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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Rolle des Malats im allgemeinen Metabolismus der Pflanzen und beim
Crassulaceen Saurestoffwechsel

Malat (das Anion der Apfelsiure; pKa, = 3,4; pKao = 5,1) ist ein wichtiges Intermediat in
vielen biochemischen Reaktionen im Stoffwechsel der Pflanzen, wie im Zitronen- bzw.
Glyoxylsdure-Zyklus und bei der Synthese der Cs-Aminosduren. Auch in der
Zellhomeostase spielt Malat eine wichtige Rolle. Der biochemische pH-Stat-Mechanismus
im Cytosol beruht auf Reaktionen, bei denen die Apfelsiure bei hohem pH gebildet bzw.
bei niedrigem pH decarboxyliert wird (Davies, 1986; Martinoia und Rentsch, 1994). Die
Balance der Ladungen bei einer ungleichen Aufnahme von Kationen gegeniiber Anionen
oder umgekehrt wird durch die Synthese und die Degradation von Malat aufrechterhalten
(Martinoia und Rentsch, 1994). AuBlerdem sind die Malatdehydrogenasen im Cytosol, am
Plasmalemma und in der Matrix von Chloroplasten und Mitochondrien am Austausch von
Reduktionsidquivalenten zwischen den Zellkompartimenten beteiligt (Martinoia und
Rentsch, 1994). Dadurch erfolgt die Regulation der Redoxreaktionen in vielen
metabolischen Prozessen innerhalb der Zelle, im Apoplast (bei der Bildung der sekundiren
Zellwand) und im Gewebe (durch den Transport von NADH von den Mesophyllzellen zur
Biindelscheide in C,-Pflanzen). Die Akkumulierung der Apfelsdure in der Vakuole kann zu
einer Erhéhung der Zellosmolaritiit fiihren, da zwei Mole der Apfelsiure beim Verbrauch
eines Mols Hexosen gebildet werden konnen (Liittge, 1988). Dies nutzen Pflanzen, um das
Wasserpotential des Zellsaftes gegeniiber dem AuBBenmedium zu erniedrigen und damit die
Wasseraufnahme in die Zellen zu ermoglichen. Die Rolle des Malats als Osmotikum ist
nicht nur bei Wassermangel von Bedeutung, sondern auch bei hydroaktiven
Stomatabewegungen (Martinoia und Rentsch, 1994). Dabei wird Turgor-bedingtes Offnen
und SchlieBen der stomatdren Pore, durch den Kaliumtransport am Plasmalemma
zusammen mit der Umwandlung des Gegeniones Malats in den Stomatazellen erreicht.

Pflanzen mit Cs;-Photosynthese zeigen oft eine signifikante Malatspeicherung in Form von
Malatsalzen (z.B. Kaliummalat) (Martinoia und Rentsch, 1994). Dabei kann der
Malatgehalt im Tag-Nacht-Rhythmus in diesen Pflanzen schwanken. Am Tag wird Malat
wiahrend lichtinduzierter Stickstoffassimilationsvorginge fiir den Ladungs- und
Aziditatsausgleich gebildet, bzw. als Reservestoff fiir die nichtliche Atmung gespeichert
(Littge, 1987; Martinoia und Rentsch, 1994; Liittge et al., 2000). Einen besonderen Fall

der Malatakkumulation findet man bei den Pflanzen mit Crassulaceen Siurestoffwechsel
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(CAM) (Osmond, 1978; Liittge, 1987). CAM-Pflanzen speichern wihrend der Nacht CO,
und Reduktionsiquivalente in Form von Apfelsdure. Am Tag halten die CAM-Pflanzen
ihre Stomata geschlossen, um grofle Wasserverluste durch die Transpiration bei einem sehr
niedrigen Wasserpotential in der Luft zu vermeiden. In dieser Zeit wird das nachts
gespeicherte Malat decarboxyliert und das daraus entstandene CO, im Laufe des
konventionellen photosynthetischen Kohlenstoffzyklus verbraucht. Die néchtliche CO,-
Aufnahme, betrichtliche diurnale Schwankungen der Konzentration titrierbarer Sduren und
des Malatgehalts sind daher Evidenzen fiir den CAM-Stoffwechselweg. Eine erhohte
zelluldre CO,-Konzentration im Blattmesophyll wihrend der Decarboxylierung des Malats
am Tag bei geschlossenen Stomata konnte eine Bedeutung fiir die Depression der
Oxygenase-Aktivitdit der RubisCO haben. Jedoch steigt auch der Partialdruck des
Sauerstoffes, der am Tag wihrend der photochemischen Reaktionen gebildet wird, bis zu
42 % an, was die Photorespiration sehr wahrscheinlich macht (Cushman und Borland,
2002). Deswegen besteht der Hauptvorteil des CAM bei terrestrischen Pflanzen im
Vergleich zu denen mit Cs;- und Cs-Photosynthesemodi in einem mehrfach effizienteren
Wasserverbrauch (Osmond, 1978; Liittge, 1988). Aus diesen Griinden ist der CAM-Zyklus
unter den Pflanzen in heilen ariden Gebieten sehr verbreitet, wobei mehr als 7 % der
hoheren Pflanzen aus unterschiedlichen Taxa diesen Photosynthesemodus ausiiben

(Osmond, 1978; Liittge, 1988).

1.2 CAM bei Mesembryanthemum crystallinum

Eine besonders plastische Anpassung der Pflanzen an wechselnde Umweltbedingungen
stellt der fakultative und induzierbare CAM bei Mesembryanthemum crystallinum dar. Im
mediterranen Klima mit einer saisonalen Wasserverfiigbarkeit nutzt M. crystallinum bei
einer ausreichenden Wasserversorgung im Friihjahr den C;-Photosyntesemodus, um eine
maximale Wachstumsrate zu erreichen. Nach dem Einsetzen der Trockenperiode wechselt
M. crystallinum zum CAM (Winter und Smith, 1996; Adams et al., 1998). Obwohl die
CAM-Induktion beim Ubergang zum generativen Stadium genetisch vorprogrammiert und
irreversibel ist, konnen Stress-Faktoren, wie z.B. Wassermangel, hohe Lichtintensitit,
Wurzelunterkiihlung oder Salinitit den Ubergang zum CAM auch bei den jiingeren
Pflanzen auslosen (Liittge, 1993; Winter und Smith, 1996; Broetto et al., 2002). Die pH-
Schwankungen im 24-Stunden-Zyklus in CAM-Pflanzen von M. crystallinum kénnen mehr
als zwei Einheiten im sauren Bereich betragen (Cushman und Borland, 2002). Dies deutet

darauf hin, dass wéhrend der ndchtlichen CO,-Fixierung mehr als 100 mM titrierbare
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Protonen in Form von Apfel- (30-50 mM) und Citronensiure (10-20 mM) sowie von
anderen a-Oxo-Sduren (Oxalacetat, a-Oxoglutarat und Pyruvat; in Konzentrationen ca.
drei Ordnungen niedriger als die ersten beiden Séuren) akkumuliert werden. Der Anstieg
und die Schwankung des Malats beim CAM ist mit den variablen Aktivitits- oder (und)
Expressionsraten der Proteine, die am Malatmetabolismus beteiligt sind, verbunden. Das
Enzym fiir die néchtliche CO,-Fixierung, eine CAM-spezifische Isoform der
Phosphoenolpyruvatcarboxylase (PEPC), die ,,CO,-Pumpe® genannt wird, weist einen
zirkadianen Aktivititsrthythmus durch Phosphorylierungs- und
Dephosphorylierungsvorgdnge und eine allosterische Regulation durch Malat auf
(Osmond, 1978; Taybi et al., 2000; Cushman, 2001; Cushman und Borland, 2002). Die
beiden malatdecarboxylierenden Enzyme (das mitochondriale NAD-abhédngige und das
cytosolische NADP-abhingige Malatenzym) werden wihrend des Ubergangs zum CAM
induziert und weisen eine erhohte Aktivitdt am Nachmittag und in der Nacht auf mit einer
Depression wiahrend des Vormittages (Winter und Smith, 1996).

Am Beispiel der CAM-spezifischen PEPC-Induktion wurde gezeigt, dass als Glieder der
Signaltransduktionskette, cytosolisches Ca*", Ca*"/ Calmodulin-abhingige Proteinkinasen
und Phosphorylasen sowie Phytohormone (Abscisinsdure und Cytokinin) an der Ausldsung
und Regulation der CAM-Reaktionen beteiligt sind (Winter und Smith, 1996; Taybi und
Cushman, 1999; Cushman, 2001; Cushman und Borland, 2002).

Die Reaktionen des CAM laufen zwar in verschiedenen Zellkompartimenten (im Cytosol,
in Chloroplasten und in Mitochondrien) ab, sind aber aneinander gekoppelt. Dies erfordert
einen koordinierten Transport von Substraten durch die Organellmembranen sowie eine
strenge Konzentrationskontrolle am Ort der biochemischen Reaktionen. Dies betrifft
insbesondere die Apfelsiuresynthese iiber PEPC im Cytosol. Um eine Azidifizierung des
Cytoplasmas sowie die PEPC-Inhibierung durch das reduzierte Produkt Malat zu
vermeiden, wird die Apfelsiure wihrend der nichtlichen CO,-Fixierung in die Vakuole

sequestriert (Osmond, 1978; Liittge, 1987).
1.3 Malattransport am Tonoplasten

1.3.1 Tonoplastidare Protonenpumpen

Malatbestimmungen in isolierten Vakuolen von CAM-Pflanzen sowie Experimente mit der
Aufnahme von radioaktiv-markiertem CO, haben gezeigt, dass sich nahezu das ganze
zellulire Malat im vakuoliren Kompartiment befindet (Buser und Matile, 1977).

Messungen des cytosolischen Malats in unterschiedlichen Pflanzen- und Zellarten
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bewiesen, dass seine Konzentration im Cytoplasma nur in einem engen Bereich von 1 -10
mM schwankt (Martinoia und Rentsch, 1994). Daher muss der Malattransport in die
Vakuole gegen einen betrichtlichen Konzentrationsgradienten ablaufen. Aus
thermodynamischen Uberlegungen wurde ein energieabhiingiger Transportmechanismus
flir den Malatefflux aus dem Cytosol postuliert (Liittge und Ball, 1980). Die
Energielieferanten dafiir sind primér aktive Protonenpumpen, die protonentranslozierende
vakuoldre ATPase (V-ATPase) und Pyrophosphatase (V-PPase), die am Tonoplasten einen
elektrochemischen Protonengradienten aufbauen. Untersuchungen an Tonoplastenvesikeln
aus M. crystallinum zeigten, dass beim Ubergang zur CAM-Photosynthese einige
Verdnderungen in der Transportrate, im molekularen Feinbau und in der Expression der
Protonenpumpen festzustellen sind. In den CAM-Pflanzen gegeniiber den Cs-Pflanzen
steigt die V-ATPase Aktivitit um Mehrfaches an (Liittge und Ball, 1980; Struve et al.,
1985; Liittge, 1987). Die Membrandoméne V, der V-ATPase vergroBert sich mit dem
Ubergang zum CAM (Liittge et al., 1995 b; Liittge und Ratajczak, 1997; Ratajczak, 2000).
Dies korreliert mit einer ansteigenden Expressionsrate der c-Untereinheit, die das
Proteolipid der V-ATPase bildet. Die Untersuchungen mit anderen fakultativen CAM-
Pflanzen, z.B. Kalanchoe blossfeldiana, zeigten gleiche Verdnderungen der V-ATPase
wihrend des Ubergangs zum CAM (Liittge et al., 1995 a / b). In CAM-Pflanzen von M.
crystallinum wurden zwei zusitzliche Untereinheiten D; und E; im Stielbereich der V-
ATPase gefunden (Bremberger und Liittge, 1992; Ratajczak et al., 1994 b; Zhigang et al.,
1996). Ein verbessertes Kopplungsverhdltnis zwischen der ATP-hydrolisierenden (Vi-)
und der Protonen-translozierenden Vo-Domine der V-ATPase beim CAM wurde in diesem
Zusammenhang diskutiert.

Im Gegensatz zur V-ATPase verschwindet die zweite Protonenpumpe die V-PPase
wihrend des Ubergangs zum CAM aus den Tonoplastenfraktionen von M. crystallinum
(Bremberger et al., 1988; Bremberger und Liittge, 1992; Liittge et al., 1995 a), obwohl in
anderen Pflanzen sowohl mit obligatem CAM, K. daigremontiana und Epidendrum
ibaguense (White und Smith, 1992), als auch mit fakultativem CAM, K. blossfeldiana, die
V-PPase anwesend ist und eine stimulierende Wirkung auf den ATP-abhingigen H'-
Transport aufweist (Marquardt-Jarczyk und Liittge, 1990 a). Es ist bisher nicht klar,
weswegen zwei unabhdngige Protonenpumpen am Tonoplasten koexistieren (Rea und
Poole, 1993). Im Gegensatz zum elektrochemischen Protonengradienten durch den
Tonoplasten, der unter der Annahme eines A pH von 4,2 Einheiten in saurem Bereich

zwischen dem Cytosol und dem Vakuolenlumen in K. daigremontiana etwa -25 kJ * mol™
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betrégt, ist die freie Energie der PP;-Hydrolyse von -19 kJ * mol™ nicht ausreichend, um
einen entscheidenden Beitrag zur Energetisierung der Vakuolenmembran zu leisten
(Marquardt-Jarczyk und Liittge, 1990 a). Jedoch kann der energetische Beitrag des PP;-
abhingigen H'-Transports unter Bedingungen steigen, in denen die Aktivitit der V-
ATPase abnimmt, z.B. bei niedrigen Temperaturen, ATP-Mangel oder unter oxidierenden
Bedingungen (Rea und Poole, 1993; Darley et al., 1995; Hoffman-Thoma und Willenbrink,
1993).

1.3.2 Tonoplastidarer Malattransporter

Der Malatinflux in die Vakuolen der CAM-Pflanze K. daigremontiana konnte in direkten
Messungen mit radioaktiv-markiertem Malat nachwiesen werden (Buser-Suter et al., 1982;
Nishida und Tominaga, 1987; Ratajczak et al., 1994 a). Die Transportrate wies dabei ein
pH-Optimum im leicht alkalischen Bereich auf und stieg in der Anwesenheit vom Mg-
ATP, dem Substrat der V-ATPase, an. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass der
Malatinflux die protonentranslozierende Aktivitdit der V-ATPase und der V-PPase
stimulieren kann (Jochem und Liittge, 1987; White und Smith, 1989; Marquardt-Jarczyk
und Liittge, 1990 b). Dies deutet auf einen sekundir aktiven Transportmechanismus hin,
wobei der Malattransporter durch den elektrochemischen Gradienten an die primér aktiven
Protonenpumpen gekoppelt ist. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass nur die
elektrische Komponente (A ¥) des von den Protonenpumpen generierten
elektrochemischen Gradienten, nicht aber A pH, fiir die sekundér aktive Malataufnahme
benodtig wird (Ratajczak et al., 1994 a).

Die Spezifitit des Malattransporters gegeniiber anderen Sduren wurde mittels der
Inhibierung der Malataufnahme durch verschiedene Carboxylate bestimmt (White und
Smith, 1989). Dabei ergab sich die folgende Selektivititsreihe: Fumarat > Malat >
Oxalacetat > Succinat > Malonat > Citrat > Isocitrat, Aconitat. AuBBerdem konnte gezeigt
werden, dass der Malattransporter die Sduren nach einer bestimmten Strukturbesonderheit
selektiert. So zeigt er eine hohere Selektivitdt fiir 1,4-Dicarboxylate in trans-Konformation
(Fumarat) und 1,4-Dicarboxylate mit einer nicht-fixierten Konfiguration (Malat,
Oxalacetat und Succinat) gegeniiber Verbindungen in cis-Konformation (Maleat). Die 1,5-
Dicarboxylate (Oxoglutarat, Glutamat und Glutarat), Tricarboxylate (Isocitrat) und
Monocarboxylate (Oxalat, Malonat) zeigen ebenfalls eine niedrigere Permeation

gegeniiber Malat.
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Am Tonoplasten der C;-Pflanzen Hordeum vulgare und Catharanthus roseus, die wie
CAM-Pflanzen eine betrdachtliche Malatspeicherung aufweisen, wurde ein ATP-
stimulierbarer Malattransport beobachtet (Marigo et al., 1988). Dennoch erwies sich Malat
in der Cs;-Pflanze Avena sativa als ein schlecht permeierendes Anion (Kaestner und Sze,
1987; Pope und Leigh, 1987). Eine hohere Malattransportaktivitit wurde in der CAM-
Spezies Epidendrum ibaguense aus der Familie Orchidaceac im Vergleich zu den C;-
Spezies Coelogyne crista und Coelogyne fimbriata gefunden (White und Smith, 1992).
Eine Erhéhung der Aktivitit des Malattransporters wurde wihrend des Ubergangs zur
CAM-Photosynthese in salzgestressten Pflanzen von M. crystallinum (Struve und Liittge,
1987) gemessen. Dies deutet an, dass die Malattransportaktivitdt mit dem Auftreten des
CAM korreliert ist (White und Smith, 1992). Versuche zur Identifikation des
tonoplastiddren = Malattransporters ~ filhrten zur Reinigung eines unbekannten
membranintegralen Polypeptids mit der Molmasse von 32 kDa aus der Tonoplastenfraktion
von K. daigremontiana. Nach einer Inkorporierung dieses Proteins in Phospholiposomen
konnte im Vergleich zu nativen Tonoplastenvesikeln ein mehr als 100fach angestiegener
Malatinflux gemessen werden (Ratajczak et al., 1994 a; Steiger et al., 1997). Die in den
oben erwédhnten Studien gefundenen Transportcharakteristika, K;, von 1-3 mM und eine
relativ niedrige Vmax von 40 — 250 nmol Malat * min’! * mgprotein'l, deuten auf einen
Permease-vermittelten Malatinflux hin. Dennoch stellt die Energetisierung des
Malatuniporters allein durch das elektrische Potential den Hinweis auf einen
kanalvermittelten Transportmechanismus dar.

In Patch-clamp-Studien wurde ein fiir Malat selektiver Einwértsstrom am Tonoplasten der
CAM-Pflanzen Graptopetalum paraguayense und K. daigremontiana gemessen (Iwasaki
et al., 1992; Cheffings et al., 1997; Pantoja und Smith, 2002; Hafke et al., 2003). Die in
den hoch auflésenden Stromaufnahmen bestimmte Einzelkanalamplitude betrug etwa 3 pS,
was bei einem Tonoplastenpotential von -40 mV etwa 3,8 * 10° Mal*-Molekiile pro
Sekunde pro Transportermolekiil entspricht (Hafke et al., 2003). Der Malattranport durch
den Malatkanal erfolgt entlang des elektrochemischen Gradienten, der von tonoplastidéren
Protonenpumpen generiert wird. Bei einem Membranpotential von -10 bis - 40 mV, wie es
am Tonoplasten pflanzlicher Zellen in der Regel vorliegt, kann der Malatkanal einen 5- bis
10fachen chemischen Malatgradienten zwischen Cytosol und Vakuolenlumen
aufrechterhalten. Dabei deuten die gemessene Stromdichte und die ermittelte
Kanalproteindichte von 0,2 pm™ darauf hin, dass der Malatkanal einen Hauptweg fiir den

Malatinflux in die Vakuole darstellt (Hafke et al., 2003).
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Der Malatkanal weist eine starke Rektifizierung bei negativen Potentialen auf (Iwasaki et
al., 1992; Cheffings et al., 1997; Pantoja und Smith, 2002; Hafke et al., 2003). Aufgrund
dieser strengen Potentialabhidngigkeit (die halbmaximale Offenwahrscheinlichkeit des
Kanals liegt bei -43 mV; Hafke et al., 2003) kann der Malatkanal nur den Malatinflux in
die Vakuole, nicht aber den Riicktransport ins Cytoplasma vermitteln. Die
Potentialabhingigkeit des Kanals kann auf eine Blockierung durch Ionen zuriickzufiihren
sein, die bei positiven Spannungen in die Kanalpore eindringen, z.B. Mg*" aus Cytosol
bzw. CI' aus Vakuolenlumen (Cheffings et al., 1997). Einen Hinweis fiir diesen
Blockierungsmechanismus lieferten Experimente, in denen eine hohe Chloridkonzentration
(100 mM) von der vakuoldren Seite des Tonoplasten her eingesetzt wurde. Dabei konnte
vakuoléres Cl" den Malatstrom erheblich reduzieren (Plant et al., 1994).

Der Malatkanal zeigt eine zeitabhingige Aktivierungskinetik, die in drei Komponenten
zerlegt werden konnte: eine instantane Komponente und zwei langsamere
Zeitkomponenten mit entsprechenden Zeitkonstanten von 0,76 — 0,80 s und 4,00 — 5,26 s
(Cerana et al., 1995; Cheffings et al., 1997). Die ungewdhnlich langsame Aktivierung
scheint eine allgemeine Charakteristik der malatselektiven Kanile aus unterschiedlichen
Pflanzenspezies zu sein. Ein &dhnlicher langsam aktivierender einwérts rektifizierender
Kanal leitet Malat in Vakuolen von Cs-Pflanzen Beta vulgaris und Arabidopsis thaliana
(Pantoja et al., 1992; Plant et al., 1994; Cerana et al., 1995).

Der zeitabhédngige Einwértsstrom am Tonoplasten konnte nur in der Anwesenheit von
Malat und weiteren Dicarboxylaten, wie Fumarat und Succinat, von der cytosolischen
Seite her initiiert werden, nicht aber bei einer gleich hohen Chloridkonzentration (Pantoja
et al., 1992; Pantoja und Smith, 2002; Hafke et al., 2003). Dies zeigt eine hohe
Substratselektivitdt des Malatkanals fiir Dicarboxylate gegeniiber Chlorid. In der Cs-
Pflanze Avena sativa wurde hingegen ein wesentlich hoherer Chloridtransport im
Vergleich zum Malat beobachtet (Kaestner und Sze, 1987; Pope und Leigh, 1987) und da
der Chloridtransport von Malat nicht beeinflusst wird (Wissing und Smith, 2000), konnte
man schlieBen, dass CI” und Mal* unterschiedliche tonoplastidire Transportsysteme
benutzen. Ein weiterer Hinweis darauf ist eine unterschiedliche Inhibitorsensitivitit von
Chlorid- und Malattransportern (Martinoia et al., 1991).

Die Abstimmung der Malatkanalaktivitit auf die Bediirfnisse der CAM-Physiologie
erfordert eine feine Regulation des Malatkanals im Tag-Nacht-Rhytmus. Die Wirkung der
cytosolischen Ca®"-Konzentration und des cytosolischen pH-Werts auf den Malatkanal, die

im Signaltransduktionsweg in Pflanzen eine Schliisselrolle spielen (Pantoja und Smith,
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2002), wurde daher untersucht. Dabei zeigt Ca2+cyt keinen signifikanten Effekt auf den
Malatstrom. Dies unterschied den Malakanal stark von anderen, am Tonoplasten
befindlichen Kanilen, die entweder nur bei einer millimolaren Ca2+cyt-Konzentration
funktionieren (slow vacuolar (SV)), oder stark von Ca®" und Mg”" inhibiert werden (fast
vacuolar (FV)) (Hedrich und Neher, 1987; Ward und Schroder, 1994; Schulz-Leedorf und
Hedrich, 1995; Briiggemann et al., 1999 a / b). Die Azidifizierung des Cytoplasmas ruft
dagegen eine Inhibierung des Malatkanals hervor (Pantoja und Smith, 2002; Hafke et al.,
2003). Die hochste pH-Sensitivitidt des Malatkanals liegt in einem Bereich, in dem CAM-
bedingte cytosolische pH-Schwankungen (von 7,5 pH am Tag bis zu 7,8 pH in der Nacht)
auftreten (Hafke et al.,, 2001). Dies hat eine grole physiologische Relevanz, da die
Ansduerung im Cytosol am Tag zu einer Inhibierung des Malatkanals fiihrt, was den
storenden Riicktransport der Apfelsiure in die Vakuole am Tag verhindern kann.

Obwohl viele der Charakteristika des Malatkanals in elektrophysiologischen Studien
erarbeitet wurden und mit biochemischen Studien iibereinstimmen, ist es nicht
auszuschlieBen, dass mehrere Typen von Malattransportsystemen, darunter auch Kanile
mit unterschiedlichen Kanalamplituden, am Tonoplasten existieren konnen (Cheffings et

al., 1997).

1.4 Die Vakuole als ein multifunktionelles Kompartiment beim CAM

Die Malatakkumulation in die Vakuole kann man nicht isoliert von anderen Funktionen der
pflanzlichen Vakuole betrachten. Die Vakuole spielt eine Schliisselrolle bei Anpassungen
von Pflanzen an Umweltbedingungen (Wink, 1993; Martinoia et al., 2000). Beim CAM ist
die Bedeutung des vakuoldren Kompartiments besonders hervorgehoben. In diesen
Pflanzen kann die Vakuole innerhalb einer ausdifferenzierten Mesophyllzelle bis 98 % des
gesamten Volumens einnehmen (Liittge, 1988; Winter und Smith, 1996). Die
Vakuolengrofle stellt eine der Vorbedingungen bei der CAM-Induktion dar, da die
nédchtliche Akkumulation von Cs-Séuren teilweise von der vakuoldren Speicherkapazitit
limitiert ist (Cushman und Borland, 2002). Die groB3e zentrale Vakuole hat auBBerdem eine
raumauffiillende Funktion (Wink, 1993). Durch eine Vergréferung der Vakuole kann eine
schnell wachsende Pflanzenzelle das neu erworbene Volumen energetisch giinstig
auffiillen, um eine optimale Organellenposition innerhalb der Zelle zu erreichen.

Die Umstellung auf CAM einiger fakultativer CAM-Pflanzen, unter anderen auch M.
crystallinum, ist eine Reaktion auf die Verringerung des Wasserpotentials im Boden und

auf den daraus folgenden Wasserverlust in den Blittern (Osmond, 1978; Liittge, 1987).
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Dabei sorgt die CAM-bedingte Saurespeicherung zusitzlich fiir einen osmotischen
Ausgleich mit der Substratlosung, was eine weitere Wasseraufnahme ermdglicht. Dariiber
hinaus sind die CAM-Pflanzen fihig, das Gesamtwasserpotential im Gewebe hoéher zu
halten als im Boden, indem sie die Vakuolen fiir die Wasserspeicherung benutzen. Die
Rolle der Vakuolen als Wasserreservoire ist besonders in den epidermalen Blasenzellen
von M. crystallinum auffdllig. In der Lichtphase flieBt das Wasser aus den mehrere
Pikoliter-grolen Vakuolen der Blasenzellen entlang des osmotischen Potentials in
Richtung Mesophyll. Dies dient zu einer Pufferung extremer
Wasserpotentialschwankungen im diurnalen Rhythmus bzw. wenn Wasseraufnahme bei
extremer Trockenheit nicht mehr moglich ist (Osmond, 1978; Liittge, 1993). An der
Regulation des Wasserhaushalts der Zelle sind spezielle, membranintegrierte
Wassertransportproteine (major intrinsic proteins, MIP) beteiligt (Martinoia et al., 2000).
14 fir MIPs kodierende Gene wurden im Genom von M. crystallinum gefunden (Kirch et
al., 2000), fir zwei MIPs (MIP-F und eventuell MIP-B) konnte die tonoplastidire
Lokalisierung nachgewiesen werden.

Der Transport und die Speicherung des Wassers spiegeln sich im Aufbau des Zellturgors
wider. Bei CAM-Pflanzen unterliegen die Wasseraufnahme und der damit verbundene
Turgor dem diurnalen Rhythmus (Winter und Gademann, 1991; Winter und Smith, 1996).
Sie steigen wiahrend der Dunkelphase zusammen mit der Siurekonzentration an und
erreichen frith morgens nach dem Schlieen der Stomata ein Maximum. Die niedrigsten
Werte erreicht der Zellturgor am Ende der Lichtphase, wobei die gemessenen diurnalen
Turgorschwankungen mehr als 0,5 Bar betragen konnen (Liittge, 1988; Liittge, 1993).

Das Vakuolenlumen ist mit einer komplexen wéssrigen Losung von lonen und Metaboliten
gefiillt. Vakuoldrer Transport, die Speicherung von H', K, Na' und anorganischer
Anionen, wie Chlorid, Sulphat, Phosphat und Nitrat, sorgt fiir das Aufrechterhalten der
Ladungs- und Ionenbalance im Cytosol (Martinoia et al., 2000). AuBlerdem stellt die
Vakuole ein wichtiges intrazelluldres Kalziumspeicherreservoir dar, was eine grof3e
Bedeutung bei der Signaltransduktion hat (Sanders et al., 1999; Martinoia et al., 2000). In
M. crystallinum liegt vakuoldres Kalzium sowohl in 16slicher Form, als auch teilweise in
Form von Oxalatkristallen vor (Liittge et al., 1978). In Vakuolen junger nicht gestresster
Pflanzen von M. crystallinum wurden folgende Konzentrationen der oben erwahnten Ionen
gemessen: pH 6,0-6,5; 100 mM K" 50 mM Na" und 10 mM weitere anorganische
Kationen sowie 50 mM anorganische Anionen (der restliche Teil der Kationen ist mit

organischen Anionen, wie Malat, Citrat, Oxalat etc. ausgeglichen) (Adams et al., 1998).
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Der Ionenstatus der Pflanzen #ndert sich jedoch dramatisch mit dem Ubergang zum CAM,
besonders wenn die CAM-Induktion durch Salzstress ausgelost wird. Dabei zeigt M.
crystallinum eine hohe Salzakkumulation, die bis zu 600 mM in den Mesophyllgewebe
erreichen kann (Liittge et al., 1978; Adams et al., 1998). M. crystallinum zeigt bei einer
moderaten NaCl-Konzentration von 100-200 mM in ihrem Wurzelmilieu ein
Wachstumsoptimum (Vera-Estrella et al., 1999) und kann einen Anstieg der
Salzkonzentration bis 700 mM tolerieren. Im Gegensatz zu Glykophyten ist die
Salzakkumulation in jungen, wachsenden Blittern der Halophyte M. crystallinum am
hochsten. Hier wird anstelle metabolisch teuerer organischer Osmotika das im
AuBlenmedium verfiigbare NaCl fiir eine osmotische Einstellung in den Zellen benutzt.
Wegen der Ahnlichkeit des Ionenradius in der hydrierten Form kann Natrium um die
Kaliumbindungsstellen im Cytosol konkurrieren. Um ein hohes K' / Na'-Verhltnis im
Cytoplasma zu bewahren und damit die toxische Wirkung des Natriums auf metabolische
Reaktionen zu vermeiden, wird Na’~ zusammen mit seinem Gegenion CI in die Vakuole

sequestriert (Blumwald et al., 2000).

1.5 Natrium- und Chloridtransport am Tonoplasten

Der Transport von Natrium in die Vakuole wird durch den Natrium-Protonenantiporter
(Na'-H'-Antiporter) vermittelt, dessen Aktivitit am Tonoplasten glykophytischer und
halophytischer Pflanzenspezies nachgewiesen wurde (Blumwald und Poole, 1985;
Garbarino und DuPont, 1989; Barkla und Blumwald 1991; Barkla et al., 1995; Gaxiola et
a., 1999; Blumwald et al., 2000; Barkla et al., 2002). Diese Studien zeigten, dass die
Aktivitit des Na'-H -Antiporters mit der Konzentration des angebotenen Natriums
korreliert ist. AuBBerdem weisen halophytische Pflanzen (z.B. der salztolerante Plantago
maritima im Vergleich zum salzempfindlichen Plantago media) und salzadaptierte
Pflanzen (z.B. salzgestresste M. crystallinum-Pflanzen) eine gesteigerte Na'-
Transportaktivitdt im Vergleich zu der jeweiligen Kontrolle auf. Dies deutet an, dass der
Na'-H'-Antiporter direkt an der Salzsequestrierung beteiligt ist. Indirekte Messungen des
Natriuminfluxes zeigten weiterhin, dass der sekundir aktive Na'-Transport durch den
elektrochemischen Protonengradienten energetisiert wird, elektroneutral ist und eine
Sittigungskinetik aufweist (Barkla et al., 1995; Apse et al., 1999). Der Na'-H'-Antiporter
in M. crystallinum hat den hochsten K,-Wert von etwa 50 mM Na' im Vergleich zu
anderen Pflanzenspezies (Barkla et al., 1995). In diesem Zusammenhang wird eine relativ

hohe Na'-Konzentration im Cytoplasma von M. crystallinum vermutet. Das Gen, das fiir
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den Na'-H'-Antiporter kodiert (AtNHX1), wurde in Arabidopsis thaliana identifiziert.
Eine Uberexpression dieses Gens in Hefe und Arabidopsis thaliana fiihrte zu einem
mehrfach angestiegenen Na'-H'-Antiport am Tonoplasten und zur Salztoleranz (Apse et
al., 1999; Aharon et al., 2003).

Im Gegensatz zum Natriumtransport ist iiber den Transport von Chlorid in die Vakuole
wenig bekannt. In Studien mit dem chloridsensitiven Farbstoff Lucigenin konnte ein
Chloridinflux an Tonoplastenvesikeln von M. crystallinum nachgewiesen werden (Wissing
und Smith, 2000). Der CI'-Transporter zeigte dabei eine Séttigungskinetik mit einem Ky,
von etwa 17 mM und V. von 31 nmol * m™>* s! sowie eine Selektivitit fiir Chlorid
gegeniiber anderen anorganischen Anionen und Malat. AuBlerdem konnte er durch ein
negatives Potential am Tonoplasten stimuliert werden. Dagegen bewirkte ein niedriger pH-

Wert auf der Vakuoleninnenseite eine Reduzierung der CI'-Transportaktivitit.

1.6 Vakuolare Transportsysteme unter Salzstress

Salzstress 10st nicht nur in Hinsicht der Natrium- und Chlorid-Transportaktivititen
betrdchtliche Verdnderungen im vakuoldren Transport aus. Die Expressionsrate und die
Membranenlokalisierung der unterschiedlichen MIP-Typen von M. crystallinum adndern
sich wihrend der Antwort auf einen salzinduzierten osmotischen Schock (Kirch et al.,
2000). Unter einem osmotischen bzw. ionischen Stress, der von einer hohen NaCl-
Konzentration verursacht wird, zeigen vakuoldre Ionenkandle einen Aktivititsriickgang
(Bohnert und Cushman, 2000). Die Reaktion der V-ATPase und der V-PPase auf eine
Salzadaption bzw. hohe NaCl-Konzentrationen im Medium ist unterschiedlich. Die V-
ATPase weist bei einer hohen NaCl-Konzentration im Medium eine steigende Hydrolyse-
und Protonentransportaktivitit auf, was auf die Cl-Stimulierbarkeit der V-ATPase
zuriickzufithren ist (Liittge und Ratajczak, 1997; Ratajczak, 2000). Andererseits
verdoppeln sich die Proteinmenge und die Aktivitit der V-ATPase wihrend einer
wochenlangen Salzbehandlung (Ratajczak et al., 1994 b; Wang et al., 2001; Liittge et al.,
2001). Die Reaktion der V-PPase auf Salzstress ist in Pflanzenspezies nicht einheitlich.
Studien mit den nicht-halophytischen Pflanzen Daucus carota und Acer pseudoplatanus
und der halophytischen Pflanze Suaeda salsa zeigten, dass die Salzbehandlung die V-
PPase-Aktivitdt stimuliert (Colombo und Cerana, 1993; Zingarelli et al., 1994; Wang et al.,
2001). Eine direkte reduzierende Wirkung hoher Na'-Konzentrationen auf die PP;-
Hydrolyserate konnte hingegen in Studien mit der V-PPase aus Wurzeln von Vigna radiata

nachgewiesen werden (Nakamura et al., 1992). Die CAM-Induktion unter Salzstress
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bewirkte auch in M. crystallinum eine Erniedrigung der V-PPase-Aktivitidt (Bremberger
und Liittge, 1992). In Hinsicht einer hoheren Kapazitit der V-ATPase zur
Tonoplastenenergetisierung gegeniiber der V-PPase wurde angenommen, dass letztere

Pumpe beim Salzstress nur eine Nebenrolle spielt.

1.7 Verhaltnis zwischen der Salzspeicherung und der CAM-Induktion in M.
crystallinum

In vielen Pflanzen, darunter auch CAM-Pflanzen (z.B. Kakteen), wird die
Malatakkumulation durch Salzstress beeintrichtigt (Liittge, 1987; Liittge 1993; Martinoia
und Rentsch, 1994). Dagegen weist der saltincluder M. crystallinum unter einem starken
und langanhaltenden NaCl-Stress eine Induktion des CAM auf (Liittge, 1988; Bohnert und
Cushman, 2000). Dem entsprechend ist die Expression der PEPC von M. crystallinum in
vivo NaCl-stimulierbar (Winter und Smith, 1996; Liittge, 1993). Die CAM-Induktion unter
Salzstress ist vom Pflanzenalter abhingig. Einerseits sind die jungen Pflanzen im C;-Status
zu einer betrdchtlichen Salzspeicherung bis zu 250 mM NacCl fdhig. Andererseits ist der
CAM unter Salz-Stress bei dlteren Pflanzen (ab sechste Woche nach der Keimung) stirker
ausgepragt und irreversibel (Liittge, 1993; Adams et al., 1998; Bohnert und Cushman
2000). AuBerdem dauert die CAM-Induktion in M. crystallinum unter Salzstress {iber zehn
Tage, was im Vergleich zu den anderen Stressfaktoren (z.B. hohe Lichtintensitit) relativ
lang ist (Broetto et al., 2002). Dagegen findet eine hohe NaCl-Akkumulation im
Blattgewebe bereits wenige Tage nach Einsetzen des Salzstresses statt (Adams et al.,
1998). Die ontogenetischen Voraussetzungen des CAM und die oben erwéhnte
Unabhéngigkeit der Salzakkumulation vom Pflanzenalter weisen darauf hin, dass eine
langfristige Adaptation an einen Salinitdt-bedingten osmotischen Stress der eigentliche
Ausloser des CAM bei M. crystallinum ist, nicht aber die Akkumulierung des Salzes im
Gewebe per se (Liittge, 1993). Dies fand eine weitere Bestitigung, indem die typischen
salzinduzierten Reaktionen, wie die Expression des Enzyms Myo-Inositol-
Methyltransferase und die damit verbundene Akkumulation kompatibler Osmotika
(Myoinositol, D-Pinitol und D-Ononitol) im Cytosol sowie die Erhohung der Aktivitdten
der V-ATPase und der P-ATPase bereits in nicht-photosynthetisch aktiven Zellkulturen
von M. crystallinum stattfinden, wéihrend die CAM-Induktion das Organismusniveau
erfordert (Vera-Estrella et al., 1999; Adams et al., 1992).
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

M. crystallinum durchlduft in der Ontogenese eine Umstellung von der Cs;-Photosynthese
zum Crassulaceen Sdurestoffwechsel. Da beim CAM die reversible Speicherung von Malat
in der Vakuole im Tag-Nacht-Rhythmus ein zentraler Prozess des Zyklus ist, sollten
Transportsysteme in Vakuolen von M. crystallinum wéhrend dieser Umstellung die
Malattransportkapazitéit entsprechend erhohen. Trockene und saline Standortbedingungen
erfordern auBerdem eine schnelle Reaktion der Pflanzen auf eine Erniedrigung des
Wasserpotentials im Boden. Auch unter diesen Bedingungen spielen vakuoldre
Transportsysteme von M. crystallinum eine entscheidende Rolle, indem sie zur
osmotischen Balance mit dem AuBenmedium beitragen und eine Sequestrierung des
toxischen NaCl in die Vakuolen gewihrleisten. Die Salz- und Malattransportvorgénge im
Blattgewebe von M. crystallinum sind weder zeitlich noch rdumlich von einander getrennt,
da zum einen keine diurnale Rhythmik in der Salzakkumulation nachgewiesen wurde und
zum anderen NaCl direkt im Mesophyllgewebe akkumuliert wird. Das bedeutet, dass die
Vakuolen photosynthetisch aktiver Zellen im CAM-Modus die Funktionen kontinuierlicher
Salzspeicherung und diurnaler Malatoszillationen gleichzeitig erfiillen miissen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, auf dem Hintergrund der Identifizierung des
Malattransportsystems im Tonoplasten von M. crystallinum die physiologische Regulation
des Malattransports bei der Cs;- und CAM-Photosynthese sowie unter Salzstress zu
untersuchen. Dabei sollte der malatselektive Ionenkanal mittels der Patch-clamp-Technik
in Vakuolen von Cs;-Pflanzen und von Pflanzen, in denen die CAM-Induktion durch
Salzstress oder durch eine hohe Lichtintensitit hervorgerufen wurde, charakterisiert
werden. Dariliber hinaus sollte das vakuoldre Kompartiment in den oben erwéhnten
Pflanzengruppen auf dem Niveau des gesamten Blattgewebes und einzelner Vakuolen
charakterisiert werden. Weiterhin sollten mit Hilfe proteinbiochemischer Methoden
vergleichende Untersuchungen der tonoplastiddren Transportproteine, die an Malat- und
Salztransport beteiligt sind, beim CAM, der durch Salzstress oder Hochlicht induziert

wurde, durchgefiihrt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial

Die Versuchspflanzen von Mesembraynthemum crystallinum L. wurden aus Samen

(Sammlung des Botanischen Gartens, Darmstadt) bis zur Ausbildung des zweiten

Folgeblattpaares (etwa vier Wochen lang) im Anzuchtsgewédchshaus aufgezogen. Die

weitere Anzucht erfolgte unter definierten Bedingungen in einer Phytokammer des

Okophysiologischen Gewéchshauses (Institut fiir Botanik, TU Darmstadt):

- 12 h Lichtphase mit einer Lichtintensitit von 350-400 uE * m™ * s™' mit A von 400-700
nm (HQI-R Lampen, Osram, Deutschland), einer Temperatur von 28 °C und relativer
Luftfeuchte von 60 %;

- 12 h Dunkelphase mit einer Temperatur von 20 °C und relativer Luftfeuchte von 80 %.

Soweit nicht anderes vermerkt, wurden die Pflanzen mit Regenwasser gegossen. Nach der

Ausbildung des dritten Folgeblattpaares (fiinf Wochen alte Pflanzen) wurde eine

Pflanzengruppe mindestens zwei Wochen lang mit einer hohen Lichtintensitdt von 1000

pE * m? * s gestresst. Im Folgenden wurde diese Versuchsgruppe als Hochlicht-

gestresste (HL) Pflanzen bezeichnet. Die Gruppe salzgestresster Pflanzen wurde iiber diese

Zeit mit Wasser unter Zugabe von 400 mM NaCl gegossen. Die 4-5 Wochen alten mit

Wasser gegossenen Pflanzen wurden als Kontrollpflanzen bezeichnet. Fiir die Experimente

wurden vollstindig entwickelte, unbeschidigte Blétter ab dem zweiten Folgeblattpaar

verwendet.

2.2 Charakterisierung des Pflanzenmaterials
2.2.1 Herstellung von Blattpresssaft

Der Gesamtpresssaft aus dem rippenfreien Blattmaterial wurde zur Charakterisierung des
Vakuoleninhaltes verwendet. Dies war hier zulédssig, da in Mesophyllzellen besonders
grofle Vakuolen vorkommen, die bis zu 90 % (in CAM-Pflanzen bis zu 99 %) des
gesamten Zellvolumens einnehmen. Daher konnte man annehmen, dass das
Vakuolenlumenmedium Hauptbestandteil des Blattpresssaftes war. Fiir die Herstellung von
Blattpresssaft wurden Blitter von Pflanzen aller Versuchsgruppen am Ende der Dunkel-
bzw. Lichtphase geerntet. Nach Ausschneiden dicker Rippen wurde das préparierte
Blattgewebe eingefroren und wieder aufgetaut, um zellulire Membranen zu zerstoren.
Nach zwei min Inkubation bei 80 °C (fiir eine Denaturierung der Malatenzyme) wurden

die Blatter fiir 3-5 min mit 13000 Upm (Millipore, Heraues Instruments, Deutschland)
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zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir nachfolgende Untersuchungen bei —18 °C

aufbewabhrt.

2.2.2 Osmolaritatsbestimmung

Die Osmolaritdt des Blattpresssaftes wurde mit Hilfe eines kryoskopischen Osmometers
(Osmomat 030, Gonotec, Deutschland) in jeweils 50 pL unverdiinnter Probe gemessen.
Dabei wurde deren Gefrierpunkt bestimmt und daraus die Konzentration osmotisch aktiver
Substanzen ermittelt. Die erhaltenen Messdaten wurden vor allem zur Herstellung hypo-

bzw. isoosmotischer Versuchslosungen verwendet.

2.2.3 Bestimmung des Malatgehaltes im Blattpresssaft

Diurnale Schwankungen der vakuoldren Malatkonzentration dienten als Indikator fiir die
CAM-Induktion in den gestressten Pflanzen. Hierzu wurde der Malatgehalt im
Blattpresssaft aus Pflanzen der jeweiligen Anzuchtsgruppe am Ende der Licht- und der
Dunkelphase verglichen. Die Bestimmung der Malatkonzentration erfolgte in Anlehnung
an Mollering (1974). Dabei wird die Konzentration von NADH, das bei der in Gegenwart
von L-Malat-Dehydrogenase (L-MDH) ablaufenden enzymatischen Oxidierung des Malats
entsteht, photometrisch gemessen. Nach der folgenden Reaktion ist die Menge an NADH

dquivalent zur Menge an umgesetztem L-Malat:

L-Malat + NAD "« Oxalacetat (OAA) + NADH + H".

Diese Reaktion kann durch das Abfangen des zweiten Reaktionsproduktes, OAA bis zu
einem vollstindigen Verbrauch des Malats getrieben werden. Hierzu wird noch eine
Reaktion nachgeschaltet, bei der das gebildete OAA in Gegenwart von L-Glutamat und des
Enzyms Glutamat-OAA—Transaminase (GOT) umgesetzt wird. Die entsprechende

Reaktion ist unten wiedergegeben:

OAA + L-Glutamat <> L-Aspartat + a-Ketoglutarat.

Der Malattest wurde bei Raumtemperatur (RT) in folgendem Reaktionsansatz (insgesamt
1,36 mL) durchgefiihrt: 221 mM Glycylglycin mit NaOH auf pH 10 eingestellt, 37 mM L-
Glutaminsdure mit NaOH auf pH 10 eingestellt, 3,47 mM NAD", 3,7 pg / mL GOT, 13,7
uM L-Apfelsiure fiir den Standardansatz bzw. 50 pL verdiinnter Presssaft fiir den

Probeansatz.
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Nach dem Ansetzen des Reaktionsgemisches wurde die Grundextinktion im jeweiligen
Ansatz gemessen (E;). Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von L-MDH (9 pg / mL)
gestartet und die Extinktionsmessung nach 20 min Inkubierung wiederholt (E;). Die
Extinktionswerte wurden auf einen Leerwert (die Extinktion im Reaktionsansatz ohne
Presssaft und L-Apfelsiure) korrigiert. Die Konzentration an gebildetem NADH wurde
nach dem Lambert-Beerschen Gesetz ermittelt (Gleichung 2.1) und im Standardansatz und

im Probeansatz verglichen:

c[mM]=(V*F*AE)/(g*v*d* 1000) 2.1)

V- Testvolumen [mL],

F- Verdiinnungsfaktor des Presssaftes,

¢ - molarer Extinktionskoeffizient von NADH, der bei 340 nm 6,22 cm? * umol'1 betrigt,
v — Probenvolumen [mL],

d — Lichtweg [cm],

A E — Differenz zwischen E, und E;, gemessen in einem Probe- bzw. Standardansatz.

2.2.4 Bestimmung des Citratgehaltes im Blattpresssaft

Zusétzlich zum Malat wurde der Citratgehalt am Ende der Dunkelphase bestimmt. Dabei
wurde wiederum die Menge an NADH, das bei einer enzymatischen Reduktion verbraucht
wird, photometrisch gemessen. Die zu reduzierenden Substanzen entstehen aus einer

Spaltung des Citrats in Gegenwart von Citratlyase (CL):

Citrat <« OAA + Acetat.

Danach werden das entstandene OAA und sein Decarboxylierungsprodukt Pyruvat in
Gegenwart von L-MDH und Laktat-Dehydrogenase (LDH) reduziert. Diese Reaktion
erfolg unter Verbrauch von NADH, dessen Menge dquivalent zur Ausgangsmenge an

Citrat ist. Die dazugehorigen Reaktionen sind im folgend wiedergegeben:
OAA + NADH + H" < L-Malat + NAD";

Pyruvat + NADH + H' < L-Laktat + NAD".

Das Reaktionsgemisch (insgesamt 1,5 mL) wurde aus folgenden Substanzen
zusammengesetzt: 164 mM Glycylglycin mit NaOH auf pH von 7,8 titriert, 0,19 mM
ZnCl,, 0,19 mM NADH, 16 pg/ mL L-MDH, 3 pg / mL LDH.
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Die Extinktion wurde vor und 20 min nach der Zugabe von CL (0,810 U / mg
Lyophilisat) bei RT in einem Reaktionsansatz (mit 25 pL verdiinntem Blattpresssaft) bzw.
in einem Standardansatz mit 33,3 uM Citronensdure gemessen. Die Konzentration des
verbrauchten NADH wurde nach dem Lambert-Beerschen Gesetz (siche Kapitel 2.2.3)

errechnet und im Standardansatz und im Probeansatz verglichen.

2.2.5 Bestimmung der vakuolaren pH-Wertes

Am Ende der Dunkelphase, wenn eine hohe Sdurekonzentration in den Vakuolen zu
erwarten war, wurde der pH des Vakuolensaftes getrennt aus den Blasenzellen und aus
dem Mesophyll der Blittern von M. crystallinum gemessen. Hierzu wurde die
Blattoberfliche zuerst mit einer Rasierklinge vorsichtig abgekratzt. Die entstandene
Fliissigkeit stellte groBenteils den Vakuolensaft aus epidermalen Blasenzellen dar. Da der
Saft auf der ganzen Blattoberfliche verteilt wurde und dessen Volumen extrem klein war,
wurden die pH-Messungen mit Hilfe spezialer pH-Indikatorstreifen (pH-Fix 4,5-10,0,
Roth, Deutschland) mit einer Genauigkeit von 0,5 pH-Einheiten durchgefiihrt.
Anschliefend wurden dicke Blattrippen und die Blasenzellen am Rand des Blattes
herausgeschnitten, und die Aziditdt des Presssaftes aus dem restlichen Blattgewebe ebenso

mit Hilfe der pH-Indikatorstreifen bestimmt.

2.3 Herstellung nativer Blattquerschnitte

Von Blittern der unterschiedlichen Pflanzengruppen wurden 3-5 mm dicke
Gewebestreifen herausgeschnitten. Davon wurden mit einer scharfen Rasierklinge diinne
Querschnitte gemacht, die nach dem Waschen in einer leicht hypoosmotischen Losung zur

Féarbung verwendet wurden.

2.4 Herstellung von Protoplasten und Vakuolenisolierung

Die Protoplasten aus Mesophyllzellen wurden durch einen enzymatischen Verdau der
Zellwinde isoliert. Hierzu wurden in den am Ende der Dunkelphase geernteten Blittern
zuerst dicke Rippen ausgeschnitten und dann tiefe Einschnitte gemacht. Nach kurzem
Waschen in einer isoosmotischen Losung wurden die préiparierten Blitter in eine kleine
Plastikpetrischale mit 2 mL Enzymldsung tberfiihrt und 45-60 min bei 32 °C inkubiert.
Die Enzyml6sung enthielt 20 mM MES mit Tris zum pH-Wert von 5,7 titriert, | mM
CaCl,, 1 mM DTT, 1 % (w/v) BSA, 1 % (w/v) Cellulase ,,Onozuka“ RS (Yakult Honsha,
Japan), 0,2 % (w/v) Macerozym (Yakult Honsha, Japan) und 0,02 % (w/v) Pectolyase Y-
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23 (Kikimann, Japan). Danach wurden die Blétter vorsichtig in eine Plastikpetrischale mit
einer Versuchslosung (siehe Kapitel 2.10) tberfiihrt und sanft geschiittelt. Man konnte
dabei das Herauslosen der Protoplasten aus dem Gewebeverband beobachten. Dabei
schwamm ein Teil von ihnen an der Oberfliche der Versuchslosung, die anderen
Protoplasten sammelten sich am Boden des GefdB3es. Die frisch priparierten Protoplasten
wurden weiterhin sowohl zur Farbung, als auch zur Vakuolenisolierung verwendet.

Native Vakuolen wurden durch einen hypoosmotischen Schock aus den
Mesophyllprotoplasten isoliert. Hierzu wurden die Protoplasten in einer Versuchsldsung
mit einer um 0,10-0,15 Osmol * kg'1 niedrigeren Osmolaritit als der Presssaft der
jeweiligen Versuchspflanze resuspendiert. Eine rasche Zunahme des
Protoplastenvolumens, die durch den niedrigen osmotischen Druck von auBlen verursacht
worden war, induzierte einen Plasmalemmakollaps in den Protoplasten mit anschlieender
Vakuolenfreisetzung. In 10-15 min konnte das Freisetzen von Vakuolen bei etwa 30 % der
Protoplasten beobachtet werden. Die isolierten Vakuolen wurden anschlieend in einer
isoosmotischen Versuchslosung stabilisiert und weiterhin zur Firbung und fiir

elektrophysiologische Experimente verwendet.

2.5 Neutralrot-Farbung

Die Azidititsbestimmung des Presssaftes wurde durch eine pH-sensitive Fiarbung von
einzelnen Vakuolen mit Neutralrot (NR) ergidnzt. Als schwache Base mit dem pK,-Wert
von 6,7 liegt NR beim cytosolischen pH von ungefihr 7,5 in einer ungeladenen, lipophilen,
leicht gelblichen Form vor und kann daher ungehemmt Zellmembranen, einschlieBlich
Tonoplasten passieren (Haugland, 1996). Nach seiner Protonierung in sauren Vakuolen
wird NR hydrophil, rotgefdarbt und reichert sich dort an. AuBerdem akkumulieren die
Mesophyllzellen von M. crystallinum im Vergleich zu epidermalen Blasenzellen keine
rotgefarbten Pigmente Betalaine (Liittge et al., 1978). Daher konnte man annehmen, dass
das rote Signal in den NR-behandelten Blattquerschnitten nur vom NR kommt und dadurch
sdurehaltige Vakuolen markiert.

Native Blattquerschnitte bzw. Protoplasten wurden bei RT mit 0,01 % (w/v) NR (aus einer
1 % (w/v) wiBrigen Stammldsung) inkubiert. Nach dem Erreichen einer konstanten
Féarbung (in 30-45 min) wurden die Préparate gewaschen, in ein frisches Medium iiberfiihrt
und unter einem Lichtmikroskop (Karl Zeiss, Jena, Deutschland) untersucht. Fiir eine
quantitative Farbanalyse wurden Aufnahmen von Blattquerschnitten bzw. Protoplasten und

Vakuolen mit Hilfe einer Mikroskop-kompatiblen digitalen Fotokamera (Coolpix 900,
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Nikon, Japan) angefertigt. Die Bilder von Blattquerschnitten wurden weiterhin mittels der
Bildverarbeitungsprogramme Photoshop 7.0 (Adobe International, Kanada) und Imagel
(public domain Java image processing program, NIH Image) analysiert. Dabei wurde der
rote Kanal, in dem die NR-Farbung registriert wird, von den anderen Farbkandlen, dem
griinen Kanal und dem blauen Kanal, separiert. Danach wurde die Intensitit des Signals
des roten Kanals durch digitales Abziehen einer schwarz-wei3-Digitalkopie des jeweiligen
Vollfarbbildes auf Gesamthelligkeit korrigiert (Abb. 2.1 A-C). Weiterhin wurde fiir alle
auf dem Bild vorhandenen Farbpunkte (Pixel) eine relative Intensitit der Rotfiarbung, die
proportional zum Anteil des roten Kanals war, ermittelt (Abb. 2.1 D). Nach ihrer
Rotintensitdt wurden die Pixel in vier Kategorien unterteilt. Pixel, die weniger als 10
Intensitétseinheiten aufwiesen, wurden aus weiteren Analysen ausgeschlossen, da sie dem
Losungshintergrund zuzuordnen waren. Farbpunkte mit 10 bis 40 Intensititseinheiten
reprasentierten ~ NR-negative  Objekte.  Diejenigen  Farbpunkte, die  40-60
Intensitdtseinheiten zeigten, wurden den schwach gefirbten Objekten (rosa bis orange)
zugeordnet. Intensiv gefarbte Objekte (rot) hatten mehr als 60 Intensititseinheiten. Die
Pixelanzahl der jeweiligen Kategorie wurde auf die Gesamtpixelanzahl des Bildes
normiert. So wurden die relativen Anteile von NR-negativen und NR-angefirbten
Objekten (hier Vakuolen) ermittelt. Aus der Analyse mehrerer Blattquerschnitte aus
unterschiedlichen Pflanzengruppen konnte dann abgeleitet werden, wie sich die Anteile
saurer (NR-gefdrbter) und neutraler (NR-ungefirbter) Vakuolen im Mesophyllgewebe mit
dem Ubergang zum CAM und unter Salzstress findern.

Eine quantitative Analyse der NR-Féarbung in Protoplasten und Vakuolen konnte mit den
oben erwidhnten Computerprogrammen nicht durchgefiihrt werden. Die Protoplasten und
Vakuolen in Suspensionsproben lagen weit verstreut und in unterschiedlichen
Suspensionsschichten vor. Deshalb wurde visuell eine Farbabschitzung der NR-

behandelten Protoplasten in jeweils 0,4 mL Suspensionsprobe durchgefiihrt.
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Abbildung 2.1: A) reprdsentative mikroskopische Aufnahme eines
Blattquerschnitts aus einer salzgestressten Pflanze nach Anfarbung mit NR;
B) schwarz-weifle Kopie des Bildes A; C) resultierendes Bild aus der
Differenz zwischen dem Vollsignal des Bildes B und dem Rotkanal des
Bildes A; D) Verteilung der Pixel nach der Intensitét des Rotsignals, ermittelt
aus dem Bild C.
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2.6 BCECF-Farbung

Die Unterschiede in der Vakuolenaziditdt, die durch die Farbung mit dem sduresensitiven
NR gefunden worden waren, wurden mittels einer parallelen Farbung mit einem pH-
sensitiven Fluoreszenzfarbstoff BCECF (2',7'-Bis-(2-Carboxyethyl)-5-(und-6)-
Carboxyfluorescein) iiberpriift. Die Fluoreszenz von BCECEF ist stark pH-abhéngig; sie tritt
im alkalischen Milieu auf und wird bereits im leicht sauren Milieu (pH = 5,5) fast
vollstdndig geloscht (Haugland, 1996). AufBlerdem wird der Farbstoff BCECF in
alkalischen Zellkompartimenten akkumuliert, weil er bei neutralen und alkalischen pH-
Werten negative Ladungen trdgt und daher nicht membrangéingig ist. Zu einer nicht-
invasiven Zellbeladung mit diesem Farbstoff wurde seine membranpermeierende, nicht-
fluoreszierende Ester-Form (Acetoxymethylester, AM) verwendet. Innerhalb der Zellen
wird die lipophile Gruppe des BCECF-AM von unspezifischen Esterasen abgespalten, und
seine Fluoreszenzfahigkeit wieder hergestellt (Haugland, 1996; Swanson und Jones, 1996).
Zur NR-BCECF-Doppelfarbung wurden Protoplasten und Vakuolen 30-45 min bei RT mit
1 uM BCECF-AM (aus einer 1 mM Stammldsung in DMSO) zusammen mit 0,01 % (w/v)
NR inkubiert. Die Firbeergebnisse wurden unter einem inversen Mikroskop (Nikon,
Japan) analysiert, das mit einer Quecksilber-UV-Lampe (HBO 50 W / AC, Osram,
Deutschland) und einem Filtersatz (Bandpassspiegelfilter 490:510 nm; Omega Optical,
USA) ausgeriistet war. Die Aufnahmen von Protoplasten und Vakuolen wurden jeweils im

Durch- und UV-Licht mit Hilfe der Digitalkamera hergestellt.

2.7 Lysosensor-Farbung

Im Vergleich zu den NR und BCECEF, die entweder bei saurem (NR) oder bei alkalischem
(BCECF) Milieu ein positives Signal aufweisen, zeigt der ratiometrische
membranpermeierende Fluoreszenzfarbstoff Lysosensor (LysoSensor yellow / blue DND-
160, Molecular Probes, USA) sowohl bei niedrigen, als auch bei hohen pH-Werten
positive und qualitativ unterschiedliche Signale, z.B. eine gelb-griine Fluoreszenz im
sauren und eine blaue Fluoreszenz im alkalischen Milieu (Haugland, 1996). Daher eignet
sich Lysosensor (LS) besser als NR und BCECF fiir eine spektrometrische pH-
Bestimmung innerhalb unterschiedlicher Vakuolentypen.

Blattquerschnitte, Protoplasten bzw. Vakuolen wurden 45-60 min mit 1 uM LS (aus einer
1 mM Stammldsung in DMSO) inkubiert. Die Anregung der LS-Fluoreszenz erfolgte mit
Hilfe eines Monochromators (Till Photonics, Deutschland) im isosbestischen Punkt von

360 nm. Fluoreszenzaufnahmen wurden mit der digitalen Fotokamera unter einem
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Mikroskop (Zeiss Axiovert 100, Karl Zeiss, Deutschland) mit einem dichroitischen
Filtersatz FITC (cut off > 410 nm; Omega Optical, USA) angefertigt. Mit Hilfe der
Photoshop-Software wurde eine quantitative Analyse der beobachteten Fluoreszenzsignale
durchgefiihrt, indem ein Quotient zwischen durchschnittlichen Signalintensititen des
digital separierten griinen und des blauen Farbkanals ermittelt wurde. Absolute pH-Werte
des Vakuolenlumens wurden mit Hilfe einer LS-Eichkurve ermittelt. Die Eichung des
Farbstoffs wurde in vitro in einer Reihe von 100 mM Apfelsiureldsungen durchgefiihrt,
die mit BTP auf die pH-Werte von 2,3 bis 7,7 eingestellt wurden. In Abbildungen 2.2 A
und B sind reprédsentative Fluoreszenzaufnahmen von den mit 10 uM LS versetzten
Standardlosungsproben sowie dazugehdrige Intensitdtshistogramme des griinen und des
blauen Farbkanals dargestellt. Die erhaltenen Eichdaten konnten gut mit einer Gleichung
fiir pH-sensitive ratiometrische Farbstoffe (Haugland, 1996) beschrieben werden

(Gleichung 2.2) und ergaben eine sigmoidale Eichkurve (Abb. 2.2 C):

pH = pK — Ig ((R-Rp)/(Ra-R) * 0,95) (2.2)

pK — Fluoreszenz-Dissoziationskonstante von LS betrdgt 4,2 Einheiten (Haugland, 1996),
R — Wert des Griin / Blau-Verhiltnisses,
Ra und Rp — dementsprechend limitierender Wert des Griin / Blau-Verhiltnisses im sauren

oder alkalischen Endpunkt der Titration.

Die LS-Eichkurve zeigte in einem Bereich von 3,5 bis 5,5 pH einen nahezu linearen

Verlauf; folgend ist die pH-Auflésung hier am besten.
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Abbildung 2.2: A) LS-Fluoreszenzaufnahme der Standardprobe mit dem pH-
Wert von 2,3 mit den Intensitétshistogrammen des durchschnittlichen Signals
des griinen bzw. blauen Kanals, ermittelt innerhalb des mit Kreis markierten
Bereiches; B) LS-Fluoreszenzaufnahme der Standardprobe mit dem pH-Wert
von 7,7 mit den Intensititshistogrammen des durchschnittlichen Signals des
griinen bzw. blauen Kanals, ermittelt innerhalb des mit Kreis markierten

Bereiches; C) LS-Eichkurve.

23
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2.8 Inhaltsstoffbestimmungen in sauren und neutralen Vakuolen

Zur Kristallanalyse wurden jeweils 10 uL Protoplastensuspension aus oberen und unteren
Suspensionsschichten entnommen, diinn auf einen Objekttrdger aufgetragen und bei RT an
der Luft angetrocknet. Nach Verdunsten des Wassers wurden die ausgebildeten Kristalle
unter dem Mikroskop mit einem Set zur kompensierten Lichtpolarisation (Polarisator,
einfacher Analisator, Kompensator Gips Rot 1. Ordnung und Interferenzkontrast-Hellfeld-
Phasenkontrast-Kondensator) analysiert. Zum Vergleich wurden Kristalle verwendet, die
sich nach Austrocknen von Proben der Standardlosungen (500 mM Mannit, 500 mM
Apfelsiure, 50 mM Citronensiure und 500 mM Natriumchlorid) ausgebildet hatten.

2.9 Versuche zur Erfassung der Dynamik des Vakuolenverhaltens innerhalb einer

Mesophyllzelle

Die NR-angefiarbten Blattquerschnitte aus salzgestressten Pflanzen (siehe Kapitel 2.5)
wurden in ein NR-freies Medium, auf einen Objekttrager iiberfiihrt und mit einem
Deckglas bedeckt. Die Spalten zwischen den Glésern wurden mit geschmolzenem Paraffin
abgedichtet, um das Pridparat vor Austrocknung zu schiitzen. Nach einer ersten
mikroskopischen Kontrolle wurden die Prédparate fiir einige Stunden WeiBlicht (eine
Halogenlampe mit geringer Hitzeemmision) ausgesetzt. In Zeitabstinden von 30 min
wurde der Zustand ausgewdihlter Zellen mit zwei Vakuolentypen (mit einer NR-negativen
und einer NR-angefdarbten Vakuole) beobachtet und mit Hilfe der Digitalkamera
dokumentiert. Die Bilder wurden dann mit der Photoshop- und ImagelJ-Software analysiert.
Dabei wurden die Gesamtzellfliche, die Fliche der NR-angefarbten und NR-negativen

Kompartimente gemessen und ins Verhiltnis zueinander gesetzt.

2.10 Versuchslésungen fur die Farbung und fur elektrophysiologische Messungen

Die Inkubationslésung fiir die Farbung mit NR und allen anderen verwendeten Farbstoffen
(BCECF-AM und LS) setzte sich aus 10 mM L-Apfelsidure, mit BTP auf pH von 7,7
eingestellt, und 3 mM MgCl, zusammen. Soweit nicht anders vermerkt, hatte die
Badlosung, mit der die Patch-clamp-Messungen durchgefiihrt wurden, die gleiche
Zusammensetzung. Die Pipettenldsung enthielt 100 mM L-Apfelsdure, mit BTP auf pH 7,7
eingestellt und 3 mM MgCl,. Die Osmolaritdt aller Losungen wurde mit Mannitol auf 0,3
Osmol * kg fiir die Kontrollpflanzen, 0,4 — 0,5 Osmol * kg fiir die HL-gestressten und
1,0 — 1,2 Osmol * kg™ fiir die salzbehandelten Pflanzen eingestellt.
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2.11 Durchfuhrung der elektrophysiologischen Messungen

Das elektrische Potential bzw. der Strom durch Tonoplasten wurde mit Hilfe der Standard-
patch-clamp-Technik (Hamil et al., 1981) anhand einer am Patch-clamp-Verstirker EPC-7
(Listelectronic, Darmstadt, Deutschland) angeschlossenen Messelektrode gegen die im Bad
befindliche Referenzelektrode gemessen. Die Glaspipetten mit der Offnungsweite von
einem Paar Mikrometern fiir den fliissigen Teil der Messelektrode wurden mit Hilfe eines
vertikalen Zweischrittpipettenziehers (PP-830, Narishige, Japan) aus
Borosilikatglaskapillaren (Kimax-51, Kimble Products, USA) hergestellt. In den
angegebenen Versuchslosungen (siche Kapitel 2.10) betrug der Widerstand der freien
Messelektrode ca. 13 MQ. Der im Bad befindliche Teil der Pipettenspitze wurde von
auflen mit Wachs (blue inlay casting wax: Kerr Italia S.p.A., Scafati, Italia) beschichtet,
um die Pipettenkapazitdt zu minimieren.

Fiir das Erhalten der vacuolar-attached-Konfiguration wurde die Messelektrode nach der
Kompensierung des Offset-Potentials mit Hilfe eines Mikromanipulators (MMO-203,
Narishige, Japan) an der AuBenseite einer Vakuole plaziert und durch Anlegen eines
leichten Unterdrucks an die Vakuolenmembran angeheftet. Hydrophobische Wechsel-
Wirkungen zwischen dem Pipettenglas und der Membran fiihrten zum Ausbilden am Rand
der Messelektrode eines hohen Abdichtwiderstandes (Seal) von >10 GQ. Die Seal-
Formierung wurde mittels eines Speicheroscilloskops (OS-3020D, Voltkraft, Korea)
kontrolliert. Eine Beschichtung der Glasskapillaren von innen mit Sigmacote (Sigma,
Deutschland) verbesserte die Seal-Qualitét, indem bei der Ausbildung des Seal nur eine
kleine Fldache des Glases beteiligt war, wo wahrend des Pipettenziehens die Sigmacote-
Beschichtung abgebrannt wurde (Schulz-Lessdorf und Hedrich, 1995). Mit dem hohen
Abdichtwiderstand und daher geringem Rauschen konnten kleine ionische Strome durch
Tonoplastenkanile aufgelost und registriert werden, die sich am Membranfleck direkt
unter der Messelektrode befanden.

Fiir weitere Untersuchungen wurden die inside out-(cytoplasmische Seite des Tonoplasten
nach auflen) und outside out-(luminale Seite des Tonoplasten nach aulen)-Konfigurationen
verwendet. Fiir die inside out-Messungen wurde die Membran unter der Patch-Pipette
durch einen kréftigen Saugzug bei gleichzeitigem Anlegen kurzer bipolarer
Spannungspulse von £+ 500 mV zerstort. Damit wurde elektrischer Zugang zum
Vakuoleninneren erzeugt. Dies &uflerte sich durch eine schlagartige Erhohung der
langsameren Kapazitidtskomponente (Membrankapazitit). Beim Wegziehen der Patch-

Pipette von der Vakuole konnte sich die Membran unter der Pipettenspitze wieder
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zusammenschliefen, was zu einer Isolierung eines kleinen Tonoplastenareals mit
cytoplasmischer Seite zum Bad fiihrte. Zum Erzeugen der outside out-Konfiguration wurde
direkt nach der Seal-Formierung aus der vacuolar-attached-Konfiguration ein
Membranareal isoliert. Die zuletzt erwihnte Konfiguration wurde jedoch selten erfolgreich
erhalten.

Die Erfassung und Aufzeichnung der Daten erfolgte mit Hilfe der PCLAMP 5.5 Hard- und
Software (Axon Instruments, USA). Die Messdaten wurden bei 1 kHz {iber einen 8-Pol-
Besselfilter Tiefpass-gefiltert, mit einer Abtastungsrate von 3 kHz mittels eines Analog-
Digital-Wandlers (TL-1 DMA Interface, Axon Instruments, USA) digitalisiert und auf der
Computerfestplatte  gespeichert. Die  Datenanalyse erfolgte mit Hilfe der
Computerprogramme Clampfit 8.0 (Axon Instruments, Forster City, CA, USA), Excel 97
(Microsoft Corp., USA) und Origin 6.0 (Microcal Software Inc., Northampton, USA).

In meisten Fillen wurde die Leitfahigkeit eines Membranareals mit einer Spannungsrampe
(genauere Beschreibung siehe im Kapitel 3.7) getestet. Ein Rampenprotokoll wurde 10- bis
20-mal wiederholt, um eine mittlere Stromaktivitit zu erhalten. Die gemessenen
Stromamplituden wurden danach gegen die entsprechenden Spannungen aufgetragen.
Daraus ergaben sich Strom-Spannungs-Kennlinien (I/V-Kurven). Die I/V-Kurven verliefen
meistens nicht linear: in Bereichen von > 20 mV und < -20 mV waren hohe
Stromamplituden zu registrieren, was aus Aktivititen spannungsabhéngiger Ionenkanéle an
Tonoplasten resultierte; hingegen war in dem Spannungsbereich von 0 bis + 20 mV nur
sehr geringen Strom zu sehen. Hier dominierte die Hintergrund-Leitfdhigkeit, die durch
eine nicht-spezifische Membranleitfahigkeit bzw. einen nicht-perfekten Abdichtwiderstand
verursacht wurde. Um die gemessenen Strome um den Hintergrund-Strom zu korrigieren,
wurde der Anteil des Hintergrund-Stroms in Spannungsbereichen von > 20 mV und < -20
mV durch die Extrapolation einer linearen Anpassung in dem Bereich von -20 bis 20 mV
auf die restlichen positiveren und negativeren Spannungen hin ermittelt und vom
Gesamtstrom  subtrahiert (Thiel und Weise, 1999). Die damit -erhaltenen
Stromabweichungen von allen Messungen an einem Membranareal wurden danach
gemittelt.

Bei der Bezeichnung der Membranspannungen und Strome wurde die
Vorzeichenkonvention fiir Endomembranen beriicksichtigt (Bertl et al., 1992). Die Effekte
von Liquid-Junction-Potentialen wurden durch die Verwendung der gleichen Lésung in der
Patch-Pipette und fiir die Salz-Briicke in der Referenzelektrode minimiert (Amtmann und

Sanders, 1997). Alle Messungen wurden bei RT durchgefiihrt.
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2.12 Redoxpotentialmessungen

Das Redoxpotential (E.q) des Blattpresssafts wurde mit Hilfe einer konventionellen
elektrischen Messmethode bestimmt (Thiel, 1994). Dabei wurde das elektrische Potential
zwischen Elektroden gemessen, die in einen frisch hergestellten unverdiinnten Presssaft
eingetaucht wurden. Die Messelektrode war dabei ionisierbar. Thr Messteil bestand aus
einem diinnen Draht aus Platin / [ridium-Legierung (Goodfellow Metals, Cambridge, UK).
Die Referenzelektrode war nicht-ionisierbar (ein Silber-Silberchlorid-Ubergang mit einer
Salzbriicke). Die Elektroden wurden an input (Messelektrode) und an ground
(Referenzelektrode) des Oscilloskops angeschlossen. Eine Kalibrierung der verwendeten
Elektroden wurde in Losungen mit folgenden Anteilen von Kaliumhexacyanoferrat II
(HCF II) und Kaliumhexacyanoferrat III (HCF III) durchgefiihrt: 75%:25%; 50%:50%;
25%:75%. Eine Auftragung der in den Standardlosungen gemessenen Potentiale gegen die
Ereq4, die nach der Gleichung 2.3 fiir die erwédhnten Fe* / Fe*'-Konzentrationsverhiltnisse
errechnet wurden, ergab eine lineare Korrelation (R = 0,998) mit einer Steigung von 0,9
mV und dem Schnittpunkt mit der X-Achse bei 283 mV (Abb. 2.3). Alle in weiteren
Untersuchungen gemessenen Potentiale wurden um das gefundene Mittelpunktpotential

der verwendeten Elektroden korrigiert:

Era=Eo+R *T/F *In ([Fe’"]/ [Fe*']) (2.3)

E, — Mittelpunktpotential fiir das Redoxpaar Fe'”/ Fe*" unter Standardbedingungen gleich
430 mV,

R, F, T — Gas- und Faraday-Konstanten sowie absolute Temperatur.
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Abbildung 2.3: Kalibrierungskurve des verwendeten Elektrodenpaar,
ermittelt in Losungen mit unterschiedlichen Verhéltnissen von HCF III
und HCF II (MW + SD; n = 4). Der Pfeil mit der Zahl zeigt das

Mittelpunktpotential unter den gewéhlten Messbedingungen an.

2.13 Partielle Trennung saurer und neutraler Vakuolen

Die Trennungsmethode beruhte auf einem in den vorausgegangenen Experimenten an NR-
gefdrbten Vakuolen beobachteten differentiellen Verhalten der Vakuolen unterschiedlicher
Aziditét in einer Suspension, das auf ihre Dichteunterschiede hinwies. Fiir die folgenden
immunologischen Versuche wurden NR-gefirbte Vakuolen salzgestresster Pflanze durch
Zentrifugation in einem Fikolldichtegradienten aufgetrennt (Buser und Matile, 1977,
Struve et al., 1985). Hierzu wurde das Blatt nach der Inkubation im Enzymmedium (sieche
Kapitel 2.4) vorsichtig in eine Plastikpetrischale mit einem Lysispuffer iiberfiihrt, sanft
geschiittelt und ca. 5 min inkubiert. Der Lysispuffer enthielt 10 % (w/v) Fikoll 400, 20 mM
EDTA, 2 mM DTT, 10 mM HEPES, 0,5 % (w/v) BSA, 0,01 % (w/v) Neutralrot. Er wurde
mit NaOH auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt und hatte eine um ca. 0,2 Osmol* kg™
niedrigere Osmolaritdt als der Presssaft der jeweiligen Pflanze. Die erhaltene
Vakuolensuspension wurde dann vorsichtig abpipettiert, in ein 15 mL groBes
Zentrifugationsglas gegeben und mit 3 mL Gradientenpuffer und 2 mL Vakuolenpuffer
iiberschichtet. Der Vakuolenpuffer enthielt 10 mM HEPES, 1 mM EDTA, 1,5 % (w/v)
BSA und wurde mit NaOH auf einen pH-Wert von 7,5 eingestellt. Der Gradientenpuffer
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wurde aus dem Lysispuffer (ohne BSA) und aus dem Vakuolenpuffer im Verhiltnis 1: 1,5
zusammengesetzt. Die anschlieBende Zentrifugation erfolgte bei 4 °C unter 2600 Upm
(Heraeus-Christ D 3086, Heraeus Holding GmbH, Deutschland). Nach 20 min
Zentrifugation konnte man zwei Vakuolenbanden unterscheiden: eine rot gefarbte Bande
an der Oberflidche des Zentrifugationsgemisches, angereichert mit NR-gefarbten Vakuolen,
und mit einem kleinen Abstand darunter eine opake Bande (NR-negative Vakuolen); in
dem Pellet befanden sich ganze Protoplasten, Bruchstiicke und Chloroplasten. Die
Vakuolenfraktionen wurden getrennt abgenommen und nach einer mikroskopischen

Kontrolle bis zu weiteren Untersuchung bei — 20 °C aufbewahrt.

2.14 Subzellulare Fraktionierung

Zur Isolierung einzelner zellularer Membranen wurde eine Gesamtmembranfraktion (die
mikrosomale Fraktion) aus dem Blattgewebe unterschiedlicher Versuchsgruppen (aus den
Cs-Pflanzen, HL- bzw. salzgestressten Pflanzen) {iber einen kontinuierlichen
Saccharosedichtegradienten aufgetrennt. Das Gradientenmedium enthielt 5 mM HEPES,
mit Tris auf pH 7,5 eingestellt, 2 mM DTT, 1 mM Benzamidin, 1 uM Leupeptin und 30 %
bzw. 50 % (w/w) Saccharose. Zur Herstellung des analytischen Saccharosegradienten
wurden je 30 mL von der 30 %- und 50 %-Saccharosegradientenlosung mit Hilfe eines
Gradientenmischers in Zentrifugationsrohrchen so iibereinander geschichtet, dass die
Dichte von oben nach unten kontinuierlich zunahm.

Zur Herstellung der mikrosomalen Fraktion wurde 20 g rippenfreies Blattmaterial von 2-4
Blattpaaren (pro Préparation wurde in der Regel das Blattmaterial von drei bis vier
Pflanzen einer Versuchsgruppe vereinigt) in 50 mL Homogenisierungsmedium in einem
Mixer homogenisiert. Das Homogenisierungsmedium enthielt 100 mM Tricin, mit 1 M
Tris auf pH 8,0 eingestellt, 3 mM MgCl,, 3 mM EGTA, 0,5 % (w/v) PVP, 0,5 % (w/v)
PVPP, 1 mM DTT, 1 mM Benzamidin,1 uM Leupeptin und wurde mit Mannitol auf die
Osmolaritit des jeweiligen Presssaftes eingestellt. Das Reduktionsmittel DTT und die
Proteaseinhibitoren Benzamidin und Leupeptin wurden unmittelbar vor der Prédparation
frisch zugegeben. Wihrend der Priparation wurden alle Schritte auf Eis bei Verwendung
der auf 4 °C vorgekiihlten Lésungen und vorgekiihlten Geschirrs durchgefiihrt. Nach
Filtrierung durch zwei Lagen Nylongaze wurde das erhaltene Homogenat 10 min bei 4500
Upm vorzentrifugiert, um nicht-zerstorte Zellen sowie Nukleus- und Chloroplasten-
Fraktionen zu entfernen. Der erhaltene Uberstand wurde dann 30 min bei 4 °C und 50000

Upm im 50.2 Ti-Festwinkelrotor (L7-55, Beckmann, Deutschland) zentrifugiert.
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Das Pellet aus der letzten Zentrifugation (die mikrosomale Fraktion) wurde in 2 mL
Gradientenmedium (ohne Saccharose) resuspendiert und in Zentrifugationsrohrchen mit je
30 mL Gradientenmedium mit kontinuierlichem Sascharosedichtegradienten (siche oben)
geladen. Die Zentrifugation erfolgte fiir 16 h bei 4 °C und einer Geschwindigkeit von
28000 Upm ohne Bremse im swing out-Rotor SW 28 (L7-55, Beckmann, Deutschland).
Um einzelne Fraktionen zu trennen, wurde jeweils 1 mL des erhaltenen Gradienten von
oben nach unten vorsichtig entnommen. Fiir die jeweilige Blattgewebepriparation wurden
33  Gradientenfraktionen gesammelt. Die Saccharosekonzentration in jeder
Gradientenfraktion wurde mit Hilfe eines Refraktometers iberpriift. Die
Saccharosekonzentration der Fraktionen stieg nahezu linear von 13 % (w/w) bis 49 %
(w/w) an. Fir die unterschiedlichen Membranpridparationen wurden geringe
Abweichungen des Saccharosegehaltes in vergleichbaren Fraktionen festgestellt,
insbesondere bei niedrigen Saccharosedichten (Abb. 2.4). Aus diesen Griinden wurde die
Saccharosekonzentration der Fraktionen fiir jede Préparation bestimmt und bei weiteren
Untersuchungen berticksichtigt. Die Gradientenfraktionen wurden in fliissigem Stickstoff

eingefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -74 °C autbewabhrt.
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Abbildung 2.4: Saccharosekonzentrationen der Gradientenfraktionen,

die nach Zentrifugation der mikrosomalen Fraktionen aus Cs-, HL- und

salzgestressten Pflanzen in einem kontinuierlichen

Saccharosegradienten erhalten wurden (MW mit SD; n = 12).
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2.15 Proteinbestimmung

Eine Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration in den erhaltenen Gradientenfraktionen
wurde nach Popov et al. (1975) durchgefiihrt. Dabei wurden Proteine, die in 5 pL Probe
der jeweiligen Gradientenfraktion vorlagen, in saurem Milieu (in einem 1: 9 Essigsdure /
Ethanol-Gemisch) mit 1,3 % (w/v) Amidoschwarz '°B (Merck, Deutschland) gefillt und
angeféarbt. Der nicht-gebundene Farbstoff wurde sorgfiltig mit dem Essigsdure / Ethanol-
Gemisch (siehe oben) ausgewaschen und das angefarbte Proteinpellet angetrocknet. Bei
alkalischem pH-Wert (1 M NaOH) konnten die Protein-Amidoschwarz-Komplexe wieder
gelost werden, dabei war die Konzentration des freigesetzten Farbstoffs zur Proteinmenge
proportional.  Die  Konzentration an  freigesetzten = Amidoschwarz ~ wurde
spektralphotometrisch bei 620 nm (beim Absorbtionsmaximum des Farbstoffs) und RT mit
Hilfe eines Photometers (Spektra Thermo, SLT Labinstruments, Deutschland) gemessen.
Die Proteinquantifizierung erfolgte mit Hilfe einer Eichkurve, die fiir BSA-

Konzentrationen von 0 bis 0,027 mg/mL ermittelt wurde.

2.16 Konzentrierung und Denaturierung der Proteine

Da fiir nachfolgende immunologische Studien gleiche Auftragungsvolumina von Proben
benotig wurden, wurden die in den Proben befindlichen Proteine konzentriert. Die Proben
der zu untersuchenden Gradientenfraktionen mit der erforderlichen Proteinmenge wurden
hierzu bei 4 °C in 1 mL 60 % (w/v) Trichloressigsdure (TCA) inkubiert. Nach einer
Zentrifugation bei 12000 g (Eppendorfzentrifuge, Deutschland) wurde das Pellet von
ausgefallenen Proteinen mit eiskaltem Aceton gewaschen und angetrocknet. Bei einer
solchen TCA-Fillung wurden zusétzlich zur Proteinkonzentrierung auch die Deaktivierung
von Proteasen und die Entfernung von Membranlipiden erreicht. AnschlieBend wurden die
Proteine mit 20 pL Probenpuffer versetzt und 15 min bei RT inkubiert. Der Probenpuffer
enthielt 50 mM Tris, mit HCI auf pH 6,8 eingestellt, 4 M Harnstoff, 1 % (wW/v)
Natriumdodecylsulfat (SDS), 15 % (v/v) Glyzerin, 0,01 % (w/v) Farbstoff
Bromphenolblau und 2 % (v/v) B-Mercaptoethanol. Dabei sorgten SDS und Harnstoff fiir
die Proteindenaturierung und das reduzierende Milieu (B-Mercaptoethanol) unterband die

Protein-Protein-Wechselwirkung.

2.17 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Zur Auftrennung und Analyse der Proteine auf den Gradientenfraktionen wurde eine

Elektrophorese in Polyacrylamidgelen verwendet. Die unter Zugabe von SDS entstandenen



Material und Methoden 32

negativ geladenen SDS-Protein-Komplexe (sieche Kapitel 2.16) haben ein konstantes
Ladung / Masse-Verhéltnis und daher vergleichbare hydrodynamische Eigenschaften.
Wihrend der Gelelektrophorese wandern sie im elektrischen Feld durch die porose
Polyacrylamidmatrix und werden anhand des Molekularsiebeffekts nach ihrer Molmasse
getrennt.

Die Elektrophorese wurde in einem diskontinuierlichen 1 mm dicken Gelsystem (zwei
Gele mit unterschiedlicher Porengrofle) in einem Puffer aus 25 mM Tris, 193 mM Glycin
und 0,1 % (w/v) SDS durchgefiihrt (Ldimmli, 1970). Das obere groBporige Sammelgel mit
Taschen fiir die Auftragung der Proben diente zur Polypeptidfokussierung und wurde aus
einem 5 % (v/v) Acrylamid / Bisacrylamid-Gemisches (4K Mix 37,5: 1, Applichem) und
0,4 % (w/v) SDS in 0,5 mM Tris, mit HCI auf pH 6,8 eingestellt, zusammengesetzt. Das
untere Gel fiir die Auftrennung der Polypeptide wurde aus 12,5 % (v/v) Acrylamid /
Bisacrylamid-Gemisches, 0,4 % (w/v) SDS und 1,5 mM Tris / HCl (pH 8,8)
zusammengesetzt. Nach Zugabe des Radikalbildners Ammoniumperoxodisulfat,
dquilibriert mit N,N,N’,N’-Tetramethyldiamin, erfolgte die Polymerisierung der
Gelgemische. Die Gele wurden in einer Mini-Protein II-Kammer (BioRad, Miinchen,
Deutschland) hergestellt. Nach Beladung mit den zu untersuchenden Proben wurden sie an
ein Spannungsgerdt (PowerPac 300, BioRad, Miinchen, Deutschland) angeschlossen, das
ein elektrisches Feld unter konstantem Strom von 20 mA je Gel erzeugte. Die
Elektrophorese wurde anhand der Verschiebung der Bromphenolblau-Front kontrolliert.
Bei RT betrug die Laufzeit ca. 2,5 h.

2.18 Western blotting

Die wihrend der Gelelektrophorese getrennten Proteine wurden nachfolgend auf
Polyvinylidendifluorid-Membranen  (Immobilon von Millipore, Billerica, USA)
tibertragen. Der Transfer erfolgte elektrophoretisch in Anlehnung an Ratajczak et al. (1994
a) in einer Halbtrockenzelle (BioRad, Miinchen, Deutschland). Dabei wurde ein Gel-
Membran-Sandwich zwischen den in Blotpuffer (48 mM Tris-Glycin, pH 9,4) getrénkten
Filterpapier-Stiicken platziert. Nach Kontakt mit Platin / Edelstahl-Elektroden der Blot-
Apparatur erfolgte der Elektrotransfer bei Spannungen von 10,0 V, 12,5 V und 15,0 V je

15 min.
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2.19 NBT-Immunféarbung

Vor einer Immunfirbung wurden die restlichen Proteinbindungsstellen auf den
Membranen mit den geblotteten Proteinen durch 2 h Inkubation in 1 % (w/v) entfetteter
Milchpulverlosung abgesittigt. Fiir die Milch- und die unten erwdhnten Wasch- und
Antikorperlosungen wurde 10 mM Tris mit 0,9 % (w/v) NaCl, mit HCI auf pH 7,5
eingestellt, (TBS) verwendet. Nach ausgiebigem Waschen im TBS wurden die Blot-
Membranen zu der angegebenen Zeit mit polyklonalen mit TBS 1:1000 verdiinnten

Antikdrpern inkubiert, die gegen die unten aufgezédhlten Proteine gerichtet sind:

anti-VM23, gerichtet gegen VM23 (y-TIP) aus Raphanus sativus (Maeshima,
1992), Inkubation iiber Nacht, hergestellt in Kaninchen;

ATP88b, gerichtet gegen das Holoenzym der V-ATPase von Kalanchoe
daigremontiana (Haschke et al., 1989), Inkubation 2 h, hergestellt in Kaninchen;
anti-V-PPase, gerichtet gegen das Polypeptid der V-PPase von Vigna radiata
(Maeshima und Yoshida, 1989), Inkubation iiber Nacht, hergestellt in
Kaninchen;

anti-AtNHX1, gerichtet gegen den C-Terminus des AtNHX1-Produktes (des
Na'-H'-Antiporters) von Arabidopsis thaliana (Apse et al., 1999), Inkubation

iber Nacht, hergestellt in Kaninchen.

Nach Wegwaschen der ungebundenen Antikdrper wurden die Blot-Membranen fiir 1 h mit
dem sekunddren anti-Kaninchen Antikorper (Goat-anti-rabbit-IgG, Sigma, Deutschland)
inkubiert, der an einer alkalischen Phosphotase gekoppelt und 1:15000 mit TBS verdiinnt
war. Die Aktivitdt der Phosphatase wurde nachfolgend fiir die Visualisierung der Position
von Antigenen benutzt. Hierzu wurden die Blot-Membranen in einem Puffer mit 100 mM
NaCl, 5 mM MgCl, und 100 mM Tris, mit HCI auf einen pH-Wert von 9,5 eingestellt,
dquilibriet und im Dunkeln in Gegenwart von 0,033 % (w/v) p-
Nitrotetrazoliumblauchlorid (NBT) und 0,025 % (w/v) 5-Brom-4-Chlor-3-
Indolylphosphat-p-Toluidinsalz (BCIP) inkubiert. Dies hatte die Ausbildung eines blauen
Farbstoff-Protein-Prézipitats zu Folge. Die Reaktion wurde durch Spiilen mit Aqua bidest.
gestoppt. Die Blot-Membranen wurden getrocknet und mit Hilfe eines Scanners
dokumentiert. Apparente Molmassen der angefiarbten Proteine wurden durch Vergleiche
mit Molmassestandard (Kaleidoscop Prestained Standards oder Precision Plus Protein™

Standards all blue, Bio-Rad Laboratories, Deutschland) ermittelt.
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2.20 Bestimmung der V-ATPase- und V-PPase-Aktivitaten

Raten von ATP- und PPj-Hydrolyse-Aktivititen in Gradientenfraktionen wurden iiber die
Freisetzung von anorganischem Phosphat (P;) ermittelt, das unter optimalen Bedingungen
in Gegenwart von ATPasen bzw. PPasen und den entsprechenden Substraten ATP und PP;
entsteht. Hierzu wurde das freigesetzte P; in einen reduzierten, blauen Phosphomolybdat-
Komplex umgewandelt, dessen Menge kolometrisch bei 820 nm ermittelt und mit Hilfe
einer Eichkurve quantifiziert wurde (Ames, 1966).

Die Reaktion erfolgte bei 37 °C im Schiittelbad im Reaktionsansatz von 225 pL
Gesamtvolumen. Das Reaktionsgemisch enthielt 50 mM BTP, mit MES auf einen pH-Wert
von 7,5 eingestellt, 50 mM KCI und 0,006 % (w/v) Detergenz Brij 58 sowie 5 mM Mg-
ATP bzw. 0,2 mM PP; und 2,0 mM MgSO,4. Um die ATP-Hydrolyse durch unspezifische
Phosphatasen zu unterbinden, wurde zuséitzlich 0,1 mM Na;MoO4 zugegeben. Nach 45
min Inkubation wurden die Enzyme durch Zugabe von 500 pL 10 % (w/v) SDS inaktiviert.
Nach Versetzen mit 500 uL. Phosphatreagenz (0,36 % (w/v) (NH4)sM07024, 1,43 % (W/V)
Ascorbinsdure, 0,86 N H,SO,4) wurde das Reaktionsgemisch weiter bei 37 °C inkubiert.
Die Farbreaktion wurde nach 45 min durch abruptes Temperaturabsenken auf 4 °C
gestoppt. Die Extinktion wurde mit Hilfe des Spekrophotometers Spectronic Genesys' ™ 5
(Spectronic Instruments, USA) gemessen.

Die V-ATPase-Aktivitit in Gradientenproben aus HL- und salzgestressten Pflanzen wurde
als eine Differenz zwischen den P;-Werten ohne und unter Zugabe des spezifischen V-
ATPase-Inhibitors Concanamycin (20 nM) bestimmt (Drose et al., 1993; Drose und
Altendorf, 1997). Die Aktivitit der V-PPase wurde durch einen Vergleich der PP;-
Hydrolyse-Aktivitdt ohne und mit 50 mM KCI, dem Stimulator der membrangebundenen
V-PPase (Maeshima, 2000) ermittelt.

2.21 Statistik

Daten, die auf mindestens drei unabhingigen Experimenten beruhen, sind als Mittelwert
(MW) und Standardabweichung (SD) und Versuchszahl (n) angegeben. Zur Uberpriifung
der Signifikanz der Unterschiede zwischen den Mittelwerten wurden F- und t-Tests mit
Excel 97 (Microsoft Corporation, USA) oder Origin 6.0 (Microcal Software Incorporation,
USA) durchgefiihrt.
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2.22 Chemikalien

Soweit nichts anderes vermerkt, wurden alle Chemikalien iiber die Firmen Sigma-Aldrich
Chemie GmBH (Deutschland), Merck KGaA (Deutschland) und Carl Roth & CO. KG
GmBH (Deutschland) bezogen.
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3 Ergebnisse
3.1 Charakterisierung des Stoffwechsels untersuchter Pflanzen

Die néchtliche Speicherung des Malats in der Vakuole und sein Riicktransport am Tag ins
Cytosol mit anschlieBender Decarboxylierung sind zentrale Vorginge des CAM-Zyklus.
Daher kann die Differenz zwischen vakuoldren Malatkonzentrationen am Ende der
Dunkel- und Lichtphase (A Malat) zur Charakterisierung des Stoffwechselzustandes der
Versuchspflanzen herangezogen werden.

In jungen, bis fiinf Wochen alten, mit Regenwasser gegossenen Pflanzen betrugen die
A Malat-Werte 1,6 £ 0,6 mM (n = 4). Folglich wiesen die jungen, nicht-gestressten
Pflanzen fast keine nidchtliche Ansduerung auf und zeigen damit ein fiir die Cs-
Photosynthese charakteristisches Verhalten. Sie werden im Folgenden als C;-Pflanzen
bezeichnet. Dagegen stieg die Malatdifferenz in den zwei Wochen lang gestressten
Pflanzen drastisch an. Hoch-Licht-gestresste Pflanzen (HL-Pflanzen) und Pflanzen, die mit
400 mM NaCl im GieBwasser behandelt wurden (salzgestresste Pflanzen), wiesen einen
vergleichbaren Anstieg der A Malat-Werte auf, der 35,1 £ 2,9 (n = 4) bzw. 30,9 + 2,9 mM
Malat (n = 8) betrug. Dies zeigte, dass sich beide Gruppen gestresster Pflanzen (HL und
Salz) zum Zeitpunkt der Experimente im CAM-Zustand befanden. Aus den vergleichbaren
A Malat-Werten der HL- und salzgestressten Pflanzen konnte man auflerdem schliefen,

dass durch beide Stressfaktoren die gleiche Auspragung des CAM induziert wurde.

3.2 Farbung mit Neutralrot
3.2.1 Neutralrotfarbung der Blattquerschnitte

Abbildung 3.1 zeigt die typischen Aufnahmen von NR-angefirbten Blattquerschnitten aus
Cs-, HL- und salzgestressten Pflanzen zum Ende der Dunkelphase.

Die meisten Vakuolen der Kontrollpflanzen (C;) wiesen am Ende der Dunkelphase nur
eine leichte rotliche Farbung auf oder blieben unangeférbt (Abb. 3.1 A). Neben den leicht
gefdarbten und NR-negativen Vakuolen war auch eine kleine Population von Zellen mit
intensiv gefarbten Vakuolen zu identifizieren, die sich im Biindelscheidebereich befand
(Abb. 3.1 D). Die Abwesenheit der NR-Akkumulation in meisten Vakuolen der Cs-
Pflanzen deutete auf einen relativ hohen, nahezu neutralen pH-Wert ihres Lumens hin, was
mit der niedrigen Aziditdt des Presssaftes aus Mesophyllgewebe dieser Pflanzen von pH
6,0-6,5 (n = 3) libereinstimmte. Die starke NR-Féarbung in anderen Zellen deutete dagegen

auf eine hohe Vakuolenaziditit hin. Eine genaue Bestimmung des pH-Wertes in den
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angefdrbten Vakuolen anhand der NR-Farbintensitét ist jedoch gescheitert, da die Farbung
nicht nur von der pH-bedingten NR-Farbe (gelb oder rot), sondern auch von der Menge des
in einer Vakuole akkumulierten Farbstoffs abhdngig war. Aus diesen Griinden konnte die
NR-Farbung in Vakuolen mit einfachen statischen Systemen, wie NR-Standardldsungen
oder NR-Losungsmikrotropfchen in einer Oktanolphase, nicht verglichen werden.

Im Gegensatz zu C;-Pflanzen sahen die Vakuolen aus HL-Pflanzen am Ende der
Dunkelphase homogener aus: fast alle von ihnen wiesen eine intensive NR-Féarbung und
damit eine starke Ansduerung auf (Abb. 3.1 B). Dies korrelierte mit dem niedrigen pH-
Wert des Presssaftes aus Mesophyll von ca. 4,0-4,5 (n = 6), der am Ende der Dunkelphase
bei dieser Pflanzen gemessen wurde. Dennoch konnte auch in HL-Pflanzen ein kleiner
Anteil an nur leicht gefarbten Vakuolen und ganz NR-negativen Vakuolen identifiziert
werden.

Auch ein Teil der Vakuolen aus salzgestressten CAM-Pflanzen zeigten eine intensive NR-
Farbung (Abb. 3.1 C). Allerdings konnten NR-negative Vakuolen in salzgestressten
Pflanzen im Vergleich zu den HL-Pflanzen wesentlich hdufiger identifiziert werden,
obwohl die salzgestressten Pflanzen einen betrdchtlichen Sduregehalt im Mesophyll mit
dem durchschnittlichen pH-Wert von 4,0 (n = 8) aufwiesen. Dariiber hinaus war eine
charakteristische Verteilung der NR-negativen Zellen im Blattgewebe der Salz-Pflanzen zu
erkennen. Im Gegensatz zu den Cs-Pflanzen konnten die NR-negativen Zellen in
salzgestressten Pflanzen in Biindelscheiden (Abb. 3.1 E) und in Mesophyllschichten unter
den Blasenzellen lokalisiert werden (Abb. 3.1 F).

Um die Anteile an unterschiedlich gefirbten Vakuolen in allen wuntersuchten
Pflanzengruppen (Cs-, HL- und Salz-Pflanzen) zu vergleichen, wurden alle Farbpunkte auf
den Blattquerschnittbildern auf die Intensitit des roten Signals hin iiberpriift. Durch die
Analyse der Farbhistogramme wurden drei Hauptkategorien der Rotfarbungsintensitit in
Vakuolen definiert: ungefarbte Objekte, Objekte mit einer maBigen Farbung oder mit einer
intensiven Farbung. Diese Farbklassen konnten den NR-negativen, leicht gefarbten (rosa
bis orange) bzw. intensiv gefdrbten (rot) Vakuolen zugeordnet werden. In HL-gestressten
Pflanzen wiesen 73,2 £ 10,9 % (n = 8) aller Vakuolen eine intensive Rotfarbung auf (Abb.
3.1 G). Hingegen haben nur 4,9 + 2,7 % (n = 7) der Vakuolen in C;-Pflanzen eine starke
NR-Akkumulation gezeigt. In salzbehandelten Pflanzen betrug der Anteil roter Vakuolen
28,0+ 12,0 % (n = 12) und lag dabei deutlich hoher als in C;-Pflanzen. Allerdings zeigte
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Abbildung 3.1 NR-angefirbte Blattquerschnitte: A) C;-Pflanze; B) HL-gestresste
Pflanze; C) salzbehandelte Pflanze; D) ldngsgetroffene C;-Leitbilindelscheide (mit
einem Pfeil markiert); E) quergetroffene Leitbiindelscheide aus einer salzgestressten
Pflanze (mit einem Pfeil markiert); F) Blasenzelle aus einer salzgestressten Pflanzen
mit dem unterliegenden Mesophyllgewebe; G) Prozentuale Anteile an

unterschiedlich gefirbten Vakuolen in den Blattquerschnitten (MW mit SD; n = 10 -

12).
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die Halfte der Vakuolen aus salzgestressten Pflanzen keine NR-Farbung. Der hochste
Anteil an NR-negativen Vakuolen von ca. 72 % konnte in Cs-Pflanzen gefunden werden.
Die Population von leicht gefdrbten Vakuolen war in allen Versuchsgruppen ungefiahr

gleich und betrug ca. 20-30 % aller Vakuolen.

3.2.2 Neutralrotfarbung der Vakuolenkompartimente innerhalb einer Zelle

Innerhalb einzelner Zellen von salzgestressten Pflanzen konnten Vakuolen mit
unterschiedlicher NR-Akkumulation, intensiv gefdrbte und NR-negative, identifiziert
werden (Abb. 3.2). Auf den Konfokalbildern (Aufnahmen wurden von Tobias Meckel
hergestellt) sieht man, dass die NR-gefdrbten und NR-negativen Kompartimente nur durch
einen diinnen Cytoplasmastrang getrennt waren und daher mit Sicherheit einer Zelle
zugeordnet werden konnten (Abb. 3.2 A). AuBerdem wiesen die NR-negativen
Kompartimente keine fiir das Cytosol charakteristische Fluoreszenz auf (hier die griine
Falschfarbe), die vermutlich durch die im Cytosol befindlichen aromatischen
Verbindungen verursacht wurde. Dies wies darauf hin, dass sich die NR-negativen
Kompartimente vom Cytosol unterschieden, was zusammen mit ihrer Gréfle und mit dem
Vorkommen im ausdifferenzierten Mesophyllgewebe auf ihre Vakuolenidentitit
hindeutete. Dabei waren die innerhalb einer Zelle befindlichen, unterschiedlich NR-
gefdrbten Vakuolenkompartimente ungefdhr gleich groB3, wie es in Abbildung 3.2 B zu
sehen ist. Andere Zellen besalen wiederum eine gro3e NR-negative Vakuole in zentraler
Lage und kleinere NR-gefarbte Vakuolen an der Zellperipherie (Abb. 3.2 C). Eine hohe
Anzahl an Zellen mit zwei Vakuolentypen (NR-positive und NR-negative) wurde in der
Mesophyllschicht gefunden, die sich direkt unter den epidermalen Blasenzellen befand
(Abb. 3.2 D).
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Abbildung 3.2 NR-angefirbte Blattquerschnitte salzgestresster Pflanzen: A)
Konfokalbildoverlay: zwei Zellen mit den unterschiedlich NR-markierten
Kompartimenten (dunkle und helle Zellbereiche), getrennt durch einen diinnen griin
erscheinenden Cytosolstrang; Chloroplasten an der Zellperipherie weisen gelb-rote
Falschfirbung auf, B) Zelle mit gleichgroBen NR-negativen und NR-positiven
Vakuolenkompartimenten; C) Zelle mit einem groBen zentralen NR-negativen
Kompartiment und kleineren NR-angefarbten Vakuolen; D) Blick von oben; obere
Blattepidermis mit einer Blasenzelle (mit schwarzem Oval markiert); durch die
transparente Blasenzelle hindurch ist eine unterliegende Schicht von Mesophyllzellen
zu sehen; die NR-markierten Kompartimente in einigen Zellen besetzen nur einen Teil
der sichtbaren Zellflache, dabei ist die Form der NR-angefdrbten Vakuolen durch die in

diesen Zellen befindlichen NR-negativen Kompartimente verzerrt.
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3.2.3 Neutralrotfarbung der Protoplasten und isolierter Vakuolen

Die drastischen Unterschiede in der vakuoldaren NR-Farbung nativer Zellen wiesen darauf
hin, dass die Vakuolen von M. crystallinum eine variable Fahigkeit zur NR-Akkumulation
hatten, was vor allem auf ihre Aziditit zuriick zu fithren war. Es war aber nicht
auszuschlieBen, dass Eigenschaften der Zellwidnde oder des Cytosols, die sich mit
zunehmendem Alter der Pflanzen oder bei Stressreaktionen dndern (Winter und Smith,
1996, Adams et al., 1998), die vakuoldre NR-Akkumulation beeinflussen konnten. Daher
wurden im folgenden Experiment aus Blattgewebe enzymatisch hergestellte zellwandfreie
Protoplasten einer NR-Farbung unterzogen. Die Inkubation mit NR wurde in leicht
hypoosmotischen Losungen durchgefiihrt. Unter diesen Bedingungen wurde bei 10-50 %
der Protoplasten ein Plasmalemmakollaps mit einer anschlieBenden Freisetzung nativer
Vakuolen beobachtet. Wihrend dessen konnten keine Verdnderungen in der NR-Féarbung
der Vakuolen innerhalb der Protoplasten oder freisetzenden Vakuolen festgestellt werden.
Dies deutete darauf hin, dass die NR-Akkumulation allein von Eigenschaften der
Vakuolen abhéngig war.

Wie die nativen Zellen zeigten auch die isolierten Protoplasten eine breite Diversitét in der
NR-Anfarbbarkeit ihrer Vakuolen (Abb. 3.3 A und B). Die vakuoldre Farbpalette in
Protoplasten konnte genauso wie in nativen Zellen in drei Hauptfarbklassen (NR-negative,
leicht gefarbte und intensiv gefiarbte Vakuolen) unterteilt werden. Da sich die Protoplasten
in unterschiedlichen Schichten der Protoplastensuspension befanden, konnte keine
quantitative Analyse ihre NR-Farbintensitdit mit Hilfe von Computerprogrammen
durchgefiihrt werden. Die Abbildung 3.3 G zeigt eine relative Abschitzung der
Farbklassenfraktionen in Protoplastensuspensionen unterschiedlicher Versuchsgruppen.
Der Anteil an intensiv gefarbten Protoplasten war am hochsten in HL-gestressten Pflanzen
und betrug ca. 80 % gegeniiber durchschnittlich 4 % in Cs;-Pflanzen. Auch salzgestresste
Pflanzen zeigten im Vergleich zu Cs-Pflanzen eine um den Faktor drei groBere Fraktion
von intensiv gefarbten Vakuolen. Zu gleicher Zeit waren bei ihnen die NR-negativen
Vakuolen mit einem Anteil von ungefidhr 40 % vertreten. Zu bemerken war, dass die
Anteile der NR-negativen und der intensiv gefarbten Vakuolen in Protoplasten aus allen
untersuchten Pflanzengruppen mit denen der Blattquerschnitte {ibereinstimmten (siche
Kapitel 3.2.1). Dies bestitigte die fritheren Beobachtungen, dass unterschiedliche
Vakuolenpopulationen gleichzeitig im Blattgewebe von M. crystallinum koexistierten, und
die Anteile an diesen Populationen sich im Blattgewebe mit dem Ubergang zum CAM

unter HL- und Salzstress dnderten.
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Abbildung 3.3 NR-angefirbe Vakuolen, isoliert und innerhalb der Protoplasten: A)

aus C;-Pflanzen; B) aus salzgestressten Pflanzen; C) simultan mit NR- und

BCECF-behandelte Protoplasten aus salzgestressten Pflanzen im Durchlicht; D)

gleiche Objekte wie in C im UV-Licht; E) Vakuolenfreisetzung aus einem simultan

mit NR- und BCECF-behandelten Protoplasten einer salzgestressten Pflanze im

Durchlicht; F) gleiche Objekte wie in E im UV-Licht; G) prozentuale Anteile an

differenziell NR-gefirbte Protoplasten aus unterschiedlichen Versuchsgruppen.
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3.3 Neutralrot-BCECF-Doppelfarbung

Die Ergebnisse der NR-Farbung lieferten erste Hinweise auf die Existenz einer Population
nicht-sdurehaltiger Vakuolen im Blattgewebe der Pflanzen von M. crystallinum im CAM-
Zustand. Besonders grofl war der Anteil der NR-negativen Vakuolen in CAM-Pflanzen
unter Salzstress, obwohl sie den niedrigsten pH-Wert des Mesophyllpresssaftes von ca. 4,0
(n = 9) aufwiesen. Um abzusichern, dass die Abwesenheit von der NR-Akkumulation in
diesen Vakuolen allein durch eine niedrige Protonenkonzentration ihres Lumens zu
erkldaren war, wurde der pH-sensitive Farbstoff BCECF, simultan mit NR eingesetzt. Im
Gegensatz zum NR weist BCECF ein Signal, die griine Fluoreszenz, bei neutralem bis
alkalischem pH auf (Haugland, 1996). Unter anderem wurde die BCECF-Farbung zur
positiven Kontrolle der NR-negativen Vakuolen verwendet.

Die Abbildung 3.3 C zeigt eine typische Durchlicht-Aufnahme von Protoplasten (der
cytosolische Teil mit Chloroplasten war polarisiert und zur Seite verschoben) aus einer
salzgestressten Pflanze, die gleichzeitig mit beiden Farbstoffen inkubiert wurden. Dabei
wies ein Protoplast gegeniiber den beiden anderen keine NR-Akkumulation auf. In der
Fluoreszenzaufnahme (Abb. 3.3 D) zeigte nur dieser NR-negative Protoplast eine BCECF-
Fluoreszenz. Hier kam das Fluoreszenzsignal offensichtlich aus dem Vakuolenlumen. Der
NR-negative Protoplast hatte etwa die gleiche Grofle wie die NR-positiven Protoplasten.
Daher konnte die Vermutung einer moglichen Devakuolisierung oder des nicht-
ausdifferenzierten Zustands dieses Protoplasten ausgeschlossen werden. Andererseits
wurden diese Aufnahmen eine Stunde nach der Zugabe der Farbstoffe gemacht. Daher
konnte man annehmen, dass die BCECF-Akkumulation in der Vakuole bereits
stattgefunden hatte (Swanson und Jones, 1996). In Abbildung 3.3 E sind zwei schon
isolierte Vakuolen im Durch- und UV-Licht dargestellt, die aus einem Protoplasten
hervorgetreten waren. Die Vakuolen lieBen sich unterschiedlich mit NR (Durchlichtbild E)
und BCECF (schwarz-weifles Fluoreszenzbild F) markieren, wobei das Fluoreszenzsignal
nur in der NR-negativen Vakuole zu sehen war. Dariiber hinaus zeigte keine der
untersuchten Vakuolen eine Kolokalisierung der NR-Férbung und des BCECF-Signals.
Dies wies auf sehr unterschiedliche pH-Werte des Lumens in den NR-angeférbten und in
den fluoreszierenden Vakuolen hin.

Die in den vorliegenden Experimenten nachgewiesene Fidhigkeit der NR-negativen
Vakuolen BCECF zu akkumulieren, bestétigte ihren intakten Zustand (Swanson und Jones,
1996). Der Ausschluss von NR aus den BCECF-fluoreszierenden Vakuolen und ihr starkes

BCECF-Signal deuteten auf einen hohen pH-Wert ihres Lumens hin. Einen zusétzlichen
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Hinweis auf die niedrige Protonenkonzentration in den NR-negativen Vakuolen lieferte die
Beobachtung, dass die fiir M. crystallinum typischen Kalziumoxalatkristalle, deren
Prizipitation durch einen pH-Anstieg gefordert wird, am haufigsten in den NR-negativen
Vakuolen zu finden waren (Daten nicht gezeigt). Alle diese Befunde deuteten darauf hin,
dass im Blattgewebe und innerhalb einzelner Mesophyllzellen von M. crystallinum beim

Salzstress-CAM Vakuolen unterschiedlicher Aziditit koexistieren.

3.4 Lysosensor-Farbung
3.4.1 Lysosensor-Farbung der Blattquerschnitte

In den mit NR und BCECF durchgefiihrten Experimenten konnten qualitative Unterschiede
im pH-Wert des Vakuolenlumens nachgewiesen werden. Dennoch lieBen sich genaue
vakuolédre Protonenkonzentrationen aus diesen Versuchen nicht ableiten. Unter anderem
lag dies daran, dass das NR-Signal nur in sauren Vakuolen beobachtet werden konnte und
in neutralen Vakuolen abwesend war. Dies gilt auch fiir das BCECF-Signal, das nur in
neutralen Vakuolen zu detektieren war. Deshalb wurde der pH-Indikator Lysosensor
yellow / blue (LS) zur Bestimmung vakuoldrer pH-Werte eingesetzt, der sowohl in saurem,
als auch in neutralem Milieu ein Signal zeigt (Haugland, 1996; Swanson et al., 1998).

Abbildung 3.4 zeigt eine Auswahl von Fluoreszenzaufnahmen mit je einem Beispiel fiir
HL-gestresste (A) und fiir salzbehandelte Pflanzen (B). Alle Zellen im Blattquerschnitt aus
HL-Pflanzen wiesen ein griinliches Fluoreszenzsignal auf. In den mit Zahlen markierten
Zellen wurde die LS-Fluoreszenz quantitativ ausgewertet. Hierzu wurde das
durchschnittliche Verhiltnis der Fluoreszenzintensitéten in griinen und in blauen Bereichen
der jeweiligen Vakuole ermittelt und in die LS-Eichkurve eingesetzt (siche Abb. 2.2 C). In
den HL-Pflanzen konnte eine nahezu homogene Ansduerung des vakuoldren Lumens am
Ende der Dunkelphase nachgewiesen werden. Dabei schwankten die pH-Werte von einer
Zelle zur benachbarten in einem Bereich von pH 4,5 bis 5,5. Selten konnte man in diesen
Praparaten auch Zellen mit einem schwachen bldulichen Signal beobachten, dem ein pH-
Wert von etwa 5,8 - 6,0 entsprach. In den Blattquerschnitten aus salzgestressten Pflanzen
waren Zellen mit einer sehr hellen gelb-griinen Fluoreszenz und Zellen mit einem starken
blauen LS-Signal zu finden (Abb. 3.4 B). Dies wies auf eine betrachtliche Heterogenitit
des vakuoldren pH in diesen Pflanzen hin. Fiir die griinfluoreszierenden Zellen lie3 sich
eine Aziditit von pH 3,0 bis 4,0 ablesen. Die Zellen mit einer blauen Fluoreszenz zeigten
einen Wert des Griin / Blau-Verhiltnisses von < 1,3 relativen Einheiten. Da der lineare

Abschnitt der LS-Eichkurve den Bereich von < 1,3 relativen Einheiten nicht abdeckte
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(siche Abb. 2.2 C), konnte die genaue Protonenkonzentration in den blaufluoreszierenden
Vakuolen nicht bestimmt werden. Daher wurde der pH-Wert fiir solche Fille im Folgenden
als > 6,5 bezeichnet, um anzudeuten, dass das Vakuolenlumen auch alkalischer sein
konnte. Dem entsprechend wurden solche Vakuolen als neutrale Vakuole bezeichnet, im
Gegensatz zu sauren Vakuolen mit einem héheren Wert des Griin / Blau-Verhéltnisses.
Statistische Untersuchungen zur Verteilung von griin- und blaufluoreszierenden Zellen in
den Blattquerschnitten konnten nicht durchgefiihrt werden, da die Intensitit des roten
Signals, das auf den Bildern 3.4 A und B zu sehen ist, in HL- und in salzgestressten
Pflanzen sehr stark variierte. Das rote Fluoreszenzsignal wurde offensichtlich von UV-
angeregtem Chlorophyll erzeugt. Bereits in unterschiedlichen Blattquerschnitten eines
Blattes war die Autofluoreszenz des Chlorophylls variabel. Dies verhinderte eine

vergleichende Farbauswertung der LS-Fluoreszenz in unterschiedlichen Blattquerschnitten.

Abbildung 3.4: A) LS-markierter Blattquerschnitt aus einer HL-gestressten

Pflanze; der Pfeil zeigt auf ein Leitbiindel; B) LS-markierter Blattquerschnitt aus
einer salzgestressten Pflanze; das rote Signal auf den Bildern kommt von der
Autofluoreszenz der Chloroplasten; fiir die Zellen 1 und 2 betrug der ermittelte
pH-Wert = 5; fiir die Zelle 3 pH 3,5 und fiir die Zelle 4 pH > 6,5.
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3.4.2 Lysosensor-Farbung der Protoplasten und Vakuolen

Auf einigen Fluoreszenzaufnahmen von Blattquerschnitten zeigten auch die Leitbiindel
eine blauliche Fluoreszenz (Abb. 3.4 A mit dem Pfeil markiert). In diesem Fall stellten
Zellwandreste der Xylemelemente die Fluoreszenzquelle dar. Deshalb sollte iiberpriift
werden, ob auch die Zellwdnde des intakten Mesophyllgewebes den Zellen eine blaue
Fluoreszenz verleihen konnten und damit das LS-Signal von Vakuolen mdoglicherweise
verfalschen. Dazu wurde die LS-Firbung mit Protoplasten bzw. isolierten Vakuolen
wiederholt. Wie die Blattquerschnitte zeigten die LS-behandelten Protoplasten aus
salzgestressten Pflanzen deutliche Unterscheide in ihrer Fluoreszenz (Abb. 3.5). Dies
schloss Zellwand- und Cytosol-Artefakte aus. Auflerdem waren alle Chloroplasten
innerhalb der Protoplasten zu einem Zellpol hin verschoben, wie an der roten
Autofluoreszenz der Chloroplasten zu erkennen ist (Abb. 3.5 A). Daher konnte die
Vakuolenfluoreszenz in  diesen  Pridparaten  prdziser (ohne die storende
Chlorophyllautofluoreszenz) ausgewertet werden. Die ermittelten pH-Werte flir die griin-
und blaufluoreszierenden Protoplasten in Abbildung 3.5 A betrugen entsprechend 4,5 pH
und pH > 6,5. Der pH-Wert griinfluoreszierender Vakuolen von salzgestressten Pflanzen
variierte in einem pH-Bereich von 2,5 bis 5,5 und betrug im Durchschnitt 4,02 + 0,77 (n =
14). Ebenso wiesen isolierte Vakuolen eine breite Diversitét in der Fluoreszenzfarbe (Abb.
3.5 D) auf. Einige Protoplasten enthielten wiederum beide Vakuolentypen, einen griin-
(sauer) und den anderen blaufluoreszierend (neutral). Dabei konnten unterschiedliche
rdumliche Verteilungen zwischen den beiden Vakuolentypen beobachtet werden. Die
sauren und neutralen Vakuolen waren innerhalb eines Protoplasten entweder gleich grof3
oder eine bzw. mehrere gro3e neutrale Vakuolen nahmen eine zentrale Lage ein, wiahrend
kleinere saure Vakuolen sich an der Zellperipherie befanden (Abb. 3.5 B und C).
SchlieBlich konnten die beiden Typen von Vakuolen mit saurem (pH = 3,5) oder mit einem
neutralen Vakuoleninhalt beim Freisetzen aus einem Protoplasten beobachtet werden (Abb.
3.5 E und F). Zellen mit zwei unterschiedlich fluoreszierenden Vakuolen wurden auch in
LS-angefirbten Blattquerschnitten beobachtet, jedoch konnte eine pH-Auswertung in
diesen Féllen nicht durchgefiihrt werden, da sich die Fluoreszenz-Signale von
benachbarten Kompartimenten und Zellen teilweise tiberstrahlten.

Zusammenfassend haben die LS-Untersuchungen an Blattquerschnitten und Protoplasten
sowie isolierten Vakuolen gezeigt, dass die Unterschiede in der Aziditit des
Vakuolenlumens im Blattgewebe von CAM-Pflanzen mehr als drei Einheiten betragen

konnen (siehe Tab. 3.1).
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Abbildung 3.5 LS-Farbung von Protoplasten und Vakuolen aus salzgestressten

Pflanzen: A) Protoplasten mit unterschiedlich LS-markierten Vakuolen; B)
Protoplast mit zwei gleich groen Vakuolenkompartimenten mit saurem und
neutralem pH-Wert; C) Protoplast mit einer groen zentralen neutralen Vakuole
und kleineren sauren Vakuolen; D) freie Vakuolen, isoliert aus einer
salzgestressten Pflanze; E) Vakuolen bei der Freisetzung aus einem Protoplasten

im Durchlicht; F) das gleiche Objekt wie in E im UV-Licht.
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Dabei variierte der pH-Wert in den Vakuolenlumina von einer méaBigen Ansduerung von
ca. pH 4,5 in HL-Pflanzen bzw. einer starken Azidifizierung von pH 2,5 in Salz-Préparaten

bis zu einem nahezu neutralen pH-Wert.

Tabelle 3.1: Auswertung des pH-Wertes in LS-gefdrbten Blattquerschnitten HL-

gestresster Pflanzen und in Protoplasten salzgestresster Pflanzen.

HL-gestresst Salzgestresst
minimaler gemessener pH-Wert 4,5 2,5
maximaler gemessener pH-Wert 6,0 >6,5
Auftreten der blaufluoreszierenden Vakuolen selten héiufig

3.5 Untersuchungen zur Identifizierung der vakuolaren Inhaltsstoffe

Die im Blattgewebe von M. crystallinum gefundenen Unterschiede in der Aziditdt des
Vakuolenlumens deuten darauf hin, dass sich Vakuolen in der Zusammensetzung ihres
Inhaltes von einander unterscheiden, d.h. verschiedene Substanzen werden in
verschiedenen Vakuolen gespeichert. Da dies besonders fiir die salzgestressten Pflanzen
von grofler Bedeutung sein konnte, wurde in den folgenden Experimenten versucht, die
vakuoliren Hauptinhaltsstoffe Apfel-, Citronensiure und Natriumchlorid in einzelnen
Vakuolen aus salzbehandelten Pflanzen zu identifizieren. Hierzu wurde mit Hilfe der
Polarisationsmikroskopie eine Analyse der Kristalle durchgefiihrt, die sich nach
Austrocknen der am Ende der Dunkelphase priparierten Protoplasten salzgestresster
Pflanzen ausbilden.

Die Identifikation der Kristalle beruhte auf der Untersuchung ihrer Form und dem
Nachweis der Doppelbrechung (Gerlach, 1976). Die Aufnahmen von getrockneten Proben
der Standardlésungen als Kontrollen im polarisierten Licht zeigten deutliche Unterschiede
zwischen den Kristallen der getesteten Substanzen. Die Citronen- und Apfelsiure bildeten
feine, eisblumenartige Kristalle mit einer starken Doppelbrechung (Abb. 3.6 A und B).
Mannit, das fiir den Osmolarititsausgleich des Protoplastenmediums verwendet wurde,
zeigte 1im polarisierten Licht eine schwache Doppelbrechung (Abb. 3.6 C). Die
Mannitkristalle konnten jedoch von den mehrmals verzweigten Kristallen organischer
Sduren leicht unterschieden werden. Die Kochsalzkristalle zeigten im Gegensatz zu den
organischen Kristallen keine, flir doppelbrechende Objekte charakteristische
Interferenzfarben und besetzen kubische Elemente in Kristalleinheiten (Abb. 3.6 D).

Weiterhin wiesen die Kristalle von NR, wie auch von anderen eingesetzten Farbstoffen,
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eine Doppelbrechung auf (Daten nicht gezeigt). Aus diesen Griinden wurde auf die pH-
Bestimmung des Vakuolenlumens unter Einsatz dieser Farbstoffe verzichtet, um keine
fremden organischen Substanzen in die zu untersuchenden Vakuolen einzubringen. Bei
den vorausgegangenen Experimenten mit NR-angefirbten Protoplasten wurde die
Beobachtung gemacht, dass die Protoplasten mit zentralen sauren (intensiv gefdrbten)
Vakuolen an der Oberfliche des Mediums schwammen, wihrend die Protoplasten mit
zentralen neutralen Vakuolen zum Boden des Gefdles absanken. Daher bestand die
Moglichkeit, auch nicht-angefarbte Protoplasten fiir die nachfolgende Kristallanalyse nach
Vakuolenaziditit zu trennen, indem flotierende und abgesunkene Protoplasten aufgefangen

wurden.

Abbildung 3.6 Polarisationsmikroskopie von getrockneten Standardproben: A)
500 mM Apfelsiure; B) 50 mM Citronenséure; C) 500 mM Mannit D) 500 mM

NaCl; E) und F) Protoplasten salzgestresster Pflanzen, getrocknet in

mannithaltigem Medium.

In den wihrend der Austrocknung nicht-kollabierten Protoplasten aus der unteren
Suspensionsschicht (neutrale Vakuolen waren hier dominierend) konnten optisch inaktive
Kristalle gefunden werden, die einen dichten Belag bildeten (Abb. 3.6 E). Diese Kristalle

waren deutlich von den Kristallen des Aulenmediums (hauptsdchlich Mannitkristalle) zu
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unterscheiden, da die beiden Kristalltypen ausgetrocknete Reste von Zellmembranen
trennten. An den Kanten des Belages innerhalb der Protoplasten waren senkrecht
zueinander gerichtete Einzelkristalle zu sehen. Keine weiteren Kristallarten (z.B.
doppelbrechende) konnten in dieser Protoplastenpopulation identifiziert werden.
Isotropische, kubische Kristalle, wie im vorliegenden Fall, sind fiir Halide (z.B. NaCl oder
KCI) sehr charakteristisch. In salzgestressten Pflanzen, die mit 400 mM NaCl im
GieBwasser behandelt wurden, kam NaCl als der wahrscheinlichste Vertreter der
gefundenen Halidsalze in Frage. Daher konnte man ableiten, dass die NaCl-Speicherung in
Vakuolen mit neutralem pH stattgefunden hatte.

Die eisblumenartigen, doppelbrechenden Kristalle wurden am hédufigsten in den
Protoplasten gefunden, fiir die gro3e, saure Vakuolen typisch waren (Abb. 3.6 F). Diese
Kristalle dhnelten in ihrer Form und in der Weise der Lichtbrechung denen von
organischen Sduren. Der Befund von Kristallen organischer Sduren stand in guter
Ubereinstimmung mit hohen Malat- und Citrat-Werten von 31,3 £ 3,1 mM (n = 6) und
38,8 £ 2,5 mM (n = 3), die am Ende der Dunkelphase im Blattpresssaft salzgestresster
Pflanzen gemessen wurden. Daraus konnte man ableiten, dass die hohe Aziditit der
Vakuolen in diesen Pflanzen aus einer Akkumulation der Apfel- und Citronensiure
resultierte. Interessanterweise konnten keine weiteren Kristallarten (z.B. von den oben
erwiahnten Haliden) in sauren Vakuolen identifiziert werden. Folglich wiesen saure
Vakuolen salzgestresster Pflanzen keine massive Speicherung von NaCl auf.
Zusammenfassend hat die durchgefiihrte Kristallanalyse gezeigt, dass zumindest zwei
Substanzarten vorwiegend getrennt voneinander in unterschiedlichen Vakuolentypen
akkumuliert werden: die organischen Siuren (Apfel- und Citronensiuren) in sauren

Vakuolen und NaCl in neutralen Vakuolen.

3.6 Untersuchungen zur Erfassung der Dynamik zweier Vakuolentypen im

Tagesgang innerhalb einer Mesophylizelle

Bekanntlich wird Apfelsiure, die wihrend der Nacht beim CAM in Vakuolen gespeichert
war, am Tag wieder aus den Vakuolen entlassen und decarboxyliert (Osmond, 1978;
Liittge, 1987). Daraus folgt, dass wihrend der Lichtphase eine Absduerung
sdurespeichernder Vakuolen stattfindet. In diesem Zusammenhang schien eine
Untersuchung des Verhaltens der in einer Zelle befindlichen neutralen und sauren

Vakuolen im Tagesgang von besonderem Interesse.
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In Blattquerschnitten salzgestresster Pflanzen wurden durch die NR-Behandlung Zellen
mit zwei Vakuolentypen, eine Vakuole sauer und die andere neutral, identifiziert. Eine
nachfolgende mehrstiindige Beleuchtung der vor Austrocknung geschiitzten Zellen sollte
die Lichtphase des CAM-Zyklus simulieren. Nach etwa vier Stunden Beleuchtung konnte
eine deutliche Verringerung der von sauren (NR-angefirbten) Vakuolen besetzten
Zellflache festgestellt werden (Abb. 3.7). Im Gegensatz zu den sauren Vakuolen nahmen
die neutralen (NR-negativen) Kompartimente zu. Nach einer quantitativen Analyse der

Zellfliche (Gesamt-, NR-geféarbt und NR- negativ) mit Hilfe des Computerprogramms

Abbildung 3.7: Reprisentative mikroskopische Aufnahmen

einer NR-gefarbten Zelle mit einer sauren Vakuole und einer

neutralen Vakuole aus einer salzgestressten Pflanze unter

Dauerlicht.
Image] betrug die Flichenverringerung saurer Kompartimente in vier Stunden 17,8 + 5,8
% (n = 3). In diesem Zeitraum trat eine Vergroferung neutraler Kompartimente um 14,1 +
1,6 % (n = 3) auf. Somit zeigten die sauren und neutralen Vakuolen in einer Zelle
antiparallele und proportionale Verdnderungen ihrer Volumina wéhrend der

Lichtbehandlung.

3.7 Elektrophysiologische Untersuchungen zum Malattransport

Aus fritheren indirekten proteinbiochemischen Untersuchungen des Malattransports an
Tonoplastenvesikeln von M. crystallinum (Pfeifer, 1999; Liittge et al., 2000) stellte sich die
Frage, ob dieses Transportsystem den malatselektiven Anionenkanédlen dhnelt, die mit
Hilfe elektrophysiologischer Methoden am Tonoplasten unterschiedlicher Pflanzenspezies
identifiziert wurden (Pantoja et al., 1992; Iwasaki et al., 1992; Plant et al., 1994; Cerana et
al., 1995; Cheffings et al., 1997; Pantoja und Smith, 2002; Hafke et al., 2003). Daher
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wurden auch die Tonoplasten der C;-, HL- und salzgestressten Pflanzen von
M. crystallinum mit Hilfe der Patch-clamp-Technik hinsichtlich der Aktivitit von
Ionenkanélen untersucht. Dariiber hinaus schien interessant, ob sich sdurespeichernde
Vakuolen beziiglich der Aktivitit des eventuellen Malatkanals von neutralen, NaCl-
speichernden Vakuolen unterscheiden konnen. Hierzu wurden Patch-clamp-Messungen
zuerst an nativen Vakuolen durchgefiihrt, deren luminaler pH-Wert durch die NR-Farbung

abgeschitzt wurde.

3.7.1 Elektrische Eigenschaften intakter Vakuolen

Elektrische Strome durch den Tonoplasten wurden mittels Anlegen einer Spannungsrampe
induziert, die mit 33 mV pro Sekunde von 125 mV bis zu —125 mV abfiel. Am Anfang und
am Ende der Rampe wurden Spannungen von 125 mV und -125 mV fiir 2,5 Sekunden
konstant gehalten, um eine eventuelle zeitabhidngige Aktivierung der Ionenkanéle zu
verfolgen (Abb. 3.8 A). Da die lonenkanéle ein stochastisches Verhalten des SchlieBens
und Offnens zeigen, wurden mehrere Wiederholungen des Messprotokolls benétigt (bis zu
20mal), um ein Bild {iber die mittlere Kanalaktivitit im Membranareal zu erhalten. Die
vacuolar-attached-Messkonfiguration —ermdoglichte es, Messungen bei intaktem
Vakuoleninhalt durchzufiihren (Abb. 3.8 B). Die cytosolische Seite des Tonoplasten war
zur Badlosung exponiert. Nur das kleine Tonoplastenareal direkt unter der Messpipette
wurde der Pipettenldsung ausgesetzt.

In Abbildungen 3.8 C und D sind Stromantworten aus reprasentativen Messungen an einer
neutralen (NR-negativen) und an einer sauren (intensiv NR-angefarbten) Vakuole aus
salzgestressten Pflanzen dargestellt. Die neutrale Vakuole zeigte bei allen Wiederholungen
des Testprotokolls einen geringen Strom, der eine Linearitit gegeniiber der angelegten
Spannung im getesteten Spannungsbereich aufwies und daher den Hintergrund-Strom
reprasentierte. In der sauren Vakuole waren hingegen betrdchtliche, am Anfang der
jeweiligen Spannungsrampe nach oben und zum Ende hin nach unten gerichtete
Stromdeflektionen zu sehen. Hohe Amplitude und unruhige Form dieser
Stromerscheinungen wiesen auf die Aktivitit von Ionenkanélen in der Membran der sauren

Vakuole hin.
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Abbildung 3.8: A) Rampenprotokoll; B) Schema der vacuolar-attached-
Konfiguration und Konzentrationsverhéltnisse; C) représentative Messung an
einer neutralen Vakuole aus einer salzgestressten Pflanze; D) reprasentative
Messung an einer sauren Vakuole aus einer salzgestressten Pflanze; E) I/V-
Kurven der durchschnittlichen Strome (MW, n = 15-16) aus den Messungen
C und D; alle Messlésungen enthielten neben Mal® auch 3 mM MgCl, und
wurden mit BTP auf pH 7,7 eingestellt.
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Nachfolgend wurden die in Rampenprotokollen gemessenen Strdme eines Membran-Patch
auf den Hintergrund-Strom korrigiert, gemittelt und gegen die entsprechende Spannung
aufgetragen. Bei einer daraus resultierenden Strom-Spannungs-Kennlinie (I/V-Kurve) gab
der V-Wert die am Tonoplasten angelegte Spannung (Kommandospannung (Vkomm))
wieder. Dies war zuléssig, da das freilaufende Potential einer isolierten VVakuole von ca. -5
bis -10 mV gering war und bei der Analyse dieser vacuolar-attached-Messungen
vernachlassigt werden konnte.

In Abbildung 3.8 E sind I/VV-Kurven oben erwadhnter Messungen mit der sauren und
neutralen Vakuole dargestellt. Wahrend die 1/V-Kurve der neutralen Vakuole sich tber den
ganzen Spannungsbereich mit der Spannungs-Achse Uberlagerte, was auf die Abwesenheit
des nicht-linearen Kanalstroms hindeutete, zeigte die 1/V-Kurve der sauren Vakuole einen
zweiphasigen Verlauf. Hier waren der Strom und damit die Kanalaktivitat im Bereich von
50 mV bis -25 mV sehr gering. Zu hoheren positiven bzw. negativen Membranspannungen
hin stieg die Stromamplitude immer steiler an, was auf eine durch die angelegte Spannung
induzierte Kanalaktivitdt hindeutet. Demnach weisen die im Tonoplasten der sauren
Vakuole beobachteten lonenkanéle ein spannungsabhéangiges Offnungsverhalten auf. Zwei
Spannungsbereiche, bei denen sich die Kanalaktivitaten zeigten, einer bei < -25 mV und
der andere bei > 50 mV, deuteten auf das Vorhandensein von zumindest zwei Typen von
lonenkanalen hin. Um zu uberprifen, ob die mit Hilfe von relativ schnellen
Rampenprotokollen registrierten Strome mit Rektifizierungen in positiven oder negativen
Spannungsbereichen tatsdchlich  Aktivitdten von zwei individuellen Kanaltypen
widerspiegelten und nicht instantane Strome eines Kanals darstellten, wurden die Strom-
Spannungs-Verhéltnisse verglichen, die an einem Tonoplastenareal wéhrend des
Rampenprotokolls oder eines Schrittprotokoll ermittelt wurden. Beim Schrittprotokoll
wurde der Strom durch Spannungsspriinge von einer Haltespannung von 0 mV in 25 mV-
Schritten in positive und negative Richtungen induziert und nach 6 s gemessen. Jedem
Spannungssprung folgte eine Rickkehr zur Haltespannung fiir 4 s. Dies garantierte eine
vollstandige Inaktivierung des vorher aktivierten Kanals. In Abbildung 3.9 zeigten die 1/V-
Kurven des Rampen- und Schrittprotokolls einen identischen Verlauf, was das
Vorhandensein zweier Kanaltypen bestétigte. Ein Kanaltyp, der eine hohe Stromdichte bei
negativen Membranspannungen aufwies, kann aufgrund seiner Spannungsabhéngigkeit
positive Ladungen ins Cytosol bzw. negative Ladungen in die Vakuole transportieren.
Dieser Kanal wird nach der Konvention
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von Bertl et al. (1992) als einwarts gleichrichtender Kanal bezeichnet. Bei positiven
Membranspannungen zeigte sich ein auswarts gleichrichtender Kanal, der Ladungen in die

Gegenrichtung leitet.
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Abbildung 3.9: 1/V-Kurve aus einer Messung in der vacular-attached-
Konfiguration, ermittelt 6 s nach dem Anlegen der Spannungspulse von einer
Haltespannung von 0 mV zu — 125 mV und 125 mV in 25 mV Schritten
(Schrittprotokoll) oder wahrend des Rampenprotokolls an einer sauren
Vakuole aus einer HL-gestressten Pflanze, gezeigt ist dabei der gemittelte
Strom ohne die Korrektur um den Hintergrund (MW mit SD; n = 11).

Weitere Untersuchungen zeigten, dass Vakuolen gleicher Aziditdt unabhdngig vom
Stoffwechselmodus (C; oder CAM) bzw. von der Stressart (HL- oder Salzstress) gleiche
Kanalaktivitaten aufwiesen. In Abbildung 3.10 sind 1/V-Kurven mit den durchschnittlichen
Stromantworten aus Messreihen mit VVakuolen verschiedener Versuchsgruppen dargestellt.
Dabei wurde ein mittlerer Strom aus mehreren Testprotokollen (maximal 20 Rampen) fiir
jede Vakuole errechnet. Die intensiv NR-gefarbten (sauren) Vakuolen aller
Versuchsgruppen zeigten eine signifikant hohere Aktivitat sowohl der einwaérts, als auch
der auswarts gleichrichtenden Kanéle als die leicht gefarbten (wenig-sdurehaltigen)
Vakuolen, die fur die Cs-Pflanzen typisch sind. Die NR-negativen (neutralen) Vakuolen,
die haufig in salzgestressten Pflanzen zu beobachten waren, zeigten ebenfalls sehr niedrige

oder gar keine Kanalaktivitat unter den gewéhlten Messbedingungen.
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Abbildung 3.10: Gemittelte 1/V-Kurven des durchschnittlichen Stroms in

Vakuolen unterschiedlicher Aziditat, gemessen in den Rampenprotokollen in

der vacuolar-attached-Konfiguration (MW mit SD; n = 9-21).

Der Farbstoff NR, der zum Nachweis der vakuoldren Aziditat eingesetzt wurde, ist eine
redoxaktive Substanz. Untersuchungen von Ullrich et al. (1990) haben gezeigt, dass sich
NR auf elektrische Eigenschaften der Zellmembranen auswirkt, indem es eine
Membrandepolarisierung gefolgt von Kalium- und Leckstromen induzieren kann. Um
abzusichern, dass die gemessene Stromaktivitit am Tonoplasten der NR-behandelten
Vakuolen nicht von der NR-Akkumulation im Vakuolenlumen abh&ngig war, wurden
Kontrollmessungen in der vacuolar-attached-Konfiguration mit nicht NR-behandeltem
Vakuolen aus einer salzgestressten Pflanze durchgefuhrt. Durchschnittliche Hintergrund-
korrigierte Strdme bei -125 mV wurden dabei verglichen. Zwei Stromaktivitatsmuster
waren bei diesen Versuchen zu erkennen: Vakuolen mit einem betréchtlichen
Einwaértsstrom (ES) von -15,6 = 5,4 pA; n = 3 und Vakuolen mit einem relativ geringen ES
von -5,8 £ 0,5 pA; n = 6. Dies zeigte, dass die Unterschiede in der Kanalaktivitat zwischen
einzelnen Vakuolen auch ohne eine NR-Behandlung vorkamen und in Folge dessen eine
Eigenschaft dieser VVakuolen waren. Beachtenswert war die Tatsache, dass ein Drittel der
gemessenen Vakuolen einen betréchtlichen ES aufwies (drei Vakuolen aus den neun
getesteten Vakuolen). Dies korrelierte mit dem Anteil an sauren Vakuolen, der in den

vorausgegangenen Experimenten mit NR in dieser Pflanzengruppe ermittelt wurde (siehe
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Kapitel 3.2.1). Daraus konnte man ableiten, dass die NR-unbehandelten VVakuolen mit dem
aktiven Einwartskanal zur Population saurer Vakuolen gehérten. Demnach liel sich ein
enger Zusammenhang zwischen der vakuoldren Protonenkonzentration und der
Kanalaktivitdt am Tonoplasten erkennen. Eine weitere Charakterisierung der ein- und
auswarts gleichrichtenden Kanéle war daher notwendig, um die wahre Natur des

beobachteten Phanomens zu verstehen.

3.7.2 Identifizierung spannungsabhangiger Tonoplastenkandle
3.7.2.1 Kinetische Eigenschaften der Tonoplastenkandle

Aus den steigenden Stromamplituden an den Flanken der angelegten Spannungsrampe,
wenn die Spannung 2,5 s konstant bei 125 mV oder bei -125 mV gehalten wurde (Abb. 3.8
D), ist abzuleiten, dass die beiden Kandle, insbesondere der einwarts rektifizierende Kanal,
zeitabhéngiges Schaltverhalten demonstrieren, d.h. ihre Stromantworten mit der Dauer der
angelegten Spannung grofRer wurden. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die beiden
Kanaltypen, der einwérts und der auswarts rektifizierende Kanal, eine langsame
Stromaktivierung aufweisen. Die Aktivierungskinetik ist eine der wichtigsten
Charakteristika und kann zur Kanalidentifizierung sowie zu einem Vergleich der in
unterschiedlichen Organismen vorhandenen Kanéle beitragen (Hille, 1992). Daher wurden
die Stromantworten am Tonoplasten von M. crystallinum beim Anlegen noch langer
konstanter Spannungen unterschiedlicher Hohe mit Hilfe des Schrittprotokolls in der
vacuolar-attached-Konfiguration (Abb. 3.11 A) weiter erforscht.

Unmittelbar nach jedem Spannungssprung war eine schnelle Stromkomponente (Abb. 3.11
B), der instantane Strom zu sehen. Dieser Strom konnte direkt nach dem Ablauf des
kapazitiven Stroms, der durch das Umladen der Membran bzw. der Pipettenspitze zustande
kam, gemessen werden. Wurde die Membran weiterhin auf der Testspannung gehalten,
nahm der Strom zu und erreichte nach einigen Sekunden seine maximale Amplitude (der
stationdre Strom). Die Differenz zwischen dem stationdaren und instantanen Strom ergab
die Amplitude des zeitaktivierenden Stroms (lx). Die 1/V-Kurve der instantanen
Komponente (lirs) war nahezu linear (Abb. 3.11 C). Dies bedeutete, dass sie groRenteils
den potentialunabhéngigen Hintergrund-Strom reprasentierte. Der trage aktivierende Strom
wies in Hinsicht auf seine Spannungsabhéngigkeit zwei Komponenten auf. Wéhrend bei

den positiven Spannungen und Membranpotentialen nahe 0 mV die I/V-Kurve des I



Ergebnisse

100 -

-50 4

Vkomm [mV]

-100 -

10 pA L

258

10

1100 50 0

V_[mV]

Abbildung 3.11: A) Schrittprotokoll; B) Stromantworten einer sauren
Vakuole, gemessen in der vacuolar-attached-Konfiguration; die Pfeile
zeigen die instantanen (lins) und stationdaren Stréme (lsw); C) 1/V-Kurve
des instantanen Stroms und des zeitaktivierenden (I;) Stroms aus der

Messung B.

58



Ergebnisse 59

beinahe linear verlief, zeigte sich bei der zunehmenden Hyperpolarisierung eine starke
Rektifizierung nach innen. Da in den erwéhnten Spannungsbereichen die einwaérts
gleichrichtenden Kanéle aktiv waren, konnte man daraus ableiten, dass die einwarts
rektifizierenden zeitabhdngigen Strome diesen Kanélen zuzuordnen waren, d.h. die
Einwartskanéle trage aktivierbar sind und zwar in einem Zeitbereich von mehreren

Sekunden.

3.7.2.2 Selektivitat der Tonoplastenkanéle

Um die Art der lonen, die durch die Kandle am Tonoplasten von M. crystallinum
permeieren, zu bestimmen, wurden die Gleichgewichtspotentiale der ein- und auswaérts
rektifizierenden Strome unter streng definierten Messbedingungen bestimmt. Hierzu
wurden kleine Tonoplastenareale von Vakuolen isoliert. Dadurch wurde das natirliche
Vakuolenmilieu mit der Pipettenlésung ersetzt. Die Strome wurden anschlielend in
Doppelpulsprotokollen gemessen. Dabei wurden Kandle durch einen langen Puls der
aktivierenden Spannung (konstanter Vorpuls von vier s) zuerst in den offenen Zustand
gebracht. AnschlieBend sprang die Spannung zu niedrigeren Werten (Testpulse), die von
— 75 bis 75 mV variierten. Das Anlegen des Testpulses rief ein trages SchlieRen der Kanéle
hervor. Dabei entsprach eine bei jedem Testpuls auftretende instantane Stromkomponente
dem Strom durch alle, wahrend des Vorpulses aktivierten Kandle. Im Laufe des Testpulses
schlossen sich die Kanéle spannungsbedingt, was sich in einer tragen Abnahme des Stroms
auBerte (lst). Die Differenz zwischen linst und lga, die als Tail-Strom bezeichnet wird, war
in jedem Fall nur von der treibenden Kraft, d.h. dem elektrochemischen Gradienten des
permeierenden lons abhangig, nicht aber von der Anzahl offener Kanale (Hille, 1992). Der

ermittelte Tail-Strom wurde gegen die Testspannung aufgetragen.

Auswartskanal

Wurde eine positive Spannung von 100 mV als Vorpuls an die Tonoplastenmembran
angelegt, aktivierten sich die auswarts rektifizierenden Kanéle (Abb. 3.12 A). Die bei 10
mM Mal*e: / 100 mM Mal® 4 ermittelte 1/V-Kurve der Tail-Stréme konnte mit einer
Regressionsgeraden beschrieben werden, die einen Schnittpunkt mit der Spannungsachse
bei 23 £ 1,9 mV (n = 3) hatte (Abb. 3.12 B) Bei dieser Gleichgewichtsspannung floss kein
Netto-Strom durch die Membran, da die angelegte Spannung dem Nernstpotential (Enernst)

des permeierenden lons gleich war.
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Abbildung 3.12: Représentative Tail-Strom-Messungen mit Doppelpulsprotokollen: A)
Auswartsstrom (AS) bei 10 mM Mal®y: / 100 mM Mal*\ in der inside out-
Konfiguration; B) Strom-Spannungs-Kennlinien der Tail-Strome des AS und des
Einwértsstroms (ES) bei den verschiedenen Malatkonzentrationsgradienten (MW mit SD;
n = 2-3); C) ES bei 10 mM Mal*, / 100 mM Mal®y, in der inside out-Konfiguration; D)
ES bei 100 mM Mal*.: / 10 mM Mal*, in der outside out-Konfiguration; alle
Messlosungen enthielten neben Mal* auch 3 mM MgCl, und wurden mit BTP auf pH 7,7
eingestellt.
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Die gefundene Gleichgewichtsspannung lag im positiven Bereich und damit weit entfernt
von Enemst flr Mal®, das unter den gewahlten Bedingungen -23 mV betrug. Aus einem
Vergleich mit Enemst der anderen in der verwendeten Pipetten- und Badl6sung vorhandenen
lonenspezies (0 mV fiir CI" und Mg und 53 mV fiir BTPH") konnte man schlieRen, dass
der AS groRenteils durch den Kationenfluss von der vakuoldren zur cytoplasmischen Seite
des Tonoplasten hervorgerufen wurde. Dennoch stand die Umkehrspannung dieses Stroms
weder im Einklang mit dem erwarteten Enems-Werten fiir BTPH -lonen, noch mit den
Enemst fUr die im Konzentrationsausgleich befindlichen Mgz+- bzw. CI'-lonen. Daher schien
dieses Gleichgewichtspotential eine schwache Selektivitdt des Auswartskanals fir
Kationen zu reflektieren. Die Selektivitat fiir Kationen und eine betréchtliche Aktivitét bei
einer hohen Konzentration von Mg®* (3 mM an beiden Seiten der Membran) deuteten
darauf hin, dass es sich hier um den tonoplastenspezifischen SV-Kanal handelten kann, der
bereits am Tonoplasten unterschiedlicher Pflanzenarten identifiziert wurde (Hedrich und
Neher, 1987; Schulz-Lessdorf und Hedrich, 1995; Briiggemann et al., 1999 a / b). Auch am
Tonoplasten von M. crystallinum wurde von Miedema et al. (2000) unter zur vorliegenden
Arbeit vergleichbaren Messbedingungen ein auswarts rektifizierender Kanal registriert.
Aufgrund seiner nachgewiesenen Impermeabilitdt zu Anionen (Miedema und Pantoja,
2001) ist der SV-Kanal nicht am Malattransport beteiligt und wurde daher aus den

weiteren Untersuchungen ausgeschlossen.

Einwartskanal

Fur die Aktivierung der einwarts rektifizierenden Kanéle wurde ein Vorpuls von -125 mV
angelegt (Abb. 3.12 C). Die Testpulse und Messlosungen auf beiden Seiten des
Tonoplasten waren gleich wie fir den Auswaértskanal (siehe oben). Die 1/V-Kurve des
Tail-Stroms des Einwartskanals schnitt die Abszisse bei einer Spannung von -25 mV * 4,5
mV (n = 7) (Abb. 3.12 B). Diese Gleichgewichtsspannung lag sehr nah zu Enems; fiir Mal®-
lonen und weit entfernt von den Enemns-Werten fiir andere lonenspezies (siehe oben). Dies
bedeutete, dass die Einwértsstrome hier hauptsachlich von Malationen getragen wurden.
Um die Befunde der Kanalselektivitat abzusichern, sollten Gleichgewichtsspannungen bei
unterschiedlich gerichteten Malatkonzentrationsgradienten bestimmt werden. Jedoch war
es im Falle entgegengesetzter asymmetrischer Messlésungen (100 mM Malz'cyt/ 10 mM
Mal%y) nicht méglich, die Tail-Strdme von beiden Kanaltypen, dem Ein- und dem
Auswartskanal, zu unterscheiden. Wenn man davon ausging, dass das erwartete Enernst fUr

Mal® unter diesen Messbedingungen 23 mV betragt, sollte es sich im Bereich der
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aktivierenden Spannungen fir den Auswartskanal befinden. Aus diesen Griinden konnten
nur, wenn die Aktivitat des Auswartskanals niedrig war, Tail-Strome des Einwértskanals
beobachtet werden (Abb 3.12 D). Die I/V-Kurve von zwei solchen Messungen schnitt die
Spannungsachse bei ca. 5,5 mV. Dies wich wesentlich von einem Potential von 23 mV ab,
das im Idealfall fur den malatselektiven Kanal unter diesen Bedingungen zu erwarten war.
Dennoch wies eine Verschiebung des Umkehrpotentials des ES zu positiveren Spannungen
in Folge der Veranderung des Malatkonzentrationsgradienten darauf hin (siehe auch Abb.
3.12 B), dass der ES hauptsachlich von Malationen getragen wurde. Somit haben die
Untersuchungen mit Tail-Protokollen gezeigt, dass der Einwartskanal gegenlber den in
den verwendeten Messlosungen vorhandenen lonen selektiv fur Malat war. Aus der
gefundenen Selektivitat dieses Kanals fur Malationen und der Aktivierung bei negativen
Membranspannungen konnte man ableiten, dass der einwaérts rektifizierende Kanal von M.
crystallinum am Malattransport in die Vakuolen beteiligt ist. Nach Untersuchungen von
Hafke et al. (2003) vermittelt ein &hnlicher, trdge aktivierender Einwartskanal den

Malatinflux in die Vakuolen der CAM-Pflanze K. daigremontiana.

3.7.2.3 Untersuchungen zur Substratspezifitat des Einwartskanals

Im Cytosol der CAM-Pflanzen ist nicht nur Malat, sondern auch Chlorid ein wichtiges
Anion. Daher sollten Untersuchungen zur Substratspezifitat des Einwartskanals bezliglich
der Malationen durchgefiihrt werden. Hierzu wurden Strom-Spannungs-Beziehungen bei
unterschiedlichen Malat- und Chloridkonzentrationsgradienten ermittelt. Die Messungen
wurden in der inside out-Konfiguration durchgefiihrt. Dabei wurden die trégen
Einwartskanéle durch einen flinf s langen negativen Vorpuls von =125 mV voraktiviert und
anschlieBend mit einer um 17 mV pro s von =125 mV bis 50 mV ansteigenden
Spannungsrampe getestet.

Die Abbildung 3.13 zeigt, dass bei einer Verringerung der Malatkonzentration in der
Badlésung (cytosolische Seite des Tonoplasten) ES signifikant abnahm. Bei =120 mV war
der mittlere ES in Gegenwart von 10 mM Malat im Vergleich zu 100 mM Malat auf ca.
55 % (n = 4) reduziert. Da der Kanal sowohl mit 10 mM, als auch mit 100 mM Mal® eine
steile  Spannungsabhangigkeit zeigte, konnten unter diesen Bedingungen die
entsprechenden Umkehrpotentiale nicht bestimmt werden. Dennoch ist die beobachtete
Abhéangigkeit der Stromantworten von der Malatkonzentration im Cytosol ein Hinweis
darauf, dass die Stréme von Mal*, nicht aber von CI" getragen wurden, dessen

Konzentration in beiden Fallen 6 mM betrug.
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In weiteren Experimenten wurde 100 mM Malz'cyt durch 100 mM Chlorid (ausbalanciert
mit Cholin®) ersetzt. Trotz eines groRen, in die Vakuole gerichteten elektrochemischen
Gradienten, der einen Chloridtransport in diese Richtung thermodynamisch sehr
wahrscheinlich machte (106 mM Cl'eyt / 6 mM Cl'ya; die Messlosungen auf beiden Seiten
des Tonoplasten enthielten neben Cholin-Chlorid (ChCl) auch 3 mM MgCl,), war die
Amplituden des ES gering.

-50 4

< ,\T - 100 Mal®_ /100 Mal®
— ' > 2 "
- Lg - 106 CI"_ /100 Mal
-100 4 u;ﬁ 34 VZak
- 10Mal® /100 Mal”
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Abbildung 3.13: I/V-Kurven, ermittelt bei unterschiedlichen
Konzentrationen von Mal® .y, gemessen mit der inside out-Konfiguration
(MW mit SD; n = 4-5); alle Messlésungen enthielten auer Mal* oder
ChCl 3 mM MgCl; und wurden mit BTP auf pH 7,7 eingestellt.

Im Vergleich zu einem mittleren Strom, der bei —120 mV mit 100 mM Mal*,; gemessen
wurde, war der durchschnittliche ES in Anwesenheit von 106 mM Cl ¢y auf 24 % (n = 3)
reduziert. Auch bei einem ins Cytosol gerichteten Malatkonzentrationsgradienten (10 mM
Mal? ¢ / 100 Mal® 4 floss in die Vakuole mehr Strom als mit 106 mM Clyt / 6 MM Clyeg
(Abb. 3.13), was fiir eine hohe Selektivitat des Einwartskanals fiir Mal® gegeniiber CI
sprach. Dies stand in guter Ubereinstimmung mit einer relativ niedrigen Permeabilitat der
malatselektiven Kanale zu CI', die in anderen Pflanzen beschrieben wurde (Iwasaki et al.,
1992; Plant et al., 1994; Cerana et al., 1995; Hafke, 2001).

Zusammenfassend sprachen die hohe Malatselektivitdt und ausgepragte langsame
Aktivierungskinetik  (siehe Kapitel 3.7.2.1) des hier beschriebenen einwarts
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rektifizierenden Anionenkanal am Tonoplasten von M. crystallinum fir seine Ahnlichkeit
mit den Malatkandlen, die in einigen Pflanzenspezies identifiziert wurden (Ilwasaki et al.,
1992; Cerana et al., 1995; Cheffings et al., 1997; Hafke et al., 2003).

Vakuoléres Chlorid hemmt den Einwaértskanal.

Die Untersuchungen von Plant et al. (1994) zeigten, dass bei hohem Cl'y. die Malatstréme
am Tonoplasten der salztoleranten Cs-Pflanze Beta vulgaris reduziert werden, was eine
Okophysiologische Bedeutung haben konnte, indem Malat im Cytosol fur
Oxidierungsvorgange in Mitochondrien zuriickgehalten wird. In M. crystallinum mit
Salzstress-CAM miissen hingegen beide Anionen, CI" und Malat”, in die Vakuole
akkumuliert werden. In dieser Hinsicht sollte Uberprift werden, ob der Malatkanal in M.
crystallinum auch eine &hnliche Reaktion auf hohe CI-Konzentrationen in der Vakuole
aufweist. Hierzu wurde ES in Anwesenheit von 100 mM ChCI auf der vakuoldren Seite
und 100 mM BTPH*-Malat auf der cytoplasmischen Seite des Tonoplasten mit dem oben
beschriebenen Pulsprotokoll in der inside out-Konfiguration getestet.

Obwohl der gewahlte Malatkonzentrationsgradient den Malatstrom eigentlich beglnstigte,
zeigte sich unter diesen Bedingungen eine betrachtliche Verringerung des ES (Abb. 3.14
A). Gegenuiber dem Strom, der mit 100 mM Mal* und 6 mM CI” auf der vakuoléren Seite
des Tonoplasten gemessen wurde, betrug die Reduzierung des durchschnittlichen Stroms
mit 106 mM Cl'y bei -120 mV ca. 80 % (n = 5). Dies l&asst den Schluss zu, dass das hohe
Clva den Malatkanal in M. crystallinum hemmte. Die Stromamplituden aus den
Experimenten mit 106 mM Cl'ys wurden auf die Strome normiert, die bei entsprechenden
Spannungen mit 100 mM Mal®ya registriert wurden. Die daraus resultierende Kurve
verlief parallel mit der Spannungsachse (Abb. 3.14 B). Dies deutete darauf hin, dass die
beobachtete Kanalhemmung durch Cl'ya nicht spannungsabhéngig war. Daraus konnte
man ableiten, dass CI" nicht in den Malatkanal eindrang und seine Bindungsstelle am
Kanalprotein sich auflerhalb der Kanalpore befand. In Studien Gber den Anionentransport
am Tonoplasten von Beta vulgaris wurde ebenso gezeigt, dass eine Erhéhung der CI-
Konzentration in der Vakuole die Einzelkanalamplitude des Malatstroms nicht verandert.
Diese Autoren stellten die Hypothese einer chaotropischen Wirkung des CI” auf den

Potentialsensor des Malatkanals auf (Plant et al., 1994).
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Abbildung 3.14: A) I/V-Kurven, ermittelt bei unterschiedlichen Malat- und
Chloridkonzentrationsgradienten (MW mit SD; n = 3-5); B) Quotient aus
dem Strom bei 100 mM Mal*(y; / 106 mM CI q und dem Strom bei 100 mM
Malz'cyt / 100 mM Mal®*, als Funktion der Membranspannung; alle
Messlésungen enthielten neben Mal® auch 3 mM MgCl, und wurden mit
BTP auf pH 7,7 eingestellt.

65



Ergebnisse 66

In weiteren Experimenten wurde 106 mM CI° symmetrisch auf beiden Seiten des
Tonoplasten appliziert. Im ganzen Spannungsbereich zeigte sich dabei ein sehr geringer
Strom (Abb. 3.14 A). Dies war ein weiteres Indiz dafir, dass der Einwértskanal einerseits
sehr selektiv fur Mal® gegeniiber CI" ist, anderseits von Cl effizient gehemmt wird.
AuRerdem deutete dieser Sachverhalt darauf hin, dass keine spezifischen Kanale, die zur
Cl'-Akkumulation in der Vakuole beitragen kénnten, in der Membran saurer Vakuolen
vorhanden waren, bzw. solche Kanéle unter den gewahlten Messbedingungen inaktiviert
waren. Darlber hinaus unterstreicht die Hemmung des Malatstroms durch hohes Cl'y4 die
physiologische Bedeutung einer separaten Akkumulation von NaCl und Malat in
unterschiedlichen Vakuolen salzgestresster Pflanzen, die in der vorliegenden Arbeit

nachgewiesen wurde (siehe Kapitel 3.5).

3.7.3 Nachweis der Malatkanalaktivitat in der Membran neutraler Vakuolen

In den Experimenten an nativen VVakuolen zeigten sich groRe Unterschiede in der Aktivitat
des Malatkanals in neutralen und sauren Vakuolen (siehe Kapitel 3.7.1). In diesem
Zusammenhang sollte Gberpruft werden, ob dies auf die Menge an Malatkanalproteinen
oder auf eine Aktivitatsregulation durch das Vakuolenmilieu zuriick zufiihren ist. Hierzu
wurden die Tonoplasten, die von Vakuolen unterschiedlicher Aziditét isoliert wurden, in
Anwesenheit einer Messlosung (siehe Kapitel 2.10) auf der vakuoldren Seite auf
Kanalaktivitat untersucht.

In Abbildung 3.15 A ist der Verlauf einer Strommessung an einer neutralen Vakuole
dargestellt. Dabei konnte nahezu kein Kanalstrom in der vacuolar-attached-
Konfiguration registriert werden. Nach dem Durchbruch zum Vakuoleninneren mit
anschlielender Abtrennung eines Membranareals nahm der ES allméhlich zu und erreichte
nach etwa 20 Minuten eine konstante Amplitude. Der gleiche Vorgang der
Kanalaktivierung wurde am Tonoplasten anderer neutraler Vakuolen salzgestresster
Pflanzen oder leicht saurer Vakuolen aus Cs-Pflanzen beobachtet. In Abbildung 3.15 B
sind die Strom-Spannungs-Verhéltnisse dargestellt, die aus den durchschnittlichen
Stromantworten der isolierten Membranareale von Vakuolen aus Csz-, HL- und
salzgestressten CAM-Pflanzen ermittelt wurden. Vor einer Strommessung wurden die
Membranareale jeweils 15 Minuten in der Badlosung inkubiert. Nach dieser
Inkubationszeit konnten keine signifikanten Unterschiede in den Strdmen in Tonoplasten
unterschiedlicher Vakuolentypen festgestellt werden. Bei einer Aktivierungsspannung von

—-120 mV zeigten sich Stromantworten in Tonoplasten saurer Vakuolen von
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Abbildung 3.15: A) Représentative Messung an einer neutralen VVakuole aus
einer salzgestressten Pflanze vor und nach der Patch-lIsolierung; B) 1/V-
Kurven, ermittelt 15-20 min nach einem L&sungsaustausch auf der
vakuoldren Seite der Tonoplastenareale, die aus den Vakuolen
unterschiedlicher Aziditat isoliert wurden (MW mit SD; n = 4-11).
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-30,0 £ 26,6 pA (n = 11), leicht saurer Vakuolen von -27,5 + 14,8 pA (n = 5) und neutraler
Vakuolen von -39,9 £+ 13,5 pA (n =5).

Es ist nachvollziehbar, dass die Fla&chengroRe eines abgerissenen Membran-Patch von der
Messpipettengeometrie abhing. Wurden, wie im vorliegenden Fall, die Pipettenparameter
wahrend einer Versuchsreihe nicht geéndert, bestanden keine wesentlichen Unterschiede in
der Grole der isolierten Membranareale. Da gleich grole Membranareale aus
unterschiedlichen Vakuolentypen gleiche Stromamplituden aufwiesen, konnte man
schlielen, dass die Malatkandle in Tonoplasten aller VVakuolentypen vorkamen und die
Kanaldichte in allen VVakuolentypen ungefahr gleich gro war. Darlber hinaus konnte man
ableiten, dass sich die Menge an Malatkanalproteinen am Tonoplasten von M. crystallinum
wahrend der Stress-Behandlung oder mit dem Ubergang zum CAM nicht anderte.
Hingegen wurden die Malatstrome in Vakuolen mit einem nicht-sauren Milieu inaktiviert.
Eine andere Erklarung wére, dass saure Vakuolen einen malatkanalaktivierenden Faktor
enthielten. Das Letztere schien aber wenig relevant zu sein, da eine betrachtliche Aktivitét
des Malatkanals bereits in einfach zusammengesetzten Messlésungen (siehe Kapitel 2.10)
gemessen werden konnte, was komplexe Faktoren, wie Liganden oder gekoppelte

Enzymreaktionen, die zur Kanalaktivierung beitragen konnten, ausschloss.

3.7.4 Regulation des Malatkanals

3.7.4.1 Untersuchungen zur Abhé&ngigkeit des Malatskanals vom vakuolaren pH-
Wert

Es war anzunehmen, dass der Regulationsfaktor, der die Malatstréme in nicht-
séurehaltigen Vakuolen abschaltete, 16slich oder nur schwach membrangebunden sein
sollte, da seine Wirkung mit einem Auswaschen nachlie} (siehe Kapitel 3.7.3). Der
Befund, dass der Malatstrom ausschlie3lich in sauren VVakuolen beobachtet werden konnte,
legte eine Abhéngigkeit des Malatkanals vom vakuolaren pH-Wert nahe. Um dies zu
Uberprifen, wurden ES bei unterschiedlichen pH-Werten auf der vakuoldren Seite des
Tonoplasten gemessen. Hierzu bot sich die Verwendung der outside out-Konfiguration an,
bei der die vakuoldre Seite eines Membranareals zur Badlosung exponiert wird. Dies
machte einen Losungsaustausch wéhrend einer Messung moglich. Jedoch konnten
Tonoplastenareale in dieser Konfiguration nur selten erhalten werden. Deshalb wurde die
inside out-Konfiguration fur diese Untersuchungen verwendet. Dabei wurden einzelne
unabhédngige Strommessungen mit einer auf pH-Werte von 4,7 oder 7,7 eingestellten

Pipettenldsung verglichen.
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Experimente mit dem variablen pH-Wert auf der vakuoldren Seite des Tonoplasten zeigten,
dass ein 1000facher Unterschied in der vakuoldren Protonenkonzentration keine
betrachtliche Auswirkung auf den Verlauf der 1/V-Kurven und auf die Amplitude des
Malatstroms hatte (Abb. 3.16 A und Tab. 3.2). Einen indirekten Hinweis auf die
Unempfindlichkeit des Malatkanals gegeniiber dem pHya-Wert lieferte auch ein Vergleich
der ES-Amplituden aus Experimenten an nativen sauren Vakuolen und an isolierten
Tonoplastenarealen mit dem kinstlichen leicht alkalischen Vakuolenmilieu von pH 7,7
(siene Tab. 3.2). Dies alles deutete darauf hin, dass der vakuolare pH-Wert per se die
gefundenen drastischen Unterschiede in der Aktivitdt des Malatkanals in neutralen und

sauren Vakuolen (siehe Kapitel 3.7.1) nicht erklaren kann.

Tabelle 3.2: Mittlerer ES [pA], gemessen an Tonoplastenarealen bei einer
Spannung von -120 mV; die Pipettenlésung enthielt neben 5 mM CaCl,
ohne bzw. mit 5 mM EDTA 100 mM Mal® (ausbalanciert mit BTPH") und
3 mM MgCly; die Badlésung enthielt 10 mM Mal* und 3 mM MgCl, (pH
7,7) dargestellt sind MW + SD.

Inside out-Messungen beim angegebenen pH vax und Ca* 4

Vacuolar-

attached- pH 7,7 pH 4,7 pH 7,7 pH 7,7
Messungen | 500 mM Ca®** | 5,00mM Ca** | 0,39 mM Ca** | 0 mM Ca®*

-432+294 | -552+274 -50,0 + 46,7 -425+129 | -39,8+139
(n=21) (n=3) (n=5) (n=4) (n=19)
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Abbildung 3.16: A) [I/V-Kurven, ermittelt bei unterschiedlichen
vakuolaren pH-Werten (MW mit SD; n = 3-19); B) I/V-Kurven, ermittelt
bei den unterschiedlichen Konzentrationen von freiem Ca®* auf der
vakuoldren Tonoplastenseite (MW mit SD; n = 3-19); in Fall B enthielt
die Messlosung auf der vakuolaren Seite neben CaCl, auch 3 mM MgCl,
und 100 mM BTPH"-Malat (pH 7,7); die Messlosung auf der

cytoplasmischen Seite enthielt in beiden Féllen 10 mM BTPH'-Malat
(pH 7,7) und 3 mM MgCl,.
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3.7.4.2 Untersuchungen zur Abhangigkeit des Malatkanals von der vakuolaren

Kalziumkonzentration

Kalzium st ein effizienter Regulator des Membrantransports einschliellich der
lonenkanale am Tonoplasten (Ward und Schroder, 1994; Schulz-Leesdorf und Hedrich,
1995; Briiggemann et al., 1999 a / b; Sanders et al., 1999). Obwohl eine Anderung der
cytosolischen Kalziumkonzentration in einem breiten Bereich von 10 bis 10 mM keine
Wirkung auf den Malatkanal aufwies (Pantoja und Smith, 2002), war es nicht
auszuschlieBen, dass der Malatkanal gegen vakuolares Ca** empfindlich sein konnte.
AuBerdem war zu erwarten, dass ein Unterschied in der Konzentration von freiem Ca*" in
den Lumina von sauren und neutralen Vakuolen vorhanden sein konnte. Ein Indiz dafur
war die Verteilung der fur M. crystallinum charakteristischen Kalziumoxalatkristalle in
Vakuolen unterschiedlicher Aziditat. In salzgestressten Pflanzen stieg der Anteil der
Vakuolen mit Kalziumoxalatkristallen von ca. 4,1 % in der Population saurer Vakuolen auf
ca. 20,7 % in der Population neutraler Vakuolen an. Aus diesem Befund konnte man
ableiten, dass die Ausbildung dieser Kristalle in sdurehaltigen Vakuolen aufgrund eines
niedrigen pH-Wertes unterbunden war. Folglich kdnnte die Konzentration von léslichem
Ca?* in sauren Vakuolen hoher sein als in neutralen Vakuolen. Ob sich die Ca**-
Konzentration in der Vakuole auf die Aktivitdit des Malatkanals auswirkte, wurde
nachfolgend tberpriift. Hierzu wurden Messungen entweder ohne Ca®* oder unter einer
Zugabe von 5 mM CacCl,, oder 5 mM CaCl, und 5 mM EDTA in der Pipettenldsung in der
inside out-Konfiguration durchgefiihrt. Konzentrationen von freiem Ca®* beim gewahlten
pH-Wert von 7,7 wurden mit dem Computerprogramm Calciumcalculator (Foehr und
Warchol, 1989-1990) berechnet und betrugen 0 mM, 5,00 mM und 0,39 mM. Diese
Unterschiede in Ca?*4 wirkten sich auf die Malatstréme nicht wesentlich aus, weder auf
die Stromamplitude noch auf die Form von 1/V-Kurven des ES (Tab. 3.2 und Abb. 3.16 B).
Daraus folgte, dass auch die Konzentration von freiem Ca**ya fiir die hohe
Malatkanalaktivitat in sauren VVakuolen und ihre Inaktivierung in neutralen Vakuolen nicht

verantwortlich war.

3.7.4.3 Wirkung SH-modifizierender Reagenzien auf den Malatkanal

Viele organische Sauren und Basen, darunter die Apfelsaure, sind redoxaktive Substanzen.
Daher gehen Anderungen des pH-Werts innerhalb eines Zellkompartiments oft mit
Verschiebungen im Redoxpotential (Erq) einher (Roth et al., 1983). An Algen-Zellen

wurde gezeigt, dass die Zufuhr einer schwachen S&ure ins Cytosol E.q in die positive
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Richtung verschob, was seinerseits Transporteigenschaften des Plasmalemmas beeinflusste
(Thiel, 1994). Man kann daher vermuten, dass die E.q-Werte des Lumens Apfelsaure-
akkumulierender und neutraler Vakuolen von einander abweichen. Die nahe liegende
Frage ist, ob sich das luminale E.y auf die Aktivitdt des Malatkanals in sauren und
neutralen Vakuolen von M. crystallinum auswirken kann. Bekanntlich sind Cystein-Reste
eines Proteins die empfindlichen Stellen zur Vermittlung von E-Schwankungen. Dies
aulert sich in Veranderungen der Konformation eines Kanalproteins, die ihrerseits
Anderungen in dessen Aktivitit hervorrufen. Sulfhydryl-(SH)-modifizierende Reagenzien
zeigen eine hohe Affinitdt zu Cystein-Resten und ahmen eine Wirkungsweise von
Oxidantien nach. Drei verschiedene SH-Reagenzien wurden in den folgenden
Experimenten auf der vakuoldren Seite des Tonoplasten getestet. Diese Substanzen wurden
in die auf den pH-Wert von 7,7 eingestellte Pipettenlésung zugegeben. Der Strom wurde
15-20 Minuten nach der Membranisolierung in der inside out- Konfiguration gemessen.

In Abbildung 3.17 A sind die Strom-Spannungs-Kennlinien dargestellt, die in Gegenwart
von NEM (N-Ethylmaleimid), DTNB (5,5 -Dithiobis-(2-Nitrobenzoesaure)) und PCMBS
(p-Chloromercuriphenylsulfonséure) ermittelt wurden. Alle diese SH-Reagenzien zeigten
eine stimulierende Wirkung auf die Malatleitfahigkeit. Dabei ist die SH-modifizierende
Substanz NEM membrangéngig, PCMBS und DTNB sind dagegen nicht-permeierend und
konnten daher nur auf der vakuolaren Seite des Tonoplasten wirken. Eine Wechselwirkung
der letzteren zwei Reagenzien nur mit den zum Vakuolenlumen exponierten SH-Gruppen
der Membranproteine konnte ES wesentlich erhthen. Dartiber hinaus induzierte das nicht-
permeierende PCMBS die hdchste Stromaktivierung. Bei einer Spannung —120 mV war
die mittlere Stromamplitude in Anwesenheit von PCMBS um den Faktor 4,2 groRer als bei
der Kontrolle. Nach einer Normierung der Stromamplituden unter den
Kontrollbedingungen auf die Stromantworten in Gegenwart von PCMBS verlief die
resultierende I/VV-Kurve parallel zur Spannungsachse (Abb. 3.17 B). Dies deutete darauf
hin, dass PCMBS nur die Stromamplituden, nicht aber das Aktivierungspotential des
Malatkanals beeinflusste.

Die reduzierende nicht-membranpermeierende Substanz  Mercaptoethanol zeigte
umgekehrt eine hemmende Wirkung auf den Malatstrom. In Abbildung 3.18 A ist der
Verlauf einer typischen Messung an einer sauren Vakuole wiedergegeben. Dabei wurde
zuerst die cytosolische Seite in der vacuolar-attached-Konfiguration und nach der Patch-
Abtrennung die vakuolare Seite des Tonoplasten 10 mM Mercaptoethanol exponiert. In
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Abbildung 3.17: A) I/V-Kurven in Gegenwart von SH-modifizierenden
Reagenzien auf der vakuoldren Seite des Tonoplasten, gemessen in der
inside out-Konfiguration (MW mit SD; n = 4-11); B) Quotient aus dem
Kontroll-Strom und dem Strom mit 1 mM PCMBS,. als Funktion der
Membranspannung; aufler den angegebenen Substanzen enthielten die
Messlosungen 3 mM MgCl, und 100 mM BTPH'-Malat (pH 7,7) auf der
vakuoldaren Seite bzw. 10 mM BTPH'-Malat (pH 7,7) auf der

cytoplasmischen Seite.
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Abbildung 3.18: Représentative Messung an einer sauren Vakuole aus einer
HL-Pflanze vor und sofort bzw. 5 min nach der Patch-Isolierung; die
Pipettenldsung enthielt 10 mM Mercaptoethanol, 3 mM MgCl, und 100 mM
BTPH'-Malat (pH 7,7); die Badlésung enthielt 3 mM MgCl, und 10 mM
BTPH*-Malat (pH 7.7).
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(Me) auf der vakuoldaren Tonoplastenseite (MW mit SD; n = 4-11); B)
Quotient aus dem Strom mit Me und dem Kontroll-Strom als Funktion der
Membranspannung; auBBer Me enthielten die Messlésungen 3 mM MgCl,
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der vacuolar-attached-Konfiguration zeigte sich ein betrachtlicher Malatstrom, der
vollstandig gehemmt wurde, sobald die vakuoléare Seite des Tonoplasten der reduzierenden
Pipettenldsung ausgesetzt wurde. Weitere Untersuchungen an isolierten Membranarealen
zeigten, dass 10 mM Me den Malatstrom erheblich verringerte. Bei einer Testspannung
von —=120 mV betrug die Inhibierung des durchschnittlichen Malatstroms in Anwesenheit
von Meyqk im Vergleich zur Kontrolle ca. 60 %. Wie aus dem Verlauf der auf die Kontrolle
normierten 1/V-Kurve in Gegenwart von Mey zu sehen ist, verringerte dieses
Reduktionsmittel die Gesamtstromamplitude ohne sich auf das Aktivierungspotential des
Malatkanals auszuwirken (Abb. 3.19 B).

Die oben erwahnten Redoxsubstanzen wurden bei konstantem pH-Wert appliziert, daher
beeinflussten sie den Malatkanal direkt und unabhéngig von der Aziditat des Mediums.
Aus der beobachteten entgegengesetzten Wirkung reduzierender und SH-Reagenzien
konnte man weiterhin ableiten, dass das vakuoldre E.q die Aktivitdt des Malatkanals
regulieren konnte, da eine Verschiebung des Eeq die gleiche Auswirkung auf eventuelle
SH-Gruppen des Kanalproteins wie die Anwesenheit der reduzierenden bzw. SH-
modifizierenden Reagenzien hat. Demnach ist bei einem negativeren E4 eine Hemmung

der Malatstrome zu erwarten, bei einer E4-Positivierung aktivieren die Malatkanéle.

3.8 Redoxpotentialmessungen im Blattpresssaft

Mit dem Befund, dass im Experiment ein oxidierendes VVakuolenmilieu den Malattransport
direkt aktivieren konnte, stellte sich die Frage, ob eine solche Regulation auch in nativen
Vakuolen stattfand. Daher sollte nachgeprift werden, ob sich der Inhalt saurer VVakuolen,
in denen eine hohe Aktivitat des Malatkanals gefunden wurde, im E;eq vom Inhalt neutraler
Vakuolen unterschied.

Eine direkte Messung des E.eq mit konventionellen elektrophysiologischen Methoden in
einzelnen Vakuolen konnte aufgrund ihrer Fragilitit und geringen GréRe nicht
durchgefiihrt werden. Daher wurde das Eeq im Presssaft von HL- und von salzgestressten
Pflanzen bestimmt.

In HL-gestressten Pflanzen betrug Ereq 34,9 £ 13,4 mV (n = 4) und lag dabei um ca. 75 mV
positiver als der Wert des Presssaftes salzgestresster Pflanzen (P < 0,05) (Abb. 3.20).
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Abbildung 3.20: Redoxpotentiale des Blattpresssaftes (MW mit SD; n = 4);
die Pfeile zeigen die Mittelpunktpotentiale von einigen physiologisch
relevanten Redoxpaaren bei pH 4 und 25 °C (Rauen, 1964).

Ausgehend von einem zweifach hoéheren Anteil an sauren Vakuolen in HL-Pflanzen
gegenuber salzbehandelten Pflanzen, der in den vorausgegangenen Experimenten mit NR
nachgewiesen wurde, konnte man aus diesen Redoxmessungen entnehmen, dass saure
Vakuolen ein wesentlich positiveres Redoxpotential als neutrale Vakuolen aufwiesen.
AuRerdem enthielt der Presssaft aus salzgestressten Pflanzen Inhalte saurer und neutraler
Vakuolen in ann&hernd gleichem Verhéltnis (siehe Kapitel 3.2.1). Daher gab das Eq der
salzgestressten Pflanzen ein gemischtes Vakuolenmilieu wieder. Daraus konnte man
ableiten, dass das Redoxpotential des Lumens einer neutralen Vakuole wesentlich
reduzierender sein konnte, als das Redoxpotential des Gesamtpresssafts salzgestresster
Pflanzen. Es sollte auBerdem erwéhnt werden, dass die verwendeten Platin/Iridium-
Elektroden sehr empfindlich gegenlber Anionen sind. Dabei verursachte eine steigende
Anionenkonzentration eine positive Verschiebung gemessener Werte von Erq jeweils um
60 mV fir eine zehnfache Konzentrationszunahme (Thiel, 1994). Aus einem signifikanten
Unterschied der Osmolaritat salzgestresster Pflanzen von 1,18 + 0,20 Osmol * kg™ (n = 11)
gegeniiber HL-gestressten Pflanzen (0,43 + 0,05 Osmol * kg’ n = 12) vor dem
Hintergrund &hnlicher Malat- und Citratwerte in diesen Versuchsgruppen konnte man
ableiten, dass in salzbehandelten Pflanzen eine starke Akkumulation von NaCl und somit
von Cl-lonen stattgefunden hat. Daher konnte man annehmen, dass der gemessene Eeg-
Wert des Presssaftes von salzgestressten Pflanzen im Vergleich zu HL-gestressten
Pflanzen wegen der héheren Anionenkonzentration in salzbehandelten Pflanzen in die

positive Richtung verschoben wurde. Demnach koénnte der tatsédchliche Unterschied
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zwischen Erq dieser Versuchsgruppen noch groler sein. Dies deutete darauf hin, dass die
sauren Vakuolen HL-gestresster Pflanzen gegenliber den neutralen Vakuolen
salzgestresster Pflanzen ein wesentlich positiveres E.q hatten. Aus den Patch-clamp-
Messungen an nativen Vakuolen folgt, dass die Aktivitat des redoxsensitiven Malatkanals
genau in sauren Vakuolen, d.h. in den Vakuolen mit positiveren E.q zu beobachten war.
Dies stimmte mit den Ergebnissen aus den Experimenten mit redoxaktiven Substanzen
Uberein, die auf eine Aktivierung des Malatkanals im oxidierenden Milieu hingewiesen
haben. Dariiber hinaus konnte der inaktive Zustand des Malatkanals in neutralen VVakuolen
sowohl der Cs- als auch der salzbehandelten Pflanzen auf eine Redoxinhibierung
zuruckzufihren sein.

Aus den vorausgegangenen mikroskopischen Experimenten mit NR war bekannt (siehe
Kapitel 3.2.1), dass HL-Pflanzen nur einen kleinen Anteil neutraler Vakuolen hatten.
Daraus konnte man annehmen, dass das E,qg ihres Presssaftes fur ein saures
Vakuolenmilieu charakteristisch war. Ihr Eg-Wert von 34,9 = 13,4 mV (n = 4) konnte
daher Auskunft Gber das dominierende Redoxpaar in sauren Vakuolen geben. Vergleicht
man die fur den pH-Wert von 4,0 korrigierten Mittelpunktpotentiale der fur das
Vakuolenlumen relevanten Redoxsysteme, findet man, dass das Malat-OAA-Paar den
groften Beitrag zum Erq in diesen Vakuolen leisten kénnte (Abb. 3.20).

Die Erg-Messung der Patch-clamp-Pipettenldsung zeigte ein sehr positives Eyq vOn
185,0 = 7,7 mV (n = 4) gegenuber den Vakuolensaften aus HL- und salzgestressten
Pflanzen. Demnach wurden isolierte Membranareale wahrend der Patch-clamp-Messungen
nach Austausch des natiirlichen Mediums auf der vakuoldren Seite des Tonoplasten gegen
die Pipettenlosung einem wesentlich starker oxidierenden Milieu exponiert, als es das
natlrliche Vakuolenmilieu darstellte. Eine beobachtete Steigerung der Malatkanalaktivitat
in der inside out-Konfiguration im Vergleich zur vacuolar-attached-Konfiguration kénnte
daher auf diese nach einer Patch-Isolierung stattgefundene Verschiebung von Ereg
zuruckzufihren sein. Dieses Aktivitatsverhalten des Malatkanals bei unterschiedlichen Eeq
stutzte die Ergebnisse der Patch-clamp-Messungen in Gegenwart verschiedenen SH-
Reagenzien und lieferte einen weiteren Hinweis auf die Redoxregulation des Malatkanals.
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3.9 Proteinbiochemische Charakterisierung des Tonoplasten
3.9.1 Identifizierung des Na'-H'-Antiporters

Aufgrund des Nachweises einer hohen Malatkanalaktivitéit in Tonoplasten saurer Vakuolen
im Vergleich zu einem inaktiven Zustand dieses Kanals in neutralen Vakuolen konnte man
davon ausgehen, dass nur in den sauren Vakuolen Apfelsiure akkumuliert werden konnte,
was auch die Kristallanalyse der vakuoldren Inhaltstoffe bestétigte. Eine NaCl-
Anreicherung in neutralen Vakuolen salzgestresster Pflanzen erforderte hingegen die
Prisenz anderer, spezieller Transportsysteme in ihren Tonoplasten, darunter Na'-H'-
Antiporter (Blumwald und Poole, 1985; Barkla et al. 1995; Blumwald et al., 2000; Barkla
et al. 2002). Daher sollten Tonoplasten saurer und neutraler Vakuolen auf das
Vorhandensein dieses Transportsystems hin untersucht werden. Bekanntlich ist der Na'-
H'-Antiport elektroneutral und kann mit elektrophysiologischen Methoden, wie der Patch-
clamp-Technik, nicht erfasst werden. Fiir den Nachweis dieses Transportsystems wurden
deshalb immunologische Methoden verwendet. Es wurden zwei experimentelle Strategien
eingesetzt: 1) Isolierung und Trennung intakter saurer und neutraler Vakuolen
salzgestresster Pflanzen, in denen diese Vakuolentypen in anndhrend gleichen Anteilen
vorlagen; i1) Reinigung von Tonoplastenangereichten Membranpopulationen vergleichend
aus salzgestressten Pflanzen und HL-gestressten Pflanzen mit dem hochsten Anteil an

sauren Vakuolen (siche Kapitel 3.2.1).

3.9.1.1 AtNHXI1-Immunmarkierung in Membranen partiell getrennter nativer
Vakuolen

Die Trennung saurer und neutraler Vakuolen aus Bléttern salzgestresster Pflanzen erfolgte
durch Zentrifugation in einem Fikolldichtegradienten (Buser und Matile, 1977; Struve et
al., 1985). Nach der partiellen Anreicherung saurer und neutraler Vakuolen wurden die
Vakuolenmembranen sedimentiert und nach SDS-PAGE eine Western-Blot-Analyse mit
dem Antikorper gegen AtNHX1-Produkt aus Arabidopsis thaliana durchgefiihrt. Eine der
Voraussetzungen fiir den Einsatz von anti-AtNHXI1 fiir die Immunmarkierung des Na™-H'-
Antiporters in Tonoplasten von M. crystallinum war der hohe Identitdtsgrad zwischen den
AtNHX1-Sequenzen und den salzinduzierbaren, putativen Na'-H'-Antiporter-Transkripten
aus M. crystallinum (Chauhan et al. 2000).

In Tonoplasten sowohl saurer, als auch neutraler Vakuolen erkannte das anti-AtNHX1
zwei Polypeptide mit Molmassen von 35 und 47 kDa (Abb. 3.21). Durch den

Molmassenvergleich der markierten Proteine mit dem in der Literatur beschriebenen
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AtNHX1-Produkt konnte das 47 kDa-Polypeptid dem Na'-H'-Antiporter zugeordnet
werden. Die Markierung eines 35 kDa-Proteins mit anti-AtNHX1 wurde in A. thaliana
nicht beobachtet (Apse et al, 1999) und konnte die Folge einer unspezifischen
Kreuzreaktion mit einem unbekannten Protein von M. crystallinum sein. In Abbildung 3.21
kann man erkennen, dass die Fraktion der neutralen Vakuolen gegeniiber der Fraktion der
sauren Vakuolen eine deutlich stirkere Markierung des Na'-H'-Antiporters aufwies. Da
fiir beide Fraktionen die gleiche Proteinmenge eingesetzt wurde, konnte man aus den
Unterschieden in der Markierungsintensitit ableiten, dass der Na'-H -Antiporter in der
Fraktion neutraler Vakuolen in einer hoheren Menge vorlag, als in der Fraktion der sauren
Vakuolen.

Tonoplastenfraktionen

sauer neutral

+«—— 47kDa
+«—35kDa

Abbildung 3.21: AtNHXI-Immunmarkierung der partiell gereinigten sauren
und neutralen Vakuolen salzgestresster Pflanzen; partiell gereinigte Vakuolen
aus fiinf Préparationen wurden vereinigt; eingesetzte Proteinmenge 30 pg; die

Zahlen mit den Pfeilen geben Molmassen der markierten Polypeptide an.

Das Auftreten einer schwicheren, aber deutlichen Na'-H'-Antiporter-Markierung in
Tonoplasten saurer Vakuolen konnte auf das tatsdchliche Vorhandensein dieses Protein in
thren Membranen hindeuten, wenn auch in einer geringeren Konzentration. Eine andere
Erklarung konnte sein, dass die hier untersuchten Tonoplastenfraktionen aus
Vakuolenpopulationen stammten, die zwar mit sauren oder neutralen Vakuolen
angereichert waren, die aber auch geringfiigige variable Anteile des entsprechenden
anderen Vakuolentyps enthielten, was eine mikroskopische Kontrolle der im
Fikollgradienten getrennten Vakuolen bestdtigte (Daten nicht gezeigt). Zahlreiche
Versuche zur Optimierung der Trennmethode hinsichtlich des Fikollkonzentrations-

Verhéltnisses fiihrten nicht zu einer vollstindigen Trennung der Vakuolen
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unterschiedlicher Aziditdt. Aus zeitlichen Griinden konnten diese Versuche im Rahmen
dieser Arbeit nicht weitergefithrt werden. Dennoch scheint diese Trennmethode der
Tonoplasten aus isolierten nativen Vakuolen die Methode der Wahl fiir weitere

Untersuchungen der Proteinausriistung der beiden Vakuolentypen zu sein.

3.9.1.2 AtNHX1-Immunmarkierung in Membranpriaparaten der

Saccharosedichtegradienten

Nach Untersuchungen von Hoh et al. (1995) lieBen sich durch kontinuierliche
Saccharosedichtegradienten-Zentrifugation aus Kotyledonen von Pisum sativum zwei
Tonoplastenpopulationen trennen, die durch eine unterschiedliche isopyknische Dichte
charakterisiert sind und die aufgrund spezifischer Immunmarkierungen den PSVs und
lytischen Vakuolen zugeordnet werden konnten. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit
in einem zweiten experimentellen Ansatz zur Lokalisierung des Na'-H'-Antiporters in
Membranen neutraler Vakuolen versucht, die Membranen unterschiedlicher Vakuolen aus
salzgestressten Pflanzen von M. crystallinum  durch die Zentrifugation in einem
kontinuierlichen Saccharosedichtegradienten zu trennen. Zum Vergleich wurden
Membranpriparate HL-gestresster Pflanzen verwendet.

In Saccharosedichtefraktionen salzgestresster und HL-gestresster Pflanzen zeigte das anti-
AtNHX1 wie mit den partiell gereinigten sauren und neutralen Vakuolen (siehe Kapitel
3.9.1.1) eine deutliche Kreuzreaktion mit einem passenden 47 kDa-Polypeptid (Abb. 3.22
A und B). Gegeniiber den HL-gestressten Pflanzen war in den Préparaten salzbehandelter
Pflanzen eine wesentlich stirkere Markierung zu sehen. Dies war im Einklang mit
Ergebnissen von Barkla et al. (1995; 2002), die durch Messungen der Na'-
Transportaktivitit eine Salzinduzierbarkeit des Na'-H'-Antiporters in M. crystallinum
nachgewiesen haben. Interessanterweise wurden von anti-AtNHX1 in den vorliegenden
Membranpriparaten beider Pflanzengruppen zwei Membrandichtebereiche erkannt. Der
erste AtNHX1-markierte Fraktionsbereich lag in salzgestressten CAM-Pflanzen zwischen
13 und 30 % (w/w) Saccharose und in HL-gestressten CAM-Pflanzen zwischen 15 und 28
% (w/w) Saccharose. Dies entspricht der Dichteposition, die in der Literatur bis auf wenige
Ausnahmen fiir die Dichte von Tonolastenvesikeln (etwa bei 25 % (w/w) Saccharose)
angegeben wird. Die zweite AtNHXI-positive Membranpopulation lag bei hoheren
Saccharosekonzentrationen: zwischen 38 und 49 % (w/w) Saccharose in salzbehandelten
Pflanzen und zwischen 39 und 49 % (w/w) Saccharose in HL-gestressten Pflanzen. Die

AtNHX1-Markierung war in den schweren Dichtebereichen bei beiden Versuchsgruppen
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deutlich intensiver als in den leichten Fraktionen. In der Fraktionsreihe salzgestresster

Pflanzen lag das AtNHX1-Markierungsmaximum bei 40 / 45 % (w/w) Saccharose und

somit weit entfernt von der angesprochenen 25 % (w/w) Saccharose-Tonoplastenfraktion.

Daraus konnte man ableiten, dass sich in den Fraktionen bei 40 / 45 % (w/w) Saccharose

eine Membranvesikelpopulation befand, die eine besondere Rolle im Na'-Transport

spielen konnte und sich dennoch durch ihre Dichte von der bekannten Tonoplastenfraktion

bei 25 % (w/w) Saccharose unterschied. Nach Ergebnissen einer subzelluldren AtNHX1-
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3.22 AtNHXI-Immunmarkierung der

Saccharosedichtefraktionen: A) Membranpriparate salzgestresster Pflanzen,

eingesetzte Proteinmenge 40 pg; B) Membranpraparate HL-gestresster

Pflanzen, eingesetzte Proteinmenge 40 pg; Zahlen mit den Pfeilen geben

Molmassen der markierte Polypeptide an.
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Lokalisation in Membranpriparaten von A. thaliana konnte das Na'-H'-Antiporter-Protein
grof3enteils in Tonoplasten gefunden werden (Apse et al., 1999). Diese Erkenntnis legte die
Schlussfolgerung nahe, dass die in den vorliegenden Untersuchungen an M. crystallinum
gefundenen AtNHXI1-markierten Membranpopulationen unterschiedlicher Dichte zwei
individuelle Tonoplastenfraktionen darstellen konnten. Diese Vermutung fiihrte weiterhin
dazu, die Unterschiede in der Na'-H -Antiporter-Markierungsstiirke in den leichten und
schweren Fraktionen mit der unterschiedlichen Markierungsstirke des Na'-H -Antiporters
in partiell getrennten sauren und neutralen intakten Vakuolen in Verbindung zu bringen,
wo ebenso eine ungleiche Verteilung zu beobachten war (siche Kapitel 3.9.1.1). Dabei
konnten die Membranen neutraler, salzspeichernder Vakuolen in den dichten
Gradientenfraktionen und die Membranen saurer, malatspeichernder Vakuolen in den
leichten Gradientenfraktionen vorliegen.

Studien von Emig (1999) und Neubert (2000) an M. crystallinum haben gezeigt, dass in
kontinuierlichen Saccharosedichtebereichen von 37 / 49 % (w/w) bei salzgestressten
Pflanzen Membranvesikel des Golgi-Apparats und des Plasmalemmas zu fraktionieren
waren. Daher sollten auch in den Experimenten der vorliegenden Arbeit die
Membranpriparate auf das Vorhandensein weiterer tonoplastspezifischer Proteine
untersucht werden, um die Tonoplastenidentitdt der hier angesprochenen AtNHXI-
markierten Membranfraktion von 37 / 49 % (w/w) Saccharose bzw. den Anteil an

Tonoplasten in dieser eventuellen Mischfraktion abzusichern.

3.9.2 Nachweis zweier Populationen von Tonoplastenmembranen im Blattgewebe
3.9.2.1 VM23-Immunmarkierung

Fir die weitere Charakterisierung und Identifikation der Tonoplasten wurde der
Tonoplastenmarker y-VM23 (nachfolgend als VM23 bezeichnet) verwendet (Maeshima,
1992). Dieses Protein aus Raphanus sativus ist eine tonoplastspezifische Aquaporin-
Isoform, die eine hohe Homologie zum y-TIP (fonoplast intrinsic protein) aus A. thaliana
aufweist (Higuchi et al., 1998).

In Membranpriaparaten aus HL-gestressten Pflanzen wurden von anti-VM23
Membranfraktionen von 18 % bis 34 % (w/w) Saccharose mit einem
Markierungsmaximum bei 25 % (w/w) Saccharose erkannt (Abb. 3.23 A). Eine
vergleichbar starke Kreuzreaktion war auch in den schwereren Fraktionen von 45 % (w/w)
Saccharose und hoher zu sehen. In allen erwidhnten Fraktionen aus HL-gestressten

Pflanzen zeigte anti-VM23 eine Kreuzreaktion mit einem Polypeptid mit apparenter
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Molmasse von 23 kDa (die hellen Banden héherer Molmassen auf der Abbildung 3.23 A
sind Artefakte der Proteinanlagerung). Im Gegensatz dazu wurden in Prdparaten aus
salzgestressten Pflanzen mehrere Polypeptide (130, 67, 47, 40, 32 und 23 kDa) von anti-
VM23 markiert (Abb. 3.23 B). Nach immunologischen Untersuchungen an Aquaporinen
stellen die Banden hoherer Molmasse Produkte einer Oligomerisierung des VM23 dar
(Maeshima, 1992; Barkla et al., 1999; Kirch et al., 2000). In den vorliegenden Studien war

die Kreuzreaktion mit dem Polypeptid der Molmasse von 23 kDa wesentlich stirker im
Saccharose [% (w/w)]

18 25 30 34 35 37 39 39 41 42 44 45 45 47 47 49
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Abbildung 3.23: VM23-Immunmarkierung der Saccharosedichtefraktionen:

A) Membranprédparate HL-gestresster Pflanzen, eingesetzte Proteinmenge 20
pg; die hellen Banden hoher Molmassen stellen keine immunspezifischen
Reaktionen dar; B) Membranprédparate salzgestresster Pflanzen, eingesetzte
Proteinmenge 20 pg; Zahlen mit Pfeilen geben Molmassen der markierten

Polypeptide an.
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Vergleich zu den anderen Polypeptiden und zeigte ein besonderes Verteilungsmuster: eine
schwache Markierung in den Fraktionen von 26 / 34 % (w/w) Saccharose und eine
wesentlich stirkere Markierung in den schweren Fraktionen ab 38 % (w/w) Saccharose
und hoher mit einem Maximum bei 49 %. Die Kreuzreaktion mit dem 23 kDa-Polypeptid
in den schweren Fraktionen war in Prédparaten aus salzgestressten Pflanzen stirker
ausgepragt als in HL-Pflanzen.

Die VM23-markierte Membranpopulation in den leichten Gradientenfraktionen der
vorliegenden Untersuchungen stimmte mit der angesprochenen Tonoplastenfraktion von
25 % (w/w) Saccharose aus fritheren Studien {iberein. Die leichten Membranfraktionen von
ca. 25 % (w/w) Saccharose wurden bisher als die einzige Population der
Tonoplastenvesikel angesehen, da bei diesen Dichten hohe Aktivitidten der V-ATPase und
der V-PPase sowie geringe Aktivititen der Enzymmarker anderer Membrantypen
nachgewiesen wurden, z.B. der Cytochrom-c-Reduktase und der Azid-sensitiven ATPase
der mitochondrialen Membran, der der Hydroxypyruvat-Reduktase von Peroxysomen, der
P-ATPase des Plasmalemmas sowie der Antimycin-resistenten Cytochrome-c-Reduktase
des ER (Struve und Liittge, 1987; Jochem und Liittge, 1987; Bremberger et al., 1988).

Die Lokalisierung der Tonoplastenaquaporine in Membranen hoher Dichte wird oft auf
einen intrazellularen =~ Membranaustausch  zuriickgefiihrt, der das Auftauchen
membranspezifischer Proteine in nicht-typischen Fraktionen verursacht (Robinson et al.,
1996; Kirch et al., 2000). Die vorliegenden immunologischen Studien schlossen dies nicht
aus. Dennoch war die VM23-Markierung bei den hohen Saccharosekonzentrationen in HL-
Praparaten vergleichbar und in Salz-Priparaten sogar stiarker im Vergleich zur ,,echten®
Tonoplastenfraktion bei 25 % (w/w) Saccharose. Es erschien daher fraglich, ob ein
intrazelluldrer Membranaustausch allein zu einer so ausgepriagten VM23-Markierung in
,hicht-tonoplastidiren Membrantypen fiihren konnte. Aus diesen Griinden wurde die in
dichten Gradientenfraktionen von ca. 48 % (w/w) Saccharose gefundene VM23-
Markierung als eine Evidenz fiir eine nicht-einheitliche Dichte der Tonoplastenmembran
von M. crystallinum gewertet. AuBBerdem kofraktionierte die VM23-Markierung in dichten
Gradientenfraktionen mit AtNHX1 (siche Kapitel 3.9.1.2) und stiitzte damit die hier

aufgestellte Hypothese des Vorhandenseins einer zweiten Tonoplastenpopulation.

3.9.2.2 V-ATPase-Immunmarkierung

In weiteren Untersuchungen sollte die Tonoplastenidentifizierung durch den Nachweis von

Untereinheiten der tonoplastiddren Protonenpumpe der V-ATPase abgesichert werden.





