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Innuence 01 Zeatin Oll Respiration ßnd Pholos~ ' nthesls öf Mesopbyll I)rotoplnsls 0' Petunia 

;\bstrnet. ApplicaLion o f 1 ppm zeat.in taiscs thc respiration rate (mcltSured hy the Warburg 
met,hod) of leaf mesophyll protoplasts of Petlmia hyl,ridc& by abont, 50% aftm' 4 h; afterwards 
there i8 a. rapid decrease. \Vhile the rate of respiration in t.hc contrals rises art.el' 5 to 6 h , 1 ppm 
zeatin has astrang inhibitory effect. \Vhen thc pl'Otoplasts are incuhated with 0.1 ppm zeatin 
t.ho rise in the rate is much slower, and aftel' 7 h the ra.te is 30 % higher t.han in Lha controls. 
Abscisic acid (10 ppm) decreases the respiration rate so that aft.cr 5 h it is less than halr that of 
tha controls. Lawr on t,here La a riae as in tho controls, perhaps caused by S(:Hlescence promoting 
effects of abscisic acid. Tha photosynthetic rate of tha mesophyll protoplasts measured hy 11002 

fixat,ion decreaoos with increasing age of the preparation. 'rho protoplasts previously incuhated 
with zeatin for 1 to 3 h show an increase in photo:>yn thesis: with 0.1 ppm zeatin the 140· fixation 
rate is higher the longer the hormone eould operatc. With 1 ppm zeatin we get a typieal optimum 
curvc similaI' to that for respira.tion. These opt.imum eurvas indieate thc inhibitory effeet of 
high conccntrations of zcatin on I'cspiration anel photo:!ynthesis. 

Additional index won/8.· zeatin; ab3cisie acid; protopla.sts; respiration; photosynthesis. 

Pflanzliche Protoplasten sind ein sehr geeignetes Versuchsobjekt für Unter
suchungen, bei denen Substanzen aus dem Milieu aufgenommen werden, da 
die Stoffe die Zelloberftäche direkt erreichen. Daher ist es naheliegend, sie 
für Versuche über die physiologische 'Virkung von Phytohormonen her
anzuziehen; bisher sind allerdings nur Untersuchungen mit Auxinen bekannt 
geworden (GREGORY u. CoCKING 1966; POWER und CoCKING 1970; BAYER 

1973). In Fortsetzung von Arbeiten übel' den Einfluß von Zeatin auf die 
Atmung grüner Blätter (MAILÄNDER und KULL 1973) schien es von T nteresse, 
entsprechende Versuche mit Protoplasten auszuführen, nachdem die grund
sätzlichen Phänomene bezüglich der Atmung der Protoplasten geklärt waren 
(HOFFMANN et al. 1974). Einige Untersuchungen mit Abscisinsäure schlossen 
sich an. Ferner wurde der Einfluß von Zeatin auf die Photosyntheserate der 
Protoplasten durch Messung der "CO,-Fixierung aus NaH14C0 3 geprüft. Die 
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photosynthetische Aktivitä~ von Protoplasten aus Blattgewebe ist schon von 
KANAl und EDWARDS (1973) und von WEG MANN und MÜHLBACH (1973) 
nachgewiesen worden. 

~lalerial uml ~lelhoden 

Die Gewhmullg der Mesoph!'1I-1"rotoplustell 

R.usPelu."ia hyb,.ida erfolgte nach dem boi POTRYK1:S und Dt;RANO (19i2) und HOFFMANN (1973) 
beschriebenen Verfa.hren. 

Atmungsmpssuligen 

Die Messung der Atmungsiritensität erfolgt-e mit der riirekten lVsl'burg.Meth ode (vgl. HOFF
MANN e.t ol. 1974). 

Zeatin gela.ngte in insgesamt 5 Versuchsserien jeweils 111 Konzentrationen von I ppm = 4,56 
fLmoll - 1 und 0, 1 ppm = 0,456 I-Lmoll- 1, Abscisinsäure in 3 Versuchsreihen in einer Konzen
tration "on 10 ppm = 38 p.mol I- I in Mannitmedium zur Anwendung. Die Einwirkung der 
Phytohormone begann 20 bis 30 min \"or Beginn der Atmungsmessungen. 

Messung der Photosynlheseintensitiil 

Die Protoplastensuspens ion wurde zunächst im )[annitmedium 1~3 h mit Zeatin der Kon
zentration 0,1 ppm bzw. 1 ppm v orinkubiert. Danach erfolgte dio l\IcliSung der Photo!lynthm!c_ 
rate bei einer BelicMungsdauer von 30 min. Als l\ledium dien te 0,4 M Mannit/O,23 M NaHC03 
im Verhfiltnis 95: 5, eingestellt auf pR 7,2 mit 0,22 l\i HCI. Ein ml Medium enthielt 106 Proto
plasten; 118eh Abzug des Protoplasten-Volumens errechnet sieh daraus ein C02-Gehalt von 
9,72 (lM. Die Beleuchtung erfolgte mit 2 X 100 W Krypton-Lampen (5900 Ix an der Suspensions
oberfläche) bei 24°C Wasserbad-Temperatur. Zu jeder Probe wurdcn 2 [J.C He (NaHl4COa) zu
gegeben. Nach 30 min erfolgte die Abtötung und Extraktion durch Zugabe von hcißcm Äthnaol. 
Dann wurde scharf abzent.rifugiert , der Überstanrl eingedampft und in 60% Äthanol auf
genommen. 

D ie Messung der Radioaktivität erfolgte im Szintillat.ionsziihler im Dioxan-Cocktail mit 
83% Ausbeute. 

nie Ch loroJlhyll-ßestlmmung 

bei Aliquoten der Protoplasten-Suspension (als ßezugsgröße für die Photosynthese-Leistung) el·
folgte dw'ch Mcssung elcr Extinktion bei 652 nm. 

Ergebnisse 

t\ tmunl1 

Der zeitliche Verlauf der Atmungsintensität bei den Kontrollproben ohne 
Phytohormonzusatz zeigt stets das bei HO"FMANN et al. (1974) geschilderte 
Verhalten (vgl. Abb. 1). Protoplasten in I ppm Zeatin weisen zunächst eine 
Förderung der Atmung auf, so daß diese nach 4 h um 50% über den Kontrol
len liegt. Dann geht die Atmungsrate aber rasch zurück, so daß während der 
Phase des starken Atmungsanstiegs der Kontrollen eine ausgeprä.gte Hem
mung zu beobachten ist. Erst nach 7 h ist (bei 2 Versuchsreihen) ein erneuter 
schwacher Atmungsanstieg festzustellen, Die um eine Zehnerpotenz geringere 
Zeatinkonzentration ist anfangs ohne erkennbaren Einfluß ; erst nach etwa 
4 - 5 h setzt eine stärkere Zunahme der Atmungsrate als in den Kontrollen 
ein, so daß nach etwa 7 Stunden eine Förderung von ca. 3070 beobachtet 
wird. 

Abscisinsäure führt in-einer Konzentration von ]0 ppm nach wenigen 
Stunden zur Hemmung der Atmung (Abb. 2), 80 daß diese nach ungefär 5 h 
Versuchsdauer welliger als die Hälfte der Kontrollen beträgt . Danach kommt 
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Abb. 1. Verlauf der Atmungsrate bei Meso· 
phyll-Protoplasten nach Applikation von 
0, I ppm tIIul I ppm Zeatin (n ~ ßnometrisch(") 
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es allerdings zu einem Atmungsanstieg wie bei den Kontrollen. Mit geringeren 
Abscisinsäure-Konzentrationen wurden ebenfalls einige Versuche durch 
geführt; sie erbrachten jedoch keine eindeutigen Ergebnisse, so daß hier 
weitere Untersuchungen zu einet Aussage erforderlich sind. 

l"ho(oro)'nthese 

Zunächst. wurde die Photosynthosdeistung der Petunien.Protoplasten geprüft uno hierzu 
bei e iner Photosynthesezeit von 5- 60 min die 14C·EinbaurRLc bestimmt. (Abb. :l.) Die Einbau· 
I'a-to in lösliche VerbiIldungen nimmt bei mngeron Versuchszeiten o.b, auch streuen hier die \Verto 
stärker. ,"VahrseheinJich hängt dies mit der Synthese alkoholunlöslichef Stoffe zusammen. Zur 
Kon troHe wurde weiterhin die DW1kelfbc:ienmg im Verlauf von 45 min geprüft, s ie liegt bei 
0,30 fLmol C02 mg- I Chlorophyll. Eino woit-cre Probo wurde 10lt 10- " 1\"1 Phenanthrolin a(s Photo· 
"ynthei:Iß- Hl'mmer versetzt., die Fixierungsrate liegt hier im Licht nach 60 min bei 0,7ö !J-mol 
002 mg - l Chlorophyll. 
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Abb. 2. Vcdauf eier Atmungsrate bei l\fesophyl1 -Protoplasten nach Applikation vOn 10 Ilpm 
Absci.<jinsäure (manometrische Bestimmung nach Wal"burg). 
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Abb. 3. He-Einba.u m alkohollöslicho Stoffe bei 
l\lesophyll.Protoplasten in Abhängigkeit von der 
Belichtungsdauer . 

Nach diesen Vorversuchen erfolgte die Untersuchung des Einflusses von 
Zeatin auf die 14COz-Fixierungsrate. Die Protoplasten wurden nach ein-, 
zwei- und dreistündiger Vorinkubation in Zeatinlösungen von 0,1 und 1 ppm 
mit N aH"COa versetzt und 30 mln belichtet. Die ohne Zeatin vorinkubierten 
Kontrollen zeigen mit zunehmendem Alter eine Verringerung der Photosyn
theserate (Abb. 4) . Bei Zcatinapplikation ist die Einbauratc in allen Fallen 
erhöht. Mit 1 ppm Zeatin läßt sich eine typische Optimum-Kurve mit einer 
maximalen Photosyntheseleistung nach zweistündiger Hormoneinwirkung 
erkennen. Nach 3 h Inkubation ist die aufgenommene Zeatinmenge offenbar 
bereits überoptimal. Bei der geringeren Zeatinkonzentration (0,1 ppm) liegt 
die Einbaurate um so höher, je länger das Hormon einwirken konnte. 

In einem weiteren Versuch wmde der Effekt von 0,01 ppm Zeatin bei zwei
stündiger Inkubation geprüft. Mit einer Photosyntheserate von 4,10 f'mol CO 2 

ordnet sich der Wert zwanglos in die lVleßergebnissc ein und zeigt gleichzeitig, 
daß auch diese geringe Hormonkonzelltratioll von 4,56. 10- 2 !-Lmol 1- 1 die 
Photosyntheseleistung noch eindeutig fördernd beeinflußt. 

Diskussion 

Die Befunde über die Veränderungen der Atmungsintensität durch Zeatin 
können mit denjenigen verglichen werden, die an Blattscheiben bzw. intak
ten Blättern erhalten wurden (MAILÄNDER und KULL 1973). Die zeitlichen 
Veränderungen der Atmungsrate bei Blattscheiben von AilanthuB entspre
chen - bei Anwendung der zehn fachen Konzentration des Phytohormons 
(10 ppm, 100 ppm) - weitgehend dem , was an den Protoplasten beobachtet 
werden konnte. Der Vorgang läuft allerdings bei letzteren innerhalb weniger 
Stunden, bei den auf Zeatin gehaltenen Blattscheiben in 48 h ab. Die maxi
male Steigerung der Atmungsrate liegt bei den Protoplasten nach 4 h bei 
+ 50%, bei den Blattseheiben nach 24 h bei +20%. Die dabei ins Blatt ge
langten Zeatin-Konzentrationen sind denjenigen des Milieus der Protoplasten 
vergleich bar. 

Die starke Hemmung der Atmung nach einigen Stunden durch 1 ppm 
Zeatin ist vielleicht dadurch verursacht, daß eine zu hohe Dosis des. · Hor-
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Abb. 4 . Phot.osynthcseraoo von Meso
phyll-Protoplasten bei halbstündiger 
Belichtung und Vorinkubation mit. 0,1 
ppm bzw. 1 ppm Z e~ t in für 1 bis 3 h. -w • ... . 
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mons einwirkt. Man könnte allerdings auch an eine Hemmung der Alterungs
vorgänge denken, mit denen der starke Atmungsanstieg möglicherweise zu
sammenhängt (vgl. HOFFMANN et al. 1974). Eine derartige Erklärung legt 
zumindest der in 2 Versuchsreil1en beobachtete stark verzögerte und ab
geschwächte Atmungsansticg gegen Vcrsuchsende nahe. 

Die Hemmung der Atmung durch Abscisinsäure steht im Einklang met den 
Befunden von POSKUTA el al. (1972), die bei Anwcndung von 100 und 200 ppm 
bei Blättern von Erdbeere und Mais eine starke Verringerung der Atmungs
rate fa.nden. Der nach über 5 h einsetzende Atmwlgsanstjeg könnte mit einer 
Förderung der Seneszenz zusammenhängen , wie sie V On zahlreichen Unter· 
suchungen mit AbscisinsiLure gut bekannt ist (vgl. AnD woTT und LYON 1969). 
Diese Alterungsförderun g kann sich bei Protoplasten naturgemäß erheblich 
ras.cher auswirken , als bei ganzen iso1ierten Blättern (vgl. N .EWl\IAN et aZ ., 
1973; K ULL und UNGER 1974). 

Die CO2-Einbauraten bei den Photosynthese-Versuchen sind denj enigen 
vergleichbar, die WEG MANN und MÜHLBACH (1973) bei Sonnenblumenblatt
-Protoplasten fanden. Lcgen wir den Wert von 10 min Photosynthese zu
grunde, so sind unsere " 'el'te etwa. doppelt so hoch wie bei den genannten 
Autoren . Die Ursachen für die im Vergleich zu intaktem Blattgewebe ge
ringen Raten werden von \VEOl\JANN und 1\1 ÜHLllAOH diskutiert. Die Erhö· 
hung der Photosyntheserate unter dem Einfluß von Zeatin entspricht Befun
den, die mit Blattgewebe und dem künstli c),en Cytokinin Kinetin erhalten 
wurden (IORDANOV und PoPOv 1966, MEIDNER 1967 , TREHARNE cl al. 1970, 

weitere Lit . vgl. K ULL 1972). Gewebekulturen licferten ähnliche Ergebnisse 
(NEUlIIA NN und RUFAT 1973). Auch bei zellfreien Präparaten aus Blättern 
von ATabidopsis wurde eine Steigerung der Photosynthese durch Kinetin 
erzielt (BARADzHA"ovA el al . 1971 ). TREHARNE el al. ( 1970) fülu·en den Cyto
kinin-Effekt auf eine :Erllöhung der Ribulose- I ,5-diphosphat carboxylaee
-Aktivität zurück (vgl. auch FEIERABEND 1969, 1970) . Unscro Ergebnisse 
zeigen über diese Befunde hinaus, daß hohe KonzentratiOlwn des natürlichen 
Cytokinins Zeatin die Photosynthese-Intensität wieder herabsetzen. 
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Bei Anwendung von 1 ppm Zeatin erhält man für die Photosyntheserate 
ebenso wie für die Atmungsrate eine typische Optimum-Kurve der Abhän
gigkeit der Wirkung von der Konzentration. Letztere wird bei unseren Ver
suchen durch die Zeitachse wiedergegeben. Für Kinetin sind hemmende Ein
flüsse hoher Dosen auf versohiedene Faktoren bekannt (ROGOZINSKA et al. 
1964; PENOT und HOURMANT 1969 ; vgl. auch SCHMITZ et al. 1972). Bei Unter
suchungen mit Zea.tin wurden entsprechende Ergebnisse bei der Atmung von 
Blattgewebe (MAILÄNDER und KULL 1973) und beim Fettsäurehaushalt 
(KULL und BÜXENSTEIN 1974 ; KULL, unveröffentlicht) erhalten. 

Die Untersuchungen wurden mit Hilfo dt~a Bundesminister" für Bildung und \VisscnschoJt. 
und der Deutschen Forschungsgemeinschaft durchgeführt. :Frtlulein A. Krau~ und Fräulein 
B. Kühn danken wn' für sOl'gfältige technische Asl:iist,enz. 
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Aplikaci 1 ppm zeat.inu ~e zvys.\ .. yehlost. dycha.ni (mereno Warburgovou metodoll) protopla stu 
z mesofylu Iistti Petun'ia hybrida po 4 h asi 0 50 %; pak mislcduje prlldky pokles. Zatfmco ryeh. 
lost dyeMni u konLrolnich rostlin stoupo. po 5 az 6 h, 1 ppm zeaf,inu ma silny inhibicni ucinok 
Pri pouziti 0.1 ppm zeatinu je vzestllp rychlosti dychanf mnohem pomalejsi a po 7 h je 0 30 % 
vyssl nez u kontrolnich rostlin. Kyselinl1 abscisovi (10 ppm) sni:i.ujc rychlost dyehani tak. ze 
po ö h je ryehb:5t dyehani 0 p olovinu niMf nez v kontrolnf varIante. Pozdeji nasleduje vzcsLup, 
zp"ilsobcny pat,rnli \l l iv ~ m l,y:;;cJiny ab ':icii)() \"f ~ podporujici ':i tUI'!l"ti. Rychlost foto!'lynt,hesy prota. 
plas lü IIle ~ ofylu mf.i·; na pomooi fixaee 14('02 kips;\. ~ starn lltfm PI'CpUl'atll. Protoplasty vy· 
stavene püsobsni zcatillll behem J az 3 h ukazo\'aly "/,\,Y;;I'ni r'yc hl o~ti fo to::;ynthc;jY. PI'i aplikaci 
0.1 ppm zeatinu rych los t flXflce 1-1<':02 je tim ,·N·Si. l' im dole mohl h ormon pusobit. Ph aplikael 
I ppm zeatinu byla zfskana typick!l. opt,imalni I;:i" ivka pud o bn l~ ki"i,'co pro dS'chani. Tyto opti. 
malnf krivky prokazujf inhibicni ucmek zootinu na dychani a fOlo/öynlhesll. 


