Kemien bag blomsters farvestoffer

Blomsternes farve spiller en vaesentlig rolle i naturen. De tiltrekker insekter til bestovning,
og for mennesker har de betydning i produktionen af prydplanter. Hvordan kan man
forudsige blomsterfarver, og hvad er kemien hag?
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Planternes evne til at syntetisere en bestemt gruppe natur-

stoffer, de siakaldte anthocyaniner, er baggrunden for forskel-
lige farver og nuancer i blomster, der gér fra orange, rgd, rgd-
violet til bla (figur 1). Gule og orange farver skyldes derimod
ofte carotenoider, der tilhgrer en anden gruppe af naturstoffer,
der ogsé optreeder som farvestoffer i bl.a. frugt og grgntsager.

phenoler [1,2]. Anthocyaninerne bestar af et aglycon, et sakaldt
anthocyanidin, der er glycosyleret med forskellige sukkerarter.
De enkelte glycosider kan sa igen vere acyleret med aromati-
ske syrer som f.eks. ferulasyre og kaffesyre og/eller mindre
organiske syrer saisom malonsyre.

Grundfarven af det enkelte anthocyanin bestemmes af dets

Figur 1. Blomster forekommer i forskellige nuancer og farver her illustreret ved Alstroemeria-blomster. Den gule farve i blomsterne skyldes tilstedeveerelsen af
carotenoider. (a) Buket af Alstroemeria-arter og -hybrider, (b) Blomster fra Alstroemeria-hybrider, (c) Variation af blomsterfarver hos Alstroemeria aurea

Graham.

Eksempelvis er pigmenterne i gule og orange liljer og morgen-
fruer carotenoider. Anthocyaniner hgrer til flavonoiderne, der
er den stgrste stofgruppe blandt naturligt forekommende
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anthocyanidin, der typisk har absorbans mellem 500-650 nm.

De mest almindelige anthocyanidiner i blomster er pelargoni-
din, cyanidin, peonidin, delphinidin, petunidin og malvidin, og
de mest udbredte anthocyaniner er anthocyanidin 3-glucosider
og 3,5-diglucosider (figur 2). [1,2,3].

Foradling af blomsterfarver er foregaet intensivt i artier, men
ofte ved tilfeldige krydsningsforsgg. Kendskab til indhold og
nedarvning af anthocyaninerne synes at kunne malrette foraed-
lingen af nye blomsterfarver.

Anthocyaniner omdannes let til farvelgse forbindelser i
plantecellernes pH-omrade, og de burde derfor ikke spille
nogen rolle som farvestoffer. At anthocyaniner alligevel udggr
den vigtigste gruppe af naturlige farvestoffer skyldes forskelli-
ge stabiliseringsmekanismer, der bl.a. involverer kopigmenter
og anthocyaninernes acylgrupper.

Kopigmentering, intramolekylrstabling og selvassociation

De enkelte anthocyanidiner er tillagt bestemte farver (figur 2).
Farvetonerne athenger af faktorer som pH, kopigmentering,
intramolekylarstabling, selvassociation og evnen til at
kompleksbinde til forskellige metalioner [3,4]. Sidstnevnte
forer til meget stabile metalloanthocyaniner.

Figur 2. Eksempler pd simple og udbredte naturligt forekommende anthocya-
niner (anhydrobaseform).
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Figur 3. £ndringer i strukturen af anthocyaniner i vandig oplgsning som
Sfunktion af pH (Glc = sukkerdel).

I sterkt surt miljg (pH < 2.5) danner anthocyaniner stabile
flavyliumioner, hvis farve normalt er rgd eller orange. I svagt
surt til neutralt milj¢ (pH ~ 4-7) dannes f@rst den rgdviolette
anhydrobase, der dog hurtigt omdannes til en farvelgs pseudo-
base ved hydrering (figur 3). Inde i blomstercellerne er pH
imellem 4 og 6, hvilket betyder, at ligevegten skitseret i figur 3
er forskudt til fordel for pseudobaser, med mindre anhydro-
baserne stabiliseres.

Kopigmentering har ud over en bathochromisk (forskydning
af absorption til lengere bglgel@ngde) effekt pa anthocyaniner-
nes absorptionsspektre og dermed farven ogsé en stabiliserende
effekt pa anthocyaninerne.

De mest almindelig kopigmenter er flavoner, men ogsa
polyphenoler som f.eks. leucoanthocyanidiner kan agere som
kopigmenter. Ved kopigmentering mellem et anthocyanin og et
flavon er der hovedsagelig tale om intermolekyl@re hydrofobe
interaktioner mellem de to pigmenter. Denne form for hydrofob
stabling stabiliseres yderligere ved hydrofile glycosidgrupper
pa anthocyaninet og flavonen via hydrogenbindinger (figur 4).
Anthocyaniner, der indeholder en aromatisk acylgruppe, danner
mere stabile kopigmentkomplekser med flavoner end ikke-
acylerede anthocyaniner. Anthocyaniner, der indeholder to eller
flere aromatiske acylgrupper som f.eks. violdelphin og campa-
nin [5] (figur 5), stabiliseres i hgjere grad ved intramolekylar-
stabling (»sandwich«) end ved kopigmentering [3-6].

Ved en intramolekyl@rstabling (»sandwich«) er der tale om
samme mekanisme som ved kopigmentering. Her stables
aromatiske syrer og/eller mindre organiske syrer bundet til
glycosiddelen af anthocyaninet intramolekylart over og under
anthocyanidinstrukturen (figur 4).
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Figur 4. Stabiliseringsmekanismer for anthocyaniner i planteceller.
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Figur 5. Eksempel pa to anthocyaniner, campanin og violdelphin, der
indeholder adskillige aromatiske acylgrupper og som er med til at give
Campanula-blomsterne deres intense bld farve.
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Figur 6. Eksempel pa selvassociation af anthocyaniner.

Ved relativt hgje koncentrationer af anthocyanin kan farve-
intensitetten gges mere end proportionalt med
anthocyaninkoncentrationen. Det kan forklares ved, at
anthocyaninerne deltager i selvassociationsreaktioner. Ved
selvassociationsreaktioner imellem anthocyaniner vil der under
stablingen vere hydrofobe interaktioner mellem de aromatiske
dele af anthocyaninernes struktur (figur 6). Det kan athengig
af stablingen resultere i en hypsochromisk (forskydning af
absorption til kortere bglgelengde) eller bathochromisk effekt.

I kronbladene fra Commelina communis (»Dayflower«)
findes et usedvanligt stabilt pigment, commelinin, der bestar af
seks anthocyaniner (malonylawobanin) og seks flavonenheder
(flavocommelin) forbundet til to magnesiumatomer (figur 7)
[3,5]. Tilsvarende metalloanthocyaniner er fundet i bla korn-
blomster, hortensia og lupin.

Genetisk styring af blomsterfarven

I foraedling af prydplanter har vedvarende krydsning og
selektion resulteret i et bredt udvalg af blomsterfarver og
mgnstre. Desuden har genteknologer brugt anthocyanin-
biosyntesen som modelsystem til at skabe nye farver pa flere
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Figur 7. lllustration af commelinin-pigmentets struktur set fra siden.
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arter. Der er f.eks. fremstillet bla roser og nye nuancer pa
texasklokke, nellike og gerbera.

Petunia var den fgrste plante, hvor det lykkedes at &ndre
blomsterfarven vha. rekombinante DNA-teknikker [7]. Petunia
af den almindelige lilla type er ikke naturligt i stand til at danne
orange pelargonidin-derivater. Men ved at indsette et gen fra
majs er det lykkedes at fa orangeblomstrende petunia.

Endelig kan kendskab til nedarvningsmgnsteret af hvert
enkelt anthocyanin, og hvilken nuance det forarsager i kronbla-
dene, vaere en stor hjlp til at fremavle blomster med bestemte
farver. Det er bl.a. gjort i Alstroemeria (inkalilje), der har vaeret
dyrket som snitblomst siden 1950’erne. Alstroemeria-blomsten
kan have farver fra pink, rg¢d, orange til lilla eller violet (figur
1). Anthocyaninerne, der er ansvarlige for dette farvespektrum i
Alstroemeria-blomsten, er vist i figur 8 [8,9].

Pa grundlag af farvemalinger og kemiske analyser er sam-
menhangen mellem kronbladenes farve og de forskellige typer
af anthocyaniner i Alstroemeria blevet bestemt.

Sammenhzng mellem blomsterfarve og anthocyaninstruktur
Sammenh@ngen mellem blomsterfarve og anthocyaniner/
flavonoider kan bestemmes ved at sammenholde overflade-
farven pa friske kronblade med indholdet af anthocyaniner og
flavonoider. Overfladefarven pa friske kronblade males ved
Hunter kolorimetri (HunterLab D25 DP-9000) og udtrykkes
ved farvetonen / (= hue), som gér fra bla (negative vardier) til
orange (positive verdier). De enkelte anthocyaniner og
flavonoider isoleres ved praeparativ HPLC og identificeres ved
1D og 2D NMR-spektroskopiske teknikker og masse-
spektrometri, og indholdet i kronbladene bestemmes ved
analytisk HPLC [8,9].

Indholdet af anthocyaniner og flavonoider i kronbladene
sammenholdes med overfladefarven, hvorved blomsterfarven
som funktion af indhold af anthocyaniner og flavonoider kan
bestemmes. I Alstroemeria er blomsterfarven som funktion af
indhold af anthocyaniner og flavonoider givet ved fglgende
udtryk [8]:

h = arctan (b*/a*) = 0.573 + 3.044A + 0.005B - 0.079C
-0.010D - 0.028AB + 0.0004CD + 0.001C?

A: indhold af anthocyanin/indhold af andre flavonoider,

B: procentvis indhold af 6-hydroxycyanidin 3-rutinosid og 6-hydroxycyani-
din 3-malonylrutinosid,

C: procentvis indhold af delphinidin 3-rutinosid og delphinidin 3-malonyl-
glucosid,

D: procentvis indhold af 6-hydroxycyanidin 3-malonylrutinosid, delphinidin
3-malonylglucosid og cyanidin 3-malonylglucosid.

AB, CD og C?: vekselvirkninger.

Som det fremgar af formlen, afhenger de rgde og lilla blom-
sterfarver i Alstroemeria af bestemte kemiske karakterer.
Procentvist hgjt indhold af delphinidin-anthocyaniner og
malonerede anthocyaniner giver anledning til en mere blalig
farvetone i Alstroemeria-blomsterne. Hgjt indhold af i sig selv
farvelgse flavonoider giver ligeledes mere blalige blomster,
hvilket skyldes kopigmentering, der forarsager et
bathochromisk skift af anthocyaninernes absorptionsspektrum,
sa de fremstar mere bla end uden stabiliseringen fra
kopigmenterne (flavonoiderne). Hgjt indhold af 6-hydroxy-
cyanidiner eller cyanidinanthocyaniner giver anledning til
henholdsvis en rgd-orange og en klar r@d farve i Alstroemeria
(figur 1).

Nedarvningsmonster for anthocyaniner
Hvordan hvert enkelt farvestof nedarves bestemmes ved
chromatografiske analyser af indholdet af anthocyaniner i
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Figur 8. Anthocyaniner (flavyliumion) i Alstroemeria-blomsten.

afkom og deres foreldre. I det fglgende tages udgangspunkt i,
hvordan dette er gjort for Alstroemeria-blomster.

Det procentvise indhold af de forskellige anthocyaniner i
Alstroemeria afkommets blomster var i de fleste tilfelde lig
gennemsnittet af foraldrenes procentvise indhold. Den samlede
anthocyaninkoncentration og anthocyanin-flavonoidforholdet

Figur 9. Blomster af henholdsvis Alstroemeria pelegrina L., A. philippii Baker
og deres afkom (A. pelegrina x A. philippii).

var generelt lidt hgjere i hybrider end i foreldrene. Der var dog
to arter, A. pelegrina og A. versicolor, der generelt fik afkom
med relativt hgjt indhold af delphinidiner (delphinidin
3-rutinosid og delphinidin 3-malonylglucosid), selvom de selv
havde et lavt indhold (et eksempel pa komplementare gener).

For at udnytte resultaterne i et foredlingsprogram bgr man
overveje, hvilke kombinationer af karakterer, der vil give de
gnskede blomsterfarver. For at opna en intens blalilla farve ma
man valge en foreldreplante med hgjt indhold af pigment og
en med et procentvis hgjt indhold af delphinidin 3-rutinosid og
delphinidin 3-malonylglucosid.

Det bedste valg kunne eksempelvis vere at kombinere en
genotype med dybrgde blomster (procentvist hgjt indhold af
malonerede cyanidinglycosider) med en lys blalig type (pro-
centvist hgjt indhold af delphinidinglycosider). Figur 9 viser
netop resultatet af en krydsning mellem den rgde A. pelegrina
og den bla A. philippii, hvor afkommet er intenst blafarvet, og
resultatet af de kemiske analyser er anfort i tabel 1.

Tilsvarende vil der for at fa rgde blomsterfarver skulle
bruges foreldreplanter med hgjt procentvist indhold af
cyanidinglycosider uden malonering eller maloneret 6-hydroxy-
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Alstroemeria art/hybrid (procentvis indhold)
Anthocyanin

A. pelegrina A. philippii Hybrid
6-Hydroxydelphinidin 3-rutinosid 0,0 0,5 0,8
6-Hydroxycyanidin 3-rutinosid 0,7 0,0 0,9
Delphinidin 3-rutinosid 0,7 66,4 61,4
Cyanidin 3-rutinosid 39,9 1,3 1,3
6-Hydroxycyanidin 3-malonylrutinosid 0,0 0,0 0,0
Delphinidin 3-malonylglucosid 0,0 29,8 31,6
Cyanidin 3-malonylglucosid 58,7 2,0 4,0
Total koncentration af anthocyaniner (M) 110 50 100

Tabel 1. Indhold af anthocyaniner i Alstroemeria-blomsterne A. pelegrina og
A. philippii og deres afkom (hybrid).

cyanidinglycosider. Orange blomsterfarver kan kun opnés med
et procentvist hgjt indhold af 6-hydroxycyanidiner uden
malonering.
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