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Dehydroabietane and an other diterpene hydrocarbon, being still unidentified, were found in
the steam distillates of callus cultures of Melissa officinalis. The relative proportions of these two
diterpenes changed considerably during the course of a cultivation passage. With advancing age
of the cells they shifted gradually towards dehydroabietane. Cultures being exposed to conti-
nuous light showed the same composition of their steam distillates as cultures which were raised

in the dark.

Einleitung

In einer fritheren Arbeit untersuchten wir das
Vorkommen fliichtiger Terpene in den Wasserdampf-
destillaten von Melissa officinalis-Kalluskulturen [1].
Unter diesen befanden sich auch zwei Diterpen-
kohlenwasserstoffe (DTKW). Dies ist aus zwel
Griinden besonders bemerkenswert:

— Zum einen sind bisher weder im itherischen Ol,
noch sonst in der Melissenpflanze Diterpene
nachgewiesen worden, widhrend iiber das Vor-
kommen von Mono- und Sesquiterpenen [2—4]
sowie von Triterpenen [5—8] verschiedentlich be-
richtet wurde.

— Zum anderen existieren tberhaupt nur wenige
Arbeiten iiber Diterpene in Kallus- und Suspen-
sionskulturen [vgl. 9, 10].

Es erschien uns deshalb von Interesse, diese DTKW
des Melissenkallus niher zu untersuchen und den
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Einflu3 verschiedener Parameter, wie z. B. Phyto-
hormone und Licht, sowie Kultur- und Passagen-
dauer auf ihre Bildung zu studieren.

Die Anlage einer entdifferenzierten Kallusober-
flichenkultur aus Blittern der oberen Wirtel einer
Melissa officinalis-Pflanze haben wir kiirzlich be-
schrieben [1]. Kalli dieser Kultur benutzten wir als
Ausgangsmaterial fiir die folgenden Untersuchungen.
Die bei unterschiedlichen Lichtverhdltnissen und
mit verschiedenen Konzentrationen an Wuchsstoffen
aufgezogenen Kulturen wurden jeweils der Wasser-
dampfdestillation unterworfen und die Destillate
kapillargaschromatographisch und mittels GC/MS-
Kopplung (MS in Nieder- und Hochauflésung)
analysiert.

Ergebnisse

Zur massenspektrometrischen Identifizierung
der Diterpene

In den Wasserdampfdestillaten aller Kulturen
lieBen sich zwei DTKW nachweisen. Thre durch
Hochauflosungsmassenspektrometrie (in der GC/
MS-Kopplung) bestimmten Summenformeln betru-
gen (mit einer Abweichung der Prizisionsmasse von
1.4 bzw. 2.4 mmu) C,yH3, (MW 272) fiir Diterpen
Nr. 1 und CyHszy (MW 270) fiir Diterpen Nr. 2 (be-
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ziiglich der Problematik und Anwendung der hoch-
auflosenden MS in der GC/MS-Kopplung speziell
bei der Analyse pflanzlicher Zellkulturen vgl. [11]).
Die beiden Verbindungen besitzen demnach 5 bzw.
6 Doppelbindungsidquivalente.

Das Vorliegen von Kohlenwasserstoffen wird auch
durch gc Daten untermauert; so kann schon auf
Grund der GroBe der Kovatsindexdifferenz (A1)
auf den beiden Phasen WG 11 und SE 30 die Exi-
stenz einer polaren Funktion in beiden Diterpen-
molekiilen weitgehend ausgeschlossen werden. Diese
Differenz betrdgt fiir Diterpen Nr. 1 115,3 und fir
Diterpen Nr. 2 240,6 Indexeinheiten, das sind Werte
in einer GroBenordnung, wie sie bei derartigen Ver-
bindungen etwa zu erwarten sind, wenn 2 oder 3
Doppelbindungen (evtl. als aromatisches System)
im Molekiil vorliegen.

Das El-Massenspektrum des DTKW Nr. 2 (CyHz)
ist identisch mit dem Literaturspektrum des De-
hydroabietans [12].

A

Nach unserer Erfahrung ist Massenspektren bei
Diterpenen eine hohe Substanzspezifitit zuzuord-
nen; es sind sogar zahlreiche Beispiele bekannt, bei
denen auf diese Weise zwischen Stereoisomeren
differenziert werden kann (Lit. zitiert in [13]). Die
Identitdt des von uns gefundenen DTKW Nr. 2 mit
Dehydroabietan kann deshalb als hinreichend ge-
sichert angesehen werden.

Dagegen war die Struktur des anderen Diterpens
(Nr.1) nicht zu ermitteln. Auch Partialstrukturen
sind aus dem entsprechenden Massenspektrum
(Abb. 1) nicht sicher ableitbar, da die offenbar als
Schliisselionen fungierenden Fragmente mi/e 148
und 134 nicht spezifisch nur einem Strukturelement
zuzuordnen sind (m/e 148) bzw. liber deren Genese
bei DTKW noch keine Information vorliegt
(m/e134).

Von Audier er al. [14] wird beim Sandaracopi-
maradien, einem anderen DTKW der gleichen
Summenformel Cy)Hj,, die Genese des Ions m/e 148
als Retro-Diels-Alder-Spaltung (nach vorheriger
Doppelbindungsisomerisierung) formuliert:
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Abb. 1. EI-Massenspektrum des Diterpenkohlenwasserstoffs Nr. 1.
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In entsprechender Weise soll sich dieses Fragment
auch beim Isopimaradien durch Retro-Diels-Alder-
Spaltung bilden [14].

Die Massenspektren dieser beiden Verbindungen
zeigen jedoch keine Ubereinstimmung mit dem
DTKW unseres Kallusdestillats. Dagegen konnen
fir den Entstehungsmechanismus des Ions m/e 134
keine Literaturangaben angefiihrt werden, zumal
unseres Wissens bisher kein Diterpenkohlenwasser-
stoffspektrum publiziert wurde, in dem dieses
Fragment wie in unserem Fall (vgl. Abb. 1) den
Basispeak verkorpert.

Dies ist jedoch z B. der Fall bei einem oxige-
nierten Diterpen, dem (12Z)-Abienol (CyH3,0)
und wird dort durch folgenden Fragmentierungsweg
erklart [15]:

Dieser Sachverhalt ist insofern interessant, als
denkbar wire — allerdings auf rein spekulativer
Basis —, daf3 dieses Fragment m/e 134 als Basispeak
auch entstehen konnte aus einer entsprechenden
Diterpenkohlenwasserstoffstruktur, bei der der
Ring C als derartige offene Kette vorliegt und im
Molekiil noch eine weitere Doppelbindung vor-
handen ist.

Untersuchungen zur biogenetischen Homogenitiit
des Kallusmaterials

Es galt zunédchst zu kldren, wie heterogen sich die
entdifferenzierten Kalli innerhalb einer unter glei-
chen Bedingungen wachsenden Passage beziiglich
der Produktion fliichtiger Sekundérstoffe verhalten.

Zu diesem Zweck wurde in mehreren Parallel-
versuchen Kallusmaterial einer Passage (0,2 mg
Kinetin und 1mg 24-D/I, Dauerlicht 500 Lux,
24°C) zur gleichen Zeit geerntet und wasserdampf-
destilliert. Die gc und gc/ms Analysen dieser einzel-
nen Wasserdampfdestillate zeigten, daB3 beziiglich
der qualitativen und prozentualen Zusammenset-
zung dieser komplexen Gemische keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den Proben einer
Passage auftraten.

Um festzustellen, inwieweit die Lange der Kul-
turdauer (Anzahl der Passagen) die Bildung fliich-
tiger Komponenten des Melissenkallus beeinfluft,
iiberpriiften wir vergleichend die Zusammenset-
zung der Wasserdampfdestillate einer etablierten,
5 Monate alten (2 Passagen) und einer unter glei-
chen Bedingungen (0,2mg Kinetin und 3 mg
2,4-D/1, Dauerlicht 500 Lux, 24 °C) gewachsenen
2Y.-jahrigen (30 Passagen) Kalluskultur. Die Aus-
wertung der gc und gc/ms Messungen liel keine
Unterschiede in der qualitativen Zusammensetzung
dieser beiden Proben erkennen; die geringen Diffe-
renzen in den prozentualen Anteilen einzelner gc
Peaks waren nicht relevant. Auch die Gesamtaus-
beute an wasserdampffliichtigen Komponenten war

bei beiden Kulturen mit 0,001% (g/g) des Frischge-
wichts identisch.

Die Bildung von Diterpenkohlenwasserstoffen
in Abhdngigkeit von der Wachstumsphase

Es sollte bei dieser Untersuchung gepriift werden,
ob und gegebenenfalls inwieweit es im Verlaufe
einer Passage zu Verdnderungen in der Zusammen-
setzung des komplexen Gemisches fliichtiger Kallus-
inhaltsstoffe — und darunter speziell der Diterpene
— kommt.

Dazu wurde von einer 2% Jahre alten Kultur
(0,2mg Kinetin und 3mg 24-D/l; Dauerlicht,
500 Lux, 24 °C) innerhalb einer Passage nach 4, 6, 8
und 12 Wochen Kallusmaterial entnommen und was-
serdampfdestilliert, nachdem zuvor anhaftendes
Nihrmedium sehr sorgfiltig entfernt worden war.
Da es notwendig schien, fiir diese Versuchsreihe
moglichst einheitliches Zellmaterial zu verwenden,
setzten wir zur Anzucht der untersuchten Passage
nur Kalluszellen aus einem einzigen Ausgangskol-
ben ein.

Anlage, Wachstumsverhalten und Habitus einer
derartigen Kultur wurden von uns bereits beschrie-
ben [1]. im folgenden soll deshalb nur auf wenige
Punkte hingewiesen werden:
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In der 6. Woche setzte in den oberen Kallusteilen
eine langsame Verbraunung und Verfestigung des
Gewebes ein (Abb. 2), die im Laufe der Zeit immer
groBere Areale erfa3te, bis gegen Ende der 7. Woche
nur noch die Zellbezirke am oder nahe des Nahr-
mediums hell gefarbt waren. Zu Beginn der 9. Woche
besaflen alle Kallusteile eine schwarzbraune Far-
bung; die mikroskopische Analyse ergab, daB es
sich bei dieser Verbraunung offenbar um einen
AbsterbeprozeS der Zellen handelt, der mit der
Bildung brauner, nicht spezifisch strukturierter Pro-
dukte einhergeht.

Entsprechend dieser Beobachtungen legten wir
den Erntetermin fiir die erste Destillation auf einen

—

Abb. 2. Kallusaggregat einer 6 Wochen alten Kultur von
Melissa officinalis. Die jungen Zellen sind weilich,
wihrend die dlteren durch Einlagerung unbekannter Ver-
bindungen schwarz-braun aussehen.—: 0,5 cm.

Zeitpunkt, an dem die Kalli noch keine braunen
Areale aufwiesen (28. Tag). Die zweite Destillation
wurde mit Zellmaterial aus dem Anfangsstadium
der Verbriunung (42. Tag) durchgefiihrt, wiahrend
die dritte und vierte Entnahme nach 56 bzw. 84
Tagen erfolgten als der gesamte Kallus schwarz-
braun verfarbt war.

Die gc und ms Analyse dieser Kallusdestillate
ergab folgende Ergebnisse (vgl. dazu Tab. 1):

— In der qualitativen Zusammensetzung stimmen
alle Destillate in hohem Maf3e tiberein.

— Verschiebungen sind dagegen z. T. in den prozen-
tualen Anteilen einzelner Komponenten zu beob-
achten. Dies trifft in besonderer Weise fiir die
beiden DTKW zu, deren prozentualer Gehalt in
den Destillaten sich mit zunehmendem Alter der
Kulturen dndert.

— Dabei verhalten sich diese beiden Verbindungen
gegenldufig: der Prozentgehalt von DTKW Nr. 1
sinkt von 11,4% (Destillation nach 4 Wochen) auf
1,0% (Destillation nach 12 Wochen), wihrend
beim Dehydroabietan eine Steigerung von 9,9%
auf 32,3% zu registrieren ist. Die genauen Zah-
lenwerte dieser Verdnderungen auf den einzelnen
Stufen sind in Tab.I (2. und 3. Spalte) wieder-
gegeben.

— Vergleicht man diese Werte innerhalb der einzel-
nen Entwicklungsstufen miteinander, so ist fest-
zustellen, daBB das Verhiltnis der prozentualen
Anteile von DTKW Nr. 1 und Dehydroabietan
mit zunehmendem Kallusalter deutlich abnimmt
(von 1,2 bis auf 0,03), d.h. sich zugunsten von
Dehydroabietan verschiebt.

Tab. . Prozentuale Anteile der Diterpene Nr. 1 und 2 (= Dehydroabietan) in den Gaschroma-
togrammen der Kallusdestillate verschieden alter Gewebekulturen.

Erntezeitpunkt DTKW Nr. 1 Dehydroabietan DTKW Nr. 1 [%] .
" e Quotient?

[%] [%] Dehydroab. [%]

nach 4 Wochen 114 9,9 1.2

(=Stufe 1) 3]

nach 6 Wochen 11,0 29.4 0.4

(=Stufe 2) 33

nach 8 Wochen 35 30,7 0,1

(= Stufe 3) 37

nach 12 Wochen 1.0 32.3 0,03

(=Stufe 4)

4 In dieser Spalte sind jeweils die Verhidltnisse DTKW Nr. 1/Dehydroabietan in den aufein-
anderfolgenden Kallusdestillationen zueinander in Relation gesetzt.
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Die Stiarke dieser Verschiebung zwischen den
Kallusdestillaten der ersten 3 Altersstufen (2 Wo-
chen-Intervalle) liegt mit einem Quotienten von
3,1 bzw. 3,3 etwa in der gleichen GroBenord-
nung. Zwischen der 8. und 12. Woche wird diese
sukzessive Verschiebung des Verhiltnisses dieser
beiden Diterpene zugunsten des Dehydroabie-
tans jedoch geringer, denn der Quotient fiir
dieses 4 Wochen-Intervall betragt nur 3,7.

— Wie aus Tab. 1 ersichtlich ist, verdoppelt sich in
dem untersuchten Zeitraum der prozentuale Ge-
samtanteil beider Diterpene etwa (von 21 auf
40%), um dann bis zur 8. Woche auf einen Wert
von ca. 34% abzusinken, der bis zur 12. Woche
annidhernd konstant bleibt.

— In dem untersuchten Zeitintervall (4.—12. Woche)
andert sich auch die Destillatausbeute. Man be-
obachtet zwischen der 4. und 6. Woche eine
deutliche Steigerung von 0,001% (bezogen auf
g Frischgewicht) auf etwa den doppelten Wert
(0,002%). Da dieser Wert bei den alteren Kul-
turen nicht weiter ansteigt, andererseits aber in
den Destillaten der 6 Wochen alten Kalli der pro-
zentuale Gesamtanteil an DTKW mit 40,4% am
hochsten liegt, erreicht die absolute Menge
dieser Sekundirstoffgruppe in den Zellkulturen
folglich etwa zu dieser Zeit ein Maximum. Dies
ist hauptsdchlich auf die deutlich gesteigerte
Biosynthese von Dehydroabietan zuriickzufiihren.

Einflul3 von Licht und der 2,4-D-Konzentration
auf die Zusammensetzung der Kallusdestillate

Die Wasserdampfdestillate von 3 entdifferenzier-
ten Kalluskulturen, die bei verschiedener Beleuch-
tungsstarke (Dauerlicht: 500 Lux und 3000 Lux so-
wie Dauerdunkel) aufgezogen wurden, zeigten in
der Zusammensetzung keine Unterschiede. Auch
die produzierte Menge an fliichtigen Verbindungen
war bei allen drei Kulturen gleich gro8.

Licht iibt demnach — zumindest wiahrend einer
Untersuchungsperiode von 12 Wochen — bei Melis-
senkalluskulturen keinen Einfluf auf die Bildung
fliichtiger Sekundarstoffe aus.

Auch ein unterschiedlicher Gehalt des Phyto-
hormons 2.4-D (1 bzw. 3mg/l) im Ndhrmedium
fiihrte nicht zu qualitativen Verdnderungen im
Spektrum der fliichtigen Inhaltsstoffe von entspre-
chenden Kalluskulturen. Allerdings konnten partiell
deutliche Unterschiede hinsichtlich der prozentu-

alen Anteile einzelner Komponenten in den Wasser-
dampfdestillaten der beiden Kulturen registriert
werden. So betrug z. B. der Gehalt an DTKW Nr. 1
und Dehydroabietan im Destillat der bei niedri-
gerer 2.4-D-Konzentration gewachsenen Kalli nur
3,1 bzw. 2,5%, wihrend in den Kulturen mit 3 mg
24-D/1 Nédhrmedium entsprechende prozentuale
Anteile von 11,4 bzw. 10,0% registriert wurden.
Auch bei einigen anderen Komponenten — deren
Identifizierung zum Teil noch nicht abgeschlossen
ist und Uber die deshalb an anderer Stelle berichtet
wird [16] — zeigten sich beim Vergleich der beiden
Kulturdestillate partiell betrachtliche Unterschiede
im prozentualen Gehalt.

Diskussion

Der Nachweis wasserdampffliichtiger DTKW in
entdifferenzierten Blattkalluskulturen der Melisse
verdient aus mehreren Griinden besonderes Inter-
csse. In der Literatur existieren bisher nur sehr
wenige Hinweise iiber das Vorkommen von Diter-
penen in pflanzlichen Zellkulturen (z.B. [17-21)).
DTKW sind unseres Wissens bisher nur noch in
Kulturen von Thuja occidentalis [20] und Crypto-
meria japonica [21], zweier Gymnospermen aus der
Klasse der Pinatae, beschrieben worden. Dagegen
konnten bei Melissa officinalis derartige Verbin-
dungen erstmalig in Gewebekulturen einer angio-
spermen Pflanze nachgewiesen werden. Zudem wird
hier zum ersten Mal iiber das Auftreten von DTKW
in Oberflichenkulturen berichtet, wahrend es sich
bei den beiden oben genannten Fillen um Sus-
pensionskulturen handelte.

Es ist bemerkenswert, daB3 auch in den Thuja- und
Cryptomeria-Kulturen Dehydroabietan (als einziger
DTKW neben oxigenierten Vertretern dieser Stoff-
klasse) gefunden wurde, eine Substanz, die auch wir
im Destillat des Melissenkallus identifizieren konn-
ten. Der andere in unseren Kalli auftretende — aber
nicht identifizierte — DTKW ist bisher in Zellkul-
turen nicht beschrieben worden. Beide DTKW des
Blattkallusdestillats konnten wir im &dtherischen
Blattol der Melisse nicht auffinden, wahrend hin-
gegen die von Suspensionskulturen der japanischen
Zeder produzierten Diterpene auch in der intakten
Pflanze nachweisbar waren [21,22]. Ein anderer
Sachverhalt wiederum liegt bei Andrographis-Zell-
kulturen vor, bei denen keines der in der intakten
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Pflanze auftretenden Diterpene in den entsprechen-
den Kulturen auffindbar war [23].

Wihrend bei Gewebekulturen, die fliichtige In-
haltsstoffe bildeten, die Zusammensetzung dieser
komplexen Gemische z T. betriachtlich zwischen
verschiedenen Passagen variierte [24, 25], zeigte
unsere Melissenblattkalluskultur ein sehr einheit-
liches und stabiles Verhalten hinsichtlich der Pro-
duktion wasserdampffliichtiger Verbindungen. Dies
galt sowohl innerhalb einer Kulturpassage als auch
fir einen Zeitraum von 2% Jahren (Ernte immer
bei etwa gleichem Entwicklungszustand und Alter
der Kalli). In keinem Fall konnten bei der gc/ms
Analyse in der Zusammensetzung der Wasserdampf-
destillate relevante Unterschiede registriert werden.

Dagegen anderte sich im Laufe einer Passage die
Zusammensetzung dieser komplexen Gemische be-
trachtlich beziiglich der prozentualen Anteile ein-
zelner Komponenten. Eine Anderung der Olzusam-
mensetzung in Abhédngigkeit von der Wachstums-
kurve wird auch bei [26] beschrieben; wahrend diese
jedoch durch eine unterschiedlich starke Sesquiter-
penbildung hervorgerufen wird, verdandert sich die
Zusammensetzung der Wasserdampfdestillate im
Verlaufe einer Passage bei unserer Melissenkultur
primédr wegen einer starken Verschiebung der rela-
tiven Prozentgehalte der beiden DTKW.

Am auffalligsten ist die mit wachsendem Alter der
Kalli zu beobachtende — diskontinuierliche — Zu-
nahme des prozentualen Anteils an Dehydroabietan
in den Destillaten. Moglicherweise kann der De-
hydroabietangehalt — zumindest bis etwa zur
12. Woche — als eine Art ,,Marker* fur das Alter der
Kalli angesehen werden. Analog wire es denkbar,
auch die Abnahme des unbekannten Diterpens Nr. 1
in gleicher Weise zu interpretieren.

Es ist augenfallig, daf3 etwa bis zur 6. Woche, dem
Zeitpunkt der einsetzenden Verbrdunung, der pro-
zentuale Gehalt an Dehydroabietan im Destillat
stark ansteigt, wiahrend in den folgenden Wochen
nur noch eine geringfiigige relative Zunahme erfolgt
(vgl. Tab. 1). Eine Erklarung fiir dieses Phdnomen
1aBt sich zur Zeit noch nicht geben; sollten jedoch
die braungefarbten, wahrscheinlich phenolischen
Verbindungen in irgendeiner Weise in den Diter-
penstoffwechsel eingreifen, so miiBte dieser Einflu3
insofern selektiv sein, als die beiden DTKW in
unterschiedlicher Weise beeinflut werden. Wih-
rend namlich der prozentuale Anteil an Dehydro-
abietan bis zur 12. Woche noch leicht ansteigt, fallt

der Prozentgehalt an DTKW Nr. 1 nach der 6. Woche
deutlich ab (vgl. Tab. 1).

Trotz dieser — auch schon in der Anfangsphase —
bei beiden Diterpenen zu beobachtenden gegen-
laufigen Tendenz beziiglich der Anderung ihrer
prozentualen Anteile im Wasserdampfdestillat, muf}
ein direkter biogenetischer Zusammenhang zwi-
schen diesen beiden Verbindungen wohl ausge-
schlossen werden, da schon im Destillat der 6. Woche
eine wesentlich starkere Zunahme an Dehydroabie-
tan als Abnahme an Diterpen Nr. 1 zu registrieren
ist.

Uber einen Effekt von Licht auf die Bildung
flichtiger Verbindungen bei atherischolproduzie-
renden Kulturen ist verschiedentlich berichtet wor-
den (z.B. [23, 27, 28]). Dagegen konnten wir bei der
Melisse beim Vergleich der Destillate von entdiffe-
renzierten Licht- und Dunkelkulturen praktisch
keine Unterschiede feststellen; eine Beobachtung,
die wir zuvor auch schon bei Kalluskulturen der
Apiacee Peucedanum cervaria gemacht hatten [29].

Neben Licht konnen auch Phytohormone den
Sekundarstoffwechsel in pflanzlichen Zellkulturen
beeinflussen; dies ist z. B. bei Mono- und Sesquiter-
penen [23, 30, 31] nachgewiesen worden. Auch bei
unseren Melissenkalluskulturen konnten diesbeziig-
liche hormonelle Effekte registriert werden. So
wurde durch eine Erhohung der 2,4-D-Konzentra-
tion im Nahrmedium bei einer Reihe von Kompo-
nenten des Wasserdampfdestillats eine Anderung in
ihrem prozentualen Gehalt bewirkt; der prozentuale
Anteil beider DTKW nahm dabei zu. Demgegen-
iiber ergab die Analyse des #therischen Ols einer
Kamillenzellkultur, dafl mit steigender 2,4-D-Kon-
zentration der Anteil von Sesquiterpenen im Ol
deutlich reduziert war, wahrend bei aliphatischen
Kohlenwasserstoffen eine starke Zunahme resul-
tierte [31].

Beziiglich einer qualitativen Anderung in der Ol-
zusammensetzung einer Gewebekultur, hervorge-
rufen durch unterschiedliche Phytohormongaben,
gibt es unseres Wissens in der Literatur keine An-
gabe. Auch wir konnten bei den Melissenkulturen
keine entsprechenden Beobachtungen machen.

Material und Methoden

Anlage der Kalluskulturen

Verwendet wurden Melissa-officinalis-Pflanzen
aus dem Botanischen Garten der Universitat Wiirz-
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burg (Freiland). Die Inititerung und Aufzucht der
Kulturen sowie die Erstellung der Wachstumskurve
ist bei [1] beschrieben.

Kulturbedingungen

Die Oberflichenkulturen wuchsen auf einem mit
9% Agar verfestigten Linsmaier-und-Skoog-Nahr-
medium [32], dem 0,2 mg/l Kinetin und 1 bzw.
3 mg/1 2,4-D zugesetzt worden waren. Alle Kulturen
wuchsen in 300 ml Erlenmeyerkolben, die mit je
100 ml Nidhrboden beschickt waren. Die Aufbe-
wahrung der mit 500 Lux (Dauerlicht) belichteten
Kalli erfolgte in Klimakammern bei 24 °C; die
Dunkelkulturen und die mit 3000 Lux (Dauerlicht)
belichteten Kalli standen in Klimaschranken (24 °C).

Wasserdampfdestillation

Die Kalluskulturen wurden direkt nach der Ernte
verarbeitet, wobei wir Kallus und Agarmedium
immer sehr sorgfaltig voneinander trennten. Jeweils
etwa 250 g Kallusfrischmaterial wurden der Wasser-
dampfdestillation unterworfen; deren Durchfithrung
geschah wie bei [1] beschrieben.

Bestimmung des Trockengewichts und der Olausbeute

Die Trockengewichtsbestimmung der wasser-
dampfdestillierten Kalli erfolgte durch Wigen
(nach Trocknung im Trockenschrank bei 80 °C bis
zur Gewichtskonstanz). Auch die Olausbeute wurde
gravimetrisch ermittelt, nachdem das Pentan (unter
Stickstoffatmosphire, mittleres Wasserstrahlpum-
penvakuum) quantitativ abgezogen worden war
(gc Kontrolle).

Gaschromatographie

Apparat: Fraktovap 2900 (Carlo Erba Strumenta-
zione). Sdule: 50 m WG 11-Diinnfilmglaskapillare.
Temp.: 70 °C (7 min isotherm), aufgeheizt auf 200 °C
mit einer Heizrate von 3°C/min. Bei der Funk-

tionsindexbestimmung: 200 °C isotherm. Fir die
Funktionsindexbestimmung wurde zusitzlich eine
30m SE 30-Diinnfilmkapillarsdule verwendet. (Ana-
lysentemperatur: 190 °C, isotherm.) Injektor: ,,Grob-
Splitter*, Splitverhaltnis 1:20, Temp. 200 °C. Injek-
tionsvolumen: 2 ul (nach Einengung der Vorlage-
menge auf 1/20 des Volumens). Detektor: FID,
Temp. 200 °C. Tragergas: N,, Durchfluf3 1,5 ml/min.

Fir die quantitative Auswertung der Kapillar-
chromatogramme, die nach der 100% Methode ohne
Peakflachenkorrektur durchgefithrt wurde, stand ein
Integrator der Fa. Spectra Physics (Modell Autolab
System I) zur Verfiigung.

Die Bestimmung der Kovatsindices erfolgte nach
isothermer gc Analyse rechnerisch durch Interpola-
tion zwischen den Retentionswerten entsprechender
n-Alkane (vgl. dazu z. B. [33]).

GC-MS-Kopplung

Geratetyp: GC/MS-System der Firma Finnigan
MAT? (Modell 8200 mit Datensystem SS 300). Gas-
chromatograph: Varian Modell 3700. Sdule: 50 m
Dinnfilmquarzkapillare (FFAP). Interface: Offene
Kopplung, Quarztransferline, Temp. 210 °C. Quellen-
temperatur: 220 °C. Elektronenenergie: 70 eV. MS-
Auflosung: Beim Betrieb in Niederauflosung (LR):
1100 (10% Tal), in Hochauflésung (HR): 6500.
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