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Beeinflussung der Anthocyansynthese in Keimlingen
von Sinapis alba L. durch a-Methyl-DL-tryptophan
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Influence of «- Methyl-DL-tryptophan on Anthocyanin Synthesis in Seedlings
of Stnapis alba L.

Summary. «-methyl-DL-tryptophan stimulates anthocyanin synthesis in dark
grown seedlings of Sinapis alba L. Effective concentrations are between 10~*m
and 107 m. This stimulation is accompanied by an inhibition of root and shoot
growth.

The induction of anthocyanin synthesis by red light (3 x 10® erg cm—2 sec™?) is
complete after an exposure time of 3 minutes regardless of whether or not the plants
were treated with «-methyl-pL-tryptophan.

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-
dlglucoside fithrenden Familien der Rhoeadales (sensu Wettstein) vor-
kommenden Indolglucosinolate erwies sich o-Methyl-pr-tryptophan als
ausgezeichneter Hemmstoff der Biogenese dieser Verbindungen (ScHRAU-
DOLF i. V.). Gleichzeitiz wird bei Applikation dieses Inhibitors das
Wurzel- und SproBwachstum etiolierter Keimlinge von Sinapis alba
erheblich gehemmt. Die durch «-Methyl-pDL-tryptophan hervorgerufene
Wachstumshemmung ist begleitet von einer erheblichen Zunahme des
Anthocyangehalts der Keimlinge. Uber diese bislang nicht beschriebene
Wirkung der aminoséureanalogen Verbindung soll hier berichtet werden,
nachdem kirzlich WaeNERr, BixgEr und Mour (1967) auf einen ent-
sprechenden Effekt von Chloramphenicol hingewiesen haben.

Material und Methoden

Als Samenmaterial diente Sinapis alba L. (Sorte Giselba, Institut fiir Pilanzen-
bau und Pflanzenziichtung der Universitdt GieBen, Ernte 1966). Pro Versuch
wurden jeweils 50 in Gréfe und Fdrbung homogene Samen ausgewdhlt 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.
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Zur Exposition im HR diente ein Lichtfeld, das mit Hilfe von Plexiglasfiltern
und Leuchtstoffréhren geeigneter Emission hergestellt war. Der Emissionsschwer-
punkt liegt bei 660 nm. Die mittlere Energie des Lichtfeldes auf der Héohe des Ver-
suchsguts betrug 3 X 10® erg ecm—2 sec™1. Die Belichtung erfolgte jeweils 24 Std nach
der Aussaat.

Extrahiert wurden jeweils 2 X 20 Keimlinge in 10 ml eines von WAGNER und
Mowr (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 von 1 em Schicht-
linge. Die in den Tabellen angegebenen Wurzel- und SproBlingen sind Mittel aus
jeweils 40 Keimlingen.

o-Methyl-pDL-tryptophan («-MT) wurde durch die Sigma Chemical Comp., St.
Louis, bezogen; Isonicotinsiurehydrazid war ein von Nutritional Biochemicals
Corp., Cleveland, geliefertes Produkt.

Ergebnisse

In Konzentrationen zwischen 10°m und 10-*m hemmt «MT
Hypokotyl- und Wurzelwachstum etiolierter Keimlinge von Sinapis alba
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Abb. 1. Wirkung steigender Konzentrationen von a-Methyl-pL-tryptophan auf das
SproB- und Wurzelwachstum etiolierter Keimlinge von Sinapis alba L. Mittelwerte
aus 40 Keimlingen. Dauerdunkel 25+ 0,5° C

(Abb. 1). Diese Hemmung ist schon beim Ansatz im Dauerdunkel begleitet
von einer schwachen aber signifikanten Férderung der Anthocyan-

synthese (Abb. 2).
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Werden die Keimlinge 24 Std nach der Aussaat einer zunehmenden
Expositionszeit hellroter Strahlung (HR) ausgesetzt, steigt zunichst
parallel zur Expositionszeit die «-MT bedingte Forderung der Antho-
cyansynthese. Der Einfluli der jeweiligen Behandlung hatte sich am
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Abb. 2. Wirkung kurzfristiger Bestrahlung mit HR auf die Anthocyansynthese in
3 Tage alten etiolierten Keimlingen von Sinapis alba. Mittel aus 3 X 20 Keimlingen.
HR-Belichtung 24 Std nach Aussaat. Anzucht 254 0,5° C. Dunkel. Ordinate:
Dauer der HR-Bestrahlung (3 x 10% erg cm~2 sec1. Abszisse: Extinktion 535 nm.
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3. Tag nach der Aussaat manifestiert. Die Extraktion der Keimlinge und
erfolgte zu diesem Zeitpunkt. Ab

Bestimmung des Anthocyangehalts
einer Belichtungszeit von 3 min ist so-
wohlin der Kontrolle, als auch im An-
satz mit o-MT ein erster Sittigungs-
zustand erreicht (Abb. 2) (s.a. MoHR,
1967). Generell iibertrifft unter den
vonunsgewahlten Bedingungen einer
kurzen HR-Exposition die durch Zu-
satz von «-MT erreichte Férderung
der Anthocyansynthese die von Wag-
NER, BINGER und MonR (1967) beob-
achtete Steigerung im Dauerdunkel-
rot. Auch scheint zumindest bis zum
Erreichen der ersten Sattigung eine
absolute Unabhingigeit der Forde-
rung der Farbstoffsynthese von der
Strahlungsdosis nicht gegeben. Die
Abhéingigkeit der Anthoeyansyn-
these von der Hemmstoffkonzentra-
tion ist in Tabelle 1 wiedergegeben.

28*

Tabelle 1. Wirkung steigender Konzen-
trationen von o-Methyl-DL-tryptophan
auf die Anthocyansynthese und das
Wachstum von Sinapis alba L. 3 Tage
alte im Dunkel (254-0,56° C) gezogene

Keimlinge

(6§ min HR 3X10° erg

em™2 sec1, 24 h nach Aussaat)

o-D,T.-MT 535 nm g Frischgewicht
m £ 20 Keimlinge

0 0,032 1,05
105 0,040 0,96
5x10-% 0,066 0,78
7,5 x 1075 0,068 0,68
10—+ 0,086 0,62
2x10~* 0,093 0,53
4 %107 0,148 0,50
6x 10+ 0,163 045
8x 10 0,159 0,46
10-* 0,168 0,38
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Auch bei Ansétzen im Dauerweillicht (Phillips TL/67 W/32;

3 x 10%erg cm2sec?) und im Dauerdunkelrot war bei Zusatz von
6 x 10*m «-MT eine Forderung der Anthocyansynthese um 15—20%
zu beobachten. Das uns zur Verfiigung stehende Dunkelrotfeld hat eine
physiologisch ungiinstige Emissionsverteilung, die Energie des Feldes
betragt 2 x 10* erg cm—2 sec™. Im Dauerlicht und Dauerdunkelrot ist
gegeniiber den Kontrollen vornehmlich das Wurzelwachstum gehemmt.
Wihrend in Ubereinstimmung mit WaeNER und Monr (1966) die
Steigerung der Farbstoffsynthese durch die applizierten kurzen Ex-
positionen im HR vornehmlich in den Kotyledonen ablauft, ist bei
Fitterung mit o-MT eine deutliche

Tabelle 2. Wirkung steigender Konzen- ~ Zunahme des Anthocyangehalts auch
trationen von Isonicotinsiurehydrazid ~n den oberen, direkt unter dem
auf Wachstum und Anthocyangehalt  Kotyledonarhaken gelegenen Berei-

Sinapis alba L. 4 Tage alte, im Dunkel

(52.00.5°0)  gezogene  Keimlinge chen de§ Hyp?kotly?s zu beobachtgn.
(6 min HR 3 X 10° erg cm=2 sec™, 24 b Ob eine gleichzeitig auftretende Off-
nungeines groen Anteils der Kotyledonar-
haken «-MT behandelter Pflanzen ein
INSH 535nm g Frischgewicht direkter Effekt des Inhibitors ist oder erst
m e 25 Keimlinge sekundér durch geotrope Beeinflussung
der Keimlinge hervorgerufen wird, ist noch
nicht geklirt. Bedingt durch die starke
Hemmung des Wachstums der Keimwurzel
ist die Standfestigkeit der Keimlinge auf
dem Substrat aus feuchtem Filtrierpapier
duberst gering. Geotrope Reize wihrend
der ersten Wachstumsphasen kénnen so-
mit als Ursache der Haken6ffnung nicht
ganz ausgeschlossen werden.

Einzig nachweisbares Umsetzungsprodukt des «-b,L-MT in den
angewandten Umsetzungszeiten war eine Verbindung, die nach ihrem
chromatographischen und papierelektrophoretischen Verhalten als
a-Methyl-p-Malonyltryptophan angesprochen werden kann.

Die Forderung der Anthocyansynthese durch «-MT ist kein direkter
Effekt der Wachstumshemmung. Isonicotinsdurehydrazid, das in
Konzentrationen tiber 10~* m eine vergleichbare Hemmung des SproB-
und Wurzelwachstums hervorruft, ist ohne Wirkung auf die Antho-
cyansynthese (Tabelle 2).

nach Aussaat)

0 0,060 1,65

10 0,044 1,66

2,5x 10~ 0,069 1,55
5% 1074 0,037 1,10
7,5 %107 0,026 0,94
105 0,020 0,86

Diskussion
Als Wirkung einer Applikation von a-Methylaminosiuren werden in
vivo und in vitro vornehmlich Hemmungen der Transaminierung und
Decarboxylierung nativer Aminosduren beschrieben. Dieser Effekt wird
neben dem wirksameren 5-Hydroxy-«-Methyltryptophan auch dem bei
unseren Versuchen angewandten «-MT zugeschrieben. Trotz dieser
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Hemmung der Decarboxylase wird jedoch fiir beide Analoga iiber einen
Abbau zu den entsprechenden Aminen berichtet (WErssBacH u. Mitarb.,
1960). Aus den hier dargestellten Ergebnissen wurde dariiberhinaus eine
N-Malonylesterbildung «-Methyl-p-tryptophans wahrscheinlich, dies in
Ubereinstimmung mit der Umsetzung von p-Tryptophan in Sinapis alba
(ScERATDOLF und BERGMANN, 1965).

In Tieren und Mikroorganismen ist fiir «-MT die Fahigkeit zur
Induktion der Tryptophanpyrrolase nachgewiesen worden (GREEN-
GARD, 1964; MaDRrAS und SoURKES, 1965); ein Effekt, mit dem auch die
Wirkung von o-MT auf die Biogenese von Actinomycin D in Verbindung
gebracht worden ist (Stvax und Karz, 1962).

Beide Effekte reichen zur Erklirung der gesteigerten Anthocyan-
synthese nicht aus. Tryptophanpyrrolase ist in héheren Pflanzen bislang
nicht nachgewiesen. Die Hemmung der Decarboxylase bzw. Amino-
séuretransaminasen wird auch durch Isonicotinsdurehydrazid, einen
spezifischen Blocker pyridoxalphosphatabhéngiger Enzyme erzielt, ohne
daB diese Verbindung einen entsprechenden Effekt auf die Farbstoff-
synthese zeitigt.

Gerade die nach Applikation dieses Inhibitors erzielten Ergebnisse
zeigen auch, dall die evtl. mit einer Wachstumshemmung verbundene
Reduktion der Proteinsynthese und ein damit verbundener Anstieg in
der Konzentration von Vorstufen bzw. energieliefernden Verbindungen
nicht ausreicht, die Steigerung der Anthocyansyntheserate nach Fiitte-
rung von «-MT zu erkléren.

Solange zwischen der Synthese der Indolglucosinolate und der Genese
des Flavanskeletts keine biochemische Korrelation nachgewiesen ist,
bietet auch die von uns beobachtete Hemmung der Rate der Gluco-
brassicin- und Neoglucobrassicinsynthese keinen Anhaltspunkt zur
Interpretation der demonstrierten Ergebnisse. Dies um so mehr, als in
Tropaeolum majus eine entsprechende Hemmung der Biogenese des
Glucotropaeolins von uns nicht nachgewiesen werden konnte. Die Um-
setzung des Phenylalanins, einer direkten Vorstufe der Flavonoide wird
demnach durch «-MT nicht beeinflufit.

Solange eine biochemische Analyse der in Sinepis durch «-MT
verursachten Verdnderungen im Stoffwechsel aussteht, mull die Frage
nach der Causa der nach Applikation dieser Verbindung einsetzenden
Steigerung der Anthocyansynthese als offen betrachtet werden. Wir
selbst versuchen durch Anwendung weiterer Indolverbindungen und
anderer spezifisch wirkender Inhibitoren zur Klirung dieser Frage bei-
zutragen.

Offen ist auch noch, ob die schwache Férderung der Anthocyan-
synthese ohne HR-Belichtung real, d.h. ob ein teilweiser Ersatz der
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photobiologischen Induktion der Anthocyansynthese durch «-MT még-
lich ist. Der steile Anstieg der Dosis-Effektkurve (Abb. 2) 146t nicht aus-
schlieBen, daf schon die geringe Belichtungszeit bei der Aussaat geniigt,
einen entsprechenden Effekt auszulésen. Der gleichartige zeitliche Ver-
lauf der Dosis-Effektkurven spricht zundchst einmal gegen eine Sensi-
bilisierung des induzierenden Systems durch o-MT.

Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft
durchgefithrt. Fraulein F. ONDERKA danke ich fir ihre Hilfe bei der Durchfithrung
der Versuche.
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