Untersuchungen iiber die Biosynthese der Anthocyane und der
Flavonoide bei der Levkoje, Matthiola incana

ENn WiLLweBER-KisHIMOTO *

Untersuchungen iiber die Wirkung von Bliitenfarbgenen sind an ver-
schiedenen Mutanten von Levkoje hdufig durchgefiihrt worden. Sie erkldren,
daB die Gene auf die Molekiilstruktur von Anthocyanen und Flavonoiden lei-
tend wirken. Der Zusammenhang zwischen Genotyp, Pigmentstruktur und
Phinotyp wurde aufgeklirt und die Biosyntheseschritte sind verfolgt worden.

Das Ziel der vorliegenden Untersuchung ist die Aufkldrung des Biosyn-
theseweges der Farbbildung weiBer Bliiten der drei rezessiven Gene e, f und g
von den drei Variationen, je Nr. 17, 18 und 19. Wie durch die bisherigen Un-
tersuchungen festgestellt worden ist, sind die Grundfaktoren der Pigmentbil-
dung E, F und G, von denen E und G pleiotropisch wirkende Behaarungsfak-
toren sind. Die weiBe Bliitenfarbe wird durch die rezessiven Allele e, f und g
erzeugt. Der Zusammenhang und der Unterschied der drei rezessiven Gene in
der Wirkung auf die Biosynthese der weien Bliitenfarbe kénnte durch die Un-
tersuchung aufgekldrt werden, wie der Biosyntheseweg durch die Einfithrung
rezessiver Allele der komplementir wirkenden Gene e, f und g, selektiv blok-
kiert wird, so da3 Verbindungen, die bis zum Blockpunkt synthetisiert worden
sind, angereichert und erkannt werden konnen. Es gibt noch andere Grund-
faktor, g’ (schwachfarbig semiincana), und Modificatoren, z (zentralaufhellend)
und b (karmin). Material mit diesen Faktoren wurde ebenfalls zu diesen Unter-
suchungen genommen, um die weiteren Einfliisse von diesen Genen auf die Bio-
synthese zu untersuchen (Tabelle 1). Die Mutanten sind aus dem Versuchsma-

terial von Herrn Prof. Dr. W. SEYFFERT zur Verfiigung gestellt worden.
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Die Kreuzungen wurden- auf dem Versuchsfeld des Instituts fiir Genetik
der Universitdt Tiibingen zwischen Nr. 18 und 201-206 oder 221-224, und zwischen
17 oder 19 und 517, 2717, 2719 oder 1719 durchgefiihrt.

Tabelle 1. Zur Untersuchung gebrauchten Individuen.

Pflanzen Nr. E Genotyp ! Bluatenfarbe Behaarung
F !
17 |; ee weil3 glabra
18 f weil3 incana
19 gg ‘ weil3 glabra
201 - 206 eeff ‘ weil3 glabra
221 - 224 ffgg | wei glabra
517 eegg weill glabra
2717 eegg weify glabra
2719 Eegg weill glabra
1719 eegg ? weill glabra
Methode

Die Untersuchung des Pigmentmusters der drei Genotypen ee, ff und gg
wurde papierchromatographisch vorgenommen.

1. Extraktion: Die frisch gepfliickten Petalen gefiillter und ungefiillter
Bliiten wurden in Papierbeuteln sofort in den Kiihiraum gebracht und gleich von
chlorophyllhaltigen Teilen befreit (mit der Schere abgeschnitten). Da diese Ar-
beit zeitnehmend war, lagen die Bliiten 1/5 — 1 Tag im Kiihlraum. Um festzu-
stellen, ob das lang im Kiithlraum gelegene Material bei der Analyse unterschied-
liche Resultate durch eventuelle Abbauprodukte zeigen wiirde, wurden die Bli-
ten Nr. 20 (bbzz) je rach der Aufbewahrungszeit von 12, 24 und 48 Stunden in
Methanol-Aceton (59) eingelegt. Die Nr. 20 war am reichlichsten vorhanden.
Die Petalen wurden mit dem Homogenisator Ultra Turrax zerkleinert, so dafl
der Methanol-Aceton Extrakt eine hohe Konzentration erreichte. Je nach dem
Gebrauch fiir das nachfolgende Bandchromatogramm wurde die Extraktlosung
mit Hilfe des Vakuum-Rotationsverdampfers zum triiben Zustand eingeengt.
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2. Trennung: Die Trennung wurde auf Chromatographiepapier, Schlei-
cher und Schiill Nr. 2043 a und b, absteigend bei einer Temperatur von 18°C
bis 20°C vorgenommen. Hierzu wurde das Losungsmittelgemisch n-Butanol-
Eisessig-Wasser (BEW 4-1-5 Oberphase) verwendet. Fiir die Untersuchung der
aliphatischen und aromatischen Aminosduren wurden der ganze quadratische
Bogen zum zweidimensionalen Entwickeln genommen. Als Losungsmittel fiir
die aliphatischen Aminosiduren wurde n-Butanol-Eisessig-Wasser 4-1-5 einerseits
und Phenol-m-Kresol-Boratpuffer pH 8,3 (15-30-7,5 ggv) andererseits absteigend
verwendet. Nach der ersten Entwicklung in n-Butanol-Eisessig-Wasser wurde
das Filtrierpapier zur Imprignierung mit Boratpuffer pH 8,3 bespriiht und nach
dem Trocknen in die zweite Richtung mit Phenol-m-Kresol-Boratpuffer pH 8,3
weiter entwickelt. Danach wurde eine Losung von 0,1 g Ninhydrin zur Ana-
lyse Merk (Art. Nr. 6762) in 95 ml absolutem Athylalkohol aufgespriiht und
das Papier eine halbe Stunde lang im Trockenschrank bei etwa 80°C getrocknet.
Als Losungsmittel fiir die aromatischen Aminosduren wurde Phenol-Wasser (8-2)
einerseits und wassergesittigtes Collidin-Lutidin (1-1) andererseits absteigend
verwendet.

Fiir die Untersuchung der Aglykone, der Zucker und der Sduren dienten
die Losungsmittel, Isopropanol-Ameisensdure-Wasser (IAW 2.5-5), Butanol-Pyri-
din-Wasser (BPW 6-4-3) und 15%ige Essigsdure.

3. Elution: Die pridparative Trennung auf dem Bandchromatogramm
war durch Auftragen als Streifen entlang der Startlinie zu erhalten. Nach dem
Entwickeln wurden die verschiedenen durch die Trennung erhaltenen Bénder
ausgeschnitten, zwischen zwei Objekttriger eingespannt, in eine erhoht aufge-
stellte Photoschale mit dem Elutionsmittel Methanol-Eisessig (5Y%;) eingelegt
und mit dem freien Ende in einen Becher eingehdngt. Unter einem dicht schlies-
senden Glastrog wurden die Streifen innerhalb von 24 bis 31 Stunden fast voll.
stindig eluiert. Die Eluate wurden im Vakuum eingeengt. Zum Reinigungs-
zwecke wurde diese Behandlung 2 bis 3 mal wiederholt. Da HC1 die Kompo-
nenten bei diesen drei Mutanten hydrolysiert, konnte nur Essigsdure benutzt
werden.

Wenn eine groBere Quantitidt der Substanz nétig war, wurden die Bdnder
klein geschnitten und mit Methanol kurz gekocht und in dieser Weise 5-10 mal
extrahiert. Die Eluate wurden im Vakuum eingeengt.

4. Saurennachweis: Da die Anthocyane in den weiBen Bliiten nicht ent-
halten sind, war die Existenz von den verschiedenen Sduren, deren weiteren
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Verbindungen auf dem Biosyntheseweg blockiert sein sollten, zu erwarten. Der
methanolische Bliitenextrakt wurde eingeengt und mit Vergleichssubstanzen auf
Papier 2034 a und b in BEW oder in 15%iger Essigsiure chromatographiert.
Da die frischgepfliickten Petalen der Bliiten wasserhaltig sind, enthielt der Ex-
trakt auch eine ausreichende Menge Siuren, die die verschiedenen Genotypen
charakterisieren. Das Chromatogramm wurde, im UV-Licht, im UV.Licht-Am-
moniakdampf und durch besprithen mit Naturstoffreagenz (Diphenylborsdure- 3
-aminodthylester), ZrOCly, PbAcs (259%ige basische Bleiacetatlosung), Anilin-
phtalatiosung (1,66 g 0-Phtalsdure und 0,93 g Anilin in 100 ml wassergesittigtem
Butanol gelost und kithl gehalten. Nach dem Besprithen wurden die Chromato-
gramme im Trockenschrank bei 105°C entwickelt) und FeClz (19 wisserige
Eisen-III-chloridlésung) auf Farbreaktionen untersucht.

5. Diinnschichtchromatographie: Die Adsorbentien, Kieselgel und Poly-
amid, wurden auf Glasplatten von 20 x 12 cm2 aufgebracht. Als Kammern
dienten dickwindige Gldser mit einer Hohe von 26 cm und einem Durchmesser
von 15 cm. Sie wurden mit eingeschliffenen Glasplatten abgedeckt.

6. Saulenchromatographie: Fiir Sdulenchromatographie waren Poly-
amid- und Cellulosepulver geeignet. Das Fiillmaterial wurde mit dem jeweiligen
Elutionsmittel angeriihrt und in die Sdule eingeschlemmt. Als Adsorbens ge-
langten zur Anwendung:

Cellulosepulver “Ederol” fiir die Sdulenchromatographie der Fa. J. C. Binzer,
Hatzfeld /Eder;

Polyamidpulver “Ultraim K 228 BM” fiir die Chromatographie, BASF, Lud-
wigshafen.

7. Untersuchung auf Acylverbindungen: Zu der alkalischen Hydro-
lyse wurde 0,5n-Natronlauge genommen, Das Hydrolysat wurde mit HCI neu-
tralisiert und mit Ather geschiittelt. Die Atherphase wurde auf ein Papierchro-
matogramm aufgetragen.

8. Hydrolysen: Die Hydrolyse der Fraktionen erfolgte mit 109-metha-
nolischer Salzsdure auf dem Dampfbad am RiickfluB fiir 2 Stunden. Nach Ab-
kiihlung wurden die Niederschlige sidurefrei gewaschen und im Exikator mit
Phosphopenthoxid 24 Stunden lang getrocknet. Das Filtrat wurde zur weiteren
Untersuchung benutzt.
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9. Partielle Hydrolyse: Die Losung der Fraktion wurde mit dem glei-
chen Volumen 10%iger HC1 versetzt und zwei Stunden lang schonend hydroly-
siert. In Abstdnden von 1, 2, 3, 5, 10, 20 und 30 Minuten, 1 und 2 Stunden bezogen
auf den Hydrolysenbeginn, wurden die Proben auf einen Chromatographiebogen
aufgetragen und in IAW absteigend chromatographiert. Hierbei traten die Gly-
kosidstufen deutlich hervor. Nach zweistiindiger Dauer der Hydrolyse befinden
sich nur noch die Aglyka im Hydrolysat. Das Chromatogramm wurde dann
mit PbAcs bespriiht.

10. Behandlung der Hydrolyselosungen zum Nachweis von Zucker:

Nach der Hydrolyse wurde das ausgefallene Aglykon abgenutschit, die Lésung
mit Wasser auf das 10-fache verdiinnt und zu 20 ml etwa 2 g Anionenaustau-
scher Dowex 2 oder Amberlite IRA-410 gegeben. Nach 10 minutigem Schiitteln
wies die Losung einen pH 6,5 auf und wurde dann auf etwa 1/10 ihres Volumens
eingeengt und in BPW absteigend chromatographiert. Fiir die Bestimmung der
Existenz von Glucose wurde auch das Reagenz-Papier “Tes-Paper” (Lilly-Shionogi)
benutzt.

11. Acetylierung des Aglykons: Der Niederschlag, das Aglykon, wurde
nach dem Trocknen mit 5 ml Essigsdureanhydrid und 5 ml Pyridin versetzt, et-
was angewidrmt, und fiir 24 Stunden stehen gelassen. Diese Mischung wurde
dann in Eiswasser hineingegossen, gut umgeriihrt und im Kiihlraum (10°C) 24
Stunden stehen gelassen. Der Niederschlag wurde dann abgenutscht und mit
wenig Wasser gespriiht. Die Umkristallisierung wurde mit Athanol gemacht.

12. Schmelzpunkt: Der Schmelzpunkt wurde in dem Apparat nach
TOTTOLI der Fr. Biichi, Flawil, Schweiz, bestimmt. Die Werte sind unkorri-
giert.

13. Spektren: Die Messung der UV-Spektren wurde in Quartzkiivetten
von 1 c¢m Schichtdicke mit dem Zeiss-Opton-Spektrophotometer M 4 Q durch-
gefithrt. Die Eluate der entsprechenden Substanzen aus Papierchromatogram-
men wurden benutzt. Fir die Natriumacetat-Verschiebungen wurden die L§-
sungen in Methanol p. a. mit frisch geschmolzenen Natriumacetat bis zur Sit-
tigung versetzt. Nach 10 Minuten wurden die Spektren gemessen,
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Ergebnisse

1. Kreuzungen: Die Fertilitdt der Kreuzung war sehr unterschiedlich und
im Durchschnitt niedrig (4-679) (Tabelle 2). Wie in der Tabelle 3 ersichtlich

Tabelle 2. Durchgefiihrte Kreuzungen

Kombinationen bestiubte ‘ Schoten
Bliiten mit Samen
201 (eeff) x 18 (ff) 32 9
202 n X » 30 12
203 ” X 1 23 1
204 ” X ” 31 10
205 1 X & 44 4
206 # X i 28 9
221 (ffgg) X 18 (ff) 29 1
222 ” X ” 18 5
223 L X ? 32 5
224 ” X ” 27 11
517 (eegg) X 17 (ee) 33 9
2 X 19 (gg) 40 10
2717 7 X 17 (ee) 18 12
¥ x 19 (gg) 27 7
2719 (Eegg) x 17 (ee) 19 10
? x 19 (gg) 30 18
1719A (eegg?) X 17 (ee) 16 6
* x 19 (gg) 32 8
B = X 17 (ee) 10 7
" x 19 (gg) 21 2
c X 17 (ee) 24 9
h x 19 (gg) 28 17
Total 592 182
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Tabelle 3.

Fertilitdt bei Selbstung

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 \I B A B A B
201 - - 0,1 - - 4,0 0,77 | 11,0 0,22 29 0,33 59 0,67
202 - - 5,74 0,35 8,3 0,43 9,7 0,36 | 12,5 0,10 8,5 0,24 7,5 0,24
203 - - 1,1 0,40 | 17,0 - 0,0 9,6 12,6 0,17 6,0 -
204 - - 0,0 - 6,5 - 35 - 9,9 012 | 11,8 0,33 0,0
205 - - 1,0 0,80 - - 8,6 - - - - 70 | 022
206 - - 2,5 0,46 - - 4,8 044 | 215 - 11,3 0,18 | 17,8 [ -
221 - - - - - . - - -
222 - - 1,3 0,43 0,0 - 08 044 | 170 11,8 0,23 7,7 l 0,29
223 - - 0,0 0,5 0,33 - - 135 0,20 0,0 - 94 t 0,30
224 - - 2,3 0,50 0,0 - 16,3 19,9 0,06 | 133 0,20 7.8 | 031
517 - - 3,1 0,32 2,1 0,30 44 014 | 176 0,08 8,0 0,21 6,6 | 0,15
27117 - - 0,0 0,0 - - 22,3 - 0,0 - 80 | 020
2719 - - 1,3 0,44 - - 3,0 0,45 8,0 0,22 7.8 0,20 7.9 | 0,24
1719 A - - 0,88 0,41 2,4 0,39 838 6,0 0,22 7,6 0,27 3,5 0,36
1719 B - 0,0 - - 0,0 6,7 0,30 4,6 0,40 0,0 .
1719 C - 06 0,45 0,0 - 3,0 0,42 9,4 0,28 3,2 0,35 0,0
17 0,8 0,43 - - 8,0 0,30 - 0,0
18 - 28,7 25,6 0,09 - -
19 1,3 0,46 78 0,27 12,9 0,1 20,3 0,14 11,3 0,12 17,7 0,04 11,4 0,13

| j

A: Samen/Schoten

% leere Schoten
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ist, zeigt die Selbstung von den durch Kreuzung erzeugten Individuen, 201-206,
221-224, 517, 2717, und 1719, auch keine hohe Fertilitit. Die Fertilitdt scheint
im Allgemeinen vom Wetter beim Aufblithen, besonders bei der Bestiubung,
abhingig zu sein. Vor allem Regen bzw. hohe Luftfeuchtigkeit scheint die Fer-
tilitdt zu beeinflussen.

2. Chromatographische Untersuchungen: Die Chromatogramme des
methanolischen Extrakts der frischgepfliickten Bliiten von Nr. 20 zeigten nach
der Aufbewahrungszeit von 12, 24 und 48 Stunden im Kiihlraum 10°C keine Un-
terschiede von einander. Danach kann man die Methode benutzen, die Bliiten
in grofer Menge auf dem Versuchsfeld zu pfliicken und gleich im Kiihlraum
(10°C) noch iiber Nacht aufzubewahren. In dieser Weise kann man die chloro-
phyllhaltigen Teile von den Petalen nicht auf dem Feld sondern im Labor leich-
ter entfernen.

Abb. 1 Ubersichtschromatogramm
der drei Mutanten, ee, ff und gg,
Losungsmittel : BEW (4.1-5)

I

0,8

0,6

Abb. 3

Papierchromatogramm von Glucose,
mit HCl behandelter Glucose und
mit HCl behandelter Stoff im Band 2

100l BEIRE

i Al

[0 00900 &

H
H

gg



Biosynthese der Anthocyane und Flavonoide in Matthiola incana

Die Analyse des Pigmentmusters der drei Genotypen ee, ff und gg ergab
ein unterschiedliches Bild (Abb.1). Wie das Ubersichtschromatogramm zeigt,
unterscheiden sich die drei Genotypen in der Menge der enthaltenen Stoffe (Ta-
belle 4). In Wirklichkeit ist jedoch die Zahl der vorhandenen Substanzen noch
groBer, als die Zahl in diesem Ubersichtschromatogramm angibt, da Stoffe, die
durch UV-Licht-Ammoniakdampf und die anderen Reagenzmittel nicht sichtbar
werden, neben den obigen Substanzen existieren konnen. AufBerdem wurden die
nur in schwacher Konzentration vorkommenden Substanzen nicht beriicksich-
tigt. Das Band auf dem Chromatogramm (Rf-0,53) (Tab. 4), das die gemeinsam
und in grosser Menge in jedem Genotype enthaltenen Substanz zeigt, wurde als
Band 1 nummeriert. Jedes weitere Band bis Nr. 5 (Rf =0,88) aufwirts wirkt
unter dem UV.Licht bldulich oder griinlich fluoreszierend. Die zweidimensiona-
len Papierchromatogramme BEW-IAW oder BEW-BPW zeigten keine weitere
Trennung durch das zweite Laufmittel weder bei Sduren oder Estern noch bei
Flavonoiden.

Die Bédnder 2 und 5 zeigen, da die Stoffe gemeinsam in jedem Genotyp
enthalten sind, obwohl ihre Mengen unterschiedlich sind. Der Stoff vom Band 2
kam im Genotyp ff am meisten und in dem gg am wenigsten vor. Die drei
Bénder, 1, 2 und 5, zeigen im NHg-Dampf dhnliche Farbreaktion, von bliulicher
bis griinlicher Fluoreszenz. Das Band 3 war im UV-Licht nicht sichtbar, wenn
die Menge des Stoffes nicht reichlich war, und gab erst im NHg-Dampf blaue
Farbreaktion.

Die Substanz im Band 6 (Rf=0,45) ist in den Genotypen ee und gg ge-
meinsam in groBer Menge enthalten, im Genotyp ff nur in geringer Menge.
Sie ist im UV-Licht dunkel rot-braun in groBer Menge und gelb in kleiner Men-
ge, und durch Bleiacetat stark gelb, und im Tageslicht etwas gelblich. Né#chst
zu diesem Band folgt das Band 7, das im UV.-Licht braun ist und auf Bleiace-
tat gelblich reagiert. Das Band 8 ist im UV-Licht bldulich und im Ammoniak-
dampf gelblich fluoreszierend. Der Stoff im Band 9 kann man fast nur bei dem
Genotyp ff sehen, und ist im UV.Licht schwach bldulich. Das Band 10 ist sehr
schmal aber im UV.Licht reagiert es krédftig dunkelbraun und auf Bleiacetat
gelb. Die vier Bénder, 7, 8,9 und 10 sind sehr wenig in der Menge verglichen
mit dem Hauptsubstanzen von den Bindern 1, 2, 3 und 6. Die Binder von 11 ab
bis zum Band 14 waren nicht klar genug, daB man sie charakterisieren konnte.

— 29 —
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Tabelle 4.

Chromatogrammergebnisse im Tageslicht, UV-Licht, NHg-Dampf und mit

Naturstoffreagenz, Sirkonoxychlorid, Eisen (III) chlorid und Bleiacetat

I

I

Band Nr. | 2 | 4 5
T T ] I
Genotyp l ee | ff gg | ee ff | gg i ee ff gg ee ff gg ee £f gg
| - ! T }
TL - - _ - _ _ _ _ - - - _ N -
NHj h h h ~ - - - - - ~ - - - - -
g g g J
uv (bl) bl (bl) bl bl bl - bl - - - - bl | bl bl
1 1 1 1 1 1 v 1|1 1
UV-NH; gr gr gr (bl) gr (bl) - bl - ~ - - 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 \4 r gr gr gr
ZrOC1, gr gr gr - bl - - - - - - - - | - -
1 1 1 1 i |
FeClg - - = - - - | - ~ - - - - I | -
RE 0.53 0.63 0.69 078 0.86 ‘
Pb Ac, hh hh hh - - - - - - hh | hh hh - - ] -
g g g } g g g ' 1
1
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Tabelle 4. Fortsetzung

Band Nr.

12

Genotyp

€e

TL
NH,
uv

UV-NH,

NR

Z[’OCLQ

FeCl,

Pb ACg

11
. ‘ |
| ee | ff i
w W
! |
fow w
g
w w
g
| Cw
| (
| C
|
\ (
|

(w)
(g)

(w)

(w)
(g)

(w)

(g)

0,12

X =0 g o

keine Anderung
hell

weill

gelb
fluoreszierend

nicht existierend

gr:
bl:
br:
or:

():

13
|
gg | ee
x x
x ‘ X
X } X
X x
X x
|
X 1 0x
X | x
0,09
grin
blau
braun
orange
wenig
dunkel

-
=S

m
47

&g

m £

TL: Tageslicht
NR: Naturstoffreagenz
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Flavonoide:

1. Band 6: Nach der Beobachtung des Papierchromatogramms im UV-
Licht und der Farbreaktion bei Bleiacetat kam der Stoff im Band 6 zuerst fiir
eine Untersuchung in Frage, der im Genotyp gg und ee in erheblich groBer
Menge vorhanden ist. Der biosynthetische Unterschied zwischen den Genotypen
ff und ee oder gg konnen dadurch aufgekldrt werden.

Das durch Hydrolyse gewonnene Aglykon zeigte die Identitdt mit Kdmp-
ferol im Papierchromatogramm (IAW). Das Aglykon wurde weiter acetyliert
und das Acetat wurde umkristallisiert. Die Kristalle waren gelblich und nadel-
formig. Der Schmelzpunkt wurde gemessen: Smp. : 179°-181°C, Literatur-Smp. :
179°-181°C Misch-Smp. : 179°-182°C. Bei der partiellen Hydrolyse traten die Gly-
kosidstufen deutlich hervor, und aus den entstandenen Zwischenprodukten konnte
die Substanz auf die Flavonoidestruktur riickgeschlossen werden. Eine Mi-
nute nach Hydrolysebeginn trat die erste Trennung zwischen einem Zucker und
dem Restglykosid auf. Diese Spaltung ging in 5 Minuten zu Ende. In 2 Minu-
ten nach dem Hydrolysebeginn trat auch die nichste Trennung zwischen dem
zweiten Zucker und der Reststruktur teilweise gleichzeitig auf. Die zweite Tren-
nung ging in einer Stunde vollkommen zu Ende.

Durch die alkalische Hydrolyse hat man kein Acyl festgestellt. Um den
Zucker bei der ersten Trennung zu untersuchen, wurde das Hydrolysat eine Mi-
nute nach dem Hydrolysebeginn, wie in der Methode beschrieben ist, behandelt.
10 Minuten nach dem Hydrolysebeginn wurde der zweite Zucker untersucht.
Der erste Zucker war identisch mit Arabinose und der zweite mit Rhamnose im
Papierchromatogramm (BPW).

Die Kurve des UV-Spektrums wies Maxima bei 266m,. und 350 m/: auf.
Die Kurve war eine charakteristische der Flavone, d. h., das zweite Maximum
war niedriger als das erste. Bei der Natriumacetat-Verbindung wurde nur an
dem zweiten Maximum eine Verschiebung, 355 my, beobachtet. Danach kann
man das Glykosid als Biosid bezeichnen. Die gelbe Farbreaktion mit Bleiacetat
bedeutet, daB die 3-Stelle in der molekularen Struktur nicht mit Zucker sondern
mit einer Hydroxyl-Gruppe besetzt ist. Der Stoff im Band 6 ist also Kdmpferol-
7-arabino-rhamnosid.

2. Band 7: Die im Band 7 vom Genotyp gg am meisten und im Geno-
typ ee sehr wenig vorhandene Substanz war im UV-Licht braun und auf Blei-
acetat gelb-orangenfarbig. Die partielle Hydrolyse gab ein eigenartiges Bild;
in einer Minute trat die Trennung auf einmal in die vierstufige, in 3 Minuten

in die dreistufige und in 30 Minuten in die zweistufige Spaltung auf, und in
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Abb. 2. UV-Absorptionskurven der Verbindungen
aus den Bindern 1, 2, 3, 6 und 7
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einer Stunde verschwand die letzte Fraktion und nur die zweitletzte Fraktion
blieb iibrig. Diese Fraktion war mit Kdmpferol identisch und verschwand nach
2 Stunden. Die letzte Fraktion reagierte auf Bleiacetat etwas orangenfarbig,
wihrend die anderen Flecke gelb reagierten. Durch die Zucker-Untersuchung
wurden Rhamnose, Arabinose und Glucose festgestellt. Es war nicht moglich,
den einzelnen Zucker in jeder Stufe zu untersuchen, weil das Material nicht aus-
reichte. Es war deutlich zu sehen, daB das letzte Aglykon Kimpferol war.
Aber was fiir eine Substanz die letzte Fraktion enthielt, die bis zur einstiindi-
gen Hydrolyse vorhanden war, konnte nicht festgestellt werden. Kéampferol,
Kampferid, Chrysin und Tectochrysin waren als Testsubstanzen zu bekommen.
Anscheinend zersetzt sich das Aglykon im Band 7 nach zweistiindiger Hydro-
lyse vollkommen. Da die Kurve vom UV-Spektrum das erste Maximum 258 my
und das zweite Maximum 350 my.zeigte, kann man annehmen, daB der Stoff
ein Flavonol sein wird. Die Natriumacetat-Verschiebung war bei dem ersten
Maximum 263 my und bei dem zweiten Maximum 375 my. Die Zucker sind
vermutlich an der 3-Stelle und der 7-Stelle verbunden. Da die Menge dieses
Stoffes im Ubersichtschromatogramm sehr gering ist, kann er ein weiteres Pro-
dukt aus dem Stoff von Band 6, Kdmpferol-7-arabino-rhamnosid, sein, d. h. Kimp-
ferol-oligosid mit Arabinose, Rhamnose und Glucose als Zuckeranteil. Der Lauf-
hohe nach mufB ein Tri- oder Tetrasaccharid vorliegen. Die Zuckerhaftstellen
sind danach sehr wahrscheinlich Cg- und C;-OH. Die alkalische Hydrolyse mit
0,5n NaOH zeigte, daB keine Acylgruppe in der Substanz vorhanden ist.

3. Band 10: Der Stoff vom Band 10 war offensichtlich auch ein Glyko-
sid, denn es war im UV-Licht dunkelbraun und wurde gelb durch Besprithen mit
Bleiacetat. Die partielle Hydrolyse zeigte eine dreistufige Trennung; in einer
Minute trat die dreistufige Trennung, in fiinf Minuten die zweite und in 30 Mi-
nuten die letzte auf. Die letzte Fraktion, das Aglykon, wurde mit Kédmpferol
identifiziert. Arabinose und Rhamnose wurden als Zucker festgestelit, der Fleck
von Arabinose bestand allerdings aus zwei Flecken. Die Kurve des UV-Spek-
trums zeigte das erste Maximum bei 266 my und das zweite bei 310 my. Die
Natriumacetat-Verschiebung war bei dem ersten Maximum 271 my, das zweite
Maximum war nicht zu sehen. Die Kurve fiel schnell ab. Beim Eluieren des
Stoffes vom Band 6 wurden fast immer die schmalen Binder von 7, 8 und 10
neben dem Band 6 beobachtet. Man kann annehmen, daB dieser ein Abspal-
tungsprodukt vom Stoff im Band 6, Kidmpferol-oligosid mit Arabinose und
Rhamnose, sein wird. Die Zuckerhaftstelle ist sehr wahrscheinlich C7-OH. Die
alkalische Hydrolyse wies auf keine Acylgruppe.
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Sauren:

Die sdurehaltigen Bidnder waren Band 1 bis Band 5 und Band 8 und 9.
Darunter zeigten nur die Bénder 1, 2 und 3 in UV.Spektrumkurven deutliche
Maxima, je 330 my, 325 my und 315 my. Die Binder 4 und 5 hatten keine er-
hebliche Maxima, je 258 my, und 273 my. Die Binder 8 und 9 hatten kein Maxi-
mum und die Kurven fielen schnell ab. Als Testsubstanzen wurden Zimt-,
Dimethoxyzimt-, p-Cumar-, Kaffee-, Sinapin-, Chlorogen-, Isochlorogen-, Ferula-,
Isoferula- und Chinasidure verwendet.

1. Band 1: Der Stoff vom Band 1 hatte denselben Rf-Wert wie Chloro-
gensdure (0,53). Durch die Hydrolyse entstanden zwei Flecke, die im UV-Licht-
Ammoniakdampf blau-griin fluoreszierten und von denen der tiefer liegende mit
Kaffee- oder Sinapinsdure im Rf-Werte identisch war. Um Kaffeesiure und Si-
napinsdure zu unterscheiden, wurde das Polyamid-Diinnschichtchromatogramm
genommen, Als Laufmittel wurde 29%iges Essigsdure-Methanol verwendet. Kaf-
feesidure hatte Rf-Wert 0,5 und Sinapinsiure hatte 0,75. Auch die Farbreaktion
war im UV-Licht deutlich zu unterscheiden; Kaffeesiure war rotlich weif3 und Si-
napinsiure war blaufluoreszierend. Die Existenz der Chinasdure war negativ.
Durch die Zuckeruntersuchung nach der Hydrolyse wurde die deutliche Existenz
von Glucose festgestelit. Danach kann der Stoff im Band 1 Sinapinoyl-D-glucose-
ester sein. Der Fleck der Glucose vom Band 1 im Papierchromatogramm lag
immer hoher als die Testsubstanz Glucose. Die Ursache wire auf den Unter-
schied der molekularen Struktur der Glucose zwischen der D-Glucose-Form und
D-Glucopyranose-Form zuriickzufiihren. In der Tat zeigte die Glucose, die mit
HC1 in der selben Weise wie bei dem Stoff vom Band 1 behandelt wurde, die-
selbe Laufhthe im Papierchromatogramm wie die Glucose vom Band 1 (Abb. 3).

2. Band 2: Das Papierchromatogramm der nach der Hydrolyse aufge-
tragenen Probe zeigte zwei Flecke. Der eine von denen hatte gleichen Rf-Wert
mit Sinapinsdure. Die Farbe der beiden Flecke dnderte sich im Ammoniakdampf
von blau zu blaugriin. Die Existenz von Chinasdure war negativ. Im Hydrolysat
konnte Glucose festgestellt werden. Der Stoff im Band 2 wird Sinapinoyl-D-glu-
coseester sein. Ferner konnten die SHuren im Band 1 und Band 2 cis-trans-
isomere Sinapinsiduren sein.

3. Band 3: Der Stoff in diesem Band war im UV-Licht-Ammoniakdampf
tief blau fluoreszierend. Allein im UV-Licht war er schwach blau, wenn er in
groBer Menge vorhanden war; in kleiner Menge war er nicht sichtbar. Durch
Hydrolyse konnte nur p-Cumarsdure festgestellt werden, die als zwei Flecke
vorkam. Das Hydrolysat enthielt also p-Cumarsiure und vielleicht deren Iso-
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mere. Die Existenz von Glucose und von Chinasiure war negativ. Der Stoff
in diesem Band wird aus den cis-trans-isomeren p-Cumarsidureverbindungen
bestehen.

4. Band 4 und Band 5: Die beiden Binder zeigten bei der Hydrolyse
keine Spaltung. Die UV-Spektren der Substanzen der beiden Badnder gaben
keine Maxima und die Kurven fielen nur abwérts. Keine von den Testsub-
stanzen war mit den beiden Substanzen identisch. Sie traten immer nebenbei
auf, wenn der Stoff vom Band 1 gereinigt wurde. Daher miissen sie irgendwie
Spaltungsprodukte von den drei Verbindungen der Bédnder 1, 2 und 3 sein.

5. Band 8 Das Band 8 war im UV-Licht sehr schwach weiBlich, aber
im Ammoniakdampf reagierte es leuchtend gelb. Die Kurve des UV-Spektrums
hatte den Typ von Sduren, d. h. abwirts fallende Linie. Der Stoff hatte aber
keine Identitit mit den Testsubstanzen, die vorher angegeben wurden. Da
dieser Stoff auch beim Eluieren des Stoffes im Band 6, Kdmpferol-7-arabino-
rhamnosid, nebenbei auftrat, kann diese Sdure irgendein Spaltungsprodukt vom
Band 6 sein.

6. Band 9: Der Stoff im Band 9 wurde beim Genotyp ff in der groften
Menge, verglichen mit den anderen Genotypen, ee und gg, beobachtet. Es leuch-
tete schwach blau im UV Licht und weiB im Ammoniakdampf. Da die Kurve des
UV-Spektrums abwirts fiel und der Stoff keine Identitdt mit den Testsubstanzen
zeigte, konnte er ein Abspaltungsprodukt von den in den Bidndern 1, 2 und 3
erscheinenden Verbindungen sein.

Aminosduren:

Die aliphatschen Aminosduren wurden gemeinsam in jedem Genotyp ge-
funden. Die festgestellten Sduren sind Asparagin, Serin, Lysin, Glutamin, Threo-
* nin, Arginin, Valin und Leucin. Sie waren in ihren Mengen unterschiedlich
(Tab. 5). Aber die drei Genotypen lieBen sich dadurch nicht charakterisieren,

Tabelle 5.

Aminosiuren

Asp. | Ser. | Lys. {Glu.

Thr. r Al } Val, | Leu. ;Dopa.l[ Tyr.| Ph-al.

ee \4 v v v i w w ! w - - -

ff m v v v | w w l w w - - w

gg m m m m \ w w \ w w - - w
v : viel m: mittelmiBig w : wenig - : keine
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Um die aromatischen Aminosduren zu untersuchen, wurden Tyrosin, Phe-
nylalanin und Dihydroxyphenylalanin als Testsubstanzen verwendet. Hiernach
wurde festgestellt, daB3 der Genotyp ee keine von den drei Sduren enthidlt, wihr-
end der Genotyp ff und der Genotyp gg die Existenz von sehr geringer Menge
Phenylalanin zeigten.

Nachweis der Chinasiure: Da die Chinasdure keine Farbreaktion im
UV-Licht und auf irgendeinen Reagenzstoff zeigt, ist es sehr schwer, die Existenz
der Chinasidure auf dem Chromatogramm festzustellen. Die Methode nach NEu,
mit 3,5,7,2’,4’ -Pentahydroxylflavon das Chromatogramm zu bespriihen, zeigte
keine Farbreaktion. Chinasdure war auf dem Chromatogramm im UV-Licht
als weiBer Fleck zu sehen. Er war aber sehr schwach und schwer zu erken-
nen, wenn die Menge der Chinasidure in der Probe nicht reichlich war oder mit
einer Substanz zusammen war, die denselben Rf-Wert wie den von Chinasdure
hat. Eine andere Methode war erfolgreich. Namlich, ein Kieselgel-Diinnschicht-
chromatogramm mit dem Losungsmittel 539¢iger Essigsdure nachher mit HoSO4
c. zu bespriihen und bei 120°C eine Stunde zu erhitzen. Chinasiure wurde dann
rotbraun, wihrend die Kaffee-, Sinapin-, p-Cumar-. Ferula-, Isoferula- und Zimt-
sdure dunkelfarbig oder schwarz wurden. Der Rf-Wert von Chinasdure war 0,5
und der von den anderen Sduren ungefihr 0,75. Durch diese Differenz und
durch die rotbraune Farbreaktion konnte die Existenz von Chinasdure festge-
stellt werden.

Fiir das Papierchromatogramm (2043b) war 309 ige Essigsdure als Flie3-
mittel (absteigend) geeignet. Dabei konnte man einen wei3en Fleck von Chi-
nasdure nicht verlaufend sondern konzentriert am deutlichsten im UV-Licht se-
hen. Aber diese Methode war nicht giinstig fiir die Identifizierung, weil man
eine groBe Menge zum auftragen braucht und dadurch unreine oder mitvor-
handene andere Substanz die genaue Existenz des weiBen Flecks von Chinasiure
unerkennbar macht.

Noch eine andere Methode war das Losungsmittel, Tertidrer Butylaiko-
hol + 1,5n-Ammoniakwasser 1:1, fiir das Papierchromatogramm aufsteigend
zu benutzen (Rortm). Chinasdure zeigte Rf-Wert 0,58, widhrend die anderen
obigen Sduren 0,27 — 0,38 zeigten. Aber der Nachteil war die Schwierigkeit,
den weiBen Fleck von Chinasidure von den anderen Substanzen mit dem Rf.
Wert von 0,58 zu unterscheiden.

Auf der Fluoreszenz-Platte (Losungsmittel 539;ige Essigsiure) reagierten
China-, p-Cumar- und Zimtsduren im UV -Licht (360 my) nicht, wéhrend die
anderen obigen Sduren verschiedene Farben zeigten. Und im UV.Licht (254 m,)

—_— 38 i
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wurden alle Sauren als dunkle Flecke beobachtet. Allein der dunkle Fleck von
Chinasidure lag tiefer (Rf=0,5), wihrend die anderen Sduren alle in der Hohe von
Rf=0,75 waren.

Diskussion

Wie das Ubersichtschromatogramm zeigt, unterscheiden sich die drei
Genotypen ee, ff und gg offensichtlich voneinander (Abb. 1). Die Typen ee
und gg sind in der Menge von Kidmpferolglykosid unterschiedlich. Der Typ ff
enthilt dagegen in groBer Menge Ester und Sduren. Darunter sind Sinapin-
und p-Cumarsiure und Glucose als alkoholische Komponente festgestellt worden.
Der Typ gg zeigte Ester und Sduren in sehr geringer Menge. Die Kaffeesidure
wurde in keinen von den drei Genotypen gefunden. Das Ergebnis vom Kieselgel-
Diinnschichtchromatogramm (mit HoSOy4 c. bespriiht) zeigte die rotlich braune
Farbreaktion nicht, die charakteristisch bei Chinasdure ist. Die Hydrolysate
vom Stoff vom Band 1 und 2 enthielten Sinapinsdure und Glucose, derer Existenz
durch das Papierchromatogramm (BPW) und das Tes-Paper nachgewiesen wurde.
Aus diesen Tatsachen konnte man sagen, daf3 die Substanz vom Band 1 und 2 keine
Depside ist, sondern Ester von Sinapinsiure und Glucose. Die Substanz zeigte
nach der Hydrolyse zwei Flecke nebeneinander, die im UV.Licht blau und im
UV.Licht-Ammoniakdampf blau griin floureszierten und beinahe gleiche Rf-Hhe
wie bei Sinapinsidure zeigte. Die Flecke kdnnen cis-trans-isomere Sinapinsiuren
sein. Der Stoff vom Band 3 fluoreszierte schwach bldulich im UV.Licht, wenn
er in groBer Menge enthalten war. Aber im UV-Licht-Ammoniakdampf leuch-
tete er stark violett blau. Nach der Hydrolyse wurden zwei Flecke in der Ri-
Hohe von p-Cumarsiure beobachtet. Sie konnten cis-trans-isomere p-Cumarsiu-
ren sein. Aus dem Band wurde weder Zucker noch Chinasiure festgestellt.
In welcher Form der Verbindung die Stoffe vom Band 3 in der natiirlichen
Bliite von Levkoje sich befinden, konnte nicht festgestellt werden. Vielleicht
befinden sie sich als Ester-Verbindung in der Natur.

Die Tatsache, da man im Typ ff sehr wenig Kidmpferolglykosid findet,
dagegen aber in groBter Menge Ester und Sduren, koénnte bedeuten, daB das
rezessive Gen f die Synthese von Kidmpferolglykosid blockiert und dadurch die
Substanzen als Ester und teilweise als freie Sduren akkumuliert sind. Die Ver-
bindungen von Sinapinsdure (Band 1 und 2) sind auch beim Typ gg in ver-
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hiltnismaBig groBer Menge zu sehen. Da Kiampferolglykosid als das einzige
Flavon in den Bliiten von den drei Typen, ee, ff und gg, gefunden worden ist,
konnte man eine biosynthetische Erklirung dafiir geben, daB p-Cumarsiure
‘fiir Kédmpferolglykosid-Bildung gebraucht wird und deshalb als Ester oder freie
Sdure beim Typ gg sehr wenig in der Bliite existiert. Das Aglykon, Myricetin,
wurde dagegen nicht gefunden. Dies bedeutet, da3 die Sinapinsdure zum Aufbau
der Myricetinglykosid nicht verbraucht wird, sondern die Biosynthese aus
Sinapinsdure zum Glykosid blockiert wird. Diese Blockierung besteht aber
gemeinsam in den drei Mutanten. Ob vielleicht die Sinapinsiure zum anderen
Biosyntheseweg verbraucht wird, mu noch untersucht werden.

Der Unterschied zwischen den Genotypen ee und gg beruht auf der
Existenz von dem Kiampferolglykosid in Band 7 beim Typ gg. Obwohl das
Glykosid auch im Typ ee sich in geringer Menge befindet, ist die Reaktion von
Naturstoffreagenz erheblich unterschiedlich. Das Band des Typs gg zeigt nim-
lich die leuchtende Orangefarbe, wiahrend es der Typ ee in sehr geringer Menge
und der Typ ff nicht zeigten. Da das Band im UV-Licht dunkel braun war,
mul3 der Zucker an der 3-Stelle gebunden sein. Die partielle Hydrolyse beim
Glykosid vom Band 7 zeigte die vierstufige Trennung und bei der dritten Tren-
nung war das Hydrolysat dem Kiampferol in Rf-Wert und auch in der Blei-
acetatreaktion identisch. Das letzte Hydrolysat reagierte auf Bleiacetat etwas
Brdunlich. Als Zucker sind Rhamnose, Arabinose und Glucose festgestellt wor-
den. Daher kann man vermuten, da3 ein Zucker bei der letzten Trennung ab-
gespaltet worden ist, und zwar war es Glucose an der 3-Stelle.  Der Stoff im
Band 10 wird Kdmpferol-oligosid mit Rhamnose und Arabinose sein, und der Stoff
im Band 7 kann Kidmpferol-oligosid mit Rhamnose, Arabinose und Glucose sein.

Catechin-Verbindungen und Leukoanthocyane sind in keinem der Typen
ee, ff und gg festgestellt worden. Hieraus kénnte man schlieBen, daB das Gen
f die Synthese von Estern und Sduren zu Flavonoiden, Kdmpferolglykosiden, oder
eher in der Stufe vor Chalkon-Bildung, blockiert, und das Gen g die Synthese
von Flavanon zu Flavon und von Flavanonol zu Catechin vollig blockiert. Das
Gen e blockiert nicht véllig in den obigen Stellen, sondern teilweise bei den
Synthesen von Flavanonol zu Flavonol und véllig die Synthese von Flavanon
zu Flavon und von Flavanonol zu Catechin. Folglich akkumulieren sich die
Ester und Sduren beim typ ee und zu gleicher Zeit wurde auch eine ziemliche
Menge von Kampferolglykoside (Band 6, 7 und 9) gefunden. Bei dem Typ ff
akkumulicren sich die Ester und Sduren, und folglich sind die Abspaltungspro-
dukte von den Estern (Band 4, 5, 8 und 9) auch im Chromatogramme zu sehen.
Beim Typ gg akkumuliert sich Kdmpferol-7-arabino-rhamnosid (Band 1) in er-
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heblicher Menge und auch die anderen Kidmpferolglykoside (Band 7 und 10) sind
in diesem Typ am meisten enthalten. Der Biosyntheseweg geht in der Reihe
ff —ee—gg vor, d.h. am frithesten bei ff wird er auf der Stufe von Estern und
am spitesten beim Typ gg an der Stufe von Flavanonol blockiert.

Zusammenfassung

Das Ziel der vorstehenden Untersuchungen war, dic Wirkung dreier
verschiedener rezeBiver Bliitenfarbgene der Levkoje zu untersuchen und den
Beitrag der weiBen Bliitenfarbe aufzukldaren. Hierzu wurde das Pigmentmuster
der drei Genotypen ee, ff und gg chromatographisch analysiert.

1. Die Hauptbestandteile in der Bliitenbldttern der drei Genotypen ee,
ff und gg, waren Kampferol.7-arabino-rhamnoside, Sinapinoyl-D-glucoseester und

p Cumarsiureester.

2. Der Genotyp ff enthidlt Sinapinsdureester und p-Cumarsiureester in
der groBten Menge. Der Genotyp gg enthidlt Kimpferolglykoside in der grof-
ten Menge und die Ester in sehr kleiner Menge. Der Genotyp ee enthilt Kim-
ferolglykoside und Ester in mittlerer Menge.

3. Daraufhin kann man sagen, daB3 1) das Gen e die Biosynthese von
Flavanon teilweise und von Catechin véllig blockiert und sich die Substanzen als
Kédmpferolglykoside und Ester akkumulieren, 2) das Gen f die Bildung von Fla-
vonoiden blockiert, vielleicht eher vor der Bildung von Chalkon. Die Substan-
zen akkumulieren sich als Ester, 3) das Gen g die Bildung von Flavon und
Catechin blockiert und die Substanzen als Kimpferolglykoside und Ester akku-
muliert bleiben.

4. Die Wirkungen der drei rezessiven Gene fiir die weiBe Bliitenfarbe
auf dem Biosyntheseweg miiBen in der Reihenfolge f—e—g vor sich gehen. ]

5. Die aliphatischen Aminosduren waren Asparagin, Serin, Lysin, Thre-
onin, Glutamin, Alginin, Valin und Leucin. Phenylalanin war in sehr geringer
Menge als eine aromatische Aminosidure bei den Genotypen ff und gg festge-
stellt worden,
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6. Der Nachweis der Chinasdure ist die rotlich braune Farbreaktion
(Rf-Wert 0.5) im Kieselgel-Diinnschichtchromatogramm mit dem Losungsmittel
539 iger Essigsiure und durch besprithen mit H2SO,4 c..
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