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Nachweis, Identifizierung und Bestimmung von Gibberellinen und ihren Kon-
jugaten in pflanzlichen Extrakten erfordern im allgemeinen folgende Schritte: (1)
Fraktionierung des Rohextraktes in neutrale, basische und saure Stoffgruppen durch
Extraktion und andere Verieilungsverfahren auf der Basis unterschiedlicher Aciditat
der Verbindungen®; (2) nachfolgende Aufirennung der vorfraktionierten Extrakte
durch mannigfache chromatographische Methoden auf Grund unterschiedlicher Pola-
ritit der einzelnen Substanzen*; (3) Einsatz physikalisch-chemischer und biologischer
Verfahren zur qualitativen und quantitativen Bestimmung. Durch den Aufarbeitungs-
gang soll nicht nur ein hoher Reinigungsgrad bei moglichst geringer Verlustrate er-
zielt werden, sondern biologische Fragestellungen machen oft die gleichzeitige Er-
fassung und parallele Bestimmung weiterer vorkommender Phytohormongruppen
wiinschenswert.

Das rasche Anwachsen der Zahl strukturell bekannter Gibberelline war einer-
seits mit der Entwicklung neuer leistungsfahiger Trennmethoden gekoppelt, wozu
gleichermassen Verfahren der Liquid-Liquid Chromatographie®® und der Gas—
Liquid Chromatographie™® gehGren. Andererseits erwics sich eine vollstindige Er-
fassung und Vorfraktionierung der ein weites Polaritdtsspektrum umfassenden Gib-
berelline zunchmend problematischer. Das gilt besonders fiir die in letzter Zeit iso-
lierten und synthetisierten Gibberellinkonjugate’*1. So ist beispiclsweise bei GA;-
O(3)-glucosid (II) und GA;-O-glucosylester (I11) infolge des stark hvdrophilen Cha-
rakters eine Trennung durch Extraktion sehr erschwert, obwohl die Verbindungen
unterschiedliche Aciditat besitzen. Unbefriedigend waren auch die bisher bekannten
chromatographischen Verfahren. Dagegen erwies sich eine Chromatographie unter
Verwendung des schwach basischen Anionenaustavschers DEAE-Sephadex A-25
aussichtsreich, um eine Vorfraktionierung nach Aciditit weitgehend unabhingig
von der jeweiligen Polaritit der Substanz zu erreichen®. Dariiber hinaus gelang damit
eine fir biologische Aktivitdtsbestimmungen unbedingt notwendige Trennung von

* XLII. Mitteilung siche Lit. 1.
** Teil der Dissertation von R. Griabner®.
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Abscisinsdure (ABA) und Gibberellinen dhnlicher Polaritit. Im folgenden wird
tiber die Standardisierung dieser Methode berichtet.

EXPERIMENTELLES

Sdaulenfiillung

Das Austauscher-Gel DEAE-Sephadex A-25 wurde in der {iblichen Weise nach
Einquellen in Wasser, Waschen mit 0.5 & Salzsdure und 0.5 N Natronlauge durch
Behandlung mit Natriumacetat in die Acetatform iiberfithrt. Nach Auswaschen des
tiberschiissigen Natriumacetats wurde das Wasser entweder durch 1009, Methanol
oder durch 809, Methanol (in Wasser) verdringt. Mit dem so zubereiteten Gel
wurden normalerweise Standardsdulen von 50 ml Gelbett (bei 50 cm Gelbetthohe)
gefiillt.

Elution

Kontinuierliche Elution. Standardsdulen von 50 ml Gelbett in 100 %, Methanol
wurden mit folgendem Gradienten eluiert: 150 ml Methanol, dem in einem Misch-
kolben zunichst 50 mi 0.25 9% ige methanolische Essigsdure und nachfolgend je nach
Trennproblem 0.5 N, 1.0 N oder 3.0 N methanolische Essigsdure kontinuierlich zu-
gemischt wurden (vgl. Lit. 2).

Diskontinuierliche Elution. Standardsdulen von 50 mi Gelbett in 100 %igem
oder 80%igem Methanol wurden nach folgendem Schema eluiert.

(1) 50 ml Methanol (100 bzw. 809)

{2) 50 ml 0.25 % Essigsdure in 1009 bzw. 809, Methanol,

(3) 80 ml 0.25 N Essigsdure in 1009, bzw. 809, Methanol,

(4) 80 ml 0.50 N Essigsdure in 100, bzw. 809, Methanol

(5) 80 m! 0.75 N Essigsdure in 1009, bzw. 809, Methanol,

(6) 80 ml 1.60 N Essigsdure in 1009, bzw. 809, Methanol,

(7) 80 ml 3.00 N Essigsiure in 1009, bzw. 809/ Methanol.

Fraktionsgrossen: Fraktionsstufen 1 und 2: 50 ml (bzw. 25 ml), Fraktions-
stufen 3-7: 20 ml (bzw. 10 m}).

Substanzen
Fiir die Modellversuche wurden im aligemeinen Substanzmengen zwischen

50 und 200 ug von Gibberellinen (GA; (1), GA,, GA4, GAg, GAy), Gibberellin-O-
glucosiden (GA;-O3)-glucosid (IN'}, GA:-O(2)-glucosid??) sowie vom GA,-(C)-
glucosylester (IID'3 verwendet. Dariiber hinaus wurden zur Erprobung weiterer
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Trernprebleme als Modellsubstanzen die Phytohormone Abscisinsiure, Zeatin und
Indolyl-3-essigsdure (IES) sowie Glucose eingeseizi. Fine Empfindlichkeitspriifung
erfolgte durch Chromatographie geringer GAs-Mengen (<1 ug).

Die Kapazitit der Siule wurde gepriift, indem saure Essigester-Extrakte aus
Weizenpflanzen (bis 100 g Frischinaterial) mit Modellsubstanzen gemischt und unter
Standardbedingungen getrennt wurden. Die Substanzgemische wurden in wenig
Methano! (1009, bzw. 80%,) geldst auf den Sdulenkopf gegeben.

Die Hydrolyse von U-T-GA;-O(3)-glucosid'? erfolgte mit Helicase in Phos-
phatpuffer pH 6.6%. Die cingeengte Reaktionslosung wurde in Methanol gelost ap-
pliziert.

Nachweis

Zum qualitativen Nachweis der eluierten Testsubstanzen diente die Diinn-
schichtchromatographie an Kieselgel G oder GF mit Laufmittelgemischen und De-
tektionsverfahren, die dem jeweiligen Problem angepasst wurden?®, Die quantitative
Bestimmung erfolgte fiir ABA UV-spektrophotometrisch?, fiir die Gibberelline und
ihre Derivate fluorimetrisch?:15.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

In Fig. 1 sind Elutionsprofile von Standardsdulen mit kontinuierlichem Gra-
dient dargestelli. Der Vergleich der drei Profile zeigt, dass durch Variation des Gra-
dienten die S3dule dem jeweiligen Trennproblem angepasst werden kann. Bei Verwen-
dung von 0.5 N methanolischer Essigsdure (Fig. 1a) erhdlt man eine Gruppentren-
nung der freien Gibberelline; GA;-O(3)-glucosid wird jedoch nicht eluiert. Die Tren-
nung von Gibbereliinen und GA;-O(3)-glucosid sowie ABA gelingt gut mit einem
Gradienten von 1 N methanolischer Essigsidure (Fig. 1b).

Wie die in Tabelle I zusammengefassten Daten zeigen, werden die applizierten
Mengen von Gibberellinen und ABA quantitativ von der Siule eluiert. Selbst der
Zusatz grosserer Anteile von Ballaststoffen in Form eines Essigester-Rohextraktes
(Tabelle I, C) ergab keineriei Beeinflussung der Elutionsvolumina und vollstdndigen
Eluierbarkeit der Testsubstanzen. Entsprechende Ergebnisse erzielten wir mit den ap-
plizierten geringen Mengen von << 1 ug GA,, die in der Eluatfraktion mit Hiife des
Zwergerbsen-Biotests quantitativ bestimmt wurden?®. Von entscheidender Bedeutung
fiir diese giinstigen Eigenschaften ist, dass durch die Verwendung von Methanol Aus-
fallungen und damit Einschluss von Spurenstoffen verhindert werden, die sonst in
hydrophileren oder lipophilen Systemen leicht auftreten konnen.

Die im kontinuierlichen Elutionsverfahren gewonnenen Ergebnisse wurden auf
einen diskontinuierlichen Gradienten (siehe Experimentelles) dibertragen, um die Me-
thode fiir einen Labor-Routinebetrieb zu vereinfachen. Wie Tabelle IT zeigt, gelingt
mit dem eingesetzten diskontinuierlichen Gradienten eine gute Gruppentrennung in:
neutrale (Glucose, GA;-O-glucosylester) und basische (Zeatin) Verbindungen, ABA
(schwach sauer), saure Gibberelline, 1ES sowie polare saure Substanzen (GA;-O(3)-
glucosid).

Dabei ist die Verwendung von 80%igem Methanol 100%igem vorzuzxehen
da bei letzterem die Elutionsvolumina insgesamt grosser sind.

Die Leistungsfahigkeit der Methode in qualitativer und quantitativer Hinsicht
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Fig. 1. Elutionsprofile von ABA (100 ug), GA; (50 z2), GA; (50 ug) und GA;-O(3)-glucosid (50 ug)
an DEAFE-Sephadex A-25 mit kontinuierlichem Gradienten von (a) Methanol-0.5 ¥ methanolische
Essigsiure (b) Methanol-1.0 ¥ methanolische Essigs3ure (c) Meihanol-3.0 N methanolische Essig-
sdure. Analysenbedingungen siche Experimentelles.

TABELLE }

VERGLEICH DER EINGESETZTEN UND ELUIERTEN MENGEN VON ABA, GA;, GA;
UND GA;-O(3)-GLUCOSID AN DEAE-SEPHADEX A-25 MIT KONTINUIERLICHEM
GRADIENTEN

A: Methanol-1.0 N methanolische Essigsiure; B: Methanol-3.0 N methanolische Essigsdure;
C: Elution wie A. Modelisubstanzen wurden vorher mit einem Essigester-Extrakt von 100 g Weizen-
pflanzen gemischt.

Testsubstanz A B C
Eingesetzt Wieder- Eingesetzt Wieder- Eingesetzt Wieder-
(vg) gefunden (rz) gefunden (ug) gefunden
(ug) (rg) (pe)
ABA" 100 105 — — — -
GA;™" 100 107 50 49 100 102
GA;™™ 100 108 50 47 100 110
GA;-O(3)-elucosid™™ 50 54 30 52 — —

* UV-photometrisch gemessen.
** Fluorimetrisch gemessen.
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TABELLE I

ELUTIONSBEREICH VON MODELLSUBSTANZEN BEI CHROMATQGRAPHIE AN DEAE-
SEPHADEX A-25 MIT DISKONTINUIERLICHEM GRADIENTEN

A: 80 %igem wissrigem Methanol, B: 160 %igem Methanol. (Die angegebenen Bereiche sind Mittel-
werte unabhingicer Versuche.)

Testsubstanzen Elutionsbereich (mf)
A B
Glucose 0-100 50-100
Zeatin 0160 25— 75
GAs-O-glucoseester 0-100 50— 75
ABA 160220 220-260
GA, 220240 260-300
GAur 240260 —
GA; 260-300 300-3%0
GA, 280-360 330-380

GA;-C(3)-glucosid =
GAy-OQ)-glucosiaf  00-500  400-500
IES 320360 460480

wurde weiterhin an einem durch partielle enzymatische Hydrolyse (mittels Helicase)
von U-T-GA;-O(3)-glucosid entstandenen Reaktionsgemisch demonstriert (Fig. 2).
Das dargestelite Elutionsprofil ist durch eine saubere Trennung von Glucose, GA,
und Rest-Glucosid sowie eine Aktivititsbilanz von 959 gekennzeichnet.

Im Gegensatz zu Kieselgelchromatographie kénnen die Fraktionen der DEAE-
Sephadex-Chromatographie unmittelbar fiir eine fluorimetrische Gibberellinbestim-
mung verwendet werden, wodurch die Ermittlung der spezifischen Radioaktivitit

[Imp/mm]
x105 |
U-T-GA3
5.0 [ U-TFGAsOf3)glucosid
4.0
3.0

2.0 4 U-T-Glucose

1.0

100 200 300 400 500 [mi]
Elutronsvolumen
Fig. 2. Elutionsprofil eines partiellen Hydrolysats von U-T-GA,-O{3)-glucosid an DEAE-Sephadex

A-25 mit diskontinuierlichem Gradienten. Bedingungen siche Expenmentells. Eingesetzt (mammt)
1.86 x 107 Imp/min; gefunden 1.77 X 107 Imp/min.
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in geringsten Mengen mdglich ist. Die erhaltener Fraktionen sind gleichfalls fiir
biologische Aktivitdtsbestimmungen in Biotestsysiemen geeignet.
Somit hat sich gezeigt, dass die Chromatographie an DEAE-Sephadex A-25

. . " o : B
cine geecignete Methode darstellt fiir cine effektive Gruppentrennung mit hohem

Reinigungseffekt fiir Gibberelline, Gibberellinkonjugate und weitere Phytohormone.
Sie kann zur Vorfraktionierung eingesetzt werden fiir anzuschliessende spezielle
Feinreinigungen oder unmitielbare gaschromatographische, fluorimetrische bzw.
biologische Bestimmungen. Eine erfolgreiche praktische Erprobung der Methode ist
bereits im eigenen Laboratorium?®'7-!® und durch andere Gruppen'®-*° erfolgt.
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