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Kurzfassung

In dieser Arbeit sollte das photoprotektive Pigmentensemble flnf hitzetoleranter
Weizenlinien untereinander sowie mit einer lokalen Winterweizensorte
dunnschichtchromatographisch und spektrophotometrisch verglichen werden.
Daruber hinaus sollte der Effekt zusatzlicher Beleuchtung und der Einfluss der
Position des geernteten Blattes am Trieb der Weizenjungpflanzen untersucht
werden, weshalb die jungsten und die dritten vollentwickelten Blatter gewahit
wurden. Zunachst wurden fir die dinnschichtchromatographische Analyse der
Pigmente diverse Extraktionsmethoden sowie Material getestet. Die mit der finalen
Methode entwickelten Chromatogramme bildeten sechs Pigmente ab, von denen
sich vier den photoprotektiven Carotinoiden zuweisen lieRen. Diesbezuglich
unterschieden sich weder die Linien untereinander, noch diese und die Sorte
Apostel. Des Weiteren schien die Beleuchtung und die Blattposition keinerlei Einfluss
auf das photoprotektive Pigmentprofil zu haben, was mit der Analyse im
Spektralphotometer, bei der das Absorptionsspektrum der Carotinoide bei 400- 500
nm gemessen wurde, bestatigt werden konnte. Unterschiede in Hinblick auf die
Komposition ihres Pigmentensembles waren zwischen den Linien, aber besonders
zwischen diesen und Apostel vorhanden, die auf genotypische Unterschiede sowie
auf eine differenzierte Fahigkeit zur Akklimatisierung an unterschiedliche
Lichtverhaltnisse verweisen konnten. Ein Lichteffekt konnte anhand der
Absorptionswerte nur bei den jungsten vollentwickelten Blattern der Weizenlinien
ausgemacht werden, da diese eine positive Korrelation zwischen Beleuchtung und
hoher relativer Mengen der photoprotektiven Pigmente aufzeigten. Fur die dritten
vollentwickelten Blatter beleuchteter Pflanzen konnte dieser aufgrund von
Beschattung oder infolge einer veranderten Lichtreaktion der Pflanzen nach einem
Standortwechsel vor der Probennahme nicht beobachtet werden. Es wird die
Prasenz der drei Xanthophylle Neoxanthin, Violaxanthin und Lutein sowie die des
Carotins p-Carotin suggeriert, die bereits in vorangegangenen Pigmentanalysen bei
Weizen gefunden wurden. Zukunftig lie3en sich mithilfe quantitativer Ansatze
prazisere Aussagen Uber etwaige Differenzen im Pigmentensemble der
hitzetoleranten Weizenlinien und folglich tber ihre photoprotektiven Tendenzen unter

diversen Umwelteinflissen treffen.
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1 Einleitung

Die Nutzbarmachung von Lichtenergie in Form von Photosynthese ist essentiell fiir das
Uberleben pflanzlicher Organismen. Der Energietransfer findet iiber die in den
Antennenkomplexen der Photosysteme eingelagerten Pigmente statt. Diese absorbieren Licht
verschiedener Wellenldngen, vorrangig die des sichtbaren Lichts, und werden dabei durch
Ubernahme der Photonenenergie angeregt. Es kommt zu einer Elektronentransportkette, die
wiederrum diverse Prozesse in Gang setzt. Neben ihrer lichtsammelnden Funktion
iibernehmen die Pigmente allerdings auch photoprotektive Aufgaben, indem sie den
photosynthetischen Apparat vor Uberlastung schiitzen. Bedingt wird diese durch einen
Uberfluss an absorbierter Lichtenergie, der den Sittigungspunkt der Photosynthese iibersteigt,
sowie durch abiotische Stressfaktoren, die die Effizienz photosynthetischer
Energiekonversion der Pflanze limitieren (Demmig-Adams, 1990; Demmig-Adams und
Adams, 1992b).

Schon jetzt sind Pflanzen durch die Auswirkungen klimatischer Verdnderungen und Extreme
zusitzlichen Stressoren ausgesetzt. Weizen steht global gesehen beziiglich beanspruchter
Landfldche auf Platz eins der kommerziellen Nutzpflanzen (FAOSTAT, 2014). Da in den
néchsten 30 Jahren zusédtzlich ein Bedarfsanstieg von 50% prognostiziert wird (CIMMYT,
2021), zielen ziichterische Ambitionen auf klimaresiliente Eigenschaften ab, wobei ein
besonderes Augenmerk auf die Toleranz gegeniiber Hitze und Trockenheit gelegt wird.

Im Hinblick darauf stellt sich die Frage, ob sich tolerante Pflanzen in ihrem Angebot an
Pigmenten, die an einer photoprotektiven Antwort auf stressinduzierende und dynamische
Umweltbedingungen beteiligt sind, von weniger gut angepassten Pflanzen unterscheiden.
Infolgedessen besteht das Ziel dieser Arbeit darin die Pigmentprofile hitzetoleranter
Weizenlinien zu untersuchen. Diese sollen untereinander und mit einer lokalen Sorte unter
qualitativen Gesichtspunkten diinnschichtchromatographisch und spektrophotometrisch
verglichen werden. Dariiber hinaus soll die Auswirkung von zusitzlicher Beleuchtung und der

Einfluss der Blattposition auf das Pigmentensemble untersucht werden.



1.1 Grundlagen

1.1.1 Photoprotektive Pigmente

Hohere Pflanzen besitzen eine Reihe von Mdglichkeiten sich vor exzessiver Lichtenergie —
beispielsweise bedingt durch eine erhohte Photonflussdichte (PFD, photon flux density) im
Verhiltnis zur Photosynthese - zu schiitzen. Die Bewegung photosynthetischer Organe wie
Blatter oder Chloroplasten beugen der Absorption vor (Powles und Bjérkman, 1981). Bei
bereits erfolgter Absorption von Lichtenergie, ohne die Fahigkeit diese wegen Séttigung oder
stressbedingter Ineffizienz umzusetzen, verhindern diverse photoprotektive Mechanismen
innerhalb des Photosysntheseapparats die potentielle Schadigung desselben (siche Abb. 1)
(Demmig-Adams und Adams, 1992b). In den Chloroplasten befinden sich einige
oxidationshemmende Systeme, die in der Lage sind bei Lichtstress gebildete freie Radikale
sowie reaktive Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species) zu deaktivieren und somit
einer Schiadigung der Pflanze durch Photooxidation vorzubeugen. Zu den Antioxidantien
zahlen Enzyme, phenolische Komponenten oder Pigmente wie die Carotinoide (Demmig-
Adams, 1990). Diese deaktivieren nicht nur bereits gebildete Sauerstoffradikale wie das
angeregte Singulett-Sauerstoff (102*, singlet oxygen), sondern verhindern auch deren
Formierung durch Deaktivierung des angeregten Triplett-Chlorophylls (*Chl*) (Siefermann-
Harms, 1987; Young, 1991). Neben den Chlorophyllen gehéren die Carotinoide zu den
Pigmenten der photosynthetischen Membranen. Sie absorbieren ebenso wie das Chlorophyll b
als sogenannte akzessorische Pigmente zusitzliche Wellenldngen und erweitern das Spektrum
auf den blaugriinen Bereich (Siefermann-Harms, 1987). Thre Hauptaufgabe liegt jedoch in der

Photoprotektion des Photosyntheseapparates.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der photosynthetischen Antworten des
Photosynthese-Apparats auf die Absorption steigender Mengen PFD. Dazu zahlen die Nutzung
der Lichtenergie tUber Photosynthese, diverse Photoprotektionsmechanismen und potentieller
Schaden. Sich Gberlappende Bereiche reprasentieren solche fir die die Interpretation der Antwort des
Photosynthese-Apparats als kontrovers gilt oder fir die die Antwort sowohl als Nutzung als auch als
Photoprotektion beziehungsweise als Photoprotektion oder Schaden angesehen werden koénnte. PSII,
Photosystem II; PFD, photon flux density (Photonenflussdichte) (Adaptiert nach Demmig-Adams und
Adams, 1992b).

Die photoprotektiven Carotinoide unterteilen sich in Carotine und Xanthophylle. Letztere sind
oxidierte Carotine, besitzen also neben Kohlenwasserstoffen auch Sauerstoffgruppen.
Wihrend das B-Carotin im Reaktionszentrum des Photosystems II (PS II) als Antioxidans fiir
die Deaktivierung des 'O2* zustéindig ist (Dall‘Osto et al, 2007), agieren die Xanthophylle in
den lichtsammelnden pigmentbindenden Antennenproteinen des PS II (Mozzo et al, 2008).
Der VAZ-Zyklus ist am non-photoquemischen Quenching (NPQ) beteiligt. Bei diesem pH-
abhéngigen Prozess wird iiberschiissige Lichtenergie thermisch dissipiert und bereits das
angeregte Singulett-Chlorophyll ('Chl*) deaktiviert (Demmig-Adams und Adams, 1996). Das
Xanthophyll Violaxanthin de-epoxidiert, unter Verbrauch der Lichtenergie und zusétzlichem
NADPH, iiber die Zwischenform Antheraxanthin zu Zeaxanthin (siche Abb. 2), die beide
iiber dissipative Fiahigkeiten verfiigen (Demmig-Adams und Adams, 1992b; Pfiindel und
Bilger, 1994; Horton et al, 1996; Gilmore, 1997). Im taxonomisch eingegrenzten
Luteinepoxid-Zyklus (Garcia-Plazaola et al, 2007; Esteban et al, 2009) wandelt sich das
epoxidierte Lutein in das de-epoxidierte Lutein um. Letzteres iibernimmt neben seiner

stabilisierenden Funktion in Antennenkomplexen dort auch das photoprotektive Quenchen



von 3Chl* und gilt als das abundanteste unter den Xanthophyllen héherer Pflanzen (Jahns und
Holzwarth, 2012).

In beiden Zyklen sind die epoxiderten Stadien der Xanthopyhlle Violaxanthin und
Luteinepoxid bei schlechten Lichtverhéltnissen oder Dunkelheit fiir lichtsammelnde
Aufgaben verantwortlich, wihrend die de-epoxidierten Stadien Zeaxanthin, Antheraxanthin
und Lutein fiir das Dissipieren {ibermiBiger Energie bei hohem Lichtangebot zustdndig sind.
Infolgedessen sind die Xanthophylle an der kurz- sowie langfristigen Akklimatisierung von
Pflanzen an variierende Lichtverhiltnisse beteiligt (Demmig-Adams und Adams, 1992b;
Jahns und Holzwarth, 2012).

Das Xanthophyll Neoxanthin ist kein Teil des non-photochemischen Quenchens der
Xanthophyll-Zyklen, doch wird ihm eine direkte photoprotektive Rolle durch seine
antioxidativen Fahigkeiten zugewiesen und dariiber hinaus seine indirekte Rolle beim
Energietransfer zwischen anderen photosynthetischen Pigmenten sowie bei der Stabilisierung

der Antennenkomplexe suggeriert (Giossi et al, 2020).

X Ao A
N N
Violaxanthin \ . ..
exzessives \ :l_:nlr::ertes
; cl

De-Epoxidierung: Licht Epoxidierung:
saurer Lumen-pH-Wert ot NADPH
Anstieg reduzierter Zustand o ~ 02
NADPH Antheraxanthin

exzessives limitiertes

Licht Licht

AN

Zeaxanthin

Abbildung 2: Der VAZ-Zyklus. Dargestellt sind die De-Epoxidierung von Violaxanthin tber
Antheraxanthin zu Zeaxanthin sowie die Epoxidierung von Zeaxanthin Giber Antheraxanthin zu
Violaxanthin (Adaptiert nach Demmig-Adams, 1990).

Anthocyane gehoren nicht zu den Pigmenten der photosynthetischen Membranen. Doch durch
die Absorption von ultravioletter (UV) Strahlung und ihre Eigenschaft als Antioxidantien
schiitzen auch sie die Pflanze vor Photodestruktion und lassen sich daher zu den

photoprotektiven Pigmenten zdhlen (Agati et al, 2021; Zheng et al, 2020).

Die bisher bei Weizen detektierten photoprotektiven Pigmente umfassen 3-Carotin, Lutein,
Neoxanthin sowie die Xanthophylle des VAZ-Zyklus. Durch stressinduzierende Bedingungen
wie Dehydration bei Hartweizen (Triticum durum) (Loggini et al, 1999; Tambussi et al, 2002)
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und hohe Lichtintensitdten bei Weichweizen (Triticum aestivum) (Behera und Choudhury,
2001; Behera und Choudhury, 2002) konnte ein Anstieg des Anteils photoprotektiver
Pigmente im Pigmentprofil des Weizens in Relation zu den lichtsammelnden Chlorophyllen a
und b infolge der reduzierten Photosyntheseraten und der Ansammlung von Lichtenergie
nachgewiesen werden. Dariiber hinaus ist besonders ein Anstieg der de-epoxidierten
Xanthophylle A und Z bei voranschreitender Seneszenz der Weizenblétter (Lu et al, 2001; Lu
et al 2003) oder in stresssensitiven Pflanzen (Loggini et al, 1999) zu verzeichnen.

Auch die kurzfristige oder diurnale Variation des Lichtangebots bedingt Verdanderungen in
der Pigmentkomposition der Weizenpflanze, ohne dass weitere Stressoren auf die Pflanze

wirken (Lu et al, 2001; Demmig-Adams und Adams, 1992b).

1.1.2 Diinnschichtchromatographie

Die Diinnschichtchromatographie (DC) ist ein analytisches Adsorptionsverfahren. Die
Trennung von Substanzen erfolgt durch den Transport der mobilen Phase, dem Lauf- oder
Elutionsmittel, durch die stationidre Phase, das Adsorbens.

Auch Pigmente lassen sich mithilfe der DC auftrennen, da sie bedingt durch unterschiedliche
funktionelle Gruppen in der Molekiilstruktur verschieden mit organischen Laufmitteln
interagieren. Bei der Wahl der mobilen Phase ist die Elutionswirkung der individuellen
Komponenten organischer Losemittelgemische zu beachten. Ein primér unpolares Laufmittel
wire in der Lage lipophile und ebenfalls unpolare Stoffe wie Chlorophylle und Carotine zu
16sen (Kleinig, 1977). Im Falle der DC wiirde dies bedeuten, dass diese Pigmente eine hohe
FlieBgeschwindigkeit aufweisen wiirden. Da die Xanthophylle im Gegensatz zu den
Carotinen auch polare Sauerstoffgruppen besitzen, wiirden sie infolge ihrer Polaritit kaum
von dem unpolaren Laufmittel getragen werden.

Anthocyane sind im Gegensatz zu den hydrophoben Carotinoiden, die sich mit organischen
Losemitteln und schlecht in Wasser 16sen lassen (Popova, 2017), hydrophile Molekiile (Filip
etal,2012).

Der Ablauf einer DC ist wie folgt (Abb. 2). Nach der Extraktion der zu untersuchenden
Substanzen werden diese als Losung mittels einer Pipette oder Glaskapillare auf eine DC-
Platte aufgetragen. Das gewidhlte Laufmittel wird in gewiinschter Konzentration und Menge,
welche von der GréBe der DC-Entwicklungskammer sowie von der Hohe der eingezeichneten
oder vorgegebenen Startlinie der Platte abhédngt, hergestellt. Das Laufmittel sollte sich in der

Kammer noch unterhalb der Startlinie befinden. Sobald die Platte in die Entwicklungskammer
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transferiert wird, wird diese verschlossen und moglichst abgedunkelt oder im Dunkeln
auftbewahrt (Kleinig, 1977). Licht kann ebenso wie Hitze, Sdure oder inaddquate Lagerung
die Degradierung der Pigmente vorantreiben (Ferndndez-Marin ef al, 2018). Nach Entnahme
der Platte werden ziigig Laufmittelfront sowie die Lage der Substanzflecken markiert. Diese
werden zur Ermittlung des Rf-Wertes (ratio of fronts) benétigt. Er ergibt sich aus den

unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten der Substanzen wiahrend des DC-Laufs:

Rf =

SRS

wobel
Rf: Retentionsfaktor
a: Wanderstrecke der Substanz

b: Wanderstrecke des Laufmittels.

Der Rf-Wert ist ein weiteres Mittel zur Identifizierung einer Substanz.

Deckel — ]

DC-Kammer —

o

—— Pipette
. * o o —— Startlinie *—o—0—o
| —— DC-Platte |
Analysenprobe Laufmittel
f
1.0 R —— Laufmittelfront
% 0.5 — ——1+—— geldste Substanzen

Abbildung 3: Schematischer Ablauf einer Diinnschichtchromatographie.



1.1.3 Spektrophotometrie

Analog zur Charakterisierung und Identifizierung iiber chemische Eigenschaften, die auf
einem Chromatogramm deutlich werden, ermdglichen auch spektrale Eigenschaften Aussagen
iiber die Identitit der Pigmente. Mithilfe eines Spektralphotometers wird die Absorption
dieser in einem festgelegten Wellenldngenbereich gemessen. Zu den individuellen spektralen
Eigenschaften von Pigmenten zdhlen die Wellenldngenposition der Absorptionsmaxima (Amax
[nm]) sowie die Form des Spektrums (Rodriguez-Amaya und Kimura, 2004).

Carotinoide absorbieren im blaugriinen Bereich des sichtbaren Lichts zwischen 400 und 500
nm (Lichtenthaler, 1987; Young, 1991). Daher nimmt ihre eigene Farbausprigung die der
zum absorbierten Farbbereich komplementiren Farbe Gelb an.

Anthocyane absorbieren im ultravioletten Spektrum bei 260-280 nm sowie im sichtbaren
Bereich bei 490-550 nm. Thre Farbauspragung umfasst Rot, Orange, Violett und Blau.

Die Lage des Absorptionsmaximums ist abhidngig vom verwendeten Lésemittel
(Lichtenthaler, 1987), das Maximum der Anthocyane auflerdem vom pH-Wert der Umgebung
(Filip et al, 2012).



2 Material und Methoden

2.1 Material

Fiir die Ausfiihrung dieser Arbeit wurden Chemikalien des Herstellers Carl Roth
(Deutschland) sowie des Herstellers VWR (Deutschland) verwendet. Die genutzten Geréte

sind Tabelle 1 zu entnehmen.

Tabelle 1: Liste der verwendeten Gerate.

Gerat Typ Hersteller Sitz
Feinwaage Quintix Sartorius Deutschland
Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus Deutschland
Pflanzenbeleuchtung SON-T AGRO 400W Philips Niederlande
Spektralphotometer Infinite M200 Pro Tecan Osterreich
Homogenisierer FastPrep 24 MP Biomedicals Deutschland

Das Saatgut der verwendeten Weizenlinien wurde vom International Maize and Wheat
Improvement Center (CIMMY T, Mexiko) zur Verfiigung gestellt (siche Tabelle 2). Da die
Bezeichnungen der Linien sehr lang sind, werden sie in dieser Arbeit zur Vereinfachung mit
ithrer Parzellennummer benannt. Die verwendeten Linien zeichnen sich durch Hitzetoleranz
aus. Weitere Charakteristiken sowie Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen den Linien
waren zum Zeitpunkt der Saatgutauswahl nicht bekannt. Zusatzlich wurde die Weizensorte
Apostel (Meiereihof, Stuttgart-Hohenheim, Deutschland) als local check und somit als

Kontrolle verwendet. Dabei handelt es sich um eine Winterweizensorte.



Tabelle 2: Liste der untersuchten Weizenlinien des International Maize and Wheat Improvement
Center (CIMMYT). Angegeben sind die vollstandige Bezeichnung sowie die zugehorigen

Parzellennummern der Linien.

Parzellennummer Bezeichnung

9402 KS940935.7.1.2/2*PASTOR/4/FRAME/
IMILAN/KAUZ/3/PASTOR/5/D67.2/PARANA
66.270//AE.SQUARROSA(320)/3/CUNNINGHAM/4/VORB

9409 MTRWA92.161/PRINIA/5/SERI/*3/
/RL6010/4*YR/3/PASTOR/4/BAV92/6/W15.92/4/PASTOR//HXL7573/2*BAU/
3/WBLLA1

9410 CROC_1/AE.SQUARROSA (333)/ /2*KUTZ

9414 SOKOLL/WBLL1/5/D67.2/PARANA 66.270/
/AE.SQUARROSA(320)/3/CUNNINGHAM/4/\VORB

9432 BAJ #1

2.2 Methoden

2.2.1 Pflanzenanzucht

Die Anzucht des Weizens fand im Gewéchshaus des Fachgebiets fiir Wasserstress-
Management bei Kulturpflanzen in den Tropen und Subtropen des Hans-Ruthenberg-Instituts
fiir Tropische Agrarwissenschaften statt.

Bei der Aussaat (09.06.21) wurden pro Topf fiinf Saatkorner gesit, um genug
Pflanzenmaterial fiir die spdteren Probennahmen sicherzustellen. Sandiger Lehm diente als
Substrat, die Saattiefe betrug 3 cm. Zur Untersuchung des Einflusses zusatzlicher
Beleuchtung auf die Pigmentprofile wurden je Linie und Sorte drei Topfe mit zwei
nebeneinander hingenden Natriumdampflampen beleuchtet und drei Tépfe im nicht
beleuchteten Teil des Gewachshauses platziert. Die beleuchteten sowie die unbeleuchteten
Topfe wurden jeweils auf zwei grofle Untersetzer aufgeteilt, die der kollektiven Bewésserung
dienten (Abb. 4). Um die gleichen Bedingungen im Gewéchshaus zu gewéhrleisten, standen
beide Tablette derselben Lichtbehandlung dicht nebeneinander. Die Tépfe wurden

randomisiert auf die beiden Untersetzer verteilt.
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Abbildung 4: Anordnung der Tépfe und Tablette der beleuchteten Weizenpflanzen im
Gewachshaus.

Die Beleuchtungsdauer der Lampen betrug bis zu ihrem Abschalten nach 16 Tagen téglich
12h. Aufgrund der hohen Temperaturen im Gewichshaus (Abb. 5) wurde die Beleuchtung fiir
7 Tage unterbrochen. In einem zweiten Ansatz (23.06) wurden pro Linie und fiir die lokale
Sorte zusitzlich 10 Saatkdrner auf befeuchtetem Papier in einem Gefal3 in der Klimakammer
des Instituts zur Keimung gebracht. Diese wurden nach zwei Tagen in die bereits
vorhandenen Topfe im Gewichshaus eingesetzt. Nach Etablierung der Keimlinge wurde die
Beleuchtung wieder eingeschaltet.

Nach 36 Tagen (15.07.21) konnten die Weizenblitter geerntet werden. Mittlerweile waren
genug Pflanzen vorhanden, um eine Messwiederholung von n=3 fiir jede Linie und Sorte
beider Lichtbehandlungen durchzufiihren. Um den Einfluss der Blattposition zu untersuchen,
wurden am ersten Tag der Probennahme die jiingsten vollentwickelten Blétter (Blattdhrchen
erkennbar) beprobt, am darauffolgenden Tag das dritte vollentwickelte Blatt (beginnend mit
dem jiingsten vollentwickelten Blatt von der Triebspitze aus gezihlt). Zwischen beiden
Probennahmen befanden sich die Pflanzen im Labor des Instituts statt im Gewéchshaus.
Folglich waren die zuvor beleuchteten Pflanzen keinem zusdtzlichen Lampenlicht mehr

ausgesetzt bevor ihre Blitter untersucht wurden.
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Temperaturverlauf
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Abbildung 5: Verlauf der Temperatur und der relativen Luftfeuchtigkeit im
Gewachshaus des Instituts von Aussaat bis Ernte. Angegeben sind mittlere Tageswerte,

Tagesmaxima und Tagesminima.

2.2.2 Dinnschichtchromatographische Auftrennung der Pigmente

Die photoprotektiven Pigmente wurden mithilfe von Diinnschichtchromatographie (DC)
aufgetrennt. Dafiir wurden wéhrend der Wachstumsphase der Weizenkeimlinge zunichst
diverse Extraktionsmethoden sowie unterschiedliche organische Laufmittel und deren

Verhiltnisse erprobt.



Vorversuche

Fiir die Vorversuche wurde Blattmaterial von Siilkartoffel (beleuchtet und unbeleuchtet

angezogen), Mais, Kaffee und Sorghum aus einem anderen Versuch genutzt, da zu der Zeit

noch kein Weizenmaterial zur Verfiigung stand. Zur Extraktion der Pigmente wurden 2

Methoden getestet: (1) Morsern des Blattmaterials mit etwa 1 ml 100%igem Aceton und einer

Spatelspitze Seesand (mit Sdure gereinigt, Macherey-Nagel, Deutschland) und (2)

Homogenisation mit dem FastPrep24, mit 200 pl Aceton und sechs @ 2,8 mm und ca. 0,2 g @

1,4 mm Keramikkugeln (VWR, Deutschland). Da Aceton sehr leicht fliichtig ist, mussten bei

(1) ab und an geringe Mengen Aceton zugegeben werden, da die Blattmasse sonst

eintrocknete. Es wurden 3 verschiedene Tragermaterialien auf

Diinnschichtchromatographieplatten (Macherey-Nagel, Deutschland), zwei Plattengré3en und

5 Laufmittelzusammensetzungen getestet. Aulerdem wurden diese in verschiedenen

Konzentrationen mit den Platten getestet. Die gepriiften Kombinationen aus Laufmittel und

Platte sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Ein Uberblick der Laufmittelverhiltnisse liefert

Tabelle 4.

Tabelle 3: Variation des Tragermaterials und des organischen Laufmittels.

Tragermaterial (DC-Platte)

Laufmittel

Cellulose auf Alu klein (40 x 80 mm)

Petrolether - Aceton

Kieselgel auf Alu klein (40 x 80 mm)

Petrolether - Aceton
Diethylether-Toluol-Isopropanol
Chloroform - Aceton
Ethanol - Aceton - Wasser

Isopropanol - Petrolether - Wasser

Kieselgel auf Polyester klein (40 x 80 mm)

Diethylether-Toluol-Isopropanol
Chloroform - Aceton

Ethanol - Aceton - Wasser

Kieselgel auf Alu gro3 (20 x 20 cm)

Diethylether-Toluol-Isopropanol

Isopropanol - Petrolether - Wasser
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Tabelle 4: Variation der Laufmittelverhaltnisse.

Laufmittel Verhiltnis
Petrolether - Aceton 70:30
Diethylether-Toluol-Isopropanol 90:10:4
80:10:14
80:20:4
70:30:4
Chloroform - Aceton 80:25
Ethanol - Aceton - Wasser 30:20:1
Isopropanol - Petrolether - Wasser 100:10:0,25
90:20:0,35
90:10:1,25
110:10:0,25

Finale Methode

Die geernteten Blatter der Weizenpflanzen wurden ohne einen weiteren Lagerungsschritt
zerkleinert und auf der Feinwaage 0,0032g in Mikroreaktionsgefdfle abgewogen. Zur Probe
wurden 200 pl 100%iger Aceton pipettiert und mit sechs @ 2,8 mm und ca. 0,2 g @ 1,4 mm
Keramikkugeln im FastPrep 24 fiir 1 min bei 6,5 rpm homogenisiert. Das entstandene
Homogenat wurde anschliefend fiinf Minuten bei 2000 rpm und einer Raumtemperatur von
20°C zentrifugiert. Die Proben wurden aus dem Uberstand pipettiert.

Das in dieser Arbeit verwendete Laufmittel Diethylether-Toluol-Isopropanol wurde im
Verhiltnis 80:20:4 gemischt und eine Menge von 10 ml fiir drei Wiederholungen hergestellt.
Auf einer 20 x 20 cm DC-Kieselgelplatte wurde 2 cm vom unteren Ende aus eine horizontale
Bleistiftlinie gezogen, die den Startpunkt der Wanderungsstrecke der Pigmente darstellte. Die
Platte wurde auBBerdem in 12 gleich groB3e Bereiche fiir die ersten 12 zu untersuchenden
Proben unterteilt. Vom Uberstand des zentrifugierten Extraktes wurde 15 plin 1 pl Schritten
punktformig auf die DC-Platte aufgetragen. Dabei wurde darauf geachtet, dass ein moglichst
kleiner, konzentrierter Punkt entsteht. Die Platte wurde im Anschluss in die DC-
Entwicklungskammer (Carl Roth, Deutschland) gestellt, mit dem Deckel verschlossen und
sofort mit einem passenden Karton bedeckt, um die Pigmente vor Licht zu schiitzen.

Nach 22 Minuten wurde die Platte der Kammer entnommen, im Abzug kurz angetrocknet und
gekennzeichnet wo sich 1) Laufmittelfront und 2) die einzelnen Pigmentbanden befinden. Da
sich das Laufmittel schnell verfliichtigte, war es wichtig die Kammer wahrend des Laufs gut
zu verschlieBen sowie die noch erkennbare Front beim Herausnehmen der Platte direkt zu
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markieren. Die Kennzeichnung von dieser Laufmittelfront sowie der Position der Pigmente

diente der Ermittlung des Retentionsfaktors (siche Kapitel 1.1.2).

Es wurden pro Blattposition drei Chromatogramme a drei Wiederholungen entwickelt. Fiir
jede Blattposition wurden unbeleuchtet sowie beleuchtet aufgezogene Pflanzen aller Linien

sowie der Sorte Apostel gemessen.

2.2.3 Spektrophotometrische Analyse

Mit Hilfe eines Skalpells wurden alle Pigmentbanden des Chromatogramms auller die gut zu
erkennenden griinen Chlorophylle separat abgeschabt und auf einmal gefaltetem Papier
aufgefangen, um das erhaltene Pulver besser abfiillen zu konnen. Dieses wurde in einem
Mikroreaktionsgefall mit 300 pl Ethanol versetzt, kurz geschiittelt und 5 min bei 2000 rpm
und 20°C Raumtemperatur zentrifugiert. 200 ul der Losung wurde anschlieend in eine
Mikroplatte (Nunc MaxiSorp™, Thermo Fisher Scientific, USA) pipettiert. Fiir einen
Analysedurchgang wurden 1 2 Mikroplatten verbraucht, da jedes Chromatogramm 48
Pigmente von Interesse aufwies (Abb. 5-10). Im Spektralphotometer wurde das
Absorptionsspektrum der Pigmentlosungen zunidchst in ler-Schritten im Bereich von 300 bis
1000 nm gemessen. Allerdings wurde der Bereich nach der 1. Messung auf 400 bis 500 nm
(Abb. 11-14) angepasst, da dieser dem charakteristischen Absorptionsbereich der
photoprotektiven Carotinoide entspricht (siche 1.1.3) und die Messungen so weniger Zeit in

Anspruch nahmen.

2.2.4 Datenaufbereitung

Alle Daten wurden zunichst in Microsoft Excel (Version 16.13.1) sortiert und aufbereitet.
Mittels eines Welch-Tests und einem Signifikanzniveau von p < 0,05 wurden die

spektrophotometrischen Daten statistisch ausgewertet.

Die Abbildungen dieser Arbeit wurden mithilfe von Microsoft Excel (Version 16.13.1) sowie

Inkscape (Version 1.1.0) erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Chromatogramme

3.1.1 Vorversuche

Das erste erprobte Laufmittel Petrolether-Aceton (Verhéltnis 70:30) lieferte sowohl auf der
Cellulose-Platte sowie auf der kleineren Kieselgel-Alu-Platte nur sehr schwache Ergebnisse.
Auf der Cellulose-Platte war es zudem nicht moglich eine Startlinie mit Bleistift zu zeichnen.
Das zweite gepriifte Laufmittel Diethylether-Toluol-Isopropanol (Verhiltnis 90:10:4) lieferte
sehr gute Ergebnisse. Die Pigmente trennten sich klar auf und setzten sich voneinander ab.
Lediglich auf der Kieselgel-Polyester-Platte kam es zu keiner klaren Trennung.

Die darauffolgenden gepriiften Laufmittel Chloroform-Aceton (Verhéltnis 80:25) und
Aceton-Ethanol-Wasser (Verhéltnis 30:20:1), die jeweils noch auf Kieselgel-Alu- und
Kieselgel-Polyester-Platten getestet wurden, erzeugten keine Pigmentbahnen, sondern
Schlieren. Zudem bildeten die Chromatogramme, die mithilfe dieser beiden Laufmittel
entwickelt wurden, keine Carotinoide ab.

Das letzte gepriifte Laufmittel Petrolether-Isopropanol-Wasser (Verhiltnis 100:10:0,25)
trennte in der Oberphase besonders gut Chlorophylle von Carotinoiden ab.

Das Laufmittel Diethylether-Toluol-Isopropanol zeigte nach der Variation des Verhiltnisses
90:10:4 zu 80:10:4 sowie 70:30:4 keine brauchbaren Ergebnisse. Im Verhéltnis 80:20:4
trennte das Laufmittel jedoch die Carotinoide in der Unterphase auf. Das zweite favorisierte
Laufmittel Petrolether-Isopropanol-Wasser zeigte im Verhéltnis 110:10:0,25 - im Gegensatz
zu 100:10:0,25, 90:20:0,35 und 90:10:1,25 - die deutlichste Auftrennung der im Extrakt
erhaltenen Pigmente. Auf den grofBeren DC-Platten mit den Mallen 20 x 20 cm lieferte das
Laufmittel Petrolether-Isopropanol-Wasser jedoch auch in diesem Verhéltnis ein schlechteres
Resultat als Diethylether-Toluol-Isopropanol im Verhéltnis 80:20:4, da sich die einzelnen

Pigmente nicht deutlich genug voneinander absetzten.
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3.1.2 Finale Ergebnisse

Das genutzte Laufmittel Diethylether-Toluol-Isopropanol im Verhiltnis 80:20:4 hatte alle

Probenextrakte, die auf die DC-Platte pipettiert wurden, gleichméBig auftrennen kdnnen.

Das erste Chromatogramm der jiingsten vollentwickelten Blétter (Wiederholung 1) bildete
insgesamt 72 Pigmente ab (Abb. 6). 24 Pigmente davon waren durch ihre griine sowie
blaugriine Farbung und ihrer Position auf dem Chromatogramm als Chlorophylle zu
erkennen. Die restlichen Pigmente ordneten sich durch ihre gelbe Férbung den Carotinoiden
zu. Das oberste Carotinoid wurde direkt von der Laufmittelfront getragen und befand sich
deshalb nach Ablauf der Entwicklungszeit der Platte an gleicher Stelle. Wéhrend das
darunterliegende Carotinoid noch deutlich erkennbar war, waren die beiden am nichsten an
der Startlinie liegenden Carotinoide stark verblasst. Die Pigmentbahnen der Probenextrakte 1-

12 befanden sich jeweils auf derselben Hohe.

Abbildung 6: Chromatogramm der Probenextrakte 1-12 (Wiederholung 1) des jiingsten
vollentwickelten Blattes. VVon links nach rechts 1 Apostel-unbeleuchtet 2 9409-unbeleuchtet 3 9402-
unbeleuchtet 4 9414-unbeleuchtet 5 9410-unbeleuchtet 6 9432-unbeleuchtet 7 Apostel-beleuchtet 8
9409-beleuchtet 9 9402-beleuchtet 10 9414-beleuchtet 11 9410-beleuchtet 12 9432-beleuchtet.
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Auch das zweite Chromatogramm der jlingsten vollentwickelten Blatter (Wiederholung 2)
bildete die gleiche Anzahl aufgetrennter Pigment ab (Abb. 7). Es lieen sich zur
Wiederholung 1 keine optischen Unterschiede feststellen. Erneut waren die Chlorophylle und
die beiden oberen Carotinoide deutlich erkennbar. Die zwei unteren Carotinoide waren jedoch
verblasst. Auch auf diesem Chromatogramm befanden sich die Pigmentbahnen der

Probenextrakte (hier 13-24) jeweils auf derselben Hohe.

Abbildung 7: Chromatogramm der Probenextrakte 13-24 (Wiederholung 2) des jiingsten
vollentwickelten Blattes. Von links nach rechts 13 Apostel-unbeleuchtet 14 9409-unbeleuchtet 15
9402-unbeleuchtet 16 9414-unbeleuchtet 17 9410-unbeleuchtet 18 9432-unbeleuchtet 19 Apostel-
beleuchtet 20 9409-beleuchtet 21 9402-beleuchtet 22 9414-beleuchtet 23 9410-beleuchtet 24 9432-
beleuchtet.
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Die dritte und letzte Wiederholung der diinnschichtchromatographischen Auftrennung von
Proben der jiingsten vollentwickelten Blitter (Abb. 8) zeigte zu den zwei vorangegangenen
Auftrennungen keine optischen Unterschiede beziiglich der Hohe der Pigmentbahnen pro
Probenextrakt und der Anzahl und Auspragung der aufgetrennten Pigmente. Au3erdem waren

erneut die zwei untersten Carotinoide des Chromatogramms verblasst.

Abbildung 8: Chromatogramm der Probenextrakte 25-36 (Wiederholung 3) des jiingsten
vollentwickelten Blattes. VVon links nach rechts 25 Apostel-unbeleuchtet 26 9409-unbeleuchtet 27
9402-unbeleuchtet 28 9414-unbeleuchtet 29 9410-unbeleuchtet 30 9432-unbeleuchtet 31 Apostel-
beleuchtet 32 9409-beleuchtet 33 9402-beleuchtet 34 9414-beleuchtet 35 9410-beleuchtet 36 9432-
beleuchtet.
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Die Chromatogramme der Wiederholungen 1-3 der dritten vollentwickelten Blétter (Abb. 9-

11) wiesen erneut eine Gesamtanzahl von 72 aufgetrennten Pigmenten auf. Auch hier zeigten

48 Pigmente eine gelbe Farbauspragung. Pro Probenextrakt trennten sich sechs Pigmente auf,

welche sich erneut in ein griines Chlorophyll, ein griinblaues Chlorophyll sowie in vier gelb

c

Carotinoide gliederten. Auch hier waren die oberen beiden gelben Pigmentbahnen deutlich zu

erkennen und die unteren zwei gelben Pigmentbahnen verblasst. AuB3erdem lagen die

Pigmentbahnen jedes Probenextraktes auch hier auf derselben Hohe.

Abbildung 9: Chromatogramm der Probenextrakte 37-48 (Wiederholung 1) des dritten
vollentwickelten Blattes. VVon links nach rechts 37 Apostel-unbeleuchtet 38 9409-unbeleuchtet 39
9402-unbeleuchtet 40 9414-unbeleuchtet 41 9410-unbeleuchtet 42 9432-unbeleuchtet 43 Apostel-
beleuchtet 44 9409-beleuchtet 45 9402-beleuchtet 46 9414-beleuchtet 47 9410-beleuchtet 48 9432-
beleuchtet.
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Abbildung 10: Chromatogramm der Probenextrakte 49-60 (Wiederholung 2) des dritten
vollentwickelten Blattes. VVon links nach rechts 49 Apostel-unbeleuchtet 50 9409-unbeleuchtet 51
9402-unbeleuchtet 52 9414-unbeleuchtet 53 9410-unbeleuchtet 54 9432-unbeleuchtet 55 Apostel-

beleuchtet 56 9409-beleuchtet 57 9402-beleuchtet 58 9414-beleuchtet 59 9410-beleuchtet 60 9432-
beleuchtet.
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Abbildung 11: Chromatogramm der Probenextrakte 61-72 (Wiederholung 3) des dritten
vollentwickelten Blattes. Von links nach rechts 61 Apostel-unbeleuchtet 62 9409-unbeleuchtet 63
9402-unbeleuchtet 64 9414-unbeleuchtet 65 9410-unbeleuchtet 66 9432-unbeleuchtet 67 Apostel-

beleuchtet 68 9409-beleuchtet 69 9402-beleuchtet 70 9414-beleuchtet 71 9410-beleuchtet 72 9432-
beleuchtet.
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Infolge der libereinstimmenden Positionen beziehungsweise Hohe der Pigmentbahnen fiir
jede Probe, ergaben sich insgesamt sechs Pigmentbahnen, deren Rf-Werte die des gesamten
Chromatogramms reprasentierten. In Tabelle 5 sind jedoch nur die Werte fiir die vier gelben
der sechs erkennbaren Pigmentbahnen dargestellt, da die Chlorophylle fiir diese Arbeit zu
vernachldssigen waren.

Die Markierung des obersten Carotinoids war gleichzeitig die der Laufmittelfront. Daher
nahm der Retentionsfaktor hier den Wert 1 an (siehe Kapitel 1.1.2).

Zwischen den drei Wiederholungen und zwischen beiden Probennahmen (jiingstes und drittes
vollentwickeltes Blatt) waren die Differenzen der Rf-Werte der jeweiligen Pigmentbahn sehr

gering bis gar nicht vorhanden.

Tabelle 5: Retentionsfaktorwerte der Wiederholungen 1-3 des jiingsten vollentwickelten Blattes
sowie des dritten vollentwickelten Blattes. Die Nummerierung der Pigmentbahnen erfolgte auf
einem Chromatogramm von unten nach oben. JVB, jlingstes vollentwickeltes Blatt; 3. VB, drittes

vollentwickeltes Blatt.

Pigmentbahn

Blatt Wiederholung 1 2 3 4
JvB 1 0,32 049 0,61 1
2 0,36 0,51 0,7 1
3 0,35 049 0,63 1
3.vB 1 0,35 0,5 0,62 1
2 0,36 0,51 0,65 1
3 0,36 0,51 0,62 1
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3.2 Absorption

Zur besseren Darstellung der Ergebnisse in diesem Kapitel lautet die Bezeichnung der
Carotinoide in Hinblick auf die diinnschichtchromatographischen Ergebnisse wie folgt: Das
oberste Carotinoid wird als Carotin bezeichnet, wahrend die unteren Carotinoide die
Bezeichnung Xanthophyll 1, Xanthophyll 2 und Xanthophyll 3 (Nummerierung auf dem

Chromatogramm von unten nach oben) erhalten.

Fiir fast alle Linien und fiir Apostel war je Pigment die gleiche Spektralform zu beobachten
(Abb. 11, 12, 14, 15). Eine Verschiebung der Maxima auf héhere oder niedrigere
Wellenldangen war abhédngig von der Lichtbehandlung oder vom Blattalter nicht zu
beobachten. Jedoch waren Maxima der Pigmente Xanthophyll 1 und Xanthophyll 2 deutlich
unausgepragter als die Maxima des Xanthophylls 3 sowie des Carotins. Die deutlich zu
identifizierenden Absorptionsmaxima im verwendeten organischen Losemittel Ethanol sind in
Tabelle 6 aufgefiihrt.

Das Xanthophyll 1 (X1) wies sein Maximum bei der ersten gemessenen Wellenldnge 400 nm
auf. Jedoch waren weitere Maxima bei 421 nm und bei 448 nm angedeutet. Auch fiir das
Xanthophyll 2 (X2) wurde das Absorptionsmaximum bei 400 nm und ein weiteres nur
angedeutetes Maximum bei 427 nm gemessen. Linie 9402 des jiingsten vollentwickelten
Blattes unbeleuchteter Pflanzen wies jedoch als einzige Probe fiir X2 ein Spektrum auf, bei
dem das Hauptabsorptionsmaximum nicht bei 400 nm, sondern bei 446 nm lag. Weitere
Maxima wurden bei 475 und 420 nm gemessen. Das Xanthophyll 3 (X3) wies zwei deutlich
erkennbare Absorptionsmaxima auf. Diese wurden bei 447 und 473 nm gemessen. Eine
angedeutete Schulter befand sich in etwa bei 423 nm. Ebenso verhielt sich das Carotin (Car).
Es gaben sich zwei Maxima bei 450 und 476 nm zu erkennen. Auch hier deutete sich eine

Schulter an, welche bei 424 nm lag.

Tabelle 6: Wellenldngenposition der Absorptionsmaxima (Amax [nm]) der untersuchten
Carotinoide in Ethanol. Amax, Hauptabsorptionsmaximum; A%max, zweites Absorptionsmaximum; A3max,

drittes Absorptionsmaximum oder Schulter.

Pigment Carotinoid-Art Amax A2max A3max
1 Xanthophyll 400 421 448
2 Xanthophyl 400 427 ;
[446] [475] [420]
Xanthophyll 447 473 423
Carotin 450 476 424
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Die Absorptionsspektren der Pigmente der jiingsten vollentwickelten Blitter unbeleuchteter

Pflanzen sind in Abbildung 12 dargestellt. Die Absorption des X1 und des Carotins waren bei

allen Linien und bei der Kontrollsorte Apostel niedrig. Fiir das X2 war nur eine erhohte

Absorption bei 9410 zu beobachten. Die Linie 9414 zeigte als einzige flir das X3 erhohte

Absorptionswerte. Nichtsdestotrotz waren zwischen den Linien sowie zwischen den Linien

und Apostel keine signifikanten Unterschiede festzustellen.
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Abbildung 12: Absorptionsspektren der Pigmente unbeleuchteter Pflanzen des jiingsten
vollentwickelten Blattes. Dargestellt sind die gemittelten Absorptionswerte im aufgenommen Bereich

von 400-500 nm.
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Die Absorptionsspektren der Pigmente der jiingsten vollentwickelten Blitter beleuchteter

Pflanzen sind in Abbildung 13 dargestellt. Die Absorptionswerte des X1 waren bei Apostel,

9409 und 9402 niedrig, jedoch bei 9414, 9410 und 9432 erhoht. Die Absorptionswerte des X2

waren bei allen Linien erhoht, jedoch bei Apostel niedrig. Die Werte fiir das X3 waren sehr

erhoht bei 9409, 9402 und 9410, eher unverindert bei Apostel und 9414, jedoch niedrig bei

9432. Die Absorptionswerte fiir das Car waren bei allen Linien auBler 9409 erhoht und bei

Apostel dhnlich. Trotz der zu beobachteten Unterschiede zwischen den Linien sowie

zwischen den Linien und Apostel, konnten diese nicht statistisch nachgewiesen werden.
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Abbildung 13: Absorptionsspektren der Pigmente beleuchteter Pflanzen des jiingsten

vollentwickelten Blattes. Dargestellt sind die gemittelten Absorptionswerte im aufgenommen Bereich

von 400-500 nm.
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Absorption unbeleuchtet

Vergleicht man die gemittelten maximalen Absorptionswerte der Pigmente beider

Lichtbehandlungen miteinander ist ein Lichteffekt zu beobachten (Abb. 14). Die Werte von

Pigmenten beleuchteter Pflanzen waren tendenziell hoher als die der Pigmente unbeleuchteter

Pflanzen. Dabei war dieser Lichteffekt jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 14: Absorptionsmaxima der Pigmente beleuchteter und unbeleuchteter Pflanzen
des jliingsten vollentwickelten Blattes. Die Ergebnisse entsprechen den gemittelten maximalen
Absorptionswerten + Standardfehler.
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Die Absorptionsspektren der Pigmente der dritten vollentwickelten Blétter unbeleuchteter

Pflanzen sind in Abbildung 15 dargestellt. Die Absorptionswerte der Xanthophylle 1 und 2

sowie des Carotins waren bei allen Linien und Apostel niedrig. Das X3 wies bei der Sorte

Apostel signifikant erhohte Absorptionswerte im Vergleich mit den Linien auf.
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Abbildung 15: Absorptionsspektren der Pigmente unbeleuchteter Pflanzen des dritten
vollentwickelten Blattes. Dargestellt sind die gemittelten Absorptionswerte im aufgenommen Bereich

von 400-500 nm.
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Die Absorptionsspektren der Pigmente der dritten vollentwickelten Blétter beleuchteter

Pflanzen sind in Abbildung 16 dargestellt. Die Absorptionswerte fiir das X1 waren bei jeder

Linie und der Sorte Apostel niedrig. Die Ausnahme bildete hier die Linie 9402 mit

uberdurchschnittlich hohen Werten. Ebenso die Werte des X2 waren fir alle Linien und fiir

Apostel niedrig. Fiir X3 waren die Werte zwischen den Linien 9402 und 9414 sowie zwischen

Apostel und der Linie 9414 signifikant verschieden. Die unterschiedlich hohen Werte des

Carotins waren nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 16: Absorptionsspektren der Pigmente beleuchteter Pflanzen des dritten

vollentwickelten Blattes. Dargestellt sind die gemittelten Absorptionswerte im aufgenommen Bereich

von 400-500 nm.
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Absorption unbeleuchtet

Vergleicht man auch fiir das dritte vollentwickelte Blatt die gemittelten maximalen
Absorptionswerte der Pigmente unbeleuchteter Pflanzen mit den Werten der Pigmente von
beleuchteten Pflanzen (Abb. 17) ist kein Lichteffekt zu beobachten. Bis auf den Ausreiller der
Linie 9402 bei X1, der stark vom Trend abweicht, unterscheiden sich die Absorptionsmaxima
der Xanthophylle 1, 2, 3 und des Carotins zwischen beleuchteten und unbeleuchteten Pflanzen

wenig bis gar nicht.
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Abbildung 17: Absorptionsmaxima der Pigmente beleuchteter und unbeleuchteter Pflanzen

des dritten vollentwickelten Blattes. Die Ergebnisse entsprechen den gemittelten maximalen
Absorptionswerten + Standardfehler.
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4 Diskussion

4.1 Pigmentensemble

Die geringen Differenzen zwischen den gemessenen Retentionswerten unterstiitzen den ersten
optischen Eindruck beim Betrachten der Chromatogramme, dass es keine Unterschiede
beziiglich der vorhandenen photoprotektiven Pigmente zwischen den Weizenlinien 9409,
9402, 9414, 9410 und 9432 sowie zwischen den Linien und der Winterweizensorte Apostel
gibt. Auch die Absorptionsspektren der untersuchten Pigmente Carotin und die Xanthophylle
1, 2 und 3 wiesen fiir jede Linie und Apostel sowie unabhéngig von Lichtbehandlung und der
Position des Blattes die gleiche Form auf. Dariiber hinaus stimmten die Wellenldngen der
entsprechenden Maxima grofBtenteils miteinander {iberein. Entsprechende Ausnahmen wie das
Pigment X2 der Linie 9402 des jiingsten vollentwickelten Blattes unbeleuchteter Pflanzen
konnten auf die Tatsache zuriickzufiihren sein, dass die Aufnahme womdglich das Spektrum

zusammengelegener Pigmente abbildete.

Unterschiede waren beziiglich der Absorptionswerte vorhanden, die auf relative
Mengenunterschiede der Pigmente in den beprobten Linien und Apostel hindeuteten und

weiterfiithrend auf genotypische Unterschiede der Linien zuriickzufiihren sein konnte.

4.1.1 Einfluss Beleuchtung und Blattposition

In dieser Arbeit wurde ein Teil der Weizenpflanzen tiglich fiir 12h mit Natriumdampflampen
beleuchtet und somit einer zusitzlichen Lichtmenge ausgesetzt. Die erhdhten
Absorptionswerte der Pigmente des jlingsten vollentwickelten Blattes der beleuchteten
Pflanzen zeigten eine positive Korrelation zwischen Beleuchtung und erhéhten Anteilen
photoprotektiver Pigmente auf. Es wurde bereits etabliert, dass eine Akklimatisierung von
Pflanzen an ihre Lichtumgebung durch die Vergroerung oder Verkleinerung des Pools der
VAZ-Xanthophylle stattfindet (Thayer und Bjérkman, 1990). Andere Carotinoide hingegen
reagieren weniger dynamisch beziehungsweise ohne einheitliches Muster auf kurzfristige
Anderungen der Lichtverhiltnisse (Demmig-Adams und Adams, 1992b), was die bei den fiinf
Weizenlinien und Apostel unterschiedlichen Absorptionswerte des gleichen Pigments beider

Lichtbehandlungen und Blattpositionen erkliaren konnte.
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Bei Apostel waren fiir die Xanthophylle 1 und 2 in den jiingsten vollentwickelten Bléttern
keine Unterschiede zwischen beiden Lichtbehandlungen und fiir X3 sowie das Carotin nur
sehr geringe Differenzen festzustellen. Dies suggeriert eine bessere Akklimatisierung der hier
untersuchten Weizenlinien an Verdnderungen hinsichtlich der Lichtquantititen, die

womoglich durch ihre differenzierte Pigmentkomposition bedingt wird.

Bei den Pigmenten der dritten vollentwickelten Blatter der beleuchtet aufgezogenen Pflanzen
wurde der Lichteffekt nicht beobachtet. Hierfiir prasentieren sich folgende Ursachen: (1) Die
Anordnung der Blitter am Trieb der Weizenjungpflanze konnte verantwortlich dafiir gewesen
sein, dass es zu einer Beschattung der unteren Blattetagen kam. Obwohl nicht jedes der fiinf
gesdten Saatkorner pro Topf keimte, konnte bereits der wenig dichte Pflanzenbestand zu einer
Abnahme und Filterung von einfallendem Licht in untere Blattetagen gefiihrt haben. Dieser
mogliche verminderte Lichteinfall innerhalb des Weizenbestandes konnte sich in den
geringen Absorptionswerten der vier Pigmente in den dritten vollentwickelten Bléttern
beleuchteter Pflanzen im Vergleich mit den Werten der Pigmente in den jiingsten

vollentwickelten Bléttern beleuchteter Pflanzen widerspiegeln.

Eine weitere mogliche Ursache (2) konnte im Standortwechsel der Weizenpflanzen liegen.
Diese wurden fiir die erste Probennahme an den jiingsten vollentwickelten Bléttern in das
Labor transferiert. Da die zuvor beleuchteten Pflanzen bis zur zweiten Probennahme am
darauffolgenden Tag nicht wieder unter den Lampen im Gewéchshaus platziert wurden, kann

es womoglich zu einer verdnderten Lichtreaktion der betroffenen Pflanzen gekommen sein.

SchlieBlich wire nur ein erneuter Versuch mit gleichen Lichtbedingungen fiir die Pflanzen
zwischen den Probennahmen ausschlussgebend dafiir, ob letztlich Beschattung der unteren
Blatter wihrend der Wachstumsphase im Gewéchshaus oder verdnderte Standort- und damit
Lichtverhiltnisse verantwortlich fiir die Unterschiede zwischen den Werten der jlingsten und

dritten vollentwickelten Blitter beleuchteter Pflanzen waren.
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4.2 Charakterisierung und Identifizierung der Pigmente

Im chromatographischen Trennverfahren wird der Rf-Wert fiir die Identifizierung von
Substanzen genutzt. Da dieser jedoch von vielen Faktoren abhéngig und allgemein nicht gut
reproduzierbar ist (Wulff, 1968), besteht Unsicherheit beim Vergleich mit Werten aus der
Literatur (Rodriguez-Amaya und Kimura, 2004). Eine Identifizierung der Pigmente ist anhand
der Rf-Werte moglich, wenn vergleichende Reinsubstanzen fiir die chromatographische
Analyse zur Verfiigung stehen (Bashan et a/, 2005). Es wurde sich gegen den Kauf von
Reinsubstanzen entschieden, da sie fiir den Umfang dieser Arbeit zu teuer waren.

Dennoch lielen sich bereits Vermutungen tiber die Identititen der hier untersuchten Pigmente
beim Betrachten der Chromatogramme anstellen, da die chemischen Eigenschaften des
genutzten Laufmittels mit den Positionen und Ausfiarbungen der Pigmente in Verbindung
gesetzt werden konnten. Da die mobile Phase in dieser Arbeit aus dem unpolaren
Laufmittelgemisch Diethylether-Toluol-Isopropanol bestand, musste das am weitesten
gewanderte Carotinoid ebenfalls durch eine unpolare Molekiilstruktur wie die der Carotine
charakterisiert sein, da sich Gleiches in Gleichem l6st. Die restlichen drei Carotinoide hatten
niedrige bis sehr niedrige Rf-Werte, wurden dementsprechend in der stationdren Phase geldst
und daher den polaren Xanthophyllen zugeordnet. Infolgedessen kam es zur entsprechenden

Benennung der Pigmente fiir die Darstellung der spektrophotometrischen Ergebnisse.

Die Erkenntnisse von Lichtenthaler (1987) beziiglich spektraler Eigenschaften der
Carotinoide ermoglichen detailliertere Annéherungen an eine Identifizierung des
Pigmentprofils der untersuchten Linien sowie der Kontrollsorte Apostel. Den Carotinoiden
weist er jewells ein typisches Absorptionsspektrum mit zwei bis drei Absorptionsmaxima
zwischen 400 und 500 nm zu. Das Xanthophyll 3 sowie das Carotin zeigten im fiir die
spektralphotometrischen Messungen verwendeten Ethanol zwei deutliche Absorptionsmaxima
sowie eine Schulter, die eine Zuordnung von X3 zu Lutein und vom Carotin zu 3-Carotin
ermoglichen konnte. Dass die Xanthophylle 1 und 2 nur bei vereinzelten Proben deutliche
Absorptionsmaxima aufwiesen, erschwert den Vergleich mit Literaturwerten.

Die im Praktikumsprotokoll der Universitdt Hamburg (1985) aufgefiihrten Ergebnisse, die die
Nutzung des auch in dieser Arbeit verwendeten Laufmittels Diethylether-Toluol-Isopropanol
voraussetzen, suggerieren ebenfalls, dass es sich bei Carotin um B-Carotin, beim X3 um
Lutein und dariiber hinaus beim X2 um Violaxanthin sowie beim X1 um Neoxanthin
gehandelt haben konnte. Die moglichen Identitidten des X2 und des Carotins wiirden ihre
erhdhten Absorptionswerte in den jlingsten vollentwickelten Bléttern beleuchteter Pflanzen
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der Weizenlinien erklédren, die sich womoglich tiber die VergroBerung des Pools an VAZ-
Zyklus-Komponenten sowie iiber die erhohten Mengen an B-Carotin an die Lichtumgebung

angepasst haben (Demmig-Adams und Adams, 1992a).

Doch selbst die Ubereinstimmungen mit Ergebnissen aus der Literatur kénnen ohne
verfiigbare Reinsubstanzen keine Bestitigung der Vermutungen zulassen, zumal die
Wellenldangenpositionen der Absorptionsmaxima desselben Pigments bei
spektrophotometrischen Messungen je nach herangezogener literarischer Quelle um einige

nm voneinander abweichen (Rodriguez-Amaya und Kimura, 2004).
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4.3 Pigmentanalyseverfahren

Das diinnschichtchromatographische Verfahren zur Analyse der Pigmente erwies sich bei
dieser Arbeit als duBBerst effektiv trotz seiner einfachen und kostenglinstigen Ausfiihrung.
Schlussendlich wurde sich bei der Extraktion der Pigmente gegen das Morsern des
Blattmaterials entschieden, da der dafiir benotigte Seesand beim Pipettieren des Extraktes aus
der Schale mittransferiert wurde, weshalb spiter auf den DC-Platten Riickstdnde zu finden
waren. Die homogenisierten Extrakte vereinfachten durch die iiberstehenden Losungen das
Abpipettieren und Auftragen deutlich. Zum Zeitpunkt der Laufmittelwahl wurde noch davon
ausgegangen, dass die Pigmentbahnen fiir die anschlieBende Messung im Spektralphotometer
mit der Schere abgetrennt werden mussten, weshalb sich final fiir die einfacher zu
bearbeitende Kieselgelplatte mit Aluminiumunterschicht statt einer Polyesterunterschicht
entschieden wurde. Qualitativ gesehen unterschieden sich diese jedoch nicht voneinander.
Beziiglich der Plattengrof3e fiel die Wahl auf die groere Platte mit den Mallen 20 x 20 cm, da
es auf der kleineren Platte mit den Mal3en 40 x 80 mm, trotz guter Pigmentauftrennung, nicht

moglich war viele Probenextrakte nebeneinander laufen zu lassen.

Fiir zukiinftige Arbeiten lieBe sich die Auftrennung der Pigmente eventuell verbessern, indem
(1) das Laufmittel variiert wird und/oder (2) die DC-Platte nach der ersten Entwicklung mit
einem wenig polaren Losungsmittel erneut mit einem polaren Losungsmittel entwickelt wird,

um potentiell zusammengelegene Xanthophylle einzeln abzubilden.

Eventuell konnten sich durch zusétzliche UV- und Fluoreszenz-Aufnahmen, durch Anregung
der auf den Chromatogrammen befindlichen Pigmenten mit Blau- und UV-Licht, unentdeckte
Pigmente abbilden lassen. Die ebenfalls photoprotektiven Anthocyane absorbieren ebenso wie
Carotinoide teilweise im blauen Spektrum, grenzen sich aber durch ihre Absorption im UV-

Bereich von ihnen ab und wéren daher bei UV-Bestrahlung identifizierbar.
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4.4 Potentielle Fehlerquellen

Die Abbildungen der Chromatogramme (Abb. 6-11) sind teilweise unterschiedlich belichtet
und die Farben ausgeprégter oder verblasster. Dies ist der ungleichen Lichtverhéltnisse und
Ablageorte der DC-Platten beim Fotografieren dieser zu schulden. Es konnte der Eindruck
entstehen, dass die Farbauspragungen der Pigmente tatséchlich unterschiedlich waren. Darauf

sollte zukiinftig geachtet werden.

Es kann nicht génzlich ausgeschlossen werden, dass weitere Pigmente durch nicht getroffene
Vorkehrungen gegen unerwiinschte Einfliisse des Arbeitsumfeldes bereits so stark degradiert
worden sind, dass sie auf dem Chromatogramm nicht mehr abzubilden waren. Die
Xanthophylle 1 und 2 waren bereits stark verblasst. Infolgedessen ist es moglich, dass das hier
beschriebene Pigmentprofil der individuellen Weizenlinien unvollstindig ist. Um der
Degradierung von Pigmenten vorzubeugen, ist es bei der Extraktion der Substanzen aus dem
Pflanzenmaterial wichtig vor allem auf die Lichtverhéltnisse zu achten. Zukiinftig konnten
alle Lichtquellen eliminiert werden, indem die Extraktionsproben und Pigmentlosungen in
dunklen Rdumen oder Schrinken sowie gegen Oxidation in verschlossenen Gefal3en bis zur

weiteren Verwendung aufbewahrt werden.

Durch Messunterbrechungen des Spektralphotometers fehlten fiir das Xanthophyll 3 der Linie
9409 unbeleuchtet und das Xanthophyll 2 der Linie 9432 unbeleuchtet Absorptionswerte
(siehe Anhang 1 und 2), die eine Mittelwertbildung des maximalen Absorptionswertes mit n =
2 bedingten. Da die statistische Auswertung anhand der gemittelten Werte aus n = 3 erfolgte,

kann es moglicherweise zu einer Verzerrung der statistischen Signifikanz gekommen sein.
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5 Fazit und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war es das Pigmentangebot der ausgewéhlten hitzetoleranten Weizenlinien
zu etablieren und miteinander zu vergleichen. Zusitzlich wurde die lokale Winterweizensorte
Apostel zum Vergleich herangezogen. Dabei lieBen sich weder zwischen den Linien noch
zwischen diesen und Apostel Unterschiede feststellen. Es ldsst sich auBBerdem festhalten, dass
sich das Pigmentensemble weder durch Beleuchtung noch durch die Position des untersuchten
Blattes verdndert hat. Diese Faktoren hatten nur Auswirkungen auf die Komposition der
vorhandenen Pigmente. Eine anndhernde Identifizierung der untersuchten Pigmente suggeriert
die Priasenz der bereits bei Weizen detektierten Carotinoide B-Carotin, Lutein, Violaxanthin
sowie Neoxanthin. Die Identitidten konnten bei Verwendung dieser Reinsubstanzen bestitigt

werden.

Fiir zukiinftige Fragestellungen ist besonders die Quantifizierung der individuellen Pigmente
interessant. Bei der spektrophotometrischen Messung konnte die Extinktion der bei der DC
mit Reinsubstanzen identifizierten Pigmente gemessen werden und {iber ihre
Extinktionskoeffizienten die Konzentrationen bestimmt werden. Durch Angaben absoluter
Mengen und der Verhiltnisse von photoprotektiven Pigmenten zu lichtsammelnden
Chlorophyllen lassen sich prézisere Aussagen iiber den Einfluss verschiedener

Umweltbedingungen und -faktoren auf das Pigmentensemble treffen.
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Anhang

Anhang 1: Maximale Absorptionswerte der untersuchten Pigmente Xanthophyll 1 und Xanthophyll 2. Angegeben sind zudem Mittel und Standardfehler.
Wdh, Wiederholung; Strd.fehler, Standardfehler.

Linie/Sorte
Apostel 9409 9402 9414 9410 9432
Pigment Blatt Beleuchtung Wdh. Mittel Strd.fehler Mittel Strd.fehler Mittel Strd.fehler Mittel Strd.fehler Mittel Strd.fehler Mittel Strd.fehler
Xanthophyll JvB ja 1 0,056 0,0587( 0,00165227 0,0579 0,057| 0,00165025 0,0628 0,0625| 0,00119304 0,0576/ 0,10356667| 0,04497037 0,0583| 0,14653333| 0, 0,056600001| 0,14146666| 0,08163823
1 2 0,0584 0,0593 0,0644 0,0596 0,062 0,063100003
3 0,0617 0,0538 0,0603 0,1935 0,3193 0,304699987
nein 1 0,0595 0,0583| 0,00064291 0,053| 0,06093333| 0,00753687| 0,0562| 0,05976667( 0,00242647| 0,0558| 0,05713333| 0,00070553 0,0566| 0,05983333| 0,00222586 0,0581 0,0585| 0,00055678
2 0,0573 0,076 0,0587 0,0574 0,0641 0,057799999
3 0,0581 0,0538 0,0644 0,0582 0,0588 0,059599999
3.vB ja 1 0,0552f 0,05596667| 0,00062272 0,0576 0,0584| 0,00085049 0,0552 0,1534| 0,09715189 0,0508| 0,05183333| 0,00055478 0,058| 0,05616667| 0,00116667| 0,052999999| 0,05336667| 0,00036667
2 0,0572 0,0575 0,0573 0,052 0,054 0,052999999
3 0,0555 0,0601 0,3477 0,0527, 0,0565 0,054099999
nein 1 0,0573| 0,05596667( 0,00145182 0,0516 0,0584| 0,00048419 0,0611| 0,05633333( 0,00227156| 0,0524| 0,05183333| 0,00104934| 0,0546| 0,05616667| 0,00043205 0,0517| 0,05336667( 0,00238351
2 0,0562 0,053 0,0581 0,0559 0,0534 0,051800001
3 0,061 0,0531 0,0533 0,0533 0,0552 0,058899999
Xanthophyll JvB ja 1 0,0557| 0,06103333( 0,00274125 0,0565| 0,17016667| 0,10552422 0,0604| 0,07204444( 0,05403336 0,0508 0,1456| 0,08979735 0,0654| 0,15543333| 0,08759475| 0,059599999 0,1793| 0,11453936
2 2 0,0648 0,073 0,0606 0,0609 0,0703 0,07
3 0,0626 0,38100001 0,2226 0,3251 0,33059999 0,408300012
nein 1 0,072| 0,06063333| 0,00576262 0,0519 0,0541| 0,00110151 0,0989| 0,07256667( 0,01318488 0,0549| 0,05356667| 0,00067659 0,0544| 0,10063333| 0,04258694 0,0546 0,0568| 0,00124231
2 0,0566 0,0551 0,0582 0,0527, 0,0618 0,05
3 0,0533 0,0553 0,0606 0,0531 0,1857 0,056899998
3.VB ja 1 0,056 0,0544| 0,00080829 0,0544 0,0548| 0,00077675 0,0598| 0,05806667| 0,00126667| 0,0532 0,0628| 0,01087397 0,0623| 0,05786667| 0,00231397| 0,057300001 0,0546| 0,0015308
2 0,0538 0,0563 0,0588 0,0507 0,0568 0,052000001
3 0,0534 0,0537 0,0556 0,0845 0,0545 0,054499999
nein 1 0,0525 0,0523 0,0007 0,0502 0,0513| 0,0010504 0,0576| 0,05426667( 0,00196412| 0,0584 0,0551| 0,00136382 0,0625| 0,05623333| 0,00316719| 0,051199999 0,0517 0,0005
2 0,051 0,0503 0,0544 0,0539 0,0523 0,052200001
3 0,0534 0,0534 0,0508 0,053 0,0539 /
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Anhang 2: Maximale Absorptionswerte der untersuchten Pigmente Xanthophyll 3 und Carotin. Angegeben sind zudem Mittel und Standardfehler. Wdh,
Wiederholung; Strd.fehler, Standardfehler.

Linie/Sorte
Apostel 9409 9402 9414 9410 9432
Pigment Blatt Beleuchtung Wdh. Mittel Strd.fehler Mittel Strd.fehler Mittel Strd.fehler Mittel Strd.fehler Mittel Strd.fehler Mittel Strd.fehler
Xanthophyll JvB ja 1 0,0998( 0,11626667 | 0,01344028 0,0657| 0,13446667| 0,06534703| 0,1053| 0,18436667( 0,06598208 0,0654| 0,11596667| 0,03368404| 0,1042| 0,19333333| 0,07664325| 0,0579 8 0,0784| 0,01144727
3 2 0,1429 0,0726 0,13240001 0,1027 0,12989999 0,097599998
3 0,1061 0,2651 0,3154 0,1798, 0,3459 0,079599999
nein 1 0,0979 0,1122 0,00715705 0,0783 0,0848| 0,00440492 0,0553 0,0974| 0,02253819 0,0644 0,1502 0,0723 0,0787 0,1015| 0,0123887 0,0614| 0,07693334| 0,00802524
2 0,1188, 0,0932 0,1045 0,0923 0,1213 0,088200003
3 0,1199 0,0829 0,13240001 0,29390001 0,1045 0,081200004
3.VB ja 1 0,0975 0,1109 0,00708684 0,0866 0,0837| 0,01212477 0,1095| 0,10746667( 0,00674545| 0,0746| 0,06673333( 0,00444872 0,1305| 0,09673333| 0,01694249| 0,082900003 0,071| 0,00618897
2 0,1136 0,1031 0,118 0,0592 0,0823 0,068000004
3 0,1216 0,0614 0,0949 0,0664 0,0774 0,062100001
nein 1 0,1276| 0,12796666 | 0,00672863 0,0899 0,08005 0,00985 0,1033 0,0893| 0,01 0,0763 0,0772| 0,0059925 0,0978 0,0897| 0,00428991 0,0766 0,0683| 0,00488091
2 0,1165 / 0,0961 0,0673 0,0832 0,068599999
3 0,1398 0,0702 0,0685 0,088 0,0881 0,059700001
Carotin JvB ja 1 0,0854| 0,09803333( 0,00869527 0,0648| 0,07413333| 0,00664764 0,0966| 0,14853334( 0,05044077| 0,0627| 0,11983334| 0,0432304| 0,0939 0,1368| 0,03608033| 0,074299999 0,1496| 0,07365616
2 0,1147 0,087 0,0996 0,0922 0,108 0,077600002
3 0,094 0,0706 0,2494 0,20460001 0,2085 0,296900004
nein 1 0,0861| 0,09256666( 0,00429625 0,0702| 0,07706667| 0,00430555| 0,0812 0,088| 0,00582866 0,0627 0,0738| 0,00867583 0,0726| 0,08523333| 0,00643748| 0,060600001| 0,07136667| 0,00722642
2 0,0909 0,076 0,0832 0,0678 0,0894 0,068400003
3 0,1007 0,085 0,0996 0,0909 0,0937 0,085100003
3.VB ja 1 0,0665| 0,08013333( 0,0088405 0,07| 0,07026667| 0,00438989 0,0879| 0,08746667( 0,00280852| 0,0817 0,0652| 0,00825409 0,1132| 0,11196667| 0,01614872| 0,083700001| 0,07473333| 0,00466774
2 0,0967 0,078 0,0921 0,0574 0,0834 0,072499998
3 0,0772 0,0628 0,0824 0,0565 0,1393 0,068000004
nein 1 0,1011f 0,09276666( 0,00769249 0,0768| 0,07806667| 0,0082228| 0,0879| 0,08746667( 0,00280852| 0,0638| 0,06506667| 0,0007513 0,0786 0,0693| 0,00501431| 0,067299999| 0,06626667| 0,00674595
2 0,0998 0,0929 0,0921 0,065 0,0679 0,077399999
3 0,0774 0,0645 0,0824 0,0664 0,0614 0,054099999
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