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Synergistische und antagonistische Wirkungen yon Phenolen 
und Phenolderivaten mit Indolessigs~iure auf Wachstum und 

Differenzierung in vitro kultivierter Pflanzengewebe 
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l~eaktorzentrum Seibersdorf 

(Eingegangen am 15. Juni  1970) 

Es wurde das Zusammenwirken yon Indol-3-essigs/iure mit  
Monophenolen, Polyphenolen und Phenolderivaten an in vitro 
kul t ivier tem l%hizomgewebe yon Topinambur untersucht.  Dabei  
konnten chemisch-strukturelle %Virkungsbeziehungen erkannt  
werden. 

Monophenole wirken sehwach stimulierend auf die Bildung 
yon Wurzeln, Polyphenole f6rdern die Wurzelbildung stark, 
Methylendioxyzimtsgure (Blockierung beider phenolischer 
Hydroxylgruppen)  hemmt die Wurzelbildung vollstgndig, regt 
jcdoeh im Gegensatz zu den untersuchten Mono- und Poly- 
phenolen die Indol-3-essigsgm~e-Wirkung auf das Gewebe- 
waehstum an. 

Synergistic and Antagonistic Action o/ Phenols with [ndole 
Acetic Acid on Plant Tissue Cultivated in Vitro 

The action of indole-3-acetic acid in combination with 
monophenols, polyphenols and phenol derivatives on rhizome 
tissue of Jerusalem artichoke cul t ivated in vitro was investi- 
gated, and s t ructure-act ivi ty  relationships established. 

Monophenols exert  a weak s t imulatory effect on root 
formation while polypheaols promote vigorous root growth. 
Methy]enedioxycinnamic acid (where both phenolic hydroxy  
groups are masked) inhibits root formation completely but  
accentuates the effect of indole acetic acid on tissue growth in 
contrast to the mono- and polyphenols investigated. 

Rhizomgewebe  v o a  T o p i n a m b u r  (Hel ianthus  tuberosus ,  Variet/~t 
Violet  de Reanes)  is t  ein gutes  Mater ia l  fiir Un te r suchungea  fiber Waehs-  
turn  a n d  Wurzeldi f ferenzierung,  da  sich dJeses Gewebe bei in v i t r o - K u l t u r  
regelm/~13ig zur  Neub i ldnng  yon  Gewebea  nnd  Wurze ln  a, nregen lgftt. Die 
Vorausse tzung daffir is t  das  Zusammensp ie l  mehrerer  Urawel t fak to ren .  
F i i r  das  Gewebewaehs tura  s ind es die Zusammense tzung  der  Mineral-  

* I-Ierrn Professor E. Broda zum 60. Geburts tag gewidmet. 
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stoffe und die Wuchsstoffkonzentrat ion im N~hrmedium sowie giinstige 
Temperaturbedingungen;  fiir die Wurzelbildung wurden zus/~tzlich 
best immte Zuckerkonzentrat ionen im N~hrmedium und geeignete 
Lichtbedingungen als notwendig erkannt  ~, 2 

Es gibt eine l~eihe yon MSglichkeiten, in dieses physiologische 
Geschehert einzugreifen und auf diese Weise der Aufkl/~rung des Wachs- 
turns- und Differenzierungsprozesses n~herzukommen a. Besonders kann  
tier Wuchsstoffeffekt  du tch  Zugsbe org~nischer Substgnzen modifiziert 
werde~ 4. Zu diesen sind auch phenohsche Substanzen, die in der Na tu r  
welt verbreitet  sind, zu z/~hlen. Ih r  Einflul~ auf die Wuchsstoffwirkung 
konnte  vielfach sowohl physiologisch 5, 6, 7, sa l s  auch biochemisch% 10, n,  12 
nachgewiesen werden. 

Wir  haben bereits frtiher gezeigt, dug Phenole auch bei Topinambur  
morphogenetische Ver/~nderungen auszulSsen verm6gen xa. Besonders 
nach Zugabe yon  Kaffees/~ure zum N/~hrmedium konnte  eine auffallende 
Wurzelst imulat ion beobaehtet  werden. Es schien uns interessant, bei 
Topinambur  weitere phenolische Derivate zu priifen und  miteinander zu 
vergleichen, um eventuelle ftir die Wirkung verantwort l iche chemisch- 
strukturelle Zusammenh/~nge aufzudecken. 

N a t e r i a l  u n d  M e t h o d e  

Die Rhizome yon Topinambur wurden nach der Ernte bei 4 o C gelagert. 
Nach einer Ruheperiode yon zwei Monaten konnten wir sic in den ersten 
sechs Monaten des Jahres fiir Versuche verwenden. Es wurden dabei gr613ere 
Organe ausgew/ihlt, wfirfelf6rmige Fragmente unter aseptisehen Bedingun- 
gen herausgeschnitten und in Kultur-Eprouvetten verpflanzt, die 20 ml 
sterile Nghrl6sung enthielten 1. Das Frisehgewicht der Explantate schwankte 
zwischen 400 und 500 mg (Trockengewicht etwa 20~o). Ffir die N/~hrb6den 
wurde die Mineralsalzl6sung nach K n o p  (verd(innt mit gleichem Volumen 
Wasser) hcrangezogen, der Spurenelemente 14, ferner 5O/o Glucose und 0,8~ 
Agar zugesetzt wurden. 

1 R.  J .  Gautheret, La culture des tissus vdgdtaux, Masson & Cie., Paris 
(1959). 
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Bei diesem Gewebematerial wird das Waehstum und die W'urzelbildung 
nut in Anwcsenheit geeigncter Wuehsstoffe angeregt t 2. In  den vorliegenden 
Versuehen wurde Indol-3-essigsfi.ure (INS), ein nativer Wuehsstoff, gew&hlt 
und in einer Konzentration yon 5,5 �9 10-SM verwendet. Der zusgtzliche Ein- 
flut3 folgender Phenole und Phenolderivate wurde in einem Konzentrations- 
bereieh yon 10-5M bis 10-3M untersneht : p-Kresol (Sehuehardt, M/inehen), 
Tyrosii1 (Schuchardt), Syringasgure (2, Fluka, Basel), Brenzeateehin (Merck, 
Darmstadt), PyrogMlol (Merck), Protoeateehus/~ure (Sehuehardt), D O P A  
(Sehuchardt), Chlorogensgure (1, Sehuehardt), Kaffeesgure (Sehuehardt), 
Methylendioxyzimts&ure (Sehuchardt). 

OH 

HO-~ IOH OCH3 

H O __({_~_~ C H = C H- CO-O -LV~coo H H O ~ C O O H  

OCH 3 
l 2 

W/~hrend der sechswSehigen Versuehsdauer, wghrend weleher Licht- und 
Dunkelperioden in 12stdg. Rhythmus abweehselten, wurden die Kulturen in 
Brugrgumen bei 22--23 ~ C gehalten. 

Diese Zusammenstellung der Umweltbedingungen ist weder fiir die 
Wurzclbildung noeh ffir das Waehstum optimal, so dab stimulierende 
Effekte leicht erfaBt werden kSnnen. 

Naeh Ablauf der Versuehsdauer wurden folgende Daten ermittelt: 
(1) der prozei~tuelle AnteiI der Kulturen, die Wurzeln ausgebildet hatten, 
(2) die durehsehnittliehe Ar~zahl der Wurzeln je Kul~ur, (3) das Frisehgewieht 
und (4) das Troekengewicht der Gewebestfieke; L/~nge und Troekengewieht 
der Mrurzeln indes nut bei deutlieher Wurzelstimulation. 

In  einer Versuehsrcihe wurde die Wirkung jeweils mehrerer Substanzen 
gepr/ift, wobei ffir jede der untersuchten Konzentratione,1 24 Parallel  
Kulturen angesetzt wurden. Die Ergebnisse wurden in Wiederholungs- 
experimenten bcst&tigt. In  der Tab. 1 sind die Werte (1), (2), (3), (4) aus 
jeweils einer Versuehsserie angef/ihrt. 

E r g e b n i s s e  

Von den drei untersuehten Monophenolen bewirkte p-Kresol nieht  
einmal in der hSehsten Konzent ra t ion  eine deutliehe Erh6hung der 
Wurzelbildung; dennoeh kann  aueh bei dieser Substanz eine wurzel- 
stimulierende Aktivit/ t t  nieht ganz ausgesehlossert werden. Bei Tyrosin 
und besonders bei Syringas&ure war die Wirksamkei t  in der h6ehsten 
Konzent ra t ion  auf die Wurzelbildu~g etwas st&rker. 

Bei den untersuehten Polyphenolen t ra t  eine viel st&rkere wurzel- 
stimulierende Wirkung auf. Bereits die einfaehsten der untersuehten 
Vertreter  dieser Gruppe, n/~mlieh Brenzeateehin und Pyrogallol,  zeigten 
deutlieh die Fghigkei t  zur Wurzelst imulation.  Die Anwendung dieser 
Substanzen stieB insofern auf experimentelle Sehwierigkeiten, als der 
Konzentrat ionsbereieh zwisehen stimulierender und toxiseher Wirkung 
eng war;  eine Erh6hung  tiber die stimulierend wirkende Konzent ra t ion  



T a b e l l e  1 

S u b s t a n z  

W u r z e l b i l d u n g  W a c h s t u m  
Konz . ,  % A n z a h l  F . G .  T . G .  

M Exp] .  m.  Wurze l  m g  m g  
Wurze l  /Expl .  

I E S  allein (Kontrol le)  

p -Kreso l  (4-) /Iethylphenol)  

Tyros in  (4- I - Iydroxyphenyla]anin)  

Syr ingas / iure  (4-IKydroxy-3,5- 
d ime thoxy-benzoess  (2) 

B r e n z c a t e c h i n  (1 ,2-Dihydroxybenzo])  

Pyroga l lo l  (1 ,2 ,3 -Tr ihydroxybenzol )  

P r o t o c a t e c h u s g u r e  (3 ,4- I ) ihydroxy-  
benzoes~ture) 

D O P A  (3 ,4 -Dihydroxypheny la l an in )  

Chlorogens/~ure (3- [3 ,4-Dihydroxycin-  
namoyl ] - ch inass  (1) 

Kaffees / iure  (3 ,4-Dihydroxyzimts/~ure)  

3,4 -Me thy len -d ioxyz imts~ure  

20 0,21 1080 180 

10 -5 15 0,10 1100 150 
10 -4 18 0,10 1170 160 
10 -3 27 0,30 1180 180 

10 -5 16 0,16 920 150 
10 -4 20 0,20 1050 160 
10 -3 30 0,40 960 140 

10 -5 19 0,18 1020 140 
10 -4 19 0,27 1030 150 
i0  -a 40 0,40 920 120 

10-5 . . . . .  
10 -4 50 0,64 1010 180 
10 -8 0 0 730 120 

(Nekrosen)  

10 -5 22 0,55 1120 160 
10 -4 33 0,64 960 160 
10 -8 30 0,50 910 180 

(Nekrosen)  

10 -5 38 0,66 1050 160 
10 -4 43 0,57 1100 170 
10 -~ 60 1,0O 960 140 

10 -5 20 0,20 1010 180 
10 -4 40 0,75 980 160 
10 -8 0 0 0 0 

(Nekrosen)  

10 -5 30 0,60 t180 190 
10 -4 45 0,55 1060 180 
10 -8 50 1,46 1060 180 

10 -5 32 0,36 1000 180 
10 -4 60 0,95 1080 190 
10 -8 80 2,11 1010 180 

10 -5 5 0,04 1010 170 
1O -4 0 0 1080 190 
10 -5 0 0 1380 230 

Die n a e h  A b l a u f  der  Ver suehsdau~r  e r m i t t e l t e n  DateI1 s ind  in den  
Spa l t en  3 - - 6  angegeben .  I n  der  Spal te  3 ( %  Exp l .  m.  Wurze l )  is t  der  pro- 
zentue l le  Ante i l  j ene r  1Kulturen, bei  d e n e n  W u r z e l n  ~uf t r a t en ,  in  der  Sp~l te  4 
(Anzahl  Wurze l /Exp l . )  is t  die d u r c h s e h n i t t l i e h e  A n z a h l  der  geb i lde ten  
W u r z e l n  je E x p l a n t a t  ~ngef i ihr t .  Die  5. u n d  6. Spal te  zeigt  die W e r t e  fiir 
Fr i sch-  u n d  T rockengewich t  de r  Gewebestf leke.  

J e d e r  der  W e r t e  wurde  aus  2 0 - - 2 4  P a r a l l e l - K u l t u r e n  gewonnen .  I n  
a l len FMlen  w a r  die I E S  ilx der  Konz .  vo~  5 ,5 .  10 -s  zugegen.. Die ange-  
f f lh r ten  K o n t r o l l w e r t e  fflr die I E S  al le in  s ind  Mi t te lwer te .  
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(i0-4M auf 10-3M) 15ste Gewebenekrosen ~us ulld hatte ~ul3erdem 
Wachst.umsriickgang und t iemmung der 0rg~ndifferenzierung zur Folge. 

Ahnlich ist der Unterschied beim Vergleieh der beiden Benzoes~uren. 
W/~hrend Protoc~echus~ure bereits in der niedrigsten der verwendeten 
Konzentrationen deutlich stimulierencl wirkte, war eine gegeniiber IES 
erhShte Stimulation der Wnrzelbildung durch Syringas~ure erst bei der 
hSchs~en Konzentratior~ zu beobuchten. Aul3erdem reichte d~s Ausmal~ 
der Wirkung der Syringas~ure nicht an jenes der Protocatechns~ure 

Von allen nntersuchten Substanzen zeigten die Polyphenole mit 
carboxylier~er Seitenkette die h6chste biologische Wirksamkeit; bereits 
bei der Konzentration 10-SM war bei Chlorogenss und bei Kaffee- 
s~ure ein physiologischer Einflul3 deutlich feststel]bar, der mit steigender 
Konzentration noch zunahm. Die starke wurzelstimu]ierende Wirknng 
der Chlorogens~ure wurde yon jener der Kaffeess in den hSherea 
Konzentrationen 10-aM und 10-SM noch iibertroffen. DOPA dagegen 
stimulierte die Wurzelbildung erst in der Konzen~ration 10-4M. Ahnlich 
wie bei Brenzcatechin und Pyroga.llol t ra tea  jedoch auch bei dieser Ver- 
bindung in der hSchsten Konzentration, 10-~M, nekrotische Effekte auf. 

Eine mit IES synergistische Wirkung auf das Wachstum der Gewebe 
konnte bei keiner tier bisher angeftihrten Substanzea beobachtet werden, 
and zwar auch nicht ill den wurzelstimulierenden Konzentrationen. 
Kontr~r zu diesem VerhMten war die Wirkung der Methyleadioxyzimt- 
s~ure, indem sie synergistisch mit der IES-Wirkung das Gewebewachs- 
turn und antagonistisch zu der IES-Wirkung die Wurzelbildung beein- 
flul~te. Die Applikation yon 10 -3 ~ol/1 ~r163 steigerte 
d~s Wuchstum; sowohl das Frisch- als auch das Trockengewicht w~ren 
im Vergleich zur Kontrolle deutlich erhSht. We~m auch bei den Xonzen- 
trationen 10-SM und 10-aM noch keine Gewichtszunahme festgestellt 
werden konnte, so deutete eine Ver~inderung der Morphologie der neu- 
gebildeten Gewebe auf eine wachstumsstimulierende Wirkung bin. Der 
Einflul~ dieser Substa~z auf die Wurzelbildung fiihrte bei 10-5M zu 
einem starken Riickgang und im Konzentrationsbereich yon 10-aM und 
10-3M zu einer totalen Hemmung der 0rgandifferenzierung. 

Es ws noch die Beobach~ung zu erw~hnen, dal~ durch die meisten 
der wurzelstimulierenden Stoffe nicht nur die Induktioa der Wurzel- 
neubildung beeinflui~t wurde, sondern ~uch die Morphologie der gebil- 
deten Wurzeln. In der Regel nahm mit steigender Konzentra~ion die 
L~inge der Wurzeln zu. 

D i s k u s s i o n  

Der Synergismus yon 1ES- und Phenolwirkung konnte in ver- 
schiedenen biologischen Wachstums- und Differenzierungstes~en nach- 
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gewiesen werden 4, s. Bei Rhizomgewebe yon Topinambur tritt dieser 
Synergismus vornehmlich als Stimulierung der Wurzelbildung in 
Erscheinung. 

Beim Vergleich der ehemisehen Struktur der hier nntersuchten Stoffe 
und ihrer wurzelstimulierenden Wirkung konnten folgende Beziehungen 
erkannt werdGn: 1. Substanzen mit einer phenolisehen Hydroxylgruppe 
zeigen einen I E S - S y n e r g i s m u s  nut in sehr geringem Ausmal3. 2. Sub- 
stanzen mit ZWGi phenolischen Hydroxylgruppen in Orthostellung 
fSrdern kr/~ftig die Wurzelbildung. 3. Wenn in Polyphenolen die 
Hydroxylgruppen bis ~uf eine blockiert sind (Syringasgure), kommt es 
zu starker Verminderung des stimulierenden Effektes. 4. Bei Blockierung 
beider Hydroxytgruppen (Methylendioxyzimts~ure) tritt nicht Stimula- 
tion, sondern Hemmung der Wurzelbildung ein. 

Bei Topinambur sind fiir d~s Gewebewachstum im Gegensatz zur 
Wurzelbildung die Hydroxylgruppen nicht bedeutsam. Wi~hrend nile 
untersuehten Mono- und Polyphenole das dureh I E S  induzierte Gewebe- 
waehstum nur geringfiigig beeinflnBten, trat bei Zusutz yon MethylGn- 
dioxyzimtss deutliche VGrst/~rkung des Wachstums Gin. 

Die Monophenole p-Kresol und Tyrosin zeigten nnr einen geringen 
I E S - S y n e r g i s m u s .  Bei Syringass tritt der Wurzelstimulationseffekt 
etwas deutlicher zutage. Diese hShere WirksamkGit der Syringas/ture 
gegeniiber den anderen untersuchten Monophenolen kSnnte vielleieht 
dutch Spaltung einer Methoxylgruppe unter Ausbildung eines Di- 
phenols bedingt sein. 

DiG untersehiedliche Wirkung yon Mono- und Polyphenolen steht in 
I)bereinstimmung mit versehiedenen bioehemischen Untersuehnn- 
genl~, is, 17. Man erkannte, dal? in Gegenwart yon Po]yphenolen der 
enzymatisehe I E S - A b b a u  verzSgert wird, ws in Anwesenheit yon 
Monophenolen diese Hemmung des I E S - A b b a u s  unterblieb. Diese 
Schutzwirkung dureh Polyphenole ftihrt zu einer Anreicherung der I E S  

in den Zellen und damit zu einer Steigerung ihrer Wirknng. 
Untersuehungen an Tabakgewebekulturen naeh Behandlung mit 

verschiedenen phenolisehen Substanzen weisen im Zus~mmenhang mit 
I E S  ebenfalls ~uf Gin unterschiedliches Verhalten yon Mono- und Poly- 
phenolen hin is. Allerdings wirkten bei Tabakgewebe MonophenGle 
stimulierend auf die Knospenbildung und PolyphGnole hemmend. Fiir 
die Knospenbildung hut sieh bei TabukgewGbe in Grster Linie das Ver- 
hs der Konzentrationen yon I E S  zu KinGtin im Medium als aus- 

15 E.  Sondheimer  und D. H.  Gri]]in, Science 131, 672 (1960). 
16 M .  Tomaszswsl~i, l~6gul~teurs l~ture]s, Gif sur Yve~te 1964, 335. 
1~ M .  Tomaszewsk i  und K .  V. T h i m a n n ,  Plant Physio]. 41, 1443 (1966). 
zs T.  T.  Lee und F.  Skoog, Physiol. l~]ant. 18, 386 (1965). 
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schl~ggebend erwiesen 19 und nicht die I E S - K o n z e n t r a t i o n ;  Knospen- 
bildung wird dann ausgel6st, wenn das VerMltnis auf seiten des Kinetins 
]iegt. Durch Behandlung mit Polyphenolen wird das Wuchsstoff- 
verh~ltnis zugunsten der I E S  verschoben und die Knospenbildung ge- 
hemmt 2o In unseren Versuchcn wurde die starkste wurzelstimulierende 
Aktivitat bei der Kaffeess gefunden, w~hrend die Tyrosinwirkung auf 
die Wurzelbildung vernachlassigbar gering war. Bei Tabakgewebe hin- 
gegen zeigte is Tyrosin eine die Knospenbildung fSrdernde Aktivitat, 
Kaffeess eine hemmende. 

Aus unseren Versuchen geht hervor, dM~ phenolische Substanzen die 
Wirkung der I E S  bei Topinambur ver~ndern und d~B zwisehcn ihrer 
biologischen Struktur und Art und AusmaB ihrer biologischen Wirkung 
ZusammenMnge bestehen. Die biologische Wirkung phcnolischer Stoffe 
auf Wachstum und Wurzelbildung muB bei Topinambur noeh n~her 
untersucht werden. In weiteren Vcrsuchen soll vor allem gepriift werden, 
welche Wirksamkeit die Hydroxylgruppen in Meta- und Parastellung 
haben und welche Bedeutung der Carboxylgruppe zuzuordnen ist. 

Fiir die Uberlassung einiger Substanzen mSchte ich Herrn Prof. 
Dr. H. Kinzel ,  Pflanzenphysiologisches Institut der Universit~t Wien, und 
der Firms Schuchardt ia Mtinchen danken. Frau Doz. Dr. E.  Primost,  
Stickstoffwerke Linz, danke ich ftir die freundliche Untersttitzung bei 
der Kultivierung des PflanzenmateriMs. 

19 F. S]coog und C. O. Miller, Sympos. Soe. Exper. Biol. l l ,  118 (1957). 
2o p.  Paulet und J. P. Nitsch, Soc. Bot. France 11{}, 361 (1963). 


