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Einleitung

Die maximal mogliche Lagerungsperiode der Samen vieler
tropischer Pflanzenarten ist auf wenige Monate bis Jahre limi-
tiert ( Chin und Roberts 1980 ). Da die Grundlage einer
Langzeiterhaltung der genetischen Ressourcen von Pflanzen
eine Trocknung und Kithlung der Samen beinhaltet, soll am
Beispiel von Kakaosamen die Sensitivitit tropischer Samen ge-
gentber diesen Parametern hinterfragt werden.

Im ersten Beitrag zu dieser Reihe konnte gezeigt werden,
dag fur reife Kakaosamen ein kritischer Grenzwert der Hydra-
tation im Feuchtebereich von 17 -19 % besteht. Vorreife Ka-
kaosamen erwiesen sich als trocknungsempfindlicher als reife
Kakaosamen (Riihl, Dambroth, Biehl 1988 ).

Es konnte dariiber hinaus verdeutlicht werden, daf ein
Zeitraum verminderter Hydratation wihrend der
Kakaosamenentwicklung, gefolgt von einem Anstieg des Was-
sergehaltes bis zum Zeitpunkt der Fruchtreife, nicht existiert.
Reife Kakaosamen entsprechen somit hinsichtlich ihres Ent-
wicklungszustandes orthodoxen Samenarten vor dem Eintritt
in die Reifetrocknungsphase.

Die wenigen systematischen Beitrige zur Erforschung des
raschen Lebensfihigkeitsverlustes recalcitranter Samenarten
nach der Emnte lassen immer wieder eine Mitwirkung von
Membranstrukturen vermuten (Chin et al. 1981; Nautiyal und
Purohit 1985 a-c)

In der vorliegenden Arbeit werden bestimmte Aspekte der
Entwisserung von Kakaosamen ( Trocknungsmethode, Trock-
nungsrate, Wassergehalt der Samenorgane im Verlaufe der
Trocknung ) untersucht und die Exsudationsrate von Kakaosa-
men und -samenorganen unterschiedlicher Hydratation ermit-
telt. Die Exsudation von Kakaosamen in Abhingigkeit von
ihrem Wassergehalt kann ohne groien Aufwand Hinweise auf
die Beteiligung von Membranstrukturen am Lebensfihigkeits-
verlust tropischer Samen infolge Wasserentzuges liefern
(Simon und Raja Harun 1972; Simon 1974; Hendricks
und Taylorson 1976; Hegarty 1978; Mc Kersie und Stin-
son1980; Mc Kersie und Tomes 1980; Chabot und Leo-
pold 1982).

1 Material und Methoden
1.1 Samenmaterial
Reife sowie vorreife Kakaofriichte wurden vom Centro

Agronomico Tropical de Investigation y Ensenanza ( CATIE)
in Turrialba, Costa Rica, bezogen.
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Fast alle Experimente mit Kakaosamen wurden an Friichten
des Klons UF 613 durchgefiihrt. Fiir einige Untersuchungen
wurden Friuchte bekannten Entwicklungsalters ( Handbestiu-
bung ) verwendet.

Die Kakaofrichte wurden sofort nach der Ernte per Luft-
fracht versandt und konnten so 4 - 7 Tage nach der Ernte ver-
arbeitet werden.

Frische ErdnuBsamen ( Sorte V 13 ) fur Vergleichszwecke
wurden vom Malaysian Agricultural Research and Develop-
ment Institute ( Mardi ), Serdang, Malaysia, zur Verfigung ge-
stellt.

1.2 Keimung

Die Samen von Theobroma cacao wurden nach dem Entfer-
nen aus den Friichten von der anhaftenden Pulpa sowie der
Testa befreit und auf angefeuchtetem Filterpapier in Petrischa-
len bei 30° C zum Keimen ausgelegt.

Ein Kakaosame galt als keimfihig, wenn er nach einem nor-
malen Keimwurzelwachstum beim Aufbrechen der Keimblit-
ter nach ca. 7 - 14 Tagen eine gesunde Sproffachse zeigte.

1.3 Trocknung

Zur Trocknung wurden die Samen nach Entfernung aus der
Frucht von der Samenschale befreit und entweder bei 22 bzw.

30° C der Luft exponiert, oder mittels wiRriger Polyethylen-

glycollésungen ( PEG 4000 ) bestimmter Konzentration auf
eine gewunschte Hydratation entwissert.

1.4 Ermittlung der Samenhydratation

Zu diesem Zwecke wurden die Samen bis zur Gewichtskon-
stanz im Trockenschrank auf 110°C erhitzt. Generell trat nach
24 Stunden bei dieser Temperatur kein weiterer Gewichtsver-
lust ein. Der Wassergehalt ist, wenn nicht anders vermerkt,
auf Frischgewichtsbasis ( % Hz0/Frischgewicht ) angegeben.
1.5 Ermittlung des Fettgehaltes

Das Material wurde nach Trocknung mittels eines NMR-
Spektrometers (Newport Analyzer MK III ) auf seinen Fettge-

halt hin untersucht.

1.6 Messung der Exsudationsrate einquellender
Samen

Von der Testa befreite frische sowie vorgetrocknete reife Sa-

235



men und Samenorgane wurden in dest. Wasser gegeben und
die zeitliche Verinderung der Leitfihigkeit der Imbibitions-
flissigkeit bei einer Temperatur von 300 C uber einen Zei-
traum von 6 - 7 Stunden bestimmt. Es wurden stets 5 ganze
Kakaosamen bzw. 8 Kotyledonen in 40 ml oder 7 Keimachsen
in 15 ml bidestilliertem Wasser imbibiert und parallel dazu die
Wasseraufnahme der Samen und Samenteile durch
Differenzwigung bestimmt. Im Falle der Erdnufsamen
wurden 20 Kotyledonen in 40 ml A. bidest. bzw. 10 Keimach-
sen in 15 ml A. bidest. eingequollen.

1.7 Ermittlung der Wasseraufnahme von Kakao-
und Erdnuf3samen

Jeweils 3 Kakaosamen, 6 Kotyledonen bzw. 3 Radikulae
wurden eingewogen und sofort in A. bidest gegeben. Im Falle
von Erdnufisamen wurden stets 10 Samen, 20 Keimblitter
sowie 10 Keimachsen eingesetzt, da die zur Verfiigung stehen-
de Samenmenge erheblich grofer war. Nach bestimmten Ein-
quellzeiten wurden die Samen oder Samenteile kurz mit
Papier trockengetupft und sofort gewogen. Die sich ergeben-
de Differenz zwischen Ein- und Riickwaage wurde als aufge-
nommene Wassermenge bezeichnet.

2 Problemstellung und Literaturiiberblick

Untersuchungen, die sich mit moglichen Ursachen der
Trocknungsempfindlichkeit unorthodoxer Samenarten befas-
sen, sind bisher duBerst spirlich. Derartige Beobachtungen
beschrinken sich auf die Samen von Theobroma cacao
(Casas und Ibanez 1964 ), Shorea robusta ( Nautiyal und
Purohit 1985 a-c; Nautiyal et al. 1985 ), Hevea brasiliensis
(Chin et al. 1981 ), Citrus aurantium ( Edwards und Mum-
ford 1985 ), sowie die Vermehrungskdrper von Avicennia
marina ( Berjak et al. 1984 ).

Casas und Ibanez ( 1964 ) stellten bei Kakaosamen eine
kontinuierliche Abnahme der Atmungsrate mit dem Feuchte-
gehalt fest, die bei einer Hydratation von 14 % auf 0 sank.

Der Trocknungsbeginn von Salbaumsamen sei von einer
Abnahme des Gehaltes an I3slichen Kohlenhydraten begleitet
(Nautiyal und Purohit 1985 a ). Die Autoren vermuten, die
frihzeitige und rasche Trocknung der sehr porbsen Samen-
schale sei einer der wesentlichen Faktoren, der fur die geringe
Uberlebensrate dieser Samenart verantwortlich sei. AuRerdem
konne der hohe Gerbstoffgehalt des Embryos zur Proteinde-
naturierung fihren, die wiederum eine Unfihigkeit zu Repara-
turprozessen sowie eine Stérung oder Verhinderung von
Stoffumsatzsystemen nach sich ziehen kdnne.

Chin et al. ( 1981 ) untersuchten ultrastrukturelle Veridnde-
rungen in den Zellen der Keimwurzelspitze von Heveasamen
und stellten zerrissenen Zellwinde, eine Fragmentierung des
cytoplasmatischen Inhaltes, unregelmigRige Zellkerne mit stark
kontrastierten Chromatinbereichen, deren Begrenzungsmem-
bran manchmal nicht gut erkennbar war und einen Nucleolus
vermissen lieRen, sowie eine Ausflockung der Gummipartikel-
chen fest. Da die Samen jedoch ausschlieRlich auf einen leta-
len Feuchtegehalt entwissert wurden, konnte nicht zwischen
Ursachen und Folgen unterschieden werden.

Edwards und Mumford ( 1985 ) zeigten, daR bei der
Trocknung von Citrus aurantium- Samen offensichtlich einem
Gleichgewicht zwischen den Faktoren Feuchteverlust, Trock-
nungsgeschwindigkeit und Vorhandensein der Samenschale
besondere Aufmerksamkeit gewidmet werden miisse. Dari-
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ber hinaus induziere Sauerstoff Keimungsprozesse, wihrend
Kohlendioxid zum Lebensfihigkeitsverlust der Samen fiihre.
Habe man diese Samen einmal erfolgreich getrocknet, so sei
ihr Verhalten gegeniiber Kilte und niedrigem Sauer-
stoffpartialdruck identisch mit demjenigen der meisten ortho-
doxen Samenarten (King et al. 1981; Mumford und Pangga-
bean 1982 ). Das hieRe, die kritische Phase sei die Stoffwech-
selreduktion ohne Beeintrichtigung der Organellen, Gewebe
oder Enzyme, die fir den Ablauf der Keimung bei Rehydrata-
tion bendtigt werden. Ein solches Gleichgewicht zwischen
Trocknung und Stoffwechseleinschrinkung sowie Hydrata-
tion und Keimung sei manchmal sogar unter nattrlichen Be-
dingungen nicht gegeben und filhre demzufolge zum Beginn
der Keimung auf der Mutterpflanze.

Zu einer dhnlichen Interpretationsweise gelangen auch
Berjak et al. (1984 ) anhand der ultrastrukturellen Betrach-
tung der Wurzelspitzenprimordien von Avicennia marina bei
gradueller Entwisserung. Sie kommen zu dem Schlug, daf
die ersten Trocknungsstadien nicht denen trocknender ortho-
doxer Samen entsprichen, sondern eher fiir die frihe Kei-
mung orthodoxer Samen charakteristisch seien. Allerdings er-
forderte die Entwisserung des Untersuchungsmaterials eine
auRerordentlich lange Zeitspanne, da der Zeitpunkt des ab-
rupten Lebensfihigkeitsverlustes frihestens nach 10 - 15
Tagen erreicht werden konnte.

Die Autoren vermuten, der Wasserentzug fihre direkt zu
einer Stoffwechseldesorganisation mit schidigender Wirkung.
AuRerdem erfordere die hohere Stoffwechselaktivitit unortho-
doxer Samen eine grofere Menge Vicinalwasser, so daR
derartig fest gebundene Wassermolekiile wihrend der Dehy-
dratation bereits bei hdheren Feuchtegehalten entfernt
wirden als in orthodoxen Samenarten. Das hieRe, es liefen
zunichst Keimungsvorginge ab, die bei Entwisserung in
desorganisierter Weise unterbrochen wirden, zu einer Unord-
nung im Cytoplasma fithren und dadurch den Verlust der Sta-
bilitit subzelluldrer Strukturen nach sich ziehen.

Neben diesen spirlichen Erkenntnissen zur Schadensursa-
che unorthodoxer Samenarten infolge Dehydratation existiert
jedoch eine Vielzahl von Anhaltspunkten zur méglichen Natur
eines Trocknungsschadens anhand von Untersuchungen or-
thodoxer Samenarten, die nach Einquellung trocknungssensi-
tiv wurden, anhand der frostassoziierten Dehydratation sowie
der Trocknung wihrend Samenreifung, oder sie wurden an
trocknungsempfindlichen Pflanzenteilen oder Moosen ge-
wonnen.

Wenn auch der physiologische Zustand dieser Gewebe
nicht mit dem reifer unorthodoxer Samenarten tbereinstim-
men mag, sind doch die durch Entwisserung pflanzlicher
Gewebe hervorgerufenen Phidnomene oft dhnlich, so daR eine
Betrachtung der in diesen Fillen erwogenen Ursachen durch-
aus von Nutzen sein sollte.

Wohl die einfachste Erkldrung wire, da der Wasserentzug
selbst den entscheidenden Faktor einer Trocknungssensitivitit
darstellt. Wasser in direkter Nachbarschaft zu Makromoleku-
len befindet sich nach Verzar ( 1968) vermutlich in einem se-
mikristallinen Zustand. Wird das Gewebe lufttrocken, werde
das verbleibende Wasser fest an die Zellkolloide gebunden
und viele Enzym- kontrollierten Reaktionen, besonders
solche, die groRe Struktureinheiten einschliefen, triten unter
diesen Bedingungen nicht mehr auf ( Askenov et al. 1969,
1977). Harrington ( 1972) postulierte drei Zustinde des
Wassers in der Zelle: eine Einzelschicht um Makromolekiile,
in welcher das Wasser an ionische Gruppen gebunden vorlie-
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ge, mehrere Schichten Uber Wasserstoffbriicken fixiertes
Wasser oberhalb dieser Einzelschicht, sowie freies, ungebun-
denes, durch Kapillarkrifte gehaltenes Wasser.

Als kritische Grenze wird ein Feuchtegehalt von 20 % erwo-
gen ( Simon 1974; Berjak et al. 1984 ). Dabei wird sogar ver-
mutet, da8 geordnete Wasserstrukturen um Makromolekiile,
subzellulire Oberfliichen und Multienzymsysteme vorhanden
seien (Drost-Hansen 1971; Drost-Hansen und Clegg
1979; Porter und Tucker1981 ) und fiir den Ablauf von
Stoffwechselvorgingen sowie die Stabilitit von Makromolek -
len und subzelluliren Oberflichen wichtig zu sein scheinen;
weiterhin wird angenommen, dafl ein Wassergehalt von 20 %
fir den Erhalt der Lipoproteinassoziation erforderlich sei.

Harrington ( 1972 ) erwigt bei Wasserentzug unter eine
nicht niher spezifizierte kritische Hydratation, daf ein Teil der
monomolekularen Wasserschicht von den Makromolekiilen
entfernt werde und damit diese ihren Schutz gegen oxidative
Prozesse verlieren. Einer der wohl folgenreichsten Oxidations-
prozesse ist die Lipidautoxidation.

Hier schliefit sich aber sofort die Frage an, warum der Feuch-
tegehalt orthodoxer Samenarten wihrend deren Reifetrock-
nungsphase auf Werte von 10 - 15 % absinken kann und diese
sogar dartiber hinaus Wassergehalte von 5 % und oft weniger
wihrend Lagerung tolerieren. Warum trocknen orthodoxe
Samen, unorthodoxe hingegen nur geringfiigig?

Rogerson und Matthews ( 1977 ) zeigten, daf in reifen-
den Erbsensamen eine Abnahme der Atmungsaktivitit der
Trocknung vorangehe und diese Abnahme der Aktivitidt von
einem Sinken des Gehaltes an ethanolléslichen Zuckern ab-
hiinge. D. h., obwohl die Natur des Signals, welches den Ein-
tritt in die Reifetrocknungsphase der Samenentwicklung aus-
16st, unbekannt ist, sei es denkbar, daR eine allgemeine Re-
duktion der Stoffwechselaktivitit ein Teil des Ausldsers sei,
und dasB die Initiation dieser Verringerung dem Einsetzen der
Trocknung vorangehe ( Klein und Pollock 1968; Berjak et
al. 1984 ). Klein und Pollock ( 1968 ) konnten in diesem Zu-
sammenhang auBerdem zeigen, dag die Achsen von Phaseo-
lus lunatus- Embryonen wihrend der Reifung erst die Fihig-
keit entwickelten zu wachsen, bevor sie einer Trocknung zu
widerstehen vermochten.

Das hieRe, unorthodoxen Samen kdnnte eine solche Reduk-
tion der generellen Stoffwechselaktivitit fehlen, die zu einer
Verringerung der Anzahl an Makromolekiilen, subzelluliren
Oberflichen etc. fithren kdnnte und dieser Faktor bewirkte,
daR der kritische Wassergehalt erheblich in Richtung auf
hoéhere Werte hin verschoben ist.

Bekannt ist auch, daf Getreidesamen wihrend der Embryo-
genese erst bei Trocknungsbeginn keimfihig werden, wohl
aber eine Keimung in friheren Stadien durch eine erzwunge-
ne Entwisserung hervorgerufen werden kann ( Bewley und
Black 1982 ). Das bedeutet, daR bei Getreidesamen offen-
sichtlich ohne Stoffwechseleinschrankung bereits eine Dehy-
dratationstoleranz zu bestehen scheint.

Sehr interessant ist in diesem Zusammenhang auch die Be-
trachtung des Feuchtegehaltes der einzelnen Samenorgane bei
Reifetrocknung bzw. Entwisserung. In Phaseolus lunatus-
Samen sei die Hydratation der Achsen und Keimblitter bei
Reifetrocknung einander sehr dhnlich, die Reifung sei in den
Achsen lediglich leicht verzogert ( Klein und Pollock 1968 ).
Eine hiufig fur das Frieren biologischen Materials erwogene
direkte Folge des Wasserentzuges ist die Konzentrierung der
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Zellinhaltsstoffe; dabei ist diejenige der Elektrolyte von beson-
derem Interesse ( Gorke 1906; Harvey 1918; Lovelock
1953a,b; Tappell1966; Mazu r 1970, 1972, 1984; Mazur 1976,
Bewley 1979; Steponkus 1984 ). Tappell (1966) diskutiert
die mogliche Auswirkung der Salzkonzentrierung auf
Enzyme. Bestimmte Ionen seien fir die Aktivitit einiger
Enzyme unbedingt erforderlich, wihrend die Aktivitit anderer
durch eine Vielzahl Kationen und Anionen beeinfluSt werden
konne. Unspezifische Salzeffekte konnien in Abhingigkeit
vom Enzym, der Natur und Konzentration des Salzes sowie
zusitzlicher Faktoren wie pH, Temperatur und Vorhanden-
sein anderer Substanzen von Aktivierung Uber Stabilisierung
bis hin zu Inhibierung variieren. So sei die - Amylaseaktivitit
der Quadratwurzel der Ionenstirke direkt proportional. Die
Alkoholdehydrogenase werde durch geringe Konzentrationen
an Natrium-, Kalium- oder Lithiumchlorid aktiviert, aber als li-
neare Funktion der Quadratwurzel der Ionenstirke durch
hohe Konzentrationen gehemmt.

Palta et al. ( 1978 ) vermuten, die durch Trocknung hervorge-
rufene Konzentrierung der lonen innerhalb der Zellen kénne
direkt Membranen schidigen, indem z. B. K* das Caz2* aus den
Membranen ersetzen und damit deren Struktur schwichen
kdnne.

Es gibt nur wenig Information tiber die Wirkung der frostin-
duzierten Elektrolytkonzentrierung auf die Stabilitit des Plas-
malemmas, aber zahlreiche Befunde zu Chloroplastenthylako-
iden ( Review s. Steponkus 1984 ). Garber und Stepon-
kus (1976) zeigten, daR die Schidigung das Ergebnis der
Freisetzung bestimmter Enzyme, des Kopplungsfaktors 1 und
Plastocyanins aus den Thylakoidmembranen sei. Volger et al.
(1978 ) konnten dariiber hinaus die Freigabe der Ferredoxin-
NADP+- Reduktase demonstrieren. Sie vermuten, daf3 die Pro-
teinfreisetzung die Folge einer unspezifischen Unterdriickung
intramembranéser lonenwechselwirkungen durch hohe Io-
nenkonzentrationen sei, die durch frostinduzierte Entwisse-
rung hervorgerufen werde.

Eine steigende Anzahl von Anhaltspunkten deutet auf Pro-
teinkonformationsinderungen als Ursache einer Membrande-
stabilisierung in hypertonischen Losungen hin ( Nunes 1981,
Mollenhauer et al. 1983 ). Heber et al. ( 1981 ) diskutieren,
dag bei Dehydratation von Anionen deren Hydratationsradius
abnehme und die von den Ionen ausgetbte Feldstirke anstei-
ge. Eine Abnahme der Wasserstruktur durch chaotrope Sub-
stanzen wirde die Wechselwirkung partiell polarer Membran-
bestandteile mit der wiflrigen Phase erhdhen und die Dissozi-
ation des Doppelblitichens erleichtern. Weiterhin kénne die
Dissoziation von Proteinen, die Triger Uberschiissiger negati-
ver Ladungen auf der 4ueren Oberfliche darstellen, zu einer
verinderten Ladungsverteilung auf den Membranen fiihren,
welche dann zur Offnung hydrophiler Kanile und somit zum
Membranzusammenbruch fiihre (Jensen et al. 1981).

Diese immer stirkere Konzentrierung auf Phinomene, die
sich auf Membranebene abspielen kénnten, ist nicht verwun-
derlich, wenn man sich vor Augen hilt, daf Membranen u. a.
immer wieder als mogliche Kontrollmechanismen der Kei-
mung angesehen werden. So deuten viele experimentelle Be-
funde auf eine Wechselwirkung von Phytochrom mit Mem-
branen hin ( Quail 1976; Marme 1977; Brownlee et al.
1979 ). Man vermutet, das aktive Phytochrom gehe eine Art
Assoziation mit einer oder mehreren Zellmembranen ein, die
erleichtert sei, wenn die Membran eine temperaturinduzierte
Umwandlung erlitten habe. Es resultierten Permeabilititsinde-
rungen, Verinderungen der Aktivitit membrangebundener
Enzyme und eine geidnderte molekulare Umgebung der Zell-
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organellen. Alles modifiziere den metabolischen Zustand der
Samen betrichtlich und beende eventuell die Keimruhe
(Hendricks und Taylorson 1978, 1979; van der Woude
und Toole 1980 ). Die Membranpermeabilititskontrolle von
Phytochrom 730 fithre zu mannigfaltigen Stoffwechselverin-
derungen im Entwicklungsablauf zahlreicher Pflanzengewe-
be.

Anhaltspunkte fiir die Einwirkung von Gibberellinsdure auf
die Membranverhiltnisse entstehen aus Beobachtungen, daf
GA3 die Permeabilitit von Liposomen gegeniiber lonen und
Glucose steigere ( Wood und Paleg 1974 ) und auch die
Temperatur, bei der eine Zustandsinderung der Liposomen
eintritt, als Funktion ihrer Konzentration beeinflusse ( Wood
und Paleg 1972 ). Dabei sprichen Indizien, die mittels NMR-
Techniken gewonnen wurden, fiir eine Wechselwirkung von
GA3 mit Phosphatidylcholin (Wood et al. 1974 ).

Nun sind jedoch Membranen auBerordentlich komplex, und
wir wissen nur wenig lber die Natur und die Zusammenset-
zung dieser Strukturen. Aulerdem ist die Membrankomposi-
tion aus Elementen wie Phospholipiden, Proteinen, Sterinen,
Glykoproteinen etc. nahezu unendlich variabel, und man muf
annehmen, daR alle diese Bestandteile auch einen Einfluf auf
die Membranfluiditit ausiiben (Steward und Bewley 1981).
Dartiber hinaus zeigte eine Reihe von Untersuchungen, daf§
Lipidzustandsinderungen und damit Fluidit4t und Diffusion
durch Wechselwirkungen der Lipide mit Metallionen, Poly-
peptiden und Proteinen beeinflult werden kénnen ( Chap-
man et al. 1974 ). So erhdhen Wechselwirkungen von biva-
lenten Kationen mit den polaren Gruppen der Lipide ebenso
wie die elektrostatische Bindung von Proteinen und basischen
Polypeptiden diese Umwandlungstemperatur.

Chapman und Wallach ( 1968) konnten auch zeigen, daR
Membranen, deren Lipidkomponenten einen hohen Anteil un-
gesittigter Fettsduren beinhalten, besonders fluide sind. Kom-
pliziert wird die Situation durch die Tatsache, da8 Membranen
offensichtlich keine einheitliche Zusammensetzung aufwei-
sen. So wird das Konzept, daR viele Membranen fluide
Lipidregionen enthalten, jetzt akzeptiert. Manche Zellmembra-
nen konnen sowohl Bereiche mit fluiden als auch solche mit
starren Ketten enthalten ( Oldfield und Chapman1972).
Membranlipide in der Nihe eines Proteins kénnten eine vom
verbleibenden Lipid abweichende Fluiditit besitzen ( Stier
und Sackmann 1973 ). In einigen Zellmembranen k&nnten
die Lipide und Proteine nicht besonders fluide oder mobil und
somit sehr gut organisiert sein ( Blaurock und Stéckenius
1971; Singer 1974 ). Man konnte auch zeigen, daB Proteine
entlang des Membransystems diffundieren kénnen (Frye und
Edidin 1970 ).

Weiterhin wurden an roten Blutzellen zwingende
Anhaltspunkte dafiir gewonnen, daf biologische Membranen
gerichtete Strukturen sind, d. h. ihre Bestandteile asymme-
trisch zwischen beiden Oberflichen verteilt sind ( Singer
1974; Rotman und Lenard 1977). U. a. Mitochondrien, ER
und Bakterienmembranen zeigen eine véllige Asymmetrie be-
zuglich der Orientierung der Proteine in den Membranen
(Review s. Rothman und Lenard 1977).

Trotz dieser Komplexitit von Membranen gibt es ein relativ
leicht zu bestimmendes Indiz fiir die Funktionstiichtigkeit und
Intaktheit von Membranen. Es wird nimlich generell akzep-
tiert, daR eine gesteigerte Exsudation einquellender Samen
Verinderungen cytoplasmatischer Membranen, besonders des
Plasmalemmas und Tonoplasten anzeige ( Simon und Raja
Harun 1972; Simon 1974; Hendricks und Taylorson
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1976; Hegarty 1978; Mc Kersie und Stinson1980; M c
Kersie und Tomes 1980; Chabot und Leopold 1982),
wenn man sich auch tiber deren Ursache nicht ganz einig ist.
Einige Autoren vermuten, es handele sich bei der verstirkten
Exsudation einquellender lufttrockener Samen um einen rein
passiven Vorgang, der schnell voriibergehe, da die Integritit
des Plasmalemmas und des Tonoplasten bei Imbibition
schnell wiederhergestellt werde ( Simon und Raja Harun
1972; Simon 1974; Bramlage et al. 1978 ). Indizien fiir diese
Annahme seien der von Simon und Raja Harun ( 1972)
sowie Gupta ( 1976) gefundene simultane Austritt verschie-
denartiger Exsudate und der geringe Temperaturkoeffizient
der Exsudation ( Kraft und Erwin 1967; Perry und Harri-
son 1970 ). Simon ( 1974 ) fithrte verschiedene mégliche Ur-
sachen einer gesteigerten passiven Substanzfreisetzung an:

1. eine Zustandsinderung der Phospholipide in eine hexago-
nale Konfiguration

2. einen Verlust von Phospholipiden, so daR keine Permeabi-
lititsbarriere um die gesamte Zelle aufrechterhalten werden
kénne

3. eine Modifikation der Kohlenwasserstoffketten der Phos-
pholipide, woraus eine Verringerung der Stirke der hydro-
phoben Bindung resultiere.

Derselbe Autor vermutet auch, da® die mit zunehmender
Versuchsdauer sinkende Exsudation in Wasser eingebrachter
Samen oder Embryonen mit der langen Diffusionsstrecke von
den inneren Zellen zur Samenoberfliche in Beziehung stehen
kénne. Exsudate der oberflichlich gelegenen Zellen diffun-
dierten sofort in ein relativ groRes Wasservolumen und
wirden deshalb schnell verdiinnt, wohingegen Bestandteile
aus den Zellen des Sameninneren einen lingeren Konzentra-
tionsgradienten entlang diffundieren miiten. Selbst wenn
eine innen angesiedelte Zelle bei Einquellung zeitweilig
durchlissig werde, mag die Konzentration geldster Stoffe um
die Zelle herum so hoch sein, daR sie einen nennenswerten
Substanzverlust verhindere.

Chabot und Leopold ( 1982) konnten in trockenen Soja-
bohnensamen eine groffe Menge Lipid und Membranvesikel
in direkter Nachbarschaft des Plasmalemmas und der Protein-
vakuolen darstellen und deuteten diese als Quelle zusitzli-
cher Membrankomponenten. Sie vermuteten, eine mdgliche
Erklirung der anfinglichen Durchlissigkeit einquellender
Samen konne sein, da die fortschreitende Expansion der
Zellen den Einbau grofier Mengen zusitzlicher Membranlipi-

“de erfordere, und dieser Inkorporationsproze8 mit einer aus-

giebigen Exsudation verbunden sei. Einbuchtungen des Plas-
malemmas sind fiir trockene Samen vieler Pflanzenarten
(Swift und Buttrose 1972; Webster und Leopold 1977,
Baird et al. 1979; Thomson1979; Opik 1980 ) sowie fiir
trockene Zellen niederer Pflanzen ( Hawker und Madelin
1976; Biryuzowa und Rapaport 1978; Peveling und Robe-
nek 1980 ) berichtet worden. Diese Einbuchtungen kdnnten
dazu dienen, die Notwendigkeit des Einbaus neuen Mem-
branmaterials wihrend des imbibitionellen Schwellens zu ver-
ringern.

Paull ( 1981) hilt auch eine Verinderung membrangebun-
dener Proteine fiir denkbar, welche die lonenpermeabilitit
kontrollieren. Ausléser kénne eine eingeschrinkte Beweglich-
keit des Lipidanteils der Membranen sein. Beobachtungen
von Lees und Thompson( 1979 ) an Mais sowie Dizenge-
mel und Kader ( 1980 ) an Kartoffeln erbringen Indizien fiir
eine Denaturierung der Proteinkomponente von Zellmembra-
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nen bei Gewebealterung, die ihrer Meinung nach fiir die er-
héhte Permeabilitit verantwortlich sei.

Es existieren jedoch auch Anhaltspunkte dafiir, dag mogli-
cherweise aktive Transportprozesse an der Exsudation betei-
ligt sind. So zeigten Mc Kersie und Stinson ( 1980 ) an
ruckgetrockneten Lotus corniculatus - Samen, die sich nach
Einquellung bereits im trocknungssensitiven Zustand befan-
den, daR der Ausstrom von Protein, Zucker, Phosphat, Amino-
sduren und Kaliumionen nicht einheitlich erhdht ist. Auch
Abdul Baki und Anderson ( 1970 ) beschreiben, daR zwei
Jahre alte Gerstesamen wihrend der ersten vier Stunden der
Imbibition Glukose freisetzen, diese jedoch in den folgenden
acht Stunden wieder resorbieren. Acht Jahre alte Gerstesamen,
die ihre Lebensfihigkeit verloren hatten, setzten Glukose hin-
gegen mit konstanter Rate iiber die gesamte Zeitspanne von
zwolf Stunden frei.

Den Nachweis, daR es sich im Falle der Exsudate um Sub-
stanzen intrazelluldren Ursprungs handelt, erbrachten Simon
und Raja Harun (1972 ) durch mehrmaliges Einquellen und
Riicktrocknen von Erbsensamen. Sie konnten zeigen, daR die
Exsudation dieser Embryonen schneller erfolgte als diejenige
ununterbrochen einquellender Embryonen.

Offensichtlich sind zwei Prozesse fur die Exsudation einer
spezifischen geldsten Substanz verantwortlich. Die Anfangsex-
sudation wihrend der ersten Minuten der Einquellung kénne
die Freigabe von Oberflichenablagerungen oder Substanzen
widerspiegeln, die nicht durch eine semipermeable Membran
hindurchtreten. Die folgende konstante Exsudationsrate zeige
vermutiich die Freisetzung geloster Stoffe cytoplasmatischer
Herkunft an, die das Plasmalemma passieren miissen, bevor
sie in die externe Flussigkeit gelangen (Mc Kersie und Stin-
son 1980 ).

Eine Analyse der Exsudate offenbarte bisher 22 Aminosiau-
ren, Glukose, Fruktose, Saccharose, Maltose, organische
Sduren, Gibberellinsdure, Phenole, Phosphate, anorganische
Ionen und fluoreszeierendes Material ( Simon 1974, 1978;
Gupta 1976 ). Fir Erbsen konnte gezeigt werden, daf der
zeitliche Verlauf der Freisetzung von Kaliumionen, Zuckern
und Protein in der Gesamtheit jeweils groRe Ahnlichkeit mit
dem Anstieg der Leitfihigkeit besa ( Simon und Raja
Harun 1972 ). Einquellung von Erdnu8samen brachte 17 Ami-
nosduren, zwei Zucker und vier organische Siuren zutage.
Dabei triten im Verlaufe der Exsudationsmessung zu keiner
Zeit qualitative Unterschiede auf ( Subrahmanyam et al. 1983).

Ungekeimte Lotus corniculatus- Samen exsudierten bei Im-
bibition mehr als 13 % des Kaliums, nahezu 9 % des gesamten
18slichen Proteins, 3,6 % Zucker, 3,1 % des Phosphats und
1,4% der Aminosiuren. Vierundzwanzig Stunden angekeimte,
trocknungsempfindliche Samen, die auf ihr urspriingliches
Gewicht zuriickgetrocknet wurden, setzten mehr als 32 % des
Kaliums, bis zu 18 % des Phosphats sowie des Aminosiurean-
teils, 14 % des loslichen Proteins und 8 % des enthaltenen
Zuckers frei (Mc Kersie und Stinson 1980 ).

Entsprechend der Zielsetzung dieser Experimente (Riihl
1988) erschien es duferst interessant zu kliren, ob irreversible
Membranverinderungen am Lebensfihigkeitsverlust von Ka-
kaosamen infolge Dehydratation beteiligt sind. Hierzu kdnnte
die relativ einfach durchfithrbare Exsudationsmessung auf un-
terschiedliche Hydratationen getrockneter Kakaosamen erste
Indizien erbringen.

Da bekannt ist, daR die Achsen reifer Kakaosamen einen
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etwa doppelt so hohen Wassergehalt innehaben wie die
Keimblitter, ist fiir die Klirung der Frage, welches Samenor-
gan das unorthodoxe Samenverhalten bedingt, auch von Inte-
resse, ob die Hydratation der Samenorgane im Kkritischen
Feuchtebereich von 17 - 19 % ebenso stark differieren, oder
hingegen Zhnliche Werte einnehmen.

Eine schonende Trocknungsmethode wird vorgestellt und
der Einflug der Entwisserungsrate auf die Trocknungssensiti-
vitit von Kakaosamen uiberpriift.

3 Ergebnisse

Da die Trocknungssensitivitit von Kakaosamen das gréRte
Problem hinsichtlich einer Langzeitkonservierung darstellt, lag
das Hauptgewicht der dieser Artikelreihe zugrundeliegenden
Arbeiten auf Untersuchungen zu diesem Aspekt.

Die Versuche wurden stets im Vergleich zu einer orthodo-
xen Samenart, der Erdnuf { Arachis hypogaea ) ausgefiihrt,
um eine Interpretation als "vom orthodoxen Samenverhalten
abweichend" zu erméglichen. Die Erdnuf wurde aufgrund
ihrer relativen Gro8samigkeit, ihres hohen Fetgehaltes von ca.
50 % ( Frischmassebasis ) sowie ihres dem Kakaosamen ih-
nelnden Samenaufbaus ausgewihlt.

3.1 Trocknungsmethoden

Kakao- und Erdnufsamen wurden vornehmlich mittels
wifriger Ldsungen von Polyethylenglykol ( PEG 4000 ) ge-
trocknet. Das Molekulargewicht von ca. 4000 Dalton stellte
einerseits sicher, daR keine Permeation des Osmotikums in
die Zellen stattfindet, andererseits war es noch niedrig genug
gewihlit, um einen zur Dehydratation ausreichenden osmoti-
schen Druck erzeugen zu kénnen.

Diese Art der Trocknung wurde angewandt, um eine Kiihl-
wirkung, die beim Prozess der Wasserverdunstung infolge
herkémmlicher Trocknung an der Luft (diese Methode wurde
in einigen Fillen zu Vergleichszwecken gewihlt ) aufiritt, aus-
zuschlieBen, da ansonsten die Differenzierung zwischen
Trocknungs- und Kihlschidigung Probleme aufwerfen
konnte.

Vergleicht man die beiden Trocknungsmethoden hinsicht-
lich der Trocknungsgeschwindigkeit von Kakaosamen , so
treten bis herab zu Samenhydratationen von 14 % - also Was-
sergehalten deutlich unterhalb des kritischen Grenzwertes -
keine nennenswerten Unterschiede auf, wihlt man die PEG-
Konzentration hoch genug.

In der vorliegenden Arbeit wird auf die Angabe der Osmo-
laritit der verwendeten PEG- Losungen verzichtet, da PEG ein
fir osmotisch aktive Substanzen uniibliches Verhalten zeigt.
Zunichst einmal liegt keine lineare Abhiingigkeit der Viskosi-
tit von der Konzentration vor, andererseits ist der osmotische
Druck der Lésungen deutlich temperaturabhingig (Michel
und Kaufmann 1973). Aus diesem Grunde werden die PEG-
Losungen stets mittels ihrer Konzentration und der ausge-
wihlten Temperatur charakterisiert.

3.2 Lebensfihigkeit getrockneter Kakaosamen in
Abhingigkeit von der Trocknungsgeschwindigkeit

Um eine moglichst schonende Trocknung der Samen zu er-

reichen, wurde eine isotonische Lésung von PEG 4000 vorge-
legt und deren Konzentration kontinuierlich mittels einer kon-
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Trocknungs- | proz. Konzentra- Wassergehalt | proz. Wasser- |[Keimfahigkeit
dauer tionserhthung der | nach Trock- verlust (er- nach Trocknung
(h) PEG-L&sung nung rechnet) (%) .
(%/Tag) % H,0/FG) % des Anfangs-
WG/Tag)
A)
110 10,3 23,5 16,5 0
180 5,1 25,9 9,0 0
420 2,1 28,2 3,7 0
B)
90 10,5 14,7 16,0 0
160 5,5 14,2 9,5 0
320 2,8 16,2 5,0 0
Tabelle 1: Keimfahigkeit mit unterschiedlicher Trocknungsrate entwisserter Kakaosamen
Verglichen wurden drei Trocknungsgeschwindigkeiten. Die Steigerung der PEG- Konzentration erfolgte kontinuierlich mit-
tels einer Schlauchpumpe.
A) Vorreife Samen (Wassergehalt: 79,6 * 14,2%; Keimfihigkeit: 55%; Frischgewicht: 0,53 £ 0,26 g/Same)
B) Reife Samen (Wassergehalt: 39,0 * 2,3%; Keimfihigkeit: 100%; Frischgewicht: 2,0 £ 0,3 g/Same)

zentrierten PEG- Losung ( ca. 70 % ) unter Verwendung einer
Schlauchpumpe gestei-gert. Die Konstanz der Versuchstempe-
ratur von 22° C gewihrleistete ein Schiittelwasserbad.

Verglichen wurden drei Zulaufgeschwindigkeiten sowie
zwei Altersstadien. Pro Behandlung wurden 20 Samen einge-
setzt und davon jeweils 10 Samen fir die Wassergehaltsbe-
stimmung bzw. den Keimtest nach beendeter Trocknung ver-
wendet.

Da kein ausreichendes Material fiir eine parallele Bestim-
mung des Wassergehaltes sowie der Keimfihigkeit vorlag,
wurde in diesen Experimenten die Trocknungsrate als prozen-
tuale Konzentrationserhdhung der vorgelegten PEG 4000-
Lésung pro Tag angegeben.

Als Kontrollen dienten zwei Samenmengen, die wihrend
des gesamten Versuchsverlaufes unter sonst gleichen Bedin-
gungen in 32 %iger bzw. 40 %iger PEG- Losung verweilten.

Das Ergebnis ist in Tabelle 1 dargestellt. Unabhingig von
der Trocknungsgeschwindigkeit fiihrte die Entwisserung der
Samen auf Werte unterhalb der kritischen Hydratation sowohl
bei reifen als auch bei vorreifen Kakaosamen einer Samen-
feuchte von etwa 80 % zum Verlust der Keimfihigkeit. Wih-
rend die reifen Kontrollsamen nach 340 Stunden in den jewei-
ligen PEG- Losungen noch.ihre Anfangskeimfahigkeit von 100
% aufwiesen, hatten die vorreifen Kakaosamen in den Kon-
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trollésungen zu Versuchsende ihre Keimfihigkeit vollends
eingebufit.

Als Ergebnis bleibt festzuhalten, daf Kakaosamen der un-
tersuchten Reifezustinde unabhingig von der Trocknungsge-
schwindigkeit offensichtlich bei Unterschreitung ihres kriti-
schen Wassergehaltes die Lebensfihigkeit verlieren.

3.3 Hydratation der Samenorgane trocknender
Kakao- und Erdnuf$samen

Da sich die bisherigen Untersuchungen zur Ermittlung der
Lage des kritischen Wassergehaltes von Kakaosamen stets auf
die Betrachtung ganzer Samen beschrinkten, erschien es
nicht zuletzt unter dem Aspekt der Eingrenzung der primiren
Ursache des Keimfihigkeitsverlustes auf ein Samenorgan inte-
ressant, das Trocknungsverhalten der Keimachse demjenigen
der Keimblitter gegeniiberzustellen.

Dieses gilt in besonderem Mage fur die Trocknung mittels
osmotischer Lésungen ( s. Kap. 3.1), da die Samenorgane un-
terschiedliche osmotische Werte besitzen kénnen. Auierdem
ist bekannt, da der Wassergehalt der Keimachse nahezu
doppelt so hoch ist wie derjenige der Keimblitter ( Jahicke
1973 ).

Die Betrachtung war ausschlieSlich auf reife Samen gerich-
tet. Beide Trocknungsmethoden wurden verglichen.
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Abbildung 1: Hydratation der Organe reifer Kakaosa-
men im Verlaufe der Trocknung mittels
wifiriger Losungen von PEG 4000, be-
zogen auf den Wassergehalt der ganzen
Samen

Eingesetzt wurden reife Kakaosamen eines Wassergehaltes
von 32,2 * 1,2 %, einer Keimfihigkeit von 100 % sowie
eines mittleren Frischgewichtes von 2,3 £ 0,3 g/Same. Die
Trocknung wurde bei = 22¢ C mittels wiBriger Lésungen
von PEG 4000 ( 32 - 70 % ) Uber einen Zeitraum von 72
Stunden vollzogen. Jeder Punkt entspricht stets dem Mit-
telwert aus 5 Keimachsen bzw. Keimblattpaaren.

Der Wassergehalt von Erdnu3samen wurde vor Versuchsbe-
ginn durch 20stindiges Einquellen in A. dest auf etwa 48 %
angehoben; im weiteren Versuchsverlauf wurden die Samen
den gleichen Bedingungen unterworfen wie die Kakaosamen.

BezugsgroRe bildete stets der Wassergehalt der ganzen
Samen. Die Werte in den Abbildungen 1 - 4 sind auf der Basis
des fettfreien Trockengewichtes angegeben. Dies ist fur einen
Vergleich der Samenorgane von Kakaosamen von besonderer
Wichtigkeit, um den hohen nicht quellbaren Reservestoffanteil
der Kotyledonen zu kompensieren.

Zunichst einmal wird sehr deutlich, daf8 unabhingig von
der Trocknungsmethode die Keimachse von Kakaosamen ein
von ErdnuRkeimachsen stark abweichendes Verhalten zeigt
(s. Abb. 1 - 4). Wihrend die Organe von Erdnuf$samen bereits
nach relativ geringfligiger Entwisserung sehr dhnliche Hydra-
tationen erreichen, wird zwischen den Organen von Kakaosa-
men im gesamten vergleichbaren Feuchtebereich ein bedeu-
tender Unterschied der Wassergehalte aufrechterhalten.
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Abbildung 2: Hydratation der Organe reifer Kakaosa-
men im Verlaufe der Lufttrocknung, be-
zogen auf den Wassergehalt der ganzen
Samen

Eingesetzt wurden reife Kakaosamen eines Wassergehaltes
von 32,2 + 1,2 %, einer Keimfihigkeit von 100 % sowie
eines mittleren Frischgewichtes von 2,3 £ 0,3 g/Same. Die
Trocknung wurde durch Auslegen der Samen im Trocken-
schrank bei 22° C erzielt. Jeder Punkt entspricht stets dem
Mittelwert aus 5 Keimachsen bzw. Keimblattpaaren.

Quantifiziert man diese Differenz der Hydratationen von
Kakaosamenorganen, so bleibt der Wassergehalt der Radikula
im kritischen Feuchtebereich im Falle der Lufttrocknung
2,4mal so hoch wie die Hydratation der Kotyledonen, im Falle
der Trocknung mittels wiRriger Losungen von PEG 4000
immer noch 2,1mal so hoch.

Fuhrt man dieselbe Berechnung fiir die Organe von Erd-
nuRsamen durch, so ergeben sich im gleichen Wassergehalts-
bereich Faktoren von 1,3 fur Lufitrocknung bzw. 1,2 im Falle
der Trocknung mittels wifiriger Losungen von PEG 4000.

Diese Untersuchungen spielen ganz besonders fur die Inter-
pretation ultrastruktureller Verinderungen der einzelnen Ka-
kaosamengewebe infolge Trocknung eine grof3e Rolle ( Riihl
und Dambroth 1988, in press ).
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Abbildung 3: Hydratation der Organe reifer Erdnufisa-
men im Verlaufe der Trocknung mittels
wiRriger Losungen von PEG 4000, bezo-
gen auf den Wassergehalt der ganzen
Samen

Eingesetzt wurden reife Erdnusamen, deren Hydratation

nach Lagerung mit einer Feuchte von 5 - 6 % vor Versuchs-

beginn durch 21- stiindige Einquellung auf 47,8 £ 2,7 % an-
gehoben wurde. Die Keimfihigkeit der Samen betrug 90 %,

das mittlere Frischgewicht vor Einquellung 0,35 * 0,05 g/

Same. Die Trocknung wurde bei 22° C mittels wiRriger LS-

sungen von PEG 4000 ( 32 - 70 % ) Uiber einen Zeitraum

von 72 Stunden vollzogen. Jeder Punkt entspricht stets dem

Mittelwert aus 5 Keimachsen bzw. Keimblattpaaren.
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Abbildung 4: Hydratation der Organe reifer Erdnufsa-
men im Verlaufe der Lufttrocknung ,
bezogen auf den Wassergehalt der
ganzen Samen

Eingesetzt wurden reife Erdnuisamen, deren Hydratation

nach Lagerung mit einer Feuchte von 5 - 6 % vor Versuchs-

beginn durch 21- stiindige Einquellung auf 47,8 £ 2,7 %

angehoben wurde. Die Keimfihigkeit der Samen betrug 90

%, das mittlere Frischgewicht vor Einquellung 0,35 + 0,05

g/Same. Die Trocknung wurde durch Auslegen der Samen

im Trockenschrank bei 22° C erzielt. Jeder Punkt entspricht

stets dem Mittelwert aus 5 Keimachsen bzw. Keim-

blattpaaren.

3.4 Exsudation von Kakao- und Erdnufsamen in
Abhingigkeit von ihrem Wassergehalt

Es ist allgemein anerkannt, daf eine erhShte Exsudation
einquellender Samen Verinderungen cytoplasmatischer Mem-
branen, besonders des Plasmalemmas, anzeigt (Simon 1974;
Hendricks und Taylorson 1976; Hegarty 1978; Mc
Kersie und Stinson 1980; Chabot und Leopold 1982).

Weiterhin ist aus diesen Arbeiten bekannt, daB trockene or-
thodoxe Samen zu Beginn der Imbibition eine erhéhte An-
fangsexsudation zeigen, welche offensichtlich eine im trocke-
nen Zustand verinderte, aber reversible, Situation des Plasma-
lemmas widerspiegelt.

Somit bot es sich an zu untersuchen, ob getrocknete Kakao-
samen im Gegensatz zu Erdnusamen bei Einquellung eine
gesteigerte Exsudationsrate aufweisen, die nicht nach einem
Zeitraum von maximal einer Stunde - wie im Falle entwisser-
ter orthodoxer Samen - abklingt, sondern tber den
Beobachtungszeitraum von 7 Stunden unverindert erhoht
bleibt.
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Von besonderem Interesse war dabei, ob sich die Exsuda-
tion sprunghaft beim Unterschreiten des kritischen Wasserge-
haltes 4dndert, da nur in diesem Fall ein méglicher Zusammen-
hang zwischen dem Verlust der Keimfihigkeit infolge Wasser-
entzuges einerseits und einer irreversiblen Schidigung des
Plasmalemmas andererseits abgeleitet werden kann.

Die Experimente beschrinken sich auf die Ermittlung der
Gesamtexsudation, die sich sehr leicht Gber die Zunahme der
Leitfahigkeit des Einquellwassers bestimmen l48t. Eine Analy-
se der Exsudate erschien nicht notwendig, da bereits Simon
und Raja Harun ( 1972) zeigen konnten, daf$ zumindest in-
nerhalb der ersten 24 Stunden der Einquellung von Erbsenem-
bryonen ein nahezu identischer Verlauf der Einzelexsudate
(K*, Zucker und Protein ) mit der Gesamtexsudation vorlag.

Parallel dazu wurde immer die Wasseraufnahme der Samen
und Samenteile unter gleichartigen Versuchsbedingungen
durch Differenzwigung bestimmt. Wihrend der Exsudations-
versuche wurde generell unter Verwendung eines Schiittel-
wasserbades eine Temperatur von 30° C aufrechterhalten.
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Abbildung 5: Exsudation mittels wissriger Losungen von PEG 4000 getrockneter Kakaosamen

Eingesetzt wurden reife Kakaosamen eines Wassergehaltes von 32,5 + 1,9 %, einer Keimfihigkeit von 100 % sowie eines
mittleren Frischgewichtes von 1,9 + 0,2 g/Same. Die Trocknung wurde mittels wiRriger Losungen von PEG 4000 ( 32 - 70
%) tiber einen Zeitraum von 72 Stunden vollzogen. Wihrend der gesamten Versuchsdauer wurde eine Temperatur von 30°

Angegeben sind die Mittelwerte aus vier Wiederholungen. Die prozentualen Angaben zur Kurvenbezeichnung geben die
zur Entwis-serung eingesetzten PEG- Konzentrationen wieder. In den folgenden runden Klammern ist die Hydratation der
Samen bzw. Samenorgane nach Trocknung vermerkt. Der Wert in eckigen Klammern ist die rechnerisch ermittelte Exsuda-

Die Beobachtung konzentrierte sich nicht nur auf ganze
Samen, sondern bezog ebenfalls eine Betrachtung der einzel-
nen Samenorgane mit ein. Dies geschah aus zweierlei Griin-
den. Erstens bestand die Moglichkeit, daf} die Epidermis sowie
das Nucellarhdutchen eine Substanzfreisetzung behinderten.
Zweitens ist es bei derartigem Vorgehen moglich, zwischen
einer Schidigung der Keimblitter bzw. der Keimachse zu un-
terscheiden, das heift, man kann erkennen, ob selektiv nur
ein Samenorgan geschidigt wird und somit den Keimfihig-
keitsverlust von Kakaosamen infolge Trocknung bedingt.

Das Ergebnis zeigen die Abbildungen 5 - 7. In allen Fillen
findet die deutlichste Steigerung der Exsudationsrate exakt im
kritischen Wassergehaltsbereich von Kakaosamen statt, also
beim Ubergang von 18,9 auf 17,5 % Feuchte.

Im Falle der Radikula macht sich bei weiterer Entwisserung
offenbar bereits eine Limitierung aufgrund der viel geringeren
Substanzmenge bemerkbar.

Zur Absicherung dieser an mittels wiRriger Losungen von
PEG 4000 getrockneter Samen gewonnenen Ergebnisse
wurden auBerdem Samen bei unterschiedlichen Temperatu-
ren fiir die Dauer von 14 bzw. 72 Stunden luftgetrocknet. Dies
erschien wichtig, da im ersteren Falle bereits vor Ermittiung
der Leitfihigkeit in A. bidest. in wiflrigen Losungen getrock-
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net wurde, also die Gefahr einer Exsudation wihrend der
Trocknung bestand.

Die Ergebnisse offenbaren jedoch das genaue Gegenteil
davon (Abb. 8 - 10 ). Bei vergleichbaren Wassergehalten der
Samen liegt stets der Wert luftgetrockneter Kakaosamen unter
demjenigen mittels Losungen von PEG 4000 getrockneter.
Samen. Ansonsten zeigt auch dieser Versuchsansatz im Ver-
gleich zu den folgenden Experimenten mit Erdnufsamen, dag
die Exsudationsratensteigerung irreversibel ist, und daf8 nach
Unterschreiten der kritischen Hydratation der Betrag dieser
Exsudationsrate sprunghaft ansteigt. Die fiir die Erh6hung der
Exsudationsrate verantwortliche Schidigung ist also vor
Beginn der Einquellung eingetreten und die Menge der exsu-
dierbaren Substanzen ist nicht limitierend.Im Falle der Erdnuf8
beschrinkte sich die Untersuchung auf die einzelnen Samen-
organe, da anhand der Ergebnisse mit Kakaosamen deutlich
wurde, daR ein Effekt bei Betrachtung der einzelnen Samen-
organe klarer zum Ausdruck kommt als in Experimenten mit
ganzen Samen.

Die eingesetzten Mengen stellten einen Kompromif3 zwischen
der gegentiber Kakaosamenorganen geringeren Masse und
der bei Gewichtsgleichheit hingegen sehr viel gréfieren Ober-
fliche dar.

Die Erdnuf8samen wurden entweder bei 22° C in 100 %iger
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Abbildung 6: Exsudation mittels wiissriger Losungen von PEG 4000 getrockneter Kakaokotyledonen

Einquellungszeit h

Feuchte auf Wassergehalte von 13,3 bzw. 18,1 % eingequol- Einquellung stets eine Verringerung der Exsudationsrate,
len, oder in A. bidest. bei der gleichen Temperatur auf eine jedoch blieb diese tiber die Zeit nicht konstant wie im Falle
Hydratation von 39,6 % gebracht. Wiederum bewirkte eine von Kakaosamen ( Abb. 11 und 12). D. h., die Exsudation
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Abbildung 7: Exsudation mittels wissriger Losungen von PEG 4000 getrockneter Kakaoradikulae

Einquellungszeit h
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Abbildung 8: Exsudation luftgetrockneter Kakaosamen

peratur von 30° C aufrechterhalten.

Versuchszeitraum gemittelt ).

Einquellungszeit h

Eingesetzt wurden reife Kakaosamen eines Wassergehaltes von 34,7 + 3,1 %, einer Keimfihigkeit von 100 % sowie eines
mittleren Frischgewichtes von 1,6 0,2 g/Same. Die Trocknung wurde bei Temperaturen von 22, 30 bzw. 37° C iiber einen
Zeitraum von 14 bzw. 72 Stunden im Trockenschrank vollzogen. Wihrend der gesamten Versuchsdauer wurde eine Tem-

Angegeben sind die Mittelwerte aus vier Wiederholungen. Die Angaben zur Kurvenbezeichnung geben die Trocknungs-
dauer und -temperatur wieder. In den folgenden runden Klammern ist die Hydratation der Samen bzw. Samenorgane nach
Trocknung vermerkt. Der Wert in eckigen Klammern ist die rechnerisch ermittelte Exsudationsrate ( iber den gesamten

pegelt sich nach einer gesteigerten Anfangsexsudation auf ge-
ringere Werte ein, so dag eine Gber den gesamten Kurvenver-
lauf gemittelte Exsudationsrate den tatsichlichen Ver-
hiltnissen sicherlich nicht gerecht wird.

Der Vergleich von Kakao- und Erdnusamen zeigt somit ein
deutlich differierendes Exsudationsverhalten vorgetrockneter
Samen, welches auf eine durch Entwisserung induzierte irre-
versible Verinderung von Membranen selektiv nur in Kakao-
samen hindeutet.

3.5 Wasseraufnahme von Kakao- und Erdnufssamen
bei Einquellung

Fiir einen mdglichst exakten Vergleich des Exsudationsver-
haltens einquellender Kakao- und Erdnuf8samen ist es erfor-
derlich festzustellen, welche Menge des vorgelegten Einquell-
wassers im Verlaufe der Leitfihigkeitsmessung von den Samen
bzw. Samenorganen aufgenommen wird. In einem Parallel-
versuch wurde deshalb anhand von vier Zeitentnahmen inner-
halb der Exsudationszeitspanne die vom eingesetzten Samen-
material aufgenommene Wassermenge ermittelt  (Tab. 2 und
3 ). Gezeigt sind nur die Daten fiir ein- bzw. sechsstiindige
Einquellung.
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Diese tabellarische Gegeniiberstellung macht deutlich, daf3
sowohl die Absolutwerte als auch die zeitliche Charakteristik
der Wasseraufnahme beider Samenarten so dhnlich sind, daR
sich eine Verrechnung ertibrigt.

4 Diskussion

Im ersten Abschnitt dieser Versuchsreihe konnte gezeigt
werden, daf Kakaosamen wihrend ihrer Embryogenese

Tabelle 2: Wasseraufnahme von Kakaosamen und -
samenorganen wihrend der Exudations-
messung

Materialart mittlere Wasseraufnahme ( ml)
nach1h nach6h
ganze Samen 0,10-0,75 0,50- 2,10
Keimblitter 0,70- 1,35 0,95 - 2,60
Keimachsen 0,03-0,10 0,03 -0,15
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Tabelle 3: Wasseraufnahme von Erdnufsamen und -
samenorganen wihrend der Exsudations-

messung

Materialart mittlere Wasseraufnahme ( ml)
nach1h nach6 h

Keimblitter 0,75 - 1,25 1,55 - 2,25

Keimachsen 0,07 -0,10 0,08-0,13

keine Periode verminderter Hydratation, gefolgt von einer er-
neuten Zunahme des Wassergehaltes bis zum Reifezeitpunkt,
durchlaufen ( Riihl 1988 ). Dieser Sachverhalt macht die ein-
gangs erwogene Moglichkeit, Kakaosamen kénnten in einem
friheren Entwicklungsstadium weniger trocknungssensitiv
sein, sehr unwahrscheinlich.

Die Resultate im Zusammenhang mit der Variation der
Trocknungsmethode und -rate belegen, daf Kakaosamen
nicht wie von Chin et al. ( 1984 ) erwogen aufgrund einer un-
geeigneten Entwisserungsmethode oder einer schlecht ge-
wihlten Dehydratationsrate zu Unrecht als unorthodox ( "re-
calcitrant” ) eingestuft wurden, sondern tatsichlich einen ex-
tremen Vertreter dieser Samenarten darstellen.

Ein groBes Manque der Experimente zur Entwisserung von
Kakaosamen ist die notwendigerweise recht lang gewdhlte
Trocknungsdauer. Diese Zeitspanne erschwert besonders die
Eingrenzung des Ortes der primiren Schiddigung auf ein Sa-
menorgan. Hier ergibt sich ein entscheidender Anhaltspunkt
aus dem Vergleich der Hydratationen von Keimachse und

Keimblittern im Verlaufe der Dehydratation von Kakao- und
Erdnusamen. Erdnuffsamen zeigen dabei das fur orthodoxe
Samenarten typische Bild ( Klein und Pollock 1968 ). Im Ge-
gensatz zu diesen hilt die Keimachse von Kakaosamen tber
den gesamten interessanten Wassergehaltsbereich gegentber
den Keimblittern eine deutlich hdhere Hydratation aufrecht,
selbst bei Wahl des fettfreien Trockengewichts als Bezugsgré-
RBe, also bei Verrechnung des viel hoheren nicht quellbaren
Fettanteils der Keimblitter. Dieser Tatbestand kann durchaus
als Indiz fir eine primire Schidigung der Kotyledonen bei
Entwisserung gewertet werden, da die Keimblitter im Verlau-
fe der Trocknung viel eher niedrigen Wassergehalten ausge-
setzt sind als die Keimachse.

Andererseits zeigte sich, daR die mit Kakaosamen isotoni-
sche PEG 4000- Konzentration mit zunehmendem Samenalter
ansteigt (Riihl 1986 ). Diese Anhaltspunkte sprechen im Falle
der Keimachsen moglicherweise fiir die Beibehaltung einer
hohen Stoffwechselrate sowohl bei Reife als auch erzwunge-
ner Entwisserung von Kakaosamen, so daf in der Keimachse
von Kakaosamen eine durch Dehydratation bedingte Desor-
ganisation des Stoffwechsels als mogliche Ursache des Trock-
nungsschadens durchaus in Frage kommt ( s. Hypothese von
Berjak et al.1984).

Wenn auch die Membranverhiltnisse auRergewohnlich
komplex sind, gibt es doch ein relativ leicht zu bestimmendes
Indiz fiir Membranveridnderungen, die Messung der Exsuda-
tionsrate. Eine gesteigerte Freisetzung cytoplasmatischer Be-
standteile wurde beobachtet, wenn man Samen erhohter
Temperatur, Kilte, Frost, Trocknung, Luftverunreinigungen
und osmotischem Schock aussetzte (Schroth et al. 1966;
Simon 1974; Hendricks und Taylorson 1976; Senaratna
und Mc Kersie 1983 a,b).

Betrachtet man im Lichte der bisherigen Erkenntnisse die
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'Legende: Siehe Abbildung 8
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Abbildung 9: Exsudation der Kotyledonen luftgetrockneter Kakaosamen
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Abbildung 10: Exsudation der Radikulae luftgetrockneter Kakaosamen
Legende: Siehe Abbildung 8
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Abbildung 11: Exsudation von Erdnufkotyledonen in Abhiingigkeit von ihrer Hydratation

Versuchszeitraum gemittelt ).

Eingesetzt wurden reife Erdnuf8samen eines Wassergehaltes von 5 - 6 %, einer Keimfihigkeit von 90 % und einem mittlerem
Frischgewicht von 0,35 £ 0,05 g/Same. Einquellung dieser als Kontrolle bezeichneten Samen wurde entweder in 100 % . F.
(13,3% und 18,1 %) oder durch 21- stiindige Imbibition der Samen in dest. Wasser (39,6 %) vollzogen. Angegeben sind die
Mittelwerte aus vier Wiederholungen. Die Angaben zur Kurvenbezeichnung geben die Hydratation der Samenorgane zu
Versuchsbeginn wieder. Der Wert in eckigen Klammern ist die rechnerisch ermittelte Exsudationsrate ( iiber den gesamten
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Abbildung 12: Exsudation von Erdnufiradikulae in Abhiingigkeit von ithrer Hydratation

Ergebnisse der Exsudation von Erdnuf3- und Kakaosamen un-
terschiedlicher Hydratation, so 148t sich folgendes aussagen:

ErdnuBsamenorgane zeigen bei allen untersuchten Feuchte-
gehalten das fir orthodoxe Samenarten typische Bild einer er-
héhten Anfangsexsudation mit nachfolgendem Einpegeln auf
eine relativ geringe, nahezu einheitliche Exsudationsrate
(Simon 1974 ). Auf unterschiedliche Wassergehalte getrock-
nete Kakaosamen und -samenorgane lassen ebenfalls eine
gesteigerte Anfangsexsudation erkennen, aber auch eine mit
abnehmender Hydratation konstante verstirkte Freisetzung
cytoplasmatischer Bestandteile.

Die infolge Trocknung konstant Uber den Untersuchungs-
zeitraum von sieben Stunden erhohte Exsudationsrate deutet
auf eine Membranschidigung hin, die Giber diese Zeitspanne
nicht wieder hergestellt wird, also offensichtlich irreversibel
ist.

Die kontinuierliche Steigerung der Exsudationsrate mit sin-
kender Samenhydratation kdnnte dadurch zustandekommen,
daf sowohl infolge PEG 4000- als auch Lufttrocknung die
oberflichlich gelegenen Zellen stirker in Mitleidenschaft ge-
zogen werden als die zentraler positionierten. Da aber mit
groBer Wahrscheinlichkeit nur diese duBersten Zellschichten
einen Beitrag zur Exsudation leisten, kdnnte eine zu erwarten-
de sprunghafte Anderung der Substanzfreisetzung im Kriti-
schen Feuchtebereich von 17 - 19 % verdeckt oder verschleiert
werden.

Andeutungsweise ist im kritischen Wassergehaltsbereich
von Kakaosamen die groite Exsudationsratensteigerung zu
verzeichnen. Die mit der nachfolgenden Feuchtegehaltssen-
kung zu beobachtende Abnahme der Exsudationsrate spricht
fiir das Erreichen einer maximal moglichen Exsudationsrate
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infolge Entwisserung und bestitigt damit die Grenzwertsitua-
tion von Kakaosamen.

Die mittels Lufttrocknung von Kakaosamen erzielten Resul-
tate widersprechen den Ergebnissen, die durch Dehydratation
mittels osmotischer Losungen erreicht wurden, in keiner
Weise, sondern bestitigen die Quantitit der Exsudate. D. h.,
eine Trocknung mittels eines wirigen Systems wirkt sich
nicht auf die Héhe der Exsudationsrate bei anschlieBender
Rehydratation aus.

Der gezwungenermafen mit 72 Stunden recht lang gewihl-
te Trocknungszeitraum 14t zwar die Aussage zu, daf nach
dieser Zeitspanne eine Membranschidigung infolge Entwis-
serung vorliegt, 143t aber eine Abschitzung, ob eine primire
oder sekundire Schidigung der cytoplasmatischen Grenz-
strukturen vorliegt, nicht zu.

Um eine Eingrenzung der geschidigten Membransysteme
infolge Entwisserung vornehmen zu kénnen, soll die subzel-
luldre Struktur wihrend der Dehydratation verfolgt werden.
Weiterhin kann diese Beobachtung der Ultrastruktur trock-
nender Kakaosamen Hinweise liefern, welches Samenorgan
primdr den Lebensfihigkeitsverlust bei Unterschreitung der
kritischen Samenfeuchte bedingt ( Rtihl et al. 1988, in press ).

Zusammenfassung

Eine fiir Kakaosamen geeignete Lagermethode fehlt weiter-
hin. Aufschlisse tiber die Moglichkeit einer Langzeitlagerung
als "recalcitrant" eingestufter Samen tropischer Pflanzenarten
lassen sich von der Untersuchung der Ursachen der zugrunde-
liegenden Lagerparameter Trocknung und Kiihlung erhoffen.
Die primiren Ursachen des Lebensfihigkeitsverlustes infolge
Entwisserung und Temperatursenkung sind bisher nicht be-
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kannt. Die in dieser Arbeit vorgesteliten Ergebnisse dienen der
Kldrung der Ursachen dieser Trocknungssensitivitit tropischer
Samenarten am Beispiel von Kakaosamen.

Es konnte gezeigt werden, daff Kakaosamen unabhingig
von der Trocknungsmethode und -rate bei Unterschreiten der
kritischen Hydratation ihre Lebensfihigkeit verlieren. Die
Keimachse von Kakaosamen hilt im Verlaufe der Dehydrata-
tion Uber den kritischen Feuchtebereich fir Kakaosamen
hinweg stets einen nahezu doppelt so hohen Wassergehalt
aufrecht wie die Keimblitter. Dieser Sachverhalt steht im deut-
lichen Gegensatz zu den Befunden fur orthodoxe Erdnufisa-
men. Die Exsudationsrate einquellender Kakaosamen und Sa-
menorgane zeigt eine irreversible Steigerung mit sinkender Sa-
menfeuchte. D. h., Trocknung von Kakaosamen fiihrt zu einer
bleibenden Membranschidigung, deren Ausmaf3 offensicht-
lich bei Unterschreitung der kritischen Feuchte besonders
hoch ist. Hier miissen ultrastrukturelle Befunde eine Verdeutli-
chung bringen.

Investigations in the causes of sensitivity to cold and
water stress of tropical seeds, represented by cacao
seeds. II. Dehydration parameters and leakage of desic-
cating cacao seeds and seed organs.

An appropriate method for the preservation of cacao seeds
is still lacking. Information about the long term storage of
seeds from tropical crops classified as "recalcitrant” may be
obtained from investigations in water stress and cooling,
which form the basis of preservation. At present, the causes of
viability loss due to desiccation and low temperatures are not
known. The results shown in this study, shall serve for the elu-
cidation of the causes of sensitivity to water stress of tropical
seeds.

It could be demonstrated, that cacao seeds loose their viabi-
lity during reduction of their hydration beneeth the critical
level, irrespective of dehydration method and desiccation rate.
The radicle of cacao seeds maintains nearly twofold the water
content of the cotyledons during dehydration beneeth the cri-
tical hydration. This contradicts the results obtained with
peanut seeds significantly. The leakage rate of cacao seeds
and seed organs shows an irreversible increase with decrea-
sed seed moisture. That means, desiccation of cacao seeds
leads to a permanent membrane damage. The extend of dete-
rioration is particularly large while passing through the critical
hydration. Ultrastructural observations have to clarify these
findings.
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