DIE VERTEILUNG DER FREIEN AMINOSAUREN
_IN° KARTOFFELKNOLLEN UND IHRE BEEINFLUSSUNG DURCH.
LJAROWISATION"

Il PAPIERCHROMATOGRAPHISCHE UNTERSUCHUNGEN DER FREIEN"
AMINOSAUREN DES KARTOFFELSAFTES

(Physiologische Studien itber die Kartoffelpflanze VIILY
Von - ‘
I. Szat.Al ' .

Aus dem Pﬂanzenphysnologlschen Institut der Un1vers1tat Szeged
(Emgegangen am: 8, April, 1957)

Emleltung

In meiner vorherigen M1tte11ungen (12) wies ich darauf hin, dass im Laufe:
. der »Jarowisation« der freie Aminosdurengehalt der Kartoffelknollen bedeu-
tend und schnell zunimmt und dann spdter — je nach der Entwicklung der
~Keime« — der Gesamtaminosiiurengehalt - verringert wird. Es wire nicht
uninteressant zu erfahren, ob wohl von den freien Aminosiuren — die fibri- -
gens nur in ganz gerigen Mengen vorhanden sind — einige nicht eine beson-.
~ dere Stellung einnehmen; gleich ob deshalb, weil ihre Menge bedeutend gesetz-
maissig veriindert wird, oder aber deshalb, weil aus der-Anwesenheit grosserer
Mengen derselben auf ilire héhere physiologische Bedeutung geschlossen
werden kann. Insbesondere wiirden uns drei Gesichtspunkte interessieren,
namentlich die quantitative Veriinderung des Tryptophans, Tyrosins und Argi-
nins, deren grosse physiologische Bedeutung in vieler Hinsicht noch ungekliirt
ist, ferner die quantitative Verteilung der drei Grundaminosiuren, d. h. der
"Asparagin- und Glutaminsdure sowie des a-Alanins und schliesslich die Beteili-
" gung der schwefelhaltigen Aminosiiuren, insbesondere des tripeptiden Gluta-
thions, welches einerseits als Redox-System, andererseits als mobile Schwefel-
verbindung: (4) in der Keimung der Knollen eine sehr wichtige Rolle spielt.
Zur Entscheidung dieser  Frage schien die paplerchromatographlsche Unter—

- suchung der Aminosduren am zweckentsprechendsten ZU sem

Material und Me'thoden

) Es wurdeﬁ die Sorten Kisvardaer Rose und Ella untersucht. Die Knollen wur-
den entsprechend Abb. 1 — in die Sektoren A, B, C, und D zerschaitten, welche
Bezeichnung durch die ungleichmiissige Vertellung der Stdrke, der N-haltigen Sub-

s
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stanzen und des C—v;tamms innerhalb der Knolle, sowie die bipolare morphologlsch~
:anatomische Struktur derselben angezeigt war.
. . Zur Herstellung des Chromatogramms -
wurde der f-globulinfreie Saft verwendet.
. 5 ccem des filtrierten und auf 1/5 einge-
. dichteten Saftes wurden auf Sch. & Sch.
Papier Nr, 2042b aufgetragen (7), wobei die
Originalbogen in' 4 gleich grosse Teile ge-
schnitten und ein jeder Teil in 8 gleiche
Streifen geteilt wurde. Zur. Erhdhung des
Trenneffektes wurden die einzelnen Strei-
fen bei der Startstelle mit einer »Taille« ~
versehen (5, 11). Die Substanzen wurden in
einem Solvens aus n-Butanol-Essigsdure-
Wasser (40 :10-: 50) laufen gelassen (2)und -
nach Besprithen mit 0,29, igem Butanol-
Ninhydrin bei 80° C entwickelt. Zur Kon-
trolle, wurden unter den gleichen Bedin-
gungen einerseits reine Mercksche Amina- -
sauren und andrerseits mit reinen Amino-
sdurch angereicherter Kartoffelsaft aufge-
“tragen um festzustellen, ob eine wesent-
liche Modifikation der Rf Werte zustands-
© kommt. Bei diesen qualitativen und teils
, quantilativen Untersuchungen. wurde un-
e -beriicktsichtigt gelassen, ob in dem Saft
: eventuell stt‘n‘ende Substanzen vorhanden
waren,!
Die quahtahve Bestlmmung geschah durch Vergleich der Rf-Werte cinerseits
‘von mit Kupfernitrat konserwierten (8) Ninhydrinflecken mit den Standardldsungen.
'wihrend zu den quantitativen Bestimmungen die Farbflecke eluiert und dies - Ex-
tinktionswerte. im Pulfrich-Photometer unter Anwendung eines S;:-Filters abge- .
lezen wurden (10). .

_.Abb. 1. Schema der Knollensektoren

Versuchsergebnisse

Obwohl zur Identifizierung der einzelnen Aminosiiures die. eindimensio- -
) 'nalen Chromatogx amme nicht ganz gecignet sind, weil in einem einzigen Tren-
nungsgang nicht alle Komponenten klar voneinander getrennt werden und
‘einzelne Streifenanteile verschiedene Aminosiuren gleichzeitig enthallen, geben
sie aul die Frage, welche Aminosiiuren in den jarowisierien Knollen, bzw. in
den verschiedenen Sekiionen derselben, in der grissten Menge vorhanden sind
und welche davon den grossten Schwankungen' unterworfen sind, sehr wert-
volle Aufschliisse. ' .

Besondere Beachtung verdienen bei bezden Kartoffelsorten die am 15,
‘Tage angefertigten Chromatogramme, wo namlich die Gesamtamingsiuren
‘maximale Werte erreichlen (12) und die »Sirémung« der Aminosiiuren zu den
Keimen noch nicht oder erst kaum eingesetzt hatte. Interessant sind ferner die
‘Chromatogramme des 29. Tages, wo auch der Gehalt der Konirbllknollen und
der Keime an freien -Aminosfiuren unlersuchl wurde und so sine Moglichkeit

1 Zu den exakten quantitativen Untersuchungen (liber deren Ergebnisse an
anderer Stelle berichtet wird) haben wir — ausgehend von der Trockensubstanz —
‘mit Aethanol extrzhierte und sorgfaltlg gereinigte Substanzen = zweidimensicnal
lzufen lassen. . :
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zum Vergleich bzw. zur Parallelbecbachtung gegeben war. Sowohl bei den
‘Kisvdrdaer Rosen- als auch bei den Ella+Knollen konnten in der Regel 12 von-

" einander deutlich abgegrenzte Flecke erhalien werden, die Teils von je einer,

~und teils von mehreren Aminoséuren mit identischen oder annéihernd glelchen
Rf—Werten herriihren.

In den Knollen beider Kartoffelsorten und in Jedem Sektor derselben
konnten wir die folgenden Aminosiuren bzw. Aminogruppen isolieren: Leucin,
Isoleucin, Tyrosin, Prolin, Glutathion, Asparaginsiure, Lysin, Phenylalanin- -

" Methionin, Tryptophan-Valin-Aminobuttersdure, Alanin-Threonin, Glutamin-
siiure-Glykokotl, Arginin-Asparagin-Histidin- und schliesslich Cystein-Cystin-
Gruppen. Die relativen Mengen und Rf-Werte der in den A-, B-, C- und D-Sek-
toren der untersuchten Kartoffelsorten bzw. im. Falle der Kontrollen und der
Keime ermittelten Aminosduren sind in Tabelle 1 und 2.dargestellt:

Die Zahl der Kreuze (+) stellt die relative Menge der einzelnen Amino-
siluren dar, die auf Grund der Ausdehnung und intensitiit der Flecke schitz-
ungsweise festgestellt wurde. Aus den Tabelle geht hervor, dass simtliche iden-
" tifizierten Aminosiiuren in der Knollen, und in jedem Sektor der Knollen beider

Kartoffelsorten vorkommen, jhre Menge aber — wenn auch nicht im Falle -
aller Aminosiuren — im Laufe der Jarowisation (Lichtkeimung) mehr oder
minder grossen Schwankungen unterliegt. Intensiv treten in jedem Falle die
Flecken der Tryptophan-Valin, der »Uber-Alanin« gelegenen X-Aminosiure
-(wahrscheinlich Prolin), des Asparagin-Arginin-Histidins, der Glutaminsdure,
des Glutathions und der Aspaeraginsdure hervor. Am 15. Tage der Jarowisierung
sind simtliche Aminosiuren in den Knollen in grésserer Menge nachweisbar
als am 29. Tage oder als in den Kontrollen, was ebenfalls darauf hinweist, dass
ein bedeutendes Aussirdmen der freien An’nnosauren in die in Entwicklung
begrlffenen Keime stattfindet. :

Zur Veranschaulichung der Trennung und Position der Ammdsaureflecken
Hige ich das Chromatogramm der A4-, B-, C- und D- Sektoren der Ella-Sorte
bei (Abb. 2).

"Die durch Elulerung und photometrische Bestimmung erhaltenen Extink-
tionswerte geben ein weit genaueres Bild Uber die Quantititsverhiltnisse als -
die Schitzung. Alle diejenigen Aminosiuren, deren Menge in den einzelnen
Sektionen wihrend der Keimung in bedeutenderem Masse wechselte — und
die somit’ wahrscheinlich eine wichtige physiologische Rolle spielen, smd auch

'in besonderen Diagrammen dargestellt. (Abb. 3.)

In den Kriollen- der Kisvirdeer Rosen-Sorte ist der gemeinsame Fleck der
Tryptophan-Valin- Aminobuttersdure am grossten. Nach Abb. 3 nimmt die Menge
der genannten Aminosiiuren in der Reihenfolge der 4-, B-, C- und D-Sektoren
am 15. Tage des Versuches zu. Am 29. Tage ist die Menge der gelichen Amino-
sduren im A-Sektor einigermassen verringert, wiihrend sie im B-Sektor un-
verédndert bleibt und in den Sektoren C und D etwa auf !/, des Ausgangswertes
herabgesetzt ist. Die Glutaminsdure-Glykokoll-Gruppe erreicht am 15. Tage in
allen 4 Sektionen anniihernd gleiche Werte, am 29. Tage ist in den Sektoren
A, B, und 'C ein miissiger Riickgang und in D eine Erhéhung auf etwa das
Doppelte zu beobachten. Der Gehalt der Keime an Tryptophan-Velin-Amino-
buttersdure bzw. Glutaminsdure-Glykokoll stimmt im grossen - und ganzen mit
dem Verlust der Knollen an dlesen Aminosiiurenarten tiberein.
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Abbildung 2. Chromatogramm aus den Knollen der Ella-Sorte am 15. Tage der Jaro-
wisation. A, B, C und D sind die untersuchten Sektoren (Sieh2

Abb. 1).
040
0,35
]
. 0,30 KISVARDAER ROSE
2 0,25 025
X
£ o020 € 0.20
x o
0.5 fred
- 2 J.: 0,15
010 . & < o0
Fd o
006 Glut S-Glyk P 3 w
4 0,08
e e ——— pg
A = € (8] K A B C ) %

Abbildung 3. Quantitative Verinderung einieger Aminosduren in den jarowisierten
Knollen und Keimen der Kisvdrdaer Rosen-Sorte am 15. und 29. Tage
der Behandlung. A, B, 'C und D sind die untersuchten Sektoren.
———————— am 15. Tage der Behandlung.

————— am 29. Tage der Behandlung.
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Die Glutathionmenge ist am 15, Untersuchungstage -im Sektor B am
grossten, und am 289, Tage geht ihre Menge ebenfalls im B-Sektor bedeutend.
‘zuriick. Der Cysteingehalt steigt .der Reihe nach in den Sektoren A, B, € und
D sowohl am 15. als auch am 29, Tage, betriigt aber im letzeren Falle in jeder
Sektion nur etwa die Halfte. Der Glutathion- bzw., Cuysteingehalt der Keime:
scheint dem Verlust der Knollen an eben diesen Ammosaurenarten propor-.
tional zu sein,

In den Knollen der Elle-Sorte (A.bb. 4 kpmmt die Tendenz, dass die Menge-
einzelner Aminoséuren entsprechend dem Wachstumsausmasse der Keime ab-
nimt, ebenfalls zum Ausdruck nur ist hier Verteilung in den einzelnen Sek-- .
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Abbildung 4. Quantitative Veriinderung einiger Aminosduren in den jarowisierten:
Knollen und Keimen der Ella-Sorte am 15. und 29. Tage der Behand-
lung. Bezeichnung die gleiche wie in Abbh. 3. . '

ticnen eine andere als im Falle der Kisvdrdaer Rosen. Die Abnahme der:
Tryptophan-Valin- Aminobuttersiiure ist im D-Sekior am geringsten und im.
C-Sektor am grissten. Achnlich gestalten sich die Verhiltnisse auch im Falle
des. Gluteminsdurée-Glykokolls. Von dhnlichem Charakter ist auch die Ver-
énderung des Glutathion- und Cysteingehaltes. Der Aminosiiurengehalt der
Keime zeigt eine deutlich Anlehnung an die Schwankungen des Aminosiiuren--
.spiegels in den Knollen. :

- Auswertung und Zusammenfassung der Ergebnisse.

Ein Vergleich unserer Ergebnisse iiber den Gehalt der Knollen der Kis-
" wdrdaer und Elld-Sorten an freien Aminosiuren mit den diesbeziiglichen An-
gaben von DENT, STEPKA und STEWARD (3) erglbt dass — mit Ausnahme des.
Glutamins und Cytrullins — simtliche Amindsiitiren nachgewwsen wurden,
Natiirlich wollen wir das Vorkommen dieser beiden Aminosiiuren nicht bezwei--

feln, einerseits, weil wir nur mit eindimersionalen Chromatogrammen gearbeitet. -

haben und andrerseits, weil ihre Menge moglicherweise auch unterhalb der
nachweisbaren Grenze liegen kann. Unsere Beobachtungen werden durch. die-
‘Ergebnisse von IRION und FISCHNICH (7) an mit »Rindite« behandelten Knollen.
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bestiitigt. Allerdings haben diese autoren ihre Untersuchungen nicht gesondert
auf die einzelnen — auf Grund der bipolaren Struktur der Knolle aufgestellten
-— Sektoren ausgedehnt, sondern nur "globale Messungen vorgenommen.’
Betreffs der Menge der einzelnen Aminosiuren bestehen aber gewisse Abwei-
chungen zwischen ihren und unseren Beobachtungen. So haben z. B. auch
IRION und FISCHNICH die auffallend starken Flecke der Tryptophan-Valin-
Aminosbuttersiiure — welche in beiden Knollensorten und in allen Sektoren in
Erscheinungtreten — und die im Laufe der Jarowisation steigende Tendenz
erkennen lassen -— wahrgenommen und sie vornehmlich auf die gréssere Menge
des Valins zurlick geflihrt. Unsere Untersuchungen bzgl. des Gehaltes an freiem
und gebundenem Tryptophan in den jarowisierten oder mit »Rindite« behan-
-delten Knollen (13) weisen demnach darauf hin, dass die Intensitiit der Flecke
in erster Linie und hauptséchlich auf den Tryptophangehalt zuriickgefiihrt
‘werden muss. Eine genauere Antwort auf diese Frage werden wir tbrigens
-demnachst bei der Auswertung unserer zweidimensionalen Chromatogramme
- geben konnen. Der hohe Tryptophangehalt, sowie seine Zunahme erscheint
iibrigens auch in Anbetracht des steigendem Bedarfs der schnell wachsenden
Keime an Wuchsstoffen logisch. SaTanowa (14) stellte in frisch gerodeten
‘Knollen einiger Kartoffelsorten einen Anstieg der freien Ammosauren nur in
der Nahe der Sprosse fest.

Von den drei Grund-Aminosiuren smd die Gluteminsdure und Asparagin-
.Séure (welche unmittelbar aus den g-Ketosduren des Krebsschen Cyklus gebll-
det werden kinnen) stets in viel grisserer Menge zugegen, als das a-Alanin (15).
Die gelben Flecken des Arginins und Asperagins und, ferner des Prolins (7)
weisen im Laufe der Jarowisation nur unbedeutende Schwankungen auf. Die
quantitative - Bestlmmung des Glutathions war besonders durch den Umstand
‘weitgehend gestért und erschwert, dass gleichzeitig mit dem 0,12-Werl stets ein
zweiter Fleck in Erscheinung trat, der zusammenfiel mit dem Lysin-Cystein-
fleck. Es darf auch der Umstand nicht ausser acht gelassen werden, dass. von
dem freien, an Eiweiss nicht” gebundenen Glutathion in wisseriger Lisung
.mehrere Strukturformen (H-Bricken, offene Ketten-, Hydroxy-Pyrrolidon,
Hydroxy-Thiazolydin-Thyazolin- usw. Formen) bekannL sind, wodurch seine
vielseitige Rolle versténdlich wird, Wir wissen, dass das Glutathion gewisse
TFroteine zu reduzieren und dadurch zu aktivieren imstande ist (6)..Nachdem
die Reduziertheit — und damit der Grad des Reduktionsvermoégens des GSH

‘vom Redoxpotential des Gewebes abhiingig ist, spielt es auch in den Prozessen .

der Zellatmung eine bedeutende Rolle (1). Die Veriinderung des Glutamin-
-sture-, Cystein- und Glykokollniveaus scheint mit der quantitativen Zunahme
des Glutathione in Zusammenhang zu bringen zu sein. :

Zusammenfassung

1. Mit Hllfe paplerchr‘omatographlsche Untersuchungen wurde der Gehalt
der Knollen der Kisvdrdeer und Ella-Kartoffelsorten an freien Aminosiuren in
den einzelnen Phasen der Jarowisation im ‘apikalen, im Girtel-, im basalen
‘und im »Herz«teil der Knollen gepruft. Trotz der verschiedenen Knollensorten
und ungeachtet der abweichenden Austreibungsfihigkeit — infolge der bipp-
' zeigte die Zusammensetzung der Aminsduren
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keine qualitativen Unterschiede.

2. An Hand von eindimensionalen Chromatogrammen konnten die abge-
sonderten Flecke von Lewucin, Isolewcin, Tyrosin, Prolin, Glutathion und Aspa-
raginsdiure, sowie auch die Flecken des Phenylalanin-Methionin-, des Trypto-
phan-Valin-Aminobutiersdure-, des Alanin-Threonin-, des Glutaminsdure-Gly-
kokoll-, des Arginin-Asparagin-Histidin- und schliesslich des Lysin- und
Cysteinkomplexes nachgewiesen. werden,

3. Mit fortschreitender Jarowisation ist — im Verhiiltnis zi den Kontroll-
knollen — eine quaniitative Verianderung der freien Aminosiuren zu beo-
bachten, welche nicht nur in der Nihe der Sprosse, sondern im ganzen Quer-
schnitt der Knolle mit annihernd gleicher Intensitdt vor sich geht.

4. Fiir den freien Aminosiurenstoffwechsel der Knollen ist in erster Linie
die dominierende Menge der -Tryptophan-Velin-Aminobuttersiure-, des Glu-
taminsdure-Glutathion-Asparaginsdure- sowie des Arginin-Asparagin-Histidin-
komplexe charakteristisch.

5. Die Menge der verschiedenen Aminosiduren ist wahrend der Kmmung in
'den cinzelnen Sektoren verandert
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