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GIBBERELLINE-IV.’ 

UBER DIE GIBBERELLINE VON NZCOTIANA TABACUM L. 

G. SEMBDNER und K. SCHREIBER 

Institut ftlr Kulturpfhmzenforschung Gatersleben der Deutschen Akademic der Wissenschaften zu Berlin 

(Eigegmgm 16 JI~I~ 1 m) 

Abahnet-In shoot apices and flower buds of Nicotiana fabacum L. cv. “Vm Gold A” the oaamen~e of 
endogenous gibberellins has been investigated. In addition to gibberellin A1 and A, three, as yet unknown, 
polar gibberellin-like substances were found, provisionally named “Nicotiana ory”. By acid hydrolysis 
“Nicotiana y” yields the gibberellin degradation product gibberic acid as well as carbohydrates and various 
amino acids. The native ditcrpene component of “Nic~tiana y” may be gibberellin A1 and/or As. 

IM VEIUAUF unserer Arbeiten iiber die Aktivierung bzw. Hemmung des Schltipfvorganges 
beim Kartoffelnematoden, Heteroderu rostochiensis Woll., wurden im WurzeldiBusat von 
Tabakpflanzen Substanzen mit gibberellinartiger Wirkung nachgewiesen.2 Die n&here 
Untersuchung dieser Verbindungen ist in AngriB genommen worden. Da im Schrifttum 
bisher nur wenige Mitteilungen tiber den Nachweis gibberellinwirksamer Substanzen in 
Nicotiunu-Arten vorliegen,’ erschien uns eine weitere Bearbeitung der in diesen Pflanzen 
vorkommenden endogenen Gibberelline notwendig. 

Als geeignetes Ausgangsmaterial erwiesen sich Sprossspitzen und Bltitenknospen von 
Nicotiana tabacum L. cv. “Virgin Gold A”, von denen 2.9 kg Frischmaterial nach einem im 
“Experimentellen Teil” ausftirlich beschriebenen Verfahren aufgearbeitet wurden. Dieses 
zeichnet sich dadurch aus, dass der methanolische Pflanzenextrakt nach der tiblichen Essi- 
gesterextraktion zus&lich mit n-Butanol ausgeschiittelt wird, um such die stirker polaren 
Gibberelline zu gewinnen. Der n-Butanol-Rohextrakt wurde durch SHuIenchromatographie 
an Kieselsiiuregel vorgereinigt. Die anschliessende Isolierung und Ident%zierung bzw. 
Charakterisierung der Gibberelline erfolgte im Mikromassstab. Die method&hen Voraus- 
setzungen hierzu lieferte die Diinnschichtchromatographie, die sich auf dem Gibberellin- 
gebiet sowohl fti analytische Zwecke 4* 5 als such bei der mikroprlparativen Reinigung und 
Gewinnung der nachgewiesenen Substanzen fti die biologische Testung, fur die Feststellung 
der physikalischen Konstanten sowie fti die molektllmassenspektrographische Unter- 
suchung6 sehr bewiihrt hat. Fur den analytischen Nachweis wurden Parallelchromato- 

1 III. Mitt&: G. SEMBDNER, Tqgwrgsber. Int. Symp. “Physiologic. ~&ok& undRiochemie der Keimung”, 
Greifswald (1963) (im Druck). 

2 G. SEMBDNER, G. OSSKE und K. SCHREIBER, Ber. deu?. botun. Ges. 74,370 (1961). 
3C.A.WEsrundB.O.I’mmm, Plant Physiol. 31 (Suppl.) 20 (1956) [unreife Ta tY&WlWl].-K. CIiAIlAK- 

HIAN und V. N. LOZHNIKOVA, Zler. Akud. Wiss. UdSSR 128, 1309 (1959). H. E. G. BUDAGYAN, V. N. 
LOZHNIKOVA, M. J. GOLDIN und K. CHAILAKHIAN. Ber. A&ad. Wiss. Armen. SSR 36,111(1%3) tBl&tter 
von N. tabmum und N. silvestris]. 

4 G. SPMJDNER, R. GROSS und K. SCHRJZIBER, Experientia 18.584 (1962). 
5 J. MACMILLAN und P. J. Sums, Nature 197.790 (1963); M. KUTACEK, J. ROSMUS und Z. DEYL, Bfol. Plant. 

4,226 (1962); T. KAGAWA. T. FUKINBAW und Y. SUMIKI. &I-C. biof. Chem. (Tokyo) 27,598 (1963). 
6 M. VON ARDENNE, G. SCHNEIDER, K. Sew, G. SEhlBDNER, K. S~INFZDER und R T~MMLJX, Veraf- 

fentlichung in Vorbxeitung. 
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gramme an Kieselgel G mlt 3 unterschicdlichen Ent\\icklung~g~n,isch~n xngcfcrtigt und 

die festgestcllten R,-Wcrtc mit dcncn \on authcntischcn Glbbcrsllincn .-\,. A1 A,, . vcr- 
glichen (vgl. Tab. 1). Die Sichtbarmnchung erfolgtc mit 85-pr(>z. Sch\\cfcl\iiurc. wobci dlc 

im UV-Licht auftretende Fluorcszenz nls \\eiterc\ Charlhtcri~lzrung~ln~rhm31 hcrangayxn 

-.- 

Flurocszwzfde 
nwh H :SOJ-Bchandlung 

-- 

ALLY .V tul~c/c~rt~/~ 

Al 
A, 

‘* Nlcotiana u ‘* 
-’ Nicotiana 13” 
“Nicotiana y” 

VerglcichwManzen. 
Al 
A? 
AJ 
A! 
A, 
A-. 
A8 
Au 

I 4J~ loo I.15 
IO0 I.00 I.00 
0 95 0 0 
0 25 0 0 
0 0 0 

I 00 I 00 I I5 
I.00 I 00 IO0 
I 20 1 74 
1.30 I68 : 
I I5 I.57 .T 
I.25 I.71 
0 70 060 0;* 
1 5: 1.3,’ > 

blau 
leuchtend tdrkwbl~u 
Ieuchtcnd blau 
lcuchtend b1.w 
leuchtcnd blau 

blau 
lcuchtcnd turI.ls-blau 
rbtl -violett m. brnuncm Rand 
matt grtin-prau 
blau 
bl.w-grau m g&b-bmuncm Rand 
Icushtcnd g un-hlau 
\ wlctt 

- 

+ Entwicklungsgemwh I: n-Propawl: N NH3(5:1). _ IOStdn (&A? =tM?). II: Chloro- 
form:Essigcstcr: Eisessig(5:J:l). - 3 Stdn. ($A> = 0.39). III Chloroform: Ewigestcr.t~srwg 
(70: 30: 5). I5 Stdn. durchlaufcnd, i Lnuf$trecke van A 1 = 8 cm): 0 = Substaw am Starlpunht. 
.I. = m der Nahc deer Losungsmlttelfront. Gcmwh II ermoghcht einc rihnhchc Trennungaufak- 
tivicrten Kieselpl-G-Sch~chtcn~vicdasfr~her~firrn~chtakt~~~crtcScl~~~htcn \cw~ndeteGcmwch 
Chloroform: Essigester. Ew\\ig 160.50.5). 

wurde. Fiir mikroprYparativc Zwecke verwendeten wir dickcre Kiezclgcl-G-Schichten und 
eluierten die nach Strcifendctcktlon crholtcnen Zonen mit Methanol. In Voruntcrsuchungen 

wurdc gepriift. ob hierbei Gibberellinvcrluste auftreten. Daru \\ urden behanntr Mrngen 

Gibberellin A3 mit Gcmisch I bzw. II (vgl. Tab. 1) chromatopraphicrt und nach Flution mi 

Biotest quontitutlv bcstimmt. Die Ergebnisse zeigten. da< Akti\it(lt\\c’rlubtc praktisch 

nicht auftreten. Fiir den YxhwcIs dcr GibbcrellmwirLsnmkeit dcr d~nnschichtchrom3- 

tographisch cinhcitlichcn Priiparntc \cr\\cndrtcn \\lr im allgcmcincn den Z\\erperbscn-Tat.’ 
Im Eaigc\terextraht liessen sich gibbercllinartigc Sub\tanzen nlcht mlt Sichrrheit nxh- 

weisen. Hinpegcn konnten wir im n-Butannlc\trakt folgendr Ciihbcrclllnc fcstallen (\gl. 

Tab. 1): Gibbercllin A, und A+ die durch diinn\chichtchromat~~gr~lp~~i~~~~e~~ Vcrglcich JCI 

frcien Sriuren brw. ihrcr Mcthylatcr (Tab. 2) mit authcnti\chcn \‘crbindungcn &ntlti/icrt 
wurdcn. SOWIC 3 weitere. starker p(llurc Gibbcrellinc. d~c ~1~ mlt keincm Jcr bi+r bcl\;inntcn 
als identixh er\\ irrcn und d~c \orl;iulig aI\ .’ I\ricoti:ma I. F. ;*” !x~cichnct \\crdcn. .\u<h 

‘: I’. \\‘. BHI\I\. J F. (;KOVtulld J. M \~~MILLAU. f;ur\t//,. (%~wl. ,rr,c.. \&r/r/, r/i~/lt’ IN. 350 I I’M)). J. I‘ ciKcl\ L. 
@ucrf I. Rev. t Lorrdwr ) IS. 56 t I W> I 1. 

J R. 0. PHIYNE\ und C. 4 \VF’F~T In: U RIM \m. Hum//m/r dtv Pt/~x~r~h vd+w. Bd IJ. b. I IXS. 
Springer-Vcrlag. Berlin. Gottingcn. Hcldelberg (1961): R. KNAPP in. II. F Llwhths und H. V. THICK\. 
Xloch*r IIC !t/~~r/rotkw 4k.1 P//~r,r-~,~rr,rtrh~.\c,. Bd. 6. S 303, Springer-\,crlxg. Berlin. <icrttingcn. Heldcllwrg 
(196.7. 
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die von uns in Phuseoh coccineus L. nachgewiesenen polaren Gibberelline “Phaseolus 
I&“9 unterscheiden sich von den in Nicotianu neu aufgefimdenen Substanzen; lediglich 
“ Nicotiana j?” tmd “Phaseolus E” xeigen ein chromatographisch gihnliches Verhalten. 

Gibberellin-methylester 
R,-Wert* 

, 
I II 

Dargestellt Bus 

Niwtiana-Gibberellinen: 
Al-Methylester 
A,-Methylester 

Vergleichssubstanzen: 
A,-Methylester 
A&kthylester 

0.12 0.32 
0.10 0.25 

0.12 0.31 
0.10 0.25 

l Entwickhmgsgemisch I: Di-isopropyl&ber:Eiig (98: 2);s 
II: Benznl:Eiseasig:Wasser(8:3:~~. 

Bei parallel geprtiften grtinen Tabakfrtichten mit unreifen, weissen Samen (800 g Frisch- 
gewicht) konnte nach entsprechender Aufarbeitung nur geringe Gibberellinwirksamkeit in 
wenigen diinnschichtchromatographischen Fraktionen festgestellt werden. 

“Nicotiana y” ist das Hauptgibberellin im n-Butanolextrakt aus Sprossspitzen und 
Bltitenlarospen, so dass Material fti einige zu&zliche Untersuchungen zur Verftigung stand. 
Die sehr polare Substanz besitzt starke biologische Wirksamkeit ausser bei Zwergerbsen such 
im Ma&Test * mit der Zwergmutante d-l. Bei der Dtinnschichtelektrophorese lo wandert 
“Nicotiana y ” sowohl im sauren (pH 4.0) als such im alkalischen Bereich (pH 8.0) eine kurxe 
Strecke in kathodischer Richtung, wogegen die bekannten Gibberelline AI-A9 stets eine 
anodische Wanderung zeigen. Das chromatographische und elektrophoretische Verhalten 
von “Nicotiana y ” sowie die im folgenden ausfuhrlich dargestellten Untersuchungen lassen 
erkennen, dass es sich hier, lhnlich wie bei “Phaseolus E”,~ um ein gebundenes Gibberellin 
handelt. 

Nach Hydrolyse von chromatographisch einheitlichem “Nicotiana y” mit 6 N HCI 
(6 Stdn. unter Riickfluss) liessen sich mit Essigester Gibberellin-Abbauprodukte extrahieren, 
von denen eines als Gibberinsiiure l1 durch dtinnschichtchromatographischen Vergleich der 
freien Siiure bxw. ihres Methylesters mit authentischen Verbindungen identifiziert wurde 
(Tab. 3). In der wilssrigen Phase wurden durch ein- und xweidimensionale Papierchroma- 
tographie sowie durch Diinnschichtchromatographie die in Abbildung 1 angeftin 
ninhydrinpositiven Substanzen sowie mindestens 2 Kohlenhydrate nachgewiesen. Von den 
Zuckem korrespondierte einer in seinem chromatographischen Verhalten mit Glucose, 
w&rend der zweite einen kleineren R,-Wert aufwies. Nicht auszuschliessen ist, dass die 
letztgenannte anilinhydrogenphthalatpositive Substanx ein Artefakt darstellt (eventuell 
Maillard-Prod&t, entstanden durch Umsetzung der Zucker mit stickstoffhaltigen Ver- 
bindungen unter den Hydrolysebedingungen). Nach schonenderer Hydrolyse (6 stdg. 

9 G. SIZMBDNER, G. SCHNELDER, J. W-ND und K. scHRE1Bw, Experientia 20. a9 (1964). 
10 K. Scmunn, G. SCHNEIDER und G. SEMBDNJIR, J. Chmnatog. (in Vorbereitung). 
11 B. E. CIUXS, J. F. GROW, J. MACMILLAN und T. P. C. MULHOUAND, J. Ckm. Six 2520 (1958); J. F. 

GROVE, J. MACMILLAN, T. P. C. MUIHO~ und W. B. TURNER, J. Chcm. Sot. 3049 (1960). 
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TABELLE 3. DUNNSCHICHTCHROMATOGUPHSCHE IDE~TIFIZ~ER~~X vos 
GIBBERI&&RE ~‘SD IHRES M~H~LESERS 

Substanz 

--- .__. 

Gewonnen aus “Nrcotiana 7“: 
Gibbenntiure 
Gibberins&wcmethylester 

Verglcichssubstanzen . 
Gtbberinsaurc 
Glbberincauremcth)lester 

R,-Werte’ 
,~. __J- - -_..__. 

I II 111 

0.57 0.28 (I.41 
0.84 0.34 O~tiI? 

0.58 tk.10 1141 
0.85 0.35 O-67 

* Entvvtcklungsgcnnsch 1. Chloroform: Essigestcr. Eisessrg(90: IO: 5). _ 3 Stdn. : 
II: Bcnzol: Ekwtg (90: ‘). z 3 Stdn.: 111. Bcnzol:Ewgester E~cc>~g t~x):lO:S). 
_ 3 Stdn. 

0 0 8 8 

I 

I--- -.--. ._----A 

/iHIS. I ~.~PItH~~HRO~I~T~Y~K4PHIS~HT. ~DFh-TIFIZIER~~hG RZ\V. CH.\K\KTIRISIFKI.Nti VO\ \l\li\- 
DKI\rWKIII\‘I Y % Il..rA\%I N 1h1 HYI>RoL\s.\T \vh; -hlc n~I\\.t j -. 

Zur Mcthodth vgl. Expcr Tcil. I =Argtnin. 1= Alanin. 3 = Threonin. -I = Glycin. 5 = Scrin. 
6 = Glutaminsriurc. 7 = .l\puragintiurc. 8 = Mcthionin unJ.odcr Vahn. 9 = Leucin und.‘oder 

Isolcucm. IO = Sarcnsin t “). I I-14 = msht tdcniitiztcrte Suh~tawcn. 
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Erhitzen mit 2 N H2S0.+) van “Nicotiana y ” konnten wir neben einer im Vergleich xu 
Abbildung 1 geringeren Anzahl ninhydrinpositiver Substanzen 2 Monosaccharide feststellen, 
und zwar Glucose und einen weiteren Zucker mit grbsserem R/-We& bei dem es sich auf 
Grund chromatographischer Vergleiche wahrscheinlich um Rhamnose handelt. 

Bemerkenswert ist, dass die in dieser Ptlanze nachgewiesenen relativ unpolaren Gib- 
berellme At und As im Butanolextrakt und nicht, wie zu erwarten, bereits im Essigesterextrakt 
auftreten. Vermutlich lagen beide ursprtinglich nicht in freier, sondem in gebundener Form 
im Pllanzenmaterial vor und wurden erst im Verlauf der langwierigen Aufarbeitung der 
Extraktc sekund%r in Freiheit gesetzt. Diese Annahme wird durch den Befund gesttitzt, 
dass in einer chromatographisch einheitlichen, anfangs nur “Nicotiana y” enthaltcnden 
Probe nach hingerer Zeit spontan ein weniger polares Gibberellin a&rat, das im Dii~- 
schichtchromatogramm von As nicht zu unterscheiden war. Ob such “Nicotiana a und /Y’ 
durch partielle Hydrolyse aus “Nicotiana y” entstanden sind, muss durch weitcre Unter- 
suchungen gepriift werden. 

Zusammenfassend sei festgestellt, dass in Sprossspitzen und Bltitenknospen von Nico- 
tiana tabacwn L. cv. “Virgin Gold A” ein stark polares gebundenes Gibberellin vorherrscht, 
bei dessen Spaltung Gibberintiure, Kohlenhydrate und eine Reihe Amino&iuren entstehen. 
Als native diterpenoide Komponente kommt nach vorliegenden Befunden vor allem Gib- 
berellin AI und/oder As in Frage. Ein Vorkommen von Gibberellin AI und As in freier 
Form ist fti mehrere hohere Pflanzen beschriehen.g~12 Auch ii&r das Auftrcten stark 
polarer gibbcrellinwirksamer Substanzen liegen in der Literatur bereits einige Hinweise 
vor, so fur Kartoffelknollen,13 Bohnen- und Salatptlanzen l4 sowie fti Samen von Pharbitis 
nil Chois.rsJ6* ls und Wistariu jloribunda DC. Is Die Existenz gebundener Gibberelline in 
hoheren Pflanzen ist frtiher gelegentlich diskutiert13~ Is* l’s l* und bei Phaseolus coccineus L. 
sicher nachgewiescng worden. &er die Bildung eines Gibberellitiure-glucosids in vitro I9 
und nach Gibberellin-As-Applikation in vivo l5 wurde gleichfalls berichtet. 

EXPERIMENTELLER TEIL 

Aufarbeitung ais PpmUenmaterials 

Von im Gewiichshaus kultivierten Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum L. cv. “Virgin 
Gold A”) wurden laufend Bliitenknospen und Sprossspitzen abgeschnitten, in Methanol 
eingelegt und so bis xur Weiterverarbeitung bei O-2” aufbewahrt. Dieses Material wurde 
grob xerkleinert 3 mal je 24 Stdn. bei Raumtemperatur mit Methanol extrahiert. Die von 
insgesamt 2.9 kg Frischmaterial erhaltenen Extrakte (15 L) wurden i. Vak. bei maximal 40” 
Badtemperatur auf etwa 3 1. eingeengt und 8ltriert. Nach An&tern mit Salzsz[ure auf pH 
2.62.8 wurde einmal mit 3 1. und 2 mal tit je 1.5 1. Essigcster und danach 2 ma1 mit je 1.5 1. 
n-Butanol ausgeschiittelt. Die vereinigten Essigesterausztige extrahierte man 3 mal mit je 
15 1. Pufferl&ung (0.2 M KH2P04/NaOH, pH 6.8). Die anschliessend auf pH 26-2.8 

12 Vgl. A. KAWARADA und Y. SUMIKI, Bull. Agr. Chem. Sot. Japan 23, 343 (1959); J. MACMXLLAN, J. C. 
SmxmundP. J. Sure& Tetrahedron 11,60(196O);D. F. JONPS, J. MAch4xuwund M. R~~r~!-Y,Phytochem. 
2,307 (1%3); G. W. ELSON, D. F. Jo=, J; MA&ILLAN und P. J. SUTER, Phytochem. 3.93 (1964). 

13 F. HAYASEI. S. B--Go- und L. hPPAPORT. Pht Physiol. 37,714 (1962). 
1’ A. W. WHELER, J. Iikp. Botany 13,36 (1962). 
15 Y. MuluKAFlu, Botan. Mug. (Tokyo) 75,451(1962). 
16 Y. GOAWA, PIant CellPhysiol. 4,217 (1963). 
17 L. LAZE& W. E. BAUMGARTNER und R. V. DAHL.¶‘R OM, J. Agrk. Food Chem. 9,24 (l%l). 
18 A. J. McCohm, Nature 192,575 (1961). 
19 Y. MURAKAMI, Eotun. Mug. (Tokyo) 74,424 (1961). 
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angestiuerten \\Hssr. Phnsen iburden. wie oben beschrieben. mlt Essrgester uusgezogen. 
Diese Essigesterextrnkte (nxh Trocknung iiber Na$O.+) swie die n-Butanolextruhte 
\\urden getrcnnt i. Vak. (Badtemp. m;ix 40’) his zur Trockne ernpalgt und Jre Rtiddlindc 

~tlrrtmutogrrtphisch untercucht. 

Im Riickstnnd des Essigestercstrahts konntcn \\cder diinnsch~chtchromntclgraphi~~l~ 

nwh durch hwlogischc Tcsttrng Gibberclline emdcutig nxhgtv iescn wrden. 
Den xtcscntiich griissercn Riickstand der n-But~ln~~le~tr~hti[)n tctv.:t I? p) reirugtc man 

durch Chromatographte an Kiesclsr’iuregcl [VEB f K) F&nchemie Er~enxh, Thiir.]. da 30 

Min in der KugelmLhlc gcmuhlen. durch tin Sirb der Maschcn\\cltc 0.5 mm gcgeben und 

mit Chloroform III die Suulc cinyeschl;~mmt \\urdc. Den Butanolriickstand adsorbierte 

man an m;igltch%t wenq Kwcelpur und \crtciltc dtcse\ auf 2 pruplrricrtu K icselgclsiiulen 

(Griissc 30 ,* 3 cm). Die Elution a$olgtt: nach dem Grudientrnprinzip mit tblgendcn S~amrn 

(me 100 ml): Chloroform t steigender Antcrl Essigestrr (IO”,,- Stufcn ). l:wgc\tcr + iwigender 

Ant&l n-Butanol (S”.-Stufen). n-Butanol-tsteigender Antal I\leiIwwl t IO”,,-Stut&J; 

abschliessend \\ urde mit ct\\a 7 1. Methanol nacheluicrt. Auf diw \\‘cix crhiclt man 1 on 

jcdcr Saule I20 Fraktionen zu jc 50 ml. die cinzcln I. VA. eingecngt ( Budtcmp. ma\ 41 ) und 
diinn~chichtchr~~matographr~ch (vpl. Tab. I ) gepriift vurden. Die Hnuptmcnpc &I tell- 

+.\a>~: ion den V~runrciniguilgcn rthgetrcnnten Gibherrlline f’ltnd \ich $11 den n-But:tnol 
~~thunt~i-Elu~t~n. 

Fiir die Diinnschichtchrc~matogr~phie (DC) berwndeten \\lr Platen der Gr&c 13 % 75 

cm und ah AAorbens Kieselgcl G (Merck). Fi.ir dw prtiparuti\c DC \I urdc tine Suqwn\ion 
\on IO g Adsorben:, in 30 ml Wasser. fiir die itntilyti\chc DC ion 5 g in 17 ml je Platte auf- 

gcgowen. ha Raumtcmper,ttur getrochnct und 10 Mm lwi t IO ah~~\wt. tSchxhtJ!<k~ 
- 0.7 br\\ . - 0~35 mm.) 

Dlc Ent\+ieklung dcr Chrom~togr~mm~ crfolgrc autitcigcnri hci 20 . und 7xt.tr ftir 

xAytlwhc DC mit den In fiibellc I 3 angefiihrten Gemischen. 

Die gibhcrellinhaltigen Frnktioncn der SBulenchromatograpltic wurden zur \\eiteren 

Remrgung und mikroprLiparatiwn Ge\\innung mohrfach an 11.7 mnl Jckcn Kiexlgclschich- 
ten untcr Vewcndung folpendcr Ent\\icklungsgcmi\che uhrt~nlntoFruphiert: 

(tr) zur Ge~~lnnung %on Gibhercllin AI und :A,,: Clil~~r~)f~~r~i~ : I:s$igcstcr : Eisessip 
f70:3fi: 5). 15 Stdn. durchluufaxi: (h) zur Gwinnunp ww “Nico~inn.l I”: Chloroform: 

Essigester: Eiscssig (5.4. I ), Mcthnnol:Eisessig (100:3). Iwprcyanul:3 N &Hz (S:l): 
(() zur Gcvinnung ion “Nicotiann /3”. Chloroform: Es$igestcr: EiwAg (5:-l: I). n- 
Propanal: M.‘;Lwr (9:l 1: (cl) zur Ga\innung wn “Nicoti;~n:~ y” . Clilorol;vm: Ewgcstcr: 
Ei\essig (S:$:l t, n-Butaonl:Eis~ssig: Wrtswr (4:l :I 1. n-Prop;tnol. 1:,ricreitcr:W;~4~er: 
F.iscwg 170: 15: 15: 5). 

Fiir den NachWcls der Gibbcrclline \iurdc mit 85proz. Sch\\cfcl~aurc bespriiht. 10 hiin 

nuf I 10-120 erhitzt und die im UV auftrctende Fluorcszcnz fcstgrstcllt (bcziiplich dcr 
jeweiligcn fIuorcszenzfclrbcn \gl. Tab. I). Gthberinsiiurc und Ihr !vleth)Icar (Tnh. 3) 
aurden auf gtetche Wei>e nathge\viestm (schunche gelbhraune FluorcszrnL). BCI der 
prHprirativen DC musste duwh besondere Vorkehrungen &fir gesorgt iferden. da\s nur der 
fiir dw Detektinn der Zoncn mit SchwfelsYure behandeltc Randureifcn aufet\\n 110 -110 
erhitzt wurde. 
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Dibmschichtelektrophorese lo 

Die Herstellung der Kieselgel-G-Schichten (auf Glasplatten der Griisse 13 x 25 cm) 
erfolgte in gleicher Weise wie fti die DC. Die verwendete Pulferl&mg (nach Theorell- 
Stenhagen, 1: 4 verdtlnnt, pH = 4.0 bzw. 8.0) wurde mit Hilfe von Papierbriicken (Schleicher 
und Schtlll 2071) auf die Kieselgelschicht tlbertragen. Gearbeitet wurde bei 200 Volt (5 
Stdn.) mit einer Apparatur zur horizontalen Papierelektrophorese (VEB C. Zeiss, Jena). 

Darstellung &r Methylester 

Die durch mikroprlparative DC aus N. tabacum gewonnenen Gibberelline Ai und A3 
wurden jeweils in 1 ml Methanol gellist. Durch diese Liisungen leitete man bei Raumtem- 
peratur bis zur Gelbfiirbung Diazomethan und anschliessend 5 Min Stickstoff. Nach 
Entfarbung (bei 5”) wurde i. Vak. bei 40” Badtemperatur bis zur Trockne eingeengt und der 
Riickstand diinnschichtchromatographisch geprtift (vgl. Tab. 2). 

Untersuchung von “ Nicotiana y ” 

Eine durch mikroprilparative DC gewonnene Probe von “Nicotiana y” wurde zur 
Hydrolyse mit 25 ml 6 N HCl 6 Stdn. unter Rilckfluss zum Sieden erhitzt. Nach Zusatz 
von 2.5 ml Wasser extrahierte man 3 mal mit je 5 ml Essigester. Die vereinigten Essigesteraus- 
zfige und die wissrige Phase wurden getrennt bei mliglichst niedrigen Temperaturen i. Vak. 
eingeengt und im Vakuumexsikkator tlber KOH nachgetrocknet. 

Der Rtlckstand des Essigesterextrakts wurde in 1 ml Methanol gel&t und die vorhandene 
Gibberintiure direkt bzw. nach Veresterung mit Diazomethan (zur Methodik vgl. Darstellung 
von Gibberellin-Ai- und -A3-methylester) als Methylester dtinnschichtchromatographisch 
identitiert (vgl. Tab. 3). 

Der Rtlckstand der wlssrigen Phase (nach Essigesterextraktion) wurde mit 1 ml Wasser 
aufgenommen und papier- bzw. diinnschichtchromatographisch auf vorkommende ninhy- 
drinpositive Substanzen und Kohlenhydrate gepriift. 

Nachweis und teilweise Identifizierung der ninhydrinpositiven Verbindungen erfolgte 
durch zweidimensionale Papierchromatographie (Schleicher und Schtlll 2043 bM, Grosse 
19 x 19 cm). Das Papier wurde vor Verwendung mit einer O-l-proz. Losung von Na2EDTA 
getr&nkt und anschliessend bei 105” getrocknet. Entwicklung I. mit n-Butanol:Eisessig: 
Wasser (4 : 1: l), II. mit Phenol : Wasser (4 : 1). Ftir die Detektion verwendete man eine Losung 
von 0.5 % Ninhydrin in Aceton + 5 % Wasser + 1% Eisessig. Abbildung 1 zeigt ein typisches 
Chromatogramm, in dem die durch Vergleich mit authentischen Substanzen identifizierten 
Aminosiiuren angegeben sind. Das Ergebnis wurde gesichert durch eindimensionale Papier- 
chromatographie (Schleicher und Schtill2043 bMg1, Keilstreifen, aufsteigende Entwicklung 
mit n-Butanol : Aceton : Wasser : Dicyclohexylamin = 10 : 10 : 5 : 2) 2o und Diinnschichtchro- 
matographie (Kieselgel G Merck, aufsteigende Entwicklung mit Phenol : Wasser = 3 : 1, 
n-Butanol:Eisessig: Wasser = 4:l :I bzw. AthanoI: Wasser = 7: 3).21 

Die Untersuchung der im Hydrolysat vorhandenen Zucker erfolgte durch DC an Kieselgel 
G (Merck, Entwicklung mit n-Propanol : Essigester : Wasser = 7 : 2 : 1) 21 bzw. Kieselgur G 
(Merck, impriigniert mit 0.1 M Natriumacetat, Entwicklung mit Essigester :Isopropanol: 
Wasser = 16: 6 : 3). 22 Zum Nachweis verwendete man Anilinhydrogenphthalatreagens. 

20 T. I,. HARDY, D. 0. HOLLAND und J. H. C. MMIJIR, Anulyt. Chem. 27,971 (1955). 
21 E. STAHL, Dibmchicht-Cbromatographie. Ein Lubomtoriumshandbuch, Springer-Verlag, Berlin, G&tinge& 

Heidelberg (1962). 
u V. PREy, H. .QHERZ uod E. BANCHER, Microchim. Acta ( Wim) 567 (1%3). 
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Ausser Glucose (R., = 0.10) liess sich einc \\eitere Substanz mn Rc,I,L,,,, = etwa O.SO (an 
Kieselgur) nachivcisen. 

Einc weitere Probe van ” Nicotianu y” wurdc mit 2 ml 2 N HJSO, 6 Stdn. unter Riickfltw 

hydrolysicrt. mit iiberschiissigem BaCO, neutralisiert und miter sorgf31tigem Nnchwschen 
mit heissem Wasscr filtriert. Das Filtrot engte man I. Vuh. auf 1 ml ~111. Punier- bz\v. diinn- 
schichtchromatographisch (zur Methodik vgl. oben) lieswn sich .1l;uun. Thrconin. Glycin. 
Serin. Glutamindurs. .!vLcthionin und/oder Valin. Lcuc~n und odx I~c~lr’uc~n sicn\x die 
Kohlenhydrote Glucose und Rhumnnsc n:tch\\ciwn. 

Biotest 

Fur den Nach\\cis dtx Gibberelhnwirksumkcit dcr dunn~ch~chtchromut~~g~~pl~isch 
einheitlichen Praparate diente dcr Zvvergerbsen-Test? mit folgcndcn 2 Sorten : Pism sutiurru 

L. s.1. ssp. scitiwrrz ctmtar. rcrtinrru var. Guitari Alef. s.1. CL. ’ S?IctCor’ h7n. Piswu 

satiwin L. s.1. ssp. satiwrfl conkim. scftiwnl \;lr. ~I(//?ou~/:,~i~.l//il Kbrn. 0. ‘\~onq~ol’. Zur 
biologischen Trstung 1 on ” Nicotiana 7’” dicntc ;tusserdem due Z\\ergmutante d-l van 
Zea ways L.8 

Fiir den Test wurden die Riickstinde der ivlethunoleluot~ Jer mtkropriiparativen DC 
in 2 ml schwach ammoniakul. Wasser gel&t (End-pH 7.0) und hier\on jc 0.1 ml me Versuchs- 
pflanzc verwendet (4 v 35 1~1 in die Achsel des txsten \oll ~usgebildeten Blattes). Nnch 10 
tagigcr Kultur in Ge~\tichshaus bei tsglich 16 stdg. Ltchtdauer u urdc die Langenzunahme 
oberhalb der Auftragtingsstcllc gemcssen. Als positi\ gait eine Rcaktton. die mindostens 
derjenigen von 0.1 11’2 Gibberellin A3 gleichkommt. 

Ane,SoI~llulg--Wir donken Herrn Dr. J. F. Grove, Welwyn:Herts., fur dx ~lxrlassung emlger Gibbcrellm- 
probcn und Herrn Prof. Dr A. Lang. ksadena, Cahf.. fur Samenmaterlal der hlalsmutantr d-l. Herrn Dr. 
G. Scholz sind wir fur dte Ausfiihrung dcr zweidimensionalen Papierchromatographie van Aminotiu~n. 
Herrn Dlpl.-Chem. G. Schneider fir die Darstellung der Methylester und dir Durchftihrung der Dtinn- 
schichtclektrophorese sovx Frau I. Hcincmann tijr tcchnische Mitarbeit +zhl \erbundcn 


