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(Aus dem Institut fiir Pflanzenziichtung Quedlinburg der Deutschen Akademie der Landwirtschaftswissenschaften.)

Uber ein papierchromatographisches Verfahren fiir Serienunter-
suchungen in der Pflanzenziichtung”.

Von WERNER MATTHIAS,

Mit 5 Textabbildungen.

Eine der wichtigsten Aufgaben der praktischen
Pflanzenziichtung ist die Qualitdtssteigerung. Das
bedeutet fiir die Gemiiseziichtuhg eine Steigerung
der Qualitdt in bezug auf Art und Menge an bio-
logisch wichtigen Inhaltsstoffen, die fiir die Er-
nihrung und Gesunderhaltung bzw. Leistungs-
steigerung des menschlichen Organismus von hervor-
ragender Bedeutung sind; entsprechendes gilt bei
Futterpflanzen fiir den tierischen Organismus. Bei
Heil- und Gewiirzpflanzen besteht die Aufgabe darin,
Pflanzen zu ziichten, die neben einer gesteigerten
Massenausbeute einen mdéglichst hohen Gehalt an
wertvollen Wirkstoffen aufweisen.

Ma@stab fir die Analyse der Pflanzen ist die Art
und Menge ihrer Wertstoffe, wie Aminosduren, Zucker,
Vitamine, #therische Ole, organische Sauren, Al-
kaloide vsw.

Die iiblichen Methoden zur Bestimmung von
Pilanzeninhaltsstoffen sind nur selten fiir die Pflanzen-
ziichtung geeignet. Ein chemisch analytisches Ver-
fahren ist im allgemeinen fiir die Pflanzenziichtung
erst dann von speziellem Wert, wenn diese Methode die
Méglichkeit bietet, Serienbestimmungen durchzu-
fithren. Dartiber hinaus missen diese Serienmethoden
haufig, besonders wenn es sich um die Auslese von
Einzelpflanzen handelt, im Halbmikro- bzw. Mikro-
maBstab durchfihrbar sein. Auflerdem ist es fiir die
Pflanzenziichtung sehr hiufig erforderlich, nicht nar
die Gesamtmenge z.B. an Zuckern und Alkaloiden
zu bestimmen, sondern die absolute bzw. relative
Menge der einzelnen Komponenten.

Alle diese besonderen Voraussetzungen bei der
analytischen Verarbeitung von Zuchtmaterial ge-
statteten es bisher in den seltensten Fallen, iibliche
chemische Verfahren einfach zu {ibernehmen. Fiir
den Nachweis und die Bestimmung einer Reihe der
obengenannten wichtigen Pflanzeninhaltsstoffe er-
offnet die Papierchromatographie neue analytische
Moglichkeiten.

Das moderne Verfahren der Papierchromatographie,
das auf die Arbeiten von CoONSDEN, GORDON und
MARTIN aus dem Jahre 1944 zurtickgeht, hat sich in
nur wenigen Jahren zu einem wertvollen analytischen
Hilfsmittel entwickelt, und es gibt sogar viele Gebiete
der Chemie, fiir die heute eine Weiterentwicklung
ohne die Anwendung der Papierchromatographie
praktisch nicht méglich ist.

Die Forschung in der Eiweifichemie z. B., die nach
den bahnbrechenden Arbeiten von EmiL FiscHER und

¥ Quedlinburger Beitrige zur Ziichtungsforschung
Nr.20,

seinen Mitarbeitern um die Jahrhundertwende in eine
Phase der Stagnation getreten war, konnte durch
die Anwendung papierchromatographischer Methoden
erheblich aktiviert werden, ebenso wie die Forschung
auf dem Gebiete der Zuckerchemie. Auch bei Unter-
suchungen von organischen Sduren, von Naturfarb-
stoffen, Alkaloiden, Glykosiden, ganz allgemein bei
Untersuchungen auf dem Gebiete der Biochemie und
Pharmazie konnten durch die Papierchromatographie
erhebliche Fortschritte erzielt werden.

Der besondere Wert der Papierchromatographie fiir
die Pflanzenziichtung und ihr Vorzug anderen Me-
thoden gegeniiber liegt einmal darin, daf sie als aus-
gesprochene Mikromethode mit kleinsten Mengen von
zu untersuchendem Material auskommt und mit ge-
ringstem Aufwand an Chemikalien, apparativen Hilfs-
mitteln und Hilfskraften durchgefiihrt werden kann.

Zum anderen gestattet die Papierchromatographie
den gleichzeitigen Nachweis von chemisch sehr
ahnlichen Stotfen, die bisher nebeneinander nur aufer-
ordentlich schwierig und dann nur unter Verwendung
sehr grofler Ausgangsmengen nachweisbar waren
oder aber sogar aullerhalb der Méglichkeit einer
analytischen Erfassung lagen. In der chemischen
Pflanzenanalyse hat die Papierchromatographie bei
der Losung zahlreicher pflanzenphysiologischer Pro-
bleme und bei der Bestimmung der Inhaltsstoffe
von Pflanzen und Pflanzenteilen bereits Hervor-
ragendes geleistet, denn gerade in der Chemie der
Pflanzen stehen der Klirung vieler Fragen erhebliche
Schwierigkeiten dadurch entgegen, daBl ein grofer
Teil der Pflanzeninhaltsstoffe als Gemisch chemisch
sehr nahe verwandter Verbindungen vorliegt.

SchlieBlich hat fiir die Pflanzenziichtung die Papier-
chromatographie als analytisches Hilfsmittel erst dann
einen entscheidenden Wert, wenn es gelingt, den
Nachweis von Pflanzeninhaltsstoffen, den besonderen
ziichterischen Anforderungen entsprechend, serien-
miBig durchzufithren.

Da bei den bisherigen Verfahren der Papier-
chromatographie diese notwendigen Voraussetzungen
nicht ohne weiteres gemeinsam gegeben waren,
entwickelten wir eine Methode, mit deren Hilfe es
mdglich ist, papierchromatische Bestimmungen in der
Serie vorzunehmen mit der gleichzeitigen Méglichkeit
einer quantitativen Auswertung.

Zunichst versuchten wir, die bekannten Techniken
der Papierchromatographie als Serienmethode zu ver-
wenden. Das {ibliche Verfahren der auf- bzw.
absteigenden Papierchromatographie — betr. ndherer
Einzelheiten sei auf die umfassende Monographie
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von F. CRAMER verwiesen — 148t sich ohne Schwierig-
keiten serienmifig durchfiihren; die Trennschérfe,
die mit dieser Methode erzielt werden kann, ist
jedoch verhdltnismafig gering und in vielen Fillen
nicht ausreichend. '

Die Rundfilterchromatographie (RUTTER, GIRI und
Mitarbeiter, ZIMMERMANN und NEHRING) hat dem-
gegeniiber einen wesentlich héheren Trenneffekt. Zur
Bewiltigung gréferer Serienuntersuchungen hat sie
sich selbst bei Anwendung des Sektorenverfahrens

a b
Abb. 1. Lupinen-EiweiBhydrolysat.

Methode). Loésungsmittelgemisch: Butanol-Eisessig-Wasser (4: 1: 1).

Schleicher & Schiill 2043 b.

jedoch als unzweckmifBig erwiesen. Auch lieB sich
eine serienmiBige quantitative Auswertung mit beiden
Verfahren nur schlecht durchfithren.

Es gelang uns nun, die Vorteile
r beider Verfahren zu vereinen und eine
Methode zu entwickeln, die sich durch
gute Trennschirfe und leichte Hand-
habung auszeichnet. Abb. 1.

Fiir chromatographische Zwecke ge-
eignetes Iiltrierpapier wird in Streifen
von 28 cmLinge und 4 cm Breite zer-
teilt, die am unteren Ende, wie aus
Abb.2 ersichtlich, so zugeschnitten
bzw. ausgestanzt sind, daf keilférmige
Zungen entstehen, die iiber 2 mm breite
Briicken in etwa 10 mm breite Streifen
auslaufen. Die zu untersuchenden Lg-
sungen werden im unteren Teil dieser
Briicken mit einer Mikrome Bpipette, die
% vorn zu einer diinnen Spitze ausgezogen
ist, an der bezeichneten Stelle so auf-
s} getragen (je mach Konzentration der

] Lisungen einen oder mehrere mm?3),
[ 3 daB die Fliissigkeit etwa den in der Ab-
Py bildung bezeichneten Raum einnimmt.
Abb.z. Form und

Nach dem Eintrocknen der Unter-
Abmessungen des : :
Filtrierpapieres suchungssubstanz werden die Papier-

zur Streifen- 1 3 3 i 5
cheamatograniis,  Streifen in ein Chromatographiergefd[s
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r—Auftragspunkt  gebracht, etwa o,5cm tief eingetaucht
der Analysen- s . .
substanz. und solange darin belassen, bis die

W. MATTHIAS:

a) Normales aufsteigendes Papierchro-
matogramm; b) Rundfilterchromatogramm; c¢) Streifepchromatogramm (neue
Papier:

Der Ziichter

Flissigkeitsfront bis etwa I cm unter den oberen
Rand vorgeriickt ist.

Auf den getrockneten Streifen werden die zu
bestimmenden Substanzen durch ein spezielles Spriih-
reagens sichtbar gemacht und erscheinen nach dem
Trocknen als konzentrische Kreisbdgen der einzelnen
Substanzen, die entsprechend den Rp-Werten parallel
zueinander verlaufen.

Fiir die gleichméBige Ausbildung der Kreisbogen und
die gleichmifBige Konzentrationsverteilung innerhalb

!
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Abb. 3. Chromatogramme cines Aminosiuren-
Gemisches auf Papierstreifen von verschiedener
Yorm. & Auftragspunkt. Losungsmittelgemisch:
Butanol-Eisessig-Wasser (4: 1:1). Aminosduren-
Gemisch bestehend aus: Cystin, Arginin, Asparagin-
siure, Glutaminsdure, Alanin, ®-Aminobuttersiure,

Valin, Norvalin, Leucin.

der Kreisbdgen ist die Form der Zunge und die Lage
des Punktes, an dem die Untersuchungssubstanz
aufgetragen wird, von entscheidender Bedeutung.
Wieweit sich gerade diese Faktoren auf die Ent-
wicklung der Chromatogramme auswirken, zeigt
Abb. 3, in der nebeneinander das gleiche Aminosduren-
gemisch auf Papierstreifen von verschiedener Form
und bei verschiedenem Auftragspunkt des Gemisches
chromatographisch getrennt wurden.

Abb. 3a zeigt ein Chromatogramm auf einem
einfachen rechteckigen Papierstreifen. Die Unter-
suchungssubstanz wird am unteren Ende des Streifens
aufgetragen, und die verschiedenen Bestandteile der
Analysensubstanz erscheinen nach dem {iblichen
Entwicklungs- und Besprithungsvorgang als einzelne,
jedoch mehr oder minder ineinander iibergreifende
Flecken.

Die Chromatogramme der Abb. 3b, ¢, d sind auf
Papierstreifen entwickelt, die nach unten hin in
eine keilférmige Zunge auslaufen, wobei bei Abb. 3c die
Spitze noch weiter zu einem schmalen Streifen ver-
langert ist, wahrend Abb. 3d den oben beschriebenen
Papierstreifen zeigt, der aus der Zunge heraus iiber
eine schmale Briicke in einen kleinen 1 cm breiten
Streifen auslduft.

Der Auftragspunkt liegt bei Abb.3b etwas oberhalb
der Spitze, bei Abb. 3¢ auf dem schmalen Streifen
und bei Abb. 3d im untersten Punkt der sog. Briicke.
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Je nach Streifenform und Lage des Auftrags-
punktes zeigen die Chromatogramme charakteristische
Entwicklungsformen, die vom Flecken, @ber den in
die Breite gegangenen Flecken zu einem mehr oder
minder gewellten streifenférmigen Gebilde und schlie-
lich zu klaren, gut voneinander abgegrenzten Streifen
fithren.

Wenn das aufsteigende Losungsmittelgemisch den
Auftragspunkt erreicht hat, dann ist im Falle der
Abb.3a, b, ¢ der weitere Verlauf so,
dafB nur Teile des Losungsmittels
mit der Analysensubstanz in Be-
rithrung kommen, wahrend andere
Teile an den Seiten vorbeiwandern,
ohne Substanz zu losen, oder aber
nur die Rander des Tropfens be-
rithren und sich daher mit weniger
Substanz anreichern als die Teile,
die die Mitte des Tropfens durch-
wandern. Durch diese ungleich-
mifige Verteilung der Unter-
suchungssubstanzim Lsungsmittel-
gemisch konnen sich keine gut ge-
trennten Kreisbégen bilden, sondern
es entstehen flecken- bis streifen-
formige unregelmafBige Gebilde.

Im Falle der Abb. 3d wird die auf-
getragene  Untersuchungssubstanz
von dem aufsteigenden Losungs-
mittel gleichmifBig aufgenommen,
beim Durchlaufen der schmalen
Briicke infolge der sich dort beson-
ders stark auswirkenden Faserstruk-
tur des Papiers ,,homogenisiert*‘ und .
daher jenseits der Briicke gleichmi Big kreisbogenformig
verteilt.

Eine serienmi Bige Anwendung dieses besonderen
papierchromatographischen Streifenverfahrens 148t
sich leicht durchfiihren.

Je 10 Papierstreifen, die oben und unten mit kleinen
Einschnitten versehen sind, werden auf einen U-férmi-
gen Glasbiigel dufgezogen (s. Abb. 4) und auf einen mit

Abb. 5.
a) Gelatine, b) HiihnereiweiB, c) Casein, d) Lupineneiweil, e) Seide, f) Heringsfleisch.
Losungsmittelgemisch: Butanol-Eisessig-Wasser (4: 1: 1). Papier: Schleicher & Schiill 2043 b.
Faserstruktur des Papiers bei a—d lings, bei e und £ quer.

ADbb. 4. Chromatographiergef4B8 fiir Serienuntersuchungen nach der Streifen-
Papierchromatographie-Methode.

4 FiBen versehenen rechteckigen Glasrahmen (Hohe
etwa 27 cm) gehidngt, der in einem als Chromatogra-
phiergefil dienenden Glas-Aquarium mit den Ab-
messungen 48 X 29 X 29 cm steht. FEs kdénnen bis
zu 10 dieser Glasbiigel in den Rahmen eingehingt
werden, so daf also gleichzeitig 100 Chromatogramme
entwickelt werden kénnen.

Uber ein papierchromatographisches Verfahren fiir Serienuntersachungen usw.
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Das Laufmittelgemisch wird etwa 1 cm hoch auf
den Boden des Glasgefilles gegeben, so daB die
Streifen etwa 0,5 cm tief eintauchen kénnen. Zur
Einsparung von Fliissigkeit bringen wir etwa 47 cm
lange, 1,7cm breite und 1cm hoch geschichtete
Glasstreifen im Abstand von etwa Icm auf den
Boden des Chromatographiergefafies, sodafl 1o schmale
Rinnen entstehen, in die die Streifen eintauchen. Um
ein Verrutschen zu verhindern, werden am Ende jeder

Lsolevcin ¢
Leycin
-Phenylalanin
aln
—Methionin
—Iryplophan
~_/yrosin

Asparaginsdvre
Histialin

"'\'éys‘f??
‘Cystin

Streifen-Papierchromatogramme von 6 verschiedenen EiweiShydrolysaten.

Rille 1 cm breite kurze Glasplattchen schrag zwischen
die aufgeschichteten Glasstreifen gestellt.

Das Chromatographiergefd8 wird mit einer starken
Glasplatte verschlossen, die zur Erzielung einer ein-
wandireien Abdichtung am oberen Rande des GefdBes
auf Profilgummi oder aufgeschlitzten Gummischlauch
aufgelegt wird.

Zum Bespriithen, Trocknen und Auswerten werden
die Papierstreifen auf den Biigeln belassen.

Zur Erzielung einer mdglichst gleichmifBig mit
Losungsmittel gesittigten Atmosphire innerhalb des
GeféBes werden die Winde mit Filtrierpapier aus-
gekleidet, das zum Beobachten der Chromatogramme
mit kleinen SchaulGchern versehen ist und zu Beginn
jeder Versuchsserie mit Losungsmittelgemisch itber-
gossen wird. Hierdurch und durch das langsame
Aufsteigen des Laufmittels, das durch die Form des
Papierstreifens bedingt ist, eriibrigt sich ein Vor-
sittigen der -Streifen.

Um eine einwandfreie Trennung zu gewihrleisten,
ist es wichtig, daf3 auf ein Arbeiten bei konstanter
Temperatur geachtet wird. Da die Laufzeit eines
Chromatogrammes 20 —24 Stunden betrigt, fithren
die Schwankungen der Zimmertemperatur im Unter-
schied von Tag und Nacht zu schlecht abgegrenzten
Banden, ein Faktor, der besonders wiahrend der Heiz-
periode in den Wintermonaten zu beachten ist.

Konnte bei einmaligem Aunfsteigen des Losungs-
mittels eine gute Trennung von Substanzen mit
kleinen RyWert-Unterschieden nicht erreicht werden,
so 148t man zweckmdBigerweise das Lésungsmittel-
gemisch zweimal oder gar dreimal aufsteigen.

21*
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Flihrt die Farbentwicklung mit einem Spriih-
reagens nicht zu einer deutlichen Charakterisierung
der einzelnen Komponenten, so missen gegebenen-
falls verschiedene Spriihreagenzien verwendet werden.
Bei der Aminosiurebestimmung z.B. besteht die
Moglichkeit, das Chromatogramm auBer mit Nin-
hydrin, dem gebrduchlichsten Farbreagens fiir Amino-
shuren, zur besseren Sichtbarmachung von Prolin
und Oxyprolin mit Isatin zu besprithen. Zu diesem
Zwecke werden die einzelnen -Streifen in 2 oder
mehrere Lingsstreifen zerlegt und dann mit den
verschiedenen spezifischen Sprithreagenzien behandelt.

In der Pflanzenziichtung kann die beschriebene
Methode zur Bestimmung von Aminosduren, Zuckern,
Alkaloiden, organischen. Siuren, Bliitenfarbstoffen
usw. angewendet werden.

Die gute Trennschirfe der beschriebenen Serien-
methode zeigen die nach diesemn Verfahren her-
gestellten Papierchromatogramme verschiedener Ei-
weiBhydrolysate. Abb. 5.

In der Pflanzenziichtung geniigen hiufig auch schon
qualitative Nachweise bestimmter Inhaltsstoffe. In
solchen Fillen wird mit Hille einer qualitativen
Serienbestimmung eine Vorselektion an einem be-
sonders groflen Material vorgenommen. Das wesent-
lich kleinere eingeengte Material wird dann einer
quantitativen Analyse unterzogen.

Zu diesem Zwecke versuchten wir, das oben be-
schriebene Verfahren noch weiter zu vereinfachen.
GroBe Filtrierpapierbogen wurden am unteren Rande
so ausgestanzt, dafl 10 keilférmige Zungen entstehen,
von denen jede den in Abb. 2 dargestellten Zungen
entspricht (vgl. dazu Naturw. 41, 17 (1954) Abb. 1).

Cur. O. LENMANK:

Der Ziichter

Es hat sich aber bei der praktischen Anwendung
herausgestellt, daB dieses Verfahren keine Ver-
einfachung gegeniiber den einzelnen auf Glasbiigel
gezogenen Streifen bietet. Abb. 4.

Fiir eine quantitative Auswertung der Chromato-
gramme erweist sich die Streifenmethode besonders
geeignet, da sie einerseits ein sauberes Herausschneiden
der einzelnen Zonen zur Eluierung und anschlieBenden
photometrischen Bestimmung gestattet und anderer-
seits die Mdglichkeit zu einer direktcolorimetrischen
Bestimmung bietet, &4hnlich dem Verfahren, das
GRASSMANN, HANNIG und KNEDEL bei der Papier-
elektrophorese anwandten. ,

Hiertiber soll in einer weiteren Arbeit berichtet
werden.

Fir die Hilfe bei der Durchfithrung der Versuche
danke ich Herrn FrOHBURG und Friulein GUTscHE.
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{(Aus dem lInstitut fiir Kulturpflanzenforschung der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin,
in Gatersleben.)

Das morphologische System der Saaterbsen
(Pisum sativum L. sens. lat. GOV. ssp. satipum).

Von CHR. O. LEBMANN.

Mit x1 Textabbildungen.

Die Bearbeitung des Erbsensortimentes in Gaters-
leben ergab, daB sich manche Formen anhand der
bisherigen Ubersichten nicht bestimmen lieBen. Die
grofleren Zusammenstellungen von ALEFELD (1866)
und KORNICKE (1873) geniigten nicht, weil sich die
Formenkenntnis inzwischen erweitert hat; ALEFELD
hat auflerdem eine Anzahl Varietiten nur nach der
Bliitezeit unterschieden. Im Jahre 1937 gab Govorov
unter Beriicksichtigung des Materials sowjetischer
Expeditionen zur Erforschung der Kulturpflanzen
(Govorov 1028, 1930, 1033) eine Ubersicht der
Formenmannigfaltigkeit. Aus Griinden, auf die noch
eingegangen werden soll, ist aber eine Einordnung
von Erbsen unbekannter Herkunft nach seiner Zu-
sammenstellung kaum mdglich. Sein System ist also
auch nur beschridnkt brauchbar. Daher muBte ver-
sucht werden, diese Ubersichten so zu bearbeiten, dafl
es mdglich wird, die gegenwirtig bekannte Mannig-
faltigkeit der Erbsen nach einfachen morphologischen
Merkmalen bestimmten Gruppen zuzuordnen. Dabei

wurde gleichzeitig versucht, die Namen den Regeln
anzupassen, was verschiedentlich Abweichungen von
bisher Gebrduchlichem zur Folge hatte. Leider konnte
infolge Schwierigkeiten in der Literaturbeschaffung
nicht in allen Fallen die gewiinschte Vollstindigkeit
erreicht werden.

I. Aligemeine Vorbemerkungen.

Die Ubersicht iiber eine Mannigfaltigkeit erhilt
man, wenn man diese nach gewissen Merkmalen in
Gruppen gliedert und diese nach bestimmten Gesichts-
punkten anordnet. Je nach der Zahl der dazu ver-
wendeten Merkmale unterscheidet man verschiedene
Systeme.

Die Gruppierung nach einigen, meist morpho-
logischen Merkmalen gestattet eine sichere und schnelle
Orientierung. Das sich auf wenige Merkmale griin-
dende System ist kiinstlich. Dabei sind, je nach der
Auswahl der Merkmale, verschiedeneSysteme moglich.



