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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Pflanzen sind sowohl in der Rhizo- als auch in der Phyllosphére stindig mit Mikroorganismen
konfrontiert, die Einfluss auf ihre Entwicklung nehmen. Hiufig werden dabei in den Pflanzen
Prozesse ausgelost, die zu erheblichen Ernteverlusten bei Getreide- und Gemiisearten fithren
konnen. Fiir die Gerste konnen etwa 10% des Verlustes auf Mehltau zuriickgefiihrt werden
(Jgrgensen; 1994). Diese Interaktion ist gut beschrieben und man weill heute schon recht viel
tiber die molekularen Mechanismen, die der Infektion des Pilzes und der Antwort der Gerste
zugrunde liegen. Dennoch sind nicht alle Aspekte der Interaktion hinreichend geklirt, so etwa
die Rolle der Stomata, die eine wichtige Funktion innerhalb der Immunantwort der Pflanze
einnehmen. In den ersten Kapiteln soll zunédchst die Abteilung der Ascomycota mit verschie-
denen Vertretern, insbesondere dem Gerstenmahltau Blumeria graminis (Speer) f. sp. hordei
(DC) vorgestellt werden (Kapitel 1.1). Das Kapitel 1.2 beschiftigt sich anschlieBend mit der
Immunantwort der Pflanze. Im abschlieenden Kapitel 1.3 soll kurz die Rolle der Stomata in

der Immunantwort, sowie der Mechanismus des Stomaschlusses dargelegt werden.

1.1 Die Abteilung Ascomycota

Innerhalb des Pilzreiches gibt es viele Pathogene, die sich auf Pflanzen spezialisiert haben.
Wohl die meisten dieser Pathogene stammen aus der Abteilung der Ascomycota. Diese Abtei-
lung versammelt neben den Pathogenen auch Speisepilze, wie Morcheln und Triiffelarten
(Abb. 1.1a), sowie Arten, die in der modernen Forschung und der Biotechnologie Verwen-
dung finden.

So wird die seit mehreren tausend Jahren kultivierte Hefe Saccharomyces cerevisiae (Meyen
ex E.C. Hansen) (Abb. 1.1b) heute nicht nur zum Bierbrauen verwendet, sondern ist auch ein
unerlésslicher Bestandteil der Forschungslandschaft geworden. Mit diesem Pilz werden etwa
Interaktionen und Funktionen von Proteinen untersucht (Djamei et al. 2011, Pulsifer et al.
2012).

Die Revolution der Medizin durch die Antibiotika verdanken wir Flemming, der seine mit
dem Pilz Penicillium chrysogenum (Thom) (Abb. 1.1c) liberwachsenen Bakterienkulturen
genauer untersuchte und dessen wachstumshemmende Wirkung erkannte. Desweiteren gehen
auch die modernen Antibiotika verschiedener Klassen auf Molekiile zuriick, die aus Pilzen

isoliert wurden (Weidenborner 2000).
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Abbildung 1.1: Vertreter der Abteilung Ascomycota. (a) Der Fruchtkorper des weillen Triiffels
Tuber magnatum (Lev.) gehort zu den teuersten Speisepilzen der Welt (verdndert nach Cetto 1988).
(b) Die Hefe Saccharomyces cerevisiae (Meyen ex E.C. Hansen) wird bereits seit 5000 Jahren von den
Menschen kultiviert und unter anderem zum Backen von Brot und zum Bierbrauen verwendet (verin-
dert nach Malherbe et al. 2003). (c) Der Pilz Penicillium chrysogenum (Thom) wurde durch die Ent-
deckung des Penicillins bekannt (verindert nach Frisvad und Samson 2004). (d) Sein Verwandter As-
pergillus niger (Tiegh) wird heute in der Biotechnologie als Produzent von Zitronensidure genutzt
(verdndert nach Silva et al. 2011). (e) Der Schwarzschimmel Alternaria alternata ((Fr.) Keissl.) pro-
duziert verschiedene Mycotoxine, die Mutagenesen in tierischen Geweben hervorrufen kénnen (ver-
andert nach Malviya et al. 2009).

Ebenso wird heute der GroB3teil des Bedarfs der Industrie fiir Zitronensdure durch den Ein-
satz von Aspergillus niger (Tiegh)-Stimmen gedeckt (Abb. 1.1d), die in Fermentationsanla-
gen kultiviert werden (Weidenborner 2000).

Einige der heute in der Biotechnologie genutzten Stimme haben eine eher unrithmliche
Vorgeschichte. Sie wurden meist von verschimmelten Lebensmitteln isoliert und von einigen
ist bekannt, dass sie Gifte produzieren, die in Verdacht stehen, verschiedene Krebsarten aus-
zuldsen. Dies konnte etwa fiir Pilze der Gattung Alternaria nachgewiesen werden (Abb. 1.1e),
die auf verschiedenen Obst- und Gemiisearten vorkommen (Liu et al. 1991, Liu et al. 1992,
Pozzi 2005).

Im folgenden Kapitel wird die Vielfalt der Infektionsmechanismen kurz dargestellt. Das Ka-
pitel 1.1.2 soll als Hinfithrung zum Thema der Arbeit den untersuchten Pilz Blumeria

graminis (Speer) f. sp. hordei (DC) mit seinem Lebenszyklus vorstellen.

2
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1.1.1 Phytopathogene in den Ascomycota
Neben den oben genannten Pilzen, die der Allgemeinheit im Grof3en und Ganzen nutzen, gibt
es noch solche, die durch den Befall vom Pflanzen einen enormen wirtschaftlichen Schaden
anrichten. Dabei gibt es grof8e Unterschiede, auf welche Art der Pilz seine Wirtspflanze infi-
ziert und schidigt.

Der im Boden vorkommende Pilz Verticillium longisporum (C. Stark) (Abb. 1.2.a) umhiillt
zunichst die Wurzelhaare seines Wirtes Brassica napus (L.) mit seinen Hyphen und dringt
dann in den Zentralzylinder vor, wo er beginnt, die Xylemgefidlle zu besiedeln (Eynck et al.
2006, Fradin und Thomma 2006). Dieser Pilz vollzieht wihrend seines Lebenszykluses einen
Wechsel von einem rein saprophytisch lebenden hin zu einem necrotrophen Parasiten. Dabei
induziert V. longisporum die vorzeitige Seneszenz der Pflanze, so dass die Pflanze verfriiht
abstirbt (Fradin und Thomma 2006).

Der Erreger des Getreidebrandes Fusarium graminearum (Schwabe) (Abb. 1.2b) befillt die
Bliiten verschiedener Getreidearten und wichst in den Leitbiindeln von Bliite zu Bliite der
Wirtspflanze (Goswami und Kistler 2004, Stephens et al. 2008). Durch die Produktion mehre-
rer Mycotoxine werden die Getreidekorner der befallenen Pflanzen kontaminiert und konnen
nicht mehr fiir die Aussaat oder die Weiterverarbeitung zu Nahrungsmitteln genutzt werden
(Desjardins und Hohn 1997).

Andere Pilze nutzen natiirliche Offnungen der Pflanzen, um in deren Inneres vorzustofen.
Der parasitische Pilz Phomopsis (Fusicoccum) amygdali (Del.) produziert das Toxin
Fusicoccin. Es nutzt die Bindung eines 14-3-3-Proteins an den C-Terminus der H'-ATPase
der Plasmamembran, der als autoinhibitorische Domine dient (Oecking und Hagemann 1999,
Wiirtele et al. 2003). Die Interaktion des Fusicoccins mit dem Proteinkomplex fiihrt zu einer
dauerhaften Aktivierung der H-ATPase. Durch die Erniedrigung des Membranpotentials als
Folge der Aktivitit der H'-ATPase erfolgt die Aktivierung der K*-Einwirtsgleichrichter, was
wiederum eine irreversible Offnung der Stomata zur Folge hat (Roelfsema und Hedrich,
2005). Durch diese Offnungen gelangt der Pilz in den Apoplasten und kann sich dort ausbrei-
ten. Die dauerhaft geoffneten Stomata fithren zu einem hohen Wasserverlust und die befalle-
nen Blitter bilden Necrosen aus. Unterhalb der Borke bilden sich im Holz der befallenen
Pflanze im folgenden Jahr Polster von asexuellen Sporen aus, die nach dem Aufbrechen der
Borke durch den Wind verbreitet werden (Esser; 2000, Abb. 1.2¢).

Eine der groften Familien mit Phytopathogenen innerhalb der Ascomycota sind die
Erysiphaceae. Mit 152 Arten allein in Europa decken die ,,Echten Mehltaupilze* ein breites

Wirtsspektrum ab, das viele wirtschaftlich bedeutsame Pflanzen beinhaltet (Braun 1995).
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Abbildung 1.2: Phytopathogene der Abteilung Ascomycota. (a) Der auf Raps und Arabidopsis
thaliana (L.) parasitierende Verticillium longisporum (C. Stark) befillt die Wurzeln und etabliert sich
in den Gefillen des Xylems der Wirtspflanzen, die anschlieend briaunlich verfirbt erscheinen (Pfeile)
(verdndert nach Fradin und Thomma 2006). (b) Der Brandpilz Fusarium graminearum (Schwabe)
nutzt die exponierten Bliiten, um in die Leitbiindel der von ihm befallenen Getreidearten zu gelangen
(Goswami und Kistler 2004). (¢) Der Produzent des Toxins Fusicoccin, Phomopsis amygdali (Del.),
nutzt selbiges, um sich durch die Stomata Zugang zum Apoplasten seines Wirtes zu verschaffen. Nach
der Erfolgreichen Infektion verholzter Strukturen bilden sich Sporenlager aus, welche die Borke der
Pflanze durchbrechen und als schwarze Kugeln sichtbar werden (Pfeile, veridndert nach Diogo et al.
2010).

So beschiftigen sich momentan Arbeitsgruppen mit der Interaktion von Mehltau mit Wein
(Gadoury et al. 2012, Ramming et al. 2011), Tomaten (Li et al. 2011, Seifi et al. 2011), Erb-
sen (Pavan et al. 2011) und Weizen (Ma et al. 2011, Wang et al. 2012).

Zudem werden verschiedene Pflanzen als Modellorganismen genutzt, an denen die grundle-
genden Mechanismen der Interaktion zwischen Mehltau und seiner Wirtspflanze untersucht
werden. Besonders hervorzuheben ist hier die Interaktion zwischen Golovinomyces orontii
(Castagne) V.P. Heluta und Arabidopsis thaliana L., der Ackerschmalwand. Da A. thaliana
eine der bedeutendsten Modellpflanzen darstellt, konnen die Ergebnisse dieser Interaktions-
forschung direkt in einen groeren Zusammenhang gestellt werden, der auch andere Stress-
antworten der Pflanze beinhaltet.

Die Erysiphaceae sind sogenannte obligat biotrophe Pilze, was bedeutet, dass sie nicht ohne
Wirtspflanze iiberleben konnen. Die Anzucht muss also immer auf einem kompatiblen Wirt
erfolgen, so dass sich Untersuchungen des Pilzes allein als schwierig erweisen. In den letzten
Jahren konnte im Labor von Ulrich Hildebrandt eine Methode entwickelt werden, die zumin-
dest eine Erforschung der ersten Entwicklungsstadien auBerhalb des Pathosystems ermoglicht
(Hansjakob et al. 2010, Zabka et al. 2008). Es war bereits bekannt, dass der Pilz Blumeria
graminis f. sp. hordei (Bgh) auf hydrophoben Oberflichen durchaus in der Lage ist, Keimhy-
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phen auszubilden, wenn bestimmte chemische Komponenten wie etwa n-Hexacosanal vorlie-
gen (Tsuba et al. 2002). Da allerdings die Versorgung des Pilzes mit Néhrstoffen haupt-
sdchlich durch das Haustorium erfolgt, stoppt die Entwicklung des Pilzes nach der Bildung

der zweiten Keimhyphe und des Appressoriums.

1.1.2 Der Lebenszyklus der Mehltaupilze
Sobald die durch Wind verbreiteten asexuellen Sporen, die Konidien, auf der pflanzlichen
Kutikula landen, beginnt das Entwicklungsprogramm des Pilzes (Abbildung 1.3). Direkt nach
dem Kontakt mit hydrophoben Oberflichen wird eine extrazellulire Matrix (engl.
extracellular matrix, ECM) abgegeben, welche Cutinasen und andere hydrolytische Enzyme
enthiélt (Carver et al. 1999, Kunoh et al. 1988, Pascholati et al. 1992). Erst nach der Bildung
eines hydrophilen Bereiches um die Konidie kann diese auskeimen (Carver et al. 1999, Niel-
sen et al. 2000). Zudem werden niedermolekulare Stoffe aus der pflanzlichen Kutikula aufge-
nommen, wenn die Konidie auf einem Blatt des Wirtes liegt (Nielsen et al. 2000). Daher wird
angenommen, dass einige dieser Stoffe als Ausloser der Keimung dienen und auch die Rich-
tung angeben, in welche die pilzlichen Hyphen wachsen (Carver et al. 1999, Nielsen et al.
2000).

Die erste Hyphe (engl. primary germ tube, PGT), die aus der Spore austritt, bildet sich in der
ersten halben Stunde voll aus und reicht nur wenige Mikrometer weit (Kinane et al. 2000,
Zhang et al. 2005). An deren Spitze bildet sich ein kleiner Haken aus, der in die Kutikula des
Blattes eindringt (Ewards 2002). Kinane und Mitarbeiter (2000) konnten zeigen, dass die PGT
ebenfalls zur Erkennung einer kompatiblen Oberfliche beitrdgt, da der Entwicklungszyklus
auf kiinstlich hergestellten Celluloseoberflichen nach der Bildung der PGT abgebrochen wur-
de. Erst nach der Ausbildung dieser primidren Keimhyphe erscheint nach etwa zwei Stunden
eine sekundire Keimhyphe (engl. appressorial germ tube, AGT) (Yamaoka et al. 2006). Diese
kann eine Lidnge von bis zu 60 pm erreichen (Zhang et al. 2005). Durch Komponenten der
ECM wird diese Hyphe an der Blattoberflidche festgehalten und bildet an der Spitze nach etwa
neun Stunden einen Haken aus, aus dem sich anschlieBend das Appressorium entwickelt
(Wright et al. 2002, Zhang et al. 2005). Um die Ausbildung des Appressoriums zu unterstiit-
zen, wird ein Septum in der zweiten Keimhyphe gebildet. Direkt unterhalb des Appressoriums
bildet sich anschlieBend eine Struktur aus, die in die Kutikula und in die Zellwand der Pflanze
vordringt (Pryce-Jones et al. 1999). Diese wird Penetrationshyphe genannt.

Anders als bei einigen Phytopathogenen der Basidiomyceten werden die Appressoria der

Mehltaupilze nicht melanisiert. Auch der Turgordruck innerhalb des Appressoriums bleibt
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hinter den in anderen Pathogenen gemessenen Werten zuriick (Dean et al. 2005, Zhang et al.
2005). Die Mehltaupilze geben dafiir vermehrt hydrolytische Enzyme ab, die das Vordringen
der Penetrationshyphe durch die Zellwand unterstiitzen (Nicholson et al. 1988, Pryce-Jones et
al. 1999).

Nach dem Durchdringen der Zellwand, versucht der Pilz nicht in das Cytoplasma der
Epidermiszelle vorzudringen, sondern weitet die Penetrationshyphe zum Haustorium aus, das
vollstandig von der Plasmamembran der Pflanzenzelle umschlossen wird (Mackie et al.
1991). Um eine moglichst groBe Oberflache auszubilden, entstehen die typischen fingerfor-
migen Ausstiilpungen des reifen Appressoriums. Am Hals des Haustoriums bildet sich eine
korkenartige Struktur, so dass ein neues Kompartiment zwischen der extrahaustoriellen
Membran der Pflanze (EHM) und der Zellwand des Haustoriums entstehen, durch welches

die Aufnahme der Nihrstoffe erfolgt (Mackie et al. 1991).

0 hai

I Epidermis I

5 dai 1/2 hai
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L |

Bildung von Konidien
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| q q AGT

Bildung von Lufthyphen
. 9 hai
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sekundire Haustorien &

Koloniebildung /24 hai
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Abbildung 1.3: Lebenszyklus des Gerstenmehltaus. Nach Kontakt mit einer hydrophoben Oberfli-
che bildet die Konidie innerhalb der ersten halben Stunde eine primédre Keimhyphe (PGT) aus. Diese
dringt bereits in die Kutikula der Pflanze ein und produziert Signale, welche die weitere Entwicklung
einleiten. Eine sekundidre Keimhyphe (AGT) wird nach etwa 2 h gebildet. Diese ist linger und bildet
ein Septum aus, so dass sich an der Spitze ein von der Konidie abgetrenntes Kompartiment befindet.
Dieses Kompartiment bildet nach etwa 9 h das Appressorium aus. Nach Abschluss der Appressorien-
bildung wird ein Haken an der Spitze der AGT erkennbar. Die Penetrationshyphe bildet sich unterhalb
des Appressoriums, durchdringt die Zellwand und wolbt die Plasmamembran nach innen ein. In dem
entstehenden extrazelluldren Raum entwickelt sich das pilzliche Haustorium. Nach etwa 24 h hat die-
ses seine typischen fingerformigen Auslidufer ausgebildet. Erst jetzt bilden sich neue Hyphen am
Konidium und es werden weitere Haustorien in Nachbarzellen etabliert. Nach drei Tagen wird auf der
Oberfliche die pilzliche Kolonie mit ihren weillichen Hyphen sichtbar. Fiinf Tage nach der Keimung
hat die Kolonie Konidientriger ausgebildet, auf denen die asexuellen Sporen, die Konidien, reifen und
abgeschniirt werden. Durch Wind oder bei Beriihrung 16sen sich die reifen Konidien und kdnnen einen
neuen Infektionszyklus beginnen.
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Die Infektion des Mehltaus kann somit in zwei Phasen eingeteilt werden, die in den ersten
24 h der Interaktion stattfinden. Die erste umfasst den Zeitraum von der Keimung bis zur Fer-
tigstellung des Appressoriums und wird im weiteren Verlauf der Arbeit Pripenetrationsphase
genannt. Die zweite Phase beginnt mit dem Eindringen der Penetrationshyphe in die Zellwand
und reicht bis zur Reifung des primédren Haustoriums in der Epidermiszelle. AnschlieBend
werden sekundire Haustorien in benachbarten Zellen ausgebildet, wodurch ein verzweigtes
Mycel auf der Blattoberflidche versorgt werden kann.

Etwa drei Tage nach der Inokkulation (dai) bilden sich die ersten Lufthyphen, aus denen
sich Konidientriger entwickeln. Auf diesen reifen die Konidien und schniiren sich nacheinan-
der ab, so dass eine geringe Erschiitterung ausreicht, um sie von den Trigern zu 16sen. Durch
die Masse an weiflen Konidien scheint die Wirtspflanze mit Staub oder Mehl bedeckt zu sein,
was den Pilzen den allgemeinen Namen Mehltau einbrachte.

Meistens erfolgen durch die Konidien sekundédre Infektionen des gleichen Blattes. Da die
Pflanze nun zusitzlich den parasitierenden Pilz versorgt, kommt es zu einem Mangel an
Nihrstoffen, die fiir die Fruchtanlage und -reifung der Pflanze benotigt werden (Walters und

Boyle 2005).

1.2 Die Immunantwort der Pflanze

Pflanzen miissen sich nicht nur gegen Pilze wehren, sondern auch gegen Bakterien, Lduse und
andere FraBfeinde. Alle diese Organismen nutzen unterschiedliche Strategien, um sich den
Pflanzen anzundhern und sie auszunutzen. Daher besitzen Pflanzen ein Immunsystem, das
sich im Laufe der Evolution immer weiter an die, im Okosystem vorhandenen, Pathogene
angepasst hat. Anders als das Immunsystem der Tiere wirkt dieses aber nicht adaptiv, so dass
Anpassungen an sich verdndernde Pathogene nicht innerhalb einer Generation erworben wer-
den konnen (Niirnberger et al. 2004).

Das ,,zigzag*-Modell von Jones und Dangl, welches sie 2006 in einem Ubersichtsartikel
vorstellten, teilt die Immunantwort der Pflanze in vier Phasen ein, welche die Koevolution
von Wirt und Pathogen umfassen. Dabei unterscheiden sie zwischen der PAMP-ausgeldsten
Immunitidt (PTI) und der durch Effektoren ausgelosten Immunitédt (ETI). PAMPs (pathogen
associated molecular patterns) sind kleine Molekiile, welche in ihrer Struktur hoch konser-
viert sind. Sie kommen meist bei mehreren Klassen von Pathogenen vor. Daher vermittelt die
PTI eine breite, unspezifische Resistenz. Im Kapitel 1.2.1 werden, nach einer allgemeinen

Einfiihrung, stellvertretend zwei Signalwege der PTI vorgestellt. Die Effektoren sind hinge-
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gen sehr spezifische Molekiile, die meist von einer bestimmten Varietit eines Pathogens ge-
bildet werden. Die ETI vermittelt somit eine spezifische Resistenz. Das Kapitel 1.2.2 widmet
sich dieser Art der pflanzlichen Immunitit. Auch wenn in einem neueren Ubersichtsartikel
diese Einteilung kritisch betrachtet und ihre Probleme diskutiert werden (Thomma et al.

2011), soll sie fiir diese Arbeit dennoch verwendet werden.

1.2.1 PAMP-ausgeloste Immunitit
Die PAMP-ausgeloste Resistenz bildet die erste Verteidigungslinie der Pflanze. Aufgrund
ihres breiten Wirkungsspektrums wird sie auch Nichtwirtsresistenz genannt (Niirnberger und
Lipka 2005). Zu den molekularen Mustern, die als PAMPs bezeichnet werden, gehoren unter
anderem Komponenten der pathogenen Zellwand, etwa die pilzlichen Elicitoren Chitin und
Chitosan oder Teile von extrazelluldren Proteinen, wie Flagellin. Es werden allerdings nicht
die ganzen Proteine erkannt, sondern kurze Peptidsequenzen wie etwa das 22 Aminosduren
lange Peptid flg22 des Flagellins. Auffallend ist, dass die meisten dieser Molekiile alle wich-
tig fiir die Proliferation des Pathogens sind. Chitinsynthase-Mutanten in Ustilago maydis zei-
gen etwa Defekte in der Ausbreitung und der Infektionsrate (Weber et al. 2006). Die Erken-
nung der PAMPs erfolgt durch Mustererkennungs-Rezeptoren (engl. pattern recognition
receptors; PRRs) in der Plasmamembran, die meist auf der intrazelluldren Seite eine
Kinasedoméne aufweisen (Boller und Felix; 2009). Fiir den Rezeptor FLS2 (FLAGELLIN
SENSITIVE 2), der das Peptid flg22 erkennt, wurde zudem die Interaktion mit der
Rezeptorkinase BAK1 nachgewiesen (Chinchilla et al. 2007). Nur bei einer Interaktion dieser
beiden Proteine konnte die Immunantwort der Zelle ausgelost werden (ebenda).
Als wichtigster Bestandteil der pilzlichen Zellwand spielt Chitin eine groe Rolle in der Inter-
aktion zwischen Pflanze und pathogenen aber auch symbiontischen Pilzen. Die Rezeptoren,
die in beiden Signalwegen zum Einsatz kommen, besitzen die gleichen extrazelluldiren Doma-
nen, die der Erkennung der Mikroorganismen dienen (Knogge und Scheel 2006). Trotz dieser
hohen Ahnlichkeit fiihren die, von den Rezeptoren aktivierten Signalwege zu unterschiedli-
chen Antworten der Pflanze auf die Mikroorganismen (Felle et al. 2000). In diesem Kapitel
soll lediglich die Einleitung der Immunantwort durch Chitinfragmente néher betrachtet wer-
den.

Chitinfragmente werden wihrend der Infektion durch pflanzliche Chitinasen erzeugt, die im
extrazelluliren Raum lokalisiert sind (Wan et al. 2008). Die Chitinfragmente konnen in
Zellkuturen der Tomate bereits in Konzentrationen von weniger als 1 nM die Immunantwort

auslosen (Felix et al. 1993). Obwohl die Antwort auf Chitin schon recht lange bekannt ist,
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konnten erst 2006 und 2007 die beiden Molekiile gefunden werden, die den Rezeptorkomplex
fir Chitin bilden. Zunidchst konnte aus Reis das Bindeprotein CEBiP (engl. CHITIN
ELICITOR BINDING PROTEIN) gefunden werden, das N-Acetylglucosamin(GlucNAc)-
Oligomere mit einer Kettenldnge von acht Monomeren erkennt (Kaku et al. 2006). Es besitzt
an seinem N-Terminus zwei extrazellulire LysM-Doménen. Diese enthalten ein Motiv, dass
auch in Kinasen gefunden wurde, welche die Nod-Faktoren der Rhizobium-Leguminosen-
Interaktion erkennen (Radutoiu et al. 2003). Des Weiteren besitzt das Protein eine einzelne
Transmembranhelix aber keine cytosolische Proteinkinasedomine. Dies legte nahe, dass die
Transduktion der Chitinerkennung nur mit einem Interaktionspartner durchgefiihrt werden
kann, der die typische Kinasedoméne der PRRs besitzt. Ein Jahr spéter wurde dann ein Prote-
in in A. thaliana isoliert, dessen Fehlen ebenfalls die Immunantwort auf Chitin verhindert
(Miya et al. 2007). Das Protein CERK1 (CHITIN ELICITOR RECEPTOR KINASE 1) ent-
hilt am N-Terminus drei LysM-Doménen. Es konnte allerdings nicht nachgewiesen werden,
dass das Protein selbst GlucNAc-Oligomere bindet. AfCERK1 besitzt neben einer einzelnen
Transmembranhelix auch die fiir PRRs typische cytosolische Kinasedoméne.

Momentan wird davon ausgegangen, dass sowohl in Reis als auch in Arabidopsis beide Pro-
teine vorkommen und interagieren (Wan et al. 2008, Abbildung 1.4). Durch die Erkennung
von Chitin soll sich ein CERK-CEBiP-Komplex bilden und CERKI1 phosphoryliert werden.
CERKI1 phosphoryliert anschlieend vermutlich eine MAPKK-Kinase, wodurch eine MAPK-
Signalkaskade gestartet wird (Wan et al. 2008). An dieser Kaskade scheinen die MAPK-
Kinasen AIMEK4 und AtMEKS beteiligt zu sein (Ren et al. 2002). Diese konnen wiederum
die MAP-Kinasen AtMPK3 und ArMPK6 phosphorylieren (Wan et al. 2004). Am Ende der
Kette stehen unter anderem die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, wozu etwa Mitglie-
der der WRKY-Familie gehoren (Wan et al. 2004).

Diese Transkriptionsfaktoren regulieren die Transkription von Resistenzgenen, welche die
Gegenwehr der pflanzlichen Zelle einleiten. Zu der Inmunantwort der Pflanzen gehdren unter
anderem die Bildung von reaktiven Sauerstoffarten, Phytoalexinen und anderen sekundéren
Pflanzenstoffen (Mysore und Ryu 2004). Diese wirken toxisch auf das Pathogen und verhin-
dern so die Infektion der Pflanze. Zudem reagieren Mesophyllzellen mit einer Depolarisation
des Membranpotentials (Felle et al. 2000, Jeworutzki et al. 2010), einer Erhohung der Ca**-
Konzentration im Cytosol (Ranf et al. 2008, Jeworutzki et al. 2010) und der Anhebung des
apoplastischen pH-Wertes (Felix et al. 1993, Felle et al. 2004).
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des Chitin-Signalweges. Die beiden Proteine CEBiP und
CERK bilden zusammen den Rezeptor fiir den Elicitor N-Acetylglucosamin (Chitin) an der Plasma-
membran. Durch die Phosphorylierung eines bislang noch nicht bekannten Proteins durch CERK wird
eine Signalkaskade gestartet. Diese beinhaltet die typischen Komponenten eines MAPK-Signalweges.
Durch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, unter anderem aus der WRKY-Familie, wird die
Transkription von Resistenzgenen ermoglicht. Dies leitet die Immunantwort der Zelle ein. Verdndert
nach Wan et al. 2008.

Bei Pathogenen, welche die Zellwand einer Pflanzenzelle zu durchdringen versuchen, ver-
stiarkt die pflanzliche Zelle zudem die Zellwand. Dies resultiert in sogenannten Papillen, die
sich immer unterhalb einer Penetrationsstelle finden und die Penetrationshyphe komplett um-
schlieBen (Hippe-Sanwald et al. 1992). Um diese Papillen aufzubauen, werden in der atta-
ckierten Zelle vermehrt Vesikel gebildet. Diese werden gerichtet an die Stellen des Eindrin-
gens befordert, was durch eine Reorganisation des Cytoskeletts bewerkstelligt wird
(Takemoto und Hardham 2004, Opalski et al. 2005). Eine wichtige Rolle bei der Fusion die-
ser Vesikel mit der Plasmamembran nimmt dabei das Membranprotein MLO3 (MILDEW
RESISTANCE LOCUS O 3) ein. Das Protein ist Teil einer gro3en und evolutionir alten Gen-
familie, die in verschiedenen Geweben und Entwicklungsstadien der Pflanzen vorkommt
(Devoto et al. 2003, Devoto et al. 1999, Wuest et al. 2010). Obwohl das Gen Mlo3 in vielen,
vielleicht allen, Pflanzen vorkommt, zeigen Mutanten ohne funktionierendes MLO3-Protein
lediglich in der Interaktion mit Mehltaupilzen eine gesteigerte Resistenz (Biischges et al.

1997, Panstruga 2005). In Interaktionen mit anderen Pathogenen kann in mlo3-Mutanten so-
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gar eine hohere Anfilligkeit gegeniiber dem pathogenen Pilz beobachtet werden (Jarosch et
al. 1999, Kumar et al. 2001).

Das Protein MLO3 erscheint als Regulator der Vesikelfusion an der Zellmembran, da es un-
ter anderem mit Syntaxinen interagiert (Bhat et al. 2005). Wahrend der normalen Entwicklung
verhindert es spontanen Zelltod und Resistenzantworten in Arabidopsis und Gerste (Consonni
et al. 2006, Peterhiinsel et al. 1997, Piffanelli et al. 2002, Wolter et al. 1993). Die Mehltaupil-
ze korrumpieren MLO3, um die Vesikelfusion an den Penetrationsstellen zu verzdgern
(Asaad et al. 2004). Dadurch werden die Papillen verspitet gebildet und das Eindringen der
Penetrationshyphe in den Raum zwischen Zellwand und Plasmamembran kann nicht mehr
verhindert werden. Fehlt das Protein, so konnen die Vesikel, die als Stressantwort gebildet
wurden, ungehindert mit der Plasmamembran fusionieren und zum Aufbau der Papillen bei-
tragen (Panstruga 2005, Underwood und Somerville 2008).

Die Vesikel enthalten neben Materialien fiir den Aufbau von Papillen auch Substanzen, wel-
che etwa in Peroxisomen gebildet werden (Koh et al. 2005). Diese besitzen meist eine toxi-
sche Wirkung gegeniiber dem attackierenden Pathogen (Lipka et al. 2005, Panstruga 2005).
Zum Teil konnten zudem innerhalb der Papillen Membranfragmente und Proteine der

Vesikelmembran nachgewiesen werden (An et al. 2006, Collins et al. 2003).

1.2.2 Effektor-ausgeloste Immunitéit
Wihrend die PAMP-vermittelte Resistenz eine Abwehr gegen mehrere Arten von Pathogenen
ermOglicht, ist die durch Effektoren ausgeloste Resistenz sehr spezifisch. Sie wird auch als
Gen-fiir-Gen-Resistenz bezeichnet, da hier spezifische Molekiile eines Pathogenstammes,
oder deren Wirkung in der Pflanzenzelle, erkannt und zum Starten der Immunantwort genutzt
werden. Dies geschieht im Normalfall nicht wie bei den molekularen Mustern der PAMPs an
der Plasmamembran, sondern durch Rezeptoren im Cytoplasma der Pflanzenzelle.

Um die Immunantwort der Pflanze zu umgehen, werden von den Pathogenen sogenannte Ef-
fektoren gebildet. Diese werden vom Pathogen in die pflanzliche Zelle eingeschleust und in-
teragieren dort mit Proteinen der Signalkaskaden, welche die Immunantwort auslosen. Im
Laufe der Evolution scheinen Pflanzen darauthin Rezeptoren entwickelt zu haben, welche die
Effektoren der Pathogene erkennen und so eine Unterdriickung der Immunantwort verhin-
dern. Diese Rezeptoren werden kurz R-Proteine (Resistenz-Proteine) genannt und bilden den
Kern der zweiten Lage der pflanzlichen Immunantwort, der ETT (Niirnberger et al. 2004). Sie
lassen sich in zwei Klassen aufteilen, den sogenannten CC-NBS-LRR und den TIR-NBS-
LRR. Die Proteine beider Klassen enthalten eine Nukleotid-Bindestelle (NBS) und zeichnen
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sich durch eine Region mit Leucin-reichen Wiederholungen aus (engl. leucin-rich repeats,
LRR) (Takken und Joosten 2000). Die erste Klasse enthilt zudem eine sogenannte ,,coiled-
coil“~-Doméne, bei der zwei oder mehr a-Helices umeinander gewunden vorliegen (Mason
und Arndt, 2004). Die zweite Klasse enthilt eine TIR-Doméne (Toll/Interleukinl Rezeptor),
die sich auch im tierischen Immunsystem finden lédsst (Takken und Joosten, 2000). Durch die
Erkennung der Effektoren wird in den Pflanzenzellen der programmierte Zelltod ausgelost,
was auch als hypersensitive Antwort (HR) bezeichnet wird (Heath 2000). Dieser fiihrt zur
Bildung von Nekrosen um den Infektionsort herum (Nimchuk et al. 2003).

Zu den Rezeptoren der Effektor-Molekiile gehoren auch die MLA-Proteine (mildew resis-
tance locus A) aus Gerste. Sie vermitteln eine Resistenz gegen einzelne Stimme des Mehltau-
pilzes B. graminis f. sp. hordei. Fiir diese Proteine gibt es in Gerste verschiedene Allele
(Jgrgensen 1994), wobei zwischen sogenannten frithen und spiten Allelen unterschieden wer-
den kann (Caldo et al. 2006). Die friih aktivierenden Mla-Allele stoppen die Infektion vor der
Fertigstellung des Haustoriums und bewirken den Zelltod der infizierten Zelle. Enthalten die
Pflanzen hingegen ein spit aktivierendes Allel, so kann sich ein Haustorium in der
Epidermiszelle ausbilden. Durch den programmierten Zelltod der Wirtszelle und der sie um-
gebenden Zellen wird dem Pilz allerdings seine Erndhrungsgrundlage entzogen und die weite-
re Ausbreitung des Pathogens wird verhindert. Mit Hilfe einiger Mla- und MLO-Linien der
Gerste wurden erste Hinweise auf die Reaktion der Stomata gegeniiber dem Mehltau der

Gerste gefunden (Prats et al. 2006, vergleiche Kapitel 1.3.1).

1.3 Die Spaltoffnung in der Immunantwort

Der interzelluldre Raum der Blitter bietet mit seinen Néhrstoffen ein ideales Umfeld fiir die
Vermehrung pathogener Bakterien und Pilze. Wenn keine Verwundung der Blitter vorliegt,
bilden die Spaltdffnungen den geeignetsten Zugang fiir Mikroorganismen in der Phyllosphire.
Daher ist es fiir die Pflanzen wichtig, die Offnungsweite der Stomata nicht nur als Reaktion
auf abiotische Faktoren zu regulieren, sondern auch bei Anwesenheit von potentiell schidli-
chen Mikroorganismen.

In Kapitel 1.3.1 soll kurz der Stand der Forschung bis zum Beginn dieser Arbeit in Bezug
auf die Reaktion der Stomata auf Pathogene dargestellt werden. Das Kapitel 1.3.2 enthilt eine
Zusammenfassung der Vorginge, die in SchlieBzellen zu einem Turgorverlust und somit zum
Verschluss der Spaltoffnungen fithren. Fiir den Stomaschluss sind die Anionenkanile der

Schliezelle von groer Bedeutung. Daher wird im Kapitel 1.3.3 der Kanal AfSLACI vorge-
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stellt. Verlustmutanten dieses Kanals zeigen einen Defekt in der Regulation der Spaltoff-

nungsweite in A. thaliana.

1.3.1 Die Reaktion der Stomata auf Pathogene
Frithe Untersuchungen an Tomate und Commelina communis ergaben bereits, dass die Anwe-
senheit der Elicitoren Chitosan oder Oligogalacturonsdure (OGA) die Stomadffnung verén-
dert wird (Lee et al. 1999). Der pilzliche Elicitor Chitosan, der durch Deacetylierung von Chi-
tin entsteht, bewirkt, dass die Spaltdffnungsweite in beiden untersuchten Pflanzen nicht die
der Kontrollen erreicht. Diese Wirkung des Elicitors wird allerdings durch die Zugabe des
Enzyms Katalase oder des Komplexbildners EGTA vollstindig aufgehoben. In diesen Expe-
rimenten konnte zudem mittels bildgebender Verfahren eine erhohte H,O,-Produktion in den
SchlieBzellen nach Zugabe der PAMPs festgestellt werden (Lee et al. 1999).

Fiir bakterielle Pathogene wurde weiter davon ausgegangen, dass Stomata nicht auf die An-
wesenheit der Pathogene reagieren und diese daher als Zugang zum Apoplasten genutzt wer-
den konnen (Melotto et al. 2006). Zunichst fand man nur heraus, dass die Vermehrung von
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (PstDC3000) in Blittern von zwei A. thaliana-
Linien stark von der Art der Inokulation der Bakterien abhing (Zipfel et al. 2004). Bei einer
Infiltration der Bakterien in die Blitter vermehrten sich PstDC3000 sowohl in Wildtyp-
Pflanzen, als auch in solchen, denen der Rezeptor fiir den bakteriellen Elicitor flg22 fehlt
(vergl. auch Kap. 1.2.1). Werden die Bakterien hingegen auf die Blattoberfldche aufgebracht,
so konnten nur in den Rezeptormutanten erhohte Bakterienzahlen festgestellt werden. In die-
ser Studie wurden allerdings keine weiteren Aussagen dariiber gemacht, wie genau die
Wildtyp-Pflanzen das Eindringen der Bakterien in das Innere des Blattes verhindern. Wenig
spater wurde gezeigt, dass Bakterien nicht nur den Stomaschluss als Immunantwort auslosen
konnen (Melotto et al. 2006), sondern auch, dass PstDC3000 diesen durch die Abgabe des
Phytotoxins Coronatin unterbinden kann (ebenda). Dies war der erste Hinweis, dass der
Stomaschluss eine zentrale Rolle in der Immunantwort einnimmt, da bakterielle Pathogene
die Stomadffnungen bendtigen, um in das Blattinnere zu gelangen.

Durch weitere Untersuchungen und Erkenntnissen aus anderen Feldern der Pflanzenphysio-
logie konnte so ein Teil des Weges von der Erkennung von PsfDC3000 hin zum Stomaschluss
postuliert werden. Demnach aktiviert die Erkennung des Pathogens einen Teil der Immun-
antwort, der durch Salicylsdure (SA) reguliert wird (Melotto et al. 2006, Zeng und He 2010).
Durch die Aktivierung der PRRs werden verschiedene Gene der SA-Biosynthese vermehrt

transkribiert, was letztendlich zu einer erhohten Konzentration von SA in den Zellen fiihrt
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(Delaney et al. 1994). In Folge dessen wird unter anderem das Protein NPR1 (Nonexpressor
of Pathogenesis-related Proteins 1) aktiviert, dass in den Nukleus transportiert wird und dort
mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren interagiert (Ubersicht in Glazebrook 2005). Diese
Transkriptionsfaktoren kontrollieren wiederum die Expression von Resistenzgenen, deren
Translationsprodukte zur hypersensitiven Reaktion und, letztendlich, zum Zelltod fiihren.
Dieser Signalweg wird aufgrund der Aktivitdt der Resistenzgene zur ETI der Pflanze gezihlt
und dient der Abwehr von biotrophen Pathogenen, die Nihrstoffe aus den Pflanzenzellen auf-
nehmen, diese aber nicht nachhaltig schidigen (Glazebrook 2005). Es wurden Hinweise ge-
funden, die den SA-Signalweg mit dem ABA-Signalweg verkniipfen, da ABA-insensitive
Mutanten nicht ldnger in der Lage sind, Pathogene korrekt zu erkennen (Zeng und He 2010).
Wo genau allerdings diese Verkniipfung ansetzt ist bislang nicht erforscht.

Im Gegensatz zu Bakterien nutzen die wenigsten Pilze die Stomata als Zugangspunkt. Statt-
dessen dringen sie mit einem Appressorium und durch lytische Enzyme durch die Kutikula
und die Zellwand (vergleiche auch Kap. 1.1.2). Dennoch konnten in Experimenten mit Gerste
eine Verdnderung der stomatdren Leitfdhigkeit festgestellt werden, wenn die Blitter mit
Mehltau inokuliert waren (Prats et al. 2006). Dabei zeigte sich, dass sich in anfélligen Pflan-
zen die Leitfdhigkeit der Blitter im Licht erniedrigte, wihrend sie im Dunkeln zunichst
gleichblieb. Wurden Pflanzen verwendet, die das Mlal-Gen trugen, zeigte sich zunichst eben-
falls diese Erniedrigung. Etwa 22 Stunden nach der Inokulation glich sich allerdings die Leit-
fahigkeit der Stomata an die Werte der uninfizierten Blitter an. Das Genprodukt von Mlal
vermittelt eine Resistenz gegen den Mehltaupilz und 16st in Zellen die HR aus, welche die
Zellen absterben ldsst. Durch mikroskopische Untersuchungen konnte festgestellt werden,
dass in den friihen Phasen der Interaktion die Offnung der Stomata in Anwesenheit des Pilzes
verringert war (Prats et al. 2006). In den Pflanzen, deren befallene Epidermiszellen eine HR
zeigen, konnten die Stomata nach dem Absterben der benachbarten Epidermiszellen nicht
mehr schlieBen, sondern blieben immer geodffnet. Dies ldsst sich auf die Struktur des
stomatidren Komplexes in Getreideblittern zuriickfithren. Dieser besteht aus den SchlieB3zel-
len, die durch eine Anderung des Turgordruckes ihr Volumen und Form verindern, und den
Nebenzellen, die nicht nur Ionen mit den SchlieBzellen austauschen, sondern auch als Wider-
lager fiir die Bewegung der SchlieBzellen dienen (Franks und Farquhar 2007, Mumm et al.
2011). Fillt die Spannung weg, welche die benachbarten Epidermiszellen auf den Komplex
ausiiben, so wird die Bewegung der SchlieBzellen unterbunden und die Spaltdffnung kann

nicht komplett geschlossen werden.
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1.3.2 Mechanismus des Stomaschlusses
Die Gerste besitzt Spaltoffnungen des Gramineen-Types, der aus den porenbildenden Schlie3-
zellen und den sogenannten Nebenzellen besteht. Durch diesen speziellen Aufbau muss die
Aktivierung der Kanile in beiden Zelltypen aufeinander abgestimmt werden um eine Offnung
der Stomata zu ermoglichen. Nebenzellen sind, im Gegensatz zu den SchlieBzellen, nicht
elektrisch isoliert, so dass lediglich die Membranpotentiale der Zellen aufgezeichnet werden
konnen (Mumm et al. 2011). Die Regulation des Ionentransports in den SchlieBzellen ist hin-
gegen gut untersucht, meist in Experimenten mit den dicotylen Pflanzen A. thaliana, Vicia
faba und Tabak (Ubersicht bei Kim et al. 2010, Ward et al. 2009). Bei dem Stomaschluss
spielen besonders die H'-ATPase, der K*-Auswirtsgleichrichter GORK und die auswiirtsge-
richteten Anionenkanile eine grofle Rolle. Die Vorginge der lonenaufnahme und -abgabe in
und aus der Vakuole sind ebenfalls von groer Bedeutung bei der Stomabewegung, dienen die
Vakuolen doch als groBter interzelluldrer Speicher verschiedener Ionen (MacRobbie 1998).
Zur besseren Ubersicht sollen in diesem Kapitel dennoch nur die Transportvorginge an der
Plasmamembran der SchlieBzellen betrachtet werden.

Die H'-ATPase der SchlieBzellen pumpt unter Verbrauch von ATP Protonen in den Apo-
plasten und ist somit fiir die Aufrechterhaltung des Membranpotentials verantwortlich
(Pandey et al. 2007). Durch das Halten des Membranpotentials bei Werten negativ des
Nernst-Potentials von Kalium, werden die Zellen als hyperpolarisiert bezeichnet. Die einwiirts
gerichteten K™-Kanile 6ffnen sich bei Potentialen um -100 mV und die Kationen gelangen in
die SchlieBzelle (Roelfsema et al. 2001). Anionen werden durch Symporter zusammen mit
Protonen aufgenommen oder in den SchlieBzellen etwa in Form von Malat synthetisiert
(Roelfsema und Hedrich 2005). Dadurch steigt der Turgordruck der Zellen an, was zu einer
Verformung der Zelle und der Offnung des Stomas fiihrt (Roelfsema und Hedrich 2005,
Roelfsema und Hedrich 2009).

Erkennen die Schliezellen nun das Trockenstresshormon Abscisinsdure (ABA), verringert
sich die Lichteinstrahlung oder der CO,-Partialdruck, oder erfolgt ein Angriff durch ein Pa-
thogen, so wird der Stomaschluss ausgelost. Am besten untersucht ist in diesem Zusammen-
hang wohl der ABA-Signalweg, der hier ndher ausgefiihrt werden soll. Bis heute ist nicht ge-
nau geklirt, ob ABA aus den Wurzeln in die Blitter transportiert wird, oder ob ein anderes
Signal die Blatt- oder sogar die Schliezellen veranlasst, selbst ABA zu produzieren (Christ-
mann et al. 2007, Endo et al. 2008, Jiang und Hartung 2008, Koiwai et al. 2004).

Obwohl die Identitdt des ABA-Rezeptors in den Schliezellen lange nicht bekannt war, wa-

ren die Antworten der Zelle auf das Trockenstresshormon gut untersucht. So konnte die
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Kinase OST1 (OPEN STOMATA 1) isoliert werden, nach deren Verlust die Spaltéffnungen
auch bei Trockenstress gedffnet blieben (Mustilli et al. 2002). Diese interagiert unter anderem
mit der NADPH-Oxidase AfRBOHF, wodurch ein ROS-Signal ausgelost wird (Kwak et al.
2003). Des Weiteren konnten Kinasen der CDPK-Familie gefunden werden, deren Verlust-
mutanten eine unvollstindige ABA-Antwort verursachen (Mori et al. 2006, Zhu et al. 2007).
Diese Kinasen sind im Gegensatz zu OST1 Calcium-sensitiv, was auf eine Rolle von Ca™*-
Signalen in der ABA-Antwort hindeutet. In der Tat konnte nachgewiesen werden, dass als
Antwort auf ABA durch einige der Kinasen und die Aktivitit der NADPH-Oxidasen Calci-
umkandle aktiviert werden und das Signalmolekiil im Cytosol angereichert wird (Kwak et al.
2003, Pei et al. 2000).

Durch die verschiedenen Kinasen werden anschlieBend auch Anionenkanéle in der Plasma-
membran phosphoryliert, bei denen zwischen den R- und S-Typ Anionenkanéle unterschieden
wird. Die R-Typ Anionenkanile (engl. Rapid, schnell) aktivieren innerhalb weniger Millise-
kunden und inaktivieren anschlieBend wieder. Die S-Typ Kanile aktivieren hingegen langsam
(engl. Slow) (Raschke et al. 2003, Schroeder und Keller 1992). Beide Arten von Anionenka-
nélen sind an der ABA-Antwort der Schlie3zellen beteiligt (Roelfsema et al. 2004). Im Kapi-
tel 1.3.3 wird die Identifizierung des S-Typ Anionenkanals der Schliezellen ausgefiihrt, so
dass hier nur auf die Kanile des R-Typs eingegangen werden soll. Beim Transport der An-
ionen ist, neben den anorganischen Ionen CI" und NOj’, auch das organische Anion Malat
wichtig (Roelfsema und Hedrich; 2005). Fiir den R-Typ Anionenkanal kamen daher auch die
Mitglieder der Familie der Aluminium-aktivierten Malat-Transporter in Frage. In der Wurzel
dienen diese Transporter der Aluminiumtoleranz, indem sie Malat in den Boden abgeben, wo
es mit den Metallionen komplexiert (Hoekenga et al. 2006). Durch die Analyse der Genfami-
lie gelang die Identifizierung von AfALMT12, eines Teils des R-Typ Anionenkanals, der
QUACI1 genannt wurde (Meyer et al. 2010, Sasaki et al. 2010). Uber die Regulation des
QUACTI ist bislang wenig bekannt (Konrad und Hedrich 2008, Meyer et al. 2010). Die Regu-
lation der S-Typ Kanile ist hingegen recht gut untersucht. Sie wird in Kapitel 1.3.3 néher be-
trachtet.

Vor kurzem konnten die Rezeptoren fiir ABA in den Schlie3zellen identifiziert werden (Ma
et al. 2009, Park et al. 2009). Proteine der PYR/PYL/RCAR-Familie bilden in Anwesenheit
von ABA einen Komplex mit der Phosphatase ABI1, wodurch diese inhibiert wird. In Ver-
lustmutanten von ABI1 konnten weder die typischen Ca**-Antworten, noch die Aktivierung
der OST1-Kinase oder der S-Typ Anionenkanile beobachtet werden (Allen et al. 1999,
Grabov et al. 1997, Mustilli et al. 2002). Das Stresshormon ABA fiihrt zudem, durch die Inhi-



1. Einleitung 17

4 K 6))
K* A K H,0

2

©))

AD H,0 H,0
ATP H*

-110 mV
Ca2t Ca2t \ ? le

\ -50 mV
- )

Abbildung 1.5: Elektrophysiologische Vorginge beim Stomaschluss. Durch Dunkelheit, Trocken-
stress oder die Erkennung eines Pathogens werden die Anionenkanile (2) der SchlieBzellen aktiviert.
Dies geschieht durch eine Phosphorylierung der Anionenkanile durch verschiedene Ca**-ab- und un-
abhiingige Kinasen, wie etwa OST1 (1). Da gleichzeitig die Aktivitit der H'-ATPase (3) gehemmt
wird, verringert sich das Membranpotential der SchlieBzellen auf Werte positiv des Nernst-Potentials
fir Kalium. Erreicht das Membranpotential Werte von mehr als -80 mV, wird der K'-
Auswirtsgleichrichter GORK aktiviert (4) (Ache et al. 2000). Den Ionen folgt nun Wasser (5) durch
die Membran, so dass sich der Turgor der Schliefzellen erniedrigt und der Spalt geschlossen wird.
Abbildung nach Roelfsema und Hedrich (2005).

bierung einer bislang nicht bekannten Kinase, zu einer Hemmung der H-ATPase der Plasma-
membran (Goh et al. 1996, Brault et al. 2004, Zhang et al. 2004). Zusammen mit der Aktivie-
rung von Anionenkanilen wird dadurch die Plasmamembran auf Werte positiv des Nernst-
Potentials von K" depolarisiert (Pei et al. 1997, Schroeder et al. 1993). Die Vorginge beim

Stomaschluss sind in Abbildung 1.5 zusammengefasst.

1.3.3 Der Anionenkanal AtfSLAC1
Die Rolle der S-Typ Anionenkanile im Stomaschluss war lange bekannt (Keller et al. 1989,
Schroeder und Hagiwara 1989). Dennoch blieb unklar, welches Gen den S-Typ-Kanal der
Schliezellen kodiert. Das Gen wurde dann 2008 parallel von Arbeitsgruppen in verschiede-
nen Lidndern identifiziert. Die ersten Hinweise fanden sich bei der Untersuchung von Ozon-
sensitiven Mutanten in Arabidopsis thaliana, die einen Defekt in der Leitfdhigkeit der Stoma-
ta aufweisen. Dabei wurde eine Mutation im Gen Atlg12480 gefunden, welches groBe Ahn-

lichkeit zu einem Cy4-Dicarboxylat-Transporter aufwies (Negi et al. 2008, Vahisalu et al.
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2008). Diese Familie von Transportern vermittelt unter anderem in Bakterien eine Resistenz
gegen das Metallion Tellurit, so etwa das Protein TehA aus Escherichia coli (Taylor et al.
1994). Fiir das Protein aus Arabidopsis wurde eine Lokalisation in der Plasmamembran der
Schliezellen vorhergesagt, was mittels Promotor-GUS-Linien und GFP-Fusionslinien besti-
tigt werden konnte (Negi et al. 2008, Vahisalu et al. 2008). In den Veroffentlichungen wurden
zudem vier weitere Homologe Gene in A. thaliana erwihnt. In Abbildung 1.6 wurde aus die-
sen Sequenzen ein phylogenetischer Baum berechnet, der die Verwandtschaft der fiinf Gene
dieser Familie darstellt. Dazu wurden die Regionen der Transmembranen verwendet, da der
N-Terminus der Proteine hoch variabel ist (Vahisalu et al. 2010). Das Alignment dhnelt dem
aus der Literatur, das auf den Proteinsequenzen der fiinf gefundenen Homologen beruht (Saji
et al. 2008).

Nach der in silico-Analyse des Gens wurde die Reaktion der Stomadffnung auf verschiedene
Umweltreize wie Licht, Ozon und erhohte CO,-Konzentrationen untersucht. Es stellte sich
heraus, dass die slac/-Mutante eine verminderte Reaktion der Stomadffnungen auf alle Reize
aufwies (Saji et al. 2008). Daher wurde eine allgemeine Rolle des Proteins im Stomaschluss

angenommen.

AtSLACI1

AtSLAH?2

AtSLAH3

AtSLAHI1

AtSLAH4

AtACTIINS

Abbildung 1.6: Verwandtschaft der Proteinfamilie um SLLAC1 aus A. thaliana. Mittels des Pro-
gramms Jalview wurde ein Baum berechnet, um die verwandtschaftlichen Beziehungen der Proteine
untereinander zu verdeutlichen. Dazu wurde den Proteinen der N-Terminus bis zum Beginn der ersten
Transmembranhelix entfernt, da dieser stark variabel ist. Dabei zeigt sich, dass die Homologen Protei-
ne SLAH2 und SLAH3 die jiingsten Mitglieder der Genfamilie sind, wihrend SLAH1 und SLAH4
sich bereits sehr frith gebildet haben. Als ,,Outgroup wurde hier ACTIN8 (NM_103814.3) aus der
Modellpflanze A. thaliana verwendet. Die Berechnung erfolgte nach dem ,,.Neighbour-Joining®-
Algorithmus auf der Grundlage der Blosum64-Matrix.
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Das Fehlen des Genproduktes resultierte zudem in einem Wegfall der Anionenstrome in
SchlieBzellprotoplasten (Negi et al. 2008, Vahisalu et al. 2008). Das kodierte Protein wurde
daher in SLAC1 (SLOW ANION CHANNEL-ASSOCIATED 1) umbenannt. Die vier be-
kannten homologen Gene in Arabidopsis bekamen die Bezeichnungen slahl bis slah4
(SLAC1 Homologe).

Die ersten elektrophysiologischen Messungen mit SLAC1 wurden in SchlieBzellprotoplas-
ten aus A. thaliana durchgefiihrt (Vahisalu et al. 2008). Dabei zeigte sich, dass SLACI Ein-
fluss auf die Strome der langsam deaktivierenden Anionenkandle nimmt, da keine Strome
dieses Kanals in den Verlustmutanten slac/-1 und slacl-3 gemessen werden konnten. Spéter
konnte dann mit Messungen an Oozyten des Krallenfrosches Xenopus laevis nachgewiesen
werden, dass AtSlacl tatsdchlich selbst den S-Typ-Anionenkanal der Schliezellen kodiert
(Geiger et al. 2009). Der Kanal zeigt eine fiir Anionenkanile typische lonenpreferenz, mit
einer 5- (Lee et al. 2009) bis 8-fach (Geiger et al. 2009) hoheren Permeabilitit fiir Nitrat- ge-
geniiber Chloridionen.

In den folgenden Jahren wurde mehr iiber die Regulation des Kanals herausgefunden. Zu-
nichst konnte fiir die Kinase AfOST1 eine Interaktion mit dem Kanal in Oozyten des Kral-
lenfrosches Xenopus laevis und Epidermiszellen von Nicotiana benthamiana nachgewiesen
werden (Geiger et al. 2009, Lee et al. 2009). Diese Kinase ist Bestandteil des ABA-Signalwe-
ges und somit am Stomaschluss als Antwort auf Wassermangel beteiligt (vergl. Kap. 1.3.2).

In den Untersuchungen mit X. laevis-Oozyten zeigte sich zudem, dass das Serin120 im N-
Terminus des Kanals wichtig fiir die Aktivierung durch OST1 ist (Geiger et al. 2009, s. Ab-
bildung 1.7a). AnschlieBend wurde dann die Interaktion mit verschiedenen Calcium-
abhingigen Kinasen der CDPK-Familie gezeigt (Geiger et al. 2010). Diese grole Familie
besteht in A. thaliana aus 34 Mitgliedern, die sich durch eine N-terminale Kinasedoméne und
eine C-terminale Calmodulin-Domine auszeichnen (Cheng et al. 2002). In BiFC-Studien
zeigte der Kanal ArfSLACI eine Interaktion mit vier Kinasen dieser Familie, wobei AtCPK?23
die hochste Komplementation zeigte (Geiger et al. 2010). Bei elektrophysiologischen Mes-
sungen in X. laevis-Oozyten zeigte diese Kinase auch die groBite Aktivierung des Kanals. Im
Gegensatz zu AtCPK21, die ebenfalls den Kanal aktiviert, zeigt Af*CPK23 eine sehr geringe
Calciumabhingigkeit (Geiger et al. 2010). Neben den bereits erwdhnten Aminosduren gibt es
weitere, von denen angenommen wird, dass sie in der Regulation des Kanals durch Kinasen
eine Rolle spielen. Dabei wurden drei weitere Serine im N-Terminus identifiziert (Positionen

59, 86 und 146), die in Peptid-Essays von AtOST1 modifiziert wurden (Geiger et al. 2009,
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Vahisalu et al. 2010). Im C-Terminus wurde zudem ein von ArOST1 modifiziertes Threonin
an Position 513 gefunden (Geiger et al. 2009).

Trotz der Erkenntnisse iiber die Regulation ist der genaue Mechanismus der Aktivierung
noch ungeklért. Durch Voraussagen iiber die Topographie des Proteins wurde angenommen,
dass es zehn Transmembrandoméinen besitzt (Saji et al. 2008, vergleiche auch Abbildung 1.7).
Ein wichtiger Schritt hin zu einem tieferen Verstindnis war die Strukturanalyse eines TehA-
Proteinkristalls aus Haemophilus influenza und die Modellierung des AtSLAC1 aufgrund sei-
ner Homologie zu diesem Protein (Chen et al. 2010). Die vorhergesagten zehn Transmem-
brandoménen ordnen sich in beiden Proteinen in zwei Ringen an. Die Helices 1, 3, 5, 7 und 9
bilden dabei den inneren Ring, der die Pore des Kanals definiert (Abbildung 1.7b). Diese hat
eine Breite von 5 A und wird in der Mitte durch die Seitenkette eines Phenylalanins in der
neunten Helix verengt (Abb. 1.7b). Die Helices der Pore erscheinen dabei in den Alignments
hoher konserviert als die duBleren Helices (Chen et al. 2010). Die Bedeutung des Phenyl-
alanins an Position 450 konnte in Experimenten mit Oozyten nachgewiesen werden, da Ka-
nalmutanten, die anstelle eines Phenylalanins ein Alanin enthielten, konstitutiv aktiv waren

(Chen et al. 2010).
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Abbildung 1.7: Modell des Anionenkanals AfSLACI. In den letzten Jahren ergab sich ein recht
umfangreiches Bild der Struktur von AtSLACT und der regulatorisch wichtigen Aminosduren. (a) Aus
in silico-Vorhersagen und dem Vergleich mit der Struktur des TehA-Proteins aus E. coli konnte die
Topographie des Proteins in der Plasmamembran der SchlieBzelle abgeleitet werden. Dabei zeigen der
N- und C-Terminus des Proteins in das Cytosol und sind so fiir Modifikationen durch Kinasen und
Phosphatasen zugénglich. Es wird vermutet, dass die Serine an Position 120 und 146 ein Ziel fiir die
Kinase AtOST]1 darstellen (griine Kreise). Durch Peptid-Essays konnten zudem drei weiter Aminoséu-
ren identifiziert werden, die fiir eine Phosphorylierung in Frage kommen. Zehn Transmembranhelices
spannen sich durch die Membran, wobei die Helices 1, 3, 5, 7 und 9 die Pore des Kanals ausbilden.
Ein Phenylalanin an Position 450, innerhalb der neunten Helix verschliefft die Pore (roter Kreis). (b)
Modell des Proteins TehA aus Haemophilus influenza. Aufgrund der Struktur des Proteinkristalls von
HiTehA konnte ein Modell von AfSLACI erstellt werden. Durch die Ansicht von der extrazelluldren
Seite auf das Protein wird die Anordnung der Helices und die Lage der Pore, sowie des verschlie-
Benden F450 verdeutlicht (verdndert nach Chen et al. 2010).
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Momentan wird davon ausgegangen, dass der Aktivierung des Kanals durch die bekannten
Kinasen eine Konformationsidnderung des N- bzw. C-Terminus vorausgeht (Vahisalu et al.
2010). Dadurch werden wahrscheinlich die Helices bewegt, was in einer Verschiebung des
Phenylalanins und der Offnung der Pore resultiert (Chen et al. 2010, T. Maierhofer, pers. Mit-

teilung).

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Phytopathogene 16sen auf ihren Wirtspflanzen einen voriibergehenden Stomaschluss aus.
Obwohl bereits einiges iiber diesen Teil der Immunantwort bekannt ist, bleiben gerade im
Bezug auf den Mehltaupilz noch Fragen offen. Die dauerhafte Offnung der Stomata etwa, die
wihrend der spiten Infektionsstadien auftritt, wird auf ein Absterben der benachbarten
Epidermiszellen zuriickgefiihrt (Prats et al. 2006). Der Effekt des Stomaschlusses, der in den
frithen Stadien der Infektion auftritt, ist bislang nicht ndher untersucht worden, so dass der
genaue Zeitpunkt unbekannt ist, an dem die Immunantwort der Stomata durch den Pilz ausge-
16st wird. In dieser Arbeit wird daher zunédchst untersucht, ab welchem Stadium der Infektion
die Stomata der Gerste auf den Pilz reagieren und die Spaltoffnungen schlieen.

Es wird weiterhin untersucht, welche Bedeutung den Ionentransportprozessen der Gersten-
schlieBzellen in der Immunantwort zukommt. Dafiir wird zunichst die Anderung des Ionen-
transports in Antwort auf Licht und Dunkelheit dokumentiert um sie anschlieBend mit der
Reaktion auf den Mehltaupilz Blumeria graminis f.sp. hordei und verschiedene Elicitoren zu
vergleichen. So sollen diejenigen Transportprozesse isoliert werden, die eine zentrale Rolle in

der Immunantwort der SchlieBzellen einnehmen.

Als gesonderter Teil dieser Arbeit wird zudem die Genfamilie der langsam aktivierenden
Anionenkanile in Gerste untersucht, deren Homologen in Arabidopsis thaliana als ein wich-

tiger Bestandteil der verschiedensten physiologischen Signalwege angesehen werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Anzuchtbedingungen

2.1.1 Pflanzen und Pilze
Fiir die Experimente wurden Gerstenpflanzen der Linie ,,Ingrid* (zur Verfiigung gestellt von
R. Panstruga, MPI fiir Ziichtungsforschung, Koln) angezogen. Die Pflanzen wurden in einem
Klimaschrank mit einem Tag/Nacht-Rhythmus von 12/12 Stunden angezogen. Die Tempera-
tur betrug wihrend des Tages 22 °C und in der Nacht 16 °C. Die Pflanzen wurden mit 150
pmol m™ s durch Leuchtstoffrohren (Osram, L363W/25; www.osram.de) beleuchtet. Expe-
rimente wurden mit den ersten voll entwickelten Bldttern von einer Woche alten Pflanzen
durchgefiihrt. Fiir die Samenernte wurden die Pflanzen in den Gewéchshdusern des Institutes
gehalten.

Der Stamm CC1 des obligat biotrophen Pilzes Blumeria graminis (Speer) f. sp. hordeii
(DC.) (T. Carver, Institute of Grassland and Environmental Research, Aberystwyth; GrofB3bri-
tannien) wurde in einem Klimaschrank auf der Gerstenlinie ,,Bonus® angezogen. Der Tag-
/Nachtzyklus betrug hier 16/8 h mit Temperaturen von 22 °C am Tag und 18 °C in der Nacht.
Konidien des Pilzes wurden verwendet, wenn weifle Kolonien auf den Blittern sichtbar wa-
ren. Um frisch gebildete Konidien zu erhalten, deren Keimungsrate sehr hoch ist, wurden die

Pflanzen am Tag zuvor geschiittelt, um alte Konidien zu beseitigen.

2.1.2 Escherichia coli (E. coli)
Fiir die Klonierungsexperimente dieser Arbeit wurde der E. coli-Sicherheitsstamm XL1-Blue
MRF* (A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac
[F* proAB lacl’ZAMI15 Tnl0 (Tet")]) (Agilent Technologies, www.genomics.agilent.com)
genutzt. Die Bakterien wurden in Luria-Bertani-Medium (LB, 10% Trypton, 10% NaCl, 5%
Hefeextrakt) bei 37° C in Fliissigkultur mit 300 rpm angezogen. Bei der Anzucht auf Platten,
wurde dem LB-Medium 15% Agar zugegeben. Fiir die Anzucht transgener Bakterien wurden

dem Medium je 50 ug/ml Ampicillin zur Selektion zugesetzt.

2.2 Vorbereitung der Pflanzen
Am Abend vor dem Experiment wurde das erste Blatt einer intakten Hordeum vulgare-
Pflanze mit der adaxialen Seite mit doppelseitigem Klebeband auf einer Plexiglasscheibe fi-

xiert. Diese war auf dem Objekttisch eines aufrechten Mikroskops (Axioskop 2FS; Zeiss,
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http://www.zeiss.com) platziert. Durch diesen Aufbau sind die Stomareihen auf der abaxialen
Blattseite fiir Injektions- und Einstichexperimente, sowie fiir die digitale Fotografie zugédng-
lich. Fir Experimente mit B. graminis f. sp. hordeii wurden mit Hilfe eines Mikroma-
nipulators (MM3A; Kleindieck Nanotechnik, http://nanotechnik.com) zehn bis 15 Sporen von
B. graminis auf ein Blatt von ,,Ingrid* iibertragen. Nach 15 h wurde bei Einstichexperimenten
ein Tropfen Badlosung (Zusammensetzung s. Beschreibung der einzelnen Experimente) auf

die Blattoberflidche aufgebracht.

2.3 Messung der Spaltoffnungsweiten

Die Gerstenblitter wurden fiir die Experimente mit Licht einer Photonenflussdichte von 300
umol m™ s belichtet. Zusitzlich wurde ein wassergesittigter CO,-freier Luftstrom (400 ml
min™") mit Hilfe eines Plastiksuspensors (14*2 mm) iiber das Blatt geleitet. Durch ein Objek-
tiv mit langem Arbeitsabstand (Epiplan LD 50x, Zeiss) wurden die Stomata iiber einen Zeit-
raum von 30 min beobachtet und dabei alle 20 - 30 s Bilder mit einer CCD Kamera (IMAG-
K4, Walz, www.walz.com) aufgenommen. Die Kamera wurde dabei durch die Kappa
CameraControl Software (http://www kappa.de) gesteuert. Das Ausmessen der Stomata er-
folgte mit der Metamorph (Molecular Devices, http://www.moleculardevices.com) oder der
ImageJ (NIH, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij) Software. Dabei wurde in jedem Bild die Breite
der Spaltdffnung mit Hilfe des internen Messprogramms der jeweiligen Software an der lin-
ken Seite des Stomas bestimmt (s. Abb. 2.1). Der Umrechnungsfaktor zum Erhalt der Breite
in pm wurde mit Hilfe eines Objektmikrometers bestimmt und betrédgt fiir das verwendete
Objektiv 2,83 pxl um™. Da die absolute Stomaweite in um stark schwanken kann, wurden die
Werte normiert. Dabei wurde die Offnungsweite direkt vor der Injektion als Wert ,,1* festge-

legt.

2.4 Elektrophysiologische Methoden

Mit Hilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklemmtechnik (engl. two electrode voltage clamp,
DEVC) konnen in elektrisch isolierten Zellen, wie den SchlieBzellen oder Oozyten, nicht nur
die Membranspannungen aufgezeichnet werden, sondern auch die Leitfahigkeit der Plasma-
membran durch die Anwendung der Spannungsklemmtechnik. Hierbei wird durch die zweite
Elektrode ein Strom in die Zelle injiziert, der zum Erreichen einer vorgegebenen Spannung
benotigt wird. So konnen Verdnderungen in der Leitfdhigkeit der Membran in Abhingigkeit

ihres Potentials untersucht werden.
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Bei Oozyten werden fiir diese Methode zwei Elektroden verwendet, die an verschiedenen
Stellen in die Zelle eingestochen werden. Im Gegensatz dazu verwendet man fiir kleinere
Pflanzenzellen Elektroden, die aus zwei Kapillaren bestehen, die miteinander verschmolzen
sind, und bei denen die Offnungen der Kapillaren nur wenige nm voneinander entfernt sind.
Mit diesen Elektroden werden, durch einen einzigen Einstich, zwei elektrische Zuginge zu

der Zelle hergestellt.

2.4.1 Einstich in intakte Pflanzen
2.4.1.1 Herstellung der Elektroden
Elektroden zur Messung des Membranpotentials wurden mit einem Laserpuller (P-2000; Sut-
ter Instrument Co., http://www.sutter.com) aus einzelnen Borsilicat-Kapillaren (Innendurch-
messer 0,58 mm, Auflendurchmesser 1 mm; Hilgenberg, http://www.hilgenberg-gmbh.de)
hergestellt. Dabei wurden die Kapillaren punktuell erhitzt und schnell auseinandergezogen, so
dass Spitzen mit einem Widerstand von 100-150 MQ entstanden.

Fiir doppelldufige Elektroden, mit denen auch die durch verschiedene Spannungen
induzierbare Strome aufgezeichnet werden konnen, wurden zunéchst zwei Kapillaren in einen
vertikalen Elektrodenpuller (L/M-3P-A, Heka, http://www.heka.com) eingespannt und in der
Mitte durch eine Glithwendel erhitzt. Durch das Drehen um 360° werden die beiden Kapilla-
ren umeinander gewunden und aneinander geschmolzen. Nach einer Abkiihlungsphase wer-
den die Kapillaren erneut erhitzt und 4 mm auseinander gezogen. Nachdem die Kapillaren
ausgekiihlt sind, werden sie in den Laserpuller eingespannt und in der Mitte punktuell durch
den Laser erhitzt. Durch das Auseinanderziehen entstehen so zwei spitze Doppelelektroden
mit Widerstinden zwischen 80 und 240 MQ.

Die Glaskapillaren der Einzel- und Doppelelektroden wurden anschlieBend mit den Halb-
zellen verbunden. Diese bestanden aus einem etwa 3 cm langen Stiick Silberdraht, welches
von einem Polyvinylschlauch mit einem Innendurchmesser von 1.3 mm ummantelt war. Der
Schlauch wurde so gekiirzt, dass der Silberdraht an beiden Enden frei lag. An einem Ende
wurde nun ein diinner Kupferdraht von etwa 5 cm Lénge angelotet, der iiber einen Stecker am
Vorverstiarker (HS-2A x 0,01, Eingangswiderstand ~10" Q; Axon Instruments, Molecular
Devices) befestigt wurde. Das andere Ende des Silberdrahtes wurde in eine 0.5 M KCl-
Losung getaucht und mit Hilfe einer Gleichspannung mit einer Silberchloridschicht iiberzo-

gen.
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2.4.1.2 Einstich in SchlieBzellen

Fir DEVC- und Membranpotentialmessungen wurden die Blétter so unter einem Wasser-
immersionsobjektiv (ACHROPLAN 40x, Zeiss) fixiert, dass die Langsachse der Stomata von
links nach rechts verlief (Abb. 2.1a). Die doppelldaufigen Kapillaren (Abb. 2.1b) wurden mit
Hilfe eines Mikromanipulators (MM3A; Kleindieck Nanotechnik) in die Mitte der
Stomaoffnung gebracht.

Von dort werden sie bei einer geringen Geschwindigkeit des Mikromanipulators auf die linke
Seite des Spaltes zubewegt und direkt vor der Stelle platziert, an der die beiden SchlieBzellen
aufeinandertreffen. Die Spitze der Elektrode wird jetzt so weit nach vorn bewegt, bis das ein-

geschaltete akustische Signal das Durchbrechen der Plasmamembran anzeigt.

2.4.1.3 Einstich in Nebenzellen
Zur Bestimmung des Membranpotentials in Nebenzellen wurden fixierte Gerstenblitter so un-
ter dem Objektiv platziert, dass die Lingsachse der Stomata im Okular von hinten nach vorne
verlief. Dadurch waren die Nebenzellen gut fiir die einzelkapillarigen Elektroden zugéinglich.
Diese wurden zunéchst mit einem Mikromanipulator (MM3A; Kleindieck Nanotechnik) iiber
der Mitte des Stomas platziert. Mit einer geringen Geschwindigkeit des Manipulators wurden
die Elektroden nun dicht iiber den SchlieBzellen auf die Nebenzellen zubewegt. Das Beriihren
der Zellwand wurde durch einen Ton horbar gemacht. Anderungen in der Tonh6he weisen auf
Anderungen des gemessenen Potentials hin und helfen so, die Platzierung der Elektrode im

Cytoplasma vorzunehmen.

Abbildung 2.1: Lage der Messstelle, Ausrichtung der Stomata und verwendete Elektroden. (a)
Die Weite des Spaltes zwischen den Schlielzellen wurde in den Experimenten am linken Rand des
Stomas gemessen. Die Stelle wurde im Bild durch eine Markierung (I ) gekennzeichnet Der Mafl-
stabsbalken gibt 10 pm an. (b) Fiir das Einstechen der SchlieBzellen wurden doppelldufige Elektroden
aus Glaskapillaren verwendet, die mit Silber-Chlorid-Halbzellen verbunden wurden. Durch den Ein-
satz dieser Elektroden waren sowohl Potential- als auch Strommessungen moglich.
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2.4.1.4 Pulsprotokolle
Fiir die DEVC-Messungen von Schliezellen wurden in der Software PULSE (HEKA) ver-
schiedene Protokolle programmiert, die iiber ein Interface (ITC-16, HEKA) vermittelt wer-
den. Fiir die Aufzeichnung des Membranpotentials wurde der Strom auf 0 pA geklemmt und
die Anderungen des Potentials iiber die Zeit aufgezeichnet. Dabei wurden die Daten mit einer
Rate von 33 Hz aufgenommen. Fiir die zeitabhéngigen Strome, die wihrend der Experimente
gemessen wurden, wurde eine Frequenz von 1 kHz verwendet.

Das Pulsprotokoll fiir die Aufzeichnung der Aktivitit aller Ionenkanélen in Schlie3zellen
bestand aus drei Abschnitten, die mehrfach wiederholt wurden (Abb. 2.2a, Tab. 2.1). Die Zel-
len wurden bei -100 mV geklemmt, da bei dieser Spannung die Kaliumkanile inaktiv sind.
Von dieser Haltespannung (V) aus wurde die Membran auf verschiedene Testspannungen
(V1) geklemmt und fiir 2 s gehalten. Anschlieend wurde die Zelle wieder auf die Haltespan-
nung geklemmt. Zwischen den einzelnen Testpulsen lagen jeweils 4 s. Die Testspannung

wurde bei jeder Wiederholung um 20 mV erhoht.

Elektroden- Haltespannung 1. Testspannung  Differenz der Test-

fiillung (mV) (mV) spannungen (mV)
KCl -100 -180 + 20
CsCl 0 0 -20
@ or O o -
40+
i 404+
E 07 Vi Vi %
g -120 + ;-80 T
160 | _ . ol _ s

Abbildung 2.2: Diagramme zur Darstellung der Pulsprotokolle. (a) Fiir die Aufnahme der Kanal-
aktivitiit in SchlieBzellen wurde ein Protokoll programmiert in dem, ausgehend von der Haltespannung
Vy fiir jeweils 2 s zu Testspannungen Vr gesprungen wird. Diese Testspriinge wiederholen sich alle 4
s, wobei die Spannung jeweils um 20 mV erhoht wird. (b) Fiir die Messung der S-Typ Anionenkanéle
wurden die Elektroden mit CsCl gefiillt. Dadurch wurden die K*-Auswirtsgleichrichter gehemmt, so
dass in deren Spannungsbereich nur die Aktivitit der Anionenkanéle beobachtet werden konnte. Hier-
fiir wurden die Zellen kurz vor den Testpulsen auf 0 mV geklemmt und die Deaktivierung der Kanile
durch 10 s lange Spriinge hin zu negativen Membranpotentialen sichtbar gemacht. Die Spriinge wie-
derholten sich alle 10 s und wurden dabei jeweils um 20 mV erniedrigt.
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Da dieses Protokoll sich vor allem fiir die Messung der Kaliumein- und -auswértsgleichrichter
eignet, wurde fiir die Untersuchung der Aktivierung von S-Typ Anionenkanélen ein anderes
Protokoll verwendet. Bei diesem Protokoll wurde die Linge der Testspriinge verédndert, so
dass V1 nun fiir 10 s gehalten und auch die Pause zwischen den Testpulsen verldngert wurde

(Abb. 2.2b, Tab. 2.1). Die Klemmspannung betrug bei diesen Versuchen zudem 0 mV.

2.4.1.5 Vorzeichenkonvention

Durch Konvention ist ein Influx von Kationen in die Zelle bzw. ein Efflux von Anionen aus
der Zelle hinaus ein Einwirtsstrom, der als negativer Strom in den Diagrammen angezeigt
wird. Es wird von einem Auswiértsstrom gesprochen, wenn ein Kationenaus- oder ein
Anioneneinstrom vorliegt. Dieser wird in den Diagrammen als positiver Strom dargestellt.
Die Membranspannung wird dabei relativ zum Potential der extrazelluldren Matrix angege-
ben, welches durch die Referenzelektrode geerdet wird. Das Potential setzt sich dabei aus dem

des extrazellularen Raumes im Blattinneren und dem Potential iiber der Kutikula zusammen.

2.4.1.6 Losungs- und Lichtbedingungen
Soweit nicht anders angegeben, wurden Chemikalien vom Reinheitsgrad per analysis ver-
wendet und von den Firmen Sigma (Sigma-Aldrich, http://www.sigmaaldrich.com), Roth
(http://www.carlroth.com), oder AppliChem (http://www.applichem.com) bezogen.

Bei den Einstichexperimenten wurde eine Losung mit 5 mM KCl, 0,1 mM CaCl2 und 5 mM
KCitrat pH 6.0 appliziert. Um den Effekt von ABA (Alfa Aesar, http://www.alfa.com) auf
Stomata in un- und infizierten Blittern zu untersuchen, wurde der Badlosung 50uM ABA zu-
gesetzt. Die Losung wurde mit Hilfe eines Perfusionssystems auf die Blattoberfliche ge-
bracht. Dabei erfolgte das Einlaufen der Badlosung mittels Schwerkraft. Fiir das Ablaufen der
Badldsung wurde eine Membranpumpe genutzt.

Fiir das Experiment mit Rot- und Blaulicht wurde die Lampe des Mikroskops mit einem
,Long pass“-Glasfilter bedeckt (A 1, 610 nm, RD610; Schott, www.schott.com) und auf eine
Photonenflussdichte von 300 umol m?s’ eingestellt. Fiir die Applikation von Blaulicht wur-
de eine Blaulichtdiode verwendet, deren Licht durch das zum Einstechen verwendete Objek-
tiv geleitet wurde.

Die Mikroelektroden wurden bei Messungen an Schliezellen mit 0,3 M KCI befiillt. Fiir die
Messung der Anionenkanalaktivitdt, wurden die Elektroden mit 0,3 M CsCl gefiillt. Céasium-
Ionen dienen als Inhibitoren der Kaliumauswiértsgleichrichter, die in den tibrigen Experimen-

ten die Aktivitit von Anionenkanilen iiberlagern.
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2.4.1.7 Auswertung

Die elektrischen Signale der Zellen wurden mit Hilfe der Software PULSE (HEKA) aufge-
zeichnet. Aus diesem Programm wurden die zeitabhiingigen Strome, die Werte fiir instantane
- und Gleichgewichtsstrome und das Membranpotential exportiert. Die instantanen Strome
wurden direkt nach dem Spannungssprung iiber einen Zeitraum von 40 ms bestimmt, die
Gleichgewichtsstrome direkt vor dem Sprung zuriick zur Haltespannung, ebenfalls iiber 40
ms. Die Mittelwerte der einzelnen Experiment-Gruppen wurden mit Excel (Microsoft Office
2007, Microsoft Corporation) bestimmt.

Die graphische Darstellung erfolgte mit Hilfe der Software IGOR Pro 6.0 (WaveMetrics,

http://www.wavemetrics.com).

2.4.2 BiFC- und DEVC Messungen in Qozyten von Xenopus laevis
Durch die heterologe Expression von Ionenkanilen in den unreifen Eiern von X. laevis kon-
nen die Kanile auf ihre Ionenselektivitit, Spannungs- und pH-Wert-Abhéngigkeit hin getestet

werden.

2.4.2.1 In vitro Transkription (IVT)
Das Gen des zu untersuchende Kanal wurde in einen Vektor kloniert, der neben einem T7-
Promotor fiir die Initiation der Transkription in RNA, Teile oder die Volllinge des YFP-
Genes (engl. yellow fluorescent protein, gelbfluoreszierendes Protein) enthielt. Eine genauere
Beschreibung der verwendeten Klonierungsstrategie ist unter dem Punkt 2.6.2 zu finden. Das
zu transkribierende Konstrukt wurde fiir die IVT entweder mit einer PCR amplifiziert oder
der Vektor wurde mit Hilfe von Restriktionsenzymen linearisiert.

Die IVT wurde mit dem Kit ,,AmpliCap-Max™ T7 High Yield Message Maker* nach An-
gaben des Herstellers (CellScript, Inc.; www.cellscript.com) durchgefiihrt. Fiir die Féllung der
cRNA werden 20 pl SM Ammoniumacetat-Losung zugegeben und das Gemisch bei -20° C
tiber Nacht inkubiert. AnschlieBend wird das Gemisch bei 20.000 g und 4° C fiir 60 min zent-
rifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen, um
Verunreinigungen durch Salze und Proteine zu beseitigen. Das Pellet wird getrocknet und in
20 ul RNAse-behandeltem Wasser gelost. Die Qualitit der RNA wird mit Hilfe eines Photo-
meters (NanoDrop 2000; Thermo Scientific, www.nanodrop.com) und eines Agarosegels
tiberpriift.

Fir das Gel werden zundchst 300 ml 1x MEN hergestellt (200 mM MOPS, 50 mM
NaAcetat, 5 mM EDTA, pH 7.0). Anschlieend wird ein 1,5 %iges Agarosegel herstellt, und



2. Material und Methoden 29

mit einigen ul des Farbstoffes GelRed™ (Biotium, www.biotium.com) versetzt. Zur Inhibie-
rung von RNasen wird dem Gel 8,2 % Formaldehyd zugegeben. In einer Elektrophore-
sekammer mit 1x MEN werden die vorbehandelten RNA-Proben auf das Gel aufgetragen. Die

RNA wurde fiir 1 h mit einer Spannung von 60 mV aufgetrennt.

2.4.2.2 Vorbereitung der Oozyten

Die Froschweibchen wurden in Aquarien bei einer Lufttemperatur von 18 bis 20° C gehalten.
Fiir die Entnahme der Oozyten aus den Ovarien wurden die Frosche zundchst narkotisiert
(Tricaine 0,75 g/l). Durch einen Schnitt im Unterleib wurden anschlieBend mit Pinzetten vor-
sichtig Teile des Ovargewebes entfernt, welches sich nach der Operation wieder regenerierte.
Unter einem Binokular wurden die Oozyten aus dem Gewebe gelost und vereinzelt. Nach
mehreren Waschgingen mit Ca**-freier ND96-Losung (96 mM NaCl, 2 mM KCI, 1 mM
MgCl,, 5 mM HEPES, pH 7.4, 220 mosmol mit D-Sorbitol) wurden die Oozyten mit
Kollagenase fiir 2h RT inkubiert um verbliebene Blutgefde und Follikelzellen zu entfernen.
Nach weiteren Waschgingen in Ca**-freier ND96-Losung wurden die Oozyten in eine weitere
ND96-Losung iiberfiihrt (zusitzlich 1 mM CaCl,), die mit 100 pg/ml Gentamycin versetzt
war. Die Lagerung erfolgte bei 16° C.

2.4.2.3 Injektion der cRNA
Am Tag nach der Prédparation der Oozyten wurden die verschiedenen cRNAs injiziert. Die
hierfiir verwendeten Borsilicat-Kapillaren (Drumond #3-00-203-G/X, Drumond Scientific
Company) wurden zunidchst mit einem Puller (PP-83, Narishige; http://www.narishige-
group.com) zu zwei Injektionspipetten ausgezogen. Um die Injektion in die Oozyten zu er-
moglichen wurden die Spitzen mit Hilfe eines Drahtes unter einem Binokular abgebrochen,
bis der Spitzendurchmesser etwa Sum betrug. Die Injektionskapillare wurde anschlieBend von
hinten mit Ol gefiillt und in ein Injektionsgerit (Nanoliter 200; World Precision Instruments,
http://www.wpiinc.com) eingespannt, das definierte Fliissigkeitsmengen durch das Vorschie-
ben eines Stabes in der Kapillare ermdglicht. So wurden je 25 ng cRNA in die Oozyten inji-
ziert. Die behandelten Oozyten wurden anschlieBend bei 16 °C inkubiert und nach 2 Tagen

mittels der DEVC-Methode vermessen.

2.4.2.4 BiFC-Messungen
Die bimolekulare Fluoreszenzkomplementierung (BiFC) ist eine Methode fiir die Durchfiih-

rung von Interaktionsstudien. Dabei wird die besondere Struktur der fluoreszierenden Proteine
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genutzt, die aus dem griin fluoreszierenden Protein (GFP) generiert wurden. Diese Proteine
benotigen keine Co-Faktoren um die Fluoreszenz auszuldsen, da das Fluorophor durch drei
Aminosduren im inneren eines B-Barrels gebildet wird (Ormé et al. 1996). Bei dem zumeist
verwendeten gelb-fluoreszierenden Protein (YFP) besteht das Fluorophor aus den gleichen
Aminosduren wie beim GFP. Zusitzlich interagiert allerdings ein Tyrosin mit dem Fluoro-
phor, wodurch die Verschiebung der Fluoreszenz hin zu ldngeren Wellenldngen erfolgt
(Wachter et al. 1998). Wird das YFP in zwei Hilften geteilt und in Zellen exprimiert, so lie-
gen diese Aminosduren nicht in rdumlicher Nidhe zueinander und es kann keine Fluoreszenz
erzeugt werden. Werden die beiden Hilften jedoch an zwei Proteine gekoppelt, so kann die
Struktur des YFP und das Fluorophor rekonstituiert werden, wenn eine Interaktion der beiden
Proteine gegeben ist (Abb. 2.3).

Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte mit dem konfokalen Laserscanner-Mikroskop TCS
SP5 II und der Software ,,Leica Application Suite Advanced Fluorescence* (LAS AF 2.5.1)
von Leica Microsystems (http://www .leica-microsystems.com). Fiir die Anregung wurde ein

Argon-Laser mit einer Wellenldnge von 514 nm verwendet. Die Fluoreszenz der injizierten

Oozyten wurde bei einer 100-fachen Vergrof3erung photographiert.

Abbildung 2.3: Die bimolekulare Fluoreszenzkomplementation. Diese Methode macht sich zu
Nutze, dass das Fluorophor des YFP durch Aminoséduren innerhalb des -Barrels gebildet wird. Wird
das Protein geteilt, so befinden sich diese Aminoséduren nicht mehr in rdaumlicher Nihe zueinander und
es entsteht kein Fluorophor (linke Seite). Werden die beiden Hélften mit Proteinen fusioniert, die in-
teragieren (A und B), kann die natiirliche Struktur des YFP wieder hergestellt werden und die Fluores-
zenz tritt erneut auf (rechte Seite) (Prinzip nach Kerppola 2008).
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2.4.2.5 Losungsbedingungen fiir Messungen an Oozyten
Um zu untersuchen, welche Art von Anionen der untersuchte Kanal aus Gerste leitet, wur-

den drei verschiedene Losungen verwendet, die sich in den leitenden Ionen unterschieden.

Losung 1: 10 mM Tris/MES pH 6.0, 1 mM MgGluconat,, 1 mM CaGluconat,,

100 mM NaGluconat
Losung 2: 10 mM Tris/MES pH 6.0, 1 mM MgGluconat,, | mM CaGluconat,,
100 mM NaCl
Losung 3: 10 mM Tris/MES pH 6.0, 1 mM MgGluconat,, 1| mM CaGluconat,,
100 mM NaNOs
2.4.2.6 Pulsprotokolle

Fir die DEVC-Messungen von Oozyten wurden in der Software Patch Master (HEKA) ver-
schiedene Protokolle programmiert, die iiber ein Interface (ITC-16, HEKA) vermittelt wer-

den.

Das Pulsprotokoll fiir die Aufzeichnung der Aktivitdt der heterolog exprimierten Ionenkanile
in den Oozyten bestand aus drei Abschnitten, die mehrfach wiederholt wurden (vergleiche
Abb. 2.2a). Die Zellen wurden dazu bei 0 mV geklemmt. Von dieser Haltespannung (Vy) aus
wurde die Membran auf verschiedene Testspannungen (V) geklemmt und fiir jeweils 50 ms
gehalten. AnschlieBend wurde die Zelle wieder auf die Haltespannung geklemmt. Zwischen
den einzelnen Testpulsen wurde fiir je 100 ms bei der Haltespannung geklemmt. Die Test-
spannungen begannen mit 70 mV und wurden bei jeder Wiederholung um 10 mV erniedrigt,

bis ein Wert von -150 mV erreicht war.

2.4.2.7 Auswertung der Messdaten
Die Auswertung der Daten erfolgte iiber das Programm ,,Patch Master* (HEKA). Die Werte
der Gleichgewichtsstrome wurden iiber einen Zeitraum von 2ms vor dem Sprung von der
Testspannung zuriick zur Haltespannung gemittelt. Mittelwerte und Fehler wurden mit Hilfe
von Excel (Microsoft Corporation) berechnet. Die graphische Aufarbeitung der Daten erfolgte
mit der Software IGOR Pro 6.0 (WaveMetrics).
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2.5 Nanoinjektion

Um die Wirkung einzelner Chemikalien auf das Verhalten der Stomata zu untersuchen, wur-
de die Nanoinfusion von Fliissigkeiten in den Apoplasten erprobt (Hanstein und Felle; 2004).
Zeitgleich wurde ausgetestet, ob sich diese Methode mit den Einstichmessungen an intakten

Pflanzen kombinieren lasst.

2.5.1 Kapillarenherstellung
Eine Borsilicat-Kapillare (Spezifikationen s. 2.4.1.1) wurden in einen horizontalen Laser-
Puller (Sutter Instruments Co.) eingespannt. Die Mitte wurde durch einen gebiindelten Laser-
strahl erhitzt und die beiden Enden wurden langsam auseinandergezogen. Da der Laser sich
automatisch wihrend des Auseinanderziehens abstellt, sobald bricht die Kapillare nicht in der
Mitte ab. Daher wird die Kapillare erneut erhitzt und auseinandergezogen. Nach zwei weite-
ren Wiederholungen trennen sich die beiden Seiten der Kapillare und man erhilt zwei stumpfe
Spitzen, die einen Widerstand von weniger als 10 G€2 besitzen, wenn sie mit den Injektionslo-

sungen befiillt waren.

2.5.2 Injektionslosungen
2.5.2.1 ABA
Um die Methode der Nanoinfusion zu etablieren wurde eine ABA-Ldsung verwendet, da der
Effekt von ABA auf die Stomata von Gerste zu diesem Zeitpunkt bereits untersucht war. Als
Negativkontrolle wurde eine 10 mM K-MES Losung verwendet, deren pH 6.0 betrug. Fiir die
Untersuchung von ABA wurde zu der Kontrolllosung 50 uM ABA (Alfa Aesar,

http://www.alfa.com) zugegeben.

2.5.2.2 Chitosan

Chitosan ist ein Bestandteil der pilzlichen Zellwand und kann durch Deacetylierung von Chi-
tin gewonnen werden. Das hier verwendete Chitosan stammt aus Krabbenpanzern und wurde
mit 1M Acetat zu einer 10 mg"‘ml‘1 enthaltenden Stammlosung geldst. Diese wurde dann mit
demineralisiertem Wasser zu einer Losung mit 1 mg*ml'] Chitosan und 0,1 M Acetat ver-
diinnt. Die Injektionslosung enthielt letztlich 10 pg*ml” Chitosan, 10 mM Acetat und 1
mg*ml™ Lucifer Yellow in 10 mM K-MES pH 6.0. Die Kontrolllésung enthielt entsprechend
10 mM Acetat, 1 mg"‘ml‘1 Lucifer Yellow und 10 mM K-MES pH 6.0.
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2.5.3 Platzierung der Injektionskapillare und Injektion

Die gefiillte Kapillare wird auf einem Messingadapter befestigt. Dieser ist iiber einen
Schlauch und eine Ventilvorrichtung mit einem Druckinjektor (PEDS-02, NPI-electronics
http://www.npielectronics.com) verbunden. Der Messingadapter wird in die Halterung eines
Mikromanipulators (MHW-3, Narishige) gespannt. Mit Hilfe des Mikromanipulators wird die
Kapillare nun iiber einem Stoma platziert und vorsichtig durch diese in die substomatire Hoh-
lung eingefiihrt, so dass die Spitze unter dem rechten Ende der Schliezellen zu liegen kommt
(Abb. 2.4, linke Seite).
Durch den Druckinjektor wurde nun ein Druck von 1,25 - 1,4 bar angelegt. Dadurch wurde
die Losung aus der Kapillare in den substomatiren Raum gedriickt und konnte sich im
Apoplasten verteilen. Wenn ein Fluoreszenzfarbstoff in der Losung vorhanden war, so konnte
man die Ausbreitung mit Hilfe einer Blaulichtdiode verfolgen, die den Farbstoff anregte. Die
Fluorszenz wurde dabei vom Anregungslicht mit Hilfe eines Filtersets (F36-525 HC-Set
EGFP, Zeiss) getrennt.

Die Ausbreitung konnte aber auch ohne Farbstoff verfolgt werden, da sich durch die grof3e
Menge an Fliissigkeit im Apoplasten die Lichtbrechung des Blattes veridnderte und es dadurch
im Durchlicht heller erschien. Wenn die injizierte Losung das benachbarte Stoma erreicht hat-
te, wurde der zusitzliche Druck wieder weggenommen. Dies war meist nach 1 - 3 s der Fall.
Fiir die parallele Ableitung der Strome, welche durch die verschiedenen Injektionslosungen
induziert werden, wurde bei einigen Experimenten das benachbarte rechte Stoma eingesto-
chen (Abb. 2.4, rechte Seite). Hierzu wurden die unter 2.4.1 beschriebenen doppelldufigen

Elektroden verwendet.

2.5.4 Auswertung

Die Auswertung erfolgte wie bereits unter den Punkten 2.3 und 2.4.1.7 beschrieben.

Abbildung 2.4: Schema zur Platzierung von Kapillaren und Elektroden wihrend der Experi-
mente. Zwei benachbarte Stomata werden mittig im Sichtfeld des Mikroskops platziert. Durch das
linke Stoma wird die Injektionskapillare (IK) in den substomatdren Raum gefiihrt. Das Rechte der
beiden Stoma wird mit einer doppel-kapillarigen Elektrode (DE) eingestochen, so dass Potential- und
Strommessungen moglich sind.
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2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Isolierung von RNA aus Gerste
Fiir die Arbeiten mit RNA wurde spezielles Wasser der Firma Roth verwendet, das mit DEPC
(Diethylpyrocarbonat) behandelt wurde, um eventuell vorhandene RNasen und DNasen zu
deaktivieren. Des Weiteren wurden alle verwendeten metallischen Gegenstinde mit dem

Spray RNase-Exitus™ der Firma Applichem behandelt.

2.6.1.1 RNA aus ganzen Blittern
Die Spitze des ersten voll entwickelten Blattes einer 1 Woche alten Gerstenpflanze wurde mit
der Pinzette abgetrennt und in einem Eppendorf-Cup in fliissigem Stickstoff bis zur Weiter-
verarbeitung aufbewahrt. Das Blattstiick wurde in fliissigem Stickstoff gemorsert und an-
schlieend noch einmal mit Metallkugeln in der Kugelmiihle fiir zwei mal 90 s geschiittelt.
Die gesamte RNA der Pflanzenzellen wurde anschlieend mit dem ,,Plant RNA Isolation Kit*
(OMEGA Bio-Tek) nach Angaben des Herstellers isoliert.

Nach der Isolierung der gesamten Nucleinsiduren aus den Pflanzen wurde zunichst die Kon-
zentration derselben photometrisch bestimmt. Dazu wurde 1 pl der Elution mit dem
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) vermessen.

Zu dem Volumen an Elutionslosung, das 2,5 ug RNA enthilt, wurden 2 ul 10x DNasel-
Puffer, 10 U RNase-freie DNasel und 20 U RNase-Inhibitor zugegeben und mit Wasser auf
20 pl aufgefiillt. Dieser Ansatz wurde fiir 30 min bei 37° C inkubiert, damit die enthaltenen
DNA-Fragmente abgebaut werden.

Zum Abschluss der Isolierung wird die RNA gefillt, um Proteine und Salze aus den zuvor
verwendeten Puffern zu entfernen. Dazu wurde der gesamte Ansatz des DNase-Verdaus mit
Wasser auf 100 ul aufgefiillt und mit 75 ul Isopropanol und 10 ul 5 M Ammoniumacetat in
0,1 M EDTA versetzt. Nach der Durchmischung wurde die RNA bei 4° C und 14 000 rpm fiir
20 Minuten zentrifugiert. Das entstandene RNA-Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewa-
schen und erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieBend bei 37° C getrocknet und in 7

ul Wasser aufgenommen.

2.6.1.2 RNA aus SchlieBzellen
Beide Blitter einer 7-9 Tage alten Gerstenpflanze wurden mit einer Pinzette abgetrennt und in
einem gekiihltem Mixer mit 100 ml kaltem, demineralisiertem Wasser fiir anderthalb Minuten
zerkleinert. AnschlieBend wurde die Suspension durch ein Netz gefiltert, das eine Porenweite

von 300 pm aufwies. Diese Schritte wurden noch zweimal wiederholt. Zum Abschluss wur-
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den groBle lingliche Triimmer, die Leitgewebe enthielten, und noch griinlich erscheinende
Bestandteile aussortiert. Das Pflanzenmaterial wurde schnell mit einem Tuch getrocknet, mit
einer sterilen Pinzette in einen Eppendorf-Cup iiberfiihrt und in fliissigem Stickstoff eingefro-
ren. Nachdem auch diese Proben mit der Kugelmiihle zweimal geschiittelt wurden, erfolgte

die Isolierung der gesamten RNA wie unter Punkt 2.6.1.1 beschrieben.

2.6.1.3 Reverse Transkription (RT)
Zur Gewinnung der cDNA aus den isolierten RNA-Proben wurde die M-MLV-RT (engl.:
Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, Promega) verwendet. Die Durch-

fiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -80° C.

2.6.2 Klonierung und Transformation
2.6.2.1 Plasmid-Isolierung aus Escherichia coli

Die Plasmid-Isolierung aus E. coli-Klonen wurde veridndert nach Birnboim und Doly (1979)
durchgefiihrt. Eine Ubernachtkultur von E. coli wurde fiir 60 s bei 6000 g in einer Eppendorf
Centrifuge 5424 (Eppendorf, www.eppendorf.de) zentrifugiert und der Uberstand abge-
nommen. Das Pellet wurde in 50 pl TE-Puffer (10 mM TRIS pH 7.2, 1 mM Na,EDTA)
resuspendiert und mit 0,5% SDS, 100 mM NaOH und 200ug/ml RNase versetzt. Die Lyse der
Zellen wurde durch 3 M NaAcetat, pH 5.2, gestoppt und neutralisiert. Die Uberreste der Zell-
wand, die freigesetzten Proteine sowie die genomische DNA wurden fiir 5 min bei RT abzen-
trifugiert. Der Uberstand, wird mit 100% Isopropanol gemischt um die DNA auszufillen.
Dies geschah bei -20° C fiir 15 min. Nach einer Zentrifugation fiir 5 min wurde das Pellet mit
70% Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstandes wur-
de das Pellet bei 37° C getrocknet und anschlieBend in 30 pl sterilem, demineralisiertem Was-

ser aufgenommen.

2.6.2.2 Restriktionsanalysen
Um Fragmentgroen und Insertionen in Vektoren wéhrend der Klonierung zu iiberpriifen,
wurden Analysen mit Restriktionsenzymen durchgefiihrt. Die Zusammensetzung der Restrik-
tionsansdtze hielt sich an die Vorgaben des Herstellers (Fermentas, jetzt Thermo Scientific

www.fermentas.com).
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2.6.2.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

In dieser Arbeit wurde die ,proof-reading Polymerase Phusion (Finnzymes,
www.finnzymes.com) genutzt, eine Weiterentwicklung der Pfu-Polymerase. Sie besitzt eine
sog. ,,proof-reading*-Funktion, was hei3t, dass sie selbstdndig Fehler bei der Vervielféltigung
der DNA erkennen und reparieren kann. Dadurch werden Basenaustausche verhindert, die zu
einer fehlerhaften Translation des codierten Proteins fithren kdnnen. Die Polymerase fiillte
nach der Anlagerung der Primer den Einzelstrang mit Hilfe von Desoxyribonucleotiden wie-
der zum Doppelstrang auf.

Mit Hilfe der PCR wurden auch gezielt Punktmutationen in das amplifizierte Fragment ein-
gebaut werden. Hierzu wurden bereits in den Primern bewusst Basenaustausche eingefiihrt,
um die Aminosduresequenz des codierten Proteins zu verdndern. Alle in dieser Arbeit ver-
wendeten Primer sind in der Tabelle 2.1 aufgelistet. Die Primer enthalten an einer Position ein
Uracil anstelle eines Thymidins, da die Fragmente im Weiteren mit dem USER™-System

verarbeitet wurden. Eine Erlduterung zu diesem System ist unter 2.6.2.6 zu finden.

Tabelle 2.1: PCR-Primer fiir die Klonierung und Mutagenese des putati-
ven Anionenkanals HvSLACI. Alle verwendeten Primer wurden von
metabion (www.metabion.com) bezogen.

Name Sequenz

Hv1008 corr fwd 5'-accgccgecucagagggecttcagecg-3'
Hv1008 corr rev 5'-aggcggcgguggcctccggtegctee-3'
Hv1008 USER oSrev 5'-ggtttaauccgtetgttttctectettecteettg-3'
HvSLACI user ATG1 fwd 5'-ggcttaauatggcgggageggagecate-3'

Ein Ansatz fiir eine Standard-PCR setzte sich wie folgt zusammen:

DNA-Template ~ 10 ng
dNTPs (25 mM) 1 ul
sense Primer (10 uM) 1 ul
antisense Primer (10 uM) 1 ul
Reaktionspuffer (10x) Sul
Phusion-Polymerase 0,5 ul

H,O add 50 pl
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Falls erforderlich wurden die PCR-Fragmente der richtigen Gréfe aus einem Agarosegel
ausgeschnitten und mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, www.qgiagen.com)

aufgereinigt.

2.6.2.4 Gelelektrophorese von DNA
In dieser Arbeit wurden 1%ige Agarosegele in 1x TAE-Puffer (40 mM TRIS, 20 mM
NaAcetat, | mM EDTA, pH 7,8) verwendet. Um die DNA-Banden spiter sichtbar zu machen,
wurde dem Gel noch der DNA-Farbstoff GelGreen™ (Biotium, http://www.biotium.com) mit
einer Endkonzentration von 0,05 %o (v/v) zugegeben. Dieser Farbstoff wird nur durch die In-
teraktion mit DNA sichtbar und wird durch UV-Licht angeregt.

Die DNA-Proben wurden mit 5x Probenpuffer vermischt (0,25 % (w/v) Bromphenolblau,
0,25 % (wlv), 50 %igem Glycerin und 100 mM EDTA). Um die GréB8en der Fragmente be-
stimmen zu konnen, wurde auf jedem Gel ein A/Pstl-Marker aufgetragen, der DNA-
Fragmente bekannter Groflen enthélt. Die Aufnahme des entstandenen Bandenmusters ge-
schah mit Hilfe eines Geldokumentationssystems (Intas UV Imager; Intas UV Systeme,

www.intas.de).

2.6.2.5 quantitative Real Time PCR (qQPCR)

Mit Hilfe der Real Time PCR ist man heute in der Lage mittels einer einzelnen Probe Verglei-
che zwischen mehreren Transkripten und physiologischen Bedingungen herzustellen. Als
Vergleich wird ein Haushaltsgen herangezogen, das in allen Zelltypen und in allen Entwick-
lungsstadien des Versuchsorganismus vorhanden ist. In dieser Arbeit wurde dazu die mRNA
von Actin7 aus Gerste verwendet. Da mRNA nicht mittels einer PCR amplifiziert werden
kann, wird die transkribierte cDNA verwendet, deren Herstellung unter 2.6.1 beschrieben
wurde.

Die Bestimmung der Transkriptmengen erfolgt hier wihrend eines jeden Zykluses der PCR
durch die Detektion eines Fluoreszenzfarbstoffes. Dieser Farbstoff (SYBR®Green I;
ABgene®, jetzt Thermo Scientific) lagert sich nur an doppelstringige DNA an, so dass nur die
Menge des amplifizierten Fragmentes gemessen wird. Die daraus resultierenden Kurvenver-
laufe lassen Riickschliisse auf die Haufigkeit der amplifizierten cDNA zu und somit auch auf
die Menge an mRNA eines bestimmten Gens.

Die verwendeten Primer wurden so ausgewihlt, dass die amplifizierten Fragmente alle in
der 3° UTR der untersuchten Gene lagen. So konnte ausgeschlossen werden, dass die Detekti-

on durch einen vorzeitigen Abbruch der cDNA wihrend der reversen Transkription beein-
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flusst wird. Zugleich wurde darauf geachtet, dass die entstehenden Fragmente nicht grof3er als
500 bp waren. Nachdem die Primer (max. 18 bp) ausgewihlt wurden, wurde noch eine ab-
schlieBende BLAST-Suche in der Datenbank des National Institutes of Health
(blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi; sh. auch Punkt 2.7) durchgefiihrt. Diese Suche sollte erste
Hinweise darauf geben, ob die Primer lediglich an die cDNA des untersuchten Genes bindet,
oder ob auch andere cDNAs erkannt werden. Da das Gerstengenom zurzeit noch nicht voll-
standig annotiert ist, muss aber vor der eigentlichen gReal-Time Untersuchung immer eine
normale PCR durchgefiihrt werden um dies zu iiberpriifen.

Obwohl fiir die einzelnen Primer mit Hilfe von Vector NTI (Invitrogen,
www.invitrogen.com) die Annealingtemperaturen errechnet wurden (sh. Tab. 2.2), wurde fiir
die verwendeten Primerpaare vor dem eigentlichen Experiment mittels einer Gradienten-PCR
die optimale Anlagerungstemperatur bestimmt. Anhand der Stirke und Spezifitit der Banden
im Gel konnte dann die spiter verwendete Temperatur bestimmt werden. Die wihrend dieser
PCR entstehenden Fragmente der einzelnen zu untersuchenden Gene wurden fiir die Herstel-
lung des Standards genutzt. Die spezifischen PCR-Fragmente fiir ein Gen wurden zusammen-
gefiigt und aus dem Gel eluiert. AnschlieBend wurde die Konzentration mit Hilfe des
Nanodrop-Photometers (Thermo Scientific) vermessen. Anhand der Konzentration wurde
dann eine Verdiinnungsreihe mit bekannten Konzentrationen von 10 bis 0,01 fg*;,ll'1 erstellt,

welche als Referenz in der qPCR genutzt wurden.

Tabelle 2.2. Auflistung der verwendeten Primer
fiir die qPCR. Die Primer liegen im Bereich der
3‘-UTR, um sicherzustellen, dass das Detektieren
nicht durch eine unvollstindige Transkription der
mRNA in cDNA beeinflusst wird.

Name Sequenz

Hv_actin_fwd 5‘-gggacatcaaggagaagc-3°
Hv_actin_rev 5‘-ccagacactgtacttcctc-3°
RT1008 fwd1 5‘-caagagggtgaacgac-3*
RT1008 revl 5°‘-ccttctagctctagetta-3°
RT1132 fwd2 5‘-cgtcaccaaaggcaaagccg-3°
RT1132 revl 5°-tgcactcacggtctcacgeeg-3°
RT2067 fwdl 5°‘-tggcaccaaccatcggccact-3°
RT2067 revl 5‘-gacggcagatgcatggacgcta-3°
RT3105 fwdl1 5‘-gtagcctggacgtgtett-3°

RT3105 revl 5‘-aggatggccgtetgtt-3°
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Fiir die qReal-Time PCR wurden die zu untersuchenden cDNAs 1:10 mit tRNA-Wasser
verdiinnt. Dieses Wasser wurde mit tRNA aus Rindern versetzt (Sigma; TypXI; 10ug/ pl) und
verhindert die Anlagerung von cDNA-Fragmenten an die Reaktionsgefale.

Zu dieser cDNA wurde ein ,,SYBR Green Enzym Mix* (ABgene) gegeben, der den benotig-
ten Puffer, die INTPs und die Polymerase enthielt. AnschlieBend wurden noch die Primer in
einer Endkonzentration von 4 nM zugegeben. Die Messungen wurden im Realplex (Eppen-
dorf) durchgefiihrt. Zusétzlich zu einem PCR-Programm wurde immer nach der Elongation
ein weiterer Schritt bei 79° C eingefiigt, um die Fluoreszenz des SYBR®Greens zu vermessen.

Die erhaltenen Datenwurden auf ein Gen der Actin-Familie aus Gerste bezogen, welches ein
Ortholog zum Actin 2 aus Arabidopsis thaliana ist. Fir das AtAct2 ist eine konstitutive
Exprimierung in allen Geweben der Pflanze bekannt. Daten iiber die Exprimierung des ver-
wendeten Actins aus Gerste liegen bislang noch nicht vor. Mit Hilfe von Excel (Microsoft)

wurde die Menge an Transkripten pro Actin-Transkripten bestimmt.

2.6.2.6 USER™-Klonierung
Fiir die Klonierung eines S-Typ Anionenkanals aus Gerste wurde die USER-Strategie ver-
wendet (Nour-Eldin et al. 2006). Bei dieser werden in die Primer Uracile eingebracht, die bei
der PCR nicht durch die Polymerasen erkannt werden. Durch diesen Fehler in der Sequenz
entstehen anschlieBend die Uberhiinge, welche durch die Uracil-DNA-Glykosylase und DNA-
Glykosylase-Lyase Endo VIII erzeugt werden. Der Vektor wurde zuvor mit Pacl und
Nt.BbvCk behandelt. So konnen das PCR-Produkt und der geschnittene Vektor hybridisieren
und die Rate der falsch positiven Klone nach der Transformation wird vermindert, da der

Vektor nun nicht mehr in der Lage ist zu religieren.

Durch das Enzym Nt.BbvCK wurde nur einer der beiden DNA-Stringe in der Erkennungssequenz

geschnitten und es kann so ein Uberhang am 3‘-Ende entstehen, der acht Basen betrigt.

Fiir die USER™-Klonierung wurden spezielle Vektoren verwendet, die eine in vitro Trans-
kription ermoglichen und speziell fiir diese Klonierung konzipierte Uberhinge besitzen. Die
Karten zu den Vektoren finden sich im Anhang.

Wenn Punktmutationen in die Vektoren eingebracht wurden, so lagen, nach der PCR, neben
den erzeugten Fragmenten auch immer der Ursprungsvektor in den Ansitzen vor. Um eine
Weiterbearbeitung dieses Ursprungsvektors zu vermeiden, wurde vor der Transformation in

E. coli ein Dpnl-Verdau nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Durch diese Behandlung
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wurde die bereits durch Bakterien prozessierte DNA abgebaut, da das Restriktionsenzym

Dpnl nur methylierte DNA hydrolysiert.

2.6.2.7 Transformation von E. coli-Bakterien
Zur Vervielfiltigung der fiir die Arbeit bendtigten Plasmide wurde der schnell wachsende-
Bakterienstamm E. coli XL1-Blue MRF*-Bakterien genutzt.

Fiir die Herstellung kompetenter Bakterien wurde aus einem E. coli-Stammkultur eine Vor-
kultur in LB mit 50 pg/ml Tetracyclin angeimpft, die iiber Nacht bei 37° C bei 300 rpm ange-
zogen wurde. Aus dieser Vorkultur wurde am néchsten Morgen die Hauptkultur 1 % (v/v)
angeimpft. Als Medium wurde dabei LB mit 20 mM MgSO4 und 10 mM KCI1 verwendet. Die
Hauptkultur wurde weiter inkubiert, bis die ODggo einen Wert von 0,5 erreichte. Bei diesem
Wert befindet sich die Kultur im Normalfall in der sog. log-Phase. Fiir das weitere Arbeiten
wurden die Bakterien in 50 ml Rohrchen abgefiillt und fiir mindestens 15 min auf Eis
inkubiert. Anschlieend wurden sie fiir 15 min bei 4000 g und 4° C zentrifugiert. Nach dem
Verwerfen des Uberstandes wurde in jedes verwendete Rohrchen 15 ml TFB 1 (30 mM
KAcetat, 10 mM RbCl, 10 mM CaCl,, S0 mM MnCl, und 5,8 % Glycerol, pH 5,8) gegeben
und das Pellet resuspendiert. Nach einer erneuten Zentrifugation bei 4° C und 4000g fiir 15
min wurde das Pellet in 2 ml TFB 2 (10 mM NaMOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCl, 5,8 %
Glycerol, pH 6,8) resuspendiert. Die Suspension wurde anschlieBend in 50 pl Aliquots in
fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80° C gelagert.

Die Transformation von E. coli XL1-Blue MRF* erfolgte mittels Hitzeschock. Hierzu wur-
den kompetente Zellen auf Eis aufgetaut und mit 100 ng Plasmid-DNA versetzt. Dieser An-
satz wurde fiir 30 min auf Eis inkubiert und anschlieBend fiir 45 s in ein Wasserbad mit einer
Temperatur von 45° C getaucht. AnschlieBend wurde der Ansatz erneut fiir 2 Minuten auf Eis
gehalten. Es wurden 450 ul SOC-Medium zugegeben und etwa 45 min bei 37° C unter stédn-
diger Durchmischung inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde dann auf LB-Platten ausge-

strichen und iiber Nacht bei 37° C inkubiert.

2.7 in silico-Analysen

2.7.1 Identifizierung und Charakterisierung von homologen Genen aus Datenbanken
Fiir die Analyse von Homologen SLAC1-Genen in Gerste wurde der BLAST-Algorithmus
(Altschul et al. 1990, Altschul et al. 1997) verwendet. Dieser wurde zunichst auf das anno-

tierte Genom von Brachypodium distachyon angewandt, wodurch in diesem Gras homologe
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Gene zu den S-Typ Anionenkanilen aus A. thaliana identifiziert werden konnten. Die Se-
quenzen der gefundenen Gene wurden anschlieBend von der Internetseite der Internationalen
Brachypodium Initiative (IBI) heruntergeladen (db.brachypodium.org/sequence.html). Da es
zum Zeitpunkt der Arbeit noch keine offentlich zuginglichen Datenbanken mit den vollstédn-
digen Sequenzen der Gersten cDNA gab, wurden die moglichen Homologe in Gerste durch
Dr. Matsumoto am National Institute of Agrobiological Science (NIAS) in Japan durchge-
fithrt. Die Rohdaten der BLAST-Analysen aus Japan wurden dann gesichtet und sortiert, so
dass verschiedene cDNA-Klone bestimmt werden konnten, die anschlieBend als Vollsequenz
angefordert wurden. Genauere Erlduterungen zur Identifizierung der Gersten Homologe von
SLACI1 finden sich im Ergebnisteil dieser Arbeit (Kapitel 3.3.1). Zur Vorhersage der
Transmembrandominen wurde der Algorithmus TMpred verwendet (www.ch.embnet.org
/software/TMPRED_form.html), der auf den statistischen Analysen von Hofmann und Stoffel
1993 basiert.

2.7.2 Phylogenetische Analysen
Um die Struktur der Genfamilien um AzSlacl und HvI1008 aufzuklédren, wurde das Programm
Jalview 2.6.1 (Waterhouse et al. 2009) verwendet. Aus den von Jalview errechneten
Alignments konnen dann phylogenetische Baume erstellt werden, welche die verwandtschaft-
lichen Verhiltnisse der einzelnen Mitglieder der Genfamilie darstellten. Als Berechnungsver-
fahren wurde der ,,Neighbour-Joining““-Algorithmus verwendet (Saitou und Nei 1987, Studier
und Keppler 1988). Der Algorithmus vergleicht alle Sequenzen miteinander und fasst die bei-
den dhnlichsten Sequenzen zu einem Ast des Baumes zusammen. Diese Sequenzen werden in
der nichsten Runde der Berechnung nur noch als eine Sequenz gewertet und mit der ndchst
dhnlichen Sequenz wieder zu einem Ast zusammengefasst. Dies wird solange wiederholt, bis
alle Sequenzen gepaart wurden. Zum Schluss wird ein einfacher Baum ausgegeben, der die
Distanz der einzelnen Sequenzen wiedergibt. Dabei stehen die jiingsten Mitglieder der Gen-
familie an der letzten Abzweigung des Baumes. Das urspriinglichste Gen der Familie steht an
der Basis des Baumes als erste Abzweigung. In dieser Arbeit wurde zusitzlich zu den Se-
quenzen der SLACI1-Familie auch eine Actin-Sequenz in die Analysen mit eingebracht. Diese
Sequenz wurde als sogenannte ,,Outgroup* verwendet, welche dem Baum die letzte Abzwei-

gung vor der Wurzel angibt.
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Die Regulation der Offnungsweite von pflanzlichen Stomata wird durch verschiedene
Signale, zum Beispiel durch ABA oder Lichtrezeption, kontrolliert. Beim Schlieen der
Stomata durch die Perzeption von ABA werden zunidchst Anionenkanile aktiviert, was zur
Depolarisation der Zelle fiihrt (Roelfsema et al. 2004, Levchenko et al. 2005). Erst
anschlieBend offnen Kaliumkanile, die K'-Ionen in den Apoplasten leiten und so die
Reduktion des SchlieBzellvolumens einleiten, was wiederum zum Stomaschluss fiihrt
(Roelfsema et al. 2004).

Wenn Pflanzen durch Pathogene befallen werden, kann ebenfalls ein Stomaschluss
beobachtet werden (Melotto et al. 2006, Prats et al. 2006). Die Mechanismen, die dieser
Antwort zu Grunde liegen sind jedoch noch nicht verstanden. Diese Arbeit soll daher als
erster Schritt verstanden werden um den Ablauf der Pathogenantwort der SchlieBzellen auf

molekulare Ebene zu aufzukliren.

3.1 Mehltau- und Elicitor-induzierte Anderungen im Offnungsverhalten und der
Physiologie der SchlieBzellen
Zur Charakterisierung der Immunantwort von SchlieBzellen, sollte neben dem genauen

Zeitpunkt auch die Veridnderung der lonenkanalaktivitdt wihrend der Interaktion untersucht
werden. Es sollte festgestellt werden, welche Kanile fiir den Stomaschluss verantwortlich
sind. Ebenso wurde die Lichtantwort der Schlief3zellen untersucht, um festzustellen, ob dieser

grundlegende physiologische Vorgang ebenfalls von der Immunantwort beeinflusst wird.

3.1.1 Offnungsverhalten von Gerstenstomata nach der Infektion des Blattes mit
Mehltausporen

Die Infektion von Blittern durch den Mehltaupilz lésst sich bis zur Etablierung der Haustorien
in den Epidermiszellen in zwei Phasen aufteilen. Zunichst charakterisiert der Pilz die
Oberfldache auf der er liegt. Dies geschieht bei Blumeria graminis f. sp. hordei innerhalb der
ersten halben Stunde nach der Inokulation. Durch das Sekretieren von Enzymen direkt nach
der Adhision (Nielsen et al. 2000) und dem Ausbilden eines primidren Keimschlauches, der
nach Fertigstellung in die Cuticula eindringt (Edwards 2002), erkennt die Pilzspore ihre
Umgebung. Auf geeigneten Oberflichen wird das weitere genetische Programm induziert und
es kommt zur Infektion. Die zweite Phase beinhaltet die eigentliche Infektion und beginnt mit
der Bildung des zweiten Keimschlauches. Es folgt die Erstellung eines Appressoriums und

das Eindringen der Pilzhyphe in die Zellwand der Epidermiszellen. Die erste Frage dieser
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Arbeit war daher, in welcher Phase die Pflanze auf die Anwesenheit des Pilzes mit dem

Verschluss der Spaltdffnungen reagiert.

Hierzu wurde ein Experiment entwickelt, bei dem alle drei Stunden die Bereitschaft der

Stomata zur Offnung der Pore getestet wurde (vergl. Kapitel 2.2 und 2.3). Abbildung 3.1a

zeigt die Ergebnisse dieses Experimentes, wobei die Spaltweite gegen die Zeit aufgetragen

wurde. Zum besseren Vergleich wurden die Kontrollen (schwarze Linien) und die Messungen

mit Pilz (graue Linien) in derselben Graphik dargestellt. In der ersten Phase der Infektion, die

von 0 bis 4 Stunden nach der Inokulation (kurz hai) angelegt ist, erkennt man keine

Unterschiede zwischen den Stomataweiten der Kontrollen und der in infizierten Blattern.

Auch zu Beginn der zweiten Phase nach 6 h ist noch kein Unterschied bemerkbar.
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Abbildung 3.1: Der Mehl-
taupilz wird von der Gerste
recht frith und nur lokal
erkannt. (a) Zu sehr frithen
Zeitpunkten (0, 3 und 6 hai)
zeigen die Kontrollen
(schwarze Linien) und infi-
zierte Blétter (graue Linien)
kein unterschiedliches Off-
nungsverhalten. Nach der
Ausbildung eines Appres-
soriums (9 hai) ist die Stoma-
bewegung inhibiert. Auch
nach 12 h und 24 h 6ffnen die
Stomata in infizierten Blittern
nur wenig (n = 15). Stomata
sind in Gerstenblittern in
Reihen angeordnet. (b) Die
Inhibierung entlang der Blatt-
langsachse betrifft nur die
Stomata, welche direkt neben
der Infektionsstelle (schwarze
Pfeilspitze) liegen (n = 8). (¢)
Betrachtet man die der
Infektionsstelle benachbarten
Reihen, so sind diese von der
Inhibierung nicht betroffen (n
= 8). Alle Fehlerbalken stellen
den Standardfehler (SE) dar.
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Nach 9 Stunden hingegen zeigt sich, dass die Offnung der Stomata in infizierten Blittern
inhibiert wird. Auch in den spidten Phasen des Experimentes, 12 und 24 Stunden nach
Inokulation der Pilzsporen zeigt sich weiter diese Inhibierung der Stomabewegung.

Um herauszufinden, ob die Inhibierung der Stomabewegung ein lokaler Effekt ist, wurden
die Spaltweiten in Abhéngigkeit von der Entfernung zum Inokulationsort ausgewertet. Da die
Stomata in Griédsern in Reihen angeordnet sind, ldsst sich dies in Gerste gut untersuchen
(Roelfsema und Hedrich, 2009). Abbildung 3.1b zeigt, dass nur bei den, der Infektionstelle
(schwarze Pfeilspitze) direkt benachbarten Stomata eine Beeinflussung der Bewegung
beobachtet werden kann. Das Signal gelangt nicht in Stomatareihen, die neben der
Inokulationsstelle liegen (Abb. 3.1c, schwarze Pfeilspitze). Die Inhibierung durch den Pilz
scheint sich nur auf einen kleinen Bereich von etwa 120-150 pm um die Inokulationsstelle

auszuwirken.

3.1.2 Reaktion der Stomata auf die Injektion von Elicitoren
Chitosan ist in den Zellwdnden der meisten Pilze enthalten und ist ein Elicitor der
pflanzlichen Immunantwort (Maffi et al. 1998, Lee et al. 1999). Das durch Deacetylierung
von Chitin gewonnene Polymer wird von Pflanzen erkannt und fiihrt etwa bei SchlieBzellen
von Tomaten zum Stomaschluss in Folge einer Produktion von H,O, (Lee et al. 1999). In
dieser Arbeit wurde dieser Elicitor daher genutzt um, mit Hilfe der Nanoinfusion den
zeitlichen Ablauf der Antwort von SchlieBzellen auf einen Elicitor zu untersuchen.

In diesem Experiment wurde getestet, ob und wann die Reaktion der Schliefzellen auf
Chitosan einsetzt. Hierzu wurden Losungen mit und ohne Chitosan in Gerstenblitter injiziert
(Zusammensetzung s. 2.5.2.2) und die Stomaweite iiber einen Zeitraum von insgesamt 40 min
vermessen. Dazu wurde eine Applikationspipette durch eine Stomadffnung in die
substomatire Hohle eingefiihrt (Abb. 3.2a oberes Bild). Die rechte benachbarte Stomadffnung
wurde fiir die Auswertung des Experimentes verwendet. Nach dem FEinfithren der
Injektionspipette in die Stomadffnung wurde zunichst einige Minuten abgewartet, bevor mit
dem Experiment begonnen wurde. Hierdurch sollte ausgeschlossen werden, dass eine
Reaktion der Stomata auf den mechanischen Reiz, der durch die Positionierung der Pipette
entsteht, Einfluss auf die Auswertung des Experimentes nimmt. Wird nun zehn Minuten nach
Beginn des Experimentes Fliissigkeit in den Apoplasten injiziert, so kann die Ausbreitung der
Losung durch den zugesetzten Farbstoff Lucifer Yellow verfolgt werden (Abb. 3.2a mittleres
Bild). Enthielt die Injektionslosung Chitosan, so konnte etwa 4 min nach Zugabe der Losung

der Beginn des Stomaschlusses festgestellt werden (Abb. 3.2a unteres Bild).
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Abbildung 3.2: Stoma-
schluss nach Injektion von
Chitosan. (a) Der pilzliche
Elicitor wurde durch eine
Stomao6ffnung in den Apo-
plasten von Gerstenblittern
appliziert  (oberes  Bild).
Durch die Zugabe des
Farbstoffes Lucifer Yellow
konnte die Ausbreitung der
Injektion im  Apoplasten
verfolgt werden (mittleres
Bild). Die Injektion erfolgte
10 min nach dem Beginn des
Experimentes, wenn sich die
Offnungsweite der Stomata
nicht stark veriinderte. Nach
der Injektion von Chitosan
schlossen sich die Stomata (a
unteres Bild, b und ¢). (b) Die
Messungen der  Spaltoff-
nungsweite ergaben bei der
Injektion einer  Kontroll-
l6sung nur geringe Schwan-
kungen (O). Die Injektion
von Chitosan (A) fiihrte hin-
gegen zu einer starken
Verringerung der  Spalt-
offnungsweite (n=13-15).
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3. Ergebnisse

Bei der Durchfiihrung der Experimente wurde deutlich, dass die Reaktion der Stomata auf
Chitosan abhidngig von der Tageszeit war. Wurden die Experimente zwischen 9 h und 15 h
durchgefiihrt, so zeigte sich, dass die Stomata der Kontrolle weiterhin geodffnet blieben und
ihre Offnungsweite nur minimal veridnderte, wihrend die mit Chitosan behandelten Stomata
etwa 10 min nach der Injektion bereits zur Hilfte geschlossen waren (Abb. 3.2b). Bei Mess-
ungen, die nach 15 h durchgefiihrt wurden, zeigte sich hingegen, dass auch die Stomata der
Kontrolle ihre Offnungsweite stark verinderten und zum Teil sogar geschlossen wurden
(Abb. 3.2¢).

Zusitzlich wurden Injektionsexperimente mit dem Phytohormon ABA durchgefiihrt. So
konnte getestet werden, ob der Verlauf des Stomaschlusses von der injizierten Chemikalie
abhéngt, oder ob er einen allgemeingiiltigen Verlauf nimmt. Hierzu wurde zunichst wieder
eine Pufferlosung (10 mM K-MES, pH 6.0) durch eine Stomaoffnung in den Apoplasten
injiziert und die Offnungsweite der direkt benachbarten Stomadffnung dokumentiert
(Abbildung 3.3). Die Offnungsweite der Stomata verindert sich nach der Injektion der
Kontrolllosung nicht (schwarze Linie). Wurde der Losung noch 10 uM ABA zugegeben, so
konnte festgestellt werden, dass der Beginn des Stomaschlusses direkt nach der Injektion
einsetzt und nach etwa 6 min abgeschlossen ist (graue Linie).

Der zeitliche Verlauf des Stomaschlusses unterscheidet sich zwischen der Injektion von

ABA und der von Chitosan. Wihrend der Schluss kurz nach der Zugabe von ABA einsetzt,
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Abbildung 3.3: Die Injektion von ABA fiihrt zum Stomaschluss. Durch eine Stomaéffnung wurde
eine Kontroll- oder eine ABA-Losung in den Apoplasten injiziert. Die Offnungsweite eines benach-
barten Stomas wurde dabei iiber sieben Minuten beobachtet. Die Offnungsweiten wurden normiert
und daraus Mittelwerte und Standardfehler berechnet. Im Experiment zeigte sich, dass die Injektion
des Phytohormons ABA (graue Linie) einen schnellen und vollstdndigen Stomaschluss auslost.
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3. Ergebnisse

zeigt sich bei der Injektion des pilzlichen Elicitors erst nach 4 min eine Abnahme der
Spaltoffnungsweite. Auch die Zeit, die verstreicht bis die Spaltoffnungen halb geschlossen
sind, unterscheidet sich in den beiden Experimenten. Fiir die Injektion von ABA betrigt

dieser Wert 3 min, wihrend er fiir Chitosan 10 min betrigt.

3.1.3 Effekt der Mehltaupilze auf das Membranpotential von Nebenzellen.
Die Stomakomplexe in Gerste bestehen, anders als in der Modellpflanze Arabidopsis
thaliana, nicht nur aus den SchlieBzellen, sondern besitzen auch zusdtzlich sogenannte
Nebenzellen. Bei einer Untersuchung der Interaktion zwischen Mehltau und den Spalt-
offnungen von Gerste sollte also auch dieser Zelltyp beriicksichtigt werden. In diesen Zellen
sind im Gegensatz zu den Schliezellen keine genauen Aufzeichnungen der Strome iiber die
Plasmamembran moglich, da der Widerstand iiber die Plasmamembran zu gering ist. Dies
wird dadurch verursacht, dass die Nebenzellen mit den sie umgebenden Epidermiszellen iiber
Plasmodesmata in Kontakt stehen und Ionen und Metabolite ausgetauscht werden konnen
(Mumm et al. 2011). Die Aufzeichnung des Membranpotentials der Nebenzellen ist hingegen
moglich. In Abbildung 3.4 ist das mittlere Membranpotential der Nebenzellen in Ab- und
Anwesenheit von Bgh auf den Gerstenblittern dargestellt. Die Nebenzellen der Gerste
besitzen im Licht ein Membranpotential von -83 mV (SE 3 mV, n=8), das auf einen Wechsel
von Licht in die Dunkelheit mit einer vorriibergehenden Hyperpolarisation der
Plasmamembran reagiert (schwarze Linie). Diese Phase folgt eine Depolarisation der
Plasmamembran, worauthin das Membranpotential auf einem Wert um -40 mV verbleibt.
Umgekehrt reagieren die Nebenzellen bei einem Wechsel vom Dunkeln ins Licht zunéchst
mit einer Depolarisation der Plasmamembran, die nach einer Hyperpolarisation wieder auf
das Ausgangspotential vor Beginn des Experimentes zuriickkehrt. Fiir die Untersuchung des
Einflusses von Bgh wurden die Gerstenblitter iiber Nacht mit Konidien inokuliert. Bei der
Messung des Membranpotentials von Nebenzelle, die sich in der Néhe einer Infektionsstelle
befanden, konnte dann eine Verschiebung um etwa -20 mV, hin zu negativeren Potentialen,
festgestellt werden (Abb. 3.4, graue Linie). So betrug das Membranpotential im Licht nun -
107 mV (SE 4 mV, n = 6). Der Verlauf der Anderungen im Membranpotential bei einem
Wechsel der Lichtquantitit war indes der gleiche wie bereits bei den Kontrollmessungen

beobachtet.
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Abbildung 3.4: Durch die Anwesenheit von Mehltausporen verindert sich das Membran-
potential der Nebenzellen. In Kontrollzellen (schwarze Linie) betrdgt das Membranpotential im Licht
-83 mV. Wird die Lichtquelle abgeschaltet (schwarzer Balken), so nimmt das Membranpotential
zunéchst negativere Werte an, bevor es auf einen Wert von -40 mV depolarisiert. Wird wieder Licht
auf die Nebenzellen gegeben, so wird nach einer vorriibbergehenden Depolarisierung des
Membranpotentials wieder ein Wert um -80 mV erreicht. In Nebenzellen, die in der Nachbarschaft
einer Infektionsstelle liegen (graue Linie), lag das Membranpotential im Licht bei -107 mV. Nach dem
Ubergang ins Dunkel findet hier eine vorriibergehende Hyperpolarisation des Membranpotentials statt.
Anschliefend verbleibt das Membranpotential im Dunkeln bei etwa -60 mV. Wird wieder Licht auf
die Blitter gegeben, so kehrt das Potential nach einer Phase der weiteren Depolarisation wieder auf
einen Wert um -100 mV zuriick.

3.1.4 Anderungen in den Kanalaktivitiiten der SchlieBzellen wihrend der Infektion
Fir das Offnen der Stomata miissen die SchlieBzellen ein hyperpolarisiertes
Membranpotential erreichen. Nach der Rezeption des Lichtes werden Protonenpumpen
aktiviert, welche H'-Ionen in den Apoplasten beférdern. Dies ermoglicht die Hyperpola-
risation der Plasmamembran und die Offnung der Stomata. Erst nach einer Hyperpolarisation
offnen die K*-Einwirtsgleichrichter und den einstromenden Ionen folgt Wasser, welches das
Volumen der SchlieBzellen vergroBert. Verdnderungen des Membranpotentials konnten in
SchlieBzellen von V. faba mittels des FEinstichs von Mikroelektroden gezeigt werden
(Roelfsema et al. 2001).

Um einzugrenzen, welche lonenkanile der SchlieBzellen an der Immunantwort beteiligt
sind, wurden Schlief3zellen, die sich in rdumlicher Nidhe zu einer Infektionsstelle befanden,
mittels der sogenannten DEVC-Methode untersucht (Kap. 2.4.1) und mit Zellen aus nicht

infizierten Kontrollpflanzen verglichen.
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Fiir diese Arbeit wurde die Lichtantwort der Gerstenschlie3zellen untersucht, um etwaige
Anderungen durch den Mebhltaupilz Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh) benennen zu
konnen. Dabei zeigte sich bei 23 von 39 SchlieBzellen aus Kontrollpflanzen eine
Hyperpolarisation der Plasmamembran nach dem Einstichvorgang im Licht (Abb. 3.5a
unteres Bild). Bei Dunkelheit vollzog sich nach etwa zwei Minuten ein rascher Ubergang von
einer hyperpolarisierten Membran von durchschnittlich -124 mV (SE 4 mV) hin zu einer
Depolarisation bei etwa -60 mV (SE 6 mV). Wird Licht erneut appliziert, so konnte der
Wechsel von De- zuriick zur Hyperpolarisation beobachtet werden. Bei 16 von 39 Zellen
konnte jedoch keine Hyperpolarisierung im Licht verzeichnet werden und das
Membranpotential blieb sowohl im Licht als auch im Dunkeln bei etwa -60 mV (Abb. 3.5.a
oberes Bild).

(a) Kontrolle (b) infiziert
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Abbildung 3.5: Membranpotentiale von GerstenschliefSzellen. (a) Die Schliezellen lassen sich
ihrer Antwort entsprechend in zwei Gruppen einteilen. Die untere Abbildung zeigt den typischen
Verlauf eines Membranpotentials in einer hyperpolarisierten Zelle. Hierbei erkennt man eine schnelle
Anderung des Potentials als Antwort auf die Anderung der Lichtintensitit. Zwei Minuten nach
Uberfiihrung ins Dunkel (dargestellt durch den schwarzen Balken) depolarisiert die Zelle und verbleibt
bei einen Membranpotential von ca. -60 mV. Wird wieder Licht zugegeben, so hyperpolarisiert die
Membran wieder mit zwei Minuten Verzogerung. Die zweite Population zeigte hingegen ein stabiles
Membranpotential (obere Abbildung), das unabhéngig von der Lichtquantitit bei ca. -60 mV lag und
durch den Wechsel zwischen Licht und Dunkel nicht veridndert wurde. (b) SchlieBzellen in infizierten
Gerstenblittern sind in der Lage die typische Lichtantwort zu zeigen (unteres Bild). Das Membran-
potential steigt 2 min nach der Abdunkelung des Blattes auf etwa -80 mV und féllt wieder auf ein
Potential von -123 mV sobald wieder Licht zugegeben wird. Dies geschieht jedoch nur bei 6 von 34
untersuchten Zellen. Der Grofteil der Zellen zeigt wihrend des gesamten Experimentes ein
depolarisiertes Membranpotential von -60 mV mit kurzen transienten Anderungen bei Anderung der
Lichtintensitit.
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In Schliefzellen aus infizierten Blittern zeigte sich, dass von 34 untersuchten Zellen
lediglich sechs die typische Lichtantwort mit De- und Hyperpolarisation zeigen (Abbildung
3.5b unteres Bild). Trat diese allerdings auf, so war der Ablauf gegeniiber dem in nicht
infizierten Blattern derselbe (vergl. Abb. 3.5a). Der Grofiteil der Zellen zeigt hingegen eine
standige Depolarisation der Plasmamembran bei etwa -60 mV (Abb. 3.5b oberes Bild).

Bei der Aufzeichnung der zeitabhéngigen Strome von Zellen, deren Membranpotential bei
-100 mV gehalten wurde, kénnen die einwirts- und auswirtsgleichrichtenden K*-Kanile in
Kontrollzellen deutlich identifiziert werden. Im Licht (O) und im Dunkeln (®) aktivieren die
Einwirtsgleichrichter wihrend der Spannungsspriinge negativ von -120 mV, wihrend die
Auswirtsgleichrichter bei Potentialen positiv von -80 mV aktivieren (vergl. Abb. 3.6a).
Zwischen -120 mV und -80 mV konnen keine zeitabhingigen Anderungen der K*-
Kanalaktivititen festgestellt werden. In Abbildung 3.7a sind die Gleichgewichtsstrome
abgebildet, die direkt vor dem Sprung von den Testspannungen zuriick auf die Haltespannung
von -100 mV gemessen wurden. Dort erkennt man die Aktivierung der K*-Gleichrichter, die
bei Hyper- (fiir den Einwirtsgleichrichter) bzw. bei Depolarisation (Auswirtsgleichrichter)
erfolgt. Bei Membranspannungen zwischen -120 mV und -80 mV kann man nur geringe
Anderungen in den Gleichgewichtsstromen ausmachen. Andert man die Einteilung der Y-
Achse fiir diesen Bereich und vergleicht die Werte im Licht (O) und in der Dunkelheit (®), so
erkennt man eine Verschiebung der Gleichgewichtsstrome im Dunkeln um ca. 33 pA hin zu
negativeren Werten. Das Gleichgewichtspotential der SchlieBzellen verschiebt sich dadurch

im Dunkeln von -110 mV hin zu -60 mV.

(a) (b)

%o.o /-d?— %o.o /
A 101 \

Abbildung 3.6: Zeitabhéngige Strome in den SchlieBzellen der Gerste. (a) Im Licht (o) zeigen sich
groBe einwirtsgerichtete Strome. Bei stark depolarisierten Testspannungen kann man eine verringerte
Aktivitit des K'-Auswirtsgleichrichters erkennen. (b) In der Dunkelheit (®) ist die Aktivitit des K*-
Auswiirtsgleichrichters im Vergleich zu der im Licht gesteigert, wihrend die Aktivitit des K*-Ein-
wirtsgleichrichters unverindert bleibt. Zudem kann man erkennen, dass die einwirtsgerichteten
Strome eine hohe instantane Komponente aufweisen.
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Bei Zellen, die in der rdumlichen Nihe zu Infektionsstellen lagen, erscheint die Aktivitét der
K'-Ein- und -Auswiirtsgleichrichter sowohl im Licht (A) als auch im Dunkeln (A)
gegeniiber der Kontrolle vermindert (Abb. 3.7b). Zudem ist in dem Plateau zwischen -120
und -60 mV, das durch die Spannungsabhingigkeit der Kaliumkanile verursacht wird, ist
keine signifikante Verschiebung der Strome im Dunkeln mehr erkennbar (Abb. 3.7b
Vergroferung).

Durch die Anwesenheit des Mehltaupilzes verschiebt sich das Gleichgewichtspotential im
Licht zu -58 mV. Zum besseren Vergleich wurden diese Gleichgewichtsstrome im Licht in
einem Strom-Spannungs-Diagramm aufgetragen (Abb. 3.8). In dieser Abbildung ist im
Plateaubereich zwischen -120 mV und -80 mV eine Verschiebung von etwa -25 pA in

infizierten Blittern zu erkennen.
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Abbildung 3.7: Lichtabhiingige Anderungen der Strome in GerstenschlieBzellen. Fiir die
Messung der Strome wurde das Membranpotential der Zellen bei -100 mV geklemmt und
anschlieBend das wunter 2.4.1.3 beschriebene Pulsprotokoll appliziert. (a) Die gezeigten
Gleichgewichtsstrome in Kontrollzellen weisen negativ von -120 mV und positiv von -80 mV
prominente Strome auf. Dazwischen dndern sich die Werte der Strome hingegen kaum. VergroBert
man den Bereich der Strom-Spannungskurve zwischen -120 mV und -80 mV, so erkennt man, dass in
der Phase der Dunkelheit (®) die Strome bei -100 mV um etwa -33 pA im Vergleich zum Licht (O)
verschoben sind. Das Gleichgewichtspotential verschiebt sich hierdurch in der Dunkelheit von -110
mV im Licht hin zu -60 mV in der Dunkelhiet. (b) Triagt man die Gleichgewichtsstrome aus Zellen
auf, die sich in der Nihe einer Infektionsstelle befanden, erkennt man im Vergleich zur Kontrolle
negativ von -120 mV und positiv von -80 mV kleinere Strome im Licht (A) und im Dunkeln (A).
VergroBert man den Plateaubereich zwischen -120 und -60 mV, so erkennt man keine signifikanten
Unterschiede zwischen Licht und Dunkel. Fiir die Strom-Spannungskurven wurden die Mittelwerte
mit Standardfehlern (SE) aus den gemessenen Zellen aufgetragen (n = 11-15).
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Abbildung 3.8: Vergleich der
Gleichgewichtsstrome von Zellen aus
T 40 infizierten und Kontrollblittern. Die
Mittelwerte der Gleichgewichtsstrome der
Zellen aus den Experimenten mit nicht-

T 20 infizierten (O) und infizierten (A)

— Blittern wurden zusammen in einem

<é Strom-Spannungsdiagramm aufgetragen.

' ~ Das Gleichgewichtspotential der
— SchlieBzellen in nicht-infizierten Bléittern

1 o liegt bei -110 mV im Licht, das der Zellen

in infizierten Blittern bei -58 mV. Die
Strome, die im Bereich zwischen -120 und
1 40 -60 mV gemessen wurden, sind in
infizierten Blittern hin zu negativeren

—O— nicht-infizierte Blitter Werten hin verschoben. Die angegebenen
—/— infizierte Blitter 1 _go Fehlerbalken sind Standardfehler (n = 11-
15).

3.1.5 Verinderungen in der Anionenkanalaktivitit wihrend der Infektion

Um zu untersuchen, ob Anionenkanile fiir die verminderte Fihigkeit zur Hyperpolarisation
verantwortlich sind, wurden im Folgenden Experimente mit Elektroden durchgefiihrt, die mit
300 mM CsCl gefiillt waren. Wird das Plasmamenbranpotential der SchlieBzelle bei -100 mV
gehalten, so kann man wie bei denen mit 300 mM KCl-gefiillten Elektroden die Aktivitdt von
K"-Ein- und -Auswirtsgleichrichtern erkennen (Abb. 3.9a). Die Aktivitit der Auswiirts-
gleichrichter ist allerdings durch die Anwesenheit von Césium stark gehemmt. Dadurch kann
nun die Aktivitit der Anionenkanéle in einem Bereich von -120 bis 0 mV sichtbar gemacht
werden (Marten et al. 2007a).

Die Stromspuren der Anionenkanile zeichnen sich durch eine hohe instantane Komponente
aus (Marten et al. 2007a), die direkt nach dem Sprung von -100 mV hin zu verschiedenen
Testspannungen zwischen -160 und O mV iiber einen Zeitraum von 40 ms abgelesen wurden.
Trigt man die Mittelwerte dieser instantanen Strome in einem Strom-Spannungs-Diagramm
auf (Abb. 3.9b), so erkennt man in den Zellen aus infizierten Bléttern signifikant negativere
Strome in einem Bereich zwischen -120 und -40 mV. Dies deutet auf eine erhohte Aktivitit
der Anionenkandle hin. Legt man eine Gerade durch diesen Bereich der beiden
Teilexperimenten, so ist keine Verschiebung im Umkehrpotential zu erkennen (Abb. 3.9b
VergroBerung), was etwa als Antwort auf die Zugabe von ABA bekannt ist (Roelfsema et al.
2004). Betrachtet man die gemessenen Stromspuren bei -60 mV und -40 mV genauer, so
erkennt man, dass die Aktivitit der Anionenkanéle nach dem Potentialsprung ausgehend von
-100 mV langsam zunimmt (Abb. 3.9c), was typisch ist fiir die sogenannten S-Typ

Anionenkanile.
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Abbildung 3.9: Aktivitit der Anionenkanile in infizierten und nicht infizierten Bléttern. (a)
Werden die Durchschnittswerte der zeitabhingigen Strome aus diesem Experiment aufgetragen, so
erkennt man zunichst keinen grolen Unterschied. Betrachtet man hingegen die Stromspuren, die nicht
der Aktivitit der K™-Kanile zuzuordnen sind, so sieht man, dass die Spuren in infizierten Blittern
(rechtes Bild) denen dhneln, die durch die sogenannten S-Typ Anionenkanile erzeugt werden. (b)
Triagt man die Mittelwerte der instantanen Strome aus infizierten (A) und nicht-infizierten Bléttern
(O) in einem Strom-Spannungs-Diagramm auf, so erkennt man im Bereich zwischen -100 und 0 mV
negativere Strome in Zellen aus infizierten Bléttern. (c) Vergleicht man einzelne Stromspuren
zwischen den infizierten und nicht infizierten Blattern, so fillt auf, dass die Aktivitidt der
Anionenkanile in den infizierten Bléttern erhoht ist. Alle dargestellten Fehlerbalken entsprechen den
Standardfehlern.

3.1.6 Die Blaulichtantwort der SchlieBzellen in An- und Abwesenheit des Mehltaupilzes

Es ist aus Vicia faba bekannt, dass die Aktivitit der Anionenkanile durch die Gabe von
blauem Licht gehemmt werden kann (Marten et al. 2007a). Um zu untersuchen, ob dieser
Mechanismus in infizierten Bldttern noch funktioniert, wurden entsprechende Versuche
durchgefiihrt. Da hier nur die Anionenkanile untersucht werden sollten, wurden das
Membranpotential der SchlieBzellen bei 0 mV geklemmt und anschlieBend Spannungs-

spriinge zu Potentialen zwischen -20 und -120 mV vorgenommen (vergl. Kap. 2.4.1).

53



3. Ergebnisse

Betrachtet man zunidchst nur die zeitabhingigen Strome von Schliefzellen aus nicht-
infizierten Bldttern (Abb. 3.10a), so erkennt man im Rotlicht (610 nm) bei einer Testspannung
von -120 mV, das langsame SchlieBen der Kanile (®).

Wurde nun zusitzlich zum Rotlicht noch Blaulicht zugegeben, so verringerten sich die
instantanen Strome deutlich (O). Diese Reduzierung der Kanalaktivitit wurde auch in den
SchlieBzellen aus infizierten Zellen sichtbar (Abb. 3.10b). Wurden die instantanen Stréme in
einem Strom-Spannungs-Diagramm aufgetragen, so wurde zudem deutlich, dass die Aktivitit
der Anionenkanile in infizierten Blittern erhoht war. Die Zugabe von Blaulicht setzte die
Aktivitdt aber in gleichem MaBe zuriick wie in den nicht infizierten Blittern (Abb. 3.10c,

Spuren O und A).
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Abbildung 3.10: Die Anionenkaniile werden auch in infizierten Bléittern durch Blaulicht ge-
hemmt. (a) Anhand der zeitabhingigen Strome bei einer Testspannung von -120 mV kann man in
nicht infizierten Blittern deutlich die Inhibierung der Anionenkanile durch Blaulicht (offene
Symbole) erkennen. Nach dem Sprung hin zur Testspannung erkennt man im Rotlicht (gefiillte
Symbole) groB3e negative Strome, die anschlieBend deaktivieren. (b) Bei Zugabe von Blaulicht fallen
die instantanen Strome kleiner aus und es tritt eine schnellere Deaktivierung ein. (c) Strom-
Spannungs-Diagramm der Mittelwerte der instantanen Strome aller Testspannungen mit SE. Die
Strome der Zellen aus nicht infizierten (O) und infizierten (A) Blittern in Rotlicht und mit
zusitzlichem Blaulicht (e und A), sind zusammen aufgetragen. Im Rotlicht zeigen die Anionenkanile
der Zellen aus infizierten Bléttern (A ) eine leicht erhohte Aktivitdt. Durch Zugabe von Blaulicht wird
die Anionenkanalaktivitdt im gleichen MaBe in infizierten und Kontrollblédttern gehemmt.
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3.1.7 Die Anderungen der Kanalaktivitiiten nach Stimulation mit einem Elicitor

Im weiteren Verlauf dieses Projektes wurden mittels Einstich mit Doppelelektroden die
Stromantworten der SchlieBzellen auf den Elicitor Chitosan aufgezeichnet. Dazu wurde eine
Applikationspipette durch ein Stoma an den Apoplasten gefithrt und eine benachbarte
SchlieBzelle mit einer Doppelelektrode eingestochen (siehe auch Abb. 2.4). Auf Grund der
Ergebnisse der ersten Injektionsexperimente (s Abb. 3.2) wurden nun keine Messungen nach
15 h vorgenommen, um einen Einfluss der Applikation auf die Messung zu vermeiden.
Ebenso wie bei den einfithrenden Experimenten wurde hier nach der Platzierung der Pipette
zunéchst etwa 10 min gewartet, bevor mit der Messung begonnen wurde (vergl. Kap. 3.1.2).
So konnten die gemessene Stromantwort auf den Einfluss des Elicitors zuriickgefiihrt werden.
Das Plasmamembranpotential SchlieBzellen wurden nach dem Einstechen bei -100 mV
geklemmt. Jeweils vor und nach der Injektion wurde die Aufzeichnung unterbrochen, um die
Aktivierung der spannungsabhingigen Plasmamembrankanile aufzuzeichnen.

Zu Beginn des Experimentes dndert sich der Strom iiber die Plasmamembran bei -100 mV
nicht. Direkt nach der Injektion konnte sowohl bei der Injektion der Kontrolle, als auch der
des Elicitors eine leichte Verschiebung hin zu positiveren Werten beobachtet werden (Abb.
3.11a). Durch die Injektion einer Kontrolllosung werden allerdings keine Anderungen in der
Physiologie der Kandle der Plasmamembran verursacht, so dass alle beobachteten
Anderungen auf den injizierten Elicitor zuriickgefiihrt werden konnen.

Bei einer Injektion mit Chitosan setzt nach der anfidnglichen positiven Verschiebung um
etwa 15 pA ein negativer Strom ein, der im Mittel nach 7 Y2 Minuten seine groffte Amplitude
bei -163 pA erreicht (n=8). Dieser Vorgang wiederholt sich bei einmaliger Applikation von
Chitosan drei- bis viermal pro Zelle, wobei die Werte der maximalen Amplitude allerdings
immer hinter dem des ersten zuriickbleiben (Abb. 3.11a).

Vergleicht man die zeitabhéngigen Stréme (Abb. 3.11b) bei verschiedenen Spannungen vor
(<>, oberes Bild) und nach (A, unteres Bild) der Injektion, so erkennt man, dass Chitosan in
den Zellen die Aktivitit der ein- und auswirtsgleichrichtenden K*-Kanile beeinflusst. Da
diese Kanile bei -100 mV jedoch nicht aktiv sind, kénnen die transienten negativen Strome
nicht durch die Aktivierung dieser Kanile erzeugt werden. Im Durschnitt konnte keine
Anderung der K*-Kanalaktivitit aufgezeichnet werden (Abb. 3.11b). Die S-Typ Anionen-
kanidle weisen hingegen nach der Injektion mit Chitosan im Durchschnitt eine hohere
Aktivitédt auf (Abb.3.11b und c). Diese erhohte Aktivitdt konnte mit Spannungsspriingen von -
100 mV auf -60 mV sichtbar gemacht werden (Abb. 3.11c, n = 8). Bei dieser Testspannung
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offnen die S-Typ Anionenkanile langsam, was in einer Zunahme des Einwiértsstromes
resultiert.

Die Mittelwerte der Gleichgewichtsstrome vor und nach der Injektion wurden in einem
Strom-Spannungs-Diagramm aufgetragen (Abb. 3.12). Dazu wurden die Strome direkt vor
dem Sprung der Testspannungen (-180 bis 0 mV) zuriick zum Haltepotential von -100 mV
iiber einen Zeitraum von 40 ms gemittelt. Die Gleichgewichtsstrome vor und nach der
Injektion zeigen in den Bereichen von -180 bis -120 mV und von -80 bis 0 mV keine signifi-
kanten Unterschiede. Die Aktivitidt der Kaliumein- und -auswirtsgleichrichter wird durch die
Injektion von Chitosan also nicht beeintridchtigt. Bei Testpotentialen zwischen -120 mV und -
80 mV, mV aktvieren keine Spannungsanhingige K'-Kanile und fiir diese Messpunkte
konnten signifikante Anderungen im Strom iiber die Plasmamembran aufgezeichnet werden.
Chitosan bewirkt, dass die Strome zwischen -120 mV und -60 mV wieder negativere Werte
annehmen. Hierdurch verschiebt sich auch das Gleichgewichtspotential von etwa -100 mV

hin zu -50 mV nach der Stimulation mit Chitosan.
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Abbildung 3.11: Effekt von Chitosan auf die Membran- und zeitabhéngigen Strome in Gersten-
schlieBzellen. (a) Nach der Injektion mit Chitosan ergibt sich wie bei der Kontrolle eine Verschiebung
hin zu positiveren Stromen. Nach durchschnittlich 7 ¥2 min wird hingegen ein Tiefpunkt von -163 pA
erreicht. Diese transienten negativen Strome wiederholen sich drei- bis viermal. (b) In den
zeitabhiingigen Stromen kann vor (<) und nach (A) der Injektion keine Anderung in der Aktivitit der
Kaliumkanile erkannt werden. Die Anionenkanéle weisen hingegen nach der Injektion eine grofere
Aktivitdt auf. (c) Hier werden die Stromspuren der Kontrolle und der Injektion von Chitosan gezeigt,
welche durch eine Anderung der Membranspannung von -100 mV auf -60 mV verursacht werden, um
die Anderungen in den Anionenkanilen zu verdeutlichen. Bereits bei der Haltespannung konnen
Unterschiede in den Stromen festgestellt werden, was auf die Auswahl der Messzeitpunkte zuriick-
zufiihren ist. Nach dem Spannungssprung auf -60 mV erkennt man nach der Injektion von Chitosan
eine grofere Differenz in den Stromen als davor (gekennzeichnet durch die gestrichelte Linie).
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Abbildung 3.12: Strom-Spannungs-
kurve der durchschnittlichen Gleich-
gewichtsstrome in den Injektionsex-
perimenten mit Chitosan. Chitosan hat
keinen Einfluss auf die Stromwerte in
den Bereichen zwischen -180 und -140
mV, sowie zwischen -40 und 0 mV. Die
Injektion des Elicitors (A) 16st jedoch
eine Anderung in den Stromen iiber die
Plasmamembran zwischen -120 bis -60
mV aus. Das Gleichgewichtspotential
der Zellen verschiebt sich von -90 mV
vor der Injektion (<) auf etwa -50 mV
danach.

3.2 Untersuchungen zur Genfamilie der S-Typ Anionenkaniile in Gerste

Die vorhergehenden Experimente machten deutlich, dass bei der Reaktion der Schliezellen
auf Pathogene und ihre Elicitoren, die S-Typ Anionenkanile eine wichtige Rolle einnehmen.
Zur genaueren Charakterisierung des S-Typ Anionenkanals aus SchlieBzellen der Gerste
sollte dieser kloniert und in Oozyten mittels der DEVC-Methode untersucht werden (vergl.
Kap. 2.4.2).

3.2.1 Identifizierung von Homologen des Anionenkanals AfSLLAC1 in Gerste
Da das Genom von Gerste bislang auf Grund hoher repetitiver Sequenzanteile nicht
vollstandig bekannt ist, konnte nicht auf eine annotierte Datenbank mit Gen- und
Proteinsequenzen zuriickgegriffen werden. Erst vor kurzem wurde in Japan durch das
,National Institute of Agrobiological Sciences® (NIAS) eine Datenbank mit cDNA-
Sequenzen freigegeben, welche die Identifizierung von Genen erleichtert (Matsumoto et al.
2011). Dennoch bleibt die Klonierung eines Genes aus Gerste schwierig, da immer noch
wenig iiber die nicht-codierenden Bereiche des Genoms bekannt ist (Dr. Schweizer, IPK
Gatersleben, pers. Mitteilung).

Um die homologen Gene zum A. thaliana-Kanal SLAC1 zu identifizieren, konnte durch
Vermittlung des IPK Gatersleben bereits vor der Veroffentlichung auf die oben genannte

Datenbank zugegriffen werden. Zunéchst wurden dazu die homologen Gene aus Arabidopsis
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thaliana gegen das annotierte Genom der ,,Lilafarbigen Falschen Trespe* (Brachypodium
distachyon (L.) Beauv) verglichen, um dadurch einen ersten Eindruck der untersuchten
Genfamilie und ihre Organisation in Grédsern zu erhalten. In A. thaliana besteht die Familie
aus fiinf Genen Slacl und Slahl bis Slah4.Das Gen Slacl wird vorwiegend in Schliezellen
exprimiert, nicht aber in anderen Geweben von A. thaliana (Geiger et al. 2009, Geiger et al.
2011, Negi et al. 2008, Vahisalu et al. 2008). Slah3 findet sich ebenfalls in Schliezellen,
allerdings nicht in so hohem MaBe wie Slacl (Geiger et al. 2011). Das Gen Slah3 wird
hingegen auch stark in Mesophyllzellen exprimiert. Slah2 kann in geringen Mengen in
Mesophyllzellen gefunden werden. Ob es allerdings auch in anderen Geweben exprimiert
wird, wurde bisher nicht untersucht (Geiger et al. 2011). Die beiden Homologen Slahl und
Slah4 sind wahrscheinlich die dltesten Mitglieder der Familie (vergleiche Abb. 1.6) und
konnten weder in SchlieB- noch in Mesophyllzellen nachgewiesen werden (Geiger et al.
2011).

In B. distachyon konnten vier Homologe zu der SLACI1-Familie gefunden werden. Anhand
der BLAST-Analyse (s. Tab. 3.1) und einer phylogenetischen Analyse wurde allerdings eine
andere Organisation der Genfamilie erarbeitet. Wie in Tab. 3.1 zu sehen, weist das Gen
Bradi5g18980 die hochste Homologie zu Atslacl auf. Die drei weiteren Gene lassen sich
ebenfalls den einzelnen Slah-Genen aus A. thaliana zuweisen. Zwei Gene zeigen hohe
Homologien zu Slah3 oder Slah2, das Dritte zu Slahl und Slah4, allerdings nicht in dem
Male wie die anderen Homologe. Das homologe Gen Bradi2g31960 konnte im Herbst 2011
nicht mehr in den Datenbanken des Projektes gefunden werden. Vermutlich wurde es durch
Qualitdtskontrollen entfernt und daher in Tab. 3.1 grau hinterlegt. Die Analysen dieser Arbeit

wurden allerdings mit allen vier Homologen aus Brachypodium distachion durchgefiihrt.

Tabelle 3.1: Homologie zwischen den Genen der SLAC1-Familie aus Brachypodium distachyon
zu den Mitgliedern aus A. thaliana. Es wurden die translatierten Gensequenzen aus B. distachion mit
den Proteinen aus A. thaliana verglichen. Die jeweils hochste Homologie wurde fiir jedes Gen farblich
unterlegt.

e-values (blastx, NCBI)

AtSlacl AtSlah3 AtSlah2 | AtSlahl | AtSlah4
Bradi5g18980 | 4,00E-128 | 4,00E-77 | 2,00E-78 | 6,00E-33 | 2,00E-28
Bradi2g43950 | 1,00E-125 | 2,00E-154 | 1,00E-154 | 3,00E-62 | 5,00E-59
Bradi2g31960 | 1,00E-119 | 1,00E-157 | 6,00E-144 | 3,00E-54 | 3,00E-51
Bradi2g08670 | 3,00E-43 | 3,00E-43 | 1,00E-42 [3,00E-69 | 1,00E-66
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Die Sequenzen der Genfamilie aus A. thaliana wurden Dr. Matsumoto in Japan zugesandt,
der die BLAST-Suche in der cDNA-Datenbank aus Gerste durchfiihrte. Die Ergebnisse der
Suche wurden zur Verfiigung gestellt und aus den Alignments und Ahnlichkeitswerten
wurden daraufhin Klone ermittelt, die als putative Homologe zu Afslacl angesehen werden

(Tab. 3.2).

Tabelle 3.2: Ergebnisse der blast-Suche in der NCBI-Datenbank. Es wurden translatierte
Nucleotidsequenzen aus Gerste gegen die Proteindatenbank aus Arabidopsis thaliana verglichen. Die
jeweils hochsten Homologien wurden farbig unterlegt.

e-values (blastx, NCBI)

AtSlacl AtSlah3 | AtSlah2 | AtSlahl | AtSlah4
Hv1008DO1 | 5,00E-168 [ 4,00E-104 | 9,00E-104 [ 9,00E-56 | 2,00E-51
Hv2067E12 | 1,00E-116 | 3,00E-156 | 2,00E-141 | 1,00E-54 | 6,00E-53
Hv1132L02 | 2,00E-120 [ 2,00E-154 | 1,00E-149 | 6,00E-59 | 1,00E-51
Hv3105L09 | 6,00E-113 | 3,00E-150 | 2,00E-134 | 3,00E-55 [ 4,00E-54

Der Klon mit der Bezeichnung Hv1008DO01, im weiteren Verlauf Hv/008 genannt, zeigte in
Sequenzvergleichen mit den Genen aus A. thaliana und B. distachyon die hochste Homologie
zu slacl. Auch in Gerste finden sich drei weitere Homologe. Im Gegensatz zu den Genen aus
Brachypodium distachyon sind diese allerdings alle homolog zu slah3. Die Sequenzen der
cDNAs aus Gerste finden sich im Anhang dieser Arbeit.

Fiir die Genfamilie aus Gerste wurde mit der Software ,,Jalview* Alignments erstellt, um die
Verwandtschaft der einzelnen Gene untereinander zu bestimmen. Dazu wurden die sehr
variablen N-Termini der einzelnen Gene entfernt, so dass die Berechnung nur auf den hoch
konservierten Regionen der Transmembrandoménen und dem kurzen C-Termini basiert. Hier
zeigt sich ebenfalls, dass es in Gerste keine Homologen zu den Genen Slahl und Slah4 aus A.
thaliana gibt (Abb. 3.13).

Obwohl in 5°-Bereich der cDNA vier verschiedene ATGs gefunden wurden, lieferte nur das
letzte ein Protein, das zu AtSLAC1 homolog war. Bei diesem Protein fehlten allerdings die
ersten 69 Aminoséduren. In dem Protein aus B. distachyon fehlt dieser Bereich des N-Terminus
hingegen nicht (Abb. 3.14). Bei dem Vergleich der Aminosiduresequenzen féllt auf, dass der
Mittelteil der Proteine groBe Homologien aufweist. Zwischen A. thaliana und H. vulgare
betrigt diese Homologie 73%. Der N-Terminus fillt hingegen in allen drei Proteinen variabler
aus, mit einer Homologie von etwa 54%. Im C-Terminus ist ein Unterschied zwischen den

beiden Griésern und A. thaliana zu erkennen. Hier betrigt die Homologie lediglich 42%.
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Abbildung 3.13: Phylogenetische Analyse der SLAC-Genfamilie in Gerste. Mittels des
,\Neighbour-Joining“-Algorithmus wurden die einzelnen Gene miteinander verglichen. Dabei wurden
die variablen N-Termini nicht beriicksichtigt. In der Genfamilie finden sich keine Slahl- und Slah4-
Homologen. Drei Gene bilden den Zweig der Slah2/3-Homologe. Als Outgroup diente eines der
Actin-Gene aus Gerste.

Bd5g18980 1 VL[IdAV[eGG NI W PIALPRSGKS LG VL NRNBIRSNH S GF:\ G G| IJRR[EG[EDFSMFRTKS
NIAS_Hv1008 PR {GM D R[¢] BIG[eeRIFePAAL PR SGKS LG VL NEEERIH S G[¢ PD INRREIGRID FSMFRTKS
AtSLAC1 1 ET[gF SVLNRKIE SEIERIDD KK SRR YR F[QGFE- - - - - — - SG[EI IN[€G DG RK TPRRIERIIR Y 4]
Bd5g18980 [(FENTLIYKOQNSMLP SRIREE LDs GR GGQSAGRPPIEDPE-BBINEAS-D.Wed B 409.9.9 ) Je -3 rp g rd
NIAS_Hv1008 55 TLKQNSMLPSRIEEELD DH (OR3P NeBIPADWYDPLNKSVPAGRYFAALRGPELDE
AtSLAC1 54 pPASIEIKELINEITISRYRDIEN SHQRTED[YE — - - — — — D ERANIBNVEIAGRYFAALRGPELDE
Bd5g18980 )W BB VRDYEDILLPKDEVWPFLLRFPIGCFGVCLGLGSQAILWGALAASPAMBIFLRVTPMINLA
NIAS_Hv1008 114 VRDYEDILLPKDEVWPFLLRFPIGCFGVCLGLGSQAILWGALAASPAMFLRVTPMINA
AtSLAC1 PRI VIMDIMED IL LP KIJE[MWP FLLRFPIGCFGMMCLGLEIS QAL WIAAL A4S P ASNF Li:@T PRI N L)
Bd5g18980 181 INAVLENAT SVTYALKCVFYFEAIRREFFHPVRVNFFFTPSIAAMFLAIGLPRAMAP
NIAS_Hv1008 174 ISAVLVATSVTYALKCVFYFEAIRREFFHPVRVNFFFTPSIAAMFLAIGLPRAFAP
AtSLAC1 168 FSLVNERYUSVEIFIR4T NI TR SR PNV KIS ViG-S QA BB AA YW VV CLEPP. Ry S VP My S|y
Bd5g18980 PR A Re): N {HP AVWCAEJVAPLFALELKIYGQWL SGGKRR LC K[cp:3e]e]

NIAS_Hv1008 VRSN REERI]L. HP AVWNCAFVAPLFALELKIYGOQWLSGGKRRLCKVANPSSHLSVVGNFVGA ILALN
AtSLAC1 VAR R ED 4L HP AW C\YF |U{IPMFIPLE LK IYGOWLSGGKRRLCKVANPSSHLSVVGNFVGAILAH
Bd5g18980 285 ----- [eBNG KF LWAIGVAHYIVVFVTLYQRLPTNEALPMELHPVYSMFIATPSAASLAWAA
NIAS_Hv1008 291 R)\AQIE GKFLWAIGVEHYIVVFVTLYQRLPNEALPMELHPVYSMFIATPSAAELAWAA
AtSLAC1 PRIV GWPIEWINKEF LWAMGINAHYMMVVFVTLYOQRLPTHEALPIJELHP VY SMFIAENP S AA ShRA WHEY
Bd5g18980 KNI YGSFDAVARTFFFMALFLYMSLVVRINFFRGFRFSIAWWSYTFPMTTASLATVKYAEAV
NIAS_Hv1008 KR BENTYGSFDAVARTFFFMALFLYMSLVVRINFFRGFRFSIAWWSYTFPMTTASLATVKYAEAV
AtSLAC1 KRN T Y G[o]F D [eJolR T[dF FpdA LF LYMMS LVINR INFFINGF)4F SNYAWWSYTFPMTTAS\YA TRdKYAE AV
Bd5g18980 400 JASRALALSLSLMSTTMVSLLLVSTLLHAFVWRSLFPNDLAIAITKDROQNG[ERFARPHGK
NIAS_Hv1008 411 SRALALSLSLMSTTMVSLLLVSTLLHAFWRSLFPNDLAIAITKDRQ YeIR PHGK
AtSLAC1 407 [R44SRALALML SjaudsS TINMV[AAYULIZVS TLLHAF VW[eRALF PNDLA T AT T K Gttt YKL TR
Bd5g18980 XA MNGRKAGKRVYDIKRWAKQAPLSMVSSITKTNSADKEEEEKTD

NIAS_Hv1008 471 GRKAGKRVmDIKRWAKQPLSVSSITKTNSADKEEEEKTD

AtSLAC1 460 EKSP FEIAMLESQTHEPNLAKK IJAEKDFEAEEESHH- - - -

Abbildung 3.14: Alignment der SLACI1-Proteinsequenzen aus A. thaliana, Gerste und B.
distachyon. Es besteht eine hohere Identitit zwischen dem Gersten-Homolog und dem Protein aus B.
distachyon als zu dem Protein AfSLACI. Da der N-Terminus der Proteine kaum Homologien zeigt,
enthilt das Alignment nicht den Beginn der drei Proteine.
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In den Datenbanken des Leibniz-Institutes fiir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung
wurde nach Identifizierung der cDNA daher durch Dr. Schweizer nach einem BAC-Klon
gesucht, der die genomische Sequenz zu dem Gen HvI008 enthielt. Diese Sequenz wurde
ebenfalls fiir die Analysen zur Verfiigung gestellt.

Anhand der genomischen Sequenz konnte die Intron-Exon-Struktur des Gens bestimmt
werden. So enthilt es, ebenso wie das entsprechende Gen Bd5g18980 aus B. distachyon, zwei
kurze Introns (s. Abb. 3.15, farbige Buchstaben) von 108 bzw. 69 Basenpaaren. Es wurden
zwei Basenaustausche in der cDNA gefunden (Abb. 3.15, griine Kisten). Diese haben
allerdings nur eine geringe Auswirkung auf die Aminosduresequenz des codierten Proteins.
Im ersten Fall wurde im N-Terminus das Glycin an Stelle 112 zu einem Serin (BAC-Klon zu
cDNA). Im zweiten Fall wurde das Threonin an Position 390 zu einem Isoleucin. Diese
zweite Mutation liegt am Ende einer Membranhelix. Aufgrund der Struktur der beiden
Aminosduren kann aber davon ausgegangen werden, dass keine Anderung in der Protein-
struktur vorliegen. Des Weiteren konnte eine Insertion (Abb. 3.15, roter Kasten) in der
Sequenz des cDNA-Klons aus Japan identifiziert werden, die davon ausgehen lésst, dass ein
N-Terminal verkiirztes Protein gebildet wird.

Ohne diese Insertion wiirde ein Protein entstehen, das einen lingeren N-Terminus besitzt.
Da der N-Terminus Phosphorylierungsstellen und weitere Aminosduren enthilt, die fiir die
Regulation des Kanals wichtig sind, ist er besonders wichtig fiir die Regulation des Kanals

(Geiger et al., 2009, 2010 und 2011).

Fiir die geplante Erzeugung von Kanalmutanten wurde die Aminosiuresequenz von Hv1008
auf die Anwesenheit der Phosphorylierungsstellen und andere konserviere Aminoséduren hin
tiberpriift. Fiinf der bislang bekannten Phosphorylierungsstellen in AtfSLLAC1 finden sich auch
in Hv1008 (Abb. 3.16, farbige Kisten).

Im N-Terminus finden sich vier Serin-Reste, welche in AtSLACI1 regulierend wirken.
Zudem wurde im C-Terminus ein Threonin gefunden, das eine Phosphorylierung im
Arabidopsis-Kanal vermittelt. In AfSLAC1 findet man an Position 450 in der neunten
Transmembranhelix ein Phenylalanin, das in die Pore hineinragt und diese geschlossen hilt,
bis der Kanal aktiviert wird. Diese Aminosiure findet man ebenfalls in Hv1008, hier an der
Position 462 (Abb. 3.16, roter Kasten).

Die Bestimmung der Transmembrandomidnen wurde mit dem Algorithmus TMpred
vorgenommen. Dabei werden Bereiche mit gehéuft auftretenden hydrophoben Aminoséduren

getestet, ob sie eine a-Helix ausbilden. Es konnten so zehn Dominen gefunden werden, die
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sich mit den bekannten Dominen aus AtSLACI1 decken. In Abbildung 3.16 sind die Regionen

durch fett gedruckte Buchstaben gekennzeichnet.
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ATGGCGEEAGCGGAGCCATCGTCETCATCGGCGEECAATEECCAGCAC GCGECEET GGACATCCGCGT GELGEECGGCEGEEGECECCCE
ATGGCGEGAGCEEGAGCCATCGTCETCATCGGCGEECAATGECCAGCACGCGECEET GGACATCCELGTEECEECGELEGCGECGECCCE

AGGAGCCGAGGCAGACGTCCATGAGCGGGCCGCTCARCCTCCGGAGCGACCGGAGGCCGC LG GCAGAGGGCCTTCAGCCGEC
AGGAGCCGAGGCAGACGETCCAT GAGC GEGCCECTCARCC T CCGEAGCEACCGEAGECCGC CGET GCAGASGGCC TTCAGCCGEC

AGGTGETCCCTGGECAGCGGCET GACGGTGATGGECATGEGACAGAGGCGGGAGGAGC GGCGGECGECAGECCCEGEGCAGCGCGCGC TCCC
AGGTGTCCCTGGECAGCGGCET GACGETGATGGECATGEACAGAGGCEEGAGGAGC GEGCGECGECAGECCCEGECAGCGCGCGC TCCC

GCGCAGCGGCAAGAGCCTCGGEGETGCTCAARCCACAGCGGCEGGCCTCGGECCCEGACGELGGLGCECGCAGHEGECGGCGACT TCAGCATG
GCGCAGCGGCAAGAGCCTCEGEGEETGC TCAACCACAGCGGCGEGCCTCGECCCEGACGELGGLGCECEGCAGHEAECGGCGACT TCAGCATG

TTCCEEACCAASTCCACGCTCGGECAAGCAGAACTCCATGC TGCCET CEAGGATC AAGEAGEAGC TCGACAGCGTCGACCT GEGACCACE
TTCCGGACCAAGTCCACGCTCGGCAAGCAGAACTCCATGC TGCCETCEAGGATCARGGAGGAGC TCGACAGCGTCGACCTGGACCACE

TCGAGGGCCAGCCCGCCEECAGGECCTGCCCACGTGEGACCC TCTCAACAAGAGCETCCCCGCCGECCEGC TACT TCGCCGCCCTCCGCGE
TCEASFGECCAGCCCGCCEECAGECCTGCCEACGTGEACCC TCTCARCARGAGCETCCCCGCCGECCGC TACT TCGCCEGCCCTCCEEGE

CCCCEGAGCTCGACGAAGTCCGC 5
CCCCEGAGCTCGACGAAGTCCGE ———

A PR u ACC G 5C SGACTACGAGGACATCCTGC TGCCCAAGGACGAGGTGTGGCCGETTCCT
77777777777777777777777777777777777777777 GACTACGAGGACATCCTGC TGCCCARGGACGAGGTGTGGCCGT TCCT

GCTGCGETTCCCEATCGGCTGC TTCGECETCTGCCTGEGEECTCEGECAGCCAGGCCATCCTETGEEECECECTGECEECEAGCCCGEECE
GCTGCGETTCCCGATCGGCTGCTTCGECGTCTGCCTGEGGECTCGEGCAGCCAGGCCATCCTETGGEECECEGCTGGCGEGCEGAGCCCGECE

ATGGEETTCCTCCGCETGACGCCCATGATCAACGTCGCCETETGEC TGCTEECEACGECEETGC TCETGGCCACCTCCET CACC TACE
ATGGEETTCCTCCGCETGACGCCCATGATCAACGTCGCCETETGEC TGCTEECEACGECEETGC TCETGEGCCACCTCCET CACC TACE

CGCTCAAGTGCEGTCTTCTAC TTCGAGGCGATCCGECGCGAGT TCTTCCACCCGETGCGCEGTCAACTTCTTCT TCACGCCGTCCATCGT
CGCTCAAGTGCETCTTCTAC TTCGAGGCGATCCGECGCGAGT TC TTCCACCCGETGCGCGTCAACT TCTTCT TCACGCCGTCCATCGET

CGCCATGTTCCTCGCCATCEGGECCTGCCCCGECEGIC TTCGCECCGECEAGEL TGCACCCEECCETCTEGETGCGCET TCETGECECCEITC
CGCCATGTTCCTCGCCATCGGCCTGCCCCGCGCC TTCGCGCCGGCEAGGE TGCACCCGECCEGTCTGETGCGCET TCGTGECEGCCGC TC

TTCGCGC TGGAGC TCAAGATCTACGGGCAGTGGC TGTCGGEGCEGGECARGCEGCEGCTGTGCARGGTGGCCAACCCGTCGTCGCACCTGT
TTCGCGC TGGAGC TCAAGATCTACGGGCAGTGGC TGTCGGEGCEGGECARGCEGCEGCTGTGCARGGTGGCCAACCCGTCGTCGCACCTGT

CCETGETEEECAACT TCETEEECECCATCC TGECEECEAGEETCGEET GEEAGEGAGECCEECAAST TCCTCTGEGCCATCGECETC TC
CCETGEETGEECANC T TCETEEECECCATCC TGECEECGAGESTC GEET GEEAGEGAGECCGECARAGT TCCTCTGEGCCATC GECETC TC

CCACTACATCGTCGTCTTCGTCACGC TCTACCAGCGCCTGCCC AMCGAGGCGC TGCCCATGGAGC TGCACCCGEGTCTACTCCATG
CCACTACATCGTCGTCTTCGTCACGC TCTACCAGCGCCTGCCC ADMCGAGGCGC TGCCCATGGAGC TGCACCCGETCTACTCCATG

TTCATCGCCACGCCCTCCECCGCCGECCTCGCCTGEGCCGCCATCTACGGCAGC TTCGACGCCGTCGCGCGCACCTTCTTCT TCATGE
TTCATCGCCACGCCCTCCECCGECCGECCTCGCCTGEECCEGCCATCTACGECAGC TTCGACGCCGTCGCGCGECACCTTCTTC T TCATGE

CGCTCTTCCTCTACATGTCACTCGTCGTGCGCATCARCTTCTTCCGTGGC TTCCGETG! Ol ~CCATC
CGCTCTTCCTCTACATGTCACTCGTCGTGCGCATCARCTTICTTCCGTGGC TTCCG——————————————————————————— ———— ——

SAC ; FGTTCTCCATCGCATGGTGETCCTACACGTT TCCCATGACGACGGCETCGEC TG
777777777777777777777777777777777777 GTTCTCCATCGCATGETGGTCCTACACGTT TCCCATGACGACGGCETCGC TG

GCCACCGTCAAGTACGCCGAGECCETGCCETECT TCACGAGCAGAGCCCTCGCGCTGAGCCTETCCCTCATGETCGACGACCATGETGT
GCCACCGTCAAGTACGCCGAGECCETGCCETEC T TCACGAGCAGAGCCCTCGCGCTGAGCCTETCCCTCATGETCGACGACCATGETGT

CGCTGCTGCTCGTGTCGACGCTCCTGCACGCCTTCTACTGGCGETCGC TCTTCCCCAACGACCTGGCCATCGCCATCACCAAGGACCE
CECTGCTGCTCEGTGETCGACGCTCCTGCACGCCTTCTAC TGGCEETCEE TCTTCCCCARACGACCTGEGCCATCGCCAT CACCAAGEACCE

GCAGGGECGECGCEEEEAGECCECACGELALGEEEAGEARGEI CGECARGAGEETGARCGACATCANGC GETGEECCARGC AGGT GO CE
GCAGGGEC GGCGCEEEEAGGC CGCACGGCAAGGECAGCAAGGC CGGC AAGAGGGTCAACGACATCAAGC GETGEECCAAGCAGGTGCCG

CTCTCGGTCGTCTCCTCCATCACCAAGACCAACT CTGCAGACAAGGAGGAAGAGGAGARAACAGACTAG
CTCTCGGTCGTCTCCTCCATCACCAAGACCAACT CTGCAGACAAGGAGGAAGAGGAGARAACAGACTAG

Abbildung 3.15: Sequenzvergleich des Gens Hv1008. Der Vergleich der codierenden Sequenz aus
der genomischen Sequenz vom IPK in Gatersleben (oben) mit der aus der cDNA des NIAS in Japan,
zeigen zwei kurze Introns, die hier durch farbige Basen angegeben sind. Eine Insertion (Pos. 57, roter
Kasten) in der cDNA verindert den Leserahmen des Gens, so dass vermutlich nur eine verkiirzte
Version des Proteins entstehen kann. In den beiden Sequenzen wurden zwei Basenaustausche
gefunden (griine Kisten).
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RtSLACL 1 MERKQ AHSTF EVEDE] L ENNNNKRE'SG RGKQ
Hv1008 1 MAGREPSSSSAR " PESPREIT SMSGPLNLRS ---P
ATLSLACL 55 I3 NRE--5 FE

Hv1008 57 GMDRG SGG LGP
AtSLAC1 108 DIENS E ————— ETK

Hv1008 117 LDSV PAGRFAD

AtSLACl 163
Hv1008 177

RtSLACl 223
Hv1008 237

ALSLAC1 283
Hv1008 297

ATLSLACL 342

Hv1008 355

ATSLARCL1 403

Hv1008 415 S

ALSLAC1l 463 TRE--
Hv1008 475 DRQGGAGR
AtSLACl 521 ----- KDFEAEEESHH

Hv1008 535 PHGKG PLS ITKTNSADKEEEEKTD

Abbildung 3.16: Vergleich der Proteine Hv1008-NIAS und AfrSLACI. Fiir die Identifizierung von
regulatorisch wichtigen Aminosiduren wurde das berichtigte Protein von Hv1008-NIAS erneut mit
AtSLACI verglichen. Dabei konnten vier der bekannten Phosphorylierungsstellen im N-Terminus von
AfSLACI auch in Hv1008-NIAS identifiziert werden (griine Késten). Auch eine weitere Aminoséure,
Threonin-525, die bei einer Mutation zu einer unterschiedlich aktivierbaren Variation von AtSLACI1
fithrt, konnte gefunden werden (blauer Kasten). Ein Phenylalanin, das fiir den Verschluss der Pore
verantwortlich ist, konnte ebenfalls gefunden werden (roter Kasten). Die vorausgesagte Lage der zehn
Transmembranhelices ist durch fett gedruckte Buchstaben gekennzeichnet.

3.2.2 Expression der AtfSLLAC1 Homologen in Gerstenblittern

Nachdem in der in silico-Analysen vier homologe Gene zu den S-Typ Anionenkanilen aus A.
thaliana gefunden wurden, sollte mit Hilfe der semiquantitativen Real-Time-PCR untersucht
werden, welche dieser vier homologen Gene in den SchlieBzellen von Gerste vorrangig
exprimiert werden. Es wurden in diesen Experimenten die Expression in ganzen Blittern und
speziell in SchlieBzellen untersucht (s. Abschnitt 2.6.1.2). Dabei zeigte sich, dass das
homologe Gen HvI008 etwa 7mal hoher in SchlieBzellen exprimiert wird als die anderen drei
Gene Hv1132, Hv2067 und Hv3105 (Abb. 3.17). Von diesen drei Homologen wird Hv2067
vermehrt im Gesamtblatt exprimiert, wihrend die anderen beiden im Blatt kaum exprimiert

werden.
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Abbildung 3.17: Auswertung der Real-Time-Experimente zur Expression von Homologen der S-
Typ Anionenkanile in Gerste. Es wurden sieben Proben von ganzen Blittern mit allen enthaltenen
Zelltypen und sieben Proben mit angereicherten SchlieBzellen vermessen. Dabei zeigte sich, dass das
Gen HvI008 besonders héufig in Schliefzellen vorkommt (grauer Balken, ganz links), wéhrend
Hv2067 in den Mesophyllzellen exprimiert wird (schwarzer Balken, zweiter von rechts). Die Gene
Hvl1132 und Hv3105 zeigten nur eine geringe Exprimierung in den untersuchten Blattgeweben. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler wieder.

3.2.3 Charakterisierung der Interaktionspartner des putativen Anionenkanals
HvSLAC1

Der cDNA-Klon Hv1008 scheint nach den bisherigen Analysen das Gen zu enthalten, welches
fiir den SLAC1-Kanal in Gerste codiert. Um diese Hypothese weiter zu untermauern und um
nachzuweisen, dass der Kanal auch als funktionales Protein vorliegt, sollte dieser heterolog in
Oozyten von X. laevis exprimiert und mittels der DEVC-Methode getestet werden (vergl.
Kap. 2.4.2).

Aufgrund der hohen Homologie zwischen AfSLAC1 und Hv1008 wurde als Arbeits-
hypothese angenommen, dass die Regulierung des Kanals aus Gerste dhnlich zu der in
Arabidopsis ist. Daher wurde die Aktivierung des Gerstenkanals mit Kinasen in Oozyten
untersucht, von denen bereits die Interaktion mit AtSLACI1 bekannt war. Es wurden
verschiedene Losungen getestet, die entweder Gluconat, Chlorid oder Nitrat in einer
Konzentration von 100 mM enthielten (sh. Kap. 2.4.2). Fiir Chlorid und Nitrat ist bekannt,

dass SLACI1 aus A. thaliana fiir sie permeabel ist. Dabei zeigt der Kanal eine hohere
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Permeabilitit fiir Nitrationen als fiir Chloridionen (Geiger et al. 2009). Es wurde erwartet,
dass der Kanal aus Gerste sich in Bezug auf die Permeabilitit dhnlich wie AfSLACI verhilt.

Im Experiment wurde die Membran der Oozyten bei 0 mV geklemmt und Testpulse zu
verschiedenen Spannungen zwischen +40 und -160 mV durchgefiihrt, die jeweils 50 ms
dauerten. Direkt vor der Riickkehr zur Klemmspannung wurden iiber einen Zeitraum von 4
ms die Gleichgewichtsstrome ermittelt. Fiir jedes Experiment wurden der Mittelwert und der
Standardfehler bestimmt. Die Mittelwerte wurden anschlieend gegeniiber der Testspannung
aufgetragen, so dass eine Strom-Spannungskurve entstand (Abb. 3.18). Wird der Kanal allein
in Oozyten exprimiert, so konnten im Vergleich zu der 100 mM Gluconatlosung (O) weder
bei der Losung mit 100 mM Chlorid (A), noch bei der Losung mit 100 mM Nitrat (V)
erhohte Strome gemessen werden (Abb. 3.18a). Dies gilt ebenso fiir Messungen mit Oozyten,
die den Kanal Hv1008 zusammen mit den Kinasen AtOST1 (Abb. 3.18b), PpOST1.1 (Abb.
3.18c) oder ArfCPK23 (Abb.3.18d) enthalten. Beim Vergleich der Stromamplituden in Gegen-
wart und Abwesenheit der Kinasen kann kein Unterschied festgestellt werden. Die Hohe der
Strome lag bei allen Teilexperimenten zwischen -1,5 pA und +1,25 pA. Keine der Kinasen
scheint den Kanal zu aktivieren.

In fritheren Experimenten konnte fiir AtfSLLAC1 eine Verschiebung des Umkehrpotentials
festgestellt werden, wenn anstelle von Gluconat- Nitrationen in der umgebenden Losung
vorliegen (Geiger et al. 2009). Fir Hv1008 konnte in keinem der durchgefiihrten Experimente
eine solche Verschiebung festgestellt werden. Das Umkehrpotential lag bei allen getesteten
Ionen und Kinasen bei einem Wert um -15 mV.

Zusitzlich wurden Interaktionsstudien mit den Kinasen durchgefiihrt, die Auskunft tiber
mogliche Interaktionspartner des Kanals geben sollten. Es ist aus fritheren Versuchen
bekannt, dass der Kanal AtSLLAC1 mit AtOST1 und verschiedenen Proteinkinasen der CPK-
Familie interagiert (Geiger et al. 2010, Lee et al. 2009). Zudem konnte bei allen untersuchten
Mitgliedern der SLAC-Familie aus Arabidopsis eine Interaktion mit der OSTI.1-
Proteinkinase aus Physcomitrella patens nachgewiesen werden (E. Lopez-Sanjurjo; pers.
Mitteilung). Fiir erste Untersuchungen wurde die Proteinkinasen ArCPK23, ArOST1 und
PpOST1.1 ausgewihlt. Mit Hilfe des BiFC-Systems wurde zunéchst die Interaktion tiberpriift
(vergl. Kap. 2.4.2). Dazu wurden der Kanal und die Kinasen mit einer Hilfte des gelb-
fluoreszierenden Proteins (YFP) fusioniert. Im Gegensatz zur Fusion des Kanals mit einem
Vollldangen-YFP (Abb. 3.19a), kann bei der Fusion mit nur einer Hilfte des Proteins keine
Fluoreszenz detektiert werden (Abb. 3.19b).
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Abbildung 3.18: Strom-Spannungs-Kurve von Hv1008 unter Kontrolle verschiedener Kinasen.
Aus der Literatur war die Permeabilitit des SLAC1-Kanals aus A. thaliana fiir Nitrat- und Chlorid-
ionen bekannt (Geiger et al. 2009). Da ebenfalls bekannt ist, dass AtSLACI1 durch eine Kinase
Phosphoryliert werden muss, um Ionen leiten zu konnen, wurden Experimente mit verschiedenen
Kinasen durchgefiihrt. Dabei wurden die Oozyten mit verschiedenen Losungen umspiilt, die entweder
100 mM Gluconat (O), Chlorid (A) oder Nitrat (V) enthielten. (a) Wurde der Kanal Hv1008 ohne
Kinase gemessen, so erkennt man keinen Unterschied in der Amplitude der Strome bei der
Prisentation von verschiedenen Ionen. (b) Die Anwesenheit der Kinase AtOST1 verdndert sich die
Amplitude der Strome in Gegenwart verschiedener Ionen nicht. (c) Auch bei Anwesenheit der Kinase
OSTI1.1 aus Physcomitrella patens konnte keine lonenpreferenz des Kanals festgestellt werden. (d)
Dies war ebenfalls in Gegenwart der Kinase ArCPK23 festzustellen. Alle gezeigten Fehler sind
Standardfehler.

Die Fluoreszenzkomplementation des YFP wurde durch die Interaktion mit der Kinase
ArCPK23 erreicht (Abb. 3.19¢). Dies gilt auch fiir die Interaktion mit der Kinase PpOST1.1
(Abb. 3.19d). Ein dhnliches Bild ergab sich zudem fiir die Interaktion zwischen Hv1008 und
ArOST]1 (hier nicht dargestellt).
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Abbildung 3.19: Interaktions-
studien von HySLAC1 mit
verschiedenen Kinasen. Fiir die
Durchfithrung wurden der Kanal
und verschiedene Kinasen mit je
einer Hilfte des YFP fusioniert,
so dass bei einer Interaktion die
Fluoreszenz komplementiert
wurde. (a) Als Positivkontrolle
wurde HvSLACI1 mit einem Voll-
langen-YFP fusioniert und in
Oozyten exprimiert. (b) Fiir die
Negativkontrolle wurde
HySLAC1 mit einer Hilfte des
YFP fusioniert und zusammen
mit Wasser in die Oozyten
injiziert. (c) Es konnte eine
schwache Interaktion zwischen
HVSLAC1 und ArCPK23 fest-
gestellt werden. (d) Des weiteren
interagiert HvSLACI1 mit
PpOST1.1.
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4. Diskussion

Pflanzen sind stindig pathogenen Mikroorganismen und Herbivoren ausgesetzt. Als Schutz
gegen die Mikroorganismen haben sie ein Immunsystem entwickelt, dass auf zwei Ebenen
diese Pathogene abwehrt. Die Mustererkennung ermoglicht die Erkennung einer Klasse von
Pathogenen und fiihrt bei Erfolg nicht zu einem Eindringen des Pathogens in die Pflanze. Die
zweite Ebene der Immunantwort ist spezifischer und fiihrt nach der Erkennung einer Rasse
eines Pathogens zu einem programmierten Zelltod von infizierten oder dem Pathogen benach-
barten Zellen.

Ebenso wie in der Rhizosphire sind die Pflanzen in der Phyllosphire den verschiedensten
Pathogenen ausgesetzt. Verschiedene Pilze bilden in den Epidermiszellen der Blitter
Haustorien aus, iiber die die Erndhrung der Kolonie gewihrleistet wird (Bushnell et al. 1987).
Der Apoplast der Blitter bildet zudem ein geeignetes Medium fiir die Vermehrung von
Bakterien und einigen Pilzen. Um in den Apoplasten zu gelangen nutzen die Bakterien daher
natiirliche Offnungen in der Blattoberfldche, etwa die Stomata (Melotto et al. 2006). Fiir die
Pflanze ist es daher von groBer Bedeutung die Immunantwort nicht nur auf die Epidermis-
und Mesophyllzellen zu beschrinken. Auch die Offnung der Stomata in Anwesenheit von
Pathogenen muss reguliert werden. Es zeigte sich, dass in Anwesenheit von Bakterien die
Stomata geschlossen werden, um das Eindringen derselben in das Blattinnere zu verhindern
(Melotto et al. 2006). Fiir den Stomaschluss sind die Anionenkanéle der Schliezellen wichtig
(Roelfsema und Hedrich; 2005). Besonders gut ist dabei der S-Typ Anionenkanal AfSLACI1
untersucht, der in Arabidopsis thaliana durch verschiedene Signalwege der Stressantworten
reguliert wird (Vahisalu et al. 2008, Geiger et al. 2009; 2010, Stange et al. 2010).

Obwohl der Mehltau nicht die Spaltdffnungen der Pflanze nutzt, um in den Apoplasten
einzudringen, konnte in seiner Anwesenheit eine verringerte Offnung der Stomata gemessen
werden (Prats et al. 2006). Auf welcher Ebene der Immunantwort der Stomaschluss bei dieser
Interaktion zwischen den beteiligten Spezies einzuordnen ist, war Gegenstand der hier

vorliegenden Arbeit.

4.1 Die Reaktionen der SchlieBzellen auf Blumeria graminis f. sp. hordei

Uber die Interaktion zwischen dem Mehltaupilz Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh) und
seiner Wirtspflanze Hordeum vulgare ist bereits viel bekannt. Der Grofteil der bisherigen
Forschung bezog sich allerdings auf die Reaktion der direkt attackierten Epidermiszellen der

Gerste. Die Schliefzellen verhindern durch den Stomaschluss das Eindringen bakterieller
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Pathogene in den pflanzlichen Apoplasten (Melotto et al. 2006). Wieso die Spaltéffnung
allerdings auch in Gegenwart von Bgh eine verringerte Offnung zeigen (Prats et al. 2006),
wurde bislang noch nicht untersucht.

Die Spaltoffnungen der Gerste 6ffnen im Licht innerhalb einer halben Stunde (Abbildung
3.1a). Dieses Verhalten ldsst sich in dunkeladaptierten Pflanzen zu allen Zeitpunkten des
Experimentes zeigen. Werden die Blitter der untersuchten Pflanze mit Konidien des Mehltaus
inokuliert, so erkennt man zunichst keinen Unterschied im Offnungsverhalten der Stomata
(Abbildung 3.5a, Oh - 6h). Neun Stunden nach Beginn des Experimentes zeigt sich allerdings,
dass die Weite des stomatidren Spaltes nach einer halbstiindigen Belichtung geringer ist, als in
der nicht infizierten Pflanze (Abb. 3.1). Obwohl die Bewegung der Spaltdffnung zunéchst
identisch zu der in den Kontrollpflanzen abléduft, verlangsamt diese sich nach 12 Minuten und
nach 20 Minuten verringert sich die Spaltoffnungsweite wieder. Wird die Offnungsweite nach
12 Stunden erneut kontrolliert, so zeigt sich nun, dass kaum noch eine Bewegung der
Spaltéffnung  stattfindet. Diese verringerte Offnungsweite hilt bis zum Ende des
Experimentes nach 24 Stunden an. Der Zeitpunkt der Inhibierung der Spaltdffnung kann dabei
der Ausbildung der Penetrationshyphe zugeordnet werden. Die Ausbildung beginnt etwa neun
Stunden nach der Inokulation der Pilzsporen (Both et al. 2005). Der Pilz dringt nicht wie etwa
Magnaporthe grisea durch die Erzeugung eines hohen Druckes durch die Kutikula und die
Zellwand der Pflanze (Dean et al. 2005), sondern sekretiert hydrolytische Enzyme, wie etwa
Cutinasen und Cellulasen, die das Vordringen der Penetrationshyphe erleichtern (Nicholson et
al. 1988, Pryce-Jones et al. 1999). In diesem Zusammenhang wire es interessant zu kldren, ob
M. grisea dieselben Bestandteile der pflanzlichen Immunantwort aktiviert wie Bgh.

Durch den Abbau der pflanzlichen Kutikula und der Zellwand entstehen sogenannte
verwundungs-assoziierte Molekiile, wie etwa Oligogalacturonsdure (OGA), die durch die
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies zu einer Immunantwort fiihren (Aziz et al. 2004).
Gleichzeitig werden durch pflanzliche Enzyme weitere pathogen assoziierte molekulare
Muster (PAMPs) erzeugt, die durch membranstindige Rezeptorproteine erkannt werden. Die
durch OGA oder PAMPs eingeleitete Immunantwort der Pflanze ist gegen ein breites
Spektrum von Pathogenen angelegt und versucht die Penetration der pflanzlichen Zellwand
durch den Aufbau von sogenannten Papillen oder durch die Abgabe von Phytoalexinen zu
verhindern (Hippe-Sanwald et al. 1992, Mysore und Ryu 2004). Die PAMPs oder andere
molekulare Signale konnen wahrscheinlich auch den Stomaschluss in der Interaktion

zwischen Gerste und Mehltau auslosen. Ebenso kidme allerdings auch ein anderes
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apoplastisches Signal in Frage, etwa der pH-Wert, der sich im Laufe der Interaktion hin zu
alkalischeren Werten verschiebt (Felle et al. 2004).

Die Inhibierung der Spaltoffnung durch Bgh ist auf einen kleinen Bereich um die Infektions-
stelle herum limitiert (Vergl. Abb. 3.1b und c), was auf eine Verbreitung des Signals durch
Diffusion und somit auf die Verbreitung des Signals durch PAMPs hindeutet. Durch die
Verteilung im Apoplasten sinkt die Konzentration des Signalmolekiiles, so dass moglicher-
weise in einer Entfernung von mehr als 200 pm ein Schwellenwert unterschritten und somit
keine Reaktion der SchlieBzellen ausgelost wird. Frithere Experimente mit Mesophyllzellen
ergaben etwa, dass fiir jeden PAMP ein spezifischer Schwellenwert ermittelt werden kann, ab
dem die Aktivierung der Immunantwort erfolgte (Jeworutzki et al. 2010).

Ebenso wie in vorherigen Arbeiten konnte nur das Eindringen von Appressorien in die
Epidermiszellen, aber nicht in Schlie- oder Nebenzellen der Stomata beobachtet werden. In
Nebenzellen konnen Haustorien nur unter speziellen Bedingungen gefunden werden
(Jorgensen und Mortensen; 1977). Moglicherweise spielt bei den SchlieBzellen die besondere
Struktur der Zellwand eine Rolle. Die Zellwand der SchlieBzellen ist besonders dick und
besitzt eine spezielle Anordnung der Lamellen, damit eine Verformung beim Offnen und
Schlieen der Spaltoffnungen moglich ist (Roelfsema und Hedrich; 2009). Zudem weisen die
SchlieBzellen nur eine geringe Grofle auf und sind nicht durch Plasmodesmata mit den
benachbarten Zellen verbunden (Roelfsema und Hedrich; 2005), so dass bei der Etablierung
eines Haustoriums nicht genug Nihrstoffe in der Zelle zur Verfiigung stehen um eine pilzliche
Kolonie zu erndhren. Nebenzellen sind zwar grofler, machen aber ebenso wie Schliezellen
nur einen geringen Anteil der Blattoberflache aus (Shirasu et al. 1999). Daher werden sie in

Wildtyp-Pflanzen wahrscheinlich ebenso selten von Appressorien attackiert.

4.2 Der Effekt von Elicitoren auf die Spaltéffnungen der Gerste

Erste Effekte des Mehltaus auf die Schliezellen in Gerste waren bereits vor dem Beginn des
Projektes bekannt. Es stellte sich allerdings weiter die Frage, welche Art von Signal den
Stomaschluss in diesem Pathosystem auslost. Daher wurde in den néchsten Experimenten
Chitosan, ein Bestandteil der pilzlichen Zellwand, verwendet, um die Moglichkeit zu
untersuchen, dass PAMPs zu diesem Bestandteil der Immunantwort fithren und dieser somit
zur sogenannten PAMP-ausgelosten Immunitiit (PTI) gehort. Dabei zeigte sich, dass Chitosan

tatsichlich in der Lage ist, den Stomaschluss auszuldsen (vergleiche dazu Abbildung 3.2).
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Diese Antwort wurde mit der Reaktion der Spaltoffnung auf das Trockenstresshormon ABA
verglichen. Diese gleicht derjenigen in V. faba und Tabak (vergl. Abb. 3.3, Levchenko et al.
2005, Roelfsema et al. 2004, Stange 2010). Wird ABA in den Apoplasten von Gerste injiziert,
so beginnt sich die Spaltéffnung nach einer Minute zu schlieen. Dieser Vorgang ist bereits
nach fiinf Minuten abgeschlossen. Diese Verzogerung in der Reaktion der Stomata auf den
Elicitor Chitosan ist wohl auf eine indirekte Wirkung auf die Anionenkanéle zuriickzufiihren.
ABA wird in den Schlie8zellen durch einen Rezeptorkomplex aus PYR/PYL/RCAR und der
Phosphatase erkannt (Ma et al. 2009, Park et al. 2009) wodurch die Kinase OST1 nicht langer
inaktiviert vorliegt und die Anionenkanile phosphoryliert werden (Scherzer et al. 2012).
Elicitoren wie Chitosan werden nicht durch PR-Rezeptoren (PRR) im Cytosol erkannt,
sondern an der Plasmamembran. Die Kinasedomine dieser PRRs wird zunéchst
phosphoryliert und startet anschlieBend eine Signalkaskade (vergl. Kap. 1.2.1). Es ist
wahrscheinlich, dass die Kinase OST1 erst durch einen Teil der spiten Signalkaskade
aktiviert wird und nicht direkt durch die Kinasedomédne der PRRs. Dies wird durch die
Annahme gestédrkt, dass der ABA-Signalweg als zentraler Knotenpunkt der verschiedenen
Signalwege von Phytohormonen fungiert (Ubersicht in Acharya und Assmann; 2009). So
wirken etwa die Phytohormone Ethylen und JA-Ile, die aktive Form von Jasmonat, direkt auf
die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species, ROS) ein, die
sich an die Erkennung von ABA in den Schlie3zellen anschlieBt (Pei et al. 2000, Zhang et al.
2001). Auch das Phytohormon Salicylsdure (engl. salicylic acid, SA), das die Immunantwort
der Pflanzen auf biotrophe Pathogene auslost, trigt wohl direkt, durch die Produktion von
ROS und indirekt, durch die Aktivierung des ABA-Signalweges zum Stomaschluss innerhalb
der Immunantwort bei (Melotto et al. 2008).

Da die verschiedenen Phytohormone im Stomaschluss alle eine dhnliche Rolle einnehmen,
stellt sich die Frage, ob die ausgelosten Signalwege in SchlieBzellen und den anderen
Zelltypen des Blattes gleich verlaufen. In der hier vorliegenden Arbeit, aber auch in
vorherigen, wurde etwa keine hypersensitive Antwort (HR) der SchlieBzellen beobachtet, die
in Epidermiszellen als Reaktion auf Pathogene ausgelost wird und zum Zelltod fiihrt
(Nimchuk et al. 2003). An dieser Antwort ist unter anderem das Phytohormon SA beteiligt,
dass in SchlieBzellen zum Stomaschluss fiithrt (Melotto et al. 2008). Ebenso ist bekannt, dass
die Phytohormone Ethylen und JA-Ile, die groBtenteils als Antagonisten des SA-Signalweges
in Epidermis- und Mesophyllzellen fungieren, in SchlieBzellen ebenfalls zum Stomaschluss
beitragen konnen (Ubersichten in Acharya und Assmann; 2009; Bari und Jones; 2009). Es

liegen also Zelltyp-spezifische Signalwege in den Blittern von Pflanzen vor.
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4.3 Die Reaktion der Nebenzellen der Gerste auf den Mehltau

Auch in den Transportprozessen der Nebenzellen konnten Anderungen wihrend einer
Infektion gefunden werden. Nach der Etablierung eines Haustoriums in einer benachbarten
Epidermiszelle zeigt das Membranpotential der Nebenzellen eine Verschiebung hin zu
negativeren Potentialen, im Licht etwa von -83 mV auf -107 mV. Die Kinetik der Potential-
dnderungen bleibt hingegen unverdndert (vergl. Abbildung 3.4). Sie dhnelt dabei stark
derjenigen, die in Nebenzellen aus Mais gemessen wurde (Mumm et al. 2011). Ebenso wie in
den SchlieBzellen, unterliegt die Aufnahme und Abgabe von Ionen einer engen Regulation, da
beide Zelltypen kooperieren um die Offnung der Stomata zu gewihrleisten. Dabei dienen die
Nebenzellen wohl als Reservoir der fiir die Stomabewegung bendtigten Ionen (Raschke und
Fellows; 1971).

Es ist bekannt, dass sich der pH-Wert im Apoplasten im Laufe der Interaktion zwischen
Mehltau und Gerste alkalisiert (Felle et al. 2004). Ebenso bekannt ist die Verdanderung der
Regulation der K*-Einwirtsgleichrichter in SchlieBzellen von Solanum tuberosum bei einer
Verschiebung des pH-Wertes im Apoplasten (Hoth et al. 1997). Es erscheint daher denkbar,
dass sich die Anderung des Membranpotentials der Nebenzellen ebenfalls auf diese Verschie-

bung im pH-Wert zuriickfiihren ldsst.

4.4 Die Lichtantwort des Membranpotentials von SchlieBizellen der Gerste

Auf genetischer und cytologischer Ebene ist das Pathosystem der Gerste und ihres Mehltaus
gut etabliert. Viele Untersuchungen zu den verschiedenen bekannten Resistenzgenen werden
dabei parallel in Gerste und Arabidopsis thaliana bearbeitet (Ubersicht in Hiickelhoven und
Panstruga 2011). Arbeiten zur Elektrophysiologie in Grisern sind hingegen kaum zu finden
(Wolf et al. 2006, Mumm et al. 2011).

Zundchst wurde die Lichtantwort des Membranpotentials der Schliezellen getestet. Dabei
zeigte sich, dass in Gerste, ebenso wie in den SchlieBzellen von V. faba, Tabak und, wie
kiirzlich festgestellt, Mais ein Wechsel von einem de- hin zu einem hyperpolarisierten
Membranpotential vollzogen wird, wenn die Zellen mit weilem Licht bestrahlt werden (s.
Abb. 3.5, Roelfsema et al. 2001, Marten et al. 2008, Mumm et al. 2011). Durch die
Hyperpolarisierung der Membran werden die K'-Einwiirtsgleichrichter aktiviert, was durch
den Einstrom von K* zu einer Erhéhung des Turgors in den SchlieBzellen und zur Offnung
des Stomas fiihrt. Ebenso kann beim Ubergang in Dunkelheit die Depolarisation der Plasma-

membran beobachtet werden, die dem SchlieBen der Spaltoffnung vorrausgeht. Wie bereits
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bei anderen Pflanzen beobachtet, geschehen diese Anderungen im Membranpotential nicht
sofort, sondern beginnen erst zwei Minuten nach dem Transit von einer Lichtquantitét in die
andere. Licht wirkt nicht direkt auf die Ionenkanile und Pumpen der Zelle, sondern wird
durch eine verringerte CO,-Konzentration im Blatt und durch Rezeptoren, die Phototropine,
erkannt (Kinoshita et al. 2001, Roelfsema et al. 2002). Die genannten Rezeptoren erkennen
Blaulicht und stehen am Beginn eines Signalweges, der iiber Phosphorylierungen schlieBlich
zur Aktivierung der H'-ATPase, der Deaktivierung der Anionenkanile und schlieBlich zur
Verinderung des Membranpotentials fiihrt (Ubersicht in Shimazaki et al. 2007). Der genaue
Signalweg, der zur Deaktivierung der Anionenkanile fiihrt, ist allerdings bisher noch nicht
aufgeklirt.

Schliezellen, die sich in rdaumlicher Nihe zu Infektionsstellen befinden, sind grundsitzlich
noch in der Lage, die typische Lichtantwort mit schneller De- und Hyperpolarisation zu
zeigen. Allerdings ist der Anteil der Zellen, die diese Uberginge zeigen, in Mehltau-
infizierten Blittern stark verringert, was auf eine Anderung der Ionenkanalaktivitit durch die

Anwesenheit des Pathogens hindeutet.

4.5 Die Infektion mit Mehltau verindert die Aktivitit der Ionenkanile in den
SchlieBzellen der Gerste

Beim Vergleich der Strome in SchlieBzellen von gesunden und infizierten Pflanzen konnten
verschiedene Unterschiede ausgemacht werden. In Schliezellen aus gesunden Blittern
konnten die prominenten Strome der K*-Gleichrichter aufgezeichnet werden. In SchlieBzellen
aus infizierten Blittern waren die durch K*-Kaniile erzeugten Auswirtsstrome um den Faktor
zwei geringer (Abb. 3.7). Dieser Effekt konnte nicht durch eine Erhohung der externen K-
Konzentration behoben werden, was darauf schlieflen lisst, dass ein anderer Faktor fiir diese
Anderung der Leitfihigkeit des Kanals verantwortlich ist. So ist es etwa moglich, dass eine
Verdnderung des apoplastischen pH-Wertes wihrend des Infektionsprozesses auch
Auswirkungen auf die Aktivitit der K'-Kanile der Plasmamembran hat. Diese pH-
Abhiingigkeit ist sowohl fiir den K'-Einwiirts-, als auch fiir den -auswirtsgleichrichter
bekannt (Hedrich et al. 1995, Roelfsema und Prins, 1998).

Bei der Aufzeichnung der Gleichgewichtsstrome in den Schliezellen aus uninfizierten
Blittern zeigen sich Unterschiede zu den Ergebnissen fritherer Untersuchungen an dicotylen
Pflanzen. Wihrend etwa in V. faba und Tabak die K*-Einwiirtsgleichrichter nur eine geringe

instantane Komponente aufweisen, zeigen die Strome der Gerstenzellen bereits hohe Strome
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direkt nach dem Sprung von der Halte- hin zur Testspannung (Abbildung 3.6, Marten et al.
2007b, Roelfsema et al. 2001). Dies konnte auf veriinderte Eigenschaften der K*-Kaniile in
Grésern zuriickzufiihren sein, da auch Messungen an Mais diese hohen instantanen Strome

zeigten (Mumm et al. 2011).

Der bemerkenswerteste Unterschied zwischen GerstenschlieBzellen in Kontroll- und
infizierten Blittern findet sich indes in der Verschiebung des Umkehrpotentials der
Plasmamembran von -110 mV in gesunden Blittern hin zu -60 mV in den SchlieBzellen aus
infizierten Blittern (Abb. 3.8), sowie der Beobachtung, dass die SchlieBzellen aus infizierten
Blittern nicht so hdufig im Licht hyperpolarisieren, wie in gesunden Bléttern (Abb. 3.5). Dies
zusammen weist auf eine Beeintrichtigung der H-ATPase hin, die fiir die Erniedrigung des
Membranpotentials verantwortlich ist (Shimazaki et al. 2007). Aber auch eine erhohte
Aktivitdt der Anionenkandle in den Schliefzellen kann die fehlende Hyperpolarisation
erklaren (Roelfsema und Hedrich 2005). In dieser Arbeit stand daher die Analyse der
Aktivitdt der Anionenkanile wihrend der Infektion im Mittelpunkt.

Die Anionenkanile der SchlieBzellen werden durch die unterschiedlichsten Signalwege
reguliert um eine genaue Anpassung des Gasaustausches mit der Umgebung zu erzielen. Am
besten verstanden ist hierbei der ABA-Signalweg, der den Stomaschluss als Antwort auf
Trockenstress auslost. Hinzu kommen unter anderem noch der Signalweg, der den
Stomaschluss im Dunkeln auslost und der Signalweg, der in die Immunantwort der Pflanze
eingebettet ist. Fiir die Immunantwort der Pflanze konnte bereits gezeigt werden, dass der
Salicylsdure-abhingige Signalweg durch die Erkennung eines biotrophen Pathogens
angeschaltet wird (Glazebrook; 2005). Dabei wechselwirkt diese Signalkaskade vermutlich
mit dem ABA-Signalweg (Zeng und He; 2010), wodurch letztendlich auch der Stomaschluss
eingeleitet wird. Die bisherigen Arbeiten auf diesem Gebiet wurden an dem Pathosystem
Pseudomonas syringae und Arabidopsis thaliana durchgefiihrt. In diesen Experimenten
wurden allerdings meist die Strome von Mesophyllzellen gemessen, so dass eine genaue
Zuordnung der Strome nicht erfolgen konnte.

Auch in den Membranstromen der mit Chitosan behandelten Zellen zeigten sich
Stromspitzen, die im Mittel Werte von -163 pA erreichten (Abb. 3.10). Wihrend dieser
Spitzen konnte mittels der DEVC eine erhohte Aktivitit der Anionenkanile gemessen
werden. Diese erhohte Aktivitdt zeigte sich zudem auch in SchlieBzellen, die in infizierten
Blittern lagen und in Rotlicht gehalten wurden. Wurde zusétzlich zum Rotlicht auch Blaulicht

auf die Schliezellen appliziert, so zeigte sich hingegen kein Unterschied in den Stromen der
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Zellen aus infizierten und Kontrollblidttern. Die Blaulichtantwort der SchlieBzellen bleibt
anscheinend der Immunantwort iibergeordnet. Die Aufkldrung dieses Zusammenhangs und
der zugrunde liegenden Regulation sollte Gegenstand einer weiterfithrenden Arbeit sein.

Die Anionenkanile der SchlieBzellen konnen auch durch die gezielte Erhohung der Ca®*-
Konzentration aktiviert werden (Stange et al. 2010). Es wurde gezeigt, dass Calciumsignale in
den verschiedensten Stressantworten der Pflanzenzelle eingebunden sind (Roelfsema und
Hedrich; 2010, Tena et al. 2011). Dabei wird wohl durch die Amplitude und die Frequenz der
Calciumsignale zwischen den moglichen Antworten unterschieden (Roelfsema und Hedrich;
2010). Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass auch bei der Auslosung des PTI-assoziierten
Stomaschlusses ein Calciumsignal beteiligt ist, das in weiteren Experimenten identifiziert

werden kann.

Da auch in dem hier bearbeiteten Pathosystem Gerste/Mehltau die veridnderte Regulation der
Anionenkanile festgestellt werden konnte (Abb. 3.8 und 3.10), kann man davon ausgehen,
dass der Stomaschluss ein evolutiondr sehr alter Bestandteil der pflanzlichen Immunantwort
ist und zur PTI der Gerste zidhlt. Dies kann erkliren, warum die Pflanze mit dem Schluss der
Spaltoffnungen auf Bgh reagiert, obwohl der Pilz die Stomata nicht fiir die Vollendung der
Infektion benétigt. Durch die Erkennung der Elicitoren wird lediglich die Anwesenheit eines
pathogenen Mikroorganismus erkannt. Ob diese Organismen jedoch die Stomata der Pflanze
nutzen, um ihre Infektionsstrategie voranzutreiben kann und muss die Pflanze zu diesem
Zeitpunkt nicht feststellen. Die Nachteile, die der befallenen Pflanze durch den unspezifischen
Stomaschluss entstehen, wie etwa Neuverteilung von Ressourcen, Verzogerung der
Fruchtreife (sieche dazu Withers et al. 2011), sind dem Befall durch Pathogene vorzuziehen.
Zudem kann als Folge des verringerten Gasaustausches und anhaltender Lichtabsorbtion in
den Blittern zu einer erhohten Bildung von ROS kommen (ebenda). Dies kann durch den
photooxidativen Stress moglicherweise auch zu einer Inititerung von anderen Signalwegen

fithren, die ebenfalls Bestandteil der Immunantwort der Pflanze sind.

Modell zum pathogen-assoziierten Stomaschluss

Mit den bisher herausgestellten Ergebnissen dieser Arbeit und mit der Annahme, dass an der
Einleitung des Stomaschlusses in der Interaktion zwischen Mehltau und Gerste auch
Komponenten des ABA-Signalweges beteiligt sind (Zeng und He 2010), ergibt sich folgendes

Modell: Durch das Eindringen der Penetrationshyphe in die Cuticula und die Zellwand einer
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Epidermiszelle werden verwundungs- und pathogen-spezifische Molekiile freigesetzt
(DAMPs/PAMPs). Diese diffundieren durch den Apoplasten des Blattes und 16sen in den
verschiedenen Zelltypen unterschiedliche Immunantworten aus (Abbildung 4.1a). In den
Schliezellen wird dabei eine Signalkaskade ausgelost, die letztendlich zum Stomaschluss
fiihrt (Abbildung 4.1b). Ob diese Kaskade durch die Aktivitit von PRRs oder durch andere
Mechanismen gestartet wird, konnte bislang allerdings noch nicht zufriedenstellend geklirt
werden. Es ldsst sich aber vermuten, dass der Salicysire-Signalweg aktiviert wird, der in
Epidermis- und Mesophyllzellen zur Resistenz gegen biotrophe Pathogene genutzt wird
(Glazebrook; 2005). Dieser Signalweg wechselwirkt unter anderem mit der ABA-
Signalkaskade (Melotto et al. 2006).
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pHT
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Abbildung 4.1: Modell fiir die Auslosung des Stomaschlusses in Gerste bei einer Infektion mit
Mehltau. (a) Die Erkennung von DAMPs/PAMPs durch PRRs I0st in verschiedenen Zelltypen
unterschiedliche Immunantworten aus. In attackierten Epidermiszellen werden Papillen (1) gebildet,
um das Vordringen der Penetrationshyphe zu verhindern. In SchlieBzellen wird der Stomaschluss
ausgelost. (b) Nach der Erkennung der Elicitoren durch die PRRs (1) der SchlieBzelle wird eine
Signalkaskade aktiviert, die moglicherweise neben Elementen der SA-Signalkaskade auch
Bestandteile des ABA-Signalweges enthilt. Die Kinase OST1 (2) wird nicht mehr in ihrer Aktivitit
gehemmt und kann nun die S-Typ Anionenkanile (3) in der Plasmamembran phosphorylieren. Parallel
werden durch den Einstrom von Ca**-Ionen in das Cytoplasma Calcium-abhiingige Kinasen (CPKs)
(4) aktiviert, die ebenfalls die Anionenkanidle phosphorylieren konnen. Die nun aktiven Kanile
entlassen Anionen in den Apoplasten, wodurch das Membranpotential der Schliezelle depolarisiert
wird. Die spannungsabhingigen K'-Auswirtsgelichrichter (5) 6ffnen und mit dem K" flieBt auch
Wasser (6) aus dem Cytoplasma in den Apoplasten. Durch den Turgorverlust verformt sich die
SchlieBzelle und die Spaltdffnung wird geschlossen.
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Durch die ABA-Signalkaskade wird unter anderem die Protein-Phosphatase ABI1 von der
Protein-Kinase OST1 geldst, wodurch letztere aktiviert wird. Anschlieend wird durch OST1
der S-Typ Anionenkanal SLACI1 phosphoryliert (Geiger et al. 2009). Dieser entldsst Anionen
in den Apoplasten des Blattes und die Plasmamembran wird depolarisiert. Dadurch 6ffnen die
auswirts-gerichteten K*-Kanile der SchlieBzelle und Wassermolekiile folgen den Ionen in
den Apoplasten.Durch die so induzierte Absenkung des Turgors kommt es zum Stomaschluss.
Moglicherweise werden gleichzeitig Ca**-Kanile aktiviert, so dass iiber den Einfluss von
Calciumionen in das Cytoplasma Ca**-abhingige Kinasen (CPKs) aktiviert werden
(Boudsocq et al. 2010). Einige dieser CPKs aktivieren weiter die S-Typ Anionenkanile, so
dass es zu einem ,Feedforward“-Mechanismus kommt. Bei diesem wird durch die
Depolarisierung der Plasmamembran die Offnungswahrscheinlichkeit der Ca**-Kaniile
gesteigert, so dass sich die cytoplasmatische Calciumkonzentration erhoht. Die CPKs bleiben
dadurch aktiv und erméglichen eine gesteigerte Aktivitdt der Anionenkanéle. Des Weiteren
wird der Apoplast infizierter Blitter alkalisiert, was unter anderem eine Auswirkung auf die
Aktivitit der K*-Einwirtsgleichrichter der SchlieBzellen hat, der nun eine geringere Aktivitiit
bei solchen Membranpotentialen zeigt, die unter Kontrollbedingungen zu groflen Stromen

fithren.

4.6 Die Identifizierung und Charakterisierung von AfSLLAC1-Homologen in Gerste

In dieser Arbeit konnten vier homologe Gene zu AzSlacl in Gerste identifiziert werden. Von
diesen wies HvI008 die grofite Homologie zum Anionenkanal der Schliefzellen auf,
weswegen in der weiteren Arbeit die Struktur dieses Kanals ermittelt und mit der bereits
bekannten Familie aus A. thaliana verglichen wurde (Kap. 4.6.1). Eine genauere Analyse des
Gens HvI008 gab Riickschliisse auf die Struktur des codierten Proteins (Kap. 4.6.2) und
ermoglichte die Entwicklung von Experimenten zur Uberpriifung seiner Funktion in Oozyten

(Kap. 4.6.3).

4.6.1 Die Genfamilie der S-Typ Anionenkanile in Gerste
Mittels der Datenbankanalysen konnten in Gerste vier homologe Gene zu Slacl aus A.
thaliana gefunden werden (Tab. 3.2). Auch in dem genetischen Modellorganismus
Brachypodium distachyon fanden sich zunichst vier Homologe. Die Struktur der Genfamilie
unterscheidet sich allerdings in den drei genannten Organismen. Wihrend sich die Gene aus

B. distachyon den einzelnen Genen in A. thaliana zuordnen lassen (Tab. 3.1), finden sich in
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der Gerste nur Homologe Gene zu Slacl und Slah3. Zu dem Zeitpunkt der Analysen lag noch
keine offentlich zugingliche Datenbank fiir Gerste vor. Zudem wurde die Analyse auf die
Identifizierung des Homologs zu ArSlacl ausgerichtet. Daher ist es moglich, dass die
homologen Sequenzen zu AtSlahl und AtSlah4 zwar in Gerste vorhanden sind, aber nicht
identifiziert wurden. In B. distachyon etwa betrugen die ,,e-values* der BLAST-Analysen fiir
diese beiden Homologen nur etwa ¢ und weisen damit eine entferntere Verwandtschaft zu

150 .
und besser aufwiesen. Im

AtSlacl auf als die restlichen Homologen, die Werte von e
Genom von Reis konnten sogar insgesamt neun Homologe zu AtSlacl gefunden werden, die
sich ebenfalls auf die verschiedenen Zweige der Genfamilie verteilen lassen (Vahisalu et al.
2008). In den fiir diese Arbeit durchgefiihrten Analysen zeigen vier dieser homologen Gene
putative Translationsprodukte, welche die Eigenschaften der SLAC/SLAH-Familie, wie etwa
10 Transmembrandoménen oder konservierte Phosphorylierungsstellen aufweisen (vergl.
Abbildungen 3.12, 3.15). Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen von Vahisalu et al.
(2008), die bei Arabidopsis liber die gesamte Linge des analysierten Bereiches eine hohe
Homologie zeigen.

Es stellt sich die Frage, wieso in den drei untersuchten Grésern B. distachyon, Gerste und
Reis so unterschiedliche Strukturen der Genfamilie der Anionenkandle zu finden sind.
Moglicherweise sind in den landwirtschaftlich intensiv genutzten Reissorten mehrere Gen-
duplikationen von statten gegangen, so dass nun mehrere redundante Kopien der Kanile im
Genom vorliegen. Warum dies nicht auch bei Gerste der Fall ist, ist moglicherweise auf die
unvollstindige Analyse des Genoms zuriickzufithren, oder auf die unterschiedlichen
Umweltbedingungen, unter denen Gerste und Reis landwirtschaftlich genutzt werden.

Den fiir diese Arbeit errechneten phylogenetischen Bdumen der Genfamilie aus A. thaliana
unterscheiden sich von bereits verdffentlichte, indem die variablen N-Termini nicht
beriicksichtigt wurden. Dabei ergab sich in A. thaliana, dass die beiden SLAC1 Homologen
Slahl und Slah4 friith in der Entwicklung der Genfamilie entstanden sind, wéhrend Slacl,
sowie Slah3 und Slah2 neuere Vertreter darstellen, die einen N-Terminus entwickelten, der
fiir die Regulation des kodierten Kanals von groB3er Bedeutung ist. Frithere Analysen setzten
hingegen die Homologen Slah2 und Slah3 an die Basis des Stammbaumes (vergleiche Abb.
1.6 und 3.12 und Vahisalu et al. 2008).

4.6.2 Die Struktur und Expression des putativen Hv1008-Kanals
Der S-Typ Anionenkanal AfSLACT ist bereits eingehend auf seine Regulation durch Kinasen

und auf seine Expression hin intensiv untersucht worden (Lee et al. 2009; Geiger et al. 2009;
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2010; 2011). Zudem ist fiir diesen Kanal bereits ein Strukturmodell erstellt worden (Chen et
al. 2010). Diese Daten konnen herangezogen werden, um erste Aussagen iiber die Expression,
die Struktur und die mogliche Regulation des putativen Kanals Hv1008 zu treffen.

Vergleicht man etwa die Abbildungen 1.7a und 4.2, sowie das Alignment in Abbildung
3.15, so wird die groBe Ahnlichkeit in der Sequenz der beiden Proteine AtSLAC1 und Hv1008
deutlich. Es findet sich die gleiche Topologie innerhalb der Plasmamembran und man kann
wohl auch von einer sehr dhnlichen Struktur in der Anordnung der Transmembranhelices
ausgehen. Die N- und C-Termini unterscheiden sich hingegen in Linge und Sequenz. Diese
Bereiche der Proteine enthalten Elemente der Regulation, wie etwa Phosphorylierungsstellen.
Alle putativen Phosphorylierungsstellen aus ArfSLACI (S59, S83, S113, S120, T518) finden
sich auch in Hv1008 (Abbildung 4.2, Geiger et al. 2009, Vahisalu et al. 2010). Die beiden
gesicherten Phosphorylierungsstellen fiir OST1 sind in der Abbildung durch griine Kreise
gekennzeichnet. Lediglich das Serin, das in AtfSLAC1 an der Position 146 steht, kommt in
Hv1008 nicht vor (Abbildung 4.2 blauer Kreis).

Es wurden mehrere Proteinkinasen identifiziert, die AtSLACI als Substrat verwenden. Dazu
gehort die Kinase AfOST1, die als Bestandteil des ABA-Signalweges zu der Antwort der
Schliezellen auf abiotischen und biotischen Stress beitrdgt (Geiger et al. 2009, Vahisalu et al.
2010). ArfOST1 phosphoryliert ein Threonin im C-Terminus des Kanals und vermittelt so die
Aktivierung des selbigen.

Zudem wurden auch mehrere Calcium-abhingige Kinasen gefunden, die Serine im N-
Terminus des Kanals phosphorylieren. Es ist bekannt, dass vier CPKs aus A. thaliana an der
Reprogrammierung der Epidermiszellen beteiligt sind, welche die Immunantwort der Pflanze
einleitet (Boudsocq et al. 2010). Die in dieser Studie untersuchten Kinasen AfCPK4 und
AtCPK11 gehoren zu den CPKs, die mit an der Trockenstressantwort beteiligt sind (Zhu et al.
2007). Zudem wird durch Experimente mit Protoplasten von Verlustmutanten nahegelegt,
dass AtCPK3 und ArCPK6 die Aktivitdt von AtSLACI regulieren (Mori et al. 2006).Hier zeigt
sich ein weiterer Unterschied in den Signalwegen der verschiedenen Zelltypen (siehe dazu
auch Kapitel 4.2).

Beim Vergleich der beiden Gensequenzen von HvI008 konnten zwei Anderungen in der
Aminosduresequenz festgestellt werden (Abbildung 4.2, rote Pfeile). Im N-Terminus liegt an
der Position 125 in der cDNA der NIAS-Datenbank ein Triplet fiir Glycin vor, in der
genomischen DNA aus der Datenbank des IPK ein Triplet fiir Serin. Die korrespondierende

Position 116 in AtfSLAC1 entspricht einem Serin, dass moglicherweise ein Bestandteil einer
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Extracellulir

Cytosol

Abbildung 4.2: Modell zur Topographie von Hv1008. Anhand der Aminosiduresequenz und der
Voraussagen iiber die Lage der Transmembranhelices wurde ein topographisches Modell fiir den
putativen Kanal Hv1008 erstellt. Die Topographie weist die zehn Transmembrandoménen (1-10) auf,
die fiir die Mitglieder der Genfamilie typisch sind. Einige der Aminosduren, die in AfSLACI
phosphoryliert werden koénnen, wurden hier durch griine Kreise markiert. Eine weitere Aminosiure,
die in AfSLAC]1 durch Kinasen phosphoryliert wird, ist in Hv1008 nicht vorhanden (blauer Kreis). In
verschiedenen Gerstenlinien lassen sich zwei Varianten des Proteins finden. Die Abweichungen in der
Aminosduresequenz zwischen den beiden Proteinen aus Gerste sind durch rote Pfeile gekennzeichnet.

oder beider Phosphorylierungsstellen um die Positionen S113 und S120 ist (vergl. Geiger et
al. 2009).

Der zweite Austausch einer Aminosdure in Hv1008 liegt entweder am Ende der sechsten
Helix (siehe Abb. 4.2) oder im Folgenden cytoplasmatischen Bogen (vergl. Chen et al. 2010).
Dieser Austausch von Threonin an Position 390 zu einem Isoleucin verursacht trotz der
unterschiedlichen Struktur der beiden Aminosiuren keine Anderungen in der Struktur der
sechsten Transmembranhelix.

In den Expressionsanalysen zeigte sich, dass das Gen HvI008 ebenso wie sein Homolog
AtSlacl in SchlieBzellen erhoht exprimiert wird (Abb. 3.16). Im Gegensatz zu den Analysen
in A. thaliana, bei denen die Transkriptmenge in 1/10.000 Actin-Fragmente gemessen wurde,
mussten hier die Mengen in 1/1 Actin-Fragmenten angegeben werden. Es erscheint allerdings
unwahrscheinlich, dass regulatorisch wichtige Proteine wie die Anionenkanile in einer
hoheren Zahl in den Zellen vorliegen, als die Komponenten des Cytoskeletts. Aufgrund der
unvollstindigen Datenlage iiber die Expression der verschieden Actin-Gene aus Gerste, wurde

fiir die Expressionsanalyse der SLAC/SLAH-Homologen das Actin-Gen verwendet, welches
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die hochste Homologie zu ArActin2 zeigt. Dieses Gen bildet zusammen mit AtActinS den
groBten Teil des in den Schliezellen von Arabidopsis vorkommenden Actins. Vermutlich
tibernimmt das in diesem Experiment verwendete Homolog der Gerste nicht die gleiche
Funktion wie in A. thaliana. Analysen der nun vorliegenden cDNA-Bank aus Japan
(Matsumoto et al. 2011) konnen nun weitere Analysen zur Genfamilie des Actins in Gerste
ermoglichen, die ein genaueres Bild der Expression der einzelnen Actin-Gene in den
verschiedenen Zelltypen der Gerste ergeben werden. Dadurch wird eine erneute
Durchfithrung der Expressionsanalysen der Anionenkanéle auf eine solidere Basis gestellt, die

nicht nur die Verhiltnisse der Transkriptmenge in verschiedenen Zelltypen aufzeigen werden.

4.6.3 Die Regulation des Hv1008-Kanals

Der Stomaschluss in der Immunantwort enthélt wahrscheinlich auch Komponenten des ABA-
Signalweges (Zeng und He; 2010). Die Kinase ArOST1 etwa phosphoryliert den S-Typ
Anionenkanal ArSLACI in SchlieBzellen und ermdglicht so die Abgabe von Anionen in den
Apoplasten und die Depolarisation der Plasmamembran (Geiger et al. 2009, Roelfsema und
Hedrich; 2005).

Nach den einfilhrenden BiFC-Studien wurde eine Interaktion des Kanals Hv1008 mit
verschiedenen Kinasen, unter anderem ArfOST1 und PpOST1.1 angenommen (vergleiche dazu
Abb. 3.18). Dennoch konnten in den folgenden elektrophysiologischen Experimenten mit
Oozyten keine erhohten Strome in der Gegenwart von Kinasen gemessen werden (Abb. 3.17).
Bereits Versuche mit dem Kanal AfSLACI zeigten, dass einige Interaktionen mit den Kinasen
nur durch das split-YFP vermittelt werden. Nicht die Kinase und der Kanal interagieren,
sondern die beiden Hilften des gelb fluoreszierende Protein (YFP) (Geiger et al. 2009). Um
diese beiden Arten der Interaktion zu unterschieden, konnte etwa mit einem halben YFP
gearbeitet werden, dass nicht an ein Protein gekoppelt wurde. Dieses wiirde nicht mit dem
Hv1008-hYFP interagieren und diente so als zweite Negativkontrolle der Interaktion.

Es konnte in dieser Arbeit zudem keine Aussagen zur Permeabilitit des Gerstenkanals
gemacht werden. Zukiinftige Experimente sollten daher mit Hilfe der cDNA-Datenbank von
Gerste zunichst Kinasen und Kanalmutanten identifizieren, die in der Lage sind, dieses
Charakteristikum des S-Typ Anionenkanals in GerstenschlieBfzellen zu untersuchen

(Matsumoto et al. 2011).
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4.7 Ausblick

Durch diese Arbeit sollte die Rolle der SchlieBzellen in der Immunantwort der Pflanzen
genauer untersucht werden. Die Antwort der Spaltoffnungen auf den verwendeten
Mehltaupilz setzt bereits in der Priapenetrationsphase ein, sobald der Pilz in die Zellwand der
Epidermiszellen eindringt und durch hydrolytische Enzyme PAMPs wie Chitosan freisetzt.
Dies festigt die Annahme, dass der Stomaschluss einen festen Bestandteil der pflanzlichen
PTI darstellt.

Aus dem Pathosystem A. thaliana und P. syringae wurde ein Zusammenhang der
Immunantwort mit dem ABA-Signalweg abgeleitet (Zeng und He 2010). In dieser Arbeit
konnte die Beteiligung der S-Typ-Anionenkanile an der Immunantwort der Gerste gezeigt
werden, die auch in der ABA-Antwort der Schliezellen eine groe Bedeutung besitzen. In
wie weit die Signalwege allerdings ineinander fassen muss noch geklért werden.

Die Bewegungen der Schliefzellen in Grésern erfordert eine enge Abstimmung mit den
Nebenzellen. Messungen des Membranpotentials der Nebenzellen in infizierten Blittern
zeigte, dass auch in diesen Zellen Anderungen in der Regulation des Ionentransportes
vorgenommen werden. Dies geschieht zu einem dhnlichen Zeitpunkt wie die Aktivierung der
Anionenkanile in den Schliezellen.

Diese Arbeit konnte erste Erkenntnisse zur Rolle der Ionenkanile in der Immunantwort der
Pflanze liefern. Aufbauend auf diesen lassen sich nun weitere Fragestellungen entwickeln, die
diesen Teil der Immunantwort genauer charakterisieren und ihn in das Gesamtbild einordnen
lassen. Weiterfithrende Experimente konnen sich mit der Antwort auf verschiedene PAMPs
und Virulenzfaktoren beschiftigen. Es gilt herauszufinden, in wie weit die Aktivierung der

Anionenkanile allgemein durch Komponenten der PTI ausgeldst wird.

Durch den Klimawandel und die zunehmende Weltbevolkerung muss die Landwirtschaft neue
Moglichkeiten finden, die Versorgung mit Getreide zu gewdhrleisten. So werden die
Erforschung der Trockenresistenz und der des pflanzlichen Immunsystems immer wichtiger.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die S-Typ Anionenkanile in beiden Bereichen
eine wichtige Rolle spielen. Dies kann Ausgangspunkt fiir weiterfiihrende Untersuchungen

genutzt werden um diese wichtigen Probleme anzugehen.

Coronatin wurde zundchst nur als Virulenzfaktor in der spidten Phase der Arabidopsis-
Pseudomonas-Interaktion erkannt (Brooks et al. 2004, Mittal und Davis; 1995). Spiter konnte
dann allerdings auch die Aufhebung des Pathogen-induzierten Stomaschlusses in der

Interaktion auf Coronatin zuriickgefiihrt werden (Melotto et al. 2006). Dies wurde auf den
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Umstand zuriickgefiihrt, dass in den Studien die Inokulation mit Bakterien meist durch
Infiltration in den Apoplasten der Pflanzen erfolgte. Effekte auf den Stomaschluss konnten bei
dieser Durchfiihrung nicht untersucht werden, da diese erste Barriere der pflanzlichen
Immunantwort umgangen wurde (Baker et al. 2010). Coronatin bildet ein Strukturanalogon zu
Jasmonat und startet durch Komplexierung mit dem Jasmonatrezeptor die Jasmonat-induzierte
Immunantwort, die der Abwehr von Herbivoren und der Reaktion auf Verwundung dient
(Ubersicht in Fonseca et al. 2009). Interessanterweise wird bei der Aktivierung dieses
Signalweges die Einleitung des Salicylsiuresignalweges gehemmt (Ubersicht in Pieterse et al.
2009). Dieser dient jedoch der Auslosung der hypersensitiven Reaktion in der Immunantwort
und nimmt auch Einfluss auf die Regulation der Spaltéffnungsweite (Ubersicht in Mur et al.
2008 und Underwood et al. 2007).

Es wird davon ausgegangen, dass Coronatin direkt auf die H"-ATPase der SchlieBzellen
wirkt und durch deren Aktivierung die Depolarisation der Plasmamembran verhindert
(Ubersicht in Baker et al. 2010). Ob dies ausreicht, um die Aktivierung der K*-Auswirts-
gleichrichter zu verhindern, oder ob hier noch ein weiterer Signalweg beteiligt ist, muss
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Es wire etwa moglich, dass Coronatin zusitzlich
iber die Inhibierung von Kinasen wirkt, die sonst zu einer Aktivierung der Anionenkanile
gefiihrt hitten, so dass keine Depolarisation stattfinden kann. Zudem sollte der Einfluss von
Blaulicht auf die Anionenkanalaktivitit ndher untersucht werden. Besonders die Frage,
warum die Inhibierung der Anionenkanile durch Blaulicht moglich ist, wenn gleichzeitig in
den Experimenten mit WeiBlicht eine stark verringert Offnung festgestellt werden kann,

bedarf der Kldrung.

Bei der Untersuchung der SchlieBzellantwort auf Chitosan konnten wiederholte Aktivie-
rungen der Anionenkanile beobachtet werden. Weiter elektrophysiologische Experimente
konnten einen tieferen Einblick in die Erzeugung dieser transienten Anionenstrome geben.
Man weil} etwa, dass AtfSLACI durch Calcium-abhédngige Kinasen aktiviert wird (Geiger et
al. 2010). Gleichzeitig geht man davon aus, dass verschiedene Muster der Calciumsignale
innerhalb einer Zelle unterschiedliche Antworten einleiten (Roelfsema und Hedrich; 2010).
Ob Calciumsignale eine Auswirkung auf die pathogen-induzierte Aktivierung der S-Typ
Anionenkanéle haben, kann durch Experimente mit dem Calcium-sensitiven Farbstoff FURA-
2 gekléart werden. Der Zusammenhang zwischen Calciumsignalen und der Aktivierung der S-
Typ Anionenkanile konnte vor kurzem mit solchen Experimenten gezeigt werden (Stange et

al. 2010). Bislang ist es allerdings nicht gelungen FURA-2 in SchlieBzellen der Gerste
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einzubringen (M.R.G. Roelfsema, pers. Mitteilung). Daher muss zunichst ein geeignetes

System fiir die Durchfiihrung der Experimente etabliert werden.

Fiir die weitere Charakterisierung des S-Typ Anionenkanals aus Gerste liegen Mutanten vor,
die in AfSLACI1 zu einem konstitutiv aktiven Kanal fiihrten. So wurde das Threonin an
Position 525 des C-Terminus zu einem Aspartat umgewandelt, wodurch eine Phospho-
rylierung des Proteins vorgespiegelt wird. Das Phenylalanin an Position 462 des Proteins
Hv1008 wurde in einer Einzelmutante zu einem Alanin mutiert. Diese Aminosdure entspricht
dem Phenylalanin 450 in AfSLACI, das die Offnung der Kanalpore normalerweise ver-
schlieft. Durch eine Mutation dieser Aminosédure in AtfSLAC]1 konnte ebenfalls ein konstitutiv
aktiver Kanal erzeugt werden (T. Maierhofer, pers. Mitteilung). Mittels BiFC- und DEVC-
Messungen in X. laevis-Oozyten konnen die Eigenschaften dieser Kanalmutanten in Hv1008
untersucht werden. Hierbei sollten auch die beiden Mutationen beriicksichtigt werden, die bei
dem Vergleich der beiden Proteinsequenzen des Kanals Hv1008 gefunden wurden. Gerade die
Mutation an Position 125 bedarf einer genaueren Betrachtung, da hier moglicherweise eine
der beiden benachbarten Phosphorylierungsstellen nicht mehr funktionell ist.

Moglicherweise sind die verwendeten Kinasen aus A. thaliana und P. patens nicht in der
Lage die Phosphorylierung des Kanals durchzufiihren. In silico-Analysen mit der nun
offentlich zugéinglichen cDNA-Datenbank aus Japan konnten helfen, die homologen Kinasen
in Gerste zu identifizieren. Durch eine Zusammenarbeit mit Dr. Matsumoto in Japan konnten
anschlieend die Kinasen kloniert und fiir Interaktionsstudien und elektrophysiologische
Messungen in Oozyten verwendet werden. Gleichzeitig konnen vertiefte Analysen der SLAC-
Genfamilie die genaue Struktur der selbigen in Gerste verdeutlichen und erste Ansétze liefern,
um die unterschiedliche Struktur zwischen Dicotyledonen und Grisern, aber auch innerhalb
der Griser zu erkliren.

Durch die Zuginglichkeit dieser Datenbank wird die Arbeit mit Gerste insgesamt einfacher,
da nun Gene nicht ldnger iiber degenerierte Primer kloniert und tiber Homologie-Analysen
mit bekannten Genen aus andern Organismen identifiziert werden miissen. Dies, zusammen
mit den TILLING-Sammlungen, die Gerstenlinien mit Punktmutationen in nahezu allen
Genen der Gerste enthalten (Gottwald et al. 2009), sowie neuen Transformationstechniken,
die durch die Verwendung von Zink-Finger-Proteinen hohe Raten fiir eine homologe
Rekombination aufweisen (Wright et al. 2005), kann sich die Gerste zu einer niitzlichen

Modellpflanze in der Phytopathologie entwickeln.
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Neben den Einfliissen der PAMPs auf die Anionenkanile wire es allerdings auch interessant,
die Rolle von anderen Anderungen auf die Kanalaktivitit in SchlieB- und Nebenzellen zu
untersuchen. So muss immer noch gekldrt werden, in wie weit der pH-Wert des Apoplasten
den Ionentransport in Nebenzellen beeinflusst und ob sich so die verstirkte Hyperpolarisation
der Nebenzellen in infizierten Blittern erkldren ldsst. Durch die Manipulation des
apoplastischen pH-Wertes, mittels eines erweiterten Gebrauchs der Nanoinjektion, und der
gleichzeitigen Aufzeichnung des Membranpotentials kann dies untersucht werden.

In diesem Zusammenhang konnen auch die Auswirkungen der verschiedenen Phytohormone
auf die Immunantwort der Schliezellen weiter analysiert werden. Es ist anzunehmen, dass
sich die Signalwege der Immunantwort in den Epidermis- Mesophyll- und SchlieBzellen
unterscheiden. Dies kann durch weitere Untersuchungen am Pathosystem Gerste-Mehltau
nicht nur auf der genetischen, sondern auch auf der elektrophysiologischen Ebene erfolgen.

Auch hierfiir konnen die neu generierten TILLING-Linien gute Dienste leisten.

Die Untersuchung der elektrophysiologischen Eigenschaften beschrinkte sich in dieser Arbeit
auf die SchlieBzellen der Gerste. In weiterfithrenden Arbeiten ist es allerdings von genauso
groBem Interesse, die Anderungen der Ionenfliisse des Mehltaupilzes zu untersuchen. Ahnlich
den Wurzeln der Pflanzen nutzen Pilzhyphen Transporter und Kanédle um Nihrstoffe aus der
Umgebung aufzunehmen, beziehungsweise das umliegende Medium fiir die Aktivitidten des
Pilzes zu optimieren (Carver et al. 1999). Da Blumeria graminis f.sp. hordei zu den
Ascomyceten gehort und ein geringer Hyphendurchmesser eine Untersuchung der Strome
mittels der Doppel-Elektroden-Spannungs-Klemmtechnik erschwert, kann hierfiir etwa das
MIFE genutzt werden. Bei dieser Technik wird durch eine vibrierende Elektrode die
Oberfliche der Hyphe abgetastet. Da die Elektrode Unterschiede in der Ionenkonzentration
wahrnehmen kann, konnen so Anderungen im Ionentransport iiber die pilzliche Zellwand

abgeleitet werden.
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S. Zusammenfassung

In ihrer Evolution mussten Pflanzen Strategien entwickeln um sich sowohl gegen Pathogene
aus der Luft als auch solche im Boden zu verteidigen. Diese Resistenzmechanismen der
Pflanzen zu verstehen ist von hochster Wichtigkeit fiir die moderne Gesellschaft. Die
Weltbevolkerung wichst schnell, was zu der Notwendigkeit fiihrt, die landwirtschaftlichen
Flachen moglichst optimal zu nutzen. Ohne die Weiterentwicklung der landwirtschaftlichen
Methoden wird eine ausreichende Versorgung mit Grundnahrungsmitteln nicht moéglich sein.
Obwohl nicht viele Daten zu diesem Thema vorliegen, ist es sehr wahrscheinlich, dass ein
hoher Prozentsatz der jdhrlichen Ernteverluste auf Pflanzenkrankheiten zuriickzufiihren ist
(Orke et al. 1994, Pinstrup-Andersen; 2001). Der Ernteverlust ist nicht ausschlieBlich auf den
Tod der infizierten Pflanze zuriickzufiihren, sondern vielmehr auf die sogenannten
Resistenzkosten Walters und Heil; 2007). Um sich gegen das Pathogen zu schiitzen miissen
Ressourcen genutzt werden, die sonst fiir die korrekte Entwicklung der Pflanze, sowie der
Samen und Friichte verwendet wiirden.

Die pflanzliche Cuticula, welche die Blattoberfliche bedeckt, ist die erste Verteidigungslinie
gegen pathogene Microorganismen, die durch die Luft verbreitet werden. Um diese Barriere
zu umgehen nutzen Bakterien und einige Pilze die Stomata als Eingang in den Apoplasten der
Blitter. Dies kann durch die Pflanze allerdings verhindert werden, indem diese Poren
geschlossen werden. Diese Schliefzellantwort wurde zunichst als Teil der Immunantwort auf
Bakterien angesehen (Melotto et al. 2006). Nichtsdestotrotz konnte beobachtet werden, dass
die Stomata auch wihrend der Infektion des Mehltaupilzes schlieBen, obwohl dieser nicht
durch die Stomata in das Blatt eindringen. Daher haben wir Einzelzellstudien an intakten
Gerstenpflanzen vorgenommen um zu kldren, wie die Signale erkannt und weitergeleitet

werden, die schlieBlich zum pathogen-induzierten Stomaschluss fithren (Koers et al. 2011).

— Mehltau 16st die Inhibierung der Stomaodffnung bereits neun Stunden nach der
Sporenablage aus. Zu diesem Zeitpunkt beginnt die Penetrationshyphe in die Cuticula der
Pflanze einzudringen.

— Die Inhibierung ist raumlich begrenzt und kann nur in einem Radius von 120 pm um die
Infektionsstelle herum beobachtet werden. Dies legt nahe, dass das Signal durch
sogenannte Mikroben-assoziierte molekulare Muster (MAMPs) verbreitet wird. Die
MAMPs diffundieren durch den Apoplasten der Blitter und 16sen Abwehrreaktionen aus,

sobald sie durch Rezeptoren in der Plasmamembran erkannt wurden.
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— Die Anwesenheit des pilzlichen Pathogens verursacht verschiedene Anderungen in der
Regulation des Ionentransportes iiber die Plasmamembran der Schlie3zellen. Dies fiihrt
unter anderem dazu, dass SchlieBzellen in der Nidhe von Infektionsstellen weniger héaufig
im Licht hyperpolarisieren.

— Der Mehltaupilz fiihrt zu einer erhohten Aktivitdt der S-Typ Anionenkanéle in der Plas-
mamembran der Schliezellen.

— Chitosan, ein pilzlicher Elicitor, 16st den Stomaschluss aus. Dies geht konform zu der
Annahme, dass Chitosan verschiedene Immunreaktionen der Pflanze auslost. Seine
Injektion in den Apoplasten verursacht nur wenige Minuten spiter die transiente

Aktivierung der S-Typ Anionenkanile in Schliezellen.

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass der Stomaschluss ein wichtiger Bestandteil der
pflanzlichen Immunantwort ist. Innerhalb dieser Antwort der Stomata auf durch Wind
ibertragene Pathogene, spielt die Aktivierung der S-Typ Anionenkanile eine entscheidende
Rolle. Es konnte dabei gezeigt werden, dass die Immunantwort die Licht-induzierte
Inhibierung dieser Anionenkanile auler Kraft setzt.

S-Typ Anionenkanile sind aber nicht allein in der Pathogenabwehr von Bedeutung, sondern
auch in der Reaktion der Pflanzen auf Trockenstress. Es ist jedoch nicht bekannt, in wie weit
sich die beiden Signalwege iiberschneiden. Zusammen mit den neuen mutierten Gerstenlinien,
werden die in dieser Arbeit beschriebenen Techniken zur Messung von Einzelzellen tiefere
Einsichten in das Zusammenspiel zwischen Trockenstress und Pathogenabwehr in Pflanzen
ermoglichen. Die daraus resultierenden Ergebnisse konnen zur Optimierung von Getreide fiir
die moderne Landwirtschaft genutzt werden. Dies wird einer der wichtigsten Ansitze sein,

um die Menschheit auch in Zukunft mit ausreichend Nahrung versorgen zu konnen.
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6. Summary

During evolution, plants had to evolve potent strategies to defend themselves against airborne
pathogens, as well as against those encountered in the soil. Understanding the mechanisms
that provide plant immunity is crucial for modern society. The world population is growing at
rapid pace, leading to the necessity of using agricultural areas as productive as possible.
Without improvement of agricultural practice, a sufficient supply with staple foods will not be
possible. It is very likely that an important percentage of crop loss is due to plant diseases,
even though precise data on this issue are lacking, (Orke et al. 1994, Pinstrup-Andersen;
2001). Crop loss 1s not exclusively caused by the death of infected plants, but more often by
so called costs of resistance (Walters and Heil; 2007). To gain protection against an attacking
pathogen, resources have to be consumed, which otherwise would be used for proper plant,
crop and fruit development.

Plant cuticles, that cover the leaf surface, are the first line of defence to airborne pathogenic
microorganisms. To bypass this barrier, bacteria and some fungi use stomata as an entry site
into the apoplastic space of leaves. The entry of pathogens through stomata can be prevented
by plants upon closure of these pores. This guard cell response was proposed to contribute to
plant innate immunity against bacteria (Melotto et al. 2006). However, stomata were found to
close during the infection of powdery mildew fungi, which do not use open stomata to enter
the leaf. We therefore pursued single cell studies within intact barley plants to elucidate the
signal perception and transduction mechanisms that evoke stomatal closure during a pathogen

attack (Koers et al. 2011).

— Powdery mildew triggers the inhibition of stomatal opening as early as nine hours after
the inoculation of fungal spores on the leaf surface, linking this event to the emergence of
the fungal penetration peg.

— The inhibition is spatially restricted to a region of approximately 120 um surrounding the
infection site. This suggests that propagation of the signal by so called Microbe
Associated Molecular Patterns (MAMPs) is most likely the case. MAMPs spread through
the apoplastic lumen of leaves by diffusion, triggering the innate immunity responses
upon their recognition by plasma membrane receptors.

— The presence of the fungal pathogen elicits several changes in the regulation of ion
transport at the plasma membrane of guard cells. As a result, guard cells neighbouring the

infection site are less likely to hyperpolarize in high light.
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— Powdery mildew leads to a higher activity of S-type anion channels in the plasma
membrane of guard cells.

— The fungal elicitor chitosan triggers stomatal closure in line with its role in provoking the
plant immunity response. Its injection into the apoplast elicits transient activation of S-

type anion channels in guard cells, within minutes after application.

All results taken together, stomatal closure is an integral part of plant innate immunity. Within
the stomatal response to airborne pathogens, the activation of S-type anion channels is
essential. It is shown, that the immunity responses of guard cells bypass light induced
inhibition of anion channels.

S-type anion channels are not only crucial for responses to pathogens, but they are also
involved in the response of guard cells towards drought. However, it is unknown to which
extent both signals share mutual components. Together with the, now available, mutant lines
of barley, the single cell techniques described in this thesis can provide a further insight into
the interplay of drought and pathogen responses in plants. The results are likely to be used for
optimizing crops for the future agriculture, which is a pivotal step in providing enough food

for mankind in the near future.
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Sequenzen und Vektorkarten

Die in der Arbeit verwendeten Gerstensequenzen sind hier im FASTA-Format mit Angabe
der Quelle aufgelistet. Alle weiteren Sequenzen wurden mit ihrer ,,Accession number* der

NCBI-Datenbank oder der Quellenseite angegeben.

Gersten Sequenzen:

National Institute of Agrobiological Sciences, Japan, Dr. Matsumoto
Der Beginn und das Ende der kodierenden Sequenz sind durch fett gedruckte Buchstaben,
die fiir die Expressionsanalysen verwendeten Bereiche durch graue Buchstaben angegeben.

>NTAS Hv1008D01l, cDNA 2006bp
CGAGGTCGAGGGCCAAATCGGCCATCACGGGGAACACCCGAGTTICTTGCTGCCGCCGAGTAG
CTAGCTTCGACCGGGATGGCGGGAGCGGAGCCATCGTCGTCATCGGCGGGCAATGGCCAGCA
CGCGGCGGTGGACATCCGCGTGGCGGLCGGCEGELCGGCGCCCGAGGAGCCGAGGCAGACGTCCA
TGAGCGGGCCGCTCAACCTCCGGAGCGACCGGAGGCCGCCGCCGGCCGCAGAGGGCCTTCAG
CCGGCAGGTGTCCCTGGGCAGCGGCGTGACGGTGATGGGCATGGACAGAGGCGGGAGGAGCG
GCGGCGGCAGGCCCGGGCAGCGCGCGCTCCCGCGCAGCGGCAAGAGCCTCGGGGTGCTCAAC
CACAGCGGCGGCCTCGGCCCGGACGGLCGGCGCGCGCAGGAGCGGCGACTTCAGCATGTTCCG
GACCAAGTCCACGCTCGGCAAGCAGAACTCCATGCTGCCGTCGAGGATCAAGGAGGAGCTCG
ACAGCGTCGACCTGGACCACGTCGAGGGCCAGCCCGCCGGCAGGCCTGCCGACGTGGACCCT
CTCAACAAGAGCGTCCCCGCCGGCCGCTACTTICGCCGCCCTCCGCGGCCCCGAGCTCGACGA
AGTCCGCGACTACGAGGACATCCTGCTGCCCAAGGACGAGGTGTGGCCGTTCCTGCTGCGGT
TCCCGATCGGCTGCTTCGGCGTCTGCCTGGGGCTCGGCAGCCAGGCCATCCTGTGGGGCGLG
CTGGCGGCGAGCCCGGCGATGGGGTTCCTCCGCGTGACGCCCATGATCAACGTCGCCGTGTG
GCTGCTGGCGACGGCGGTGCTCGTGGCCACCTCCGTCACCTACGCGCTCAAGTGCGTCTICT
ACTTCGAGGCGATCCGGCGCGAGTTCTTCCACCCGGTGCGCGTCAACTTCTTCTTCACGCCG
TCCATCGCCGCCATGTTCCTCGCCATCGGCCTGCCCCGCGCCTTCGCGCCGGCGAGGCTGCA
CCCGGCCGTCTGGTGCGCGTTCGTGGCGCCGCTCTTCGCGCTGGAGCTCAAGATCTACGGGC
AGTGGCTGTCGGGCGGCAAGCGGCGGCTGTGCAAGGTGGCCAACCCGTCGTCGCACCTGTCC
GTGGTGGGCAACTTCGTGGGCGCCATCCTGGCGGCGAGGGTCGGGTGGGAGGAGGCCGGCAA
GTTCCTICTGGGCCATCGGCGTCTCCCACTACATCGTCGTCTTCGTCACGCTCTACCAGCGCC
TGCCCATCAACGAGGCGCTGCCCATGGAGCTGCACCCGGTCTACTCCATGTTCATCGCCACG
CCCTCCGCCGCCGGCCTCGCCTGGGCCGCCATCTACGGCAGCTTCGACGCCGTCGCGCGCAC
CITCTTICTITCATGGCGCTICITCCTICTACATGTCACTCGTCGTGCGCATCAACTTCTTCCGTG
GCTTCCGGTTICTCCATCGCATGGTGGTCCTACACGTITTICCCATGACGACGGCGTICGCTGGLC
ACCGTCAAGTACGCCGAGGCCGTGCCGTGCTTCACGAGCAGAGCCCTCGCGCTGAGCCTGTC
CCTCATGTCGACGACCATGGTGTCGCTGCTGCTCGTGTCGACGCTCCTGCACGCCTTCTACT
GGCGGTICGCICTITCCCCAACGACCTGGCCATCGCCATCACCAAGGACCGGCAGGGCGGLGLG
GGGAGGCCGCACGGCAAGGGGAGGAAGGCCGGCAAGAGGGTGAACGACATCAAGCGGTGGGL
CAAGCAGGTGCCGCTCTCGGTCGTCTCCTCCATCACCAAGACCAACTCTGCAGACAAGGAGG
AAGAGGAGAAAACAGACTAGTTGTATATATATTATACAGTAGCATATATGTGATTAAACAGC
ATTACAGGATTCCATGGCTTGATCGGCATAAATAAGACACTTGCTACTACATGGAATTATCA
ACTGTAGTAAGCTAGAGCTAGAAGGAACACAGTACTACTATTTATGGATTGATCAAAAAAAA
AAAAAAGAAAAAAAAAAAAARNA
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>NTAS Hv1132L02, AK361113.1, cDNA 2506bp
GGAGAACCACTAGTGCCAGTITAACGAGCCAGTICATCTCCTITCCTICCCCTTIGCCCACCAAGAA
AAGAAAAGAGAGCCTGCAGCACATTGTTCCTCGGTCAGATCAAACCTTATCGTCGTCGCTGC
TTTCGCATCTCGCAGCTCCGTCGGGCTCGGAAGAGCGCCGCTGCCGTTGGCACCGCGLCGLGL
AGTCCATCAAGTTGCACGGCAGGAAGCTTGGAGAGTAGCGGCCCGGCACTACTTCGCCAGGC
TTCTTGATCGGTATGGAGTTGAGCAACAAAGAGGTCCAGATCCAAATGCCCACCCAGCTGAA
CGAGAGGTICATCCAGAGAAGACCTCCCGTCGCTGCTCATCCAGGTTCCGTCGCGGACCATCG
CCGGCTTCGACTGCGTCGGCCGGGACGCCGTCTCCTCCGCCTCCCTGCACCTGCACGAGCAC
AACAACAGGGACACTGTCATTAGCATCCAGGCGCCGGCGACCCCACCGGCAGCTGCCCCTGT
GCCCGCGTACGACGACGCGCAGATACCCTACTCCCITTICCGTICAGCATGCCGGCGTCGLCCGT
CGGGGTTGCACTTTITCGCAGTTCAGGGCGGCGGCCGTGCGCCGCAACGAGGCGCGCGLGGLA
GTGGCAGTGGCACCCTICTGACAGCAAGCCGGTCGGGCAGGTGGAGGTGCACCCGLCCGCGGLT
GCTGGAGCAGACGCGGTTCCACTCGCAGCCGATCCTCCATGCGTICCCAGATGAACGAGGGGA
CGCGGAGGGCCGACAGCACGCGCGACAAGCGGTTCGATCCGTTCAAGACCTTCTCCGGLCCGL
CTCGAGCGGCAACTCTCCAACCTGCGCGGCCGGCCGCTGGACCCCATGGACCTCGGLCTCCCA
CCATTCCAAGATCTCCGAGGAGACCGACCAGGTTCCCGGCACCGACCGCTACTTCGACGCCC
TGGAAGGCCCCGAGCTCGACACCCTCAGGGCGACGGAGGTAGCGGTGCTGCCCAAGGACGAG
AAGTGGCCGTTCCTGCTGCGGTTCCCGATCAGCGCGTITCGGGATGGTGCTCGGCGTGAGCAG
CCAGGCGATCCTGTGGAAGACGCTGGCGTCAGCGCCGCCGACGGCGTTCCTGCACGTGAGCC
TCGTGGTGGCCCACGCACTGTGGTACATCTCGCTGGCGCTGATGGGCCTCGTGTCCTCCATC
TACCTGCTCAAGATCGTCTTCTACTTCGAGGCGGTCCGGCGCGAGTTCTACCACCCTATACG
CGCCAACTTCTTICTITCGCGCCGTGGATCGCCTGCCTICTTCCTCGTGCAGGGCGCGCCGLGGG
AGCTGGCCGAGGTGCACCACGGCGTCTGGTACATGCTCATGGCGCCCATCTTCTGCCTCGAG
CTCAAGATCTACGGCCAGTGGATGTCCGGCGGCCAGCGTCGGTTGTCCAAGGTGGCCAACCC
GTCCAACCACCICTICCATCGTCGGCAACTTITGTGGGCGCGTTGCTGGGAGCCAAAATGGGCA
TCCGCGAGGGCCCCATCTTCTTCTTCGCCATCGGGCTTGCGCACTACACTGTCCTCTTCGTC
ACGCTCTACCAGCGCCTCCCCACCAACGTCACGCTCCCCAAGGAGCTACACCCGGTCTTICTT
CCTCTTICGTTGCCGCGCCCAGCGTCGCCTCCATGGCTTGGGCCAAGATCAACGGCGAGTTCG
ACAACGGGGCACGGATAGCCTACTTCATTGCGCTCTTCCTTTACATGTCGCTGGCCGTGCGG
ATCAACTTCTTCACAGGATTCCGCTTCTCGCTGGCGTGGTGGGCCTACACGTTCCCGATGAC
CGGCGCATCGATCGCCACCATAACGTACGCGACGGAGGTGACCAACGTGCTGACGCGGACGC
TGTCCATCGGCCTCTCGGGCATTGCCACCGTCACCGTAGCCGGCCTGCTGGTGACCACCATG
TTCCACGCCTTCGTGCTCAGGGACCTTTTCCCCAACGACGTCTCCATCGCCATCACCCGGAG
GAAGCCCAAGTTCAGCAAGATCCTCGCGCACTTCCGCTCCTCCAGCTCCGACATGAAGGAGC
TCGTGCTCTCCGTCTCCAAGTCGCCCAACACCGACTCCGATTCTTCGGTGCTGGGCTCCACA
GACACCCATCCGGCCGTCACCAAAGGCAAAGCCGAGCCGTAGAGCGACAGAGCGACACCCCG
CGCGCTCTCTCGCGCATGCCTAGCTGTACATAATTATTTCAGTCTCTTGGACAAGATGAGCT
TGAGAGGTGAGAGCAGAATGGAAGCATGCAGCTGGTCGGCGTGAGACCGTGAGTGCACATAC
TACCGTCGAAGGCATGGGTGTATATCCTTGGAGCAAATTTTTGTGGTGATGAGGGTATAATG
TGAGGCACGTAGGTCGATCGATCTGTGTATAAGTCTACGGATATATATCACGAATAAAACAA
CAAACAATGTGTGGAACTTGCAGATTTGTTTGGATGATTCAGCGTACAACATTTATCTACTC
CGTCGGTCCCAAAAAAAAAAAAAAARA

>NIAS Hv2067E12, AK368060.1, cDNA 2191bp

GACACTGGCTACAGGTCTGGAGCCATGGAAGCCAACACAAGCAGCAAGACCGGCGAGGTGCC
GTCCCICCTCGCCAACGTITGAGGTITTICCCATCTCGACGGCTTCGATACGACGAGCACCCCGT
TACCGAGCCCCAAACCGGTGCTTCACCCCGCCCCCGCCCGGATGCGGCCGCCGGACCGLGTG
GCTCCGCGCAGCGAGGCGGTGCTCCCAGCTTTICGACTCGCCGTTCAACCCGCCGGGGATGCG
CTCGGGCCACCCGGTGTCGTICTATCAGCCTGCCGTCGTCGCCGACCGGCTTCGAGCCCCTCG
TGGCGCCCGGCGGTGACTTGCACGAGCGGAAGCAGGCCATGCCTAACGCGGCACAGGAGCCG
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GCGAAGCACGTGAGGTTCGTGCAGCAGCCGCACAAGCTGATGTTCCGGTCGCAGCCGATCCC
CGGCGGGGTGCCCACCCACGGCGTGAGACGGATCAGTAGCAGGACGATGAACCGGGACAAGC
GCTACGACTCGTTCAAGGCGTTTTCCGGGAAGCTGGAGCGGCAGATCACCCATCTAGCCGGC
GGCGGCGTGCCGGCTAGTACCCCCGAGGAGGAGGAGTTGGCTCAGGGACAGGGAGAAGCCGT
GAGTAGCGAAAATGTTGATCACTICTITCGCCGCACTGGAGGGGCCCGAGCTGGACAAACTCA
AGTCGTCCGAGGAGCTGGCGCTGCCGGCGGACAAGAAGTGGCCGTTCCTGCTCCGATTCCCC
ATTTCGGCATTCGGTATGTGCCTCGGGGTCAGCAGCCAGGCGATCCTGTACAAGACGATCGC
AACGGCGGCGCCGACCGAGTTCCTGCACGTGAGCCCCAAGGTGAACCTGGTGCTTTGGTACA
TCTCCGTGGTGCTCATGTCCATCATCACGGCCGTCTACGCATTCAAGATCATCTTCTTCTTC
GAGGCGGTCCGTICGCGAGTACTACCACCCCATCCGTIGTICAACTICTITCTTICGCGCCGTGGAT
CGCATGCCTGTTCCTGGCCATGGGTGTGCCCCCCTCGGTCACCACCCAGCTGCCTGCCTGGC
TATGGTACGCGCTCATGTCTCCGGTGCTGTGCCTGGAGCTCAAGATCTACGGGCAATGGATG
TCTGGTGGGCAGAGGCGGCTGTCCAAGGTGGCCAACCCGTCCAACCACCTGTCCGTGGTGGG
CAACTTCGTTGGAGCGCTGATGGGCGCGTCCATGGGGCTCAAGGAAGGTCCCATCTTCTTCT
TTGGCGTCGGGATGGCGCACTACACCGTGCTGTTCGTGACGCTGTACCAGAGGCTGCCCACC
AACGCGACGCTGCCCAAGGACCTGCACCCGGTTITICTITCCICTITCGTGGCGGCGCCGAGCGT
GGCGTCCATGGCGTGGGCCAGGATCGTGGACGAGTTCGGCGTCGGGGCCAAGCTCGCTTACT
TCATCGCCATGTTCCTCTACGCGTCGCTCGCCGTCCGGATCAACTTCTTCAGAGGGTTCAGG
TTCTCGCTGTCGTGGTGGGCCTACACGTTCCCGATGACCGGCGCCTCCATCGCATCCATCCG
GTACGCCACCGTGGTGGACAACGCCTTCACCAAGGCGCTGTGCCTAGGGCTGTCGCTGCTGG
CCACGCTCACCGTGACGGGCCTCTTCGCCACCACCATGGTGCACGCCTTGGTGTTCCACAAC
CITTTCCCCAACGACATCGCCATCGCCATCACGGACCGCAAGATGAAGCCTATCATGGAGCT
GCAGGAGAGTGGCAAGGACGACGACAGCCTCTCCGGCAGCAGCTGCAGCAAGGACATCGAGG
CCGGCGCCACTGCCGCAGTAGCACCACAAGCTTGAACGAGTGCCTGCACGATATATCATATA
CGAGTATGTGCGTGGAACTAGAAATCAAAGATGATGGCACCAACCATCGGCCACTTGGTGCG
ATACACAAGTTCGCTTCCGCTGTACAGTACAAAACGGAGAGCAGCTGTCCACAACAGTCACT
GCCATAGAATAAGCAAGCAAGGTCCGTTTGGAATTGCGACAATCTCACTGGAAACATGAGTT
TTGTTTCAAGAATCATACGGCACCTCTCCTCTTCTAGGCCCAAATGAGTAGATAGCGTCCAT
GCATCTGCCGTCCACTTTCGATTTCTGCTTCCTCCACTCCTAAATATAAATCTTTTTTACAG
ATTTCAAAAAAAAAAAAAAAA

>NTIAS Hv3105L09, AK375807.1, cDNA 2469bp

AAATGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAGATGTGTAACTATAACGGTCCTAAGG
TAGCGAGTCGAGGTCGAGGGCCAAATCGGCCATCACGGGGCAGCTGGTTTTGGCTTCAGTTC
CAGTACCAGTGGCACCCAACTGAAGAATAGCCGAGCAACTGACGATAGATAGATAACGTCAG
GTTGCAAAGTTTGCTCTICGTAAGATTTCTCGAGGTTGATGGAGACGGACGAATCTGTGCGAC
AGTGGGCCGCCGGTGCTCGCGCCCCGGCGAGCCGATCCGCCGTGGAGCAGGCCTTCAGGGAG
CGGCATGACGACCCGATGATGGCGTCCCCGGACCAAGACTCGCCGTTCGACGCGTCCGCGCT
GCGCGTCGCGGCGCACCCGGTCTCCGTCAGCCTGCCGGCCTCTCCGTCCAGGTTCGACGCCG
CCCGGACGGAGGCGGGGTTCCCGCCGCGCCACGCTCCCGCGTCGCGCATGCTGTCCCTCCCG
CCGCGGCCGCCGCCGATGGTGTCCGTCGCGTTCGAGCACCTGGAGGTGGTGTTCCGCTCTICA
GCCGATCGCCGCGGCGGCCTCCGAGCTGCCCAGCGCCCAGGACTCACAGTCCCAGGTGLCTGC
ACGACGACTCGATGAGCCGCGGGAGCGGGGCGCGCATGGGGACGAGCAAGGCGCGGAGGGACL
ACGAGCTATGACTCGTTCAAGACGTGGTCCGGGAAGCTGGAGAAGCAGCTGACCACCCACCT
CCGCGTCGTCAGGCAGCCACAGCCGCAGGAGGCTGAGCCCGAGGAAGACGALCGGLCGLGGLGA
CGAGCGGCCGCCCCTGCTCCATGCCCAGAGTCCAGCGCTTCTTCGCGGCGCTGGAAGGCCCC
GAACTCGACAAGCTACGGTCGTICGGAGGAGCTICGTCCTGCCGTCGAACAAGACGTGGCCGTT
TCTGCTCCGGTTCCCGGTGTCGGCCTTCGGCATGTGCCTCGGCATGAGCAGCCAGGCCATCC
TGTGGAAGAACATCGCCATCTCGGCGTCCACGCGGTTCCTGCACATCACGCTCCGGACAAAC
CTICGTGCIGIGGTGCGTGTCGGTGGCGCTCATGTIGCTTIGGTGTCGGCGCTGTACGCGTGCAA
GGTCATCTITCTACTTCGAGGCGGTGCGGCGGGAGTACTACCATCCGATCCGCGTCAACTTICT
TCTTCGCGCCGTGGATCGCCTGCCTCTTCCTGGCCATCGGCGTGCCGGAGCTGGTGATGGAG
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AGCCTGCCGCACTGGCICIGGTACGTGCTCATGGCCCCCATCGTGTGCCTGGAGCTCAAGAT
ATACGGGCAATGGATATCCGGCGGGCAGAGGCGGCTGTCGAGGGTGGCGAACCCGTCCAALCC
ACCTGTCCATCGTCGGCAACTTCGTCGGCGCGCTGCTGGGGGCCATCATGGGGTTGAGGGAG
GGCCCCATCTTCTICTITCGCCGTCGGGCTCGCGCACTACATCGTIGCTGTTICGTGACGCTGTA
CCAGCGGCTGCCCACCAGCGAGACGCTGCCGAGGGACCTCCACCCGGTICTTCTTCCTICTTCG
TGGCCGCGCCCAGCGTCGCCTGCCTCGCCTGGGCGCGGATCACCGGCGAGTTCGGCTACGGC
TCCCGCATCGCCTACTTCATCGCCATGTTCCTCTACGCCTCGCTGGCCGTGCGGATCAACAT
GTTCAGGGGGTTCAGGTTCTCGCTGGCGTGGTGGGCGTACACGTTCCCGATGACCAGCGLCGG
CCATCGCGTCGATACGATACTCGTCGGAGGTGAAGAAAGCCTTCACGCAGGCCATGTGCATC
GTGCTGACCGTGGGGGCCACGCTCACGGTGACGGCGCTCCTCCTGACCACGGGTTGCACGCC
ACCGTGCACCACGACCTCTTCCCCAACGACATCTCCATCGCCATCACGGAGCGCAGGCCCAA
GCACAGCACCATCGCCGAGCTAAACGAGCTGCACGCCAACAAGGACGCCGACGCCGCATGCA
GAGACCTCGAAGCCGCCTATAGACCATGATCGGATCGACGCCGACTGGATTCTTCATGCATG
TGACGGAGCAAACCGGTGGCGACTGGTTGGTCGATCGTGCATACCGAGCAGGAGCACGCACG
TACGTAGCCTGGACGTGTCTTCGAGAGTTGTCTGTGGCTCGAATTGACTGCCGTGCGGGGCA
GTGCGCTCTCGGAGTCGGGATCAGCACGTACGTACGTAGCTAGCTGATGGGAATGTGCTATA
TGTTGCAACTCTCATTAAGTATAATCTAGAAAAATACGGCAGCTAAAACATAGTCGCTATAA
TCATAGTGAATCATCAAATCAAGTACTTGATGTAAGTAGTCATGTAGTCATGCATACATAAC
AGACGGCCATCCTATGCATATCGATAGGCAAAAATAGTAGACCGAATGGGCGCAATCTTCCC
TAATAATAAAACGACGATCGCTTCGGCGTTTTTGCAAAAAAAAAAAAAARA

Leibniz Institut fiir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung, Gatersleben, Dr. Schweizer

Der Beginn und das Ende der kodierenden Sequenz sind durch fett gedruckte Buchstaben
angegeben. Die Introns des Gens wurden durch eine graue Schriftfarbe markiert.

>HVVMRXALLhAQ548D01_c2, BAC-Fragment, gDNA, 2154bp

GGCGCTGGACGGCGACGCCGCCAACATTTCGAGAACACCCGAGTTCTTGCTGCCGCCGAGTA
GCTAGCTTCGACCGGGATGGCGGGAGCGGAGCCATCGTCGTCATCGGCGGGCAATGGCCAGC
ACGCGGCGGTGGACATCCGCGTGGCGGCGGCGGCGGCGCCCGAGGAGCCGAGGCAGACGTCC
ATGAGCGGGCCGCTCAACCTCCGGAGCGACCGGAGGCCGCCGCCGCCGCAGAGGGCCTTCAG
CCGGCAGGTGTCCCTGGGCAGCGGCGTGACGGTGATGGGCATGGACAGAGGCGGGAGGAGCG
GCGGCGGCAGGCCCGGGCAGCGCGCGCTCCCGCGCAGCGGCAAGAGCCTCGGGGTGCTCAAC
CACAGCGGCGGCCTCGGCCCGGACGGCGGCGCGCGCAGGGGCGGCGACTTCAGCATGTTCCG
GACCAAGTCCACGCTCGGCAAGCAGAACTCCATGCTGCCGTCGAGGATCAAGGAGGAGCTCG
ACAGCGTCGACCTGGACCACGTCGAGGGCCAGCCCGCCGGCAGGCCTGCCGACGTGGACCCT
CTCAACAAGAGCGTCCCCGCCGGCCGCTACTTCGCCGCCCTCCGCGGCCCCGAGCTCGACGA
AGTCCGCGTAAGCCATCCATCCATCTTTGTCCCTGCTTGCCGATCACCAAGGACGAAGCCTA
CGTAGTACAAAAATGAAAAATCACACCGACTGACCGGAGTTTTTGCACGTAGGACTACGAGG
ACATCCTGCTGCCCAAGGACGAGGTGTGGCCGTTCCTGCTGCGGTTCCCGATCGGCTGCTTC
GGCGTCTGCCTGGGGCTCGGCAGCCAGGCCATCCTGTGGGGCGCGCTGGCGGCGAGCCCGGL
GATGGGGTTCCTCCGCGTGACGCCCATGATCAACGTCGCCGTGTGGCTGCTGGCGACGGCGG
TGCTCGTGGCCACCTCCGTCACCTACGCGCTCAAGTGCGTCTTCTACTTCGAGGCGATCCGG
CGCGAGTTCTTCCACCCGGTGCGCGTCAACTTCTTCTTCACGCCGTCCATCGCCGCCATGTT
CCTCGCCATCGGCCTGCCCCGCGCCTTCGCGCCGGCGAGGCTGCACCCGGCCGTCTGGTGLG
CGTTCGTGGCGCCGCTCTTCGCGCTGGAGCTCAAGATCTACGGGCAGTGGCTGTCGGGCGGC
AAGCGGCGGCTGTGCAAGGTGGCCAACCCGTCGTCGCACCTGTCCGTGGTGGGCAACTTCGT
GGGCGCCATCCTGGCGGCGAGGGTCGGGTGGGAGGAGGCCGGCAAGTTCCTCTGGGCCATCG
GCGTCTCCCACTACATCGTCGTCTTCGTCACGCTCTACCAGCGCCTGCCCACCAACGAGGCG
CTGCCCATGGAGCTGCACCCGGTCTACTCCATGTTCATCGCCACGCCCTCCGCCGCCGGCCT
CGCCTGGGCCGCCATCTACGGCAGCTTCGACGCCGTCGCGCGCACCTTCTTCTTCATGGCGC
TCTTCCTCTACATGTCACTCGTCGTGCGCATCAACTTCTTCCGTGGCTTCCGGTGAGCACCA

107



8. Anhang

CCATGCACCCCATCCATCCGCTTGTACCACCGACCAACTGACGACGATCATTCGCACAGGTT
CTICCATCGCATGGTIGGTCCTACACGTITTICCCATGACGACGGCGTCGCTGGCCACCGTCAAGT
ACGCCGAGGCCGTGCCGTGCTTCACGAGCAGAGCCCTCGCGCTGAGCCTGTCCCTCATGTCG
ACGACCATGGTIGTICGCTIGCTGCTICGTGTCGACGCTCCTGCACGCCTTCTACTGGCGGTCGCT
CTTCCCCAACGACCTGGCCATCGCCATCACCAAGGACCGGCAGGGCGGLCGCGGGGAGGLCGL
ACGGCAAGGGGAGGAAGGCCGGCAAGAGGGTGAACGACATCAAGCGGTGGGCCAAGCAGGTG
CCGCTCTCGGTCGICTCCTCCATCACCAAGACCAACTCTGCAGACAAGGAGGAAGAGGAGAA
AACAGACTAGTTGTATATATATTATACAGTAGCATATATGTGATTAAACAGCATTACAGGAT
TCCATGGCTTGATCGGCATAAATAAGACACTTGCTACTACATGGAATTATCAACTGTAGTAA
GCTAGAGCTAGAAGGAACACAGTACTACTATTTATGGATTGATCAC

NCBI-Datenbank:

Hordeum vulgare:

>HvActin2/7 cDNA, AY145451, 1421bp
GAATTCCATTCTGTAGGAAATGGCTGACGGTGAGGACATCCAGCCCCTTGTCTGCGACAATG
GAACCGGAATGGTCAAGGCTGGTTTCGCTGGAGATGATGCGCCAAGGGCTGTTTTCCCTAGC
ATAGTTGGTCGCCCTCGGCACACTGGTGTCATGGTAGGGATGGGGCAGAAGGATGCTTATGT
TGGTGATGAGGCGCAGTCCAAGAGAGGTATCCTCACGCTCAAGTACCCCATCGAGCACGGTA
TCGTAAGCAACTGGGATGACATGGAGAAAATCTGGCATCACACTTTCTACAATGAGCTCCGT
GTGGCACCCGAGGAGCACCCTGTGTTGCTCACTGAGGCCCCTTTGAACCCAAAAGCCAACAG
AGAGAAGATGACCCAGATTATGTTTGAGACTTTCAATGTTCCTGCCATGTACGTCGCTATTC
AGGCCGTGCTTTCCCTCTATGCAAGTGGTCGTACTACTGGTATCGTTCTCGACTCTGGTGAT
GGTGTCAGCCACACTGTGCCCATTTATGAAGGATACGCGCTTCCCCATGCCATTCTTCGTTT
GGATCTCGCTGGTCGGGATCTCACGGACTCCCTTATGAAGATCCTCACCGAGAGAGGTTACT
CCTTCACAACCTCAGCTGAGCGGGAAATTGTAAGGGACATCAAGGAGAAGCTTGCGTACGTT
GCCCTTGATTATGAACAGGAGCTGGAGACTGCCAAGAACAGCTCCTCAGTTGAGAAGAGCTA
CGAGCTTCCTGATGGTCAGGTGATCACGATTGGCGCAGAGAGGTTCAGGTGCCCTGAGGTCC
TCTTCCAGCCATCCATGATCGGCATGGAGTCTTCTGGAATCCACGAGACGACCTACAACTCC
ATCATGAAGTGTGACGTGGATATCAGGAAGGACTTGTATGGAAACATCGTGCTCAGTGGTGG
CACAACTATGTTCCCAGGTATCGCTGACCGTATGAGCAAGGAGATCACCGCCCTTGCTCCGA
GCAGCATGAAGATCAAGGTCGTCGCTCCACCTGAGAGGAAGTACAGTGTCTGGATCGGAGGG
TCCATCCTAGCCTCACTCAGCACTTTCCAACAGATGTGGATATCCAAGGATGAGTACGACGA
GTCTGGCCCAGCGATCGTCCACAGGAAGTGCTTCTGATCTCCACGAGCGCTCCACTGCTGTT
ATCATCTAGTCTTCGGTTATGTTTGGTTCATTCTTCTAGAAATGTATTGCGTATTTGCAAGC
TATGTTTTTTTCCAGACGTGACGTGGGTACTCTTGGGATACGCCACCTATATACGTGGCGGC
TCCATGGTGCAAGTGCAAGTACACTATCTATGTTTGTGCATTGTCAGTGTGTTTGTGGGATC
AGTTGTCAAACTTGGGTTGGCTTGATTTGTTGTTGGGAATTGTCTGTAAAGGAATTC

Arabidopsis thaliana: ACTS Protein: AAC49523
SLACI Protein: Q9LDS83
SLAHI1 Protein: AEE33945.1
SLAH?2 Protein: AEE85415.1
SLLAH3 Protein: AED93247.1
SLLAH4 Protein: AEE33943.1

Die Sequenzen der cDNAs aus Brachypodium distachion wurden der Datenbank der
Internationalen Brachypodium Initiative (IBI) (http://db.brachypodium.org/sequence.html)
entnommen.
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LAC OPERON

IVTrev

SP6 Promoter
3'UTR

Venus156-239LL\/
Nt.Bbv CI pNB1 USER #18

3413bp

3' USER tail
Remov ed upon Digestion w Pac + Nt.BbvC
5' USER Tail
Nt.Bbv CI
5UTR /
T7 promoter
IVT fwd
LAC-OPERON

— Amp Resistance

Vektorkarte pNB1 USER #18. Diese Vektoren werden fiir die Klonierung von cDNA verwendet,
damit das kodierte Protein in Oozyten elektrophysiologisch untersucht werden kann.

LAC OPERON
IVTrev
SP6 Promoter

3'UR \\

=
Nt.Bbv Cl
userYN-Rev\ \BL
Venus1-155 \\ pNB1 USER #20
3609bp

' Amp Resistance

Remov ed upon Digestion w Pac + Nt.BbvC
5' USER Tail
Nt.Bbv CI
5UTR
T7 promoter
IVT fwd
LAC-OPERON

Vektorkarte pNB1 USER #20. Diese Vektoren werden fiir die Klonierung von cDNA verwendet,
damit das kodierte Protein in Oozyten elektrophysiologisch untersucht werden kann.
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Abkiirzungsverzeichnis & Anmerkungen

ABA
AGT
Bgh
BiFC
CC
CEBiP
CERK1
dai
DEPC
DEVC
DNA
dNTP
EDTA
EHM
ETI
hai
HR
IPK
JA-Ile

LRR
MAPK
MAPKK
MAPKKK
MES
MOPS
NBS
NCBI
NIAS

Q

OGA
PAMP
Pep

Abscisinsdure (engl. -acid)

sekundire Keimhyphe (engl. appressorial germ tube)

Blumeria graminis f. sp. hordei

Bimolekulare Fluorescenzkomplementation (engl. complementation)
Doppelwendel (engl. coiled-coil)

Chitinelicitor-Bindeprotein (engl. chitin elicitor binding protein)
Chitinelicitor-Rezeptorkinase 1

Tage nach der Inokulation (engl. days after inoculation)
Diethylpyrocarbonat

engl. double electrode voltage clamp

Desoxyribonucleinsiure (engl. -acid)
Desoxyribonukleosidtriphosphat

Ethylendiamintetraessigsédure (engl. -acid)

Extrahaustorielle Membran

Effektor-ausgeldste Immunitit (engl. effector-triggered immunity)
Stunden nach der Inokulation (engl. hours after inoculation)
hypersensitive Antwort (engl. response)

Leibniz Institut fiir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung; Gatersleben
Jasmonat-Isoleucin; an die Aminosiure Isoleucin gekoppelte Jasmonséure, die
als aktive Form des Phytohormons angesehen wird

Leucin-reiche Wiederholungen (engl. repeats)

Mitogen-aktivierte Proteinkinase

MAPK-Kinase

MAPKK-Kinase

2-(N-morpholino)ethansulfonat

3-(N-morpholino)propansulfonat

Nukleotidbindestelle (engl. nucleotide binding site)

National Center for Biotechnology Information; Bethesda, Maryland, USA
National Institute of Agrobiological Sciences; Tsukuba, Japan

Ohm

Oligogalacturonsédure (engl. -acid)

engl. pathogen associated molecular pattern

Peptid; ein Verwundungs-assoziiertes Signalmolekiil
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PGT primire Keimhyphe (engl. primary germ tube)

PRR engl. pattern recognition receptor

PTI PAMP-ausgeldste Immunitit (engl. PAMP-triggered immunity)
RLK Rezeptoridhnliche Kinase (engl. receptor like kinase)

RNA Ribonucleinséure (engl. -acid)

rpm Umdrehungen pro Minute

SE Standardfehler (engl. Error), errechnet mit der Formel:

Standardabweichung * (\/n)'1

SLAC assoziiert mit dem langsam deaktivierenden Anionenkanal (engl. SLOW
ANION CHANNEL ASSOCIATED)

SLAH SLACI1-Homolog

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TIR Toll-like/Interleukin-1 Rezeptor

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

U units (definiert als pmol*min'l)

USER engl. uracil-specific excision reagent

(w/v) weight per volume: Masse pro Volumen

(v/v) volume per volume: Volumen pro Volumen

Zur Verwendung von Abkiirzungen und Fachbegriffen

Abkiirzungen, die im Allgemeinen deutschen Sprachgebrauch iiblich sind, werden nicht im
Abkiirzungsverzeichnis aufgefiihrt.

Englische Fachbegriffe werden dann verwendet, wenn keine entsprechenden deutschen

Bezeichnungen existieren oder iiblich sind.

Konvention zur Bezeichnung von Genen und Proteinen
Slacl  Bezeichnung fiir ein Gen
slacl-1 Bezeichnung einer Mutante

SLAC1 Bezeichnung des codierten Proteins

Den Genen und Proteinen werden jeweils die zwei Anfangsbuchstaben des Organismus
vorangestellt, aus dessen Genom/Proteom sie entnommen wurden, etwa AtSLAC] fiir SLAC1

aus Arabidopsis thaliana.
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WISSENSCHAFTLICHE VEROFFENTLICHUNGEN

Vortrag:
~Impact of powdery mildew and derived molecular patterns on stomata

of barley* Koers S, Guzel-Deger A, Marten I, Roelfsema MRG,
Botanikertagung, Berlin-Dahlem 2011

Journal:

“Barley mildew and its elicitor chitosan promote closed stomata by stimulating

S-type anion channels” Koers S, Guzel-Deger A, Marten I, Roelfsema MRG;

Plant Journal 68: 670 - 680 2011

“The novel ER membrane protein PRO41 is essential for sexual development in
the filamentous fungus Sordaria macrospora” Nowrousian M, Frank S, Koers
S, Strauch P, Weitner T, Ringelberg C, Dunlap JC, Loros JJ, Kiick U; Mol
Microbiol. 64(4):923-37 2007



