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Untersuchungen
iiber die Physiologie des Anthocyans in Keimlingen
von Brassica oleracea L. var. capitata L. f. rubra (L.).
Von A. Frey-Wypling und F. Blank.

(Aus dem pflanzenphysmloguchen Institut der Eidgenossischen Technischen
‘ Hochschule in Ziirich.)

Eingegangen am 8. September 1942.
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I. Einleitung.

Die Anthocyane gehoren zu den auffilligsten sekundiren Pflanzen-
stoffen. Sie haben deshalb von jeher das Interesse der Botaniker und
Chemiker erregt. Wihrend es jedoch gelungen ist, die chemische Kon-
stitution der Anthocyanfarbstoffe ziemlich weitgehend zu erschlieBen,
ist die Frage ihrer physiologischen Bedeutung noch véllig ungeklirt.
Wohl ist, besonders durch die Zusammenarbeit von englischen Chemi-
kern und Botanikern (31, 52), die Vererbung der Anthocyane bei vielen
Pflanzen untersucht worden, wohl liegt eine fast uniibersehbare Anzahl
Arbeiten iiber das physiologische Verhalten der Anthocyane in der
Pflanze vor (42); aber trotzdem ist die Physiologie ihrer Entstehung
noch in volliges Dunkel gehiillt.

Die Aufklirung der Physiologie der Anthocyane bietet mancherlei
Schwierigkeiten, vor allem methodischer Art. Die quantitative Bestim-
mung der Farbstoffe muB wegen ihrer geringen Menge in der Pflanze
auf kolorimetrischem Wege erfolgen. Hierfiir ist jedoch die chemische
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Reindarstellung zur Aufstellung von Eichkurven eine unbedingte Vor-
aussetzung; eine solche Isolierung ist nur moglich, wenn eine geniigend
grofe Menge des bendtigten Pflanzenmaterials erhiltlich ist. Anderseits
bereitet das Vorkommen der Anthocyane in fast allen Pflanzenorganen
— von der Wurzel bis hinauf zu den Bliiten — der Beurteilung der
Physiologie der Anthocyane nicht unerhebliche Schwierigkeiten; es ver-
unmoglicht geradezu eine einfache Versuchsanstellung !

In der vorliegenden Arbeit ist deshalb versucht worden, einige die
Physiologie der Anthocyane betreffende Fragen bei der Keimung des
Rotkohls abzukliren; denn von dieser Versuchspflanze standen un-
beschrinkte Mengen zur Verfiigung, und die Farbstoffbildung ist bei
der Keimung vorerst in den Kotyledonen lokalisiert. Die Isolierung und
Reindarstellung des Rotkohlfarbstotfes erfolgte im Chemischen Institut
der Universitit Ziirich®. Das reine Anthocyan erlaubte uns, folgende
Fragen, iiber die die Literatur voller unabgeklirter Widerspriiche ist
und die bisher nur qualitativ untersucht worden sind, zum ersten Male
mit einer einwandfreien Methodik einer guantitativen Untersuchung zu
unterziehen : '

1. Zusammenhang zwischen Zuckerstoffwechsel und Antho.cyan-
bildung;
2. Verhalten des Anthocyans, des Zuckers und des Stickstoffes im
~ Hungerstoffwechsel;
3. Einfluf} der Temperatur auf die Anthocyanbildung.

Daneben fand die Bildung des Anthocyans aus seiner Vorstufe und die
Wanderung des Farbstoffes wihrend des Liangenwachstums der Hypo-
kotyle des Rotkohlkeimlings unsere Aufmerksamkeit.

II. Versuchspflanze, Methodik.

a) Versuchspflanze.

Aus mehr als 30 verschiedenen Versuchspflanzen, die zum Teil zur
Nachpriifung der Versuchsergebnisse von Molisch und Rouschal
(40) herangezogen wurden, wihlten wir Rotkohlkeimlinge « Erfurter
blutroter Riesen » fiir unsere Versuchszwecke. Diese Versuchspflanze
hatte den Vorteil, daB sowohl genug Samen zur Anzucht der Keimlinge
als auch geniigend Pflanzenmaterial (Rotkohlkdpfe) fiir die Isolierung
und Reindarstellung des Anthocyans zur Verfiigung standen. Die Rot-
kohlkeimlinge waren auch, im Gegensatz zu vielen andern untersuchten
Keimlingen, hinsichtlich der Anthocyanbildung deutlich. temperatur-

t Auch an dieser Stelle mochten wir Herrn Prof. Dr. P. Karrer bestens danken
tiir die Zuvorkommenheit, mit der er den einen von uns (F.B.) in seinem Institut
aufnahm, sowie fiir die vielseitige Hilfe, die er ihm zuteil werden lieB.
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empfindlich. Diese Eigenschaft lie auch eventuell eine Antwort auf den
Zusammenhang zwischen Temperatur und Anthocyanbildung erwarten.

Die Keimung des Rotkohles erfolgte rasch. Es standen daher immer
gentigend Rotkohlkeimlinge zur Verfiigung, wodurch das Arbeiten mit
einer grofien Anzahl unter gleichen Bedingungen gewachsener Versuchs-
pflinzchen ermoglicht wurde. Aus der Verwendung von Keimlingen im
gleichen Entwicklungszustand ergab sich ferner die Moglichkeit, die
gefundenen Versuchsergebnisse auf physiologisch einwandfreie Bezugs-
groBen wie Pflanze oder Pflanzenorgan zu beziehen.

Die in eine 6prozentige wiisserige Losung von Caleiumhypochlorit
4 Minuten lang eingetauchten Rotkohlsamen wurden zur Keimung auf
Sand in Emailschalen (25 cm Durchmesser) ausgelegt. Der Sand war
~ vorher mit konzentrierter Salzsiure gereinigt und nachher im Dampf-
topf sterilisiert worden. Dadurch wurde in allen Versuchsserien das Er-
scheinen von stérenden Mikroorganismen auf dem Sand oder gar an
den Keimlingen verhiitet.

In allen Versuchen wurden nur Keimlinge verwendet, die im Dun-
keln in Thermostaten herangezogen worden waren.

b) Methodik.
1. Zucker.

Die Bestimmungen der Monosaccharide wurde nach dem Verfahren
von Hagedorn-Jensen (16) ausgefiihrt, und zwar im Pflanzen-
extrakt, der durch Zerreiben der Keimlinge im Porzellanmérser und
Aufnahme in destilliertem Wasser erhalten wurde. Die EnteiweiBung des
Pflanzensaftes geschah durch Zusatz von Zinkhydroxyd (1 em® n/10
Natronlauge und 5 em?® 0,45prozentige wisserige Zinksulfatlosung)
worauf die Reagensgliser 3 Minuten lang in siedendes Wasser gestellt
wurden. Das eiweiBifreie Filtrat wurde dann mit einem UberschuB von
Ferricyankaliumlosung (1,65 Gramm Ferricyankalium puriss. pro ana-
lysi und 10,6 Gramm gegliihtes Natriumkarbonat ad 1000 cm®) ver-
setzt, welche durch den Zucker in der Wirme (15 Minuten lang) zu
Ferrocyankalium reduziert wurde, das als Zinkverbindung ausfiel. Das
tiberschiissige Ferricyankalium wurde jodometrisch mit einer tiiglich
frisch eingestellten n/200 Natriumthiosulfatlosung zuriicktitriert.

Fiir die Bestimmung des Zuckers, der als Glukose berechnet wurde,
wurden jeweils 5 em® des immer auf 100 cm? aufgefiillten Pflanzen-
extraktes verwendet. Alle Bestimmungen wurden vierfach mit je 30 bis
40 Keimlingen ausgefiihrt. Die gefundenen Glukosewerte stimmten gut
miteinander iiberein.

Die Bestimmung der wasserloslichen Polysaccharide gesechah nach
Strepkov. (565) durch Hydrolyse von 5 em® Pflanzenextrakt mit
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0,5 em?® konzentrierter Salzsiiure im Wasserbad von 68—70° C wihrend
8 Minuten. Nach dem Abkiihlen wurde mit Natronlauge neutralisiert
und der Gehalt an Zucker nach Hagedorn-Jensen (ausgedriickt
als Glukose) bestimmt.

2. Stickstoff.

Der Totalstickstoff wie auch der koagulierbare und der wasserlos-
liche Stickstoff wurden mit Hilfe der Mikrokjeldahlmethode bestimmt.
Die Keimlinge wurden bei der Bestimmung des Totalstickstoffes im Auf-
schluBkslbehen von 150 em® Inhalt mit 3 em® konzentrierter Schwefel-
siure iiber der Flamme wihrend 3% Stunden verascht. Als Katalysator
wurde dabei eine Messerspitze eines Gemisches aus einem Teil Selen
und sieben Teilen Kaliumsulfat verwendet. Da bei den Untersuchungen -
von Blackman und Templeman (3) beim Aufschluf des orga-
nischen Materials mit Selen als Katalysator durchschnittlich um 6,5 %
hohere Stickstoffwerte gefunden wurden, wurde auch hier Selen dem
Kupfersulfat als Katalysator vorgezogen !

Die Destillation des beim AufschluB entstandenen Ammonsulfates
geschah in der von Pregl (45) beschriebenen Destillationsapparatur
nach Parnas und Wagner. ;

Zur Freisetzung des Ammoniaks wurden der mit destilliertem
Wasser verdiinnten AufschluBfliissigkeit 18 c¢m?® 30prozentige Natron-
lauge zugesetzt. Als Vorlage diente jeweils n/70 Sehwefelsdure, der drei
Tropfen Methylrot als Indikator beigegeben wurden. Nach beendeter
Destillation wurde mit n/70 Natronlauge titriert.

Die Trennung des koagulierbaren vom wasserloslichen Stickstoff
erfolgte durch Fillung mit Gerbsiure, wie wir sie bereits bei einer
friiheren Untersuchung (4) angewendet hatten : Die Keimlinge wurden
unter Zusatz einiger Tropfen Toluol zerrieben. Dann wurden 10 cm?®
kochende 4prozentige Gerbsiurelosung und 2 cm?® 0,1prozentige Schwe-
felsdure zugesetzt. Die Koagulation trat immer sofort ein. Nach 15 Mi-
nuten Stehenlassen wurden 10 em® und nach weiteren 15 Minuten aber-
mals 10 cm?® absoluter Alkohol hinzugefiigt. Darauf wurde durch ein
gehirtetes Filter (Schleicher und Schiill, Nr. 602) filtriert und mit
destilliertem Wasser so lange ausgewaschen, bis das im MeBkolben auf-
gefangene Filtrat genau 100 cmn® ausmachte. Es wurden dann einerseits
genau 50 em?® des Filtrates und anderseits der Filterriickstand der
Mikrokjeldahlbestimmung unterworfen. Der Stickstoffgehalt des Filter-
riickstandes wurde als koagulierbarer und derjenige des ganzen Filtrates
als wasserlOslicher Stickstoff bezeichnet.

Die Bestimmungen wurden alle doppelt durchgefiihrt. Wie in der
bereits erwihnten fritheren Arbeit ergaben sich auch hier wieder Kon-
trollmoglichkeiten unserer Versuchsergebnisse durch Vergleich des ge-
fundenen Totalstickstoffes mit der Summe von koagulierbarem und
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wasserloslichem Stickstoff. Die gleiche gegenseitige Kontrolle wurde
auch fiir die Bestimmung des Stickstoffgehaltes von Hypokotyle und
Wurzel einerseits und der Kotyledonen anderseits angewendet.

3. Anthocyan.

Da einerseits der Farbstoff nur in sehr geringer Menge in den
Keimlingen vorhanden ist, und anderseits die Fidllung der Anthocyane
mit Bleisalzen keine quantitative Methode darstellt, kann fiir eine exakte
Bestimmung des Rotkohlanthocyans nur die Kolorimetrie in Frage
kommen. Da es uns aber daran lag, absolute Werte — und nicht wie
Karstens (22) relative Werte — zu erhalten, multe das Anthocyan
zur Aufstellung der Eichkurven isoliert werden.

Zu diesem Zweck wurde der Rotkohl geschnitten, bei 60° im Luft-
strom getrocknet und dann fein gemahlen. In Anlehnung an die Arbeits-
vorschriften von Chmielewska (5) wurde jeweils 1 kg Rotkohlmehl
mit 2% Liter Methanol, das 2 % Chlorwasserstoff enthielt, libergossen.
Nach 16 Stunden wurde die kirschrot gefirbte Fliissigkeit abfiltriert
und der Filterriickstand auf der Nutsche mit chlorwasserstoffhaltigem
Methanol ausgewaschen. Die Filtrate wurden zusammengegossen. Der
Farbstoff wurde dann mit dem doppelten Volumen Ather gefillt. Nach
zweistiindigem Stehenlassen wurde die schwach gefirbte Losung de-
kantiert und die abgeschiedene dunkle Masse in 500 cm® warmes Metha-
nol aufgenommen. Einen Tag spiter wurde der ungeloste Teil, der fast
ausschlieBlich Mineralsalze enthielt, abfiltriert und der Farbstoff aus
dem Filtrat mit dem vierfachen Volumen Ather erneut ausgefillt. Die
ausgefallene Masse wurde in 500 cm® Wasser gelost und der Farbstoff
durch Eintropfen von wéisseriger neutraler Bleiacetatlosung (1 Teil Blei-
acetat und 2 Teile Wasser) unter stindigem Umriihren in das Bleisalz
iibergefiihrt. Zuerst fielen die Verunreinigungen, hauptsidchlich Blei-
chlorid, aus. Nach Zugabe eines Teiles der Bleiacetatlosung wurde dieser
Niederschlag abfiltriert und das Fiitrat so lange mit Bleiacetat versetzt,
bis die Losung einen blauvioletten Farbton aufwies. Nach 24 Stunden
wurde das blaugefirbte Bleisalz des Anthocyans abfiltriert, auf der
Nutsche mit Methanol gewaschen und dann mit Methanol ausgekocht,
um weitere Verunreinigungen mineralischer Natur auszuwaschen. Um
das Bleisalz darauf wieder in das Chlorid iiberzufiihren, wurde es mit
Methanol, das 3 % Chlorwasserstoff enthielt, geschuttelt und das aus-
geschledene Ble1ch10r1d abfiltriert. Das Filtrat wurde dann in die zehn-
fache Menge Ather eingetropft. Der harzige Niederschlag erstarrte als
dunkelrote, glasige Masse. Sie lieB sich leicht pulverisieren. Die- Aus-
beute aus einem Kilogramm gemahlenen Rotkohl betrug 89 Gramm
Anthocyan. Enthielt das Farbstoffchlorid noch Asche, dann wurde der
ganze ReinigungsprozeB wiederholt, das Farbstoffchlorid in Wasser auf-
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gelost und nochmals in Bleisalz iiberfithrt und wieder ins Farbstoff-
chlorid zuriickgefiihrt. :

~ Der Rohfarbstoff wurde dann in heiBem Methanol, das 1 % Chlor-
wasserstoff enthielt, aufgenommen und 5 Tage in Exsikkator iiber Ather
stehengelassen. Der Farbstoff schied sich in kleinen, roten Kiigelchen
aus. Er wurde abfiltriert und auf der Nutsche -mit Ather gewaschen.
Dieser ReinigungsprozeB wurde mehrmals wiederholt.

Bekanntlich besteht das Anthocyan vieler Pflanzen (21) aus einem
Gemisch in ihrer Konstitution etwas verschiedener Farbstoffe. Es wurde
deshalb versucht, ein eventuell vorliegendes Gemisch mit Hilfe der
chromatographischen Adsorptionsanalyse zu trennen. Die Chromato-
gramme wurden an Aluminiumoxyd, Gips und Talkum hergestellt; doch
blieben diese Trennungsversuche erfolglos.

Nach den Untersuchungenvon Chmielewska und Mitarbeite-
rinnen (6, 7) soll der Farbstoff nur aus einem Anthocyan bestehen, das
mit Sinapinsidure (4-Oxy-3,5-dimethoxy-zimtsiure) verestert ist und zwei
reduzierende Zuckermolekiile an noch nicht genau festgelegten Stellen
des Cyanidins enthiilt. Das eine Zuckermolekiil ist Glukose. Der andere
Zucker ist noch nicht identifiziert. Er besitzt eine spezifische Drehung,
die anniihernd so groB wie die der Glukose ist und reduziert Fehlingseche
Losung. Mit Phenylhydrazin bildet dieser Zucker unter normalen Ver-
hiltnissen kein Osazon. Bei den Bedingungen der Glukomdhydrolyse
verliert er eine Methyl- bzw. Methoxygruppe.

: In ihrer letzten Verodffentlichung schlagen Chmielewska und
Mitarbeiterinnen (7) foigende Formel fiir das Anthocyan des Rot—
kohls vor :

CHsO OfL
b
HO—/ Ny CH = CH.C00/” \/ i / \\_OH
CHsO Glukose
et e,
\‘/\/\O CsHsO0s(OCHs) - CeH1105
OH

Das Chlorid des Farbstoffes wird als Rubrobrassicinchlorid bezeichnet.

Es ist moglich, daB mindestens zwei Anthoecyane im Rotkohl vor-
handen sind. Bei der Abspaltung der Zucker mit 20prozentiger Salz-
siure und durch drei Minuten langes Kochen wurden immer zwei
Anthocyanidine erhalten : das eine Anthocyanidin 16ste sich in heiBer,
verdiinnter Salzsdiure, das andere war darin unloslich, letzteres loste
sich aber in Methanol Dieser Befund bedart noch einer genaueren Ab-
kldrung. '

Die Menge des reduzierenden Zuckers stimmte bei unsern Unter-
suchungen mit dem von Chmiele wsk a (5) angegebenen Wert iiber-
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ein; statt der theoretisch geforderten Menge von 37,2 % wurden 35,4 %
reduzierende Zucker gefunden.

Fiir unsere physiologischen Untersuchungen war es gleichgiiltig, ob
ein Anthocyan oder mehrere dieser Farbstoffe im Rotkohl vorliegen. Zur
Aufstellung der Eichkurven fiir die kolorimetrische Bestimmung mufBte
ohnehin das isolierte Anthocyangemisch beniitzt werden. Auch die
Zuckerzahl ist die des Farbstoffgemisches, falls wirklich ein solches vor-
liegen sollte. :

Nun hiitte noch eine Schwierigkeit bestehen kénnen. Das Farbstoff-
gemisch im ausgewachsenen Rotkohlkopf hiitte mit dem des Keimlings
nicht identisch zu sein brauchen. Gliicklicherweise erwies sich diese
Befiirchtung als unbegriindet. Die Absorptionskurve des isolierten Farb-
stoffes stimmte mit der des Extraktes bei der Aufnahme im Pulfrich-
Photometer iiberein.

Zur quantitativen Extraktion des Farbstoffes wurden die Keimlinge
mit Sand im Porzellanmorser vollkommen zerrieben. Der Farbstoff
wurde dann in einer Bezugslosung nach Veibel (6,71 Gramm Kalium-
chlorid in einem Liter n/100 Salzsdure gelost; pH = 2,04) aufgenommen
und durch ein mit Kieselgur getriinktes Filter (Schleicher und Schiill,
Nr. 287) filtriert. Die Filter wurden mit dem Losungsmittel aus-
gewaschen und das Filtrat immer auf 100 cm?® aufgefiillt. Mit chlor-
wasserstoffhaltigem Methanol konnte nach dem Auswaschen kein Farb-
stoff mehr aus dem Filter extrahiert werden.

Die Eichkurven wurden fiir 3 und 5 em Schichtdicke mit dem
Griinfilter S 53 (Filterschwerpunkt bei 530 m ) im Pulfrich-Photometer
aufgenommen. Das Anthocyan war fiir diesen Zweck vorher iiber
Phosphorpentoxyd im Vakuum bei 70° C getrocknet worden.

Fiir jede Analyse wurden 40—50 Keimlinge verwendet. Jede Be-
stimmung wurde mindestens einmal, oft zweimal wiederholt. Die Ver-
wendung verschiedener Schichtdicken (3 und 5 cm) bei der Bestimmung
ergab eine gegenseitige Kontrollmoglichkeit der gefundenen Analysen-
werte ! :

III. Quantitative Untersuchungen an Dunkelkeimlingen.

Bevor wir die Ergebnisse unserer chemischen Untersuchungen be-
kanntgeben, sei noch kurz auf einige morphologische Besonderheiten der
Rotkohlkeimlinge hingewiesen. Der grioBte Teil des Rotkohlsamens be-
steht aus den beiden Kotyledonen. Sie enthalten kein Anthocyan. Die
Hypokotyle ist im Samen mit bloBem Auge kaum sichtbar und besitzt
ebenfalls keinen roten Farbstoff.

Bei der epigdischen Keimung entstand das Anthocyan zuerst in
den Keimblittern. Erst spiter erschien dieser Farbstoff auch im Hypo-
kotyl. In der Wurzel entstand nie Anthocyan. Die histologische Unter-
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suchung der Querschnitte ergab, daB das Anthocyan sowohl im Hypo-
kotyl als auch in den Kotyledonen sich immer nur in der Vakuole der
subepidermalen Schicht befindet. Es hatte zwar oft — von auBen be-
trachtet — den Anschein, als ob der Farbstoff in den Leitungsbahnen
der Keimblitter lokalisiert sei oder wenigstens darin wandere; doch
widersprach die histologische Untersuchung dieser Vermutung.

Ebenso charakteristisch wie die Beschrinkung des Anthocyans auf
die subepidermale Schicht ist das Vorkommen kleiner und groBer
Kiigelchen im Zellsaft der Vakuole. Diese Kiigelchen bestehen entweder
aus Anthocyan oder sind durch diesen Farbstoff gefdrbt. Gewdhnlich
werden einige groBe Kiigelchen in der Vakuole von vielen kleinen
Kiigelchen, die sich in lebhafter Brownscher Bewegung befinden, um-
geben. Ahnliche Beobachtungen hat bereits Molisch (36) an Rot-
kohlmesophyll « knapp unter der Oberhaut des Blattes » gemacht; doch
konnten in allen unseren Schnitten weder die von Molisch beob-
achteten Prismen, Nadeln noch anders geformte Kristalle des Antho-
cyans gefunden werden. Dieser Unterschied durfte natiirlich nicht tiber-
raschen, denn Molisch hat offenbar Blitter des ausgewachsenen
Rotkohlkopfes untersucht.

Das Auftreten rot gefirbter Kiigelchen ist verschiedentlich bei
andern Pflanzen beobachtet worden. So hat Bancher (1) im Zellsaft
von Iris Reichenbachii dunkelviolette Kugeln von verschiedener Grife
und Zahl gefunden. Eine #hnliche Beobachtung wurde von Lisbeth
Schorr (50) fiir Vicia sepium beschrieben. In ihrer Arbeit findet sich
auch eine Anzahl einschligiger Literaturangaben.

Ob es sich bei unsern Beobachtungen um reine Anthocyanaggregate
handelt, wie es Molisch (36) annimmt, oder um geférbte Cyto-
plasmakugeln nach Scharringer (49) oder aber um Anthocyano-
phoren, wie sie Lippmaa (33) bei Erythrea-Arten beschrieben hat,
konnte nicht einwandfrei festgestellt werden. Eine genaue zytologische
und mikrochemische Analyse konnte vielleicht mehr Aufkldrung iiber
diese ungewohnliche Verteilung des Anthoeyans geben™.

Um den EinfluB verschiedener Temperaturen auf die Physiologie
des Anthocyans in unsere Versuche miteinzubeziehen, wurden jeweils
zwei Versuchsreihen in folgender Weise angelegt : Die Keimschalen mit
den sterilisierten Rotkohlsamen wurden zuerst in einen Thermostat mit
einer Temperatur von 20° C gestellt. Nach 72 Stunden wurden dann die
Schalen — je nach der betreffenden Versuchsreihe — in andere Thermo-

1 Anmerkung bei der Korrektur: Favarger hat in einer Arbeit (Bull. Soc.
Neuchiteloise des Sciences Naturelles, 66, 113—120, 1941), die uns leider erst nach
der Drucklegung bekannt wurde, das Auftreten der Anthocyan-Kiigelchen im Zell-
saft von Rotkohlblidttern niher untersucht.
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staten von 10° oder 30° C gebracht. Die Entwicklung der Rotkohlkeim-
linge unter diesen Bedingungen gibt Tabelle 1 wieder, wobei die Linge
der Keimlinge jeweils von der Ansatzstelle des Hypokotyls am Wurzel-
hals bis zur obersten Grenze der gestreckten Kotyledonen gemessen
wurde. Die Zeit wurde immer von der Auslegung der Samen an gemessen.

Tabelle 1.
Wachstumsgeschwindigkeit der Keimlinge bei 100 und 30° C.

Bei 100 C Bei 300 C

: Linge
der Keimlinge Nach

2kmm.. . . . 6 Tagen 4 Tagen
30 mm . el T » 5 »
d0°mm ... LA i LN s
DEIRI vl 16 » 9 »
6h-mm. L 19 » 11 »
B0 L e 34 » 138 »

Die in der oben angegebenen Weise durchgefiihrten Versuchsreihen
mit Dunkelkeimlingen ergaben fiir das Anthocyan, die Zucker- und die
Stickstoff-Fraktionen folgende Resultate :

a) Ergebnisse der Anthocyan-Analysen.

~ Zuerst wurde der Anthoeyangehalt ganzer Keimlinge bestimmt, um
liberhaupt einmal die absolute GroBe des Anthocyangehaltes in den
Keimpflanzen festzustellen. Nach diesen Analysen erschien es uns wiin-
schenswert, auch den Anthoecyangehalt der Keimblitter und des Hypo-
kotyls zu bestimmen. Wir erwarteten von diesen Bestimmungen einige
Hinweise auf die Bildung und Wanderung des Farbstoffes in den Keim-
pflanzen. Die gefundenen Werte sind in Tabelle 2 angegeben :

Tabelle 2.
Anthocyangehalt von Hypokotyl + Wurzel, Kotyledonen und ganzen Keimlingen
in verschiedenen Entwicklungsstadien bei 100 und 300 C.

Anthocyangehalt in y
Ent-

wicklungs- 100 300

stadien der

Keimlinge Hypokotyl Kotyle- 1 Hypokotyl Kotyle- S

+yWurzel donen Beusiiug -IYWurzel donen Rermling

Samen —_— o —s i ot A
20 mm 8,5 5,9 14,6 6,9 5,0 12,1
30 mm 6,6 48 11,7 83 8,0 16,2
40 mm 72 42 11,4 7.3 71 14,3
55 mm 5,5 3,3 8,7 7.0 5,4 12,5
65 mm 4,0 3,0 72 7,0 4.4 11,3
80 mm 35 2.8 6,5 6,7 3,1 9,4
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Es war schon in Vorversuchen (13) aufgefallen, daB der Gehalt an
Anthocyan im Hungerstoffwechsel abnahm. Wie aus Tabelle 2 hervor-
geht, wurde diese Beobachtung durch die quantitative Anthocyan-
bestimmung bestitigt. Die Menge des Farbstoffes nimmt sowohl bei 10°
als auch bei 30° zuerst zu, um dann fortlaufend wieder abzunehmen. Die
Zunahme des Anthocyans, die hier mit seiner Bildung offenbar identisch
war, hielt bei hoherer Temperatur Linger an. Bei 10° war im Entwick-
]ungszustand von 30 mm Linge eine Abnahme festzustellen; bei 30° C
erreichte dagegen der Farbstoffgehalt bei dieser Linge erst sein Maxi-
mum. Hieraus ging auch bereits klar hervor, daf die Keimlinge, die bei
30° C wuchsen, mehr Anthocyan enthielten als die bei 10° C.

Ganz #hnlich wie die Keimlinge verhielten sich auch die Kotyle-

donen und das Hypokotyl -+ die Wurzel beziiglich des Anthocyan-
gehaltes. (Obwohl die Wurzel kein Anthocyan enthilt, wird hier immer
von Hypokotyl + Wurzel gesprochen, da auch bei den Zucker- und
Stickstoffanalysen immer Hypokotyl + Wurzel zusammen analysiert
worden sind.) Eine Abnahme des Anthocyangehaltes war in den einzel-
nen Organen bei 10° C bereits von 20 mm Liinge an festzustellen. Bei
Keimlingen, die bei einer Temperatur von 30° C wuchsen, nahm dagegen
das Anthocyan im Hypokotyl und in den Kotyledonen zu. Erst von
diesem Entwicklungsstadium an zeigte sich eine stetige Abnahme des
Farbstoffgehaltes.
_ Die Geschwindigkeit der Farbstoffabnahme war bei Hypokotyl +
Wurzel und den Kotyledonen verschieden. In beiden Versuchsreihen
wurde eine schnellere Abnahme des Anthocyans in den Kotyledonen
beobachtet. Diese Tatsache konnte eventuell auf einer Abwanderung
des Farbstoffes aus den Keimblittern beruhen. Darauf wird spéter noch
zuriickzukommen sein.

b) Ergebnisse der Zuckeranalysen.

Der Rotkohlsamen enthielt — ausgedriickt in Glukose — 0,278 mg
wasserlosliche Monosaccharide und 0,592 mg wasserlosliche Mono- +
Polysaccharide. Letztere machten also 0,314 mg im Samen aus. Der
Samen selbst wog im Durchschnitt 4,6 mg. Die wasserloslichen Mono-
saccharide betrugen daher 6,4 %, die wasserldslichen Polysaccharide
6,8 % des trockenen Samens.

Bei den Zuckerbestimmungen der Keimlinge lagen je nach Ent-
wicklungsstadium 90—94 % der Zucker als wasserlosliche Monosaccha-
ride vor. Aus diesem Grunde wurden in der Folge die wasserloslichen
Polysaccharide nicht bestimmt. Hefe konnte 89—95 % der im Pflanzen-
extrakt enthaltenen und das Ferrocyankalium reduzierenden Substanzen
vergiren. Hieraus ergab sich, daB die reduzierenden Substanzen des
Pflanzenextraktes vorwiegend aus durch Hefe vergirbaren Zuckern be-
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standen. (Obwohl unsere Analysen den Gehalt an reduzierenden Sub-
stanzen angeben, werden sie im folgenden aus den eben aufgezihlten
Griinden als Zucker-Bestimmungen wiedergegeben.)

Tabelle 3 gibt den Gehalt der Keimlinge an wasserloslichen Mono-
sacchariden — ausgedriickt als Glukose —- an. '

Tabelle 3.

Gehalt an wasserloslichen Monosacchariden — ausgedriickt in Glukose —
in verschiedenen Entwicklungsstadien bei 10c und 30° C.

Zuckergehalt in y

Ent-
wicklungs- 100 300
stadien der : i
Keimingo | Erpkol | Koyl | g | Bopokast | Ko | g
Samen — — 278 s — 278
20 mm 526 301 827 487 343 825
30 mm 535 259 794 448 269 17
40 mm 462 227 689 431 266 697
55 mm 343 212 555 382 246 628
65 mm 284 194 474 334 218 5562
80 mm 138 121 259 317 170 487

Die Bildung der wasserloslichen Monosaccharide in den ersten
Stadien der Keimung war betrichtlich. In beiden Versuchsreihen war
der Gehalt an diesen Zuckern in Keimlingen von 20 mm Linge rund
dreimal so groB wie im ungekeimten Samen. Beriicksichtigt man, daB
ein Teil der mobilisierten Zucker veratmet und ein anderer Teil z. B.
fiir den Aufbau neuer Zellwinde in Hypokotyl und Wurzel verbraucht
wurde, so muBl man bereits am Anfang der Keimung eine auBerordent-
liche Intensitdt bei der Mobilisation der Kohlehydrate feststellen.

Mit einer Ausnahme (Hypokotyl 4+ Wurzel, 10°C, 20 mm Léinge)
war in allen Fillen bereits von 20 mm Linge an eine deutliche Ab-
nahme des Zuckergehaltes in allen Organen und im ganzen Keimling zu
beobachten. In den Kotyledonen war die Abnahme des Zuckers in beiden
Versuchsreihen griofier als im Hypokotyl und der Wurzel zusammen.
Die Wanderung des Zuckers aus den Kotyledonen in das Hypokotyl
und die Wurzel erfolgte also mit groBerer Geschwindigkeit als der
Zuckerverbrauch in den beiden letztgenannten Organen.

DaB bei einem Entwicklungsstadium von 80 mm Linge der Zucker-
gehalt in den Keimlingen, die bei 10° wuchsen, kleiner ist als in den bei
30° gewachsenen, durfte nicht iiberraschen; denn die ersteren Keimlinge
benotigten nach Tabelle 1 21 Tage mehr, um das gleiche Entwicklungs-
stadium zu erreichen.
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c) Ergebﬁisse der Stickstoffanalysen.

Der Samen enthielt 189 y Gesamtstickstoff. Der koagulierbare
Stickstoff betrug 166 y, die Bestimmung des wasserloslichen Stickstoffes
ergab 19 y. Der Totalstickstoff machte also 4,1 %, der koagulierbare
8,6 % und der wasserlosliche Stickstoff 0,4 % des Samengewichtes aus.
Der Stickstoffgehalt im Samen ist bedeutend niedriger als der Gehalt
an Kohlehydraten, besonders wenn man beriicksichtigt, daB neben den
wasserloslichen Zuckern noch bedeutende Kohlehydratreserven in Form
von Stirke vorhanden sind. ' -

In Tabelle 4 ist der Gehalt ganzer Pflanzen an Total-Stickstoff,
koagulierbarem und wasserloslichem Stickstoff angegeben. Es geht
daraus hervor, daB die Menge des Gesamtstickstoffes in allen Keim-
lingen bis zu einem Entwicklungsstadium von 80 mm Léinge ungeféhr
gleich groB war. Die leichte Erhdhung des Stickstoffgehaltes in den
Keimlingen koénnte — wenn man eine direkte Assimilation des Luft-
stickstoffes durch Rotkohlkeimlinge nach herrschender Lehrmeinung
ausschlieBen will — z. B. auf der Bildung von stickstoffhaltigen Ver-
bindungen bei der Keimung beruhen, deren Stickstoff vorher nicht mit
der Kjeldahlmethode erfafit worden war.

Tabelle 4.

Gehalt ganzer Keimlinge an koagulierbarem, wasserloslichem und Gesamtstickstoff
in verschiedenen Entwicklungsstadien bei 100 und 30¢ C.

Stickstoffgehalt in y
Ent-

wicld[:mgs- 1pe 30°
AN koagulier wasser koagulier wasser
Keimlinge b g lsslich % Gesamt- b 3 lsslich 5 Gresamt-

Stichatont | Stickstor | Stickstof | siicioion Stickstoff | Stickstof
Samen 166 19 189 166 19 189
20 mm 134 ety 191 124 65 195
30 mm 120 68 185 113 65 203
40 mm 116 84 201 104 80 193
55 mm 99 100 193 97 92 202
65 mm 90 110 194 96 95 194
80 mm 90 105 193 100 ; 96 193

Die Mobilisation der Stickstoffverbindungen, wie sie sich in dem
Verhiiltnis von koagulierbarem zu wasserldslichem Stickstoff ausdriickt,
zeigte keine Verschiedenheiten in beiden Versuchsreihen. Die gefunde-
nen Werte wiesen fiir alle Stickstoff-Fraktionen keine wesentlichen
Unterschiede auf.

36
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Auch die Verteilung des Gesamtstickstoffes auf die einzelnen
Organe zeigte bei 10° und 30° C keine groBen Unterschiede (Tabelle 5).
Dagegen war die Wanderung des Stickstoffes aus den Kotyledonen ins
Hypokotyl und in die Wurzel bei 30° nicht so stark wie in den bei 10°
gezogenen Pflanzen. Die Differenz war sicherlich durch die lingere
Wachstumszeit, dhnlich wie bei der Abnahme der Zucker (s. S. 560),
bedingt.

Tabelle 5.

Gesamtstickstoffgehalt von Hypokotyl + Wurzel und Kotyledonen
in verschiedenen Entwicklungsstadien bei 100 und 30¢ C.

Stickstoffgehalt in y
Entwicklungs- N G
st::llien der 1 50
Keimlinge
T%E::gll Kotyledonen }i_y%;,’]}:::él Kotyledonen
Samen . . — — — —
20mm . . . 67 116 71 108
30mm . . . 75 113 74 111
40mm . . . 89 100 81 103
55mm . . . 93 93 84 101
65mm . . . 105 89 86 90
80mm . . . 115 {65 106 80

Tabelle 6 gibt die gefundenen Werte fiir Keimlinge, die bei 10° C
wuchsen, aufgeteilt in koagulierbaren und wasserloslichen Stickstoff,
wieder.

Tabelle 6.

Gehalt von Hypokotyl + Wurzel und Kotyledonen an koagulierbarem und wasser-
loslichem Stickstoff in verschiedenen Entwicklungsstadien bei 100 C.

Stickstoffgehalt in y

Esnt?c,liizlx{lh:igrs_ Hypokotyl + Wurzel Kotyledonen
Keimlinge koagulierbarer | wasserloslicher | koagulierbarer | wasserlaslicher
Stickstoff Stickstoff Stickstoff Stickstoff
Samen . — — — —
20mm . . . 37,5 39 85 31
0mm. . .| 34 47 81 35
40mm . . . 34 55 65 33
56mm . . . 35 64 53 36
6obmm . . . 34 69 52 35
80mm ., . . 39 72 48 35




563

Die entsprechenden Werte fiir die Keimlinge, die bei einer Tempe-
ratur von 30° C wuchsen, sind aus Tabelle 7 ersichtlich.

Tabelle 7.

Gehalt von Hypokotyl + Wurzel und Kotyledonen an koagulierbarem und wasser-

16slichem Stickstoff in verschiedenen Entwicklungsstadien bei 300 C.

Stickstoffgehalt in
Entwicklungs- Hypokotyl Hypokotyl
stadien der + Wurzel Kolyictauan “+ Wurzel Koiplegones
Keimlinge
koagulierbarer | wasserldslicher koagulierbarer wasserloslicher
Stickstoft Stickstoff Stickstoff Stickstoff

Samen’ — T HES i
20 mm . 35 35 86 23
30 mm . 33 34 82 28
40 mm . 34 47 79 28
DO . 38 50 3 32
GO . e 41 60 63 31
80mm . 42 65 b5 29

Die Tabellen 6 und 7 bestitigen also die bereits aus Tabelle 5 er-
sichtlichen, geringen Unterschiede. Es gilt fiir sie das bereits auf 5. 560
und S. 562 Gesagte.

Eine interessante Feststellung betrifft noch den koagulierbaren
Stickstoff in den Kotyledonen und den wasserloslichen Stickstoff in
Hypokotyl + Wurzel. Die Summe dieser beiden Stickstoff-Fraktionen
ist in allen Entwicklungsstadien sowohl bei 10° als auch bei 30° C kon-
stant. Sie betrigt im Durchschnitt aller Entwicklungsstadien 122 y.

d) Verhiltnis von Anthocyan- zu Zuckergehalt.

Die Untersuchung des Verhiltnisses Anthocyan/Zucker gehorte zu
den Zielen unserer Arbeit. Aus den Ergebnissen der Anthocyan- und
Zuckeranalysen lieB sich dieses Verhiiltnis errechnen; es ist in Tabelle 8
wiedergegeben. :
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Tabelle 8.

Verhiltnis von Anthocyé,n zu wasserloslichen Monosacchariden in verschiedenen
Entwicklungsstadien bei 100 und 800 C.

Verhiltnis von Anthocyan zu wasserloslichen Monosacchariden
Ent- ) ;
wickl[:mgs- 100 300
stadien der
Keimli Hypokotyl Kotyle- BT Hypokotyl Kotyle- sioal
TR I Wurst v denen - | Eetmling | BVRECCT | R Retmiing
Samen C— — — — — —
20 mm | 1:61,9 1:51 1:56,6 1:70,7 1:68,6 1:682
30 mm | 1:81,1 1:54 1:678 1:53,9 1:836 1:443
40 mm 1:64,2 1:54 1:604 1:59 1:375 1:48,7
55 mm 1:624 1:64,2 1:63,3 1:54,6 1:455 1:50,2
65 mm | 1:71 1:64,7 | 1:658 1:47,7 1:495 1:488
80 mm | 1:39,3 1:432 | 1:398 1:473 1:548 1:528

Aus der Tabelle 8 geht eindeutig hervor, daf zwischen dem Antho-
cyan- und Zuckergehalt weder in Hypokotyl + Wurzel noch in den
Kotyledonen, noch in dem ganzen Keimling ein konstantes Verhiltnis
besteht. Diese Feststellung gilt fiir die bei 10° und 30° durchgefiihrten
Versuchsreihen.

e) Verhiltnis von Anthocyan- zu Stickstoffgehalt.

Das Verhiltnis von Anthocyan— und Stickstoffgehalt der ganzen
Keimlinge zeigte sowohl bei Bezug auf Total-Stickstoff als auch beziig-
lich des koagulierbaren und wasserlslichen Stickstoffes — Tabelle 9 —
keine Konstanz bei 10° und 30° C.

Tabelle 9.

Verhiiltnis von Anthocyan zu koagulierbarem, wasserloslichem und Gesamtstickstoff
in verschiedenen Entwicklungsstadien bei 100 und 30¢ C.

Verhiltnis von Anthocyan zu
wiktuggec | SPEU | T | oy, [ Rongatie [ vt T,
stadien der | ggickstoff | Stickstoff | SHOKStOR | giivoioff | Sticksto | Stickstoft
Keimlinge
: 100 300
Samen - — — — - —
20 mm 1: 93 12 '8% 1:138,3 1:10,4 1:B.D 1:163
30 mm 1:10.6 1:°59 13171 1: 69 1:4 1:124
40 mm 1:10,2 1598 12373 s 72 1:5.5 1:184
55 mm 1:11,3 13113 13219 Fiz.T8 1:74 1:163
66 mm | 1:129 | 1:157 | 1:27,7 | 1: 84 1:84 1:17
80 mm 1:14,3 1:16,6 -| 1:30,6 1:102 1:98 1:198
!
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Fiir die einzelnen Organe ergaben sich bei 10° C folgende Verhilt- .
nisse (Tabelle 10) : ‘
Tabelle 10.

Verhiiltnis von Anthocyan zu koagulierbarem und wasserloslichem Stickstoff in
Hypokotyl + Wurzel und in den Kotyledonen in verschiedenen

Entwicklungsstadien bei 100 C.

Verhiltnis von Anthoeyan zu
EntWi.cklungS' koagulierbarem Stickstoff wasserloslichem Stickstoff
stadien der
Keimlinge
E_Il_y%gllff:g 11 Kotyledonen I:g%gﬁf;g Il Kotyledonen
Samen .. . M — - —
20mm . 1: 44 1:144 1: 4,6 1: 53
30mm . 1: 52 1:16,9 b 1:.%.3
40 mm . 1: 47 1:155 1: 76 1: 179
55mm . 1: 6,0 1:16 1:11.6 1:109
65mm . 1: 85 1:17,3 1:183 (50 b
80 mm . 12112 153191 11205 1:425

Die Werte fiir Keimlinge, die bei 30° C wuchsen, sind folgende
(Tabelle 11) :
Tabelle 11.

Verhiltnis von Anthocyan zu koagulierbarem und wasserloslichem Stickstoff in
Hypokotyl + Wurzel und in den Kotyledonen in verschiedenen
Entwicklungsstadien bei 300 C.

Verhiltnis von Anthocyan zu
E;l:av:lii(:;ludnegl’-s- koagulierbarem Stickstoff wasserloslichem Stickstoff
Keimlinge .
T%ES:ZII Kotyledonen I-iiz’pwﬂ‘l;(‘);zll Kotyledonen
Samen . . — - — —
20mm . 1:5,1 1:172 1:5,1 1:46
30mm . 1:4 1:10,3 1:41 1:4
40 mm . 1:48 1:161 1:64 1:39
55mm . 1:56 1:135 1:7,1 1:5,9
65mm . 1:59 Ly a3 1:86 1210
80 mm . 1:63 1:17,7 1:9,7 1:94

i

In den verschiedenen Organen der Keimlinge lag, wie aus den
beiden vorgehenden Tabellen ersichtlich ist, kein konstantes Verhéltnis
weder von Anthocyan zu koaguliérbarem Stickstoff, noch von Antho-
evan zu wasserloslichem Stickstoff vor. '
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Auch das Verhiltnis von Anthocyan/Gesamtstickstoff 148t in den
einzelnen Organen bei 10° und 30° C keine direkten Beziehungen er-
kennen (Tabelle 12) :

‘ Tabelle 12.

Verhiltnis von Anthocyan zu Gesamtstickstoff in Hypokotyl + Wurzel und
Kotyledonen in verschiedenen Entwicklungsstadien bei 100 und 300 C.

Verhiltnis von Anthocyan zu Gesamtstickstoff

Entwicklungs- - g

stadien der i . u

Keimlinge

P_ET[‘)‘;E::ZII Kotyledonen T%Ef:zll Kotyledonen

Samen . . - —— — —
20 mm . 1: 79 1:195 1:10,3 1:21,6
30 mm . 1:11.3 1:23,5 1: 89 1:149
40mm . 1:12,4 1:238 1:11,1 1:14,6
B mm . 1427 1:28,2 1:12 14185
65mm . 1:26.2 1:282 1:18,7 1:205
80mm . 1:32,6 1:26,7 1:15.8 1:258

Aus den Tabellen 9—12 ist in keinem Falle eine GesetzméiBigkeit
im Verhéltnis von Anthocyan zu den untersuchten Stickstoff-Fraktionen
ersichtlich.

IV. EinfluB der Temperatur auf die Anthocyanbildung.

Die schon beschriebenen Versuchsreihen hatten deutlich den Ein-
fluB der Temperatur auf die Anthocyanbildung dargetan. Es schien
jedoch wiinschenswert, den Temperatureinfluf genauer zu untersuchen

Tabelle 13.

Anthocyangehalt von Dunkelkeimlingen (Hypokotyl + Wurzel und Kotyledonen)
bei 100, 200 und 300 C.

Anthocyangehalt in y
Ent-

wicklungs- 1Ge 200 300
stadien der
Keimlinge Hypokotyl Kotyle- Hypokotyl Kotyle- Hypokotyl Kotyle-

+ Wurzel donen + Wurzel donen + Wurzel donen
Samen — L= — — — ; —
20 mm 9.0 1,3 7,1 5,4 2.2 25
30 mm 2.0 44 8,3 6,0 5,1 5,5
40 mm 2.3 3,6 79 6,8 6,0 48
55 mm 24 34 8,2 8,2 6,9 5,5
65 mm 2,4 3,2 8,2 5,0 ol 73
80 mm 2,4 2.0 75 3.2 7.1 6,7
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und die Versuchspflanzen bei gleicher Temperatur keimen und wachsen
zu lassen. Auch in diesen Versuchsreihen wurden nur Dunkelkeimlinge
verwendet, um den EinfluB der Assimilation auf die Farbstoffbildung
auszuschalten. '

In den drei durchgefiihrten Versuchsreihen war die Anthocyan-
bildung bei 20° am stirksten. Der Farbstoffgehalt je Keimling war bei
20° hoher als bei 10° und 30° C (s. Fig. 1). AuBerdem war das Maximum
der Farbstoffbildung bei 20° eher als bei den zwei anderen Versuchs-
temperaturen erreicht.

In den Keimlingen, die bei 10° C wuchsen, wurde nicht einmal die
Hilfte des bei 20° und 30° gebildeten Anthocyans gemessen. Einer lang-
samen Anthocyanbildung entspricht bei 10° C auch eine wesentlich ver-
langsamte Abnahme des Farbstoffes im Hungerstoffwechsel.

Das Temperaturoptimum fiir die Farbstoffbildung wiirde wahr-
scheinlich bei einer Temperatur zwischen 10° und 30° C liegen.

Anthocyangehalt
’l

161

12r

| 1 | L |
20 25 30 35 40 Tage

Figur 1.
Anthocyangehait ganzer Keimlinge in verschiedenen Entwick-
lungsstadien bei 10°, 20° und 30° C. Die aufgetragenen Punkte

auf der Abszisse entsprechen den Entwicklungsstadien von 20,
30, 40, 55, 65 und 80 mm.

In Figur 1 sind auf der Abszisse die Entwicklungsstadien der unter-
suchten Keimlinge in der Anzahl Tage, die zur Erreichung des betret-
fenden Stadiums nodtig waren, ausgedriickt. Die Keimlinge wuchsen, wie
aus Figur 1 hervorgeht, bei 20° und 30° C von 30 mm Lédnge an gleich
schnell. Trotzdem waren Bildung und Abnahme des Anthocyans nicht
gleich groB. Man kann daraus vielleicht ableiten, daf Bildung und Ab-
nahme des Farbstoffes nicht unbedingt an die Intensitit des Wachstums
allein gebunden sind.
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V. Bildung und Wanderung des Farbstoffes.

Das Anthocyan entstand bei der Keimung zuerst in den Kotyle-
donen. Diese Tatsache war ohne weiteres verstindlich; denn in den
Keimblédttern war die Hauptmenge der Reservestoffe aufgespeichert. Das
Hypokotyl und das Wiirzelchen waren im Samen nur sehr klein vor-
gebildet und enthielten nur geringe Mengen Reservestoffe, um Material

fiir die Farbstoffbildung liefern zu konnen.
' Die Bildung des Farbstoffes fand auch wihrend der Keimung unter
volligem LichtabschluB statt. Radiessamen verhielten sich bei der Kei-
mung in dieser Beziehung gleich.

Mit fortschreitendem Wachstum erschien das Anthoecyan auch in
den Kotyledonarstielchen und dann im oberen Teil des Hypokotyls. Die
abnehmende Intensitdt der Firbung gegen das untere Ende des Hypo-
kotyls schien darauf hinzuweisen, daB der Farbstoff aus den Kotyle-
donen durch die Stielchen der Keimblitter ins Hypokotyl wanderte.
Versuche, die Wanderung des Anthocyans durch Einfilhrung von
Glimmerpldttchen zu unterbrechen, scheiterten an methodischen
Schwierigkeiten. ‘

Nach Strugger (56) ist das Plasma der lebendigen Zelle fiir
Anthocyan impermeabel. Falls diese Angabe auch fiir den vorliegenden
Fall zutrifft, miite angenommen werden, daB der Farbstoff in Form
einer plasmapermeablen Vorstufe aus dem Kotyledonen auswandert,
denn auf Grund morphologischer Uberlegungen muB die Vorstufe in den
Keimbldttern vorhanden sein oder dort gebildet werden. In welchem
Gewebe die Vorstufe wandern wiirde, wiire dabei noch eine offene Frage.

Die Bildung des Anthocyans muB dann in der subepidermalen Zell-
schicht geschehen, und zwar vielleicht in der Weise, wie sie bereits von
Keeble und Mitarbeitern (23-—27) angegeben wurde. Danach miiBte
die Vorstufe des Farbstoffes in der subepidermalen Schicht von Fer-
menten (Dehydrasen, Peroxydasen) in das Anthocyan iibergefiihrt
werden. Die Lokalisierung der Fermente auf die subepidermale Schicht
in Kotyledonen und Hypokotyl koénnte die auffillige topographische
Verteilung des Anthocyans erkiiirlich erscheinen lassen.

In diesem Zusammenhang stellte sich nun die Frage nach der Her-
kunft und Bildung des Anthocyans bei der Keimung. Photosynthese
und Resorption von irgendwelchen Bausteinen — auBer Wasser —
waren ausgeschaltet. Die Bildung des Farbstoffes bzw. seiner Vorstufe
konnte nur aus den im Samen enthaltenen Reservestoffen geschehen.

Die schnelle Bildung des Anthocyans bei der Keimung schien auf
einen nicht sonderlich komplizierten Vorgang hinzuweisen. Es gelang
dann auch, durch Eintauchen von ungequollenen Rotkohlsamen in eine
1,5—2prozentige wisserige Wasserstoffsuperoxydlosung sofort eine
blauviolette Farbe in der subepidermalen Zellschicht unter Bildung von
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Gasblidschen hervorzurufen. Waren die Samen etwas in Wasser ge-
quollen, oder wurden noch ungefdrbte Keimlinge eingetaucht, so war
die Farbstoffbildung ausgepriagter und der Farbton dunkler. Lingeres
Verweilen in Wasserstoffsuperoxydlosung bewirkte den gleichen Effekt.

Diese Farbstoffbildung konnte beim Eintauchen von Samen in
Wasser oder Glukoselosung nicht beobachtet werden. Da das Wasser-
stoffsuperoxyd mit Schwefelsiure stabilisiert war, wurde der gleiche
Versuch in Schwefelsduren verschiedener Konzentration wiederholt —
jedoch ohne Erfolg.

Bei der histologischen Untersuchung des gefiirbten Samens war die
Farbe nur in den Vakuolen der subepidermalen Schicht anzutreffen. Das
Plasma dieser Zellen war ungefiirbt. Der Zusatz von verdiinnter Am-
-moniaklosung verwandelte den blauvioletten Farbton in gelbgriin.

Der gleiche Versuch gelang auch mit WeiBkohlsamen, der bei der
Keimung normalerweise kein Anthocyan bildet !

Die Isolierung und Identifizierung dieses kiinstlich gebildeten Farb-
stoffes miiBte zeigen, ob er mit dem natiirlichen Anthoeyan identisch
ist. Wiirde dies der Fall sein, so wire erwiesen, daf die Bildung des
Anthocyans bei der Keimung des Rotkohlsamens auf einer Oxydation
bzw. Dehydrierung beruhe. Es wire dann die Moglichkeit gegeben, aus
dem Samen das bereits vorgebildete Chromogen zu isolieren und zu
identifizieren. Mit Hilfe von Modellversuchen kénnte dann die Bildung
des Rotkohlfarbstoffes weitgehend abgeklirt werden.

VI. Besprechung der Ergebnisse.

Beziehung zwischen Anthocyanbildung und Zuckerstoffwechsel.

Overton (43) schlof auf Grund seiner Versuche iiber die Antho-
cyanbildung bei kiinstlicher Erndhrung mit verschiedenen Zuckerarten,
daB « bei einer groBeren Anzahl von Pflanzenarten, welche zu den ver-
schiedensten Familien von Monokotyledonen und Dikotyledonen ge-
horen, das Auftreten von rotem Zellsaft in enger Beziehung zum Zucker-
reichtum des Zellsaftes steht ». Diese nie exakt bewiesene Hypothese ist
von einer grofien Anzahl Autoren iibernommen worden; jedoch nur
wenige haben sie quantitativ zu beweisen gesucht. So hat Combes (8)
aus seinen Versuchen den Schluf gezogen, daf die Overtonsche Hypo-
these zu Recht bestehe. Noack (41) hat aber bereits darauf hin-
gewiesen, daf die Schliisse dieses Autors aus verschiedenen Griinden
« nicht beweisend » seien. Auch die Resultate, die Jonesco (19) aus
seiner Arbeit mit Bliiten von Cobaea scandens anfiihrt, konnen — aus
methodischen Griinden — die Overtonsche Hypothese nicht erhéirten.
Das gleiche trifft auch fiir die histochemischen Befunde Karstens
(22) iiber eine Beziehung zwischen der Verteilung von Stédrke, Zucker
und Anthocyan im Buchweizenkeimling zu. ‘
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Noack (41) hat in der bereits erwihnten Arbeit angenommen,
daB der Zucker nur eine indirekte Wirkung auf die Anthocyanbildung
haben kann.

Niemand hat aber bis heute die « Zuckertheorie » so scharf ab-
gelehnt, wie es Lip pma a (32) getan hat. Es gelang ihm, durch kiinst-
liche Zuckerzufithrung bei verschiedenen Pflanzen neben der Bildung
von Anthocyanen auch die der Carotine bzw. Carotinoide zu steigern.
Chloroplasten verwandelten sich in Chromoplasten und verliehen so
dem Blattgewebe der untersuchten Pflanzen ein bedeutend dunkleres
Aussehen. Der Zucker soll nach diesem Autor vor allem als auslosender
Faktor fiir die Anthocyanbildung von Bedeutung sein, eine Auffassung,
die spiter auch GaBner und Straib (15) und zum Teil auch
Molisch und Rouschal (40) geduBert haben. :

Die Ergebnisse unserer Versuche (Tabellen 2, 3 und 8) weisen deut-
lich darauf hin, daB der Zusammenhang zwischen Zuckergehalt und
Anthocyanbildung nicht so eng ist, wie von O verton (43) und vielen
andern Autoren angenommen wurde. Wohl ist in den Keimlingen, die
im allgemeinen mehr Zucker enthielten, auch mehr Anthocyan gebildet
worden. Diese Tatsache scheint im ersten Augenblick fiir die Auffassung
Overtons zu sprechen. Wahrscheinlich héingt aber die verstirkte Antho-
cyanbildung mit der erhohten Intensitiit des Stoffwechsels zusammen.

Der Vergleich der Einzelergebnisse spricht jedoch ganz entschieden
gegen die « Zuckertheorie ». Wie aus den Tabellen 2 und 8 hervorgeht,
betrigt z. B. der Anthocyangehalt von 30 und 40 mm langen Keimlingen
bei 10° C 11,7 bzw. 11,4 y. Der Zuckergehalt unterscheidet sich aber in
beiden Entwicklungsstadien sehr stark voneinander (794 und 689 »).
Keimlinge von 40 mm Léinge (10°C) haben 11,4 y Anthocyan, solche
von 65 mm Linge (30°C) besitzen 11,3 y Anthocyan. Ihr Zuckergehalt
weist jedoch eine groBe Differenz auf : im ersteren Falle sind es 689,
im zweiten Falle 552 y.

Bezeichnend sind in dieser Hinsicht auch die fiir Keimlinge bei
30° C gefundenen Werte. Wihrend der Zuckergehalt in ihnen dauernd
abnimmt, liegt der Anthocyangehalt in 80, 40 und 55 mm langen Keim-
lingen tiber dem Gehalt an Anthocyan im ersten, nach der Keimung
untersuchten Entwicklungsstadium. Zucker- und Anthoeyangehalt be-
wegen sich in diesen Entwicklungsstadien also direkt in entgegen-
gesetzter Richtung. '

Die Zahl dieser Beispiele konnte noch beliebig vermehrt werden;
denn auch in den einzelnen Organen des Keimlings lassen sich aus den
gefundenen Resultaten solche Gegensitze im Anthocyan- und Zucker-
gehalt nachweisen.

Ebenso beweist das Fehlen jeder Gesetzmiifigkeit im Verhiltnis
Anthocyan zu Zucker in den einzelnen Organen und im ganzen Keim-
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ling, daB ein quantitativer Zusammenhang zwischen Zucker- und Antho-
cyangehalt hochst fraglich erscheint.

Wenn wirklich ein solcher Zusammenhang besteht kann er nur
sekundérer Natur sein (z. B. kiinstliche Zuckerzufuhr —> gesteigerter
Stoffwechsel —> vermehrte Anthocyanbildung). Solange aber die Bil-
dung des Farbstoffes in der Pflanze nicht aufgeklirt ist, bestehen grobe
Schwierigkeiten, die gegenseitige Beziehung des Anthocyan- und Zucker-
stoffwechsels genau zu umschreiben !

Verhalten der Keimlinge im Hungerstoffwechsel.

Der Stickstoffgehalt der Keimlinge bleibt im Hungerstoffwechsel
mehr oder weniger konstant. Der Zuckergehalt nimmt dagegen stindig
ab (Veratmung, Aufbau von Zellwinden !). Auch der Anthocyangehalt
unterliegt im Hungerstoffwechsel Schwankungen.

Betrachten wir die Verinderungen des Anthocyan- und Zucker-
cehaltes bei 10° C, so ist eine dauernde Abnahme sowohl des Zuckers
als auch des Farbstoffes in den Keimlingen festzustellen. Die Abnahme
zwischen dem ersten Entwicklungsstadium nach der Keimung (20 mm
Linge) und dem letzten untersuchten Stadium ist jedoch nicht gleich
groB. Das Anthocyan nimmt in diesem Zeitraum um 55,5 %, der Zucker
aber um 68,7 % ab. Auch in den Keimlingen, die bei 30" C wuchsen, ist
dieselbe Beobachtung zu machen. Der Anthocyangehalt nimmt — nach
anfinglicher Zunahme — vom ersten bis zum letzten Stadium um 22,3%,
der Zuckergehalt dagegen, ohne daB er je zunimmt, um 40,9 % ab.

Wieweit das Anthocyan bei der Riicknahme in den Stoffwechsel
wieder abgebaut wird, kann vorldufig nicht gesagt werden. Es besteht
durchaus die Moglichkeit, daB der Abbau des Anthocyans nur bis zur
farblosen Vorstufe (einem Glukosid) geht; denn Hungerkeimlinge zeigen
nach BegieBen der Kulturen mit Wasserstoffsuperoxyd erneut, zuerst
im unteren Teil des Hypokotyls, Farbstoffbildung.

Eine Riicknahme des Farbstoffes in den Stoffwechsel geschieht
sicherlich nicht wegen des glukosidisch gebundenen Anthocyanzuckers.
Dieser ist nimlich nur in HuBerst geringer Menge im Keimling vor-
handen, da ja nur rund ein Drittel des Anthocyanmolekiils aus Zucker
besteht. Das Verhiiltnis der gesamten mobilisierbaren Kohlehydrat-
reserven zu dem glukosidisch gebundenen Zuckergehalt ist derart
weit, daf der Zucker des Anthocyanmolekiils selbst im Hungerstoff-
wechsel kaum eine Bedeutung als Energiequelle fiir die Pflanze haben
diirfte.

Jonesco (20) hat bereits darauf hingewiesen, dafll die Antho-
cyane nicht als « substances de déchet » betrachtet werden diirfen. Die
Pflanze kann sie irgendwann wieder in ihren Stoffwechsel einbeziehen.
Dieser Meinung méchten wir uns anschliefien. Die Anthocyane verhalten



AR . g

sich in dieser Hinsicht dhnlich wie andere sekundire Pflanzenstotfe. So
nimmt nach Spence und MeCallum (53) Parthenium argentatum
einen Teil des von ihr gebildeten Kautschukes wieder in den Stoff-
wechsel zuriick. Mazanko (35) hat die gleiche Beobachtung bei
Taraxacum megalorrhizon v. gymnanthium DC. unter verschiedenen
Versuchsbedingungen gemacht. Ahnlich verhalten sich nach Walle -
broek (57) die Alkaloide von Lupinus luteus und nach eigenen Unter-
suchungen (12) die #therischen Ole von Salvie officinalis. Welche Rolle
aber die Anthocyane und die anderen sekundiren Pflanzenstoffe im
sesamtstoffwechsel spielen, bleibt in Dunkel gehiillt, solange es nicht
gelingt, die aus ihnen entstehenden Umwandlungsprodukte zu fassen.

Einflul der Temperatur auf die Anthocyanbildung.

Uber die Beeinflussung der Anthocyanbildung durch die Tempe-
ratur liegen viele Untersuchungen (11, 14, 17, 18, 28, 30, 34, 40, 44, 51,
54, 58) vor. Da in den meisten Fillen der Farbstoff nicht extrahiert und
quantitativ bestimmt worden ist, sind die vielen widerspruchsvollen
Angaben verstindlich. Das Abschiitzen des Farbstoffgehaltes in der
Pflanze birgt sehr grofie Fehlerquellen in sich. In dieser Hinsicht ist
groBe Vorsicht geboten, da nicht nur die Reaktion des Pflanzensaftes,
sondern auch andere Farbstoffe (Flavone, Carotinoide usw.) und kolloide
Beimengungen den Farbton stark zu beeinflussen vermoigen (2, 46, 47).
Bei unsern Untersuchungen schienen z. B. die Keimlinge von 10° C mehr
Anthoeyan zu besitzen als die bei 30° C gewachsenen, wobei die Re-
aktion des Pflanzensaftes die gleiche war (pPH =5,67 bzw. 5,63). Erst
die quantitative Analyse ergab bei allen Bestimmungen entgegengesetzte
Resultate.

Von Portheim (44), Kuilman (30), Zanker (58), Ko -
saka (28), GaBnerund Straib (14), Molischund Rouschal
(40) ziehen aus ihren Untersuchungen den SchluB, daf niedrige Tempe-
raturen ganz aligemein die Bildung der Anthocyane begiinstigen.

Demgegeniiber beobachtete Sprecher (54) bei Hevea brasi-
liensis-Keimlingen eine starke Anthocyanbildung zwischen 17° und
30° C. Er weist mit Recht darauf hin, daB mit steigender Intensitit des
Stoffwechsels auch die Anthocyanbildung zunimmt. Harder (17)
fand bei Petunien bei 15° C eine sehr helle Scheckung, bei 35° C waren
die Bliiten aber fast rein violett. Floren (11) gibt fiir Hibiscus muta-
bilis, Diervilla coracensis, Victoria regia und Lantana hybrida eine
optimale Temperatur von 32°—35° C fiir die Farbstoffbildung bei sich
anthocyanfrei 6ffnenden Bliiten an. Nach Schréder (51) wirken
Erhthung der Temperatur und Abschwichung des Lichtes auf Blau-
farbung des Bliitenfarbmusters von Petunia hybrida grandiflora hort.
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hin. Dagegen bringen Senkung der Temperatur wie auch Steigerung der
Lichtintensitit die weiflen Areale in den Bliiten zur Herrschaft.

In den Dunkelkeimlingen des Rotkohls ist wie bei den oben er-
wihnten Befunden der Anthocyangehalt (Tabelle 13, Fig. 1) bei 20° und
30° C viel hoher als bei 10° C. Bei 30° C ist aber bereits wieder eine
deutliche Abnahme des Farbstoffgehaltes in den Keimlingen festzu-
stellen. Wahrscheinlich liegt das Temperaturoptimum fiir die Anthocyan-
bildung in den Dunkelkeimlingen zwischen 10° und 30° C.

Offenbar besitzen alle Pflanzen beziiglich ihrer Anthocyanbildung
ein Temperaturoptimum. Letzteres diirfte mit dem Temperaturoptimum
des Stoffwechsels zusammenfallen. Dabei besteht durchaus die Moglich-
keit, daB dieses Optimum der Anthocyanbildung bei tiefen Temperaturen
liegen kann. Doch sollte man keineswegs auf Grund der bisher nicht
bewiesenen Overtonschen Hypothese annehmen, daB die Herabsetzung
des Kohlehydratverbrauches bei niederer Temperatur infolge vermin-
derter Atmung fiir vermehrte Anthocyanbildung ausschlaggebend ist,
und ganz allgemein niedrige Temperaturen groBen und hohe Tempera-
turen geringen Anthocyangehalt bedingen (39).

Anthocyanbildung im Dunkeln.

Von Interesse ist die Bildung des Anthocyans in Keimlingen des
Rotkohls unter Ausschluff jeder Belichtung. Diese Erscheinung findet
ihre Parallele in der Anthocyanbildung in Wurzeln, wie sie Molisch
(37) bei Crassulaceae, Saxifragaceae, Compositae, Balsaminaceae und
Melastomaceae beschrieben hat. Der rote bis rotviolette Farbstoff ist
dabei auf die Vegetationsspitze der Wurzel beschrinkt. Nebenbei kann
das Anthocyan noch in sich abschuppenden Zellen der Wurzelhaube
vorkommen. In Indien hat Molisch (38) den blauen Farbstoff in den
Zellwinden von Eichornia crassipes-Wurzeln als Anthocyan identifi-
zieren konnen. Das Anthocyan bleibt aber nur auf die Zellwidnde der
Epidermis und der 3—4 folgenden Rindenschichten beschrinkt. Aus
Versuchen folgert Molisch (38), daB diese sehr seltene, prachtvolle
blauviclette Fiarbung der Zellwiinde durch hohen Eisengehalt des Kultur-
wassers hervorgerufen wird.

- Wihrend in den eben angegebenen Pflanzen Anthocyan ohne jede
Belichtung gebildet wird, ist in andern ausreichendes Licht Voraus-
setzung der Anthocyanbildung. Mrs. Wheldale Onslow (42) hat
bereits an Hand vieler Beispiele und Literaturangaben auf das in dieser
Hinsicht gegensiétzliche Verhalten vieler Pflanzen hingewiesen. In
neuerer Zeit haben sowohl Kuilman (30) als auch Karstens (22)
auf Grund ihrer Untersuchungen darauf aufmerksam gemacht, daB fiir
die Anthocyanbildung neben chemischen Prozessen auch eine photo-
chemische Reaktion unbedingt erforderlich sei.
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Eine adhnliche Erscheinung, daB je nach Pflanze Licht zur Farb-
stoffbildung notwendig ist, finden wir bei der Chlorophyllsynthese.
Auch hier gibt es Pflanzen (Coniferenkeimlinge, Algen bei kiinstlicher
EiweiBzufuhr usw.), die kein Licht zur Chlorophyllbildung brauchen.
Die groBe Mehrheit der Pflanzen kann jedoch ohne Belichtung kein
Blattgriin aufbauen.

Bildung des Anthocyans aus seinen Vorstufen.

Sollte sich der im ruhenden Samen durch Wasserstoffsuperoxyd
erzeugte Farbstoff bei der chemischen Analyse als Anthocyan erweisen,
80 wire ein neuer Beweis fiir die Oxydationstheorie von Keeble und
Armstrong (23, 25) erbracht worden. Fiir die Auffassung, da8 die
Anthocyane aus ihren Vorstufen durch Oxydations- und nicht durch
Reduktionsprozesse, wie Everest (9, 10) annimmt, entstehen, ist in
neueren Arbeiten einiges Beweismaterial gebracht worden. So konnte
Molisch (38) in weiBen Bliiten von Hibiscus mutabilis, die mit Wasser
bedeckt waren, durch Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd Anthocyan-
bildung auslésen. Wurde dem Wasser, das die Bliiten bedeckte, kein
Wasserstoffsuperoxyd zugefiigt, dann unterblieb die Rotfirbung durch
Anthocyan. Auch Koztowski (29), der mit Extrakten aus Bliiten
von Pelargonium zonale und andern Pflanzen arbeitete, glaubt die
Oxydationstheorie bestitigen zu miissen. Karstens (22) verlangt
sogar zwel Oxydationsprozesse fiir die Anthocyanbildung. Es scheint
daher, als ob Robinson (48) recht hatte, als er die Vermutung aus-
sprach : «... that in a different form the oxidase hypothesis of Keeble
and Armstrong will be revived. »

Uber die Vorstufe ohne genaue Kenntnis ihres Chemismus etwas
aussagen zu wollen, hiele das Chaos, das in dieser Beziehung ohnehin
schon besteht, noch vermehren. Auch in unserem Falle vermag diese
Frage nur durch Isolierung und Identifizierung der als Vorstufe in
Frage kommenden Reservestoffe aus dem Rotkohlsamen ihrer Losung
ndhergebracht zu werden.

VII. Zusammenfassung.

Aus Rotkohlkopfen wurde das Anthocyan isoliert und zur Auf-
stellung von Eichkurven fiir die kolorimetrische Bestimmung des Farb-
stoffes im Pulfrich-Photometer beniitzt.

In Dunkelkeimlingen, die bei 20° C keimten und bei 10° oder 30° C
weiterwuchsen, wurden Anthocyan-, Zucker- und Stickstoffgehalt in Ent-
wicklungsstadien von 20 bis 80 mm Linge bestimmt. Im Hungerstoff-
wechsel nahm der Anthoeyangehalt pro Keimling bei 10° C vom ersten
untersuchten Entwicklungsstadium an dauernd ab; bei 30°C war da-
gegen zuerst noch eine Zunahme und dann erst eine Abnahme festzu-
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stellen. Der Zuckergehalt (wasserlosliche Monosaccharide) pro Keim-
ling zeigte in beiden Versuchsreihen eine kontinuierliche Abnahme. Die
Gesamtstickstoffmenge blieb mehr oder weniger konstant; in den ein-
zelnen Fraktionen (wasserldslicher und koagulierbarer Stickstoff) fan-
den dagegen Veridnderungen statt.

Eine enge Beziehung zwischen Anthocyan- und Zuckerstoffwechsel
konnte nicht beobachtet werden. Sollte eine solche bestehen, so kénnte
sie nur sekundirer Natur sein.

Die Riicknahme des Anthocyans in den Stoffwechsel deutete darauf
hin, daB dieser Farbstoff nicht als « Endprodukt » zu werten ist. Uber
den Grad der Riickbildung des Anthocyans im Stoffwechsel konnten
nur Vermutungen aufgestellt werden.

In weiteren Versuchsreihen wurde bei 10°, 20° und 30° C die Antho-
cyanbildung messend verfolgt. Sie war in Keimlingen, die bei 10° C
wuchsen, am kleinsten, in denen bei 20° C am groBten. In den bei 30° C
gezogenen Keimlingen war gegeniiber der letzteren eine deutlich ver-
minderte Anthocyanbildung festzustellen. Das Temperaturoptimum fiir
die Farbstoffbildung wurde deshalb bei einer Temperatur zwischen 10°

und 30° C angenommen.

Die Bildung und eine eventuelle Wanderung des Anthocyans in
den Keimlingen wurde diskutiert.

Durch Eintauchen in eine wiisserige Wasserstoffsuperoxydlosung
konnte im ruhenden Samen und in noch ungefirbten Keimlingen die
Bildung eines roten Farbstoffes hervorgerufen werden. Sollte sich dieser
Vakuolenfarbstoff als Anthocyan erweisen, dann wire ein neuer Beweis
fiir die Oxydationstheorie, d. h. die Bildung der Anthocyane aus ihren
Vorstufen durch Oxydation, erbracht.

Die gefundenen Ergebnisse wurden mit den aus der neueren Lite-
ratur ersichtlichen Angaben verglichen und besprochen.
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