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Der Pigmentgehalt induzierter Mutanten von Pisum sativum als 
Grundlage einer neuen Farbcharakterisierung und seine Beziehung 

zur Plastidengr6Be 

H. HIPKE 

Institut fiir Genetik der Universit~it Bonn (BRD) 

The Pigment  Content of  Induced Mutants of  Pisum sativum as Basis for a N e w  Method of  Color 
Specification and its Correlation with Plastid Size 

Summary. Several methods for characterizing the color of pigment mutants can be found in the literature. Either 
verbal descriptions or comparisons with a color catalogue are used. These methods are subjective. Furthermore, the 
usual classifications of the pigment mutants as viridis, chloriss or xastha are not clearly defined. An attempt was 
therefore made to characterize the color of different Pisum mutants through a mathematically calculable ,,Farbwert" 
(Color value) obtained by spectrophotometric pigment analysis. This value takes into account the quantity as well as 
the quality of the pigment. However, the color also depends on secondary factors, e.g. the size and the amount of pla- 
stids, their arrangement in the mesophylI, the extent of intercellular space, the waxy layer of the epidermis, and possible 
hairiness. The correlation between plastid size and pigment content was investigated. 

A. Einleitung 

Pigmentmutanten sind als Objekte ftir viele Rich- 
tungen botanischer Forschung von groBer Bedeutung, 
etwa far die Untersuchung von Etiolment oder aul3er- 
karyotischer Vererbung. Dieser Tatsache entspre- 
chend liegt bereits eine umfangreiche Literatur vor, 
deren Durchsicht jedoch zeigt, da~3 in den meisten 
dieser Arbeiten die Mutanten nach dem ~iul3erlich 
sichtbaren Merkmal der Blattfarbe klassifiziert und 
beschrieben werden. Dies geschieht mit der uns 
sprachlich zur Verftigung stehenden Skala von 
,,dunkelgrtin" bis ,,grtinlichgelb" oder mit Hilfe der 
bekannten Farbkataloge wie dem ,,Code des Cou- 
leurs" (Klincksieck u. Valette 1908) oder in neuerer 
Zeit dem , ,Pf lanzenfarben-Atlas" (Biesalski 1957). 
Da diese Methoden jedoch ungenau sind und nichts 
aussagen tiber die Pigmentzusammensetzung -- ein 
Gelb kann auf einem (]berschul3 an Carotinoiden oder 
auf einem Mangel an Chlorophyll beruhen --, setzen 
sich die quantitativen Pigmentanalysen mehr und 
mehr durch. Sie sind relativ einfach durchzuftihren, 
seit die spektralphotometrischen Mel3methoden so 
weir ausgebaut wurden, dab Serienmessungen m6g- 
lich sind. In dieser Arbeit wird der Versuch unter- 
nommen, mit Hilfe der Pigmentanalysen zu einem 
,,Farbwert" zu gelangen, der die F~trbung der ein- 
zelnen Mutanten zahlenm~13ig ausdrtickt. 

An die Messung der Pigmentmengen schliel3t sich 
die Frage nach den Grtinden ftir die Differenzen im 
Farbstoffgehalt verschiedener Mutanten an. Bisher 
v611ig ungeklfirt sind dabei die biochenlischen Ursa- 
chen; auch ftir andere Objekte liegen nur sehr ver- 

einzelt Ergebnisse vor, so etwa ftir Vic ia /aba  (Heber 
u. Gottschalk 1963). In der vorliegenden Arbeit soll 
ein anderer m6glicher Zusammenhang untersucht 
werden, n~mlich die Beziehung zwischen Pigment- 
gehalt und Plastidengr6Be. Ftir weitere Arbeiten 
w~ire es sicher lohnend, die Abh/ingigkeit der Pig- 
mentmengen yon der Anzahl der Plastiden pro Zelle 
und dem inneren Aufbau der Plastiden zu bestim- 
men. 

B. Material und Methode 
Unsere Untersuchungen wurden an 19 strahlenindu- 

zierten Mutanten von Pisum sativum (Handelssorte: 
Dippes gelbe Viktoria) durchgeftihrt. Die Pflanzen wur- 
den vergleichsweise ira Freiland und in einer Klima- 
kamlner angebaut. Die Extraktion des Pflanzenmaterials 
und die quantitative Pigmentbestimmung erfolgte nach 
der bei Hipke (1970) bereits angegebenen Methode. 

Zur Bestimmung der Plastidengr613e wurden nach 
Strugger (195t) kleine Blattstiicke mit der Unterseite 
nach oben in isotonische Saccharosel6sung anf einen 
Objekttr~ger gelegt und Teile des Mesophylls (Schwamm- 
parenchym) mit einer Rasierklinge abgeschabt. Im 
Mikroskop wurden mit Hilfe eines Okularnfikrometers die 
Durchmesser yon 100 Plastiden je Mutante gemessen und 
zn einem Mittehvert vereinigt. Im Text werden auBer- 
dem die Standardabweichungen und die Signifikanzver- 
hS.ltnisse angegeben. 

C. Ergebnisse und Diskussion 

Der Farbwerl: Es stehcn mehrere M6glichkeiten zur 
Verftigung, um die F/irbung einer Pflanze auszudrtik- 
ken. Im einfachsten Fall belegen wir sie mit einer 
sprachlichen Bezeichnung wie hellgrtin oder gelb. 
Prinzipiell das gleiche geschieht, wenn wir die Pflanze 
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Tabel le  1. Vec~leich des Fa~b~erts mit tier Farbcharakterisierung ~ach dem a'ufieren Farbeindruck, de~ Farbmefltafeln 
nach Oslwald urzd der ~uta~tenbezeichnu.ng; auflerdem si~r die ~Ie[3wefte fiir Chlorophyll a (a), Chlorophyll b (b), 

Caroti~oide (c) ,~d  Gesamtpigme~zt (a +b + c) in der Dime~zsio~ #g Pigme~# pro Gramm Frischgewicht angegeben 

Mutante a b c a--' b + c MeBtafel Farbeindruck 

122 1115,1 353,5 401,8 1870,4 4 IV  ni23 blaugr i in ,  d u n k l e r  als N F  51,8 
N F  1094,5 359,5 418,6 1872,6 4 I V  ni23 n o r m a l  48,9 
2323A t052,5 357,2 415,2 1824,9 4 IV  ni23 n o r m a l  46,2 
489C 1040,t 345,9 418,6 t804,6  4 IV  p i 2 3 - - 2 4  n o r m a l  44,8 
2701 ch lo ro t i ca  997,6 325,9 416,0 1739,5 4 IV  pi23 + n o r m a l  42,9 
75A 1011,0 304,9 419,6 1735,5 4 V I I I  pg23 e twas  he l le r  als N F  4t ,7  
2191 913,4 293,7 381,6 I588,7 4 V [  n g 2 3 - - 2 4  e t w a s h e l l e r a l s N F  38,0 
58C ch lo ro t i ca  920,8 262,4 392,8 1576,0 4 VI  pi24 e twas  he l le r  als N F  36,9 
2570 ch lo ro t i ca  742,3 247,8 390,6 1380,7 4 V I I I  pg23 e twas  he l le r  als N F  26,2 
2826A ch lo ro t i ca  57t ,6 180,6 259,1 1011,3 4 V[  rig24 e twas  he l lc r  als N F  22,2 
2498 ch lo ro t i ca  575,o 189,8 280,4 1045,2 4 V I I I  pg24 he l le r  als Nb" 21,4 
2609 ch lo ro t i ca  528,0 209,1 336,2 1073,3 4 V I I I  pg24 hol ler  als N F  16,9 
1(1287 ch lo r ina  466,4 201,~ 257,9 926,1 4 V[ le24 he l lgr t in  16,7 
2325A ch lo r ina  413,9 162,5 210,5 776,9 4 X pc24 g rgnge lb  15,2 
2029 ch lo r ina  t96,9  92,2 t95 ,2  484,3 I V I I I  ne l  he l lgr t in  4,8 
3032A x a n t h a  24,5 -- 41,6 66,t  4 IV  ea24 gelb 0,4 
2185 x a n t h a  22,4 -- 58,3 80,7 I V[  ga2 gelb 0,3 

Farbwert  

mit Hilfe eines Farbkataloges (Klincksieck u. Valette 
1908; Ridgway 1912; Sdguy 1936; Ostwald; Biesalski 
1957) einordnen, nur sind hier die Bezeichnungen vor- 
gegeben und meist numerisch. Auch die schon von 
Gustafsson (1940) eingefiihrten nomenklatorischen 
Unterteilungen wie viridis, chlori1~a oder xa1~tha 
beziehen sich auf den fiugeren Farbeindruck, ohne 
dab sich die Grenze zwischen den einzelnen Gruppen 
exakt festlegen 15Bt. 

Um eine genauere Farbcharakterisierung zur Ver- 
fiigung zu haben, soll versucht werden, ieder Mutante 
einen eigenen, in Zahlen ausdrtickbaren , ,Farbwert" 
zuzuordnen, der nicht vom Farbensehen des Unter- 
suchers abhfingt, sondern mathematisch bestimmbar 
ist. Ausgehend davon, dab Chlorophyll b am wenig- 
sten zum Gesamteindruck beitr~igt, da es als gelb- 
grtines Pigment zwischen dem blaugrtinen Chlorophyll 
a und den gelben Carotinoiden liegt, wurde zun~ichst 
der Quotient Chlorophyll a/Carotinoide (a/c) gebildet. 
Da jedoch neben dem Pigmentverhdltuis auch die 
Pigmentme1~ge fiir die Farbbildung von Bedeutung 
ist, wurde der Quotient a/c noch multipliziert mit 
dem Zahlenwert des Gesamtpigmentgehalts (a+b+c). 
Nur um die Zahlen nicht zu grog werden zu lassen, 
wurde dann noch durch 100 dividiert. Der so erhal- 
tene Wert wird im Folgenden unter dem Farbwert 
(Fw) zu verstehen sein: 

a a + b + c  
F w  = - - .  c I O0 

Tabelle I zeigt einen Vergleich der auf diese Weise 
berechneten Zahlenwerte mit der sprachlichen Be- 
zeichnung der Farbe und der Bestimmung mit HiKe 
der , ,Farbmegtafeln naeh Ostwald". Weiterhin ent- 
hfilt die Tabelle die Mef3werte ftir Chlorophyll a(a), 
Chlorophyll b(b), Carotinoide (c) und Gesamtpigment 
(a + b d-c) in der Dimension ~xg Pigment pro g 
Frischgewicht. 

Den h6chsten Earbwert besitzt mit 5t,8 die Mu- 
tante t22, die tatstichlich dunkler erscheint als die 
Normalform (NF) mit 48,9. Bei den chlofolica-Formen 
liegt der Farbwert zwischen 42,9 (270t) und 16,9 
(2609), bei den chlorina-Formen zwischen 16,7 
(10287) und 4,8 (2029) und bei den xanlha-Formen 
schlieglich unter 1,0. Damit dtirfte die Eignung dieses 
Wertes bereits verdeutlicht sein. 

Die restlichen drei bearbeiteten Mutanten besitzen 
einen Gradienten in der Farbst~irke aufeinanderfol- 
gender Blfitter; die Mutanten 2306 und 2710C 
geh6ren zur chlorescerts-, 2233 zur viresceus-Gruppe. 
Sie stellen damit eine weitere M6glichkeit dar, die 
Eignung des Farbwertes zu prtifen. Der bereits 
fiuBerlieh sichtbare Gradient der Ftirbung muB sich 
auch im Farbwert ausdriicken. Abbildung 1 enth~ilt 
die bereehneten Werte fiir die ersten drei Bl~itter der 
Pflanzen. Wie zu erwarten war, nimmt der Farb- 
wert bei steigender Insertionsh6he der untersuchten 
Bltitter bei den chloresce~s-Formen ab, bei der 
virescens-Form zu. 

Der somit geniigend eharakterisierte Farbwert hat 
sich, wie den Beispielen zu entnehmen ist, zulnindest 
bei den Untersuchungen an Pisum sativum bew~ihrt. 
In seine Berechnung gehen sowohl die Gesaintmenge 
an Pigment als auch das Verhttltnis von Chlorophyll a 

~25 

2305 2710E 2233 
chlorescens chlocesceris virescens 

I g /]/ 1 g /~ l / /  m 

Abb. I. Farbwerte  f~r untcrcs (I), mittleres (II) und oberes 
(III) Blat t  bci chlorescens- und vires~ens-Mutanten. Die Farb-  
werte vcrhaltcn sich cntsprechend der Zu- bzw. Abnahlne des 

ttuBercn Farbeindrucks dcr BlOtter 
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zu den Carotinoiden ein. Er  ist also v o n d e r  Quanti- 
tat, aber auch von derQualit~it der vorhandenen Farb- 
stoffe abh~ingig, was von einer Farbcharakterisierung 
unbedingt zu verlangen ist. Im Vergleich zur Be- 
nutzung von Farbkarten hat der Farbwert den Vor- 
teil, dab er sich mathematisch berechnen l~tgt und 
damit vom Farbensehen des Beobachters unabMngig Mutante 
ist. Weiterhin ist die Farbskala mit Hilfe des Farb- 
wertes besser unterteilbar, als es mit den Mitteln der 
Sprache m6glich ist. DaB diese Unterteilung nur bis 
zu einem bestimmten Grad sinnvoll sein kann, ist 
selbstverst~ndlich. Ein Naehteil des Farbwertes ist 
zweifellos, dab sieh mit dem Zahlenwert nicht un- 
mittelbar eine Farbvorstellung verbindet. Der 
Farbwert ist abstrakter als die Farbkarte, was sich 
jedoch /indern k6nnte, wenn sich in weiteren Ver- 
suchen herausstellen sollte, dab der Farbwert ohne 
Rficksicht auf das verwendete Objekt bei gleicher 
F/irbung zum gleichen Zahlenwert ftihrt. Augerdem 
kann die Charakterisierung mit dem Farbkatalog 
sofort und am natiirlichen Standort der Pflanze vor- 
genommen werden, w~thrend zur Berechnung des 
Farbwertes eine quantitative Pigmentbestimmung 
durchgefiihrt werden mul3. So ist es wohl besser, wm 
einer Erg/inzung der Farbkarte start von einem Er- 
satz zu sprechen. 

Wie schon angedeutet, w/ire es von Bedeutung 
festzustellen, wie weit sich der Farbwert auch bei 
anderen Gattungen und Arten zur Farbcharakteri- 
sierung eignet. Die Pigmentmengen und auch die 
Pigmentzusammensetzung sind innerhalb vieler ande- 
rer Objekte sicher nicht so grunds~itzlich verschieden, 0ooo 
dab die Berechnung nach der angegebenen Formel T- 
nicht zu vergleichbaren Werten fiihren wiirde. Aller- 
dings mu8 beriicksichtigt werden, dab der ~iuBere ~ 2000 
Farbeindruck eines Blattes nicht nur wm Menge und 
Zusammensetzung der Pigmente bestimmt wird, 
sondern dariiber hinaus auch v o n d e r  Anzahl der "~ 1000 
Plastiden pro Zelle und ihrer Anordnung im Meso- ~_ 
phyll, v o n d e r  Gr613e der Interzellularen, wm der g_ 
Wachsschicht auf der Epidermis sowie von einer 0 
eventuellen Behaarung abh~ingt (Egle t960). Ein 
eindrucksvolles Beispiel dafiir ist der bei vielen Arten 
anzutreffende Blattyp, bei dem sich Ober- und 
Unterseite in der F/irbung unterscheiden. Der 
Versuch, die einzelnen Mutanten oder Arten mit 
einem Farbwert zu belegen, wird daher um so besser 
gelingen, je konstanter diese sekund/ir auf die Farb- 
bildung einwirkenden Faktoren sind. 

Die Plastidengrdfle: Einer der Faktoren, die auf die 
Pigmentmengen und damit auf die F~irbung EinfluB 
nehmen k6nnten, soll im folgenden Teil untersucht 
werden, n~imlich die Gr6Be der Plastiden. Dazu 
wurden bei jungen Freiland- und Klimakammerpflan- 
zen die Durchmesser von je 100 Plastiden bestimmt. 
Die Mittehverte sind zusammen mit der Standard- 
abweichung und den Signifikanzverh~iltnissen in 
Tabelle 2 angegeben; bei den chloresce~s-Mutanten 

Tabel le  2. Plast idendurchmesser (3/4) in  Fm raft S tandard-  
abweichungen und  Sig,zi f ikanzverhii l lnissen nach dem 
l-Test. Es bedeuten: -- Abweichung nicht signifikant; 
4- Abweichung signifihant 0,005 ~ P ~ 0,0t; 4- + db- 
weichung signifikant 0,01 ~ P >  0,001; 4 - + +  Abwei- 

chung signifikanl P ~ 0,001 

F 4,98 ! 0,88 
N F  4,98 4-_ 0,88 
85C 4,79 + 0,58 -- 
75A 4,77 • 0,44 + 
122 4,38 • 0,47 + + +  
489C 4,60 ! o,81 + 4- 
2029 4,23 -~ 0,59 4 - 4 - +  
2191 
2233 4,43 • o,56 §  
23o6 I 4,32 • o,76 +4-4-  

I [  4,21 + 0,65 + + 4 -  
I l l  4,13 + O,65 + 4 - +  

2323A 4,76 + 0,47 4- 
2323A 4,76 q: 0,47 4- 
2325A 
2498 
2570 
2609 
27IOC I 3,68 • O,63 + + q  

I I  3,45 4- 0,58 + q - q -  
I l I  3,27 • 0,67 + +  + 

2826A 
3032A 3,28 • 0,45 4- 4- 4- 
10287 

Kl imakammer  Frei land 
C~ in bun D" in btm 

4,84 + 0,54 
4,84 + 0,54 

3,27 + 0,37 + + +  
4,25 ! 0,42 + + +  

4,26 - 0,45 + + d -  
4,26 ! o , 4 5  4-4-4- 
3,17 ! 0,25 +4-4-  
4,00 q- 0,57 + + +  
4,39 + 0,48 + - t - +  
3,84 _+ 0,56 +4-4-  

4,09_+o,54 + - F +  

4,39 q- 0,63 -9+q-  

Freilond 
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Abb. 2. Korrelation zwischen Gesamtpigmentgehal t  und 
Plastidendurchmesser bei Freiland- (2a) und Klimakammer-  
pflanzen (2b). Bei den beiden chlorescens-Mutanten 2306 und 
2710C wurden die Plastiden verschieden hoch inserierter B1gt- 
ter getrennt  analysiert. In  beiden Diagrammen ist die Regres- 

sionsgerade eingezeichnet 
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wurden  die Durchmesse r  im un te ren  (I), m i t t l e r en  
(II) und  oberen ( I I I )  B l a t t  ge t r enn t  be s t immt .  

Von allen un t e r such ten  Pf lanzen  bes i tz t  die Nor-  
ma l fo rm die gr613ten P la s t iden  mi t  4 ,84,am Durch-  
messer  bei F r e i l a n d a n b a u  und  4,98 faro bei  K l ima-  
k a m m e r a n b a u .  Die Mutan t en  var i ie ren  zwischen 
3,17~zm (2325A, Fre i l and)  und  4 , 8 3 a m  (2701, 
K l i m a k a m m e r ) .  Trt igt  m a n  den P l a s t i de ndu rc h -  
messer  gegen den Gesan~tp igmentgeha l t  auf (Abb. 2), 
so ltiBt sich eine gewisse P ropor t iona l i t t i t  zwischen 
diesen be iden  Gr6Ben sowohl bei  F re i l and -  als auch 
bei  K l i m a k a m m e r p f l a n z e n  feststel len.  Diese is t  
besonders  deut l ich  bei den be iden  ckloresce,t~s-Mutan- 
ten  2306 und  2710C zu erkennen,  wo der  P las t iden-  
durehmesse r  innerha lb  der  Pf lanze  mi t  a b n e h m e n d e r  
Fa rb in tens i t f i t  ebenfal ls  a b n i m m t .  

E ine  Kor r e l a t i on  zwisehen Plas t idengr6Be und  
G e s a m t p i g m e n t g e h a l t  is t  s icher  n ich t  une rwar t e t ,  
wenn m a n  berf icks icht ig t ,  dab  die P la s t iden  die ein- 
zigen Zel lorganel len  sind, die diese P igmen te  ent-  
ha l ten .  J e d o c b  kann  die Kor r e l a t i on  ges t6r t  oder  
undeu t l i ch  sein, wenn die P l a s t i den  zwar  eine nor-  
male  Gr6ge,  abe t  einen defek ten  inneren  Bau  bes i tzen  
oder  wenn die Pf lanze  durch  E r h 6 h u n g  der  P l a s t iden -  
zahl  pro Zelle den P i g m e n t m a n g e l  auszugle iehen 
versucht .  So sind auch die L i t e r a tu r s t e l l en  zu diesem 
Prob lem rech t  d iverg ierend.  E y s t e r  (1929) fand bei  
einer albi~w-Form vom Mais , ,g iant  p l a s t i d s "  und  
sehlog daraus ,  dab  keine K o r r e l a t i o n  bes tehe .  
Gus tafsson  (t942) hingegen ber ich te t ,  dab  bei  e iner  
a lb ino t i schen  G e r s t e n m u t a n t e  die P l a s t i den  vier-  bis 
f i infmal  kle iner  als bei  der  Ausgangs form waren.  
Auch  Schwar tz  (1949) und  Michael  (1953) Ianden  
eine Kor re la t ion .  Wi ld  (t958) g ib t  mi t  e iner  F o r m  
yon A ~ t i r r k i n u m  majus  ein Beispie l  dafi ir ,  dab  die 
Zahl  der  P l a s t i den  a b n e h m e n  kann  bei  g le iehzei t iger  
Z u n a h m e  des Durchmessers .  

Zusammenfassung der Ergebnisse 

Die in der  vor l iegenden  Arbe i t  besehr iebenen  
Un te r suc lmngen  wurden  an 19 s t r ah l en induz i e r t en  
M u t a n t e n  yon P i s u m  sativu.m durchgef t ihr t .  Es  
wurden  folgende Ergebnisse  erz ie l t :  

t .  J e d e r  Mu tan t e  wurde  auf Grund  der  Ergebnisse  
q u a n t i t a t i v e r  P i g m e n t b e s t i m m u n g e n  ein , ,Fa rb -  

w e r t "  zugeordnet ,  um for die e inzelnen G e n o t y p e n  
eine exak te r e  F a r b c h a r a k t e r i s i e r u n g  zu haben,  als es 
mi t  den sprach l ichen  F a r b b e z e i c h m m g e n  oder  an- 
h a n d  der  F a r b k a t a l o g e  mSglich ist. Die E ignung  des 
F a r b w e r t e s  fiir das  benu tz t e  Ob jek t  wurde  belegt ,  
wei tere  Magl ichke i ten  seiner  A n w e n d u n g  wurden  
d i sku t ie r t .  

2. Die I )u rchmesse r  der  P l a s t i den  var i ie ren  bei  den 
einzelnen M u t a n t e n  zwisehen 3 , 1 7 a l n  (2~25A) und  
4,83 a m  (2701) und  liegen d a m i t  un t e r  dem W e r t  der  
N orma l fo rm  (4,98 a m  bei  K l i m a k a m m e r - ,  4,84 a m  
bei  l : r e i l andanbau) .  

3. Bei den cklorcsce~s-Mutanten 2306 und  2710C 
n i m m t  der  P l a s t i de ndu re hme sse r  i nne rha lb  der  Pf lan-  
ze mi t  s inkender  Fa rb in t e ns i t t t t  ab. 

4. Es wurde  gezeigt,  dab  eine gewisse K o r r e l a t i o n  
zwischen dem P l a s t i de ndu rc hme sse r  und  dem Ge- 
s a m t p i g m e n t g e h a l t  bes teht .  
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