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FOREWORD 

P l a n t s a r e t h e p r i m a r y s y n t h e t i z e r s o f o r g a n i c c o m p o u n d s a n d 
a c c u m u l a t o r s of i n o r g a n i c n u t r i e n t s a n d t h e r e f o r e t h e y p l a y a n i m p o r t a n t r ô l e 
i n t h e b i o g e o c h e m i c a l c y c l e s . 

P l a n t n u t r i t i o n i s a p r o c e s s i n v o l v i n g a n e x c h a n g e o f m a t t e r a n d e n e r g y 
b e t w e e n p l a n t c e l l s a n d t h e i r e n v i r o n m e n t . A n y p a r t i c l e w h i c h m o v e i n o r o u t 
a p l a n t c e l l m u s t c r o s s a t l e a s t t w o b a r r i e r s : t h e c e l l w a l l a n d t h e 
p l a s m a l e m m a . I n s i d e t h e c e l l , e a c h o r g a n e l l e i s s u r r o u n d e d b y a t l e a s t o n e 
m e m b r a n e w h i c h c o n t r o l t h e e x c h a n g e of m a t t e r b e t w e e n t h e c o m p a r t m e n t a n d 
t h e s u r r o u n d i n g c y t o p l a s m . 

In m a n y l o w e r p l a n t s , t h e p o p u l a t i o n of c e l l s f o r m i n g t h e p l a n t b o d y i s 
p r e d o r a i n a n t l y of a s i n g l e t y p e . T h e e x c h a n g e b e t w e e n t h e p l a n t a n d i t s 
e n v i r o n m e n t a r e s i m p l e r t h a n t h a t w h i c h o c c u r i n h i g h e r p l a n t s w e r e v a r i o u s 
t i s s u e s h a v e a c q u i r e d a s p é c i f i e p h y s i o l o g i c a l f u n c t i o n . T h i s p a r t l y e x p l a i n s 
t h e r e a s o n w h y c e r t a i n a l g a l c e l l s a n d f u n g a i h y p h a e h a v e b e e n w i d e l y u s e d 
a s m o d e l f o r t h e s t u d y of t r a n s p o r t p r o c e s s . H o w e v e r . w e c a n n o w r e c o g n i z e 
t h a t t h e g ê n e r a i m e c h a n i s m of i o n t r a n s p o r t of t h o s e p l a n t c e l l m o d e l s i s 
u b i q u i t o u s t h r o u g h o u t t h e p l a n t k i n g d o m . 

My r e s e a r c h w a s c a r r i e d o u t a t t h e U n i v e r s i t é L i b r e d e B r u x e l l e s 
( L a b o r a t o i r e d e P h y s i o l o g i e V é g é t a l e a n d L a b o r a t o i r e d e T h e r m o d y n a m i q u e 
E l e c t r o c h i m i q u e ) a n d a t t h e U n i v e r s i t y of T o r o n t o ( D e p a r t m e n t of B o t a n y a n d 
M é d i c a l R e s e a r c h C o u n c i l G r o u p i n P e r i o d o n t a l P h y s i o l o g y ) a n d I w o u l d l i k e t o 
t h a n k s a i l t h e m e m b e r s of t h o s e l a b o r a t o r i e s f o r t h e i r s u p p o r t a n d 
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1 ION TRANSPORT IN PLANT CELLS: THE CURRENT POSITION 

T h e e x c h a n g e o f m a t t e r b e t w e e n t h e p l a n t c e i l a n d i t s e n v i r o n m e n t m u s t 
t a k e p l a c e a c r o s s t h e p l a s m a l e m m a . S i n c e t h a t m e m b r a n e p r o v i d e s a n i n h é r e n t 
p e r m e a b i l i t y b a r r i e r t o m o s t s o l u t é s , t h e t r a n s p o r t S y s t e m s a n d r e c e p t o r s 
e m b e d d e d i n i t m u s t p l a y a m a j o r r ô l e i n c o n t r o l l i n g c e l l u l a r r e s p o n s e s t o 
e n v i r o n m e n t a l s t i m u l u s . T h e m o l e c u l a r m e c h a n i s m s b y w h i c h p l a s m a m e m b r a n e 
p r o t e i n s c a r r y o u t t r a n s p o r t a r e o n l y n o w b e g i n n i n g t o b e u n d e r s t o o d , a l o n g 
w i t h t h e c o n t r o l S y s t e m s w h i c h r e g u l a t e t h e t r a n s p o r t e r s . N e v e r t h e l e s s , 
r é c e n t s t r i k i n g a d v a n c e s i n m o l e c u l a r b i o l o g i c a l a n d e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l 
m e t h o d o i o g y n o w e n a b l e m a n y m o l e c u l a r q u e s t i o n s t o b e a d d r e s s e d . 

I t i s u s e f u l a t t h e o u t s e t t o r e c o g n i z e t w o d i s t i n c t c l a s s e s of t r a n s p o r t 
p h e n o m e n a i n m e m b r a n e s : 

a ) p a s s i v e t r a n s p o r t , d u e t o t h e d i f f u s i o n of i o n s d o w n t h e i r e l e c t r o c h e m i c a l 
g r a d i e n t , a n d 

b) a c t i v e t r a n s p o r t w h i c h i s e n e r g y - d e p e n d e n t a n d o c c u r s a g a i n s t t h e i r 
e l e c t r o c h e m i c a l g r a d i e n t . 

A c h e m i o s m o t i c h y p o t h e s i s f o r t r a n s p o r t a c r o s s p l a n t c e l l m e m b r a n e s , i n 
w h i c h a p r i m a r y H * - p u m p p r o v i d e s e n e r g y i n t h e f o r m o f a n e l e c t r o c h e m i c a l 
p r o t o n s g r a d i e n t t h a t d r i v e s a c t i v e t r a n s p o r t of o t h e r i o n s a n d of o r g a n i c 
m o l é c u l e s v i a p r o t o n c o t r a n s p o r t S y s t e m s ( s e c o n d a r y t r a n s p o r t s ) , h a s g a i n e d 
w i d e a c c e p t a n c e ( P o o l e 1 9 7 8 , R e i n h o l d a n d K a p l a n 1 9 8 4 ) . P r i m a r y t r a n s p o r t s 
a r e d i r e c t l y l i n k e d t o a c h e m i c a l r e a c t i o n . S e c o n d a r y t r a n s p o r t s a r e n o t 
c o n n e c t e d w i t h a n y c h e m i c a l r e a c t i o n b u t o f t e n l i n k e d t o a n i o n i c g r a d i e n t . 
T h e e n e r g y r e q u i r e s f o r p r i m a r y a c t i v e p r o t o n p u m p i n g m a y b e p r o v i d e d b y 
a d e n o s i n e t r i p h o s p h a t e , p y r o p h o s p h a t e o r r e d o x r e a c t i o n s . T h e b e s t é v i d e n c e 
f o r t h e e x i s t e n c e of s u c h c o t r a n s p o r t i s f o r s u g a r s a n d n e u t r a l a r a i n o a c i d s 
b e c a u s e t h e d e p o l a r i z a t i o n of t h e m e m b r a n e p r o d u c e d b y t h e e x t e r n a l a d d i t i o n 
of n e u t r a l m o l é c u l e s c a n b e i n t e r p r e t e d u n a m b i g u o u s l y a s t h e r e s u i t of 
t r a n s p o r t v i a a c o t r a n s p o r t S y s t e m ( S l a y m a n a n d S l a y m a n 1 9 7 4 . E t h e r t o n a n d 
R u b i n s t e i n 1 9 7 8 ) . 

I t h a s b e e n d i f f i c u l t t o d e m o n s t r a t e t h e e x i s t e n c e of p r o t o n c o t r a n s p o r t 
S y s t e m s i n t h e p l a s m a l e m m a of h i g h e r p l a n t s b e c a u s e t h e r e a r e p r o b l e m s 
i n h é r e n t i n i n t e r p r e t i n g t h e e l e c t r i c a l r e s p o n s e s t o e x t e r n a l a d d i t i o n of i o n s . 
T h u s , w h i l e v o l t a g e - c l a m p i n g e x p e r i m e n t s i n g i a n t C h a r a c e l l s s u g g e s t a 
s t o e c h i o m e t r y o f 2 : 1 f o r t h e C1-/H* s y m p o r t ( S a n d e r s 1 9 8 0 b ) , t h e c o r r e s p o n d i n g 
m e a s u r e m e n t s i n h i g h e r p l a n t c e l l s a r e d i f f i c u l t d u e t o t h e p r o b l e m s of p l a c i n g 
a n é l e c t r o d e i n t h e c y t o p l a s m , a n d b e c a u s e of t h e c u r r e n t p a t h w a y p r o v i d e d 
b y p l a s m o d e s m a t a . 

T h r e e m a i n t y p e s of i o n t r a n s l o c a t i n g A T P a s e s h a v e b e e n d e s c r i b e d , P - , 
F - a n d V - t y p e ( P e d e r s o n a n d C a r a f o l i 1 9 8 7 ) . T h e P - t y p e c a r r y o u t a c t i v e 
t r a n s p o r t of c a t i o n s u s u a l l y a c r o s s t h e p l a s m a m e m b r a n e . T h e y a r e s e n s i t i v e t o 
v a n a d a t e . T h e F - A T P a s e s a r e f o u n d o n t h e i n n e r m e m b r a n e s of m i t o c h o n d r i a 
a n d c h l o r o p l a s t s . T h e y a r e r é v e r s i b l e , i . e . , t h e y c a n f u n c t i o n b o t h i n 
A T P - d r i v e n p r o t o n p u m p i n g a n d i n A T P s y n t h e s i s . F - t y p e A T P a s e s a r e 
v a n a d a t e - i n s e s i t i v e a n d c a n b e d i s s o c i a t e d i n t o a n i n t é g r a l m e m b r a n e p r o t o n 
c h a n n e l c o m p l e x (Fo) a n d a w a t e r s o l u b l e c a t a l y t i c c o m p l e x ( F i ) . V - t y p e 
A T P a s e s a r e f o u n d i n t h e t o n o p l a s t . T h e y h a v e e n z y m a t i c p r o p e r t i e s s i m i l a r t o 
F - A T P a s e s . H o w e v e r , V - A T P a s e s h a v e a u n i q u e s u b u n i t c o m p o s i t i o n a n d h a v e 
a n e u t r a l r a t h e r t h a n a n a l k a l i n e pH o p t i m u m ( B o w m a n e t a l . 1 9 8 8 ) . 
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I 

I o n t r a n s p o r t a c r o s s t h e p l a s m a l e m m a of m o s t p l a n t c e l l s i s d o m i n a t e d b y 
a p r o t o n - e x t r u d i n g A T P a s e ( H * - p u n i p ) w h i c h g é n é r â t e s a l a r g e n é g a t i v e 
m e m b r a n e p o t e n t i a l d i f f é r e n c e : b e t w e e n - 1 0 0 a n d - 2 5 0 m V . T h e r e s u l t i n g 
e l e c t r o c h e m i c a l p o t e n t i a l g r a d i e n t f o r p r o t o n s d r i v e s i n f l u x of a w i d e v a r i e t y 
of o r g a n i c s o l u t é s a n d i n o r g a n i c i o n s v i a s y m p o r t a n d , i n t h e c a s e of Na*, 
e f f l u x v i a a n t i p o r t . F i n a l l y , i o n i c c h a n n e l s p r o v i d e d i s s i p a t i v e p a t h w a y s 
t h r o u g h t h e m e m b r a n e f o r m a n y i o n s p e c i e s ( H e d r i c h a n d S c h r o e d e r 1 9 8 9 ) . 
B e c a u s e t h e H * - A T P a s e k e e p s t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l d i f f é r e n c e m o r e n é g a t i v e 
t h a n t h e e q u i l i b r i u m p o t e n t i a l f o r a i l i n o r g a n i c i o n s , t h e d i r e c t i o n of n e t f l u x 
t h r o u g h c h a n n e l s i s i n w a r d f o r c a t i o n s a n d o u t w a r d f o r a n i o n s . 

E l e c t r o p h y s i o l o g i c a l s t u d i e s a n d k i n e t i c m e a s u r e m e n t s h a v e l e d t o t h e 
g ê n e r a i a g r e e m e n t t h a t t h e H + - p u m p t r a n s l o c a t e s a s i n g l e p r o t o n i n i t s 
r e a c t i o n c y c l e ( L u c a s 1 9 8 2 , B r a u e r e t a i . 1 9 8 9 ) . T h e p r i m a r y s t r u c t u r e of a 
h i g h e r p l a n t H * - A T P a s e h a s r e c e n t l y b e e n d e r i v e d f r o m a f u l l - l e n g t h cDNA 
c l o n e of A r a b i d o p s i s ( H a r p e r e t a l . 1 9 8 9 ) . T h e e n z y m e i s 36% h o m o l o g o u s w i t h 
t h e f u n g a l p l a s m a m e m b r a n e H * - A T P a s e , a n d a l s o s h o w s s i g n i f i c a n t h o m o i o g y 
w i t h o t h e r m e m b e r s of t h e P - c l a s s of i o n - m o t i v e A T P a s e s , s u c h a s t h e 
N a * , K * - A T P a s e of a n i m a l c e l l p l a s m a m e m b r a n e s a n d t h e C a ^ ^ - A T P a s e of 
s a r c o p l a s m i c r e t i c u l u m . T h e m o l e c u l a r m e c h a n i s m o f t h e p l a n t H * - A T P a s e 
r e m a i n s p o o r l y c h a r a c t e r i z e d . H o w e v e r , i t h a s b e e n s u g g e s t e d t h a t a i l P - t y p e 
A T P a s e s h a v e s i m i l a r s t r u c t u r e - f u n c t i o n r e l a t i o n s b e c a u s e t h e y h a v e s e v e r a l 
s é q u e n c e a n a l o g y . 

R e d o x S y s t e m s t h a t t r a n s f e r t é l e c t r o n s f r o m c y t o p l a s m i c d o n o r s t o 
é l e c t r o n a c c e p t o r s i n t h e a p o p l a s t a l s o o c c u r in t h e p l a s m a l e m m a . T h e y m a y 
a l s o b e i n v o l v e d i n c r e a t i n g a n e l e c t r o c h e m i c a l p o t e n t i a l d i f f é r e n c e a c r o s s t h e 
m e m b r a n e ( B i e n f a i t a n d L ù t t g e ( 1 9 8 8 ) . T h e n a t u r e of t h e é l e c t r o n d o n o r ( s ) i s 
n o t k n o w n . H o w e v e r , s e v e r a l é v i d e n c e s s u g g e s t t h a t N A D ( P ) H w o u l d b e t h e 
d o n o r . 

T h e p r é s e n c e of p y r o p h o s p h a t e - d r i v e n p r o t o n p u r a p i n g ( P P a s e ) w a s f o u n d 
i n t h e t o n o p l a s t of v a r i o u s p l a n t s ( R e a a n d d P o o l e 1 9 8 5 , C h a n s o n e t a l . 1 9 8 5 , 
W a n g e t a l . 1 9 8 6 , T a k e s h i g e a n d H a g e r 1 9 8 8 ) . 
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2 THE CHARALES 

2 . 1 S y s t e m a t i c s a n d é v o l u t i o n 

T h e C h a r a l e s p o s e f o r s y s t e m a t i s t a n d t a x o n o m i s t c o n s i d é r a b l e 
p r o b l e m s b e c a u s e t h e y h a v e m a n y f e a t u r e s i n c o m m o n w i t h b o t h g r e e n 
a l g a e a n d b r y o p h y t e s . F o r t h i s r e a s o n , m a n y h a v e r e g a r d e d t h e m a s 
r e p r e s e n t i n g n o t o n l y a d i s t i n c t c l a s s , b u t e v e n a d i s t i n c t d i v i s i o n : t h e 
C h a r o p h y t a . 

M a n y f e a t u r e s of r e p r o d u c t i o n a n d ce l l b i o l o g y a r e e v o l u t i o n a r i l y 
c o n s e r v a t i v e a n d t h u s m a y b e l e s s s u s c e p t i b l e t o é v o l u t i o n t h a n a r e 
c h a r a c t e r s of e x t e r n a l m o r p h o l o g y . T h e c o n s e r v a t i v e c h a r a c t e r s of 
g r e a t e s t s i g n i f i c a n c e i n c l u d e c e r t a i n b i o c h e m i c a i f e a t u r e s , t h e o r g a n i z a t i o n 
of t h e c e l i - d i v i s i o n p r o c e s s , a n d t h e f i n e s t r u c t u r e of t h e f l a g e l l a r 
a p p a r a t u s a n d c y t o s k e l e t o n i n m o t i l e r e p r o d u c t i v e c e i i s . 

T h e C h a r a c e a e a r e s e p a r a t e d f r o m o t h e r a l g a l l i n e a g e s b e c a u s e , l i k e 
l a n d p l a n t s , a d v a n c e d c h a r o p h y t e s p o s s e s s p h r a g m o p l a s t m i c r o t u b u l e s 
w h l c h a p p e a r s d u r i n g t h e f i n a l s t a g e s of c e l l d i v i s i o n . M o r e o v e r , l i k e 
b r y o p h y t e s , p t e r i d o p h y t e s a n d c e r t a i n g y m n o s p e r m s t h e r e p r o d u c t i v e 
c e l l s of c h a r o p h y t e s a r e f l a g e l i a t e d . T h e i r s e x u a l r e p r o d u c t i o n i s a l w a y s 
o o g a m o u s a n d t h e r e p r o d u c t i v e o r g a n s h a v e a c q u i r e d a d e g r e e o f 
c o m p l e x i c i t y u n m a t c h e d e l s e w h e r e in t h e g r e e n a l g a e . F o r i n s t a n c e , t h e 
r e p r o d u c t i v e c e l l s a r e e n c l o s e d b y a s p e c i a l i z e d s h e a t h of s t é r i l e c e i l s . 
F i n a l l y , t h e o n l y s u b s t a n t i a l é v i d e n c e f o r t h e o c c u r r e n c e of p h y t o c h r o m e 
( a l i g h t - a c t i v a t e d p r o t e i n p l a n t p i g m e n t i n v o l v e d i n d e v e l o p m e n t ) i n 
" g r e e n a l g a e " c o r n e s f r o m m e m b e r s of t h e c h a r o p h y c e a n l i n e ( T a y l o r a n d 
B o n n e r 1 9 6 7 ) . F o r t h o s e r e a s o n s , i t i s b e c o m i n g w i d e l y a c c e p t e d t h a t 
m e m b e r s of t h e C h a r o p h y c e a e r e p r e s e n t t h e c l o s e s t e x t a n t g r e e n - a l g a l 
r e l a t i v e s of b r y o p h y t e s . 

2 . 2 D i s t r i b u t i o n 

T h e m e m b e r s of t h e f a m i l y C h a r a c e a e a r e w i d e l y d i s t r i b u t e d i n 
w a t e r s w h i c h a f f o r d t h e s a n d y o r m u d d y s u b s t r a t u r a i n w h i c h t h e 
a n c h o r i n g r h i z o i d s c a n r o o t . S o m e s p e c i e s a r e c o n f i n e d t o f r e s h w a t e r 
( C h a r a c o r a l l i n a ) . o t h e r s t o b r a c k i s h ( N i t e l l o p s i s o b t u s a ) o r s a i t ( C h a r a 
b a l t l c a ) w a t e r s . 

2 . 3 V é g é t a t i v e s t r u c t u r e 

T h e p l a n t s a r e e r e c t a n d g r o w t o a h e i g h t r a n g i n g f r o m s o m e 
c e n t i m e t e r s u p t o s e v e r a l m e t e r s . T h e y a r e g r e e n i n c o l o r a n d f o r m e d of 
c y l i n d r i c a l i n t e r n o d e s w h i c h a r e c o m p o s e d of a s i n g l e c e l l a n d o f 
m u l t i c e l l u l a r n o d e s . In s o m e C h a r a s p e c i e s t h e e l o n g a t e i n t e r n o d e s a r e 
c o r t i c a t e d . T h e w h o r l e d a r r a n g e m e n t o f t h e l a t e r a l s w h i c h a r i s e f r o m 
n o d e c e l l s g i v e s t h e p l a n t s a n e q u i s e t u m - l i k e h a b i t ( F i g u r e 1) . V i s i b l e 
e n c r u s t a t i o n s of CaCOa o c c u r i n t h e c e l l w a l l a n d h a s l o n g b e e n 
a s s o c i a t e d w i t h t h e d i s s o l v e d i n o r g a n i c c a r b o n a s s i m i l a t i o n ( S m i t h 1 9 8 5 ) . 
T h e l a r g e s i z e of C h a r a c e a n c e i l s ( a b o u t 1 mm i n d i a m e t e r a n d u p t o 
s e v e r a l c e n t i m e t e r s i n l e n g t h ) a n d t h e a b i l i t y of i n t e r n o d a l c e l l s t o 
s u r v i v e i s o l a t i o n f r o m t h e p l a n t m a k e t h e m a c o n v e n i e n t m a t e r i a l f o r 
e l e c t r i c a l s t u d i e s of p l a n t c e l l m e m b r a n e s l i k e t h e p l a s m a l e m m a a n d t h e 
t o n o p l a s t . 
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3 THE CELL WALL 

3 . 1 T h e i o n e x c h a n g e r 

T h e a b s o r p t i o n of i o n s b y p l a n t c e l l s i s a t w o - s t e p p r o c e s s : i o n s 
m u s t f i r s t p a s s t h r o u g h t h e c e l l w a l l f r o m t h e e x t e r n a l b a t h i n g s o l u t i o n 
t o t h e p l a s m a l e m m a w h e r e t h e y a r e t h e n t r a n s p o r t é e ! a c r o s s t h e 
m e m b r a n e . I t i s t h o u g h t t h a t t h e p l a s m a l e m m a d o e s n o t d i r e c t l y p e r c e i v e 
t h e i o n i c m i l i e u t h a t b a t h e s t h e c e l l , f o r i t i s a r g u e d t h a t t h e n e g a t i v e l y 
c h a r g e d c e l l w a l l m o d i f i e s t h e l o c a l i o n i c c o m p o s i t i o n a t t h e s u r f a c e of t h e 
p l a s m a l e m m a ( H a y n e s 1 9 8 0 , S e n t e n a c a n d G r i g n o n 1 9 8 1 ) . C a t i o n s 
c o n c e n t r a t i o n s a r e e n h a n c e d i n t h e c e l l w a l l p h a s e , a n d a n i o n s a r e 
e x c l u d e d , b y t h e n e g a t i v e l y c h a r g e d s i t e s w h i c h a r e r e g a r d e d a s l o c a i i s e d 
p r i m a r i l y i n t h e p o l y u r o n a t e f r a c t i o n of t h e c e l l w a l l . 

I n o r d e r t o m o d e l t h e i o n b e h a v i o u r i n t h e c e l l w a l l t h e c l a s s i c a l 
D o n n a n h o r a o g e n e o u s t w o - p h a s e t h e o r y h a v e b e e n a p p i i e d b y D a i n t y a n d 
f l o p e ( 1 9 5 9 ) w o r k i n g o n C h a r a c o r a l l i n a . D a i n t y a n d H o p e ( 1 9 6 1 ) a l s o 
d e v e l o p p e d a f o r m a i é q u i v a l e n t t h e D o n n a n m o d e l b a s e d o n G o u y - C h a p m a n 
t h e o r y , w h i c h t h e y a p p i i e d t o t h e c e l l w a l l of C h a r a c o r a l l i n a . 

T h e c e l l w a l l s e l e c t i v e l y b i n d s c a t i o n s of d i f f é r e n t s p e c i e s . F o r 
i n s t a n c e , i n i s o l a t e d a l g a l c e l l w a l l s T y r e e ( 1 9 7 2 ) f o u n d t h e s e l e c t i v i t y 
s é q u e n c e t o b e : Ca^^ > > Rb+ > Na+ i n C h a r a c o r a l l i n a ; a n d V a n C u t s e m 
a n d G i l l e t ( 1 9 8 2 ) o b s e r v e d Cu2+ >> Zn2+ > Ca^* i n N i t e l l a f l e x i l i s . 

3 . 2 U r o n i c a c i d 

T h e a v e r a g e u r o n i c a c i d d é t e r m i n a t i o n f o r C h a r a c o r a l l i n a , 1 2 1 0 ± 1 3 3 
A<eq/gDW ( R i c h t e r 1 9 8 6 ) , w a s h i g h e r t h a n t h e 8 5 2 / i e q / g D W e s t i m a t e 
c a l c u l a t e d f r o m t h e d a t a of D a i n t y e t a l . ( 1 9 6 0 ) o b t a i n e d u s i n g t h e 
d e c a r b o x y l a t i o n e s s a y . B u t b o t h of t h è s e e s t i m â t e s a g r e e d w e l l w i t h t h e 
h i g h e s t C E C ' s m e a s u r e d b y c a t i o n a b s o r p t i o n u p t a k e . D a i n t y e t a l . ( 1 9 6 0 ) 
m e a s u r e d t h e CEC t o b e 7 2 7 A«eq/gDW i n t h e p r é s e n c e of 5 - 2 0 m e q / 1 Na+ 
a n d Ca2+ a t u n s p e c i f i e d pH; w h i l e t h e h i g h e s t CEC m e a s u r e d b y H o m b l é e t 
a l . ( 1 9 8 9 ) w a s 1 3 9 3 ± SS/^eq/gDW b y i n c u b a t i n g a c i d - w a s h e d C h a r a c e l l 
w a l l s f o r 4 d a y s i n t h e p r é s e n c e of 10 m e q / 1 C a C k a t pH 6 . 5 . 

3 . 3 A m i n o a c i d s 

A d d i t i o n a l i o n - e x c h a n g e s i t e s c o u l d b e p r o v i d e d b y t h e s i d e c h a i n s 
of i o n i s a b l e a m i n o a c i d i n t h e p r o t e i n f r a c t i o n of t h e c e l l w a l l . G i l l e t a n d 
L e f e b v r e ( 1 9 7 8 , 1 9 8 1 ) f o u n d t h a t c a t i o n i c t r a n s p o r t n u m b e r s i n i s o l a t e d 
N i t e l l a f l e x i l i s c e l l w a l l s ( c a l c u l a t e d f r o m d i f f u s i o n p o t e n t i a l s ) i n c r e a s e d 
w h e n t h e pH of t h e b a t h i n g s o l u t i o n s w a s r a i s e d f r o m 5 . 8 t o 8 . 5 , o r w h e n 
t h e w a l l s w e r e t r e a t e d w i t h d i f l u o r o n i t r o b e n z e n e (DNFB) . T h è s e r e s u l t s 
r e f l e c t a r é d u c t i o n i n p o s i t i v e f i x e d c h a r g e s i n t h e w a l l c a u s e d b y t h e 
d i s s o c i a t i o n of p r o t o n a t e d a m i n o g r o u p s i n t h e f i r s t c a s e o r t h e r e a c t i o n 
of DNFB w i t h p r o t e i n a m i n o g r o u p s i n t h e s e c o n d c a s e . S u c h r e s u l t s 
s u g g e s t t h a t t h e b a s i c a m i n o a c i d s ( h i s t i d i n e , l y s i n e a n d a r g i n i n e ) a r e 
c o n t r i b u t i n g t o t h e a n i o n e x c h a n g e c a p a c i t y of c e l l w a l l s . T h e a c i d i c 
a m i n o a c i d s ( a s p a r t i c a c i d , g l u t a m i c a c i d , c y s t e i n e a n d t y r o s i n e ) c a n , o n 
t h e o t h e r h a n d , a d d , i n p r i n c i p l e , t o t h e c a t i o n e x c h a n g e c a p a c i t y of c e l l 
w a l l s ; b u t i n m o s t s t u d i e s t h e y h a v e b e e n i g n o r e d o n t h e a s s u m p t i o n t h a t 
t h e u r o n i c a c i d s a r e t h e d o m i n a t i n g e x c h a n g e s p e c i e s . 
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TABLE 1 : Amino acid composi t ion of Nitella opaca ce l l w a l l s e x p r e s s e d 
in j imol /g DW wal l material. 

Asp 85 

Thr 21 

Ser 32 

Glu 29 

Pro 64 

Gly 74 

Ala 58 

Cys 51 

¥ i l 24 

II* 18 

Leu 23 

Tyr 9 

P h e 14 

Lys 65 

7 

Arg 22 



T h e C h a r a c e a n a l g a N i t e l l a o p a c a h a s a w a l l p r o t e i n c o n t e n t of 6 . 5 t o 
10% ( w / w ; T h o m p s o n a n d P r e s t o n 1 9 6 7 ) . A m i n o a c i d a n a l y s e s i n t h e 
l i t e r a t u r e f o r N i t e l l a o p a c a c e l l w a l l p r o t e i n s a r e l i s t e d i n t a b l e 1. 
A s s u m i n g a i l s i d e c h a i n s a r e f r e e , t h e a n i o n a n d c a t i o n e x c h a n g e 
c a p a c i t i e s of t h e c e l l w a l l p r o t e i n s c a n b e e s t i m a t e d . T a k i n g , f o r 
c o n v e n i e n c e , t h e w a l l pH t o b e 7 a n d a s s u m i n g t h a t t h e p K ' s of t h e s i d e 
c h a i n s a r e n o t a f f e c t e d b y a n y i n t e r a c t i o n b e t w e e n c h a r g e d g r o u p s a l o n g 
t h e p e p t i d e s , t h e a n i o n i c a n d c a t i o n i c e x c h a n g e c a p a c i t i e s f o r N i t e l l a 
o p a c a w a l l p r o t e i n s a r e 8 7 a n d 1 1 4 / ieq/gDW, r e s p e c t i v e l y . G i l l e t a n d 
L e f e b v r e ( 1 9 8 1 ) g i v e a n e s t i m a t e f o r t h e a n i o n i c e x c h a n g e c a p a c i t y f o r 
t h e N i t e l l a f l e x i l l i s w a l l b a s e d o n d i f f u s i o n p o t e n t i a i m e a s u r e m e n t s . T h e i r 
e s t i m a t e of 4 5 m e q / 1 i s é q u i v a l e n t t o 1 1 9 ^^eq/gDW a s s u m i n g a w a l l d r y 
m a t t e r d e n s i t y of 1 .8 g / m l a n d a w a t e r c o n t e n t of 7 9 % ( v / v ) ( T y r e e 1 9 7 2 ) 
i s i n g o o d a g r e e m e n t w i t h t h e t h e o r e t i c a l v a l u e c a l c u l a t e d f r o m t h e a m i n o 
a c i d c o m p o s i t i o n of t h e N i t e l l a o p a c a w a l l p r o t e i n . T h u s , t h i s r e s u i t 
s u g g e s t s t h a t t h e b a s i c a m i n o a c i d s c a n a c c o u n t f o r t h e a n i o n i c e x c h a n g e 
c a p a c i t y of t h e c e l l w a l l . 

A c c o r d i n g t o S c h w e i g e r ( 1 9 6 2 , 1 9 6 4 ) t h e m e c h a n i s m of b i n d i n g of 
d i v a l e n t c a t i o n s t o p o l y u r o n a t e ( F i g u r e 2) i n v o i v e s i n t e r m o i e c u l a r 
c h e l a t i o n a n d i n t r a m o l e c u l a r c h e l a t i o n a n d r e q u i r e s a d d i t i o n a l c o o r d i n a ­
t i o n s w i t h h y d r o x y l g r o u p s b e y o n d t h e e l e c t r o s t a t i c C O O - C a b o n d s . I n 
h i s r e v i e w o n i o n b i n d i n g o n p o i y u r o n a t e s K o h n ( 1 9 7 5 ) d i s c u s s e d 
S c h w e i g e r ' s t w o p r o p o s a i s . K o h n a r g u e s a g a i n s t t h e i n t r a m o l e c u l a r 
c h e l a t i o n f o r t w o r e a s o n s : a ) b e c a u s e a m o d e l of t h e p e c t i n m o l é c u l e 
r e v e a l s t h a t t h e s h o r t e s t p o s s i b l e d i s t a n c e b e t w e e n d i s s o c i a t e d c a r b o x y l 
g r o u p s ( 0 . 5 5 - 0 . 5 8 n m ) i s t o o l a r g e t o f o r m a c h e l a t e b o n d ; a n d b) b e c a u s e 
t h e a c t i v i t y of c a l c i u m i o n s i n a d i g a l a c t u r o n a t e s o l u t i o n i s c l o s e t o t h a t 
o f a m o n o g a l a c t u r o n a t e s o l u t i o n w h i c h d id n o t d i f f e r m u c h f r o m t h e 
c a l c i u m a c t i v i t y i n a n e q u i m o l a r C a C h s o l u t i o n . M o r e o v e r , o n l y w h e n t h e 
d e g r e e of p o l y m é r i s a t i o n e x c e e d s 3 0 d o e s t h e c a l c i u m a c t i v i t y r e a c h t h e 
m i n i m u m , i n s u p p o r t of t h e " e g g - b o x " m o d e l o f G r a n t e t a l . ( 1 9 7 3 ) s h o w n 
i n F i g u r e 2 c . T h e f o r m a t i o n of p o l y u r o n a t e a g g r e g a t e s c r o s s - l i n k e d b y 
Ca2+ i o n s i s t h o u g h t t o e x p l a i n g e l f o r m a t i o n i n t h e p r é s e n c e of d i v a l e n t s . 
T h e r e q u i r e m e n t , t h e n , t h a t d i v a l e n t s m u s t f o r m i n t e r m o i e c u l a r b o n d s , 
i n d i c a t e s t h a t c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e s m u s t o c c u r i n t h e c e l l w a l l a s 
c a l c i u m b i n d t o t h e e x c h a n g e s i t e s . 

E x p é r i m e n t a l a n d t h e o r e t i c a l i n v e s t i g a t i o n s of t h e i o n - e x c h a n g e 
p r o p e r t i e s of p l a n t c e l l w a l l s h a v e a l w a y s a s s u m e d t h a t n é g a t i v e c h a r g e s 
a r e h o m o g e n e o u s l y d i s t r i b u t e d i n t h e c e l l w a l l ( D a i n t y a n d H o p e , 1 9 5 9 ; 
1 9 6 1 ; D e m a r t y e t a l . , 1 9 7 8 ; M o r v a n e t a l . , 1 9 7 9 ; S e n t e n a c a n d G r i g n o n , 
1 9 8 1 ) . 

T h e b a n d i n g p a t t e r n of CaCOs a l o n g t h e l e n g t h of t h e i n t e r n o d e i s a 
r e s u i t of a l t e r n a t i n g z o n e s of a c i d a n d a l k a l i n e pH i n t h e c e l l w a l l ( S p e a r 
e t a l . , 1 9 6 9 ) . S c a n n i n g t h e c e l l s u r f a c e w i t h a m i n i a t u r e pH é l e c t r o d e 
i n d i c a t e s t h a t t h e a l k a l i n e b a n d s a r e a b o u t pH 9 . 5 a n d a d j a c e n t a c i d 
b a n d s a r e a s l ow a s pH 5 . 5 ( L u c a s a n d S m i t h , 1 9 7 3 ) . T h e z o n i n g i s 
a s s o c i a t e d w i t h s p a t i a l v a r i a t i o n of t h e e l e c t r i c a l p o t e n t i a i a l o n g t h e c e l l 
s u r f a c e ( W a l k e r a n d S m i t h , 1 9 7 7 ; O g a t a , 1 9 8 3 ; O g a t a e t a l . , 1 9 8 3 ; O g a t a e t 
a l . , 1 9 8 7 ; T o k o e t a i . , 1 9 8 8 ) . R é g i o n s of h i g h e l e c t r i c a l p o t e n t i a i 
c o r r e s p o n d t o a c i d i c z o n e s a n d t h o s e of low e l e c t r i c a l p o t e n t i a i t o a l k a l i n e 
z o n e s . I t h a s n o w b e e n s h o w n t h a t t h e e s t a b l i s h m e n t of t h è s e z o n e s 
a r i s e s f r o m l i g h t - a c t i v a t e d e l e c t r o g e n i c a c t i v e t r a n s p o r t i n t h e 
p l a s m a l e m m a ( L u c a s , 1 9 8 3 ) . C a l c i u m c a r b o n a t e p r é c i p i t â t e s i n t h e a l k a l i n e 
z o n e w h e n t h e c o n c e n t r a t i o n s of c a l c i u m a n d c a r b o n a t e r e a c h t h e i r 
s o l u b i l i t y p o i n t . 
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COOH 

F i g u r e 2 : M o d e l s of c a l c i u m b i n d i n g t o p o l y u r o n a t e s . A) S c h w e i g e r ' s 

i n t e r m o l e c u l a r a n d B) i n t r o m o l e c u l a r c h e l a t i o n m o d e l s ; C) t h e " e g g b o x " m o d e l . 
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C a l c i u m i o n s b r i d g e c a r b o x y l i c g r o u p s of d i f f é r e n t p e c t i c c h a i n s t o 
s t a b i l i z e t h e s t r u c t u r e of t h e c e l l w a l l ( S o m e r s , 1 9 7 3 ; W u y t a c k a n d G i l l e t . 
1 9 7 8 ; M o r v a n e t a l . , 1 9 7 9 ; S e n t e n a c a n d G r i g n o n , 1 9 8 1 ; D e m a r t y e t a l . , 
1 9 8 4 ; H o m b l é e t a l . , 1 9 8 9 ) . Ce l l w a l l p r o t e i n s a r e a l s o s t a b i l i z e d b y 
c a l c i u m i o n s ( H o m b l é e t a l . 1 9 9 0 ) . M o r e o v e r , t h e F o u r i e r t r a n s f o r m 
i n f r a - r e d i n v e s t i g a t i o n of C h a r a c e l l w a l l s s h o w s t h a t t h e d i s t r i b u t i o n of 
p o l y m è r e a n d p r o t e i n s i n t h e c e l l w a l l i s h o m o g e n e o u s i n t h e a c i d b a n d 
b u t n o t i n t h e a l k a l i n e b a n d ( H o m b l é e t a l . 1 9 9 0 ) . 

9 



4 ION TRANSPORT A N D MEMBRANE POTENTIAL DIFFERENCE 

4 . 1 T h e N e r n s t - P l a n c k a p p r o a c h 

I o n t r a n s f e r t a c r o s s c e l l m e m b r a n e s r e s u l t s f r o m s i m u l t a n e o u s a c t i v e 
t r a n s p o r t a n d p a s s i v e d i f f u s i o n . I t i s b a s i c a i l y t h e o p é r a t i o n of t h e i o n 
p u m p s w h i c h p r o d u c e s t h e e l e c t r o c h e m i c a l p o t e n t i a l d i f f é r e n c e s f o r i o n s 
a c r o s s t h e m e m b r a n e . T h è s e q u a n t i t i e s i n t u r n b e c o m e t h e d r i v i n g f o r c e s 
f o r t h e p a s s i v e i o n i c f l u x e s w h o s e v a l u e s d é t e r m i n e t h e r e s t i n g m e m b r a n e 
p o t e n t i a l (E"*). T h e s a m e a r g u m e n t s a s d e v e l o p e d i n a n i m a l c e l l s h a v e 
b e e n u s e d f o r m a n y y e a r s i n p l a n t c e l l s i n o r d e r t o r e l a t e t h e r e s t i n g 
m e m b r a n e p o t e n i a l w i t h t h e i o n i c c o m p o s i t i o n s i n s i d e a n d o u t s i d e t h e c e l l . 
A c c o r d i n g l y , i t w a s s u g g e s t e d t h a t i o n p u m p s d o n o t t r a n s f e r t n e t 
e l e c t r i c a l c u r r e n t a c r o s s t h e m e m b r a n e a n d t h e r e f o r e t h e t o t a l d i f f u s i v e 
o r p a s s i v e i o n t r a n s p o r t a c r o s s t h e m e m b r a n e s h o u l d c o r r e s p o n d t o a 
t o t a l z é r o e l e c t r i c c u r r e n t , t h u s 

w h e r e J i s t h e f l u x of s p e c i e s i a n d s u p e r s c r i p t s A a n d P r e f e r t o t h e 
a c t i v e a n d p a s s i v e t r a n s p o r t , r e s p e c t i v e l y . 

T h e G o l d m a n - H o d g k i n - K a t z é q u a t i o n 

k =b = " p l n Ti Ti r~ 

b e c o m e s v a l i d w i t h t h e c o n d i t i o n s s t a t e a b o v e , a p p l i e d t o t h e m a j o r 
u n i v a l e n t c a t i o n s a n d a n i o n s . I t s d é r i v a t i o n r e l i e s m o r e o v e r o n t h e 
a s s u m p t i o n o f a c o n s t a n t e l e c t r i c f i e l d i n t h e m e m b r a n e i n t e r i o r . I n 
é q u a t i o n [1] , t h e P i ' s a r e t h e p e r m e a b i l i t y c o e f f i c i e n t s a n d Ci^ a n d C i " a r e 
r e s p e c t i v e l y t h e e x t e r n a l a n d i n t e r n a i c o n c e n t r a t i o n s . We d e d u c e 
i m m e d i a t e l y f r o m é q u a t i o n [1] t h a t t h e v a l u e of c a n o n l y v a r y w i t h i n 
e x t r ê m e v a l u e s s e t b y t h e e q u i l i b r i u m p o t e n t i a l o f t h e i o n s t h a t e x h i b i t 
t h e h i g h e s t p e r m e a b i l t y Pi . I n c o n n e c t i o n w i t h t h e d é t e r m i n a t i o n o f E"*, i t 
m u s t b e s t r e s s e d t h a t t h e i n t e r n a i a c t i v i t y of a n y d i f f u s i b l e i o n w h i c h 
d o e s n o t p a r t i c i p a t e t o a n y a c t i v e t r a n s p o r t i s d e t e r m i n e d b y t h e 
e q u a l i t y of i t s e q u i l i b r i u m p o t e n t i a l d i f f é r e n c e w i t h EM. T h e t r a n s p o r t r a t e 
o f s u c h i o n i s g i v e n b y i t s e x c h a n g e t r a n s f e r r a t e a c r o s s t h e m e m b r a n e . 

F o r m o s t p l a n t c e l l s p i a c e d i n o r d i n a r y l i f e c o n d i t i o n s , w e c a n n o t 
a c c e p t a n y m o r e t o d a y t h e v a l i d i t y o f t h e G o l d m a n - H o g k i n - K a t z é q u a t i o n 
f o r EM. M a n y i n v e s t i g a t i o n s m a d e o b v i o u s t h a t t h e m o d e l o f n e u t r a l 
p u m p s a n d r e l a t e d p a s s i v e d i f f u s i o n a r e i n a d é q u a t e . A m o n g n u m e r o u s 
e x p é r i m e n t a l f a c t s t h a t b e a r é v i d e n c e a s t o t h e t r a n s f e r b y t h e p u m p s o f 
a n e t c h a r g e a c r o s s t h e m e m b r a n e , t h e s o - c a l l e d e l e c t r o g e n i c p r o c e s s , l e t 
u s m e n t i o n t h e p h e n o m e n a of h y p e r p o l a r i z a t i o n w h e r e t h e r e s t i n g 
p o t e n t i a l , E " , i s d i s p l a c e d t o w a r d s m o r e n é g a t i v e v a l u e t h a n E^' t h e 
s t r o n g c o r r é l a t i o n b e t w e e n i n h i b i t i o n of p u m p s a n d m e m b r a n e c o n d u c t a n c e 
a n d t h e i m p o r t a n t t e m p é r a t u r e e f f e c t s o n E " a n d o n t h e m e m b r a n e 
c o n d u c t i v i t y . T h e r é c o g n i t i o n of a n e l e c t r o g e n i c t r a n s f e r t a c r o s s p l a n t 
m e m b r a n e s h a s l e d t o s e v e r a l t h e o r e t i c a l t r e a t m e n t s w i t h a v i e w t o 
c o r r e c t t h e G o l d m a n - H o d g k i n - K a t z é q u a t i o n . T h è s e t r e a t m e n t s g e n e r a l l y 
a d m i t t h a t o n e t y p e o f i o n i c p u m p i s p r e v a i l i n g l y r e s p o n s i b l e f o r t h e 
o v e r a l l e l e c t r o g e n i c e f f e c t i n e a c h t y p e o f m e m b r a n e s y s t e m . I n 
n o n - m a r i n e p l a n t s l i k e i n C h a r a c e a n c e l l s , t h e s t r o n g e x t e r n a l a n d / o r 
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F i g u r e 3 : E l e c t r i c a l é q u i v a l e n t c i r c u i t f o r a m e m b r a n e c o n t a i n i n g e l e c t r o g e n i c 

i o n p u m p . 
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i n t e r n a i pH d e p e n d e n c e o f b o t h m e m b r a n e p o t e n t i a l d i f f é r e n c e a n d 
c o n d u c t a n c e h a v e l e d t o a s s e s s t h e r ô l e o f a n e l e c t r o g e n i c p r o t o n p u m p . 
A p e r f e c t s é l e c t i v e p r o t o n t r a n s f e r t m e c h a n i s m i s e a s i l y c o n c e i v a b l e a n d 
i t s r ô l e a p p e a r s p a r t i c u l a r l y s u g g e s t i v e i n r e l a t i o n t o t h e p a r a d i g m a t i c 
f r a m e of r é f é r e n c e o f t h e c h e m i o s m o t i c t h é o r i e s . 

T h e c e l l i s r e p r e s e n t e d b y a s i n g l e c o m p a r t m e n t o f f i n i t e v o l u m e II 
i n c o n t a c t a c r o s s a l i v i n g m e m b r a n e w i t h a n e x t e r n a l m é d i u m I of f i x e d 
c o m p o s i t i o n a n d pH a n d o f u n l i m i t e d d i m e n s i o n . 

W o r k i n g o n N i t e l l a c l a v a t a , K i t a s a t o ( 1 9 6 8 ) p u t f o r w a r d t h e 
h y p o t h e s i s t h a t a l a r g e p a s s i v e i n f l u x of p r o t o n s h a d t o b e c o r r e l a t e d t o 
a n e l e c t r o g e n i c e f f l u x of p r o t o n s . T h e r e f o r e , h e i n t r o d u c e d CH' a n d CH", 
r e s p e c t i v e l y , i n t h e n u m e r a t o r a n d d e n o m i n a t o r o f é q u a t i o n [1) , b o t h 
t e r m s b e i n g a f f e c t e d b y a p e r m e a b i l i t y f a c t o r PH of t î i g h v a l u e . He 
a s s u m e s f u r t h e r t h a t t h e e l e c t r o g e n i c p u m p w o r k s a s c u r r e n t s o u r c e a n d 
h e d e s c r i b e d t h e m e m b t r a n e p o t e n t i a l b y t h e é q u a t i o n 

FJt. , FJi. 
= ^=E" -—^ 

9 g 
[ 2 ] 

w h e r e g** i s t h e c h o r d c o n d u c t a n c e o f t h e m e m b r a n e a n d f t h e 
e q u i l i b r i u m p o t e n t i a l of H+. A t h e o r e t i c a l j u s t i f i c a t i o n o f t h i s e x p r e s s i o n 
c a n n o t b e r e a d i l y f o u n d u n l e s s o n e r e f e r s t o t h e é q u a t i o n g i v e n b y 
R a p o p o r t ( 1 9 7 6 ) : 

wengt 

I 
loworigt [ 3 ] 

w h i c h i s o n l y v a l i d i n t h e c a s e of a l i n e a r r e l a t i o n s h i p b e t w e e n t h e 
p a s s i v e f l u x a n d t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l . 

I t i s f o u n d e x p e r i m e n t a l l y t h a t E " t e n d s t o w a r d s E'', w h e n t h e p u m p 
i s i n h i b i t e d a n d n o t t o w a r d s E"', a s g i v e n b y é q u a t i o n [2] . T h i s r e m a r k 
h a s l e d S p a n s w i c k ( 1 9 7 2 ) t o r e j e c t t h e h y p o t h e s i s of a l a r g e p a s s i v e H+ 
i n f l u x a n d t o p r o p o s e a n a l t e r n a t i v e e x p l a n a t i o n i n t e r m s of a n e l e c t r i c 
a n a i o g f o r t h e m e m b r a n e ( F i g u r e 3 ) . In t h i s c i r c u i t t h e c o n d u c t a n c e s of 
t h e p a s s i v e c h a n n e l s h a v e b e e n l u m p e d t o g e t h e r a s g ° a n d a r e i n s é r i e s 
w i t h t h e d i f f u s i o n p o t e n t i a l , E ° ( e q u a l t o E^). T h e p u m p i s i n p a r a l l e l 
w i t h t h e p a s s i v e c h a n n e l s a n d h a s a c o n d u c t a n c e , g**, a n d a n 
e i e c t r o m o t i v e f o r c e , E^. A c c o r d i n g t o t h e e l e c t r i c a l é q u i v a l e n t c i r c u i t o f 
F i g u r e 3 t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l d i f f é r e n c e m a y b e w r i t t e n i n t e r m s of 
t h e p o t e n t i a l s a n d c o n d u c t a n c e s a s : 

P —^ [ 4 ] 

T h e v a l u e of E** h a s b e e n o b t a i n e d f r o m R a p o p o r t ' s ( 1 9 7 6 ) 
t h e r m o d y n a m i c t r e a t m e n t u n d e r t h e c o n d i t i o n of t h e p r o t o n p u m p a t 
e q u i l i b r i u m 
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Afi" 
- RTln [ 5 ] 

a c o n d i t i o n w h i c h d o e s n o t s e e m t o b e r e a l i z e d i n t h e c a s e o f C h a r a c e a n 
c e l l s . T h i s é q u a t i o n c o u l d o b v i o u s l y a c c o u n t f o r t h e o b s e r v e d 
d é p e n d a n c e of t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l d i f f é r e n c e o n t h e e x t e r n a l pH i f g"" 
i s m u c h g r e a t e r t h a n g" . 

T h e h y p o t h e s i s t h a t t h e e l e c t r o g e n i c p u m p c o n t r i b u t e s t h e m a j o r 
p a r t of t h e m e m b r a n e c o n d u c t a n c e r e c e i v e d s u p p o r t f r o m e x p e r i m e n t s 
w h i c h s h o w a c o r r é l a t i o n b e t w e e n t h e d e c r e a s e of m e m b r a n e c o n d u c t a n c e 
a n d t h e m e m b r a n e d e p o l a r i z a t i o n ( S p a n s w i c k 1 9 7 2 , 1 9 7 4 , K e i f e r a n d 
S p a n s w i c k 1 9 7 8 ) . T h i s h y p o t e s i s d i d n o t a c h i e v e a u n i v e r s a l a c c e p t a n c e . 
F o r i n s t a n c e , i n b o t h i n t a c t a n d p e r f u s e d t o n o p l a s t - f r e e c e l l s o f C h a r a i t 
w a s s h o w n t h a t t h e r e i s a p o o r c o r r é l a t i o n b e t w e e n t h e m e m b r a n e 
d e p o l a r i z a t i o n a n d t h e d e c r e a s e i n m e m b r a n e c o n d u c t a n c e ( F u j i i e t a l 
1 9 7 9 , T a z a w a a n d S h i m m e n 1 9 8 0 , H o m b l é 1 9 8 7 ) . T h i s s u g g e s t s t h a t t h e 
p u m p c o n d u c t a n c e i s n o t c o u p l e d d i r e c t i y t o t h e e l e c t r o g e n i c a c t i v e 
t r a n s p o r t . M o r e o v e r , f r o m t h e i r m e a s u r e m e n t s o n p e r f u s e d t o n o p l a s t - f r e e 
c e l l s F u j i i e t a l . ( 1 9 7 9 ) i n f e r t h a t t h e p u m p c o n d u c t a n c e i s m u c h s m a l l e r 
t h a n t h e p a s s i v e c o n d u c t a n c e . 

I n m y o p i n i o n t h e S p a n s w i c k ' s m o d e l l a c k s p h y s i c a l c o n s i s t e n c y : i f 
t h e p r o t o n p u m p i s a t e q u i l i b r i u m a n d h a s t h e l a r g e s t c o n d u c t a n c e (g*" >> 
g ° ) n o n e t p r o t o n f l u x w i l l b e e x p e c t e d a t s t e a d y s t a t e . T h i s i s 
o b v i o u s l y n o t t h e c a s e ( F u j i i e t a l . 1 9 7 9 , K a w a m u r a e t a l . 1 9 8 0 , S h i m m e n 
a n d T a z a w a 1 9 8 0 b , T a z a w a a n d S h i m m e n 1 9 8 2 ) . 

I t h a s b e e n s u g g e s t e d t h a t i n C h a r a c e a e c e l l s t h e c y t o p l a s m i c pH i s 
c o n t r o l l e d b y t h e p r o t o n p u m p : t h e s o c a l l e d b i o p h y s i c a l p H - s t a t ( S m i t h 
a n d R a v e n 1 9 7 9 ) . A c c o r d i n g t o S p a n s w i c k ' s m o d e l a n i n c r e a s e i n pH 
d i f f é r e n c e a c r o s s t h e p l a s m a l e m m a c a n b e a c h i e v e o n l y a t t h e e x p e n s e of 
a m e m b r a n e h y p e r p o l a r i z a t i o n . T h i s i s w h a t h a p p e n s i n C h a r a o v e r a n 
e x t e r n a l pH r a n g e 5 t o 7 , r e s u l t i n g i n a n a l m o s t c o n s t a n t c y t o p l a s m i c pH 
( S m i t h 1 9 8 4 a , 1 9 8 4 b ) . A t a l k a l i n e pH a n a c t i v e i n f l u x of HCO3- m i g h t b e 
i n v o l v e d i n c y t o p l a s m i c pH r é g u l a t i o n . I n c h a r o p h y t e s , HCO3" i n f l u x i s 
s p a t i a l l y s e p a r a t e f r o m OH- e f f l u x , r e s u l t i n g i n z o n e s o f l o w a n d h i g h pH 
a l o n g t h e c e l l s u r f a c e ( L u c a s a n d S m i t h 1 9 7 3 , L u c a s 1 9 7 6 ) . 

A s s u m i n g t h a t i n C h a r a c o r a l l i n a t h e c y t o p l a s m i c pH c a n b e o n l y 
c o n t r o l l e d b y a b i o p h y s i c a l p H - s t a t m e c h a n i s m a l e s s r e s t r i c t i v e 
m o d e l l i s t i c a p p r o a c h h a s b e e n d e v e l o p e d ( H o m b l é 1 9 8 4 , J e n a r d e t a l . 1 9 8 6 , 
H o m b l é e t a l . 1 9 8 8 , H o m b l é 1 9 8 9 ) . I t a s s u m e s t h a t t h e r e a r e e s s e n t i a l l y 
t h r e e t y p e s o f t r a n s f é r a b l e c h e m i c a l s p e c i e s a c r o s s t h e m e m b r a n e s : 

a ) S p e c i e s w h i c h a r e n e i t h e r a c t i v e l y t r a n s p o r t e d b y t h e m s e l v e s , n o r 
i n v o l v e d i n c h e m i c a l r e a c t i o n s ( a t e q u i l i b r i u m ) w i t h o t h e r s w h i c h w o u l d 
b e t h e m s e l v e s a c t i v e l y t r a n s f e r e d . T h e c o n d i t i o n o f s t a t i o n a r u t y a n d t h e 
f i n i t e n e s s of t h e c e l l v o l u m e i m p o s e t h e e q u i l i b r i u m d i s t r i b u t i o n o f t h è s e 
s p e c i e s . 

b ) S p e c i e s w h i c h a r e a c i v e l y t r a n s f e r e d a n d n o t i n v o l v e d i n c h e m i c a l 
e q u i l i b r i u m a n d n o t i n v o l v e d i n c h e m i c a l e q u i l i b r i u m w i t h o t h e r 
t r a n s f é r a b l e s p e c i e s . T h e i r o v e r a l l f l u x i s z é r o b y rautual c o m p e n s a t i o n of 
a c t i v e a n d p a s s i v e t r a n s f e r t s F o r i n s t a n c e , t h e c a l c u l a t i o n t a k e s i n t o 
a c c o u n t a n a n i o n ( C l - ) , t w o m o n o v a l e n t c a t i o n s (K*, Na+) a n d t w o d i v a l e n t 
c a t i o n s (Ca2+, Mg2+). 

T h e t w o c l a s s e s s o f a r d e f i n e d a r e c a l l e d u n r e a c t i v e s p e c i e s . 
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c ) S p e c i e s i n v o l v e d i n a t l e a s t o n e c h e m i c a l e q u i l i b r i u m w i t h o t h e r 
t r a n s f é r a b l e s p e c i e s . T h e y a r e c a l l e d r e a c t i v e s p e c i e s a n d t h e i r f l u x 
b a l a n c e m u s t t a k e i n t o a c c o u n t t h e c h e m i c a l r e a c t i o n s i n t h e l a t é r a l 
p h a s e s . O n l y t w o t y p e s o f r e a c t i o n s w e r e c o n s i d e r e d : t h e w a t e r 
d i s s o c i a t i o n a n d t h e f i r s t d i s s o c i a t i o n o f t h e c a r b o n i c a c i d . T h e t h r e e 
f l u x b a l a n c e s o f t h e f i v e c h e m i c a l s p e c i e s w h i c h a r e i n t e r c o n n e c t e d b y 
t h e c o n d i t i o n s f o r e q u i l i b r i a a r e a s f o U o w : 

" ^ t f * * • ^ « j O " * ' ' ^ « j C O j " ' " - ^ H j C O j 0 

OH OH " j O 

J H ^ C O , * - ^ H . C O , * ^ i c o - " ^ ^ L O - " ^ 

A s s u m i n g t h e c o n t i n u i t y o f t h e e l e c t r i c a l p o t e n t i a l , t h e c o n t i n u i t y o f t h e 
e l e c t r i c a l d i s p l a c e m e n t , a n d t h e e l e c t r o n e u t r a l i t y i n s i d e t h e m e m b r a n e , t h e 
i n t é g r a t i o n o f t h e N e r n s t - P l a n c k é q u a t i o n l e a d s t o 

w h i c h r e d u c e s t o t h e e q u i l i b r i u m c o n d i t i o n w h e n J ' ' = 0 . T h e f a c t o r J'/P, 
r e p r e s e n t s a p a r a m e t e r w h i c h e m p h a s i z e s t h e f a c t t h a t t h e e f f i c i e n c y o f a 
p a r t i c u l a r a c t i v e i o n f l u x i n g e n e r a t i n g c o m p o s i t i o n a n d p o t e n t i a l 
d i f f é r e n c e i s n o t a c c o u n t e d f o r b y i t s m a g n i t u d e o n l y b u t a l s o b y t h e 
a b i l i t y o f t h e s p e c i e s t o f l o w b a c k p a s s i v e l y t h r o u g h t h e m e m b r a n e . I n 
é q u a t i o n [6] Pi , Ci a n d z i a r e r e s p e c t i v e l y t h e p e r m e a b i l i t y c o e f f i c i e n t , 
c o n c e n t r a t i o n a n d n u m b e r of c h a r g e ( w i t h s i g n ) o f t h e i o n i c s p e c i e s , ç», 
t h e p o t e n t i a l a t t h e m e m b r a n e s u r f a c e a n d E " t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l 
d i f f é r e n c e . A c c o r d i n g t o t h i s m o d e l , c o n s i s t e n t v a l u e s o f E " a n d o f 
i n t e r n a i c o n c e n t r a t i o n s a r e g e n e r a t e d i f v a l u e s o f ( J V P ) ^ , a n d [•^'^'']„co-
b o t h p o s i t i v e ( i n w a r d f l o w ) a n d a r e , a t l e a s t , o f o n e o r d e r o f m a g n i t u d e 
l a r g e r t h a n v a l u e s o f a i l o t h e r [ J ' / f ] , . T h e e x i s t e n c e o f a n i n w a r d 
e l e c t r o g e n i c a c t i v e t r a n s p o r t o f a n i o n s a p p e a r s t h u s o f p r i m e i m p o r t a n c e 
f o r t h e g é n é r a t i o n o f b o t h r e s t i n g m e m b r a n e p o t e n t i a l a n d o v e r a l l 
i n t e r n a i i o n i c c o n c e n t r a t i o n . T h i s m o d e l , w h i c h a c c o u n t s f o r a b i o p h y s i c a l 
r é g u l a t i o n o f t h e c y t o p l a s m i c pH, s u p p o r t s e x p é r i m e n t a l i n v e s t i g a t i o n s 
s h o w i n g t h a t i n e x p é r i m e n t a l c o n d i t i o n s w h i c h a r e c l o s e t o n a t u r a l l i v i n g 
c o n d i t i o n s t h e i n w a r d p u m p i n g of HCO3" i s e l e c t r o g e n i c ( W a l k e r a n d S m i t h 
1 9 7 7 , K e i f e r a n d S p a n s w i c k 1 9 7 8 ) . A c c o r d i n g t o L u c a s ( 1 9 7 5 ) t h e m a x i m u m 
HCO3- i n f l u x i s 6 0 p m o l c m - 2 S"^. T h e r e f o r e , t h e m a x i m u m c o n d u c t a n c e of 
t h e HCO3- p u m p i s 1 0 0 f/S cm"^. T h i s v a l u e i s c l o s e t o t h e o b s e r v e d 
m e m b r a n e c o n d u c t a n c e a t pH 6 t o 1 0 ( R i c h a r d s a n d H o p e 1 9 7 4 , K e i f e r a n d 
S p a n s w i c k 1 9 7 8 , B i s s o n a n d W a l k e r 1 9 8 2 , B i s s o n 1 9 8 6 ) . T h e c o n c e n t r a t i o n 
o f HCO3" i n s o l u t i o n a t p H 6 i s 5 iM w h e n i n e q u i l i b r i u m w i t h a i r . T h e 
r a t e o f HCO3" f i x a t i o n i n C h a r a c o r a l l i n a i s d é p e n d e n t o n i t s 
c o n c e n t r a n t i o n i n t h e e x t r a c e l l u l a r s o l u t i o n . T h i s r e l a t i o n s h i p i s w e l l 
f i t t e d u s i n g t h e M i c h a e l i s - M e n t e n é q u a t i o n w i t h Km = 0 . 6 mM a n d Vmax = 7 0 
p m o l c m - 2 s - i ( L u c a s 1 9 7 5 ) . T h u s , a t a c o n c e n t r a t i o n o f 5 (M t h e f i x a t i o n 
o f HCO3- w i l l b e a b o u t 0 . 5 8 p m o l c m - 2 s - ^ . T h i s i s é q u i v a l e n t t o a 
c o n d u c t a n c e o f a b o u t 2 . 9 (JS cm-^ w h i c h i s t w o o r d e r s o f m a g n i t u d e s m a l l e r 
t h a n t h e m e a s u r e d m e m b r a n e c o n d u c t a n c e . A l k a l i n e s o l u t i o n s s h o u l d 
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c o n t a i n s i g n i f i c a n t a m o u n t s of HCO3" t o s a t u r a t e t h e o p é r a t i o n of t h e 
HCOa" u p t a k e m e c h a n i s m a n d t o a c c o u n t f o r t h e m e a s u r e d v a l u e s of 
m e m b r a n e c o n d u c t a n c e . 

4 . 2 T h e c h e m i o s m o t i c c o n c e p t u a l a p p r o a c h . 

A l o t o f w o r k h a v e b e e n d o n e t o e x p l a i n m e m b r a n e t r a n s p o r t s o n t h e 
b a s e of t h e c h e m i o s m o t i c t h e o r y . F o r i n s t a n c e , i n C h a r a p l a s m a m e m b r a n e 
t h è s e t r a n s p o r t s i n c l u d e : 

a ) a n H * - A T P a s e w h i c h i s e l e c t r o g e n i c . T h e t r a n s p o r t of o n e p r o t o n 
r e q u i r e s t h e h y d r o l y s i s of t w o A T P a n d m a g n é s i u m a s c o f a c t o r . 

b ) a 2 H + / C l - - s y m p o r t w h i c h i s e l e c t r o g e n i c . U s i n g p e r f u s e d t o n o p l a s t - f r e e 
c e l l of C h a r a c o r a l l i n a S a n d e r s ( 1 9 8 0 a ) f o u n d t h a t t h e a c t i v e C l " i n f l u x i s 
a s e c o n d a r y a c t i v e t r a n s p o r t of 1 C l - w i t h 2 H+. T h i s Cl" i n f l u x i s 
c o n t r o l l e d b y b o t h c y t o p l a s m i c pH a n d c y t o p l a s m i c Cl" c o n c e n t r a t i o n 
( S a n d e r s 1 9 8 0 b , S a n d e r s a n d H a n s e n 1 9 8 1 ) . 

c) a n e l e c t r o g e n i c u r e a u p t a k e w h o s e p H - d e p e n d e n c e i s c o n s i s t e n t w i t h 
i t s b e i n g a n H+ s y m p o r t ( W i l s o n e t a l . 1 9 8 8 ) . 

d ) a n HVHCO3- ( e l e c t r o g e n i c ? ) - s y m p o r t w h i c h p r o v i d e s a c a r b o n - a c q u i -
s i t i o n m e c h a n i s m a t a l k a l i n e pH. I t h a s b e e n s u g g e s t e d t h a t 
c a r b o n - a c q u i s i t i o n c o u l d i n v o l v e d a n e x t e r n a l c a r b o n i c a n h y d r a s e . B o t h 
v i e w s a r e c o n s i s t e n t w i t h e x p é r i m e n t a l f i n d i n g s a n d i n a n y c a s e a n 
H * - u n i p o r t w i l l b e e x p e c t e d . 

e ) u n i p o r t s o f K* a n d NH4+ ( W a l k e r e t a l . 1 9 7 9 ) 

f ) a N a + / H * - a n t i p o r t w h i c h w o u l d k e e p c y t o p l a s m i c Na* l o w ( C l i n t a n d 
M a c R o b b i e 1 9 8 7 ) . 

g ) i n C h a r a w h i c h s h o w s p r o u t i n g of n e w s h o o t s a n d r h i z o i d s a t t h e i r 
n o d e s t h e e l e c t r o c h e m i c a l g r a d i e n t of Na+ c a n b e u s e d t o c o t r a n s p o r t K+ 
a n d u r e a ( S m i t h a n d W a l k e r 1 9 8 9 ) . 

T h e r e a r e t h r e e p o s s i b l e m e c h a n i s m f o r HCO3- u p t a k e b y c h a r o p h y t e 
c e l l s : HCO3- u n i p o r t , H ^ - H C O s " s y m p o r t a n d C 0 2 u p t a k e . A i l t h r e e 
m e c h a n i s m s g e n e r a t e OH" a n d e l e c t r i c c u r r e n t s . T h e l a t t e r t w o 
m e c h a n i s m s m u s t b e l i n k e d t o t h e p r i m a r y a c t i v e H* t r a n s p o r t . T h e HCO3-
u n i p o r t m e c h a n i s m c a n b e r u l e d o u t b e c a u s e i t h a s b e e n s h o w n t h a t 
l o c a l i z e d pH b a n d i n g a n d e l e c t r i c c u r r e n t s e x i s t s w h e n C h a r a c e l l s a r e i n 
a l k a l i n e s o l u t i o n s w h i c h c o n t a i n n o HCO3- o r CO2 ( L u c a s 1 9 7 6 , 1 9 8 2 ) . 
H o w e v e r , w h e t h e r o r n o t HCO3-, p e r s e , i s c a r r i e d a c r o s s t h e p i a s m a l e m m a 
r e m a i n s c o n t r o v e r s i a l . T h e a l t e r n a t i v e t o HCO3- t r a n s p o r t i s t h e 
e x t r a c e l l u l a r p r o d u c t i o n o f CO2 f r o m t h e e x o g e n o u s HCO3- i n t h e u n s t i r r e d 
l a y e r o f s o l u t i o n s u r r o u n d i n g t h e p i a s m a l e m m a ( F e r r i e r 1 9 8 0 , W a l k e r e t a l . 
1 9 8 0 ) . T h e w o r k o f P r i c e e t a l . ( 1 9 8 5 ) s u g g e s t s t h a t c a r b o n i c a n h y d r a s e 
h a s a n i m p o r t a n t r ô l e i n d i s s o l v e d i n o r g a n i c c a r b o n a s s i m i l a t i o n b y C h a r a . 
T h e c o n c l u s i o n i s b a s e d o n t h e c a r b o n i c a n h y d r a s e i n h i b i t o r , 
e t h o x y z o l a m i d e , w h i c h i n h i b i t s p h o t o s y n t h e s i s a t pH 9 . 3 , b u t n o t a t pH 
5 . 5 . T h e l o c a t i o n o f t h e c a r b o n i c a n h y d r a s e i s u n k n o w n , b u t i t c o u l d b e 
e x t r a c e l l u l a r , a s i t i s i n C h a l m y d o m o n a s r e i n h a r d t i i ( K i m p e l 1 9 8 3 ) . If 
C h a r a p o s s e s s e s a H + - H C 0 3 - s y m p o r t m e c h a n i s m t h a t i s d r i v e n b y a p r o t o n 
A T P a s e t h e n t h e c a r b o n i c a n h y d r a s e m u s t r e c a p t u r e t h e CO2 t h a t h a s 
l e a k e d o u t f r o m t h e c y t o p l a s m ( F i g u r e 4 a ) . A l t e r n a t i v e l y , i f t h e H ^ - H C O a " 
c o t r a n s p o r t s y s t e m d o e s n o t e x i s t , t h e n t h i s e n z y m e f u n c t i o n s t o 
d e h y d r a t e t h e c a r b o n i c a c i d ( F i g u r e 4 b ) . 
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5 ELECTRICAL PROPERTIES OF PLANT CELL MEMBRANES 

5 . 1 I n t r o d u c t i o n 

T h e u s e o f e l e c t r i c i t y i n p l a n t p h y s i o l o g y i s n a t u r a l f r o m t h e 
b i o p h y s i c a l p o i n t of v i e w , s i n c e m a n y s u b s t a n c e s t r a n s p o r t é e ! i n t h e p l a n t 
a r e c h a r g e d , a n d s i n c e e l e c t r i c a l s i g n a i s h a v e p r o p e r t i e s s u i t a b l e f o r 
b o t h t r a n s f e r a n d t r a n s d u c t i o n of i n f o r m a t i o n s . M o r e o v e r , i t i s n o w w e l l 
e s t a b l i s h e d t h a t m o s t c e l l s u s e t h e f l o w of e l e c t r i c c u r r e n t t o p e r f o r m 
s o m e of t h e i r n a t u r a l f u n c t i o n s . 

I t i s a c o m m o n p r a c t i c e t o a n a l y z e t h e p r o p e r t i e s of a m e m b r a n e i n 
t e r m s o f a n e l e c t r i c a l é q u i v a l e n t c i r c u i t c o n s i s t i n g of a r e s i s t o r i n 
p a r a l l e l w i t h a c a p a c i t o r ( F i g u r e 5 ) . I t i s n o w g e n e r a l l y a c c e p t e d t h a t 
t h e u n i t m e m b r a n e c a n b e d e s c r i b e d b y t h e " L i p i d - P r o t e i n M o s a i c " m o d e l 
p r o p o s e d b y S i n g e r a n d N i c o l s o n ( 1 9 7 2 ) . A c c o r d i n g t o t h i s m o d e l t h e 
s t r u c t u r e of t h e u n i t m e m b r a n e c o n s i s t s o f a f l u i d l i p i d b i l a y e r , t o t h e 
s u r f a c e of w h i c h m a y b e a t t a c h e d f u n c t i o n a l p r o t e i n s ( t h e e x t r i n s i c 
p r o t e i n s ) a n d w h i c h m a y c o n t a i n i n t r i n s i c p r o t e i n s e m b e d d e d i n t h e 
b i l a y e r . S o m e of t h e i n t r i n s i c p r o t e i n s c a n s p a n t h e m e m b r a n e ; o t h e r s 
a r e e x p o s e d o n l y o n o n e of i t s s u r f a c e s . A p r o t e i n w i l l p e n e t r a t e t h e 
l i p i d b i l a y e r t o d i f f é r e n t d e p t h s , d e p e n d i n g u p o n t h e r e l a t i v e n u m b e r a n d 
l o c a t i o n of i t s h y d r o p h o b i c a n d h y d r o p h i l i c g r o u p s . 

T h e p r é s e n c e o f t r a n s m e m b r a n e p r o t e i n s h e l p s a c c o u n t f o r s o m e 
s p é c i f i e b i o p h y s i c a l a n d b i o c h e m i c a l p r o p e r t i e s of t h e m e m b r a n e . F o r 
i n s t a n c e , a c t i v e a n d p a s s i v e t r a n s p o r t s of s p é c i f i e i o n s a r e s o m e of t h e 
e l e c t r i c a l f u n c t i o n s a t t r i b u t a b l e t o t h è s e p r o t e i n s . T h è s e t r a n s p o r t 
f u n c t i o n s a r e r e s p o n s i b l e f o r t h e c o n d u c t a n c e p r o p e r t i e s of t h e 
m e m b r a n e . 

A n a c t i v e t r a n s p o r t i s t h e t r a n s f e r of a p a r t i c l e a g a i n s t i t s 
e l e c t r o c h e m i c a l g r a d i e n t , a n d i t r e q u i r e s e n e r g y w h i c h i s u s u a l l y 
p r o v i d e d b y t h e c e l l u l a r m e t a b o l i s m , w h e r e a s a p a s s i v e t r a n s p o r t o c c u r s 
w h e n a p a r t i c l e m o v e s d o w n i t s e l e c t r o c h e m i c a l g r a d i e n t . M o r e r e c e n t l y , 
t h è s e t w o k i n d s of t r a n s p o r t h a v e b e e n d i s t i n g u i s h e d o n t h e b a s i s o f 
t h e i r r a t e of i o n t r a n s p o r t . F o r i n s t a n c e , t h e r a t e of p a s s i v e t r a n s p o r t 
of p o t a s s i u m i o n s t h r o u g h a s i n g l e K * - c h a n n e l of C h a r a c o r a l l i n a i s 5 1 0 ' 
i o n s / s a t - 5 mV ( H o m b l é e t a l . 1 9 8 7 ) w h e r e a s t h e r a t e of a c t i v e t r a n s p o r t 
t h r o u g h t h e s o d i u m - p o t a s s i u m p u m p i s 5 10^ N a + / s ( J o r g e n s e n 1 9 7 5 ) . 

T h e f a c t t h a t b i o l o g i c a l m e m b r a n e s b e h a v e a s c a p a c i t o r s i m p l i e s t h a t 
a s t e a d y s t a t e m e m b r a n e p o t e n t i a l d i f f é r e n c e i s a s s o c i a t e d w i t h a c h a r g e 
s é p a r a t i o n . T h e l i p i d b i l a y e r of m e m b r a n e s s é p a r â t e s b o t h i n t e r n a i a n d 
e x t e r n a l e l e c t r o l y t e s o l u t i o n s b y a t h i n i n s u l a t i n g l a y e r , w h i c h i m p e d e s 
t h e m o v e m e n t of i o n s f r o m o n e s i d e of t h e m e m b r a n e t o t h e o t h e r . S u c h 
i n t e r f a c e b e t w e e n t w o c o n d u c t i n g s o l u t i o n s f o r m s a s i g n i f i c a n t e l e c t r i c a l 
c a p a c i t o r . 

I t i s i n t e r e s t i n g t o p o i n t o u t t h a t s o m e a u t h o r s p u t a n e l e c t r o m o t i v e 
f o r c e i n s é r i e s w i t h t h e r e s i s t o r of t h e e l e c t r i c a l é q u i v a l e n t c i r c u i t o f t h e 
m e m b r a n e t o e m p h a s i z e t h a t t h e n e t d r i v i n g f o r c e o n a n i o n , i . i s t h e 
d i f f é r e n c e b e t w e e n t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l ( E " ) a n d t h e e q u i l i b r i u m 
p o t e n t i a l of t h a t i o n (E*) a n d n o t s i m p l y t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l , a s 
s u g g e s t e d b y O h m ' s l a w . F o r i n s t a n c e , f o r t h e c a s e of p o t a s s i u m i o n s 
t h e s t e a d y s t a t e c u r r e n t - v o l t a g e l a w i s g i v e n b y : 

I , - g , ( E " - E ' ) , [ 7 ] 
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Current 
stimulus. 

Voltage 
response. 

Step 
r 
t=o t=o 

Noise A ^ V V ' ^ W N A v v ^ V A r v - A / N > A A A 

Sine 

F i g u r e 6: E l e c t r i c a l s i g n a i s u s e d f o r t h e i m p é d a n c e s p e c t r o s c o p y . 
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w h e r e IK i s t h e s p é c i f i e p o t a s s i u m c u r r e n t a n d gK i s t h e s p é c i f i e p o t a s s i u m 
c o n d u e t a n e e . 

T h e g ê n e r a i a p p r o a c h u s e d f o r i m p é d a n c e s p e c t r o s c o p y e x p e r i m e n t s 
o n p l a n t c e l l s i s t o a p p l y a n e l e c t r i c a l s t i m u l u s ( a k n o w n v o l t a g e o r 
c u r r e n t ) t o t h e m e m b r a n e a n d t o o b s e r v e t h e r e s p o n s e ( t h e r e s u l t i n g 
c u r r e n t o r v o l t a g e r e s p e c t i v e l y ) . T h r e e d i f f é r e n t t y p e s of e l e c t r i c a l 
m e t h o d a r e u s e d i n i m p é d a n c e s p e c t r o s c o p y ( F i g u r e 6 ) : 

a ) t h e t r a n s i e n t m e t h o d : a s t e p f u n c t i o n o f c u r r e n t m a y b e a p p l i e d a t t = 0 
t o t h e m e m b r a n e , a n d t h e r e s u l t i n g t i m e - v a r y i n g v o l t a g e m e a s u r e d . T h e 
e l e c t r i c a l s i g n a i s a r e u s u a l l y m a t h e m a t i c a l l y t r a n s f o r m e d i n t o t h e 
f r e q u e n c y d o m a i n u s i n g t h e L a p l a c e t r a n s f o r m i n o r d e r t o c a l c u l a t e t h e 
f r e q u e n c y d é p e n d e n t i m p é d a n c e . F o r t h i s r e a s o n w e h a v e c a l l e d t h i s 
m e t h o d t h e L a p l a c e t r a n s f o r m a n a l y s i s ( H o m b l é a n d J e n a r d 1 9 8 6 ; 1 9 8 7 ) ; 

b ) t h e w h i t e n o i s e a n a l y s i s : i n t h i s c a s e t h e s t i m u l u s i s a n e l e c t r i c a l 
c u r r e n t c o m p o s e d of r a n d o m ( w h i t e ) n o i s e , a n d t h e r e s u l t i n g v o l t a g e i s 
m e a s u r e d . O n e g e n e r a l l y F o u r i e r - t r a n s f o r m s t h e e l e c t r i c a l s i g n a i s t o p a s s 
i n t o t h e f r e q u e n c y d o m a i n ( M a r m a r e l i s a n d M a r m a r e l i s 1 9 7 8 ; R o s s e t a l . 
1 9 8 5 ) ; 

c ) t h e s i n u s o ï d a l a n a l y s i s : t h i s i s t h e m o s t c o m m o n m e t h o d u s e d f o r 
i m p é d a n c e s p e c t r o s c o p y m e a s u r e m e n t s . T h e i m p é d a n c e i s m e a s u r e d 
d i r e c t l y i n t h e f r e q u e n c y d o m a i n b y a p p l y i n g a s i n g l e - f r e q u e n c y 
s i n u s o ï d a l c u r r e n t t o t h e m e m b r a n e a n d m e a s u r i n g t h e p h a s e s h i f t a n d 
a m p l i t u d e of t h e r e s u l t i n g v o l t a g e s i g n a l a t t h a t f r e q u e n c y ( K i s h i m o t o 
1 9 7 4 ; C o s t e r a n d S m i t h 1 9 7 7 ; V o r o b i e v a n d M u s a e v 1 9 7 9 ) . 

5 . 2 T h e L a p l a c e a n d F o u r i e r t r a n s f o r m 

T h e t r a n s f o r m t h e o r y i s d e v e l o p e d i n m a n y t e x t b o o k o n m a t h e m a t i c s 
( B o a s 1 9 6 6 ) , a n d w e w i l l h e r e o n l y m e n t i o n d é f i n i t i o n s a n d t r a n s f o r m 
p r o p e r t i e s w h i c h a r e r e l a t e d t o o u r p u r p o s e . 

T h e b i l a t é r a l L a p l a c e t r a n s f o r m ( X ( s ) ) of a f u n c t i o n x ( t ) i s d e f i n e d 
b y t h e f o l l o w i n g e q u a l i t i e s : 

w h e r e t h e s y m b o l L i s a l i n e a r o p e r a t o r w h i c h s a t i s f i e s t h e i m p o r t a n t 
p r o p e r t y of s u p e r p o s i t i o n : 

i ( u K + j ; l / ) = i ( u P ' ) + L{vV) = uL{V)* vLiV) [ 9 ] 

w h e r e u i s a c o n s t a n t a n d V a n d W a r e f u n c t i o n s of t . W h e n t h e l i n e a r 
o p e r a t o r L a p p l i e s u p o n v a r i a b l e s a n d f u n c t i o n s w h i c h h a v e a p h y s i e a l 
m e a n i n g , t a n d s h a v e i n v e r s e d i m e n s i o n s . In t h e m o s t f r é q u e n t c a s e , 
a n d e s p e c i a l l y w h e n w e a r e d e a l i n g w i t h t h e s t u d y of a n e l e c t r i c a l s i g n a l , 
t h a s t h e d i m e n s i o n of a t i m e a n d s h a s t h e d i m e n s i o n of a f r e q u e n c y . 

T h e v a r i a b l e s i s a c o r a p l e x n u m b e r : 

20 



s=a + iaj w h e r e j = 4 ~ 1 • [ 1 0 ] 

W h e n s i s p u r e i y i m a g i n a r y ( s = j t o ) , t h e L a p l a c e t r a n s f o r m of x ( t ) 
r e d u c e s t o t h e F o u r i e r t r a n s f o r m of x ( t ) , t h a t i s : 

X ( 7 c o ) = f " x ( O e x p ( - ; a ; ) d < . [ 1 1 ] 

T r a n s f o r m s h a v e t h e i r r e c i p r o c a l c o u n t e r p a r t ( c a l l e d i n v e r s e t r a n s f o r m s ) 
w h i c h p e r m i t t h e r e c o v e r y of x ( t ) w h e n X ( s ) i s k n o w n . In g ê n e r a i c a s e s 
t h e i n v e r s e L a p l a c e t r a n s f o r m i s g i v e n b y : 

x ( 0 = i " ' { X ( s ) > = - : ^ f " ' \ Y ( s ) e x p ( s O d s . [ 1 2 ] 
] ZTt J a-l<o 

T h e i n v e r s e L a p l a c e t r a n s f o r m i s m u c h m o r e d i f f i c u l t t o p e r f o r m 
t h a n t h e d i r e c t o n e , f o r r e a s o n s r e l a t e d e s s e n t i a l l y t o t h e c o n d i t i o n o f 
c o n v e r g e n c e of t h e i n t é g r a l . T h u s , i f y o u a r e n o t a t r a i n e d e x p e r t , y o u 
s h o u l d r e f e r t o a p u b l i s h e d t a b l e of t r a n s f o r m p a i r s ( e . g . , A b r a m o w i t z 
a n d S t e g u m 1 9 7 0 ) w h e n y o u w i l l b e c o n f r o n t e d t o s u c h n e c e s s i t y . 

P r a c t i c a l l y , t h e l o w e s t t i m e l i m i t of t h e i n t é g r a l i n é q u a t i o n [2] i s 
k e p t a t - «> i n t h e F o u r i e r t r a n s f o r m a n d i s s e t t o z é r o i n o t h e r c a s e s . 
T h e r e f o r e , a s o m e w h a t d i f f é r e n t f o r m of t h e L a p l a c e t r a n s f o r m , o f t e n 
r e f e r r e d t o a s t h e u n i l a t é r a l L a p l a c e t r a n s f o r m o r s i m p l y t h e L a p l a c e 
t r a n s f o r m , c a n b e d e f i n e d w h i c h p l a y s a n i m p o r t a n t r ô l e i n a n a l y z i n g 
l i n e a r S y s t e m s . T h e ( u n i l a t é r a l ) L a p l a c e t r a n s f o r m L ( s ) of a s i g n a l x ( t ) i s 
w r i t t e n : 

i ( s ) = f x{t)expi-st)dt [ 1 3 ] 
J 0 

T h e m a i n d i f f é r e n c e i n t h e d é f i n i t i o n of t h e b i l a t é r a l a n d u n i l a t é r a l 
L a p l a c e t r a n s f o r m s ( é q u a t i o n s [8] a n d [13] , r e s p e c t i v e l y ) l i e s i n t h e l o w e r 
l i m i t o n t h e i n t é g r a l . T h e u n i l a t é r a l L a p l a c e t r a n s f o r m d é p e n d s o n t h e 
s i g n a l f r o m t = 0 t o t = +»>, w h e r e a s t h e b i l a t é r a l L a p l a c e t r a n s f o r m 
d é p e n d s o n t h e w h o l e s i g n a l f r o m t = - <» t o t = +«>. T h e u n i l a t é r a l 
L a p l a c e t r a n s f o r m m u s t n o t b e s e e n a s a n e w k i n d o f t r a n s f o r m , b u t 
s i m p l y a s a b i l a t é r a l L a p l a c e t r a n s f o r m o f a f u n c t i o n w h o s e v a l u e i s s e t 
t o z é r o f o r t < 0 . T h e r e f o r e , t w o s i g n a i s w h i c h a r e i d e n t i c a l f o r t > 0 
b u t d i f f e r f o r t < 0 w i l l h a v e t h e s a m e u n i l a t é r a l L a p l a c e t r a n s f o r m b u t a 
d i f f é r e n t b i l a t é r a l L a p l a c e t r a n s f o r m . F r o m t h e e x p é r i m e n t a l p o i n t of 
V i e w t h e L a p l a c e t r a n s f o r m ( u n i l a t é r a l ) i s p a r t i c u l a r l y r e l e v a n t w h e n a 
l i n e a r s y s t e m i s s t i m u l a t e d b y a s t e p f u n c t i o n ( F i g u r e 6 ) , b e c a u s e i n t h i s 
c a s e b o t h i n p u t a n d o u t p u t s i g n a i s a n d t h e i r d e r i v a t i v e s w i l l b e e q u a l t o 
z é r o f o r t < 0 b u t n o t n e c e s s a r i l y f o r t > 0 . 
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F i g u r e 7 : S c h e m a t i c d i a g r a m of a s i m p l e c u r r e n t c l a m p d e v i c e . 



5 . 3 M e a s u r i n g t e c h n i q u e s 

I m p é d a n c e s p e c t r o s c o p y m e a s u r e m e n t s r e q u i r e e l e c t r o n i c d e v i c e s f o r 
r e c o r d i n g b i o e l e c t r i c s i g n a i s a n d f o r t h e s t i m u l a t i o n of p l a n t c e l l s . A n y 
a r b i t r a r y t i m e d o m a i n e x c i t a t i o n c a n b e u s e d t o m e a s u r e t h e m e m b r a n e 
i m p é d a n c e , p r o v i d e d t h a t b o t h a p p l i e d e x c i t a t i o n a n d r e c o r d e d r e s p o n s e 
a r e o v e r a s u f f i c i e n t l y l o n g t i m e t o c o m p l è t e t h e L a p l a c e t r a n s f o r m o v e r 
t h e d e s i r e d f r e q u e n c y b a n d . I n o r d e r t o s t u d y t h e e l e c t r i c a l p r o p e r t i e s 
of p l a n t c e l l s , d i f f é r e n t k i n d o f e l e c t r i c a l s t i m u l u s m a y b e u s e d . W h e n 
t h e s t i m u l u s i s a v o l t a g e s i g n a l , t h e m e m b r a n e c u r r e n t i s t h e r e s p o n s e . 
C o n v e r s e l y , o n e g e t s a m e m b r a n e v o l t a g e r e s p o n s e w h e n a c u r r e n t 
s t i m u l u s i s a p p l i e d t o t h e m e m b r a n e . 

5 . 4 C u r r e n t c l a m p a n d v o l t a g e c l a m p t e c h n i q u e s 

B o t h t i m e - a n d v o l t a g e - d e p e n d e n t i o n i c c o n d u c t a n c e s a n d v o l t a g e - i n -
d e p e n d e n t i o n i c c o n d u c t a n c e s a r e f o u n d i n b i o l o g i c a l m e m b r a n e s . T w o 
e x p é r i m e n t a l m e t h o d s h a v e b e e n d e v e l o p e d i n o r d e r t o d é t e r m i n e t h e 
r e l a t i o n s h i p b e t w e e n t h e v o l t a g e a p p l i e d a c r o s s t h e m e m b r a n e a n d t h e 
c u r r e n t f l o w i n g t h r o u g h i t : t h è s e a r e t h e c o n s t a n t c u r r e n t o r c u r r e n t 
c l a m p a n d t h e c o n s t a n t v o l t a g e o r v o l t a g e c l a m p t e c h n i q u e s . I n t h e c a s e 
o f t h e c u r r e n t c l a m p , o n e a p p l i e s a c o n s t a n t c u r r e n t s t e p t o t h e 
m e m b r a n e a n d r e c o r d s t h e r e s u l t i n g m e m b r a n e p o t e n t i a l c h a n g e s . I n t h e 
c a s e of t h e v o l t a g e c l a m p , t h e m a g n i t u d e o f t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l i s 
i m p o s e d , a n d o n e m o n i t o r s t h e r e s u l t i n g c u r r e n t w h i c h f l o w s t h r o u g h t h e 
m e m b r a n e . T h e c u r r e n t c l a m p m e t h o d i s o f l i m i t e d u s e w h e n i o n i c 
c o n d u c t a n c e s c h a n g e a t a t h r e s h o l d p o t e n t i a l , b e c a u s e i n t h i s c a s e 
u n s t a b l e p o t e n t i a l s a r i s e w h i c h a r e n o t a t t a i n a b l e b y a c o n s t a n t c u r r e n t . 

A c u r r e n t c l a m p System i s e a s i e r t o s e t u p t h a n a v o l t a g e c l a m p 
System. A c o n s t a n t c u r r e n t s o u r c e i s o b t a i n e d w i t h a p o w e r s u p p l y V s i n 
s é r i e s w i t h h i g h v a l u e r e s i s t o r Ro ( H o m b l é e t a l . 1 9 8 8 ) . T h e s é r i e s 
r e s i s t o r m u s t b e m u c h m o r e l a r g e r t h a n t h e m e m b r a n e r é s i s t a n c e i n o r d e r 
t o a v o i d a n y c u r r e n t c h a n g e i n r e s p o n s e t o a c h a n g e i n m e m b r a n e 
c o n d u c t a n c e . T h i s System i s d e p i c t e d i n F i g u r e 7 . 

A v o l t a g e c l a m p S y s t e m i n v o l v e s t h e u s e of a n é g a t i v e f e e d b a c k 
c i r c u i t . D i f f é r e n t e l e c t r o n i c c i r c u i t s h a v e b e e n d e s c r i b e d i n d é t a i l i n t h e 
l i t e r a t u r e ( K i s h i m o t o 1 9 6 1 ; B e i l b y a n d C o s t e r 1 9 7 9 a ; H o m b l é 1 9 8 8 ) . I n 
F i g u r e 8 a s i m p l e a n d g ê n e r a i s c h e m e of a v o l t a g e c l a m p s e t u p i s 
d i s p l a y e d . In t h i s d i a g r a m , t h e p r o p e r t i e s of t h e e l e c t r o m e t e r w h i c h 
f e e l s t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l a n d t h e c u r r e n t t o v o l t a g e c o n v e r t e r ( I / V ) 
a r e b o t h a s s u m e d t o b e i d é a l ( n o p h a s e s h i f t a n d p o t e n t i a l p e r t u r b a t i o n ) . 
T h e m e m b r a n e p o t e n t i a l d i f f é r e n c e ( E " ) i s c o m p a r e d t o a c o m m a n d 
p o t e n t i a l (E) a t t h e i n p u t of a l a r g e g a i n a m p l i f i e r (G) . T h e p o l a r i t i e s 
a r e s o a r r a n g e d t h a t t h e o u t p u t v o l t a g e o f G( AV) f o r c e t h e m e m b r a n e 
p o t e n t i a l t o b e e q u a l t o t h e c o m m a n d p o t e n t i a l . T h e a c c e s s r é s i s t a n c e RA 
a r i s e s f r o m t h e é l e c t r o d e s , a n d Ro i s t h e s é r i a i r é s i s t a n c e w h i c h a c c o u n t s 
f o r t h e s o l u t i o n c o n d u c t i v i t y . A s s u m i n g t h a t t h e v a l u e s of t h e c i r c u i t 
é l é m e n t s a r e a t s t e a d y s t a t e , t h e o p é r a t i o n of t h e v o l t a g e c l a m p c i r c u i t 
c a n b e r e a d i l y u n d e r s t o o d . T h e o u t p u t v o l t a g e of t h e f e e d b a c k a m p l i f i e r 
G i s e q u a l t o : 

âV ^[E - E"]Q [ 1 4 ] 
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w h e r e G i s t h e a m p l i f i e r g a i n . M o r e o v e r , t h i s o u t p u t v o l t a g e i s 
d i s t r i b u t e d b e t w e e n t h e v o l t a g e d r o p a c r o s s t h e a c c e s s r é s i s t a n c e (RA) 
a n d t h e v o l t a g e d r o p a c r o s s t h e m e m b r a n e , so t h a t : 

AV = I R ^ + E ' ' . [ 1 5 ] 

C o m b i n i n g t h è s e t w o é q u a t i o n s , w e f i n d : 

u EQ ÎRA 
E = r i 6 i 

( 1 + C ) ( 1 + C ) ^ ^ 

H e n c e , we o b s e r v e d t h a t a l a r g e g a i n f o r t h e f e e d b a c k a m p l i f i e r m i n i m i z e s 
t h e e f f e c t of t h e a c c e s s r é s i s t a n c e a n d f o r c e s t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l t o 
b e e q u a l t o t h e c o m m a n d p o t e n t i a l . I t i s w o r t h s t r e s s i n g t h e f a c t t h a t E " 
s h o u l d b e c l o s e t o E . B e c a u s e of t h e p r é s e n c e of Rs b e t w e e n t h e 
m e m b r a n e a n d t h e v o l t a g e r e c o r d i n g é l e c t r o d e s , E " w i l l d i f f e r f r o m E b y 
t h e v o l t a g e d r o p p r o d u c e d b y t h e m e m b r a n e c u r r e n t f l o w i n g a c r o s s t h e 
s é r i e s r é s i s t a n c e Ro. 

5 . 5 I n s t r u m e n t a t i o n 

M o s t b i o p h y s i c i s t s b u i l d a t l e a s t p a r t of t h e i r m e a s u r i n g e q u i p m e n t 
b y t h e m s e l v e s . M o d e m e q u i p m e n t i s b u i l t w i t h i n t e g r a t e d c i r c u i t s . E a c h 
i n t e g r a t e d c i r c u i t m a y c o n t a i n m a n y t r a n s i s t o r s , a l o n g w i t h c a p a c i t o r s 
a n d r e s i s t o r s , a i l f a b r i c a t e d o n a s i n g l e s l a b of h i g h l y p u r i f i e d s i l i c o n . 
We w i l l b r i e f l y d e s c r i b e l a t e r t h e m a i n e l e c t r o n i c c o m p o n e n t s w h i c h a r e 
n o w i n c o m m o n u s e i n e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l e q u i p m e n t . T h e b r i e f a c c o u n t 
i n t h i s s e c t i o n c a n o n l y b e c o n s i d e r e d a s u r v e y . No a t t e m p t i s m a d e t o 
d é r i v e t h e f u n d a m e n t a l m a t h e m a t i c a l r e l a t i o n s ; a m o r e c o m p l è t e t r e a t m e n t 
c a n b e f o u n d i n n u m e r o u s t e x t b o o k s ( G r a e m e e t a l . 1 9 7 1 ) . 

5 . 5 . 1 O p e r a t i o n a l a m p l i f i e r 

T h e t e r m " o p e r a t i o n a l a m p l i f i e r " w a s o r i g i n a l l y i n t r o d u c e d b y 
w o r k e r s i n t h e a n a l o g u e c o m p u t e r f i e l d t o d é n o t e a n a m p l i f i e r c i r c u i t 
w h i c h p e r f o r m e d v a r i o u s m a t h e m a t i c a l o p é r a t i o n s s u c h a s i n t é g r a t i o n , 
d i f f e r e n t i a t i o n , s u m m a t i o n a n d m u l t i p l i c a t i o n . 

I t i s n o t e s s e n t i a l t h a t t h e u s e r of o p e r a t i o n a l a m p l i f i e r s b e 
f a m i l i a r w i t h t h e i n t r i c a c i e s of t h e i n t e r n a i c i r c u i t d é t a i l s , b u t h e 

\ m u s t u n d e r s t a n d t h e f u n c t i o n of t h e e x t e r n a l t e r m i n a i s p r o v i d e d b y 
t h e m a n u f a c t u r e r . In a f i r s t c o n s i d é r a t i o n of o p e r a t i o n a l a m p l i f i e r s 
i t i s c o n v e n i e n t t o a s s u m e t h a t t h e a m p l i f i e r h a s i d é a l 
c h a r a c t e r i s t i c s : i n f i n i t é g a i n , i n f i n i t é i n p u t i m p é d a n c e , z é r o o u t p u t 
i m p é d a n c e a n d i n f i n i t é f r e q u e n c y b a n d p a s s . 

M o s t o p e r a t i o n a l a m p l i f i e r s h a v e t w o i n p u t t e r m i n a i s , o n l y o n e 
of w h i c h p r o d u c e s a n i n v e r s i o n of s i g n . T h e t e r m i n a i s a r e 
c o n v e n t i o n a l l y m a r k e d + a n d - , a s i n F i g u r e 9 . T h è s e d é s i g n a t i o n s 
d o n o t m e a n t h a t t e r m i n a i s a r e t o b e c o n n e c t e d o n l y t o p o t e n t i a l s of 
t h e i n d i c a t e d s i g n , b u t r a t h e r t h a t t h e o n e m a r k e d - g i v e s s i g n 
i n v e r s i o n a n d t h e o t h e r ( m a r k e d + ) d o e s n o t . I n t h o s e o p e r a t i o n a l 
a m p l i f i e r s w h i c h h a v e o n l y a s i n g l e i n p u t , i t i s a l w a y s t h e n o n 
i n v e r t i n g o n e w h i c h i s o m i t t e d . In c a s e t h e n o n i n v e r t i n g i n p u t i s 
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F i g u r e 9: T h e o p e r a t i o n a l a m p l i f i e r . 



n o t r e q u i r e d i n a p a r t i c u l a r a p p l i c a t i o n , i t s h o u l d b e g r o u n d e d t o 
a v o i d i n s t a b i l i t y . 

T h e b a s i c c o n n e c t i o n s of a n o p e r a t i o n a l a m p l i f i e r a r e s h o w n i n 
F i g u r e 10 . 

M o s t c i r c u i t s u s i n g o p e r a t i o n a l a m p l i f i e r s d é p e n d o n n é g a t i v e 
f e e d b a c k : a c o n n e c t i o n i s m a d e t h r o u g h a s u i t a b l e i m p é d a n c e Zt f r o m 
t h e o u t p u t t o t h e i n v e r t i n g i n p u t . If t h e s i g n a l t o b e s e n s e d b y 
t h e a m p l i f i e r i s a v o l t a g e , t h e n i t m u s t b e a p p l i e d t h r o u g h a n 
i m p é d a n c e Zi. 

S i n c e t h e i n p u t t o t h e i d é a l a m p l i f i e r d r a w s n e g l i g i b l e c u r r e n t 
( b e c a u s e of t h e i n f i n i t é i n p u t i m p é d a n c e ) , t h e c u r r e n t f l o w i n g i n Zi, 
n a m e l y , (Vi - VG)/ZI, m u s t b e e q u a l t o t h a t i n t h e f e e d b a c k l o o p , 
g i v e n b y (VG - Vo)/Zf. B u t t h e c u r r e n t i n t h e f e e d b a c k l o o p c a n corne 
o n l y f r o m t h e o u t p u t of t h e a m p l i f i e r . T h e r e f o r e , w h e n a n i n p u t 
s i g n a l i s a p p l i e d , t h e a m p l i f i e r m u s t a d j u s t i t s e l f s o t h a t t h e 
f e e d b a c k a n d i n p u t c u r r e n t s a r e p r e c i s e l y e q u a l o r : 

[ 1 7 ] 

w h i c h l e a d s t o : 

_V^[Z,+ Z,]-V,Z, 

T h i s r e l a t i o n c a n b e g r e a t l y s i m p l i f i e d b y t a k i n g i n t o c o n s i d é r a t i o n 
t h e i n f i n i t é g a i n of t h e i d é a l a m p l i f i e r ( o f t e n c a l l e d i t s o p e n - l o o p 
g a i n ) . T h i s m e a n s t h a t t h e p o t e n t i a l VG a t t h e s u m m i n g j u n c t i o n 
m u s t b e v e r y s m a l l c o m p a r e d t o Vo. P r a c t i c a l l y , VG i s s o s m a l l (< 1 0 
/iV c o m p a r e d t o g r o u n d ) t h a t t h e s u m m i n g j u n c t i o n i s c o m m o n l y s a i d 
t o b e a t V i r t u a l g r o u n d . H e n c e , i n é q u a t i o n [13 ] t h e t e r m i n v o l v i n g 
VG c a n b e n e g l e c t e d , g i v i n g : 

fi Z 
V o - - V . ^ [ 1 9 ] 

w h i c h i s t h e b a s i c w o r k i n g é q u a t i o n of a n o p e r a t i o n a l a m p l i f i e r . 
If Zf a n d Zi a r e p u r e l y r é s i s t i v e é q u a t i o n [18] s h o w s t h a t t h e 

o u t p u t v o l t a g e w i l l b e t h e n é g a t i v e o f t h e i n p u t m u l t i p l i e d b y a 
c o n s t a n t . In c a s e t h e v a l u e of Zf i s h i g h e r t h a n Zi, t h e r a t i o Zf /Zi 
w i l l b e h i g h e r t h a n 1, a n d t h e a m p l i f i e r o p é r â t e s l i k e a m u i t i p l i c a t o r ; 
i f Zf i s l o w e r t h a n Zi t h e n t h e r a t i o Zf/Zi w i l l b e l o w e r t h a n 1 a n d 
t h e a m p l i f i e r o p é r â t e s a s a d i v i d e r . 

A d d i t i o n c r s u b s t r a c t i o n of s e v e r a l p o t e n t i a l s m a y b e 
a c c o m p l i s h e d b y C o n n e c t i n g d i f f é r e n t v o l t a g e s o u r c e s t o t h e s u m m i n g 
j u n c t i o n t h r o u g h a n a p p r o p r i a t e r e s i s t o r a s s h o w n in F i g u r e 10 . 

T h e r e l a t i o n b e t w e e n t h e i n p u t s c u r r e n t s a n d t h e f e e d b a c k 
c u r r e n t i s : 



F i g u r e 10 : T h e s u i m n i n g a m p l i f i e r . 





F i g u r e 12: T h e c u r r e n t t o v o l t a g e c o n v e r t e r . 



F i g u r e 13 : T h e s a m p l e - a r i d - h o l d c i r c u i t . 



-I ,= I I 2 + Iz [ 2 0 ] 

o r , u s i n g O h m ' s l a w : 

[ 2 1 ] 

T h e d i f f e r e n t i a l a m p l i f i e r ( F i g u r e 11) i s w i d e l y u s e d i n 
i n s t r u m e n t a t i o n . 

I n t h i s c o n f i g u r a t i o n i t i s t h e d i f f é r e n c e b e t w e e n t h e t w o i n p u t 
s i g n a i s w h i c h i s a m p l i f i e d . F o l l o w i n g t h e s a m e p r o c é d u r e a s f o r 
é q u a t i o n [ 1 9 | i t c a n b e s h o w n t h a t t h e é q u a t i o n g o v e r n i n g t h i s 
c i r c u i t i s g i v e n b y : 

w h e r e t h e s u f f i x 1 a n d 2 r e f e r t o t h e n é g a t i v e a n d p o s i t i v e i n p u t s 
r e s p e c t i v e l y . T h e d i f f e r e n t i a l a m p l i f i e r i s a d v a n t a g e o u s b e c a u s e i t 
d i s c r i m i n â t e s a g a i n s t d i r e c t ( z é r o f r e q u e n c y ) c u r r e n t v a r i a t i o n s , 
d r i f t s a n d n o i s e . 

O p e r a t i o n a l a m p l i f i e r s a r e n o t o n l y u s e d t o o p e r a t e u p o n 
v o l t a g e s . A c u r r e n t s o u r c e m a y b e c o n n e c t e d t o t h e i n v e r t i n g i n p u t 
of t h e a m p l i f i e r ( F i g u r e 1 2 ) . 

S i n c e t h e i n p u t i m p é d a n c e i s i n f i n i t é , n o c u r r e n t f l o w s i n t o t h e 
o p e r a t i o n a l a m p l i f i e r , a n d t h e i n p u t c u r r e n t m u s t b e e q u a l t o t h e 
f e e d b a c k c u r r e n t . T h e r e f o r e , t h e o u t p u t v o l t a g e w i l l b e e q u a l t o t h e 
p r o d u c t of t h e i n p u t c u r r e n t a n d t h e f e e d b a c k r é s i s t e r : 

Ko = - / ? / / < . [ 2 3 ] 

5 . 5 . 2 S a m p l e - a n d - h o l d 

A l t h o u g h i n p r a c t i c e o n e w o u l d g e n e r a l l y u s e a r e a d y - b u i l t 
s a m p l e - a n d - h o l d i n t e g r a t e d c i r c u i t , i t i s u s e f u l t o r e c a l l i t s b a s i c 
o p é r a t i o n . F i g u r e 13 s h o w s a v e r y s i m p l e s a m p l e - a n d - h o l d c i r c u i t . 

A n i n c o m i n g s i g n a l i s f e d i n t o a c a p a c i t o r w h e n t h e ( e l e c t r o n i c ) 
s w i t c h i s c l o s e d . I n t h i s m o d e , t h e o u t p u t of t h e a m p l i f i e r w i l l 
c o n t i n u o u s l y f o l l o w t h e i n p u t s i g n a l . W h e n t h e s w i t c h i s o p e n e d a n d 
i s o l â t e s t h e i n p u t s i g n a l f r o m t h e c a p a c i t o r , t h e o u t p u t r e m a i n s a t 
t h e v o l t a g e l a s t s e e n b y t h e i n p u t c a p a c i t o r . 

[ 2 2 ] 

3 2 



end of conversion 

analog input 

s ta r t convers ion 

digi ta l outputs 

F i g u r e 14: T h e a n a l o g t o d i g i t a l c o r i v e r t e r . 



x(t) y ( t ) 

F i g u r e 15 : B a s i c d i a g r a m of a s y s t e m . 
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5 . 5 . 3 A n a l o g t o d i g i t a l c o n v e r t e r 

A t y p i c a l a n a i o g t o d i g i t a l c o n v e r t e r i s i l l u s t r a t e d i n F i g u r e 14 . 
A n a n a l o g t o d i g i t a l c o n v e r t e r c h a n g e s a n a n a l o g o r c o n t i n u o n s 
v o l t a g e i n t o a s é r i e s of d i s c r è t e d i g i t a l v a l u e s s o t h a t a c o m p u t e r 
c a n b e p r e s e n t e d w i t h d i g i t a l d a t a i n a f o r m a t t h a t i t c a n h a n d l e . 
T h e c o n v e r s i o n s t a r t s a s s o o n a s a p u i s e s i g n a l i s s e n t t o t h e 
a p p r o p r i a t e i n p u t a n d l a s t s u p t o t h e t i m e t h a t a n e n d o f c o n v e r s i o n 
s i g n a l i s s e n s e d b y t h e a n a l o g t o d i g i t a l c o n v e r t e r . 

5 . 6 D a t a a n a l y s i s t e c h n i q u e 

5 . 6 . 1 T h e o r y 

E l e c t r i c a l c i r c u i t s b u i l t e x c l u s i v e l y w i t h p a s s i v e é l é m e n t s s u c h 
a s r e s i s t o r s , c a p a c i t o r s a n d i n d u c t o r s b e i o n g t o t h e c l a s s of l i n e a r 
S y s t e m s . A l i n e a r s y s t e m i s o n e t h a t p o s s e s s e s t h e p r o p e r t y of 
s u p e r p o s i t i o n : i f a n i n p u t c o n s i s t s of t h e w e i g h t e d s u m of s e v e r a l 
s i g n a i s , t h e o u t p u t i s s i m p l y t h e w e i g h t e d s u m ( t h e s u p e r p o s i t i o n ) of 
t h e r e s p o n s e s of t h e s y s t e m t o e a c h of t h o s e s i g n a i s . M a t h e m a t i c a l -
l y , t h i s m e a n s t h a t i f y i ( t ) a n d y 2 ( t ) a r e t h e r e s p o n s e s of a s y s t e m 
t o t h e c o n t i n u o n s t i m e f u n c t i o n s x i ( t ) a n d X2(t) r e s p e c t i v e l y t h e n t h e 
S y s t e m i s l i n e a r i f t h e r e s p o n s e t o : 

w h e r e a a n d b a r e a n y c o m p l e x c o n s t a n t , a n d a s y s t e m i s d e f i n e d a s 
a " b l a c k b o x " t h a t r e s u l t s i n t h e t r a n s f o r m a t i o n of s i g n a i s . I n p l a n t 
p h y s i o l o g y t h e b l a c k b o x m i g h t b e a m e m b r a n e , a c e l l , a t i s s u e o r 
e v e n t h e w h o l e p l a n t . S u c h a s y s t e m i s u s u a l l y r e p r e s e n t e d 
p i c t o r i a l l y , a s i n F i g u r e 16, w h e r e x ( t ) i s t h e i n p u t s i g n a l a n d y ( t ) 
i s t h e o u t p u t s i g n a l . 

T h e b e h a v i o u r of a l i n e a r s y s t e m c a n b e c h a r a c t e r i z e d b y a 
l i n e a r c o n s t a n t - c o e f f i c i e n t d i f f e r e n t i a l é q u a t i o n o f t h e f o r m : 

w h e r e t i s t h e t i m e , n i s t h e o r d e r o f t h e s y s t e m a n d of i t s 
é q u a t i o n . Ai a n d Bk a r e c o n s t a n t c o e f f i c i e n t s d e p e n d i n g of t h e c i r c u i t 
s t r u c t u r e a n d o f t h e m a g n i t u d e of i t s é l é m e n t s , x ( t ) i s t h e i n p u t 
s i g n a l i m p o s e d t o t h e s y s t e m a n d y ( t ) i s t h e o u t p u t s i g n a l . W h e n 
x ( t ) i s a k n o w n a n d d e r i v a b l e t i m e f u n c t i o n , t h e r i g h t h a n d s i d e o f 
é q u a t i o n [25] i s a k n o w n t i m e f u n c t i o n , a n d t h e i n t é g r a t i o n of t h i s 
é q u a t i o n y i e l d s t h e o u t p u t s i g n a l a s s o l u t i o n . 

In t h e c a s e of p l a n t c e l l s , t h e s y s t e m i n c o n s i d é r a t i o n i s a n 
e l e c t r i c d i p o l e w h i c h m a y b e r e p r e s e n t e d b y a b l a c k b o x w i t h t w o 
c o n d u c t i n g w i r e s c o m i n g o u t of i t ( F i g u r e 1 5 ) . T h e r e i s a p o t e n t i a l 
d i f f é r e n c e (V) b e t w e e n t h o s e w i r e s , a n d t h e y c a r r y t h e s a m e c u r r e n t 
( I ) , o w i n g t o t h e f a c t t h a t t h e r e i s n o c h a r g e a c c u m u l a t i o n i n s i d e 
t h e b l a c k b o x . 

[ 2 4 ] 

[ 2 5 ] 
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F i g u r e 16 : I m p é d a n c e l o c u s d i a g r a m f o r t h e p a r a l l e l r e s i s t o r - c a p a c i t o r c i r c u i t 
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5 . 6 . 2 C o m p l e x i m p é d a n c e 

L e t u s f i r s t c o n s i d e r t h e c a s e w h e r e t h e s t e a d y s t a t e i n p u t 
v o l t a g e s i g n a l h a s t h e f o r m : 

K ( 0 = l ^ o c o s ( a > 0 = 3 ? ( l ^ o e x p ( 7 c o O ) = 3 î { 7 ' } [ 2 6 ] 

w h e r e Vo i s t h e a m p l i t u d e of t h e s i g n a l a n d s i s t h e s y m b o l f o r r e a l 
n u m b e r s , i n d i c a t i n g t h a t we a r e d e a l i n g w i t h t h e r e a l p a r t of t h e 
c o m p l e x n u m b e r e n c l o s e d i n b r a c k e t s o n l y . T h i s p e r i o d i c s i g n a l h a s 
a s i n g l e f r e q u e n c y c o m p o n e n t . T h e n t h e o u t p u t c u r r e n t r e s p o n s e 
(I) w i l l h a v e t h e f o r m : 

7 ( 0 = / o c o s ( a ; + 0 ) = 3 ? { / o e x p ; ( a ; < + 0 ) } = ^ ( / ' ) [ 2 7 ] 

w h e r e lo i s t h e a m p l i t u d e a n d ^ t h e p h a s e of t h e c u r r e n t . B o t h 
a m p l i t u d e a n d p h a s e of t h e c u r r e n t r e s p o n s e d é p e n d o n ^ a n d o n t h e 
c o n t e n t o f t h e b l a c k b o x . T h e q u a n t i t y Z*, w h i c h i s d e f i n e d i n t h e 
f r e q u e n c y d o m a i n b y t h e r e l a t i o n : 

i s c a l l e d t h e c o m p l e x i m p é d a n c e of t h e s y s t e m . T h e i m p é d a n c e i s 
u s u a l l y a c o m p l e x q u a n t i t y . F o r i n s t a n c e , t h e i m p é d a n c e of t h e 
e l e c t r i c a l c i r c u i t i n F i g u r e 5 w i l l b e g i v e n b y 

Z ( a ; ) = 7 [291 

In t h e c o m p l e x p l a n e t h e r e a l p a r t i s i n t h e d i r e c t i o n of t h e 
a b s c i s s a a n d t h e i m a g i n a r y p a r t i s i n t h e d i r e c t i o n of t h e o r d i n a t e 
( N y q u i s t p l o t ) . T h e m e a s u r e m e n t of Z a s a f u n c t i o n of t h e 
f r e q u e n c y o v e r a w i d e f r e q u e n c y r a n g e p e r m i t s t o d r a w t h e 
i m p é d a n c e l o c u s d i a g r a m ( F i g u r e 1 6 ) . A l t e r n a t i v e l y . t h e m a g n i t u d e 
of t h e i m p é d a n c e v e c t o r a n d p h a s e s h i f t o f t h e e l e c t r i c a l s i g n a l c a n 
b e p l o t t e d a g a i n s t f r e q u e n c y ( B o d e p l o t ) . I n p r a c t i c e , t h e i m p é d a n c e 
l o c u s d i a g r a m m a y d i f f e r s f r o m t h a t s h o w n i n F i g u r e 16 i n t h r e e 
r e s p e c t s : a ) t h e i m p é d a n c e t e n d s t o a f i n i t e r e a l v a l u e a s cu -x» . 
T h i s a r i s e s f r o m t h e r é s i s t a n c e i n s é r i e s w i t h t h e m e m b r a n e 
c a p a c i t a n c e w h i c h i s p a r t l y a t t r i b u a b l e t o t h e s o l u t i o n s u r r o u n d i n g 
t h e m e m b r a n e , b ) t h e c e n t r e of t h e s e m i c i r c l e l i e s b e l o w t h e 
r e a l - a x i s . T h i s d é v i a t i o n f r o m t h e i d é a l b e h a v i o u r i s s t i l l 
u n e x p l a i n e d . c ) i n s o m e c a s e s , t h e i m p é d a n c e l o c u s i s n o t a s i m p l e 
s e m i c i r c l e . T h e d é v i a t i o n s o c c u r e i t h e r b e c a u s e t h e m e m b r a n e 
r é s i s t a n c e c h a n g e w i t h t i m e o r b e c a u s e m o r e t h a n o n e m e m b r a n e a r e 
i n s é r i e s b e t w e e n t h e m e a s u r i n g é l e c t r o d e s . 
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C h a n g i n g t h e f r e q u e n c y of t h e i n p u t s i g n a l g i v e n b y é q u a t i o n 
[29] a n d r e c o r d i n g t h e c o r r e s p o n d i n g c u r r e n t r e s p o n s e w i l l p e r m i t 
o n e t o l e a r n t h e c o m p l e x i m p é d a n c e s p e c t r u m of t h e S y s t e m . T h i s 
p r o c é d u r e i s t i m e c o n s u m i n g b e c a u s e t h e e x p e r i m e n t m u s t b e 
r e p e a t e d f o r e a c h f r e q u e n c y of i n t e r e s t . 

I t i s p o s s i b l e t o m e a s u r e t h e f r e q u e n c y - d e p e n d e n t i m p é d a n c e o f 
a b i o l o g i c a l m e m b r a n e a c r o s s a s p e c t r u m of f r e q u e n c i e s s i m u l t a n e -
o u s l y u s i n g t h e t e c h n i q u e of F o u r i e r a n a l y s i s . T h e v o l t a g e p o w e r 
s p e c t r a l d e n s i t y , S v ( f ) , i s e q u a l t o t h e c u r r e n t p o w e r s p e c t r a l 
d e n s i t y , S i ( f ) , m u l t i p l i e d b y IZ(f)I2, w e r e ( f ) i s t h e m e m b r a n e 
i m p é d a n c e a n d f i s t h e f r e q u e n c y . F o u r i e r a n a l y s i s of a t i m e s é r i e s 
c o n s i s t s i n d e c o m p o s i n g a f u n c t i o n of t i m e i n t o a s u m of s i n e a n d 
c o s i n e w a v e s of v a r i o u s f r e q u e n c i e s a n d a m p l i t u d e s . T h e r e l a t i o n 
b e t w e e n t h e p a r a m e t e r s of t h e t i m e d o m a i n t o t h o s e of t h e f r e q u e n c y 
d o m a i n i s g i v e n b y R a y l e i g h ' s t h e o r e m : 

| _ V e ( 0 " ) ' d f = | _ " « > ( ~ f ( / ) ^ - ) d / . [ 3 0 ] 

T h i s m e a n t h a t t h e a r e a u n e r t h e s q u a r e m o d u l u s of a f u n c t i o n , e ( t ) , 
e q u a l s t h e a r e a u n d e r t h e s q u a r e m o d u l u s of i t s F o u r i e r t r a n s f o r m , 
E ( f ) . F o r a s i g n a l w h i c h e x i s t s b e t w e e n t = 0 a n d t = T , R a y l e i g h ' s 
t h e o r e m g i v e s 

j \ ( t y d t = l _ ^ C E U ) ' y d f . [ 3 1 ] 

T h e a v e r a g e v a l u e of e 2 ( t ) i s d e f i n e a s : 

<9\n>=}- [ \ \ t ) d t . [ 3 2 ] 
1 J 0 

T h u s , s i n c e I E ( f ) I i s a n e v e n f u n c t i o n of f r e q u e n c y , i t s i n t é g r a l m a y 
b e e x p r e s s e d o v e r a i l f r e q u e n c i e s a s t w i c e t h e i n t é g r a l o v e r t h e 
p o s i t i v e f r e q u e n c y . So, é q u a t i o n 3 2 c a n b e w r i t t e n : 

< e ' ( 0 > = | / ^ V ^ ' ( / ) ~ ) d / . [33] 

T h e i n t e g r a n d o n t h e r i g h t - h a n d s i d e of E q u a t i o n 3 3 i s c a l l e d t h e 
p o w e r s p e c t r a l d e n s i t y . A n i d é a l s i g n a l f o r t h i s m e t h o d i s t h e w h i t e 
n o i s e s i g n a l , w h i c h i s a r a n d o m s i g n a l h a v i n g e q u a l p o w e r s p e c t r a l 
d e n s i t y a t a i l f r e q u e n c y . T h e p o w e r s p e c t r a l d e n s i t y a s s o c i a t e d 
w i t h a r e c o r d c h a r a c t e r i e s t h e r a p i d i t y of f l u c t u a t i o n s i n t h e 
o r i g i n a l r e c o r d . F o r i n s t a n c e , i f t h e m e a s u r e d c u r r e n t f l u c t u â t e s a t 
a v e r y h i g h r a t e , i t s F o u r i e r d é c o m p o s i t i o n w o u l d c o n t a i n v e r y m a n y 
h i g h f r e q u e n c y c o m p o n e n t s s o t h a t i t s s p e c t r u m w o u l d h a v e 
r e l a t i v e l y l a r g e v a l u e s f o r t h e h i g h f r e q u e n c i e s . 



5 . 6 . 3 O p e r a t i o n a i i m p é d a n c e 

L e t u s n o w c o n s i d e r t h e c a s e w h e r e a t r a n s i e n t s i g n a l f o r m e d 
f r o m a w h o l e s e t o f f r e q u e n c i e s i s a p p l i e d t o t h e l i n e a r s y s t e m . 
E q u a t i o n [25 ] w i l l d e s c r i b e t h e r e l a t i o n b e t w e e n t h e i n p u t a n d 
o u t p u t s i g n a i s . A p p l y i n g t h e u n i l a t é r a l L a p l a c e t r a n s f o r m t o b o t h 
s i d e s o f é q u a t i o n [ 2 5 ] g i v e s : 

r ( s ) / l + | ; ^ , s ' | = X ( s ) / Ç f i , s * \ [ 3 4 ] 

w h e r e s = j co , X ( s ) i s t h e L a p l a c e t r a n s f o r m of t h e i n p u t s i g n a l ( t h e 
v o l t a g e ) a n d Y ( s ) i s t h e L a p l a c e t r a n s f o r m o f t h e o u t p u t s i g n a l ( t h e 
c u r r e n t ) . T h e q u a n t i t y Zop(s), w h i c h i s d e f i n e d b y : 

^ o p [ 3 5 ] 

i s c a l l e d t h e o p e r a t i o n a i i m p é d a n c e . I t i s w o r t h n o t i n g t h a t f o r a 
g i v e n c i r c u i t t h e e x p r e s s i o n of Zop i s i d e n t i c a l t o t h a t of Z*, w h e r e s 
i s s u b s t i t u t e d f o r j co. S u b s t i t u t i n g é q u a t i o n [ 3 4 ] i n [ 3 5 ] w e o b t a i n a 
g ê n e r a i a n a l y t i c a l e x p r e s s i o n f o r t h e o p e r a t i o n a i i m p é d a n c e : 

^0, = — . • [ 3 6 ] 

A s a r e l e v a n t e x a m p l e w e s h a l l c o n s i d e r t h e o p e r a t i o n a i 
i m p é d a n c e o f t h e e l e c t r i c a l é q u i v a l e n t c i r c u i t o f f i g u r e 1. T h e 
d i f f e r e n t i a l é q u a t i o n r e l a t i n g t h e c u r r e n t ( i ) a n d t h e v o l t a g e ( v ) i s : 

, ( 0 . Ï ^ > . C ! ^ . [ 3 7 ] 
R. ai 

T a k i n g t h e L a p l a c e t r a n s f o r m of é q u a t i o n [ 3 7 ] w e f i n d : 

I=-+CsV [ 3 8 ] 

w h e r e I a n d V a r e t h e L a p l a c e t r a n s f o r m o f t h e c u r r e n t a n d v o l t a g e 
r e s p e c t i v e l y . T h e n f r o m é q u a t i o n [ 3 5 ] : 
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F i g u r e 1 7 : T h e s i m p l e s t e i e c t r i c a l é q u i v a l e n t c i r c u i t of a p l a n t c e l i 
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If a s t e p o f c u r r e n t i s a p p l i e d t o t h i s c i r c u i t , t h e n i ( t ) = 0 f o r 
t < 0 a n d imax f o r t > 0 . T h e L a p l a c e t r a n s f o r m of i ( t ) i s imax/s . T h e 
L a p l a c e t r a n s f o r m of t h e v o l t a g e (V) i s t h e n g i v e n b y é q u a t i o n [ 3 8 ] , 
w h i c h , a f t e r r e a r r a n g e m e n t , i s w r i t t e n : 

We m a y c o n s u l t a t a b l e of L a p l a c e t r a n s f o r m ( r e f ) t o f i n d t h a t t h e 
f u n c t i o n o f t , w h i c h h a s é q u a t i o n [40] a s i t s L a p l a c e t r a n s f o r m , i s : 

In t h i s s i m p l e e x a m p l e i t i s e a s y t o v e r i f y t h a t é q u a t i o n [41 ] i s t h e 
s o l u t i o n of é q u a t i o n [37] . 

5 . 6 . 4 C o m p u t a t i o n 

T h e p r o b l e m i s t o f i n d o u t t h e v a l u e s of t h e é l é m e n t s o f a n 
e l e c t r i c a l é q u i v a l e n t c i r c u i t w h i c h h a s t h e s a m e o p e r a t i o n a l 
i m p é d a n c e s p e c t r u m a s t h a t c a l c u l a t e d f r o m t h e e x p é r i m e n t a l r e s u l t s . 
O n e m a j o r p r o b l e m w i t h s u c h m o d e l i n g a r i s e s f r o m t h e i n h é r e n t 
a m b i g u i t y of é q u i v a l e n t c i r c u i t f i t t i n g : a n é q u i v a l e n t c i r c u i t 
i n v o l v i n g t h r e e o r m o r e c i r c u i t é l é m e n t s c a n o f t e n b e r e a r r a n g e d i n 
v a r i o u s w a y s a n d s t i l l y i e l d e x a c t l y t h e s a m e o p e r a t i o n a l i m p é d a n c e 
s p e c t r u m . F o r t u n a t e l y , a n a n a l y s i s of t h e s t r u c t u r e of t h e S y s t e m 
u n d e r i n v e s t i g a t i o n o f t e n s u g g e s t s t h e é q u i v a l e n t c i r c u i t w h i c h i s 
t h e m o s t a p p r o p r i a t e t o d e s c r i b e t h e s y s t e m . F o r i n s t a n c e , t h e 
s i m p l e s t e l e c t r i c a l c i r c u i t w h i c h m a y b e u s e d t o d e s c r i b e a p l a n t c e l l 
i s s h o w n i n F i g u r e 17 . T h e c h o i c e of a r e s i s t o r (Ri) i n p a r a l l e l w i t h 
a c a p a c i t o r (Ci) r e s t s o n c o n s i d é r a t i o n s g i v e n i n s e c t i o n 5 . 1 . T h e 
s é r i e s r e s i s t o r (Ro) a r i s e s f r o m t h e c e l l w a l l a n d f r o m t h e s o l u t i o n 
w h i c h i s b e t w e e n t h e m e a s u r i n g é l e c t r o d e a n d t h e m e m b r a n e s u r f a c e . 
T h e d i f f e r e n t i a l é q u a t i o n of t h i s c i r c u i t i s g i v e n b y : 

[ 4 1 ] 

[ 4 2 ] 

a n d i t s o p e r a t i o n a l i m p é d a n c e i s w r i t t e n a s : 
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F i g u r e 18: E l e c t r i c a l é q u i v a l e n t c i r c u i t u s e d t o f i t t h e o p e r a t i o n a i i m p é d a n c e 

s p e c t r u m of a t w o t i m e - c o n s t a n t S y s t e m . 
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F i g u r e 1 9 : E l e c t r i c a l é q u i v a l e n t c i r c u i t of a p l a n t c e l l c o n s i s t i n g of 

p l a s m a l e m m a a n d t o n o p l a s t i n s é r i e s . 

4 3 



Zo, = Ro^^ . [ 4 3 ] 

E x p a n d i n g é q u a t i o n [43] i n p o w e r s é r i e s of 1 / s w e g e t : 

W h e n Zop i s p l o t t e d v e r s u s 1 / s , t h e i n t e r c e p t o n t h e o r d i n a t e i s Ro 
a n d Cl i s e q u a l t o t h e r e c i p r o c a i s l o p e a t t h e o r i g i n o f t h e 
o p e r a t i o n a l i m p é d a n c e s p e c t r u m . We c a n t h e n c a l c u l a t e a n e w 
o p e r a t i o n a l i m p é d a n c e s p e c t r u m (Zop'): 

« Z op R 0 

If t h e o p e r a t i o n a l i m p é d a n c e s p e c t r u m of t h e s y s t e m u n d e r 
i n v e s t i g a t i o n c a n b e c o r r e c t l y f i t t e d b y t h e e l e c t r i c a l é q u i v a l e n t 
c i r c u i t of F i g u r e 17 t h e n Zop' i s c o n s t a n t ( i n d e p e n d e n t of s ) a n d i s 
e q u a l t o Ri . If i t i s n o t t h e c a s e , Zop' w i l l b e a f u n c t i o n of s , w h i c h 
m e a n s t h a t t h e s y s t e m c o n t a i n s a t l e a s t o n e m o r e r e s i s t o r - c a p a c i t o r 
l o o p . A s s u m i n g t h a t Ri i s i t s e l f a n i m p é d a n c e w h i c h h a s t h e s a m e 
s t r u c t u r e a s t h a t c o n s i d e r e d a t t h e b e g i n n i n g ( F i g u r e 1 7 ) w e g e t 
t h e c i r c u i t of F i g u r e 18 . T h e n Zop' c a n b e t r e a t e d a s a n e w 
o p e r a t i o n a l i m p é d a n c e s p e c t r u m . U s i n g t h e s a m e p r o c é d u r e a s t h a t 
s t a r t i n g f r o m é q u a t i o n [34] o n e c a n e v a l u a t e Ri a n d C2. If t h e n e w 
o p e r a t i o n a l i m p é d a n c e ( n o w c a l l e d Zop") is c o n s t a n t t h e n Zop" w i l l b e 
e q u a l t o R2. T h e a n a l y t i c a l e x p r e s s i o n of t h e o p e r a t i o n a l i m p é d a n c e 
of t h e c i r c u i t of F i g u r e 19 i s w r i t t e n : 

" 1 + ( C , / Î , + C 2 / Î 2 + C , « 2 ) S + / Î , C , / Î 2 C 5 S 

o r u s i n g t h e s u i t a b l e s u b s t i t u t i o n : 

„ X ^ + X2S+ X^s^ 
' ^ \ • [ 4 7 ] 

\ + X X ss 

O u r e x p é r i e n c e h a s t a u g h t u s t h a t s t a r t i n g w i t h 1 0 2 4 
e x p é r i m e n t a l p o i n t s f o r b o t h v o l t a g e a n d c u r r e n t s i g n a i s t h e 
i t é r a t i v e p r o c é d u r e d e s c r i b e d h e r e a b o v e m a y b e u s e d t o 
s a t i s f a c t o r i l y a n a l y z e a s y s t e m c o n s i s t i n g of u p t o t h r e e 
r e s i s t o r - c a p a c i t o r l o o p s . 
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In m a t u r e p l a n t c e l l s t h e r e i s a v a c u o l e w h i c h o c c u p i e s 90% of 
t h e c e l l u l a r v o l u m e . T h e r e f o r e , w h e n e l e c t r i c a l s i g n a i s a r e r e c o r d e d 
b e t w e e n t h e v a c u o l e a n d t h e e x t r a c e l l u l a r s o l u t i o n , a t l e a s t t w o 
m e m b r a n e s a r e i n s é r i e s : t h e p l a s m a l e m m a a n d t h e t o n o p l a s t . T h u s , 
i n t h i s c a s e a t l e a s t t w o p a r a l l e l r e s i s t o r - c a p a c i t o r l o o p s m u s t b e 
c o n s i d e r e d i n t h e e l e c t r i c a l é q u i v a l e n t c i r c u i t ( F i g u r e 2 1 ) . T h e 
o p e r a t i o n a l i m p é d a n c e of t h i s c i r c u i t m a y b e w r i t t e n : 

" ^ 1 + ( C i / l , + C 2 / l 2 ) s + C , / l , C J « 2 S -

E q u a t i o n s [46] a n d [48] b e l o n g t o t w o d i f f é r e n t e l e c t r i c a l 
é q u i v a l e n t c i r c u i t s w h i c h h a v e t h e s a m e o p e r a t i o n a l i m p é d a n c e 
s p e c t r u m . T h e r e f o r e , i n o r d e r f o r t h è s e t w o c i r c u i t s t o h a v e a n 
i d e n t i c a l i m p é d a n c e s p e c t r u m , e a c h c o e f f i c i e n t of t h e d i f f é r e n t p o w e r 
of s in t h e n u m e r a t o r a n d i n t h e d e n o m i n a t o r i n é q u a t i o n [46] m u s t 
b e e q u a l t o t h o s e i n é q u a t i o n [48] r e s p e c t i v e l y . U s i n g é q u a t i o n s 
[47] a n d [48] i t i s e a s y t o f i n d t h e é q u a t i o n s f o r t h e t r a n s f o r m a t i o n 
of p a r a m e t e r s : 

Po 

«1 

Y^-Y.Y, 

Y_j. 

C, 

Y^-Y, 
Y2Y,-Y, 

Y, 

C2 

w h e r e 

Y, = X,--^ 
^ 5 

Y2 
X 2X 5 ~ X jX ^ 

Ts 

X^+ ^Xl-4Xt 
2 

2 X 5 
Y = 

X^+ ^ X l - 4 X . 

Y 3 

5 . 6 . 5 E x a m p l e 

W h e n t h e m e m b r a n e of C h a r a c o r a l l i n a i s s t i m u l a t e d w i t h a 
c u r r e n t s t e p of s u f f i c i e n t m a g n i t u d e t h e t r a n s i e n t v o l t a g e r e s p o n s e 
d i s p l a y s a n o v e r s h o o t , w h i c h h a s b e e n a t t r i b u t e d t o t h e t i m e - a n d 
v o l t a g e - d e p e n d e n t c o n d u c t a n c e of K* c h a n n e l s ( H o m b l é a n d J e n a r d , 
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A 

« 

1 \ 
g- o 

_ JE 

a O 

2-

.5 
(Second) 

1.0 

Vs 

F i g u r e 2 1 : O p e r a t i o n a l i m p é d a n c e s p e c t r a of a C h a r a c e l l s ( H o m b l é a n d J e n a r d 

1 9 8 6 ) . 
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F i g u r e 2 2 : S i m u l a t i o n of o p e r a t i o n a l i m p é d a n c e s p e c t r u m of a C h a r a c e l l u n d e r 

s a t u r a t i n g l i g h t a t pH 6 . 0 . T h e c a l c u l a t e d v a l u e s of t h e c o m p o n e n t s of t h e 

e l e c v t r i c a l é q u i v a l e n t c i r c u i t s h o w n i n t h e i n l e t a r e : Ri = 1 .0 k r 2 c m 2 ; Rpi = 

26.2kf2cm2; Cpi = 1 .9 ̂ iF cm-2; R to = 4 . 4 kQcm^ a n d Cto = 1 .1 / iF cm-^ . 
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F i g u r e 2 0 : R e s p o n s e of t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l t o i n c r e a s i n g (A) i n w a r d 

c u r r e n t p u i s e s a n d (B) o u t w a r d c u r r e n t p u i s e s ( H o m b l é a n d J e n a r d 1 9 8 4 ) . 
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1 9 8 4 ; S m i t h , 1 9 8 4 ; H o m b l é , 1 9 8 5 ) a n d c o u l d b e d e s c r i b e d a s i n d u c t i v e 
b e h a v i o u r . T h e u s e of a low i n t e n s i t y c u r r e n t s t i m u l u s ( n o t c a u s i n g 
a n o v e r s h o o t ) y i e l d s a c a p a c i t i v e l i k e c u r v e ( F i g u r e 2 0 ) . F i g u r e 2 1 
s h o w s t h e o p e r a t i o n a l i m p é d a n c e of a C h a r a c e l l s t i m u l a t e d b y a 
h y p e r p o l a r i z i n g a n d d e p o l a r i z i n g c u r r e n t s t e p of 0 . 5 cm-*. S i n c e 
t h e s t e a d y s t a t e b e h a v i o u r of t h e m e m b r a n e i s n o t s y m m e t r i c a l , t h e 
d e p o l a r i z i n g c u r v e i s s c a l e d t o t h e h y p e r p o l a r i z i n g c u r v e b y 
m u l t i p l y i n g i t b y a c o n s t a n t f a c t o r i n o r d e r t o o b t a i n t h e u p p e r 
r i g h t p o i n t of t h e o p e r a t i o n a l i m p é d a n c e s p e c t r u m i n c o m m o n t o b o t h 
c u r v e s ( F i g u r e 2 1 B ) . I t t h e n b e c o m e s a p p a r e n t t h a t t h e s p e c t r u m 
( t h e c h a n g e w i t h 1 / s ) of t h e m e m b r a n e o p e r a t i o n a l i m p é d a n c e i s a i s o 
a s y m m e t r i c a l a r o u n d t h e r e s t i n g s t a t e . A t y p i c a l e x a m p l e of t h e 
s i m u l a t i o n of t h e m e m b r a n e i m p é d a n c e s p e c t r u m b y m e a n s of a n 
e l e c t r i c a l é q u i v a l e n t c i r c u i t i s s h o w n i n F i g u r e 2 2 . 

5 . 7 T h e c o n c e p t of m e m b r a n e c a p a c i t a n c e 

S t r i c t l y s p e a k i n g , t h e c a p a c i t i v e c u r r e n t r e s u l t s i n a c h a n g e i n t h e 
a m o u n t of f r e e c h a r g e s o n e a c h s i d e of t h e m e m b r a n e . T h i s c u r r e n t f l o w 
d o e s n o t i n v o l v e t h e d i s p l a c e m e n t of c h a r g e s ( i o n s ) t h r o u g h t h e 
m e m b r a n e b u t a r e d i s t r i b u t i o n of t h e c h a r g e s o n t h e m e m b r a n e s u r f a c e . 
A c c o r d i n g t o t h e b a s i c l a w s of e l e c t r i c i t y t h e c a p a c i t i v e c u r r e n t 
d é t e r m i n e s t h e r a t e a t w h i c h t h e v o l t a g e a c r o s s t h e m e m b r a n e c h a n g e s . 
T h i s i s e x p r e s s e d b y t h e é q u a t i o n : 

T h e l a r g e r t h e c a p a c i t y t o b e c h a r g e d , t h e m o r e c u r r e n t i s r e q u i r e d t o 
r e a c h a g i v e n v o l t a g e . 

H o w e v e r , t h e r e a r e d i f f é r e n t k i n d s of b i o p h y s i c a i p h e n o m e n o n 
r e l a t e d t o i o n t r a n s p o r t a c r o s s b i o l o g i c a l m e m b r a n e s , w h i c h c a n p r o d u c e 
a n e l e c t r i c a l r e s p o n s e s i m i l a r t o t h a t of a c a p a c i t o r . B e c a u s e t h è s e 
p h e n o m e n o n a r e n o t d i r e c t l y r e l a t e d t o t h e d i e l e c t r i c p r o p e r t i e s of t h e 
m e m b r a n e , t h e y a r e u s u a l l y c a l l e d p s e u d o - c a p a c i t i v e e f f e c t s . I t i s 
i m p o r t a n t t o b e a b l e t o s e p a r a t e t h è s e p s e u d o - c a p a c i t a n c e c o m p o n e n t s 
f r o m t h e t r u e m e m b r a n e c a p a c i t a n c e , b e c a u s e t h e l a t e r c a n p r o v i d e 
i n f o r m a t i o n a b o u t t h e s t r u c t u r e a n d p r o p e r t i e s of t h e c e l l m e m b r a n e 
i t s e l f . 

P a s s i v e t r a n s p o r t o c c u r s t h r o u g h i o n c h a n n e l s a t a r a t e of a b o u t 10'^ 
i o n s p e r s e c o n d . I n t h e m e m b r a n e e a c h c h a n n e l o p e n s a n d c l o s e s 
r a n d o m l y . T h e s m a l l s i g n a l c a p a c i t a n c e of a p o p u l a t i o n of v o l t a g e 
d é p e n d e n t i o n c h a n n e l s i s g i v e n b y ( F e r r i e r e t a l . , 1 9 8 5 ) : 

w h e r e y i s t h e c o n d u c t a n c e of a s i n g l e o p e n c h a n n e l . No i s t h e n u m b e r of 
o p e n c h a n n e l s , V i s t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l d i f f é r e n c e , E i s t h e 
e q u i l i b r i u m p o t e n t i a l of t h e i o n s c r o s s i n g t h e c h a n n e l , q i s t h e f r e q u e n c y 
of c h a n n e l s c h a n g i n g f r o m c l o s e d t o o p e n s t a t e , p i s t h e f r e q u e n c y of 
c h a n n e l s c h a n g i n g f r o m o p e n t o c l o s e d s t a t e a n d q ' a n d p ' a r e t h e f i r s t 

1= C — . 
dt 

[ 4 9 ] 

C(60 ) = - y A^,( ! / -£• ) [ 5 0 ] 
( ( q + p ) 2 + t « ^ ) ' 
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d e r i v a t i v e s of q a n d p w i t h r e s p e c t t o t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l d i f f é r e n c e . 
In c a s e t h e f r e q u e n c y of o p e n i n g of c h a n n e i s i s s u f f i c i e n t l y v o l t a g e 
d é p e n d e n t , s o t h a t q ' p / q i s g r e a t e r t h a n p ' , a n é g a t i v e m e m b r a n e 
c a p a c i t a n c e ( o r p s e u d o - i n d u c t a n c e ) w i l l t h e n b e m e a s u r e d . M o r e o v e r , 
f r o m é q u a t i o n [50] i t m a y b e c o n c l u d e d t h a t a n i n c r e a s e i n t h e 
p r o b a b i l i t y of o p e n i n g of v o l t a g e - d e p e n d e n t i o n c h a n n e i s c a n l e a d t o a n 
a p p a r e n t ( o r p s e u d o - ) c a p a c i t i v e e f f e c t . 

I o n t r a n s p o r t a n d c o n c e n t r a t i o n c h a n g e s o c c u r i n t h e u n s t i r r e d 
l a y e r s of s o l u t i o n a d j a c e n t t o e a c h f a c e o f t h e m e m b r a n e w h e n a c u r r e n t 
i s i n j e c t e d t h r o u g h i t . L e t u s a s s u m e t h a t t h e m e m b r a n e i s s u r r o u n d e d 
b y t w o s o l u t i o n s m a d e of d i f f é r e n t c o n c e n t r a t i o n s of t h e s a m e u n i - v a l e n t 
b i n a r y s a i t . T h e c u r r e n t w i l l b e c a r r i e d b y n é g a t i v e a n d p o s i t i v e i o n s 
w h i c h w i l l , i n g ê n e r a i , h a v e d i f f é r e n t t r a n s p o r t n u m b e r ( t h e f r a c t i o n of 
c u r r e n t c a r r i e d b y a n i o n ) b o t h i n t h e b a t h i n g s o l u t i o n s a n d i n t h e 
m e m b r a n e . A s s h o w n b y B a r r y a n d H o p e ( 1 9 6 9 ) , t h e t r a n s p o r t n u m b e r 
d i s c o n t i n u i t i e s a t t h e m e m b r a n e - s o l u t i o n i n t e r f a c e s w i l l c a u s e s o l u t é 
e n h a n c e m e n t o r d e p l e t i o n a t t h è s e i n t e r f a c e s i n t h e u n s t i r r e d l a y e r s 
w i d t h a d j a c e n t t o t h e m e m b r a n e . E l e c t r o - o s m o s i s w i l l a l s o c a u s e c h a n g e s 
i n t h e s o l u t é c o n c e n t r a t i o n i n t h e u n s t i r r e d l a y e r s o f s o l u t i o n a d j a c e n t t o 
t h e m e m b r a n e a s s o l u t é i s s w e p t u p o r a w a y b y t h e e l e c t r o - o s m o t i c f l o w 
w h i c h o c c u r s w h e n a c u r r e n t i s p a s s e d t h r o u g h t h e m e m b r a n e . 
T r a n s p o r t n u m b e r e f f e c t s a n d e l e c t r o - o s m o s i s e f f e c t s h a v e o p p o s i t e 
c o n s é q u e n c e s o n c o n c e n t r a t i o n c h a n g e s a t t h e m e m b r a n e - s o l u t i o n 
i n t e r f a c e s . S u c h e f f e c t s w h i c h c h a n g e t h e l o c a l c o n c e n t r a t i o n a t t h e 
m e m b r a n e - s o l u t i o n i n t e r f a c e a l s o g i v e r i s e t o a n a p p a r e n t l o w - f r e q u e n c y 
(< 0 . 0 1 Hz) c o m p o n e n t of c a p a c i t a n c e ( S e g a l 1 9 6 7 ; B a r r y 1 9 7 7 ) . T h i s i s s o 
b e c a u s e t h e l o c a l g r a d i e n t a c r o s s t h e m e m b r a n e g i v e s r i s e t o a 
t i m e - d e p e n d e n t d i f f u s i o n p o t e n t i a l , w h i c h t h u s a p p e a r s a s i f i t w e r e a 
s l o w l y i n c r e a s i n g m e m b r a n e r é s i s t a n c e w h i c h m i m i c s a c a p a c i t a n c e e f f e c t . 

F i n a l l y , a l o w - f r e q u e n c y (< 1 Hz) n é g a t i v e c a p a c i t a n c e c a n a l s o 
r e s u i t f r o m t h e p r o t o n o r h y d r o x y l d i f f u s i o n in t h e u n s t i r r e d l a y e r s 
a d j a c e n t t o t h e m e m b r a n e ( F e r r i e r e t a l . 1 9 8 5 ; H o m b l é a n d F e r r i e r 1 9 8 8 ) . 
T h i s e f f e c t i s e s p e c i a l l y s i g n i f i c a n t i n p l a n t c e l l s w h e r e t h e m e m b r a n e 
c o n d u c t a n c e i s h i g h e r f o r p r o t o n s ( o r h y d r o x y l ) t h a n f o r t h e o t h e r i o n s . 
W h e n a s t e a d y s t a t e i o n c u r r e n t c r o s s e s t h e m e m b r a n e , i t i s t r a n s p o r t e d 
a w a y f r o m t h e m e m b r a n e i n t h e u n s t i r r e d l a y e r b y m e a n s of a 
c o n c e n t r a t i o n g r a d i e n t - d r i v e n d i f f u s i o n ( F e r r i e r 1 9 8 1 ) . B e c a u s e p r o t o n s 
( o r h y d r o x y l i o n s ) h a v e a g r e a t e r d i f f u s i o n c o e f f i c i e n t t h a n t h e o t h e r 
i o n s i n t h e u n s t i r r e d l a y e r , t h e d i f f u s i o n - d r i v e n c o m p o n e n t of t h e 
c u r r e n t w i l l l a g b e h i n d t h e t o t a l c u r r e n t w h i c h w i l l g i v e r i s e t o a 
p s e u d o - i n d u c t i v e e f f e c t . 

5 . 8 C o n c l u s i o n 

T h e i m p é d a n c e s p e c t r o s c o p y e s t i m a t e d b y L a p l a c e t r a n s f o r m a n a l y s i s 
p e r m i t s o n e t o o b t a i n i n f o r m a t i o n q u i c k l y a b o u t t h e i m p é d a n c e of p l a n t 
c e l l s b e c a u s e o n l y a s i n g l e e x p é r i m e n t a l r u n i s s u f f i c i e n t t o o b t a i n t h e 
f r e q u e n c y d e p e n d e n c e of t h e m e m b r a n e i m p é d a n c e . O n e of t h e m o s t 
a t t r a c t i v e a s p e c t s of i m p é d a n c e s p e c t r o s c o p y a s a t o o i f o r i n v e s t i g a t i n g 
t h e e l e c t r i c a l p r o p e r t i e s of p l a n t m e m b r a n e s i s t h e d i r e c t c o n n e c t i o n t h a t 
o f t e n e x i s t s b e t w e e n t h e b e h a v i o u r of t h e m e m b r a n e a n d t h a t of a n 
i d e a l i z e d m o d e l c i r c u i t r e p r é s e n t a t i v e of t h e p h y s i c a l p r o c e s s t a k i n g p l a c e 
i n t h e m e m b r a n e . T h e r e a r e , h o w e v e r , d a n g e r s i n t h e i n d i s c r i m i n a t e u s e 
of e l e c t r i c a l a n a l o g i e s t o d e s c r i b e p l a n t S y s t e m s . T h e f i r s t p o i n t t o b e 
m a d e i s t h a t e l e c t r i c a l é q u i v a l e n t c i r c u i t s a r e s e l d o m u n i q u e a n d i n m a n y 
c a s e s o t h e r e x p é r i m e n t a l d a t a a r e o f t e n n e c e s s a r y t o c h o o s e t h e r e l e v a n t 
c i r c u i t u n a m b i g u o u s l y . A f u r t h e r l i m i t a t i o n i s t h e f r e q u e n c y - d e p e n d e n t 
e l e c t r i c a l p r o p e r t i e s o f i n t e r f a c e l a y e r s ( f o r i n s t a n c e , t h e u n s t i r r e d l a y e r 
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a d j a c e n t t o t h e m e m b r a n e s u r f a c e ) , w h i c h mimic t h e e i e c t r i c a l r e s p o n s e of 
p l a n t m e m b r a n e s . F i n a l l y , a n i m p o r t a n t r e q u i r e m e n t f o r a v a l i d 
i m p é d a n c e s p e c t r o s c o p y a n a l y s i s i s t h a t t h e s y s t e m m u s t b e l i n e a r . 
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6 ION CHANNELS 

6 . 1 I n t r o d u c t i o n 

I t i s n o w w e l l d o c u m e n t e d t h a t t h e r e a r e t w o d i f f e r n e t k i n d s of i o n 
t r a n s p o r t i n t i i e m e m b r a n e s of p l a n t c e l l s : a c t i v e t r a n s p o r t a n d p a s s i v e 
t r a n s p o r t ( D a i n t y 1 9 6 2 , S p a n s w i c k 1 9 8 1 ) . P a s s i v e t r a n s p o r t c a n b e 
c l a s s i f i e d i n t o t w o t y p e s : c a r r i e r s a n d c h a n n e l s . A c a r r i e r i s a 
m a c r o m o l e c u l e w h i c h b i n d s s p e c i f i c a l l y a s o l u t é o n o n e s i d e o f t h e 
m e m b r a n e t o f o r m a c o m p l e x . T h i s c o m p l e x c a n m o v e t o t h e o t h e r s i d e o f 
t h e m e m b r a n e w h e r e t h e s o l u t é i s r e l e a s e d a n d t h e c a r r i e r r e c y c l e d . A 
c h a n n e l i s g e n e r a l l y t h o u g h t o f a s a s é l e c t i v e a q u e o u s p a t h w a y e x t e n d i n g 
f r o m o n e s i d e t o t h e o t h e r s i d e of t h e m e m b r a n e . C h a n n e l c a n b e 
c h a r a c t e r i z e d b y t h e f a c t t h a t t h e i r r a t e of i o n i c t r a n s p o r t i s m u c h 
f a s t e r t h a n a n y o t h e r k n o w n m e c h a n i s m of i o n t r a n s p o r t i n b i o l o g i c a l 
m e m b r a n e s . F o r i n s t a n c e , t h e r a t e of i o n t r a n s p o r t of t h e N a * - K * p u m p i s 
5 102 N a + / s ( J o r g e n s e n 1 9 7 5 ) , t h a t of t h e c a r r i e r v a l i n o m y c i n i s 3 lO* 
R b + / s ( B e n z a n d L a û g e r 1 9 7 6 ) , w h e r e a s t h a t of t h e c h a n n e l of C h a r a 
c o r a l l i n a p r o t o p l a s m i c d r o p s i s 1 .5 10' ' K V s a t - 7 5 mV ( H o m b l é e t a l . 1 9 8 7 ) . 

I o n t r a n s p o r t t h r o u g h a c h a n n e l h a s b e e n a p p r o a c h e d i n t w o 
d i f f é r e n t b u t c o m p i e m e n t a r y w a y s : t h e d e t e r m i n i s t i c a p p r o a c h a n d t h e 
s t o c h a s t i c a p p r o a c h . 

I n t h e d e t e r m i n i s t i c a p p r o a c h i o n t r a n s p o r t i s v i e w e d a s a 
c o n t i n u o u s f u n c t i o n o f t h e p h y s i c o - c h e m i c a l p a r a m e t e r s a n d e v e r y s t a t e 
of t h e t r a n s p o r t S y s t e m a t a g i v e n t i m e c a n b e e x a c t l y c a l c u l a t e d f r o m a 
k n o w l e d g e of i t s i n i t i a l s t a t e . T h i s m e t h o d h a s b e e n w e l l d e v e l o p e d i n 
t h e e x p é r i m e n t a l a n d t h e o r e t i c a l d e s c r i p t i o n of i o n i c c u r r e n t f l o w i n g 
t h r o u g h t h n e r v e a x o n m e m b r a n e d u r i n g a n a c t i o n p o t e n t i a l ( H o d g k i n e t 
a l . 1 9 5 2 , H o d g k i n a n d H u x l e y 1 9 5 2 a , b , c , d ) . I t g i v e s i n f o r m a t i o n a b o u t t h e 
m e a n b e h a v i o u r of t h e w h o l e p o p u l a t i o n of c h a n n e l s p r é s e n t i n t h e 
m e m b r a n e . 

T h e s t o c h a s t i c a p p r o a c h a r o s e f r o m t h e i d e a t h a t i o n i c t r a n s p o r t 
t h r o u g h e a c h c h a n n e l o c c u r s i n a w a y t h a t i s d i s c r è t e a n d r a n d o m i z e d . 
I n t h i s c a s e e a c h s t a t e of t h e t r a n s p o r t S y s t e m a t a g i v e n t i m e c a n o n l y 
b e k n o w n w i t h s o m e p r o b a b i l i t y . T h e e x p é r i m e n t a l a p p l i c a t i o n of t h e 
s t o c h a s t i c a p p r o a c h t o b i o l o g i c a l c e l l s b e g a n w i t h t h e s t u d y of 
f l u c t u a t i o n s of v o l t a g e a c r o s s t h e a x o n m e m b r a n e ( V e r v e e n a n d D e r k s e n 
1 9 6 5 , D e r k s e n a n d V e r v e e n 1 9 6 6 , V e r v e e n e t a l . 1 9 6 7 ) . T h i s a p p r o a c h i s 
s t i l l b e i n g e x p a n d e d t o d a y , p a r t i c u l a r l y w i t h t h e g r o w i n g i n t e r e s t i n t h e 
r e c e n t l y d e v e l o p e d t i g h t s e a l p a t c h - c l a m p , w h i c h p e r m i t s t h e s t u d y o f t h e 
s t o c h a s t i c a c t i v i t y o f a s i n g l e c h a n n e l i n a b i o l o g i c a l m e m b r a n e ( H a m i l l e t 
a i . 1 9 8 1 ) . T h e a i m o f t h i s a p p r o a c h i s t o o b t a i n i n f o r m a t i o n a b o u t t h e 
m o l e c u l a r m e c h a n i s m s o f a s i n g l e c h a n n e l . 

T h i s c h a p t e r w i l l m a i n l y f o c u s a t t e n t i o n o n é v i d e n c e f o r t h e 
p r é s e n c e of i o n c h a n n e l s i n C h a r a c e a e ' s m e m b r a n e s . T h e r e s u l t s o b t a i n e d 
b y m e a n s of t h e d e t e r m i n i s t i c a p p r o a c h a n d t h o s e c o l l e c t e d b y t h e 
s t o c h a s t i c a p p r o a c h w i l l b e d e s c r i b e d s e p a r a t e l y . 

6 . 2 T h e d e t e r m i n i s t i c a p p r o a c h 

6 . 2 . 1 B a c k g r o u n d 

C o n s i d e r t h e c a s e of a m e m b r a n e s e p a r a t i n g t w o a q u e o u s 
s o l u t i o n s a n d a s s u m e t h a t t h e e l e c t r i c a l p r o p e r t i e s of t h i s m e m b r a n e 
a r e m a i l y d e t e r m i n e d b y p a s s i v e t r a z n s p o r t t h r o u g h i o n c h a n n e l s . 
T h e n e t c u r r e n t (I t) c a r r i e d b y t h e i o n s p e c i e s i c a n b e e x p r e s s e d 

52 



c 

1 -

3 

O 

Voltage 

F i g u r e 2 3 : a ) L i n e a r a n d b) n o n - l i n e a r a n d a s y m m e t r i c c u r r e n t - v o l t a g e c u r v e . 

53 



a s t h e p r o d u c t o f t h e m e m b r a n e c o n d u c t a n c e f o r t h a t s p e c i e s (gi ) 
a n d t h e t o a i d r i v i n g f o r c e a c t i n g on t h a t i o n s p e c i e s , w h i c h i s e q u a l 
t o t h e d i f f é r e n c e b e t w e e n t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l d i f f é r e n c e (V) a n d 
t h e e q u i l i b r i u m p o t e n t i a l d i f f é r e n c e f o r t h a t s p e c i e s (E i ) : 

/ , = g < ( F - £ , ) . [ 5 1 ] 

In a g ê n e r a i w a y gi i s n o t n e c e s s a r i l y a c o n s t a n t . I t c a n b e a 
f u n c t i o n of t i m e ( t ) a n d of t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l d i f f é r e n c e . T o 
e m p h a s i z e t h i s p o i n t é q u a t i o n [51] c a n be r e w r i t t e n a s : 

!^{V,t) = g , ( V , t ) [ V - E , ] [ 5 2 ] 

F r o m é q u a t i o n [52] i t c a n b e s e e n t h a t w h e n t h e m e m b r a n e 
p o t e n t i a l d i f f é r e n c e i s m o r e p o s i t i v e t h a n t h e e q u i l i b r i u m p o t e n t i a l 
d i f f é r e n c e t h e i o n i c c u r r e n t f l o w i n g t h r o u g h t h e m e m b r a n e w i l l b e 
p o s i t i v e , i . e . , o u t w a r d s . T h e m e m b r a n e p o t e n t i a l d i f f é r e n c e a t w h i c h 
n o n e t c u r r e n t f l o w s t h r o u g h t h e m e m b r a n e i s c a l l e d t h e r e v e r s a i 
p o t e n t i a l . W h e n o n l y o n e i o n i c s p e c i e s c a n c r o s s t h e m e m b r a n e t h e 
r e v e r s a i p o t e n t i a l i s a n i n d i c a t i o n of t h e e q u i l i b r i u m p o t e n t i a l 
d i f f é r e n c e f o r t h a t s p e c i e s . F o r a m e m b r a n e p e r m é a b l e t o m o r e t h a n 
o n e s p e c i e s i t i s a m e a s u r e of a " m i x e d " e q u i l i b r i u m p o t e n t i a l 
d i f f é r e n c e . I n t h i s c a s e i t s v a l u e d é p e n d s o n t h e d i f f é r e n t p e r m e a n t 
i o n i c s p e c i e s . 

A m e m b r a n e i s d e p o l a r i z e d w h e n t h e p o t e n t i a l d i f f é r e n c e i s 
c l a m p e d a t a m o r e p o s i t i v e v a l u e t h a n t h e r e s t i n g p o t e n t i a l 
d i f f é r e n c e a n d i t i s h y p e r p o l a r i z e d w h e n t h e p o t e n t i a l d i f f é r e n c e i s 
c l a m p e d a t a m o r e n é g a t i v e v a l u e t h a n t h e r e s t i n g p o t e n t i a l 
d i f f é r e n c e . F o r a v o l t a g e - a n d t i m e - d e p e n d e n t i o n i c c o n d u c t a n c e t h e 
i n c r e a s e a n d d e c r e a s e of c o n d u c t a n c e w i t h t i m e a t a f i x e d p o t e n t i a l 
i s c a l l e d a c t i v a t i o n a n d i n a c t i v a t i o n r e s p e c t i v e l y . 

I n f o r m a t i o n a b o u t c h a n n e l s c a n b e o b t a i n e d f r o m a n a l y s i s of t h e 
c u r r e n t - v o l t a g e c u r v e of t h e m e m b r a n e . F o r p l a n t c e l l s i t c a n b e 
l i n e a r o r n o n - l i n e a r a n d a s y m m e t r i c ( F i g u r e 2 3 ) . W h e n t h e 
c u r r e n t - v o l t a g e c h a r a c t e r i s t i c i s a s y m m e t r i c t h e m e m b r a n e i s s a i d t o 
h a v e r e c t i f y i n g p r o p e r t i e s . A l i n e a r c u r r e n t - v o l t a g e c u r v e i n d i c a t e s 
t h a t t h e i o n i c c o n d u c t a n c e i s v o l t a g e - i n d e p e n d e n t . N o n - l i n e a r i t y of 
t h e c u r r e n t - v o l t a g e c u r v e c a n a r i s e f r o m a v o l t a g e - d e p e n d e n t i o n i c 
c o n d u c t a n c e b u t a l s o f r o m a n a s y m m e t r y of t h e i o n i c c o n c e n t r a t i o n s 
a c r o s s t h e m e m b r a n e ( H o p e a n d W a l k e r 1 9 7 5 ) . 

T h e m e m b r a n e s e l e c t i v i t y i s n e v e r a b s o l u t e l y p e r f e c t . E v e n 
w h e n t h e m e m b r a n e c o n d u c t a n c e s e e m s t o b e d o m i n a t e d b y t h e 
p r é s e n c e of o n l y o n e k i n d of i o n s p e c i e s o t h e i o n s c a n u s u a l l y f l o w 
t h r o u g h t h e s a m e p a t h w a y ( E i s e n m a n a n d H o r n 1 9 8 3 ) . 
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F i g u r e 2 4 : T i m e c o u r s e of t h e i o n i c c u r r e n t f l o w i n g t h r o u g h t h e m e m b r a n e of a 

C h a r a c e a n c e l l c l a m p e d a t t h e t h r e s h o l d p o t e n t i a i . 
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F i g u r e 2 5 : Q u a l i t a t i v e p l o t of t h e c u r r e n t - v o l t a g e c u r v e f o r p o t a s s i u m c h a n n e l s 

t o e x p l a i n t h e p s e u d o i n d u c t i v e r e s p o n s e . T h e t i m e c o u r s e of t h e v o l t a g e 

r e s p o n s e t o a s m a l l c u r r e n t s t e p i s s h o w n r e s p e c t i v e l y i n i n l e t s a , b a n d c f o r 

a r e s t i n g p o t e n t i a l m o r e n é g a t i v e (A) , e q u a l (B) a n d m o r e p o s i t i v e (C) t h a n t h e 

r e v e r s a i p o t e n t i a l f o r p o t a s s i u m i o n s . V e r t i c a l a x i s i s a r b i t r a r i l y c h o s e n a t t h e 

r e v e r s a i p o t e n t i a l . 
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F i g u r e 2 6 : H y p e r p o l a r i z i n g r e s p o n s e of a p r o t o p l a s m i c d r o p l e t o f C h a r a 

c o r a l l i n a . 
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M o s t of o u r i d e a s a b o u t m e m b r a n e c h a n n e l corne f r o m t h e s t u d y 
of e l e c t r i c a l r e s p o n s e s of l a r g e C h a r a c e a n c e l l s . A m o n g t h è s e , f o r 
i n s t a n c e , i s t h e a c t i o n p o t e n t i a l , w h i c h i s a t r a n s i e n t d e p o l a r i z i n g 
w a v e w h i c h c a n b e t r i g g e r e d b y a s u p r a t h r e s h o l d s t i m u l u s 
d e p o l a r i z i n g t h e m e m b r a n e ( s e e H o p e a n d W a l k e r 1 9 7 5 , F i n d l a y a n d 
H o p e 1 9 7 6 , f o r g ê n e r a i r e v i e w s ) . A n a c t i o n p o t e n t i a l c a n o c c u r a t 
b o t h p l a s m a l e m m a a n d t o n o p l a s t ( F i n d l a y a n d H o p e 1 9 6 4 a , b ) . W h e n 
t h e p l a s m a l e m m a i s v o l t a g e - c l a m p e d a t a s l i g h t l y m o r e p o s i t i v e v a l u e 
t h a n t h e t h r e s h o l d t w o n é g a t i v e t r a n s i e n t c u r r e n t s o c c u r f o U o w e d 
b y o n e p o s i t i v e c u r r e n t ( V o l k o v e t a i 1 9 7 4 a , B e i l b y a n d C o s t e r 1 9 7 9 a ) 
( i n s o m e N i t e l l a s p e c i e s o n l y o n e of t h e n é g a t i v e t r a n s i e n t c u r r e n t s 
o c c u r s ( H i r o n o a n d M i t s u i 1 9 8 1 ) ) . T h e t i m e c o u r s e of t h è s e i o n i c 
c u r r e n t s i s s h o w n q u a l i t a t i v e l y i n F i g u r e 2 4 . T h e t w o n é g a t i v e 
c u r r e n t s i n v o l v e t h e o u t w a r d m o v e m e n t of K*. 

T h e r e a r e c o n d i t i o n s i n w h i c h t h e K* c h a n n e l s a r e n e t b l o c k e d 
a n d i n w h i c h a p s e u d o i n d u c t i v e v o l t a g e r e s p o n s e i s o b s e r v e d w h e n a 
s m a l l c o n s t a n t c u r r e n t i s i n j e c t e d t h r o u g h t h e m e m b r a n e ( F i n d l a y 
a n d C o l e m a n 1 9 8 3 , H o m b l é a n d J e n a r d 1 9 8 4 ) . T h i s k i n d of r e s p o n s e 
a r i s e s b e c a u s e t h e c u r r e n t f l o w i n g t h r o u g h t h e m e m b r a n e i s 
c o n t r o U e d b y a t i m e - v a r i a n t c o n d u c t a n c e . T o u n d e r s t a n d t h e 
m e a n i n g of t h i s o s c i l l a t o r y r e s p o n s e i t i s a p p r o p r i a t e d t o c o n s i d e r 
t h e s t e a d y s t a t e c u r r e n t - v o l t a g e c u r v e of F i g u r e 2 5 . W h e n t h e 
m e m b r a n e i s p o l a r i z e d a t p o i n t A m o r e p o s i t i v e t h a n t h e e q u i l i b r i u m 
p o t e n t i a l d i f f é r e n c e , a s m a l l p o s i t i v e c u r r e n t s t e p ( d l ) w i l l s h i f t t h e 
m e m b r a n e p o t e n t i a l d i f f é r e n c e t o w a r d m o r e p o s i t i v e v a l u e . If t h e 
i o n i c c o n d u c t a n c e d o e s n o t c h a n g e i n s t a n t a n e o u s l y , t h e r e s p o s e w i l l 
f o l l o w a n e x c u r s i o n a i o n g t h e p a t h A - A ' g i v e n b y t h e c h o r d 
c o n d u c t a n c e of t h e l o c u s . If t h e c o n d u c t a n c e c h a n g e s w i t h t i m e 
a f t e r t h e i n s t a n t a n e o u s r e s p o n s e , t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l d i f f é r e n c e 
w i l l s h i f t t o w a r d s a n e w s t e a d y s t a t e v a l u e ( A ' - A " ) . T h e 
c o r r e s p o n d i n g q u a l i t a t i v e t i m e c o u r s e of t h e v o l t a g e r e s p o n s e d r a w n 
i n F i g u r e 2 5 a s h o w s t h a t t h i s r e s p o n s e g i v e s r i s e t o a 
p s e u d o i n d u c t i v e e f f e c t . W h e n t h e s a m e p r o c é d u r e i s r e p e a t e d f r o m 
p o i n t B o r C i t c a n b e s h o w n t h a t a p u r e l y r é s i s t i v e ( F i g u r e 2 5 b ) o r 
a p s e u d o c a p a c i t i v e ( F i g u r e 2 5 c ) r e s p o n s e w i l l b e o b s e r v e d . T h u s 
t h e p s e u d o i n d u c t i v e r e s p o n s e i n d i c a t e s t h e p r é s e n c e of a 
t i m e - v a r i a n t i o n i c c o n d u c t a n c e w h i c h h a s a n o n - l i n e a r c u r r e n b t - v o l t -
a g e c h a r a c t e r i s t i c . M o r e o v e r , i t t e l l s u s t h a t t h e i o n f l o w i n g 
t h r o u g h t h e t i m e - v a r i a n t c o n d u c t a n c e i s n o t a t e q u i l i b r i u m a c r o s s 
t h e m e m b r a n e . 

W h e n C h a r a c e a n c e l l s a r e t r e a t e d in h i g h c o n c e n t r a t i o n (>1 
mM) s o l u t i o n s t h e i r p l a s m a l e m m a b e h a v e s l i k e a p o t a s s i u m s é l e c t i v e 
é l e c t r o d e a n d t h e m e m b r a n e i s s a i d t o b e i n t h e p a s s i v e K + - s t a t e . 
In t h i s c o n d i t i o n , h y p e r p o l a r i z a t i o n w i t h a c o n s t a n t c u r r e n t s t e p w i l l 
g i v e r i s e t o a s p o n t a n e o u s i n c r e a s e i n t h e v o l t a g e r e s p o n s e ( F i g u r e 
2 6 ) i n d i c a t i n g a d e c r e a s e i n m e m b r a n e c o n d u c t a n c e . T h i s p h e -
n o m e n o n i s c a l l e d t h e h y p e r p o l a r i z i n g r e s p o n s e ( K i s h i m o t o 1 9 6 6 , 
S h i m m e n e t a l . 1 9 7 6 , H o m b l é 1 9 8 7 ) . 

6 . 2 . 2 C h l o r i d e c h a n n e l s 

C h l o r i d e c h a n n e l s a r e i n v o l v e d i n t h r e e d i f f é r e n t p h e n o m e n a : 
t h e a c t i o n p o t e n t i a l , p u n c h t h r o u g h a n d in t h e h y p e r p o l a r i z i n g 
r e s p o n s e . D i r e c t é v i d e n c e t h a t t h e m e m b r a n e p e r m e a b i l i t y t o Cl" 
i o n s i n c r e a s e s d u r i n g t h è s e p h e n o m e n a h a s b e e n o b t a i n e d b y 
r a d i o a c t i v e t r a c e r e x p e r i m e n t s a n d c h l o r i d e c o n c e n t r a t i o n m e a s u r e -
m e n t s w i t h i o n s p é c i f i e é l e c t r o d e s ( G a f f e y a n d M u U i n s 1 9 5 8 , M u l l i n s 
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1 9 6 2 , H o p e a n d F i n d l a y 1 9 6 4 , H a a p a n e n a n d S k o g l u n d 1 9 6 7 , C o s t e r 
a n d H o p e 1 9 6 8 , G r a d m a n e t a l . 1 9 7 3 , O d a 1 9 7 6 , K i k u y a m a e t a l . 1 9 8 4 , 
T y e r m a n e t a l . 1 9 8 6 a ) . 

A c t i v a t i o n of a c h l o r i d e c o n d u c t a n c e a t t h e p l a s m a l e m m a l e v e i 
d u r i n g t h e a c t i o n p o t e n t i a l h a s b e e n c o n f i r m e d b y e x p e r i m e n t s u s i n g 
t h e v o l t a g e c l a m p t e c h n i q u e . T h e n é g a t i v e t r a n s i e n t Cl" c u r r e n t 
d i s a p p e a r s w h e n t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l d i f f é r e n c e i s c l a m p e d a t t h e 
e q u i l i b r i u m p o t e n t i a l d i f f é r e n c e of C l - i o n s . M o r e o v e r , t h e r e v e r s a i 
p o t e n t i a l s h i f t i n t h e d i r e c t i o n p r e d i c t e d t h e o r e t i c a l l y w h e n t h e 
e x t e r n a l C l - c o n c e n t r a t i o n i s c h a n g e d ( F i n d l a y a n d H o p e 1 9 6 4 b , 
K i s h i m o t o 1 9 6 4 , B e i l b y a n d C o s t e r 1 9 7 9 a , B e i l b y 1 9 8 1 , L u n e v s k y e t a i . 
1 9 8 3 ) . 

T h e C l - c u r r e n t of t h e a c t i o n p o t e n t i a l c o n b e b l o c k e d b y 
e t h a c r y n i c a c i d , f u r e s e m i d e ( a d i u r e t i c ) , Mn2+, o r La^* ( L u n e v s k y e t 
a l . 1 9 8 3 , Z h e r e l o v a e t a l . , 1 9 8 4 , T s u t s u i e t a l . 1 9 8 6 ) . E t h a c r y n i c a c i d 
s e e m s t o b e a n o n l e t h a l a n d r e l a t i v e l y s p é c i f i e i n h i b i t o r of Cl" 
c h a n n e l s i n p l a n t c e l l s . La^* i s a n u n s p e c i f i c i n h i b i t o r ; i t b l o c k s t h e 
w h o l e e x c i t a t i o n p r o c e s s ( B e i l b y 1 9 8 4 b ) . 

By c l a m p i n g t h e m e m b r a n e of N i t e l l o p s i s o b t u s a a t p o t e n t i a l 
d i f f é r e n c e s a t w h i c h t h e m e m b r a n e i s p e r m é a b l e t o Ga^* i o n s , 
L u n e v s k y e t a l . ( 1 9 8 3 ) w e r e a b l e t o a c t i v a t e t h e C l - c h a n n e l s b y 
i n c r e a s i n g t h e e x t e r n a l Ca^* c o n c e n t r a t i o n . A l s o , a c t i v a t i o n of t h e Cl" 
c h a n n e l s a l w a y s a p p e a r s a f t e r t h e a c t i v a t i o n o f t h e Ca^* c h a n n e l s . 
T h è s e r e s u l t s l e d t h è s e a u t h o r s t o c o n c l u d e t h a t t h e Cl" c h a n n e l s o f 
N i t e l l o p s i s o b t u s a a r e a c t i v a t e d b y Ca^*. T h i s c o n c l u s i o n i s 
c o n s i s t e n t w i t h t h e e a r l y f i n d i n g t h a t , i n C h a r a c o r a l l i n a a n d 
N i t e l l o p s i s o b t u s a . t h e C l - c u r r e n t of t h e a c t i o n p o t e n t i a l d e c r e a s e s 
w h e n t h e e x t e r n a l Ca^* c o n c e n t r a t i o n i s d e c r e a s e d ( F i n d l a y 1 9 6 1 , 
1 9 6 2 ) . F u r t h e r é v i d e n c e f o r t h e e x i s t e n c e of C a ^ ^ - a c t i v a t e d Cl" 
c h a n n e l s h a s b e e n o b t a i n e d u s i n g p e r f u s e d t o n o p l a s t f r e e c e l l s of 
N i t e l l o p s i s o b t u s a i n w h i c h i t w a s p o s s i b l e t o a c t i v a t e t h e C l -
c h a n n e l s b y a n i n c r e a s e i n t h e c y t o p l a s m i c c o n c e n t r a t i o n of Ga2+ i o n s 
( K a t a e v e t a l . 1 9 8 4 , S h i i n a a n d T a z a w a 1 9 8 8 ) . T h e d e p e n d e n c e of t h e 
p e a k v a l u e of t h e Cl" c u r r e n t o n t h e c y t o p l a s m i c Ca2+ c o n c e n t r a t i o n 
s a t u r â t e s a b o v e 1 0 - " M Ca^*. P r o l o n g e d e x p o s u r e t o Ga^* i n t h e 
c y t o p l a s m l e a d s t o i r r é v e r s i b l e i n a c t i v a t i o n of t h e C l - c h a n n e l s . 
T h u s , i n v i v o , t h e i n c r e a s e i n c y t o p l a m i c Ca^* c o n c e n t r a t i o n a r i s i n g 
f r o m a n a c t i o n p o t e n t i a l m u s t b e s e q u e s t r e d i n o r d e r t o p e r m i t t h e 
C l - c h a n n e l s t o r e m a i n o p e r a t i n g . Sr^* i o n s b u t n o t Ba^* o r Mg2+ i o n s 
c a n a l s o a c t i v a t e t h e Cl" c h a n n e l s b u t a r e l e s s e f f e c t i v e t h a n Ca^* 
i o n s . 

T h e r e i s s o m e é v i d e n c e t h a t Cl" c h a n n e l s c a n b e v o l t a g e - a c t i -
v a t e d . I n C h a r a c o r a l l i n a a n d i n N i t e l l a f l e x i l i s t h e Cl" c u r r e n t 
a p p e a r s b e f o r e t h e Ca.^* c u r r e n t w h e n t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l 
d i f f é r e n c e i s c l a m p e d a t a v a l u e s l i g h t l y m o r e p o s i t i v e t h a n t h e 
t h r e s h o l d v a l u e ( V o l k o v 1 9 7 7 , B e i l b y a n d C o s t e r 1 9 7 9 a ) . A c h a n g e i n 
t h e e x t e r n a l c o n c e n t r a t i o n d o e s n o t a f f e c t t h e m a g n i t u d e of t h e 
v o l t a g e - d e p e n d e n t C l - c u r r e n t i n N i t e l l a a x i l l a r i s ( K i s h i m o t o 1 9 6 4 ) . 

I n C h a r a c o r a l l i n a a n d N i t e l l a a x i l l i f o r m i s t h e d e l a y of a c t i v a t i o n 
of t h e C l - c u r r e n t i s a l s o v o l t a g e - d e p e n d e n t ( B e i l b y a n d C o s t e r 
1 9 7 9 a , H i r o n o a n d M i t s u i 1 9 8 1 ) . I t i s s h o r t e r w h e n t h e m e m b r a n e 
p o t e n t i a l d i f f é r e n c e i s c l a m p e d a t m o r e p o s i s i t i v e v a l u e s . 
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In t h e e x c i t e d s t a t e , t h e CI" c h a n n e l s of C h a r a a u s t r a l i s d o n o t 
d i s t i n g u i s h b e t w e e n Cl" , B r - a n d NO3" s i n c e t h e a m p l i t u d e of t h e 
c l a m p c u r r e n t d o e s n o t c h a n g e w h e n t h e a m p l i t u d e of t h e c l a m p 
c u r r e n t d o e s n o t c h a n g e w h e n t h è s e a n i o n s a r e s u b s t i t u t e d f o r C l ­
i n t h e e x t e r n a l m é d i u m ( F i n d l a y a n d Hope 1 9 6 4 b ) . T h e s e l e c t i v i t y 
s é q u e n c e Cl" > CH3SO4 > K* > SO4- h a s b e e n f o u n d w i t h p e r f u s e d c e l l s 
of N i t e l l o p s i s o b t u s a ( K a t a e v e t a l . 1 9 8 4 ) . U s i n g p e r f u s e d c e l l s of 
C h a r a a u s t r a l i s . S h i m m e n a n d T a z a w a ( 1 9 8 0 a ) h a v e s h o w n t h a t 
e x c i t a b i l i t y a l w a y s o c c u r s i f t h e c y t o p l a s m i c C l " i o n s a r e r e p l a c e d b y 
m é t h a n e s u l f o n a t e , o r t h p h o s p h a t e o r PIPES b u t d o e s n o t o c c u r i f 
t h e y a r e r e p l a c e d b y SOA^-, CH3COO-, NO3- , F - a n d p r o p i o n a t e a n i o n s . 
T h è s e r e s u l t s s u g g e s t t h a t t h e Cl" c h a n n e l s of t h e a c t i o n p o t e n t i a l 
a r e r e l a t i v e l y n o n s e l e c t i v e a n i o n i c c h a n n e l s . 

In N i t e l l a f l e x i l i s t h e m a g n i t u d e of t h e Cl" c u r r e n t of t h e a c t i o n 
p o t e n t i a l d e c r e a s e s w h e n t h e pH of t h e e x t e r n a l s o l u t i o n i s i n c r e a s e d 
( V o l k o v e t a l . 1 9 7 9 ) . F r o m t h e i r r e s u l t s V o l k o v e t a l . ( 1 9 7 9 ) h a v e 
c a l c u l a t e d t h a t d i s s o c i a t e d i o n i c g r o u p s w i t h a pK i n t h e r a n g e of 
8 . 5 t o 8 . 7 m u s t e x i s t a t t h e o u t e r f a c e of t h e m e m b r a n e . T h u s t h e 
i n c r e a s e i n C l - c u r r e n t a t a c i d pH c a n be a t t r i b u t e d t o t h e 
p r o t o n a t i o n of a r a i n e g r o u p s w h i c h p r o b a b l y c o n s t i t u t e t h e s é l e c t i v e 
f i l t e r of t h e a n i o n i c c h a n n e l . 

T e m p é r a t u r e s t r o n g l y a f f e c t s t h e p r o p e r t i e s o f t h e Cl" c h a n n e l s . 
T h e a m p l i t u d e o f t h e Cl" c u r r e n t of t h e a c t i o n p o t e n t i a l i n c r e a s e s 
w i t h t e m p é r a t u r e ( K i s h i m o t o 1 9 7 2 ) . T h e r a t e of t h e a c t i v a t i o n a n d 
a - i n a c t i v a t i o n i n c r e a s e w h e n t e m p é r a t u r e r i s e s ( B e i l b y a n d C o s t e r 
1 9 7 9 c ) . T h e d e l a y of a c t i v a t i o n d e c r e a s e s w h e n t h e t e m p é r a t u r e 
i n c r e a s e s . F r o m t h e v o l t a g e - d e p e n d e n c e of t h e e n t h a l p y of t h e 
d e l a y of a c t i v a t i o n of t h e Cl" c h a n n e l s , B e i l b y a n d C o s t e r ( 1 9 7 9 c ) 
h a v e c a l c u l a t e d t h a t 4 c h a r g e s p e r " m o l é c u l e of c h a n n e l " m u s t b e 
m o v e d p e r p e n d i c u l a r l y t o t h e m e m b r a n e b e f o r e a Cl" c h a n n e l i s 
a c t i v a t e d . 

C l - c h a n n e l s a r e a l s o i n v o l v e d i n t h e e x c i t a b i l i t y of t h e 
t o n o p l a s t . T h e i r i d e n t i f i c a t i o n r e s t s o n t h e d e p e n d e n c e of t h e 
m a g n i t u d e of t h e a c t i o n p o t e n t i a l o n t h e v a c u o l a r C l " c o n c e n t r a t i o n 
( K i k u y a m a a n d T a z a w a 1 9 7 6 , S h i m m e n a n d N i s h i k a w a 1 9 8 8 ) . a n d o n 
t h e f a c t t h a t t h e r e v e r s a i p o t e n t i a l o f t h e c u r r e n t i s b e t w e e n - 5 0 
a n d - 7 0 mV w h i c h i s of t h e s a m e o r d e r of m a g n i t u d e a t h e 
e q u i l i b r i u m p o t e n t i a l d i f f é r e n c e of C l - i o n s a c r o s s t h e t o n o p l a s t 
( L u n e v s k y e t a l . 1 9 8 3 ) . In N i t e l l o p s i s o b t u s a . t h e t o n o p l a s t Cl" 
c u r r e n t i s a c t i v a t e d a f t e r a n e a r l y t r a n s i e n t c u r r e n t t e n t a t i v e l y 
i d e n t i f i e d a s a Ca^* c u r r e n t , a n d i t s a m p l i t u d e c a n b e c o n t r o l l e d b y 
t h e e x t e r n a l Ca^* c o n c e n t r a t i o n ( B e r e s t o v s k y e t a l . 1 9 7 6 , L u n e v s k y e t 
a l . 1 9 8 3 ) . On t h i s b a s i s , L u n e v s k y e t a l . ( 1 9 8 3 ) h a v e p r o p o s e d t h a t 
t h e t o n o p l a s t C l - c h a n n e l s a r e a l s o C a ^ ^ - a c t i v a t e d . 

6 . 2 . 3 P r o t o n c h a n n e l s 

In t h e l i g h t a n d w h e n t h e e x t e r n a l pH i s a b o v e 9 , t h e m e m b r a n e 
p o t e n t i a l d i f f é r e n c e o f C h a r a c o r a l l i n a i s c l o s e t o t h e e q u i l i b r i u m 
p o t e n t i a l d i f f e e n c e f o r t h e p r o t o n s a n d t h e m e m b r a n e h y p e r p o l a r i z e s 
w i t h a s l o p e of 5 9 m V / p H u n i t w h e n t h e e x t e r n a l s o l u t i o n i s 
a l k a l i n i z e d ( B i s s o n a n d W a l k e r 1 9 8 0 ) . T h i s i n d i c a t e s t h a t a t a pH 
a b o v e 9 t h e m e m b r a n e p e r m e a b i l i t y t o H* id m u c h h i g h e r t h a n t h a t 
f o r o t h e r i o n s . T h e m e m b r a n e i s t h e n s a i d t o b e i n t h e p a s s i v e 
H * - s t a t e . In t h è s e c o n d i t i o n s t h e m e m b r a n e c o n d u c t a n c e i s l a r g e ( u p 
t o 4 Sm-2) a n d i s v o l t a g e - i n d e p e n d e n t . 
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A t t h e s a m e m e m b r a n e p o t e n t i a l d i f f é r e n c e a s t h o s e r e c o r d e d i n 
a l k a l i n e s o l u t i o n b u t a t m o r e a c i d pH, w h e n t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l 
d i f f é r e n c e i s c o n t r o l l e d b y t h e e l e c t r o g e n i c p u m p , t h e H* c h a n n e l s 
a r e n o t o p e n s u g g e s t i n g t h a t t h e H* c h a n n e l s a r e c h e m i c a l l y 
a c t i v a t e d . 

T h e f a c t t h a t DCCD r e d u c e s t h e p a s s i v e c o n d u c t a n c e a t p H ' s 
a b o v e 9 s u p p o r t s t h e i d e a t h a t t h e c h a n n e l s a h i g h pH a r e s é l e c t i v e 
t o p r o t o n s ( B i s s o n a n d W a l k e r 1 9 8 0 , 1 9 8 1 ) . DCCD i s t h o u g h t t o b l o c k 
t h e Fo p r o t o n c h a n n e l a c t i v i t y of t h e H * - t r a n s l o c a t i n g A T P a s e of 
c h l o r o p l a s t , m i t o c h o n d r i a , b a c t e r i a a n d p l a n t s . A s e l e c t r o g e n i c i t y i n 
p l a n t c e l l m e m b r a n e s i s a t t r i b u t e d t o a H * - t r a n s l o c a t i n g A T P a s e , i t i s 
l e g i t i m a t e t o w o n d e r w h e t h e r t h e H* c h a n n e l s o b s e r v e d i n C h a r a 
c o r a l l i n a a t a l k a l i n e pH a r i s e f r o m t h e H* p u m p w h i c h w o u l d h a v e 
l o s t i t s c a t a l y t i c a c t i v i t y . 

T h e p a s s i v e p r o t o n p e r m e a b i l i t y w h i c h d o m i n â t e s a t a l k a l i n e pH 
i s s u p p r e s s e d i n t h e d a r k o r i n t h e p r é s e n c e of DCMU, a n i n h i b i t o r 
of t h e é l e c t r o n t r a n s p o r t c h a i n i n t h e c h l o r o p l a s t ( B i s s o n 1 9 8 6 ) . 
T h i s m o d u l a t i o n of t h e c h a n n e l s b y l i g h t i s n o t u n d e r s t o o d a t t h e 
p r é s e n t t i m e . 

T h e a c t i v a t i o n of H* c h a n n e l s a t a l k a l i n e pH c a n h a v e 
i p m p o r t a n t e f f e c t s o n t h e c e l l p h y s i o l o g y i n n a t u r a l e n v i r o n m e n t a l 
c o n d i t o n s . F o r i n s t a n c e , i n C h a r a c o r a l l i n a w h i c h h a s a l t e r n a t i n g 
a c i d a n d a l k a l i n e b a n d s ( L u c a s 1 9 8 3 ) , t h e m e m b r a n e c o n d u c t a n c e i s 
l a r g e r i n t h e a l k a l i n e b a n d s t h a n i n t h e a c i d b a n d s . A c c o r d i n g t o 
S m i t h a n d W a l k e r ( 1 9 8 3 ) , t h e a l k a l i n e b a n d s p é c i f i e c o n d u c t a n c e i s a t 
l e a s t 5 t i m e s g r e a t e r t h a n t h e a v e r a g e s p é c i f i e c o n d u c t a n c e of t h e 
w h o l e c e l l . F u r t h e r m o r e , a c c o r d i n g t o L u c a s e t a l . ( 1 9 7 7 ) , t h e i o n 
t r a n s p o r t z o n e of t h e a l k a l i n e b a n d i s a t l e a s t o n e - s i x t h of t h e t o t a l 
c e l l s u r f a c e a r e a . T h i s m e a n s t h a t t h e c o n d u c t a n c e o f t h e a l k a l i n e 
b a n d w o u l d a c c o u n t f o r a t l e a s t 80% of t h e c e l l t o t a l c o n d u c t a n c e 
( H o m b l é a n d F e r r i e r 1 9 8 8 ) . T h u s , t h è s e e x p é r i m e n t a l r e s u l t s d o n o t 
a g r é e w i t h t h e c u r r e n t l y a c c e p t e d h y p o t h e s i s w h i c h a s s u m e t h a t i n 
n a t u r a l c o n d i t i o n s t h e c o n d u c t a n c e of t h e m e m b r a n e ( a n d t h u s t h e 
m e m b r a n e p o t e n t i a l i s l a r g e l y d o m i n a t e d b y t h e p r o t o n p u m p . 

6 . 2 . 4 C a l c i u m c h a n n e l s 

T h e r ô l e of Ca2+ i n t h e p l a n t a c t i o n p o t e n t i a l a n d i t s r e l a t i o n t o 
c y t o p l a s m i c s t r e a m i n g h a v e b e e n r e v i e w e d b y B e i l b y ( 1 9 8 4 b ) . 
T h e r e f o r e , a t t e n t i o n w i l l b e f o c u s e d o n t h e i d e n t i f i c a t i o n a n d t h e 
b i o p h y s i c a l p r o p e r t i e s of t h e Ca2+ c h a n n e l s . 

E v i d e n c e f o r t h e p r é s e n c e of Ca^^ c h a n n e l s i n t h e m e m b r a n e s of 
p l a n t c e l l s c o r n e s f r o m t h e s t u d y of t h e i o n i c c u r r e n t s t h a t f l o w 
t h r o u g h t h e m e m b r a n e of C h a r a c e a e d u r i n g a n a c t i o n p o t e n t i a l . 
W h e n t h e p l a m s a l e m m a p o t e n t i a l d i f f é r e n c e of v a r i o u s C h a r a c e a n c e l l s 
i s c l a m p e d a t a v a l u e s l i g h t l y m o r e p o s i t i v e t h a n t h e t h r e s h o l d of 
e x c i t a t i o n , a t r a n s i e n t n é g a t i v e c u r r e n t s i r a i l a r t o t h e t r a n s i e n t Cl-
c u r r e n t o c c u r s a n d h a s b e e n a t t r i b u t e d t o a n i n w a r d m o v e m e n t of 
Ca2+ i o n s . In C h a r a c o r a l l i n a a n d N i t e l l a f l e x i l i s t h e Ca^* c h a n n e l s 
a r e a c t i v a t e d a f t e r t h e a c t i v a t i o n of t h e Cl" c h a n n e l s w h e r e a s i n 
N i t e l l o p s i s o b t u s a t h e y a r e a c t i v a t e d b e f o r e t h e a c t i v a t i o n of t h e Cl" 
c h a n n e l s ( V o l k o v 1 9 7 7 , B e i l b y a n d C o s t e r 1 9 7 9 a , L u n e v s k y e t a l . 
1 9 8 3 ) . 
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T h e c h a r a c t e r i z a t i o n of Ca.^* c h a n n e l s i s n o t e a s y . T h e r e v e r s a i 
p o t e n t i a l ( a b o u t - 5 0 mV) c o r r e s p o n d s n e i t h e r t o t h e e q u i l i b r i u m 
p o t e n t i a l d i f f é r e n c e f o r Ca^^ i o n s a c r o s s t h e p l a s m a l e m m a n o r t o t h a t 
of a n y o t h e r i o n i n v o l v e d i n t h e p h y s i o l g y of C h a r a c e a n c e l l s . 

I n i n t a c t c e l l s o f C h a r a c o r a l l i n a o n l y a v e r y s m a l l i n f l u x o f 
Ca2+ i s p r e d i c t e d t o f l o w a c r o s s t h e p l a s m a l e m m a d u r i n g a n a c t i o n 
p o t e n t i a l ( B e i l b y a n d C o s t e r 1 9 7 9 b ) , a n d t h i s e x p l a i n s w h y n o 
s i g n i f i c a n t c h a n g e i n a Ca^* r a d i a c t i v e t r a c e r c a n b e d e t e c t e d a f t e r a 
n u m b e r o f a c t i o n p o t e n t i a l s h a s b e e n t r i g g e r e d ( H o p e a n d F i n d l a y 
1 9 6 4 ) . H o w e v e r , i n p e r f u s e d c e l l s of C h a r a c o r a l l i n a t h e Ca^* i n f l u x 
i n c r e a s e s b y a f a c t o r of 5 0 t o 2 0 0 w h e n a c t i o n p o t e n t i a l s a r e 
t r i g g e r e d ( H a y a m a e t a l . 1 9 7 9 ) . U s i n g t h e l i g h t e m i t t i n g c a l c i u m 
p r o b e a e q u o r i n , a n i n c r e a s e i n c y t o p l a s m i c Ca^* c o n c e n t r a t i o n h a s 
b e e n m e a s u r e d i n b o t h i n t a c t a n d p e r f u s e d c e l l s w h e n a n a c t i o n 
p o t e n t i a l i s t r i g g e r e d ( W i l l i a m s o n a n d A s h l e y 1 9 8 2 , K i k u y a m a a n d 
T a z a w a 1 9 8 3 ) . T h e Ca^* a c t i o n c u r r e n t w a s n o t a l t e r e d s i g n i f i c a n t l y 
b y c h a n g e s in pH, Na'^, o r K* c o n c e n t r a t i o n in t h e e x t e r n a l s o l u t i o n 
b u t w a s s e n s i t i v e t o a c h a n g e i n Ca^* c o n c e n t r a t i o n ( B e i l b y a n d 
C o s t e r 1 9 7 9 ) ; i t i s p o s s i b l e t o b l o c k t h e Ca^^ c u r r e n t b u t n o t t h e Cl" 
c u r r e n t i n N i t e l l o p s i s o b t u s a c e l l s p e r f u s e d w i t h o u t A T P ( Z h e r e l o v a 
e t a l . 1 9 8 4 ) . 

In o r d e r t o e x p l a i n t h a t t h e r e v e r s a i p o t e n t i a l f o r Ca2+ i s m u c h 
m o r e n é g a t i v e t h a n t h e e x p e c t e d e q u i l i b r i u m p o t e n t i a l d i f f é r e n c e f o r 
Ca2+ i o n s , o n e m u s t a r g u e d e i t h e r t h a t t h e Ca^^ c h a n n e l s i s b e 
n o n s e l e c t i v e o r t h a t t h e r e i s a h i g h (of t h e o r d e r of 2 5 mM) l o c a l 
c y t o p l a s m i c Ca^* c o n c e n t r a t i o n d u r i n g t h e c o u r s e of a n a c t i o n 
p o t e n t i a l . 

T h e e f f e c t o f v a r i o u s m o n o v a l e n t a n d b i v a l e n t c a t i o n s o n t h e 
r e v e r s a i p o t e n t i a l of t h e Ca2+ c u r r e n t h a s b e e n i n v e s t i g a t e d o n 
N i t e l l a f l e x i l i s ( V o l k o v e t a l . 1 9 8 2 ) . T h e f o l l o w i n g s e l e c t i v i t y s é r i e s 
w a s f o u n d f o r t h e Ca^* c h a n n e l s : 

Ba2* > Sr2+ > Ca2* > Mg^* > Cs+ > > Na* > Li*. 

T h e i n v e s t i g a t i o n of t h e s e l e c t i v i t y of t h e Ca^* c h a n n e l s i n N i t e l l o p s i s 
o b t u s a g a v e t h e s i m i l a r s é q u e n c e ( L u n e v s k y e t a l . 1 9 8 0 , L u n e v s k y e t 
a l . 1 9 8 3 ) : 

Ba2+ > Sr2+ > Ca2+ > Mg2+ f o r t h e b i v a l e n t c a t i o n s a n d , 
Rb+ > > Cs+ > Na* > Li+ f o r t h e m o n o v a l e n t c a t i o n s . 

T h e m o n o v a l e n t i o n s a f f e c t m a i n l y t h e a m p l i t u d e of t h e i o n i c c u r r e n t 
b u t n o t t h e r e v e r s a i p o t e n t i a l w h e r e a s b i v a l e n t c a t i o n s s h i f t b o t h of 
t h e m . T h e r a t i o of t h e s e l e c t i v i t y of Ca^^ c h a n n e l s f o r b i v a l e n t 
c a t i o n s t o t h a t f o r m o n o v a l e n t c a t i o n s d e c r e a s e s w i t h i n c r e a s e of 
e x t e r n a l c o n c e n t r a t i o n . When t h e e x t e r n a l s o l u t i o n c o n t a i n s a s m a n y 
b i v a l e n t a s m o n o v a l e n t c a t i o n s ( a s i s t h e c a s e i n t h e n a t u r a l 
e n v i r o n m e n t ) , t h e c u r r e n t t h r o u g h t h e c h a n n e l s i s m a i n l y c a r r i e d b y 
t h e b i v a l e n t c a t i o n s . A s Ca^* i o s a r e u s u a l l y t h e m a i n b i v a l e n t 
p r é s e n t i n t h e e x t e r n a l s o l u t i o n , i t i s t h u s j u s t i f i e d t o c a l l t h e 
c h a n n e l s Ca^* c h a n n e l s . 
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In N i t e l l a f l e x i l i s , t h e m a g n i t u d e of t h e Ca^* c u r r e n t d e c r e a s e s 
w h e n t h e e x t e r n a l s o l u t i o n i s a c i d i f i e d ( V o l k o v e t a l . 1 9 7 9 ) b u t i n 
C h a r a c o r a l l i n a a s i g n i f i c a n t e f f e c t o n t h e k i n e t i c s of a c t i v a t i o n a n d 
i n a c t i v a t i o n w a s f o u n d o n l y a t a c i d pH ( B e i l b y 1 9 8 2 ) . V o l k o v e t a l . 
( 1 9 7 9 ) h a v e c a l c u l a t e d t h a t w e a k l y a c i d g r o u p s w i t h a pK i n t h e 
r a n g e of 4 . 4 t o 4 . 9 m u s t e x i s t a t t h e o u t e r f a c e o f t h e Ca^* c h a n n e l s . 
T h e e f f e c t of a c i d pH o n t h e m a g n i t u d e of t h e Ca^* c u r r e n t c a n t h u s 
b e e x p l a i n e d b y a p r o t o n a t i o n of t h e c h a n n e l s . 

A n i n c r e a s e i n t e m p é r a t u r e i n c r e a s e s t h e r a t e of b o t h a c t i v a t i o n 
a n d i n a c t i v a t i o n p r o c e s s a n d d e c r e a s e s t h e d e l a y i n a c t i v a t i o n of t h e 
Ca2+ c h a n n e l s i n C h a r a c o r a l l i n a ( B e i l b y a n d C o s t e r 1 9 7 9 c ) . T h e 
a c t i v a t i o n e n t h a l p i e s of t h e a c t i v a t i o n a n d i n a c t i v a t i o n of t h e Ca.^* 
c h a n n e l s a r e of t h e s a m e o r d e r of m a g n i t u d e a s t h o s e o f t h e Cl" 
c h a n n e l s . F r o m t h e i r s t u d y of t h e e f f e c t of t h e t e m p é r a t u r e o n t h e 
d e l a y of a c t i v a t i o n of t h e Ca2+ c u r r e n t s , B e i l b y a n d C o s t e r ( 1 9 7 9 c ) 
h a v e c a l c u l a t e d t h a t 10 c h a r g e s p e r m o l é c u l e of Ca^* c h a n n e l m u s t b e 
m o v e d p e r p e n d i c u l a r l y t o t h e m e m b r a n e b e f o r e t h e Ca^* c h a n n e l s a r e 
a c t i v a t e d . 

T h e p r é s e n c e of Ca^* c h a n n e l s i n t h e t o n o p l a s t h a s b e e n 
p o s t u l a t e d f o r N i t e l l o p s i s o b t u s a ( B e r e s t o v s k y e t a l 1 9 7 6 , L u n e v s k y 
e t a l . 1 9 8 3 ) . T h e t o n o p l a s t Ca^* c h a n n e l s w e r e t e n t a t i v e l y i d e n t i f i e d 
o n t h e f o l l o w i n g b a s e s . A) T h e t w o t r a n s i e n t c u r r e n t s a r i s i n g 
d u r i n g a n a c t i o n p o t e n t i a l h a v e s i m i l a r q u a l i t a t i v e c h a r a c t e r i s t i c s a t 
t h e t o n o p l a s t a n d a t t h e p l a s m a l e m m a . A t t h e t o n o p l a s t , t h e s e c o n d 
t r a n s i e n t c u r r e n t w a s i d e n t i f i e d a s a C l " c u r r e n t ( s e e a b o v e ) . T h u s 
b y a n a l o g y w i t h t h e p l a s m a l e m m a i t i s p o s t u l a t e d t h a t t h e f i r s t 
t r a n s i e n t c u r r e n t i s a Ca^* c u r r e n t . B) T h e r e v e r s a i p o t e n t i a l o f t h e 
t o n o p l a s t Ca2+ c u r r e n t l i e s i n t h e r a n g e of v a l u e p r e d i c t e d b y 
e x p e r i m e n t s o n r e c o n s t i t u t e d Ca^* c h a n n e l s i n a n a r t i f i c i a l m e m b r a n e 
w h i c h w a s s u r r o u n d e d b y a s o l u t i o n s i m i l a r i n c o m p o s i t i o n t o t h a t of 
t h e v a c u o l e . 

6 . 2 . 5 P o t a s s i u m c h a n n e l s 

K+ c h a n n e l s h a v e b e e n i d e n t i f i e d i n v a r i o u s p l a n t c e i l s a n d a r e 
i n v o l v e d i n t h e a c t i o n p o t e n t i a l , t h e l e a k c o n d u c t a n c e , t h e 
l i g h t - i n d u c e d p o t e n t i a l c h a n g e , t h e p s e u d o i n d u c t i v e r e s p o n s e a n d 
t h e h y p e r p o l a r i z i n g r e s p o n s e . 

A n i n c r e a s e i n t h e e f f l u x d u r i n g t h e a c t i o n p o t e n t i a l h a s 
b e e n m e a s u r e d b y r a d i a c t i v e t r a c e r s ( G a f f e y a n d M u l l i n s 1 9 5 8 , H o p e 
a n d F i n d l a y 1 9 6 4 a , O d a 1 9 7 5 , K i k u y a m a e t a l . 1 9 8 4 ) . f l a m e p h o t o m e t r y 
( H a a p a n e n a n d S k o g l u n d 1 9 6 7 , O d a 1 9 7 6 ) , a n d a t o m i c a b s o r p t i o n 
s p e c t r o m e t r y ( K i k u y a m a e t a l . 1 9 8 4 ) . T h i s i n c r e a s e i n K* e f f l u x w a s 
c o r r e l a t e d w i t h t h e p o s i t i v e c u r r e n t w h i c h h y p e r p o l a r i z e s t h e 
m e m b r a n e t o w a r d s i t s r e s t i n g v a l u e d u r i n g a n a c t i o n p o t e n t i a l 
( F i n d l a y a n d H o p e 1 9 6 4 b , K i s h i m o t o 1 9 6 4 , B e i l b y a n d C o s t e r 1 9 7 9 a , 
H i r o n o a n d M i t s u i 1 9 8 1 ) . T h e c u r r e n t of t h e a c t i o n p o t e n t i a l h a s 
i t s r e v e r s a i p o t e n t i a l c l o s e t o t h e e q u i l i b r i u m p o t e n t i a l d i f f é r e n c e f o r 

i o n s . F u r t h e r é v i d e n c e of t h e i n v o l v e m e n t of i o n s i n t h e 
a c t i o n p o t e n t i a l h a s b e e n o b t a i n e d i n p e r f u s e d t o n o p l a s t - f r e e c e i l s of 
C h a r a a u s t r a l i s i n w h i c h t h e l e n g t h of t h e t i m e c o u r s of t h e a c t i o n 
p o t e n t i a l d e c r e a s e d w h e n t h e c y t o p l a s m i c K+ c o n c e n t r a t i o n i n c r e a s e d 
( S h i m m e n a n d T a z a w a 1 9 8 0 ) . 
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T h e q u a t e r n a r y a m m o n i u m c a t i o n t e t r a e t h y l a m m o n i u m ( T E A ) h a s 
b e e n u s e d t o i d e n t i f y K+ c h a n n e l s i n p l a n t c e l l s . I t s a c t i o n a s a 
b l o c k e r of K+ c h a n n e l s h a s b e e n w e l l d e m o n s t r a t e d i n a n i m a l c e l l s 
( A r m s t r o n g 1 9 7 5 ) . I n N i t e l l a f l e x i l i s . N i t e l l a a x i l l i f o r m i s a n d N i t e l l a 
m u c r o n a t a T E A , a d d e d i n t h e e x t e r n a l s o l u t i o n , p r o l o n g s t h e 
h y p e r p o l a r i z i n g p h a s e of t h e a c t i o n p o t e n t i a l ( B e l t o n a n d V a n N e t t e n 
1 9 7 1 , K o p p e n h ô f e r 1 9 7 2 , S h i m m e n a n d T a z a w a 1 9 8 3 ) . T E A a l s o 
p r o l o n g s t h e a c t i o n p o t e n t i a l i f a d d e d to t h e c y t o p l a s m i c s o l u t i o n o f 
p e r f u s e d t o n o p l a s t - f r e e c e l l s of N i t e l l a a x i l l i f o r m i s . In t h è s e c e l l s 
t h e h y p e r p o l a r i z a t i o n r e s p o n s e w h i c h o c c u r s a t t h e e n d o f t h e a c t i o n 
p o t e n t i a l t i m e c o u r s e i s o n l y i n h i b i t e d by T E A i f i t i s a d d e d t o t h e 
e x t e r n a l m é d i u m ( S h i m m e n a n d T a z a w a 1 9 8 3 ) . H o w e v e r , i n C h a r a 
c o r a l l i n a , T E A a f f e c t s n e i t h e r t h e a m p l i t u d e of t h e i o n i c c u r r e n t s 
f l o w i n g d u r i n g a n a c t i o n p o t e n t i a l n o r t h e s h a p e of t h e a c t i o n 
p o t e n t i a l ( B e i l b y a n d C o s t e r 1 9 7 9 a , S h i m m e n a n d T a z a w a 1 9 8 3 ) . In 
E r e m o s p h a e r a v e r i d i s , t h e s h a p e of t h e c u r r e n t - v o l t a g e c u r v e a n d 
t h e a c t i o n - p o t e n t i a l - l i k e r e s p o n s e i n d u c e d b y d a r k a r e a f f e c t e d b y 
T E A ( K ô l h e r e t a l . 1 9 8 3 , , K ô l h e r e t a l . 1 9 8 6 ) . 10 mM T E A b l o c k s t h e 
h y p e r p o l a r i z i n g r e s p o n s e i n C h a r a i n f l a t a ( C o l e m a n a n d F i n d l a y 1 9 8 3 ) 
a n d t h e p s e u d o i n d u c t i v e r e s p o n s e of H y d r o d i c t y o n a f r i c a n u m 
( F i n d l a y a n d C o l e m a n 1 9 8 3 ) a n d of C h a r a c o r a l l i n a ( H o m b l é 1 9 8 5 ) . 
T E A a l s o a f f e c t s t h e g ê n e r a i s h a p e of t h e c u r r e n t - v o l t a g e c u r v e f o r 
t h e p l a s m a l e m m a of C h a r a c o r a l l i n a ( B e i l b y 1 9 8 5 , 1 9 8 6 ) a n d of N i t e l l a 
f l e x i l i s ( S o k o l i k a n d Y u r i n 1 9 8 1 , 1 9 8 6 ) . W h e n t o n o p l a s t - f r e e c e l l s o f 
C h a r a a u s t r a l i s w e r e p e r f u s e d w i t h n e u t r a l r e d a f a s t l i g h t - i n d u c e d 
p o t e n t i a l c h a n g e w a s o b s e r v e d ( K a w a m u r a a n d T a z a w a 1 9 8 0 ) . T h i s 
r e s p o n s e i s v o l t a g e - d e p e n d e n t ( S h i m m e n a n d T a z a w a 1 9 8 1 ) a n d 
b l o c k e d b y T E A w h e n i t i s a d d e d t o t h e e x t e r n a l o r c y t o p l a s m i c 
s o l u t i o n ( T a z a w a a n d S h i m m e n 1 9 8 0 ) . T h e K* i n f l u x i n h i g h - s a l t c o r n 
r o o t s i s a l s o a f e c t e d b y T E A ( K o c h i a n e t a l . 1 9 8 5 ) . 

T E A i s n o t t h e o n l y k n o w n c h a n n e l b l o c k e r . In b o t h a n i m a l 
a n d p l a n t c e l l s t h e T E A d e r i v a t i v e n o n y l t r i e t h y l a m m o n i u m (Cg) a l s o 
b l o c k s c h a n n e l s a n d m o r e e f f i c i e n t l y ( A r m s t r o n g 1 9 7 5 , T a z a w a a n d 
S h i m m e n 1 9 8 0 , F i n d l a y a n d C o l e m a n 1 9 8 3 ) . In C h a r a c o r a l l i n a , 
2 , 4 , 6 - t r i a m i n o p y r i d i m i d i n e ( T A P ) c a n s u b s t i t u t e f o r T E A f o r t h e 
i n h i b i t i o n of c h a n n e l s ( K e i f e r a n d L u c a s 1 9 8 2 ) . ,.: 

S o m e i n o r g a n i c i o n s a l s o b l o c k K+ c h a n n e l s . Cs* d e c r e a s e s t h e 
c o n d u c t a c e i n N i t e l l a f l e x i l i s ( S o k o l i k a n d Y u r i n 1 9 8 6 ) w h e r e a s t h e 

d u r a t i o n of t h e a c t i o n p o t e n t i a l i s i n c r e a s e d b y Cu2+ i n N i t e l l a 
m u c r o n a t a ( K o p p e n h ô f e r 1 9 7 2 ) a n d b y Ba^* i n N i t e l l a f l e x i l i s ( B e l t o n 
a n d V a n N e t t e n 1 9 7 1 ) . M a n y a u t o r s h a v e r e p o r t e d t h a t Ca^* 
d e c r e a s e s b u t K+ i n c r e a s e s t h e K* c o n d u c t a n c e of p l a n t c e l l 
m e m b r a n e s ( H o p e a n d W a l k e r 1 9 6 1 , S p a n s w i c k e t a l . 1 9 6 7 , S m i t h a n d 
W a l k e r 1 9 8 1 , K e i f e r a n d L u c a s 1 9 8 2 , B i s s o n 1 9 8 4 , S m i t h 1 9 8 4 , H o m b l é 
1 9 8 5 ) . T h e K* c o n d u c t a n c e d e c r e a s e s a t b o t h a c i d a n d h i g h l y 
a l k a l i n e pH ( B i s s o n a n d W a l k e r 1 9 8 1 , S o k o l i k a n d Y u r i n 1 9 8 6 , B e i l b y 
1 9 8 6 ) . B u t a t pH 11 i t i s p o s s i b l e t o s h i f t t h e m e m b r a n e f r o m t h e 
p a s s i v e H + - s t a t e b y d e p o l a r i z i n g t h e m e m b r a n e . T h i s t r a n s i t i o n i s 
r é v e r s i b l e b u t t h e m e c h a n i s m b y w h i c h t h i s t r a n s i t i o n o c c u r s i s n o t 
u n d e r s t o o d a t p r é s e n t ( B e i l b y 1 9 8 6 ) . 

T h e m o d e s of a c t i o n of o r g a n i c c a t i o n s a r e p r o b a b l y d i f f é r e n t . 
Cg i s m a d e u p o f a h y d r o p h i l i c h e a d a n d a m o r e h y d r o p h o b i c t a i l . 
A r m s t r o n g ( 1 9 7 5 ) h a s p r o p o s e d t h a t t h e t a i l c o u l d b i n d t o a 
h y d r o p h o b i c g r o u p i n t h e n e i g h b o u r h o o d of t h e K+ c h a n n e l m o u t h 
w h e r e a s t h e h e a d w o u l d o c c u p y t h e e n t r a n c e o f t h e c h a n n e l . T h e 
i n o r g a n i c i o n s p r o b a b l y c o m p e t e f o r a n i o n i c s i t e e i t h e r a t t h e i o n 
s é l e c t i v e f i l t e r o r a t t h e g â t e of t h e c h a n n e l . 



T h e i n i t i a l d e c r e a s e i n c o n d u c t a n c e d u r i n g t h e h y p e r p o l a r z i n g 
r e s p o n s e a r i s e s f r o m a n i n a c t i v a t i o n o f t h e c h a n n e l s ( C o l e m a n a n d 
F i n d l a y 1 9 8 5 , H o m b l é 1 9 8 7 ) . T h e s m a l l i n c r e a s e i n c o n d u c t a n c e w h i c h 
f o l l o w s h a s b e e n a t t r i b u t e d t o a n a c t i v a t i o n o f C l " c h a n n e l s ( C o i e m a n 
a n d F i n d l a y 1 9 8 5 ) . H o w e v e r , w i t h p r o t o p i a s m i c d r o p l e t s of C h a r a 
c o r a l l i n a i t h a s b e e n s h o w n t h a t t h i s s l i g h t i n c r e a s e i n c o n d u c t a n c e 
r e s u l t s f r o m a d e l a y e d a c t i v a t i o n of t h e c h a n n e l s w h i c h c a n b e 
b l o c k e d b y T E A ( H o m b l é 1 9 8 7 ) . 

M o s t o f t h e e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l i n v e s t i g a t i o n s o f t h e p r o p e r t i e s 
of t h e c o n d u c t a n c e of a q u a t i c p l a n t c e l l s s h o w t h a t t h e 
c o n d u c t a n c e i s t i m e - a n d v o l t a g e - d e p e n d e n t . H o w e v e r a v o l t a g e - i n -
d e p e n d e n t K + c o n d u c t a n c e h a s b e e n r e p o r t e d w h i c h a c c o u n t s f o r t h e 
l e a k c o n d u c t a n c e o b s e r v e d w h e n a i l o t h e r i o n t r a n s p o r t s a r e b l o c k e d 
( B e i l b y 1 9 8 5 ) . 

I n N i t e l l a f l e x i l i s , t h e s e l e c t i v i t y s é r i e s e s t i m a t e d f r o m t h e s h i f t 
of t h e r e v e r s a i p o t e n t i a l of t h e c u r r e n t d u r i n g a n a c t i o n p o t e n t i a l 
i s ( S o k o l i k a n d Y u r i n 1 9 8 6 ) : 

> Rb+ > NH"* > N a * > Li* > Cs* > T E A 

S u l p h y d r y l r e a g e n t s l i k e N - e t h y l m a l e i m i d e m o d i f y t h e p r o p e r t i e s 
of t h e K+ c o n d u c t a n c e i n C h a r a c o r a l l i n a ( L i c h t n e r e t a l . 1 9 8 1 , H o m b l é 
a n d J e n a r d 1 9 8 4 ) ; t h i s s u g g e s t s t h a t S H - g r o u p s a r e n e e d e d t o 
m a i n t a i n t h e c o n f o r m a t i o n of t h e c h a n n e l s . 

I n C h a r a c o r a l l i n a , t h e e f f e c t o f t e m p é r a t u r e o n t h e K* c h a n n e l s 
h a s b e e n s t u d i e d i n t h e a c t i o n p o t e n t i a l , t h e p s e u d o i n d u c t i v e 
r e s p o n s e , a n d t h e m e m b r a n e c o n d u c t a n c e of c e l l s i n t h e p a s s i v e 
K + - s t a t e . F r o m t h è s e e x p e r i m e n t s a v a l u e f o r t h e a c t i v a t i o n e n t h a l p y 
of t h e K* t r a n s p o r t r a n g i n g f r o m 3 6 t o 4 4 K J m o l - i a t 2 0 'C h a s b e e n 
c a l c u l a t e d ( B e i l b y a n d C o s t e r 1 9 7 6 , H o m b l é a n d J e n a r d 1 9 8 4 , H o m b l é 
1 9 8 5 ) . A t t h e s a m e t e m p é r a t u r e b u t i n N i t e l l a f l e x i l i s a n a c t i v a t i o n 
e n t h a l p y o f a b o u t 6 k J m o l " ^ w a s c a l c u l a t e d f r o m t h e h y p e r p o l a r i z i n g 
p h a s e of t h e a c t i o n p o t e n t i a l w h i c h i s t h o u g h t t o b e d u e t o a K+-
t r a n s p o r t ( B l a t t 1 9 7 4 ) . I n b o t h N i t e l l a f l e x i l i s a n d C h a r a c o r a l l i n a 
t h e e n t h a l p y o f a c t i v a t i o n i n c r e a s e s b e l o w 1 5 °C ( B l a t t 1 9 7 4 , H o m b l é 
1 9 8 5 ) . T h i s i s c o n s i s t e n t w i t h t h e r e s u l t s of H o p e a n d A s c h b e r g e r 
( 1 9 7 0 ) w h o h a v e s h o w n , u s i n g r a d i o t r a c e r s , t h a t t h e m e m b r a n e 
p e r m e a b i l i t y d e c r e a s e s a t l o w t e m p é r a t u r e . 

6 . 3 T h e s t o c h a s t i c a p p r o a c h 

T w o m e t h o d s h a v e b e e n d e v e l o p e d t o o b t a i n i n f o r m a t i o n a b o u t t h e 
m o l e c u l a r m e c h a n i s m of i o n t r a n s p o r t : f l u c t u a t i o n a n a l y s i s ( a l s o c a l l e d 
n o i s e a n a l y s i s ) a n d s i n g l e c h a n n e l a n a l y s i s . 

6 . 3 . 1 F l u c t u a t i o n s a n a l y s i s 

M e m b r a n e c h a n n e l s o p e r a t e s t o c h a s t i c a l l y . In a m e m b r a n e t h e 
n u m b e r of o p e n c h a n n e l s i s n o t c o n s t a n t b u t f l u c t u â t e s r a n d o m l y 
a r o u n d a n a v e r a g e v a l u e . T h i s i n h e r e n t l y p r o b a b i l i s t i c n a t u r e of 
c h a n n e l s l e a d s t o f l u c t u a t i o n o f t h e m e m b r a n e c o n d u c t a n c e a n d 
t h e r e f o r e o f t h e m e m b r a n e c u r r e n t a n d of t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l 
d i f f é r e n c e . F l u c t u a t i o n t h e o r y h a s b e e n a p p l i e d t o a n a l y s z e 
e l e c t r i c a l f l u c t u a t i o n f l u c t u a t i o n s of b i o l o g i c a l m e m b r a n e s s o a s t o 
g e t a n i n s i g h t i n t o t h e m o l e c u l a r m e c h a n i s m s o f i o n c h a n n e l s . 
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66 



C h a n n e l f l u c t u a t i o n s ( a l s o c a l l e d c h a n n e l n o i s e ) a r e u s u a l l y 
c h a r a c t e r i z e d b y t h e i r p o w e r s p e c t r a l d e n s i t y . T h e p o w e r s p e c t r a l 
d e n s i t y a s s o c i a t e d w i t h a s e t of t i m e s é r i e s d a t a d e s c r i b e s t h e 
a m p l i t u d e a n d t h e r a p i d i t y of f l u c t u a t i o n s in t h e o r i g i n a l r e c o r d . I t 
i s o b t a i n e d f r o m F o u r i e r a n a l y s i s of t h e t i m e s é r i e s r e c o r d e d . 
F o u r i e r a n a l y s i s of a t i m e s é r i e s c o n s i s t s i n d e c o m p o s i n g a f u n c t i o n 
of t i m e i n t o a s u m of s i n e a n d c o s i n e w a v e s of v a r i o u s f r e q u e n c i e s 
a n d a m p l i t u d e s . T h e p o w e r s p e c t r a l d e n s i t y i s o b t a i n e d f r o m t h i s 
F o u r i e r d é c o m p o s i t i o n b y s q u a r i n g t h e s i n e a n d c o s i n e a m p l i t u d e f o r 
e a c h f r e q u e n c y , s u m m i n g t h e m t o g e t h e r a n d d i v i d i n g b y t w o 
( a v e r a g i n g ) . T o u s e n o i s e a n a l y s i s o n e m u s t f i r s t p o s t u l a t e a m o d e l 
f o r t h e c h a n n e l , f r o m w h i c h t h e p r o b a b i l i t y of f i n d i n g t h e c h a n n e l i n 
i t s v a r i o u s s t a t e s c a n b e d e r i v e d ; t h e n u s e t h i s t o c a l c u l a t e t h e 
p o w e r s p e c t r a l d e n s i t y . T h e v a l i d i t y of t h e m o d e l i s j u d g e d b y 
c o m p a r i s o n b e t w e e n t h e t h e o r e t i c a l a n d t h e e x p é r i m e n t a l p o w e r 
s p e c t r a l d e n s i t y . 

M o s t of t h e a n a l y s i s of t h e e l e c t r i c a l f l u c t u a t i o n s i n p l a n t c e l l s 
h a s b e e n c o n c e r n e d w i t h t h e c o n t r i b u t i o n of t h e e l e c t r o g e n i c a c t i v e 
t r a n s p o r t t o t h e g l o b a l e l e c t r i c a l f l u c t u a t i o n s w h i c h o c c u r a c r o s s 
p l a n t m e m b r a n e s ( R o a a n d P i c k a r d 1 9 7 6 , 1 9 7 7 , R o s s a n d D a i n t y 1 9 8 5 , 
1 9 8 6 , A l e x a n d r e e t a l . 1 9 8 6 ) . 

In C h a r a c o r a l l i n a t h e m i n u s t w o s l o p e of t h e l o g a r i t h m of t h e 
v o l t a g e p o w e r s p e c t r a l d e n s i t y w a s a t t r i b u t e d t o t h e s t o c h a s t i c 
a c t i v i t y of c h a n n e l s ( F e r r i e r e t a l . 1 9 7 9 ) . T h e c h a n g e i n 
e l e c t r i c a l f l u c t u a t i o n s i n d u c e d b y t h e p r é s e n c e of g r a m i c i d i n A ( a 
c h a n n e l - f o r m i n g p o l y p e p t i d e ) i n t h e m e m b r a n e of c e l l s o f A c e r 
p s e u d o p l a t a n u s w a s s t u d i e d b y A l e x a n d r e e t a l . ( 1 9 8 5 ) . In t h i s 
c a s e g o o d a g r e e m e n t w a s o b s e r v e d b e t w e e n t h e d a t a o b t i a n e d o n t h e 
p l a n t c e l l m e m b r a n e a n d t h o s e o b t a i n e d o n a b i l a y e r l i p i d m e m b r a n e . 

6 . 3 . 2 S i n g l e c h a n n e l a n a l y s i s 

S i n g l e c h a n n e l s i s o l a t e d f r o m p l a n t c e l l s w e r e f i r s t o b t a i n e d i n 
b i l a y e r l i p i d m e m b r a n e s . T h e r é c e n t d e v e l p m e n t of t h e p a t c h - c l a m p 
t e c h n i q u e h a s p e r m i t t e d t h e s t u d y of s i n g l e c h a n n e l a c t i v i t y i n 
b i o l o g i c a l m e m b r a n e s ( S a k m a n n a n d N e h e r 1 9 8 4 ) . T h e m e t h o d 
c o n s i s t s o f e x c i s i n g a p a t c h of m e m b r a n e i n a c l e a n g l a s s p i p e t t e b y 
s u c k i n g t h e m e m b r a n e i n t o t h e p i p e t t e t i p w h i c h h a s a d i a m e t e r of 
a b o u t 1 ;^m. T h e f o u r d i f f é r e n t t y p e s of e x p é r i m e n t a l c o n f i g u r a t i o n 
t h a t c a n b e a c h i e v e d w i t h t h e p a t c h c l a m p t e c h n i q u e a r e d e s c r i b e d 
h e r e a f t e r a n d i n F i g u r e 2 7 . 

a ) T h e c e l l - a t t a c h e d c o n f i g u r a t i o n : t h e i n i t i a l s t e p c o n s i s t s of 
p r e s s i n g a c l e a n e d f i n e t i p g l a s s p i p e t t e a g a i n s t t h e c e l l u l a r 
m e m b r a n e f r e e o f c o n n e c t i v e t i s s u e s a r c e l l w a l l . U p o n a p p l i c a t i o n 
of s u c t i o n a t i g h t s e a i of e x t r e m e l y h i g h r é s i s t a n c e ( a b o u t 10 G n ) 
f o r m s b e t w e e n t h e m e m b r a n e a n d t h e i n n e r w a l l of t h e g l a s s p i p e t t e . 
T h i s i s c a l l e d t h e c e l l - a t t a c h e d p a t c h ( F i g u r e 2 7 a ) . I t p e r m i t s t h e 
r e c o r d i n g of s i n g l e c h a n n e l a c t i v i t y i n v i v o . T h i s c o n f i g u r a t i o n i s 
t h e e a s i e s t t o o b t a i n . I t d i s t u r b s t h e m e m b r a n e a n d i t s 
p h y s i o l o g i c a i e n v i r o n m e n t t o a l e s s e r e x t e n d t h a n t h e o t h e r t y p e s of 
e x p é r i m e n t a l c o n f i g u r a t i o n . 
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b) T h e i n s i d e - o u t c o n f i g u r a t i o n : b e c a u s e of t h e h i g h m e c h a n i c a l 
s t a b i l i t y of t h e g l a s s - m e m b r a n e s e a l , f u r t h e r m a n i p u l a t i o n i s p o s s i b l e 
s t a r t i n g f r o m t h e c e l l - a t t a c h e d c o n f i g u r a t i o n . W h e n t h e c e l l u n d e r 
i n v e s t i g a t i o n i s a t t a c h e d t o i t s s u p p o r t , a q u i c k w i t h d r a w a l w i l l 
b r e a k t h e s e a l e d p a t c h m e m b r a n e f r o m t h e r e m a i n i n g c e l l m e m b r a n e 
a n d f o r m a n i n s i d e - o u t c o n f i g u r a t i o n ( F i g u r e 2 7 b ) . 

c) T h e t i g h t - s e a l w h o l e c e l l c o n f i g u r a t i o n : i t i s c r e a t e d b y t h e 
r u p t u r e of t h e p a t c h m e m b r a n e a t t h e s t a g e of c e l l - a t t a c h e d 
c o n f i g u r a t i o n ( F i g u r e 2 7 c ) . I t i s o b t a i n e d b y i n c r e a s i n g t h e s u c t i o n 
in t h e p i p e t t e u n t i l t h e p a t c h m e m b r a n e b r e a k s . T h i s c o n f i g u r a t i o n 
a l l o w s i n v e s t i g a t i o n of s m a l l c e l l s u n d e r v o l t a g e a n d c u r r e n t c l a m p 
t e c h n i q u e s a n d r e c o r d i n g of o v e r a l i c u r r e n t a n d v o l t a g e r e s p o n s e o f 
t h e t o t a l n u m b e r of c h a n n e l s p r é s e n t i n t h e m e m b r a n e . 

d) T h e o u t s i d e - o u t c o n f i g u r a t i o n : i t d i f f e r s f r o m t h e i n s i d e - o u t 
c o n f i g u r a t i o n b y p r e s e n t i n g t h e m e m b r a n e i n t r a c e l i u l a r f a c e t o w a r d s 
t h e p i p e t t e s o l u t i o n i n s t e a d of t h e o u t e r f a c e . S u c h c o n f i g u r a t i o n 
c a n b e a c h i e v e d b y f o r c i n g t h e r u p t u r e of t h e s e a l e d m e m b r a n e f r o m 
t h e c e l l f i x e d i n i t s t i g h t - s e a l w h o l e c e l l c o n f i g u r a t i o n ( F i g u r e 2 7 d ) . 

T h e p a t c h - c l a m p e l e c t r o n i c c i r c u i t c o n s i s t s o f a c u r r e n t t o 
v o l t a g e c o n v e r t e r p r o v i d e d w i t h a f e e d b a c k r e s i s t o r of h i g h v a l u e 
w h i c h s e t s t h e a m p l i f i c a t i o n f a c t o r a n d w i t h a l o w l e a k a g e a n d l o w 
i n p u t n o i s e c u r r e n t i n o r d e r t o a i l o w a r e s o l u t i o n of a f e w 
p i c o a m p e r e s . A h i g h o r d e r a c t i v e f i l t e r a n d a c a p a c i t a n c e 
c o m p e n s a t i n g c i r c u i t a r e u s u a l l y a d d e d in o r d e r t o i m p r o v e t h e n o i s e 
a n d t i m e c o n s t a n t p e r f o r m a n c e s of t h e c u r r e n t t o v o l t a g e c o n v e r t e r . 

W h e n p r o p e r l y c a r r i e d o u t , t h è s e p r é p a r a t i o n s c o n t a i n o n l y o n e 
c h a n n e l a n d d i s c r è t e p u i s e s of c u r r e n t o r i g i n a t i n g f r o m a n d 
r e t u r n i n g t o t h e b a s e l i n e c u r r e n t l e v e l a r e o b s e r v e d a s l o n g a s a n 
e l e c t r o c h e m i c a l p o t e n t i a l d i f f é r e n c e i s a p p l i e d a c r o s s t h e p a t c h e d 
m e m b r a n e ( F i g u r e 2 8 ) . K n o w i n g t h e c h a n n e l c u r r e n t (Is) , t h e 
m e m b r a n e p o t e n t i a l d i f f é r e n c e (V) a n d t h e r e v e r s a i p o t e n t i a l (Er) f o r 
t h e i o n f l o w i n g t h r o u g h t h e c h a n n e l , t h e s i n g l e c h a n n e l c o n d u c t a n c e 
(y) c a n b e c a l c u l a t e d f r o m : 

y = [ 5 3 ] 

We b e g i n o u r d e s c r i p t i o n of s i n g l e c h a n n e l s w i t h t h e Ca^* 
c h a n n e l b e c a u s e i t w a s t h e f i r s t c h a n n e l i s o l a t e d . I t i s n o w t e n 
y e a r s s i n c e A l e x a n d r o v e t a l . ( 1 9 7 6 ) i s o l a t e d f r o m t h e p r o t o p l a s m of 
N i t e l l o p s l s o b t u s a a w a t e r s o l u b l e m o l é c u l e w h i c h h a d a c h a n n e l 
a c t i v i t y w h e n s t u d i e d i n a l i p i d b i l a y e r m e m b r a n e . I n t h i s p i o n e e r 
p a p e r t h e a u t h o r s r e p o r t e d t h a t t h e c h a n n e l s e e m e d t o b e m a d e u p 
of i d e n t i c a l s u b u n i t s of a b o u t 15 pS c o n d u c t a n c e . A g g r e g a t e s of 3 , 
6 o r 12 s u b u n i t s w e r e m o s t l y s e e n . H o w e v e r , m o r e r e c e n t l y , i t h a s 
b e e n r e p o r t e d t h a t a s i n g l e s u b u n i t c o u l d h a v e a c o n d u c t a n c e a s l o w 
a s 2 . 5 p S a n d t h a t t h e a g g r e g a t e m o s t o f t e n e n c o u t e r e d c o n s i s t e d o f 
8 0 s u b u n i t s w h i c h g a v e r i s e t o a c h a n n e l c o n d u c t a n c e o f 2 0 0 p S i n 
1 0 0 mM KCl ( V o l k o v a e t a l . 1 9 8 0 ) . T h e c h a n n e l w a s d e n a t u r a t e d b y 
t r e a t m e n t w i t h p r o t e o l y t i c e n z y m e s s u c h a s p r o n a s e o r t r y p s i n b u t 
w a s i n s e n s i t i v e t o n u c l e a s e s . I t w a s t h e r m o s t a b l e ( V o l k o v a e t a l . 
1 9 8 0 ) . V a l u e s o f 5 kD a n d 2 0 kD h a v e b e e n r e p o r t e d f o r t h e 
m o l e c u l a r w e i g h t of t h e c h a n n e l ( V o l k o v a e t a l . 1 9 8 0 ) . T h e i o n i c 
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s e l e c t i v i t y of t h i s c h a n n e l w a s a s t h a t d e t e r m i n e d f o r t h e c a l c i u m 
c u r r e n t of t h e a c t i o n p o t e n t i a l ( A l e x a n d r o v e t a l . 1 9 7 6 , L u n e v s k y e t 
a l . 1 9 8 0 ) . T h e c h a n n e l s e l e c t i v i t y w a s i n d e p e n d e n t o f t h e n u m b e r of 
s u b u n i t s . O n l y t h e c o n d u c t a n c e of t h e c h a n n e l w a s p r o p o r t i o n a l t o 
t h e n u m b e r of s u b u n i t s . W h a t e v e r t h e n u m b e r of s u b u n i t s f o r m i n g 
t h e c h a n n e l o n l y t w o s t a t e s w e r e o b s e r v e d : o p e n a n d c l o s e d . T h è s e 
f a c t s l e d B e r e s t o v s k y a n d A l e x a n d r o v ( 1 9 8 3 ) t o p r o p o s e t h a t t h e 
c h a n n e l i s m a d e u p of a c l u s t e r of a b o u t 8 0 s u b u n i t s w h i c h o p e n 
a n d c l o s e s i m u l t a n e o u s l y . 

D i f f é r e n t c h a n n e l s t h a t m é d i a t e i o n f l u x e s h a v e b e e n i d e n t i f i e d 
b y m e a n s of t h e p a t c h - c l a m p t e c h n i q u e in t h e f r e s h w a t e r a l g a 
C h a r a . T w o d i f f é r e n t c h a n n e l s a n d a Cl" c h a n n e l h a v e b e e n 
i d e n t i f i e d i n t h e t o n o p l a s t s u r r o u n d i n g p r o t o p l a s m i c d r o p l e t s f o r m e d 
f r o m C h a r a ( L û h r i n g 1 9 8 6 , H o m b l é e t a l . 1 9 8 7 , H o m b i é 1 9 8 7 , L a v e r 
a n d W a l k e r 1 9 8 7 , B e r t l 1 9 8 9 , T y e r m a n a n d F i n d l a y 1 9 8 9 ) a n d a Cl" 
c h a n n e l w a s f o u n d i n t h e p l a s m a l e m m a of C h a r a ( C o l e m a n 1 9 8 6 ) . 
M o s t of t h è s e i n v e s t i g a t i o n s h a v e b e e n d o n e u s i n g t h e c e l l - a t t a c h e d 
r e c o r d i n g m o d e w h i c h d o e s n o t p e r m i t t o c o n t r o l t h e i o n i c 
c o m p o s i t i o n o n b o t h s i d e of t h e m e m b r a n e . U s i n g t h i s p a t c h - c l a m p 
c o n f i g u r a t i o n L a v e r a n d W a l k e r ( 1 9 8 7 ) h a v e c o n c i u d e d t h a t t h e l a r g e 
c o n d u c t a n c e K+ c h a n n e l i s v o l t a g e - d e p e n d e n t . H o w e v e r , b e c a u s e t h e 
c o m p o s i t i o n o n t h e i n n e r s i d e of t h e m e m b r a n e w a s n o t c o n t r o l l e d i n 
t h e i r e x p e r i m e n t s i t i s s t i l l p o s s i b l e t h a t t h e c h a n n e l w a s n o t 
d i r e c t l y v o l t a g e - a c t i v a t e d . I t c o u l d b e l i g a n d - a c t i v a t e d . I n t h i s 
c a s e , i f t h e c o n c e n t r a t i o n of l i g a n d i n t h e v i c i n i t y of t h e c h a n n e l i s 
v o l t a g e - d e p e n d e n t t h e n t h e c h a n n e l w i l l a p p e a r t o b e v o l t a g e - d e p e n ­
d e n t i n t h e c e l l - a t t a c h e d r e c o r d i n g m o d e . F o r i n s t a n c e , Ca^* i s 
k n o w n t o r e g u l a t e t h e p r o p e r t i e s of s o m e c a t i o n i c c h a n n e l s i n b o t h 
a n i m a l a n d p l a n t c e l l s ( H e d r i c h a n d N e h e r 1 9 8 7 , S c h r o e d e r a n d 
H a g i w a r a 1 9 8 9 , S t o e c k e l a n d T a k e d a 1 9 8 9 ) . T h e c u r r e n t - v o l t a g e 
c h a r a c t e r i s t i c of t h e l a r g e c o n d u c t a n c e K*̂  c h a n n e l i s n o n l i n e a r a n d 
s h o w s s a t u r a t i o n a t e x t r ê m e v o l t a g e s ( L û h r i n g , 1 9 8 6 ; L a v e r a n d 
W a l k e r , 1 9 8 7 ; B e r t l , 1 9 8 9 ) . B e r t l ( 1 9 8 9 ) h a s s h o w n t h a t a 6 - s t a t e s 
m o d e l i s r e q u i r e d t o a c c o u n t f o r t h è s e p r o p e r t i e s . 

A c c o r d i n g t o S a k a n o a n d T a z a w a ( 1 9 8 6 ) a n d L û h r i n g ( 1 9 8 6 ) , t h e 
m e m b r a n e s u r r o u n d i n g c y t o p l a s m i c d r o p l e t s f o r m e d f r o m C h a r a i s 
m o s t i y t o n o p l a s t . T h i s h a s b e e n c o n f i r m e d b y B e r t l ( 1 9 8 9 ) w h o h a s 
s u g g e s t e d t h a t t h e d r o p l e t s w e r e e n c l o s e d b y t o n o p l a s t i n t h e 
r i g h t - s i d e - o u t o r i e n t a t i o n ( c y t o p l a s m i c s i d e f a c i n g t h e b a t h s o l u t i o n ) . 

T h e v o l t a g e - d e p e n d e n t c h l o r i d e c h a n n e l f o u n d i n t h e 
p l a s m a l e m m a of C h a r a c o r a l l i n a h a s a u n i t a r y c o n d u c t a n c e of 7 pS 
( C o l e m a n 1 9 8 6 ) . T h e m a g n i t u d e a n d t h e s h i f t of t h e r e v e r s a i p o t e n t i a l 
w h e n t h e e x t r a c e l l u l a r c h l o r i d e c o n c e n t r a t i o n w a s c h a n g e d w e r e 
c o n s i s t e n t w i t h t h e p e r m e a n t i o n b e i n g Cl". T h e c h a n n e l w a s 
a c t i v a t e d w h e n t h e p a t c h e d m e m b r a n e w a s h y p e r p o l a r i z e d w h i c h l e d . 
C o l e m a n ( 1 9 8 6 ) t o s u g g e s t t h a t t h i s c h a n n e l i s i m p l i c a t e d i n t h e 
p u n c h t h r o u g h p h e n o m e n o n . 

U s i n g t h e i n s i d e - o u t c o n f i g u r a t i o n , t h r e e d i f f é r e n t c h a n n e l s 
w e r e f o u n d in t h e v a c u o l a r m e m b r a n e s u r r o u n d i n g p r o t o p l a s m i c 
d r o p l e t o f C h a r a ( H o m b l é e t a l . 1 9 8 9 ) . Two of t h e m a r e s é l e c t i v e t o 

a n d h a v e a d i f f é r e n t u n i t a r y c o n d u c t a n c e : 8 9 a n d 1 3 2 p S i n 
s y m m e t r i c 1 5 0 mM KCl. T w o c h a n n e l s w i t h s i m i l a r c u r r e n t - v o l t a g e 
c h a r a c t e r i s t i c w a s a l s o o b s e r v e d u s i n g t h e c e l l - a t t a c h e d c o n f i g u r a ­
t i o n ( L û h r i n g 1 9 8 6 , H o m b l é e t a l . 1 9 8 7 , L a v e r a n d W a l k e r 1 9 8 7 , 
T y e r m a n a n d F i n d l a y 1 9 8 9 ) . In t h o s e p r e v i o u s w o r k s t h e 
c o m p o s i t i o n of t h e s o l u t i o n o n t h e i n n e r f a c e of t h e p a t c h e d 
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m e m b r a n e w a s n o t c o n t r o l l e d w h i c h m a d e c o m p a r i s o n s u n e a s y . T h è s e 
t w o K-̂  c h a n n e l s p r o b a b l y a c c o u n t f o r t h e t i m e - a n d v o l t a g e - d e p e n ­
d e n t i n w a r d c u r r e n t o b s e r v e d o n w h o l e d r o p l e t s ( H o m b l é 1 9 8 7 ) . 

O u r s t a t i s t i c a l a n a l y s i s of s i n g l e c h a n n e l m e a s u r e m e n t s , u s i n g 
t h e i n s i d e - o u t c o n f i g u r a t i o n , s h o w s t h a t t h e d u r a t i o n of t h e m e a n 
o p e n a n d c l o s e d t i m e s of t h e 1 3 2 pS d o e s n o t d é p e n d o n t h e a p p l i e d 
v o l t a g e . T h u s , w e c a n c o n c l u d e t h a t t h e c h a n n e l i t s e l f i s n o t 
v o l t a g e - d e p e n d e n t . H o w e v e r , t h e s t a t i s t i c a l p r o p e r t i e s o f t h i s 
c h a n n e l s e e m s t o b e v o l t a g e - d e p e n d e n t w h e n t h e c h a n n e l a c t i v i t y i s 
m e a s u r e d i n t h e c e l l - a t t a c h e d c o n f i g u r a t i o n ( L a v e r a n d W a l k e r 1 9 8 7 ) . 
T h i s s u g g e s t s t h a t t h e c h a n n e l c o u l d b e r e g u l a t e d b y a c h e m i c a l 
f a c t o r l o c a t e d i n s i d e t h e d r o p i e t . T h e f a c t t h a t a t l e a s t t w o 
e x p o n e n t i a l t e r m s w e r e r e q u i r e d t o f i t t h e c l o s e d - t i m e d i s t r i b u t i o n s 
i n d i c a t e s t h a t t h e r e a r e a t l e a s t t w o d i s t i n c t c l o s e d s t a t e s i n v o l v e d 
i n t h e i o n g a t i n g r e a c t i o n . T h e f r e q u e n c y h i s t o g r a m s of t h e o p e n 
l i f e t i m e s i n d i c a t e t h a t o n e o p e n s t a t e i s i n v o l v e d i n t h e g a t i n g 
m e c h a n i s m of t h i s c h a n n e l . T h e m i n i m u m k i n e t i c s c h e m e c o n s i s t e n t 
w i t h t h è s e r e s u l t s i s : 

o p e n = c l o s e d i = c l o s e d a . 

A c h a n n e l w i t h a s l o w r a t e of a c t i v a t i o n w a s f o u n d i n t h e 
v a c u o l e o f v a r i o u s h i g h e r p l a n t s a n d t e r m e d s l o w - v a c u o l a r (SV) 
c h a n n e l ( H e d r i c h e t a l . 1 9 8 6 , C o y a u d e t a l . 1 9 8 7 , C o l o m b o e t a l . 1 9 8 8 ) . 
I t h a s a u n i t a r y c o n d u c t a n c e of a b o u t 1 8 0 p S i n s y m m e t r i c a l 2 0 0 mM 
KCl. SV c h a n n e l s a r e p e r m é a b l e t o b o t h c a t i o n s a n d a n i o n s a n d a r e 
r a t h e r u n s e l e c t i v e . H o w e v e r , t h e S V - t y p e K+ c h a n n e l o f b a r l e y 
v a c u o l e s i s e x c l u s i v e l y p e r m é a b l e t o c a t i o n s ( K o l b e t a l . 1 9 8 7 ) . T h e 
s e l e c t i v i t y s é q u e n c e of t h e 1 3 2 pS K+ c h a n n e l of t h e v a c u o l e of 
C h a r a ( a l o w e r p l a n t ) , d e r i v e d f r o m p e r m e a b i l i t y r a t i o e s t i m â t e s 
u n d e r b i i o n i c c o n d i t i o n s , w a s f o u n d t o b e K > Cs > Rb > N a . I t h a s 
a s t r o n g e r s e l e c t i v i t y f o r p o t a s s i u m t h a n t h e SV c h a n n e l of h i g h e r 
p l a n t s . H o w e v e r , o u r r e s u l t s a r e c o n s i s t e n t w i t h t h o s e g o t o n t h e 
m a r i n e a l g a A c e t a b u l a r i a w h i c h a l s o h a v e a v a c u o l a r c h a n n e l h i g h l y 
s é l e c t i v e t o K+ ( B e r t l a n d G r a d m a n n 1 9 8 7 , B e r t l e t a l . 1 9 8 8 ) . 

I t h a s b e e n p r e v i o u s l y s h o w n t h a t TEA s t r o n g i y d e c r e a s e s t h e 
K+ c o n d u c t a n c e o f w h o l e d r o p l e t s ( H o m b l é 1 9 8 7 ) , b u t n o i n f o r m a t i o n 
h a s b e e n a v a i l a b l e a b o u t t h e t y p e of c h a n n e l i n v o l v e d a n d i t h a s 
n o t b e e n p o s s i b l e f r o m p r e v i o u s s t u d i e s t o r e a c h c o n c l u s i o n s a b o u t 
t h e m o d e of a c t i o n . T h e e f f e c t of T E A w a s t e s t e d o n b o t h s i d e of 
t h e m e m b r a n e . T h e s t r i k i n g d i f f é r e n c e s in t h e c h a r a c t e r i s t i c s of t h e 
T E A b l o c k a d e f r o m e x t e r n a l a n d i n t e r n a i s i d e s s u g g e s t t h e e x i s t e n c e 
of t w o d i f f é r e n t b i n d i n g s i t e s f o r T E A i n t h e c h a n n e l . I n b o t h c a s e s 
T E A b l o c k a d e i s o b s e r v e d a s a n a p p a r e n t r é d u c t i o n i n t h e o p e n 
c h a n n e l c u r r e n t , i n d i c a t i n g t h a t b l o c k a n d u n b l o c k e v e n t s a r e t o o 
f a s t t o b e d e t e c t e d . W h e n T E A i s a d d e d t o t h e i n n e r s i d e of t h e 
m e m b r a n e t h e b l o c k i n c r e a s e s f o r p o s i t i v e p o t e n t i a l s a n d i s r e l i e v e d 
a t n é g a t i v e p o t e n t i a l , i n d i c a t i n g t h a t t h e b l o c k i n g s i t e s e n s é s t h e 
e l e c t r i c f i e l d . T h e b l o c k i n g s i t e o n t h e e x t e r n a l s i d e of t h e 
m e m b r a n e i s n o t v o l t a g e - d e p e n d e n t a t t h e t w o T E A c o n c e n t r a t i o n s 
t e s t e d . 
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Ô u t w a r d p l a s m a - m e m b r a n e c u r r e n t s a c t i v a t e d b y m e m b r a n e 
d e p o l a r i z a t i o n h a v e b e e n r e p o r t e d i n o t h e r p l a n t s , f o r e x a m p l e 
A s c l e p i a s t u b e r o s a p r o t o p l a s t s ( S c h a u f a n d W i l s o n 1 9 8 7 a ) , t r a p l o b e 
p r o t o p l a s t s of D i o n a e a m u s c i p u l a ( l i j i m a a n d H a g i w a r a 1 9 8 7 ) , m o t o r 
c e l l s of S a m a n e a s a m a n ( M o r a n e t a l . 1 9 8 8 ) a n d i n s t o m a t a l g u a r d c e l l 
p r o t o p l a s t s ( H o s o i e t a l 1 9 8 8 . S c h r o e d e r 1 9 8 9 ) . 

N o n s e l e c t i v e s t r e c t c h - a c t i v a t e d c h a n n e l s h a v e b e e n f o u n d i n t h e 
p l a s m a m e m b r a n e of c u l t u r e d t o b a c c o c e l l s p r o t o p l a s t s ( F a l k e e t a l . 
1 9 8 8 ) a n d c o u l d f u n c t i o n a s t u r g o s e n s o r s o r m e c h a n o s e n s o r s . 

A 4 n S v o l t a g e - d e p e n d e n t a n i o n - n o n s e l e c t i v e c h a n n e l h a s b e e n 
i d e n t i f i e d i n o u t e r m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e f r a c t i o n s of c o r n 
m i t o c h o n d r i a i n c l u d e d i n p l a n a r p h o s p h o l i p i d b i l a y e r m e m b r a n e s 
( S m a c k a n d C o l o m b i n i 1 9 8 5 ) . E v i d e n c e f o r C l - c h a n n e l s w a s f o u n d i n 
A s c l e p i a s t u b e r o s a p r o t o p l a s t s ( S c h a u f a n d W i l s o n 1 9 8 7 b ) . T h e y 
w e r e c h a r a c t e r i z e d b y a l a r g e u n i t a r y c o n d u c t a n c e ( 1 0 0 p S ) a n d a 
s t r o n g v o l t a g e - d e p e n d e n c e . O u t w a r d l y c o n d u c t i n g c h a n n e l s h a v e 
b e e n s u g g e s t e d t o r e p r e s e n t a p r é d o m i n a n t p a t h w a y f o r r e l e a s e 
f r o m g u a r d c e l l s o f V i c i a f a b a ( S c h r o e d e r e t a l . 1 9 8 4 , S c h r o e d e r e t 
a l . 1 9 8 7 ) w h e r e a s i n w a r d l y c o n d u c t i n g c h a n n e l s w h i c h a r e t i m e -
a n d v o l t a g e - d e p e n d e n t w o u l d r e p r e s e n t t h e p a t h w a y f o r n e t 
u p t a k e d u r i n g s t o m a t a l o p e n i n g ( S c h r o e d e r e t a l . 1 9 8 7 ) . 

A v o l t a g e - d e p e n d e n t c h l o r i d e - s e l e c t i v e c h a n n e l w i t h a n u n i t a r y 
c o n d u c t a n c e of 6 5 p S i n 3 0 mM KCl w a s f o u n d o n i s o l a t e d m e m b r a n e 
p a t c h e s f r o m o s m o t i c a l l y i n f l a t e d t h y l a k o i d s of P e p e r o m i a m e t a l l i c a 
( S c h o n k n e c h t e t a l . 1 9 8 8 ) . T h e p r i m e f u n c t i o n of t h y l a k o i d 
m e m b r a n e i s t o p r o v i d e t h e c e l l w i t h a d e n o s i n e t r i p h o s p h a t e . A T P 
s y n t h e s i s i s d r i v e n b y t h e b y t h e p r o t o n m o t i v e f o r c e , w h i c h i s 
g e n e r a t e d a n d m a i n t a i n e d a c r o s s t h e i n n e r c h l o r o p l a s t m e m b r a n e 
(ICM) b y t h e p h o t o s y n t h e s i s . A c c o r d i n g t o t h e c h e m i o s m o t i c t h e o r y 
i o n c h a n n e l l i k e t h o s e f o u n d i n b o t h p l a s m a l e m m a a n d t o n o p l a s t 
w o u l d n o t b e e x p e c t e d i n t h e ICM b e c a u s e t h e h i g h r a t e s of i o n 
t r a n s p o r t c h a r a c t e r i s t i c of i o n t r a n s p o r t c h a r a c t e r i s t i c of o p e n 
c h a n n e l s w o u l d b e e x p e c t e d t o d i s s i p a t e t h e p r o t o n m o t i v e f o r c e . 
T h e p r é s e n c e of i o n c h a n n e l s i n t h e ICM m i g h t e x p l a i n t h e l o w 
v a l u e s of m e m b r a n e p o t e n t i a l d i f f é r e n c e ( + 2 0 mV) r e c o r d e d u s i n g 
m i c r o e l e c t r o d e s ( V r e d e n b e r g a n d T o n k 1 9 7 5 ) b e c a u s e t h e y w o u l d 
p a r t i a l l y s h o r t c i r c u i t t h e e l e c t r o c h e m i c a l g r a d i e n t b u i l d d u r i n g t h e 
p h o t o s y n t h e t i c t r a n s p o r t . 
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7 CONCLUSION 

M a j o r p r o g r e s s i n u n d e r s t a n d i n g of m i n e r a i n u t r i t i o n i s b e i n g m a d e a t 
t h e m o l e c u l a r l e v e l . In v i e w of t h e g r e a t s t r e n g t h of t h e n e w b i o p h y s i c a l 
m e t h o d s g i v i n g a c c e s s t o m e c h a n i s m s , k i n e t i c a n a l y s e s o n t i s s u e l e v e l a p p e a r 
i n c r e a s i n g l y i m p o t e n t , a s t h e y o n l y a l l o w s p é c u l a t i o n s o n t h e n a t u r e o f t h e 
m e c h a n i s m of i o n t r a n s p o r t . T h e m e a s u r e m e n t of i o n t r a n s p o r t t h r o u g h a 
s i n g l e i o n p u m p w i l l r e q u i r e n e w e l e c t r o n i c c o m p o n e n t s . H o w e v e r , t h e v e r y 
l o w d e n s i t i e s of c h a n n e l s e s t i m a t e b y H o m b l é e t a l . ( 1 9 8 7 ) m u s t n o t d i s c o u r a g e 
b i o c h e m i s t s w h o w a n t t o i s o l a t e a n d c h a r a c t e r i z e t h e p r o t e i n s w h i c h m a k e t h e 
c h a n n e l s . I m p r o v e m e n t of t h e i r m e t h o d s w o u l d p e r m i t t o u n d e r s t a n d t h e 
s t r u c t u r e - f u n c t i o n r e l a t i o n s h i p of i o n c h a n n e l s . 
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F i n d l a y GP, H o p e AB ( 1 9 7 6 ) E l e c t r i c a l p r o p e r t i e s of p l a n t c e l l s : m e t h o d s a n d 
f i n d i n g s . In E n c y c l o p e d i a of P l a n t P h y s i o l o g y , New s é r i e s , v o l 2 A , U L i i t t g e , 
MG P i t m a n e d s , 5 3 - 9 2 , S p r i n g e r - V e r l a g , B e r l i n 

F i n d l a y GP, C o l e m a n HA ( 1 9 8 3 ) P o t a s s i u m c h a n n e l s i n t h e m e m b r a n e of 
H y d r o d i c t y o n a f r i c a n u m . J M e m b r a n e Bio l 7 5 : 2 4 1 - 1 5 1 

F u j i i S, S h i m m e n T , T a z a w a M ( 1 9 7 9 ) E f f e c t of i n t r a c e l l u l a r pH o n t h e 
l i g h t - i n d u c e d p o t e n t i a l c h a n g e a n d e i e c t r o g e n i c a c t i v i t y i n t o n o p l a s t - f r e e c e l l s 
of C h a r a a u s t r a l i s . P l a n t C e l l P h y s i o l 2 0 : 1 3 1 5 - 1 3 2 8 

G a f f e y CT, M u l l i n s LJ ( 1 9 5 8 ) I o n f l u x e s d u r i n g t h e a c t i o n p o t e n t i a l i n C h a r a . J 
P h y s i o l 1 4 4 : 5 0 5 - 5 2 4 

G i l l e t C, L e f e b v r e J ( 1 9 7 8 ) l o n i c d i f f u s i o n t h r o u g h t h e N i t e l l a c e l l w a l l i n t h e 
p r é s e n c e of c a l c i u m . J E x p Bot 1 1 2 : 1 1 5 5 - 1 1 5 9 

G i l l e t C, L e f e b v r e J ( 1 9 8 1 ) E s t i m a t i o n of t h e a n i o n - e x c h a n g e c a p a c i t y of t h e 
c e l l w a l l o f N i t e l l a f l e x i l i s . J E x p B o t 3 2 : 3 7 - 4 1 

G r a d m a n n D, W a g n e r G, G l â s e l RM ( 1 9 7 3 ) C h l o r i d e e f f l u x d u r i n g l i g h t - t r i g g e r e d 
a c t i o n p o t e n t i a l s i n A c e t a b u l a r i a m e d i t e r r a n e a . B i o c h i m B i o p h y s A c t a 3 2 3 : 
1 5 1 - 1 5 5 

G r a e m e JG , T o b e y GE, H u e l s m a n LP ( 1 9 7 1 ) O p e r a t i o n a l a m p l i f i e r . Me G r a w H i l l , 
N e w Y o r k 

G r a n t GT, M o r r i s ER. R e e s DA. S m i t h PJC , T h o m D ( 1 9 7 3 ) B i o l o g i c a l i n t e r a c t i o n s 
b e t w e e n p o l y s s a c h a r i d e s a n d d i v a l e n t c a t i o n s : t h e e g g - b o x m o d e l . FEBS 
L e t t e r s 3 2 : 1 9 5 - 1 9 8 

G u t k n e c h t J ( 1 9 8 8 ) P r o t o n c o n d u c t a n c e c a u s e d b y l o n g - c h a i n f a t t y a c i d s i n 
p h o s p h o i i p i d b i l a y e r m e m b r a n e s . J M e m b r a n e Biol 1 0 6 : 8 3 - 9 3 
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H a a p a n e n L, S k o g l u n d CR ( 1 9 6 7 ) R e c o r d i n g of i o n i c e f f l u x d u r i n g s i n g l e a c t i o n 
p o t e n t i a l s i n N i t e l l o p s l s o b t u s a b y m e a n s of h i g h - f r e q u e n c y r e f l e c t r o m e t r y . 
A c t a P h y s i o l S c a n d 6 9 : 5 1 - 6 8 

H a m i l l OP, M a r t y A, N e h e r E , S a k m a n n B, S i g w o r t h F J ( 1 9 8 1 ) I m p r o v e d 
p a t c h - c l a m p t e c h n i q u e s f o r h i g h r e s o l u t i o n c u r r e n t r e c o r d i n g f r o m c e l l s a n d 
c e l l - f r e e m e m b r a n e p a t c h e s . P f l u e g e r s A r c h 3 9 1 : 8 5 - 1 0 0 

H a r p e r J F , S u r o w y TK, S u s s m a n MR ( 1 9 8 9 ) M o l e c u l a r c l o n i n g a n d s é q u e n c e of 
cDNA e n c o d i n g t h e p l a s m a m e m b r a n e p r o t o n p u m p ( H * - A T P a s e ) of A r a b i d o p s i s 
t h a l i a n a . P r o c N a t l A c a d S c i USA 8 6 : 1 2 3 4 - 2 3 8 

H a y a m a T, S h i m m e n T, T a z a w a M ( 1 9 7 9 ) P a r t i c i p a t i o n o f Ca.^* i n c e s s a t i o n of 
c y t o p l a s m i c s t r e a m i n g i n d u c e d b y m e m b r a n e e x c i t a t i o n i n C h a r a c e a i n t e r n o d a l 
c e l l s . P r o t o p l a s m a 9 9 : 3 0 5 - 3 2 1 

H a y n e s RJ ( 1 9 8 0 ) Ion e x c h a n g e p r o p e r t i e s o f r o o t s a n d i o n i c i n t e r a c t i o n s 
w i t h i n t h e r o o t a p o p i a s t : t h e i r r ô l e i n i o n a c c u m u l a t i o n b y p l a n t s . Bo t R e v 4 6 : 
7 5 - 9 9 

H e d r i c h R, F i û g g e UI, F e r n a n d e z JM ( 1 9 8 6 ) P a t c h - c l a m p s t u d i e s of i o n 
t r a n s p o r t i n i s o l a t e d p l a n t v a c u o l e s . FEBS L e t t e r s 2 0 4 : 2 2 8 - 2 3 2 

H e d r i c h R, N e h e r E ( 1 9 8 7 ) C y t o p l a s m i c c a l c i u m r é g u l â t e s v o i t a g e - d e p e n d e n t i o n 
c h a n n e l s i n p l a n t v a c u o l e s . N a t u r e 3 2 9 : 8 3 3 - 8 3 6 

H e d r i h R, S c h r o e d e r J I ( 1 9 8 9 ) T h e p h y s i o l o g y of i o n c h a n n e l s a n d e l e c t r o g e n i c 
p u m p s i n h i g h e r p l a n t s . A n n R e v P l a n t P h y s i o l 4 0 : 5 3 9 - 5 6 9 

H i r o n o C, M i t s u i T ( 1 9 8 1 ) T i m e c o u r s e of a c t i v a t i o n i n p l a s m a l e m m a if N i t e l l a 
a x i l l i f o r m i s . In B i o c h e m i s t r y a n d F u n c t i o n of C h a n n e l P r o t e i n s , G M a t s u m o t o , M 
K o t a n i e d s , 1 3 5 - 1 4 9 , U n i v e r s i t y of T o k y o P r e s s , T o k y o 

H o d g k i n AL, H u x l e y A F ( 1 9 5 2 a ) C u r r e n t c a r r i e d b y s o d i u m a n d p o t a s s i u m i o n s 
t h r o u g h t h e m e m b r a n e of t h e g i a n t a x o n of L o l i g o . J P h y s i o l 1 1 6 : 4 4 9 - 4 7 2 

H o d g k i n AL, H u x l e y A F ( 1 9 5 2 b ) T h e c o m p o n e n t s of m e m b r a n e c o n d u c t a n c e i n 
t h e g i a n t a x o n of L o l i g o . J P h y s i o l 1 1 6 : 4 7 3 - 4 9 6 

H o d g k i n AL, H u x l e y A F ( 1 9 5 2 c ) T h e d u a l e f f e c t o f m e m b r a n e p o t e n t i a l o n 
s o d i u m c o n d u c t a n c e i n t h e g i a n t a x o n of L o l i g o . J P h y s i o l 1 1 6 : 4 9 7 - 5 0 6 

H o d g k i n AL, H u x l e y A F ( 1 9 5 2 d ) A q u a n t i t a t i v e d e s c r i p t i o n of m e m b r a n e c u r r e n t 
a n d i t s i m p l i c a t i o n t o c o n d u c t i o n a n d e x c i t a t i o n i n n e r v e . J P h y s i o l 1 1 7 : 
5 0 0 - 5 4 4 

H o d g k i n AL, H u x l e y A F , K a t z B ( 1 9 5 2 ) M e a s u r e m e n t s of t h e c u r r e n t - c o l t a g e 
r e l a t i o n s i n t h e m e m b r a n e of t h e g i a n t a x o n of L o l i g o . J P h y s i o l 1 1 6 : 4 2 4 - 4 4 8 

H o m b l é F ( 1 9 8 4 ) De l ' o r i g i n e e t d e l a m o d u l a t i o n d e s p r o p r i é t é s é l e c t r i q u e s 
m e m b r a n a i r e s d e s c e l l u l e s i n t e r n o d a l e s d e C h a r a c o r a l l i n a . P h D T h e s i s . 
U n i v e r s i t é L i b r e d e B r u x e l l e s . B e l g i u m 

H o m b l é F, J e n a r d A ( 1 9 8 4 ) P s e u d o - i n d u c t i v e b e h a v i o u r of t h e m e m b r a n e 
p o t e n t i a l of C h a r a c o r a l l i n a u n d e r g a l v a n o s t a t i c c o n d i t i o n s : a t i m e - v a r i a n t 
p r o p e r t y of p o t a s s i u m c h a n n e l s . J E x p Bo t 3 5 : 1 3 0 9 - 1 3 2 2 
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H o m b l é F ( 1 9 8 5 ) E f f e c t of s o d i u m , p o t a s s i u m , c a l c i u m , m a g n é s i u m a n d 
t e t r a e t h y l a m m o n i u m o n t h e t r a n s i e n t v o l t a g e r e s p o n s e t o a g a l v a n o s t a t i c s t e p 
a n d of t h e t e m p é r a t u r e o n t h e s t e a d y s t a t e m e m b r a n e c o n d u c t a n c e of C h a r a 
c o r a l l i n a . J E x p B o t 3 6 : 1 6 0 3 - 1 6 1 1 

H o m b l é F ( 1 9 8 7 a ) E f f e c t of d i n i t r o p h e n o i o n m e m b r a n e p o t e n t i a l , m e m b r a n e 
r é s i s t a n c e a n d c h l o r o p h y l l f l u o r e s c e n c e of C h a r a c o r a l l i n a i n t e r n o d a l c e i l s a t 
v a r i o n s pH v a l u e s . B i o e l e c t r o c h e m B i o e n e r g 17: 1 6 5 - 1 7 4 

H o m b l é F ( 1 9 8 7 b ) A t i g h t - s e a l w h o l e c e l l s t u d y of t h e v o l t a g e - d e p e n d e n t g a t i n g 
m e c h a n i s m of c h a n n e l s of p r o t o p l a s m i c d r o p l e t s of C h a r a c o r a l l i n a . P l a n t 
P h y s i o l 8 4 : 4 3 3 - 4 3 7 

H o m b l é F , J e n a r d A ( 1 9 8 7 a ) M e m b r a n e i m p é d a n c e o f i n t e r n o d a l c e l l s of C h a r a 
c o r a l l i n a o b t a i n e d b y a n a l y s i s of low l e v e l t r a n s i e n t s . B i o e l e c t r o c h e m B i o e n e r g 
17: 1 3 1 - 1 3 9 

H o m b l é F, J e n a r d A ( 1 9 8 7 b ) M e m b r a n e o p e r a t i o n a l i m p é d a n c e s p e c t r a i n C h a r a 
c o r a l l i n a e s t i m a t e d b y L a p l a c e t r a n s f o r m s a n a l y s i s . P l a n t P h y s i o l 8 1 : 9 1 9 - 9 2 1 

H o m b l é F, F e r r i e r J , D a i n t y J ( 1 9 8 7 ) V o l t a g e - d e p e n d e n t K * - c h a n n e l i n 
p r o t o p l a s m i c d r o p l e t s of C h a r a c o r a l l i n a . A s i n g l e c h a n n e l p a t c h c l a m p s t u d y . 
P l a n t P h y s i o l 8 3 : 5 3 - 5 7 

H o m b l é F ( 1 9 8 8 ) A f a s t a n d h i g h - c u r r e n t v o l t a g e c l a m p d e v i c e f o r b i o p h y s i c a l 
i n v e s t i g a t i o n s . J P h y s E: Sc i I n s t r u m 2 1 : 1 1 0 0 - 1 1 0 2 

H o m b l é F ( 1 9 8 8 ) C o n t r i b u t i o n à l ' é t u d e d e s m é c a n i s m e s d e s é c h a n g e s i o n i w u e s 
d a n s l a c e l l u l e v é g é t a l e . C o n c o u r s A n n u e l s d e l a C l a s s e d e s S c i e n c e s d e 
L ' A c a d é m i e R o y a l e d e B e l g i q u e 

H o m b l é F , F e r r i e r JM ( 1 9 8 8 ) A n a l y s i s of t h e d i f f u s i o n t h e o r y of n é g a t i v e 
c a p a c i t a n c e : t h e r ô l e of a n d t h e u n s t i r r e d l a y e r t h i c k n e s s . J T h e o r B io l 
1 3 1 : 1 8 3 - 1 9 7 

H o m b l é F, J e n a r d A. H u r w i t z HD ( 1 9 8 8 ) Some t e c h n i q u e s f o r i n v e s t i g a t i o n of 
e l e c t r o c h e m i c a l a n d i o n t r a n s p o r t p r o p e r t i e s of b i o l o g i c a l c e l l m e m b r a n e s : t h e 
c a s e of C h a r a c o r a l l i n a . In R e d o x C h e m i s t r y A n d I n t e r f a c i a l B e h a v i o u r Of 
B i o l o g i c a l M o l é c u l e s , G G r y h u r s t a n d K N i k i E d s . , P l é n u m , New Y o r k , p p . 
5 8 3 - 6 1 2 

H o m b l é F , R i c h t e r C, D a i n t y J ( 1 9 8 9 ) L e a k a g e of p e c t i n s f r o m t h e c e l l w a l l of 
C h a r a c o r a l l i n a i n t h e a b s e n c e of d i v a l e n t c a t i o n s . P l a n t P h y s i o l B i o c h e m 2 7 : 
4 6 5 - 4 6 8 

H o m b l é F, M a î o r n i k o f f A, L a n n o y e R ( 1 9 9 0 ) C o r r é l a t i o n b e t w e e n t h e b a n d i n g 
p a t t e r n a n d t h e c e l l w a l l c o m p o s i t i o n i n C h a r a c o r a l l i n a : a F o u r i e r t r a n s f o r m 
i n f r a - r e d s t u d y . J P l a n t P h y s i o l ( i n p r e s s ) 

H o p e AB, A s c h b e r g e r PA ( 1 9 7 0 ) E f f e c t of t e m p é r a t u r e o n m e m b r a n e p e r m e a b i l t y 
t o i o n s . A u s t J Biol S c i 2 3 : 1 0 4 7 - 1 0 6 0 

H o p e AB, F i n d l a y GP ( 1 9 6 4 ) T h e a c t i o n p o t e n t i a l i n C h a r a . P l a n t C e l l P h y s i o l 5 : 
3 7 7 - 3 7 9 

H o p e AB, W a l k e r NA ( 1 9 6 1 ) l o n i c r e l a t i o n s of c e l l s of C h a r a a u s t r a l i s R. BR. IV. 
M e m b r a n e p o t e n t i a l d i f f é r e n c e s a n d r é s i s t a n c e s . A u s t J B io l Sc i 14: 2 6 - 4 4 
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H o p e AB, W a l k e r NA ( 1 9 7 5 ) T h e P h y s i o l o g y of g i a n t a l g a l c e l l s . C a m b r i d g e 
U n i v e r s i t y P r e s s , L o n d o n 

H o s o i S, l i n o M, S h i m a z a k i K ( 1 9 8 8 ) O u t w a r d - r e c t i f y i n g K* c h a n n e l s i n s t o m a t a l 
g u a r d c e l l p r o t o p l a s t s . P l a n t C e l l P h y s i o l 2 9 : 9 0 7 - 9 1 1 

l i j i m a T, H a g i w a r a S ( 1 9 8 7 ) V o l t a g e - d e p e n d e n t K c h a n n e l i n p r o t o p l a s t s of 
t r a p - l o b e c e l l s of D i o n a e a m u s c i p u l a . J M e m b r a n e Bio l 1 0 0 : 7 3 - 8 1 

J e n a r d A, H u r w i t z HD, H o m b l é F ( 1 9 8 6 ) A s i m p l e t h e o r e t i c a l m o d e l of 
s t e a d y - s t a t e e l e c t r o g e n i c t r a n s f e r t of r e a c t i v e s p e c i e s a c r o s s m e m b r a n e s . 
B i o p h y s C h e m 2 5 : 2 8 7 - 2 9 6 

J o r g e n s e n PL ( 1 9 7 5 ) I s o l a t i o n a n d c h a r a c t e r i z a t i o n of t h e c o m p o n e n t s of t h e 
s o d i u m p u m p . Q u a r t R e v B i o p h y s 7: 2 3 9 - 2 7 4 

K a t a e v AA, Z h e r e l o v a OM, B e r e s t o v s k y GN ( 1 9 8 4 ) C a " - i n d u c e d a c t i v a t i o n a n d 
r é v e r s i b l e i n a c t i v a t i o n of c h l o r i d e c h a n n e l s i n t h e p e r f u s e d p i a s m a l e m m a of 
N i t e l l o p s i s o b t u s a . G e n P h y s i o l B i o p h y s 3 : 4 4 7 - 4 6 2 

K a w a m u r a G, T a z a w a M ( 1 9 8 0 ) R a p i d l i g h t i n d u c e d p o t e n t i a l c h a n g e i n C h a r a 
c e l l s s t a i n e d w i t h n e u t r a l r e d i n t h e a b s e n c e of i n t e r n a i M g - A T P . P l a n t C e l l 
P h y s i o l 2 1 : 5 4 7 - 5 5 9 

K a w a m u r a G, S h i m m e n T , T a z a w a M ( 1 9 8 0 ) D e p e n d e n c e of t h e m e m b r a n e 
p o t e n t i a l of C h a r a c e l l s o n e x t e r n a l pH i n t h e p r é s e n c e o r a b s e n c e of i n t e r n a i 
a d e n o s i n e t r i p h o s p h a t e . P l a n t a 1 4 9 : 2 1 3 - 2 1 8 

K e i f e r DW, L u c a s WJ ( 1 9 8 2 ) P o t a s s i u m c h a n n e l s i n C h a r a c o r a l l i n a . P l a n t 
P h y s i o l 6 9 : 7 8 1 - 7 8 8 

K e i f e r DW, S p a n s w i c k RM ( 1 9 7 8 ) A c t i v i t y of t h e e l e c t r o g e n i c p u m p i n C h a r a 
c o r a l l i n a a s i n f e r r e d f r o m m e a s u r e m e n t s of t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l , 
c o n d u c t a n c e , a n d p o t a s s i u m p e r m e a b i l i t y . P l a n t P h y s i o l 6 2 : 6 5 3 - 6 6 1 

K i k u y a m a M, T a z a w a M ( 1 9 7 6 ) T o n o p l a s t a c t i o n p o t e n t i a l i N i t e l l a i n r e l a t i o n t o 
v a c u o l a r c h l o r i d e c o n c e n t r a t i o n . J M e m b r a n e Biol 2 9 : 9 5 - 1 1 0 

K i k u y a m a M, T a z a w a M ( 1 9 8 3 ) T r a n s i e n t i n c r e a s e of i n t r a c e l l u l a r Ca^* d u r i n g 
e x c i t a t i o n of t o n o p l a s t - f r e e c e l l s . P r o t o p l a s m a 1 1 7 : 6 2 - 6 7 

K i k u y a m a M, O d a K, S h i m m e n T, H a y a m a T, T a z a w a M ( 1 9 8 4 ) P o t a s s i u m a n d 
c h l o r i d e e f f l u x e s d u r i n g e x c i t a t i o n of C h a r a c e a e c e l l s . P l a n t C e l l P h y s i o l 2 5 : 
9 6 5 - 9 7 4 

K i m p e l DL, T o g a s a k i RK, M i y a c h i S ( 1 9 8 3 ) C a r b o n i c a n h y d r a s e i n 
C h l a m y d o m o n a s r e i n h a r d t i i . L L o c a l i a t i o n . P l a n t C e l l P h y s i o l 2 4 : 2 5 5 - 2 5 9 

K i s h i m o t o U ( 1 9 6 1 ) C u r r e n t v o l t a g e r e l a t i o n s in N i t e l l a . B io l B u l l 1 2 1 : 3 7 0 - 3 7 1 

K i s h i m o t o T ( 1 9 6 4 ) C u r r e n t v o l t a g e r e l a t i o n s in N i t e l l a . J a p J P h y s i o l 14: 
5 1 5 - 5 2 7 

K i s h i m o t o U ( 1 9 6 6 ) H y p e r p o l a r i z i n g r e s p o n s e in N i t e l l a i n t e r n o d e s . P l a n t C e l l 
P h y s i o l 7 : 4 2 9 - 4 3 9 
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K i s h i m o t o U ( 1 9 7 2 ) C h a r a c t e r i s t i c s of t h e e x c i t a b l e C h a r a m e m b r a n e . A d v 
B i o p h y s 3 : 1 9 9 - 2 2 6 

K i s h i m o t o U ( 1 9 7 4 ) T r a n s m e m b r a n e i m p é d a n c e of t h e C h a r a c e l l . J p n J P h y s i o l 
2 4 : 4 0 3 - 4 1 7 

K i t a s a t o H ( 1 9 6 8 ) T h e i n f l u e n c e of H* o n m e m b r a n e p o t e n t i a l a n d i o n f l u x e s of 
N i t e l l a . J G e n P h y s i o l 5 2 : 6 0 -

K o c h i a n LV, X i n - z h i J , L u c a s WJ ( 1 9 8 5 ) P o t a s s i u m t r a n s p o r t i n c o r n r o o t s . 
P l a n t P h y s i o l 7 9 : 7 7 1 - 7 7 6 

K o h n R ( 1 9 7 5 ) I o n b i n d i n g o n p o l y u r o n a t e s - - a l g i n a t e a n d p e c t i n . P u r e A p p l 
C h e m 4 2 : 3 7 1 - 3 9 7 

K o l b H - A , K ô h l e r K, M a r t i n o i a E ( 1 9 8 7 ) S i n g l e p o t a s s i u m c h a n n e l s i n m e m b r a n e s 
of i s o l a t e d m e s o p h y l l b a r l e y v a c u o l e s . J M e m b r a n e Biol 9 5 : 1 6 3 - 1 6 9 

K ô h l e r K, G e i s w e i d H - J , S i m o n i s W, U r b a c h W ( 1 9 8 3 ) C h a n g e s i n m e m b r a n e 
p o t e n t i a l a n d r é s i s t a n c e c a u s e d b y t r a n s i e n t i n c r e a s e of p o t a s s i u m c o n d u c t a n c e 
i n t h e u n i c e l l u l a r g r e e n a l g a E r e m o s p h a e r a v i r i d i s . P l a n t a 1 5 9 : 1 6 5 - 1 7 1 

K ô h l e r K, S t e i g n e r W, Kolbowsl< i J , H a n s e n U - P , S i m o n i s W, U r b a c h W ( 1 9 8 6 ) 
P o t a s s i u m c h a n n e l s i n E r e m o s p h a e r a v i r i d i s . P l a n t a 1 6 7 : 6 6 - 7 5 

K o p p e n h ô f e r E ( 1 9 7 2 ) D i e w i r k u n g v o n k u p f e r , T T X , c o c a i n u n d T E A a u f d a s 
r u h e - u n d a k t i o n s p o t e n t i a l o n N i t e l l a . P f l û g e r A r c h 3 3 6 : 2 9 9 - 3 0 9 

L a v e r DR, W a l k e r NA ( 1 9 8 7 ) S t e a d y - s t a t e v o l t a g e - d e p e n d e n t g a t i n g a n d 
c o n d u c t i o n k i n e t i c s of s i n g l e K* c h a n n e l s i n t h e m e m b r a n e of c y t o p l a s m i c d r o p s 
of C h a r a a u s t r a l i s . J M e m b r a n e Biol 1 0 0 : 3 1 - 4 2 

L a v e r DR, F a i r l e y KA, W a l k e r NA ( 1 9 8 9 ) I o n p e r m e a t i o n i n a K* c h a n n e l i n 
C h a r a a u s t r a l i s : d i r e c t e v i d e n e f o r d i f f u s i o n l i m i t a t i o n of i o n f l o w i n a m a x i - K 
c h a n n e l . J M e m b r a n e B io l 1 0 8 : 1 5 3 - 1 6 4 

L i c h t n e r F T , L u c a s WJ, S p a n s w i c k RM ( 1 9 8 1 ) E f f e c t of s u l f h y d r y l r e a g e n t s o n 
t h e b i o p h y s i c a l p r o p e r t i e s of t h e p l a s m a l e m m a of C h a r a c o r a l l i n a . P l a n t 
P h y s i o l 6 8 : 8 9 9 - 9 0 4 

L u c a s WJ, S m i t h FA ( 1 9 7 3 ) T h e f o r m a t i o n of a l k a l i n e a n d a c i d r é g i o n s a t t h e 
s u r f a c e of C h a r a c o r a l l i n a c e l l s . J E x p B o t 2 4 : 1 - 1 4 

L u c a s WJ ( 1 9 7 5 ) P h o t o s y n t h e t i c f i x a t i o n of ^ ^ C a r b o n b y i n t e r n o d a l c e l l s o f 
C h a r a c o r a l l i n a . J E x p B o t 2 6 : 3 3 1 - 3 4 6 

L u c a s WJ ( 1 9 7 6 ) P l a s m a l e m m a t r a n s p o r t of HCOa" a n d OH" i n C h a r a c o r a l l i n a : 
n o n - a n t i p o r t e r S y s t e m s . J E x p Bo t 2 7 : 1 9 - 3 1 

L u c a s WJ ( 1 9 7 7 ) C i r c u l a t i n g e l e c t r i c c u r r e n t s b e t w e e n a c i d a n d a l k a l i n e z o n e s 
a s s o c i a t e d w i t h HCO3" a s s i m i l a t i o n i n C h a r a . J E x p B o t 2 8 : 1 1 9 0 - 1 2 0 6 

L u c a s WJ, F e r r i e r JM, D a i n t y J ( 1 9 7 7 ) P l a s m a l e m m a t r a n s p o r t of OH" i n C h a r a 
c o r a l l i n a . D y n a m i c s of a c t i v a t i o n a n d d e a c t i v a t i o n . J M e m b r a n e B io l 3 2 : 4 9 - 7 3 
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L u c a s WJ ( 1 9 8 2 ) M e c h a n i s m of a c q u i s i t i o n of e x o g e n o u s b i c a r b o n a t e b y 
i n t e r n o d a l c e l l s of C h a r a c o r a l l i n a . P l a n t a 156 : 1 8 1 - 1 9 2 

L u c a s WJ ( 1 9 8 3 ) P h o t o s y n t h e t i c a s s i m i l a t i o n s of e x o g e n o u s H C 0 3 - b y a q u a t i c 
p l a n t s . A n n R e v P l a n t P h y s i o l 3 4 : 7 1 - 1 0 4 

L û h r i n g H ( 1 9 8 6 ) R e c o r d i n g of s i n g l e K+ c h a n n e l s i n t h e m e m b r a n e of 
c y t o p l a s m i c d r o p of C h a r a a u s t r a l l s . P r o t o p l a s m a 1 3 3 : 1 9 - 2 8 

L u n e v s k y VZ, Z h e r e l o v a OM, A l e x a n d r o v AA, V i n o k u r o v MG, B e r e s t o v s k y GN 
( 1 9 8 0 ) M o d e l of s é l e c t i v e c a l c i u m c h a n n e l of G h a r a c e a n a l g a c e l l s . B i o f i z 2 5 : 
6 8 5 - 6 9 1 

L u n e v s k y VZ, Z h e r e l o v a OM, V o s t r i k o v lY, B e r e s t o v s k y GN ( 1 9 8 3 ) E x c i t a t i o n of 
G h a r a c e a e c e l l m e m b r a n e s a s a r e s u i t of a c t i v a t i o n of c a l c i u m a n d c h l o r i d e 
c h a n n e l s . J M e m b r a n e B io l 7 2 : 4 3 - 5 8 

M a r m a r e l i s PZ, M a r m a r e l i s VZ ( 1 9 7 8 ) A n a l y s i s of p h y s i o l o g i c a l S y s t e m : t h e 
w h i t e - n o i s e a p p r o a c h . P l é n u m P r e s s , New Y o r k 

M o r a n N, E h r e n s t e i n G, I w a s a K, M i s c h k e G, B a r e G, S a t t e r RL ( 1 9 8 8 ) P o t a s s i u m 
c h a n n e l s i n m o t o r c e l l s of S a m a n e a s a m a n : a p a t c h c l a m p s t u d y . P l a n t P h y s i o l 
8 8 : 6 4 3 - 6 4 8 

M o r v a n G, D e m a r t y M, T h e l l i e r M ( 1 9 7 9 ) T i t r a t i o n of i s o l a t e d c e l l w a l l s of L e m n a 
m i n o r L. P l a n t P h y s i o l 6 3 : 1 1 1 7 - 1 1 2 2 

M u l l i n s LJ ( 1 9 6 2 ) E f f l u x of c h l o r i d e i o n d u r i n g t h e a c t i o n p o t e n t i a l of N i t e l l a . 
N a t u r e 1 9 6 : 9 8 6 - 9 8 7 

O d a K ( 1 9 7 5 ) R e c o r d i n g of t h e p o t a s s i u m e f f l u x d u r i n g a s i n g l e a c t i o n p o t e n t i a l 
i n G h a r a c o r a l l i n a . P l a n t Ce l l P h y s i o l 1 6 : 5 2 5 - 5 2 8 

O d a K ( 1 9 7 6 ) S i m u l t a n e o u s r e c o r d i n g of p o t a s s i u m a n d c h l o r i d e e f f l u x e s d u r i n g 
a n a c t i o n p o t e n t i a l i n C h a r a c o r a l l i n a . P l a n t Ce l l P h y s i o l 1 7 : 1 0 8 5 - 1 0 8 8 

O g a t a K ( 1 9 8 3 ) T h e w a t e r - f i l m é l e c t r o d e : a n e w d e v i c e f o r m e a s u r i n g t h e 
G h a r a c e a n e l e c t r o - p o t e n t i a i a n d - c o n d u c t a n c e d i s t r i b u t i o n s a l o n g t h e l e n g t h of 
t h e i n t e r n o d e . P l a n t C e l l P h y s i o l 2 4 : 6 9 5 - 7 0 3 

O g a t a K, G h i l c o t t TC, C o s t e r HGL ( 1 9 8 3 ) S p a t i a l v a r i a t i o n of t h e e l e c t r i c a l 
p r o p e r t i e s of G h a r a a u s t r a l l s . I. E l e c t r i c a l p o t e n t i a l s a n d m e m b r a n e 
c o n d u c t a n c e . A u s t J P l a n t P h y s i o l 10: 3 3 9 - 3 5 1 

O g a t a K, T o k o K, F u j i y o s h i T, Y a m a f u j i K ( 1 9 8 7 ) E l e c t r i c i n h o m o g e n e i t y i n 
m e m b r a n e s of G h a r a c e a n i n t e r n o d e i n f l u e n c e d b y l i g h t / d a r k t r a n s i t i o n , O2, N2, 
C 0 2 - f r e e a i r a n d e x t r a c e l l u l a r pH. B i o p h y s Ghem 2 6 : 7 1 - 8 1 

P e d e r s e n PL, C a r a f o l i E ( 1 9 8 7 ) I o n m o t i v e A T P a s e s . I. U b i q u i t y , p r o p e r t i e s , a n d 
s i g n i f i c a n c e t o c e l l f u n c t i o n . TIBS 12 : 1 4 6 - 1 5 0 

P o o l e RJ ( 1 9 7 8 ) E n e r g y c o u p l i n g f o r m e m b r a n e t r a n s p o r t . A n n R e v P l a n t 
P h y s i o l 2 9 : 4 3 7 - 4 6 0 
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P r i c e GD, B a d g e r MR, B a s s e t t ME, W h i t e c r o s s MI ( 1 9 8 5 ) I n v o l v e m e n t o f 
p l a s m a l e m m a s o m e s a n d c a r b o n i c a n h y d r a s e i n p h o t o s y n t h e t i c u t i l i z a t i o n of 
b i c a r b o n a t e i n C h a r a c o r a l l i n a . A u s t J P l a n t P h y s i o l 12: 2 4 1 - 2 5 6 

R e a L, P o o l e RJ ( 1 9 8 5 ) P r o t o n - t r a n s l o c a t i n g i n o r g a n i c p y r o p h o s p h a t a s e i n r e d 
b e e t ( B e t a v u l g a r i s L.) t o n o p l a s t v e s i c l e s . P l a n t P h y s i o l 7 7 : 4 6 - 5 2 

R e i n h o l d L, K a p l a n A ( 1 9 8 4 ) M e m b r n e t r a n s p o r t of s u g a r s a n d a m i n o a c i d s . 
A n n R e v P l a n t P h y s i o l 3 5 : 4 5 - 8 3 

R i c h a r d s JL , H o p e AB ( 1 9 7 4 ) T h e r ô l e o f p r o t o n s i n d e t e r m i n i n g m e m b r a n e 
e l e c t r i c a l c h a r a c t e r i s t i c s i n C h a r a c o r a l l i n a . J M e m b r a n e Bio l 16 : 1 2 1 - 1 4 4 

R i c h t e r C ( 1 9 8 6 ) I o n e x c h a n g e p r o p e r t i e s of c e l l w a l l s . M.Se. T h e s i s . 
U n i v e r s i t y of T o r o n t o , C a n a d a 

Roa RL, P i c k a r d UF ( 1 9 7 6 ) T h e u s e of m e m b r a n e e l e c t r i c a l n o i s e i n t h e s t u d y 
of C h a r a c e a n e l e c t r o p h y s i o l o g y . J E x p Bot 2 7 : 4 6 0 - 4 7 2 

Roa RL, P i c k a r d UF ( 1 9 7 7 ) F u r t h e r e x p e r i m e n t s on t h e l o w f r e q u e n c e y e x c e s s 
n o i s e of t h e v a c u o l a r r e s t i n g p o t e n t i a l of C h a r a b r a u n i i . J E x p B o t 2 8 : 1 - 1 6 

R o s s S, D a i n t y J ( 1 9 8 5 ) M e m b r a n e e l e c t r i c a l n o i s e i n C h a r a c o r a l l i n a . I. A l o w 
f r e q u e n c y s p e c t r a l c o m p o n e n t . P l a n t P h y s i o l 79: 1 0 2 1 - 1 0 2 5 

R o s s S, D a i n t y J ( 1 9 8 6 ) M e m b r a n e e l e c t r i c a l n o i s e i n C h a r a c o r a l l i n a . II. 
E f f e c t s of i n h i b i t o r s o n t h e l ow f r e q u e n c y s p e c t r a l c o m p o n e n t . P l a n t P h y s i o l 
7 9 : 1 0 2 6 - 1 0 2 9 

R o s s S, F e r r i e r J , D a i n t y J ( 1 9 8 5 ) F r e q u e n c y - d e p e n d e n t m e m b r a n e i m p é d a n c e 
i n C h a r a c o r a l l i n a e s t i m a t e d b y F o u r i e r a n a l y s i s . J M e m b r a n e B i o l 8 5 : 2 3 3 - 2 4 3 

S a n d e r s D ( 1 9 8 0 ) C o n t r o l of Cl i n f l u x b y c y t o p l a s m i c Cl" c o n c e n t r a t i o n . J 
M e m b r a n e B io l 5 2 : 5 1 - 6 0 

S a n d e r s D ( 1 9 8 0 b ) T h e m e c h a n i s m of Cl" t r a n s p o r t a t t h e p l a s m a m e m b r a n e o f 
C h a r a c o r a l l i n a : I. C o t r a n s p o r t w i t h H+. J M e m b r a n e B io l 5 3 : 1 2 9 - 1 4 1 

S a n d e r s D, H a n s e n U - P ( 1 9 8 1 ) M e c h a n i s m of Cl- t r a n s p o r t a t t h e p l a s m a 
m e m b r a n e of C h a r a c o r a l l i n a : II . T r a n s i n h i b i t i o n a n d t h e d é t e r m i n a t i o n of H*/C1-
b i d i n g o r d e r f r o m a r e a c t i o n k i n e t i c m o d e l . J M e m b r a n e B io l 5 8 : 1 3 9 - 1 5 3 

S a k a n o K, T a z a w a M ( 1 9 8 6 ) T o n o p l a s t o r i g i n of t h e e n v e l o p e m e m b r a n e of 
c y t o p l a s m i c d r o p l e t s p r e p a r e d f r o m C h a r a i n t e r n o d a l c e l l s . P r o t o p l a s m a 1 3 1 : 
2 4 7 - 2 4 9 

S a k m a n n B, N e h e r E ( 1 9 8 4 ) P a t c h c l a m p i n g t e c h n i q u e s f o r s t u d y i n g i o n i c 
c h a n n e l s i n e x c i t a b l e m e m b r a n e s . A n n R e v P h y s i o l 4 6 : 4 5 5 - 4 7 2 

S c h a u f CL, W i l s o n KJ ( 1 9 8 7 a ) E f f e c t s of a b s c i s s i c a c i d o n K* c h a n n e l s i n V i c i a 
f a b a g u a r d c e l l p r o t o p l a s t s . B i o c h i m B i o p h y s Res Com 1 4 5 : 2 8 4 - 2 9 0 

S c h a u f CL, W i l s o n KJ ( 1 9 8 7 b ) P r o p e r t i e s of a n d Cl" c h a n n e l s i n A s c l e p i a s 
t u b e r o s a p r o t o p l a s t s . P l a n t P h y s i o l 8 5 : 4 1 3 - 4 1 8 
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S c h ô n k n e c h t G, H e d r i c h R, J u n g e W, R a s c h k e K ( 1 9 8 8 ) A v o l t a g e - d e p e n d e n t 
c h l o r i d e c h a n n e l i n t h e p h o t o s y n t i i e t i c m e m b r a n e o f a l i i g h e r p l a n t . N a t u r e 
3 3 6 : 5 8 9 - 5 9 2 

S c h r o e d e r J I , H e d r i c h R, F e r n a n d e z JM ( 1 9 8 4 ) K* s é l e c t i v e s i n g l e c h a n n e l s i n 
g u a r d c e l l p r o t o p l a s t s of V i c i a f a b a . N a t u r e 3 1 2 : 3 6 1 - 3 6 2 

S c h r o e d e r J I , R a s c h k e K, N e h e r E ( 1 9 8 7 ) V o l t a g e d e p e n d e n c e of K* c h a n n e l s i n 
g u a r d - c e l l p r o t o p l a s t s . P r o c N a t l A c a d Sc i USA 8 4 : 4 1 0 8 - 4 1 1 2 

S c h r o e d e r J I ( 1 9 8 9 ) Q u a n t i t a t i v e a n a l y s i s of o u t w a r d r e c t i f y i n g K* c h a n n e l 
c u r r e n t s i n g u a r d c e l l p r o t o p l a s t s f r o m V i c i a f a b a . J M e m b r a n e B io l 1 0 7 : 
2 2 9 - 2 3 5 

S c h r o e d e r J I , H a g i w a r a S ( 1 9 8 9 ) C y t o s o l i c c a l c i u m r é g u l â t e s i o n c h a n n e l s i n t h e 
p l a s m a m e m b r a n e of V i c i a f a b a g u a r d c e l l s . N a t u r e 3 3 8 : 4 2 7 - 4 3 0 

S c h w e i g e r RG ( 1 9 6 2 ) A c e t y l a t i o n of a l g i n i c a c i d . II. R e a c t i o n s of a l g i n a c é t a t e s 
w i t h c a l c i u m a n d o t h e r d i v a l e n t i o n s . J O r g Chem 2 7 : 1 7 8 9 - 1 7 9 1 

S c h w e i g e r RG ( 1 9 6 4 ) A c e t y l p e c t a t e s a n d t h e i r r e a c t i v i t y w i t h p o l y v a l e n t m é t a l 
i o n s . J O r g C h e m 2 9 : 2 9 7 3 - 2 9 7 5 

S e g a l JR E l e c t r i c a l c a p a c i t a n c e of i o n - e x c h a n g e r m e m b r a n e s . J T h e o r Bio l 14 : 
1 1 - 3 4 

S e n t e n a c H, G r i g n o n C ( 1 9 8 1 ) A m o d e l f o r p r e d i c t i n g i o n i c e q u i l i b r i u m 
c o n c e n t r a t i o n s i n c e l l w a l l s . P l a n t P h y s i o l 6 8 : 4 1 5 - 4 1 9 

S h i i n a T, T a z a w a M ( 1 9 8 8 ) C a ^ ^ - d e p e n d e n t C l " e f f l u x i n t o n o p l a s t - f r e e c e l l s of 
N i t e l l o p s i s o b t u s a . J M e m b r a n e Biol 0 6 : 1 3 5 - 1 3 9 

S h i m m e n T , K i k u y a m a M, T a z a w a M ( 1 9 7 6 ) D é m o n s t r a t i o n of t w o s t a b l e p o t e n t i a l 
S t a t e of p l a s m a l e m m a o f C h a r a w i t h o u t t o n o p l a s t . J M e m b r a n e B io l 3 0 , 2 4 9 - 2 7 6 

S h i m m e n T , T a z a w a M ( 1 9 8 0 a ) I n t r a c e l l u l a r c h l o r i d e a n d p o t a s s i u m i o n s i n 
r e l a t i o n t o e x c i t a b i l i t y of C h a r a m e m b r a n e . J M e m b r a n e Bio l 5 5 : 2 2 3 - 2 3 2 

S h i m m e n T . T a z a w a M ( 1 9 8 0 b ) D e p e n d e n c y of H^ e f f l u x o n A T P i n c e l l s of C h a r a 
a u s t r a l i s . P l a n t Ce l l P h y s i o l 2 1 : 1 0 0 7 - 1 0 1 3 

S h i m m e n T, T a z a w a M ( 1 9 8 3 ) A c t i v a t i o n of K * - c h a n n e i i n m e m b r a n e e x c i t a t i o n o n 
N i t e l l a a x i l l i f o r m i s . P l a n t Ce l l P h y s i o l 2 4 : 1 5 1 1 - 1 5 2 4 

S h i m m e n T, N i s h i k a w a S ( 1 9 8 8 ) S t u d i e s o n t h e t o n o p l a s t a c t i o n p o t e n t i a l of 
N i t e l l a f l e x i l i s . J M e m b r a n e Biol 1 0 1 : 1 3 3 - 1 4 0 

S i n g e r S J , N i c o l s o n GL ( 1 9 7 2 ) T h e f l u i d m o s a i c m o d e l of t h e s t r u c t u r e of c e l l 
m e m b r a n e s . S c i e n c e 1 7 5 : 7 2 0 - 7 3 1 

S l a y m a n CL, S l a y m a n CW ( 1 9 7 4 ) D e p o l a r i z a t i o n of t h e p l a s m a m e m b r a n e of 
N e u r o s p o r a d u r i n g a c t i v e t r a n s p o r t of g l u c o s e : é v i d e n c e f o r a p r o t o n - d e p e n -
d e n t c o t r a n s p o r t S y s t e m . P r o c N a t l A c a d Sc i USA 7 1 : 1 9 3 5 - 1 9 3 9 

S m a c k DP, C o l o m b i n i M ( 1 9 8 5 ) V o l t a g e - d e p e n d e n t c h a n n e l s f o u n d in t h e 
m e m b r a n e f r a c t i o n of c o r n m i t o c h o n d r i a . P l a n t P h y s i o l 7 9 : 1 0 9 4 - 1 0 9 7 
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S m i t h FA, R a v e n J A ( 1 9 7 9 ) I n t r a c e l i u l a r pH a n d i t s r é g u l a t i o n . A n n R e v P l a n t 
P h y s i o l 3 0 : 2 8 9 - 3 1 1 

S m i t h FA ( 1 9 8 4 a ) R é g u l a t i o n of t h e c y t o p l a s m i c pH o f C h a r a c o r a l l i n a : r e s p o n s e 
t o c h a n g e s i n e x t e r n a l pH. J E x p B o t 3 5 : 4 3 - 5 0 

S m i t h F A ( 1 9 8 4 b ) R é g u l a t i o n of t h e c y t o p l a s m i c pH of C h a r a c o r a l l i n a i n t h e 
a b s e n c e of e x t e r n a l Ca.^*: i t s s i g n i f i c a n c e i n r e l a t i o n t o t h e a c t i v i t y a n d 
c o n t r o l of t h e H* p u m p . J E x p B o t 3 6 : 1 5 2 5 - 1 5 3 6 

S m i t h FA ( 1 9 8 5 ) B i o l o g i c a l o c c u r e n c e a n d i m p o r t a n c e of HCO3- u t i l i s i n g S y s t e m s : 
m a c r o a l g e a ( C h a r o p h y t e s ) . I n I n o r g a n i c c a r b o n u p t a k e b y a q u a t i c p h o t o s y n -
t h e t i c o r g a n i s m , WJ L u c a s a n d J A B e r r y E d s , ASPP, R o c k v i l l e ) 

S m i t h F A , W a l k e r NA ( 1 9 8 9 ) T r a n s p o r t of p o t a s s i u m i n C h a r a a u s t r a l i s : I. A 
s y m p o r t w i t h s o d i u m . J M e m b r a n e Bio l 108 : 1 2 5 - 1 3 7 

S m i t h JR, W a l k e r NA ( 1 9 8 3 ) M e m b r a n e c o n d u c t a n c e of C h a r a m e a s u r e d i n t h e 
a c i d a n d b a s i c z o n e s . J M e m b r a n e Bio l 7 3 : 1 9 3 - 2 0 2 

S m i t h PT , W a l k e r NA ( 1 9 8 1 ) S t u d i e s o n t h e p e r f u s e d p l a s m a l e m m a of C h a r a 
c o r a l l i n a : I. C u r r e n t - v o l t a g e c u r v e s : A T P a n d p o t a s s i u m d é p e n d a n c e . J 
M e m b r n e Bio l 6 0 : 2 2 3 - 2 3 6 

S m i t h P T ( 1 9 8 4 ) E l e c t r i c a l é v i d e n c e f r o m p e r f u s e d a n d i n t a c t c e l l s f o r 
v o l t a g e - d e p e n d e n t c h a n n e l s i n t h e p l a s m a l e m m a of C h a r a a u s t r a l i s . A u s t J 
P l a n t P h y s i o l i l : 3 0 3 - 3 1 8 

S o k o l i k AI , Y u r i n VM ( 1 9 8 1 ) T r a n s p o r t p r o p e r t i e s o f p o t a s s i u m c h a n n e l s of t h e 
p l a s m a l e m m a i n N i t e l l a c e l l s a t r e s t . S o v P l a n t P h y s i o l 2 8 : 2 0 6 - 2 1 2 

S o k o l i k AI , Y u r i n VM ( 1 9 8 6 ) P o t a s s i u m c h a n n e l s of p l a s m a l e m m a of N i t e l l a c e l l s 
a t r e s t . J M e m b r a n e B io l 8 9 : 9 - 2 2 

S o m e r s GF ( 1 9 7 3 ) T h e a f f i n i t y of a n i o n c e l l w a l l s f o r c a l c i u m i o n s . A m e r J B o t 
6 0 : 9 8 7 - 9 9 0 

S p a n s w i c k RM, S t o l a r e k J , W i l l i a m s E J ( 1 9 6 7 ) T h e m e m b r a n e p o t e n t i a l of N i t e l l a 
t r a n s l u c e n s . J E x p B o t 18 : 1 - 1 6 

S p a n s w i c k RM ( 1 9 7 2 ) E v i d e n c e f o r a n e l e c t r o g e n i c i o n p u m p i n N i t e l l a 
t r a n s l u s c e n s . I. T h e e f f e c t s 0 pH, K*, Na*, l i g h t a n d t e m p é r a t u r e o n m e m b r a n e 
p o t e n t i a l a n d r é s i s t a n c e . B i o c h i m B i o p h y s A c t a 2 8 8 : 7 3 - 8 9 

S p a n s w i c k RM ( 1 9 7 4 ) E v i d e n c e f o r a n e l e c t r o g e n i c i o n p u m p i n N i t e l l a 
t r a n s l u s c e n s . II . C o n t r o l of t h e l i g h t - s t i m u l a t e d c o m p o n e n t of t h e m e m b r a n e 
p o t e n t i a l . B i o c h i m B i o p h y s A c t a 3 3 : 3 8 7 - 3 9 8 

S p a n s w i c k RM ( 1 9 8 1 ) E l e c t r o g e n i c i o n p u m p s . A n n R e v P l a n t P h y s i o l 3 2 : 
2 6 7 - 2 8 9 

S p e a r DG, B a r r JK , B a r r CE ( 1 9 6 9 ) L o c a l i z a t i o n of h y d r o g e n i o n a n d c h l o r i d e 
f l u x e s i n N i t e l l a . J G e n P h y s i o l 5 4 : 3 9 7 - 4 1 4 
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S t e i g n e r W, K ô l e r K, S i m o n i s W, U r b a c h W ( 1 9 8 8 ) T r a n s i e n t c y t o p l a s m i c pH 
c h a n g e s i n c o r r é l a t i o n w i t h o p e n i n g of p o t a s s i u m c h a n n e i s i n E r e m o s p h a e r a . J 
E x p Bo t 3 9 : 2 3 - 3 6 

S t o e c k e l H, T a k e d a K ( 1 9 8 9 ) C a l c i u m - a c t i v a t e d , v o l t a g e - d e p e n d e n t , n o n - s e l e c t i v e 
c a t i o n c u r r e n t s i n e n d o s p e r m p l a s m a m e m b r a n e f r o m h i g h e r p l a n t s . P r o c R 
Soc L o n d B 2 3 7 : 2 1 3 - 2 3 1 

T a k e s h i g e K, H a g e r A ( 1 9 8 8 ) I o n e f f e c t s o n t h e H * - t r a n s l o c a t i n g a d e n o s i n e 
t r i p h o s p h a t a s e a n d p y r o p h o s p h a t a s e a s s o c i a t e d w i t h t h e t o n o p l a s t of C h a r a 
c o r a l l i n a P l a n t C e l l P h y s i o l 2 9 : 6 4 9 - 6 5 7 

T a y l o r AO, D o n n e r BA ( 1 9 6 7 ) I s o l a t i o n of p h y t o c h r o m e f r o m t h e a l g a e 
M e s o t a e n i u m a n d t h e l i v e r w o r t S p h a e r o c a r p o s . P l a n t P h y s i o l 4 2 : 7 6 2 - 7 6 6 

T a z a w a M, S h i m m e n T ( 1 9 8 0 ) D é m o n s t r a t i o n of t h e K* c h a n n e l i n t h e 
p l a s m a l e m m a of t o n o p l a s t - f r e e c e l l s of C h a r a a u s t r a l i s . P l a n t C e l l P h y s i o l 2 1 : 
1 5 3 5 - 1 5 4 0 

T a z a w a M, S h i m m e n T ( 1 9 8 2 ) C o n t r o l of e l e c t r o g e n e s i s b y A T P , Mg2+, H+ a n d 
l i g h t i n p e r f u s e d c e l l s of C h a r a . I n C u r r e n t t o p i c s i n m e m b r a n e s a n d 
t r a n s p o r t v o l 16 4 9 - 6 7 

T e s t e r M ( 1 9 8 8 ) P h a r m a c o l o g y of c h a n n e l s i n t h e p l a s m a l e m m a of t h e g r e e n 
a l a C h a r a c o r a l l i n a . J M e m b r a n e Biol 103 : 1 5 9 - 1 6 9 

T e s t e r M ( 1 9 8 8 ) B l o c k a d e of p o t a s s i u m c h a n n e l s i n t h e p l a s m a l e m m a of C h a r a 
c o r a l l i n a b y t e t r a e t h y l a m m o n i u m , Ba^*, Na* a n d Cs+. J M e m b r a n e B io l 1 0 5 : 7 7 - 8 5 

T e s t e r M ( 1 9 8 8 ) P o t a s s i u m c h a n n e l s i n t h e p l a s m a l e m m a of C h a r a c o r a l l i n a a r e 
m u l t i - i o n p o r e s : v o l t a g e - d e p e n d e n t b l o c k a d e b y Cs* a n d a n o m a l o u s 
p e r m e a b i l t i e s . J M e m b r a n e B io l 1 0 5 : 8 7 - 9 4 

T h o m p s o n EW, P r e s t o n RD ( 1 9 6 7 ) P r o t e i n s i n t h e c e l l w a l l s of s o m e g r e e n a l g e a . 
N a t u r e 2 1 3 : 6 8 4 - 6 8 5 

T o k o K, H a y a s h i K, Y o s h i d a T , F u j i y o s h i T, Y a m a f u j i K ( 1 9 8 8 ) O s c i l l a t i o n s of 
e l e c t r i c s p a t i a l p a t t e r n s e m e r g i n g f r o m t h e h o m o g e n e o u s s t a t e i n c h a r a c e a n 
c e l l s . E u r B i o p h y s J 16 : 1 1 - 2 1 

T s u t s u i I, O h k a w a T, N a g a i R, K i s h i m o t o U ( 1 9 8 6 ) I n h i b i t i o n of Cl" c h a n n e l 
a c t i v a t i o n i n C h a r a c o r a l l i n a m e m b r a n e b y l a n t h a n u m i o n . P l a n t C e l l P h y s i o l 
2 7 : 1 1 9 7 - 1 2 0 0 

T y e r m a n SD, F i n d l a y GP, P a t e r s o n GJ ( 1 9 8 6 a ) I n w a r d m e m b r a n e c u r r e n t i n 
C h a r i n f l a t a : I. A v o l t a g e - a n d t i m e - d e p e n d e n t Cl" c o m p o n e n t . J M e m b r a n e B i o l 
8 9 : 1 3 9 - 1 5 2 

T y e r m a n SD, F i n d l a y GP, P a t e r s o n GJ ( 1 9 8 6 a ) I n w a r d m e m b r a n e c u r r e n t i n 
C h a r i n f l a t a : II . E f f e c t s of pH, C l - - c h a n n e l b l o c k e r s a n d NH4*, a n d s i g n i f i c a n c e 
f o r t h e h y p e r p o i a r i z e d s t a t e . J M e m b r a n e Bio l 8 9 : 1 5 3 - 1 6 1 

T y e r m a n SD, F i n d l a y GP ( 1 9 8 9 ) C u r r e n t - v o l t a g e c u r v e s of s i n g l e Cl" c h a n n e l s 
w h i c h c o e x i s t w i t h t w o t y p e s of c h a n n e l i n t h e t o n o p l a s t of C h a r a c o r a l l i n a . 
J E x p B o t 4 0 : 1 0 5 - 1 1 7 

8 6 



T y r e e MT ( 1 9 7 2 ) Ion e x c h a n g e a n d t h e t r a n s p o r t o f w a t e r a n d s o l u t é s i n 
C h a r a c e a n c e l l w a l l s . P h . D . T h e s i s . C h u r c h i l l C o l l è g e , C a m b r i d g e , G r e a t B r i t a i n 

V a n C u t s e m P, G i l l e t C ( 1 9 8 2 ) A c t i v i t y c o e f f i c i e n t s a n d s e l e c t i v i t y v a l u e s of 
Cu+*, Zn** a n d Ca.**^^'^^ a d s o r b e i n t h e N i t e l l a f l e x i l i s L. w a l i d u r i n g t r i a n g u l a r 
i o n e x c h a n g e s . J E x p B o t 3 3 : 8 4 7 - 8 5 3 

V e r v e e n AA, D e r k s e n HE ( 1 9 6 5 ) F l u c t u a t i o n s i n m e m b r a n e p o t e n t i a l of a x o n a n d 
t h e p r o b i e m of c o d i n g . K i b e r n e t i k 2 : 1 5 2 - 1 6 0 

V e r v e e n A A , D e r k s e n HE, S c h i c k K ( 1 9 6 7 ) V o l t a g e f l u c t u a t i o n s of n e u r a l 
m e m b r a n e s . N a t u r e 2 1 6 : 5 8 8 - 5 8 9 

V o l k o v GA ( 1 9 7 7 ) A c t i v a t i o n a n d c u r r e n t - v o l t a g e c h a r a c t e r i s t i c s of e x c i t a b l e 
c h a n n e l s of t h e e a r l y i o n f l u x in t h e p l a s m a l e m m a o f N i t e l l a f l e x i l i s c e l l s . D o k l 
A k a d N a u k SSSR 2 3 7 : 1 5 3 3 - 1 5 3 5 

V o l k o v GA, P l a t o n o v a LV, S k o b e l e v a OV ( 1 9 7 4 ) N o n s t e a d y - s t a t e v o l t a g e - c u r r e n t 
r e l a t i o n s of p l a s m a l e m m a a n d t o n o p l a s t i n N i t e l l a f l e x i l i s c e l l s . D o k l A k a d N a u k 
SSSR 2 1 4 : 9 5 9 - 9 6 1 

V o l k o v GA, P l a t o n o v a LV, S k o b e l e v a OV ( 1 9 7 9 ) S é l e c t i v e c e n t e r s of e x c i t a b l e 
c h a n n e l s of t h e e a r l y i o n i c c u r r e n t of N i t e l l a f l e x i l i s c e l l s . D o k l A k a d N a u k 
SSSR 2 4 5 : 9 8 4 - 9 8 7 , 

V o l k o v GA, P l a t o n o v a LV, S k o b e l e v a OV ( 1 9 8 2 ) S é l e c t i v e p r o p e r t i e s of c a t i o n s 
c h a n n e l s of t h e p l a s m a l e m m a of c e l l of N i t e l l a f l e x i l i s . B i o f i z 2 7 : 6 2 - 6 7 

V o l k o v a SP, L u n e v s k y VZ, S p i r i d o n o v NA, V i o n o k u r o v MG, B e r e s t o v s k y GN 
( 1 9 8 0 ) On C h e m i c a l c o m p o s i t i o n of c a l c i u m c h a n n e l s i n c h a r a c e a n a l g l a c e l l s . 
B i o f i z 2 5 : 5 3 7 - 5 4 2 

V o r o b i e v LN, M u s a e v NA ( 1 9 7 9 ) E l e c t r i c a l c h a r a c t e r i s t i c s of t h e c e l l w a l l a n d 
p l a s m a l e m m a of N i t e l l o p s i s o b t u s a . Low f r e q u e n c y i m p é d a n c e . S o v P l a n t 
P h y s i o l 2 6 : 5 7 0 - 5 7 7 

V r e d e n b e r g WJ, T o n k WJM ( 1 9 7 5 ) B i o c h i m B i o p h y s A c t a 3 8 7 : 5 8 0 - 5 8 7 

W a l k e r NA, S m i t h F A ( 1 9 7 7 ) C i r c u l a t i n g e l e c t r i c c u r r e n t s b e t w e e n a c i d a n d 
a l k a l i n e z o n e s a s s o c i a t e d w i t h HCO3" a s s i m i l a t i o n i n C h a r a . J E x p B o t 2 8 : 
1 1 9 0 - 1 2 0 6 

W a l k e r NA, B e i i b y MJ, S m i t h FA ( 1 9 7 9 ) A m i n é u n i p o r t a t t h e p l a s m a l e m m a of 
C h a r o p h y t e c e l l s : I. C u r r e n t - v o l t a g e c u r v e s , s a t u r a t i o n k i n e t i c s , a n d e f f e c t s o f 
u n s t i r r e d l a y e r s . J M e m b r a n e Biol 4 9 : 2 1 - 5 5 

W a l k e r NA, S m i t h FA, C a t h e r s IR ( 1 9 8 0 ) B i c a r b o n a t e a s s i m i l a t i o n b y f r e s h - w a t e r 
C h a r o p h y t e s a n d h i g h e r p a n t s : I. M e m b r a n e t r a n s p o r t of b i c a r b o n a t e i o n s i s 
n o t p r o v e n . J M e m b r a n e Bio l 5 7 : 5 1 - 5 8 

W a n g Y, L e i g h RA, K a e s t n e r KH, S z e H ( 1 9 8 6 ) E l e c t r o g e n i c H+ p u m p i n g 
p y r o p h o s p h a t a s e i n t o n o p l a s t v e s i c l e s of o a t r o o t s . P l a n t P h y s i o l 8 1 : 4 9 7 - 5 0 2 

W i l l i a m s o n RE, A s h l e y CC ( 1 9 8 2 ) F r e e Ca^* a n d c y t o p l a m i c s t r e a m i n g i n t h e a l g a 
C h a r a . N a t u r e 9 6 : 6 4 7 - 6 5 1 
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