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Die freien Aminos/ iuren im Endosperm von  Raphanus sativus L. 
bei 4x .  4x-  und 4x .  2x -Kreuzungen  * 

E.  CLAUSS 
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Free  A m i n o  A c i d s  in E n d o s p e r m  of  Raphanus sativus L. after 4x • 4 x and 4 x X 2x Crosses  

Summary. The amino acid pool in the endosperm of ovules of Rapha~us sativus var. sativus from 4x • 4x and 
4x • 2x crosses was studied. There are striking differences between the two types of endosperm. In a normally func- 
t ioning 6x endosperm (4x • 4~) the amino acid concentrations decrease sharply, though temporarily, especially be- 
tween the 12th and 15th day after pollination. In  5x endosperm (4x • 2x) the amino acid concentrations are high and 
remain relatively unchanged. We assume this to be a metabolic anomaly and a possible cause for the degeneration 
of the embryo. 

Bei verschiedenen Pf lanzenar ten ,  die ein Endo-  
sperm besi tzen,  fi ihren Valenzkreuzungen,  z . B .  
zwischen 2x- u n d  4x-Pflanzen,  normalerweise zu 
ke inem Samenansa tz .  Obwohl  bei derar t igen Kreu-  
zungen  die Bef ruch tung  u n d  eine gewisse Anfangs-  
en twick lung  des Embryos  erfolgt, kommt  es dennoch  
zur ba ld igen  Degenera t ion  der Samenanlage.  Ers t  
vor kurzem wies SKIEBE (1967) in einer zusammen-  
fassenden Dars te l lung  darauf  bin,  daB die genetische 
K o n s t i t u t i o n  des Endosperms,  d. h. ein sogenanntes  
funkt ion ie rendes  Endosperm,  yon  vorrangiger  Be- 
deu tung  ftir die E n t s t e h u n g  lebensf/ihiger Samen ist. 

Uber  die Physiologie der sich en twicke lnden  N/ihr- 
gewebe ist bis je tzt  relat iv wenig bekann t .  Die Ur-  
sache daftir ergibt  sich vor al lem aus der Schwierig- 
keit,  mi t  den meist  m in ima len  Subs t anzmengen  zu 
exper iment ieren .  Eine  Modifizierung der Di inn-  
schichtchromatographie  gab uns  die M6gtichkeit,  die 
Aminos/ iure-Pools  in den nukle/ i ren Endospe r me n  
yon Raphanus sativus var. sativus bei den K r e u z u n -  
gen 4x �9 4x ( funkt ionierend)  u n d  4x �9 2x vom  10. Tag 
nach  der BestSmbung bis zum I9. Tag, dem Zeit-  
p u n k t  wei tgehender  Degenera t ion  der 4 x .  2x-Sa- 
menan lagen ,  zu un te rsuchen .  

Material  und  M e t h o d i k  

Die Versuche wurden mit  der 2x-Sorte 'Feuerkugel'  
und dem 4x-Stamm 1091 im Freiland durchgefiihrt. Zur 
Ausschaltung individueller Besonderheiten erfolgten 
beide Kreuzungen parallel auf jeder 4x-Pflanze. Das 
fliissige Endosperm wurde vom t 0. Tag an nach der ]3e- 
stgubung (friiher war es technisch nicht mOglich) mit  
Kapillaren den Samenanlagen entnommen, gesammelt 
und sofort zu je 2 ~1 auf Diinnschichtplatten aufgetragen. 

Chromatographie: Mit 15 g Cellulose MN 300 + 0,5% 
Carboxymethylcellulose wurden 16 Pla t ten  zu 12 • t 2 cm 
beschichtet. 1. Lauf (3 h) in t-BuOH/Essigs/~ure/H20 
(3 :I : l ) ;  das Laufmittel bew/ihrt sich durch seine nn- 
begrenzte Verwendbarkeit und die ausgezeichnete Trenn- 
t~thigkeit auch bei Pflanzens~ften und 1Rohextrakten. 
2. Lauf (doppelt, je 70 min) in s-BuOH/MeEtCO/NH,/H~O 
(5 : 3 : t : I) ; es empfiehlt sich, das Gemlsch nur fiir eJnen 
doppelten Lauf zu benutzen. Die kritischen Aminos/iuren 
Leucin und Isoleucin sowie Methionin und Valin werden 
in diesem Laufmittel Mar getrennt. Die Plat ten wurden 
dutch dreimaliges kurzes Tauchen in 0,5 % Ninhydrin in 
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Aceton (Cd(NOa)2-haltig) gef/~rbt. Die Aminos/iuren sind 
noch zu 0,02 ~xg nachweisbar. Die minimalen Endo- 
spermmengen gestatteten nur einen visuellen Vergleich 
der Gr6Be und Farbintensit~it der Ninhydrinflecken mit  
denen yon Standardverdiinnungen. 

E r g e b n i s s e  und D i s k u s s i o n  

In  den Raflhanus-Endospermen fanden  wir men-  
genm~Big domin ie rend  die Aminos~uren  u n d  Amide 
Alanin ,  Arginin ,  Asparagins~ure,  Glutamins~ure ,  
Glutamin, Isoleuein, Leucin,  Pheny la lan in ,  SerJn, 
S-Methyleyste insulfoxid  (SMeCySO), Threon in  u n d  
Valin.  Wei te rh in  liel3en sich in  geringen Spuren  u n d  
z. T. nu r  kurzff is t ig  Asparagin,  7-Aminobutters~iure,  
Glycin,  His t id in ,  Lysin,  Methionin  (inkl. Methionin-  
sulfoxid), Tyros in  sowie A t ha no l a mi n  naehweisen,  
die aber  im R a h m e n  der vorl iegenden Arbe i t  nu r  be- 
grenzt  beri icksicht igt  werden k6nnen ,  da die gerin- 
geren K o n z e n t r a t i o n e n  nu r  sehr vorsichtige Deu- 
t ungen  er lauben.  

Die sich aus den beiden Kreuzungen  ergebenden 
E n d o s p e r m t y p e n  untersche iden  sich im Aminos~ure-  
gehalt  in q u a n t i t a t i v e r  Hins ich t  sehr deut l ich von-  
e inander .  W/ihrend im 5x-Endosperm (4x.  2x- 
Kreuzung)  die K onz e n t r a t i one n  re la t iv  hoch s ind u n d  

Tabelle I. Ami~ostiuregehalt des 6x-Endosperms in Pro- 
zent des 5x-Endosperms 

t0. 1t. t2. t3. 14. t5. t7. 19. Tag 
nach der Bestgubung 

GluNHe 50 20 10 10 10 10 70 60 
SMeCySO 50 40 20 10 10 10 70 90 
Glu 50 40 40 20 20 30 50 120 
Ser 100 S0 90 50 20 30 40 40 
Ala 2O0 2OO 2O0 100 70 50 100 50O 
Asp 3O 30 10 10 10 3O 40 7O 
Val 60 30 30 t0 20 30 90 120 
Leu 50 50 0 0 40 40 100 t00 
Ileu 50 50 0 0 40 40 100 180 
Phe 40 50 0 0 30 40 t00 150 
Arg 50 50 50 0 0 0 t00 100 
Thr 0 0 -- -- -- 0 0 t00 

0 = unter den gegebenen Bedingungen im 6x-Endosperm 
nicht mehr nachweisbar; -- = auch im 5x-Endosperm nicht 
nachweisbar. Reihenfolge nach der Yionzentration: GluNH2 
max. I Ixg -- Thr. ca. 0,02 ~tg/~xl 5x-Endosperm. 
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bis zur Degeneration der Samenanlagen ohne wesent- 
liche Schwankungen ann/ihernd gleichbleiben, liegen 
sie im 6x-Endosperm (4x. 4x) bereits am 10. Tag 
nach der Best'aubung (bis auf die yon Alanin und 
Serin) ganz erheblich unter denen des 5x-Endosperms 
(Tab. J). Im  Laufe der folgenden Tage sinken die 
Werte noch weiter ab, um schliel31ich etwa vom J 5. 
zum J9. Tag wieder anzusteigen. Dabei werden teil- 
weise die Konzentrat ionen im 5x-Endosperm iiber- 
schritten. Auch die nur zeitweilig in geringen Spuren 
nachweisbaren Aminos~iuren Ty.rosin , y-Aminobutter-  
s~iure und Methionin sowie Athanolamin sind im 
5x-Endosperm in h6heren Konzentrat ionen enthalten 
als im 6x-Endospmm. Eine gewisse Ausnahme bildet 
Alanin, dessert Konzentrat ionen im 6x-Endosperm 
vom t0. bis J2. Tag etwa doppelt so hoeh sind wie irn 
5x-Endosperm und am i 9. Tag sogar den 5 faehen Wert  
erreiehen. Die Tendenz einer vortibergehenden Kon- 
zentrationsverringerung ist aber aueh bier deutlich. 

Die bemerkenswerten Ver~inderungen des Amino- 
s~ure-Pools im 6x-Endosperm sind zweifellos Aus- 
druck tines normal funktionierenden Stoffweehsels. 
Die freien Aminos~turen werden hier wahrscheinlieh 
far die Proteinsynthese verbraucht,  die zwischen dem 
J2. und J 5. Tag nach der Best~iubung eine auffallende 
Steigerung erf~thrt. Eine zeitweilig erh6hte energe- 
tische Nutzung der Aminos~turen im Atmungsstoff- 
wechsel, wie sic z. t3. von LINSI<E>TS u. Tue~: (t966) in 
best~iubten Petu~ia-Griffeln naehgewiesen wurde, 
wird dutch den hier beobaehteten gleichzeitigen 
Schwund des Glutamins sowie dutch das unver~inderte, 
nur spuremveise Auftreten des Asparagins nicht 
unterstriehen. Der weitgehend gleichbleibende 

Aminos~ure-Pool im 5x-Endosperm las t  vermuten,  
dab in diesem Falle das Aminos~ure-Angebot nicht 
genutzt  werden kann. Auf dieser Stoffwechselano- 
malie beruht m6glicherweise der alsbaldige Abort des 
Embryos.  

Interessanterweise deuten erste Versuche mit  Va- 
lenzkreuzungen an Brassica pef~ine~sis Rupr. im 
wesentlichen auf gleiche Verh~tltnisse im Amino- 
s~iure-Stoffwechsel bin. Die yon uns mitgeteil ten 
Beobachtungen diirften daher keinesfalls nut  fiir 
Rapha~s satires spezifisch sein. 

Zusammenfassung 

Es wurde der Aminos/iure-Pool im Endosperm der 
Samenanlagen yon Raphan+~s sativus var. sativ~s bei 
den Kreuzungen 4x .  4x und 4x .  2x untersueht.  
Zwischen beiden Endospermtypen bestehen auffal- 
lende quant i ta t ive Unterschiede. Im  normal funk- 
tionierenden 6x-Endosperm (4x. 4x) sinken die Kon- 
zentrationen der Aminos~turen vor allem zwischen 
dem J2. und t 5. Tag nach der Best~iubung vorOber- 
gehend stark ab. Im  5x-Endosperm (4x. 2x) sind 
die Konzentrat ionen der Aminosfiuren hoch und 
bleiben weitgehend unver/indert, so dab bier eine 
Stoffwechselanomalie vermute t  werden kann, auf der 
m6glicherweise die Degeneration des Embryos  be- 
ruht. 

Literatur 
1. LINSKENS, H. F., and J. TupY: The amino acid pool 

in the style of self-incompatible strains of Petunia after 
self- and crosspollination. Der Ziichter 36, 151--t58 
(1966). -- 2. SKIEBE, K.: ~]ber die genetischen Ursachen 
der Samenbildung. Der Ziichter 37, 75--82 (1967). 


