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1.1. Zusammenfassung

In den ephemeren Blüten von Ipomoea tvieolov spielt sich die Alterung

in wenigen Stunden ab. Am Mittag des Blühtages beginnt sich die Korolle

vom Trichterrand her einzurollen und gleichzeitig wechselt die Blüten¬

farbe von blau zu rot. Neben dieser äusserlich sichtbaren Morphogenese

laufen in den Zellen physiologische Veränderungen ab: Beispielsweise

wird die Aktivität der sauren Ribonuclease und anderen Hydrolasen während

der Alterung um ein vielfaches erhöht.

Die Alterung von Ipomoea Korollen wird durch Aethylen reguliert. Durch

Zugabe von exogenem Aethylen kann die Alterung schon in Knospen am Tag

vor der Anthese induziert werden, wobei dieselben Alterungssymptome auf¬

treten wie bei natürlicher Alterung. Andererseits lässt sich die Alterung

der Blüten durch Kohlendioxyd, den kompetitiven Hemmer der Aethylenwir-

kung, verzögern. Eine 30-minütige Begasung der Korollen mit Aethylen

induziert die Alterung irreversibel; dabei regt das exogene Gas die Ko¬

rollen zu eigener Aethylenbildung an. In einem Modell versuchen wir diese

autokatalytische Reaktion zu erklären.

Neben der Wirkung auf den Einrollprozess ist Aethylen auch für die Aus¬

schüttung der Ribonuclease Aktivität zu Beginn der Alterung verantwort¬

lich. Um die Funktionsweise der sauren Ribonuclease zu verstehen, wurde

dieses Enzym biochemisch charakterisiert. In den BiUten von Ipomoea tre¬

ten vier Ribonuclease Isoenzyme in Erscheinung, die alle Endonuclease-

aktivität aufweisen. Die isoelektrischen Punkte der drei wichtigsten

Ribonucleasen liegen bei pH 4,95 bzw. pH 5,39. Mit Hilfe der Dichtemar¬

kierung mit Deuteriumoxyd konnte gezeigt werden, dass die Ribonuclease

während der Alterung neu synthetisiert wird. Diese Synthese wird eben¬

falls durch Aethylen beeinflusst. Die Ribonuclease wurde unter Verwendung

des gekoppelten Inhibitors Guanosindiphosphat affinitätschromatographisch

gereinigt und das so gewonnene reine Protein zur Herstellung von Anti¬

körpern verwendet. Mit dem Anti-Ribonuclease-Serum lokalisierten wir in
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Leistenschnitten mit der indirekten immunocytochemischen Methode die

Ribonuclease. Das Enzym scheint über die Vakuolen verteilt zu sein. Unter

Berücksichtigung dieser Resultate wird die Funktion der Ribonuclease

diskutiert.

Für das Einrollen der Blüten sind die 5 Leisten mit ihren Rippen ver¬

antwortlich. Diese Einrollbewegung wurde an isolierten Leistensegmenten

untersucht. Cycloheximid ist in der Lage, die Biegung der Leisten zu

verhindern, was zeigt, dass der Mechanismus von Proteinsynthese abhänig

ist. Der Ablauf der Bewegung wird durch zwei ineinandergreifende Pro¬

zesse bewirkt. Während Turgoranderungen die Krümmung vorantreiben, schei¬

nen Enzyme das Zellwandgerüst der Rippen kontinuierlich zu verändern.

Erst durch das Zusammenspiel dieser zwei Vorgänge sind die Leisten in

der Lage sich ganz einzurollen und damit die Blüte zu schliessen.
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Abstract

Flowers of Ipomoea tvicolov Cav. open early in the morning and fade

in the afternoon of the same day. Senescence, as manifested by curling

up of the corolla and by increase in RNase activity, can be induced

prematurely by treatraent with ethylene (C2H-). Conversely, ageing of

the flower can be delayed by application of CCL. ZM^ given for 20 to

40 min and removed before any signs of senescence are visible also ad-

vances the onset of ageing. Under normal conditions the fading of the

corolla coincides with a Sharp increase in the rate of endogenous C-H,

production.

The development of RNase activity during senescence which is also

controlled by ethylene, is based on de-novo synthesis of the enzyme as

demonstrated by density labelling with D„0. Affinity chromatography

was employed for efficient purification of the RNase which was used to

produce antibodies against the enzyme. The RNase was localized within

the vacuoles by means of immunocytochemical methods.

The mechanism in the ribs, which leads to the curling up of the corolla

was investigated. It seems, that two processes are involved in this

movement. Due to differential turgor change the ribs Start to roll up.

At the same time extracellular enzymes cause a reduction of the tensions

in the structure of the cell walls. This modification enables the ribs

to continue the curling up process.
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2. Einleitung

Die Alterung höherer Pflanzen kann grundsätzlich in drei verschiedene

Gruppen unterteilt werden (Sacher 1973).

- Alterung ganzer Populationen, z.B. von einjährigen Pflanzen.

- Individuelle Alterung der einzelnen Pflanze.

- Alterung bestimmter Organe wie Blatter, Bluten und Fruchte.

Die früher vorherrschende Meinung, es handle sich bei der Alterung um

einen unkontrollierten Zerfall, ist heute weitgehend aufgegeben worden.

Neben den leicht zu erkennenden katabolischen Prozessen kennt man nun

auch eine grosse Anzahl die Alterung begleitender Synthesereaktionen

(Martin und Thieman 1972, Sacher 1973), so dass man von einem normalen

Differenzierungsprozess sprechen kann. In unserem Fall befassen wir uns

ausschliesslich mit der Alterung kurzlebiger Organe, wie sie die Bluten

von Ipomoea tvicolov darstellen.

Die Korolle von Ipomoea durchlauft einen streng abgesteckten Entwick¬

lungsgang. Unter gunstigen Kulturbedingungen strecken sich die Knospen

innerhalb von 5 Tagen um ca. 5cm und offnen sich am Morgen des 6. Tages

zwischen o5oo und 0600 Uhr. Bereits am Mittag desselben Tages beginnt

die Welke, die sich in einer Verfärbung des Blutentrichters von blau

zu violett ankündigt. Daneben beginnen sich die 5 Leisten vom Trichter¬

rand her einzurollen und schliessen diese Bewegung am spaten Abend ab.

Ein bis zwei Tage spater trennt sich die Krone vom Kelch. Falls keine

Befruchtung stattgefunden hat wird nach 5-7 Tagen auch der verbliebene

Blutenstiel über ein Trenngewebe abgestossen.

Matile und Winkenbach (1971) beschrieben biochemische und ultrastruktu¬

relle Prozesse, die die Blutenalterung begleiten. Sie fanden, dass die

Welke zusammenfallt mit einem enormen Anstieg der in vitro Aktivitäten
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verschiedener hydrolytischer Enzyme bei einer gleichzeitigen Abnahme

der Makromoleküle. So gehen in der welkenden Blute die zunehmenden

Aktivitäten von RNase, DNase und -Glucosidase parallel mit einem Ge¬

haltsschwund an RNS (Winkenbach 1971), DNS (Winkenbach 1971) und Zell-

wandpolysacchanden (Wiemken et al.1974). Im Falle der Protease, die

ohne nennenswerte Aktivitatssteigerung bleibt, scheint keine direkte

Korrelation zum plötzlichen Absinken der Eiweissmenge zu bestehen.

Im ultrastrukturellen Bereich beobachteten Matile und Winkenbach (1971)

eine erste Welkephase, die sich durch autophagische Aktivität der Va¬

kuolen ausdruckt. Durch Invaginationen des Tonoplasten gelangt dabei

cytoplasmatisches Material in die Vakuole. Langsam wird dabei das Cyto-

plasma verdünnt. In einer spateren Phase blähen sich die ER-Cisternen

und gliedern sich in Vesikel. Wahrend Mitochondrien noch intakt er¬

scheinen, zeigt auch der Zellkern nur noch eine lockere Struktur. Die

Vakuole beginnt zu schrumpfen, was einen Turgorverlust der Zelle zur

Folge hat Mit dem endgültigen Zerfall des Tonoplasten wird die letzte

Phase, die Autolyse, eingeleitet. Von der einzigen noch intakten Membran,

dem Plasmalemma, umschlossen, vermischen sich Zellsaft und Cytoplasma

und die Selbstauflosung nimmt ihren Lauf.

Diese Beobachtungen deuten an, dass die Pflanze den grossen Verschleiss

an organischem Material, der ihr durch die tägliche BlUtenproduktion

entsteht, durch einen optimalen Rucktransport der wichtigsten Stoffe

aus der welkenden Korolle zu mildern sucht. Wie Winkenbach (1970) zeigte,

sind dies vorallem die Bausteine der Proteine, der Nucleinsauren und der

Kohlehydrate. Selbst die in den Zellwanden eingebauten Zucker werden

teilweise wieder verfugbar gemacht (Wiemken et al. 1974). Dieser Ueber-

gang vom blühenden zum welkenden Organ bedarf eines subtilen Regulations¬

mechanismus, den zu beleuchten der Sinn der vorliegenden Arbeit ist.

Viele Differenzierungsprozesse sind durch eine Modulation bestimmter

Enzymaktivi taten gekennzeichnet Dies kann bedeuten, dass diese Fermente



11

Teil dieser Entwicklung darstellen oder sie steuern. Für die Einstel¬

lung der in vivo Aktivität von Enzymen bestehen verschiedene Möglich¬

keiten:

- Ein reaktionsfähiges Enzym liegt vor, seine Aktivität ist aber

durch Hemmstoffe unterbunden (Inhibitorprotein, angehäuftes End¬

produkt). Durch Regulation des Hemmers (Proteolyse, Abfuhren des

Endproduktes) kann die Enzymaktivitat gesteuert werden.

- Das Ferment steht als inaktive Vorstufe zur Verfugung und wird

im entscheidenden Zeitpunkt durch eine Aenderung seiner Protein¬

struktur in die aktive Form überfuhrt.

- Das Enzym wird unmittelbar vor seiner Verwendung als aktives

Protein neu synthetisiert.

- Durch intrazellulare Separierung von Substrat und Enzym besteht

eine weitere Kontrollmoglichkeit, indem durch Aufheben der Trenn¬

barrieren oder durch Transport von Enzym zum Substrat und umge¬

kehrt, die in vivo Aktivität beeinflusst werden kann.

Kombinationen dieser streng getrennten Modelle fuhren zu weiteren Vor¬

stellungen zellularer Feinregullerung.

Diese Art der Enzym-Substrat Regulation wird ihrerseits wieder durch

andere Reaktionen beeinflusst. Dabei gilt das Interesse vorab den zent¬

ralen Regulatoren, die nicht nur ein Ereignis bestimmen, sondern wie

ein Schneeball eine Lawine von Folgereaktionen auslosen. Phytohormone

oder verwandte Stoffe übernehmen heute immer mehr solche Schlussel-

funktionen.

Dabei ist zu bemerken, dass jede biochemische Regulation selbst wieder

nach einem auslosenden Moment ruft. Die Fragenkette ist wohl erst be¬

antwortet, wenn der zu Aenderungen fuhrende Faktor als exogener Stoff

oder in Form einer physikalischen Grosse, wie z.B. Licht, Feuchtigkeit,

Temperatur, gefunden wurde.
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Am Beispiel der sauren RNase von Ipomoea trioolor soll der Welkeprozess

der Korolle genauer untersucht werden. Winkenbach und Matile (1970)

konnten zeigen, dass die Invertaseaktivita't in der BlUte durch die Syn¬

these eines Hemmproteins reguliert wird. Dieses Modell ist aber auf die

RNase nicht anwendbar (Baumgartner 1971). Mit Hilfe der Dichtemarkierung

versuchten wir die Synthese der RNase festzulegen und so die Art ihrer

Steuerung besser zu verstehen. Zusätzlich wurde der intrazelluläre Wir¬

kungsort des Enzyms mit immunocytochemisehen Methoden lokalisiert, was

weitere Rückschlüsse erlauben wird.

Daneben untersuchten wir die hormonale Auslösung des Welkeprozesses und

dabei auftretende Phänomene, wie den Einrollmechanismus, der zur Schlies¬

sung der Blüte führt.
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3. Material und Methoden

3.1. Versuchsobjekt

Ipomoea trioolor Cav. (rubro coerula praecox) wurde im Gewachshaus unter

Langtagbedingungen bei 20 - 23°C und 75-80% Luftfeuchtigkeit gezogen.

Die Korollen, aus denen die RNase gereinigt wurde, stammten ausschliess¬

lich von Freilandkulturen.

3.2. Versuche mit eingestellten Bluten

Wurden Experimente mit isolierten Korollen durchgeführt, so stellte man

die Bluten mit Stiel entweder einzeln in kleine Reagenzglaser ein oder

in Gruppen von 5 - 10 in Petrischalen, deren Deckel gelocht waren.

3.3. Homogemsation der Korollen

Knospen ohne Stiel und Kelch oder Korollen wurden in flussigen Stick¬

stoff getaucht und in einem vorgekuhlten Morser (-196 C) mit dem Pistill

pulverisiert. Das entstandene feine Pulver wurde in Zentrifugentuben ge¬

geben und in 0,02 M Natnumacetatpuffer pH 5,0 suspendiert. Dieses Homo-

genat wurde 15 Min. bei 20'OOOg zentrifugiert, der Ueberstand gesammelt

und das Sediment im selben Puffer nochmals gewaschen und abzentrifugiert

(15 Min. 20'OOOg). Die vereinigten Ueberstande dienten als Ausgangs-

matenal für die Bestimmung bzw. Reinigung der RNase.

3 4. Proteinbestimmung

Die Eiweisse wurden nach der Methode von Lowry et al. (1951) bestimmt,

wobei Rinder-Serumalbumin als Standard diente.
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3.5. Bestimmung der Enzymaktivitäten

3.5.1. Ribonuclease

Zur Ermittlung der RNase Aktivität wurde die Methode von Ambellan und

Holländer (1966) leicht abgeändert. Die Inkubationslösung bestand aus

1 Volumen Enzymextrakt, 2 Volumen 0,1 M Natriumacetat pH 5,0 und 1 Vo¬

lumen 1 % Hefe-RNS (Fluka 10-fach gereinigt) in 0,1 M Natriumacetat

pH 5,0. Die Reaktion wurde mit 40 Volumen Fällungsmittel gestoppt und

die freigesetzten Reaktionsprodukte bei 260 nm gemessen.

Eine RNase-Einheit entspricht bei einem Endvolumen von 4,4ml einer Ab¬

sorptionszunahme von 1,0 bei 260 nm
,
welche durch die Abspaltung ätha¬

nollöslicher Oligonucleatide während einer 60-minütigen Inkubation bei

37°C bewirkt wird.

Die Reaktionsprodukte wurden nach Wyen et al. (1969) nach verschieden

langer Inkubation von gereinigter RNase mit hochpolymerer RNS gelchro-

matographisch charakterisiert. Die Auftrennung geschah über eine..Sepbadex

G-50 Säule (1,5 cm x 90 cm), wobei die Absorption des Eluates bei 254 nm

und 280 nm aufgezeichnet wurde.
'

3.5.2. Phosphodiesterase

Als Substrat zur Phosphodiesterasemessung dienten 0,25ml Na-Bis-p-Nitro-

phenylphosphat (1,5 mg/ml ) in 0,05 Citratpuffer pH 5,25, die zusammen

mit 0,1 ml Enzym 30 Min. bei 37 C inkubiert wurden. Die Reaktion wurde

durch Zugabe von 2,5 ml 0,2 M Na2C03 beendet und das gebildete p-Nitro-

phenol bei 400 nm gemessen.

3.5.3. Phosphatase

Zur Bestimmung der Phosphataseaktivität inkubierte man 0,1 ml Probe mit

0,4ml p-Nitrophenylphosphat (1 mg/ml in 0,1M Acetatpuffer pH 5,5) bei

37 C und stoppte die Hydrolyse durch Zugabe von 2,5 ml 0,2 M Na^CO,. Das

freigesetzt p-Nitrophenol wurde bei 400 nm bestimmt.
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3.5.4. Katalase

Die Katalaseaktivität in den CsCl-Gradienten wurde entsprechend der

Methode von Sinha (1972) bestimmt.

3.6. Disc-Gelelektrophorese

3.6.1. System

Zur gelelektrophoretischen Proteinauftrennung wurde die durch Wilson

(1971) abgeänderte Methode von Davies (1964) verwendet.

3.6.2. Proteinfärbung

Die Anfärbung der Proteinbanden in Polyacrylarnidgelen geschah nach den

Vorschriften von Chrambach et al. (1967) mit Coomassie Brilliant-Blau

R-250 (Sigma).

3.6.3. RNase Lokalisation

Proteinbanden mit RNase Aktivität wurden nach der Methode von Wilson

(1969;1971) bestimmt. Nach erfolgter elektrophoretischer Auftrennung

wurden die Gele sofort in 0,1 M Citratpuffer pH 5,0 gegeben und darin

3 Min. bei Raumtemperatur vorinkubiert. Anschliessend inkubierte man sie

in 0,4% RNS (gelöst im gleichen Puffer) während 12 Min. bei 37°C und

unterzog sie einer 5-minütigen Nachinkubation in Citratpuffer bei Zim¬

mertemperatur. Darauf wurden die Gele für 1 Min. in einer 0,2%-igen

Toluidinblaulö'sung in 0,1 % Essigsäure pH 3,0 angefärbt und dann wäh¬

rend 10 - 20 Std. in 0,5% Essigsäure pH 3,0 gewaschen und dadurch die

RNasebanden entfärbt.
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3.7. Dichtemarkierung und isophyknische Gleichgewichtszentrifugation

Blütenknospen wurden am Tage vor der Anthese mit dem BlUtenstiel von den

Pflanzen geschnitten und während 20 - 48 Std. in 95% D20 oder H20 ein¬

gestellt. D?0 in der genannten Konzentration bewirkte, dass bis zu 50%

der eingestellten Knospen sich nicht öffneten. Bei den aufgeblühten Ko¬

rollen hingegen hatte Deuteriumoxyd keine weiteren äusserlich sichtbaren

Anomalien zur Folge, so dass sie weiterverwendet werden konnten. Am Tag

nach der Blüte wurden die Korollen gesammelt und ohne Stiel wie beschrie¬

ben homogenisiert. Die vereinigten Ueberstände filtrierte man über eine

Sephadex G-100 Säule (2 x 40 cm) mit 0,005 M Natriumacetat pH 4,0, sam¬

melte die RNaseaktivität enthaltenden Fraktionen und lyophilisierte

diese. Das Lyophilisat wurde in 2 ml destilliertem Wasser gelöst und

anschliessend in der Kälte langsam mit 8ml gesättigtem (NH.USO. ver¬

mischt. Die 80%-ige Lösung wurde 12 Std. bei 3°C stehen gelassen. Die

Proteinausfällung zentrifugierte man ab und löste das Präzipitat in

2,2 ml 0,075 M Citronensäure-Phosphatpuffer pH 7,0, dem 22 1 Katalase

(Boehringer) als interne Markierung beigegeben wurde. Die Lösung wurde

in einer Zentrifugentube mit 1,1 ml gesättigtem CsCl (3 C, pH 7,0) ver¬

mischt, mit 0,5ml Paraffinöl Uberschichtet und in einem SW-39 Rotor

(resp. SW-50.1) in einer Beckman L2-65B Ultrazentrifuge während 65 Std.

bei 39'000 U.p.M. (64 Std. 36'500 U.p.M.) zentrifugiert.

Nach dem Lauf wurden die Zentrifugentuben mit einer Injektionsnadel

(Nr. 22) angestochen und Fraktionen ä 2 Tropfen in Reagenzgläser mit

einer Vorlage von 1 ml 0,075 Citronensäure-Phosphatpuffer pH 7,0 aufge¬

nommen. Jede 15. Fraktion wurde sofort unverdünnt zur Bestimmung des

Brechungsindex verwendet. Die sich daraus ergebende Dichte ermittelte

man mit Hilfe einer Eichkurve. Für die Messung der Enzymaktivitäten

verwendete man 0,1 ml der verdünnten Fraktionen wie oben beschrieben.
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3.8. Reinigung der RNase

3.8.1. Hitzedenaturierung

Die vereinigten 20'000 g Ueberstände der Homogenisation wurden durch ein

Miliporefilter (0,45 m) zu einer klaren Lösung filtriert und anschlies¬

send während 60 Min. auf 50°C erhitzt. Die dabei denaturierten Proteine

wurden durch erneute Filtration (0,45 m) aus der Lösung entfernt.

3.8.2. Ammoniumsulfatfällung

Unter stetem Rühren gab man dem Extrakt einen vierfachen Ueberschuss an

gesättigtem (NH.)2S0. bei und vervollständigte die Ausfällung durch

Rühren der 80%-igen Lösung über Nacht in der Kälte. Das Präzipitat
'

wurde mittels Zentrifugation (3000 g/l5 Min.) gesammelt und das Sedi¬

ment in 0,003M Natriumacetat pH 5,0 wieder gelöst.

3.8.3. Affinitätschromatographie

- Aktivierung und Koppelung der Sepharose mit GDP

Zur Aktivierung und Koppelung der Sepharose wurden die Methoden von

Axen et al. (1967), Poonian et al. (1971) und Cuatrecasas (1970;1971)

verwendet. Gepackte Sepharose 4B wurde 1 : 1 mit destilliertem Wasser

verdünnt und in einem geschlossenen System mit fein pulverisiertem CNBr

(150 mg/ml gepacktes Gel) bei 20°C aktiviert. Durch Titration mit ION

NaOH hielt man die Lösung auf pH 11. Nach 5-6 Min. war die Protonen¬

freisetzung beendet, worauf man das Gel sofort in eine Glasfilternutsche

überführte und dort mit 10 Volumen kaltem 0,1 M Natriumcarbonatpuffer

pH 9,0 wusch. Das kompakte Gel wurde daraufhin mit dem gleichen Volumen

Carbonatpuffer gemischt, dem 5 mg/ml GDP zugesetzt waren. In der Kälte

wurde unter stetem Rühren während 48 Std. die Koppelung durchgeführt.

Die GDP-Sepharose wusch man mit einem Ueberschuss an Puffer aus und la¬

gerte sie bis zu ihrer Verwendung bei 3°C mit NaN- als Antibakteriosta-:

tikum.
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Durch Lyophillsation engte man die nach der Ammoniumsulfatfallung ge¬

losten Eiweisse auf ein kleineres Volumen mit der Ionenstarke 0,02 M

ein und gab sie auf eine mit 0.02M Natriumacetat pH 5,0 equilibrierte

GDP-Sepharosesaule (2cm x 35cm). Nach Elution der nicht gebundenen

Eiweisse mit demselben Puffer änderte man das pH und die Ionenstarke

in zwei Schritten. Zuerst wechselte man vom Natnumacetatpuffer zu

0,2 M Essigsaure pH 3,0 mit einem Zusatz von 0,2 M NaCl, dann in einer

spateren Phase zu 0,2 M Essigsaure + 1,5M NaCl.

3.8.4. Isoelektrofokussierung

Nach Haglund (1967) wurde die Auftrennung der Eiweisse entsprechend

ihrer isoelektrischen Punkte (i.e.P.) in einer LKB-Saule (110ml )

durchgeführt. Mit Saccharose als Antikonvektionsmittel wurde in einem

Zuckergradienten mit einer 1 %-igen Ampholinlosung ein pH-Graditnt im

Bereiche von pH 4 - 6 aufgebaut. Dabei wurde die Probe über die spezi¬

fisch leichtere Losung bei der Herstellung des Saccharosegradienten

der Säule beigemischt. Als Anodenlosung diente 1 "4-ige Schwefelsaure,

als Kathodenelektrolyt 1 %-ige Natronlauge. Unter steigender Spannung

(max. 1000 Volt) und einer maximalen Leistung von 2 Watt wurde die

Fokussierung über 2-3 Tage durchgeführt, bis der Leistungsabfall nicht

mehr messbar war. Die Auftrennung der Säule in 1 ml Fraktionen geschah

über eine UV-Photozelle und einen Fraktionenkollektor. Die Fraktionen

mit RNase Aktivität vereinigte man und trennte das tnzym durch Gelfilt-

ration (Sephadex G-25) von der Saccharose und den Ampholinen. Weitere

Entsalzungen oder Umpufferungen erfolgten in Dilco Ultrafiltrations-

zellen, die mit UM-2 Filtern versehen waren.

3.8.5. Schritte der RNase-Reimgung

Die zur Reindarstellung von RNase ausgearbeitete Methode ist in der Ta¬

belle 1 zusammengefasst. Sämtliche Reinigungsschritte wurden, falls

nicht speziell erwähnt, bei 3 - 5°C ausgeführt.



Tabelle 1: RNase Reinigung
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Schritt Puffer pH

I Homogenisation 0,02 M Natriumacetat 5,0

II 20'000 g Ueberstand II

5,0

III Hitzedenaturierung II 5,0

IV 80% (NH4)2S04-Fällung - -

V GDP-Sepharose- 0,02 M Natriumacetat 5,0

Affinitätschromatographie -0,2 M Essigsäure 3,0

VI Isoelektrofokussierung Ampholine 4,0 - 6,0

3.9. Immunocytochemisehe Lokalisation der RNase

3.9.1. Herstellung des Antiserums

Drei Kaninchen (New Zealand Whites-Loope Ear Hybriden) mit einem durch¬

schnittlichen Gewicht von 2 kg wurden je 4 Injektionen in Intervallen

von 7 Tagen verabreicht. Das gereinigte RNase-Protein wurde zunächst in

physiologischer Kochsalzlösung (0,85% NaCl) aufgenommen und auf even¬

tuell verbliebene Phosphodiesterase- und Phosphatase-Aktivitat getestet.

Dann teilte man das Enzym in Portionen von 1 mg Protein/Portion auf,

die für die Immunisierung verwendet wurden. Jede Injektion bestand aus

1,4ml Emulsion, die aus 0,7ml Enzym (1mg Protein) in 0,85% (w/v)

NaCl und 0,7ml Freund's kompletes Adjuvants (Calbiochem) zusammenge¬

setzt war. 8 Tage nach der letzten Injektion entnahm man jedem Kaninchen

aus der Ohrvene 60 ml Blut, das man zunächst 5 Std. bei Raumtemperatur

und anschliessend über Nacht bei 4°C lagerte. Am folgenden Tag sammelte

man das Serum nach Abzentrifugation der noch zurückgebliebenen Erythro¬

zyten und lagerte es in 1 ml Portionen bei -20 C.
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3.9.2. Doppelimmunodiffusion

Der Immunodiffusionstest entsprach den Vorschriften von Ouchterlony

(1953). Die Diffusion wurde auf Glasplatten, die mit 1 % (w/v) Agar

(Difco Bactoagar) in 0,425% NaCl + 0,1 % (w/v) Natriumazid beschichtet

waren, in einer feuchten Kammer während 24 Std. durchgeführt.

3.9.3. Immunoelektrophorese

Die Immunoelektrophorese wurde im Anschluss an die Disc-Gelelektropho-

rese ausgeführt. Die Polyacrylamidgele wurden nach Beendigung der Elektro¬

phorese auf Objektträgern in 1 % Agar (wie für Doppelimmunodiffusion)

eingegossen und aus dem erstarrten Agar parallel zum Polyacrylamidgel

eine Rinne ausgehoben. In diese Aussparung gab man das Antiserum und

liess die Proteine 24 Std. in einer feuchten Kammer gegeneinander diffun¬

dieren.

3.9.4. Präperation des Gewebes

Leistensegmente von 3 - 4 mm Kantenlänge wurden um 22oo Uhr des Blüh¬

tages in verschiedene Fixiermittel gegeben

a) 95% Aethanol

b) 9:1 Aethanol : Essigsäure

c) 17:2:1 Aethanol : Formaldehyd : Essigsäure (FAA)

d) 4% Formaldehyd in 0,1 M Natriumphosphat pH 7,8

e) 10% Formaldehyd in 0,1 M Natriumphosphat pH 7,8

f) 1,5% Glutaraldehyd

Nach 12-stündiger Fixationsdauer wurden die Leistenstücke automatisch

entwässert (Türler 1969) und in Paraffin (60°) eingebettet. Mit einem

Spencer 820 Mikrotom wurden 7 - lOum dicke Schnitte angefertigt.
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3.9.5. Immunofluoreszenztechnik

Mit Hilfe der indirekten Antigenlokalisation, wie sie von Knox (1970;

1971) und Jacobsen und Knox (1974) an höheren Pflanzen angewandt wurde,

bestimmte man die intrazelluläre Verteilung der RNase.

Fixierte Schnitte wurden über Nacht bei 37 C an die Objektträger ange¬

heftet und hierauf mit Xylol 10 Min. vorsichtig das Paraffin herausge¬

löst. Anschliessend wusch man die Objekte mit Alkohol und physiologi¬

schem Phosphatpuffer pH 7,6 (PPP) und liess sie an der Luft trocknen.

Anti-RNase-Serum wurde unverdünnt auf die Schnitte aufgetragen und die

Objektträger bei Raumtemperatur in feuchten Petrischalen 80 - 100 Min.

inkubiert. Die Objekte wurden anschliessend sorgfältig aber ausgiebig

in PPP gewaschen (10 Min.), dann mit destilliertem Wasser gespült und

getrocknet. Schaf-Anti-Kaninchenglobulin-Serum (Welcome Reagents) das

mit Fluorescein-isothiocyanat markiert war, wurde in 5-facher Verdün¬

nung (zur Verminderung der unspezifischen Fluoreszenz) auf die Schnitte

gegeben, wo es während 100 Min. in einer feuchten Kammer auf die Objekte

einwirkte. Nach 10-minütigem Waschen in PPP und anschliessendem Spülen

mit destilliertem Wasser liess man die Schnitte trocknen, belegte sie

mit Glycerin und bedeckte sie mit einem Deckglas.

3.9.6. Mikroskopie und Photographie

Zur Untersuchung der behandelten Schnitte wurde ein Leitz-Fluoreszenz-

mikroskop mit Auflichtfluoreszenz benützt. Die Fluoreszenzanregung er¬

folgte mit einer Quecksilber Höchstdrucklampe HB0 200 über ein UG 1 UV-

Filter. Reflektiertes Licht mit Wellenlängen unter 470 nm wurden mit

einem Sperrfilter ausgeschieden. Phasenkontrast und Interpherenzkontrast-

aufnahmen stammen von einem Zeiss Photomikroskop III. Die photographi¬

schen Bilder wurden auf Plus-X-Pan Film aufgenommen.
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3 10. Hormonale Regulation der Welke

3.10.1. Bluhskala

Der Verlauf der Welke wurde in vier deutlich unterscheidbare Stadien

unterteilt (Fig. 1). Die Angaben in den Graphiken widerspiegeln die

zum jeweiligen Zeitpunkt festgestellte durchschnittliche Zuordnung der

Bluten zu diesen Stadien.

3.10.2. Behandlung mit Aethylen bzw. Kohlendioxyd

Die Begasungsexperimente wurden im Dunkeln bei 27 - 28 C durchgeführt.

Dabei waren die Knospen und Bluten in destilliertes Wasser eingestellt

und in Exsikkatoren untergebracht.

3 10.3. Behandlung mit C^H.

Die Exsikkatoren mit den eingestellten Knospen oder Bluten wurden leicht

evakuiert und durch eine Gummikappe das gewünschte Gasvolumen einge¬

spritzt. Danach wurde der Druckausgleich wieder hergestellt, wobei die

Turbulenz der einströmenden Aussenluft für eine gleichmassige Vertei¬

lung des Aethylens im Exsikkator sorgte.

3.10 4. Behandlung mit CO,,

Das entsprechende Gewicht Trockeneis wurde eingewogen und sofort in den

Exsikkator übergeführt. Unter leichtem Vakuum liess man das C0~ sich

verfluchtigen, öffnete anschliessend das Einlassventil um den Normal¬

druck wieder herzustellen und gleichzeitig das Kohlendioxyd zu verteilen.

3.10.5. Messung der C,H,-Produktion der Bluten

Um die Eigenproduktion von C„H. einer einzelnen Blute zu messen, war es

unumgänglich, diese in einen kleinstmoglichen Luftraum einzupacken. Em
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Figur 1: Scala der verschiedenen Welkestadien. Stadium 0 zeigt die

geöffnete Blüte, die Stadien 1 - 4 stellen fortgeschrittene

Phasen der Welke dar.
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von D.R. Dilley (1973) entwickeltes System leistete dazu gute Dienste.

Zu diesem Zweck stellte man Knospen am Abend vor der Anthese in kleine

Reagenzgläser ein und schob sie in 50ml Plastikspritzen, die mit einem

gasdichten Stössel und einer Gummikappe verschlossen werden konnten.

Ueber Nacht stellte man die geöffneten Spritzen mit aen Knospen ins Ge¬

wächshaus und liess die Korollen aufblühen (Fig. 2).

Figur 2: Versuchsanordnung für Aethylenmessungen. (r—'m "2

VORABEND

SCHAUMSTOFF

EXPERIMENTAL-

BEDINGUNGEN

1 r

Am nächsten Morgen wurden die Spritzen 5 Min. mit frischer Luft durch¬

blasen, die zuvor über Waschflaschen mit 0,1 N NaOH und über eine Säule

mit Purafil (KMnO.-beschichtetes Aluminium, ßorroughs and Assoc,

Chamblee. Ga., USA) von C0„ und C„rL befreit war.

Die Spritzen wurden darauf verschlossen, wobei ein mit 0,1 N NaOH ge¬

tränktes Filterpapier in deren Innern für die Fixierung des durch At¬

mung neu entstehenden CO- sorgte. Absorbiertes C0„ und die entnommenen

Gasproben wurden kontinuierlich durch C0?-freien Sauerstoff ersetzt.

Durch den seitlich angebrachten Serumstopfen entnahm man in regelmässi-
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gen Abstanden 1 ml Gasproben, deren C?H.-Gehalt mit Hilfe eines Gas¬

chromatographen (Vanan Aerograph, Series 1700) bestimmt wurde.

3.11. Experimente mit isolierten Leistenstucken

3.11.1. Praperation der Leisten

Das Ausschneiden von Leistensegmenten (10 x 5 mm) geschah nach der

Methode von Hanson und Kende (1974), wobei beachtet wurde, dass zu

beiden Seiten der Leisten noch mindestens 1 mm des Interkostalgewebes

vorhanden war. In 25 ml Erlenmeyerkolben wurden die Segmente auf 5 ml

Losung flottiert und die Gefasse mit einer Gummikappe verschlossen.

Durch den Serumstopfen konnten die Kolben mit C0„ oder C~H. begast wer¬

den, wahrend andere Chemikalien durch die Losung zu den Leistensegmen¬

ten gebracht wurden.

3.11.2. Winkelmessung an Leistensegmenten

Durch regelmassige Kontrollen stellte man den veränderten Einrollwinkel

der Segmente wahrend den Experimenten fest. Dabei mass man den Einroll¬

winkel für frische, gestreckte Segmente als a = 180
,
für total einge¬

rollte Leistenstucke als a = 400° (Fig. 3).

Figur 3: Winkelmessung an Leistensegmenten.
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3.12. Elektronenmikroskopie

Fixation und Einbettung von Rippenstücken geschah nach der von Parish

(Inst, für Zellbiologie ETH. mündliche Mitteilung) für Hölzer abge¬

änderten Methode von Hess (1968). Rippenstücke von 2 x 2 x 4 mm Kanten¬

länge wurden aus den Leisten (ca. 10 - 15mm innerhalb des Trichterran¬

des) geschnitten und 60 Min. in 0,1 M Natriumcacodylatpuffer pH 7,2 bei

4°C vorbehandelt.

Die anschliessende Fixation während 6-12 Std. führte man mit 1,5 %

Glutaraldehyd + 1,5% Acrolein in 0,05 M Cacodylat pH 7,2 bei 4°C durch.

Nach 10-maliger Waschung mit 0,05M Natriumcacodylat pH 7,2 wurde das .

Gewebe 6-12 Std. lang in der Kälte mit 1 * 0s04 im selben Puffer nach¬

fixiert und sodann wiederum bei Raumtemperatur gewaschen. Anschliessend

kontrastierte man die Rippenstücke 1 - 12 Std. lang in 0,5% Uranylace-

tat (4°C) und wusch sie erneut im Cacodylatpuffer.

Die Entwässerung zog man über 24 Std. hin, worauf auch die Einbettung

extrem langsam durchgeführt wurde.

4 Std. 100% Propylenoxyd (1 x Lösung erneuert)

- 1-2 Tage 30% Kunstharz 70% Propylenoxyd (1 x Lösung erneuert)
4 C

- 1-2 Tage 70% Kunstharz 30% Propylenoxyd (1 x Lösung erneuert)

- 1-2 Tage 100% Kunstharz (1 x Lösung erneuert)

60°C - 24 Std. 100% Kunstharz Polymerisation

Das verwendete Kunstharz bestand aus:

1 Teil Epon 812 + Araldit (AM) 506 + Dibutylphtalat (Araldit D)

(62 : 81 : 7)

1 Teil Dodecenyl-Succinic Anhydride (DDSA)

2 - 3 Tropfen Härter (DMP-30)/ml Harz

Die Dünnschnitte (LKB-Ultramikrotom) wurden nach Reinolds (1963) nach¬

kontrastiert und mit einem Zeiss EM 9A oder Philips 301 S Elektronen¬

mikroskop untersucht.
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4. Resultate

4.1. Die Synthese der RNase

4.1 .l.Zeitliches Auftreten von RNase-Aktivität in Blüten

Wie bereits Winkenbach (1970) zeigte, ist die RNase Aktivität in den

Knospen und in den frisch erblühten Korollen niedrig. Mit Beginn der

Welke jedoch steigt die Aktivität sprunghaft an, wobei am späten Abend

des Blühtages das Maximum erreicht wird. Danach tritt ein leichter

Rückgang ein. Diese Veränderungen der RNase Aktivität wie auch der

äusserlich sichtbare Verlauf von Anthese und Alterung verhalten sich

gleich, falls Knospen von den Pflanzen geschnitten und auf Wasser ein¬

gestellt zur Blüte gebracht werden (Fig. 4).

Um die Frage zu klären, zu welchem Zeitpunkt die RNase synthetisiert

wird, musste das Enzym zunächst näher charakterisiert werden.

4.1.2. Eigenschaften der RNase

Bei dem in der Blüte von Ipomoea trioolor vorhandenen, RNS hydrolysie-

renden Enzym, handelt es sich nicht um ein einheitliches Protein, sondern

um verschiedene Isoenzyme. Dabei fällt auf, dass diese zu verschiedenen

Stadien der Blütenentwicklung auch unterschiedlich aktiv sind. Diese

RNase-Isoenzyme haben aber trotzdem eine ganze Anzahl gemeinsamer Eigen¬

schaften, die in Tabelle 2 zusammengefasst sind (vgl. Baumgartner 1971).

Tabelle 2: Charakteristika der RNasen von Ipomoea trioolor

pH-Optimum 4,5 - 6,0

pH-Stabilität 3,5 - 7,5

Temperaturoptimum 50°C

Temperaturstabi1i tat bis 55°C

Molekulargewicht 28'000
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Figur 4: Vergleich der RNase Aktivität zwischen isolierten Korollen

und solchen die an den Pflanzen belassen wurden. Am Tag vor

ihrer Anthese schnitt man Knospen von den Pflanzen, stellte

diese in destilliertes Wasser ein und liess sie im Gewächs¬

haus erblühen und welken. (•—•) RNase Aktivität in abge¬

schnittenen Korollen. (A—A) Enzym Aktivität in Knospen und

Blüten die sich an den Pflanzen entwickelten.
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Das folgende Experiment zeigt, dass die untersuchten RNasen Endonuc-

leasen sind. Figur 5 stellt die chromatographische Auftrennung von Hefe

RNS und deren Abbauprodukte nach verschieden langen Inkubationszeiten

mit RNase bei 37 C dar. Aus einem Ansatz von 3ml wurden nach 0/0,5/1/

2/6/24 und 48 Std. Aliquote von 0,5ml entnommen und die Reaktion durch

sofortiges Tiefgefrieren gestoppt. Bei Beginn der Reaktion (t ) liegt

das ganze Substrat als einheitliche RNS vor, was sich in einem einzel¬

nen Gipfel ausdrückt (Fig. 5A). Nach kurzen Inkubationzeiten erscheinen

die Abbauprodukte als Schulter neben dem Substratgipfel, welcher gleich¬

zeitig mengenmässig abnimmt (Fig. 5B). Je länger die Hydrolyse dauert,

um so mehr verschiebt sich das Absorptionsmuster gegen grössere Elutions-

volumina, was eine graduelle Abnahme des durchschnittlichen Molekular¬

gewichtes anzeigt (Fig. 5C). Nach ausgiebiger Hydrolyse erscheinen die

Abbauprodukte fast ausschliesslich als einheitlicher Gipfel. Dies be¬

deutet, dass die RNS zuletzt vollständig zu den Mononucleotiden abge¬

baut wurde (Fig. 5D). Dieser Reaktionsverlauf beweist, dass es sich bei

den RNasen von Ipomoea tviaolor um Endonucleasen handelt.

4.1.3. Verteilung der RNase in den verschiedenen Blütengeweben

Vergleicht man die Aktivitäten der RNase in drei verschiedenen Blüten¬

geweben, nämlich in den Interkostalfeldern, den Leisten und dem Blüten¬

grund, so ergibt sich das in der Tabelle 3 zusammengefasste Bild. Liegt

am Blühtag zur Zeit der stärksten Zunahme der Gesamtaktivität (vgl.

Fig. 4) in den Leisten die grösste spez. Aktivität vor, so ist der

Blütengrund am Morgen des Nachblühtages das an RNaseaktivität reichste

Gewebe. Die Proteinverteilung in den drei Blütenpartien ändert sich

während der Welke ebenfalls drastisch. Dabei erfahren vorallem die Lei¬

sten und der Blütengrund eine sehr starke Reduktion ihres Eiweissge-

haltes.
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Figur 5: Gelfiltration der Abbauprodukte die bei der Hydrolyse von hoch-

polymerer Hefe RNS durch gereinigte RNase nach verschiedenen

Inkubationszeiten entstehen. - A. Nicht hydrolisierte RNS zu Be¬

ginn der Reaktion. - B und C. Substrat und Spaltprodukte nach

Inkubation während 30 Min. bzw. 120 Min. - D. Die zu den Mono-

bzw. Oligonucleotiden degradierte RNS nach 24 Std. Reaktions¬

dauer.
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Tabelle 3: Verteilung der RNase und des Gesamtproteins in drei ver¬

schiedenen BILitengeweben zu Beginn und am Ende der Welke.

Gewebe Protein/g FG

Blühtag 16oo

RNase Einh./g FG RNase Einh./mg Protein

Interkostal¬

felder

Leisten

Bllitengrund

640

810

1095

253

451,6

91,2

395,3

557,5

83,3

Protein/g FG

Nachblühtag 08oo

RNase Einh./g FG RNase Einh./mg Protein

Interkostal¬

felder

Leisten

Blütengrund

450

260

50

622

406

430,8

1382,2

1561,5

8616

4.1.4. Aktivitäten der RNase-Isoenzyme im Verlauf der Blütenentwicklung

Sehr unterschiedlich verhalten sich die Aktivitäten der vier RNas Isoen¬

zyme während der Anthese und der Welke (Fig. 6). Finden wir in der Knospe

noch alle Isoenzyme mit vergleichbar kleiner Aktivität, so verändert sich

das Bild mit beginnender Welke enorm. Ab 12oo Uhr des Blühtages erschei¬

nen die RNasen 1 und 2 in vermehrtem Masse, während zur gleichen Zeit

das Isoenzym 4 stark an Aktivität verliert. Unverändert über die ganzen

48 Std. verhält sich die schwache Aktivität von RNase 3. Diese Resultate

lassen vermuten, dass die Isoenzyme 1 und 2 für das von Winkenbach (1970)

gemessene rapide Anschwellen der sauren RNaseaktivität während der Ver¬

blühphase verantwortlich sind.
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Figur 6: Isoenzymmuster der RNase aus Korollen von Ipomoea trioolor.

- A. Gelelektrophoretische Auftrennung der RNase Isoenzyme

und Negativfärbung der RNase Aktivität enthaltenden Banden.

— RNase 1

-« RNase 2

— RNase 3

-«
RNase 4

- B. Relative Verteilung der RNase Aktivität auf die vier

verschiedenen RNase Isoenzyme zu verschiedenen Zeiten der

Blütenentwicklung. RNase aus Knospen bzw. Blüten wurde gel-

elektrophoretisch aufgetrennt, anschliessend die Gele in

1 mm dicke Scheiben geschnitten und diese wie beschrieben

zusammen mit RNS inkubiert. Die Entwicklung der RNase Akti¬

vität der Knospen am Tag vor der Anthese um 12oo Uhr (I) wird

verglichen mit den Aktivitätsmustern am Blühtag um 12oo Uhr

(II) und 18oo Uhr (III) und der Aktivitätsverteilung am Tag

nach der Blüte um 08oo Uhr (IV).
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4.1.5. Isoelektrische Punkte

Mit Affinitäts- und Ionenaustauschchromatographie lassen sich die

RNasen 1, 2 und 3 nicht voneinander separieren (Fig. 7). Mit Hilfe

der Isoelektrofokussierung hingegen lässt sich wenigstens eine teil¬

weise Auftrennung herbeiführen, wobei man sich die unterschiedlichen

isoelektrischen Punkte (i.e.P.) der RNasen 1 und 3 bzw. 2 zunutze macht

(Fig. 8). Die anhand ihres Molekulargewichts nicht unterscheidbaren

Proteine spalten sich im Verlauf der Fokussierung in zwei Fraktionen,

nämlich RNase 1 und 3, mit i.e.P. bei pH 4,95 und RNase 2, die bei

pH 5,39 als elektrisch neutrales Molekül erscheint. Dass es sich dabei

nicht um Bruchstücke ein und desselben Proteins handelt, zeigt sich,

wenn man diese zwei Fraktionen wieder vereinigt und gelelektrophore-

tisch auftrennt. Dabei ergibt sich das gleiche Zymogramm wie von einem

Rohextrakt (Fig. 7).

4.1.6. Zeitpunkt der RNase-Synthese

Für das plötzliche Ansteigen der Enzymaktivität während der Alterung

der Blüte stehen grundsätzlich drei Interpretationmöglichkeiten bereit:

a) Das Enzym liegt in der Knospe schon in seiner endgültigen Pri¬

märstruktur als inaktives Protein vor und wird im Verlauf des

Blühtages durch Konformationsänderungen in seine aktive Form

übergeführt.

b) Schon vor ihrem Erscheinen liegt die RNase als aktives Molekül

bereit; seine in vivo Aktivität wird aber durch einen spezifi¬

schen Hemmstoff unterbunden. Während der Welke verschwindet

dann dieser Inhibitor, wodurch die RNase Aktivität zur Wirkung

kommen kann.

c) Das Enzym, oder zumindest Teile davon, werden während der Welke

neu synthetisiert und so die in vivo Aktivität direkt reguliert.
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Um abzuklären, welche dieser Möglichkeiten im vorliegenden Fall zutrifft,

wählten wir die Dichtemarkierung mit D„0 (Baumgartner et al 1974), mit

welcher die de novo Synthese (Möglichkeit c) abgeklärt werden kann

(Anstine et al. 1970, Bennett und Chrispeels 1972, Longo 1968, Sacher

1974). In einer früheren Arbeit konnte gezeigt werden, dass kein Hemm¬

stoff in Knospen oder frisch erblühten Korollen die RNase inaktiviert

(Baumgartner 1971). Andererseits bestanden Hinweise, dass der Aktivi-

tatsanstieg von Proteinsynthese abhangig ist Beispielsweise unterbindet

Cycloheximid den Anstieg der RNase in isolierten Korollenscheiben voll-

14
standig (Winkenbach 1970). Ferner konnte an welkenden, mit C-Ammo-

sauren gefutterten Bluten ein Einbau von Radioaktivität in die RNase

festgestellt werden (Baumgartner 1971).

Unser Vorgehen war folgendes: Blutenknospen wurden am Tag vor der Anthese

um 09oo Uhr sorgfaltig abgeschnitten und in destilliertes Wasser oder

95 3»-iges D-0 eingestellt. Die Kontrollen wurden entweder 47 Std., d.h

bis 08oo Uhr des Nachbluhtages, auf D~0 oder H„0 belassen In parallel

laufenden Experimenten wurden Bluten am Bluhtag um 12oo Uhr von D„0 auf

H?0 oder umgekehrt überfuhrt (vgl. Fig. 9).

Figur 9 H„0 bzw D„0 Aufnahme der Korollen wahrend der Dichtemarkierung

-27 STD 0 + 20 ST

I.-..' 1 1 1 1

BLÜH TAG

A rtp

B C^O H20

C H20 D2O

D D20
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Die erstaunliche Unempfindlichkeit von Ipomoea-Blüten gegenüber solch

hohen D^O Konzentrationen konnte anfänglich nicht erklärt werden. Mes¬

sungen der während der Experimente aufgenommenen Flüssigkeitsmengen

zeigten aber, dass die endogene Konzentration an Deuteriumoxyd bedeutend

tiefer liegt, nämlich bei 10 - 20 % des BlUtengewichts (Tabelle 4). Zu¬

sätzlich reduzieren die Blüten offenbar auf D~0 ihre Transpiration um

einen Faktor 2 bis 3, was die Erklärung sein könnte, dass ein Teil der

eingestellten Knospen nicht aufblüht.

Tabelle 4: Flüssigkeitsaufnahme und Blütengewicht eingestellter Korol¬

len während 48 Std. Die Angaben repräsentieren den Durch¬

schnitt von 15 bis 19 Blüten.

-24 STD 0 +24 STD

\~~' ¥•::. •Trl
'

1:•••••••:.:••: :••:!
'

~l

BLÜHTAG

Blüten- resp. Knospen¬
gewicht (g)

eingestellt auf Wasseraufnahme (g)

- 24 0 +24 Std. - 24—0 0-*+ 24 Std.

0,615 0,830 0,762
"

H20 0,434 0,117

0,615 0,749 0,658 D20 0,140 0,066

RNase von Blüten, die nur mit H,0 in Berührung kommen, weist eine Dichte

3
von 1,329 - 1,330 g/icm auf (Fig. 10A). Werden die Blüten 47 Std. lang

auf D-0 belassen, so nimmt die Dichte des Proteins um 0,67% auf
'

3
1,338 g/cm zu (Fig. 10D). Nehmen die Blüten nur vor der Welke D20,
während der Alterung aber H~0 auf, so zeigt sich keine oder nur eine
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leichte Dichtezunahme um 0 - 0,15% auf 1,331 g/cm (Fig. 10B). Werden

die Blüten aber kurz vor der Welke von H„0 auf D~0 umgesetzt, so er¬

fährt die RNase eine ähnlich starke Verschiebung wie bei kontinuierli¬

cher D-0-Aufnähme. Das Enzym weist dann ein spezifisches Gewicht von
*-

3
1,336 g/cm auf, was eine Verdichtung um 0,53% bedeutet (Fig. IOC).

4.2. Affinitätschromatographische Reinigung der RNase

Erfolgreiche Reinigung von RNasen mittels Affinitätschromatographie unter

Verwendung von gekoppelten RNase-lnhibitoren sind wiederholt durchge¬

führt worden (Wilcheck 1969, Jervis 1972;1974). Die Auswahl eines ge¬

eigneten Inhibitors der Ipomoea RNase ergab die in Tabelle 5 zusammen¬

gestellten Daten. Ohne die kinetischen Hintergründe näher zu untersu¬

chen, wählten wir für die Koppelung an Sepharose 4B den wirkungsvollen

Inhibitor GDP. Die kovalente Bindung dieses Liganden an die Agarose

verlief ohne nennenswerte Schwierigkeiten nach den beschriebenen Metho¬

den. Wie die späteren Resultate zeigten, war es auch nicht notwendig,

den Liganden mittels eines "Armes" in einen Abstand zur Agarose zu

bringen.

Ausgehend von 3000 verblühten Korollen, die über mehrere Monate am Tag

nach ihrer Blüte gesammelt und tiefgefroren (-20 C) worden waren, führ¬

ten wir die beschriebene Vorreinigung durch.

Das nach der Ammoniumsulfatfällung wieder gelöste Präzipitat engte man

durch Gefriertrocknung auf 42ml ein und lud die Lösung in Portionen ä

4 - 5 ml auf GDP-Säulen. In 10 Durchgängen wurde die verbleibende RNase

von den restlichen Proteinen abgetrennt. Figur 11 zeigt das typische

Elutionsmuster der durchgeführten Affinitätschromatographie. Dabei fällt

die ausgezeichnete Trennfähigkeit dieser Methode auf, kann doch photo-

spektrometrisch in den RNase Aktivität enthaltenden Fraktionen kein Ei-

weiss mehr nachgewiesen werden. Die Gipfelfraktionen mit RNase Aktivität

wurden vereinigt (600ml ) und in einer Ultrafiltrationszelle auf 80ml
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Tabelle 5: Hemmung der RNase Aktivität durch Purin- und

Pyrimidinnucleotide.

RNase Testansatzen mit 0,50 oder 0,64 RNase Einheiten wurden unter¬

schiedliche Mengen der aufgeführten Nucleotide beigemischt und deren

Wirkung auf die RNase Aktivität untersucht.

Zugegebene Nuclec tide RNase Aktivität Hemmung

Einheiten %

I Kontrolle 0,640 0

2\(3')-AMP (0,1 mg) 0,350 45

2\(3')-GMP (1,0 mg ) 0 100

(0,1 mg ) 0,400 37

2\(3')-CMP (0,1 mg ) 0,490 23

II Kontrolle 0,500 0

AMP (0,25 mg ) 0,180 64

ADP (1,0 mg ) 0 100

(0,25 mg ) 0 100

ATP (1,0 mg ) 0,060 88

(0,25 mg ) 0,200 60

GDP (1,0 mg ) 0 100

(0,25 mg ) 0 100

GTP (1,0 mg ) 0 100

(0,25 mg ) 0,050 90

CDP (1,0 mg ) 0,060 88

(0,25 mg ) 0,280 44

CTP (1,0 mg ) 0,110 78

(0,25 mg ) 0,120 76
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konzentriert und entsalzen. In zwei Chargen wurde als weiterer Reini¬

gungsschritt eine Isoelektrofokussierung eingeschoben (vgl. Fig. 8),

die aber keine wesentliche Steigerung der spez. Aktivität mehr ein¬

brachte. Dies deutet an, dass mit der Affinitätssäule eine optimale

Reinigung erreicht wurde. In Tabelle 6 sind die verschiedenen Reini¬

gungsschritte sowie die dabei erzielten spezifischen Aktivitäten und

Ausbeuten aufgezeichnet.

Tabelle 6: Reinigung der RNase von Ipomoea trioolor

Schritt Volumen RNase Protein
Spez.
Aktivität

Ausbeute

ml Einh./
ml

mg/ml Einh./

mg Prot.

%

I Rohextrakt 3000 1218 5,106 238,54 100

II 20'000 Ueberstand 2500 1252 0,94 1331,91 85,7

HI Hitzedenaturierung 2400 1200 0,53 2264,15 78,8

IV (NH4)2S04-Fällung 42 47'080 12,42 3790,66 54,1

V GDP-Sepharose
Affinitäts¬

chromatographie

600 1071,5 0,025 42'860,00 17,6

VI Isoelektrofokus¬

sierung 52 11'131 0,254 43'823,00 15,8
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4.3. Die intrazelluläre Verteilung der RNase

Um die Funktion der RNase in den Korollen zu diskutieren, muss der

intrazelluläre Wirkungsort des Enzyms lokalisiert sein. In Korollen-

homogenaten sind 88 - 90% der RNase löslich (Baumgartner 1971), so

dass angenommen werden darf, dass sich das Enzym im Cytoplasma oder

der Vakuole befindet. Für die Lokalisation löslicher Eiweisse verspre¬

chen immunocytochemische Methoden die besten Erfolge. Aus diesem Grunde

wählten wir dieses Vorgehen, um mit Hilfe von Anti-RNase-Globulinen das

Enzym intrazellulär zu lokalisieren.

4.3.1. Spezifität des Anti-RNase Serums

Um die Brauchbarkeit des gewonnenen Antiserums zu testen, wurde es auf

folgende drei Kriterien hin untersucht:

1. Zwischen Antigen (RNase) und dem Serum eines nicht immunisierten

Kaninchens darf keine Immunreaktion stattfinden.

2. RNasj aus frischen Homogenaten müssen dieselbe Reaktion mit dem

Antiserum eingehen, wie das gereinigte Enzym, das zu Immunisie¬

rung verwendet wurde.

3. Das Antiserum darf nur mit dem RNase Protein und nicht mit

anderen löslichen Eiweissen aus Ipomoea Korollen präzipitieren.

Um die Tauglichkeit des Antiserums zu prüfen, unterzogen wir es densel¬

ben Tests, wie sie Jacobsen und Knox (1974) und Pitt (1971) durchführten.

Die Ouchterlony-Gele demonstrieren eindeutig, dass die Punkte 1 und 2

erfüllt sind (Fig. 12). Es zeigen sich keine Präzipitationsbanden zwi¬

schen Serum aus nicht immunisierten Tieren und RNase (Rohextrakt bzw.

gereinigtes Enzym). Bei Diffusion von RNase gegen Serum aus immunisier¬

ten Kaninchen erscheinen beim einen Antiserum zwei, beim anderen nur

eine Ausfällungsbande. Dieser Unterschied beruht auf der verschiedenen
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RNas*

NIS

AS il

Figur 12 A : Immunodiffusion der RNase gegen Kaninchen-Antiserum.

AS 1 Antiserum gegen RNase 1

AS II Antiserum gegen RNasen 1 und 2

NIS Serum eines nicht immunisierten Kaninchens

085 %-NaCI

k
2 x

Figur 12 B : Ouchterlony-Immunodiffusionstest mit einer Verdunnungs-

reihe des Antiserums I gegen gereinigte RNase.
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Reaktion der zwei immunisierten Kaninchen auf die zwei injizierten RNase

Proteine (RNasen 1 und 2). Während das eine Tier nur gegenüber RNase 1

eine Antigen-Antikörperreaktion zeigte, bildete das zweite Kaninchen

gegen beide Eiweisse (RNasen 1 und 2) Antikörper. Dieser Sachverhalt

konnte mit Hilfe der Immunoelektrophorese aufgeklärt werden (Fig. 13);

dabei stellte es sich gleichzeitig heraus, dass die Antiseren nur mit

den RNase Proteinen, jedoch nicht mit anderen Eiweissen eine Fällungs¬

reaktion eingehen.

Damit erwiesen sich die zwei Antiseren als brauchbar für die immuno¬

cytochemi sehen Versuche.

4.3.2. Gewebefixation und Schnitte

Die immuncytochemische Lokalisation der RNase setzt eine einwandfreie

Fixation aller Zellbestandteile voraus. Ein Vergleich zwischen verschie¬

denen Fixationen ergab, dass nur im Fall von Glutaraldehyd- bzw. Formol-

Eisessig-Aethanol Fixation die Paraffinschnitte nach Behandlung mit

Xylo! in 20 - 30% der Zellen ein vollständiges Inventar aufweisen.

Vorallem in den dickwandigen Zellverbänden aer Rippenspitzen und in

den Epidermen kann im Interferenzkontrast eindeutig die Erhaltung des

Cytoplasmas und der Vakuolen festgestellt werden (Fig. 14). Derartige

Zellbezirke wurden für die immunocytochemisehen Untersuchungen verwendet.

4.3.3. Lokalisation der RNase

Störend auf die Immunofluoreszenzreaktion wirkte sich die starke Eigen¬

fluoreszenz der Zellwände aus (Fig. 14). Nach der Behandlung der Schnitte

mit Anti-RNase-Serum und anschliessender Markierung des Kaninchenglobu-

lins mit fluoreszierenden Schafantikörpern, liegt ein fluoreszierender

Schleier über den ganzen Zellen, wobei einige diffus begrenzte Bereiche

eine etwas stärkere Fluoreszenz zeigen (Fig. 15). Da die Zellen stark

vakuolisiert sind und nur einen dünnen Plasmasaum entlang der Zellwand
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POLYACRYLAMID -GEL 47

.ANTISERUM II

Figur 13: Immunoelektrophorese der RNase. Rohextrakte von Ipomoea

Korollen wurden in Polyacrylamid-Gelen elektrophoretisch

aufgetrennt und die Gele auf Objektträgern in 1 %-igen

Agar eingegossen. Parallel zu den Gelen gab man in eine

Rinne die Antiseren I bzw. II.
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aufweisen, darf angenommen werden, dass sich die Immunofluoreszenz über

die Vakuole verteilt. Andererseits kann aus den lichtmikroskopischen

Aufnahmen nicht entnommen werden, ob das Cytoplasma davon ausgeschlossen

ist, denn die Streufluoreszenz der Zellwände überstrahlt den dünnen

Plasmasaum. Dieser Beweis kann vermutlich nur mit Hilfe von elektronen¬

mikroskopischen Methoden erbracht werden.

Dass es sich aber nicht um unspezifische Fluoreszenz handelt, könnte

mit folgenden Kontrollexperimenten erhärtet werden.

Keine Fluoreszenz trat auf, wenn man die Schnitte folgendermassen

behandelte:

- Bei Inkubation der Schnitte mit Fluorescein-isothiocyanat-mar-

kiertem Schaf-Anti-Kaninchenglobulin ohne vorgängige Behandlung

mit Anti-RNase-Serum.

- Bei Inkubation der Objekte mit Anti-RNase-Serum, das zuvor mit

einem Ueberschuss an gereinigter RNase abgesättigt wurde.

- Bei Behandlung mit Kam'nchenserum, das keine RNase-Antikörper

enthält.

Abschliessend kann festgehalten werden, dass die RNase intrazellulär

nicht an Organellen oder vesikuläre Strukturen gebunden ist, sondern

als lösliches Protein mit grosser Wahrscheinlichkeit in der Vakuole

seine Aufgabe erfüllt.



10/Jm

1Qum

Figur 14 A
.

Interferenzkontrast-Aufnahmen von Querschnitten durch

Glutaraldehyd fixierte Rippen ZK Zellkern, PS Plasmasaum,

V Vakuolen, ZW Zellwand.
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10>im

Figur 14 B : Eigenfluoreszenz der Zellwände in Rippen.
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10 jjm

Figur 15: Lokalisation der sauren RNase in Rippen welker Korollen

mit Hilfe der Immunofluoreszenz. Neben der Eigenfluores¬

zenz tritt die spezifische Fluoreszenz verteilt über die

ganzen Zellen auf.
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4.4. Zur hormonalen Regulation der Alterung

4.4.1. Einfluss von C^ auf die Bluten

Begast man in Exsikkatoren eingestellte Blüten mit Aethylen, so setzt

die Welke der Korollen im Vergleich zur Kontrolle 1,5-2 Std. früher

ein. Parallel dazu, aber ohne strenge Korrelation mit der äusserlich

sichtbaren Welke, steigt auch die RNase Aktivität unter Aethylenein-

fluss beschleunigt an (Fig. 16). Eine Konzentration von 10 ppm C«H.,

die für die verfrühte Auslösung der Einrollbewegung optimal ist, ver¬

mag beispielsweise die Bildung der RNase auch beim späten Welkestadium

3,5 nicht in Gang zu setzen (Fig. 16A). Es scheint, dass eine maximale

Einrollgeschwindigkeit bei höheren Gaskonzentrationen (10 ppm) indu¬

ziert wird, während für die Auslösung der RNase Synthese kleinere

C-H.-Mengen (1-5 ppm) günstiger sind und 10 ppm bereits eine Ueber-

dosis mit eher hemmender Wirkung bedeutet.

Die Empfindlichkeit des Gewebes gegenüber Aethylen besteht interessan¬

terweise schon mehr als 24 Std. vor der Anthese. Setzt man Knospen

einen Tag vor ihrem Aufblühen 10 ppm C„H. aus, so zeigt die Korolla,

ohne sich je zu öffnen, schon nach 24 Std. typische Welkeerscheinungen,

wie Verfärbung und Schrumpfen der Epidermis. Zur gleichen Zeit erreicht

auch die RNase Aktivität ein Maximum, wie es Korollen normalerweise

am Tag nach der Anthese zeigen (Tab. 7).

4.4.2. Effekt von CO, und Quecksilberperchlorat auf die Welke

der Korollen

Bei den meisten durch Aethylen hormonal beeinflussten Pflanzengeweben

wirkt Kohlendioxyd als kompetitiver Hemmstoff. (Burg und Burg 1967).

Die Experimente zum Studium der C0?-Wirkung auf Ipomoea zeigen, dass

Kohlendioxyd die Welke sowie den RNase-Aktivitätsanstieg verzögern

(Fig. 17). Wie beim Aethylen ergibt sich keine direkte Abhängigkeit
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0900 1300 1700

ZEIT

2100

Figur 16: Effekt verschiedener Konzentrationen von Aethyien auf die

Blütenwelke und die RNase Aktivität. Die Korollen wurden

um 09oo Uhr des Blühtages in Exsikkatoren mit 1 ; 5 und

10 ppm C2H. begast. Zu den angegebenen Zeiten wurde die

fortschreitende Einroilung registriert und je zwei Blüten

homogenisiert und ihre RNase Aktivität gemessen.
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zwischen dem zeitlichen Verlauf der Enzymanhäufung und der Einrollbe-

wegung. Mit CO- behandelte Blüten weisen um 21oo Uhr einen höheren

RNase-Spiegel auf als unbehandelte Kontrollen. Dies könnte jedoch die

Tabelle 7: Behandlung von Blüten mit C0? und Hg(C10.)„, sowie die

Wirkung von C2H. auf Knospen.

In Experiment I wurden Blüten um 09oo Uhr nach ihrer Anthese in Exsik-

katoren untergebracht. Der eine Exsikkator wurde mit Luft geflutet, ein

zweiter enthielt eine Schale mit Hg(C10.)2 und ein dritter wurde mit

3,3% (V/V) C0? begast. Um 193o Uhr homogenisierte man die Korollen

und bestimmte deren RNase Aktivitäten.

In Experiment II begaste man Blutenknospen am Tag vor der Anthese um

093o Uhr mit 10 ppm C?H.. Am folgenden Tag um" 09oo Uhr homogenisierte

man die welken Knospen und bestimmte ebenfalls ihre RNase Aktivität.

Experiment
und

Behandlung

Entwicklungs¬
stadium

Versuchs¬

dauer

(Std.)

RNase Aktivität

(Einheiten/Korolle)

I Kontrolle

C02 (3,3%)

Hg(cio4)2

Blüte

ii

ii

10,5

II

536

234

308

II Kontrolle

C2H4 (10 ppm)

Knospe

ii

23,5

11

27

570

a) Durchschnittswerte von 6 - 12 Bestimmungen
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O—O KONTROLLE

n—d 2 v co2

4 7. C02

0900
—I '—1

1300 1700

ZEIT

2100

Figur 17: Einfluss von C0„ auf die Alterung von Korollen. Um 09oo

Uhr wurden isolierte Blüten mit CO- begast und der Ver¬

lauf der Welke registriert. Mittels Homogenisation' je

zweier Korollen bestimmte man die RNase Aktivität zu

verschiedenen Zeiten der Alterung.
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Folge einer Anreicherung von C„H. in den unbehandelten Zellen sein,

während in CO„-begasten Blüten die "Bindungsstellen" mit Kohlendioxyd

besetzt sind und deshalb keine endogene, supraoptimale C„H.-Konzentra-

tion entsteht, welche hemmend auf die RNase Synthese wirken tonnte.

Gibt man in den Exsikkator eine Schale mit Quecksilberperchlorat zur

Absorption des von den Blüten abgegebenen Aethylens, so zeigen sich

die gleichen Effekte wie bei Begasung mit CO- (Tab. 7). Die Verzöge¬

rung der Welke und der Entwicklung der RNaseaktivität ist aber nicht

so ausgeprägt wie bei CO^-Behandlung. Dies ist leicht verständlich.

Während das C0„ unmittelbar in den Blütengeweben wirkt, wird sich

zwischen dem Bildungsort des Aethylens, den Korollen, und dem Queck¬

silberperchlorat ein Aethylengradient aufbauen; es wird daher stets

eine geringe Konzentration von C?H. wirksam bleiben. Diese Experi¬

mente deuten stark dahin, dass das Aethylen eine regulatorische

Funktion in der natürlichen Alterung ausübt.

4.4.3. Kurzzeitige Behandlung mit Aethylen

Werden Blüten nur über kurze Zeit mit 10 ppm C„H. (20/40 Min.) behan¬

delt, so genügt dies, um die Alterung einzuleiten. Aehnlich wie bei

kontinuierlicher Begasung beginnen sich die Korollen nach 90 - 120 Min.

einzurollen und auch die RNase Synthese setzt ein (Fig. 18). Eine An¬

zahl von Kontrollexperimenten diente zur Abklärung der Frage, ob nach

der Kurzbehandlung mit Aethylen eventuell noch geringe Mengen C?H. zu¬

rückbleiben und deshalb die Alterung wie bei andauernder Begasung ein¬

geleitet wird. Nach der Behandlung mit C-H. wurden daher die Exsikka-

toren ausgiebig mit Frischluft geflutet und wieder verschlossen oder

die Blüten nach der Begasung an der freien Luft weiterbeobachtet. Auch

bei diesen Versuchsanordnungen löst die kurzfristige Begasung mit

Aethylen die Welke genau so rasch aus wie bei Dauerbegasung. Direkte
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Figur 18:

O—O KONTROLLE

A—A 20 MIN. C2H4

40 MIN. C2H4
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Kurzzeitige Behandlung von Korollen mit 10 ppm C„H.. Um

09oo Uhr wurden eingestellte Blüten während 20 Min. bzw.

40 Min. mit 10 ppm CpH. begast. Nach Flutung der Exsik-

katoren mit Frischluft beobachtete man den Ablauf der

Welke und die Entwicklung der RNase Aktivität.
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Aethylenmessungen nach der Kurzzeitbegasung (Fig. 20A) zeigen auch,

dass sich das freie Aethylen vollständig entfernen lasst, d.h. die¬

selben äusseren Bedingungen wie bei den Kontrollen eingestellt wurde.

Damit scheint festzustehen, dass eine Begasung wahrend 20 - 40 Min.

ausreichend ist, um die zur Auslosung der Welke notigen Startreaktionen

auszufuhren.

4.4.4. Hemmbarkeit einer kurzzeitigen Aethylenbegasung mit CO,,

Inwieweit eine durch Aethylen ausgeloste Alterung wieder mit CO« ver¬

zögert oder gestoppt werden kann, wurde in den folgenden Experimenten

untersucht. Bluten, die unterschiedlich lange 10 ppm C^H. ausgesetzt

waren, wurden in Frischluft geflutet und die Exsikkatoren hierauf mit

4% CO« begast. Dabei zeigt sich, dass die Aethylenwirkung nach 30-minu-

tigem Einfluss auf die Bluten durch C0„ nicht mehr aufgehoben werden

kann (Fig. 19). Bei Begasungszeiten unter 30 Min. vermag Kohlendioxyd

die Aethylenwirkung teilweise zu kompensieren und den Welkeprozess

hinauszuzögern.

4.4.5. Aethylenproduktion alternder Bluten

Um sicher zu gehen, dass Aethylen auch das natürliche, von den Bluten

selbst produzierte Alterungshormon ist, wurde der Ausstoss an C„H. aus

welkenden Korollen gemessen. In unbeeinflusst alternden Bluten verlauft

die Aethylenproduktion in zwei Phasen (Fig. 20A). Eine schwache Aethylen-

bildung findet morgens nach lloo Uhr statt. Hierauf folgt eine Periode

ohne messbare C„H.-Freisetzung. Im Verlauf des frühen Nachmittags setzt

eine zweite Phase stärkerer Aethylenproduktion ein, mit einer konstan¬

ten Ausstossrate von 3,8 nl pro Blute und Stunde. Dies entspricht einer

Rate von 4,8 nl pro Gramm Frischgewicht und Stunde.

Ein weiteres Experiment, bei dem die Gasproben alle 30 - 60 Min. entnom¬

men wurden, bestätigte die Existenz dieser zwei Phasen der Aethylenbil-

dung (Fig. 20B).



59

2
D

Q

g
UJ

UJ

3

0900 1l'00
'

13'00

ZEIT

1500 1700

Figur 19: Hemmung der Wirkung einer kurzzeitigen Aethylenbegasung

durch C0~. Korollen wurden um 09oo Uhr 20 Min. und 30 Min.

mit 10 ppm C-H. begast und anschliessend nach Entfernung

des Aethylens entweder mit 4% C0„ behandelt oder an der

frischen Luft beobachtet, (o—O) Kontrolle. (•—•) Kon-
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ZEIT

Figur 20 A: Aethylenproduktion alternder Bluten. Die Konzentra¬

tion des exogenen Aethylens einzelner in 50ml Spritzen

verpackter Bluten wurde im Verlauf des Bluhtages gemes¬

sen (AD ). Daneben bestimmte man die Aethylenfrei-

setzung durch Bluten die von 093o - 103o Uhr mit 10 ppm

C2H4 vorbehandelt worden waren (A ). Die Pfeile mar¬

kieren den Zeitpunkt zu dem die ersten ausserlichen

Welkeerscheinungen auftreten.
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Figur 20 B: Aethylenproduktion alternder Bluten.In natürlich alternden

Korollen wurde wie in Figur 20 A beschrieben die Aethylen-

freiSetzung in kürzeren Intervallen gemessen.
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Daneben wurde die Aethylenabsonderung von Bluten gemessen, die zuvor

wahrend 60 Min. 10 ppm C?H. ausgesetzt waren. Nach der Begasungsphase

(093o - 103o Uhr) wurden die Spritzen gut gelüftet, verschlossen und

gleich die erste Gasprobe entnommen, die zeigt, dass die Bluten tatsäch¬

lich in C2H.-freier Atmosphäre waren (Fig. 20A). Ohne Verzug beginnen

die vorinkubierten Korollen mit der Aethylenproduktion, die dieselbe

Rate aufweist wie Kontrollen wahrend der zweiten Phase der Hormonbil-

dung (vgl. Fig. 20A). In den oberen Graphiken der Figuren 20A und 20B

sind die dazugehörigen Welkestadien dargestellt. Die Knospen können sich

zwar in den engen Spritzenkorpern nicht voll entfalten, sondern legen

beim Aufblühen den Trichterrand an die Spritzenwandung an. Ungeachtet

dessen lassen sich die Welkestadien eindeutig erkennen, da die Einroll-

bewegung an den Leistenenden beginnt, die sich dadurch von der Wandung

abheben. Als Kontrolle wurden parallel zu den Experimenten Bluten mit

derselben 60-minutigen Aethylenvorbehandlung im Freien beobachtet, wo¬

bei sie dasselbe Verhalten zeigten wie in Spritzen verpackte Korollen.

Der Start der Welke (Stadium 0,5) begann bei allen Versuchen, sobald

die Aethylenfreisetzung zu einer exogenen Konzentration von 5 - 7nl

pro Blute gefuhrt hatte.

4.5. Der Mechanismus der Einrol1bewegung

4.5.1. Vergleich zwischen Leistensegmenten und Korollen

Um den Einfluss von Aethylen auf die Membranpermeabilitat zu studieren,

entwickelten Hanson und Kende (1974) eine Versuchsanordnung mit ausge¬

schnittenen Leistensegmenten. An solchen Leistenstucken lassen sich

leicht und rasch sowohl geloste wie gasformige Stoffe ins Gewebe ein¬

fuhren, was bei ganzen Bluten nur teilweise oder gar nicht möglich ist.

Um die Tauglichkeit solcher Segmente für Alterungsexperimente zu prü¬

fen, untersuchten wir ihr Verhalten gegenüber CO« und C^H. . Dabei

reagierten die Leistensegmente auf Aethylen genau gleich wie ganze
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Korollen, d.h. innerhalb von 90 - 120 Min. begannen sie sich einzurol¬

len. Falls man mit einer leicht gepufferten Losung bei pH 4,8 - 5,0

arbeitete, so bewirkte C0? auch bei Segmenten eine Verzögerung der Ein-

rollbewegung.

Die Synthese der RNase in auf Wasser schwimmenden Rippenstücken verhalt

sich hingegen etwas anders als unter natürlichen Bedingungen (Fig. 21).

Es scheint, dass durch die Verletzung des Gewebes sog. "Wund-RNase" ge¬

bildet wird (vgl. Bagi und Farkas 1967, Pitt und Galpin 1971, Pitt 1974),

was zu einer Abflachung des Syntheseprofiis fuhrt.

4.5.2. Rolle der Proteinsynthese bei der Einrollbewegung

In Anlehnung an die Versuche, welche Hurter (1974) an eingestellten

Bluten durchgeführt hatte, untersuchten wir den Einfluss von Cyclo¬

heximid auf die Alterung von Leistensegmenten. Dabei stellt sich her¬

aus, dass das Antibiotikum (lOyg/ml) fähig ist, das Einrollen der

Segmente total zu verhindern, auch wenn zu verschiedenen Zeiten Aethy-

len (10 ppm) zugegeben wird (Fig. 22). Figur 23 zeigt die Konzentrations-

abhangigkeit der Hemmung mit und ohne Aethylen. Wahrend 1 pg /ml Cyclo¬

heximid noch jegliches Einrollen der Segmente unterbindet, vermögen

0,3ng/ml und kleinere Konzentrationen die Alterung nur noch teilweise

aufzuhalten. Aus diesem Grunde wurde bei allen weiteren Experimenten

mit der kleinsten noch wirksamen Konzentration (0,1 wg/ml) gearbeitet.

Um zu untersuchen, ob Cycloheximid die intrazellulare Organisation irre¬

versibel schadigt, oder ob nur eine spezifisch befristete Hemmung auf¬

tritt, wurden Leistensegmente für kurze Zeitspannen auf Cycloheximid

flottiert und anschliessend auf destilliertes Wasser + C^H. übertragen.

Eine halbstündige Antibiotikumbehandlung widerspiegelt sich in einer

effektiven Einrollverzogerung von 1,5 Std., doch dann zeigen die Seg¬

mente wieder ein normales Einrollverhalten (Fig. 24). Vorinkubation

über 60 Min. hat eine Rückstellung der Welke um 2,5 Std. zur Folge,



64

2p

ü 1,5

t-
2
Ui

5
O
LU

<n

w 1,0

ÜJ
I
z

Si
ra

z

er

0,5

A-—A A

- 420

380

340

__J l I. I I ' ' ' '

0900 1100 1300 1500 1700

ZEIT

LU

-300o
er

260

220

180

Figur 21: Entwicklung der RNase Aktivität in isolierten

Leistensegmenten.



65

CyH,, ab 0830

0930

1000

A-

KONTROLLE

10fjg/ml CYCIOHEXIMID

ü—£ £ A

C^H,, ab 083o/0930/lOOO

_J I l__J
0900 1100 1300

ZEIT

1500

Figur 22 Wirkung von Cycloheximid (lOyg/ml) und Aethylen

(10 ppm) auf die Einrollbewegung von Leistensegmenten

Die Zugabe von Aethylen erfolgte zu verschiedenen

Zeiten nach Beginn der Cycloheximidbehandlung
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Figur 24: Einfluss verschieden langer Inkubationszeiten von Leisten¬

segmenten mit Cycloheximid. Nach der Behandlung mit

Cycloheximid (0,1 yg/ml) wurden die Segmente auf destil¬

liertes Wasser übergeführt und mit 10 ppm C„H. begast.
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während 120 und 180 Min. Cycloheximideinwirkung die Alterung um 3,5

resp. 5,5 Std. verzögern. Diese Versuche zeigen, dass die Zellen auch

nach 3-stündiger Blockierung der Proteinsynthese in der Lage sind, zum

natürlichen Zustand zurückzufinden und den Alterungsprozess normal ein¬

zuleiten.

Im weiteren interessierte die Frage, wie spät Cycloheximid eine schon

induzierte Welke noch unterdrücken oder verzögern kann. Zu diesem Zweck

inkubierte man auf destilliertem Wasser Leistensegmente mit Aethylen

und übertrug sie nach verschiedenen Zeiten auf Cycloheximidlösung

(0,1 pg/ml) + 10 ppm C„H.. Wie aus Figur 25 hervorgeht, verhindert

Cycloheximid die Einrollbewegung von Leistensegmenten total, auch wenn

die Kolben zuvor 60 Min. mit 10 ppm C^H. begast worden sind. Setzt man

die Leistenstücke einer Aethylenvorbehandlung von 90 oder 120 Min. aus,

so vermag Cycloheximid die schon eingesetzte Einrollung innerhalb von

60 Min. zu bremsen und abzustoppen.

4.5.3. Wirkung von pH und Ionenstärke

Was den Einfluss des pH und der Temperatur auf die Biegung von Leisten¬

segmenten anbetrifft, konnten die Resultate von Hanson und Kende (1974)

bestätigt werden. Wie diese Autoren zeigten, ist die Einrollbewegung

stark pH- und Temperaturabhängig, d.h. ein saurer» Milieu und eine er¬

höhte Temperatur beschleunigen den Einrollprozess. Daneben untersuch¬

ten wir vorallem die weitere Abhängigkeit von der Ionenstärke. Es zeigt

sich, dass die Einrollbewegung bei pH 4,5 (0,01 M) optimal verläuft

(Fig. 26), wobei auffällt, dass selbst ohne Aethylen eine im Vergleich

zur Kontrolle beschleunigte Alterung einsetzt. Lösungen mit pH Werten

unter 4,5 wirken zerstörend auf die Leistensegmente. Nach 10 - 20 Min.

krümmen sich die Segmente leicht, worauf sie bis 3 Std. lang konstant

gebogen bleiben (a =280 ), um sich anschliessend spiralig verdreht

wieder zu öffnen. Die nach 20 - 30 Min. auftretende Rotfärbung des Me¬

diums deutet auf ein Ausfliessen des Zellsaftes aus den Epidermiszellen
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hin. Bei pH 5,5 (0,01 M) sind Leistensegmente nur unter Einwirkung von

Aethylen fähig, sich ganz einzurollen, wahrend bei pH 6,5 oder 7,5 keine

vollständige Biegung stattfinden kann. Auch Aethylen vermag im neutralen

Bereich die Hemmung nicht zu überspielen.

Erniedrigt man die Ionenstarke der Puffer auf 1 mM
,

so zeigen sich die

gleichen Effekte wie bei der 10-fach höheren Konzentration, aber die

Segmente sind auch bei pH 7,5 noch absolut in der Lage, sich - wenn

auch verspätet - noch ganz einzurollen (Fig. 27). Wie zuvor sind die

Bedingungen für die Einrollbewegung bei pH 4,5 am gunstigsten.

Um abzuklären, ob die allgemeine Ionenkonzentration oder ausschliess¬

lich diejenige der Pufferionen für die gezeigten Phänomene verantwort¬

lich ist, wurde in einem weiteren Experiment die Ionenstarke mit Koch¬

salz reguliert (Fig. 28). In 1 mM Citronensaurephosphat-Puffer pH 4,5

wurden 4 verschiedene Salzkonzentrationen eingestellt. Die Ergebnisse

zeigen, dass der Alterungsprozess - wenn auch teilweise verzögert - bei

einer IonenKonzentration von 10 mM oder tiefer normal ablaufen kann.

Bei 100 mM NaCl sind die Segmente nicht mehr fähig sich ganz einzurollen,

wahrend 1 M Kochsalzlosung jegliche Biegung verunmoglicht.

Damit scheint erwiesen zu sein, dass das Einrollen von Leistensegmenten

neben einer pH-Abhängigkeit auch eine Beeinflussung durch die Konzentra¬

tion der exogen vorhandenen Ionen erfahrt.

4.5.4. Plasmolysierte Leistensegmente

Lasst man Segmente auf verschieden konzentrierten Glucoselosungen flot¬

tieren, so vermögen sie sich bei Konzentrationen bis 0,5M noch ganz

einzurollen. Auf 1 bzw. 2 molarer Losung sind sie nicht mehr in der

Lage, sich zu biegen. Ueberfuhrt man Leistenstucke, die sich auf destil¬

liertem Wasser schon bis zu einem gewissen Grad gekrümmt haben, auf ein

Glucosemedium (IM), so entrollen sie sich spontan um 50 - 140
,
wie dies

auch Hanson und Kende (1974) feststellten (Fig. 29).
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Lasst man total eingewickelte (400 - 440 ) Leistenstucke unterschied¬

lich lange in ihrem Endzustand verharren und überfuhrt sie anschlies¬

send auf 1 M Glucose, so hangt die Reaktion von der Zeitdauer zwischen

dem Ende der Einrollbewegung und dem Beginn der osmotischen Behandlung

ab. Kommen die Gewebe sofort nach Erreichen des Endstadiums mit 1 M Glu¬

cose in Berührung, so offnen sie sich sehr stark um ca. 140
.

Die Lei¬

sten vermögen sich aber in Gegenwart des Osmotikums wahrend den fol¬

genden 120 Min. wieder um 20 - 40° einzurollen. Dieselbe anfängliche

Oeffnung um ca 140 erfahren eingerollte Stucke, die zuerst 30 Min. in

ihrem Zustand belassen werden und dann auf 1 M Glucose flottiert werden;

in den anschliessenden 90 Min. rollen sie sich jedoch wieder bis 360

ein. Mit zunehmender Wartedauer, wahrend der sich die Segmente im ma¬

ximal eingerollten Zustand aufgehalten haben, nimmt die Wirkung der

osmotischen Behandlung ab. Ermöglicht man Leistensegmenten eine zwei¬

stündige "Anpassungsphase" an ihre Endform, so vermag auch die Ueber-

tragung auf Glucose keine Oeffnung mehr herbei zufuhren (Fig. 32).

Figur 31: Einfluss von 0,5 ; 1,0 und 2,0M Polyathylenglycol auf ein¬

gerollte Leistensegmente und deren Verhalten nach der Ent¬

fernung des Osmotikums nach einer Stunde.
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Segmen¬vonEinwickelndasverhindernSDSundTriton-x-100Folge.zur

EinrollprozessesdesAenderungenbeobachtbarenkeinehat1973)Wiemken

vgl.mg/ml(0,25KonzentrationangewandtenZellextraktionenfürder

inc,Cytochromuneinheitlich.istLeistensegmentenvonWelkedieauf

cCytochromund(SDS)NatriumlaurylsulfatTriton-x-100,vonEinflussDer

LeistenstuckeaufDetergentienvonWirkung4.5.5.
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4.5.6. Extraktion eingerollter Leistensegmente mit 80%-igem Aethanol

Um die Rolle des Zellwandgerüstes während des Einrollens zu studieren,

wurde mit Aethylen die Alterung von auf Wasser schwimmenden Leisten

induziert. Zu verschiedenen Zeiten wurden fünf markante Einrollstadien

dem Erlenmeyer entnommen und die Gewebe während 30 Sek. in 80% Aetha¬

nol gekocht. Die Leisten erschienen sofort transparent, was zeigte,

dass der Zellinhalt extrahiert worden war. Anschliessend gab man die

toten Segmente wieder in destilliertes Wasser und beobachtete sie wei¬

ter. Der Zelltod hat ein unverzüglich eintretendes Entrollen der Lei¬

sten um 20 - 60 zur Folge, dann aber wird die leicht geöffnete Form

unverändert beibehalten (Fig. 36).

Figur 36: Zellextraktion an verschieden stark eingerollten Leisten

mit Aethanol. Leistensegmente in verschiedenen Stadien

ihrer Einrollbewegung wurden kurz in heissem 80%-igem

Aethanol extrahiert und ihre Formänderung aufgezeichnet.

H20 + lOppm C2H4

—-o-
30 MIN v—' o -ö

30 SEK 30 SEK 30 SEK 30 SEK 30 SEK

80 % ÄTHANOL 80 % ÄTHANOL 80% ÄTHANOL 80% ÄTHANOL 80% ÄTHANOL

W u o
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4.6. Elektronenmikroskopische Beobachtungen

Um die äusserlich sichtbaren morphologischen Aenderungen mit den gleich¬

zeitig ablaufenden biochemischen Prozessen in einen Zusammenhang zu

bringen, untersuchten wir die während der Welke auftretenden ultrastruk¬

turellen Veränderungen in den Rippen. Die bei der Abklärung des Einroll-

mechanismus gewonnenen Erkenntnisse lassen vermuten, dass während dem

Alterungsprozess auch elektronenmikroskopisch feststellbare Veränderungen

namentlich in den Zellwänden auftreten müssten. Wir untersuchten daher

Dünnschnitte durch die Rippen, die bekanntlich für die Einrollbewegung

verantwortlich sind. Dabei verglichen wir Quer- und Längsschnitte von

Rippen kurz nach der Anthese mit Rippenpräparaten, welche am Abend des

Blü'htages fixiert wurden.

Die Histologie der Rippen, die schon von Winkenbach (1970) gut beschrie¬

ben wurde, zeigt einen polaren Aufbau des Gewebes. Die Rippe im engeren

Sinn ist dicht gepackt mit dickwandigen, spindelfürmigen Zellen, die

parallel zur Längsachse der Leisten verlaufen. Gegen die Trichterinnen¬

seite finden sich locker aneinandergelagerte, grosslumige Mesophyllzel¬

len. Das zentrale Leitbündel liegt zwischen diesen zwei Geweben.

Dem Beobachter fallen beim Vergleich der zwei untersuchten Entwicklungs¬

stadien einige wesentliche Unterschiede auf.

- Am Morgen des Blühtages findet man in den Spindel Zellen der Rippen

eine grosse Anzahl von Stärkekörnern. Diese Amyloplasten fehlen

in den 12 Stunden später fixierten Rippen vollständig, so dass

angenommen werden darf, dass die Stärke in der Zwischenzeit mo¬

bilisiert wurde (Fig. 37).

- Daneben zeigen die Bilder aus den Rippenspitzen, dass die Zell-

wände am frühen Morgen mit einer grossen Anzahl gleichförmiger

Hohlräume durchsetzt sind (Fig. 38). Diese Aussparungen fehlen am

Abend nach der Welke fast gänzlich (Fig. 38), d.h. nur in den Zell-
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Figur 37: Längsschnitt durch die Rippenspitze mit Spindelzellen

und Amyloplasten. ßlühtag 08oo Uhr. Vergrosserung 4375 x.
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BLUHTAG MORGEN 0800 BLUHTAG ABEND 2200

Figur 38: Querschnitte durch Rippenspitzen.Zellwände am Morgen schwamm¬

artig durchlö'chert.am Abend mit vereinzelten "Poren".
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wandwinkeln und in stark verdickten Partien sind noch derartige

Hohlräume vorhanden.

- Andererseits sind die Aussenwände der Rippenepidermis am Abend

von zahlreichen "Kanälen" durchsetzt; am frühen Morgen ist dies

nicht der Fall (Fig. 39). Diese Gänge scheinen die Zellwände in

senkrechter Richtung zur Aussenseite total zu durchstossen. Dabei

fällt der auf den Bildern deutliche Kontrast gegenüber den be¬

nachbarten Zellwänden auf, was die Vermutung nahelegt, dass irgend¬

welche Stoffe in diesen Poren angereichert sind. Eine direkte Be¬

ziehung dieses Phänomens zum Einrollmechanismus oder zu den be¬

schriebenen physiologischen Prozessen ist vorderhand jedoch nicht

ersichtlich.

Im Unterschied zu den Mesophyll Zeilen, die sich teilweise schon während

der Streckungsphase aufzulösen beginnen (vgl. Winkenbach 1970), findet

man in den Rippen auch am Abend nach der Welke noch keine autolysierten

Zellen vor. Nur in ganz wenigen der stark vakuolisierten Zellen zeigen

die Tonoplasten eine schwache autophagische Aktivität (Fig. 38), ein

Zeichen dafür, dass die Alterung für dieses Gewebe noch nicht unmittel¬

bar bevorsteht.
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Vergr.

4750 x

Vergr.

4375 x

Vergr.

4750

Vergr.

18'500 x

Figur 39 A : Aussenwande der Rippenepidermis.-A am Morgen des Bluh¬

tages 0800 Uhr.-B,C,D am Abend des Bluhtages 2200 Uhr,

mit charakteristischen "Poren".
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Figur 39 B "Pore' in der Epidermis-Aussenwand einer Rippe wie sie

am Abend des Bluhtages auftreten Vergrosserung 45'000 x
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5, Diskussion

5.1. Charakterisierung der RNase

Für die Interpretation von Experimenten mit abgetrennten Bluten ist die

Frage bedeutungsvoll, ob diese sich genau gleich verhalten wie unter

natürlichen Bedingungen. Bei grünen Blattern lost beispielsweise das

Abschneiden eine verfrühte Alterung aus (Balz 1966, McHale und Dove

1968, Sodek und wright 1969, Srivastava 1968, wyen et al. 1972). In¬

teressanterweise ist eine derartige Reaktion in abgeschnittenen Ipomoea

Bluten, zumindest bei den untersuchten Parametern, nicht feststellbar.

Korollen, welche 24 Std. vor der Anthese isoliert werden, verhalten sich

hinsichtlich der morphologischen Entwicklung, als auch der RNase, die

in der vorliegenden Arbeit als physiologischer Entwicklungsparameter

verfolgt wurde, völlig normal.

Die RNase Enzyme von Ipomoea tvxcolov gehören zum RNase I - Typ, der in

Pflanzen häufig vorkommt (Dove 1973). Als RNS spezifische, zur Haupt¬

sache lösliche Hydrolase mit saurem Wirkungsoptimum um pH 5 erfüllt die¬

ses Enzym fast alle von Dove postulierten Eigenheiten Die relative Pu-

rinspezifitat, welche die RNase I - Enzyme auszeichnet, wurde nicht

speziell geprüft, doch zeigte sich deutlich, dass RNase aus Ipomoea

Korollen durch die Purmnucleotide ADP und GDP viel starker gehemmt

wird, als durch das Pyrimidinnucleotid CDP.

Betrachtet man die Verteilung der RNase im Blutengewebe, so fallt auf,

dass die spezifische Aktivität im Blutengrund wahrend der Alterung um

einen Faktor 100 zunimmt, wahrend Leisten und Interkostal fei der nur eine

3-fache Zunahme erleben. Dies scheint seinen Grund jedoch nicht nur

darin zu haben, dass im Blutengrund mehr RNase-Protein bereitgestellt

wird (vgl. Tab. 3), sondern in der enormen Abnahme des Gesamtproteins

in diesem Gewebe. In den Interkostal fei dem wird innert 16 Std. nur
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29% des Eiweisses abgebaut und in die Pflanze zurücktransportiert. Im

gleichen Zeitraum hydrolysiert das Leistengewebe 68% seines ursprüng¬

lichen Proteins. Der Blütengrund ist sogar in der Lage, über 95% seines

Eiweissbestandes abzubauen. Wie Winkenbach (1970) zeigte, beginnt die

Autolyse der Mesophyllzellen im Blütengewebe schon während der Strek-

kungsphase und ist mit der Einrollphase fast vollständig abgeschlossen.

Demgegenüber zeigen die elektronenmikroskopischen Bilder, dass in den

Leistenzellen die Autolyse sehr viel später beginnt. Damit bleibt die

Möglichkeit erhalten, über die ganze Zeitdauer der Alterung aktiv Stoffe

aus der Korolla über die Leitbündel in die Pflanze zurückzuführen, auch

wenn schon grosse Bezirke der Blüte autolysiert sind. Durch den relativ

frühen Zelltod in den Interkostal feidern können die für die Pflanze

wichtigen Bausteine aus diesen Geweben nicht mehr optimal zurückgewon¬

nen werden. In den Leisten und tieferen Blütenregionen hingegen bleibt

die Abbau- und Exportfähigkeit noch bis zum Abfall der Korolle am zwei¬

ten Tag nach der Anthese erhalten, was sich in der starken Verringerung

des Proteingehaltes in diesen Geweben niederschlägt.

Dass die Aktivität der einzelnen RNase Isoenzyme während der Welke

nicht gleichmässig zunimmt, geht aus den gelelektrophoretischen Unter¬

suchungen hervor. Vergleicht man das Enzymmuster einer Knospe mit dem¬

jenigen der welken Blüte, so fällt vorallem der enorme Aktivitätsanstieg

der RNasen 1 und 2 auf. Während diese Entwicklung verliert die RNase 4

an Bedeutung, während die RNase 3 keinen Schwankungen zu unterliegen

scheint. Dieser Wechsel im Aktivitä'tsmuster deutet auf eine biochemi¬

sche Differenzierung nach der Anthese hin. Ob den vier Isoenzymen ver¬

schiedene Funktionen zukommen, geht zunächst aus den biochemischen Eigen¬

schaften nicht hervor. Ihr Wirkungsoptimum ist breit um pH 5 verteilt

und auch anhand der Molekulargewichte (28'000) lassen sie sich nicht

unterscheiden. Einzig mit Hilfe von Gelelektrophorese und Isoelektro-

fokussierung sind die Isoenzyme trennbar. Bemerkenswert ist dabei die

Tatsache, dass die RNasen 1 und 2, die während der Blütenwelke über
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90% zur Gesamtaktivitat beisteuern, unterschiedliche isoelektrische

Punkte aufweisen und somit wohl auch verschiedene metabolische Aufga¬

ben erfüllen konnten. Es sind dies auch sicher diejenigen Enzyme, deren

Erscheinen Winkenbach (1970) durch Cycloheximidbehandlung an alternden

Korollenstucken unterdrucken konnte.

5.2. De novo Synthese der RNase

Unsere Resultate scheinen die Möglichkeit der Aktivierung einer RNase-

Vorstufe wahrend der Alterung auszuschllessen. Wurde eine Aktivierung

vorliegen, so durfte im Verlauf der Welke kein Deuterium in das Enzym¬

protein eingebaut werden. Unterstutzt wird die de novo Synthese auch

durch die Tatsache, dass in Korollen, die als Knospen auf D~0 einge¬

stellt waren, dann aber vor der Welke auf H~0 umgesetzt wurden, die

RNase keine wesentliche Dichteverschiebung erfahrt. Wurde eine inaktive

Vorstufe schon in den Knospen gebildet, so musste ein solcher Vorlau¬

fer der aktiven RNase zwangsläufig Deuterium enthalten, was sich in

einer Erhöhung der mittleren Dichte des aktiven Enzyms ausdrucken

musste. Aus diesem Grunde und in Anlehnung an die Resultate von Winken¬

bach (1970), folgern wir, dass RNase (insbesondere die Isoenzyme 1 und 2)

wahrend der Welke der Korolle neu synthetisiert wird. Die de novo Syn¬

these von RNasen mit Hilfe der Dichtemarkierung ist schon von Bennett

und Chrispeels (1972) in Aleuronschichten von Qerstenkaryopsen und von

Sacher und Davies (1974) in alternden Rhoeo Blattern gezeigt worden.

Diese Autoren konnten jedoch eine bedeutend grossere Dichteverschiebung

ihrer Enzyme feststellen. Bennett und Chrispeels (1972) flottierten

Aleuronschichten wahrend 5 Tagen auf 80% DpO, was eine Dichtezunahme

von 1,27% zur Folge hatte. Sacher und Davies (1974) behandelten Rhoeo

Blattscheiben mit 99% Deuteriumoxyd und konnten nach 24 Std. bei einer

endogenen D-O-Konzentration von 50 - 75% eine Verschiebung von 0,52%

bis 1,88% feststellen. Bei Korollen von Ipomoea tncolor kann unter den

gewählten Bedingungen lediglich mit einer durchschnittlichen endogenen

DpO-Konzentration von 10 - 20% gerechnet werden. Die sich damit erge-
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bende Dichteverschiebung von 0,53 - 0,67% scheint daher ausreichend

gross, um die de novo Synthese der RNase als bewiesen zu betrachten.

RNase ist eines von vielen hydrolytischen Enzymen, deren Aktivitäten

wahrend der pflanzlichen Alterung stark ansteigen. Das Auftreten ver¬

stärkter hydrolytischer Aktivitäten konnte durchaus das auslosende

Moment für die Zellalterung sein, indem die katabolischen Prozesse

langsam die Synthesen zu überspielen beginnen (Kende 1971). Anderer¬

seits kann die Aktivitatssteigerung auch eine sekundäre Folge der schon

begonnenen Gewebealterung darstellen, die durch andere Faktoren ausge¬

lost wurde. Die Hydrolasen bieten dann die Gewahr, dass die Polymere

in ihre Bausteine zerlegt und aus dem alternden Organ zurucktranspor-

tiert werden.

Diese Fragen müssen im Zusammenhang mit der Kompartimentierung sowie

der Funktion der RNase diskutiert werden.

5.3. Zur Lokalisation und Funktion der RNase

Hydrolasen sind schon früher in speziellen Vakuolen wie in Meristem-

zellen oder den Aleuronschichten nachgewiesen worden (vgl. Matile 1974).

Dabei handelt es sich aber um leicht zu isolierende, kleine Organellen.

Grosse Zentral Vakuolen hingegen konnten bisher noch nicht isoliert wer¬

den, da sie zu leicht verletzlich sind und die angewandten Isolations-

methoden nur in ungenügenden Ausbeuten überstehen. Als Alternativen

drangen sich vorallem die Stratifikation, wie sie von Luscher und

Matile (1974) an Acetabularia durchgeführt wurde, oder lmmunocytochemi-

sche Methoden auf. Mit Hilfe der letzteren Methode versuchten wir die

RNase in den Rippenzellen von Ipomoea tviaolor zu lokalisieren.

Die immunocytochemischen Befunde zeigen, dass die RNase mit grosser

Wahrscheinlichkeit in den Vakuolen lokalisiert ist. Obschon die vakuo-

lare Lokalisation mit elektronenmikroskopischen Methoden noch zu bestä¬

tigen wäre, liefern die vorliegenden Resultate einen Beitrag zur noch
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nicht endgültig geklarten Frage der Lokalisation von Hydrolasen in

Pflanzenzellen.

Wie die Experimente von Payne und Boulter (1974) deutlich zeigen, muss

die Funktion der RNase unter den Gesichtspunkten der lytischen Kompar-

timentierung diskutiert werden. Diese Autoren untersuchten in Bohnen¬

kotyledonen den Katabolismus der RNS. Wahrend in den intakten Kotyle¬

donen der RNS-Gehalt im Verlauf von 30 Tagen um ca. 80% absinkt, wird

in homogenisierten Kotyledonen ein Grossteil der RNS innerhalb von

48 Std. hydrolisiert. Diese Resultate fuhren zum Schluss, dass RNS und

RNase in vivo getrennt sind und nicht wie von anderen Autoren angenom¬

men, im selben Kompartiment nebeneinander existieren (Hsiao 1968, Wyen

und Farkas 1971)

Aus der räumlichen Trennung von RNS und RNase ergeben sich grundsätzlich

zwei Möglichkeiten der Organisation, den RNS Katabolismus auszufuhren:

Entweder wird das Enzym zum Substrat transportiert, oder umgekehrt die

RNS ins Kompartiment der RNase übergeführt. Unter der Annahme, dass die

RNase in den Vakuolen verteilt ist, wofür viele Befunde sprechen (Matile

1968, Pitt und Galpin 1973), ist die erste Möglichkeit unwahrscheinlich.

Zudem wird die saure Reaktion des Zellsafts dem pH Optimum der RNase

eher gerecht als das extra-vakuolare Cytoplasma. Die Rotfarbung des

Anthocyans in den Epidermisvakuolen von Ipomoea tnoolor bei Beginn der

Welke zeigt überdies an, dass der Zellsaft unter pH 6,5 sinkt, sich

demnach dort für die sauren Hydrolasen gunstigere Bedingungen einstellen

Wie die Versuche an Leistensegmenten zeigten, sind die Zellen auch wah¬

rend der Welke noch metabolisch aktiv, d.h. die Proteinsynthese wird

auch wahrend der erhöhten RNase Ausschüttung weitergeführt. Zu diesem

Zeitpunkt musste eine Freisetzung der RNase ins Cytoplasma zu einem

unkontrollierten Abbau der RNS und damit zu einer Unterbrechung der

weiteren Proteinsynthese fuhren. Aus diesen Gründen muss angenommen

werden, dass der zweite Regulationsmechanismus, der Transport der RNS

aus dem Cytoplasma zur RNase in die Vakuole, verwirklicht ist (vgl
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Dyer und Payne 1974). Ohne den Uratrieb im Cytoplasma zu beeinträchtigen,

kann auf diese Weise ausgewählte RNS in die Vakuole eingeschleust wer¬

den, wo der Abbau stattfindet. Diese Annahme wird durch die Beobach¬

tungen von Matile und Winkenbach (1971) unterstutzt, wonach auf elektro-

mikroskopisehen Aufnahmen die Vakuolen Zellorganelle enthalten, welche

Anzeichen eines teilweisen Abbaus aufweisen. Die autophagische Aktivi¬

tät der Vakuolen, die sich durch Invaginationen des Tonoplasten aus¬

druckt, konnte demnach als Transportmechamsmus von ausgewähltem cyto-

plasmatischem Material (darunter auch RNS) zu den hydrolisierenden

Enzymen verstanden werden

Es ist für die Kompartimentierung von RNS und RNase charakteristisch,

dass keine strenge Korrelation zwischen RNase Aktivität und RNS-Gehalt

besteht. Winkenbach (1970) konnte zeigen, dass der RNS-Gehalt in Ipomoea

Korollen schon vor der Anthese gl eichmassig abzunehmen beginnt. Dieser

Verlauf kann die Neusynthese von RNase wahrend der Welke nicht erklaren.

Andererseits darf angenommen werden, dass die Differenzierung von der

Knospe zur Blute keine ausserordentlichen metabolischen Aenderungen in

sich birgt Die Einleitung der Welke hingegen beansprucht den pflanz¬

lichen Syntheseapparat noch ein letztes Mal erheblich. Die Aufgabe der

neu synthetisierten RNasen konnte darin bestehen, den so bedingten

enormen RNS Umtrieb zu bewältigen, der zusätzlich mit einer relativ

kleinen Gesamtmenge an RNS ausgeführt werden muss. Mit anderen Worten

ausgedruckt sind die Korollen kurz vor der Anthese in der Lage, mit den

niedrigen Aktivitäten der RNasen 1,2,3 und 4 die beträchtliche Menge

RNS, die zur Knospenentwicklung eingesetzt wurde, langsam abzubauen und

die Bausteine in die Pflanze zu exportieren Mit beginnender Welke aber

herrscht im Cytoplasma ein grosser RNS Bedarf, der nur dank einer

raschen Umsetzung der noch vorhandenen Nucleotide gedeckt werden kann.

Nicht mehr verwendete RNS wird in die Vakuole eingeführt, wo sie sofort

von den neu gebildeten RNasen 1 und 2 hydrolisiert wird. Die so ent¬

standenen Nucleotide bilden dann die Grundlage weiterer Synthesen.
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Weitere Experimente in dieser Richtung konnten die Frage abklaren, wie

sich die Beziehung zwischen RNS-Gehalt und RNS-Abbau wahrend der Alte¬

rung der Korolla entwickelt.

5.4. Hormonale Regulation der Alterung

Die Rolle des Aethylens bei der Induktion der Welke verschiedener Blu¬

ten wurde des öfteren beschrieben (Akamine 1963, Burg und Dijkman 1967,

Nichols 1966,1968, Smith et al. 1966, Zusammenfassungen von Burg 1962

und Abeles 1973). Unsere Experimente zeigen eindeutig, dass auch die

Alterung der Korollen von Ipomoea trteolor unter dem Einfluss von C2H.
steht. Einerseits fuhrt eine exogene Aethylenbehandlung zu einem stark

verfrühten Einsetzen der Welke, andererseits fallt unter natürlichen

Bedingungen der Welkebeginn mit einer starken endogenen Aethylenpro-

duktion zusammen. Das Einrollen der Korollen kann zudem verzögert wer¬

den, wenn die Atmosphäre mit C0„, dem kompetitiven Inhibitor der Aethy-

lenwirkung angereichert wird, oder wenn aus der Luft duch Quecksilber-

perchlorat das Aethylen entfernt wird.

Die Induktion der RNase zeigt, dass das Aethylen neben der ausserlich

sichtbaren Welke der Korolle auch physiologische Reaktionen bewirkt.

Dabei handelt es sich vermutlich nicht um eine Folgeerscheinung im Zu¬

sammenhang mit der durch das Aethylen ausgelosten Alterung. Dies geht

aus der Beobachtung hervor, dass eine hohe Konzentration von Aethylen

zwar die Welke der Blute, nicht aber den die Welke normalerweise be¬

gleitenden Anstieg der RNase auslost. Dieses Phänomen beruht wahrschein¬

lich auf einer unterschiedlichen Dosisabhangigkeit dieser zwei durch

Aethylen ausgelosten Reaktionen. Wahrend die morphologische Alterung

durch 10 ppm C-H. optimal induziert wird, setzen geringere Gaskonzen¬

trationen die RNasesynthese besser in Gang, wobei supraoptimale Aethy-

lenkonzentrationen auf die Bildung der RNase wieder hemmend wirken.
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Die Auslösung der Blütenwelke durch Aethylen ist nach 30 Min. irrever¬

sibel. Selbst C0?, das die Alterung zu verzögern vermag, ist nach einer

30-minütigen Begasung mit C-H. nicht mehr in der Lage, den äusserlich

noch nicht feststellbaren Prozess aufzuhalten oder zu verzögern. Obwohl

unmittelbar nach der Behandlung mit Aethylen noch keine Alterungssymp¬

tome feststellbar sind, scheinen alle direkt von Aethylen abhängigen

Reaktionen nach 30 Min. bereits stattgefunden zu haben. Beachtenswert

ist die Feststellung, dass die durch eine kurzzeitige Aethylenbehand-

lung ausgelöste C?H.-Synthese mit der gleichen Produktionsrate abläuft,

welche bei normal welkenden Blüten vier Stunden später auch auftritt.

Eine vergleichbare Stimulation der Aethylenproduktion durch Aethylen

findet man auch in reifenden Früchten (Pratt und Goeschl 1969), Orchi-

deenbliiten {Burg und Dijkman 1967) und Nelken (Nichols 1968). Die In¬

duktion der C?H.-Synthese durch eine sehr kurze Begasung konnte aber

bisher nur an Korollen von Ipomoea trioolor gezeigt werden. Bei Orchi¬

deen genügt eine 3-stündige CpH.-Behandlung noch nicht um die Aethylen-

bildung anzuregen; dazu ist eine Begasungsdauer von mindestens 24 Std.

notwendig (Burg und Dijkman 1967).

Die biochemischen Grundlagen dieser sogenannten autokatalytischen Wir¬

kung von Aethylen auf die Aethylenbiosynthese sind noch nicht aufgeklärt

worden (Abeles 1972;7973). Beispiele von positiven Rückkoppelungsmecha-

nismen, bei denen ein Produkt seine eigene Synthese stimuliert, sind

zwar bekannt, z.B. induziert bei Xanthium das Blühhormon (Florigen)

seine eigene Bildung (Lang 1965),aber bisher noch nicht verstanden.

Ein Versuch, die autokatalytische Wirkung von Aethylen zu erklären,

könnte auf folgende Vorstellungen abgestellt werden. In den Zellen be¬

steht eine räumliche Trennung zwischen dem Ort der Aethylensynthese

und dem Kompartiment, in dem sich die Vorstufen des Aethylens befinden.

Beispielsweise könnte das C~H.-synthetisierende Enzymsystem im Cyto-

plasma lokalisiert sein, das Methionin, die wahrscheinlichste Vorstufe

des Aethylens (Abeles 1972, Lieberman und Mapson 1964, Burg und Clagett

1967), spurenweise im Cytoplasma, in höheren Konzentrationen in der
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Vakuole. Die Existenz verschiedener Aminosaurepoos in höheren Pflanzen-

zellen ist gut dokumentiert (Oaks und Bidwell 1970), wobei jedoch noch

nicht feststeht, ob der Speicherpool tatsächlich in den Vakuolen loka¬

lisiert ist. Die angenommene Aminosaurekompartimentierung trifft zu¬

mindest für Hefen zu, konnten doch Wiemken und Nurse (1973) beweisen,

dass nur ein kleiner Teil der Gesamtaminosauren im Cytoplasma zu fin¬

den sind, wahrend der Hauptanteil in der Vakuole konzentriert ist. Auf

Grund der geschilderten Annahmen ergibt sich folgender Mechanismus

einer autokatalytischen C^H.-Synthese. Sobald das für die Aethylen-

synthese verantwortliche Enzymsystem arbeitsfähig ist, beginnt eine

erste Phase der C?H.-Produktion. Dabei wird das im Cytoplasma vorhan¬

dene Methionin in Aethylen umgesetzt und aufgebraucht. Diese Synthese

widerspiegelt sich in der bei Ipomoea Korollen beobachteten begrenzten

C„H.-FreiSetzung am Bluhtag zwischen lloo und 14oo Uhr. Das wahrend

dieser Zeit gebildete Gas wirkt nun permeabilisierend auf den Tonopla-

sten ein und verändert dessen Durchlässigkeit für organische und anor¬

ganische Ionen. In der Tat ist es Hanson und Kende (1974) gelungen,

die permeabilisierende Wirkung von Aethylen auf die Vakuolen der Leisten

von Ipomoea nachzuweisen. Das ins Cytoplasma ausfliessende vakuolare

Methionin wird sofort zu Aethylen abgebaut. Dass nun Methionin nicht

mehr limitierend wirkt, zeigt sich in der zweiten Phase mit starker

C„H.-Freisetzung. Durch die Zerstörung des Tonoplasten konnte auch

Linolensäure, eine weitere mögliche Vorstufe des Aethylens (Abeles

1973), freigesetzt und in den Syntheseprozess einbezogen werden.

Die Lagphase zwischen den beiden Perioden der Aethylenproduktion konnte

dadurch bedingt sein, dass das anfänglich gebildete Aethylen enzymati-

sche Vorgange auslost, die schliesslich zur Permeabilisierung des Tono¬

plasten fuhren. Diese Prozesse konnten von der endogenen Gaskonzentra¬

tion abhangig sein und nach der ersten schwachen Synthesephase ent¬

sprechend langsam ablaufen. Eine hohe C^H.-Konzentration musste demnach

zu einer raschen Permeabilisierung der Vakuole fuhren. Dies kann tat-
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sächlich aus unseren Experimenten abgeleitet werden. Eine 60-minütige

Behandlung mit 10 ppm C~H. wirkt sich unmittelbar in einer starken Gas¬

produktion .der Zellen aus, die der Syntheseleistung in der zweiten Phase

unter natürlichen Bedingungen entspricht. Die cytologischen Untersu¬

chungen von Matile und Winkenbach (1971) zeigen, dass in den Mesophyll¬

zellen nach einer autophagischen Periode die Vakuole zu schrumpfen be¬

ginnt. Die gleichzeitige Volumenzunahme im Cytoplasma deutet auf eine

Veränderung der Permeabilität des Tonoplasten hin. Es ist denkbar, dass

diese cytologischen Beobachtungen mit der postulierten, auf einem Zusam¬

menbruch der Kompartimentierung von Metaboliten beruhenden Aethylenbil-

dung in Zusammenhang steht.

Im skizzierten Modell erscheint die Aethylenproduktion als ein irrever¬

sibler Vorgang. Einmal in Gang gesetzt nimmt die Welke ihren vorgezeich¬

neten Lauf und kann von den Blüten nicht mehr wesentlich korrigiert

werden. Als Kontrollinsturment haben die Zellen lediglich das System

der anfänglichen Aethylensynthese in der Hand, mit dessen Hilfe sie den

Beginn der Alterung bestimmen können. Dass dies in der Tat zutrifft,

zeigen die Experimente an Knospen. Alle auf das Aethylen reagierenden

Systeme sind offenbar in einem frühen Zeitpunkt der Blütenentwicklung

funktionsbereit, weshalb die Behandlung mit exogenem Aethylen die Alte¬

rung in Knospen auslösen kann. In den Blüten scheint demnach die letzte

Entwicklungsphase über die vorläufig noch unbekannte Biosynthese des

Aethylens eingeleitet zu werden. Sobald das entsprechende Enzymsystem

vorhanden ist, setzt die irreversible Welke ein.

5.5. Zum Mechanismus der Einrollbewegung

Pflanzenbewegungen werden oft durch die veränderte Turgeszenz in den Ge¬

weben bewirkt. Die Verformung von Geweben kann demnach auf drei verschie¬

dene Arten Zustandekommen.

- Eine Verstärkung des Zelldruckes auf der einen Organseite führt zu

einer einseitigen Flächenausdehnung und damit zu einer Krümmung.
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- Ein asymetrischer Turgorverlust lässt eine Gewebepartie schrumpfen,

was sich wiederum in einer Biegung ausdrücken kann.

- Ein allgemeiner Turgorwechsel kann eine Krümmung ermöglichen, so¬

fern unterschiedliche mechanische Eigenschaften der Zellwände

vorliegen.

Unsere Experimente dienten zur Klärung der Frage, ob die Einrollbewegung

der Blütenleisten von Ipomoea trioolordurch einfache Turgoränderungen

reguliert wird, wie dies von Hanson und Kende (1974) postuliert wurde.

Nach Auffassung dieser Autoren verändert das Aethylen die Permeabilität

der Tonoplasten graduell, wobei ein asymetrischer Turgorverlust in den

Leisten das Einrollen der Blüten hervorruft. Diese Vorstellung muss aber

im Lichte der vorliegenden Resultate erweitert werden. Die Experimente

mit dem Translationshemmer Cycloheximid zeigen deutlich, dass das Aethy¬

len Folgereaktionen auslöst, die ohne Proteinsynthese nicht ablaufen

können. Um die Welke einzuleiten genügt eine 30-minütige Behandlung mit

Aethylen, der die ersten Welkesymptome aber erst nach 90 bis 120 Min.

folgen. Auch nach dieser halbstündigen Induktionszeit vermag das Anti¬

biotikum die angelaufenen Prozesse aufzuhalten. Dies kann entweder an

einer sehr langsam verlaufenden Proteinsynthese liegen, die durch Cyclo¬

heximid unterbrochen wird oder an einem sehr schnellen Umtrieb von Ei-

weissen, welche im Stoffwechsel der alternden Korolle eine entscheidende

Funktion ausüben. Das Cycloheximid würde im letzteren Fall das Gleichge¬

wicht zwischen Synthese und Abbau zugunsten des Katabolismus verschieben.

Auf jeden Fall bietet die niedrige erforderliche Konzentration des Anti¬

biotikums und seine Auswaschbarkeit aus dem Gewebe Gewähr, dass während

der Zeit der Hemmung keine unspezifisch-irreversible Schädigung der Zel¬

len eintritt. Durch ähnliche Effekte an reifenden Aepfeln kamen Rhodes

et al. (1968) zum Schluss, dass sowohl Aethylen als auch RNS- und Pro¬

teinsynthese notwendig sind, um die metabolischen Differenzierungen ein¬

zuleiten, die zur Fruchtreife führen.
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Die Abhängigkeit der Einrollbewegung von pH und Temperatur des Milieus

lassen vermuten, dass Enzyme am Krümmungsprozess beteiligt sind. Wie

Wiemken et al. (1974) zeigten, werden während der Blütenwelke Zellwand-

polysaccharide mobilisiert und die freigesetzten Zucker in die Pflanze

zurückgeführt. Dafür dürften hauptsächlich Glycosidasen verantwortlich

sein, deren Wirkungsoptima im Bereich von pH 4,2 bis 5,5 liegen (Wiem¬

ken 1974). Wiemken und Wiemken (1974) konnten ebenfalls zeigen, dass

ß-Glycosidase und 6-Galactosidase während der Welke neu synthetisiert

werden. Ob das Aethylen die Synthese solcher Glycosidasen induziert,

wurde nicht untersucht. Abeles und Leather (1971) konnten indessen zei¬

gen, dass das Aethylen die Cellulaseausschüttung im Trenngewebe von

Bohnenblättern auslöst. Daneben sind weitere äthylenabhängige Enzymin¬

duktionen, z.B. im Fall von a-Amylase, ß-1,3 Glucanase, Invertase,

Pektinesterase, Polygalacturonase, Proteasen und weiteren Hydrolasen

bekannt geworden (vgl. Abeles 1972).

Experimente von Lüscher (mündliche Mitteilung 1974) scheinen zu zeigen,

dass Leistensegmente das pH der Aussenlösung zu verändern vermögen, wobei

sich zuletzt ein Wert von pH 5,5 - 5,0 einstellt. Diese Ergebnisse stehen

in Einklang mit unseren Versuchen, die zeigen, dass die Konzentration

des Puffers einen wesentlichen Einfluss auf die Einrollbewegung ausübt.

Bei relativ hoher Ionenstärke (0,01 M) können sich Segmente nur zwischen

pH 4,5 - 5,5 vollständig krümmen, während sie sich in 1 mM Puffer, wenn

auch stark verspätet, auch bei pH 6,5 und 7,5 noch einrollen. Im schwach

gepufferten Medium scheinen Leistensegmente das pH im Apoplasten auf den

für die Einrollbewegung richtigen Wert regulieren zu können. Ist hingegen

das Aussenmilieu zu stark gepuffert, so vermögen die Segmente die zur

Einrollung notwendigen Bedingungen in den Zellwänden nicht mehr herzu¬

stellen.

Johnson et al. (1974) postulierten für die Streckung von Haferkoleoptilen

eine durch Indolessigsäure ausgelöste Protonensekretion, welche in den

Apoplasten das pH gegen den für saure Zellwandglycosidasen optimalen Wert
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verschiebt. Diese Enzyme sollen angeblich an der Dehnung der Zellwände

beteiligt sein. In Anbetracht der beobachteten pH-Senkung im Medium der

sich einrollenden Leistensegmente könnte ein ähnlicher Mechanismus auch

auch bei der Ipomoea-Korolle vorliegen. Allerdings zeigten Versuche mit

Glycosidase-Inhibitoren, wie sie Evans (1974) als Gegenbeweis zur erwähn¬

ten Hypothese von Johnson et al. (1974) anführte, bei Leistensegmenten

keine eindeutigen Resultate. Obwohl y -Galactonolakton und S-Glucono-

lacton in vitro die entsprechenden Glycosidasen von Ipomoea hemmen, ver¬

mögen sie die Einrollbewegung der Segmente nicht wesentlich zu verzögern.

In diesem Zusammenhang muss aber betont werden, dass es sich bei allen

untersuchten Enzymen um Exo-Polysaccharidasen handelt. Sollten Glycosi¬

dasen beim Einrollprozess wirklich eine Rolle spielen, so kommen haupt¬

sächlich Endo-Polysaccharidasen in Frage, deren Aktivitäten bisher je¬

doch noch nicht bestimmt wurden. Den von Wiemken et al (1974) gemessenen

Exoglycosidasen käme dann die Aufgabe zu, die von den Endoenzymen zuvor

gespaltenen Zellwandpolysaccharide weiter abzubauen.

Weitere Indizien, dass während dem Einrollen der Leisten das Zellwandge¬

rüst modifiziert wird, lieferten die Extraktionsexperimente. Verschieden

stark gekrümmte Segmente entrollen sich nur wenig, wenn der Zellinhalt

mit heissem 80%-igem Aethanol herausgelöst wird. Dabei darf angenommen

werden, dass das leere Zellwandgerüst eine spannungsfreie Form einnimmt.

Da aber die Segmente (je nach Einrollgrad) nach der Aethanolextraktion

unterschiedliche Formen aufweisen, liegt die Vermutung nahe, dass die

Zellwandstruktur während dem Einrollen eine kontinuierliche Veränderung

erfährt. Es ist klar, dass solche Zellwandmodifikationen auf enzymatische

Reaktionen beruhen müssen.

Turgorveränderungen sind indessen ebenfalls am Einrollprozess beteiligt.

Dies beweisen die Plasmolyseversuche sowie die Wirkung der Detergentien.

Bei den Plasmolyseexperimenten ist die unterschiedliche Verträglichkeit

der Leisten gegenüber natürlichen Osmotika (Glucose und Sorbit) und dem

synthetischen Polyäthlenglycol bemerkenswert. Die Zellen sind im Falle
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von Glucose und Sorbit fähig, einen kurzen osmotischen Schock zu über¬

stehen, selbst im Fall von Behandlung mit 2M Lösungen. Polyäthylen-

glycol hingegen schädigt die Leisten bereits bei einer Konzentration

von 1 M irreversibel, wie das Ausfliessen der Epidermiszellen beweist.

Die Gründe dieser unterschiedlichen Reaktionen sind bisher unbekannt.

Bei der Wirkung, die eine Glucoselösung auf die Leisten ausübt, darf

wieder von der Annahme ausgegangen werden, dass die Leistensegmente, so¬

bald der Turgor der Zellen zusammenfällt, eine Form einnehmen, die nur

durch die physikalischen Eigenschaften des Zellwandgerüstes bestimmt ist.

Demnach sollten beim Ueberführen von Leistensegmenten auf 0,5 M Glucose

ähnliche Effekte auftreten wie bei der Aethanolextraktion. Die Versuche

zeigen aber, dass ein osmotischer Schock eine viel stärkere Entrollung

bewirkt als das Abtöten der Zellen. Es scheinen folglich bei der Plasmo¬

lyse noch zusätzliche Momente im Spiel zu sein, die wir vorläufig nicht

interpretieren könnnen. Andererseits zeigen die Plasmolyseversuche an

total eingerollten Segmenten, dass sich die Zellwandgerüste eingerollter

Leisten langsam in ihrer Form stabilisieren. Gewährt man eingewickelten

Leistensegmenten eine zweistündige Anpassungszeit, so öffnen sie sich

auch unter dem Einfluss von 1 molarer Glucose nicht mehr. Diese Beobach¬

tung unterstützt wiederum die Idee, dass die Dehnbarkeit des Zellwand-

gerüsts während dem Einrollen Veränderungen erfährt.

In die bisherigen Befunde reihen sich auch die Wirkungen der Detergentien

Tri ton-x-100 und SDS ein. Da ihre Einflussnahme relativ langsam eintritt,

sind die Leistensegmente in der Lage, während 80 - 100 Min. sich an die

Form anzupassen, die sie kurz vor ihrer Umsetzung auf Triton-x-100 inne¬

hatten. Dass Cytochrom c keine Wirkung ausübt muss nicht erstaunen,

wirkt doch dieses basische Protein bei Hefen auch nicht permeabilisie-

rend auf den Tonoplasten (Wiemken und Nurse 1973). Da aber der Tonoplast

als die für den Turgor wesentliche Membran anerkannt ist (Bennett-Clark

1959), wird demnach erst eine Durchlässigkeit der Vakuolenmembran einen

Druckverlust der Zellen zur Folge haben.
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Die beschriebenen Resultate und Vergleiche mit den angeführten Literatur¬

stellen scheinen mir folgende Hypothese zu rechtfertigen.

Die Einrollbewegung der Blütenleisten von Ipomoea tviaolor wird durch

zwei ineinandergreifende Prozesse bestimmt. Die treibende Kraft der

Krümmungsbewegung beruht auf einer asymetrischen Turgorverschiebung zwi¬

schen Leisteninnen und -aussenseite. Die dadurch hervorgerufene Biegung

der Leisten erzeugt im Zellwandgerüst Spannungen. Diese der Einrollbe¬

wegung entgegenwirkenden Kräfte werden nun durch ständige enzymatische

Modifizierung des Zellwandgerüstes verkleinert, was dem in den Rippen

herrschenden Zelldruck wiederum einen weiteren Krümmungsvorschub erlaubt.

Das Zusammenspiel des Turgors als Triebfeder und des enzymatischen Zell¬

wandumbaus als Widerstandverminderung ermöglicht den Leisten, sich kon¬

tinuierlich einzurollen.

Aethylen erfüllt dabei wieder die Funktion eines Starters, wobei das

Hormon eine regulatorische Schlüsselposition einnimmt. Wie Hanson und

Kende (1974) zeigten, bewirkt C„H. eine Permeabilisierung der Vakuolen,

womit Turgorunterschiede reguliert werden können. Zusätzlich konnte am

Beispiel der sauren RNase demonstriert werden, dass Aethylen auch die

Proteinsynthese beeinflusst. Dass die Synthese weiterer Proteine unter

dem Einfluss von Aethylen erfolgt, geht aus der Hemmung des Einrollpro¬

zesses durch Cycloheximid hervor. Es ist daher nicht auszuschliessen,

dass die während der Welke aktiven, auf die Zellwand einwirkenden Enzyme

ebenfalls unter der Kontrolle des Hormons stehen.

5.6. Zu den elektronenmikroskopischen Beobachtungen

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen lassen erkennen, dass die Welke

auch im ultrastrukturellen Bereich Spuren hinterlässt, die im Lichte der

vorgängig beschriebenen Hypothesen diskutiert werden können. Eine erste

Beobachtung zeigt, dass die in den Rippenspitzen reichlich vorhandene

Stärke während der Alterung abgebaut wird. Dabei wird es sich um Amylo-
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plasten handeln, die schon mit Starke beladen wurden als sich die Korolle

noch im Knospenstadium befand. Die Aussenseite der grünen Knospe wird

nur durch den Blutengrund und die Leisten gebildet, die eng aneinander

liegen und die im Innern der Knospe gefalteten, leicht verletzlichen

Interkostal fei der schützen. Wahrend der Knospenentwicklung assimilieren

die Leisten und der Blutengrund. Erst am Tag vor der Anthese wird das

Chlorophyll aus den Leisten zurückgezogen, wonach diese weiss erscheinen.

Die in den Rippen gespeicherte Starke wird wahrend der Welke mobilisiert,

was durch die elektronenmikroskopischen Bilder, sowie aus der von Winken¬

bach (1970) gemessenen gleichmassigen Abnahme des Starkegehalts in

alternden Korollen deutlich wird. Die dabei entstehenden Zucker können

entweder in den Leisten metabolisiert oder sogleich in die Pflanze trans¬

portiert werden. Wahrend des Starkeabbaus verfugen die Bluten zudem

über die Möglichkeit, die Konzentration der osmotisch wirksamen Glucose

in den Zellen zu andern. Die oben erwähnten Ergebnisse hingegen legen

nahe, dass wahrend der Einrollung der Korollen Turgorveranderungen in

den Rippen stattfinden müssen. Die Mobilisation der Starkereserve böte

eine Möglichkeit, diese Zelldruckveranderung zu regulieren.

Interessant wäre die Frage, ob die Mobilisation der Starke mit Turgor-

anderungen im Verlauf der Entfaltung der Korolle in Zusammenhang steht.

Falls in Knospen auch in den unter den Rippen liegenden Mesophyll Zellen

Starke gespeichert wäre, konnte durch einen Abbau dieser Polysaccharide

der Turgor auf der Bluteninnenseite erhöht und so die Oeffnung der Ko¬

rolle erwirkt werden. Anhaltspunkte für einen solchen Ablauf konnten

elektronenoptische Untersuchungen an Knospenrippen erbringen.

Die zweite Beobachtung betrifft die wahrend der Anthese vorhandenen Hohl¬

räume in den Zellwanden der Rippen. Das Verschwinden dieser Locher im

Verlauf der Welke erscheint nach den bisherigen Erfahrungen unlogisch,

erwartet man doch auf Grund des von Wiemken et al. (1974) festgestellten

Zellwandabbaus eher eine Zunahme dieser Zellwandaussparungen. Anderer¬

seits darf aus der Tatsache, dass diese Hohlräume am Abend nicht mehr
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erkennbar sind, nicht einfach geschlossen werden, dass sie in der Zwi¬

schenzeit durch neues Zellwandmaterial ausgefüllt wurden. Die Möglich¬

keit, dass die Rippen wahrend der Einrollbewegung den Turgor kontinuier¬

lich verstarken und die dadurch erreichte Langenzunahme der Rippen die

Leisten gegen die Trichtermitte biegt, wurde oben disktitiert. Eine sol¬

che Oberflachenerweiterung hatte in starren Zellwanden etwelche Span¬

nungen zur Folge. Haben aber die am stärksten gedehnten Zellen die Mög¬

lichkeit, die ZelIwanderweiterung durch einen Dickenverlust zu kompen¬

sieren, so konnten solche Spannungen umgangen werden. Die Vermutung liegt

daher nahe, dass die Zellwande in den Rippen wahrend der Einrollbewegung

wie ein Schwamm gebogen werden, und dadurch die vorhandenen Hohlräume zu-

sammengepresst werden. Dafür spricht, dass in den Kanten, wo drei oder

mehrere Zellen sich treffen, auch am Abend noch diese Hohlräume gefunden

werden können. Ein solches schwammartiges Gerüst erhöht zudem die

Elastizität einer mechanisch beanspruchten Konstruktion betachtlich.

Die Aufgabe der wahrend der Welke auftretenden Kanäle in den Aussenwan-

den der Rippenepidermis kann vorläufig nicht interpretiert werden. Es

scheinen aber keine definiert ausgekleideten Poren zu sein sondern in

die Zellwande eingelassene Bezirke. Wie die Arbeit von Lambertz (1954)

zeigt, tritt dieses Phänomen in den Epidermen vieler Blutenpflanzen auf.

Dabei stellt der Autor fest, dass diese "Plasmodesmen" periodisch auf¬

treten und wieder verschwinden, wobei in den Abendstunden die grosste

Häufigkeit erreicht wird. Eine solche Periodizität in den Rippen von

Ipomoea konnte aus weiteren elektronenmikroskopischen Untersuchungen

hervorgehen. Da der die Poren kennzeichnende Kontrast eine stoffliche

Grundlage haben muss, wäre ebenfalls zu untersuche, ob eventuell Zel1 -

ausscheidungen bevorzugt in solche kanalartige Gebilde ausgeführt wer¬

den. Heute kann jedenfalls noch nicht gesagt werden, ob diese "Plasmo¬

desmen" für die Transpiration, die Stoffausscheidung oder die Reiz-

physiologie von Bedeutung sind.
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Fest steht, dass das Rippengewebe im Verlauf der Welke von der Zell-

alterung, wie sie sich in Mesophyll Zeilen manifestiert, noch nicht er¬

griffen wird, auch wenn sich der grösste Teil der übrigen Blüten schon

in Auflösung befindet. Damit ist die vollständige Einrollung gewähr¬

leistet und auch der Rücktransport von Stoffen aus dem welken Organ kann

über das zentrale Leitbündel der Rippe noch lange aufrecht erhalten

werden.

Aufs Ganze gesehen darf festgehalten werden, dass sich die Welke der

Ipomoea Korollen keineswegs als der passive Alterungsvorgang darstellt,

den der naive Beobachter sich vorstellen könnte; im Gegenteil entpuppt

sich die Welke als hochkomplizierter, fein gesteuerter Lebensprozess.

Die hier aufgeführten Ergebnisse lassen erahnen, welch subtiler Regula¬

tionsmechanismus notwendig ist, um diese Differenzierung durchzuführen.

Eine zentrale Rolle kommt dabei dem Aethylen zu, das, wie unsere Expe¬

rimente zeigen, an allen untersuchten Prozessen beteiligt ist. Die Klä¬

rung der Funktion und Wirkungsweise dieses Hormons wirft viele weitere:

Fragen auf, für deren Lösung sich Ipomoea tvioolov weiterhin anbietet.
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