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Decheniana (Bonn) 139, 214-222 (1986)

Beitrag zur Chemotaxonomie einheimischer Wildleguminosen

Vera Klein

Mit 2 Tabellen und 5 Abbildungen
(Eingegangen am 1. 7. 1985)

Kurzfassung

Zur Charakterisierung von 12 Arten der Gattungen Lathyrus und Trifolium wurden die Samen auf
ihren Proteingehalt und die Proteinzusammensetzung hin untersucht. Das Saatgut entstammte Wildpo-
pulationen des Rheinlandes (Westerwald, Eifel, Siegburger Bucht). Die durch Gelelektrophoresen
erhaltenen Ergebnisse wurden unter taxonomischen Aspekten diskutiert. Die Samenproteine zeigten
immer ein artspezifisches Muster. AuBerdem wurden bei einigen Arten Samen verschiedener Standorte
untersucht, um mogliche Umwelteinfliisse auf das Proteinmuster zu erkennen.

Abstract

For the characterization of 12 species of the genera Lathyrus and Trifolium the seeds were examined for
their protein content and composition. The seeds were collected from wild populations of the Rhineland
(Westerwald, Eifel, Siegburger Bucht; Federal Republic of Germany). The results obtained by gelelec-
trophoresis were discussed under taxonomic aspects. Seed protein patterns were always species specific.
For some species the seeds of different habitats were examined to show possible environmental influ-
ences on the protein patterns.

1. Einleitung

Die Mehrzahl unserer Kulturpflanzen hat im Vergleich zu ihren Ausgangsformen Merkmale
wie z. B. Resistenzen gegen Krankheitserreger weitgehend verloren, Deshalb wird heute
vielerorts versucht, das in Wildpflanzen vorhandene Potential zu erfassen, um es bei Bedarf
in Kulturformen einkreuzen zu kénnen.

Wildpflanzen zeigen eine groBe Variabilitit in vielen Merkmalen, Diese Variabilitit
driickt sich sowohl in quantitativen Eigenschaften wie z. B. der Samenproduktion und -pro-
teinmenge als auch in qualitativen Merkmalen aus. Zu ihrer Charakterisierung eignen sich
insbesondere die Samenproteine, die als primidre Genprodukte, nach der Untersuchung der
Gene selbst, am ehesten erlauben, Riickschliisse auf die genotypische Situation zu ziehen.
Hinzu kommt, daB die Samen als im Ruhestadium befindliche Organismen keiner ontogene-
tischen Verinderung unterliegen. Somit lassen sich Samenproteine verschiedener Arten
miteinander vergleichen.

Samenproteine lassen sich sowohl quantitativ als auch qualitativ mittels gelelektrophore-
tischer Verfahren charakterisieren. Mit den letztgenannten Methoden konnen die Samen-
proteine in zahlreiche Fraktionen aufgetrennt werden. Die nach Anfirbung sichtbaren
| Bandenmuster sind artspezifisch und erméglichen zusitzlich zur Artcharakterisierung auch
| Antworten auf chemotaxonomische und evolutionire Fragestellungen (BouLter, THUR-
MANN & TUrNER 1966, LapiziNsky 1979).

Uber die Samenproteine von Wildleguminosen ist nur wenig bekannt. Angaben zur
mengenméligen Verteilung von Proteinen in verschiedenen Arten der teilweise auch land-
wirtschaftlich genutzten Gattungen Lathyrus und Trifolium finden sich kaum. Dagegen
liegen iiber die qualitative Proteinzusammensetzung vereinzelte Befunde vor (DANIELSSON
1949, BouLTER, THURMANN & DERBYSHIRE 1967, PRzZYBYLSKA & HuricH 1971, Misser 1977,
Wourr 1980). Es war deshalb das Ziel der vorliegenden Untersuchung, die genetische Varia-
bilitat von 12 Lathyrus- und Trifolium-Arten des Rheinlandes (Westerwald, Eifel, Sieg-
burger Bucht) zu erfassen. Anhand der Proteinspektren wurden die Arten charakterisiert,
miteinander verglichen, bei einigen Arten mdgliche Umwelteinfliisse untersucht und
zugleich die Ergebnisse in Beziehung zur Taxonomie gesetzt,
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2. Material und Methoden

Zur Untersuchung wurden Samen der in Tab. 1 aufgelisteten Arten der Gattungen Lathyrus
und Trifolium gesammelt. Das Sammeln erfolgte 1983 an den in Tab. 1 angegebenen Stand-
orten. Es wurde fiir jede Population ein reprisentativer Querschnitt untersucht. Eine
Schwierigkeit bei der Untersuchung der Wildpflanzen lag darin, zu erkennen, ob es sich bei
den intensiv genutzten Trifolium-Arten T. hybridum, T. pratense und T. repens tiberhaupt
um Wildpflanzen handelte oder ob die Populationen aus verwilderten Zuchtformen oder gar
aus kultivierten Pflanzen bestanden. Trotzdem wurden auch diese Arten in die Unter-
suchung mit einbezogen.

100 mg Samenmehl wurden in 10 ml Phosphatpuffer pH 7, 0,5 M NaCl 1 h lang extra-
hiert und danach zentrifugiert [15 min, 8000 Umdrehungen pro Minute (Upm), 4 °C, JA
20]. Der Uberstand wurde iiber Nacht bei 4 °C gegen Aqua dest. dialysiert und anschlie-
Bend lyophilisiert.

Lasliches Protein wurde nach PorLrack & ScHacTERLE (1973) bestimmt. Die Muster der
Proteinuntereinheiten wurden mit Hilfe der SDS-Tris-Glycin-Gradientengelelektrophorese
nach Murray & Key (1978), modifiziert von HErLT (1979), die der nichtdissoziierten Pro-
teine durch eine basische Gelelektrophorese bei pH 8,8 nach ALtLanD, HACKLER & KNOCHE
(1980), modifiziert, ermittelt. Unspezifische Esterasen wurden im basischen Gelelektropho-
resesystem pH 8.8 aufgetrennt und nach Braicu (1978) angefarbt. Gele wurden zur Doku-
mentation fotografiert und die Rf-Werte!) der Proteinbanden bestimmt. Einzelheiten sind
KremN (1985) zu entnehmen.

3. Ergebnisse

3.1. Samenproteingehalt

Die Variabilitit des Merkmals Samenproteingehalt wird in Abb. 1 veranschaulicht. Die
Proteinwerte liegen zwischen 16,5% bei T. hybridum und 29,7% bei L. tuberosus. Innerhalb

der Gattung Trifolium differieren die Proteinwerte stirker als bei Lathyrus, Doch enthalten
vergleichbare Mengen Samenmehl beider Gattungen teilweise dhnliche Mengen an Protein.

Kennziffer Art Standort
1 L. niger Stolzenburg/Eifel
2 L. pratensis Asbach-Walgenbach/Westerwald
a L. sylvestris | Antweiler/Eifel
4 L. tuberosus Iversheim/Eifel
5 T. arvense St. Augustin-Niederpleis
6 T. campestre St. Augustin
7 T. dubium St. Augustin
B T. hybridum Asbach-Walgenbach/Westerwald
9 T. medium Dahlem/Eifel
10 T. montanum Ripsdorf/Eifel
11 T. pratense Asbach-Walgenbach/Westerwald
12 T. repens Stockhausen/Westerwald
13 L. pratensis Aschau/Chiemgau
14 L. sylvestris | St. Augustin
15 T. campestre Niederpleis (R)
16 T. campestre Niederpleis (F)
17 T. dubium Asbach-Walgenbach/Westerwald
18 T. hybridum Asbach-Walgenbach/Westerwald
19 T. medium Asbach-Walgenbach/Westerwald
20 T. repens St. Augustin
Tabelle 1. Ubersicht der untersuchten Leguminosenarten und ihrer Standorte.

L. = Lathyrus,

T. = Trifolium,

R. = Ruderalfliche,

F. = Feldrain.

1) Laufstrecke der Proteinbande

Laufstrecke der Laufmittelfront
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Abbildung 1. Samenproteingehalt.
I = Minimal- und Maximalwerte, Kennziffern zu den Arten siehe Tab. 1.

3.2. SDS-Gelelektrophorese von Gesamtextrakten

Mit Hilfe der SDS-Gelelektrophorese werden die Proteinmonomere nach ihrer GroBe auf-
getrennt. Dazu werden die Proteine reduktiv in ihre Untereinheiten gespalten und mit Na-
triumdodecylsulfat (SDS) beladen. Das Ergebnis ist eine scharfe, reproduzierbare Auftren-
nung (STEGEMANN & PIETSCH 1983).

Abb. 2 zeigt ein charakteristisches Elektropherogramm. Zu sehen ist eine grofie Anzahl
von Banden, die sich in Farbintensitit und Breite unterscheiden. Jede Art liBt sich dadurch
anhand ihres Bandenmusters eindeutig identifizieren. Es bestehen jedoch deutliche Unter-
schiede in den Bandenmustern beider Gattungen, auch innerhalb jeder Gattung differieren
die Muster. Bei den 4 Lathyrus-Arten lassen sich mit 36—44 Banden mehr Proteinbanden
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Abbildung 2.  SDS-Elektropherogramm, nach Ahnlichkeit der Proteinmuster geordnet.
Kennziffern zu den Arten siche Tab. 1.
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nachweisen als bei den Trifolium-Arten (24—32 Banden). Vor allem im Molekulargewichts-
bereich von 16—45 kD besitzt Lathyrus die grofere Bandenzahl.

In einigen Molekulargewichtsbereichen (> 65, um 48, zwischen 20 und 17 kD; kD =
Kilodalton) zeigen die untersuchten Lathyrus-Arten ein + einheitliches Muster. Die groBte
interspezifische Ubereinstimmung 1aBt sich bei L. sylvestris und L. tuberosus nachweisen

Bei der Gattung Trifolium zeigen die Arten T. campestre und T. dubium ein deutlich
iibereinstimmendes, jedoch von den anderen Arten dieser Gattung abweichendes Protein-
muster. Die iibrigen sechs Trifolium-Arten lassen sich nach lhn.n Proteinmustern in zwei
weitere Gruppen unterteilen: Zum einen in die Gruppe aus T. arvense, T. medium und T.
pratense und zum anderen in die Gruppe aus 7. hybridum, T. montanum und T. repens. Die
Ahnlichkeit innerhalb dieser Gruppen erreicht aber nicht den hohen Grad an Ubereinstim-
mung wie bei T. campestre und T. dubium.

Um mégliche Umwelteinfliisse auf das Proteinmuster festzustellen, wurden sieben Arten
von jeweils 2—3 Standorten mit Elilfr'. der SDS- (ic!c}u,klrnphnrcﬁg untersucht. Ein typisches
Elektropherogramm zeigt Abb. 3. Die Proteinmuster einer Art von verschiedenen Stand-
orten stimmen bis auf wenige Ausndhtm n dberein. Lathyrus sylvestris, L. pratensis, Trifo-
litn medium und T. repens zeigen keine standortbedingten Unterschiede. Bei T. hybridum
lassen sich nur Intensititsunterschiede erkennen. Zwei Standorte von T. campestre (Nieder-
pleis/R und F) weisen gegeniiber 7. campestre (St. Augustin) im Bereich um 45 kD eine
zusitzliche Bande auf (Pfeil in Abb. 3). Die Samenproteine von T. dubium (Asbach)
besitzen gegeniiber T. dubium (St. Augustin) ebenfalls eine zusétzliche Bande mit einem
Molekulargewicht von ca. 38 kD.

3. Basische Gelelektrophorese bei pH 8,8

Die Muster undissoziierter Proteine werden haufig zur Untersuchung interspezifischer
Unterschiede und Gemeinsamkeiten genutzt (z. B. SaHAI & Rana 1977). Um die bei der
SDS-Gelelektrophorese erhaltenen Artengruppen zu iiberpriifen, wurden deshalb auch die
Muster der nichtdissoziierten Proteine miteinander verglichen. Dabei wurden, wie schon bei
der SDS-Gelelektrophorese, von einigen Arten Samenproteine verschiedener Herkunft auf-
getrennt. Die Rf-Werte eines typischen Elektropherogramms sind in Abb. 4 dargestellt.
Fiir die meist schwach ausgepriigten Proteinbanden wurden Rf-Werte zwischen 0,02 und
0.98 bestimmt. Das Proteinmuster ist wieder fiir jede Art charakteristisch, es lassen sich
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Abbildung 3.  Auswirkungen von Standortunterschieden auf das SDS-Elektropherogramm.
Kennziffern zu den Arten siche Tab. 1.
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Abbildung 4. Rf-Werte der Proteine nach Auftrennung mit Hilfe der basischen Gelelektrophorese
pH 8.8.
Kennziffern zu den Arten siche Tab. 1.

jedoch im Gegensatz zur SDS-Gelelektrophorese keine Gruppen mit dhnlichen Proteinmu-
stern erkennen. Fiir die Identifikation der Arten ist die Lage der intensiv gefirbten Protein-
banden (Rf-Werte zwischen 0,49 und 0,91) ein hilfreiches Merkmal. Die untersuchten La-
thyrus-Arten weisen jeweils nur eine, die Trifolium-Arten zwei bis mehrere derartige
Banden auf.
Deutlich zu erkennen sind standortbedingte Unterschiede im Proteinmuster. T. dubium
(Asbach) zeigt z. B. im Vergleich zu T. dubium (St. Augustin) vier zusitzliche Banden.
Dies gilt auch fiir die nur 300 m weit auseinanderliegenden Populationen von T. hybridum.
Nur die Proteinmuster von 7. repens zeigen keine Differenzen. Unterschiede bei sehr
- schwachen Banden wurden hierbei nicht beriicksichtigt, da sie auch methodisch bedingt sein
' konnen.

3.4. Nachweis unspezifischer Esterasen

Zur Darstellung der inter- und intraspezifischen Unterschiede werden hiufig auch Enzym-
muster miteinander verglichen (THURMANN et al. 1967, Misser 1977, WoLrr 1980). Beson-
ders oft werden Esterasen, Dehydrogenasen und Peroxidasen untersucht, da sie sich relativ
einfach nachweisen lassen. So wurden zusétzlich zu den im vorherigen beschriebenen Unter-
suchungen auch die Esterasen in die Darstellung der genetischen Variabilitiat der Lathyrus-
und Trifolium-Arten mit einbezogen. Ebenso wurden die Samen einiger Arten auf eventu-
elle Standorteinfliisse hin untersucht. In Abb. 5 sind die Rf-Werte eines typischen Elektro-
pherogramms dargestellt. Das Muster der Esterasen ist so heterogen, daB sich auch hier, wie
bei der basischen Gelelektrophorese, kaum Artengruppen mit dhnlichem Enzymmuster
erkennen lassen. Einzig die Bandenmuster von L. sylvestris und L. tuberosus ihneln sich,
I Somit konnen die einzelnen Arten auch anhand ihres Esterasemusters unterschieden
| werden.
' In der Anzahl der nachgewiesenen Esterasebanden zeigt sich eine grofie Variabilitit.
| Das Spektrum reicht von einer Bande bei L. sylvestris (St. Augustin) bis hin zu 12 Banden
? bei T. repens (St. Augustin). Die meist schwach gefirbten Esterasebanden besitzen Rf-
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Abbildung 5. Rf-Werte der Esterasebanden,
Kennziffern zu den Arten siche Tab. 1.

Werte zwischen 0.01 und 0,68. Im Bereich zwischen 0,02 und 0,39 lassen sich bei allen unter-
suchten Lathyrusarten keine Esterasebanden nachweisen. Dagegen zeigen alle Trifolium-
Arten mit Ausnahme von T. dubium in dem genannten Bereich mehrere Banden auf.

Auch das Esterasemuster zeigt Unterschiede bei den an verschiedenen Standorten
gesammelten Samen der gleichen Art.

4. Diskussion

Quantitative Merkmale sind neben qualitativen fiir die Erfassung der genetischen Variabi-
litiit von Bedeutung. Uber das fiir Kulturpflanzen wichtige Merkmal des Samenproteinge-
halts liegen fiir Wildpflanzen kaum Werte vor.

Vergleicht man die hier vorliegenden Proteinwerte der Lathyrus- und Trifolium-Arten
(Abb, 1) mit den bei MULLER (1983) zusammengesteliten Werten fir den Samenproteinge-
halt von neun Leguminosengattungen (15—50% Protein), so liegen die hier untersuchten
Arten iiberwiegend im mittleren Bereich des fir Leguminosen angegebenen Proteinniveaus.
Im Samenproteingehalt der Lathyrus- und Trifolium-Arten zeigt sich eine groBe Variabi-
litit. Der Samenproteingehalt ist jedoch ein polygen bedingtes Merkmal, das sowohl gene-
tisch bedingt als auch von Umweltbedingungen beeinflufit wird (MULLER 1980). Aufgrund
der verschiedenen Standorte kann man bei der vorliegenden Untersuchung nicht ent-
scheiden. wie weit die unterschiedlichen Proteinwerte genetisch bedingt sind.

In allen angewandten Elektrophoresesystemen lassen sich die untersuchten Arten
anhand des qualitativen Merkmals der Samenproteinzusammensetzung eindeutig charakte-
risieren. Damit wird eine Feststellung von Lapizinsky & Hymowrrz (1979), daB das Samen-
proteinmuster artspezifisch ist, auch fiir die Gattungen Lathyrus und Trifolium bestétigt.
Die Ergebnisse zeigten aber je nach Elektrophoresesystem Unterschiede.

Die durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteinmonomere zeigen Gruppen
iibereinstimmender Proteinmuster. Diese stimmen mit der systematischen Einteilung iiber-
ein.

Innerhalb der Gattung Lathyrus zeigen L. sylvestris und L. tuberosus deutlich dhnliche
Muster, wihrend tiber die Proteinmuster von L. niger und L. pratensis keine sichere Zuord-
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nung moglich ist. Dies entspricht der systematischen Gliederung der Gattung Lathyrus nach
Hear (1964). Danach wird L. niger in die Sektion Orobus und L. prafensis in die Sektion
Orobrastrum eingeordnet. Lathyrus sylvestris und L. tuberosus gehoren zur Sektion Eula-
thyrus.

Diese gelelektrophoretisch gewonnenen Ergebnisse stimmen teilweise auch mit denen
von BELL (1962) iiberein. Er untersuchte 49 Lathyrus-Arten auf Aminosiduren und ver-
wandte Stoffe, die mit Ninhydrin reagieren und unterteilte die Lathyrus-Arten in finf
Gruppen. Danach zeigten L. sylvestris und L. tuberosus ein ebenso einheitliches Muster an
Aminosiiuren und Derivaten wie L. niger und L. pratensis. Eine so deutliche Ubereinstim-
mung der beiden letztgenannten Arten wurde mittels gelelektrophoretischer Untersu-
chungen nicht festgestellt.

Aufgrund von dhnlichen Proteinmustern in der SDS-Gelelektrophorese lassen sich die
Trifolium-Arten in folgende Gruppen einordnen:

— T. campestre und T. dubium
— T. arvense, T. medium und T. pratense
— T. hybridum, T. montanum und T. repens

Diese Gruppen entsprechen der bei JuLEN (1959) angegebenen Systematik der Trifolium-
Arten. Die acht untersuchten Trifolium-Arten werden nach JULEN (1959) wie folgt systema-
tisch eingeordnet (Tab. 2). Die gelelektrophoretisch erhaltene Gruppierung der Arten
stimmt ebenfalls mit der bei BrirTen (1963) angegebenen systematischen Gliederung der
Gattung Trifolium iberein.

Die Proteinmuster bei der basischen Gelelektrophorese und die Esterasemuster zeigen
eine so groBe interspezifische Variabilitit, daB sich keine Gruppen mit {ibereinstimmenden
Mustern erkennen lassen. Dies kann daran liegen, daB die Rf-Werte nur auf einem Gel
bestimmt wurden. Aber die starke Heterogenitit dieser Protein- und Esterasemuster zwi-
schen den Species bestitigt WoLrF (1980). Sie stellte fest, daB die Albuminmuster zwischen
verschiedenen Species keine Ahnlichkeiten aufweisen. Dies scheint auch fiir den Gesamt-
extrakt von Lathyrus und Trifolium zu gelten.

Der Vergleich der Proteinmuster einer Art von verschiedenen Standorten erbrachte bei
der SDS-Gelelektrophorese fast keine Unterschiede. Nur 7. campestre (St. Augustin) und
T. dubium (St. Augustin) zeigen hier je eine zusiitzliche Bande. Bei T. hybridum lassen sich
nur einige Intensititsunterschiede erkennen, die auch methodisch bedingt sein kénnen
(Lapizinsky & Hymowrrz 1979). Einige deutliche Standortunterschiede zeigen sich bei den
Proteinmustern der basischen Gelelektrophorese. Erstaunlich ist hierbei die Differenz in
den Bandenmustern der nur 300 m weit auseinanderliegenden Populationen von T. hy-
bridum. Dagegen zeigen einige Arten, deren Standorte weit auseinanderliegen (z, B, T.
repens, L. pratensis) keine standortbedingten Unterschiede. Inwieweit die hier nachgewie-
senen Differenzen im Bandenmuster genetisch bedingt sind oder durch Umwelteinfliisse
verursacht werden, miiBte durch Anzucht dieser Pflanzen unter gleichen Umweltbedin-
gungen tiberpriift werden.

Auch beim Esterasemuster lassen sich Standortunterschiede erkennen. Die Esterasemu-
ster der beiden Populationen von T. hybridum sind dagegen vollig identisch, die von T.

Subgenus Sektion Art
Trifoliastrum| Chronosemium T. dubium SIBTH.
SER. SER. | 7. campestre SCHREB.

Amaria T. hybridum L.

PRESL. T. repens L.
T. montanum L.

Lagopos Eulagopos T. arvense L.
LOJAC. T. pratense L.

T. medium L.

Tabelle 2. Systematische Einteilung der untersuchten Trifolium-Arten (nach JuLen 1959),
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dubium zeigen ebenfalls keine groBen Unterschiede. Damit bleibt die Frage nach der
Ursache der deutlichen Standertunterschiede bei der basischen Gelelektrophorese offen.

Somit liBt sich sagen, daB die Proteinmuster der untersuchten Lathyrus- und Trifolium-
Arten bei der SDS-Gelelektrophorese ein von Umwelteinfliissen weitgehend unabhingiges
Bild zeigen und mit der systematischen Einteilung iibereinstimmen. Demgegeniiber sind
Standortunterschiede nach diesen Untersuchungen deutlich anhand der Proteinmuster aus
der basischen Gelelektrophorese und Esterasemuster zu erkennen. Ob diese Unterschiede
genetisch bedingt oder von der Umwelt beeinfluBt werden, wurde jedoch nicht geklart.

Bei all diesen Untersuchungen kann nichts iiber die Homologie der miteinander vergli-
chenen Proteinbanden ausgesagt werden (Bourter 1981). Um die Frage nach der Homo-
logie zu beantworten, sollten zusitzlich zur Untersuchung der Gesamtproteinextrakte noch
vergleichende intensivere Untersuchungen einzelner Proteine und Proteingruppen durchge-
fiihrt werden.

5. Zusammenfassung

Die interspezifische Variabilitit von vier Lathyrus- und acht Trifolium-Arten wurde anhand
des Samenproteingehalts und der Samenproteinzusammensetzung untersucht. Das Saatgut
stammte aus Wildpopulationen des Rheinlandes und wurde 1983 gesammelt. In der vorlie-
genden Untersuchung wurde folgendes festgestellt:

— Die Werte fiir den Samenproteingehalt lagen zwischen 16,5% (T. hybridum) und 29,7%
(L. tuberosus), Sie zeigten eine groBe Variationsbreite.

— Die untersuchten Arten lieBen sich eindeutig anhand der gelelektrophoretisch erhaltenen
Proteinmuster charakterisieren.

— Die durch SDS-Gelelektrophorese erhaltenen Proteinmuster zeigten eine deutliche
Ubereinstimmung mit der systematischen Einordnung der untersuchten Arten.

— Deutliche Standortunterschiede im Samenproteinmuster lieBen sich allein durch basische
Gelelektrophorese und Esterasenachweis erkennen.

— Uber die Homologie der miteinander verglichenen Proteinbanden lieB sich nichts aus-
sagen,
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