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Beeinflussung der Anthocyansynthese in Keimlingen 
von Sinapis alba L. durch c~-Methyl-DL-tryptophan 
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influence o/ ~-Methyl-DL-tryptophan on Anthoeyanin Synthesis in Seedlings 
o/ Sinapis alba L. 

Summary. a-methyl-nL-tryptophan stimulates anthocyanin synthesis in dark 
grown seedlings of Sinapis alba L. Effective concentrations are between 10-4m 
and 10 3 m. This stimulation is accompanied by an inhibition of root and shoot 
growth. 

The induction of anthocyanin synthesis by red light (3 X 108 erg cm -~ sec 1) is 
complete after an exposure time ol 3 minutes regardless of whether or not the plants 
were treated with ~-methyl-DL-~ryptophan. 

Isonicotinic acid hydrazide inhibits growth of Sinapis alba in a similar manner. 
It  does not affect anthocyanin synthesis. 

Einleitung 
Bei Versuchen zur Analyse des Biogenesewegs, der in  allen Senf- 

61glucoside f / ihrenden Famil ien  der Rhoeadales (sensu Wetts te in)  vor- 
kommenden  Indolglucosinolate erwies sieh e-Methyl-DL-tryptolohan als 
ausgezeichneter Hemmstoff  der Biogenese dieser Verb indungen  (ScKRaV- 
DOLFi. V.). Gleichzeitig wird bei Appl ikat ion dieses Inhibi tors  das 
Wurzel- a n d  Sprogwachstum etiolierter Keimlinge yon  Sinapis alba 
erheblich gehemmt.  Die durch g-Methyl-DL-tryptophan hervorgerufene 
W a c h s t u m s h e m m u n g  ist begleitet von einer erheblichen Zunahme des 
Anthoeyangehal t s  der Keimlinge.  IJber diese bislang nicht  beschriebene 
Wirkung  der aminos/ iureanalogen Verbindung soll hier berichtet  werden, 
nachdem kfirzlich WA~srE1% BrXGER und  M o o r  (1967) auf einen ent- 
sprechenden Effekt von Chloramphenieol hingewiesen haben.  

Material and Methoden 
Als Samenmaterial diente Sinapi8 alba L. (Sorte Giselba, Institut ffir Pflanzen- 

bau und Pflanzenzfichtung der Universit/it Giegen, Ernte 1966). Pro Versuch 
wurden jeweils 50 in Gr6Be und ~'grbung homogene Samen ausgew/~hlt und in 
Plastikdeckeldosen (10 x 10 X 5 cm) auf Chromatographiepapier (3 Lagen MN 
2214ff.) zur Keimung gebracht. Zugesetzt wurden jeweils 5 ml Wasser bzw. Hemm- 
stofflOsung. Das Wachstum erfolgte im Dauerdunkel bei 25 ~ :~ 0,5 ~ C. 

23 Planta (Berl.), Bd. 77 



320 H. SC~RAUDOLF: 

Zur Exposition im HR diente ein Licht~eld, das mit Hilfe yon Plexiglasfiltern 
und LeuchtstoffrShren geeigneter Emission hergestellt war. Der Emissionsschwer- 
punkt liegt bei 660 nm. Die mitt]ere Energie des Lichtfeldes auf der HShe des Ver- 
suchsguts betrug 3 • 10 a erg cm -2 sec -1. Die Belichtung erfolgte jeweils 24 Std nach 
der Aussaat. 

Extrahiert wurden jeweils 2 x 20 Keimlinge in 10 ml eines von WAG~ER und 
Mom~ (1966) angegebenen Mediums. Die Extraktion erfolgte jeweils 3 bzw. 4 Tage 
nach Aussaat. Das Alter der Keimlinge bei der Extraktion ist in den jeweiligen 
Legenden der Abbildungen und Tabellen angegeben. Die Messung des Anthocyan- 
gehalts erfolgte nach der Methode derselben Autoren in Cuvetten yon 1 cm Schicht- 
l~nge. Die in den T&bellen angegebenen Wurzel- und Sprol~l~ngen sind Mittel aus 
jeweils 40 Keimlingen. 

~-Methyl-DL-tryptophan (~-MT) wurde dutch die Sigma Chemical Comp., St. 
Louis, bezogen; Isonicotins~urehydrazid war ein von Nutritional Biochemicals 
Corp., Cleveland, gehefertes Produkt. 

Ergebnisse 
I n  Konzen t ra t ionen  zwischen 10-Sm und  10-3m hemmt  ~-MT 

Hypokoty l -  u n d  Wurze lwachs tum etiolierter Keimlinge yon  Sinapis alba 

Wurz~i 
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ABB. 1. Wirkung steigender Konzentrationen yon ~-Methyl-DLitryptophan auf das 
SproB- und Wurzelwachstum etiolierter Keim]inge von Sinapis alba L. Mittelwerte 

aus 40 Keimlingen. Dauerdunkel 25 • 0,5 ~ C 

(Abb. 1). Diese t t e m m u n g  ist schon beim Ans&tz im Dauerdunkel  begleitet 
yon  einer schwachen aber signi~ikanten F6rderung der Anthocyan-  
synthese (Abb. 2). 
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Werden  die Keimlinge 24 Std naeh der Aussaat  einer zunehmenden  
Exposit ionszeit  hellroter St rahlung (HI~) ausgesetzt, steigt zungehst  

parallel zur Exposit ionszeit  die g-MT bedingte F6rderung  der Antho- 
cyansynthese.  Der Einf lu6 der jeweiligen Behandlung  hat te  sich am 
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Abb. 2. Wirkung kurzfristiger Bestr~hlung mit ItR auf die Anthocy~nsynthese in 
3 T~ge ~lten etiolierten Keimlingen yon Sinapis alba. Mittel �9 3 • 20 Keimlingen. 
Hl~-Belichtung 24 Std n~ch Aussaat. Anzucht 25• ~ C. Dunkel. Ordinate: 
D~uer der HR-Bestrahlung (3 • l0 s erg cm -2 sec -1. Abszisse: Exti~xktion 535 nm. 

�9 �9 Kontrolle, �9 �9 6 • 10 -4 m-Methyl-DL-tryptoph~n 

3. Tag naeh der Aussaat  manifest iert .  Die Ex t rak t ion  der Keimlinge und  
Bes t immung  des Anthocyangehal t s  erfolgte zu diesem Zei tpunkt .  Ab 
einer Beliehtungszeit  yon 3 min  ist so- 
wohl in der Kontrol le ,  als aueh im An- 
satz mi t  ~-MT ein erster S/ittigungs- 
zus tand  erreieht (Abb. 2) (s. a. MooR, 
1967). Generell i ibertrifft  un te r  den 
yon uns  gewghlten Bedingungen einer 
kurzen  HR-Expos i t ion  die dureh Zu- 
satz yon  g-MT erreichte F6rderung  
der Anthocyansynthese  die yon WAG- 
s~R, B i s G n n  a n d  M o o r  (1967) beob- 
aehtete Steigerung im Dauerdunkel-  
rot. Aueh seheint zumindest  bis zum 
Erreiehen der ersten S/~ttigung eine 
absolute Unabh/ingigei t  der F6rde- 
rung der Farbstoffsynthese yon der 
Strahlungsdosis n icht  gegeben. Die 
Abh/~ngigkeit der Anthocyansyn-  
these yon der Hemmstoffkonzentra-  
t ion  ist in Tabelle 1 wiedergegeben. 

Tabelle 1. Wir]cung steigender Konzen- 
trationen von cr 
au] die Anthocyansynthese und das 
Wachstum yon Sinapis  alba L. 3 Tage 
alto im Dunkel (25 ~: 0,5 ~ C) gezogene 
Keimlinge (S ta in  H R  3 x  10 ~ erg 

cm -~ sec -1, 24 h nach Aussaat) 

~-D,L-MT 535 nm g Frischgewich~ 
m e 20 Keimlinge 

0 0,032 1,05 
10 -2 0,040 0,96 

5 • 10 -5 0 ,066  0,78 
7,5 • 10 5 0,068 0,68 

l0 -4 0 , 086  0,62 
2 • 10 -a 0,093 0,53 
4 • l0 -4 0,148 0,50 
6 • l0 -~ 0 ,163  0,45 
8 X l0 -4 0,159 0,46 

10 -8 0,168 0,38 
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Auch bei Ansgtzen im DauerweiBlicht (Phillips TL/67 W/32; 
3 • 104 erg cm -a sec -1) und im Dauerdunkelrot war bei Zusatz yon 
6 • 10-4m c~-MT eine FSrderung der Anthocyansynthese um 15--20% 
zu beobachten. Das uns zur Verffigung stehende Dunkelrotfeld hat eine 
physiologisch ungiinstige Emissionsverteilung, die Energie des Feldes 
betri~gt 2 • 10 a erg cm -2 sec -~. Im Dauerlicht und Dauerdunkelrot ist 
gegenfiber den Kontrollen vornehmlich das Wurzelwachstum gehemmt. 

W/~hrend in Ubereinstimmung mit WAGN~ und Mon~ (1966) die 
Steigerung der Farbstoffsynthese durch die applizierten kurzen Ex- 
positionen im HR vornehmlich in den Kotyledonen abl/~uft, ist bei 

Fiitterung mit ~-MT eine deuthche 

Tabelle 2. Wir/sung steigender Konzen- 
trationen von IsonicotinsSurehydrazid 
au/ Wachstum und Anthocyangehalt 
Sinapis alba L. 4 Tage alte, im Dun/eel 
(52 • 0,5 ~ C) gezogene Keimlinge 
(5 rain H R  3 • 103 erg cm -2 sec -1, 24 h 

nach Aussaat) 

INSH 535nm g Frischgewieht 
m ~ 25 Keimlinge 

0 0,060 1,65 
10:4 0 ,044 1,66 

2,5 • l0 -~ 0 ,069 1,55 
5 • 10 -4 0,037 1,10 

7,5 • 10 -4 0,026 0,94 
10 -~ 0 ,020 0,86 

Zunahme des Anthoeyangehalts auch 
in den oberen, direkt unter dem 
Kotyledonarhaken gelegenen Berei- 
chen des Hypokotyls zu beobachten. 

Ob eine gleichzeitig auitretende Off- 
hung eines groBen Anteils der Kotyledonar- 
haken ~-MT behandelter Pflanzen ein 
direkter Effekt des Inhibitors ist oder erst 
sekund~r durch geotrope Beeinflussung 
der Keimlinge hervorgerufen wird, ist noch 
nicht geklgrt. Bedingt durch die starke 
Hemmung des Wachstums der Keimwurzel 
ist die Standfestigkeit der Keimlinge auf 
dem Substrat aus feuchtem Ffltrierpapier 
~ul3erst gering. Geotrope Reize wi~ha'end 
der ersten Wachstumsphasen kSnnen so- 
mit als Ursache der HakenSffnung nicht 
ganz ausgeschlossen werden. 

Einzig naehweisbares Umsetzungsprodukt des s-D, L-MT in den 
angewandten Umsetzungszeiten war eine Verbindung, die nach ihrem 
chromatographischen und papierelektrophoretisehen Verhalten als 
~-Methyl-D-Malonyltryptophan angesprochen werden kann. 

Die FSrderung der Anthocyansynthese dutch ~-MT ist kein direkter 
Effekt der Wachstumshemmung. Isonieotinsgurehydrazid, das in 
Konzentrationen fiber 10-4m eine vergleichbare Hemmung des SproB- 
und Wurzelwachstums hervorruft, ist ohne Wirkung auf die Antho- 
cyansynthese (Tabelle 2). 

Diskussion 

Als Wirkung einer Applikation yon c~-Methylaminosguren werden in 
vivo und in vitro vornehmlich Hemmungen der Transaminierung und 
Decarboxylierung nativer Aminos/~uren beschrieben. Dieser Effekt wird 
neben dem wirksameren 5-Hydroxy-~-Methyltryptophan auch dem bei 
unseren Versuchen angewandten ~-MT zugesehrieben. Trotz dieser 



Beeinflussung der Anthocyansynthese durch ~-Methyltryptophan 323 

Hemmung der Decarboxylase wird jedoch fiir beide Analoga fiber einen 
Abbau zu den entsprechenden Aminen berichtet (W~IssBAcH u. Mitarb., 
1960). Aus den bier dargestellten Ergebnissen wurde darfiberhinaus eine 
N-Malonylestcrbildung ~-Methyl-D-tryptophans wahrscheinlich, dies in 
1)bereinstimmung mit der Umsetzung yon D-Tryptophan in Sinapis alba 
(SCItRAUDOLF und BERGMANN, 1965). 

In Tieren und Mikroorganismen ist ffir ~-MT die F/~higkeit zur 
Induktion der Tryptophanpyrrolase naehgewiesen worden (G~EEN- 
GAR~), 1964; MADRAS und SOU~KES, 1965); ein Effekt, mit dem auch die 
Wirkung yon ~-MT auf die Biogenese yon Actinomycin D in Verbindung 
gebracht worden ist (SIvAK und KATZ, 1962). 

Beide Effekte reichen zur Erklarung der gesteigerten Anthocyan- 
synthese nicht aus. Tryptophanpyrrolase ist in hSheren Pflanzen bislang 
nicht nachgewiesen. Die Hemmung der Deearboxylase bzw. Amino- 
sauretransaminasen wird auch durch Isonicotins/~urehydrazid, einen 
spezffischen Blocker pyridoxalphosphatabhangiger Enzyme erzielt, ohne 
da2 diese Verbindung einen entsprechenden Effekt auf die Farbstoff- 
synthese zeitigt. 

Gerade die nach Applikation dieses Inhibitors erzielten Ergcbnisse 
zeigen aueh, dab die evtl. mit einer Wachstumshemmung verbundene 
Reduktion der Proteinsynthese und tin damit verbundener Anstieg in 
der Konzentrstion yon Vorstufen bzw. energieliefernden Verbindungen 
nicht ausreicht, die Steigerung der Anthocysnsyntheserste nsch Ffitte- 
rung yon ~-MT zu erklaren. 

Solange zwisehen der Synthese der Indolglucosinolate nnd der Genese 
des Flavanskeletts keine biochemische Korrelation nachgewiesen ist, 
bietet such die yon uns beobaehtete Hemmung der l~ate der Gluco- 
brassicin- und Neoglucobrassicinsynthese keinen Anhaltspunkt zur 
Interpretation der demonstrierten Ergebnisse. Dies um so mehr, als in 
Tropaeolum mains eine entspreehende Hemmung der Biogenese des 
Glueotropaeolins yon uns nicht naehgewiesen werden konnte. Die Um- 
setzung des Phenylalanins, einer direkten Vorstufe der Flavonoide wird 
demnach durch ~-MT nicht beeinflul~t. 

Solange eine biochemische Analyse der in Sinapis durch ~-MT 
verursschten Veranderungen im Stoffwechsel sussteht, mull die Frage 
nach der Causa der naeh Applikation dieser Verbindung einsetzenden 
Steigerung der Anthocyansynthese als often betrachtet werdcn. Wir 
selbst versuchen dureh Anwendung weiterer Indolverbindungen und 
anderer spezifisch wirkender Inhibitoren zur Klarung dieser Frsge bei- 
zutragen. 

Offen ist such noeh, ob die schwache FSrderung der Anthocyan- 
synthese ohne HR-Be]ichtung real, d.h. ob ein teilweiser Ersatz der 
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photobiologischen I n d u k t i o n  der  An thocyansyn these  dureh e-MT m6g- 
lich ist. Der  steile Anst ieg  der  Dos is -Ef fek tkurve  (Abb. 2) liiBt n ieht  aus- 
schlieBen, dM~ schon die geringe Bel iehtungszei t  bei  der  Aussaa t  geniigt,  
einen en tsprechenden  Effekt  auszul6sen. Der  g]eichartige zeit l iche Ver- 
lauf der  Dos i s -Ef fek tkurven  spr icht  zun/~chst e inmal  gegen eine Sensi- 
bil isierung des induzierenden  Sys tems du tch  ~-MT. 

Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
durchgefiihrt. Fraulein F. O~D~RKA danke ich fiir ihre Hilfe bei der Durchfiihrung 
der Versuche. 
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