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Die Simulation quantitativer Merkmale durch Gene
mit biochemisch definierbarer Wirkung

V. Untersuchungen zur Memethodik
G. FORKMANN und W. SEYFFERT

Institut fiir Biologie der Universitdt Tiibingen, Lehrstuhl fiir Genetik, Tiibingen (BRD)

Simulation of Quantitative Characters by Genes with Biochemically Definable Action

V. Investigations of the Methods of Measurement

Summary. At measuring the anthocyanin content of the flowers of defined genotypes of the stock, Maithiola
incana, in preceding investigations a comparatively high variability of the measured values within the lines was
observed. The investigations on the genetics of the quantitative character ‘‘anthocyanin content” are based on these
measurements. Therefore it is important to examine whether or not an insufficient isogenisation of the genetic back-
ground of the parental lines or errors in the measuring technique are partly responsible for the high variability. The
elimination of recognizable sources of error should lead back the variation within a line mainly to the interaction
between genotype and environment.

The results show that differences in the genetic background are unlikely. On the contrary there are the following
sources of error in the hitherto applied technique:

1. Unequal sampling with respect to the developmental stage of the flowers and of the single petals within double

flowers.

2. Unequal patterns of extraction dependent on the quantity and quality of the anthocyanins.
3. Errors in pipetting in connection with the dilution of extracts.
An improved technique of sampling and processing is proposed.

1. Einleitung

Im Zusammenhang mit dem Vorhaben, quanti-
tative Merkmale durch Gene mit biochemisch defi-
nierbarer Wirkung zu simulieren, sind Messungen
der Gesamtmenge der Anthocyanpigmente/Petalen-
frischgewicht verschiedener Genotypen der annuellen
Crucifere Maitthiola incana R. Br. erforderlich. Die
dabei erhaltenen MeBwerte der Genotypen einer di-
allelen Kreuzungsnachkommenschaft gehen in gene-
tische und mathematische Modelle ein, die die Schit-
zung additiver, dominanz- und interaktionsbedingter
Beitrige der an der Ausbildung des Merkmals be-
teiligten Gene erlauben. Eine exakte Schitzung der
Beitrige einzelner Gene und ihrer Interaktionen ist
jedoch nur dann zu erwarten, wenn der MeBwert je-
des Genotyps dem tatsichlichen Anthocyangehalt
moglichst genau entspricht. Représentiert dagegen
ein MeBwert den Anthocyangehalt des entsprechen-
den Genotyps nur ungentigend, sind Fehlinterpreta-
tionen des Verhaltens der beteiligten Gene unver-
meidbar.

Die in den letzten Jahren ermittelten MeBwerte
lieBen Zweifel an der Brauchbarkeit der bisherigen
MeBmethodik und an der Homogenitidt des Materials
aufkommen. Wiederholte Messungen gleicher Geno-
typen zeigten hiufig eine erhebliche Variabilitit, die
die VerliBlichkeit der geschitzten Parameter beein-
trichtigte. Daraus ergab sich die Notwendigkeit, die

Ursachen der hohen Variabilitit der MeBwerte ge-
nauer zu untersuchen. Mit Sicherheit unterliegt die
Gesamtmenge der Anthocyanpigmente einem starken
UmwelteinfluB. So ist zumindest ein Teil der auf-
getretenen Variabilitdt auf diesen Faktor zuriickzu-
fithren. In einem geeigneten Modell sollte sich jedoch
eine umweltbedingte Variabilitdt nicht stérend auf
die Interpretation des Genverhaltens auswirken, son-
dern vielmehr einen Einblick in die Interaktionen
zwischen Genotyp und Umwelt gewdhren.

Die MeBwerte gleicher Genotypen variieren aber
nicht nur bei Messungen iiber mehrere Tage oder
Wochen, sondern auch bei innerhalb eines Tages wie-
derholten Messungen eines Genotyps betrdchtlich
(Tab. 1). Umweltbedingte Einfliisse kénnen somit
nicht alleinige Ursache der hohen Variabilitdt sein.
Deshalb sollte untersucht werden, ob die beobach-
tete Variabilitdt genetisch bedingt ist (im Hinblick
auf das Merkmal noch nicht ausreichend isogener
Hintergrund) und in welchem Ausmal die bisherige
MeBmethodik eine exakte Bestimmung des Antho-
cyangehalts gewidhrleistet.

2. Material und bisherige Methode

Da eine ausfithrliche Beschreibung des Materials be-
reits vorliegt (Seyffert, 1971), wird hier nur ein kurzer
Uberblick gegeben. Die Untersuchungen werden an der
annuellen Crucifere Matthiola incana R. Br. durchgefiihrt.
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Tabelle 1. Nach der bishevigen Methode evmittelle MePwerte und Schitzwerte dev Parameter
einiger typischey Linien

bluv  MeBwerte \;on 10 aufeinanderfolgenden MeB3tagen x SE cv

2222 724 625 867 823 1040 1117 1019 982 763 932 889,2 49,5 17,0
2022 339 591 357 582 402 623 360 442 413 337 4446 354 2541
2202 591 531 668 861 771 972 842 630 690 632 71838 43,8 19,3
2220 490 615 489 568 840 838 732 66t 454 677 6364 44,1 21,0
0222 486 534 604 666 788 830 883 620 552 994 695,7 53,4 24,0

MeBwerte innerhalb eines Tages wiederholter Messungen

2222 1197 878 934 817 795 761 939 1002 784 900,8 46,0 15,0
2022 660 507 502 396 631 519 5358 39,3 18,0
2202 659 770 861 780 810 691 761,8 30,6 9,8
2220 561 761 825 627 739 420 518 691 767 656,6 44,8 20,0
0222 761 931 610 782 660 606 725,0 51,4 17,0

Als quantitatives Merkmal dient die Gesamtmenge der
Anthocyanpigmente/Petalenfrischgewicht.

An der Merkmalsbildung sind die vier Loci b, [, » und v
beteiligt, deren Funktion weitgehend bekannt ist (Seyi-
fert, 1960, 1962). Mit Hilfe der vier Genpaare lassen sich
insgesamt 16 homozygote Linien darstellen. Sie werden
beginnend mit 2222%*) (fiir den vierfach homozygot domi-
nanten Genotyp) bis 0000 (fiir den vierfach rezessiven
Genotyp) durchnumeriert. Im Experiment werden die
16 Linien diallel gekreuzt, die 256 Nachkommenschaften
im Freiland angebaut und die Anthocyanmengen jeder
Nachkommenschaft wihrend der Hauptbliitezeit be-
stimmt.

Es erschien zweckmaBig, die Ursachen der hohen Varia-
bilitdt vor allem an den 16 Linien zu untersuchen, da
diese Ausgangspunkt der Kreuzungsnachkommenschaf-
ten sind und mégliche Unterschiede des genetischen
Hintergrundes zwischen den Pflanzen eines Genotyps
hier besonders gut erkennbar sein sollten. Dartiberhinaus
schlielen die erforderlichen Messungen die Verwendung
aller Kreuzungsnachkommenschaften aus Zeitgriinden
von vornherein aus. Die Untersuchungen wurden 1970
und 1971 in der Zeit von Juli bis Oktober vorgenommen.
Bis einschlieBlich 1970 wurde die Gesamtmenge der
Anthocyanpigmente/Petalenfrischgewicht folgenderma-
Ben gemessen:

1. Tag: Die Entnahme der Bliiten erfolgt zwischen 16
und 18 Uhr. Dabei wird die erste voll entfaltete Bliite
eines zuféllig ausgewéhlten Triebes gepflickt. Regen-
nasse Bliiten werden ausgeschiittelt, beschmutzte Bliiten
gesiubert. Zum Ausgleich von Turgeszenzunterschieden
werden die Bliiten in wassergefiillte Reagenzgldser ein-
gestellt und iiber Nacht im Kiihlraum bei 44 °C belassen.

2. Tag: Von jeder Bliite werden 80 bis 100 mg gut ge-
farbter Petalen mit einer oberschaligen Waage in Reagenz-
gldser eingewogen. Bei ungefilliten Bliiten sind dafiir
meist alle vier Petalen erforderlich; bei gefiillten Bliiten
wird ein Bliitensektor verwendet. Die eingewogenen
Petalen werden mit der 20fachen Menge 19%,iger methano-
lischer Salzsdure versetzt, die Reagenzgliser sofort mit
Stopfen verschlossen und fiir ca. 24 Stunden zur Extrak-
tion im Kiihlraum bei 4-4 °C aufgestellt.

3. Tag: 0,1 ml des Extraktes wird mit 2 ml 1%iger me-
thanolischer Salzsiure verdiinnt und in 0,5 cm Quarz-
kiivetten im registrierenden Spektralphotometer (Zeiss
RPQ II) im Bereich von 550 bis 480 nm gemessen. Die
mit 10% multiplizierten Maxima der Extinktionskurven
ergeben die MeBwerte.

Mit dieser Methode wurden die Genotypen einer dialle-
len Kreunzungsnachkommenschaft im Sommer 1970 iiber

*} Die Zahlen stehen fiir die Loci bluv, wobei mit 0 die
rezessive, mit 1 die heterozygote und mit 2 die homo-
zygot dominante Situation charakterisiert wird.

einen Zeitraum von vier Wochen wiederholt gemessen.
Dariiberhinaus wurde der Anthocyangehalt der Linien
mehrmals pro Tag bestimmt. In Tab. 1 sind aus Platz-
griinden nur die daraus resultierenden Me8serien einiger
Linien und die Schitzwerte der Parameter zusammenge-
stellt. Die hohe Variabilitit der Werte einer MeBserie,
die sowohl bei Messungen {iber mehrere Tage als auch bei
Messungen innerhalb eines Tages zu verzeichnen ist, kann
dabei als charakteristisch fiir alle gemessenen Genotypen
angesehen werden.

Um die Ursachen der hohen Variabilitit zu erkennen,
wird bei den folgenden Untersuchungen die vorgegebene
MeBmethode in verschiedener Weise modifiziert.

3. Ergebnisse

3.1. Variabilitit zwischen den Pflanzen eines Genotyps
und innerhalb etner Pflanze

Zunichst wurde an den 16 Linien untersucht, in
welchem Ausmal genetische Ursachen zur hohen
Variabilitdt der MeBwerte beitragen.

Weist der genetische Hintergrund der Pflanzen
einer Linie in bezug auf das Merkmal Unterschiede
auf, ist zu erwarten, daB die MeBwerte voll entfalte-
ter Bliiten verschiedener Triebe einer Pflanze erheb-
lich weniger variieren als die MeBwerte voll entfalte-
ter Bliiten verschiedener Pflanzen einer Linie. Trifft
das nicht zu, diirften die MeBwertschwankurngen eher
auf Fehler in der MeBmethodik zurtickzufiihren
sein.

Um diese Alternative zu kliren, wurden einerseits
von je 10 Pflanzen jeder Linie je eine voll entfaltete
Bliite entnommen und deren Anthocyangehalt be-
stimmt, andererseits von einer gut verzweigten
Pflanze jeder Linie die erste voll entfaltete Bliite
jedes Triebes entnommen und gemessen. Die Auf-
arbeitung der Bliiten erfolgte zundchst nach der bis-
herigen MeBmethodik. Da alle Bliiten einer MeB-
serie am gleichen Tag entnommen wurden, sollten
sich umweltbedingte Schwankungen nur sehr gering-
fiigig auswirken.

In die Tab. 2 und 3 sind stellvertretend fiir alle
untersuchten Linien einige charakteristische MeB-
serien aufgenommen worden. Wie die Schitzwerte
der Parameter der Tab.2, 3 und 4 zeigen, ist die
Variabilitdt der MeBwerte von Blitten verschiedener
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Tabelle 2. Mefwerte und Schitzweyte dev Pavameter visuell gleicher Bliiten vevschiedener Pflanzen

bluw

2222 1009 1012 1030 1153 950 907 986
2202 702 771 690 679 701 753 792
2020 821 702 757 787 616 853 640
0222 799 813 803 919 661 817 874
0220 738 828 709 667 807 77t 701
0200 480 507 468 461 580 557 531

einer Linie

14 $

x|

338

977 7628 87

8,9
786 739 892 751 4127 64 8,6
589 527 575 687 12848113 16,5
812 704 752 795 5653 75 9,5
573 822 804 742 6631 81 11,0
461 546 660 525 4060 64 12,1

Tabelle 3. Mefwerte und Schdtzwerle

dev Parawmeter visuell gleicher Bliiten vevschiedener Trviebe

einer Pflanze

bluvr MeBwerte

2222 1143 1100 1040 937 948 920 926

2202 726 707 647 651 897 763 803

2020 469 626 659 455 511 446 497

0222 807 605 633 828 851 581 680

0220 846 714 698 695 760 930 726
451 527

0200 480 477 497 460

395
Triebe einer Pflanze nicht signifikant niedriger als die
Variabilitit der MeBwerte von Bliiten verschiedener
Pflanzen einer Linie. Somit sind zumindest groBere,
zur Erklirung der hohen Variabilitit ausreichende
genetische Unterschiede zwischen den Pflanzen einer
Linie unwahrscheinlich. Héaufig ist sogar zu beobach-
ten, daf} die Varianzen der MeBwerte innerhalb einer
Pflanze groBer sind als die Varianzen der MeBwerte
verschiedener Pflanzen der gleichen Linie. Als Ur-
sachen der hohen Variabilitit sollten deshalb haupt-
sichlich andere Faktorenin Frage kommen. Fiireinen
Nachweis kleiner genetischer Unterschiede zwischen
den Pflanzen einer Linie, die moglicherweise von die-
sen Faktoren iiberdeckt werden, ist der vorgenom-
mene F-Test nicht geniigend effizient.

Da die hohe Variabilitit der MeBwerte offenbar
nicht genetisch bedingt ist, ist nun zu prifen, ob
Fehler in der MeBmethodik die Zuverldssigkeit der
MeBwerte beeintrichtigen.

Tabelle 4. F-Test fiir die zwischen den
Pflanzen und innevhald der Pflanzen
einer Linie beobachieten Varianzen

Varianzen-

bluv quotient Fo,05) Fo,01)
2222 1,738 3,18 5,35
2202 1,866 3,18 5,35
2020 1,776 4,10 7,98
0222 2,109 3,37 5,80
0220 1,188 3,37 5,80
0200 1,470 3,18

5,35

3.2. Untersuchungen zur Mefmethodik

Ausgehend von der bisherigen MeBmethodik waren
vor allem folgende Fragen zu kliren:

1. Welchen EinfluB3 hat die visuelle Auswahl der
ersten voll entfalteten Bliite eines zufidllig ausge-
wihiten Triebes auf den MeBwert ?

x V s cv
981 723 045 966 13262 115 11,9
773 857 650 747 7704 88 11,7
- - — 523 7232 85 16,3
— — — 720 11927 109 15,2
— - — 767 7882 89 11,6
440 567 550

484 2761 53 10,8

2. Wie hoch ist die Variabilitit innerhalb einer ge-
fiillten Bliite?

3. Gewihrleistet eine ca. 24stiindige Extraktions-
zeit ein optimales Herauslésen der Anthocyanpig-
mente ?

4. Welche Fehlerquellen bestehen beim Aufarbei-
tungsprozel3 ?

Tabelle 5. Mefwerte und Schilzwerte dev Pavameter dev
an vier aufeinandevfolgenden Tagen gemessenen Eltern cines
8% 8 Diallels

bluv x Ve SF cv

2222 1090 1242 1345 1240 1229 2755 52,5 8,0
2022 401 404 464 399 417 246 157 7,0
2202 1031 1075 1030 1091 1057 240 15,5 2,0
2002 585 585 585 506 565 390 19,8 6,0
0222 1164 1246 1198 1277 1221 628 251 4,0
0022 772 768 845 820 301 352 188 4,0
0202 762 659 840 898 791 2653 51,5 13,0
0002 507 494 473 489 491 49 7,0 2,0

3.2.1. Variabilitit zwischen den Bliiten eines Trie-
bes. Zunichst wurde unfersucht, ob die Art der Blii-
tenauswahl eine optimale Messung des Merkmals ge-
stattet. Dazu war es erforderlich, die MeBwerte der
verschiedenen Entwicklungsstadien der Bliiten eines
Triebes, beginnend mit den Knospen bis zu Bliiten mit
Welkeerscheinungen, zu ermitteln. Der Verlauf der
MeBwerte sollte dariiber Aufschlufl geben, welches
Bliitenstadium sich am besten fiir die Messung des
Merkmals eignet.

Knospen und Bliiten ausgewihlter Triebe aller
16 Linien wurden in dieser Form untersucht. Fir die
verschiedenen Knospen- und Bliitenstadien werden
folgende Bezeichnungen verwendet:

A: Knospen, die bereits etwas I'arbe zeigen,
B: sich 6ffnende Knospen,
C: sich entfaltende Bliiten,
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D: voll entfaltete Bliiten, wie sie fiir die Messungen
bisher benutzt wurden,

E: Bliiten mit geringfiigigen Welkeerscheinungen,

F. stark verwelkte Bliiten.

Jede der 16 Linien wurde in der Zeit von August
bis Oktober 1970 und 1971 mit mindestens sechs-
facher Wiederholung in der beschriebenen Form
untersucht. Da auch hier zwischen den einzelnen
Linien und MeBterminen keine wesentlichen Unter-
schiede auftreten, wurden in die Abb.1 und 2 nur
einige typische MeBserien aufgenommen. Die mehr-
fache Wiederholung der Bezeichnung B bis F resul-
tiert aus der fiir die entsprechenden Bliitenstadien
gefundenen maximalen Anzahl der Bliiten. Die Zah-
len 1 bis 5 geben hierbei AufschluB} iiber die Stellung
der Bliite innerhalb eines Bliitenstandes, wobei mit 1
jeweils die jiingste, dem Vegetationspunkt am néch-
sten stehende Bliite gekennzeichnet wird, und damit
iber ihr Alter.

Statt einer erwarteten Optimumkurve mit hohen
und nur wenig variierenden MeBwerten fiir die D-
Bliiten, ist eine ausgeprigte Zwei- oder Mehrgipilig-
keit zu beobachten. Oft liegt ein Maximum bereits
im Bereich der noch nicht voll entwickelten Bliiten
des C- oder gar B-Stadiums, wihrend gerade die
ersten Bliiten des D-Stadiums vielfach niedrigere
Werte aufweisen, die erst zum E-Stadium hin wieder
ansteigen. Besonders bemerkenswert ist aber die
stets hohe Variabilitit der MeB3werte des spiten C-
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und f{rithen D-Stadiums, da die Bliiten bisher aus
diesem Bereich entnommen wurden.

Das Verhalten der MeBwerte zeigt sehr deutlich,
daB die Auswahl der ersten voll entfalteten Bliite eines
Triebes weder einen moglichst hohen MeBwert, noch
eine geringe Variabilitit der MeBwerte garantiert.
Ein groBer Teil der beobachteten MeBwertschwankun-
gen diirfte somit auf die Art der bisherigen Bliiten-
auswahl zurtickzuftihren sein.

3.2.2. Variabilitit innerhalb gefilllter Bliiten. Um
zu entscheiden, welche Petalen einer gefiillten Bliite
zur Einwaage benutzt werden diirfen, mufl deren
Variabilitdt untersucht werden.

Von jeder der 16 Linien wurde eine grofe D-Bliite
entnommen, deren Petalen von innen nach aullen
in Einzelproben aufgeteilt, und nach der bisherigen
MeBmethodik aufgearbeitet. Die Abb. 3 zeigt die
MeBserien einiger typischer Linien.

Bei fast allen Bliiten steigt der Anthocyangehalt
der Einzelproben von innen nach auflen an. Der An-
stieg ist dabei oft nicht kontinuierlich, sondern wird
von Proben mit niedrigen MeBwerten unterbrochen.
Wiederholungen der Messungen fiihrten zu gleichen
Ergebnissen.

Das Alter der Petalen hat also einen nicht uner-
heblichen EinfluB auf die Hohe der MeBwerte. Da
bei der bisherigen MeBmethodik vorwiegend Petalen
eines Bliitensektors eingewogen wurden, ist anzu-
nehmen, daf dazu je nach GréBe und Fillungsgrad

1000’—- 1000 1100
o 0222 o 220
* 0220 a 2020
900} & 2000 QDDL— 4 0020 v 0222
w2
A Y
a0l s00}- e //
500 v
700~ 700} /
| A
; /
ﬁuuL , E 600 800 ; v,
=
\/ A/
500 500 /\
700 /
40 \. A Y |
- 4001~
A | ot
—
A\/ 500
00} 00 / //
4
=<
W0~ 200+ 500 \//J&—lr*
O o . A O WA M A OO B S ] O N A N N S U O O 0 T S T O Lt L I I .
A B BCiCCyDD 00 O EEFF AB B CC LD 0,000 EEFRF » 1 2 3 4 5 & 1

Blitenstadium

Abb. 1. Verlauf der MeBwerte verschie-
dener Bliitenstadien eines Triebes
(Cyanidintypen, b+b%)

Abb. 2. Verlauf der MeBwerte verschie-
dener Bliitenstadien eines Triebes
(Pelargonidintypen, bb)

Blidtenstadium Einzelproben van innen nach oufen

Abb. 3. MeBserien der Einzelproben
aus gefiillten Bliten
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der Bliiten jiingere und altere Petalen in unterschied-
licher Zahl verwendet wurden. Somit kann auch das
Einwiegen unterschiedlich alter Petalen eines Bliiten-
sektors zur hohen Variabilitit der MeBwerte beige-
tragen haben.

3.2.3. Uberpriifung des Extraktionsverhaltens der
Amnthocyane. Bei wiederholtem Verdiinnen und Mes-
sen von Proben aus einigen Extrakten fiel auf, da3
mit zunehmender Extraktionszeit oft auch eine Zu-
nahme der Extinktionsmaxima zu verzeichnen ist.
Bei aus 8 bis 10 Bliiten bestehenden Proben wurde
das besonders deutlich. Es war deshalb anzunehmen,
daB} die bisherige ca. 24stiindige Extraktionszeit ein
vollstindiges Herauslésen der Anthocyanpigmente in
vielen Féllen nicht gewihrleistet.

Zur Uberpriifung des Extraktionsverhaltens wurde
von jeder Linie eine aus 10 voll entfalteten Bliiten
bestehende Probe eingewogen (500 mg) und mit der
20fachen Menge 1%iger methanolischer Salzsdure ver-
setzt. Nach ca. 18stiindiger Extraktion wurde eine
Probe entnommen, verdiinnt und gemessen. In Ab-
stinden von ein bis zwei Stunden wurden weitere
Proben entnommen, verdiinnt, und gemessen. An
den darauffolgenden Tagen wurden die Messungen
mit der Entnahme von Proben nach 42-, 48-, 66- und
gostiindiger Extraktionszeit fortgesetzt. Eine Wie-
derholung der Untersuchungen fiihrte zu gleichen
Ergebnissen. Die Abb. 4 zeigt am Beispiel einiger
typischer Linien die in den beiden Versuchsreihen
erhaltenen mittleren Extraktionskurven.

Linien mit geringem und mittlerem Anthocyange-
halt erreichen bereits nach ca. 24- bis 48stiindiger
Extraktion ihr Maximum. Dagegen zeigen Linien
mit hohem Anthocyangehalt, daBl oft auch nach
48 Stunden noch keine vollstindige Extraktion der
Anthocyane stattgefunden hat. Dariiberhinaus ist
bei diesen Linien zu beobachten, daf3 die Petalen so-
gar nach 90 Stunden Extraktion noch etwas dunkler
gefirbt sind als das Lésungsmittel. Das 148t auf ein
ungiinstiges Verhiltnis zwischen Anthocyangehalt
und zugegebener Losungsmittelmenge schliefen.
Versuche, bei denen statt mit der 20fachen mit der
40fachen Loésungsmittelmenge extrahiert wurde, er-
gaben dann auch eine weitere Zunahme der bisheri-
gen Extraktionsmaxima. Durch zusitzliches Schiit-
teln aller Proben konnte schlieBlich erreicht werden,
daB nach spitestens 48stiindiger Extraktionszeit
alle Genotypen maximal extrahiert sind.

3.2.4. Fehlerquellen ber der Aufarbeitung der Blii-
ten. Auch die Aufarbeitung der Bliiten weist auf dem
Weg iiber das Einwiegen der Petalen, das Auffiillen
der Proben mit Losungsmittel, das Verdiinnen der
Extrakte und das Messen im Spektralphotometer er-
hebliche Fehlerméglichkeiten auf. Deshalb waren
auch hier Ursachen fiir die hohe Variabilitit der
MeBwerte zu vermuten.

Zunichst wurde gepriift, ob die verwendete ober-
schalige Waage (Mettler P 163 N, Anzeige: 1 mg)
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Abb. 4. Extraktionskurven von Linien mit niedrigem, mitt-
lerem und hohem Anthocyangehalt

ein ausreichend genaues Einwiegen der Petalen ge-
wihrleistet. Dazu wurde eine groBe Anzahl der mit
iiblicher Sorgfalt eingewogenen Proben auf der Ana-
lysenwaage nachgewogen. Die Differenz zwischen
dem an der oberschaligen Waage abgelesenen Ge-
wicht und dem von der Analysenwaage angezeigten
Gewicht betrug durchschnittlich 1 mg. Das ist ca.
19, des Gewichtes der gesamten Probe. Jedoch tre-
ten einzelne Abweichungen bis zu 3 mg auf, die den
MeBwert in gewissem MaBe beeinflussen konnen.
Dem steht aber die fiir die umfangreichen MeBreihen
unbedingt erforderliche Zeitersparnis beim Einwie-
gen mit der oberschaligen Waage gegeniiber. Da
kiinftig Proben von 400 bis 500 mg eingewogen wer-
den, sollten sich selbst Abweichungen von 3 mg nur
geringfiigig auf den MeBwert auswirken.

Die beim Pipettieren des Losungsmittels auftre-
tenden Fehler waren so gering, daB Auswirkungen
auf den MeBwert kaum nachweisbar waren. Bei sorg-
filtigem Arbeiten konnen sie deshalb als Ursache
der MeBwertschwankungen ausgeschlossen werden.
Dagegen konnte gezeigt werden, dafl bei dem fiir das
Verdiinnen notwendigen Pipettieren der Extrakte
(0,4 ml) schon geringe Fehler den MeBwert erheblich
beeinflussen. Um diesen Fehler zu ermitteln, wurden
250 verschiedene Extrakte untersucht. Aus jedem
Extrakt wurden dreimal hintereinander je 0,1 ml
entnommen, mit 2 ml Losungsmittel verdiinnt und im
Spektralphotometer gemessen. Fiir die drei Mef-
werte jeder Serie lassen sich Variationskoeffizienten
berechnen. Dabei traten Werte zwischen 0 und 6,5
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Abb. 5. Hiufigkeitsverteilung der Variationskoeffizienten aus
je drei MeBwerten eines Extraktes

auf. Uber diesen Bereich wurden 26 Klassen zu je
0,25 Einheiten gebildet und die 250 Variationskoeffi-
zienten diesen Klassen zugeordnet. In der Abb. 5
ist die Hiufigkeit der Variationskoeffizienten gegen
ihre GroBe aufgetragen. Zur optischen Verdeutlichung
des Kurvenverlaufs wurde eine Regressionsfunktion
fiinfter Ordnung mit Hilfe der Methode der kleinsten
Quadrate an dem Punkteschwarm angepaft und ma-
schinell geplottet (Wang 720 B/702). Die Haufigkeits-
verteilung zeigt deutlich, daB die drei MeBwerte der
iiberwiegenden Zahl der Mefiserien nur wenig vari-
ieren. Am h&ufigsten treten Variationskoeffizienten
um 1,5 auf. Das entspricht einer Abweichung zwischen
den drei MeBwerten einer Serie von ca. 20 Einheiten.
Es gibt jedoch auch einige MeBserien mit hohen Va-
riationskoeffizienten, wobei die entsprechenden MeB3-
werte zwischen 50 und 100 Einheiten voneinander
abweichen. Im Regelfall stimmen dabei zwei MeB-
werte gut tberein, wihrend der dritte Wert deutlich
abweicht. In einem derartigen Fall kann angenom-
men werden, daB die beiden iibereinstimmenden
MeBwerte eher dem ,,wahren Wert" entsprechen als
der abweichende Wert.

Wegen des zu hohen Arbeitsaufwandes ist aber
eine dreimalige Messung aller Extrakte nicht mog-
lich. Jedoch konnte die Exaktheit der Arbeitsaus-
fithrung durch zweimalige Messung so gesteigert
werden, daf3 die Resultate nur noch in Ausnahme-
fallen voneinander abwichen. Falls stirkere Ab-
weichungen beobachtet werden, ist dann eine Kor-
rektur anhand einer Kontrollmessung leicht méglich.

4. Diskussion

Wie die Untersuchungen zur MeBmethodik zeigen,
wirken verschiedene Faktoren auf die Variabilitit
der MeBwerte ein. Da die Ursachen der Variabilitit
erst im Verlauf der Zeit ermittelt werden konnten,
besteht die Moglichkeit, daB dltere Untersuchungs-
ergebnisse durch bis dahin noch nicht bekannte Fak-
toren beeinfluBt wurden.

So kénnten mogliche Unterschiede im genetischen
Hintergrund der Pflanzen eines Genotyps durch die
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hohe Variabilitit der zur Messung verwendeten D-
Bliiten und das Einwiegen eines Bliitensektors iiber-
deckt worden sein. Durch Entnahme mehrerer Bli-
ten einer Pflanze und das Einwiegen von Petalen
eines mittleren Bliitenbereichs war jedoch festzu-
stellen, daB die Variabilitit zwischen den Pflanzen
einer Linie mit der Zahl der fiir eine Probe verwen-
deten Bliiten bis auf kleine, fiir die jeweiligen Pflan-
zen nicht konstante Abweichungen zuriickgeht.
Wenn also iiberhaupt genetische Unterschiede zwi-
schen den Pflanzen einer Linie auftreten, sind sie
zumindest fiir die im Hinblick auf das Merkmal als
isogen erkannten Linien nur sehr gering. Auch soll-
ten ungeniigende Extraktion und Pipettierfehler bei
diesen Untersuchungen aus noch zu erliuternden
Griinden keine groBe Rolle gespielt haben.

Die Messungen des Anthocyangehalts verschiede-
ner Bliitenstadien eines Triebes zeigten, daf es auBer-
ordentlich schwer ist, ein sicheres Kriterium fiir die
Auswahl der zu messenden Bliiten zu finden. Jedoch
sollte die Entnahme mehrerer Bliiten des spiten C-
und frithen D-Stadiums und die Bildung eines ent-
sprechenden GesamtmeBwertes die Variabilitdt ent-
scheidend verringern. Weitere Untersuchungen er-
gaben, daB dafiir ca. 8 bis 10 Bliiten erforderlich sind.

Bei den ersten Untersuchungen des Anthocyan-
gehaltes verschiedener Bliitenstadien eines Triebes
wurden noch Petalen eines Bliitensektors eingewogen.
Die Variabilitdt zwischen den Bliiten eines Triebes
konnte deshalb teilweise durch die Variabilitdt inner-
halb einer Bliite verursacht worden sein. Bei spite-
ren unter Beriicksichtigung der Variabilitidt inner-
halb einer Bliite durchgefiithrten Messungen blieb
die Variabilitit zwischen den Bliiten eines Triebes
jedoch erhalten. Auch bei diesen Untersuchungen
sollten ungeniigende Extraktion und Pipettierfehler
nur eine geringe Rolle gespielt haben.

Die Untersuchung der Variabilitit innerhalb einer

'gefl‘illten Bliite lieB erkennen, dal das Alter der ein-

zelnen Petalen einen erheblichen Einflull auf deren
Anthocyangehalt hat. Dagegen sollten altersbe-
dingte Unterschiede des Anthocyangehalts zwischen
den vier Petalen ungefiillter Bliiten weniger stark
ausgepragt sein. Ein Verzicht auf gefiillte Bliiten
zugunsten ungefiillter ist aber, bedingt durch das
,,Jmmerspalten’ der Kulturlevkojen, den teilweise
geringen Samenansatz und die Verluste bei der
Jungpflanzenanzucht, kaum moglich. Aufgrund der
vorliegenden Untersuchungen ist jedoch anzuneh-
men, daBl das Einwiegen von Petalen gleichen Alters
aus einem mittleren Bereich gefiillter Bliiten zu bes-
seren Ergebnissen fiihrt als das Einwiegen von Peta-
len eines Bliitensektors.

Die in Einzelproben aufgeteilten Petalen einer ge-
fullten Bliite zeigen nicht nur ein Ansteigen des
Anthocyangehalts von innen nach auBen, sondern
oft auch ein mehr oder weniger ausgeprigtes plotz-
liches Absinken der MeBwerte einzelner Proben.
Ein dhnliches Verhalten ist auch bei den Messungen
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des Anthocyangehalts verschiedener Bliitenstadien
eines Triebes festzustellen. Da die aus Petalen ver-
schiedenen Alters bestehenden Einzelproben einer
Bliite in gewissem MaBe den verschiedenen Bliiten-
stadien eines Triebes entsprechen, ist anzunehmen,
daB fiir die Zwei- oder Mehrgipfligkeit gleiche Ur-
sachen vorliegen. Sie konnten bisher nicht exakt er-
mittelt werden. Mikroskopische Untersuchungen der
Petalen zeigen, daB die Zellen der B- und C-Bliiten
meist wesentlich kleiner sind als die der D-Bliiten.
Bei etwa gleichbleibender Anthocyansyntheserate ist
ein durch Streckungs- und Differenzierungswachstum
hervorgerufener Verdiinnungseffekt vorstellbar, der
in den ausgewachsenen Zellen der D-Bliiten langsam
ausgeglichen wird.

Auf den ersten Blick scheint auch die ungeniigende
Extraktion eine der Ursachen der hohen Variabilitit
der MeBwerte zu sein. Die vorgegebene MeBmethodik
verlangt jedoch bei ca. 200 bis 300 Messungen pro
Tag eine gleiche Zeiteinteilung der einzelnen MeBtage
einer MeBperiode. Damit ist eine weitgehend gleiche
Extraktionszeit der Proben iiber alle MeBtage ge-
wihrleistet. Die hohe Variabilitit der MeBwerte einer
MeBperiode oder gar an einem Tag wiederholter Mes-
sungen 4Bt sich somit nur in sehr geringem MaBe auf
Extraktionsunterschiede zuriickfiihren.

Dagegen sind Abweichungen zwischen den mitt-
leren MeBwerten gleicher Genotypen verschiedener
MeBperioden méglicherweise nicht nur auf Umwelt-
faktoren zuriickzufiihren, sondern auch auf die unter-
schiedliche Zeiteinteilung der MeBtage der entspre-
chenden MeBperioden. So liegen die mittleren MeB-
werte des Jahres 1960 um durchschnittlich 150 Ein-
heiten unter den mittleren MeBwerten des Jahres
1970. Bei den 1969 durchgefithrten 176 Messungen
pro Tag wurden jeweils erst die Extrakte verdiinnt
und danach die Proben eingewogen. Die Extrak-
tionszeit der Proben erreichte dadurch nur 20 bis 22
Stunden. In der MeBperiode 1970 waren iiber 300
Messungen pro Tag auszufithren. Bei dieser groBen
Probenzahl ist eine Arbeitskraft mit dem Einwiegen
und Auffiillen der Proben weitgehend ausgelastet.
Das Einwiegen der Proben und das Verdiinnen der
Extrakte erfolgte deshalb gleichzeitig. Dadurch
wurde eine Extraktionszeit von 24 bis 26 Stunden
eingehalten. Somit kann zumindest ein Teil der
Abweichungen zwischen den mittleren MeBwerten
der Jahre 1969 und 1970 auf die unterschiedlichen
Extraktionszeiten zuriickgefithrt werden.

Weitaus groBere Probleme der bisher ca. 24stiin-
digen Extraktionszeit ergeben sich aus der Beob-
achtung, daB sie fiir Genotypen mit geringem Antho-
cyangehalt meist zur vollstindigen Extraktion aus-
reicht, wihrend Genotypen mit mittlerem und hohem
Anthocyangehalt nur unzureichend extrahiert wer-
den. Dariiberhinaus gibt es Hinweise auf eine unter-
schiedliche Extraktionsgeschwindigkeit der chemisch
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verschiedenen Anthocyanqualitdten. Beide Faktoren
fiihren bei ungentigender Extraktion zu Fehlinter-
pretationen der Aktionen und Interaktionen der be-
teiligten Gene.

Abweichungen zwischen zwei zu gleicher Zeit vor-
genommenen Verdiinnungen eines Extraktes kénnen
bei sorgfiltigem Arbeiten weitgehend vermieden wer-
den. Sie traten nur bei den Messungen 1971 auf, die
von einer weniger routinierten Arbeitsgruppe ausge-
fithrt wurden. Bis auf die Uberpriifung des Extrak-
tionsverhaltens wurden jedoch alle Untersuchungen
der vorliegenden Arbeit schon 1970 ausgefiihrt und
1971 lediglich zum Teil wiederholt. Da fiir 1970 eine
besonders erfahrene Arbeitsgruppe zur Verfiigung
stand, ist anzunehmen, daB3 Pipettierfehler beim Ver-
diinnen der Extrakte zur Variabilitit der MeBwerte
nur geringfiigig beigetragen haben.

Aus den vorliegenden Untersuchungen geht her-
vor, daB der unterschiedliche Anthocyangehalt visuell
gleicher Bliiten als Hauptursache der hohen Varia-
bilitdt der MeBwerte gleicher Genotypen anzusehen
ist. Die mit zunehmender Bliitenzall fiir eine Probe
verbundene Abnahme der Variabilitit der MeBwerte
bestitigt diese Annahme. In geringerem Ausmal
kann auch das Einwiegen eines Bliitensektors zur
hohen Variabilitit beigetragen haben. Bei sorgfil-
tiger Aufarbeitung der Bliiten, insbesondere sorg-
filtiger Verdiinnung der Extrakte und optimaler
Extraktionszeit sollten Abweichungen der MeBwerte
vom ,,wahren Anthocyangehalt” der Proben ver-
meidbar sein.

5. Verbesserte MeBmethodik

Fiir eine geeignete Methode zur quantitativen
Messung der Anthocyanpigmente sind zwei Gesichts-
punkte zu beachten:

1. Die Versuche zur Simulation quantitativer Merk-
male setzen die Aufarbeitung von 200 bis 300 Proben/
Tag voraus. Die Methode darf somit nicht zu arbeits-
intensiv sein.

2. Die Methode muB exakte MeBwerte gewihr-
leisten, die die Gesamtmenge der Anthocyanpig-
mente der entsprechenden Genotypen reprisentie-
rem.

Aufwendige Extraktionsverfahren (Soxhlet, Ultra-
schall, Homogenisator) miissen deshalb von vorn-
herein ausgeschlossen werden. Ebenso unméglich
ist bei der pro Tag aufzuarbeitenden Probenzahl ein
sukzessives Extrahieren mit mehreren Teilmengen
des Losungsmittels, die dann vereinigt werden. Des-
halb wird der zwar sehr viel langsameren, jedoch
weitgehend unabhingig von Arbeitskriften verlau-
fenden Extraktion in einer Schiittelmaschine der Vor-
zug gegeben. Fiir die Aufarbeitung einer Serie von
Proben resuitiert daraus ein Vier-Tage-Rhythmus.
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Aufgrund der vorliegenden Untersuchungen wird
der Gesamtgehalt der Anthocyanpigmente/Petalen-
frischgewicht kiinftig folgendermaBen bestimmt:

1. Tag: Die Entnahme der Bliiten erfolgt zwischen
16 und 18 Uhr. Von jedem Genotyp werden 8 voll
entfaltete Bliiten verschiedener Pflanzen ausgewihlt.
Regennasse Bliiten werden ausgeschiittelt, be-
schmutzte Bliiten gesiubert. Zum Ausgleich von
Turgeszenzunterschieden werden die Bliiten in was-
sergefiillte Reagenzgliser eingestellt und iiber Nacht
im Kiihlraum bei 44 °C belassen.

2. Tag: Beim Einwiegen werden gut gefirbte
Petalen der 8 Bliiten eines Genotyps zu einer Probe
von 400 mg vereinigt (ca. 50 mg von jeder Bliite).
Bei ungefiillten Bliiten sind dafiir alle vier Petalen
erforderlich, bei gefiillten Bliiten werden die Petalen
aus dem mittleren Bereich der Bliite entnommen.
Eingewogen wird mit einer oberschaligen Waage in
50 ml Erlenmeyerkolben mit 4 Schikanen. Die einge-
wogenen Petalen werden mit der 40fachen Menge
1%iger methanolischer Salzsdure versetzt, die Kolben
sofort mit Stopfen verschlossen und ca. 48 Stunden
zur Extraktion bei -4 °C geschiittelt.

4. Tag: Zweimal 0,2 ml des Extraktes werden mit
je 1,8 ml des Lésungsmittels verdiinnt und in 0,5 cm
Glaskiivetten im registrierenden Spektralphotometer
(Zeiss RPQ IT) im Bereich von 550 bis 480 nm so
gegen das Losungsmittel gemessen, daBl die beiden
Kurven iibereinander gezeichnet werden. Weichen
die beiden Maxima der Verdiinnungen eines Extrak-
tes deutlich voneinander ab, wird zur Kontrolle der
besseren Extinktionswerte eine dritte Verdiinnung
gemessen. Der Mittelwert der Maxima zweier dicht
zusammenliegender Messungen eines Extraktes wird
als MeBwert der Probe verwendet.

Die Extinktionskurven der Cyanidine erreichen bei
ca. 529 bis 325 nm, die der Pelargonidine bei ca. 512
bis 505 nm ihr Maximum. Die Ordinate im Proben-
maximum dreistellig abgelesen und mit 10® multipli-
ziert ergibt den in den Simulationsmodellen verwen-
deten MeBwert.

Erste mit der verbesserten MeBmethodik erzielte
MeBwerte sind in Tabelle 5 (S.281) zusammengestellt.
Die 64 Genotypen eines 8 X8 Diallels wurden iiber
4 Tage gemessen. Aus Platzgriinden sind in die Tabelle
nur die MeBwerte der am Diallel beteiligten Linien auf-
genommen. Von den 64 Genotypen weisen 42 Varia-
tionskoeffizienten zwischen 0 und 7,5 auf. Nur 12 der
Variationskoeffizienten liegen noch iiber 10. Dabei
ist zu beachten, dafl die Messungen vom 27. 9. bis
2.10. 1971 durchgefiithrt wurden, das Bliitenmaterial
somit nicht in jedem Fall optimal war. Esist deshalb
zu erwarten, dafl Messungen in der Hauptbliitezeit
zu noch besseren Ergebnissen fiihren.

Fiir die gleichen Genotypen wurden 1970 MeBwerte
mit der bisherigen Methodik ermittelt (s.a.Tab. 1).
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Dabei wiesen nur 2 Genotypen Variationskoeffizien-
ten von wenig unter 10 auf. Die {iberwiegende Mehr-
heit der Genotypen hatte Variationskoeffizienten
zwischen 10 und 20; einige Genotypen sogar iber
20. Das macht deutlich, daB sich die hohe Variabili-
tit der MeBwerte infolge der verbesserten Memetho-
dik erheblich verringert hat.

Der weitaus grofite Teil der jetzt noch auftretenden
Variabilitat diirfte auf umweltbedingte Einflisse zu-
riickzufiihren sein. Neben der Schitzung der Beitrige
einzelner Gene und ihrer Interaktionen sollte es mit
Hilfe geeigneter Modelle nun auch mdglich sein, Aus-
sagen {iber den gewifl nicht unerheblichen und fir
die einzelnen Genotypen moglicherweise unterschied-
lichen Einflufl der Umwelt zu erhalten.

6. Zusammenfassung

Bei der Messung des Anthocyangehaltes der Bliiten
definierter Genotypen der Levkoje, Matthiola incana,
wurde in zuriickliegenden Versuchen eine verhéltnis-
mifig hohe Variabilitdt der MeBwerte innerhalb der
Genotypen beobachtet. Da diese MeBwerte die Grund-
lage fiir die Untersuchung der Genetik des quantitati-
ven Merkmals,,Anthocyangehalt‘‘bilden, war es wich-
tig zu priifen, ob eine nicht ausreichende Isogenitit des
genetischen Hintergrundes der verwendeten Linien
oder Fehler in der MeBmethodik mit fiir die hohe
Variabilitdt verantwortlich sind. Die Ausschaltung
erkennbarer Fehlerquellen sollte die Variation inner-
halb eines Genotyps im wesentlichen auf die Inter-
aktion zwischen Genotyp und Umwelt zuriick-
fithren.

Die Ergebnisse zeigen, daBl Unterschiede im gene-
tischen Hintergrund unwahrscheinlich sind. Dagegen
wurden folgende Fehlerquellen in der bisherigen Auf-
arbeitungs- und MeBmethodik erkannt:

1. Ungleiche Probenentnahme hinsichtlich des Ent-
wicklungsstadiums der Bliiten und der einzelnen
Petalen innerhalb gefiillter Bliiten.

2. Ungleiches Extraktionsverhalten in Abhéngig-
keit von der Anthocyanquantitdt und -qualitdt und

3. Pipettierfehler beim Verdiinnen der Extrakte.

Es wird eine verbesserte Technik der Probenent-
nahme und -aufbereitung vorgeschlagen.
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