén (Giliham und Tester, 2005)
als auch in anderen Spezies beschrieben wurdemm{&chund Schroeder, 1994;
Frachisse et al., 2000).

Da das Schaltverhalten der Anionenkanéle nichtdemMembranspannung beeinflusst
wird, muss demzufolge ihre Aktivitat bei der Storealegung durch andere Faktoren
als dem Membranpotential reguliert werden. Es kengézeigt werden, dass die
Anionenstréme bei einem [é'aazyt, von 110 nM, welches sich nahe der physiologischen
Ruhekonzentration befand, am gro3ten war (Abbild8r8p). Bei Abwesenheit oder
Erh6hung der freien [éazyt, auf 390 nM, nahm die Anionenstromamplitude ab. In
Schliel3zellen hingegegen wurde bei erhohten Kalkaumpentrationen eine Stimulation
der Anionenkandle beobachtet (Abbildung 3.8c). Watr die Nebenzell-

Anionenkanale &hnlich auf eine T&rhohung reagierten wie die Anionenkanale der
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Maiswurzel (Giliham und Tester, 2005), verhieltezhsdie Anionenkanale der Schliel3-
zellen im Mais wie die S-Typ Anionenkandle in dexhi@&3zellen anderer Spezies (Ro-
berts, 2006).

Eine interne Applikation von 10 uM ABA bei einere[?('l]cyt von 0 nM als auch von 110
nM fuhrte nur zu einer geringen Erniedrigung deo®@antwort im Vergleich zu un-
behandelten Nebenzellprotoplasten. Diese Tendenat&aeinerseits durch eine Erho-
hung des zytosolischen €&Spiegels auf 390 nM, oder andererseits durch Eihé-
hung der ABA-Konzentration auf 20 uM verstarkt wemdDie Daten sprechen fir eine
Ca*-abhangige Inhibition durch ABA, so wie sie auctnwien Anionenkanalen der
Maiswurzeln beschrieben ist (Giliham und Tester03)0 Die Anionenkandle der
Schliel3zellen anderer Spezies werden in der RagehdABA aktiviert und zeigen da-
raufhin erhéhte Anionenstrome (Roelfsema et abD42Qevchenko et al., 2005; Marten
et al., 2007).

Des Weiteren wurde der zytosolische Effekt von d&hweh auf die

Nebenzellanionenkanéle analysiert. Hier flihrte dilk@lisierung des Zytosols zu einer
groReren Anionenstromamplitude (Kapitel 3.2.2). Diebenzellanionenkanale zeigen
hier also ein anderes Verhalten, als es von S-Tgprenkandlen auérabidopsis

Hypokotylzellen bekannt ist (Colcombet et al., 200®bwohl die Erhéhung des
[Caz*]zyt,-SpiegeIs einen inhibitorischen Effekt auf die Amokanale der Nebenzellen
hatte, war bei einer Erhéhung des intrazellulareirVyertes sowohl bei 100 nM, als
auch bei 390 nM [ﬂm eine gleich starke Zunahme der Stromantwortenenbach-

ten. Im Gegensatz zur Regulation der ABA-Antwoltiesnen hier intrazellulare Proto-
nen und C&-lonen unabhangig voneinander auf die Nebenzelt@mkanale zu wir-

ken. Eine entsprechende Anderung des pH-WerteStidieRzellen zeigte hingegen
keinen merklichen Effekt auf die Anionenstrome. aeutet darauf hin, dass die Akiti-
vitat der S-Typ Anionenkanéle in den Mais-Schlidléreauf eine andere Art und Wei-
se als in Nebenzellen reguliert wird. R-Typ-Aniokanéle inVicia fabaSchliel3zellen

werden durch eine zytosolische Alkalisierung inbibi(Schulz-Lessdorf et al., 1996)
ebenso wie die S-Typ-AnionenkanaleArabidopsisHypokotylzellen, wahrend die R-
Typ-Anionenkanale im selben Zellsystem stimuliegrgen (Colcombet et al., 2005).
Dies lasst vermuten, dass die Regulationsmechanigstee Anionenkanale sich zum

Einen Spezies-spezifisch, und zum Anderen Zellpygegisch unterscheiden kénnen.
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4.1.5 Anderung des zytosolischen pH-Wertes in Nebenzellamihrend der
Stomabewegung

Bei der Stomadffnung sollten Anionen aus den Nebksz abgegeben werden, um
dann wiederum von den Schlie3zellen aus dem Apbaldgenommen werden zu kon-
nen. Schwach Spannungs-unabhangige Anionenkanalanté® eine solche
Anionenabgabe vermitteln. Beim Stomaschluss mudsemnionen dann wieder von
den Nebenzellen aufgenommen werden. Bei Schlieftz@lhderer Spezies wurde ge-
zeigt, dass diese Aufnahme vermutlich tber AnioH&nSymporter erfolgt, auch wenn
ein Nachweis bisher nicht dokumentiert wurde (Gualg 2003). In Mais ist durchaus
denkbar, dass die Anionenaufnahme in Nebenzelleh @on solchen Symportern ver-
mittelt wird. Damit eine Nettoaufnahme von Anionenfolgt, ist es jedoch erforderlich,
dass die Aktivitat der Anionenabgabe-Kanéle beironfsischluss herunterreguliert
wird. Aufgrund der schwachen SpannungsabhéngiglegitAnionenkanale missen an-
dere regulative Faktoren fir die Abschaltung dids@nale Sorge tragen. Dafur kom-

men das Phytohormon ABA, €aonen oder Protonen in Frage (Kapitel 3.2).

Durch Einsatz eines protonensensitiven Farbstdétesite im Rahmen dieser Arbeit
erstmals die Anderung des zytosolischen pH-Wertdstakten Nebenzellen wahrend
der Stomabewegung aufgezeichnet werden. Hierbeidsaim den Nebenzellen wéahrend
des Stomaschlusses zu einer Ansduerung des ZytdsoisSchlie3zellen anderer Spe-
zies ist bekannt, dass deren Zytosol wahrend des-iABuzierten Stomaschlusses alka-
lischer wird (Irving et al., 1992; Blatt und Armshg, 1993). Ein Lichtreiz, welcher die
Stomadffnung induziert, fuhrte zu einer Alkalisisgudes Zytosols der Nebenzellen
(Kapitel 3.1.5, Abbildung 3.6). In Einklang mit ddResultaten der Patch-Clamp-
Analysen an Mais-Nebenzellprotoplasten (Kapitel.13.2bbildung 3.10) wirde die

Alkalisierung zu einer Stimulation der Anionenabgdiihren, welche wiederum eine
Depolarisation der Plasmamembran nach sich zieheiirdeny Infolge der

Depolarisierung werden dann#Abgabekanéle aktiviert. Da die"dbgabekanéle zu-

satzlich durch Alkalisierung stimuliert und gleiglittg die K'-Aufnahmekanale inhi-

biert (Wolf et al., 2006), bewirkt die Alkalisiergndes Zytosols zusammen mit der
Membrandepolarisierung einen gerichtetérflux aus der Nebenzelle. Im Gegenzug

bewirkt die Ansauerung des Zytosols bei Wegnahmes ddchtreizes eine
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Herunterregulierung der Anionenkanéle. Die gleigigetattfindende Hyperpolarisati-
on verhindert eine Aktivierung der Depolarisatidiisaerten K'-Abgabekanéle, welche

durch die Ansauerung zusatzlich unterstiutzt wekidgmte.

4.1.6 Modell zur Beschreibung der Shuttle-lonentransportHypothese

Bisher konnten in der Plasmamembran von Maisnelilenzeerschiedene lonenkanal-
typen identifiziert werden: k und nicht-selektive Kationen-Abgabekanile, diectu
Depolarisation aktiviert werden (Wolf et al., 200B)-Aufnahmekanéle, die durch Hy-
perpolarisation aktiviert werden (Majore et al. 20Wolf et al., 2005), und spannungs-
unabhangige S-Typ-a&hnliche Anionenabgabekanaleif@ap.2.1). Aufgrund der Ar-
beiten von Wolf et al. (2005,2006) ist bekannt,sddie Aktivitat der beiden spannungs-
abhangigen K-Kanale nicht nur durch die Membranspannung, sondach durch das
Stresshormon ABA und Anderungen in der zytosoliacBe*- und H-Konzentration
beeinflusst werden kann. Werden diese Erkenntrzssammenfassend mit den im
Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Daten betrackitest kich folgendes Modell zur
Beschreibung des Shuttle-lonentransports zwisclobiie®- und Nebenzellen vafea

maysaufstellen:

Um eine Offnung der Stomata durch einen Lichtreimdglichen zu kdénnen, muss ein
Transport von Anionen und Kaliumionen von den Needan zu den Schlie3zellen
erfolgen. Die Licht-abhangigen pH-Anderungen (Kelp&.1.5) deuten darauf hin, dass
in intakten Nebenzellen die S-Typ-ahnlichen Anidwaerille und die kAbgabekanile
Uber den zytosolischen pH-Wert reguliert werdenngim Eine zytosolische Alkalisie-
rung kann demnachn vivo eine Stimulation der schwach spannungsabhangmmen,
sensitiven Anionenkanale bewirken. Infolgedesseimstn Anionen aus den Nebenzel-
len in den Apoplasten, was wiederum die Depoladeag¢rklaren konnte, die bei der

Applikation eines Lichtimpulses beobachtet wurdeyfiel 3.1.3). Die Depolarisation
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sorgt einerseits firr eine Abschaltung déeAUfnahmekanale, was durch die Alkalisie-
rung zusatzlich unterstiitzt werden konnte. Andesseierden die KAbgabekanile
Uber die Depolarisation aktiviert. Dieser Effekinkadurch die beobachtete Alkalisie-
rung in den Nebenzellen weiter verstarkt werdens Aolge der erhohten 'K
Abgabekanal-Aktivitat konnen Klonen aus den Nebenzellen stromen, was im Ein-
klang mit der in den Nebenzellen beobachtete Vgernng der R-Aktivitat bei Licht-
applikation stehen wirde (E.-M. Hilgarth, Diplomeith Universitat Wurzburg). Somit
konnen K- und Anionen wahrend der Licht-induzierten Storfradrig aus den Neben-
zellen entlassen werden, um von den Schliel3zellsrdam Apoplast aufgenommen zu

werden.

Licht an: Stomadéffnung

Apoplast

Nebenzelle SchlieRzelle

Abbildung 4.2 Modell der lonenfliisse zwischen Mais Schliel3- dabenzellen bei der Licht-
induzierten Stomadffnung (E= Membranpotential, [ = Kaliumaktivitat, Ko, = Kaliumab-
gabekanal, K, = Kaliumaufnahmekanal, 4; = Anionenabgabekanal).
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Entfallt der Lichtreiz, schlieRen sich die Stomakdierzu mussen lonen aus den
Schliel3zellen in den Apoplast entlassen werdensigaviederum von den Nebenzellen
aufgenommen werden. Um dies zu erreichen, musslgaisiet werden, dass sowohl
die Aktivitat der Anionenkanéile als auch die dérAbgabekanile in den Nebenzellen
herunter reguliert wirdDies konnte Uber die beobachtete Ansduerung dexsalgt so-
wie Uber die Hyperpolarisation der Membran errewgatden. Da die Aktivierung einer
ausreichendenden Anzahl von *-Kufnahmekandle durch die sehr kurze
Hyperpolarisationphase (Abbildung 3.3a) fraglict) I¥innte zusatzlich Kalium durch
K*/H*-Symporter in die Nebenzellen gelangddieses Szenario wiirde durch die
Ansauerung des Zytosols wahrend der Depolarisatami der kurzen Hyperpolarisati-
on gestutzt. Da die Anionenkanale eine tragendé&eRel der Membrandepolarisierung
spielen, selbst aber nur schwach spannungsabh&mglg scheint der pH-Wert eine
wichtige Rolle bei der Regulation der Anionenkahktlatat in den Nebenzellen zu
spielen. Im Gegensatz zu den Nebenzellen muss kiigitdt der lonenkandle in den
Schlie3zellen wahrend der Stomabewegung entgegeimgesguliert sein. Da sowohl
die K'-Aufnahme- als auch die'KAbgabekanale in SchlieR- und Nebenzellen &hnliche
Grundcharakteristika aufweisen (Majore et al., 200@If et al., 2005, 2006), ist eine
Regulation tber die invers verlaufende Membranspagrzwischen Schlief3- und Ne-
benzelle am naheliegendsten. Wie auch in Nebemzbbden die Anionenkanale der
Schlief3zellen maf3geblichen Einfluss auf das Mengmotemtial. Um eine solche invers
verlaufende Membranspannung zu etablieren, warkardanterschiede in den Charak-
teristika der Anionenkandle zwischen Schliel3- urebéhzellen erforderlich. Und tat-
sachlich unterscheiden sich die Anionenkandle daadem Zelltypen bezuglich ihrer
C&*- und H-Sensitivitat. Sollte beim Licht-induzierten Storoakiss in den SchlieR-
zellen eine Alkalisierung stattfinden, wie sie sthdoeim ABA-induzierten
Stomaschluss bei anderen Spezies beobachtet wstd@iatt und Armstrong, 1993),
konnten die fast pH-unempfindlichen S-Typ- Anionanéle der Maisschlief3zellen ei-
nen ausreichenden Ausstrom von Anionen gewahneiste Gegensatz zu den Neben-
zellen scheint hier die Stimulation der Anionenkana Analogie zu anderen Spezies
ber den zytosolischen €&aSpiegel zu erfolgen (McAinsh et al., 1990; Allenad.,
1999).
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Licht aus: Stomaschluss

Apoplast

Nebenzelle SchlieRzelle

Abbildung 4.3 Modell der lonenflisse zwischen Mais Schliel3- INebenzelle wahrend des
Stomaschlusses nach Wegfall des Lichtreizgs<(Blembranpotential, [ = Kaliumaktivitt,
K*ouw = Kaliumabgabekanal, I = Kaliumaufnahmekanal, 4, = Anionenabgabekanal).

96



DISKUSSION

4.2  Die molekulare Grundlage der S-Typ-Anionenstréme ud deren Regulation
in Arabidopsis thaliana

Schon vor mehreren Jahren wurde vermutet, dasspSARionenkanale eine wichtige
Funktion beim Stomaschluss spielen. Im Rahmen ddiegenden Arbeit konnte durch
Patch-Clamp-Analysen arabidopsis thalianain weiterer Beitrag zur Aufklarung des
molekularen Ursprungs der S-Typ-Anionenstrome upcenl Regulationsfaktoren in
Schlie3zellen geleistet werden. Dem An thaliana SchlieRzellen exprimierte Gen
SLAC1wurde vor kurzem eine essentielle Rolle beim Stwhkss zugeschrieben. Un-
termauert wurde dies durch die nahezu vollstindiReduktion der S-Typ-
Anionenstréme in SLAC1-Verlustmutanten (Abbildung8und 3.15; Vahisalu et al.,
2008). Im Rahmen der vorliegenden Dissertation kmmun die Kinasen OST1 und
CPK23 als Regulatoren der SLAC1-Aktivitat idenid werden. Zudem zeigten diese
Patch-Clamp-Studien zum ersten Mal, dass die diréktivierung von SLAC1 durch
diese Kinasen der Grund fiir den Phéanotyp diesead@s/erlustmutanten ist (Mustili et
al., 2002; Merlot et al., 2002; Yoshida et al., 208ie et al., 2006; Ma et al., 2007).
Des Weiteren konnte der SLAC1-homologe Anionenk&hiasiH3 als Nitrat-permeable
Komponente der S-Typ-Anionenstrome identifiziert rden. Die Expression von
SLAHS3 in Schlie3zellen kdnnte erklaren, wie SLAC&fNMistmutanten ihre Stomata im
diurnalen Wechsel zu 6ffnen und zu schlieBen veendgn Folgenden wird daher dis-
kutiert, wie die Regulation auf molekularer Ebene einer Aktivierung von S-Typ-
Anionenkandlen fuhrt, die letztendlich im Stomasasklendet.
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4.2.1 Die Aktivierung von SLAC1 durch OST1 und CPK23

Um einen direkten Zusammenhang zwischen der Aktiwon SLAC1 und OSTin
planta zu zeigen, wurdeArabidopsisSchliel3zellprotoplasten mit ABA behandelt und
eine freie [Cé*]zyt von 110 nM eingestellt. Im Gegensatz zu Wildtyp-Protoplasten
ren die Anionenstromantworten in destl-2 Mutante deutlich reduziert. SLAC1-
Verlustmutanten zeigten jedoch eine weitaus déngfie Reduktion der Anionenstrome
unter den gleichen Bedingungen (Abbildung 3.14% i2iduzierte Kanalaktivitat konnte
erklaren, warunostl-2Mutanten in Gaswechselexperimenten ihre Stomataremé
Tag/Nacht-Wechseln viel langsamer schlieRen alsdiipflanzen (Geiger et al.,
2009). Im Licht waren die Verlustmutanten zwar &r dlage, ihre Stomata zu 6ffnen,
konnten ihre Stomad6ffnungsweite aber nicht an dexs3&r- und Turgorverlust korrekt
anpassen und verwelkten demzufolge schneller. Did3eanotyp von OST1-
Verlustmutanten wurde bereits von Mustili et aD@2) dokumentiert. Dort erschienen
OST1-Verlustmutanten in Thermografie-Screenings,leddt, da diese nicht mehr in
der Lage waren, ihre Transpiration zu reguliereas rehlen von OST1 resultierte
demnach in einer deregulierten Stomafunktion, amehn die Stomabewegung an sich
noch moglich war. In Oozyten konnte durch die hetere Coexpression von SLAC1
und OST1 S-Typ-ahnliche Anionenstréme erzeugt weK@eiger et al. 2009). Da die
alleinige Expression von SLACL1 in Oozyten keine gxrenstréme generierte, spricht
die Coexpression fur eine direkte Aktivierung vobAE1 durch OST1. Mittels der
BiFC-Technik BimolecularFluorescence&Complementationkonnte eine direkte Inter-
aktion von SLAC1 und OST1 sowohl in Oozyten, alschaun transformierten
ArabidopsisMesophyllprotoplasten visualisiert werden (Geigeal., 2009). Desweite-
ren konnte mit dieser Technik auch eine Interaktion OST1 und ABI1 nachgewiesen
werden. Frihere Studien zeigten bereits, dass Aidilder Regulation des S-Typ
Anionenkanals involviert ist (Pei et al., 1997Yashiet al., 2006). Wurden SLAC1,
OST1 und ABI1 inXenopusOozyten coexprimiert, waren keine Anionenstromedime
messbar (Geiger et al., 2009). Die CoexpressionARIA fuhrt also entweder zu einer
direkten Deaktivierung von SLAC1 oder aber zu eiDeaktivierung von OST1, so
dass dann SLAC1 von OSTL1 nicht mehr aktiviert werkann. Durchin vitro Kinase

Assays konnte gezeigt werden, dass OST1 den N-maswion SLAC1 phosphoryliert
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und so eine Kanalaktivierung bewirkt (Geiger et 2D09). Diese Phosphorylierung
wurde durch die Anwesenheit von ABI1 verhindert.itéte Versuche zeigten, dass die
Phosphatase ABI1 hochstwahrscheinlich als negaegulator von OST1 fungiert und

nicht durch Dephosporylierung von SLAC1 die Aniosigdme verhindert (Geiger et

al., 2009).

Die in ostl-2Mutanten vorhandenen Restanionenstrome (Abbildia§), die grofer
waren als in SLAC1-Verlustmutanten, deuten nebem10&uf weitere Interaktionspart-
ner von SLAC1, die der Kanalaktivierung bewirkenahkend OST1 meist im Zusam-
menhang mit dem ABA-induzierten Stomaschluss getmaid, sind CPKs auch in der
Lage, S-Typ-Anionenkanale in der Abwesenheit vomAARI beeinflussen (Mori et al.,
2006). Hier konnte die Arbeitsgruppe von Prof. Bledrich (Universitat Wirzburg)
mittels der BIFC-Technik in Froschoozyten als auchtransformiertenA. thaliana
Mesophyllprotoplasten CPK23 als weiteren direktateraktionspartner von SLAC1
identifizieren (Geiger et al., Manuskript eingerg)c An cpk23Schliel3zellprotoplasten
konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigtrdee, dass die
Anionenstromantworten bei einem erhdhten zytoseéincCa'-Spiegel (2 pM) im Ge-
gensatz zum Wildtyp erheblich reduziert waren (k&.2.5.1, Abbildung 3.14). Die
Reduktion der Strome unter erhéhten zytosolischalzikmkonzentrationen, die fur die
Aktivitat der Kinase als optimal angesehen werd@nnlen, spricht flr eine Beteiligung
von CPK23 an der SLAC1-Regulation. Eine Aktivieruran SLAC1 durch OST1 wird
unter diesen Bedingungen durch das Fehlen von AB/imdert. Die Rolle Kalzium-
abhangiger Schritte bei der Aktivierung von Aniokandlen wurde schon vorher ver-
mutet, da die Anionenkanéle vabil-1 Mutanten zwar nicht auf ABA reagierten, aber
durch Kalzium aktivierbar waren (Allen et al., 199Biese Vermutung konnte weiter
durch die Coexpression von CPK23 und SLAC1 in Cerzygestiutzt werden. In Oozy-
ten konnten nur S-Typ-artige Anionenstrome gemessaden, wenn SLAC1 mit einer
Ca*-abhangigen Kinase coexprimiert wurde. Dabei restét die Coexpression von
CPK23 zusammen mit SLACL1 in den héchsten Anionénsn (Geiger et al., Manu-
skript eingereicht). Wie auch fur OST1 gezeigt veyrdkonnte eine YFP-
Komplementation bei Coexpression von ABI1 mit CPK2@Beicht werden, was flr eine
direkte Interaktion der Kinase mit der Phosphatsgacht. Analog zu den OST1-

Experimenten wurden auch hier die Strome durchzdstzliche Coexpression von
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ABI1 gehemmt.In vitro Kinase Assays zeigten, dass CPK23 den N-Termimums v
SLAC1 phosphoryliert. ABI1 wiederum fungierte alsgativer Regulator der Kinase
CPK23 ahnlich wie es fur OST1 gezeigt wurde (Geigfeal., Manuskript eingereicht;
Geiger et al., 2009).

Die Aktivierung von SLAC1 in intakten Pflanzen lagsvei parallel stattfindende Opti-
onen vermuten: einen €aunabhéngigen und einen Tabhangigen Weg. Wahrend
die C&*-unabhangige Proteinkinase OST1 unter ABA-Einflfigs eine Aktivierung
von SLAC1 verantwortlich ist, kontrolliert die Kisa CPK23 die Aktivitat von SLAC1
in einer C&™-abhangigen Art und Weise. Beide Signalwege stefméer der negativen
Kontrolle von ABI1 und gehen bei der Aktivierungrv8LAC1 ineinander uber.

4.2.2 Der Nitrat-permeable Anionenkanal SLAH3

Nach der Identifizierung und funktionellen Charaigierung des S-Typ-Anionenkanals
SLAC1 (Negi et al., 2008; Vahisalu et al., 2008jdee et al 2009, Geiger et al einge-
reicht) stellt sich die Frage, wigacl-3Mutanten trotzdem fahig sind, ihre Stomata
wahrend des Tag-/Nacht-Rhythmus zu schlieRen. Es @miso einen alternativen Weg
fur einen Anionenefflux geben, um den Stomaschiusgrmoglichen. Neben der gut
untersuchten Rolle von Chlorid wahrend der Stomageng (Raschke und Schnabl,
1978; Blatt 2000; Assmann und Wang, 2001) gibtee®¢h auch Untersuchungen, die
dem Anion Nitrat eine wichtige Rolle wahrend deror8abewegung zusprechen
(Humble und Hsiao, 1969). So wurde gezeigt, dassA ARitrat-permeable
Anionenkandle in einer Kalzium-abhangigen Art uncki¥® aktiviert (Schmidt und
Schroeder 1994; Mori et al., 2006). Des Weiteremekannt, dass AtINRT1.1 (CHL1),
ein in der Plasmamembran lokalisierter Nitrattramgy und -sensor die
Stomabewegung beeinflusst (Tsay et al., 1993; Gab,&2003).
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So konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit in li8Bhkellprotoplasten von
slac-1-3Mutanten S-Typ-artige Strome aufgezeichnet weraeemn Chlorid weitest-
gehend durch Nitrat substituiert wurde (Kapitel .3.2, Abbildung 3.16). Die
Anionenstromamplitude entsprach in etwa denen valdtyy-Pflanzen unter identi-
schen LOsungsbedingungen (Abbildung 3.16). Chleeidnittelte Anionenstrome lie-
Ren sich nur generieren, wenn dem Badmedium 3 mikatNiugesetzt wurden (Abbil-
dung 3.18). Demnach muss der Anionenausstrom vamneanderen Anionenkanal als
SLAC1 vermittelt werden, der einer Aktivierung darblitrat bedarf. Quantifizierende
Echtzeit-PCR-Experimente zeigten, dass das SLAChétog SLAH3 ahnlich hohe
Transkriptraten wie SLACL1 in Schliel3zellen aufweidie Ubrigen SLAC1-Homologen
SLAH1, 2 und 4 waren in Schliel3zellen nur sehr mgedexprimiert oder deren
Transkripte waren gar nicht nachweisbar (Geige.etunveroffentlicht, Arbeitsgruppe
Prof. Dr. Hedrich, Universitdt Wuirzburg). In Scideellprotoplasten von SLAHS3-
Verlustmutanten waren die Anionenstrome in Nitrasibrenden Loésungen stark redu-
ziert (Abbildung 3.17). Folglich ist zu vermutenass SLAH3 den in den SLAC1-
Verlustmutanten beobachteten Nitratausstrom bzwratNaktivierten Chloridausstrom

vermittelt.

Vor einem SLAC/SLAH-freien Hintergrund konnten déeBeobachtungen in Oozyten
bestéatigt werden (Geiger et al., unvertffentlichiedoch waren nur S-Typ-artige
Anionenstrome in Oozyten detektierbar, wenn SLAHBd®r C&"-abhangigen Kinase

CPK21 coexprimiert wurde. Auch hier fiihrt die Coeegsion von ABI1 zur Inhibie-

rung der Anionenstrome. Eine Coexpression mit Oftihtte nicht zur Generation von
SLAH3-vermittelten Anionenstromen. Sowohl bei Oazytals auch bei Schliel3zell-
protoplasten verschob sich das Umkehrpotential lNitthtzugabe zu negativeren (und
damit physiologischeren) Membranpotentialen, wasnudich durch eine Erhéhung

der Anionenleitfahigkeit erreicht wurde.

Es kann zusammenfassend festgestellt werden, da&d3Seinen Nitrat-permeablen
Anionenkanal in der SchlieRzelle voA. thaliana darstellt, der durch die &a

abhangige Kinase CPK21 reguliert wird.
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4.2.3 Modell zur Regulation derS-Typ-Anionenstromantwort wahrend des
Stomaschlusses irabidopsis thaliana

SLAC1 und SLAH3 reprasentieren die lang gesuchtefekalaren Komponenten der
S-Typ-Anionenstromantwort, die fur einen Stomassslessentiell sind. Die Genpro-
dukte unterscheiden sich in ihrer/8IOs-Permeabilitat und werden selektiv durch be-
stimmte Kinasen aktiviert. SLAC1 wird durch die®Ganabhangige Kinase OST1 und
die schwach Ca-abhangige Kinase CPK23 aktiviert, wahrend SLAH® wter C&'-
abhangigen Kinase CPK21 aktiviert wird. Beide b&féh die Schliel3zellen vielfaltige
Cd*-Signale wahrzunehmen und auf sie spezifisch zgiesan. Zudem wurde kiirzlich
eine ABA-Rezeptor Familie (RCAR1/PYR/PYLRegulatory Component of ABA
ReceptorPyrabactin resistentPYR-Like) identifiziert, die die Aktivitdt von PP2C
Phosphatasen (z.B. ABI1) reguliert (Ma et al., 20@a ABI1 sowohl OST1 als auch
Kinasen der CPK-Familie inhibiert, stehen alle dieSLAC1- und SLAH3-
aktivierenden Kinasen unter der ABA-abhangigen Kallg der ABA-Rezeptoren. In
intakten Pflanzen kdnnte der ABA-induzierte Stonmdises demzufolge auf folgender

Abfolge der Ereignisse beruhen:

a) Bei Trockenstress wird das Phytohormon ABA synthieti und zu den Stomata
transportiert.

b) In den Schlie3zellen wird ABA vom RCAR1/PYR/PYL-Kpiex erkannt.

c) Diese Aktivierung des ABA-Rezeptors fuhrt einerseit einer Inaktivierung
von ABI1 und andererseits zur vermehrten Ausschititon Kalzium.

d) Der Wegfall der ABIl-bedingten Inhibiton von OSTfihrt zur C&'-
unabhangigen und ABA-abhangigen Aktivierung von 1A

e) Die ABI1-bedingte Inhibition von CPK23 und CPK21lrdiaufgehoben. Durch
die vermehrte Ca-Ausschiittung werden beide Kinasen durcR*@bhangige
Autophosphorylierung aktiviert und phosphorylie@®rAC1 und SLAH3.

f) SLAC1 und SLAH3 werden gedffnet und entlassen Aaimgrwas wiederum zu
einer Membrandepolarisation fuhrt.

g) Diese Depolarisation fuhrt wiederum zur Aktivierudgs Kaliumabgabekanals
GORK.
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h) Der Turgor der Schliel3zellen sinkt aufgrund detassenen Osmotika (Anionen
und K') und die Pore schlief3t sich.

Da fur die Aktivierung von SLAH3 extrazellulares tidit erforderlich ist, kdnnte
SLAH3 neben CHL1 (Guo et al., 2003) ein Bindegligischen der Kontrolle des
Wasserhaushaltes durch die Schlie3zellen und dér@whmung von Nitratsignalen

darstellen.

4.2.4 Die Malat-aktivierte Komponente ALMT12 des R-Typ-Anionenkanals in

Arabidopsis thaliana

Wahrend die Genprodukte SLAC1 und SLAH3 essentiébenponenten der S-Typ-
Anionenkandle darstellen, waren die molekulargenbén Komponenten des R-Typ-
Anionenkanal bisher unbekannt. Der R-Typ Anionelkagier auch als GCACL{ard
Cell Anion Channel) oder QUAC Quick Activating Anion Channel) bezeichnet wird
(Hedrich et al., 1990; Kolb et al., 1995), zeigteeschnelle Aktivierungs- und Deakti-
vierungskinetik und ist stark Spannungs-abhangsgwhirde kurzlich gezeigt, dass Mit-
glieder der ALMT-Kanalfamilie Aluminium Activated M alate Transporter) nicht nur
Malat, sondern auch anorganische Anionen wieNgD; und SQ* transportieren. Eine
solche Substratspezifitat wurde auch fir den R-Kgpal aus Schlie3zellen beschrie-
ben (Pineros et al, 2008). Aus diesem Grund lagvdmenutung nahe, dass ALMTs fur
Anionenkandle kodieren.

Im Rahmen dieses Projektes konnte ALMT12 mit H¥Men Micro-Arrays in der
Schliel3zelle identifiziert werden. GUS-Farbungen WLMT12-GFP-Konstrukte be-
statigten die Lokalisation von ALMT12 in der Plasmembran von Schliel3zellen (Ar-
beitsgruppe Prof. E. Martinoia, ETH Zurich; Meydr a&., Manuskript eingereicht).

Aufgrund der Tatsache, dassmtl2Mutanten einen gestdrten Stomaphanotyp bei
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Licht/Dunkel-Wechseln, erhdhter G®onzentration und ABA-Applikation aufwie-
sen(Meyer et al., 2010; Manuskript eingereicht) wiwige Mitglieder der ALMT-
Famile als Anionenkanale fungieren (Pineros et28l08), wurden die elektrophysiolo-
gischen Eigenschaften von ALMT12 anhand isolielSmhliel3zellprotoplasten und
durch Expression in Oozyten untersucht. Im Gegensat/icia faba (Raschke et al.,
2003, Hedrich et al. 1990; Marten et al., 1991) wias Verhalten des R-Typ-
Anionenkanals irArabidopsisSchliel3zellen bislang noch nicht im Detail besdieie
Patch-Clamp-Analysen im Rahmen dieser Dissertatigigten nun, dass der R-Typ-
Anionenkanal inArabidopsisSchliel3zellprotoplasten &hnliche elektrophysiadobe
Eigenschaften hinsichtlich der Spannungsabhangdighkel der Aktivierungs-, Deakti-
vierungs- und Inaktivierungskinetik wie GCAC1/QUASsVicia fabaaufweist (Kapi-
tel 3.2.5.4, Abbildung 3.20-3.22; Raschke 2003;Keti al., 1995; Marten et al., 1991).

Jedoch wurde die Spannungsabhangigkeit des R-TyprAnstroms in den Schliel3-
zellprotoplastervon A. thalianam Gegensatz zWicia fabanicht durch Malat modu-
liert (Abbildung 3.23 und 3.24; Marten et al, 199Bxtrazellulares Malat hatte aber
einen Einfluss auf die Amplitude der Stromantwast.Eonnten sowohl in Wildtyp-
Pflanzen als auch imlmtl2-XMutanten R-Typ-Anionenstrome beobachtet werden
(Abbildung 3.25), wobei die Strome in der ALMT12Mestmutante in Anwesenheit
von externem Malat um etwa die Halfte reduziertemaNach Substituierung des extra-
zellularen Malats durch Sulfat waren keinerlei Usthiede in der Stromamplitude
mehr festzustellen (Abbildung 3.24). Diese Beobawytweist daraufhin, dass die R-
Typ-Anionenkanalstrome irA. thaliana Schliel3zellen von mehreren Untereinheiten
und/oder Komponenten vermittelt werden. Es ist dal@hrscheinlich, dass es sich bei
ALMT12 um die Malat-aktivierte Komponente des R-TApionenkanals in
ArabidopsisSchlie3zellen handelt. Diese Annahme konnte ddietuntersuchung von
ALMT12 in Oozyten unterstitzt werden. Auch in Oaaytzeigt der Kanal ahnliche
Kinetiken und ein Malat-abhangiges Verhalten (Megtal., Manuskript eingereicht).
In A. thalianaSchliel3zellen konnten nur R-Typ-Stromantwortergaaéichnet werden,
wenn Sulfat in der Pipette vorhanden war. Diesdiedlatsache, dass die Injektion von
Sulfat in ALMT12-exprimierende Oozyten zu einem Aeg der Einwartsstrome fuhr-
te, deuten auf Sulfat als bevorzugtes Substraties steht in Einklang mit der Be-

obachtung, dass sich die Chloridflisse bei der nbeeegung wahrend der
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Stomabewegung verringern, wenn einer NahrlosungiuKsulfat zugesetzt wird
(Schnabl und Raschke, 1980).

Die Untersuchung anderer in der Schliel3zellplasmalonen exprimierter Mitglieder
der ALMT-Familie koénnte Aufschluss Uber weitere Kwoonenten der R-Typ-
Anionenstromantwort geben. Da GCAC1\itia fabadurch ABA beeinflusst werden
kann (Raschke, 2003; Roelfsema et al. 2004), aigeAktivierung in Oozyten weder
OST1 noch CPKs erfordert, lasst vermuten, dass SUBICAH3 und ALMT12 von

zwei  verschiedenen  ABA-Signaltransduktionsketten geasprochen  werden.
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5  Zusammenfassung

1. Im Rahmen dieser Arbeit konnten neue Erkenntnigsgidintlich des angenomme-
nen gerichteten lonentransports zwischen Schlie@-Nebenzellen vodea mays

gewonnen werden:

a. Mittels der Patch-Clamp-Technik wurden in beiderltdigen S-Typ-ahnliche
Anionenkandle identifiziert. In Nebenzellen konntesie durch steigende
zytosolische C&-Konzentrationen gehemmt und durch ABA und zytssbie
Alkalisierung stimuliert werden. Die S-Typ-Anionearkile der Schlie3zellen
wurden hingegen durch eine Alkalisierung kaum bidesat und durch steigende
zytosolische Cd-Konzentrationen stimuliert.

b. Darlber hinaus konnte an intakten Mais-Pflanzenduait Einstich-Elektroden-
Technik gezeigt werden, dass Nebenzellen eine (fagere Polarisation des
Membranpotentials wahrend der Licht-/Dunkel-induege Stomabewegung
aufweisen. Da das Membranpotential der NebenzeterHordeum vulgaresin
zu Mais ahnliches Verhalten wahrend der Stomabemggeaigte und gegenlau-
fig zur Membranpolarisation der benachbarten SBak#len war, ist ein ahnli-

ches Verhalten belea maysSchliel3zellen naheliegend.

c. Zudem wurde in intakten Nebenzellen véea maysine zytosolische Alkali-
sierung wahrend der Licht-induzierten Stomadffnubgobachtet, die bei

Stomaschluss wieder auf den Ursprungswert zurtickdeh

d. Mit Hilfe rekonstruktierter 3D-Modelle von intakteMais-Stomakomplexen
konnte ein Volumenverhéltnis zwischen Schliel3- NMethenzellen von 1:6 bzw.
1:4 bei geotffneten und geschlossenen Stomata elmgerden.

Unter Einbeziehung der Vorarbeiten unserer Arbaifgge konnten die hier gewon-
nenen Erkenntnisse schlissig in ein Modell zur Besbung des Shuttle-
lonentransports zwischen Neben- und Schliel3zell@mrend der Licht-induzierten
Stomabewegung eingebunden werden.
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2. Des Weiteren wurden die S-Typ-Anionenstromantwosten A. thaliana Schliel3-
zellen in Patch-Clamp-Experimenten naher untersubabei waren die S-Typ-
Anionenstrome bei CG& bzw. ABA-Stimulation in CPK23- und OST1-
Verlustmutanten im Vergleich zum Wildtyp stark redut. Diesein vivo generier-
tenDaten untermauern dia vitro Ergebnisse der Arbeitsgruppe von Prof. R. Hed-
rich (Universitat Wirzburg), dass OST1 und CPK2@&aktionspartner des S-Typ-
Anionenkanals SLACL1 ii\. thalianasind. Das SLAC1-homologe Gen SLAH3 ko-
diert flr einen Nitrat-permeablen S-Typ-AnionenKanaSchliel3zellen, der zudem
durch externes Nitrat aktiviert wird. Da shacl-3Verlustmutanten S-Typ-&hnliche
Anionenstrome generiert werden konnten, wenn Ndastdominierende Anion dar-
stellte oder den Chlorid-basierten Lésungen exterNdrat zugegeben wurde,
scheint SLAH3 unter bestimmten Bedingungen eingrrativen Weg fur die Ent-

lassung von Anionen aus der Schliel3zelle darzestell

3. Die elektrophysiologische Charakterisierung der yR-Anionenkandle inA.
thaliana Schliel3zellen belegt, dass dieser Kanal ahnlichen@harakteristika auf-
weist, die schon inVicia faba beschrieben wurden: eine starke Spannungsab-
hangigkeit, sowie schnelle Aktivierungs- und Deaktiungskinetiken. Im Gegen-
satz zwicia fabawurde die Spannungsabhangigkeit dieses Kanaltypsthaliana
nicht durch externes Malat beeinflusst. Jedoch wanter externen
Malatbedingungen die Stromantwort eiramtl2Verlustmutante im Vergleich zu
Wildtyp-Schlie3zellen erheblich reduziert, wé&hrenohter externen Sulfatbe-
dingungen keine Unterschiede zwischen Wildtyp almit12Verlustmutante auszu-
machen waren. ALMT12 scheint demnach fur den Malkditsierten Teil des R-

Typ-Anionenkanals verantwortlich zu sein.
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6 Summary

1. Within this dissertation the following new insighitsto the coordinated ion

transport between guard and subsidiary cellBeaf maysvere gained:

a. Using the patch clamp technique on subsidiary amardycell protop-
lasts, S-type-like anion channels were identifidboth cell types. In
subsidiary cells they were inhibited by elevatetbsglic calcium con-
centrations and stimulated by ABA and cytosolicaéitkization. In con-
trast, the S-type-like guard cell anion channelsawwardly influenced by
alkalinization and stimulated upon a rise in théosglic free calcium

level.

b. Impaling of subsidiary cells in intaddea maysplants with microele-
trodes revealed a reversed membrane polarizationgllight-/darkness-
induced stomatal movement. Since the membrane fdtef Hordeum
vulgare subsidiary cells showed a similar behavior thas,wawever,
reversed in the surrounding guard cells during atammovement, a
similar change in the membrane potentialZafa maysguard cells is

most likely.

c. Furthermore an alkalinization iea maysubsidiary cell could be moni-
tored during light-induced stomatal opening, whiekurned to original

values after stomatal closure.

d. Based on reconstructed 3D-models of intact mam@atal complexes, a
volume ratio between guard cells and subsidiaris a#l 1:6 and 1:4 of
open and closed stomata, respectively, were esttmat

The obtained results could be conclusively embeddexd model that decribes
the shuttle transport of ions between guard andidi#iny cells during light-

induced stomatal movement.
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2. Patch clamp studies on guard cellsfofthaliana CPK23- and OST1-loss-of-
function mutants showed strongly reduced S-typeracurrents after stimula-
tion through C4& or ABA compared to wild type. Thege vivo data support the
results of the working group of Prof. R. Hedrichn{iersity Wirzburg), that
OST1 and CPK23 are directly interacting with théyfe anion channel iA.
thaliana The SLAC1-homologue gene SLAH3 is encoding foiteate perme-
able S-type anion channel in guard cells. Since Gl-kss-of-funtion mutants
generate S-type anion currents when nitrate igltimeinating anion or nitrate is
present in chloride-based solutions, SLAH3 seemeepoesent an alternative
pathway for anion efflux in guard cells.

3. The R-type anion channels froArabidopsis thalianaguard cells were electro-
physiologically characterized and revealed simé#actrical characteristics as
those known fronYicia fabaguard cells: strong voltage dependence, fastactiv
tion- and deactivation kinetics. In contrastMicia faba however, the voltage
dependence was not modulated by external malateénBhe presence of exter-
nal malate the current response in ALMT12-losstofetion mutants was
strongly reduced, while similar anion currents werenitored in wild type and
almtl2 mutant plants in the absence of external malabes@ results indicate
that ALMT12 is likely responsible for the malatetimating component of the R-

type anion channel.
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