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Summary

When ¢AMP is fed to green plant tissues it is capable of entering cells and is degraded as rapidly
in isolated protoplasts as in intact tissues. Effects of cAMP on carbohydrate storage are found when
concentrations exceeding 8 - 10-3 M are used; the rate of CO,-fixation is influenced by > 2 - 10-* M
cAMP. No effects on lipid fatty acid composition and metabolism could be established, but, after
application of > 4-10-* M c¢AMP, the incorporation of [C]-acetate into lipids is raised approxi-
mately by 889/, Also, cAMP lowers the formation of leaf-necroses caused by the detergent Tween 20.
All effects caused by ¢cAMP could also be obtained by feeding 5-AMP, therefore these effects are
non-specific and there is no indication of a hormone-mimiced efficacy of the cyclic nucleotide.
In most cases a distinct effect needs a ¢AMP concentration higher than 101 M, and with regard to
the rapid uptake, it seems probable that it is due to an influence on the adenylate pool of the cell.
However, some rather specific ¢ AMP effects described in the literature cannot be interpreted in such
d manner.

Einleitung

Es ist bekannt, daB cyclisches Adenosinmonophosphat (¢AMP) im Stoffwechsel der
Tiere eine wichtige Rolle, vor allem als Sekundédrmessenger von Hormonen, spielt. Auch
in Mikroorganismen und Algen ist cAMP nachgewiesen. Hingegen ist bei Kormophyten
bis heute ein Vorkommen nicht gesichert (Lix 1974, AmMrueiN 1977). Eine kritische
Betrachtung der vorliegenden Literatur (AMRHEIN 1977) spricht eher gegen das Auf-
treten; demgegeniiber stehen immer wieder neune Berichte iiber cAMP-Nachweise (z. B.
[suErwooD und Rine 1977, Suertzer und Jounxsox 1977). Uber Enzyme des cAMP-
Stoffwechsels sind die Daten ebenfalls widerspriichlich. Fiir ein Vorkommen von Adeny-
lateyelase in hoheren Pflanzen gibt es nach AMrHEIN (1977) keinen sicheren Beweis.
Yu~xaHANs und Morrg (1977) konnten das Enzym ebenfalls nicht nachweisen, dagegen
liegen von Rutnerorp et al. (1976) und SMELTZER und Jounsoxn (1977) positive Befunde
vor. Eine fiir 3',5-cAMP spezifische Phosphodiesterase (EC 3.1.4.17) ist erstmals von
Brown et al. (1977) beschrieben worden.
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Wirkungen von zugefithrtem ¢AMP bei hoheren Pflanzen sind bekannt: auch hier
bleiben die Ergebnisse aber widerspriichlich. Verschiedene Entwicklungsvorgiange wer-
den durch exogenes ¢AMP beeinflult (MérLLEr 1973, Borp 1975, Sacuar et al. 1975;
neuere Ergebnisse ferner bei TRueLsen et al. 1974, Mavix et al. 1976, Naxpa und
SHARMA 1976); die Beziehungen zu den Phyvtohormonen sind dabei véllig unklar (Lin
1974, Sacuar et al. 1975), obwohl ¢eAMP einige Effekte von Gibberellinen, Auxinen
und Cytokininen ebenfalls verursachen kann (Literatur bei Sacuar et al. 1975, Wiep-
MATER 1976). Aktivitidtsverinderungen verschiedener Enzyme nach ¢AMP-Zufuhr sind
beschrieben worden (SAcHAR et al. 1975, Kapoor und Sacuar 1976, Hasacrenn 1977,
Marriort und NortHCOTE 1977), jedoch konnte es sich hierbei um weitgehend un-
physiologische Vorginge handeln (AMruriN 1977).

Bisher ist nicht untersucht, ob ¢AMP cinen EinfluB auf den Kohlenhydrathaushalt,
die Photosynthese und den Lipidstoffwechsel von grimem Pflanzengewebe hat. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zunichst gepriift, inwieweit ¢cAMP in die
Pflanzenzellen aufgenommen wird, da von tierischen Zellen eine geringe Aufnahmerate
bekannt ist. Uber die Ergebnisse wurde kurz berichtet (WiEpMATER und Kviy 1976).
Uber den EinfluB von Phytohormonen auf den Kohlenhydrathaushalt und Lipid-
stoffwechsel der verwendeten Versuchspflanzen liegen zahlreiche Ergebnisse vor (Lite-
ratur bei WiepMmarer 1976). Daher schien es mdoglich, Vergleiche mit eventuellen
Wirkungen des ¢cAMP anzustellen, um so cinen Beitrag zur Klirung der Rolle des
¢AMP in hoheren Pflanzen zu liefern.

Material und Methoden
Material

Als Versuchspilanzen wurden Coleus blumei Bextn., Impatiens sultan: Hoox und Petunia hy-
brida hort. verwendet. Blitter von Petunia hybrida dienten fiir Versuche mit isolierten Chloroplasten
(Chloroplasten aus Coleus- oder Impatiens-Blittern zeigten eine wesentlich geringere Stabilitiit),
und fir Versuche mit isolierten Protoplasten (zur Isolierung von Protoplasten sind Impatiens-
Pflanzen ungeeignet, da die in den Blittern enthaltenen Kristallnadeln die Protoplasten zum Teil
zerstoren).

Alle Pflanzen entstammten jeweils dem gleichen Klon und standen bis zu ihrer Verarbeitung
entweder (im Winter) im Warmhaus unter natirlichen Lichtverhaltnissen bei einer gleichbleibenden
Temperatur von etwa 20 °C und einer hohen Luftfeuchtigkeit von 80 °; oder (im Sommer) im Kalthaus
(Temperatur und Luftfenchtigkeit entsprechen weitgehend den AuBenbedingungen) des Botanischen
Gartens.

Methoden

Applikation von ¢ AMP: Zur Herstellung der ¢AMP-Losungen wurde cine entsprechende Menge
cAMP mit destilliertem Wasser aufgenommen und mit etwa 0,5n NaOH auf den pH-Wert der
Kontrolle (destilliertes Wasser) eingestellt. Konzentrationen von ¢AMP iiber 100 ppm zeigen (unge-
puffert) eine nennenswerte Erniedrigung des pH-Werts: dies tiuscht nach Untersuchungen von
Barexnse und Howrrsvac (1973) cAMP-Effekt vor, die in Wirklichkeit nur durch den niederen
pH-Wert verursacht werden.

Bei den Langzeitversuchen wurden die Lisungen teils mit der Eppendorf-Pipette (0,01 ml) auf
den Vegetationskegel von Coleus-Pflanzen aufgetragen (¢cAMP-Konzentrationen 10 ppm und 100 ppm),
teils mit dem Pinsel durch moglichst gleichmaBiges Bestreichen der Blitter von Coleus- und Impatiens-
Pflanzen appliziert (¢ AMP-Konzentrationen 1 ppm = 2,88 -10-% M; 10 ppm: 100 ppm). Um cine
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bessere Benetzung der Blitter zu erreichen, wurden den Losungen geringe Mengen der oberflichen-
aktiven Substanz Tween 20 (Polyoxyithylensorbitmonolaurat) beigemischt. Die Applikation von
cAMP wurde mit 4 Wochen alten Stecklingen begonnen und erfolgte fiinfmal in wichentlichem
Abstand.

Bei den Kurzzeitversuchen wurden isolierte Blatter von Coleus, Impatiens und Petunia durch
Einstellen der Blattstiele (24 Std.) in ¢AMP-Lésung oder dureh Vakuuminfiltration gefittert; bei
der letzteren ganze Blatter oder Blattscheiben in ¢AMP-Losung getaucht und etwa 30 Min. im
Exsikkator infiltriert.

Quantitative Bestimmung der ¢ A MP-Gehalte: Die Bestimmung erfolgte nach der bei Kvur nnd
Kunx (1975) beschriebenen Methode an Blattgewebe, Protoplasten und Chloroplasten. Zur Proble-
matik des Nachweises von endogenem ¢AMP in Pflanzen mit diesem Verfahren vergleiche man
AMRHEIN (1977). Der Nachweis in den Protoplasten fand nach der Fitterung (Blattstielfutterung
oder Vakuuminfiltration) ganzer Blitter oder von Blattscheiben von Pefunia hybrida mit ¢AMP
(100—1000 ppm), anschlieBender Isolierung und mehrfachem Waschen der Mesophyll-Protoplasten
statt. Bei einem Teil der Versuche wurden die Protoplasten vor der ¢AMP-Gehaltsbestimmung
15 bzw. 30 Min. nut ¢ AMP-Phosphodiesterase (aus Rinderherz, 0,03 bzw. 0,06 units;ml Suspensions-
medium) inkubiert. Dadurch sollte méglicherweise an der Aufienseite des Plasmalemmas adsorbiertes
cAMP abgebaut werden.

Die ¢AMP-Bestimmung in Chloroplasten erfolgte nach Fitterung ganzer Blitter von Prlumia
hybrida mit ¢ AMP (Vaknuminfiltration 60 Min., 250 ppm cAMP).

Protoplastenisolierung : Die Isolierung der Protoplasten erfolgte nach der Methode von Porkryrus
und Duraxp (1972; vgl. auch Hess und Porrykrs 1972 und Hoppyaxy 1973).

('Moroplastenisolierung: Die Isolierung von Chloroplasten aus Blittern von Coleus blumer,
Inpatiens sultani und Petunia hybrida erfolgte nach der bei Noser (1967) beschriebenen Methode.
Bei der Bestimmung des ¢AMP-Gehalts der Chloroplasten wurde der Chloroplasten-Niederschlag
nochmals mit TES-Puffer gewaschen und bis zur Weiterverarbeitung (siehe ¢ AMP-Bestimmung) in
flitssigem Stickstoff eingefroren.

Bestimmung der Zuckergehalte: Die Aufarbeitung und Extraktion des Pflanzenmaterials sowie
die papierchromatographische Trennung und die quantitative Bestimmung der einzelnen Zucker
erfolgte nach der von JEreMias (1958, 1965) und Kuvwn (1965) beschriebenen Methode.

Bestimmung der Fellsaurezusammensetzung der (Gesamthpide: Aus dem stabilisierten Pflanzen-
material wurde zunachst nach der Methode von Bricw und Dyer (1959) mit Chloroform-Methanol
(2: 1, V) das Rohfett extrahiert. AnschlieBend erfolgte die Verseifung der Fette, Methvlierung der
Fettsiuren und deren gaschromatographische Trennung nach dem bei Kvir und JEREMIAS(1972)
beschriebenen Verfahren. Reihenuntersuchungen ergaben, daB Gehaltsunterschiede bei den einzelnen
Fettsduren dann signifikant sind, wenn sie iiber 1,5- 1,89 liegen.

Bestimmung der Fellsiurezusammensetzung der Phospho-, Glyko- und Neutrallipide: Nach der
Extraktion des Rohfetts erfolgt die Weiterverarbeitung nach der Methode von Pouwr et al. (1970)
durch dinnschichtchromatographische Fraktionierung. Zur Identifizierung dienten neben Rhodamin-
-G auch Ninhydrin, x-Naphthol-Schwefelsiure und Ammoniummolybdat-Schwefelsiure (Gosw i
und Frey 1971). Nach dem Besprithen wurden Phospho-, GGlvko- und Nentrallipide mit Methanol
extrahiert, durch Filtrieren vom Kieselgel abgetrennt und mit Natrinmmethylatlosung nmgeestert.
Die MeBgenauigkeit fiir die Phospho- und Glykolipide lag bei etwa 69 ,; dagegen zeigten die Nentral-
lipide wesentlich grifere Schwankungen, etwa 15°).

[MC)- Acetat-Fiitterung und Bestimmung der Markierungsverteilung im Rohfett und in den vinzelnen
Fettsduren: Die Fitterung von Impatiens-Blittern mit [**C]-Acetat erfolgte im AnschluB an die
Blattstielfitterung (mit 10--1000 ppm ¢AMP) nach der Methode von Hawke etal. (1974) mit
15 uCi Na-[HC]-Acetat auf 2 g Blattmaterial 4 Std. lang. Danach wurde mit heiBem Chloroform-

29*
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Methanol (4: 1, V) versetzt und durch Erhitzen auf dem Wasserbad abgetiotet, Nach mehrmaligem
Auswaschen mit 19 iger Essigsidure, 0,1 m NaCl-Losung und destilliertem Wasser wurde die Chloro-
form-Methanol-Losung am Rotationsverdampfer eingedampft und unter Stickstoff in 4 ml Chloro-
form-Methanol (2: 1, V) aufgenommen. Ein Zehntel dieser Rohfettlosung wurde auf Schalehen ein-
gedampft. AnschlieBend wurde die Markierungsintensitit im MethandurchfluBzihler gemessen und
die relative spezifische Rohfettaktivitit bestimmt.

Relative spezifische  gemessene Markierungsintensitit in Impulse/min
Rohfettaktivitit Gewicht des eingesetzten Rohfetts in mg

Der Rest des Extrakts wurde fir die Gaschromatographie weiterverarbeitet. Durch Einbau
eines ,,Splitters' am Ende der GC-Saule wurden neun Zehntel der Fettsiuremethylester durch ein auf
720 °C aufgeheiztes, mit Kupferoxid gefilltes Reaktorrohr geleitet (oxidativer Abbau) und die ein-
zelnen Peaks iiber einen Dreiwegehahn in einer Mischung aus 5 ml Athanolamin-Methanol (3: 25, V)
abgefangen und mit 10 ml Szintillationslésung (11 Toluol 4 5 g 2,5-Diphenvloxazol) versetzt. Die
Bestimmung der Aktivitit der Fettsduren und der zwischen den Peaks liegenden Grundlinie erfolgte
im Szintillationszihler (Packard 2420). Eine Aktivitatsmessung iiber das Proportionalzihlrohr des
DurchfluBreaktors RGC 170 (Perkin-Elmer) fithrte wegen der schwachen Markierungsintensitit zn
schlechteren Ergebnissen.

Bestimmung der Photosyntheserale: Die Bestimmung erfolgte durch Applikation von *CO, (30 Min.)
nach der bei Kvir und Barringer-Haarpt (1977) beschriebenen Methode. Nach der “CO,-Zufuhr
wurden die Blitter gewaschen, gewogen, mehrfach mit heiBem Athanol (80°,, 60°,) extrahiert und
der Extrakt zur Trockne eingedampft. Dann wurde wie oben angegeben mit Szintillationslésung
versetzt und ausgezihlt.

Ergebnisse

Aufnahme und Abbau von cAMP

Bei Untersuchungen an tierischen Geweben und Zellen stellte man fest, dall cAMP
die Zellmembran nur schlecht permeiert (LEVINE et al. 1969). Um zu priifen, ob appli-
ziertes cAMP die Zellen und das Zellinnere erreicht, wurde nach Zufuhr von cAMP in
intaktes Blattgewebe der ¢AMP-Gehalt im Gewebe, in daraus isolierten Protoplasten
und isolierten Chloroplasten untersucht.

Im Blattgewebe der Kontrollen von Impatiens sultani liegt die ,,cAMP*““-Konzen-
tration (bzw. die Konzentration der Substanz, dic mit dem verwendeten Protein-
Bindungstest als ¢cAMP gemessen wird) bei 0,2—1,2 (durchschnittlich 0,5) pmol/mg
Frischgewicht; bei Pefunia erhilt man ,,cAMP*-Werte zwischen 0,8 und 1,2 pmol/mg
Frischgewicht (Durchschnitt: 1,1 pmol/mg Frischgewicht). Nach beendeter cAMP-Fiit-
terung wurden Blattscheiben von Versuch und Kontrolle sofort in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Um den Abbau des gefiitterten ¢cAMP zu erkennen, wurden die anderen
Blitter (Blattscheiben) entweder in destilliertes Wasser gestellt oder in einer mit
Wasserdampf gesittigten Atmosphire aufbewahrt und im Abstand von 0,5, 1, 2, bis
24 Std. ebenso eingefroren. Man miBt sofort nach der Fiitterung ganzer Impatiens-
Blitter mit einer cAMP-Lisung von 100 ppm (Blattstielfiitterung iber 24 Std.) einen
¢cAMP-Gehalt von 7,4 pmol/mg Frischgewicht; nach einer Stunde erhélt man 2,4 pmol
cAMP/mg Frischgewicht und nach etwa 3 Std. ist kein Unterschied im ¢AMP-Gehalt
zwischen Versuch und Kontrolle festzustellen. Erfolgt die ¢AMP-Applikation durch
Vakuuminfiltration ganzer Bldtter oder von Blattscheiben, so ergeben sich entspre-
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chende Werte. Das Ergebnis einer Versuchsserie (von insgesamt 4) zeigt Abb. la. Im
Blattgewebe von Petunia miBt man unmittelbar nach der Vakuuminfiltration (40 Min.
30 ppm ¢AMP) einen ¢AMP-Gehalt von 23,9 pmol/mg Frischgewicht; schon 2,5 Std,
spéter ist zwischen Versuch und Kontrolle kein Unterschied mehr feststellbar (Abb. 1b).
Auch hier streuen die gefundenen eAMP-Gehalte bei der Blattstielfiitterung stirker,
zeigen aber dieselbe Tendenz. Diese Befunde lassen erkennen, dafl das anfgenommene
cAMP im Blattgewebe von Impatiens und Petunia rasch abgebaut wird. Der ¢AMP-
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Abb. 1. a) Zeitliche Veranderung des c AMP-(iehalis in Blaltgewebe von Impatiens sullani.
Vakuuminfiltration (40 Min.) von Blittern mit einer 20 ppm (= 5,8 - 10~5 M) ¢cAMP-Losung.
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Abb. 1. b) Zeilliche Verinderung des ¢ AM P-Gehalis in Blallgewebe von Petunia hybrida.
Vakuuminfiltration (40 Min.) von Blattern mit einer 30 ppm (= 8,6+ 10-3 M) ¢cAMP-Losung.
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Abbau gehorcht den GesetzmiBigkeiten einer Reaktion 1. Ordnung bzw. Pseudo-
1. Ordnung. Die Reaktionskonstante k ist dabei von der verwendeten Versuchspflanze
abhiingig.

Um zu kliren, ob der ¢AMP-Abbau innerhalb der Zellen erfolgt oder schon am
Plasmalemma, wie BrRewin und Norrucore (1973) annehmen, schlossen sich weitere
Untersuchungen mit Protoplasten an. Der ,,cAMP--Gehalt der Kontrollen liegt im
Durchsehnitt bei 1,0 pmol/mg Protoplasten. Protoplasten aus mit eAMP-gefiitterten
Bliittern enthalten dagegen selbst mehrere Stunden nach der Fiitterung ein Vielfaches
des ,,cAMP*-Gehalts der Kontrolle. In einem Versuch wurden 2 Std. nach der Appli-
kation von 1000 ppm ¢AMP iiber den Blattstiel 47 pmol ¢eAMP/mg Protoplasten ge-
messen (Abb. 2a). Zur Isolierung der Protoplasten sind etwa 2 Std. erforderlich. Daher
muBte mit schr hohen Konzentrationen von cAMP gefiittert werden, um nach der
Isolierung noch geniigend hohe ¢AMP-Gehalte finden zu konnen (vgl. WiepMATER und
KviL 1976). In einem weiteren Versuch erhielt man 2.5 Std. nach Applikation von
250 ppm ¢AMP (Blattstielfiitterung) 15,4 pmol ¢cAMP/mg Protoplasten (Abb. 2b). Dies
entspricht in beiden Fillen dem 26fachen des entsprechenden Kontrollwertes. 2 Std.
nach der Vakuuminfiltration von Blattscheiben mit 100 ppm ¢AMP betriigt der cAMP-
Gehalt der Protoplasten noch 5,8 pmol/mg Protoplasten (Abb. 2¢). Dies entspricht dem
19fachen des Wertes der entsprechenden Kontrollen.

Um zu iiberpriifen, ob das applizierte cAMP nicht nur an der AuBenseite des Plasma-
lemmas gebunden wird, sondern tatsiichlich in das Zellinnere permeiert, wurden Ver-
suche durchgefiihrt, bei welchen isolierte Protoplasten aus Petunia-Blittern mit eAMP-
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Abb. 2. e LM P-Gehalte isolierter Protoplasten aus Blattern von Petunia hybrida, 2 Std. nach Ende der
cAMP- Applikation.

Applikation: a) und b) uber den Blattstiel, 24 Std.; ¢) durch Vakuuminfiltration von Blattscheiben,
25 Min.
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spezifischer Phosphodiesterase inkubiert wurden. 2,5 Std. nach der Vakuuminfiltration
(30 Min., 250 ppm cAMP) betrigt der ¢AMP-Gehalt der nicht mit Phosphodiesterase
behandelten Protoplasten 10,7 pmol/mg Protoplasten, wihrend eine Phosphodiesterase-
konzentration von 0,03 bzw. 0,06 units/ml Suspensionsmedium (Inkubationszeit 15 bzw.
30 Min.) den cAMP-Gehalt um rund 159, auf 9 pmol/mg Protoplasten verringert. Der
c¢AMP-Gehalt der Kontrollen bleibt unabhingig von der Phosphodiesterasekonzentration
gleich und liegt mit 1,0 —1,3 pmol/mg Protoplasten wesentlich niedriger als in den
Versuchen. Bei der Untersuchung der zeitlichen Verdnderung des ¢AMP-Gehalts iso-
lierter Protoplasten erhilt man, soweit verfolgbar. eine sehr dhnliche Kurve wie bei
Versuchen mit Blattgewebe (Abb. 3).

cAMP - Gehalt in pM/mg Protoplasten
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Abb. 3. Zewliche Verinderung des ¢ AMP-Gehaltes isolierter Mesophyliprotoplasten aus Blattern von
Petunia hybrida.

Vakuuminfiltration (30 Min.) mit 100 ppm (= 2,9 - 10-* M) ¢AMP-Losung.

Vor dem Einfrieren der Protoplasten in flilssigem Stickstoff wurde mit 0,5 m Mannit
(pH 5,4) gewaschen. Der ¢cAMP-Gehalt des Waschwassers liegt, sofern itberhaupt meb-
bar, stets weit unter dem ¢AMP-Gehalt, der in den Protoplasten der Kontrollversuche
gefunden wurde.

In isolierten Chloroplasten betrigt der cAMP-Gehalt eine Stunde (diese Zeit ist zur
('hloroplastenisolierung erforderlich) nach der Vakuuminfiltration (60 Min., 250 ppm
c¢AMP) ganzer Bldtter von Petunia 4 pmol/mg Chloroplasten, er liegt damit um iiber
4009, hoher als in den Kontrollen (vgl. Wiepyaier und Kvir 1976).

Vergleich des cAMP-Gehalts im Blatlgewebe und in isolierten Protoplasten

In ganzen Bldttern von Pefunia hybrida, die 24 Std. itber den Blattstiel mit 1000 ppm
cAMP-Losung gefiittert wurden, betriigt die mit dem Protein-Bindungs-Test festge-
stellte cAMP-Konzentration 2 Std. nach Ende der ¢cAMP-Fiutterung 32—66 pmol/mg
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Blattirischgewicht. In isolierten Protoplasten aus Pefunia-Blittern (Fiitterungszeit und
cAMP-Konzentration wie oben) ergibt sich 2 Std. nach Ende der ¢cAMP-Applikation
mit 28 —52 pmol cAMP/mg Protoplasten ein vergleichbarer cAMP-Gehalf.

Protoplasten aus vakuuminfiltrierten Pefunia-Blittern (Fiitterungszeit 25 Min.,
cAMP-Konzentration 100 ppm) zeigen 2 Std. nach Fiitterungsende einen cAMP-Gehalt
von 4,5—5,8 pmol/mg Protoplasten. Im Blattgewebe ergeben sich 2 Std. nach der
Vakuuminfiltration mit nur 30 ppm ¢cAMP 1,5 pmol ¢cAMP/mg Blattirischgewicht —
umgerechnet auf die obige ¢AMP-Konzentration von 100 ppm entspricht dies 4,8 pmol
¢AMP/mg Blattfrischgewicht. Dieser Wert liegt wiederum recht nahe dem in Proto-
plasten ermittelten cAMP-Gehalt.

Die Vergleiche zeigen, daB unter Beriicksichtigung der verschiedenen BezugsgroBen
die cAMP-Konzentration bei sich entsprechenden Versuchen im Blattgewebe dhnlich
hoch ist wie in isolierten Protoplasten. Auch dies deutet darauf hin, daB das ¢AMP
rasch in die Zellen aufgenommen wird und der Abbau dann im Zellinnern (im Proto-
plasten) erfolgt.

Liingenwcachstum bei Impatiens sultant und Coleus blumei

Um zu priifen, ob ¢cAMP einen EinfluB} auf das Lingenwachstum der verwendeten
Pflanzen hat, wurde die Wachstumsrate der Versuchspflanzen bestimmt. Im Vergleich
zu den Kontrollen zeigten weder die Impatiens-Versuchsreihen, die mit 1, 10 und 100 ppm
¢AMP (Bestreichen der Blitter) behandelt wurden, noch die Coleus-Pflanzen (Bestrei-
chen der Blatter mit 1, 10 und 100 ppm ¢AMP und Applikationen iiber den Vegetations-
kegel mit 100 ppm c¢AMP) signifikante Unterschiede im Lingenwachstum.

Ewmflup von cAMP auf den Kohlenhydrathaushalt

In Blittern von Coleus erfolgte nach der Langzeitbehandlung der Pflanzen mit cAMP
(Applikation von 1—100 ppm, entsprechend 2,88 - 10-% bis 2,88 - 10~* M Lgsungen) und
nach Kurzzeitapplikation (24 Std.) des cAMP (bis 1000 ppm = 2,88 - 102 M) keine
Verinderung der Zuckergehalte aller einzelnen Zucker im Rahmen der MefBgenauigkeit
von 0,19, des Trockengewichts. Dasselbe ergab sich in weiteren Mefreihen fiir Impatiens.
Erst bei Konzentrationen von 3000 ppm (8,64 - 103 M) und 5000 ppm (1,44 - 10-2 M)
nehmen in Impatiens die Gehalte an Fructose (um 0,2 bzw. 0,4%) und Saccharose
(um 0,3 bzw. 0,6 %) zu. Die Menge an Glucose dndert sich nicht. Der gefundene Effekt
wurde durch Wiederholung der Versuchsreihen gesichert.

Emflup von cAMP auf die Photosyntheserale

Wie Tabelle 1 zeigt, erfolgt nach 24stiindiger Fiitterung von ¢cAMP bei Anwendung
von 100 ppm eine Erhshung der CO,-Einbaurate, bei 1000 ppm hingegen eine deutliche
Verminderung gegeniiber den mit Wasser gefiitterten Kontrollen. Versuche mit ent-
sprechenden Konzentrationen von 5-Adenosinmonophosphat (5-AMP) zeigen die
Effekte aber ebenso; es liegt also keine spezifische cAMP-Wirkung vor.
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Tabelle 1. Einfluf von ¢cAMP und 5’-AMP auf die Pholosyntheserale,in Blillern von Coleus blumei

CO,-Einbaurate in cpm/g Blattfrischgewicht nach 24stindiger Zufuhr von ¢AMP bzw, 5-AMP und
30 Min. Photosynthese in 1¥CO, (Mittelwerte aus 3 Parallelversuchen)

Konzentration an H,O0 (Kontrolle)  eAMP 5'-AMP
cAMP bzw. 5'-AMP
100 ppm 4402 (100 %) 3950 (+359,) 6248 (+429)
250 ppm 4228 (100 %) 3259 (—23%) 4329 (+ 29)
1000 ppm 6062 (100°,) 9316 (—62%) 3154 (--489%)

Eimfluf von cAMP auf die Feltsiurczusammenselzung der Gesamtlipide

In den untersuchten Proben von Coleus blumei und Impatiens sultant wurden folgende
Fettsduren gaschromatographisch bestimmt:

Palmitinsdure (16 : 0), eine Hexadecensdure (16: 1), eine Hexadecatriensédure (16: 3),
Stearinsdure (18: 0), Olséiure (18: 1), Linolsidure (18: 2) und Linolensiure (18: 3). Fett-
sauren mit einer niedrigeren Retentionszeit als Palmitinsdure (16: 0) sind nur in geringen
Mengen vorhanden und wurden daber als ,,niedere Fettsiuren® zusammen bestimmt.
Fettsduren mit Kettenlingen iiber C;g waren entweder gar nicht nachweisbar oder
kamen nur in sehr geringen Mengen (unter 3 9%, der Gesamtfettsiuren) vor. Sie wurden
deshalb bei den Berechnungen nicht beriicksichtigt.

In Coleus ist Linolensiure mit einem Anteil von durchschnittlich 479, des Gesamt-
fettsiuregehalts die mengenmiBig vorherrschende Fettsiure, gefolgt von Palmitinsiure
mit 209, und Linolsdure mit 199,. Der Gehalt der anderen Fettsduren liegt jeweils
unter 5%. Sowohl bei den Langzeitversuchen (bis 100 ppm ¢cAMP) als auch bei der
24stiindigen cAMP-Fiitterung von Bléttern (bis 1000 ppm ¢AMP) beobachtet man bei
keiner der Fettsduren einen signifikanten Gehaltsunterschied gegeniiber der jeweiligen
Kontrollserie.

Bei Impatiens sind die durchschnittlichen Gehalte an Linolen- und Palmitinsiure
von idhnlicher Hohe wie bei Coleus, der Linolsduregehalt ist hingegen erheblich niedriger.
Auch hier erbrachten alle angewandten ¢cAMP-Konzentrationen keine Mengenverinde-
rungen gegeniiber den Kontrollen.

Selbst ¢AMP-Konzentrationen, die im Kohlenhydrathaushalt Anderungen hervor-
rufen (3000 und 5000 ppm), ergeben im Fettsiuremuster der Gesamtlipidfraktion Unter-
schiede, die mit 0,3 bzw. 0,29, bei der Linolensidure und 0,4 bzw. 0,19, bei der Linol-
siure eindeutig innerhalb der MeBgenauigkeit liegen.

Auch bei gleichzeitiger Zufuhr von ¢AMP (10—1000 ppm) und Theophyllin (10-°
und 10—* M) erfolgt keine Verinderung des Fettsdure-Musters gegeniiber den Kontrollen.
Theophyllin allein beeinfluBt die Fettsiure-Zusammensetzung ebenfalls nicht.

Einfluf von cAMP auf die Feltsaurezusammensetzung der Phospho- und Glykolipide
Bestimmt man die Fettsdurezusammensetzung der Gesamtlipide, so liBt sich nichts

iiber die Fettsiuren der Fraktionen der Neutrallipide, der Glykolipide und der Phospho-

lipide aussagen. Es besteht die Méglichkeit, dall Unterschiede im Fettsiiuremuster dieser
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Lipidfraktionen anftreten, die innerhalb der drei Gruppen so weit ausgeglichen werden,
daf} sie beim Gesamtgehalt an Fettsduren nicht erkennbar sind. Deshalb wurde parallel
zu den Untersuchungen der Fettsiurezusammensetzung der Gesamtlipide diejenige der
einzelnen Fraktionen untersucht. Die Iettsdurezusammensetzung der Phospholipid-
fraktion ist bei Blittern von Coleus und Impatiens dhnlich (Palmitinsdure 32 —359,;
Linolsiiure 15—309,: Linolensdure 20—359,). Eine Verinderung gegeniiber den jeweili-
gen Kontrollen bei Fiitterung von ¢AMP (bei C'olews bis 1000 ppm, bei Impatiens bis
5000 ppm) erfolgt nicht. Die Glvkolipidfraktion enthiilt stets iiber 709%, Linolensiure,
4—-10°, Linolsiure und 8 -18%, Palmitinséure. Auch hier ist keine Anderung des

Fettsduremusters unter dem Einflul von ¢AMP festzustellen.

Ewnflufp von cAMP auf die Feltsaurezusammensetzung der Chlorcplastenlipide

(‘vtokinine beeinflussen den Lipidhaushalt der Chloroplasten (DoxavLpsox et al. 1969,
ScuwEeizer et al. 1977). Wenn cAMP ein Sekundédrmessenger von Cytokininen wire
(Woop et al. 1972, 1973), so sollte es entsprechende Wirkungen zeigen. Um dies zu
priifen, wurden isolierte Chloroplasten mit ¢AMP der Konzentration 10, 100, 250 und
500 ppm inkubiert. Die Behandlungszeit variierte zwischen 30 Min und 2 Std.

Da isolierte Chloroplasten von Impatiens und Coleus rasch altern (verursacht durch
Phenoloxidasen 7), wurden diese Versuche vorwiegend mit Petunia-Chloroplasten durch-
gefiihrt. Ein Einflu von ¢AMP auf die prozentuale Verteilung der Fettsiuren war
nicht zu erkennen. Nach 2stiindiger Inkubation mit ¢cAMP ist ebenso wie in den Kon-
trollen der Linolensiuregehalt um etwa 10 °; abgesunken. Durch ¢eAMP kann also dieser
alterungshedingte Abbau nicht aufgehoben werden.

Ewnfluf ron eyclischem und nichicyclischem Adenosinmonophosphat auf den Ewmbau von
(- Acetat in Lipide

Um Hinweise auf einen moglichen Einflul} von ¢cAMP auf die Biosynthese der Fett-
siiuren zu erhalten, wurden Blatter von I'mpatiens im Anschlull an die Blattstielfiitterung
(24 Std.) mit 10—1000 ppm cAMP 4 Std. mit [*4C]-Acetat gefiittert und die Markierungs-
verteilung in Robfett und Fettsduren bestimmt. Die relative spezifische Rohfettaktivitét
in den Versuchen 10 und 100 ppm unterscheiden sich (innerhalb der MeBgenanigkeit)
nicht von der Rohfettaktivitit in den Kontrollen. Hohere ¢eAMP-Konzentrationen (250,
500 und 1000 ppm) bewirken jedoch einen starken Anstieg der Markierungsintensitit
um durchschnittlich 889, (Abb. 4).

Um die Spezifitit dieser cAMP-Wirkung zu tberpriifen, wurde in einer weiteren
Versuchsreihe nichtevelisches Adenosin-d’-monophosphat (AMP) appliziert. In diesem
FFall bewirken schon 100 ppm AMP eine Erhohung der Einbaurate um 679, Eine
Steigerung der AMP-Konzentration anf 500 ppm ergibt eine Markierungszunahme von
719, und bewirkt damit einen Effekt gleicher GréBenordnung wie 1000 ppm ¢AMP
(-+74%,).

Die Untersuchung der Markierung der einzelnen Fettsduren ergibt folgendes Bild:
Obwohl Linolensiiure mit 50 —609, dic mengenmiBig wichtigste Fettsdure ist, enthilt
sie auch nach 4stiindiger Fiitterung mit [14C}-Acetat eine nur sehr geringe Aktivitit
(1,19, der Gesamtaktivitit). Eine wesentlich hohere Biosyntheserate zeigen Linolsdure



¢AMP-Anfnahme und Wirkungen auf den Stoffwechsel 431
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Abb. 4. Relative spezifische Aktivitdt des Rohfettes in Blittern von Impatiens sullani nach Fiitlerung
von eAMP bzw. 5'-AMP und [ C]-Acetat.

Fuatterung: angegebene Menge von cAMP bzw. 5-AMP iber 24 Std., anschlieBend Zufuhr von
[14C]-Acetat (15 uCi, 4 Std.). Gemessen: Impulse/Min. je mg Rohfett.

mit 17 9,, Olsiure mit 30 9, und Palmitin- und Hexadecensiure (gemeinsam) mit 35 9,
der Gesamtaktivitat. Die mit ¢eAMP (10 -1000 ppm) behandelten Proben zeigen bei
den einzelnen Fettsduren “C-Einbauraten, die bis zu 99, vom Kontrollversuch ab-
weichen. Da aber die Meligenauigkeit in dieser Grofenordnung liegt (etwa 109,) und
die Abweichungen unregelmiBig auf die einzelnen Versuche verteilt sind, miissen diese
Unterschiede als MeBfehler gelten.

Ewnflup von eyclischem und wichteyclischem Adenosinmonophosphat auf die durch Tween 20
hervorgerufene Blattschidigung

Coleus- und Impatiens-Pflanzen, die bei der Applikation von cAMP aber die Blitter
versehentlich eine zu hohe Konzentration der oberflichenaktiven Substanz Tween 20
erhalten hatten, zeigten Blattnekrosen und starken Blattfall. Dieser war bei den Kon-
trollen (Wasser mit Tween 20, ohne ¢cAMP) erheblich ausgepriigter als bei gleichzeitiger

Tabelle 2. Blatifall bei Impatiens und Coleus in Abhdngigkeil von der zugefiihrten Tween-20- und
cAMP-Menge

Zahl der abgefallenen Bliatter in ©, der bei den Kontrollen abgefallenen; untersucht jeweils 15
Pflanzen

Impatiens Impatiens Coleus
29, Tween 20 3,39, Tween 20 29, Tween 20

1 2 3 4

S
Rt

Wochen 1 2 3 1 e 3 4
cAMP

10 ppm a6 68 70 16 48 81 92 96 82 84 87 87 88
100 ppm 50 a9 H4 23 25 37 48 70 04 78 81 84 86
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Tabelle 3. Blaltfall ber Impatiens in Abhdngigkeit von der zugefihrlen Tween 20- und e¢AMP- bzw.
5'-AMP-Menge

Zahl der abgefallenen Blitter in ¢, der bei den Kontrollen abgefallenen; untersucht jeweils 15
Pflanzen

20, Tween 20 3,39, Tween 20
Wochen 1 2 3 1 2 3
cAMP
250 ppm a0 81 85 80 -— -
500 ppm 40 70 81 71 90 94
5’-AMP
260 ppm 3 56 58 pT 67 91
500 ppm 35 46 48 43 63 80

Zufuhr von ¢AMP (Tabelle 2). Daher wurde in mehreren Versuchsreihen nachgepriift,
inwieweit hier ein spezifischer Effekt vorliegt (Tabelle 3). Je hoher die ¢cAMP-Konzen-
tration ist, um so geringer bleibt die Schddigung der Blatter. Bei Anwendung von
5'-AMP erhiilt man aber bei entsprechenden Konzentrationen eine ebenso gute oder
bessere Schutzwirkung. Eine Blattschiddigung durch das Detergens Triton X-100, an-
gewendet in gleicher Konzentration wie Tween 20, wird weder durch ¢cAMP noch durch
5-AMP verringert.

Diskussion

Bei Arbeiten, welche die Funktion von ¢AMP durch Applikation des eyelischen
Phosphats zu kldren versuchen, erhebt sich zunichst die Frage, inwieweit das zugefiithrte
¢AMP iiberhaupt von der Zelle aufgenommen wird. So erkliren Durrus und Durrus
(1969) die geringere Wirkung von ¢AMP als von Gibberellinsiure auf die Induktion
der x-Amylase mit einer weniger guten ¢cAMP-Aufnahme. Ahnliche Erklirungen stam-
men von NIckeLLs et al. (1971) sowie von Barton et al. (1973). BREwiN und NoRTHCOTE
(1973) kommen zu dem SchluB, daB ¢cAMP an der Membran abgebaut wird, das cAMP-
Molekiil also nicht in intakter Form in die Zelle gelangt. Giaxnarrasio et al. (1974)
stellen bei Untersuchungen an Helianthus-tuberosus-Knollen fest, dall ¢AMP rasch ins
Gewebe aufgenommen und dort abgebaut wird. Es wird wahrscheinlich gemacht, dal
dies im Zellinnern geschieht. Eine gute Aufnahme von cAMP in Gewebe ist auch von
Gorpox et al. (1973) festgestellt worden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen
cindeutig, daBl ¢cAMP nicht nur ins Gewebe aufgenommen wird, sondern ohne gréBere
Schwierigkeiten durch das Plasmalemma in die Zelle und dort auch in die Chloroplasten
gelangt. In allen durchgefithrten Versuchen zeigen die mit ¢AMP behandelten Blatter
cin Mehrfaches des .,cAMP--Gehaltes der unbehandelten Proben. Die Héhe des in
isolierten Protoplasten und Chloroplasten gefundenen eAMP-Gehalts und die Tatsache.
daB appliziertes ¢AMP sehr rasch abgebaut wird, sowie die Untersuchungen der mit
Phosphodiesterase inkubierten Protoplasten lassen erkennen, dal zugefithrtes ¢AMP
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schnell ins Zellinnere gelangt. Dies wird auch durch nene Untersuchungen von Kataoka
(1977) bestitigt. Ein Transport von ¢AMP durch die Chloroplastenhiille ist ferner von
WeLLBURN und Hawmrpe (1976) festgestellt worden. Diese Krgebnisse bedeuten aber,
daB Untersuchungen, bei denen ¢cAMP nur eine schwichere Wirkung als das entspre-
chende Phytohormon zeigt, gegen eine Sekundédrmessenger-Rolle von ¢AMP sprechen.

Der in den Blittern von Impatiens und Pefunia ohne cAMP-Fiitterung gemessene Gehalt an
WeAMP* Jiegt in einer GroBenordnung, die mit den Angaben anderer Autoren ubereinstimmt (vgl.
Kvrr und Kitnn 1975). Da jedoch unklar ist, was hierbei gemessen wird (AMrueix 1977), wird hier
nicht weiter darauf eingegangen.

Die Untersuchung der cAMP-Abbaurate zeigt, dall appliziertes cAMP rasch abgebaut
wird; 0,0 —1 Std. nach Fiitterungsende betrigt der gemessene ¢cAMP-Gehalt nur noch
die Hilfte des Anfangswertes, nach etwa 4 Std. ist zumeist kein Unterschied mehr zu
den Kontrollen meBbar. Die Vergleiche der ¢AMP-Gehalte in ganzen Blittern und in
isolierten Protoplasten (es ergaben sich bei einander entsprechenden Versuchen gleiche
¢AMP-Gehalte) lassen ebenfalls erkennen, dall der ¢cAMP-Abbau innerhalb der Proto-
plasten erfolgt. In Ubereinstimmung damit ergeben sich in ganzen Blittern und in
Protoplasten — soweit verfolgbar — deckungsgleiche ¢ AMP-Abbaukurven.

Auf die Zuckergehalte hat ¢cAMP im Gegensatz zu den Phytohormonen keinen
EinfluB. Nur bei extrem hohen ¢AMP-Konzentrationen (ab 8- 10-2 M) sind Effekte
nachzuweisen. Diese konnen mit einer bei solchen Konzentrationen wirksamen Beein-
flussung des Adenylatpools erkldrt werden. Die CO,-Fixierungsrate wird zwar durch
c¢AMP deutlich verindert; jedoch zeigen die Kontrollexperimente mit 5'-AMP, daf} es
sich dabei nicht um eine spezifische Wirkung handelt. Vermutlich ist auch in diesem
Fall die Verinderung des Adenylatpools die Ursache. Eine Stimulation der CO,-Fixie-
rung in isolierten Erbsenchloroplasten durch dhnliche geringe Konzentrationen von
Adenoginphosphaten ist von Ropinson und Wiskicn (1976) beobachtet worden. Die
hemmende Wirkung héherer cAMP- und AMP-Konzentrationen kénnte mit einer ver-
stirkten ATP-Bildung (z. B. durch cyclische Phosphorylierung) zusammenhingen. Auf
die Fettsdurczusammensetzung des Rohfetts, der Phospho- und der Glvkolipide sowie
der Chloroplastenlipide hat ¢AMP in Konzentrationen von 2,9+ 10-7 M bis 1,4- 102 M
keinen EinfluB. Es ist daher ziemlich sicher, dal eAMP in den Fettsdaurehaushalt nicht
eingreift. Cytokinine rufen schon in Konzentrationen um 10-¢ M deutliche Verdnderun-
gen im Fettsiuremuster hervor (KuwLL et al., unveréff.). In Chloroplasten hemmen sie
den alterungsbedingten Linolensdure-Abbau. Darauf hat eAMP ebenfalls keinen Ein-
flu. In grinen Blittern kann cAMP somit nicht Sekundirmessenger der Cytokinine
sein oder eytokinindhnliche Wirkungen im Sinne von pe Nicora et al. (1975) hervor-
bringen.

Bei Anwendung von eAMP-Konzentrationen iiber 2,9 - 10-4 M wird der Einbau von
M(C-Acetat in Lipide deutlich verstirkt. Dieser Effekt wird aber durch 5'-AMP ebenso
hervorgerufen, so dall auch hier keine spezifische Wirkung vorliegt. Das Auftreten
eines meBbaren Effekts erst ab Konzentrationen von itber 10-1 M deutet auch in diesem
Fall auf eine Wirkung iiber den Adenylatpool. Ein Einflu von e¢AMP auf die Bio-
synthese der einzelnen Fettsiuren konnte nicht heobachtet werden. Die von Kaxxax-
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GARA und Stuyer (1972) an Spinatchloroplasten festgestellte cAMP-induzierte Hemmung
der Lipidsynthese und der Synthese mehrfach ungesittigter Fettsiuren kann nur be-
schrankt mit unseren Ergebnissen verglichen werden, da wir ganze Blitter, jene Autoren
aber isolierte Chloroplasten untersucht haben. AuBerdem finden KANNANGARA und
Steyer die Verringerung der Markierungsintensitit der mehrfach ungesittigten Fett-
sauren nur in den inneren, blaBgrimen Spinatblittern und mit maximal 3,79, liegt
diese Markierungsabnahme unter der von uns erreichten Mefgenanigkeit.

Bei der beobachteten Schutzwirkung von ¢ AMP auf die Blattschadigung durch Tween 20 handelt
es sich ebenfalls um einen unspezifischen Effekt.

Alle in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Wirkungen von cAMP auf den Stoff-
wechsel kinnen auch mit 5'-AMP erzielt werden. Da sie zumeist erst bei relativ hohen
Konzentrationen deutlich werden, diirften sie alle durch die Beeinflussung des Adenylat-
pools zustande kommen, wie dies MULLER schon 1973 zur Diskussion stellte. Auch
andere Autoren haben unspezifische cAMP-Wirkungen nachgewiesen (Scuravnorr 1972,
1977, Naxpa et al. 1976, Faroogur und Manesawart 1977). Wenn Effekte von ¢cAMP
festzustellen sind, miissen sie daher stets mit denjenigen von 5'-AMP verglichen werden.
Dies ist in zahlreichen Untersuchungen nicht geschehen. Wenn 5-AMP ohne Wirkung
bleibt, sollten andere Adenosinmonophosphate getestet werden (vgl. ScarRAUDOLF 1977).
Sehr hohe cAMP-Konzentrationen kénnten ferner das Zellgeschehen pathologisch be-
einflussen (vgl. BREssax et al. 1976) und schlieBlich tritt in cAMP-Losungen von iiber
100 ppm ohne Abpufferung eine nennenswerte Verdnderung des pH-Wertes ein (Ba-
RENDSE und Hortsrac 1975).

In mehreren Arbeiten sind allerdings spezifische Wirkungen von ¢AMP auf Enzym-
aktivititen beschrieben worden, die durch diese Einwiinde nicht zu entkriften sind
(vgl. Einleitung). Auch die Befunde von TArRANTOWICZ-MAREK und KLECZKOWSKI (1975)
iiber die Wirkung von 10-7 M ¢cAMP auf die Synthese von hn-RNA kionnen nicht als
unspezifisch angesehen werden.

Fir einige wertvolle Hinweise danken wir Herrn Prof. Dr. N. Aumrueix. Fir sorgfiltige Mitarbeit

haben wir Frl. Barara Kitux, fir eine Sachbeihilfe der Deutschen Forschungsgemeinschaft zu
danken,
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