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Es wurden die assimilatorisch wirksamen Farbstoffe von 26 rontgen-induzierten
Letalmutanten der Species Pisum sativim anatysiert. Hierbei wurden [folgende
Ergebnisse erhalten :

1. Dic genetisch bedingte Variationsbreite des Matcerials, bezogen aufl das Frisch-
gewicht, umfasst im Hinblick auf die Ges: wntchloropbyilmenge den Bereich von
0-141 < des Ve rgleichswerts der Ausgungsform. Fiar die Carotinoide licgen dic
entsprechenden Werte bei 8-141 %o, Das YVerhiilinis von Chlorophyll a : “b licgt
zwischen 0,1 (Mutantle 154 A\l und 5,1 (Mutlante 140 A).

2, Bei unu,cn th(nophvllh.lllu,cu Letalmutanten wurde im Warburg-Apparat
ecine negative Assimilationsbilanz nachgewicesen. Die vorhandenen Chlorophyll-
mengen konnen also infolge der Anwesenheit der mutierten Gene far Assimila-
thIlbL\\ ccke nicht ausgenutzt werden.

Bei ciner Glllpp( von Letalmutanten ist in der Blattfolge am Stengel ein
Gradient im Pigmentgehalt aufeinanderfolgender Blitter festsiellbar., So sinkt der
Chiorophyllgehalt Lleb 3. un(l 6. Bldlth ))u dcl lutescens- \lut.ml(, 11 A auf etwa
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Analyses were carried out on the assimilatively effective pigments of 26 X-ray-
induced lethal mutants of the species Pisum Sativum, the following results
being obtained :

1. The genctically conditioned wvariation in the breadth of the material,
referred to the gross weight, covers a range from 0 to 141 9, of the reference
value of the starting form in relation to the total quantity of chlorophyll. The
corresponding valuecs for the carotinoids are 8-141 9. The chlorophyll ratio
a : b is betwecn 0.1 (mutant 154 A) and 5.1 (mutant 140 A).

2. With the aid of the Warburg apparatus a negative assimilation balance
was observed in some chlorophyll-containing lethal mutants. Because of the
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2. With the aid of the Warburg apparatus a negative assimilation balance
was observed in some chlorophyll-containing lethal mutants. Because of the



10 ¢,des Vergleichswertes des 1. Blattes ab. Andererscits lisst sich bei der vires-
cens-Form 200 A beim Vergleich des 1. und 2. Blattpaarces ein Anstieg der Chloro-
phyllmenge auf das Zehnfachg¢ nachweisen.

Bei einigen Muatanten ist die Chlorophyllbhildung licht- bzw. temperaturab-
hiingig. So tritt der charakteristische Gradient der Mutante 11 A nur bei normalen
Insolationsverhiiltnissen auf; bei Schattenkultur wird auch in den hoher insericers-
ten Bliittern Chlorophyll gebildet. Die teinperaturlabile Mutante 159 hildet ober-
hall, von 189 C Chlorophyll und ist fertil. unterhallb dieses Schwellenwertes ist
kaum Chlorophylibildung moglich, die Pflanzen sind letal geschiidigl.” Bei beiden
AMutanten Dbleibt das gebildete C.hl()ropll‘\'ll erhalten, wenn man die Pflanzen
Bedingungen aussctzt, unter denen c¢ine Neubildung von Chlorophyll nicht moéglich
ist.

H.1n der Diskussion werden die Beziehungen zwischen Letalitit und Chlorophyll-
defekt behandelt. Aus dem Vergleich fertiler und letaler Mutanten folgt, dass ein
Chlorophyllgehalt von etwa 10 ¢; des Vergleichswerts normal griiner Lirbsen prin-
zipicll far die Durchftthrung der Ontogenese his zur Samenreife ausrcicht. Bei der
Mehrzahl aller chlorophyllgeschiidigten Letalmutanten ist die Letalwirkung folglich
nicht allein auf den Chlorophyllmangel zurtckzufihren. Die Verbindung von
Chlorophylldefekt und Letalwirkung diarfie teils auf Pleiotropie der mutierten
Gene, teils aul den Ablaut von Defizienzen zuriiclizufithren sein.

presence of the mutated genes, therefore, the available chlorophyll cannot be
used for assimilation purposes.

3. In onc group of lethal mutants a gradient can be observed in the pigment
content of successive leaves on the stalk. In the fifth and sixth leaves of the
lutesceus mutant 11 A, for instance, the chlorophyll content drops to about
10 9, of the reference value for the first leaf. Comparison of the first and second
pair of leaves in the viresceus form 200 A, on the other hand, indicates that the
chlorophyll content increases by a factor of 10.

4. In some mutants the chlorophyll formation is light- and/or temperature-
dependent. The characteristic gradient in the mutant 11 A, for example, only
occurs under normal isolation conditions, while in the case of plants cultivated
in the shade chlorophyll is also formed in the leaves inserted higher up. The
tempcrature-labile mutant 159 forms chlorophyll above 18° C and is fertile,
but below this threshold value chlorophyll formation is hardly possible, the
plants are lethally damaged. In both mutants the chlorophyll formed is pre-
served if the plants are exposed to conditions under which a further formation
of chlorophyll is not possible.

5. The discussion deals with the correlation between lethality and chloro-
phyll defect. Comparison of fertile and lethal mutants shows that a chlorophyll
content of about 10 9% of the reference value for normal green peas is usually
sufficient to permit ontogenesis up to maturation. In the majority of all chloro-
phyll-damaged lethal mutants the lethal effect is therefore not due solely to
the chlorophyll deficiency. The combination of chlorophyll defect and lethal
effect is probably due partly to pleiotropy of the mutated genes and partly
to the effects of deficiencies.
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A. Einleitung

In Mutationsexperimenten nehmen Chlorophyllmutanten in der
Regel den zahlenmiBig héchsten Anteil aller erfaBbaren Mutations-
typen ein. Trotz der ungeheuren Ausweitung der experimentellen Mu-
tationsforschung, die bei giinstigen Objekten zum Aufbau ausgedehnter
Sortimente mit Hunderten, z.T. mit Tausenden von Mutanten gefiihrt
hat, stehen wir noch immer am Anfang der Analyse der Zusammensetzung
bestimmter Genome. Wir kénnen noch nicht abschitzen, wie grofl die
Anzahl der auf dem Chlorophyllsektor wirksamen Gene ist, miissen jedoch
annehmen, daB bei jeder héheren Pflanze ein recht betridchtlicher Teil
aller iiberhaupt vorhandenen Gene in irgendeiner Weise auf die Bildung
und Funktion der assimilatorischen Pigmente Einflul nimmt. So sind
im Rahmen umfangreicher Mutationsversuche an Hordeum allein von
EHRENBERG, GUsTAFssoN und Lunpquist (1961) etwa 6400 Chlorophyll-
mutanten erfaBlt worden. Selbst wenn wir beriicksichtigen, dall im
Verlauf dieser Versuche viele Gene mehrmals mutiert sein diirften, so
zeigt dieses Beispiel doch in eindrucksvoller Weise, wie vielgestaltig und
kompliziert die genphysiologischen Grundlagen des Chlorophyllsektorsin
seiner Gesamtheit sein mogen.

In morphologischer Beziehung beanspruchen die Chlorophyllmutan-
ten wegen der geringen Spezifitit ihrer Anomalien zumeist wenig Inter-
esse. In Verbindung mit Pigmentanalysen erdffnen sie jedoch interes-
sante Einblicke in eine Fiille physiologischer Probleme des Assimila-
tionsgeschehens. Es sind in diesem Zusammenhang zu nennen:

a) die Beziehungen zwischen Chlorophylligehalt und Assimilations-
leistung, Vitalitdt, Fertilitit;

b) der Einflu der Verschiebung des gegenseitigen Mengenverhalt-
nisses von Chlorophyll a : b bzw. des vélligen Ausfalls einer der beiden
Komponenten auf die Assimilationsleistung;
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c) die Abhingigkeit der Chlorophyllsynthese von bestimmten &dulle-
ren und inneren Faktoren;

d) die Beziehungen zwischen Chlorophylldefekt und Letalitit bei
letalen Chlorophyllmutanten ;

e) die vielfiltigen Verkniipfungen der Chlorophyllsynthese mit ande-
ren physiologischen und morphogenetischen Prozessen im Organismus
infolge der Pleiotropie derartiger Gene.

SchlieBlich besteht bei zunehmender Vervollkommnung der bioche-
mischen Methodik die Moglichkeit, genetisch bedingte Stoffwechselblocks
innerhalb des Gesamtablaufs der Photosynthese zu lokalisieren und da-
mijt Beitrige zur Genphysiologie und zum biochemischen Mechanismus
dieses Prozesses zu liefern.

Binige der eben aufgefiihrten Fragestellungen werden in der vor-
liegenden Arbeit behandelt, wobei wir im I. Teil die Letalmutanten be-
sprechen wollen, widhrend der Il. Teil den fertilen und sterilen Formen
vorbehalten ist. Es wird gezeigt werden, dafl bei der iiberwiegenden
Mehrzahl aller Chlorophyllmutanten unseres Sortiments im Hinblick
auf die Pigmentverhéaltnisse kein prinzipieller Unterschied zwischen fer-
tilen, sterilen und letalen Formen besteht. Wenn wir bei der Publizierung
unserer Befunde die eben erwihnte Zweiteilung vorgenommen haben, so
soll damit nicht eine Sonderstellung der letalen Chlorophyllmutanten
demonstriert werden.

Uber die Pigmentverhiltnisse bei Chlorophyllmutanten liegt bereits
eine umfangreiche Literatur vor, die bei ROBBELEN (1957) und EcLE (1960)
eingehend zitiert ist. Das von uns verwendete Objekt Pisum sativum ist in
den vergangenen Jahrzehnten mutationsgenetisch intensiv bearbeitet
worden. Hierbei sind vornehmlich von BrixT, EHRENBERG und GELIN
nach Anwendung von Réntgenstrahlen, Neutronen und mutagenen
Chemikalien Hunderte von Chlorophyllmutanten erhalten worden (Brixr,
ExrENBERG und GELIN 1958, 1960, GELIN, EHRENBERG und Brixr 1961,
GELIN 1960). In einer zusammenfassenden Darstellung hat BLixT (1961)
unter Verwendung des von LaMPRECET (1960) publizierten nomenklato-
rischen Systems eine Klassifizierang und Beschreibung aller von Pisum
bekanntgewordenen Chlorophyllmutanten gegeben. Beziiglich der
Literatur sei auf diese Arbeit verwiesen. Trotz des reichlich vorhandenen
Mutantenmaterials sind bei Pisum bisher noch keine Pigmentanalysen .
durchgefiihrt worden. Im Rahmen unserer strahlengenetischen Versuche
haben wir insgesamt 176 Chlorophyllmutanten erhalten, von denen 26
Letalmutanten im vorliegenden - I. Teil unserer Arbeit beriicksichtigt
sind.

B. Methodischer Teil

Versuchsmaterial und Versuchsanordnung

Es wurden lufttrockene Samen der Handelssorte ,,Dippes gelbe Viktoria‘‘ von
Pisum sativum mit Rontgendosen von 5—15 kr in Intervallen von jeweils 2 kr
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bestrahlt. Die Bestrahlungen wurden mit einer Apparatur vom Typus MG 150
der Firma Miiller, Hamburg, ohne Verwendung von Filtern durchgefiihrt (durch-
schnittliche Dosisausbeute etwa 100 r/min bei 150 kV, 20 mA und einem Focus-
abstand von 50 cm). Die fiir die Analysen verwendeten Chlorophyllmutanten ent-
stammen der X, —X,-Generation unserer strahlengenetischen Versuche; die
Pigmentanalysen wurden in den Jahren 1961—1963 durchgefiihrt. Das im Freiland
aufgezogene Material wurde an Maschendrahtziunen, das Gew#chshausmaterial in
Mitscherlich-Gefda8en kultiviert. Wihrend die fertilen Chlorophyllmutanten iiber
homozygotes Saatgut unmittelbar vermehrt werden konnten, sind die sterilen und
letalen Formen aus heterozygoten Mutterpflanzen alljihrlich neu gewonnen worden.

Erwartungsgemil3 konnten weder im Gewiichshaus noch im Freiland gleich-
formige Kulturbedingungen geschaffen werden. Die empirischen Daten der Mu-
tanten wurden daher auf vergleichbares Kontrollmaterial von Individuen unserer
Ausgangsform bezogen, die am jeweiligen Standort der Mutanten aufgewachsen
waren. Bei der Zahlung der Internodien blieben das Epikotyl sowie das Stengel-
glied zwischen den beiden Niederbldttern unberiicksichtigt. Von jeder Mutante
wurden mindestens drei Pigment-Einzelanalysen durchgefiihrt, hieraus wurden die
Mittelwerte errechnet. Das Blattmaterial fiir die Einzelanalysen wurde gut ge-
mischt, um zufillige Unterschiede im Pigmentgehalt zwischen Nebenbldttern und
Fiedern, zwischen Blidttern verschiedener Nodien, u. U. auch Unterschiede in der
Pigmentverteilung innerhalb eines Blattes auszugleichen. Bei einigen Mutanten
treten derartige Unterschiede konstant auf und sind als Charakteristika der Gen-
wirkung anzusehen. In diesen Fillen wurden die unterschiedlich gefirbten Organe
getrennt analysiert.

Infolge der geringen Blattflichen und unterschiedlichen Blattgréflen unserer
Versuchsobjekte war es nicht zweckmiaBig, die Blattfliche als Bezugssystem zu
wahlen. Wir verwendeten fiir unsere Berechnungen vielmehr das Frischgewicht.
Daneben wurden noch Trockengewichtsbestimmungen durchgefiihrt, die uns jedoch
nur einen Uberblick iiber die von den verschiedenen Mutanten produzierte Trocken-
masse vermitteln sollten. Als BezugsgroBle brachten sie gegeniiber dem Frisch-
gewicht keine Vorteile.

Exiraktion des Pflanzenmaterials. Frische, voll turgeszente Blitter wurden un-
mittelbar nach dem Abschneiden gewogen und im Mérser mit 80 %igem wilirigen
Aceton (p. A. Merck) und einer kleinen Menge Seesand homogenisiert. Ein Zusatz
von einer Spatelspitze CaCO, diente zum Neutralisieren der Pflanzensiuren. Der
Acetonextrakt wurde abfiltriert. Hierauf wurden der Gewebebrei und das ver-
wendete Filter bis zur Farblosigkeit mit 80%igem Aceton gewaschen. Der ver-
einte Acetonextrakt wurde in einem Mischzylinder mit 80%igem Aceton auf ein
Volumen von 100 ml aufgefiillt. Fiir diese Arbeiten war eine Abdunkelung des
Raumes notwendig, da Sonnenlicht oder starkes diffuses Tageslicht in relativ
kurzer Zeit zu einer sichtbaren Zerstérung der Pigmente fiihrt [vgl. NaceL (1939)
und andere Autoren].

Quantitative Pigmentbestimmung. Im Spektralphotometer Zeiss M4G2 wurden
in Glaskiivetten (Schichtdicke 1 cm) die Extinktionswerte der frisch bereiteten,
klaren Acetonextrakte bestimmt; die Chlorophylle wurden bei 662 und 644 pym
photometriert. Bei diesen Wellenldngen ist die Absorption der Carotinoide nicht
stérend. Fir die Carotinoide wurde die Extinktion bei 440 um gemessen. Der Be-
rechnung der Pigmentkonzentrationen wurden die spezifischen Extinktions-
koeffizienten fiir 80%iges Aceton von MACKINNEY (1941) sowie von SMITH und
BEexN1TEZ (1955) Zugrunde gelegt (vgl. auch HorLm 1954). Mittels dieser Koeffizienten
kann man iiber Gleichungen, die sich vom Lambert-Beerschen Gesetz ableiten,
folgende Beziehungen aufstellen, mit deren Hilfe sich die Konzentrationen von
Chlorophyll a, Chlorophyll b und der Carotinoide in p Pigment pro ml Extrakt
berechnen lassen:
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9,78 - E663—0,99 : Eeu,
CohLb = 21,4 - Hgyy—4,65 - Heg,,
Ccarot. 4,69 - E,,(—C(chl.a + Chl. by * 0,268.

Die Absorptionsmaxima der einzelnen gelben Pigmente liegen so nahe bei-
einander, daf3 die Carotinoide und Xanthophylle nur gemeinsam bestimmt werden
kénnen. Eine Trennung dieser Farbstoffe war daher nur mit chromatographischen
Methoden moglich (MGLLER unpubl.). Vor der Durchfiihrung der spektralphoto-
metrischen Untersuchungen in einer mit Wasser mischbaren Fliissigkeit war es
notwendig, sich durch Papierchromatographie davon zu iiberzeugen, daBl in unse-
rem Versuchsmaterial keine wasserlgslichen Pigmente (Flavone und Anthocya,ne)
vorkommen, die die MeBwerte verfilscht hitten.

Cohl. a

(I

C. Experimenteller Teil

_ Im Rahmen unserer strahlengenetischen Versuche an Pisum safivum
sind bei einer Gesamtzahl von etwa 500 Mutanten insgesamt 176 Formen
mit abweichender Griinfirbung aufgetreten. Hiervon wurden 79 im
Hinblick auf die quantitativen und qualitativen Verhiltnisse ibrer Pig-
mente analysiert, und zwar 26 letale und 53 fertile bzw. sterile Formen.
Die Farbskala reicht von hellgelben, chlorophyllfreien Mutanten iiber
Formen mit graduell zunehmendem Chlorophyllgehalt bis zu Mutanten,
die intensiver gefirbt sind als die Ausgangsform. In der Literatur sind
fiir Pisum vereinzelt auch rein weille Mutanten beschrieben worden, die
offenbar iiberhaupt keine Pigmente enthalten (FRUWIRTH 1920, Ras-

MUssoN 1929, Lurkov 1937, LamerEcHT 1952, voN RosEN 1957, BLIxT }1 L

1961). Auch in unseren Versuchen sind in Winteraussaaten im Gewéichs-
haus drei Individuen eines derartigen Mutationstypus herausgespalten;
das mutierte Gen ist jedoch verlorengegangen, so da3 uns die Mutanten
fiir Analysen nicht zur Verfiigung standen. Gemessen an der Zahl gelber,

gelbgriner und hellgriiner Mutanten ist die bisher bekannte Zahl weiller
Formen auffallend gering. Offenbar sind im Genom der Species Pisum

sativum nur wenige Gene vorhanden, die im recessiven Zustand eine
vollige Blockierung der Synthese aller assimilatorischen Farbstoffe ver-
ursachen.

In Abb. 1 ist die genetisch bedingte Variationsbreite des Chlorophyll-
gehalts unseres Materials graphisch dargestellt. Fir die Kurven wurde
jeweils die Gesamtchlorophyllmenge einer jeden analysierten Mutante
verwendet, bezogen auf den Vergleichswert der Ausgangsform = 100%.
Die Mutanten sind in der Reihenfolge steigender Chlorophyllmengen
geordnet. Bei den Letalmutanten variiert der Chlorophyligehalt von
Null (Mutanten 34E, 154 B, 155 A) bis 141,4% des Vergleichswertes
der Stammform (Mutante 404B). Fiir die Gruppe der fertilen und

sterilen Formen liegen die Werte im Bereich von 12,2 (Mutante 150 A) . e

bis 107,3% (Mutante 20C).
Die chlorophyllgeschidigten Letalmutanten unseres Sortiments sind
relativ merkmalsarm. Fiir ihre morphologische Charakterisierung




Strahleninduzierte Chlorophyllmutanten von Ptsum saftvum. I 263

kénnen Anzahl und Linge der Internodien, der Wachstumsrhythmus
des Stengels, Verzweigungsgrad, BlattgroBe, ferner Lebensdauer sowie
die im Organismus erkennbaren Verdnderungen vor dem Absterbeprozef3
verwendet werden. In Einzelfillen treten dariiber hinausnoch spezifische
Anomalien auf, die zu einer weiteren Charakterisierung der Genwirkung
beitragen. Hine eingehende Darstellung der morphologischen Verhalt-
nisse ist an anderer Stelle erfolgt (GoTTscHALK 1964). In der vorliegen-
den Arbeit ist jeweils nur eine kurze Beschreibung der analysierten Mu-
tanten gegeben. Das Schwergewicht liegt dabei auf dem Grad des
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7301 RIS
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770 ,
700 [ S
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Abb. 1. Der Vergleich des Chlorophyllgehalts fertiler und letaler Mutanten von Pisum
sativum

Chlorophylldefekts und den hieraus resultierenden Folgen fiir die Ent-
wicklung der betreffenden Organismen. Der Pigmentgehalt der analy-
sierten Letalmutanten ist in Tabelle 1 zusammengestellt. Als ordnendes
Prinzip wurde wiederum der steigende Gehalt an Chlorophyll a +b ver-
wendet (Spalte 5). Den Mittelwerten fiir Chlorophylla, b und den
Carotinoiden wurden jeweils die mittleren Fehler zugeordnet, die bei
einigen Mutanten sehr hoch sind (etwa der Nummer 149 A). Die Streuung
der Einzelwerte, die zum jeweiligen Mittelwert vereinigt worden sind,
diirfte auf die in manchen Fillen unvermeidbare Inhomogenitit des
Analysenmaterials zuriickzufithren sein. So kénnen schon geringe zu-
fillige Schwankungen im Pigmentgehalt zweier Blatter der gleichen
Pflanze oder von vergleichbaren Blittern verschiedener Individuen des
gleichen Mutationstypus zu stérker variierenden Werten fithren. Fiir
die Mutanten 112D, 154 A, 200 A und 440C sind in der Tabelle keine
mittleren Fehler angegeben, weil bei diesen Formen bestimmte Gradien-
ten im Pigmentgehalt aufeinanderfolgender Blitter bzw. spezifische
Degenerationserscheinungen auftreten (Niheres S. 268).
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1. Die gelben Letalmulanten %"

Von den 26 analysierten Letalmutanten weisen 8 eine hell- bis gold--
gelbe Farbung auf, sie sind folglich nach der Nomenklatur von GUSTAFS-
soN (1940) der Gruppe der zantha-Typen zuzuordnen. Thre Aufzucht
unter Freiland- und Gewéachshausbedingungen rechtfert1gt eine Unter-
teilung dieser morphologisch einheitlichen Gruppe.- = == = . = s34y
Die Mutanten 34E, 154B und 155A sind sowohl bei Freﬂ&nd- ‘als
auch bei Gewidchshausanzucht vollig chlorophyllfrei. Auch papier- und
diinnschichtchromatographisch konnte bei ihnen kein Chorophyll nach-
gewiesen werden (MOULLER 1964)'. Die Menge der Carotinoide ist
stark herabgesetzt und liegt in der GroBenordnung von 9—15% der
Vergleichswerte der Ausgangsform (Tabelle 1). -
Die Mutanten 128A, 154 A und 159 besitzen bei I‘reﬂandaufzucht
in den unteren beiden Bldttern etwas Chlorophyll, wobei das Mengen-
verhaltnis von a : b bei allen 3 Formen stark zugunsten der gelbgriinen
Komponente verschoben ist. In ganz extremer Weise gilt dies fiir die
Mutante 154 A (a:b = 0,10). Die gelbe Grundfarbe der Blitter dieser
Form stimmt praktisch mit dem Farbton der chlorophyllfreien Mutanten
uberein, es lassen sich jedoch in den Fiederspitzen bereits mit bloSem
Auge geringe Chlorophyllmengen erkennen. Die héher inserierten Blitter
der oben genannten Genotypen weisen keine griinen Farbstoffe mehr
auf. Im Gewichshaus ist ein wesentlich héherer Chorophyllgehalt fest-
stellbar. Assimilationsmessungen mit der Warburg-Apparatur haben
gezeigt, daB die Mutanten 154 A und 159 unter bestimmten Bedingungen
Sauerstoffmengen produzieren, die in der GréB8enordnung der Vergleichs-
werte der Ausgangsform liegen (Abb. 2). Die erstgenannte Form ist
sogar zur Durchfithrung einer annidhernd normalen Ontogenese bis zur
Samenreife befahigt. Nach Freilandaufzucht hingegen 143t sich bei den
Individuen der gleichen Mutationstypen im Warburg-Apparat keine
Sauerstoffausscheidung nachweisen. Die Abhingigkeit der Chlorophyll-
bildung von bestimmten Umweltfaktoren Wu'd in Abschmtt 5 der vor-
hegenden Arbelt nidher behandelt. @ i B '

B D S

2. Die hellgriinen Formen ~

Neben der gelben Gruppe ist in unseren Versuchen eine gréfere
Anzahl von Letalmutanten aufgetreten, deren Farbskala von einem ganz
hellen Gelbgrin bis zu einem Ton reicht, der kaum noch von der Normal-
form zu unterscheiden ist. Die Mutanten 1A, 62A, 107A, 134 A, 140A

1 MotaEs und Baubpisce (1958) haben bei spektralphotomstrischen Messungen
an ohlorophyllfreien Formen festgestellt, daBl die Anwesenheit von gelben Pig-
menten geringe Extinktionswerte im Bereich der Chlorophylle vortduscht. Eine
chromatographische Uberpriifung der spektralphobometrlschen Befunde ist be1
derartigen Mutanten daher unbedingt notwendig. - S ..

LS Y mh, A..A.r
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und 160 sind aufler im Pigmentgehalt noch in der Anzahl und Lénge ihrer
Internodien sowie im Hinblick auf den Zeitpunkt der effektiven Letal-
phase im Sinne von HADORN (1955) zu unterscheiden, sie sind im iibrigen
aber relativ merkmalsarm. Ihr Chlorophyligehalt liegt zwischen 26 und
63% des Vergleichswertes der Stammform ; das Verhaltnis von Chloro-
phyll a : b ist bei einigen Formen dieser Gruppe zugunsten von Chloro-
phyll b verschoben. Einzelheiten
kénnen der Tabelle 1 entnommen
werden. Die Mutanten 149 A und
160 entfalten trotz eines Chloro-
phyligehalts von 26 bzw. 36 % und
AF eines relativ normalen Mengen-
15eA verhéltnisses von Chlorophylla:b
keine gréfleren Entwicklungs-
potenzen als die oben besproche-
nen chlorophyllfreien Mutanten;
gsie bilden nur 4—5 Internodien
aus. Messungen im Warburg-
Apparat haben fiir die Mutante
149 A eine negative Assimilations-
bilanz erbracht (Abb. 2). Wir
miissen folglich annehmen, daB

158 grin

36

o

N

~
.

A ~_\ oy der Chlorophyllmangel nicht in
3] bell - dun /@7\\%%9%6/1‘) un-mlttelbarem‘ "Zusammgnha,ng
10 20 J0 40 50 60 70 80 30 100 179 20 ﬁl mit der Letalitit der Muta:nte

min *  steht. Der Letalfaktor bewirkt

Abb. 2. Sauerstoffabgabe bzw. -verbrauch  vielmehr, dafB die Mutante ihre
von Blittern der Ausgangsform und einigen

Letalmutanten im Licht/Dunkelversuch im verfiigbaren Chlorophyumengen
Warburg VL (Fa. Braun, Melsungen). Puffer: nicht zur Assimilation ausniitzen
4 ml pro GefiiB m/10 Na,CO/NaHCO,, 1:9. .
Menge des Blattmaterials pro GefiB:ca.100mg  kann. Es liegen offenbar analoge
Verhéltnisse wie bei einer Letal-
mutante von Vicia faba vor, bei der die biochemischen Ursachen des
Defekts aufgekirt werden konnten (HeBER und GorrscHALK 1963).
Eine Deutung unserer Befunde wird im theoretischen Teil der Arbeit
gegeben. Im Gegensatz zu den oben besprochenen Formen zeigen die
Mutanten 107A und 140 A eine deutlich gréBere Vitalitdt, die sich
vornehmlich in einer Verschiebung der effektiven Letalphase und
damit einer Verbesserung der Entwicklungspotenzen &dulert. Die
Pflanzen bilden im Durchschnitt 7—8 Internodien aus und erreichen
mittlere Internodienlingen von 80—86% gleichalter Kontrollpflanzen. -
Einige hellgrine Letalmutanten sind durch eine groBere Anzahl ver-
schiedener Anomalien gekennzeichnet und lassen sich nicht zu Gruppen
vereinigen. Sie seien im folgenden kurz charakterisiert: ,
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: Mutante 180B. Kleinbldttrig, stark gestaucht. An den Rindern von Fiedern
und Nebenblittern brdunlich gefiarbte, abgestorbene Gewebepartien. Verhiltnis
von Chlorophyll a: b verschoben (Quotient = 4,26).

Mutante 440 C. Kleinbldttrig, gestaucht. Friihzeitige Degenerationserscheinun-
gen an Fiedern und Nebenbléittern in Form eines partiellen Chorophyllabbaus, der
zu unterschiedlich groBen, gelblichweien Flecken fiihrt. Im Warburg-Apparat
schwichere Sauerstoffbildung gegeniiber der Ausgangsform (Abb. 2).

Mutante 120A. Schwacher Chlorophylldefekt, kleinbldttrig. Extrem gestauch-
ter, buschférmig verzweigter Wuchs; am SproBaufbau reichlich Beiknospen be-
teiligt. Langlebig (8—11 Internodien). Entwicklungsgeschwindigkeit stark ge-
drosselt. Hohes Trockengewicht. Verhiltnis von Chlorophylla:b verschoben
(Quotient = 4,33).

Mutante 113. Ganz hellgriin, kleinblédttrig, extrem gestaucht. Entwicklungs-
geschwindigkeit stark verlangsamt. Hohes Trockengewicht. Aktive plagiogeotrope
Krimmung des zweiten Internodiums. Sauerstoffbilanz im Warburg-Apparat
negativ (Abb. 2).

Angaben iiber den Pigmentgehalt dieser Mutanten sind ebenfalls in
Tabelle 1 enthalten.

R L e SFIVE TR

3. Die dunkelgriinen Letalmutanten

Die zwergformigen Mutanten 68E, 136 A, 153 A und 404 B sind durch
eine auffallend dunkelgriine Firbung gekennzeichnet. In den spektral-
photometrischen Untersuchungen haben sich gréfere Pigmentmengen
als bei der Stammform nachweisen lassen, ohne daB eine starkere Ver-
schiebung der Mengenverhiltnisse der einzelnen Komponenten feststell-
bar war. Das Trockengewicht dieser Formen ist gegeniiber den Kontroll-
werten stark erhoht. Im Warburg-Apparat wurde nur die langlebige
Mutante 136 A untersucht; ihre Sauerstoffbildung war etwas niedriger
als diejenige der Stammform (Abb. 2). Die geringfiigige Drosselung der
Assimilationsleistung steht offenbar nicht mit der Letalitit in Verbin-
dung. Bis jetzt haben wir bei den Mutanten dieser Gruppe nochkeine
nidheren Hinweise auf die physiologischen bzw. biochemischen Ursachen -
der Letalwirkung der mutierten Gene erhalten.

Mutanten mit erh6hten Chlorophyllmengen sind bereits von HigarINn
(1950) fir Hordeum und ROBBELEN (1957) fiir Arabidopsis nachgewiesen
worden; die Pigmentmengen lagen fiir beide Formen in der GrofBen-
ordnung von 130—135% des Kontrollwerts und entsprechen damit etwa
den Mutanten 136 A und 404B unseres Sortiments. Es muf} freilich
damit gerechnet werden, daB unsere Analysenergebnisse der Ausgangs-
form und der kleinblattrigen, dunkelgriinen Mutanten mit ihrem erhhten
Trockengewicht — méglicherweise wegen eines unterschiedlichen anato-
mischen Aufbaus — nicht streng miteinander vergleichbar sind. -

4. Letalmutanten mit ungleichmdfig verteiltem Pzgmentgehalt

Das Kennzeichen einiger Letalmutanten unseres Sortiments besteht
darin, dafB trotz der kurzen Lebensdauer starke Unterschiede der
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Pigmentmengen innerhalb des Blattes oder der Blattfolge am Organismus
auftreten. So entsprechen die unteren beiden Blitter der Mutante 112D
in ihrer Farbung nahezu den gleichalten Organen der Stammform, wih-
rend das 3. Blatt bei hellgriiner Firbung wesentlich weniger Chlorophyll
besitzt. Die Mutante ist folglich der Gruppe der lutescens-Formen zuzu-
ordnen, wobei der Gradient trotz der geringen Blattzahl sehr deutlich
in Erscheinung tritt. Ein besonders schones Beispiel fiir einen derartigen
Gradienten stellt die langlebige Letalmutante 11 A dar. Ihre unteren
drei Blitter unterscheiden sich im Pigmentgehalt nur unwesentlich von
den Vergleichswerten der Ausgangsform. Das 4. Blatt ist hellgriin, das
5. gelbgriin gefirbt, die noch hoher inserierten Blatter sind weifilich gelb.
Der Chlorophyllgehalt der oberen Blétter sinkt bei normalen Insolations-
bedingungen bis auf etwa 10% des Gehaltes gleichalter Blatter der Aus-
gangsform ab (die Verhiltnisse sind in den Abb.2 und 3 des zweiten
Teiles der vorliegenden Arbeit in Verbindung mit analogen Gradienten
fertiler Mutanten graphisch dargestellt). Die Mutante ist mit groBter
Wahrscheinlichkeit mit der von LamprEcHT (1955, 1959) bearbeiteten
albina-terminalis-Form von Pisum identisch. Die Pflanzen sterben nach
Ausbildung von 7-—10 Blittern ab. I

Der umgekehrte Gradient tritt bei der Letalmutante 2OOA in Er-
scheinung. Die unteren Blitter dieser extrem gestauchten Form ent-
halten nur wenig, die héher inserierten wesentlich mehr Pigmente. Wéh-
rend der kurzen Ontogenese erfolgt ein starker Chlorophyllabbau von der
Basis her. Die Ergebnisse getrennter Pigmentanalysen sind in Tabelle 2

Tabhelle 2. Der unterschiedliche Pigmentgehalt der Letalmutante 2004 in Blittern ‘
verschiedener Insertionshiohe

Pigmentgehalt Gesamt- Relativer
Matorial F’;_géggte‘ggﬁt pigmentgehalt Pigmentgehalt F&ag?ng
Ch;or, Chtl)or. Carot.]a + b |a + b + Carot. a:b | (@ + b):Carot. Blattor
Ausgangs-
Form -
1.—4. Blatt [ 1198 | 314 | 577 | 1512 2089 3,82 2,62 dunkel-
_ griin
Mut. 200A v o :
1.4+ 2.Blatt 12 8 49 20 69 1,50 0,41 gelb
3.-+4.Blatt 153 58 | 148 211 359 2,64 1,43 gelb-
. . griin
geﬂeckt

zusammengestellt. Nach Ausbildung von 4 Blittern (der maxnna,len"
Entwicklungskapazitit dieser Organismen) war gegeniiber der Ausgangs-
form zunédchst generell ein starker Pigmentmangel feststellbar. Dariiber
hinaus enthielten die unteren beiden Blitter nur etwa ein Zehntel der




Strahleninduzierte Chlorophyllmutanten von Pisum sativum. I 269 A

e Chlorophyllmenge des 3. und 4. Blattes. Ahnliche, wenn auch nicht so
T starke Unterschiede sind fiir die Carotinoide nachweisbar. Als zusétzliche
Anomalie ist noch eine starke Verschiebung des gegenseitigen Mengen-
verhdltnisses der Chlorophylle zu den Carotinoiden zugunsten der gelben
Komponenten realisiert. In der Warburg-Apparatur zeigte die Mutante
eine negative Assimilationsbilanz (Abb. 2).

» o v Als letzte Form dieser Gruppe ist schliefilich noch die Mutante 34 A

"< 2. zu nennen. Die unteren Blitter dieser Pflanzen besitzen zu Beginn

' der kurzen Ontogenese relativ viel Chlorophyll, das auf gelbem Grunde ‘
fleckenhaft iiber die Spreite verteilt ist. Die Marmorierung ist so fein, .
daB eine getrennte analytische Auswertung der unterschiedlich gefirbten
Partien nicht méglich ist. Die oberen Blitter besitzen mehr Chlorophyll
und zeigen die Marmorierung in stark abgeschwéchter Form. Der Effekt
ist an den Fiedern wesentlich deutlicher erkennbar als an den Neben-
blittern. Sehr bald setzt von der Basis her—von den Adern ausgehend —
ein Chlorophyllabbau ein; die Pflanzen sterben nach Entfaltung von 4 bis
5 Blattern ab. Die Pigmentverteilung dhnelt in gewisser Beziehung den
Verhiltnissen der eben besprochenen Mutante 200 A, ist hier jedoch in
genphysiologischer Beziehung offenbar noch komplizierter, denn es
kommt zur Ausbildung von zwei Gradienten : es besteht eine Korrelation
zwischen Pigmentmenge und Insertionshéhe des Blattes, auflerdem Lot
treten innerhalb des Blattes, nimlich zwischen Fiedern und Nebenblatt, '
noch gesetzméfBlige Unterschiede im Pigmentgehalt auf. Dariber hinaus
kommt durch einen partiellen Chlorophyllabbau noch eine Marmorierung

~ in strenger Abhingigkeit vom ontogenetischen Entwicklungsablauf zu-
gstande. Sie wirkt sich zwar in sehr charakteristischer Weise morpho-
logisch in Form eines zusédtzlichen Chlorophylldefekts aus, kann jedoch
nicht unbedingt als Folge der Anwesenheit des mutierten Gens gedeutet
werden. Moglicherweise handelt es sich hierbei um einen primortalen
physiologischen Abbauvorgang, der nicht mit dem Chlorophylldefekt in
Verbindung steht. '

_ " 8. Die Abhdngigkeit des Pigmentgehaltes letaler Chlorophyllmutanten
o von Umweltfaktoren

Bei vielen griinen Pflanzen ist eine Lichtabhdngigkeit der Chlorophyll-
synthese feststellbar, ohne dafl hierbei mutierte Gene wirksam werden.
Bei den photolabilen Formen im Sinne von MoNTFORT (1950; MONTFORT
und KrEss-RICHTER 1950, MONTFORT, FELGNER und MULLER 1953) wird
die Chlorophyllbildung oberhalb einer bestimmten Lichtintensitit ver-
hindert; die bereits vorhandenen Chlorophyllmolekiile werden durch den
EinfluB3 des Lichtes zerstort. Bei einer ganzen Reihe verschiedener
Species, die als photostabil anzusehen sind, sind jedoch Mutanten bekannt- -
geworden, deren Chlorophyllbildung ebenfalls lichtempfindlich ist.
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Dies gilt fiir bestimmte Letalmutanten, bei denen die effektive Letalphase
durch Verwendung niedriger Lichtintensititen hinausgeschoben oder die Letal-
wirkung des Gens vollig verhindert werden kann. Befunde hieriibereil gen vor fiir
Mutanten von Avena (ARERMANN 1922), Secale (Smms 1929), Zea ( DEMEREC 1935,
Kosgr und SvitH 1951, ANDERSON und ROBERTSON 1960), Linum (L.EVAN 1944),
Lupinus (TEDIN und HacBERG 1952) und Helianthus (WALLACE und SCHWARTING
1954, Warrace und HaBERMaNN 1959). Bei nichtletalen Mutanten kann die ent- .
sprechende Erscheinung in abgeschwichter Form auftreten [TEDIN und HAGBERG
(1952) fiir Lupinus, STuBBE (1957) fiir Lycopersicon, ROBBELEN (1957) fiir 47abi-
dopsis, BERGFELD (1958) fiir Antirrkinum]. Sinngemdf das gleiche gilt auch fir
heterozygote Individuen der dominanten Letalmutante zanthophyllous von Lyco-
persicon (BUTLER und CHANG 1958). Bei den Carotinoiden scheinen im Hinblick
auf die Lichtempfindlichkeit ganz entsprechende Verhiltnisse vorzuliegen, wenn sie
auch im allgemeinen etwas resistenter sind als die Chlorophylle (RGBBELEN 1957,
Farupr-Danter und KELEMEN 1960). Ganz vereinzelt ist der umgekehrte Effekt,
némlich eine Forderung der Chlorophyllbildung mit zunehmender Lichtintensitit,
nachweishar [BERGFELD (1958) fiir Antirrhinum]. Untersuchungen an Chlorophyll-
mutanten von Lycopersicor haben dariiber hinaus gezeigt, dall der Ausprigungsgrad
des Chlorophylldefekts auch von der Lichiqualitdt (Brix 1955) sowie der Tageslinge
abhingig sein kann (SaeroMsKkY 1954). Fiir Pisum sativum hat LamprecHT (1960)
bei einigen nichtletalen Mutanten eine Abhiingigkeit der Chlorophyllbildung von der
Lichtintensitit feststellen kénnen. Stidrkere erkungen beschreiben RasmMussoN
(1938) und BrixT (1961) fiir zwei Letalmutanten.

Gemessen an der groBen Zahl der in den verschiedenen Sortimenten
vorhandenen Chlorophyllmutanten ist die Anzahl lichtempfindlicher
Formen duBerst gering. Nach eingehender Bearbeitung wird sich jedoch
zeigen, daBl ihr wirklicher Anteil wesentlich hoher ist. Von unserem
Material ist in diesem Zusammenhang vornehmlich die Mutante 11 A zu
nennen. Der im vorigen Abschnitt fiir diese Mutante bereits beschriebene
charakteristische Gradient im Chlorophyllgehalt aufeinanderfolgender
Blatter (S. 268) tritt nur unter normalen Insolationsbedingungen, nicht
aber bei Aufzucht der Pflanzen an sehr schattigen Standorten in Erschei-
nung. Sie entwickeln sich hier wie die nichtmutierten Vergleichspflanzen.
Nach Uberfiihrung in normales Licht wird der fir die Genwirkung
spezifische Gradient bei den neu entfalteten Blidttern rasch erkennbar.

Wir méchten den Chlorophylldefekt dieser Mutante nicht als ,,Photo-
labilitit‘ bezeichnen, weil dieser Begriff von MoNTFORT et al. fiir ein
Phinomen geprigt wurde, das nur teilweise mit der bei unserer Mutante
realisierten Situation vergleichbar ist. Im Gegensatz zu den photolabilen
Objekten im Sinne MoNTFORTs wird bei den unteren Blittern der Mu-
tante 11 A grundsétzlich Chlorophyll gebildet, das durch starke Belich-
tung keine Verinderung erfihrt. Erst bei den hoher inserierten Organen
tritt ein graduell zunehmender Chlorophyllmangel in Erscheinung, der

bei Schattenkultur verhindert werden kann. Ist in diesen Bldattern aber 3
Chlorophyll gebildet worden, so kann es durch spéter einwirkende héhere - °
Lichtintensitdten micht wieder zersetzt werden. Die Mutante verhdlt . -~

sich also teils wie eine photostabile, teils wie eine photolabile Form.

J
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sein. Bei derartigen ,,temperaturlabilen‘‘ Formen wird die Chlorophyll-
bildung i.a. bei niederen Temperaturen stark eingeschrinkt oder ver-
hindert. Befunde hieriiber liegen vor bei Mutanten von Hordeum (HALL-
quist 1923, CoLrins 1927, Nysom 1955, HANSEL 1960, GavL 1957, 1963),
Avena (GASSNER 1915), Zea (WEITER 1952, PINNEY und KAy 1954) und
Tagetes (Lrrrie, Kantor und RoBINsoN 1040). Bei Arabidopsis ist im
Gegensatz hierzu eine Mutante bekannt, bei der der Chlorophyllmangel
bei hoheren Temperaturen (27°C) in Erscheinung tritt, wihrend bei
niederen Temperaturen normale Chlorophyllbildung stattfindet (Lawa-
RIDGE 1955).

Die Individuen der Mutante 159 unseres Sortiments sind bei Aufzucht
im Freiland gelbe Letalmutanten; sie besitzen zwar im Primérblatt ge-
ringe Chlorophyllmengen, die héher inserierten Blatter sind jedoch prak-
tisch chlorophyllfrei (Tabelle 1). Nach Ausbildung von 4—5 Bléttern
sterben die Pflanzen infolge Néahrstoffmangels ab. Bei Versuchen in
Klimakammern?! unter konstanten Lichtverhéltnissen konnten wir fest-
gtellen, dafB die Mutante bei einer Keim- und Anzuchttemperatur von
259C keine gelben, sondern griingefirbte Blitter mit normaler Assimila-
tionsleistung bildet. Die Pflanzen entwickeln sich bis zur Samenreife
weiter. Kultiviert man die in der 25°-Kammer angezogenen griinen
Pflanzen nach Entfaltung von 5 Blittern bei 15°C weiter, so tritt
unter der Einwirkung der veridnderten Kulturbedingungen beim 6. Blatt
ein starker Abfall des Chlorophyllgehalts in Erscheinung. Die noch spéter -
gebildeten Blitter sind nahezu chlorophyllfrei und entsprechen den Or-
ganen der Freijlandpflanzen. Nach Anzucht bei 15°C gleichen die Pflan-
zen in ihrer Firbung den Individuen des Freilandversuchs. Uberfiihrt
man die gelben Pflanzen in eine 25°-Kammer, so bildet sich in den neu
entfalteten Blattern reichlich Chlorophyll. Fiir die Carotinoidbildung
scheint eine ganz entsprechende Temperaturabhéingigkeit zu bestehen.
Einzelheiten konnen der graphischen Darstellung der Abb. 4 entnommen -
werden. Durch Verwendung von Temperaturschrinken konnte der Be-
reich der wirksamen Temperatur inzwischen weiter eingeengt werden:
bei 19°C kommt Chlorophyllbildung zustande, bei 17°C unterbleibt sie.
Die Befunde entsprechen weitgehend den Beobachtungen, die PINNEY
und Kay (1954) fiir eine Mutante von Zea publiziert haben: der Tempe-
raturschwellenwert der Chlorophyllbildung wird fiir diese Form mit
16,5°C angegeben. Die Assimilationskurven der Mutante 159 nach Frei-
land- und Gewichshausaufzucht sind in Abb. 2 enthalten. Im ersteren
Fall ist die Assimilationsbilanz negativ, im letzteren Falle (25°C) ent-
spricht sie gréBenordnungsmifig der Ausgangsform. Die Mutante kann -

1 Dem Direktor des Botanischen Instituts der Universitit Bonn, Herrn Prof.
Dr. W. SCHUMACHER, sind wir fiir sein freundliches Entgegenkommen sehr dank-
bar, die Einrichtungen seines Instituts benutzen zu kénnen. e
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die erhaltenen Daten noch im Fehlerbereich der 3:1-Spaltung, bei den
iibrigen 13 Mutanten ist ein unterschiedlich hohes Recessivendefizit
nachweisbar, das bei einigen Formen ein sehr hohes Ausmal} erreicht.
So liegt der Recessivenanteil der Mutanten 154 A und 154 B, die aus dem
gleichen bestrahlten Embryo stammen, in der GréBenordnung von nur
10—11%. Es kann als sicher angenommen werden, daf3 selbst diesen
stark gestoérten Erbgiéngen noch Vorginge zugrunde liegen, die in gene-
tischer Beziehung einer monofaktoriell spaltenden Mutation entsprechen,
wobei im einzelnen nicht entschieden werden kann, ob es sich um Gen-
mutationen oder kleinste Defizienzen handelt. Nach HaporN (1955) ist
gerade bei den Letalmutanten haufig mit Chromosomenstiickverlusten
zu rechnen. Der wirkliche Anteil signifikant abweichender Mutanten
unseres Materials diirfte noch héher sein, denn der Umfang des gepriiften
Materials ist bei einigen Formen (etwa den Nummern 112D und 160)

Tabelle 3. Die Spaliungen won 25 leialen Chlorophylimutanten des wuntersuchten

Sortiments
Mutanten- | Grad der Uber-
Jirder | Nommal | Musers | Commmt- | At der | MRt | oinstimmung
n % 3:1-Spaltung®
1A 91 31 122 10 25,4 — .
11 923 237 1160 34 20,4 +++
34 A 749 193 942 48 20,5 ++4+
62A 116 31 147 11 21,1 ——
% 68E a1 | 14 55 4 25,5 -
107 A 221 71 292 10 24.3 —
- 112D 127 29 156 10 18,6 — T
113 663 152 815 46 18,7 +++
T 120A 880 262 1142 47 22,9 — R
128 A 713 131 844 48 15,5 +++ SRR
. 134A 217 62 279 18 92,2 —wg o
o 136 A 672 195 867 34 22,5 — o
" 140A 1219 213 1432 - 73 14,9 444
144 A 215 57 272 12 21,0 — P
5 1490A 1547 308 1855 84 16,6 i e i s IR R
- 153A 156 53 209 10 25,4 — o e
- 154 A 841 107 948 43 11,3 +++4+
. 154B 532 61 | 584 34 10,4 44+
< 155 A 182 29 211 12 13,7 e
159 1144 348 1492 81 23,3 — :
160 74 16 90 7 17,8 —
-.: 180B 397 98 495 22 19,8 4+
200A 231 49 280 15 17,5 +4
404 B 191 46 237 10 19,4 +
440C 168 38 206 7 18,4 +
Summe 12301 2831 15132 730 18,7 +++

1 Es bedeuten: — Abweichung nicht signifikant; -+ Abweichung signifikant,
0,05 > P >0,01; ++4 Abwelchung mgmﬁka,nt 0,01l >P > 0, 001 + ++ Abwel-
chung signifikant, P < 0,001. (TS :
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relativ gering, so daf} selbst starke Abweichungen von den Erwartungs- 1:
werten statistisch noch mit der Annahme einer 3 : 1-Spaltung vertrig- . -

lich sind.

Die Gesamtspaltung aller beriicksichtigten Letalmutanten betrigt
nach Auswertung von 730 spaltenden Familien 12301 normal : 2831 -
mutiert, das entspricht einem Recessivenanteil von nur 18,3%. Dieser
Wert liegt weit aulerhalb der Signifikanzgrenzen. Die naheliegende An-
nahme, dieses Defizit sei auf eine frithzeitige Zygoteneliminierung zu
Beginn der Ontogenese — also auf eine Vorverlegung der effektiven
Letalphase — zuriickzufiihren, hat sich nach Priifung eines umfang-
reichen Materials nicht bestitigt. AuBerdem tritt des Recessivendefizit
nicht nur bei den Letalmutanten, sondern auch beiden itbrigen Mutanten-
gruppen unseres Sortiments in Erscheinung. Der Recessivenanteil der
im II. Teil der vorliegenden Arbeit behandelten fertilen und sterilen
Chlorophyllmutanten z.B. liegt mit 17,9% in der gleichen GréBen- -
ordnung. Diese Befunde deuten darauf hin, dalB3 das Defizit in der Mehr-
zahl aller Fille offenbar auf eine gleichartige Ursache — wahrscheinlich
auf Zertationsvorginge in den heterozygot-mutierten Griffeln — zuriick-,
zufithren ist. '

Da sich die fiir jede Mutante angegebene Gesamtspaltung aus einer. =~

wechselnden Anzahl von Einzelspaltungen zusammensetzt, war es not-
wendig, die Homogenitidt des bearbeiteten Materials zu priifen. Nach
Anwendung des Homogenitidtstests ergab sich fiir alle in der Tabelle 3
enthaltenen Mutanten Homogenitét.
e ie A R IR e o2 S L R MBS R S S B e R
D. Diskussion

Rein gelbe, chlorophyllfreie Mutanten von Pisum sativum bilden
3—75 Laubblédtter aus, dann sind ihre Entwicklungspotenzen erschopft,
und sie sterben rasch ab. Die im Minimum vorhandenen Substanzen
der in den Kotyledoner gespeicherten Reservestoffe sind offenbar bis
zu diesem Entwicklungsstadium aufgebraucht und kénnen nicht erganzt
werden, da die Mutanten nicht zur autotrophen Ernihrungsweise be-
fihigt sind. Bei den rein gelben Formen geuniigt also schon der Chloro-
phyllmangel zur Erklirung der Letalitdt. Prinzipiell das gleiche gilt fiir
Mutanten mit ganz geringem Chlorophyllgehalt. Es ist anzunehmen,
dal die Chlorophyllmengen der Mutanten 128 A, 154 A und 159, die in
der GroBenordnung von 2% des Vergleichswerts der Ausgangsform liegen,
erndhrungsphysiologisch nicht wirksam werden; die Mutanten unter-
scheiden sich in ihren Entwicklungspotenzen nicht von den rein gelben
Formen. Die unmittelbare Verbindung von Chlorophyllmangel und
Letalitdt konnte SPoEHR (1942) an albinotischen Mutanten von Zea nach-
weisen: durch Zugabe von Zucker konnte diesen Pflanzen eine Weiter-’
entwickluug bis zur Ausbildung rudimentéirer Kolben ermdglicht werden.
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Mit zunehmendem Chlorophyllgehalt muf3 jedoch ein Schwellenwert
erreicht werden, nach dessen Uberschreitung der Chlorophyllmangel
nicht mehr als Ursache der Letalitit angenommen werden kann. Es fragt
sich nun, in welcher Hohe dieser Schwellenwert fiir die Species Pisum
sativum anzusetzen ist. Die ganz blaBgriinen Mutanten 200 A und 113
besitzen Chlorophyllmengen von 8 bzw. 12% des Kontroliwerts und ster--
ben nach Entfaltung von 4—6 Blittern ab. Man sollte annehmen, dal
die Assimilationsleistung dieser Formen so gering ist, daBl eine Weiter-
fiihrung der Ontogenese nach dem Verbrauch der in den Keimblattern
abgelagerten Reservestoffe nicht méglich ist, da8 im Hinblick auf die

Entwicklungspotenzen also praktisch die gleichen ungiinstigen Verhalt- .

nisse vorliegen wie bei den chlorophylifreien Letalmutanten. Diese Vor-
stellung lieBe sich auch mit den Befunden ROBBELENs (1957) an Arabi-
dopsis vereinbaren. Bei seiner lichtempfindlichen Mutante V 18 reichen
zwar Chlorophyllmengen von 1,6% des Kontrollwerts fiir die Erhaltung
des Existenzminimums aus, ein erkennbares Wachstum ist jedoch erst
bei einem Wert von 14% erkennbar. Das zur Durchfiihrung einer voll-

sténdigen Ontogenese notwendige Chlorophyllminimum wird von RoB- o

BELEN mit etwa 30% angegeben. Auf Pisum sativum kann der letzt-
genannte Wert nicht iibertragen werden, denn eine unserer ganz hell-
griinen Mutanten mit einem Chlorophyligehalt von nur 12% des Ver-
gleichwerts der Stammform ist nicht nur zur Ausbildung der normalen
Internodienzahl befdhigt, sie produziert sogar geringe Samenmengen.
Die zum Ablauf einer bescheidenen Ontogenese bis zur Ausbildung
keimfihiger Samen notwendige Chlorophyllmenge ist fiir das von uns
verwendete Objekt folglich mit etwa 10% des Vergleichswerts normal-
griiner Formen anzusetzen. Das bedeutet aber, dal im Hinblick auf die
Letalwirkung kein prinzipieller Unterschied zwischen normalgriinen und
ganz hellgriinen Letalmutanten besteht. Diese SchluBfolgerung ergibt
sich auch aus dem Vergleich des Kurvenverlaufs der lebensfihigen und
der letalen Chlorophyllmutanten in Abb. 1. Nur bei den unterhalb der
12% -Linie liegenden Mutanten kann der Chlorophyllmangel als Ursache
der Letalitit in Erwigung gezogen werden. Alle iibrigen in der Abbil-
dung Dberiicksichtigten Formen iiberschreiten — falls iiberhaupt ein .
Chlorophylldefekt nachweisbar ist — den eben genannten Schwellenwert
ihre Letalitdt hat folglich andere Ursachen. . . . ,
Die Aufklirung dieser Ursachen diirfte mit groBen method_lschen '
Schwierigkeiten verbunden sein. Bei den Mutanten 128 A, 159, 113 und
149 A konnte in der Warburg-Apparatur keine Sauerstoffausscheidung
nachgewiesen werden, die Assimilation dieser kurzlebigen Formen °
kommt offenbar gar nicht erst in Gang. Fiir die erstgenannten beiden -

Genotypen war dieser Befund zu erwarten, denn sie sind nahezu chloro-

phyllfrei. Die Mutanten 113 und 149 A hingegen besitzen Chlorophyll-
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mengen von 12 bzw. 26% des Vergleichswertes der Ausgangsform. Es
muB folglich an irgendeiner Stelle des Ablaufs der Photosynthese ein
genetisch fixierter Stoffwechselblock liegen, der dafiir sorgt, daB die
Mutanten ihre verfiigbaren Chlorophyllmengen zur Assimilation nicht
ausniitzen kénnen. Es liegen offenbar analoge Verhiltnisse wie bei einer
Letalmutante von Vicia faba vor, bei der der Block lokalisiert werden
konnte (HEBER und GorrscHALK 1963). Andere Mutanten unterscheiden
sich im Warburg-Apparat nicht nennenswert von der Stammform, trotz-
dem bricht der Stoffwechsel nach Ausbildung weniger Blidtter infolge
eines noch nicht bekannten physiologischen Defekts zusammen
Diese Befunde sind fiir die Interpretation der Letalwirkung von un- -

mittelbarem Interesse. Wir kénnen in Analogie zu den Verhéltnissen bei -
Drosophila annehmen, daf3 ein Teil unserer Letalmutanten auf einfache
Genmutationen, ein anderer Teil auf kleinste Defizienzen zuriick-
zufiihren ist, ohne daB es bei unserem Objekt methodisch mdglich ist,
diese beiden Vorginge gegeneinander abzugrenzen. Wie soeben dar- -
gelegt wurde, kann schon ein Chlorophylligehalt von nur 10% des
Kontrollwerts nicht mehr allein fiir die Letalitit eines Organismus ver-
antwortlich gemacht werden. Ist nun eine hellgriine Letalmutante auf
die Wirkung einer Genmutaiion zuriickzufiihren, so miissen wir dem
mutierten Gen ein pleiotropes Wirkungsspektrum zuordnen, das neben ..
.. den primdren Ursachen der Letalitit im Sinne eines biochemischen -~ . "7 -%

' . Defekts noch den Chlorophylldefekt, hiufig auch noch andere Anomalien .~/ : i
verursacht. Chlorophyllmangel und primére Ursache der Letalitédt sind - . ..
in diesem Falle also zwei getrennte Teilwirkungen des gleichen mutierten . '
Gens. Ohne Zweifel ist es berechtigt, die den griinen Letalmutanten zu-
grunde liegende genphysiologische Situation auf einen Teil der chloro- ;.
phylifreien Mutanten zu iibertragen. Wir miissen also damit rechnen, dafl = -
das Pleiotropiespektrum derartiger Gene sowohl fiir den Chlorophyll- ...~ ¥
mangel als auch fiir einen spezifischen biochemischen Letaleffekt ver-- -
antwortlich ist. Bei derartigen Formen wiirden also — ausgehend vom N
gleichen mutierten Gen — zwei vollig getrennte Letalprinzipien wirksam - -
werden, die sich infolge der Uberlagerung der beiden biochemischen
Stérungsquellen am Organismus im einzelnen nicht nachweisen lassen.. * -
~ o % Gehen wir hingegen von einer Defizienz aus, 8o besteht durchaus die S

‘oo - Moglichkeit, daB vom Stiickverlust mehr als ein Gen betroffen ist; die f' ;

"% morphologischen und physiologischen Anomalien sind in derartigen .

‘'~ Fillen also auf den Ausfall mehrerer absolut gekoppelter Gene zuriick- -
zufiihren. Bei der groBen Anzahl von Genen, die den Chlorophyligehalt
eines Organismus beeinflussen, wird im Genom oft ein sehr enges Koppe- " -
lungsverhiltnis zwischen einem derartigen Gen und einem Letalfaktor
realisiert sein, so daB in Verbindung mit Defizienzen relativ haufig .~
Mutanten mit beiden Anomalien zu erwarten sind. o
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Unsere Befunde und Interpretationen diirfen jedoch nicht so auf-
gefaBit werden, daB Letalitat und Chlorophylldefekt bei allen chlorophyll-
haltigen Letalmutanten prinzipiell als zwei 4 selbstindige Teilwirkun-
gen der Gesamtwirkung eines mutierenden Gens bzw. einer Defizienz
in Erscheinung treten. In Einzelfillen ist vielmehr eine gewisse Korre-
lation zwischen diesen beiden Phinomenen feststellbar. Dies wird am
ontogenetischen Entwicklungsablauf der Mutante 11 A erkennbar. Die
unteren drei Blatter dieser langlebigen Letalmutante sind normalgrin
gefirbt, die hoher inserierten zeigen einen graduell stark zunehmenden
Chlorophylldefekt, der wohl als spit auftretende biochemische Mangel-
erscheinung bzw. stoffwechselphysiologisehe Fehlleistung zu deuten ist,
die der Organismus nicht ausgleichen kann. Aus unseren Befunden an
fertilen Chlorophyllmutanten kann geschlossen werden, dafl die Assi-
milationsleistung der unteren 5 Blitter der Mutante 11 A fiir den Ablauf
der Ontogenese bis zur Samenreife prinzipiell ausreichen miifite. Bei der
von LAMPRECHT (1957a, b) bearbeiteten aureovirescens-Mutante von
Pisum treten durchaus vergleichbare Erscheinungen auf, die nicht mit
Letalitit verkniipft sind. Die Individuen unserer Mutante hingegen
sterben regelmiBig nach Ausbildung von 7—10 Blédttern ab. Interessan-
terweise ist die Letalwirkung des Gens aber bis zu einem gewissen Grade
an den Chlorophylldefekt gebunden. So laBt sich die Lebensdauer der
Pflanzen durch Dekapitierung der chlorophyllgeschidigten Apikal-
region betrichtlich verfdngern, wenn es uns auch bisher nicht gelang, die
Letalwirkung des Gens auf diesem Wege vollig aufzuheben. Verhindern
wir jedoch den Chlorophylldefekt durch Aufzucht der photolabilen Pflan-
zen unterhalb eines sehr miedrig gelegenen Lichtintensitéts-Schwellen-
werts, so tritt auch die Letalitit nicht in Erscheinung. Wir konnten auf
diese Weise Pflanzen mit neun griinen Blittern erzeugen, die sich weder
im Chlorophyllgehalt noch in der Vitalitdt nennenswert von den unter
gleich ungiinstigen Lebensbedingungen kultivierten Kontrollpflanzen
unterschieden. Eine Weiterfiihrung dieser Versuche war wegen der
starken Hungerschiden im tiefen Schlagschatten nicht méglich. Nach
Uberfiihrung der Mutanten in normales Licht trat nicht nur der erwartete
Chlorophylldefekt, sondern auch die Letalwirkung des mutierten Gens
in Erscheinung. Eine Deutung dieser Befunde soll erst nach Auswertung
weiterer Versuche gegeben werden.

Zusammenfassung

Es wurden die assimilatorisch wirksamen Farbstoffe von 26 rontgen-’
induzierten Letalmutanten der Species Pisum sativum analysiert. Hier-
bei wurden folgende Ergebnisse erhalten :

1. Die genetisch bedingte Variationsbreite des Materials, bezogen
auf das Frischgewicht, umfat im Hinblick auf die Gesamtchlorophyll-
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menge den Bereich von 0—141 % des Vergleichswerts der Ausgangsform,
Fir die Carotinoide liegen die entsprechenden Werte bei 8—141%. Das
Verhiltnis von Chlorophylla:b liegt zwischen 0,1 (Mutante 154 A)
und 5,1 (Mutante 140 A).

2. Bei einigen chlorophyllhaltigen Letalmutanten wurde im Warburg-
Apparat eine negative Assimilationsbilanz nachgewiesen. Die vorhan-
denen Chlorophyllmengen koénnen also infolge der Anwesenheit der
mutierten Gene fiir Assimilationszwecke nicht ausgenutzt werden.

3. Bei einer Gruppe von Letalmutanten ist in der Blattfolge am
Stengel ein Gradient im Pigmentgehalt aufeinanderfolgender Blitter
feststellbar. So sinkt der Chlorophyllgehalt des 5. und 6. Blattes bei der -
lutescens-Mutante 11 A auf etwa 10% des Vergleichswertes des 1. Blattes - -
ab. Andererseits laBt sich bei der virescens-Form 200 A beim Vergleich
des 1.und 2. Blattpaares ein Anstieg der Ch]orophy]lmenge auf das
Zehnfache nachweisen. = ’

4. Bei einigen Mutanten ist die Chlorophy]lbl.ldung licht- bzw tempe-
raturabhéngig. So tritt der charakteristische Gradient der Mutante 11 A
nur bei normalen Insolationsverhidltnissen auf; bei Schattenkultur wird
auch in den hoher inserierten Bldttern Chlorophyll gebildet. Die tempe-
raturlabile Mutante 159 bildet oberhalb von 18°C Chlorophyll und ist
fertil, unterhalb dieses Schwellenwertes ist kaum Chlorophyllbildung
moglich, die Pflanzen sind letal geschiddigt. Bei beiden Mutanten bleibt
das gebildete Chlorophyll erhalten, wenn man die Pflanzen Bedingungen
aussetzt, unter denen eine Neubildung von Chlorophyll nicht moglich ist.

5. In der Diskussion werden die Beziehungen zwischen Letalitdt und
Chlorophylldefekt behandelt. Aus dem Vergleich fertiler und letaler
Mutanten folgt, da3 ein Chlorophyllgehalt von etwa 10 % des Vergleichs-
werts normal griiner Erbsen prinzipiell fiir die Durchfiihrung der Onto-
genese bis zur Samenreife ausreicht. Bei der Mehrzahl aller chlorophyll-
geschidigten Letalmutanten ist die Letalwirkung folglich nicht allein
auf den Chlorophyllmangel zuriickzufiihren. Die Verbindung von Chloro-
phylldefekt und Letalwirkung diirfte teils auf Pleiotropie der mutierten
Gene, teils auf den Ablauf von Defizienzen zuriickzufiihren sein.

Die Untersuchungen wurden vom ,,Bundesministerium fiir wissenschaftliche
Forschung* sowie von der ,,Association Euratom-Ital‘‘ in Wageningen unterstiitzt.
Unser besonderer Dank gilt dem Direktor des Instituts fiir landwirtschaftliche

Botanik der Universitiat Bonn, Herrn Professor Dr. H. ULLRICH, der uns die Ein-
richtungen seines Instituts in groBziigiger Weise fiir unsere Arbeit zur Verfiigung

- gestellt hat.
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