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GIBBERELLINE-X.* 

ISOLIERUNG VON O(2)-ACETYL-GIBBERELLINSAURE ALS 
STOFFWECHSELPRODUKT VON FUSARIUiU MOIVIL.IFORiUE SHELD. 

K. SCHREIBER, G. SCHNEIDER,~ G. !hMBDNER und I. FOCKE$ 

Institut ftir Kulturpflanxenforschung Gatersleben der Deutschen 
Akademie der Wissenschaften xu Berlin 

(E&regar;lgen 2 i&f&z 1%6) 

-Aus Kuhuren eines Stammes von I;tcsarisun moniliforme Sheld. wurder als neues 
nattMiches Gibberellin O(2)-Acetyl-Gibberellins&um (II) isoliert. Die Identigxii erfolgte durch 
Vergleich @ibmschichtchromatographie, I.R. -und mktroskopie) des isolierten Gibberellins, 
&tiger seiner Derivate und Abbauprodukte mit entsprechenden synthetischen Verbindungen. Im Biotest mit 
Zwergerbsen (Pisum sativum L.) und Zwergmutanten von Mais (Zea muys L.) xeigte das Acetylgibbexellin II 
etwa gleich hohe Aktivitiit wie GibberellirMure (Gibb. As, I). 

Abstra&-Z-O-Acetylgibberellic acid (II) has been isolated as a naturally occmrhq gibberellm from cultures 
of a strain of Fusurium moniZiforme 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 spectroscop y. 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 sutivutn L.) 
and of leaf sheaths of two dwarf mutants (d-l, d-5) of maize (Zea mays L.). 

BBI UNTERSUCHUNGEN ilber die Gibberellinbildung von Fwarizun moniZijbrme Sheld. ermittel- 
ten wir einen Stamm (82/2), der sich durch eine besonders intensive Prod&ion gibberellin- 
wirksamer Substanzen auszeichnet.l Neben Gibberellin As (Gibberellin&ure, J) als 
Hauptprodukt, relativ grossen Mengen Gibberellin A4 und A7 sowie geringen Anteilen von 
Gibberellin Ai und Gibberellens&rre konnten wir Substanzen nachweisen, die sich dtinn- 
schichtchromatographisch 2-4 mit keinem der bisher bekannten Gibberelline5 als identisch 
enviesen. Im folgenden berichten wir iiber die Isolierung und Identifizierung einer solchen 
Verbindung hoher biologischer Wirksamkeit. 

Hierzu wurden 10 kg Pilzkultur einschliesslich Substrat (Reistirboden nach 14tigiger 
Kultur des Pilzes bei 24 + 1”) nach bereits beschriebener Method&l aufgearbeitet. Die 
“Essigester-Fraktion pH 2,8” ergab nach zweimaliger S%lulenchromatographie sowie 

l DC. Mitteil.: K. Scmmtaxa, G. SCHNEIDER und G. SEMBDNBR, Tetruhe&on 22,1437 (1966). 
t Teil der demngchst erscheinenden Dissertation, Univ. Halle. 
$ Institut ftir Pfianzenziichtung Bemburg der Deutschen Akademie der Landwirtschaftswissenschaften 

zu Berlin. 

1 I. FOCKE, G. S-m und K. Sumxmsa, Biol. Zbl. 84,309 (1965). 
* G. SEMBDNER, R. GROSS und K. Scmuuaq Experieafia 18, 584 (1%2). 
3 J. MACMILLAN und P. J. Sursx, Nature 197,790 (1963). 
4 N. IKJXAWA, T. K~AWA und Y. Submu, Jup. Acud. Proc. 39,507 (1963). 
s Bexilglich der bis heute strukturell aufgekl&ten natiirlichen 13 Gibberelline (AI-Ais) vgl. G. SCHNEIDER, 

G. SANER und K. !Icnasmq Gibbereliine, ihre Derivate und Abbauprodukte. Eine tabelhwische 
ubersicht. Akademie-Verlag, Berlin (1966), 227 Seiten; KulturppanZe 13,267 (1965). 
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mikropraparativer Dtinnschichtchromatographie 6 an Kieselgel eine chromatographisch 
einheitliche Substanz, die durch die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen als O(2)- 
Acetyl-gibberellinsliure (4aa,7cr-Dihydroxy-2~-acetoxy-l~-methyl-8-methylen-4b~-gibb-3- 
en-l,lO&dicarbonsaure-1-4a-lacton, 1Q5s7 identifiziert wurde. 

Bereits aus den Ergebnissen der Dtinnschichtelektrophorese an Kieselgel G (DE)s war 
erkennbar, dass es sich bei der isolierten Verbindung urn eine Monocarbonsaure handelt; 
der niedrige Wert der freien elektrophoretischen Beweglichkeit (0,=0.52) deutete auf ein 

TABELLE 1. D~~NNSCHICHTCXR~~AT~OGRAPHIS~HER VERGLEICH VON ISOLIERTER BZW. SINTHLTISCHFR O(2)- 
ACETYL-GILIBERELLIN~~URE (II) 

R, Werte* 

A B 

O(2)-Acetyl-gibbereIlitt.slinsiiure (II) 

(a) aus Pilzkultur isoliert 
(6) aus Gibb. As (I) synthetisiert’ 

ZZ-Methylester ZZI 

(a) aus isoliertem II 
(b) aus Gibb. A3 (I) synthetisiert 7 

Diacetylderivat IV 

(a) aus isoliertem II 
(b) aus Gibb. As (I) synthetisiertg 

Dicarbonsiiure V 

(a) aus isoiiertem II 
(b) aus Gibb. A, (I)9 

Gibberinsiiure (VZ) 

(a) au.5 isoliertem II 
(h) aus Gibb. A:, (I)7 

0,74 0,43 
0,75 0,43 

- - 0,24 0.11 0.46 0.70 
- - 024 0.11 0.47 0,70 

- - 0,78 0.46 
- - 0.79 0,46 

- - 
- - 

0.08 - 
0,08 - 

- - 
- - 

0,77 
0.78 

- 
- 

0.66 
0.66 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

C D F 

442 
0,43 

0,51 
0.5’ 

- 
- 

- 
- 

F 

-- 
- 

0,29 
0,‘s 

- 

0.71 
0.70 

G 

- 
- 

- 
- 

0,07 
0.07 

- 
- 

H 

- 
-- _ 

-_ 
_ _ 

0.17 
0,16 

- 
- 

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

A: Chloroform-Essigester-Essigsaure, 50:40:10 (R, A3=0,45); B: Chloroform-Essigester-Esstgslure, 
80:20:5 (& As=O,ll); C: Chloroform-Essigester-Essigsiiure, 90:10:5 (RI As=0,06); D: Chloroform- 
Essrgester-Essigsihrre, 95 : 5 : 2 (& A3 =0.02) ; E : Diisopropyltither-EssigsZiure, 95 : 5 3 (Rf A, = 0,08) : 
F : Diisopropyhither-Essig&ure, 98 * .23 CR, A3=0,02); G: Benzol-Essigsiiure, lOO:30 (R, A3=0,14); 
H : iso-Propanol-5 N-Ammoniak, 100: 20 (Rf A3 = O,58). 

O-Acyl-Derivat. Bei schwach alkalischer Hydrolyse bildete sich, wie durch DE gezeigt 
werden konnte (0,=0,76), eine DicarbonsHure, bei der es sich nach vorliegenden diinn- 
schichtchromatographischen Befunden (Tabelle 1) urn Verbindung V 5. ’ handelt. Mineral- 
saure Hydrolyse bei 100” lieferte in glatter Reaktion ein einziges Produkt, das durch Diinn- 

schichtchromatographie (DC) als Gibberinsliure (VI) 5* 7 identifizicrt wurde (vgl. Tabelle 1). 

6 Zur Methodik vgl. G. SEMBDNER und K. Sct-r~neuc, PZzytochem. 4,49 (1965). 
’ B. E. CROSS, J. Chem. Sot. 4670 (1954). 
B Vgl. G. SCHNEIDER, G. SEMBDNER und K. SCHREIBER, J. Chromatog. 19,358 (1965). 
9 B. E. Cross, J. Chem. Sot. 3022 (1960). 
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Auch das Infrarotspektrum [Banden bei 1782 (y-La&on), 1740 (Carboxyl), 1730 und 1248 
(0-Acetyl), 1100 (tert. Hydroxyl) und 896 cm-l (Methylen)], das Elektronenanlagerungs- 
Massenspektrumlo (Molektihon bei m/e 388, Hauptpeak bei m/e 328 = M- Essig&ure) sowie 
das Elektronenstoss-Massenspektrum l1 der neu isolierten Verbindung stehen mit der 
Struktur II in Einklang. Die endgiiltige Best8tigung erfolgte durch direkten Vergleich mit 
synthetischer O(2)-Acetyl-gibberellin&ure (II);’ die Infixrot- und Massenspektren beider 
Praparate erwiesen sich als vollig identisch. Auch bei der DC von isoliertem und syntheti- 
siertem II, ihrer entsprechenden Methylester III7 und Diacetylverbindungen IV9 zeigten 
sich keine Unterschiede (vgL Tabelle 1). 

(I) R,=RZ=R,= H 

(II) R, =R3= H, R2=Ac 

(III) R1 = Me, Rz = AC, R3 =H CH3 COOH 
(IV) R,=H, R2=R3=Ac 

(VI) 

Bereits in orientierenden Versuchen fiel die relativ starke biologische Wirksamkeit des 
neuen Fusarkmr-Gibberellins auf. Quantitative Bioteste mit Zwergerbsen (Ph sativum L.) 
und Zwergmutanten von Mais (Zea muys L.) zeigten, dass O(2)-Acetyl-gibberellins8ure @I) 
eine etwa gleich hohe Aktivit8t wie Gibberellins8ure (Gibb. As) besitzt (vgl. Tabelle 2). 
Dieser Befund gibt Anlass zu der Vermutung, dass die Acetylgruppe von II in heheren 
Pflamen leicht abgespalten wird. Spezielle Untersuchungen zur Kl&rung dieser Frage sind 

TABELLB 2. B~oumrsc~~ Wmcam~~~ VON O(2)-AcmwmBmmmmm (JI) 

Acetyl-Gibb. A3 (II) Gibb. Aa (I) 
ale/_) _) 

t , \ 
TeWJ== 0,Ol 41 1 0,Ol 0,l 1 Tweenkontr. 

- 

Phun sativunl ld.+ 103 225 376 108 253 370 69 
zea mays L. d-l t 13 z 52 12 26 49 5 
Zeu L. d-5? mays 14 50 13 25 52 5 

* cv. “Meteor”, ??i Sprosslhge (mm). 
t 5 Loge der 2. Blattscheide (mm). 

10 Vermndung negativ geladener Ionen: M. VON ARDENNE, G. SCHNEIDER, K. fkmm~~, G. !~BDNER, 
K. SDER und R Thnaz~, Verttffentlichung in Vorbereitung. 

11 Verwendung positiv geladener Ionen: H. BUDZIKIBWI cz,G.Scmmm~,K.S und G. SEMBDNER, 
Vertiffentlichmg 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. ’ 2 

0(2)-Acetyl-gibberellinsgure (II) stellt ein neues Gibberellin dar.“. ‘.c das als natiirliches 
Stoff\vechselprodukt von Fusarium nlorziliforme Sheld.. Stamm Nr. 82.2. auf Reisniihrboden 
gebildet wird. Auf anderen gepriiften Substraten sowie bei weiteren Stammen dieses Pilzes 
trat die Verbindung nicht auf. Die Mbglichkeit. dass 0(2)-Acetyl-gibbcrellindure (11) 
wlhrend der Aufarbeitung durch Acetylierung gleichzeitig anwesender Gibbcrellinstiure (I) 
als Artefakt entstanden ist, kann aus folgenden Griinden ausgeschlossen werden: 1. Ver- 
bindung II war bereits im Methanolextrakt der Pilzkultur diinnschichtchromatographisch 
nachzuweisen. 2. Unter den angewendeten Aufarbeitungsbedingungen \\ird Gibbrrcllin- 
ssure (1) nicht in ihr Acetylderivat 11 umgewandelt. wie em speziell durchgefihrter Modell- 
versuch gezeigt hat. Hierzu wurde eine w&.rige Liisung van I (100 mg 100 ml). uic im 
experimentellen Teil fiir die lsolierung von 1 I bcschrichen. aufgearbeitet : ;tusscr 1 ear order 
I I 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 Diinnschichtelektrophorchc 
wurde Kieselgel G (Merck) verwendet (zur Methodik vgl. Lit.‘.6 “), zur SSulenchromato- 
graphie KieselsSuregel (VEB (K) Feinchemie Eisenach, Thiir.).h 

Der I;usarilrt?l-/nonil~~~~)~l~-Stamm 82/2 wurde auf Reis in Erlcnmeyerkolben aufgczogen. i 
Nach 14tggiger Kultur bei 24 -t_ 1. im diffusen Tageslicht bar das Kulturmedium vijllig vom 
Pilz durchwachsen. Insgesamt 10 kg Pilzkultur einschliesslich Substrat lvurden in et\nra 
20 1. Methanol eingelegt. zerkleinert, 24 Stdn. bei Raumtemp. stehengelassen und nach dem 
Absaugen noch 2mal mit jc 7 1. Methanol nacheutrahiert. Die vereinigten 4usziige v, urden 
i. Vak. auf 6 1. eingeengt. mit einer gcs5tt. ( NH&COj-Lii\ung auf pH 7.0-7,s eingestellt 
und 3mal mit insgesamt 13,s 1. Essigester ausgeschiittelt. Die wtissr. Pbasc wurde mit 
SalzCiure auf pH 2,8 angesiiuert und Hiederum 3mal mit insgcsamt 13.0 I. Essigester au+ 
gezogen. Diese ,.Essigester-Fraktion pH 2,8” wurde nach Trocknung iiber Na2SOJ i. Vah. 
eingeengt (Badtemp. 40-l und der Riickstand (I 1 g), an 10 g Kiebelgur adsorbicrt. an I I\g 
Kieselgel chromatographiert. Die Elutlon erfolgte mit Chloroform--Esslpcster (Fraktionen 
LU je 400 ml). und zwar Fraktt. l-20 im Volumenverh$ltnis- IO:& Frahtt. 21..30-9:l. 
Fraktt. 31-40=8:2 usw.; ab Frakt. Ill wurde mit reinem Essigester cluiert (vgl. Tabellc 3). 

Der Riickstand dcr Fraktt. 109 163 (0.56 g) \+uurde an 100 g Kicselgcl rcchromato- 
graphiert: Elution mit Chloroform-Essigestcr = 5 :O. 4: 1. 3 : 2 u\u’. his zu rcincni Esblge5ler 
bei einer Fraktionsgr&se von Je 50 ml. Dabei wurden nebcn -300 mg Gibbcrcllin ,A3 
(Fraktt. 124-180) 12 mg bereits weitgehend einheitlichc 0(2)-Acet~l-gibber~llinb3urc (11) 
geuonnen (Fraktt. 80-123). Nochmalige Reinigung der Substan durch pr$par:~ti~-c DC” 
mit dem Entv,icklungsgemisch Chloroform-Essigester Esslgsriurc = 80 30: 5 ~md nacll- 
folgende Estraktion mit Eshigrstcr ergab 10 mg amorphes II. dns nach l~rnl\ri~t~llts~ti~~t~ ;LU, 

~ssigestrr-Pctrollther Schmp. 726 ’ (Zers.) tend [z]‘;: L 150.0 It’---0.X. C’lil~vwTorni) ZCI@C. 

1’ J. S. MOFFATT ond M. KADI EY, J. Sci. Food&r. 386 t 1960). 
1 ’ Zur Problematik der Gibherellin-Definition und -Merhmale vgi B. 0. PHI~NL’~ und (.. A. W~SJ. _~rrrr. R~, . 

Pkmr P~~.wl. 11,411 (1960): P %‘. BRIW 11. G Ht.Mhuw und D. 1.o~~. I/VI. RW . Y.S. 28, 36y t 19641. 
C; St ~~VFR. <i. SC HN~IIIER und K. Scwwrw~. t’hurt~ 66. 6% I 1Ug1 
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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-l; DC: &-Werte siehe Tabelle 1; DE: 0,=0,52 
p/set/cm/V. Die Verbindung erwies sich nach DC (vgl. Tabelle l), Infrarotspektrum, 
Elektronenanlagerungs-10 und Elektronenstoss-Massenspektruml l mit aus Gibberellin- 
siure (I) dargestellter 0(2)-Acctyl-gibberellins&ue (II)7 vom Schmp. 230-232” (Zers.) und 
[cc]% +128,0” (c=O,15, Chloroform) als vollkommen identisch [Lit.7: Schmp. 233-234” 
(Zers.), [a]: + 152,O” (c=O,50, Ethanol)]. 

TABELLB 3. ~o~_&-roo~ Aumo DER “&XESIER-%AKIION pH 2,8” AN &ESELOEL 

Fraktt. Riickstand (g) Dlhmschichtchromatographische Bcfunde 

l-10 445 
11-37 422 
38-64 0,12 
65-108 0,31 

K-B-163 0,56 
16&2OO 1,60 

einigc nicht identifiziirte Subs- 
Gibberellin Aq 
Gibberellin A, 
einige nicht identifizierte Substanzen 
Gibbexcllin A3 + 0(2)-Acetyl-gibbexIlinsiiure+ Gibbexellin Al + Gibberellensiturc 
Gibbercllin Al + Gibbercllin AI+ Gibbcrcllens&xe 

O(2)-Acetyl-gibberellinsiiuremethylester (ZZZ). Verbindung II (aus Pilzkultur isoliert, 
100 pg) wurde in 0,2 ml Methanol gel&t, Diazomethan bis zur bleibenden Gelbfkbung 
eingeleitet und 24 Stdn. stehengelassen. Der so gewonnene Ester war nach DC (vgl. Tabelle 
1) mit aus Gibberellinsiiure synthetisiertem III7 vom Schmp. 179-181” und [LY]~ + 136,O” 
(c = 0,20, Chloroform) identisch [Lit. 7: Schmp. 180-181”, [a]2 + 150,O” (c=O,40, AthanoI)]. 

Diacetylgibberellinsiiure (ZV). Verbindung II (aus Pilzkultur isoliert, 100 pg) 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. IV9 vom Schmp. 188-189” und 
[cc]% +170,0” (c=O,3, Chloroform), dargestellt nach Lit.g aus GibberellinsZiure [Lit.s: 
Schmp. 186187”, [cr]: + 176,o” (c=O,5, Ethanol)]. 

Gibberins~ure (VZ). 0(2)-Acetyl-gibberellinstiure (II) (aus Pilzkultur isoliert, 100 pg) 
wurde mit 0,5 ml 2 N HC12 Stdn. unter Riickfluss erhitzt; das Reaktionsgemisch wurde 
direkt diinnschichtchromatographisch gepriift. Das einzige Reaktionsprodukt war mit 
GibberinsPure (VI) [Schmp. 153-154”, [CL]% - 5,2 (c=O,90, Methanol), Lit.7: Schmp. 
153-154”, [a]: - 7,O” (c =2,0, AthanoI)] identisch (vgl. Tabelle l), gewonnen durch salzsaure 
Hydrolyse von Gibberellinsiiure (I) 7 bzw. von authent. II unter gleichen Bedingungen. 

AZkaZische Hydrdyse van ZZ. Verbindung II (aus Pilzkultur gewonnen, 150 pg) wurden 
mit 0,2 ml 0,l N NaOH 72 Stdn. bei Raumtemp. stehengelassen. Nach vorsichtigem 
Ansluern mit 0,l N HCl wurde mit Essigester extrahiert. In der Essigesterfraktion liess sich 
DicarbonsZiure V g durch DC (Tabelle 1) turd DE (OF= 0,76 p/set/cm/V) nachweisen. 

&test. Zur quantitativen Bestimmung der biologischen Wirksamkeit (vgl. Tabelle 2) 
wurden Zwergerbsen, Piwm sativum L. s.1. ssp. sativum convar. satiwm var. cimitari Alef. 
s.1. cv. ,, Meteor“, sowie die Zwergmutanten d-l und d-5 von Zea mays L. verwendet. 
Versuchsbedingungen und -durchftirung entsprachen der bereits beschriebenen Methodik.13 
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