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Abstract-The influence of cyclic AMP, theophylline, papaverine and NH,NO, on the accumulation of betacyanin 
in callus of Porrulucu grundiforu, var. JR, were studied in relation to amounts of dihydroxyphenylalanine (DOPA), 
dopamine, phenylalanine, tyrosine, protein, ‘lipid’ and the nucleotides CMP, AMP, GMP and UMP present. 
Inhibition of betacyanin formation is characterized by reduced amounts of DOPA and dopamine and a constant rise 
of GMP and CMP (GMP/CMP = 8). Protein accumulation is also inhibited. The increase in pigment accumulation 
due to theophylline and NH,N03 is characterized by a raised DOPA and protein concentration and a lower GMPi 
CMP ratio (= 3). The increase in betacyanin accumulation is due to de nouo synthesis of enzymes. Inhibition is 
probably due to the regulation of the callus phosphodiesterase by papaverine and theophylline (5 10m5 M/l) which 
triggers a change in concentration of nucleotides, which eventually regulates tyrosinase biosynthesis. 

EINLEITUNG 

In Kallus von Portuluca grundifloru, var. JR, kann durch 
unterschiedliche Faktoren die Betacyan-Akkumulation 
beeinfluDt werden [l, 23. Diese Beeinflussing kijnnte 
unter anderem in gleicher Weise wie die Biosynthese der 
Anthocyane [3] bzw. von Amaranthin in Amurunthus 
cuudutus [4] iiber eine differentielle Genaktivierung 
ermijglicht werden. Eine Beteiligung von CAMP wird 
ebenfalls diskutiert [S-8]. Eine derart$e Steuerung 
durch CAMP kijnnte sowohl iiber eine Anderung der 
Anlieferung von Phenylalanin und Tyrosin und damit 
der Betacyanvorstufe DOPA [9] auf Grund einer 
Beeinflussung des zellullren Transportes [lo], als such 
iiber eine Aktivitltslnderung von Enzymen [l 11, iiber 
eine direkte Genaktivierung wie bei Mikroorganismen, 
[12] oder, wie in Vigna sinensis, [13] uber eine Beein- 
flussung des Nukleotidgehaltes der Zelle erfolgen. Eine 
derartige VerPnderung des Nukleotidgehaltes kijnnte 
durtih eine Beeinflussung der cyclischen Phosphodi- 
esterase aus Kallus von Portulaca grundifloru, var. JR 
[14] ermijglicht werdem. Allerdings ist das Vorkom- 
men von CAMP in hiiheren Pflanzen umstritten und 
seine mijgliche physiologische Funktion ungekllrt [ 15 
193. Trotz des teilweise von tierischen Objekten ab- 
weichenden Verhaltens pflanzlicher Phosphodiesterasen 
[20] wird ein mBglicher Zusammenhang zwischen 
Betacyan-Akkumulation und aus Experimenten an 
tierischen und menschlichen Zellkulturen als mbgliche 
Phosphodiesteraseinhibitoren bekannte Substanzen (Pa- 
paverin [21, 221; Theophyllin [ll, 20, 231; NH,N03 
[ 111) untersucht. Eine direkte Verwendung von CAMP 
[S] zur Ver&nderung des intrazellullren CAMP-Spiegles 
war naheliegend, zumal bereits Ergebnisse iiber den 
EinfluD von Adenin bzw. Adenosin [ 1,2,24,25] vorliegen 
und Kallus im Gegensatz zu differenzierteren Organen 
die Mijglichkeit physiologischen Arbeitens in unmittel- 

barer NBhe des tatsiichlichen Wirkungsortes ermiiglicht 

[2 ./ 
B it Hilfe der Antimetaboliten Actinomycin C, und 

Actidion (Cycloheximid) sollte eine miSgliche Wirkung 
von Theophyllin auf der Ebene der Transkription und 
Translation fiberprti werden. 

Da Portulacu-Arten fiir einen hohen Gehalt an 
Catecholaminen bekannt sind [26], die mit den Betal- 
ainen um dieselbe Vorstufe Dihydroxyphenylalanin- 
(DOPA) konkurrieren, wurde neben dem Betacyan-, 
Protein- und ‘Lipid’- sowie der Konzentration der 
Nukleotide AMP, CMP, GMP, UMP such der Gehalt an 
den Aminoduren Phenylalanin und Tyrosin sowie 
an DOPA und Dopamin unter dem Einflul3 unter- 
schiedlicher Konzentrationen obiger Substanzen ermit- 
telt. 

ERGEBMSBE 

Beeinflussung der Betacyan-, DOPA-, Dopumin-, Protein 
und ‘Lipid’-Akkumulution 

Pupuoerin-Wirkung. Bei der Beurteiling der Wirkung 
dieses Phosphosiesterase Hemmers [21, 223, einem 
1 - (3,4 - dimethoxybenzyl) - 6,7 - dimethoxyisoquinolin, 
mul3 ein aus Experimenten an tierschen objekten bekann- 
terAbbau[27,28]inRechnunggestelltwerden.AufGrund 
der miiglichen Synthese aus Dopamin und 3,4-di- 
methoxyphenylacetaldehyde [29] kann such ein Abbau 
in diese Produkte angenommen werden, wobei weitere, 
anders geartete Abbauprcdukte [27, 281 nicht aus- 
geschlossen werden kiinnen. Insbesondere die fiir hiihere 
Konzentrationen (100 &ml) bekannte Letalwirkung in 
tier&hen Objekten [21] und das schlechtere Wachstum 
unseres Kallus bei der Konzentration lo-’ M/l. (374 
pg/ml), spricht fiir die Bildung eines Zellgiftes, z.B. 
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Tahche 1. Abhiingigkeit 
lo-’ M/l.), CAMP (lo-’ 

van Biosyntheseprozesen in Kallus van Portulaca grondijloru var. JR vom Gehah an Papaverin (10-x- 
-10m2 M/l.), Theophyllin (2.10-6-10-” M/l.) und NH,N0,(10-6-10-3 M/l.) im Medium nach Murashige 

und Skoog [43] 

M/I. 

ohne Zusatx 

‘Lipide’ 

2.73 

Protein Betacyan 
Gcsamtextinktion/g Kallus 

1,23 7,94 

DOPA 

4,O 

Dopamin 

172.4 

z&itzlich 
(a) Papaverin 

1o-8 
lo-’ 
1o-6 
1o-5 
lo+ 
lo-’ 

(b) CAMP 
1O-5 
lo-* 
10-J 
10-Z 

(c) Theophyllin 
2.1o-6 
5.10-6 

10-S 
2.10-’ 
5.10-s 

10-’ 
5.1o-d 

IO-’ 

(4 NKPO, 
10-6 
10-S 
lo+ 
10-3 

0 
- 23 
- 26 
- 20 
- 16 
- 36 

-44 
- 29 
- 16 

0 

+ 11 
- 36 
+ 183 
+146 
+130 
+ 78 
+ 36 
+ 31 

+ 37 
- 18 
- 52 
- 26 

;inderung des Gehalts in (%) 
0 - 15 

-21 - 23 
-29 - 27 
-20 - 35 
- 17 - 41 
-35 - 72 

- 38 
- 45 
- 52 
- 65 
- 75 
- 31 

-23 - 10 -20 +6 
-11 - 13 - 42 -5 
-6 -115 - 50 -20 
+6 - 18 - 65 -30 

0 
+ 1 
+ 13 
+33 
+44 
+48 
+52 
+21 

- 23 
- 35 
- 31 

0 
+ 14 
+ 32 
+ 14 
- 14 

- 56 
- 70 
- 65 
+ 65 
+ 72 
+ 153 
+ 126 
- 46 

+42 + 27 + 65 
+45 + 49 + 17.5 
-3 - 3 + 20 
-11 - 32 - 31,5 

+ I,5 
+o 
+o 
- 3,5 
-5 
+2 

-29 
-65 
-72 
-65 
-29 
+11 
-8 
-30 

0 
- 1 
-3 
- I,5 

Wiedergegehen wird der Gehah an ‘Lipidcn’, Protein Betacyan, Dihydroxyphenylalanin (DOPA) und Dopamin iu Kallus der 
aufdcm Medium nach Muraahigc und Skoog [43] ohne Zusiitxc kultiviert wurde, angcgeben in Gcsamtcxtinktion’g Kallus, sowie 
die durch Papaverin, CAMP, Theophyllin und NH,NO, ausgelijsten Veriinderungcn III Prozcmt “,I de Gehalts urn unbehaldelten 
Kallus Die Werte sind Mittelwerte zweier getrennter Versuche mit je 50 Schfdchen pro Konzentration. 

Acetaldehyd. Der bei dieser Konzentration anftretende 
erhBhte Dopamingehaft kijnnte auf Grund einer Ver- 
schiebung des Gleichgewichts der DOPA Decarboxy- 
lierungsreaktion such die Ursache fiir die verminderte 
Hemmung der DOPA-Akkumulation sein. 

Bei den Konzentrationen 10e6 bis lo-“ M/l. erfolgt 
dagegen eine Reduzierung der Dopamin-Akkumulation. 
( 10m4 M/I. : 5 %). Sowohl die ausgepriigte Hemmung der 
DOPA- als such der Betacyan-Akkumulation (10e4M/l. : 
- 75 % bzw. - 41%) ist konzentrationsabhangig. Die 
Protein- und ‘Lipid’-Akkumulation wird iiber den 
ganzen Konzentrationsbereich hinweg deutlich gehemmt 
(Tabelle la). 

CAMP- Wfrkung. Das in den Konzentrationen 10d5 bis 
lo-’ M/l. gefiitterte CAMP lost bei allen untersuchten 
Substanzen einen deutlichen ENekt aus (Tabelle lb). 
Wihrend die DOPA-, Betacyan- und Dopamin- Ak- 
kumulation-letztere erst ab 10-4M/l.-konzentrations- 
abhlingig gehemmt werden, nimmt diese Hemmung bei 
der Protein-und ‘Lipid’-Akkumulation mit steigender 
Konzentration ab. Obwohl diese konzentrationsab- 
hlngige Wirkung fiir einen direkten EinfluD des CAMP’S 
spricht, mug mit einem meglichen Abbau [30] in 
Adenosin bei der Aufnahme gerechnet werden. Allerdings 

konnte fiir Protoplasten eine direkte Aufnahme wahr- 
scheinlich gemacht werden [31, 32-J. 

Theophyllin-Wirkung. Der EinfluB des Theophyllins 
kann in zwei Konzentrationsbereiche unterteilt werden 
(Tabelle lc). Im Bereich von lob6 bis 10e5 M/l. wird bei 
schwach ansteigendem Proteingehalt (O-13 %) und an- 
steigende Tendez zeigende ‘Lipid’-Konzentration, sowohl 
der Betacyan(5. 10m6 M/l. : - 35 %) als such der DOPA- 
(5.10e6 M/I. : - 70%) und Dopamin gehalt (lo-’ M/l. : 
- 72 %) deutlich reduziert. Dagegen wird im Bereich von 
2.10 - 5 bis 10 - ’ M/l. in Verbindung mit einer gesteigerten 
Protein-Akkumulation (S.lO-” M/l. : + 52%) eine er- 
hiihte Konzentration an DOPA (10e4 M/l. : + 153 %) 
und Betacyan ( 10e4 M/l. : 32 %) ausgel6st. Dopamin wird 
lediglich bei 10e4 M/l. leicht gefordert (+ 11x), wlhrend 
es bei allen anderen Konzentration deutlich gehemmt 
wird. 

Antimetaboliren- Versuche. Wie aus Tabelle 2 ersichtlich 
ist, kann die durch Theophyllin der Konzentration 10e4 
M/l. (Tabelle lc) ausgeloste Steigerung der Protein- 
akkumulation durch 10e3 und lo-’ ;I/ml Actinomycin 
C, sowie lo-’ und IO-’ y/ml Actidion unterbunden 
werden. Es kann daher von einer de novo Synthese von 
Proteinen unter dem EinfluD des Theophyllins aus- 
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Tabelie 2 Beeinfluasung der durch Theophyllin (lo-’ M/l., Tabelle lc) ausge&ten Proteinakkumulation durch Actinomycin C, 
(lo-‘. lo-’ y/ml)und Actidion (Cycl~ex~d)(lO-l, 10-j :/ml) 

M/1. 
‘Lipide’ Protein &tacy= DbPA DOpamiLi 

Gesamtextinktion/g Kallus 

ohne Zusatz 273 I,23 7,94 4,o lx&4 

Theophyllii hderung des Gehalts in (%) 
10-4 +78 +4s +32 + 153 +11 

zuszitzlich 
(a) Actinomycin C, 

y/ml 
10-Z 0 -12 -21 +64 + 1,5 
IO-’ -6 0 +24 +29 +s 

(b) Actidion 
10-t -75 -8 -51 -5s - 55 
10-Z -71 0 -7s -80 -3 

Wiedergegeben wird der Gehait an ‘Lipiden’, Protein, Betacyan, Dihydroxyphcnylalanin(DOPA) und Dopamin, angegeben in 
Geaamtextinktion/g Kallus, sowie die Unterschiede in Prozcnt( 7’ zwischen K&us, da auf dem Medium nach Murashige und 
Skoog [43] und Kaltus, da aufdem gleichen Medium unter Zusatz voa Theophyllin der Konzentration 10v4 M/L und da jeweiligen 
Konzentration (y/ml) des betreffenden Antimctaboliten (Actinomyciu C,, Actidion) kultiviert wurde. 

gegangen werden. Die durch Actidion erzielte allgemeine 
Hemmung 1ieDe auf eine unspezifische Letaiwirkung 
schlieBen. Allerdings zeigte der Kallus innerhalb des 
Versuchszeitraums im Erscheinungsbild (braun Flrbung, 
aufweichen) und im Wachstum keinerlei dafiir sprechen- 
den Anzeichen. 

N H,NOs- I%&ung. Bei gehemmter ~Lipid’-Akkumu- 
Iation kommt es unter dem EinfluD von Ammonium- 
nitrat der Konzentration 10e6 bis 10es M/l. zu 
einer deutlichen konzentrationsabhiingigen FBrderung 

der Betacyan- und Protein-Akkumulation. Die anftig- 
lich auftretende Steigerung der DOPA-Akkumulation 
geht bei 10e3 M/L in eine Hemmung iiber. Bei der 
Konzentration 10m4 M/l. bleibt Protein- und Betacyan- 
Akkumulation ( - 3 %) weitgehend unbeeinfiullt, wiihr- 
end die ‘Lipid’-Akkumulation deutlich gehemmt 
( - 52 %), die ~OPA-Akkumulation urn 20% gefiirdert 
wird. Die Dopamin-Akkumuiation wird iiber den ganzen 
Konzentrations-bereich hin schwach gehemmt (Tabelle 
Id). 

Tab&e 3. EinfluD van Papaverin, CAMP, ~eophyi~m und NH,NOa auf die Akkumuiation der Nukleotide CMP, AMP, GMP, 
UMP 

M/I. CMP AMP GMP UMP AMP/CMP CMP/CMP UMP/CMP 
Gesamtextinktion/g Kallus 

ohne Zusatz 32,BS 35,46 1553 4s 

zus&zlich hderung des Gehaits in (%) 
(a) Papaverio 

1o-3 +189 +346 flSO4 + 331 l,8 8 1,7s 
lo-* + 136 +136 f 1088 + 691 LO 8 S,O8 
lo-’ + 62 + 1s + 485 + 515 424 8 9,27 

(b) CAMP 
10-Z +44 + 86 + 350 + 613 1,95 8 13,93 
lo-’ + 42 + 58 + 340 + 740 L4 8 17,62 
lo-* i-40 + 39 + 313 + 1985 0,98 8 49,63 
10-s -i-l7 + 4 + 141 + 1675 424 8 98,S3 

(c) Theophyllio 
1o-4 -l-152 +129 + 456 + 288 485 3 1,89 
10-s +90 + 11 + 750 + 695 412 8 I,7 

(d) N&N% 

10-s + 1Sl + 17 + 461 + 574 0.11 3 10-6 + 69 + 20 + 210 + 434 0.29 3 t: 

Wiedergegeben ist der Gehalt an CMP, AMP, GMP, UMP im Kallus da auf dem Medium nach Mumsbig und Skoog [43] ohne 
Zusatz kultiviert wurde, angegeben in Gesamtextinktionen/g Kallu.~ sowie dii durch Papaverin (10-s. lo-‘, 10-s), CAMP (10v2, 
10v3, to-*, 10-s), Theopbyltin (lo-*, lo-‘) und NH,N03 (10 -5, lo-” M/l.) au&&ten Veriindenmgen, angegeben in Y0 dea 
im ~~h~delt~ Kallus, nnd die auf-bzw. abg~~e~ Werte der Vcriindenmgen bezogen auf die Veriinderung da, CMP- 
Gehaitea Die Aogaben sind Mittelwerte aus zwei unabh%&en Versuchen mit jeweils SO Schfllchen pro Konzentration. 
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Beeinflussung der Nukleotid-Akkumulation 
Sowohl unter dem Einflug von Papaverin als such 

CAMP (Tabelle 3a, b) tritt parallel zur konzentrations- 
abhtingigen Hemmung der Betacyan-Akkumuiation eine 
deutliche Steigerung der CMP, AMP, GMP Konzentra- 
tion auf. Die Akkumulation von UMP zeigt keine 
derartige Konzentrationsabhartgigkeit. WSihrend die 
Steigerung des GMP und CMP Gehaltes hierbei in einem 
konstanten Verh&ftnis erfolgt, ist die Akkumulation von 
AMP und UMP durch ein mit sinkender Konzentration 
an Papaverin und CAMP abnehmendes AMPJCMP und 
ansteigendes UMP/CMP-Verhlltnis gekennzeichnet. Bei 
der eine Hemmung der Betacyan-Akkumulation aus- 
liisenden Konzentration an Theophyllin (IO-’ M/I. 
Tabehe lc) ergibt sich fiir das GMP/CMP-Verhlltnis der 
selbe Wet-t (8). Eine Steigerung der Betacyan-Akkumula- 
tion auslosende Konzentrationen an Theophyllin ( 10e4 
M/l., Tabelle lc) und NH,NOS (lo-‘, 10e6 M/l., 
Tabelle Id) sind durch ein GMP/CMP-Verhlltnis von 3 
gekennzeichnet (Tabelle 3c, d). Vor dem Hintergrund 
dieses niederen GMP/CMP-Verhlltnisse nimmt beim 
NH,NO, mit sinkender Konzentration und abneh- 
mender Fijrderung der Farbstoffakkumulation sowohl 
das AMP/CMP als such das UMP/CMP Verh;iltnis zu. 

Beeinjlussung der Phenylalanin und ‘Ijrosin-Akkumulation 
Sowohl CAMP als such Papaverin hemmt die Akkumu- 

lation der Aminosauren Phenylalanin und Tyrosin. Aller- 
dings nimmt die Hemmung mit steigender Konzentra- 
tion ab (Tabelle 4a, b) im Gegensatz zur stiindigen 
Zunahme der DOPA-Akkumulationshemmung. Wiihr- 
end die Vertiderung der Konzentration an Phenylalanin 
auf ein hohes, jedoch relativ konstantes AusmaB (Papa- 
verin: - 53, - 57, - 53 %; CAMP- - 68, - 71, - 731!)- 
beschriinkt ist, sinkt die Hemmjng der Tyrosin-Akkumu- 
lation konzentrationsabhiingig von - 63 bzw. - 68 % auf 
- 11 bzw. - 21% ab. Das abweichende Verhalten unter 
dem EinfluB von Papaverin der Konzentration 10m3 
M/l. diirfte auf den bereits erw%hnten Abbau von 
Papaverin und den dadurch mijglicher Weise erhijhten 
Gehalt an DOPA zuriickzufiihren sein. 

Dises reziproke Verhalten der Tyrosin- und DOPA- 
Akkumulation kann auf einer Hemmung der Uberfiihr- 
ung von Tyrosin in DOPA beruhen. Geht die Hemmung 
der DOPA-Akkumulation zuriick, so da8 mehr Tyrosin 
in DOPA iiberfiihrt werden, nimmt der Gehah an 
Tyrosin ab. Da sich am Kallus keinerlei Wachstums- 
stiirungen erkennen lieBen, diirfte der reduzierte Gehalt 
an Phenylalanin auf einer verst&rkten Synthese anderer, 
ebenfalls Phenylalanin verbrauchender Produkte 
beruhen. 

DISKUSSION 

Das exogen gefiitterte CAMP und die als mogliche 
Inhibitoren tierischer Phosphosiesterasen bekannten 
Verbindungen Papaverin, Theophyllin und NH,NO, 
iiben einen deutlichen, konzentrationsanhlngigen Ein- 
flu8 aufdie Akkumulation von DOPA, Dopamin, Phenyl- 
alanin, Tyrosin und Betacyan im Kallus von Portulaca 
grandiflora, var. JR aus. Die hierbei bei Theophyllin 
(5 10m5 M/l.) sowie Papaverin und CAMP auftretnde 
konzentrationsabhangige Hemmung der DOPA-, Dopa- 
min- und Betacyan-Akkumulation wird bei CAMP (10e5 
bis 10e3 M/L) und Papaverin (lo-” bis 10m4 M/l.) von 
einer Zunahme (Verringerung der Hemmung) der Tyro- 
sin-Akkumulation begleitet. Die Akkumulation von 
Protein wird dabei durch Papaverin und CAMP (10e5 
bis 10e3 M/l.) gehemmt, durch Theophyllin leicht 
gefordert. Papaverin und CAMP beeintrachtigen offen- 
sichthch die Betacyan-Akkumulation iiber eine Hem- 
mung der Anlieferung der Vorstufe Dihydroxyphenyl- 
alanin (DOPA) iiber eine Hemmung der Synthese von 
Enzymen, die auf dem Biosyntheseweg von DOPA 
aktiv sind. Da mit abnehmender Hemmung der 
DOPA-Akkumulation die Konzentration an Tyrosin 
sinkt, kann auf eine Regulation auf der Ebene der 
Tyrosinase (EC1.10.3.1) geschlossen werden. Mit abneh- 
mender Hemmung der DOPA-Akkumulation wird 
vermehrt Tyrosin verbrauchf so dal3 dessen zellulSire 
Konzentration abnimmt. 

Tabelle 4. EinfluD von Papaverin der Konzentration 10 -3 bis 10e6 M/l. und CAMP der Konzentration 10m3 bis 10-s M/l. auf die 
Akkumulation von Phenylalania Tvrosin und Dihydroxyphenylalanin (DOPA) 

ohne Zusatr 

Gehalt an iinderung des Gehalts an 

Phenylalanin Tymsin DOPA Phenylalanin Tyrosin DOPA 
(E/g Kahus) (%) 

438 0.19 470 - - - 

zutitzhch 
(a) Papaverin 

(M/I.) 
lo-’ 
10-b 
10-5 
10-h 

(b) CAMP 
(M/U 
lo-” 
10-b 
10-S 

0.19 0,lO 2,77 -50 -47 -31 
0.18 417 1.03 -53 -II -75 
0,16 0,12 1,4 -57 -37 -65 
0.18 0.07 1.9 -53 -63 -52 

0,12 0,15 -68 -21 -50 
0,ll 0,lO $4 -71 -47 -42 
0.10 0,06 372 -73 -68 -20 

Wiedergegeben wird der Gehalt an Phenylalanin, Tyrosin turd Dihydroxyphenyialanin(DOPA) in Extinktionen/g Kallus sowie die 
atrsgeloste Konzentrationsiinderung in “/, des Gehalts im unbehandelten Kallus Die Werte sind statistisch abgesicherte Mittelwerte 
zweier getrennter Versuche mit jeweiis 20 Einzelwerten pro Konzerrtration. 
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Der die durch Papaverin, CAMP und Theophyllin aus- 
gel&e Hemmung der Farbstoffakkumulation begleit- 
ende Anstieg der GMP, CMP und AMP-Konzentration, 
die durch ein konstantes GMP/CMP = 8 Verhiiltnes 
gekennzeichnet ist, spricht fiir eine Beeinflussung des 
Nukleotidhaushaltes durch die geftitterten Substanzen, 
mijglicher Weise iiber eine Veranderung des zelluliiren 
cGMP und CAMP-Gehalts. 

Neben dieser hemmenden kann Theophyfhn such 
eine fiirdemde Wirkung ausiiben. So wird bei der Kon- 
zentration 10m4 M eine Forderung der Farbstoffak- 
kumulation induziert, die von einer durch Antimeta- 
boliten der Transkription und Translation egalisierbaren 
Steigerung der Proteinsynthese begleitet wird Es kann 
daher wie in Amaranthus caudatus [4] von einer de novo 
Synthese von Enzymen ausgegangen werden, die im 
Biosyntheseweg der Betacyane aktiv sind In Uberein- 
stimmung mit KNO, im Keimlingen von A. caudatus 
[39,@] fijrdert such NH4NOB die Farbstoffakkumula- 
tion bei gleichzeitig gesteigerter Protein-Akkumulation. 
Diese Fiirderung ist in beiden Fallen durch ein GMP/ 
CMP-Verhaltnis von 3 gekennzeichnet. 

Auf Gnmd der vorliegenden Ergebnisse mul3 davon 
ausgegangen werden, da8 neben einer direkten 
genetischen Steuerung der Beatcyan-Akkumulation [4] 
such eine Steuerung iiber eine Anlieferung der Vorstufe 
DOPA erfolgt. Moglicher Weise wird unter dem EinfluB 
von Papaverin und Theophyllin (5 lo-’ M/l.) die 
Aktivitiit der Phosphodiesterase unseres Kallus beein- 
flu& wodurch auf Grund eines veriinderten Gehalts an 
cyclischen Nukleotiden, wie in Vigna sinensis [14] und 
Weizenkeimlingen [34], die Aktivitlt von Ribonucleasen 
beeinfluBt wird [ 131. Auf Grund der ungekllrten physio- 
log&hen Funktion der Phosphodiesterase in hijheren 
Pflanzen kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, 
daB durch dieses Enzym der Abbau von RNS such 
direkt gesteuert wird 133, 413. Ein verminderter RNS- 
Gehalt kann sowohl tiber eine erhohte Konzentration an 
Nukleotiden als such iiber eine reduzierte Protein- 
Akkumulation zum Ausdruck kommen. Wechselwirk- 
ungen zwischen Catecholaminen und Nukleotiden, wie 
sie aus Experimenten an tierischen und menschlichen 
Geweben bekannt sind [35-381, kiinnen allerdings die 
durch CAMP und Papaverin ausgeliisten Effekte iiber- 
decken. 

Ausgelijst durch CAMP, Papaverin und Theophyllin 
( 5 lo-’ M/l.) kommt es offensichtlich in unserem Kallus 
iiber eine reduzierte Synthese von Enzymen die im Bio- 
syntheseweg der Betacyane aktiv sind, etwa Tyrosinase 
(ECI. 10.3.1). zu einer Hemmung der Anlieferung von 
DOPA. Dies hat eine reduzierte Betacyan-Akkumula- 
tion zur Folge. Eine geringftigige Forderung der Protein- 
Akkumulation durch CAMP der Konzentration lo-* 
M/l. und Theophyllin der Konzentration 10e5 und 
5.10e6 M/l. trotz gehemmter Farbstoffakkumulation 
kiinnte auf einer direkten Induktion der Tyrosinase- 
Synthese wie in Neurospora crassa [42] beruhen. 

Untersuchungen hinsichtlich des Verhaltens der Phos- 
phodiesterase [14], des Gehahs an CAMP tmd cGMP 
sowie des Umsatzes von RNS in unserem Kallus, sind im 
Gange. 

EXPERIMENTELLES 

Fib die Versuchc wurde Kallus von Portulaca grandiflora, var. 
JR [l, 23 auf dem Medium nach Murashige und Skoog [43] 

kultiviert, dcm jeweils unterschiedliche Konxentrationen an 
CAMP. Papaverin und Theophylhn zugesetzt wurden. NH,NO, 
wurde einem variierten Medium nach Murashige und Skoog 
[43] zugesetzt, das kein NH,NO, enthielt, Ala Vergleich diente 
auf dem Grundmedium gewachsener Kallus. Bei den Anti- 
metabolitcu-Venuchen wurde dem TheophyIlin-(10-4 M/I.) 
haltigen Medium Actinomycin(lO-‘, IO-” y/ml) bzw. Actidion- 
(Cycloheximid) (lo- ‘, 10e2 y/ml) nach dem Autoklavieren sterif 
zugegeben. Nach 14titgiger Venuchsdauer [l] wurde das 
Material lyophylisiert, in n-Hexan homogenisiert, das Beta- 
cyan wie beschrieben [l], DOPA and Dopamin in Anlelmung 
an Griffith [44], extrahiert. Die Suspension wurde am Riick- 
fluBkiihIer erhitzt und der losliche Extrakt mittels einer 3d3 
Fritte vom unli%ichen Rtickstand abgetrennt Die Elutlon 
von DOPA und Dopamin von der KG-Platte nach der 
chromatographischen Trennung erfolgte mit 0.1 N HCI. 
Auf Grund des Absorptionsmaximums des Betacyan-Extraktes 
bei 532nm, des n-Hexan Extraktes bei 404nm, des Biuret- 
Testes bei 546 nm sowie dem Absorption%maximum der 
DOPA-Farbreaktion nach Amow [45] bei 510 nm unter 
Verwendung des in 0,l N HCI gelBsten Eluats [46] unter 
Zugabe von 0.5 N HCI. und dem des Dopamin Testes [363 
unter Verwendung von 1 ml Iodid-L6ung und 1 ml der 
Na,SO,-Lijsung bei 320 nm, jeweils ermittelt im Beckmamr DB, 
erf&te- die K&entration&estimmung bei diesen Wellen- 
&nxen im ZeiBSuektrafnhotometer PM0 IL Mit Sudan III 
wurde der n-He&-Ex&akt als lipidbal~g identifmiert. Die 
Extraktion, Auftrennung und Bestimmung de-s Gehalts an 
saurel6slichen Nukleotiden erfolgte nach Markahm [473 sowie 
Ewing und Cherry [48] mittels eines diskontinuierlichen 
Gradienten an Dowex 1 x 8, Formiatform, 200-400 mesh, am 
Ultrorac-Fraktionssammler (LKB) mit angeachlossenem ab- 
sorbance monitor (ISCO UA-5) Die einxelnen Fraktionen 
wurden bei 260 mn vermessen Der Gehah en Phenylalanin und 
Tyrosin wurde nach der Extraktion [49] kolorimetrisch 
bestimmt [SO]. Die spektralphotometrisch Extinktions-bestim- 
mung erfolgte fiir Phenylalanin bei 54Onm ftir Tyrosin bei 
450 nm. 

Anmerktuq-Herm Prof, Dr. D. Hess danke ich fiir die aus- 
fiihrhche Diskussion turd die gewiihrte UnterstiiQung sowie 
FrL E Katz ftir ibre sorgfaltige technische Assistenx 
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