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Abstract

Anthocyanins in wheat grains are expressed either in the
pericarp (purple pericarp) or aleurone layer (blue aleu-
rone). Due to their antioxidant activity anthocyanins are
of increasing interest for nutritionists, food scientists and
plant breeders. Previous studies revealed that different
anthocyanins are present in wheat varieties carrying
genes either for the purple pericarp or the blue aleurone
trait. It was hypothesized that the total concentration of
anthocyanins could be increased by combining the dif-
ferent genes for purple pericarp and blue aleurone. Pro-
genies from one-, three- and four-way crosses between
red, purple and blue grained varieties were selected over
several cycles by visual scoring of seed colour. In 2011
bulks were evaluated for their total anthocyanin content
by UV-VIS spectrophotometry. The results showed that
the majority of the progenies were within the range of
the purple and blue grained check varieties, however,
single bulks were identified with increased anthocyanin
concentration. Further studies (e.g. HPLC-MS) are
ongoing to confirm the combination of anthocyanins in
these progenies and to test the environmental stability
of the pigmentation.
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Einleitung

Anthocyane gehoren zu den pflanzlichen Sekundéarmetaboli-
ten. In der Klasse der Flavonoide bilden sie die grote Grup-
pe der wasserloslichen Pigmente. Thr Farbspektrum reicht
von rot iiber blau bis hin zu violett und schwarz (ANTAL et
al. 2003). In Pflanzen haben Anthocyane zwei wesentliche
Funktionen. Zum einen sind sie als Bliitenfarbstoff fiir die
Anlockung von Bestdubern verantwortlich, zum anderen
haben sie antioxidative Eigenschaften (ESCRIBANO-
BAILON et al. 2004). Die antioxidative Eigenschaft ist auch

fiir die menschliche Erndhrung interessant. /n vitro Versu-
che zeigten im Vergleich zu Vitamin C und E wesentlich
hohere antioxidative Kapazitaten. Weitere erndhrungsphy-
siologische Bedeutung erhalten die Anthocyane durch ihre
antikanzerogene, antimikrobielle, entziindungshemmende
und antithrombotische Wirkung. Sie erhhen desweiteren
das HDL Cholesterin, beeinflussen den Blutdruck und Blut-
zucker und konnen die Dunkeladaptation des menschlichen
Auges verbessern. Zu den bisher durchgefiihrten Studien
ist allerdings anzumerken, dass es sich vielfach um in vitro
Versuche handelte und die Konzentration der Anthocyane
oftmals tiber der physiologisch verwertbaren lag. Dies ist
vor allem auf die geringe Bioverfiigbarkeit der Anthocyane
zuriickzufiihren. Die erndhrungsphysiologischen Effekte der
Anthocyane konnen deshalb derzeit nicht sicher bewertet
werden (WATZL et al. 2002, ANTAL et al. 2003).

Getreide ist eines der Hauptnahrungsmittel der Welt. Auf-
grund der positiven Eigenschaften der Anthocyane und der
immer grofer werdenden Bedeutung gesunder Erndhrung,
werden blau- oder violettkdrnige Weizen immer interessan-
ter. Erstmals wurde blaukdrniger Weizen wahrscheinlich
in einem Brief mit Probenmaterial von Georg Kattermann,
Freising, an Erich Tschermak von Seysenegg, Wien, erwéhnt
(KATTERMANN 1929). Ob diese Probe Ausgangsmaterial
fiir die genetische Ressource Tschermaks Blaukorn war
ist ungeklért. Violette Weizenkdrner wurden bereits zu-
vor vom Forschungsreisenden Johann Maria Hildebrandt
von der Kiiste des Roten Meeres nach Europa gebracht.

Diese wurden 1879 der Offentlichkeit vorgestellt, konnten
jedoch aufgrund ihres schlechten Zustands nicht mehr
ausgesét werden. Der violettkdrnige Hartweizen wurde als
Triticum durum var. arraseita klassifiziert (WITTMACK
1906, ZEVEN 1991). Erste ziichterische Arbeiten wurden
1913 in Cambridge durchgefiihrt mit Material, welches 1905
aus Abessinien eingefiihrt wurde (CAPORN 1918). Durch
mehrmalige Riickkreuzungen mit einer adaptierten Sorte
in Neuseeland entsteht aus diesem Material 1981 die erste
zugelassene hexaploide Purpurweizensorte Konini (COPP
1965, GRIFFIN 1987).
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Bei den blaukornigen Varietdten liegen die Anthocyane
in der Aleuronschicht. Im Gegensatz dazu sind sie bei
violettkornigem Weizen in der Samenschale zu finden.
Fiir die Auspragung des blauen Aleurons (blue aleurone)
sind zwei Gene verantwortlich (Bal und Ba?2). Bal hat
seinen Ursprung in der Quecke (Agropyron sp.); das Gen
liegt in Chromosomentranslokationen (4BS-4EL oder
4BS-4BL-4EL) vor. Ba2 stammt aus dem (wilden) Einkorn
(T. monococcum/boeoticum) und ist als Chromosomensub-
stitution, (4A)4A™ bzw. (4B)4A™, vorhanden (JAN et al.
1980, ZELLER et al. 1990, MORRISON et al. 2004). Fiir
die violette Samenschale (purple pericarp) sind mehrere
Gene beschrieben: Ppl, Pp3a und Pp3b (ehemals als Pp2
bezeichnet). Die Gene liegen auf den Chromosomen 2A
und 7B (DOBROVOLSKAYA et al. 2006). Von PIECH und
EVANS (1978) und LI et al. (2010) wurde auch ein Gen auf
Chromosom 3A lokalisiert.

Die Merkmale blaues Aleuron bzw. violette Samenschale
wurden zundchst hauptsidchlich als genetische Marker
verwendet. So kamen sie beispielsweise in der Hybridziich-
tung zum Einsatz (BARABAS 1992, ZHOU et al. 2000),
zur Bestimmung der Auskreuzungsrate (GRIFFIN 1987,
HUCL und MATUS-CADIZ 2001, MATUS-CADIZ et al.
2004, HANSON et al. 2005, LAWRIE et al. 2006) oder
zur Trennung verschiedener Weizenqualitidten (JENSEN
et al. 1962, ST PIERRE et al. 1980). MORRISON et al.
(2004) entwickelten auch ein Protokoll zur Auffindung
von Apomixis in Weizen. Innovative Lebensmittel aus
violettkdrnigen Weizen wurden erstmals in Neuseeland
auf den Markt gebracht (LINDLEY und LARSEN 1997).
Seit 2006 gibt es mit der Marke PurPur auch in Osterreich
Vollkornprodukte aus Purpurweizen (GRAUSGRUBER et
al. 2006a, BACKALDRIN 2008).

ABDEL-AAL et al. (2006) und GRAUSGRUBER et al.
(2006b) zeigten mit HPLC, dass die vorhandenen Antho-
cyane von blau- und violettkdrnigen Weizen unterschiedlich
sind. Eine Steigerung des Gesamtanthocyangehaltes durch
gezielte Kombination unterschiedlicher Anthocyangenetik
sollte somit moglich sein. Ziel der vorliegenden Arbeit war
es zu priifen, ob diese Hypothese in ausgewéhlten Nach-
kommenschaften von Blaukorn-xPurpurweizen Kreuzungen
bestitigt werden kann.

Material und Methoden

Pflanzenmaterial

Es wurden 15 Standardsorten (10 Purpur, 5 Blaukorn) sowie
76 Linien aus Einfach-, Dreiwege- und Doppelkreuzungen
(Tabelle ') untersucht. Bei Eltern und Nachkommenschaften
handelte es sich sowohl um Winter- als auch Sommerweizen.
Alle Proben stammten aus der Ernte 2011 vom Standort
Raasdorf der Versuchswirtschaft Gro3-Enzersdorf der Uni-
versitit fiir Bodenkultur.

Chemische Analysen

Fiir die Extraktion der Anthocyane wurde das Probenmateri-
al mit einer Zyklonmiihle (Modell Twister, Retsch, Haan) bei
12000 U'min™ und einem 1 mm Siebeinsatz vermahlen. Bis
zur Extraktion wurde das Vollkornmehl bei -20°C gelagert.

Tabelle 1: Untersuchte Kreuzungskombinationen von vio-
lett- (Pp), blau- (Ba) und rotkornigen (R) Weizen (reziproke
Kombinationen nicht extra ausgewiesen)

Table 1: Analysed cross combinations of purple (Pp), blue (Ba)
and red (R) grained wheat (reciprocal crosses are not indicated
separately)

Einfachkreuzung Dreiwegekreuzung Doppelkreuzung

RxBa (RxR)*Pp (RxBa)x(Ba*Pp)
RxPp! (RxBa)*Pp (RXPp)*(R*Pp)
BaxPp (RxPp)*Ba (RxPp)x(Ba*Ba)

(RxPp)*Pp

(BaxBa)*Pp

(BaxPp)xR

linkl. einer tetraploiden Kreuzung

Die Anthocyanextraktion wurde mit leichten Verdnderun-
gen wie bei ABDEL-AAL und HUCL (1999) beschrieben
durchgefiihrt. Hierzu wurde 1 g Vollkornmehl in ein 15 ml
Zentrifugenrohrchen (Falcon™-Typ) eingewogen und 8 ml
Losungsmittel (MeOH:1 M HCI, 85:15, v/v, pH 0,95+0,05)
hinzugefiigt. Die Losung wurde am Vortex Schiittler und
anschlieBend auf einem Schiittler bei 150 U-min™' fiir 30
min inkubiert. Zur Trennung des Uberstandes vom Feststoff
wurden die Proben 5 min bei 4000 U-min"' zentrifugiert
(Centrifuge 5810, Eppendorf AG, Hamburg). Die Uber-
stinde wurden in einem 25 ml Messkolben gesammelt
und nach dreimaliger Extraktion auf das Endvolumen mit
Losungsmittel aufgefiillt.

Der Gehalt der Anthocyane wurde spektrophotometrisch
bestimmt. Fiir die Kalibrierung des Spektrophotometers
(U-1100, Hitachi Ltd., Tokyo) wurde das Standardpigment
Cyanidin-3-glukosid (Extrasynthese, Genay) verwendet. Die
Extrakte wurden bei einer Wellenldnge von 525 nm gegen
das reine Losungsmittel gemessen. Der Gesamtanthocy-
angehalt (TAC) in mg C-3-glc-Aquivalente-100 g Probe
wurde nach folgender Formel berechnet:

AE+0,0556 o Extraktvolumen (mL) N 1 N 100

0,0761 1000 mL Einwaage (g) TM (%)

TAC=

Die gesamte TAC Variationsbreite wurde in neun Klassen
aufgeteilt und die Frequenz der Kreuzungslinien in den
entsprechenden Anthocyanklassen bestimmt.

Ergebnisse und Diskussion

Ein Grofteil der Kreuzungslinien haben Anthocyangehalte,
die im Bereich der violett- bzw. blaukérnigen Standardsorten
liegen (Abbildung 1). Es gibt jedoch auch Nachkommen,
die hohere Anthocyangehalte als die Ba und Pp Standard-
sorten aufweisen, sowie weisskdrnige () Nachkommen
mit Gehalten niedriger als die rotkérnigen (R) Sorten. Der
Gesamtgehalt an Anthocyanen konnte somit tatséchlich in
manchen Linien durch die gezielte Kombination der blue
aleurone und purple pericarp Genetik gesteigert werden.
Eine weitere Steigerung des Anthocyangehaltes diirfte
durchaus noch moglich sein, da die Pigmentierung der ana-
lysierten Proben (Ramsche mehrerer Ahren) teilweise noch
nicht ganz einheitlich war. Die Linien sind hinsichtlich der
Kornfarbe noch nicht vollstindig homogen.

Ob die erhohten Anthocyangehalte tatsdchlich auf eine
Kombination der Anthocyanspektren von blau- und vio-
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Abbildung 1: Anthocyangehalt (ppm) ausgewihlter Standard-
sorten und der Kreuzungslinien (Anzahl Linien in entsprechen-
den Anthocyanklassen; Kornfarbe entsprechend visueller Bonitur)

Figure 1: Total anthocyanin content (ppm) of selected check
varieties and offspring (frequency of breeding lines in anthocyan
classes; seed colour according to visual scoring)

lettkérnigen Weizen zuriickzufiihren ist wird derzeit mittels
HPLC-MS tiberpriift. Erste Ergebnisse bestitigen die Kom-
bination verschiedener Anthocyane fiir einzelne Genotypen
die auf Grund der visuellen Kornbonituren (4bbildung 2)
als tief violett eingestuft wurden. Die Selektion durch die
visuelle Bonitur der Kornfarbe ist allerdings nur bedingt
erfolgreich: zwar besitzt die Mehrheit der Genotypen mit
hohen Gehalten eine tiefviolette Kornfarbe, es wurden aber
auch Genotypen identifiziert die nur als violett bzw. blau
eingestuft wurden und dennoch sehr hohe Anthocyangehalte
zeigten. Umgekehrt wurden vereinzelt Genotypen als tief
violett bonitiert deren Anthocyangehalt nur durchschnittlich
ist (Abbildung 1). Neben den bekannten Hauptgenen diirfte
die Intensitét der Kornfarbe auch von Umwelteinfliissen und
dem genetischen Hintergrund (pleiotropische bzw. epista-

Y

Abbildung 2: Unterschiedliche Intensititen der Kornfarbe:
weiss, rot, hell violett, tief violett, blau, violett (im Uhrzeigersinn
von links oben)

Figure 2: Different intensities of seed colour: white, red, light
purple, dark purple, blue, purple (clockwise from top left)

tische Effekte) abhingig sein (DOBROVOLSKAYA et al.
2006, McINTOSH et al. 2008). Eine sichere Identifizierung
der unterschiedlichen Gene wire auch mit Hilfe moleku-
larer Marker méglich, allerdings sind bisher nur fiir einige
Gene molekulare Marker beschrieben (DUBCOVSKY et al.
1996, DOBROVOLSKAYA et al. 2006, SINGH et al. 2007,
KHLESTKINA et al. 2010, LI et al. 2010).

Wie bereits erwédhnt wird die Anthocyan-Biosynthese neben
der Genetik auch von der Umwelt beeinflusst. Umwelt-
einfliisse die die Anthocyan-Biosynthese steigern konnen
sind z.B. erhohte UV-B Einstrahlung, kalte Temperaturen,
Trockenstress und Ozonbelastung (CHALKER-SCOTT
1999). Durch das Auffinden optimaler Produktionsgebiete
fiir die einzelnen Genotypen konnte somit ebenfalls eine
hohere Konzentration an Anthocyanen erreicht werden.
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