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Die Aglyka der Anthocyane oder Anthocyanine, die Anthocyanidine, 
sind ihrer Biogenese nach MischkSrper. Ihr  Ring A (vgl. die Formeln) 
entsteht aus Aeetat-Einheiten, ihr Ring B oder Seitenphenylring und 
die C-Atome 2, 3, 4 aus einem Phenylpropanderivat,  dessen Ringsystem 
sich seinerseits yon Shikimisi~ure herleiten lii2t (Lit. GRISEBAC~ 1958, 
BOGORAD 1958, HAI~BORNE 1960, NEISH 1960, REZNIK 1960, G~ISEBACK 
und OLLIS 1961, Bmc~ 1962, HARBOtCNE 1962a, b, SwAI~ und BATE- 
SMIT~ 1962). Hypothetiseh reagiert dabei ein Cinnamoyl-CoA, also die 
Co-Enzym A-Verbindung eines C6-C3-KSrpers, mit drei Molekfilen Malo- 
nyl-CoA unter Bildung eines im mittleren Heteroeyclus zun/~ehst noch 
offenen C6-C3-C6-Systems. MSglieherweise sind Chalkone solche fffihen 
Zwisehenstufen (GRISEBACH und PATSCHKE 1961; die Bezeiehnungen 
Zwischenstufe und Vorstufe werden im folgenden naeh DAvis 1955 
gebraucht). Wahrseheinlieh gabelt sieh erst auf der Stufe yon C15-Ver- 
bindungen der bis dahin gemeinsame Syntheseweg zu den Flavonolen 
einerseits und den Anthocyanen andererseits, l~ber weitere Zwisehen- 
stufen zu den Anthocyanen hin liegen wenig konklusive Daten vor. 
Neuerdings seheint die schon frfiher (unter anderem SEYFFERT 1955, 
Lit. BOGORAD 1958) vermutete Beteiligung von Leukoanthocyanen an 
Wahrscheinlichkeit zu gewinnen (BoPP und MATTHIS 1962). 

Die Besetzung des Seitenphenyls mit Hydroxyl- und mit Methoxyl- 
gruppen und damit die Bildung versehiedener Anthocyanidine gehSrt 
zu schon frfih bearbeiteten Problemen der biochemischen Genetik (SCOTT- 
MONCRIEFF 1936, LAWrEnCE und PRICE 1940). Dennoch ist bisher fiber 
den Wirkungsmechanismus der beteiligten Gene nur wenig bekannt. 
So ist vor allem noch nicht gekl/~rt, wann diese Gene in die Biosynthese 
eingreifen, ob sie die Substitution des Seitenphenyls bereits auf der 
Stufe yon C6-C3-KSrpern oder erst nach der Bildung des C6-C3-C6-Ske- 
lets bewirken. 

Mit der Zielsetzung, Einblieke in den Wirkungsmechanismus tier den 
Ring B vergndernden Gene zu gewinnen, wurden Untersuchungen an 
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Petunia hybrida begonnen.  Es  s t anden  verschiedene reine Linien zur  
Verf/igung, die in  ihren Bl i i ten  jeweils mehrere  An thoeyan id ine  in z. T. 
unterschiedl iehen Glykos id ie rungszus t~nden  aufwiesen. Zun~ehst  soll- 
t en  folgende F ragenkomplexe  bea rbe i t e t  werden :  

a) Der  Z e i t p u n k t  des Auf t r e t ens  der  einzelnen A g l y k a  im Laufe der  
B1/i tenentwicklung sollte e rmi t t e l t  werden.  Bei  Primula obconica f inden 
sich einfaeh g lykos id ier te  F lavono le  und  An thoc ya ne  sehon in fffiheren 
S tad ien  der  Bl i i t enen twick lung  als hSher g lykos id ier te  (REZNIK 1961). 
Soll te sich eine en tsprechende  Reihenfolge auch von einfacher  zu kom- 
pl iz ier t  subs t i tu ie r t en  A g l y k a  nachweisen lassen, so war  naeh deren 
Ursachen  zu fragen und  zu e rmi t te ln ,  ob sich aus einer solchen Reihen-  
folge R/ickschl/ isse auf den Weg  der  Biosynthese  ziehen lassen. 

b) Die MSglichkeit  einer  Aufnahme  yon  Ce-C3-KSrpern in Blfiten- 
an thocyane  war  zu / ibe rp r i i f en .  Die oben skizzier ten Ergebnisse  waren  
an  vege t a t i vem Mater ia l  gewonnen worden.  D a  die Vers  des 
Se i tenphenyls  un te r such t  werden  sollten, muBte  vor  al lem festgestel l t  
werden,  ob auch in Bl i i ten Cs-C3-Einheiten zum Aufbau  der  A g l y k a  ver- 
wendet  werden.  

c) Es sollte versucht  werden,  aus einer K o m b i n a t i o n  yon Iso topen-  
versuchen m i t  qua l i t a t iven  und  q u a n t i t a t i v e n  Ana lysen  in versehiedenen 
S tad ien  der  Blf i tenentwicklung Hinweise  auf  den Ze i t punk t  der  Sub- 
s t i tu t ion  des Ringes B zu gewinnen.  

Material und Methoden 
Versuchsp/lanzen. An Pflanzenmaterial standen drei reine Linien zur Ver- 

ffigung, die im folgenden als Cyanidintyp, Delphinidintyp und Mischtyp bezeiehnet 
werden. Die Pflanzen wurden im GewEchshaus bei etwa 220 unter den natfirlichen 
Tagesl~ngen gehalten. Im Winter erhalten unsere Petunien Zusatzlicht, doch 
erwies sich das wEhrend der Durchffihrung unserer Hauptversuehe in den Monaten 
August bis Mitte Oktober noeh nicht als notwendig. 

Stadien der Bli~tenentwicklung. Zur Untersuehung wurden ganze Knospen und 
Blfiten nach Entfernung der KelchblEtter und des B1/itenbodens verwendet. Eine 

Tabelle 1. Stadien der Bli~tenentwicklung 

Stadium- 
Hr. 

1 
2 
3 

]~nt- 
w i c k l u n g s  - 

zus tand  

Knospe 
Knospe 
Knospe 

Blfite 

Lfinge i n  r a m ,  i m  S t a d i u m  

D e l p h i n i d i n t y p  

5--15 
15--20 

fiber 20, 
meist 20--30 

C y a n i d i n t y p  

10--20 
20--35 
fiber 35 

A l t e r  

M i s c h t y p  

10--25 
25--35 
fiber 35 

etwa 24 Std nach dem Aufblfihen 

Unterscheidung zwischen Blfitenkrone und KronrShre war bei den fffiheren 
Knospenstadien noch nicht mSglich und wurde deshalb aueh bei den Blfiten nicht 
durchgeffihrt. In  Tabelle 1 werden die untersuchten Stadien der einzelnen Geno- 
typen n/iher eharakterisiert. Den dort angegebenen L/~ngenklassen entspreehen 
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Stadien zunehmender Ausf~rbung. Nur ist diese Farbzunahme nieht in Zahlen 
zu fassen, so dab die KnospenlEngen als Einteilungsprinzip verwendet werden 
muBten. 

Au/arbeitungsg~inge. a) Aufarbeitung zur quantitativen Bestimmung der Antho- 
cyane. Gefriergetrocknetes Pflanzenmaterial wurde zur weitgehenden Entfernung 
yon Flavonolen zun~chst mit  Athylacetat behandelt. Dazu wurden 100 mg 
Troekenpulver mit 20 ml/'kthylacetat homogenisiert, 15 min unter 6fterem Riihren 
bei Raumtemperatur belassen und nach Abzentrifugieren yore Athylacetat mit  
weiteren 20 und sehlieBlich 10 ml Athy]aeetat gewaschen. Der l=~iickstand wurde 
mit  20 ml Methanol-HCL (hier und im folgenden stets Methanol, enthaltend 
1% HC1 konz.) 10min unter Riihren bei I~aumtemperatur extrahiert. Naeh 
Abzentrifugieren des ersten Methanol-HC1-Extraktes wurde mit  weiteren kleineren 
Portionen Methanol-HC1 bis zur Farblosigkeit des Riickstandes und der Extrakte  
behandelt. Die vereinigten Methanol-HC1-Auszfige wurden im Vakuum auf dem 
handwarmen Wasserbad eingeengt und auf ein bestimmtes Volumen, meist auf 
5 ml gebracht. Ein Aliquot dieses Rohextraktes wurde in Strichform auf Kieselgel G 
aufgetragen und durch DC im Fliegmittel  Athylacetat-Ameisensgure-Wasser 
(70:15:15) getrennt (HESS und MEYER 1962). Naeh der DC wurden die einzelnen 
Anthocyanbanden mit Methanol-HC1 sofort naeh dem Troeknen der Platte vom 
Kieselgel eluiert, auf ein bestimmtes Volumen gebracht und im Zeisssehen Spektral- 
photometer PMQ I I  beim jeweiligen Absorptionsmaximum gemessen. 

b) Qualitative Au~arbeitung auf Anthoeyanidine. Dureh DC erhaltene, in 
Methanol-HC1 fiberfiihrte Anthoeyane wurden mit Athylaeetat ausgefiillt, mit  
etwas 2n HC1 aufgenommen und je nach Menge 10--20 rain auf dem siedenden 
Wasserbad gehalten. Die Anthoeyanidine wurden mit Amylalkohol ausgeseh/ittelt 
und dureh DC auf Kieselgel G mit dem Fliegmittel Athylaeetat-Ameisensi~ure- 
Wasser (85 : 6:9) getrennt (H]~ss und MEYL~ 1962). 

c) Aufarbeitung zur halbquantitativen Bestimmung der Flavonol-Aglyka. 
100 mg gefriergetrocknetes Bliitenmaterial wurde mit 10 ml Petroliither homo- 
genisiert und weiterhin mit Petrol~ther bis zur Farblosigkeit der Auszfige ge- 
waschen. Der t~iickstand wurde wie be ider  Anthocyanaufarbeitung mit Methanol- 
HC1 bis zur Farblosigkeit eluiert. Anschliegend wurde aber noch mit 10 ml 
Methanol 80% extrahiert. Die methanolischen Extrakte wurden vereinigt, im 
Vakuum zur Trockne gebracht und mit 2n HC1 wieder aufgenommen. In  2n HCI 
wurde 50--60 rain auf dem siedenden Wasserbad hydrolysiert. Die Hydrolysate 
wurden im Vakuum getrocknet und mit Methanol-HC1 auf ein bestimmtes Volumen 
gebracht. Ein Toil der L6sung wurde in Strichform auf Kieselgel G-Platten auf- 
getragen. Als Fliel3mittel b e i d e r  DC dienten Toluol-J~thylformiat-Ameisens~uro 
(5:4:1) und die sonst zur DC yon Phenolcarbons/iuren eingesetzten Fliegmittel 
Benzol-Dioxan-Eisessig (90: 25 : 4) sowie Benzol-Methanol-Eisessig (90: 16: 8) (STAHL 
und SCHORN 1962). Das beste FlieBmittel war das erstgenannte, das deshalb zu 
allen halbquantitativen Untersuchungen herangezogen wurde. Die durch die DC 
erhaltenen Flavonolb~nder wurden mit Methanol-HC1 eluiert, auf ein bestimmtes 
Volumen gebracht und im Zeissschen Spektrophotometer PMQ I I  beim jeweiligen 
Absorptionsmaximum gemessen. Da beim geschilderten Aufarbeitungsgang mit  
Hydrolysenverlusten zu rechnen ist, wurde er nur als semiquantitativ bezeichnet. 

Zur qualitativen Analyse wurde auger der I)C in den genannten drei LSsungs- 
mitteln auch die Papierchromatographie in Benzol-Propionsiiure-Wasser (2:2:1) 
(HAIs und MACEK 1958) herangezogen. Die Lokalisierung und weitere Charakteri- 
sierung der getrennten Flavonol-Aglyka erfolgte durch Betrachten der Chromato- 
gramme im Tageslicht und im UV bei 360 rap, durch Bespriihen mit  Naturstoff- 
reagens A, mit basischem Bleiacetat und mit  Aluminiumchlorid sowie durch 

38* 
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Spektrophotometrie. Von den Spr/ihreagentien (Zusammensetzung nach STAHL 
1962) erwies sieh Naturstoffreagens A als das weitaus brauehbarste. 

Zur Bestimmung der Flavonol-Aglyka in Blattmaterial wurde zur weitgehenden 
Entfernung der Chlorophylle und ihrer Abbauprodukte zun/~ehst nach Hh~SEL 
(1959) aufgearbeitet. Die Flavonol-Extrakte wurden dann wie oben hydrolysiert 
und dureh DC ffaktioniert. Aueh Bliitenmaterial wurde gelegentlich ebenso auf- 
gearbeitet, doeh war bei den nahezu ehlorophyllfreien Bliiten dadurch keine 
wesentliche Verbesserung zu erzielen. 

d) Qualitative Aufarbeitung auf Zimts~uren. Um den Gesamtbestand an 
freien, glykosidierten und veresterten Zimts/~uren zu effassen, wurde in getrennten 
Arbeitsg~ngen sauer und alkaliseh hydrolysiert. Saure Hydrolyse: Gefriergetroek- 
netes Blatt- oder Bliitenmaterial wurde bis zur Farblosigkeit mit Methanol-HC1 
extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden im Vakuum getrocknet, in 2n HC1 
aufgenommen und 1 Std am RiiekfluBkiihler hydrolysiert (IBXAHIM und TowE~s 
1960). Die Hydrolysate wurden in Methanol-HC1 iiberffihrt. Alkalische Hydrolyse: 
Troekenpulver wurde mit 2n NaOH 5 Std lang bei Raumtemperatur hydrolysiert 
(etwa 100 mg Troekenpulver auf 5 ml 2n NaOH). Bei einem Vergleich von unter 
Luft.und unter Wasserstoff angesetzten Hydrolysen zeigten sich keine qualitativen 
Untersehiede. Routinem~Bige qualitative Analysen konnten deshalb unter Luft 
vorgenommen werden. Die weitere Aufarbeitung der Hydrolysate erfolgte meist 
nach IBRAttIM und TOWERS mit anschlieBender Uberffihrung in Methanol-HC1. 
Wenn nur wenig Troekenpulver zur Verffigung stand, wurde die ~theraussehiitte- 
lung des anges~uerten Hydrolysates auch ohne weitere Fraktionierung in Methanol- 
HC1 iibernommen. Die Auftrennung der Methanol-HC1-LSsungen erfolgte durch 
Papierehromatographie in Benzol-Propions~ure-Wasser (2:2:1) (HAxs und MACEK 
1958) und dureh DC in den drei bei der Trennung der Flavonol-Aglyka genannten 
Fliel]mitteln. Zum Teil wurden papierehromatographisch erhaltene SEuren dann 
noeh der DC unterworfen. Bei der DC war es notwendig, dasselbe Hydrolysat in 
Toluol-Athylformiat-Ameisens~ure und aueh in Benzol-Dioxan-Eisessig zu trennen. 
Im ersten LSsungsmittel erh~lt man nach steigendem R/-Wert geordnet Kaffee- 
sEure, Sinapins~ure, p-Cumars/iure zusammen mit S~ure X (vgl. Ergebnisse) und 
sehlieBlieh FerulasEure, im zweiten L6sungsmittel Kaffees/iure, SinapinsEure zu- 
sammen mit p-CumarsEure, S~ure X und dann Ferulas/iure. Die Lokalisierung 
und weitere Charakterisierung erfolgte durch Betrachten der Platten im UV bei 
360 m# (dann DC auf Kieselgel G) und bei 254 m/~ (dann DC auf Kieselgel GF254), 
durch Bespr/ihen mit Echtblausalz B, FeCla, 2,4-Dichlorehinonchlorimid, Roux- 
Reagens und Anisaldehyd (bestes Reagens in unserem Fall Echtblausalz B; Zu- 
sammensetzung der Reagentien nach STAHL 1962) und durch Spektrophotometrie 
naeh Elution aus dem Kieselgel mit Methanol-HC1. Bei l~ingerem Liegen werden 
die S~uren auch bei Tageslicht in eharakteristischen Farben auf den Platten 
siehtbar. 

Bei allen qualitativen Anatysen auf Anthoeyanidine, Flavonol-Aglyka und 
ZimtsEuren wurden authentische Stoffe auf verschiedene Weise, bei der DC vor 
allem aueh im Misehehromatogramm, zum Vergleieh herangezogen. Die Sub- 
stanzen wurden groBenteils vonder Fa. Carl Roth, Karlsruhe, geliefert. 

!sotopenversuche. a) Applikation. Isotopenversuehe wurden nur mit dem 
Cyanidin- und mit dem Delphinidintyp durchgef/ihrt. Phenylalanin(1-14C) des 
Radiochemieal Centre, Amersham, wurde auf folgende Weise zugefiihrt: 10--15 cm 
unterhalb des SproBgipfels wurde ein Reagensglas 70 • 8 mm am SproB befestig~. 
Ein entfette~er Baumwollfaden wurde mit einer Nadel durch die SproBaehse 
hindurehgezogen (MACOVSC~I 1958) und mit seinen beiden freien Enden in alas 
Glas eingeffihrt. Zur Herabsetzung der Verdunstung wurde der Faden zwischen 
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Glas und SproB durch einen ausgekochten Gummisch]auch geleitet und die An- 
schluSstelle zwischen Schlauch und SproB mit  Waehspapier umkleidet. Anschlie- 
l~end wurde die radioaktive LSsung in die Gl~ser gegeben. Jeder Versuchsansatz 
bestand aus seehs Pflanzen, die zunKehst je 1 ml einer w~13rigen LSsung yon 
Phenylalanin(1-14C) mit  2 X 108 ipm und nach rund 24 Std nochmals die gleiche 
Dosis erhielten. Die Versuehsanordnung war fiir beide Genotypen gleieh und l~I~t 
sich aus Tabelle 2 ersehen. 

Tabelle 2. A pplilcation yon Phenylalanin (1--14C ) und Bestimmung der Radioalctivit2it 

l a  
1 
2 
3 

Applikation der ersten 
Nr. ~ 4C-Phenylalanin-D osis 

(zweite etwa 24 Std danach) 

Knospenstadium 1 
Knospenstadium 1 
Knospenstadium 2 
Knospenstadium 3 

Bestimmung 
der 

Radioaktivitgt 

24 Std entfaltete Bliite 
Knospenstadium 2 
Knospenstadium 3 

24 Std entfaltete Bliite 

b) Aufarbeitungen. Anthocyane. Im Gegensatz zu der oben beschriebenen 
Aufarbeitung kam es nicht auf eine quantitative Erfassung der Anthoeyane, sondern 
auf eine Beseitigung aller eventuell ebenfalls aktiver Substanzen wie vor allem der 
Flavonole und Zimts~uren an. Dazu wurde gefriergetrocknetes Material wie 
beschrieben mit  J~thylaeetat homogenisiert und gewasehen und dann zwei- bis 
dreimal mit  Methanol-HC1 extrahiert. Aus den erhaltenen Extrakten wurden die 
Anthocyane vorsichtig mit J~thylacetat gef/illt. Anschliel3end wurde noch 30 min 
bei Yr im Athylaeetat ger~ihrt. Dann wurden die Anthocyane 
abzentrifugiert, in etwas Methanol-HCt aufgenommen und wie oben, nur auf 500 tt 
dieken Kieselgelschiehten in Bandform getrennt. Die einzelnen Anthocyanb~nder 
wurden mit  Methanol-HC1 eluiert, aus dem Methanol-HC1 noehmals mit  Athyl- 
aeetat gef~llt und schlieBlieh wieder in Methanol-HC1 aufgenommen. Nach Ab- 
zentrifugieren ungelSster Verunreinigungen wurde die Extinktion der LSsungen 
im Photometer Eppendorf bei 546 m# gemessen (die Extinktionsmaxima unserer 
Anthoeyane lagen naeh Elution aus dem Kieselgel mittels Methanol-HC1 und 
gemessen in Methanol-HC1 um 530 m/~). In  einem Tell der gleichen LSsung wurde 
die Radioaktivitis bestimmt. 

Flavonole und Zimts~uren wurden wie oben aufgearbeitet. Die Bestimmung 
der Flavonol-Aglyka wurde routinem~i3ig bei 366 m/~ im Photometer Eppendorf 
vorgenommen (Extinktionsmaxima in Methanol-HCI-Eluaten aus Kieselgel fiir 
K~mpferol 361 m#, fiir Quercetin 363 m/~), die der Zimts~ure bei ihrem jeweiligen 
Absorptionsmaximum im Bereieh yon 310--330 m# fiir Methanol-HC1-Elu~te ~us 
Kiesetgel im Zeisssehen Spektrophotometer PMQ II .  I n  einem Tell derselben 
LSsungen wurde die l~adioaktivit~t bestimmt. 

Spezifische Aktivit~t. Von keinem der in unseren Petunien vorliegenden 
Anthocyane war uns der molare Extinktionskoeffizient bekannt. Die spezifische 
Aktivit~t wurde deshalb in ipm/ml L5sung/E548 m# derselben LSsung angegeben. 
Man erh~lt so ftir ein und dasselbe Anthocyan vergleichbare Werte und aueh von 
Anthocyan zu Anthocyan ist ein Vergleieh mSglich, well nach Angaben von 
HARBOR~E die Differenzen in den Extinktionskoeffizienten verschiedener Antho. 
cyane und Anthocyanidine nur gering sind. Nach einer persSnlichen Mitteilung von 
J. B. I-[ARBORNE, fiir die ihm auch an dieser Stelle gedankt sei, liegen die Extink- 
tionskoeffizienten flit Pel [SoNDHEIMER and KERTESZ, J.  Amer. Chem. Soc. 70, 
3476 (1948)], Del [SI"AET~, Anal. Chem. 22, 1321 (1950)], Cya-3-rutinosid, Cya- 
3-galactosid, Pel-3,4-diglueosid zwisehen 30,0 und 34,0. Ein bei Del-3,5-diglucosid 
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ermi~elter etwas niedriger Wert wird nach I-[~BOR~E wohl durch die geringe 
LSslichkeit der Subs~anz vorge~guscht. 

Die spezifisehe Aktivit~tt der Flavonol-Aglyka wurde entsprechend in ipm/1 ml 
LSsung/E366 m/~ derselben LSsung, die der Zimtsguren in ipm/1 ml LSsung/E~max 
derselben LSsung angegeben. 

Messungen der Radioaktiviti~t wurden mi~ ttilfe des MethandurchfluBz~hlers 
FH 407 mit ttandprobenwechsler FH 411 und des Strahlenmel3gergtes FH 49 der 
Fa. Frieseke und Hoepfner, Erlangen-Bruck, durchgefiihrt. 

Abkfirzungen: CoA ~ Co-Enzym A, DC ~ Dfinnschichtchromatographie, 
ipm -~ Impulse pro Minute, spez. Akt. ~ spezifische Aktivitgt, Pel -~ Pelargonidin, 
Cya ~ Cyanidin, P~o = P~ionidin, Del ~ Delphinidin, Pet ~ Petunidin, Mal = 
Malvidin, G = Monoglucosid, GG = Diglueosid, 

Ergebnisse 
I. Die Phenylpropanderivate der Bliiten 

1. Anthocyane. Die Anthocyane der benfitzten Genotypen waren 
nach Untersuchungen yon BIRKOF]~R (unver6ffentlicht) und darauf basie- 
renden Erg~nzungen yon M E Y ~  (Dissertation K61n, in Bearbeitung) 
bekannt. Der Cyanidintyp enth~lt Cya-3-G, Cya-3-GG, P~to-3-G, 
Del-3-G und Pet-3-G, der Delphinidintyp Del-3-G, Pet-3-G, Pet-3-GG 
und Mal-3-G, der Mischtyp alle eben genannten Anthocyane. Darfiber 
hinaus kommen in geringen und geringsten Mengen noch weitere nicht 
identifizierte Anthocyane vor. Da ffir unsere Fragestellung die Art der 
vorliegenden Aglyka besonders wichtig war, ffihrten wir saure Hydro- 
lysen der einzelnen Anthocyane durch. Die Ergebnisse der Hydrolysen 
best~tigten hinsiehtlieh der Aglyka die obigen Angaben. 

2. Flavonol-Aglyka. Ebenso wie bei den Anthocyanen war auch bei 
den Flavonolen vor allem die Art der Aglyka zu ermitteln. Der Glykosi- 
dierungszustand der Flavonole wurde nicht untersueht. Nach saurer 
Hydrolyse wurden in allen drei Genotypen zun~ehst Quercetin und 
Kaempferol  festgestellt. Diese Daten stehen mit  Befunden yon Bm- 
KOFE~ und KAISE~ (1962) in ])bereinstimmung, die in anderen Linien 
yon Petunia ebenfalls Glykoside des Quercetins und Kaempferols, in 
zwei Sorten aui~erdem noch ein Glykosid des Dihydroquercetins nach- 
weisen konnten. Auch vA~ WYK fand in ihren Linien Glykoside des 
Quercetins (VAN W r K  1962). Darfiber hinaus ist in unseren Hydrolysa- 
ten aller drei Genotypen in geringen Mengen aber noch ein weiteres 
Aglykon enthalten, das sich bislang nur fiber die empfindliehe DC fassen 
lieB. Es s t immt in allen fiberprfiften Daten mit  Myricetin fiberein. 

3. Zimts~iuren. An Zimts~urederivaten konnten in allen drei Geno- 
typen naeh alkaliseher Hydrolyse mit  Sicherheit Kaffees~ure und 
p-Cumars~ure identifiziert werden. Dieses mit  Hilfe der fibliehen Metho- 
den gewonnene Ergebnis konnte durch Isotopenversuche abgesiehert 
und erweitert werden. Alkalische Hydrolysate  aus Pflanzen, die Phenyl- 
alanin (1-14C) erhalten hatten, wurden im Mischchromatogramm mit  
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authentischer Kaffees/~ure, Sinapins/iure, p-Cumarsi~ure und Ferulas/iure 
getrennt. Das Mischchromatogramm war auch deshalb notwendig, weft 
nur so wenig radioaktives Hydrolysat  zur Verfiigung stand, dab nur die 
mengenmiil3ig vorherrschende Kaffees/iure eben noch auf Grund ihrer 
Fluorescenz h/itte lokalisiert werden k6nnen. Am Ort aller vier S~uren 
tand sich nach DC in Toluol-J~thylformiat-Ameisens/iure und in Benzol- 
Dioxan-Eisessig Aktivit/it. Im zweiten L6sungsmittel getrennte S/iuren 
wurden eluiert und nochmals im gleichen Flie6mittel chromatographiert. 
Die spez. Akt. in Sinapins/~ure d-p-Cumars/~ure (vgl. Methoden) und in 
der Ferulas/~ure sank dabei nicht ab. F/Jr Kaffees/~ure ]ieB sich keine 
entspreehende Aussage machen, weft sie w/~hrend der wiederholten 
Arbeitsg/mge weitgehend zerstbrt wurde. 

An unbekannten Substanzen fiel in allen drei Genotypen ein im UV 
bei 360 m/~ blaufluoreseierender Stoff auI, der bei der Papierehromato- 
graphie und der DC stets einen etwas geringeren R/-Wert als Ferulas/iure 
aufweist. Er  wird im folgenden Ms S/iure X bezeiehnet. Die Farben im 
UV, naeh Besprfihen mit den unter Methoden genannten Reagentien 
und nach Lagern der Platten sind die gleiehen wie bei Ferulass Eine 
erste Charakterisierung ist mbglieh : S/iure X verh/ilt sieh bei der Ather- 
fraktionierung naeh IBRAHIH und TowERs (1960) tats/iehlieh wie eine 
S/~nre. Es handelt sich um einen C6-Ca-K6rper, denn naeh Applikation 
yon PhenylManin(1-14C) entsteht radioaktive S/~ure X. Fiir das Vor- 
handensein mindestens einer phenolisehen Hydroxylgruppe spreehen die 
Farbreaktionen. Der Test auf Methoxylgruppen und N--CHa-Gruppen 
naeh FEraL (1960) fiel positiv aus. Da sieh eine Verbindung mit der 
Gruppierung N--CHa nieht wie Saute X aus salzsaurer L6sung mit 
Ather aussehiitteln 1/iBt, mug mindestens eine Methoxylgruppe vorhan- 
den sein. S/iure X ist also eine C6-Ca-S/~ure mit mindestens einer 
Hydroxyl- und mindestens einer Methoxylgruppe. 

In sauren Hydrolysaten sind weniger S~uren enthalten, insbesondere 
weniger Kaffeess Die qualitative Zusammensetzung ist die gleiehe 
wie nach alkaliseher Hydrolyse, Die geringere Ausbeute dfirfte z.T. 
damit im Zusammenhang stehen, dab die Zimts/turen recht s/~ureemp- 
findlich besonders beim Erhitzen sind, abet aueh damit, dab bei alkali- 
scher Hydrolyse Zuekerester der Zimtsauren gespalten werden, bei saurer 
dagegen nieht (IBRAIIIM und TOWEl, S 1960). Solehe Zimts/~ure-Zueker- 
ester sind Ifir Petunien dureh BIRKOFE~, KAISER und KOSMOL (1960) 
bereits festgestellt worden. 

Zusammenfassend 1/igt sieh sagen, dag in allen drei Genotypen die 
gleiehen Zimts/iuren enthalten sind: der fallenden Konzentration naeh 
Kaffeesiiure, S/iure X, p-Cumars/~ure, Spuren yon Sinapin- und Ferula- 
s/iure. Auch weitere noeh nieht identifizierte Phenolkbrper finden sich 
in allen drei Genotypen gleieherma6en, 
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Tabelle 3. Phenylpropan-Derivate in den Bliiten der unter~uchten Genotypen 

Bezfiglich der Subs~ituenten vgl. die Formeln. ])as Vorkommen einer Substanz 
wird durch ~ gekennzeichnet, (~-) bedeutet, dab der Stoff nur fiber Isotopen- 
versuche fal3bar war. 

Zimts~ure  

Cyanidintyp 
Delphinidintyp 
Mischtyp 

Flavonol  

Cyanidintyp 
Delphinidintyp 
Mischtyp 

Anthoeyan id in  

Cyanidintyp 
Delphinidintyp 
Mischtyp 

a I = 
R8 = H  

R,  = O H  

p-Cumar-  
s~ure 

+ 
+ 
+ 

Kaempfe- roi 
+ 
+ 
+ 

Pelar-  
gonidin 

Subs t i tuen ten  

H1 = R1 = OCH8 
H~ = O H  R~ = O H ,  
H3 = H  Ra = H  

Kaffee-  Ferula-  
s~ure s~ure 

+ 
§ 
+ 

Quer - 
cet in 

--I- 
+ 
+ 

Cyanidin  

(+) 
(+) 
(+) 

I so rham-  
net in  

P~onidin 

1~ 1 = H ~  = 
R8 = O H  

Myrt- 
cetin 

+ 
+ 
+ 

Delphini- din 

++ 
§ 

R I = O C H 8  R , = R 3 =  
Re = OCHs 

R,  = O H  R~ = O H  

Sinapin- 
s~ure 

(+) 
(+) 
(+) 

Petun id in  Malvidin 

+ 
+ 

Z/hT/sdure R 1 

H00C-CH:CH ~ R 2  

Fl#vo#ol 

~ O H  \R3 

OH 0 
Anlhoc ,uam~'n 

.,R~ 

NO~/~Rz 

~ OH " XRs 

I 

OH 

Tabelle 3 orientiert fiber die in 
den drei reinen Linien aufgefundenen 
Phenylpropane (vgl. dazu aueh die 
Formeln). Dabei f~llt auf, daB die 
Besetzung mit Zimtss und mit 
Flavonol-Aglyka einheitlich ist. Die 
Anthocyane dagegen entsprechen sich 
in der Substituierung ihres Ringes B 
weder untereinander von Genotyp zu 
Genotyp, noeh stimmen sie darin 
mit den Zimts~uren oder Flavonolen 
fiberein. 

Erg~nzend wurden auch die Phenyl- 
propane der BlOtter untersucht. Antho- 
cyane sind nicht vorhanden. An Flavo- 
nol-Aglyka lieBen sieh Kaempferol und 
Quercetin auffinden, Myrieetin nieht. 
Doeh ist es mSglieh, dab Spuren von 

Myricetin durch Chlorophyll-Abbauprodukte verdeckt werden, die nicht 
g~nzlieh aus den Extrakten entfernt werden konnten. An Zimr 
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waren Kaffeesgure, p-Cumarss Sgure X und Sinapinsgure vor- 
handen. Ferulasi~ure war nicht faBbar. Allerdings wurden die BlOtter 
nich$ zu Isotopenversuchen herangezogen, so dal~ der dadurch bei 
Bliiten gefiihrte Nachweis der Ferulas~ure nicht m6glich war. - -  Alte 
und junge Bls aus allen drei Geno6ypen wiesen dieses Spektrum 
an Phenylpropanen auf, das mit  dem der Blfiten mit  Ausnahme des 
Myricetins und der Ferulasi~ure fibereinstimmt. 

I I .  P h a s e n  der A n t h o c y a n b i l d u n g  

Zu den folgenden Untersuchungen wurden vor allem der Cyanidin- 
und der Delphinidintyp, der Mischtyp nur zur Ergiinzung herangezogen. 

1. Frisehgewicht und Trok- 
kengewicht in den einzelnen 
Entwicklungsstadien. Abb. 1 
zeigt die VerKnderungen des 
Frisch- und des Trocken- 
gewichtes wghrend der Ent-  
wicklung yon der Knospe zur 
Blfite. Bei beiden Genotypen 
steigen Frisch- und auch 
Trockengewicht beim Uber- 
gang vom jeweiligen Knospen- 
stadium 2 nach 3 am stark- 
sten an. 

2. Zimts~iuren. In jedem 
Knospenstadium aller drei 
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Abb. i a u. b ,  Frisch- und irockengowicht w~hrend 
d e r  B l f l t e n e n t w i c k l u n g .  - -  F r i s c h g e w i c h t  e i n e r  
K n o s p e  ( S t a d i u m  1 - - 3 )  o d e r  B l i i t e  ( S t a d i u m  4),  
. . . .  T r o c k e n g c w i c h t  e i n c r  X n o s p e  ( S t a d i u m  1 - - 3 )  

o d c r  B l i i t c  ( S t a d i u m  4).  a C y a n i d i n t y p ,  
b D e l p h i n i d i n t y p  

Genotypen findet Sich das ffir die Blfiten geschilderte Zimts~ure- 
spektrum. Nach dem Schema der Tabelle 2 wurden Isotopenversuche 
durchgeffihrt. Aus den behandelten Pflanzen gewonnene alkalische 
Hydrolysate  wurden im Gemisch mit  authentischen Subs~anzen durch 
DC mit  dem Fliel~mittel Benzol-Dioxan-Eisessig getrennt. Die Verteilung 
der Aktivit~it war wie oben im Abschnitt  1 3 geschildert. In  allen 
Knospenstadien jedes der drei Genotypen k6nnen also Zimtsguren aus 
Phenylalanin(ld4C) gebildet werden. 

3. Flavonol-Aglyka. In  jedem Entwicklungsstadium aller drei Linien 
finden sich Kaempferol und Quercetin, w~hrend sich Myricetin in den 
ersten Knospenstadien noch nicht fassen lieS. Die M6glichkeit von 
Hydrolysenverlusten und die Schwierigkeit, in Eluaten aus Kieselgel G 
trotz der stets durchgefiihrten Bezugnahme auf Blindeluate bei niederen 
Wellenl~ngen quanti tat iv zu photometrieren, lassen exakte Bestimmun- 
gen nicht zu. Immerhin sei erwghnt, da~ in allen drei Genotypen 
Kaempferol und Quercetin nach den erhaltenen Mel~werten zur Bliite 
hin zunehmen. Myricetin wurde nicht bestimmt. Da~ in der Tat  eine 
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Flavonolsynthese auch noch in den letzten Entwicklungsstadien statt- 
finder, zeigt sich an der Aufnahme yon Phenylalanin(1-14C) in die 
Flavonol-Aglyka (Tabelle 4). Es war fffiher angenommen worden, bei 
Petunien wfirden Flavonole im Lauf der Blfitenentwicklung in Antho- 
cyane umgewandelt (STS~MER und v. WITSCH 1937). Beim Buchweizen 
ist das nachgewiesenermai3en nicht der Fall (GRISEBACH und BoPP 1959). 
Die MSglichkeit einer solchen Umwandlung l~l~t sich durch unsere Daten 
nicht ausschliel~en. Doch es konnte gezeigt werden, dal~ der Grundvor- 
gang, auf dem STSRME~ und v. WITSCH ihre Annahme vonder  Umwand- 
lung basierten, das Verschwinden von Flavonolen und das gleichzeitige 

Tabelle 4. Spez. Akt. der Flavonolaglyka Kaemp/erol und Quercetin 
in verschiedenen EntwicIdunejsstadien 

Versuchs-Nr. naeh Tabelle 2) 

Flavonol  

Kaempferol 
Quercetin 

Kaempferol 
Quercetin 

Genotyp  

Cyanidintyp 

Delphinidintyp 

Spez .Akt .  der  G e s a m t m e n g e  
an  F lavonol  

Nr.  l a  Nr .  1 Nr.  2 Nr .  3 

28 80 11 16 
50 64 15 18 

6 
40 1 1 5 

Erscheinen yon Anthocyanen, durchaus nicht in allen Linien von Petunia 
hybrida stattfindet. Es sei angefiigt, da~ auch bei Primula obconica der 
Flavonolspiegel yon der Anthocyanbildung nicht beeinflul~t wird (R~Z- 
NIK 1962). 

4. Anthocyane (vgl. Abb. 2 und 3). a) Erstes Auftreten und Zunahme 
der einzelnen Anthocyane w~hrend der Blfitenentwicklung. Im Delphi- 
nidintyp land sich im ersten Knospenstadium nur Del-3-G, im zweiten 
Stadium kamen dann Pet-3-G, Pet-3-GG und Mal-3-G hinzu, wobei die 
Menge pro Knospe in der angegebenen Reihenfolge abnahm. In den 
ni~chsten Stadien nehmen alle Anthocyane zu, wobei der Anstieg beim 
~bergang yon Stadium 2 nach 3 am steilsten ist. 

Ffir den Cyanidintyp gilt: im Stadium l finden sich Cya-3-G, 
Cya-3-GG, P~o-3-G und Del-3-G. Vorherrschend ist Cya-3-G, gefolgt 
von seinem Diglucosid, P~o-3-G ist in geringerer Menge, Del-3-G nur in 
Spuren vorhanden. Erst im dritten Stadium l~{]t sich Pet-3-G nach- 
weisen. Qualitativ wurden noch jfingere Knospen als solche im Stadium 1 
untersucht, In ihnen fanden sich nur Cya-3-G und etwas Cya-3-GG. 

Der Mischtyp wies in Stadium 1 iiberwiegend Cya-3-G, weniger 
Cya-3-GG und in  Spuren Del-3-G auf. Die methylierten Anthocyane 
treten erst im zweiten Knospenstadium auf. Gruppiert man im zweiten 
Stadium nach fallender Konzentration, so ergibt sich die Reihenfolge 
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A b b .  3. Z u w ~ c h s  u n d  spez .  A k t .  t ier  e i n z e l n e n  An/~hoeyane  d e s  D e l p h i n i d i n ~ y p s  w & h r e n d  
d e r  B l i i t e n e n t w i c k l u n g .  S o n s t i g e  L e g e n d e  w i e  zu  A b b .  2 

Cya-3-G, Del-3-G, Pet-3-G, Cya-3-GG, Pet-3-GG, P/~o-3-G, MM-3-G. 
Eine auffi~llige Verschiebung in der weiteren Entwicklung ergibt sich 
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daraus, da~ Pet-3-GG, das im Stadium 1 noch fehlte, gegen Ende der 
Bliitenentwieklung Cya-3-GG mengenm~Big fibertrifft. 

In allen drei Genotypen treten die einfachen Anthocyane frfiher auf 
als die etwas komplizierteren. Ffir die Aglyka ist die Abfolge im Delphi- 
nidintyp Del, Pet, Mal, im Cyanidintyp Cya, Del, P~o, Pet. Auch im 
Mischtyp finder sich zuerst Cya und weniger Del. 

Was den Glykosidierungszustand angeht, so treten wie bei Primula 
obconica (REzNIx 1962) die Monoglucoside vor den entsprechenden 
Diglucosiden auf. 

Zum Verlauf des Zuwachses l ~ t  sich sagen, da~ er yon Anthocyan 
zu Anthocyan sehr ~hnlich sein kann. Es ist das um so mehr oder weniger 
der Fall, je n~her oder ferner die chemische Verwandtschaft der betref- 
fenden Anthocyane ist (vgl. im Cyanidintyp Cya-3-G, Cya-3-GG und 
P~o-3-G einerseits mit Del-3-G andererseits). 

Der Zeitpunkt st~rkster Anthoeyanzunahme liegt fiir den quantita- 
tiv untersuchten Cyanidintyp und Delphinidintyp ffir alle Anthocyane 
mi~ Ausnahme des Del-3-G im Cyanidintyp beim ~bergang von Sta- 
dium 2 nach 3. Er f~llt somit mit der Physe des steilsten Anstieges im 
Frisch- und Trockengewicht zusammen (Abb. 1). 

Es fragt sich, welches die Ursaehen ffir die Reihenfolge im Auftretcn 
der Anthocyane sein kSnnten. Dabei sind fiir unsere Zielsetzung die 
Verh~ltnisse im Seitenphenyl wichtiger als der Glykosidierungszustand. 
Einmal wi~re es denkbar, dal3 die den Seitenring ver~ndernden Gene 
nacheinander ,,aktiviert" werden, was eine entsprechende Reihenfolge 
im Auftreten der Anthoeyanidine mit sich bringen mfiBte. Zum anderen 
kSnnte die Reihenfolge darauf zurfickzuffihren sein, dai3 die Pflanze 
zun~chst einfache Zwischenstufen und daraus einfache Anthocyane bil- 
det. Die einfachen Zwischenstufen werden aber auch in kompliziertere 
Zwischenstufen umgewandelt, die dann nach der durch ihren Umbau 
bedingten VerzSgerung zur Synthese der abgeleiteten Anthocyane ein- 
gesetzt werden. Solehe Zwischenstufen kSnnten C6-Ca- oder C6-C8-C 6- 
KSrper sein. Zwar scheint die Fi~higkeit, C6-C3-KSrper zu bilden, in 
Bliittern und in Bliiten aller Entwicklungsstadien vSllig gleich zu sein. 
Doeh mug beriicksichtigt warden, dab die Synthese der Anthoeyane 
von analytisch nicht erfaBten Phenylpropanen ausgehen kSnnte. C6-C3- 
KSrper dfirfen also im gegebenen Zusammenhang nicht ausgeschlossen 
werden. 

b) Isotopenversuche an Anthocyanen. Mit Hilfe von Phenylalanin- 
(1-1aC) wurde versucht, solche Zwischenstufen nachzuweisen und zu ent- 
scheiden, ob es sich bei eventuell vorhandenen Zwischenstufen um C6-Ca- 
oder um Ce-Cs-C6-KSrper handelt. 

Gibt man aktives Phenylalanin als Vorstufe des Ringes B, so sollten 
sieh daraus und aus in den Pflanzen schon vorliegenden Zwischenstufen 
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Anthocyane einer bestimmten spez. Akt. bilden. Voraussetzung ist, dab 
zum gegebenen Zeitpunkt fiberhaupt noch das C6-Ca-C6-Gerfist unter 
Verwendung yon C6-Cs-Einheiten gebildet wird. Falls die VerzSgerung 
im Auftreten der hSher substituierten Anthocyane tats/ichlich auf die 
ja nur geringffigige Verl~ngerung des Biosyntheseweges (Einffigen neuer 
Substituenten in den Ring B) zurfickgehen sollte, mfiBte eine gleiche 
VerzSgerung im Auftreten der einzelnen radioaktiven Anthocyane nach 
Applikation yon Phenylalanin (1-14C) eintreten. Denn auch die Vorstufe 
Phenylalanin muB durch einen entsprechend l~ngeren Syntheseweg hin- 
durchgeschleust werden, um in komplizierten Anthocyanen auftreten zu 
kSnnen, als das bei einfachen Anthocyanen der Fall ist. Naeh einer 
nieht allzu langen Zeitspanne sollten dann komplizierte Anthoeyane eine 
niedrigere spez. Akt. aufweisen als einfache, weft die yon Phenylalanin 
abgeleiteten radioaktiven Zwischenstufen ffir ihre Synthese erst sparer 
zur Verffigung stehen. 

Auch eine Bereitstellung yon Zwischenstufen Ifir ein bestimmtes 
Anthocyan vor Beginn seiner Synthese ist denkbar. Nach Zufuhr yon 
radioaktivem Phenylalanin sollte sie sieh ebenfalls an einer niederen 
spez. Akt. dieses Anthocyans im Vergleich mit anderen Anthoeyanen 
zu erkennen geben. Denn je mehr Zwischenstufen vorhanden sind, desto 
st/~rker mfigte die fiber Phenylalanin eingebrachte Radioaktivit/tt ver- 
dfinnt werden. 

DaB Phenylalanin den Seitenring und die C-Atome 2, 3, 4 des 
mittleren Heterocyclus stellen kann, war ffir vegetatives Material be- 
kannt (vgl. die eingangs genannte Literatur). Es blieb festzustellen, ob 
aueh in die Anthocyane der Blfiten yon Petunia Phenylalanin-Derivate 
aufgenommen werden. Dazu wurde Phenylalanin(1-1~C) nach dem 
Schema der Tabelle 2 zugeffihrt. Sowohl im Delphinidin- als auch im 
Cyanidintyp waren die jeweils vorhandenen Anthocyane radioaktiv. Die 
nach einer ersten DC ermittelte spez. Akt. der einzelnen Anthocyane 
blieb auch nach wiederholten F/~llungen mit J~thylacetat und jeweils 
anschlieBcnder erneuter DC konstant. Nachdem so mit Sieherheit fest- 
gestellt worden war, dab die Anthocyane gadioaktivit/~t aufwiesen, wur- 
den die Glykoside salzsauer hydrolysiert. Nach dfinnschichtchromato- 
graphischer Trennung waren alle in unseren Anthoeyanen vorkommen- 
den Aglyka aktiv. Der Modus des Einbaus wurde nicht weiter verfolgt, 
da er kaum anders sein dfirfte als in vegetativem Material. 

Isotopenversuche w/~hrend der Blfitenentwicklung zeigten, dab in 
allen Knospenstadien Phenylalanin(1-1aC) zur Bildung der Anthocyane 
herangezogen werden kann. Dabei weisen sowohl der Zuwachs schon 
vorhandener Anthoeyane als auch erstmalig auftretende Anthocyane 
Aktivit/~t auf (Abb. 2 und 3). Wenn also fiberhaupt neue Anthocyane 
in Erscheinung treten, so geschieht das auf der Basis einer Synthese des 
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C6-C3-C6-Skelets unter Verwendung yon C6-C3-Bausteinen, die z.T. aus 
der Vorstufe Phenylalanin gebildet werden kSnnen. 

Die HShe der spez. Akt. wird yon mehreren Faktoren beeinflul3t. 
Phenylalanin wurde innerhalb der relativ kurzen Zeitspanne zwischen 
zwei Knospenstadien zweimal im Abstand yon 24 Std gegeben. Obwohl 
die Pflanzen die radioaktive L6sung stetig aufsaugen, ist es keinesfalls 
sieher, dab die Zufuhr yon Phenylalanin in die Knospen zwischen zwei 
Stadien gleichbleibt. Weiterhin diirfte Phenylalanin in je naeh dem 
Stadium wechselnden Mengen auch in andere Substanzen wie Proteine 
und Lignin/ibernommen werden. Der jeweils f/Jr die Anthoeyansynthese 
verfiigbare Prozentsatz des gesamten Phenylalanins kann also recht ver- 
schieden sein. 

t t inzu kommt, dab ]e nach dem Knospenstadium auch mehr oder 
weniger Anthocyan gebildet wird. Zu Zeiten einer besonders starken 
Verdiinnung des eingesetzten Phenylalanin(1-14C) dureh alle oder einen 
der genannten Prozesse mul3 die spez. Akt. abfallen. Im Cyanidintyp 
ist das nur vor/ibergehend w~hrend der st~rksten Trockengewiehts- und 
auch Anthoeyanzunahme von Stadium 2 nach 3 der Fall, im Delphinidin. 
typ sinkt die spez. Akt. mit der Weiterentwieklung der Knospen stetig ab. 

Obwohl die genannten Faktoren die Verwendung yon radioaktivem 
Phenylalanin zur Anthocyansynthese beeinflussen, kann der Verlauf der 
spez. Akt. w~hrend der Bliitenentwicklung ffir einzelne Anthocyane sehr 
~hnlich sein. Im Cyanidintyp lassen sich die Linien fiir Cya-3-G und 
Cya-3- G G fast zur De ckung bringen und auch P~o-3- G kann angeschlossen 
werden. Es spricht das fiir eine fiber mehrere Schritte hinweg gemeinsam 
oder parallel verlaufende Biosynthese, wie sie der konstitutionsm/il~igen 
Verwandtschaft der Substanzen entsprieht. GrS[3ere Abweichungen fin- 
den sich im Cyanidintyp beim Del-3-G. Wie die spez. Akt. beim Pet-3-G 
des gleichen Typs verl~uft, l~13t sich nieht eindeutig sagen, da nur die 
Aktivit~t in den beiden letzten Stadien bestimmt werden konnte. 

Im Delphinidintyp liegt der erste Wert fiir Pet-3-G vergliehen mit 
Del-3-G etwas zu niedrig, der fiir das in der Delphinidinreihe am weit- 
gehendsten substituierte Mal-3-G dagegen etwas hSher, obwohl man 
nach der Zwischenstufenhypothese gerade bei ihm die niedrigste spez. 
Akt. h~tte erwarten sollen. 

Die Isotopenversuche lieBen keine niedrigere spez. Akt. der sp/~ter 
auftretenden Anthocyane erkennen. Von geringeren Variationen nach 
oben oder unten abgesehen, ist der Verlauf der spez. Akt. fiir einen 
gegebenen Genotyp von Anthoeyan zu Anthocyan durehaus vergleichbar. 
Die einzige erhebliche Abweiehung innerhalb der spez. Akt. eines Geno- 
typs stellt der erste MeBwert fiir Del-3-G im Cyanidintyp dar. Doch 
handelt es sieh hier um eine Erh6hung, nicht um eine Senkung der 
spez. Akt. 
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Besprechung der Ergebnisse 

I. Phasen der Anthocyanbildung 

In  den untersuchten Linien yon Petunia hybrida t reten im Lauf der 
Blfitenentwicklung Anthocyanidine mit  einfacher Substitution des Seiten- 
phenyls friiher auf Ms solche mit  vergleichend chemisch davon ableit- 
hater, komplizierter Substitution. Erkl/~rungsm6glichkeiten hierf/ir sind : 
1. Zun/tchst werden einfach substituierte Zwischenstufen gebildet, die 
zum Aufbau gleichartig substituierter Anthocyanidine verwendet wer- 
den. Sie werden aber auch in komplizierter substituierte Zwischen- 
stufen iiberfiihrt, aus denen dann etwas spi~ter entsprechend sub- 
stituierte Anthocyanidine hervorgehen. 2. Die Gene, die auf die Sub- 
stitution des Ringes B Einflul~ nehmen, realisieren ihre Potenzen in 
einer best immten zeitlichen Abfolge. Erste Daten fiber die bei Petunia 
in dieser I-Iinsicht wirksamen Gene liegen vor (PARIS und tIANnY 1958, 
BI)=NCI~I 1960, MOSIG 1960). Eine weitere genetische Analyse unter 
Einbeziehung der hier verwendeten Linien ist im Gange (MEYEr, Disser- 
tat ion K61n, in Bearbeitung). 

Die Unterschiede zwischen den Anthocyanidinen und damit  auch 
den entsprechenden Zwischenstufen sind gering. Es handelt sich um das 
Einf/igen yon Hydroxylgruppen in den Ring B und um die Methylierung 
solcher Hydroxyle. Die zugrunde liegenden biochemischen Reaktionen 
sollten leicht und schnell vor sich gehen. Eine wesentliche Verz6gerung 
in der Fertigstellung stiirker substituierter Anthoeyanidine erscheint so 
wenig wahrscheinlieh, sei aber in Betracht  gezogen. Weiterhin w/ire es 
denkbar, dag Zwischenstufen erst bis zu einem bestimmten Sehwellen- 
wert angesammelt werden mfissen, bevor die Synthese des betreffenden 
Anthocyanidins beginnen kann. Wie im Abschnitt  ,,Ergebnisse" bereits 
ausgeffihrt, mfigte sich eine Verz6gerung aus einem der genannten Griinde 
daran erkennen lassen, dag nach Zufuhr von radioaktivem PhenylManin 
die abgeleiteten, sp/~ter auftretenden Anthocyanidine eine niedrigere 
spez. Akt. aufweisen Ms die sehon frfiher vorhandenen einfacher sub- 
stituierten Anthocyanidine. 

Die Isotopenversuche lieferten keinerlei AnhMtspunkte fiir das Zu- 
treffen einer solchen ,,Zwischenstufenhypothese". Zun/iehst wird es 
unwahrseheinlieh, dag solche Zwischenstufen C6-Ca-C6-Einheiten sein 
k6nnten. Denn es gibt keinen Hinweis darauf, dag lediglieh sehon vor- 
handene C6-Ca-C6-Zwischenstufen in gef/~rbte Anthocyanidine fiberffihrt 
wfirden, wenn ein neues Aglykon in Erscheinung tritt .  Wird ein Antho- 
cyanidin vermehrt  oder t r i t t  es erstmulig auf, so findet auch ein Aufbau 
des C6-Ca-C6-Skelets unter Verwendung yon Phenylalanin(1-14C) start.  
Vor allem aber zeigt es sich, dal~ dig spez. Akt. erstmalig erscheinen- 
der Anthocyanidine gegenfiber der spez. Akt. des Zuwachses schon 
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vorhandener Anthocyanidine weder zum Zeitpunkt des ersten Auftretens 
noch w~hrend der weiteren Bliitenentwicklung herabgesetzt ist. Phenyl- 
alanin(1-14C) wird in alle Anthocyanidine aufgenommen, ohne dab sich 
ein Sonderstatus der abgeleiteten Aglyka nachweisen lieBe. 

Es bleibt somit die zweite Erkl~rungsmSglichkeit: eine zeitlich diffe- 
rentielle Genaktivit~t (BEERMAI~N 1952, Lit. MECHELKE 1963) fiihrt zu 
der Reihenfolge im Auftreten der Anthocyanidine. Diese Reihenfolge 
mag mit der Abfolge der Substitutionsschritte in der Synthese fiber- 
einstimmen, ist jedoch kein sicheres Indiz hieffiir. 

II.  Der Zeitpunkt der Substitution des Ringes B der Anthocyanidine 
Bislang konnte noch nicht entschieden werden, ob die Substituenten 

des Ringes B schon im Stadium des freien C6-Ca-Bausteins oder erst 
nach der Bildung des Ce-Ca.Ce-Gerfistes eingeffihrt werden. Weder die 
genetischen noch die biochemischen Daten sind in dieser Hinsicht ein- 
deutig (vgl. die eingangs genannte IAteratur). Vielfach wurde versucht, 
aus dem Substitutionsmuster der verschiedenen, innerhalb der Versuchs- 
pflanzen vorliegenden Phenylpropane Hinweise auf den Zeitpunkt der 
Substitution zu gewinnen. Stimmen z.B. Zimts~uren und Flavan- 
derivate in ihrem Substitutionsmuster fiberein und werden zudem noch 
Mechanismen nachgewiesen, die eine entsprechende Substitution der 
Zimts~uren bewirken (GEIsSMAN und SWAIN 1957, SCHMIDT 1962 : Uber- 
ffihrung yon Phenylalanin in Zimtsi~urederivate bei Antirrhinum), so 
sprechen solche Daten ffir eine Ver~nderung des Ringes B schon auf 
der Stufe yon Cs-Ca-KSrpern. 

In den hier untersuchten Linien ist die Substitution der Zimts~uren, 
Flavonole und Anthocyanidine voneinander verschieden (vgl. Tabelle 3). 
Bei solchen Vergleichen muB beriicksichtigt werden, dab die Zimts~uren 
als mSgliche Zwischenstufen der Flavonoidsynthese z.T. in so niedriger 
station~rer Konzentration vorliegen kSnnten, dab sie sich dem Nachweis 
entziehen. Es sei auch darauf hingewiesen, daB in den drei Linien noch 
unbekannte Phenole enthalten sind. Entscheidender als der noch aus- 
stehende Nachweis eines Zimts~urederivates, das einem vorhandenen 
Flavonol oder Anthocyanidin in der Substitution entspr~che, muB dem- 
nach der umgekehrte Fall sein: die Existenz einer bestimmten Zimt- 
s~ure gegeniiber dem Fehlen des entsprechenden Flavonols oder Antho- 
cyanidins. 

Aber auch unter Beriicksichtigung dieses Gesichtspunktes entspre- 
chen sich Zimtsiiuren, Flavonole und Anthocyanidine der untersuchten 
Linien in ihrer Substitution nicht, So sind in den Blfiten und Knospen 
aller drei Genotypen p-Cumars~ure und Kaffees~ure enthalten. Den- 
noch finder sich das der p-Cumars~ure entsprechende Pelargonidin in 
keinem FaN und obwohl Kaffees~ure die mengenm~Big vorherrschende 
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Zimts~ure ist, fehlt im Delphinidintyp das ihr entspreehende Cyanidin. 
]~hnliehe Vergleiehe wie zwisehen dem Hydroxylierungsmuster  der Zimt- 
s/iuren und Anthoeyanidine lassen sich aueh ffir die Methylierung der 
Anthoeyanidine und ffir die Substitution der Flavonole durehfiihren. 
Die Daten lieBen sieh mit  einer Ver/~nderung des Ringes B erst auf der 
Stufe des C~-C3-C6-Systems erkl/~ren. Ffir diese MSgliehkeit spreehen 
besonders aueh Befunde yon GRISEBACIt und PATSCI~K~ (1961), naeh 
denen Buehweizen und Rotkohl in ein in 4'-Stellung hydroxyliertes 
Chalkon ein weiteres Hydroxyl  in o-Stellung einffigen kSnnen, so dab 
sehliefilieh Quereetin und Cyanidin resultieren. Allerdings bleibt zu 
kl/iren, ob das eingesetzte Chalkon auch hinsiehtlieh der Substitution 
des l~inges B eine Zwisehenstufe ist oder nut  eine Vorstufe, die die 
Pflanze in einer Art Notfallmechanismus eben aueh verwerten kann. 

Naeh der fibliehen Betraehtungsweise lassen sieh die Ergebnisse an 
den drei Linien yon Petunia mit einer Substitution yon C6-Cs-C6-Zwi.. 
sehenstufen erkl/~ren. Doeh sei noeh eine weitere M6gliehkeit zur Dis- 
kussion gestellt, die an die Vorstellungen fiber den Meehanismus der 
Flavonoidsynthese ankn/ipft:  Es darf angenommen werden, dab die 
Biosynthese yon Flavonolen und Anthoeyanidinen ebenso mit  Zimt- 
s/~ure-CoA-Verbindungen gestartet wird wie die yon Fetts/~uren und 
Aromaten mit Aeetyl-CoA (Lit. LYNE~ und TADA 1961). Falls die an 
der Startreaktion beteiligten Enzyme jeweils eine besonders hohe Affini- 
t/~t nur zu einem ganz bestimmten Zimts/~ure-CoA-Derivat besitzen, 
]/tgt es sieh verstehen, warum sieh Zimts/~uren und Flavanderivate in 
ihrem Substitutionsmuster zwar entspreehen k6nnen, aber nicht ent- 
sprechen mfissen. Es w/~re dabei unn0tig, den Zeitpunkt der Substitution 
auf C~-Ca-C6-Zwisehenstufen zu verschieben. Denn aus einem ,,pool" an 
C6-C3-Einheiten wtirden nur diejenigen zur Flavonol- und Anthoeyan- 
synthese herangezogen, ffir deren Verwertung die Zelle Enzymsysteme 
mit entspreehender Spezifit/~t ausbildet. Als Konsequenz dieser Vor- 
stellung w/~re auch der Meehanismus der den Seitenring ver/~ndernden 
Gene unter einem neuen Aspekt zu betraehten. I)ie Wirkung dieser 
Gene bestiinde nicht in der Bildung yon Enzymen, die Hydroxyl- und 
Methylgruppeu in bestimmte Zwisehenstufen einfiigen, sondern in der 
Bereitstellung yon Enzymen, die auf Grund ihrer Substratspezifit/it die 
Flavonoidsynthese mit dem CoA-Derivat jeweils nur einer bestimmten 
Zimts/~ure einzuleiten verm6gen. 

Wie Analysen und Isotopenversuche zeigten, sind in den untersueh- 
ten Linien yon Petunia die Meehanismen zur Bereitstellung eines Zimt- 
saurepools in den Blgttern und allen Entwieklungsstadien der Blfiten 
gleichermaBen vorhanden. Genabh/~ngig kSnnte dann der Cyanidintyp 
eine ,,Cyanidinsynthetase" ausbilden, die Kaffees/~ure-CoA zur Start- 
reaktion verwenden kann, der Delphinidintyp dagegen nicht. 

Planta, Bd. 59 39 
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Unsere Ergebnisse lassen die Wahl zwischen den beiden MSgtich- 
keiten: Substitution des Seitenphenylringes auf der Stufe yon C6-C3-C6- 
KSrpern oder Selektion nur best immter Zimtsiiuren zur Flavonoidsyn- 
these durch Enzyme entsprechender Spezifit~t. Die Entseheidung f~llt 
mit  der Ermit t lung des Zeitpunktes, zu dem der Ring B substituiert 
wird. Untersuchungen in dieser Riehtung sind im Gange. 

Zusammenfassung 
1. In  den Blfiten und Blfitenknospen von Petunia hybrida wird 

Phenylalanin (1-14C) in Zimts~uren, Flavonolaglyka und alle vorhandenen 
Anthocyanidine (Cyanidin, Pi~onidin, Delphinidin, Petunidin, Malvidin) 
fiberffihrt. C6-C3-Einheiten werden also nicht nur in vegetat ivem Ma- 
terial zur Synthese des Cyanidins, sondern ebenso in Blfiten zur Bildung 
der dort auftretenden Anthocyanidine verwendet. 

2. W~hrend der Bliitenentwicklung treten die einzelnen Antho- 
cyanidine nacheinander auf. In  Untersuchungen an drei reinen Linien 
liel~ sich die Reihenfolge Cyanidin, Delphinidin, Piionidin, Petunidin, 
Malvidin ermitteln. Einfacher substituierte Anthocyanidine finden sieh 
somit fffiher als formell von ihnen ableitbare Anthocyanidine. 

3. Versuche mit  Phenylalanin (1-14C) lieferten keinerlei Anhaltspunkte 
dafiir, dab die VerzSgerung im Auftreten der komplizierter substituierten 
Anthoeyanidine auf den liingeren Syntheseweg fiber entsprechend sub- 
stituierte Zwischenstufen (C~-C3- oder auch C6-C3-Ce-Einheiten ) zurfickzu- 
ffihren sein kSnnte. Als Ursache ffir die Reihenfolge im Auftreten der 
Anthocyanidine mui3 eine zeitlieh differentielle Aktivit~t der die Sub- 
stitution bestimmenden Gene angenommen werden. 

4. W~hrend der gesamten Blfitenentwicklung, auch zum Zeitpunkt 
stiirkster Anthocyansynthese in einem mittleren Knospenstadium, wer- 
den Flavonole gebildet. Flavonol- und Anthocyansynthese sind also 
unabh~ngiger voneinander, als gerade fiir Petunia angenommen wurde. 

5. In  drei reinen Linien finden sich die gleichen Zimts~uren und 
Flavonole, die Anthocyanausstat tung dagegen ist je nach dem Genotyp 
verschieden. In  keiner der drei Linien st immen Zimts~uren, Flavonole 
und Anthocyanidine in der Substitution ihres Phenyl- bzw. Seiten- 
phenylringes miteinander fiberein. Die Befunde ffihren zu zwei Erkl~- 
rungsmSglichkeiten: entweder wird der Ring B erst nach der Bildung 
yon C6-Ca-C6-Zwischenstufen substituiert oder es werden nur bestimmte 
Zimts~uren aus dem Gesamtbestand an Zimts~uren zur Flavonoidsyn- 
these herangezogen. 

~Ierrn Prof. Dr. J. STRAUB und Herrn cand. rer. nat. C. MEYER danke ich 
fiir die ~berlassung von Petunienmaterial, Frl. H. ]=~T)HR ftir ihre wertvolle 
technische Assistenz. Die Untersuchungen wurden mit Hilfe der Deutschen 
Forschungsgemeinschaf ~ durchgefiihrt. 
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