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Abstract-The effect of two chalcones, 3,4,2’,4’,6’-pentahydroxy- and the 4,2’,4’,6’-tetrahydroxy-3-methoxy-chal- 
cone-4’-glucoside, on the synthesis of different flower anthocyanins in isolated petals of Petunia hybrida has been 
investigated. The results show that the synthesis of those anthocyanins, which have the same substitution pattern 
as the chalcone used was increased. This suggests that the chalcones are incorporated into the anthocyanins con- 
cerned. When the chalcones were fed together with acetic acid-[l-‘4C]. this specific substitution effect was de- 
tectable only for the 3.4,2’,4’,6’-pentahydroxy-chalcone-4’-glucoside. 

Zusammenfassung-Die Wirkung zweier Chalkone auf die Anthocyansynthese in isolierten Petalen von Petunia 

hybrida wurde untersucht. Dahei zeigte sowohl das 3,4,2’,4’,6’-Penta-hydroxy- als such das 4,2’,4’,6’-Tetra-hyd- 
roxy-3-methoxy-chalkon-4’-glukosid in Gegenwart von D-Glukose-[I-14C] eine suhstitutionsspezifische Wir- 
kung. Es wird stets die Synthese desjenigen Anthocyans gefGrdert, das dem eingesetzten Chalkon in der Suhstitu- 
tion entspricht. Dies lPl3t sich kaum anders als damit erkliren. da8 die Chalkone zur Synthese der Anthocyane 
herangezogen werden. Bei der gemeinsamen Fiitterung von Chalkon und Acetat-[I-‘“Cl zeigt nur das 3,4,2’,4’,6’- 
Pentahydroxy-chalkon-4’glukosid eine substitutionsspezifische Wirkung. 

EINLEITUNG 

EINES der ungeliisten Probleme im Verlaufe der Biosynthese der Flavonoide ist der Zeit- 
punkt der Ausbildung des B-Ring-Substitutionsmusters. 

Auf Grund der vor allem an Fugopyrum esculentum,’ Brassica oleracea var. Capitata’ 

und Datisca cannabina” gewonnenen Ergebnisse lag es nahe, im Sinne der Substitutionshy- 
pothese4 anzunehmen, da13 das Substitutionsmuster dieses B-Rings im allgemeinen erst 
nach der Stufe der Chalkone ausgebildet wird. An Petunia hybridasp aber such an Cicer 
arietinum” gewonnene Befunde sprechen jedoch dafiir, da13 die Bildung des Substitutions- 
musters des B-Rings entsprechend der Zimtdurestarthypothese5 bereits auf der Stufe der 
Zimtsguren festgelegt werden kann. Die Existenz von Chalkonen im Biosyntheseweg von 

’ PATSCHKE, L. und GRISEBACH, H. (1965) Z. Naturforsch. 20, 1039. 
’ GRISEBACH, H. und PATSCHKE, L. (1961) Z. Naturforsch. 16b, 645. 
3 GRISEBACH, H. und GRAMBOW, H. J. (1968) Phytochemistry 7, 51. 
4 HESS, D:(1968) Biochemische Genetik, p. 91, Springer, Berlin. 
5 HESS, D. (1967) Z. I’flanzenphysiol. 56, 12. 
6 HESS, D. (1964) Z. Naturforsch. 19b, 447. 
’ HESS, D. (I 964) Plants 60, 568. 
* HESS, D. (1967) Naturwissenscheften 54,289. 
9 HESS, D. (1968) Z. Pjanzenphysiol. 59, 293. 
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Flavonoiden wurde bercits zweimal nachgewicscn. So pelang es ihre Existenz einerseits irn 
Biosyntheseweg van Isoflavonen in C’icc~ rr~ic~in~/~ ’ I nachzuweisen, andererseits iiber die 

Existen des Systems Chalkon,~Flavanon als “natural intermediate” (Definition nach 

Davis, 1955), ” im Verlaufe der Biosynthese der Anthocyane bei Pctzdrlicl /zJ.bridrr’ ’ im Sta- 

dium intensiver und linearer Anthocyanakkumulation. Es lag so nahe. die Frage des Zeit- 
punktes der Ausbildung der B-Ring-Substitution der Flavonoide untcr Berticksichtigung 
dieser Befunde wieder aufzugreifen. Friihere Versuche mit Chalkonen”.’ ’ und Fla- 
vanonen ’ legten die Vermtun, (1 nahe, da13 ihr Substitutionsmustcr auf oder nach der Chal- 

kon/Flavanon-Stufc yumindest vcrandert werden kann. Wir versuchten der Liisung dieses 
Problems dadurch niiher ZLI kommen, da13 wir die Biosynthese der Flavonoide durch die 
Fiittcrung synthetischer Chalkonglukoside spezieller Substitution zu hecinflussen suchten. 

Diese Versuche wurden von LIPS an Knospen des CyanidinTyps von Pc~tunicl 
17!.hl.i&!’ 5.’ h durchgeftihrt. Wir vcrfiittertcn Chalkonc. die sowohl in ihrem A-Ring- 211s 

such in ihrem B-Ring-Substitutionsmuster mit Twci in dicsen Knospen vorkommenden 
Anthocyanen iibereinstimmten, zusammen mit I,-Glukosc-[ I-“C] oder Acetat-[ 1-l “Cl. 
So wurde nur dns ?.3,“,4’,h’-Pcnta-hydroxy-chalkon-4’-glukosjd. das in seinem 
B-Ring-Substitutionsmuster dem dcs Cyanidin-i-monoglukosid entspricht. und das 
4,7’.4’.6’-Tetra-hydroxv-j-metho~y-chalkon-4’-gl~lkosid. das in scinem B-Ring die Substi- 
tution des Paonidin-3:monoglukosid tragt. vcrwendct (I 1. 

Glc 0 

Als Manstab fiir den Einflul!, dcs .jeweiligen Chalkons diente die Vergnderung der spezi- 
fischen Aktivitat und der Einbaurate der jeweiligen radioaktiven Substanz in das Pgoni- 
din-, Petunidin- und das Cq”“idin-7-mono-glukosid. 

Sowohl bei der Verwendung bon Glukose als such bei der Verwendung von Acetat kann 
es zu einer Verschleicrung des tatsachlichen Tatbcstands kommen. Neben einer direkten 
Glukosidierung der gefiitterten Chalkone durch die Glukose. kann diese. etwa nach CJber- 
fiihrung in Acetyl-C’oA, /ur direkten Synthese des A-Rings der Flavonoide beniitzt werden. 
Andererseits kann es aber such iibcr den Shikimisiiur~wcg~~irekt zur Synthesc des B-Rings 
dcr Flavonoidc. den Zimtsguren, herangezogcn werden. Ahnlich kann das Acetat auI3er 
zur direkten Synthese d~‘s A-Rings such 711 einer Bildung von ~1ilkOSe verwcndet wcrden. 
und so iiber eine Glukosidierung fur Markierung der gefiittertcn unmarkierten Chalkone 
bei tragen. 
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ERGEBNISSE 

Der substitutionsspezifische ChalkoneiqTufi 

Bei der gleichzeitigen Fiitterung von Chalkon und Glukose-[ 1 -lQC] zeigt sich sowohl bei 
dem 3,4,2’,4’,6’-Penta-hydroxy- als such bei dem Tetra-hydroxy-3-methoxy-chalkon-4’- 
glukosid eine substitutionsspezifische Wirkung (Tabelle 1). Auf Grund der unten ange- 
fiihrten Ergebnisse wurden die Chalkone stets in der Konzentration 10m3 M gefiittert. 
Hierbei wird unter dem EinfluB des Penta-hydroxy-chalkons sowohl die spezifische Akti- 
vi&t des Cyanidin-3-monoglukosids (+SO’$$ als such die Einbaurate der D-Glukose- 

[1-‘4C] in das Cyanidin-3-monoglukosid (+ 196”,,) besonders deutlich gesteigert. Das 
4,2’,4’.6’-Tetra-hydroxy-3-methoxy-chalkon iibt dagegen einen besonders fiirdernden Ein- 
fluI auf das Pgonidin-3-monoglukosid (194oi, bzw. 122%) aus. Es wird also in beiden 
Fgllen stets die spezifische Aktivitgt und die Einbaurate des.jenigen Anthocyans gefijrdert, 
das in seinem B-Ring-Substitutionsmuster dem.jcnigen dcs gefiitterten Chalkons ents- 
pricht. Allerdings treten such bei den anderen Anthocyanen Verinderungen auf. Diese 
sind jedoch geringfiigiger Art. So fiirdert das Penta-hydroxy-chalkon-4’-glukosid such die 
spezifische Aktivitgt und die Einbaurate ins Petunidin-3-monoglukosid urn 12% bzw. 72”/,. 
In gleicher Weise fljrdert das Tetra-hydroxy-3-methoxy-chalkon-4’-glukosid beim Cyani- 
din- (+ 59”,, bzw. +47”,,) und bcim Petunidin-3-monoglukosid (+ 55”,, bzw. + 48”,,) die 
spezifische Aktivitgt und die Einbaurate: 

TABELLE 1. DER EINFLCJR IXS 3.4.2’.4’,6’-PENTA-HYIIR~XY-CHALKON-~’LI. KOSIIX I.NU 11~s ~.~‘.~‘.~‘-TETRA- 
HYDKOXY-3-M~.THOXY-CHALI<ON-~‘-C;LLKOSII)I.S ALL 1111 SYNTHI.S~ IXR ANTHOC) ANL 13~1 ULR GLMEINSAMLN Fi:TTHC- 

I’NG MIT GLrrKOSl.-l:l-'JC] 

Anthocyanet 

Einbaurate 

sp. Akt. CYJ) (KJ C/,) 
ohne mit Zuwachs ohne mit Zuwachs 

3,4.2’,4’?6-Penta-hydroxy-chalkon* 

PBo-3-G 2659 
Cya-3-G 1880 
Pet-3-G 14250 

2200 -18 0,04X6 0.0518 +5 
3390 f80 0.1294 0,3829 +196 

12589 fl? 0,0624 0.1074 i-12 

4.2’,4’,6’- Tetra-hydroxy-3-methoxy-chalkon* 

PPo-3-G 
Cya-3-G 
Pet-3-G 

500 1470 +194 0,011 1 0,0247 + 122 

301 480 f59 0,0276 0,0407 +47 
2065 3209 +55 0,0131 0.0194 +48 

* Konzentration 10e3 M. 
t Pgonidjn- (Plo-3-G). Cyanidin- (Cya-3-G) und Petunidin-3-monoglukosid (Pet-3-G) in Gegenwart von 

D-Glukose-[1-‘4C]. Ermittelt wurde die Einbaurate der radioaktiven Glukose und die spezifische AktivitHt der 
Anthocyane. Die Werte der Kontrollversuche ohne Chalkon wurden gleich 1007,; gesetzt und als BezugsgrGRe 
gewghlt. 

Der Cyanidin-Eflekt 

Wird das 3,4,2’,4’,6’-Penta-hydroxy-chalkon-4’-glukosid zusammen mit dem Acetat-[ l- 
14C] gefiittert, so zeigt sich ein deutlicher Einflurj des Chalkons auf die Anthocyansynthese 
in Abhgngigkeit von der Konzentration. Wird hierbei die spezifische Aktivitgt des Petunidin- 
3-monoglukosids als BezugsgrdBe genommen, so ergibt sich fiir die Fiirderung der spezi- 
f&hen Aktivitst des Cyanidin-3-monoglukosids ein Maximum bei einer Konzentration 

von lo- 3 M (Tabelle 2). Die Bezugsbasis Petunidin-3-monoglukosid wurde gewshlt, um 
etwaige endogen bedingte Schwankungen, wie sie durch physiologisch aktive Substanzen 



ausgeliist werden k&nen,’ auszugleichen. Dabei bleiben die Relationen der spezifischen 
Aktivitgten der einzelnen Anthocyane untereinander erhalten. 

‘I” Zuwachs 
Konzentrationen sp. Akt.* 
der Chalkone M PiiO-3-G C‘ya-3-G Pet-?-G 

__.__ 

10 ’ 1-23 -. 12 0 
IO 2 +36 +39 0 

10 1 0 + I74 0 
2x 10 J +?4 +-X2 0 
IO .a - 30 +37 0 

* 3-monoglukosrde des PQonldins. Cyanidins und Petunidins. 
Verwendet wurdc die Knospenhalftcn-technik’ mit Petalcn des Cyanidin-Typs 

van Pcr~r7iu h~bido. Die durch das Penta-hydroxy-chalkon-4’-~lukosid bcim Petuni- 
din-3.monoglukusicl ausgelL;ste #ndc~-ung der speTifschcn ,Aktivitiit surde jcacils 
glcich IOO”,, gcbct/l Die .Xnderungcn dct- \pc/~lischcn L\kliIil:itcn da Piionidin- und 
des (‘!anidln-l-mo~,oglul\oFici wu~-dlcn clarauf brrogcn. 115 ~larklertingssub\tan/ 

\vurde Acetat-[ I -“Cl b~~rwondct. 

In insgesamt vier Versuchcn konnte diese spezifische Wirkung des 3.4,2’,4’,6’-Penta-hyd- 
roxy-chalkon-4’-glukosids sowohl auf die spezifische Aktivitgt des Cyanidin-Smonogluk- 
osids als such auf die Einbaurate des Acetat[ 1 -14C] in das Cyanidin-Smonoglukosid auf- 
gezeigt werden (Tabelle 3). 

sp. Akt. 
ohne mit 

Chalkon Chalkon* 

&iderung Einhaurate 
der spew. ohne mit 
AktivitLit Chalkon Chalkon 

(“,,I (““I 

.&nderung 
der 

Elnhaurate 

I”,,) 

PHo-3-G 
Cqa-3-G 
Pet-?-G 

Pao-3-G 
Cya-3-G 
Pet-3-G 

PLio-3-G 
C‘qa-3-G 
Pet-?-G 

PU-3-G 
Qn-3-G 
Pet-3-G 

7155 
1196 
4412 

7371 
1566 

153X’ 

2311 
921 

5075 

7 I 09 
4634 

13.701 

717x 
1601 
3153 

2831 
1654 
5Y45 

I345 
2993 
6707 
1-3 

5967 
6t;?? 

10 
+33 

+- 0 

-62 
15 

-62 

-44 
+ 324 

+32 

- 64 
+29 
-49 

-Ii 
t 104’ 

+ ‘0 

- 60 
+ IO 
- 6W 
- 65 
+52 
-17 
~ x0 

i ! 07 
- 46 

* Konxntration IO-’ M. Bei der Ermittlung der Anderung der spelifischen Aktiiitiit mid der .&nderung dcf 
Lnhaurate wurden die Werte dcr Kontroll-versuche ohne Chalkon @ich 100” ,, gesetxt und die Wcrte de1 
andercn Vorsuche darauf hetogen. 

Jm Gegcnsatz zu diescr spezifisch fbrdernden Wirkung auf das Cyanidin-J-monogluko- 
sid iibt es in der Regel sowohl auf die spezifische Aktivitst des F%onidin-und des Petuni- 
din-LLmonoglukosids als such ad die Einbauraten des Acetats-[I-’ “C] in dicse Antho- 
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cyane einen hemmenden Einflul.3 aus. Wider Erwarten wurde jedoch bei der Futterung des 
4,2’,4’,6’-Tetra-hydroxy-3-methoxy-chalkon-4’-glukosids in der Konzentration 10e3 M 
keine spezifische Wirkung auf das Paonidin-3-monoglukosid beobachtet. Weder der Ein- 
flul3 aufdie spezifische Aktivitat der einzelnen Anthocyane, noch der EinfluD auf die Einbau- 
rate des Acetats-[ 1-l 4C] zeigt eine einheitliche Tendenz (Tabelle 4). 

TABELLE 4. DER EINFLIJB DES ~.~‘,~‘.~‘-TETRA-HYDROXY-~-METHOXY-CHALKON-~’-GI~UKOS~DS AUF DIE EINRAURATE 

DES ACETATS-[I-‘*Cl IN DIE ANTHOCYAZ~L SOWIE AUF DERFN SPfzfFfscHtN AKTIVIT~T 

Antho- 
cyane? 

sp. Akt. 
ohne mit 

Chalkon Chalkon* 

Anderung Einbaurate Anderung 
der spez. ohne mit der 
Aktivitat Chalkon Chalkon Einbaurate 

(“Y”) (%) (%) 

Pao-3-G 
Cya-3-G 
Pet-3-G 

Pao-3-G 
Cya-3-G 
Pet-3-G 

Pao-3-G 
Cya-3-G 
Pet-3-G 

PLO-3-G 
Cya-3-G 
Pet-3-G 

1052 
294 

3448 

1200 
260 

3123 

8581 
3144 

18408 

2020 
2172 

13050 

695 
298 
754 

609 
193 
710 

7600 
4847 

19165 

1903 
1774 
5258 

-34 

+0 
-79 

-49 
-26 
-15 

-11 
+29 

+4 

-6 
-19 
-60 

O,OliS 
0,033 
0,0264 

0,0397 
0,018 
0,027 

0,0506 
0,0833 
0,0456 

0,029 1 
0,1546 
0,0518 

0,0158 -6 
0,0446 f35 
0,0099 -63 

0,0052 -87 
0,017 -6 
0,00956 -65 

0.0498 
0,1439 
0,0738 

0,0197 
0,0602 
0,02 13 

-2 
f72 
f61 

-32 
-61 
-59 

* Konzentration 10m3 M. Wiedergegeben werden die Anderungen in ‘t,,. wobei die Werte der Versuche ohne 
Chalkonzusatz gleich lOOo/, gesetzt wurden. Die Tabelle enthalt vier getrennte Versuche. 

t Paonidin- (Plo-3-G) Cyanidin-(Cya-3-G) und Petunidin-3-monoglukosid (Pet-3-G). 

DISKUSSION 

Wie bereits fruher erwahnt, kann die gleichzeitig mit den Chalkonen gefiitterte D-Gluk- 
ose-[1-i4C] auf verschiedene Art und Weise auf die Flavonoidbiosynthese EinfluB 
nehmen. So kann sie, nachdem sie in Acetyl-CoA uberfiihrt wurde, sowohl zur Flavonoid- 

biosynthese herangezogen werden, als such iiber den Shikimisaureweg direkt zur Biosyn- 
these von Zimtsauren verwendet werden. Die Spezifitat der Wirkung des 3,4,2’,4’,6’-Penta- 
hydroxy-und des 4,2’,4’,6’-Tetra-hydroxy-3-methoxy-chalkon-4’-glukosids spricht jedoch 
fur die Annahme, dal3 die gefiitterten Chalkone unter Glukosidierung unmittelbar zur Syn- 
these des entsprechend substituierten Anthocyans herangezogen werden. 

Neben der spezifischen Wirkung auf das Anthocyan mit der entsprechenden Substitu- 
tion im Ring B zeigen die Chalkone such auf die anderen Anthocyane’einen gewissen Ein- 
flu& Auf Grund dessen kann angenommen werden, da13 das Substitutionsmuster der Chal- 
kone innerhalb der Knospe Veranderungen unterworfen ist. So wird offensichtlich in 5- 
Stellung eine zusatzliche Hydroxylierung vorgenommen und die Hydroxylgruppe in 
3-Stellung in eine Methoxylgruppe uberfiihrt. Diese derart veranderten Chalkone werden 
dann zur Synthese der entsprechend substituierten Anthocyane herangezogen. Offensicht- 
lich kann das Substitutionsmuster der Anthocyane bereits auf der Stufe der Chalkone fest- 
gelegt werden. In erster Linie werden die gefutterten Chalkone jedoch zur Synthese des 
Anthocyans herangezogen, das in seinem B-Ring-Substitutionsmuster mit dem jeweiligen 
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gefiitterten Chalkon iibereinstimmt. Eine 5hnlich spezifische Wirkung ist uns’ von Zimt- 

s2uren’” bekannt. Um cinen miiplichen Abbuu der gefiitterten Chalkone. etwa zu Zimt- 
tiiuren. so wcit M ie m6glich austusch~ie&.N. haben wir im @gen%t? /u friihcrcn Chalkon- 

Versuchen”.’ ’ die Knosl.l”~halftent~~llnik‘ vcr\vandt. Durch die damit verbundcne Ver- 
kiirzung des Wegs der Chalkone an ihren Wirkungsort uird die Miiglichkeit ciner V&in- 
derung des Chalkons verringert. 

AuchbciderVerwendungvonAcetat-[ 1 -‘“C]alsMarkicrungssubstanzwirdbeider Fiitter- 
ung des 3.4.“,4’.h’-Penta-1l~drox\;-chalkon-4’-glukosids derselbe spezifische EinBuB 
erzielt. So wird sowohl die spezifische Aktivitat dcs Cqanidiu-3-monoglukosids als such 
die Einbauratc dcs Acetats-[ I -I “Cl ins ~-‘4anidin-?-t7ionoglukosid relntiv zu den Werten 
der andercn Anthocqane gcfiirdert. 

Bei dcr Fiittcrung dcs 3,3’.1’.0 -T‘ctra-h!dro~,!,-.~-metho\~-ch~~lk~~~i-4’-gli~k~~siJs /usan- 
men mit Acetat-rl-‘“(‘j tritt dicsc SpcsifitLit der Wirkung :~llcrdin~s nicht auf. Offon- 

sichtlich handclt L’S sic11 dabei um cinen spe~ifischen Effckt des Penta-ll!;drox!-chalkon- 
3’-glukoxids. 

Eine m(iglichc Wirkungsu-cisc wird in eincr weitercn Arbeit diskutiert?’ 


