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While Papaver bracteatum and P. pseudo-orientale exhibit large basal blotches in red flowers,
these marks are absent in the flowers of their close relative P. orientale. Crossing of the latter
species with the former ones surprisingly resulted in hybrids showing blotchlessness. In contrast,
the hybrid derived from the interspecific cross P. sommniferum X P. orientale forms relatively
small but distinct basal blotches. The first parent has marked, white flowers and another basic
number of the genome (x = 11) than P. orientale and its relatives have (x = 7).

Chromatographic analysis confirmed that pelargonidin and cyanidin are the anthocyanidins of
poppy flowers. Basal blotches differ from the other parts of petals since they exclusively contain
cyanidin glycosides. If they are absent, pelargonidin glycosides homogeneously colour the petals.

It is concluded that in blotchless flowers of P. orientale and its hybrids the gene responsible for
the 3'-hydroxylation of C15 molecules is repressed. This situation is obviously restricted to the

basal areas of petals.

Einleitung

Die Differenzierung eines farblich abgesetzten
Fleckes in einem Bliitenblatt stellt einen Grundvor-
gang der Musterbildung dar. Ein solcher Fleck kann
an verschiedenen Stellen des Bliitenblattes, etwa am
Grunde oder am oberen Rand, entstehen und von
unterschiedlicher Form sein. Er gehort zu den soge-
nannten Blitenmalen, die auflerdem vor allem als
strichformige oder getiipfelte Zeichnungen auftreten
[1]. Blitenmale sind bekannte, wenn auch nicht hédu-
fige Erscheinungen bei hoheren Pflanzen. Ihr Vor-
kommen ist im allgemeinen fiir bestimmte Ver-
wandtschaftskreise charakteristisch.

In der Gattung Papaver besitzen Arten von vier
Sektionen Bliitenmale, die aufgrund ihrer Lokalisa-
tion als Basalflecke zu betrachten sind. Diese Zeich-
nungen haben teilweise eine erhebliche Grofle. Sie
erhohen dann die optische Wirkung der Kronblitter
und unterstreichen die radidre Symmetrie der Bliite
(Abb. 1).

Von den drei Arten der Sektion Oxytona weisen
nur Papaver bracteatum und Papaver pseudo-orienta-
le Basalflecke auf; fiir Papaver orientale ist Flecken-
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Abb. 1. Bliite von Papaver bracteatum (Sektion Oxytona)
mit relativ groen Basalflecken (ca. /s nat. Gr.).

losigkeit der Bliitenblitter typisch [2]. Als zur Auf-
falligkeit dieser Abweichung auch deren unerwarte-
tes Erbverhalten in einer Artkreuzung unserer Alka-
loidarbeiten kam [3], gingen wir der Ursache fiir das
Fehlen von Basalflecken in P. orientale-Bliiten nach.
Dabei ergab sich eine nahere Beschiftigung mit dem
Basalfleck selbst, iiber den in chemisch-biochemi-
scher Hinsicht wenig bekannt zu sein scheint. Bei-
spielsweise blieben in umfangreichen Analysen der
Blitenfarbstoffe von Papaver-Arten Basalflecke
weitgehend unbeachtet [4, 5].
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Material und Methoden
Papaver-Arten

Sektion Oxytona Bernh.: Papaver bracteatum
Lindl., 2n = 14; Pflanzen unserer thebainreichen
Sorte ,Pilot*. Papaver pseudo-orientale Medw.:
2n = 42; Pflanzen aus einer Samensammlung im
Kaukasus. Papaver orientale L., 2n = 28; Popula-
tion, abgeleitet von wenigen Pflanzen aus dem Bota-
nischen Garten Jerewan. Sektion Mecones Bernh.:
Papaver somniferum L., 2n = 22, Pflanzen der Sorte
~Neuga“.

Bliitenfirbung und -zeichnung

P. bracteatum: dunkelrote Bliitenbliatter mit je-
weils einem schwarz-violetten Fleck, der ldanger als
breit, auf der Innen- und Auflenseite sichtbar und
hédufig deutlich von der Basis abgesetzt ist. Die
Staubblitter sind bis auf einen untersten, weif3en
Teil dunkelviolett geférbt.

P. pseudo-orientale: zinnoberrote, leicht orange
gefiarbte Blitenblitter mit jeweils einem schwarz-
violetten Fleck, der im allgemeinen breiter als lang
und ohne Bezug zur Basis in der unteren Hilfte loka-
lisiert ist. Auf der AuBBenseite der Bliitenblatter fehlt
hédufig eine Zeichnung. Die Staubblitter sind dun-
kelviolett, am Grunde aber weil3.

P. orientale: Die zinnoberroten Bliitenblatter las-
sen keinen Basalfleck erkennen. An einzelnen Pflan-
zen tritt auf ihrer unteren Innenseite eine schwache
violette Tonung auf. Sie sind auBBen stets ohne Zeich-
nung. Auch diese Art besitzt dunkelviolette, am un-
teren Ende der Filamente jedoch weile Staub-
blatter.

P. somniferum: weif3e Blutenblétter mit jeweils ei-
nem violetten, meistens basisnahen Fleck, der auf
Innen- und AuBenseite sichtbar ist. Die Staubblitter
sind weiB3lich-gelb.

Artkreuzungen und Arthybriden

Wie die Kreuzung zwischen den teilweise einjihri-
gen, teilweise vom zweiten Vegetationsjahr an bli-
henden Papaver-Arten prinzipiell erfolgt, wurde be-
reits beschrieben [3]. Fiir die hier mitgeteilten Unter-
suchungen diente P. orientale stets als Pollenspen-
der. Die erhaltenen Arthybriden sind steril. IThre An-
zucht erfolgte unter tblichen gértnerischen Bedin-
gungen. Der Hybridcharakter wurde nach einem frii-
her angegebenen Schema [3] vor allem durch mor-
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phologische Merkmale und die Chromosomenzahl
belegt.

Bliitenteile zur Farbstoffisolierung

Ganze Staubblitter und zerlegte Bliitenblatter ei-
ner bestimmten Anzahl von Bliiten der einzelnen
Arten und Arthybriden kamen jeweils in definierte
Mengen 0,1prozentiger methanolischer HCI, um ei-
nen ungefidhren Vergleich der natiirlichen Farbstoff-
konzentrationen zu ermdoglichen. Extraktion und
Aufbewahrung der Farbstoffe erfolgten bei 4 bis 6 °C
in der Dunkelheit. Zuvor wurde jedes Bliitenblatt in
einen tber dem Basalfleck-Bereich befindlichen obe-
ren Teil und den verbleibenden unteren Teil zerlegt.
War ein Basalfleck erkennbar, wurde er moglichst
ohne Randzone herausgetrennt und der Rest des un-
teren Bliitenblatteiles verworfen. Sonst kam der ge-
samte untere Teil des Bliitenblattes zur Extraktion,
allerdings nach Entfernung des Ansatzes an der Bli-
tenachse, weil dieser oft mischfarbig ist.

Farbstoffhydrolyse (nach [6])

Aus Blitenteilen gewonnene Farbstoffextrakte
werden am Rotationsverdampfer vollstindig einge-
dampft. Den jeweiligen Riickstand nimmt man in
2 M HCI auf, hdlt das wialrige Reaktionsgemisch
90 min in siedendem Wasser und schiittelt nach Er-
kalten zweimal mit Ethylacetat aus. Wenn durch Er-
hitzen der wéBrigen Phase fiir 5 min auf etwa 90 °C
Losungsmittelreste vertrieben sind, wird das Reak-
tionsprodukt mit wenig Amylalkohol extrahiert.
Nach schonendem Abdampfen des Losungsmittels
nimmt man es in 0,1prozentiger methanolischer HCI
zur weiteren Bearbeitung auf.

Chromatografie der Farbstoffe

Sie wurde vor allem auf Papier, Schleicher und
Schiill 2043b, durchgefiihrt. Zur Auftrennung der
Glykoside diente n-Butanol:Eisessig: Wasser =
4:1:5 (obere Schicht, System I); Aglyka wurden mit
dem Gemisch Eisessig:konz. HCl: Wasser = 30:3:10
(Forestal, System II) getrennt [6]. Um storende
Substanzen beim Chromatografieren von Glyko-
siden aus Staubblittern zu beseitigen, entwickel-
ten wir nach dem Auftragen der Extrakte auf das
Papier zunachst mit Ether. — Als Vergleichssubstan-
zen standen Cyanidin (Roth, Karlsruhe) und Pelar-
gonidin, das aus Pelargonium zonale-Bliiten gewon-
nen wurde, zur Verfiigung. Eine Charakterisierung
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von Glykosiden erfolgte im wesentlichen aufgrund
des Farbtypus mit Hilfe der in der Literatur [5] ange-
gebenen R-Werte. Einzelne Glykoside wurden,
ebenso wie die Aglyka aller Bliitenteile, zur Aufnah-
me von Absorptionsspektren (,,Ultrascan® der Firma
Hilger and Watts) mit 0,1prozentiger methanolischer
HCI aus den Papierchromatogrammen isoliert.

Ergdnzend chromatografierten wir Glykoside an
Kieselgel G (Merck)-Schichten mit dem Laufmittel-
gemisch  Ethylacetat: Ameisensdure: Wasser =
70:15:15 [7].

Ergebnisse
Arthybriden innerhalb der Sektion Oxytona

Das einleitend erwihnte, unerwartete Erbverhal-
ten der Fleckenlosigkeit von P. orientale-Blitenblat-
tern druckt sich darin aus, dal3 die Bliiten des
P. bracteatum-P. orientale-Hybrids keine Basalflek-
ke besitzen [3], obwohl der P. bracteatum-Elter diese
Bliitenmale sehr ausgeprégt zeigt (Abb. 1, 2). Zu
einem entsprechenden Befund fiihrte die Kreuzung
zwischen P. orientale und P. pseudo-orientale
(Abb. 2). Demnach kann P. orientale die Ausbil-
dung von Basalflecken in Bliiten unterdriicken. Die-
se Eigenschaft setzt sich in beiden Artkreuzungen
gegen die genetisch bedingte Fihigkeit der Partner
zur Basalfleck-Bildung durch.

Da eine weitere Kldrung der Situation ohne farb-
stoffanalytische Daten nicht moglich ist, seien zu-
ndchst einige fiir die Bliten der Eltern-Arten ge-
nannt: Durch Papierchromatografie (System II) und
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Abb. 2. Halbschematische Darstellung der Art-

kreuzungen und ihrer Ergebnisse beziiglich des
Pel Auftretens oder Fehlens von Basalflecken. Pel
= Pelargonidin und Cyan = Cyanidin weisen auf
die Verteilung der Glykoside beider Anthocy-
anidine in den Blitenbldttern hin. Klammern
zeigen sehr geringe Substanzmengen an.

Cyan

Aufnahme von Absorptionsspektren der Aglyka
kann bestitigt werden [4], daB als Anthocyanidine
nur Pelargonidin (Abb. 3) und Cyanidin (Abb. 3)
vorkommen. Die Glykoside beider sind innerhalb
der Bliite ungleichméBig verteilt. In den Kronblit-
tern von P. bracteatum und P. pseudo-orientale herr-
schen auflerhalb der Basalflecke Pelargonidin-Deri-
vate vor und sind in den oberen Teilen fast aus-
schlieflich vorhanden. Die Bliitenmale entstehen
durch eine sehr hohe Konzentration von Cyanidin-
Glykosiden. Der zentrale Bereich des P. bracteatum-
Basalfleckes enthdlt nur diese Farbstoffe. Die P.
orientale-Blutenblitter sind gleichméf3ig durch Pelar-
gonidin-Glykoside gefiarbt. Es gibt in ihnen keinen
farbschwachen oder weiflen Bereich statt eines Ba-
salfleckes. Daf3 bei der Hydrolyse des Extraktes ih-
rer unteren Teile auch Spuren von Cyanidin entste-

Pelargonidin R=H
R=0H

Cyanidin

Abb. 3. Die Strukturformeln der beiden in Mohnbliiten
vorkommenden Anthocyanidine machen die unterschiedli-
che Substitution des B-Ringes deutlich.
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hen, ist im Einklang mit der Beschreibung ihres Pha-
notyps (s. Material).

Die violetten Staubblitter aller drei Arten der
Sektion Oxytona sind praktisch frei von Pelargoni-
din-Glykosiden. Das vorherrschende, bei P. orienta-
le offenbar einzige Cyanidin-Glykosid hat einen R;-
Wert um 0,25 (System I) und sollte damit zwei Zuk-
kerreste besitzen. Wichtig erscheint, daf3 es in den
Basalflecken von P. bracteatum nur als Spur und in
denen von P. pseudo-orientale gar nicht nachweisbar
ist. Dort tritt jeweils eine Hauptkomponente mit
dem R-~Wert 0,33 bzw. 0,29 (System I) auf. In die-
sem Ri-Wert-Bereich erscheint auch die sehr geringe
Cyanidin-Glykosid-Menge aus unteren Teilen von
P. orientale-Blitenbliattern. Zu den in Basalflecken
der beiden Oxytona-Arten dominierenden Cyanidin-
Glykosiden gehort also wohl Cyanidin-3-sophorosid
(R; 0,33). Das fur diese Bliitenmale bisher genannte
Cyanidin-3-glucosid [5, 8] konnte kaum festgestellt
werden (R; 0,38; System I).

Unter den Pelargonidin-Derivaten in P. bractea-
tum- und P. orientale-Bliiten tritt Pelargonidin-3-so-
phorosid (R; 0,36; System I) durch seine Menge her-
vor. Es fehlt dagegen in P. pseudo-orientale-Bliiten,
wo Pelargonidin-Glykoside mit niedrigen Ri-Werten
(0,05 und 0,12; System I) vorhanden sind und domi-
nieren [9]. Sie liefern identische Absorptionsspek-
tren (Apay 280, 502, Schulter 335, 430), welche dem
fur Pelargonidin-3-sophorosid-7-glucosid mitgeteil-
ten Spektrum [5] entsprechen. Dieses orangefarbene
Pelargonidin-Derivat lief sich, aufler in P. bractea-
tum-Bliten, nachweisen (R; 0,18; System I), stellt
aber eine Nebenkomponente dar.

Die Nachkommen aus Kreuzungen von P. orienta-
le mit P. bracteatum und P. pseudo-orientale zeigen
meistens vollige Fleckenlosigkeit in ihren Bliiten.
Nur ausnahmsweise treten, offensichtlich in Bezie-
hung zu bestimmten P. orientale-Genotypen, kleine,
dunkelviolett gefdrbte Stellen im Basalfleck-Bereich
auf. Durch die Sterilitat der F;-Hybriden konnten
diese Merkmalsauspriagungen nicht in einer F,-Ge-
neration verfolgt werden. Die Staubblitter beider
Arthybriden sind, wie die der Eltern, au3er einem
weilen untersten Teil dunkelviolett gefédrbt.

Aufgrund des Fehlens von Basalflecken gelten die
wesentlichen farbstoffanalytischen Angaben iiber die
P. orientale-Bliiten fir die Bliiten der Arthybriden.
Pelargonidin-Glykoside bestimmen auch hier die Pe-
talen-Farbung, die keinen Intensitdtsunterschied er-
kennen ldBt. Sie sind nicht sicher nachweisbar in
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Staubblittern, die durch Cyanidin-Glykoside gefarbt
werden. Basisnahe Bereiche der Bliitenblétter von
Arthybriden zeigen in der Regel keine grof3ere Cya-
nidin-Konzentration als die gleichen Teile der P. ori-
entale-Bliiten. In den Glykosidspektren der unter-
suchten Bliitenteile driickt sich ein teilweise interes-
santer Hybridcharakter aus, auf den aber nicht naher
eingegangen werden soll.

Hybrid aus der Kreuzung Papaver somniferum X Pa-
paver orientale

In der Absicht, Hinweise darauf zu gewinnen, wie
die Ausbildung von Basalflecken in Bliiten des bis-
her untersuchten Verwandtschaftskreises verhindert
wird, kreuzten wir P. orientale mit P. somniferum.
Diese Art gehort nicht nur einer anderen Sektion der
Gattung Papaver an, sie unterscheidet sich auch
durch die Grundzahl des Chromosomensatzes,
x = 11, von ithrem Kreuzungspartner (x = 7). Der
violette Fleck am Grunde der wei3en Bliitenblatter
des verwendeten P. somniferum-Typs entsteht allein
durch Cyanidin bzw. dessen Glykoside. Davon fin-
det man drei mit einer Hauptkomponente um den
R+~Wert 0,25 (System I). Die P. somniferum-Staub-
blatter enthalten kein Anthocyanidin.

In den Bliten der P. somniferum-P. orientale-Hy-
briden treten mit groBer Regelméfigkeit Basalflecke
auf (Abb. 2). Sie sind dunkelviolett gefiarbt, deutlich
von dem mischfarbigen Grund der Blitenblétter ab-
gesetzt, aber wesentlich kleiner als die Basalflecke
des P. somniferum-Elters. Die Rotfarbung der tibri-
gen Petalenbereiche in Hybridbliiten ist durch violet-
te Tone mehr oder minder dunkel. Dadurch fallen
Nachkommenschaften auf, in deren Blitenbléttern
ein relativ kleiner, violetter Fleck von einem rein
roten Saum umgeben ist. Die Fliche, die beide
Zeichnungen einnehmen, entspricht etwa der eines
Basalfleckes von P. somniferum. — Die farbstoffana-
lytische Untersuchung der Bliiten dieses Arthybrids
steht noch aus.

Diskussion

Die Basalflecke der Bliiten von P. bracteatum und
P. pseudo-orientale sind chemisch durch Cyanidin
charakterisiert, das sich von dem sie umgebenden
Pelargonidin durch eine Hydroxylgruppe in 3'-Posi-
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tion unterscheidet (Abb. 2, 3). Man darf davon aus-
gehen, daf dieses Aglykon und seine Derivate auch
am Ort der Basalflecke gebildet werden und kein
Transport von Glykosiden nach dort erfolgt. Beson-
ders die aus 0kologischer Sicht erdrterte Wechselwir-
kung zwischen Staubbléttern und Bliitenmalen trifft
in diesem Zusammenhang sicherlich nicht zu. Bereits
allgemeine Beobachtung lehrt, daf3 Basalflecke und
Staubblatter einer Bliite verschieden gefirbt sein
konnen, und bei dem vorliegenden Untersuchungs-
material sprechen die unterschiedlichen Hauptkom-
ponenten der Cyanidin-Glykosid-Spektren beider
Blitenteile fiir die Eigenstdndigkeit der basisnahen
Petalenfarbung. Die innerhalb der Basalflecke diffe-
renzierten Zellen synthetisieren offenbar nicht nur
selbstindig, sondern auch ausschlieSlich Cyanidin.
Darauf darf aus der Abwesenheit von Pelargonidin
in den P. bracteatum-Blitenmalen geschlossen
werden.

Das Fehlen von Basalflecken bei P. orientale ist
angesichts sehr geringer Cyanidin-Mengen in den
Blitenblattern dieser Art zumindest entscheidend
durch einen Mangel an Farbstoff bedingt. Wie die
Kreuzungen mit P. bracteatum und P. pseudo-orien-
tale zeigen, besitzt P. orientale die Eigenschaft, die
Synthese oder doch eine Akkumulation von Cyani-
din in Blitenbldttern zu verhindern. Daraus ergibt
sich zunéchst die Frage, ob ein Enzym vorhanden ist,
welches das entstandene Produkt umgehend abbaut.
Seine Existenz ist aus einem entsprechenden Grund
unwahrscheinlich, wie er im Zusammenhang mit der
Epistasie des Weillifaktors von Nemesia strumosa an-
gefiihrt wurde [10]. Ein abbauendes Enzym kann in
seiner Wirkung kaum auf Cyanidin-Glykoside be-
schrankt bleiben und sollte auch die vorhandenen
Pelargonidin-Glykoside angreifen.

Eine Moglichkeit, die Cyanidin-Biosynthese zu
behindern, stellt die Hemmung eines dafiir spezifi-
schen Enzyms dar. Mit solchem Mechanismus ist
aber die Realisierung von Basalflecken in den Bliiten
des P. somniferum-P. orientale-Hybrids schwer ver-
einbar. Dort miifite das fragliche Enzym grundsitz-
lich dieselben Eigenschaften haben und ebenso
hemmbar sein wie in den Hybriden aus der Kreuzung
von Oxytona-Arten. Die als Gegenargument ange-
fihrte Ausbildung von Basalflecken regt aber eine
widerspruchsfreie Erkldrung der Befunde an: Flek-
kenlosigkeit in den Bliiten von P. orientale und Art-
hybriden konnte durch eine Blockierung zustdndiger
genetischer Substanz verursacht werden. Da das Ge-
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nom von P. somniferum mit seiner abweichenden
Grundzahl anders organisiert sein sollte als das von
P. orientale, ist sehr wahrscheinlich, daf3 diese Blok-
kierung in Hybridpflanzen aus der Kreuzung beider
Arten nicht oder nicht konsequent erfolgt. Die deut-
liche Einschriankung der Basalfleck-GroBe in Bliiten
des P. somniferum-P. orientale-Hybrids weist auf die
zweite Variante hin. — Mit der Annahme einer Blok-
kierung genetischer Substanz als Ursache des Fehlens
von Basalflecken wird verniinftigerweise vorausge-
setzt, da3 in P. orientale genetische Information fiir
die Bildung von Basalflecken vorhanden ist. Die ex-
perimentellen Ergebnisse belegen diese Situation
bisher nicht.

Obwohl die Spezifitit der Cyanidin- gegeniiber
der Pelargonidin-Biosynthese klar ist, 1483t sich nur
schwierig entscheiden, in welcher Reaktion sie be-
steht und damit, welcher Biosyntheseschritt von dem
angenommenen Mechanismus der Hemmung betrof-
fen wird. Viele Literaturangaben sprechen fiir die
Einfihrung der 3’-Hydroxylgruppe an einem C15-
Korper [11, 12]. Das verantwortliche Enzym, die
Flavonoid-3'-hydroxylase, wurde wiederholt charak-
terisiert [13, 14]. Andererseits ist nicht zu iibersehen,
dall auBler p-Cumarsdure auch Kaffee- und Ferula-
sdure, jeweils in aktivierter Form, durch Chalcon-
synthase(n) aus ganzen Pflanzen als Substrat genutzt
werden [15—17]. So konnte also die Substitution des
B-Ringes von Cyanidin bereits bei der Entstehung
des C15-Korpers festgelegt werden. Fiir die eigenen
Untersuchungen erscheinen zwei Befunde wesent-
lich: 1. Statt der Cyanidin-Glykoside sind im Basal-
fleck-Bereich Pelargonidin-Glykoside vorhanden,
die man bei Ausfall der 3'-Hydroxylierung am C15-
Korper zu erwarten hat [10]. 2. Basalflecke liefern
praktisch nur Cyanidin als Aglykon. Es ist aber of-
fenbar keine Chalconsynthase bekannt, die bevor-
zugt oder gar ausschlieBlich Kaffeesdure als Substrat
verwendet.

Insgesamt ergibt sich aus Experimenten und Dis-
kussion, da ein durch P. orientale vererbter Repres-
sor das Gen fiir die Flavonoid-3’-hydroxylase blok-
kieren kann. Im Falle einer Repression unterbleibt
die intensive Cyanidin-Biosynthese im Bereich der
Basalflecke und damit die Ausbildung der Bliitenma-
le. Wahrscheinlich ist das Fehlen von Basalflecken
bei P. orientale selbst auf diese Weise begriindet. —
Die bisherige Charakterisierung muf in einigen Tei-
len abgesichert werden, vor allem mit biochemischen
Methoden.
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