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Von
DiereEr HEss

Mit 3 Textabbildungen
( Eingegangen am 1. Mdrz 1963)

Die Aglyka der Anthocyane oder Anthocyanine, die Anthocyanidine,
sind ihrer Biogenese nach Mischkorper. Ihr Ring A (vgl. die Formeln)
entsteht aus Acetat-Einheiten, ihr Ring B oder Seitenphenylring und
die C-Atome 2, 3, 4 aus einem Phenylpropanderivat, dessen Ringsystem
sich seinerseits von Shikimisdure herleiten 148t (Lit. GrisEBACH 1958,
Bocorap 1958, HARBORNE 1960, Nu1sH 1960, REZNIK 1960, GRISEBACH
und Oriis 1961, Bircu 1962, HARBORNE 1962a, b, SWAIN und BATE-
SmrrH 1962). Hypothetisch reagiert dabei ein Cinnamoyl-CoA, also die
Co-Enzym A-Verbindung eines Cg-Cy-Korpers, mit drei Molekiilen Malo-
nyl-CoA unter Bildung eines im mittleren Heterocyclus zunéchst noch
offenen Cg-C,-Cg-Systems. Moglicherweise sind Chalkone solche frithen
Zwischenstufen (GrisEBAcH und ParscHKE 1961; die Bezeichnungen
Zwischenstufe und Vorstufe werden im folgenden nach Davis 1955
gebraucht). Wahrscheinlich gabelt sich erst auf der Stufe von C,;-Ver-
bindungen der bis dahin gemeinsame Syntheseweg zu den Flavonolen
einerseits und den Anthocyanen andererseits. Uber weitere Zwischen-
stufen zu den Anthocyanen hin liegen wenig konklusive Daten vor.
Neuerdings scheint die schon frither (unter anderem SeYFFERT 1955,
Lit. Bocorap 1958) vermutete Beteiligung von Leukoanthocyanen an
Wahrscheinlichkeit zu gewinnen (Borp und MartaIs 1962).

Die Besetzung des Seitenphenyls mit Hydroxyl- und mit Methoxyl-
gruppen und damit die Bildung verschiedener Anthocyanidine gehért
zu schon friith bearbeiteten Problemen der biochemischen Genetik (ScoTT-
MoxorierF 1936, LAWRENCE und Prick 1940). Dennoch ist bisher iiber
den Wirkungsmechanismus der beteiligten Gene nur wenig bekannt.
So ist vor allem noch nicht gekldrt, wann diese Gene in die Biosynthese
eingreifen, ob sie die Substitution des Seitenphenyls bereits auf der
Stufe von C,-C,-Korpern oder erst nach der Bildung des Cq-Cy-Cg-Ske-
lets bewirken.

Mit der Zielsetzung, Einblicke in den Wirkungsmechanismus der den
Ring B verindernden Gene zu gewinnen, wurden Untersuchungen an
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Petunia hybrida begonnen. Es standen verschiedene reine Linien zur
Verfiigung, die in ihren Bliiten jeweils mehrere Anthocyanidine in z. T.
unterschiedlichen Glykosidierungszustdnden aufwiesen. Zunichst soll-
ten folgende Fragenkomplexe bearbeitet werden:

a) Der Zeitpunkt des Auftretens der einzelnen Aglyka im Laufe der
Bliitenentwicklung sollte ermittelt werden. Bei Primula obconica finden
sich einfach glykosidierte Flavonole und Anthocyane schon in fritheren
Stadien der Blitenentwicklung als hoher glykosidierte (REzNIK 1961).
Sollte sich eine entsprechende Reihenfolge auch von einfacher zu kom-
pliziert substituierten Aglyka nachweisen lassen, so war nach deren
Ursachen zu fragen und zu ermitteln, ob sich aus einer solchen Reihen-
folge Riickschliisse auf den Weg der Biosynthese ziehen lassen.

b) Die Moglichkeit einer Aufnahme von Cg-C;-Kérpern in Blitten-
anthocyane war zu iiberpriifen. Die oben skizzierten Ergebnisse waren
an vegetativem Material gewonnen worden. Da die Verdnderungen des
Seitenphenyls untersucht werden sollten, mufite vor allem festgestellt
werden, ob auch in Bliiten C4-C3-Einheiten zum Aufbau der Aglyka ver-
wendet werden.

¢) Es sollte versucht werden, aus einer Kombination von Isotopen-
versuchen mit qualitativen und quantitativen Analysen in verschiedenen
Stadien der Blitenentwicklung Hinweise auf den Zeitpunkt der Sub-
stitution des Ringes B zu gewinnen.

Material und Methoden

Versuchspflanzen. An Pflanzenmaterial standen drei reine Linien zur Ver-
figung, die im folgenden als Cyanidintyp, Delphinidintyp und Mischtyp bezeichnet
werden. Die Pflanzen wurden im Gewichshaus bei etwa 229 unter den natiirlichen
Tagesléngen gehalten. Im Winter erhalten unsere Petunien Zusatzlicht, doch
erwies sich das wihrend der Durchfithrung unserer Hauptversuche in den Monaten
August bis Mitte Oktober noch nicht als notwendig.

Stadien der Bliitenentwicklung. Zur Untersuchung wurden ganze Knospen und
Bliiten nach Entfernung der Kelchblitter und des Bliitenbodens verwendet. Eine

Tabelle 1. Stadien der Blitenentwicklung

Sta Ig;um_ wicﬁﬂfngs- Lénge in mm, im Stadium 4 Alter
. zustand Delphinidintyp Cyanidintyp Mischtyp
1 Knospe 5—15 10—20 10—25
2 Knospe 15—20 20—35 25—35
3 Knospe iiber 20, iiber 35 iber 35
meist 20—30
4 Bliite etwa 24 Std nach dem Aufblithen

Unterscheidung zwischen Bliitenkrone und Kronréhre war bei den fritheren
Knospenstadien noch nicht méglich und wurde deshalb auch bei den Bliiten nicht
durchgefithrt. In Tabelle 1 werden die untersuchten Stadien der einzelnen Geno-
typen niher charakterisiert. Den dort angegebenen Lingenklassen entsprechen
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Stadien zunehmender Ausfirbung. Nur ist diese Farbzunahme nicht in Zahlen
zu fassen, so daB die Knospenlingen als Einteilungsprinzip verwendet werden
mullten.

Aufarbeitungsginge. a) Aufarbeitung zur quantitativen Bestimmung der Antho-
cyane. QGefriergetrocknetes Pflanzenmaterial wurde zur weitgehenden Entfernung
von Flavonolen zuniichst mit Athylacetat behandelt. Dazu wurden 100 mg
Trockenpulver mit 20 ml Athylacetat homogenisiert, 15 min unter 6fterem Riihren
bei Raumtemperatur belassen und nach Abzentrifugieren vom Athylacetat mit
weiteren 20 und schlieBlich 10 m] Athylacetat gewaschen. Der Riickstand wurde
mit 20 ml Methanol-HCL (hier und im folgenden stets Methanol, enthaltend
1% HCl konz.) 10 min unter Riihren bei Raumtemperatur extrahiert. Nach
Abzentrifugieren des ersten Methanol-HCl-Extraktes wurde mit weiteren kleineren
Portionen Methanol-HC1 bis zur Farblosigkeit des Riickstandes und der Extrakte
behandelt. Die vereinigten Methanol-HCl-Ausziige 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 FlieBmittel Athylacetat-Ameisensiure-Wasser
(70:15:15) getrennt (HEss und MevER 1962). Nach der DC wurden die einzelnen
Anthocyanbanden mit Methanol-HCl sofort nach dem Trocknen der Platte vom
Kieselgel eluiert, auf ein bestimmtes Volumen gebracht und im Zeissschen Spektral-
photometer PMQ IT beim jeweiligen Absorptionsmaximum gemessen.

b) Qualitative Aufarbeitung auf Anthocyanidine. Durch DC erhaltene, in
Methanol-HCI iiberfiihrte Anthocyane wurden mit Athylacetat ausgefallt, mit
etwas 2n HCl aufgenommen und je nach Menge 10—20 min auf dem siedenden
Wasserbad gehalten. Die Anthocyanidine wurden mit Amylalkohol ausgeschiittelt
und durch DC auf Kieselgel G mit dem FlieBmittel Athylacetat-Ameisensiure-
Wasser (85:6:9) getrennt (Hess und MEYER 1962).

¢) Aufarbeitung zur halbquantitativen Bestimmung der Flavonol-Aglyka.
100 mg gefriergetrocknetes Bliitenmaterial wurde mit 10 ml Petrolather homo-
genisiert und weiterhin mit Petroldther bis zur Farblosigkeit der Ausziige ge-
waschen. Der Riickstand wurde wie bei der Anthocyanaufarbeitung mit Methanol-
HC1 bis zur Farblosigkeit eluiert. AnschlieBend wurde aber noch mit 10 ml
Methano! 80% extrahiert. Die methanolischen Extrakte wurden vereinigt, im
Vakuum zur Trockne gebracht und mit 2n HCl wieder aufgenommen. In 2n HCI
wurde 50—60 min auf dem siedenden Wasserbad hydrolysiert. Die Hydrolysate
wurden im Vakuum getrocknet und mit Methanol-HCl auf ein bestimmtes Volumen
gebracht. Ein Teil der Losung wurde in Strichform auf Kieselgel G-Platten auf-
getragen. Als FlieBmittel bei der DC dienten Toluol-Athylformiat- Ameisensiure
(5:4:1) und die sonst zur DC von Phenolcarbonsiiuren eingesetzten FlieBmittel
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 Flavonolbinder wurden mit Methanol-HCI eluiert, auf ein bestimmtes
Volumen gebracht und im Zeissschen Spektrophotometer PM Q II beim jeweiligen
Absorptionsmaximum gemessen. Da beim geschilderten Aufarbeitungsgang mit
Hydrolysenverlusten zu rechnen ist, wurde er nur als semiquantitativ bezeichnet.

Zur qualitativen Analyse wurde aufler der DC in den genannten drei Losungs-
mitteln auch die Papierchromatographie in Benzol-Propionsdure-Wasser (2:2:1)
(Hats und Macex 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 myu, durch Besprithen mit Naturstoff-
reagens A, mit basischem Bleiacetat und mit Aluminiumchlorid sowie durch
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Spektrophotometrie. Von den Spriihreagentien (Zusammensetzung nach StaHL
1962) erwies sich Naturstoffreagens A als das weitaus brauchbarste.

Zur Bestimmung der Flavonol-Aglyka in Blattmaterial wurde zur weitgehenden
Entfernung der Chlorophylle und ihrer Abbauprodukte zundchst nach HANSEL
(1959) aufgearbeitet. Die Flavonol-Extrakte wurden dann wie oben hydrolysiert
und durch DC fraktioniert. Auch Bliitenmaterial wurde gelegentlich ebenso auf-
gearbeitet, doch war bei den nahezu chlorophyllfreien Bliiten dadurch keine
wesentliche Verbesserung zu erzielen.

d) Qualitative Aufarbeitung auf Zimtsiuren. Um den Gesamtbestand an
freien, glykosidierten und veresterten Zimtsiuren zu erfassen, wurde in getrennten
Arbeitsgingen sauer und alkalisch hydrolysiert. Saure Hydrolyse: Gefriergetrock-
netes Blatt- oder Blittenmaterial wurde bis zur Farblosigkeit mit Methanol-HCl
extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden im Vakuum getrocknet, in 2n HCl
aufgenommen und 1 Std am RickfluBkiihler hydrolysiert (IBRAHIM und TOWERS
1960). Die Hydrolysate wurden in Methanol-HC] iiberfiihrt. Alkalische Hydrolyse:
Trockenpulver wurde mit 2n NaOH 5 Std lang bei Raumtemperatur hydrolysiert
(etwa 100 mg Trockenpulver auf 5 ml 2n NaOH). Bei einem Vergleich von unter
Luft-und unter Wasserstoff angesetzten Hydrolysen zeigten sich keine qualitativen
Unterschiede. Routinem#iBige qualitative Analysen konnten deshalb unter Luft
vorgenommen werden. Die weitere Aufarbeitung der Hydrolysate erfolgte meist
nach IBraHmM und TowERs mit anschlieBender Uberfithrung in Methanol-HCI.
Wenn nur wenig Trockenpulver zur Verfiigung stand, wurde die Atherausschiitte-
lung des angesiuerten Hydrolysates anuch ohne weitere Fraktionierung in Methanol-
HCl iibernommen. Die Auftrennung der Methanol-HCl-Lésungen erfolgte durch
Papierchromatographie in Benzol-Propionsiure-Wasser (2:2:1) {Ha1s und Macex
1958) und durch DC in den drei bei der Trennung der Flavonol-Aglyka genannten
Fliefmitteln. Zum Teil wurden papierchromatographisch erhaltene Sduren dann
noch der DC unterworfen. Bei der DC war es notwendig, dasselbe Hydrolysat in
Toluol-Athylformiat- Ameisensiure und auch in Benzol-Dioxan-Eisessig zu trennen.
Im ersten Losungsmittel erhdlt man nach steigendem R,-Wert geordnet Kaffee-
sdure, Sinapinsiure, p-Cumarsdure zusammen mit Siure X (vgl. Ergebnisse) und
schlieBlich Ferulasiure, im zweiten Losungsmittel Kaffeesiure, Sinapinsiure zu-
sammen mit p-Cumarsiure, Séure X und dann Ferulasiure. Die Lokalisierung
und weitere Charakterisierung erfolgte durch Betrachten der Platten im UV bei
360 my (dann DC auf Kieselgel () und bei 254 mu (dann DC auf Kieselgel GFy,),
durch Besprithen mit Echtblausalz B, FeCl,, 2,4-Dichlorchinonchlorimid, Roux-
Reagens und Anisaldehyd (bestes Reagens in unserem Fall Echtblausalz B; Zu-
sammensetzung der Reagentien nach STaHL 1962) und durch Spektrophotometrie
nach Elution aus dem Kieselgel mit Methanol-HCL. Bei lingerem Liegen werden
die Sauren auch bei Tageslicht in charakteristischen Farben auf den Platten
sichtbar.

Bei allen qualitativen Analysen auf Anthocyanidine, Flavonol-Aglyka und
Zimtsiuren wurden authentische Stoffe auf verschiedene Weise, bei der DC vor
allem auch im Mischchromatogramm, zum Vergleich herangezogen. Die Sub-
stanzen wurden groBenteils von der Fa. Carl Roth, Karlsruhe, geliefert.

Isotopenversuche. a) Applikation. Isotopenversuche wurden nur mit dem
Cyanidin- und mit dem Delphinidintyp durchgefithrt. Phenylalanin (1-14C) des
Radiochemical Centre, Amersham, wurde auf folgende Weise zugefiihrt: 10—15 cm
unterhalb des SproBgipfels wurde ein Reagensglas 70 X 8 mm am Sprof3 befestigt.
Ein entfetteter Baumwollfaden wurde mit einer Nadel durch die SproBachse
hindurchgezogen (MacovscrHr 1958) und mit seinen beiden freien Enden in das
Glas eingefithrt. Zur Herabsetzung der Verdunstung wurde der Faden zwischen
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Glas und SproB durch einen ausgekochten Gummischlauch geleitet und die An-
schluBstelle zwischen Schlauch und SproB mit Wachspapier umkleidet. Anschlie-
Bend wurde die radioaktive Losung in die Gliser gegeben. Jeder Versuchsansatz
bestand ans sechs Pflanzen, die zunichst je 1 ml einer wifirigen Losung von
Phenylalanin (1-C) mit 2 X 10° ipm und nach rund 24 Std nochmals die gleiche
Dosis erhielten. Die Versuchsanordnung war fiir beide Genotypen gleich und 146t
sich aus Tabelle 2 erschen.

Tabelle 2. Applikation von Phenylalanin (1—14C ) und Bestimmung der Radioaktivitit

Applikation der ersten Bestimmung
Nr. 1C-Phenylalanin-Dosis er
{zweite etwa 24 Std danach) Radioaktivitit
la Knospenstadium 1 24 Std entfaltete Bliite
1 Knospenstadium 1 Knospenstadium 2
2 Knospenstadium 2 Knospenstadium 3
3 Knospenstadium 3 24 Std entfaltete Bliite

b) Aufarbeitungen. Anthocyane. Im Gegensatz zu der oben beschriebenen
Aufarbeitung kam es nicht auf eine quantitative Erfassung der Anthocyane, sondern
auf eine Beseitigung aller eventuell ebenfalls aktiver Substanzen wie vor allem der
Flavonole und Zimtsiuren an. Dazu wurde gefriergetrocknetes Material wie
beschrieben mit Athylacetat homogenisiert und gewaschen und dann zwei- bis
dreimal mit Methanol-HCl extrahiert. Aus den erhaltenen Extrakten wurden die
Anthocyane vorsichtig mit Athylacetat gefillt. Anschliefend wurde noch 30 min
bei Raumtemperatur im Athylacetat gerithrt. Dann wurden die Anthocyane
abzentrifugiert, in etwas Methanol-HCl aufgenommen und wie oben, nur auf 500
dicken Kieselgelschichten in Bandform getrennt. Die einzelnen Anthocyanbinder
wurden mit Methanol-HCl eluiert, aus dem Methanol-HCl nochmals mit Athyl-
acetat gefdllt und schliefllich wieder in Methanol-HCl aufgenommen. Nach Ab-
zentrifugieren ungeloster Verunreinigungen wurde die Extinktion der Loésungen
im Photometer Eppendorf bei 546 mu gemessen (die Extinktionsmaxima unserer
Anthocyane lagen nach Elution aus dem Kieselgel mittels Methanol-HCl und
gemessen in Methanol-HCl um 530 myu). In einem Teil der gleichen Losung wurde
die Radioaktivitdt bestimmt.

Flavonole und Zimtsduren wurden wie oben aufgearbeitet. Die Bestimmung
der Flavonol-Aglyka wurde routinemiBig bei 366 mu im Photometer Eppendorf
vorgenommen (Extinktionsmaxima in Methanol-HCl-Eluaten aus Kieselgel fiir
Kimpferol 361 my, fiir Quercetin 363 my), die der Zimtsdure bei ihrem jeweiligen
Absorptionsmaximum im Bereich von 310—330 mu fiir Methanol-HCl-Eluate aus
Kieselgel im Zeissschen Spektrophotometer PMQ IL. In einem Teil derselben
Losungen wurde die Radioaktivitit bestimmt.

Spezifische Aktivitdt. Von keinem der in unseren Petunien vorliegenden
Anthocyane war uns der molare Extinktionskoeffizient bekannt. Die spezifische
Aktivitdt wurde deshalb in ipm/m] Losung/Eg,s mu derselben Losung angegeben.
Man erhalt so fiir ein und dasselbe Anthocyan vergleichbare Werte und auch von
Anthocyan zu Anthocyan ist ein Vergleich mdglich, weil nach Angaben von
HarBorNE die Differenzen in den Extinktionskoeffizienten verschiedener Antho-
cyane und Anthocyanidine nur gering sind. Nach einer personlichen Mitteilung von
J. B. HARBORNE, fiir die ihm auch an dieser Stelle gedankt sei, liegen die Extink-
tionskoeffizienten fiir Pel [SonpurIMER and KErTESZ, J. Amer. Chem. Soc. 70,
3476 (1948)], Del [SparTH, Anal. Chem. 22, 1321 (1950)], Cya-3-rutinosid, Cya-
3-galactosid, Pel-3,4-diglucosid zwischen 30,0 und 34,0. Ein bei Del-3,5-diglucosid
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ermittelter etwas niedriger Wert wird nach HarBorRNE wohl durch die geringe
Loslichkeit der Substanz vorgetiuscht.

Die spezifische Aktivitit der Flavonol-Aglyka wurde entsprechend in ipm/1 ml
Losung/Eqe, myu derselben Losung, die der Zimtsduren in ipm/l1 ml Losung/EAmax
derselben Losung angegeben.

Messungen der Radioaktivitdt wurden mit Hilfe des MethandurchfluBzihlers
FH 407 mit Handprobenwechsler FH 411 und des StrahlenmeBgeréites FH 49 der
Fa. Frieseke und Hoepfner, Erlangen-Bruck, durchgefiihrt.

Abkiirzungen: CoA = Co-Enzym A, DC = Diinnschichtchromatographie,
ipm = Impulse pro Minute, spez. Akt. = spezifische Aktivitit, Pel = Pelargonidin,
Oya = Cyanidin, Pdo = Péonidin, Del = Delphinidin, Pet = Petunidin, Mal =
Malvidin, G = Monoglucosid, GG = Diglucosid.

Ergebnisse
1. Die Phenylpropanderivate der Bliiten

1. Anthoeyane. Die Anthocyane der beniitzten Genotypen waren
nach Untersuchungen von BIRKOFER (unverdffentlicht) und darauf basie-
renden Ergéinzungen von MEYER (Dissertation Koéln, in Bearbeitung)
bekannt. Der Cyanidintyp enthilt Cya-3-G, Cya-3-GG, Péo-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. Dariiber
hinaus kommen in geringen und geringsten Mengen noch weitere nicht
identifizierte Anthocyane vor. Da fiir unsere Fragestellung die Art der
vorliegenden Aglyka besonders wichtig war, fithrten wir saure Hydro-
lysen der einzelnen Anthocyane durch. Die Ergebnisse der Hydrolysen
bestétigten hinsichtlich 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 untersucht. Nach saurer
Hydrolyse wurden in allen drei Genotypen zunédchst Quercetin und
Kaempferol festgestellt. Diese Daten stehen mit Befunden von Bir-
KoFER und KAIsER (1962) in  Ubereinstimmung, die in anderen Linien
von Petunia ebenfalls Glykoside des Quercetins und Kaempferols, in
zwei Sorten auBerdem noch ein Glykosid des Dihydroquercetins nach-
weisen konnten. Auch vax Wyxk fand in ihren Linien Glykoside des
Quercetins (vAN Wyxk 1962). Dariiber hinaus ist in unseren Hydrolysa-
ten aller drei Genotypen in geringen Mengen aber noch ein weiteres
Aglykon enthalten, das sich bislang nur iiber die empfindliche DC fassen
lieB. Es stimmt in allen tberpriiften Daten mit Myricetin iiberein.

3. Zimtsduren. An Zimtséurederivaten konnten in allen drei Geno-
typen nach alkalischer Hydrolyse mit Sicherheit Kaffeesiure und
p-Cumarsédure identifiziert werden. Dieses mit Hilfe der tiblichen Metho-
den gewonnene Ergebnis konnte durch Isotopenversuche abgesichert
und erweitert werden. Alkalische Hydrolysate aus Pflanzen, die Phenyl-
alanin (1-1%C) erhalten hatten, wurden im Mischchromatogramm mit
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authentischer Kaffeesdure, Sinapinsdure, p-Cumarséure und Ferulasidure
getrennt. Das Mischchromatogramm war auch deshalb notwendig, weil
nur so wenig radioaktives Hydrolysat zur Verfiigung stand, daBl nur die
mengenmiBig vorherrschende Kaffeesdure eben noch auf Grund ihrer
Fluorescenz hitte lokalisiert werden kénnen. Am Ort aller vier Sduren
fand sich nach DC in Toluol-Athylformiat- Ameisensdure und in Benzol-
Dioxan-Eisessig Aktivitdt. Im zweiten Losungsmittel getrennte Sduren
wurden eluiert und nochmals im gleichen Flieimittel chromatographiert.
Die spez. Akt. in Sinapinsdure + p-Cumarsiure (vgl. Methoden) und in
der Ferulasdure sank dabei nicht ab. Fir Kaffeesdure liefl sich keine
entsprechende Aussage machen, weil sie wihrend der wiederholten
Arbeitsginge weitgehend zerstort wurde.

An unbekannten Substanzen fiel in allen drei Genotypen ein im UV
bei 360 mu blaufluorescierender Stoff auf, der bei der Papierchromato-
graphie und der DC stets einen etwas geringeren E;-Wert als Ferulasiure
aufweist. Er wird im folgenden als Sdure X bezeichnet. Die Farben im
UV, nach Besprithen mit den unter Methoden genannten Reagentien
und nach Lagern der Platten sind die gleichen wie bei Ferulasiure. Eine
erste Charakterisierung ist méglich: Séure X verhélt sich bei der Ather-
fraktionierung nach IBrAHIM und Towsrs (1960) tatsdchlich wie eine
Saure. Es handelt sich um einen Cq-C,y-Korper, denn nach Applikation
von Phenylalanin (1-%4C) entsteht radioaktive Saure X. Fir das Vor-
handensein mindestens einer phenolischen Hydroxylgruppe sprechen die
Farbreaktionen. Der Test auf Methoxylgruppen und N—CH,-Gruppen
nach Feier (1960) fiel positiv aus. Da sich eine Verbindung mit der
Gruppierung N—CH,; nicht wie Séure X aus salzsaurer Losung mit
Ather ausschiitteln 148t, muBl mindestens eine Methoxylgruppe vorhan-
den sein. Saure X ist also eine C4-C;-Sédure mit mindestens einer
Hydroxyl- und mindestens einer Methoxylgruppe.

In sauren Hydrolysaten sind weniger Sduren enthalten, insbesondere
weniger Kaffeesiure. Die qualitative Zusammensetzung ist die gleiche
wie nach alkalischer Hydrolyse. Die geringere Ausbeute diirfte z.T.
damit im Zusammenhang stehen, dall die Zimtsiuren recht séureemp-
findlich besonders beim Erhitzen sind, aber auch damit, dafl bei alkali-
scher Hydrolyse Zuckerester der Zimtsiuren gespalten werden, bei saurer
dagegen nicht (IBramim und Towkrs 1960). Solche Zimtséure-Zucker-
ester sind fiir Petunien durch Birkorer, Kaiser und Kosmor (1960)
bereits festgestellt worden.

Zusammenfassend 148t sich sagen, daB in allen drei Genotypen die
gleichen Zimtsduren enthalten sind: der fallenden Konzentration nach
Kaffeesgure, Sdure X, p-Cumarsiure, Spuren von Sinapin- und Ferula-
sdure, Auch weitere noch nicht identifizierte Phenolkorper finden sich
in allen drei Genotypen gleichermalien.
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Tabelle 3. Phenylpropan-Derivate in den Bliiten der untersuchien Genotypen

Beziiglich der Substituenten vgl. die Formeln. Das Vorkommen einer Substanz
wird durch - gekennzeichnet, () bedeutet, daB der Stoff nur iiber Isotopen-
versuche falbar war.

Substituenten
R,= R,= |Ri=0CH,| g _g. _ |R.=OCH,| R,=R.=
Ri=H | R,=OH | R,=OH, | "B Tty Re= OCH,
R,=0H | Ry=H R,=H . R,=OH | R,—0H
Zimtoine | P-Gimar- | Eattce- | Fera- Sigarin
Cyanidintyp + + (+) - - (+)
Delphinidintyp + + (+) — — (+)
Mischtyp + + (+) — — (+)
Pasonot | Foempte- | Quer- [ Teomhem- | atyre
Cyanidintyp + + — + — —
Delphinidintyp + + — + — —
Mischtyp + + — + — —_—
Anthocyanidin g?)gliaél_{n Cyanidin | P#onidin Deldpiltllin.i- Petunidin | Malvidin
Cyanidintyp — + + + + —
Delphinidintyp — — — + -+ +
Mischtyp — + + + + +
Zimisture R1 Tabelle 3 orientiert iiber die in
HOOC—CH=CH R, den drei reinen Linien aufgefundenen
R Phenylpropane (vgl. dazu auch die
Formeln). Dabei fallt auf, daB die
Havonol

Besetzung mit Zimtsiuren und mit
Flavonol-Aglyka einheitlich ist. Die
Anthocyane dagegen entsprechen sich
in der Substituierung ihres Ringes B
weder untereinander von Genotyp zu
Genotyp, noch stimmen sie darin’
mit den Zimtséuren oder Flavonolen
iberein.

Erginzend wurden auch die Phenyl-
propane der Blétter untersucht. Antho-
cyane sind nicht vorhanden. An Flavo-
nol-Aglyka lieBen sich Kaempferol und
Quercetin auffinden, Myricetin nicht.
Doch ist es méglich, dal Spuren von

Myrlcetm durch Chlorophyll-Abbauprodukte verdeckt werden, die nicht
ginzlich aus den Extrakten entfernt werden konnten. An Zimtsiuren
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waren Kaffeesiure, p-Cumarsdure, Sadure X wund Sinapinsiure vor-
handen. Ferulasdure war nicht fallbar. Allerdings wurden die Blitter
nicht zu Isotopenversuchen herangezogen, so dall der dadurch bei
Bluten gefithrte Nachweis der Ferulasfure nicht moglich war. — Alte
und junge Blitter aus allen drei Genotypen wiesen dieses Spektrum
an Phenylpropanen auf, das mit dem der Bliiten mit Aunsnahme des
Myricetins und der Ferulasdure iibereinstimmt.

II. Phasen der Anthocyanbildung
Zu den folgenden Untersuchungen wurden vor allem der Cyanidin-
und der Delphinidintyp, der Mischtyp nur zur Erginzung herangezogen.

1. Frischgewicht und Trok-

200
kengewicht in den einzelnen mg [ a b )
Entwicklungsstadien. Abb. 1 e ///
zeigt die Verdnderungen des yé e
Frisch- und des Trocken- 00y S ya
gewichtes wihrend der Ent- V4 //
wicklung von der Knospe zur / e
Bliite. Bei beiden Genotypen e
steigen Frisch- und auch Swlim7 2 7 v7 2 J u
Trockengewicht beim Uber- T A A VAT T
gang vom jeweiligen Knospen-  Avb.1au. b. Frisch-und Trockengewicht wihrend
stadium 2 nach 3 am strk. e Bltenentviokiung T sutwhseyient ier
sten an. ---- Trockengewicht einer Knospe (Stadium 1—3)

oder Bliite (Stadium 4). a Cyanidintyp,

2. Zimtsiuren. In jedem b Delphinidintyp

Knospenstadium aller drei

Genotypen findet sich das fir die Bliiten geschilderte Zimtsaure-
spektrum. Nach dem Schema der Tabelle 2 wurden Isotopenversuche
durchgefithrt. Aus den behandelten Pflanzen gewonnene alkalische
Hydrolysate wurden im Gemisch mit authentischen Substanzen durch
DC mit dem FlieBSmittel Benzol-Dioxan-Eisessig getrennt. Die Verteilung
der Aktivitdt war wie oben im Abschnitt I3 geschildert. In allen
Knospenstadien jedes der drei Genotypen konnen also Zimtsduren aus
Phenylalanin (1-14C) gebildet werden.

3. Flavonol-Aglyka. In jedem Entwicklungsstadium aller drei Linien
finden sich Kaempferol und Quercetin, wihrend sich Myricetin in den
ersten Knospenstadien noch nicht fassen lie. Die Moglichkeit von
Hydrolysenverlusten und die Schwierigkeit, in Eluaten aus Kieselgel G
trotz der stets durchgefithrten Bezugnahme auf Blindeluate bei niederen
Wellenlangen quantitativ zu photometrieren, lassen exakte Bestimmun-
gen nicht zu. Immerhin sei erwdhnt, daB in allen drei Genotypen
Kaempferol und Quercetin nach den erhaltenen MeBwerten zur Bliite
hin zunehmen. Myricetin wurde nicht bestimmt. DaB in der Tat eine
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Flavonolsynthese auch noch in den letzten Entwicklungsstadien statt-
findet, zeigt sich an der Aufnahme von Phenylalanin(1-4C) in die
Flavonol-Aglyka (Tabelle 4). Es war frither angenommen worden, bei
Petunien wiirden Flavonole im Lauf der Blitenentwicklung in Antho-
cyane umgewandelt (STORMER und v. WitscH 1937). Beim Buchweizen
ist das nachgewiesenermafen nicht der Fall (GrisEBacH und Borp 1959).
Die Moglichkeit einer solchen Umwandlung 148t sich durch unsere Daten
nicht ausschlieBen. Doch es konnte gezeigt werden, dal der Grundvor-
gang, auf dem STORMER und v. WrtscH ihre Annahme von der Umwand-
lung basierten, das Verschwinden von Flavonolen und das gleichzeitige

Tabelle 4. Spez. Akt. der Flavonolaglyka Kaempferol und Quercetin
in verschiedenen Entwicklungsstadien

(Versuchs-Nr. nach Tabelle 2)

Spez. Akt. der Gesamtmenge
Genotyp Flavonol an Flavonol
Nr.la| Nr.1 | Nr. 2 | Nr. 3
Cyanidintyp Kaempferol 28 80 11 16
Quercetin 50 64 15 18
Delphinidintyp | Kaempferol 6 7 5 3
Quercetin 40 18 18 5

Erscheinen von Anthocyanen, durchaus nicht in allen Linien von Petunia
hybrida stattfindet. Es sei angefiigt, dal auch bei Primula obconico der
Flavonolspiegel von der Anthocyanbildung nicht beeinflult wird (Rrz-
NIk 1962).

4. Anthoeyane (vgl. Abb. 2 und 3). a) Erstes Auftreten und Zunahme
der einzelnen Anthocyane wihrend der Blitenentwicklung. Im Delphi-
nidintyp fand 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
néchsten Stadien nehmen alle Anthocyane zu, wobei der Anstleg beim
Ubergang von Stadium 2 nach 3 am steilsten ist.

Fir den Cyanidintyp gilt: im Stadium 1 finden sich Cya-3-G,
Cya-3-GG, Pio-3-G und Del-3-G. Vorherrschend ist Cya-3-G, gefolgt
von seinem Diglucosid, Pédo-3-G ist in geringerer Menge, Del-3-G nur in
Spuren vorhanden. Erst im dritten Stadium a8t sich Pet-3-G nach-
weisen. Qualitativ wurden noch jiingere 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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Abb. 2. Zuwachs und spez. Akt. der einzelnen Anthocyane des Cyanidintyps wihrend der
Blittenentwicklung. Obere Hilfte: Abszisse wie fiir die untere Halfte, Ordinate: Ely,./
Trockensubstanz einer Knospe oder Bliite. —- Gesamtmenge des betreffenden Anthocyans,
---- Zuwachs des betreffenden Anthocyans von Stadium zu Stadium. Untere Hilfte:
Abszisse: Entwicklungsstadien und Stunden, Ordinate: spez. Akt. —— spez. Akt. der
Gesamtmenge des betreffenden Anthocyans, ---- spez. Akt. des Zuwachses des betreffen-
den Anthoeyans von Stadium zu Stadium. Phenylalanin (1—3C) wurde nach Tabelle 2,
Nr. 1—3, zugefiihrt. Es wurde also jeweils Phenylalanin in einem Stadium gegeben und
nach Ubergang der Knospen in das nichste Stadium die spez. Akt. bestimmt. An den je-
weiligen Versuchspflanzen waren nur Knospen des betreffenden Stadiums belassen worden
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Abb. 3. Zuwachs und spez. Akt. der einzelnen Anthocyane des Delphinidintyps wahrend
der Bliitenentwicklung. Sonstige Legende wie zu Abb. 2

Cya-3-G, Del-3-G, Pet-3-G, Cya-3-GG, Pet-3-GG, Pio-3-G, Mal-3-G.
Eine auffillige Verschiebung in der weiteren Entwicklung ergibt sich
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daraus, daB Pet-3-GG, das im Stadium 1 noch fehlte, gegen Ende der
Bliitenentwicklung Cya-3-GG mengenméafig ubertrifft.

In allen drei Genotypen treten die einfachen Anthocyane frither auf
als die etwas komplizierteren. Fiir die Aglyka ist die Abfolge im Delphi-
nidintyp Del, Pet, Mal, im Cyanidintyp Cya, Del, Pdo, Pet. Auch im
Mischtyp findet sich zuerst Cya und weniger Del.

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

Zum Verlauf des Zuwachses lilit sich sagen, daB er von Anthocyan
zu Anthocyan sehr ghnlich sein kann. Es ist das um so mehr oder weniger
der Fall, je ndher oder ferner die chemische Verwandtschaft der betref-
fenden Anthocyane ist (vgl. im Cyanidintyp Cya-3-G, Cya-3-GG und
Péo-3-G einerseits mit Del-3-G andererseits).

Der Zeitpunkt stirkster Anthocyanzunahme liegt fiir den quantita-
tiv untersuchten Cyanidintyp und Delphinidintyp fiir alle Anthocyane
mit Ausnahme des Del-3-G im Cyanidintyp beim Ubergang von Sta-
dium 2 nach 3. Er fillt somit mit der Physe des steilsten Anstieges im
Frisch- und Trockengewicht zusammen (Abb. 1).

Es fragt sich, welches die Ursachen fiir die Reihenfolge im Auftreten
der Anthocyane sein kénnten. Dabei sind fiir unsere Zielsetzung die
Verhiltnisse im Seitenphenyl wichtiger als der Glykosidierungszustand.
Einmal wére es denkbar, daB die den Seitenring verdndernden Gene
nacheinander ,,aktiviert'* werden, was eine entsprechende Reihenfolge
im Auftreten der Anthocyanidine mit sich bringen miite. Zum anderen
konnte die Reihenfolge darauf zuriickzufithren sein, daf die Pflanze
zundchst 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 Verzogerung zur Synthese der abgeleiteten Anthocyane ein-
gesetzt werden. Solche Zwischenstufen kénnten Cg-Cj- oder Cy-Cs-Ce-
Korper sein. Zwar scheint die Fahigkeit, Cq-Cy-Koérper zu bilden, in
Bléttern und in Bliiten aller Entwicklungsstadien vollig gleich zu sein.
Doch muB beriicksichtigt werden, dafl die Synthese der Anthocyane
von analytisch nicht erfaten Phenylpropanen ausgehen kénnte. C4-Cs-
Korper diirfen also im gegebenen Zusammenhang nicht ausgeschlossen
werden.

b) Isotopenversuche an Anthocyanen. Mit Hilfe von Phenylalanin-
(1-%C) wurde versucht, solche Zwischenstufen nachzuweisen und zu ent-
scheiden, ob es sich bei eventuell vorhandenen Zwischenstufen um Cg-C,-
oder um- Cg-Cj;-Cg-Kérper handelt.

Gibt man aktives Phenylalanin als Vorstufe des Ringes B, so sollten
sich daraus und aus in den Pflanzen schon vorliegenden Zwischenstufen
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Anthocyane einer bestimmten spez. Akt. bilden. Voraussetzung ist, dafi
zum gegebenen Zeitpunkt tiberhaupt noch das Cg4-C;y-Ce-Geriist unter
Verwendung von Cg-C,-Einheiten gebildet wird. Falls die Verzogerung
im Auftreten der hoéher substituierten Anthocyane tatsichlich auf die
ja nur geringfigige Verlingerung des Biosyntheseweges (Einfiigen neuer
Substituenten in den Ring B) zuriickgehen sollte, miiite eine gleiche
Verzogerung im Auftreten der einzelnen radioaktiven Anthocyane nach
Applikation von Phenylalanin (1-14C) eintreten. Denn auch die Vorstufe
Phenylalanin muf3 durch einen entsprechend lingeren Syntheseweg hin-
durchgeschleust werden, um in komplizierten Anthocyanen auftreten zu
konnen, als das bei einfachen Anthocyanen der Fall ist. Nach einer
nicht allzu langen Zeitspanne sollten dann komplizierte Anthocyane eine
niedrigere spez. Akt. aufweisen als einfache, weil die von Phenylalanin
abgeleiteten radioaktiven Zwischenstufen fiir ihre Synthese erst spéter
zur Verfiigung stehen.

Auch eine Bereitstellung von Zwischenstufen fiir ein bestimmtes
Anthocyan vor Beginn seiner Synthese ist denkbar. Nach Zufuhr von
radicaktivem Phenylalanin sollte sie sich ebenfalls an einer niederen
spez. Akt. dieses Anthocyans im Vergleich mit anderen Anthocyanen
zut erkennen geben. Denn je mehr Zwischenstufen vorhanden sind, desto
starker miilite die iiber Phenylalanin eingebrachte Radioaktivitit ver-
diinnt werden.

DaBl Phenylalanin den Seitenring und die C-Atome 2, 3, 4 des
mittleren Heterocyclus stellen kann, war fiir vegetatives Material be-
kannt (vgl. die eingangs genannte Literatur). Es blieb festzustellen, ob
auch in die Anthocyane der Bliten von Petunia Phenylalanin-Derivate
aufgenommen werden. Dazu wurde Phenylalanin(1-**C) nach dem
Schema der Tabelle 2 zugefithrt. 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 Féallungen mit Athylacetat und jeweils
anschlieBender erneuter DC konstant. Nachdem so mit Sicherheit fest-
gestellt worden war, dafi die Anthocyane Radiocaktivitit aufwiesen, wur-
den die Glykoside salzsauer hydrolysiert. Nach diinnschichtchromato-
graphischer Trennung waren alle in unseren Anthocyanen vorkommen-
den Aglyka aktiv. Der Modus des Einbaus wurde nicht weiter verfolgt,
da er kaum anders sein diirfte als in vegetativem Material.

Isotopenversuche wahrend der Blitenentwicklung zeigten, daf in
allen Knospenstadien Phenylalanin (1-14C) zur Bildung der Anthocyane
herangezogen werden kann. Dabei weisen sowohl der Zuwachs schon
vorhandener Anthocyane als auch erstmalig auftretende Anthocyane
Aktivitdt auf (Abb. 2 und 3). Wenn also tiberhaupt neue Anthocyane
in Erscheinung treten, so geschieht das auf der Basis einer Synthese des
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C4-C4-Cq-Skelets unter Verwendung von Cg-C,;-Bausteinen, die z.T. aus
der Vorstufe Phenylalanin gebildet werden kénnen.

Die Hohe der spez. Akt. wird von mehreren Faktoren beeinfluf3t.
Phenylalanin wurde innerhalb der relativ kurzen Zeitspanne zwischen
zwei Knospenstadien zweimal im Abstand von 24 Std gegeben. Obwohl
die Pflanzen die radioaktive Losung stetig aufsaugen, ist es keinesfalls
sicher, dafl die Zufuhr von Phenylalanin in die Knospen zwischen zwei
Stadien gleichbleibt. Weiterhin diirfte Phenylalanin in je nach dem
Stadium wechselnden Mengen auch in andere Substanzen wie Proteine
und Lignin iibernommen werden. Der jeweils fiir die Anthocyansynthese
verfiigbare Prozentsatz des gesamten Phenylalanins kann also recht ver-
schieden sein.

Hinzu kommt, daBl je nach dem Knospenstadium auch mehr oder
weniger Anthocyan gebildet wird. Zu Zeiten einer besonders starken
Verdiinnung des eingesetzten Phenylalanin (1-14C). durch alle oder einen
der genannten Prozesse mull die spez. Akt. abfallen. Im Cyanidintyp
ist das nur voriibergehend wéhrend der stirksten Trockengewichts- und
auch Anthocyanzunahme von Stadium 2 nach 3 der Fall, im Delphinidin.
typ sinkt die spez. Akt. mit der Weiterentwicklung der Knospen stetig ab.

Obwohl die genannten Faktoren die Verwendung von radioaktivem
Phenylalanin zur Anthocyansynthese beeinflussen, kann der Verlauf der
spez. Akt. wihrend der Bliitenentwicklung fiir einzelne Anthocyane sehr
dhnlich sein. Im Cyanidintyp lassen sich die Linien fir Cya-3-G und
Cya-3-GGfast zur Deckung bringen und auch Péo-3-G kann angeschlossen
werden. Esspricht das fiir eine iitber mehrere Schritte hinweg gemeinsam
oder parallel verlaufende Biosynthese, wie sie der konstitutionsméBigen
Verwandtschaft der Substanzen entspricht. GréBere Abweichungen fin-
den sich im Cyanidintyp beim Del-3-G. Wie die spez. Akt. beim Pet-3-G
des gleichen Typs verlduft, 148t sich nicht eindeutig sagen, da nur die
Aktivitat in den beiden letzten Stadien bestimmt werden konnte.

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

Die Isotopenversuche lieBen keine niedrigere spez. Akt. der spéter
auftretenden Anthocyane erkennen. Von geringeren Variationen nach
oben oder unten abgesehen, ist der Verlauf der spez. Akt. fiir einen
gegebenen Genotyp von Anthocyan zu Anthocyan durchaus vergleichbar.
Die einzige erhebliche Abweichung innerhalb der spez. Akt. eines Geno-
typs stellt der erste MeBwert fiir Del-3-G im Cyanidintyp dar. Doch
handelt es sich hier um eine Erhohung, nicht um eine Senkung der
spez. Akt.
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Bespreechung der Ergebnisse
1. Phasen der Anthocyanbildung

In den untersuchten Linien von Petunia hybrida treten im Lauf der
Bliitenentwicklung Anthocyanidine mit einfacher Substitution des Seiten-
phenyls frither auf als solche mit vergleichend chemisch davon ableit-
barer, komplizierter Substitution. Erklirungsmoglichkeiten hierfir sind:
1. Zunédchst werden einfach substituierte Zwischenstufen gebildet, die
zum Aufbau gleichartig substituierter Anthocyanidine verwendet wer-
den. Sie werden aber auch in komplizierter substituierte Zwischen-
stufen tberfilhrt, aus denen dann etwas spéter entsprechend sub-
stituierte Anthocyanidine hervorgehen. 2. Die Gene, die auf die Sub-
stitution des Ringes B Einflu nehmen, realisieren ihre Potenzen in
einer bestimmten zeitlichen Abfolge. Erste Daten tber die bei Petunia
in dieser Hinsicht wirksamen Gene liegen vor (PaRris und Hanry 1958,
Biancur 1960, Mosic 1960). Eine weitere genetische Analyse unter
Einbeziehung der hier verwendeten Linien ist im Gange (MEYER, Disser-
tation Kéln, in Bearbeitung).

Die Unterschiede zwischen den Anthocyanidinen und damit auch
den entsprechenden Zwischenstufen sind gering. Es handelt sich um das
Einfiigen von 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 Verzégerung
in der Fertigstellung stérker substituierter Anthocyanidine erscheint so
wenig wahrscheinlich, sei aber in Betracht gezogen. Weiterhin wére es
denkbar, daB8 Zwischenstufen erst bis zu einem bestimmten Schwellen-
wert angesammelt werden mussen, bevor die Synthese des betreffenden
Anthocyanidins beginnen kann. Wie im Abschnitt ,,Ergebnisse’ bereits
ausgefithrt, mifite sich eine Verzogerung aus einem der genannten Grinde
daran erkennen lassen, dafl nach Zufuhr von radioaktivem Phenylalanin
die abgeleiteten, spiter auftretenden Anthocyanidine eine niedrigere
spez. Akt. aufweisen als die schon frither vorhandenen einfacher sub-
stituierten Anthocyanidine.

Die Isotopenversuche lieferten keinerlei Anhaltspunkte fir das Zu-
treffen einer solchen ,,Zwischenstufenhypothese. Zundchst wird es
unwahrscheinlich, dalf solche Zwischenstufen Cg-C;-Cy-Einheiten sein
kénnten. Denn es gibt keinen Hinweis darauf, dafl lediglich schon vor-
handene Cy-C;-Cy-Zwischenstufen in geférbte Anthocyanidine tberfithrt
wiirden, wenn ein neues Aglykon in Erscheinung tritt. Wird ein Antho-
cyanidin vermehrt oder tritt es erstmalig auf, so findet auch ein Aufbau
des C4-C;-Cy-Skelets unter Verwendung von Phenylalanin (1-14C) statt.
Vor allem aber zeigt es sich, daB die spez. Akt. erstmalig erscheinen-
der Anthocyanidine gegenitber der spez. Akt. des Zuwachses schon
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vorhandener Anthocyanidine weder zum Zeitpunkt des ersten Auftretens
noch wéhrend der weiteren Bliitenentwicklung herabgesetzt ist. Phenyl-
alanin (1-14C) wird in alle Anthocyanidine aufgenommen, ohne daB sich
ein Sonderstatus der abgeleiteten Aglyka nachweisen lieSe.

Es bleibt somit die zweite Erklarungsmoglichkeit: eine zeitlich diffe-
rentielle Genaktivitdt (BeErRMANN 1952, Lit. MECHELKE 1963) fithrt zu
der Reihenfolge im Auftreten der Anthocyanidine. Diese Reihenfolge
mag mit der Abfolge der Substitutionsschritte in der Synthese iiber-
einstimmen, ist jedoch kein sicheres Indiz hierfiir.

I1. 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 C4-C;-Bausteins oder erst
nach der Bildung des Cg4-C;-Cq-Geriistes eingefithrt werden. Weder die
genetischen noch die biochemischen Daten sind in dieser Hinsicht ein-
deutig (vgl. die eingangs genannte Literatur). 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. Zimtsiuren und Flavan-
derivate in ihrem Substitutionsmuster tiberein und werden zudem noch
Mechanismen nachgewiesen, die eine entsprechende Substitution der
Zimtsiuren bewirken (GErssMax und Swaiy 1957, Scaminr 1962: Uber-
filhrung von Phenylalanin in Zimtsdurederivate bei Amntirrhinum), so
sprechen solche Daten fiir eine Verdnderung des Ringes B schon auf
der Stufe von C4-C,-Korpern.

In den hier untersuchten Linien ist die Substitution der Zimtséuren,
Flavonole und Anthocyanidine voneinander verschieden (vgl. Tabelle 3).
Bei solchen Vergleichen muf} beriicksichtigt werden, dall die Zimtséuren
als mogliche Zwischenstufen der Flavonoidsynthese z.T. in so niedriger
stationdrer Konzentration vorliegen konnten, daf} sie sich dem Nachweis
entziehen. Es sei auch darauf hingewiesen, da8 in den drei Linien noch
unbekannte Phenole enthalten sind. Entscheidender als der noch aus-
stehende Nachweis eines Zimtsdurederivates, das einem vorhandenen
Flavonol oder Anthocyanidin in der Substitution entspriche, mufl dem-
nach der umgekehrte Fall sein: die Existenz einer bestimmten Zimt-
sdure gegeniiber dem Fehlen des entsprechenden Flavonols oder Antho-
cyanidins.

Aber auch unter Beriicksichtigung dieses Gesichtspunktes entspre-
chen sich Zimtsduren, Flavonole und Anthocyanidine der untersuchten

Linien in ihrer Substitution nicht. So sind in den Bliiten und Knospen
aller drei Genotypen p-Cumarsidure und Kaffeesdure enthalten. Den-
noch findet sich das der p-Cumarsidure entsprechende Pelargonidin in
keinem Fall und obwohl Kaffeesdure die mengenméaBig vorherrschende
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Zimtséure ist, fehlt im Delphinidintyp das ihr entsprechende Cyanidin.
Ahnliche Vergleiche wie zwischen dem Hydroxylierungsmuster der Zimt-
sauren und Anthocyanidine lassen sich auch fiir die Methylierung der
Anthocyanidine und fiir die Substitution der Flavonole durchfiihren.
Die Daten lieBen sich mit einer Verdnderung des Ringes B erst auf der
Stufe des C¢-C;-Cy-Systems erkliren. Fir diese Moglichkeit sprechen
besonders auch Befunde von GRisEBACH und Parscexz: (1961), nach
denen Buchweizen und Rotkohl in ein in 4'-Stellung hydroxyliertes
Chalkon ein weiteres Hydroxyl in o-Stellung einfigen konnen, so dafl
schlieBlich Quercetin und Cyanidin resultieren. Allerdings bleibt zu
klaren, ob das eingesetzte Chalkon auch hinsichtlich der Substitution
des Ringes B eine Zwischenstufe ist oder nur eine Vorstufe, die die
Pflanze in einer Art Notfallmechanismus eben auch verwerten kann.

Nach der iiblichen Betrachtungsweise lassen sich die Ergebnisse an
den drei Linien von Petunia mit einer Substitution von Cg-Cy-Cy-Zwi-
schenstufen erkldren. Doch sei noch eine weitere Moglichkeit zur Dis-
kussion gestellt, die an die Vorstellungen iiber den Mechanismus der
Flavonoidsynthese ankniipft: Es darf angenommen werden, daf} die
Biosynthese von Flavonolen und Anthocyanidinen ebenso mit Zimt-
sdure-CoA-Verbindungen gestartet wird wie die von Fettsduren und
Aromaten mit Acetyl-CoA (Lit. LyNnEN und Tapa 1961). Falls die an
der Startreaktion beteiligten Enzyme jeweils eine besonders hohe Affini-
tit nur zu einem ganz bestimmten Zimtsadure-CoA-Derivat besitzen,
1laBt es sich verstehen, warum sich Zimtsduren und Flavanderivate in
ihrem Substitutionsmuster zwar entsprechen kénnen, aber nicht ent-
sprechen miissen. Es wire dabei unnétig, den Zeitpunkt der Substitution
auf C4-C,-Cy-Zwischenstufen zu verschieben. Denn aus einem ,,pool* an
Ce-C;-Einheiten wiirden nur diejenigen zur Flavonol- und Anthocyan-
synthese herangezogen, fiir deren Verwertung die Zelle Enzymsysteme
mit entsprechender Spezifitit ausbildet. Als Konsequenz dieser Vor-
stellung wire auch der Mechanismus der den Seitenring verdndernden
Gene unter einem neuen Aspekt zu betrachten. Die Wirkung dieser
Gene bestiinde nicht in der Bildung von Enzymen, die Hydroxyl- und
Methylgruppen in bestimmte Zwischenstufen einfiigen, sondern in der
Bereitstellung von Enzymen, die auf Grund ihrer Substratspezifitat die
Flavonoidsynthese mit dem CoA-Derivat jeweils nur einer bestimmten
Zimtsdure einzuleiten vermégen.

Wie Analysen und Isotopenversuche zeigten, sind in den untersuch-
ten Linien von Petunia die Mechanismen zur Bereitstellung eines Zimt-
séurepools in den Blittern und allen Entwicklungsstadien der Bliiten
gleichermafien vorhanden. Genabhidngig kénnte dann der Cyanidintyp
eine ,,Cyanidinsynthetase’‘ ausbilden, die Kaffeesiure-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 Méglich-
keiten: Substitution des Seitenphenylringes auf der Stufe von C4-C,-Cy-
Korpern oder Selektion nur bestimmter Zimtsduren zur Flavonoidsyn-
these durch Enzyme entsprechender Spezifitdt. Die Entscheidung fillt
mit der Ermittlung des Zeitpunktes, zu dem der Ring B substituiert
wird. Untersuchungen in dieser Richtung sind im Gange.

Zusammentassung

1. In den Bliiten und Bliutenknospen von Petunia hybride wird
Phenylalanin (1-14C) in Zimtséduren, Flavonolaglyka und alle vorhandenen
Anthocyanidine (Cyanidin, Pdonidin, Delphinidin, Petunidin, Malvidin)
iberfithrt. Cg-C;-Einheiten werden also nicht nur in vegetativem Ma-
terial zur Synthese des Cyanidins, sondern ebenso in Bliiten zur Bildung
der dort auftretenden Anthocyanidine verwendet.

2. Wihrend der Bliitenentwicklung treten die einzelnen Antho-
cyanidine nacheinander auf. In Untersuchungen an drei reinen Linien
lief sich die Reihenfolge Cyanidin, Delphinidin, Pédonidin, Petunidin,
Malvidin ermitteln. Einfacher substituierte Anthocyanidine finden sich
somit frither als formell von ihnen ableitbare Anthocyanidine.

3. Versuche mit Phenylalanin (1-14C) lieferten keinerlei Anhaltspunkte
dafiir, daf} die Verzogerung im Auftreten der komplizierter substituierten
Anthocyanidine auf den lingeren Syntheseweg iiber entsprechend sub-
stituierte Zwischenstufen (Cy-Cs- oder auch Cy4-Cy-Cq-Einheiten) zuriickzu-
fithren sein konnte. Als Ursache fiir die Reihenfolge im Auftreten der
Anthocyanidine mul} eine zeitlich differentielle Aktivitdt der die Sub-
stitution bestimmenden Gene angenommen werden.

4. Wahrend der gesamten Bliitenentwicklung, auch zum Zeitpunkt
starkster Anthocyansynthese in einem mittleren Knospenstadium, wer-
den Flavonole gebildet. Flavonol- und Anthocyansynthese sind also
unabhangiger voneinander, als gerade fiir Petunia angenommen wurde.

5. In drei reinen Linien finden sich die gleichen Zimtsduren und
Flavonole, die Anthocyanausstattung dagegen ist je nach dem Genotyp
verschieden. In keiner der drei Linien stimmen Zimtsduren, Flavonole
und Anthocyanidine in der Substitution ihres Phenyl- bzw. Seiten-
phenylringes miteinander iiberein. Die Befunde fithren zu zwei Erkli-
rungsmoglichkeiten: entweder wird der Ring B erst nach der Bildung
von Cy-C;-Cy-Zwischenstufen substituiert oder es werden nur bestimmte
Zimtséuren aus dem Gesamtbestand an Zimtsduren zur Flavonoidsyn-
these herangezogen.

Herrn Prof. Dr. J. STraus und Herrn cand. rer. nat. C. MEYER danke ich
fiir die Uberlassung von Petunienmaterial, Frl. . Riuur fir ihre wertvolle

technische Assistenz. Die Untersuchungen wurden mit Hilfe der Deutschen
Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt.
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