
UntersuchungenfiberdieBiosynthesederAnthocyaneandder

Flavonoidebeider.1」evkoje,Matthiolaincana

ENWI肌wEBER-KIsHIMoTo*

UntersuchungenfiberdieWirkungvonBliitenfarbgenensindanver-

schiedenenMutantenvonLevkojehaufigdurchgefiihrtworden.Sieerklaren,

da13dieGeneaufdieMolekiilstrukturvonAnthocyanenandFlavonoidenlei-

tendwirken.DerZusammenhangzwischenGenotyp,Pigmentstrukturand

PhanotypwurdeaufgeklartanddieBiosyntheseschritteSindverfolgtworden.

DasZieldervorliegendenUntersuchungistdieAufklarungdesBiosyn-

thesewegesderFarbbildungweif3erBlutenderdreirezessivenGenee,fandg

vondendreiVariationen,jeNr.17,18and19.WieBurchdiebisherigenUn-

tersuchungenfestgestelltwordenist,SinddieGrundfaktorenderPigmentbil-

dungE,FandG,vondenenEandGpleiotropischwirkendeBehaarungsfak-

torensind.Dieweif3eBliitenfarbewirddurchdierezessivenAllelee,fandg

erzeugt.DerZusammenhangandderUnterschiedderdreirezessivenGenein

derWirkungaufdieBiosynthesederweif3enBlutenfarbekonnteBurchdieUn-

tersuchungaufgeklartwerden,wiederBiosynthesewegBurchdie.Einfuhrung

rezessiverAllelederkomplementarwirkendenGenee,fandg,selektivblok-

kiertwird,sodal3Verbindungen,diebiszumBlockpunktsynthetisiertworden

Sind,angereichertanderkanntwerdenkonnen.EsgibtnochandereGrund-

faktor,g'(schwachfarbigsemiincana),andModificatoren,z(zentralaufhellend)

andb(karmin).MaterialmitdiesenFaktorenwurdeebenfallszudiesenUnter-

suchungengenommen,umdieweiterenEinfiiissevondiesenGenenaufdieBio-

synthesezuuntersuchen(Tabelle1.).DieMutantenSindausdemVersuchsma-

terialvonHerrnProf.Dr.W.SEYFFERTzurVerfugunggestelltworden.

*BiologicalLaboratory ,OtemaeWomen'sUniversity,Nishinomiya-shi,Japan.
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BiosynthesederAnthocyaneandFlavonoideinMα 〃痂01¢incana

DieKreuzungenwurden・aufdemVersuchsfelddesInstitutsfurGenetik

derUniversitatTubingenzwischenNr.18and201-2060der221-224,andzwischen

170der19and517,2717,27190der1719durchgefizhrta

Tabelle1. ZurUntersuchunggebrauchtenIndividuen.

PflanzenNr. Genotyp Blutenfarbe

[

Behaarung

17 ee weif3 glabra

18 ff weif3
●

incana

19 gg weif3 glabra

201-206 eeff weif3 glabra

221-224 ffgg weil3 glabra

517 eeg9 weif3 glabra

2717

2719

1719

..,

・:.

:_

wei(3

weif3

weif3

glabra

glabra

glabra

Methode

DieUntersuchungdesPigmentmustersderdreiGenotypenee,ffundgg

wurdepapierchromatographischvorgenommen,

1.Extraktion:DiefrischgepfliicktenPetalengefiillterandungefiillter

BliitenwurdeninPapierbeutelnsofortindenKuhlraumgebrachtandgleichvon

chlorophyllhaltigenTeilenbefreit(mitderSchereabgeschnitten).DadieseAr-

befitzeitnehmendwar,lagendieBliiten1/y‐1TagimKuhlraum.Umfestzu-

stellen,obdasLangimKuhlraumgelegeneMaterialbeiderAnalyseunterschied-

licheResultatedurcheventuelleAbbauproduktezeigenw芭rde,wurdendieB1廿.

tenNr.20(bbzz)jei:achderAufbewahrungszeitvon12,24and48Stundenin

Methanol-Aceton(5%)eingelegt.DieNr.20waramreichlichstenvorhanden・

DiePetalenwurdenmitdemHomogenisator-UltraTurraxzerkleinert,sodaf3

derMethanol-AcetonExtrakteinehoheKonzentrationerreichte.Jenachdem

GebrauchfirdasnachfolgendeBandchromatogrammwurdedieExtraktlosung

mitHilfedesVakuum-Rotationsverdampferszumtri:ibenZustandeingeengt.
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BiosynthesederAnthocyaneandFlavonoideinMatthiolaincayaa

2.Trennung:DieTrennur:gwurdeaufChromatographiepapier,Schlei-

cherundSchizllNr.2043aundb,absteigendbeieinerTemperaturvon18°C

bis20°Lvorgenommen.HierzuwurdedasLosungsmittelgemischn-Butanoi-

Eisessig-Wasser(BEW4-1-50berphase)verwendet.FurdieUntersuchungder

aliphatischenandaromatischenAminosaurenwurdendergamequadratische

BogenzumzweidimensionalenEntwickelngenommen.AlsLosungsmittelfur

diealiphatischenAminosaurenwurden-Butanol-Eisessig-Wasser4-1-5einerseits

andPhenol-m-Kresol-BoratpufferpH8,3{15-30-7,5ggv)andererseitsabsteigend

vexwendet.NachdererstenEntwicklunginn-Butanol-Eisessig-Wasserwurde

dasFiltrierpapierzurImpragnierungmitBoratpufferpH8,3besprtihtandnach

demTrocknenindiezweiteRichtungmitPhenol・rn・KresolBoratpufferpH8,3

weiterentwickelt.DanachwurdeeineLosungvonO,1gNinhydrinzurAna-

lyseMerk(Art.Nr.6762)in95mlabsolutemAthylalkoholaufgespriihtand

dasPapiereinehalbeStundeLangimTrockenschrankbeietwa80°Cgetrocknet.

AlsLosungsmittelfiirdiearomatischenAminosaurenwurdePhenol-Wasser(8-2)

einerseitsandwassergesattigtesCollidin-Lutidin(1-1)andererseitsabsteigend

verwendet.

FurdieUntersuchungderAglykone,derZuckerandderSaurendienten

dieLosungsmittel,Isopropanol-Ameisensaure-Wasser(IAW2-5-5),Butanol-Pyri-

din-Wasser{BPW6-4-3)and15/igeEssigsaure.

3.Elution:DiepreparativeTrennungaufdemBandchromatogramm

warBurchAuftragenalsStreifenentlangderStartliniezuerhalten.Nachdem

EntwickelnwurdendieverschiedenendurchdieTrennungerhaltenenBander

ausgeschnitten,zwischenzweiObjekttragereingespannt,ineineerhohtaufge-

stelltePhotoschalemitdemElutionsmittelMethanol-Eisessig(5/)eingelegt

andmitdemfreienEndeineinenBechereingehangt.Untereinemdichtschlies-

sendenGlastrogwurdendieStreifeninnerhalbvon24bis31Stundenfastvoll-

standigeluiert.DieEluatewurdenimVakuumeingeengt.ZumReinigungs-

zweckewurdedieseBehandlung2bis3malwiederholt.DaHCIdieKompo-

nentenbeidiesendreiMutantenhydrolysiert,konntenurEssigsaurebenutzt

werden.

Wenneinegrol3ereQuantitatderSubstanznotigwar,wurdendieBander

kleingeschnittenandmitMethanolkurzgekochtandindieserWeise5-10mal

extrahiert.DioEluatewurdenimVakuumeingeengt.

4.Saurennachweis:DadieAnthocyaneindenweiBenBiiitennichtent・

haltensind,wardieExistenzvondenverschiedencnSauren,derenweiteren
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BiosynthesederAnthocyaneandFlavonoideinMatthiolaincana

VerbindungenaufdemBiosynthesewegblockiertseinsollten
,zuerwarten.Der

methanolischeBliitenextraktwurdeeingeengtandmitVergleichssubstanzenauf

Papier2034aandbinBEWoderin15/oigerEssigsaurechromatographiert .

DadiefrischgepfliicktenPetalenderBlutenwasserhaltigsind
,enthieltderEx-

traktaucheineausreichendeMengeSauren ,diedieverschiedenenGenotypen

charakterisieren.DasChromatogrammwurde
,imUV-Licht,imUV-Licht-Am-

moniakdampfanddurchbespruhenmitNaturstoffreagenz(Diphenylborsaure-3

-aminoathyiester)
,ZrOC12,PbAc2(25%igebasischeBleiacetatl6sung),Anilin-

phtalatlosung(1,6690-PhtalsaureandO,93gAnilinin100mlwassergesattigtem

Butanolgelostandkiihlgehalten.NachdemBespruhenwurclendieChromato-

grammeimTrockenschrankbei105°Centwickelt)undFeC13(1%wasserige

Eisen-III-chioridlosung)aufFarbreaktionenuntersucht .

5.Diinnschichtchromatographie:DieAdsorbentien,KieselgelandPoly-

amid,wurdenaufGlasplattenvon20×12cm2aufgebracht .AlsKammern

dientendickwandigeGlasermiteinerHohevon26cmandeinemDurchmesser

von15cm.SiewurdenmiteingeschliffenenGlasplattenabgedeckt.

6.Saulenchromatographie:Fii.rSaulenchromatographiewarenPoly-

amid-andCellulosepulvergeeignet.DasFullmaterialwurdemitdemjeweiligen

ElutionsmittelangeruhrtandindieSauleeingeschlemmt.AlsAdsorbensge-

langtenzurAnwendung:

Cellulosepulver"Ederol"furdieSaulenchromatographiederFa .J.C.Binzer,

Hatzfeld/Eder;

Polyamidpulver"UltraimK228BM"furdieChromatographie ,BASF,Lud-

wigshafen.

7.UntersuchungaufAcylverbindungen:ZuderalkalischenHydro-

lysewurdeO,5n-Natronlaugegenommen.DasHydrolysatwurdemitHCIneu-

tralisiertandmitAthergeschiittelt.DieAtherphasewurdeaufeinPapierchro-

matogrammaufgetzagen.

8.Hydrolysen:DieHydrolysederFraktionenerfolgtemitlogo-metha-

nolischerSalzsaureaufdemDampfbadamRiickfluf3fur2Stunden .NachAb-

kiihlungwurdendieNiederschlagesaurefreigewaschenandimExikatormit

Phosphopenthoxid24StundenLanggetrocknet .DasFiltratwurdezurweiteren

Untersuchungbenutzt.
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BiosynthesederAnthocyaneandFlavonoideinMatthiolaincana

9.PartielleHydrolyse:DieLosungderFraktionwurdemitdemglei-

chenVolumen10%igerHCIversetztundzweiStundenlangschonendhydroly・

siert.InAbstandenvon1,2,3,5,10,20and30Minuten,1and2Stundenbezogen

aufdenHydrolysenbeginn,wurdendieProbenaufeinenChromatographiebogen

aufgetragenandinIAWabsteigendchromatographiert.HierbeitratendieGly-

kosidstufendeutlichhervor.NachzweistundigerMauerderHydrolysebefinden

sicknurnochdieAglykaimHydrolysat.DasChromatogrammwurdedann

mitPbAc2bespruht.

10.BehandlungderHydrolyselosungenzumNachweisvonZucker:

NachderHydrolysewurdedasausgefalleneAglykonabgenutscht,dieLosung

mitWasseraufdas10-facheverdiinntandzu20mletwa2gAnionenaustau-

scherDowex20derAmberliteIRA-410gegeben.Nach10minutigemSchiitteln

wiesdieLosungeinenpH6,5aufandwurdedannauf.etwa1/10ihresVolumens

eingeengtandinBPWabsteigendchromatographiert.FiirdieBestimmungder

Exister　 zvonGlucosewurdeauchdasReagenz-Papier"Tes-Paper"(Lilly-Shionogi)

benutzt.

11.AcetylierungdesAglykons:DerNiederschlag,dasAglykon,wurde

nachdemTrocknenmit5mlEssigsaureanhydridand5mlPyridinversetzt,et-

wasangewarmt,andfur24Stundenstehengelassen.DieseMischungwurde

danninEiswasserhineingegossen,gutumgeruhrtandimKuhlraum(10°C)24

Stundenstehengelassen.DerNiederschlagwurdedannabgenutschtandmit ロ　
wenigWassergespriiht.DieUmkristallisierungwurdemitAthanolgemacht.

12.Schmelzpunkt:DerSchmelzpunktwurdeindemApparatnach

TOTTOLIderFr.Buchi,Flawil,Schweiz,bestimmt.DieWertesindunkorri-

giert.

13,Spektren:DieMessungderUV-SpektrenwurdeinQuartzkiivetten

vonlcmSchichtdickemitdemZeiss-Opton-SpektrophotometerM4Qdurch-

gefiihrt.DieEluatederentsprechendenSubstanzenausPapierchromatogram-

menwurdenbenutzt.FurdieNatriumacetat-VerschiebungenwurdendieLo-

sungeninMethanolp.a.mitfrischgeschmolzenenNatriumacetatbiszurSat-

tigungversetzt.Nach10MinutenwurdendieSpektrengemessen.
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BiosynthesederAnthocyaneandFlavonoideinMatthiolaincana

Ergebnisse

1.Kreuzungen:DieFertilitatderKreuzungwarsehrunterschiedlichund

imDurchschnittniedrig(4-670)(Tabelle2).WieinderTabelle3ersichtlich

Tabelle2.Durch.gefiihrteKreuzungen

Kombinationen bestaubte

Bliiten

ScYioten
mitSamen

201

202

203

204

205

206

221

222

223

224

517

2717

,ffeeく

　99ffく

　99eeく

79

"

99

2719(Eegg)

　

1719A(eegg?)

電【

B更 聖

×

X

×

×

×

×

×

×

×

×

×

X

×

×

×

×

×

×

×

18(ff)

,,

qく

,,

,,

,,

18(ff)

17

19

17

19

17

19

17

19

17

,,

,,

,,

(ee)

::

(ee)

::

(ee)

=:

(ee)

::

(ee)

32

30

23

31

44

28

29

18

32

27

33

40

18

27

19

sa

16

32

10

9

12

1

10

4

9

1

5

5

11

9

10

12

7

10

18

6

8

7

C

璽曜

般

般

X

x

X

19

17

19

:_

(ee)

::

21

24

28

2

9

17

Total 592 182
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Tabelle3.FertilitatbeiSelbstung

Pfl. August September Oktober

Nr. 8.9 13.15 22.23 3,7.9 14,15.18 25

A B A B A B A B A B A B A B

201 一 9 o,i ● 一 一 4.0 0.77 11.0 o,aa 2.9 0.33 5.9 O,fi7

202 ● 凹 5.74 0.35 8.3 0.43 9.7 0.36 12.5 4.10 8.5 0.24 7.5 0.24

203 口 ● 1.1 0.40 17.0 一 0.0 o 9.6 . 12.6 0.17 6.0 曽

204 鯉 ● o,o 巴 6.5 ■ 3.5 ■ 9.9 0.12 11.8 0.33 o,o ■

205 ■ o 1.0 1:1 一 ■

1

8.6 璽 一 ● " 冒 7.0 o,2z

206 ● ● 2.5 0.46 ● ● 4.8 0.44 21.5 一 11.3 0.18 17.8 卿

221 o 隔 ● ■ 一 ● ■ n ● 禰 ■ 齢 ● .

222 ● ■ 1.3 0.43 o,o 9 o,s 0.44 17.0 一 11.8 0.23 7.7 4.29

223 9 闘 o,o 9 0.5 0.33 噛 o 13.5 0.20 00 一 9.4 0.30

224 胸 ● 2.3 0.50 o,o 一 16.3 一 19.9 0.06 13.3 0.20 7.8 0.31

517 r 願

}

3.1 0.32 2.1 0.30 4.4 0.14 17.6 o,os 8.0 0.21 6.6 0.15

2717 層 ` o,o ● o,o ● ● ● 22.3 ● 0.0 一 8.0 0.20

2719 鱒 ● 1.3 0.44 ● 響 3.0 0.45 8.0 0.22 7.8 0.20 7.9 0.24

1719A 一 o o,as 0.41 2.4 0.39 8.8 一 6.0 0.22 7.6 0.27 3,5}0,36
1719B ■ ● o,o 騨 ■ ● o,a 一 6.7 0.30 4.6 0.40

I

pipi

1719C 一 曽 0.6 0.45 o,o 一 3.0 0.42 9.4 0.28 3.2 0.35 o,o一

17 o,s 0.43 ` 一 一 ● 8.0 0.30 御 一 一 一 0.0
1

幽

18 ■ 一 28.7 鱒 25.6 0.09 . . 一 ・ ● 一 鱒1.

i
19 1.3 0.46 7.8 a,a7 12.9 o,i 20.3 0.14 11.3 0.12 17.7 0.04 11,410,13

i
8 [1

A:Samen/Schoten B:%leereSchoten

u6
δ
ω春

夢
。
ω
①
ユ
臼

〉
三
ぎ

。
嘱
碧

①
旨

像

国
塁

。
ぎ

6
ゆ

冒

き

輯、、
ミ
§

～§



BiosynthesederAnthocyaneandFlavonoideinMatthiolaincana

ist,zeigtdieSelbstungvondenBurchKreuzungerzeugtenIndividuen,201-206,

221-224,517,2717,and1719,auchkeinehbheFertilitat.DieFertilitatscheint

imAllgemeinenvomWetterBeimAufbliihen,besondersbeiderBestaubung,

abhangigzusein.VorallemRegenbzw.hoheLuftfeuchtigkeitscheintdieFer-

tilitatzubeeinflussen.

2.ChromatographischeUntersuchungen:DieChromatogrammedes

methanolischenExtraktsderfrischgepfliicktenBliitenvonNr .20zeigtennach

derAufbewahrungszeitvon12,24and48StundenimKuhlraum10°CkeineUn-

terschiedevoneinander.DanachkannmandieMethodebenutzen,dieBlaten

ingrol3erMengeaufdemVersuchsfeldzupfliickenandgleichimKuhlraum

(10°C)nochizberNachtaufzubewahren.IndieserWeisekannmandiechloro-

phyllhaltigenTeilevondenPetalennichtaufdemFeldsondernimLaborleich-

terentfernen.

Abb.].Ubersichtschromatogramm

derdreiMutanten,ee,ffandgg,

Losungsmittei:BEW(4-1-5)

謹 難 繊
難',難

§纐 鱒蕪
無 撫 鱒 灘縦 聯
31覇麟義彩轍 劃1逡鑓

'

0,8

0,6

く

蒙 鋤 織 護

蕨 澱9蜂

蓬

隈

鳳

鑑

イ

蒙'

Abb.3

PapierchromatogrammvonGlucose,

mitHCIbehandelterGlucoseand

mitHCIbehandelterStoffimBard2

u,∠ 卜

o,z

〔コ
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BiosynthesederAnthocyaneandFlavonoideinMatthiolaincana

DieAnalysedesPigmentmustersderdreiGenotypenee,ffandggergab 　　
einunterschiedlichesBild(Abb.1).WiedasUbersichtschromatogrammzeigt,

u-nterscheidensichdiedreiGenotypeninderMengederenthaltenenStoffe(Ta-

belle4).InWirklichkeitistjedochdieZahldervorhandenenSubstanzennoch

grol3er,alsdieZahlindiesemUbersichtschromatogrammangibt,daStoffe,die

durchUV-Licht-AmmoniakdampfunddieanderenReagenzmittelnichtsichtbar

werden,nebendenobigenSubstanzenexistierenkonnen.Auf3erdemwurdendie

nurinschwacherKonzentrationvorkommendenSubstanzennichtberiicksich-

tigt.DasBandaufdemChromatogramm(Rf-0,53)(Tab.4),dasdiegemeinsam

andingrosserMengeinjedemGenotypeenthaltenenSubstanzzeigt,wurdeals

Bandlnummeriert.JedesweitereBandbisNr.5(Rf=Q,88)aufwartswirkt

unterdemUV-Lichtblaulichodergriinlichfiuoreszierend.Diezweidimensiona-

lenPapierchromatogrammeBEW-IAWoderBEW-BPWzeigtenkeineweitere

TrennungBurchBaszweiteLaufmittelwederbeiSaurenoderEsternnochbei

Flavonoiden.

DieBander2and5zeigen,da13dieStoffegemeinsaminjedemGenotyp

enthaltensind,obwohlihreMengenunterschiedlichsind.DerStoffvomBand2

kamimGenotypffammeistenandindemggamwenigstenvor.Diedrei

Bander,1,2and5,zeigenimNH3-DampfahnlicheFarbreaktion,vonblaulicher

bisgriinlicherFluoreszenz.DasBand3warimUV-Lichtnichtsichtbar,wenn

dieMengedesStoffesnichtreichlichwar,andgaberstimNH3-Dampfblaue

Farbreaktion.

DieSubstanzimBand6(Rf=0,45)istindenGenotypeneeandggge-

meinsamingrol3erMengeenthalten,imGenotypffnuringeringerMenge.

SieistimUV-Lichtdunkelrot-brawningrof3erMengeandgelbinkleinerMen-

ge,andduxchBleiacetatstarkgelb,andimTageslichtetwasgelblich.Nachst

7udiesemBandfolgtdasBand7,dasimUV-LichtbraunistandaufBleiace-

tatgelblichreagiert.DasBand8istimUV-LichtblaulichandimAmmoniak-

dampfgelblichfluoreszierend.DerStoffimBandgkannmanfastnurbeidem

Genotypffsehen,andistimUV-Lichtschwachblaulich.DasBand10istsehr

schmalaberimUV-LichtreagierteskraftigdunkelbraunandaufBleiacetat

gelb.DievierBander,7,8,9and10sindsehrweniginderMengeverglichen

mitdemHauptsubstanzenvondenBandern1,2,3and6.DieBandervonllab

hiszumBand14waxennichtklargenug,daf3mansiecharakterisierenkonnte .
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Tabelle4. ChromatogrammergebnisseimTageslicht,UV-Licht,NHS-Dampfandmit

Naturstoffreagenz,Sirkonoxychlorid,Eisen(III)chloridandBleiacetat

BandNr. 1 2 3 4
〕 15

i 11 111 「

Genotyp ee ff gg ee ff gg ee ff .. ff gg ee ff g8

TL 一 一 　 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一

NHs h h h ～ 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一

g 8 g

UV (bl) bl (bl) bl bl bl 一 bl 一 一 一 一 bl bl bl

1 1 1 1 1 1 v 1 1 1

UV--NHs gr gr gr (b1) gr (b1) 一 bl 一 一 一 一

gr gr gr
1 1 1 (w} W (W) W 1 1 1

(1) 1 (1)

NR gr gr gr W bl w W W W W w W W W w

1 1 1 br 1 br br br br r v r gr gr gr

ZrOC1り 一 gr gr gr
一 bl 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一

1 1 1 1

FeCls 蜘 一 一 一 一 一 一 一 一 : 一 一 一 一 一

RF 0.53 0.63
[0

.691 o.7s 1'

PbAc2 hh hh hh 噛 一 一

1
一 一 一 hh hh hh 一 一 一

b g g

i
b g g

,

圃o
薯

三
9

ω
①
ユ
賃

諺
韓
ぎ

塗

9。
昌
Φ
§

μ

コ

碧
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冒

さ

ミ
ミ
。
言

賊§

§

籍



ー

ヨ

ー

Tablle4.Fortsetzung

BandNr. 6 7 8 9 10

Genotyp ee ff :: ee ff 88 ee ff 8g ee ff gg ee ff gg

TL h hh h 一 一 fg) 一

1
一 一 1

}
一 一

i一

一 一

8 S g
11

1・

NHs g h g
一 (g) 一 一 ト}一 }一

一 一 一 一 一

g }
[l
l

UV g w g (v) obi) v 一

旨

[
一 bl 一ibli一 br br br

S

`va

W

UV--NHg br (br) br (v)
(w)
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Flavonoide:

1.Band6:NachderBeobachtungdesPapierchromatogrammsimUV-

LichtandderFarbreaktionbeiBleiacetatkamderStoffimBand6zuerstfur

eineUntersuchunginFrage,derimGenotypggandeeinerheblichgrol3er

Mengevorhandenist.DerbiosynthetischeUnterschiedzwischendenGenotypen

ffandeeoderggkonnendadurchaufgeklartwerden.

DasdurchHydrolysegewonneneAglykonzeigtedieIdentitatmitKamp-

ferolimPapierchromatogramm(IAW).DasAglykonwurdeweiteracetyliert

anddasAcetatwurdeumkristallisiert.DieKristallewarengelblichandnadel-

formig,DerSchmelzpunktwurdegemessen:Smp.:179°-181°C,Literatur-Smp.

179°-181°CMisch-Smp.:179°-182°C.BeiderpartiellenHydrolysetratendieGly-

kosidstufendeutlichhervor,andausdenentstandenenZwischenproduktenkonnte

dieSubstanzaufdieFlavonoidestrukturriickgeschlossenwerden.EineMi-

nutenachHydrolysebeginntratdieersteTrennungzwischeneinemZuckerand

demRestglykosidauf.DieseSpaltunggingin5MinutenzuEnde.In2Minu-

tennachdemHydrolysebeginntratauchdienachsteTrennungzwischendem

zweitenZuckerandderReststrukturteilweisegleichzeitigauf.DiezweiteTren-

nunggrogineinerStundevollkommenzuEnde.

DurchdiealkalischeHydrolysehatmankeinAcylfestgestellt.Umden

ZuckerbeidererstenTrennungzuuntersuchen,wurdedasHydrolysateineMi-

nutenachdemHydrolysebeginn,wieinderMethodebeschriebenist,behandelt.

10MinutennachdemHydrolysebeginnwurdederzweiteZuckeruntersucht.

DerersteZuckerwaridentischmitArabinoseundderzweitemitRhamnoseim

Papierchromatogramm(BPW).

DieKurvedesUV-SpektrumswiesMaximabei266mμund350mμauf・

DieKurvewareirecharakteristischederFiavone,d.h.,daszweiteMaximum

warniedrigeralsdaserste.BeiderNatriumacetat-Verbindungwurdenuran

demzweitenMaximumeineVerschiebung,355mμ,beobachtet・Danachkann

mandasGlykosidalsBiosidbezeichnen.DiegelbeFarbreaktionmitBleiacetat

bedeutet,dal3die3-StelleindermolekularenStrukturnichtmitZuckersondern

miteinerHydroxyl-Gruppebesetztist.DerStoffimBand6istalsoKampferol-

7-arabino-rhamnosid.

2.Band7:DieimBand7vomGenotypggammeistenandimGeno-

typeesehrwenigvorhandeneSubstanzwarimUV-LichtBraunandaufBlei-

acetatgeib-orangenfarbig.DiepartielleHydrolysegabeineigenartigesBild;

ineinerMinutetratdieTrennungaufeinmalindievierstufige,in3Minuten

indiedreistufigeandin30MinutenindiezweistufigeSpaltungauf,andin
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einerStundeverschwanddieletzteFraktionandnurdiezweitletzteFraktion

bliebiibrig.DieseFraktionwarmitKampferolidentischandverschwandnach

2Stunden.DieletzteFraktionreagierteaufBleiacetatetwasorangenfarbig,

wahrenddieanderenFleckegelbreagierten.DurchdieZucker-Untersuchung

wurdenRhamnose,ArabinoseandGlucosefestgestellt.Eswarnichtmoglich,

deneinzelnenZuckerinjederStufezuuntersuchen,weildasMaterialnichtaus-

reichte.Eswardeutlichzusehen,daf3dasletzteAglykonKampferolwar:

AberwasfureincSubstanzdieletzteFraktionenthielt,diebiszureinstundi-

genHydrolysevorhandenwar,konntenichtfestgestelltwerden.Kampferol,

Kampferid,ChrysinandTectochrysinwarenalsTestsubstanzenzubekommen.

AnscheinendzersetztsichdasAglykonimBand7nachzweistundigerHydro-

lysevollkommen.DadieKurvevomUV・SpektrumdasersteMaximum258mμ

unddaszweiteMaximum350mμ.zeigte,kannmanannehmen,daBderStoff

einFlavonolseinwind.DieNatriumacetat-Verschiebungwarbeidemersten

Maximum263mμundbeidemzweitenMaximum375mμ.DieZuckersind

vermutlichander3-Stelleandder7-Stelleverbunden.DadieMengedieses

StoffesimLJbersichtschromatogrammsehrgeringist,kannereinweiteresPro-

duktausdemStoffvonBand6,Kampferol-7-arabino-rhamnosid,sein,d.h.Kamp-

ferol-oligosidmitArabinose,RhamnoseandGlucosealsZuckeranteil.DerLauf-

hohenachmuf3einTri-OderTetrasaccharidvoriiegen.DieZuckerhaftstellen

sirddanachsehrwahrscheinlichCs-andC7-OH.DiealkalischeHydrolysemit

U,5nNaOHzeigte,daf3keineAcylgruppeinderSubstanzvorhandenist.

3.Band10:DerStoffvomBand10waroffensichtlichaucheinGlyko-

sid,denneswarimUV-LichtdunkelbraunandwurdegelbdurchBespruhenmit

Bleiacetat.DiepartielleHydrolysezeigteeinedreistufigeTrennung;ineiner

MinutetratdiedreistufigeTrennung,infunfMinutendiezweiteandin30Mi-

nutendieletzteauf.DieletzteFraktion,dasAglykon,wurdemitKampferol

identifiziert.ArabinoseandRhamnosewurdenalsZuckerfestgestellt,derFleck

vonArabinosebestandallerdingsauszweiFlecken.DieKurvedesUV-Spek-

trumszeigtedasersteMaximumbei266mμunddaszweitebei310mμ ・Die

Natriumacetat-VerschiebungwarbeidemerstenIVraximum271m,u,daszweite

MaximumwarnichtZusehen.DieKurvefiefschnellab.BeimEluierendes

StoffesvomBand6wurdenfastimmerdieschmalenBandervon7,8and10

nebendemBandtibeobachtet.Mankannannehmen,daf3diesereinAbspal-

tungsproduktvomStoffimBand6,Kampfero1・oligosidmitArabinoseund

Rhamnose,seinwind.DieZuckerhaftstelleistsehrwahrscheinlichC7-OH.Die

alkalischeHydrolyseviesaufkeineAcylgruppe.
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Sauren:

DiesaurehaltigenBanderwarenBandlbisBand5andBand8and9.

DarunterzeigtennurdieBander1,2und3inUV.Spektrumkurvendeutliche

Maxima,je330mμ,325mμund315mμ.DieBander4und5hattenkeineer・

heblicheMaxima,je258mac,and273mfr.DieBander8andghattenkeinMaxi-

mumanddieKurvenfielenschnellab.AlsTestsubstanzenwurdenZimt-
,

Dimethoxyzimt-,p-Cumar-,Kaffee-,Sinapin-,Chlorogen-,Isochlorogen-,Ferula-,

Isoferula-andChinasaureverwendet.

1.Band1:DerStoffvomBandlhattedenselbenRf-WertwieChloro-

gensaure(0,53).DurchdieHydrolyseentstandenzweiFlecke,dieimUV-Licht-

AmmoniakdampfBlau-grimfluoresziertenandvondenendertieferliegendemit

Kaffee-oderSinapinsaureimRf-Werteidentischwar.UmKaffeesaureandSi-

napinsaurezuunterscheiden,wurdedasPoiyamid-Dunnschichtchromatogramm

genommen.AlsLaufmittelwurde2%igesEssigsaure-Methanolverwendet.Kaf-

feesaurehatteRf-WertO,5andSinapinsaurehatteO,75.AuchdieFarbreaktion

warimUV-Lichtdeutlichzuunterscheiden;Kaffeesaurewarrotlichweif3andSi-

napinsaurewarblaufluoreszierend.DieExistenzderChinasaurewarnegativ.

DurchdieZuckeruntersuchungnachderHydrolysewurdediedeutlicheExistenz

vonGlucosefestgestellt.DanachkannderStoffimBandlSinapinoyl-D-glucose-

estersein.DerFleckderGlucosevomBandlimPapierchromatogrammlag

immerhoheralsdieTestsubstanzGlucose.DieUrsachewareaufdenUnter-

schieddermolekularenStrukturderGlucosezwischenderD-Glucose-Formand

D-Glucopyranose-Formzuriickzufiihren.InderTatzeigtedieGlucose,diemit

HCIinderselbenWeisewiebeidemStoffvom$andlbehandeltwurde,die-

selbeLaufhoheimPapierchromatogrammwiedieGlucosevomBand1(Abb.3).

2.Band2:DasPapierchromatogrammdernachderHydrolyseaufge-

tragenenProbezeigtezweiFlecke.DereinevondenenhattegleichenRf-Wert

snitSinapinsaure.DieFarbederbeidenFleckeandertesichimAmmoniakdampf

vonblauzublaugriin.DieExistentvonChinasaurewarnegativ.ImHydrolysat

konnteGlucosefestgestelltwerden.DerStoffimBand2wirdSinapinoyl-D-glu-

coseestersein.FernerkonntendieSaurenimBandlandBand2cis-trans-

isomereSinapinsaurensein.

3.Band3:DerStoffindiesemBandwarimUV-Licht-Ammoniakdampf

tiefBlaufluoresaierend.AlleinimUV-Lichtwarearschwachblau,wennerin

grof3erMengevorhandenwar;inkleinerMengewarernichtsichtbar.Durch

Hydrolysekonntenurp-Cumarsaurefestgestelltwerden,diealszweiFlecke

vorkam.DasHydrolysatenthieltalsop-CumarsaureandvielleichtderenIso一
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mere.DieExistentvonGlucoseandvonChinasaurewarnegativ.DerStoff

indiesemBandwirdausdencis-trans-isomerenp-Cumarsaureverbindungen

bestehen.

4.Band4andBand5:DiebeidenBanderzeigtenbeiderHydrolyse

keineSpaltung.DieUV-SpektrenderSubstanzenderbeidenBandergaben

keineMaximaanddieKurvenfielennurabwarts.KeinevondenTestsub-

stanzenwarmitdenbeidenSubstanzenidentisch.Sietratenimmernebenbei

auf,wennderStoffvomBandlgereinigtwurde.Dahermussensieirgendwie

SpaltungsproduktevondendreiVerbindungenderBander1,2and3sein.

5.Band8:DasBand8warimUV-Lichtsehrschwachweil31ich,abet

imAmmoniakdampfreagierteesleuchtendgelb.DieKurvedesUV-Spektrums

hattedenTyp .vonSauren,d.h,abwartsfallendeLinie..DerStoffhatteabet

keineIdentitatmitdenTestsubstanzen,dievorherangegebenwurden.Da

dieserStoffauchBeimEluierendesStoffesimBand6,Kampferol-?-arabino-

rhamnosid,nebenbeiauftrat,kanndieseSaureirgendeinSpaltungsproduktvom

Band6sein.

6.Band9:DerStoffimBandgwurdebeimGenotypffindergrof3ten

Menge,verglichenmitdenanderenGenotypen,eeandgg,beobachtet.Esleuch-

teteschwachbiauimUVLichtandweil3imAmmoniakdampf.DadieKurvedes

UV-SpektrumsabwartsfielandderStoffkeineIdentitatmitdenTestsubstanzen

zeigte,konnteereinAbspaltungsproduktvondenindenBandern1,2and3

erscheinendenVerbindungensein.

Aminosauren:

DiealiphatschenAminosaurenwurdengemeinsaminjedemGenotypge-

funden.DiefestgestelltenSaurensindAsparagin,Serin,Lysin,Glutamin,Threo-

nin,Arginin,ValinandLeucin.SiewareninihrenMengenunterschiedlich

(Tab.5).AberdiedreiGenotypenlie13ensichdadurchnichtcharakterisieren.

Tabelle5.

Aminosauren

Asp. Ser. Lys. Glu. Thr. Al. Val. Leu. Dopa. Tyr. Ph-al.

ee

ff

gg

V

m

m

V

v

m

v

V

m

V

v

m

W

w

W

W

W

W

W

w

w

W

W

W

一

一

一

一

一

一

ρ_

w
7

W

vviel m mittelmal3ig W wenig 一keine
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UmdiearomatischenAminosaurenzuuntersuchen,wurdenTyrosin,Phe-

nylalaninandDihydroxyphenylalaninalsTestsubstanzenverwendet.Hiernach

wurdefestgestellt,da[3derGenotypeekeinevondendreiSaurenenthalt,wahr-

endderGenotypffandderGenotypggdieExistenzvonsehrgeringerMenge

Phenylalaninzeigten.

NachweisderChinasaure:DadieChinasaurekeineFarbreaktionim

UV-LichtandaufirgendeinenReagenzstoffzeigt,istesBehrschwer,dieExistent

derChinasaureaufdemChromatogrammfestzustellen.DieMethodenachNEU,

mit3,5,7,2',4'-PentahydroxylflavondasChromatogrammzubespriihen,zeigte

keineFarbreaktion.ChinasaurewaraufdemChromatogrammimUV-Licht

alsweil3erFleckzusehen.Erwarabersehrschwachandschwerzuerken-

nen,wenndieMengederChinasaureinderProbenichtreichlichwarodermit

einerSubstanzzusammenwar,diedenselbenRf-WertwiedenvonChinasaure

hat.EineandereMethodewarerfolgreich.Namlich,einKieselgel-Diinnschicht-

chrolnatogrammmitdemLbsungsmittel53%igerEssigsaurenachhermitH2SO4

c.zubespriihenandbei120°CeineStundezuerhitzen.Chinasaurewurdedann

rotbraun,wahrenddieKaffee-,Sinapin-,p-Cumar-.Ferula-,Isoferula-andZimt-

sauredunkelfarbigoderschwarzwurden.DerRf-WertvonChinasaurewarO,5

anddervondenanderenSaurenungefahrO,75.DurchdieseDifferentand

durchdierotbrauneFarbreaktionkonntedieExistenzvonChinasaurefestge-

stelltwerden.

FUrdasPapierchromatogramm(2043b)war30%igeEssigsaurealsFlieB・

mittel(absteigend)geeignet.Dabeikonntemaneinenweif3enFleckvonChi-

nasaurenichtverlaufendsondernkonzentriertamdeutlichstenimUV-Lichtse-

hen.AberdieseMethodewarnichtgiinstigfurdieIdentifizierung,weilman

einegrol3eMengezumauftragenbrauchtanddadurchunreineOdermitvor-

handeneandereSubstanzdiegenaueExistentdesweil3enFlecksvonChinasaure

unerkennbarmacht.

NocheineandereMethodewardasLosungsmittel,TertiarerButylalko一

hol-E-1,5n-Ammoniakwasser1:1,furdasPapierchromatogrammaufsteigend

zubenutzen(RoTx).ChinasaurezeigteRf-WertO,58,wahrenddieanderen

obigenSaurenO,27‐0,38zeigten.AberderNachteilwardieSchwierigkeit,

denweil3enFleckvonChinasaurevondenanderenSubstanzenmitdemRf-

WertvonO,58zuunterscheiden.

AufderFluoreszenz-Platte(L6sungsmitte153%igeEssigsaure)reagierten

China-,p-Cumar-andZimtsaurenimUV-Licht(360mac)nicht,wahrenddie

anderenobigenSaurenverschiedeneFarbenzeigten.UndimUV-Licht(254m!ご)
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wurdenalleSaurenalsdunkleFleckebeobachtet.AlleinderdunkleFleckvon

Chinasaurelagtiefer(Rf=0,5),wahrenddieanderenSaurenalleinderHohevon

Rf=Q,75waren.

Diskussion

WiedasUbersichtschromatogrammzeigt,unterscheidensichdiedrei

Genotypenee,ffandggoffensichtlichvoneinander(Abb.1).DieTypenee

andggsindinderMengevonKampferolglykosidunterschiedlich.DerTypff

enthaltdagegeningrol3erMengeEsterandSauren.DaruntersindSinapin-

undp-CumarsaureandGlucosealsalkoholischeKomponentefestgestelltworden.

DerTypggzeigteEsterandSaureninsehrgeringerMenge.DieKaffeesaure

wurdeinkeinenvondendreiGenotypengefunden.DasErgebnisvomKieselgel-

D伽nschichtchromatograrnm(mitH2SO4c.bespriiht)zeigtedier6tlichbraune

Farbreaktionnicht,diecharakteristischbeiChinasaureist.DieHydroiysate

vomStoffvomBandland2enthieltenSinapinsaureandGlucose,dererExistenz

BurchBasPapierchromatogramm(BPW)andBasTes-Papernachgewiesenwurde.

AusdiesenTatsachenkonntemansagen,dal3dieSubstanzvomBandland2keine

Depsideist,sondernEstervonSinapinsaureandGlucose.DieSubstanzzeigte

nachderHydrolysezweiFleckenebeneinander,dieimUV-Lichtblauandim

UV-Licht-AmmoniakdampfBlaugrimflouresziertenandbeinahegleicheRf-Hohe

wiebeiSinapinsaurezeigte.DieFleckekonnencis-trans-isomereSinapinsauren

sein.DerStottvomBand3fluoreszierteschwachblaulichimUV-Licht,wenn

eringrol3erMengeenthaltenwar.AberimUV-Licht-Ammoniakdampfleuch-

teteerstarkviolettBlau.NachderHydrolysewurdenzweiFieckeinderRf-

Hohevonp-Cumarsaurebeobachtet.Siekonntencis-trans-isomerep-Cumarsau-

rensein.AusdemBandwurdewederZuckernoshChinasaurefestgestellt.

InwelcherFormderVerbindungdieStoffevomBand3indernatiirlichen

BliitevonLevkojesichbefinden,konntenichtfestgestelltwerden.Vielleicht

befindensiesichalsEster-VerbindunginderNatur.

DieTatsache,daf3manimTypffsehrwenigKampferolglykosidfindet,

dagegenaberingrof3terMengeEsterandSauren,konntebedeuten,daf3das

rezessiveGenfdieSynthesevonKampferolglykosidblockiertanddadurchdie

SubstanzenalsEsterandteilweisealsfreieSaurenakkumuliertsind.Die`Ter-

bindungenvonSinapinsaure(Bandland2)sindauchBeimTypgginver一
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も
haltnismal3iggrof3erMengezusehen.DaKampferoiglykosidaJ .sdaseinzige

FlavonindenBliitenvondendreiTypen,ee,ffandgg,gefundenwordenist,

konntemaneinebiosynthetischeErklarungdafiirgeben,dal3p-Cumarsaure

'f丘rKam

pferolglykosidBildunggebrauchtwirdunddeshalbalsEsteroderfreie

SaurebeimTypggsehrweniginderBluteexistiert.DasAglykon,1Vlyricetin,

wurdedagegennichtgefunden.Diesbedeutet,daf3dieSinapinsaurezumAufbau

derMyricetinglykosidnichtverbrauchtwird,sonderndieBiosyntheseaus

SinapinsaurezumGlykosidblockiertwird.DieseBlockierungbestehtaber

gemeinsamindendreiMutanten.ObvielleichtdieSinapin.saurezumanderen

Biosynthesewegverbrauchtwird,mul3nochuntersuchtwerden.

DerUnterschiedzwischendenGenotypeneeandggberuhtaufder

ExistenzvondemKampferolglykosidinBand7beimTyp99.Obwohldas

GlykosidauchimTypeesichingearingerMengebefindet,istdieReaktionvon

Naturstoffreagenzerheblichunterschiedlich.DasBanddesTypsggzeigtnam-

lichdieleuchtendeOrangefarbe,wahrendesderTypeeinsehrgeringerMenge

undderTypffnichtzeigten.DadasBandimUV・Lichtdunkelbraunwar,

mul3derZuckerander3-Stellegebundensein.DiepartielleHydrolyseBeim

GlykosidvomBand7zeigtedievierstufigeTrennungandbeiderdrittenTren-

nungwardasHydrolysatdemKampferolinRf-WertandauchinderBlei-

acetatreaktionidentisch.DasletzteHydrolysatreagierteaufBleiacetatetwas

Braunlich.AlsZuckersindRhamnose,ArabinoseandGlucosefestgestelltwor-

den.Daherkannmanvermuten,daBeinZuckerbeiderletztenTrennungab-

gespaltetwordenist,andzwarwaresGlucoseander3-Stelle.DerStoffim

Band10wirdKampferol-oligosidmitRhamnoseandArabinosesein,andderStoff

imBand7kannKampferol-oligosidmitRhamnose,ArabinoseandGlucosesein.

Catechin-VerbindungenandLeukoanthocyanesindinkeinemderTypen

ee,ffandggfestgestelltworden.Hierauskonntemanschlief3en,daf3dasGen

fdieSynthesevonEsternandSaurenzuFlavonoiden,Kampferolglykosiden,oder

eherinderStufevorChalkon-Bildung,blockiert,anddasGengdieSynthese

vonFlavanonzuFlavonandvonFlavanonolzuCatechinvolligblockiert.Das

GeneblockiertnichtvolligindenobigenStellen,sondernteilweisebeiden

SynthesenvonFlavanonolzuFlavonolandvolligdieSynthesevonFlavanon

zuFlavonandvonFlavanonolzuCatechin.FolglichakkumulierenBichdie

EsterandSaurenBeimtypeeandzugleicherZeitwurdesucheineziemliche

MengevonKampferolglykoside(Band6,7and9)gefunden.BeidemTypff

akkumulierensickdieEsterandSauren,andfolglichsinddieAbspaltungspro-

duktevondenEstern(Band4,5,8and9)suchimChromatogrammezusehen.

BeimTypggakkumuliertsickKampferol-7-arabino-rhamnosid(BandI)iner一
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heblicherMengeandauchdieanderenKampferolglykoside(Band7and10)sind

indiesemTypammeistenenthalten.DerBiosyntheseweggehtinderReihe

ff‐ee‐ggvor,d.h.amfriihestenbeiffwirderaufderStufevonEsternand

amspatestenBeimTypgganderStufevonFlavanonolblockiert.

Zusammenfassung

DasZieldervorstehendenUntersuchungenwar,dieWirkungdreier

verschiedenerrezef3iverBliitenfarbgenederLevkojezuuntersuchenandden

Beitragderweif3enBlutenfarbeaufzuklaren.HierzuwurdedasPigmentmuster

derdreiGenotypenee,ffandggchromatographischanalysiert.

1.DieHauptbestandteileinderBlutenblatternderdreiGenotypenee,

ffandgg,warenKampferol-7-arabino-rhamnoside,Sinapinoyl-D-glucoseesterand

pCumarsaureester.

2.DerGenotypffenthaltSinapinsaureesterandp-Cumarsaureesterin

dergrol3tenMenge:DerGenotypggenthaltKampferoiglykosideindergro[3-

tenMengeanddieEsterinsehrkleinerMenge.DerGenotypeeenthaltKam-

ferolglykosideandEsterinmittlererMenge.

3.Daraufhinkannmansagen,dal31)dasGenadieBiosynthesevon

FlavanonteilweiseandvonCatechinvolligblockiertandsichdieSubstanzenals

KampferolglykosideandEsterakkumulieren,2)dasGenfdieBildungvonFla-

vonoidenblockiert,vielleichtehervorderBildungvonChalkon.DieSubstan-

zenakkumulierensichalsEster,3}dasGengdieBildungvonFlavonand

CatechinblockiertanddieSubstanzenalsKampferolglykosideandEsterakku-

muliertbleiben.

4.DieWirkungenderdreirezessivenGenefurdieweil3eBliitenfarbe

aufdemBiosynthesewegmul3eninderReihenfolgef‐e‐gvorsichgehen.

t

5.DiealiphatischenAminosaurenwarenAsparagin,Serin,Lysin,Thre-

onin,Glutamin,Alginin,ValinandLeucin.Phenylalaninwarinsehrgeringer

MengealseinearomatischeAminosaurebeidenGenotypenffandggfestge-

stelltworden.
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6.DerNachweisderChinasaureistdierotlichbrauneFarbreaktiorl

(Rf-WertO.5)imKieselgel-DunnschichtchromatogramznmitdemLosungsmittel

53%igerEssigsaureanddtlrchbespruhenmitH2SO4c..
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