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GIBBERELLINE—X.*

ISOLIERUNG VON O(2)-ACETYL-GIBBERELLINSAURE ALS
STOFFWECHSELPRODUKT VON FUSARIUM MONILIFORME SHELD.
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Institut fiir Kulturpflanzenforschung Gatersleben der Deutschen
Akademie der Wissenschaften zu Berlin
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Zusammenfassung—Aus Kulturen eines Stammes von Fusarium moniliforme Sheld. wurder als neues
natiirliches Gibberellin O(2)-Acetyl-Gibberellinsiure (II) isoliert. Die Identifizierung erfolgte durch
Vergleich (Diinnschichtchromatographie, I.R. -und Massenspektroskopie) des isolierten Gibberellins,
einiger seiner Derivate und Abbauprodukte mit entsprechenden synthetischen Verbindungen. Im Biotest mit
Zwergerbsen (Pisum sativum 1..) und Zwergmutanten von Mais (Zea mays L.) zeigte das Acetylgibberellin II
etwa gleich hohe Aktivitit wie Gibberellinsiure (Gibb. Az, I).

Abstract—2-0-Acetylgibberellic acid (IT) has been isolated as a naturally occurring gibberellin from cultures
of a strain of Fusarium moniliforme Sheld. Its identity was established by comparison of II and some of its
derivatives and degradation products with the corresponding synthetic compounds using thin-layer chromato-
graphy, i.r., and mass spectroscopy. The acetylgibberellin II has been shown to possess a biological activity
as high as gibberellic acid in bioassays based on extension of stems of dwarf garden pea (Pisum sativum L.)
and of leaf sheaths of two dwarf mutants (d-1, d-5) of maize (Zea mays L.).

Be1 UNTERSUCHUNGEN iiber die Gibberellinbildung von Fusarium moniliforme Sheld. ermittel-
ten wir einen Stamm (82/2), der sich durch eine besonders intensive Produktion gibberellin-
wirksamer Substanzen auszeichnet.! Neben Gibberellin A; (Gibberellinsdure, I) als
Hauptprodukt, relativ grossen Mengen Gibberellin A, und A; sowie geringen Anteilen von
Gibberellin A; und Gibberellensiure konnten wir Substanzen nachweisen, die sich diinn-
schichtchromatographisch 2~ mit keinem der bisher bekannten Gibberelline? als identisch
erwiesen. Im folgenden berichten wir iiber die Isolierung und Identifizierung einer solchen
Verbindung hoher biologischer Wirksamkeit.

Hierzu wurden 10 kg Pilzkultur einschliesslich Substrat (Reisnihrboden nach 14tigiger
Kultur des Pilzes bei 24+ 1°) nach bereits beschriebener Methodik! aufgearbeitet. Die
*“Essigester-Fraktion pH 2,8 ergab nach zweimaliger Sdulenchromatographie sowie
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mikropriparativer Diinnschichtchromatographie® an Kieselgel eine chromatographisch
cinheitliche Substanz, die durch die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen als O(2)-
Acetyl-gibberellinsiure  (4ax,7a-Dihydroxy-28-acetoxy-18-methyl-8-methylen-4bS-gibb-3-
en-1,108-dicarbonsiiure-1—-4a-lacton, 11) - 7 identifiziert wurde.

Bereits aus den Ergebnissen der Diinnschichtelektrophorese an Kieselgel G (DE)® war
erkennbar, dass es sich bei der isolierten Verbindung um eine Monocarbonsiure handelt;
der niedrige Wert der freien elektrophoretischen Beweglichkeit ({/x=0.52) deutete auf ein

TABELLE 1. DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHISCHER VERGLEICH VON ISOLIERTER BZW. SYNTHETISCHER O(2)-
ACETYL-GIBBERELLINSAURE (II)

R; Werte*
‘A B cC D E F G H

0(2)-Acetyl-gibberellinséure (II)

(a) aus Pilzkultur isoliert 0,74 0,43 —_ — 0,24 0.11 0,46 0,70

(b) aus Gibb. A; (I) synthetisiert? 0,75 0,43 - - 0,24 0,11 0,47 0,70
II-Methylester 11T

(a) aus isoliertem II —_— — 0,78 0,46 0,42 — — —_

(b) aus Gibb. A; (I) synthetisiert? —_ — 0,79 0,46 0,43 — —_— -~
Diacetylderivat 1V

(a) aus isoliertem II — — 0,77 — 0,51 0,29 —_ —_—

(b) aus Gibb. Aj (I) synthetisiert? -_— —_— 0,78 — 0,52 0,28 — - -
Dicarbonsdiure V

(@) aus isoliertem 1L 0,08 —_ —_ _— —_ — 0,07 0,17

(b) aus Gibb. A; (I)® 0,08 — —_ — —_ —_ 0.07 0,16
Gibberinsdure (VI)

(a) aus isoliertem II —_ — 0,66 —_ — 0,71 —_— —

(b) aus Gibb. A; (I)7 — — 0.66 — —_ 0.70 — —_

* DC an Kieselgel G (Merck) mit den Entwicklungsgemischen:

A Chloroform-Essigester-Essigsdure, 50:40:10 (R, A;=0,45); B: Chloroform-Essigester-Essigsiiure,
80:20:5 (R, A3=0,11); C: Chloroform-Essigester-Essigsdure, 90:10:5 (R A3;=0,06); D: Chloroform-
Essigester—Essigsdure, 95:5:2 (Ry A;=0,02); E: Diisopropyldther-Essigsdure, 95:53 (R, A3;=0,08):
F: Diisopropyldther—Essigsdure, 98:23 (R, A3=0,02); G: Benzol-Essigsdure, 100:30 (R, A;=0,14);
H: iso-Propanol-5 N-Ammoniak, 100:20 (R, A;=0,58).

O-Acyl-Derivat. Bei schwach alkalischer Hydrolyse bildete sich, wie durch DE gezeigt
werden konnte (Ur=0,76), eine Dicarbonsiure, bei der es sich nach vorliegenden diinn-
schichtchromatographischen Befunden (Tabelle 1) um Verbindung V3 ° handelt. Mineral-
saure Hydrolyse bei 100° lieferte in glatter Reaktion ein einziges Produkt, das durch Diinn-
schichtchromatographie (DC) als Gibberinsiure (V1)> 7 identifiziert wurde (vgl. Tabelle 1).

6 Zur Methodik vgl. G. SEMBDNER und K. SCHREIBER, Phytochem. 4, 49 (1965).

7 B. E. Cross, J. Chem. Soc. 4670 (1954).

8 Vgl. G. SCHNEIDER, G, SEMBDNER und K. SCHREIBER, J. Chromatog. 19, 358 (1965).
9 B. E. Cross, J. Chem. Soc. 3022 (1960).
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Auch das Infrarotspektrum [Banden bei 1782 (y-Lacton), 1740 (Carboxyl), 1730 und 1248
(O-Acetyl), 1100 (tert. Hydroxyl) und 896 cm™! (Methylen)], das Elektronenanlagerungs-
Massenspektrum!? (Molekiilion bei m/e 388, Hauptpeak bei m/e 328 = M — Essigsiure) sowie
das Elektronenstoss-Massenspektrum!! der neu isolierten Verbindung stehen mit der
Struktur II in Einklang. Die endgiiltige Bestitigung erfolgte durch direkten Vergleich mit
synthetischer O(2)-Acetyl-gibberellinsiure (II);? die Infrarot- und Massenspektren beider
Priparate erwiesen sich als villig identisch. Auch bei der DC von isoliertem und syntheti-
siertem II, ihrer entsprechenden Methylester III7 und Diacetylverbindungen IV? zeigten
sich keine Unterschiede (vgl. Tabelle 1).

HO ’//,,/

H HO

0 3
HOOC\\\\CH? COOH
L Joon "
| H CH,
H;C = COOR, H
(D Ri=R,=R;=H T
(I) R, =R;= H, R;=Ac Q;/M\Ecm
(1) R; = Me, R.= Ac, R;=H CH, COOH =0
(IV) R;= H, R;=R,; = Ac i)

Bereits in orientierenden Versuchen fiel die relativ starke biologische Wirksamkeit des
neuen Fusarium-Gibberellins auf. Quantitative Bioteste mit Zwergerbsen (Pisum sativum L.)
und Zwergmutanten von Mais (Zea mays L.) zeigten, dass O(2)-Acetyl-gibberellinsiure (II)
eine etwa gleich hohe Aktivitit wie Gibberellinsdure (Gibb. A;) besitzt (vgl. Tabelle 2).
Dieser Befund gibt Anlass zu der Vermutung, dass die Acetylgruppe von II in hdheren
Pflanzen leicht abgespalten wird. Spezielle Untersuchungen zur Klirung dieser Frage sind

TABELLE 2. BIOLOGISCHE WIRKSAMKEIT VON O(2)-ACETYL-GIBBERELLINSAURE (II)

Acetyl-Gibb. A; (ID) Gibb. A3 ()
(pg/Pflanze) (pg/Pflanze)

Testpflanze (;,01 0,1 1‘ 051 0,1 1‘ Tweenkontr.
Pisum sativum L.* 103 225 376 108 253 370 69
Zeamays L. d-11 13 27 52 12 26 49 5
Zea mays L. d-5t 14 24 50 13 25 52 5

* cv. “Meteor ™, i Sprosskinge (mm).
t i Linge der 2. Blattscheide (mm).

10 Verwendung negativ geladener Ionen: M. VON ARDENNE, G, SCHNEIDER, K. SCHREIBER, G. SEMBDNER,
K. STEINFELDER und R. TOMMLER, Veriffentlichung in Vorbereitung.

11 Verwendung positiv geladener Ionen: H. BuDZIKIEWICZ, G. SCHNEIDER, K. SCHREIBER und G. SEMBDNER,
Veréffentlichung in Vorbereitung,
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von uns in Angriff genommen. Im Schrifttum lag nach unserer Kenntnis bisher nur ein
Hinweis vor, dass II bei Zwergerbsen relativ stark wirksam ist.!>

0(2)-Acetyl-gibberellinsiure (I1) stellt ein neues Gibberellin dar,*- ¥ das als natiirliches
Stoffwechselprodukt von Fusarium moniliforme Sheld., Stamm Nr. 82.2, auf Reisniihrboden
gebildet wird, Auf anderen gepriiften Substraten sowie bei weiteren Stiimmen dieses Pilzes
trat die Verbindung nicht auf. Die Mdoglichkeit. dass O(2)-Acetyl-gibberellinsdure (I1)
wihrend der Aufarbeitung durch Acetylierung gleichzeitig anwesender Gibberellinsiure (I)
als Artefakt entstanden ist, kann aus folgenden Griinden ausgeschlossen werden: 1. Ver-
bindung 11 war bereits im Methanolextrakt der Pilzkultur diinnschichtchromatographisch
nachzuweisen. 2, Unter den angewendeten Aufarbeitungsbedingungen wird Gibberellin-
sdure (I) nicht in ihr Acetylderivat Il umgewandelt, wie ein speziell durchgefiihrter Modell-
versuch gezeigt hat. Hierzu wurde eine wissrige Losung von [ (100 mg 100 ml), wie im
experimentellen Teil fiir die Isolierung von 11 beschrieben. aufgearbeitet : ausser 1 war weder
IT noch ein anderes Derivat nachweisbar.

EXPERIMENTELLER TEIL
Die Schmelzpunkte wurden auf dem Mikroheiztisch nach Boetius bestimmt und sind
korrigiert. Die Infrarotspektren wurden mit dem Zeiss-Zweistrahl-Spektralphotometer UR
10 aufgenommen. Fiir die Diinnschichtchromatographie und Diinnschichtelektrophorese
wurde Kieselgel G (Merck) verwendet (zur Methodik vgl. Lit.”* ¢ %), zur Sidulenchromato-
graphie Kieselsiiuregel (VEB (K) Feinchemie Eisenach, Thiir.).®

Isolierung von O(2)- Acetyl-gibherellinsiure

Der Fusarium-moniliforme-Stamm 82,2 wurde auf Reis in Erlenmeyerkolben aufgezogen. !
Nach 14tigiger Kultur bei 24 + 1" im diffusen Tageslicht war das Kulturmedium véllig vom
Pilz durchwachsen. Insgesamt 10 kg Pilzkultur einschliesslich Substrat wurden in etwa
201. Methanol eingelegt. zerkleinert, 24 Stdn. bei Raumtemp. stehengelassen und nach dem
Absaugen noch 2mal mit je 7 . Methanol nachextrahiert. Die vereinigten Ausziige wurden
i. Vak. auf 6 L. eingeengt, mit einer gesitt. (NH;),CO;-Lésung auf pH 7.0-7.5 eingestellt
und 3mal mit insgesamt 13,5 1. Essigester ausgeschiittelt. Dic wiissr. Phase wurde mit
Salzsiiure aut pH 2,8 angesiiuert und wiederum 3mal mit insgesamt 13.0 1. Essigester aus-
gezogen. Diese ,.Essigester-Fraktion pH 2,8 wurde nach Trocknung iiber Na,SO, 1. Vak.
eingeengt (Badtemp. 40°) und der Riickstand (11 g), an 10 g Kieselgur adsorbiert, an 1 kg
Kieselgel chromatographiert. Die Elution erfolgte mit Chloroform-Essigester (Fraktionen
Zu je 400 ml), und zwar Fraktt. 1-20 im Volumenverhiiltnis = 10:0, Fraktt. 21-30=9:1.
Fraktt. 3]1-40=8:2 usw.: ab Frakt. 111 wurde mit rcinem Essigester cluiert (vgl. Tabelle 3).

Der Riickstand der Fraktt. 109 163 (0.56 g) wurde an 100 g Kieselgel rechromato-
graphiert: Flution mit Chloroform-Essigester=35:0. 4:1. 3:2 usw. bis zu reinem Essigester
bei einer Fraktionsgrosse von je 50 mi. Dabei wurden neben ~ 300 mg Gibberellin A,
(Fraktt. 124-180) 12 mg bereits weitgechend einheitliche O(2)-Acetyl-gibberellinsdure (I1)
gewonnen (Fraktt. 80-123). Nochmalige Reinigung der Substanz durch priiparative DC®
mit dem Entwicklungsgemisch Chloroform-Essigester Essigsdure =280 20:5 und nach-
tolgende Extraktion mit Essigester ergab 10 mg amorphes 11, das nach Umbristallisation aus

20

Essigester-Petroliither Schmp. 226 (Zers.) und [aJyy = 150.0" (¢ —0.22. Chloroform) zeigte.
12 J. 8. MorraTT und M. RaDIEY, J. Sci. Food Agr. 386 (1960).
1* Zur Problematik der Gibberellin-Definition und -Merkmale vgl B. O. Prinnty und C, A, West. dnn. Res.

Plant Physiol. 11, 411 (1960); P W. Brian, H. G Hemvne und D. Lowe, 1nn. Bor . NS, 28, 369 (19641,
G SEMBDNFR, (5. SCHNFIDER und K. SCHREIBER, Plunta 66. 65 ( 1965)
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I.R.-Banden (in Chloroform): 3600, 3520, 3080, 1782, 1740, 1730, 1716, 1385, 1376, 1248,
1160, 1129, 1100, 1021, 978 und 896 cm™!; DC: R-Werte siche Tabelle 1; DE: Ur=0,52
p/sec/emfV. Die Verbindung erwies sich nach DC (vgl. Tabelle 1), Infrarotspektrum,
Elektronenanlagerungs-1® und Elektronenstoss-Massenspektrum!! mit aus Gibberellin-
siure (T) dargestellter O(2)-Acetyl-gibberellinsiure (II)? vom Schmp. 230-232° (Zers.) und
[«]8 +128,0° (¢=0,15, Chloroform) als vollkommen identisch [Lit.”: Schmp. 233-234°
(Zers.), [2]5 +152,0° (¢=0,50, Athanol)].

TABELLE 3. CHROMATOGRAPHISCHE AUFTRENNUNG DER “‘ESSIGESTER-FRAKTION pH 2,8 AN KIESFLGEL

Fraktt. Riickstand (g) Diinnschichtchromatographische Befunde
1-10 0,45 einige nicht identifizierte Substanzen
11-37 0,22 Gibberellin A,
38-64 0,12 Gibberellin A,
65-108 0,31 einige nicht identifizierte Substanzen
109-163 0,56 Gibberellin A;+ O(2)-Acetyl-gibberellinsdure+ Gibberellin A, + Gibberellensdure
164-200 1,60 Gibberellin A;+ Gibberellin A;-+ Gibberellensiure

O(2)-Acetyl-gibberellinsiuremethylester (III). Verbindung II (aus Pilzkultur isoliert,
100 ug) wurde in 0,2 ml Methanol gelost, Diazomethan bis zur bleibenden Gelbfirbung
eingeleitet und 24 Stdn. stehengelassen. Der so gewonnene Ester war nach DC (vgl. Tabelle
1) mit aus Gibberellinsiure synthetisiertem 1117 vom Schmp. 179-181° und [«]}} +136,0°
(¢=0,20, Chloroform) identisch [Lit.”: Schmp. 180-181°, [«]}§ +150,0° (c=0,40, Athanol)].

Diacetylgibberellinsiure (IV). Verbindung II (aus Pilzkultur isoliert, 100 ug) wurden
mit 0,2 ml Acetanhydrid und 0,3 ml Pyridin 64 Stdn. bei Raumtemp. acetyliert und das
Reaktionsgemisch anschliessend i. Vak. bis zur Trockne abdestilliert. Der Riickstand erwies
sich im DC (vgl. Tabelle 1) als identisch mit authent. YV? vom Schmp. 188-189° und
[« +170,0° (¢=0,3, Chloroform), dargestellt nach Lit.° aus Gibberellinsiure [Lit.%:
Schmp. 186-187°, [«]¥$ +176,0° (c=0,5, Athanol)].

Gibberinsiure (VI). O(2)-Acetyl-gibberellinsiure (II) (aus Pilzkultur isoliert, 100 ug)
wurde mit 0,5 ml 2 N HCI 2 Stdn. unter Riickfluss erhitzt; das Reaktionsgemisch wurde
direkt diinnschichtchromatographisch gepriift. Das einzige Reaktionsprodukt war mit
Gibberinsiure (VI) [Schmp. 153-154°, [«]8 —5,2 (c=0,90, Methanol), Lit.”: Schmp.
153-154°, [«]'8 —7,0° (c=2,0, Athanol)] identisch (vgl. Tabelle 1), gewonnen durch salzsaure
Hydrolyse von Gibberellinsdure (I)? bzw. von authent. II unter gleichen Bedingungen.

Alkalische Hydrolyse von II. Verbindung II (aus Pilzkultur gewonnen, 150 pg) wurden
mit 0,2 ml 0,1 N NaOH 72 Stdn. bei Raumtemp. stehengelassen. Nach vorsichtigem
Ansiuern mit 0,1 N HCI wurde mit Essigester extrahiert. In der Essigesterfraktion liess sich
Dicarbonsiure V? durch DC (Tabelle 1) und DE (Ux=0,76 u/sec/cm/V) nachweisen.

Biotest. Zur quantitativen Bestimmung der biologischen Wirksamkeit (vgl. Tabelle 2)
wurden Zwergerbsen, Pisum sativum L. s.1. ssp. sativum convar. sativum var. cimitari Alef.
s.l. cv. ,,Meteor, sowie die Zwergmutanten d-1 und d-5 von Zea mays L. verwendet.
Versuchsbedingungen und -durchfiihrung entsprachen der bereits beschriebenen Methodik.!3
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