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Kreuzungsexperimente mit tetraploiden Sippen der
Achillea millefolium-Gruppe (Asteraceae):
Sesquiterpene und morphologische Merkmale
hybridogener F;-Populationen im Vergleich

S. VETTER

Abstract: Within the framework of this thesis tetraploid individuals of four dif-
ferent groups of the Achillea millefolium-complex (4. ceretanica SENNEN [tetraploid
cytotype] (ined.), A. collina BECKER, A. pratensis SAUKEL & LANGER, A. distans
WALDST. & KIT. subsp. styriaca SAUKEL & LANGER (ined.)) (Asteraceae) were
cross-bred reciprocally. Sesquiterpene patterns and morphological characters of
F,-hybrids grown from seeds were investigated.

The determination of 5 sesquiterpene lactones, 2 longipinenone derivatives and
2 unknown substances based on CH,Cl;-extracts of dried inflorescences examined by
qualitative thin layer chromatography led to the following results:

+ Parent plants as well as Fj-individuals had clearly distinguishable sesquiterpene pat-
terns, which could be grouped into different types.

< Heterocygoty of the parent plants was confirmed by the split-up within the
Fi-populations into different sesquiterpene patterns.

* Due to TLC no recombination between proazulenogenic guaianolides and eudes-
manolides could be observed.

« All offsprings of one crossing experiment with two plants both containing guaiano-
lides are proazulenogenic.

- F)-populations descended from individuals free of proazulenes showed 8-16 % indivi-
duals containing proazulenes.

» The property of proazulene synthesis seemed to be recessive.
+ Longipinenones were detected with and without proazulenes.

Morphometric analysis of a small number of samples showed no differences between the
two F,-populations descended from one cross-breeding experiment.

Most of the Fi-crops were homogene, but some F,-populations showed a large variabi-
lity.

Keywords: Asteraceae, Achillea millefolium agg., sesquiterpenes, sesquiterpene
lactones, inheritance, hybrids, TLC '
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Vorwort

Die vorliegende Arbeit ist Teil des interuniversitiren Forschungsprojektes P09341-
BIO ,,Vererbungsstudien an tetraploiden Taxa der Achillea millefolium-Gruppe
(Compositae)” des FWF (Fonds zur Forderung der wissenschaftlichen Forschung).

Mit diesem Projekt soil durch diailele Kreuzungsversuche mit Individuen ausgewihlter
Sippen des Achillea millefolium-Komplexes die Vererbung von Sesquiterpeniactonen
sowie von Komponenten des atherischen Oles untersucht werden. Dariiber hinaus
werden auch morphologisch-anatomische und cytologische Merkmale beriicksichtigt,
um weitere verwandtschaftliche Beziehungen innerhalb des Sippenkomplexes aufzei-
gen zu kénnen.

Dabei fallen den einzelnen Projektpartnern folgende Aufgaben zu:

» dem Institut fiir Botanik & Lebensmittelkunde der Veterindrmedizinischen Uni-
versitit Wien: die Kreuzungsversuche, Anbau der Pflanzen und die Untersuchung
der Sesquiterpenlactone; :

* dem Institut fiir Pharmakognosie der Universitdt Wien: die Isolierung und Identifi-
zierung der Sesquiterpenlactone und Analysen des dtherischen Oles;,

* dem Institut fiir Botanik der Universitdt Wien: die cytologischen Untersuchungen.

Derartige Hybridisierungsversuche sind von grundlegender Bedeutung fiir jede weitere
Zichtungsarbeit (FRANZ 1986). Dariiber hinaus erlauben sie auch, natiirliche Hybridi-
sierungsvorginge experimentell nachzuvollziehen. Dies wiederum tragt zum besseren
Verstindnis der Evolution dieser Artengruppe bei. Somit bietet sich im Falle von
Achillea eine ,,vielversprechende Zusammenarbeit ... geradezu an” (HEGNAUER 1989:
300f.).

Einleitung

Die Gattung Achillea umfaBt ca. 120 Arten, zumeist Krauter und Halbstraucher, und
ist hauptsichlich in der nérdlichen Hemisphire verbreitet. Das Zentrum der Mannig-
faltigkeit liegt im Gstlichen Mittelmeergebiet und in Vorderasien. Von den insgesamt
fiinf Sektionen (Millefolium, Ptarmica, Achillea, Babounya und Arthrolepis) sind in
Mitteleuropa nur Vertreter der beiden erstgenannten anzutreffen (WAGENITZ 1979).

Von den zahlreichen, bisher bekannten Naturstoffen sind fiir dieses Genus besonders
Polyacetylene (BOHLMANN & JASTROW 1962, BOHLMANN & ZDERO 1973) und
Alkamide (GREGER 1984, GREGER et al. 1981, 1982a, 1984), weiters Flavonoide
(VALANT et al. 1978, VALANT-VETSCHERA 1984, 1985a, 1985b, VALANT-VETSCHERA
& WOLLENWEBER 1988) und Sesquiterpenlactone (HEGNAUER 1989) von systema-
tischer Bedeutung. AuBerdem trigt auch noch die unterschiedliche Verbreitung von
Cumarin-Sesquiterpenethern zu einer natirlicheren Gliederung der Gattung bei
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(GREGER et al. 1982b, 1983a, 1983b). Dariiber hinaus konnten fiir Sippen der Achillea
millefolium-Gruppe charakteristische Monoterpenmuster gefunden werden (KASTNER
et al. 1992b).

Aufbauend auf den Arbeiten von EHRENDORFER (1953, 1963, 1973), DABROWSKA
(1977) und BISTE (1978) haben die jiingsten systematischen Bearbeitungen von
SAUKEL & LANGER (1990, 1992b, 1992¢) wiederum deutlich gemacht, daB es sich bei
der Sektion Millefolium, insbesondere der Achillea millefolium-Gruppe, um einen sehr
variablen Formenkreis handelt. Abgesehen von den diploiden Taxa (x = 9)
A.aspleniifolia VENT., A. setacea WALDST. & KIT. und A. roseo-alba EHREND. exi-
stiert innerhalb der polyploiden Sippen (tetra-, hexa- und oktoploid) eine morpho-
logisch schwer unterscheidbare Vielfalt (vgl. SAUKEL & LANGER 1990, 1992b, 1992c).
Interspezifische Hybridisierungen (vgl. WAGENITZ 1979: 349) tragen ein iibriges zu
den systematischen Schwierigkeiten bei.

Die Blaufirbung des #therischen Oles, wie sie seit langem schon bekannt war, ist so-
wohl bei der Schafgarbe als auch bei der Kamille auf Azulen zuriickzufiihren. Diese
Verbindung kommt jedoch nicht genuin in der Pflanze vor, sondern entsteht im Zuge
der Wasserdampfdestillation aus entsprechenden Vorstufen (STAHL 1954a, 1954b).
Mit der Entwicklung und Verbesserung chromatographischer Methoden konnten diese
Proazulene isoliert und strukturell aufgeklart werden. Dabei handelt es sich um Ses-
quiterpenlactone, die dem Guajanolidtyp zuzuordnen sind. Eine sehr gute wissen-
schaftsgeschichtliche Zusammenfassung findet sich bet KASTNER (1991).

Aufgrund unzulinglicher morphologischer Identifikation des Pflanzenmaterials wurden
in weiterer Folge einzelne Taxa sowohl als azulenhaltig als auch als azulenfrei be-
schrieben (tabellarische Zusammenfassungen bei BISTE (1978: 592f.) und KASTNER
(1991: 12ff)). Mit heutigem Wissensstand ist das Merkmal ,,azulenhaltig” jedoch nur -
bei den diploiden Arten A. aspleniifolia und A. roseo-alba sowie der tetraploiden
A. collina zu beobachten, fehlt aber generell bei hexa- und oktoploiden Arten (vgl.
OSWIECIMSKA 1974).

In verschiedenen Arzneibiichern (OAB, DAC, Ph. Helv. VII, Pharm. Franc. X) jedoch
wird als Stammpflanze fiir die Drogengewinnung nach wie vor A. millefolium L. ge-
nannt, fiir die im OAB (1990) (Herba Millefolii) 0.2% itherisches Ol und 0.005%
Azulen gefordert wird. Dieser Mindestgehalt an Azulen wird jedoch von dieser Art
keinesfalls erfiillt (HANSEL et al. 1992).

In diesem Zusammenhang hat eine neuere Untersuchung von 20 Handelsmustern der
Schafgarbe gezeigt, daB nur 10% davon den Anforderungen des OAB hinsichtlich des
Azulengehaltes entsprachen (KASTNER et al. 1993a).

Trotz dieser Widerspriiche und Gegensitze wurde (vgl. KASTNER 1991: 2) und wird
die Schafgarbe als Amzeipflanze verwendet (CHANDLER et al. 1982, SAUKEL &
KUBELKA 1994). Therapeutische Anwendungen als Antiphlogistikum, Spasmolytikum
und Cholagogum sind méglich (HANSEL et al. 1992, KASTNER et al. 1995), sowohl fiir
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Azulen als auch fiir Proazulene wurden antiphlogistische Wirkungen nachgewiesen
(siche Kap. Biologische Aktivitat, S. 1167).

Bereits 1952 postulierte GRAHLE aufgrund eingehender Untersuchungen von Pflanzen
verschiedener Standorte, transplantierter Pflanzen sowie Analysen einer Bliitenmisch-
probe einer durch Selbstung(!) (vgl. Kap. Kreuzungsversuche, S. 1176) erhaitenen
Nachkommenschaft, ,,dal das Aufireten azulenhaltiger Formen genetisch bedingt ist.”
Noch im selben Jahr publizierte STAHL, daB aufgrund seiner Ergebnisse ,,das Auftreten
oder Fehlen des Proazulens in der Schafgarbe erblich fixiert sein muB und daB die Bo-
denbeschaffenheit in diesem Zusammenhang nur eine untergeordnete Rolle spielen
kann.” In weiterer Folge konnte DEUFEL (1954) iiber den Ertrag an Bliitenkopfchen
den Azulengehalt an cholchiziniertem Pflanzenmaterial steigern. 1955 konnte STAHL
Schafgarben-Stamme mit bis zu 50% Azulen im &therischen Ol vorstellen und damit
die Grundlage fiir weitere Ziichtungsarbeiten legen. Er schreibt in diesem Zusammen-
hang - in einer FuBnote(!): ,,Als Vorteil gegeniiber der Kamille fillt einmal der wesent-
lich hohere Proazulengehalt, zum anderen die Moglichkeit mehrjahriger Nutzung der
anspruchslosen Schafgarbenkulturen bei zwei- bis dreimaliger Emte pro Jahr und der
wesentlich geringere Preis der Droge ins Gewicht.”

Es folgte eine intensive und praxisorientierte Bearbeitung selektierter Schafgarben-
Klone, wobei ein moglichst hoher Pro/Azulengehalt das primare Zuchtziel darstellte
(z.B. KOZLOWSKI & LUTOMSKI 1969, MATHE et al. 1963, TETENYI et al. 1962, 1963,
TYTHAK et al. 1963). 1973 wurde die Sorte "'PROA” zugelassen, welche aus A. collina
iiber Individualauslese mit Nachkommenschaftspriifung selektiert wurde (PANK 1991).
Dabei wurde ein halbquantitatives Verfahren fiir die Vorselektion proazulenreicher
Typen entwickelt und eingesetzt (HEROLD & HANNING 1979). Aufgrund der bekannt
hohen Variabilitiit der Schafgarbe sind aber weiterhin verschiedene Herkiinfte unter-
sucht und bearbeitet worden (BELANGER & DEXTRAZE 1992, CERNAJ et al. 1991,
1988a, 1988b, HOFMANN 1993, HOFMANN & FRrITZ 1991, PETZOLDT 1991).

Nachdem CEKAN et al. (1956, 1957) Matricin, das einzige bislang aus Matricaria
chamomilla L. (chamomilla recutita (L.) RAUSCHERT) bekannte Proazulen, isolieren
und identifizieren konnten, wurde durch Nachkommenschaftsprifungen (TETENYI
1961) und Kreuzungsversuche (FRANZ & WICKEL 1985) bewiesen, daB das Merkmal
,,pro/azulenhaltig” rezessiv vererbt wird. Vergleichbare Untersuchungen tber die Ver-
erbung der Proazulene bei Achillea fehlen trotz der intensiven Bearbeitung.

Aufbauend auf den beiden Dissertationen von EGLSEER (1990) und KASTNER (1991)
wurde nun im Rahmen dieser Arbeit die Vererbung einiger Sesquiterpenlactone stu-
diert. Dariiber hinaus konnten zwei fiir die Gattung Achillea neue Longipinenonderi-
vate (FOLLRICH 1995, FOLLRICH et al. 1995, GAVANELLI 1995) in die Untersuchungen
miteinbezogen werden.
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Dabei sollten folgende Fragestellungen untersucht werden:

» Lassen sich Sesquiterpen/lacton/e, welche in den Eltempflanzen sowie den F,-Indi-
viduen nachgewiesen werden kénnen, zu charakteristischen Inhaltsstoffrustern,
bzw. -typen zusammenfassen?

+ Stehen die Inhaltsstoffmuster, bzw. -typen der F;-Nachkommenschaften in einem
bestimmbaren Zahlenverhiltnis zueinander?

+ Kommt es zur Ausbildung neuer Stoffmuster?

Sesquiterpene

Sesquiterpene (C,s-Verbindungen) sind Metaboliten des Mevalonsiurestoffwechsels.
Vom offenkettigen Famesol, bzw. Famnesylpyrophosphat, lassen sich sowohl durch
Cyclisierung als auch durch Substitution mit verschiedenen funktionellen Gruppen die
unterschiedlichsten Strukturtypen und Derivate ableiten.

Sesquiterpene sind weit verbreitete Naturstoffe und wurden in unterschiedlichsten
Taxa nachgewiesen (TEUSCHER & LINDEQUIST 1994).

Im Gegensatz zu vielen Publikationen iiber die Biogenese der Monoterpene (z.B.
AKHILA & NIGAM 1983, CROTEAU et al. 1986, CROTEAU 1991, CROTEAU &
GERSHENZON 1994, Mc CASKILL & CROTEAU 1994) ist die Biosynthese von Sesqui-
terpenen nur in einigen Fallen studiert worden (s. BANTHORPE & BRANCH 1985).

Mit ca. 4000 Derivaten (FISCHER 1993) stellen die Sesquiterpenlactone den gréBten
Anteil innerhalb dieser Substanzklasse und sind aufgrund ihrer vielfiltigen Wirkungen
von besonderem Interesse.

Sesquiterpenlactone

Biosynthese

Durch Cyclisierung des C;s-Korpers des Farnesols (A) entsteht ein Germacranskelett
(B), dessen Isopropylrest durch Carboxylierung aufoxidiert wird (C) (Abb. 1). Die
beiden benachbarten C-Atome (*) sind gut exponierte Angriffspunkte fiir weitere
Substitutionen (FISCHER 1993). Durch Hydroxylierung und anschlieBende Lactonbil-
dung (D) entsteht ein Germacranolid-Grundkérper (E). Daraus konnen durch intramo-
lekulare Ringschliisse entweder zwischen Cs und C,¢ Eudesmanolide (F) oder zwi-
schen C; und Cs Guajanolide (G) gebildet werden. Neben diesen drei Sesquiterpeniac-
tontypen sind noch Pseudoguajanolide und weitere von den Germacranoliden abgelei-
tete Derivattypen zu nennen (RODRIGUEZ et al. 1976).

Zur Biogenese des Sesquiterpenlactons Quinghaosu (= Artemisinin) liegen genauere
Ergebnisse vor (AKHILA et al. 1987, 1990).
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Abb. 1: Hypothetisches Biogeneseschema von Sesquiterpenlactonen und Longipinanen.

Vorkommen im Pflanzenreich

Diese Substanzgruppe konzentriert sich in ihrem Vorkommen hauptsichlich auf die
Familie der Asteraceae. Thre Derivate sind aber auch in anderen Familien der Angio-
spermen sowie bei den Cupressaceaen, Lebermoosen (Hepaticae) und Pilzen nach-
gewiesen worden (vgl. PICMAN 1986, RODRIGUEZ et al. 1976).

Sesquiterpenlactone gehéren zusammen mit den Polyacetylenen (vgl. BOHLMANN et al.
1973) zur charakteristischen Stoffausstattung der Asteraceae und konnten bisher in
allen Triben nachgewiesen werden. Aufgrund zahlreicher Ergebnisse cignet sich diese
Stoffgruppe sehr gut fiir die Charakterisierung verschiedener Verwandtschaftsgruppen
(HEGNAUER 1989). Besonders reich an Sesquiterpenlactonen sind die Triben Anthemi-
deae (mit Achillea, Artemisia, Chrysanthemum, Matricaria, Tanacetum), Cichorieae
(mit Cichorium, Taraxacum, Lactuca) und Heliantheae (mit Ambrosia, Helianthus,
Parthenium, Xanthium).
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Abb. 2: Strukturtypen der Guajanolidderivate.

Von den verschiedenen Sesquiterpenlactontypen innerhalb der Tribus Anthemideae
sind die azulenogenen Guajanolide besonders bekannt. Diese werden durch Wasser-
dampfdestillation in Azulen ibergefithit (STAHL 1954a, 1954b), welches in weiterer
Folge fiir die charakteristische blaue Farbe des 4therischen Oles verantwortlich ist.

Tab. 1: Literaturangaben iiber das Vorkommen verschiedener 6,7-Guajanolidtypen in Achillea.

“| LINDE & RAGAB 1967, SMOLENSKI et al. 1967, TSANKOVA &
+.1 OGNYANOV 1985, WHITE & WINTER 1963

BRUNO & HERZ 1988, EGLSEER 1990, EGLSEER et al. 1991, GLASL et
- al. 1994, STEFANOVIC et al. 1989

| KASTNER et al. 1991a, VERZAR-PETRI et al. 1980

KASTNER et al. 1991b, 1991c, 1991d, 1992a, OCHIR et al. 1991a,
1991b, VERZAR-PETRI et al. 1980

Innerhalb der 6,7-Guajanolide lassen sich bei Achillea der Achillin- und Matricarintyp
unterscheiden, ferner sind Matricin- und Artabsinderivate beschrieben worden (Abb. 2,
Tab. 1). Einzig in Achillea aspleniifolia sind 7,8-Guajanolide nachgewiesen worden
(KASTNER et al. 1990). Eudesmanolide (GLASL et al. 1993, GLASL et al. 1995,
ULUBELEN et al. 1988) und Germacranolide (KASYMOV & SIDYAKIN 1972, ULUBELEN
et al. 1990) gehéren auch zu den Inhaltsstoffen dieser Gattung. Uber Peroxide dieses
Genus berichtete BREUER (1992).

Biologische Aktivitiit

Uber die biologische Aktivitit der generell bitter schmeckenden Sesquiterpenlactone
informieren die beiden Reviews von PICMAN (1986) und RODRIGUEZ et al. (1976) so-
wie TEUSCHER und LINDEQUIST (1994).
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Als wohl prominentester Vertreter dieser Substanzklasse muB das als Anti-Malariamit-
tel eingesetzte Derivat Quinghaosu aus Arfemisia annua L. genannt werden
(KLAYMAN 1985). Vielfach beschrieben wurde im Zusammenhang mit Sesquiterpen-
lactonen das Auftreten von Demmatitis (DAVIES & KERSEY 1986, HAUSEN &
OESTMANN 1988, HAUSEN et al. 1991, MITCHELL et al. 1970, RUCKER et al. 1991).
Neben den vielfaltigen pharmakologischen Wirkungen der Derivate dieser Stoffgruppe
(antiddemat6s, antiphlogistisch, antitumoral, cytotoxisch, anthelmintisch, allergen,
antileukdamisch, mutagen, cytostatisch, antiplasmodial) (vgl. PICMAN 1986, s. auch
KOLODZIES 1993) HALL et al. 1979, 1987 wurde auch die Guajanolide niher untersucht
(AMMON & KNAUL 1992, KASTNER et al. 1993b, SAFAYHI et al. 1994, ZITTERL-
EGLSEER et al. 1991, s. auch WILLUHN 1987). Synergistische Wirkungen dieser Sub-
stanzen mit Derivaten anderer Substanzklassen (Flavonoide, Komponenten des atheri-
schen Oles) sind bislang noch nicht geklért.

Beziiglich der Struktur-Wirkungs-Beziehungen liegt noch keine klare Meinung vor
(vgl. PicMAN  1986:  275f). Sowohl die  Exomethylengruppe  des
o-Methylen-y-lactonringes als auch die Doppelbindung des a,B-ungesittigten Cyclo-
pentenonringes koénnen nukleophile Reaktionen mit schwefelhaltigen Aminoséauren
eingehen (KUPCHAN et al. 1970). Dieser Reaktionsmechanismus wird fiir das allergene
Potential dieser Derivate verantwortlich gemacht. Dariiber hinaus soll eine Hydroxyl-
gruppe in der unmittelbaren Nachbarschaft des Lactonringes eine Steigerung der bio-
logischen Aktivitit bewirken (FISCHER 1993). Ferner miissen wohl auch , differences
in physiology and biochemistry between various organisms affected by these com-
pounds® in Betracht gezogen werden (PICMAN 1986).

Longipinane

Die Entstehung der sehr seltenen Struktur der Longipinane kann mit einer anderen als
bei den Sesquiterpenlactonen dargestellten Cyclisierung des Famesols, bzw. Farnesyl-
pyrophosphats, erklirt werden (H in Abb. 1, S. 1166). Zwei weitere intramolekulare
Ringschliisse fithrten dann zu dem Grundgeriist (I) dieser Derivatengruppe.

Im Gegensatz zu den Sesquiterpenlactonen ist von den Longipinanen nur ein knappes
Dutzend an Derivaten bekannt. Diese Substanzen sind in verschiedenen Gattungen
(Artemisia, Stevia, Tanacetum, Lavandula, Scapania, Marsupella, Polypteris) nach-
gewiesen worden (CONNOLLY & HILL 1994). Erst in jiingster Zeit konnten zwei Deri-
vate auch aus Achillea isoliert und strukturell aufgeklart werden (FOLLRICH 1995,
FOLLRICH et al. 1995, GAVANELLI 1995).
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Bei der qualitativen Auswertung der Dinnschichtplatten (s. Kap. Phytochemische Un-

tersuchungen, S. 1177) wurden 9 Substanzen beriicksichtigt, von denen 7 ihrer Struk-
tur nach bekannt und als Sesquiterpene zu bezeichnen sind (Abb. 3).

Sesquiterpene

Sesquiterpenlaktone Longipinane

Eudesmanolide Guajanolide Longipinen-1-one

Angeloxyartabsin 13

Abb. 3: Strukturformeln der untersuchten Sesquiterpene.

Zum einen handelt es sich dabei um die beiden Longipinanderivate Longipinen-1-on
(6) und 7B3-Hydroxylongipinen-1-on (17), zum anderen um Sesquiterpenlactone. Von
diesen sind Arglanin (1) und sein Hydroperoxy-Derivat (2) Eudesmanolide, Achillicin
(11) und seine beiden Derivate Angeloxy- (13) und Tigloxyartabsin (10) sind proazu-
lenogene Guajanolide.

Die beiden Longipinenone konnten aus Achillea distans subsp. styriaca (FOLLRICH
1995, FOLLRICH et al. 1995, GAVANELLI 1995), die Eudesmanolide aus A. pratensis
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(GLASL et al. 1993, GLASL et al. 1995) isoliert werden. Uber die Verbreitung der hier
beriicksichtigten Guajanolide gibt Tab. 2 Auskunft. Weiters sind in den genannten Ar-

ten 3-Oxa-guajanolide nachgewiesen worden (KASTNER et al. 1991b, OCHIR et al.
1991a, SCHRODER et al. 1994).

Tab. 2: Literaturangaben iber das Vorkommen der drei proazulenogenen Guajanoliden Achillicin,
Angeloxyartabsin und Tigloxyartabsin in einigen Achillea-Arten.

A. roseo-alba | A. collina A. millefolium | A. millefolium
subsp. collina ’
Achillicin (11) KASTNER et | KASTNERet | VERZAR- CUONG al.
al. 1991a al. 1991d PETRI et al. 1979
1980
Angeloxyartabsin (13) — — ——
Tigloxyartabsin (10) —— -
Material und Methoden
Elternpflanzen

Vorangegangene Kreuzungsexperimente mit diploiden Achillea-Arten (4. aspleniifolia
VENT., A. setacea WALDST. & KIT.) (EGLSEER 1990, EHRENDORFER 1957) waren
wiederholt auf Schwierigkeiten gestoBen, da nur in wenigen Fillen reziproke Nach-
kommenschaften erhalten werden konnten. Von polyploiden Sippen hingegen ist be-
kannt, daB sie sehr leicht miteinander hybridisieren (EHRENDORFER 1963, HIESEY &
Nogs 1970).

Tab. 3: Elternpflanzen (Individualnummem, Artname, Herkunft) welche fur die interspezifischen
Kreuzungsexperimente verwendet wurden.

IdN : am Herkunft LR e e leglt
{14,17} |A. pratensis SAUKEL & | Osterreich, Steiermark; NO-Ecke eines |S.V.,
LANGER Steinbruches siidl. von Kurzheim, westl. | 8.6.1992
von Trofaiach (BMN 6701); loc. class.
{19, 21} | A. distans WALDST. & |Osterreich, Steiermark; Jakob/Mixnitz, |S.V.,
KIT. subsp. styriaca Eglauer-Klosch, Diirreggergraben zw. | 8.6.1992
SAUKEL & LANGER 1. & 2. Kehre (BMN 6703)
(ined.)
27 A. collina BECKER Osterreich, Niederosterreich; siidl. v.  [S.V.,
Kalksburg, nérdl. d. trigonometr. 30.6.1992
Punktes 345 (BMN 7806)
{47} A. ceretanica SENNEN-4x | Frankreich; Aveyron, Bozouls FE.,
(ined.) 12.9.1991
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Daher wurden als Elternpflanzen fiir die im Rahmen dieses Projektes durchgefiihrten
Hybridisierungsversuche tetraploide Individuen sowohl proazulenfreier als auch proa-
zulenhaltiger Sippen ausgewihlt (Tab. 3).

Die beiden proazulenfreien Individuen {14} und {17} (Abb. 4 bzw. Abb. 5) sind Ver-
treter der Species A. pratensis SAUKEL & LANGER (SAUKEL u. LANGER, 1992a). Diese
Art wurde von EHRENDORFER (1959) als tetraploider Cytotyp von A. roseo-alba
EHREND. klassifiziert. Die unter A. distans WALDST. & KIT: subsp. styriaca SAUKEL
& LANGER vorgestellten Pflanzen {19, 21} (Abb. 8 bzw. Abb. 6f.), ebenfalls proazu-
lenfrei, sind keine typischen Vertreter dieser als ,,DIS A” noch in Bearbeitung stehen-
den Gruppe (SAUKEL u. LANGER, 1992c). Dabei handelt es sich um eine der hexaploi-
den A. distans dhnliche Sippe, die jedoch tetraploid ist. Auffallend ist hier im Ver-
gleich zu A. pratensis die hohe Anzahl an Fiederzihnchen und der geringe Abstand
zwischen den Fiedern. Das proazulenhaltige Individuum {27} wurde A. collina
BECKER zugeordnet, neben dem atypisch reich verzweigten Bliitenstand fehlt die fiir
A. ollina charakteristische Behaarung (Abb. 9). Bei der ebenfalls proazulenhaltigen
Pflanze {47} (Abb. 10f)) handelt es sich um einen tetraploiden Cytotyp der diploiden
A. ceretanica SENNEN s.str. (EHRENDORFER unveréffentl.). Hier fallen vor allem die
fein zerteilten Blatter auf, die durch geringen Fiederabstand (FAB) und Fiederendzipfel
(FEZL, FEZB, Index) gekennzeichnet sind.

Zur weiteren Charakterisierung der Elternpflanzen sind in Tab. 10 (S. 1184) die In-
haltsstoffmuster und in Tab. 13 (S. 1189 einige morphologische Merkmaie aufgelistet.

Die Pflanzen wurden von Naturstandorten gesammelt und in den Versuchsgarten des
Institutes fiir Botanik und Lebensmittelkunde der Veterinirmedizinischen Universitit
Wien transplantiert. Das Individuum {47} war zuvor bis 13.7.92 im Versuchsgarten
des Botanischen Institutes der Universitit Wien in Kultur (ACH-10222/X; Sammlung
F. EHRENDORFER). ‘

Von den Elternindividuen wurden Belege im Herbarium des Institutes fiir Botanik und
Lebensmittelkunde der VMU Wien hinterlegt. Unter Mithilfe von Doz. SAUKEL
(Institut fiir Pharmakognosie der Universitit Wien) wurde das Pflanzenmaterial be-
stimmt (vgl. ADLER et al., 1994; SAUKEL u. LANGER, 1992a; 1992b; 1992c).



Abb. 4: Photo des Herbarbeleges von {14},
Achillea pratensis SAUKEL & LANGER.

Abb. 5: Photo des Herbarbeleges von {17},
Achillea pratensis SAUKEL & LANGER
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Abb. 6: Photo des Herbarbeleges von {21},
Achillea distans WALDST, & KIT. subsp. styriaca SAUKEL &
LANGER (Teil 1)

Abb. 7: Photo des Herbarbeleges von {21},
Achillea distans WALDST, & KIT. subsp. styriaca SAUKEL &
LANGER (Teil 2)
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Abb. 8: Photo des Herbarbeleges von {19},
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Abb. 10: Photo des Herbarbeleges von {47},
Achillea ceretanica SENNEN (4x) (Teil 1).

Abb. 11: Photokopie des Herbarbeleges von {47},
Achillea ceretanica SENNEN (4x) (Teil 2).
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Kreuzungsversuche

Tab. 4: Kreuzungsschema, Bezeichnung der F,-Nachkommenschaften und Angabe der Individual-
nummermn der Fi-Hybriden.

Species i » Q@ & |[Species Fi Fi-IdNr. -
A. pratensis 14 x 19 |A. distans subsp. styriaca 1419 | 475-581
A. pratensis 17 x 21 (A. distans subsp. styriaca 1721 | 725-851
A. distans subsp. styriaca |19 x 14 |A. pratensis 1914 | 582-683
A. distans subsp. styriaca {21 x 17 |A. pratensis 2117 | 852-973
A. distans subsp. styriaca |19 x 47 |A. ceretanica 1947 | 1007-1080
A. ceretanica 47 x 19 |A. distans subsp. styriaca 4719 | 1081-1097
A. ceretanica 47 x 27 |A. collina 4727 | 1098-1225

Fiir die Kreuzungen wurde primir darauf geachtet, sowohl Individuen mit dhnlicher als
auch mit unterschiedlicher Stoffausstattung zu kreuzen (Tab. 4).

Ausgehend von der Annahme ausschlieBlicher Fremdbefruchtung (vgl. Kap. Kreu-
zungsversuche, S. 1180) wurden Blitenstinde der Elternindividuen mit dem Sicht-
barwerden jeweils ihrer ersten Zungenbliiten mit einem Pergamentsickchen eingetiitet,
um eine unkontrollierte Bestiubung zu verhindern. Dazu wurde ein Schaumstoffstrei-
fen (ca. 5Smm breit, Scm lang) unterhalb des Blitenstandes mehrmals um die Achse
gewickelt, das Pergamentsackchen nach dem Einwickeln der beiden unteren Ecken an
diesen Stellen mit je einer Biiroklammer um den Schaumstoffstreifen herum fixiert und
mit einer Wiascheklammer an einem Bambusstecken befestigt. Die diallele Kreuzung
der Partner erfolgte dann im Stadium der Vollbliite durch vorsichtiges Aneinanderrei-
ben der Bliitenstinde (vgl. EGLSEER 1990, s. a. JEZEK 1989). Diese kontrollierte Be-
staubung wurde 1-4mal wihrend der darauffolgenden Tage wiederholt.

Fiir Selbstungsversuche mit Elternpflanzen wurden

- ein Bliitenstand im Pergamentsickchen belassen;
- 2 Bliitenstinde einer Pflanze gegenseitig bestaubt;
- vegetativ vermehrte Pflanzen miteinander gekreuzt.

Die Pergamentséickchen verblieben auf den Blitenstanden. Die abgetrockneten Inflo-
.reszenzen wurden geerntet, das Saatgut gereinigt. .

Die von verschiedenen Naturstandorten gesammelten Elternpflanzen wurden mit einer
Nummer {IdNr} gekennzeichnet. In weiterer Folge bezeichnet z. B. ,,1419” eine F)-
Nachkommenschaft (POP) mit {14} als Mutter und {19} als Vater, ,,1914” gilt fiir die
entsprechende reziproke Kreuzungsnachkommenschaft. Mit ,,141914” wurden beide
Nachkommenschaften der Kreuzungen 14 x 19 und 19 x 14 zusammengefaBt.
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Anbau der F,-Nachkommen

Der Anbau des Saatgutes und die Anzucht der Kreuzungsnachkommenschaften er-
folgte unter Glashausbedingungen (Tab. 5).

Tab. S. Glashausparameter fiir die Anzucht der Jungpflanzen.

TT(°C) | NT(°C) Licht (h)
Aussaat 20 12 11
Pikieren 20 12 11
1. Umtopfen 15 12 9

Das Saatgut wurde am 13.11.1992 in Kisten angebaut. Als Substrat wurde ED63 ver-
wendet. Die Keimlinge wurden am 9. und 10.12.1992 pikiert, ein Monat spéter in
Multitopfplatten a 38 Stiick, nach weiteren 4 Wochen in Multitopfplatten a 24 Stiick
gesetzt. In diesen wurden die Jungpflanzen Anfang April 1992 zum Abhirten ins Freie
gestellt. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte die Vergabe der Individualnummem {IdNr.} an
die F;-Individuen (s. Tab. 4, S. 1176).

Das Umtopfen der Pflanzen in Plastiktopfe 17x17x17 cm® und Aussetzen in diesen auf
der Versuchsflache in Kormeuburg/Wien erfolgte in der letzten Aprilwoche 1992. Die
Individuen wurden in aufsteigender Reihenfolge ihrer Individualnummem in die Erde
gesetzt, wobei jeweils die reziproken Nachkommenschaften nebeneinander zu stehen
kamen. Dabei betrug der Abstand von Topfmitte zu Topfmitte in der Reihe sowie zwi-
schen den Reihen je 50 cm.1

Herbarbelege einiger F,-Hybriden aus verschiedenen Nachkommenschaften wurden im
Herbarium des Institutes hinterlegt.

Phytochemische Untersuchungen

Die Untersuchung des Sesquiterpenmusters anhand von CH,Cly-Extrakten getrock-
neter Bliitenképfchen wurde mittels qualitativer Diinnschichtchromatographie durchge-
Die im Stadium der Vollbliite geernteten Infloreszenzen wurden in einem Umlufttrock-
ner bei einer Temperatur von T = 37-40°C getrocknet.

100 + 10 mg Blitenkdpfchen wurden in einer Eprouvette mit 1ml CH,Cl, p.A. versetzt
und 5 min im Ultraschallbad extrahiert. Mit einer Pasteurpipette, deren Spitze mit ei-
nem Wattebauschen umwickelt war, wurde der Extrakt in ein 1.5 ml-Reaktionsgefil
abpipettiert (KASTNER 1991). Uber Nacht verdampfte das Lésungsmittel. In 0.1 ml
CH,Cl, p. A. wurde der Riickstand aufgenommen, die Extrakte im Tiefkiihlfach
(T = -15°C) gelagert.

1 Bei den Versuchen des Jahres 1995 erwiesen sich jeweils 70 cm als ginstigerer Abstand.
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Tab. 6: Gerateparameter fir die Diinnschichtchromatographie.

Geritetyp : Linomat IV (Fa. CAMAG)

Probenvolumen . ; 13l

Breite der Startbanden I mm

Abstand zwischen deén Startbanden 4 mm

Abstand vom unteren Plattenrand. = | 10 mm

Abstand vom linken Plattenrand 15 mm

Applikationsgeschwindigkeit - - 5 sec/pl

Plattengr6Be , - . {10x10 cm?

Trigermaterial- - DC-Fertigplatten Kieselgel 60, F254 (Fa. Merck)
Schichtdicke ) o .10.25 mm

Nach dem Auftragen der Proben (Tab. 6) wurden 5 ml des Laufmittelgemisches, be-
stehend aus EtOAc/Et,O/n-Hexan (0.5 ml + 3.2 ml + 1.3 ml; siche Diinnschichtchro-
matographische Analysen, S. 1181) in einen Trog einer Camag-Doppeltrogkammer
gefiillt und die Platte ohne Kammersattigung mit einer Laufstrecke von 8 cm (in ca.
15 min) entwickelt.

Tab. 7: Detektion und Auswertung der untersuchten Substanzen (sortiert nach dem hRf-Wert).

Substanz. UV |EP-Reagens | AS-Reagens |hRf-Wert |hR,;-Wert*
Longipinenon (6) + — orange 85 104
unbekannt S5 e violett 82 100
Angeloxyartabsin (13) + blau braun 69 84
Tigloxyartabsin (10) + blau braun 64 79
Achillicin (11) + blau braun 49 60
unbekannt S4 — |— violett 48 59
Hydroperoxyarglanin (2) |[— |gelb — 38 46
Hydroxylongipinenon (17) |+ —. orange 33 41
Arglanin (1) — |[gelb — 31 38
Matricin** + blau braun 30

* hR,-Wert = (hRfs/hRfs5)*100
**Als Referenz eignet sich auch ein CH,Cl,-Bliitenkdpfchenextrakt proazulenhaltiger Kamille.

Die Detektion von 9 Substanzen (vgl. Abb. 3, S. 1169) erfolgte unter der UV-Lampe
(A = 256 nm) und mit zwei modifizierten Reagentien (s. Tab. 9, S. 1183). Als positiver
Nachweis galten neben dem hRf-Wert die fett geschriebenen Parameter in Tab. 7. Die
mit dem EP-Reagens blau gefirbten Substanzen bezeichnet man als Proazulene. Mit
Hilfe eines Index, bezogen auf die in allen untersuchten Individuen nachgewiesene
Substanz S5, ist es moglich, Unsicherheiten bei der Zuordnung der einzelnen
Substanzflecken abzuklaren (vgl. SCHUTZ 1992).

Der positive Nachweis von Hydroxylongipinenon (17) ist bei proazulenhaltigen Indivi-
duen kritisch zu bewerten, da andere Proazulene mit dem gleichen hRf-Wert die
orange Farbung dieser Substanz iiberdecken (kénnen).

Jede der Substanzen wurde mit ,, 0 fiir negativen und ,,1* fiir positiven qualitativen
Nachweis bewertet.
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Morphometrische Analysen

Diese Untersuchungen wurden an Herbarmaterial bzw. getrockneter Bliitendroge
durchgefiihrt. In Anlehnung an die dafiir vorgestellten MeBmethoden (SAUKEL &
LANGER 1992b) wurden folgende Merkmale erfaBt:

Abkiirzung |Merkmal MeBobjekt Einheit |{(N)

BLBO' Blattbreite Dauerpraparat mm | 1

BLLO' Blattlange Herbar mm |

BL_AREA' |Blattfliche =BLLO*BLBO mm? | 1

BSTL Bliitenstandslange Herbar mm 1

FAB' Fiederabstand =BLLO/FZ mm | 1

FAREASM' | Fiederfliche =FLSM*FBSM mm? | 1-2

FBSM' Fiederbreite in der Spreitenmitte Videophoto® mm | 1-2

FEZB1 Fiederendzipfelbreite Videophoto® pum | 1-2

FEZL' Fiederendzipfellinge Videophoto® pum 1-2

FLSM' Fiederlinge in der Spreitenmitte Videophoto® mm | 1-2

FRB' Fiederrhachisbreite Videophoto® um | 1-2

FZ' Fiederzah! (ohne Beriicksichtigung des 1
Ohrchens)

FZZMAX' |maximale Zihnchenzahl einer Fieder-|Dauerpriparat 1-2
hilfte + terminales Zahnchen

FZZMIN' |[minimale Zzhnchenzahl einer Fieder-|Dauerpriparat 1-2
hilfte + terminales Zahnchen

INL durchschnittliche Internodienlinge =PFL/KZ mm 1

I BL Index =BLLO/BLBO

I FEZ Index =FEZ1/FEZB

I F SM Index =FLSM/FBSM

1 ZBI1 Index : =ZBCRL/ZBZL

1 ZB2 Index =ZBZL/ZBZB

KZ’ Knotenzahl Herbar 1

PDMS Pollendurchmesser mit Stacheln mikroskopisches Priparat um | 20

PDOS Pollendurchmesser ohne Stacheln mikroskopisches Préparat pum | 20

PFL Pflanzenlinge Herbar mm 1

SUMFZZ |Zihnchenzahl einer Fieder =FZZMAX+FZZMIN 1-2

ZBCRL Corollrohrenlinge der Zungenbliite Videophoto® mm_ | 14

ZBZAREA |Fliche der Zunge der Zungenbliite =ZBZL*ZBZB mm? | 14

ZBZB groBte Breite der Zunge der Zungenbliite | Videophoto® mm | 14

ZBZL groBte Linge der Zunge der Zungenbliite | Videophoto® mm |14

'diese Merkmale wurden an dem Blatt erhoben, das an der Grenze vom mittleren zum obersten
Drittel des Hauptsprosses inseriert ist

*des Dauerpriparates
*gemessen von der SproBbasis bis zum Beginn des terminalen Kopfchenstandes

Alle mikroskopischen (Dauer)Priparate wurden zuerst in einer Chloralhydratlosung
(60%) aufgekocht. Die Dauerpriparate wurden in Glycerin-Gelatine eingebettet
(DEUTSCHMANN et al. 1984), mit einer Videoeinrichtung gefilmt und dber einen Vi-
deoprinter ausgedruckt. Im Vergleich mit einer mitphotographierten Mef3skala wurden
die Bilder morphometrisch ausgewertet.
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Statistische Auswertung

Die Auswertungen der erhobenen Daten wurde mit Hilfe des Statistikprogrammes
SPSS for Windows (v. 6.0) durchgefiihrt. Haufigkeitsverteilungen innerhalb der F,-Po-
pulationen wurden mit dem 32-Test auf dem 5%-Niveau gepriift.

Bei den Analysen der morphometrischen Daten (vgl. WITTENBERG & CRAMER 1992)
wurden zuerst alle MeBwerte und die aus diesen gebildeten MaBe (i.e. Indices, Sum-
men) auf thre Normalverteilung iiberpriift.?2 In den anschlieBenden Analysen mittels
einfacher Varnanzanalyse (oneway, Bonferroni-Holm-Test) wurde auch die Varianz-
homogenitit gepriift (Levene's Test). Da diese jedoch nicht fiir alle Merkmale gegeben
war, wurde zur Priifung signifikanter Unterschiede zwischen den Fi-Nachkommen-
schaften auch der nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Test eingesetzt.

Ergebnisse

Kreuzungsversuche

Alle Selbstungsversuche mit Elternpflanzen verliefen negativ. Das bestitigt die sehr
hohe homogenetische Inkompatibilitit der Pflanzen, wie sie fir die Gattung Achillea
aus vorangegangenen Arbeiten bereits bekannt ist (EGLSEER 1990, EHRENDORFER
1957).

Tab. 8: Ergebnisse der Kreuzungsversuche: Anzahl der Samen, TKG und GréBe der
F,-Nachkommenschaften (POP).

~Kreuzung" Pikieren . | Feld-Anbau
14x19 107 1419 107
19x14 102 1914 102
17x21 128 1721 127
21x17 122 2117 122
19x47 75 1947 74
47x19 17 4719 17
47x27 128 4727 128

Die Kreuzungsversuche zwischen den Arten hingegen erbrachten mit Ausnahme von
2747 positive Ergebnisse (Tab. 8). Die Saatgutausbeute war in allen Fillen ausrei-
chend, nur bei 47 x 19 lag sie weit unter der der anderen Kreuzungen. Das (errechnete)
Tausendkomgewicht (TKG) der beiden Kreuzungen mit A. pratensis als Mutter
(14 x 19, 17 x 21) zeigte hohere TKG-Werte als die beiden reziproken Kreuzungen.

2 Dazu wurden stem & leaf-plots sowie Wahrscheinlichkeits- und trendbereinigte
Wahrscheinlichkeitsplots intuitiv  beurteilt. Weitere statistische Tests (Vergleich von
arithmetischem Mittel mit dem Median und dem Modus; Signifikanztests von Steilheit und Schiefe
der Verteilungskurven;, Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest an eine Normalverteilung) bestitigten
fiir alle Variablen eine (% gleichmiBige) Normalverteilung.
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Zwischen 19 x 47 und 47 x 19 waren derartige Unterschiede nicht zu beobachten,
wobet hier zu bemerken ist, daB bei 47 x 19 nur 17 Samen geerntet wurden. Das TKG
von 47 x 27 zeigte kaum Unterschiede zu dem der beiden letztgenannten Kreuzungen.

Anbau der F, Hybriden

Wie aus Tab. 8 ersichtlich, sind bei der Anzucht der Jungpflanzen unter Glashausbe-
dingungen vernachlédssigbare Verluste aufgetreten.

Durch das Einsetzen in Topfen wurde die zu erwartende, sehr starke Auslduferbildung
auch im 2. Jahr des Bestandes (i.e. 1994) noch vollstindig unterdriickt. Dabei mufite
jedoch die leichtere Handhabbarkeit der Individuen fiir weitere Kreuzungsversuche
aufgegeben werden, da die Pflanzen tief in den Boden hinein wurzelten und somit ei-
ner Umpflanzung zumeist eine sehr lange Erholungsphase folgte. Auf der anderen
Seite konnte die Unkrautbekimpfung ohne groBeren Zeitaufwand durchgefithrt wer-
den.

Phytochemische Untersuchungen
Diinnschichtchromatographische Analysen

Zu Vergleichszwecken sollten die Bliitenkopfchenextrakte der beiden Elternpflanzen
zusammen mit jeweils einigen der entsprechenden F;-Nachkommen auf einer
DC-Platte analysiert werden. Dazu war es notwendig, mit einem einzigen Laufmittel-
gemisch zur Trennung aller Hauptkomponenten zu arbeiten, welches mit Hilfe des
PRISMA-Modells (NYIREDY et al. 1985) entwickelt wurde.

Im ersten Durchgang wurden 10 Losungsmittel aus den 8 Losungsmittelgruppen gete-
stet und durch Verdiinnen mit Hexan die Rf-Werte zwischen 0.2 < Rf < 0.8 eingestellt
(Losungsmittelstirke St = 2.7). Da keines fiir sich allein positive Ergebnisse erbrachte,
wurden EtOAc, CHCI; und Et,O fiir das weitere Vorgehen ausgewihit. In verschiede-
nen Selektivititspunkten (Ps = 333, 811, 181, 118) bei der oben gewihlten Losungs-
mittelstirke von St = 2.7 zeigten sich bei Ps = 118 gute Trennergebnisse. Die weitere
Optimierung ergab im Selektivititspunkt Ps = 208 die beste Trennung.

Die Identifikation und Zuordnung der Verbindungen erfolgte mittels zweidimensiona-
ler Diinnschichtchromatographie, wobei das zweite Laufmittelgemisch (LM2) routine-
maiBig bei den Untersuchungen am Institut fiir Pharmakognosie verwendet wird (vgl.
S. 1162) (KASTNER et al. 1991c). Dabei ergab sich fiir die Proazulene keine Verbes-
serung (Abb. 12). Fiir Arglanin (1) und Hydroperoxyarglanin (2) bzw. die Substanzen
S4 und S5 hingegen konnten bessere Trennungen erzielt werden (Abb. 13).3

3 In den beiden Abb. 12 und Abb. 13 kennzeichnen hervorgehobene Substanzflecken (UV-
Loschung, gleiche Muster stellen gleiche Farbungen dar (s. Tab. 7, S 1178). LMI:
EtOAc/Et0/n-Hexan (0.5 ml + 3.2 ml + 1.3 ml); LM2: CHC15/CH3COCH3 (4.5 ml +
0.5 ml).
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Abb. 12: Vergleich der Analysenergebnisse mittels zweidimensionaler DC mit den beiden Laufmit-
telgemischen LM1 und LM2 anhand des Blitenkdpfchenextraktes der proazulenhaltigen Eltern-
pflanze A. ceretanica (Typ B1 {47}).
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Abb. 13: Vergleich der Analysenergebnisse mittels zweidimensionaler DC mit den beiden Laufimit-
telgemischen LM1 und LM2 anhand der Blitenkdpfchenextrakte proazulenfreier Individuen der
F,-Population 1721 (Typ Al {777}, Typ A2 {794}).
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Verwendet man das von STAHL (1967) angegebene Reagens (fiir den Nachweis von
Proazulenen) zum Bespriihen der Platten, so lassen sich die beiden Eudesmanolide
Arglanin (1) und Hydroperoxyarglanin (2) als gelb gefirbte Zonen nachweisen. Ver-
wendet man es in derselben Konzentration auch zum Tauchen der Diinnschicht-
platten, sind die beiden Substanzen vom stark gelb gefarbten Untergrund nicht mehr
zu unterscheiden. Daher wurden beide Nachweisreagentien mit den entsprechenden
Lésungsmitteln unter langsamem Riihren verdiinnt (Tab. 9), womit ein gezielter
Nachweis dieser Verbindungen méglich war.

Tab. 9: Nachweisreagentien fur die dinnschichtchromatographischen Analysen.

EP-Reagens AS-Reagens ,
Sml | A. dest. Slg EtOH p.A.
5g 85% Phosphorsiure 6g konz. Schwefelsdure
50g | Eisessig 3g Anisaldehyd

250mg | p-Dimethylaminobenzaldehyd

'y’erdzinnt mit = . S
300m! | A. dest. 240g  |EtOHp.A.

Inhaltsstoffmuster der Elternpflanzen

Die als Elter verwendeten Pflanzen aus den beiden Sippen Achillea pratensis {14,
17} und A. distans subsp. styriaca {19, 21} waren proazulenfrei. Wahrend Argla-
nin (1) zusammen mit einer noch nicht aufgekldrten Substanz S4 und Longipine-
non (6) (FOLLRICH 1995, FOLLRICH et al. 1995) fiir die zwei A. distans subsp. sty-
riaca-Individuen charakteristisch waren (Typ A1), kennzeichnete der positive Nach-
weis von Arglanin (1) und Hydroperoxyarglanin (2) die beiden A. pratensis-Pflanzen
(Typ A2) (GLASL et al. 1993, GLASL et al. 1995). Drei azulenogene Guajanolide,
Achillicin (10) und dessen Angeloxy- (13) und Tigloxyderivat (10), konnten bei dem
Elter {47} (A. ceretanica) nachgewiesen werden (Typ B1). Fiir Tigloxyartabsin (10)
konnte bei {27} (4. collina) kein positiver Nachweis durchgefiihrt werden (Typ B2)
(vgl. CUONG et al. 1979, KASTNER et al. 1991c, KASTNER et al. 1991d, VERZAR-PETRI
et al. 1980). In allen Elternpflanzen wurde die ebenfalls noch nicht aufgeklirte Ver-
bindung S5 nachgewiesen (Tab. 10).
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Tab. 10: Inhaltsstofftypen und deren Stoffmuster der Elternpflanzen.

Species A. distans A pratensis | A. ceretanica  A. collina
' subsp. :
;- styriaca .
Substanz . |- {IdNr} {19, 21} {14,17} | . {47} {27}
Achillicin (11) . .
Tigloxyartabsin (10) .
Angeloxyartabsin (13) . .
Hydroxylongipinenon (17)
Longipinenon (6) .
Hydroperoxyarglanin (2) .
Arglanin (1) . .
S4, unbekannt .
S5, unbekannt . . . .
Typen': xEton i) Al ' A2 - Bl - B2
o - proazulenfrei :  proazulenhaltig. .-

Inhaltsstofftypen und deren Stoffmuster in den Fi-Nachkommenschaften

Bei den F,-Hybriden konnten sowohl die Stofftypen und -muster der Elternpflanzen
als auch neue beobachtet werden (Tab. 11, S. 1185). Dabei war wiederum die
Komponente S5 in allen Individuen nachweisbar. Die Unterteilung in die beiden
Gruppen ,,proazulenfrei” und ,,proazulenhaltig” blieb erhalten, d.h. bei keinem Indi-
viduum konnten Eudesmanolide und Guajanolide zusammen beobachtet werden.

Bei der proazulenfreien Gruppe konnten wie bei den Elternpflanzen die beiden Typen
Al und A2 unterschieden werden, die sich durch die stark negative Korrelation zwi-
schen den Substanzen S84 und Hydroperoxyarglanin (2) ergab. Dabei wurden Indivi-
duen, bei denen nur S4, bzw. (2) nachgewiesen werden konnte, dem erst-, bzw.
zweitgenannten Typ zugeordnet. Ebenfalls zu dieser Gruppe wurden auch diejenigen
Individuen gezihlt, bei denen nur die Verbindung S5 nachgewiesen werden konnte
(Typ A3). In einem einzigen Fall wurden bei dem Individuum {826} aus der
F,-Nachkommenschaft 1721 neben den beiden Longipinenonen (6) und (17) die Sub-
stanzen (1), (2) und S4 detektiert (Typ A4).

Innerhalb der proazulenhaltigen F,-Pflanzen konnten neben den Inhaltsstoffmustern
der Elternpflanzen mehrere neue beobachtet werden. Da sich dabei keine so klare
Unterscheidungsméglichkeit wie bei den proazulenfreien Individuen ergab, wurden
die drei Guajanolide Achillicin (11) und dessen beiden Derivate (10) und (13) zum
Typ B1, nur zwei dieser drei zum Typ B2, nur jeweils eines zum Typ B3 und unbe-
kannte Verbindung/en zum Typ B4 zusammengefaft.
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Tab. 11: Inhaltsstofftypen und deren Stoffmuster innerhalb der Fi1-Populationen.

Substanz*
(11) . . . .
(10) o | e . .
(13) . . . .
an v v/ v v]iv]es]lv]v viv
(6) v v|v viv|eelv| v v v v
(2) . . .
) . . .
S4 . . .
S5 e ofe ol e e el e o o] o |
Typen | .Al:.| ‘A2 ]A3]A4|B1| . B2 - B3 - B4
' s . ciproazulenfrei . | proazulénhaltig <. -

*s. vorhergehende Tabelle

Longipinenon (6) (FOLLRICH 1995) und sein Hydroxyderivat (17) (GAVANELLI 1995)
lieBen sich sowohl bei proazulenfreien als auch bei proazulenhaltigen Individuen
nachweisen (vgl. dazu unter Kap. Phytochemische Untersuchungen, S. 1181) und
sind daher(...und sind daher) in der Tab. 11 mit ,v” (variabel) gekennzeichnet.
Aufgrund ihres von den Sesquiterpenlactonen abweichenden Grundgeriistes lieBen sie
sich in einer eigenen Gruppe mit den folgenden drei Inhaltsstofftypen
zusammenfassen:

e Typ L1 mit Longipinenon (6)
¢ Typ L2 mit Hydroxylongipinenon (17)
¢ Typ L3 mit Longipinenon und Hydroxylongipinenon (6, 17).

Dabei zeigte sich, daB die Typen L2 und L3 neue Kombinationen darstellen, welche
in keiner der Elternpflanzen beobachtet werden konnten (s. Tab. 10, S. 1184).

In Summe konnten in allen untersuchten F -Nachkommenschaften 38 verschiedene
Inhaltsstoffmuster bestimmt werden.

Verteilung der Inhaltsstofftypen in den F;-Nachkommenschaften

In allen F -Populationen konnten proazulenhaltige Individuen beobachtet werden
(Abb. 14). Ho6chst bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang, daB in den
4 Nachkommenschaften proazulenfreier Elternpflanzen 1419, 1914, 1721 und 2117
8-16% proazulenhaltige Individuen auftraten. Es wurde jedoch bei der Auswertung
der Diinnschichtchromatogramme keine semiquantitativen Unterschiede beriicksich-
tigt, obwohl sich schon mit dieser Methode bei den Guajanoliden deutliche Konzen-
trationsunterschiede zwischen den proazulenhaltigen Nachkommen proazulenfreier
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und proazulenhaltiger Elternpflanzen feststellen lieSen. Im Falle der Kreuzung zweier
proazulenhaltiger Individuen (47 x 27) konnte das Merkmal ,,proazulenhaltig” bei
100% der Nachkommen positiv nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der reziproken
Kreuzung 19 x 47, bzw. 47 x 19 lassen auf den ersten Blick deutliche Unterschiede
zwischen den beiden Nachkommenschaften erkennen. Dabei muB jedoch beriicksich-
tigt werden, daB die StichprobengroBSe bei 4719 nur 17 Individuen umfaBt (s. Tab. 8)
S 1180, sodaB die Ergebnisse nicht vorbehaltios iibernommen werden soliten.

100%

80%

Wproazulenhaltig
{27, 47}

Cproazulenfrei
{14,17,19, 21)

60% -

40%

20%

0%

1419 1914 1721 2117 1947 4719 4727
(105) (98) (104) (94) {(73) (17) (125)

POP (N)

Abb. 14: Qualitativer Proazulennachweis: Relative Verteilung proazulenfreier und proazulen-
haltiger Individuen in den F,-Nachkommenschaften unter Angabe der Stichprobengrofie (N).

Die Inhaltsstoffmuster der proazulenfreien Individuen konnten zum Grofiteil einem
der beiden Typen, Al oder A2, zugeordnet werden (vgl. Tab. 11, S. 1185). Diese
Individuen wurden ausgewihlt und eine Hiufigkeitsverteilung der beiden Typen er-
stellt (Abb. 15). Mit Ausnahme von 4727 lassen sich beide Typen in allen Nach-
kommenschaften nachweisen, wobei der Typ Al stets der hdufigere ist. Das Verhilt-
nis der Haufigkeiten liegt durchschnittlich bei 55:45, nur bei 4719 zeigt sich ein
3:1-Verhiltnis.

100% RTyp A1
80% (1y 9p 21}
60%
40%
a
20% {Tfyf /1%
0% \ proazulenhaltig
1418 1914 1721 2117 1947 4719 4727 {47. 27} b

81) (@9 (95 (78 (69 (120 (0) !
POP (N)

Abb. 15: Relative Verteilung der beiden Inhaltsstofftypen Al und A2 in den F,-Nachkommen-
schaften unter Angabe der Stichprobengrofie (N).
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Tab. 12: Relative Verteilung der Guajanolidmuster (Proazulene) (in %) bei den proazulenhaltigen
Pflanzen der F,-Nachkommenschaften unter Angabe der StichprobengroBie (N).

POP | V) | (11,13,10) (11,13) (11,10) " | (13,10) | (1D l (13)j(10) | —
1419 | I4 64 29 7
1914] 9 44 11 22 22
1721] 9 56 11 33
2117| 16 56 19 6 6 6 |6
19471 4 25 50 25
4719 5 100
47271125 65 30 1 2 1 1

Typen Bl B2 B3 —

proazulenhaltige Eiternpflanzen...{27, 47}

Bei den proazulenhaltigen F,-Pflanzen (Tab. 12) trat in (fast) jeder Population der
Typ Bl mit den Guajanoliden Achillicin (11), Tigloxyartabsin (10) und Angeloxyar-
tabsin (13) als der hdufigste auf, unabhidngig davon, ob in den Elternpflanzen dieses
Inhaltsstoffmuster zu beobachten war oder nicht (vgl. Tab. 10, S. 1184). Innerhalb
des Typs B2 konnte Vergleichbares auch fiir das (11, 10)-Muster festgestellt werden
und stellt einen weiteren Trend in den untersuchten Populationen dar. Im Gegensatz
dazu bildeten einige Individuen (30 %) der Nachkommenschaft 4727 als einzige das
Proazulenmuster mit (11) und (13) aus, welches bei der Eltempflanze {27} nachge-
wiesen wurde. Das (13, 10)-Muster konnte bei Nachkommen sowohl von 1419 und
1914 als auch von 4727 beobachtet werden. Der Typ B3 reprisentiert das Vorkom-
men jeweils einer der genannten Substanzen allein. Hier zeigt sich, daB Angeloxyar-
tabsin (13) allein nur bei F -Individuen der 4727-Nachkommenschaft festgestellt
wurde. Dariiber hinaus konnte bei einem Individuum der Population 2117 ein anderes
als die drei genannten Proazulene nachgewiesen werden.

Wihrend bei den vier erstgenannten F-Nachkommenschaften zwischen den rezipro-
ken Kreuzungen kaum Unterschiede auftraten, waren bei den beiden F,-Populationen
mit jeweils einem proazulenhaltigen Elter, 1947 und 4719, sehr deutliche zu beobach-
ten: Im Gegensatz zu 1947 konnte bei 4719 nur der Typ B1 nachgewiesen werden,
wobei jedoch in beiden Fillen der Umfang der Stichprobe sehr klein war.

Aufgrund ihres von den Sesquiterpenlactonen abweichenden Grundgeristes wurden
die beiden Derivate Longipinenon (6) und Hydroxylongipinenon (17) in einer eigenen
Gruppe zusammengefalit. Konnten eines oder beide dieser Derivate nachgewiesen
werden, wurde das in einem ersten Schritt als positiver Longipinenonnachweis mit
,»1” bewertet (Abb. 16). In den F,-Populationen mit je einem longipinanpositiven El-
ter (1419, 1914, 1721, 2117, 1947, 4719) zeigte sich ein Verhdltnis von 1:1 zwischen
longipinanpositiven zu -negativen Individuen, wobei die longipinanpositiven Indivi-
duen bei den beiden letztgenannten Nachkommenschaften mit mehr als 50% vertreten
sind. Trotz der erwidhnten analytischen Schwierigkeiten bei der Detektion von (17)
wurde dieses Derivat in keinem Fi-Individuum von 4727 nachgewiesen, wihrend der
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positive Nachweis von (6) fiir alle Hybriden dieser Nachkommenschaft ausgeschlos-
sen werden kann (s. unter Kap. Phytochemische Untersuchungen, S. 1177).

100%
80%
o W positiv
600/" {19, 21}
40% Bnegativ
20% {14, 17,27, 47

0%

1419 1914 1721 2117 1947 4719 4727
(107) (100) (105) (97) (73) (17) (125)

POP (N)

Abb. 16: Qualitativer Longipinenonnachweis: Relative Verteilung positiver und negativer Indivi-
duen in den F,-Nachkommenschaften unter Angabe der Stichprobengrofie (N).

Wie bereits unter Kap. Inhaltsstofftypen und deren Stoffmuster ... (S. 1184f)
erwidhnt, konnten innerhalb der longipinanpositiven F,-Individuen drei Typen
unterschieden werden (Abb. 17): Typ L1 mit (6) kam am héaufigsten vor, Typ L3 mit
dem (6, 17)-Muster folgte in der Haufigkeit des Aufiretens an zweiter Stelle. Eine
Ausnahme bildeten in dieser Hinsicht die beiden Populationen 2117 und 4719: Hier
stand an zweiter Stelle der Typ L2 mit Hydroxylongipinenon (17), welcher sonst mit
der geringsten Hiufigkeit auftrat.

100% -
80%
HTyp L3
60% P
40% ETyp L2
ETyp L1
20% {19, 21)
0% -

1419 1914 1721 2117 1947 4719 4727
(50) (53) (53) (52) (44) (10) (125)

POP (N)

Abb. 17: Relative Verteilung der drei Longipinenontypen in den einzelnen F,-Nachkommen-
schaften unter Angabe der StichprobengroBe (N).
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Morphometrische Untersuchungen

Fir die morphologischen Untersuchungen konnten nur von einer geringen Anzahl
von F -Individuen Herbarbelege angelegt und ausgewertet werden, eine groBere
Stichprobe stand jedoch fiir die Beobachtung der Pollendurchmesser (PDMS) und
Zungenbliitenmerkmale (ZBCRL, ZBZL, ZBZB)4 zur Verfiigung.

Der Vergleich der Elternindividuen (Tab. 13) zeigte deutliche Unterschiede zwischen
{14}, A. pratensis, und {47}, A. ceretanica, wihrend {19}, A. distans subsp.
styriaca, eine intermedidre Stellung zwischen diesen beiden einnahm. Besonders
deutlich waren sie bei den Merkmalen Fiederabstand (FAB), Fiederendzipfel-
breite (FEZB), Fiederlinge (FLSM) und I_FEZ (=FEZL/FEZB) zu erkennen. Bei
{47} zeigten alle Variablen auler der Internodienliange (INL) kleinere MeBwerte als
die beiden anderen Individuen.

Tab. 13: Statistisch signifikante Unterschiede in einigen morphologischen Merkmalen zwischen
den Fi-Populationen (unter Angabe der jeweiligen StichprobengroBe) im Vergleich mit den Werten
der Elternpflanzen.

Merkmal* |  (Einheit) | {14} | {19} |{47} (1419 |1914 |[1947 .|4719
BLBO mm 24 20 16 A A AB B
BL_AREA 21 mm’ 1536 1340 |1008 |A AB AB B
FAB mm 500 3,88 [225 |A AB BC C
FBSM mm 9,26 |7,50 495 |A AB B B
FEZB mm 667 491 444 A A AB B
FLSM mm 14,26 110,83 |8,75 |A AB BC C
FRB mm 1093 | 903 491 A A AB B
FZZMAX 16 23 15 A A AB B
FZZMIN 15 20 12 A A AB B
INL mm 23,6 127, 323 (A A AB B
I_FEZ 1,22 1,57 291 A A AB B
PDMS mm 33,97 |31,55 [2697 A A B B
*_..s. Kap. Morphometrische Untersuchungen, S. 1189
{14}...A. pratensis, {19}...A. distans subsp. styriaca, {47} .. A. ceretanica
StichprobengrdBen:
Merkmale . c b ] 1419 11914 11947 - | 4719
}3[15%8, FAB, FBSM, FEZB, FLSM, FRB, FZZ, INL, 9 7 15 9
PDMS, ZBCRL, ZBZL, ZBZB 32 28 31 16

4 Fir diese Merkmalsgruppe war die Varianzhomogenitit nicht gegeben. Somit wurden die
statistischen Analysen mit dem nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt.
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Da das Individuum {19} fiir jede der untersuchten F,-Populationen als Elter zur Ver-
fligung stand, wurden die vier Nachkommenschaften 1419, 1914, 1947 und 4719 zu-
sammen verglichen. In der Tabelle 13 sind die signifikanten Unterschiede zwischen
den Populationen durch einzelne, verschiedene Buchstaben gekennzeichnet. Zwei
Buchstaben driicken Ahnlichkeiten zu den entsprechend gekennzeichneten anderen
Nachkommenschaften aus. So waren sich die Individuen von 1419 und 1914 z.B. in
der Blattbreite (BLBO) déhnlich, unterschieden sich jedoch deutlich von den
4719-Hybriden. Die F,-Nachkommen von 1947 dagegen zeigten Ahnlichkeiten zu de-
nen sowohl von 1419 und 1914 als auch von 4719.

Die bei den Elternpflanzen festgestellten Unterschiede spiegelten sich in den vier un-
tersuchten F -Populationen wieder. So unterschieden sich 1419 und 4719 in allen un-
tersuchten Merkmalen signifikant, wihrend 1914 und vor allem 1947 eine inter-
medidre Stellung zwischen diesen beiden Nachkommenschaften einnahmen. Dies war
besonders deutlich bei den beiden Merkmalen Fiederabstand (FAB) und Fieder-
linge (FLSM) zu beobachten.

Zu dhnlichen Ergebnissen fiihrten auch die Untersuchungen der Pollendurchmesser
(PDMS) und Zungenbliitenmerkmale (ZBCRL, ZBZL, ZBZB) (Tab. 14; Abb. 18,
S. 1191). Dabei kennzeichnen in der Tabelle die verschiedenen Buchstaben Merk-
male, bei denen signifikante Unterschiede zwischen den Hybridpopulationen 1419,
1914, 1947 und 4719 bestehen. So unterschieden sich z.B. 1419 und 1914 im Pollen-
durchmesser (Merkmal A..PDMS) signifikant von 1947 und 4719, wihrend ent-
sprechende Unterschiede der Zungenbreite der Ziingenbliite (D...ZBZB) nur zwischen
1419 und 1947, bzw. 4719 festgestellt werden konnten.

Tab. 14: Statistisch signifikante Unterschiede zwischen F,-Nachkommenschaften in einigen mor-
phologischen Merkmalen.

: 1419 o 1914, U 1947 -
1947 ACDE AE —
4719 _ |AD AB BE

A..PDMS; B...ZBCRL; C...ZBZL; D...ZBZB;
E...I_ZB1 (ZBCRL/ZBZL); F...1_ZB2 (ZBZL/ZBZB)

Zunichst fiel auf, daB8 nur beim Pollendurchmesser (PDMS) eine klare Trennung zwi-
schen den beiden Nachkommenschaftsgruppen 141914 und 194719) erkennbar war.

In den Zungenbliitenmerkmalen existierten zwischen den beiden reziproken Kreuzun-
gen 1419 und 1914 kaum Unterschiede, obwohl die beiden Eltemindividuen {14}
und {19} insbesondere in der Zungenbreite (ZBZB) voneinander verschieden waren.
In den F,-Nachkommenschaften lieBen sich jedoch nur an die von {19} angenéherten
Werte wiederfinden. Ahnliches wurde auch bei den beiden anderen Merkmalen
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(ZBCRL, ZBZL) beobachtet. Es ist jedoch zu beachten, daB die fiir {14} (4. praten-
sis) angegebenen MeBwerte an der unteren Grenze der fiir diese Art beschriebenen
Variationsbreite liegen (SAUKEL & LANGER 1992a).

Zwischen den beiden anderen reziproken Nachkommenschaften, 1947 und 4719, lie-
Ben sich in der Corollrohrenldnge (B...ZBCRL) und in weiterer Folge dem Index
(E...1_ZB1) deutliche Unterschiede bestimmen. In der Zungenbreite (ZBZB) hinge-
gen waren keine Unterschiede festzustellen. Interessant war, daB die Indexwerte
[_ZB2 (ZBZL/ZBZB) von 4719 sehr gut mit dem von {47} vergleichbar sind, wih-
rend sie in der reziproken Nachkommenschaft an die von {19} angenihert erschei-
nen. Dariiber hinaus waren die Indexwerte fiir ZBCRL/ZBZL immer kleiner 1, wie
sie fir den GroBteil der Sippen des Achillea millefolium-Komplexes typisch sind
(SAUKEL & LANGER 1992c).

35

30

2,5

20

BAzpzL

1,0 . . - . . (zszs
N= 1 11 111 111 32 32 2 28 28 28 31NN 16 16 16

14 19 47 1419 1914 1947 4719

Abb. 18: Vergleich der Zungenbliitenmerkmale dreier Eltempflanzen und deren F,-Kreuzungs-
nachkommenschaften unter Angabe der Stichprobengrofie (N).

Im Zuge der intensiven Bearbeitung der Achillea millefolium-Gruppe konnten von
SAUKEL & LANGER (1992c) positive Korrelationen zwischen den Merkmalen Inter-
nodienlinge (INL), Fiederabstand (FAB) und Fiederrhachisbreite (FRB) festgestellt
werden. Dieser Zusammenhang wurde bei den hier untersuchten F,-Hybriden eben-
falls gefunden.
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Diskussion

Kreuzungsexperimente

Mehrere Kreuzungsversuche haben gezeigt, dal zwischen den diploiden Achillea-Ar-
ten deutliche Kreuzungsbarrieren existieren, die bei Polyploiden geringer sind oder
vollig zunicktreten (EGLSEER 1990, EHRENDORFER 1957, 1959, JEZEK 1989). Bei Po-
lyploiden sind haufig Hybridschwirme zu beobachten (SAUKEL & LANGER 1992a,
WAGENITZ 1979), wobei Individuen sowohl der gleichen als auch verschiedener Ploi-
diestufen miteinander bastardisieren kénnen (EHRENDORFER 1963, HIESEY & NOBS
1970). Dadurch wird u.a. die Artabgrenzung innerhalb des Achillea millefolium-
Komplexes erschwert.

Fiir die Durchfiihrung der Kreuzungsexperimente wurde davon ausgegangen, daf§ die
homogenetische Inkompatibilitit bei den verwendeten Sippen sehr hoch ist. Dies be-
stitigen sowohl vorangegangehe Versuche (EGLSEER 1990, JEzEK 1989) als auch ei-
gene, mit den Elternpflanzen durchgefiihrte Selbstungen, welche bisher kein (bzw.
kein keimfahiges) Saatgut erbrachten. Somit ist anzunehmen, daB bei der kiinstlichen
Bestiubung der Bliiten (s. Kap. Kreuzungsversuche, S. 1176) nur jeweils fremde
Pollenkémer auf den Narben der miitterlichen Pflanzen keimten. Andererseits konnte
GRAHLE bereits 1952 von einer Nachkommenschaft aus einer Selbstung berichten,
wihrend Kreuzungen zu keinen Ergebnissen gefiihrt haben sollen.

Die Saatgutertrige mit 100-200 Achinen/Infloreszenz fielen insgesamt gut aus
(s. Tab. 8, S. 1180). Grundsitzlich bestitigt dies, daB Hybridisierungen zwischen den
erwihnten Sippen vorkommen (kdnnen), wie dies von Beobachtungen natiirlich vor-
kommender Populationen bereits bekannt ist (s.0.).

Bei der Kreuzung 47 x 19 mit nur 17 F -Individuen konnten interspezifische Kreu-
zungsbarrieren Ursache fiir den geringen Samenansatz sein. Nicht auszuschlieBen ist,
daB es bei wiederholten Bestiubungsversuchen zu Verletzungen der Narben gekom-
men sein kann.

Diinnschichtchromatographische Analysen

Aufgrund der hohen Anzahl an zu untersuchenden F -Hybriden stellte die diinn-
schichtchromatographische Analyse der Bliitenkopfchenextrakte die Methode der
Wahl dar. Dazu wurde eigens fiir die Fragestellung der vorliegenden Arbeit ein
Laufmittelgemisch entwickelt (s. Kap. Diinnschichtchromatographische Analysen, S.
1181), wobei die Zuordnung zu Reinsubstanzen mittels zweidimensionaler DC in Zu-
sammenarbeit mit dem Institut fiir Pharmakognosie der Universitit Wien durchge-
fiihrt wurde.
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Parallel zu den hier durchgefiihrten Untersuchungen wurden im Rahmen des Pro-
jektes 113 F-Nachkommen aus 1419, 1914, 1947 und 4719 mit DC und GC-FID
(tlw. GC-MS) untersucht (WELZEL 1995). Dabei wurden sowohl Bestandteile des
itherischen Oles als auch nichtfliichtige Sesquiterpen/lacton/e erfaBt. Es zeigte sich,
daB die Ergebnisse der gaschromatographischen Analysen im Bereich von 40-80 Mi-
nuten der Chromatogramme mit den Aussagen der diinnschichtchromatographischen
Untersuchungen beinahe zu 100% korrelieren und auch mit den Daten der vorliegen-
den Arbeit gut verglichen werden kénnen.

0]

H O

o

0 o

Tauremisin Santamarin

Abb. 19: Strukturformeln der beiden Eudesmanolide Tauremisin und Santamarin.

Dariiber hinaus konnte WELZEL zwei weitere Eudesmanolide, Tauremisin und Santa-
marin (Abb. 19), in zahlreichen Hybriden nachweisen. Diese Verbindungen stellen
keine Markersubstanzen dar und wurden in der vorliegenden Arbeit auch nicht erfaBt.
Zudem 148t sich Tauremisin diinnschichtchromatographisch nur in sehr hohen Kon-
zentrationen nachweisen (GLASL 1995).

Wihrend die qualitative Analyse von Longipinenon (6) ohne Schwierigkeiten durch-
gefithrt werden konnte, mufl der positive Nachweis von Hydroxylongipinenon (17)
vor allem bei proazulenhaltigen Pflanzen kritisch bewertet werden, da andere Deri-
vate mit dem gleichen hRf-Wert diese Substanz iiberlagern kénnen. Dies gilt im spe-
ziellen fiir entsprechende Individuen der beiden Gruppen 194719 und 4727.

Zur Meiose tetraploider Pflanzen

Bei tetraploiden Pflanzen ist grundsitzlich zwischen Auto- und Allotetraploiden zu
unterscheiden. Im idealen Fall konnen wahrend der Meiose I bei Autotetraploiden
alle Chromosomen miteinander hybridisieren, bei Allotetraploiden paaren nur jeweils
die homologen Chromosomen der beiden Genome miteinander. Tatsdchlich finden
sich zwischen diesen beiden Extremen Uberginge.

In der Regel werden diese beiden Typen an der Anzahl der Multivalente wihrend der
Meiose I unterschieden. Trotzdem ist die SchluBfolgerung ,keine Multivalente >
keine Autopolyploidie” nicht zuldssig, da z.B. bei der autohexaploiden Art Phleum
pratense L. nur Bivalente in der Meiose I beobachtet wurden. Zum anderen ist von
allohexaploiden Weizensorten bekannt, dal ein Gen fiir die Bivalentbildung verant-
wortlich ist. Mit dem Fehlen desselben sind Multivalentbildungen zu beobachten
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(vgl. CAUDERON 1986). Somit ist der Hypothese ,,Bivalente - allopolyploid” auch
nicht uneingeschrinkt zuzustimmen. Die Erfahrung zeigt aber, daB sich Allo-
tetraploide wiahrend der Meiose I &dhnlich diploiden Organismen verhalten
(Amphidiploidie) und eine Interpretation der Spaltungsmuster quasi auf diploidem
Niveau moglich ist (WRICKE & WEBER 1986). Somit kénnten beobachtete Spal-
tungsmuster entsprechende Riickschliisse erlauben.

Nach bisherigen Beobachtungen sind bei polyploiden Schafgarben wihrend der
Meiose 1 hauptsidchlich Bivalente zu beobachten (EHRENDORFER 1957, LOIDL et al.
1990, REHBERGER et al. 1994). Wenngleich man fiir die Elternpflanzen Allo-
tetraploide annehmen kann, stehen bestitigende Untersuchungen noch aus.

Vererbung der Inhaltsstofftypen

Innerhalb des Themenkreises ,,Vererbung bioaktiver Naturstoffe” gibt es eine Reihe
von experimentellen Ergebnissen liber die Vererbung von Alkaloiden (z.B. Papaver,
Lupinus) sowie von Bestandteilen dtherischer Ole (z.B. Mentha, Ocimum, Perilla,
Thymus, Salvia).5 Zusammenfassend treten dabei zwei Aspekte in den Vordergrund:

(1) Die Biogenese von Naturstoffen ist stark genetisch determiniert, iber die Sub-
stanzklassen hinaus bis hin zur Ausbildung von Stereoisomeren (z.B. MURRAY et
al. 1980, RAJAONARIVONY et al. 1992).

(2) Zwischen reziproken Nachkommen, bzw. Nachkommenschaften bestehen in der
Regel keine qualitativen Unterschiede in den Inhaltsstoffmustern, bzw. -typen
(z.B. GUPTA 1994, KOEZUKA et al. 1986). Dies 1dBt auf eine kerngenetische Re-
gulierung solcher Erbgénge schlielen (BUSCHMANN & SPRING 1993).

Unter diesen Voraussetzungen werden im Folgenden jeweils beide Nachkommen-
schaften der reziproken Kreuzungen zusammengefaBt (141914, 172117, 194719 und
4727), da eigene Ergebnisse in der Verteilung der Inhaltsstoffmuster (s. S. 1185ff.)
keine deutlichen Unterschiede zwischen den reziproken Nachkommenschafien zei-
gen. Sind dennoch deutliche Unterschiede zu beobachten, so sind diese in erster Linie
auf den geringen Umfang der Stichproben zuriickzufiihren. Damit soll versucht wer-
den,

» Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen den reziproken Nachkommen-
schaftsgruppen verschiedener Eltern aufzuzeigen,

+ Interpretationsmoglichkeiten der beobachteten Aufspaltungen anzubieten,

- anhand eines sehr vereinfachten Biogeneseschemas eventuelle Schlisselpositio-
nen in der Biosynthese zu kennzeichnen.

5 Zudem finden in der Pflanzenziichtung bioaktive Naturstoffe immer hiufiger als effektive
Selbstschutzmechanismen der Pflanzen Beriicksichtigung (vgl. WINK 1988). Dariiber hinaus wird
bereits versucht, mittels gentechnischer Methoden die Biogenese einzelner Derivate gezielt zu
beeinflussen (z.B. SMITH et al. 1988; KENNEDY et al. 1993; CARRON et al. 1994).
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Die Vermutung, daB die Eltemindividuen - von Naturstandorten gesammelt - hetero-
zygot sein miissen, findet Bestdtigung in der Aufspaltung in verschiedene Inhalts-
stofftypen in den F,-Populationen. Dies legt nahe, daB es sich bei den Elternindivi-
duen um eine heterozygote F -Generation handelt und sich deshalb die nichste Gene-
ration hochstwahrscheinlich 4hnlich einer F, verhilt und aufspaltet.

Ebenso wie bei der Diplomarbeit von WELZEL (1995) konnte auch im Rahmen dieser
Arbeit eine Vielzahl an Stoffmustern beschrieben werden (s. Kap. Inhaltsstofftypen
und deren Stoffmuster..., S. 1184f.). Im Gegensatz zu WELZEL sollen hier aber die
Spaltungsmuster jeweils fiir die verschiedenen Derivatengruppen diskutiert werden,
da sich so (mogliche) biogenetische Zusammenhinge besser darstellen lassen.

Proazulenogene Guajanolide

Nachdem STAHL 1952 fiir Achillea den Nachweis erbracht hatte, daB8 die Bildung von
Azulen genetisch fixiert ist, folgten bei Kamille detailliertere Untersuchungen zu die-
ser Fragestellung mit dem Ergebnis, daB das Merkmal ,,azulenhaltig” rezessiv vererbt
wird (FRANZ & WICKEL 1985, HORN et al. 1988, TETENYI 1961).

Fafit man nun in der vorliegenden Untersuchung jeweils die beiden reziproken Nach-
kommenschaften zusammen (s.0.), so sind in den drei Nachkommenschaftsgruppen
191419, 172117, 194719 je ca. 10% proazulenhaltige F -Pflanzen zu finden (Abb.
20), unabhingig davon, ob die Elternpflanzen proazulenhaltig sind oder nicht. Daf3
nun (1.) bei 194719 der geringere Teil der Gruppe proazulenfiihrend ist und (2.)
Nachkommen proazulenfreier Eltern (191419, 172117) proazulenhaltig sein kénnen,
erhirtet die Annahme, daB das Merkmal ,,proazulenhaltig” auch bei Achillea rezessiv
vererbt wird. Dies findet eine Bestitigung in dem Ergebnis, dal bei 4727 100% der
Nachkommen proazulenhaltig sind, wie es fiir den Vererbungsgang eines rezessiven
Merkmales nicht anders zu erwarten ist.

100%

80%

60% B proazulenhaltig

40% {27, 47}
Bproazulenfrei

20% {14, 17,18, 21)

0%

141914172117 194719 4727
(203) (198) (S0) (125)

POP (N)

Abb. 20: Qualitativer Proazulennachweis: Relative Verteilung der beiden Typen in den reziproken
F,-Nachkommenschaften unter Angabe der Stichprobengrofie (N).
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(—)-trans-Isopiperitenol (—)-Isopiperitenon

SN \
(—)-Limonen HO,, 0
_—
X X

(—)-trans-Carveol (—)-Carvon

Abb. 21: Umsetzung von (—)-Limonen zu C,- und C,-oxygenierten Monoterpenen in Mentha
(CROTEAU 1991).

Bei keinem der hier untersuchten F,-Nachkommen konnten mit der verwendeten
qualitativen Analysenmethode (s. Kap. Phytochemische Untersuchungen, S. 1177ff.)
Eudesmanolide und proazulenogene Guajanolide nachgewiesen werden, d.h. die bei-
den Typen ,,proazulenfrei” und ,,proazulenhaltig” schlieBen einander aus. Diese Be-
obachtung deutet darauf hin, daB die intramolekulare Cyclisierung des Germacrano-
lids eine Schliisselposition einnimmt (,,Proazulenschalter”), wobei entweder Eudes-
manolide oder Guajanolide gebildet werden (vgl. Abb. 1, S. 1166: (E) - (F), bzw.
(E) > (G)).

Enzyme, welche die Biosynthese in die eine oder andere Richtung lenken, sind bei
Mentha genauer untersucht worden (z.B. CROTEAU et al. 1986, MURRAY et al. 1980,
RAJAONARIVONY et al. 1992, vgl. FRaNz 1993). So wird z.B. (—)-Limonen in
M. x piperita L. zu C,i-oxygenierten Substanzen (z.B. (—)-Isopiperitenon), in
M. fcrispa zu C,-oxygenierten Derivaten (z.B. (—)-Carvon) umgesetzt (Abb. 21),
wobei sich die beiden (—)-Limonen-Hydroxylasen nur geringfiigig voneinander un-
terscheiden (CROTEAU 1991).

Entgegen den oben erwihnten Beobachtungen konnte mittels GC-FID bei den beiden
proazulenhaltigen F,-Individuen {509} und {510} aus der Kreuzung 14 x 19 neben
Proazulenen auch geringe Mengen an Eudesmanoliden nachgewiesen werden
(WELZEL 1995). Vergleichsweise konnten BUSCHMANN & SPRING (1993) bei Nach-
kommen dialleler Kreuzungen zwischen Helianthus-Arten Sesquiterpenlactone der
Mutter- und der Vaterpflanze nachweisen. Ein derartiger additiver Effekt konnte bei
den untersuchten F-Hybriden im allgemeinen jedoch nicht festgestellt werden (vgl.
Tab. 10 und Tab. 11, S. 1184f).
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Femer scheinen auch Umwelteinfliisse die Ausbildung der einen oder anderen Deri-
vatengruppe zu beeinflussen. So berichteten FIGUEIREDO et al. (1992a, 1992b) von
Achillea millefolium L. subsp. millefolium, daB geklonte Pflanzen® nur an einem
Standort Proazulene in nachweisbaren Mengen ausbildeten. Weiters konnten in den
Bliitenkdpfchen von Artemisia douglasiana BESS. (Asteraceae) im Frithjahr Eudes-
manolide (Arglanin, Douglanin) nachgewiesen werden, im Herbst jedoch wurden aus
dem Material derselben Pflanze7 Guajanolide (Arteglasin A und B) isoliert (LEE et
al. 1971).

Somit scheint die Tendenz zur Akkumulation entweder von proazulenogenen Guaja-
noliden oder von Eudesmanoliden innerhalb der A. millefolium-Gruppe genetisch de-
terminiert. Weiters kann sie scheinbar auch noch durch duBiere Faktoren beeinfluBt
werden. In wie weit dies der Fall ist, miiBten gezielte Untersuchungen zeigen.

DaB proazulenhaltige Individuen in den Nachkommenschaften proazulenfreier Eltern-
pflanzen gefunden wurden, legt weiters die Vermutung nahe, daB es proazulenhaltige
Individuen innerhalb als proazulenfrei geltender Taxa (z. B. 4. pratensis) geben mu8
(vgl. SAUKEL & LANGER 1992a). Dariiber hinaus kann z. B. 4. collina als ein typisch
proazulenfiihrendes Taxon erklirt werden, da ein rezessiv vererbtes Merkmal, wel-
ches von beiden Eltern weitergegeben wird, nur derartige Phianotypen zulift.

Unter der Annahme, daB nur homozygot rezessive Typen (pppp) proazulenogene
Guajanolide ausbilden kénnen, soll nun versucht werden, fiir tetraploide Individuen
die beobachteten Verhiltnisse mittels eines Punnett’schen Quadrates rekonstruieren
(Tab. 15). Dabei ergeben sich fiir allotetraploide Pflanzen mit einem oder mehreren
crossing-over zwischen den homologen Chromosomen derselben Genome folgende
Gametenverhiltnisse: PPxpp PP pp fiihrt zu Pp:pp (1:1), bei PPxpp PPxpp ergeben
sich Gameten PP:Pp:pp im Verhiltnis von 1:2:1. Damit lassen sich in der Nachfolge-
generation homozygot rezessive Genotypen mit einer Hiufigkeit von 12.5% rekon-
struieren.

Tab. 15: Rekombinationsméglichkeiten von Gameten zur Bildung des Merkmales ,,proazulenhaltig”.

PPxpp. . pppp:  PPxpp PPxpp
PP 2Pp pp

Pp
pp pppp  12.5%
YTy " PPxop_ PP -
PP 2Pp PP

PP PPPP 25%

6 »The plants in the Canecao Garden of Almada originated from explants of plants growing in the
Botanical Garden of Lisbon.”

7 The mature plant was that growing on the same rootstock from which the spring growth was
collected. ...”
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Tab. 16: 1x’-Werte fur die gepriften Verhiltnisse der verschiedenen Inhaltsstofftypen bei drei
Nachkommenschaftsgruppen.

Typen 141914 172117 194719
Proazulen - +
7 I 0.3651 0.0028 —
proazulenfrei Al A2
9 7 1.3559 0.1256 1.4832
Longipinane - +
1 1 0.0048 0.3168 3.6000
7 9 3.5446 1.4965 0.5143
L1 L2 L3
9 3 4 2.9935 1.1630 0.2305

Priift man die beobachteten Verhiitnisse mittels x’-Test, so erhilt man fiir ein Ver-
hiltnis von 7:1 bei 141914 und 172117 sehr gute Werte (Tab. 16). Bei 194719 jedoch
kann {47} nur eine Sorte von Gameten bilden (pp). Damit ergibt sich ein Verhiltnis
von 3:1, welches jedoch nur bei der zahlenmiBig kleinen F -Population 4719 zu be-
obachten war.

Innerhalb der proazulenfiihrenden Individuen ergibt sich fiir die einzelnen Guajano-
lidmuster bei der Zusammenfassung der F -Populationen zu Nachkommenschafts-
gruppen keine wesentliche Anderung zu Tab. 12 (S. 1187). Jedoch mu8 hervorge-
hoben werden, daB der Guajanolidtyp B1 mit Achillicin (11), Angeloxyartabsin (13)
und Tigloxyartabsin (10) in 194719 und 4727 mit zumindest einem proazulenhaltigen
Elter um ca. 10% hiufiger als in den beiden anderen Gruppen zu beobachten ist. Fer-
ner ist (13) in 4727 mit 98% sehr viel oOfter als in den anderen
F,-Nachkommenschaften, das Muster mit (11) und (13) nur in dieser Population
nachgewiesen worden.

Daraus 1}t sich folgem, daB auch die Ausbildung der einzelnen Proazulenmuster ge-
netisch determiniert ist. Voraussetzung dafiir ist jedoch, daB ein ,,Proazulenschalter”
die Biogenese iiberhaupt in diese Richtung lenkt. Vergleichsweise ist die Reduktase,
welche (—)-Isopiperitenon zu (+)-cis-Isopulegon umsetzt sowohl in der Krauseminze
als auch in M. piperita nachgewiesen worden. Allerdings findet sie nur in letzterer
das geeignete Substrat, da sie hochselektiv Derivate mit der A”-3-Keto-Gruppe um-
setzt (CROTEAU 1991). Diese entsprechende Vorstufe wird aber ausschlieBlich durch
die (—)-Limonen-Hydroxylase von M. piperita zur Verfiigung gestellt (vgl. Abb. 21,
S. 1196).

Als Hinweis auf die mogliche cytoplasmatische Beeinflussung bei der Vererbung der
hier untersuchten proazulenogenen Guajanolide konnten die Ergebnisse von 1947 und
4719 verstanden werden, da in letztgenannter F,-Population ausschlieBlich der
Typ B1 detektiert wurde. Jedoch erlaubt die sehr geringe StichprobengroBe zur Zeit
keine eindeutige Beurteilung. In diesem Zusammenhang ist es sehr bedauerlich, da
die reziproke Kreuzung zu 47 x 27 keine Nachkommen ergab, da es von groBem In-
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teresse gewesen ware, ob das (11, 13)-Muster mit gleicher oder anderer Haufigkeit in
dieser Nachkommenschaft festgestellt hitte werden kénnen.

Proazulenfreie Inhaltsstofftypen

Bei den proazulenfreien Individuen lassen sich die beiden Inhaltsstofftypen Al
und A2 (mit S4, bzw. Hydroperoxyarglanin (2) als Leitsubstanzen) unterscheiden.
Vergleicht man die Haufigkeiten der beiden Typen bei 141914, 172117, 194719 (vgl.
Abb. 15, S. 1186), so ist jeweils ein Verhdltnis von 9:7 (Typ A1:A2) gegeben (vgl.
Tab. 16, S. 1198). Dies gilt auch fir 194719, obwohl {47} proazulenhaltig ist.

Analog zu den Ergebnissen der proazulenogenen Sesquiterpenlactone muf hier offen-
sichtlich der ,,Proazulenschalter” deaktiviert sein, um in weiterer Folge die Synthese
von Eudesmanoliden zu erméglichen. So ist auch Santamarin (Abb. 19, S. 1193) nur
in proazulenfreien Individuen nachgewiesen worden (WELZEL 1995).

In diese Gruppe wurden aber auch jene F -Individuen gestellt, bei denen neben Lon-
gipinenonderivaten nur die unbekannte Verbindung S5 nachgewiesen werden konnte
(Typ A3, s. Tab. 11, S. 1185). Dieses Inhaltsstoffmuster, zweifelsohne die interes-
santeste Rekombination, macht deutlich, da neben Guajanoliden oder Eudesmanoli-
den auch noch ganz andere Biogeneseschritte moglich sind.

Longipinenonderivate

Da sowohl bei proazulenhaltigen als auch bei proazulenfreien F,-Pflanzen Longipine-
nonderivate nachgewiesen werden konnten, kann angenommen werden, dafl diese
Derivate unabhidngig von den Sesquiterpenlactonen vererbt werden. Vererbungsstu-
dien bei Matricaria chamomilla haben gezeigt, daB das proazulenogene Sesquiterpen-
lacton Matricin unabhéngig von Bisaboloiden vererbt wird (FRANZ & WICKEL 1985,
HORN et al. 1988).

Die beobachteten 1:1-Verteilungen zwischen longipinenonpositiven bzw. -negativen
Individuen in den reziproken Nachkommenschaftsgruppen wurden durch den y’-Test
(p<5%) bestitigt. Fiir 194719 erhilt man allerdings bessere F-Werte, wenn auf ein
Verhiltnis von 9:7 gepriift wird (Tab. 16, S. 1198).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von WELZEL (1995) konnte Hydroxylongipine-
non (17) sowohl alleine (Typ L2) als auch zusammen mit Longipinenon (6) (Typ L3)
beobachtet werden. Die Verteilung der insgesamt drei Longipinenontypen
(s. S. 1184ff.) zeigt dann in den F -Nachkommenschaftsgruppen 141914, 172117 und
194719 ein 9:3:4-Verhiltnis (Abb. 22). Eine ebenfalls mit dem x’-Test (p<5%) durch-
gefiihrte Uberpriifung bestitigt diese beobachteten Werte (Tab. 16, S. 1198). Eine
Erkldrung fiir die Ubereinstimmung in den drei Gruppen ist wiederum méglich, wenn
in der Biogenese dieser beiden Derivate ein vorgeschalteter ,,Longipinenonschalter”
angenommen wird.
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Abb. 22: Relative Verteilung der Longipinenontypen in den reziproken F,-Nachkommenschaften
unter Angabe der Stichprobengroe (N).

Da sowohl bei {27} als auch bei {47} mittels GC keine Longipinenone nachgewiesen
werden konnten (GLASL 1995), ist es nicht weiter verwunderlich, daf3 in 4727 trotz
der erwihnten analytischen Schwierigkeiten keine derartigen Derivate detektiert wer-
den konnten.

Das Spaltungsverhiltnis von 9:3:4 fir L1:L2:L3 kann auf diploidem Niveau mit
Epistasie erklirt werden, wobei zwei Gene ein Merkmal beeinflussen. Im vorliegen-
den Fall werden aber zwei Merkmale, nimlich Longipinenon (6) und sein Hydroxy-
derivat (17), beobachtet.

Fiir die Longipinenone stellt sich die Frage, ob beide Derivate aus einer Vorstufe ent-
stehen, welche jedoch nicht erfaBt wurde, oder ob (6) durch Dehydroxylierung aus
(17) - oder umgekehrt durch Hydroxylierung - entstehen kann. -

Die erste Moglichkeit konnte mit muitipler Allelie erklért werden, wobei dem Typ L3
ein Gleichgewicht von je zwei Allelen L° fiir (6) und L" fiir (17) zu Grunde liegt. Bei
Mentha konnten damit unterschiedliche Verhiltnisse von (—)-Menthon : (+) - Isomen-
thon erkldrt werden (MURRAY et al. 1980).

Bei der zweiten Mdglichkeit kann fiir den Umsetzungsschritt ein Gen (Enzym) ange-
nommen werden, wobei der Typ L3 mit (6) und (17) durch einen Gen-Dosis-Effekt
erklirt werden kénnte: LL LL fiir Typ L1 (6), LL 1l fir Typ L3 (6, 17), 1111 fur
TypL2 (17). Wie aus der quantitativen Genetik bekannt, bewirkt ein
Gen-Dosis-Effekt ein ,mehr” an Produkt, nicht aber - wie in diesem Fall - die Ent-
stehung eines neuen Derivates. Allerdings wurde mit diesem Modell bei Perilla frute-
scens (L.) BRITT. die Ausbildung dreier Typen (Perillaldehyd; Limonen und Perillal-
dehyd; keines der beiden Derivate) erklart (KOEZUKA et al. 1986).
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Morphologische Ergebnisse

Generell zeigen die morphologischen Merkmale in den untersuchten
F,-Nachkommenschaften eine grole Variationsbreite, wie sie fiir die verschiedenen
Sippen der A. millefolium-Gruppe typisch ist (vgl. SAUKEL & LANGER 1990).

Im Gegensatz zur Vererbung der Sesquiterpene konnten bei den morphologischen
Merkmalen tendenzielle Unterschiede zwischen den reziproken F -Populationen ge-
funden werden. Diese sind zwischen 1947 und 4719 deutlicher als zwischen
1419 und 1914 ausgeprégt. Das liegt daran, daB sich die beiden Elternpflanzen {14},
A. pratensis, und {19}, A. distans subsp. styriaca, nicht sehr deutlich voneinander
unterscheiden, wihrend {47}, A. ceretanica, von den beiden erstgenannten klar dif-
ferenziert werden kann (vgl. Tab. 13, S 1189). Aus ,,Verschiedenheiten zwischen den
reziproken F,-Serien” von A. aspleniifolia x A. setacea hatte EHRENDORFER bereits
1963 auf den méglichen cytoplasmatischen EinfluB bei der Vererbung morpho-
logischer Merkmale hingewiesen. Dieser EinfluB auf die Vererbung morphologischer
Merkmale lieBe sich daher noch besser studieren, wenn sehr unterschiedliche Typen
miteinander gekreuzt wiirden. Andererseits beobachteten HIESEY & NOBs (1970) ein-
heitliche F -Populationen, die erst in der Folgegeneration in verschiedene Habitus-
typen aufspalteten.

In keinem Fall kann bei den F,-Hybriden ein Zusammenhang zwischen morpho-
logischen Charakteristika und den Inhaltsstoffmustern festgestellt werden (vgl.
TETENYI et al. 1963). Dies hatte man z.B. aufgrund der unterschiedlichen Blitter zwi-
schen der proazulenfreien {19} und der proazulenhaltigen {47} erwarten kdnnen.
Eine genauere Beurteilung dieser Zusammenhinge wird an einer gréBeren Stichprobe
erfolgen miissen.

Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden tetraploide Individuen aus vier verschiedenen Sippen
der Achillea millefolium-Gruppe (A. ceretanica SENNEN [tetraploider Cytotyp] (ined.), A4. collina
BECKER, A. pratensis SAUKEL & LANGER, A. distans WALDST. & KIT. subsp. styriaca SAUKEL &
LANGER (ined.)) (Asteraceae) diallel miteinander gekreuzt. Inhaltsstoffmuster und morphologische
Merkmale der aus Samen gezogenen F,-Hybriden wurden untersucht.

Die Bestimmung von 5 Sesquiterpenlactonen, 2 Longipinenonderivaten und 2 unbekannten Ver-
bindungen anhand von CH,Cl,-Extrakten getrockneter Bliitenkdpfchen erfolgte mittels qualitativer
Dinnschichtchromatographie und erbrachte folgende Ergebnisse:

+ Klar unterscheidbare Inhaltsstoffmuster sowohl der Eltern- als auch der F,-Individuen wurden zu
verschiedenen Inhaltsstofftypen zusammengefalt.

+ Die Aufspaltung in verschiedene Sesquiterpentypen in den F,-Populationen bestitigt die Hetero-
zygotie der Parentalpflanzen.
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* Mit der gewahiten analytischen Methode konnte keine Rekombination zwischen proazulenfreicn
und proazulenhaltigen Stoffmustern festgestellt werden.

* Alle Individuen aus einer Kreuzung zweier proazulenhaltiger Elternpflanzen waren proazulen-
fihrend.

+ F,-Populationen proazulenfreier Eltern zeigten zwischen 8-16% proazulenhaltige Pflanzen.
» Das Merkmal ,,proazulenhaltig” diirfte rezessiv vererbt werden.

+ Longipinenone konnten sowohl bei proazulenfreien als auch bei proazulenhaltigen Individuen
nachgewiesen werden.

Erste morphometrische Analysen einer kleinen Stichprobe zeigten, daB zwischen den beiden
F,-Populationen aus reziproken Kreuzungen keine Unterschiede bestehen.

Der Grofiteil der F,-Populationen bot auf der Versuchsflache ein in sich homogenes Bild, einzelne
Nachkommenschaften erwiesen sich jedoch als sehr heterogen.
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