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Einleitung

1. EINLEITUNG

In ihrer Entwicklung reagieren Pflanzen auf die sich stdndig verandernden
Umweltbedingungen. Dabei andert sich das Expressionsmuster ihrer Gene, vermittelt durch
das Wechselspiel synergistisch und antagonistisch wirkender Hormone. Diese Hormone sind
haufig Signale der differentiellen Genexpression. Aul3er den klassischen Hormonen Auxin,
Cytokinin, Gibberellinsdure, Abscisinsdure und Ethylen werden neben weiteren organischen
Verbindungen wie z.B. Brassinoliden und Oligosacchariden (CREELMAN und MULLET,
1997b), Salicylsaure (RASKIN, 1992; GROSS und PARTHIER, 1994) und Polyaminen
(KAKKAR und RAI, 1993) auch die Jasmonate als Regulatoren endogener pflanzlicher
Wachstums- und Entwicklungsprozesse sowie als Signalmolekule in der Antwort der Pflanze
auf biotische bzw. abiotische Strel3ereignisse angesehen (PARTHIER, 1991; SEMBDNER
und PARTHIER, 1993; CREELMAN und MULLET, 1997a; WASTERNACK und
PARTHIER, 1997).

1.1. JASMONATE

Jasmonatverbindungen wurden in den 60er Jahren das erste Mal beschrieben.
Jasmonsauremethylester wurde im Ol yasminum grandiflorunh. (DEMOLE et al., 1962)

und Rosmarinus officinalid.. (CRABALONA, 1967) gefunden. Anfang der 70er Jahre
gelang ALDRIDGE et al. (1971) die Isolation der freien (-)-Jasmonsaure aus einer Kultur des
PilzesLasiodiplodia theobromae

Natdrlich auftretende Jasmonate sind (-)-Jasmonsaure (JA), (+)-7-iso-JA, deren Methylester
(JM) und Derivate (Aminosaurekonjugate der JA) (Abb.1).

Q
J— __..u\T_/\
<— Epimerisierung —p
COOH i 9 COO
CH3
R

H
CH3
R

(+)-7-iso-JA/-IM (-)-JA/-IM

Abb.1

Naturlich auftretende Jasmonate: H- Saure; CH3- Methylester; R- Aminosaurekonjugat. Die Isomere entstehen
durch Epimerisierung.

Jasmonate sind Cyclopentanonderivate. VICK und ZIMMERMANN (1984, 1987) konnten

den Biosyntheseweg der Jasmonate aufklaren (Abb.2). Der Syntheseweg beginnt unter

1
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Verwendung vome-Linolensaure (LeA). Pflanzenmembranen enthalten in ihren

Glyzerolipiden und Phospholipiden viel LA in veresterter Form.

OOH a.-Linolensaure

DS — 13(S)-Hydroperoxy-
OOH linolensaure

l Allenoxid-Synthase

o —
12,13(S)-Epoxy-9( 2),11(E),15(2)-

oktadekatriensaure

o l Allenoxid-Cyclase

12-oxo-Phytodienon-

* s&ure

Reduktase
 /

o M 3x B-Oxidation

t&)ﬁﬁ\ (+)-7-iso-Jasmonséure
Y ¥

m (-)-Jasmonsaure
3

Abb.2

Biosyntheseweg der Jasmonséure

Es wird vermutet, daf3 durch Phospholipasen LeA aus Membranen freigesetzt wird und so fur
die Synthese von JA zur Verfugung steht (FARMER und RYAN, 1992). Durch eine
Lipoxygenase (LOX) wird LeA in 13-Hydroperoxylinolensaure umgewandelt. Diese
Hydroperoxyverbindung ist Substrat einer Allenoxidsynthase, deren Produkt anschlieRend
durch eine Allenoxidcyclase zu 12-oxo-Phytodienonsaure umgesetzt wird. Durch Reduktion
und dreimalige3-Oxidation entsteht die instabile (+)-7-iso-JA, die zur stabilen Form (-)-JA
epimerisiert wird (s. Abb.1).

(-)-JA kann zu ihren Methylestern und zahlreichen Konjugaten, wie Aminosaurekonjugaten,

umgesetzt werden. Viele dieser Verbindungen sind auch biologisch aktiv (Ubersicht bei
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CREELMAN und MULLET, 1997a; WASTERNACK, 1999). In hdéheren Pflanzen werden
Jasmonate vorrangig durch Hydroxylierung, Glykosylierung, Konjugatbildung mit
Aminosauren, oder Veresterung metabolisiert (SEMBDNER und PARTHIER, 1993;
SEMBDNER et al., 1994; KLECZKOWSKI und SCHELL, 1995).

Wird im weiteren Text von Jasmonaten gesprochen, sind unter diesem Begriff Jasmonsaure,
ihre Methylester und Aminosaurekonjugate zusammengefal3t.

Jasmonate werden in Algen, Pilzen, Farnen, Gymnospermen und Angiospermen synthetisiert
(UEDA et al.,, 1991a, 1991b ; MIERSCH et al., 1986, 1987; UEDA und KATO, 1980;
MEYER et al, 1984; DATHE et al.,, 1981; YAMANE et al., 1981). Der endogene
Jasmonatlevel variiert in  Abhangigkeit vom Gewebe- bzw. Zelltyp, dem
Entwicklungsstadium und den auf die Pflanze einwirkenden biotischen und abiotischen
Umweltreizen (Ubersicht bei CREELMAN und MULLET, 1995; 1997a).

Wahrend Uber das Auftreten von Jasmonaten als Signal viele Daten vorliegen, ist nichts
dariiber bekannt, wie dieses Signal wieder abgestellt wird. Ein zeitlich und 6rtlich begrenztes
Auftreten von JA kénnte durch ,Abtransport® vom Wirkort (PARCHMANN et al., 1997),
Kompartimentierung (HARMS et al, 1995), Inaktivierung (MUELLER und
BRODSCHELM, 1994; SEMBDNER et al., 1994) oder Abbau (KOCH et al., 1997)
entstehen. Koch et al. konnten kirzlich einen Abbau von JA zu biologisch inaktivem Jasmon

nachweisen.

1.2. JASMONATWIRKUNG

In den 80er Jahren wurde gezeigt, dal3 Jasmonate pflanzliche Wachstumsprozesse hemmen
(YAMANE et al., 1981; DATHE et al., 1981) und Blattseneszenzsymptome auslésen (UEDA
und KATO 1980). Jasmonate wurden als im Pflanzenreich ubiquitar verbreitet erkannt
(YAMANE et al., 1981; MEYER et al., 1984; MIERSCH et al., 1986; UEDA et al, 1991a,
1991b, NETO et al. 1991; CREELMAN et al., 1992; MIERSCH et al., 1992).

Die Wirkung von Jasmonaten wurde meist durch Applikation an Pflanzen oder Pflanzenteilen
untersucht (Ubersicht bei SEMBDNER und PARTHIER, 1993). Dabei beobachtete man
inhibierende und stimulierende Wirkungen sowohl auf Prozesse der Pflanzenentwicklung und

des Wachstums (1.2.1.) als auch auf biotische und abiotische Strel3ereignisse (1.2.2.).
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1.2.1. Einflu von Jasmonaten auf Entwicklungs- und Wachstumsprozesse von

Pflanzen

Jasmonate konnen Prozesse wie 1) Keimung, 2) Wurzel- und Sprof3wachstum, 3)
Morphogenese, 4) Bliten- und Fruchtentwicklung, 5) Speicherung von Kohlenstoff- und

Stickstoffreserven oder 6) Seneszenz beeinflussen.

1) Die Samenkeimung wird in verschiedenen Pflanzenfamilien entweder inhibiert
(YAMANE et al.,, 1981; SEMBDNER UND GROSS, 1986), bleibt unbeeinflut oder wird
stimuliert (DALETSKAYA und SEMBDNER, 1989; RANJAN und LEWAK, 1992). Es
wurde festgestellt, daf3 die Keimung nicht ruhender Samen inhibiert und die ruhender Samen
stimuliert wird. 10 bis 20 h nach Samenquellung konnte in Sojabohnen- (CREELMAN und
MULLET, 1995) und Gerstenkeimlingen (HAUSE et al.,, 1996) ein Jasmonat-Anstieg
beobachtet werden. Mdglicherweise haben Jasmonate eine Funktion bei der Mobilisierung der

Samenspeicherstoffe.

2) Auf die Auxin-induzierte Koleoptilenelongation des Hafers (UEDA et al., 1995) und
das Wachstum von Wurzeln (STASWICK et al., 1992; BERGER et al., 1995) Glben Jasmonate
eine hemmende Wirkung aus. Die Abszission von Blattern wird gefordert (UEDA et al.,
1991c). Der wachstumsinhibierende Effekt bei beiden Ereignissen beruht auf der Hemmung
der Synthese von Zellwandpolysacchariden (MIYAMOTO et al., 1997). Beim Blattfall konnte
zudem eine Stimulation des Abbaus von Polysacchariden der Zellwand durch JA-aktivierte
Zellulasen nachgewiesen werden (MIYAMOTO et al., 1997).

3) An morphogenetischen Ereignissen wie der Bildung von Speicherknollen bei Kartoffel
und SuRkartoffel, Zwiebelbildung bei Zwiebel und Knoblauch oder der Rankenkrimmung
von Bryonia dioica sind Jasmonate beteiligt (Ubersicht bei KODA, 1997). Zur
Knollenbildung der Kartoffel sind Kurztagbedingungen und induzierende Verbindungen
notwendig. Tuberonsaure und ihre BEB-Glukoside wurden als die Knollenbildung
initierende Verbindungen in Kartoffelblattern identifiziert. Die chemische Struktur von
Tuberonsaure ist der von JA sehr ahnlich. Es konnte gezeigt werden, dalR JA und ihre

Methylesterin vitro eine stark induzierende Wirkung auf die Knollenbildung der Kartoffel
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haben. Der tatsachliche Effekt von JA auf die Knollenbildimgivo bedarf aber noch der
Klarung.

In den Prozel3 der Rankenkrimmung sind ebenfalls Jasmonate als Signalmolekile involviert
(FALKENSTEIN et al., 1991, WEILER et al., 1993). Nach mechanischer Stimulation der
Ranken von Bryonia dioica steigen Jasmonate und insbesondere PDA (12-oxo-
Phytodienonsaure), eine Vorlauferverbindung von JA, an. Wegen dieser zeitlichen
Korrelation von PDA-Anstieg und dem Grad der Rankenkrimmung, wird PDA als

vorrangiges Signal der Rankenkrimmung angesehen (STELMACH et al., 1998).

4) In reproduzierenden Geweben der Pflanze wurden besonders hohe Jasmonatgehalte
gemessen (MEYER et al., 1984; CREELMAN und MULLET, 1995), was einen Einflu3 auf
Bluten-, Frucht- und Samenbildung vermuten Iaf3t.

Der Einflul von Jasmonaten auf die Bliutenentwicklung wurde mittels Mutanten naher
charakterisiert. Die Mutante fad3-2fad7-2fad8 (Arabidopsis) kann keine JA bilden, da die zur
Synthese notwendige AusgangsverbindungLinolensdure durch Defekt vomnm-3-
Desaturasen nicht gebildet werden kann (McCONN und BROWSE, 1996). Die Folge ist
mannliche Sterilitat der Bliten und die Unféahigkeit lebensfahige Pollen freizusetzen. Diese
Wirkung ist durch exogene Applikation von JA aufhebbar. Eine andere Mutante von
Arabidopsis.coil, ist JA-insensitiv und bildet ebenfalls méannlich sterile Bliten aus (FEYS et
al., 1994).

Prozesse wie Reifung, Karotenoidsynthese oder Expression von Speicherproteinen sind
wahrend der Fruchtentwicklung durch Jasmonate modulierbar. Die Stimulation der
Fruchtreifung von Tomaten und Apfeln erfolgt tiber die Aktivierung des Ethylen-bildenden
Enzyms (EFE) durch Jasmonate und damit der Bildung von Ethylen (CZAPSKI et al., 1992).
Die Applikation von JA an Tomatenfriichte stimuliert die Karotenoidsynthese (SANIEWSKI
und CZAPSKI, 1983). In Bluten und sich entwickelnden Friichten zeigen jasmonatresponsive
vegetative Speicherproteine (VSPs von Sojabohne und Arabidopsis) eine hohe
Expressionsrate (BERGER et al., 1995; STASWICK, 1989).

5) Viele Samenspeicherproteine wie Napin oder Cruciferin (WILEN et al., 1991) und
vegetative Speicherproteine (VSPs) wie Patatin, Sporaming\U®E 3 oder Lipoxygenasen
(STASWICK, 1994) sind durch Jasmonate induzierbar. VSPs kdnnen zu Zeiten grol3erer
Kohlenstoff- und Stickstoffverfligbarkeit in vegetativen Geweben und wahrend der

Samenentwicklung akkumulieren. Einigen dieser Proteine konnte neben der Speicherfunktion

5
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als C- und N-Reserve auch eine Enzymfunktion zugeordnet werden z.B. Patatin als
Lipidacylhydrolase und VSP und B als saure Phosphatasen. Diese doppelte Funktion
unterliegt einer komplexen Regulation durch JA, externe Reize wie Verwundung, Zucker,
Licht, Phosphat und einer Abhangigkeit von der Entwicklung der Pflanze (MASON und
MULLET, 1990; BERGER et al.,, 1995; CREELMAN und MULLET, 1997a,b). VSPs
scheinen Teil eines ,sink/source*-Systems zu sein, wobei Zucker als Sensor und Jasmonat als
Regulator fungiert. Diese Annahme wird durch die Anwesenheit von Promoterelementen
sowohl fur Glukose als auch fur JA in VSP-Genen unterstitzt (KIM et al., 1992; MASON et
al., 1993).

6) Die Applikation von Jasmonaten an Blattern fihrt zum Verlust von Chlorophyll,
gestdrten Thylakoidmembranen sowie einer Abnahme von Proteinen, die in den Prozel3 der
Photosynthese integriert sind (WEIDHASE et al., 1987b; PARTHIER, 1990; HAUSE et al.,
1994, ROLOFF et al., 1994). Diese Fakten fiihrten zu der Annahme, dal3 Jasmonate eine Rolle
in der Seneszenz photosynthetischer Gewebe spielen. Eine Analyse der endogenen
Jasmonatgehalte in seneszierenden Blattern wurde bisher nicht durchgefuhrt. Die Frage nach
der Mitwirkung von Jasmonaten bei der im Entwicklungsverlauf einer Pflanze natirlich
auftretenden Seneszenz bleibt aus diesem Grund noch zu klaren.

Die nach Jasmonatapplikation an Blattern auftretenden seneszenzartigen Symptome kdnnten
auf eine von Creelman und Mullet (1997a) postulierten Rolle von Jasmonaten im
Zusammenhang mit hohen Jasmonatgehalten in Zellteilungszonen, jungen Blattern und
reproduzierenden Organen stehen. In diesen Bereichen besteht eine starke
Zellteilungsaktivitat und dadurch ein erhéhter Bedarf an Nahrstoffen. Jasmonate kénnten hier
Signalfunktion zur Verringerung bzw. Hemmung der Synthese von Proteinen fir die
Photosynthese besitzen, um ein Bereitstellen von N&hrstoffreserven fir Wachstumsprozesse

zu gewabhrleisten.

1.2.2. Einfluf3 von Jasmonaten bei biotischen und abiotischen Strel3ereignissen

Jasmonate spielen als Signalmolekile bei den Abwehrreaktionen von Pflanzen nach
abiotischen oder biotischen StreR3faktoren eine grof3e Rolle.

Abiotische Strel3ereignisse wie etwa osmotischer Stre3 (LEHMANN et al., 1995),

Trockenstre3 (REINBOTHE et al., 1992b), mechanischer Stre (WEILER et al., 1994),
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Hitzestrel3 (HERDE et al., 1996) kbnnen Uber einen endogenen Anstieg von Jasmonaten eine
veranderte Genexpression auslésen.

Zum Schutz vor UV-Licht oder hoher Lichtintensitat kbnnen Jasmonate zur Synthese von
Anthozyanen in der Pflanze fihren. So konnte nach JM-Behandlung nur in unter Licht
gewachsenen Sojabohnenkeimlingen eine Akkumulation von Anthozyan nachgewiesen
werden (FRANCESCHI und GRIMES, 1991).

Im gesamten Zeitraum der Entwicklung einer Pflanze besteht die Gefahr, dal3 sie durch
Verwundung, z.B. bei Insektenbefall, oder andere Ereignisse wie Pathogenbefall geschadigt
wird (biotische Strel3faktoren). Die Pflanze wehrt sich durch die Synthese von Proteinen
(Proteinaseinhibitoren, Thionine, Defensine), die ihren Abwehrstatus erh6hen
(,i/mmunantwort” der Pflanze) bzw. Bildung toxischer Verbindungen (Phytoalexine,
Alkaloide, Flavonoide) vermittelt durch Jasmonate.

Insbesondere die Rolle der Jasmonate in der Antwort der Pflanze auf Verwundung ist
detailliert untersucht. Die Expression der Gene, die fur Proteinaseinhibitoren (pin) codieren,
wird am Ende einer durch Verwundung ausgelosten Signalkaskade induziert, in der JA ein
zentrales Element ist (RYAN, 1992; SCHALLER und RYAN, 1995). In Tomate und
Sojabohne akkumulieren nach Verwundung Jasmonate (CREELMAN et al., 1992; PENA-
CORTES et al., 1995; CONCONI et al., 1996). Exogen applizietteolensaure, PDA oder

JA induzieren in Tomate die pin2-Expression als Wundantwort, (Proteinaseinhibitor II)
(FARMER und RYAN, 1992; PENA-CORTES et al., 1996). Die Antwort kann sich lokal im
betroffenen Blatt als auch systemisch zeigen. Die lokale Antwort in Tomate wird Gber einen
endogenen Anstieg von Jasmonaten vermittelt (PENA-CORTES et al, 1995). Die
systemische Antwort beginnt mit einem Peptid, das als Systemin bezeichnet wurde (PEARCE
et al., 1991). Systemin wird am Ort der Verwundung aus dem Propeptid Prosystemin gebildet
und Uber das Phloem weitertransportiert (NARVAEZ-VASQUEZ et al., 1995). Uber einen
Anstieg von Jasmonaten erfolgt dann ebenfalls wie bei der lokalen Antwort die pin2
Expression.

Anders als bei Verwundung wird die Wirkung von Jasmonaten nach Pathogenbefall
kontrovers diskutiert. Flr eine bedeutende Rolle von Jasmonaten als Signalmolekile in der
Pflanze-Pathogen-Beziehung sprechen folgende Daten: Elizitierung von pflanzlichen
Zellkulturen fuhrt zu einem transienten Anstieg von JA verbunden mit der Expression von
Phytoalexinen (GUNDLACH et al., 1992). Proteine mit Aktivitaten, die sich gegen Pathogene

richten wie Thionine, Defensine oder Lipoxygenasen, sind durch JA induzierbar
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(ANDRESEN et al., 1992; PENNINCKX et al., 1996; ROSAHL, 1996). Eine Vorbehandlung
mit JA fihrt in Tomate und Kartoffel zu lokalem und systemischem Schutz gegen
Phytophtora infestan@€COHEN et al., 1993).

Trotz dieser eindeutigen Belege fir eine Funktion von Jasmonaten bei der Antwort der
Pflanze auf Pathogenangriffe sprechen besonders in monokotylen Pflanzen einige Fakten
gegen die generelle Signalwirkung dieser Verbindungen in der Interaktion zwischen Pflanze
und Pathogen. In der homologen rassenspezifischen Interaktion von Gerste mit Mehltau
(Erysiphe graminisf. sp. horde) konnte keine Rolle fir JA in chemisch induzierten oder
genetischen Resistenzmechanismen gefunden werden (KOGEL et al., 1995; HAUSE et al.
1997). Des weiteren konnte in Reis und Mais die JA-unabhdngige Expression von
normalerweise JA-responsiven PR-Proteinpatt{ogenesigelated) nachgewiesen werden
(SCHWEIZER et al., 1997; CORDERO et al., 1994).

1.3. JASMONATINDUZIERTE ANDERUNGEN DER GENEXPRESSION

Jasmonate sind Signale von Genexpressionsanderungen. Diese Anderungen konnen
Repressions- und/oder Induktionsereignisse beeinhalten.

Die wenigen bisher identifizierten Proteine, deren Synthese nach exogener
Jasmonatapplikation bzw. ansteigendem endogenen Jasmonatgehalt einer Repression
unterliegen, sind Chloroplastenproteine (REINBOTHE et al., 1994a). So fuhrt Jasmonatgabe
an Gerstenblattern zur Verminderung bis Stop der Translation bestimmter "housekeeping’-
Proteine, wahrend die Transkriptionsprodukte nur geringfligig weniger oder unverandert
nachweisbar sind (MULLER-URI et al., 1988). Dem entspricht eine starke Abnahme der
RuBPCase-Proteinmenge (ROLOFF et al., 1994). REINBOTHE et al. (1993a) konnte fur die
Transkripte der groRen Untereinheit der RuBPCase eine Verlangerung der 5 -untranslatierten
Region um 35 bp nachweisen. Dies fiihrte zu der Hypothese, dal? alternatives Spleil3en der
pra-mRNA zu einer veranderten Bindung der Transkripte an den Ribosomen fiihrt, in dessen
Folge die Proteinsynthese vermindert ablauft. Auch die Rate der Translationsinitiation anderer
Transkripte wie z.B. fur die kleine Untereinheit der RuBPCase oder Chlorophyll a/b bindende
Proteine des “light harvesting complex”, wurde durch JA-Behandlung erniedrigt
(REINBOTHE et al., 1993b, 1993c). Gorschen et al. (1997a) konnte in transgenem Tabak

nachweisen, dal3 das Genprodukt des eingebrachten jasmonatresponsiven Genes aus del
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Gerste (JIP60, jasmonatinduziertes Protein) eine hemmende Wirkung auf die Elongation der

Translation spezieller mMRNAs hat.

Herausragendes Merkmal von Jasmonatwirkungen ist die positive Kontrolle der
Genexpression. Jasmonatapplikation fihrt in vielen Pflanzenarten zur Neusynthese
spezifischer Proteine. Eine grof3e Zahl von jasmonatresponsiven Genen und/oder deren
Genprodukten, denasmonanduzierbarenProteinen (JIPs) wurden bisher isoliert und
identifiziert (Ubersichten bei SEMBDNER und PARTHIER, 1993; CREELMAN und
MULLET, 1997a; WASTERNACK, 1999). Die Genprodukte kdnnen klassifiziert werden in
solche, die bei der vegetativen Speicherung und der Embryogenese involviert sind und solche,
die eine Rolle bei Abwehrreaktionen der Pflanze haben.

Zur ersten Gruppe gehdren vegetative Speicherproteine (STASWICK, 1994; MASON und
MULLET, 1990; BERGER et al., 1995), Samenspeicherproteine wie Napin und Cruciferin
(WILEN et al., 1991) und mRNAs fur LEA-&hnliche Proteiteté-embryogenesisbundant,
REINBOTHE et al., 1992a).

Zur zweiten Gruppe zahlen Proteinaseinhibitoren (KOIWA et al.,, 1997), Thionine
(ANDRESEN et al., 1992; EPPLE et al., 1995), Zellwandproteine (CREELMAN et al., 1992),
Ribosomen inaktivierende Proteine (CHAUDHRY et al., 1994; REINBOTHE et al., 1994b;
GORSCHEN et al., 1997a), Enzyme der JA-Biosynthese (BELL und MULLET, 1993; HEITZ

et al., 1997; ROYO et al., 1996; FEUSSNER et al., 1995, LAUDERT et al., 1996), Enzyme
der Phytoalexinsynthese wie Phenylalaninammoniumlyase, Chalconsynthase, 4-
Coumarat:CoA Ligase (BLECHERT et al.,, 1995; GUNDLACH et al., 1992; DITTRICH et
al., 1992).

Identifiziert wurden viele der aufgeflhrten Proteine in Pflanzen oder Pflanzenteilen, die einer
exogenen Applikation mit Jasmonaten unterzogen wurden. Induktoren der Genexpression
solcher Proteine kdnnen aber auch Ereignisse wie Verwundung, osmotischer Stref3 oder
Elizitierung sein. Gleichzeitig wurde dann ein endogener Anstieg des Jasmonatgehaltes
(Neusynthese von Jasmonaten) gemessen, der mit der Genexpression korrelierbar ist (z.B.
PENA-CORTES et al., 1995; LEHMANN et al., 1995, GUNDLACH et al.,, 1992). Die
Signalkette fuihrt vereinfacht dargestellt vom &ufR3eren Reiz Uber Jasmonate als Signalmolekule

bis zur Genexpressionsanderung.
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Allerdings wurden auch Belege dafur gefunden, dal3 JA-induzierbare Gene nach Einwirkung
von StrelR3faktoren exprimiert werden, ohne dal3 ein endogener Anstieg von JA erfolgt
(BUNKER et al., 1995; SCHWEIZER et al.,, 1997). Nicht alle JA-responsiven Gene sind
sowohl durch exogene Applikation als auch durch einen endogenen Anstieg von Jasmonaten
induzierbar. Die Gengg5, 10und12 bzw. das Gen fir eine Lipoxygenase aus Gerste werden

nur durch exogenes Jasmonat als Signal induziert (LEE et al., 1996; VOROS et al., 1998).
Diese Befunde weisen auf unterschiedliche Signalwege fiir exogene und endogene Jasmonate
bzw. verschiedene Strel3faktoren hin und bedurfen weiterer Untersuchungen.

Das Ende der Signalkaskade flir Jasmonate stellen die Promotoren der jasmonatresponsiven
Gene dar. Durch Promoteranalysen verschiedener JA-induzierbarer Gene wurden Sequenzen
ermittelt, die fur die JA-Responsivitat verantwortlich sind. So wurde in der Sojabohne eine G-
Box im Promoter des Genes fur Proteinaseinhibitor Il aus Tomate und flr das vegetative
Speicherprotein B aus Sojabohne (KIM et al., 1992; MASON et al., 1993) und palindrome
Sequenzen im Cathepsin D Inhibitor-Promoter aus Tabak (ISHIKAWA et al., 1994) oder
LOX1-Promoter aus Gerste (ROUSTER et al., 1997) identifiziert. Diese Sequenzen sind fur
die JA-Responsivitat notwendig, aber nicht hinreichend. Neben vermuteten trans-agierenden
Faktoren wurden in einigen Promotoren cis-Elemente entdeckt, die z.B. eine Induktion durch
Zucker (KIM et al., 1992; MASON et al, 1993), Entwicklung (KEIL et al., 1989;
LORBERTH et al.,, 1992) oder Verwundung (KEIL et al., 1989; PALM et al., 1990;
THIPYAPONG und STEFFENS, 1997) vermitteln konnen.

1.4. JASMONATINDUZIERTE PROTEINE DER GERSTE

In unserer Arbeitsgruppe wurden die meisten Untersuchungen im Hinblick auf
Jasmonatwirkung und Genexpressionsanderungen mit der Gerstergegtim vulgard.. cv.
Salome durchgefiihrt. Phanotypisches Merkmal einer JA- bzw. JM-Applikation an
Gerstenblattern ist eine Blattvergilbung, die schon nach 24 h Inkubation erkennbar ist. Die
Blatter verloren auRerdem ihre Turgeszenz. Diese Merkmale verstarken sich mit der
Inkubationsdauer und werden dann irreversibel.

Die Jasmonatapplikation induziert die Expression spezifischer Gene und fuhrtdesrmwve
Synthese dejasmonanduziertenProteine (JIPs) mit den Molekulargewichten von 6 kDa,
10/12 kDa, 23 kDa, 30 kDa, 37 kDa, 52 kDa, 60 kDa, 88 kDa, 92 kDa, 98 kDa und 100 kDa
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(WEIDHASE et al., 1987a; MULLER-URI et al., 1988; PARTHIER, 1991; ANDRESEN et
al.,, 1992; REINBOTHE et al., 1992b; HAUSE et al., 1994; FEURNER et al., 1995). Auch
andere Induktoren wie Trockenheit, verschiedene Zucker oder ABA fiihren Uber einen
endogenen Anstieg von Jasmonaten zur Akkumulation dieser Proteine im Gerstenblatt.

Die Proteine mit den molekularen Massen von 23 kDa, 37 kDa und 60 kDa akkumulieren am
starksten. Sie sind immunologisch untereinander nicht kreuzreaktiv (HERRMANN et al.,
1989). Mit Hilfe monospezifischer, polyklonaler Antikbrper gegen die abundantesten JIPs aus
Gerste Hordeum vulgare wurde gezeigt, da’ die auch in vielen anderen Pflanzenfamilien
nach Jasmonatapplikation auftretenden Proteine immunologisch nicht in Beziehung zu den
JIPs der Gerste stehen (HERRMANN et al., 1989).

Jasmonatinduzierte Proteine der Gerste sind kerncodiert und werden an cytoplasmatischen
Ribosomen synthetisiert (WEIDHASE et al, 1987a). Die JIPs unterliegen einer
unterschiedlichen Syntheserate und Akkumulation (MULLER-URI et al., 1988). Es finden,
wenn Uberhaupt, dann nur kleine posttranslationale Modifikationen statt, die die Proteingrof3e
nicht betreffen. Der Vergleich voin vivo markierten undn vitro translatierten JIPs zeigte
identische Positionen im Polyacrylamidgel (MUELLER-URI et al., 1988).

Bisher konnten fir finf JIPs cDNA-Klone durch differentielles "screening” von cDNA-
Banken, die aus jasmonatbehandelten bzw. dunkelgelagerten Gerstenblattern fir JIP60
hergestellt wurden, isoliert werden (JIP6, JIP23, JIP37, JIP60, JIP100, s. Tab.1).

Funktionen sind nur fur einige JIPs bekannt. JIP6 wurde Uber Sequenzhomologien als
Blatthionin (ANDRESEN et al., 1992) identifiziert.

Die Funktion von JIP37 ist noch nicht geklart. Kirzlich konnte aber eine Sequenzhomologie
zu einer Phytase festgestellt werden (MAUGENESTet al., 1997).

Funktionelle Analysen mit JIP60 ergaben, das dieses Protein eine neue Form eines
ribosomeninaktivierenden Proteins (RIP) ist, das eine regulative Rolle wahrend der
Proteinsynthese als Antwort auf Strel3bedingungen vermittelt durch Jasmonate hat
(CHAUDHRY et al., 1994, REINBOTHE et al., 94b, GORSCHEN et al., 1997a). Lokalisiert
ist JIP60 im Zytoplasma und im Zellkern (HAUSE et al., 1994).

Die Proteine mit den molekularen Massen von 92, 98 und 100 kDa wurden immunologisch
als Lipoxygenasen (LOX, FEURBNER et al., 1995) identifiziert. LOX-92 und LOX-100 sind in
den Chloroplasten lokalisiert. Fir LOX-100 konnte eine cDNA isoliert werden, die in E.coli
Uberexprimiert wurde. Diese rekombinante Lipoxygenase wurde als 13-LOX charakterisiert
(VOROS et al., 1998). Die Autoren diskutieren fur LOX-100 eine Funktion in der

Jasmonatbiosynthese  ebenso  wie  die Degradation  von chloroplastidaren
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Membranbestandteilen wahrend phanotypisch seneszenzahnlichen Symptomen, die wéahrend
einer JM-Behandlung auftreten.

Die abundanten JIPs werden sowohl nach JA- als auch ABA-Applikation exprimiert. Um die
Signhalwege von JA und ABA voneinander abkoppeln zu kénnen, wurden in unserer
Arbeitsgruppe mit Hilfe der Methode des "differential display” Gene identifiziert, die nur
nach JA-Applikation induziert werden. Diese Gene, plgss (asmonategulierte Gene,

Tab.1), werden nach JA-Applikation nur auf einem geringen Level exprimiert (LEE et al.,
1996).

Nach Jasmonatapplikation am Gerstenblatt akkumuliert JIP23 am starksten (WEIDHASE et
al., 1987a). Bisher konnte keine Homologie zu Proteinen mit bekannter Funktion gefunden
werden. Es besteht allerdings eine Homologie zu einem Proteiritapiex canescens
dessen Funktion aber unbekannt ist. Das Gen fir dieses Protein wird durch Wassermangel
induziert (CAIRNEY et al.,, 1995). Aus jasmonatbehandelten Blattern des Gerstenkultivars
Carina konnte ein cDNA-Klon isoliert werden, der 923 bp und einen ORF fur ein 23 kDa
grol3es Translationsprodukt umfal3t (ANDRESEN et al., 1992).

JIP23 akkumuliert im JM-behandelten Gerstenblatt bis zu 25% der Gesamtproteinmenge
(ROLOFF et al., 1994). Es ist im Zytoplasma, in der Vakuole, den Peroxisomen und bis zu
einer Inkubationsdauer von 35 h auch im granuldaren Bereich des Zellkerns lokalisiert
(HAUSE et al., 1994; HAUSE, personl. Mitteilung). Dureh situ Hybridisierung wurde
gezeigt, dall die Genexpression nach JM-Applikation in allen lebenden Zellen des
Gerstenblattes stattfindet (RICHWIEN, 1993). In 48h JM-inkubierten Gerstenblattern konnte
JIP23 immunzytologisch in den Epidermiszellen, den Mesophylizellen (HAUSE et al., 1997)
und Zellen des Phloems (HAUSE, personl. Mitteilung) nachgewiesen werden.

Induziert wird die JIP23-Genexpression im Gerstenblatt nicht nur nach Applikation von
Jasmonaten sondern auch ABA, Trockenstre3 (REINBOTHE et al., 1992b), verschiedenen
Zuckern bzw. Zuckeralkoholen (Glukose, Sorbitol, Polyethylenglykol u.a.). Die
Genexpression korreliert dabei immer mit einem endogenen Anstieg von Jasmonaten
(LEHMANN et al., 1995). Es erfolgt keine Induktion nach ebenfalls osmotisch wirkender
NaCl-Applikation (kein endogener JA-Anstieg, LEHMANN et al., 1995), Verwundung oder
Pathogenbefall (KOGEL et al., 1995; HAUSE et al., 1997).

12
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21—?

1995;

Protein/cDNA | Induktion durch: [Proteinfunktion Zitat

JIP6 JA, ABA, Sorbitol| Blatthionin Andresen et al., 199
Trockenstrel3,

Verwundung,

JIP23 JA, ABA, Sorbitol,Unbekannt Andresen et al., 19
Trockenstrel3, Hause et al., 199
verschiedene Gorschen et al
Zucker 1997b

JIP37 JA, ABA | Homologie zu Phytase Leopold et al., 14
Trockenstrel3, und 1996, Maugene
verschiedene et al., 1997
Zucker

JIP60 JA, ABA Ribosomeninaktivierendes |Becker und Ape

Protein (RIP) 1992; Chaudhry ¢
al., 1994; Gorschen
al.,, 1997a

JIP100 exogene JA Lipoxygenase (LOX2-Typ) Feussner et al.,

Voros et al., 1998

jrgl JA Unbekannt Lee et al., 1996

jrgs exogene JA Kaffeoyl-O-Methyltransferase Lee et al., 1997

jrg10 JA Homologie zlLee et al., 1996

Chalconsynthase
jrgl2 JA Unbekannt Lee et al., 1996

Tab.1:JIPs undrgs der Gerste

1.5. ZIEL DER ARBEIT

Bisherige Untersuchungen zur

ausschlieBlich auf die Induzierbarkeit durch exogen appliziertes Jasmonat bzw. ABA oder
durch aulR3ere StreReinwirkungen wie etwa Trockenstref3 und osmotischer Strel3. Mehrfach (s.
oben) war jedoch zumindest phanotypisch/physiologisch eine Rolle von JA auf Wachstums-

und Entwicklungsprozesse beobachtet worden ohne molekulare Erklarung. Eine molekulare

Expression der JIP-Gene
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Analyse der Jasmonatwirkung in der Entwicklung der Gerste wurde deshalb eine notwendige
Aufgabe. Diesem Problem widmet sich die vorliegende Arbeit unter Nutzung von JIP23 als
Reporterprotein.

Eine Mdglichkeit die Funktion von JIP23 unter abiotischen Strel3 zu analysieren, ist die
heterologe bzw. homologe Transformation mit einem JIP23-Gen. Die heterologe
Transformation wurde in unserer Arbeitgruppe paralell zu der in dieser Arbeit dargestellten
Analysestrategie im Tabaksystem vorgenommen. Dabei wurden phéanotypisch und
biochemische Folgen einer JIP23-Uberexpression analysiert (GORSCHEN et al., 1997b).
Trotz jahrelanger Bemihungen standen erst nach Beginn meiner Untersuchungen
erfolgversprechende Protokolle zur Gerstentransformation zur Verfligung und werden z.Zt. in
unserer Arbeitsgruppe u. a. fur die Funktionsanalyse von JIP23 angewendet.

Die hier gewahlte Strategie beinhaltet die Analyse dgr-Expression in der
Gerstenentwicklung mittels Northern-Hybridisierung und immunologisch an Westernblots
bzw. durch in situHybridisierung und immunzytologisch an Geweben. Das
Expressionsmuster des Reportergens sollte so zeitlich und ortlich verfolgt werden.
Gleichzeitig sollten Jasmonatbestimmungen durchgefiihrt werden, um den Einflul der
auftretenden endogenen Jasmonatmenge auf die Jasmonatwirkung (Expression des
Reportergens) zu studieren und so bei bestehendem Zusammenhang eine
Jasmonatmengenkorrelation aufstellen zu kénnen.

Da uUber Sequenzvergleiche in Datenbanken JIP23 keine Funktion zuzuordnen ist, sollte durch
Auffinden einer zeitlich und ortlich spezifischen Expression und dem Untersuchen der
Kompartimentierung der Isoformen dieses Proteins ein Zugang zur Klarung der Funktion

gefunden werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. MATERIALIEN
2.1.1. Pflanzenmaterial

Alle Experimente wurden mit Pflanzenmaterial der Sommergerste Kultivar Sattonge(im
vulgareL. cv.Salome) durchgefihrt. Die Anzucht von 6 - 7 Tage bzw. mehrere Wochen alten
Pflanzen erfolgte in Erde unter Gewéchshausbedingungen mit DauerlichtE308 s?) bei

24°C und einer relativen Luftfeuchte von 60%. Bis zu 3 Tage alte Keimpflanzen wurden durch
Auslegen von Gerstensamen (Karyopse und Spelzen zusammen) auf feuchtem Filterpapier (2
Lagen) in Petrischalen, die mit Aluminiumfolie abgedunkelt wurden, I5€ 2dgezogen.

Als andere Gerstensorten bzw. Getreidearten kamen Sommerdgtrsieum vulgarel. cv.

Gerbel, Sommerweizefriticum aestivuncv. Hatri und Sommerroggefecale cerealev.

Petka zur Anwendung.

2.1.2. Inkubationslésungen

Blattsegmente von 7 Tage alten Pflanzen oder Keimlinge (bis zu 3 Tagen alt) wurden fir
definierte Zeiten in Glasschalen bei RT (Blattsegmente unter Dauerlicht, Keimlinge auf
durchtranktem Zellstoff und abgedunkelten Glasschalen) auf folgenden Lésungen inkubiert:

45 uM (+)-Jasmonsauremethylester (JM; Firmenich SA, Genf, Schweiz)

90 uM (+)-Abscisinsaure (ABA; Serva, Heidelberg)

100uM Tetcyclacis (BASF, Dr. W. Rademacher, Limburger Hof)

2.1.3. Bakterienstamme, Plasmide

Zur Plasmidamplifikation wurde der Stamm DiHFHANAHAN, 1985) des Bakteriums
Escherichia colverwendet.

Folgende rekombinante Plasmide kamen zur Anwendung:

Klonbezeichnung Insert Referenz

pHvJ3015 CDNA, fur JIP23 codierend ANDRESEN et 8992
pHVJS37 CDNA, fur JIP37 codierend LEOPOLD et al., 1996
pHvJ611 CDNA, fur JIP60 codierend BECKER und APEL, 1992

2.1.4. Nahrmedien und Antibiotika

LB-Medium: 1% Bacto-Trypton
0,5 % Hefeextrakt
0,5 % NaCl

plus 1,4 % Bacto-Agar fur Festmedien
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TFB-Medium:

LOsung 1. 12g Bacto-Trypton LOosung 2: 2,319 RO,
24 g Hefeextrakt 1254g KPQO, ad 100 ml
4 ml  Glycerin ad 900 ml

Nach dem Autoklavieren wurden 9 Teile Losung 1 und 1 Teil L6sung 2 gemischt.
Antibiotika

Die im folgenden aufgelisteten Antibiotika kamen bei der Amplifikation von Bakterienklonen
zum Einsatz:

Antibiotikum Stammldsung Endkonzentration
Ampicillin in H,0O 100 mg/mli 100 ug/mi
Tetracyclin in 70% EtOH 5 mg/mi 20 ug/mi
Chloramphenicol in 30 mg/ml 30 ug/mi

100% EtOH

Tab.3: Antibiotikaanwendungen

Alle Stammlésungen wurden steriffiltriert.

2.1.5. Protein-Antikorper

Antikdrper gegen die jasmonatinduzierbaren Proteine JIP23, JIP37 und JIP60 standen in der
Arbeitsgruppe zur Verfugung und wurden angewendet:

Antikorper- AK gegen Protein:, Protein zur AK-Gewinnung isoliert

bezeichnung: aus Species: aus/uber:

anti-JIP23 JIP23H. vulgarecv. Salome 2D-PAGE und His-tag Reinigung des
im Klon pJC40-23 exprimiertem
Proteins

anti-JIP37-his JIP3'H. vulgarecv. Salome His-tag Reinigung des im Klon
pJC40-37 exprimierten Proteins

anti-JIP60 JIP60H. vulgarecv. Salome 1D-PAGE

Tab.2: Antikorper gegen JIPs der Gerste

2.2. METHODEN

2.2.1. Isolation von Nukleinsauren
2.2.1.1. Isolation von pflanzlicher genomischer DNA (gDNA)

Die Isolation von gDNA aus Gerste erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von
WIENAND und FEIX (1980) in folgenden Arbeitsschritten:
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- 10 g Pflanzenmaterial mit flissigem Stickstoff morsern

- Aufnahme des entstandenen Pulvers in 20 ml Extraktionspuffer

- Inkubation des Gemisches fir 1 h bei 4 °C unter leichtem Schiitteln

- Entfernung von Proteinen durch Extraktion mit jeweils 1 Vol. Phenol,
Phenol/Chloroform (1:1), Chloroform (je 10 min zentrifugieren, 6000 rpm)

- Féallung der Nukleinsduren mit 1 Vol. Isopropanol, 5 min RT,

- Zentrifugation ftr 20 min bei 4 °C und 6000 rpm

- Pellet mit 70%igem EtOH waschen

- resuspendieren des Pellets in 1x TE-Puffer

- RNase-Behandlung fiir 30 min bei 37 °C(g0iml)

- nochmals Extraktion der Losung mit 1 Vol. Chloroform

- Féllung der gDNA mit 1/10 Vol. 3 M NaCl und 2,5 Vol. EtOH (30 min, 220

- Zentrifugation 15 min bei 4C und 6000 rpm

- Pellet waschen, trocknen und in einem geeigneten Vol. 1x TE-Puffer resuspendieren

Extraktionspuffer: 50 mM Tris-HCIl pH 7,6
50mM  EDTA
100 mM NaCl
10 mM  B-Mercaptoethanol
2%  SDS

Phenol:

Phenol mul3 vor der Verwendung zum Extrahieren von Proteinen mit einer wassrigen Losung
gesattigt werden da ansonsten ein Verlust der wassrigen Nukleinsaurelésung durch Ubergang
dieser in die phenolische Phase auftritt.

-Phenol 2 - 3 mal mit dem gleichen Volumen der jeweils nétigen wassrigen Losung
(1x TE fur Nukleinséauren, 0,1 M Tris fur Proteine) ausschitteln

10x TE-Puffer: 100 mM Tris-HCI pH 8,0
10mM  EDTA

2.2.1.2. Isolation von pflanzlicher Gesamt-RNA

Die RNA wurde nach einem modifizierten Protokoll von LOGEMANN et al. (19&7jert.
Hierzu wurden alle Losungen und Arbeitsgerate Rnase-frei gemacht bzw. sterilisiert und mit
Handschuhen zur Vermeidung von Kontamination mit Rnasen gearbeitet.

- 1 g Pflanzenmaterial in flissigem Stickstoff zu feinem Pulver mérsern

- Zugabe von 4 ml Lysispuffer (s. unten) und 4 ml Phenol zum Pulver

- weiterhin mérsern bis zum Auftauen

- Uberfiihrung der Lésung in Zentrifugenglaser und Zugabe von 2 ml Chloroform

- nach kraftigem Schitteln beP€ fur 10-20 min zentrifugieren (12000 rpm)

- nochmals Extraktion der wassrigen Phase mit: 4 ml Phenol/Chloroform im Verhaltnis 1:1
und 4 ml Chloroform

- jeweils 10 min bei 4C und 12000 rpm zentrifugieren

- Féllung der RNA mit 0,6 Vol. Isopropanol, 1 h bei 2D
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- abzentrifugieren der RNA fur 5 min bef@, 12000 rpm

- Pellet in 1 ml RNase-freiem;B 16sen

- erneute Fallung der RNA mit 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat pH 5,2 und 2,5 Vol. EtOH fur
mindestens 1 h bei -2C

- Zentrifugation wie oben, waschen des Pellets mit EtOH und trocknen im Vakuum

- resuspendieren der RNA in einem geeigneten V4. H

Lysispuffer: 100 mM  Tris-HCI pH 8,6
2% Sarcosyl (w/v)
25mM EDTA
25mM  EGTA

100uM  B-Mercaptoethanol

2.2.1.3. Isolation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde mit der Methode det) @lkalischen Lyse nach BIRNBOIM und DOLY
(1979) fur die Sequenzierung und Praparationen im grél3eren MaR3statl2pnacli einem
Protokoll von SERGHINI et al. (1989) fur Minipraparationen isoliert.

()  Alkalische Methode

Die jeweils in Klammern stehenden Angaben beziehen sich auf die Isolation einer gréReren
Menge an Plasmid-DNA.
- animpfen von 2 ml (20 ml) LB-Medium (s. 2.1.4., mit entsprechendem Antibiotikum) mit
einer
Bakterieneinzelkolonie
- inkubieren tGber Nacht bei 3T unter Schitteln
- sedimentieren der Bakterien-Ubernachtkultur, 1 min, 10.000 rp@, 4
- resuspendieren des Pellets in 1001 ml) kalter Losung 1
- Zugabe von 2 mg/ml Lysozym und Inkubation fir 5 min bei RT
- Zugabe von 200l (2 ml) Lésung 2, vorsichtig mischen und 5 min im Eisbad inkubieren
- vorsichtig mit 15Qul (1,5 ml) Lésung 3 mischen und weitere 5 min im Eisbad belassen
- 20 min zentrifugieren bei 4C und 15000 rpm
- im Uberstand RNA bei 37C fiir 30 min verdauen (RNase A&ml)
- extrahieren mit je 1 Vol. Phenol (s.2.2.1.1.) bzw. Chloroform, je 5 min zentrifugieren
- fallen der DNA mit 2,5 Vol. EtOH
- nach 1 h Inkubation bei -2@€ fur 10 min zentrifugieren, 4C, 15000 rpm
- Pellet mit 70%igem EtOH waschen, vakuumtrocknen und in 1x TE-Puffer (s. 2.2.1.1.) l6sen

LOsung 1: LOsung 2: LOsung 3:

50 mM Glukose 0,2 N NaOH 3 M Natriumacetat pH 4,8
10 mM EDTA 1% SDS

25 mM Tris-HCI pH 8,0 (frisch)
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2 Minipraparation nach SERGHINI et al. (1989)

Diese Methode ist durch ihre Einfachheit hervorragend dazu geeignet eine grof3e Anzahl von
Bakterienklonen zu testen. Zur Vermehrung der Bakterien kam entweder LB-Medium oder

TFB-Medium zur Anwendung. Letzteres ist infolge seiner Zusammensetzung fur eine schnelle
Vermehrung der Bakterien geeignet.

- sedimentieren einer 2 ml-Ubernachtkultur, 30 sec, 15.000 rpm

- resuspendieren des Pellets in 100 NE-Puffer

- extrahieren mit einem Gemisch aus Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol (25:24:1, viviv)
- zentrifugieren fir 5 min mit 15.000 rpm

- 80 ul Uberstand mit 20Qu EtOH mischen, 5 min RT

- pelletieren der Nukleinsauren 10 min, 15.000rpm

- Pellet mit 70%igem EtOH waschen, trocknen

- Aufnahme in 1x TE-Puffer (mit 50g/ml RNase A)

TNE-Puffer: 10 mM  Tris-HCI pH 8,0
1mM  EDTA
100 mM NacCl

2.2.2. Restriktion von Nukleinsauren

Die Restriktion von Plasmid-DNA erfolgte mit 5 - 10, von genomischer DNA mit 10 - 20
Enzymeinheiten proug DNA. Die eingesetzten Enzyme stammten von den Herstellern
Boehringer (Mannheim), Gibco BRL und Stratagene. Der Verdau erfolgte fir 2 - 16 h mit
Enzympuffern der Firma Boehringer (Mannheim) bzw. Gibco BRL bei der fur dadigewe
Enzym ndtigen Reaktionstemperatur.

2.2.3. Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsduren
Die Auftrennung von DNA- und RNA-Molekilen erfolgte in horizontalen Agarosegelen.

(1) DNA-Elektrophorese: - fur Plasmide und PCR-Amplifikate 1-2 %ige Gele
- fir genomische DNA 0,8 %ige Gele
- Zusatz von Ethidiumbromid (0i&g/ml) zur Detektion der
DNA im UV-Licht

Puffersystem: 1x TAE-Puffer
angelegte Spannung: 1-5 V/cm Elektrodenabstand
10x TAE-Puffer: 04M Tris-acetat
10 mM EDTA
0,2M Natriumacetat pH 7,5 mit Eisessig
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(2) RNA-Formaldehyd-Elektrophorese

RNA wurde mit 3 V/cm Elektrodenabstand in denaturierenden Agarosegelen folgender
Zusammensetzung aufgetrennt:

1,5 % Agarose (w/v)
3,9 % Formaldehyd (v/v) in Elektrophorese-Puffer

10 ug RNA wurden zuvor denaturiert mit:  1if Denaturierungspuffer fur 15 min, 65 °C
- Inkubation fur 1 min im Eisbad
- Zugabe von il RNA-Probenpuffer

Elektrophorese- 10 mM Natriumphosphat pH 6,5

Puffer: (Mischung aus NEIPQO, x 2H,0 und NaHPQ, x H,0)
1,76 % Formaldehyd (v/v)

Denaturierungs- 50 % Formamid (v/v), gereinigt

Puffer: 7,4 % Formaldehyd (v/v)

10 mM Natriumphosphat pH 6,5
10mM  EDTA pH 8,0

RNA- 05%  SDS (wh)
Probenpuffer: 25 %  Glycerin (v/V)
0,25 % Bromphenolblau (w/v)
5mM  EDTAPpH 8,0
50 pug/mi Ethidiumbromid

2.2.4. Methoden zur Fixierung von Nukleinsduren auf Tragermembranen

Um spezifische DNA- oder RNA-Molekile durch Hybridisierung mit DNA-Sonden
nachweisen zu kdnnen, mussen die Nukleinsauren nachdem sie in Gelen der Grol3e nach
aufgetrennt wurden, auf eine geeignete Tragermatrix Ubertragen und fixiert werden. Benutzt
wurde ungeladene Nylonmembran (porablot NYamp ud2 Macherey & Nagel).

Die Ubertragung erfolgte sowohl fiirl)( DNA (Southernblot) als auch fiir2) RNA
(Northernblot) durch Kapillartransfer fir ca. 16 h (Aufbau wie in Standard-Literatur
angegeben, z.B. MANIATIS, 1982).

Nach Fotografieren der DNA- bzw. RNA-Muster mittels UV-Licht, wurde das Gel wie folgt
behandelt:

D Southernblot:
Depurinisierung mit 0,25 N HCI, 15 min

Denaturierung mit 0,5 N NaOH, 30 min
Neutralisierung mit 1,5 M NaCl/ 0,5 M Tris-HCI, pH 7,5, 15 min
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2 Northernblot:

Aquilibrierung in 20 x SSC, 20 min
Nylonmembran 5 min in sterilem,B® und 5 min in 20 x SSC inkubieren.
Es folgte der Aufbau des Kapillarblots.

20 X SSC: 3M NaCl
0,3M Natriumcitrat

Die transferierten Nukleinsauren wurden anschlie@end durch UV-Bestrahlung (UV-
Stratalinkef'1800, Stratagene, Heidelberg) und backen bei 80 °C fiir 2 h fixiert.

2.2.5. DNA-Fragmentisolation aus Agarosegelen

DNA-Fragmente aus Agarosegelen wurden mit Hilfe des “QIAEX Gel Extraction Kit” der
Firma QIAGEN (Hilden) nach dem Herstellerprotokoll isoliert. Das Prinzip beruht auf der
Bindung von DNA an speziell aktivierte Silicagel-Partikel und somit das einfache Isolieren und
Reinigen der gebundenen DNA im gleichen Reaktionsgefal3. So isolierte Fragmente kamen
markiert als Sonden fur Hybridisierungen zum Einsatz.

2.2.6. Hybridisierung von Nukleinsauren

Das Prinzip der Hybridisierung beruht auf der Paarung von einzelstrangigen homologen
Nukleinsédurebereichen und dient zur Detektion von Genen oder deren Transkripten. Dazu wird
ein DNA-Fragment eines schon bekannten Genes bzw. einer bekannten cDNA, dessen
homologe Sequenz in Gesamt-RNA bzw. -DNA detektiert werden soll, markiert.

2.2.6.1. Markierung von DNA-Sonden

DNA-Fragmente wurden mit Digoxygenin-11-Desoxyuridintriphosphat (DIG-11-dUTP) durch
“random priming” markiert. Dazu diente ein “DIG-high prime labeling kit” der Firma
Boehringer, (Mannheim).

Die Reinigung der markierten Probe von nichtinkorporierten Nukleotiden erfolgte Uber
SephadeX G-50 Saulen (NICK' Columns, Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) nach
Angaben des Herstellers.

Durch den Vergleich der markierten DNA mit DNA-Sonden bekannter Konzentration im “dot-
blot”-Verfahren wurde die zur Hybridisierung nétige Menge bestimmt.

Die Markierung mit DIG-11-dUTP dient zum Sichtbarmachen der hybridisierenden
Nukleinsdurebereiche durch die Mdglichkeit der Bindung von Antikbrpern am Digoxygenin.
Diese Antikérper sind wiederum mit dem Enzym Alkalische Phosphatase (AP) assoziiert.
Alkalische Phosphatase setzt geeignete Substrate um, was zu Farbniederschlagen (NBT/X-
Phosphat) bzw. Chemilumineszenz (CSPD) fihrt.
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2.2.6.2. Hybridisierung und Detektion

Mit den markierten Proben wurde sowohl DNA als auch RNA, auf Tragermembranen fixiert
oder wahrend dan situ-Hybridisierung in Semidinnschnitten, hybridisiert.

Vorhybridisierung:
-in Hybridisierungsréhren (blue m8% Falcori, oder Bachofer, 4,5 c&)
1-2 h bei der jeweiligen Hybridisierungstemperatur (60°C§5nit ca. 10 ml

Prahybridisierungslosung: 0.25 mM  NPO,
1mM EDTA
20 % (w/v) SDS
0,5 % (w/v) “Blocking reagent” (Boehringer, Mannheim)

Hybridisierung:
-DNA-Sonde denaturieren, 5 min 95 °C, 1 min Eisbad und in 5-10 ml vorgewarmter
Prahybridisierungslosung gegen die alte Losung austauschen

-Inkubation fur 10 - 16 h im Hybridisierungsofen bei der jeweiligen
Hybridisierungstemperatur unter standiger Durchmischung

Entfernung von nicht gebundenen Sondenmolekilen durch waschen mit:

20 mM NaHPQO, x 2 H,O
1 mM EDTA
1% (w/v) SDS
2x 20 min bei der jeweiligen Hybridisierungstemperatur

Detektiert wurden die Hybridmolekile nach folgenden Arbeitsschritten bei RT:

- 5 min aquilibrieren in Puffer 1

- 1 hinkubieren in Puffer 2

- 30 min inkubieren in Puffer 2 mit Anti-DIG-AP-Konjugat (1:15000 = 50mU/ml)
- 4x 10 min waschen mit Puffer 1, zur Entfernung ungebundener Antikorper

- 5 min aquilibrieren in Substratpuffer

entweder:
5 min Inkubation in Substratlosung CSPD, anschlieRend Einschwei3en in Folie
und Exponierung mit Rontgenfilm (AGFA,1S@D01) flr geeigneten Zeitraum
oder: Inkubation im Dunkeln bis zum sichtbaren Farbniederschlag in Substratldsung
NBT/BCIP und anschlieend Abstoppen der Reaktion mit 20 mM Tris-HCI
pH2,9/1mMEDTA
Puffer 1: 0,3M Maleinséure
3M NaCl
0,3 % (wW/v) Tween 20 pH 8,0
Puffer 2: 0,5 % (w/v) “Blocking reagent” in Puffer 1
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Substratpuffer: 100 mM Tris-HCI
100 mM NaCl
50 mM MgCb pH 9,5

CSPD (Boehringer, Mannheim) 1 % (v/v) in Substratpuffer

NBT/BCIP 35ul NBT (75 mg mlin 70 % DMF)
45 ul BCIP (50 mg/ml in DMF)
(in 10 ml Substratpuffer)

2.2.7. Transformation von rekombinanten Plasmiden

Zur Amplifikation von zur Hybridisierung benutzten Sonden wurden die fremdgenenthaltenden
Vektoren in Bakterien transformiert.

Die Ubertragung der rekombinanten Plasmide erfolgte in kompetente Bakterienzellen, die nach
der Methode von MANDEL und HIGA (1970) vorbereitet wurden.

- animpfen von 5 ml LB-Medium (s. 2.1.4.) mit einer Bakterieneinzelkolonie

- inkubieren unter Schitteln bis zur @pvon 0,3 (37 °C, 200 rpm)

- Uberimpfen von 0,5 ml der Vorkultur in 30 ml frisches LB-Medium

- inkubieren bis zur O, von 0,48

- abkihlen fur 10 min im Eisbad

- 5 min zentrifugieren, 4000 rpm, 4 °C

- Pellet in 7,5 ml sterilem 0,1 M CaGlorsichtig resuspendieren

- 30 min im Eisbad lagern

- 5 min zentrifugieren (wie oben)

- Pellet in 0,65 ml 0,1 M Cagtesuspendieren

- vor Verwendung einige Stunden im Eisbad inkubieren, oder aber in Aliquots von 5@lI- 100
mit flissigem Stickstoff schockfrosten und bei -70 °C aufbewahren

In so vorbereitete Bakterienzellen wurden rekombinante Plasmide nach folgendem Protokoll
Ubertragen:

- auftauen der Bakterienzellen und Lagerung fur 10 - 60 min im Eisbad

- zugeben der DNA (maximal ¥ des Volumens) und inkubieren fir 30 min im Eisbad

- Hitzeschockbehandlung fir 1 min bei 42 °C, anschlieRend abkihlen 1 min im Eisbad

- zugeben von 400l LB-Medium oder Medium A

- Erholungsphase von 1 - 2 h bei 37 °C

- ausplattieren der Bakterienkultur in geeigneten Mengen auf LB-Festmedien

2.2.7.1. Selektion positiver Klone

Eine Selektion auf die fremdgenenthaltenden Bakterien erfolgte Uber die vektorvermittelten
Antibiotikaresistenzen bzw. die Umsetzungsmoglichkeit des Farbstoffes X-Gal @urch
Galaktosidase (MILLER, 1972). Fremdgene werden in @aSalaktosidasegen kloniert,
wodurch die Expression dieses Genes verhindert wird. Die fehe@idaktosidase setzt den
in das Wachstumsmedium zugegebenen Farbstoff X-Gal nicht zum Indoxylderivat um, welches
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an der Luft zum blauen 5,5-Dibrom-4,4"-dichlorindigo oxydieren wirde. So bleiben die
Bakterienkolonien farblos. Als Induktor fur die Expressionfi€alaktosidase fungiert IPTG.

-Zusatz von 167ul 2 % X-Gal (in DMF) und 333ul 100 mM IPTG zu 100 ml LB-
Festmedium (Antibiotikakonzentration wie unter Punkt 2.1.4. angegeben)

2.2.8. lIsolation von Gesamt-Protein aus Pflanzen

Proteine wurden entweder gleichzeitig mit Gesamt-RNA, durch Ausfallung aus der ersten
Phenolphase (s. 2.2.1.2.) oder nach einem Protokoll von MEYER et al. (1988) isoliert.
Folgende Arbeitsschritte sind nach MEYER et al. dazu notwendig:

- zermdrsern von 5 Blattsegmenten in flissigem Stickstoff
- Zugabe von: 1 Spatelspitze Seesand
3 ml Phenol (Tris-HCI pH 8,0-gesattigt)
3 ml Tris-HCI pH 8,0 (phenolgesattigt)
- morsern bis zum Auftauen
- 30 min unter ruhren bei 4 °C inkubieren
- zentrifugieren bei RT, 10 min, 6000 rpm
- Phenolphase in neues Reagenzglas Uberfuhren
- Proteine mit 4 Vol. 0,1 M Nkhcetat in Methanol ausféllen (4 h, -20 °C)
- pelletieren mit 6000 rpm, 10 min
- waschen des Pellets mit 0,1 M hidetat/Methanol
- lufttrocknen und aufnehmen in geeignetes Volumen 1x Probenpuffer

1x Probenpuffer: 3,4ml 1M Tris-HCI pH 6,8
5ml Glycerin
575ml 20 % SDS
2,5 ml B-Mercaptoethanol ad 50 ml

2.2.9. Isolation von Zellkernen und deren Proteinextrakt

Zellkerne aus Gerste wurden nach einem Protokoll von WILLMITZER & WAGNER (1981),
modifiziert von MOSINGER & SCHAFER (1984), isoliert. Aus lebendem Blattmaterial
wurden die Kerne wie folgt isoliert:

- zerschneiden von 20 g Blattern in 1 cm grof3e Stiicke

- spulen mit kaltem Wasser, anschlieend mit Plasmolysepuffer

- Zugabe von 70 ml Plasmolysepuffer mit: 220 mg Cellulase (Servéspesgillus niger

110 mg Pectinase (Serva)

- infiltrieren des Puffers in die Blattstlicke durch Wasserstrahlpumpen-Vakuum, 2 x 3 min

- 70 min inkubieren bei RT unter Schatteln (ca. 200 rpm)

- abgielRen der Losung tber Nylonnetz 4% Porengrof3e)

- waschen der Blattstiicke mit Puffer A

- Uberfuhren der Blattstlicke in Becherglas und Zugabe von 10 ml Puffer A je g Blattmaterial

- 4x 15 sec. mixen mit Ultra-Turrax T25 (Janke & Kunkel, fKBabortechnik),
zwischendurch im Eisbad kiihlen
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- filtrieren des Homogenats durch Nylonnetze mit®und nachfolgend 20m PorengroRe
(ohne Druck)

- zentrifugieren der Lésung 5 min mit 1500x g (alle Zentrifugationsschritte bei 4 °C)

- Pellet in Puffer A resuspendieren und mit 1,25 Vol. Puffer B gut mischen

- durch Nylonnetz (2Qum) filtrieren und 5 min mit 2500 rpm zentrifugieren

- Uberstand nochmals 4 x zentrifugieren

- Pellets in Puffer C sammeln

- resuspendierte Pellets plus 1 Vol. Puffer C fiir 10 min zentrifugieren, 5000 rpm

- abpipettieren der oberen, die Kerne enthaltende Schicht

- zugeben von 3 Vol. Puffer A und zentrifugieren, 5 min, 3000 rpm (Kerne pelletieren)

- 2x waschen der Kerne mit NRB-Puffer, jeweils mit 3000 rpm pelletieren

- letztes Pellet in NRB-Puffer bei -20 °C aufbewahren oder frisch isolierte Kerne fur weitere
Analysen in geeignete Puffer aufnehmen

Plasmolysepuffer: 0,7M Mannitol oder Sorbitol
10 mM MES/NaOH pH 5,8
5 mM EDTA

0,1%  BSA (Wh)
02mM  PMSF

1x Puffer A: Mischung aus Puffer A1 und A2:

5x Puffer Al: 1,25 mM Saccharose
50 mM NaCl
25 mM EDTA
0,75 mM Spermin
2,5 mM Spermidin
50 mM MES/NaOH pH 6,0
5x Puffer A2: 1,0 mM PMSF
3% Triton X-100 (v/v)
10 % Dextran (w/v)
0,5 % BSA (w/v)
Puffer B: 112,6 ¢ Percoll
28,1 g 5x Puffer A1 mit HCI auf pH 6,0
0,6 % Triton X-100 (v/v)
20 mM B-Mercaptoethanol
Puffer C: 225¢g Percoll
39 5x Puffer A1 mit HCI auf pH 6,0
0,6 % Triton X-100 (v/v)
20 mM B-Mercaptoethanol
NRB-Puffer: 20 % Glycerin (v/v)
5mM MgCh
10 mM B-Mercaptoethanol
50 mM Tris-HCI pH 7,8
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Proteinextraktion aus den Zellkernen:

- Aufnahme der Kerne in 1x Probenpuffer (s. 2.2.10.)

- Inkubation fur 5 min im Thermoblock, 95 °C

- 3 min vortexen, 1 min zentrifugieren, 15000 rpm

oder

- frische Zellkerne zur Lyse in Lésungen verschiedener Salz- bzw. Detergenz-Konzentration
aufnehmen und solange inkubieren, bis die Kerne lysiert sind (Beobachtung unter dem
Mikroskop)

- anschlieRend zentrifugieren der Suspensionen (10 min, 15000 rpm)

- Uberstand plus 1 Vol. 2x Probenpuffer (s. 2.2.8.)

- Pellet in 1x Probenpuffer aufnehmen

2.2.10. Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Proteine wurden mit Hilfe der Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) aufgetrennt.

2.2.10.1. Eindimensionale Auftrennung

Proteine wurden durch eine modifizierte SDS-PAGE nach LAEMMLI (1970) nach ihrem
Molekulargewicht in der Minigelapparatur “Minivert” (Biotec-Fischer, Reiskirchen, GelgroR3e:
80 x 60 x 1 mm) in 12 % igen PAA-Gelen vertikal aufgetrennt. Zur Erhéhung der
Trennscharfe der Proteinbanden wurden die Proben vor dem Trenngel Uber ein
geringerprozentiges Startgel konzentriert.

- vor Beladen des Gels, denaturieren der in 1x Probenpuffer befindlichen Proteine
fir 3 min bei 95 °C

- einlaufen der Proben in das Gel mit 20 mA/Gel fur 30 min, anschlie3end weitere
Auftrennung mit 40 mA/Gel

- Anfarbung der Proteine im Gel mit Coomassie- (DAVIS, 1964) oder Silberfarbung (BLUM
et al., 1987)

oder Proteinblotting (s. 2.2.11.)

Gelpuffer: 3 M Tris-HCI pH 8,45
0,3% SDS (w/v)

Acrylamidlésung: 48 %  Acrylamid (w/v)
1,5% N,N’-Methylenbisacrylamid (w/v)

Trenngel: (12 %) 2,42 ml  Acrylamidlésung
3,3 ml  Gelpuffer
4,28 m HO
10ul TEMED

40ul 10 % Ammoniumperoxodisulfat (APS)

26



Material und Methoden

Startgel: 0,5ml  Acrylamidlésung
1,55 ml  Gelpuffer
42m HO
10ul TEMED
30ul 10 % APS
Elektrophoresepulffer: 729 Glycin
159 Tris

5g SDS ad5ImitkD

2.2.10.2. Zweidimensionale Auftrennung

Zweidimensional wurden die Proteine nach der Methode von O'FARRELL et al. (1975),
modifiziert von WARING et al. (1978) aufgetrennt.

1. Dimension:
isoelektische Fokussierung (IEF) unter denaturierenden Bedingungen
in PAA-Rundgelen® 2 mm, Lange 140 mm)

PAA-Rundgellésung: 8,25 g Harnstoff

2ml  Acrylamid/Methylenbisacrylamidlésung (28,4 : 1,6)
3ml 10 % NP 40 (v/v)

0,6 ml  AmpholinpH 5 - 8

0,3ml  Ampholin pH 3,5 - 10
3m  HO

filtrieren durch Zellulosenitratfilter (Sartorius AG, Géttingen, PorengroRe 35

Zugabe von: 2@l TEMED
25ul 10 % APS (w/v)
Polymerisation fur mehrere Stunden,

(Gele wahrenddessen mit 8 M Harnstoff-Losung Gberschichten)

Probenvorbereitung: -6& Proteinldsung (in 1x Probenpuffer, s. 2.2.8.)

Zugabe von 3,5l Ampholin (pH 3,5 - 10)
251l 30 % NP 40 (v/v)
50 mg Harnstoff

Auftragen auf die Gele nach vollstdndigem Losen des Harnstoffes

Durchfihrung der IEF:

Kathodenpuffer: 0,02 N NaOH
Anodenpulffer: 0,01 M PO,
(beide Puffer vor Nutzung entgasen)

-Auftrennung far 30 min mit 300 V, dann 10 - 14 h 500 V
-Rundgele anschlieBend aus den Glasrohrchen herausdriicken und in Aquilibrierungslosung 2x

30 min inkubieren (aquilibrierte Rundgele sind bei -20 °C aufbewahrbar)
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Aquilibrierungslésung: fud.00 ml:
12,5 mi Tris-HCI, pH 6,8 (0,5 M)
12 mi SDS (10%)
10 mi Glyzerin
5 ml B-Mercaptoethanol + 1 Spatelspitze Serva Blau G

-zur Bestimmung des pH-Gradienten: zerschneiden eines nicht aquilibrierten Rundgels
in 1 cm Abschnitte

-Inkubation dieser Stiicke einzeln in 1 mlHftr ca. 2h und messen des jeweiligen
pH-Wertes mit einer pH-Mikroelektrode (Ingold, Steinbach)

2. DimensionSDS-PAGE in vertikalen Plattengelen der Gro3e 160 x 180 x 1 mm

-Auftrennung der Fokussierung in 12 %igen PAA-Gelen (Gellésungen und
Elektrophoresepuffer s. 2.2.10.1.)

-aquilibrierte Rundgele mit Klebelésung auf das Plattengel auflagern

Klebelésung: far 10 ml:
1ml Tris-HCI, pH 6,8 (2M)
0,1 mi 10% SDS
50 mg Agarose
I[6sen und auf 9,5 ml auffullen
+0,5ml B-Mercaptoethanol

Elektrophoresebedingungen: -Einlaufen der Proteine mit 20 mA/ Gel
-weitere Auftrennung mit 40 - 50 mA/ Gel

nach erfolgter Auftrennung: -"blotting” der Gele oder Anfarbung mit Coomassie-
bzw. Silberfarbung

2.2.11. Blotting von Proteinen

Zur Testung von Proteinextrakten mit speziellen Antikbrpern wurden die in PAA-Gelen
aufgetrennten Proteine auf Tragermembranen Ubertragen. Fir diesen Proteintransfer wurde ein
Protokoll nach KYHSE-ANDERSEN (1984) angewendet.

- zuschneiden von 2 x 8 Lagen Filterpapier und der Nitrozellulosemembran (BA 85,
Schleicher & Schiill, Dassel, PorengréR3e @ auf GelgroRe
- aquilibrieren des PAA-Geles, der Membran und des Filterpapiers in Blotpuffer fir 10 min
- Aufbau des “Blots” auf der Anodenplatte der Blot-Apparatur (Biotec-Fischer, Reiskirchen)
wie folgt:
8 Lagen Filterpapier
Membran
PAA-Gel
8 Lagen Filterpapier
Kathodenplatte (auf Luftblasenfreiheit achten!)
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- Transfer fir 90 min mit 0,8 mA/dm

Blotpuffer: 3,069  Tris-HCI, pH 8,3
14,42 g Glycin
200 ml Methanol
0,75g SDS ad 11

-zur Kontrolle des Transfers: reversible Anfarbung der Proteine auf der Membran mit
“Fast-Green” nach WESTERMEIER (1990)

- anfarben der Membran fir 5 min in Farbelésung

- entfarben mit HO bis zum Sichtbarwerden der Proteinbanden
- dokumentieren des Proteinmusters als Xerokopie

- vollstandige Entfarbung der Membran mittels 0,2 N NaOH

Farbelésung: 1 % Essigsaure (v/v)
0,1 % Fast-Green (w/v) (Serva, Heidelberg)

2.2.12. Nachweis spezifischer Proteine mittels Antikérper

Nach Ubertragung von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen kénnen Proteine mit Hilfe ihrer
Antikdrper spezifisch detektiert werden. Dies erfolgte in folgenden Arbeitsschritten:

- blockieren unspezifischer Bindungsstellen durch Inkubieren der Membran in
Blockierungspuffer, 1 h unter schitteln
- inkubieren mit dem Primarantikdrper (in Blockierungspuffer), 1 h
(anti-JIP23 1 : 10.000, anti-JIP37 1 : 5.000, anti-JIP60 1 : 1.000)
- Waschschritte: 1x 5 min mit TBS-Puffer
1x 10 min mit 0,05 % Triton X-100 (v/v) in TBS
1x 5 min mit TBS-Puffer
- inkubieren mit dem Zweitantikorper, welcher mit Alkalischer Phosphatase konjugiert ist
(Anti-rabbit 1lgG-AP, Boehringer, Mannheim), 1 h, 1 :A@ verdunnt in Blockierungspuffer
- Waschschritte: wie oben
- aquilibrieren der Membran fur 5 min mit Substratpuffer (s. 2.2.6.2.)
- Farbe- bzw. Chemilumineszenzreaktion mit NBT/BCIP- bzw. CSPD-L6sung
wie unter 2.2.6.2. beschrieben

TBS-Puffer: 50 mM Tris-HCI, pH 7,5
50 mM NaCl
Blockierungspuffer: 3 % RSA (Rinderserumalbumin) in TBS-Puffer

2.2.13. Zytologische Arbeitsmethoden

Zur Lokalisation von JIP23 bzw. seiner mRNA in spezifischen Zellen bzw. Geweben wurden
zytologische Methoden (Immunfluoreszemesitu-Hybridisierung) angewandt.
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Einbettung von Pflanzenmaterial
Die Keimlinge wurden nach folgendem Schema in Polyethylenglykol (PEG) eingebettet:

Fixierung: Inkubation 10 - 16 hin:
3 % Paraformaldehyd (w/v); 0,1 % Triton X-100 (v/v) in PBS-Puffer
(5 min Infiltration mit Wasserstrahlpumpenvakuum)

Entwasserung: in aufsteigender Alkoholreihe (10, 30, 50, 70, 90, 96 % EtOH) je 1 h bei RT

Einbettungsschritte bei 55 °C: PEG:EtOH=1:3
PEG:EtOH=1:1
PEG:EtOH=3:1
100 % PEG jeweils 1 - 2 h Inkubation
PEG ist hier ein Gemisch aus PEG 1500 und PEG 4000 im Verhaltnis 2 : 1

Uberfitlhrung der Keimlinge in Einbettungsformen und langsame Abkiihlung
PBS: 135 mM NacCl
3mM  KCI

1,5mM KHPO
8 mM NaHPO,

Schneiden der eingebetteten Objekte

Zum immunhistochemischen Nachweis wurdemn?®, fiir in situ-Hybridisierungen Jum dicke
Schnitte mittels eines Rotationsmikrotoms (MICROM HM 335 E) angefertigt.

Diese Semidiunnschnitte wurden auf vorbehandelte Objekttrager durch Aufnahme an einen
Tropfen 40 % PEG 6000 (in PBS) ubertragen. Die Objekttrager wurden vorher mit Poly-L-
Lysinldsung (SIGMA) beschichtet, um die Gewebeschnitte auf den Objekttragern verankern zu
kénnen. Poly-L-Lysin ermdglicht durch seine Kationenstruktur Wechselwirkungen mit
anionischen Strukturen der Gewebeschnitte, wodurch es zur Adhé&sion zwischen Schnitt und
Objekttrager kommt.

Immunzytologischer Nachweis von JIP23

JIP23 konnte in Semiduinnschnitten durch folgende Behandlungen detektiert werden:

- Inkubation der Objekttrager 10 min in PBS in Glaskilvetten
-5 minin 0,1 M NHCl in PBS
- 5 min PBS
- 30 min 1 % BSA in PBS (w/V)
-5 min 0,1% BSA in PBS
- 1 h Inkubation mit erstem Antikdrper in feuchter Kammer bei 37 °C
oder Uber Nacht bei 4 °C (anti-JIP23 1:1000 verdunnt)
- waschen 4 x 10 min 0,1 % BSA in PBS
- 1 h Inkubation mit dem zweiten Antikorper (fluoreszenzmarkierter Antikorper, FITC,
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Fluoresceinisothiocyanat) in einer feuchten Kammer bei 37 °C in der Verdinnung
von1:60

- waschen 2 x 10 min in PBS

- 15 min Anfarbung mit 1 mg/l DAPI (4,6-diamino-2-phenylindole, SIGMA,St. Louis, USA)
in PBS

- waschen 2 x 10 min in PBS

- einschlie3en der Schnitte in Citifluor-glycerol (Citifluor Ltd., London) oder 0,2% (w/v)
para-Phenylendiamin in Glyzerin (Zellkerne zeigen eine gelbe Fluoreszenz)

- auswerten der Objekttrager mit einem Epifluoreszenzmikroskop “Axioplan” (Zeiss, Jena) mit

folgenden Filtern: BP 485/20/ /FT 510/ /LP 520

in situ-Hybridisierung

Die akkumulierte mRNA, die fiir JIP23 codiert, wurde mit Hilfe einer DIG-markierten cDNA-
Sonde (Markierung s.2.2.6.1.) in den Gewebeschnitten detektiert.

- waschen der auf Objekttrager Ubertragenen Schnitte mit 0,01 M Tris-HCI pH 8,0 (10 min)
- 1 hinkubieren in 1 % BSA in 0,01 M Tris-HCI pH 8,0
- acetylieren mit 0,25 % Essigsaureanhydrid in frisch angesetztem 0,1 M Triethanolamin
pH 8,0 fir 10 min
- waschen 2x 5 min mit 2x SSC (s. 2.2.4.)
- prahybridisieren in einer feuchten Kammer 1 h bei 45 °C mit 1 - 3 ml
Prahybridisierungslésung pro Objekttrager:
50 % Formamid
4x SSC
150ug/ml - tRNA
0,5%  “blocking reagent”
40 units/ml RNasin

- austauschen der Prahybridisierungslésung durch Hybridisierungslésung
(Prahybridisierungslésung mit DIG-markierter, denaturierter DNA-Sonde (100ng/ml))
und Inkubation 10 - 16 h bei 45 °C in feuchter Kammer

- waschen bei 45 °C: 10 min mit 50 % Formamid/4 x SSC
10 min mit 4 x SSC
5 min mit Wasser

- inkubieren bei RT fur 5 min in Waschpuffer (100 mM Tris-HCI pH 7,5 / 150 mM NacCl)

- 30 min 1 % “blocking reagent” in Waschpuffer

- 1 h inkubieren mit Anti-DIG-AP-Konjugat (Boehringer, Mannheim) in einer Verdinnung
von 1 : 3000

- waschen mit Waschpuffer 2 x 15 min

- aquilibrieren fur 5 min in Substratpuffer (s.2.2.6.2.)

- inkubieren der Schnitte mit 1Q0 NBT/BCIP-LAsung (s. 2.2.6.2.) mit Deckglas in
umgekehrter Orientierung in einer dunklen, feuchten Kammer bis zum Farbniederschlag

- abstoppen der Farbreaktion mit 10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 2,9

- einschlieRen der Schnitte in Glycergen (SIGMA) oder Abstopplésung

- Auswertung erfolgt mit der Hellfeld- und der differentiellen Interferenzkontrastmikroskopie
mit dem Mikroskop “Axioplan” (Zeiss, Jena)
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2.2.14. “tissue-printing”

Diese Methode, die von CASSAB und VARNER (1987, 1989) entwickelt wurde, erlaubt
einfach und schnell Proteine, fur die ein spezifischer Nachweis vorliegt (Antikdrper,
proteinspezifische Farbreaktion), in Geweben nachzuweisen.

Dazu wurde frisches Pflanzenmaterial (z.B. Blatt, Keimling) senkrecht angeschnitten und der
herausquellende Zellsaft auf Zellstoff abgetupft. Danach wurde die Schnittflache auf zuvor mit
0,2 M CaC} behandelte Nitrozellulosemembran (Schleicher & Schuell BA83, PorengrofRe 0,2
um) fur etwa 2 Sekunden gepresst.

Die so aus dem Zellsaft an der Membran fixierten Proteine konnten nun mit Antikdrpern auf
das Vorhandensein bestimmter Proteinspezies getestet werden (s. unter 2.2.12.).

Zuvor erfolgte noch eine reversible Proteinanfarbung (Amidoschwarzfarbung), um die
Ubertragungseffizienz des insgesamt fixierten Proteins auf der Membran abzuschatzen und zu
lokalisieren.

Amidoschwarzfarbung:

- Filter 5 min mit 0,1% Amidoschwarz in 7% Essigsaure farben

- waschen mit KD bis der Hintergrund entfarbt ist

- festhalten des Abdruckmusters durch Xerokopieren

- entfarben der Membran in 0,2 M NaOH, anschlielBend nochmals,@isplilen

2.2.15. Osmolalitatsbestimmung

Das Ziel ist die Bestimmung der Osmolalitdt in Geweben. Das ist moglich Gber die
Bestimmung des Gefrierpunktes des Zellsaftes.

(-1,858°C entspricht 1 Osmol/kg 40)

Die Angaben erfolgten in MPa (1000 mOsm = 22,4 at, 1 at = 98066,5 Pa, 1 mOsm=0,002196
MPa) als Ausdruck des Zelldruckes.

Mit Hilfe eines geeichten Osmometers (Mikroosmometer, Firma Hermann Roebling
Messtechnik) erfolgte die Bestimmung der Osmolalitat verschiedener Keimlingsgewebe. Durch
mehrmaliges Einfrieren und Auftauen der Gewebe und anschlieRendes Zentrifugieren wurde
der Zellsaft gewonnen (etwa i sind ausreichend). Geeicht und vermessen wurde nach dem
Protokoll des Gerateherstellers.
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3.Ergebnisse

3.1. Jip23-EXPRESSION IN DER ENTWICKLUNG DER GERSTE (Hordeum

vulgarecv. Salome)

Die Expression von jasmonatinduzierbaren Gengs)( der Gerste wurde vielfach im
photosynthetisch aktiven, reifen Primarblatt untersucht. Nach exogener Applikation von
Jasmonaten bzw. einem exogen ausgeltdsten (z.B. durch Sorbitstrel3, Trockenstrel3) endogenen
Anstieg von Jasmonaten werden JIPs neu synthetisiert. Diese Proteine sind hier die Antwort
auf Jasmonate als ein Signal, das durch auftretende Strel3bedingungen ausldosbar ist. Unklar ist
aber, objips der Gerste auch entwicklungsabhéngig exprimiert werden. Dieser Frage gelten
die im vorliegenden Abschnitt dargestellten Untersuchungen. Unterschiedliche Stadien der
Gerstenentwicklung in der Samenreifung, in der Samenkeimung und Keimlingsentwicklung
wurden auf das Vorhandensein von Genproduktenjiperin verschiedenen Organen und
Geweben Uberprift. Vorwiegend wurde dip23-Expression analysiert, da JIP23 nach

Jasmonatapplikation im Blatt am starksten akkumuliert.

3.1.1 Jip23-Expression wahrend der Samenreifung

Untersucht wurden Gesamt-RNA und Gesamt.Protein aus Geweben der Ahren (Spelze,
Granne, Karyopse) einer ausgewachsenen Gerstenpflanze (2-3 Monate alt,
Gewachshausbedingungen s. 2.1.1.) auf das Vorkommen von JIP23-mRNA und JIP23.
Vergleichsweise wurde die Blattbasis des jungsten Blattes (Fahnenblatt) untersucht. Drei
unterschiedliche Entwicklungsstadien der reifenden Karyopsen (umfaf3t Embryo, Endosperm,
Perikarp und Testa) wurden analysiert (Abb.3). Definiert wurden diese Stadien nach der
Lange der Karyopsd{2mm, ca. 2 DAP (days after pollinatioh)> 8mm, ca. 9 DAPIII -

10mm, ca. 16 DAP; nach BOSNES et al., 1992).

JIP23-mRNA war nur in der Karyopse des ersten Stadiums und in der Spelze des ersten
Entwicklungsstadiums zu detektieren. JIP23 war in allen Entwicklungsstadien bzw. Organen
nachweisbar, jedoch in unterschiedlicher Menge. Beim Vergleich der detektierbaren Menge

an Transkript bzw. Protein in Karyopsen und Spelzen war ein Abfall sowohl der
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akkumulierten JIP23-mRNA als auch von JIP23 selbst vom ersten zum dritten Stadium hin zu
erkennen. In der Karyopse des ersten Stadiums konnte die grofdte JIP23-mRNA-Menge
detektiert werden und hier war auch JIP23 am starksten zu finden. In der Granne und der
Blattbasis war kein Transkript nachweisbar. JIP23 jedoch konnte nachgewiesen werden.

Die jip23-Expression findet wahrend der Samenreifung der Gerste statt, verringert sich aber
mit zunehmendem Reifegrad. Im vollstandig ausgereiften, trockenen Samen (Abb.5, Oh) war

keinejip23-Expression zu detektieren.
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QQQ é\‘\? O Qé\o ¢\° o\o\, ’5:\0 0\4,
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Abb.3
Akkumulation von jip23-Genprodukten in Geweben reifender Ahren des Gerstenkultivars Salome.
Je 10ug Gesamt-RNA wurden nach Auftrennung und Ubertragung auf eine Tragermembran niiNder ¢

Sonde fiir JIP23pHvJ3015 hybridisiert. Je ug Gesamt-Protein wurden nach Auftrennung und Ubertragung
auf eine Tragermembran mit dem Antiserum gegen JI®&8.JIP-23) getestet.
[, I, Il sind Bezeichnungen fiir Karyopsenentwicklungsstadien, die im Text naher erlautert werden.

3.1.2.Jip23-Expression wahrend der Keimlingsentwicklung

Gerstensamen der Sorte Salome wurden in Petrischalen zur Keimung gebracht (s. 2.1.1.) und
zu den angegebenen Zeiten geerntet. Das Endosperm wurde vor dem Einfrieren in Flissigem
Stickstoff entfernt, da es bei der RNA-Isolation durch seinen hohen Gehalt an Kohlenhydraten

die Qualitat der RNA-Praparation beeintrachtigte.
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Die Entfernung des Endosperms war deshalb mdglich, weil immunologisch mit Hilfe eines
JLissue-print“-Verfahrens (Gewebeabdruck) ausgeschlossen werden konnte, daf3 JIP23 im
Endosperm vorkommt (Abb.4). Im Embryo war dagegen zu beiden ausgewdahlten Zeitpunkten

nach Keimungsbeginn (24h und 72h) JIP23 nachweisbar.

Keimlingsalter 24 h 72h
Amido-Schwarz- S I B e B2 )  hay
Farbung L e N Sl j
anti-JIP-23
Schema
Abb.4

Akkumulation von JIP23 in der Keimlingsentwicklung der Gerste cv. Salome, durch Gewebeabdriicke
veranschaulicht.

Je 2 Keimlinge, 24h bzw. 72h alt, wurden langs halbiert und die aufgeschnittenen Halften zur Ubertragung der
mit dem Zellsaft austretenden Proteine auf eine Tragermembran geprel3t. Gezeigt ist die Anfarbung der fixierten
Proteine durch Amido-Schwarz, die Lokalisation von JIP23 (immunologisch detektiert mit anti-JIP23-
Antikorpern) und ein Schema zum besseren Verstandnis des Aufbaus der KeifalingedospermEm-

Embryg Wu- Wurzel,BI- Blatt

Das Vorkommen von JIP23 und seiner mRNA wurde im Verlauf der Keimlingsentwicklung
bis 72 h nach Keimungsbeginn analysiert (Abb.5). Erstmals war JIP23-mRNA zwischen 15
und 25 h nach Keimungsbeginn nachweisbar.

Der anti-JIP23-Antikdrper detektierte schon im trockenen Samen (0Oh) eine Proteinbande, die
in ihrer Starke konstant bis 15 h nach Keimungsbeginn war und im Vergleich zur JM-
Kontrolle und den Proteinproben ab 25 h nach Keimungsbeginn ein etwas Kkleineres
Molekulargewicht zu haben schien. Um zu prifen, ob es sich um eine Kreuzreaktivitat zu
einer kleiner als 23 kDa groRen Proteinbande handelt, wurden noch einmal in einem
héherprozentigen PAA-Gel aufgetrennte Proteinextrakte von 14 h bis 22 h alten Keimlingen
auf das Vorhandensein von JIP23 gepruft (Abb.6). Im Proteinextrakt von 20 h alten
Keimlingen konnten zwei Proteinbanden detektiert werden (Pfeilkopf in Abb.6). Nach
zweidimensionaler Auftrennung von Proteinextrakten aus 3 h alten Keimlingen und
immunologischem Nachweis mit dem Antikdrper gegen JIP23 konnten der Proteinbande mit
kleinerem Molekulargewicht aus dem eindimensionalen Proteingel zwei Isoformen
zugeordnet werden (nicht gezeigt). Diese haben andere isoelektrische Punkte als die JIP23-

Isoformen (zu den Isoformen s. 3.5., Abb.16). Leider konnten diese zwei Isoformen aus einem
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Coomassie-Gel nicht isoliert werden, da sie nur in geringer Menge vorhanden waren und
nicht sauber von anderen auftretenden Proteinspots trennbar waren. Ein Ansequenzieren war
auf diese Weise nicht moglich. Auch eine Affininatschromatographie mit einer Saule, an die
der Antikdrper gegen JIP23 gebunden war, fuhrte nicht zur Isolation und Konzentrierung
dieser Isoformen (nicht gezeigt). Die Antigenitat dieser Proteinspots zu anti-JIP23 war in der
Chromatographieséaule nicht stark genug. Das deutet darauf hin, daf} zwischen dem Antikdrper
anti-JIP23 und den beiden Proteinspots nur eine geringe Kreuzreaktivitat besteht.

Das Auftreten der ab 20 h zu detektierenden JIP23-Proteinbande (Abb.6, Pfeilkopf) korreliert
mit dem Beginn dejip23-Expression, die zwischen 15 und 25 h nach Keimungsbeginn liegt.
Die Akkumulation von JIP23-mRNA und JIP23 nahm bis 56 h nach Keimungsbeginn zu.
Danach wurde weniger Transkript nachweisbar, wahrend die nachgewiesene Menge an JIP23
etwa gleich blieb (Abb.5).

pHvJ3015

Keimlingsalter in h

anti-JIP-23

Abb.5
Akkumulation von jip23-Genprodukten wahrend der Keimlingsentwicklung der Gerste cv. Salome.

Je 10pg Gesamt-RNA bzw. 7ug Gesamt-Protein wurden nach Auftrennung und Ubertragung auf eine
Tragermembran mit der cDNA-Sonde pHvJ3015 bzw. dem Antiserum gegen JIP23 getestet.

JM- Kontrollen: RNA (0,51g) und Protein (0,7:g) aus 7 d alten Gerstenblattern, die fur 24 h mit JIM behandelt
wurden.

Die Akkumulation vorjip23-Genprodukten in Keimlingen wurde mit der im 7 Tage alten

Blatt nach JM-Applikation (Flotierung auf 48V JM-L6sung, 24 h lang unter Dauerlicht von
120E m? s?) auftretenden verglichen (Abb.5). Dabei muR3te wegen groRer JIP23-mRNA-
bzw. JIP23-Mengenunterschiede zwischen Keimling und JM-behandelten Blatt fiir letzteres
nur 1/20 (RNA) bzw. 1/10 (Protein) der Menge der Keimlinge aufgetrennt werden.

Dieser Vergleich zeigt, da die Menge an JIP23 bzw. JIP23-mRNA im Maximum der
Akkumulation wahrend der Keimlingsentwicklung (bei Betrachtung des gesamten Keimlings)

etwa 1/10 jener Menge erreicht, die im Blatt nach 24 h JIM-Applikation akkumuliert.
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14 16 18 20 22 JM Keimlingsalter in h

5 -—’ anti-JIP-23
Abb.6

Kreuzreaktivitdt des Antiserums gegen JIP23 in Keimlingen der Gerste cv. Salome.

Je 7ug Gesamtprotein von verschieden alten Keimlingen wurde nach PAGE-Auftrennung im 14%igen Gel und
Fixierung auf einer Tragermembran mit dem Antiserum anti-JIP23 getestet. Der Antikdrper zeigt eine
Kreuzreaktion zu einer Proteinbande, die kleiner als 23 kDa ist. Der Pfeilkopf zeigt die Proteinprobe, in der
JIP23 zuerst detektierbar ist.

JM- Kontrollprotein aus 24 h JM-inkubierten Blattsegmenten (7 d alt)

3.1.3. Jip23-Expression in verschiedenen Geweben von unterschiedlich alten

Keimlingen

Zeitlich und raumlich differenzierte Genexpressionsdnderungen sind ein Merkmal von
Entwicklungsvorgangen. Deshalb wurde giig23-Expression Uber das bisher analysierte
Keimlingsalter hinaus bis zu 22 Tagen nach Keimungsbeginn sowie in verschiedenen
Geweben und Organen detektiert.

Fur die Verfolgung des zeitlichen Verlaufs dg23-Expression nach Keimungsbeginn,
wurden vollstandige Keimlinge analysiert. Nicht nur Gré3e und Gewicht der Keimlinge
nahmen mit dem Alter zu. Die Proportionen der einzelnen Gewebe zueinander unterlagen
ebenfalls einer standigen Anderung. Das Scutellum z.B. nahm an GroRe nicht zu. Dafiir fand
ein Wachstum der Wurzeln und des SprofRes statt. Da anzunehmen war, dafl die
Akkumulation von JIP23 nur in bestimmten Geweben erfolgt, war die Auswertung des
zeitlichen Verlaufs dejip23-Expression durch Analyse des gesamten Keimlings erschwert.
Auch deshalb wurden vergleichende Analysen einzelner Gewebe und zytologische
Untersuchungenir{ situ Hybridisierung, immunzytologischer Nachweis) verschieden alter

Keimlinge durchgefihrt.
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3.1.3.1.Jip23-Expression in verschiedenen Geweben und Organen von 6 Tage

alten Keimlingen

Wiederum ist das Endosperm vor der Isolation von RNA und Protein entfernt worden. Die
gewaschenen Pflanzen, deren Primarblatt im Durchschnitt 9 cm lang war, wurden mit einem
Skalpell in 9 Abschnitte geteilt: Wurzel (1), Scutellum (2), Mesokotyl (Ubergang von der
Wurzel zum Sprof3, 3), Koleoptile (4), Blattbasis (1 cm , 5) und Primar- und Sekundarblatt (6-
9). Primar- und Sekundarblatt wurden nicht voneinander getrennt, sondern gemeinsam
nochmals in 4 Abschnitte von je 2 cm Lange zerteilt. In Abbildung 7 ist diese Teilung des

Keimlings schematisch dargestellt.

Koleoptile Blatt

Vegetationskegel

/

Scutellum

191704 Mesokotyl

Scutellarknoten

Zentralzylinder Wurzel

Abb.7

Schematische Ansicht eines zerlegten Gerstenkeimlingserandert nach Esau 1965 und Hause et al. 1996)

Blatt- und Wurzelbereich sind nur teilweise dargestellt. Unterstrichen wurden die in Abb.8 als Proben genutzten
Gewebe bzw. Organe.

Die gewonnenen Gewebe bzw. Organe aus 6 Tage alten Gerstenkeimlingen wurden bezuglich
des Vorhandenseins von JIP23-mRNA und JIP23 analysiert und verglichen (Abb.8). JIP23-
MRNA war im Scutellum, im Mesokotyl und in der Blattbasis detektierbar. JIP23 war
dagegen in allen untersuchten Geweben bzw. Organen, wenn auch in unterschiedlichen
Mengen nachweisbar. So wurde nur sehr wenig JIP23 in Wurzel, Koleoptile und ebenfalls in
den Blattabschnitten gefunden. AuRerdem war eine stetige Abnahme der Menge von JIP23

von der Blattbasis bis zur Blattspitze (Abb.8, Probe Blatt 8.+9. cm) zu erkennen. Die starkste
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JIP23-Akkumulation zeigte das Scutellum. In Mesokotyl und Blattbasis konnten etwa gleiche

JIP23-Mengen nachgewiesen werden, die aber geringer als im Scutellum waren.

S & & &
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S aa B , s | pHvJ3015
— < Shis e s | anti-JIP-23

Abb.8

Akkumulation von jip23-Genprodukten in Geweben 6 Tage alter Keimlinge der Gerste cv. Salome.

Die zur RNA- bzw. Proteinisolation genutzten Gewebe wurden, wie in Abb.7 dargestellt, voneinander getrennt.
Als Blattbasis wurde der erste Zentimeter der Blatter oberhalb des Vegetationskegels definiert. Primar- und
Sekundarblatt wurden nicht voneinander getrennt, sondern zusammen in je 2 cm lange Segmente zerschnitten.
JM- Kontrollen: RNA (0,5ug) und Protein (0,7.g) aus 7 d alten Gerstenblattern, die fir 24 h mit JM behandelt
wurden.

Je 10pug Gesamt-RNA bzw. 7ug Gesamt-Protein wurden nach Auftrennung und Ubertragung auf eine
Tragermembran mit der cDNA-Sonde pHvJ3015 bzw. dem Antiserum gegen JIP23 geprobt.

Die nachgewiesenen Transkript- und Proteinmengen korrelieren nur teilweise miteinander. Im
Mesokotyl akkumulierte die gréfdte JIP23-mRNA-Menge. Hier war aber weniger JIP23 als im
Scutellum zu finden. Umgekehrt verhielt sich die Relation fir das Scutellum: Bei starkster
JIP23-Akkumulation lag weniger JIP23-mRNA als im Mesokotyl vor.

Zum Vergleich der auftretenden Mengen ipR3-Genprodukten wurde wiederum RNA
bzw. Protein von 24 h mit JM behandelten Blattern im Verhaltnis 1:20 bzw. 1:10 (gegentber

Keimlingsproben) aufgetragen.
3.1.3.2Jip23-Expression in Geweben von 6, 8 und 22 Tage alten
Keimlingen
Um die jip23-Expression in Geweben/Organen unterschiedlicher Entwicklungsstadien zu
prifen, wurden Gewebe verschieden alter Gerstenkeimlinge auf das Vorhandensein von

JIP23-mRNA und JIP23 getestet.
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Von sechs, acht und 22 Tage alte Keimlingen wurden jeweils drei Proben (1- Wurzel, 2-
Scutellum und Mesokotyl, 3- Blattbasis mit Koleoptile, s. Abb.7) analysiert.

JIP23 konnte in allen Proben detektiert werden (Abb.9). Die Menge an JIP23 nahm aber mit
zunehmendem Alter der Keimlinge ab. Zu allen untersuchten Zeiten war in der Probe, die

Scutellum und Mesokotyl enthalt (2), die gréite Menge an JIP23 zu finden.

6 Tage 8 Tage 22 Tage Keimlingsalter

cDNA-Sonde AK

- ! <4 pHvJ3015

anti-JIP-23

Abb.9

Akkumulation von JIP23-Genprodukten in Organen 6, 8 bzw. 22 Tage alter Keimlinge der Gerste cv.
Salome.

1: Wurzel,2: Scutellum und MesokotyB: Blattbasis (1 cm), (siehe auch Abb.7)

Je 10pug Gesamt-RNA bzw. 7ug Gesamt-Protein wurden nach Auftrennung und Ubertragung auf eine
Tragermembran mit der cDNA-Sonde pHvJ3015 bzw. dem Antiserum gegen JIP23 getestet.

Im Scutellum und Mesokotyl konnte JIP23-mRNA zu allen untersuchten Zeiten

nachgewiesen werden, war allerdings am 22. Keimungstag nur noch in auf3erst geringer
Menge vorhanden. Am 6. Keimungstag war auf3erdem noch eine geringe Transkriptmenge in
der Blattbasis zu detektieren. In Wurzeln konnte, obwohl hier JIP23 akkumuliert, keine JIP23-

MRNA gefunden werden.

3.1.4. Gewebespezifische Lokalisation d@ip23-Expression im 48 h alten Keimling

Den makroskopischen Analysen sollten nun zytologische Untersuchungen zur Lokalisation
derjip23-Expression in den Geweben folgen. Dazu dienten sowohl die Methode slar
Hybridisierung zum Nachweis von JIP23-mRNA als auch die Immunfluoreszenzdetektion des

JIP23-Vorkommens.
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In Abbildung 10 sind Querschnitte durch 48 h alte Gerstenkeimlinge dargestellt. Die
schematische Darstellung zeigt die Schnittebenen zur besseren Orientierung im Keimling an
(vgl. auch Abb.7).

Die jip23-Expression war im 48 h alten Keimling in den epidermalen Zellen des Scutellums,
die an das Endosperm angrenzen detektierbar (Abb.10b-b™"). Auch im LeitgefaRsystem des
Scutellarknotenbereiches (Abb.10d-d und in der Wurzelbasis (Abb.10c-c”") wn23-
Expression nachzuweisen. Koleoptile und Blattbasis wiesen JIP23-mRNA und JIP23 nur in
den Leitbundeln auf (Abb.10a-a"""). In der Blattbasis konnte JIP23 nur in sehr geringer
Menge in den Leitbindeln detektiert werden (nicht gezeigt), wahrend seine mRNA gut
nachweisbar war (Abb.10a"). In Scutellum und Scutellarknotenbereich waren JIP23-mRNA
und JIP23 kolokalisiert. Im Zentralzylinder von Wurzel und den Leitbtindeln von Koleoptile
und Blatt war JIP23-mRNA in Zellen, die den Tracheen des Xylems benachbart waren
detektierbar, wahrend JIP23 im Phloembereich und in der Koleoptile auch in
Biindelscheidenzellen vorzufinden war.

Im Zentralzylinder der Wurzelbasis war JIP23 zwischen den Xylemstrangen, im
Phloembereich vorhanden. Das wird besonders gut sichtbar durch die Eigenfluoreszenz (gelb-
orange) der Xylemzellwéande in Abb.10c (Pfeilkopf). Auch im Scutellarknotenbereich ist die
Eigenfluoreszenz der Tracheidenzellwande gut zu erkennen (Abb.10d""", Pfeilkopf in d”° ).
Das Vorkommen von JIP23, erkennbar an der griinen Fluoreszenz, war dagegen immer in den
Zellen des angrenzenden Phloems nachweisbar. Die in Abbildung 10c, d””” und d””"" sichtbare
gelbe Fluoreszenz der Zellkerne ist auf den Zusatz von para-Phenylendiamin als

Antibleichmittel in der Einbettungslésung zuriickzufthren.

Das Phloem konnte eindeutig durch Anilinblaubehandlung der Schnitte identifiziert werden.
Anilinblau farbt die auf den Siebplatten der Siebréhren des Phloems abgelagerte Kallose an.
AuRerdem wurden mit einem Antiserum gegen dieAfiPase die Geleitzellen, die durch
ihren hohen Gehalt an*HFATPase gekennzeichnet sind (MICHELET und BOUTRY, 1995)
markiert. Unter Nutzung dieses Markers fur Geleitzellen wurde mit Hilfe des anti-JIP23-
Antikoérpers JIP23 in den Geleitzellen des Phloems in 6 Tage alten Keimlingen lokalisiert
(vergleiche HAUSE et al. 1996 im Anhang).

Im 6 Tage alten Keimling war digp23-Expression in den gleichen Geweben nachweisbar
wie im 48 h alten Keimling. Im Unterschied zu 48 h alten Keimlingen konnte aber in 6 Tage

alten Keimlingen JIP23 nicht nur in den epidermalen Zellen, sondern auch in den
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parenchymatischen Zellen, also allen Zellen des Scutellums gefunden werden. In den
Parenchymzellen des Scutellums wurde hier mehr JIP23 lokalisiert als in den Epidermiszellen
des Scutellums (vgl. Abb.10b-b”"mit HAUSE et al. 1996, Abb.6b im Anhang). Im 48 h alten
Keimling wurde JIP23 dagegen nur in einigen Parenchymzellen des Scutellums nachgewiesen
(Abb.10b).

Als Ergebnis der Lokalisationsstudien dig23-Expression im Keimling konnte festgestellt
werden, dal3 eine JIP23-Akkumulation in vorrangig jenen Geweben stattfindet, die dem
Nahrstofftransport dienen. Das sind sowohl Zellen des Phloems im Leitgefal3system als auch

epidermale und parenchymatische Zellen des Scutellums.

Abb.10

Gewebespezifische Lokalisierung degip23-Genprodukte im Keimling der Gerste cv. Salome.

48 h alte Keimlinge wurden in verschiedenen Ebenen quer geschnitten und das JIP23-Transkriptsiurch
Hybridisierung mit der cONA pHvJ3015 bzw. das Protein JIP23 durch indirekte Immunfluoreszenz mit FITC-
konjugierten Antikdrpern nachgewiesen.

Das Schema dient zum Einordnen der gewahlten Schnittebenen im Keimling.

(a - @) Schnitt durch Primarblatt und Koleoptile. (a)- in-situ-Hybridisierung ohne cDNA pHvJ3015 zur
Kontrolle. Niederschlag bildet sich nur an den stark verdickten Wanden der XylemgefgRen (situ-
Hybridisierung mit cDNA pHvJ3015. Nur Zellen des Kolgmleitbiindels (rechte Bildseite), die dem Xylem

dicht benachbart sind und Zellen des Phloems der Leitblindel des Primarblattes (linke Bildseite), zeigen eine
durch den blau-violetten Farbniederschlag (NBT/BCIP) sichtbare Markierainyg. Narkierung von JIP23 im
Koleoptilenleitbindel mit anti-JIP-23 (griine Fluoreszenz in der oberen Bildhélfte). Keine Markierung sichtbar
nach Kontrolle mit dem Praimmunserum gegen JIP23)){ VergroRerte Darstellung eines mit anti-JIP23
getesteten Koleoptilenleitbiindels. Die Markierung von JIP23 ist im Phloembereich und Zellen der dem Phloem
benachbart liegenden Biindelscheide zu erkeriberb™)- Querschnitt durch das Scutellum (b)- Markierung

von JIP23 im Scutellum, besonders in den langlichen Epidermiszeltéi. i-situ-Hybridisierung im
Scutellum, ebenfalls ist die Markierung vorwiegend in den Epidermiszellen zu finden. (b”")- VergréRerung aus
(b"). (c - ¢)- Querschnitte durch den Wurzelbasisbereich(c)- JIP23-Markierung im Wurzelbasisbereich.

Die Markierung liegt zwischen den Xylemstréangen (gelbe Autofluoreszenz der Xylemzellwande, s. Pfeilkopf),
im Phloembereich.c()- in-siti-Hybridisierung ohne cDNA pHvJ3015 zur Kontrolle. Niederschlag bildet sich

nur an den stark verdickten Wanden der Xylemgefa®é)- (n-situ-Hybridisierung mit cDNA pHvJ3015.
Markiertes Transkript ist in den Xylemstrangen dicht benachbarten Zellen zu fidded.”"")- Querschnitte
oberhalb des Scutellarknotens (d)- in-situ-Hybridisierung ohne cDNA pHvJ3015 zur Kontrolle. Spezifische
Markierung ist nicht zu erkennerd’}- in-siti-Hybridisierung mit cDNA pHvJ3015. Markierung ist \atem in

den Leitbiindeln zu finden, aber auch in angrenzenden parenchymatischen dé)leNefgrofierung aus (d").

(d"")- JIP23-Nachweis. Markierung befindet sich ebenfalls vor allem in den Leitbindlélf)- (VergréRerung

von Phloem- und angrenzenden Xylemzellen (erkennbar an der gelb-orangen Autofluoreszenz des eingelagerten
Lignins, s. Pfeilkopf). Die Zellkerne zeigen eine gelbe Fluoreszenz bedingt durch das Antibleichmittel (para-
Phenylendiamin). Die Markierung ist hier eindeutig im Zytoplasma von an Siebrohren angrenzenden Zellen zu
erkennen.

Die Balken reprasentieren jeweils pi.
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3.2. EXPRESSION ANDERER JIP-GENE IN DER KEIMLINGSENTWICKLUNG
DER GERSTE (Hordeum vulgareL. cv. Salome)

Jasmonatresponsive Gene der Gerste codieren fiir Proteine mit unterschiedlichen molekularen
Massen und Funktionen und sind insgesamt nicht einer Genfamilie zuzuordnen. Allerdings
werden viele dieser Proteine durch Strel3formen wie z.B. osmotischem Strel3 oder
Trockenstrel3 gemeinsam synthetisiert. Deshalb sollte Uberprift werden, ob diese simultane
Genexpression nach exogener StreBbehandlung auch in dem Entwicklungsprogramm
Keimung bzw. Keimlingsentwicklung ablauft.

Das Vorkommen und die Akkumulation von zwei mRNAs, die fur JIP37 bzw. JIP60
codieren, wurde getestet. Es konnten keine mRNAs fur JIP37 und JIP60 nachgewiesen
werden (Abb.11). JIP37 und JIP60 akkumulieren ebenfalls nicht zu den angegebenen
Zeitpunkten (nicht gezeigt).

Keimlingsalterinh | 3 12 24 30 48 57 JM kbp
- 2,37
pHvJS37
> o 1-1,35
pHvJE11 § 5 L o |
: - 1,35

Abb.11
Prufung des Vorkommens von JIP37- und JIP60-mRNA wahrend der Keimlingsentwicklung der Gerste
cv. Salome.

Je 10pg Gesamt-RNA wurde nach Auftrennung und Ubertragung auf eine Tragermembran niliNder ¢
SondepHvJS37 (JIP37)bzw. pHvJ611 (JIP60)hybridisiert.
JM: Kontroll-RNA (0,5u9) aus 7 d alten Gerstenblattern, die fiir 24 h mit JM behandelt wurden

Das Vorkommen der Transkripte fur JIP37 und JIP60 wurden ebenfalls in Keimlingen
unterschiedlichen Alters (6, 8 und 22 Tage alt) analysiert. Die Keimlinge wurden vor Isolation
der RNA wieder in drei Teile zerlegt (1- Wurzel, 2- Scutellum und Mesokotyl, 3- Blattbasis
mit Koleoptile). JIP37- und JIP60-mRNA war auch hier in den drei verschiedenen Organen
bzw. Geweben und zu den untersuchten Zeiten von 6, 8 und 22 Tagen nicht nachzuweisen
(Abb.12).
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6 Tage 8 Tage 22 Tage Keimlingsalter

cDNA-Sonde

- 2,37 pHvJS37
<4 1,35

— 2,37 pHvJ611
1,35

Abb.12

Prufung des Vorkommens von JIP37-mRNA und JIP60-mRNA in Organen 6, 8 bzw. 22 Tage alter
Keimlinge der Gerste cv. Salome.

1: Wurzel,2: Scutellum und MesokotyB: Blattbasis (1 cm), (siehe auch Abb.7)

Je 10pg Gesamt-RNA wurden nach Auftrennung und Ubertragung auf eine Tragermembran niitNder c
Sonde pHvJS37 (JIP37) und der cDNA-Sonde pHvJ611 (JIP60) getestet.

3.3.  VERGLEICH DES VORKOMMENS VON GENEN, DIE FUR JIP23
CODIEREN, IN DEN GERSTENKULTIVAREN SALOME UND GERBEL

Eine JM-Behandlung von Primarblattern des Gerstenkultivars GeHbelvijlgare cv.
hexastichon Alef, var. hybernum) fiihrt im Gegensatz zu Kultivar Salome nicht zur Bildung
von JIP23 (HERRMANN et al. 1989). Auch ABA oder Stre3behandlung wie Trockenstrel3
oder Sorbitflotierung, die zu einem endogenen Anstieg von Jasmonaten fuhren, sind im
Gerbelblatt nicht von der Synthese von JIP23 begleitet (Abb.13). In dem Kultivar Salome
dagegen findet die Bildung von JIP23 nach eben diesen Behandlungen statt (LEHMANN et
al., 1995; REINBOTHE et al., 1992b).

Durch Southern-Analysen sollte geprift werden, ob das Gerstenkultivar Gerbel als Verwandte
von Gerstenkultivar Salome Uberhaupt j@23-Gen tragt.

Die vergleichende Untersuchung der genomischen DNA beider Gerstenkultivare sollte einen

Ansatzpunkt zur Erklarung der verschiedenen Expressionsmuster bieten.
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Genomische DNA wurde mit drei verschiedenen Restriktionsendonukleasen (Hindlll, Pstl,
Xbal) gespalten und nach Auftrennung im Agarosegel und Ubertragung auf eine

Tragermembran mit einer cONA-Sonde, die fur JIP23 codiert, hybridisiert.

Blattsegmente

Gerbel > Salome
& -
> & &
(] KN N
4 O o &
2 £
FTELR LSS

' pHVJ3015

Abb.13

Prufung der jip23-Expression im Blatt des Gerstenkultivars Gerbel nach verschiedenen
Strel3behandlungen.

5 cm lange Blattsegmente von 7 Tage alten Primarblattern wurden fur 24 h auf WasserJM5 1M Sorbit,

100 um ABA flotiert bzw. einem Trockenstrel3 ausgesetzt, der bis zu einem Gewichtsverlust von 30 % fiihrte.
Als Kontrolle dienten flr 24 h auf 48V JM flotierte Blattsegmente des Gerstenkultivars Salome.

Je 10pug Gesamt-RNA bzw. 7ug Gesamt-Protein wurden nach Auftrennung und Ubertragung auf eine
Tragermembran mit der cDNA-Sonde pHvJ3015 bzw. dem Antiserum gegen JIP23 geprobt.

Es wurden mehrere, verschieden starke DNA-Fragmente zwischen 4 und 10 kb in der Xbal-
Spaltung, zwischen 2 und 10 kb in der Hindlll-Spaltung und gréRer als 9 kb in der Pstl-
Spaltung detektiert (Abb.14). Auffallend war ein zusatzliches DNA-Fragment in grél3erer
Kopienzahl (starkeres Signal), das in allen Restriktionen der Salome-DNA detektierbar war,
nicht jedoch in den Restriktionen von Gerbel-DNA. Querstriche in Abbildung 14 markieren
die in beiden Kultivaren vorkommenden gleich grol3en DNA-Fragmente, die Pfeilkopfe
markieren die nur in Salome auffindbaren DNA-Fragmente. Die zusétzlichen DNA-
Fragmente deuten darauf hin, dal3 in dem Genom des Gerstenkultivars Salome ein Gen mehr

vorhanden sein konnte als im Genom der Gerbel.
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Gerbel Salome
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Abb.14

Analyse des/der Gene fir JIP23 der Gerstenkultivare Gerbel und Salome.

Die rechtsseitig angebrachten Zahlen geben die molekularem Massen der Fragmente einer Hind Il &erdauten
DNA in kbp an.Querstriche kennzeichnen DNA-Fragmente, die in beiden Gersten-DNAs auftifsitkopfe
kennzeichnen die nur im Kultivar Salome vorkommenden DNA-Fragmente.

Je 10ug genomische DNA wurde mit 3 verschiedenen Restriktionsendonukleasen (Hind 1, Pst I, Xbal)

verdaut, im 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt, auf eine Tragermembran fixiert und mit der cDNA-Sonde
pHVJ3015 (JIP23) hybridisiert.

3.4. Jip23-EXPRESSION IN KEIMLINGEN VERSCHIEDENER
GETREIDEARTEN BZW. GERSTENKULTIVARE

Der Nachweis eines JIP23-Genes in dem Kultivar Gerbel, das JIP23 nach Behandlung mit
Trockenstrel3, Sorbit, JM oder ABA nicht bilden kann und offensichtlich ein Gen fur JIP23
weniger besitzt als das Kultivar Salome, stellt die Frage, ob diese Kultivarunterschiede auch

die jip23-Expression wahrend der Keimung betreffen. Hierzu wurdgipli@-Expression in
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den Kultivaren Gerbel und Salome wahrend der Keimung analysiert. Neben der schon
nachgewiesenejip23-Expression in Salomekeimlingen (Abb.15, 6 und 7, vgl. auch Abb.5)
konnte auch in Gerbelkeimlingen JIP23-mRNA und JIP23 detektiert werden (Abb.15, 1 und
2). Wie im Kultivar Salome war auch im Kultivar Gerbel keine JIP23-mRNA in der Wurzel
nachweisbar (Abb.15, 3).

Da auch RoggerSecale cerealk. cv. Petka) und Weizef (iticum aestivuntyv. Hatri)jip23

bzw. ein homologes Gen tragen, wurden beide Arten ebenfaljpa8fExpression wahrend

der Keimung durch Detektion von mRNA und Protein analysiert. Auch in Roggen- und
Weizenkeimlingen wajip23-Expression nachweisbar (Abb.15, 4 und 5).

Die Mengen an detektiertem Transkript und Protein sind zwischen Gerste, Roggen, und
Weizen jedoch nicht direkt vergleichbar, da Samen mit unterschiedlicher Keimfahigkeit zur
Aussaat kamen und die Kinetik der Keimung in den verschiedenen Getreidearten nicht
identisch sein muf3. Dies betrifft aber nicht die Aussaggip@B-Expression in der Keimung
verschiedener Getreidearten und Gerstensorten stattfindet. Die Untersuchungsergebnisse
zeigen eindeutig digp23-Expression wahrend der Keimung von Roggen, Weizen und den

beiden Gerstenkultivaren Gerbel und Salome.

~— ' S WS @ B -| pHvJ3015

e P anti-JIP-23

Abb.15

Akkumulation von jip23-Genprodukten in Keimlingen verschiedener Getreidearten.

1: Keimling, 32 h alt2: Keimlingsblatt, 48 h alt3: Keimlingswurzel, 48 h altGerste cv.Gerbel

4: Keimling, 24 h alt Roggen cv. Petka

5: Keimling, 48 h alt Weizen cv. Hatri

6: Keimling, 24 h alt7: Keimling, 32 h altGerste cv.Salome

Je 10pug Gesamt-RNA bzw. 7ug Gesamt-Protein wurden nach Auftrennung und Ubertragung auf eine
Tragermembran mit der cDNA-Sonde pHvJ3015 bzw. dem Antiserum gegen JIP23 geprobt.
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3.5. ISOFORMEN VON JIP23 UND IHR UNTERSCHIEDLICHES AUFTRETEN
IN KEIMLINGEN UND IN JM-BEHANDELTEN BLATTERN

Die jip23-Expression fuhrt nach JM-Behandlung zu mehreren Isoformen von JIP23. Nach
Auftrennung von Proteinextrakten aus jasmonatbehandelten Blattern wurden im Coomassie-
gefarbten PAA-Gel drei abundante Proteine von 23kDa mit unterschiedlichen |EP
(Isoelektrischer Punkt) identifiziert. Auch nach verschiedenen StreRbehandlungen wie
Flotierung auf Sorbitol (WASTERNACK et al., 1995, LEHMANN et al., 1995), Trockenstrel3
(REINBOTHE et al., 1992b) oder nach ABA-Applikation (LEHMANN et al., 1995) waren
diese drei Isoformen nachweisbar. Ob wahrend des Entwicklungsprogrammes Keimung und
Keimlingsentwicklung andere Proteinisoformen auftreten als im gestref3ten Blatt, sollten

zweidimensionale Analysen von Proteinextrakten zeigen.

Verglichen wurden Proteinextrakte aus Keimlingen des Gerstenkultivars Salome und Gerbel
und aus Blattern des Gerstenkultivars Salome, die fiur 72 h auf JIM-L6sung flotiert waren. Die
Proteinextrakte wurden mittels isoelektrischer Fokussierung und anschlieRender SDS-PAGE

aufgetrennt, auf Tragermembranen Ubertragen und mit dem Antikdrper gegen JIP23 getestet.

Die auftretenden Isoformmuster der einzelnen Proben wurden miteinander verglichen
(Abb.16). Keimlinge beider Kultivare (Salome, Gerbel) enthielten in Art und Anzahl
identische Isoformen von JIP23 (Abb.16A-C). Die Isoformen waren sowohl im Blatt als auch

in der Wurzel zu finden und sind in Abbildung 16 jeweils nummeriert (Abb.16A, B).

In jasmonatbehandelten Gerstenblattern wurden sechs Isoformen detektiert (Nr.2-6). Nur funf
davon konnten auch in Keimlingen wiedergefunden werden (vergl. Abb.16A-C mit 16E, 2-6).
Die mit Nummer 7 bezeichnete Isoform war nur in JM-behandeltem Blattmaterial zu
identifizieren (Abb.16E). Die Isoform 1 konnte bei diesem Vergleich dagegen nur in
Keimlingen detektiert werden. Durch die Mischung von Proteinextrakten aus Keimlingen und
aus 72h JM-inkubierten Blattern wird der im Auftreten dieser zwei Isoformen bestehende
Unterschied sehr gut sichtbar (Abb.16D).

Isoform 1 ist allerdings nicht keimlingsspezifisch. In 21h JM-inkubierten Blattern konnte
diese Isoform detektiert werden (s. 3.6.2., Abb.20).
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Die auftretenden Isoformen wurden nicht in gleicher Menge gefunden. In Keimlingen waren
die Isoformen 4 und 6 sehr viel schwéacher nachzuweisen als die Ubrigen. Um sie in
Keimlingsproteinextrakten Uberhaupt darstellen zu kénnen, wurden die in Abbildung 16
dargestellten Filter A, B und C starker exponiert als die tbrigen Filter. Dadurch erscheint
Isoform 1, die aus Keimlingsproteinextrakt stammt, in Abbildung 16D schwécher als in
Abbildung 16A. Isoformen 3, 4 und 6 traten im JM-behandelten Blatt starker, Isoform 2
dagegen schwécher als im Keimling auf.

IEF - —- +

S - 20 h Keimling, Blatt

A SDS
>

27 h Keimling, Wurzel

| -

™ - -

- v -

52 h Keimling, Gerbel,
Blatt

20 h Keimling, Blatt &
7 d Keimling, Blatt,
72 h JM-behandelt

7 d Keimling, Blatt,
72 h JM-behandelt

2 3 4 5 6 7 E

Abb.16

Vergleich des Vorkommens von Isoformen von JIP23 in Proteinextrakten aus Keimlingen der
Gerstenkultivare Salome und Gerbel und aus JM-behandelten Blattsegmenten der Gerste cv. Salome.

Die ziffern 1 bis 7 kennzeichnen die einzelnen Isoformen. Die Pfeilképfe markieren die nicht in allen Proben
detektierbaren Isoformen. Gesamtproteinextrakte (@bth A,B,C und 25ug in E;) wurden zweidimensional

durch isoelektrische Fokussierung und anschlieRende PAA-Gelelektrophorese (12 %) aufgetrennt. Nach
Ubertragung auf Tragermembranen wurde mit dem Antikorper gegen JIP23 geplist tiie Mischung von

250 ug Keimlings- und 25.g JM-behandelten Blattproteinextrakt zum Bestimmen der identischen Isoformen
gezeigt.

Der Unterschied in JIP23-Isoformenvorkommen zwischen Keimling und JM-behandelten
Blatt besteht demzufolge nur in dem alleinigen Auftreten der Isoform 7 in JM-behandelten
Blattern und den unterschiedlichen Mengenverhaltnissen der Isoformen zueinander. Zwischen
der Expression im Keimling und im JM-behandelten Blatt besteht ein Unterschied. Wie die
Isoformen von JIP23 gebildet werden, kann durch die zweidimensionalen Analysen jedoch

nicht geklart werden.
50



Ergebnisse

3.6. VORKOMMEN VON JIP23 IM ZELLKERN

Ursache fur die Bildung mehrerer Isoformen eines Proteins kann eine Funktionsweise unter
unterschiedlichen zellularen Bedingungen sein, die sich durch ein gewebespezifisches bzw.
auch zellkompartimentspezifisches Auftreten der einzelnen Isoformen zeigt.

Das Vorkommen mehrerer Isoformen von JIP23 wirft die Frage auf, ob diese Isoformen
spezifisch auf verschiedene Kompartimente der Zelle verteilt sind und so eine Separierung der
Isoformen fiir weitere Studien sinnvoll macht.

Zellfraktionierungsstudien und Elektronenmikroskopie mit Immunogoldmarkierungen haben
das Vorkommen von JIP23 in Mesophylizellen eines JM-behandelten Blattes in den
Peroxisomen, der Vakuole, dem Zytoplasma und dem granularen Interchromatinbereich des
Zellkerns gezeigt (HAUSE et al.,, 1994). Dartber hinaus wurde durch immunzytologische
Untersuchungen gezeigt, dald in der Kinetik der JM-Applikation JIP23 nur bis etwa 35 h im
Kern zu detektieren war (HAUSE, personliche Mitteilung). Nach diesem Zeitpunkt war JIP23
nur noch auRerhalb des Zellkerns zu finden. JIP23, das an cytoplasmatischen Ribosomen
gebildet wird (WEIDHASE et al., 1987a), scheint nach seiner Synthese in den Zellkern
transportiert zu werden und ihn spéater wieder zu verlassen, obwohl es keinen Hinweis auf ein
derzeit bekanntes Kernlokalisationssignal in der Proteinsequenz gibt. Da hier ein Hinweis auf
die Funktion von JIP23 zu erwarten war, wurde die zeitabhangige Kernlokalisation von JIP23

naher untersucht.

3.6.1. JIP23-Akkumulation aufRerhalb und innerhalb des Zellkerns

Zellkerne wurden aus JM-behandelten Gerstenblattsegmenten isoliert und in der Qualitat der

Praparation lichtmikroskopisch kontrolliert (s. Abb.17).
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Abb.17

Zellkernpraparation aus 21h JM-behandelten Gerstenblattsegmenten des Kultivars Salome.
Nach der Zellkernpraparation wurden die Kerne auf Objekttrager pipettiert und mit DAPI (Fluoreszenzfarbstoff

zum Anfarben von Nukleinsauren) angefarbt. In BA)J wurde differentielle Interferenzkontrastmikroskopie, in
Bild (B) Epifluoreszenzmikroskopie angewendet.

Die Kernproteine wurden extrahiert und Gesamtproteinextrakt aus Gerstenblattern
vergleichend immunologisch analysiert. Als Nachweis der Sauberkeit der Kernpraparation

wurde ein Proteinextrakt aus 39 h alten unbehandelten Gerstenkeimlingen und deren
Zellkernen mitgetestet.

I Coomassiefarbung anti-JIP-23
| 18h JM | 39h Kei 18h JM | 39h Kei
l M 1 2011 2[1 2
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Abb.18

Vergleich des Auftretens von JIP23 in Proteinextrakten aus Gewebe und aus Zellkernen von Keimlingen
bzw. JM-inkubierten Blattsegmenten der Gerste cv. Salome.

M- Markerproteinel- Gesamtproteinextrakt (¥g), 2- Zellkernproteinextrakt (39)

18h JM- Proteine aus 18 h JM-inkubierten Gerstenblat@®h,Kei- Proteine aus 39 h alten Gerstenkeimlingen
Proteinextrakte wurden im 12%igen PAA-Gel aufgetrennt und mit einer Coomassieldsung angefarbt bzw. auf
eine Tragermembran Ubertragen und mit dem Antiserum gegen JIP23 getestet.

Abbildung18 zeigt ein mit Coomassie angefarbtes Gel und den immunologisch getesteten

Westernblot der gleichen Proteinproben. JIP23 war in 18 h JM-behandelten Blattern sowohl
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im Zellkern als auch im Gesamtproteinextrakt detektierbar. Ein Mengenvergleich ist hier
nicht durchfiihrbar, da eine einheitliche BezugsgroRe fehlt (Auftragung nach extrahierter
Menge und nicht nach den Verhaltnissen von Zelle zu Zellkern). In Keimlingen war JIP23 nur
im Gesamtproteinextrakt nachweisbar, was mit den Ergebnissen der zytologischen
Untersuchungen Ubereinstimmt (keine Kernlokalisation von JIP23 im Keimling, nicht
gezeigt).

Zur Abschéatzung des Verhaltnisses der Menge von JIP23 im Kern zur Menge des restlichen
Zellproteins wurden aus dem ersten Uberstand einer Kernpraparation die nicht nukleéren
Proteine extrahiert und mit der nuklearen Proteinfraktion verglichen. Diese Analyse diente als
Voraussetzung fur die Festlegung der im Vergleich zweidimensional aufzutrennenden
Proteinmengen aus Zellkernen bzw. dem Uberstand der Zellkernpraparation (s. 3.6.2.).
Kernprotein wurde zusammen mit drei verschiedenen Mengen der nicht nukledren Proteine
im Coomassie-gefarbten Gel bzw. im Westernblot analysiert (Abb.19). Beim Vergleich
gleicher Proteinmengen auBerhalb und innerhalb des Zellkerns war JIP23 aulRerhalb des

Zellkerns von 21 h JM-inkubierten Blattern weniger nachweisbar (vergl. Abb.19, 1 mit 3, je 6

Hg).

Coomassiefarbung anti-JIP-23
kbaj M 1 2 3 4 1 2 3 4
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Abb.19

Abschatzung des Verhéltnisses der Menge von JIP23, die auRerhalb und innerhalb des Zellkernes in 21 h
JM-behandelten Blattern der Gerste cv. Salome vorliegt.

Verglichen wurden mehrere Proteinmengen zellularer Proteine des Uberstandes einer Zellkernpraparation mit
der Proteinmenge aus Zellkernen.

M- Markerproteinel- Kernproteinextrakt von 21 h JM-inkubierten Gerstenblatterngp2,3,4 Proteine des
Uberstandes der Kernpraparation aus 21 h JM-behandelten Gerstenblattern (2,5; Ggind 12

Proteinextrakte wurden im 12 %igen PAA-Gel aufgetrennt und mit einer Coomassielésung angefarbt bzw. auf
eine Tragermembran Ubertragen und mit dem Antiserum gegen JIP23 getestet.
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3.6.2. Isoformen von JIP23 im Zellkern

Im jasmonatbehandelten Gerstenblatt waren mehrere Isoformen von JIP23 in
unterschiedlicher Menge zu finden (vgl. Abb.16E). Es stellt sich die Frage, ob diese
Isoformen in verschiedenen Zellkompartimenten lokalisiert sind. Deshalb wurden das
Auftreten dieser Isoformen innerhalb und aufRerhalb des Zellkerns in Bezug auf das Muster
verglichen. Proteine aus Zellkernen und aus dem Uberstand der Kernpraparation von 21 h
JM-inkubierten Blattern wurden nach Ladung und Molekulargewicht aufgetrennt, auf eine
Tragermembran Ubertragen und mit dem Antiserum gegen JIP23 getestet. Das im Westernblot

nachgewiesene Isoformenmuster beider Fraktionen wurde miteinander verglichen (Abb.20).

IEF - —— +
(2]
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(2]

e A
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1 2 3 456 7
- o- B

Abb.20

Vergleich des Vorkommens von Isoformen von JIP23 aul3erhalb und innerhalb des Zellkerns von 21 h
JM-behandelten Blattern der Gerste cv. Salome.

A- Proteinextrakt aus Zellkernen (1QQ), B- Proteinextrakt aus dem Uberstand der Kernpréaparatiopg)0

1 bis 7- Nummerierung der immundetektierbaren Isoformen von JIPRSlkdpfe markieren Isoformen, die

nicht in beiden Extrakten nachzuweisen waren.

Proteinextrakte einer Kernpraparation aus 21 h JM-behandelten Gerstenblattern wurden isoelektrisch fokussiert,
anschlieBend in einer SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Tragermembran Ubertragen und mit dem Antiserum
gegen JIP23 getestet.

Zu detektieren waren insgesamt 7 Isoformen. Isoform Nummer 1 war schwach und nur
aulRerhalb des Zellkerns eindeutig detektierbar (Abb.20B). Isoform Nummer 4 dagegen wurde

eindeutig nur in der Zellkernproteinfraktion detektiert. Isoformen 2, 3, 5 und 6 lagen
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aulRerhalb und innerhalb des Zellkerns im etwa gleichen Mengenverhéltnis vor. Isoform
Nummer 7 war im Zellkern starker konzentriert.

Vergleicht man die Isoformenmuster im Gesamtproteinextrakt von Blattern, die 72 h mit JM
inkubiert worden waren (Abb.16E) mit den 21 h inkubierten Blattern, so ist zu erkennen, daf3
Isoform Nummer 1 nur im 21 h JM-inkubierten Blatt (Abb.20B) nachgewiesen wurde. Diese
Isoform war in langer inkubierten Blattern nicht mehr zu detektieren. Sie war entweder nicht
mehr vorhanden oder wird von den anderen Isoformen, die in starkerem MalRRe im Blatt
akkumulieren, Uberlagert. Alle anderen Isoformen kamen sowohl im 21 h als auch im 72 h
JM-inkubierten Gerstenblatt vor.

Der Unterschied im JIP23-Isoformenvorkommen zwischen Keimling und JM-behandelten
Blatt besteht in dem alleinigen Auftreten der Isoform 7 in JM-behandelten Blattern (verstarkt

im Zellkern) und den unterschiedlichen Mengenverhaltnissen der Isoformen zueinander.

3.6.3. JIP23 in Proteinextrakten aus Pellet- bzw. Uberstandfraktionen lysierter

Zellkerne

JIP23 ist im Zellkern in den granularen Interchromatinbereichen lokalisiert (HAUSE et al.,
1994). Aufgrund dieser Tatsache solliten Untersuchungen von Pellet- und Uberstand-
Fraktionen von zur Lyse gebrachten Zellkernen zu weiteren Aussagen bezlglich etwaiger
Wechselwirkungen von JIP23 mit Bereichen des Zellkerns fihren. JIP23 ist ein
wasserlosliches Protein, sollte also im Uberstand zu detektieren sein.

Die isolierten Zellkerne wurden in gleiche Mengen geteilt, nach Pelletierung in verschiedenen
Losungen (Wasser, NaCl und Triton X-100) resuspendiert und bis zur Lyse auf Eis inkubiert.
Die Lyse wurde unter dem Mikroskop beobachtet (s. Abb.21). Die Zellkerne waren nach
erfolgter Lyse nicht mehr kugelig, ihre Membranen waren teilweise aufgerissen und bildeten
Aggregate (Abb.21B).

Nach erfolgter Lyse der Kerne wurden die Proben 10 min. abzentrifugiert (15.300 1Gin, 4

Das Pellet wurde nochmals mit dem jeweiligen Puffer gewaschen und abzentrifugiert. Die
Proteine aus dem Uberstand wurden mit Aceton gefallt. Die so entstandenen Pellets wurden in
gleichen Volumina Probenpuffer aufgenommen und vor dem Auftragen auf das Gel

hitzedenaturiert.
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Abb.21

Vergleich von intakten und lysierten Zellkernen aus 21 h JM-behandelten Blattern der Gerste cv. Salome.
A- intakte Kerne direkt nach der Isolation (in Puffer A inkubieB), lysierte Kerne nach 10-minutiger
Inkubation in 1M NaCl-Loésung (Vorgehensweise s. Text)

Solche Pellet- bzw. Uberstand-Proteinextrakte wurden in eindimensionalen Gelen aufgetrennt
(gleiche Volumina aufgetragen), und entweder Coomassie-gefarbt oder auf Tragermembran

fixiert, einem Antikorpertest gegen JIP23 unterzogen.
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Abb.22

Vergleich der Proteine aus Uberstand und Pellet von in verschiedenen Puffern lysierten Zellkernen aus

30 h JM-behandelten Blattern der Gerste cv. Salome.

M- Markerproteine (Molekulargewichtsangaben in kDa&); Proteinextrakt aus dem Uberstand der
Kernpraparation,1- Proteine des Uberstandes der lysierten ZellkePneRroteine des Pellets der lysierten
Zellkerne,

Uberstand- und Pellet-Proteine wurden wie im Text beschrieben gewonnen, im 12 %igen PAA-Gel aufgetrennt
und mit einer Coomassieldésung angefarbt bzw. auf eine Tragermembran Ubertragen und mit dem Antiserum
gegen JIP23 getestet.
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Der Vergleich der Coomassie-gefarbten Proteine (Abb.22) zeigt, da’ in Gegenwart von 1 M
NaCl die meisten Proteine in der Fraktion des Uberstandes zu finden waren. Nach Lyse der
Kerne in Triton X-100 verblieben dagegen mehr Proteine im Pellet. Bei Lyse in Gegenwart
von destilliertem Wasser und Puffer A verblieben weitaus mehr Proteine in der Pelletfraktion.
Der Westernblot der gleichen Proteinproben (Abb.22, anti-JIP-23) veranschaulicht, daf3 JIP23
nach Puffer A-, Wasser- und Triton X-100-Inkubation starker in der Fraktion der pelletierten
Proteine vorkommt. Nur NaCl I6ste JIP23 starker aus der Pelletfraktion heraus und lie3 etwa
die gleiche Menge in der Fraktion des Uberstandes erkennen.

JIP23 war unter den gewdahlten Untersuchungsbedingungen nur schwer aus der Pelletfraktion
zu losen. Das laft darauf schlieRen, dal3 JIP23 eine relativ starke Bindung zu einem oder

mehreren Bestandteilen der Pelletfraktion hat.

3.7.  JASMONSAURE- UND ABSCISINSAURE-GEHALTE IN VERSCHIEDENEN
GEWEBEN UND UNTERSCHIEDLICH ALTEN GERSTENKEIMLINGEN

(Hordeum vulgareL. cv. Salome)

Da die Expression vojip23 in Gerstenblattern sowohl durch exogene Applikation von (-)-
Jasmonsaure (JA), deren Methylester und Aminosaurekonjugaten als auch durch
Abscisinsaure (ABA) induzierbar ist, liegt die Vermutung nahe, daf die Synthese von JIP23
auch wahrend der Keimung auf einen Anstieg dieser Signalmolekile zurickzufihren ist.
Deshalb wurde die in Gerstenkeimlingen enthaltene JA anhand ihrer Aquivalente bzw. ABA
Uber einen Enzymimmunoassay auf der Basis von Antiseren nach einem Protokoll von
WEILER (1986) quantitativ bestimmt. Zur Anwendung kamen ein Antiserum gegen JA
(KNOFEL et al., 1990) und monoklonale Antikérper gegen ABA (WEILER, 1986). Der
Enzymimmunoassay fur JA ist hochspezifisch fur (-)-JM und die Aminoséaurekonjugate von
(-)-JA [im Gerstenblatt: (-)-JA-(S)-Valin, (-)-JA-(S)-Leucin, (-)-JA-(S)-IsoleyciDiese
Messungen wurden freundlicherweise von Dr. R. Atzorn aus unserer Arbeitsgruppe

durchgefuhrt.

Es kamen die vollstandigen Embryonen nach Entfernung von Spelzen und Endosperm zur
Analyse. Somit wurden verschiedene Organ- und Gewebearten (Wurzel, Scutellum,

Mesokotyl, Blatt, Koleoptile) gemeinsam analysiert. Die Akkumulation von JIP23-mRNA
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(Abb.23A) und die Jasmonat- bzw. ABA-Gehalte (Abb.23B, C) wurden in verschieden alten
Keimlingen verglichen.

Wahrend der Massezunahme der wachsenden Keimlinge andern sich GréRe und
Frischgewicht der Organe zueinander. Aus diesem Grund ist es schwer, eine einheitliche
BezugsgroRe zur Darstellung der MeRwerte zu finden. Deshalb wurden zur besseren
Veranschaulichung die MelRwerte sowohl in pmol pro Gramm Frischgewicht (pmol/gFG,

Abb.23B) als auch in pmol pro Keimling (pmol/Keiml., Abb.23C) dargestellt.

. @
- - a4 6.4 L “ - pHVJ3015
JM 0 3 15 25 29 34 40 49 56 72 Keimlingsalter in h
2000 1 JA
0 ABA
1000
5009 pmol/gFG
Re——)
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- L L I Keimling
Abb.23

Akkumulation von Jasmonaten und ABA im Vergleich zur JIP23-Transkriptakkumulation wahrend der

Keimung von Samen der Gerste cv. Salome.

A: Transkriptakkumulation von JIP23 in einer Keimlingskinetik von 0O bis 72 h (Erklarung siehe Abb.5)

B, C: endogener Gehalt an ABAraue Saulen) und Jasmonataquivalentestliwarze Sauleh die die Summe

von (-)-JM, (-)-JA (methyliert nach der Extraktion aus ganzen Keimlingen) und ihrer Aminosaurekonjugate
reprasentieren. Der Mel3breich der Standardkurven lag zwischen 0.05 und 25 pmol (-)-JA mit einer zuverlassigen
Bestimmungsgrenze von 0,1 pmol(-)-JA. Angabe der Werte in pmol/@F&nd pmol/Keimling C). Die
dargestellten Werte reprasentieren jeweils den Mittelwert von 3 unabhéngig voneinander durchgefiihrten
Experimenten, wobei die Abweichung der Werte voneinander bis +15% betrug.

Die ermittelten Jasmonat-Gehalte korrelieren in beiden Darstellungsweisen nicht eindeutig
mit der Akkumulation des Transkriptes. Finfundzwanzig Stunden nach Beginn der Keimung,

wo erstmals JIP23-mRNA nachweisbar ist, liegt ein Anstieg der endogenen Jasmonate auf
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730 pmol/gFG vor (gegenuber 355 pmol/gFG bei 0 h). Nach 25 h Keimung fiel der Gehalt an
Jasmonaten ab, stieg dann aber wieder an (bei 49 h Uber dem Level von 25 h) und erreichte
bei 56 h Keimlingsalter 2100 pmol/gFG, also etwa das dreifache des Wertes von 25 h. Ein
gleichartiger Abfall und Wiederanstieg der Transkriptmenge war nicht nachzuweisen. Bis zur

56. Keimungsstunde nahm die JIP23-mRNA-Akkumulation stetig zu und fiel danach ab.

In der Darstellung der Gehalte an Jasmonaten pro Keimling (Abb.23C) ist erst von 49 h alten
bis zu 72 h alten Pflanzen ein relativ starker Anstieg an Jasmonaten zu erkennen. Vor 49 h
Keimungsdauer liegen die gemessenen Werte unter 10 pmol/Keimling.

In den Keimlingen wurde die Menge an ABA in den einzelnen Proben mit Werten zwischen
130 und 442 pmol/gFG bestimmt. Ein Anstieg an ABA Uber den Zeitraum von 56

Keimungsstunden war nicht zu erkennen (Abb.23B,C).

Um ein Bild Uber die Verteilung von endogenem Jasmonat- und ABA-Gehalt in den
verschiedenen Organen bzw. Geweben des Keimlings zu erhalten, wurden diese Organe bzw.
Gewebe von 25 h, 48 h und 6 d alten Gerstenkeimlingen prapariert und einzeln analysiert (s.
Abb.7 und 3.1.3.1. zur Erlauterung). Die erhaltenen Werte wurden zusammen mit der
ermittelten Akkumulation von JIP23-mRNA dargestellt (Abb.24).

Der Gehalt an Jasmonaten erhdhte sich in Wurzel, Mesokotyl, Scutellum und Blattbasis von
48 h alten Keimlingen gegeniber 24 h alten Keimlingen. Nach 6 Keimungstagen wurde in
Wurzel, Scutellum und Blattbasis wieder eine Abnahme der JA-Mengen erkennbar, wahrend
im Mesokotyl der Gehalt an Jasmonaten in 6 d alten Keimlingen noch weiter anstieg. Im 6 d
alten Blatt nahm der Gehalt an Jasmonaten von der Blattbasis bis zur Blattspitze stetig ab
(1800 pmol/gFG - 87 pmol/gFG, Abb.24E). Zu allen drei Zeiten konnte die grof3te Menge an
Jasmonaten in den Geweben gefunden werden, in denen auch am meisten JIP23-mRNA
auftrat (Scutellum, Mesokotyl und in 6 d alten Keimlingen zusatzlich in der Blattbasis).

Bei Analyse von Geweben besteht eine Korrelation zwischejip@&Expression und dem
endogenen Jasmonatgehalt.

Der ABA-Gehalt wurde nur in Geweben 24 h alter Keimlinge bestimmt. Die Werte lagen
zwischen 33 und 314 pmol/gFG. Ein Zusammenhang zwischen ABA-Akkumulation und

jip23-Expression war nicht zu erkennen.
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Akkumulation von Jasmonaten und ABA in Geweben von 25 h, 48 h und 6 d alten Keimlingen der Gerste

cv. Salome.

A, D: Transkriptakkumulation von JIP23 in Keimlingsorganen (Erklarung siehe Abb.8)

B, C, E endogener Gehalt an ABAgraue Saulen und Jasmonataquivalentescliwarze Sauleh in
pmol/gFG), die die Summe von (-)-JM, (-)-JA (methyliert nach der Extraktion) und ihrer Aminosaurekonjugate
reprasentieren. Der Mel3breich der Standardkurven lag zwischen 0.05 und 25 pmol (-)-JA mit einer zuverlassigen
Bestimmungsgrenze von 0,1 pmol(-)-JA. Die dargestellten Werte reprasentieren jeweils den Mittelwert von 3
unabhéangig voneinander durchgefiihrten Experimenten, wobei die Abweichung der Werte voneinander bis +15%
betrug.
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3.8. Jip23-EXPRESSION IN KEIMLINGEN DER GERSTE ( Hordeum vulgare L.
cv.Salome) NACH EXOGENER MANIPULATION DER KEIMUNG

Die wahrend der Entwicklung des Gerstenkeimlings stattfind@p@8-Expression konnte

nicht eindeutig mit der bestimmten Menge an endogenen Jasmonaten korreliert werden. Um
Hinweise zu bekommen, ob Jasmonate, wie im JM-behandelten Gerstenblatt, auch im
Keimling als Signal zur Induktion eingip23-Expression bzw. der Expression andgies
fungieren, wurde die Wirkung von exogen applizierter JM-L6sung auf Keimlinge untersucht
(3.8.1.). Die Inhibierung der Jasmonatbiosynthese im Keimling durch Tetcyclacis (3.8.2.)
sollite zeigen, ob dadurch dip23-Expression abnimmt/beeinflul3t wird.

Da wahrend der Keimung ein Nahrstofftransport vom Endosperm tber das Scutellum in den
Keimling stattfindet und somit ein osmotischer Strel3 in bestimmten Bereichen/Geweben des
Keimlings auftritt, sollte untersucht werden, wie sich das Entfernen des Endosperms und
damit der Entfernung der Hauptquelle der osmotisch wirksamen Nahrstoffe gig23ie
Expression auswirkt (3.8.3.). Dadurch sollte ein Hinweis auf den méglichen Einflu3 von
osmotischem Stre3 auf die Induktion dg23-Expression im Gerstenkeimling erlangt

werden.

3.8.1. Induzierbarkeit der jip23-Expression nach Applikation von

Jasmonsauremethylester (JM)

Um zu zeigen, dal3 Keimlinge auf die exogene Applikation von JM mit der Neusynthese von
JIPs reagieren kénnen, wurde folgendes Experiment durchgefiihrt. Trockene Gerstensamen
wurden von ihrem Endosperm befreit und fir 20 h auf Wasser angekeimt. Dann wurde ein
Teil dieser Keimlinge fur weitere 4 h auf Zellstoff, der mit IM-LAsung getrankt wan)5
inkubiert. Alle Keimlinge wurden in zwei Teile zerlegt (1-Scutellum bzw. 2-Wurzel,
Mesokotyl und Blatt), RNA bzw. Protein daraus isoliert und auf die Expressiojp2dund

Jip37 gepruft.

Die Expression voiip23 fand sowohl in Keimlingen, die nur auf Wasser keimten als auch in
solchen, die mit IM-Losung behandelt waren statt (Abb.25). Die auf JM-LAsung inkubierten
Keimlinge zeigten aber eine starkere Expression, sowohl im Scutellum als auch in Wurzel,
Blatt und Mesokotyl. Die Expression von JIP37 war nur in den JM-behandelten Keimlingen

nachzuweisen.
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Abb.25

Induktion von jip-Expression in Keimlingen der Gerste cv. Salome durch exogene JM-Applikation.

Gerstensamen wurden nach Entfernung des Endosperms 24 h auf Wasser bzw. 20 h auf Wasser und 4 h auf JM-
Lésung gekeimt.

Die Keimlinge wurden in zwei Teile zertrendt:Scutellum un®: Wurzel, Mesokotyl, Blatt

Je 10 ug Gesamt-RNA bzw. 7ug Gesamt-Protein wurden nach Auftrennung und Ubertragung auf
Tragermembran mit der cDNA-Sonde pHvJ3015 (JIP23) bzw. dem Antiserum gegen JIP23 und der cDNA-
Sonde pHvJS37 (JIP37) bzw. dem Antiserum gegen JIP37 geprobt.

3.8.2. Jip23-Expression nach Hemmung der Jasmonatbiosynthese durch Tetcyclacis

Tetcyclacis ist ein Wachstumsretardant, das als Hemmstoff der Giberellinsaurebiosynthese
bekannt wurde (HAUSER et al. 1990). Dariiberhinaus wurde die Hemmung der Synthese von
Jasmonaten nachgewiesen, in dessen Folge die jasmonatresponsive Genexpression verhinder
war (WASTERNACK et al. 1995). Um eine Aussage daruber treffen zu kdnnen, jgi28ie
Expression im Gerstenkeimling durch endogene Jasmonate induziert wird, wurde folgendes
Experiment durchgefihrt.

Gerstensamen wurden auf wassergetranktem Zellstoff fur 30 h und 48 h zur Keimung
gebracht. Danach wurde ein Teil der Keimlinge auf Zellstoff, getrankt mit einer Tetcyclacis-
Lésung (100uM), umgelegt und fir 8 bzw. 26 h inkubiert. Eine 10 Tetcyclacis-Lésung

blockiert die JA-Synthese in 7 Tage alten Gerstenblattern vollstandig, so dal3 JA-induzierte
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jip-Expression nicht mehr nachweisbar war (WASTERNACK et al., 1995). |ip&3-
Expression in den Keimlingen nach dieser Behandlung wurde analysiert (Abb.26).

Die 56 h alten Keimlinge, die auf Wasser und Tetcyclacis inkubiert waren (Abb.26, Bahn 2
und 3), wurden mit ebenfalls 56 h alten Keimlingen verglichen, die aber nur auf Wasser

angezogen wurden (Abb.26 -1).

56h  30/26h 48/8h :
W WiTet WiTet Tetcyclacis-

1 2 3 |IM Keimlinge

- - -. pHvJ3015
y v .

-
-

S | anti-JiP-23

Abb.26

Vergleich der jip23-Expression in Keimlingen der Gerste cv. Salome, die mit und ohne Tetcyclacis
keimten.

Samen wurdenlj- 56h auf Wasser2J- 30h auf Wasser/26h auf Tetcyclacis uBjYt @8h auf Wasser/8h auf

Tetcyclacis gekeimt. AnschlieBend wurde die isolierte Gesamt-RNAwglMzw. der Proteinextrakt (i{g)
elektrophoretisch getrennt, auf Tragermembranen fixiert ungip@#Genprodukte getestet. KontrolledM)
sind RNA (1.g) bzw. Protein (0,1.g) aus 24h JM-inkubierten Blattsegmenten.

JIP23 und seine mRNA waren in allen Keimlingen nachweisbar. In den Keimlingen, die 56
Stunden auf Wasser wuchsen, wurde die gré3te Menge an mRNA und Protein akkumuliert.
Nach achtstindiger Tetcyclacisbehandlung konnte Kkeine eindeutige Abnahme der
akkumulierten JIP23-mRNA- bzw. JIP23-Menge festgestellt werden (Abb.26, 3). In den

Keimlingen, die fur 26 h auf Tetcyclacis-Lésung inkubiert waren, konnte dagegen eine

Abnahme an JIP23-mRNA und JIP23 (Abb.26, 2) gefunden werden.

Das phéanotypische Erscheinungsbild der unterschiedlich angezogenen Keimlinge, die alle
nach 56 h Keimung analysiert wurden, war sehr unterschiedlich. Die auf Tetcyclacis

inkubierten Keimlinge waren nach 56 h viel kleiner, als die nur auf Wasser inkubierten

Keimlinge.
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Keimlinge JA-aquivalente in JA-aquivalente in
pmol/Keimling pmol/gFG

56h Wasser (1) |44,8 2038

48h Wasser 20,1 1325

48h Wasser / 8h 29,3 976

Tetcyclacis (2)

30h Wasser 5,9 663

30h Wasser / 26h 15,9 1060

Tetcyclacis (3)

Tab.4

Anderung der Akkumulation von Jasmonaten in Gerstenkeimlingen nach Tetcyclacis-Behandlung

Keimlinge wurden auf Wasser zur Keimung gebracht und ein Teil auf Tetcyclacis fur 26 h bzw. 8 h umgelagert.
(1), (2) und (3) kennzeichnet die ermittelten Werte fir die in Abb.26 dargestellten Northern und Western gleich
behandelter Keimlinge. Die MelRwerte stellen den Durchschnitt von drei unabhangigen Experimenten dar.

Zum Nachweis der Hemmung der Jasmonatbiosynthese wurden die Gehalte an Jasmonaten
von gleichbehandelten Gerstenkeimlingen ibast. Die Werte sind in Tabelle 4 dargestellt.

Wie zu erwarten war, konnte in den nur mit Wasser angezogenen Keimlingen der grofte
Gehalt an Jasmonaten gemessen werden (44,8 pmol/KeirglliygNach 48 h Wasser und

sich anschlieBender 8-stindiger Tetcyclacisbehandlung wurde ein Wert von 29,3
pmol/Keimling bestimmt (@)) und nach 26 h Tetcyclacisinkubation mit vorangegangenen 30

h Wasseranzucht wurden nur noch 15,9 pmol/Keimling gemeg8@n Zum Vergleich

wurden auch Keimlinge vermessen, die fir 30 h bzw. 48 h auf Wasser ohne nachfolgende
Tetcyclacisbehandlung inkubiert waren. In diesen Keimlingen waren die Gehalte an
Jasmonaten geringer als in den Keimlingen, die nach gleicher Stundenanzahl auf Wasser noch
fur weitere 26 h bzw. 8 h auf Tetcyclacis umgelagert wurden. Da die ermittelten Gehalte an
Jasmonaten in den auf Tetcyclacis inkubierten Keimlingen héher waren, kann man davon
ausgehen, dalR die Jasmonatbiosynthese nicht sofort nach Beginn der Tetcyclacisgabe

blockiert wurde.

3.8.3. Jip23-Expression in Keimlingen ohne Endosperm

Da die Expression vonip23 nicht auf ABA und auch nicht ausschlieRlich mit dem
Vorhandensein von Jasmonsaure korreliert, wurde auch ein anderer potentieller Induktor
gepruft. Nach den Untersuchungen am Primarblatt ist osmotischer Stref3 ein Induktor fur die

jip-Expression (LEHMANN et al., 1995). Da die im Endosperm gespeicherten Kohlenhydrate
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wahrend der Keimung abgebaut und in transportabler Form Uber das Scutellum dem
wachsenden Embryo zugénglich gemacht werden, enthélt das Scutellum so Stoffe, die das
osmotische Potential erhéhen (HAUSE et al., 1996).

Aus diesem Grund wurden Gerstenembryonen einmal mit und einmal ohne Endosperm
gekeimt. Das Endosperm wurde im trockenen Zustand des Samens mechanisch mit einem
Skalpell vom Embryo entfernt. Die Spelzen wurden in beiden Fallen vor Keimungsbeginn
entfernt. Die Embryonen und Samen (Embryo mit Endosperm) wurden in Petrischalen auf
zwei Lagen wassergetranktem Zellstoff 24 h lang inkubiert. Dann wurden die Embryonen mit
einem Skalpell in Scutellum bzw. in Mesokotyl, Wurzel und Blatt geteilt, in flissigem
Stickstoff eingefroren und spater aus diesem Material RNA und Proteine gewonnen.

Diese Proben wurden im Hinblick auf Akkumulation von JIP23-mRNA und JIP23 analysiert
(Abb.27). JIP23-mRNA akkumulierte zum gréRten Teil im Scutellum. Dies gilt
gleichermalR3en fir Embryonen, die sich mit oder ohne Endosperm entwickelten. Dabei
akkumulierte wesentlich mehr JIP23-mRNA in Anwesenheit des Endosperms. JIP23 wurde in

allen Proben nachgewiesen, akkumulierte aber im Scutellum am starksten.

ohne mit Endosperm

1 2|1 2 [JM

' W | bHVJ3015

A —
| —_— | | anti-JIP-23
B -0,56 -0,59 -1,1 0.9 Osmolalitat
in MPa
c 720 520 JA-dquiv.
in pmol/gFG
Abb.27

Vergleich von jip23-Expression, der Osmolalitdt und der Gehalte an Jasmonaten in Keimlingen der
Gerste, die mit oder ohne Endosperm angezogen wurden.
Gerstensamen wurd@mne bzw. mit Endosperm 24 h gekeinit. Scutellum;2: Wurzel, Mesokotyl, Blatt

A: Je 10pg Gesamt-RNA bzw. 7ug Gesamt-Protein wurden nach Auftrennung und Ubertragung auf
Tragermembran mit der cDNA-Sonde pHvJ3015 bzw. dem Antiserum gegen JIP23 getestet.
B: Osmolalitat in MPaC: Jasmonataquivalente in pmol/gFG

In der Abbildung 27B sind die Osmolalitat, in 27C die Gehalte an Jasmonaten der einzelnen

Proben dargestellt. Die Menge an bestimmten Jasmonaten lag im Bereich der Werte, die fur
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fast gleichaltrige, normal angezogene Keimlinge (25 h, mit Endosperm und Spelzen,
vergleiche Abb.23B) gemessen wurden. Die Osmolalitatsbestimmung ergab fir das Scutellum
des mit Endosperm gewachsenen Embryos einen relativ hohen Wert von -1,1 MPa. Dagegen
war im Scutellum der ohne Nahrgewebe gekeimten Embryonen eine geringere Osmolalitat zu
finden. Sie entsprach der in den anderen Geweben (Wurzel, Mesokotyl, Blatt) gemessenen.
Unter den gegebenen Untersuchungsbedingungen besteht eine Korrelation zwischen
ansteigendem osmotischen Potential und verstaijki@B-Expression. Es ist jedoch zu
beachten, dal3 die Entfernung des Endosperms ein empfindlicher Eingriff in den Prozel3 der
Keimung ist. Nahrstoffe, die zur Keimlingsentwicklung gebraucht werden, kénnen dem
Keimling nicht zugefuhrt werden. Daraus kdnnte eine Wachstumsverlangsamung resultieren,

die auch zur veringerten Akkumulation vjgp23-Genprodukten im Keimling fuhren kénnte.
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4. DISKUSSION

Eine grundlegende Voraussetzung aller Organismen zum Leben ist die Mdglichkeit der
differentiellen Genexpression. Die zeitliche, raumliche und mengenmaldig unterschiedliche
Aktivitat von Genen innerhalb eines Organismus ist flr seine Entwicklung und Anpassung an
sich verandernde Umweltbedingungen unabdingbar. Faktoren, die in Pflanzen
gewebespezifisch sowohl wahrend Differenzierungsprozessen als auch als Antwort auf sich
verandernde &aufRere Bedingungen eine differentielle Genexpression auslésen, koénnen
abiotisch (z.B. Trockenheit, Licht, Kalte, Mangel an Néahrstoffen, Umweltgifte) und biotisch
(z.B. Krankheitserreger, Parasiten, Nahrungskonkurrenten) sein. Pflanzen haben aufgrund
ihrer ortsgebundenen Lebensweise eine Vielzahl von Anpassungen sowohl auf der Ebene
metabolischer Reaktionen als auch durch veranderte Genexpression entwickelt. Dabei sind an
der Umsetzung eines auslésenden Reizes in die Anderung eines Expressionsmusters in vielen
Fallen Phytohormone beteiligt. lhre Rolle in der Regulation physiologischer Prozesse kann
einzeln oder zu mehreren in einem komplexen bisher meist nicht verstandenen
Zusammenspiel erfolgen.

Jasmonate zahlen zu den Phytohormonen. Sie gelten als Signal von Wachstum und
Entwicklung der Pflanze und wurden auch als wesentliches Signal der Pflanze auf biotischen
und abiotischen Strel3 erkannt (vgl. reviews, CREELMAN und MULLET, 1997a/b;
WASTERNACK und PARTHIER, 1997).

Jasmonate induzieren die Bildung spezifischer Proteine. Zu ihnen zahlen Enzyme der
Alkaloid- und Phytoalexinsynthese, Lipoxygenasen ebenso wie Proteinaseinhibitoren oder
Zellwandproteine. Diese Proteine sind in zahlreichen Arten JA-induzierbar. Trotzdem
unterscheiden sich die JA-induzierbaren Proteinmuster zwischen verschiedenen Pflanzen, wie
z.B. Tabak, Tomate und Gerste oft sehr stark (LEHMANN et al., 1995, WASTERNACK et
al., 1996). Fur einige der Proteine mit noch ungeklarter Funktion konnte ein

speziesspezifisches Vorkommen festgestellt werden (HERRMANN et al., 1989).
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4.1. AKKUMULATION UND LOKALISATION DER JIP23-GENPRODUKTE IN
DER ENTWICKLUNG DER GERSTENPFLANZE

In der Gerste sind nach exogener JA-Applikation am Blatt zahlreiche jasmonatinduzierbare
Proteine identifiziert worden. Dazu zahlen z.B. Thionin (JIP6), Lipoxygenasen (JIP92, JIP98,
JIP100) und ein ribosomeninaktivierendes Protein (JIP60). Fur andere jasmonatinduzierte
Proteine war keine Funktion aus Sequenzvergleichen ableitbar. JIP23 ist ein solches Protein
unbekannter FunktiorBisherige Analysen zur Expression der jasmonatinduzierbaren Gene
fur JIP23, JIP37 und JIP60 der Gerste beschrankten sich auf die Verwendung exogen
applizierter Induktoren wie Jasmonate, ABA, Trockenheit oder Zucker am reifen,
photosynthetisch aktiven Batt. Die Expression korreliert hier immer mit einem endogenen
Jasmonatanstieg.

Da Jasmonate auch wahrend der Entwicklung und des Wachstums einen Einflu auf
verschiedenste Ereignisse ausiben, wurde die Mdoglichkeit in Betracht gezogen, dal3 im
Verlauf der Gerstenentwicklung auch jene Proteine synthetisiert werden, die nach Behandlung
mit exogen applizierten Induktoren entstehen. Nachdem JIP23 sowohl wéahrend der
Samenbildung als auch in Keimpflanzen der Gerste gefunden wurde, sollten Northernblot-
und Westernblotanalysen ein genaueres Bild des raumlichen und zeitlichen Musters der
Expression vonjip23 in der Gerstenpflanze liefern. Die Expressionsanalysen dienten
einerseits dazu, den Unterschied zwischen stre3bedingter Expression im Gerstenblatt und
endogen bedingter Expression im wachsenden Keimling zu zeigen und andererseits zur
Klarung der Funktion von JIP23 beizutragen.

Im Gegensatz zur durch exogen applizierte JM-Losung oder durch andere Strel3formen
ausgelosten Expression der JIP-Gene wird wahrend der Keimlingsentwicklung der Gerste nur
ein JIP, JIP23, synthetisiert. Es erfolgt keine Koregulation der JIP-Gene wie nach exogen
induzierter Expression beschrieben (LEOPOLD, 1994). Die Frage, ob es sich im Keimling
und im exogen gestrel3ten Blatt um die Expression des glejip@@Gens handelt, soll an

anderer Stelle im Text erlautert werden (s. 4.4.1.).

Untersuchungen zujip23-Expression im Verlauf der Entwicklung ergaben, dal3 JIP23 in
jungen Ahren synthetisiert wird. Dagegen ist sowohl JIP23 als auch seine mRNA im
trockenen Samen nicht mehr detektierbar. Offensichtlich findefiE23-Expressionsstop

statt und es erfolgt ein Abbau des Proteins gleichzeitig mit der Samenreifung.
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Im Keimling beginnt digip23-Expression ca. 20 h nach Imbibition (Abb.5).

In unserer Arbeitsgruppe wurde parallel zu den hier dargestellten Untersuchungen die fir
JIP23 codierende cDNA durch heterologe Transformation in das Tabaksystem eingefiihrt. Die
Uberexpression dieser cDNA in transgenen Tabakpflanzen fiihrte zur Herunterregulation der
Expression einer Anzahl von Proteinen, wie die kleine und groRe Untereinheit der RuBPCase
(GORSCHEN et al., 1997b). Die Autoren postulieren, daR JIP23 durch Verhinderung der
Bindung von Transkripten an Ribosomen die Translation bestimmter mRNAs reduziert.
Gepruft wurde diese Storung der Translation fir die mRNA der kleinen Untereinheit der
RuBPCase. Betroffen ist u.a. also ein in die Photosynthese involviertes Protein.

Wahrend der Entwicklung wird JIP23 nur in Zellen exprimiert, die nicht photosynthetisch
aktiv sind (Scutellum, GefaRsystem von Wurzel, Blattbasis, Koleoptile). Im Zusammenhang
mit erhohten Jasmonatgehalten in meristematischen Geweben (Blattbasis bei Monokotylen)
postulieren Creelman und Mullet (1997a, s. auch 4.4.1), dal3 dies zur Repression
chloroplastidarer Proteine beitragt und so eine vorzeitige Ausbildung des
Photosyntheseapparates in der Blattbasis verhindert wird. Berlcksichtigt man, dal3 in diesen
Geweben gleichzeitig Zellteilung und Nahrstoffimport stattfinden und damit der
Energiebedarf sehr hoch ist, solite es fur die Zelle von Vorteil sein, wenn sie andere
energieaufwendige Prozesse (hier die Bildung des Photosyntheseapparates) verringert bzw.
verhindert.

Dal3 in der Blattbasis der Photosyntheseapparat noch nicht aktiv ist, wird auch durch das
fehlende Chlorophyll phéanotypisch belegt. Durch die die Blattbasis umgebende Koleoptile
wird der Lichteinfall behindert. Er ist aber zur Entwicklung von Chloroplasten aus den
Proplastiden essentiell. JIP23 akkumulierte auch in der Blattbasis 6 Tage alter Keimlinge
(Abb.8). Der zytologische Nachweis von JIP23 in 48 h alten Keimlingen zeigte aber, dal3
MRNA und Protein nur in den Leitbtindeln, also in wenigen Zellen von Koleoptile und Blatt
vorkommen. Wenn JIP23 die Aufgabe besitzt, an der Verhinderung der Ausbildung des
Photosyntheseapparates = mitzuwirken, sollte  dieses Protein  insbesondere in
parenchymatischen Zellen der Blattbasis vorkommen. Zytologisch war das nicht nachweisbar.
Ein Vorkommen in parenchymatischen Zellen unterhalb der Nachweisgrenze der verwendeten

zytologischen Methoden ist dennoch nicht auszuschliel3en.
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Ein Nachweisproblem andererArt stellte sich bei Analyse von Gesamt-RNA heraus. Sowohl
in der Koleoptile als auch den Blattabschnitten oberhalb der Blattbasis wurde bei Analyse von
Gesamt-RNA aus 6 Tage alten Keimlingen keine JIP23-mRNA detektiert (Abb.8), jedoch
ergabenin situwHybridisierungen an Blattgewebeschnitten oberhalb der Blattbasis den
Nachweis derjip23-Expression in Zellen der Leitbindel der Seitennerven (HAUSE,
personliche Mitteilung). Die geringe Menge an JIP23-mRNA in wenigen Zellen der
untersuchten Blattabschnitte verdinnt sich vermutlich bei Analyse von Gesamt-RNA
erheblich aus und ist deshalb nicht nachweisbar gewesen. JIP23 selbst ist langlebiger als seine
MRNA, akkumulierte im Gewebe Uber einen langeren Zeitraum und war deshalb detektierbar
(Abb.8).

Die JIP23 akkumulierenden Geleitzellen kdnnen ebenfalls Leukoplasten und Plastiden
enthalten, bilden aber keine Starke (ESAU, 1965). Sie sind photosynthetisch nicht aktiv. Hier
ware ebenfalls ein hemmender EinfluR von JIP23 im Hinblick auf die Bildung des
Photosyntheseapparates denkbar, wenngleich in diesen Zellen das reiche Vorkommen von
Zuckern eine grolRere Rolle spielen sollte.

Gerade Uber jene Zellen, die JIP23 akkumulieren (parenchymatische und epidermale Zellen
des Scutellums, Geleitzellen der Leitbundel), werden Nahrstoffe transportiert, d.h. sie
enthalten verstarkt osmotisch wirksame Kohlenhydrate, unterliegen also einem osmotischen
Strel3 (s. 3.8.3., Abb27). Es konnten innerhalljid@B exprimierenden Gewebe Unterschiede

im zeitlichen Verlauf der JIP23-Akkumulation gefunden werden. Mit zunehmenden Alter der
Keimlinge nahm im Scutellum die Akkumulation der JIP23-mRNA ab und daftr im
Mesokotyl zu (Abb. 24, 25 h und 6 d). In 48 h alten Keimlingen wurde in den
Epidermiszellen und wenigen Zellen des angrenzenden Parenchyms des Scutellums JIP23
gefunden. Dagegen enthalten die meisten Parenchymzellen des Scutellums in 6 Tage alten
Keimlingen JIP23, die Epidermiszellen aber nur noch wenig JIP23 (HAUSE et al., 1996, s.
Anhang). Die Akkumulation von JIP23 verlagert sich mit zunehmenden Alter der Keimlinge
vom Scutellum in das Mesokotyl und die Blattbasis (Abb. 24).

Moglicherweise besteht hier ein Zusammenhang zwischen den aus dem Endosperm
stammenden Zuckern und dem Vorkommen von JIP23. Ishida et al. (1996) verfolgten die
Veranderungen in der Zusammensetzung der Nahrstoffe wahrend der Keimung von
Gerstenkeimlingen mittels NMR-Mikroskopie. Sucrose- und Fructosegehalte blieben auf

einem relativ konstanten Niveau. Nur der Maltosegehalt stieg bis zum sechsten Tag nach
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Keimungsbeginn 6fach an, und fiel dann bis zum neunten Tag auf ein relativ geringes Niveau
wieder ab. Uber das Scutellum werden die hydrolysierten Speicherkohlenhydrate des
Endosperms, vorrangig in Form von Maltose in den Keimling geleitet. Dabei wird Maltose
offensichtlich wahrend des Transportes in den Leitbindeln in Sucrose umgewandelt (ISHIDA
et al., 1996). Die Zellen und Gewebe, in denen ein starker Nahrstofftransport stattfindet, sind
ebenfalls die Bereiche, in denen JIP23 akkumuliert. Ishida et al. (1996) konnten zeigen, dal3
mit Zunahme der Entfernung vom Scutellum die in den Leitbiindeln konzentrierten Zucker
(vor allem Sucrose) in immer geringerer Menge vorhanden sind. Dies spricht daflr, dal3 die
Zucker allmahlich in die benachbarten Mesophyllzellen des wachsenden Blattes transportiert
und dort verbraucht werden. An der Blattbasis konnten keine grofien Mengen von Zuckern
nachgewiesen werden. Das wird auf den hohen Verbrauch von Nahrstoffen wéahrend der
Zellteilung der Meristeme, die an der Blattbasis erfolgt, zurtickgefuhrt.

JIP23 ist genauso wie die zu transportierenden Zucker in den Leitbindeln zu finden. In den
Leitbundeln akkumuliert JIP23 in den Geleitzellen. Diese Zellen sind der physiologisch aktive
Teil des Siebrohrenkomplexes des Phloems, verantwortlich flr die Ernahrung benachbarter
Zellen und Gewebe durch das Beladen von Sucrose aus dem Mesophyll Uber die Geleitzellen
in die Siebréhren und von dort aus fur den Export in entferntere Zellen, die Sucrose

verbrauchen.

Durch die Korrelation von JIP23-Akkumulation und physiologischen bzw. biochemischen
Charakteristika lassen sich zwei Hypothesen fiir die Funktion von JIP23 aufstellen (s. auch
Tab.5). Das Vorkommen von JIP23 in der Blattbasis korreliert mit der verringerten

Expression chloroplastidarer Proteine in diesem Gewebe, in dem Zellteilung verstarkt
stattfindet. Zusammen mit dem Vermdgen von JIP23 im transgenen Tabaksystem eine
Reduktion der Translation bestimmter mRNAs, wie der fur die kleine Untereinheit der
RuBPCase zu erreichen (GORSCHEN et al., 1997b), ist eine Funktion bei der Repression der
Ausbildung des Photosyntheseapparates anzunehmen.

Da andererseits eine Korrelation der Akkumulation von JIP23 und osmotisch wirksamen
Zuckern erkennbar war, liegt die Vermutung nahe, daf3 JIP23 ebenso eine Schutzfunktion
unter osmotischen Strel3bedingungen zu erfillen hat.

Die Expression eines JIP23-Genes in der Entwicklung scheint in Getreidekeimlingen sorten-
bzw. artentibergreifend zu sein, da in etlichen Gerstenkultivaren (HAUSE et al., 1998) und

auch anderen Getreidearten (Abb.13) JIP23 wéahrend der Keimung vorgefunden wurde.
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Vorkommen von JIP23 Korrelierende physiologische/biochemisché

\1%4

Merkmale

im Keimling

Epidermale und parenchymatische Zellen gbesher Zuckergehalt in diesen Zellen

Scutellums, Geleitzellen des Phloems

Scutellum, Mesokotyl, Blattbasis erhdhter Jasmonatgehalt

Scutellum, Geleitzellen, Blattbasis Zellen ohne Photosyntheseaktivitat,
Repression der Ausbildung des

Photosyntheseapparates (GORSCHEN et fl.,
1997b; CREELMAN und MULLET, 1997a)

Junge Ahren (Karyopsen, Spelzen, Grannen) Einlagerung von Nahrstoffen, Austrocknung,
Abbau der Photosyntheseaktivitat, erhdhtey
Jasmonatgehalt (TEICHMANN, personl.
Mitteilung)

in JM-behandelten Blattern

Alle lebenden Zellen in JM-beh. Blattern Erhdhter Jasmonatgehalt, Abbau der

Photosyntheseaktivitéat

Tab.5 Korrelation zwischen Vorkommen von JIP23 und physiologischen/ biochemischen Merkmalen

4.2. ISOFORMEN VON JIP23

Im Proteinextrakt jasmonatbehandelter Gerstenblatter dominieren im coomassiegefarbten
Proteingel drei abundante Isoformen von JIP23. Das Auftreten mehrerer Isoformen eines
Proteins hangt haufig mit seinen verschiedenen Funktionen zusammen. Wenn darlUber hinaus
das Isoformenmuster eines Proteins fur Entwicklungszustdnde oder Stre3Bbedingungen
spezifisch ist, kann ein funktionaler Zusammenhang bestehen, d.h. das spezifische
Vorkommen einer Isoform und einer Entwicklungs-/Stre3bedingung hilft Funktionshinweise

zu erhalten. Deshalb wurde das Isoformenmuster von JIP23 unter verschiedenen

Expressionsbedingungen verglichen.
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Durch Detektion mit dem Antikdrper gegen JIP23 wurden Anzahl und Mengenverhaltnisse im
Vergleich zwischen den Isoformen im Gerstenkeimling und im JM-behandelten Blatt
bestimmt. Insgesamt konnten sieben Isoformen immunologisch bestimmt werden, die in
Anzahl und Menge signifikant und streng reproduzierbar auftraten.

Verglichen mit dem Keimling kommt im JM-behandelten Blatt eine zusatzliche Isoform
(Nr.7) vor, die Uberwiegend im Zellkern lokalisiert ist (Abb.20). Aul3erdem ist die Relation
der Menge der Isoformen im Keimling von der des Blattes verschieden (Abb.16 und 20). Im
Keimling Uberwiegen Isoformen des basischen Bereiches und im JM-behandelten Blatt
Uberwiegen Isoformen des sauren Bereiches.

Insgesamt sind die Unterschiede in den Isoformenmustern von Keimling bzw. JM-
behandelten Blatt jedoch relativ gering und ermdglichen deshalb keine weiteren Aussagen ob

eine Isoform mit einer spezifischen Funktion zusammenhangt.

Isoformen von funktional gleichen monomeren Proteinen kdnnen durch alternierendes

SpleiBen einer MRNA oder durch die Expression verschiedener Gene entstehen. Dabei
unterscheiden sich die Isoformen in ihrer Aminosauresequenz. Durch posttranslationale
Modifikationen kdnnen ebenfalls verschiedene Isoformen eines Proteins gebildet werden.
Durch die Bildung verschiedener Isoformen ist eine zell- bzw. gewebeadaptierte Regulation
moglich.

Fur die Entstehung der Isoformen von JIP23 sollen im folgenden die Moglichkeiten der (1)

posttranslationalen Modifikation und (2) der Expression verschiedener Gene diskutiert

werden.

(1) Der JIP23 codierende cDNA-Klon pHvJ3015 (aus JM-beh. Blattern der Gerstensorte
Carina; ANDRESEN et al, 1992) codiert eine Proteinsequenz, in der potentielle
Modifikationsorte vorhanden sind. Die Sequenzanalyse ergab potentielle N-Glykosylierungs-,
N-Myristylierungs- und Phosphorylierungsorte. Eime vivo-Futterung von radioaktiv

markiertem Phosphat (nicht gezeigt) konnte keine Phosphorylierung einer der Isoformen
zeigen. Eine Glykosylierung konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden (PARTHIER,

1991). Trotzdem ist eine posttranslationale Modifikation von JIP23 nicht auszuschlie3en.

(2) Die im JM-behandelten Blatt detektierten Isoformen kénnen alle aus nur einem Gen
entstehen. Gorschen et al. (1997b) erzeugten transgene Tabakpflanzen, @dE23ein

exprimieren. Tabakpflanzen wurden mit einem Konstrukt, das die JIP23-cDNA aus JM-
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behandelten Blattern der Gerstensorte Carina enthalt, transformiert. Die zweidimensionale
Auftrennung der Proteine zeigte, dal3 die gleichen Isoformen wie in JM-behandelten Blattern
der Gerste synthetisiert werden. Es genigt also ein spezifisches Transkript, um mehrere

JIP23-Isoformen entstehen zu lassen.

In dem Gerstenkultivar Salome existiert mehr als ein Gen fur JIP23 (Abb.14 und
GORSCHEN, personl. Mitteilung). Im Keimling wird vermutlich ein anderes JIP23-Gen (s.
4.4.1)) als im JM-behandelten Blatt exprimiert. Da alle Isoformen, die im Keimling
synthetisiert werden, auch im JM-behandelten Blatt auftreten (s. Abb.16 und 20), codieren
sehr wahrscheinlich alle JIP23-Gene fir die gleiche Aminosauresequenz. Ansonsten ware im
Keimling das Auftreten von Isoformen mit anderen isoelektrischen Punkten als die der im
JM-behandelten Blatt vorhandenen Isoformen anzunehmen.

Unterschiede bestehen lediglich in den Mengenverhaltnissen der Isoformen in Keimling und
JM-behandelten Blatt. Nacim vitro Translation von mRNAs aus Keimlingen bzw. JM-
behandelten Blattern (nicht gezeigt) waren mehrere Isoformen detektierbar. Auch hier
unterscheiden sich die Mengenverhaltnisse: Der Keimling enthielt mehr Isoformmenge im
basischen Bereich, wahrend das JM-behandelte Blatt im sauren Bereich mehr Isoformmenge

trug.

Zwei Vermutungen zur Entstehung der unterschiedlichen Mengenverhaltnisse sollen hier kurz

dargestellt werden:

(@) In den JIP23-mRNAs aus Keimlingen bzw. JM-behandelten Blattern bestehen aufgrund
der  Expression  vermutlich  unterschiedlicher  JIP23-Gene doch  geringe
Sequenzunterschiede, die zu gleichgroBen Proteinen mit unterschiedlichem
isoelektrischen Punkt fihren und durch posttranslationale Modifikationen zu weiteren
Isoformen in unterschiedlicher Menge umgebildet werden. Das die in ihrer Sequenz
unterschiedlichen Isoformen im Keimling und auch im JM-behandelten Blatt identische
isoelektrische Punkte besitzen, ware dann Zufall.

(b) In der isolierten Gesamt-RNA von Keimling bzw. Blatt existieren Faktoren, die bestimmte

posttranslationale Modifikationen vorrangig ablaufen lassen. Diese Faktoren dirften keine

Proteinnatur besitzen, da wahrend der RNA-Isolation furdiatro Translation alle Proteine

entfernt wurden.

74



Diskussion

Das Auftreten mehrerer Isoformen von JIP23 scheint auf die Induktion der Expression
verschiedener Gene in verschiedenen Geweben und vermutlich stattfindende

posttranslationale Modifikationen zuriickzufiihren zu sein.

4.3. LOKALISATION VON JIP23 IN VERSCHIEDENEN
ZELLKOMPARTIMENTEN

Eine Kompartimentierung biochemischer Prozesse ist fur alle eukaryotischen Zellen
charakteristisch und essentiell. Der gerichtete Transport der an zytoplasmatischen Ribosomen
synthetisierten Proteine in die jeweiligen Zielkompartimente/-organellen ist meist durch eine
spezifische Erkennungsinformation in ihrer Sequenz bzw. Struktur definiert. Im folgenden
werden mdogliche Sortierungswege fur JIP23 anhand der derzeit verfugbaren Daten Uber
dieses Protein diskutiert.

Im JM-behandelten Gerstenblatt ist JIP23 in der Vakuole, den Peroxisomen, im Zellkern und
im Zytoplasma lokalisiert (HAUSE et al., 1994). Es konnte gezeigt werden, daf} das
Mengenverhéltnis der Isoformen innerhalb und aufRerhalb des Zellkerns unterschiedlich ist
(Abb.20).

In Gerstenkeimlingen wurde JIP23 nicht im Zellkern vorgefunden (Abb.18). Ob hier das
Protein in den Peroxisomen vorkommt, wurde bisher nicht untersucht. Die durchgefiihrten
zytologischen Untersuchungen erlauben nur die Aussage, daf} JIP23 im Zytoplasma und der
Vakuole des Keimlings nachweisbar ist.

JIP23 ist ein an zytoplasmatischen Ribosomen synthetisiertes Protein und muf3 demzufolge in
die Zielorganellen transportiert werden. Welche Transportmdglichkeiten fur JIP23 bestehen,

soll im folgenden dargestellt werden.

Vakuole: Pflanzliche vakuoldre Proteine besitzen keine einheitlichen Signalsequenzen
(SAALBACH et al.,, 1991). Der Transport erfolgt entweder als Prakursorprotein, wobei
wahrend oder nach dem Transport die Signalsequenzen abgespalten werden
(DOMBROWSKI et al., 1993), oder das vakuolare Protein gelangt durch eine Information,
die durch die dreidimensionale Struktur des Proteins gegeben ist, in die Vakuole
(CHRISPEELS und RAIKHEL, 1992). In der Aminosauresequenz von JIP23 konnten keine
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bekannten Signalsequenzen identifiziert werden (Vergleichssequenzen s. BEDNAREK und
RAIKHEL, 1992). AuRerdem konnte weder im PAA-Gel noch in der Westernblotanalyse von
Proteinextrakten JM-behandelter Gerstenblatter ein mégliches Propeptid identifiziert werden.
Die Sortierung von JIP23 in die Vakuole kdnnte an seine Proteinstruktur gebunden sein.

Ob diese Information im Protein enthalten ist, kann Uber die Transformation von cDNA-
Sequenzen in ein heterologes System geklart werden. In unserer Arbeitsgruppe wurden
cDNAs fiur JIP37 und JIP23 in Tabakpflanzen transformiert. JIP37 wurde im JM-behandelten
Gerstenblatt im Zytoplasma, in der Vakuole und im Zellkern lokalisiert (HAUSE et al., 1994).

In transgenen Tabakpflanzen konnte JIP37 ebenfalls in diesen Zellkompartimenten detektiert
werden (LEOPOLD, 1994), was darauf hinweist, dall im Protein die nétigen
Lokalisierungssignale vorhanden sind. JIP23 konnte dagegen im transgenen Tabak nur im
Zytoplasma und der Vakuole detektiert werden (HAUSE und GORSCHEN, personliche
Mitteilung). Fir den Transport in die Vakuole besitzt JIP23 demzufolge ein derzeit noch

unbekanntes Erkennungssignal.

Peroxisomen: Der Transport von Proteinen in die Peroxisomen ist an Signalsequenzen am
Carboxyterminus bzw. in der Nahe des Aminoterminus gebunden (WOLINS und
DONALDSON, 1997). Die Aminosauresequenz von JIP23 weist keine Homologie zu diesen
bekannten Signalen auf (Vergleichssequenzen s. GOULD et al.,, 1989; SWINKELS et al.,
1991). Eine andere Mdoglichkeit des Transportes in Peroxisomen ist die Bildung von
oligomeren Komplexen zwischen Proteinen mit und ohne die Lokalisationssignale (McNEW
und GOODMAN, 1994 und 1996). Diese Transportform wére auch fur JIP23 denkbar.

Zellkern: Der Transport in den Zellkern erfolgt durch einen nuklearen Porenkomplex (NPC -

nuclear pore complex). Fur den effektiven und aktiven Transport von kernlokalisierten

Proteinen sind bestimmte Signalsequenzen (NLS -nukleare Lokalisationssignale) innerhalb
des reifen Proteins notwendig. Diese NLS-Sequenzen sind kurze Aminosaurefolgen, die reich
an Arginin und Lysin sind und nicht an eine spezifische Region im Protein gebunden sind

(GARCIA-BUSTOS et al., 1991; HICKS und RAIKHEL, 1995). Die JIP23-Sequenz weilt

keine Homologie zu derzeit bekannten NLS-Sequenzen auf.

Zwei weitere Moglichkeiten des Transportes in den Zellkern sind:
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(1) die Bildung von Komplexen zwischen Proteinen mit und ohne NLS-Sequenz, wobei das
NLS-enthaltende Protein das andere Protein im ,Huckepack® aktiv in den Kern transportiert
(NIGG et al., 1991),

(2) die Diffusion durch den Kernporenkomplex. Die Diffusion in den Zellkern ist in
Abhéangigkeit von der Molekilstruktur fir Molekile einer GréRRe bis ca. 60 kDa mdglich
(SCHLENSTEDT, 1996; WEIS, 1998).

Fur JIP23 kommen die beiden zuletzt genannten Mdglichkeiten des Transportes in den
Zellkern in Frage. Inwieweit diese Transportformen fir die wenn auch nur geringen

Unterschiede in der Verteilung der Isoformen auf3erhalb und innerhalb des Kerns
verantwortlich sein kdnnen (s. Abb.20), kann derzeit nicht beantwortet werden.

Da JIP23 wahrend der JM-Inkubation nur fir einen Zeitraum von etwa 35 Stunden im
Zellkern zu finden war (HAUSE, personliche Mitteilung), steht die Frage nach dem

gerichteten Export aus dem Kern. Auch daflr sind spezielle Signalsequenzen notwendig
(kurze hydrophobe leucinreiche Aminosaurefolgen, WEIS, 1998). Die JIP23-Sequenz enthalt
aber auch solche Signale nicht. Weshalb der Import von JIP23 in den Kern nur eine

bestimmte Zeit innerhalb der JM-Inkubation méglich ist, bleibt noch zu klaren.

Im Keimling wurde JIP23 nicht im Zellkern vorgefunden (Abb.18). d.h. ein
Zellkernvorkommen von JIP23 erfolgt nur bei JM-Applikation. Der Transport von JIP23
sollte gerichtet in und aus dem Zellkern erfolgen, weil ansonsten eine Gleichverteilung von
JIP23 zwischen Zellkern und Zytoplasma zu erwarten ist.

JIP23 wurde im Zellkern im Bereich der Granula des Interchromatins lokalisiert (HAUSE et
al., 1994). Diese granularen Strukturen (IG-interchromatin granules) sind membranlos und
uber netzwerkformende Filamente miteinander verbunden (THIRY, 1995). Sie sind
Akkumulationsorte fir Splisosomenkomponenten, enthalten verschiedene RNA-Typen und
haben vermutlich eine Rolle in der Organisation und der Regulation des RNA-Exports ins
Zytoplasma als auch dem vorherigen Sortieren und Degradieren von anormalen und
redundanten RNA-Molekilen (PUVION und PUVION-DUTILLEUL, 1996). Im
Zusammenhang mit der beobachteten Verhinderung der Bindung bestimmter mRNAs an
Ribosomen in den eine JIP23-cDNA tragenden transgenen Tabakpflanzen (s. 4.1.), kénnte
JIP23 in den Interchromatinbereichen eine Funktion durch Bindung von Transkripten haben.
In Analogie zu den Hitzeschockproteinen, die als molekulare Chaperone eine Funktion durch
Bindung an Proteine besitzen (Ubersicht bei BECKER und CRAIG, 1994), ware fur JIP23
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eine Funktion im Zellkern als Teil eines Schutz- bzw. Entsorgungsmechanismus fir
spezifische Transkripte denkbar. Dies setzt eine Bindung von JIP23 an spezielle
Komponenten voraus. Die Untersuchungen von Pelletproteinen und l6slichen Proteinen aus
geplatzten Zellkernen (Abb.22) deutet aber schon eine Bindung von JIP23 an eine oder
mehrere nicht naher charakterisierte Komponenten an. JIP23 besitzt moglicherweise auch eine
schitzende Funktion, die fir den Erhalt der Struktur der granuldren Bereiche des

Interchromatins notwendig ist.

4.4. INDUKTION DER jip23-EXPRESSION

4.4.1. Einflull von Jasmonaten

Nach exogener Applikation von JM bzw. verschiedenen Zuckern oder Trockenstref3 und
damit verbundenem Anstieg der endogenen Jasmonatmenge wird im Gerstenblatt die
Synthese von mehreren JIPs induziert. JIP23 ist dabei dominant.

Dagegen kommt es im Verlauf von Samenreifung und Keimung nur zur Induktionigder
Expression. Die Expression findet hier im Gegensatz zum JM-behandelten Blatt
gewebespezifisch und zellspezifisch statt (s. 3.1.2. und 3.1.4.). Durch Bestimmung der
wahrend der Keimung akkumulierten Jasmonatmenge uniip@8rExpression sollte geklart
werden, ob die Induktion der Expression eines JIP23-Genes mit den Jasmonatmengen
korreliert, d.h. ein funktionaler Zusammenhang bestehen kdnnte.

Die Analyse von Jasmonatgehalt und Akkumulation von JIP23 bzw. seiner mRNA in
Keimlingen Uber die Zeit ergab keine eindeutige Korrelation. Wahrend das Transkript fur
JIP23 in den ersten Tagen der Keimung stetig zunimmt, unterliegen die Jasmonatwerte
starken Schwankungen (Abb.23).

Jasmonate haben im Verlauf der Entwicklung einer Pflanze vielfaltige Aufgaben. Sie sind
Bestandteil des Signalweges, der die Expression von Abwehrgenen als Antwort auf
verschiedene Stref3situationen aus der Umwelt reguliert (Reviews s. SEMBDNER und
PARTHIER, 1993; CREELMAN und MULLET, 1997a). Andererseits haben Jasmonate auch
eine Rolle bei der Regulation von Wachstums- und Entwicklungsprozessen (Reviews s.
CREELMAN und MULLET, 1997b; KODA, 1997). JA und ihre Ester zeigen verschiedene
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Effekte auf das Zellwachstum wie z.B. die Inhibierung der Zellteilung (UEDA und KATO,
1982) und der Zellelongation (UEDA et al., 1995) oder die Forderung der Zellelongation
(TAKAHASHI et al., 1994).

Anders als im ausdifferenzierten Gerstenblatt haben Jasmonate in Keimlingen nicht nur eine
regulierende Funktion in der Antwort der Gewebe auf StreRereignisse. Neben notwendigen
Schutzmechanismen zur Bewaltigung von auftretendem Strel? mul3 der Keimling vor allem
wachsen, die Gewebe missen sich erst formieren und die Zellen sich spezialisieren. Creelman
und Mullet (1995) bestimmten in Sojabohnenkeimlingen den JA-Gehalt und zeigten, daf3 in
meristematischen Geweben hohe JA-Gehalte vorhanden sind. Sie postulierten in diesen
Geweben eine Funktion der Jasmonate bei der Auspragung des Photosyntheseapparates.
Tatsachlich konnte eine spezifische Hemmung der Translation von Transkripten fir
Chloroplastenproteine unter dem EinfluR@ von Jasmonaten nachgewiesen werden
(REINBOTHE et al., 1993a, 1997). Die Verhinderung der Translation des Transkriptes der
kleinen Untereinheit der RuBPCase durch heterolog exprimiertes JIP23 (GORSCHEN et al.,
1997b, s. auch 4.1.) und die Induzierbarkeit ejiEa3 durch Jasmonate, ist ebenfalls ein

Indiz fur die Hypothese von Creelman und Mullet.

In sorbitgestrel3ten Gerstenblattern korreliert ein Anstieg der Menge an Jasmonaten mit der
Akkumulation von JIP23 (LEHMANN et al, 1995). Desweiteren verringert sich die
Photosyntheseaktivitat in diesen Geweben. Creelman und Mullet postulieren, daf? durch den
erzwungenen Jasmonatanstieg die gestre3ten Gewebe in einen Zustand zurlckversetzt

werden, der dem in frihen Entwicklungsphasen des Blattes entspricht.

Welche Rolle der relativ hohe JA-Gehalt in der Wurzelspitze, der sowohl in der Sojabohne als

auch in der Gerste (HAUSE, persotnliche Mitteilung) gefunden wurde besitzt, bleibt zu klaren.

Im folgenden werden Ergebnisse dieser Arbeit im Hinblick auf die Frage diskutiert, ob die

jip23-Expression wahrend der Keimlingsentwicklung der Gerste jasmonatabhangig erfolgt.

(1)Vergleich dejip23-Expression im Keimling mit der in JM-behandelten Blattern

Nach exogener Applikation von JM erfolgt im Blatt eine Koregulation der Expression der
verschiedenen JIP-Gene der Gerste (LEOPOLD, 1994). Trotz hoher endogener

Jasmonatgehalte konnte im Keimling aber nurjghi23-Expression gefunden werden. Das
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wirft die Frage auf, wie die Expression der anderen JIP-Gene, die jasmonatresponsiv sind,
verhindert wird.

Die exogene Applikation von JM an Keimlinge induziert mindestengpié-Genexpression

und fuhrt zur verstarkteip23-Expression (Abb.25). Wie im Blatt (WEIDHASE et al.,1987a)

ist somit auch im Keimling die Induktion vgips durch exogene Gabe von JM mdglich. Da
relativ hohe endogene Jasmonatgehalte in speziellen Geweben des Keimlings (Mesokotyl,
Scutellum, Blattbasis, s. Abb.24) gemessen wurden, scheinen JIP-Gene hier einem
Repressionsmechanismus zu unterliegen, der ihre Expression verhindert. Denkbar ist das z.B.
durch eine Kompartimentierung der Jasmonate oder das entwicklungsabhangige Auftreten
von Repressoren in den Jasmonate enthaltenden Geweben.

Ob die verstarkte JIP23-Genproduktakkumulation im JM-behandelten Keimling auf Erhéhung
der Expression des schon angeschalteten Gens beruht, konnte nicht festgestellt werden. Im
Genom des Gerstenkultivars Salome existieren aber mindestens zwei Gene fur JIP23
(GORSCHEN, personl. Mitteilung und Abb.14). Diese beiden Gene kdénnten unterschiedlich
reguliert sein und so die unterschiedlichen Expressionsmuster nach exogenem Strel3 bzw. im
natdrlichen Verlauf des Keimlingswachstums entstehen. Ein Gen kdnnte jasmonatabhéngig
sein, das andere jasmonatunabhangig bzw. abhéngig von Jasmonaten und einem weiteren
Faktor, wie Entwicklung oder Zucker (s. 4.4.2.). Auf die Regulation der EXxpression

unterschiedlicher JIP23-Gene wird unter Punkt (2) genauer eingegangen.

Nach StreReinwirkung z.B. durch Sorbitbehandlung oder Trockenheit am Gerstenblatt steigt
der endogene Jasmonatgehalt an und JIPs werden synthetisiert (LEHMANN et al., 1995).
Auch im Keimling stieg der endogene Jasmonatgehalt wahrend der ersten Stunden des
Wachstums an, und JIP23 konnte detektiert werden (Abb.23). Die endogene Jasmonatmenge
war in den Geweben am gréf3ten, in denen auch die gré3te Transkriptmenge fur JIP23
akkumulierte (Scutellum, Mesokotyl, Abb.24A, B und D, E).

Im Sorbit-gestrel3ten Gerstenblatt beginntjigi23-Expression etwa nach 12 h Inkubation auf
1M-Sorbitlésung. Zwolf Stunden nach Inkubationsbeginn liegt der absolute Gehalt an
Jasmonaten bei etwa 3000 pmol/gFG und betrdgt 6 h vorher etwa 2000 pmol/gFG
(LEHMANN et al., 1995). Im Sorbitgestref3ten Blatt muf3 vermutlich ein bestimmter Level an
Jasmonaten vorhanden sein (der Gber 2000 pmol/gFG liegt), unjipBeExpression zu
induzieren. Im 25 h alten Keimling sind im Scutellum ebenfalls Gber 2000 pmol/gFG, im
Scutellum 48 h alter Keimlinge sogar tber 4000 pmol/gFG vorhanden. Im Mesokotyl 25 h
alter Keimlinge jedoch konnten nur etwa 1000 pmol/gFG bestimmt werden (Abb.24). Eine
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Bewertung der Absolutmengen an Jasmonaten in Keimlingen, beziglich eines nétigen Levels
an Jasmonaten zur Induktion eifip3-Expression ist daher schwer.

Im ausdifferenzierten Gerstenblatt besteht eine Korrelation zwischen dem Anstieg der exogen
applizierten JM-Menge bzw. dem endogenen Jasmonatanstieg nach Sorbitolgabe und der
daraufhin synthetisierten Transkriptmenge fur die JIPs (LEOPOLD, 1994). Im Keimling
besteht diese Korrelation nur bedingt. Zwar sind in Geweben mit stajik@@Expression

auch verstarkt Jasmonate vorhanden gewesen. Durch die Lokalisation von JIP23 und seiner
MRNA in ganz bestimmten Zelltypen des Keimlings (Geleitzellen des LeitgefaRsystems im
Scutellarknotenbereich (Mesokotyl) und der Wurzel, in den Koleoptilenleitbiindeln, im
Scutellum, in den kleinen Blattleitbiindeln) wird aber deutlich, daf} die Expression sich eben
auf diese wenigen Zellen beschrankt. Die Analyse der Verteilung der in diesen Geweben
synthetisierten Jasmonate ist mit den derzeitigen Methoden nur unzureichend mdéglich, so dafl3
eine eindeutige Korrelation zwischen Jasmonatmenggip2@Expression wie fir das Blatt
durchfuhrbar, nicht geprift werden kann.

Fur die Beurteilung der gewebespezifischen Expression ist die Art der Jasmonatverbindung
ohne Bedeutung. Obwohl Untersuchungen zur Struktur-Wirkungsbeziehung durchaus
Unterschiede fur einige Verbindungen erbrachten (MIERSCH et al.,, 1999), liegt die
Induzierbarkeit durch die hauptsachlich endogen nachweisbaren Jasmonate (JA, JM, JA-L-
Isoleucin) nicht weit auseinander. Aul3erdem ist JA die Uberwiegende Komponente, so daf3
hier auch mit dem ELISA, der die Summe dieser drei Verbindungen erfal3t, Jasmonat
bestimmt werden konnte.

Durch die Manipulation der endogenen Jasmonatbiosynthese (Tetcyclacisapplikation) im
Keimling im Vergleich mit einer veradndertgip23-Expression, sollte der Einflu3 von
Jasmonaten als Induktor dgr23-Expression verdeutlicht werden.

Tetcyclacis ist ein Wachstumsretardant, blockiert die Jasmonatbiosynthese und inhibiert so
die JIP-Synthese im Gerstenblatt (HAUSER et al., 1990, WASTERNACK et al., 1995). Nach
Tetcyclacisapplikation am Keimling wurden geringere Jasmonatgehalte bestimmt (Tab.4).
AulRerdem konnte wenig@p23-Transkript detektiert werden. Durch die Blockierung der JA-
Biosynthese scheint diejip23-Expression abzunehmen, was ein Indiz fir die
Jasmonatinduzierbarkeit im Keimling ist. Mit dieser Aussage muf3 aber sehr vorsichtig
umgegangen werden. Dj@23-Expression wird nicht vollstandig gestoppt. Die geringere
Synthese vonjip23-Transkript kénnte auch die Folge der negativen Beeinflussung der
Keimung durch Tetcyclacis als Wachstumsretardant sein. Die Keimung ist ein sehr komplexer

Prozel3 und es kann nicht ausgeschlossen werden, dal3 neben der beabsichtigten Hemmung de
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Jasmonatbiosynthese die Keimlingsentwicklung gestort war. Die Tetcyclacis-behandelten
Keimlinge blieben phanotypisch in ihrer Entwicklung zurtick. Wahrend der Inkubation auf
Tetcyclacis nahmen die Keimlinge kaum an Lange zu. Dal3 wemg#8-Transkript zu

finden war, kdnnte auf eine Verlangsamung der Wachstumsprozesse zurtickzufihren und so
der zeitliche Vergleich der Expression zwischen manipulierten (Tetcyclacisinkubierte) und

nicht manipulierten Keimlingen verhindert worden sein.

(2) JIP23-Gene

Roggen, Weizen und Gerbel, ein urspringliches Gerstenkultivar, exprimieren nach
Applikation von JM im Blatt neue Proteine (HERRMANN et al., 1989). JIP23 wurde darunter
allerdings nicht gefunden (HERRMANN et al., 1989 und Abb.14). Auch in verschiedenen
anderen Gerstenkultivaren konnte keifip23-Expression nach Behandlung mit JM
nachgewiesen werden (HAUSE et al., 1999). Wahrend des Keimungsprozesses konnte aber in
allen untersuchten Getreidearten bzw. Gerstenkultivaren jg8-Expression detektiert
werden (Abb.13, HAUSE et al., 1999). Dieses Ergebnis zeigt, dal® mindestens ein JIP23-Gen
in diesen Getreidearten existiert und dieses einer anderen Induktionsabhangigkeit unterliegt
als das durch exogene Gabe von JM induzierbare im Gerstenkultivar Salome.

Inwieweit hier der Unterschied von Jasmonaten als exogenes bzw. endogenes Signal eine
Rolle spielt, ist nicht geklart. Dal’ ein solcher Unterschied besteht, belegen zwei Gene aus
Gerste, die nur nach exogener Applikation von JM an Blatter induziert weldgs.
(Koffeinsaure O-methyltransferasegen) ub@®X2:Hv:1 (Lipoxygenasegen) werden nicht

nach Sorbitol- und Trockenstrel3 und damit verbundenem endogenen Jasmonatanstieg
exprimiert (LEE et al., 1997; VOROS et al., 1998). ph3-Expression im Keimling und

das Fehlen eingip23-Expression in JM-behandelten Blattern verschiedener Gerstenkultivare
spricht fir Unterschiede in der Induktion der verschiedenen JIP23-Gene. Fur
Gerstenkultivare, die auf exogene JM-Applikation nicht mit €jip@3-Expression reagieren,
konnte auch keine Induktion nach durch Sorbitapplikation ausgeléster Erhhung endogener
Jasmonate beobachtet werden (HAUSE et al., 1999). Deshalb ist anzunehmen, daf3 das JIP23-
Gen welches im Keimling exprimiert wird, entweder vollkommen jasmonatunabhangig ist
oder neben Jasmonaten auch eine z.B. entwicklungsabhangige Komponente zur Expression

bendtigt.
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Fur Gene vegetativer Speicherproteine aus der Sojabohne (vspA und vspB) konnte eine
synergistische Koregulation der Expression durch endogene JA und Zucker gezeigt werden
(MASON et al., 1992 und 1993). Im Promoter des vspB wurde eine jasmonatresponsive und
eine sucroseresponsive Region identifiziert. Durch Deletionsexperimente wurde gezeigt, dafd
diese Regionen voneinander trennbar sind. Weitere cis-Elemente, die z.B. eine Induktion
durch Entwicklung (LORBERTH et al. 1992) oder Verwundung (KEIL et al., 1989)
vermitteln kdnnen, wurden in Promotoren anderer Gene gefunden.

Der Vergleich von DNA aus Gerbel und aus Salome hinsichtlich des Vorhandenseins von
JIP23-Genen weist darauf hin, dal3 in Salome ein Gen mehr vorliegt als in Gerbel (Abb.15).
Eine mdgliche Erklarung fur die unterschiedliche Induzierbarkeit von JIP23-Genen ware, dal3
in Salome das zusatzliche JIP23-Gen einen nur oder stark jasmonatresponsiven Promoter hat.
Wahrend der Keimung wird dagegen in Salome ein anderes JIP23-Gen, dem die
jasmonatresponsive Nukleotidsequenz im Promoter entweder ganz fehlt oder die mit einer
z.B. entwicklungsabhangigen Komponente zusammen reguliert oder von dieser Uberlagert
wird, induziert.

Die Exonbereiche der JIP23-Gene, die wahrend der Keimung bzw. im gestrel3ten Blatt
exprimiert werden, durften kaum Unterschiede aufweisen, da mit den verwendeten
Untersuchungsmethoden bis auf eine Ausnahme (eine Isoform zusatzlich im JM-behandelten
Blatt) stets die gleichen Isoformen, wenn auch in unterschiedlichen Mengenverhaltnissen zu
finden waren. Diese Annahme konnte durch Identifizieren der Gene fur JIP23 und deren
Analyse geklart werden. Dies erfolgt z.Zt. in der Arbeitsgruppe.

Ein Beispiel fur zwei autonom regulierte Gene, die das funktionell gleiche Protein codieren ist
die Trypthophandecarboxylase (TDC) dlamptotheca acuminai@hinesenbaum, LOPEZ-
MEYER et al, 1997). Die TDC hat eine Schlisselrolle in der
Monoterpenindolalkaloidbiosynthese und verbindet primaren mit sekundarem Stoffwechsel.
Es besteht eine hohe Sequenzhomologie auf Nukleotid- (82%) genauso wie auf
Aminosaureebene (84%). Enzymatische Tests ergaben eindeutig die TDC-Funktion fir beide
Proteine. Das Gen tdcl wird entwicklungsabhangig reguliert und ist nicht jasmonatresponsiv.
Das Gen tdc?2 ist induzierbar durch JM oder Pilzelizitoren und wird dabei nie in ungestrefl3ten
Geweben exprimiert. Die Autoren diskutieren die beiden Gene als funktionsspezifischen
Bestandteil zweier unabhangiger Abwehrsysteme, eines induzierbaren fur tdc2 und eines, das
durch die Entwicklungsprogramme der Pflanze bestimmt wird. Eine solche voneinander
unabhangige Regulation verschiedener Gene, die ein funktionell gleiches Protein codieren,

waére auch fur JIP23 denkbar.
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4.4.2. Einflull von osmotischem StrelR

Wahrend der Keimung und der sich daran anschlieBenden ersten Entwicklungsphase des
Keimlings werden verstarkt Nahrstoffe gebraucht. Diese werden zuallererst aus den
Speichergeweben, dem Scutellum und dem Endosperm freigesetzt und dem sich
entwickelnden Embryo bzw. der Keimpflanze zugefiihrt. Durch das Massenvorkommen von
den zu transportierenden Kohlenhydraten kann es im jeweils betroffenen Gewebe zu
osmotischem Strel3 kommen.

Das osmotische Potential in den Geweben scheint nicht fur die Induktionip@8r
Expression im Keimling verantwortlich zu sein. Keimlinge, die mit bzw. ohne Endosperm
angezogen wurden, zeigten erwartungsgemalf einen hohen bzw. einen niedrigen osmotischen
Wert in ihrem Scutellum. Trotzdem bildeten beide Keimungsvarianten JIP23. Die
unterschiedlich starke Akkumulation von JIP23 (s. Abb.26) ist vermutlich auf eine
Wachstumsverlangsamung durch Nahrstoffmangel in den Keimlingen, deren Endosperm
entfernt wurde, zuriickzufihren.

Nach exogener Strel3applikation an Gerstenblattsegmenten konnte auch keine Korrelation
zwischen osmotischem Potential der applizierten Lésung als Stressor und der Expression von
jips gefunden werden (LEHMANN et al., 1995). Obwohl hier die eingesetzten Losungen von
Glukose bzw. Kochsalz ein gleiches osmotisches Potential besitzen, induziert im Blatt nur
Glukose diejip-Expression. Digjip-Induktion ist im Gerstenblatt also unabhangig vom
osmotischen Potential der zum Stressen eingesetzten Losung. Diskutiert wird hier ein
Induktionseffekt bestimmter Zucker im Zusammenhang mit JA Uber verschieden responsive
Promoterelemente in den JIP-Genen, wie sie in Genen flr vegetative Speicherproteine schon
gefunden werden konnten (KIM et al., 1992; MASON et al., 1993). Auch flfip8-
Expression im Keimling ist eine Induktion durch das Auftreten von Zuckern im

Zusammenhang mit anderen Faktoren, die entwicklungsspezifisch sind, denkbar.
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Ausblick:

JIP23 ist in der Gerste sowohl im Blatt als auch im Keimling an der Bewaltigung von
Strel3ereignissen beteiligt. Sei es durch eine moglicherweise regulatorische Wirkung auf die
Translation bestimmter mRNAs oder eventuell auch strukturell durch eine bestimmte
dreidimensionale Struktur.

Die Regulation dejip23-Expression ist aber je nach den induzierenden Bedingungen (exogen
im Blatt, endogen im Keimling) verschieden. Dadurch ergibt sich die Mdglichkeit der
differenzierten Betrachtung der Expression eines funktionell wahrscheinlich identischen
Proteins.

Um die Frage der Induktion des in der Entwicklung exprimierten JIP23-Genes zu klaren, ist
die Analyse seines Promoters erfolgversprechend. Promoterstudien kdnnen die Unterschiede
in der Induzierbarkeit defip23-Expression zeigen und zum besseren Verstandnis der
differentiellen jip23-Expression beitragen. Die Transformation von JIP23-cDNAs im
homologen System (Gerste) stellt eine weitere Moglichkeit zur Funktionsuntersuchung von

JIP23 dar. Beide Strategien werden derzeit in der Arbeitsgruppe praktiziert.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Unter StreRbedingungen werden in verschiedensten Pflanzenarten neue Proteine synthetisiert.
Jasmonate haben dabei vielfach eine Funktion als Signalmolekile fir die Induktion der
Genexpression. Aus jasmonatbehandelten bzw. gestrel3ten (Trockenstreld, osmotischer Streld)
Gerstenblattern sind eine Reihe von jasmonatinduzierbaren Proteinen (JIPs) und/oder deren
Gene bekannt. Jasmonaten konnte auch eine regulatorische Wirkung bei Wachstums- und
Entwicklungsprozessen nachgewiesen werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die
Expression defips der Gerste wahrend der Entwicklung und des Wachstums untersucht.
Gefunden wurde eingp23-Expression wahrend der Samenreifung und —keimung. Sowohl
Northernblot- und Westernblotanalysen als autch situ Hybridisierung und der
immunzytologische Nachweis dienten als Methoden zum Verfolgen der Expression eines
JIP23-Genes und der Akkumulation seines Genproduktes.

Die Akkumulation von JIP23 und seiner mRNA nimmt im Verlauf des Reifungsprozesses von
Gerstensamen des Kultivars Salome ab. Im vollstandig ausgereiften, trockenen Samen sind
MRNA und Protein nicht mehr nachweisbar.

Im wachsenden Keimling beginnt djgp23-Expression ca. 20 h nach Imbibition. Sie ist
gewebs- und zellspezifisch. JIP23 und seine mRNA konnten in den Geleitzellen des
vaskularen Systems, vor allem im Mesokotyl, und allen Zellen des Scutellums nachgewiesen
werden. Eine zeitliche und ortliche Anderung der Expression konnte durch Vergleich
verschieden alter Keimlinge beobachtet werden. JIP23-mRNA akkumulierte zuerst starker im
Scutellum (in 25 h alten Keimlingen) und spater dann im Bereich des Mesokotyls (in 6 d alten
Keimlingen).

Eine Akkumulation anderer, aus JM-behandelten Blattern bekannte JIPs (JIP37, JIP60) findet
nicht statt. Im Gegensatz zur koregulierten Expression djgseim JM-behandelten Blatt

wird wahrend der Keimlingsentwicklung nur JIP23 gebildet.

Das gewebs- und zellspezifische Vorkommen von JIP23 waéahrend der Keimung ergab
Hinweise auf eine mdgliche Funktion dieses Proteins. Aufgrund des Vorkommens in

Geweben (Scutellum und das vaskulare System), durch die osmotisch wirksame Néahrstoffe
aus dem Endosperm in den Keimling transportiert werden, wird fur JIP23 eine Schutzfunktion

bei osmotisch stressenden Prozessen diskutiert. Andererseits wird fur JIP23 eine Funktion bei
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der unterschiedlichen Auspragung des Photosyntheseapparates angenommen, da dieses

Protein in Geweben akkumuliert, die photosynthetisch nicht aktiv sind.

Die Isoformenmuster von JIP23 wurden zwischen JM-behandelten Blatt und Keimling
verglichen, um tber Unterschiede eine nahere Charakterisierung des Proteins zu ermoglichen.
In beiden Untersuchungsstadien konnten sechs gleiche Isoformen immunologisch
nachgewiesen werden, die sich nur in den vorhandenen Mengen voneinander unterscheiden.
Eine siebente Isoform, die nur im JM-behandelten Blatt zu finden war, kennzeichnet neben
den erwahnten verschiedenen Mengenverhéltnissen die Unterschiede zwischen JM-

behandelten Blatt und Keimling.

In JM-behandelten Blattern konnte JIP23 in Zellkernen nachgewiesen werden. Die
Untersuchung der Kompartimentierung der Isoformen ergab, daf’ die Isoformen im Zellkern
und im Zytoplasma in unterschiedlicher Menge vorkommen. Einige der mengenmalig
geringer gebildeten Isoformen waren verstarkt im Zellkern zu finden. Diese Spezialisierung
der Isoformen fuhrte zu der Annahme, dal3 ein funktioneller Unterschied zwischen den

Isoformen bestehen kdnnte.

Blatter des Gerstenkultivars Gerbel reagieren nach JM-Behandlung nicht wie Blatter des
Gerstenkultivars Salome mit eingp23-Expression. Es konnte gezeigt werden, dal3 das
Gerbelgenom jedoch ein Gen fur JIP23 besitzt und dieses wahrend der Keimung auch
exprimiert wird. Ebenso exprimieren die Roggensorte Petka und Weizensorte Hatri wahrend
der Keimung einjip23. Die Expression dieses Genes wahrend der Keimung scheint in
Getreiden arten- und sortenibergreifend stattzufinden.

Dariiber hinaus 1aRt das Vorkommen von mindestens zwei Genen fiur JIP23 im Genom des
Gerstenkultivars Salome und der jasmonatunabhangg@sExpression in der Gerbel eine
unterschiedliche Induzierbarkeit dieser Gene im JM-behandelten Blatt und im Keimling

vermuten.

Dajip23 im Gerstenblatt jasmonatabhangig exprimiert wird, sollte analysiert werden, ob auch
im Keimling ein endogener Jasmonatanstieg die JIP23-Synthese auslost. Die gleichzeitige
Analyse vonjip23-Expression und Bestimmung der endogenen Jasmonatgehalte ergab aber
keine eindeutige Korrelation. Nicht in allen Geweben mit relativ hohem Jasmonatspiegel
konnte auch eine dem entsprechejy23-Expression gefunden werden. Auch die Hemmung

der Jasmonatbiosynthese im Keimling erbrachte kein eindeutiges Ergebnis. Der Einflul3 der in
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bestimmten Geweben des Keimlings vorhandenen osmotisch wirksamen, stressenden
Nahrstoffe wurde untersucht. Ein direkter Einflul3 von osmotischen Stref3 konnte nicht
nachgewiesen werden. Diskutiert wird eine nicht (nur) jasmonatabhangige,

entwicklungsabhangige Induktion der Gene fur JIP23 im Keimling.
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