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Genphysiologie quantitativer Merkmale 
bei Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.' 

T e l l  I: S p a l t u n g s a n a l y s e  u n d  Pigmentbiosynthese in quantitativen Chlorophyll b-Mangelmutanten 

A. R. KRANZ 

Botanisches Ins t i tu t  der Johann Wolfgang Goethe-Universitfit,  Frankfur t  am Main (BRD) 

Physiological Genetics of Quantitative Characters in Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. 
Par t  1: Segregation and biosynthesis of pigments  in chlorophyll-b defect mu tan t s  

Summary. In biometric studies on the genetics of quantitative characters the problem of regulation of the activity 
of genes is rarely considered. Mutants of Arabidopsis  thaliana (L.) Heynh. (Cruciferae), defective for chlorophyll b, 
permit a direct biochemical and physiological determination of their quantitative gene effects in the biosynthetic 
pathway of the plastid pigments. In agreement with other authors, the detectable genotypes are found to be based on 
multiple alleles (ch +, ch I and ch 2) at the ch locus. This evidence was obtained by test crosses of two mutants with the 
wild type and by a phaenotypic classification of the progeny on the basis of preparatory thin layer chromatography, 
paper chromatography tests of single plants, and quantitative spectrophotometry of the lines. In cht/ch ~ the synthesis of 
chlorophyll b is completely blocked, in ch*/ch 2 only about t 0 percent of the wild-type pigment is present, and in the 
heterozygote ch2/ch 1 a complementation effect is observed (i. e. superdominance of ch 2 over ch 1) resulting in still more 
pigment production. In the segregating generations the variances for chlorophyll and carotinoids of all the geno- 
types are higher than in the parents and therefore suggest a possible polygenic background for pigment development. 
However, the physiological effect of the genetic background is slight as compared with the effect of the major gene ch. 
Preliminary experiments show that  in tissue extracts of wild type leaves (ch+/ch +) there is an effective agent which 
enables irradiated chloroplasts of the defective ch~/ch ~ and ch2/ch ~ genotypes to synthesize chlorophyll b in vitro. 
Further information on the mechanism, extent and the time of action of the active agent should be obtained by 
varying the conditions of irradiation and by refining the tests for pigment precursors. 

Die Regulierung der Genaktivi t~t  wird gegenw~irtig 
vor allem als ein entwicklungsphysiologisches Pro- 
blem der intra-  und extrazellul~ren Differenzierung 
gesehen. Zei tpunkt  und Ort dieser Aktivit~t  stehen 
im Mittelpunkt  des Interesses und damit  wird die 
Frage nach der Qualit~t der Regulation verbunden.  
Weitgehend fibersehen wurde bisher das Problem der 
Regulation bei quant i ta t iven Merkmalen, d .h .  die 
Frage, wie es zur Aktivit~tsleistung kommt,  oder, 
physikalisch ausgedrfickt, worauf diese Arbeit des 
Organislnus in der Zeiteinheit beruht.  Damit  ist die 
Frage nach der Quantit~it der Regulation gestellt. 
Fortsehri t te  in dieser Richtung wtirden die Kausal-  
analyse der Theoretischen und Angewandten Genetik 
entscheidend befruchten. 

Einfiihrung 
Seit einigen Jahren existiert bei der genetisch leicht 

zu handhabenden Crucifere, A r a b i d o p s i s  t h a l i a n a  
Heynh. ,  eine Serie von experimentell  induzierten, 
quant i ta t iven Chlorophyll-Mutanten. 2 Sic lieferten 

Die pigmentphysiologischen Untersuchungen wurden 
durch eine Sachbeihilfe der Deutschen Forschungsge- 
meinschaft unterstiitzt. 

2 Prof. I~6dei, Columbia/Miss., und Prof. R6bbelen, 
G6ttingen, danke ich an dieser Stelle sehr fiir die freund- 
liche Uberlassung des Saatgutes der in dieser Arbeit ver- 
wendeten StAmme. 

in zahlreichen Arbeiten, vor allem von Rddei (t965) 
und R6bbelen (t 968) sowie ihren Mitarbeitern, grund- 
legende Einblicke in die genetische Steuerung der 
Chlorophyllbiosynthese und der Plast idenmorpho- 
genese. So erlauben heute insbesondere die Chloro- 
phyll b-Defekt-Mutanten eine direkte genetisch-bio- 
chemische und zellphysiologische Prfifung ihres Sy- 
stems quant i ta t iver  Genwirkungen auf dem Biosyn- 
theseweg der Blat tpigmente.  

Die Syntheseschrit te der Chlorophylle a und b sind 
bei diesem Objekt  im Vergleich mit  anderen h6heren 
Pflanzen recht gut bekannt  (Egle t960, Granick 1967, 
Hess t968). Danach k6nnen mindestens vier Stellen 
des Syntheseweges durch G ene blockiert sein (Abb. 1) : 

Der Obergang yon der~-Ketoglutars~ure zum Suc- 
cinyl-CoA mit  Hilfe der Co-Decarboxylase Thiamin- 
Pyrophosphat  (Feenstra 1965, Li und Rddei 1969), 
der Einbau von Mg ++ in Protoporphyrin  I X  oder 
die anschlieBende Bildung von Protochlorophyllid a, 
die Reduktion dieser Ausgangsverbindung der Chlo- 
rophylle zu Chlorophyllid a oder die schliegliche Ver- 
esterung mit  Phytol  zu Chlorophyll a (R6bbelen 
t957a), aul3erdem die Synthese des Chlorophylls b 
aus porphyrinogenen Chlorophyllvorstufen oder di- 
rekt  aus Chlorophyll a (R6bbelen t957b, Hirono und 
Rddei t963). Der endgtiltige Syntheseschritt  des 
zweiten Chlorophylls ist noch umstr i t ten,  wenn auch 
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Abb. 1. Schema der Gen-kontrollierten Biosynthese der Chlo- 
rophyllebeidrabidopsisthatiana (L.) I-Ieynh. Die Bezeichnung 
der bisher untersuehten Mutanten is[ an den fiir sie wahr- 

scheinlichen, defekten Reaktionsschritten eingetragen 

an der spezifischen Steuerung durch einzelne Gone 
kein Zweifel besteht. Eine offene Frage ist auch 
noch, ob und wie die Entstehung der beiden Chloro- 
phyllformen mit ihrer strukturellen Bindung an 
plastidenspezifische Proteine zum sog. Holochrom 
zusammenh~ingt. Immerhin kann eine normale Chlo- 
roplasteninnenstruktur ouch ohne Chlorophyll b ge- 
bildet werden (V61eminsk 2 und R6bbelen 1966). 

Die exakte Analyse quantitativer, molekularer 
Genwirkungen setzt die Kenntnis der genetischen 
Grundlagen der Reaktionsnorm und ihrer Modifika- 
tion voraus. Zuniichst wird es daher Aufgabe der 
Arbeit sein, diese Voraussetzungen an den o. a. Chlo- 
rophyll b-Mutanten zu schaffen. Darfiberhinaus wird 
spoiler die Frage behandelt, unter welchen Bedingun- 
gen und in welchem Ausmag Dauermodifikation auf- 
tritt. Hiernach is[ vorgesehen, sowohl die molekular- 
genetischen Grundlagen der Plastidenpigment-Bio- 
synthese zu iiberpriifen als ouch den genphysiolo- 
gischen Verh~iltnissen entsprechende biometrische 
Modelle aufzustellen. 

M a t e r i a l  u n d  M e t h o d e n  

Die Vorztige des Untersuchungsobjektes drabidopsis  
thaliana (L.) Heynh. ffir genetische Untersuchungen, ein- 
schlieBlich der Kultur  in definierten Medien, sind bekannt 
(R6dei 1965). Die verwendeten St~tmme sind vollst/tndig 
homozygote und weitgehend isogene Linien, die durch 
sorgf&ltige Einzelpflanzenaufzucht und Saatgutvermeh- 
rung aus den Sortimenten yon R6dei und R6bbelen ge- 
wonnen wurden. Hirono und R6dei (1963) haben nach 
R6ntgenbestrahlung die folgende Mutantenreihe mit Chlo- 
rophyll b-Mangel beschrieben : cM = v611ig Chlorophyll b- 
frei und ch 2 = stark reduzierter Gehalt. Eine dritte Mu- 
tante (cha) besitzt etwas weniger Chlorophyll b als die Wild- 

form (ch+); sie wurde inzwischen yon V61eminsk3~ und 
R6bbelen (1966) zusammen mit  den beiden anderen Mu- 
tanten eingehend auf die feinstrukturelle Differenzierung 
und Pigmentbildung untersucht. In den vorliegenden 
Untersuchungen wurde als Wildform die Stammlinie der 
Mutanten En-2 verwendet. Alle bisher bekannten Spal- 
tungsanalysen und eigene Testkreuzungen (Kranz 1970) 
sprechen fiir eine monogene Grundlage der Mutationen, 
wobei cM und ch ~ einer Allelenreihe des ch-Locus der 
Kopplungsgruppe 4 angeh6ren sollen (Lee-Chen and Steb 
nitz-Sears 1967). ch 3 (=  V81)  ist offenbar zu diesen 
nicht allel, da die Ft-Pflanzen aus ch 1 • ch a und ch 2 • ch a 
griin sind (R6bbelen, briefliche Mitteilung). 

Die angewandte Pigmentanalyt ik und Anzuchtbedin- 
gungen in einer programmgesteuerten Klimakammer wur- 
den bereits eingehend beschrieben (Kranz 1966 und 1968), 
so dab hier eine kurzgefaBte LTbersicht gegeben werden 
kann. 

Anzucht:  Ankeimen des Samens in Petrischalen mit 
Perlite, l~bertragung einzelner Perlitek6rnchen mit an- 
haftenden Keimlingen in dos Kultursubstrat ,  bestehend 
aus Standarderde mit 8 T. Lehm, 2 T. Torf und I T. Sand 
in Pikierschalen (30 • 50 bzw. 8 • 8 cm). 1Klilnazu- 
st~nde der Kammer  waren t6 Std. Licht (15 klx) 25 ~ 
50% rel. Feuchte zu 8 Std. Dunkel 15 ~ 80% rel. Feuchte. 

Kreuzung: Kastrat ion junger, geschlossener Bltiten 
durch Beseitigung aller Antheren unter der Binokular- 
lupe. t3est~tubung durch Uberstiilpen frisch ge6ffneter 
Bliiten, zum friihzeitigen Erkennen yon Selbstbest~tu- 
bungen nur zwischen Chlorophylhnutante (9) • Wildtyp 
(d). Reinigung der verwendeten Pinzetten in Alkohol. 
Zur Vermeidung yon Verwechslungen nur eine Best~tu- 
bung/Pflanze und ]3eseitigung aller weiteren Bliiten. 

Pigmentanalysen: Zur vorbereitenden Beurteilung der 
Kreuzungsgenerationen Blat t farbenbonitur  durch visu- 
ellen Vergleich mit  Kontrollpflanzen der Eltern. Ge- 
nauere ~berpri i fung einzelner Pflanzen mit dem qualita- 
liven, papierchromatischen Serientest (R6dei 1968) aus 
nur einem Blat t  von ~ 0,5 cm" Fl~tche. Ex t rak t  in rei- 
hem Aceton, Fl iegmittel  t 0 T. Petrol~tther: 1,2 T Aceton, 
Trennung der Pigmente auf Papierstreiien in Reagenz- 
gl~sern 10 Min. aufsteigend, yon der Front  aus orange- 
farbige Carotinoide, gelbe Xanthophylle,  blaugriines Chlo- 
rophyll a und gelbgriines Chlorophyll b. Nachweis ge- 
ringer Spuren yon Chlorophyll durch ihre Rotfluoreszenz 
bei 345 nm. Exakte  Analyse aller Blat tpigmente mit prii- 
parativer Diinnschichtchromatographie auf selbstherge- 
stellten Plat ten nach Hager und Bertenrath (1962) und 
Fert igplat ten (Merck Kieselgel F 254). Herabsetzung des 
oxidativen und photischen Chlorophyllabbaus durch Ver- 
ringerung des Oz-Gehaltes in der Trennkammer, Lichtab- 
schluB, Ascorbins/iurezusatz und horizontale Entwick- 
lung der Platten. Messung der aufgetrennten Pigmente 
im registrierenden Spektralphotometer  Zeiss RPQ. 
Quanti tat ive Messung der Farbstoffkonzentration im Ge- 
samtextrakt  (80%iges Aceton) am Zeiss PMQ 1i. Kon- 
stanten nach den von Oottschalk und Miiller (1964) fiir 
Chlorophyll b-Defektmutanten der Erbse best immten 
\Verten, bei der l~Iutante cM z. T. nach den von Egle und 
Ziegler (1965) berechneten Konstanten. 

I n  vitro-Versuche: Plastidenpriiparation nach Anderson 
und Boardman (1966). Herstellung des Gewebeextraktes 
aus etiolierten Keimlingen und Protochlorophyllreduk- 
tion im Gemisch (Plastidensuspension q- Gewebeextrakt) 
auf der Grundlage des yon R6bbelen (I 956) angewendeten 
Verfahrens. Geringe Spuren vort Plastidenbruchstficken 
und Blat tpigmenten waren im Gewebeextrakt.prS.parativ 
nicht auszuschlieBen. 3 

a Fiir ihre tatkriiftige, zuverl/issige Mitarbeit danke ich 
meiner technischen Assistentin Fraulein G. Meyer sowie 
t-Ierrn stud. rer. nat. "vV. Geist und W. Herber. 
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Versuchsergebnisse 
Vorangegangene ~3berlegungen und Vorversuche 

hatten ergeben, dab keines der vier Pigmentbestim- 
mungsverfahren allein fiir die Beurteilung yon Ein- 
zelpflanzen in den Spaltungsgenerationen optimal 
ist. Die visuelle Blattfarbenbonitur sagt nichts aus 
tiber die Zusammensetzung der Blattpigmente, wenn 
auch es alas schnellste Verfahren ist und keine Pflan- 
zen verbraucht werden, die ftir die Weiterzucht be- 
n6tigt werden. Der papierchromatische Serientest 
liefert nur qualitative Informationen tiber die be- 
treffenden Farbstoffe bei relativ geringem, die Pflan- 
zen iedenfalls nicht sch~idigenden Materialverbrauch. 
Die pdiparative Dtinnschichtchromatographie ge- 
w~ihrt zwar die genauesten Angaben (Absorptions- 
spektren) fiber jedes erfal3te Pigment; der Material- 
und Zeitbedarf ist aber bei den notwendigen grol3en 
Pflanzenzahlen zu hoch. Aul3erdem sind hierbei 
zwar absolute Angaben tiber die Pigmentmengen 
m6glich, in gr6f3eren Versuchsreihen jedoch nicht 
sicher genug zu reproduzieren. Leicht durchzuftihren 
sind dagegen in solchen Untersuchungen die quanti- 
tativen Blattpigmentmessungen im Gesamtextrakt. 
Wir haben daher ein kombiniertes Verfahren zur 
ph~tnotypischen Klassifizierung angewandt, das die 
Vorztige der einzelnen Methoden an der richtigen 
Stelle im Ztichtungsverlauf nutzt und deren Nach- 
teile vermeidet (Tab. Q. 

Tabe l le  t .  A n z a h l  de r  u n t e r s u c h t e n  P f l a n z e n  i n  der  S p a l -  
t u n g s a n a l y s e  ( z 2 - T e s t  f i~r  3 : 1- b z w .  1 : I - S p a l t u n g .  

@ = P ~ 0 , 8  O = P ~ 0 , 2 )  

Ph~.notypische Klassifizierung 
68-6 

Versuch Nr. 69-8 gelb grt~n gelb grtin gelb gelb 
70-5 

ch 1 • ch + ch2 • ch § ch 1 • ch 2 

Diallele Kreuzung 
P 15 15 14 14 15 14 

]31attfarben-Boni- 
tur F1 59 133 64 

16 

P a p i e r c h r o m a t o -  4 4 : 1 1 8  33 : 76 74 : 9 6 0  
gr. Test F~. 13 : 38| 

8 : t 5 : 5  8 : 16 :5  5 : 16:5 

Q u a n t i t a t i v e  F ,  8 : 20 8 : 2t  5 : 2t  
P igmen t -Messg .  1 0 8 : 3 1 6  

R~ 70 : 82 

ch  1 ch + ch 2 ch + ch 1 ch 2 
ch  1 ch ~ ch 1 

GenotypischeKlassifizierung 

Alle Kreuzungen zwischen dem Wildtyp nnd den 
Mntanten ergaben normalgrtine F1-Ph/inotypen bei 
der Blattfarbenbonitur. In den Folgegenerationen 
sowie nach Rtickkreuzung mit dem Mutantenelter 
traten Aufspaltungen in eine normalgrtine und eine 
gelbgrfine Ph~inotypenklasse auf, die den verwende- 

ten Eltern glichen. Bei der Kreuzung der Mutanten 
untereinander waren alle F1-Pflanzen ebenso gelb- 
grtin wie diese und auch in den Folgegenerationen 
~inderte sich das nicht (vgl. Tab. t). Der darauf in 
der F~ an Einzelpflanzen eingesetzte papierchromato- 
graphische Test zeigte, dab die gelbgrfine Ph~tno- 
typenklasse auch in der qualitativen Pigmentzu- 
sammensetzung dem betreffenden Mutantenelter ent- 
sprach. Alle diese F~-Individuen aus der Kreuzung 
ch 1 • ch + enthielten kein Chlorophyll b, diejenigen 
aus ch 2 • ch § sehr wenig Chlorophyll b. Schwierig- 
keiten bereitete die ph~tnotypische Klassifizierung tier 
F2-Pflanzen aus der dritten Kreuzung ch ~ • ch ~. Of- 
fenbar gestatten die geringen Pigmentmengen hier 
keinen sicheren Nachweis des stets reduzierten Chlo- 
rophylls b. Abweichungen vom wahren Spaltungs- 
verh~iltnis sind deshalb dort nicht auszuschliel3en. 

Die aus den F2-Pfianzen nachgezogenen F3-Linien 
sowie die R 1 lieferten gentigend grol3e Pigmentproben, 
an denen eine quantitative Messung tier drei Haupt- 
pigmente vorgenommen werden konnte. Wiederum 
wurden in allen Kreuzungsnachkommenschaften 
zwei Ph~inotypenklassen erhalten, von denen die eine 
etwa dreimal soviel Individuen und die gleiche Pig- 
mentqualit~it und -quantit~it wie der Wildtyp besaf3, 
die andere dagegen hierin dem Mutantenelter ent- 
sprach. Auch in der F 3 aus ch 1 • ch ~ waren die 
Pflanzen in der muttergleichen Klasse mehr als drei- 
maI so h~iufig wie die praktisch Chlorophyll b-freien 
chl-Typen. Der z2-Test ftir 3:1-, t :2:1-  und l : l -  
Spaltung in F 2, F a und R 1 ergab bei 10 yon 12 unter- 
suchten Nachkommenschaften mit Wahrscheinlich- 
keiten zwischen P = 0,2 bis 0,8 gute i3bereinstim- 
mung zwischen den beobachteten und erwarteten 
Genotypen ftir monogene, dominante Vererbung. 

Diese Spaltungen zeigen in 13bereinstimmung mit 
den Angaben anderer Autoren (Hirono und R6dei 
1963, Lee-Chen und Steinitz-Sears t967 und Li und 
R6dei t969), dab die gekreuzten Genotypen in einem 
Hauptfaktor, dem c h - L o c u s ,  homoallel sind. Das 
Major-Gen bewirkt im Allelzustand ch+/ch �9 normale 
Blattpigmentmengen und -zusammensetzung, beim 
c h l / c h l - G e n o t y p  reduzierten Pigmentgehalt und voll- 
st~ndige Blockade der Chlorophyll b-Biosynthese und 
bei der c h 2 / c h 2 - K o n s t i t u t i o n  Pigmentverluste insbe- 
sondere im Chlorophyll b. 

Die aus den prttparativen Dtinnschichtchromato- 
grammen gewonnenen Absorptionsspektren aller in 
Aceton 16slichen Pigmente zeigen die qualitativen 
und quantitativen Unterschiede noch einmal ge- 
nauer (Abb. 2). Gegentiber dem Wildtyp ch+/ch § ist 
bei der Mutante ch~/ch ~ kein Chlorophyll b-Spektrum 
vorhanden, Chlorophyll a u m  etwa 30% reduziert 
und auch die fl-Carotin- und Luteinbildung geringer 
(urn ca. 10%). Auffallend ist der erh6hte Neoxanthin- 
gehalt in der Mutante. Die geringe Verschiebung der 
Maxima aller Pigmente ist wohl auf Megfehler zu- 
rfickzuffihren. 
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Abb. 2. Absorptionsspektren tier durch prS.parative Dt~nnschichtchromatographie isolier- 
ten Blattpigmente aus bliihenden Arabidopsis-Pflanzen (Vers. Nr. 67-2). Durchgezogene 
Linien (Wildtyp ch+/ch +) und gestrichelte Kurven (Mutante eh~/ch ~) folgen der rela- 
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ihrer nach Kreuzung in F 3 erhaltenen Genotypen. Versuch Nr. 69-8, quantitative Pigment- 

Messung im 80~ Aceton-Gesamtextrakt 
d = Chlorophyll a mg/g Trockengewicht; B ~ Chlorophyll b mg/g Trockengewicht 

C -- Carotinoide mg/g Trockengewicht 

Auch  die quan t i t a t iven  P igmentana lysen  der F 3- 
Linien ergaben, dab vom ch-Locus pleiotrope Gen- 
wi rkungen  ausgehen, die alle drei Haup tp igmente ,  
Chlorophyll  a und b sowie die Carotinoide zur Bltite- 
zeit ver~indern (siehe Abb. 3). Augerdem ist an den 
S~tulenh6hen des Diagramms  zu sehen, dab die den 
El te rn  entsprechenden Rekombinan ten  insgesamt et- 

was niedrigere Chlorophyll  a- 
und Carot inoidwerte  sowie 
wenig h6here Chlorophyll  b- 
Werte  bei den mutantengle i -  
chen Genotypen  besi tzen;  
letzteres ist aber statist isch 
nicht  zu sichern, denn es liegt 
noch im Grenzbereich der 
meBmethodischen Fehler. I n  
allen F3-Genotypen sind die 
Streuungen wesentlich gr68er 
als bei den El tern Pt, P2 und 
P3, was auf einen polygenen 
Hin te rg rund  hinweist. 4 

Die he terozygoten  Fa-Indi-  
v iduen haben intermedi~re 
P igmentmengen  mit  st~rkerer 
Expressivit / i t  des Wildallels, 
so dab relativ niedrige Chlo- 
rophyl l -Quot ienten erhat ten 
werden (Tab. 2). In  der Kreu-  
zung zwischen den rezessiven 
Mutanten  ergaben die hetero-  
zygoten F3-Pflanzen schwach 
heterotisehen Chlorophyll  b- 
Gehalt,  der auf begrenzte 
Superdominanz  des ch2-Allels 
schlieBen l~igt.5 Das Verhalten 
der Carotinoide entspr icht  bei 
den einzelnen Genotypen  
weitgehend dem des Chloro- 
phylls a; daher  sind auch im 
Verh~iltnis der Chlorophylle 
a und b zu den Carotinoiden 
keine spezifischen Abweichun-  
gen gegeniiber dem reinen 
Chlorophyl lquot ienten vor- 
handen.  

Insgesamt  be t rachte t ,  ge- 
hen o ffenbar vom Allelzust and 
c]r 1 sowohl qual i ta t ive,  die 
Chlorophyll  b-Synthese blok- 
kierende als auch quant i t a -  
tive, die gesamte Blat tp ig-  
mentb i ldung reduzierende 
Wirkungen  aus. In  der geno- 
typischen Kons t i tu t ion  ch2/ch ~ 
ist die Blockade der Chloro- 
phyll  b-Bildung teilweise auf- 
gehoben,  d. h. auch hier ist eine 
quan t i t a t ive  Wirkung  festzu- 
stellen. Bei den Heterozygo-  

ten liegen komplementa t ive  Etfekte  vor, die die Hem-  
mung  der Chlorophyll  b-Bildung teilweise aufheben.  

Der F-Test lieferte mit ~ ~ 0,025 signifikant verschie- 
dene Varianzen zwischen den entsprechenden Genotypen 
der F a und Pl-a- 

5 Der t-Test ergab mit c~ ~ 0,05 signifikante Differenz 
der E zwischen ch2/ch 2 und ch~/ch 1. 
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Tabelle 2. Pigr,4entquotienten i n  den Rekomb i nan t en  u n d  Helerozygoten einiger J t ' reuzungsnachkommen des ch-Locus 

Generation 

G e n o t y p  P 

c,4/cB, 

ch+/ch + 3.02 3.58 
ch+/ch I _ 
chl/ch 1 oo 3. I 0 
ch+/ch ~ _ 
ch2/ch 2 t2.82 3.53 
ch~/ch 1 --  

F 1 t:? 1 f 3 

CA + CB/CC CA/C B ,  CA + CB/CC C A/ C B ,  CA + CB/CC C A / C B ,  CA + CB/CC 

-- - -  2.9t 4.10 
3.O6 3.37 3.88 3.14 2.54 4.30 
-- -- 24.16 2.67 22.17 3.23 

2.68 4.35 
-- -- 11.42 3.55 

7.18 3.86 

Tabelle 3. Ergebnisse orientierender In-v i t ro-Versuche  zur  trrage einer enzymat i sch  blochierten Chlorophyll  b-Biosynthese 

Probenzusammensetzung 

P l a s t i d e n  E x t r a k t  

Ver such  I Ver such  2 Versuch  3 Ver such  4 
10 Min. L i c h t  120 Min. L ich t  180 Min. L i c h t  30 Min. D u n k e l  

CA mg/ g  Tp CB mg/g  Tp CA/CB CA/CB CA/CB CA[CB 

ch+/ch i- ch+/ch + t.422 0.458 3.1 2.6 3.7 3.0 
chl/ch 1 ch+/ch t 0,654 0.093 7.0 22.3 76.0 oo 
ch~/ch ~ ch+/ch + 0.443 0.083 5-3 7.4 8.1 -- 

[ch+/ch + 3.26t 1.208 2.7 -- -- 2.2 
Kontrolle {chl /ch  1 3.532 --0.061" -- 57.9 -- -- 24.1 

Ich2/ch 2 3.186 0.173 18.4 -- -- 6.5 

* noch innerhalb des meBmethodischen Fehlers yon 3% ; 
CA = Chlorophyll a, CB  -- Chlorophyll b, CC = Carotinoide, Tp = Probentrockengewicht 

Diese mit den klassischen Methoden der Genetik 
gewonnenenen Ergebnisse sagen nun noch nichts aus 
fiber das Wirkungsprinzip des ch-Locus. Geht man 
zun~tchst davon aus, dab die Chlorophyll b-Bildung 
in Analogie zu der des Chlorophylls a (R6bbelen 1956) 
durch eine gekoppelte photochemische und eine en- 
zymatische Reaktion aus Protochlorophyllvorstufen 
oder Chlorophyll a entsteht, so mtiBten sich die 
Existenz eines Enzyms und die photochemische Re- 
aktion in einer In-vitro-Versuchsreihe nachweisen 
lassen. Hierzu wurden Plastidensuspensionen der bei- 
den Mutanten mit chloroplastenfreien Gewebeex- 
trakten des Wildtyps vereinigt und danach ver- 
schiedene Belichtungszeiten bei Zimmertemperatur 
angewandt (Tab. 3). Schon nach einer Belichtung 
yon t0 Minuten ist in den zellfreien Gemischen mit 
den Mutanten tiberhaupt bzw. mehr Chlorophyll b 
vorhanden als in den Kontrollen; daher sind die 
Chlorophyllquotienten hier kleiner als bei diesen. 
Wird die Belichtungszeit verl/ingert, so nehmen die 
Pigmentquotienten entsprechend zu. Wird das Ge- 
misch 30 Minuten verdunkelt, so wird kein Chloro- 
phyll b nachgewiesen. Jedoch ist bei keiner Behand- 
lung in den Gemischen mit den Mutanten das nor- 
male Chlorophyll a / b - V e r h ~ l t n i s  yon etwa 3 : t  er- 
reicht. Am zellfreien Zustand allein kann dies nicht 
liegen, da das Gemisch aus dem reinen Wildtyp den 
normalen Quotienten liefert. Entweder liegen hier 
spezifische Ver~inderungen in der Enzymaktivit~it 
vor, oder die verschiedenen Substrate bewirken die 

quantitativen Hemmungen der Chlorophyll b-Syn- 
these. 

Genauere Aussagen werden erst dann m6glich sein, 
wenn verbesserte Nachweismethoden der Chloro- 
phyllvorstufen und ihrer i)bergangsprodukte erar- 
beitet sind. Ein Derivativ-Spektrophotometrie-Ver- 
fahren wird von uns hierffir z. Z. entwickelt. Die bis- 
her beobachteten Reaktionen werden dahingehend 
gedeutet, dab die Chlorophyll b-Bildung in den Mu- 
tanten ganz bzw. teilweise genetisch blockiert wird, 
indem ein  Wirkstoffprinzip nicht oder quantitativ 
reduziert im plastidenfreien, w~iBrigen Extrakt  des 
Wildtyps vorhanden ist. Erst  nach Zugabe des Ex- 
traktes zur Plastidensuspension der Mutante wird die 
Chlorophyll b-Bildung im Licht ermSglicht. 

D i s k u s s i o n  

Die biometrischen Probleme der Genetik quanti- 
tativer Merkmale werden sowohl durch die Nachweis- 
sch~trfe ftir den Ph~inotyp als auch yon der geneti- 
schen Nachweisgrenze her bestimmt. Wenn auch die 
Beschreibung eines Gen/Ph~in-Verh~iltnisses mit den 
statistischen Verfahren der Varianz- und Kovarianz- 
analyse nicht problematisch ist, so bereitet doch die 
mathematische Formulierung eines Modells vielseitige 
Schwierigkeiten, das den m6glichen genetischen Si- 
tuationen (Additivit~t, Multiplikativit~tt, Dominanz, 
Epistasie usf,) gerecht wird (Seyffert 1960, Weber 
t 967). In unserem Fall w~ire zun~ichst zu entscheiden, 
ob und in welchem Umfang die untersuchten Blatt- 
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pigmentmerkmale durch Polygene oder Homoallele 
eines Locus beeinflugt werden; auch ein gemischtes 
Modell w~ire denkbar. Die vorliegenden Kreuzungs- 
ergebnisse zeigen, dab iedenfalls ein Hauptgen im 
Spiel ist. Die in den Spaltungsgenerationen erhShten 
Varianzen deuten einen evtl. polygenen Hintergrund 
an, doch bleibt dessen Wirkungsspektrum in der 
Blattpigment-Synthese begrenzt. Es ist eine Frage 
der Genphysiologie, ob nun die geprfiften Genotypen 
einem Cistron zugeordnet sind. Zur Kl~trung lassen 
sich hier leider nicht die verfeinerten Nachweis- 
methoden der Mikrobengenetik anwenden. Im o. a. 
Spaltungsexperiment verhalten sich jedenfalls die 
Genzust~inde der Mutanten wie Allele, die einem Cis- 
tron angehSren. Auch die Fragen, ob dieser ch-Locus 
sich in mehreren Prim~ireffekten pleiotrop verh~tlt 
oder t~ber viele sekund~ire Auswirkungen das Poly- 
ph~tn Blattpigmente beeinfluBt, lassen sich nur gen- 
physiologisch befriedigend beantworten. Insofern er- 
scheint es im vorliegenden Fall auch nicht sinnvoll zu 
sein, ohne Kenntnis der Genfunktion des ch-Locus in 
der Biosynthese der Blattpigmente vorweg zwischen 
allgemein physiologischen und formalgenetischen 
Korrelationen zu unterscheiden, wie dies Barthelmess 
(1964) ffir die mit dem Blfihalter der Arabidopsis ver- 
bundenen Merkmalskorrelationen versuchte. 

Die Spezifit~it des ch-Locus ffir die Synthese des 
Chlorophylls b (CB) bzw. deren Blockade haben kiirz- 
lich Li und R6dei (t969) auch dadurch nachweisen 
kSnnen, dab sie in heterozygoten ch+/chl-pflanzen 
mit RSntgenstrahlen und Athylmethansulfonat so- 
matische Mutationen auslSsten, die kein CB mehr 
bildeten. Unsere Untersuchungsergebnisse zeigen, 
dab darfiberhinaus eine Pleiotropie der Allele ch § ch 1 
und ch ~ sowie auch der zu einem anderen Gen gehSren- 
den Mutante ch a hinsichtlich der Gesamtmenge der 
Plastidenpigmente vorhanden ist; d. 11. die rezessiven 
Homozygoten bilden auch signifikant weniger Chloro- 
phyll a (CA) und Carotinoide (CC) und die Heterozy- 
goten mit Ausnahme des Cenotyps ch2/ch I erreichen 
nicht ganz den Farbstoffgehalt des Wildtyps (vgl. 
Abb. 3). Hierbei besteht aber kein positiv linearer 
Zusammenhang zwischen der synthetisierten Quanti- 
t~it an CB und CA. Die Rangfolgen der Cenotypen 
sind ffir CA ch+/ch + > chl/ch 1 > ch2/ch ~ > ch~/ch 3, je- 
doch ffir C B ch ~ /ch § -~ ch2/ch 2 m ch3/ch ~ ~ chl /ch 1. Die 
CB-freien chl/chl-Pflanzen bilden mehr CA als die 
Chlorophyllmangelmutanten ch 2 und ch3. Dieses Er- 
gebnis liefert ein Argument gegen die h~iufig ver- 
tretene Vorstellung (Marks t966), dab CB sozusagen 
substratabh~tngig aus einem prim~ir aufgebauten CA- 
Pool gebildet wfirde. 

Die signifikante Erh6hung des CB-Gehaltes der 
Heterozygoten ch2/ch 1 gegenfiber ihren Eltern zeigt 
eine geringe Superdominanz des ch2-Allels gegen- 
fiber dem ch~-Allel. Bei Arabidopsis sind solche Super- 
dominanzreaktionen offenbar nicht selten, denn schon 
Wricke (t955) fand diese im Gesamtchlorophyll indu- 
zierter Autopolyploider sowie Li und R6dei (t969) 

unter Mutanten des Thiaminstoffwechsels. Dort lie- 
ferten homoallele Hybriden yon Mutanten, die den 
Pyrimidinanteil des Thiamins benStigen, den bio- 
chemischen Beweis fiir die Superdominanz-Hypothese. 
Unsere Untersuchungsergebnisse erg~inzen diese Be- 
obachtungen; offenbar wirkt der ch-Locus mit seinen 
Allelen prim~tr sowohl auf verschiedene Stellen der 
Plastidenpigment-Biosynthese als auch im verst~irk- 
ten Mal3e auf einen entscheidenden Reaktionsschritt 
in der CB-Synthese ein. Komplementative Effekte 
heben in den Heterozygoten und Rekombinanten 
die Blockade des zweiten Chlorophylls teilweise auf. 

Wie an zahlreichen albino-Mutanten beim Mais 
festgestellt wurde (Faludi, Daniel und Kelemen 1960), 
vermag ein prim~irer Defekt in der CC-Bildung die 
Chlorophylle sekund~ir zu zeistSren infolge einer hier- 
durch erm6glichten Ausbleichung im Starklicht. Die 
Chlorophyll-Synthese der Mutanten des ch-Locus 
kann aber, wie in den folgenden Teilen der Publika- 
tion noch ausftihrlich belegt wird, auch im selektiven 
Schwachlicht nicht vollst~tndig normalisiert werden, 
d. h. ffir das Hauptgen ch trifft ein solcher sekund~rer 
Ausbleichungseffekt nicht zu. Damit entf~tllt auch 
die M6glichkeit eines prim~iren Leucin-Defekts, der 
bekanntlich einen Engpal3 in der CC-Synthese be- 
stimmter Pigmentmangelmutanten des Weizens und 
der Gerste hervorruft (Walles 1967). Bei den hier 
untersuchten Arabidopsis-Mutanten ist damit wohl 
auch die beim Mais nachgewiesene TeilzerstSrung der 
Plastidenpigmente infolge eines photooxydativen Ka- 
talaseabbaus (Mitchell und Anderson t965) unwahr- 
scheinlich. Vielmehr weisen die Ergebnisse unserer 
orientierenden Versuche im zellfreien Zustand (siehe 
Tab. 3) auf ein Wirkstoffprinzip hin, das im belichte- 
ten plastidenfreien Extrakt der Normalform quanti- 
tativ die CB-Synthese reguliert. 

Zusammenfassung 
In biometrischen Untersuchungen zur Genetik 

quantitativer Merkmale wird bisher weitgehend das 
Problem der Cenregulation iibersehen. Chlorophyll b- 
Defektmutanten der Crucifere Arabidopsis thaliana 
(L.) Heynh. erlauben eine direkte biochemische und 
physiologische Prtifung ihrer quantitativen Gen- 
wirkungen in der Biosynthesekette der Plastidenpig- 
mente. Auf Grund bestimmter Testkreuzungen zwi- 
schen zwei Mutanten und der Normalform sowie 
eines kombinierten Verfahrens zur ph~inotypischen 
Klassifizierung bestehend aus pr~iparativer Dtinn- 
schichtchromatographie aller Plastidenpigmente, vi- 
sueller Blattfarbenbonitur, papierchromatographi- 
schem Einzelpflanzentest und quantitativer Pig- 
mentmessung der Linien werden in i3bereinstimmung 
mit anderen Autoren die nachweisbaren Genotypen 
einer Allelenreihe ch +, ch 1 und ch 2 des ch-Locus zuge- 
ordnet, chl/ch 1 blockiert die Chlorophyll b-Synthese 
vollstgndig, ch2/ch 2 nur etwa zu 90~o gegenfiber dem 
Wildtyp und in der Heterozygote ch2/ch 1 wird offen- 
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bar  die Blockade durch komplemen ta t i ve  Effekte 
noch s tarker  aufgehoben (Superdominanz  des ch ~- 
t iber das ch1-Allel). Die in den Spa l tungsgenera t ionen  
e rh6hten  Chlorophyll-  u n d  Caro t inoid-Var ianzen  aller 
Geno typen  gegentiber den E l t e rn  weisen auf e inen 
evt]. po lygenen H i n t e r g r u n d  der Gesamtp igmentb i l -  
dung  bin,  dessen physiologischer Wirkungsbere ich  
aber  re la t iv  zu dem des Haup tgens  ch begrenzt  ist. 
Or ient ie rende  In-v i t ro-Versuche  ergeben, dag im 
plas t idenfre ien B la t t gewebe -Ex t r ak t  des Wi ld typs  
ch§ + ein Wirks tof fpr inz ip  vo rhanden  ist, das be- 
l ichtete  Chloroplasten der in vivo p igmentdefek ten  
Genotype~l chl/ch 1 u n d  ch2/ch 2 zur Chlorophyll  b-Syn- 
these bef~higt.  Wei ter f t ihrende Aussagen tiber Art ,  
U m f a n g  u n d  Z e i t p u n k t  der hierbei  a n g e n o m m e n e n  
E n z y m a k t i v i t ~ t s -  bzw. Subs t r a t s~nde rungen  werden 
von  Versuchen mi t  va r i i e r ten  S t r ah lungsbed ingungen  
u n d  verbesser ten  Nachweismethoden  der P igmen t -  
vors tufen  erwartet .  
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