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Summary

The naturally occurring cytokinin zeatin was administered to intact plants of Coleus blmer and
Impatiens sultani four times at weekly intervals. When treating only the voung leaves near the apex
in Coleus in September/October we find a decrease of the content of sugars and an increase of starch
in the leaves. In Februar/March the reverse is true. In Impatiens in Feb/March the content of starch
and sugars increases. The different effects in autumn and late winter perhaps result from the different
quantity of light or from the different photoperiod at the time of application. The influence of zeatin
on the storage of carbohydrates may be interpreted as a general enhancement of anabolic processes
without a fundamental alteration of the metabolic situation.

In leaves of Colens in Oct. zeatin causes an increase of total nitrogen, especially due to a strong
rise of the soluble nitrogen. When zeatin (10 ppm) was administered by pencil to all green leaves of
the plants the protein-N decreases, probably as a consequence of a high hormone supply. The amino
acid composition of the TCA-precipitable proteins of the leaves is changed by zeatin.

The effects of zeatin are very similar to those of kinetin. The experiments described here, and
some other investigations concerned with the influence of zeatin on the composition of lipid fatty
acids and on the respiration of leaves. show that too high concentrations of the hormone have a nega-
tive influence on metabolism. These disturbances are naturally more obvious regarding N-compounds
than in respect to the storage of carbohvdrates.

Einleitung

Die Wirkungen kiinstlicher Cytokinine. vor allem von Kinetin, auf den Kohlen-
hydrat- und Stickstoffhaushalt vegetativer Organe sind aus zahlreichen Untersuchungen
bekannt (vgl. Ubersichten bei Motres 1966: Letaay 1967: Skoo6 und ARMSTRONG
1970: KL 1972). Die meisten Arbeiten wurden mit isolierten Blittern auseefithrt,
aber auch von intakten Pflanzen liegen verschiedene Befunde vor (ExceLsrEcier 1964,
weitere Lit, vgl. Kvnn 1972). Entsprechende Untersuchungen unter Anwendung natiir-
licher Cytokinine sind bisher nicht bekannt geworden. Diese kénnen aber im Einzelfall
zumindest quantitativ durchaus unterschiedliche Effekte gegentiber den kinstlichen
Cvtokininen hervorrufen. Auf diese Maglichkeit hat bereits Motnes 1966 hingewiesen,
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experimentelle Befunde liegen z. B. von TuorrE und Meier (1972) und Varca und
Bruinsyma (1973) vor. Daher haben wir einige unserer fritheren Untersuchungen zum
Einflu von Kinetin auf die Kohlenhvdratspeicherung (Kurr 1972) unter Anwendung
von Zeatin wiederholt. Um festzustellen, inwieweit die Kffekte von Zeatin auf den Stick-
stoffhaushalt denjenigen von Kinetin entsprechen, wurden bei einer Versuchsreihe mit
Coleus Daten gesammelt. Da ferner ein EinfluBl der Temperatur auf verschiedene Wir-
kungen von Cytokininen bekannt ist (Apamsox 1962: FEieraenp 1970; PALMER und
Syite 1970, weitere Lit. vgl. Kvrn 1972), haben wir eine Versuchsreihe bei hoherer
Temperatur durchgefiihrt. Sie sollte besonders zur Kldrung der Frage beitragen, ob die
jahreszeitlich unterschiedlichen Effekte auf den Kohlenhydrathaushalt (Kuvisl 1972)
in erster Linie von der Temperatur oder von der Lichtmenge bzw. Photoperiode abhéngig
sind. Vom Blattmaterial der hier beschriebenen Versuchsserien ist auch die Fettsiure-
zusammensetzung der verseifbaren Lipide untersucht worden (KuLL und BUXENSTEIN
1974).

Material und Methoden

Versuchspflanzen: Als Versuchspflanzen dienten geklonte Coleus blumei Benth. und
I'mpatiens sultant Hook. Zu Beginn der Zeatin-Applikation waren sie 5—7 cm grof.

Applikation von Zeatin: Sie erfolgte 4mal in wochentlichem Abstand. Eine Woche nach
der letzten Hormonapplikation wurde das Material geerntet und gefriergetrocknet. Die Erntezeit-
punkte lagen Anfang Oktober und Mitte Marz. Bei den mit ,,Zea P~ bezeichneten Versuchen wurden
Lésungen von 10 ppm (45,6 uM/1) Zeatin auf alle griinen Blatter aufgepinselt. In den anderen Ver-
suchsreihen wurden nur die jungen Blatter nahe dem Apex mit jeweils 0,01 ml der Losungen behan-
delt: bei ,.Zea 10" mit 10 ppm, bei ,,Zea 100" mit 100 ppm (456 ;M/I) Zeatin. Jede Versuchsreihe
umfabite 710 Pflanzen. Beim Februar/Marz-Versuch mit Coleus betrug die Temperatur 23 —25 °C,
bei den anderen Serien 15 + 3 °C.

Kohlenhydratbestimmungen: Die quantitative papierchromatographische Bestimmung
der Zucker erfolgte nach bekannten Verfahren (Jeremias 1958 Krrn 1965). Fir die quantitative
Starkebestimmung wurde die enzymatische Methode von Dekker und Ricnarps (1971) verwendet.
Die Messung der mit Amyloglucosidase freigesetzten Glucose erfolgte nach dem Glucoseoxidase-
Verfahren von Freymine und PeGLER (1963).

Gesamtstickstoff und Proteinstickstoff: Die Bestimmungen erfolgten nach Kientr-
nauL. Die Fallung der Proteine wurde mit Trichloressigsaure {TCA) durchgefihrt (WoLLciEus und
Parrnier 1964, vel. Berr 1963). Wird daher von Protein-N oder proteinogenen Aminosiduren
gesprochen, so ist stets der TCA-fallbare Anteil des Gesamtstickstoffs gemeint.

Aminosiduren: Die Bestimmung erfolgte mit einem Aminosiure-Analysator der Fa. Bender
und Hobein (vgl. Haxxie 1959). Bei der durchgefithrten sauren Hydrolvse werden Tryptophan und
Cystein vollstindig, Methionin teilweise abgebaut. Glutamin und Asparagin liefern Glutamin- bzw.
Asparaginsaure. Der abgespaltene Amid-N erscheint beim Wert fiir Amino-N ( WENZEL und Micuer
1966).

Da sich die TCA-haltige Losung des Uberstandes der Proteinfallung schlecht weiterverarbeiten
lieB, wurden die freien Aminosauren mit 70° igem Athanol extrahiert (GROBBELAAR und STEWARD
1969). Der alkoholische Extrakt wird gereinigt durch Schiitteln mit Aktivkohle, die mit Aceton durch-
feuchtet worden war (Hovnwarren 1973). Eine anschlieBende Hydrolvse mit 6 n HC ist erforderlich,
nm Glutamin und Asparagin zu spalten. da die Peaks der Siureamide mit Threonin und Serin zusam-
menfallen (Drarer 1972),



Einflub von Zeatin auf den Kohlenhydrat- und Stickstofthaushalt 107

Zur Bestimmung der protemnogenen Aminosauren wird der TCA-Niederschlag durch Waschen
mit Athanol-Petrolither von lipophilen Bestandteilen gereinigt (Parrnier 1961) und dann im zuge-
schmolzenen Reagenzglas mit 6 n HCI bei 105 °C hydrolysiert (WexzeL und Micuakr 1966). Alle
Aminosaure-MeBwerte sind Mittel 3facher Messungen.

Fehlerabschitzung: Fir die Kirun vii-Untersuchungen ergaben sich Standardabwrichun-
gen s = + 0,03 (,, des Trockengewichts). Fiir die Aminosauren des Proteinhydrolysats lagen die
Standardabweichungen umeist zwischen s = 40,3 und + 0,7 (°, Protein-Anteil; fiir Arginin,
Asparaginsiure, (Glutaminsaure und Prolin allerdings bis zn s = 4 1,2.

Ergebnisse

Eine Hemmung des Lingenwachstums war bei den ,,P*-Serien von Coleus festzu-
stellen (im Oktober: 359, Hemmung mit Signifikanz x = 0,09%,; im Mirz bei hoherer
Temperatur: 259, Hemmung mit a = 2.59,). Im Oktober ist eine schwache Hemmung
auch bei den Serien Zea 10 und Zea 100 zu erkennen, jedoch ebenfalls nur mit x = 2,59,

Die Auswirkungen der Zeatin-Applikation auf die Zucker- und Stirkegehalte in
Bliattern und Stengeln der Versuchspflanzen zeigen die Abb. 1 und 2. Bei Zufuhr des
Hormons iiber den Apex nehmen in den Blattern der Colens-Pflanzen (Abb. 1) im Okto-
ber die Zucker ab und die Stirkemengen zu. wihrend im Mirz (bei 25 °C) das Umge-
kehrte zutrifft. Dabei ist die Zuckerzunahme durch das Verhalten der Monosaecharide
bedingt. In den Stengeln nehmen beim Oktober-Versuch alle Reservekohlenhydrate
ab. Im Mirz verhalten sich die Stengel wie die Blitter. Bei Impatiens (Abb. 2) nchmen
im Mirz alle Zucker und die Stiarke — diese besonders in den Blittern — zu.

Bei der Hormon-Applikation iiber alle Blitter (P-Serien von Coleus) finden wir im
Oktober einen geringen Anstieg der Reservekohlenhydratmengen in den Blittern. In den
Stengeln nehmen zwar die freien Zucker ebenfalls za, die Stirkemengen aber ab. Im
Marz erfolgt bei 25 °C eine starke Abnahme des Stiirkegehalts; die Zuckermengen bleiben
unverindert.

Der Stickstoff-Haushalt wurde bei den Serien Zea 100 und Zea P der Oktober-
Ernten von Colens untersucht. Der Gesamtstickstoff (Abb. 3) ist bei Zea 100 stark
vermehrt. Hierbei steigt der Iosliche Stickstoff auf das Dreifache, der Protein-N veriin-
dert sich nur wenig. Eine ergéinzende Uberpriifung ergab. daB auch bei der Serie Zea 10
der Protein-N gleich bleibt, die Zunahme des laslichen Stickstoffs ist hier sogar etwas
stirker. Bei Zea P hingegen nimmt der Gesamt-N. bedingt durch das Verhalten des
Protein-N. ab. Der ldsliche Stickstoff nimmt (bezogen auf das Trockengewicht)
schwach zu,

Die freien Aminosduren bilden nur einen relativ geringen Anteil der Fraktion des
loslichen Stickstoffs. Bei den Kontrollen und den Zea P-Proben sind es etwa 309. bei
Zea 100 hingegen nur wenig mehr als 109,. Im letzteren Fall miissen also andere lésliche
N-Verbindungen einen starken Mengenanstieg zeigen, Da uns der Anteil von 109, klein
erschien. wurde ergéinzend die Zea 10-Serie tiberpriift: hier lag der Wert aber dhnlich.
Bezogen auf das Trockengewicht nehmen die freien Aminosiuren bei der Zea P-Serie
stark zu (Abb. 4). Bei Zea 100 betrigt die Zunahme insgesamt nur etwa 109, ist aber
bei den meisten Aminosiduren zu erkennen. Welcher Art die Verbindungen sind. die den
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Abb. 1. Verhalten der Kohlewhydrate in Blittern und Stengeln von Coleus blumei bei Behandlung der Pflanzen mit Zeatin,
Zea 10 - 10 ppm Zeatinlosung, Zea 100 = 100 ppm Zeatinlésung tber den Apex appliziert, Zea I = alle Blitter mit 10 ppm Losung
bepinselt. Bei den Monosaechariden sind von oben nach unten dargestellt: Gilucose, Fructose und Sedoheptulose; bei den Oligosaccha-
riden folgen von oben nach unten: Saccharose, Raffinose und Stachyose.
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Abb. 3. Verhallen der Stichstoff-Fraktionen 1n Blattern von Colens blimer ber Behandlung der Pflanzen
mit Zeatin,
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Abb. 4. Verhalten der freien Ananosauren in Blillern 1on Coleus bluwmet bei Behandluny der Pflanzen

mit Zealin. — Angaben in pMol/g Trockengewicht.

auBerordentlichen Mengenanstieg des loslichen Stiekstoffs bei Zea 100 verursachen,
bleibt offen. Einige nachgewiesene losliche (Oligo-) Peptide kénnen nicht die Ur-
sache sein.

Das Verhalten der Aminosiiuren des Proteinhyvdrolysats zeigt Tabelle 1. Bezogen
auf das Trockengewicht nimmt bei Zea 100 das Lysin zu. hingegen nehmen Serin und
Amino-N ab. Wichtiger ist aber der prozentunale Anteil der einzelnen Aminosiuren am

Tabelle 1 _inanosaure-Zusammenselzung des Profein-Hydrolysats der Blitter von Coleus blumei

Aminosaure Anteil am Protein-N (")) ypMol/e Trockengewicht
Ko Ziea 100 Zea P Ko Ziea 100 Zea P

Alanin 5,8 2.6 1.5 37,0 374 245
Amino-N 6.6 4.1 1.2 39,8 27,2 24,0
Arginin 9,1 1604 #.0 14,4 17,2 113
Asparaginsaure 6,1 1,9 3.3 387 321 20,8
Glutaminsire 7,0 9.3 1.4 44, Foed 25,0
Glyein 6,3 6,6 2.3 39,9 14,0 29.8
Histidin 6,8 9.9 (5,2 14,5 13.0 11.6
I[soleucin 2,9 2,6 T 18,6 17,4 15,0
Leucin 6.9 3,6 a4 14.2 3.5 30,4
Lvsin | Tat 1.0 17,0 23,6 11,2
Methionin 1,2 1.4 1.0 T, 89 2.8
Phenylalanin 3,2 3.2 2N 20,3 21,0 15,0
Prolin 5.3 3.6 a8 33,0 23,8 21,4
Serin 5,2 3.8 3.9 33,0 25,0 20,0
Threonin 3.6 3. 2K 23.0 L | 16,0
Tyrosin 1,6 1,6 . 10,4 1.5 7,0
Valin 3.8 3.5 3.8 24.0 24.5 21,5

:~l
=

86,8 9.4 6
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Protein-N. Bei den Kontrollen wurden 87°¢ . bei Zea 100 dagegen 799 des Stickstoffs
wiedergefunden. Dieser Unterschied liegt noch im Bereich der IFehlerbreite. Die prozen-
tualen Anteile der einzelnen Aminosauren verhalten sich dhnlich den Absolutmengen.
Da bei Zea P der Proteingehalt abnimmt. verringern sich bezogen auf das Trocken-
gewicht auch die Mengen der einzelnen Aminosiuren. Der wiedergefundene Anteil
macht hier aber nur 679 des Protein-N aus. Man findet infolgedessen auch fiir die
prozentualen Anteile der Aminosiuren zumeist Abnahmen. Die Unterschiede in den
gefundenen Anteilen an Protein-N konnen kaum allein auf Verdnderunegen der nicht
crfafften Aminosiduren Tryvptophan und Cystein zuriickzufiithren sein. Wodureh sie
verursacht sind. ist unklar. Versucht man den hier vorhandenen Fehler auszuschalten,
indem man die Prozentanteile der einzelnen Aminosiuren am Protein-N auf cinen
Gesamtgehalt von 1009, umrechnet (wobei man den durch Mengenverinderungen von
Tryptophan, Cystein und evtl. Methionin verursachten Fehler in Kauf nimmt). so
erhilt man bei beiden mit Zeatin behandelten Serien Zunahmen fiir Arginin und Glyein,
Abnahmen fiir Serin, Asparaginsiure, Glutaminsdure und Amino-N.

Diskussion

Ein Vergleich kann zunéchst mit unseren fritheren analogen Versuchen mit Kinetin
(Kvir 1972) durchgefiihrt werden. Die Wachstumshemmungen waren bei Kinetin auch
bei geringerer molarer Konzentration deutlicher ausgeprigt. Die Wirkungen von Zeatin
auf die Kohlenhydratspeicherung entsprechen denjenigen von Kinetin weitgehend. Der
Oktober-Versuch bei Colens ergab Veridnderungen dhnlich dem Sommer-Versuch mit
Kinetin, obwohl wihrend der Versuchszeit im September die Photoperiode nicht mehr
ausgesprochen lang war. Daher erhob sich die Frage. inwieweit die verschiedenen Effekte
der Cytokinine im Sommer und Winter mit unter unseren Versuchsmoglichkeiten nicht
vollig auszuschlieBenden Temperaturverinderungen zu tun haben. Jedoch ergab die
Durchfithrung des Winter-Versuchs mit Coleus bei erhohter Temperatur mit Ausnahme
des Verhaltens der Oligosaccharide Ubereinstimmung mit den fritheren Kinetin-Ver-
suchen. Die Oligosaccharid-Anhdufung aber diirfte in stirkerem Mall als die anderer
Zucker von der Temperatur abhingen (JeEreEmias 1964, vgl. Kunn 1974). Moglicher-
weise ist allerdings nicht die Photoperiode fiir die verschiedenen Effekte entscheidend.
sondern die unterschiedliche Lichtmenge. die den Pflanzen zu den jeweiligen Versuchs-
zeiten zur Verfiigung steht. Hinweise hierauf hatte ExGELBRECHT schon 1964 erhalten,

Beim Impatiens-Versuch hat Zeatin eine quantitativ stirkere Wirkung als Kinetin,
obwohl dieses in hoheren molaren Konzentrationen angewandt worden war.

Die hei Applikation des Hormons iiber alle Blitter zu beobachtende \Attraktions-
bzw. Retentionswirkung ist fiir die Kohlenhydrate im Oktober nachzuweisen. allerdings
bei der angewandten geringeren molaren Konzentration des Zeatins weniger deutlich als
mit Kinetin (KvirL 1972). Im Mirz ist bei der hoheren Temperatur der Lffekt nicht
eindeutig. Maglicherweise hat hier eine iiberoptimale Zeatinkonzentration hereits nega-
tive Auswirkungen gehabt. Fiir das Vorliegen einer iiberoptimalen Konzentration spre-
chen vor allem unsere Fettsiure- Untersuchungen (KviL und BUxexsteix 1974). Bei

8  Biorhem, Physiol. Pllanzen, Bd. 166
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beiden Zea P-Serien kam es zu einer Abnahme der Menge mehrfach ungesittigter Fett-
sauren (v. a. Linol- und Linolensiure), wogegen bei einer entsprechenden Versuchsreihe
mit Kinetin eine Zunahme gefunden wurde. Das Verhalten der mehrfach ungesittigten
Fettsauren scheint ein ziemlich empfindlicher Zeiger dafiir zu sein, ob die applizierte
Hormonmenge noch physiologisch vertriglich oder bereits storend hoch war. Insbeson-
dere weitere Versuche mit nur kurzzeitiger Fiitterung von 100 ppm-Zeatin-Lisung an
isolierte Blitter licBen erkennen, dal zunéchst eine Zunahme, bei lingerer Einwirkungs
dauer aber eine Abnahme der mehrfach ungesittigten Fettsiuren erfolgt (KuvLy, unver-
affentlicht). Bei Kinetin scheint die Gefahr einer Uberdosierung weniger gro zu sein.
Dies konnte mit unterschiedlichem Transport in der Pflanze zusammenhingen.

Auf die Wirkungen einer zu hohen Zeatin-Konzentration michten wir auch die
Abnahme des Protein-Stickstoffs bei der Zea P-Serie (Oktober) zuriickfithren. In Acer-
Zellkulturen wurde bei hohen Kinetin-Dosen Entsprechendes beobachtet (Staprins und
STREET 1970). Die Zunahme des loslichen Stickstoffs blieb bei Zea P cbenfalls viel
geringer als bei Zea 100. Der starke Anstieg des Gesamistickstoffs bei der letztgenannten
Serie steht in Kinklang mit zahlreichen fritheren Untersuchungen mit kiinstlichen Cyto-
kininen. Auch ein Anstieg des Proteingehaltes ist aus derartigen Arbeiten bekannt (z. B.
EL-Maxsy etal. 1967). Vermutlichist die Ursache vor allem eine Hlemmung des Protein-
abbaus (z. B. Kuvraisur 1968; TrRewavas 1972). Diese kinnte durch verringerte Pro-
teasenbildung zustande kommen; fiir Kinetin wurde ein derartiger Effekt durch MarTiN
und Tunraxy (1972) nachgewiesen (dltere Lit. vgl. Kurr 1972). Die Untersuchung der
Aminosiurczusammensetzung der Proteine zeigt, dafl sich diese im Verlauf einer linge-
ren Einwirkung des Phytohormons dndert. Genaunere Aussagen sind auf Grund unserer
Daten nicht moglich.

Kine zusammenfassende Betrachtung aller Ergebnisse (einschlieflich Kuviw und
Bt xexstely 1974) 146t erkennen. dali die Wirkungen von Zeatin weitgehend denjenigen
von Kinetin entsprechen. Bei der Kohlenhydratspeicherung in vegetativen Geweben
kommt es bei giinstigen Konzentrationen von Kinetin (KuvLn 1972) oder Zeatin offenbar
zu einer generellen Stimulierung anabolischer Vorgiinge ohne eine grundsitzliche Ver-
anderung der gegebenen Stoffwechsellage. Bei zn hohen Konzentrationen treten Sto-
rungen ein, die sich im Stickstoffhaushalt naturgemif deutlicher bemerkbar machen.
Die Atmung von Blittern wird duich hohe Zeatinkonzentrationen chenfalls gehemmt
(MAILANDER und Kvwir 1973). DaB Storungen des Stoffwechsels bei hhrere Temperatur
(Mirz-Versuch) stirker zum Ausdruck kommen. ist nicht verwunderlich.

Zusammenlfassung

Das natiirhiche Cyvtokinin Zeatin wurde intakten Pflanzen von C'olews blumer und Impaticns
sullani 4mal in wochentlichen Abstanden appliziert. Bei Coleus kommt es ber Zufuhr uber die jungen
Blatter im Apexbereich im September/Oktober zu einer Abnahme der Zucker- und Zunahme der
Starkegehalte in den Blittern. Im Februar/Marz hingegen nehmen die Zucker zu und die Starkemenge
wird verringert. Bei Impatiens nehmen im Febrnar/Marz alle Reservekohlenhvdrate zu. Der unter-
schiedliche Effekt im ITerbst und im Spatwinter wird vermutlich entweder durch die unterschiedliche
Lichtmenge oder durch die Photoperiode verursacht. Der Einflu8 von Zeatin auf den Kohlenhydrat-
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haushalt kann durch eine generclle Forderung anabolischer Vorgiinge, ohne grundsitzliche Verande-
rung der Stoffwechselsituation, beschrieben werden.

Bei Coleus fuhrt Zeatin (im Oktober) zu einer Zunahme des Gesamtstickstoffgehaltes der Blat-
ter vor allem durch einen starken Anstieg der Menge loslicher Stickstoffverbindungen. Wird Zeatin
durch Bepinseln aller Blatter (10 ppm-Losung) appliziert, so nimmt der Proteinstickstoff, vermutlich
infolge zu hoher Hormonzufuhr, ab. Die Menge 16slicher N-Verbindungen steigt hier nur wenig an, die
freien Aminosiuren nehmen aber, bezogen auf das Trockengewicht, ebenfalls stark zu. Die Amino-
siurezusammensetzung der TCA-fallbaren Proteine ist nach der Zeatin-Zufuhr verandert.

Die Wirkungen von Zeatin entsprechen weitgehend denjenigen von Kinetin. Wie die hier
beschriebenen Versuchsreihen sowie weitere Untersuchungen zur Fettsiurezusammensetzung der
Blattlipide und zur Atmung zeigen, kénnen zu hohe Konzentrationen des Phytohormons den Stoff-
wechsel negativ beeinflussen. Diese Storungen machen sich naturgemiB im N-Haushalt deutlicher
bemerkbar als bei der Kohlenhydratspeicherung.

Der DFG danken wir fir eine Sachbeihilfe (an U. K.), Fraulein Barbara Kuvnx fir die sorgfdltige
Mitarbeit.
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