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Zusammenfassung

Stomata sind kleine Poren in der Blattoberflache, die Pflanzen eine Anpassung ihres Was-
serhaushalts an sich dndernde Umweltbedingungen erméoglichen. Die Offnungsweite der
Stomata wird durch den Turgordruck der Schliezellen bestimmt, der wiederum durch
Ionenfliisse iiber die Membranen der Zelle reguliert wird. Ein Netzwerk von Signaltrans-
duktionswegen sorgt dafiir, dass Pflanzen die Stomabewegungen an die Umgebungsbe-
dingungen anpassen konnen. Viele molekulare Komponenten dieser Signaltransduktion-
ketten in SchlieBzellen von Angiospermen sind inzwischen bekannt und Calcium spielt
darin als Signalmolekiil eine wichtige Rolle. Weitgehend unbekannt sind dagegen die
Mechanismen, die zur Erzeugung von transienten Erhohungen der Calciumkonzentrati-
on fithren. Auch die molekularen Grundlagen der Regulierung der Stomaweite in Nicht-
Angiospermen-Arten sind bisher nur wenig verstanden. Um zur Aufkldrung dieser Frage-
stellungen beizutragen, wurden in dieser Arbeit Mechanismen zur Erhéhungen der cyto-
solischen Calciumkonzentration sowie elektrophysiologische Eigenschaften von Schlief3-
zellen untersucht. Der Fokus lag hierbei insbesondere auf der Visualisierung cytosolischer

Calciumsignale in Schliezellen.

Im ersten Teil der Arbeit wurde durch die Applikation hyperpolarisierender Spannungspul-
se mittels TEVC (Two Electrode Voltage Clamp) gezielt eine Erh6hung der cytosolischen
Calciumkonzentration in einzelnen SchlieBzellen von Nicotiana tabacum ausgelost. Um
die Dynamik der cytosolischen Calciumkonzentration dabei zeitlich und rdumlich hoch
aufgelOst zu visualisieren, wurde simultan zu den elektrophysiologischen Messungen ein
Spinning-Disc-System fiir konfokale Aufnahmen eingesetzt. Wihrend der Applikation
hyperpolarisierender Spannungspulse wurde eine transiente VergroBerung des cytosoli-
schen Volumens beobachtet. Diese ldsst sich durch einen osmotisch getriebenen Was-
serfluss erklédren, der durch die Verinderung der Ionenkonzentration im Cytosol verur-
sacht wird. Diese wiederum wird durch die spannungsabhédngige Aktivierung einwirts-
gleichrichtender Kaliumkanile in der Plasmamembran der SchlieBzellen und durch den
Kompensationsstrom der eingestochenen Mikroelektrode hervorgerufen. Mit Hilfe des
calciumsensitiven Farbstoffs Fura-2 konnte gezeigt werden, dass die Erhohung der frei-
en cytosolischen Calciumkonzentration wihrend der Applikation hyperpolarisierender
Spannungspulse durch zwei Mechanismen verursacht wird. Der erste Mechanismus ist
die Aktivierung hyperpolarisationsaktivierter, calciumpermeabler Kanile (HACCs) in der

Plasmamembran, die schon 1998 von |Grabov & Blatt| beschrieben wurde. Zusitzlich zu
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diesem Mechanismus der Calciumfreisetzung, konnte ein zweiter bislang unbekannter
Mechanismus aufgedeckt werden, bei dem Calcium aus intrazelluldren Speichern in das
Cytosol freigesetzt wird. Dieser Mechanismus hidngt mit der oben beschriebenen Ver-
groBerung des cytosolischen Volumens zusammen und ist wahrscheinlich durch die An-
derungen der mechanischen Spannung der Membran bzw. der Osmolaritét innerhalb der
Zelle bedingt. Diese konnten zu einer Aktivierung mechanosensitiver, calciumpermeabler

Kanaile fiithren.

Der zweite Teil der Arbeit beschiftigt sich mit den molekularen Grundlagen der Regu-
lierung von Stomata in Nicht-Angiospermen. In SchlieBzellen von Polypodium vulgare
konnten durch die Anwendung der TEVC-Technik @hnliche spannungsabhingige Strome
iiber die Plasmamembran gemessen werden wie in Angiospermen. Ebenso wurden durch
die Applikation hyperpolarisierender Spannungspulse an SchlieBzellen von Polypodium
und Asplenium Erhohungen der cytosolischen Calciumkonzentration ausgelost, die auf
die Existenz spannungsabhingiger, calciumpermeabler Kanile in der Plasmamembran
hinweisen. Die Diffusion von Fluoreszenzfarbstoffen in die Nachbarschliefzellen nach
der iontophoretischen Beladung in Polypodium, Asplenium, Ceratopteris und Selaginel-
la zeigte, dass in diesen Arten eine symplastische Verbindung zwischen benachbarten
SchlieBzellen besteht, die an SchlieBzellen von Angiospermen bisher nicht beobachtet
werden konnte. Anhand elektronenmikroskopischer Aufnahmen von Polypodium glycyr-
rhiza Schlielzellen konnte gezeigt werden, dass diese Verbindung wahrscheinlich durch
Plasmodesmata zwischen benachbarten SchlieBzellen gebildet wird. Durch die Analy-
se der Calciumdynamik in benachbarten Schliezellen nach hyperpolarisierenden Span-
nungspulsen stellte sich heraus, dass die Calciumhomdostase trotz symplastischer Ver-
bindung in beiden SchlieBzellen unabhéngig voneinander reguliert zu werden scheint. Im
Rahmen der Untersuchungen an FarnschlieBzellen wurde desweiteren eine Methode zur
Applikation von ABA etabliert, die es erlaubt mithilfe von Mikroelektroden das Phyto-
hormon iontophoretisch in den Apoplasten zu laden. Im Gegensatz zu den SchlieBzellen
von Nicotiana tabacum, die auf eine so durchgefiihrte ABA-Applikation mit dem Sto-
maschluss reagierten, wurde in Polypodium vulgare auf diese Weise kein Stomaschluss
ausgelost. Da die ABA-Antwort der Farnstomata aber auch von anderen Faktoren wie
Wachstumsbedingungen abhiéngig ist (Horak et al., 2017)), kann eine ABA-Responsivitit

in dieser Farnart trotzdem nicht vollkommen ausgeschlossen werden.

Die Freisetzung von Calcium aus intrazelluldren Speichern, wie sie in dieser Arbeit ge-
zeigt wurde, konnte eine wichtige Rolle bei der Regulierung der Stomaweite spielen. Zur
Aufkldrung dieser Fragestellung wire die Identifizierung der Kanile, die an der osmo-

tisch/mechanisch induzierten Calciumfreisetzung aus internen Speichern beteiligt sind,

II
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von grofBem Interesse. Weiterfithrende Studien an SchlieBzellen von Farnen konnten die
physiologische Bedeutung der aus Angiospermen bekannten Ionenkandle fiir die Stoma-
bewegungen in evolutionir dlteren Landpflanzen aufklidren und so mageblich zum Ver-
standnis der Evolution der Regulierunsgmechanismen von Stomata beitragen. Auflerdem
stellt sich die Frage, welche Rolle die hier gezeigte symplastische Verbindung der Nach-

barschlieBzellen durch Plasmodesmata fiir die Funktion der Stomata spielt.
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Summary

Stomata are small pores in the leaf surface that allow plants to adapt their water balance
to changing environmental conditions. The turgor pressure of the guard cells determines
the width of the stomatal aperture and is regulated by ion fluxes in or out of the guard
cell. A network of different signal transduction pathways is necessary for the adaption
of stomatal movements to ambient conditions. Many of these transduction pathways ha-
ve been described in detail and many of their components have been identified. It is a
well known fact that calcium acts as a second messenger in pathways regulating stomatal
movements. However, the mechanisms that lead to transient elevations of the cytoso-
lic calcium concentration are largely unknown. The molecular basis of the regulation of
stomatal aperture in non-angiosperm species is also poorly understood. In order to gain
new insights into these topics, mechanisms of calcium elevation and electrophysiological
properties of guard cells were studied, focussing especially on the visualization of the

cytosolic calcium concentration in guard cells.

In the first part of this study, the application of hyperpolarizing voltage pulses by means
of TEVC (Two Electrode Voltage Clamp) was used to specifically trigger an increase in
the cytosolic calcium concentration in individual guard cells in the angiosperm model
plant Nicotiana tabacum. To visualize the dynamics of the cytosolic calcium concentrati-
on with high temporal and spatial resolution, a spinning disc system for confocal imaging
was used simultaneously with the electrophysiological recordings. During the application
of hyperpolarizing voltage pulses a transient increase in cytosolic volume was observed.
This increase can be explained by an osmotically driven water flux caused by changes of
the cytosolic ion concentration. These in turn are caused by the voltage-dependent activa-
tion of inward rectifying potassium channels in the guard cell plasma membrane and by
the compensating current from the impaled microelectrode. Using the calcium-sensitive
dye Fura-2, it could be shown that two mechanisms lead to the elevation of the cytosolic
calcium concentration during the application of hyperpolarizing voltage pulses. The first
mechanism is the activation of hyperpolarization-activated calcium permeable channels
(HACC:S) in the plasma membrane, which has already been described in 1998 by Grabov
& Blatt. In addition to this mechanism of calcium release, a second previously unknown
mechanism was discovered in which calcium is released into the cytosol from intracel-
lular stores. This mechanism is related to the increase in cytosolic volume we described

above and is probably caused by changes in membrane tension or osmolarity within the
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cell. These changes could lead to an activation of mechanosensitive calciumpermeable

channels.

The second part of this thesis deals with the molecular basis of the regulation of stoma-
ta in non-angiosperms. In guard cells of Polypodium vulgare voltage-dependent currents
across the plasma membrane similar to those described in angiosperm model plants could
be measured using TEVC. Furthermore, the application of hyperpolarizing voltage pulses
induced increases in cytosolic calcium concentration in guard cells of Polypodium and
Asplenium indicating the existence of voltage-dependent calcium permeable channels in
the plasma membrane. The diffusion of iontophoretically injected fluorescent dyes into
the neighboring guard cells in Polypodium, Asplenium, Ceratopteris and Selaginella sho-
wed that in these species a symplastic connection between neighboring guard cells exists,
which could not be observed in guard cells of angiosperms. Electron microscopic images
of Polypodium glycyrrhiza guard cells showed that this connection is probably formed by
plasmodesmata between adjacent guard cells. Analysis of the calcium dynamics in neigh-
boring guard cells after hyperpolarizing voltage pulses revealed that calcium homeostasis
seems to be regulated independently in both guard cells despite their symplastic connecti-
on. As part of the investigations on guard cells of ferns, a new method for the application
of ABA was established, which allows the phytohormone to be charged iontophoretically
into the apoplast with the aid of microelectrodes. In contrast to the guard cells of Nicotia-
na tabacum, which reacted with loss of turgor and subsequential stomatal closure to this
method of ABA-application, no closure of the stomata could be induced in Polypodium
vulgare in this way. However, since the ABA response of fern stomata is also dependent
on other factors such as growth conditions (Horak et al., [2017), an ABA-responsiveness

in this fern species can still not be completely excluded.

The release of calcium from intracellular stores, as shown in this work, could play an im-
portant role for the regulation of stomatal aperture. To clarify this question, the identifica-
tion of the channels involved in osmotically/mechanically induced calcium release from
internal stores would be of great interest. Further studies on fern guard cells could clarify
the physiological significance of ion channels known from angiosperms for the stomatal
movements in early land plants, and thus contribute significantly to the understanding of
the evolution of stomatal regulation. In addition, the question arises as to what role the
symplastic connection of the neighboring guard cells through plasmodesmata plays for

the function of stomata.
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1 Einleitung

Pflanzen konnen als photoautotrophe Lebewesen das Sonnenlicht nutzen, um CO; in ener-
giereiche Kohlenstoffverbindungen umzusetzen. Im Gegensatz zu Tieren sind sie deswe-
gen unabhingig von der Aufnahme organischer Kohlenstoffverbindungen. Die Verfiig-
barkeit von CO, ist fiir Pflanzen dagegen essentiell. Die im Wasser lebenden Vorfahren
der Landpflanzen konnten CO, sowie bendtigte anorganische Nahrstoffe direkt aus dem
Wasser tiiber die gesamte Oberfliche aufnehmen. Die ErschlieBung des Landes als Le-
bensraum durch die Pflanzen war nur durch vielféltige Anpassungen an die terrestrischen
Bedingungen moglich. Da das Wasser an Land nur als begrenzte Ressource zur Verfii-
gung steht, mussten Strategien zum Schutz vor Austrocknung und auch zur Nahrstoffauf-
nahme entwickelt werden (Stocker, [1956a). Bei einigen Moosen, die zu den evolutionér
iltesten Gruppen der Landpflanzen gehoren, erfolgt die Wasseraufnahme iiber die ge-
samte Oberfliche. Sie benutzen eine dullere, kapillare Wasserleitung und konnen durch
ihre Wuchsform in gewissem MaBle Wasser speichern (Stocker, | 1956b). Andere Moose
weisen spezielle Strukturen auf, die eine innere Wasserleitung begiinstigen und die an
Leitgefile der hoheren Pflanzen erinnern. Die ersten Gefdpflanzen, zu denen die Far-
ne und Bérlappgewidchse gehoren, besitzen Wurzeln zur Wasseraufnahme und spezielle
LeitgefdBstrukturen zur effektiven inneren Wasserleitung (Huber, [1956). Zum Schutz der
oberirdischen Pflanzenteile vor Verdunstung dient eine aufgelagerte wasserundurchlis-
sige Schutzschicht, die Cuticula. Diese besteht aus Wachsen, die von Epidermiszellen
synthetisiert und abgegeben werden (Sitte et al., [1998). Diese Schutzbarriere verhindert
nicht nur die Verdunstung von Wasser, sondern behindert auch die Aufnahme von CO,
aus der Luft, welche Voraussetzung fiir die Photosynthese ist. Fiir die Evolution der Ge-
faBpflanzen war es also essentiell, den Verdunstungsschutz durch die Cuticula mit einem
funktionierenden Gaswechsel zu kombinieren. Das wurde durch die Entwicklung von

Stomata ermoglicht.

1.1 Stomata und die Funktion von SchlieBzellen

Stomata (von griechisch stoma = Mund) oder Spaltéffnungen sind regulierbare Poren, die
sich an der Oberfldche oberiridischer Pflanzenteile, vor allem aber an der Blattoberfliache,

befinden. Sie werden von spezialisierten Zellen in der Epidermis, den SchlieBzellen, ge-
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bildet. Stomata bestehen aus zwei langlichen, nebeneinanderliegenden SchlieBzellen, die
nur an ihren Enden verbunden sind und den Porus umgeben (Sitte et al., [1998)). Dieser
stellt die direkte Verbindung zwischen AuBlenluft und Interzellularraumen in der Pflanze
dar. Durch Anderung der Offnungsweite regeln Stomata den Wasser- und Gashaushalt der
Pflanzen. Eine Verkleinerung der Poren begrenzt den Wasserverlust durch Transpiration,
gleichzeitig allerdings auch die Aufnahme von CO, fiir die photosynthetische Kohlen-
stofffixierung (Willmer & Fricker, [1996).

Die Anpassung der Offnungsweite der Stomata erfolgt als Reaktion auf verschiedene Um-
weltbedingungen. Licht fiihrt im Allgemeinen zur Offnung der Stomata, um die photo-
synthetische CO,-Fixierung zu ermoglichen. Im Dunkeln schlieen die Stomata, um die
Verdunstung von Wasser zu vermindern. Eine Ausnahme hiervon stellen die sogenann-
ten CAM-Pflanzen (Crassulaceen Acid Metabolism) dar, die in sehr trockenen Gebieten
wachsen und ihre Stomata nachts 6ffnen (Kluge & Tingl [2012). Auf Wassermangel rea-
gieren Pflanzen mit einem SchlieBen der Stomata, um die Verdunstung von Wasser zu
verhindern. Eine niedrige CO,-Konzentration fiihrt dagegen dazu, dass die Stomata wei-
ter gedffnet werden, um die Photosyntheseleistung aufrecht zu erhalten. Die Offnungs-
weite der Stomata stellt fiir die Pflanze einen Kompromiss zwischen Minimierung des
Wasserverlustes und Ermoglichung der CO,-Aufnahme zur Photosynthese dar (Willmer
& Fricker, 1996). Neben der Regulierung des Wasserhaushalts haben die Stomata eine
Schutzfunktion. So fithren der Befall mit Bakterien oder Pilzen sowie Schadstoffe in der
Luft wie zum Beispiel Ozon dazu, dass die Stomata geschlossen werden (Melotto et al.|
2006, Willmer & Fricker, [1996).

Eine Vielzahl von Reizen und Faktoren beeinflusst also die Regulierung der Offnungswei-
te der Stomata. Eine detaillierte Ubersicht iiber den Einfluss verschiedener Faktoren ist
beispielsweise in Willmer & Fricker, 1996 zu finden. Die verschiedenen Faktoren treten
in der Umwelt immer in Kombination miteinander auf. Dabei kann ein Faktor auch die
Reaktion auf einen anderen beeinflussen. Eine erhohte CO,-Konzentration verstirkt zum
Beispiel die Stomaschlussantwort auf das Phytohormon Abscisinsidure (ABA) oder auf
osmotischen Stress (Leymarie et al., 1999, |Chater et al., 2015)). Diese Integration verschie-
dener Faktoren in die Regulierung der Offnungsweite der Stomata ermoglicht der Pflanze
eine genaue Anpassung ihres Gaswechsels und Wasserhaushalts an die herrschenden Um-
weltbedingungen, erfordert jedoch ein komplexes Signalnetzwerk. Die Pflanze braucht
dazu die Moglichkeit, die unterschiedlichen Faktoren wahrzunehmen und sie mit Hilfe
von Signaltransduktionsketten weiterzuleiten, damit sie als Antwort in eine angepasste
Offnungsweite der Stomata iibersetzt werden konnen. Auch auf der Ebene der Entwick-

lung von Stomata erfolgt eine Anpassung an die Umweltbedingungen (zusammengefasst
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in |Casson & Grayl 2008), sodass der Wasserhaushalt zusitzlich zur angepassten Stoma-

offnungsweite auch iiber die Anzahl der Stomata beeinflusst werden kann.

Mechanistisch gesehen erfolgt die Anderung der Offnungsweite der Poren iiber Ande-
rungen im Volumen der Schliezellen. Diese Volumenédnderungen werden hydraulisch
angetrieben. Dabei fiihrt der Einstrom von Wasser in die Schliezellen zu einer Zunah-
me des Volumens und des Turgordrucks und dadurch zur Stomaoffnung. Ein Wasseraus-
strom fiithrt dagegen zur Abnahme des Volumens und des Turgordrucks der Schlie3zellen
und damit zum Stomaschluss (Roelfsema & Hedrich, 2005). Durch spezielle Anpassung
der Zellwand der SchlieBzellen wird durch die Volumenzunahme der Spalt zwischen bei-
den Zellen vergrofert. Bei den meisten nierenformigen Schliezellen, die bei vielen Di-
und Monokotyledonen vorkommen, ist die Zellwand durch radidr angeordnete Zellulo-
sefibrillen so verstirkt, dass sie sich nur in Lidngsrichtung ausdehnen kann. Die Linge
des Stomaaparates bleibt dabei gleich, wodurch sich die Kriimmung der Zelle verstirkt
und der Spalt zwischen den Zellen weitet. Bei den fiir Gréisern typischen hantelformigen
SchlieBzellen schwellen durch den Wassereinstrom die Enden an. Die mittleren Bereiche
der Zellwénde sind bei diesem SchlieBzelltyp verstiarkt und werden durch das Anschwel-
len weiter auseinandergedriickt, was eine VergroBerung der Pore zur Folge hat (Willmer
& Fricker, |1996).

Der Ein- und Ausstrom von Wasser, der die Stomabewegungen bewirkt, wird durch die
Aufnahme bzw. Abgabe von Ionen und anderen osmotisch wirksamen Molekiilen her-
vorgerufen. Die Hauptrolle spielt dabei Kalium, das wihrend der Stomaoffnung in den
SchlieBzellen akkumuliert (Fischer, |1968). Um die positive Ladung des Kaliums aus-
zugleichen, spielen die Anionen Chlorid, Malat und eventuell Nitrat eine entscheidende
Rolle (Allaway, (1973, Raschke & Schnabl, |1978|, Raghavendra, 1980, |Guo et al., 2003]).
Auch eine Akkumulation von Zucker wurde in Zusammenhang mit der Stomaoffnung
gebracht (Talbott & Zeiger, (1996, Ritte et al., |1999, Santelia & Lawson, 2016)). Viele
Transportprozesse und metabolische Prozesse sind notwendig, um den Ionenhaushalt in
SchlieBzellen und damit die Stomabewegungen zu regulieren. Diese werden im folgenden
Abschnitt dargestellt.
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1.2 lonenflusse und Transportvorgange bei
Stomabewegungen

1.2.1 Stomadffnung

Voraussetzung fiir den osmotisch angetriebenen Wassereinstrom in die Schliezellen ist
die Aufnahme von Ionen. Da vollentwickelte SchlieBzellen nicht iiber Plasmodesmata mit
benachbarten Zellen verbunden sind (Wille & Lucas, [1984), erfolgt die Aufnahme der
Ionen aus dem Apoplasten (Bowling, |1987)). Die aufgenommenen Ionen werden haupt-
sdchlich in der Vakuole der SchlieBzellen gespeichert (Roeltsema & Hedrich, 2005). Des-
wegen sind Transportprozesse iiber zwei Membranen, nimlich die Plasmamembran und
die vakuoldre Membran, notwendig. Der Transport von Ionen iiber eine Membran kann
durch Kanile in Richtung eines elektrochemischen Gradienten erfolgen (passiver Trans-
port) oder auch unter Energieaufwand mittels Transportern aktiv entgegen eines Gradi-
enten bewerkstelligt werden. Die Energie, die fiir den Transport gegen ein elektroche-
misches Gefille benétigt wird, kann entweder direkt durch die Hydrolyse von ATP oder
Pyrophosphat bereitgestellt werden (primir aktiver Transport) oder aus der Kopplung an
ein anderes Transportsystem gewonnen werden (sekundér aktiver Transport). Dafiir ge-
neriert ein primdres Transportsystem einen Ionengradienten, der durch das elektroche-
mische Potential gespeicherte Energie darstellt. Diese kann genutzt werden um andere
Ionenfliisse oder Transportsysteme anzutreiben (Sze et al., [1999). Ein Beispiel dafiir sind
Cotransporter, wie Protonen-Anionen-Symporter, die einen H*-Gradienten nutzen kon-
nen, um Anionen entgegen ihres elektrochemischen Gradienten zu transportieren. In den
SchlieBzellen stellt die H"-ATPase in der Plasmamembran als priméres Transportsystem
die treibende Kraft dar, die wihrend der Stomadffnung den Einstrom von Kalium und an-
deren Ionen in die Schliezelle ermdglicht (Pandey et al., 2007, |Wang et al., 2014, |Inoue
& Kinoshita, 2017). Durch die Hydrolyse von ATP werden Protonen aus dem Cytosol
in den Apoplasten abgegeben, wodurch das Membranpotential der SchlieBzellen hyper-
polarisiert. Durch diese Hyperpolarisierung wird das Membranpotential negativer als das
Gleichgewichtspotential von Kalium und spannungsabhingige Kaliumkanile werden ak-
tiviert, wodurch in den SchlieBzellen Kaliumionen akkumulieren (Roelfsema & Hedrich,
2005, Pandey et al., 2007). Die Hyperpolarisierung der Plasmamembran durch die H*-
ATPase ist also Voraussetzung zur Offnung der Stomata und stellt damit einen wichtigen
Regulationspunkt dar. So wirkt Licht, ein zentraler Faktor fiir die Stomadffnung, iiber die
Aktivierung der H*-ATPase. Mitte der 80er Jahre konnte gezeigt werden, dass Blaulicht in

SchlieBzellprotoplasten von Vicia faba einen Protonenausstrom auslost (Assmann et al.,
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1985/und [Shimazaki et al., [ 1986). Auch in intakten Vicia faba Pflanzen konnte durch Ein-
stichsmessungen eine durch Blaulicht induzierte Hyperpolarisierung der Plasmamembran
belegt werden (Roelfsema et al., 2001)). Diese Aktivierung wird iiber die Blaulichtrezepto-
ren PHOT1 und PHOT?2 vermittelt (Kinoshita et al., 2001)). Dabei wird durch die Bindung
eines 14-3-3 Proteins an die H"-ATPase eine autoinhibitorische Doméne am C-Terminus
der H*-ATPase gelost (Emi et al., 2001, |[Fuglsang et al., 2003)). Zusitzlich zu dieser blau-
lichtabhiingigen Aktivierung durch Phototropine fiihrt Licht auch iiber die Photosynthese
zur Aktivierung der H"-ATPase. Dabei ist die durch die Photosynthese niedriger werden-

de CO,-Konzentration das entscheidende Signal (Roelfsema et al., 2002).

Der durch die Hyperpolarisierung ausgeloste Kaliumeinstrom erfolgt dem elektrochemi-
schen Gradienten nach durch einwirtsgleichrichtende Kanile und muss von einer Erho-
hung der Anionenkonzentration in der Schlie3zelle begleitet werden, um die positive La-
dung der Kaliumionen auszugleichen. Dabei dienen die Anionen Malat (Outlaw & Lowryl,
1977, /Allaway, |1973)) und je nach Spezies und Verfiigbarkeit Chlorid (Penny et al., 1976,
Raschke & Schnabl, 1978) und wahrscheinlich auch Nitrat (Raghavendral 1980, Guo
et al., |2003) als Gegenionen (Eisenach & De Angeli, 2017). Malat entsteht dabei in den
Schlief3zellen selbst durch den Abbau von Stirke (Van Kirk & Raschkel, [1978| Outlaw &
Manchester, |1979)), wihrend Chlorid und Nitrat durch sekundér aktiven Transport, wahr-
scheinlich iiber H*-Anionen-Symporter, in die SchlieBzelle aufgenommen werden (Guo
et al., 2003, Kollist et al., [2014).

Ein GroBteil der wihrend der Stomadffnung aufgenommenen Ionen wird in der Vakuo-
le gespeichert (Roelfsema & Hedrich, [2005), was den weiteren Transport iiber die va-
kuoldre Membran erfordert. Die K*-Aufnahme erfolgt dort gegen den elektrischen und
chemischen Gradienten iiber Transporter (Kollist et al., 2014) wihrend der Anionenein-
strom dem elektrischen Gradienten folgend durch Kanile vermittelt wird. Die Energie fiir
die Transportprozesse wird hierbei von V-Typ ATPasen und Pyrophosphatasen bereitge-
stellt (Eisenach & De Angeli,[2017). Zusammenfassend zeigt Abbildung|[I.1]A ein Modell
der Transportvorgédnge in Schliefzellen, die zur Stomadffnung fithren. Der Transport von
Kalium und die Rolle der Anionenkanile werden jeweils in einem spéteren Abschnitt
detailliert behandelt (Abschnitt[T.2.3|und [1.2.4)).

1.2.2 Stomaschluss

Um die Stomata zu schlieen, miissen die in den Schlie8zellen akkumulierten Ionen wie-
der abgegeben werden. Durch den nachfolgenden Wasserausstrom verkleinert sich das

Volumen der SchlieBzelle und der Turgordruck verringert sich. [Tanaka et al. konnten
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2007| mithilfe von Fluoreszenzfarbstoffen die Verdnderungen der Plasmamembran und
der vakuoldren Membran wihrend des Stomaschlusses sichtbar machen. Anhand einer
3D-Rekonstruktion konnten sie die Volumenénderung der Schlie3zellen und der Vakuole
sowie die Anderung der Oberflichengrofen berechnen. Fiir SchlieBzellen von Arabidop-
sis thaliana wurde auf diese Weise eine Abnahme des SchlieBzellvolumens um circa 10 %
und des vakuoldren Volumens um etwa 20 % bestimmt. Dabei treten Verdnderungen an
der Oberfliche der Vakuole in Form von intravakuoldren Strukturen und Einstiilpungen
der vakuoldren Membran auf, die als Membranreserven fiir die Vergro3erung der Vakuole
bei der Stomadffnung notig sind (Gao et al., 2005, Tanaka et al.,|[2007).

Der Stomaschluss ist durch eine Depolarisierung der Plasmamembran der SchlieBzellen
gekennzeichnet. Bei Vicia faba ist beispielsweise eine Anderung des Membranpotenti-
als von -110mV im gedffneten Zustand auf -50 mV beschrieben worden (Roelfsema &
Hedrich, 2005, Roelfsema et al., [2001). Diese Depolarisierung kann durch unterschied-
liche Umweltsignale, wie Trockenheit, eine hohe interne CO,-Konzentration und Dun-
kelheit, ausgelost werden (Roelfsema et al., 2001, [Roelfsema et al., 2004, Roelfsema
et al., 2002, Ishikawa et al.| [1983) und wird durch die Aktivierung von Anionenkana-
len und die fehlende Aktivierung der H*-ATPase verursacht. Nach der Depolarisierung
ist das Membranpotential positiver als das Gleichgewichtspotential von Kalium und es
kann ein Efflux von Kalium durch spannungsaktivierte Kaliumkanile in der Plasmamem-
bran erfolgen. Die Transportprozesse, die beim Stomaschluss an der vakuoldren Membran
stattfinden, sind weniger gut aufgeklért. Durch die Aktivierung eines Kaliumefflux durch
den Kanal TPK1 (Two Pore K*, Gobert et al., 2007) konnte es zu einer Depolarisierung
der vakuoldren Membran kommen, die ihrerseits den Efflux von Anionen aus der Vakuole
durch Anionenkanéle wie ALMTs (Aluminum Activated Malate Tranporter) ermdglichen
wiirde (Kollist et al., 2014). Da die Vakuolen von Schliefzellen fiir Einstichmessungen
nicht zuginglich sind und isolierte Vakuolen aufgrund des fehlenden Cytoplasmas kein
Modell fiir die realistischen Bedingungen wihrend des Stomaschlusses sind, konnte die
Depolarisierung der vakuoldren Membran beim Stomaschluss bis heute noch nicht ge-
zeigt werden. Die am Stomaschluss beteiligten Transportprozesse iiber beide Membranen

sind in Abbildung[I.1|B zusammenfassend dargestellt.
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Abb. 1.1: Ubersicht iiber Ionenfliisse und Transportprozesse wihrend der Stoma-
bewegungen. (A): Stomaoffnung. Die Aktivitit der H*-ATPase wird durch Blaulicht
aktiviert (Assmann et al., (1985, [Shimazaki et al., |1986) und fiihrt zu einer Hyperpo-
larisierung der Plasmamembran auf ca. -110mV (Roelfsema & Hedrich, 2005). Durch
das hyperpolarisierte Membranpotential sind einwirtsgleichrichtende K*-Kanile aus der
Shaker-Familie aktiv, und K* kann aufgenommen werden (Schroeder et al., 1987, Ro-
elfsema et al., 2001). In der vakuoldren Membran transportieren eine H*-ATPase (VHA
- vacuolar-type H*-ATPase) und eine PPase (AVP - Arabidopsis vacuolar pyrophospha-
tase) die Protonen aus dem Cytosol in die Vakuole (Eisenach & De Angeli, 2017). Es
konnte bisher aber nicht gezeigt werden, dass die Aktivitit dieser beiden Protonenpum-
pen fiir die Stomad6ffnung essentiell ist (Eisenach & De Angeli, [2017). Unter Ausnutzung
des Protonengradienten iiber die vakuoldre Membran wird K* von NHX-Transportern in
die Vakuole transportiert (Barragan et al., [2012). Anionen werden wahrscheinlich iiber
Anionen-Protonen-Symporter wie z. B. NRTs ins Cytosol transportiert (Kollist et al.,
2014} Guo et al., 2003). Die Aufnahme der Anionen in die Vakuole erfolgt iiber Kanile
wie z. B. ALMT9 (De Angeli et al., 2013)) und iiber Transporter der CLC-Familie (Jos-
sier et al., 2010, [Wege et al., 2014). (B): Stomaschluss. Der Stomaschluss ist durch eine
Depolarisierung der Plasmamembran auf ca. -50 mV gekennzeichnet (Roelfsema & Hed-
rich, 2005). Diese wird durch die Aktivierung von S-Typ und R-Typ Anionenkanélen und
durch die Inhibierung der H*-ATPase verursacht (Brault et al., 2004, Roelfsema et al.,
2004). Durch das depolarisierte Membranpotential kommt es zur Aktivierung des aus-
wirtsgleichrichtenden K*-Kanals GORK (Ache et al., 2000, Hosy et al., | 2003/Roelfsema
& Hedrich, [2005). Die ATPase und PPase in der vakuolidren Membran spielen eine Rolle
fiir die Ansduerung der Vakuole wihrend des Stomaschlusses (Bak et al., 2013, |[Eisenach
& De Angeli, 2017). Der Transport von K* aus der Vakuole konnte {iber den Kanal TPK1
erfolgen (Kollist et al., 2014} (Gobert et al., 2007). Es wird davon ausgegangen, dass die
Anionen entlang ihres Konzentrationsgradienten durch Kanéle aus der Vakuole strémen.
Der Ausstrom von Malat konnte dabei durch AtALMT6 und/oder ALMT4 vermittelt wer-
den (Meyer et al.,|2011} |[Eisenach et al., 2017). Wie sich das Membranpotential des Tono-
plasten wéhrend des Stomaschlusses verhilt ist umstritten (siehe Eisenach & De Angeli,
2017).* Das Membranpotential des Tonoplasten wurde nicht fiir Schliezellen bestimmt
(siehe [ Wang et al., 2015b).
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1.2.3 Transport von Kalium bei Stomabewegungen

Kalium ist fiir Pflanzen ein wichtiges Nihrelement und das am meisten vorkommende Ion
im Cytosol. Die cytosolische Kaliumkonzentration wird auf einen Wert von 80-100 mM
reguliert (Leighl 2001, Gierth & Maiser, [2007). Die vakuoldre Kaliumkonzentration ist va-
riabler und héngt unter anderem von der Verfiigbarkeit von Kalium ab (Gierth & Maser,
2007)). Kaliumionen erfiillen verschiedene Funktionen in der Pflanzenzelle wie die elektri-
sche Neutralisierung anionischer Gruppen, die Kontrolle iiber das Membranpotential und
die Wirkung als Cofaktor fiir die Aktivierung vieler Enzyme (Lebaudy et al., [2007). Das
vakuoldre Kalium hat aulerdem eine osmoregulatorische Wirkung, die die Grundlage fiir
die Stomabewegungen darstellt (Fischer, |[1968). Kalium kann fiir die Stomadéffnung zwar
durch Natrium ersetzt werden, allerdings kann anschlieend kein Stomaschluss mehr er-
folgen (Roelfsema & Hedrich, 2005). Der Gehalt an Kalium in SchlieBzellen von Vicia
faba steigt wihrend der Stomadffnung von ca. 0,3 pmol auf ca. 2,5 pmol an. Daraus lédsst
sich ein Anstieg des Kaliumgehalts von 0,18 bzw. 0,36 pmol pro um Offnungsweite be-
rechnen, je nachdem ob die SchlieBzellen in Epidermisstreifen vorliegen oder von intakten
Epidermiszellen umgeben sind (MacRobbie, |1987, Roelfsema & Hedrich, 2005). Fiir die
Konzentration von Kalium in Cytosol, Vakuole und Apoplast findet man eine Aufstellung

in|Jezek & Blatt, 2017, allerdings zeigen die Werte zum Teil eine hohe Varianz.

Um den Transport von Kalium in beide Richtungen zu bewerkstelligen, sind spezielle
Kanile und Transporter notwendig. Mithilfe elektrophysiologischer und molekularbiolo-
gischer Techniken und durch die Sequenzierung des Arabidopsis-Genoms (Arabidopsis
Genome Initiative, |2000) konnten viele Kaliumkanile und -transporter identifiziert und
charakterisiert werden. [1984] wurden von [Schroeder et al.| erstmals kaliumselektive Stro-
me an der Plasmamembran von Vicia faba SchlieBzellen gemessen. Ungefidhr zehn Jahre
spater wurden dann KAT1 (K*-channel in Arabidopsis thaliana 1) (Anderson et al.,|1992)
und AKT1 (Arabidopsis thaliana K*-transporter 1) (Sentenac et al., [1992) als erste Ka-
liumkanile aus Arabidopsis thaliana auf molekularer Ebene identifiziert. Insgesamt sind
in Arabidopsis 15 Gene fiir Kaliumkanile bekannt, die anhand ihrer Struktur in drei ver-
schiedene Gruppen eingeteilt werden: die Shaker-Kanéle mit neun Vertretern, die TPKs
(Two Pore K*) mit fiinf und ein einzelner IRK-like (Inwardly Rectifying K*) Kaliumkanal
(Hedrichl, [2012).

1.2.3.1 Kaliumtransport tiber die Plasmamembran

Fiir den Kaliumtransport iiber die Plasmamembran wihrend der SchlieBzellbewegungen

sind hauptsichlich Kanile der Shaker-Familie verantwortlich. Diese Kanile sind homo-
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log zu den tierischen Shaker-Kaliumkanélen, von denen der erste (1987 in Drosophila
identifiziert wurde (Tempel et al., |1987, |Papazian et al., 1987). Sie sind in der Plasma-
membran lokalisiert (Hedrich, [2012) und zeigen spannungsabhingige Strome, die in den
80er Jahren mit Hilfe von Patch-Clamp-Messungen an SchlieBzellprotoplasten charakte-
risiert wurden (Schroeder et al., |[1987). Ein funktioneller Shaker-Kanal setzt sich aus vier

alpha-Untereinheiten zusammen (Daram et al., |1997).

Trotz ihrer strukturellen Ahnlichkeit unterscheiden sich die Kanile der Shaker-Familie in
threr Spannungsabhingigkeit und konnen so als ein- und auswirtsgleichrichtende Kali-
umkanile fungieren (Kollist et al., 2014, Dreyer & Blatt, |2009). In Einstichsmessungen
an intakten SchlieBzellen, wie sie auch in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, konnten
diese zwei Arten von Kaliumstromen durch die Anwendung von Spannungspulsen in
verschiedenen Pflanzenarten gezeigt werden (Roelfsema & Hedrich, 2005). Die einwirts-
gleichrichtenden Kanile sind fiir die Aufnahme von Kalium wihrend der Stomaoffnung
verantwortlich. Sie aktivieren in Vicia faba bei Membranpotentialen, die negativer als
-100mV sind (Roelfsema et al., 2001). Die Kanéle, die als Auswirtsgleichrichter fun-
gieren, werden dagegen bei Membranpotentialen um -50 mV aktiviert (Roelfsema et al.,
2001). Der Stomaschluss geht mit einer Depolarisierung der Plasmamembran einher, wo-
durch der Kaliumausstrom durch die auswirtsgleichrichtenden Kanile ermdoglicht wird.
Im Gegensatz zu den Einwiértsstromen von Kalium ist die Spannungsabhéngigkeit der
Auswirtsstrome abhingig von der extrazelluldren Kaliumkonzentration. Dabei wird die
Spannungsabhingigkeit der Kaliumauswirtsstrome durch das extrazelluldre Kalium so
verschoben, dass die Kanile immer bei einem Membranpotential aktivieren, dass po-
sitiver als das Nernst-Potential von Kalium ist (Blatt, |1988, [Roelfsema & Prins|, (1997,
Ache et al., 2000, Roelfsema & Hedrich, [2005). Das fiihrt dazu, dass durch diese Kanile
tatsidchlich nur ein Ausstrom von Kalium vermittelt wird. Dagegen kann durch die ein-
wirtsgleichrichtenden Kanile bei sehr niedrigen extrazelludren Kaliumkonzentrationen
auch ein Ausstrom von Kalium stattfinden (Véry et al., |1995, Briiggemann et al., 1999,
Roelfsema & Hedrich, 2005)).

Der erste identifizierte Kaliumkanal, der Einwéartsstrome in SchlieBzellen vermittelt, war
der schlieBzellspezifisch exprimierte (Nakamura et al., [1995) KAT1, der 1992 kloniert
(Anderson et al.) und spiter in Oozyten elektrophysiologisch charakterisiert wurde (z. B.
in Schachtman et al., [1992] Véry et al., [1995] Hoshi, 1995, Hedrich et al., [1995). Aber
auch andere Mitglieder der Shaker-Familie konnen den Einwirtsstrom von Kalium in
SchlieBzellen vermitteln, was Einstichsmessungen an intakten Schliezellen von Arabi-
dopsis Pflanzen mit einer Transposoninsertion in KAT1 (KAT1::En-1) zeigen (Szyroki

et al., 2001). Diese Pflanzen besitzen keinen funktionellen KAT1-Kanal, zeigen aber



1 Einleitung

trotzdem spannungsabhingige Kaliumeinwértsstrome und offnen ihre Stomata. Neben
KAT1 konnten [Szyroki et al.| die Expression von KAT2, AKT1, AKT2/3 und AtKC1
in Arabidopsis Schlielzellen nachweisen. Durch Coexpression dieser verschiedenen Un-
tereinheiten in Xenopus-Oozyten und elektrophysiologische Messungen konnte gezeigt
werden, dass die einwirtsgleichrichtenden Kaliumkanéle aus unterschiedlichen alpha-
Untereinheiten zusammengesetzt sein konnen und dass diese homo- und heteromeren
Zusammensetzungen die Eigenschaften des Kanals wie zum Beispiel die Spannungsab-
hingigkeit modifizieren (Dreyer et al.l [1997). AtKC1 bildet alleine keinen funktionellen
Kanal, kann aber als regulatorische Untereinheit an der Zusammensetzung eines Kalium-
kanals mitwirken und dessen Eigenschaften beeinflussen (Jeanguenin et al., 2011, Rein-
tanz et al.| [2002).

Fiir den spannungsabhéngigen Transport von Kalium aus den Schliezellen wird nur ein
einziger Kanal exprimiert, nimlich GORK (Guardcell Outward Rectifying K*-channel)
(Ache et al., 2000, Hosy et al., 2003), der ebenfalls zu den Shaker-Kanélen gehort. In der
gork-1-Mutante, die keinen funktionellen GORK-Kanal besitzt, sind keine spannungs-
abhidngigen Kaliumauswirtsstrome messbar und der durch das Phytohormon ABA (Ab-
scisic acid) vermittelte Stomaschluss erfolgt langsamer als in Wildtyp-Pflanzen (Hosy
et al., 2003). Da trotz Abwesenheit des spannungsabhiingigen Kaliumausstroms der Sto-
maschluss erfolgt, muss es ein zusitzliches alternatives System fiir den Transport von
Kalium aus den Schlie3zellen geben. Osakabe et al.|untersuchten 2013 die Funktion von
Kaliumtransportern der KUP/HAK/KT (K*uptake/HighAffinityK*/K* Transport) Familie,
und konnten zeigen, dass der reduzierte Stomaschluss der gork/-Mutante in den Dreifach-
mutanten kup-6-8-gork noch verstirkt wird. Das ldsst darauf schlieBen, dass diese KUP-
Transporter neben GORK eine Rolle fiir den Transport von Kalium aus den Schliezellen
spielen (Roelfsema & Hedrich, 2005).

1.2.3.2 Kaliumtransport liber die vakuolare Membran

Der Transport von Kalium in die Vakuole wihrend der Stomaoffnung erfolgt gegen den
elektrochemischen Gradienten durch Transporter der NHX-Familie (Na*/H*-Exchanger),
die den pH-Gradienten iiber eine Membran zum Transport von Kalium und Natrium nut-
zen konnen (Venema et al., 2002, |[Kollist et al., 2014). Dieser pH-Gradient wird im Fall
des vakuoldren Transports durch die vakuoldren Protonenpumpen V-PPase und V-ATPase
generiert (Eisenach & De Angeli, [2017). Eine Lokalisation in der vakuoldren Membran
konnte fiir NHX1 (Apse et al., 1999, |Quintero et al., 2000) und NHX?2 (Yoko1 et al.,
2002) gezeigt werden, ebenso die Expression dieser beiden Transporter in Schlie3zellen
(Barragan et al.l |2012). Die Phdnotypen der nhxInhx2-Doppelmutante mit einer redu-

10
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zierten Stomadffnung belegen die Funktion fiir die Stomadffnung (Andrés et al., 2014).
AuBerdem enthalten Schlie3zellvakuolen der Mutanten ohne NHX1 und NHX?2 weniger
Kalium, was fiir eine Rolle beim mit der Stomaoffnung assoziierten Kaliumtransport in
die Vakuole spricht (Barragan et al., [2012).

Die Abgabe der akkumulierten Kaliumionen ins Cytosol wihrend des Stomaschlusses
erfolgt vermutlich durch Kanile. Aufgrund ihrer Lokalisation kommen dafiir Kanéle der
TPK-Familie (Two Pore K*-channel) in Frage, deren Mitglieder mit Ausnahme von TPK4
in der vakuoldren Membran lokalisiert sind, wie durch GFP-Fusionen gezeigt werden
konnte (Czempinski et al., 2002, Schonknecht et al., 2002, |Voelker et al., [2006). An-
hand von Patch-Clamp-Messungen an Vakuolen von Verlustmutanten konnten die Strome
von TPK1 2007 von Gobert et al. elektrophysiologisch charakterisiert werden. Bereits in
fritheren Patch-Clamp-Messungen an SchlieBzellvakuolen wurden die durch TPK1 ver-
mittelten Strome als sogenannte VK-Strome (Vacuolar K*) beschrieben (Ward & Schro-
eder, [1994). TPK1 ist demnach ein spannungsunabhéngiger, kaliumselektiver Kanal, der
durch Erhohung der cytosolischen Calciumkonzentration aktiviert wird und eine Regu-
lierung durch den cytosolischen pH-Wert zeigt (Ward & Schroeder, |1994, |Gobert et al.,
2007)). AuBerdem konnte eine Aktivierung durch 14-3-3 Proteine (Latz et al., 2007) und
eine Funktion als Osmosensor in der vakuoldren Membran (Maathuis, 2011) gezeigt
werden. Eine geringere Geschwindigkeit des ABA-vermittelten Stomaschlusses in #pkI-
Verlustmutanten weist auf eine Funktion von TPK1 beim Stomaschluss hin, zeigt aber
auch, dass noch andere Kanile oder Transportsysteme am Transport von Kalium aus der
Vakuole beteiligt sein miissen. Diese wurden jedoch noch nicht identifiziert (Eisenach &
De Angeli, |2017).

Andere an Schliezellvakuolen charakterisierte Kaliumleitfahigkeiten sind neben den VK-
Stromen die SV- (Slow Vacuolar) und FV- (Fast Vacuolar) Strome, die sich vor allem in
ihrer Kinetik unterscheiden (Hedrich et al., 1986, Hedrich & Neher, |1987al |Allen & San-
ders|, [1996). Inzwischen ist bekannt, dass die SV-Strome durch den Kanal TPC1 (Two
Pore Channel) vermittelt werden (Peiter et al., 2005, Hedrich & Martenl, [2011)). Dieser
ist allerdings nicht ausschlieBlich selektiv fiir Kalium, sondern auch fiir andere Katio-
nen wie Na*, NH4*, Ca?>*und Mg?* permeabel (Hedrich & Marten, [2011/und Referenzen
darin). Die Rolle von TPCl fiir die Stomaoffnung ist noch nicht abschlieBend geklért. Bis-
her konnte in #pc/-Verlustmutanten nur eine veridnderte Reaktion von Stomata in Epider-
misstreifen auf hohe extrazelluldre Calciumkonzentrationen gezeigt werden (Peiter et al.,
2005)). Auf die Rolle von TPC1 als Calciumkanal wird in Abschnitt[I.3.1]eingegegangen.
Die Kanile, die die FV-Strome vermitteln, sind bis heute nicht auf molekularer Ebene
identifiziert.
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1.2.4 Transport von Anionen in SchlieBzellen

Neben dem Transport von Kalium spielt auch der Anionentransport eine wichtige Rolle
fiir die Stomabewegungen. Zum einen gleichen die Anionen die positive Ladung des Kali-
ums aus, zum anderen ist es die Aktivierung von Anionenkanilen, die zur Depolarisierung
der Plasmamembran fiihrt. Diese ist wiederum essentiell fiir den Stomaschluss, da durch
das positivere Membranpotential erst der fiir den Stomaschluss notwendige Kaliumefflux
ausgelost wird (Roelfsema et al., 2004, |Barbier-Brygoo et al., 2011, Kollist et al.,|2014]).

Wie sich die Konzentration der verschiedenen Anionen wihrend der Stomabewegungen
andert, ist schwierig in genauen Werten anzugeben. Das beruht darauf, dass die Kon-
zentrationen der jeweiligen Anionen in der Schliezelle je nach Pflanzenart, Wachstums-
bedingungen und Verfiigbarkeit der Anionen stark variieren konnen. Laut der Ubersicht
in Jezek & Blatt, 2017| (Tabelle II) spielen mengenméBig Malat und Chlorid wohl die
wichtigste Rolle als Gegenionen fiir K* wihrend der Stomaoffnung. Die Rolle dieser bei-
den Anionen wurde in zahlreichen Arbeiten genau untersucht (siehe z.B. |Allaway, 1973,
Raschke & Schnabl, |1978, [Van Kirk & Raschke, 1978)). Auch Nitrat wird als Gegenion
wihrend der Stomaoffnung erwéhnt (z.B in |Pandey et al., 2007, Roelfsema & Hedrich,
2005|und Eisenach & De Angeli, 2017), Untersuchungen zur Anderung der Nitratkonzen-
tration in SchlieBzellen gibt es aber nur wenige (Raghavendra, 1980, Guo et al., 2003)).
Die groBten Anderungen der Anionenkonzentration kénnen in der Vakuole gezeigt wer-
den (Jezek & Blatt,|[2017)). Die Anionen werden aus dem Apoplasten aufgenommen oder
im Fall von Malat zusitzlich in den Schliezellen synthetisiert und anschlieBend in die
Vakuole transportiert (Kollist et al., 2014)).

1.2.4.1 Anionentransport liber die Plasmamembran

Die Aufnahme von Anionen in die SchlieBzellen erfordert einen aktiven Transport, da
sie gegen Konzentrationgefille und elektrochemisches Potential erfolgen muss. Wahr-
scheinlich wird dieser Transport von H*/Anionen-Cotransportern vermittelt (Kollist et al.,
2014). Fiir Chlorid konnte noch kein solcher Transporter in der Plasmamembran identifi-
ziert werden. 2003 wurde von |Guo et al. der Nitrattransporter AtNRT1.1 (Nitrate Trans-
porter 1.1) identifiziert, der diese Rolle fiir Nitrat iibernehmen konnte. Die Autoren zeig-
ten ebenfalls, dass die NRT1.1-Verlustmutante chl// die Stomata im Vergleich zum Wild-
typ weniger weit 6ffnet und dass in SchlieBzellprotoplasten im Licht keine Nitratakku-
mulation stattfindet (Guo et al., 2003)). Voraussetzung um diesen Phinotyp zu sehen ist
allerdings, dass das KCl der Badlésung durch KNOj; ersetzt wird.
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Beim Stomaschluss konnen die in den SchlieBzellen akkumulierten Anionen durch Kané-
le aus dem Cytosol in den Apoplasten abgegeben werden. Mithilfe von Patch-Clamp-
Messungen konnten Ende der 80er Jahre an SchlieB3zellen Anionenstrome gemessen wer-
den (Keller et al., 1989, Schroeder & Hagiwaral, 1989, [Hedrich et al.l |1990), die sich
anhand ihrer Aktivierungskinetik in zwei Typen einteilen lassen (Schroeder & Keller,
1992)). Demnach werden sie als R- und S-Typ (R =rapid, S = slow) Anionenstréme be-
zeichnet. R-Typ-Kanile aktivieren im Bereich von Millisekunden (5-50 ms, |[Kolb et al.,
1995) und damit etwa 1000-mal schneller als S-Typ-Kanile, die in ca. 5-50 s aktivieren
(Linder & Raschkel 1992, Roelfsema et al., 2012)). Ein weiterer Unterschied liegt in ih-
rer Spannungsabhingigkeit. Wihrend die Strome durch S-Typ-Kanile nur schwach span-
nungsabhingig sind, zeigen Strome durch R-Typ-Kanile ein Maximum bei Membranpo-
tentialen um -50 mV. Bei negativeren Membranpotentialen verringert sich die Offenwahr-
scheinlichkeit stark (Kolb et al., [1995, Roelfsema & Hedrich, [2005). Durch extrazellu-
lares Malat verschiebt sich die Spannungsabhiéngigkeit, wodurch die R-Typ-Kanile auch
bei negativeren Membranpotentialen aktiv sein konnen (Hedrich & Marten, [1993). Bei
langer anhaltender Depolarisierung der Plasmamembran inaktivieren die R-Typ-Kanéle
im Gegensatz zu den S-Typ-Kanilen, die iiber einen ldngeren Zeitraum aktiv sein konnen
und so physiologisch gesehen fiir linger anhaltende Depolarisierungen eine Rolle spielen
konnten (Schroeder & Keller, 1992, |Hedrich et al., (1990, Linder & Raschke, |1992). Die
Einzelkanalleitfahigkeit beider Kanaltypen (S-Typ: 33 pS, Linder & Raschkel [1992; R-
Typ: 39 pS, Keller et al., |1989) sowie ihre Selektivitit sind dagegen dhnlich. Beide zeigen
die hochste Permeabilitit fiir NO?", sind aber auch permeabel fiir Cl°, Br', I und Malat®
(Hedrich & Marten, (1993 |Schmidt & Schroeder, 1994, |[Dietrich & Hedrich| [1994).

Inzwischen wurden sowohl Kanile fiir den S-Typ als auch fiir den R-Typ auf mole-
kularer Ebene identifiziert, was eine genauere elektrophysiologische Charakterisierung
moglich machte. Als erster S-Typ-Kanal wurde 2008 SLAC1 (Slow Anion Channel 1)
identifiziert—sogar gleich in zwei unterschiedlichen Studien. In einer dieser Studien wur-
de eine Mutantenkollektion auf ihre Ozon-Sensitivitit untersucht (Vahisalu et al., 2008,
Methode in |[Langebartels et al., 2000, Seite 531ff.), in einer zweiten wurde nach Pflan-
zen mit Storungen der CO,-abhiingigen Anderung der Blatt-Temperatur gesucht (Negi
et al., 2008). Die identifizierten Mutanten zeigten in Gaswechselmessungen einen redu-
zierten Stomaschluss im Dunkeln und keinen Stomaschluss als Reaktion auf Erhohung
der CO,-Konzentration (Vahisalu et al., [2008). In Patch-Clamp-Messungen an Schlie3-
zellprotoplasten konnte bestitigt werden, dass die slac/-Mutanten keine durch Calcium
oder ABA aktivierbaren S-Typ-Strome zeigen. Die R-Typ-Strome waren dagegen auch in
den slacl-Mutanten messbar und zeigen keine signifikanten Abweichungen vom Wildtyp

(Vahisalu et al.,[2008)). Aulerdem konnte eine erhohte Akkumulation von Malat, Fumarat,

13



1 Einleitung

Chlorid und Kalium in Schliezellprotoplasten der slac/-Mutanten gezeigt werden, die
durch schlieBzellspezifische Expression von SLAC1 ausgeglichen werden konnte (Negi
et al., 2008). Die gleiche Wirkung hatte die schlieBzellspezifische Expression der SLAC1-
Homologen SLAH1 und SLAH3, nicht aber die von SLAH2 (Negi et al., 2008)). In Arabi-
dopsis gehoren neben SLACI vier Homologe (SLAH 1-4) zur SLACI1-Familie (Vahisalu
et al., 2008) s. ergidnzendes Material, Negi et al., 2008)). Die SLAH-Proteine haben unter-
schiedliche Expressionsmuster und neben SLAC1 konnte nur fiir SLAH3 eine Expression
in Schliezellen gezeigt werden (Geiger et al., 2011). SLAH3 trigt zur Anionenleitfahig-
keit in SchlieBzellen bei, wie TEVC-Messungen in slacl, slah3 und slac1/slah3-Mutanten
zeigten (Glizel-Deger et al., 2015). Durch die Applikation von fig22, einem Peptid aus
dem bakteriellen Elizitor Flagellin, wurden durch SLAH3 vermittelte Anionenstréme ak-
tiviert (Guizel-Deger et al., 2015). 2019 konnten Liu et al. zeigen, dass SLAH3 im Gegen-
satz zu SLAC1 eine wichtige Rolle fiir den durch Chitin vermittelten Stomaschluss spielt.

SLAH3 hat demnach eine Funktion fiir den Stomaschluss als Schutz vor Pathogenbefall.

Zwei Jahre nach der Identifizierung der S-Typ-Kanile wurde mit ALMT12/QUACI (Alu-
minum-activated Malate Transporter 12/Quick Anion Channel 1) der erste R-Typ-An-
ionenkanal in SchlieBzellen identifiziert (Sasaki et al., 2010, Meyer et al., 2010). Die
Familie der ALMTs wurde nach dem zuerst in Weizen identifizierten ALMT1 benannt,
der in den Wurzeln eine Rolle fiir die Aluminium-Toleranz spielt, indem Malat als Che-
lator aus der Zelle transportiert wird (Sasaki et al.[2004). Wie die meisten weiteren Mit-
glieder der Familie ist ALMT12 nicht Al**-sensitiv und so wurde QUAC1 (QuickAnion-
Channell) als alternative Namensgebung eingefiihrt (Dreyer et al.|2012, Linder & Rasch-
ke||1992). Pflanzen, in denen ALMT12 durch T-DNA Insertionen unterbrochen wurde,
zeigten einen reduzierten Stomaschluss auf Stimuli wie Dunkelheit, Erhdhung der CO,-
Konzentration und das Stresshormon ABA (Sasaki et al.[2010, Meyer et al. 2010). Meyer
et al. konnten in Patch-Clamp-Messungen zeigen, dass die R-Typ-Strome im Vergleich
zum Wildtyp reduziert sind und dass durch die Expression von ALMT12 in Xenopus-
Oozyten Strome messbar sind, die den in SchlieBzellen beschriebenen R-Typ-Stromen
dhneln. So wird durch hohere externe Malatkonzentration die Aktivierung der Kanile
durch Erhohung der Offenwahrscheinlichkeit in den Bereich negativerer Membranpoten-
tiale verschoben, wie auch schon fiir die in Vicia faba Protoplasten gemessenen R-Typ-
Strome beschrieben wurde (Hedrich & Marten|[1993)).

Da die Aktivierung der Anionenkanile einen essentiellen Schritt des Stomaschlusses dar-
stellt und diesen initiiert, ist eine strikte Regulierung der Anionenstrome notwendig. Auf
der einen Seite fithren Blaulicht, photosynthetisch aktive Strahlung (engl.: photosynthetic

active radiation, PAR) und eine erhohte interzellulare CO,-Konzentration zur Deaktivie-
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rung der Anionenkanile (Roelfsema et al., 2002, Marten et al., 2007a). Andere Stimuli
wie die Pflanzenhormone ABA und Methyljasmonat (Pe1 et al., 1997, Roelfsema et al.,
2004, Munemasa et al., 2007), eine erhohte cytosolische Calciumkonzentration (Hed-
rich et al., 1990, Schroeder & Hagiwaral |1989) sowie bestimmte Mikroben-assoziierte
Elizitoren (MAMPs—microbe Associated Molecular Patterns) (Koers et al., [2011)) akti-
vieren dagegen die Anionenkanile. Die Mechanismen zur Regulierung der Anionenka-
nalaktivitit beruhen zum einen auf Phosphorylierungen der Anionenkanile, wie schon
vor der molekularen Identifizierung der Kanile gezeigt werden konnte (Schmidt et al.,
1995). AuBlerdem konnten die durch SLACI vermittelten Strome in Xenopus-Oozyten
nur bei Coexpression mit der Kinase OST1 (Open Stomata 1), die mit SLACI intera-
giert, gemessen werden (Geiger et al., 2009). OST1 aktiviert ebenfalls den R-Typ-Kanal
ALMT12/QUACI (Imes et al., 2013). Zum anderen ist die Aktivitit der Anionenkanile
von der freien cytosolischen Calciumkonzentration abhingig (Hedrich et al., 1990, Schro-
eder & Hagiwara, 1989). Bei dieser calciumabhingigen Aktivierung der Anionenkanile
sind bestimmte CPKs (calciumabhiéngige Kinasen), die bei spezifischen Calciumkonzen-
trationen aktiviert werden, beteiligt (Mor1 et al., 2006, (Geiger et al., 2010, Geiger et al.,
2011)). Die calcium- und ABA-abhingige Regulierung des Stomaschlusses und der Anio-
nenkanile wird in den Kapiteln[I.3]und [T.4]im Detail behandelt.

1.2.4.2 Anionentransport tiber die vakuolare Membran

Wie alle wihrend der Stom6ffnung aufgenommen Osmolyte akkumulieren auch die An-
ionen zum GroBteil in der Vakuole. Fiir den Anionentransport iiber die vakuolidre Mem-
bran konnte die Beteiligung von Transportern bzw. Kanilen aus der AtALMT- (Arabi-
dopsis thaliana Aluminum Activated Malate Transporter) und der AtCLC- (Arabidopsis
thaliana Chloride Channel) Familie gezeigt werden. Dabei ist zu beachten, dass in der Fa-
milie der CLCs Anionenkanile und Anionen/Protonenaustauscher vorkommen (Jentsch
2008, Jossier et al.|2010). Die sieben in Arabidopsis identifizierten CLCs (a-g) sind Anio-
nen/Protonenaustauscher und lokalisieren in intrazelluldaren Membranen, AtCLC a, b und
¢ in der vakuoldren Membran (De Angeli et al., 2006, Jossier et al.[|2010, von der Fecht-
Bartenbach et al., 2010). Fiir AtCLCa und AtCLCc konnte eine Rolle fiir die Stomabe-
wegung belegt werden (Jossier et al. 2010, [Wege et al.[2014).

Unter den vakuoldren ALMTs konnte fiir AtALMT4, AtALMT6 und AtALMTO eine
Expression in Schliefzellen gezeigt werden (Meyer et al., 2011, |De Angeli et al., 2013,
Eisenach et al., 2017). In Patch-Clamp-Messungen konnte gezeigt werden, dass es sich
bei ALMT9 um einen Chloridkanal handelt, der bei physiologischen Malatkonzentra-

tionen_im_Cytosol aktiv_ist und spannungsabhingige Einwirtsstrome zeigt (De Angeli
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et al., 2013). Stomata in Epidermisstreifen der Verlustmutante a/mr9 zeigen im Vergleich
zu Stomata von Wildtyp-Pflanzen eine geringere Offnungsweite im Licht. Dieser Effekt
wird durch geringere Chloridkonzentrationen im Medium abgeschwécht, da das fehlen-
de Chlorid dann durch die Akkumulation anderer Anionen ausgeglichen werden kann
(De Angeli et al., 2013). Diese Ergebnisse weisen darauthin, dass ALMTO bei der Stoma-
offnung fiir die Akkumulation von Chlorid in der Vakuole verantwortlich ist. Der Stoma-
schluss ist in der Verlustmutante nicht beeintrichtigt (De Angeli et al., 2013). AtALMT4
spielt dagegen eine Rolle fiir den ABA-vermittelten Stomaschluss (Eisenach et al., 2017).
Stomata von almt4-Verlustmutanten zeigen im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen einen ver-
ringerten Stomaschluss nach der Applikation von ABA. Patch-Clamp-Messungen weisen
darauf hin, dass ALMT4 am Efflux von Malat aus der Vakuole wihrend des Stomaschlus-
ses beteiligt sein konnte. Die Aktivitit des Kanals wird durch Phosphorylierung reguliert,
wobei die Dephosphorylierung eines bestimmten Serinrests zur Aktivierung von ALMT4
fiihrt. Wéhrend der Stomadffnung wird der Kanal vermutlich durch Phosphorylierung in-
aktiviert. Die genaue Rolle fiir den schlieBzellspezifischen Kanal ALMT6 ist noch nicht
bekannt, da kein Phinotyp fiir almt6-Knockout-Pflanzen vorliegt. Aufgrund elektrophy-
siologischer Eigenschaften konnte dieser Kanal sowohl fiir die Malatakkumulation in der
Vakuole wihrend der Stomaoffnung als auch fiir den Efflux von Malat wihrend des Sto-
maschlusses eine Rolle spielen. Der fehlende Phénotyp der almt6-Mutanten konnte durch

eine funktionelle Redundanz anderer Kanile und/oder Transporter zu erkliren sein.

1.3 Der Transport von Calcium in SchlieBzellen und
die Rolle fur die Signaltransduktion

Im Gegensatz zu Kalium und Anionen, die in den SchlieBzellen hauptsichlich eine Funk-
tion als osmolytische Teilchen erfiillen, spielt Calcium eine essentielle Rolle als Signal-
molekiil. Signalmolekiile sind notwendig, um wahrgenommene Reize in physiologische
Antworten umzusetzen. Die Rolle von Calcium als universelles Signalmolekiil und sei-
ne Beteiligung an zahlreichen physiologischen Prozessen in Tieren, Pflanzen und auch in
Prokayryoten ist inzwischen sehr gut untersucht (fiir Reviews siehe z. B. Dodd et al., 2010
(Pflanzen), Carafoli & Krebs, 2016/ (Tiere) und Dominguez, 2018| (Prokaryoten)). Trotz-
dem sind einige Aspekte und Details wie zum Beispiel die molekulare Identitét pflanzli-
cher Calciumkanile oder die Rolle subzellulidrer Unterschiede der Calciumverteilung bis

heute weitgehend ungeklirt.

Eine zu hohe Konzentration von freiem Calcium im Cytosol ist schidlich, da sie zur Ag-
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gregation von Proteinen und zur Bildung unldslicher Komplexe mit Phosphat fithren wiir-
de (Jaiswal, 2001). Aus diesem Grund muss die freie cytosolische Calciumkonzentrati-
on moglichst gering gehalten werden. Dabei werden die Calciumionen entweder aus der
Zelle heraus in den Apoplasten oder in interne Kompartimente, wie die Vakuole oder
das endoplasmatische Retikulum, transportiert. Durch diesen Transport ergeben sich stei-
le elektrochemische Gradienten fiir Calcium (Jaiswal, 2001). Die Konzentration freier
Calciumionen im Cytosol betrigt ca. 100nM (Logan & Knight, 2003, fiir Schlie3zel-
len: [Webb et al., 2001, [Levchenko et al., [2008]), in der Vakuole wurden Konzentrationen
von 200 uM bis 50 mM bestimmt (Conn & Gilliham, 2010), im Apoplasten 330 uM bis
1 mM (Conn et al., 2011). Eine Ubersicht der Calciumkonzentrationen der verschiedenen
Organellen findet sich in [Costa et al., 2018 und in Abbildung [I.2] Die geringe cytosoli-
sche Konzentration und der steile Konzentrationsgradient iiber Plasmamembran und En-
domembranen ermdglichen eine sehr schnelle transiente Erhohung der Calciumkonzen-
tration durch die Aktivierung calciumpermeabler Kanile (Bush, |1993)). Diese transienten
Erhohungen der freien cytosolischen Calciumkonzentration, die auch als Calciumsignale
bezeichnet werden, spielen eine Rolle in vielen Signaltransduktionswegen und sind auch

an der Regulierung der Stomaweite beteiligt.

In SchlieBzellen treffen Signaltransduktionswege vieler Stimuli zusammen, die in die
Stomaoffnunsgweite iibersetzt werden miissen. Ein Zusammenhang von Calcium und
der Stomaschlussantwort wurde nach Versuchen mit Epidermisstreifen von Commelina
communis und Vicia faba beschrieben, in denen extern appliziertes CaCl, zum Stoma-
schluss fiihrte (Fujino, 1967, Willmer & Mansfield, 1969, De Silva et al., |1985). Auch
eine Verstirkung der inhibierenden Wirkung von ABA auf die Stomadffnung durch ei-
ne erhohte Calciumkonzentration im Medium wurde beschrieben (De Silva et al., [1985)).
EGTA (Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigsdure) im Medium, ein
Calcium-Chelator, inhibierte den Stomaschluss als Reaktion auf verschiedene Stimuli
(De Silva et al., 1985, Schwartz et al.,|{1988)). Mithilfe calciumsensitiver Farbstoffe konn-
ten Anderungen der cytosolischen Calciumkonzentration direkt visualisiert und verfolgt
werden. Transiente Erhohungen der Calciumkonzentration im Cytosol von SchlieB3zel-
len wurden im Zusammenhang mit der Antwort auf verschiedene Reize, wie externes
Calcium (Allen et al., 1999b), ABA (Gilroy et al., 1991, McAinsh, 1990, Allen et al.,
1999a, Marten et al., [2007a), Kilte (Wood et al., 2000, |Allen et al., [2000)), eine erhGhte
CO,-Konzentration (Webb et al., |1996) und Blaulicht (Harada & Shimazaki, 2008) ge-
zeigt. Diese Stimuli tragen alle durch die Beeinflussung der Calciumkonzentration zur
Regulierung der Stomaweite bei. Die Kontrolle der cytosolischen Calciumkonzentration
in SchlieBzellen muss also durch Transportsysteme strikt reguliert werden. Im Folgenden

werden die bekannten Komponenten des Calciumtransports mit einem Fokus auf Schlief3-
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zellen beschrieben und anschlieend die wichtigsten Komponenten der Signalwege zur
Entschliisselung der Calciumsignale. Eine Ubersicht der verschiedenen Transporter fin-
det sich in Abbildung

1.3.1 Calciumtransporter und -kanale
1.3.1.1 Aktiver Transport von Calcium aus dem Cytosol

Um die cytosolische Calciumkonzentration gering zu halten, miissen die Calciumionen
unter Energieaufwand gegen das elektrochemische Gefille aus dem Cytosol transpor-
tiert werden (Bush, [1993). Dieser Transport wird in Pflanzen von P-Typ-ATPasen und
Ca2+/Prot0nen—Antip0rtern vermittelt (Kudla et al., 2010, [Roelfsema & Hedrich, 2010).

Es konnen zwei Typen von P-Typ-ATPasen, die am Transport von Calcium aus dem Cyto-
sol beteiligt sind, unterschieden werden: die P,o-ATPasen (auch ECAs—ER-type Calcium-
ATPases) und die P,g-ATPasen (auch ACAs—auotinhibited Calcium-ATPases). In Arabi-
dopsis gibt es vier ECAs, die im Endoplasmatischen Retikulum (ER) (Liang et al., 1997,
im Golgi Apparat (Mills et al., 2008]) und in Endosomen (L1 et al., [2008) lokalisiert sind.
Zu den zehn P,g-ATPasen in Arabidopsis gehoren die in der Plasmamembran lokalisierten
ACAZS, 9 und 10 (Bonza et al., 2000, Schigtt et al., 2004, George et al., 2008), aber auch
ACAs mit einer Lokalisation im ER (Harper et al.,|1998)), in der Vakuolenmembran (Geis-
ler et al., 2000b, [Lee et al., 2007) und in der duBleren Plastidenmembran (Huang et al.,
1993)). Die ACAs zeichnen sich durch eine autoinhibitorische Doméne am N-Terminus
aus, die durch die Bindung von Calmodulin gelost werden kann, was zur Aktivierung
der ATPase fiihrt (Harper et al., 1998, Bakgaard et al., 2005). Dadurch ergibt sich eine
Feedbackregulierung der ATPase durch die Calciumkonzentration (Roelfsema & Hedrich,
2010). Generell besitzen die Calcium-ATPasen eine hohe Affinitit fiir Calcium (Sze et al.,
2000) haben aber eine geringe Transportkapazitit. Aufgrund dieser Eigenschaften konn-
ten sie eine Rolle fiir die Aufrechterhaltung eines geringen basalen Levels an Calcium
spielen (Geisler et al., 2000a, Roelfsema & Hedrich, 2010).

Die Ca”*/Protonen-Antiporter besitzen dagegen eine geringere Affinitit fiir Calciumio-
nen aber eine hohere Transportkapazitidt (Hirschi et al., [1996). Es wird daher vermutet,
dass diese Transporter bei hohen Calciumkonzentrationen nach transienten Erh6hungen
fiir eine Riickkehr zum normalen Ca?*-Level wichtig sind (Roelfsema & Hedrich, 2010,
Sze et al., 2000). Die Proteine, die diesen Transport iibernehmen, gehoren zur Familie
der CAX-Proteine (Cation Exchanger), die in Arabidopsis von sechs Genen codiert wer-
den (Shigaki & Hirschi, 2006) und die zum Grofteil in der vakuoldren Membran lokali-
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siert sind (Chen et al., 2015, [Pittman & Hirschi, 2016). 2016 konnten (Cho et al.| zeigen,
dass caxl- und cax3-Knockout-Pflanzen eine geringere Stomaodffnung im Licht zeigen.
Dies fithren die Autoren auf ihre Funktion in der Regulation des apoplastischen pH-
Werts und auf das stirker depolarisierte Membranpotential in den Mutanten zuriick (Cho
et al., 2012). Ansonsten ist iiber spezifische Funktionen einzelner P-Typ-Ca**-ATPasen
und CAX-Transporter in Schliefzellen wenig bekannt. Neben der Aufrechterhaltung der
geringen Calciumkonzentration im Cytosol spielen diese Effluxtransportsysteme auch ei-
ne Rolle fiir die Modellierung der Calciumsignatur, da sie die transienten Erhhungen
beenden (Kudla et al., 2010, Sze et al., 2000) und Calcium fiir dynamische Prozesse an
Membranen, wie den Transport und die Fusion von Vesikeln, zur Verfiigung stellen (Sze
et al., 2000).

1.3.1.2 Influx von Calcium ins Cytosol

Transiente Erhohungen der cytosolischen Calciumkonzentration, oft als »Calciumsigna-
le« bezeichnet, entstehen durch die Aktivierung calciumpermeabler Kanéle in der Plas-
mamembran oder in Endomembranen (Sanders et al., 2002). Durch den steilen Ca**-
Konzentrationsgradienten konnen innerhalb kurzer Zeit viele Calciumionen aus dem Apo-
plast oder aus internen Speichern in das Cytoplasma stromen. Die meisten calciumper-
meablen Kanile gehdren zu den nicht-selektiven Kationenkanélen (NSCCs - Nonselecti-
ve Cation Channels) und haben keine ausgeprigte Selektivitit fiir Calcium (Demidchik
& Maathuis, 2007). Sie lassen sich aufgrund ihres Aktivierungsmechanismus in Gruppen
einteilen und kdonnen anhand ihrer Eigenschaften wie Spannungsabhiingigkeit, Mechano-
sensitivitat und Aktivierung durch bestimmte Liganden oder Calcium genauer charakte-
risiert werden (Demidchik et al., 2002). So gibt es Kanile, die durch Hyperpolarisation
oder durch Depolarisation aktiviert werden (HACCS und DACCS), und spannungsunab-
hingige Kanile (VICCs), die andere Aktivierungsmechanismen benotigen (White, |2000).
In SchlieBzellprotoplasten von Vicia faba konnte die Aktivierung depolarisationsaktivier-
ter Kanile durch ABA gezeigt werden (Schroeder & Hagiwara, [1990). In Versuchen mit
Stomata in Epidermisstreifen und intakten Blittern von Vicia faba fiihrte eine Depola-
risierung jedoch zu einer Verringerung der freien cytosolischen Calciumkonzentration
(Levchenko et al., |2008). Die Existenz hyperpolarisationsaktivierter Calciumkanéle in
SchlieBzellen konnte mithilfe der TEVC-Technik (Grabov & Blatt, [1998) und in Patch-
Clamp-Messungen gezeigt werden (Hamilton et al., 2000). Durch hyperpolarisierende
Spannungspulse, die mittels TEVC-Technik an SchlieBzellen intakter Pflanzen oder in
Epidermisstreifen appliziert wurden, konnte die Erhohung der cytosolischen Calcium-

konzentration mit calciumsensitiven Fluoreszenzfarbstoffen visualisiert werden (Grabov
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& Blatt, 1998 Stange et al., 2010). Diese Technik wurde auch in der vorliegenden Arbeit
angewandt, um die Auswirkungen von gezielt ausgeldsten Erhohungen der Calciumkon-
zentration und die subzelluldre Verteilung des Calciums zu untersuchen. Zusétzlich zu
diesen spannungsabhingigen Kanilen konnten auch mechanosensitive Kanéle mit Calci-
umleitfahigkeit in SchlieBzellprotoplasten von Vicia faba nachgewiesen werden (Cosgro-
ve & Hedrich, [1991)).

Uber die molekulare Identitiit der einzelnen Calciumkanile ist wenig bekannt. Es wurden
aber einige Proteinfamilien identifiziert, fiir die eine Beteiligung am Calciumtransport
gezeigt werden konnte (Edel et al., 2017, [Demidchik et al., 2018]). Zu diesen gehoren die
CNGC:s (cyclic nucleotide gated Channels) (Talke et al., 2003, Zelman et al., 2012, Tian
et al., |2019), die GLRs (Glutamate receptors) (Lacombe et al., 2001} Price et al., 2012),
TPC1 (Two Pore Channel 1) (Peiter et al., 2005)), verschiedene mechanosensitive Kanéle
(Kurusu et al., 2013, Hamilton et al., 2015) und der durch Hyperosmolalitét aktivierte
Kanal OSCAT1 (Yuan et al., [2014).

CNGCs In Arabidopsis codieren 20 Gene fiir CNGCs (Ward et al., 2009). Sie gehoren
zu den ligandenabhéngigen Kationenkanélen und kommen auch im Tierreich und bei den
Prokaryoten vor (Nimigean et al., 2004} Kuo et al., 2007, Zelman et al., |2012). Sie lo-
kalisieren normalerweise in der Plasmamembran und sind typischerweise permeabel fiir
monovalente und divalente Kationen, wie K* und Ca** (Zelman et al., 2012). 2007 konn-
te von Al1 et al.| gezeigt werden, dass CNGC2 eine von cAMP aktivierte Calciumleitfa-
higkeit in SchlieBzellprotoplasten vermittelt, die fiir die Vermittlung der Immunantwort
durch PAMPs wichtig zu sein scheint. Weitere CNGCs, die in Schlie3zellen identifiziert
wurden, sind CNGCS5 und CNGC6 (Wang et al.,|2013)). Die Autoren konnten zeigen, dass
diese Kanile durch cGMP aktivierbare Strome vermitteln und fiir Mg>*, Ba** und Ca**
permeabel sind. In der Doppelmutante cngc5-1 cngc6-1 sind diese Strome nicht messbar.
Da die Reaktion der Stomata auf ABA und Anderungen der CO,-Konzentration in der
Doppelmutante aber unveridndert ist, ist die genaue Funktion dieser beiden Kanéle fiir den
Stomaschluss nicht geklirt. 2019 konnten [Tian et al.| zeigen, dass CNGC2 und CNGC4
eine Rolle fiir die pflanzliche Immunantwort spielen. Demnach sind CNGC2 und CNGC4
an der Vermittlung des Calciuminfluxes nach der Applikation von Flagellin beteiligt, wie
Untersuchungen an Aequorin-exprimierenden cngc2 und cngc4-Verlustmutanten beleg-
ten. Messungen der durch CNGC2 und CNGC4 vermittelten Strome in Oozyten kamen
zu dem Ergebnis, dass CNGC2 und CNGC4 zusammen einen funktionellen Kanal bilden,
der durch Calmodulin blockiert wird (Tian et al., |2019)).
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GLRs Die GLRs sind Homologe der tierischen ionotropischen Glutamatrezeptoren, die
eine Rolle fiir die Erregungsiibertragung im zentralen Nervensystem spielen (Forde &
Roberts, [2014). Die pflanzlichen GLRs, die in Arabidopsis von 20 Genen codiert werden,
wurden aufgrund ihrer Sequenzhomologie entdeckt (Lam et al., 1998, Lacombe et al.,
2001). Einen glutamatinduzierten Calciuminflux und eine Depolarisierung der Plasma-
membran konnten Dennison & Spalding zeigen, ebenso Meyerhoff et al., 2005, Der durch
Glutamat oder andere Aminosduren induzierte Calciuminflux konnte in Pflanzen mit ei-
ner Mutation von GLR3.3 nicht mehr gezeigt werden (Q1 et al., [2006). Zur Funktion von
GLRs in SchlieBzellen gibt es nur wenige Studien. So wurde 2009 von Cho et al.| gezeigt,
dass der in Schliezellen exprimierte Glutamatrezeptor GLR3.1 eine Rolle fiir den durch
externes Calcium induzierten Stomaschluss spielen konnte. Kong et al. untersuchten 2016
unter anderem die Stomaschlussantwort in glr3.1/glr3.5-Doppelmutanten. Calciumindu-
zierter Stomaschluss wird durch die Applikation von L-Methionin (L-Met) im WT ver-
starkt, tritt bei den glr3-1/glr3.5-Linien allerdings nicht auf. In Patch-Clamp-Messungen
an SchlieBzellprotoplasten konnten die Autoren durch L-Met aktivierbare Strome zeigen,
die in den Doppelmutanten fehlten, genau wie der durch L-Met ausgeldste Calciuminflux
(Kong et al., 2016). Die Applikation von Glutamat bewirkt in Epidermisstreifen von Ara-
bidopsis thaliana und Vicia faba einen Stomaschluss, der abhéngig von externem Calcium
ist und in den Knockout-Mutanten g/r3.5 und g/r3.7 nicht auftritt (Yoshida et al., 2016).
Wie genau die Glutamatrezeptoren den Stomaschluss beeinflussen und zur Generierung
von transienten Calciumerhdhungen in SchlieBzellen und anderen Zelltypen beitragen, ist

bislang unbekannt.

Mechano- und osmosensitive Calciumkanéle AuBerdem interessant fiir die Ge-
nerierung von Calciumsignalen und den Calciuminflux ins Cytosol sind verschiedene me-
chanosensitive Kanile. Diese speziellen Kanile sind fiir die Wahrnehmung und Reaktion
auf mechanische Reize notwendig, indem sie Membranspannung direkt in Ionenfliisse
umsetzen konnen (Hamilton et al.| 2015)). Hinweise auf die Existenz mechanosensitiver
Kanile mit Calciumpermeabilitit in SchlieBzellen konnten in verschiedenen Studien ge-
funden werden (Cosgrove & Hedrich, 1991 [Furuichi et al., 2008, [Zhang et al., 2007). Da
in SchlieBzellen wihrend Stomabewegungen gro3e Verdnderungen des Turgordrucks auf-
treten und Umstrukturierungen der Membranen stattfinden, wire es besonders interessant
mehr iiber die Funktion einzelner Kanile dieser Familien zu wissen. Zu den calcium-
permeablen mechanosensitiven Kanélen gehoren zwei Kanédle der MCA-Familie (Mid1-
Complementing Activity), fiir die sowohl Calciumleitfahigkeit, Lokalisation in der Plas-
mamembran als auch eine Funktion wéhrend des hypoosmotischen Schocks in Tabak-

BY2-Kulturzellen gezeigt werden konnten (Kurusu et al., [2012). Diese Kanile scheinen
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in Arabidopsis eine Rolle bei der kilteinduzierten Erhohung der cytosolischen Calcium-
konzentration zu spielen (Mori et al., 2018)). Ein weiterer Kandidat fiir einen mechanosen-
sitiven Calciumkanal ist der Piezokanal. Abgesehen davon, dass eine homologe Sequenz
in Pflanzen gefunden wurde, gibt es allerdings noch keine Studien iiber diesen Kanal in
Pflanzen. In tierischen Zellen hat er eine Funktion in der Wahrnehmung mechanischer
Reize und fiihrt zur Aktivierung von Calciuminflux in das Cytosol (Coste et al., 2010,
Coste et al., 2012, |Wu et al., 2017). Der einzige mechanosensitive Kanal, fiir den bislang
eine Rolle in SchlieBzellen gezeigt werden konnte, ist der 2014 in einem Screening von
Aequorin-exprimierenden Pflanzen auf gestorte osmotisch-induzierte Calciumerhohung
entdeckte osmosensitive Kanal OSCA1 (Reduced Hyperosmolality Induced Calcium In-
crease 1) (Yuan et al., 2014). Im gleichen Jahr wurde die Familie dieser Kanile auch
von Hou et al. unter dem Namen DUF221-Proteine beschrieben. Die Stomata der oscal-
Linien zeigten eine gestorte Antwort auf osmotischen Stress (Yuan et al., 2014). Schlief3-
zellen in Epidermisstreifen dieser Mutanten zeigten einen stark reduzierten Stomaschluss
als Reaktion auf die Zugabe von 200 mM Sorbitol im Vergleich zu SchlieBzellen des
Wildtyps. Ebenso war die Erhohung der Calciumkonzentration im Cytosol der Schlie3-
zellen wesentlich niedriger. Die Stomaschlussantwort auf ABA war dagegen nicht gestort
(Yuan et al.l 2014). In Arabidopsis hat die OSCA-Familie 15 Mitglieder (Yuan et al.,
2014])). 2018 konnte die Struktur der OSCAs aufgedeckt werden (Zhang et al., [ 2018)). Erst
kiirzlich wurde gezeigt, dass OSCA1.3 und OSCA1.7, weitere Mitglieder der OSCA-
Familie, eine wichtige Rolle im pathogenvermittelten Stomaschluss spielen (Thor et al.,

2020). Ob diese Kanile ebenfalls mechanosensitiv sind, ist bislang noch nicht geklart.

TPC1 Die bisher beschriebenen Kanile lokalisieren in der Plasmamembran und zum
Teil in Endomembranen, wie zum Beispiel AtGLR3.5 und MSLI1, 2 und 3 (Teardo et al.,
2015, |Lee et al., 2016, Haswell & Meyerowitz, 2006). Der einzige bekannte calciumper-
meable Kanal in der vakuoldren Membran ist der Two Pore Channel TPCI1 (siehe auch
Abschnitt[1.2.3)). 2005 wurde TPCI1 als vakuolirer Kanal identifiziert (Peiter et al.,[2005),
der Strome vermittelt, die schon in den 80er Jahren in Patch-Clamp-Messungen an Va-
kuolen als SV- (Slow Vacuolar) Strome beschrieben wurden (Hedrich & Neher, (1987b)).
AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die Inhibierung der Stomaoffnung durch externes
Calcium in Epidermisstreifen der tpcl-2-Mutanten nicht erfolgt. Der Stomaschluss durch
ABA ist dagegen vergleichbar mit dem der Wildtyp-Pflanzen (Peiter et al., 2005). Auf-
grund der vakuoldren Lokalisation und der Calciumabhingigkeit der Strome wurde fiir
die SV-Strome und spiter fiir TPC1 eine Beteiligung an der calciuminduzierten Calcium-
freilassung (englisch: CICR Calcium Induced Calcium Release) und an der Generierung
von Calciumtransienten diskutiert (z. B. in Ward & Schroeder, |1994, Bewell et al., 1999,
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Barkla & Pantoja, [1996)). Weitere Studien an zpc/-Mutanten zeigten jedoch, dass die Er-
hohungen der Calciumkonzentration auf unterschiedliche Reize nicht von der des Wildty-
pen abweicht (Ranf et al., 2008, Islam et al., 2010). Auch die Erhhung der cytosolischen
Calciumkonzentration bzw. die auftretenden Oszillationen, die durch externes Calcium in
der tpcl-Mutante ausgeldst wurden, waren mit der im Wildtyp vergleichbar (Ranf et al.,
2008, [[slam et al., 2010). Diese Ergebnisse sprechen gegen eine Beteiligung von TPC1 an
der Generierung von Calciumtransienten und an der calciuminduzierten Calciumfreilas-
sung. Ob und wie Calcium wihrend des Stomaschlusses aus der Vakuole entlassen wird,
ist bis heute unbekannt (Eisenach & De Angeli, 2017).
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Abb. 1.2: Ubersicht iiber den CaZ*-Transport in Pflanzenzellen und die freie Ca?*-
Konzentration in den verschiedenen Kompartimenten. Ca>* wird mithilfe von Ca**-
ATPasen der ACA und ECA-Familie (Autoinhibited Ca**-ATPases bzw. ER-type-Ca**-
ATPasen) und Ca?*-Protonen-Antiportern der CAX-Familie aus dem Cytosol transpor-
tiert, um eine niedrige freie Ca**-Konzentration im Cytosol zu erreichen. AuBerdem
spielen der Ca?*-Transporter MCUC (Mitochondrial Calcium Uniporter) und die Ca®*-
ATPase HMA1 (Heavy Metal ATPasel) eine Rolle fiir den Ca**-Transport in Chlo-
roplasten und Mitochondrien. Transiente Erhohungen der freien cytosolischen Ca?*-
Konzentration (auch Ca?*-Signale) werden wahrscheinlich durch die Aktivierung Ca**-
permeabler Kanile in Plasmamembran, Tonoplast und verschiedenen Endomembranen
ausgelost. Dabei sind CNGCs (Cyclic Nucleotide Gated Channels), GLRs (Glutamate-
Receptor-Like Channels), OSCAs (Reduced Hyperosmolality-induced Ca®* Increase
Channels) und MSCs (Mechanosensitive Channels) in der Plasmamembran sowie der va-
kuolire Ca”**-permeable Kanal TPC1 (Two Pore Channel) bekannt. Ob TPC]1 tatsiichlich
eine Rolle fiir die Entstehung von Ca*-Signalen spielt, ist noch nicht geklirt. Es gibt au-
Berdem Hinweise auf eine cADPR- und IP;-ausgeldste Ca?*-Freisetzung aus der Vakuole.
Der molekulare Mechanismus dafiir konnte aber noch nicht aufgeklért werden (z.B. (Gil-
roy et al., |1990, |[Leckie et al., |1998, siehe auch Schonknecht, [2013). Fiir den Influx aus
dem endoplasmatischen Retikulum, aus Mitochondrien und Chloroplasten sind noch kei-
ne Kanile identifiziert, die Ca**-Fliisse ins Cytosol vermitteln. Abbildung in Anlehnung
an Stael et al.,[2011|und Edel et al., 2017. Referenzen fiir die freien Ca**-Konzentrationen
siehe [Stael et al.l 2011 und |Costa et al., 2018. Der mit * markierte Wert fiir die Ca?*-
Konzentration im ER stammt aus tierischen Zellen.

1.3.2 Calciumsignaturen und die Rolle intrazellularer
Calciumspeicher

Die verschiedenen Stimuli, die von den SchlieBzellen wahrgenommen werden und die

den Stomaschluss beeinflussen, fiihren nicht alle zu einem vergleichbaren Anstieg der
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Calciumkonzentration im Cytosol. Stattdessen konnen sie auch zu mehrphasigen Anstie-
gen der Konzentration oder zu Oszillationen der Calciumkonzentration fithren (Sanders
et al., 2002, McAinsh et al., [1995). Die Oszillationen unterscheiden sich in Amplitu-
de und Frequenz und konnen so die Stomaschlussantwort spezifisch beeinflussen (Allen
et al., 2000, |Allen et al., 2001). Demnach gehért zu jedem Stimulus eine eigene Calci-
umsignatur, die eine spezifische Antwort auslost (McAinsh & Hetherington, |1998). Das
erfordert jedoch nicht nur die genaue Kontrolle iiber die cytosolische Calciumkonzentrati-
on durch Pumpen, Transporter und Kanile zur Generierung der Signaturen, sondern auch
eine grole Anzahl von calciumsensitiven Proteinen, die die spezifischen Calciumsigna-
turen entschliisseln und in eine Antwort umsetzen konnen (Hashimoto & Kudlal 2011),
siehe Abschnitt [I.3.3). Eine weitere wichtige Fragestellung an dieser Stelle ist die nach
der Herkunft des Calciums. Die groten und wahrscheinlich wichtigsten Calciumspeicher
in Pflanzen stellen der Apoplast und die Vakuolen dar. Daneben konnen das endoplasma-
tische Retikulum, Mitochondrien und Chloroplasten zum Calciumsignaling beitragen (fiir
Reviews siehe |Stael et al., 2011}, |(Costa et al., [2018]). Bei Studien mit calciumsensitiven
Farbstoffen lédsst sich meist keine Aussage iiber die Herkunft des Calciums machen und es
konnte bis heute nicht gezeigt werden, ob Calciumionen aus der Vakuole tatsdchlich am
Stomaschluss beteiligt sind (Eisenach & De Angeli, |2017). Dieser Aspekt wurde 2000
von Wood et al.| untersucht, indem Calciuménderungen in SchlieBzellen von Nicotiana
plumbaginifolia-Epidermisstreifen mithilfe des Calciumreporters Aequorin verfolgt wur-
den. Dabei wurden unterschiedliche Stimuli appliziert und jeweils die Antwort in An- und
Abwesenheit von Calciumkanalblockern und Chelatoren in der Badlosung verglichen. So
konnte unterschieden werden, ob das Calcium von auBerhalb der Zelle einstromt oder
aus intrazelluldren Speichern freigesetzt wird. Die Experimente von |Wood et al.| lassen
darauf schliefen, dass die durch einen Kiltereiz induzierte Erhhung der Calciumkon-
zentration durch den Einstrom extrazelluldren Calciums zustande kommt, wihrend bei
mechanischen Reizen und ABA-Applikation intrazelluldre Calciumspeicher eine wichti-
gere Rolle spielen. Aus welchen intrazelluldren Speichern das Calcium stammt, kann mit

dieser Technik nicht bestimmt werden.

Eine weitere offene Frage ist die nach dem subzelluliren Muster des Calciumsignals.
Durch den Einstrom von Calcium aus dem Apoplasten oder aus verschiedenen intrazel-
luldren Speichern konnte es zu lokalen Unterschieden der freien cytosolischen Calcium-
konzentration innerhalb einer Zelle kommen. Diese konnten ebenfalls zur Spezifitit eines
Calciumsignals beitragen (Roelfsema & Hedrich, 2010). Dariiber liegen bis heute keine
genaueren Daten vor, da aktuell keine Methode zur geniigend schnellen und hochauflo-

senden Visualisierung der Calciumtransienten innerhalb einer Zelle existiert.
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1.3.3 Entschliisselung der Calciumsignale

Zur Umsetzung in eine physiologische Antwort muss die Erhohung der Calciumkonzen-
tration im Cytosol von der Pflanze wahrgenommen werden. Dabei kann durch die cytoso-
lischen Calciumtransienten zum Beispiel das Phosphorylierungsmuster von Proteinen und
die Genexpression verdndert werden (Kudla et al., 2010). Diese Antworten werden von
bestimmten Calciumsensorproteinen vermittelt, von denen mehrere Familien in Pflanzen
identifiziert wurden. Dazu gehoren Calmodulin (CaM) (Anderson et al., 1980) und CMLs
(Calmodulin-like Proteins) (Perochon et al.| 2011, [Snedden & Fromm), 2001, [Zielinski,
1998)), die CBLs (CalcineurinB-like Proteins) (Kudla et al., (1999, Luan, 2009) und die
calciumabhingigen Kinasen (CDPKs Calcium Dependent Protein Kinases) (Hrabak et al.,
2003). Die Sensorproteine konnen nach Sanders et al., 2002/ in zwei Klassen eingeteilt
werden. Bei den sogenannten »Sensor Respondern« hat das Sensorprotein selbst zusitz-
lich eine Effektordoméne, deren Aktivitdt durch die Calciumbindung geédndert wird. Bei
den »Sensor Relays« dagegen beeinflusst die Calciumbindung die Interaktion des Sen-
sorproteins mit bestimmten Zielproteinen, die dadurch wiederum ihre Aktivitit dandern
(Sanders et al., 2002). Die CDPKs gehoren zur ersten Gruppe, da durch die Calciumbin-
dung ihre Kinaseaktivitit gedndert wird (Kudla et al., 2010). Bei CaM, CMLs und CBLs,
die zu den Sensor Relays gehoren, wird die Interaktion mit Zielproteinen in Abhéngigkeit
von der Calciumkonzentration beeinflusst (Sanders et al., |2002). Dabei interagieren die
CBLs spezifisch mit bestimmten CIPKs (Calcineurin B-like Interacting Protein Kinases)
(Shi et al., 1999, Luanl 2009).

Um eine Spezifitit der Calciumsignale zu vermitteln, konnen verschiedene Faktoren eine
Rolle spielen. So kann durch gewebespezifische Expression oder andere zeitliche oder ort-
liche Expressionsmuster der Sensorproteine die physiologische Antwort auf Calciumsi-
gnale beeinflusst werden (McAinsh & Hetherington, 1998, |Kudla et al.,|2010). Zusétzlich
zu einem calciumabhiéngigen Signalweg konnen calciumunabhingige Signalwege exis-
tieren, die die physiologische Antwort beeinflussen (Roelfsema & Hedrichl 2010). Die
Vermittlung unterschiedlicher Downstream-Antworten auf Calciumsignale wird von ei-
ner grolen Anzahl der Calciumsensorproteine ermoglicht (Hashimoto & Kudlal 2011]),
die sich in ihren Eigenschaften wie Calciumsensitivitit, Substratspezifitdt oder in ihrer
subzelluldren Lokalisierung unterscheiden (Sanders et al., 1999, Simeunovic et al., 2016).
In Arabidopsis gibt es beispielsweise 34 CDPKs (Hrabak et al., 2003), 7 CaMs, 50 ver-
schiedene CMLs (McCormack et al.,|2005), 10 CBLs und 26 CIPKs (Kolukisaoglu et al.,
2004, Weinl & Kudlal, [2009).
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1.4 ABA-vermittelter Stomaschluss

Das Phytohormon Abszisinsdure (ABA, engl.: abscisic acid) hat einen Einfluss auf die
Regulierung verschiedener physiologischer Prozesse wie Samenentwicklung, Dormanz
und die Anpassung an Stressbedingungen (Walton, |1980, Zeevaart & Creelman, [1988)).
Fiir diese Arbeit besonders hervorzuheben ist die physiologische Rolle, die ABA in der
Antwort auf Trockenstress spielt. Ein Anstieg der endogenen ABA-Konzentration im Zu-
sammenhang mit Trockenstress wurde erstmals wihrend des Welkens von abgeschnit-
tenen Weizenblittern beobachtet (Wright, 1969, [Wright & Hiron, 1969). Ungefihr zur
gleichen Zeit wurde in Versuchen mit Weizen und Gerste gezeigt, dass die Applikation
von ABA den Stomaschluss induziert (Mittelheuser & Van Steveninck, [1969) und die
Stomaoffnung inhibiert (Jones & Mansfield, 1970). Auch in Epidermisstreifen konnte die
Induktion des Stomaschlusses durch ABA beobachtet werden und mit einer Abnahme der
Kaliumkonzentration in den SchlieBzellen in Zusammenhang gebracht werden (Horton),
1971, Mansfield & Jones, [1971)). Inzwischen wurde in zahlreichen Studien der Signal-
transduktionsweg, iiber den ABA zum Stomaschluss fiihrt, detailliert aufgeklirt (fiir Re-
views siehe z.B.|Giraudat et al., 1994} Hetherington & Quatrano, 1991} Cutler et al., 2010,
Kim et al., 2010, [Munemasa et al., 2015)).

Ist eine Pflanze Trockenstress ausgesetzt, wird vermehrt ABA synthetisiert und/oder aus
der konjugierten Form freigesetzt, wodurch es zum Anstieg der ABA-Konzentration in
den Blittern kommt (luchi et al., 2001, |Lee et al., 2006, [kegami et al., 2009, Xu et al.,
2012, |Sussmilch et al., 2017). Uber welchen Mechanismus Trockenstress zur Hochre-
gulierung der ABA-Biosynthesegene fiihrt, konnte noch nicht abschlieBend aufgeklirt
werden. Wahrscheinlich erfolgt dies tiber eine Wahrnehmung des sinkenden Zellturgors
(Sussmilch et al., 2017, [Pierce & Raschke, 1980, McAdam & Brodribbl 2016). Der An-
stieg der ABA-Konzentration wird von ABA-Rezeptoren wahrgenommen, deren mole-
kulare Identitdt lange unbekannt war. Erst 2009 konnte gezeigt werden, dass die Rol-
le der ABA-Perzeption von PYR/PYL/RCAR-Proteinen (Pyrabactin Resistance/PYRI1-
Like/Regulatory Component of ABA Receptor) ausgeiibt wird (Ma et al., [2009| Park
et al., 2009). Dabei induziert ABA eine Interaktion dieser ABA-Rezeptoren mit bestimm-
ten PP2C-Phosphatasen, wie ABI1, ABI2 (ABA Insensitive) und HAB1 (Hypersensiti-
ve to ABA), die als negative Regulatoren der ABA-Antwort fungieren (Ma et al., 2009,
Park et al.|, 2009, (Gost1 et al., |1999, Merlot et al., 2001} Saez et al., 2004, [Sheen, [1998)).
Durch diese Interaktion wiederum kommt es zur Aktivierung von Kinasen der SnRK?2-
Familie (Sucrose non-fermenting 1-Related Protein Kinases 2), insbesondere der Kinase
SnRK2.6, die auch als OST1 (Open Stomata 1) bekannt ist und eine zentrale Rolle in
der Regulierung der Stomadffnung spielt (Mustilli et al., 2002, [Yoshida et al., 2002).
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Ein Homolog von OST1 in Vicia faba, AAPK (ABA-activated Serine Threonine Protein
Kinase), wurde bereits 2000 als positiver Regulator der ABA-Antwort in SchlieBzellen
identifiziert (Li et al., 2000). OST1 aktiviert den S-Typ-Anionenkanal SLACI iiber die
Phosphorylierung bestimmter Serinreste am N-Terminus (Geiger et al., | 2009). Auch eine
Aktivierung des R-Typ-Anionenkanals ALMT12/QUACI durch OST1 konnte in Oozy-
ten gezeigt werden (Imes et al., 2013). Durch die aus der Aktivierung der Anionenkanile
resultierende Depolarisierung (Roelfsema et al., 2004, Levchenko et al., 2005) wird der
Efflux von Kalium durch den auswirtsgleichrichtenden Kaliumkanal GORK und damit
auch der Stomaschluss induziert (Ache et al., 2000, Hosy et al., 2003, |Kollist et al., 2014).

Zusitzlich zu den beschriebenen Rezeptoren, Kinasen und Phosphatasen, die den zen-
tralen, calciumunabhéngigen ABA-Signaltransduktionsweg in SchlieBzellen ausmachen,
tragen auch verschiedene Signalmolekiile wie zum Beispiel Calciumionen und reaktive
Sauerstoffspezies (ROS, engl. fiir Reactive Oxygen Species) zur Regulierung des ABA-
vermittelten Stomaschlusses bei (fiir eine Ubersicht siehe z.B |Schroeder et al., 2001, Hi-
rayama & Shinozaki, 2007, Kim et al., 2010).

Die Regulierung der Anionenkanile SLAC1 und SLAH3 iiber das Signalmolekiil Calci-
um erfolgt durch calciumabhingige Kinasen, die durch eine ABA-induzierte Erhohung
der cytosolischen Calciumkonzentration aktiviert werden (Mori et al., 2006, |Geiger et al.|
2010). Mort et al.| zeigten 2006| eine Beteiligung der CPKs 3 und 6 am ABA-induzierten
Stomaschluss. Die Patch-Clamp-Messungen an SchlieBzellprotoplasten von cpk3cpk6-
Mutanten in dieser Studie wiesen darauf hin, dass diese beiden CPKs eine Rolle fiir die
ABA-vermittelte Aktivierung der Anionenkanile spielen. Durch die Coexpression von
SLACI mit verschiedenen CPKs und PP2Cs in Xenopus-Oozyten konnte die Aktivie-
rung von SLAC1 durch CPK3, CPK6 (Scherzer et al., 2012), CPKS5 (Brandt et al., 2015)),
CPK21 und CPK23 (Geiger et al., 2010) in Abhingigkeit von Calcium bzw. ABA gemes-

sen werden.

Der calciumabhiéngige und der calciumunabhéngige Zweig des ABA-Signaltransduktions-
weges laufen in der Regulierung der Aktivitidt des Anionenkanals SLAC1 zusammen
(Geiger et al., 2010, [Huang et al., 2019). Aktuelle Studien zeigen, dass beide Wege nicht
streng voneinander getrennt sind. Brandt et al. konnten 2015 zeigen, dass ein Verlust
der CPKs 5,6,11 und 23 die Aktivierung der S-Typ Anionenkanile verhindert, was dar-
auf hindeutet, dass der calciumunabhingige Zweig allein fiir die Stomaschlussantwort
nicht ausreichend ist. AuBlerdem gibt es Hinweise darauf, dass ABA die Calciumsensi-
tivitdt von Anionenkanélen und Kaliumkanélen erhoht (Allen et al.l 2002, Siegel et al.,
2009, Hubbard et al., [2011}, [Laanemets et al., 2013)). In Abwesenheit von ABA wird die
CPK-vermittelte Aktivierung von SLAC1 durch eine direkte Inhibierung des Anionenka-
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nals durch die PP2Cs verhindert, was durch eine Dephosphorylierung von SLACI1 durch
ABI1 und PP2CA erreicht wird (Brandt et al., 2015). Dadurch konnte die Spezifitit der
ABA-Antwort erreicht werden, da die Calciumkonzentration auch durch andere Stimuli
erhoht werden kann (Munemasa et al., 2015| |Brandt et al., [2015)).

Mehrere Studien belegen aber, dass nicht in allen SchlieBzellen eine Erhohung der cyto-
solischen Calciumkonzentration im Zusammenhang mit dem ABA-vermittelten Stoma-
schluss oder der Aktivierung von Anionenkanilen auftritt (McAinsh, 1990, Gilroy et al.,
1991, Levchenko et al., [2005, Marten et al., 2007b, Huang et al., 2019). Transiente Erho-
hungen der cytosolischen Calciumkonzentration scheinen also keine zwingende Voraus-
setzung fiir diese physiologischen Antworten zu sein, beschleunigen aber moglicherweise
den ABA-induzierten Stomaschluss (Huang et al.,|2019)).

Ein weiteres Signalmolekiil, das im ABA-Signaltransduktionsweg in SchlieBzellen eine
Rolle zu spielen scheint, ist H,O, (Pe1 et al., 2000, Murata et al., 2001). Im Jahr 2000
wurde von |Pei et al.| gezeigt, dass die Applikation von 5 mM H,O, zur Aktivierung calci-
umpermeabler Kanéle in der Plasmamembran von Schliezellen fiihrt. AuBerdem wurde
durch die Applikation von ABA eine Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies (engl.:
ROS Reactive Oxygen Species) ausgelost, die fiir den ABA-induzierten Stomaschluss ei-
ne Rolle spielen konnte (Pei et al. [2000). Drei Jahre spiter identifizierten |Kwak et al.
zwei Gene, die fiir die katalytische Untereinheit der NADPH-Oxidasen codieren und fiir
die ABA-induzierte H,O,-Produktion sowie die Aktivierung calciumpermeabler Kanéle
in der Plasmamembran notwendig sind: AtRBOHD und AtRBOHF (Arabidopsis thalia-
na Respiratory Burst Oxidase Homolog). Durch die Applikation von H,O, konnten der
in der Doppelmutante gestorte ABA-vermittelte Stomaschluss und die reduzierten ABA-
induzierten Calciumstrome wiederhergestellt werden (Kwak et al., 2003)). Auch beim Si-
gnaltransduktionsweg tiber H,O, spielt OST1 durch Phosphorylierung von AtRBOHF
eine regulierende Rolle (Sirichandra et al., 2009). 2012 konnte von Hua et al.| gezeigt wer-
den, dass GHR1 (Guard Cell Hydrogen Peroxide-Resistant 1) eine Rolle fiir den ABA-
und H,O,-vermittelten Stomaschluss spielt. Diese Pseudorezeptorkinase ist ebenfalls an
der Regulierung des Stomaschlusses durch Dunkelheit und hohe CO,-Konzentrationen
beteiligt (Sierla et al., 2018). In Oozyten konnte gezeigt werden, dass GHR1 als positiver
Regulator von SLAC1 wirkt und von ABI2 inhibiert wird (Hua et al., 2012).

Es ist also ein komplexes Signaltransduktionsnetzwerk fiir die Regulierung des ABA-
vermittelten Stomaschlusses notwendig. Eine Ubersicht dariiber ist in Abbildung ge-
zeigt. Auch die Transduktionswege anderer Effektoren, die zum Stomaschluss fiihren,
interagieren mit dem ABA-Signalweg. Das ist zum Beispiel bei der Stomaschlussantwort

auf erhohte CO,-Konzentration und auf Salicylsdure, Methyljasmonat und Pathogene der
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Fall (Munemasa et al., 2015, [Engineer et al., 2016, |Lim et al., 2015, |Giizel-Deger et al.,
2015, Munemasa et al., [2007)). Dass ABA die Stomaschlussantwort auf CO, verstirkt,
konnte Raschke| bereits 1975 beobachten. Spéter konnte gezeigt werden, dass verschie-
dene Regulatoren der ABA-Antwort, wie ABI1, ABI2, OST1 und die PYR/PYL/RCAR-
Rezeptoren, einen Einfluss auf die CO,-Antwort haben (Leymarie et al., 1998, Xue et al.,
2011, Merilo et al., 2013, |[Engineer et al., 2016, Dittrich et al., |2019). Wie die unterschied-
lichen Signalwege genau interagieren, konnte sowohl bei der CO,-Antwort als auch bei
der Pathogenantwort bis heute nur teilweise aufgekldrt werden (Engineer et al., 2016,
Lim et al., 2015). Besonders interessant ist auch die evolutionédre Entwicklung des ABA-
Signalweges, die kontrovers diskutiert wird und im folgenden Kapitel nidher betrachtet

wird.
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Abb. 1.3: Ubersichtsmodell fiir den ABA-Signaltransduktionsweg, der zum
Stomaschluss fithrt, mit Literaturreferenzen. ABA bindet an die Rezeptoren
(PYR/PYL/RCAR). Dadurch werden die PP2C-Phosphatasen ABI1, ABI2, PP2CA und
HABI, die negative Regulatoren der ABA-Antwort sind, an den ABA-Rezeptorkomplex
gebunden und inhibiert. Die Inhibierung der SnRK-Kinase OST1 durch die PP2Cs wird
so aufgehoben. OSTI aktiviert die S- und R-Typ Anionenkanidle SLACI und QUACI
und inhibiert den einwértsgleichrichtenden K*-Kanal KAT1. Auch GHRI trigt zur Ak-
tivierung des Anionenkanals SLACI1 bei. Zusitzlich findet eine Regulierung der Anio-
nenkanile itiber bestimmte CPKs statt. Dabei wird die Aktivitit der CPKs 3 und 21
nachweislich durch die Calciumkonzentration reguliert. Diese stellen somit einen Teil
des Ca**-abhingigen Zweiges der Stomaschlussantwort dar. Der Ca**-abhingige und
der Ca®*-unabhiingige Weg sind miteinander verbunden. ABII inhibiert zum Beispiel
CPK21 und 23. AuBlerdem spielt GHR1 eine Rolle bei der Aktivierung des ABA-und
ROS-vermittelten Ca**-Einstroms iiber die Plasmamembran ins Cytosol. Welche weiteren
Mechanismen zur ABA-induzierten Erhéhung der Ca**-Konzentration fiihren und welche
Interaktionen es noch zwischen den beiden Wegen gibt ist bisher nicht bekannt. Die Ak-
tivierung der Anionenkanile fiihrt zur Depolarisierung der Plasmamembran, die einen
Kaliumefflux durch den auswirtsgleichrichtenden K*-Kanal GORK zur Folge hat. Die
Zahlen in den Kreisen geben Referenzen fiir die jeweiligen Komponenten an. A: /Acharya
et al., 2013, B: Brandt et al., 2012, C: Brandt et al., 2015} D: |Geiger et al., 2009, E:|Geiger
et al., 2010, F: |Geiger et al., 2011, G: Hua et al., 2012, H: Imes et al., 2013, I: [Kuhn et al.,
2006, J: Kwak et al., 2003, K: |Lee et al., 2009, L: Leonhardt et al., 2004, M: Leung et al.,
1994, N:Leung et al., 1997, O: Ma et al., 2009, P: Meinhard et al., 2002, Q: Merlot et al.,
2002, R: Meyer et al., 1994} S: Mori et al., 2006, T: Mustilli et al., 2002, U: |Park et al.,
2009, V: Rodriguez, 1998, W: Sato et al., 2009|, X: Scherzer et al., 2012, [Sierla et al.,
2018|, Z: Sirichandra et al.| 2009, a: [Takahashi et al.| 2020, b: [Umezawa et al., 2009\ c:
Vlad et al., 2009, d: Wu et al., 2020, e: Zhang et al., 2016.
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1.5 Evolutionsgeschichte der Stomata

1.5.1 Evolutionarer Ursprung von Stomata und
Funktionswandel

Die evolutionir betrachtet éltesten, noch existierenden Landpflanzen an denen Stomata
auftreten, gehoren zu den Abteilungen der Moose (Willmer & Fricker, |[1996). Bei Moo-
sen und Gefidlpflanzen treten Stomata nur in der sporophytischen Generation auf. Dabei
ist aber ein wichtiger Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen zu beachten: wihrend
bei Moosen der haploide Gametophyt die dominante, photosynthetisch aktive Generation
darstellt, ist bei den GefidBpflanzen der diploide, bléttertragende Sporophyt die dominante
Generation. Das heif3t, dass die Stomata der Moose nicht an den Blittchen des Gameto-
phyten zu finden sind, sondern ausschlieBlich am Sporangium auftreten. Bei Gefa3pflan-
zen sind Stomata dagegen vor allem an den photosynthetisch aktiven Blittern zu finden
(Raven, 2002, |Sussmilch et al., 2017). Innerhalb der drei Gruppen der Moose kommen
Stomata bei verschiedenen Familien der Horn- und Laubmoose vor, jedoch nicht inner-
halb der Lebermoose (fiir eine Ubersicht siehe zum Beispiel Merced & Renzaglia, 2017,
Fig. 1). Die an den Gametophyten der Lebermoose auftretenden Poren sind nach heutigem
Kenntnisstand nicht mit Stomata verwandt (Chater et al.,[2017al). Bei den Laubmoosarten,
die Stomata besitzen, sind diese meist an der Basis der Sporenkapsel ringférmig angeord-
net (Paton & Pearcel |1957, |Chater et al., 2016/ Fig. 1b). Im Falle der Hornmoose sind die
Stomata iiber die gesamte Ldnge des zylindrisch hornférmigen Sporophyten verteilt (Pa-
ton & Pearcel 1957, Merced & Renzaglia, 2017, Renzaglia et al., 2017)). Bei den ersten
GefiBpflanzen, den Lycophyten und Farnen, ist der blittertragende Sporophyt die domi-
nante photosynthetisch aktive Generation (Ziegler,|1987), und Stomata treten wie bei den
Samenpflanzen in der Epidermis der Blitter auf (Willmer & Fricker, |1996). Bei den Sa-
menpflanzen treten sie zusdtzlich an anderen Organen wie Kronblittern, Kelchblittern,
der Sprossachse und an Friichten auf (Willmer & Fricker, 1996).

Der evolutiondre Ursprung der Stomata ist bis heute umstritten (Raven, [2002). Es gibt
verschiedene Hypothesen, denen zufolge Stomata entweder monophyletisch sind, also
einen gemeinsamen evolutionidren Ursprung haben, oder mehrfach unabhéngig voneinan-
der in der Evolutionsgeschichte entstanden sind (Raven, 2002, Sussmilch et al.l 2017).
Die nicht endgiiltig aufgekldrten Verwandtschaftsverhiltnisse unter den drei Gruppen der
Moose (Qiu et al., 2006, Wickett et al., 2014} Cox et al., 2014, Villarreal & Renzaglial
20135} \Cooper, 2014) lassen auerdem verschiedene Theorien zum ersten Auftreten und

eventuell spiter folgenden Verlusten von Stomata in verschiedenen Arten oder Familien
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zu (Sussmilch et al., 2017, Haig, [2012). Studien zur Entwicklung von Stomata in Phys-
comitrella patens ergaben, dass die Gene fiir Transkriptionsfaktoren, die essentiell fiir die
Entwicklung von Schliezellen und Stomata sind, homolog zu denen der Angiospermen
Modellpflanze Arabidopsis thaliana sind (MacAlister & Bergmann, 2011} |Chater et al.,
2016), was auf einen gemeinsamen Ursprung hinweist. Wie die Stomaentwicklung in

Hornmoosen reguliert wird, ist noch nicht bekannt (Chater et al., 2017b).

Betrachtet man die Evolution von Stomata und SchlieBzellen, ist es wichtig den Zusam-
menhang mit der jeweiligen Funktion der Stomata miteinzubeziehen. Wihrend die Haupt-
funktion der Stomata bei GefidBpflanzen die Optimierung der CO,-Fixierung und des Was-
serhaushalts ist (Cowan & Farquhar, [1977, |Raven, |2002), geht man heute davon aus, dass
Stomata in Moosen eine Rolle fiir die Austrocknung des Sporophyten und die Freiset-
zung der reifen Sporen spielen und fiir die photosynthetische CO,-Fixierung nicht oder
nur begrenzt relevant sind (Lucas & Renzaglia, 2002, [Duckett et al., [2009, |Villarreal &
Renzaglia, 20135, |Chater et al., 2016). Diese Annahme wird unterstiitzt von der Tatsache,
dass Physcomitrella patens-Mutanten ohne Stomata keinen direkt sichtbaren Phénotyp
haben (Chater et al., 2016, Sussmilch et al., 2017). Der einzige Effekt in den Mutanten
ist die verspitete Offnung der Sporenkapseln im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen, was fiir
eine Rolle bei der Austrocknung der Sporenkapsel spricht (Chater et al., 2016). Arabi-
dopsis-Pflanzen ohne Stomata zeigen dagegen einen deutlichen Phinotyp und sind nicht
fahig tiber das Keimlingsstadium hinaus zu wachsen (Ohashi-Ito & Bergmann, 2006, Ma-
cAlister et al., 2007, Sussmilch et al., 2017), da durch die fehlenden Stomata die photo-
synthetische CO,-Fixierung behindert wird. Die Entstehung der Lycophyten und Farne
als erste GefidBBpflanzen mit blittertragenden Sporophyten brachte also einen bedeutenden
Funktionswandel der Stomata mit sich (Brodribb & McAdam, 2017)).

1.5.2 Evolution des ABA-Signaltransduktionsweges in
SchlieBzellen

Die unterschiedlichen Rollen der Stomata legen nahe, dass sich die Regulierung der Sto-
maweite im Laufe der Evolution an die jeweilige Funktion angepasst hat (Sussmilch et al.,
2019a)). Die Regulierbarkeit der Porenweite ist demnach vor allem fiir Gefd3pflanzen
wichtig, da sie ermdglicht das Verhiltnis von CO,-Aufnahme zu Transpiration an die je-
weilige Wasserverfiigbarkeit und andere Faktoren anzupassen (Cowan & Farquhar, 1977,
Raven, 2002). In Moosen wird die regulierbare Offnungsweite kritisch diskutiert und es
gibt Hinweise darauf, dass es ab einem gewissen Reifegrad der Stomata nur noch zu einer

einmaligen Offnung der Stomata kommt. Durch Verinderungen der Zellwand ist danach
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kein Stomaschluss mehr moglich und wire bei einer Funktion der Stomata zur Austrock-
nung der Sporenkapsel auch nicht notwendig (Merced & Renzagha, 2014, Merced &
Renzaglia, 2018]).

Die Regulierungsmechanismen, iiber die die Offnungsweite der Stomata angepasst wird,
sind in Angiospermen am detailliertesten untersucht, vor allem in der Modellpflanze Ara-
bidopsis thaliana. Ein komplexes Netzwerk unterschiedlicher Signaltransduktionswege
ist notwendig, um die Offnunsgweite der Stomata den jeweiligen Bedingungen anzupas-
sen (Schroeder et al., 2001, Jezek & Blatt, [2017)). Genau wie der evolutionidre Ursprung
der Stomata wird auch die Entwicklung der Signaltransduktionswege in Schlie3zellen
kontrovers diskutiert (Sussmilch et al., 2017). Das gradualistische Modell fiir die schritt-
weise Entwicklung der Signaltransduktionswege in SchlieBzellen steht dabei der Hypo-
these gegeniiber, dass sich diese Signaltransduktionswege schon vor oder wihrend der
Entstehung der Moose in der Evolution entwickelten und dass in SchlieBzellen basaler
Landpflanzen prinzipiell bereits die gleichen Signaltransduktionswege vorliegen wie in
Samenpflanzen (Sussmilch et al., 2017, Ruszala et al., 2011} |Chater et al., 2011,Brodribb
& McAdam, 2011, Brodribb & McAdam), 2017)).

Beide Modelle werden durch verschiedene Forschungsergebnisse gestiitzt. So konnte ge-
zeigt werden, dass SchlieBzellen der Moose Physcomitrella patens und Funaria hygrome-
trica und des Lycophyten Selaginella uncinata auf ABA-Applikation und erhohte CO,-
Konzentrationen mit Stomaschluss reagieren (Ruszala et al., 2011, Chater et al., 2011).
AuBerdem konnten |Chater et al. zeigen, dass die ABA-Antwort in Physcomitrella pa-
tens von einem Homolog der Kinase OST1 abhiéngig ist. Diese Ergebnisse fithrten zu der
Hypothese, dass die Signalwege bereits in SchlieBzellen basaler Landpflanzen vorhanden
und funktionsfihig sind. Durch heterologe Expression und elektrophysiologische Mes-
sungen in Xenopus-Oozyten konnte gezeigt werden, dass der Anionenkanal PpSLACI1
(SLAC1 Homolog in Physcomitrella patens) durch PpOST1 aktiviert werden kann. Im
Lebermoos Marchantia polymorpha und in der Griinalge Klebsormidium nitens konnte
dagegen kein funktionelles SLAC1/OST1 Paar gefunden werden. Dies konnte darauf hin-
deuten, dass bereits die Laubmoose iiber eine aktive Kontrolle der Stomadffnung mittels
konservierter Signaltransduktionswege verfiigen (Lind et al., 2015). Signalwegkompo-
nenten aus Hornmoosen und Farnen wurden in dieser Studie jedoch nicht untersucht.
Fiir die ABA-Sensitivitdt von Hornmoos-Stomata gibt es widerspriichliche Ergebnisse.
So wurde 1987 von Hartung et al.| eine Verringerung der Stomadffnung nach der Appli-
kation von ABA beschrieben, [Pressel et al. konnten |2018| keine Antwort der Stomata auf
ABA, Trockenheit und Dunkelheit zeigen. Die Funktion einer ABA-gesteuerten Regu-

lierung des Stomaschlusses wird in Moosen in Frage gestellt, da die Stomadffnung hier
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wahrscheinlich eine Funktion zur Austrocknung der Sporenkapsel darstellt und nicht zum
photosynthetischen Gasaustausch (Chater et al., 2016, Sussmilch et al.,|2019a).

Das gradualistische Modell steht fiir eine allmihliche Entwicklung des ABA-gesteuerten
Stomaschlusses in den verschiedenen Abteilungen der Landpflanzen bis hin zu den An-
giospermen, die die komplexesten Regulierungsmechanismen zeigen (Sussmilch et al.,
2017, Sussmilch et al., 2019b). Fiir dieses Modell spricht, dass in Gaswechselmessungen
an unterschiedlichen Farn- und Lycophytenarten kein ABA-vermittelter Stomaschluss ge-
messen werden konnte, obwohl die ABA-Konzentration in den Blittern wiahrend des Tro-
ckenstresses anstieg (Brodribb & McAdam, 2011). AuBerdem kann das Verhalten der
Stomata verschiedener Farne und Lycophyten bei Verdnderungen des Wasserpotentials
im Blatt anhand eines einfachen Modells vorhergesagt werden (Brodribb & McAdam,
2011). Im Gegensatz zu Stomata von Angiospermen kann weder eine sogenannte »wrong
way response« (Erkldrung z.B. in Buckley, 2005), noch eine ABA-induzierte Inhibierung
der Stomadffnung bei Rehydrierung beobachtet werden (McAdam & Brodribb, 2012).
Die Stomata zeigen demnach ein hydropassives Verhalten, der Turgor der Schlie3zellen
wiirde also durch den Turgor des gesamten Blattes reguliert und nicht durch aktive me-
tabolische Regulierung in den Schliezellen selbst, wie es bei Angiospermen der Fall ist
(Brodribb & McAdaml 2011, [Franks,2013)). Laut dieser Theorie tritt der ABA-vermittelte
Stomaschluss zum ersten Mal in Gymnospermen auf (Brodribb & McAdam, 2011). Ver-
gleichende Studien weisen darauf hin, dass die ABA-Antwort in Gymnospermen-Arten
nicht, wie in Angiospermen, calciumabhiingig ist (Brodribb & McAdam, 2013) und dass
die Antwort auf Anderungen in der Luftfeuchtigkeit (VPD, engl.: Vapor Pressure Deficit)
noch nicht tiber ABA reguliert wird (McAdam & Brodribb, 2015).

Inzwischen konnten zwei Arbeitsgruppen einen ABA-vermittelten Stomaschluss in vier
verschiedenen Farnspezies zeigen (Horak et al., 2017, Cai et al., [2017). Dabei hingt die
Fihigkeit der Stomata auf ABA zu reagieren und das Ausmal} des Stomaschlusses sowohl
von den Bedingungen, unter denen die Farne angezogen wurden, als auch von der unter-
suchten Farnspezies ab (Horak et al., 2017). Demzufolge existiert auch in Farnen eine
aktive Kontrolle der Stomadffnung durch ABA (Horak et al., 2017} |Cai et al., 2017), was

dem gradualistischen Modell widersprechen wiirde.

Abgesehen von der umstrittenen Rolle in der Stomaodffnung spielt ABA in basalen Land-
pflanzen eine Rolle fiir die Toleranz gegeniiber Austrocknung, Kilte und Salzstress (Wer-
ner et al., 1991, Minami et al., 2003|, |Cuming et al., 2007, Koster et al., 2010, Sakata
et al.l 2014, [Takezawa et al., 2011). Ein Anstieg der ABA-Konzentration als Antwort
auf Trockenstress konnte in den verschiedenen Abteilungen der Landpflanzen (McAdam

& Brodribbl 2012) sowie in bestimmten Algenarten (Marsalek et al., |1992) gemessen
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werden. Homologe der ABA-Rezeptoren der PYR/PYL/RCAR-Familie konnten in allen
Landpflanzen, selbst in den Lebermoosen, die keine Stomata besitzen, identifiziert werden
(Hauser et al., 2011}, |Wang et al., 2015a). Inzwischen wurde auch ein Homolog von PYL
in der streptophyten Alge Zygnema circumcarinatum identifiziert (de Vries et al., 2018)
und weitere in anderen Arten der Zygnematophyceae (Sun et al., [2019). ZcPYLS intera-
giert mit PP2Cs und inhibiert deren Aktivitit, allerdings im Gegensatz zu den PYR/PYLs
der Landpflanzen unabhiingig von ABA (Sun et al.,[2019). Moglicherweise ist diese ABA-
Sensitivitdt der PYR/PYLs der Ansatzpunkt fiir die Entwicklung eines ABA-abhédngigen
Signalwegs aus einem urspriinglich ABA-unabhiéngigen Signalweg (Sun et al., 2019).

Der ABA-Signalweg scheint in allen Landpflanzen konserviert zu sein, wie vor allem Stu-
dien an der Modellpflanze Physcomitrella patens belegen (Takezawa et al., 2011, Sakata
et al., 2014). Durch die Perzeption von ABA durch PYR/PYL/RCARs werden die ne-
gativen Regulatoren der PP2C-Familie inhibiert, wodurch es wiederum zur Aktivierung
der SnRK2-Kinasen kommt, die die ABA-Antwort auslosen (Cuming, [2019). Aulerdem
wurde eine B3 Raf-like-MAP3K (MAP3K: Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase
Kinase), die SnRK2s phosphoryliert und fiir die ABA-Antwort und Trockentoleranz in
Physcomitrella patens essentiell ist, identifiziert (Saruhashi et al., 2015/ und |Stevenson
et al., 2016). Auch in Arabidopsis sind MAP3Ks fiir die Aktivierung der SnRK?2-Kinasen
notwendig (Takahashi et al., 2020, Lin et al., 2020).

In Ceratopteris richardii konnte gezeigt werden, dass ABA zusammen mit einem an-
deren Hormon die Bestimmung des Geschlechts des Gametophyten beeinflusst (Warne
& Hickok, (1991, McAdam et al., 2016). Dariiber hinaus wird diese ABA-Antwort von
einem Homolog von OST1 vermittelt, das den Ergebnissen zufolge keinen Einfluss auf
die Stomaantwort hat (McAdam et al., 2016). Es existiert also ein urspriinglicher ABA-
Signaltransduktionsweg, der andere Funktionen als den Stomaschluss hatte. Wann genau
sich aus diesem der ABA-vermittelte Stomaschluss entwickelte und welche Bedeutung
dieser in Moosen, Lycophyten und Farnen spielt, bleibt aufgrund der unterschiedlichen

Ergebnisse und Modelle umstritten.

1.6 Zielsetzung

Die Regulierung der Stomaweite durch Volumenédnderungen der Schlie3zellen ermoglicht
GefiBpflanzen eine Abstimmung ihres Wasserhaushalts und Gaswechsels an wechseln-
de Umweltbedingungen. Eine wichtige Rolle fiir die Signaltransduktionswege, die zum

Stomaschluss fithren, spielt das Signalmolekiil Calcium (Roelfsema & Hedrich, 2010).
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Grabov & Blatt zeigten |1998|, dass Hyperpolarisierungen der Plasmamembran mit Hil-
fe der TEVC-Technik (engl.: Two Electrode Voltage Clamp) in Schliefzellen aus Epi-
dermisstreifen von Vicia faba zu transienten Erhohungen der cytosolischen Calciumkon-
zentration fithren. Auch in SchlieBzellen intakter Tabakpflanzen wurde diese Methode
angewandt, um die cytosolische Calciumkonzentration zu erhohen (Stange et al., 2010).
In meiner Arbeit sollten die durch diese Methode verursachten Erhohungen der cyto-
solischen Calciumkonzentration hinsichtlich ihres subzelluliren Musters genauer unter-
sucht werden. Um das zu ermoglichen, sollte eine Methode fiir die simultane Durchfiih-
rung konfokalmikroskopischer Aufnahmen und elektrophysiologischer Messungen eta-

bliert werden.

Bei der Applikation hyperpolarisierender Spannungspulse an Schlie3zellen und der gleich-
zeitigen Visualisierung von Fluoreszenzfarbstoffen im Cytosol mithilfe des Spinning-
Disc-Systems stellte sich heraus, dass sich das cytosolische Volumen wihrend der Pulse
verdanderte. Daraus ergab sich eine weitere Fragestellung dieser Arbeit, ndmlich die ge-
nauere Analyse dieser Volumeniinderungen. Ziel war hierbei, den Grund fiir die Anderun-
gen des cytosolischen Volumens zu ermitteln. Volumenénderungen der Schliezellen sind
grundlegend fiir die Regulierung der Stomaweite, deswegen war es sehr interessant kurz-
fristige Volumenénderungen des Cytosols gezielt hervorrufen zu konnen. Von besonderem
Interesse war es dabei, die Auswirkungen der Volumeninderungen auf die cytosolische
Calciumkonzentration zu untersuchen, was mit Hilfe calciumsensitiver Fluoreszenzfarb-

stoffe realisiert wurde.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde eine elektrophysiologische Charakterisierung von
SchlieBzellen in Farnarten durchgefiihrt. In basalen Landpflanzen ist im Vergleich zu
Angiospermen-Arten noch wenig liber die Regulierung der Stomadéffnungsweite bekannt.
Insbesondere gibt es keine Studien, die elektrophysiologische Messungen an Schlie$3-
zellen von Farnen zeigen. Anhand der fiir diesen Teil durchgefiihrten Versuche sollten
folgende Fragen beantwortet werden: zum einen sollten die spannungsabhédngigen Stro-
me iiber die Plasmamembran von FarnschlieBzellen charakterisiert werden, zum anderen
sollte untersucht werden, ob sich durch die Hyperpolarisierung der Plasmamembran wie
in Tabak-SchlieBzellen eine Erhohung der cytosolischen Calciumkonzentration herbei-
fiihren lasst. Bei der Injektion von Fluoreszenzfarbstoffen in die SchlieBzellen von ver-
schiedenen Farnarten wurde auerdem eine Diffusion des Farbstoffs in die benachbarte
Schliefzelle beobachtet. Auch die Grundlage dieser symplastischen Verbindung wurde in
dieser Arbeit untersucht.

Die Rolle, die ABA fiir den Stomaschluss in Farnspezies spielt, ist bis heute umstritten

und der evolutionidren Zeitpunkt, an dem ABA-kontrollierte Stomabewegungen erstmals
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auftraten ist unklar (Sussmilch et al., 2017). Ein weiteres Ziel war es, eine Methode zur

Applikation von ABA an Schlie3zellen intakter Pflanzen zu etablieren und diese verglei-

chend in Tabak und Polypodium durchzufiihren.
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2.1 Pflanzenmaterial und Anzucht

2.1.1 Nicotiana tabacum
2.1.1.1 Pflanzen fiir elektrophysiologische Messungen

Nicotiana tabacum L. cv SR1-Pflanzen wurden im Gewéchshaus auf Erde kultiviert. Da-
bei erfolgte von 9 bis 21 Uhr eine zusitzliche Beleuchtung mit Halogen-Metalldampflampen
(OSRAM Powerstar HQI-E, 400 W, Philips). Fiir die Messungen an intakten Pflanzen und
fiir das Vorbereiten von Epidermisstreifen wurde jeweils das zweite oder dritte Blatt von

4-6 Wochen alten Pflanzen verwendet.

2.1.1.2 Axenische Anzucht fir Agrobacterium-vermittelte Transformation
von Blattstiickchen

Um Pflanzen fiir die Transformation vorzubereiten, wurden Samen von Nicotiana taba-
cum L. cv SR1 oberflachensterilisiert. Dafiir wurden die Samen zuerst fiir 20 min in 100 %
EtOh, dann fiir 15 min in einer 6 %-igen NaClO-Losung mit 0,02 %Triton X 100 in einem
Uberkopf-Schiittler inkubiert. Die Samen wurden anschlieBend unter der Sterilbank 4-
5 mal mit autoklaviertem Wasser gewaschen, auf Whatman-Filterpapier getrocknet und
in sterilen Polypropylen-Boxen auf MS-Medium (1x MS inkl. MES, 3 %Saccharose, pH
5,7, 0,8 % Gelrite) ausgelegt. Die Anzucht erfolgte im Phytotron unter Langtag-Beding-
ungen (16/8 h) bei 26/20 °C und 300 zmol s~' m™2. Die zur Transformation verwendeten

Blattstiickchen stammten von 5-6 Wochen alten Tabakpflanzen.

2.1.2 Arabidopsis thaliana

Die fiir elektrophysiologische Messungen verwendeten A. thaliana-Pflanzen wurden auf
autoklavierter Erde in einem Klimaschrank (Serie KBWF, Binder, Tuttlingen, Deutsch-
land) mit einem Tag/Nacht Rhythmus von 12/12 h angezogen (22/17 °C, 100 ymol s~ m~2,
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60 % relative Luftfeuchte). Fiir das Isolieren von Epidermisstreifen wurden junge Blitter

von 4-5 Wochen alten Pflanzen verwendet.

Fiir die Agrobakterien-vermittelte Transformation wurden A. thaliana acc. Columbia 0-
Pflanzen eingesetzt, die zuerst fiir 4-6 Wochen in der Klimakammer unter Kurztag-Be-
dingungen (8/16 h) bei 22/16 °C angezogen und danach im Gewichshaus mit einer zu-
sitzlichen Beleuchtung von 100 ymols~! m~2 (Osram TL70 F32T8/TL 741, 25 W, 230
V, Philips) im Tag-Nacht-Rhythmus von 12/12 h weiter kultiviert wurden.

2.1.3 Polypodium vulgare und Asplenium scolopendrium

Die beiden der Ordnung Polypodiales zugehdrigen Farnspezies Polypodium und Aspleni-
um wurden auf Erde in Topfen angezogen. Polypodium Pflanzen wurden in einer Klima-
kammer (~22 °C, 50 ymol s~ m~2) bei einem Tag/Nacht-Rhytmus von 16/8 h kultiviert.
Asplenium Pflanzen stammten aus dem botanischen Garten der Universitit Wiirzburg
und wurden in Topfen im Freiland unter schattigen Bedingungen weiterkultiviert. Alle
4-6 Wochen wurden alte Farnwedel entfernt, um das Wachstum von neuen zu fordern.
Fiir elektrophysiologische Messungen wurden junge Farnwedel eingesetzt, die gerade im

Endstadium der vollstindigen Entfaltung waren.

2.1.4 Ceratopteris richardii

Die an aquatische Bedingungen angepasste Farnspezies Ceratopteris richardii wurde im
Gewichshaus kultiviert. Um eine hohe Luftfeuchte von ~100 % zu erreichen wurden die

Pflanzschalen mit transparenten Hauben abgedeckt.

2.2 Elektrophysiologische Methoden

2.2.1 Einstich in SchlieBzellen: die TEVC-Technik

In dieser Arbeit wurde die Zwei-Elektroden-Spannungsklemm-Technik (engl.: Two Elec-
trode Voltage Clamp Technique, kurz TEVC) eingesetzt, um das Verhalten von Ionen-
kanilen in der Plasmamembran von SchlieBzellen zu untersuchen. Sie ist eine Version
der Spannungsklemm-Methode, die um 1950 in Experimenten mit Tintenfisch-Axonen
entwickelt wurde (Marmont, |1949, |Cole, {1949/ und [Hodgkin et al., 1952, s. Hille, 2001)
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und die es ermdglicht das Membranpotential einer Zelle zu kontrollieren. Die TEVC-
Technik kommt heute hdufig zum Einsatz, um heterolog exprimierte Transportproteine
in Xenopus laevis-Oozyten zu charakterisieren (siche zum Beispiel Review von [Wagner
et al., 2000). Dabei werden zwei Mikroelektroden in das Cytosol einer Zelle eingesto-
chen. Eine der zwei Elektroden, die Spannungselektrode, misst dabei das Membranpo-
tential der Zelle. Mit der zweiten, der Stromelektrode, kann Strom in die Zelle injiziert
werden, um das Membranpotential auf eine definierte Spannung zu klemmen. Ein Diffe-
rentialverstirker vergleicht dafiir den den Sollwert fiir die Spannung mit dem durch die
Spannungselektrode gemessenen Istwert und gleicht die Strominjektion entsprechend an.
Uber den injizierten Strom kdnnen so Riickschliisse auf spannungsabhiingige Anderungen

in der Leitfahigkeit der Membran gezogen werden.

Aufgrund der geringen Grof3e von Schlie3zellen ist ein Einstich mit zwei getrennten Elek-
troden schwierig. Stattdessen werden fiir die TEVC-Technik doppelldufige Elektroden,
bei denen zwei Kapillaren in einer Spitze enden, eingesetzt. So kdnnen durch einen ein-
maligen Einstich Spannungs- und Stromelektrode in die Zelle gebracht werden, wodurch
TEVC- Messungen an SchlieBzellen im intakten Organismus oder in isolierten Epider-
misstreifen moglich sind.

Zusitzlich zu doppelldaufigen Elektroden wurden in dieser Arbeit auch Elektroden mit
drei Kanilen verwendet. Diese Elektroden ermoglichen es eine Strominjektion durch den
dritten Kanal durchzufiihren, die durch die Stromelektrode kompensiert wird. Mit diesem
Ansatz konnen ladungstragende Molekiile iontophoretisch in die Zelle geladen werden,
ohne dass dadurch die Haltespannung geédndert wird. Diese Methode wurde angewandt,

um SchlieBzellen mit Fluoreszenzfarbstoffen zu beladen.

2.2.2 Vorbereitung der Pflanzen fliir die Messung
2.2.2.1 Messungen an intakten Pflanzen

Die intakten Pflanzen wurden fiir die Messungen im Topf neben dem Objekttisch posi-
tioniert, sodass ein Blatt mit der Blattunterseite nach oben auf einen Plexiglashalter ge-
klebt werden konnte. Dafiir wurde transparentes doppelseitiges Klebeband und zusétzlich
ein medizinischer Kleber (Medical Adhesive B Liquid, AMT Aromando Medizintechnik
GmbH, Diisseldorf, Deutschland) auf den Halter aufgebracht, bevor das Blatt aufgeklebt
wurde. Zur Positionierung der Pflanze wurde bei Tabakpflanzen ein Holzkeil auf den Mi-
kroskoptisch gelegt, bei groleren Pflanzen wie Farnen wurde aulerdem eine Laborhebe-

biihne eingesetzt, um den Topf zu halten.
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2.2.2.2 Vorbereitung von Epidermisstreifen

Messungen an Schlie3zellen von N. tabacum und A. thaliana wurden au3erdem an isolier-
ten Epidermisstreifen durchgefiihrt. Dafiir wurden mit einer Uhrmacherpinzette Epider-
misstreifen von der Blattunterseite eines abgeschnittenen Blattes abgezogen. Fiir A. tha-
liana wurde das Blatt dafiir mit der Blattunterseite nach oben auf Klebeband fixiert, dabei
wurde die Spitze des Blattes nicht mit aufgeklebt. Von der Spitze des Blattes aus konnte
die Epidermis dann leicht abgezogen werden. Nach dem Abziehen der Streifen wurden
diese sofort auf diinn mit medizinischem Kleber (Medical Adhesive B Liquid, AMT Aro-
mando Medizintechnik GmbH, Diisseldorf, Deutschland) bestrichene Deckgldaschen ge-
driickt. Die Deckgldschen wurden nach dem Bestreichen mit Kleber fiir einige Minuten
mit Wasser gewaschen, um eventuelle Losungsmittelreste zu entfernen. Die aufgeklebten
Epidermisstreifen wurden dann vor der Messung fiir mindestens 2 h in einer Losung zum
Offnen der Stomata inkubiert (Opening Buffer, s. Abschnitt[2.2.5), bevor sie fiir die Mes-
sung in eine andere Badlsung gegeben wurden (Recording Buffer, s. Abschnitt [2.2.5).

2.2.3 Aufbau des Messplatzes

Die Einstichmessungen an SchlieBzellen wurden an einem Messplatz durchgefiihrt, der
eine Kombination elektrophysiologischer Messungen und Fluoreszenzmikroskopie er-
moglicht (s. Abbildung[2.1)). Dabei stand ein aufrechtes Fluoreszenzmikroskop (Axioskop
2 FS, ZEISS, Deutschland) auf einem schwingungsgedidmpften Tisch, der zur Abschir-
mung elektrischer Storungen aus der Umgebung von einem Faradayschen Kéfig umgeben

war.

Fiir die Steuerung der Mikroelektroden wurde ein Piezo-getriebener Mikromanipulator
(MM3A, Kleindiek Nanotechnologie, Reutlingen, Deutschland) verwendet. Dieser wur-
de mit Hilfe eines Magneten auf dem Objekttisch befestigt. Auf der gleichen Seite des
Mikroskops waren die Vorverstiarker (HS-180, Bio-Logic Claix, Frankreich) mit einem
Eingangswiderstand von ~ 10'! Q) angebracht, an die alle Kapillaren der Mikroelektroden
iiber Halbzellen (s. Abschnitt angeschlossen wurden. Die Vorverstirker wurden
an Mikroelektrodenverstirker angeschlossen, die sich aulerhalb des Kéfigs befanden. Es
wurden wihrend dieser Arbeit zwei verschiedene Verstirkersysteme verwendet. Fiir die
Messungen innerhalb der ersten zweieinhalb Jahre (bis Mitte 2015) war das eine Kom-
bination aus Mikroelektrodenverstirkern (VF-102 Dual Microelectrode Verstiarker und
CA-100 Clamp Amplifier, Bio-Logic, Claix, Frankreich) fiir die TEVC-Technik und ei-
nem zusitzlichen Nachbau des VF-102 fiir die iontophoretische Beladung der Schlie$3-
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zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen. Spéter wurde eine speziell neu angefertigte Kombi-
nation aus vier Mikroelektrodenverstirkern mit jeweils integriertem Differentialverstir-
ker verwendet. Die Daten wurden mit einem 4-Pol Tiefpass-Bessel-Filter (LPF 202A,
Warner Instruments Corp., Hamden, USA) bei 10 Hz gefiltert und iiber einen DA/AD-
Wandler (LIH-1600, HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht, Deutschland) an
den Messcomputer iibertragen. Fiir die Aufzeichnung der Daten und zur Kontrolle der
applizierten Spannungspulse wurde die Software HEKA PULSE Version 8.74 (HEKA
Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht, Deutschland) verwendet.

Fiir eine Einstichmessung wurde zuerst mit einer kleineren VergroBerung (Achrostigmat
10x/0,25, ZEISS, Deutschland) die Mikroelektrode grob positioniert. Dann wurde fiir den
eigentlichen Einstich und die Fluoreszenzaufnahmen auf ein long-distance Wasserimmer-
sionsobjektiv mit stirkerer Vergrolerung (entweder Achroplan 40x/0.8 W oder W Plan-
Apochromat, 63x/1.0, beide ZEISS, Deutschland) gewechselt. Die Spitze der Mikroelek-
troden tauchte fiir den Einstich in die Badlosung, die gleichzeitig als Immersionsldsung
diente. Um den Stromkreis zu schlieBen, wurde eine mit der Erdung verbundene Referen-
zelektrode in die Badlosung getaucht. Fiir Versuche, in denen zwischen unterschiedlichen
Badlosungen gewechselt wurde, wurde ein Perfusionssystem verwendet. Der Zulauf der
Badlosungen auf die Probe erfolgte der Schwerkraft folgend durch eine Kaniile. Dabei
konnte mittels zweier Hihne der Zulauf gestoppt und zwischen den verschiedenen Losun-
gen gewdhlt werden. Durch einen Schlauch auf der gegeniiberliegenden Seite der Probe
wurde die Losung mit einer Vakuumpumpe (Laboport, KNF Neuberger GmbH, Freiburg,
Deutschland) abgesaugt.
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Abb. 2.1: Aufbau des Messplatzes fiir elektrophysiologische Messungen und Fluo-
reszenzmikroskopie. Hier dargestellt ist der Aufbau fiir Messungen an einer intakten
Farnpflanze. Die wichtigsten Komponenten werden im Folgenden benannt. Der untere
Teil der Abbildung zeigt den oben markierten Ausschnitt vergroBert. 1: Faradayscher Ké-
fig; 2: Mikroskop; 3: EMCCD-Kamera, 4: Filterrader und Spinning Disc des CARVII-
Systems; 5: Vorrichtung fiir Perfusionsversuche; 6: Steuermodul des Mikromanipulators;
7: Steuerung des Mikromanipulators; 8: Vorverstirker fiir TEVC-Technik; 9: Mikromani-
pulator; 10: Vorverstérker fiir iontophoretische Beladung mit Fluoreszenzfarbstoffen; 11:
Mikroelektrode mit drei Kanilen; 12: Referenzelektrode.
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2.2.4 Vorbereitung der Elektroden
2.2.4.1 Mikroelektroden fur den Einstich

Fiir die Herstellung der Mikroelektroden wurden Borosilikat-Glaskapillaren mit Fila-
ment (AuBendurchmesser: 1 mm, Wandstirke 0,21 mm; Hilgenberg GmbH, Mahlsfeld,
Deutschland) verwendet. Das Filament an der Innenseite der Kapillare (Durchmesser
0,1 mm) ist wichtig, um die Elektrodenldosung beim Befiillen iiber Adhésion bis in die
sehr feine Spitze der Elektrode zu leiten. Je nach Art der Mikroelektroden wurden zwei
oder drei dieser Kapillaren zusammen in ein modifiziertes vertikales Pipettenziehgerit
(List-Medical L/M-3P-A, List-Electronic, Darmstadt, Deutschland) eingespannt, mit ei-
nem Gliihwendel erhitzt und dabei miteinander um 360° verdreht. Nach einer Abkiihlzeit
von 10 s wurden die Kapillaren noch einmal erhitzt und dabei der Schwerkraft folgend mit
Hilfe eines Abstandhalters entweder 4 oder 7 mm lang ausgezogen. Die so entstandenen
Mikroelektrodenrohlinge wurden dann im horizontalen Laser-Pipettenziehgerit (P-2000,
Sutter Instrument Co., Novato, USA) zu zwei getrennten, fertigen Mikroelektroden aus-
gezogen. Diese Elektroden wurden mit Hilfe einer Spritze und einer elastischen Kaniile
aus einer ausgezogenen Plastik-Pipettenspitze mit der Elektrodenlosung befiillt. Der Wi-
derstand der einzelnen Ausginge von mit 300 mM KClI befiillten Mikroelektroden lag
dabei je nach Einstellung zwischen 80 und 280 MS2.

Jeder Kanal dieser Elektroden wurde nach dem Befiillen mit Elektrodenldsung iiber eine
Ag/AgCl-Halbzelle mit dem Vorverstirker verbunden. Die Halbzellen wurden aus Sil-
berdraht (Durchmesser 0,25 mm; World Precision instruments Inc., Sarasota, USA) an-
gefertigt, der mit Zwei-Komponentenkleber in einen Polyvinylschlauch mit einem Innen-
durchmesser von ca. 1,3 mm so an einer Seite verklebt wurde, dass auf beiden Seiten ein
Stiick Silberdraht iiberstand. An der zugeklebten Seite wurde ein Draht und ein Stecker
zum Anschluss an den Vorverstirker angelotet, die offene Seite wurde auf die Glaselek-
troden aufgesetzt, sodass der Silberdraht in die Elektrodenldsung eintauchte. Der Silber-
draht wurde vor den Messungen durch Anlegen einer Spannung in einer 3 M KCI-Losung

chloriert.

Fiir die Elektroinfusion (s. Abschnitt 2.2.8) wurden Mikroelektroden aus einzelnen Ka-
pillaren gezogen. Dafiir wurde eine Borosilikat-Glaskapillare direkt in das horizontale
Pipettenziehgerit eingespannt und durch den Laserstrahl und die Zugvorrichtung zu zwei
getrennten Mikroelektroden ausgezogen. Der Widerstand dieser mit 300 mM KCl befiill-
ten Elektroden betrug zwischen 60 und 130 M¢).
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2.2.4.2 Referenzelektrode

Die Referenzelektrode bestand aus einer mit Elektrodenlosung gefiillten, stumpfen Boro-
silikat-Glaskapillare, die am unteren Ende mit einem Stiickchen 2 -%iger Agarose mit
300 mM KCI abgedichtet wurde. Es wurden hierfiir die gleichen Glaskapillaren wie fiir
die Herstellung der Mikroelektroden verwendet (s. oben). Die Verbindung mit der Masse
erfolgte ebenfalls mit einer Ag/AgCl-Halbzelle.

2.2.5 Bad- und Elektrodenlosungen

Fiir alle hierunter beschriebenen Losungen wurde Reinstwasser aus einer Wasseraufberei-
tungsanlage verwendet (GenPure, TKA, Niederelbert, Deutschland). Die Losungen wur-

den aus Stocklosungen angesetzt und hochstens eine Woche lang verwendet.

Badlosung fiir Messung an intakten Pflanzen:

KCl 5 mM
CaCl, 0,1 mM
KCitrat 5 mM
pH = 5,0 mit KOH

Badlosung fiir Messung an Epidermisstreifen (Recording Buffer):

KCl 50 mM
Ca(Cl, 1 mM
MES 5 mM
pH = 6,0 mit BTP

Fiir einige Experimente wurde das KCI1 durch CsCl ersetzt, um die einwértsgleichrichten-
den Kaliumkanile zu blockieren und/oder es wurde 1 mM LaCl, hinzugefiigt, um Ca®*-

permeable Kationenkanile in der Plasmamembran zu inhibieren.

Badlosung zum Offnen der Stomata in Epidermisstreifen (Opening Buffer):

KCl 50 mM
CaCl, 0,1 mM
MES  5mM

pH = 6,0 mit BTP
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Elektrodenlosung:

Als Elektrodenlosung wurde, falls nicht anders erwihnt, standardméBig 300 mM KCl ver-
wendet. Alternativ wurden stattdessen 300 mM CsCl oder 300 mM KGluconat verwendet.
Die KGluconat-Losung wurde allerdings nur in die Spitze der Elektrode gefiillt, wihrend
der hintere Teil der Elektrode mit 300 mM KCI aufgefiillt wurde.

2.2.6 Pulsprotokolle

Nach dem Einstich wurden die Schliezellen auf eine Haltespannung Vy von -100 mV
geklemmt. Bei dieser Spannung sind die ein- und auswirtsgleichrichtenden Kaliumkanile
inaktiv. Um das Verhalten der lonenkanile bei verschiedenen Spannungen aufzeichnen zu

konnen, wurden verschiedene Spannungspulsprotokolle durchgefiihrt, die in Abbildung
[2.2] gezeigt sind.

Vi = Vu V= Vu
0mV -100 mV
Vy= Vy
-100 mV
-—t—>
Vv, V. t
20 mv| 20mv [_ T
1 sec 1 sec

Abb. 2.2: Ubersicht der verwendeten Spannungspulsprotokolle: Vi = Haltespannung,
Vr=Testspannung. (A): Spannungspulsprotokoll zur Aufzeichnung der ein- und aus-
wirtsgleichrichtenden Kaliumkanile, (B): Spannungspulsprotokoll zur Aufzeichnung der
Anionenkanalaktivitdt und (C): Spannungspulsprotokoll fiir einzelne hyperpolarisierende
Spannungspulse zur Induzierung einer Erhohung der cytosolischen Calciumkonzentra-
tion. Von der Haltespannung ausgehend wurde auf Testspannungen zwischen -160 und
-220 mV gesprungen.

Fiir die Aufzeichnung der Aktivitit der Kaliumkanéle wurde ausgehend von Vy fiir je-
weils 2 s auf eine Testspannung gesprungen, die bei jedem Puls um -20 mV verringert
wurde. Die Pulse erfolgten in einem Intervall von 6 Sekunden (s. Abbildung 2.2] A).

Um die Aktivitit von Anionenkandlen aufzuzeichnen wurde Vy auf OmV gesetzt. Die
Testspannungen wurden hierbei fiir 10s gehalten, und die Pulse in einem Abstand von
20 s ausgefiihrt (s. Abbildung[2.2|B). Die Kaliumauswirtsgleichrichter wurden bei diesen
Messungen durch den Einsatz von CsCl als Elektrodenldsung blockiert.

Um durch die Hyperpolarisierung der Plasmamembran transiente Erhhungen der cyto-

solischen Calciumkonzentration auszulosen, wurden ebenfalls ausgehend von -100 mV
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einzelne hyperpolarisierende Spannungspulse von -160 mV bis zu -220 mV durchgefiihrt.
Die Linge der Pulse betrug entweder 10 oder 50 s (s. Abbildung [2.2|C).

2.2.7 Datenauswertung fur elektrophysiologische Messungen

Zur Auswertung der elektrophysiologischen Messungen wurden die mit PULSE aufge-
zeichneten Daten in IGOR Pro (Version 6.11, WaveMetrics Inc., Lake Oswego, USA)
und/oder Excel (Office 2007 bzw. 15, Microsoft Corp., Redmond, USA) importiert und
analysiert. Zusétzlich wurde zur graphischen Darstellung der Daten mit Origin Pro 9.1 G

(OriginLab Corporation, Northampton, USA) gearbeitet.

2.2.8 Elektroinfusion

Mittels iontophoretischer Injektion konnen geladene Molekiile nicht nur in das Cytosol
der Zellen, sondern auch in den Apoplasten geladen werden. Diese Methode wurde in
dieser Arbeit erstmals zur apoplastischen Applikation von ABA an Schliezellen von Ta-
bak und von Polypodium verwendet. Es bietet eine Alternative zur klassischen Perfusion
uber die Blattoberfliche, bei der die Kutikula als Barriere wirken kann, die verhindert,
dass das ABA bei den SchlieBzellen ankommt. Fiir diese Methode wurde eine Losung
mit 1 mM ABA und 1 mM Lucifer Yellow in die Spitze einer einfachen Mikroelektrode
(s. Abschnitt geladen. Die Elektrode wurde dann, dhnlich wie beim Einstich, mit
Hilfe eines Mikromanipulators in die unmittelbare Nihe einer Schlie3zelle gebracht. Al-
lerdings wurde daraufhin nicht in diese Zelle eingestochen, sondern die Elektrodenspitze
wurde nur so nah an die Schlie3zelle herangefiihrt, dass eine Spannungsinderung durch
den Kontakt mit der Zellwand eintrat. Dieser Kontakt konnte durch ein akustisches Si-
gnal wahrgenommen werden. Nach diesem Positionieren der Elektrode an der Zellwand
wurde jeweils eine Aufnahme der SchlieBzelle gemacht, bevor die apoplastische Bela-
dung durch Strominjektion erfolgte. Die Beladung des Apoplasten konnte mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffes Lucifer Yellow (s. Abschnitt[2.3.2)) verfolgt werden. Ab dem Zeit-
punkt, an dem das Lucifer Yellow im Apoplasten sichtbar wurde, wurde fiir 1 Minute
lang ein Strom von bis zu 1 nA appliziert. Nach der erfolgreichen Beladung wurde die
Elektrodenspitze ein Stiick von der Schliezelle entfernt, und es wurde eine Serie von
Hellfeld-Aufnahmen der SchlieBzelle iiber eine Dauer von 20 Minuten gemacht. Dabei

wurde beobachtet, ob und wie schnell ABA den Stomaschluss ausloste.
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ABA-Losung fiir die Elektroinfusion:

ABA 1 mM
HEPES, pH 7.5 1 mM
Lucifer Yellow 1 mM

Da das ABA in EtOH gel6st wurde, wurde der Kontrolllosung das gleiche Volumen EtOH
zugefiigt, das auch die ABA-LOsung enthielt.

2.3 Fluoreszenzmikroskopie

Simultan zu elektrophysiologischen Messungen in dieser Arbeit wurden oft fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahmen gemacht, um Prozesse wihrend der hyperpolarisierenden
Spannungspulse innerhalb der Schlieizellen sichtbar zu machen. Dafiir wurden sowohl
unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe als auch genetisch codierte Fluoreszenzproteine
eingesetzt. Das Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie beruht darauf, dass sogenannte Fluo-
rophore durch Licht einer bestimmten Wellenldnge angeregt werden und darauthin Fluo-
reszenzlicht einer etwas lingeren Wellenldnge emittieren. Durch den Einsatz von wel-
lenlédngenspezifischen Filtern kann man so Anregungs- und Emissionslicht trennen und
die fluoreszierenden Molekiile lokalisieren. Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten
Fluoreszenzfarbstoffe dienten entweder zur Visualisierung des Cytosols und/oder zur De-

tektion von Anderungen der cytosolischen Calciumkonzentration.

2.3.1 CARV-Spinning-Disc System

Die Aufnahme konfokaler fluoreszenzmikroskopischer Bilder kann nach verschiedenen
Prinzipien erfolgen. Klassischerweise wird oft das sogenannte konfokale Laser-Scanning-
Mikroskop (engl.: CLSM) eingesetzt, bei dem die Anregung der Fluorophore durch einen
Laser erfolgt. Ein sogenanntes Pinhole sorgt dafiir, dass nur Emissionslicht aus einer Ebe-
ne der Probe detektiert wird. Dabei misst der Detektor die Emission einzelner Bildpunkte,
die Probe wird abgerastert und es kann Pixel fiir Pixel aus den einzelnen Intensitéiten ein
Gesamtbild zusammengesetzt werden. Da diese Art der Konfokalmikroskopie aufgrund
des Aufbaus des Mikroskops und aufgrund der relativ geringen Geschwindigkeit nicht mit
Einstichsmessungen an SchlieBzellen vereinbar ist, wurde fiir die Experimente in dieser
Arbeit ein Spinning-Disc-System eingesetzt. Bei dieser Methode befindet sich eine Schei-

be (die Spinning Disc, auch Nipkow-Schweibe), auf der eine Vielzahl einzelner Pinholes
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arrangiert ist, im Strahlengang. Die Scheibe rotiert sehr schnell und das Anregungslicht
wird durch die Pinholes auf eine Ebene der Probe fokussiert. Auch das Emissionssignal
wird wieder durch die Pinholes fokussiert, bevor es auf den Kamerachip trifft und dort ein

Bild erzeugt.

Das Spinning-Disc-System (CARVII, Crestoptics, Rom, Italien) wurde mit einer EMCCD-
Kamera (QuantEM 512SC, Photometrics, Tucson, USA) kombiniert. Auller der Spinning-
Disc besitzt das CARVII drei Filterrdder, in denen die Filter fiir Anregung und Emissi-
on, sowie die dichroitischen Spiegel angebracht sind. Diese konnen entweder iiber eine
Steuereinheit mit Touchpad oder iiber die Software VisiVIEW (Visitron Systems, Puch-
heim, Deutschland) angesteuert werden. Als Quelle fiir das Anregungslicht bei konfoka-
len Aufnahmen wurde eine Quecksilberdampflampe (LQ-HXP 120, Leistungselektronik
JENA, Deutschland) verwendet. Um durch verschiedene Ebenen einer Probe fokussieren
zu konnen, wurde an den Feintrieb des Mikroskops der Schrittmotor eines Mikromani-
pulators (Eppendorf Micromanipulator 5171, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) ange-

schlossen, mit dem der Abstand der Objektive zur Probe gesteuert werden konnte.

Fiir Messungen mit Fura-2 wurde die Spinning-Disc aus dem Strahlengang herausgefah-
ren, da die Anregungswellenldngen fiir Fura-2 zu niedrig sind, um mit dem CARVII-

System konfokal aufgenommen werden zu konnen.

2.3.2 Konfokale Fluoreszenzaufnahmen mit
Oregon-Green-BAPTA und Lucifer Yellow

Um die Erhohung der Calciumkonzentration in SchlieBzellen genauer charakterisieren
und lokalisieren zu konnen, wurde der Einzel-Wellenldngen-Sensor Oregon Green 488
BAPTA-1 (kurz Oregon Green-BAPTA) verwendet. Oregon Green-BAPTA besteht aus
dem Fluorophor Oregon Green, der kovalent an den Ca**-Chelator BAPTA (1,2-bis(o-
aminophenoxy)ethan-N,N,N’,N’-Tetraessigsdure) gekoppelt ist. Bei Anstieg der cytoso-
lischen Calciumkonzentration kommt es zu einer verstirkten Bindung von Calciumio-
nen an BAPTA, durch die die Fluoreszenzintensitédt des Fluorophors erhoht wird. Diese
Bindung ist reversibel, das heif3t bei einer spiteren Abnahme der Calciumkonzentration
nimmt auch die Fluoreszenz wieder ab. Der Ky-Wert fiir Ca>* von Oregon Green-BAPTA
liegt bei 170 nM (Thomas et al., 2000).

Lucifer Yellow hingegen besitzt keine Calciumsensitivitdt und wurde hier als Kontrolle
eingesetzt, um Volumeninderungen des Cytosols wihrend der Applikation hyperpola-

risierender Pulse zu beobachten. Lucifer Yellow wurde [1978| erstmals von W. Stewart
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beschrieben (Stewart, |1978). Da es eine hohe Fluoreszenzquantenausbeute besitzt, gut in
Wasser 10slich und unschédlich fiir die Zellen ist, wurde es zu einem beliebten Fluores-
zenzmarker in der Biologie (zusammengefasst in einer Review von Hanani, 2012). Au-

Berdem ist die Fluoreszenzquantenausbeute unabhingig vom pH-Wert (Stewart, [1978)).

Sowohl die Aufnahmen mit Oregon Green-BAPTA als auch die mit Lucifer Yellow wur-
den konfokal mit Hilfe des Spinning-Disc-Systems gemacht. Die verwendeten Filter mit
Anregungs- und Emissionswellenlinge sind der Ubersichtstabelle [2.1| zu entnehmen. Die
Belichtungszeiten lagen zwischen 500 und 1000 ms, die Quecksilberdampflampe zur An-
regung wurde auf Stufe 1 gedimmt. Lucifer Yellow wurde aullerdem als Marker fiir die
Elektroinfusion eingesetzt (s. Abschnitt[2.2.8§).

2.3.3 Fluoreszenzaufnahmen mit Fura-2

Im Gegensatz zum Einzelwellenlidngen-Calciumindikator Oregon Green-BAPTA gehort
Fura-2 zu den ratiometrischen Calciumindikatoren. Das heif3t, dass sich die Anregungs-
und/oder Emissionsspektren in Abhingigkeit der Calciumkonzentration verschieben. Bei
Fura-2 verschiebt sich das Anregungsmaximum, das in Abwesenheit von Calcium bei
362 nm liegt, mit steigender Calciumkonzentration in den kurzwelligeren Bereich auf
335 nm. Dabei hat das Anregungsspektrum bei geringen Calciumkonzentrationen eine
Schulter bei ca. 380 nm. Der isosbestische Punkt, an dem sich die Spektren fiir alle Cal-
ciumkonzentrationen treffen liegt bei Fura-2 bei 360 nm. Wird Fura-2 bei dieser Wellen-
lange angeregt, ist die Fluoreszenzintensitdt unabhingig von der Calciumkonzentration.
Entwickelt und beschrieben wurde Fura-2 von |Grynkiewicz et al.l 1985, Der Vorteil ra-
tiometrischer Farbstoffe ist, dass die Calciumkonzentration mit Hilfe des Quotienten aus
den beiden Fluoreszenzintensititen (Fs45/390) bestimmt werden kann. Dadurch kénnen in-
trazellulire Umverteilungen des Farbstoffs nicht filschlicherweise als lokale Anderung
der Calciumkonzentration interpretiert werden, was fiir diese Arbeit von besonderer Be-

deutung ist.

Fiir die Fura-2 Aufnahmen in dieser Arbeit wurden abwechselnd Aufnahmen mit 345 nm
und 390 nm als Anregungswellenlidngen gemacht. Detaillierte Information iiber die Fil-
ter sind in Abschnitt zu finden. Die Anregung erfolgte mit einem Polychromator
(VisiChrome High Speed Polychromator System, Visitron Systems GmbH, Puchheim,
Deutschland) iiber den auch die Anregungswellenlinge eingestellt wurde. Die Belich-
tungszeit fiir die einzelnen Aufnahmen betrug 200 ms und es wurden alle 3 s Bilder auf-

genommen.
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2.3.4 Weitere Fluoreszenzfarbstoffe und genetisch codierte
Fluoreszenzproteine

SchlieBzellen in Epidermisstreifen wurden mit BCECF-AM (2°,7°-Bis-(2-Carboxyethyl)-
5-(und-6)-Carboxyfluorescein-Acetoxymethyl Ester) und mit Fluorescein-Diacetat bela-
den, um die Vakuole bzw. das Cytosol anzufidrben. Fluorescein-Diacetat ist aulerdem
ein Farbstoff, der benutzt wird um die Vitalitit der Zellen zu zeigen (Widholm, 1972).
Nur in intakten Zellen konnen die Acetatgruppen durch Esterasen abgespalten werden,
wodurch das fluoreszierende Fluorescein entsteht. Mit BCECF-AM, einem Fluoreszenz-
farbstoff, der in der Vakuole akkumuliert (Scheuring et al., 2015), wurden in dieser Arbeit
die Anderungen des vakuoliren Volumens wihrend der Applikation hyperpolarisierender

Spannungspulse an Tabak-SchlieB3zellen beobachtet.

Um in Arabidopsis thaliana fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des Cytosols zu ma-
chen, wurden fiir diese Arbeit Pflanzen generiert, die das gelbe Fluoreszenzprotein Venus
unter Kontrolle des GC1-Promotors (Yang et al., 2008) schlieBzellspezifisch exprimieren.
In Tabak wurde ebenfalls mit Venus unter der Kontrolle des GC1-Promotors die schlieB3-

zellspezifische Expression iiberpriift.

2.3.5 Beladung der Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen

Die Fluoreszenzfarbstoffe Lucifer Yellow, Oregon Green-BAPTA und Fura-2 wurden ion-
tophoretisch in die SchlieBzellen geladen. Dafiir wurden ca. 0,3 pl einer konzentrierten
Losung des jeweiligen Farbstoffs (Lucifer Yellow: 1 mM, Oregon-Green BAPTA: 10 mM
und Fura-2: 20 mM) in die Spitze der dritten Kapillare der Mikroelektrode geladen, be-
vor diese mit Elektrodenlosung aufgefiillt wurde. Nach dem Einstich wurde anhand von

Strominjektion der Farbstoff in die Zelle geladen.

Die Beladung der SchlieBzellen in Epidermisstreifen mit BCECF-AM und Fluorescein-

Di-Acetat erfolgte durch Inkubation in Badlosung, der diese Farbstoffe zugefiigt wurden.

BCECF-AM: Es wurde eine Stocklosung mit einer Konzentration von 5 mM in DMSO
angesetzt. Die Endkonzentration in der Badlosung zur Inkubation betrug 10 uM BCECF-
AM. AuBerdem wurden 0,02 % (w/v) Pluronic F127 hinzugegeben (siehe z.B. Kolb et al.,
2015). Die Epidermisstreifen wurden 10 bis 30 Minuten im Dunkeln in der Losung in-
kubiert und anschlieBend mindestens zweimal mit Badlosung gewaschen. Nach ca. 2 -
3 Stunden war das BCECF-AM hauptsichlich in den Vakuolen der Schlie3zellen lokali-

siert.
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Fluorescein-Di-Acetat: Fiir die Stocklosung wurden 5 mg/ml Fluorescein-Di-Acetat in
Aceton gelost. Die Konzentration in der Badlosung zum Anfédrben betrug 0,025 mg/ml.
Die Epidermisstreifen wurden ebenfalls nach 10 Minuten Inkubation im Dunkeln zweimal

mit Badlosung gewaschen.

2.3.6 Verwendete Filterkombinationen

Die in dieser Arbeit fiir die jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffe und -proteine eingesetzten
Filterkombinationen sind in Tabelle[2.T|aufgefiihrt. Typ und Hersteller der einzelnen Filter
sind in Tabelle aufgelistet. Bei einem der dichroitischen Spiegel waren Typ und Her-
steller nicht mehr nachzuvollziehen. Die Transmissionswellenldngen wurden hier durch

das Messen eines Spektrums in einem Photometer bestimmt.

Tab. 2.1: Ubersicht iiber die verwendeten Fluroreszenzfarbstoffe bzw. Fluoreszenz-
proteine und die zugehorigen Filterkombinationen. In der zweiten und dritten Spal-
te sind die Anregungs- und Emissionmaxima der Fluorophore angegeben (Literatur-
werte), dahinter stehen die verwendeten Filter. Dic. Spiegel = Dichroitischer Spiegel,
PC =Polychromator: fiir Fura-2 wurde kein Anregungsfilter benutzt, die Anregungswel-
lenldnge wurde iiber den Polychromator gesteuert.

Fluorophor ‘ AEx (nm) ‘ AEm (nm) ‘ Filtergx | Dic.Spiegel | Filtergy, | konfokal
OG BAPTA 494 523 472/30 490 520/35 ja
Lucifer Yellow 428 536 430/24 490 520/35 ja
Fura-2 340/380 508 PC 400 510/40 nein
BCECF-AM 440/490 535 472/30 490 520/35 ja
Fluorescein-Diacetat 490 521 472/30 490 520/35 ja
YFP (Venus) ‘ 514 527 472/30 490 520/35 ja
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Tab. 2.2: Ubersicht iiber die Typen der Filter und dichroitischen Spiegel.

Anregungsfilter

430724 ET 430/24 Chroma Technology Corp.

472/30 Semrock 472/30 nm BrightLine single-band bandpass filter
Emissionsfilter

510/40 D510/40M, Chroma Technology Corp.

520/35 Semrock 520/35 nm BrightLine single-band bandpass filter

Dichroitische Spiegel

400 FT 395, ZEISS, Deutschland
490 unbekannt

2.3.7 Datenauswertung Fluoreszenzmikroskopie

Die mit der Software VisiVIEW aufgenommenen Bilder wurden in ImageJ (Rasband,
1997-2018, Image), Bethesda, MD: US National Institutes of Health,
https://imagej.nih.gov/ij/) analysiert oder fiir die Darstellung als Videos bearbeitet. Die
Berechnungen fiir die Diagramme erfolgte in Excel (Office 2007 bzw. 15, Microsoft
Corp., Redmond, USA) und die endgiiltigen Graphen wurden mit Origin Pro 9.1 G (Ori-
ginLab Corporation, Northampton, USA) erstellt.

2.3.7.1 Lucifer Yellow und Oregon Green-BAPTA

Um den Verlauf der Fluoreszenzintensitidt darzustellen, wurde die Intensitit zum jewei-
ligen Zeitpunkt mit der zu Beginn der Aufnahme verrechnet (F/F). Fiir die Darstellung
als Video wurde dazu der ImageCalculator von Imagel benutzt, der das Verhéltnis der
Intensititen von jedem einzelnen Pixel im Vergleich zu t, berechnet. So konnte F/F, in
einem Video in Falschfarben dargestellt werden. Fiir die Erstellung der Diagramme wur-
den verschiedene ROIs (engl. fiir Region of Interest) ausgewdhlt (Hintergrund, Nukleus,
Region um den Nukleus und Ganze Zelle). Die Werte wurden fiir die gesamte Zeitreihe
gemessen und in Excel importiert. Dort erfolgten die Berechnungen fiir Hintergrundab-
zug, F/Fy und die Bestimmung der Mittelwerte und des Standardfehlers, bevor die Daten

zur endgiiltigen Darstellung in Origin importiert wurden.
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2.3.7.2 Fura-2

Ahnlich wie bei der Auswertung fiir Lucifer Yellow und Oregon Green-BAPTA beschrie-
ben, wurden die Falschfarben-Videos von Versuchen mit Fura-2 mit Hilfe des Image-
Calculators von Imagel erstellt. Allerdings wurde hier nicht die Intensitit gegen die der
Anfangsaufnahme verrechnet, sondern die Intensititen der jeweils zusammengehdrigen
Bilder der zwei unterschiedlichen Wellenldngen Pixel fiir Pixel miteinander verrechnet.
Fiir die Erstellung der Diagramme sowie die Berechnung der Calciumkonzentration wur-
den ROIs ausgewihlt (Hintergrund, Nukleus, Ganze Zelle). Die mittlere Intensitét dieser
Regionen wurde mit Hilfe des ROI-Managers und der Multi-Measure-Funktion fiir die
beiden Stacks der unterschiedlichen Wellenlidngen getrennt gemessen und in Excel im-
portiert. In Excel wurde der Hintergrund fiir die jeweilige Wellenldnge abgezogen und
die Ratio (F345/F390) berechnet. Bei den Messungen fiir Tabak wurden diese Ratiowerte
fiir die weitere Auswertung verwendet. Bei Messungen mit Polypodium wurde aulerdem
aus dem Verhiltnis Fs45/F39¢ die freie cytosolische Calciumkonzentration berechnet. Die
Berechnung der Calciumkonzentration wurde anhand der von Grynkiewicz et al.|[1985

beschriebenen Formel

2+ _ (B—Rpmin) X F'min
[Ca ]cyt - Kd X (Rmax—R) X Fmax

durchgefiihrt. K ist dabei die Bindungskonstante von Fura-2 fiir Ca**. Es wurde hier mit
einer K4 von 270 nM gerechnet, die 2005 von Levchenko et al.|in vitro bestimmt wurde.
R steht fiir das Verhiltnis aus F45 und F399 nach Durchfiihrung des Hintergrundabzuges,

also

F345, cyt_F345, bgr
F390, cyt=F390, ber

Rinin, Rimaxs Fmin und Fp. wurden in Kalibrationsmessungen bestimmt. R, und Fp;,
stehen fiir die minimalen ratiometrischen Werte und die entsprechenden Fluoreszenzin-
tensititen von Fura-2 ohne gebundenes Ca?*. Diese Werte wurden bestimmt, indem die
SchlieBzellen nach dem Einstich auf O mV geklemmt wurden, und zusitzlich zu Fura-2
der Calcium-Chelator BAPTA in die SchlieBzelle injiziert wurde. Dazu wurden der Fura-
2-Losung 500 mM BAPTA zugegeben. Das freie Calcium in der Zelle wurde dadurch
gebunden und Fura-2 lag vorwiegend in der freien Form vor. Um die Werte fiir Ca?*-
gesittigtes Fura-2 zu erhalten (R, und Fp,,x), wurden die Zellen nach dem Einstich und
Beladen auf -250 mV geklemmt, was zu einer starken Aktivierung calciumpermeabler

Kanile in der Plasmamembran fiihrt. Zusétzlich wurde die Spitze der Elektrode bewegt,
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um mechanisch einen moglichst groen Calciumeinstrom in die Zelle zu erzielen. Fiir
die Bestimmung dieser Kalibrationswerte wurden jeweils acht Zellen gemessen und die

Mittelwerte berechnet.

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Bakterienstamme und Anzuchtsbedingungen
2.4.1.1 Escherichia coli

Fiir die Klonierungen wurde in dieser Arbeit der E.coli Stamm XL1-Blue MRF’ (Agi-
lent Technologies, Santa Clara, USA) genutzt. Die Zellen wurden fiir die Aufnahme von
Plasmid-DNA chemisch kompetent gemacht, bevor sie mittels Hitzeschock transformiert
werden konnten. Die Anzucht der Bakterien erfolgte in LB-Medium bei 37 °C. Fiir Uber-
nachtkulturen wurden 3-5 ml LB-Medium mit einer Einzelkolonie von einer Agar-Platte
oder direkt von einem Cryostock inokuliert, und fiir ca. 14 h bei 37 °C unter Schiitteln
inkubiert.

LB-Medium:
Trypton 10 g/l
Hefeextrakt 5 g/l
NaCl 10 g/l

Fiir die Herstellung von Agar-Platten wurden dem Medium 15 g/l Agar hinzugefiigt. Je
nachdem welcher Vektor verwendet wurde, wurde dem Medium nach dem Autoklavieren
das entsprechende Antibiotikum zur Selektion in einer Konzentration von 50 pg/l zuge-

fligt.

2.4.1.2 Agrobacterium tumefaciens

Fiir die stabile Transformation von Nicotiana tabacum-Pflanzen, wurde der Agrobakte-
rien-Stamm GV3101 eingesetzt. Die Bakterien wurden bei 28 °C im Dunkeln auf YEP-
Medium mit Rifampicin und Gentamycin angezogen. Wie schon bei E.coli beschrieben,
erfolgte das Ansetzen einer Ubernachtkultur entweder aus einer Einzelkolonie oder aus

einem Cryostock.
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YEBRif, Gem-Medium

Trypton 5¢gll
Hefeextrakt 5 g/l
Sucrose 5S¢/
MgSO, 50 mM
Rifampicin = 10 pug/l
Gentamycin 25 pg/l

Fiir die Herstellung von Agar-Platten wurden dem Medium 15 g/l Agar hinzugefiigt. Bei

Selektion auf pCambia-Vektoren wurden auB8erdem 100 g/l Kanamycin zugegeben.

2.4.2 Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E.coli

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E.coli-Kulturen erfolgte entweder durch eine
sogenannte Miniprep fiir kleinere Mengen an DNA oder, bei Bedarf an gréeren Mengen

von Plasmid-DNA, durch eine Midiprep.

2.4.2.1 DNA-Miniprep

Die hier verwendete Methode zur Gewinnung von Plasmid-DNA beruht auf dem Prin-
zip der alkalischen Lyse. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei maximaler Geschwin-
digkeit in einer Tischzentrifuge. Fiir eine Miniprep wurden 1-2 ml einer Ubernachtkultur
durch Zentrifugation pelletiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet wurde mit-
hilfe eines Vortex-Schiittlers im restlichen LB-Medium resuspendiert. AnschlieBend wur-
den zuerst 300 1 P1-Puffer und 300 pl P2-Puffer hinzugefiigt und vorsichtig gemischt.
Nach 2-3 min Inkubationszeit wurden 300 1 3M NaAcetat hinzugegeben, erneut vor-
sichtig gemischt und fiir 8 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in 600 pl Isopropa-
nol aufgenommen, gemischt und erneut fiir 8 min zentrifugiert, wodurch die ausgefallene
Plasmid-DNA pelletiert wird. Nach dem AbgieBen des Uberstandes wurden 600 ;1 Etha-
nol zugegeben und 1 min zentrifugiert. Danach wurde das Ethanol moglichst vollstin-
dig abgenommen und die Probe um verbleibende Ethanol-Reste vollstindig zu entfernen
20-30 min bei 37 °C getrocknet. Das Pellet wurde in 30 ;1 autoklaviertem Reinstwasser

resuspendiert.
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P1-Puffer

Tris 50 mM
EDTA 12,5 mM
RNAse ~6% (w/v)

P2-Puffer
NaOH 0,2M
SDS 1% (w/v)

2.4.2.2 DNA-Midiprep

Zur Gewinnung groBerer Mengen an Plasmid-DNA wurden Ubernachtkulturen mit einem
Volumen von ca. 150 ml angesetzt. Die Aufreinigung erfolgte mithilfe eines Kits (Qiagen
Plasmid Plus Midi Kit, Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) entsprechend dem beigefiig-

ten Protokoll. Die Plasmid-DNA wurde in 100 pl sterilem Reinstwasser aufgenommen.

2.4.3 Hitzeschock-vermittelte Transformation von E. coli

Fiir die Transformation von E.coli wurden aliquotierte, bei -80 °C gelagerte kompetente
MRF’-Zellen fiir 5-10 min auf Eis aufgetaut. AnschlieBend wurden 10-50 ng Plasmid-
DNA oder nach einer USER-Reaktion (s. Abschnitt 10 1 des USER-Reaktions-
ansatzes hinzugegeben. Nach weiteren 5-10 min Inkubation auf Eis wurde der Transfor-
mationsansatz fiir 45s im Heizblock oder Wasserbad auf 45 °C erhitzt. Danach wurde
der Ansatz nochmal 5 min auf Eis gestellt und bei Vektoren mit Ampicillin-Resistenz di-
rekt auf LB-Platten mit Ampicillin ausgestrichen. Bei Vektoren mit Kanamycin-Resistenz
wurden vorher 300 p1 SOC-Medium hinzugefiigt und der Ansatz fiir eine Stunde bei 37 °C
geschiittelt. Um das Volumen des Ansatzes vor dem Ausstreichen wieder zu verringern,
wurden die Bakterien kurz durch Zentrifugation pelletiert und ein Teil des Uberstandes
abgenommen. Das Pellet wurde im restlichen Uberstand resuspendiert und anschliefend

auf LB-Platten mit Kanamycin ausgestrichen.
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SOC-Medium
Trypton 20¢g/1
Hefeextrakt 5g/l
NaCl 0,5¢g/1
MgSO,x,H,, 5g/l
Glukose 20 mM

2.4.4 Transformation von A. tumefaciens

Die Transformation der Agrobakterien erfolgte mittels Elektroporation. Es wurden dafiir
Agrobakterien in YEBgit, gen-Medium (s. Abschnitt[2.4.T) in ca. 5 ml Fliissigkultur ange-
zogen. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation bei 8000 g pelletiert und anschlieend
dreimal mit 800 pl sterilem Reinstwasser gewaschen. Nach den Waschschritten wurde das
Bakterienpellet in 50 ul sterilem Reinstwasser resuspendiert. Es wurden jeweils 1 ul ge-
16ste Plasmid-DNA zugegeben und die Mischung wurde in vorgekiihlte Kiivetten (Elek-
trodenabstand: 2 mm) pipettiert. Zur Elektroporation wurde fiir ca. 5 s eine Spannung von
2500V angelegt (Electroporator 2510, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland). Danach
wurden die Zellen in 400 ul SOC-Medium aufgenommen und bei 28°C fiir eine Stunde
in einem Schiittler inkubiert. Dadurch sollte sichergestellt werden, dass die Antibiotika-
Resistenzgene des transfizierten Vektors fiir die Antibiotika-basierte Selektion hoch ge-
nug exprimiert wurden. Die Agrobakterien wurden durch 1 min Zentrifugation bei 8000 g
pelletiert, der Uberstand verworfen und das Pellet im restlichen Medium zum Ausstrei-
chen auf YEBRit Gent, kan-Agarplatten resuspendiert. Die Agarplatten wurden 2 Tage bei
28°C inkubiert. Zur Kontrolle der erfolgreichen Transformation wurden pro Konstrukt ca.
5 Kolonien ausgewihlt, ein Teil dieser Kolonien gepickt und einem PCR-Reaktionsansatz
(s. Tabelle 2.3) zugegeben. AnschlieBend wurde eine PCR-Reaktion (siche Tabelle [2.3))
zum Nachweis des Konstruktes durchgefiihrt (Kolonie-PCR).
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Tab. 2.3: Reaktionsansatz und PCR-Programm fiir die Durchfiihrung einer Kolonie-
PCR

Reaktionsatz PCR-Programm

Primer fwd. (10 puM) 0,5 pul Denaturierung 95°C 5 min

Primer rev. (10 ugM) 0,5 ul Denaturierung 95°C 30s

dNTPs (10 mM) 0,5 pl Anlagerung 55-57°C 30s x 35
Phusion Cx 0,5 pl Elongation 72°C tE

5X Phusion Buffer 5 pl End-Elongation 72°C 2-3 min
PCR-H,0 18 ul Pause 4°C 00

2.4.5 Agrobacterium-vermittelte Transformation von A.
thaliana

Die Transformation von A. thaliana erfolgte mittels Floral-Dip Methode (Clough & Bent,
1998) nach einem modifizierten Protokoll. Die Agrobakterien mit dem entsprechenden
Vektor zur Ubertragung des Konstruktes wurden in 5 ml YEBgit, Gent, kan-Medium ange-
zogen. Die Bakterien wurden, wie in Abschnitt @] beschrieben, pelletiert und 3 mal in
sterilem Reinstwasser gewaschen. AnschlieBend wurden sie in 1 ml einer Zuckerlosung
(5 % Saccharose, 0,02 % Silwet) resuspendiert. Es wurden ca. 8 Wochen alte Arabidop-
sis-Pflanzen verwendet, dabei wurden vorher alle Schoten, gedffneten Bliiten und zu weit
entwickelten Bliitenknospen entfernt und die Pflanzen an Holzstidbchen angebunden. Die
Zuckerlosung mit den Agrobakterien wurde direkt auf die jungen Bliitenknospen pipet-
tiert. Um eine hohe Luftfeuchtigkeit zu erreichen, wurden die Schalen mit den Arabidop-
sis-Pflanzen mit Plastiktiiten abgedeckt. Die Schalen wurden fiir einen Tag im Dunkeln
bei weniger als 28 °C stehengelassen, bevor sie zuriick ins Gewédchshaus gebracht und
dort bis zur Samenreife weiter angezogen wurden. Sobald die ersten Schoten sich gelb
verfirbten, wurden die Pflanzen in Papiertiitchen gesteckt, noch weitere 2 Wochen ge-
gossen und schlieBlich getrocknet. Nach dem vollstindigen Trocknen konnten die Samen

geerntet werden.

2.4.6 Agrobacterium-vermittelte Transformation von N.
tabacum

Zur Generierung transgener Tabak-Pflanzen wurde die Methode der Blattscheiben-Trans-
formation (Horsch et al.,|1985, |Gallois & Marinho, [1995) eingesetzt. Die Tabak-Pflanzen
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wurden dazu unter axenischen Bedingungen, wie in Abschnitt [2.1.1] beschrieben, bis zu
einem Alter von 4-6 Wochen herangezogen. Alle Schritte des Transformations-Protokolls
wurden unter einer Sterilbank durchgefiihrt. Die Agrobakterien mit der zu transferieren-
den T-DNA wurden in 5 ml YEBgjs, Gent, kan-Medium angezogen. Die Fliissigkultur wur-
de bei 8000 g abzentrifugiert und mindestens 5 mal in sterilem Reinstwasser gewaschen.
Das Pellet wurde anschlieBend in 1x MS-Medium (pH 5,7) aufgenommen und die Bak-
teriensuspension wurde durch weitere Verdiinnung mit MS-Medium auf eine ODg, von
0,1 eingestellt und in ein 50 ml Rohrchen gegeben. Mit einem Skalpell wurden einzel-
ne Tabak-Blitter abgetrennt, die Mittelrippe wurde entfernt und die Blittchen wurden
in kleine Stiickchen von 0,5-1 cm Seitenlidnge zerschnitten. Diese Blattstiickchen wur-
den in die vorbereiteten Rohrchen mit der Agrobakterien-Suspension gegeben. Fiir jeden
Konstrukt wurden 1-2 Blitter verwendet. Es folgte eine 15-20 miniitige Inkubation, wih-
rend der die Rohrchen gelegentlich geschwenkt wurden. Nach der Inkubation wurden die
Blattstiickchen auf sterilen Papiertiichern abgetropft und anschlieend auf MS-Platten mit
Vitaminen und Hormonen jedoch ohne Selektionsantibiotika (fiir eine Zusammensetzung
der MS-Platten siehe Tabelle[2.4) mit der Blattunterseite nach unten moglichst flach aus-
gelegt. Diese Platten wurden fiir 2 Tage bei 25 °C im Dunkeln inkubiert, bevor die Blatt-
stiickchen auf MS-Platten mit einem Antibiotikum zur Hemmung des Wachstums der
Agrobakterien und einem Selektionsantibiotikum umgesetzt wurden. Die Blattstiickchen
wurden anschlieend ca. alle 10 Tage auf frische Platten umgesetzt. Dabei konnte man
die Bildung von Kalli an den Rindern der Blattstiickchen beobachten. Diese Kalli wur-
den, sobald sie gro3 genug waren, von den Blattstiickchen abgetrennt und umgesetzt. Aus
jedem Kalli entsteht eine transgene Pflanze. Wenn die Kalli zu gro8 wurden, wurden sie
statt in Petrischalen in sterile Polypropylenboxen gesetzt. Sobald sich Sprosse bildeten,
wurden diese abgebrochen und in Boxen mit MS-Medium ohne den Zusatz von Hor-
monen umgesetzt, um die Wurzelbildung zu initiieren. Nach der Wurzelbildung wurden
die Pflanzen in Topfe mit Pikiererde gesetzt. Zur Akklimatisierung wurden sie mit einer
Haube abgedeckt und fiir eine Woche in eine Klimakammer bei 22 °C gestellt, bevor sie
in das Gewéchshaus gebracht wurden. Nach einigen Wochen wurden die Pflanzen unter
dem Mikroskop auf Fluoreszenz untersucht und bis zur Samenreife weiter angezogen.

Die Samenkapseln wurden abgetrennt, gedffnet und die Samen bei 4 °C aufbewahrt.
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Tab. 2.4: Zusammensetzung der MS-Platten zur Anzucht der Tabak-Kalluskulturen.

MS-Medium +Vitamine

Ix MS 100 mg/l Myo-Inositol
3 % Sucrose 1 mg/l Thiamin
pH 5,8 (+/- 0,03)
0,8 % Gelzan +Hormone
1 mg/l BAP

100 g/l 1-NAA

+Antibiotika

500 mg/1 Ticarcillin
20 mg/l BASTA (ggf. anderes Selektions-AB)

2.4.7 Klonierung mittels USER™-System

Fiir die Generierung der Konstrukte mit den verschiedenen genetisch codierten Calcium-
sensoren wurde die USER-Klonierungstechnik (engl.: Uracil Specific Excision Reagent)
genutzt (Nour-Eldin et al., 2006). Es werden dabei an Vektor und Insert iiberhdngende
Enden mit einer Linge von 8 bp generiert, die zueinander komplementir sind, und so die
korrekte Anlagerung des Inserts in den aufgeschnittenen Vektor vermitteln. Die Uberhiin-
ge am Insert werden durch eine PCR mit speziell designten Primern erzeugt (s. auch Ta-
belle , die an ihren Enden die Sequenz der 8 bp langen Uberhiinge tragen, jeweils mit
einem Uracil bevor die Sequenz des eigentlichen Inserts beginnt. Die verwendeten Vekto-
ren benotigen eine USER-Kassette, die durch einen Verdau mit Pacl aufgeschnitten wird,
bevor die Uberhiinge mit dem Nicking-Enzym NtBbvClI einzelstringig gemacht werden.
Die so vorbereiteten Vektoren und Inserts kénnen in einer sogenannten USER™-Reaktion
hybridisiert werden. Dabei wird durch einen speziellen Enzym-Mix (USER™-Enzyme,
New England Biolabs Inc., Ipswich, USA) bei den noch doppelstringigen Uberhiingen
des Inserts das Uracil ausgeschnitten und das kurze einzelstrangige DNA-Stiick neben
der Abspaltungsstelle entfernt. Die Uberhinge an Vektor und Insert konnen sich dann
aneinander anlagern und bilden ein stabiles Hybridisationsprodukt, sodass kein weiterer

Ligationsschritt notwendig ist.

Im Folgenden sind die Bedingungen fiir die USER-PCR, die USER-Reaktion und die

verwendeten Primer beschrieben.
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2.4.7.1 USER-PCR

Die USER-PCR wurde angewandt, um die benotigten tiberhdngenden Enden an das ge-
wiinschte Konstrukt anzuhingen. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und das
PCR-Programm sind in Tabelle [2.5] zu finden.

Tab. 2.5: Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes und PCR-Programm fiir eine
USER-PCR. Die Elongationszeit tg wurde je nach Linge des Inserts eingestellt. Dabei
wurde gerechnet, dass die Phusion-Polymerase mit einer Geschwindigkeit von ca. 1000
bp in 20 s elongiert.

Reaktionsatz PCR-Programm

DNA 1 11 (10-100 ng) Denaturierung 95°C 45's

Primer fwd. (10 pM) 1 pl Denaturierung 95°C 20s

Primer rev.(10 uM) 1 pl Anlagerung 55-57°C 20s x 35
dNTPs (10 mM) 1 pl Elongation 72°C tg

Phusion Cx 1 pl End-Elongation 72°C 2-3 min

5X Phusion Buffer 10 pl Pause 4°C 00

PCR-H,0 35 pl

2.4.7.2 USER-Reaktion

Fiir eine USER-Reaktion wurde ein Ansatz (s. Tabelle zunichst fiir 30 min bei 37 °C
zur Erzeugung der Uberhinge und anschlieBend fiir weitere 30 min bei 25 °C zur Hy-
bridisierung in einem Heizblock inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde direkt fiir eine

Hitzeschock-vermittelte Transformation von E.coli weiterverwendet.

Tab. 2.6: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir die USER-Reaktion. Das Vo-
lumen des eingesetzten Vektors und des PCR-Produkts war abhédngig von der jeweiligen
Konzentration.

Reaktionsatz

Vektor 1-3 pl
PCR-Produkt 1-3 ul
USER-Enzym 1 pul

TE ad. 10 ul
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2.4.7.3 Verwendete Primer und Vektoren

Ziel der Klonierungen war es mittels Agrobakterien-vermittelter Transformation transge-

ne Arabidopsis- oder Tabak-Pflanzen zu generieren, die Venus moglichst schlieBzellspezi-

fisch exprimieren. Der Zielvektor fiir die Transformation gehort zu den pCambia Vektoren

mit einer nachtrédglich hinzugefiigten USER-Kassette. Zwischenschritte der Klonierungen
wurden iiber pSat-Vektoren, ebenfalls mit eingefiigter USER-Kassette, gemacht. Die fiir
die Klonierung verwendeten Primer und die Vektoren sind in den Tabellen [2.8/und[2.7|zu

finden.

Tab. 2.7: Ubersicht iiber die verwendeten Vektoren. Das U in der Bezeichnung der
Vektoren steht fiir die eingefiigte USER-Kassette.

Vektor Resistenz in  Resistenzin Kommentar
Bakterien Pflanzen
fiir Klonierungen
pSAT leer U Ampicillin
pSAT UBQ10 U Ampicillin
pCambia 3300 leer U  Kanamycin BASTA
pCambia 3300 35S U Kanamycin BASTA
Promotor
pSAT GC1-ERD15 Ampicillin zur Verfiigung gestellt von Julia Schwarz
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Tab. 2.8: Ubersicht iiber die verwendeten Primer. Die Sequenzen zur Erzeugung der

spezifischen Uberhinge fiir die USER-Reaktion sind in rot gezeigt.

USER-Primer

Sequenz 5°-3°

pGC1_USER_fwd
pGC1_USER_rev
RBC_terminator_rev

GGCTTAAUATGGTTGCAACAGAGAGGAT
GGTTTAAUATTTCTTGAGTAGTGATTTTGAAGTAG
GGTTTAAUCGAT TGATGCATGTTGTCAATC

UBQI10Userfwd GGCTTAAUACCCGACGAGTCAGTAATAAACGG

Primer zur Rekonstituion

einer USER Kassette Sequenz 5°-3’°

GCl1_Cas_rev GGTTTAAUTAAGGATCCTTAATTAAGCCTCAGCATTTCT
TGAGTAGTGATTTTGAAG

RBC_Term User cas fwd

GGCTTAAUTAAGGATCCTTAATTAAACCTCAGCAGCT

Primer zur Sequenzierung Sequenz 5°-3’

pGCl seq fwd CTCCAGCGATGAAAGTCTATG
RBC seq rev GTGCGCAATGAAACTGAT
pC3300 seq fwd GGGTAACGCCAGGGTTTTC
pC3300 seq rev CAGCTATGACCATGATTACG
pUBQ seq fwd GGTGTTAGTTTCTAGTTTGTGCG
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3.1 Konfokales Imaging von Tabak-SchlieBzellen
mit dem Spinning-Disc-System

Transiente Erhohungen der Calciumkonzentration in Schliezellen spielen fiir die Regu-
lierung der Stomaoffnungsweite in Anpassung an die du3eren Bedingungen eine wichtige
Rolle. Wie genau die verschiedenen Calciumsignale, die sich in Amplitude, Frequenz
oder moglicherweise in ihrer subzelluldren Lokalisation unterscheiden, in eine spezifi-
sche physiologische Antwort iibersetzt werden, ist weitgehend unbekannt. Mithilfe eines
Spinning-Disc-Systems sollte hier eine Methode zur hochaufgeldsten Darstellung lokaler
Calciuménderungen in SchlieBzellen etabliert werden, die simultan zu elektrophysiologi-

schen Messungen durchgefiihrt werden kann.

3.1.1 Beladung von SchlieBzellen mit Fluoreszenzfarbstoffen

Ein GrofBteil der Versuche wurde an SchlieBzellen intakter Tabak-Pflanzen durchgefiihrt,
wobei die Beladung der Schliezellen mit Fluoreszenzfarbstoffen durch Strominjektion
(auch: iontophoretische Beladung) erreicht wurde. Der Einstich von Mikroelektroden aus
Glas in die Schliefzelle ermdoglicht ein direktes Einbringen des Farbstoffs in eine ein-
zelne Zelle. Da die Schliezellen von den sie umgebenden Zellen symplastisch isoliert
sind (Wille & Lucas| [1984), findet auch keine Diffusion in angrenzende Zellen statt. In
Abbildung [3.1]ist der zeitliche Verlauf einer solchen Beladung, die mit einem Spinning-
Disc-System fluoreszenzmikroskopisch aufgenommen wurde, dargestellt. Der Farbstoff
verteilte sich wihrend der Injektion ausgehend von der Einstichstelle iiber die ganze Zelle,
dabei nahm die Fluoreszenzintensitit innerhalb der Zelle mit fortschreitender Beladung

immer weiter zu.

Nach der erfolgreichen Beladung der SchlieBzelle kann ein sogenannter Z-Stack der Zel-
le aufgenommen werden, fiir den Aufnahmen unterschiedlicher Fokusebenen dieser Zelle
gemacht werden. Dafiir wurde der Abstand der Objektive vom Pridparat mit einem Schritt-
motor verdndert, was es ermoglichte, die unterschiedlichen Ebenen der Schliezelle kon-
fokal abzubilden (Abbildung[3.2)). Die Spitze der Mikroelektrode konnte dabei nach dem
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Abb. 3.1: Konfokale Aufnahmen einer SchlieBzelle in einer intakten Nicotiana taba-
cum-Pflanze, wihrend der iontophoretischen Injektion von Oregon Green-BAPTA.
Scalebar: 10 um. Abbildung verédndert aus Voss et al., 2016.

Einstich entweder im Cytosol oder in der Vakuole lokalisiert sein (Marten et al., 2007b)).
Dementsprechend wurde auch der Fluoreszenzfarbstoff entweder in das Cytosol (Abbil-
dung [3.2] A) oder in die Vakuole (Abbildung [3.2] B) der SchlieBzellen geladen. Nur in 8
von 45 Zellen wurde der Fluoreszenzfarbstoff in die Vakuole geladen, in den anderen war
die Spitze der Elektrode im Cytosol lokalisiert. Anders als in Wurzelhaaren (Lew, 2004)
ist es in SchlieBzellen nicht moglich, gezielt in eines der beiden Kompartimente einzu-
stechen. Daher kann es fiir bestimmte Versuche an SchlieBzellen auch notwendig sein,
anhand der Beladung mit Fluoreszenzfarbstoff die Position der Elektrode in der Zelle zu

bestimmen.

<¢—— Mesophyll Kutikula =——3
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Abb. 3.2: Konfokale Aufnahmen von SchlieBzellen aus einer intakten Nicotiana ta-
bacum-Pflanze, die mit Oregon Green-BAPTA beladen wurden. Der Farbstoff wurde
entweder in das Cytosol (A) oder in die Vakuole (B) geladen. Es werden verschiedene
konfokale Ebenen der jeweiligen beladenen Zelle gezeigt, dabei wurde von der Ebene
der SchlieB3zellen, die zum Mesophyll hin zeigt, begonnen und immer weiter Richtung
Oberseite der Schlieffzelle, die an die Kutikula grenzt, fokussiert. Abstand zwischen den
Ebenen: 1,6 (A) oder 2 (B) um. Scalebar: 10 um. Abbildung verédndert aus |Voss et al.,
2016.

Bei der cytosolischen Beladung (Abbildung A) erkennt man, dass die Chloroplasten
der Schlie3zellen vor allem im unteren Bereich der Schlie3zelle liegen, wihrend der Nu-
kleus, in den der Farbstoff diffundieren kann, eher in der mittleren Ebene liegt. Um den
Nukleus herum und am Rand der Schliezelle, angrenzend an die Plasmamembran, be-

findet sich ebenfalls Cytoplasma. Die oberen Bereiche der Schliezelle werden von der
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Vakuole ausgefiillt. Die mit Oregon Green-BAPTA beladene Vakuole (Abbildung [3.2] B)
erscheint als einzelnes zusammenhédngendes Kompartiment, das durch den Einstich be-
laden werden konnte. Die Position des Nukleus, der von der Vakuole umgeben ist, ist

ebenfalls deutlich zu erkennen.

Eine alternative Methode zur Beladung der Zellen ist die Inkubation mit Fluoreszenzfarb-
stoffen, die iiber die Plasmamembran in die Zellen diffundieren. Hierfiir wurden anstelle
von intakten Pflanzen Epidermisstreifen eingesetzt, da ansonsten die Kutikula das Bela-
den behindern wiirde und da auBBerdem das Hintergrundsignal aus den ebenfalls mit Fluo-
reszenzfarbstoff beladenen umliegenden Epidermis- und Mesophyllzellen die Aufnahmen
storen wiirde. Nach der Priparation von Epidermisstreifen sind hauptsédchlich die Schlie$3-
zellen intakt, und nur in intakten Zellen kommt es bei den verwendeten Fluoreszenz-
farbstoffen durch die Aktivitdt von cytosolischen Esterasen zur Fluoreszenz. Fluorescein-
Diacetat wird in das Cytosol der Schliezellen aufgenommen (Abbildung [3.3] A). Um
die Vakuole zu visualisieren, wurde BCECF-AM (2°,7’-Bis-(2-Carboxyethyl)-5-(und-6)-
Carboxyfluorescein-Acetoxymethyl Ester) eingesetzt (siche Abbildung [3.3] B). Im Ge-
gensatz zur iontophoretischen Beladung werden bei dieser Methode beide Schlie3zellen
eines Stomakomplexes beladen (vergleiche Abbildung [3.2]und [3.3). Fluorescein-Diacetat

hat eine hohere Fluoreszenzintensitiit als Oregon Green-BAPTA, die Aufnahmen waren

daher detaillierter. Auch diinnere cytoplasmatische Striange lielen sich so optisch auflésen

(Abb.B3A).

7% | % | N
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Abb. 3.3: Konfokale Aufnahmen zweier benachbarter SchlieBzellen in einem Epi-
dermisstreifen von Nicotiana tabacum. Die Bilderserien wurden vom Mesophyll her
begonnen und Richtung Kutikula weitergefiihrt. (A): Z-Scan durch SchlieBzellen, deren
Cytosol mit Fluorescein-Diacetat beladen wurde. Der Abstand zwischen den Ebenen be-
tragt ca. 2 um. (B): Z-Scan durch SchlieBzellen, deren Vakuole mit BCECF-AM beladen
wurde. Der Abstand zwischen den Ebenen betrégt ca. 2,9 ym. Scalebar: 10 ym.
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3.1.2 Mechanisch ausgeldste Anderung der
Calciumkonzentration in Tabak-SchlieBzellen

Durch die Wirkung mechanischer Krifte auf die Plasmamembran oder durch Verletzung,
wie beim Einstich, kann im Cytsosol lokal eine Erhhung der Calciumkonzentration ver-
ursacht werden (Roelfsema & Hedrichl 2010). In mit Oregon Green-BAPTA beladenen
SchlieBzellen konnte durch eine leichte Bewegung der eingestochenen Elektrode eine
solche Calciumerhdhung induziert und visualisiert werden (Abbildung: [3.4). Durch die
Bewegung der Elektrode an der Einstichstelle kam es dort zu einem Einstrom von Calci-
um. Ausgehend von dieser Stelle erhohte sich das Fluoreszenzsignal von Oregon Green-
BAPTA wellenformig durch die ganze Zelle (Abbildung: [3.4] A). Das kann am besten

gezeigt werden, wenn die Anderung der Fluoreszenzintensitiit im Verhiltnis zur anfingli-

chen Fluoreszenzintensitét (F/Fy) berechnet und in Falschfarben dargestellt wird (Abbil-

dung: 3.4 B).
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Abb. 3.4: Sequenz konfokaler Aufnahmen der Calciumkonzentration in einer mit
Oregon Green-BAPTA beladenen SchlieBzelle von Nicotiana tabacum. Zu Beginn der
Sequenz wurde durch Bewegung der Elektrode ein mechanischer Reiz gegeben, um eine
Erhohung der cytosolischen Calciumkonzentration zu erzielen. Es wurde alle 500 ms ei-
ne Aufnahme gemacht. Scalebar: 10 um. (A): Absolute Fluoreszenzintensitit von Oregon
Green-BAPTA. (B): Farbcodierte Darstellung der Anderung der Fluoreszenzintensitit re-
lativ zur Fluoreszenzintensitit zu Beginn der Sequenz (F/Fy).

Durch den Einsatz des Spinning-Disc-Systems konnten also lokale Anderungen der cy-
tosolischen Calciumkonzentrationen in einer hohen rdumlichen und zeitlichen Auflésung
(1 Bild/500 ms) dargestellt werden. Problematisch war bei der Arbeit mit intakten Pflan-

zen allerdings, dass die Schliefzellen sich oft aus dem Fokus oder seitlich bewegen. Bei
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nicht-ratiometrischen Fluoreszenzfarbstoffen kann das iiber die Zeit zu einer Verfidlschung
der Ergebnisse fithren. Wenn sich die Zelle wihrend der Aufnahmesequenz seitlich oder
aus der fokalen Ebene bewegte, konnte eine Verschiebung des Verhiltnisses F/F; beob-
achtet werden. Epidermisstreifen zeigen aufgrund Threr Fixierung eine wesentlich gerin-

gere Bewegung und erleichtern die Aufnahme lidngerer Sequenzen.

3.2 Die Auswirkungen hyperpolarisierender
Spannungspulse auf die cytosolische
Calciumkonzentration und auf das Volumen des
Cytosols

Durch eine transiente Hyperpolarisierung des Membranpotentials kann in Schliezellen
eine Erhohung der Calciumkonzentration ausgeldst werden (Stange et al., 2010, Grabov &
Blatt, |1998, [Levchenko et al.,[2008)). Um die dabei auftretenden Anderungen der cytosoli-
schen Calciumkonzentration genauer aufzulosen und Bewegungen im Cytosol zu visuali-
sieren, wurden in dieser Arbeit Fluoreszenzaufnahmen mit dem konfokalen Spinning-
Disc-System gemacht. Oregon Green-BAPTA und Fura-2 dienten dabei als Calcium-
reporter, wobei Oregon Green-BAPTA ein Einzelwellenldngenreporter ist, bei dem die
Fluoreszenzintensitit durch die Bindung von Calciumionen zunimmt (Lock et al., 2015]).
Fura-2 ist dagegen ein ratiometrischer Farbstoff, der es ermoglicht durch das Verhiltnis
der Fluorezenzintensititen bei zwei verschiedenen Anregungswellenlidngen die Calcium-
konzentration darzustellen (Bootman et al., [2013)). Zusétzlich wurde der calciuminsensi-
tive Fluoreszenzfarbstoff Lucifer Yellow (Stewart, |1978) eingesetzt, um Umverteilungen

des Farbstoffs innerhalb der Zelle zu visualisieren.

3.2.1 Hyperpolarisierende Spannungspulse fuhren zu einer
Erhohung der Calciumkonzentration und zu einer
transienten Anderung des cytosolischen Volumens

Die Schlie3zellen wurden nach dem Einstich auf ein Membranpotential von -100 mV ge-
klemmt und entweder mit Lucifer Yellow oder mit Oregon-Green-BAPTA beladen. Die
Aufnahme von Fluoreszenzbildern wurde gestartet und zu einem definierten Zeitpunkt
wurde ein 10 Sekunden andauernder hyperpolarisierender Spannungspuls auf ein Mem-

branpotential von -180 oder -200 mV appliziert. Die Anderungen der Fluoreszenzintensi-
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tdten wihrend dieser Sequenz wurden, wie in Abschnitt [3.1.2]beschrieben, als Verhiltnis
F/F, dargestellt.

Abbildung [3.5] A zeigt, dass man sowohl in Zellen mit Oregon Green-BAPTA als auch
in mit Lucifer Yellow beladenen Zellen wihrend der Hyperpolarisierung einen Fluores-
zenzanstieg in der Region um den Zellkern beobachten kann. Da die Fluoreszenzinten-
sitat von Lucifer Yellow nicht durch die Calciumkonzentration beeinflusst wird, muss
dieser lokale Fluoreszenzanstieg einen anderen Grund haben, wie zum Beispiel die Um-
verteilung des Fluoreszenzfarbstoffs innerhalb der Zelle. Zusitzlich zu der lokalen Zu-
nahme der Fluoreszenzintensitit beider Fluoreszenzfarbstoffe konnte man eine Abnahme
der Fluoreszenzintensitit innerhalb des Nukleus beobachten (Abbildung [3.5| A).

Um eventuelle Unterschiede zwischen den Zellen mit Oregon Green-BAPTA und Luci-
fer Yellow genauer zu bestimmen, wurden die Versuche mehrfach wiederholt und der
Mittelwert der Fluoreszenzéinderung (F/F,) iiber die Zeit fiir verschiedene Regionen der
Zelle in Abbildung [3.5|B aufgezeichnet. Sowohl in Zellen mit dem Calciumreporter Ore-
gon Green-BAPTA als auch in Zellen mit dem calciuminsensitiven Fluoreszenzfarbstoff
Lucifer Yellow war in der Region um den Nukleus ein relativer Anstieg der Fluores-
zenzintensitit um ca. 30 % zu beobachten (Abbildung [3.5] A und B). In der Region des
Nukleus nahm die Fluoreszenzintensitit dagegen um etwa 20 % ab, wenn Lucifer Yellow
geladen wurde. In Zellen mit Oregon Green-BAPTA blieb die Fluoreszenzintensitét dort
dagegen nahezu unverindert (Abbildung [3.5| B). An dieser Stelle ist es auch wichtig zu
erwihnen, dass die in dieser Arbeit verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe klein genug sind,
um durch die Poren in der Kernhiille in den Zellkern zu gelangen (Ma et al.| [2012). Lu-
cifer Yellow und Oregon Green-BAPTA lokalisieren also beide sowohl im Nukleus als
auch im Cytosol und konnen dazwischen frei diffundieren. Fiir die gesamte Zelle gesehen
erhohte sich die Fluoreszenzintensitit in Zellen mit dem calciumsensitiven Farbstoff Ore-
gon Green-BAPTA um ca. 15 %, wihrend die Fluroeszenzintensitét in Zellen mit Lucifer
Yellow weitgehend gleichblieb (Abbildung [3.5|B, dreieckige Symbole).

Man kann anhand dieser Ergebnisse darauf schlieBen, dass die Anderungen der Fluores-
zenzintensitit wahrend der Hyperpolarisierung der Plasmamembran zum Teil durch eine
Umverteilung des Fluoreszenzfarbstoffs hervorgerufen werden, und daher auch mit dem
calciuminsensitiven Fluoreszenzfarbstoff Lucifer Yellow auftreten. Zusétzlich traten bei
der Visualisierung mit Oregon Green-BAPTA weitere Anderungen der Fluoreszenzinten-
sitdt auf, die durch die Bindung von Calcium verursacht werden. Diese beiden Effekte
iberlagern sich, sodass eine subzelluldre Analyse der Calciumdynamik wihrend hyper-
polarisierender Spannungspulse in Schliefzellen mit dieser Methode nicht moglich ist.

Wiren die Versuche nur mit einem Calciumreporter durchgefiihrt worden und nicht zu-
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satzlich mit einem calciuminsensitiven Farbstoff als Kontrolle, hitte das vermutlich zu der
Annahme gefiihrt, dass sich die Calciumkonzentration lokal um den Zellkern erhoht. Das
verdeutlicht, wie wichtig es ist, bei fluoreszenzmikroskopischen subzelluldren Analysen

auch Bewegungen bzw. Umverteilungen innerhalb der Zelle zu beriicksichtigen.
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Abb. 3.5: Applikation eines hyperpolarisierenden Spannungspulses an Schlief3zellen
intakter Nicotiana tabacum-Pflanzen, die entweder mit Oregon Green-BAPTA oder
Lucifer Yellow beladen wurden. (A): Darstellung des Verhéltnisses F/F; in Falschfarbe
vor, wihrend und nach einem hyperpolarisierenden Spannungspuls. Scalebar 10 ym. (B):
Darstellung der Verdnderung der Fluoreszenzintensititen in der SchlieBzelle iiber die Zeit
fiir verschiedene Regionen in der Zelle. Der Pfeil zeigt den Start des Pulsprotokolls an.
(C): Beispiel fiir eine Stromspur (oben) und das applizierte Pulsprotokoll (unten). (D):
Darstellung der fiir die Analysen in B ausgewihlten Regionen innerhalb der SchlieBzelle.
Teile der Abbildung verédndert aus Voss et al., [2016.

Zeitgleich zur Visualisierung der Fluoreszenzintensititen wurde die Aktivitit der lonen-

kanile wihrend des Spannungspulses aufgezeichnet. Abbildung 3.5 C zeigt ein Beispiel
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fiir eine Stromspur (oberer Teil) und das fiir den hyperpolarisierenden Spannungspuls
applizierte Pulsprotokoll (unterer Teil). Mit Beginn der Hyperpolarisierung wurde ein
Einwirtsstrom aufgezeichnet, der durch den Einstrom von Kalium durch einwértsgleich-
richtende Kaliumkanile bedingt ist (K, blau markiert in [3.5] C) und durch die negati-
ve Membranspannung ausgelost wird (Roelfsema et al., 2001} Roelfsema & Prins, 1997,
Szyroki et al., 2001, Lebaudy et al., 2008]). Nach der Riickkehr auf die Haltespannung von
-100 mV war wiederum ein Einwirtsstrom messbar, der allerdings auf eine Aktivierung
von Anionenkanilen (Stange et al., 2010) und den darauf folgenden Anionenausstrom
zuriickzufiihren ist (Anion,,, rot markiert in O).

3.2.1.1 Ausdehnung des cytosolischen Volumens

Um die in Abschnitt beschriebenen Veridnderung innerhalb der Schliefzelle wih-
rend eines hyperpolarisierenden Pulses genauer zu beschreiben, wurde eine weitere Ana-
lyse der mit Lucifer Yellow beladenen Zellen durchgefiihrt. Bei Verwendung dieses cal-
ciuminsensitiven Farbstoffs ldsst sich die auftretende Umverteilung des Fluoreszenzfarb-

stoffs ohne Effekte durch die verdnderte Calciumkonzentration beobachten.

Anhand eines Profilplots wurden die absoluten Fluoreszenzintensititen entlang einer durch
die Zelle gelegten Linie (siche Abbildung A) an drei verschiedenen Zeitpunkten dar-
gestellt (s. Abbildung[3.6B), namlich vor (10s), wihrend (30 s) und nach der Hyperpola-

risierung (60 s) der Plasmamembran.

Wie auch schon in Abbildung [3.5] A und B zu erkennen ist, nahm die Fluoreszenzin-
tensitét in der Region des Nukleus wihrend der Hyperpolarisierung der Plasmamembran
ab (Abbildung blau hinterlegter Bereich) und erhohte sich nach Beenden des Span-
nungspulses wieder in etwa auf den Ausgangswert (Abbildung[3.6]C). In der Region, die
direkt an den Nukleus angrenzt, nahm die absolute Intensitit dagegen zu (Abbildung [3.6]
B, rot hinterlegter Bereich). Der Peak, der durch die hohere Fluoreszenzintensitét in der
Region des Nukleus gebildet wird, wurde also flacher und gleichzeitig breiter, was auf ei-
ne Umverteilung des Farbstoffs auf eine grolere Region hinweist. In diesem Fall wire die
Verringerung der Fluoreszenzintensitidt durch die relative Verdiinnung des Farbstoffs zu
erkldren. Geht man von einer gleichméBigen Verdiinnung des Farbstoffs durch eine Ver-
groferung des cytosolischen Volumens aus, kann man anhand der relativen Abnahme der
Fluoreszenzintensitit von Lucifer Yellow das Ausmal der Volumenéinderung abschitzen.
Wie in Abbildung B erkennbar nimmt F/F, von Lucifer Yellow wihrend des Span-
nungspulses auf 0,8 ab, was auf eine Zunahme des cytosolischen Volumens um ca. 25 %
hindeutet.
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Abb. 3.6: Analyse der Anderung der Fluoreszenzintensitiit von Lucifer Yellow in
einer SchlieBzelle von Nicotiana tabacum vor, wihrend und nach einem hyperpola-
risierenden Spannungspuls (A): Darstellung der Fluoreszenzintensitit in Falschfarbe.
Entlang der Linie wurden die Intensitéten fiir B und C aufgezeichnet. Scalebar 10 pm.
(B): Plot der Intensitédten entlang der in A gezeigten Linie innerhalb der Zelle vor (10 s)
und wihrend (30s) der Hyperpolarisierung. Blau hinterlegt wurde der Bereich in dem
die Fluoreszenzintensitit wihrend der Hyperpolarisierung abnimmt, rot hinterlegt wurde
der Bereich in dem die Fluoreszenzintensitit ansteigt. (C): Plot der Intensititen vor (10 s),
wihrend (30 s) und nach (60 s) der Hyperpolarisierung. Teile der Abbildung verédndert aus
Voss et al., [2016.

3.2.1.2 Verkleinerung des vakuolaren Volumens

Die Ergebnisse in den Abschnitten [3.2.1) und [3.2.1.1| lassen darauf schlieBen, dass sich
das cytosolische Volumen wihrend eines hyperpolarisierenden Spannungspulses transi-

ent vergrofert. Dabei wiirde die Intensitit des Fluoreszenzfarbstoffs in den urspriinglich
cytosolischen Bereichen, die aufgrund der freien Diffusion des Fluoreszenzfarbstoffs auch
den Nukleus mit einschlielen, aufgrund einer relativen Verdiinnung abnehmen. Die Aus-
dehnung des Cytosols (erkennbar an der sich erhhenden relativen Fluoreszenzintensitit)
erfolgte in den Bereich der Schliezelle hinein, der von der Vakuole, in der kein Fluores-
zenzfarbstoff ist, ausgefiillt wird. Das wiirde bedeuten, dass sich das Volumen des Cyto-
sols in Richtung Vakuole ausdehnt. Das Volumen der Vakuole wiirde sich demnach durch

den Spannungspuls transient verkleinern.
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Abb. 3.7: Visualisierung der SchlieBzellvakuole in Nicotiana tabacum mit BCECF-
AM wihrend eines hyperpolarisierenden Spannungspulses. (A): Fluoreszenz in den
Vakuolen von mit BCECF beladenen SchlieBzellen. In die untere Schlie3zelle wurde ein-
gestochen um einen hyperpolarisierenden Spannungspuls zu applizieren. Die Markierun-
gen kennzeichnen die Regionen fiir die Darstellung der Fluoreszenzintensitdten in Va-
kuole und Nukleus fiir C. (B): In Falschfarben codierte relative Fluoreszenzintensitit
F/Fy von BCECF vor (10s), wihrend (30s) und nach (60s) dem hyperpolarisierenden
Spannungspuls. Die Pfeile zeigen Regionen nahe der Plasmamembran, in denen die Fluo-
reszenz abnimmt, das Sternchen markiert die Einstichstelle. Scalebar 10 ym. (C): Dar-
stellung der Verinderung der Fluoreszenzintensititen iiber die Zeit in einer Region in der
Vakuole und fiir die Region des Nukleus. Der Pfeil zeigt den Start des Pulsprotokolls an,
der schwarze Balken markiert die Zeitspanne des hyperpolarisierenden Spannungspulses.

Um das zu priifen, sollte die Vakuole der Schliezellen wéhrend der hyperpolarisieren-
den Pulse visualisiert werden. Da ein gezieltes Einstechen in die Vakuole in Schlie3zel-
len nicht méglich ist, wurde der Fluoreszenzfarbstoff BCECF-AM verwendet, der in die
Vakuole transportiert wird (sieche z. B. Matsuoka et al., 1997). Dafiir wurden die Epi-
dermisstreifen in einer Badlosung mit BCECF-AM inkubiert, um den Farbstoff in die
Vakuolen zu laden (Abbildung[3.7|C, vergleiche auch Abbildung[3.3). Die Fluoreszenz in
der Vakuole wurde anschliefend wihrend der Applikation einer 10 s andauernden Hyper-

polarisierung der Plasmamembran aufgenommen. Dabei zeigte sich, dass sich die fluo-
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reszenzfreie Region, in der sich der Nukleus befindet, wihrend der Hyperpolarisierung
transient vergroBert (Abbildung A und B). Die Fluoreszenz nahm um die Region des
Nukleus herum ab, wihrend die Fluoreszenz innerhalb der Vakuole zunahm, wie Abbil-
dung zeigt. Auch in der Region am Rand der Zelle, angrenzend an die Plasmamem-
bran, und an der Einstichstelle nahm die Fluoreszenz wihrend des Pulses ab (Pfeile und
Sternchen in Abbildung A). Die Vakuole verkleinerte sich diesen Ergebnissen nach
wihrend des hyperpolarisierenden Spannungspulses. Durch das sich verkleinerende Vo-
lumen der Vakuole wurde der Fluoreszenzfarbstoff konzentrierter, was die ansteigende

Fluoreszenzintensitit im Bereich innerhalb der Vakuole erklirt.

3.2.1.3 SchlieBzellspezifische Expression des Fluoreszenzproteins Venus

Hyperpolarisierende Pulse wurden auch an Schliezellen der Modellpflanze Arabidopsis
thaliana appliziert, um zu tiberpriifen, ob das Auftreten der cytosolischen Volumeninde-
rung eventuell spezifisch fiir Tabak ist. Damit diese Volumenénderung sichtbar gemacht
werden kann, wird auch hier ein Fluoreszenzreporter bendtigt, der die Visualisierung des
Cytosols ermdglicht. Ein Einstich mit Mikroelektroden mit drei Kanélen ist in Schliezel-
len von Arabidopsis aufgrund ihrer geringen Grof3e (vergleiche Willmer & Fricker, 1996,
Tabelle 2.1 und Jezek & Blatt, [2017, Tabelle 1) nicht méglich, ohne die Zellen dabei zu
stark zu verletzen. Deswegen wurden im Rahmen dieser Arbeit Pflanzen generiert, die un-
ter einem moglichst starkem schlieBzellspezifischen Promotor, in diesem Fall dem GC1-
Promotor, das Fluoreszenzprotein Venus exprimieren (Yang et al., 2008). Da auch Tabak-
Pflanzen mit schlieBzellspezifisch exprimiertem Fluoreszenzprotein fiir weitere Versuche
interessant wiren, wurde das gleiche Konstrukt auch fiir die stabile Transformation von
Tabakpflanzen verwendet. Nach der stabilen Transformation von A.thaliana- und N. ta-
bacum-Pflanzen wurden diese auf die Expression von Venus gescreent. Fluoreszenzauf-

nahmen einzelner Pflanzen werden in Abbildung[3.8| gezeigt.

Es wurden sieben Arabidopsis-Pflanzen gescreent, davon zeigten sechs eine relativ starke
Expression von Venus in den SchlieBzellen (Abbildung [3.8). Eine Pflanze zeigte nur in
einem Teil der SchlieBzellen Fluoreszenz. Eine schwache Fluoreszenz von Venus konnte
auch in Epidermis und Mesophyllzellen beobachtet werden, was besonders in weniger
stark exprimierenden Pflanzen auffiel. Die Expression von Venus in den Schlie3zellen
war jedoch ausreichend stark und spezifisch, um die Verteilung von Venus wihrend der
Applikation von hyperpolarisierenden Versuchen mithilfe des Spinning-Disc-Systems zu
visualisieren. In Tabak exprimierten nach der Transformation 13 von 14 Pflanzen Venus
nicht nur in den SchlieBzellen, sondern in allen Zellen in etwa gleich stark (Abbildung
[3.§ B). Eine der 14 Pflanzen exprimierte Venus in allen Zellen auler den Schliefzellen

76



3 Ergebnisse

A Arabidopsis thaliana B Nicotiana tabacum

Linie #6 Linie #1

Abb. 3.8: Expression von Venus unter dem GC1-Promotor in A. thaliana und N. ta-
bacum. Vergleich der Spezifitit der Expression des Fluoreszenzproteins. (A): Konfo-
kale Aufnahmen einer Arabidopsis thaliana GC1-Venus-Linie. Linie 6 zeigte die stirkste
Fluoreszenzintensitit in den SchlieBzellen. Links ist eine Aufnahme der Blattoberfliche
mit dem Objektiv mit 10-facher VergroBerung gezeigt, rechts einzelne Schlie3zellen mit
63-fach vergroBBerndem Objektiv. (B): Konfokale Fluroeszenzaufnahmen einer représen-
tativen GC1-Venus-Linie von Nicotiana tabacum. Die Expression von Venus ist nicht
spezifisch auf die SchlieBzellen begrenzt. Links ist eine Aufnahme der Blattoberflache
mit dem Objektiv mit 10-facher Vergroerung gezeigt, rechts einzelne Schlie3zellen mit
63-fach vergroBerndem Objektiv.

(Daten nicht gezeigt). Der GC1-Promotor vermittelt diesen Ergebnissen nach zwar eine
relativ schlieBzellspezifische Expression in Arabidopsis, nicht aber in Tabak. Dies wider-
spricht zum Teil den Ergebnissen von [Yang et al., 2008, die eine schlieBzellspezifische
Expression von GUS und einem GFP-basierten Calciumsensor unter dem GC1-Promotor

fiir Arabidopsis und fiir Tabak postulieren.

Die Verteilung von Venus innerhalb der Zelle, ndmlich im Cytosol und im Nukleus, war
vergleichbar mit der Verteilung der injizierten Fluoreszenzfarbstoffe (vergleiche Abbil-
dung A und . Versuche, die die Anderungen der Fluoreszenzintensitit von Venus
wihrend hyperpolarisierenden Pulsen untersuchen, konnen daher mit den vorhergehen-
den Versuchen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Lucifer Yellow verglichen werden. Es wur-
de eine GC1-Venus Linie ausgewdhlt, die moglichst stark und spezifisch Venus in den
SchlieBzellen exprimiert. Von diesen Pflanzen wurden Epidermisstreifen pripariert, mit

denen die gleichen Versuche durchgefiihrt wurden wie mit Tabak-Schlie3zellen.

3.2.1.4 Hyperpolarisierende Pulse in SchlieBzellen von Arabidopsis
thaliana

Die Applikation der hyperpolarisierenden Pulse hat dhnliche Auswirkungen auf SchlieB3-

zellen von Arabidopsis thaliana wie auf die von Nicotiana tabacum. Abbildung [3.9] fasst

die Ergebnisse der Messungen zusammen. Die Fluoreszenzintensitdt von Venus im Nu-
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kleus nahm wihrend eines Pulses ab (blau hinterlegter Bereich in Abbildung[3.9|B), in der
Region um den Nukleus nahm sie dagegen zu (rot hinterlegter Bereich in Abbildung
B). Zusitzlich zur Zunahme der Fluoreszenzintensitit um den Zellkern nahm die Fluores-
zenz auch an der Stelle des Einstichs (siehe Markierung in Abbildung[3.9) A) relativ stark
zu, wie man auch im Profilplot durch die Zelle in Abbildung [3.9/B deutlich sehen kann.
Nach der Riickkehr zum Haltepotential ging die Fluoreszenzintensitét in diesem Bereich
wieder annihernd auf den Ausgangszustand zuriick (griine Linie in Abbildung [3.9] B).
Allerdings verringerte sich die Fluoreszenzintensitdt von Venus wihrend der Dauer der
Messungen konstant (Abbildung (3.9|C), vermutlich durch Bleichung des Fluoreszenzpro-
teins. Der Vergleich der relativen Fluoreszenz F/F, liber die Zeit sieht vom Muster her
dhnlich aus, wie in Abbildung [3.5|B bei den Versuchen mit Tabak. Diese Ergebnisse las-
sen darauf schlieBen, dass transiente Anderungen des cytosolischen Volumens wiihrend

hyperpolarisierender Pulse nicht nur in Tabak auftreten.
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Abb. 3.9: Anderung der Fluoreszenzintensitiiten von Venus in Schliefzellen von Epi-
dermisstreifen GC1-Venus exprimierender A. thaliana-Pflanzen wihrend eines hy-
perpolarisierenden Pulses (A): In Falschfarben codierte absolute Fluoreszenzintensi-
titen von Venus vor (10s), wihrend (30s) und nach (60s) der Hyperpolarisierung von
-100 mV auf -180 mV. Das Sternchen markiert die Einstichsstelle. Entlang der wei3en Li-
nie wurden die Intensitéten fiir das Profil in B aufgezeichnet, ausgehend von der Seite der
Zelle auf der eingestochen wurde. Scalebar: 10 um. (B): Plot der Fluoreszenzintensitéiten
entlang der in A gezeigten Linie vor (10s), wihrend (30s) und nach (60s) der Hyper-
polarisierung. Der Bereich, in dem sich wéhrend der Hyperpolarisierung die Fluoreszenz
verringert, wurde blau hinterlegt, der Bereich in dem sie ansteigt wurde rot hinterlegt. (C):
Darstellung der durchschnittlichen relativen Fluoreszenzintensititen F/F, in verschiede-
nen Regionen der SchlieBzelle iiber die Zeit. Die Zellen wurden von einem Haltepotential
von -100 mV auf -160 (2 Zellen), -180 (3 Zellen) oder -200 mV (1 Zelle) hyperpolarisiert.
Abbildung verédndert aus |Voss et al., 2016.

3.2.2 Die VergroBerung des cytosolischen Volumens ist eine
Folge der Strominjektion wahrend der Applikation von
hyperpolarisierenden Spannungspulsen

Die in den vorherigen Experimenten gezeigte Anderung des cytosolischen Volumens (Ab-
bildungen [3.6] und [3.9) ldsst sich als eine transiente Ausdehnung des Cytosols be-
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schreiben. Diese Ausdehnung konnte durch einen schnellen, osmotisch bedingten Fluss
von Wasser aus der Vakuole in das Cytosol bedingt sein. Eine Theorie, die diesen Prozess
erklart, wire eine Erhohung er Ionenkonzentration im Cytosol, die durch Strominjekti-
on wihrend der hyperpolarisierenden Spannungspulse verursacht wird. Um den Einfluss
bestimmter lonenkanile und Ionen zu untersuchen, wurde die Zusammensetzung der Bad-
16sung beziehungsweise der Elektrodenlosung verdndert. Unter verschiedenen Bedingun-
gen konnten dann die Umverteilung des Fluoreszenzfarbstoffs und die elektrophysiologi-
schen Messungen bei der Applikation der Hyperpolarisierungen miteinander verglichen
werden. Die Versuche mussten dafiir allerdings mit Epidermisstreifen durchgefiihrt wer-

den, damit ein direkter Kontakt der Badlosung mit den Schliezellen besteht.

3.2.2.1 Der Einfluss einwartsgleichrichtender Kaliumkanale

Wie schon fiir Schliezellen intakter Pflanzen beschrieben, aktivieren wéhrend der hy-
perpolarisierenden Spannungspulse in SchlieBzellen in Epidermisstreifen einwirtsgleich-
richtende Kaliumkanile und Kalium stromt in die Zelle ein (Abbildung @A, linke Sei-
te, blau markiert als K, vergleiche Abbildung [3.5]C und Abschnitt [3.2.1). Enthielt die
Badlosung KCl, war kurz vor Ende des hyperpolarisierenden Pulses ein mittlerer Strom
von -4,05nA (SE=0,767, n=11) messbar. Die Zellen wurden dabei auf -180 mV (5 Zel-
len) oder -200 mV (6 Zellen) hyperpolarisiert. Nach Riickkehr zum Haltepotential von
-100 mV, wurde ein Anionenausstrom von -0,37 nA (SE=0,06, n=11) verzeichnet (An-
ionenausstrom rot markiert als Anion,, in Abbildung [3.10] A). Die einwirtsgleichrich-
tenden Kaliumkanile sind nicht permeabel fiir Cidsium-Ionen (Schroeder, |1988, Hedrich
et al., |1995). Wurde das KCl in der Badlosung durch CsCl ersetzt, fiihrte das dazu, dass
bei der Applikation hyperpolarisierender Spannungspulse wihrend der Hyperpolarisie-
rung keine typischen Einwirtsstrome durch diese Kanile messbar waren (Abbildung[3.10]
A). Auch der Anionenausstrom nach Riickkehr zum Haltepotential war in Anwesenheit
von CsCl nicht mehr oder nur noch sehr gering sichtbar (Abbildung [3.10] A).

Cisium in der Badlosung unterdriickte nicht nur die Ionenstrome, sondern fiithrte auch da-
zu, dass wihrend der Hyperpolarisierung der Plasmamembran keine transiente Volumen-
dnderung des Cytosols stattfand. Das konnte anhand der ausbleibenden Anderungen der
relativen Fluoreszenzintensitit F/Fy von iontophoretisch injiziertem Lucifer Yellow ge-
zeigt werden (Abbildung[3.10|B und C). Der Kaliumeinstrom in das Cytosol der Schlief3-
zellen durch einwirtsgleichrichtende Kanile bedingt also vermutlich einen osmotisch ge-
triecbenen Wasserfluss aus der Vakuole ins Cytosol und damit die transiente Vergroferung
des cytosolischen Volumens wihrend der Hyperpolarisierung. Dafiir wiirde auch spre-

chen, dass die Ausdehnung des Cytosols umso grofler ist, je stirker der Kaliumeinstrom
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wihrend des Pulses ist (Abbildung[3.10]D).
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Abb. 3.10: Extrazellulires Cs* unterdriickt die Anderungen des cytosolischen
Volumens wihrend hyperpolarisierender Pulse in SchlieBzellen von N. tabacum-
Epidermisstreifen. Vergleichende Darstellung der Ergebnisse ohne (linke Seite der
Abbildung) und mit Cs* (rechte Seite) in der Badlosung. (A): Appliziertes Pulsproto-
koll fiir einen hyperpolarisierenden Puls (oberer Teil) und représentative Stromspur einer
SchlieBzelle (unterer Teil). (B): In Falschfarben codierte relative Fluoreszenzintensitét
F/F,y vor (10 s), wihrend (30 s) und nach (70 s) der Hyperpolarisierung. Scalebar: 10 pm.
(C): Relative Fluoreszenzintensitit F/F, liber die Zeit, aufgetragen fiir verschiedene Re-
gionen innerhalb der Zelle. Der Pfeil markiert den Start des Pulsprotokolls, der schwarze
Balken markiert die Zeitspanne des hyperpolarisierenden Spannungspulses. >
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Abb. 3.10 (Fortsetzung): (D): Anderung der relativen Fluoreszenzintensitit am En-
de der Hyperpolarisierung, aufgetragen gegen die maximale Anderung des Injektionss-
troms wihrend des hyperpolarisierenden Pulses. Offene Symbole: Badlosung mit KClI,
geschlossene Symbole: Badlosung mit CsCl. Die griine Linie wurde durch lineare Re-
gression der Datenpunkte erstellt. Abbildung verindert aus Voss et al., [2016.

3.2.2.2 Der Einfluss von Chlorid in der Elektrodenlésung

Offnen sich wihrend einer mittels Spannungspuls herbeigefiihrten Hyperpolarisierung der
Plasmamembran die Kaliumkanile (erkennbar in Abbildung[3.5/C und[3.10]A), kommt es
zu einem Einstrom von Kalium ins Cytosol. Dieser Einstrom positiver Ionen wird durch
die Strominjektionselektrode ausgeglichen, sodass wihrend der Dauer der Hyperpolari-
sierung ein negativer Strom in die Zelle injiziert wird, der abhiingig von der Stirke des
aktivierten Kaliumeinstroms ist. Der Kaliumeinstrom durch die Kaliumkanile in der Plas-
mamembran wird dabei zu einem Teil durch den Ausstrom von Chlorid aus der Strom-
injektionselektrode ins Cytosol kompensiert und gleichzeitig auch durch den Einstrom
von Kationen wie Kalium aus dem Cytosol in die Elektrode. Hierbei akkumuliert KCI im

Cytosol.

Um den Einfluss des Chlorideinstroms wéhrend der Spannungspulse zu untersuchen, wur-
de die Spitze der Strominjektionselektrode mit KGlukonat anstelle von KCl befiillt. Glu-
konat hat eine geringere Elektromobilitidt als Chlorid. Diese betrédgt relativ zu Kalium
0,33, wihrend die von Chlorid mit 1,04 dhnlich der von Kalium ist (Ng & Barry, 1995,
Barry & Lynch, 1991)). AuBBerdem konnen Glukonationen nicht durch die Anionenkanile
permeieren (Hedrich et al., |1990, [Maierhofer, 2012, Scherzer, 2012).

Vergleichend zu den vorhergehenden Versuchen mit Chlorid als Anion in der Elektro-
denlosung (Abbildung [3.10] linke Seite) wurden Mikroelektroden, die Glukonat als An-
ion enthalten, fiir die Applikation der hyperpolarisierenden Spannungspulse verwendet.
Wihrend der Hyperpolarisierung wurde die Fluoreszenzintensitit von Lucifer Yellow be-
obachtet. Es fand dabei eine geringere Ausdehnung des Cytosols statt, wenn anstelle von
Chlorid Glukonat in der Elektrodenldsung verwendet wurde (Abbildung vergleiche
auch mit Abbildung @ A und B, linke Seite). Die Strominjektion wihrend des Pul-
ses betrug mit Glukonat in der Elektrode durchschnittlich -3.46 nA (SE=1.76 n=5), was
nicht signifikant niedriger als bei Chlorid war (-4.05 nA, SE=0.77, n=11). Die geringere
Ausdehnung wurde also nicht durch eine geringere Strominjektion wihrend der Hyper-

polarisierung verursacht.

Im Gegensatz zu den Experimenten mit KCl in der Elektrode, blieben die erhohte Fluo-
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reszenzintensitdt um den Nukleus und die verringerte Fluoreszenzintensitdt im Nukleus,
die auf die Ausdehnung des Cytosols zuriickzufiihren sind, auch nach der Riickkehr zum
Haltepotential bestehen (Abbildung[3.T1). Die VergroBerung des cytosolischen Volumens
war also geringer als mit KCI in der Elektrodenlosung und auBerdem irreversibel (ver-
gleiche mit Abbildung[3.10|B und C).
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Abb. 3.11: Glukonat in der Elektrodenlosung fiihrt zu einer geringeren, irreversi-
blen Ausdehnung des Cytosols. Hyperpolarisierende Spannungspulse an Schliezellen
von Nicotiana tabacum in Epidermisstreifen mit KGlukonat in der Spitze der Strominjek-
tionselektrode. (A): In Falschfarben codierte relative Fluoreszenzintensitit F/F, vor, wih-
rend und nach einem 10 Sekunden anhaltenden hyperpolarisierenden Spannungspuls auf
-180 mV. Scalebar: 10 um. (B): Darstellung der Veridnderung der Fluoreszenzintensitdten
in der Schliezelle iiber die Zeit fiir verschiedene Regionen in der Zelle. Die Zellen wur-
den auf -160 mV (2 Zellen), -180 mV (3 Zellen) oder -200 mV (1 Zelle) hyperpolarisiert.
Der schwarze Balken markiert die Zeitspanne des hyperpolarisierenden Spannungspulses.

Durch die Verlangerung der Zeitspanne der Hyperpolarisierung von 10 auf 50 Sekunden
ist es moglich eine noch stirkere Veridnderungen der Verteilung von Lucifer Yellow auszu-
16sen. Bei der Durchfiihrung dieser Versuche lief3 sich deutlich erkennen, dass die Umver-
teilung des Farbstoffs Lucifer Yellow durch die Ausdehnung des Cytosols nicht mehr, wie
bei 10 Sekunden dauernden Spannungspulsen, auf die Region um den Zellkern begrenzt
ist (Abbildung A). Stattdessen beobachtet man auch eine Zunahme der absoluten
Fluoreszenzintensitit an der Einstichstelle und im Bereich des Randes der SchlieBzelle,

der vor der Hyperpolarisierung durch die Vakuole ausgefiillt war.

Wenn KCl in der Strominjektionselektrode war, also wihrend eines hyperpolarisierenden
Spannungspulses Chlorid injiziert wurde, erreichte die Erhohung der Fluoreszenzinten-
sitdit um den Nukleus nach 20 Sekunden einen Hochstwert, an dem sie um ca. 60 % an-

gestiegen war (3.12| B, linke Seite). Danach verringerte die Fluoreszenz sich wieder bis

83



3 Ergebnisse

zum Ende des hyperpolarisierenden Spannungspulses und stieg nach Riickkehr zum Hal-
tepotential nochmals auf diesen Wert an. Nach ungefdhr 120 Sekunden wurde ein neuer
stabiler Zustand erreicht, an dem die Fluroeszenz um ca. 10 % niedriger war als zu Be-
ginn der Hyperpolarisierung. Die Fluoreszenzintensitit von Lucifer Yellow in der Region
innerhalb des Nukleus verringerte sich wihrend des Pulses um ca. 60 % im Vergleich
zum Ausgangszustand und war nach der Hyperpolarisierung etwas hoher als davor (etwa
15 %), was bedeutet, dass sich das Volumen des Cytosols nach der Hyperpolarisierung
im Vergleich zum Ausgangzustand verkleinert hatte. War Glukonat in der Strominjekti-
onselektrode, schritt die Ausdehnung des Cytosols wie auch bei 10 Sekunden dauernden
Pulsen wihrend der gesamten Dauer der Hyperpolarisierung voran, und stoppte erst bei
der Riickkehr auf das Haltepotential von -100 mV. Dabei war die Abnahme der Fluores-
zenzintensitit im Nukleus und die Zunahme um den Nukleus (um jeweils ca. 20 %) deut-
lich geringer im Vergleich zu Chlorid in der Elektrodenlosung (Abbildung [3.12] B, rechte
Seite). Die Ausdehnung war also, wie schon fiir 10 Sekunden andauernde Hyperpolari-
sierungen gezeigt wurde (Abbildung [3.TT)), mit Glukonat in der Strominjektionselektrode

schwicher als mit Chlorid.

Die Strominjektion wihrend der Pulse war auch hier fiir beide Fille vergleichbar (Chlo-
rid: -4,29 nA, SE=0,41, n="7; Glukonat: -3,28 nA, SE=1,09, n=7). Wihrend des Pulses
konnte man die spannungsabhéngige Aktivierung einwirtsgleichrichtender Kaliumkanéle
erkennen, die zum Kaliumeinstrom fiihrte (blau markiert als K, in Abbildung [3.10] C).
Nach Riickkehr zum Haltepotential war zudem an den auftretenden Einwiértsstromen die
Aktivierung von Anionenkanilen erkennbar (rot markiert als Anion,,s in Abbildung[3.10|
C). Diese war sowohl bei 10 als auch bei 50 Sekunden andauernden Pulsen bei Chlorid in
der Strominjektionselektrode stirker, als wenn Glukonat injiziert wurde (Abbildung
C). Mit Chlorid in der Elektrodenlosung betrug das Maximum des Anionenausstroms im
Schnitt -0,369 nA (SE=0,064, n=11) nach einer 10 Sekunden dauernden Hyperpolarisie-
rung und -1,701 nA (SE=0,152, n="7) nach einer 50 Sekunden andauernden Hyperpolari-
sierung. Mit Glukonat als Anion in der Elektrodenlosung waren es -0.059 nA (SE = 0,040,
n=>5) beziehungsweise -0,366 nA (SE=0,211, n=7).
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Abb. 3.12: Eine 50 Sekunden anhaltende Hyperpolarisierung der Plasmamembran
lost eine starke Ausdehnung des cytosolischen Volumens aus. Vergleichende Darstel-
lung der Ergebnisse fiir Schliezellen in Epidermisstreifen von Nicotiana tabacum mit
Chlorid (linke Seite) und Glukonat (rechte Seite) als Anionen in der Elektrodenlésung.
(A): In Falschfarben codierte absolute Fluoreszenzintensitit von Lucifer Yellow vor, wih-
rend und nach einer 50 sekiindigen Hyperpolarisierung auf -180 mV. Scalebar: 10 pm.
(B): Darstellung der Verdnderung der Fluoreszenzintensititen in der Schliezelle iiber
die Zeit fiir verschiedene Regionen in der Zelle. Der Pfeil zeigt den Start des Pulsproto-
kolls, der schwarze Balken markiert die Zeitspanne der Hyperpolarisierung. Die Zellen
wurden entweder auf -180 mV (Chlorid: n=6 , Glukonat: n=5)oder -200mV (Chlorid:
n =1, Glukonat: n=2) hyperpolarisiert. (C): Pulsprotokoll (oberer Teil) und reprisentative
Stromspur einer Schlie3zelle, die anhand eines solchen Spannungspulses fiir 50 Sekunden
hyperpolarisiert wurde (unterer Teil). Abbildung verindert aus |Voss et al., 2016.

Eine potentielle Abhingigkeit der Ausdehnung des Cytoplasmas von der Kaliumkonzen-
tration in der Elektrodenlosung wurde ebenfalls untersucht. Dafiir wurde statt 300 mM
KCI1 zum Vergleich 1 M KCI als Elektrodenlésung bei der Applikation hyperpolarisie-
render Pulse verwendet. Wie Abbildung [3.13] zeigt, unterschieden sich die wihrend der

Hyperpolarisierung auftretenden Anderungen der Fluoreszenzintensitiit von Lucifer Yel-
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low innerhalb der Zelle nicht signifikant von den Anderungen, die mit 300 mM KClI als
Elektrodenlosungen auftraten (getestet anhand der maximalen Intensitit um den Nukleus
bzw. den minimalen Wert in der Region des Nukleus beider Gruppen: p=0,2483 bzw.
0,7638). Das Ausmal} der cytosolischen Ausdehnung scheint also nicht von einer Erho-

hung der Ionenkonzentration der Elektrodenlésung abhéngig zu sein.
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Abb. 3.13: Die cytosolische Ausdehnung wihrend der Applikation hyperpolarisie-
render Spannungspulse wird nicht durch eine Erhohung der KCl-Konzentration in
der Elektrode beeinflusst. Vergleich der Anderung der Fluoreszenzintensitit von Luci-
fer Yellow in SchlieBzellen aus Epidermisstreifen von Nicotiana tabacum wihrend der
Applikation hyperpolarisierender Spannungspulse mit 300 mM KCI (schwarze Symbole)
und 1 M KCl (griine Symbole) als Elektrodenlosung. Der schwarze Balken markiert die
Zeitspanne der Hyperpolarisierung. Es wurde ausgehend von einem Haltepotential von
-100 mV auf -180 (n=5/5) oder -200 mV (n=6/9) hyperpolarisiert.

3.2.2.3 Quantifizierung der lonenfliisse wahrend der Applikation
hyperpolarisierender Pulse

Anhand der wihrend der hyperpolarisierenden Pulse gemessenen Strome kann man anni-
hernd berechnen, wie viele Kaliumionen dabei durch die einwérts gleichrichtenden Kani-
le in die Zelle flieBen. Es gilt:

Iion:fnetXZXF’

wobei [;,, der gemessene Strom in Ampere (A) ist, dabei entspricht ein Ampere einem C/s.
fet 1st der Ionenfluss in mol/Sekunde, z ist die Ladungszahl und F die Faraday Konstante
(96500 C/mol). Umgestellt ergibt sich dann:

f _ Tion
net — L[
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Bei einer Stromstérke von 4 nA (Mittelwert fiir die maximale Stromstérke bei hyperpolari-
sierenden Pulsen an SchlieBzellen in Epidermisstreifen von Nicotiana tabacum: -4,05 nA,
SE=0,767, n=11, in intakten Pflanzen: -4.10nA, SE=0,619 n=6) wiirde sich so ein
Strom von 40 fmol/s ergeben, das heif3t, dass gegen Ende eines hyperpolarisierenden Pul-
ses in einer Sekunde durchschnittlich 40 fmol Kaliumionen durch die einwértsgleichrich-

tenden Kaliumkanile in die Zelle flieBBen.

Um zu quantifizieren wieviele lonen wihrend der Gesamtdauer eines hyperpolarisieren-
den Spannungspulses flieBen, wurde das Integral des Stroms fiir jeweils eine Zelle, die
nahe des Mittelwertes lag, bestimmt. Fiir intakte Pflanzen ergab dieses einen Wert von
36,62 nC, fiir SchlieBzellen in Epidermisstreifen 29,68 nC. Mithilfe der Faraday Kon-
stante (96500 C/mol), die der elektrischen Ladung eines Mols einfach geladener Ionen
entspricht, wurde die molare Menge der geflossenen Ionen berechnet. Diese betrug bei
der Beispielzelle einer intakten Pflanze 308 fmol und bei der eines Epidermisstreifens
380 fmol Kaliumionen, die durch einwirtsgleichrichtende Kanile in das Cytosol flieBen.
In der Annahme, dass bei einer Elektrodenlosung aus KCI der Strom durch die Injekti-
onselektrode zu 50 % aus Chloridefflux ins Cytosol besteht (basierend auf der @hnlichen
Elektromobilitdt von Kalium- und Chloridionen, (Barry & Lynch, |1991), wiirden also bei
intakten Pflanzen ndherungsweise 150 fmol Chloridionen ins Cytosol flieBen, wihrend
150 fmol Kaliumionen in die Elektrode flieBen. Insgesamt wiirde sich die lonenkonzen-
tration im Cytosol wihrend eines 10 Sekunden andauernden hyperpolarisierenden Span-

nungspulses also um ca. 300 fmol erhéhen.

Daraus lisst sich die Anderung der Osmolaritit des Cytosols wihrend der Spannungspul-
se berechnen. Das Volumen einer SchlieBzelle von Nicotiana tabacum ist in etwa ver-
gleichbar mit dem einer SchlieBzelle von Vicia faba (Willmer & Fricker, 1996 Kapitel 2,
Jezek & Blatt, 2017, Tabelle 1, und Marten et al., 2007b). Dieses betrigt im gedffneten
Zustand ca. 6,5 pl (Shope et al., 2003, Roelfsema & Hedrich, 2005). Wenn man davon
ausgeht, dass die Vakuole einen Anteil von ca. 70 % am Gesamtzellvolumen hat (Tanaka
et al., 2007), hat das Cytosol anniherungsweise ein Volumen von 1,95 pl. Eine Erh6hung
der Ionenkonzentration um 300 fmol bedeutet somit einen Anstieg um ca. 150 mM, al-
so einen Anstieg der cytosolischen Osmolaritit um 150 mosM (Berechnung siehe unten).
Die VergroBerung des cytosolischen Volumens wihrend des Spannungspulses, das der
Erhohung der Osmolaritit entgegenwirkt, wurde bei dieser Berechnung nicht beriicksich-
tigt.

Ac — Anjon _ 03pmol _ 0,153 M = 153 mM.

Vv 1,95pl

Auch fiir Arabidopsis-SchlieBzellen, die ebenfalls mit einer cytosolischen Ausdehnung
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auf hyperpolarisierende Spannungspulse reagieren (Abbildung [3.9), wurde die hervor-
gerufene Anderung der Kaliumkonzentration berechnet. Der gemessene Kaliumeinstrom
wihrend der Spannungspulse war hier mit einem Mittelwert von -1.06 nA (SE=0,169,
n=06) kleiner und somit auch die berechnete Menge an Kaliumionen, die wihrend eines
Spannungspulses durch die einwirtsgleichrichtenden Kaliumkanile aufgenommen wird.
Diese betrug anhand der Bestimmung des Integrals des Stroms im Mittel circa 107 fmol.
Fiir die Anderung der Osmolaritit des Cytosols wurde von einem Zellvolumen von 0,87 pl
ausgegangen , dass zu etwa 70 % von der Vakuole ausgefiillt wird (Tanaka et al., 2007).
Das Volumen des Cytosols wiirde demnach 0,26 pl ausmachen. Bei einer Zunahme um
107 fmol (davon ca. 50 fmol Kalium und ca. 50 fmol Chlorid) wiirde die Ionenkonzentra-
tion im Cytosol um ca. 410 mM zunehmen, entsprechend einer Zunahme der Osmolaritit
um 410 mosM (Berechnung siehe unten). Auch hier wurde die Vergroerung des cytoso-
lischen Volumens wihrend des Spannungspulses nicht fiir die Berechnung beriicksichtigt.

Ac = “qien = Gl = 0,41 M = 410 mM.

3.2.2.4 Anionenstrome nach der Riickkehr zum Haltepotential im
Anschluss an einen hyperpolarisierenden Spannungspuls

Nachdem das Membranpotential der SchlieBzellen fiir 10 oder 50 Sekunden hyperpola-
risiert wurde, erfolgte die Riickkehr zum Haltepotential, das -100 mV betrug. Die direkt
nach dem Beenden des Pulses bei -100 mV gemessenen Strome (siche Abbildungen [3.5]
C,[3.10| A und 3.12] C, jeweils rot markiert als Anion,,) resultieren wahrscheinlich aus
der Aktivitit von Anionenkanilen (Stange et al., 2010). Dafiir wiirde auch sprechen, dass
diese Strome bei Verwendung von Glukonat in der Elektrodenldsung nur sehr reduziert
auftraten (Abbildung [3.12] C), da die Anionenkanile nicht fiir Glukonat permeabel sind
(Hedrich et al., 1990, [Scherzer, 2012, Maierhofer, |2012). Die gemessenen Anionenstréme
nach dem Spannungspuls konnten also durch die Erhohung der Chloridkonzentration im
Cytosol verstirkt werden und durch den Ausstrom des iiberschiissigen Chlorids aus der
Zelle auch fiir die Reversibilitdt der cytosolischen Expansion notwendig sein. Das Aus-
maf} der cytosolischen Ausdehnung wihrend hyperpolarisierender Spannungspulse war
von der Stirke des Stroms durch die einwirtsgleichrichtenden Kaliumkanéle und damit
auch von der Menge der injizierten Chloridionen abhéngig (Abbildung [3.10| D). Deswe-
gen wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen dem Kaliuminflux ins Cytosol
und den gemessenen Anionenstromen nach den hyperpolarisierenden Spannungspulsen
besteht.

Um dies zu tiberpriifen, wurde der gemessene Anionenstrom nach dem hyperpolarisieren-
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Abb. 3.14: Die Stirke der nach den Spannungspulsen gemessenen Anionenstréome
korreliert mit der Stirke des Kaliuminfluxes wihrend der Spannungspulse. (A): Re-
priasentative Stromspur eines hyperpolarisierenden Spannungspulses. Ixmax entspricht
dem gemessenen Strom am Ende der hyperpolarisierenden Spannungspulse, Iapjonmax
entspricht dem Maximum des Stroms, der nach der Riickkehr zum Haltepotential messbar
war. (B): Nach den Spannungspulsen gemessene Anionenstrome (Ianonmax) aufgetragen
gegen die wihrend der Spannungspulse gemessenen Kaliumeinwértsstrome (Ixkmax). Es
sind Daten verschiedener Versuchsreihen mit 10 Sekunden andauernden Hyperpolarisie-
rungspulsen abgebildet. (C): Vergleich des Verhiltnisses Ixmax zu I5u,max fiir 10 und

50 Sekunden andauernde Hyperpolarisierungspulse mit Chlorid oder Glukonat als Anion
in der Elektrodenldsung.

den Spannungspuls gegen den Strom der einwirtsgleichrichtenden Kaliumkanéle wih-
rend der Hyperpolarisierung aufgetragen (Abbildung [3.14] A). Abbildung [3.14] B zeigt
diese Beziehung zwischen I, und a0, fiir verschiedene Versuchsreihen. Dafiir wur-
de die maximale Anderung des Injektionsstroms wihrend des Spannungspulses (Ixmax)
und die maximale Anderung des Injektionsstroms nach der Riickkehr zum Haltepotenti-
al (Innionmax) bestimmt (Abbildung [3.14] A) und jeweils gegeneinander aufgetragen. Zu
erkennen ist eine Korrelation zwischen den Anionenstromen, die nach den Spannungspul-
sen auftreten, und den Kaliumstromen durch einwértsgleichrichtende Kanile (Abbildung
[3.14| B und C). Bei einer Verldngerung der Spannungspulse auf 50 Sekunden vergroBerte

sich auch der gemessene Anionenausstrom nach dem Spannungspuls relativ zu dem vor-
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her gemessenen maximalen Kaliumeinstrom (Abbildung[3.14] C). Das ist wahrscheinlich
darauf zuriickzufiihren, dass durch die lingere Aktivierung der einwirtsgleichrichtenden
Kaliumkanile wéhrend eines langeren Spannungspulses auch insgesamt mehr Chlorid aus
der Strominjektionselektrode ins Cytosol flie3t. Durch Glukonat in der Elektrodenlésung
waren die Anionenstrome im Verhiltnis zu den Kaliumstromen stark reduziert (Abbil-
dung C). Der mit Sternchen markierte Ausreil3er (Abbildung B und C) mit sehr
geringen Anionenstromen nach dem Spannungspuls ist auf eine Zelle zuriickzufiihren, bei
der die cytosolische Ausdehnung nach dem Spannungspuls nur sehr langsam und unvoll-

standig zuriickging, obwohl Chlorid als Anion in der Elektrodenldsung eingesetzt wurde.

3.2.3 Cytosolische Volumenanderungen bewirken einen
zusatzlichen Anstieg der cytosolischen
Calciumkonzentration

Durch die in den vorherigen Abschnitten beschriebenen Verdnderungen des cytosoli-
schen Volumens wihrend der Applikation hyperpolarisierender Spannungspulse ist es
nicht méglich, mit Oregon Green-BAPTA die Anderung der Calciumkonzentration rium-
lich aufzulosen, da der Fluoreszenzfarbstoff innerhalb der Zelle umverteilt wird. Es ldsst
sich also nicht unterscheiden, ob eine Erhohung der Fluoreszenzintensitit durch Bin-
dung von Calcium oder durch die Umverteilung des Farbstoffs verursacht wurde. Wie
in Abbildung [3.10] gezeigt wurde, kann die Ausdehnung des cytosolischen Volumens in
SchlieBzellen von Epidermisstreifen aber durch extrazelluldres Cs* unterdriickt werden.
Das ermdoglicht die Visualisierung der cytosolischen Calciumkonzentrationen mittels Ore-
gon Green-BAPTA wihrend einer Hyperpolarisierung, ohne dass die Umverteilung des
Fluoreszenzreporters durch die Ausdehnung Einfluss auf die Fluorezentintensitét des Cal-

ciumreporters hat.

Wihrend der Applikation hyperpolarisierender Spannungspulse an Schliezellen in Epi-
dermisstreifen von Nicotiana tabacum in einer Badlosung mit Cédsium erhohte sich die
Fluoreszenzintensitit von Oregon Green-BAPTA vor allem am Rand der Zelle (Abbil-
dung[3.15] A). Dort stieg folglich die cytosolische Calciumkonzentration am stirksten an,
wahrscheinlich durch die Aktivierung spannungsabhingiger, calciumpermeabler Katio-
nenkanile in der Plasmamembran (Hamilton et al., 2000, [Pei et al., 2000, |Stoelzle et al.,
2003). War in der Badlosung dagegen Kalium, so konnten wéhrend der Hyperpolarisie-
rung, zusitzlich zur Fluoreszenzerhohung am Rand der Zelle, die schon beschriebenen
Anderungen um den Zellkern beobachtet werden (Abbildung A).
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Abb. 3.15: Extrazellulires Cs* verringert den Anstieg der Calciumkonzentration
wihrend eines hyperpolarisierenden Spannungspulses. Vergleichende Darstellung der
Fluoreszenzintensititen von Oregon Green-BAPTA wihrend der Applikation hyperpola-
risierender Spannungspulse in Schliezellen von Nicotiana tabacum Epidermisstreifen in
einer Badlosung mit 50 mM KCl oder 50 mM CsCl. (A): In Falschfarben codierte relative
Fluoreszenzintensitit F/F, vor, wihrend und nach einer Hyperpolarisierung auf -200 mV
in einer Badlosung mit CsCl (oben) oder KCI (unten). Scalebars 10 zm. (B): Anderungen
der relativen Fluoreszenzintensitit der gesamten Zelle durch Hyperpolarisierung auf -180
(jeweils 4 Zellen) oder -200 mV (6 Zellen mit CsCl, 5 Zellen mit KCl). Der schwarze Bal-
ken markiert die Zeitspanne der Hyperpolarisierung. Abbildung verédndert aus Voss et al.,
2016,

Die Anderung der Fluoreszenzintensitit in der gesamten SchlieBzelle war groBer, wenn
die Badlosung Kalium statt Casium enthielt (Abbildung B). Das ldsst darauf schlie-
Ben, dass die Anderungen des cytosolischen Volumens, die in der Badlosung mit Kalium
auftreten, den Anstieg der cytosolischen Calciumkonzentration verstiarken. Dieser konn-
te zum Beispiel durch eine Aktivierung mechanosensitiver, calciumpermeabler Kanile

verursacht werden.

Da nicht ausgeschlossen werden kann, dass die Intensitéit des Oregon Green-BAPTA Si-
gnals durch Bewegungen des Farbstoffs relativ zur fokalen Ebene beeinflusst wird, wur-
den zur Bestitigung dieser Hypothese Versuche mit dem ratiometrischen Calciumreporter
Fura-2 durchgefiihrt. Dieser ermdglicht eine Visualisierung der Anderungen der Calcium-

konzentration, die unabhingig von der Konzentrationsdnderungen des Fluoreszenzfarb-
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stoffs ist, sodass ein Vergleich zwischen SchlieBzellen in einer Badlosung mit CsCl oder
KCI moglich ist. Fura-2 wurde, wie Oregon Green-BAPTA und Lucifer Yellow, mittels
iontophoretischer Injektion in die SchlieBzellen geladen. Um die Dynamik der cytosoli-
schen Calciumkonzentration zu beobachten, wurden Aufnahmen bei den Wellenldngen
345 und 390 nm gemacht. Zum Vergleich der Effekte der hyperpolarisierenden Span-
nungspulse wurde ein Perfusionssystem eingesetzt, damit dieselbe SchlieBzelle bei un-
terschiedlichen Badlosungen beobachtet werden konnte. Dabei wurde Cisium eingesetzt,
um die einwirtsgleichrichtenden Kaliumkanile zu inhibieren, und Lanthan zur Inhibie-

rung der calciumpermeablen Kanile in der Plasmamembran.

Die Anderung der F345/F399-Ratio von Fura-2 wurde durch Cisium in der Badldsung ver-
mindert (Abbildung A, B, D). Die Anderung der cytosolischen Calciumkonzentrati-
on wihrend der Hyperpolarisierung ist also mit Cidsium kleiner als mit Kalium, wie auch
schon in den Versuchen mit Oregon Green-BAPTA gezeigt werden konnte (Abbildung
3.15). Das bestitigt, dass die cytosolische Ausdehnung einen Einfluss auf die cytosoli-
sche Calciumkonzentration haben konnte. Der Einstrom von Kalium wihrend der Span-

nungspulse wird ebenfalls inhibiert, wie die Stromspur in Abbildung [3.16/B zeigt.

Um zu untersuchen, ob die durch die Spannungspulse ausgeloste Erhohung der Calcium-
konzentration durch Inhibitoren der Kationenkanile in der Plasmamembran unterdriickt
werden, wurde den Badlosungen mit KCI und CsCl jeweils 1 mM La** zugegeben. Nach
Zugabe des Lanthans verringerte sich die Calciumkonzentration im Cytosol der Schlief3-
zelle (Abbildung [3.16] A), was durch die Inhibierung nichtselektiver Kationenkanile in
der Plasmamembran zu erkldren ist (Hescheler & Schultz, [1993] [Demidchik & Maathuis,
2007). Unter diesen Bedingungen wurden ebenfalls Hyperpolarisierungspulse appliziert.
Nur durch die Kombination von Césium und Lanthan in der Badlésung wurden Anderun-
gen der Fura-2 Ratio vollstidndig unterdriickt (Abbildung [3.16] A, C, E). Wurde Lanthan
der Badlosung mit KCI hinzugefiigt, konnte immer noch eine Erhohung der Calciumkon-
zentration beobachtet werden (Abbildung [3.16) A,C und E). Diese war aber geringer, als
in Badlosungen ohne Lanthan. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass wéihrend einer Hy-
perpolarisierung zwei verschiedene Mechanismen zu einer Erhohung der cytosolischen
Calciumkonzentration fithren. Zum einen ist das die Aktivierung spannungsabhingiger,
calciumpermeabler Ionenkanile in der Plasmamembran, zum anderen die osmotisch ge-
triebene Expansion des Cytosols. Letztere fiihrt zu einer Freisetzung von Calcium aus

Speichern innerhalb der Zelle durch einen bisher unbekannten Mechanismus.
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Abb. 3.16: Cytosolische Volumeninderungen fiihren zu einem Anstieg der Calcium-
konzentration (A): F345/F399-Ratio von Fura-2 in einer Schliezelle von Nicotiana ta-
bacum aufgetragen gegen die Zeit. Die Epidermisstreifen wurden mit Badlosung perfun-
diert, die entweder 50 mM KCI oder CsCl und +/- 1 mM La>* enthielt, wie in den Balken
iiber dem Diagramm gezeigt wird. Die Plasmamembran wurde mehrmals fiir 10 Sekunden
von einem Haltepotential von -100 mV auf -180 mV hyperpolarisiert (graue Balken). (B)
und (C): Fura-2 Ratios und Stromspuren fiir dieselbe Zelle, die in A gezeigt wird. Die Hy-
perpolarisierung (grau hinterlegt) wurde in einer Badlosung mit KCI1 oder CsCl appliziert
(schwarze bzw. rote Linie). In C wurde zusitzlich 1 mM La** zugegeben. (D) und (E):
Durchschnittliche Anderungen der Fura-2 Ratio durch Hyperpolarisierung auf -180 mV
in Badlésungen mit CsCl oder KCI. In E wurde 1 mM La** zugegeben. Die Fehlerbalken
zeigen SE, n=35. Abbildung verindert aus Voss et al.,[2016L
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3.3 Untersuchung elektrophysiologischer und
anatomischer Eigenschaften von
Farn-SchlieBzellen

Farne waren nach den Moosen und Bérlappgewichsen die ersten Landpflanzen und sind
evolutiondr ilter als die im ersten Teil der Arbeit verwendeten Bliitenpflanzen Arabidop-
sis thaliana und Nicotiana tabacum. Zusammen mit den Bérlappgewiédchsen gehoren die
Farne zu den frithesten Gefdpflanzen und besitzen funktionelle Stomata in der Epider-
mis ihrer photosynthetisch aktiven Blitter. Diese Stomata unterscheiden sich in einigen
Punkten von Stomata der Angiospermen, allerdings ist noch relativ wenig iiber die mo-
lekularen Mechanismen der Stomaregulierung in Farnen bekannt. Als Teil dieser Arbeit
wurden elektrophysiologische Analysen der spannungsabhédngigen Strome iiber die Plas-
mamembran von SchlieBzellen des Farns Polypodium vulgare durchgefiihrt. Das ermog-
licht einen ersten Vergleich mit elektrophysiologischen Eigenschaften bereits charakteri-
sierter Arten, wie zum Beispiel Arabidopsis thaliana, Nicotiana tabacum und Vicia faba.
Aufgrund abweichender Eigenschaften konnten so eventuell Riickschliisse auf die Funkti-
on und Regulierung der Stomaweite in fritheren Landpflanzen gezogen werden. Auch das
Vorhandensein hyperpolarisationsaktivierter, calciumpermeabler Kanile in Schliezellen
von Polypodium vulgare, Asplenium scolopendrium und Ceratopteris richardii wurde un-
tersucht. Dazu wurde im wesentlichen die im Kapitel beschriebene, fiir Nicotiana
tabacum etablierte Methode zur Applikation von hyperpolarisierenden Spannungspulsen

und zur Visualisierung der cytosolischen Calciumkonzentration angewandt.

3.3.1 Konfokale Fluoreszenzaufnahmen von SchlieBzellen in
Farnen

Um die zellulidre Organisation in SchlieBzellen von Farnen konfokal aufzuldsen, wurden
anhand von Fluoreszenzfarbstoffen das Cytosol und die Vakuole dieser Zellen visualisiert.
Fiir die Visualisierung des Cytosols wurde, wie schon fiir Tabak beschrieben (Abschnitt
[3.1), mit Mikroelektroden in SchlieBzellen intakter Pflanzen der Farnspezies Polypodium
vulgare und Asplenium scolopendrium eingestochen. Der Fluoreszenzfarbstoff Oregon

Green-BAPTA wurde durch iontophoretische Injektion in das Cytosol geladen.

Auffallend im Vergleich zu Tabak- und Arabidopsis-SchlieBzellen ist, dass es in beiden
gezeigten Farnspezies groflere cytosolische Bereiche gibt (Abbildung vergleiche
Abbildung [3.2] A), was darauf hinweist, dass die Vakuole im Vergleich kleiner ist. Dies
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Abb. 3.17: Konfokale Aufnahmen von SchlieBzellen in intakten Polypodium vulgare
(A) und Asplenium scolopendrium (B) Pflanzen, die mit Oregon Green-BAPTA be-
laden wurden. Es werden verschiedene fokale Ebenen der Schliezellen gezeigt, dabei
wurde bei der Ebene der SchlieBzellen, die an die Kutikula angrenzt begonnen und in
Richtung Mesophyll fortgefahren. Scalebar: 10 ym.

konnte auch gezeigt werden, indem Epidermisstreifen von Polypodium vulgare mit dem
Fluoreszenzfarbstoff BCECEF, der in die Vakuole transportiert wird, inkubiert wurden.
Die Fluoreszenz von BCECF konnte dann mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie
detektiert werden (Abbildung [3.18). So liel sich auch erkennen, dass die Schliefzellen
von Polypodium vulgare eine sehr groBBe Anzahl an Chloroplasten besitzen, wohingegen in

Tabak-Schliezellen nur einige wenige Chloroplasten vorliegen (siehe Abbildung [3.18).

BN EE
o

BCECF Chlorophyll Merge BCECF Chlorophyll Merge

Abb. 3.18: Konfokale Aufnahmen von Schliezellen in Epidermisstreifen von Poly-
podium vulgare (A) und Nicotiana tabacum (B), die mit BCECF beladen wurden.
Die Fluoreszenz von BCECF und die Autofluoreszenz des Chlorophylls wird einzeln und
iibereinandergelagert gezeigt. Scalebar 10 pm.

3.3.2 Elektrophysiologische Charakterisierung der Strome in
SchlieBzellen von Polypodium vulgare und Asplenium
scolopendrium

Die Anpassung der Stomadffnung wird in Angiospermen durch den Turgordruck der

SchlieBzellen kontrolliert, der durch die osmotisch getriebene Aufnahme oder Abgabe
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von Wasser in die Zelle eingestellt wird. Die treibende Kraft fiir diesen Wasserfluss ist die
Veridnderung der Kaliumkonzentration, die durch Kaliumkanile in der Plasmamembran
reguliert wird (Fischer, 1968, Schroeder et al., [1984). In Schlie3zellen intakter Pflan-
zen konnen die durch spannungsabhéngige Kaliumkanéle vermittelten Strome, die fiir die
Aufnahme bzw. Abgabe von Kalium zustdndig sind, mittels TEVC-Technik gemessen
werden (Roelfsema et al., 2001)).

Um Riickschliisse auf die Kaliumstrome iiber die Plasmamembran in SchlieBzellen von
Farnen machen zu konnen, wurde in SchlieBzellen von Polypodium und Asplenium ein-
gestochen und ebenfalls die TEVC-Technik angewandt. Dabei wurde ein Pulsprotokoll
verwendet, mit dem auch in Schliezellen von Arabidopsis, Tabak oder Vicia faba die Ak-
tivierung von ein- und auswértsgleichrichtenden Kaliumkanilen gemessen werden konn-
te (z.B. in Roelfsema et al., 2001, Roelfsema & Prins, 1997 und Stange, 2010). In den
beiden untersuchten Farnspezies konnten dabei Strome gemessen werden, die von ihrer
zeitabhidngigen Aktivierungskinetik her den in SchlieBzellen von Samenpflanzen gemes-
senen Kaliumstromen glichen (sieche Abbildung [3.19] vergleiche Roelfsema et al., 2001}
Roelfsema & Prins, [1997|und [Stange, 2010). Die auswirtsgleichrichtenden Kaliumkana-
le aktivierten bei Spannungen positiv von -40 mV, die einwirtsgleichrichtenden Kanile

negativ von -120 mV.

Neben den Kaliumkanélen spielen auch Anionenkanéle eine wichtige Rolle fiir die Re-
gulierung der Stomaoffnungsweite in Samenpflanzen (Roelfsema et al., 2004, Roelfsema
et al., 2012)). Auch die durch Anionenkanile vermittelten Strome sollten in Polypodium
mit Hilfe der TEVC-Technik untersucht werden. Dafiir wurden die Zellen auf ein Hal-
tepotential von O mV geklemmt und fiir jeweils 10 Sekunden auf Potentiale von 40 bis
-100mV geklemmt. Die auf diese Weise gemessenen Strome (Abbildung [3.20)) zeigten
eine dhnliche zeitabhidngige Deaktivierungskinetik wie S-Typ-Anionenkanile (vergleiche
Stangel 2010, Marten et al., 2007al). Auch hier war eine langsame Deaktivierung bei ne-
gativeren Potentialen erkennbar. Die instantanen Strome, die direkt nach dem Anlegen
der Testspannungen gemessen wurden, zeigten eine lineare Strom-Spannungskennlinie
(Abbildung [3.20| B), da die spannungsabhingige Deaktivierung bei S-Typ-Kanilen rela-
tiv langsam ist und nicht direkt nach dem Sprung auf die Testspannung einsetzt. Um zu
zeigen, dass es sich bei den gemessenen Stromen tatsdachlich um Anionenstrome handelt,
wurde durch den dritten Kanal der Mikroelektrode ein negativer Strom appliziert. Da-

durch wurde die Konzentration von Chlorid im Cytosol der Schliefzelle artfiziell erhoht.

Nach zwei und anschlieend nach vier Minuten dieser Strominjektion wurde erneut das
Pulsprotokoll appliziert. Die Zunahme der gemessenen Strome nach der Injektion von
Chlorid (sieche Abbildung[3.20]A, B und C) ist ein Hinweis darauf, dass es sich bei den hier
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Abb. 3.19: Spannungsabhiingige Strome in SchlieBzellen von Polypodium vulgare
und Asplenium scolopendrium. (A): Reprisentative Stromspuren fiir Polypodium- und
Asplenium-SchlieBzellen. Nach dem Einstich wurden ausgehend von einem Haltepoten-
tial von -100 mV fiir 2 Sekunden Testpulse im Bereich von +20 bis -180 mV in Schritten
von 20 mV appliziert. (B): Strom-Spannungs-Verhiltnis in SchlieBzellen der beiden Farn-
spezies. Die Werte fiir die instantanen Strome (offene Symbole) wurden am Anfang, die
fiir die Gleichgewichtsstrome (geschlossene Symbole) am Ende der jeweiligen Testpulse
bestimmt. n=40 (Polypodium) bzw. 15 (Asplenium). Die Fehlerbalken zeigen den Stan-
dardfehler. Abbildung veridndert aus Voss et al., 2018,

gemessenen Stromen tatsdchlich um Anionenstrome handelt. In den Strom-Spannungs-
Diagrammen lie sich gut die Erhdhung der instantanen Strome nach der Injektion des
negativen Stroms erkennen. Die Gleichgewichtsstrome wurden ebenfalls groBer. Aufler-
dem wurde nach der Injektion des negativen Stroms und der damit verbundenen Erh6hung
der cytosolischen Chloridkonzentration das Umkehrpotential positiver, was beides dafiir

spricht, dass die gemessenen Strome tatsdchlich Anionenstrome darstellen.

97



3 Ergebnisse

A vor CI” Injektion 2 min CI” Injektion 4 min CI” Injektion

0,2 nA |

- 0,4 L 0,4
L0 g0 6 40 2 L B ¢
<o
V(mV) o 3 : . <100 -80 -60 -40 -20 20
i A
s ¥ |04 V (mV) o °© S
? 3 < ¥
3 o
} } 4 i A i é 3
1 i | 0s T I |
{ , Yy Y L 0,4
< vor!njektion L 1,2 < vorInjektion  —}
Lime 3 vime 2
> v 4 minCl- ZLl.os

Abb. 3.20: Anionenstrome iiber die Plasmamembran in SchlieBzellen von Polypo-
dium vulgare. (A): Stromspuren vor der iontophoretischen Injektion von Chlorid (links)
und nach zwei (Mitte) und vier (rechts) Minuten Chloridinjektion. Die Schliezellen wur-
den auf ein Haltepotential von 0 mV geklemmt, davon ausgehend wurde in 20 mV Schrit-
ten fiir 10 s auf Potentiale von 40 bis zu -100 mV gesprungen. Um auswértsgleichrichten-
de Kaliumkanile zu inhibieren, enthielt die Mikroelektrode CsCl. Der Pfeil markiert die
Position von OnA. (B,C): Strom-Spannungsdiagramme der instantanen Stréme (B) und
der Gleichgewichtsstrome (C) vor und zwei bzw. vier Minuten nach der iontophoretischen
Chloridinjektion. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler, n= 9/9/8 (vor/2min/4min
Chloridinjektion).

3.3.3 Hyperpolarisationsaktivierte Calciumkanale in
Polypodium und Asplenium

Erhohungen der cytosolischen Calciumkonzentration spielen eine wichtige Rolle in Si-
gnalwegen, die an der Regulierung der Stomaweite in Angiospermen beteiligt sind (Ro-
elfsema & Hedrich, 2010, Kudla et al.| 2010). In mehreren Studien wurden Unterschie-
de zwischen der Reaktion der Stomata von Farnspezies und Samenpflanzen auf Ver-
dnderungen der Luftfeuchtigkeit beobachtet (Brodribb & McAdam), 2017, |Brodribb &
McAdam, 2011)). Demnach schlieBen die Stomata der Farne bei geringer Luftfeuchtigkeit
durch einen passiven, ABA-unabhingigen Mechanismus. Allerdings wird die Evolution
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der aktiven Regulierung der Stomaweite kontrovers diskutiert, da einige Studien auch in
basalen Landpflanzen, wie dem Bryophyten Physcomitrella patens und dem Lycophy-
ten Selaginella uncinata, eine Inhibierung der Stomaoffnung durch ABA zeigen konnten
(siehe z.B. Brodribb & McAdam, 2011] |Chater et al., 2011}, [Ruszala et al., [2011). 2017
konnte auch in Farnspezies ein ABA-abhingiger Stomaschluss nachgewiesen werden,
der von den Wachstumsbedingungen der Versuchspflanzen abhingig war (Horak et al.,
2017). Uber die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen der Stomaregulierung,
insbesondere iiber die Rolle der cytosolischen Calciumkonzentration im Zusammenhang
mit der Aktivierung von Anionenkanilen und calciumabhéngigen Proteinkinasen, ist in
Farn-SchlieBzellen allerdings bis heute sehr wenig bekannt. In Tabak wird durch Hy-
perpolarisierung der Plasmamembran von SchlieBzellen die Erh6hung der cytosolischen
Calciumkonzentration durch die spannungsabhingige Aktivierung von calciumpermea-
blen Kationenkanilen in der Plasmamembran und durch die Freigabe von Calcium aus
intrazellulidren Speichern ausgelost (Voss et al., 2016). Um zu testen, ob diese Mechanis-
men auch in SchlieBzellen von Farnen ausgelost werden konnen, wurde die Kombination
aus elektrophysiologischen Messungen und Imaging mit calciumsensitiven Farbstoffen

angewandt.

Es wurden hierfiir die beiden Farnspezies Polypodium vulgare und Asplenium scolopen-
drium, die beide der Ordnung Polypodiales angehoren, untersucht. Dabei wurde zuerst
der Einzelwellenlidngen-Calciumindikator Oregon Green-BAPTA verwendet, um zu be-
urteilen, ob iiberhaupt eine Anderung der cytosolischen Calciumkonzentration durch eine

Hyperpolarisierung hervorgerufen werden kann.

Sowohl bei Polypodium als auch bei Asplenium wurde direkt nach Beginn der Hyper-
polarisierung ein Anstieg der Fluoreszenzintensitit von Oregon Green-BAPTA beobach-
tet. Die Hyperpolarisierung durch einen Spannungspuls fiihrt also auch in diesen beiden
Arten zu einer Erhohung der cytosolischen Calciumkonzentration. Auffillig dabei war,
dass die Verteilung des Fluoreszenzfarbstoff in einigen Stomata nicht auf die Schlie3-
zelle begrenzt blieb, in die die Mikroelektrode eingestochen wurde. Stattdessen verteilte
sich Oregon Green-BAPTA auch in der NachbarschlieBzelle, wie in Abbildung [3.21] bei
der Messung von Asplenium zu sehen ist. Dies konnte in Messungen mit SchlieBzellen
von Nicotiana tabacum nicht beobachtet werden. AuBBerdem war wihrend der Hyperpo-
larisierung keine Erhohung der Fluoreszenzintensitit um den Zellkern und Abnahme im
Zellkern zu beobachten (Abbildung [3.21].

Zur Quantifizierung der Anderungen der cytosolischen Calciumkonzentration wurden
weitere Messungen mit dem ratiometrischen Calciumreporter Fura-2 durchgefiihrt. Dabei

wurde die Plasmamembran auf Spannungen von -180, -200 und -220 mV hyperpolarisiert,
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Abb. 3.21: Hyperpolarisierung der Plasmamembran durch Spannungspulse fiihrt
in SchlieBzellen von Polypodium vulgare und Asplenium scolopendrium zu einer Er-
hohung der cytosolischen Calciumkonzentration. In Falschfarben dargestellte relative
Fluoreszenzintensitit F/F, von Oregon Green-BAPTA in Schliezellen vor, wihrend und
nach einer Hyperpolarisierung. Die SchlieBzellen wurden fiir 10 s auf -200 mV hyperpo-
larisiert. Start der Hyperpolarisierung t = 20 s. Scalebar: 20 ym. Abbildung verédndert aus
Voss et al., [2018|

um die Stirke der Erhohung der cytosolischen Calciumkonzentration zu vergleichen.

Wihrend einer Hyperpolarisierung konnte man an dem veridnderten Verhiltnis der Inten-
sitaten von Fura-2 bei den Wellenldngen 345 nm und 390 nm erkennen, dass die cytosoli-
sche Calciumkonzentration durch die Hyperpolarisierung anstieg und nach der Riickkehr
zum Haltepotential wieder abnahm. Ungefidhr 120 Sekunden nach Beenden des Span-
nungspulses wurde der urspriinglichen Wert wieder erreicht (3.22] A und B). Das Ver-
hiltnis der beiden Wellenlidngen wurde durch Kalibrationsmessungen in die cytosolische
Calciumkonzentration umgerechnet und in Abbildung [3.22| A in Falschfarben dargestellt.
Das Ergebnis der Messung von 15 Zellen ergab, dass durch einen Hyperpolarisierungspuls
auf -200mV in SchlieBzellen von Polypodium vulgare durchschnittlich eine Erhohung
der cytosolischen Calciumkonzentration um 263 nM (SE =152 nM) ausgelost wird (Ab-
bildung [3.22] C). Wie schon von [Stange et al.| 2010] fiir Tabak beschrieben, war der An-
stieg der Calciumkonzentration abhingig von der Stirke des hyperpolarisierenden Span-
nungspulses. Wurde die Plasmamembran auf -180 mV hyperpolarisiert, waren Erhohun-
gen bis ca. 200 nM messbar. Bei Hyperpolarisierungen der Plasmamembran auf -200 mV
oder -220 mV ergaben sich Anderungen bis iiber 1000 nM. Die Hiufigkeitsverteilung ist
in Abbildung D in einem Balkendiagramm dargestellt.
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Abb. 3.22: Quantifizierung des spannungsinduzierten Calciumanstiegs in SchlieBzel-
len von Polypodium vulgare mithilfe des ratiometrischen Calciumindikators Fura-
2. (A): In Falschfarben dargestellte cytosolische Calciumkonzentration vor (30 s), wih-
rend (63 und 69 s) und nach (180s) einem 10 Sekunden andauernden hyperpolarisieren-
den Spannungspuls. Scalebar: 20 m. (B): Durchschnittliche Anderung der cytosolischen
Calciumkonzentration durch die Applikation eines 10 Sekunden anhaltenden hyperpola-
risierenden Spannungspulses auf -200 mV. Der schwarze Balken markiert die Zeitspanne
der Hyperpolarisierung. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler, n = 15. (C): Héu-
figkeitsverteilung der Stirke des Anstiegs der cytosolischen Calciumkonzentration durch
hyperpolarisierende Spannungspulse auf -180, -200 oder -220 mV. Abbildung verédndert
aus 'Voss et al.| 2018l

3.3.3.1 Abhangigkeit der Anionenstrome von der Calciumkonzentration
und vom Kaliuminflux wahrend der hyperpolarisierenden
Spannungspulse in Polypodium

In Polypodium vulgare wurde zusitzlich zum Anstieg der cytosolischen Calciumkonzen-
tration wihrend der hyperpolarisierenden Spannungspulse auch die Aktivierung der An-
ionenstrome nach Riickkehr zum Haltepotential analysiert. Wie schon fiir Versuche mit
Nicotiana tabacum und Arabidopsis thaliana (Abbildung wurden auch hier die ge-
messenen Anionenstrome im Verhéltnis zu den einwértsgleichrichtenden Kaliumstromen
wihrend der Spannungspulse aufgetragen (Abbildung [3.23] A und B). In beiden Arten
konnte gezeigt werden, dass die Stirke des Anionenausstroms nach dem Spannungspuls

mit der Stirke des Kaliumeinstroms wihrend des Spannungspulses korreliert (Abbildung
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[3.14] Abschnitt [3.2.2.4), was wahrscheinlich durch die erhohte Chloridkonzentration im
Cytosol zu erklédren ist. Da die Messungen an Polypodium vulgare mit Fura-2 durchge-
fiihrt wurden, lagen fiir alle Zellen Informationen iiber die cytosolische Calciumkonzen-
tration wéahrend der Hyperpolarisierung vor, die ebenfalls mit in die Darstellung einbezo-
gen werden konnten. Das ermoglicht eventuell Aussagen iiber eine potentielle Regulie-
rung der Anionenkanile durch calciumabhingige Signalkaskaden. Um einen Zusammen-
hang darstellen zu konnen, wurden die Messungen anhand der Hochstwerte der mittels
Spannunsgspuls induzierten Erhohung der Calciumkonzentration in Gruppen eingeteilt
(Abbildung A). Wie in Tabak und Arabidopsis besteht auch in Polypodium vulgare
ein Zusammenhang zwischen der Stirke des aktivierten Kaliuminfluxes und dem An-
ionenausstrom nach dem Spannungspuls (Abbildung [3.23| B). Auerdem kann man aus
Abbildung B schlieen, dass eine hohere cytosolische Calciumkonzentration zu ei-
nem hoheren Anionenausstrom nach Beenden des Spannungspulses im Verhéltnis zum

Kaliumeinstrom wéhrend des Spannungspulses fiihrt.

B
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Abb. 3.23: Die nach hyperpolarisierenden Spannungspulsen gemessenen Anionen-
strome in Polypodium vulgare sind abhingig vom Kaliumeinstrom wihrend der Hy-
perpolarisierung und werden durch eine hohe cytosolische Calciumkonzentration
verstirkt. Die Messungen wurden an Schliezellen intakter Pflanzen durchgefiihrt. (A):
Cytosolische Calciumkonzentration und wéhrend des Pulsprotokolls gemessener Strom
einer Beispielzelle aufgetragen iiber die Zeit. [Ca**].,peak entspricht der maximalen,
wihrend der Messung auftretenden Calciumkonzentration. Ixmax entspricht dem gemes-
senen Strom am Ende der hyperpolarisierenden Spannungspulse, Ianionmax entspricht
dem Maximum des Stroms, der nach der Riickkehr zum Haltepotential messbar war.
(B): Nach Riickkehr zum Haltepotential gemessene Anionenstrome aufgetragen gegen
die Kaliumstrome, die wihrend der 10 Sekunden andauernden Spannungspulse gemessen
wurden an SchlieB3zellen intakter Polypodium vulgare-Pflanzen. Die einzelnen Messun-
gen sind anhand der mit Fura-2 ermittelten cytosolischen Calciumkonzentration wihrend
des Spannungspulses in Gruppen eingeteilt (farbliche Markierung).
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3.3.4 SchlieBzellen in Polypodium und Asplenium sind
miteinander verbunden

In den Versuchen, in denen Fluoreszenzfarbstoffe in Schliezellen verschiedener Farn-
spezies injiziert wurde, blieb der Fluoreszenzfarbstoff nicht auf die eingestochene Zelle
begrenzt, in die der Farbstoff direkt injiziert wurde. Stattdessen konnte man in 23 von 39
Stomakomplexen von Polypodium vulgare und in 9 von 14 Stomakomplexen von Aspleni-
um scolopendrium im Verlauf der Versuche eine zunehmende Fluoreszenz von Fura-2 in
der angrenzenden NachbarschlieBzelle beobachten. Diese Verteilung eines Fluoreszenz-
farbstoffs auf beide SchlieBzellen eines Stomakomplexes trat in vergleichbaren Versuchen
mit den Samenpflanzen Nicotiana tabacum und Vicia faba (wie z.B in dieser Arbeit in den
Abschnitten @ und [3;2] oder in der Literatur: Marten et al., 2007b, Stange et al., 2010,
Levchenko et al., 2008, |Voss et al., 2016]) nicht auf.

Zwischen den beiden Schliezellen eines Stomakomplexes in den Farnspezies Polypodi-
um vulgare und Asplenium scolopendrium scheint also eine cytoplasmatische Verbindung
zu existieren, die dazu fiihrt, dass der Fluoreszenzfarbstoffe sich in beiden Schlief3zellen
eines stomatidren Komplexes verteilen kann. Um diese cytoplasmatische Verbindung der
SchlieBzellen genauer zu charakterisieren, wurde iiber einen Zeitraum von 20 Minuten der
Fluoreszenzfarbstoff Lucifer Yellow iontophoretisch in SchlieBzellen der Farne Polypo-
dium vulgare und Polypodium glycyrrhiza injiziert. Wihrend der Beladung erschien die
Fluoreszenz von Lucifer Yellow zuerst in der eingestochenen Schlie3zelle und bald dar-
auf auch zunehmend in der benachbarten Schliefzelle (3.24] A). Die Intensitit von Lucifer
Yellow in der Nachbarschliezelle nahm im Vergleich zu der in der eingestochenen Zelle
langsamer zu @ B). Die maximale Intensitit, die in der NachbarschlieBzelle erreicht
wurde, war in Polypodium vulgare im Durchschnitt um 40 % geringer als in der eingesto-
chenen SchlieBzelle. In Polypodium glycyrrhiza war die Fluoreszenz nach 20 Minuten in

der Nachbarschlie3zelle genauso hoch wie in der eingestochenen.
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Abb. 3.24: Fluoreszenzfarbstoff verteilt sich in Polypodium-Arten in der Nach-
barschlieBzelle. (A): In Falschfarben codierte Bilder der Fluoreszenzintensitit von Luci-
fer Yellow in SchlieBzellen von Polypodium vulgare (oben) und Polypodium glycyrrhiza
(unten) in einem intakten Farnblatt. In die jeweils obere Zelle wurde eingestochen und
iontophoretisch Lucifer Yellow geladen. Die Farben stellen die relative Fluoreszenzinten-
sitdt dar, dabei wurde die Intensitit fiir t=20 min (in der eingestochenen Schliezelle)
auf 100 % gesetzt. Scalebar: 20 ym. (B): Zunahme der Fluoreszenzintensitidt von Luci-
fer Yellow in SchlieBzellenpaaren von Polypodium vulgare (links) und Polypodium gly-
cyrrhiza (rechts). Wie in A beschrieben, wurde die Fluoreszenzintensitit fiir t=20min
auf 100 % gesetzt. Die Fehlerbalken repridsentieren den Standardfehler. Die Daten wur-
den von M. R. G. Roelfsema zur Verfiigung gestellt. Abbildung verindert aus [Voss et al.,
2018,

Eine Verbindung, die die Verteilung von iontophoretisch in eine SchlieBzelle injizier-
ten Fluoreszenzfarbstoffen zwischen beiden SchlieBzellen eines Stomakomplexes ermog-
licht, konnte zum Beispiel durch Plasmodesmata in der Zellwand zwischen diesen beiden
Zellen hergestellt werden. Plasmodesmata bilden eine cytoplasmatische Verbindung, die

iber die Zellgrenzen hinweg einen Stoffaustausch erlauben (Robards & Gunning, 1976).

104



3 Ergebnisse

Auch eine Diffusion von Fluoreszenzfarbstoffen durch Plasmodesmata und die daraus
resultierende Verteilung des Farbstoffs in angrenzende Zellen wurden bereits beschrie-
ben (Terry & Robards|, [1987). Um die Anwesenheit von Plasmodesmata in SchlieBzellen
von Polypodium zu untersuchen, wurden durch die Arbeitsgruppe von Professor Michael

Knoblauch elektronenmikroskopische Aufnahmen von Stomata in Polypodium glycyrrhi-

za gemacht.

Im Querschnitt einer solchen Aufnahme erkennt man den Nukleus der Schlie3zellen, der
von zahlreichen Chloroplasten umgeben im Zentrum der Schliezelle liegt (Abbildung
[3.25] A). In der VergroBerung konnten tatsichlich Plasmodesmata zwischen den beiden

SchlieBzellen gefunden werden, die die gesamte Zellwand durchspannen (3.25/B und C).

Abb. 3.25: Elektronenmikroskopische Aufnahmen eines Stomas von Polypodium gly-
cyrrhiza. (A): Querschnitt durch die beiden SchlieB3zellen des Stomas. Zu erkennen sind
der Zellkern (1), der stomatédre Spalt (2), Chloroplasten (3) und Lipidtrépfchen (4). (B)
und (C): VergroBerung der Aufnahme der Zellwand zwischen den beiden Schliezellen,
in der ein Plasmodesmos zu erkennen ist (s. Pfeil). Bilddaten zur Verfiigung gestellt von
Professor Michael Knoblauch und verdffentlicht in|Voss et al., 2018|

3.3.5 Trotz symplastischer Verbindung werden
Calciumsignale in den SchlieBzellen von Polypodium
und Asplenium unabhangig voneinander reguliert

Ebenso wie Fluoreszenzfarbstoffe konnten auch andere kleine Molekiile und Ionen durch
Plasmodesmata in die NachbarschlieBzelle gelangen. Dadurch wire auch eine Ubertra-
gung von Calciumsignalen zwischen den Schliezellen eines Stomakomplexes moglich.
Um eine potentielle Ubertragung von Calciumsignalen zwischen benachbarten SchlieB-
zellen zu untersuchen, wurde die durch hyperpolarisierende Spannungspulse induzierte
transiente Erhohung der cytoplasmatischen Calciumkonzentration benachbarter Schlie3-

zellen von Polypodium vulgare analysiert. Dafiir wurde wihrend einer Hyperpolarisie-
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rung der Plasmamembran von einem Haltepotential von -100 mV auf -200 mV das Fura-2
Verhiltnis Fs45/390 in beiden SchlieBzellen aufgezeichnet (Abbildung [3.26). In der einge-
stochenen Schlielzelle wurde ein schneller, steiler Anstieg des Verhéltnisses Fass/300 um
durchschnittlich 0,069 erreicht (SE =0,030, n=22), was auf eine schnelle Erhohung der
cytosolischen Calciumkonzentration hinweist. Die NachbarschlieBzelle zeigte dagegen
nur einen minimalen Anstieg dieses Verhiltnisses um 0,001 (SE=0,014, n=22). Auf-
grund dieser Ergebnisse scheint keine Kopplung der cytosolischen Calciumkonzentration
zwischen beiden Schliezellen eines Stomakomplexes vorzuliegen, stattdessen wird die

Calciumhomoostase wahrscheinlich in jeder Zelle eigenstindig reguliert.
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Abb. 3.26: Hyperpolarisationsinduzierte Erh6hungen der Calciumkonzentration
werden nicht auf die NachbarschlieBzelle iibertragen. (A): In Falschfarben codierte
Darstellung des Fsys/390 Verhiltnisses der Fura-2-Fluoreszenz in einer SchlieBzelle von
Polypodium vulgare vor (80s), wihrend (91 und 99 s) und nach (240 s) einer 10 s andau-
ernden Hyperpolarisierung auf -200 mV. Der hyperpolarisierende Spannungspuls wurde
bei t=90s gestartet. Die markierten Kreise zeigen die fiir B ausgewerteten Regionen an.
Die geschlossene Raute steht fiir die eingestochene Zelle, die offene fiir die benachbar-
te SchlieBzelle. Scalebar: 20 ym. (B): Anderung der Fura-2-Ratio in den in A gezeigten
SchlieBzellen iiber die Zeit. (C): Hyperpolarisationsinduzierte Anderung der Fura-2-Ratio
iber die Zeit, gemittelt fiir 22 Zellen. Der schwarze Balken markiert die Zeitspanne der
Hyperpolarisierung. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. Abbildung verédndert
aus Voss et al., {2018l

Gegen die gekoppelte Regulierung der cytosolischen Calciumkonzentration innerhalb ei-
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nes SchlieBzellenpaares spricht auch die Beobachtung von Oszillationen der Calciumkon-
zentration in SchlieBzellen von Asplenium scolopendrium, die nach der iontophoretischen
Injektion von Fura-2 auftraten (Abbildung [3.27). Wurde die Fluoreszenz von Fura-2 in
beiden SchlieBzellen iiber lingere Zeitrdume beobachtet, traten in der nicht eingestoche-
nen SchlieBzelle repetitive Erhohungen der cytosolischen Calciumkonzentration auf. Das
konnte in 5 von 9 SchlieBzellpaaren beobachtet werden. Ein Beispiel dafiir wird in Abbil-
dung gezeigt. In der eingestochenen Schliezelle wurden diese Oszillationen nicht

beobachtet. Die Verdnderungen der Fiys/390-Ratio von Fura-2 iiber die Zeit schien fiir bei-

de Zellen unabhingig zu sein.
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Abb. 3.27: Repetitive Erhohungen der cytosolischen Calciumkonzentration in
SchlieBzellen von Asplenium scolopendrium. (A): In Falschfarben codiertes Verhilt-
nis der Fura-2 Fluoreszenzintensititen Fs4s399 in zwei benachbarten Schliefizellen zu
verschiedenen Zeitpunkten. Die obere Schliezelle wurde nach dem Einstich einer Mi-
kroelektrode iontophoretisch mit Fura-2 beladen, nachdem das Membranpotential auf
-100mV geklemmt wurde. Scalebar: 20 um. (B): Anderung der Fura-2 Ratio in den in
A gezeigten Schliezellen iiber die Zeit. Abbildung verdndert aus Voss et al., 2018.

3.4 Elektroinfusion als Methode der
ABA-Applikation

Die ABA-Responsivitit von Schlie3zellen basaler Landpflanzen ist bis heute umstritten

(Sussmilch et al., 2017). Auch fiir Farne liegen Studien mit widerspriichlichen Ergebnis-

107



3 Ergebnisse

sen vor (Brodribb & McAdam), 2011, [Horak et al., 2017, |Caz1 et al., 2017)).

In dieser Arbeit sollte eine neue, verbesserte Methode fiir die Applikation von ABA an
SchlieBzellen intakter Pflanzen etabliert werden. Diese sollte dann vergleichend fiir Poly-
podium vulgare und Nicotiana tabacum durchgefiihrt werden. Dafiir wurde ABA mithilfe
einer Mikroelektrode iontophoretisch in die Zellwand der SchlieBzelle injiziert. Um zu
iberpriifen, ob es tatsédchlich zu einer Beladung des Apoplasten kommt, wurde der Injek-
tionslosung der Fluoreszenzfarbstoff Lucifer Yellow hinzugefiigt. Zuerst konnte mithilfe
von Fluoreszenzmikroskopie die Beladung kontrolliert werden, danach wurden Hellfeld-
aufnahmen der entsprechenden Spaltdffnung gemacht, um die Reaktion zu beobachten.
Die Versuche wurden zunichst mit Tabak-SchlieBzellen intakter Pflanzen durchgefiihrt
und anschlieBend mit Polypodium vulgare, um zu iiberpriifen, ob in dieser Art Stoma-

schluss als Antwort auf die ABA-Applikation eintritt.

Die iontophoretische Beladung des Apoplasten mittels der beschriebenen Methode funk-
tionierte sehr effektiv. Bei korrekter Positionierung der Elektrode konnte man direkt nach
dem Start der Elektroinfusion beobachten, wie sich Lucifer Yellow von der Elektroden-
spitze aus im Apoplasten ausbreitete. Angrenzend an die jeweilige Schliezelle wurde
dafiir eine Minute lang der Apoplast mit einem Strom von 1nA beladen. Dabei wur-
de die Zeit ab dem Zeitpunkt gemessen, ab dem zunehmende Fluoreszenz im Apoplast
beobachtet werden konnte. Nach einer Minute konnte deutliche Fluoreszenz in den Zell-
winden der SchlieBzellen gemessen werden, sowohl an den dufleren Zellwéinden als auch
zwischen den SchlieBzellen innerhalb der Spalt6ffnung (Abbildung [3.28] A). Die Bela-
dung des Apoplasten mittels Elektroinfusion wurde an derselben SchlieBzelle zuerst mit
der Kontrolllosung ohne ABA und nach Abschluss der Messung noch einmal mit ABA
durchgefiihrt (bezeichnet mit »ABA 2« in Abbildung [3.28] C). Zusitzlich wurde ABA in
den Apoplasten von anderen Schliezellen des gleichen Blattes geladen, an denen noch
keine Elektroinfusion stattgefunden hatte (gekennzeichnet als »ABA 1«).

SchlieBzellen von Nicotiana tabacum reagierten auf diese Methode der ABA-Applikation
mit einem schnellen, aber unvollstdndigen Stomaschluss, der bei der Kontrolllosung ohne
ABA nicht beobachtet werden konnte (Abbildung [3.28| B). Die Verringerung der Stoma-
weite in SchlieBzellen von Nicotiana tabacum war bereits circa eine Minute nach dem
Beenden der Strominjektion messbar (Abbildung Abbildung [3.28] C, oben). Die Reakti-
on war unabhingig davon, ob an derselben Schliefzelle vorher eine Elektroinfusion mit
der Kontrolllosung ohne ABA stattgefunden hatte. Bei Polypodium vulgare trat keine ver-
gleichbare Verringerung der Stomaweite als Reaktion auf ABA ein (Abbildung [3.28 B
und C, unten). Stattdessen konnte nur eine kleine Verringerung der Offnungsweite nach

der Elektroinfusion mit oder ohne ABA beobachtet werden. Dabei verringerte sich vor
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Abb. 3.28: Elektroinfusion mit ABA fiihrt zu schnellem Stomaschluss bei Nicotia-
na tabacum, nicht aber bei Polypodium vulgare. (A): Visualisierung der erfolgreichen
Elektroinfusion mit Hilfe von Lucifer Yellow. Die SchlieBzellen werden vor dem Start
und nach 60 s Strominjektion gezeigt. Es wurde entweder eine Injektionslosung mit 1 mM
ABA, oder eine Kontrolllosung ohne ABA verwendet. Scalebar 10 um. (B): Hellfeld-
Aufnahmen derselben SchlieBzellen wie in A nach der erfolgreichen Elektroinfusion.
Scalebar 10 zm. (C): Durchschnittliche Anderung der Stomaéffnungsweite nach der Elek-
troinfusion. Die Elektroinfusion von ABA wurde entweder an Schlie3zellen durchgefiihrt,
an denen vorher noch keine Elektroinfusion durchgefiihrt wurde (»ABA 1«, Erstinjekti-
on) oder an Schliezellen, an die vorher schon Kontrollldsung appliziert wurde (» ABA 2«
Folgeinjektion). Die Anzahl der jeweiligen Experimente ist in Klammern im Graphen an-
gegeben. Fehlerbalken reprisentieren den Standardfehler.

allem innerhalb der ersten zwei Minuten nach dem Beenden der Elektroinfusion die Off-
nungsweite. Spéter verringerte sich die Stomaweite weiter geringfiigig, es bestand dabei
aber kein signifikanter Unterschied in der Anderung der Stomadffnungsweite zwischen

Kontrolllosung und ABA-haltiger Losung.
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4 Diskussion

4.1 Der Einsatz eines Spinning-Disc-Systems
eroffnet neue Moglichkeiten fir
hochaufgelostes Calcium-Imaging in
SchlieBzellen

Transiente Erhohungen der cytosolischen Calciumkonzentration treten in Schliezellen
als Antwort auf verschiedene Stimuli auf und konnen sich in ihren zeitlichen und rdumli-
chen Muster voneinander unterscheiden. Dabei treten Unterschiede in Dauer, Amplitude
und in der Frequenz der Calciumtransienten auf (Evans et al., 2001} [Trewavas, 1999,
Konrad et al., 2018). Zur genaueren Analyse der Calciumtransienten in SchlieBzellen von
Nicotiana tabacum wurde in dieser Arbeit erstmalig ein Spinning-Disc-System einge-
setzt, um elektrophysiologische Methoden mit konfokaler Visualisierung von Schlie3zel-
len kombinieren zu konnen. Der wesentliche Vorteil dieser Technik gegeniiber der konfo-
kalen Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) ist die schnellere Bildgebung. Statt der zei-
tintensiven Rasterung einzelner Bildpunkte mithilfe eines einzelnen Laserstrahls, wie bei
der CLSM, wird bei der Spinning-Disc-Methode durch die Anwendung einer rotierenden
Scheibe mit speziell angeordneten »Pinholes« das Fluoreszenzabbild einer gesamten Ebe-
ne direkt mithilfe einer CCD-Kamera aufgenommen (Gréf et al., 2005, |(Oreopoulos et al.,
2014). Schnelle Anderungen der Fluoreszenzintensitit eines Reporterfarbstoffs sowie dy-
namische Vorginge innerhalb einzelner Zellen konnen so mit einer hoheren zeitlichen
Auflosung verfolgt werden. Mithilfe von Spinning-Disc-Systemen wurden unter anderem
der endocytotische und sekretorische Verkehr durch das Trans-Golgi Netzwerk (Viotti
et al., 2010) und dynamische Prozesse des Cytoskeletts (Sampathkumar et al., 2011, Ko-
mis et al., 2017 visualisiert. In SchlieBzellen wurde mithilfe dieser Technik die Interak-
tion von Zellulosesynthesekomplexen mit Mikrotubulis wihrend der Stomabewegungen
gezeigt (Rui & Anderson, 2016).

Der Einsatz des Spinning-Disc-Systems ermoglicht relativ unkompliziert die Durchfiih-
rung elektrophysiologischer Messungen wihrend der Aufnahme konfokaler Fluoreszenz-
bilder. Auch das Beladen einzelner Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen durch Mikroelek-

troden ist mit Hilfe des elektrophysiologischen Setups moglich. Da die Spinning-Disc-

110



4 Diskussion

Einheit relativ einfach an ein gewohnliches Fluoreszenzmikroskop angebaut werden kann,
sind auch Messungen an intakten Pflanzen, durch die ein hoherer Platzbedarf entsteht,
moglich. Im Vergleich zu nicht-konfokaler Fluoreszenzmikroskopie, wie sie ansonsten
oft in Kombination mit elektrophysiologischen Methoden eingesetzt wird, ist die rdum-
liche Auflosung bei Spinning-Disc-Systemen hoher und erlaubt die Abbildung einzelner
Ebenen von Schliezellen. Durch die Injektion von Fluoreszenzfarbstoffen konnte in die-
ser Arbeit das Cytosol oder die Vakuole der Schliezellen in verschiedenen Ebenen der
Zelle konfokal visualisiert werden, wobei auch die Lage des Nukleus und der Chloro-
plasten erkennbar ist (Abbildung [3.2]und [3.3)). Solche Aufnahmen aus den verschiedenen
fokalen Ebenen wiirden mit entsprechender Software auch die 3D-Rekonstruktion des cy-
tosolischen bzw. vakuoldren Volumens erlauben, wie sie zum Beispiel von Andrés et al.,
2014{und Tanaka et al., 2007 mittels CLSM durchgefiihrt wurde.

Die Anwendung des hier verwendeten Spinning-Disc-Systems zur Visualisierung der Dy-
namik der Calciumkonzentration innerhalb einzelner Schlie3zellen mittels Oregon Green-
BAPTA ermoglichte Aufnahmesequenzen mit zwei Bildern/Sekunde. In solchen kann
beispielsweise gezeigt werden, wie sich ausgehend von der Einstichstelle die lokale Er-
hohung der Calciumkonzentration in einer SchlieBzelle von Nicotiana tabacum an der
Membran entlang ausbreitet (Abbildung[3.4). Diese Erhchung der Calciumkonzentration
um die Einstichstelle in Zusammenhang mit einer Bewegung der Elektrode wird wahr-
scheinlich durch eine kurzzeitige Verletzung der Membran verursacht. Eine Aktivierung
mechanosensitiver, calciumpermeabler Kanéle (Hamilton et al., 2015, |Cosgrove & Hed-

rich, |1991) kann aber auch dazu beitragen.

Fiir Aufnahmen von SchlieBzellen in intakten Pflanzen iiber ldngere Zeitraume hinweg
beschrinken die Bewegungen der Zellen in seitlicher Richtung oder aus der fokalen Ebe-
ne hinaus den Nutzen der Methode. So war es zum Beispiel nicht mdglich, mithilfe von
Oregon Green-BAPTA die Calciumkonzentration nach der Applikation von ABA durch
Perfusion zu beobachten, vor allem da die Bewegungen der Pflanze durch die Perfusion
von Losungen iiber das Blatt oft verstiarkt werden. Hierfiir wiirde sich der Einsatz ratio-
metrischer Farbstoffe anbieten. Allerdings stellt das fiir diese Messungen erforderliche
Wechseln der Filter durch die Ansteuerung des Filterrads wihrend der Messung vor al-
lem bei kurzen Intervallzeiten eine Erschiitterung dar, die elektrophysiologische Messun-
gen storen kann. Eventuell konnte dieser Effekt durch langsameres Beschleunigen und
Abstoppen des Filterrads vermindert werden, indem die Geschwindigkeit der Filterrad-
bewegungen iiber die Software angepasst wird. Trotz Anwendung eines ratiometrischen
Farbstoffs miissten auBerdem die Bewegungen aus der fokalen Ebene heraus in gewis-

sem Male korrigiert werden. In dieser Arbeit konnte fiir die ratiometrischen Messungen
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mit Fura-2 das Spinning-Disc-System nicht eingesetzt werden, da bei den kurzen Anre-
gungswellenldnge von 345 bzw. 390 nm zu viel Anregungslicht verloren geht. Um die
Erschiitterungen bei der Bewegung des Filterrades zu vermeiden, wurde ein Polychroma-

tor fiir die Erzeugung des Anregungslichts verschiedener Wellenlidngen genutzt.

Ein weiterer Punkt, der bei der Verwendung des Spinning-Disc-Systems CARVII zu be-
riicksichtigen ist, ist ein relativ hoher Verlust von Anregungs- und Emissionslicht, unter
anderem an der sich drehenden Pinhole-Scheibe. Hinzu kommt der Verlust an Anregungs-
und Emissionslicht durch den Einsatz von Objektiven mit groBerem Arbeitsabstand (LD—-
long working Distance), die fiir die Zuginglichkeit mit Mikroelektroden jedoch Voraus-
setzung sind. Deswegen ist vor allem bei kleinen SchlieBzellen wie in Arabidopsis tha-
liana und beim Einsatz genetisch codierter Fluoreszenzreporter, die hiufig relativ geringe
Fluorezenzausbeuten haben, die Fluoreszintensitdt zu gering. Mit fluoreszenzintensiven
Farbstoffen wie Oregon Green-BAPTA, Lucifer Yellow oder auch Fluorescein-Diacetat
und BCECF konnen dagegen sehr detaillierte Aufnahmen von SchlieBzellen gemacht
werden (Abbildung [3.2]und [3.3). Der Einsatz eines verbesserten Spinning-Disc-Systems,
indem eine zusitzliche Scheibe mit Mikrolinsen den Verlust von Anregungs- und Emis-
sionslicht innerhalb der Spinning-Disc-Einheit vermindert (wie zum Beispiel Yokogawa
CSU-10, CSU-21 oder CSU-W1, wie sie in Graf et al., 2005 und Oreopoulos et al., 2014

erwihnt werden), wiirde wahrscheinlich zu hoher aufgelosten Bildern fiihren.

Die Anwendung der Kombination aus konfokaler Mikroskopie und elektrophysiologi-
scher Methodik fiihrte im Rahmen dieser Arbeit trotz der oben genannten Beschridnkun-
gen des Systems zu verschiedenen neuen Erkenntnissen. So wurden zum ersten Mal An-
derungen des cytosolischen und vakuoldren Volumens, die in Verbindung mit der Strom-
injektion wihrend der Applikation hyperpolarisierender Spannungspulse stehen, sichtbar
gemacht und anhand eines Modells erkldrt (Abbildung [4.T)).

4.2 Strominjektion fuhrt zu einem osmotisch
getriebenen Wassereinstrom ins Cytosol

Die Zwei-Elektroden-Spannungsklemmtechnik (TEVC) wurde in dieser Arbeit eingesetzt
um die Plasmamembran von SchlieBzellen in intakten Pflanzen kurzzeitig zu hyperpolari-
sieren und um so transiente Erhohungen der Calciumkonzentration im Cytosol auszuldsen
(siehe auch Stange et al., 2010/und Grabov & Blatt, |1998)). Durch die gleichzeitige Visua-
lisierung mittels konfokaler Spinning-Disc-Mikroskopie und den Einsatz verschiedener

Fluoreszenzfarbstoffe konnten dabei an SchlieBzellen von Nicotiana tabacum und Ara-
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bidopsis thaliana eine VergroBerung des cytosolischen Volumens und eine Verkleinerung
des vakuolidren Volumens wihrend der Hyperpolarisierung der Plasmamembran beobach-
tet werden (Abbildungen [3.5[3.6 [3.9). Durch Versuche mit verschiedenen Bad- und
Elektrodenlosungen konnte gezeigt werden, dass diese Volumenédnderung durch einen lo-
nenfluss aus der Elektrode ins Cytosol verursacht werden, der einen osmotischen Wasser-
einstrom nach sich zieht (Abbildungen [3.10). Ein Modell der Vorginge in der Schliezel-
le, wie sie unserer Hypothese nach wihrend eines hyperpolarisierenden Spannungspulses
auftreten, wird in Abbildung [4.1] gezeigt. Bei diesem Modell wird davon ausgegangen,
dass die spannungsabhingige Aktivierung der einwirtsgleichrichtenden Kaliumkanile
(Schroeder, [1988| Roelfsema & Prins|, [1997) der initiierende Schritt ist. Durch Cédsiumio-
nen in der Badlosung wurden sowohl die Einwirtsstrome wihrend der hyperpolarisieren-
den Spannungspulse, als auch die cytosolische Ausdehnung inhibiert (Abbildung [3.10).
Der durch die spannungsaktivierten Kanéle erfolgende Kaliumeinstrom in die Zelle wird
wihrend des Spannungspulses durch den Kompensationsstrom der Strominjektionselek-
trode ausgeglichen. Dabei kommt es sowohl zu einem Ausstrom von Kaliumionen aus
dem Cytosol in die Elektrode als auch zum Einstrom von Chloridionen aus der Stromin-
jektionselektrode in das Cytosol (Abbildung[4.1| A Punkt 2).

Da die Mobilitdt von Kalium- und Chloridionen vergleichbar ist (Ng & Barry, 1995)),
wird sich der Kompensationsstrom etwa zur Hilfte aus Chlorideinstrom ins Cytosol und
zur Hilfte aus Kaliumausstrom in die Elektrode zusammensetzen. Dabei wurden Stro-
me von anderen Kationen aus dem Cytosol in die Elektrode, aufgrund von geringerer
cytosolischer Konzentration und ionischer Mobilitdt im Vergleich zu K*, vernachléssigt
(Ionenkonzentrationen im Cytosol der SchlieBzellen siehe Jezek & Blatt, 2017, ionische
Mobilitédten siehe Ng & Barry, 1995 und Barry & Lynch, 1991). Durch das Ersetzen des
Chlorids in der Elektrodenlosung durch Glukonat lief3 sich dieses Verhéltnis verschieben,
da Glukonationen relativ zu Kaliumionen eine Mobilitit von 0,33 besitzen (Ng & Bar-
ryl, |1995). Die geringeren Volumenédnderungen wéhrend der hyperpolarisierenden Span-
nungspulse mit Glukonat als Anion in der Elektrode deuten darauf hin, dass der Kali-
umeinstrom aus dem Cytosol in die Elektrode mit dieser Elektrodenlosung grofler war
als der Glukonatstrom aus der Elektrode ins Cytosol. Somit nahm die Ionenkonzentrati-
on im Cytosol insgesamt weniger zu (Abbildung und siehe auch Modell
B). Anhand der ionischen Mobilitdt von 0,33 im Vergleich zu K* kann der Anteil des
Glukonatausstromes wihrend der Hyperpolarisierung auf circa ein Viertel des gesamten
Stromes geschitzt werden, wihrend die anderen drei Viertel durch Kaliumeinstrom in die

Elektrode verursacht werden.

Insgesamt erhoht sich also wihrend einer durch TEVC verursachten Hyperpolarisierung
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Abb. 4.1: Ein osmotisch getriebener Wasserfluss aus der Vakuole fiihrt zur Erho-
hung des cytosolischen Volumens wihrend der Applikation hyperpolarisierender
Spannungspulse mittels TEVC. Modell fiir die Vorginge in der SchlieBzelle wihrend
eines Spannungspulses. (A): mit KCI als Elektrodenlosung. 1: Durch die Hyperpolari-
sierung werden einwirtsgleichrichtende K*-Kanile aktiviert und K* stromt ins Cytosol.
2: Zur Kompensation des Kaliumeinstroms werden K*-Ionen in die Elektrode aufgenom-
men und CI-Ionen flieBen aus der Elektrode ins Cytosol. Diese beiden Ionenfliisse soll-
ten theoretisch zu gleichen Teilen auftreten, da die ionische Mobilitit von K* und CI’
fast identisch ist. 3: Durch die Erhohung der Ionenkonzentration im Cytosol flieBt Wasser
osmotisch getrieben aus der Vakuole ins Cytosol, wodurch das cytosolische Volumen zu-
nimmt. (B): mit KGlukonat als Elektrodenlosung. 1: Die Aktivierung der einwértsgleich-
richtenden K*-Kanile findet genauso wie in A statt. 2: Aufgrund der geringeren ionischen
Mobilitdt von Glukonat™ in Relation zu K* stromt mehr K* in die Elektrode als Glukonat
ins Cytosol abgegeben wird. Deswegen erhoht sich die Ionenkonzentration im Cytosol
weniger als in A. 3: Es erfolgt eine geringere Vergroflerung des cytosolischen Volumens,
da die Ionenkonzentration im Cytosol weniger zugenommen hat.

Vakuole

des Membranpotentials die Ionenkonzentration im Cytosol und zwar in Abhiingigkeit von
der Stéirke des dabei aktivierten Kaliumeinwirtsstromes durch die Plasmamembran und
vom Anteil des Anionenausstromes aus der Elektrode ins Cytosol (Abbildung[3.10). Laut
Berechnung (siche Abschnitt [3.2.2.3)) flossen in einer SchlieBzelle einer intakten Tabak-
Pflanze wihrend eines 10 s andauernden hyperpolarisierenden Spannungspulses im Mittel
300 fmol Kaliumionen durch einwirtsgleichrichtende Kanile. Die cytosolische Kalium-
und Chloridkonzentration wiirde dabei mit einer Elektrodenlosung von KCI um jeweils
150 fmol zunehmen. Um eine Vorstellung zu bekommen, welche Groenordnung diese
Zunahme der Ionenkonzentration im Cytosol hat, wurden die hier berechneten Werte mit
experimentell bestimmten Werten fiir den Kaliumgehalt in Schliezellen verglichen. Die-
se liegen nur fiir Vicia faba vor, lassen sich jedoch zum Vergleich heranziehen, wenn
man davon ausgeht, dass SchlieBzellen von Vicia faba und Nicotiana tabacum annihe-
rungsweise das gleiche Volumen haben (Willmer & Fricker, 1996| Kapitel 2, Jezek &
Blatt, 2017, Tabelle 1, und Marten et al.l 2007b)) und dass die Kaliumkonzentration in

SchlieBzellen in beiden Arten in etwa vergleichbar ist. Der Kaliumgehalt einer Schlief3-
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zelle von Vicia faba im geschlossenen Zustand betrdgt ungefihr 0,3 pmol, im gedffneten
Zustand circa 2,5 pmol (Roelfsema & Hedrich, 2005, Tabelle 1 und Referenzen dort). Bei
Stomabewegungen werden folglich ungefihr 2 pmol Kaliumionen aufgenommen bzw. ab-
gegeben. Diese Werte beinhalten das Kalium der gesamten SchlieB3zelle, also in Cytosol
und Vakuole. Denkt man nun an die 150 fmol Kaliumionen, die in nur 10 Sekunden wih-
rend eines hyperpolarisierenden Spannungspulses vermutlich im Cytosol akkumulieren,
sind das ca. 7,5 % der Kaliumionen, die wihrend der gesamten Dauer der Stomadffnung
aufgenommen werden. Allerdings geschieht dies bei der Stomadffnung iiber einen viel
langeren Zeitraum und die Ionen akkumulieren hauptsichlich in der Vakuole. Es ist also
anzunehmen, dass wihrend der Applikation hyperpolarisierender Spannungspulse osmo-
tisch getriebene Wasserstrome ins Cytosol auftreten. Diese Wasserstrome konnten in die-
ser Arbeit indirekt durch die Volumenédnderungen des Cytosols und der Vakuole gezeigt

werden.

In SchlieBzellen von Arabidopsis thaliana werden wihrend eines hyperpolarisierenden
Spannungspulses im Mittel 107 fmol Kaliumionen durch einwirtsgleichrichtende Kali-
umkanile aufgenommen. Das bedeutet, dass sich die Kalium- und Chloridkonzentrati-
on um jeweils ca. 50 fmol dndern miisste, wenn der Kompensationsstrom sich aus 50 %
Kaliumeinstrom aus dem Cytosol in die Elektrode und aus 50 % Chloridausstrom aus
der Elektrode in das Cytosol zusammensetzt. Im Vergleich zum relativen Volumen von
Arabidopsis thaliana-SchlieBzellen zu Vicia faba-SchlieBzellen (0,87 pl im Vergleich zu
6,5 pl in Vicia faba, Tanaka et al., 2007 und Roelfsema & Hedrich, 2005] Tabelle 1 und
Referenzen darin, Werte fiir den Zustand bei gedffneten Stomata) sind die Auswirkun-
gen der hyperpolarisierenden Spannungspulse wahrscheinlich noch stirker als in Tabak-
SchlieBzellen.

Anhand dieser Werte kann man eine ungefdhre Vorstellung davon bekommen, wie massiv
die Anderungen der Ionenkonzentration im Cytosol wihrend der kurzen Spannungspul-
se sein miissten, was auch die gut sichtbaren Anderungen des cytosolischen Volumens

erkliaren wiirde.

4.2.1 Die Rolle osmotisch getriebener Wasserflisse

Bei den durch die Strominjektion verursachten, osmotisch getriebenen Wasserfliissen in-
nerhalb der Schliezelle, die zur Verdnderungen der Volumenverhiltnisse von Cytosol und
Vakuole fiihren, besteht prinzipiell eine gewisse Ahnlichkeit zum Vorgang bei Stoma-
bewegungen. Auch bei SchlieB3zellbewegungen werden osmotische Wasserfliisse durch

in die Zelle stromende Kaliumionen und Anionen verursacht. Durch hyperpolarisieren-
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de Spannungspulse werden Anderungen durch die herbeigefiihrte starke Aktivierung der
einwirtsgleichrichtenden Kaliumkanéle und durch Ionenstrome aus der Mikroelektrode
jedoch innerhalb weniger Sekunden hervorgerufen. Die Stomadffnung im Licht dauert in
SchlieBzellen von Nicotiana tabacum in der Regel mehr als eine Stunde (Kollist et al.,
2014), in Arabidopsis thaliana ca. 40 Minuten (Elhaddad et al., 2014, |[Eckert & Kalden-
hoff], 2000). Der ABA-vermittelte Stomaschluss dauert circa 15-20 Minuten (Kollist et al.,
2014, Miiller et al., 2017). AuBerdem sind die wihrend der hyperpolarisierenden Span-
nungspulse auftretenden Erhohungen der Ionenkonzentration allem Anschein nach auf
das Cytosol begrenzt, wihrend bei der Stomadffnung der Transport der aufgenomme-
nen Ionen in die Vakuole erfolgt (Roelfsema & Hedrich, [2005), in der sich die Ionen-
konzentration wihrend der Stomadffnung am meisten erhoht (Jezek & Blatt, 2017). Der
Wasserfluss wihrend der hyperpolarisierenden Spannungspulse erfolgt aus der Vakuole in
das Cytosol der Schlie3zelle und nicht, wie bei der Stomadffnung, aus dem Apoplasten.
Zuriickzufiihren ist das wahrscheinlich auf die hohere Wasserpermeabilitit des Tonoplas-
ten im Vergleich zur Plasmamembran (Maurel et al., |1997, Niemietz & Tyerman, 1997),
die einen schnelleren ausgleichenden Wasserstrom erlaubt. Das ist ein weiterer, wesent-
licher Unterschied, wodurch auch das Gesamtvolumen der Schlief3zellen wihrend der
hyperpolarisierenden Spannungspulse unverdndert blieb und sich nur das Verhiltnis von
cytosolischem zu vakuoldren Volumen veridnderte. Beim Stomaschluss durch ABA oder
in der Dunkelheit @ndert sich zwar ebenfalls das vakuolidre Volumen, es bleibt jedoch
im Verhiltnis zur gesamten SchlieBzelle, und damit auch zum Cytosol, relativ konstant,
da sich auch das Volumen der gesamten SchlieBzelle vergrofert. Das wurde von Tana-
ka et al.|2007| durch Visualisierung von Plasmamembran und vakuoldrer Membran und
anschlieBender 3D-Rekonstruktion gezeigt. Allerdings wurde hier nur zwischen Schlief3-
zellen von Stomata in gedffnetem und geschlossenem Zustand verglichen. Ob sich das
Volumenverhiltnis von Vakuole und Cytosol wihrend der Stomabewegungen transient
verdndert, geht daraus nicht hervor. Bei ldnger anhaltenden osmotischen Gradienten zwi-
schen Apoplast und Cytosol wiirde eventuell auch ein Wasserfluss aus dem Apoplasten
in die Zelle auftreten (Voss et al., 2016)). Interessant wire fiir diesen Aspekt die Unter-
suchung von Pflanzen, bei denen die Wasserleitfihigkeit des Tonoplasten verdndert ist,
zum Beispiel durch Verlustmutation der vakuoldren Aquaporine. Aquaporine spielen eine
wichtige Rolle in der Osmoregulation, indem sie die Permeabilitidt der Membranen fiir
Wasser erhohen und dadurch auch den osmotisch getriebenen Wasserfluss iiber die Mem-
branen erleichtern (Chaumont & Tyerman, 2014, Maurel et al., 2015). Die vakuoldren
Aquaporine werden von den TIP-Genen (Tonoplast Intrinsic Protein) codiert und sind zu-
sammen mit der vakuoldren H*-ATPase und der H"-PPase die am meisten vorkommenden

intrinsischen Proteine in der vakuoldren Membran (Jaquinod et al., 2007, Maurel et al.,
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20135)). In diesem Zusammenhang wurde in dieser Arbeit versucht, anhand von iontopho-
retischer Injektion von Quecksilberionen durch die Strominjektionselektrode (mit HgCl,
in der Elektrodenspitze) die Aquaporine zu blockieren, da Quecksilber als Inhibitor vieler
Aquaporine bekannt ist (Daniels et al., |[1996). Auch die Wasserpermeabilitit von Tabak-
Tonoplast-Vesikeln wird durch Quecksilber reduziert (Maurel et al., |1997). Die durch-
gefiihrten Versuche gaben allerdings keinen Aufschluss iiber die Rolle der Aquaporine
bei hyperpolarisierenden Spannungspulsen, da der Einsatz von Quecksilber offensicht-
lich toxische Effekte auf die Zelle hatte und elektrophysiologische Messungen nicht mehr

moglich waren (Daten wurden nicht gezeigt).

4.2.2 Reversibilitat der Volumenanderungen nach Beenden
der Spannungspulse

Wihrend der Applikation eines hyperpolarisierenden Spannungspulses wurde in Schlie3-
zellen von Nicotiana tabacum und Arabidopsis thaliana eine transiente Vergroferung des
cytosolischen Volumens gezeigt, die abhiingig von der Strominjektion war. Nach Been-
den des hyperpolarisierenden Spannungspulses verringerte sich das cytosolische Volumen
wieder, bis es ungefihr mit dem Ausgangszustand vor der Applikation des Spannungspul-
ses vergleichbar war (Abbildung [3.5] [3.6] [3.91 3.10). Diese Reversibilitit trat nicht
auf, wenn das Chlorid in der Elektrodenldsung durch Glukonat ersetzt wurde. Auch die
nach den Spannungspulsen gemessenen Einwiértsstrome, die auf einen Anionenausstrom
iber die Plasmamembran hinweisen (vergleiche Stange et al., 2010, Huang et al., 2019),
waren bei Versuchen mit Glukonat in der Elektrodenlosung stark reduziert (Abschnitt
[3.2.2.2lund [3.2.2.4). Der Anionenausstrom aus dem Cytosol fiihrt zu einer Verringerung
der Chloridkonzentration, die wiederum eine Umkehr der Wasserfliisse aus dem Cyto-

sol in die Vakuole zur Folge hat. Der Anionenausstrom scheint so fiir die Reversibili-
tit der Volumenédnderungen wichtig zu sein. Dabei werden vermutlich die wihrend des
Spannungspulses akkumulierten Chloridionen aus der Zelle transportiert. Wenn dagegen
Glukonat-Ionen in der Elektrodenldsung sind, flieBen diese ebenfalls wihrend des Span-
nungspulses in das Cytosol und sind dort osmotisch wirksam, konnen aber nicht durch die
Anionenkanile aus der Zelle stromen (Hedrich et al.| (1990, Maierhofer, 2012, |[Scherzer,
2012). Das fiihrt dazu, dass die Volumenédnderung des Cytosols unter diesen Bedingungen

nicht reversibel ist.

Ein weiterer Zusammenhang, der sowohl in Schliezellen von Nicotiana tabacum, als
auch in Arabidopsis thaliana und Polypodium vulgare beobachtet werden konnte, ist

die Abhingigkeit der Stirke der gemessenen Anionenstrome nach den hyperpolarisie-
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renden Spannungspulsen von der Stirke des vorhergehenden Kaliumeinstroms durch die
einwirtsgleichrichtenden Kaliumkanéle (Abbildungen und [3.23). Diese Korrelation
konnte mit der Erhohung der Chloridkonzentration im Cytosol (siehe Abschnitt [3.2.2.3)
zu erkldren sein. Je groBer der Einstrom von K* wihrend des Spannungspulses ist, desto
grofer ist der entsprechende Kompensationsstrom und damit der Anstieg der Chlorid-
konzentration im Cytosol. Durch diesen Anstieg wird auch der Anionenausstrom durch
die Anionenkanile nach Beenden des hyperpolarisierenden Spannungspulses zunehmen.
Durch den Anionenausstrom konnte der Ausgleich der erhohten Chloridkonzentration
stattfinden, was auch wichtig fiir die Reversibilitit der cytosolischen Volumeninderung

zu sein scheint.

Dieser Zusammenhang zwischen Kaliumeinstrom und Anionenausstrom sollte bei der
Analyse der Aktivierung von Anionenstromen, die mittels TEVC durch hyperpolarisa-
tionsinduzierte Calciumtransienten ausgelost wurden, auf jeden Fall beriicksichtigt wer-
den. Ein kausaler Zusammenhang der Erhohung der Calciumkonzentration durch Span-
nungspulse und der Anionenkanalaktivitit sollte demnach kritisch betrachtet werden,
da sowohl die erhohte Calciumkonzentration als auch die erhohte Chloridkonzentration
im Cytosol zur Aktivierung beziehungsweise zur Verstirkung der Anionenstrome fiih-
ren kann. Die Erhohung der Chloridkonzentration sollte also mit beriicksichtigt werden.
Eine Moglichkeit wire zum Beispiel das Verhiltnis zwischen Kaliumeinstrom und An-
ionenausstrom bei verschiedenen Calciumkonzentrationen zu betrachten. Dafiir miissten
mit einem ratiometrischen Calciumreporter die Anderung der Calciumkonzentration wih-
rend der hyperpolarisierenden Spannungspulse beobachtet werden (wie zum Beispiel in
SchlieBzellen von Polypodium vulgare in dieser Arbeit, s. Abbildung [3.14).

4.3 Transiente Calciumerhohungen durch
hyperpolarisierende Spannungspulse werden
durch zwei Mechanismen verursacht.

Zwar ist bekannt, dass bestimmte Stimuli in SchlieBzellen Calciumsignale auslosen, aller-
dings sind nur begrenzte Informationen iiber die Herkunft der Calciumionen und iiber die
Mechanismen der Aktivierung des Calciumeinstroms vorhanden (Roelfsema & Hedrich,
2010). In einigen Arbeiten wurde der Calciumkanalblocker Lanthan oder der Chelator
EGTA eingesetzt, um an Schliefzellen in Epidermisstreifen die Herkunft oder die Rolle
des extrazelluldaren Calciums bei bestimmten Stimuli zu spezifizieren (Wood et al., 2000,

De Silva et al., [1985). Diese Experimente deuten daraufthin, dass sowohl die Aktivitit
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von calciumpermeablen Kanélen in der Plasmamembran, als auch die Freisetzung von
Calcium aus Speichern innerhalb der Zelle eine Rolle fiir die Entstechung der Calcium-
transienten spielen konnen. Welche calciumpermeablen Kanile fiir die Auslosung von
Calciumsignalen in SchlieB3zellen eine Rolle spielen, ist bis heute aber weitgehend unbe-

kannt.

In dieser Arbeit konnte in Versuchen mit Schlie3zellen in Epidermisstreifen von Nicotia-
na tabacum gezeigt werden, dass wihrend hyperpolarisierenden Spannungspulsen zwei
verschiedene Mechanismen zu transienten Erhohungen der cytosolischen Calciumkon-
zentration fithren konnen (Abbildungen [3.15|und[3.16). In Abbildung 4.2] A sind diese in
einem Modell dargestellt.

Einer der Mechanismen, der zum Calciumeinstrom ins Cytosol fiihrt, ist die spannungs-
abhidngige Aktivierung calciumpermeabler Kanile in der Plasmamembran (Punkt 1 in
Abbildung A), die schon mittels TEVC-Technik fiir intakte Schlie8zellen (Grabov
& Blatt, 1998, Stange et al., 2010) und mittels Patch-Clamp-Messungen an Schliezell-
protoplasten (Hamilton et al., 2000, Pei et al., 2000, Stoelzle et al.l |2003) beschrieben
wurde. Zum anderen weisen die Ergebnisse meiner Arbeit darauf hin, dass auch der Io-
neneinstrom ins Cytosol, beziehungsweise die cytosolische Ausdehnung, eine transiente
Erhohung der Calciumkonzentration ausldst (Punkt 2 in Abbildung[#.2]A). Diese transien-
te Erhohung muss durch Calciumionen aus intrazelluldren Speichern verursacht werden,
da sie auch in Anwesenheit von La** in der Badlosung, welches die calciumpermeablen
Kanile in der Plasmamembran blockiert (Demidchik et al., 2002), auftritt (Abbildung
[3.16] und Abbildung .2 B). Anhand der vorliegenden Ergebnisse kann allerdings nicht
ausgesagt werden, aus welchen Kompartimenten diese stammen. Prinzipiell kommen da-
fiir sowohl die Vakuole, das endoplasmatische Retikulum aber auch Chloroplasten und

Mitochondrien in Frage.

Durch die Ausdehnung des Cytosols dndern sich innerhalb der Schliefzellen die ioni-
sche Zusammensetzung, das Volumen des Cytosols und auch das Volumen der Vakuole
(Abbildung[3.7). Dabei bewirken diese Volumeninderungen eine verdnderte mechanische
Spannung auf die Membranen. Sowohl diese Anderung der mechanischen Membrans-
pannung, als auch der osmotische Gradient iiber die intrazelluliren Membranen, wie z.B.
die vakuoldre Membran, konnen zur Aktivierung von osmo- und/oder mechanosensiti-
ven Kanilen in verschiedenen Membranen fiihren. Diese wiederum konnen die Ionenho-
moostase in der Zelle und das jeweilige Membranpotential beeinflussen. So konnen diese
Kanile als Osmosensoren wirken, wie es fiir den vakuoldren Kanal TPK1 vorgeschlagen
wurde (Maathuis, |2011). Sind die mechano- bzw. osmosensitiven Kanile calciumpermea-

bel, konnen durch sie auch Calciumfliisse in das Cytosol ausgelost werden.
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Die Aktivierung mechanosensitiver, calciumpermeabler Kanéle wird auch im Zusammen-
hang mit der Regulierung des Stomaschlusses diskutiert (Furuichi et al., |2008)) und konn-
te bei der Erzeugung von Calciumtransienten in Schliezellen eine Rolle spielen. Mittels
Patch-Clamp-Messungen an SchlieBzellprotoplasten von Vicia faba konnte die Existenz
calciumpermeabler Kanile, die Mechanosensitivitit oder Osmosensitivitdt aufweisen, ge-
zeigt werden (Cosgrove & Hedrich, |1991, Zhang et al., 2007)). Allerdings liegen bis auf
eine Ausnahme noch keine molekularen Identititen oder spezifischen physiologischen
Funktionen fiir einzelne Kanile vor. Der einzige molekular identifizierte Kanal, der zu
osmotisch getriebenen Calciumstromen fiihrt, ist der im Jahre 2014/ von Yuan et al.| in
Arabidopsis thaliana identifizierte Kanal OSCA1 (reduced hyperosmolalityinduced Cal-
cium increase 1), der in der Plasmamembran lokalisiert ist und fiir die Regulierung des
Stomaschlusses bei osmotischem Stress eine Rolle spielt (Yuan et al., [2014). Ahnliche
Kanile konnten auch in Endomembranen wie der vakuoldren Membran vorkommen, und
eine Rolle fiir die durch Volumenénderung ausgeldsten Calciumtransienten spielen. Auch
andere osmosensitive Kanile oder Kanile wie zum Beispiel Homologe der MsCS-like
Kanile (MSL-Kanile) wiirden dafiir in Frage kommen, wobei die charakterisierten MSL-
Kanile eine Priferenz fiir Anionen haben (Hamilton et al., [2015| [Hou et al., 2014, Basu
& Haswell, 2017)).
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Abb. 4.2: Wihrend der Applikation hyerpolarisierender Spannungspulse fithren
zwei Mechanismen zur Erhohung der cytosolischen Ca?*-Konzentration in SchlieB-
zellen. (A): Modell zur Darstellung der beiden Mechanismen. 1: Durch die Hyperpola-
risierung der Plasmamembran wird ein Ca?*-Einstrom durch hyperpolarisationsaktivierte
Ca’*-permeable Kanile ausgelost. 2: Durch die Anderung der Ionenkonzentration oder
durch die daraus folgende Volumeninderung des Cytosols wird ein Ca**-Einstrom aus
internen Speichern (vereinfachte Darstellung: aus der Vakuole) ausgeldst. (B): Beide Me-
chanismen zur Erhohung der cytosolischen Ca*-Konzentration kénnen getrennt vonein-
ander inhibiert werden. Durch Cs* in der Badlosung werden die einwirtsgleichrichtenden
K*-Kanile inhibiert. Die Erh6hung der Ionenkonzentration wihrend des Spannungspulses
und die damit verbundene Anderung des cytosolischen Volumens bleiben aus. Es erfolgt
darum keine Freisetzung von Ca** aus zellinternen Speichern. Durch La** in der Bad-
16sung werden Ca”*-permeable Kaniile in der Plasmamembran inhibiert. Es erfolgt dann
kein Einstrom von Ca?* ins Cytosol iiber die Plasmamembran.

4.3.1 Was kdnnen Anderungen der mechanischen
Membranspannung und der Osmolaritat bewirken?

Bei Stomabewegungen kommt es durch die dynamischen Volumeninderungen ebenfalls
zu Anderungen der mechanischen Membranspannung und durch die Ionenfliisse wahr-
scheinlich auch zu kurzzeitigen Unterschieden in den osmotischen Gradienten tiber Mem-
branen. Diese konnen zum Beispiel lonenfliisse iiber die vakuoldre Membran hervorrufen
(MacRobbiel [2006)). Osmotische Anderungen konnten auf diese Weise auch eine Rolle in
der Koordinierung der Transportprozesse an Plasmamembran und vakuoldrer Membran

spielen.

Dass an Stomadffnungen beteiligte lonenkanile wie die einwirts- und auswirtsgleichrich-
tenden Kaliumkanéle durch osmotische Gradienten reguliert werden konnen, wurde schon
1998| von [Liu & Luan| beschrieben und als positive Feedbackregulierung fiir die Stoma-
offnung interpretiert. Dabei kam es durch eine hohere Osmolaritit auf der cytosolischen
Seite zu einer stirkeren Aktivierung der einwértsgleichrichtenden Kaliumkanile durch
die Erhohung der Offenwahrscheinlichkeit (Liu & Luan, 1998). Auch bei den in dieser
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Arbeit angewandten hyperpolarisierenden Spannungspulsen konnte durch den Anstieg
der Osmolaritit innerhalb des Cytosols die Offenwahrscheinlichkeit der einwirtsgleich-
richtenden Kaliumkanéle beeinflusst werden, was wéhrend der Spannungspulse noch zu
einer Verstiarkung des Kaliumeinstroms fithren wiirde und die zum Teil sehr groBen Ka-
liumeinwértsstrome (einzelne Zellen bis zu 10nA) erklidren kénnte. Da auch fiir den va-
kuoldren Kanal TPK1 eine Regulierung durch mechanische Spannung und osmotische
Gradienten gezeigt wurde, die moglicherweise eine Rolle fiir die osmotische Homdosta-
se spielt (Maathuis, [2011)), konnte dieser Kanal ebenfalls durch die hyperpolarisierenden
Spannungspulse aktiviert werden und zu Kaliumstromen aus der Vakuole in das Cytosol

fithren.

Es gibt auch Hinweise darauf, dass ein Gating der Aquaporine durch osmotische Gradien-
ten (Moshelion et al., 2004, Niemietz & Tyerman, [1997) oder durch mechanische Mem-
branspannung (Wan et al., 2004) auftritt, sodass sich durch die Ioneninjektion wihrend

der Spannungspulse auch die Wasserpermeabilitit der Membranen verdndern konnte.

Insgesamt konnten durch die wihrend der Strominjektion auftretenden Anderungen der
Ionenkonzentrationen und der Volumenverhiltnisse in der Zelle also unter anderem ver-
schiedene Transportprozesse in der Zelle beeinflusst werden. Welche Bedeutung diese
Regulierungsmechanismen im Einzelnen haben konnten, ist allerdings nicht genau be-
kannt, unter anderem da es sehr schwierig oder sogar unméglich ist, die verschiedenen

Prozesse im intakten System einzeln zu betrachten.

4.4 Vergleichende Analysen von SchlieBzellen
verschiedener Farnspezies

Die Forschung an den molekularen Grundlagen der Stomaregulierung konzentrierte sich
bislang vor allem auf SchlieBzellen verschiedener Angiospermen. Es gibt zwar zahlrei-
che, vor allem éltere Studien iiber die Anatomie und Entwicklungsgeschichte der Stoma-
ta frither Gefial3pflanzen (z.B. in [Strasburger, |1866 - 1867, Porsch, 1905} [namdar et al.,
1971, Ziegler, |1987). Diese beruhen aber vorwiegend auf Beschreibungen der anatomi-
schen Besonderheiten und Unterschiede der verschiedenen Typen von Stomata. Ein auf-
fallender Unterschied ist zum Beispiel das Vorkommen einer hohen Anzahl von Chlo-
roplasten in den SchlieBzellen vieler Pteridophytenarten, wie hier ebenfalls beobachtet
werden konnte (Abbildung und [3.18). Im Gegensatz dazu weisen die Schliezellen
der meisten Angiospermen wenige, nicht vollentwickelte Chloroplasten auf (Mansfield

& Willmer, [1969). Auch einige vergleichende physiologische Untersuchungen zur Regu-
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lierung der Stomaweite in frithen Gefdpflanzen anhand von Gaswechselmessungen oder
Analysen der Stomadffnungsweite liegen vor (McAdam & Brodribb, 2012, Brodribb &
McAdam, 2011, Mansfield & Willmer, (1969, Horak et al., 2017, [Do1 et al., 2006, [Do1
& Shimazaki, 2008, [Doi et al., 2015). Uber die molekularen Grundlagen der Regulie-
rung des Stomaschlusses ist in diesen Arten allerdings sehr wenig bekannt. Welche funk-
tionellen Auswirkungen bestimmte Unterschiede, wie zum Beispiel die hohe Anzahl an
Chloroplasten in Schliefzellen (vergleiche auch Abbildung [3.18) und die im Verhiltnis
zu Nicotiana tabacum groeren SchlieBzellen fiir den Stomaschluss haben, ist bis heute
nicht eindeutig geklért. Die GroBe der SchlieBzellen, vor allem in Relation zu den Epi-
dermiszellen, hat aber moglicherweise eine Bedeutung, da die mechanische Interaktion
mit den Epidermiszellen im Vergleich zu Angiospermen unterschiedlich ist (Franks &
Farquhar, 2007, |[Franks, 2013)), und die Epidermiszellen in Farnen keinen mechanischen
Vorteil gegeniiber den Schliezellen haben (Franks & Farquhar, 2007)). So wird in frithen
GefiBpflanzen auch ohne eine aktive Regulierung durch ABA eine Reaktion auf Wasser-
mangel durch den sinkenden Turgor im Blatt erreicht, was als hydropassive Regulierung
des Stomaschlusses bezeichnet wird (McAdam & Brodribbl [2013] [Franks, [2013)).

4.4.1 In Farn-SchlieBzellen sind ahnliche
spannungsabhangige Strome messbar wie in
Angiospermen

Die elektrophysiologische Charakterisierung von Ionenkanélen in SchlieBzellen der Mo-
dellpflanzen Vicia faba, Commelina communis, Arabidopsis thaliana und Nicotiana taba-
cum hat mal3geblich zum Verstidndnis der Stomabewegung und deren Regulierung beige-
tragen. Elektrophysiologische Charakterisierungen von Stromen in Schlie3zellen niederer
Landpflanzen wurden vor dieser Arbeit nicht vorgenommen, kénnten aber Hinweise auf
die Grundlagen der molekularen Regulierung der Stomaweite in diesen Spezies geben.
Bisher wurden nur einige Homologe das Anionenkanals SLACI, die in basalen Land-
pflanzen identifiziert wurden, im heterologen Expressionssystem der Xenopus-Oozyten
charakterisiert (Lind et al.| 2015, McAdam et al., 2016)). Der einzige Vertreter der Farne
(Polypodiopsida) war dabei Ceratopteris richardii.

4.4.1.1 Kaliumstrome

Im Rahmen dieser Arbeit konnten mit Hilfe der TEVC-Technik spannungsabhingige
Strome iiber die Plasmamembran von SchlieBzellen intakter Pflanzen der Arten Polypo-
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dium vulgare und Asplenium scolopendrium gemessen werden (Abbildung[3.19). Die ge-
messenen Strome waren in ihrer Aktivierungskinetik und Spannungsabhéngigkeit dhnlich
wie die in Schliefzellen verschiedener Angiospermen gemessenen Strome (Blatt, 1992,
Roelfsema & Prins, (1997, Roelfsema et al., 2001, Stange et al., 2010). Diese werden be-
kannterweise durch ein- und auswirtsgleichrichtende Kaliumkanile der Shaker-Familie
vermittelt (Schachtman et al., [1992, /Ache et al., 2000, Hosy et al., 2003). Das Auf-
treten von Homologen zu den Shaker-Kaliumkanilen (AtGORK, AtKAT1-2, AtAKTI,
AKT?2/3) in den untersuchten Arten ist demnach sehr wahrscheinlich. Nach einer Analyse
von Sussmilch et al., 2019a gibt es in den dort analysierten Farnspezies Salvinia cucullata
und Azolla filculoides Homologe von ein- und auswirtsgleichrichtenden Shaker-Kanilen
(Sussmilch et al., 2019a, ergédnzendes Material). Die Frage nach der Konservierung dieser
Kanile ist trotzdem nicht ganz einfach zu beantworten, da es zum Beispiel in Physco-
mitrella patens und Sphagnum fallax nur Homologe von Vertretern der einwirtsgleich-
richtenden Kanile gibt und in Selaginella moellendorffii nur Homologe fiir auswirts-
gleichrichtende Kanile (Sussmilch et al., [2019a, ergiéinzendes Material). In SchlieB3zellen
von Selaginella uncinata konnte allerdings mithilfe der Kobaltnitritfirbung die Akkumu-
lation von Kalium im Licht gezeigt werden (Ruszala et al., 2011} |Do1 et al., 2015)), eben-
so in einigen Farnarten, unter anderem Polypodium aureum (Dayanandan & Kautfman,
1975, Willmer & Pallas Jr, [1973). Auch in Marchantia, einem Vertreter der Lebermoose
ohne Stomata, konnten Homologe fiir ein- und auswirtsgleichrichtende Shaker-Kanile
gefunden werden (Sussmilch et al., [2019a, ergiinzendes Material). Es wire also durchaus
interessant fiir niher verwandte Farne, die zum Beispiel zu den Polypodiales gehdren, Ho-
mologe zu identifizieren. Moglicherweise konnte dabei das 1000 Plants project (Matasci
et al., 2014), in dem auch verschiedene Polypodium- und Asplenium-Arten vertreten sind,

bei der Aufkldrung der Funktion der Kaliumkanile und auch der Anionenkanile helfen.

4.4.1.2 Anionenstrome

Durch die Anwendung eines Pulsprotokolls zur Messung von S-Typ-Anionenstromen
iiber die Plasmamembran von Schliezellen, konnten in Polypodium vulgare Stréme ge-
messen werden, die von den elektrophysiologischen Eigenschaften den S-Typ-Anionen-
stromen in SchlieBzellen von Angiospermen dhneln (Abbildung[3.20] [Stange, 2010, Mar-
ten, |2008, |Giizel-Deger et al., [2015). AuBerdem konnte hier gezeigt werden, dass diese
Stréme durch die Injektion von Chlorid ins Cytosol zunahmen (Abbildung [3.20). Homo-
loge von Anionenkanilen der SLAC/SLAH Familie konnten in Vertretern verschiedener
phylogenetischer Gruppen identifiziert werden (Sussmilch et al., | 2019a, [Lind et al., [2015).

Ihre Rolle fiir den Stomaschluss und ihr Aktivierungsmechanismus ist in diesen Arten
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allerdings noch unklar, da Untersuchungen von |[Lind et al., 2015/ und McAdam et al.|
2016 zeigten, dass nur das SLAC1-Homolog von Physcomitrella patens durch eine native
OST1-Kinase aktiviert werden konnte. Auch die SLAC1-Homologe im Farn Ceratopte-
ris richardii wurden durch heterologe Expression in Xenopus-Oozyten charakterisiert,
zeigten aber nur schwache messbare Strome bei Coexpression mit den SnRk2-Kinasen
aus Ceratopteris richardii oder mit AtOST1. Bei der Coexpression dieser Kinasen mit
AtSLACI ergibt sich dagegen eine deutliche Aktivierung der Anionenstrome (McAdam
et al., 2016). Wie auch fiir die Kaliumkanile wéren hier Studien mit nidher verwandten

Spezies interessant.

Die physiologische Charakterisierung entsprechender Mutanten konnte zur Aufklidrung
der Funktion der jeweiligen Ionenkanile bei der Stomabewegung beitragen, allerdings ist
die einzige Farnart fiir die momentan die Mdoglichkeit der gezielten Transformation be-
steht Ceratopteris richardii. Eine andere Moglichkeit wire die Identifizierung von Homo-
logen einzelner Ionenkanile und eine genauere elektrophysiologische Charakterisierung
in Xenopus-Oozyten, die Aufschluss iiber die jeweilige Funktion und Regulierungsme-
chanismen geben konnte. Die detailliertere Aufkldrung der Stomaregulierung in verschie-
denen Arten frither Gefid3pflanzen wire sehr interessant, um offene Fragen beziiglich der
Evolution der Stomaregulierung zu kldren, vor allem da dieses Thema aktuell kontrovers
diskutiert wird und zum Teil widerspriichliche Ergebnisse keine klaren Schlussfolgerun-

gen zulassen.

4.4.1.3 Hyperpolarisationsaktivierte Calciumkanale

Durch die Applikation hyperpolarisierender Spannungspulse konnte sowohl an SchlieB3-
zellen von Asplenium scolopendrium als auch von Polypodium vulgare Erhohungen der
cytosolischen Calciumkonzentration ausgelost werden (Abbildung[3.21T)). Quantitative Be-
stimmungen der cytosolischen Calciumkonzentration mithilfe des ratiometrischen Calci-
umsensors Fura-2 zeigten, dass in Polypodium vulgare das Ausmal der Erhohung der cy-
tosolischen Calciumkonzentration von der Membranspannung abhéngt (Abbildung [3.22).
Bei einer Hyperpolarisierung auf -200 mV wurde im Schnitt eine Erh6hung um 250 nM
ausgelost. Je negativer die Membranspannung wihrend der Spannungspulse war, desto
stirker waren die Anderungen der Calciumkonzentration im Cytosol (Abbildung .
Aus der Literatur ist bekannt, dass auch in SchlieBzellen von Tabak und Vicia faba durch
die Applikation hyperpolarisierender Spannungspulse ein spannungsabhingiger Anstieg
der Calciumkonzentration im Cytosol auftritt (Stange et al., 2010, Grabov & Blatt, 1998)).
Dies konnte in dieser Arbeit in Versuchen mit Tabak-Schliezellen ebenfalls gezeigt wer-
den (Abbildungen [3.5 A, [3.15| und [3.16). Dieser Anstieg der cytosolischen Calciumkon-
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zentration ldsst sich vermutlich auf die Aktivierung hyperpolarisationsaktivierter, calci-
umpermeabler Kanile in der Plasmamembran zuriickfiihren (Grabov & Blatt, |1998, Stan-
ge et al., 2010, [Hamilton et al., 2000). In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden,
dass in Tabak- und Arabidopsis-SchlieBzellen zusitzlich die Anderungen des cytosoli-
schen Volumens durch die Strominjektion wihrend der Spannungspulse zum Anstieg der
cytosolischen Calciumkonzentration beitragt (Abbildung[3.16] [Voss et al.| 2016). Die mo-
lekulare Identitdt der hyperpolarisationsaktivierten Kanile ist allerdings bis heute nicht
bekannt. Hyperpolariationsaktivierte Calciumstrome wurden zum Beispiel mit AtCNGC2
in Zusammenhang gebracht (Al1 et al., 2007, Demidchik et al., 2018)), eine elektrophysio-
logische Charakterisierung des Kanals im heterologen Expressionssystem steht allerdings

noch aus.

4.4.2 Strominjektion hat keine messbaren Auswirkungen auf
das cytosolische Volumen in Polypodium

Im Gegensatz zu Arabidopsis thaliana und Nicotiana tabacum konnten in SchlieBzellen
von Polypodium vulgare in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen keine Anderun-
gen des cytosolischen Volumens wihrend der Hyperpolarisierungen beobachtet werden.
Da die Hyperpolarisierungspulse zum groBten Teil nach der Injektion des ratiometrischen
Calciumindikators Fura-2 durchgefiihrt wurden, kann man dafiir die Fluoreszenzinten-
sitaten des Farbstoffs fiir beide Anregungswellenlidngen vergleichen. Die Fluoreszenzin-
tensitédt von Fura-2 wihrend des hyperpolarisierenden Spannungspulses nahm im Bereich
des Nukleus von Polypodium-SchlieBzellen ndmlich nur bei der Anregung mit Licht der
Wellenldnge 390 nm ab und nicht bei Anregung mit Licht der Wellenldnge 345 nm (An-
hang, Abbildung [5.1). Im Bereich des Nukleus von Tabak-SchlieBzellen nahm dagegen
die Fluoreszenzintensitét bei beiden Wellenlidngen ab, was auf die deutliche Ausdehnung
des Cytosols zuriickzufiihren ist (Anhang, Abbildung [5.1)). Folglich tritt bei Polypodium
vulgare durch die Strominjektion entweder gar keine oder eine wesentlich schwichere
Ausdehnung des Cytosols auf. Um das genauer zu analysieren, miissten die Versuche an
Polypodium vulgare allerdings mit einem calciuminsensitiven Fluoreszenzfarbstoff wie
Lucifer Yellow wiederholt werden. Dadurch konnte die Umverteilung dieses Fluores-
zenzfarbstoffs innerhalb der Polypodium-SchlieBzellen wihrend der hyperpolarisieren-
den Spannungspulse unabhéngig von der cytosolischen Calciumkonzentration beobachtet
werden. Ein Grund fiir die geringere oder nicht auftretende cytosolische Ausdehnung im
Vergleich zu Tabak-SchlieB3zellen konnte eventuell das groBBere gesamte Zellvolumen oder
die vergleichsweise kleinere Vakuole sein (Abbildung [3.18). Der Zusammenhang zwi-

schen der GroBle des Kaliumeinstroms wihrend der Hyperpolarisierungen und den nach
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Riickkehr zum Haltepotential gemessenen Anionenstromen lésst sich trotzdem beobach-
ten (Abbildung [3.23)). Zusiitzlich scheint auch die erhdhte cytosolische Calciumkonzen-
tration einen Einfluss auf die Anionenstrome zu haben, da die nach den Spannungspulsen
gemessenen Anionenstrome relativ zu den K*-Strémen bei hoherer Calciumkonzentration

grofer werden.

4.4.3 SchlieBzellen in Farnen sind durch Plasmodesmata
symplastisch verbunden

In verschiedenen, in dieser Arbeit untersuchten Arten frither GefiBBpflanzen, wie Selagi-
nella uncinata, Ceratopteris richardii, Polypodium vulgare und Asplenium scolopendrium
konnte gezeigt werden, dass benachbarte Schliezellen eines Stomakomplexes miteinan-
der verbunden sind, sodass ein injizierter Fluoreszenzfarbstoff sich in beiden Schlief3-
zellen verteilt (s. Abbildungen[3.21] [3.22] [3.24]und im Anhang). Generell sind die Zellen
einer Pflanze durch Plasmodesmata, die eine cytoplasmatische Verbindung durch die Zell-

wand hindurch bilden, miteinander verbunden (Gunning & Robards, 2012). Diese sym-
plastische Verbindung ermdglicht den Austausch von Ionen und gréeren Molekiilen und
erleichtert damit auch die Kommunikation zwischen den Zellen (Lucas & Leel, 2004/, [Sa-
ger & Lee, 2014)). Schliezellen bilden in dieser Hinsicht jedoch einen Sonderfall, da sie
symplastisch isoliert sind (Roberts & Oparka, 2003, Willmer & Sexton,|1979, Wille & Lu-
casl 1984, Palevitz & Hepler, |1985). Elektronenmikroskopische Studien aus den 70er und
80er Jahren an verschiedenen Arten zeigen, dass nur in SchlieBzellen, die noch nicht voll
entwickelt sind, symplastische Verbindungen durch Plasmodesmata vorkommen. Vollent-
wickelte SchlieBzellen der untersuchten Arten dagegen weisen keine vollstandigen bzw.
durchgédngigen Plasmodesmata mehr auf, weder zu angrenzenden Epidermiszellen, noch
zur NachbarschlieB3zelle (Willmer & Sextonl, (1979, [Wille & Lucas|, [1984). Auch Unter-
suchungen mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen kamen zu @hnlichen Ergebnissen und
konnten eine Verteilung des Fluoreszenzfarbstoffs nur in jungen Geweben mit noch nicht
ausgereiften Stomata nachweisen (Palevitz & Hepler, |1985)). Die vorhandenen Plasmo-
desmata werden allem Anschein nach wihrend des Entwicklungsprozesses von der Sei-
te der SchlieBzellen aus verschlossen (Willmer & Sexton [1979 Wille & Lucas, {1984,
Oparka & Roberts, 2001). Inzwischen konnte gezeigt werden, dass der Verschluss der
Stomata zu den angrenzenden Epidermiszellen eine wichtige Rolle fiir die Entwicklung
der SchlieBzellen spielt und dieser verhindert, dass sich (durch Diffusion von Transkrip-
tionsfaktoren wie SPCH) Cluster von Stomata bilden (Guseman et al., [2010]).

Welche Rolle symplastische Verbindungen zwischen den beiden Schlie3zellen eines Sto-
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makomplexes spielen, ist aber nicht genau bekannt. Allerdings gibt es Arten, in denen
die beiden Nachbarschliezellen miteinander verbunden sind. So wurden in Schliezel-
len von verschiedenen Grasern und Schachtelhalmen Liicken in der Zellwand zwischen
den Schlief3zellen beschrieben (Brown & Johnsonl, 1962, [Sack,|[1987). Auch die Diffusion
eines injizierten Fluoreszenzfarbstoffs in beide SchlieBzellen konnte z.B. in Mais beob-
achtet werden (Mumm et al., 2011). In einigen Laubmoosen wie Funaria hygrometrica
und auch Physcomitrella patens entsteht durch eine unvollstindige Zellteilung sogar ei-
ne einzelne SchlieBzelle mit zwei Zellkernen (Sack & Paolillo Jr, (1985, [Paton & Pearcel,
1957, |Chater et al.,|2016) und auch in der Farnart Azolla wird die stomatire Pore von einer
zweikernigen Zelle umgeben (Busby & Gunning, |1984). Das Vorkommen von Plasmo-
desmata zwischen vollentwickelten NachbarschlieBzellen wurde bisher allerdings noch
nicht beschrieben und bei der Injektion von Fluoreszenzfarbstoffen in SchlieBzellen der
Modellpflanzen Nicotiana tabacum, Commelina communis und Vicia faba ist auch keine
Verteilung des Farbstoffs in die NachbarschlieBzelle zu beobachten (siehe z.B. Abbildun-
gen[3.113.2] A, 3.4 [3.5] A, 3.6| A und weitere, Levchenko et al.| 2008, Marten et al.,2007b),
Stange et al., 2010, Palevitz & Hepler (1985)).

In dieser Arbeit konnten anhand elektronenmikroskopischer Aufnahmen funktionsfihi-
ge Plasmodesmata zwischen den benachbarten SchlieBzellen in Polypodium glycyrrhiza
gezeigt werden (3.25) und in allen hier untersuchten Arten frither GefaSpflanzen konnte
die Diffusion injizierter Farbstoffe in die NachbarschlieBzellen beobachtet werden (Ab-
bildungen [3.21], [3.22] [3.24). Eine mogliche Funktion von Plasmodesmata konnte der
Ausgleich des Turgors zwischen beiden Schliezellen sein, da Ionen und andere osmo-

tisch wirksame Molekiile durch die Plasmodesmata diffundieren konnten (Terry & Ro-
bards, |1987, Roberts & Oparka, [2003). Da auch die Mechanik der Stomadffnung in Far-
nen von der fiir dikotyle Angiospermen typischen abweicht, konnte die symplastische
Verbindung in fritheren GefdBpflanzen eventuell wichtig sein, wihrend sie in SchlieB3-
zellen von dikotylen Samenpflanzen keine Rolle mehr spielt. Im Vergleich dndert sich in
Farnen und Moosen ndamlich der Querschnitt der Schlie3zellen, wiahrend bei dikotylen Sa-
menpflanzen durch die Wolbung der SchlieBzellen die Pore gedffnet wird (Ziegler, 1987,
Franks & Farquhar, 2007, Voss et al.,[2018). Auerdem wird auch eine hydropassive Re-
gulierung der Stomata in Farnen vorgeschlagen, bei denen der Turgor der SchlieBzellen
vom Turgor des gesamten Blattes abhidngt und nicht von den einzelnen Schlief3zellen re-
guliert wird (Franks|, 2013)). Auch bei den hantelférmigen SchlieBzellen der Griser ist der
Mechanismus fiir die Stomaoffnung ein anderer, der moglicherweise von der Verbindung
der Schliefzellen und dem damit einhergehenden Turgorausgleich profitiert (Voss et al.,
2018).
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4.4.4 Die Calciumhomoostase wird in beiden SchlieBzellen
unabhéangig voneinander reguliert

Die Applikation hyperpolarisierender Spannungspulse in den SchlieBzellen von Polypodi-
um vulgare fiihrte trotz symplastischer Verbindungen iiber Plasmodesmata nur in der ein-
gestochenen Schliezelle zu Erh6hungen der cytosolischen Calciumkonzentration (Abbil-
dung [3.26). Méglicherweise wird das Membranpotential in der NachbarschlieBzelle bei
der Durchfiihrung eines Spannungspulses nicht im gleichen Malle hyperpolarisiert. Dies
konnte man eventuell anhand von Messungen in denen in beide Schliezellen eingesto-
chen wird tiberpriifen, und so Aufschluss iiber die elektrische Leitfidhigkeit der Plasmo-
desmata bekommen. Auch die Diffusion von Calcium durch die Plasmodesmata scheint
nicht so schnell zu funktionieren, dass ein gleiches Signal in der Nachbarschliezelle
erreicht wird (Abbildung [3.26). Um die Geschwindigkeit der Diffusion zu beurteilen,
miisste man eventuell 1inger andauernde Erh6hungen der Calciumkonzentration auslosen.
Nach einer Erhohung wie sie durch kurzzeitige Hyperpolarisierung ausgelost wird, wird
der Ausgangszustand durch den Transport von Calciumionen aus dem Cytosol von Ca?*-
ATPasen und Ca2+fH+—Antiportern relativ schnell wiederhergestellt (Kudla et al., 2010).
In SchlieBzellpaaren von Asplenium scolopendrium konnte zudem beobachtet werden,
dass in der NachbarschlieBzelle Oszillationen der freien cytosolischen Calciumkonzen-
tration auftreten, nicht aber in der eigentlich eingestochenen (Abbildung [3.27). Eventuell
sind diese Oszillationen auch mit Anderungen des Membranpotentials verbunden, die in
der eingestochenen SchlieBzelle durch das Klemmen der Membranspannung auf -100 mV
unterdriickt werden. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die SchlieBzellen eines
stomatidren Komplexes ihre Calciumhomdoostase trotz Verbindung durch Plasmodesma-
ta getrennt voneinander regulieren. Auch in Arabidopsis thaliana konnten zwischen den
beiden NachbarschlieB3zellen Unterschiede in den spontanen und stimulusinduzierten Os-

zillationen der cytosolischen Calciumkonzentration gezeigt werden (Allen et al., |1999b).

4.4.5 Die Rolle von ABA beim Stomaschluss in Polypodium
vulgare

Der Einfluss von ABA auf die Regulierung der Stomaweite in Farnen und auch anderen
frithen Gefil3pflanzen wie Moosen und Lycophyten ist umstritten, und widerspriichliche
Ergebnisse verschiedener Studien bilden die Grundlage fiir verschiedene Theorien zur
Evolution des ABA-Signaltransduktionswegs (siehe Abschnitt[I.5.2)). So konnte in Gas-

wechselexperimenten mit verschiedenen Farnarten keine Antwort auf in den Transpirati-
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onsstrom geleitetes ABA gezeigt werden (Brodribb & McAdam, [2011). Andere Studien
zeigen aber eine Stomaschlussantwort bestimmter Farne auf ABA nach Besprithen mit
dem Phytohormon (Horak et al., 2017, |Cai et al.,|2017). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
als Methode der direkten ABA-Applikation an SchlieBzellen die Elektroinfusion etabliert.
Diese fiihrte zwar bei Tabak-SchlieBzellen zum Stomaschluss, an Stomata von Polypodi-

um vulgare konnte jedoch keine Antwort gezeigt werden (Abbildung [3.28).

Trotzdem ist es schwierig eine definitive Aussage iiber den Einfluss von ABA zu ma-
chen, da 2017 eine Studie von |Horak et al.| zeigte, dass die Fahigkeit von Farnen mit Sto-
maschluss auf ABA zu reagieren auch von den Wachstumsbedingungen abhingt. Diese
Tatsache macht es noch schwieriger zu zeigen, dass eine ABA-Responsivitit bei Farnen
ausgeschlossen ist. Auch der Vergleich der bisherigen Studien an verschiedenen Arten ist
schwierig, da sowohl unterschiedliche Anzuchtsbedingungen, unterschiedliche Konzen-
trationen des Phytohormons (1 uM-1 mM), als auch verschiedene Applikationstechni-
ken (Zufuhr iiber den Transpirationsstrom, Bespriithen der Blitter, Inkubation von Epider-
misstreifen oder Sporophytenkapseln, Elektroinfusion) eingesetzt wurden (Ruszala et al.,
2011l [Horak et al., 2017, |Ca1 et al. 2017, |[Chater et al., 2011, Brodribb & McAdam,
2011)). Vielleicht sind aber auch die Variationen zwischen einzelnen Arten, Familien oder
Klassen innerhalb der verschiedenen Abteilungen groBer als angenommen. So fehlt zum
Beispiel in Farnen der Klasse Polypodiopsida die stomatire Blaulichtantwort, in anderen

Klassen der Farne und in Lycophyten ist sie dagegen messbar (Dot et al., 2015).

4.5 Ausblick

In dieser Arbeit wurden hyperpolarisierende Spannungspulse an Schlie3zellen appliziert,
um die cytosolische Calciumkonzentration zu erhohen. Um hochaufgeldste Informatio-
nen iiber die Calciumkonzentration innerhalb der Zelle wihrend dieser Spannungspulse
zu bekommen, wurde ein konfokales Spinning-Disc-System eingesetzt. Aus den Ergeb-
nissen geht hervor, dass sich die Applikation hyperpolarisierender Spannungspulse mittels
TEVC nur bedingt eignet, um Erhohungen der cytosolischen Calciumkonzentration auf
zelluldrer Ebene zu beobachten, da die Spannungspulse zu einer Ausdehnung des cytoso-

lischen Volumens fiihren.

Die Erkenntnisse iiber Anderungen der Ionenkonzentration im Cytosol, die wihrend der
Applikation von Spannungspulsen mittels TEVC auftreten, konnen auch fiir zukiinftige
Studien genutzt werden. So konnten Spannungspulse eingesetzt werden, um die Ionen-

konzentration im Cytosol gezielt zu manipulieren. Auf diese Weise konnten zum Beispiel

130



4 Diskussion

Wasserfliisse ausgelost werden, um die Rolle von Aquaporinen bei der Regulierung der

Stomaweite oder an der Osmoregulierung zu untersuchen.

Die herbeigefiihrten Anderungen des cytosolischen Volumens fiihrten dazu, dass ein bis-
lang unbekannter Mechanismus zur Freisetzung von Calcium aus intrazelluldren Spei-
chern beschrieben werden konnte. Dieser wird durch Anderungen der mechanischen Span-
nung der Membran und/oder der Osmolaritét verursacht. Solche Verdnderungen kénnten
zum Beispiel wihrend des Stomaschlusses auftreten und zu transienten Erhohungen der
Calciumkonzentration fithren. Die Identifizierung von Kanilen, die an diesem Calcium-
einstrom beteiligt sind, sollte das Ziel zukiinftiger Studien sein, ebenso wie die Aufkla-

rung der physiologischen Bedeutung dieses Mechanismus fiir Stomabewegungen.

Der Einsatz des konfokalen Spinning-Disc-Systems erlaubte eine hochaufgeloste Darstel-
lung der Erhéhungen der Calciumkonzentrationen innerhalb der Zelle, z. B. nach einem
mechanischen Reiz (Abbildung oder durch Hyperpolarisierung der Plasmamembran
(Abbildung [3.15] A). Zweiteres ist allerdings auf SchlieBzellen in Epidermisstreifen be-
schréankt, in denen die einwirtsgleichrichtenden Kaliumkanile durch Césium blockiert
wurden. Prinzipiell wire es also moglich, das subzelluldre Muster von Calciumtransien-
ten, also lokale Erh6hungen der Calciumkonzentration und deren Dynamik, darzustellen.
Dieses konnte Aufschluss iiber beteiligte Kanéle oder iiber die Spezifitit der Calciumsi-
gnale geben. Interessant wire zum Beispiel eine vergleichende Studie, bei der untersucht
wird, wie genau verschiedene Stimuli, wie MAMPs oder pH—Wert—Anderungen, die Cal-
ciumkonzentration innerhalb der Schlief3zellen beeinflussen. Hierfiir wire es hilfreich,
eine Methode zur gezielten Applikation dieser Stimuli an SchlieBzellen intakter Blitter

zu entwickeln, um nicht auf SchlieBzellen in Epidermisstreifen begrenzt zu sein.

Im Hinblick auf die Studien an FarnschlieBzellen wére es sehr interessant, die physiologi-
sche Bedeutung der Ionenstrome in FarnschlieBzellen aufzuklédren. Insbesondere sollten
die Fragen untersucht werden, ob die Stomadffnung in Farnen ebenfalls durch Kalium-
einstrom verursacht wird und ob die Aktivierung von Anionenkanilen am Stomaschluss
beteiligt ist. Diese Erkenntnisse konnten helfen, die evolutiondre Entwicklung des Sto-
maschlusses weiter aufzukldren. Ein besseres Verstindnis der molekularen Grundlagen
der Trockenstressantwort in evolutiondr &dlteren Landpflanzen wie Farnen wére auch im
Hinblick auf sich dndernde Umweltbedingungen, die eine Anpassung von Pflanzen an tro-
ckenere Bedingungen erfordern, von grolem Interesse. Das Wissen aus solchen Studien
konnte in der modernen Pflanzenziichtung eingesetzt werden, um eine hohere Trockenre-

sistenz von Nutzpflanzen zu erreichen.
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5 Anhang

5.1 Erganzende Abbildungen

Polypodium vulgare Nicotiana tabacum
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Abb. 5.1: Vergleich der absoluten Fluoreszenzintensititen von Fura-2 bei beiden
Anregungswellenliingen wihrend der Durchfiihrung hyperpolarisierender Span-
nungspulse. Anderung der absoluten Intensititen von Fura-2 wihrend eines hyperpolari-
sierenden Spannungspulses bei den beiden Anregungswellenlidngen 345 (rot) und 390 nm
(blau). Gezeigt wird jeweils eine reprasentative Zelle von Nicotiana tabacum und Polypo-
dium vulgare. Eine Abnahme der Fluoreszenzintensitédt von Fura-2 wéhrend der Hyperpo-
larisierung bei Anregung mit der Wellenldge 345 nm tritt in Polypodium vulgare nicht auf.
Die Abnahme der Fluoreszenzintensitit wird in Nicotiana tabacum durch die Vergrof3e-
rung des cytosolischen Volumens verursacht, die in Polypodium vulgare nicht erkennbar
1st.
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5 Anhang
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Abb. 5.2: Beladung von SchlieBzellen der Arten Ceratopteris richardii (oben) und
Selaginella uncinata (unten) mit Fura-2 und Ubergang des Fluoreszenzfarbstoffs in
die NachbarschlieBzelle. In Falschfarben dargestellte Fluoreszenzintensitéit von Fura-2
bei der Wellenlidngen 345 vor und wihrend der iontophoretischen Beladung mit Fura-2.
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Abb. 5.3: Anstieg der cytosolischen Calciumkonzentration wihrend einer Hyper-
polarisierung in Ceratopteris richardii (A) In Falschfarben dargestelltes Verhiltnis der
Fluoreszenzintensititen von Fura-2 bei den Wellenlidngen 345 und 390 nm vor, wihrend
und nach einem 10s andauernden hyperpolarisierenden Spannungspuls. Start des Pul-
ses: t = 20s Scalebar: 20 um. (B) Appliziertes Pulsprotokoll und Stromspur fiir das in
(A) gezeigte Experiment. (C) Spannungsabhéngige Strome in einer SchlieBzelle von Ce-
ratopteris richardii. Nach dem Einstich wurden ausgehend von einem Haltepotential von
-100mV fiir 2 Sekunden Testpulse im Bereich von +20 bis -180 mV in Schritten von

20 mV appliziert.
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5 Anhang

5.2 Abkurzungsverzeichnis

A Ampere

ABA ...l Abscisinsdure

Abb. ...l Abbildung

ABI ...l ABA-insensitive

ACA ... Autoinhibited Calcium-ATPase

ADP ... ... ...l Adenosindiphosphat

ATP ... ... Adenosintriphosphat

Ag Silber

AgCl ...l Silberchlorid

AKT ... Arabidopsis thaliana K* Transporter
ALMT ................. Aluminum Activated Malate Transporter
AM o Acetoxymethyl Ester

At Arabidopsis thaliana

A. thaliana ............. Arabidopsis thaliana

A. tumefaciens .......... Agrobacterium tumefaciens

BAP ... Benzylaminopurin

BAPTA ................ 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethan-N,N,N’,N’-Tetraessigsdure
BCECF ................ 2’,7’-Bis-(2-Carboxyethyl)-5-(and-6)-Carboxyfluorescein
bp Basenpaare

bzw. .. beziehungsweise

C o Coulomb

CAr vttt circa

Ca® . Calcium(-Ion)

[Caz‘“]Cyt ............... cytosolische Calciumkonzentration

CaM ... Calmodulin

CAX ... Cation Exchanger

CBL ................... CalcineurinB-like Protein

CDPK ............. ... Ca?* Dependent Protein Kinase

CIPK ... ...l Calcineurin B-like Interacting Protein Kinases
Cl o Chlorid

CLC ...l Chloride Channel

CLSM ................. engl.: Confocal Laser Scanning Microscope
CNGC ... Cyclic Nucleotide Gated Channel

COy oo Kohlenstoffdioxid

CPK ... Ca?* Dependent Protein Kinase
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Cst Cisium(-Ion)

CsCl ..o Césiumchlorid

CYyt e cytosolisch

DA/AD ... Digital-Analog/Analog-Digital

DACC ................. Depolarisationsaktivierte Calciumkanile

DMSO ................. Dimethylsulfoxid

DNA ...l Desoxyribonukleinsédure

dNTPs ................. Desoxyribonukleosidtriphosphat

ECA ... ... ER-type Calcium-ATPAse

EDTA ... .. ... ... ... Ethylendiamintetraessigsdure

EGTA ................. Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N’-
tetraessigsdure

Ecoli ................. Escherichia coli

engl. ...l englisch

ER ... Endoplasmatisches Retikulum

etal. ........ ... et alii/et aliae/et alia

EtOH .................. Ethanol

F oo Faraday-Konstante

Fo oo Fluoreszenzintensitit zum Zeitpunkt O

Frax oo maximale Fluoreszenzintensitét

Foin oo minimale Fluoreszenzintensitét

fmol ............. ... ... Femtomol

foet oo Ionenfluss in mol/sek

g Gramm

g Erdbeschleunigung

GCl ... ...l SchlieBzellspezifischer Promotor pGC1(At1g22690)

Gent ................... Gentamycin

GFP ... .. ... Green Fluorescent Protein

GHR .................. Guard Cell Hydrogen Peroxide-Resistant

GLR ...l Glutamate Receptor Like channel

GORK ................. Guardcell Outward Rectifying K* Channel

h o Stunde

HY Proton

H,O ................... Wasser

H,O, oo Wasserstoffperoxid

HACC ................. Hyperpolarisationsaktivierte Calciumkanéle

HMAT1 ... Heavy Metal ATPase 1
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Hz ... ... ... . ... Hertz

P Strom

Tpnionmax ............... Maximale Stromstirke des Anionenausstroms in A
Ixkmax ................. Maximale Stromstirke des Kaliumeinstroms in A
Lon «ooovee Ionenstrom

K o Kalium

Kt o Kalium(-Ion)

Ka oo Dissoziationskonstante

Kin oo Kalium-Einwirtsstrom

Kout oo Kalium-Auswirtsstrom

Kan ................... Kanamycin

KAT ...l K*-channel in Arabidopsis thaliana

KCl ... Kaliumchlorid

KGlukonat ............. Kaliumglukonat

KUP/HAK/KT ......... K*uptake/HighAffinityK*/K*Transport
Lo Liter

La** ... Lanthan(-Ion)

LaCl; .................. Lanthanchlorid

LB ... Lysogeny Broth

LY .. Lucifer Yellow

M Molar

MAX e maximal

MAMPs ............... Microbial Associated Molecular Patterns
MAP3K ... Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase
MCA ... Midl-Complementing Activity

MCUC ................ Mitochondrial Calcium Uniporter

ME ot Milligramm

MES ... ... 2-(N-Morpholino)ethansulfonsiure

1011 1 Minute

ml ... Milliliter

mM . Millimolar

mol .................... Mol = 6x10% Teilchen

MS  voreeeeeiiannnn. Millisekunde

MSCs ... Mechanosensitive Kanile

mV Millivolt

MQ Megaohm

P Mikrogramm
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wloo Mikroliter

P Mikrometer

pM Mikromolar

| Anzahl

nA .. Nanoampere

NaCl ........... ... Natriumchlorid

NAA .o 1-Naphthylessigsdure

NADPH ............... Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat

NaOH ................. Natriumhydroxid

NHX ... Na*/H*-Exchanger

DM e Nanometer

nM Nanomolar

NO* ... ... Nitrat(-Ion)

NSCCs ...t Nonselective Cation Channels

N. tabacum ............. Nicotiana tabacum

Oy Sauerstoff

OG-BAPTA ............ Oregon Green 488 BAPTA-1

OSCA ................. Reduced Hyperosmolalityinduced Calcium Increase

OST ... ...t Open Stomata

PA Picoampere

PAR .................... Photosynthetically Active Radiation

PCR ...l Polymerase Chain Reaction

pH ... potentia Hydrogenii

pl Picoliter

pmol .................. Picomol

PPase .................. Pyrophosphatase

PYR/PYL/RCAR ....... Pyrabactin Resistance/PYR1-Like/Regulatory
Component of ABA Receptor

QUAC ................. Quick Anion Channel

R .o Ratio

Rif ... Rifampicin

RNA ...l Ribonukleinsédure

ROI ............. ..., Region of Interest

ROS ... ... ... Reactive Oxygen Species

R-Typ ...l Rapid-type

s,sek ... Sekunde

SDS ... Sodium Dodecyl Sulfate
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Standard Error, Standardfehler
Slow Anion Channel(-Associated)
SLAC1-Homologue

SNF-related serine/threonine-protein kinase
Slow-type

Super Optimal Broth (SOB) + Glukose
Slow Vacuolar

Zeitpunkt

Tabelle

TRIS-EDTA-Puffer

Two Electrode Voltage Clamp

Two Pore Channel

Two Pore K*-Channel
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Uracil Specific Excision Reagent
Ultraviolett

Volt

Haltespannung

Testspannung

Vakuolire ATPase

Vacuolar-type H"-ATPase
Vakuolire Pyrophosphatase
Volumen/Volumen

Wildtyp

Gewicht/Volumen

Yeast Extract Broth

Yellow Fluorescent Protein
Prozent

ungefihr
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