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Physiologie der Pflanzen I - (AG Meeresbotanik, Prof. Kirst) - Sommersemester 2002

Praktikumsversuch: 

Die Umwandlung von Fetten zu Kohlenhydraten bei der Keimung fetthaltiger Samen
Theoretischer Teil
Die Samen der höheren Pflanzen sind meist reichlich mit Speicherstoffen ausgestattet, welche bei der Keimung mobilisiert und für die Entwicklung des jungen Keimlings verbraucht werden. Die junge Pflanze muß von diesen Vorräten solange leben, bis sie ihren Photosyntheseapparat aufgebaut hat und dadurch zur Autotrophie befähigt ist. Die im Nährgewebe gespeicherten Reservestoffe sind vor allem Polysaccharide (meist Stärke), Proteine (spezielle Glycoproteine) und Fette (Triglyceride mit verschiedenen, meist ungesättigten Fettsäuren). Fette (in Form von Ölen) bilden bei den Samen vieler höherer Pflanzen den weitaus überwiegenden Teil des Speichermaterials (ca. 50% bis zu 70% der Trockenmasse!). Dies hängt damit zusammen, daß Fett wegen seiner hydrophoben Eigenschaften und seinem extrem niedrigen Sauerstoffgehalt ein idealer Speicherstoff ist, der dem Samen ein Maximum an Energiereserven bei minimalem Gewicht ermöglicht. 
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Abb. 1: Same und Keimung von Ricinus communis.
Ventralansicht (A) sowie medianer und transversaler Längsschnitt (B,C) des Samens und Keimling (D) mit Testa (Sa), Caruncula (Ca), Raphe (R) und Hilum (Hi), Endosperm (N). Embryo mit Cotyledonen (Co), Hypocotyl (H) und Radicula (W)  [Aus Strasburger].

Ruhende Samen von Ricinus communis (Euphorbiaceae/Wolfsmilchgewächse) enthalten praktisch keine Zucker. Auch die Stärke fehlt. Dafür sind große Öl-Mengen im Endosperm (Nährgewebe) deponiert. Die Glyceride des Ricinusöls bestehen zu 87% aus Ricinolsäure, einer Hydroxyfettsäure, die auch die medizinisch genutzte, abführende Wirkung des Öls bedingt. Das Speicherfett liegt in kugeligen, von einer einfachen (nicht zu verwechseln mit der "Doppelmembran", z.B. Plasmalemma und Tonoplast) Membran umschlossenen Fetttröpfchen (oder Lipidkörpern) vor, die man als Oleosomen bezeichnet. 

Bei der Keimung wird dieses Fett abgebaut und aus den entstehenden Acetat-Einheiten Zucker (Hexosen und Saccharose) synthetisiert.

Dieser Weg läßt sich in fünf Teilschritte gliedern: 

Zunächst wird das Fett in der Lipolyse durch das Enzym Lipase in Glycerin und Fettsäuren gespalten. Die Fettsäuren können dann über die als “(-Oxidation” bekannte Reaktionssequenz abgebaut werden (diese Prozesse geschehen bei Pflanzen in den Glyoxysomen; Microbodies). Das Endprodukt des Fettsäureabbaus ist Acetyl-CoA. Daraus wird im Ricinus-Endosperm über den Glyoxylatcyclus Succinat gebildet, welches über Oxalacetat (Citratcyclus in den Mitochondrien) zu Phosphoenol-pyruvat (Gluconeogenese, außerhalb der Mitochondrien; im Cyto-plasma) umgeformt und in den Kohlenhydratstoffwechsel eingeschleust wird.

Die gebildeten Zucker (vorwiegend Saccharose) werden durch die bei Ricinus als Saugorgane ausgebildeten Kotyledonen (Keimblätter) in den Keimling aufgenommen und in die wachsenden Achsenorgane verfrachtet. 
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Abb. 2: Abbau der Fette und Glyoxylsäurezyklus, schematisch [aus Nultsch].

Praktischer Teil 

[Die Ricinus-Samen wurden 24 Stunden lang in Wasser gequollen und anschließend in Perlite bei 25 °C und einem Licht-Dunkelrhythmus von 16:8 h zum Keimen gebracht.]

Die gekeimten Ricinus-Samen von den Primärwurzeln und der Samenschale (plus Haut) befreien und die Keimungsdauer (Tage) notieren. Jeden Samen einzeln im Mörser zermörsern und je einen Teil der Homogenate einsetzen zur:

A) - Fettbestimmung            und               B) - Zuckerbestimmung.

A) Fettbestimmung

Pro Samen ca. 200 mg des Homogenats in einen vorgewogenen Mörser bringen und das Frischgewicht bestimmen und notieren. (Bei den erst wenige Tage gekeimten Samen eher weniger und bei den schon länger gekeimten Samen etwas mehr Samenhomogenat einsetzen). Einen kleinen Löffel Gummi arabicum zugeben und gut zerreiben. Mit einer Pasteurpipette 2-3 mL 5% Gummi arabicum-Lösung zugeben und gut weitermörsern [Gummi arabicum dient als Emulgator und Schwebemittel]. Die Lösung mit einer anderen Pasteurpipette aus dem Mörser aufnehmen und in einen 50mL-Meßkolben bringen, bis das eingewogene Samenhomogenat quantitativ in den Meßkolben überführt wurde (ca. 6-8 mal). Die Lösung im Meßkolben mit der 5%Gummi arabicum-Lösung auf genau 50 mL auffüllen.

Prinzip der Fettbestimmung
Die Fette (Triglyceride) werden mit einer Testkombination nach Boehringer Mannheim GmbH bestimmt. Hierbei wird durch gekoppelte Enzymreaktionen in mehreren Teilschritten die Reaktion irreversibel und daher quantitativ zum Endprodukt (hier Lactat) getrieben.

Im ersten Teilschritt werden die Triglyceride im schwach alkalischen Bereich (pH 7.4) mit Hilfe des Enzyms Esterase zu Glycerin und Fettsäuren gespalten (1).

(1) Triglyceride + 3 H2O 
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 Glycerin + 3 Fettsäuren

Das freigesetzte Glycerin wird in der durch Glycerokinase (GK) katalysierten enzymatischen Reaktion durch Adenosin-5´-triphosphat (ATP) zu L-Glycerin-3-phosphat phosphoryliert (2).

(2) Glycerin + ATP 
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 L-Glycerin-3-phosphat + ADP

Mittels Pyruvat-Kinase (PK) wird das entstandene Adenosin-5´diphosphat (ADP) durch Phosphoenolpyruvat (PEP) unter Bildung von Pyruvat wieder in ATP überführt (3).

(3) ADP + PEP 
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Pyruvat wird dann im letzten Schritt durch reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NADH) in Gegenwart des Enzyms L-Lactat-Dehydrogenase (L-LDH) zu Lactat hydriert, wobei NADH zu NAD oxidiert wird (4).

(4) Pyruvat + NADH + H+ 
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Die während der Reaktion verbrauchte NADH-Menge ist der Glycerin-Menge bzw. der Triglycerid-Menge äquivalent. NADH ist Meßgröße und wird aufgrund seiner Absorption bei 340 nm im Photometer bestimmt. 

Der Fettgehalt der Probe wird unter Berücksichtigung des mittleren Molekular-gewichtes des Fettes (M: 742 g/mol) errechnet. 

Reagenzien

· Esterase

· Lösung 1 (Coenzym/Puffergemisch zusammengesetzt aus Glycylglycin-Puffer, 
0.4 mol/l, pH 7.4; NADH, 0.8 mmol/l; ATP, 3.2 mmol/l; PEP, 0.8 mmol/l)

· Suspension 2 (Pyruvat-Kinase/Lactat-Dehydrogenase, PK/LDH)

· Suspension 3 (Glycerokinase, GK)

Pipettierschema

Es empfiehlt sich, Doppelbestimmungen durchzuführen!

	Lösung 1
	500 µl

	Bidest.
	1000 µl

	Esterase
	30 µl

	Suspension 2
	5 µl

	Probe
(bzw. Gummi-Lsg. für Leerwert)
	25 µl

	Extinktion 1 [E1]

(nach 30 min Reaktion)
	

	Suspension 3
	5 µl

	Extinktion 2 [E2]

(nach 15 min Reaktion)
	


Wie im Pipettierschema angegeben, werden die Lösungen nacheinander sorgfältig in Einweg-Mikroküvetten pipettiert. Nachdem die Proben zugegeben wurden, werden die Küvetten mit Parafilm verschlossen und durch Umschwenken gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei Raumtemperatur wird die Extinktion der Lösungen bei 340 nm im Photometer gemessen [Extinktion 1].

Die weitere Reaktion wird nun durch Zugabe der Suspension 3 gestartet (wieder mischen), und nach weiteren 15 min wird die Extinktion 2 der Lösungen bestimmt.

E1 und E2 werden in der beigefügten Tabelle notiert.

Berechnungen

Für Leerwert und Probe Extinktionsdifferenzen (E1 - E2) bilden. Extinktionsdifferenz des Leerwertes von der Extinktionsdifferenz der Probe abziehen.

(E = (E1 - E2)Probe - (E1 - E2)Leerwert

Nach der allgemeinen Berechnungsformel für die Bestimmung der Konzentration gilt:

c = 
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V
= Testvolumen [ml]
v
= Probevolumen [ml]
MG
= mittleres Molekulargewicht der zu bestimmenden Substanz [742 g/mol]
D
= Schichtdicke [cm]
(
= Extinktionskoeffizient von NADH bei 340 nm  =  6,3 [ l · mmol -1 · cm -1]


Hieraus ergibt sich für Triglyceride (z.B. als Milchfett berechnet): 

c = (g Milchfett / l Probelösung) 
= 
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Gehalt Triglyceride (g Fett / g FG) 
= 
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B) Zuckerbestimmung

Pro Samen ca. 200 mg des Homogenats in einen vorgewogenen Mörser bringen und das Frischgewicht bestimmen und notieren. Zwei kleine Löffel Quarzsand zugeben und fein zerreiben. Zu dem Samenhomogenat genau 8 mL Bidest. zugeben und gut weitermörsern bzw. verrühren. Den Extrakt in verschließbare 10 mL-Zentrifugen-röhrchen überführen und alle Röhrchen zusammen 5  min im kochenden Wasserbad extrahieren. Die Röhrchen nun 10 min bei ca. 3000(g zentrifugieren und den klaren Überstand für die Zuckerbestimmung verwenden. Es empfiehlt sich, Doppel-bestimmungen durchzuführen!

Prinzip der Zuckerbestimmung

Das Prinzip der Saccharose-Bestimmung beruht auf einem Farbumschlag von gelb (Anthron) nach blau (Anthron + Zucker), welcher bei 578 nm im Photometer bestimmt wird. (Siehe Kalibrierung Saccharose).

Reagenzien 

!!! Vorsicht !!!

· Das Anthron-Reagenz besteht aus 70%iger H2SO4 plus 50 mg Anthron und 1 g Thioharnstoff auf 100 ml. Das Reagenz ist also stark sauer und ätzend! Bei der Handhabung ist besondere Vorsicht geboten, d.h. mit Handschuhen und Schutzbrille unter dem Abzug arbeiten!
Auch muß die Betriebsanweisung unbedingt beachtet werden. 

· Verschiedene Saccharose-Eichlösungen (0.2/ 0.3/ 0.4/ 0.5/ 0.6 mg/ml)

Verdünnungsschema 

(Zuerst müssen die Proben verdünnt werden!)
	Keimungstag [d]
	Verdünnung
	Faktor [F]

	0
	konzentriert verwenden
	

	2, 3, 4
	200 µl Probe + 600 µl Bidest.
	4

	5, 6, 7, 8
	100 µl Probe + 800 µl Bidest.
	9


Pipettierschema 

In vorbereitete Zentrifugenröhrchen pipettieren:

Für den Leerwert:
200 µl Bidest. + 1 ml Anthron-Lsg. 

Für 2 Punkte aus der Kalibrierung:
je 200 µl der Saccharose-Eichlösung + 1 ml
Anthron-Lsg. 

Für die Proben:
je 200 µl verdünnte Probe (nach dem o. a. 
Verdünnungsschema) + 1 ml Anthron-Lsg.

Die Röhrchen werden vorsichtig umgeschwenkt und alle Ansätze gemeinsam zur Reaktion genau 15 min im kochenden Wasserbad erhitzt. Zum Stoppen der Reaktion werden die Röhrchen kurz in einem Eis-Wasserbad abgekühlt. 

[image: image8.wmf]
Die Messung der Proben erfolgt in Einweg-Mikroküvetten bei 578 nm im Photometer gegen den Leerwert.

Kalibrierung Saccharose
	Saccharose [mg/ml]
	E 578 nm

	0,0
	

	0,1
	0,343

	0,2
	0,599

	0,3
	0,887

	0,4
	1,117

	0,5
	1,357

	0,6
	1,623

	0,7
	1,798

	0,8
	1,950


Berechnungen
x  [mg Saccharose/ml]  =  
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Saccharose [mg/g FG ] =  
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x
= Saccharose [mg/ml]
y
= Extinktion 578 nm

F
= Verdünnungsfaktor

FG
= Frischgewicht der Einwaage [g]
8
= Extrakt [ml]

Für das Protokoll:

· Den Fettsäureabbau mit eigenen Worten darstellen und dabei weiterführende Literatur verwenden!
· Definition: Fettsäuren, Fette, Öle, Wachse, (Strukturformeln einiger Fettsäuren)

· Warum werden bei dem Boehringer-Test für die Fettbestimmung E1 und E2 abgelesen? Welche Teilreaktionen laufen wann ab?
· Was genau wird bei der Fettbestimmung bei 340 nm im Photometer gemessen?

· Was ist eine Biomembran? Worin liegt der grundlegende Unterschied zur Membran der Oleosomen (Microbodies)?

Ergebnisauswertung:
· Wie hoch ist der Fett- bzw. Zuckergehalt in mg/g FG der unterschiedlich gekeimten Ricinus-Samen?

· Wie hoch sind die prozentualen Anteile an Fett bzw. Zucker?

· Graphische Darstellung und Diskussion der Ergebnisse!
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