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Zusammenfassung

Die wahrscheinlich grofdten Probleme des 21. Jahrhunderts sind der Klimawandel und die
Sicherstellung der Nahrungsmittelversorgung fir eine steigende Zahl an Menschen. Durch die
Zunahme von extremen Wetterbedingungen wie Trockenheit und Hitze wird der Anbau
konventioneller, wenig toleranter Nutzpflanzen erschwert und die dadurch notwendige,
steigende Bewasserung der Flachen flihrt dariber hinaus zu einer zusatzlichen Versalzung
der Bdden mit fir Pflanzen toxischen Natrium- und Chlorid-lonen. Kenntnisse Uber
Anpassungsstrategien salztoleranter Pflanzen an Salzstress, aber auch detailliertes Wissen
Uber die Steuerung der Transpiration und damit des Wasserverlusts von Pflanzen sind daher
wichtig, um auch kilnftig ertragreiche Landwirtschaft betreiben zu koénnen. In dieser Arbeit
habe ich verschiedene Aspekte der pflanzlichen Stressphysiologie bearbeitet, die im

Folgenden getrennt voneinander zusammengefasst werden.
|. Funktionelle Unterschiede der PYR/PYL-Rezeptoren von SchlieBzellen

Entscheidend fur den Wasserstatus von Pflanzen ist die Kontrolle des Wasserverlusts durch
Spaltéffnungen (Stomata), die von einem Paar SchlieRzellen gebildet werden. Externe
Faktoren wie Licht, Luftfeuchtigkeit und CO,, sowie interne Faktoren wie das Phytohormon
Abszisinsaure (ABA) regulieren Uber Signalkaskaden die Stomaweite und dadurch den
Wasserverlust. Die zugrunde liegenden Signalkaskaden Uberlappen teilweise. Vor allem der
Stomaschluss durch erhéhtes CO, und ABA weisen viele Gemeinsamkeiten auf und die
Identifizierung des Konvergenzpunktes beider Signale ist immer noch aktueller Gegenstand
der Forschung. Von besonderem Interesse sind dabei die in SchlieRzellen exprimierten ABA-
Rezeptoren der PYR/PYL-Familie. Denn obwohl bislang nicht nachgewiesen werden konnte,
dass CO- zu einem Anstieg des ABA-Gehalts von Schlief3zellen fuhrt deuten einige Studien

darauf hin, dass die ABA-Rezeptoren selbst am CO.-Signalweg beteiligt sind.

Durch Untersuchungen der Stomareaktion von Arabidopsis ABA-Rezeptormutanten konnte
ich in dieser Arbeit zeigen, dass die in SchlielRzellen exprimierten ABA-Rezeptoren der
PYR/PYL-Familie funktionale Unterschiede aufweisen. Funffach-Verlustmutanten der ABA-
Rezeptoren PYR1, PYL2, 4, 5 und 8 (12458) waren in ihrem ABA-induzierten Stomaschluss
beeintrachtigt und nur die Komplementation mit PYL2 und in geringerem Malie PYR1 konnte
die ABA-Sensitivitdat wiederherstellen. Die Stomata von 12458-Verlustmutanten waren
aullerdem insensitiv gegenuber erhdhtem CO», was auf eine Beteiligung der ABA-Rezeptoren
am COgz-induzierten Stomaschluss hindeutet und diese Sensitivitdt konnte nur durch die

Komplementation mit PYL4 oder PYL5, nicht aber mit PYL2 wiederhergestellt werden. Somit
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konnten in dieser Arbeit erstmals funktionelle Unterschiede der PYR/PYLs beim Stoma-

Schluss nachgewiesen werden.

Alle externen und internen Stomaschluss-Signale haben auf’erdem Einfluss auf die
Genexpression der SchlieRzellen und fihren zu individuellen expressionellen Adaptionen. In
vorangegangenen Microarray Studien konnte gezeigt werden, dass jeder Stimulus auch die
Expression eines distinkten Sets an ABA-Rezeptoren beeinflusst. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte ich auRerdem zeigen, dass die Expression der ABA-Rezeptoren bereits auf kleine
Anderungen der ABA-Konzentration der SchlieRzellen reagiert und dass diese sich auRerdem
in ihrer Sensitivititt gegenliber ABA unterschieden. Geringe Anderungen der ABA-
Konzentration von SchlieBzellen haben demnach Auswirkungen auf deren Rezeptor-
zusammensetzung. Dariber hinaus konnte ich zeigen, dass die Rezeptoren die Expression
unterschiedlicher nachgeschalteter Gene beeinflussen, was darauf hindeutet, dass
Anpassungen des Rezeptorpools durch geringe Anderungen des ABA-Gehalts von
SchlieRzellen schlussendlich auf genexpressioneller Ebene zur langerfristigen Adaption an

externe Bedingungen filhren und die Rezeptoren auch hier funktional verschieden sind.
Il. Stomatére Besonderheiten der toleranten Dattelpalme (Phoenix dactylifera)

Dattelpalmen kommen natlrlicherweise an besonders trockenen und heil3en Standorten vor,
an denen es aufgrund der harschen Bedingungen nur sehr wenigen Pflanzen mdglich ist
Uberhaupt zu wachsen. Ein naheliegender Grund fiir die herausragende Toleranz dieser Art
gegenuber wasserlimitierenden Bedingungen ist eine Anpassung der stomataren Regulation

zu Gunsten des Wasserhaushalts.

In dieser Arbeit konnte ich durch vergleichende Untersuchungen der lichtabhangigen
Transpiration sowie dem ABA-induzierten Stomaschluss grundlegende Unterschiede in der
Stomaphysiologie der Dattelpalmen und der eher sensitiven Modellpflanze Arabidopsis
thaliana nachweisen. Blattgaswechselmessungen zeigten, dass Dattelpalmen in der Lage sind
die Spaltéffnungen bei niedrigen Lichtintensitaten, bei denen Arabidopsis bereits deutlich
geodffnete Stomata aufwies, geschlossen zu halten. Der bedeutendste Unterschied in der
Stomaphysiologie von Dattelpalmen und Arabidopsis lag aber im ABA-induzierten
Stomaschluss. Wahrend Uber die Petiole verabreichtes ABA bei Arabidopsis innerhalb von 15
Minuten zu einem vollstdndigen Stomaschluss fihrte, konnte ich in dieser Arbeit zeigen, dass
der ABA-induzierte Stomaschluss der Datteln nitratabhangig ist. ABA allein fihrte nur zu einem
sehr langsamen Stomaschluss der innerhalb einer Stunde nicht vollstdndig abgeschlossen
war. Nur in Gegenwart von Nitrat fuhrte die ABA-Gabe in den Transpirationsstrom der
Fiederblatter der Datteln zu einem schnellen und vollstandigen Stomaschluss. In Arabidopsis

wird der in SchlieRzellen vorkommende Anionenkanal AtSLAC1 durch eine tber den ABA-
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Signalweg vermittelte Phosphorylierung aktiviert, was schlussendlich zur Aktivierung
spannungsabhangiger Kationenkanale und zum Ausstrom von Kalium aus den Schliel3zellen
fuhrt. Es konnte gezeigt werden, dass die Nitratabhdngigkeit der ABA-Antwort der
SchlieRzellen von Dattelpalmen auf Eigenschaften von PASLAC1 zurtickzufihren ist und
dieser Kanal nur in Anwesenheit von extrazellularem Nitrat aktivierbar ist. Mittlerweile konnte,
unter anderem basierend auf diesen Ergebnissen, eine Tandem-Aminosauresequenz
identifiziert werden, die die SLAC-Homologe monokotyler Pflanzen wie der Dattelpalme von
der dikotyler Pflanzen unterscheidet und zumindest teilweise fur die nitratabhangige

Aktivierung des Stomaschlusses vieler monokotyler verantwortlich ist.
lll. Die Salztoleranz von Phoenix dactylifera und Chenopodium quinoa

Sowohl Dattelpalmen als auch C. quinoa weisen, verglichen mit den meisten anderen
Pflanzen, eine hohe Toleranz gegenuber NaCl-haltigen Boden auf. In dieser Arbeit habe ich
die Salztoleranz beider Arten untersucht, um so Strategien zu identifizieren, die diesen

Pflanzen diese gesteigerte Toleranz ermaglichen.

Dattelpalmen kdnnen natlrlicherweise auf salzigen Béden wachsen. Makroskopisch weisen
diese Pflanzen aber keine Anpassungen wie bspw. Salzdriisen auf und bislang ist unklar wie
Dattelpalmen mit dem NaCl aus dem Boden umgehen. In dieser Arbeit konnte ich zeigen, dass
der Natriumgehalt der Fiederblatter der Datteln durch eine sechswdchige Bewasserung mit
600mM NaCl, was ungefahr der Konzentration von Meerwasser entspricht, nicht zunimmt.
Demnach sind Datteln so genannte ,Exkluder’, also Pflanzen, die eine UbermaRige
Natriumaufnahme in photosynthetisch aktives Gewebe vermeiden. Der Natriumgehalt der
Wurzeln dagegen nahm unter Salzstress aber zu. Diese Zunahme war allerdings in
unterschiedlichen Bereichen der Wurzeln verschieden stark. Flammenphotometrische
Messungen ergaben einen vom Wourzelansatz ausgehenden graduellen Anstieg des
Natriumgehalts, der an der Wurzelspitze am hochsten war. Darlber hinaus konnte eine
Induktion von PdSOS1, einem putativen Na*/H*-Antiporter in diesen unteren, natriumhaltigen
Bereichen nachgewiesen werden. Eine hohe SOS1-Aktivitat gilt bereits in anderen toleranten
Arten als Schlisselmerkmal fur deren Toleranz und die gesteigerte Expression von PdSOS1
deutet auf eine erhdhte Natrium-Exportrate aus der Wurzel zurlick in den Boden in diesen

unteren Bereichen hin, was schlussendlich den Ausschluss von Natrium vermitteln konnte.

In sensitiven Arten fihrt Salzstress haufig zu einer Abnahme der Kaliumkonzentration des
Gewebes. Interessanterweise war dies weder fir das Blatt- noch das Wurzelgewebe der
Dattelpalmen der Fall. Der Kaliumgehalt beider Gewebe blieb trotz der Bewasserung der
Pflanzen mit Salzwasser konstant. Auf expressioneller Ebene konnte ich dariber hinaus

zeigen, dass PdHAKS5, ein putativer hochaffiner Kaliumtransporter, der unter
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Kontrollbedingungen Uberwiegend in den oberen Wurzelabschnitten exprimiert wurde, durch
den Salzstress dort reprimiert wurde. PdKT, ebenfalls ein putatives Kalium-Transportprotein
dagegen, wurde nicht durch die Salzbehandlung beeinflusst, was zusammengenommen
darauf hindeutet, dass das Aufrechterhalten des Kaliumgehalts bei Salzstress durch die
differentielle Regulation verschiedener Kaliumaufnahmesysteme gewahrleistet wird. Der
effiziente Ausschluss von Natrium zusammen mit dem hohen K*/Na*-Verhaltnis konnten

demnach Schliisselmerkmale flr die hohe Salztoleranz von Phoenix dactylifera darstellen.

Quinoa ist, ahnlich wie die Dattelpalme, eine salztolerante Nutzpflanze. Im Gegensatz zu
Dattelpalmen weist Quinoa allerdings besondere Strukturen auf der Epidermis auf, die so
genannten epidermalen Blasenhaare (englisch: epidermal bladder cells, EBCs). Die Funktion

dieser ballonartig vergrofRerten Zellen als externe Salzspeicher wird seit langerem diskutiert.

Flammenphotometrische = Messungen des Natriumgehalts von  Quinoa unter
Salzstressbedingungen ergaben, dass Quinoa anders als Dattelpalmen, Natrium in die
oberirdischen, photosynthetisch aktiven Organe aufnimmt. Auch die Zunahme des
Natriumgehalts der EBCs konnte ich nachweisen. Junge Blatter haben eine hohe Dichte an
intakten EBCs, was deren Funktion als externe Salzspeicher besonders zum Schutz dieser
jungen Blatter nahelegt. mMRNA-Sequenzierungen ergaben dariber hinaus, dass die EBCs
bereits unter Kontrollbedingungen viele in grundlegende Stoffwechselprozesse involvierte
Gene sowie membranstandige Transportproteine differentiell exprimieren. Diese Unterschiede
im Transkriptom der EBCs zum Blattgewebe zeigen, dass katabole Stoffwechselwege nur eine
untergeordnete Rolle in den hochspezialisierten EBCs spielen und deren Stoffwechsel auf

dem Import energiereicher Zucker und Aminosauren basiert.

Mittels qPCR-Messungen und RNA-Sequenzierungen konnte ich die gewebespezifische
Expression verschiedener Transportproteine nachweisen, die eine gerichtete Aufnahme von
Natrium in EBCs ermdglichen koénnten. Besonders die differentielle Expression eines
Natriumkanals der HKT1-Familie deutet auf dessen Beteiligung an der Natriumbeladung der
EBCs hin. CqHKT1.2 wurde ausschlieBlich in EBCs exprimiert und die elektrophysiologische
Charakterisierung  dieses  Transportproteins ergab eine  spannungsabhangige
Natriumleitfahigkeit. Dieser Natriumkanal kann demnach die Natriumaufnahme bei
Membranspannungen nahe dem Ruhepotential in die EBCs vermitteln und die Deaktivierung
des CqHKT1.2 bei depolarisierenden Membranspannungen kann dartber hinaus einen Efflux
von Na* aus den EBCs verhindern. Auch das Expressionsmuster eines putativen Na*/H*-
Antiporters (CqSOS1) der nur sehr gering in EBCs aber deutlich hdher in Blattgewebe
exprimiert wurde, deutet auf eine indirekte Beteiligung dieses SOS1 an der Beladung der

EBCs hin. Bereits charakterisierte SOS1-Proteine anderer Pflanzen zeigten unter
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physiologischen Bedingungen eine Natriumexport-Aktivitat. CqSOS1 kénnte demnach den
Export von Natrium aus Mesophyll- und Epidermiszellen der Blatter in den Apoplasten

vermitteln, welches dann Uber CqHKT1.2 in die EBCs aufgenommen wird.

Trotz der Natriumaufnahme in die oberirdischen Teile und die EBCs flihrte die Salzbehandlung
ahnlich wie bei den Datteln nicht zu einer Abnahme des bemerkenswert hohen Kaliumgehalts.
Mittels qPCR-Untersuchungen konnte ich die Expression verschiedener HAK-Orthologe
nachweisen, deren Aktivitdt die Aufrechterhaltung des Kaliumgehalts unter Salzstress
vermitteln kdnnten. Frihere Studien konnten zeigen, dass Salzstress bei Quinoa wie bei vielen
salztoleranten Arten zu einem Anstieg der Konzentration von kompatiblen geldsten
Substanzen und besonders von Prolin flhrt. In dieser Arbeit konnte ich die hohe Expression
eines Prolintransporters in EBCs nachweisen, was eher auf einen importbasierten Anstieg der

Prolinkonzentration als auf die Synthese innerhalb der EBCs schlie3en lasst.

Zusammengefasst ergaben der Anstieg des Natriumgehalts der EBCs in Verbindung mit den
Ergebnissen der RNA-Sequenzierung und den erganzenden qPCR Messungen, dass die
EBCs von Quinoa bereits unter Kontrollbedingen fir die Aufnahme von Gberschiissigen lonen
unter Salzstress spezialisierte Zellen sind, deren Spezialisierung auf dem Import von

energiereichreichen Zucken und anderen Substanzen basiert.
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Summary

The greatest problem faced by the 21st century are climate change and maintaining the food
security for an increasing number of people. The increase in extreme weather events, such as
drought and heat, makes it difficult to cultivate conventional crops that are not stress tolerant.
As aresult, increasing irrigation of arable land leads to additional salinization of soils with plant-
toxic sodium and chloride ions. Knowledge about the adaptation strategies of salt-tolerant
plants to salt stress as well as detailed knowledge about the control of transpiration and thus
of the water loss of these plants are therefore important in order to be able to guarantee
productive agriculture in the future. In this work, | have worked on various aspects of plant

stress physiology, which will be summarized separately below.
I. Functional differences of guard cell PYR / PYL receptors

A tight regulation of the transpirational water loss through stomata, which are formed by a pair
of guard cells, is crucial for regulating the water status of plants. External factors such as light,
humidity and CO, as well as internal factors such as the phytohormone ABA regulate the stoma
width and thus the loss of water via individual signal cascades. However, the underlying
signaling cascades partly overlap. In particular, the cascades involved in stomatal closure due
to increasing CO, and ABA overlap and the identification of a convergence point of both signals
is still the subject of ongoing research. In this context, the ABA receptors of the PYR/PYL
family that are expressed in guard cells are of particular interest. Although it has not yet been
demonstrated that CO; leads to an increase in the ABA content of guard cells, some studies

indicate that the ABA receptors themselves are involved in the CO, signaling pathway

By studying the stomatal response of Arabidopsis ABA receptor mutants, | demonstrated that
the PYR / PYL family ABA receptors expressed in guard cells show functional differences.
Pentuple knock out mutants of the ABA receptors PYR1, PYL2, 4, 5, and 8 (12458) showed
impairment in ABA-induced stomatal closure, and only complementation with PYL2 and, to a
lesser extent, PYR1 could restore ABA sensitivity. Additionally, the stomata of the 12458
knockout mutants were also insensitive to elevated CO; and the sensitivity could only be
restored be the complementation with the receptors PYL4 and PYLS suggesting an

involvement of the ABA receptors in the CO-induced stomatal closure.

Furthermore, all external and internal stimuli that lead to stomatal closure influence the gene
expression of guard cells leading to individual adaptions on the gene expression level.
Previous microarray studies have shown that each stimulus also affects the expression of a
distinct set of ABA receptors. In this work, | showed that the expression of ABA receptors

already responded to small changes in the ABA concentration of guard cells and that the
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receptor expression also differed in their sensitivity to ABA. Small changes in the ABA
concentration of guard cells could therefore influence their receptor composition. In addition, |
was able to show that the receptors affect the expression of different downstream genes,
suggesting that adjustments of the receptor pool by small changes in the ABA content of guard
cells ultimately lead to long-term adaptations to external conditions at the gene expression

level.

ll. Specific features of the stomata of the extremely tolerant date palm (Phoenix
dactylifera)

Date palms naturally occur in particularly dry and hot locations, where due to the harsh
conditions only very few plant species are able to grow at all. One possible reason for the
outstanding tolerance of this species to water-limiting conditions is an adaptation of the

stomatal regulation in favor of maintaining water balance.

In this work, | was able to demonstrate fundamental differences in the stomatal physiology of
date palm and the rather sensitive model plant Arabidopsis thaliana by comparative studies of
light-dependent transpiration and ABA-induced stoma closure. Leaf gas exchange
measurements showed that date palm can keep the stomata closed at low light intensities,
where Arabidopsis already had clearly opened stomata. However, the most significant
difference in the stomatal physiology between date palm and Arabidopsis was found in the
ABA-induced stomatal closure. While ABA fed via the petiole resulted in complete stomatal
closure within 15 minutes in Arabidopsis, | showed that ABA-induced stomatal closure is
nitrate-dependent in date palm. ABA alone only resulted in a very slow stomatal closure that
was not fully completed within one hour. Only in the presence of nitrate did the feeding of ABA
into the transpiration stream of date palm pinates lead to a rapid and complete stomatal
closure. In Arabidopsis, the guard cell-expressed anion channel AtSLAC1 is activated by ABA
signaling-mediated phosphorylation, triggering voltage-dependent cation channels to open
and ultimately channeling potassium out of the guard cells. It could be shown that the nitrate
dependence of the ABA response of the date palm guard cells is due to properties of PASLAC1
and that this channel can only be activated in the presence of extracellular nitrate. Based on
these results, a tandem amino acid sequence has now been identified, that distinguishes the
SLAC homologues of monocotyledonous plants (including date palm) from dicotyledonous
plants (including Arabidopsis) and is at least partially responsible for the nitrate-dependent

activation of the stoma conductance of many monocots.

VIl Heike M. Miiller



Julius-Maximilians-
UNIVERSITAT
I WURZBURG Summary

lll. The strategies behind the salt tolerance of P. dactylifera and Chenopodium quinoa

Both date palms and C. quinoa have a high tolerance to NaCl-containing soils compared to
most other plant species. In this work, | studied the salt tolerance of both species to identify

strategies that allow these plants to grow under salt stress conditions.

Date palm naturally grows on saline soils along the coast of the Arabian Peninsula. However,
they do not possess any macroscopic adaptations such as salt glands. So far it is unclear how
date palms handle excessive NaCl from the soil. In this work, | was able to show that the
sodium content of date palm pinates does not increase after a six-week irrigation with 600mM
NaCl, which is roughly the concentration of seawater. Accordingly, date palm is a so-called
"excluder", i.e. a plant that avoids excessive sodium uptake into photosynthetically-active
tissue. The sodium content of roots, however, increased under salt stress. But this increase
was different in different areas of the roots. Flame photometric measurements revealed a
gradual increase in sodium content from upper to lower parts of the roots, which was highest
at the root tip. In addition, induction of PASOS1, a putative Na*/H* antiporter in these lower
sodium-containing regions has been demonstrated. High SOS1 activity is already considered
to be a key feature of tolerance in other species, and increased expression of PdSOS1
indicates increased sodium export rates from the root back into the soil in these lower areas,

which could ultimately mediate the exclusion of sodium.

In sensitive plant species, salt stress often leads to a decrease in the potassium concentration
of the tissue. Interestingly, this was not the case for date palm leaf or root tissue. The
potassium content of both tissues remained constant despite irrigation of the plants with salt
water. On the expression level, | also showed that PAHAKS5, a putative high-affinity potassium
transporter predominantly expressed in the upper root sections under control conditions, was
repressed by the salt stress there. In contrast, PdKT, also a putative potassium transport
protein, was not affected by the salt treatment, suggesting that maintenance of potassium
content in salt stress is ensured by the differential regulation of various potassium uptake
systems. The efficient exclusion of sodium together with the high K*/Na* ratio could therefore

be key features of the high salt tolerance of Phoenix dactylifera.

Quinoa, like the date palm, is a salt-tolerant crop but in contrast to date palms quinoa has
special structures on the epidermis, the so-called epidermal bladder cells (EBCs). The function

of these balloon-like enlarged cells as external salt dumpers has been proposed.

Flame photometric measurements of the sodium content of quinoa under salt stress conditions
showed that quinoa, unlike date palm, absorbs sodium in the above-ground, photosynthetically

active parts. | was also able to prove the increase in the sodium content of the EBCs. Young
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leaves are equipped with a high density of intact EBCs, suggesting their function as external
salt stores, especially for the protection of these young leaves. In addition, mMRNA sequencing
revealed that the EBCs, already under control conditions, differentially express many genes
involved in basic metabolic processes as well as membrane-bound transport proteins. These
differences in the transcriptome of EBCs to leaf tissue show that catabolic pathways such as
photosynthesis play only a minor role in the highly specialized EBCs and their metabolism is

based on the import of high energy compounds such as sugars or amino acids.

Using gPCR measurements and RNA sequencing, | was able to demonstrate the tissue-
specific expression of various transport proteins, which could allow unidirectional uptake of
sodium in EBCs. In particular, the differential expression of a sodium channel of the HKT1
family indicates its involvement in the sodium loading of the EBCs. CqHKT1.2 was expressed
exclusively in EBCs and the electrophysiological characterization of this transport protein
revealed a voltage-dependent sodium conductivity. Thus, this sodium channel can mediate
sodium uptake into EBCs at normal membrane voltages, and deactivation of CqHKT1.2 at
depolarized membrane voltages can prevent efflux of Na* out of the EBCs. The expression
pattern of a putative Na*/H* antiporter (CqSOS1), which is expressed only very low in EBCs
but significantly higher in leaf tissue, indicates an indirect involvement of this SOS1 in the
loading of the EBCs. SOS1 proteins from other plant species that have already been
characterized showed a sodium export activity under physiological conditions. Thus, CqSOS1
could mediate the export of sodium from mesophyll and epidermis cells of the leaves in the
apoplasts, which is then absorbed into the EBCs via CqHKT1.2. Similar to the results of date
palm, the sodium uptake into the above ground parts and the EBCs of quinoa during the salt
treatment did not lead to a decrease in the remarkably high potassium content of quinoa. Using
gPCR studies, | was able to demonstrate the expression of various HAK orthologues, the
activity of which could mediate the maintenance of potassium levels under salt stress. Previous
studies have shown that salt stress in quinoa, as in many tolerant species, leads to an increase
in the concentration of compatible solutes and particularly proline. In this work, | was able to
demonstrate the high expression of a proline transporter in EBCs, suggesting an import-based

increase in proline concentration rather than synthesis within the EBCs.

In summary, the increase in sodium in EBCs together with the RNA-Seq analyses and the
complementary qPCR measurements revealed that the Quinoa EBCs under control conditions
are already equipped for the uptake of excess ions under salt stress, with a metabolism that

strongly depends on the import of high-energy compounds such as sugars and amino acids.

Heike M. Miiller



Julius-Maximilians-
I ”w"dXE'éﬂ'rIéT Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
1. EINLEITUNG ... rrete s s ssss e s s s ssse e s s s sns s e s e mme e e e mn e e e e mn e e e e s amn e e e e s smnneeennnnnenesnnnnen 15
1.1 Gemeinsamkeiten und Unterschiede von Salz- und Trockenstress ............cccccceeennee 16
1.2 Kontrolle des Wasserverlusts der BIAtter............ccoveiiiiiii oo 17
1.3 Die Rolle der Stomata ..........ooiiiiiee e 18
I Tt IS (o] .4 F=To ) 1. 10 Vo TR RS 19
1.3.2 STOMASCRIUSS...cceiiieeeeie et e e e e e e e e e e e e e aaeeens 20
1.3.3 Die Rolle von ABA beim Stomaschluss ............ccoceiiiiiiiiii e 20
1.3.4 Die Spezifitdt des ABA-SIgNaIWEGS........cccuuiiiiiiiiiiiiiee e 22
1.3.5 Zielsetzung I: Die funktionelle Spezifitdt der ABA-Rezeptoren in SchlieRzellen
vON ArabidOpsSis tRANIANG..............cc e 26
1.4 Spezialisten an extremen Standorten: Stomatare Anpassungen von Phoenix
(o =014 1= = T PP PRUPTRPR 27
1.4.1 Zielsetzung Il: Charakterisierung der Stomaphysiologie von Phoenix dactylifera
....................................................................................................................................... 29
1.5 Anpassungen an lonentoxizitat bei Salzstress ..o, 29
1.5.1 ANioNen-TranSpPOrSYSIEME .........ccoiiiiiii i 31
1.5.2 Kationen-TransportSyStEME .........coouiiii i 32
1.5.3 Das K*/Na™=-Verhalnis .............cccoiiiiiiiiieeee e 35
1.5.4 Kompatible geldste Substanzen...........cccocuvveiiiiiii e 36
1.6 Die Salztoleranz von P. dactylifera und C. QUINOAE ..............ccccuueeiiiiieieiiiiie e 39
1.6.1 PROENIX AACLYIITEra .........evvveeeeeeeeeeee e 39
1.6.2 ChenopOditm QUINOA. ..............oei it a e e e e e reeeeeaaaeens 40
1.6.3 Die Rolle von Blasenhaaren bei der Salztoleranz von Chenopodium quinoa....42
1.6.4 Die Beladung von Blasenhaaren mit Na*- und Cl-lonen...........ccccceeviienennnee. 42
1.6.5 Zielsetzung llI: Untersuchungen der NaCl-Toleranzmechanismen von C. quinoa
O o Lo I o = Tor 4 11T - TP PEURRRN 44
2. MATERIAL UND METHODEN ......coooiiciiriimrrrssssnre s sssssssssssss s ssssssns s s ssssssssssssssssssssnsssnas 47
2.1 PlanZenanzZuUCKt ... ... e a e e e 47
2.1.1 Anzucht von Arabidopsis thaliana ................ccccceeeeieeiiiicciiiiieiee e 47
2.1.2 Anzucht von Chenopoditim QUINOE .............cccuueeeeiiaeieiieeeiieea e e 50
2.1.3 Anzucht von Phoenix dactylifera ...............ccccuueiiiiieiiiiiee e 50
2.2 FlammenphotOMEtriE. ........uuuiiieiiii s 51
2.2.1 Flammenphotometrische Messungen an C. QUINOa ...........ccccceeevicciiieeenaeenennnes 52
2.2.2 Flammenphotometrische Messungen an P. dactylifera.............ccccccoooveevinnnnnn.n. 54
2.3 BlattgaswecChselMEeSSUNGEN..........uuuiiiiiiiiiiiiiii e nanana 55
B T |V (=TS o 4 g V4 SO PSER 55
2.3.2 Berechnung verschiedener Photosynthese-Parameter..............ccccvveeeeeeeeninnns 58

Heike M. Maller Xl



Julius-Maximilia

UNIVERSITAT

Inhaltsverzeichnis WURZBURG
2.3.3 Gaswechselmessungen an Arabidopsis thaliana ....................ccccecevvuevenieeiienn, 58
2.3.4 Vergleichende Gaswechselmessungen an Phoenix dactylifera und Arabidopsis
BRAIIANG. ....... ..ot e e et e e e e e et areaaaaeeeaann 59

2.4 ChlorophylifluoreSzenzZmeSSUNGEN ......coovviiii it e e e 60
2.5 Molekularbiologische Methoden...............oooo e 60
2.5.1 Prinzip und Zielsetzung der QPCR ........ccuiiiiiiii e 60
2.5.2 RNA Isolation aus pflanzlichem Gewebe ...........ccccccoiiiiiiiiiiiiceeee e, 61
2.5.3 DNase-Verdau und RNA-FEIUNG .......ccooiiiiiiiii e 62
2.5.4 RNA-Sequenzierung der Quinoa MRNAS ..........cooiiiiiiiiiii e 63
2.5.5 Reverse Transkription der MRNA ... e 63
2.5.6 Durchfuhrung und Auswertung der qPCR Messungen............cccceevviiieeeeninnennn. 64
T A o 10 41T (o [T oo SRR 65
2.5.8 DNA Agarose-GeleleKtrophorese............c.ueiiiiiiiiiiiiiiiieece e 66
2.6 LIChtmMIKIOSKOPIE ...ceiie it e e e e e e e e e e e e e e e e s eannes 67
2.7 StatistisChe AUSWEITUNG ......oiiiiii e e e e e 67
3. ERGEBNISSE ..........cociiiiirerisssnesssssssne s ssssssne s sssssne s sasssss s s sssssns e s esssnne s sssssnnnssssssnnesssssnnnssanen 69
3.1 Die Funktion der PYR/PYL ABA-Rezeptoren in Schlie3zellen............cccccevviiiieennnnee. 69
3.1.1 Funktionelle Unterschiede der PYR/PYL-Rezeptoren beim Stomaschluss....... 71
3.1.2 ABA-abhangige PYR/PYL-Expression in Arabidopsis Schlie3zellen................. 76
3.1.3 Funktionelle Unterschiede der PYR/PYL-Rezeptoren auf transkriptioneller
e o 7= o T USSR 79
3.2 Dattelstomata unterscheiden sich in ihrer Reaktion auf externe und interne Stimuli
VON AFabDIdOPSIS .uvvvvvriiiiiiiiiiiiiiiiiiiirir s 82
B TR IS T 1 4= 1 =T RS 86
3.3.1 Sind Dattelpalmen Salz-ExKIuder? ... 86
3.3.2 Salzaufnahme und Lokalisation in Phoenix dactylifera.............cccccovuueviiiiniiann. 86
3.3.3 Expressionsanderungen in Wurzeln von Phoenix dactylifera unter Salzstress . 88
3.3.4 Salzaufnahme und Lokalisation in Chenopodium quinoa................ccccceeveneen... 91
3.3.5 Expressionsanderungen in epidermalen Blasenhaaren von Quinoa unter
T2 4= (TSRS 95
3.3.6 Im Transkriptom von EBCs dominieren katabole Stoffwechselwege................ 105
4. DISKUSSION .......ooiiiiiriiiinier s ssnr s s s e s s ssne s ss s ms e s s s s mn e s e s s smn e s e s s amn e e e sssnnnessnsnnnensssnnen 108
4.1 ABA-Rezeptoren in Schlielzellen von Arabidopsis thaliana..................ccccovueenene... 110
o I N =Y N U T I O RSP 111
4.1.2 ABA-Rezeptoren und Signalspezifitat...........cccooueireiiiiiiiiiiiee e 112
4.1.3 Transkriptionelle Regulation durch ABA-Rezeptoren ...........cccccovviieiiiiiiienennns 115
4.1.4 Ausblick PYR/PYL-REZEPIOIEN ........uvviiiiiiee ettt 116
4.2 Stomata von Dattelpalmen sind an extreme Standorte angepasst..........cccccceeevveee.. 117
4.2.1 Die Stomata von Dattelpalmen 6ffnen erst bei hohen Lichtintensitaten........... 117
4.2.2 Der ABA-induzierte Stomaschluss von Dattelpalmen bendtigt Nitrat............... 118

X| Heike M. Miiller



Julius-Maximilians-
I ”w"dXE'éﬂ'rIéT Inhaltsverzeichnis

4.2.3 Morphologische Anpassungen der Stomata von Phoenix dactylifera .............. 121

4. 2.4 AUSDIICK .....cooiiiieiie et e e e e e e e e e e e nae e e e enrneeeeanns 122

4.3 Die Salztoleranz von Dattelpalmen.............oooviviiiiiiiie e 122

4.3.1 Natriumausschluss als Schllssel zur Salztoleranz in Dattelpalmen? .............. 123

4.4 Die Funktion der Blasenhaare von Chenopodium quinoa..............cccccccceeeeccuvveenenannn. 125

4.4.1 Natriumgehalt und Natriumaufnahme in EBCS...........ccoooieee, 126

4.4.2 Kalium und Kaliumaufnahme in EBCS ..o 128

4.4.3 Die Aufnahme von Anionen in EBCS........occuiiiiiiiii e 129

4.4.4 Import von kompatiblen Soluten in EBCs.........cccoeeeeiiiiiiiie e 131

4.4.5 Energiehaushalt in EBCS........oouuiiiiii e 132

44,6 AUSDIICK ..ot e e e e e anns 133

5. LITERATURVERZEICHNIS .......coo e nrseer e ssnn s s s smn e s s ssmn e s smn e s smnn e nnas 135

Y 7Y L 156

N g =T o 1 4T = P PRPPPPS 156

6.2 Anhang B: AbbildungSsVerzeiChnis..............ccoiiiiiiiiiiii e 158

6.3 Anhang C: TabellenverzeiChnis ............cooo e 160

6.4 Anhang D: Quinoa mRNA-Sequenzierungs Daten...........ccccoooeeiiiiiinien e, 161

6.5 Anhang E: AbKUrzungsVerzeiChNis ..........cooiociiiiiiiiie e 162

7. EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG UND DANKSAGUNG........cceeeeermrneeneseeasssaeesenns 163
7.1 Eidesstattliche Erklarung §7 Abs. 2 Satz 3, 4, 5 der Promotionsordnung der Fakultat

L(0 L =100] (oo 1= PRSP 163

72 D =T o <= Vo [0 T o TR 164

Heike M. Muller XMl






Julius-Maximilians-
I WURZBURG Einleitung

1. Einleitung

Eines der grofiten globalen Probleme des 21. Jahrhunderts ist die Gewahrleistung der
Nahrungsmittelsicherheit bei dramatisch steigenden Bevolkerungszahlen (hauptsachlich in
Entwicklungslandern) in einer sich klimatisch wandelnden Welt (FAO 2017). Um die
Nahrungsmittelversorgung fur die zunehmende Bevolkerung zu sichern, muss die
Nahrungsmittelproduktion bis 2050 um 70% im Vergleich zu 2006 steigen (Bruinsma 2009).
Diese Erhohung der Produktivitat muss trotz des sich andernden Klimas gewahrleistet werden.
Wesentliche Punkte des Klimawandels, die einen Einfluss auf die Nahrungsmittelproduktion
haben, sind steigende Temperaturen und veranderte Niederschlagsmengen, die in extremen
Trocken- und Uberflutungsperioden resultieren. Zwischen 1951 und 2012 stieg die jahrliche
Durchschnittstemperatur um 0.7°C und bis zum Jahr 2060 wird ein weiterer Temperaturanstieg
zwischen 0.5°C und 3°C prognostiziert (IPCC 2014). Zusatzlich andern sich auch die jahrlichen
Niederschlagsmengen und vor allem in ohnehin ariden Gebieten nehmen diese noch weiter
ab (IPCC 2014). Daruber hinaus wird der Grofteil des prognostizierten Bevdlkerungs-
wachstums in genau diesen Gebieten (vor allem in Afrika) stattfinden. Um trotzdem eine
ausreichende Versorgung mit Nahrungsmitteln sicherzustellen, muss die Nahrungsmittel-
produktion global, aber besonders in diesen Regionen deutlich gesteigert werden, was unter

anderem mit einer Anpassung der Landwirtschaftsflachen einhergehen muss.

Dabei ist ein Ausweiten der landwirtschaftlichen Nutzflachen nur bedingt méglich. Schon heute
betragt die landwirtschaftlich genutzte Flache 38% des globalen eisfreien Festlandes und
deckt damit bereits den gréRten Teil der (heute) landwirtschaftlich nutzbaren Flachen ab (Foley
et al. 2011). Teile dieser Agrarflachen werden (vor allen in semi-ariden Gebieten) bewassert,
um sie landwirtschaftlich nutzbar zu machen. Schon heute bedeutet das 85% des jahrlich
globalen Frischwasserverbrauchs (Foley et al. 2005). Die kunstliche Bewasserung bringt
dariber hinaus weitere Probleme mit sich. Sowohl durch den Eintrag von hauptsachlich NaCl,
als auch durch das Ldsen von sich im Boden befindenden Salzen leiden bereits 11% der
bewasserten Flachen (Stand 2011) an Versalzung (FAO 2011).

Das grundlegende Verstandnis der Anpassungsmechanismen von Pflanzen an Trockenheit
und salzige Béden auf molekularer Ebene ist daher dringend notwendig, um z.B. durch
gezielte Zichtung von Kulturpflanzen die Nahrungsmittelversorgung in Zukunft an den
gesteigerten Bedarf anpassen zu kénnen. Fir die Untersuchung der zugrunde liegenden
Mechanismen werden derzeit nicht nur stress-sensitive Modellpflanzen wie Arabidopsis
thaliana, sondern auch stresstolerante Pflanzen eingesetzt, da die Anpassung dieser Pflanzen
haufig auf einer effizienteren Nutzung und Abwandlung bereits vorhandener Mechanismen
beruht (Munns and Tester 2008).
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1.1 Gemeinsamkeiten und Unterschiede von Salz- und Trockenstress

Bedingt durch den Klimawandel werden vor allem Trockenheit und der daraus resultierende
Trockenstress in Zukunft in vielen landwirtschaftlich erschlossenen Gebieten zunehmen, was
schlussendlich durch gesteigerte Bewasserung auch zu steigender Salzbelastung der Boden
und damit auch der Pflanzen fuhrt (FAO 2017). Die Toleranz der angebauten Nutzpflanzen
gegenuber diesen Stressfaktoren wird deshalb auch (Uber die zukilnftige

Nahrungsmittelversorgung entscheiden.

Fur Pflanzen, als sessile Organismen, war die Fahigkeit zur Adaption an sich andernde
externe Bedingungen schon immer von extremer Wichtigkeit. Im Laufe der Entwicklung haben
deshalb alle héheren Landpflanzenarten Mechanismen entwickelt, die eine Anpassung an
variierende Umweltbedingungen erlauben. Die Anpassungsfahigkeit der einzelnen Arten ist
dabei individuell unterschiedlich aber auch entscheidend fur die jeweilige Stresstoleranz einer
Pflanze. Neben biotischen Stressfaktoren wie Pathogenbefall miissen sich Pflanzen vor allem
an abiotische Stressfaktoren anpassen. Zu letzteren zahlen neben Nahrstoffmangel, Hitze und
Kalte auch Trockenheit und Salzstress (Zhu 2016). Die meisten dieser Faktoren haben einen
negativen Einfluss auf den Wasserhaushalt von Pflanzen (Wang et al. 2003) und die
Anpassung an eine wechselnde Wasserverfligbarkeit war daher von besonderer Bedeutung

bei der Entwicklung der Pflanzen (Monneveux und Belhassen 1997).

Bei Trockenheit sinkt das Wasserpotential (W) im Boden so weit ab, dass Uber die Wurzeln
weniger Wasser aufgenommen werden kann als die oberirdischen Pflanzenteile verlieren.
Dieser osmotische Stress flhrt zum Turgorverlust der Zellen und schlieRlich zur Welke (Hsiao
1973). Genau wie in trockenen Boden ist auch das Wasserpotential salziger Boden erniedrigt,
was die Aufnahme von Wasser tber die Wurzeln ebenfalls erschwert (Munns 2002). Aufgrund
dieser teilweise ahnlichen Natur von Trocken- und Salzstress sind viele physiologische
Reaktionen und Anpassungsmechanismen eng verwandt und auch die zugrunde liegenden
Signalwege Uberlappen (Zhu 2002, Sah et al. 2016). Eine strenge und effiziente Kontrolle des
Wasserverlusts ist deshalb wesentlicher Bestandteil der Adaption an osmotischen Stress und
mitentscheidend Uber die Toleranz der jeweiligen Arten (siehe 1.2-1.4). Kenntnisse Uber die
molekularen Grundlagen der Regulation des Wasserverlusts sind deshalb notwendig, um
Nutzpflanzen zu zlichten, die auch zukunftig ausreichend Ertrag liefern (Hedrich und Shabala
2018).

Im Fall von Salzstress wird das Wasserpotential des Bodens durch eine hohe Konzentration
an lonen (vor allem Na* und CI') abgesenkt. Dies kann zusatzlich zu osmotischem Stress, vor
allem bei langerem Wachstum auf salzigen Bdden auch zu so genanntem ionischem Stress

durch lonentoxizitat fihren, indem die Na*- und CI-Konzentration im Zytosol durch exzessive
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Aufnahme dieser lonen UbermaRig zunimmt. Die Toleranz von Pflanzen gegenuber Salzstress

beruht daher aulerdem auf Anpassungen an diese lonentoxizitat (Munns 2002; Flowers et al.
2015). Und auch wenn die Salztoleranz von Pflanzen durch eine Vielzahl von Eigenschaften
vermittelt wird (Parida und Das 2005; Shabala 2013), so werden viele dieser Adaptionen, wie
beispielsweise der Rucktransport der Uberschussigen lonen in den Boden sowie der
Ausschluss der toxischen lonen aus dem Zytosol durch die Kompartimentierung in die
Vakuolen, durch kontrollierte Transportvorgange Uber Membranen vermittelt (siehe 1.5-1.6).
Um zukinftig die Toleranz von Nutzpflanzen gegenuber hohen Salzkonzentrationen im Boden
erhéhen zu kdnnen, ist auch das Wissen Uber die Besonderheiten der zugrundeliegenden
Transportvorgange elementar und diese kénnen nur durch die Forschung an toleranten Arten
identifiziert werden (Munns und Tester 2008; Shabala 2013).

In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb unterschiedliche Aspekte der Stressphysiologie
von Pflanzen durch Studien an verschiedenen Arten bearbeitet. Dabei lagen die Schwerpunkte
zum einen auf der Adaption salztoleranter Arten an Salzstress und zum anderen auf den
molekularen Mechanismen und der Kontrolle der stomataren Wasserverlusts. Daher werden

im Folgenden beide Themengebiete separat eingeleitet.

1.2 Kontrolle des Wasserverlusts der Blatter

Trockenstress beeinflusst die Entwicklung von Pflanzen auf nahezu allen physiologischen
Ebenen und die Adaptionsstrategien sind vielfaltig (Yordanov et al. 2000). Wesentlicher
Bestandteil der Adaption an Trockenstress ist die Minimierung des Wasserverlusts Uber die
Oberflache. So weisen besonders trockenresistente Pflanzen haufig eine gewisse Sukkulenz
und eine reduzierte Blattflache auf (Males 2017). AuRerdem besitzen héhere Landpflanzen
eine Kutikula sowie eine epikutikulare Wachsschicht, welche einen Grolf3teil der Verdunstung
von Wasser aus dem Pflanzengewebe verhindert (Riederer 2007). Die Kutikula sowie die
Zusammensetzung der epikutikularen Wachsschicht ist von Spezies zu Spezies verschieden
und hat einen maf3geblichen Einfluss auf das Minimum an Wasser, dass eine Pflanze an ihre
Umgebung verliert (Schuster et al. 2016). Da eine Barriere gegen Wasserverlust gleichzeitig
die Diffusion von CO, aus der Atmosphare in photosynthetisch aktives Gewebe verhindert,
nehmen Pflanzen das notwendige CO- Uber Spaltéffnungen auf. Tatsachlich geht ein Grolteil
des Wassers, das Pflanzen an ihre Umgebung verlieren, auf die stomatare Transpiration
zuruck (Riederer und Schreiber 2001; Hasanuzzaman et al. 2017). Daher ist eine strenge und
effiziente Kontrolle des Spaltéffnungsapparates, besonders unter Trockenstressbedingungen,

entscheidend fiir das Uberleben und die Entwicklung der Pflanzen.
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1.3 Die Rolle der Stomata

Die Spaltéffnungen (Stomata) von Pflanzen werden
durch ein Paar sogenannter SchlieRzellen (SZ)
gebildet, die den stomataren Spalt umgeben
(Abbildung  1-1). Neben nierenformigen SZs
(Abbildung 1-1), wie sie die meisten eudikotylen
Pflanzen (bspw. A. thaliana) aufweisen, haben sich
weitere  Stomatypen entwickelt. Die Stomata
monokotyler Pflanzen sind haufig hantelférmig und

weisen zusatzlich zu dem SZ-Paar auch Nebenzellen

Abbildung 1-1: Lichtmikroskopische auf (Tomlinson 1974; Rudall et al. 2017). Durch die

Aufnahme einer Spaltoffnung von kinirolle der GroRe des stomatéren Spalts kénnen
Arabidopsis thaliana
Ein Paar Schlief3zellen (SZ) umgibt die

stomatare Pore und ist umgeben von externen Bedingungen anpassen. Dabei wird die
Epidermiszellen (EZ). Messbalken ) . .
entspricht 10pM. Weite des stomataren Spalts durch Turgoranderungen

Pflanzen die Transpiration und die CO,-Aufnahme den

der SchlielRzellen gesteuert (Roelfsema und Hedrich
2005). Diese weisen asymmetrisch verdickte Zellwande auf (Raschke 1975), welche
zusammen mit dem Zytoskelett die Form dieser Zellen vorgeben. Nimmt der Turgor in den
SchlieRzellen ab, fallen diese zusammen und schlieBen den Spalt, was die stomatare
Transpiration senkt. Steigt dagegen der Turgor, schwellen die Zellen an, wobei die Zellwande
und das Zytoskelett nur eine longitudinale Ausdehnung erlauben, wodurch sich die Pore 6ffnet
und CO; aufgenommen werden kann. Generell sind Stomabewegungen durch
Turgoranderungen der SZs das Ergebnis einer Aufnahme bzw. Abgabe von osmotisch
wirksamen Teilchen, vor allem von Kalium und den Anionen Chlorid, Nitrat und Malat
(Roelfsema und Hedrich 2005). Aufgrund der Ladung dieser lonen kdnnen sie die
Plasmamembran der SchlielRzellen nur Gber fir sie durchlassige Transportproteine passieren.
Um den stomatdren Gasaustausch und damit die Transpiration zu kontrollieren, wird die
Aktivitat dieser Transportproteine streng reguliert. Alle Schliel3zellbewegungen werden durch
vielfaltige, externe sowie interne Stimuli induziert (Willmer und Fricker 1996) wobei sich die

zugrundeliegenden Signalwege teilweise iberschneiden.
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1.3.1 Stomaoffnung

Zu den Signalen, die zur Offnung der Stomata filhren, gehdren vor allem niedrige CO»-
Konzentrationen und Licht. Sowohl blaues als auch rotes Licht kénnen die Stomadffnung
induzieren. Allerdings sind die Mechanismen und Signalwege verschieden (Shimazaki et al.
2007). Blaues Licht wird Uber Blaulicht-Photorezeptor-Proteinkinasen (Phototropine, PHOT)
perzipiert, was zur Autophosphorylierung und somit zu deren Aktivierung fiihrt. Uber eine
Kaskade weiterer Kinasen, wie BLUS1 (Blue Light Signaling1) (Takemiya et al. 2013) und
Phosphatasen, werden schlieRlich plasmamembranstandige H*-ATPasen aktiviert, wodurch
es zu einem Protonenausstrom und somit zur Hyperpolarisation der Plasmamembran der
SchieRzellen kommt (Marten et al. 2010; Inoue und Kinoshita 2017). Insgesamt gibt es elf
solcher Plasmamembran H*-ATPasen in Arabidopsis (AHA1-AHA11), wovon hauptséachlich
AHA1 und AHA2 in SZ exprimiert werden (Haruta et al. 2010). Durch die Hyperpolarisierung
der Plasmamembran werden spannungsabhangige, einwartsgleichrichtende Kaliumkanale
geodffnet und es kommt zu einem Einstrom von K*. In Arabidopsis sind flnf solcher Kanale
bekannt (KAT1 und KAT2, AKT1, AKT2/3 und KC1) und es wird davon ausgegangen, dass
diese funktionelle homo- oder heteromere Komplexe bilden (Dreyer et al. 1997; Szyroki et al.
2001; Lebaudy et al. 2008). Zusammen mit K* nimmt die Konzentration an Gegenionen wie
Cl und Malat in den Schlief3zellen zu (Raschke und Schnabl 1978).

Die Mechanismen der Reaktion von Schliel3zellen auf Rotlicht sind umstritten und kaum
bekannt (Mott 2009) und die SchlieRzell-Reaktion auf Rotlicht scheint verglichen mit der
Reaktion auf Blaulicht indirekt induziert zu sein (Roelfsema et al. 2002; Shimazaki et al. 2007).
Im Gegensatz zu Blaulicht fiihrte Rotlicht allein zu keiner Hyperpolarisation der
Plasmamembran von Vicia faba Schlie3zellen (Roelfsema et al. 2001). Da die Reaktionen auf
Rotlicht in fast allen Studien deutlich starker fir intakte Blatter als fir isolierte Epidermen
ausfielen, wird die Rolle des Mesophylls an der Rotlichtantwort von SchlieRzellen diskutiert
(Roelfsema et al. 2002; Mott 2009). Demnach kommt es durch die Belichtung des
Blattgewebes mit Rotlicht aufgrund der photosynthetischen CO.-Fixierung im Mesophyll zu
einer Reduktion der interzellularen CO.-Konzentration, welche wiederum von Schliel3zellen
bzw. dem umliegenden Mesophyligewebe erkannt wird. Uber einen bis heute unbekannten
Signaltransduktionsweg kommt es bei niedrigen interzellularen CO»-Konzentrationen
schlieBlich zum Einstrom osmotisch aktiver Teilchen in die SZs, was zur Offnung der
stomataren Pore fuhrt (Roelfsema et al. 2001; Shimazaki et al. 2007; Mott 2009).
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1.3.2 Stomaschluss

Auch der Stomaschluss wird durch verschiedene interne und externe Signale induziert. Bei
niedriger Luftfeuchte, sowie erhdhten atmospharischen CO2-Konzentrationen und Dunkelheit
schliefen die meisten Pflanzen ihre Spalt6ffnungen, um unnétigen Wasserverlust zu
vermeiden (Willmer und Fricker 1996; Merilo et al. 2014). Ahnlich wie fiir die der Stomabffnung
zugrundeliegenden Mechanismen und Signalkaskaden sind auch die Signalwege und
Netzwerke, die zum Stomaschluss fiihren, teilweise bekannt. Dabei spielt das Pflanzenhormon
Abszisinsaure (englisch: abscisic acid, kurz ABA) eine Schlisselrolle beim Stress-induzierten
Stomaschluss und die an der SZ-Antwort auf ABA beteiligten Signalkaskaden sind aktueller

Gegenstand der Forschung.
1.3.3 Die Rolle von ABA beim Stomaschluss

Das Pflanzenhormon ABA ist auch als Trockenstresshormon bekannt und kommt im
Pflanzenreich ubiquitéar vor (Finkelstein 2013). Es wird hauptsachlich im Leitgewebe
(Finkelstein 2013), aber auch direkt in SZ (Bauer et al. 2013) gebildet und ist neben der
Adaption an Trockenstress an vielen weiteren Prozessen in Pflanzen beteiligt (Finkelstein
2013).

Pflanzen bilden ABA auf zwei unterschiedlichen Synthesewegen. ABA kann in Plastiden de
novo aus Karotinoiden gebildet werden. Diese Umwandlung von Xanthophyllen in Xanthoxin
durch das Enzym NCED, einer 9-cis-Epoxycarotenoid-Dioxygenase, ist dabei der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt (Tan et al. 2003). Im Zytosol wird das Xanthoxin in
weiteren Oxidationsreaktionen in ABA umgewandelt. AuRerdem kann ABA aus einer in
Vakuolen und dem Apoplasten gespeicherten inaktiven Form, dem ABA Glukose-Ester
(Zeevaart und Boyer 1984; Finkelstein 2013), durch B-Glukosidasen resynthetisiert werden
(Lee et al. 2006). Ataba-3 Mutanten, die aufgrund der fehlenden de novo Synthese von ABA
einen deutlichen Welke-Phanotyp aufweisen, zeigten eine erhdhte Expression der [3-
Glukosidase AtBG1, was auf eine (wenn auch nicht ausreichende) kompensatorische Funktion
dieses Synthesewegs zur ABA de novo Synthese hindeutet (Bauer et al. 2013). Durch die
reversible Inaktivierung von ABA durch Konjugation mit einem Glukose-Ester zusammen mit
der Schliezellautonomen de novo Synthese ist der ABA-Gehalt der Zellen schnell regulierbar,
wodurch eine unmittelbare Reaktion auf Umweltreize sichergestellt werden kann (Bauer et al.
2013; Munemasa et al. 2015).

Einige wesentliche Komponenten des ABA-Signalwegs in Schlielzellen sind heute bekannt.
Kommt es zu einem Anstieg des ABA-Gehalts der SchlieRzellen, bindet dieses an ABA-

Rezeptoren der PYR/PYL-Familie (siehe 1.3.4.1), die wiederum einen Komplex mit
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Phosphatasen der Serotonin/Threonin-Proteinphosphatasen der PP2C-Familie bilden,
wodurch diese inhibiert werden (Ma et al. 2009; Park et al. 2009). Das Arabidopsis Genom

kodiert 79 dieser PP2C-Phosphatasen welche aufgrund von Sequenzhomologien in zehn

Untergruppen (A-J) eingeteilt werden kénnen. Mindestens sechs der neun zur Gruppe A
gehorenden PP2Cs (ABI1, ABI2, HAB1 and HAB2, AHG1 und PP2CA/AHG3) sind negativ
Regulatoren im ABA-Signalweg von Schliel3zellen (Schweighofer et al. 2004). Arabidopsis
abi1/abi2/hab1 dreifach-Verlustmutanten haben einen stark ausgepragten ABA-
hypersensitiven Stoma-Phanotyp (Rubio et al. 2009b). In Abwesenheit von ABA
dephosphorylieren die PP2CAs ihrerseits Kinasen der SnRK-Familie, wodurch diese inhibiert
werden. In Arabidopsis wurde die ShnRK2-e Kinase Open Stoma 1 (AtOST1) durch den ABA-
insensitiven Stoma-Phanotyp der afost7-Mutanten identifiziert (Yoshida et al. 2002; Mustilli et
al. 2002) und die physikalische Interaktion von OST1 und ABI1 wurde wenig spater
nachgewiesen (Yoshida et al. 2006).

Die Komplexbildung der PP2CA-Phosphatasen mit den ABA-Rezeptoren der PYR/PYL-
Familie in Anwesenheit von ABA fihrt wiederum zur Abnahme dieser Interaktion (Ma et al.
2009; Park et al. 2009) und somit zu der Abnahme der Dephosphorylierung von OST1 durch
die PP2Cs (Geiger et al. 2009; Vlad et al. 2009). Durch die Autophosphorylierungsaktivitat der
Kinasen werden diese schliel3lich aktiviert und kénnen ihrerseits Transportproteine aktivieren,
die fur die Abgabe von lonen aus den SZ und damit fur den Stomaschluss notwendig sind. Die
Aktivierung der SnRK-Kinasen fiihrt zunachst zu einer Aktivierung von langsam
deaktivierenden (englisch: slow deactivating, kurz S-typ) Anionenkanalen vom SLAC1-Typ
(englisch: slow anion channel-associated 1) (Negi et al. 2008; Vahisalu et al. 2008). 2009
konnte durch eine Studie in Xenopus Eizellen die Aktivierung von AtSLAC1 durch AtOST1
nachgewiesen werden, was zu einem Ausstrom von CI aber auch NOs fihrte (Geiger et al.
2009). Auch der S-typ Anionenkanal AtSLAH3 wird in Arabidopsis SchlielRzellen exprimiert.
Dieser weist im Vergleich zu AtSLAC1 aber eine erhohte Leitfahigkeit fir NO3s™ auf und im
Gegensatz zu AtSLAC1 kann AtSLAH3 nicht durch AtOST1 aber durch NOs™ selbst aktiviert
werden (Geiger et al. 2011). Zusatzlich wurde eine Aktivierung beider Kanale Uber
kalziumabhangige Proteinkinasen (CPKs) nachgewiesen (Geiger et al. 2010; Geiger et al.
2011). Neben den SLAC/SLAHs vermitteln auch Mitglieder der ALMT-Familie (Aluminium-
aktivierte Malat Transporter) einen Ausstrom von Anionen aus Schliel3zellen. Der in
Arabidopsis Schliezellen exprimierte AtALMT12/QUAC1 ist neben Nitrat und Malat auch
durchlassig fur Sulfat und kann wie AtSLAC1 ABA-abhangig durch OST1 aktiviert werden
(Imes et al. 2013). Daruber hinaus konnte fur QUAC1 eine Aktivierung durch Sulfat selbst
nachgewiesen werden (Malcheska et al. 2017). Schlussendlich fuhrt der Ausstrom der

Anionen zur Depolarisierung der Plasmamembran von SchlieBzellen, was zur Offnung von
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spannungsabhangigen Kaliumkanalen (GORK, guard cell outward rectifier (K)potassium)
fuhrt und somit in einem immensen Ausstrom von K* resultiert (Ache et al. 2000). Wasser
stromt entsprechend dem Wasserpotenzialgefalle nach und durch den geringeren Turgor der

SchlieRRzellen fallen diese zusammen und der stomatare Spalt schlief3t sich.
1.3.4 Die Spezifitat des ABA-Signalwegs

Die Synthese von ABA wird durch verschiedene Umweltreize induziert. So fuhrt Trockenstress,
Salzstress und zu einem gewissen Grad auch Kalte zu einer adaptiven Erhéhung des ABA-
Gehalts in pflanzlichen Zellen (Xiong und Zhu 2003). Dabei nimmt der ABA-Gehalt in SZs nicht
nur durch den Uber die Wurzeln perzipierten und vermittelten Trockenstress zu. Auch einzelne,
von den Wurzeln getrennte Blatter sind in der Lage auf eine Abnahme der Luftfeuchtigkeit mit
der SchlieBung der Stomata zu reagieren. An Arabidopsis konnte gezeigt werden, dass fur
diesen, durch die Absenkung der Luftfeuchtigkeit induzierten Stomaschluss in Schliel3zellen
autonom ABA synthetisiert wird und dass Verlustmutanten einzelner ABA-Synthesegene

insensitiv gegenuber einer Erniedrigung der relativen Luftfeuchte sind (Bauer et al. 2013).

Auch der Signalweg, der dem COs-induzierten Stomaschluss zugrunde liegt, Uberlappt
zumindest teilweise mit dem ABA-Signalweg. So konnte fir viele der am ABA-Signalweg
beteiligten Komponenten ebenfalls eine Funktion im CO,-Signalweg gezeigt werden (Chater
et al. 2015; Engineer et al. 2016; Hedrich und Geiger 2017). Beispielsweise reagieren Atost1-
Mutanten weder auf ABA (Mustilli et al. 2002), noch auf eine Erhéhung des atmospharischen
CO2-Gehaltes mit einem Wildtyp-ahnlichen Stomaschluss (Xue et al. 2011; Merilo et al. 2014).
Auch die Stomata von Afslac1-Mutanten weisen neben dem ABA-insensitiven Stoma-
Phanotyp eine CO.-Insensitivitat auf (Negi et al. 2008; Vahisalu et al. 2008). Neuere Studien
an transgenen Arabidopsis-Pflanzen deuten sogar an, dass die Aktivierung von SLAC1 durch
erhdhtes CO; auch Uber einen ABA-unabhangigen Weg stattfindet (Yamamoto et al. 2016).
Bis heute ist es umstritten, ob erhéhtes CO, zu einer sehr schnellen Erhéhung des ABA-
Gehalts in SchlieRzellen fuhrt oder ob ABA das CO2-Signal aufgrund des teilweise
konvergenten Signalweges lediglich verstarkt (Engineer et al. 2016; Hedrich und Geiger 2017;
Hsu et al. 2018). Auch die Frage nach der Identitat eines CO2-Sensors in Pflanzenzellen bleibt
bis heute offen. Studien an verschiedenen Kinase-Mutanten wie Atht7-Mutanten (englisch:
heat tolerant 1) sowie Carboanhydrase-Mutanten deuten auf deren Rolle beim CO.-
induzierten Stomaschluss hin: Atht1-Mutanten weisen einen COg-insensitiven Stoma-
Phanotyp auf, wahrend der Stomaschluss durch exogenes ABA unbeeinflusst bleibt
(Hashimoto et al. 2006). Auch Arabidopsis Doppelmutanten der Carboanhydrasen CA1 und
BCA4, welche die Umwandlung von CO2 und H;O in HCO3 und H* reversibel katalysieren,

haben einen COz-insenistiven Phanotyp, reagieren aber auf ABA (Hu et al. 2010). Allerdings
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konnte im Gegenzug fur die Stomata von Arabidopsis ABA-Rezeptormutanten neben einer

verminderten Sensitivitdt gegenuber ABA auch eine verminderte Sensitivitdt gegenuber
erhéhtem CO2 nachgewiesen werden, was auf eine zentrale Rolle von ABA im CO2-Signalweg
in SchlieRzellen hindeutet (Merilo et al. 2013; Chater et al. 2015).

Obwohl die Signaltransduktion in SchlieRzellen fiir verschiedene Reize zumindest anteilig
durch den ABA-Signalweg vermittelt zu werden scheint, sind einzelne Komponenten der
Antworten fir jeden Reiz spezifisch. In einer Microarray-Studie an Arabidopsis wurde gezeigt,
dass sich die Auswirkungen von ABA und reduzierter Luftfeuchte auf genexpressioneller
Ebene unterscheiden, obwohl die schnelle Stomareaktion auf eine Absenkung der Luftfeuchte
selbst ABA-abhangig ist (Bauer et al. 2013). Bis heute ist wenig dariber bekannt, wie die
Spezifitat der ABA-vermittelten Signale in Schliezellen (aber auch in anderen Geweben)
erreicht wird, allerdings wird die Rolle verschiedener Komponenten des ABA-Signalwegs an
der Spezifitdt der Signale seit langerem diskutiert. So gelten beispielsweise einige Mitglieder
der sogenannten MAPK-Kaskaden (englisch: mitogen activated protein kinase) als wichtiges
Stellglied in der Spezifitat des ABA-Signals in SchlieRzellen (Lee et al. 2016). Aufgrund der
hohen Anzahl an in Schliezellen vorkommenden MAP-Kinasen sowie der ABA-Abhangigkeit
dieser MAPK-Kaskaden wird deren Redundanz im SchlieRzell-Signalweg untersucht
(Danquah et al. 2015). Interessanterweise codiert das Arabidopsis Genom auch eine grofRe
Anzahl von ABA-Rezeptoren der PYR/PYL-Familie. Ob diese Rezeptoren eine funktionelle
Diversitat in planta aufweisen und dadurch ebenfalls zur Spezifikation der ABA-
Signaltransduktion in SchlieRzellen beitragen, ist Gegenstand aktueller Forschung und sollte
im Rahmen dieser Arbeit weiter untersucht werden. Das Wissen Uber die spezifischen
Eigenschaften einzelner ABA-Rezeptoren kann in zlchterischen und gentechnischen

Ansatzen genutzt werden, um tolerantere Nutzpflanzen hervor zu bringen (Sah et al. 2016).

1.3.4.1 ABA-Rezeptoren der PYR/PYL-Familie

Uber die Identitat von ABA-Rezeptoren in Pflanzen wurde lange spekuliert. Als vielsprechende
Kandidaten wurden sowohl G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) aber auch eine
Untereinheit einer Mg-Chelatase diskutiert (Shen et al. 2006; Pandey et al. 2009). Diese sind
aber aufgrund schwach ausgepragter ABA-Phanotypen und einer mit Wildtyp-Pflanzen

vergleichbaren ABA-Sensitivitat entsprechender Verlust-Mutanten umstritten.

2009 gelang es zwei Arbeitsgruppen nahezu zeitgleich eine Gruppe von Proteinen der START-
Familie (englisch: steroidogenic acute regulatory-related lipid transfer) als zytosolische ABA-
Rezeptoren in Arabidopsis zu identifizieren (Ma et al. 2009; Park et al. 2009). Aufgrund der
Inhibierung einiger dieser Proteine durch Pyrabaktin, einem ABA-Analogon, wurden diese
Proteine Pyrabaktin Resistance 1 (PYR1) bzw. PYR-like (PYL) genannt (Park et al. 2009). Seit
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ihrer Entdeckung wird intensiv an der Struktur und der Funktion dieser Rezeptoren geforscht.
PYR/PYL-Rezeptoren kommen ubiquitar in allen Landpflanzen vor und haben sich demnach
sehr frih in der Evolution der Pflanzen entwickelt (Hauser et al. 2011). Die 14 in Arabidopsis
vorkommenden PYR/PYL-Proteine sind zwischen 150 und 200 Aminosauren lang und kénnen
basierend auf ihrer Sequenzhomologie in drei Untergruppen eingeteilt werden. Unterfamilie |
beinhaltet PYL7-PYL10, Unterfamilie Il PYL4-6 und PYL11-13 und Gruppe Ill PYR1 und PYL1-
3 (Raghavendra et al. 2010). Alle Mitglieder der PYR/PYLs haben eine, von vier
hochkonservierten Schleifen (englisch: loop) (CL1-CL4) umgebene ABA-bindende Tasche.
Bindet ABA, kommt es zu einer Konformationsanderung des so genannten switch loops (CL2),
wodurch die Interaktion mit PP2Cs maglich wird (Melcher et al. 2009; Yin et al. 2009).

Trotz der groRen Homologie haben die ABA-Rezeptoren spezifische Eigenschaften. So liegen
AtPYR1 und AtPYL1-2 als Homodimere im Zytosol vor, wahrend PYL3-PYL10 dort als 16sliche
Monomere vorkommen (Hao et al. 2011). DarlUber hinaus konnte beispielsweise fur PYR1 und
PYL5 zusatzlich die Lokalisation im Zellkern nachgewiesen werden (Santiago et al. 2009; Park
und Kim 2017). AuRerdem zeigen Interaktionsstudien, dass die Rezeptoren sich in ihrer
Affinitat gegenliiber ABA sowie der Interaktion mit verschiedenen PP2C-A Phosphatasen
unterscheiden. So konnte beispielsweise in einem in vitro Aktivitats-Assay gezeigt werden,
dass zwar alle untersuchten PYR/PYLs einen negativen, ABA-abhangigen Effekt auf die
Phosphatase-Aktivitdt von PP2CA hatten, sie sich aber in der Effektivitdt unterschieden
(Antoni et al. 2012). Eine andere Studie fand eine hdhere ABA-Sensitivitat fir die Inaktivierung
von ABI1 durch PYL8 (ICs0~18nM) als flr PYL9 (ICs0~35nM) (Szostkiewicz et al. 2010). In
einem yeast two hybrid screen wurde fur AtPYL13 eine ABA-unabhangige physikalische
Interaktion mit sechs PP2C-As nachgewiesen. Allerdings konnte diese ABA-unabhangige
Interaktion nur die Phosphatase-Aktivitdt von PP2CA, HAI2 und HAI3 in Arabidopsis-
Protoplasten inhibieren, worauf die Induktion eines ABA-Reportergens (RD26-LUC)
hindeutete (Zhao et al. 2013). Dariliber hinaus scheint PYL13 in der Lage zu sein, physikalisch
mit anderen PYR/PYL-Rezeptoren Heterodimere zu bilden, was wiederum der ABA-Antwort
dieser Rezeptoren entgegen zu wirken scheint, indem es die Bindungsaffinitat dieser

Rezeptoren gegenuber ABA herabsetzt (Zhao et al. 2013).

Studien an Reis und Sojabohnen deuten auch auf spezifische Eigenschaften der einzelnen
PYR/PYL-Rezeptoren hin. Fur die 23 in Sojabohnen vorkommenden PYR/PYL-Rezeptoren
konnte gezeigt werden, dass sie sich in ihrer Affinitdt gegeniiber ABA unterscheiden und einige
auch in Abwesenheit von ABA mit verschiedenen PP2Cs in vitro interagieren (Bai et al. 2013).
Unter den zwolf in Reis gefundenen PYR/PYL-Orthologen (OsPYL1-13) befinden sich &hnlich

wie in Arabidopsis sowohl monomer als auch dimer vorkommende Rezeptoren, welche
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ebenfalls ABA-abhangig aber auch ABA-unabhangig die Phosphatase-Aktivitat einzelner
PP2Cs inhibieren (He et al. 2014). Dabei scheint OsPYL12 ahnlich wie AtPYL13 besondere
Eigenschaften zu haben. In einem in vitro Phosphatase-Assay war OsPYL12, als einziger der
Reis ABA-Rezeptoren, in der Lage die Phosphatase-Aktivitdt von OsPP2C06 und OsPP2C09

auch in Abwesenheit von ABA vollstdndig zu inhibieren (He et al. 2014).

Uber die physiologischen Funktionen einzelner PYR/PYL-Rezeptoren in planta ist bis heute
allerdings wenig bekannt. Zwar zeigten Studien an Uberexprimierenden Arabidopsis-
Rezeptormutanten, dass die Uberexpression einzelner ABA-Rezeptoren in der gesamten
Pflanze oder einzelnen Geweben zu einer gesteigerten Trockentoleranz, einer hypersensitiven
ABA-Antwort in der Keimung und dem Wurzelwachstum sowie frihzeitiger Blattseneszenz bei
Trockenstress flhrt (Santiago et al. 2009; Pizzio et al. 2013; Zhao et al. 2016), allerdings kann
die native Funktion der einzelnen Rezeptoren sowie eine funktionelle Divergenz so nicht
entschlisselt werden. In Uberexprimierenden Pflanzen unterscheidet sich zum einen die
Rezeptormenge von der der Wildtyp-Pflanzen, zum anderen vernachlassigen solche Studien

haufig die Gewebespezifitat der einzelnen Rezeptoren.

Expressionsanalysen zeigen, dass in verschiedenen Geweben unterschiedliche PYR/PYL-
Rezeptoren exprimiert werden. In Arabidopsis SchlieRzellen werden hauptsachlich sechs
(PYR1, PYL1, PYL2, PYL4, PYL5 und PYLS8) der 14 Rezeptoren exprimiert, wahrend PYL11-
13 in keinem der untersuchten Gewebe eine starke Expression zeigten (Gonzalez-Guzman et
al. 2012). Neben Schliezellen werden die PYR/PYLs vor allem im Leitgewebe und in Wurzeln
exprimiert (Park et al. 2009; Gonzalez-Guzman et al. 2012). In Arabidopsis-Wurzeln konnten
einigen Rezeptoren bereits spezifische Funktionen zugeordnet werden. Wahrend Atpyi8-
Mutanten einen hypersensitiven Phanotyp gegeniber ABA im lateralen Wurzelwachstum
aufwiesen, zeigte eine vierfach Verlustmutante der Rezeptoren pyr1/pyl1/2/4 keinen ABA-
Phanotyp im Wurzelwachstum (Zhao et al. 2014). In dieser Studie wurde zusatzlich gezeigt,
dass PYL8 als einziger der untersuchten ABA-Rezeptoren mit dem im Auxin-Signalweg
involvierten Transkriptionsfaktor MYB77 interagiert und so méglicherweise den Auxin- mit dem
ABA-Signalweg verknupft. Andere Interaktionsstudien darauf hin, dass auch PYL9 mit
verschiedenen Transkriptionsfaktoren der MYB-Familie interagieren kann (Li et al. 2014).
Ahnlich wie AtPYL8 scheint auch AtPYL9 an der Steuerung des lateralen Wurzelwachstums
in planta beteiligt zu sein und Uber die Interaktion mit MYB-Transkriptionsfaktoren den ABA-

mit dem Auxin-Signalweg zu verknupfen (Xing et al. 2016).

Das gleichzeitige Vorkommen mehrerer ABA-Rezeptoren im selben Gewebe, sowie die
differentielle Expression einzelner, legt eine funktionelle Spezifikation der Rezeptoren nahe

(Gonzalez-Guzman et al. 2012). So kénnte die Spezifitdt der Signaltransduktion in
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Schlielzellen auf verschiedene Reize hin Uber die verschiedenen ABA-Rezeptoren
sichergestellt werden. In Arabidopsis Schlief3zellen werden hauptsachlich die als Dimere
vorliegenden ABA-Rezeptoren PYR1, PYL1 und PYL2 sowie die monomer vorkommenden
Rezeptoren PYL4, PYL5 und PYL8 exprimiert (Gonzalez-Guzman et al. 2012). Bis dato konnte
an Arabidopsis gezeigt werden, dass die Stomata der sechsfach Rezeptor-Verlustmutante
pyripyl1pyl2pyldpylbpyl8 (kurz: 112458) vollstandig ABA-insensitiv sind und auch die ABA-
regulierte Genexpression dieser Mutanten deutlich vom Wildtyp abweicht (Gonzalez-Guzman
et al. 2012). In dieser Studie war die stomatare Leitfahigkeit der 71712458 (aber auch
verschiedener dreifach und vierfach Rezeptor-Mutanten) schon unter Kontrollbedingungen
deutlich erhéht, was die grundlegende Rolle von ABA bei der Regulierung der Stomata
andeutet. Zusatzlich wurde gezeigt, dass auch die stomatare Reaktion auf Dunkelheit,
Luftfeuchtigkeit, CO2 und Ozon in der 1712458-Mutante im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen
deutlich reduziert war (Merilo et al. 2013), was auf eine zentrale Rolle der Rezeptoren in der
Reaktion auf all diese Reize hindeutet. Ob sich die einzelnen Rezeptoren in ihrer Funktion im
SchlieRzell-Signalnetzwerk unterschieden ist aber bis heute vollig ungeklart.

1.3.5 Zielsetzung |I: Die funktionelle Spezifitit der ABA-Rezeptoren in

SchlieBzellen von Arabidopsis thaliana

Die Beteiligung von Komponenten des ABA-Signalwegs an der Vermittlung individueller
Reaktionen in Schliel3zellen auf verschiedene Reize hin, wirft die Frage auf, wie die Spezifitat
der einzelnen Signalkaskaden sichergestellt wird. Das gleichzeitige Vorkommen
verschiedener ABA-Rezeptoren in SchlieRzellen sowie die bereits nachgewiesenen,
spezifischen Eigenschaften einzelner PYR/PYL-Rezeptoren deuten auf eine funktionelle

Divergenz der ABA-Rezeptoren hin.

Neben der bereits in vitro nachgewiesenen, unterschiedlichen Affinitdt der Rezeptoren
gegenuber ABA, konnte die Spezifitdt der Signaltransduktion zusatzlich auf expressioneller
Ebene reguliert werden, indem geringe Anderungen der ABA-Konzentration Auswirkungen auf
die Zusammensetzung des Rezeptor-Pools von SchlieRzellen haben. Mittels
Expressionsstudien in Arabidopsis thaliana Wildtyp-Pflanzen sollte Uberprift werden, ob
Anderungen der ABA-Konzentration einen Einfluss auf die Expression der Rezeptoren haben
und ob die Expression der verschiedenen Rezeptoren unterschiedlich sensitiv gegeniber ABA
ist. Aulerdem sollten im Rahmen dieser Arbeit Einblicke in die Funktion einzelner PYR/PYL-
Rezeptoren an der Signaltransduktion von SchlieRzellen auf verschiedene Reize hin
gewonnen werden. Mit Hilfe von funffach Verlust-Mutanten der in SchlieRzellen exprimierten
ABA-Rezeptoren sowie Komplementationslinien einzelner Rezeptoren in diesen Verlust-

Mutanten sollte die Rolle der verschiedenen Rezeptoren im SZ-Signalweg aufgedeckt werden.
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Um funktionelle Unterschiede der Rezeptoren in planta zu verstehen, wurden insbesondere

die Stomareaktionen auf Anderungen des ABA-Gehalts und der atmosphérischen COo-
Konzentrationen der verschiedenen Mutanten mittels Blattgaswechselmessungen untersucht.
Da alle Stomaschluss-Stimuli, vor allem auf expressioneller Ebene, individuelle Anpassungen
in Schliezellen hervorrufen, wurde untersucht, ob einzelne ABA-regulierte Gene unter der
Kontrolle bestimmter ABA-Rezeptoren stehen oder ob die Rezeptoren hierbei redundant

agieren.

1.4 Spezialisten an extremen Standorten: Stomatare Anpassungen von
Phoenix dactylifera

Wahrend Uber das Verhalten der Stomata von Modellpflanzen wie Arabidopsis auf
verschiedene Reize hin heute sehr viel bekannt ist und die zugrundeliegenden molekularen
Mechanismen dieser SchlieRzellreaktionen teilweise verstanden sind, ist Gber die Physiologie
der SchlieRzellen von stresstoleranten Arten nur wenig bekannt. Dieses Wissen Uber
grundlegende Mechanismen in sensitiven Modellpflanzen sowie die zunehmende
Verfligbarkeit von Genom- und Transkriptominformationen auch von toleranten Arten erlaubt
einen direkten Verglich der SchlieRzellphysiologie toleranter und sensitiver Arten und
ermoglicht damit, adaptive Unterschiede zu identifizieren, die es einigen Arten erlauben an
extremen Standorten zu existieren. Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher Einblicke in die

Stomaphysiologie von Dattelpalmen gewonnen werden.

Dattelpalmen (Phoenix dactylifera) sind besonders an heile, trockene und salzige Standorte
angepasste Nutzpflanzen. Der Hauptgrund fir den Anbau von Dattelpalmen sind die sif3en,
nahrhaften Frichte. Sie werden seit mehreren Tausend Jahren vor allem auf der Arabischen
Halbinsel, in Nord Afrika und dem Mittleren Osten als Nutzpflanzen angebaut und sind dort,
mit einer globalen Produktion von ca. 5,5 Millionen Tonnen pro Jahr (stand 2001) von grofRer
o6konomischer Bedeutung (Botes und Zaid 2002; Chao und Krueger 2007). Dattelpalmen sind
mehrjahrige, monokotyle Cs-Pflanzen, die der Familie der Palmaceae zugeordnet werden
(Zaid und de Wet 2002). Uber die Stoma-Physiologie der Dattelpalme ist bis heute sehr wenig
bekannt. Generell gelten Stomata von monokotylen Pflanzen als reaktionsschneller auf
externe Stimuli als die Stomata dikotyler Pflanzen, was als Adaption an trockene Standorte
diskutiert wird (Chen et al. 2017). Fir die monokotylen Nutzpflanzen Gerste und Weizen
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass diese im Vergleich zu A. thaliana oder
Helianthemum nummularium schneller auf atmospharische COx-Anderungen und
Beleuchtung reagieren (Merilo et al. 2014; Kollist et al. 2014). Stomata monokotyler Pflanzen

weisen haufig so genannte Nebenzellen (kurz NZ) auf. Die Nebenzellen sind spezialisierte
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Epidermiszellen, die direkt an die SchlieRzellen angrenzen. Sie werden als Ursache fur das
schnellere Reaktionsvermdgen der Stomata monokotyler Pflanzen diskutiert (Chen et al. 2017)
und bereits 1971 zeigten Raschke und Fellows an Maispflanzen, dass wahrend
Stomabewegungen ein Transport von Chlorid- und Kalium-lonen zwischen SZs und NZs
stattfindet. Dennoch weil® man Uber die stomataren Eigenschaften, die es Pflanzen wie den
Dattelpalmen erlauben an solch lebensfeindlichen Standorten zu existieren, bis dato sehr
wenig und die meisten Verdffentlichungen tber die Mechanismen der Stresstoleranz von P.
dactylifera beziehen sich auf Keimlinge oder Kalli (Al-Khayri und Al-Bahrany 2004; Djibril et al.
2005; ElIRabey et al. 2015). Diese Studien konnten unter anderem zeigen, dass Trockenstress
zu einer Erhéhung des Prolingehalts im Kallusgewebe von Dattelpalmen fuhrt, um das
osmotische Potential abzusenken (Al-Khayri und Al-Bahrany 2004). Auch die Anderung der
Proteinzusammensetzung durch Trockenstress in Blattern von Dattelpalmen-Keimlingen
wurde nachgewiesen. Hierbei handelte es sich hauptsachlich um Photosynthese-assoziierte
Proteine, wie die beiden Untereinheiten der RUBISCO (Ribulose,1-5-Bisphsophat-
Carboxylase/Oxygenase) und verschiedene Komponenten der Lichtsammelkomplexe | und I
(englisch: light harvesting complex, LHC)(El Rabey et al. 2015). Diese Reaktionen auf
abiotischen Stress sind auch von weniger toleranten Arten wie Arabidopsis bekannt und auf

den ersten Blick nicht auRergewdhnlich (Hare und Cress 1997; Galmes et al. 2013).

Auffallend sind allerdings die Ergebnisse einer Studie Uber die Auswirkungen von Trockenheit
und Hitze auf die Stoma-Physiologie adulter Dattelpalmen (Arab et al. 2016). Wahrend
sensitive Arten auf Trockenheit mit einer Verringerung der stomataren Leitfahigkeit reagieren
um Wasserverlust zu vermeiden (Flexas et al. 2004), anderte sich die stomatare Leitfahigkeit
der untersuchten Dattelpalmen durch Trockenstress nicht (Arab et al. 2016). Gleichzeitig
konnte auf transkriptioneller Ebene die differentielle Expression ABA-regulierter Gene durch
Trockenstress nachgewiesen werden (Safronov et al. 2017), was auf einen Anstieg des ABA-
Gehalts in Dattelpalmen bei Trockenheit hindeutet. An Dattel-Keimlingen konnte ein Effekt von
ABA, welches als endogenes Entwicklungssignal erkannt wird, auf das laterale
Wurzelwachstum nachgewiesen werden (Hassan et al. 2008) und so eine Perzeption des
ABAs nahelegt. Ob ein Anstieg des ABA-Gehalts in Schlief3zellen von Dattelpalmen aber auch
zum Stomaschluss fuhrt, ist noch unbekannt. Bislang wurde nicht untersucht, ob die Stomata
der Wustenpflanze P. dactylifera Besonderheiten in ihrer Morphologie oder Physiologie
aufweisen, mit denen sie sich an die trockenen und heilen Bedingungen in ihrem natirlichen
Habitat angepasst haben und entsprechende Untersuchungen sind daher auch Gegenstand

der vorliegenden Arbeit.
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1.4.1 Zielsetzung IlI: Charakterisierung der Stomaphysiologie von Phoenix
dactylifera

Wahrend die Stomaphysiologie der Modellpflanze Arabidopsis gut untersucht ist und die
Reaktionen auf diverse externe und interne Stimuli bekannt sind, sind die Reaktionen anderer
extremophiler Pflanzen wenig untersucht. Uber die Reaktion der Stomata von Dattelpalmen
auf externe Reize wie die Lichtintensitat oder die Reaktion auf interne Reize wie ABA ist sehr
wenig bekannt. Aus diesem Grund sollte im Rahmen dieser Arbeit die Stomaphysiologie von
Dattelpalmen untersucht werden. Da es sich bei Dattelpalmen um besonders gut an trockene,
heilRe Standorte mit hohen Lichtintensitaten angepasste Pflanzen handelt, wurde besonderes
Augenmerk auf den ABA-induzierten Stomaschluss, sowie die Stomadffnung bei hohen
Lichtintensitaten gelegt. Hierfir wurden mittels Infrarotgasanalyse die Anderungen der
Transpirationsraten von einzelnen Fiederblattern von Phoenix dactylifera durch ABA und Licht
vergleichend mit A. thaliana untersucht, um so Unterschiede in der Stomaphysiologie zu

identifizieren, die es Dattelpalmen erlauben, an ihren natirlichen Standorten zu existieren.

1.5 Anpassungen an lonentoxizitat bei Salzstress

Neben besonders trockenen und heillen Standorten konnten sich einige Pflanzenarten auch
an salzige Standorte anpassen. Als salztolerante Pflanzen (Halophyten) gelten alle Pflanzen,
die im Gegensatz zu sensitiven Arten (Glykophyten) ihren Entwicklungszyklus bei
Salzbedingungen vollenden kénnen (Parida und Das 2005; Munns und Tester 2008).
Salzstress wird in der Literatur haufig als Synonym flir durch NaCl verursachten Stress
verwendet und auch in der hier vorliegenden Arbeit wird der Begriff Salzstress immer als
Synonym fir hohe NaCl-Konzentrationen benutzt. Hohe NaCl-Konzentrationen im Boden
kdnnen, neben dem negativen Effekt auf den Wasserhaushalt (osmotischer Stress, siehe 1.1),
durch die Aufnahme von Na*- und Cl-lonen auch zu sogenanntem ionischem Stress fiihren
(Munns und Tester 2008). Besonders langeres Wachstum auf NaCl-haltigen Béden flhrt bei
den meisten Arten zur Aufnahme von Na' und CI, was zu ionischem Stress durch
lonentoxizitdt fuhren kann. Der Effekt beruht auf einer Stérung von verschiedenen
Stoffwechselprozessen in den Zellen, die vor allem durch Verdrangung anderer gleichwertiger
lonen aus enzymatischen Reaktionen auftritt. Beispielsweise wird der negative Effekt von Na*
auf die Physiologie von pflanzlichen Zellen unter anderem der grofen physikalisch-
chemischen Ahnlichkeit zu K* zugeschrieben (Maathuis und Amtmann 1999). Chlorid ist ein
essentieller Pflanzennahrstoff, der an der Regulation vieler Prozesse beteiligt ist und von
Pflanzen unter anderem als Osmotikum genutzt wird. Kirzlich konnte an Tabakpflanzen

gezeigt werden, dass Chlorid in geringen Konzentrationen einen positiven Einfluss auf die
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Blattflache und die Wassernutzungseffizienz hat (Franco-Navarro et al. 2016). Allerdings ist
Chlorid ab einer gewissen Konzentration im Gewebe fur Pflanzen auch toxisch. Fur Vitis und
Zitruspflanzen ist bekannt, dass eine zu hohe Chlorid-Konzentration zu einer Verringerung der
Photosyntheserate und reduziertem Wachstum fiihrt (Brumos et al. 2010). Da in den meisten
Pflanzenarten die Na*-Konzentration deutlich vor der Cl-Konzentration ein toxisches Niveau
erreicht, sind die Ursachen fur die Toxizitat sowie die zugrunde liegenden Transportprozesse

von CI"im Vergleich zu Na* weniger untersucht (Munns und Tester 2008; Li et al. 2017).

Die Toleranz von Halophyten gegenuber ionischem Stress kann entweder bei so genannten
Exkludern auf einem effizienten Ausschluss toxischer lonen aus dem Gewebe basieren oder
bei so genannten Inkludern auf einer im Vergleich zu Glykophyten gesteigerten Toleranz
gegenuber hohen Konzentrationen von Na*- und Cl-lonen in den Zellen beruhen (Marschner
und Marschner 2011; Flowers et al. 2015). Allerdings konnte fur verschiedene zytosolisch
vorkommende, homologe Enzyme aus der salztoleranten inkludierenden Art Atriplex
spongiosa und der sensitiven Art Phaseolus vulgaris in einem in vitro Enzymaktivitats-Assay
eine vergleichbare Inhibierung der Enzymaktivitdt durch NaCl nachgewiesen werden
(Greenway und Osmond 1972). Auf Zellebene scheint die héhere Toleranz gegeniber
Natrium- und Chlorid-lonen bei Inkludern daher vermutlich eher auf einer effizienteren
Kompartimentierung der lonen in die Vakuolen als auf einer erhéhten zytoplasmatischen

Toleranz zu basieren (Munns und Tester 2008; Cheeseman 2013; Flowers et al. 2015).

Um dberschissiges Na* und CI° aus dem Zytoplasma auszuschlieien, haben sich
verschiedene Mechanismen entwickelt, deren molekulare Grundlage zumindest teilweise in
allen héheren Landpflanzen, auch den Glykophyten vorkommt (Flowers et al. 2010). Der
Ausschluss der toxischen lonen aus dem Zytoplasma der photosynthetisch aktiven Blatter
erfolgt Uber eine strikte Regulation der Aufnahme in die Wurzeln, dem Transport der lonen
Uber das Xylem, und wie bereits erwahnt, der Kompartimentierung der lonen. Da lonen
aufgrund ihrer Ladung Zellmembranen nur Uber Transportproteine passieren kénnen, spielen
diese Transportproteine bei der Adaption an Salzstress bzw. der Vermeidung von
lonentoxizitat eine groRe Rolle. Die meisten bis dato veréffentlichten molekularbiologischen
Studien untersuchten aber hauptsachlich die durch Salzstress induzierten Transportvorgange
in nicht-toleranten Modellpflanzen wie Arabidopsis oder nicht-toleranten Nutzpflanzen wie
Mais, Reis oder Weizen (Rozema und Schat 2013).
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1.5.1 Anionen-Transportsysteme

Die Aufnahme von Chlorid erfolgt Uber die Wurzeln. Um bei hohen Salzkonzentrationen eine
exzessive Aufnahme von CI in den Spross und das Blattgewebe zu vermeiden, ist die
Regulation des Transports von CI aus dem Symplasten der Wurzelstele in den Apoplasten
des Xylems, elementar (Li et al. 2017). Die Beteiligung verschiedener Anionen-
Transportproteine an dieser Xylembeladung wird diskutiert. Neben ALMTs (Henderson et al.
2014) und Mitgliedern der Nitrat Transporter/Peptid Transporter Familie (NPFs) (Li et al. 2016)
scheinen auch SLAH1 und SLAH3 (englisch: slow-type Anion Channel Associated Homologs),
beides Vertreter der SLAC-Familie (siehe 1.3.2) an der Xylembeladung mit Chlorid beteiligt zu
sein (Qiu et al. 2016; Cubero-Font et al. 2016). Erst kurzlich konnte fur Arabidopsis gezeigt
werden, dass AtSLAH1 in Perizykelzellen einen Komplex mit AtSLAH3 bildet, diesen aktiviert
und zu einer Erhéhung der Chlorid-Leitfahigkeit von AtSLAH3 fiihrt, was letztendlich die CI-
Freigabe in das Xylem vermittelt (Cubero-Font et al. 2016). Verlustmutanten beider
Untereinheiten hatten eine bis zu 30% niedrigere ClI-Konzentration im Xylemsaft (Cubero-Font
et al. 2016), wohingegen AtSLAH1 Uberexprimierende Pflanzen eine deutliche Akkumulation
von CI'im Xylemsaft im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen aufwiesen (Qiu et al. 2016). Aul3erdem
konnte ein negativer Effekt einer erhéhten Salzkonzentration auf die Expression von AtSLAH1
und AtSLAH3 gezeigt werden (Cubero-Font et al. 2016). Die Uberexpression von AtSLAH3
dagegen flhrte zu einer Erhéhung des NO3/Cl-Verhaltnisses (Qiu et al. 2016), was mit der
héheren Leitfahigkeit von AtSLAH3 fur NOs™ tUber CI Gbereinstimmt (Geiger et al. 2011). Die
Verschiebung des NOs/Cl-Verhaltnisses zu Gunsten von CI in Pflanzen unter
Salzstressbedingungen wird als einer der Hauptgriinde fur die Toxizitat von CI fir Pflanzen
diskutiert (Li et al. 2017), da viele der in Pflanzen vorkommenden Anionenkanale eigentlich
zur Aufnahme von Nitrat dienen und neben der Nitratleitfahigkeit auch fir Chlorid permeabel

sind (Barbier-Brygoo et al. 2011)

Neben dem Ausschluss von iberschiissigem Chlorid aus den oberirdischen Pflanzenteilen ist
das Einlagern des Chlorids in die Vakuolen ein weiterer Mechanismus von Pflanzen, die
Toleranz gegenuber hohen Chlorid-Konzentrationen zu erhéhen. AtALMT9 ist im Tonoplasten
von Schlielzellen, Xylemparenchymzellen sowie in Wurzelstelezellen lokalisiert und
Arabidopsis almt9-Mutanten weisen bei Salzbehandlung eine niedrigere Chlorid-
Konzentration im Spross auf (Baetz et al. 2016). Auch einige Vertreter der Familie der CLCs
(englisch: Chloride channel) scheinen an dem Transport und der Akkumulation von Chlorid in
Vakuolen eine Rolle zu spielen. Bei diesen Chlorid-Transportproteinen handelt es sich um
Anionen/Protonen-Antiporter, die entweder Chlorid oder Nitrat unter Nutzung des

Protonengradienten Uber den Tonoplasten transportieren. In Arabidopsis sind sieben
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Mitglieder dieser Familie bekannt (AtCLC-a bis AtCLC-g), wovon alle in Endomembranen
lokalisiert sind (Zifarelli und Pusch 2010). AtCLC-c ist unter anderem an der ClI-Beladung der
Vakuolen von Wurzelmesophylizellen beteiligt (Jossier et al. 2010) und Afclc-g Mutanten

zeigen einen hypersensitiven Phanotyp gegenliber Salzbehandlung (Nguyen et al. 2016).
1.5.2 Kationen-Transportsysteme

Die Mechanismen zur Vermeidung von Natrium-Toxizitdt im Gewebe unter
Salzstressbedingungen ahneln denen fir Chlorid. Aufgrund der geringen Na*-Konzentration
im Zytoplasma wird Na* aber im Gegensatz zu CI jedoch haufig nicht als essentieller Nahrstoff,
sondern ausschlieBlich als toxisch angesehen (Kronzucker et al. 2013). Tatsachlich wird Na*
aber von einigen Cy4-Arten essentiell fur die Pyruvataufnahme in Chloroplasten durch den
Pyruvat-Na*-Co-Transporter BASS2 bendétigt (Furumoto et al. 2011). Auch Nutzpflanzen, wie
bspw. Spinat oder Zuckerriiben (Chenopodiaceae), kdnnen von der Verfligbarkeit von Natrium
sogar profitieren. Die férderliche, nicht toxische Na*-Konzentration liegt allerdings im niedrigen

millimolaren Bereich und Natrium gilt daher allenfalls als Mikronahrstoff (Subbarao et al. 2003).

Die Fahigkeit, die zytosolische Natriumkonzentration gering zu halten wird als eines der
Schlusselmerkmale salztoleranter Pflanzen angesehen (Munns und Tester 2008). Obwohl die
Transportprozesse von Na* in Pflanzen besser untersucht sind als die von CI und sich die
meisten Studien Uber die Ursachen und Auswirkungen von NaCl-Stress auf Pflanzen auf den
Effekt von Natrium-lonen fokussieren, ist das Wissen Uuber die zugrundeliegenden

Transportvorgange noch lickenhaft.

Um die Akkumulation in photosynthetisch aktiven Pflanzenteilen zu vermeiden, wird die
Aufnahme von Natrium Uber die Wurzelhaare reguliert. Da Natrium-lonen eine Ladung tragen,
kénnen sie die Membranen der Wurzelhaarzellen nur Gber Transportproteine passieren. Die
ersten Transportproteine, die fiir die Na*-Aufnahme verantwortlich gemacht wurden, sind die
NSCCs (englisch: non-selective cation channels). Allerdings ist die Identitat dieser Proteine
bis heute nicht vollstandig geklart (Demidchik und Tester 2002; Zhang et al. 2010). Ein Teil
der in elektrophysiologischen Messungen der durch NSCCs vermittelten Strome kénnte auf
Mitglieder der pflanzlichen zyklischen Nukleotid-gesteuerten Kanale, die CNGCs (englisch:
cyclic nuclteotid gated channels), zurtickzufiihren sein. Diese nichtselektiven Kationenkanale
werden durch cGMP oder cAMP aktiviert, und es konnte gezeigt werden, dass die Expression
von AtCNGC19 und AtCNGC20 durch NaCl induziert wird (Kugler et al. 2009). Allerdings
zeigten Verlustmutanten dieser Kanale keine veranderten Na*- oder K*-Konzentrationen im
Spross, und die elektrophysiologischen Charakterisierung von AtCNGC2 ergab eine hdhere

Leitfahigkeit fir K* Gber Na* (Leng et al. 2002). Somit bedarf es weiterer Untersuchungen um
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die physiologische Funktion der CNGCs sowie die Identitdt der NSCCs abschlielend zu

klaren.

Relativ gut untersucht sind dagegen die in Pflanzen exprimierten HKTs (englisch: high affinity
(K)potassium transporter). Allerdings ist deren Rolle bei der Natriumaufnahme in die Wurzeln
umstritten. Diese grolie Gruppe der HKT-Transportproteine kann nach ihrer Struktur und ihren
Transporteigenschaften in zwei Gruppen unterteilt werden. Proteine, die zur Gruppe der HKT1
gehdren sind hochaffine Na*-Kanale, wahrend die Mitglieder der HKT2-Gruppe vornehmlich
Na*/K* Co-Transportproteine darstellen (Platten et al. 2006). Im Arabidopsis Genom findet sich
nur ein Homolog der HKT Familie (AtHKT1;1) und dieses wird hauptsachlich in Wurzeln
exprimiert und ist stark Na*-selektiv (Uozumi et al. 2000). Die Funktion der HKT1-Homologe
in planta ist aber umstritten. Eine frihe Studie von Rus et al. im Jahr 2001 zeigte eine
niedrigere Na*-Konzentration in Athkt1;1-Mutanten und deutete auf eine Beteiligung von
AtHKT1;1 an der Aufnahme von Na® in Wurzelkortexzellen hin. Allerdings wurde spater
gezeigt, dass Athkt1;1-Verlustmutanten einen hypersensitiven NaCl-Phanotyp haben und
darlber hinaus erhéhte Na*-Konzentrationen im Spross aufweisen (Rus et al. 2004; Davenport
et al. 2007), was eher die Beteiligung von HKTs der Gruppe 1 an der Entladung des Xylems
nahelegt. Auch in der monokotylen Nutzpflanze Reis (Oryza sativa) konnte ein in
Xylemparenchymzellen lokalisierter HKT1 (OsHKT1;5) nachgewiesen werden, welcher die
Natriumkonzentration des Xylemsaftes senken kann und daher ebenfalls an der Entladung

von Na* aus dem Xylem beteiligt zu sein scheint (Ren et al. 2005).

Neben der Regulation der Aufnahme von Natrium-lonen (ber die Wurzeln spielt ein
Rucktransport von Na* aus dem Xylem sowie von den Wurzelhaaren zurtick in den Boden eine
entscheidende Rolle bei der Toleranz von Pflanzen gegenuber hohen Natriumkonzentrationen
im Boden. Ein Teil des Uber die Wurzelhaarzellen aufgenommen Natriums wird direkt aus der
Wourzel zurlck in den Boden geschleust. 2002 wurde in Arabidopsis der Na*/H*-Austauscher
SOS1 (englisch: salt overly sensitive 1) identifiziert und seine Rolle beim Export von Na* aus
Zellen nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass Atsos7-Mutanten langfristig mehr Na*
im Xylem und in Wurzeln akkumulieren als Wildtyp-Pflanzen (Shi et al. 2002). AtSOS1 ist
hauptsachlich in den Plasmamembranen der Zellen in der Wurzelspitze und in
Xylemparenchymzellen lokalisiert und Protoplasten von Atsos7-Mutanten weisen eine
verminderte Na*-Leitfahigkeit auf (Shi et al. 2002). AtSOS1 wird durch das kalziumbindende
Calcineurin-B ahnliche Protein SOS3 (AtCBL4) und die CBL-interagierende Proteinkinase
SOS2 (AtCIPK24) reguliert. Unter Salzstressbedingungen fiihrt der zytosolische Ca?*-Anstieg
zur Aktivierung von SOS2 durch SOS3 was zur Phosphorylierung von SOS1 und zum
Transport von Na* aus den Zellen in den Apoplasten fiihrt (Halfter et al. 2000; Qiu et al. 2002;
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Zhu 2003). Ahnlich wie die HKTs kénnen SOS1-Proteine zusammen mit dem SOS-Signalweg
verschiedene Funktionen haben und scheinen auch an der Natrium Be- und Entladung des
Xylems beteiligt zu sein, um die Na*-Konzentration in den Wurzeln und dem Mesophyll der
Blatter gering zu halten (Shi et al. 2002). So konnte in einer vergleichenden Studie zwischen
Arabidopsis und der nahe verwandten, aber salztoleranten Thellungiella salsuginea (friher
Thellungiella halopila) eine deutlich héhere Expression von SOS1 in T. salsuginea bereits
unter Kontrollbedingungen nachgewiesen werden. Zusatzlich fuhrte NaCl zu einer starkeren
Induktion von ThSOS1 im Vergleich zu AtSOS1 (Oh et al. 2009). Diese erhdhte
Expressionsstarke von ThSOS1 spiegelt sich in der Struktur von regulatorischen Sequenzen
der 5-UTR wieder. Ein Vergleich der 5'-UTR der SOS1 Sequenzen von diversen Glykophyten
mit der von ThSOS1 sowie sieben weiteren Halophyten, deutete auf eine erhohte
Expressionsrate durch pyrimidinreiche Abschnitte und eine erhéhte Stabilitdt der Transkripte
durch Bildung einer Haarnadelstruktur der Halophyten-Sequenzen hin (Dassanayake et al.
2011).

Besonders bei langanhaltenden Salzbedingungen oder sehr hohen NaCl-Konzentrationen im
Boden ist es moglich, dass die oben beschriebenen Mechanismen zur Vermeidung der
Aufnahme bzw. des Exports von Natrium-lonen allein nicht ausreichen, um damit die
Natriumkonzentration des Zytoplasmas unter der toxischen Konzentration zu halten.
Zusatzlich kann das aufgenommene Natrium aber auch Uber Tonoplast-lokalisierte Natrium-
Transportsysteme in die Vakuolen von Pflanzenzellen transportiert werden. Diese
Kompartimentierung entfernt nicht nur Gberschissiges, toxisches Na* aus dem Zytoplasma,
sondern das zunachst schadliche Na* kann dort positiv als Osmotikum genutzt werden und
hilft den Zellturgor unter Salzstressbedingungen aufrecht zu erhalten (Apse und Blumwald
2007). Die Kompartimentierung von Na* in die Vakuolen scheint auBerdem mit dem SOS-
Signalweg verknlpft zu sein. SOS2 stimuliert den Protonentransport ins Zytoplasma durch
vakuolare H*-ATPasen, was wiederum zur Aktivierung des H*-abhangigen Imports von Na* in
die Vakuolen fuhrt (Batelli et al. 2007). Letzterer wird durch Kationen/H*-Antiporter vermittelt.
Der erste in Tonoplasten lokalisierte Na*/H*-Antiporter, der in Arabidopsis gefunden wurde,
war AtNHX1 (englisch: (Na)sodium/(H)proton exchanger 1) (Apse et al. 1999). Insgesamt gibt
es acht NHX-Homologe in Arabidopsis, welche in zwei Gruppen eingeteilt werden kénnen.
AtNHX1-4 sind im Tonoplasten lokalisiert, wahrend die anderen endosomal oder in der
Plasmamembran vorkommen (Pardo et al. 2006). AtNHX1 galt lange Zeit als stark selektiv fir
Na*® Uber K* (Apse et al. 1999), allerdings deuten neuere Studien auf eine ebenso hohe
Leitfahigkeit fur K* hin (Jiang et al. 2010). In den meisten Fallen Ubersteigt die zytosolische
Kaliumkonzentration aber die von Na*, wodurch AtNHX1 zumindest unter normalen

Wachstumsbedingungen eher die Aufnahme von Kalium in die Vakuole vermittelt (Jiang et al.
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2010). Die Selektivitat von AtNHX1 wird kalziumabhangig durch das Calmodulin-ahnliche

Protein AtCaM15 reguliert. Dessen Bindung fiihrt zu einer Abnahme der Na*/H*-Transportrate,

nicht aber zur Abnahme der K*/H*-Transportrate. Diese Interaktion nimmt mit zunehmendem
pH in den Vakuolen ab und kénnte einen Mechanismus darstellen, Uber den die

lonenhoméostase unter NaCl-Stress reguliert wird (Yamaguchi et al. 2005).
1.5.3 Das K*/Na*-Verhailtnis

Als weitere wichtige Eigenschaft salztoleranter Pflanzen wird haufig die Fahigkeit zur
Aufrechterhaltung eines hohen zytosolischen K*/Na*-Verhaltnisses diskutiert (Maathuis und
Amtmann 1999; Shabala und Cuin 2008; Shabala und Pottosin 2014). Die K*-Konzentration
von pflanzlichen Zellen liegt typischerweise bei rund 150mM, wahrend die Na*-Konzentration
mit ca. 10mM um ein flinfzehnfaches geringer ist (Conn und Gilliham 2010). Tatsachlich
berichten zahlreiche Studien von einer Abnahme des Kaliumgehalts im Pflanzengewebe unter
Salzstress. Sowohl im Spross als auch in Wurzelgewebe von salzsensitiven Gerste-Varietaten
(Tavakkoli et al. 2011), aber auch von sensitiven Weizen-Sorten (Cuin et al. 2008) sowie
Arabidopsis (Zhu et al. 1998; Volkov et al. 2004) konnte eine NaCl-induzierte Kaliumabnahme
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu fuhrt Salzstress bei vielen halophytischen Arten
nicht zu einer Abnahme des Kaliumgehalts. Einige dieser Arten, wie beispielsweise Afriplex
nummularia (Ramos et al. 2004) und Chenopodium quinoa (Hariadi et al. 2011) weisen unter
moderaten Salzstressbedingungen sogar hohere Kaliumkonzentrationen als unter
Kontrollbedingungen auf. In einer vergleichenden Studie mit der salzsensitiven Arabidopsis
und ihrer halophytischen Schwesterart T. salsuginea wurde zwar eine Abnahme der
Kaliumkonzentration der Wurzeln von T. salsuginea durch zunehmende NaCl-
Konzentrationen im Nahrmedium nachgewiesen, diese war aber verglichen mit Arabidopsis

sehr gering (Aleman et al. 2009b).

Um trotz erhohter Natriumkonzentrationen im Boden ein hohes K*/Na*-Verhaltnis aufrecht zu
erhalten, muss die Kaliumaufnahme Uber strikt zwischen Natrium und Kalium diskriminierende
Systeme vermittelt werden. Bereits 1963 konnten Epstein und Kollegen an Wurzeln von Gerste
eine biphasische Kaliumaufnahme durch ein hochaffines sowie ein niederaffines
Aufnahmesystem nachweisen (Epstein et al. 1963). Mittlerweile konnten Teile beider
Aufnahmesysteme identifiziert und charakterisiert werden und neuerdings wird ihre Rolle bei
der Salztoleranz von Pflanzen diskutiert (Amtmann et al. 2018). Ein grofRer Teil der
niederaffinen Kaliumaufnahme in Arabidopsis wird durch AtAKT1 vermittelt, einem
hauptsachlich in Wurzelkortex- und Wurzelhaarzellen lokalisierten Kaliumaufnahmekanal der
Shaker-Familie (Lagarde et al. 1996; Hirsch et al. 1998; Ivashikina et al. 2001). Einige Studien

deuten auf einen Zusammenhang zwischen der Regulation von AKT1 und einer gesteigerten
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Salztoleranz hin. So fiihrte Salzstress bei den salztoleranten Reis-Kultivaren Bk und Pokkali
zu einer Reprimierung von OsAKT1 in der Exodermis, wahrend diese Reaktion bei
salzsensitiveren Kultivaren ausblieb (Golldack et al. 2003). Auch fir das halophytische
Eiskraut (Mesembryanthemum crystallinum) konnte eine NaCl-induzierte Abnahme des
AtAKT1-Orthologs McMKT1 sowohl auf Protein- als auch auf Transkriptebene in
Wurzelgewebe gezeigt werden (Su et al. 2001). Worin allerdings der Vorteil dieser negativen
Regulation der AKT1-Transkription durch Salzstress liegt, ist noch nicht vollstandig

entschlisselt.

Nicht nur die Aufnahme von Na* in die Wurzelzellen fiihrt bei NaCl-Stress zu einer
Verschiebung des K*/Na*-Verhaltnisses. Eine steigende NaCl-Konzentration im Boden fihrt
dartber hinaus zu einer Abnahme des fir die Pflanzen verfugbaren Kaliums im Boden
(Shabala und Cuin 2008), weshalb der Fokus vieler Studien Uber die pflanzliche
Salzstressadaption auf der Funktion der hochaffinen Kaliumaufnahmesysteme in Wurzeln und

deren Rolle in der Kaliumhomdostase unter Salzstress liegt.

In Arabidopsis konnte AtHAKS5 als wesentliche Komponente der hochaffinen Kaliumaufnahme
identifiziert werden (Gierth et al. 2005). Der hauptsachlich in Wurzeln lokalisierte
Kaliumtransporter AtHAK5 (Qi et al. 2008) gehoért zu den Mitgliedern der Gruppe | der
HAK/KT/KUP-Familie und wurde in Hefe-Komplementationsstudien als permeabel fir K*
beschrieben. Kaliummangel fiihrt in Arabidopsis zu einer Induktion der Genexpression von
HAK5 (Gierth et al. 2005) wahrend Salzstress die Expression drastisch hemmt (Nieves-
Cordones et al. 2010). In der salztoleranten T. salsuginea wurde nur ein geringer negativer
Effekt von NaCl auf die Expression des HAK5-Orthologs ThHAK5 nachgewiesen (Aleman et
al. 2009a). Und in der halophytischen M. crystallinum konnte sogar eine Zunahme des mRNA-
Gehalts mehrerer HAK-Homologe in verschiedenen Geweben durch Salzstress gezeigt
werden (Su et al. 2002).

1.5.4 Kompatible geldste Substanzen

Eine effiziente Aufnahme von Kalium unter Salzstressbedingungen ist nicht nur fir die
Aufrechterhaltung eines hohen K*/Na*-Verhaltnisses wichtig. Kalium ist das am haufigsten
vorkommende anorganische Kation in Pflanzenzellen (Leigh und Jones 1984), und viele
Turgor-gesteuerte Prozesse, wie Stomabewegungen und Zellstreckung werden hauptsachlich
durch Verschiebungen des osmotisch wirksamen Kaliums zwischen Zellkompartimenten oder
Zellen reguliert (Hu und Schmidhalter 2005). Um unter Salzstressbedingungen weiter Wasser
aus dem Boden aufnehmen zu kénnen, senken Pflanzen das osmotische Potential der Zellen
und damit das Wasserpotential stark ab (Munns 1988). Fir diese osmotische Adaption

werden, neben anorganischen lonen (wie bspw. K*), so genannte kompatible geloste
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Substanzen (englisch: compatible compounds/solutes) genutzt. Kompatible Solute sind per

Definition organische, osmotisch wirksame Verbindungen von geringer molarer Masse, die
auch in hohen Konzentrationen keinen negativen Effekt auf den Zellstoffwechsel haben
(Bohnert et al. 1995; Wang et al. 2003; Chen und Jiang 2010). Zu diesen kompatiblen Soluten
gehoren Zucker und Zuckerderivate so wie methylierte quartare Stickstoffverbindungen wie
Glycinbetain und Aminosauren wie Prolin (Chen und Jiang 2010). Dabei wird vor allem die
Akkumulation groRer Mengen Prolin mit einer gesteigerten Salztoleranz in Verbindung
gebracht (Verbruggen und Hermans 2008). So konnte beispielsweise die NaCl-induzierte
Zunahme des Prolingehalts des Eiskrauts M. crystallinum nachgewiesen werden (Thomas und
Bohnert 1993). In einer vergleichenden Studie mit Arabidopsis und T. salsuginea fuhrte die
Behandlung mit 150mM NaCl im GieRwasser zwar zu einem Anstieg des Prolingehalts beider
Arten, aber die Zunahme war deutlich starker in der salztoleranten T. salsuginea (Gong et al.
2005).

Prolin wird in Pflanzen hauptsachlich durch Umwandlung von Glutamat synthetisiert. Dabei
wird Glutamat durch D1-Pyrrolin-5-Carboxylat Synthasen (P5CS) in Pyrrolin-5-Carboxylat
(P5C) umgewandelt, welches dann durch D1-Pyrrolin-5-Carboxylat Reduktasen weiter zu
Prolin reduziert wird (Kishor und Sreenivasulu 2014). Die Umwandlung von Glutamat in P5C
wird als der ratenlimitierende Schritt angesehen. Im Arabidopsis Genom konnten zwei P5CS-
Orthologe identifiziert werden und es wurde gezeigt, dass Uberwiegend die Expression von
AtP5CS1 und in geringerem Ausmal} auch AtP5CS2 durch NaCl und ABA induziert werden
(Strizhov et al. 1997). Die Funktion dieser beiden Enzyme scheint aber nicht vollstandig
redundant zu sein. Die Verlustmutation von AtP5CS2 flihrte zu einer hohen Embryo-Letalitat
was auf eine vorwiegende Rolle von P5CS2 in der Embryogenese hindeutet. Die durch
osmotischen Stress induzierte Prolinsynthese in adulten Arabidopsis-Pflanzen scheint
dagegen uberwiegend durch AtP5CS1 vermittelt zu werden (Szekely et al. 2008). Die
Prolinhomoostase in pflanzlichen Zellen wird zusatzlich Gber den Abbau von Prolin durch
Prolin-Dehydrogenasen (PDH) gesteuert (Mansour und Ali 2017). In Arabidopsis konnte
gezeigt werden, dass Prolin selbst in einem negativen Rlckkopplungsmechanismus
induzierend auf die Expression von AtPDH wirkt. Osmotischer Stress und ABA hatten dagegen
einen negativen Effekt auf die PDH-Expression (Kiyosue et al. 1996; Nakashima et al. 1998)
und ein Zusammenhang zwischen der hdheren Akkumulation von Prolin in salztoleranten
Pflanzen und einer gesteigerten Expression bzw. Repression konnte fur Thellungiella im
Vergleich zu Arabidopsis gezeigt werden (Kant et al. 2006).

Daruber hinaus wird der Prolingehalt einzelner Gewebe oder Zellkompartimente auch tber

einen gerichteten Prolintransport durch eine Vielzahl von mehr oder weniger selektiven

Heike M. Miller 37



Julius-Maximilians-
UNIVERSITAT
WURZBURG

Einleitung

Transportproteinen reguliert (Lehmann et al. 2010). Sowohl fur Mitglieder der Aminosaure-
Permeasen (AAPs), als auch der Lysin-Histidin Transporter (LHTs) konnte gezeigt werden,
dass diese neben anderen Aminosauren auch Prolin als Substrat erkennen kénnen und sich
die Affinitdt der Transporter nur unwesentlich zwischen verschieden Aminosauren
unterscheidet (Okumoto et al. 2002; Hirner et al. 2006). Die Mitglieder der Prolin-Transporter
Superfamilie (ProTs) haben im Gegensatz zu den LHTs und AAPs eine hohe Selektivitat flr
Prolin gegeniber anderen Aminosauren (Lehmann et al. 2010). Bereits charakterisierte
Vertreter der pflanzlichen ProTs vermitteln neben dem Transport von Prolin auch den
Transport anderer kompatibler Solute wie y-Aminobuttersdure (GABA) und Glycinbetain
(Breitkreuz et al. 1999; Grallath et al. 2005). Beispielsweise ist der durch Salzstress induzierte
Anstieg der freien Prolinkonzentration in Zellen der Wurzelspitze von Gerste (Hordeum
vulgare) eher auf eine gesteigerte Importrate von Prolin durch HvProT als durch eine erhdhte

Syntheserate durch P5C-Synthasen zurtckzuflihren (Ueda et al. 2007).

Auch wenn der Anstieg an kompatiblen Soluten wie Prolin haufig als adaptive Reaktion von
Pflanzen auf Salzstress diskutiert wird und Prolin unter Salzstress akkumuliert, ist die
Akkumulation in vielen Arten zu gering um grof3en Einfluss auf das osmotische Potential zu
nehmen (Mansour und Ali 2017). So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Zunahme
von Prolin durch Salzstress in der halophytischen Salzmelde (Atriplex halimus) nur rund 3%
der osmotischen Anpassung des Blattgewebes bewirkt (Bendaly et al. 2016) und auch bei der
osmotischen Adaption des salztoleranten Strandflieders (Limonium latifolium) scheint Prolin
nur eine untergeordnete Rolle zu spielen (Gagneul et al. 2007). Zusatzlich deuten eine Reihe
von Studien darauf hin, dass Prolin eine antioxidative Wirkung hat und den oxidativen Stress
unter Salzbelastung senken kann. Salzstress fiihrte in Arabidopsis p5cs7-Verlustmutanten, die
nur eine stark eingeschrankte Prolinsynthese aufweisen, zu verstarkten Chlorosen durch
Chlorophyllabbau sowie einer Erhdhung der Lipidperoxidation durch freie Radikale (Szekely
et al. 2008). Umgekehrt konnte durch Zugabe von exogenem Prolin die Entstehung von
reaktiven Sauerstoffspezies durch Salzstress in Chloroplasten von Senfkeimlingen (Brassica
juncea cv. Dira 367) deutlich gesenkt werden (Alia et al. 1997). Die Rolle von Prolin bei der
Reaktion auf Salzstressbedingungen scheint demnach nicht allein in der osmotischen
Adaption zu liegen, sondern vielfaltig zu sein (Kishor und Sreenivasulu 2014; Mansour und Ali
2017).
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1.6 Die Salztoleranz von P. dactylifera und C. quinoa

Alle in den vorherigen Abschnitten beschriebenen Mechanismen zur Steigerung der Toleranz
von Pflanzen gegenlber Salzstress kénnen zwischen einzelnen Arten und sogar Individuen
stark variieren. Auch bleibt fraglich, ob die schwerpunktmaflige Forschung an nicht-toleranten
Arten wie Arabidopsis oder Mais die zugrundeliegenden Mechanismen toleranter Arten
uberhaupt aufdecken kann (Munns und Tester 2008; Rozema und Schat 2013). Durch die
steigende Zahl der verfliigbaren Genome von Pflanzen, unter denen auch salztolerante Arten
sind, wurde das Untersuchen molekularer Grundlagen der Toleranzmechanismen dieser
Pflanzen in den letzten Jahren maglich. Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit sollten daher
Einblicke in die Strategien und Mechanismen zur Steigerung der Salztoleranz der beiden sehr
unterschiedlichen Nutzpflanzen-Arten Phoenix dactylifera sowie Chenopodium quinoa

gewonnen werden.
1.6.1 Phoenix dactylifera

Aufgrund der teilweise ahnlichen Natur von Trockenstress und Salzstress, ist es wenig
Uberraschend, dass die trocken- und hitzeadaptierte Dattelpalme (siehe 1.4) auch eine hohe
Toleranz gegenuber Salzstress aufweist. Bereits 1954 wurde die Dattelpalme als die weltweit
salztoleranteste Nutzpflanze beschrieben (Richards 1954). Ramoliya und Pandey zeigten
2003, dass die Keimung bestimmter Dattelpalmen-Kultivare deutlich weniger salzsensitiv ist
als die von Gerste, und die Keimung der Dattelsamen verglichen mit Gerstesamen erst bei
einer mehr als doppelt so hohen Bodenleitfahigkeit um 50% reduziert war. In einer anderen
Studie tolerierten zwei unterschiedliche Dattel-Kultivare sogar eine Bodenleitfahigkeit von 15
dS*m' (Abbas et al. 2015). Trotz der hohen Salztoleranz von Dattelpalmen wird die steigende
Salzbelastung durch ibermafige Bewasserung mit NaCl-haltigem GieRwasser (Haj-Amor et
al. 2017) zunehmend zum Problem beim Anbau und der Ertrag der Pflanzen nimmt seit
langerem ab (El-Juhany 2010). Aber ahnlich wie bei der Adaption an Trockenstress wurden
bislang nur recht wenige Studien an Dattelpalmen im Zusammenhang mit Salzstress adulter
Pflanzen durchgefihrt (Yaish und Kumar 2015).

An P. dactylifera Keimlingen des als salztolerant geltenden Kultivars Khalas konnte gezeigt
werden, dass diese einen erhdhten Prolingehalt durch verschiedene abiotische Stressfaktoren
aufwiesen und dass Salzstress den grofdten Effekt auf die Prolinakkumulation vor allem in
Wourzeln hatte (Yaish 2015). Unklar ist allerdings ob adulte Dattelpalmen unter Salzstress Na*
und CI iberhaupt aufnehmen. In einer Studie mit Keimlingen von 12 verschiedenen Dattel-
Kultivaren nahm der Natriumgehalt in Wurzeln fiir alle untersuchten Kultivare deutlich zu,
wahrend die Zunahme im Blattgewebe nur sehr gering war (Alhammadi und Edward 2009).
Eine Studie von Sperling et al. (2014) erzielte ahnliche Ergebnisse. Dabei konnte kaum eine
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Zunahme von Na® in den Fiederblattern festgestellt werden. Andere Untersuchungen zeigten
aber eine deutliche Zunahme von Natrium in Fiederblattern von Dattelpalmen (Tripler et al.
2007; Youssef und Awad 2008) und es bleibt bis heute Gegenstand der Forschung ob und wie

Dattelpalmen Natrium-lonen unter Salzstressbedingungen aufnehmen.

2011 und 2013 wurde in zwei unabhangigen Arbeiten das Genom von Dattelpalmen des
Kultivars Khalas assembliert (Al-Dous et al. 2011; Al-Mssallem et al. 2013), was die Grundlage
fur molekularbiologische Untersuchungen der Adaption von Dattelpalmen an abiotischen
Stress wie beispielsweise Salzstress darstellt. Mittlerweile wurden zwei Studien veroffentlicht,
in denen die Anderungen des Transkriptoms von Wurzel- bzw. Blattgewebe von Dattelpalmen
durch Salzstress mittels mMRNA-Sequenzierung untersucht wurden (Radwan et al. 2015; Yaish
et al. 2017). Es konnte gezeigt werden, dass im Wurzelgewebe des salztoleranten Dattel
Kultivars Deglet Beida die Expression zahlreicher Gene bereits wenige Stunden nach einem
Salzschock reagiert. Unter diesen fanden sich Transkripte des ABA-Signalwegs aber auch
andere, mit abiotischem Stress korrelierte Transkripte, die in anderen, nicht-toleranten Arten
wie Arabidopsis ahnlich reagieren (Radwan et al. 2015). Aul3erdem konnte in einer weiteren
Studie mit dem Kultivar Khalas eine Induktion vieler Photosynthese-assoziierter Transkripte in
Fiederblattern nach zehntagiger Salzbehandlung nachgewiesen werden, die aber nicht zu
einer Steigerung der Photosyntheseleistung fuhrte (Yaish et al. 2017). Trotz dieser ersten
Studien Uber die molekularen Grundlagen der Salzadaption von Dattelpalmen, ist auch
daruber noch sehr wenig bekannt. AulRerdem fehlen vor allem Studien Uber die Auswirkungen
von langer anhaltendem Salzstress auf adulte Pflanzen sowie deren Anpassungs-

mechanismen ganzlich.
1.6.2 Chenopodium quinoa

Quinoa ist eine dikotyle, einjahrige Pflanze, die wegen ihrer nahrstoffreichen Samen schon
seit Tausenden von Jahren in den Anden kultiviert wird (Jacobsen 2003). Die phylogenetische
Einordnung der Gattung Chenopodium wurde in den vergangenen Jahren mehrfach geandert,
heute wird sie der Familie der Amaranthaceae zugeordnet. Die urspringliche Gattung
Chenopodium wurde durch systematische Sequenzanalysen in sieben Gattungen aufgeteilt
(Fuentes-Bazan et al. 2012). Dennoch umfasst die Gattung Chenopodium immer noch weit
uber 50 Arten (Jellen et al. 2015). Der Anbau von Quinoa nimmt aufgrund gesteigerter
Nachfrage weltweit zu und stieg von 79 000 Tonnen im Jahr 2010 auf 193 000 Tonnen im Jahr
2014 an (FAO 2017). Im Vergleich zu den heute hauptsachlich angebauten Nutzpflanzen wie
Weizen oder Gerste, weist Quinoa eine hohe Toleranz gegenuber vielen abiotischen
Stressfaktoren wie Kalte und Trockenheit auf und ist als halophytische Art besonders tolerant

gegenuber salzigen Boden (Jacobsen 2003). Bei moderatem Salzstress (bis ca. 100mM NaCl
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im GieRwasser) profitiert Quinoa sogar von der erhdhten Verflugbarkeit von Na* und CI im

Boden und zeigt ein gesteigertes Wachstum (Hariadi et al. 2011). Aber ahnlich wie bei

Dattelpalmen ist das Wissen Uber zugrunde liegende Mechanismen noch sehr lickenhaft.

Wie oben bereits fiir andere tolerante Arten beschrieben (siehe 1.5.4) konnte auch fir Quinoa
gezeigt werden, dass eine fiunfwochige Bewasserung mit 400mM NaCl zu einem starken
Anstieg des Prolingehalts um ca. das 15fache im Vergleich zu Kontrollpflanzen fuhrt (Kiani-
Pouya et al. 2017). Eine andere Studie fand dartiber hinaus eine Zunahme des Kaliumgehalts
in Wurzel- und Sprossgewebe um das Dreifache unter Salzstressbedingungen (Orsini et al.
2011). Vergleichende Studien zwischen verschiedenen Quinoa Kultivaren deuten auflerdem
auf einen konstitutiv erhdhten ABA-Gehalt der toleranten Kultivare hin (Ruiz et al. 2017) und
in einer Studie Uber die Auswirkungen von Salzstress auf die Genexpression von Natrium-
Transportproteinen wie CqSOS1 oder CqNHX1 wurden Unterschiede in der
Expressionsantwort von toleranten und sensitiven Kultivaren gefunden (Ruiz-Carrasco et al.
2011). lonenflussmessungen von Mesophyllizellen mittels der MIFE-Technik (englisch:
Microelectrode lon Flux Estimation) deuten zusatzlich an, dass salztolerante C. quinoa
Kultivare geringere Natriumaufnahme-Raten und einen reduzierten Kaliumefflux durch hohe
apoplastische NaCl-Konzentration aufweisen. Zusatzlich zeigten die Messungen einen
hoheren Natriumausstrom des toleranten Kultivars (Bonales-Alatorre et al. 2013). mRNA-
Sequenzierungen von salztoleranten und salzsensitiven Quinoa Kultivaren ergaben
Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs, englisch: single nucleotid polymorphism)in 15 Genen
mit einer oder mehreren Transmembrandomanen, die mdoglicherweise mit der Variation in der
Salztoleranz der untersuchten Kultivare zusammenhangen, und unter diesen befanden sich

eine Reihe von putativen lonen-Transportproteinen (Schmockel et al. 2017).

Samtliche oben beschriebenen Untersuchungen Uber die Eigenschaften, die in Quinoa eine
gesteigerte Salztoleranz vermitteln, handeln von Anpassungen des Wourzel- und
Blattgewebes. Wie die meisten Arten der Gattung Chenopodium, besitzt aber auch Quinoa
sogenannte Blasenhaare (Orsini et al. 2011; Shabala et al. 2014). Ca. 50% aller Halophyten
weisen ahnliche Strukturen auf der Epidermis ihrer Blatter auf (Flowers et al. 2010) und deren
Rolle bei der erhdhten Toleranz dieser Arten gegenlber Salzstress wird seit langerem
diskutiert (Shabala et al. 2014).
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1.6.3 Die Rolle von Blasenhaaren bei der Salztoleranz von Chenopodium quinoa

Blasenhaare sind spezialisierte Trichome (Glover 2000), bestehend aus einer sehr grofRen
Blasenzelle (englisch: epidermal bladder cell, EBC), die Uber eine Stielzelle (englisch: stalk
cell, SC) mit einer Epidermiszelle verbunden sind (Abbildung 1-2) (Shabala et al. 2014). Durch
das haufige Auftreten der EBCs bei halophytischen Pflanzenarten wird deren Beteiligung an
der Salztoleranz dieser Pflanzen schon langer diskutiert (Shabala 2013; Yuan et al. 2016). So
konnte fir die EBC-tragenden, halophytischen Arten M. crystallinum und Atriplex spp. schon
frih gezeigt werden, dass die Konzentration von Na® (und CI) in den EBCs durch
Salzbehandlung stark zunimmt und im Vergleich zum Blattgewebe sogar eine
Aufkonzentrierung dieser lonen in den EBCs stattfindet (Osmond et al. 1969; Adams et al.
1998; Tsutsumi et al. 2015; Pan et al. 2016). Allerdings wies eine EBC-freie Mutante von M.
crystallinum im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen eine niedrigere Konzentration von Na* und CI
im restlichen Blattgewebe unter Salzstressbedingungen auf (Agarie et al. 2007), wodurch die
Rolle der EBCs als Speicherort flir NaCl trotz des salzsensitiveren Phanotyps der EBC-losen
M. crystallinum Mutante nicht eindeutig gezeigt werden konnte. Auch Gber die Rolle der EBCs
an der Salztoleranz von Quinoa ist bis heute relativ wenig bekannt (Dassanayake und Larkin
2017). Es ist nicht eindeutig geklart, ob die EBCs von Quinoa Uberschissige lonen aufnehmen
und im Vergleich zum photosynthetisch aktiven Blatigewebe anreichern. Aufgrund der grof3en
Anzahl an verschiedenen, genetisch diversen Quinoa Kultivaren (Fuentes et al. 2009), die in
einzelnen Studien verwendet wurden, sind die Ergebnisse schwer vergleichbar und ein
genereller Mechanismus konnte bis heute nicht aufgezeigt werden (Ruiz et al. 2016). So wurde
fur ein aus Chile stammendes Quinoa Kultivar (BO78) gezeigt, dass ca. 20% des insgesamt
in den Pflanzen vorhandenen Na* und CI in die EBCs transportiert wurde (Orsini et al. 2011),
wahrend andere Studien Uber die Lokalisation von Na* und CI in Quinoa gar nicht zwischen
EBCs und dem Ubrigen Blattgewebe unterscheiden (Hariadi et al. 2011). Eine neuere Studie
konnte jedoch zeigen, dass das konsequente mechanische Entfernen der EBCs die
Salzsensitivitat von Quinoa erhdht und deutet damit auf eine wesentliche Rolle der EBCs bei

der Anpassung an Salzstress hin (Kiani-Pouya et al. 2017).
1.6.4 Die Beladung von Blasenhaaren mit Na*- und Cl-lonen

Ausgehend von der Annahme, dass NaCl in den Salzblasen akkumuliert, postulierten Shabala
und Kollegen 2014 ein Modell fir moégliche Transportsysteme, die an der EBC-Beladung
beteiligt sein kénnten. Aufgrund ihrer Ladung missen lonen die Membran der EBCs Uber
Transportproteine passieren. In diesem Modell wird den SCs eine zentrale Funktion in der
Kontrolle des lonentransports in die EBCs zugeschrieben, da diese die einzigen direkt mit der

EBC verbundenen Zellen sind. Demnach missen die Transportproteine polar in den
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Membranen der Zellen angeordnet sein, um Na* und CI" gerichtet in die EBCs transportieren

und maoglicherweise sogar aufkonzentrieren zu kdnnen (Abbildung 1-2).

Fir einen Transport von Na*und CI entgegen ihres elektrochemischen Gradienten (im Falle
einer Aufkonzentrierung in den EBCs), sind neben passiven Transportproteinen wie Kanalen
auch (sekundar) aktive Transportproteine wie Protonen gekoppelte Transporter und
Protonenpumpen notwendig. Aufgrund der thermodynamischen Eigenschaften der
Transportvorgange, konnten Shabala und Kollegen (2014) sogar mdgliche, aus anderen,
hauptsachlich nicht-salztoleranten Arten bekannte Kandidaten benennen, die den Na*- bzw.

CI-Transport unter physiologischen Bedingungen vermitteln kénnten (siehe 1.5.1und 1.5.2).

EBC

EC SC
Na' Na’ >Na+ > )
> -  — |
' -%
H Ly .
* HKT1 H
S0S1 HKT1 H S0s1
cr cr Ccr Ccr cr
e s > —>
H+ \J H+ H* H
SLAH NRT SLAH NRT

S N—

Abbildung 1-2: Modell méglicher an der Salzbeladung der epidermalen Blasenzellen (EBCs) von
C. quinoa beteiligten Transportproteine.

Um (berschissiges Na* und CI° in EBCs speichern zu koénnen, missen die beteiligten
Transportproteine polar in den Plasmamembranen von Epidermiszellen (EC), Stielzellen (SC), und
EBCs angeordnet sein. Der (sekundar) aktive Natriumtransport zwischen Zellen entgegen dem
elektrochemischen Gradienten kdonnte durch SOS1-Orthologe (orange) und die Aufnahme in die
Vakuole der EBCs durch NHX-Orthologe (rot) unter Nutzung der protonenmotorischen Kraft vermittelt
werden. Passive Transportvorgange kénnten durch HKT1-Orthologe (gelb) vermittelt werden. Analog
dazu koénnte der Chlorid-Transport durch SLAC/SLAH-Orthologe (hellgrin) sowie NRTs und CLCs
vermittelt werden (griin und dunkelgriin).

Wahrend Mitglieder der SLAC/SLAH-Familie fur die passive Abgabe von CI aus den ECs und
spater den SCs verantwortlich sein konnten (Abbildung 1-2, hellgrin), mussten fur die
Aufnahme von CI- in die SCs und EBCs aufgrund der negativen Membranspannung (sekundar)
aktive Transportprozesse notwendig sein, die beispielsweise durch Mitglieder der Nitrat
Transporter 1/Peptid Transporter Familie (NPFs) vermittelt werden konnten (Abbildung 1-2).

Bereits charakterisierte NPFs weisen ein recht gro3es Substratspektrum auf (Corratge-Faillie
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und Lacombe 2017). Es konnte beispielsweise fur AINPF2.4 gezeigt werden, dass dieser in
der Plasmamembran der Wurzelstele lokalisiert ist und Natrium-aktiviert Chloridstrome
vermittelt (Li et al. 2016).

Auch flr den Natriumtransport in die EBCs und eine Aufkonzentrierung innerhalb der EBCs
postulierten Shabala et al. (2014) mdgliche Kandidaten. Der Natriumtransport entgegen
seinem elektrochemischen Gradienten aus den Epidermiszellen in die SCs und aus den SCs
in die EBCs koénnte demnach unter Nutzung der protonenmotorischen Kraft durch SOS1-
Orthologe (Abbildung 1-2, orange) und passive Natriumtransportvorgange, durch Mitglieder
der HKT-Familie (Abbildung 1-2, gelb) vermittelt werden. Um die Konzentration von Natrium-
und Chlorid-lonen im Zytoplasma der EBCs gering zu halten und so die Aufnahme dieser lonen
in die EBCs zu erleichtern, kdnnten Tonoplast-lokalisierte Natrium- und Chlorid-Transporter
wie beispielsweise Mitglieder der NHX- und der CLC-Familie eine Kompartimentierung dieser
lonen in die Vakuole der EBCs ermdglichen (Shabala et al. 2014).

1.6.5 Zielsetzung Ill: Untersuchungen der NaCl-Toleranzmechanismen von C.

quinoa und P. dactylifera

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Auswirkungen von Salzstress sowie die molekularen
Grundlagen der Salztoleranz von Dattelpalmen sowie Chenopodium quinoa untersucht
werden. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf die Aufnahme und Verteilung von Natrium

gelegt.

Bisherige Studien Uber die Aufnahme und Lokalisation von Natrium in der Dattelpalme wurden
hauptsachlich an Keimlingen durchgefihrt und die Ergebnisse sind teils widersprichlich.
Aulerdem fehlen Untersuchungen an adulten Pflanzen géanzlich. Im Rahmen der hier
vorliegenden Studie sollten die Mechanismen adulter Dattelpalmen untersucht werden. Mittels
flammenphotometrischer Untersuchungen sollten Einblicke in die Lokalisation von Natrium in
salzgestressten Dattelpalmen gewonnen werden. Da die Wurzeln von Phoenix dactylifera
keine eindeutige Wurzelhaarzone aufweisen, in der bei anderen Arten der Grofteil der
Nahrstoffaufnahme stattfindet (Gilroy und Jones 2000), wurden fir die Untersuchungen
einzelne Wurzeln in Teilabschnitte unterteilt. AuRerdem wurden verschiedene Fiederblatter
von adulten und juvenilen Palmwedeln untersucht, da sich friihere Studien vor allem darin
widersprechen, ob in Dattelpalmen das Uberschissige Natrium Uberhaupt aus den Wurzeln in
das Blattgewebe transportiert wird. Darliber hinaus wurden Anderungen der Genexpression in
den verschiedenen Wourzelabschnitten untersucht, um mdgliche Mechanismen zu

identifizieren, die fur die Verteilung des Natriums ursachlich sind.

Die Mechanismen, die der Salztoleranz von Chenopodium quinoa zugrunde liegen wurden

bereits in einigen Studien untersucht. Allerdings lag der Fokus dabei nur selten auf der Rolle
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der EBCs an der gesteigerten Salztoleranz. In dieser Arbeit sollte deshalb untersucht werden,

ob Quinoa, genau wie andere EBC-tragende Arten, diese als externen Speicherort fir
Uberschussiges Natrium nutzt und welche Transportproteine an dieser Beladung beteiligt sein
kénnten. Flammenphotometrische Untersuchungen des Natrium- und Kaliumgehalts
verschiedener Gewebe sollten Aufschluss lber die osmotischen Verhaltnisse in C. quinoa bei
Salzstress geben. AulRerdem sollte untersucht werden, ob die Blasenhaare mit den EBCs als
externe Salzspeicherorgane dienen. Darlber hinaus sollten mittels mRNA-Sequenzierung
Einblicke in das gesamte Transkriptom und damit in die Funktion der EBCs gewonnen werden.
Im Besonderen wurde die gewebespezifische Expression von Transportsystemen untersucht,
die an der Beladung der EBCs mit Natrium und Chlorid beteiligt sind. Da die Salztoleranz von
Quinoa zumindest anteilig auf einer effizienten Kaliumaufnahme basiert und Salzstress keinen
negativen Einfluss auf den Kaliumgehalt von Blatt und Wurzelgewebe zu haben scheint (Orsini
et al. 2011), wurde =zusatzlich auch die Auswirkung von Salzstress auf Kalium-

Transportsysteme untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Pflanzenanzucht
2.1.1 Anzucht von Arabidopsis thaliana

Aufgrund des Modellpflanzencharakters von Arabidopsis thaliana und der Verfugbarkeit
vielfaltiger Mutanten wurde die funktionelle Diversitat einzelner ABA-Rezeptoren im Signalweg
von A. thaliana SchlieRzellen untersucht. Alle Versuche wurden mit Pflanzen des Okotyps

Columbia 0 (Col-0) sowie verschiedener Mutanten dieses Okotyps durchgefiihrt.

Bei den verwendeten Mutanten handelte es sich um zwei funffach Verlustmutanten der ABA-
Rezeptoren PYR1, PYL2, PYL4, PYL5und PYL8 (12458) bzw. PYR1, PYL1, PYL4, PYL5 und
PYL8 (11458) die durch tDNA-Insertion, EMS-Mutagenese und Transposon-Insertion
generiert wurden (Gonzalez-Guzman et al. 2012). Fir jeden dieser Rezeptoren wurde fir
beide Hintergrund-Verlustmutanten Komplementationslinien generiert, in denen jeweils ein
Rezeptor unter dem Schliel3zell-spezifischen GC7-Promotor komplementiert wurden
(Abbildung 2-1). Fur PYL8 lag allerdings nur die Komplementationslinie in der 11458-
Verlustmutante vor. Samtliche Mutanten wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Pedro L.
Rodriguez (Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP), Valencia, Spanien)

generiert und freundlicherweise zur Verfugung gestellt.

Abbildung 2-1: Ubersicht der verwendeten

PYR1PYL1PYL2PYL4 PYL5PYL8 Arabidopsis ABA-Rezeptormutanten

® X ® X % Die verwendeten PYR/PYL-Mutanten wurden alle
® X ® X ®-e aus Arabidopsis thaliana Pflanzen des Okotyps
® X ® X ®- Col-0 generiert und von der Arbeitsgruppe von
® X ® X % +@® Prof Pedro Rodriguez zur Verfiigung gestellt. Bei
® X o X -+ den beiden fiinffach Verlustmutanten 11458 und
® X & X & :@ 12458 handelt es sich um Verlustmutanten der
12458 12458 o« X @ % ® Rezeptoren PYR1, PYL1, 4, 5 und 8 bzw. PYR1,
PYR1:12458 12458 LY X ® % ® - @ PYL2, 4, 5 und 8 die durch tDNA-Insertion, EMS-
PYL2::112458 12458 Py % @ % & - Mutagenese und Transposon-Insertion geqenert
PYL4:12458 12458 o« X @ % % -® wurden (Gonzalez-Guzman etal. 2012). Fir alle
el EEr pod X @ % 8- Rezeptoren wurden in beiden Hintergrund-

Verlusmutanten Komplementationslinien durch
die Expression einzelner Rezeptoren unter dem
SchlieRzell-spezifischen Promotor GC1 erzeugt.
Fur PYL8 lag nur die Komplementationsline
PYL8::11458 vor.

Die Samen wurden auf teilsterilisierter Pikiererde (Einheitserde CL P, Einheitserdewerke
Patzer, Sinntal) ausgesat und ca. zwei Wochen nach der Aussaat in Pflanztdpfe (Durchmesser
10cm) vereinzelt. Das Wachstum erfolgte Gber die gesamte Dauer in Klima-Schranken (KBW
720, Binder, Tuttlingen Deutschland) in einem 12 Stunden Tag/Nacht-Rhythmus bei 21°C bzw.

Heike M. Miller 47


https://www.researchgate.net/institution/Instituto_de_Biologia_Molecular_y_Celular_de_Plantas_IBMCP

Julius-Maximilians-
UNIVERSITAT

Material und Methoden WURZBURG

16°C und einer relativen Luftfeuchte von 60%. Wenn nicht anders erwahnt, wurden alle
Experimente mit sechs bis acht Wochen alten Pflanzen durchgefiihrt. Das Wachstum der
Mutanten war im Vergleich zum Wildtyp etwas verlangsamt (Abbildung 2-2) und um mit
physiologisch mdglichst vergleichbaren Pflanzen zu arbeiten wurden die Mutanten eine Woche

vor den Wildtyp-Pflanzen ausgesat.

Col0 PYL1::12458 PYL2::12458 Col0 PYR1::11458 PYL1::11458

IO e A

PYL4::12458 PYL5::12458 12458 PYL4::11458 PYL8::11458
PYL5::11458 11458

Abbildung 2-2: Habitus sechs Wochen alter Arabidopsis thaliana Wildtyppflanzen und der
PYR/PYL-Rezeptormutanten

A: Die ABA-Rezeptormutanten 12458 wuchsen verglichen mit Col-0 Pflanzen (Wildtyp) verlangsamt.
Die  Komplementation der 12458 mit einzelnen = ABA-Rezeptoren  steigerte die
Wachstumsgeschwindigkeit nur gering.

B: Auch die 11458-Rezeptormutante sowie die dazugehodrigen Komplentationslinien wuchsen
verglichen mit Wildtyp-Pflanzen langsamer. Dargestellt ist je eine reprasentative Pflanze.

2.1.1.1 Experimente mit Arabidopsis thaliana

Um nahere Einblicke in die Funktion der einzelnen ABA-Rezeptoren sowie deren Regulation
auf expressioneller Ebene zu erlangen, wurden verschiedene ABA-Spriihexperimente

durchgefiihrt und im Anschluss mittels der Blender-Methode Schlie3zellen isoliert.

Es wurde ein Sprih-Experiment durchgeflihrt, indem A. thaliana Wildtyp-Pflanzen Columbia 0
mit verschiedenen ABA-Konzentrationen bespriiht wurden. Dadurch sollte die Regulation der
Rezeptorexpression durch kleinste Anderungen in der ABA-Konzentration selbst untersucht
werden. Die Pflanzen wurden mit OuM (Kontrollen), 50nM, 200nM, 500nM, 5uM und 50uM 2-
cis, 4-trans ABA-L6sung (+ ABA) in vollentsalztem Wasser (kurz VE-H,0) bespriht. Um die
Oberflachenspannung des VE-Wassers zu reduzieren und damit ein sofortiges Abperlen der
Loésung von den leicht hydrophoben Arabidopsis Blattern zu verhindern wurde der ABA-
Losung (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) das Detergens Triton X-100 (1:10000 verdinnt,
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AppliChem, Darmstadt) zugegeben.
Je Konzentrationsstufe wurden finf
Pflanzen mit der Ldsung bespriht,
sodass sowohl die Blattober- als auch
die Blattunterseiten vollstandig
benetzt waren. Nach vier Stunden
Inkubationszeit wurden SchlieRzell-
proben gewonnen. Die Methode der

Anreicherung mittels Mixen beruht

darauf, dass die Schlie3zellen

N\ aufgrund verstarkter Zellwande eine
Abbildung 2-3: Epidermisfragment von Arabidopsis hohere Stabilitat aufweisen als

thaliana Col-0 nach der SchlieBzell-Aufreinigung durch ) )
Mixen Epidermis- und Mesophyllzellen und

Nach dreimaligem mechanischem Aufschluss des daher schwerer mechanisch zu
Blattgewebes mit einem Mixer nehmen nur die
SchlieRzellen die Vitalfarbung durch Neutralrot an. Die

Epidermiszellen bleiben dagegen farblos. der Leitgewebe eine hohe Stabilitat

aufweisen, wurden die Mittelrippen

zerstoren sind. Da auch die Zellwande

der Blatter entfernt und die verbliebenen Blattspreiten zu-sammen mit Eis und VE-Wasser in
einen herkdmmlichen Standmixer JB 3060 (800W, 24 000 U/min, Braun, Kronberg im Taunus)
gegeben. Das Blattmaterial wurde fur 1 Minute bei voller Leistung gemixt und anschlielend
durch ein Sieb (Maschengréfe 210 um) filtriert. Das im Sieb verbliebene Material wurde zwei
weitere Male mit Eis und VE-Wasser fir 1 Minute gemixt und gefiltert. Nach dem dritten Mal
mixen, wurden die Epidermisfragmente mit einem kleinen Spatel aus dem Sieb entfernt und in
ein 1,5ml Reaktionsgefal Uberfuhrt. Durch Neutralrotfarbung wurde der Reinheitsgrad der
SchlieRzellen in den Epidermisfragmenten bestimmt (Abbildung 2-3). Die Proben wurden
sofort in flissigem Stickstoff tiefgefroren und bis zur weiteren Bearbeitung (siehe 2.5.2) bei -
80°C aufbewahrt. Das Experiment wurde vier Mal wiederholt und die Ergebnisse flir eine

groRere statistische Aussagekraft vereinigt.

In einem anderen Sprihexperiment sollte die Rolle der einzelnen, in Schlie3zellen
exprimierten ABA-Rezeptoren an der ABA-regulierten Expression bestimmter Gene
untersucht werden. Dafiir wurden sowohl Arabidopsis Wildtyp-Pflanzen (Okotyp Col-0) als
auch die verschiedenen Rezeptormutanten (Abbildung 2-1) wie oben beschrieben mit 50uM %
ABA-Losung bespriht. Nach 4h Inkubation wurden auch von diesen Pflanzen
SchlieRzellproben mittels der Mixermethode (siehe oben) gewonnen. Das Experiment wurde
fur eine groRere statistische Aussagekraft mehrfach durchgefihrt und die Ergebnisse

zusammengefasst.
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2.1.2 Anzucht von Chenopodium quinoa

Um die Funktion der Blasenhaare an der Salztoleranz von Chenopodium quinoa zu
untersuchen wurden alle Experimente mit dem Kultivar 5020 durchgefiihrt. Die Pflanzen
wurden im Gewachshaus bei einem Tag/Nacht Rhythmus von 12h und einer relativen
Luftfeuchte von 50 + 5% in normaler Pflanzerde (Einheitserde CL T, Einheitserdewerke Patzer,
Sinntal) aufgezogen. Die Salzbehandlung erfolgte ab einem Alter von vier Wochen mittels
NaCl-haltigem GieRwassers. Dabei wurde die Salzkonzentration schrittweise in 50mM
Schritten bis zu einer Endkonzentration von 200mM erhéht um eine Adaption der Pflanzen zu
ermoglichen. Die Pflanzen wurden etwa alle zwei Tage oder nach Bedarf gewassert. Die

Kontrollpflanzen erhielten dieselbe Menge Leitungswasser.

Die Probennahme fur die flammenphotometrische Bestimmung der Natrium- bzw.
Kaliumaufnahme (siehe 2.2.1) sowie fur die RNA-Isolierung fur gPCR (siehe 2.5.2) und mRNA-
Sequenzierung (siehe 2.5.4) wurde, wenn nicht anders erwahnt, an acht bis zehn Wochen

alten Pflanzen durchgefiihrt.
2.1.3 Anzucht von Phoenix dactylifera

An Dattelpalmen wurden die stomatare Anpassung an extreme Standorte sowie die Adaption

auf expressioneller Ebene speziell an Salzstress untersucht.

2.1.3.1 Anzucht fur die Experimente zur Stomaphysiologie

Da der Wasserhaushalt der Pflanzen mafgeblich durch Stoma reguliert wird, wurde die
Transpiration an jungen, photosynthetisch aktiven Fiederblattern untersucht (Abbildung 2-5
Fiederblatt 2). Die dafiir verwendeten zweijahrigen Dattelpalmen (,Der Palmenmann®, Bottrop)
wurden im Gewachshaus in Topfen (121 Volumen) in einem Erde- (Einheitserde T,
Einheitserdwerke Patzer) und Kiesgemisch (70%/30%) kultiviert. Fir eine bessere
Vergleichbarkeit der Messungen wurden die Wachstumsbedingungen mit einem Tag/Nacht-
Rhythmus von 12h und 22°C bzw. 16°C und 50 * 5% relativer Luftfeuchte (rH) denen von
Arabidopsis (siehe 2.1.1) angepasst. Au3erdem sollten die Bedingungen maéglichst stressarm
fur die Pflanzen sein. Daher wurden die Dattelpalmen mit 400pMol*m2*s™ flir eine optimale

Photosyntheseleistung starker beleuchtet als Arabidopsis.

2.1.3.2 Anzucht fiir die Salzstress-Experimente

Um die physiologischen Grundlagen der Adaption von Dattelpalmen an Salzstress besser zu
verstehen, wurde sowohl! die Aufnahme und Lokalisation von Na* in die Pflanzen mit dem
Flammenphotometer als auch die expressionelle Anpassung mittels gPCR untersucht. Die

Salzstress-Experimente wurden mit dem Kultivar Khalas durchgefiihrt. Die Pflanzen wurden
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bei einem kommerziellen Handler (,Date Palm Developers®, Glastonbury UK) mit einer Hohe
von ca. 20cm gekauft. Sie wurden ebenfalls in ein Gemisch aus Erde und Kies Uberflhrt (siehe
2.1.3) und im Gewachshaus weiter angezogen. Um realistische Stressbedingungen zu
simulieren wurden sie mit einem Tag/Nacht-Rhythmus von 16h/8h bei 35 + 2°C und 50 £ 5%
relativer Luftfeuchte angezogen. Die Pflanzen wurden fiir sechs Wochen alle zwei Tage mit
600mM NaCl-Lésung gegossen wobei die Salzkonzentration Uber eine Woche schrittweise
erhdéht wurde, um den Pflanzen eine Akklimatisation zu erlauben. Die Konzentration von
600mM entspricht in etwa der Konzentration von NaCl im Meerwasser und wurde dem nativen
Habitat von Dattelpalmen in direkter Kistenndhe angepasst (Yaish und Kumar 2015). Die

Kontrollpflanzen wurden entsprechend mit Leitungswasser gegossen

2.2 Flammenphotometrie

Um die Mechanismen der Salztoleranz der beiden Nutzpflanzen Chenopodium quinoa und
Phoenix dactylifera vergleichen zu kénnen wurde mit Hilfe der Flammenphotometrie die
Aufnahme und Lokalisation von Natrium-lonen in den Pflanzen bestimmt. Zudem wurde
untersucht in wieweit die Salzbehandlung Einfluss auf den Kaliumgehalt und die

Kaliumlokalisation hatte.

Die Flammenphotometrie ist eine langjahrig eingesetzte Methode zur Konzentrations-
bestimmung von Alkalimetallen in Lésung. Alkalimetalle haben die Eigenschaft, dass ihre
Elektronen durch extern zugefiihrte Energie (in Form einer Flamme) angeregt werden kénnen.
Bei der Rickkehr auf das urspringliche Energieniveau geben die Elektronen
elektromagnetische Strahlung ab. Im Fall von Alkalimetallen liegen die Wellenlangen der
abgegebenen Strahlung im Bereich von sichtbarem Licht (zwischen 589nm fir Natrium und
766nm fir Kalium) wodurch sich die Flammenfarbe andert (Macintyre 1961). Uber fur die
Elemente spezifische, monochromatische Filter wird das Licht auf Detektoren gelenkt und
kann dort gemessen werden. Durch die Messung von geeigneten Standard-Reihen kann die

Konzentration der lonen in Lésung berechnet werden.

Bei dem verwendeten Flammenphotometer handelte es sich um ein Einzelkanalemissions-
Flammenphotometer (Modell PFP7, Jenway, Saffordshire UK) mit je einem Kanal fur Kalium
und Natrium. Uber einen Schlauch wird die Probe durch Druckluft in eine Zerstduberkammer
geleitet und dort in eine Flamme zerstaubt. Abhangig von dem zu messenden lon wird das
von der Flamme emittierte Licht durch den jeweiligen Kanal geleitet und gemessen. Allerdings
ist die Anderung des emittierten Lichts der Flamme nur in einem sehr niedrigen
Konzentrationsbereich der lonen direkt proportional zur Konzentration des jeweiligen lons und
damit der Zusammenhang zwischen emittiertem Licht und Messwert linear. Dieser direkt

proportionale Bereich liegt fir Natrium und Kalium unterhalb von 10ppm.
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2.2.1 Flammenphotometrische Messungen an C. quinoa

Um zu Uberprifen, ob die salzbehandelten Quinoa
Pflanzen, das mit dem GieBwasser zugefiihrte
Natrium aufgenommen haben und in welchen
Geweben dieses Natrium vorkommt und
moglicherweise akkumuliert, wurden Blattproben
(B) sowie EBCs und Blattproben ohne
Blasenzellen (B — EBC) von Kontrollpflanzen sowie
200mM NaCl behandelten gewonnen (Details zur
Pflanzenaufzucht siehe 2.1.2). Um genauere
Einblicke in die Rolle der Blasenzellen an der
Salztoleranz von C. quinoa zu erlangen wurde bei
den Blattproben sowie den Blattproben ohne EBCs
aulRerdem zwischen juvenilen (juv.) und adulten
Blattern unterschieden (Abbildung 2-4), da die

Dichte und Intaktheit der Blasenzellen auf der

Blattoberflache mit zunehmendem Blattalter stark
Abbildung 2-4: Habitus einer adulten abnimmt (Bonales-Alatorre et al. 2013). Insgesamt

Chenopodium quinoa Pflanze ..
P 9 wurden fiinf Pflanzen beprobt.

Eine sieben Wochen alte C. quinoa Pflanze,

die im Gewachshaus unter Kontroll- pjrekt nach der Ernte wurde das Frischgewicht
bedingungen angezogen wurde. Das Inlay

zeigt exemplarisch ein adultes (a) und (FG) aller Proben bestimmt. Um EBCs zu
juveniles (j) Blatt, wie sie fir die Messungen

verwendet wurden gewinnen, wurden die Blasenhaare juveniler

Blatter (Abbildung 2-4) mit einem Spatel entfernt.

Je Probe wurden ca. 10mg Blasenzellen
gesammelt. Fir die Blattproben ohne Blasenzellen wurden ebenfalls von sowohl juvenilen als
auch adulten Blattern die Blasenzellen unmittelbar vor der Ernte mittels eines Spatels entfernt.
Das Pflanzenmaterial wurde fur ca. zwei Tage bei 60°C getrocknet und das Trockengewicht
(TG) bestimmt. Nachdem das Material fein gemdrsert war, wurden wenn vorhanden jeweils
50mg flr den Saureaufschluss eingesetzt, wenn nicht wurde die Menge Salpetersdure dem
Pflanzenmaterial angepasst (Hunt 1982). Auf 50mg Pflanzenmaterial wurden 5ml 0,5M
Salpetersaure gegeben und bei 80°C fir 1h inkubiert. Wahrend der Inkubation wurden die
Proben einmal geschittelt (Munns et al. 2010). Abhangig von der Natrium- bzw. Kalium-
konzentration des Gewebes wurden die Proben so verdinnt, dass die Konzentration im
linearen Bereich der Messung lag. Jede Probe wurde drei Mal gemessen und die Werte

gemittelt. Mithilfe von Standardlésungen wurden die Konzentrationen errechnet und

52 Heike M. Miiller



Julius-Maximilians-
I UwNiilxgnggéT Material und Methoden

anschlieBend auf das Trockengewicht bezogen. Um physiologisch relevante Werte
(Konzentrationen im Zytoplasma) zu erhalten und der Wassergehalt des Probenmaterial aus
der Differenz von FG und TG bekannt war, wurde die Konzentration von Na+ und K* in der

flissigen Fraktion des Gewebes errechnet:

Der Massenanteil w; von Natrium bzw. Kalium (m;) am Trockengewicht (mgy;) des

Pflanzenmaterials ergibt sich aus

FoRrRMEL 1

und die Wassermasse my,, des Pflanzenmaterials aus der Differenz der Masse des FG und
TG

My,0 = Mg — Mrg
FORMEL 2

Der Massenanteil von Natrium bzw. Kalium ¢; im Wasseranteil des Pflanzengewebes

entspricht daher

FORMEL 3

Uber das Molekulargewicht M; kann so die Konzentration in der flissigen Fraktion des

Pflanzengewebes errechnet werden

_Ml-*mi

Mmy,o
FORMEL 4

Die so errechneten Konzentrationen wurden mit reellen Messwerten von Presssaft-Proben
aus adulten sowie juvenilen Blattern verglichen. Dafir wurde jeweils ein Blatt in einem
Reaktionsgefall mit einem Pistill grindlich ausgepresst. Die Blatter wurden mehrfach
eingefroren und anschlieRend aufgetaut um das Gewebe zusatzlich zu lysieren. Um
Zelltrummer und andere Schwebstoffe zu entfernen wurden die Proben 10min bei 4000rcf
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Der Presssaft wurde fiir die Messungen

ebenfalls entsprechend verdiinnt und Uber Standardlésungen die Konzentration errechnet.
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Das Experiment wurde zwei mal mit vergleichbaren Ergebnissen durchgefiihrt, wobei hier die

Ergebnisse eines Experimentes exemplarisch dargestellt sind.

2.2.2 Flammenphotometrische Messungen an P. dactylifera

Um Einblicke

Salztoleranz der mehrjahrigen Dattelpalme zu

in die Mechanismen der
Fiederblatt 1

Fiederblatt 2 erlangen wurde die Natriumaufnahme sowie

der Einfluss von NaCl-Behandlung auf die
Kaliumkonzentration sowohl in Wurzel- als
auch in Blattproben von sechs Wochen lang
600mM  NaCl-Lésung

Dattelpalmen untersucht (siehe 2.1.3.2). Es

mit gegossenen

wurden Proben von je funf Kontrollpflanzen
funf

genommen. Auch bei der Dattelpalme wurde

und salzbehandelten Pflanzen

zwischen juvenilen und adulten Blattern

unterschieden. Je Pflanze wurden drei

Fiederblatter eines adulten und eines juvenilen
Palmwedels beprobt (Abbildung 2-5, A). Um

eine Akkumulation von Natrium bzw. eine

Abbildung 2-5: Schematische Darstellung
einer Dattelpalme (Phoenix dactylifera).

A: Fiederblatt 1, 2 und 3 wurden sowohl von einem
adulten als auch einem junenlien Palmwedel
beprobt (rote Pfeile). B: Die Wurzeln wurden in
funf gleich lange Abschnitte unterteilt (W1-5).

aktive Ausscheidung des Natriums aus dem
Wurzelgewebe festzustellen wurden fir die
Wurzelproben vital wirkende, junge, ca. 50cm

lange Wurzeln verwendet, die in funf gleich

grofle Segmente unterteilt wurden (Abbildung 2-5, B). Das Pflanzenmaterial wurde wie flr
Quinoa beschrieben getrocknet, gemorsert und anschlielend mit Salpetersdure auf-
geschlossen (siehe 2.2.1). Jede Probe wurde drei Mal gemessen und die Werte gemittelt. Uber
die Messung von Standardlésungen wurde die Konzentration errechnet und anschlie3end auf
das Trockengewicht bezogen. Das Experiment wurde zwei Mal mit vergleichbaren
Ergebnissen durchgefihrt und es werden reprasentative Ergebnisse eines Experimentes
gezeigt. Zusatzlich wurden fur gPCR-Messungen unmittelbar nach der Ernte Teilstlicke aller
geernteten Wourzelabschnitte in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren

Bearbeitung bei -80°C gelagert (siehe 2.5.2-2.5.6).
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2.3 Blattgaswechselmessungen

Bei der Messung des Blattgaswechsels von Pflanzen wird der Austausch von CO, und dem
damit einhergehenden Verlust von Wasser durch Transpiration bestimmt. Da je nach
Pflanzenart und der Beschaffenheit der Kutikula nur ca. 2 bis 29% des verlorenen Wassers
der Blatter Uber die Blattoberflaiche verdunstet und der gréfdte Teil des Gasaustauschs der
Blatter durch die Spaltéffnungen stattfindet (Holmgren et al. 1965; Boyer et al. 1997), kann

Uber die Transpirationsrate indirekt auf die Stomadffnungsweite geschlossen werden.
2.3.1 Messprinzip

Bei der hier verwendeten, im Institut selbst entwickelten Gaswechselanlage handelt es sich
wie bei den meisten kauflich erwerblichen, tragbaren Systemen um ein so genanntes offenes
System. Dabei werden ganze Pflanzen bzw. einzelne Blatter in einer luftdichten, temperierten
Kivette platziert, durch welche kontinuierlich Luft mit konstantem CO, und H,O-Gehalt stromt.
Um die Transpirationsrate sowie die CO2-Aufnahme bzw. Abgabe der Blatter zu messen wird
die Luft anschlieBRend durch Infrarot-Gasanalysatoren (IRGAs) geleitet. Diese messen die
Konzentration von CO; und Wasser (in Form von Wasserdampf) in Gasgemischen. Grundlage
dieser Messmethode ist das Phanomen, dass CO2 und H-O, als so genannte heteroatomische
Molekile, Rotlicht eines spezifischen Spektrums absorbieren (Hunt 2003). Die
Infrarotstrahlung wird durch ein System von Linsen, Filtern und Spiegeln durch ein
Gasgemisch in einer Messkammer gelenkt, dort geblndelt und schlieBlich auf Detektoren

gelenkt.

Die in der Gaswechselanlage verbauten differentiellen IRGAs LI 7000 (LiCor, Licoln;
Nebraska, USA) messen Konzentrationsunterschiede von CO; und Wasser zwischen einem
zu messenden Gasgemisch und einem Referenzgasgemisch. Daflir werden der
Referenzgasstrom und der zu messende Kivettenstrom vor Eintritt in die Pflanzenkivetten
getrennt und in zwei separaten Infrarot-Messzellen parallel gemessen. Die CO»-Konzentration
des Luftstroms wird durch eine kontrollierte Zugabe eines CO./N>-Gasgemisches in den
Luftstrom eingestellt. Da die Luft vor Eintritt in das System durch CO2-Absorptionsmittel (Soda
Lime, Sigma-Aldrich) vollstandig von CO; befreit wird, kann jede CO,-Konzentration héher als

Oppm CO; eingestellt werden.

Die H20O-Konzentration wird mittels einer Kihlfalle (Kuhlifalle KF-18/2B, Walz, Effeltrich)
kontrolliert. Der Luftstrom wird zunachst bei Raumtemperatur durch eine Waschflasche mit
Fritte geleitet, in der sich Wasser befindet. Dadurch wird die Luft des Luftstroms
wassergesattigt, die relative Luftfeuchte entspricht damit 100%. Abhangig von ihrer

Temperatur, kann Luft nur eine bestimmte Menge an Wasser (in Form von Wasserdampf)
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aufnehmen. Je geringer die Lufttemperatur ist, desto geringer ist Menge an Wasserdampf die
gehalten werden kann. Ist die Luft wasserdampfgesattigt entspricht dies dem
Sattigungsdampfdruck welcher nach der Magnus-Formel (Formel 5; t= Temperatur in °C)

berechnet werden kann und nur von der Lufttemperatur abhangig ist:

17,62t
EW (t) = 6,112hPqa?24312°C+t

FORMEL 5

Wasserdampfgesattigte Luft bei einer Temperatur von 20°C hat demnach einen
Sattigungsdampfdruck von 23.33 hPa. Daraus ergibt sich fir eine relative Luftfeuchtigkeit (rH)
anteilig ein Dampfdruck E,.; von

rH

Ern = EWw * To00;

FORMEL 6

Durch umstellen der Magnus-Formel (Formel 5) kann nun die Taupunkttemperatur (Tp) fur Luft

mit diesem Wasserdampfdruck errechnet werden:

Ery -1
T, = 243.12°C | 17.62 * (In6112)~1 — 1]

FORMEL 7

Mittels einer Kihlfalle kann so wasserdampfgesattigte Luft auf den errechneten Tp gekuhlt
werden wodurch (berschissiges Wasser auskondensiert und durch anschlielRendes
Erwarmen des Luftstroms auf die Messtemperatur kann so die gewinschte rH eingestellt
werden. Bei einer Messtemperatur von 20°C und einer gewunschten Luftfeuchte von 52.5%
rH entspricht die Tp 10°C. Einzelheiten der Luftflisse in der Gaswechselanlage sind im

Stdmungsdiagramm (Abbildung 2-6) dargestellt.

Die Lichtintensitat kann Uber flexible Glasfaser-Lichtleiter (Einarmig M-PVC, Durchmesser
15mm/1000mm, Schott Puravis, Mainz), welche das Licht von stufenlos regelbaren
Kaltlichtquellen (Cree XLamp CXA2520 LED fiir geringe Lichtintensitaten bzw. Cree XLamp
CXA2530 LED fir hohe Lichtintensitaten) direkt auf die Kivetten lenkt, reguliert werden. Um
die Messtemperatur zu regulieren und Temperaturschwankungen durch unterschiedlich starke
Beleuchtung der Pflanzen bzw. unterschiedliche Raumtemperaturen in den Kivetten zu

vermeiden, sind die Kiivetten wassergekuhlt.
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Abbildung 2-6: Schematische Darstellung der Gasfliisse in der eigens konstruierten
Gaswechselanlage. Die Druckluft wird durch CO2-Absorpitonsmittel (Soda Lime) in einen
Hauptflussregler (FC, maximal 6l/min) geleitet und auf eine FlieRgeschwindigkeit von 61/min eingestellt.
Ein kleinerer Flussregler (FC, maximal 100ml/min) kontrolliert die CO2-Konzentration der Luft Gber die
Zugabe eines CO2/N2-Gasgemisches. Vier weitere Flussregler teilen die Luft in vier gleiche Luftstréme
zu je 11/min, die durch die vier Messkiivetten (K1-K4) gelenkt werden wahrend 2I/min als Referenzstrom
in die beiden differentiellen IRGAs (LI-7000) gelenkt werden (je 1l/min). Die CO2- und Wasser-
konzentration des Referenzluftstroms wird durch einen dritten IRGA (LI-840A) bestimmt durch welchen
ein Teil der Referenzluft geleitet wird. Der Referenzstrom wird dafiir durch zwei manuelle
Stromungsflussregler (Aarlbor, Modell P) zu gleichen Teilen aufgeteilt (je 1l/min) und nach der
Bestimmung der Wasser bzw. CO2-Konzentration erneut zusammengefiihrt bevor er in die
Referenzkammern der differentiellen IRGAs geleitet wird. Da die IRGAs des Typs LI-7000 nur jeweils
eine Messkammer verbaut haben, wird der Messstrom aus je zwei der vier Pflanzenkuvetten
abgeblasen. Durch zwei druckluftbetriebene Magnetventile (MV) wird zwischen jeweils zwei Kiivetten
in zeitlichen Intervallen von 1min gewechselt, so dass vier Kuvetten parallel gemessen werden kénnen.
Die relative Luftfeuchte wird mit Hilfe einer Kiihlfalle (rel. Humidity control, Walz KF-18/2B) Uber den
Taupunkt reguliert.
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2.3.2 Berechnung verschiedener Photosynthese-Parameter

Die von den IRGAs gemessenen Differenzen zwischen Referenzluftstrom und
Kivettenluftstrom im H>O- und CO2-Gehalt entstehen durch die Transpiration und die CO»-
Assimilationsrate bzw. die Atmung der jeweiligen Pflanzen in den Kivetten. Anhand der
gemessenen Differenzen in den Luftstromen kdnnen verschiedene Photosynthese-Parameter

errechnet werden:

Die Transpirationsrate E (Einheit: mmol HO *m2*s™") beschreibt die Menge Wasser, die von
1m? Blattflache in 1s verdunstet. Da die Blatter hdherer Pflanzen das meiste Wasser Uber die
Spaltéffnungen verlieren, kann dariber indirekt auf die Stomadffnungsweite geschlossen
werden. Auch die CO»-Aufnahme bzw. -Abgabe findet hauptsachlich Uber die Stomata statt

und wird als Netto-Assimilationsrate A (Einheit: umol CO,*m2*s™") ausgedriickt.
2.3.3 Gaswechselmessungen an Arabidopsis thaliana

Um die Rolle einzelner ABA-Rezeptoren an der stomataren Antwort auf eine Erhéhung der
atmospharischen CO»-Konzentration zu untersuchen, wurden Gaswechselmessungen an
intakten Arabidopsis Pflanzen durchgefuhrt. Dazu wurden die Tépfe von funf bis sieben
Wochen alten Pflanzen mit Frischhaltefolie um die Blattrosette herum luftdicht verschlossen
um einen Einfluss des Bodens auf die Blattgaswechselmessung auszuschlief3en. Die Pflanzen
wurden mit dem Topf in die dafir passenden Messkiivetten gestellt. Die relative
Luftfeuchtigkeit betrug 50 + 5% bei 20°C Messtemperatur. Zu Beginn der Messungen wurden
die Pflanzen 1h dunkeladaptiert und fur den Rest der Messung mit 125uE beleuchtet. Nach 1h
Lichtadaption und vollstandig geéffneten Stomata wurde das CO, von 400ppm auf 1000ppm
erhoht.

Die Messungen der stomataren Reaktion auf ABA wurden an abgeschnittenen Blattern
durchgefuhrt. Dabei wurden die Blattstiele unter Wasser nachgeschnitten und unmittelbar in
Wassergefalde Uberfuhrt. Um wahrend der Messung Wasserverdunstung aus dem Gefal zu
verhindern, die die Messung der Transpiration beeinflussen wirde, wurden die Gefalle mit
Deckeln verschlossen, die im Zentrum eine ca. 0,5cm? groRe Offnung enthielten, durch welche
die Blattstiele in das Wasser gestellt wurden. Aufgrund der stark erhéhten Grundtranspiration
der ABA-Rezeptormutanten, welkten die abgeschnittenen Blatter bei Belichtung trotz
ausreichender Wasserversorgung in den Gaswechselklvetten. Um trotzdem die Rolle der
einzelnen ABA-Rezeptoren an der stomataren Reaktion auf ABA untersuchen zu kénnen,
wurde das bereits von Muller et al. (2017) beschriebene Protokoll wie folgt abgeandert. Die
Blatter wurden fir 1h im Dunkeln in 50uM £ ABA vorinkubiert und erst anschliefend mit 125uE
beleuchtet. Auch bei diesen Messungen betrug die rH 50 £ 5% bei 20°C und die CO.-
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Konzentration wurde auf 400ppm eingestellt. Es wurde also der Effekt von Uber die Petiole
appliziertem ABA auf die lichtinduzierte Offnungskinetik der Stomata der ABA-
Rezeptormutanten gemessen.

2.3.4 Vergleichende Gaswechselmessungen an Phoenix dactylifera und

Arabidopsis thaliana

Um die stomatare Anpassung der Dattelpalme an extreme, klimatische Bedingungen zu
untersuchen, wurde die stomatdre Reaktion einzelner Fieder auf exogenes ABA sowie
verschiedene Lichtintensitaten untersucht und mit dem Verhalten von Arabidopsis Wildtyp-
Pflanzen verglichen (Mdller et al. 2017). Die Messungen der stomataren ABA-Antwort wurden
an abgeschnittenen Blattern durchgefihrt. Dabei wurden die Petiolen bzw. Fiederblatter unter
Wasser nachgeschnitten, um eventuelle Xylemembolien zu entfernen. Die Arabidopsis Blatter
wurden fur die gesamte Dauer der Messungen in den Kiivetten in ein wassergefilites Gefaf
gestellt wodurch eine ausreichende Flissigkeitszufuhr gewahrleistet wurde (siehe 2.3.3). Auch
die Fieder der Dattelpalmen wurden in ein wassergefillites GefalR Gberfuhrt, allerding waren
im Deckel zwei ca. 0,5cm lange, der Form der Fieder angepasste Schlitze. Die Fiederblatter
wurden mit der Blattunterseite nach oben durch beide Schlitze gefadelt, sodass die

Beleuchtung eine moglichst gleichmaRig auf die Blattflache fiel.

Die Messbedingungen wurden fir Palmen und Arabidopsis-Pflanzen soweit maoglich
angeglichen. Die Blatter wurden jeweils ca. 1h bis zu einer Stabilisierung der Transpiration im
Dunkeln bei 50 + 5% rH, 20°C und 400ppm inkubiert. Um die Stomata ausreichend zu 6ffnen
wurde die Lichtintensitat allerdings den Wachstumsbedingungen der jeweiligen Art angepasst
(125uE fur Arabidopsis und 1000uE flir Dattelpalmen). Nachdem die Transpiration im Licht ein
Gleichgewicht erreicht hatte, wurde Uber einen Schlauch direkt ABA in das Wasserreservoir
gegeben (Endkonzentration 50uM + ABA, Verhaltnis 1:1). Das ABA wurde entweder in
vollentsalztem Wasser oder geldst in KNOs; oder KCI-L6sung (Endkonzentration 5mM)
zugegeben. Aufgrund der GroRe der Dattelpalmen wurden auch die Messungen der
lichtabhangigen Transpirationsraten an abgeschnittenen Fiedern durchgeflhrt. Um einen
Vergleich zwischen Arabidopsis-Pflanzen und Dattelpalmen zu erlauben, wurden auch die
Messungen an Arabidopsis mit abgeschnittenen Blattern durchgefiihrt. Die Messbedingungen
waren identisch mit denen der ABA Messungen (siehe oben). Nur die Lichtintensitat wurde

ausgehend von Dunkelheit schrittweise bis auf 1250uE erhoht (Mdller et al. 2017).

Heike M. Miller 59



Julius-Maximilians-
UNIVERSITAT
WURZBURG

Material und Methoden

2.4 Chlorophylifluoreszenzmessungen

Um die FlieRgeschwindigkeit von Uber die Petiole aufgenommenen Substanzen im Leitgewebe
in Arabidopsis und Dattelpalmen zu untersuchen wurde die Inhibition des Photosystems I
durch 3-(3,4-Dichlorphenyl)-1,1-dimethylharnstoff (DCMU) mittels Chlorophylifluoreszenz-
messungen bestimmt, welches mit einer Endkonzentration von 50uM Uber die Petiole
verabreicht wurde. Die Anderung der Fluoreszenz (F) wurde mit einer Imaging-PAM (Walz,
Effeltrich, Germany) bei einer Belichtungsstarke von 125uE fiir Arabidopsis und 1000pE fir P.
dactylifera gemessen. Die FlieRgeschwindigkeit des DCMU wurde Uber die Dauer der
Anderung der Fluoreszenz zwischen zwei Punkten errechnet (Mdller et al. 2017). Fir
Arabidopsis wurde die Messung an neun, fur Dattelpalmen an zehn unabhangigen Blattern

bzw. Fiederblattern durchgefihrt.

2.5 Molekularbiologische Methoden

Abiotischer Stress wie Trockenstress oder Salzstress fihrt in Pflanzen auch zu einer
Anpassung auf genexpressioneller Ebene. Um Einblicke in die expressionelle Adaption an
Stressbedingungen zu gewinnen, wurden diese mit Hilfe der quantitativen Echtzeit-
Polymerase Kettenreaktion (englisch: real time quantitative polymerase chain reaction, kurz:
gPCR) untersucht.

2.5.1 Prinzip und Zielsetzung der qPCR

Beider Polymerasekettenreaktion (kurz: PCR) wird DNA sequenzspezifisch mit Hilfe von DNA-
Polymerasen vervielfaltigt. Ausgangspunkt fiir die Amplifikation sind dabei Primer-Paare, die
an komplementare DNA-Strange binden. Diese Methode der sequenzspezifischen DNA-
Amplifikation wurde bereits 1986 von Kary Banks Mullis und Kollegen etabliert (Mullis et al.
1986).

Die quantitative Echtzeit PCR (kurz: gPCR) ist eine Form der DNA-Amplifikation durch eine
PCR, in der fluoreszierende Reporterfarbstoffe zur Detektion von DNA eingesetzt werden. Als
Template-DNA dient dabei cDNA (englisch copy DNA), welche bei der reversen Transkription
von mRNA (englisch: messenger RNA) synthetisiert wird (Pfaffel 2004). Aufgrund der
Verwendung von cDNA als Template konnen Aussagen uber die Menge mRNA zum Zeitpunkt
der Beprobung getroffen werden. Dabei ist das Fluoreszenzsignal proportional zur Menge der
DNA, die in einem PCR-Zyklus gebildet wird (Higuchi et al. 1992).

Grundsatzlich werden bei der gPCR dieselben zyklischen Temperaturschritte durchgefuhrt wie
bei anderen PCR-Formen: Die DNA wird zunachst denaturiert (bei 95°C) um
Sekundarstrukturen und die Doppelstrange zu trennen. Danach wir die Temperatur soweit
abgesenkt, dass die jeweiligen Primer spezifisch binden kénnen. Diese Temperatur ist fir
Heike M. Mdller
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einzelne Primer individuell (siehe 2.5.7). AnschlieRend wird die Temperatur der optimalen
Arbeitstemperatur der DNA-Polymerase angepasst (Tag-Polymerase 72°C) und die DNA wird
amplifiziert, wobei es durch den Einsatz eines Primerpaares fir komplementare DNA-Strange
im Idealfall (bei einer PCR-Effizienz von 100%) zu einer Verdopplung der DNA kommt (Nonis
et al. 2011). Diese Schritte werden typischerweise in 30-45 Zyklen wiederholt. Durch jeden
neu gebildeten DNA-Doppelstrang steigt die Fluoreszenz des Farbstoffes an. Dabei hangt die
Geschwindigkeit der Zunahme des Fluoreszenzsignals von der anfanglichen Transkriptmenge
ab. Der Zyklus, bei dem die Fluoreszenz das Hintergrundsignal Uberschreitet und in die
exponentielle Wachstumsphase eintritt, wird Treshhold-Cycle (C;) genannt (Nolan et al. 2006).
Die Bestimmung des C; eines Gentranskripts in Bezug zu zum C; eines unabhangig von
Gewebe, Entwicklungsstadium und externen Faktoren konstitutiv exprimierten Haushaltsgens
(englisch: housekeeping gene) erlaubt schlieBlich quantitative Aussagen Uber die Expression
eines bestimmten Gens. Voraussetzung fir die Reproduzierbarkeit der gqPCR sind
undegradierte, DNA freie mRNA, eine vollstandige reverse Transkription der mRNAs in
einzelstrangige cDNA und eine Anpassung der PCR-Bedingungen (Pfaffel 2004). Im

Folgenden werden diese Schritte nacheinander erértert.
2.5.2 RNA Isolation aus pflanzlichem Gewebe

Da bei der cDNA-Synthese (siehe 2.5.5) mRNA als Template dient, musste zunachst RNA aus
pflanzlichem Gewebe isoliert werden. Samtliches Pflanzenmaterial wurde vor der RNA-
Extraktion gemorsert. Im Fall von Blatt- und Schlief3zellproben wurde das Pflanzenmaterial in
1,5ml ReaktionsgefalRe mit jeweils 2 Stahlkugeln (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)
uberfihrt und mit einer Kugelmuahle (TissueLyzer Il, Quiagen, Hilden, Deutschland) unter
Kihlung mit flissigem Stickstoff gemdrsert. Nur die Wurzelproben der Dattelpalmen (siehe
2.2.2) wurden von Hand in einem Morser zu feinem Pulver zerrieben. Auch hierbei wurde auf
eine permanente Kihlung mit flussigem Stickstoff geachtet, da RNA aufgrund von ubiquitar
vorkommenden RNAsen sehr schnell degradiert wird. Degradierte RNA wirde bei der RT
(siehe 2.5.5) und spater der gPCR zu Problemen fihren (Pfaffel 2004).

Die Gesamt-RNA aller Proben wurde mit Hilfe des Silicamembran-basierten
NucleoSpin® RNA Plant Kits (Macherey-Nagel, Diren, Deutschland) extrahiert. Aufgrund der
sekundaren Pflanzenstoffe und dem hohen Polysaccharidgehalt von Pflanzen, welche die
Bindung der RNA an die im Kit enthaltenen Saulchen stéren konnte, wurden maximal 100mg
Pflanzenmaterial fir die RNA-Isolierung eingesetzt. Da samtliche Schritte der RNA-Extraktion
bei Raumtemperatur durchgefihrt wurden, wurde dem Lysis-Puffer (RA1) Tris-(2-
carboxyethyl)-phosphin (kurz TCEP, Sigma-Aldrich) im Verhaltnis 1:100 zugegeben. TCEP ist
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stark reduzierend und denaturiert Disulfid-Briicken von Proteinen (Burns et al. 1991) wodurch

die Aktivitat der vorhandenen RNAsen inhibiert wird.

Die gesamte Durchfuhrung der RNA-Extraktion erfolgte nach Herstellerangaben mit den im Kit
enthaltenen Waschpuffern RAW2 und RA3. Bei der Extraktion der RNA aus
Dattelpalmengewebe wurde allerdings vom Herstellerprotokoll abgewichen. Da dieses
Gewebe besonders viele Polysaccharide und Poylphenole enthalt, wurde das gemorserte,
gefrorene Pflanzenmaterial vor der Extraktion mit 500ul Fruit-Mate (TaKaRa, Kusatsu,
Prafektur Shiga, Japan) vermischt und anschlieRend bei 4°C und 21000rcf fir 5Smin
zentrifugiert. Fruit-Mate ist ein Reagenz, welches nichtionische Polymere enthalt, die
Polysaccharide und Polyphenole bindet. AuRerdem wurde bei der Extraktion der RNA aus
Quinoa EBCs vom Herstellerprotokoll abgewichen. Die EBCs wurden mit einem Spatel direkt
in den Lysis-Puffer RA1 gekratzt. Deshalb wurden 500yl (statt 350ul) RA1-Puffer verwendet
und die Menge des 70% Ethanols entsprechend angepasst. Die Eluation der an die
Silicamembran gebundenen RNA erfolgte mit 30ul 0,1% Diethyldicarbonat-Wasser (kurz
DEPC-H;0). Das DEPC-H,O wurde zweimal fir 1min auf der Membran inkubiert.
AnschlieRend wurde die Konzentration der gewonnen RNA mit dem Nanodrop2000c

Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) ermittelt.
2.5.3 DNase-Verdau und RNA-Fallung

Aufgrund der ahnlichen chemischen Eigenschaften von RNA- und DNA-Molekilen enthalten
RNA-Isolate haufig geringe Mengen genomischer DNA, die bei der qPCR zu einer
Verfalschung der Ergebnisse fuhren kdnnen (Laurell et al. 2012). Deshalb wurde ein DNase-
Verdau durchgefihrt. Je 2ug Gesamt-RNA wurden mittels der RNase freien DNase | (Thermo
Fisher Scientific) in Anwesenheit des RNase-Inhibitors RiboLock (Thermo Fisher Scientific)
verdaut. Dabei war das Gesamtvolumen der Reaktionsmixe abhangig von der
Ausgangskonzentration der RNA, betrug aber nach Herstellerempfehlung mindestens 20pl.
Fir einen 20ul Reaktionsansatz wurden 2ug RNA, 2ul zehnfach DNase |-Puffer, 1ul DNase
(1U/ul) und 0,5ul RNase-Inhibitor (40U/ul) eingesetzt und entsprechend mit DEPC-HO
aufgefullt. Der Verdau wurde fur 45min bei 37°C inkubiert. Betrug das Gesamtvolumen der

Reaktion mehr als 20ul wurden die einzelnen Komponenten entsprechend angepasst.

Da die Komponenten des DNase-Verdaus die reverse Transkription beeintrachtigen konnen,
wurde die RNA im Anschluss mit Isopropanol gefallt und aufkonzentriert. RNA ist ein polares
Molekul, welches grundsatzlich gut wasserléslich ist. In Anwesenheit hoher Konzentrationen
monovalenter Kationen wie Ammoniumacetat fallt RNA leicht aus (Martins et al. 2014). Die

negative Ladung des Phosphatriickgrates interagiert mit der positiven Ladung der Kationen
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wodurch die Polaritdt des RNA-Moleklls verloren geht. Die Zugabe von Alkohol wie

Isopropanol erleichtert dabei die Reaktion (Walker und Lorsch 2013).

Fir die RNA-Fallung wurde jeder Reaktionsansatz mit DEPC-H,O auf 100pl aufgefillt. Es
wurden jeweils 75ul Isopropanol, 10yl 5M Ammoniumacetat in EDTA (Endkonzentration
0,27M) sowie 1ul Glycogen (Thermo Fisher Scientific) iber Nacht bei -20°C inkubiert und
anschlieRend bei 4°C und 21000rcf fiir 1h zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen
und das Pellet mit 70% Ethanol fur 30min bei 4°C und 21000rcf zentrifugiert. AnschlieRend
wurde der Uberstand erneut abgenommen und das RNA-Pellet bei 37°C getrocknet. Die
vollstandig getrocknete RNA wurde fiir die folgende reverse Transkription (siehe 2.5.5) in 7l
DEPC-H0 eluiert.

2.5.4 RNA-Sequenzierung der Quinoa mRNAs

Um den Einfluss der Salzbehandlung auf das Expressionsmuster von Quinoa genauer zu
untersuchen, wurden Sequenzierung der mRNAs, der im Rahmen dieser Arbeit gewonnen
Gesamt-RNAs der verschiedenen Gewebe, an der Core Facility for Genomics of the Shanghai
Center for Plant Stress Biology durchgefiihrt (B6hm*, Messerer*, Miller* et al. 2018). Auch die
MRNA-Sequenzierungs-Bibliotheken wurden in Shanghai mittels des NEBNext Ultra
Directional RNA Library Prep Kits (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, Vereinigte

Staaten) erstellt und die Sequenzierung mit einem HiSeq2500 durchgefihrt.

Die Auswertung der RNA-Sequenzierung wurde von Dr. Maxim Messerer (Plant Genome and
Systems Biology, Helmholtz Center Munich) durchgeflihrt. Eine detaillierte Beschreibung der
Sequenzierung sowie der anschlieBenden Auswertung ist in Béhm*, Messerer*, Miller* et al.
2018 zu finden.

2.5.5 Reverse Transkription der mRNA

Bei der reversen Transkription (kurz RT) von mRNA mit Hilfe von RNA-abhangigen DNA-
Polymerasen wird, ausgehend vom 3‘-Ende der mRNAs, ein zu der mRNA komplementarer
DNA-Strang gebildet. RNA-abhangige DNA-Polymerasen wurden erstmals in Retroviren
entdeckt (Temin und Mizutani 1970; Baltimore 1970) und dienen dort der Replikation des

viralen Genoms. Heutzutage sind sie in der Molekularbiologie ein grundlegendes Werkzeug.

Eukaryotische mRNAs haben ein polyadenyliertes 3-Ende. Dieser Bereich wird Poly(A)-
Schwanz genannt und dient unter anderem zum Schutz vor Abbau in Zellen (Colgan und
Manley 1997). Da bei der RT moglichst alle vorhandenen mRNAs in cDNA transkribiert werden
sollen, wird diese Poly(A)-Sequenz als Bindungsstelle fur einen Oligo(dT)-Primer verwendet.
Dieser Primer dient der RNA-abhangigen DNA-Polymerase als Startpunkt fir die
Transkription. Je Reaktion wurden 6,7yl der gefallten RNA, 0,5yl Desoxynukleotid-
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Triphosphate (ANTPS, 10mM), 0,4ul Oligo(dT)-Primer (100uM) und 2ul Reaktionspuffer (250
mM Tris-HCI (pH 8,3 bei 25°C), 250 mM KCI, 20 mM MgCI2, 50 mM DTT) eingesetzt. Die RNA
wurde fur 2min bei 70°C denaturiert und erst dann wurden 0,4yl RT-Enzym (200 U/ul,
RevertAid H Minus Reverse Transcriptase, Thermo Fisher Scientific) hinzugegeben und die
Reaktion fir 1h bei 42°C inkubiert.

Fur die endgultige Anwendung der so synthetisierten cDNA, die Messung der
Transkriptmengen mittels qPCR, wurde die cDNA 1:20 mit HPLC aufgereinigtem tRNA-H>-O
verdunnt. Die tRNA (Endkonzentration 10 nM) dient der Stabilisierung der cDNA-Verdinnung,
da sie die Bindung der cDNAs an die Reaktionsgefalte verhindert und zu einer Reduktion der

Bildung von Primer-Dimeren fuhrt (Sturzenbaum 1999).
2.5.6 Durchfiihrung und Auswertung der gPCR Messungen

Alle qPCR Messungen wurden mit dem Mastercycler RealPlex (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) in PCR-Platten und einem Reaktionsvolumen von 20ul durchgefiihrt. Fur jede
Reaktion wurden 8ul SYBR-Green (ABsolute QPCR SYBR green capillary mix, Thermo
Scientific) und 2ul cDNA-Template eingesetzt. Das restliche Volumen wurde mit in HPLC-H2O
gelésten vorwarts- und revers-Primern (kurz: fwd bzw. rev-Primer) aufgefullt
(Endkonzentration je Primer 0,3uM). Das PCR-Programm beinhaltete zu Beginn einen
Denaturierungsschritt von 15min sowie eine Schmelzkurvenmessung am Ende. Das
standardmaRige 3-Schritt PCR-Programm (siehe 2.5.1) war dabei um einen Schritt erweitert,
indem die Messung der Fluoreszenz bei 79°C erfolgte um eventuell vorhandene Primer-
Dimere und kleine unspezifische PCR-Produkte, mit niedrigem Schmelzpunkt zu denaturieren.
Abschlielfend wurde durch schrittweise Erhéhung der Temperatur von 79°C bis auf 95°C die
Schmelztemperatur des PCR-Produktes ermittelt (Tabelle 2-1) um die Spezifitdt des

Amplikons zu verifizieren.

Um Rickschlisse auf die tatsachliche Transkriptanzahl eines Gens von Interesse ziehen zu
kénnen, wurden fir jedes Amplikon Standardreihen hergestellt. Als Ausgangsmaterial fir die
Standardreihen dienten mit dem DNA-Purifciation-Kit (Quiagen, Hilden, Deutschland) nach
Herstellerangaben aufgereinigte PCR-Produkte, deren Konzentration spektrophotometrisch
bestimmt wurde (Nanodrop 200c, Thermo Fisher Scientific). Die Template-DNA wurde
ausgehend von der héchsten Konzentration von 10fg/pl in einer 1:10 Verdiinnungsreihe bis

zur niedrigsten Konzentration von 0,1fg/ul mit tRNA-H2O verdinnt.
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Tabelle 2-1: In dieser Arbeit verwendetes qPCR Programm

Temperatur Dauer Funktion Anzahl
95°C 15min Denaturierung Einmalig
95°C 15s Denaturierung
Tm 20s Primer-Annealing

40 Zyklen
72°C 20s Amplifikation
79°C Fluoreszenzmessung
95°C 5s Denaturierung Einmalig

79°C bis 95°C Xs (0,3°C/s) Fluoreszenzmessung Einmalig

40°C 30s Abktihlen Einmalig

Die Standards wurden bei allen Messungen mitgemessen und es wurden ebenfalls 2yl fiir jede
Reaktion eingesetzt. Uber die Standards konnten die C, der Messungen in fg DNA

umgerechnet werden.

Da die Fragmentlange der Amplikons und das Gewicht von DNA bekannt war (Giulietti et al.
2001),

1fg von 1000bp DNA = 910 Kopien

FORMEL8

konnte die anfangliche Anzahl der Molekile in einer PCR-Reaktion berechnet werden. Da die
cDNA-Konzentration von Probe zu Probe variiert, wurden alle Ergebnisse auf 10000 Moleklile

des jeweiligen Housekeeping Gens bezogen (Anhang 6.1).
2.5.7 Primerdesign

Die fur eine gPCR verwendeten Primer missen bestimmten Anforderungen entsprechen. Die

folgenden Grundsatze wurden, soweit moglich fir alle selbst designten Primer beachtet.

Die Produktlange, die durch die Position der Primer bestimmt wird, sollte nicht grofier als

500bp und fur alle gemessenen Gene eine ahnliche GréRe haben, da die Amplikonlange einen

Heike M. Miller 65



Julius-Maximilians-
UNIVERSITAT
WURZBURG

Material und Methoden

Einfluss auf die Effizienz der PCR-Reaktion hat. Die Primerlange sollte idealerweise zwischen
18 und 24bp liegen. Zu kurze Primer sind wenig spezifisch, zu lange Primer mindern die
Effizienz der PCR (Thornton und Basu 2011). AuRerdem sollte ein Primerpaar ahnliche
Annealingtemperaturen aufweisen, sind diese zu unterschiedlich, kann es zu unspezifischen
Bindungen oder fehlender Bindung kommen. Da die RT der mRNA (siehe 2.5.5) in 3'-5°
Richtung ablauft, wurden die Primer soweit mdglich in die Nahe des 3'-Endes gesetzt, um eine
Verfalschung der Ergebnisse durch eine unvollstandige RT auszuschliefen (Udvardi et al.
2008).

Samtliche verwendeten Primer wurden, wenn nicht anders erwahnt, mit der Oligo7 Primer
Analysis Software entworfen (Rychlik 2007) und Uber die Firma TIB MOLBIOL Syntheselabor
GmbH (Berlin, Deutschland) bezogen. Die Spezifitat sowie die optimale Annealingtemperatur
neu designter Primer wurde mittels Temperaturgradienten-PCR getestet (Bereich der
Annealing-Temperatur von 50°C - 63°C) und die PCR-Produkte mittels Schmelzpunkt-Analyse
und DNA Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.5.8) Uberprift. Zusatzlich wurde das Amplikon
nach Sanger sequenziert (GATC Biotech AG, Konstanz).

Alle fir Dattelpalmen verwendeten Primer wurden auf bereits verdffentlichte Sequenzen
designt und die Zugangsnummern (englisch: accession No.) der Sequenzen sind in Anhang A
(6.1) aufgefihrt und kdénnen unter https://www.ncbi.nim.nih.gov abgerufen werden. Die
Accession No. der verwendeten Quinoa-Sequenzen sind ebenfalls in Anhang A (6.1)
aufgeflhrt und bei EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk/arrayexpress) von Béhm*, Messer*; Miller* et
al. 2018 hinterlegt.

2.5.8 DNA Agarose-Gelelektrophorese

Durch die negative Ladung des Zucker-Phosphat-Rlickgrats kann DNA bei der Agarose-
Gelelektrophorese im elektrischen Feld nach der Fragmentlange aufgetrennt werden. Kleinere
Fragmente wandern dabei schneller in Richtung Pluspol des elektrischen Feldes als groere.
Da die Lange der gPCR-Produkte unter 500bp betragt, wurde ein 3%-iges Agarosegel
verwendet, dass 0,5ul/100ml des Fluoreszenzfarbstoffes GelGreen (GelGreen Nucleic Acid
Stain, Biotium, Hayward, California, USA) enthielt. Durch diesen Farbstoff konnten die DNA-
Banden durch die Anregung mit UV-Licht (254-366nm) mittels des Gel-Imagers |IX 20 (Intas;

Gottingen) sichtbar gemacht werden. Als GréRenmarker wurde ein A-Pst-Marker verwendet.
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2.6 Lichtmikroskopie

Alle lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem Durchlicht-Mikroskop BZ8100-E

(Keyence, Osaka Japan) aufgenommen.
2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten mittels unabhangigem, zweiseitigem student's t-test
unter Berlicksichtigung der Varianz erfolgte mit Microsoft Excel (Microsoft, Redmond,
Washington, USA) oder OriginPro (OriginLab, Northampton Massachusetts, USA). Auch die

graphische Darstellung der Ergebnisse wurde mit diesen Programmen durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Die Funktion der PYR/PYL ABA-Rezeptoren in SchlieRzellen

Ein von Hubert Bauer (Julius von Sachs Institut, Uni Wirzburg) durchgefihrtes Microarray
Experiment ergab erste Hinweise darauf, dass die ABA-Rezeptoren nicht nur an der
SchlieRzell-Reaktion auf ABA, sondern auch an der Reaktion auf die Stomaschluss-Stimuli
Dunkelheit, Luftfeuchte und CO- beteiligt sind. Bis auf PYL1 war die Expression aller tbrigen
Rezeptoren in Schlie3zellen von Arabidopsis abhangig von einem oder mehreren dieser
Faktoren (Tabelle 3-1). Besonders auffallig dabei war, dass durch jeden einzelnen der Stimuli
ein individuelles Set an Rezeptoren reguliert wurde. Durch Dunkelheit beispielsweise wurden
die Rezeptoren PYR1, PYL5 und PYLS8 induziert, wohingegen durch die Erhéhung des CO;
lediglich PYL2 reprimiert wurde (Tabelle 3-1 Fc Dunkelheit/Licht und Fc 1000/380). Das
Absenken der Luftfeuchte von 80% auf 20% rH fihrte zur Repression derselben drei
Rezeptoren wie die Behandlung mit ABA (Vgl. Tabelle 3-1 Fc ABA/Kontrolle mit Fc 20%/80%
rH).

Tabelle 3-1: Anderungen der PYR/PYL Expression in SchlieBzellen von Arabidopsis thaliana in

Microarrays durch verschiedene Stomaschluss-Signale

6-7 Wochen alte Arabidopsis thaliana Pflanzen wurden mit den Stomaschluss-Stimuli ABA (50uM fiir 4h), niedriger
Luftfeuchtigkeit (20% rH fir 4h (Bauer et al. 2013)), Dunkelheit (fir 2h) oder 4h mit 1000ppm CO2 behandelt. Jede
Gruppe hatte eigene Kontrollpflanzen, die bei 100pmol*m-2*s-!, 380ppm CO2 und 50% rH inkubiert wurden.
AnschlieBend wurden die SchlieRzellen mittels der Blender Methode aufgereinigt und die RNA fir Microarray
Hybridisierung gewonnen. Die Kontrollpflanzen des Luftfeuchte-Experiments wurden fir die Dauer des Experiments
bei 80%rH gehalten. Dargestellt sind Induktionsfaktoren (englisch: fold change, Fc) der sechs in SchlieRzellen
exprimierten ABA-Rezeptoren gegen die jeweiligen Kontrollen (n=4).

Das Experiment wurde von Herrn Hubert Bauer und die Auswertung der Microarray Ergebnisse von Herrn Marcus

Dittrich des Institutes flr Bioinformatik, Universitat Wirzburg durchgefiihrt.

Fc Fc Fc Fc
Rezeptor AGI
ABA/Kontrolle 20/80%rH Dunkelheit/Licht 1000/380 ppm CO:

PYR1 AT4G17870 29
PYLA1 AT5G46790
PYL2 AT2G26040 -2.6 -3.2 -2.2
PYL4 AT2G38310 -2.9 -3.3
PYL5 AT5G05440 -2.0 2.4 13.4
PYL8 AT5G53160 22
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Um nun funktionelle Unterschiede der in SchlieRzellen vorkommenden ABA-Rezeptoren zu
identifizieren, wurde die schnelle Reaktion von SchlielRzellen verschiedener Rezeptor-

Mutanten auf unterschiedliche Stomaschluss-Stimuli untersucht.

Die Verflugbarkeit zweier verschiedener Arabidopsis flinffach Verlustmutanten, sowie von
schliezellspezifischen Komplementationslinien einzelner Rezeptoren in diesen Linien
erlaubten die Untersuchung der Funktion einzelner Rezeptoren ohne, dass deren Funktion
von anderen Rezeptoren Uberlagert wurde (siehe 2.1.1.1). Fur die 12458-Verlustmutante (im
Folgenden 12458 genannt) wurde bereits gezeigt, dass deren Stomata insensitiv gegeniber
verschiedenen externen Stomaschluss-Signalen sind und diese Pflanzen deutlich erhdhte
Transpirationsraten aufweisen (Gonzalez-Guzman et al. 2012; Merilo et al. 2013). Um nun die
Rolle einzelner Rezeptoren bei der Regulierung der Stomaweite unter normalen, flr die
Pflanzen stressfreien Bedingungen zu untersuchen, wurde mittels Infrarot-Gasanalyse, die
Steady-State Transpiration der 12458-Komplementationslinien bei fir die Pflanzen normalen
Wachstumsbedingungen (400ppm COz, 50 + 5% rH bei 20°C und 125umol*m2*s™

Beleuchtungsintensitat) bestimmt.

*k Abbildung 3-1: Steady-State Transpirations-

2.0 raten der ABA-Rezeptormutanten

Kk Kkd kkk Verglichen mit der Transpirationsrate der Wildtyp
Pflanzen (Col-0, schwarz) war die Transpiration
der 12458  (weill), sowie der Kom-
plementationslinien PYR1 (blau), PYL2 (grin)
und PYL4 (rot) deutlich erhéht, wahrend sich die
I Transpirationsraten der Komplementationslinien
PYL5 (orange) und der 11458-Verlustmutante
(grau) nicht von der der Wildtyp-Pflanzen
unterschieden. Messwerte wurden an intakten
Pflanzen bei 50 + 5% rH bei 20°C, 400ppm CO:2
und 125umol*m?*s™ im Gleichgewichtszustand
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Die lichtadaptierten Transpirationsraten der 12458-Komplementationslinien mit PYR1, PYL2
und PYL4 waren mit ca. 1,5 mmol H,O*m?*s™" rund ein Drittel hoher als die der Wildtyp-
Pflanzen (Abbildung 3-1 blau, griin und rot) und vergleichbar mit der flinffach Hintergrund-
Mutante (Abbildung 3-1 weil}). Nur die Transpiration der PYL5::12458 war mit der des Wildtyps
vergleichbar (Abbildung 3-1 orange). Interessanterweise war auch die lichtinduzierte
Transpiration der 11458 (PYL2 vorhanden) nur marginal hoher als bei Wildtyp-Pflanzen
(Abbildung 3-1 grau) was neben PYL5 auch auf eine zentrale Rolle von PYL2 bei der

Regulation der Stomaweite hindeutet.
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3.1.1 Funktionelle Unterschiede der PYR/PYL-Rezeptoren beim Stomaschluss

Ein Anstieg des ABA-Gehaltes in SchlielRzellen héherer Landpflanzen flhrt in der Regel zum
Stomaschluss. Ob alle der in Schliezellen von Arabidopsis exprimierten ABA-Rezeptoren
gleichermalien an der Perzeption und der Signaltransduktion des ABA-Signals beteiligt sind,
konnte bis dato aufgrund des gleichzeitigen Vorkommens mehrerer PYR/PYL-Rezeptoren in
SchlieRzellen nicht eindeutig geklart werden. Um Einblicke in die Rolle einzelner Rezeptoren
am schnellen Stomaschluss zu gewinnen, wurde die Reaktion der Arabidopsis
Rezeptormutanten sowohl auf Uber die Petiole geflttertes ABA als auch auf eine Erhéhung

des atmospharischen CO,-Gehaltes mittels Infrarot-Gasanalyse (IRGA) untersucht.

3.1.1.1 ABA

Die Messung der Anderungen der Transpirationsraten durch ABA-Zugabe in der hier
verwendeten Gaswechselanlage (siehe 2.3.1), wurden an einzelnen, von intakten Pflanzen
abgeschnittenen Blattern bestimmt, um das ABA gezielt Uber die Petiole in den
Transpirationsstrom geben zu koénnen. Aufgrund der sehr hohen Transpirationsraten der
12458-Rezeptormutanten (sieche 3.1), welkten deren Blatter trotz ausreichender
Wasserversorgung bei Beleuchtung. Um dies zu umgehen wurden bei allen Experimenten die
abgeschnittenen Blatter im Dunkeln fir eine Stunde mit 50uM = ABA inkubiert, was bei
Wildtyp-Pflanzen zum Stomaschluss fiihren und die lichtinduzierte Stomadffnung vollstandig
unterbinden sollte. ABA-insensitive Mutanten sollten dagegen trotz ABA-Vorinkubation mit der
Offnung der Stomata auf Belichtung reagieren. Die ABA-Vorinkubation verhinderte bei Blattern
von Wildtyp-Pflanzen die lichtinduzierte Offnung der Stomata und damit auch eine Zunahme
der Transpiration (Abbildung 3-2 A, schwarze Quadrate). Die beiden funffach Verlustmutanten
unterschieden sich dagegen in ihrer ABA-Sensitivitat. Das Fehlen der finf Rezeptoren PYR1,
PYL2, 4, 5 und 8 in der 12458-Verlustmutante (PYL1 vorhanden) resultierte in einem ABA-
insensitiven Stomadffnungs-Phanotyp. Die relative Transpirationsrate dieser Mutante nahm
trotz der ABA-Vorinkubation durch die Beleuchtung innerhalb von 30min um ca. 25% zu ohne
eine Sattigung zu erreichen (Abbildung 3-2 A, weilde Kreise), wohingegen die funffach Verlust-
mutante der ABA-Rezeptoren PYR1, PYLA1, 4, 5 und 8 (PYL2 vorhanden) keinen Phanotyp in
der Stomadffnung nach ABA-Vorinkubation aufwies. Das alleinige Vorhandensein des
Rezeptors PYL2 in den SchlieRzellen dieser Mutante reichte demnach aus, um die
lichtinduzierte Stomadffnung durch die vorherige Inkubation mit ABA zu inhibieren (Abbildung
3-1 A, graue Kreise). Da schon die 11458-Verlustmutante keinen Unterschied zum Wildtyp-
Verhalten in der ABA-Sensitivitat zeigte, wurden im Weiteren nur die Komplementationslinien
der 12458 untersucht.
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Abbildung 3-2: Auswirkung von ABA auf die lichtinduzierte Stomadéffnung von Arabidopsis
ABA-Rezeptormutanten

Abgeschnittene Arabidopsis thaliana Blatter wurden bei ausreichender Wasserversorgung uber die
Petiole fir 1h mit 50uM + ABA im Dunkel (400ppm CO2 und 50 * 5% rH bei 20°C) inkubiert und
anschlieRend mit einer Intensitiat von 125umol*m2*s1 beleuchtet. Die Transpiration wurde mittels
Infrarot-Gasanalyse gemessen und die Werte auf die Transpiration vor Beginn der Beleuchtung
bezogen (Omin).

Die relative Transpiration der 12458-Verlustmutante (weil3e Kreise) nahm innerhalb von 40min auf das
1,3fache zu, wohingegen die 11458-Verlustmutante (graue Kreise) eine mit Wildtyp-Pflanzen (Col-0,
schwarze Quadrate) vergleichbare Zunahme der rel. Transpiration zeigte (A). Die Komplementation der
12458-Verlustmutante mit dem ABA-Rezeptor PYR1 (blaue Rauten) stellte die ABA-Sensitivitat
teilweise wieder her. Die Komplementation der 12458 mit dem ABA-Rezeptor PYL2 (griine Rauten)
fuhrte dagegen =zu einer vollstandigen Wiederherstellung der ABA-Sensitivitat (B). Die
Komplementation des 12458-Verlustmutante mit PYL4 (rote Dreiecke) oder PYL5 (orangene Dreiecke)
konnte das Wildtyp-Verhalten nicht wiederherstellen (C). (n =2 5, Mw £ SE)

Die Komplementation dieser Mutante mit den ABA-Rezeptoren PYL4 (Abbildung 3-2 C, rote
Dreiecke) oder PYL5 (Abbildung 3-2 C, orangene Dreiecke) fuhrte zu keiner Erhéhung der
ABA-Sensitivitat. Die relative Transpiration dieser Mutanten stieg trotz der ABA-Vorinkubation

durch die Belichtung deutlich bis auf das Niveau der 12458 an.
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Die Komplementation mit PYR1 (Abbildung 3-2 B, blaue Rauten) erhdhte die ABA-Sensitivitat

der 12458-Verlustmutante allerdings teilweise. Die relative Transpiration von PYR1::12458

stieg nur um 15% im Vergleich zum Dunkelwert an, wobei die Zunahme bereits nach 15min
eine Sattigung erreichte. Die Komplementation mit dem ABA-Rezeptor PYL2 fuhrte dagegen

zu einer vollstandigen Wiederherstellung des Wildtypverhaltens.

Abbildung 3-3: ABA-Antwort einzelner
Stomata der Arabidopsis ABA-
Rezeptormutanten

A: Elektro-Infusion von 50uM ABA flihrte bei
Wildtyp-Pflanzen (Col-0), der 11458-
Verlustmutante (PYL2 vorhanden) und der
PYL2::12458 Komplementationslinie innerhalb
von 10min zum Stomaschluss, wohingegen die
12458-Verlustmutante (PYL1 vorhanden) sowie
die PYL5::12458 komplementierten Pflanzen
insensitiv gegeniber dem ABA waren. B: Die
Amplituden der Stomabewegung von vollstandig
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Zusatzlich zu den Gaswechselmessungen wurde die ABA-induzierte Bewegung einzelner
Stomata mikroskopisch verfolgt (Daten von Johannes Herrmann). Dazu wurden 50uM £ ABA
mittels Elektro-Infusion an vollstandig geodffnete, lichtadaptierte Stomata ausgewahlter ABA-
Rezeptormutanten appliziert und der Stomaschluss mikroskopisch verfolgt (Abbildung 3-3; zur
Verfugung gestellt von J. C. B. Herrmann). Dabei bestatigten sich die Ergebnisse der
Gaswechselmessungen. Nur die Stomata von Pflanzen, die Uber ein funktionales PYL2-Gen
verfugten, zeigten innerhalb von 10min einen ABA-induzierten Stomaschluss (Abbildung 3-3
A) und die Amplitude dieser Stomabewegung war bei 11458-Verlustmutanten (PYL2
vorhanden) sowie der PYL2::12458 Komplementationslinie vergleichbar mit Wildtyp-Pflanzen
(Abbildung 3-3 B).

Die Gaswechselmessungen sowie die Messungen individueller Stomabewegungen deuteten
auf eine wesentliche Rolle von PYL2 beim ABA-induzierten Stomaschluss hin, aber auch

PYR1 scheint, wenn auch in geringerem Mafe als PYL2, an der Perzeption und
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Signaltransduktion beim ABA-induzierten Stomaschluss von Arabidopsis beteiligt zu sein.
Dass die Komplementation mit PYL4 und PYLS5 nicht zu einer Erhéhung der Sensitivitat der
lichtinduzierten Stomadffnung der 12458-Verlustmutante gegentiber ABA flhrte, deutet

daruber hinaus auf weitere funktionelle Unterschiede zwischen den einzelnen Rezeptoren hin.

3.1.1.2 CO2
Fir eine dreifach ABA-Rezeptormutante, in der die Rezeptoren PYR1, PYL1 und PYL4 nicht

funktionell exprimiert werden, wurde bereits eine verminderte Reaktionsfahigkeit gegenliber
einem schnellen Anstieg des atmospharischen CO,-Gehalts gezeigt (Chater et al. 2015), was
die direkte Beteiligung der ABA-Rezeptoren am COz-induzierten Stomaschluss nahelegt.
Daher wurde zusatzlich zur direkten ABA-Antwort auch die Antwort der SchlieRzellen auf eine
schnelle Erhéhung der atmospharischen CO,-Konzentration untersucht. Mittels IRGA wurden
die Stomabewegungen intakter Pflanzen nach Anderungen der atmospharischen COo-
Konzentration bestimmt. Daflr wurden dunkeladaptierte Pflanzen fir 1h bei ambientem CO-

(400ppm) beleuchtet, bevor die CO2-Konzentration schlagartig auf 1000ppm erhdht wurde.

Die Beleuchtung der Pflanzen fiihrte in allen Fallen zu einem Anstieg der relativen
Transpiration. Bei Wildtyp-Pflanzen (Abbildung 3-4 A, schwarze Quadrate) war dieser Anstieg
schneller und starker als bei beiden flinffach Verlustmutanten (Abbildung 3-4 A, graue bzw.
weille Kreise), die bereits im Dunkeln héhere Transpirationsraten als der Wildtyp zeigten. Die
stomatare Antwort auf die plétzliche Erhdhung der COz-Konzentration der 12458 (PYLA
vorhanden) sowie der 11458 (PYL2 vorhanden) war verglichen mit Wildtyp-Pflanzen
unvollstandig. Wahrend die Transpirationsrate des Wildtyps innerhalb von rund 30min durch
die Erhéhung des CO; fast bis auf das Dunkelniveau abfiel, war die Abnahme der relativen
Transpiration der 12458- und der 11458-Verlustmutanten nur sehr gering und stieg tber die
Messdauer von gut 1,5h sogar wieder auf das Niveau bei 400ppm an (Abbildung 3-4 A). Die
schlieRzellspezifische Komplementation der 12458 mit einzelnen Rezeptoren hatte bei COo,
wie schon bei der Behandlung mit ABA, unterschiedliche Auswirkungen auf die stomatare
Antwort. Die Komplementation von PYR1 in 12458-Schliel3zellen stellte die CO2-Antwort
teilweise wieder her (Abbildung 3-4 B, blaue Rauten) und die Transpiration fiel in Folge der
CO2-Erhéhung zwar weniger als bei Wildtyp-Pflanzen, aber dennoch deutlich ab.
Interessanterweise hatte die Komplementation mit PYL2 (Abbildung 3-4 B, grine Rauten)
keinen messbaren Einfluss auf die CO»-Sensitivitdt der 12458, obwohl dieser Rezeptor den
grolten Effekt auf die ABA-Inhibierung der lichtinduzierten Stomadffnung hatte. Im Gegensatz
dazu, nahm die relative Transpiration der mit PYL4 (Abbildung 3-4 C, rote Dreiecke) bzw.

PYL5 komplementierten Pflanzen (Abbildung 3-4 C, orangene Dreiecke) durch den Anstieg
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der CO»-Konzentration fast bis auf das den Dunkelwert ab, was dem Verhalten von Wildtyp-

Pflanzen entsprach.

Die PYL4- und PYL5-Expression in Schliezellen der 12458 stellten die CO2-Sensitivitat des
Stomaschluss vollstandig wieder her, jedoch nicht die ABA-Antwort der lichtinduzierten
Stomadffnung (Abbildung 3-2 C), wahrend PYL2 die ABA-Sensitivitat, aber nicht den CO.-

induzierten Stomaschluss wiederherstellen konnte.
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Abbildung 3-4: Stomatdre CO2-Antwort von Arabidopsis ABA-Rezeptor Mutanten

Die Transpirationsraten von intakten Arabidopsis thaliana Pflanzen wurden mittels Infrarot-Gasanalyse
bestimmt. Die Pflanzen wurden zunachst bei 400ppm CO2 und 50 + 5% rH bei 20°C dunkeladaptiert
(grauer Kasten). Nach Stabilisierung der Transpirationsraten wurden die Pflanzen mit einer Intensitat
von 125umol*m2*s™! beleuchtet (weiler Kasten). Nach 1h Lichtadaption wurde das CO- auf 1000ppm
erhoht (Pfeil). Sowohl die 12458 (weilde Kreise) als auch die 11458 (graue Kreise) haben verglichen mit
Col-0 (schwarze Quadrate) einen CO: insensitiven Stoma-Phanotyp und die Erhéhung des
atmospharischen CO2 fuhrte nicht zum Stomaschluss (A). Die Komplementation mit PYR1 (blaue
Rauten) stellte einen Teil des COz-induzierten Stomaschlusses im 12458-Hintergrund wieder her,
wahrend die Komplementation mit PYL2 (griine Rauten) keinen Effekt auf die stomatare CO2-Antwort
hatte (B). Die stomatare Antwort auf die plotzliche Erhéhung des atmosphéarischen CO2 von
PYL4::12458 (rote Dreiecke) sowie PYL5::112458 (orangene Dreiecke) glich der von Col-0 und war
deutlich starker ausgepragt als in den 12458-Hintergrund Mutanten (C). (n 25, Mw * SE)
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3.1.2 ABA-abhangige PYR/PYL-Expression in Arabidopsis SchlieBzellen

Die Beteiligung unterschiedlicher ABA-Rezeptoren an der Signaltransduktion verschiedener
Stoma-Schlusssignale deutet auf eine strenge Regulation des ABA-Signalwegs in
SchlieRzellen hin. Da es sich bei 13 der 14 in Arabidopsis vorkommenden Mitgliedern der
PYR/PYL-Familie um ABA-Rezeptoren handelt (Ma et al. 2009; Fuijii et al. 2009; Szostkiewicz
etal. 2010), ware es moglich, dass neben der Anderung des ABA-Gehallts auch der Rezeptor-
Pool in Schliefzellen an externe und interne Stimuli angepasst wird und so neben der
Signalspezifitat auch eine langerfristige Adaption an Umweltbedingungen sichergestellt wird.
Anderungen des ABA-Gehalts von Pflanzenzellen haben bekanntermalRen groRe
Auswirkungen auf die Expression vieler Gene, einschlieRlich der PYR/PYL-Rezeptoren selbst
(Gonzalez-Guzman et al. 2012) und Microarray-Daten von ABA-behandelten SchlieRzellen
deuteten bereits an, dass sich die Rezeptor-Expressionen in ihrer ABA-Abhangigkeit
unterscheiden (Tabelle 3-1). Daher wurde in einem Dosis-Wirkungsexperiment, in dem
Arabidopsis Wildtyp-Pflanzen (siehe 2.1.1.1) mit verschiedenen ABA-Konzentrationen
behandelt wurden, die ABA-Sensitivitat der PYR/PYL-Expression in SchlieRzellen untersucht.
Unterschiede der ABA-abhangigen PYR/PYL-Expression und damit der Menge einzelner
Komponenten im Rezeptorpool bei verschiedenen ABA-Gehalten der SchlielRzellen kdnnten

eine Moglichkeit der Anpassung an verschiedene Stomaschluss-Signale darstellen.

Mit Ausnahme des ABA-Rezeptors PYL1 wurde die Expression aller in Schlielzellen
exprimierten ABA-Rezeptoren durch die Behandlung mit ABA negativ beeinflusst. Allerdings
unterschied sich dabei die Sensitivitat der Rezeptorexpression. Wahrend die Expression des
Rezeptors PYR1 nur bei der héchsten applizieten ABA-Konzentration von 50uM + ABA
signifikant reduziert war (Abbildung 3-5 A), war die Sensitivitat der Expression von PYL2, §
und 8 héher und reagierte bereits bei einem Zehntel der ABA-Konzentration (Abbildung 3-5 C,
D und E). Die héchste ABA-Sensitivitat wurde flir PYL4 gefunden, dessen Expression 100fach
sensitiver als PYR1 auf ABA reagierte. Auch die Starke der Repression unterschied sich
zwischen den einzelnen Rezeptoren. Wahrend die Transkriptmenge der Rezeptoren PYL2, 4
und 5 der mit hochkonzentrierter ABA-L6sung (5 bzw. 50uM = ABA) bespruhten Pflanzen um
ca. 60% bzw. 75% abnahm, war die Abnahme von PYR1 und PYL8 mit 40 bis 50% deutlich
geringer (Abbildung 3-5 A wund F). Diese Unterschiede in der Sensitivitat der
Rezeptorexpression gegeniber einem Anstieg der zellularen ABA-Konzentration deuten auf
eine ABA-regulierte Adaption des Rezeptorpools von Arabidopsis SchlielRzellen hin. Dabei war
die ABA-Sensitivitdt der Rezeptorexpression insgesamt vergleichbar mit der von anderen
typischen ABA-regulierten Genen (Abbildung 3-6).
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Abbildung 3-5: ABA-Sensitivitit der ABA-Rezeptor Expression in SchlieBzellen von
Arabidopsis.

Die Expression von PYR1 (A), PYL2 (C), PYL5 (E) und PYL8 (F) wurde in Arabidopsis (Col-0)
SchlieRzellen nur durch die Behandlung mit hochkonzentriertem ABA (5 bzw. 50uM £ ABA) reprimiert.
Die PYL4-Expression (D) zeigte die héchste ABA-Sensitivitdt und wurde bereits bei 500nM + ABA
signifikant beeinflusst, wahrend die PYL1-Expression (B) vollstdndig ABA-insensitiv war. (n = 16, Mw
+ SE, signifikante Unterschiede zwischen Kontrollen (OnM) und den Schlie3zellproben fliir 4h mit ABA-
behandelten Pflanzen (50nM bis 50uM) sind markiert als * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001.
Werte sind auf 10000 Molekule des Housekeeping-Gens Act2/8 bezogen und auf 100% Expression in

Kontrollpflanzen normiert)
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Die Expression des zur Familie der LEA-Proteine (englisch: late embryogenesis abundant
proteins) gehdérenden ABR, der PP2C-Phosphatase HAI1 (englisch: highly ABA induced 1)
sowie von KIN2 (englisch: cold inducible 2) werden stark durch hohe ABA-Konzentrationen
induziert (Huang et al. 2008; Bauer et al. 2013). Die ABA-Sensitivitat der Transkription dieser
Gene war, wie die der PYR/PYLs, verschieden. ABR und HAI1wurden schon bei 5uM ABA
deutlich induziert (Abbildung 3-6 A und B) wahrend die KIN2-Expression (cold induced 2)
bereits bei 200nM £ ABA anstieg. Die Expression des Transkriptionsfaktors MYB60 wurde erst
bei der héchsten Konzentration von 50uM + ABA signifikant reprimiert (Abbildung 3-6 D).
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Abbildung 3-6: ABA-abhangige Expression typischer ABA-kontrollierter Gene.

Die Expression von ABR (A) und HAI1 (B) wurde in SchlieRzellen von Arabidopsis thaliana Col-0
durch Besprihen mit ABA-Lésung ab 5uM + ABA induziert, wahrend die KIN2 Expression (C) bereits
ab 200nM signifikant induziert wurde. Die Expression von MYBG60 (D) zeigte die geringste ABA-
Sensitivitat und wurde erst bei 50uM £ ABA reprimiert. (n = 16, Mw + SE, signifikante Unterschiede
zwischen Kontrollen (OnM) und den SchlieRzellproben 4h mit ABA-behandelten Pflanzen (50nM bis
50uM) sind markiert als * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001, Werte sind auf 10000 Molekule des
Housekeeping-Gens Act2/8 bezogen und auf 100% Expression in Kontrollpflanzen normiert).
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3.1.3 Funktionelle Unterschiede der PYR/PYL-Rezeptoren auf transkriptioneller
Ebene

Anderungen des zelluldren ABA-Gehalts haben generell einen groRen Einfluss auf die
Genexpression pflanzlicher Zellen (siehe 3.1.2 und 3.1.3). Microarray-Daten zeigten, dass
rund 1500 Transkripte in Arabidopsis Schliezellen ABA-sensitiv sind, wobei ein Grolteil der
Transkripte durch ABA induziert und nur rund ein Drittel reprimiert wurden (Yang et al. 2008;
Wang et al. 2011; Bauer et al. 2013). Es konnte auch gezeigt werden, dass der Stomaschluss
durch absinkende Luftfeuchtigkeit Gber das Hormon ABA vermittelt wird. Dennoch unterschied
sich die expressionelle Reaktion von Schliezellen auf direkte ABA-Gabe von der Reaktion
auf die Anderung der Luftfeuchte (Bauer et al. 2013). Ob auch die Spezifitat dieser
langerfristigen  expressionellen  Adaption von  SchlieRzellen an  verschiedene
Umweltsituationen durch die ABA-Rezeptoren vermittelt wird, sollte im Rahmen der hier
vorliegenden Arbeit mittels gPCR Untersuchungen ausgewahlter Transkripte gepruft werden.
Die unterschiedliche ABA-Sensitivitat der Rezeptorexpression (Abbildung 3-5) zusammen mit
den Ergebnissen des bereits erwdhnten Microarray Experiments (Tabelle 2-1), indem jedes
Stomaschluss-Signal Auswirkungen auf die Expression eines individuellen Sets an PYR/PYL-
Rezeptoren hatte, deuten an, dass die Zusammensetzung des Rezeptor-Pools von
SchlieRzellen streng reguliert und an die jeweiligen Bedingungen angepasst wird. Diese
Adaption der Rezeptorqualitat und -quantitat kénnte dann Gber bislang nicht identifizierte, fur
jeden Rezeptor spezifische Signalkaskaden unterschiedliche nachgeschaltete Gene

regulieren, und so eine signalspezifische SchlieRzellreaktion hervorrufen.

Um zu Uberprifen, ob verschiedene Gene unter der Kontrolle unterschiedlicher ABA-
Rezeptoren stehen, wurden Arabidopsis Wildtyp-Pflanzen sowie die verschiedenen
Rezeptormutanten mit 50uM + ABA bespriiht und die Anderungen der Transkriptmengen der
ABA-regulierten Gene MYBG60, ABI1, ABI2, KCR2 und CIPK25 (Bauer et al. 2013) 4h nach
ABA-Gabe untersucht (Abbildung 3-7). Diese Gene wurden ausgewahlt, da sie in
vorangegangen Microarray-Experimenten als stark ABA-abhangig charakterisiert worden
waren (Bauer et al. 2013).

Die ABA-Behandlung fiihrte in Wildtyp-Schliezellen zu einer Verdreifachung der
Transkriptmenge der beiden ABA-induzierbaren PP2C-Phosphatasen ABI1 und ABI2
(Abbildung 3-7 A-D). Dieselbe Induktion konnte auch in SchlieRzellproben der 12458-
Verlustmutanten (PYL1 vorhanden) sowie den dazugehérigen Komplementationslinien
nachgewiesen werden (Abbildung 3-7 A und C), wenn auch im Fall von PYR1 nicht signifikant.
Im Gegensatz dazu wurden ABI1 und ABI2 in der 11458-Verlustmutante (PYL2 vorhanden)

nicht induziert und nur eine Komplementation mit PYR1 und PYL1 stellten die ABA-Sensitivitat
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Abbildung 3-7: ABA-induzierte Anderungen der Transkriptmenge ABA-regulierter Gene in
SchlieRzellen von Arabidopsis Wildtyp-Pflanzen und den ABA-Rezeptormutanten

ABI1 (A und B), ABI2 (C und D), CIPK25 (E und F) und KCR2 (G und H) wurden in SchlieRzellproben
von Wildtyp-Pflanzen (Col-0), der 12458-Verlustmutante (PYL1 vorhanden) sowie den
dazugehoérenden Komplementationslinien durch eine 4h ABA-Inkubation (schwarz) im Vergleich zu
Kontrollpflanzen (weif3) induziert, nicht aber in der 11458-Verlustmutante (PYL2 vorhanden). Die
Komplementation mit PYR1 und PYL2 konnte die ABA-Sensitivitadt von ABI1 und ABI2 in der 11458-
Verlustmutante wiederherstellen (B und D). Umgekehrt wurde MYBG60 nur in der 11458-Verlustmutante
ahnlich wie in Col-0 durch ABA reprimiert (J) und nur die Komplementation mit PYR1 und PYLZ2 konnte
die ABA-Sensitivitdt von MYB60 in der 12458-Verlustmutante wiederherstellen (1). (Dargestellt sind
gPCR-Ergebnisse auf 10000 Molekiile des Housekeeping-Gens Act2/8 bezogen und auf die
Expression in Kontrollpflanzen (100%) normiert, n = 5, Mw * SE, signifikante Unterschiede zwischen
Kontrollen und den SchlieRzellproben ABA-behandelter Pflanzen (50uM £ ABA) sind markiert als * p
<0,05, * p <0,01 und *** p <0,001).

der Expression beider Phosphatasen wieder her (Abbildung 3-7 B und D), was auf eine
Regulation der Expression von ABI1 und ABI2 durch PYL1 und PYR1 hindeutet. Auch CIPK25
und KCR2 wurden nur in der 12458-Verlustmutante sowie den korrespondierenden
Komplementationslinien und Wildtyp-Pflanzen induziert, nicht aber in der 11458-
Verlustmutante oder den dazugehdérigen Komplementationslinien (Abbildung 3-7 E-H), was
ebenfalls funktionale Unterschiede der verschiedenen ABA-Rezeptoren auf expressioneller

Ebene andeutet.

Das einzige untersuchte Gen, dass im Wildtyp negativ durch ABA reguliert wurde, war der
Transkriptionsfaktor MYB60. Die Inkubation mit ABA fiir 4h fihrte zu einer Abnahme der
MYB60 Transkriptmenge um rund 70% im Wildtyp. Interessanterweise konnte diese Negativ-
Regulierung von MYBG60 nur in der 11458-Verlustmutante (PYL2 vorhanden), nicht aber in der
12458-Verlustmutante (PYL1 vorhanden) nachgewiesen werden (Abbildung 3-7 | und J). Und
nur die Komplementation der 12458-Verlustmutante mit entweder PYL2 oder PYR1 konnten
die ABA-Sensitivitat der MYB60 Expression wiederherstellen, die Komplementation mit PYL4
oder PYL5 hatte dagegen keinen Effekt (Abbildung 3-7 ). Die MYB60 Expression scheint
demnach, anders als CIPK25 oder KCR2, unter der Kontrolle von PYL2 und PYR1 zu stehen.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die Rezeptoren weder auf der funktionellen,
noch auf der expressionellen Ebene redundant agieren, sondern dass jeder Rezeptor

spezifische Aufgaben erfiillt.
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3.2 Dattelstomata unterscheiden sich in ihrer Reaktion auf externe und
interne Stimuli von Arabidopsis

Wahrend heute Uber die SchlieRzellphysiologie von Pflanzen im Allgemeinen viel bekannt ist
und die Forschung an gut untersuchten Modellpflanzen wie Arabidopsis thaliana mittlerweile
hauptsachlich auf molekularer Ebene stattfindet, ist Gber die Physiologie der Schlielzellen
vieler anderer Pflanzen wenig bekannt. Dabei kénnten spezialisierte Pflanzen wie die
Dattelpalmen, die besonders gut an extreme Standorte angepasst sind, Uber andere, bisher
unbekannte Regulationsmechanismen verfligen, die es ihnen erst ermdglichen, an
lebensfeindlichen Standorten zu existieren. Das natlrliche Habitat von Dattelpalmen sind
heilRe, trockene Standorte mit hohen Lichtintensitdten (Zaid und de Wet 2002). In
vergleichenden Blattgaswechseluntersuchungen von Fiederblattern der Dattelpalme und der
Modellpflanze Arabidopsis thaliana sollten darum Hinweise auf die stomataren

Anpassungsstrategien der Dattelpalme gewonnen werden (siehe 2.3.4).

A B
—-Pd
1.6 1
c 6 =0~ Ath c
S 1 s
£1.21 B
o a
TR )
& &
E E
0.41
J i —&— Ath ABA —&- Pd ABA
—A— Ath H,O —©—- Pd H,0
0.01 0.0-
T T T T T T 1 I I I I 1 I I
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 -10 0 10 20 30 40 50
PAR [pumol m?s™] Zeit [min]

Abbildung 3-8: Stoma-Physiologie von Dattelpalmen und Arabidopsis

A: Die relative Transpiration von Arabidopsis Blattern (Ath, weil}) nahm schon bei geringen
Lichtintensitaten deutlich zu und ging ab 800umol*m?*s™ in Sattigung. Die rel. Transpiration einzelner
Fiederblatter der Dattelpalme (Phoenix dactylifera, Pd, schwarz) nahm erst ab einer Lichtintensitat von
350umol*m?*s™ zu und zeigte keine Sattigung bei hohen Lichtintensitaten. Dargestellt sind Mw + SE
von Blattgaswechselmessungen bei 400ppm CO2 und 50 + 5% rH bei 20°C an abgetrennten Blattern
bezogen auf die Transpirationsraten bei Dunkelheit. n = 8.

B: Die stomatére Antwort von Fiederblattern der Dattelpalme (Pd, Kreise) auf 50uM £ ABA (schwarz,
Zeitpunkt Omin) war im Vergleich zu Arabidopsis (Ath, Dreiecke) nur langsam und unvollstandig. 15min
nach ABA-Zugabe waren die Stomata von Abrabidopsis vollstandig geschlossen, wahrend zu diesem
Zeitpunkt der Stomaschluss der Dattelpalmen gerade erst begann. Dargestellt sind Mw + SE von IRGA-
Messungen bei 400ppm CO2 und 50 * 5% rH bei 20°C und einer Lichtintensitat von 125umol*m2*s™ fur
Arabidopsis bzw. 1000umol*m2*s! fiir P. dactylifera. n 2 6.
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Dabei zeigten sich schon im lichtabhangigen Stomadffnungsverhalten beider Arten deutliche

Unterschiede (Abbildung 3-8 A). Die Transpiration von Fiederblattern der Dattelpalme nahm
erst ab hohen Lichtintensitaten von ca. 300umol*m2*s™" und hoéher zu (Abbildung 3-8 A,
schwarz), wohingegen die Transpirationsrate von Arabidopsis bereits bei niedrigen
Lichtintensitaten deutlich anstieg und schon bei 100umol*m2?*s' rund 40% Uber dem
Dunkelwert lag (Abbildung 3-8 B, wei). Bei sehr hohen Lichtintensitaten von Uber
1000umol*m2*s™' nahm die Transpiration von Fiederblattern der Dattelpalmen weiter zu und
innerhalb der applizierten Lichtintensitaten war keine Sattigung erkennbar, wahrend die
Stomata von Arabidopsis bereits bei ca. 800umol*m2*s™ die grote Offnungsweite erreicht
hatten und die Transpirationsrate damit die Sattigung erreichte. Dattelpalmen scheinen
demnach in der Lage zu sein, bei geringen, vermutlich fiir sie photosynthetisch ineffizienten
Lichtintensitaten ihre Stomata geschlossen und so den transpirationellen Wasserverlust

niedrig zu halten.

Der bemerkenswerteste Unterschied in der Stomaphysiologie von Dattelpalmen und
Arabidopsis lag allerdings in der ABA-Antwort (Abbildung 3-8 B). Der Stomaschluss durch tber
die Petiole verabreichtes ABA (50uM + ABA) begann bei Arabidopsis bereits nach 5min und
war nach 20min fast vollstandig abgeschlossen (Abbildung 3-8 B, schwarze Dreiecke). Die
Transpiration der Dattelpalmen nahm dagegen erst ca. 15min nach ABA-Zugabe ab
(Abbildung 3-8 B, schwarze Kreise). AulRerdem war der ABA-induzierte Stomaschluss deutlich

langsamer und innerhalb der Messdauer noch nicht abgeschlossen.

Um auszuschlie®en, dass die langsamere ABA-Antwort der Phoenix Fiederblatter die Folge
einer geringeren Transportgeschwindigkeit des ABA im Leitgewebe war, wurde die
FlieRgeschwindigkeit des photosynthetischen Elektronentransportblockers DCMU mittels
Chlorophylifluoreszenzmessungen untersucht. Durch DCMU induzierte Anderungen der
Chlorophyllifluoreszenz konnte die Transportgeschwindigkeit des DCMU zwischen zwei
Punkten errechnet werden. Da die Transpiration der Blatter einen Einfluss auf die
Fliellgeschwindigkeit des Xylems hat, wurde die DCMU-Ausbreitung bei den in den

Gaswechselmessungen verwendeten Lichtintensitaten durchgefiihrt (siehe 2.4).

Dabei war die FlieRgeschwindigkeit des DCMU zwischen zwei Punkten der Fiederblatter von
Datteln mit ca. 4mm/s sogar tendenziell schneller als in Arabidopsis Blattern (Abbildung 3-9).
Dieses Ergebnis deutete darauf hin, dass die verminderte Reaktionsgeschwindigkeit der
Stomata von Phoenix dactylifera nicht an einer geringeren FlieRgeschwindigkeit des ABAs im

Leitgewebe lag, sondern andere, stomaphysiologische Ursachen haben musste.
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61 Abbildung 3-9: FlieRgeschwindigkeit von
DCMU im Leitgewebe von Arabidopsis und
Dattelpalmen

Die Anderung der Fluoreszenz F durch DCMU
wurde mittels Chlorophyllfluoreszenz-
messungen verfolgt. Die Geschwindigkeit der
Ausbreitung des DCMU wurde aus der Dauer
der Ausbreitung zwischen zwei Punkten an
einzelnen Blattern berechnet. Dargestellt sind
Mw + SE, n = 9.

DCMU FlieBRgeschindigkeit [mm/s]

Arabidopsis Dattelpalme

Eine entscheidende Rolle beim (ABA-induzierten) Stomaschluss spielt der Anionen-Kanal
SLAC1 (siehe 1.3.2). Fur OsSLAC1, dem Homolog von AtSLAC1 aus der monokotylen
Nutzpflanze Reis (Oryza sativa) wurde gezeigt, dass dieser eine deutlich héhere Permeabilitat
fur NO3  gegeniber Chlorid besitzt (Sun et al. 2016). Daher wurde mittels IRGA-Messungen
untersucht, ob eine Erhéhung der Chlorid- bzw. der Nitratverfligbarkeit den ABA-induzierten
Stomaschluss von Dattelpalmen verbessert. In Abwesenheit von ABA hatte die Zugabe von
5mM KCI bzw. 5mM KNOs in den Transpirationsstrom weder bei Arabidopsis (Abbildung 3-10
B und D) noch bei Dattelpalmen (Abbildung 3-10 A und C) einen messbaren Effekt auf die
stomatare Leitfahigkeit. In Anwesenheit von ABA hatte die Zugabe von KCI Uiber die Petiole
ebenfalls bei beiden Arten keinen Einfluss auf die ABA-Antwort. Die Abnahme der relativen
Transpiration war vergleichbar mit der von nur mit ABA behandelten Blattern (Abbildung 3-10
C und D). Allerdings fuhrte die Anwesenheit von KNO3 zu einer deutlich schnelleren Reaktion
der Stomata von Dattelpalmen auf ABA (Abbildung 3-10 A, schwarze Dreiecke). Die ABA-
bedingte Abnahme der relativen Transpiration begann in Gegenwart von KNO3 bereits ca.
10min nach ABA-Gabe und erreichte innerhalb von ca. 35min die Sattigung, was zeigte, dass
der ABA-induzierte Stomaschluss von Dattelpalmen nitratabhangig erfolgt. Bei Arabidopsis
dagegen hatte KNO3 keinen Effekt auf den Stomaschluss (Abbildung 3-10 B, schwarze

Dreiecke bzw. Kreise).
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Abbildung 3-10: Auswirkungen von Nitrat und Chlorid auf den ABA-induzierten Stomaschluss
von Phoenix dactylifera und Arabidopsis

IRGA-Messungen der Transpirationsraten von abgetrennten Fiederblattern von Dattelpalmen (A und
C) sowie Blattern von Arabidopsis (B und D).

A: Die gleichzeitige Zugabe von 5mM KNOs zusammen mit ABA (schwarze Dreiecke) in den
Transpirationsstrom von Fiederblattern von Dattelpalmen flihrte zu einer schnelleren und starkeren
ABA-Antwort der Stomata im Vergleich zu alleiniger ABA-Zugabe (schwarze Kreise).

B: KNOs hatte keinen Einfluss auf den ABA-induzierten Stomaschluss von Arabidopsis thaliana Col-O0.
C und D: Die Zugabe von 5mM KCI hatte weder bei Dattelpalmen noch bei Arabidopsis einen Effekt
auf den Stomaschluss durch ABA. Dargestellt sind Mw + SE, n = 5.

Die Regulationsmechanismen der Stomadéffnungsweite der stresstoleranten Dattelpalme
unterschieden sich demnach in wesentlichen Punkten von denen der Modellpflanze
Arabidopsis. Die Ergebnisse zeigten, dass die lichtinduzierte Stomadffnung der Dattelpalmen
deutlich hohere Lichtintensitdten bendtigt und dass der ABA-induzierte Stomaschluss
nitratabhangig ist. So kdnnen Dattelpalmen unndtigen Wasserverlust bei geringen

Lichtintensitaten vermeiden und verfigen moglicherweise durch die Nitratabhangigkeit des
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ABA-induzierten Stomaschluss Uber zusatzliche Regulationswege der Stomadéffnungsweite.
Beides konnten Anpassungen an die extremen Bedingungen des naturlichen Lebensraums
von Dattelpalmen darstellen. Um solche Unterschiede zu erkennen und damit die Strategien
der Stresstoleranz aufzudecken, sind Untersuchungen an extrem angepassten Pflanzen

unbedingt erforderlich.
3.3 Salzstress

3.3.1 Sind Dattelpalmen Salz-Exkluder?

Dattelpalmen weisen neben ihrer Toleranz gegenuber Hitze, Trockenheit und hohen
Lichtintensitaten auch eine hohe Toleranz gegenilber salzigen Bdden auf (Zaid und de Wet
2002; Yaish und Kumar 2015). Ahnlich wie bei der Stomaphysiologie, sind auch hier die
molekularen Grundlagen wenig untersucht. In diesem Zusammenhang ist auch vdllig
unbekannt, ob Dattelpalmen tberhaupt toxisches Natrium oder Chlorid aufnehmen. Daten zur
Natriumlokalisation innerhalb des adulten Pflanzenkoérpers sind dabei widersprichlich (Tripler
et al. 2007; Alhammadi und Edward 2009) oder gar nicht verfugbar. Anatomisch weisen
Palmen keine besonderen Anpassungen, wie beispielsweise Salzdrisen, auf. Daher wurde
mit flammenphotometrischen Messungen (siehe 2.2) an Wurzeln und Blattern Gberprift, ob
Dattelpalmen, die fur sechs Wochen mit 600mM NaCl-Lésung, was dem Salzgehalt von
Meerwasser entspricht, bewassert wurden, Na*-lonen Uber die Wurzeln aufnehmen und wo
dieses in den Pflanzen akkumuliert. Die Wurzeln von Dattelpalmen weisen keine eindeutige
Wurzelhaarzone auf. Die meisten Pflanzen nehmen in dieser Zone aber Nahrstoffe und damit
auch Natrium auf. Da dieser Bereich bei Wurzeln der Dattelpalme nicht eindeutig bestimmt
werden konnte, wurden die Wurzeln fir die flammenphotometrischen Messungen in funf
Abschnitte unterteilt (Abbildung 2-5). Da mehrjahrige Pflanzen aullerdem oft alte Blatter als
Salzspeicher nutzen, die dann abgeworfen werden (Munns 2002), wurden fir die
Untersuchung des Na*-Gehaltes je 3 Fiederblatter (Abbildung 2-5, oben, Mitte, unten) sowohl

von adulten als auch juvenilen Wedeln gemessen (siehe 2.2.2).

3.3.2 Salzaufnahme und Lokalisation in Phoenix dactylifera

Insgesamt war der Natriumgehalt aller Wurzelabschnitte der Kontrollpflanzen deutlich
niedriger als in den entsprechenden Abschnitten der salzbehandelten Pflanzen (Abbildung
3-11 A). Dabei war der Natriumgehalt im obersten Wurzelabschnitt der Kontrollpflanzen
(Abbildung 3-11 A, W1 schwarz) am niedrigsten und stieg mit zunehmender Entfernung zum
Wurzelansatz leicht bis auf 10,7 £ 2,7mg/g TG in der Wurzelspitze (Abbildung 3-11, W5
schwarz) an. Die sechswochige Behandlung mit 600mM NaCl flihrte zu einer starken

Zunahme des Natriumgehalts in allen Wurzelabschnitten der Dattelpalmen (Abbildung 3-11 A,
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grau), und zwar graduell steigend mit zunehmender Entfernung zum Wurzelansatz. Wahrend

sich der Natriumgehalt im obersten Wurzelabschnitt (W1) lediglich verdreifachte (17,4
5,5mg/g TG), konnte flr die Wurzelspitze (W5) eine Zunahme des Natriums um gut das

sechsfache gemessen werden (70,4 + 15,9mg/g TG).
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Abbildung 3-11: Natrium- und Kalium-Gehalt in Wurzeln und Fiederblattern von Dattelpalmen

(A) Der Natriumgehalt nach sechs Wochen Salzstress (600mM NaCl) (grau) war in allen
Wourzelabschnitten signifikant héher als in entsprechenden Kontrollen (schwarz), wobei der Na*-Gehalt
mit zunehmender Entfernung zum Wurzelansatz (W1) der salzbehandelten Wurzeln stetig anstieg und
in der Wurzelspitze (W5) am héchsten war. (B) Die NaCl-Behandlung hatte keinen signifikanten Effekt
auf den Kaliumgehalt der einzelnen Wurzelabschnitte. (C) In Fiederblattern von juvenilen sowie adulten
Palmwedeln kam es durch die Salzbehandlung in keinem der beprobten Fiederblatter (FB1: Fiederblatt
an der Wedelspitze, FB2: Fiederblatt aus der Mitte des Wedels, FB3: basales Fiederblatt) zu einem
signifikanten Anstieg im Natriumgehalts. (D) Auch hier blieb der Kaliumgehalt von Fiederblattern adulter
sowie juveniler Palmwedel unverandert. (Die Messwerte wurden flammenphotometrisch erhoben, n 2
5, Mw £ Stabw, signifikante Unterschiede zwischen Kontrollen und 600mM sind markiert als * p < 0,05,
**p <0,01 und *** p £0,001).
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Der Na*-Gehalt in verschiedenen Fiederblattern adulter und juveniler Wedel der
Kontrollpflanzen lag bei ca. 0,3mg/g TG und war deutlich niedriger als im Wurzelgewebe von
Kontrollpflanzen. Interessanterweise war flr keines der Fiederblatter eine signifikante
Zunahme des Na*-Gehaltes durch die Bewasserung mit 600Mm NaCl-Losung messbar
(Abbildung 3-11 C). Dattelpalmen scheinen demnach Uber einen effektiven Mechanismus zu
verfligen, Natrium aus den oberirdischen, photosynthetisch aktiven Pflanzenteilen

auszuschlief3en.

Eine typische negative Auswirkung von Salzstress bei Pflanzen ist die drastische
Verschiebung des Kalium/Natrium-Verhaltnisses (Shabala und Cuin 2008). So fihrt
langanhaltender Salzstress bei Arabidopsis nicht nur zur Aufnahme von Na*, sondern
gleichzeitig auch zu einer deutlichen Abnahme der K*-Konzentration sowohl im Spross als
auch in Wurzeln (Aleman et al. 2009b). Interessanterweise hatte die sechswdchige
Salzbehandlung der Dattelpalmen keinen Einfluss auf den Kaliumgehalt des Gewebes
(Abbildung 3-11 B und D), der mit rund 20mg/g TG fur alle untersuchten Gewebe recht
konstant war. Dattelpalmen scheinen demnach Uber einen effizienten Mechanismus zu
verflugen, der es ihnen erlaubt, trotz erhéhter Natriumkonzentrationen im Boden ausreichend
Kalium aufzunehmen bzw. die Abgabe von Kalium zu verhindern. Um dies zu Uberprifen,
wurde im Folgenden die Auswirkung von Salzstress auf die Expression einiger Na*- und K*-
Transportproteine untersucht, von denen bekannt ist, dass sie in anderen Pflanzen in die
Reaktion auf Salzbelastung involviert sind (siehe 1.5).

3.3.3 Expressionsanderungen in Wurzeln von Phoenix dactylifera unter

Salzstress

Um die Ergebnisse der flammenphotometrischen Messungen des Natrium- und Kaliumgehalts
(Abbildung 3-11) direkt mit der Expression von Transportproteinen der verschiedenen
Wourzelabschnitte in Verbindung bringen zu kénnen, wurde mRNA aus einem Teil des fur die
flammenphotometrischen Messungen geernteten Pflanzenmaterials gewonnen und fur gPCR
Untersuchungen einzelner pflanzlicher Natrium- und Kalium-Transportproteine eingesetzt.
Dabei wurde im Besonderen die Expression der Natrium-Transportproteine SOS1 und NHX1
sowie der Kalium-Transportproteine HAK5 und KT, die in anderen Arten mit einer gesteigerten

Salztoleranz in Verbindung gebracht wurden (siehe 1.5), untersucht.

Die Expression des putativen Tonoplasten-lokalisierten Na*/H*-Antiporters PANHX1 war
zwischen den einzelnen Wurzelabschnitten der Kontrollpflanzen vergleichbar hoch und es
konnte keine Salzabhangigkeit der Expression nachgewiesen werden (Abbildung 3-12 A).
Interessanterweise konnte in diesen Wurzelabschnitten (W3-W5) aber eine Induktion des

PdSOS1-Orthologs durch den Salzstress nachgewiesen werden, wahrend in den oberen
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Wurzelabschnitten W1 und W2, in denen der Natriumgehalt trotz Salzbehandlung gering blieb,
keine Induktion nachgewiesen werden konnte (Abbildung 3-12 B). Eine erhdhte SOS1-Aktivitat

wurde bereits in anderen salztoleranten Arten wie T. salsuginea (Oh et al. 2009) nachgewiesen

und stellt damit einen mdglichen Weg des Natriumexports aus Dattelwurzeln dar.
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Abbildung 3-12: Salzabhdngige Expression von Natrium- und Kalium-Transportproteinen in
Wurzeln von Phoenix dactylifera.

Sechs Wochen Salzstress (600mM NaCl) (grau) hatten in keinem der Wurzelabschnitte (W1=
Wourzelansatz bis W5= Wurzelspitze) einen Effekt auf die Expression von PANHX1 (A). PdSOS1 (B)
wurde in den Wurzelabschnitten nahe der Wurzelspitze (W5) durch die Salzbehandlung induziert. Die
Expression von PdHAK5 (C) war in Wurzeln von Kontrollpflanzen (schwarz) am héchsten am
Wourzelursprung (W1) und wurde zur Wurzelspitze hin immer geringer. Salz hatte einen negativen Effekt
auf die PAHAK5-Expression in den oberen Wurzelabschnitten (W1-W3), aber keine Auswirkung auf die
Transkriptmenge von PdKT1 (D). Dargestellt sind Mw + SE von gPCR Messungen bezogen auf 10000
Transkripte des Housekeeping-Gens PdEF 1a. (n=3, signifikante Unterschiede zwischen Kontrollen und
600mM sind markiert als * p 0,05, ** p £0,01 und *** p < 0,001).
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Die Dattelpalmen zeigten in allen untersuchten Geweben ein nahezu unverandertes K*/Na*-
Verhaltnis unter Salzstress. Daher wurde auch der Effekt von Salz auf die Expression der
putativen Kalium-Transportproteine PAHAKS und PdKT1 untersucht (Abbildung 3-12 C und
D). Trotz vergleichbarer Kaliumgehalte in den einzelnen Wurzelabschnitten (Abbildung 3-11
B) wurde PdHAKS5 in Kontrollpflanzen Uberwiegend in den oberen Wurzelabschnitten
exprimiert (Abbildung 3-12 C, W1-W3) und nur sehr gering in der Wurzelspitze. Darlber hinaus
hatte die Salzbehandlung einen negativen Effekt auf die Expression von PAHAKS (Abbildung
3-12 C), wohingegen die Expression des putativen Kaliumkanals PdKT1, wenn auch
insgesamt geringer exprimiert als PdHAKS, salzunabhangig und in allen untersuchten
Abschnitten vergleichbar hoch war (Abbildung 3-12 D). Somit hatte Salzstress auf die
Expression beider Kalium-Transportproteine einen eher aus salzsensitiven Pflanzen
bekannten Effekt. So wurde in salztoleranten Reis-Kultivaren und dem halophytischen Eiskraut
eine Reprimierung von AKT-Orthologen im Wurzelgewebe durch Salzstress nachgewiesen
(Su et al. 2001; Golldack et al. 2003), wahrend der negative Effekt von Salzstress auf die
Expression von HAK5 auch in der sensitiven Arabidopsis nachgewiesen wurde. Diese
Reaktionen werden unter anderem als ursachlich fur die Abnahme des Kalium/Natrium-
Verhaltnisses und somit die Sensitivitat von Arabidopsis gegenliber Salz diskutiert (Aleman et
al. 2009a, b). Dies kdénnte auf mdgliche funktionelle Unterschiede von PAHAKS und PdKT1 zu
den bereits charakterisierten pflanzlichen Mitgliedern der HAK/KUP/KT Familie hindeuten, was

aber endgiiltig Uber elektrophysiologische Untersuchungen aufgeklart werden muss.

Zusammengefasst zeigten die flammenphotometrischen Messungen des Natriumgehalts,
dass Dattelpalmen lber einen effizienten Mechanismus des Natriumausschlusses verfligen
und das Expressionsmuster von SOS1 legt, wie in anderen toleranten Arten, eine Beteiligung
dieses Na*/H*-Antiporters an diesem Ausschluss nahe. Aber obwohl keine negativen
Auswirkungen des Salzstresses auf den Kaliumhaushalt der Palmen festzustellen waren,
zeigte sich das Expressionsprofil der beiden Kalium-Transportproteine fiir eine salztolerante

Art eher untypisch.
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3.3.4 Salzaufnahme und Lokalisation in Chenopodium quinoa

Auch C. quinoa (Amaranthaceae) ist verglichen mit zum Beispiel Weizen oder Mais eine
salztolerante Nutzpflanze (Hariadi et al. 2011). Einige Studien konnten sogar einen positiven
Einfluss auf das Wachstum bei einer Bewasserung mit 100mM NaCl feststellen (Geissler et
al. 2009; Hariadi et al. 2011).

In den hier durchgefiihrten Untersuchungen fiihrte die Behandlung mit 200mM NaCl fir finf
Wochen zu reduziertem Wachstum (Abbildung 3-13). Trotzdem zeigten diese Pflanzen eine
hohe Salztoleranz. Sie erreichten die Bllte und produzierten erfolgreich Samen. Wie viele
andere Vertreter dieser Gattung besitzt auch C. quinoa epidermale Blasenhaare (englisch:
epidermal bladder cells, kurz EBC). Diese riesigen, ballonartigen Zellen mit ihrer grof3en
Vakuole werden seit langerem als externe Salzspeicher und damit als Schlisselmerkmal der
Salztoleranz dieser Arten diskutiert (Shabala et al. 2014; Kiani-Pouya et al. 2017).

Abbildung 3-13: Effekt einer filinfwochigen
Bewdsserung mit 200mM NaCl auf das Wachstum
von C. quinoa

200mM Salzbehandlung flihrten nur zu einer leichten
Verringerung der Wuchshéhe im Vergleich zur
Kontrolle. Die gestressten Pflanzen erreichten die Blite
und produzierten Samen. Abgebildet sind zwei
reprasentative Pflanzen.

Kontrolle 200mh;|7 NaCI

Daher wurde fir die flammenphotometrische Bestimmung des Natriumgehaltes besonderes
Augenmerk auf die EBCs gelegt. Da nur juvenile Blatter eine hohe Dichte an intakten EBCs
aufweisen (Orsini et al. 2011), wurde der Na*- und K*-Gehalt von juvenilen Blattern ohne EBCs
(juv. Blatt — EBCs), von welchen die EBCs unmittelbar vor der Probenahme entfernt wurden,
sowie isolierten EBCs (EBC) bestimmt (Abbildung 3-14 A und B). Um auch einen Einblick in
die Rolle der EBCs als externe Salzspeicher adulter Blatter zu gewinnen, wurde zwischen
adulten Blattern mit EBCs (adult Blatt + EBCs) und adulten Blattern ohne EBCs (adult Blatt -
EBCs) unterschieden. Auch hierzu wurden die EBCs unmittelbar vor der Messung entfernt
(siehe 2.2.1).
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Abbildung 3-14: Natrium- und Kalium-Gehalt in EBCs und Blattern von Chenopodium quinoa

Die Pflanzen wurden fir vier Wochen mit 200mM NaCl gegossen und die Natrium- und
Kaliumkonzentration des Trockenmaterials (A und B) sowie von Pflanzen-Presssaft (C und D) wurde
flammenphotometrisch bestimmt.

(A) Der Natriumgehalt bezogen auf das TG der salzbehandelten Quinoas (grau) war in EBCs sowie
allen Blattproben im Vergleich zur Kontrolle (schwarz) signifikant erhéht und in adulten Blattern
salzbehandelter Pflanzen mit EBCs (+EBCs) sowie adulten Blattern bei denen die EBCs unmittelbar vor
der Probennahme entfernt wurden (-EBCs) deutlich héher als in juvenilen (juv.).

(B) EBCs hatten unabhangig von der Salzbehandlung einen, im Vergleich zu den Blattproben, sehr
hohen Kaliumgehalt (vierfach hoher). Die Salzbehandlung hatte auch in den Blattproben keinen
signifikanten Einfluss auf den Kaliumgehalt.

(C) Die Natriumkonzentration nahm nur im Presssaft von adulten Blattern salzbehandelter Quinoas
signifikant zu, wahrend die Natriumkonzentration der juvenilen Blatter statistisch nicht durch die
Salzbehandlung beeinflusst war. (D) Die Kaliumkonzentration zeigte keine Veranderung im Vergleich
zur Kontrolle und war in adulten und juvenilen Blattern vergleichbar. (n = 5, Mw + Stabw, signifikante
Unterschiede zwischen Kontrollen und 200mM sind markiert als * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p<0,001).
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Mittels der flammenphotometrischen Messungen konnte eindeutig gezeigt werden, dass C.

quinoa wahrend vierwdchiger Bewasserung mit 200mM NaCl-Lésung Natrium in das
Blattgewebe und die EBCs aufnimmt. Der Natriumgehalt bezogen auf das TG war fur alle
untersuchten Gewebe der Kontrollpflanzen (Abbildung 3-14 A, schwarz) sehr niedrig, wobei
der Natriumgehalt in EBCs mit 0,1 £ 0,1mg/g TG am niedrigsten und mit 0,9 = 0,2mg/g TG in
adulten Blattern ohne EBCs am hdchsten war. Durch die Salzbehandlung stieg der
Natriumgehalt in EBCs und juvenilen Blattern ohne EBCs signifikant an, wobei die
Akkumulation von Natrium in juvenilen Blattern ohne EBCs und isolierten EBCs vergleichbar
war. Ein Teil des unter Salzstressbedingungen aufgenommenen Natriums wird also aus dem
juvenilen Mesophyllgewebe in die intakten EBCs weitergeleitet. Der Natriumgehalt in adulten
Blattern (sowohl mit als auch ohne EBCs) stieg durch die Bewasserung mit Salzwasser starker
an als in juvenilen Blattern oder EBCs. Dabei war die Zunahme im adulten Blattgewebe selbst
(Abbildung 3-14 A, adult Blatt - EBC) mit 12,9 + 2mg/g TG am starksten. Die EBCs adulter
Quinoa Blatter sind nur noch zu einem geringen Prozentsatz intakt, weswegen die EBCs keine

weiteren lonen aufnehmen konnen.

Zusatzlich zur Messung des Na*-Gehalts des getrockneten Pflanzenmaterials wurde auch die
Konzentration im Presssaft von juvenilen und adulten Quinoa Blattern bestimmt (Abbildung
3-14 C und D). Der grundsatzlich héhere Natriumgehalt adulter Blatter spiegelte sich auch in
den Presssaftkonzentrationen wieder (Abbildung 3-14 C). Dabei war die Natriumkonzentration
adulter Blatter schon unter Kontrollbedingungen fast vierfach héher als die juveniler Blatter.
Interessanterweise war die Na*-Zunahme durch die Salzbehandlung nur bei adulten Blattern
signifikant, nicht aber bei juvenilen. Da eine Aufnahme von Natrium haufig einen negativen
Effekt auf den Kaliumgehalt von Pflanzenzellen hat (Shabala und Cuin 2008; Shabala und
Pottosin 2014) und die Aufrechterhaltung des Kalium/Natrium-Verhaltnis haufig als
Schlusselmerkmal fur Salztoleranz bei Pflanzen gilt, wurde auflerdem der Kaliumgehalt

bezogen auf das TG sowie die Kaliumkonzentration im Presssaft untersucht.

Im Gegensatz zur Natriumkonzentration des Presssafts blieb die Kaliumkonzentration sowohl
juveniler als auch adulter Quinoa Blatter trotz der Bewasserung mit NaCl konstant (Abbildung
3-14 D). Wie fur pflanzliches Gewebe ublich, war die Kaliumkonzentration mit ca. 500mM
deutlich hdéher als die Natriumkonzentration und war fir juvenile und adulte Blatter
vergleichbar. Auch der Kaliumgehalt bezogen auf das TG der Blattproben war mit ca. 80mg/g
TG vergleichbar und es war keine signifikante Anderung durch die Salzbehandlung feststellbar
(Abbildung 3-14, B). Allerdings war der Kaliumgehalt der EBCs mit ca. 800mg/g TG um ein
zehnfaches hoéher als im Blattgewebe. Diese auliergewdhnlich hohe Kaliumgehalt (80% der

Trockenmasse) konnte auch unter Salzstressbedingungen gemessen werden. lonengehalte
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bezogen auf das Trockengewicht lassen aber wenig Ruckschlisse auf osmotische
Gegebenheiten und Adaptationen an den Salzstress zu. Da die Herstellung von Presssaft aus
isolierten EBCs sehr schwierig ist, wurde die theoretische Natrium- und Kaliumkonzentration
des bei der Trocknung des Gewebes verdunsteten Wassers errechnet. Um die Zulassigkeit
dieser Rechnung abschatzen zu kdnnen, wurden die errechneten Werte soweit moglich mit

den reellen Messwerten verglichen (Tabelle 3-2).

Die errechneten und reellen Natrium- sowie Kaliumkonzentrationen des Presssaftes von
adulten und juvenilen Blattern stimmten dabei weitgehend Uberein und lagen
groRenordnungsmalig im  selben Bereich (Tabelle 3-2). Die errechneten
Natriumkonzentrationen der EBCs lagen im Bereich der Messwerte juveniler Blatter. Allerdings
lag die errechnete Kaliumkonzentration mit ca. 1M unter Kontrollbedingungen und ca. 3M bei
Salzstress weit Uber den sowohl gemessenen als auch errechneten Konzentrationen der

juvenilen Blatter.

Tabelle 3-2: Vergleich errechneter und gemessener Natrium- und Kaliumkonzentrationen im

Presssaft von Chenopodium quinoa Blattern.

Aus dem Kalium- und Natriumgehalt bezogen auf das TG (Abbildung 3-14) und der im Gewebe enthaltenen
Wassermenge wurde die theoretische Konzentration im Presssaft adulter und juveniler Blatter sowie EBCs
errechnet (siehe 2.2.1) und mit reellen Messwerten verglichen. Sowohl die errechneten Na*- als auch die

errechneten K*-Konzentrationen lagen im Bereich der reellen Messwerte. Werte entsprechen Mw + Stabw, n=5.

Na* Konzentration [mM] K* Konzentration [mM]
berechnet gemessen berechnet gemessen berechnet  gemessen berechnet gemessen
Kontrolle 200mM Kontrolle 200mM
ad. Blatt 74 4+1 96 + 28 82+ 12 337 +194 442+121 392+164 646 227
juv.Blatt 3x2 1+0 58 +13 22+23 292+84 339+50 500+184 44147
EBCs 0,405 NA 23+8 NA 1140+253 NA 3091+1194 NA

Da die EBCs nur sehr wenig Zytoplasma besitzen und der meiste Raum innerhalb der Zelle
durch die sehr groRe Vakuole eingenommen wird (Reimann und Breckle 1988), ist davon
auszugehen, dass sich ein grofler Teil des Kaliums der EBCs in den Vakuolen befindet
(Ahmad und Maathuis 2014). Die zytoplasmatische Kaliumkonzentration in Pflanzenzellen ist
mit ca. 100 - 200mM typischerweise deutlich niedriger als die errechnete Konzentration fur
EBCs (Maathuis und Amtmann 1999; Marschner und Marschner 2011), wahrend die
Kaliumkonzentration in Vakuolen mit bis zu dber 500mM deutlich hdher sein kann und damit
einen grofRen Anteil an der Turgorsteuerung von Pflanzenzellen hat (Ahmad und Maathuis
2014). Quinoa konnte sich demnach mithilfe dieser hohen Kaliumkonzentrationen osmotisch

an das niedrige Wasserpotential des Bodens bei Salzstressbedingungen anpassen.
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3.3.5 Expressionsdnderungen in epidermalen Blasenhaaren von Quinoa unter
Salzstress

Damit die EBCs als externe Salzspeicherorgane zum Schutz der jungen, photosynthetisch
aktiven Blatter unter Salzstress fungieren kdnnen, muss Salz in die EBCs aufgenommen
werden. Ein Modell der mdglichen Transportwege und beteiligten Transportproteine wurde
bereits verdffentlicht (Shabala et al. 2014) und die Natriumaufnahme in die EBCs junger Blatter
unter Salzstressbedingungen konnte in der hier vorliegenden Studie anhand von
flammenphotometrischen Bestimmungen des Natriumgehalts belegt werden (Abbildung 3-14).
2017 wurde von zwei Arbeitsgruppen nahezu zeitgleich das Genom von C. quinoa
veroffentlicht (Jarvis et al. 2017; Zou et al. 2017), was die Basis fur weiterfuhrende
Untersuchungen der molekularen Grundlagen der Toleranzmechanismen dieser Pflanzen
schaffte. Trotzdem sind die molekularen Details, die der Salzspeicherfunktion der EBCs
zugrunde liegen, bisher wenig untersucht. Daher wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Maxim
Messerer vom Helmholz-Zentrum Minchen mittels mRNA-Sequenzierung das Transkriptom
von EBCs und Blattgewebe unter Kontroll- und Salzstressbedingungen analysiert (siehe 2.5.4
und Béhm*, Messerer*, Muller* et al. 2018). Die bioinformatische Verarbeitung und Analyse
der Rohdaten der mMRNA-Sequenzierung wurde von Dr. Maxim Messerer (Helmholtz Zentrum

Minchen, Plant Genome and Systems Biology) durchgefiihrt.

Tabelle 3-3: Differentiell exprimierte Gene im Transkriptom der EBCs und Blatter von C. quinoa

Anzahl der differentiell exprimierten Gene von EBCs und Blattgewebe unter Kontroll- und Salzstressbedingungen
sowie der prozentuale Anteil an der Gesamtzahl der exprimierten Gene (FDR = 0,005)

EBC vs. Blatt EBC K vs. EBC Salz Blatt K vs. Blatt Salz EBC Salz vs. Blatt Salz

Anzahl 16809 1702 1659 20608
% differentiell 41,1% 4,2% 4,05% 50,4%
exprimiert

Bei der mRNA-Sequenzierung wurden insgesamt 40907 Transkripte signifikant exprimiert,
was 74,8% des rund 1,5Mb groRen Genoms von C. quinoa mit ca. 55000 Genen (Zou et al.
2017) umfasst. Bereits unter Kontrollbedingungen wies das Transkriptom von EBCs und
Blattgewebe mit rund 41% eine sehr grof3e Zahl von differentiell exprimierten Genen auf
(Tabelle 3-3). Die Auswirkung der Salzbehandlung auf das Transkriptom waren dagegen
Uberraschend gering. In EBCs sowie im Blatigewebe wurden jeweils nur ca. 1700 Transkripte
durch die Salzbehandlung beeinflusst, was nur zu einer leichten Erhéhung der differentiell

exprimierten Gene zwischen EBCs und Blattgewebe unter Salzstressbedingungen fuhrte. Die
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Salzbehandlung hatte demnach kaum Auswirkungen auf das Transkriptom der EBCs von
Quinoa (Tabelle 3-3).

Da fir die Beladung der EBCs mit Natrium und Chlorid Transportproteine von zentraler
Wichtigkeit sind, wurden im Folgenden die Daten der RNA-Sequenzierung mit besonderem
Augenmerk auf entsprechende Transkripte analysiert. Um dariiber hinaus ein besseres
Verstandnis des Energiehaushalts sowie der in EBCs ablaufenden metabolischen Prozesse
zu erlangen, wurde das Transkriptom der EBCs mit dem des Blattgewebes auch hinsichtlich

solcher Transkripte verglichen.

3.3.5.1 Transportsysteme in EBCs von C. quinoa

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass im Genom von Quinoa, verglichen mit ihren nahe
verwandten aber salzsensitiven Arten Spinat (Spinacia oleracea) und Zuckerribe (Beta
vulgaris), eine Expansion von Genen stattgefunden hat, die am lonen- und Nahrstofftransport
beteiligt sind (Zou et al. 2017). Bei erhéhten NaCl-Konzentrationen im Boden nimmt Quinoa
uber die Wurzeln vermehrt Natrium-lonen auf. Diese werden Uber das Leitgewebe in die ganze
Pflanze transportiert. Ein Teil des Natriums gelangt dabei auch in die EBCs junger Blatter.
Gleichzeitig schafft es Quinoa, den fiir pflanzliches Gewebe sehr hohen Kaliumgehalt aufrecht
zu erhalten (Abbildung 3-14) (Marschner und Marschner 2011). Welche Transportproteine die
Natriumaufnahme und Verteilung im Detail vermitteln sollte durch gPCR-Messungen
verschiedener Kandidaten aus der mRNA-Sequenzierung Uberprift werden, die auch in
anderen Arten mit deren Salztoleranz in Verbindung gebracht werden (Rus et al. 2001; Zhu
2003; Amtmann et al. 2005; Oh et al. 2009). Um darlber hinaus Einblicke in die Funktionalitat
der EBCs und deren Rolle als externe Salzspeicher zu erhalten, wurden die mRNA-
Sequenzierungs-Daten nach Transportproteinen durchsucht, die differentiell zwischen EBCs

und Blattgewebe exprimiert wurden.

Unter Kontrollbedingungen konnten in EBCs und Blattproben insgesamt 587 Transkripte einer
Transportfunktion in der Plasmamembran oder dem Tonoplasten zugeordnet werden, wovon
344 differentiell exprimiert waren. Interessanterweise hatte Salzstress nur einen geringen
Effekt auf die Anzahl der differentiell exprimierten, lonentransporter-Gene und fihrte zu einer
Erhéhung auf 368 differentiell exprimierter Gene. Die schon ohne Salzbelastung hohe Zahl an
differentiell exprimierten Transportern deutete darauf hin, dass in Quinoa EBCs viele
lonentransporter-Gene konstitutiv an hohe Salzkonzentrationen angepasst sind und es daher
keiner weiteren Anpassungen auf expressioneller Ebene bedarf (Tabelle S1 B Vergleich B/L,
Anhang D (6.4)). Von den 344 unter Kontrollbedingungen zwischen Blatt und EBCs differentiell
exprimierten Transportproteinen reprasentierten Aminosauretransporter mit 20% die grofite

Gruppe, gefolgt von ABC-Transportern (16%) sowie Metall-Transportproteinen (12%)
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(Abbildung 3-15). AulRerdem war unter den differentiell exprimierten Transportproteinen eine

auffallig grole Anzahl von Zucker-Transportproteinen (10%), wovon rund die Halfte in EBCs

verglichen mit dem Blattgewebe deutlich induziert war.

B 34.3 Aminosauren

2% ® 34.16 ABC Transporter

~

AN

el

= 34.12 Unspezifisch Metall
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®  34.14 Unspezifisch Kationen

10% B 346 Sulfat
= 34.1 p- und v-ATPasen
Abbildung 3-15: In EBCs von C. quinoa differentiell exprimierte Transportproteine

Prozentualer Anteil verschiedener Transportproteingruppen der in den mRNA-Sequenzierungen
insgesamt 344 differentiell exprimierten Transportproteine unter Kontrollbedingungen (Tabelle S1 B,
Anhang D (6.4). Die Zahlen geben die MapMan Bin-Nummer an. FDR>0.005

Im Vergleich zu nahen verwandten, nicht salztoleranten Arten konnte im Quinoa Genom eine
Vervielfaltigung von lonentransporter kodierenden Genen nachgewiesen werden (Zou et al.
2017). Solch eine Vervielfaltigung scheint auch grundlegend fiir die Salztoleranz von T.
salsuginea im Vergleich zu Arabidopsis zu sein (Wu et al. 2012). Eine vergleichende Studie
konnte dartber hinaus eine starkere Induktion von fiir die Salztoleranz relevanten Transporter-
genen in T. parvula als in der sensitiven Modellpflanze Arabidopsis nachweisen (Oh et al.
2010). Ob auch die Salztoleranz von Quinoa durch die Induktion solcher Gene vermittelt wird,

sollte durch weitere Analysen der RNA-Sequenzierungsdaten geklart werden.

Insgesamt ergab die RNA-Sequenzierung nur 75 Transkripte innerhalb der Transporter, die
nur unter Salzstress, nicht aber unter Kontrollbedingungen differentiell in EBCs verglichen mit
Blattgewebe exprimiert wurden und rund die Halfte dieser Transkripte wurde in EBCs hdher
als in Blattgewebe exprimiert (Tabelle S1 C, Anhang D (6.4)). Die Expression der meisten
Transporter-Gene in den EBCs von Quinoa scheint also bereits unter Kontrollbedingungen

ausreichend hoch zu sein, um einen optimalen lonentransport zu gewahrleisten. Unter
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Salzstressbedingungen fand nur fir wenige, der moglicherweise an der Beladung der EBCs
beteiligten Transporter-Gene eine Induktion statt. Besonders auffallig war daher die Induktion
eines HAK-Orthologs (CCG000301.1) um rund das funfzigfache in EBCs. Mitglieder der
HAK/KUP/KT-Familie sind hochaffine Kaliumtransporter und die starke Induktion deutet auf
eine Beteiligung an der Kaliumbeladung der EBCs unter Salzstress hin. Bereits unter
Kontrollbedingungen fanden sich in EBCs 16 Kalium-Transporteine, darunter mehrere KUP-
Orthologe, deutlich hoher als im Blatigewebe exprimiert (Tabelle S1 B, Anhang D (6.4)).

Mitglieder der HKT1-Familie sowie der Na*/H*-Antiporter SOS1 sind in anderen Pflanzen
bereits als Hauptbestandteile des Natrium-Transportsystems beschrieben (Shi et al. 2002;
Waters et al. 2013). Tatsachlich fanden sich innerhalb der Gruppe der in MapMan als
unspezifischen Kationen-Transportproteine klassifizierten Transkripte vier als HKT1 annotierte
Gene. Interessanterweise wurde CqHKT1 (CCG063895.1) starker in EBCs als im Bilatt
exprimiert und schien dartber hinaus durch Salzstress induziert zu werden (Tabelle S1 B,
Anhang D (6.4)). Dartber hinaus wurden drei verschiedene SOS1-Orthologe identifiziert, die
alle im Blattgewebe hoher als in EBCs exprimiert wurden (Tabelle S1 A, Anhang D (6.4)).
Auffallig war aullerdem die grolRe Anzahl der Chlorid-Transportproteine innerhalb der
differentiell exprimierten, bei MapMan als unspezifische Anionen-Transportproteine
klassifizierten Transkripte (Abbildung 3-15 orange und Tabelle S1 B, Anhang D (6.4)).

Neben Plasmamembran lokalisierten Natrium-Transportproteinen werden auch Tonoplasten-
Transportproteine der NHX-Familie mit Salztoleranz in Verbindung gebracht (Jiang et al. 2010;
Bassil und Blumwald 2014). Im Arabidopsis Genom finden sich insgesamt acht Mitglieder
dieser Familie (AtNHX1-8), welche hauptsachlich in der Plasmamembran, Vesikeln und dem
Tonoplasten lokalisiert sind. Letztere transportieren Na* bzw. K* unter Nutzung des
Protonengradienten in die Vakuolen (Bassil und Blumwald 2014 ). Das Transkriptom von EBCs
und Blattgewebe wies insgesamt zehn als NHX annotierte Transkripte auf, von denen aber
nur wenige in EBCs hdher als im Blattgewebe exprimiert wurden (Tabelle S1 B und C, Anhang
D (6.4)).

Die Beladung mit Natrium, Kalium und den notwendigen Gegen-lonen findet zumindest
teilweise entgegen der elektrochemischen Gradienten der jeweiligen lonen statt und setzt
damit eine polare Anordnung verschiedener, vor allem passiver Transportproteine voraus.
Passive Transportproteine wie Kanale konnen nur entlang des elektrochemischen Gradienten
transportieren und wirden sonst, bei unginstigen Bedingungen den Ausstrom von Na* und
Cl aus den EBCs vermitteln (Shabala et al. 2014). Das Expressionsmuster einiger in der RNA-
Sequenzierung auffalliger Transkripte wurde mittels gqPCR-Analysen weiter untersucht. Von

besonderem Interesse waren dabei Na*- und K*-Transportproteine der HKT und KUP-Familie,
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deren Beteiligung bereits an der Toleranz anderer Arten gegentber Salzstress diskutiert wird
(Aleman et al. 2009a; Waters et al. 2013; Shabala und Pottosin 2014). Zusatzlich wurde die

Expression von Anionen-Transportproteinen mit einer vorausgesagten Chloridleitfahigkeit

untersucht.

3.3.5.2 Natriumtransport

Die Funktion der EBCs als groRvolumige Salzspeicher erfordert einen unidirektionalen
Natriumtransport von den Epidermiszellen Uber die Stielzellen der Blasenhaare und schlieR3lich
in die EBCs selbst. In Pflanzen wird der Natriumtransport Gber die Plasmamembran
hauptsachlich durch HKTs sowie den Na*/H*-Antiporter SOS1 vermittelt (Uozumi et al. 2000;
Shi et al. 2002; Apse und Blumwald 2007) und diese Transportproteine gelten auch in anderen
Arten als SchllUssel zur Salztoleranz (Su et al. 2003; Oh et al. 2009; Dassanayake et al. 2011).
So konnte ein Zusammenhang zwischen der Salztoleranz verschiedener Gerste-Varietaten
und der genetischen Variation innerhalb des HKT1-Gens nachgewiesen werden (Qiu et al.
2011) und fur die halophytische Art T. salsuginea konnte mittels SOS1 Knockdown-Mutanten
eine wesentliche Rolle dieses Na*/H*-Antiporters bei deren Salztoleranz nachgewiesen
werden (Oh et al. 2007).

Auch im Transkriptom von Quinoa EBCs und Blattern konnten verschiedene SOS1- sowie
HKT1-Orthologe identifiziert werden (Tabelle S1 A und B, Anhang D (6.4)). Um die Ergebnisse
der mRNA-Sequenzierung zu verifizieren und weitere Einblicke in die Identitdt der
Transportproteine, die die Natriumaufnahme Uber die Plasmamembran der EBCs vermitteln
zu erhalten, wurde die Expression ausgewahlter Transkripte mittels qPCR in einem
unabhangigen Experiment genauer untersucht. Um auch mogliche Kandidaten zu
identifizieren, die an der Aufnahme von Natrium und Chlorid Uber die Wurzeln beteiligt sein

konnten, wurden zusatzlich zu den Blatt- und EBC-Proben auch Wurzelproben untersucht.
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Abbildung 3-16: Expression von Natrium-Transportproteinen in C. quinoa Blattgewebe, Wurzeln
und EBCs.

(A) CqHKT1.1 (CCG039537.1) wurde ausschlieBlich im Wurzelgewebe von Quinoa exprimiert. (B)
CgHKT1.2 (CCG066375.1) wurde tberwiegend in Blatt und EBCs exprimiert. (C) Der Na*/H*-Antiporter
CqS0OS1 (CCG057457.1/CCG038552.1) wurde salzunabhangig in Blatt und Wurzeln exprimiert,
allerdings nur sehr schwach in EBCs. (D) Die SOS1-aktivierende CBL-interagierende Protein-Kinase
CqCIPK24 (CCG019864.2) sowie (E) der kalziumabhangige Calcineurin-bindende Co-Faktor CBL4
(CCG048771.1) wurden in allen Geweben gleichermalRen exprimiert. Dargestellt sind die Ergebnisse
aus qPCR-Messungen bezogen auf 10000 Molekile des Housekeepinggens Eflta. n27, Mw = SE,
signifikante Unterschiede zwischen Kontrollpflanzen (schwarz) und salzbehandelten (grau) sind
markiert als * p < 0,05, ** p 0,01 und *** p < 0,001.
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Tatsachlich konnte die differentielle Expression zweier verschiedener HKT1-Orthologe aus

Quinoa in verschiedenen Geweben nachgewiesen werden (Abbildung 3-16 A und B). Wahrend
CqgHKT1.1 (CCG039537.1) ausschlieBlich in Wurzelgewebe nachgewiesen werden konnte,
wurde ein anderes HKT1-Ortholog, CqHKT1.2 (CCG066375.1) hauptsachlich im Blatt und den
EBCs exprimiert, was auf eine elementare Rolle von CqHKT1.2 bei der Natriumaufnahme in
die EBCs Uber die Plasmamembran hindeutet. Auch die Expression eines SOS1-Orthologs,
CqgS0S1 (CCG057457.1/CCG038552.1) wurde hauptsachlich in Wurzeln sowie Blattgewebe,
aber, passend zu der Funktion der EBCs als Salzspeicher, nur minimal in EBCs nachgewiesen
(Abbildung 3-16 C). Diese Na*/H*-Antiporter fungieren aufgrund der elektrochemischen
Gegebenheiten eher als Na*-Export System aus Zellen (Oh et al. 2009; Feki et al. 2011) und
so wurde CqSOS1 das bereits aufgenommene Natrium wieder aus den EBCs entlassen. In
Arabidopsis und Weizen (Triticum durum) wird SOS1 (ber die CBL-interagierende
Serin/Threonin-Proteinkinase 24 (CIPK24/SOS2) sowie CBL4 (SOS3) kalziumabhangig
aktiviert (Qiu et al. 2002; Feki et al. 2011). Obwohl die Expression von CqSOS1 in EBCs
verglichen mit Wurzel und Blattgewebe nur sehr gering war, waren die Transkriptzahlen von
CqCIPK24 (SOS2; CCG019864.2) und CqCBL4 (SOS3; CCG048771.1) in EBCs auf
ahnlichem Niveau wie in Wurzel- und Blattgewebe (Abbildung 3-16 D und E). Insgesamt zeigte
sich die Expression aller am Natriumtransport beteiligten Transkripte in den gPCR-Messungen
salzunabhangig (Abbildung 3-16 A bis E).

3.3.5.3 Chloridtransport

Um das Membranpotential aufrecht zu erhalten muss die Verschiebung von geladenen Teilen
zwischen Zellen, Zellkompartimenten oder Zellen und dem Apoplasten elektrisch neutral sein.
Da Salzstress neben erhéhten Natriumkonzentration meist auch mit erhéhten Chlorid-
Konzentrationen einhergeht und bereits gezeigt wurde, dass Quinoa bei Salzstress neben
Natrium auch Chlorid ins Blattgewebe aufnimmt (Orsini et al. 2011), wurden die Daten der
RNA-Sequenzierung auch nach Anionen-Transportsystemen mit vorausgesagter
Chloridleitfahigkeit durchsucht. Insgesamt wurden vier Vertreter der SLAC/SLAH-Familie, 97
Nitrat-Peptidtransporter (NPFs) sowie 23 Chloridtransporter vom CLC-Typ identifiziert, die
grundsatzlich in EBCs exprimiert wurden (Tabelle S1 B, Anhang D (6.4)). Mitglieder der NPFs,
zu welchen mittlerweile auch die NRT-Nitrattransporter gezahlt werden (Leran et al. 2014)
sowie die CLCs und die SLAC/SLAHs sind mdégliche Kandidaten fir die Aufnahme von

Anionen und im Besonderen von Chlorid.

Da die Expression eines CLC-c (CCG018916.1/ CCG067813.1) sowie eines SLAH3 Orthologs
(CCG055406.1/CCG044274.1) laut RNA-Sequenzierung in EBCs erhdht war (Tabelle S1 B,
Anhang D (6.4)), wurde deren Expression zusatzlich mittels qPCR untersucht (Abbildung
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3-17). Untersuchungen an anderen Arten deuteten fir beide Chlorid-Transportproteine auf
eine Funktion in der Anionenhomoostase bei Salzstress hin (Jossier et al. 2010; Henderson et
al. 2014; Cubero-Font et al. 2016).

So zeigte sich in den gPCR-Untersuchungen die CqCLC-c Expression in EBCs rund acht Mal
hoher als im Blatt und Wurzeln und war in allen Geweben salzunabhangig (Abbildung 3-17 A).
CgSLAH3 war verglichen, mit Blatt und Wurzeln, ebenfalls stark in EBCs exprimiert. Aber
anders als bei CLC-c fihrte Salzstress bei SLAH3 zu einer Reprimierung der Expression im
Blattgewebe und in Wurzeln, interessanterweise aber nicht in EBCs (Abbildung 3-17 B). So
konnte CqSLAHS3 einen Chloridtransport tber die Plasmamembran der EBCs und CqCLC-c
Uber den Tonoplasten vermitteln, der es Quinoa erlaubt bei Salzstress Chlorid als Gegenion
zu Natrium in die EBCs aufzunehmen.

A CqCLC-c B CqSLAH3
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20004 10000{ @ 200mM
s S 8000
 1500- I 8
& I S 6000-
w w
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E £ 4000+ i
500- 2000+
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Blatt Wurzel EBC Blatt Wurzel EBC

Abbildung 3-17: Expression von Chlorid-Transportproteinen in C. quinoa

(A) CqCLC-c (CCG018916.1/ CCG067813.1) war tUberwiegend in EBCs exprimiert und nur sehr gering
in Wurzel und Blattgewebe. Salz hatte keinen Einfluss auf die Expression. (B) Auch die Expression von
CqSLAH3 (CCG055406.1/CCG044274.1) war in EBCs am hochsten. In Blatt und Wurzelgewebe wurde
die Expression durch die Salzbehandlung reprimiert. Dargestellt sind die Ergebnisse aus gqPCR-
Messungen bezogen auf 10000 Molekile des Housekeepinggens Ef1a. n=7, Mw + SE, signifikante
Unterschiede zwischen Kontrollpflanzen (schwarz) und salzbehandelten (grau) sind markiert als * p <
0,05, ** p < 0,01 und *** p <0,001.
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3.3.5.4 Kaliumtransport und Osmoprotektion

Sowohl der Kaliumhaushalt als auch Osmoprotektion durch organische Verbindungen spielen
bei der Salzstresstoleranz von Pflanzen eine grof3e Rolle (siehe 1.5.3). Anhand der flammen-
photometrischen Messungen des Kaliumgehalts konnte gezeigt werden, dass Salzstress bei
Quinoa keinen negativen Effekt auf den bereits unter Kontrollbedingungen sehr hohen Kalium-
gehalt hat (siehe 3.3.4). Deshalb wurde auch die Salzabhangigkeit ausgewahlter Transkripte

des Kaliumtransports sowie der Prolinhomoostase untersucht (Abbildung 3-18).
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Abbildung 3-18: Effekt von Salzstress auf die gewebespezifische Expression von
Kaliumtransportsystemen sowie an der Prolinhomdostase beteiligter Transkripte in C. quinoa

(A) CqHAKS (CCG045154.1/ CCG044167.1) wurde unter Kontrollbedingungen und Salzbehandlung nur
in Wurzeln exprimiert, wobei Salzstress einen negativen Effekt auf die Expression in Wurzeln hatte. (B)
CqHAKG (CCG024117.1) dagegen wurde salzunabhangig in allen Geweben, aber am starksten in EBCs
exprimiert. (C) Der Prolintransporter CqProT (TRINITY_DN108018) war stark in EBCs und niedrig in
Wurzeln und Blattgewebe exprimiert. Salzstress hatte keinen Einfluss auf die Expression. (D) Im
Gegensatz dazu wurden nur sehr wenige Transkripte der D1-Pyrrolin-5-Carboxylat Synthase CqP5CS2
(CCG065773.1) in EBCs unter Kontroll- und Salzstressbedingungen nachgewiesen. Allerdings wurde
CqP5CS2 in Blatt und Wurzelgewebe durch Salz induziert.

Dargestellt sind die Ergebnisse aus gpCR-Messungen bezogen auf 10000 Moleklle des
Housekeepinggens Ef1a. n27, Mw + SE, signifikante Unterschiede zwischen Kontrollpflanzen (schwarz)
und salzbehandelten (grau) sind markiert als * p < 0,05, ** p 0,01 und *** p < 0,001.
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Dabei fanden sich zwei HAK-Orthologe, CQHAKS und CqHAK®S, mit deutlichen Unterschieden
in ihren Expressionsmustern (Abbildung 3-18 A und B). CqHAKS wurde ausschliel3lich in
Wurzeln exprimiert, wohingegen CqHAKG in allen Geweben, aber am starksten in EBCs
nachgewiesen werden konnte. Auflerdem hatte die Salzbehandlung nur auf die Expression
des Wurzel-exprimierten CqHAKS, nicht aber auf die von CqHAKG in EBCs einen negativen
Effekt. Der hohe Kaliumgehalt der Quinoas kdnnte also zumindest unter Kontrollbedingungen
durch die hochaffine Kaliumaufnahme des in Wurzeln exprimierten CQHAKS vermittelt werden.
Die Translokation und Akkumulation von Kalium in oberirdische Gewebe einschlie3lich der
EBCs mit ihrem sehr hohen Kaliumgehalt auch bei Salzstress kdnnte demnach durch HAK6

reguliert werden.

Kiani-Pouya und Kollegen konnten 2017 zeigten, dass Salzstress bei Quinoa wie in vielen
anderen salztoleranten Arten auch (Szabados und Savoure 2010; Barkla und Vera-Estrella
2015) zu einer Erhdhung vieler kompatibler Solute fihrt, und dass vor allem der Prolingehalt
massiv zunimmt. Eine Studie Uber die Auswirkungen von Salzstress auf das Metabolom der
EBCs von M. crystallinum konnte einen Anstieg der Prolinkonzentration in den EBCs selbst
nachweisen (Barkla und Vera-Estrella 2015). Tatsachlich wurden mittels RNA-Sequenzierung
in EBCs und Blattgewebe neben mehreren putativen Prolintransportern (ProT) auch drei
Orthologe der D1-Pyrrolin-5-Carboxylat Synthase (P5CS) identifiziert, die den limitierenden
Schritt in der Prolinsynthese katalysieren (Tabelle S1 A, Anhang D (6.4)). Anhand der gPCR-
Messungen konnte die starke, salzunabhangige Expression eines ProT in EBCs
nachgewiesen werden (Abbildung 3-18 C). Darlber hinaus wurde die Expression von P5CS2
in Blatt und Wurzeln durch die Salzbehandlung induziert, nicht aber in EBCs selbst (Abbildung
3-18 D). Zusammengenommen deutet dies darauf hin, dass der Anstieg von Prolin in EBCs
durch Salzstress eher auf einer gesteigerten Importrate von Prolin durch CqProT aus dem

Blattgewebe basiert, als auf einer erhdhten Syntheserate in den EBCs selbst.

Die Synthese von Aminosauren wie Prolin ist ein energieaufwandiger, ATP und NADPH
zehrender Prozess (Lehmann et al. 2010). Auch viele der Transkripte, die moglicherweise die
Aufnahme von Natrium, Kalium und Chlorid in EBCs bzw. die Vakuolen vermitteln, sind
(sekundar) aktive Transporter (Tabelle S1 A, Anhang D (6.4), Abbildung 3-16 bis Abbildung
3-18). Bislang ist Uber den Energiehaushalt der EBCs von Quinoa aber wenig bekannt und im
Folgenden wurden daher die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung nach Auffalligkeiten in

grundlegenden Stoffwechselwegen durchsucht.
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3.3.6 Im Transkriptom von EBCs dominieren katabole Stoffwechselwege

Fur die EBCs von M. crystallinum konnte bereits gezeigt werden, dass diese weit mehr als nur
passive Speicherorgane flr lonen sind, sondern hochspezialisierte Zellen, die stark
metabolisch aktiv sind (Barkla et al. 2016). Die Analysen der RNA-Sequenzierungsdaten der
EBCs von Quinoa zeigten, dass sich auch das Transkriptom der Quinoa-EBCs in vielen

wesentlichen Stoffwechselprozessen von dem des Blattgewebes unterscheidet (Tabelle 3-4).

Insgesamt war die Mehrheit der Transkripte, die katabolischen Prozessen wie dem Citrat-
Zyklus oder dem Fettsaurestoffwechsel zugeordnet werden kdnnen, in EBCs im Vergleich zum
Blattgewebe deutlich erhéht (Tabelle 3-4). Innerhalb des Fettsaurestoffwechsels war die grof3e
Anzahl von an der Kutikula-Biosynthese beteiligten Genen besonders auffallig (Tabelle S1 A
Anhang D (6.4)). So wurden beispielsweise vier Orthologe von AtCERS deutlich héherin EBCs
als im Blattgewebe exprimiert, was auf eine hohe Kutikula-Syntheserate der EBCs zum Schutz
vor Verdunstung schliel3en lasst. Gleichzeitig waren dagegen anabole Stoffwechselwege, wie
Photosynthese und Pentose-Phosphat-Zyklus (inklusive Calvin-Zyklus) in EBCs eher

unterreprasentiert (Tabelle 3-4).

Tabelle 3-4: Ubersicht differentiell regulierter Stoffwechselwege in EBCs von Quinoa

Prozentualer Anteil differentiell und nicht differentiell exprimierter Gene verschiedener Stoffwechselwege an der

Gesamtheit der gefundenen Transkripte in EBCs verglichen zum Blattgewebe unter Kontrollbedingungen.

Anzahl Nicht induziert in reprimiert in
Transkripte differentiell EBCs (%) EBCs (%)
Stoffwechselweg exprimiert (%)
Photosynthese (Anabolismus) 77 16 6 78
Pentose-Phosphat Zyklus 37 43 11 46

(Anabolismuus)
Citrat Zyklus (Katabolismus) 30 47 37 17

Fettsaure-Stoffwechsel

(Katabolismus) 33 33 55 12

Barkla und Kollegen konnten im Jahr 2016 photosynthetisch aktive Chloroplasten in den EBCs
der fakultativen CAM-Pflanze M. crystallinum nachweisen und auch die EBCs von Quinoa
enthalten Chloroplasten (Béhm*;Messerer*,Miller* et al. 2018), weshalb die Transkriptom-
Daten der EBCs im Folgenden mit besonderem Augenmerk auf Photosynthese-assozierte

Gene analysiert wurden.
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Von den insgesamt rund 40 dem Pentose-Phosphat Zyklus zugeordneten Genen
einschliellich denen des Calvin-Zyklus waren 46% im Blattgewebe hoher als in EBCs
exprimiert (Tabelle 3-4). Zusammen mit der grolen Anzahl der in EBCs stark exprimierten
putativen Zuckertransporter (Abbildung 3-15 und Tabelle S1 B, Anhang D (6.4)) deutete dies
auf eine erhohte Importrate von Zuckern aus dem Blattgewebe in die EBCs und damit auf eine

geringe Zuckersyntheserate der EBCs selbst zur Energiegewinnung hin.
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Abbildung 3-19: Differentielle Expression von Lichtsammelkomplex-Proteinen in EBCs und
Blattgewebe von C. quinoa

Relative Expression von Lichtsammelkomplex-Genen in EBCs und Blattgewebe. Dargestellt
sind EBC vs. Blatt unter Kontrollbedingungen (erste Box), salzgestresste EBCs vs.
salzgestresstes Blattgewebe (zweite Box) sowie salzgestresste EBCs vs. Kontroll-EBCs (dritte
Box). Weille Boxen bedeuten keinen Unterschied zwischen den verglichenen
Geweben/Behandlungen an. Blaue Boxen deuten auf ein niedigeres Expressionsniveau in
EBCs hin. Je hoher die Intensitat das Blautons, desto gréfRer der Unterschied. Die Abbildung
wurde aus den fc-Werten der Ergebnisse der RNA-Sequenzierung mit Paintomics
(www.paintomics.org) von Dr. Maxim Messerer erstellt. LHCA= Light harvesting complex Gen
des PSI, LHCB= Light harvesting complex des PSII, CAB3=Chloropyll a/b bindendes Protien,
At1G76570= Light-Harvesting complex B7
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EM-Aufnahmen der Chloroplasten in EBCs von Quinoa zeigten nur wenige Granastapel

(B6hm*, Messerer*, Muller* et al. 2018) und schon frih konnte geziegt werden, dass das
Photosystem | zusammen mit LHCI und ATP-Syntheasen vermehrt in ungestapelten
Stromamembranen vorkommen, wohingegen das Photosystem Il und die Komponenten des
LHC Il hauptsachlich in den gestapleten Granamembranen lokalisiert sind (Armond et al. 1977;
Anderson und Melis 1983; Boekema et al. 2000). Die wenigen Granastapel der Chloroplasten
der Quinoa-EBCs fuhrten zu der Idee, dass in den EBCs vornehmlich PS | zur Deckung des
hohen Energiebedarfs benutzt wird (Bohm*, Messerer®, Muller* et al. 2018). Insgesamt
konnten 77 Transkripte der in den Thylakoidmembranen der Chloroplasten stattfindenden
Lichtreaktion der Photosysnthese zugeordnet werden (Tabelle S1 A, Anhang D (6.4)) und 78%
dieser Gene waren in EBCs niedriger exprimiert als im Blattgewebe (Tabelle 3-4). Allerdings
waren sowohl dem Photosystem | zugeordnete, in Granamembranen lokalisierte
Komponenten als auch Komponenten des Photosystems Il in EBCs niedriger exprimiert
(Abbildung 3-19 erster und zweiter Kasten). Dabei hatte die Salzbehandlung keinen Einfluss
auf die Expressionsstarke der verschiedenen Photosystem-Komponenten in EBCs (Abbildung
3-19, dritter Kasten).

Zusammengefasst deuten auch diese Unterschiede auf eine eher heterotrophe Natur der
EBCs hin, in denen Photosynthese bei der Energiegewinnung eine untergeordnete Rolle zu
spielen scheint und deren Energiebedarf vermehrt (ber katabole Prozesse und nicht

hauptsachlich durch Photosynthese gedeckt zu werden scheint.
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4. Diskussion

Als sessile Organismen sind Pflanzen variierenden Umweltbedingungen ausgesetzt.
Erreichen diese besonders extreme Ausmalle, kdnnen weniger toleranter Arten sich nicht
mehr anpassen und durch den daraus resultierenden Stress kommt es zu vermindertem
Wachstum bis hin zum Absterben der Pflanzen. Durch den fortschreitenden Klimawandel
treten immer 6fter extreme Bedingungen wie Hitze, Trockenheit und Uberflutungen auf. 2018
fuhrte die extreme Trockenheit gepaart mit den sehr hohen Temperaturen allein in
Deutschland zu Ernteausfallen von rund 2 Mrd. Euro (Janson 2018). Durch die starke
Bewasserung von landwirtschaftlichen Nutzflachen besonders in ariden Gebieten kommt es
daruber hinaus auch zunehmend zur Versalzung der Boden (FAO 2011). Aufgrund weltweit
steigender Bevdlkerungszahlen ist aber eine Erhéhung der globalen Nahrungsmittelproduktion
notwendig. Neue landwirtschaftlich nutzbare Flachen sind allerdings begrenzt. Um also die
erhohte Nachfrage nach Nahrungsmitteln auch zukunftig decken zu kénnen, missen vor allem
Trocken- und Salzstress resistente Pflanzen angebaut werden. Dies kann sowohl durch den
Anbau grundsatzlich toleranter Nutzpflanzenarten, die gezielte Zichtung toleranter Varietaten
bereits heute genutzter Pflanzen sowie die gentechnische Optimierung von Nutzpflanzen
erreicht werden (Godfray et al. 2010; Geissler et al. 2014; Godfray und Garnett 2014).

Die Toleranz von Pflanzen gegenulber externen Stressfaktoren beruht auf der genetisch
bedingten Fahigkeit zur Anpassung an Stressbedingungen, die es den Pflanzen erlaubt, trotz
ungunstiger Umweltbedingungen einen Stoffwechsel aufrecht zu erhalten, der weiteres
Wachstum und Reproduktion zulasst (Peleg et al. 2011). Diese Anpassungen sind sehr
komplex und beinhalten abhangig von der Natur des Stresses eine Kombination aus
verschiedenen physiologischen und biochemischen Mechanismen, sowohl auf zellularer als
auch auf Pflanzenebene (Munns und Tester 2008; Peleg et al. 2011). Im Allgemeinen weisen
tolerante Pflanzen ein groReres Vermdgen zur Adaption als nicht tolerante auf. Haufig nutzen
tolerante Arten aber a&hnliche Mechanismen zur Anpassung an ungunstige
Umweltbedingungen wie weniger tolerante Arten und die erhdhte Toleranz dieser Arten wird
durch eine héhere Effizienz der Adaption oder durch das gleichzeitige Vorhandensein weiterer
Mechanismen erreicht (Bromham, 2015; Chang et al. 2016). Die Kenntnis von solchen,
generell in hoheren Pflanzen vorkommenden Strategien zur Adaption an bestimmte
Stressfaktoren sind daher wichtig. Durch die Forschung an der Modellpflanze Arabidopsis und
deren fur Pflanzen bislang einzigarte Verfugbarkeit von Mutanten wurden bereits groflie
Fortschritte in unserem Verstédndnis von grundlegender Pflanzenphysiologie und der
Anpassungsstrategien von Pflanzen an bspw. Hitze-, Salz- oder Trockenstress erzielt, die

auch auf andere Arten Ubertragbar sind (Provart et al. 2016). Ein prominentes Beispiel flr
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einen zwar Uberwiegend in Arabidopsis erforschten, aber in allen bislang untersuchten

héheren Landpflanzen vorkommenden Mechanismus, um den Wasserhaushalt zu regulieren
und sich so zum Beispiel an Trockenstress anzupassen, ist der ABA-induzierte Stomaschluss.
Und obwohl mittlerweile zahlreiche Details der ABA-Signalkaskade in Schlief3zellen, die zum
Stomaschluss flihren, bekannt sind, weil® man Gber die spezifischen Funktionen der sechs in
Arabidopsis Schliel3zellen vorkommenden ABA-Rezeptoren der PYR/PYL-Familie nur wenig
(siehe 1.3.3 bis 1.3.5). In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb mit Hilfe von verschiedenen
ABA-Rezeptormutanten der Modellpflanze Arabidopsis die funktionelle Spezifitdt einzelner
ABA-Rezeptoren untersucht. Die Forschung an Arabidopsis allein ist aber nicht ausreichend,
um spezifische Eigenschaften toleranter Arten zu identifizieren (Chang et al. 2016). Im
Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb beispielhaft auch die Stomareaktion der
trockentoleranten Dattelpalme auf Licht und ABA mit der von Arabidopsis verglichen, um so
Besonderheiten in der Stoma-Physiologie, dieser an besonders extreme Standorte

angepassten Pflanzen zu identifizieren.

Arabidopsis ist aullerdem eine besonders salzsensitive Pflanze und auch wenn viele
Adaptionsmechanismen an Salzstress in héheren Pflanzen konserviert sind, haben sich
salztolerante Arten zusatzlich regulatorisch und/oder morphologisch an diesen Stress
angepasst (Cushman und Bohnert 2000). Kurzzeitiger, relativ milder Salzstress (rund 100mM)
fuhrt bei Arabidopsis bereits zum Absterben (Aleman et al. 2009b; Orsini et al. 2010).
Dattelpalmen wachsen dagegen natlrlicherweise an sehr salzigen Standorten, wie bspw. an
den Kusten von Saudi-Arabien. Sie tolerieren NaCl bis hin zu Meerwasserkonzentrationen
(Zaid und de Wet 2002), ohne jedoch besondere Strukturen zur Salzabgabe wie
beispielsweise Salzdriisen, aufzuweisen. Auch Quinoa weist eine im Vergleich zu Arabidopsis
sehr hohe Toleranz gegenuber Salzstress auf. Diese beruht aber zumindest anteilig auf der
Ausbildung der epidermalen Blasenhaare auf den Blattoberflaichen, die als externe
Salzspeicher genutzt werden (Ruiz et al. 2016; Kiani-Pouya et al. 2017). In dieser Arbeit
wurden verschiedene Aspekte der Salztoleranz von sowohl Dattelpalmen als auch Quinoa
bearbeitet. Zum einen wurde die Aufnahme von Natrium in beiden Arten untersucht, wobei der
Schwerpunkt bei Quinoa auf den EBCs und bei der Dattelpalme auf dem Wurzelgewebe lag.
Zum anderen wurden expressionelle Auswirkungen des Salzstresses in EBCs von Quinoa
sowie dem Wurzelgewebe von Dattelpalmen untersucht. Dadurch sollten die an der Beladung
der EBCs beteiligten Transportproteine aber auch die an der Natriumhomdostase von

Dattelpalmen beteiligten Transportproteine identifiziert werden.

Aufgrund der Diversitat der in dieser Arbeit behandelten Aspekte der Stresstoleranz von

Pflanzen, werden diese im Folgenden separat diskutiert.
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4.1 ABA-Rezeptoren in SchlieBzellen von Arabidopsis thaliana

Eine entscheidende Rolle beim Stomaschluss von Pflanzen spielt das Stresshormon ABA.
Dabei wird nicht nur der Stomaschluss durch Trockenstress uber die Wurzeln durch den ABA-
Signalweg vermittelt, sondern auch der Stomaschluss als Reaktion auf Anderungen der
relativen Luftfeuchte sowie des atmospharischen CO,-Gehaltes wird zumindest teilweise
durch wesentliche Komponenten des ABA-Signalwegs induziert (Bauer et al. 2013; Chater et
al. 2015). Die SchlieRzellantworten auf diese verschiedenen Reize unterschieden sich
allerdings auch teilweise, vor allem auf genexpressioneller Ebene von voneinander (siehe
1.3.4). Neben MAP-Kinasen (Danquah et al. 2015) und Phosphatasen werden auch die ABA-
Rezeptoren der PYR/PYL-Familie als mogliche Divergenzpunkte zwischen den einzelnen
Signalwegen diskutiert. Die gleichzeitige Expression von mehreren Mitgliedern der PYR/PYL-
Familie in den hochspezialisierten SchlieRzellen, kdnnte auf distinkte, nicht vollstandig
redundante Funktionen der ABA-Rezeptoren hindeuten. Im ersten Teil dieser Arbeit sollten

daher funktionelle Unterschiede zwischen den PYR/YPL-Rezeptoren identifiziert werden.

Mindestens sechs der 14 in Arabidopsis vorkommenden ABA-Rezeptoren der PYR/PYL-
Familie werden in SchlieBzellen exprimiert (Gonzalez-Guzman et al. 2012). Arabidopsis
vierfach und flinffach Verlustmutanten dieser ABA-Rezeptoren weisen im Stomaschluss eine
deutlich verminderte Sensitivitat gegentiber CO,, Luftfeuchte und Ozon auf und haben
grundsatzlich eine erhdhte stomatare Leitfahigkeit (Merilo et al. 2013; Chater et al. 2015; Hsu
et al. 2018). Dies verdeutlicht bereits die wichtige Rolle der Rezeptoren bei der Regulation der
Transpiration. Allerdings konnten den Schlie3zell ABA-Rezeptoren bis heute aul3er der ABA-
Signalweiterleitung keine spezifischen Aufgaben zugeordnet werden. Bioinformatische
Analysen des Schliel3zell-Transkriptoms von Arabidopsis deuteten aber an, dass die
PYR/PYLs auch an der Signaltransduktion der Stomaschluss-Signale Luftfeuchte, CO2 und
Licht beteiligt sind und dass jeder dieser Reize Einfluss auf die Expression eines distinkten
Sets an Rezeptoren hat (Tabelle 3-1) (Bauer et al. 2013). Deshalb wurden in dieser Studie die
Anderungen der Transpirationsraten diverser Rezeptormutanten auf verschiedene Reize hin
untersucht. Dabei konnten erstmals grundlegende funktionelle Unterschiede der einzelnen

Rezeptoren in Schliezellen nachgewiesen werden.
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4.1.1 ABA und CO:

Grundsatzlich wurde auch in dieser Studie bei Gaswechselmessungen eine erhdhte
Transpiration der 12458-Verlustmutante (PYL1 vorhanden) unter Standardbedingungen
beobachtet (Abbildung 3-1, weil3). Um funktionelle Unterschiede der einzelnen Rezeptoren zu
identifizieren, wurde die Transpiration der jeweiligen Komplementationslinien mit PYR1, PYL2,
4 und 5im 12458-Hintergrund untersucht. Interessanterweise konnte nur die Komplementation
mit PYL5 die Grundtranspirationsrate auf den Wert der Wildtyp Pflanzen senken (Abbildung
3-1, orange), was auf eine Ubergeordnete Rolle dieses ABA-Rezeptors an der Regulation der
Stomaweite bereits unter normalen, nicht-stressigen Bedingungen hindeutet. Die
Komplementation von PYL2 in die 12458-Verlustmutante flihrte zwar auch zu einer
tendenziellen Abnahme der Transpiration, diese war allerdings verglichen mit der 12458-
Verlustmutante nicht signifikant. Aber zusammen mit der Tatsache, dass auch die
Grundtranspiration der anderen flinffach Verlustmutante, der 11458, in der PYL2 nativ
vorhanden ist, von vorn herein vergleichbar mit der der Wildtyp-Pflanzen war, deutet dies
darauf hin, dass auch PYL2 wichtig fir die Regulierung der Grund-Stomaweite ist. Der
Rezeptor PYL2 war aul’erdem der einzige der untersuchten Rezeptoren, der die fehlende
ABA-Sensitivitdt der 12458-Verlustmutante vollstandig wiederherstellen konnte. Wurden
Blatter von Wildtyp-Pflanzen fir 1h mit 50uM = ABA im Dunkeln inkubiert, fihrte eine
anschlieRende Beleuchtung nicht zur Offnung der Stomata (Abbildung 3-2). In PYR1
komplementierten Pflanzen fiihrte die Beleuchtung nach ABA-Vorinkubation nur zu einer
teilweisen Offnung der Stomata. Die 12458-Verlustmutante sowie die PYL4::12458 und
PYL5::12458 waren dagegen vollstandig ABA-insensitiv und die Belichtung fuhrte trotz ABA-
Behandlung zur Stomadffnung (Abbildung 3-2 C). Wurden allerdings Blatter der 11458-
Verlustmutante (PYL2 nativ exprimiert) oder der PYL2::12458 mit ABA vorinkubiert, blieb, wie
beim Wildtyp, die lichtinduzierte Stomadffnung aus (Abbildung 3-2 A und B). In einem weiteren
Versuchsaufbau wurde ABA mit Hilfe von Elektroinfusion gezielt an einzelne Stomata intakter
Pflanzen appliziert und deren Stomaschluss mikroskopisch verfolgt (Durchgefihrt von J.
Herrmann). Damit konnten die Ergebnisse der Gaswechselmessungen bestatigt und gezeigt
werden, dass PYL2 zusammen mit PYR1 hinreichend fur den ABA-induzierten Stomaschluss
ist, PYL4 und 5 aber nicht (Abbildung 3-2 und Abbildung 3-3).

Auch Anderungen des CO,-Gehalts der Luft hatten in Microarray-Analysen Auswirkungen auf
die Expression einzelner ABA-Rezeptoren in Schlief3zellen (Tabelle 3-1). Daher wurde in
dieser Arbeit auch der CO2-induzierte Stomaschluss der Rezeptormutanten Uberprift, der
zumindest anteilig GUber den ABA-Signalweg in SchlieRzellen vermittelt zu werden scheint

(Chater et al. 2015; Hsu et al. 2018). Der Stomaschluss von flinffach und sechsfach Rezeptor-
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Verlustmutanten wurde in friheren Studien bereits als unvollstandig beschrieben (Merilo et al.
2013) obwohl eine neuere Studie nur einen geringen CO»-Phanotyp der 12458-Verlustmutante
nachweisen konnten (Hsu et al. 2018). Dementgegen steht aber eine Studie mit Arabidopsis
dreifach Verlustmutanten der Rezeptoren PYR1, PYL2 und PYL4 von Chater et al. (2015). Die
Autoren konnten bereits eine signifikante Beteiligung mindestens eines dieser drei ABA-
Rezeptoren am COs-induzierten Stomaschluss nachweisen. In deren Studie wies die 124-
Verlustmutante ebenfalls einen CO2-Phanotyp mit unvollstandigem Stomaschluss auf. Auch
beide in der vorliegenden Arbeit untersuchten funffach Verlustmutanten zeigten eine
verminderte CO,-Sensitivitat mit unvollstandigem Stomaschluss (Abbildung 3-4). Erganzend
zu den Ergebnissen der oben beschriebenen Studie von Chater et al. (2015) konnte hier die
Komplementation sowohl des PYL4-, als auch des PYL5- und in geringerem Male auch des
PYR1-Rezeptors die CO,-Sensitivitat der 12458-Verlustmutante wiederherstellen (Abbildung
3-4 A und C). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die beiden Rezeptoren PYL4 und PYL5,
hinreichend flr den COz-induzierten Stomaschluss sind. Im Gegensatz dazu spielte PYL2, der
entscheidend fir die ABA-Reaktion der Stomata war, bei der CO.-Antwort keine Rolle
(Abbildung 3-4 B). Diese Ergebnisse belegen eindrucksvoll, dass die ABA-Rezeptoren der

SchlieRzellen nicht einfach redundant sind, sondern distinkte Aufgaben verrichten kénnen.
4.1.2 ABA-Rezeptoren und Signalspezifitat

In der hier durchgefiihrten Studie konnten durch Gaswechseluntersuchungen der Arabidopsis
ABA-Rezeptormutanten erstmals einzelnen ABA-Rezeptoren spezifische Funktionen in
SchlieRzellen beim schnellen Stomaschluss durch verschiedene Signale zugeordnet werden.
Allerdings bleibt es unklar, wie die Spezifitit dieses Signalnetzwerks bei gleichzeitigem
Vorhandensein der verschiedenen Rezeptoren im Detail erzielt und reguliert wird, da alle
Rezeptoren ABA binden kénnen (Szostkiewicz et al. 2010; Tischer et. Al 2017).

Die Beteiligung der ABA-Rezeptoren selbst am CO.-induzierten Stomaschluss legt entweder
einen (wenn auch mdglicherweise minimalen) Anstieg des ABA-Gehaltes oder eine Anderung
der Rezeptormenge bzw. Zusammensetzung der Schlief3zellen durch die Erhéhung des CO.-
Levels nahe. Gegen einen CO,-abhangigen Anstieg des ABAs in Schliel3zellen sprechen aber
die Ergebnisse friherer Studien, in denen die ABA-Mangelmutanten Afaba? und Ataba3
keinen Phanotyp in der stomataren CO,-Antwort aufwiesen (Webb und Hetherington 1997;
Merilo et al. 2013) sowie neuere Ergebnisse, die keinen Anstieg des ABA-Gehalts in
SchlieRzellen durch hohe CO2>-Konzentrationen nachweisen konnten (Hsu et al. 2018).
Dementgegen stehen die Ergebnisse von Chater et al. (2015), die flr eine andere Arabidopsis
ABA-Mangelmutante (nced3ncedb) einen deutlichen Phanotyp in der stomataren CO,-Antwort

nachweisen konnten. Eine mogliche Erklarung fir diese Unterschiede kénnte im basalen ABA-
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Gehalt der Mutanten liegen (Chater et al. 2015). Wahrend der ABA-Gehalt der nced3nced5
Doppelverlustmutanten nur rund 1,5% der Wildtyp-Pflanzen betragt (Leon-Kloosterziel et al.
1996; Frey et al. 2012) liegt der ABA-Gehalt der aba7- und aba3-Verlustmutanten noch bei

rund 15%, was mdoglicherwiese ausreichend ist, um den Stomaschluss durch CO, auszuldsen.

Eine mogliche Erklarung hierflir konnte in einer Reihe von Interaktionsstudien zu finden sein,
die unterschiedliche Affinitadten der Rezeptoren zu ABA nachweisen konnten (Szostkiewicz et
al. 2010; Tischer et al. 2017). Die ABA-Rezeptoren kdnnen aufgrund von Sequenzhomologien
in drei Untergruppen unterteilt werden, die sich in ihren Eigenschaften unterscheiden.
Tatsachlich gehéren PYL4 und PYL5, die eine wichtige Rolle in der stomataren CO»-Antwort
zu spielen scheinen, zur selben Gruppe (Untergruppe Il), wahrend PYL2 zur Untergruppe llI
gehdrt. Die Mitglieder der Gruppe Il bilden in Abwesenheit von ABA Homodimere und haben
eine deutlich geringe Affinitdt zu ABA als die Rezeptoren der Untergruppe | und Il (Hao et al.
2011). Mitglieder der Gruppe Il dagegen liegen zytosolisch als Monomere vor und haben
verglichen mit Gruppe Ill eine hohe ABA-Affinitat (Szostkiewicz et al. 2010; Tischer etal. 2017).
So kénnte ein Anstieg im atmospharischen CO,-Gehalt zu geringen Anderungen des ABA-
Gehalts von SchlieRRzellen flihren, der wiederrum nur durch die hochaffinen ABA-Rezeptoren
der Schliel3zelle wie PYL4 und PYL5 perzipiert wird, nicht aber durch niederaffine Rezeptoren
wie PYL2.

Allerdings war die stomatare Antwort aller Rezeptormutanten, die keinen funktionellen PYL2-
Rezeptor enthielten, selbst auf hochkonzentriertes (50uM £ ABA), Giber die Petiole appliziertes
ABA, in den hier durchgefiihrten Gaswechseluntersuchungen unvollstandig. Lediglich die
Anwesenheit von PYL2 (und in geringerem MalRe PYR1) konnte den Stomaschluss nach
Anstieg des ABA-Gehalts vermitteln. Interessanterweise fuhrte die Komplementation mit den
in dieser Studie untersuchten hochaffinen Rezeptoren wie bspw. PYL4 und PYL5 in der 12458-
Verlustmutante (PYL1 vorhanden) nicht zu einer Wiederherstellung der ABA-Sensitivitat, und
das obwohl das ABA mit einer sehr hohen Konzentration von 50uM + ABA verabreicht wurde
und diese Rezeptoren eine héhere Affinitat zu ABA aufweisen als PYL2 (Szostkiewicz et al.
2010). Daher missen weitere Faktoren an der Modulation der ABA-Antwort von Schlief3zellen

beteiligt sein.

In einer umfangreichen, kombinatorischen Studie haben Tischer et al. (2017) alle 126
moglichen Interaktionen zwischen den neun in Arabidopsis exprimierten PP2Cs und den 14
PYR/PYLs untersucht. Dabei unterschieden sich die Rezeptoren sowohl in ihrer
Interaktionsstarke mit verschiedenen PP2Cs, als auch in der ABA-Abhangigkeit der
Interaktionen. Darlber hinaus konnte bereits gezeigt werden, dass ABA einen negativen

Einfluss auf die Expression vieler PYR/PYLs hat (Santiago et al. 2009; Gonzalez-Guzman et
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al. 2012). Die ABA-Abhangigkeit der Rezeptorexpression und der Effekt verschiedener ABA-
Konzentrationen auf die Rezeptorexpression wurde daher in der hier durchgefiihrten Studie in
einem Dosis-Wirkungsexperiment an Arabidopsis SchlieRzellen untersucht (Abbildung 3-5).
Die Expression der meisten PYR/PYLs war ABA-abhangig und tatsachlich gab es dabei auch
Unterschiede in der ABA-Sensitivitat der Expression zwischen den einzelnen Rezeptoren.
Wahrend die Transkription von PYL1 vollig ABA-unabhangig war, nahm die Transkriptmenge
von PYR1, PYL2, 4, 5 und 8 durch die ABA-Behandlung ab. Mit Ausnahme von PYL4 trat
diese Reprimierung der Transkription nur bei hohen ABA-Konzentrationen auf. Die PYL4-
Expression war deutlich ABA-sensitiver und reagierte bereits bei einer 100fach niedrigeren
ABA-Konzentration (Abbildung 3-5 D). Verglichen mit stark ABA-abhangigen Transkripten, wie
dem Transkriptionsfaktor MYB60 oder dem zu den LEA-Proteinen (englisch: late
embryogenesis abundant) gehérenden ABR, ist die ABA-Sensitivitdt von PYL4 zehnfach
hoéher. Zusatzlich konnte mittels Microarrays von Arabidopsis Wildtyp-Schlie3zellen, die mit
den Stomaschluss-Stimuli Luftfeuchte, erhéhtem atmospharischem CO,, Dunkelheit und ABA
behandelt wurden, gezeigt werden, dass alle vier Stimuli die Expression eines distinkten Sets
an ABA-Rezeptoren beeinflussen (Tabelle 3-1). Auch fir Raps (Brassica napus) konnte
mittlerweile gezeigt werden, dass die Expression verschiedener PYR/PYLs durch Trockenheit,
Hitze und Salzstress reguliert wird, und dass sich die Sensitivitat der Expression einzelner
Rezeptoren gegeniiber den verschiedenen Stimuli unterscheidet (Di et al. 2018). Dariber
hinaus ist auch der Abbau einiger der PYR/PYLs durch das 26s Proteasom ABA-abhéangig
(Irigoyen et al. 2014; Bueso et al. 2014). Fur PYLS8, der eine spezifische Rolle bei der
Regulation des Wurzelwachstums spielt (Zhao et al. 2014), konnte bspw. gezeigt werden, dass
ein Anstieg des ABA-Gehalts den Abbau des AtPYL8-Proteins im Kern hemmt (Irigoyen et al.
2014) und auch fur PYR1 und PYL4 wurde ein Abbau Uber das 26s Proteasom nachgewiesen
(Bueso et al. 2014). Der Abbau der PP2C-Phosphatase AtABI1 scheint ebenfalls von der
Gegenwart der ABA-Rezeptoren abzuhangen (Kong et al. 2015). Diese strenge und flr die
einzelnen Rezeptoren individuelle Regulation der Rezeptormenge, sowohl auf
transkriptioneller als auch auf Proteinebene, scheint demnach ein wesentlicher Bestandteil der
Modulation des ABA-Signalwegs als Reaktion auf verschiedene Stimuli zu sein. Dies,
zusammen mit den Ergebnissen der hier vorgelegten Studie, deutet an, dass bereits geringe
Anderungen des zellularen ABA-Gehalts in SchlieBzellen durch externe Stimuli ausreichen,
um Anderungen der Rezeptorkomposition und damit der Sensitivitit von SchlieRzellen
gegenuber ihrem internen ABA zu bewirken. So kénnte letztlich der ABA-Signalweg spezifisch

fur verschiedene Stimuli moduliert werden.
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4.1.3 Transkriptionelle Regulation durch ABA-Rezeptoren

Ein Absenken der Luftfeuchte, ein Anstieg im atmospharischen CO,, Dunkelheit und ABA sind
Stimuli, die schlussendlich alle Uber die Aktivierung von lonenkanalen zum Stomaschluss
fuhren. Wahrend der schnelle Signalweg der einzelnen Stimuli, der letztlich innerhalb weniger
Minuten zum Stomaschluss fiihrt, viele Uberschneidungen aufweist (siehe 1.3), Iésen die
Stimuli aber auch langerfristige und individuelle Anpassungen, vor allem auf transkriptioneller
Ebene aus (Bauer et al. 2013). Ob die einzelnen PYR/PYLs, ahnlich wie beim schnellen
Stomaschluss, auch bei der langsamen, transkriptionellen Schliel3zell-Antwort spezifische
Funktionen haben und einzelne Rezeptoren die Expression bestimmter Gene kontrollieren,

wurde am Beispiel von ABA an den Arabidopsis Rezeptormutanten geprft (siehe 3.1.3).

Bereits 2012 konnten Gonzalez-Guzman et al. flr verschiedene Arabidopsis flunffach und
sechsfach ABA-Rezeptormutanten zeigen, dass ABA nur noch zu einer sehr geringen
Induktion typischer ABA-regulierter Gene wie RAB18 oder KIN2 im Blattgewebe fuhrte.
Demnach missen die ABA-Rezeptoren selbst an der Expressionsregulation von
nachgeschalteten (englisch: downstream) Genen beteiligt sein. Es gab bereits Hinweise
darauf, dass z.B. PYL1 bei der ABA-Induktion von RAB18 und RD29B beteiligt zu sein scheint,
da ABA in 1458-Verlustmutanten und 12458-Verlustmutanten, die beide ein funktionales PYL1
Gen exprimierten, zu einer deutlich starkeren Induktion dieser Gene filhrte als in der 1124-
Verlustmutante, die keinen funktionellen PYL1-Rezeptor exprimierte (Gonzalez-Guzman et al.
2012). Auch in der vorliegenden Arbeit war die ABA-Induktion solcher Transkripte in beiden
funffach Rezeptormutanten gestort (siehe 3.1.3), und die Expressionsmuster der untersuchten
Gene, deuteten an, dass die ABA-Rezeptoren auch bei der Regulation der Genexpression
nicht redundant sind sondern einzelne Rezeptoren distinkte Sets an Genen ansteuern. So
fanden sich zwischen den verschiedenen Komplementationsmutanten deutliche Unterschiede.
Die Induktion von ABI1, ABI2 sowie der Kalzium-abhangigen Kinase CIPK25 in der 12458-
Verlustmutante (PYL1 vorhanden) durch ABA war mit der Induktion in Wildtyp-Pflanzen
vergleichbar, wahrend in der 11458-Verlustmutante (PYL2 vorhanden) keine Induktion
nachgewiesen werden konnte (Abbildung 3-7), was auf eine wichtige Rolle von PYL1 an der
Regulation der Transkription dieser Gene hindeutet. Die Komplementation von 11458-
Verlustmutanten mit PYL1 reichte auRerdem aus, um die ABA-Sensitivitat der Transkription
von ABI1 und ABI2 wiederherzustellen. Neben PYL1 fiihrte aber auch die Komplementation
der 11458-Verlustmutante mit PYR1 zu einer Wildtyp-ahnlichen Induzierbarkeit von ABI1 und
ABI2 wahrend PYL4 und PYL5 keinen Einfluss auf die ABA-Induzierbarkeit hatten (siehe
3.1.3).
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Umgekehrt wurde die Expression des schliel3zellspezifischen Transkriptionsfaktors MYB60,
der negativ durch ABA reguliert wird (Cominelli et al. 2005), nur in 11458- (PYL2 vorhanden),
nicht aber in 12458-Verlustmutanten (PYL1 vorhanden) durch ABA reprimiert (Abbildung 3-7)
und die Komplementation der 12458-Verlustmutante mit PYR1 und vor allem mit PYL2 stellte
die ABA-Sensitivitat der MYB60 Expression wieder her. AtMYB60 selbst ist an der
lichtinduzierten Stomadffnung von Arabidopsis beteiligt (Cominelli et al. 2005) und Atmyb60-
Verlustmutanten wiesen nur noch eine sehr verminderte, lichtinduzierte Stomadéffnung auf
(Cominelli et al. 2005). Interessanterweise konnte in den hier durchgeflhrten Untersuchungen,
gezeigt werden, dass ABA nur in Mutanten mit einem funktionellen PYL2-Rezeptor und damit
einer funktionellen ABA-regulierten MYB60-Expression zu einer Inhibierung der
lichtinduzierten Stomadffnung flhrt (Abbildung 3-2).

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit also einzelnen ABA-Rezeptoren spezifische
Funktionen in Arabidopsis zugeordnet werden, was gegen die zunachst vermutete vollstandige
Redundanz der sechs hauptsachlich in SchlieRzellen exprimierten PYR/PYLs spricht, die
demnach als redundantes ,Sicherheitssystem“ den Uberlebenswichtigen ABA-induzierten
Stomaschluss bei Trockenstress garantieren sollen (Park et al. 2009; Gonzalez-Guzman et al.
2012). Die hier vorgelegten Ergebnisse konnten dariiber hinaus belegen, dass die Rezeptoren
nicht nur am ABA-Signalweg in Stomata beteiligt sind, sondern auch am Stomaschluss der
durch andere Signale ausgeldst wird (Abbildung 3-4 und Tabelle 3-1). Dabei unterscheiden
sich die Rezeptoren sowohl in ihrer Funktion beim schnellen ABA-Signalweg, der zum
Stomaschluss flihrt, als auch in ihren regulatorischen Eigenschaften bei der Transkription
nachgeschalteter Gene und damit der Adaption von SchlieRzellen an verschiedene externe
Bedingungen. Eine individuelle Regulierung der jeweiligen Rezeptormenge durch Anderungen
des ABA-Gehalts und andere, noch nicht vollstandig bekannte externe und interne Stimuli
kénnen die Zusammensetzung des Rezeptorpools von SchlieRzellen und damit deren ABA-
Sensitivitat beeinflussen. Somit kdnnte das ABA-Signal Uber die Rezeptoren spezifisch fur
jeden Stimulus zentral zur individuellen Anpassung der Stomaweite an die verschiedensten

Anderungen im Umfeld der Pflanze beitragen.
4.1.4 Ausblick PYR/PYL-Rezeptoren

Die Verfugbarkeit von Verlustmutanten der ABA-Rezeptoren sowie der schliel3zellspezifischen
Komplementationslinien erlaubten die Untersuchung der Funktion einzelner Rezeptoren in
Arabidopsis-SchlieRzellen sowohl auf transkriptioneller Ebene, als auch im Stomaschluss-
Signalweg. Der Fokus lag dabei auf dem ABA- sowie COz-induzierten Stomaschluss. Weitere
Messungen sind erforderlich, um auch Aussagen uber die Funktion einzelner Rezeptoren beim

Stomaschluss durch andere Stimuli wie Luftfeuchte, Ozon oder Dunkelheit treffen zu konnen.
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AuRerdem kann durch qPCR-Messungen immer nur die Transkription einzelner, ausgewahlter

Gene verfolgt werden. Um Aussagen uber das gesamte Netzwerk PYR/PYL-gesteuerter
Zielgene in Schlielzellen treffen zu kdnnen, sind Analysen des Schlief3zell-Transkriptoms der
verschiedenen Rezeptormutanten durch mRNA-Sequenzierungen oder Microarray
Experimente notwendig. Schlussendlich kénnten die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse
zusammen mit weiteren Untersuchungen helfen, bislang unbekannte Feinheiten des ABA-
Signalwegs in Schliel3zellen aufzudecken. Dieses Wissen kdnnte dann zur Optimierung
wichtiger Nutzpflanzen eingesetzt werden um beispielsweise durch die Applikation von ABA-

Agonisten, die spezifische Rezeptoren binden, gezielt einzelne Signalkaskaden zu aktivieren.

4.2 Stomata von Dattelpalmen sind an extreme Standorte angepasst

Wahrend die Stoma-Physiologie von Arabidopsis bereits gut untersucht ist und viele Aspekte
der SchlieRzellantwort auf unterschiedliche externe Stimuli bereits verstanden sind, gibt es nur
wenige Daten Uber die Stoma-Physiologie von Pflanzen, die an extreme Standorte angepasst
sind. In der hier durchgefiihrten Studie wurden daher die Reaktion der Spaltéffnungen von

Dattelpalmen auf hohe Lichtintensitaten und ABA untersucht werden.
4.2.1 Die Stomata von Dattelpalmen 6ffnen erst bei hohen Lichtintensitaten

Bereits in der Lichtreaktion der Stomata waren deutliche Unterschiede zwischen Arabidopsis
und Dattelpalmen zu erkennen. Verglichen mit dem Verhalten des Spaltéffnungsapparates
von Arabidopsis 6ffneten die Stomata der Fiederblatter von Dattelpalmen erst bei relativ hohen
Lichtintensitaten (Abbildung 3-8 A). Bei geringen Lichtintensitaten bis 350umol*m2*s-! konnte
fur die Blatter der Palmen kein Anstieg der Transpiration nachgewiesen werden, wohingegen
die Transpiration von Arabidopsis bereits bei diesen geringen Lichtintensitdten um ca. 50%
zunahm. Aufierdem erreichte die Transpirationsrate von Arabidopsis bei sehr hohen
Lichtintensitaten (ca. ab 1000umol*m%*s') eine Sattigung, wahrend die der Palmen-
Fiederblatter weiter zunahm und selbst bei der héchsten applizierten Lichtintensitat keine
Sattigung, und damit keine vollstindige Offnung der Stomata erreichte. Dieses Verhalten
kénnte eine Anpassung an die noch hoéheren Lichtintensitaten und die Trockenheit des
natlrlichen Lebensraums von Dattelpalmen darstellen (Shabani et al. 2012). Das Offnen der
Stomata bei hohen Lichtintensitaten dient der Aufnahme von CO; fiir die Photosynthese und
geht immer auch mit einem Verlust von Wasser einher (Lambers et al. 2008). Eine Studie von
Arab et al. (2016) mit an Hitze und Trockenheit akklimatisierten Dattelpalmen zeigte, dass
auch die netto Photosyntheserate von Dattelpalmen erst bei hohen Lichtintensitaten von Gber
900umol*m2*s! eine Sattigung erreichte. Dattelpalmen, die natiirlicherweise an sehr hellen
Standorten vorkommen, scheinen also auch sehr hohe Lichtintensitaten unter

wasserlimitierenden Bedingungen nutzen zu kénnen, indem Uber minimal gedffnete Stomata
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ausreichend CO, aufgenommen werden kann. Um mdglichst wenig Wasser Gber Transpiration
zu verlieren, 6ffnen Dattelpalmen die Stomata dafir aber erst bei hohen Lichtintensitaten, die

eine hohe Photosyntheserate und Effizienz erlauben.

Bei sensitiven Arten konnen hohe Lichtintensitaten vor allem unter heil3en,
wasserlimitierenden Bedingungen, bei denen die Spaltéffnungen nur minimal bis gar nicht
geodffnet werden, zu so genanntem photooxidativem Stress fiihren (Rennenberg et al. 2006;
Munné-Bosch et al. 2013). In diesem Fall Ubersteigt die Uber die Photosysteme
aufgenommene Lichtenergie den Bedarf an Reduktionsaquivalenten des Calvin-Zyklus, und
es kommt zur Bildung reaktiver Sauerstoff Spezies (ROS). Tatsachlich wurden Dattelpalmen
bereits 1959 in ihrem natiirlichen Habitat in Mauretanien als so genannte ,Ubertemperierer*
charakterisiert, also als Pflanzen, deren Blatttemperatur tagstber, bei Sonneneinstrahlung
durch eine geringe Transpirationsrate (und dadurch wenig Verdunstungskalte) tber der
Lufttemperatur liegt (Lange 1959). In einer neueren Untersuchung konnte auf3erdem kein
Effekt von Hitze und Trockenheit auf die stomatare Leitfahigkeit nachgewiesen werden,
obwohl die netto Photosyntheserate von Dattelpalmen bei hohen Temperaturen (35°C) im
Vergleich zu gemafigten Temperaturen (20°C) sogar erhdht war (Arab et al. 2016). Darlber
hinaus konnte trotz der geringen Transpirationsrate und damit eher geringen CO-
Aufnahmerate kein Anstieg von ROS im Blattgewebe der Dattelpalmen nachgewiesen werden,

was auf ein effizientes ROS-Entgiftungssystem schlieRen lasst (Arab et al. 2016).

Zusammengenommen deuten die Ergebnisse der hier durchgefiihrten Untersuchungen und
die wenigen publizierten Daten Uber das Verhalten der Spaltéffnungen der Dattelpalmen, auf
eine Anpassung der Stoma-Physiologie zu Gunsten des Wasserhaushalts hin (Arab et al.
2016; Mdller et al. 2017). So scheinen Dattelpalmen selbst bei hohen Lichtintensitaten und
heilRen Temperaturen die Stomata geschlossen halten zu kénnen, um so den Wasserverlust
durch Transpiration minimal zu halten (Mdller et al. 2017) und trotzdem eine optimale

Photosyntheseleistung erzielen zu kénnen (Arab et al. 2016).
4.2.2 Der ABA-induzierte Stomaschluss von Dattelpalmen benoétigt Nitrat

Der ABA-induzierte Stomaschluss in Angiospermen wird als eine der wichtigsten
Anpassungen hoéherer Landpflanzen an Wassermangel angesehen (Lind et al. 2015;
Sussmilch et al. 2017). Deshalb wurde auch der ABA-induzierte Stomaschluss von
Dattelpalmen vergleichend mit dem der Modellpflanze Arabidopsis in dieser Arbeit untersucht.
Uber die Petiole verabreichtes ABA bewirkte bei Arabidopsis Wildtyp-Pflanzen bereits nach
ca. funf Minuten den Beginn des Stomaschlusses, der innerhalb von 15 Minuten vollstandig
abgeschlossen war (Abbildung 3-8 B). Obwohl Dattelpalmen an extremen Trockenstress

angepasste Pflanzen sind (Shabani et al. 2012), war deren ABA-Antwort erstaunlicherweise
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sehr viel langsamer und schwacher. Der ABA-induzierte Stomaschluss der Dattelpalmen

begann erst nach 15 Minuten, und damit 10 Minuten spater als in Arabidopsis und blieb auch
nach rund einer Stunde unvollstandig (Abbildung 3-8 B). Dass die Ursache hierflr nur eine
langsamere Transportgeschwindigkeit des ABAs im Leitgewebe der Fiederblatter von
Dattelpalmen war, konnte allerdings ausgeschlossen werden. In einem Kontrollexperiment
wurde die Transportgeschwindigkeit von DCMU mittels Chlorophylifluoreszenz-Messungen
bestimmt (Abbildung 3-9). DCMU inhibiert den Elektronentransport des PSIl und fihrt so zu
einer messbaren Anderung der Chlorophylifluoreszenz (Maxwell und Johnson 2000). Die so
ermittelte Transportgeschwindigkeit war in den Fiederblattern der Dattelpalme sogar
geringflgig hoher als im Leitgewebe von Arabidopsis Blattern, was auf eine vergleichbare
Transportgeschwindigkeit von ABA im Leitgewebe beider Arten hindeutete und der verzogerte

ABA-induzierte Stomaschluss der Dattelpalme demnach andere Griinde haben musste.

Beim Stomaschluss spielen Anionenkandle der SLAC/SLAH-Familie, die in der
Plasmamembran von Schliezellen lokalisiert sind, eine zentrale Rolle (Negi et al. 2008;
Vahisalu et al. 2008; Geiger et al. 2011). Wird AtSLAC1 in Arabidopsis Uber den ABA-
Signalweg aktiviert, werden Anionen, wie CI und NO3™ entlassen (Geiger et al. 2009). Auch
das in Schliel3zellen exprimierte SLAC1-Homolog AtSLAH3, kann Uber den ABA-Signalweg
aktiviert werden, bendtigt aber, im Gegensatz zu AtSLAC1, zur Aktivierung die Gegenwart von
NOs (Geiger et al. 2011). Um mittels Infrarot-Gasanalyse Anderungen der Transpiration durch
ABA untersuchen zu kénnen, wird das ABA (blicherweise Uber die Petiole abgeschnittener
Blatter verabreicht, die flir die Dauer der Messung mit vollentsalztem Wasser versorgt wurden
(siehe 2.3.4). Dieser Versuchsaufbau fuhrte moglicherweise zu einer Abnahme der Chlorid-
bzw. Nitratkonzentration im Gewebe. In weiteren Transpirationsmessungen sollte daher der
Einfluss der Anionen NOs und CI, den Substraten von SLAC/SLAH-Anionenkanalen, auf den
ABA-induzierten Stomaschluss von Dattelpalmen untersucht werden (Abbildung 3-10). Die
gleichzeitige Zugabe von ABA zusammen mit KCI flihrte bei Dattelpalmen nicht zu einer
Veranderung der Schlie3zell-Antwort auf ABA. Wurde ABA allerdings zusammen mit KNO3
verabreicht, wurde der Stomaschluss der Datteln deutlich beschleunigt und entsprach dem
von Arabidopsis (Abbildung 3-10 A). Dass der ABA-induzierte Stomaschluss der Fiederblatter
von Dattelpalmen durch NOg, nicht aber durch CI deutlich verbessert werden konnte, zeigte,
dass der ABA-induzierte Stomaschluss von Dattelpalmen im Gegensatz zum Stomaschluss
von Arabidopsis (Abbildung 3-10 B und D), nitratabhangig ist.
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4.2.2.1 Nutzen Dattelpalmen bei Stomabewegungen hauptsachlich Nitrat als

Anion anstelle von Chlorid?

Im Zusammenhang mit den Transpirationsmessungen wurde auch der Chloridgehalt von
SchlieRzellen offener und geschlossener Stomata bestimmt und es konnte gezeigt werden,
dass der Chloridgehalt wahrend des Stomaschlusses deutlich abnimmt (Mdller et al. 2017).
Zusatzlich konnten die elektrophysiologischen Eigenschaften des AtSLAC1-Homologs aus
Dattelpalmen, PdSLAC1 im heterologen Expressionssystem von Xenopus Eizellen
charakterisiert werden (Mller et al. 2017). Verglichen mit AtSLAC1, wies PASLAC1 dabei eine
hohe Leitfahigkeit fir Nitrat auf. Daruber hinaus konnte neben der Aktivierung durch die Kinase
OST1, auch eine nitratabhdngige Chlorid-Leitfahigkeit von PASLAC1 gezeigt werden (Muller
etal. 2017). Diese dem AtSLAH3 ahnlichen Eigenschaften von PASLAC1 konnten mittlerweile
auch fiur das SLAC-Homolog aus der ebenfalls monokotylen Gerste (HvSLAC1) bestatigt
werden (Schafer et al. 2018). In dieser Studie identifizierten Schafer et al. (2018) auRerdem
ein Aminosaurepaar in der Transmembrandomane 3 des SLAC-Proteins, dass fir die
nitrataktivierte Chlorid-Leitfahigkeit des HvSLACs verantwortlich ist. In Aminosaure-
Sequenzvergleichen  verschiedener SLAC1-Homologe monokotyler und dikotyler
Pflanzenarten zeigte sich, dass SLAC1-Homologe aus Dikotylen an dieser Position (in
AtSLAC1 Position 272 and 273) zwei Valin (V) oder je ein Isoleucin (1) und ein Valin aufweisen,
wohingegen in den monokotylen SLAC1-Homologen, einschliel3lich des PASLAC1, an der
entsprechenden Position ein Isoleucin und Alanin (A) zu finden ist (Schéafer et al. 2018). Die
Mutation des AtSLAC1 VV-Motivs in das PASLAC1 IA-Motiv fihrten zu einer nitratabhangigen
Aktivierung von AtSLAC1. Der Austausch des IA-Motivs von PASLAC1 bzw. HVYSLAC1 in VV
resultierte aber nicht in einer nitratunabhangigen Chloridleitfahigkeit (wie bei AtSLAC1). Die
Nitrataktivierbarkeit muss demnach durch zusatzliche strukturelle Eigenschaften der
monokotylen SLAC1-Homologe vermittelt werden (Schafer et al. 2018). Andere Studien
fanden fir die SLAC1-Homologe der beiden monokotylen Reis und Mais (OsSLAC1 und
ZmSLACH1) eine strikte Nitratselektivitat, aber keine Nitrataktivierbarkeit oder nitratabhangige
Chloridleitfahigkeit (Sun et al. 2016; Qi et al. 2018), obwohl die Proteinsequenzen dieser
SLACs ebenfalls das fir Monokotyle typische IA-Motiv enthalten (Schafer et al. 2018). Auch
wenn die strukturellen Grundlagen der Nitrataktivierbarkeit vieler Monokotyler SLACs noch
nicht vollstdndig bekannt sind, so ist der evolutionare Ursprung der Entstehung dieser
Eigenschaft, der Spaltung von monokotylen und dikotylen Pflanzen (Schéfer et al. 2018), doch
bemerkenswert und war moglicherweise grundlegend flr deren evolutionare Aufspaltung. Der
evolutionare Erfolg monokotyler Arten besonders an extremen Standorten wird unter anderem
der schnelleren Anpassungsfahigkeit der Stomata an variierende Bedingungen zugeschrieben
(Brownlee 2018). Ob aber auch die Aktivierbarkeit des PASLAC1 durch erhdhte apoplastische
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Nitratkonzentrationen eine zusatzliche Anpassung an extreme Standorte darstellt, die

moglicherweise die Reaktionsgeschwindigkeit der Stomata beeinflusst, kann an dieser Stelle

nicht abschlieend geklart werden und bleibt Gegenstand der Forschung.
4.2.3 Morphologische Anpassungen der Stomata von Phoenix dactylifera

Auch morphologisch unterscheiden sich die Stomata monokotyler Pflanzen von denen
dikotyler Pflanzen wie Arabidopsis (Muller et al. 2017). Die SchlieRzellen von Vertretern der
erst spat innerhalb der Monokotylen entstanden echten Graser (Poales) wie Gerste, Weizen
oder Mais sind von zwei Nebenzellen umgeben (Chen et al. 2017). Die enge Verbindung der
SchlieRzellen mit den Nebenzellen gilt unter anderem als Ursache fiir die allgemein héhere
Reaktionsgeschwindigkeit der Grass-Stomata auf externe Stimuli (Franks und Farquhar 2007;
Kollist et al. 2014). Bereits 1971 zeigten Raschke und Fellows, dass bei Stomabewegungen
von Zea mays eine Verschiebung von Kalium-lonen zwischen Schliel3- und Nebenzellen
stattfindet, und auch fur Gerste ist dieser Shuttle-Transport mittlerweile nachgewiesen
(Schafer et al. 2018). Durch den Austausch von osmotisch wirksamen Teilchen zwischen
Nebenzellen und Schlielizellen nimmt der Turgor der Nebenzellen bei der Stomadffnung
drastisch ab, was deren Volumen stark verkleinert, wahrend der Turgor der Schliel3zellen bei
der Offnung zunimmt (Franks und Farquhar 2007). Die daraus resultierende grofe
Offnungsweite der Grass-Spaltoffnungen fihrt zu einer Erhéhung der stomatéren Leitfahigkeit
und einer gesteigerten Wassernutzungseffizienz (Franks und Farquhar 2007). Auch die
Stomata der evolutionar friih entstandenen monokotylen Dattelpalmen haben Nebenzellen,
allerdings ist hier jedes Schlie3zellpaar, anders als bei Grasern, von vier Nebenzellen
umgeben (Muller et al. 2017). Es ist davon auszugehen, dass auch Dattelpalmen solch einen
Shuttle-Mechanismus nutzen, um schnell auf aulere Stimuli reagieren zu konnen. Im
Zusammenhang mit der hier durchgefuhrten Doktorarbeit konnte den vier Nebenzellen der
Stomata von Dattelpalmen eine weitere Funktion zugeordneten werden. In
elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigte sich, dass die Pore der Stomata von
Dattelpalmen von einer massiven, in den Nebenzellen gebildeten Wachsschicht umgeben wird
(Maller et al. 2017). Diese sogenannten ,stomataren Schornsteine“ (Barthlott et al. 1998)
erhdhen den stomataren Widerstand und gelten ebenfalls als eine Anpassung an trockene

Standorte, um Wasserverlust zu vermeiden.

Zusammengefasst weist die Stoma-Physiologie, der an Trockenheit und Hitze angepassten
Dattelpalme sowohl physiologische, als auch morphologische Besonderheiten auf, die eine
effiziente Regulierung des stomataren Gasaustauschs ermdéglichen umso den Wasserverlust

gering zu halten.
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4.2.4 Ausblick

Die Regulation der Stomaweite der toleranten Dattelpalmen unterscheidet sich grundlegend
von der von Arabidopsis. Besonders die Nitrataktivierbarkeit von PASLAC1, die scheinbar auf
strukturellen Unterschieden von SLAC-Homologen monokotyler Pflanzen zu denen dikotyler
Pflanzen beruht (Schafer et al. 2018), wirft aber auch weitere Fragen auf. Im Allgemeinen
entscheidet der Nitrat-Status von Pflanzen unter anderem auch uber die Synthese-Rate von
pflanzlichen Hormonen und somit auch anteilig Uber die Synthese von ABA (O'Brien et al.
2016). Dass der ABA induzierte Stomaschluss von Dattelpalmen extrazellulares Nitrat
bendtigt, legt dariber hinaus eine Rickkopplung des Stickstoffhaushalts auf den
Wasserhaushaushalt und andersherum nahe. Genauere Einblicke in das Zusammenspiel
dieser beiden Faktoren kénnten Untersuchungen der Stoma-Physiologie in Abhangigkeit von
der Stickstoff- bzw. Nitratverfigbarkeit und der Wasserverfugbarkeiten gewonnen werden. Ein
Verstandnis solcher Rickkopplungsmechanismen kann dann auf andere wirtschaftlich
bedeutsame monokotyle Nutzpflanzen wie Weizen, Gerste oder Reis Gbertragen werden, um
deren Wasserbilanz zu optimieren und so helfen, auch in Zukunft ausreichend Ertrag zu

erzielen.

4.3 Die Salztoleranz von Dattelpalmen

Eine effiziente Regulation der Stomadffnungsweite minimiert den Wasserverlust durch
Transpiration bei Trockenheit, was fur Pflanzen auch bei kurzfristigem Salzstress von Vorteil
sein kann. Ahnlich wie Trockenheit fihrt auch eine hohe Konzentration von Natrium- und
Chlorid-lonen im Boden zu einem Absinken des Wasserpotentials der Bodenlésung, wodurch
die Wasseraufnahme uber die Wurzeln fir Pflanzen erschwert wird (Munns 2002). So ist es
wenig Uberraschend, dass Dattelpalmen, neben heilken und trockenen Standorten, auch
Habitate mit salzigen Boden besiedeln kénnen (Zaid und de Wet 2002). Langfristiger
Salzstress bedeutet fir Pflanzen, neben osmotischem Stress (Wassermangel), aber auch
lonenstress durch die Aufnahme von Uberschissigem Chlorid und Natrium in die Zellen
(Munns und Tester 2008). In den hier durchgefiihrten Untersuchungen wurden Dattelpalmen
des als salztolerant geltenden Kultivars Khalas fur sechs Wochen mit 600mM NaCl haltigem
Wasser bewassert (sieche 2.1.3). Dabei wiesen die Pflanzen eine beeindruckende Toleranz
gegenuber dem Salzstress auf und aulerlich waren keine negativen Auswirkungen der

Salzbehandlung auf die Dattelpalmen erkennbar.
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4.3.1 Natriumausschluss als Schlussel zur Salztoleranz in Dattelpalmen?

Die Bestimmung des Natriumgehalts einzelner Fiederblatter von Dattelpalmen, die mit 600mM
NaCl bewassert wurden zeigte eindeutig, dass die Dattelpalmen bei Salzstress kein toxisches
Natrium in die oberirdischen Pflanzenteile aufnahmen (siehe 3.3.2), was im Gegensatz zu den
Ergebnissen von Al Kharusi et al. (2017) steht. In deren Studie wurde die Akkumulation von
Natrium im Blattgewebe des Kultivars Khalas durch Salzstress festgestellt, wodurch auf eine
niedrige Salztoleranz dieses Kultivars geschlossen wurde. Im Allgemeinen gilt Khalas aber als
Uberdurchschnittlich salztolerant (Alhammadi und Edward 2009; Bhat et al. 2013), was
Alhammadi und Edward (2009) unter anderem auf die geringe Aufnahme von Na* in das
Blattgewebe unter Salzstress zurlckfuhrten. Ein Ausschluss dieser toxischen lonen aus
photosynthetisch aktivem Gewebe wird als eines der Schlisselmerkmale salztoleranter
Pflanzen diskutiert (Munns und Tester 2008). So konnte beispielsweise die gesteigerte
Salztoleranz wilder Gerste-Varietaten mit einem besseren Ausschlussvermdgen von Na* aus
dem Blattgewebe korreliert werden (Garthwaite et al. 2005) und auch fiir Mais konnte solch
ein Zusammenhang nachgewiesen werden (Zhang et al. 2018). Um genauere Einblicke in die
Mechanismen zu erhalten, mit denen die hier untersuchten Dattelpalmen eine Akkumulation
des Natriums im Blattgewebe verhindern, wurde die Salzaufnahme Uber die Wurzeln genauer
untersucht. Die Wurzeln von Dattelpalmen verfiigen im Gegensatz zu Arabidopsis oder Tabak
Uber keine Wurzelhaarzone (Dreyer et al. 2010), Gber die in anderen Pflanzen aber ein Groliteil
der Nahrstoffaufnahme stattfindet (Gilroy und Jones 2000). Deshalb wurden ganze Wurzeln in
verschiedene Abschnitte unterteilt, um so einen genaueren Einblick in die Akkumulation von
Natrium innerhalb des Wurzelgewebes zu erhalten (siehe 2.2.2). Die Salzbehandlung fihrte
zu einer deutlichen Zunahme des Natriumgehalts in Wurzeln und interessanterweise gab es
dabei tatsachlich Unterschiede zwischen verschiedenen Wurzelregionen. Wahrend der
Natriumgehalt in salzbehandelten Pflanzen in Bereichen nahe der Wurzelspitze deutlich
zunahm, konnte in oberen, dem Wurzelursprung nahen Abschnitten, nur eine geringe

Zunahme festgestellt werden (Abbildung 3-11).

Demnach scheinen Dattelpalmen Natrium entweder nur sehr langsam und hauptsachlich an
der Wurzelspitze aufzunehmen, oder Uber einen effizienten Mechanismus zu verfiigen, dass
aufgenommene Natrium aus bestimmten Bereichen und vor allem den oberirdischen Teilen
auszuschlieen. Die molekularen Details dieses Ausschlusses von Natrium aus Pflanzen sind
aber noch nicht vollstdndig entschlisselt. Viele Studien deuten auf die Rolle von HKT1-
Orthologen beim Riicktransport von Na* aus dem Xylem hin (Davenport et al. 2007; Munns et
al. 2012; Zhang et al. 2018), allerdings ist diese Funktion aufgrund von niedrigeren Na*-

Konzentration im Spross von HKT1-Verlustmutanten (Rus et al. 2001; Han et al. 2018)

Heike M. Muller 123



Julius-Maximilians-
UNIVERSITAT
WURZBURG

Diskussion

umstritten. Andere Studien betonen vor allem die Funktion des SOS-Transportsystems am
Efflux von Na* aus Zellen bei Salzstress. Basierend auf der Lokalisation von AtSOS1 in
Epidermiszellen an der Wurzelspitze und in Xylem-Perizykelzellen wird die Funktion beim
Rucktransport von Natrium aus dem Xylem und dem Transport von Na* aus
Wurzelepidermiszellen zurlick in den Boden diskutiert (Shi et al. 2000; Shi et al. 2002; Shi et
al. 2003). In Arabidopsis wird die Expression des Plasmamembran lokalisierten Na*/H*-
Antiporters AtSOS1 durch Salzstress induziert und im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass Salzstress auch in Wurzeln von Dattelpalmen zur Induktion von
PdSOS1 fuhrt (Abbildung 3-12). Besonders auffallig war dabei die direkte Korrelation des
erhdhten Salzgehalts in den unteren, der Wurzelspitze nahen Abschnitten mit der Induktion
von PdSOS1. Eine Studie Uber die Funktion von SOS1 bei der Salztoleranz der halophytischen
T. salsuginea lieferte ahnliche Ergebnisse. So konnte in einem direkten Vergleich mit der nahe
verwandten Arabidopsis gezeigt werden, dass die hohere Salztoleranz von T. salsuginea
zumindest teilweise aus einer deutlich héheren Expressionsrate von ThSOS1 resultierte (Oh
et al. 2009). Daruber hinaus deutete die héhere Natrium-Akkumulation in der Wurzelspitze und
in der direkt darlber liegenden Streckungszone in thsos7-Mutanten im Vergleich zu Wildtyp
Pflanzen darauf hin, dass ThSOS1 vor allem am Export von Na* aus diesen Bereichen beteiligt
zu sein scheint. Auch die starke Induktion von PdASOS1 vor allem in der Wurzelspitze und der
Streckungszone deuten darauf hin, dass in Dattelpalmen &hnlich wie in Thellungiella, PASOS1

hauptsachlich an der Na*-Homdostase dieser Wurzelbereiche beteiligt ist.

Eine der wichtigsten negativen Auswirkungen von NaCl-Stress ist die Abnahme der
Kaliumkonzentration und die daraus resultierende drastische Verschiebung des K*/Na*-
Verhaltnisses im Zytosol pflanzlicher Zellen. Die Fahigkeit, die Kaliumkonzentration auch unter
Salzstressbedingungen konstant zu halten, gilt deshalb als Schlisselmerkmal toleranter Arten
(Munns und Tester 2008). Auch in der hier durchgefiihrten Studie konnte kein negativer Effekt
von Salzstress auf den Kaliumgehalt der Dattelpalmen, weder in Fiederblattern noch in
Wurzeln, nachgewiesen werden (Abbildung 3-11 B und D). Eine andere Studie zeigte sogar
eine Zunahme des Kaliumgehalts in Fiederblattern von verschiedenen Dattelpalmen
Kultivaren durch Salzstress, unter anderem auch fur das hier verwendete Kultivar Khalas (Al
Kharusi et al. 2017). Um Transportproteine zu identifizieren, die die Kaliumaufnahme in
Wurzeln der Dattelpalme selbst unter Salzstressbedingungen vermitteln kdnnten, wurde die
Expression zweier putativer Kalium-Transportproteine, PdHAK5 und PdKT1, genauer
untersucht. PAHAKS wurde in Kontrollpflanzen Uberwiegend in den oberen Wurzelabschnitten
exprimiert und Salzstress hatte einen negativen Effekt auf die PAHAKS Expression (Abbildung
3-12). Interessanterweise werden speziell die Unterschiede in der Regulation von HAK5-

Orthologen als mitverantwortlich an der gesteigerten Salztoleranz einiger Arten diskutiert.
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Allerdings konnte die Reprimierung der HAKS5-Expression bislang hauptsachlich bei

salzsensitiven Arten nachgewiesen werden. So fihrte Salzstress in Arabidopsis ebenfalls zu
einer Reprimierung der AtHAKS Expression (Nieves-Cordones et al. 2010) und Vergleiche mit
Thellungiella deuteten an, dass die HAKS5-Expression in Thellungiella deutlich weniger
salzsensitiv ist (Aleman et al. 2009a). Untersuchungen des halophytischen Eiskrauts (M.
crystallinum) deuten sogar auf eine Induktion von HAKS5 durch Salzstress hin (Su et al. 2002).
An anderen Arten konnte bereits gezeigt werden, dass die Expression verschiedener
HAK/KUP/KTs unterschiedlich durch Salzstress beeinflusst wird (Azeem et al. 2018; Li et al.
2018). Kirzlich konnte auch in Wurzeln von Dattelpalmen die differentielle Regulierung
verschiedener HAK/KUP/KTs durch kurzfristigen Salzstress nachgewiesen werden (Yaish et
al. 2017). Auch in den hier durchgefiihrten Untersuchungen konnte die Expression von PdKT1,
einem anderen putativ hochaffinen Kaliumtransporter der HAK/KUP/KT-Familie im
Wurzelgewebe der Dattelpalmen nachgewiesen werden, der im Gegensatz zu PdHAKS, in
allen untersuchten Wurzelabschnitten gleichmafig exprimiert, aber nicht durch Salz reguliert
wurde (Abbildung 3-12). Diese Unterschiede in der Sensitivitat der PAKT1- und PdHAKS-
Expression gegenliber Salzstressbedingungen koénnten auf funktionelle Unterschiede in der
Kaliumaufnahme hindeuten (Yaish et al. 2017). Um die Funktion beider Transportproteine in
planta aber abschlieBend zu klaren, bedarf es aber weiterer Untersuchungen wie der

Charakterisierung der Transporteigenschaften.

Die Salztoleranz von Dattelpalmen scheint also zumindest teilwiese in einem effizienten
Ausschluss von toxischem Natrium begriindet zu sein, der unter anderem durch PdSOS1
vermittelt werden konnte. AuRerdem erscheint die Aufrechterhaltung eines hohen K*/Na*-
Verhaltnisses, moglicherweise durch hohe Kaliumaufnahmeraten, eine ebenso wichtige Rolle

Zu spielen.

4.4 Die Funktion der Blasenhaare von Chenopodium quinoa

Dattelpalmen sind nach den Ergebnissen der hier durchgefuhrten Untersuchungen
sogenannte Exkluder, also Pflanzen, die die Aufnahme von Uberschiissigem Natrium
zumindest in oberirdische, photosynthetisch aktive Teile vermeiden. Im Gegensatz dazu nimmt
Quinoa Natrium auf und bedient sich zumindest teilwiese anderer Mechanismen, die das
Wachstum auf salzhaltigen Boden erlauben. Chenopodium quinoa besitzt spezialisierte
Trichome, die sogenannten Blasenhaare auf der Epidermis (EBCs). Die Funktion solcher
Blasenhaare als externe Salzspeicher wird schon seit langerem in Zusammenhang mit der
Salztoleranz von EBC-tragenden Pflanzen diskutiert (Shabala et al. 2014; Barkla et al. 2016;
Ruiz et al. 2016).
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Uberraschenderweise ergaben mRNA-Sequenzierungen von EBCs und Blattgewebe unter
Salzstressbedingungen, das Salzstress nur zu geringen Veranderungen des Transkriptoms
beider Gewebe filhrte (Tabelle 3-3). Allerdings fiel bereits unter Kontrollbedingungen die
differentielle Expression, vor allem von Plasma- und Vakuolenmembran lokalisierten
Transportproteinen, auf (Abbildung 3-15). Daher wurde zunachst die Natriumakkumulation in
Quinoa unter Salzstress sowie die Identitat von Transportproteinen, die an der Aufnahme und

Verteilung des Natriums beteiligt sein kdnnten, untersucht.
4.4.1 Natriumgehalt und Natriumaufnahme in EBCs

Wahrend in EBCs des gemeinen Eiskrauts (M. crystallinum) und Atriplex halimus die
Akkumulation von Na* unter Salzstress schon mehrfach nachgewiesen wurde (Adams et al.
1998; Barkla et al. 2016; Pan et al. 2016), sind Belege fur die Natriumaufnahme der EBCs von
Quinoa bislang hauptsachlich indirekt. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass
konsequentes Entfernen der EBCs bei Quinoa in einem salzsensitiven Phanotyp resultiert und
dass die Natriumkonzentration im Blatigewebe unter Salzstress durch das dauerhafte
Entfernen der EBCs um bis zu 60% hoéher war als in Pflanzen mit intakten EBCs (Kiani-Pouya
et al. 2017). Deshalb wurde in der hier vorliegenden Arbeit der Natriumgehalt der EBCs von
Quinoa bei Salzstress flammenphotometrisch bestimmt und mit dem von Blattgewebe

verglichen (siehe 3.3.4).

Am starksten akkumulierte Natrium in adulten Blattern, wobei das Entfernen der EBCs
unmittelbar vor der Ernte keinen Einfluss auf die gemessene Natriumkonzentration hatte. Die
Dichte intakter EBCs nimmt bei Quinoa mit zunehmendem Blattalter ab (Orsini et al. 2011).
Dies entspricht der grundsatzlichen Verteilung von Trichomen, die bereits im juvenilen Stadium
von Blattern angelegt werden und durch die BlattvergroRerung wahrend des Wachstums
weniger dicht beieinanderstehen. Die EBCs scheinen daher vor allem dem Schutz sehr junger,
stark photosynthetisch aktiver Blatter zu dienen. Mittels flammenphotometrischer Messungen
des Natriumgehalts von isolierten EBCs juveniler Blatter konnte eindeutig gezeigt werden,
dass die EBCs unter Salzstress Natrium aufnehmen. Bezogen auf das Trockengewicht, war
die Akkumulation in Blattgewebe und EBCs vergleichbar (Abbildung 3-14). Das Uber die
Wurzeln aufgenommene Natrium wird in Quinoa, anders als in Dattelpalmen, also durchaus in
die oberirdischen Pflanzenteile aufgenommen und ein Teil dieses Natriums gelangt in die
EBCs junger Blatter. Eine Aufkonzentrierung in den EBCs gegeniiber dem restlichen
Blattgewebe bei Salzstress blieb allerdings aus. Ahnliche Ergebnisse lieferte auch eine Studie
von Orsini et al. (2011). Doch aufgrund der enormen GréRRe der EBCs im Vergleich zu anderen
Epidermiszellen (ca. zehnfach groRerer Durchmesser) und dem daraus resultierenden rund

1000fach gréReren Volumen, kénnen diese Zellen aber selbst bei einer Beladung mit Natrium
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in einer zu Epidermiszellen vergleichbaren Konzentration ungefahr 1000mal mehr dieser lonen

aufnehmen. Die EBCs stellen so trotzdem einen effizienten Speicherort flr Uberschiussiges

NaCl unter Salzstressbedingungen dar (Shabala et al. 2014).

Im Rahmen dieser Arbeit sollten nun Transportproteine identifiziert werden, die an der
Beladung der EBCs, vor allem mit Natrium, beteiligt sein kénnten. Der gerichtete Transport
von Natrium-lonen in die EBCs erfordert eine polare Anordnung von Transportproteinen
innerhalb des Blasenhaar-Komplexes (Shabala et al. 2014). Deshalb wurde spezifisch mRNA
aus EBCs isoliert und mit dem Transkriptom von Blattgewebe verglichen. Durch RNA-
Sequenzierung konnten mehrere putative Na*-Transportproteine identifiziert werden, die in

EBCs im Vergleich zu Blattgewebe differentiell exprimiert vorkamen.

Bereits 2014 postulierten Shabala und Kollegen die Beteiligung von Mitgliedern der HKT1-
Familie am unidirektionalen Transport von Natrium in die EBCs hinein. Tatsachlich konnte die
differentielle Expression zweier HKT1-Orthologe in Quinoa EBCs sowohl mittels RNA-
Sequenzierungen als auch durch gPCR nachgewiesen werden (Abbildung 3-16). Wahrend
CqHKT1.1 ausschlieBlich in Wurzeln zu finden war, wurde CqHKT1.2 in Blattgewebe und vor
allem in EBCs exprimiert. HKTs der Untergruppe | sind Uberwiegend als Na*-Kanale
beschrieben, deren Funktion in planta bis heute umstritten ist (Waters et al. 2013). Die
elektrophysiologische Charakterisierung der beiden Quinoa HKT-Orthologe in Xenopus
Eizellen zeigte eine strikte Natrium-Selektivitdt beider HKTs und eine spannungsabhangige
Aktivierungskinetik von CqHKT1.2. Es konnte auch gezeigt werden, dass CqHKT1.2 bei
depolarisierten Membranspannungen deaktiviert (Bohm*, Messerer*; Miiller* et. al, 2018).
Eine ahnliche Aktivierungskinetik konnte bereits fir verschiedene Allelvarianten von HKT1-
Orthologen aus Reis nachgewiesen werden (Campbell et al. 2017). In Reis flhrte die
Expression des deaktivierenden HKT1-Orthologs zu einer insgesamt niedrigeren
Natriumaufnahme in das Wurzelgewebe (Campbell et al. 2017). Auch in EBCs von Quinoa
fuhrt die Deaktivierung von CqHKT1.2 zu einer verminderten Natriumaufnahme bei
depolarisierten Membranspannungen. Dies steht aber nicht im Gegensatz zu der Rolle der
EBCs als externe Salzspeicher. Depolarisiert die Membran der EBCs durch schnell steigende,
zytosolische Natriumkonzentrationen, kann so ein Efflux von Natrium aus den EBCs verhindert
werden (Béhm*, Messerer*,Miller* et al. 2018). Auch die sehr geringe Expression von
CqgSOS1 in EBCs von Quinoa (Abbildung 3-16) unterstiitzt deren Rolle als externe
Salzspeicher. SOS1 wurde in verschiedenen Pflanzen Uberwiegend als Natrium-Export
vermittelndes Protein beschrieben. Eine hohe Expression und der damit verbundene Export
von Natrium aus den EBCs wirde der Speicherfunktion dieser hochspezialisierten Zellen

entgegenstehen. Ein Natriumexport durch das SOS-Transportsystem aus Zellen anderer
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Gewebe, wie den Wurzelepidermiszellen oder den Mesophylizellen, ist fur Pflanzen bei
Salzstress allerdings von Vorteil (Oh et al. 2007). Die Expression von CqSOS1 in Wurzel- und
Blattgewebe deutet darauf hin, dass auch Quinoa sich dieser Mechanismen bedient. Es konnte
gezeigt werden, dass Mesophylizellen salztoleranter Quinoa Kultivare, verglichen mit
sensitiven Kultivaren, einen gesteigerten und wahrscheinlich durch CqSOS1 vermittelten Na*-
Efflux aufweisen (Bonales-Alatorre et al. 2013). Zusatzlich konnte eine andere Studie mit
unterschiedlich salztoleranten Quinoa Kultivaren die gesteigerte Salztoleranz einiger Kultivare
mit einer starkeren Induktion von CqSOS1 im Mesophyllgewebe korrelieren (Ruiz et al. 2017).
In der hier durchgefuhrten Studie konnte allerdings keine Induktion von CqSOS1
nachgewiesen werden und interessanterweise wies auch keines der anderen, mit
Natriumtransport assoziierten Transkripte in den gPCR-Messungen eine Salzabhangigkeit auf
(Abbildung 3-16). Die EBCs von Quinoa scheinen demnach also bereits unter
Kontrollbedingungen Uber ausreichend Natrium-Transportsysteme zu verfugen, die bei

auftretendem Salzstress unmittelbar den Natrium-Import in EBCs vermitteln kénnen.
4.4.2 Kalium und Kaliumaufnahme in EBCs

Ahnlich wie in Dattelpalmen, hatte die Salzbehandlung auch in Quinoa keinen negativen
Einfluss auf den Kaliumgehalt der Pflanzen (Abbildung 3-14). Allerdings war der gemessene
Wert bezogen auf das Trockengewicht, selbst fir pflanzliches Gewebe mit rund 700mg/g TG
in den EBCs auflergewOhnlich hoch. Auch in anderen Studien wies das Blattgewebe von
Quinoa einen sehr hohen Kaliumgehalt auf (Orsini et al. 2011; Hariadi et al. 2011). Besonders
die dort im Presssaft gemessenen Kaliumkonzentrationen stimmen sehr gut mit den 300-
600mM Kalium aus dieser Studie Uberein. Kalium ist das am haufigsten in Pflanzen
vorkommende anorganische Kation und die zytosolische Konzentration der meisten Pflanzen
liegt typischerweise bei etwa 100mM (Clarkson und Hanson 1980). Auch wenn die
Konzentration von Presssaft nicht genau der zytosolischen Konzentration entspricht, so liefert
sie doch Hinweise auf die osmotischen Verhaltnisse des Gewebes. Die Kaliumkonzentration
von Quinoa ist ausreichend hoch um rein rechnerisch, fir rund 80% der Osmolaritat des
Presssafts verantwortlich zu sein (Hariadi et al. 2011). Daruber hinaus konnten einige Studien
in Quinoa sogar eine Zunahme des Kaliumgehalts durch Salzstress nachweisen (Hariadi et al.
2011; Kiani-Pouya et al. 2017). Um die zugrunde liegenden Transportvorgange besser zu
verstehen, wurde das Transkriptom von EBCs nach Kalium-Transportproteinen durchsucht.
Von allen zwischen EBCs und Blattgewebe differentiell exprimierten Transportproteinen
stellten allein die Kalium-Transportproteine 5% (Abbildung 3-15). Besonders die
Eigenschaften sowie die expressionelle Regulation hochaffiner Kalium-Transportproteine der

HAK/KUP/KT-Familie wird in einigen Studien mit einer gesteigerten Salztoleranz in
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Verbindung gebracht (Su et al 2001; Su et al. 2002; Rubio et al. 2009a). So konnte eine

umfangreiche Studie Uber die differentielle Expression von vier HAK/KUP/KT-Mitgliedern des

halophytischen Eiskrauts zeigen, dass Salzstress die Expression aller untersuchten
HAK/KUP/KTs induzierte (Su et al. 2002). In der salzsensitiven Arabidopsis dagegen wird der
Uberwiegend in Wurzeln exprimierte Kaliumtransporter AtHAK5S (Rubio et al. 2000) durch

Salzstress reprimiert (Aleman et al. 2009a).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte auch fir Quinoa die differentielle Expression zweier HAK-
Orthologe nachgewiesen werden (Abbildung 3-18 A und B). Der putative, hochaffine
Kaliumtransporter CQHAKS war, wie auch in Arabidopsis, ausschlie3lich in Wurzeln exprimiert
und Salzstress fiihrte zu einer deutlichen Abnahme der Transkriptmenge in diesem Gewebe
(Abbildung 3-18 A). Im Gegensatz dazu konnte flr einen anderen putativen, hochaffinen
Kaliumtransporter der HAK/KUP/KT-Familie eine salzunabhangige Expression, vor allem in
EBCs, nachgewiesen werden (Abbildung 3-18 B). AuRerdem konnte mittlerweile durch die
heterologe Expression eines CqHAK-Orthologs in Xenopus Eizellen die Protonen-gekoppelte
hochaffine Kaliumaufnahme mit einem Kn-Wert von rund 50 uM und gleichzeitig die
verschwindend geringe Leitfahigkeit fur Na* dieses CqHAK-Orthologs nachgewiesen werden
(Bo6hm*, Messerer*, Miller* et al. 2018). Die salzunabhangige hohe Expression des CqHAKG6
in EBCs (Abbildung 3-18) sowie die elektrophysiologischen Eigenschaften von HAK deuten
zusammengenommen darauf hin, dass die Kaliumaufnahme in EBCs von Quinoa durch diesen
Transporter vermittelt wird, um so das Membranpotential und die zytoplasmatische
lonenhomoéostase auch bei erhéhter Natriumkonzentration aufrecht zu erhalten (Bohm*,

Messerer*, Muller* et al. 2018).
4.4.3 Die Aufnahme von Anionen in EBCs

Um das Membranpotential der Zellen aufrecht zu erhalten, miissen lonenverschiebungen tber
biologische Membranen elektrisch neutral sein (Hille 2001). Erhéhte Kationenkonzentrationen
im Zytoplasma bzw. der Vakuole durch erhdhtes Natrium oder Kalium mussen entweder durch
die Abgabe anderer positiv geladener Teilchen oder die Aufnahme von Anionen ausgeglichen
werden. Und auch wenn die Chloridkonzentration in Quinoa in der hier vorliegenden Studie
nicht direkt bestimmt wurde, so kann doch davon ausgegangen werden, dass steigende NaCl-
Konzentrationen im Boden auch zu einer Erhéhung der Chloridkonzentrationen innerhalb der
Gewebe von Quinoa fihrt. An M. crystallinum konnte gezeigt werden, dass unter Salzstress
Chlorid in EBCs sogar starker als Na* akkumuliert (Barkla et al. 2016). Auch fir die EBCs von

Quinoa konnte bereits eine Chloridaufnahme nachgewiesen werden (Orsini et al. 2011).
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Mogliche Transportproteine, die den Chloridtransport innerhalb des Blasenhaar-Komplexes
vermitteln konnten, sowie deren Anordnung wurden bereits 2014 von Shabala et al.
vorgeschlagen. Chlorid-leitende Kanale der SLAC/SLAH-Familie kénnten demnach den
passiven Efflux von Chlorid aus den Epidermiszellen sowie den Stielzellen vermitteln, wahrend
der energieaufwandige Import von Chlorid entgegen des elektrochemischen Gradienten in die
EBCs durch pH-abhangige Chloridtransporter der NPF/NRT-Familie vermittelt werden kénnte.
Die mRNA-Sequenzierungen der Quinoa EBCs ergaben eine Reihe von differentiell
exprimierten Chlorid-Transportproteinen im Vergleich zum Blattgewebe (Abbildung 3-15,
Tabelle S1 C, Anhang D (6.4)). In EBCs konnte auch die hohe Expression eines CqQSLAH3-
Homolgs nachgewiesen werden, welches zwar in Wurzel- und Blattgewebe durch Salzstress
reprimiert wurde, in EBCs aber nicht (Abbildung 3-17). Bei allen bislang beschriebenen
SLAC/SLAHs handelt es sich um Plasmamembran-lokalisierte Anionenkanale, die einen
Transport nur entlang eines elektrochemischen Gradienten vermitteln kdnnen (Hedrich und
Geiger 2017). Die Aktivitat solch eines Chlorid-Kanals wie SLAH3 in EBCs koénnte aufgrund
der negativen Membranspannung sowie ungunstiger Chloridverhaltnisse, also einer hohen CI-
Konzentration im Zytoplasma der EBCs, zu einem Ausstrom von Chlorid fihren. In Arabidopsis
wird SLAH3 unter anderem in SchlieBzellen (Geiger et al. 2011) und im Wurzelgewebe
exprimiert (Cubero-Font et al. 2016). AtSLAH3 wird nitratabhéngig und durch Kalzium-
abhangige Proteinkinasen aktiviert und weist eine hdhere Nitrat- als Chloridleitfahigkeit auf
(Geiger et al. 2011). Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Selektivitat von AtSLAH3
zu Gunsten von Chlorid durch die Anwesenheit von AtSLAH1 moduliert werden kann (Cubero-
Font et al. 2016). Im Gegensatz zu CqSLAH3 konnte kein Effekt von Salzstress auf die
Expression von AtSLAH3 in Wurzeln von Arabidopsis nachgewiesen werden (Cubero-Font et
al. 2016), was moglicherweise auf unterschiedliche Funktionen beider SLAH3-Homologe
hindeutet. Inwieweit also die Eigenschaften anderer SLAHs auf den hier gefunden CqSLAH3
Ubertragbar sind, ist unklar und um die Funktion von CqSLAH3 in Quinoa EBCs zu
entschlisseln, reichen Expressionsanalysen allein nicht aus. Es bedarf weiterfiihrender
Untersuchungen, vor allem der elektrophysiologischen Eigenschaften von CqSLAH3, um

dessen Funktion in EBCs besser zu verstehen.

Ein Mechanismus mit dem Pflanzen die Konzentration von toxischen lonen im Zytoplasma
gering halten kénnen, ist die Kompartimentierung der Gberschissigen lonen in die Vakuolen
(Munns und Tester 2008; Shabala 2013). Tatsachlich konnte sowohl die Akkumulation von
Natrium als auch die von Chlorid in Vakuolen bei Salzstress fiir verschiedene Arten,
einschliel3lich C. quinoa, nachgewiesen werden (Koyro und Stelzer 1988; Bonales-Alatorre et
al. 2013; Abbaspour et al. 2013; Wu et al. 2015). In Arabidopsis konnte die Beteiligung von

AtCLC-c und AtCLC-g, beides im Tonoplasten lokalisierte Anionen-Transportproteine, an der
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Aufrechterhaltung der Chloridhomdostase unter Salzstress gezeigt werden (Jossier et al.

2010; Nguyen et al. 2016). Das Arabidopsis Genom kodiert insgesamt fiir sieben CLCs (Lv et
al. 2009). Im Transkriptom von Quinoa konnten sogar 23 CIC-Orthologe identifiziert werden
(Tabelle S1 A; Anhang D (6.4)) und gPCR-Messungen bestatigten die sehr hohe Expression
von CqCLC-c in EBCs (Abbildung 3-17). Fir AtCLC-a (De Angeli et al. 2006), AtCLC-c (Jossier
et al. 2010) und AtCLC-g (Nguyen et al. 2016) konnte die Lokalisation im Tonoplasten belegt
werden und auch fir den hier beschriebenen, in EBCs von Quinoa sehr hoch exprimierten
CqCLC-c, konnte die Lokalisation in der Vakuole gezeigt werden (Bohm*, Messerer*, Muller*
et al. 2018). Patchclamp-Messungen an CqCLC-c exprimierenden Arabidopsis Vakuolen
zeigten aulierdem eine hohe Chloridleitfahigkeit, was zusammen mit der hohen Expression in
EBCs auf eine zentrale Funktion von CqCLC-c an der Beladung der Vakuolen der EBCs von
Quinoa mit Chlorid hindeutet (B6hm*, Messer*,Miiller* et al. 2018).

4.4.4 Import von kompatiblen Soluten in EBCs

Salzstress induziert in vielen toleranten Arten die Akkumulation von kompatiblen Soluten
(Verbruggen und Hermans 2008; Flowers et al. 2015; Kumari et al. 2015), denen vor allem
eine adaptive Funktion in der Osmoregulation sowie beim Schutz von Proteinen vor ROS
zugeschrieben wird. Pflanzen nutzen Zucker, Zuckerderivate, methylierte quartare
Stickstoffverbindungen und Aminosauren als kompatible Solute (Chen und Jiang 2010).
Frihere Studien zeigten, dass Salzstress im Blattigewebe von Quinoa vor allem zu einer
Zunahme der Prolinkonzentration fiihrt (Ruffino et al. 2010; Kiani-Pouya et al. 2017) und fir
das Eiskraut konnte, neben der Akkumulation von Prolin in Blatt- und Wurzelgewebe (Thomas
und Bohnert 1993), sogar eine starke Zunahme direkt in EBCs nachgewiesen werden (Barkla
und Vera-Estrella 2015). Einer der wesentlichen Schritte in der Prolinsynthese ist die
Umwandlung von Glutamat in Pyrrolin-5-Carboxylat durch die P5C-Synthasen (Kishor und
Sreenivasulu 2014). In EBCs des Eiskrauts kam es, neben dem Anstieg der
Prolinkonzentration, auch zu einer Zunahme der P5CS-Transkripte (Oh et al. 2015). Auch im
Transkriptom von Quinoa Blattern und EBCs konnten drei P5CS2-Orthologe identifiziert
werden, deren Expression nur in Blattern, nicht aber in EBCs durch Salzstress induziert wurde
(Tabelle S1 A, Anhang D (6.4)). gPCR-Messungen eines dieser CqP5CS2-Orthologe zeigten
darlber hinaus eine starke Induktion im Wurzel- und Blattgewebe durch Salzstress (Abbildung
3-18). Dieses Expressionsmuster deutet darauf hin, dass die Prolinsynthese in Quinoa vor

allem in Wurzeln und im Blattgewebe stattfindet und nicht in den EBCs selbst.

Prolin wird in Pflanzen aber auch zwischen verschiedenen Geweben transportiert und fir
einige Arten ist ein Prolinsynthese-unabhangiger Anstieg der Prolinkonzentration bestimmter

Gewebe belegt (Verslues und Sharp 1999; Lehmann et al. 2010). In Pflanzen sind mehrere
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Gruppen von Aminosaure-Transportproteinen bekannt, die Prolin als Substrat erkennen
(Lehmann et al. 2010) und von allen zwischen EBCs und Blattgewebe differentiell exprimierten
Transportproteinen stellten die als Aminosauretransporter klassifizierten Transkripte in den
RNA-Sequenzierungen allein 20% (Abbildung 3-15). Unter diesen waren auch mehrere
Mitglieder der Prolintransporter-Superfamilie (ProT), von welchen einer besonders hoch und
salzunabhangig in EBCs exprimiert wurde (Abbildung 3-18). Die elektrophysiologische
Charakterisierung dieses CqProTs in Xenopus Eizellen zeigte, dass dieser Plasmamembran-
lokalisierte CqProT Prolin, aber auch y-Aminobuttersdure (GABA) als Substrat erkennt und
pH-abhangig transportiert (Béhm*, Messerer*, Miller* et al. 2018). GABA ist wie Prolin eine
nicht proteinogene Aminosaure und auch Prolintransporter anderer Pflanzen weisen eine
Leitfahigkeit fur GABA auf (Breitkreuz et al. 1999; Schwacke et al. 1999). Neuere Studien
konnten zeigen, dass GABA die Leitfahigkeit von lonenkanalen modulieren kann (Ramesh et
al. 2015). So kénnte die hohe Expression von CqProT zum einen die Aufnahme von Prolin zur
osmotischen Adaption und zum anderen die Aufnahme von GABA vermitteln, was wiederum

die Aktivitdt anderer Transportproteine der EBCs regulieren kénnte.
4.4.5 Energiehaushalt in EBCs

Viele der an der Beladung der EBCs beteiligten Transportvorgange sind energieaufwandig
(siehe 1.6.2 bis 1.6.4). Um die Energiegewinnung von EBCs besser zu verstehen, wurden die
Ergebnisse der RNA-Sequenzierung nach Unterschieden in wesentlichen Stoffwechselwegen
durchsucht. Dabei wurden deutliche Unterschiede zwischen EBCs und Blattgewebe sowohl in
anabolischen als auch katabolischen Stoffwechselwegen gefunden wurden (Tabelle 3-4).
Besonders auffallig waren die Unterschiede in der Expression Photosynthese-assoziierter
Transkripte zwischen EBCs und Blattgewebe, die in EBCs grundsatzlich niedriger waren als
im Blattgewebe (Tabelle 3-4). Die grofdten Unterschiede fanden sich dabei in der
Expressionsstarke von Komponenten der Lichtreaktion der Photosynthese, die in der
Thylakoidmembran lokalisiert sind. Samtliche als Lichtsammelkomplex (LHC) annotierten
Transkripte waren in EBCs deutlich niedriger exprimiert als im Blatigewebe (Abbildung 3-19),
was auf eine eher untergeordnete Rolle der Energiegewinnung durch Photosynthese
schlief3en lasst. Auch die EBCs von M. crystallinum enthalten zwar funktionelle Chloroplasten,
aber auch deren Rolle an der Gesamt-Photosyntheseleistung der Pflanzen scheint eher
untergeordnet zu sein (Barkla et al. 2012; Barkla et al. 2016). Friihe morphologische
Untersuchungen der Blasenhaare verschiedener Arten der Chenopodiaceae zeigten, dass die
EBCs selbst nur sehr wenige und in einigen Arten gar keine Chloroplasten enthalten (Reimann
und Breckle 1988). Elektronenmikroskopische Untersuchungen der EBCs der in dieser Studie

verwendeten Quinoas konnten diese frihen Ergebnisse bestatigen und zeigten, dass zwar die
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Gesamtzahl von Chloroplasten in EBCs und Mesophyllzellen vergleichbar ist, durch die

enorme Grdle der EBCs aber die Dichte an Chloroplasten in EBCs sehr viel kleiner ist als im
Mesophyligewebe (B6hm*, Messerer*, Muller* et al. 2018). Zusatzlich wurde in den Daten der
RNA-Sequenzierung eine grof3e Anzahl an EBC-exprimierten Zuckertransportern identifiziert.
Passend dazu waren in EBCs im Vergleich zum Blattgewebe katabolische Stoffwechselwege
deutlich induziert (Tabelle 3-4). 37% aller mit dem Citrat-Zyklus und 55% der mit dem
Fettsaurestoffwechsel assoziierten Transkripte waren héher in EBCs als im Blatt exprimiert
(Tabelle 3-4).

Zusammengenommen deutet das Transkriptom der EBCs sowie die geringe Chloroplasten-
Dichte auf einen heterotrophen Zellstoffwechsel der EBCs hin, in dem die Energiegewinnung
hauptsachlich durch den mitochondrialen Citrat-Zyklus und die Atmungskette gewahrleistet

wird.
4.4.6 Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Salztoleranz von Dattelpalmen und Quinoa
zwei verschiedene Strategien zu Grunde liegen. Quinoa nutzt, ahnlich wie M. crystallinum, die
EBCs um dort das Uber die Wurzeln aufgenommene uberschussige Natrium und vermutlich
auch Chlorid zu speichern und so negative Auswirkungen im Mesophyll zu verhindern. Auch
wenn ein Teil der daran beteiligten Transportproteine bereits charakterisiert ist (Béhm®,
Messerer*, Muller* et al. 2018), sind die Transportvorgange bei weitem nicht vollstandig
entschlisselt. Es besteht immer noch Bedarf das Bild der an der Natriumbeladung beteiligten
Transportvorgange in die EBCs zu vervollstandigen. Daruber hinaus fehlen Daten zur Chlorid-
Aufnahme und Speicherung noch ganzlich. Die Bestimmung des Chloridgehalts der EBCs
sowie eine Charakterisierung von an der Chlorid-Homdostase beteiligten Anionenkanalen ist
zwingend notwendig, um die Salztoleranz von Quinoa genau zu verstehen und dieses Wissen
auf andere Nutzpflanzen anwenden zu kdnnen. Auch ein Vergleich der Eigenschaften von
Transportproteinen unterschiedlicher Quinoa Kultivare, die sich in der Auspragung ihrer
Salztoleranz unterscheiden, kdnnte hilfreich sein. So kdnnten kleine Unterschiede in den
Aminosauresequenzen identifiziert werden (SNPs), die Auswirkungen auf die Leitfahigkeiten

der Transportproteine haben und so eine hdhere Toleranz vermitteln.

Im Gegensatz zu Quinoa nehmen Dattelpalmen kein Natrium in oberirdische, photosynthetisch
aktive Pflanzenteile auf. Wie genau der Ausschluss von Natrium aber vermittelt wird und ob
Datteln auch fur Chlorid Gber solch einen Mechanismus verfiigen, bleibt Gegenstand aktueller
Forschungen. Transkriptom-Analysen verschiedener Zonen der Wurzeln von Dattelpalmen
kénnten helfen Transportproteine zu identifizieren, die solch einen effizienten Ausschluss
vermitteln kdnnen. Neue Methoden, wie z.B. die Genom-Editierung durch das CRISPER/CAS-
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System (Cong et al. 2013) erlauben dartber hinaus gezielt einzelne Gene zu mutieren und ist
auch an bislang nicht-transformierbaren Pflanzen anwendbar. Der Einsatz solcher Werkzeuge
zur Erzeugung von Quinoa- und Dattelpalmen-Mutanten kdnnte auch die Untersuchung der

Funktion solcher Transportsysteme in planta erméglichen.
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6. Anhang
6.1 Anhang A: Primer
Arabidopsis thaliana
ABI1 fwd
AT4G26080
ABI1 rev
ABI2 fwd
AT5G57050
ABI2 rev
ABR fwd
AT3G02480
ABR rev
Act2/8 fwd
AT1G49240/AT3G18780
Act2/8 rev
CIPK25 fwd
AT5G25110
CIPK25 rev
HAI1 fwd
AT5G59220
HAI1 rev
MYB60 fwd
AT1G08810
MYBG60 rev
KCR2 fwd
AT1G24470
KCR2 rev
KIN2 fwd
AT5G15970
KIN2 rev
PYR1 fwd
AT4G17870
PYR1 rev
PYL1 fwd
AT5G46790
PYL1 rev
PYL2 fwd
AT2G26040
PYL2 rev
PYL4 fwd
AT2G38310
PYL4 rev
PYL5 fwd
AT5G05440
PYL5 rev
PYLS8 fwd
AT5G53160
PYLS8 rev

5-CTGCAATAACCAATACTC-3
5-TCTTCTTCTCGCTAGTAA-3’
5-GGACTTAGAGGCTATTG-3’
5-AGGATTAAATCCATTAGTG-3’
5-ATAAAGATCCAAATGGACG-3
5-GGTGGAATGATGGACAAG-3’
5-GGTGATGGTGTGTCT-3’
5-ACTGAGCACAATGTTAC-3’
5’-AGATCCAAAACGTAGAAG-3’
5-CTTACACAACTCAACGAC-3’
5-GTTGAATAGTTTTGACGA-3
5-GCCGTATTTAGGATAAGC-3’
5-ATGCTGTGACAAGATAGG-3’
5-AAAGTTTCCACGTTTAAT-3
5-ATGTGGATGCACTATCA-3’
5-AAGGTTATCCGGTACAA-3’
5-TCAGAGACCAACAAGAAT-3
5-CGATATACTCTTTCCCGC-3'
5-GTGCATCGGTTCGAG-3’
5’-CACCTGAGAACCACTTCC -3’
5-CGTGAACGTGATAAGTGG-3’
5-TGAACCGTCGTAACCGAT -3
5’-CATAACCCAACGCATCCA -3
5-AACTCAAGCCGCTCGGTA -3’

5’-CCGCTCGTTTTCACACACAC -3
5-GTGTTGCCTGGAGGAACATC -3

5-TGGTGCAGATGATCCACG-3’
5-AGACTGAAGGTTGCACCG-3
5-TGTGTGGTCACTTGTGAGA-3’
5-TGAACCGCAAGACGTTCA-3’
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Anhang

Chenopodium quinoa

CqCBL4 fwd
CqCBL4 rev

CqCIPK24 fwd
CqCIPK24 rev

CqCLCc fwd
CqCLCc rev

CqHAKS fwd
CqHAKS5 rev

CqHAK®G fwd
CqHAKEG rev

CqgP5CS2 fwd
CqP5CS2 rev
CqProt2 fwd
CqProt2 rev

CqSLAH3 fwd
CqSLAH3 rev

CqS0OS1 fwd
CqS0OS1 rev

Phoenix dactylifera

PdEF1a fwd
PdEf1a rev

PdHAKS5 fwd
PdHAKS rev

PdKT1 fwd
PdKT1 rev

PdNHX1 fwd
PANHX1 rev

PdSOS1 fwd
PdSOS1 rev

CCG048771.1
(AT5G24270)

CCG019864.2
(AT5G35410)

CCG018916.1/ CCG067813.1

(AT5G49890)

CCG045154.1/ CCG044167 .1

(AT4G13420)

CCG024117.1
(AT1G70300)

CCG065773.1
(AT3G55610.1)

TRINITY_DN108018

(AT3G55740)

CCG055406.1/CCG044274 .1

(AT5G24030)

CCG057457.1/CCG038552.1

(AT2G01980)

XM_026802912.1
(AT5G60390)

XM_026806672.1
(AT4G13420)

XM_008795639
(AT1G60160)

XM_026807250
(AT5G27150)

XM_026807192.1
(AT2G01980)

5-TCGGAAACGTAATTGTAA-3
5-TCGCTCGTGGACTCT-3’
5-CATGATAATGAATGCATTT-3
5- CTTATTAGCCGATATTCCT-3
5-ATCTTAACGGTGTTGAT-3’
5-CATACTTGCGAGAGC-3’
5- GGAGATATTGGTACTTCG-3
5- GGCAATTCAAGTTGGTA-3'
5-ATTGGGTCAAGGCTTAAA-3
5-AACATGTGGGTTCCAGTG-3’
5-ATCTTAGATCCGAAGGTGTT-3
5-ATGTGCACTTCCATGTTG-3
5-CATGGGGCATCTATTT-3’
5-GCACCTACGGCATT-3’
5’-CAAGAGCGGCAACTTA-3’
5-CTTGTGGAAGACGAATTC-3
5-TTACTTGCCTCGTCTTTA-3
5-TCATGAGCCATTATGTGA-3'

5-CTGTTGCAACAAGATGGA-3’
5’-CCGAAGGTGACAACCATA-3’

5-GACTACAGAATGTTCCGAT -3’
5-AAACTCTTTCTCCTCTTCAAC -3’
5-CTTCCGTCTCAAGTTGC-3’
5’-AAACAAGGACGACAGC-3’
5’-ACAGCCCTCGGAAGT-3’
5’-GCCCACCAGACTATGAC-3’
5’-GTCTAGCTTTCGGAGTA-3’

5’- CAACAACTATGATTCGAG-3’
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6.4 Anhang D: Quinoa mRNA-Sequenzierungs Daten

Die Sequenzierungsergebnisse der C. quinoa EBC Transkriptom-Analyse wurden unter der
Zugangsnummer E-MTAB-6112 in der EMBL-EBI Datenbank (www.ebi.ac.uk/arrayexpress)
sowie der BioProject number PRINA394652 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) abgelegt.

Die Transkriptomvergleiche von EBCs und Blattgewebe sowie die Auswirkungen der
Salzbehandlungen sind unter https://www.cell.com/current-biology/fulltext/S0960-
9822(18)31049-2#secsectitle0230 (Béhm*, Messerer*, Miller* et al. 2018) sowie in der

beigeflgten Exceltabellen auf dem Datentrager zu finden:

Tabelle S1: Differentiell exprimierte Gene in C. quinoa EBCs und Blatt unter Salzstress
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6.5 Anhang E: Abkurzungsverzeichnis

Die in dieser Arbeit verwendeten physikalischen GroRen entsprechen den gangigen
Sl-Einheiten und sind somit im Abklirzungsverzeichnis nicht weiter erklart. Im Folgenden sind

Abkilirzungen beschrieben, die im Text nicht in ausflhrlicher Form erwadhnt werden.

ABA Abscisinsaure

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

bspw. beispielsweise

bzw. beziehungsweise

cDNA komplementare DNA (complementary DNA)
cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat

DCMU 3-(3,4-Dichlorphenyl)-1,1-dimethylharnstoff)
d.h. das heil3t

DNA Desoxyribonukleinsaure (deoxyribonucleic acid)
et al. et alteres (lat.: und andere)

k kilo (103)

m milli (10%)

mRNA Boten-RNA (messenger RNA)

n nano (10°)

pH negativer Logarithmus der H*-Konzentration
RNA Ribonukleinsaure (ribonuclein acid)

rom Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
Stabw Standardabweichung (standard deviation)
SE Standardfehler (standard error)

uv Ultraviolettstrahlung

WT Wildtyp

U mikro (1076)
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