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Nachweis von Abscisinsiure in Weinreben
von
A. Rapp und A. ZIEGLER

Das Phytohormon Abscisinsdure!) 5-(1-Hydroxy-2,6,6-trimethyl-4-ox0-2-Cyclo-
hexen-1-yl)-3-methyl-2-cis,4-trans-pentadiensdure wird mit der Hemmung des
SproBwachstums, der Regulation des Blattabfalls sowie der Knospen- und Samen-
ruhe in Zusammenhang gebracht. Zahlreiche Autoren beschéftigten sich mit dieser
interessanten Substanz und ihrer Wirkung; allein in der Zeit von November 1969
bis Mai 1970 erschienen 90 Publikationen (zusammengestellt in der ,,Bibliography
on Abscisic Acid“ der Firma Hoffmann-La Roche & Co., 1970).

Onkuma et al. (1963) konnten Abscisinsdure erstmals aus jungen Baumwoll-
frichten isolieren und die Summenformel bestimmen. 1965 wiesen CornrorTH et al.
die Identitdt von Dormin mit Abscisin II nach und bestdtigten die aufgestellte
Strukturformel durch Synthese. In der Folgezeit wurde Abscisinsdure in einer
ganzen Reihe von Pflanzengeweben entdeckt. Es hat nicht an Versuchen gefehlt,
den Abscisinsduregehalt des Gewebes mit der Ruhephase in Beziehung zu setzen
sowie ihre Wechselwirkung mit anderen, das Pflanzenwachstum regulierenden Sub-
stanzen zu erforschen. Diese Arbeiten wurden vor allem durchgefiihrt wvon:
DorerLING (1963 a, 1963 b, 1964, 1965, 1966, 1967 a, 1967 b, 1970 a, 1970 b), DORFFLING
und BoTrcEr (1968), Appicorr et al. (1966, 1968), Appicorr and Lyon (1969), CORNFORTH
et al. (1965a, 1965 b, 1966 a, 1966 b, 1966 ¢, 1967 a, 1967 b), Kua~ (1967), Knan and
Downine (1968), MiLgorrow (1967) und WareiNG et al. (1968, 1969). Ferenczy (1957)
fand in Ather-Extrakten von Trauben (Vitis vinifera L.) nach papierchromato-
graphischer Trennung eine Fraktion, die das Wachstum von Koleoptilen hemm-
te. Lotr (1968, 1969) konnte Abscisinsdure in Samen von Reben nachweisen.
Da der Hemmstoff widhrend der Stratifizierung abnimmt, folgerte er, dafl Ab-
scisinsdure auch bei der Samenruhe von Reben eine Rolle spielt. Weaver and Poor
(1969) untersuchten den Einflull der Abscisinsdure auf das Abfallen von Beeren
und Bliiten. Dabei zeigte sich, dal 6 Tage nach der Vorbliitebehandlung 70—98%
der Bliiten abfielen. Die Wirkung der Abscisinsdure nimmt mit zunehmendem Al-
ter der Bliiten und Beeren ab. MurrLins and Ossorne (1970) behandelten Blatter
einzelner Nodienabschnitte mit Abscisinsdure und fanden ein unterschiedliches
Wachstum der Infloreszenzen. In den Bldttern wurde der Einbau von Aminosiu-
ren in das Blattprotein durch Abscisinsdure deutlich verringert. Blidtter von Wein-
reben welken bei Behandlung mit Abscisinsdure schnell (Genevors 1968), wie dies
auch von anderen Holzgewichsen oder krautigen Pflanzen bekannt ist. Wie aus
der umfangreichen Literatur zu ersehen ist, spielt das Phytohormon Abscisinsdure
im Wachstumsrhythmus der Pflanze eine entscheidende Rolle; somit diirfte es bei
der Beurteilung von Neuzuchten (Holzreife, Austrieb, Verhalten im Kurz- und
Langtag) immer mehr an Bedeutung gewinnen. In vorliegender Arbeit wollten wir
das Vorkommen von Abscisinsdure in verschiedenen Teilen der Rebe nachweisen.

Material und Methoden

Als Untersuchungsmaterial dienten Blattspreiten, Blattstiele, Schnittholz und
Blutungssafte von di- und tetraploiden Gewi#chshauspflanzen der Rebsorten Tra-

1) Abscisinsdure ist nach einem Vorschlag der VI. Int. Conf. on Plant Growth Substances,
Ottawa (1967) die neue Bezeichnung fiir Abscisin II und Dormin.
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miner und Vitis rotundifolia. Die Blattspreiten und Blattstiele wurden kurz vor
dem Blattfall eingesammelt. Die Sprosse der Gewéachshauspflanzen wurden im Fe-
bruar geschnitten und anschlieend die Blutungssidfte zwei Wochen lang gesammelt.
Ferner wurden Triebe von Stecklingen der Siegfriedrebe sowie Knospen der Sor-
ten Gutedel und Silvaner untersucht. Die Stecklinge wurden im Gewichshaus in
Mischerde zum Austrieb gebracht. 18 Tage nach dem Einpflanzen wurden die Triebe

abgeerntet.

Aufarbeitung

Das Frischmaterial (bei Blattspreiten 100 g, bei Blattstielen 50 g, bei Ruten
400 g) wird in 80%igem wissrigem Methanol mit einem Ultra-Turrax homogenisiert
(MiLeorrow 1967). Nach 24stiindigem Stehen bei +5° C wird das Homogenat ab-
zentrifugiert, der Riickstand anschlieBend noch zweimal mit 80%igem Methanol
extrahiert und die methanolischen Loésungen vereinigt. Nach dem Abdampfen des
Methanols unter Vakuum bei 30° C im Rotationsverdampfer wird die zuriickblei-
bende wisserige Losung vom unléslichen Riickstand abzentrifugiert. Der Riickstand
wird dreimal mit Wasser ausgezogen und die vereinigten, mit 2n H,SO, auf pH 3—4
eingestellten, wisserigen Phasen fiinfmal mit peroxidfreiem Ather extrahiert. Aus
der &dtherischen Losung werden durch Auswaschen mit Natriumbicarbonatlosung
die sauren Bestandteile abgetrennt. Nach dem Ansduern der wéisserigen Phase
wird flinfmal mit Ather extrahiert, das Losungsmittel abdestilliert, die Riickstdnde
in Aceton gelost und zur Diinnschichtchromatographie verwendet.

Dinnschichtchromatographische Analyse

Zur diinnschichtchromatographischen Analyse werden bis zu 160 x1 des in
Aceton gelosten Extraktes streifenformig auf Kieselgel GF 254 aufgetragen und
mit Benzol : Essigester : Eisessig (75 :20:5 v/v) als FlieBmittel chromatographiert.
Die durch Fluoreszenzléschung der separat mitlaufenden authentischen Abscisin-
sdure?) ermittelte Zone wird herausgeschabt, mit Ather eluiert und anschlieBend
zur weiteren Reinigung zweidimensional chromatographiert. Die so abgetrennte
Abscisinsdure wird zum biologischen Test, zur quantitativen Bestimmung und nach
weiterem Chromatographieren zur Identifizierung mit Hilfe der IR- und Massen-
spektrographie verwendet.

Biologischer Test

Im biologischen Test wurde die Abscisinsdure sowohl nach dem Weizenkoleop-
tilen-Test (nach Mivamoro et al. 1961) als auch nach dem Kressewurzel-Test (nach
Moevus 1949) untersucht. Die abgetrennte Abscisinsdure wird zusammen mit dem
Tragermaterial (Kieselgel) auf Filtrierpapier in Petrischalen gebracht, mit 3 ml
bidestilliertem Wasser versetzt, die Samen auf das Papier aufgelegt (25 Stiick pro
Schale) und 60 h bei 28° C (Weizenkoleoptilen-Test) bzw. 40 h bei 28° C (Kresse-
wurzel-Test) inkubiert.

Qualitativer Test

Zur Identifizierung der Abscisinsdure wurde diese durch mehrmaliges zwei-
dimensionales Chromatographieren mit verschiedenen FlieBmittelkombinationen

?) Abscisinsdure: Fa. Hoffmann-La Roche (synthetisches Material) und Prof. J. W. CorRNFORTH
(natiirliches Material), denen wir fiir die kostenlose Uberlassung auch an dieser Stelle un-
seren Dank aussprechen.
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Abb. 1: Oben: Lage der Fraktionen 1—9 im Diinnschichtchromatogramm (FlieBmittelkom-
bination: 1. Lauf: I a, 2. Lauf: I b).
Unten: Biologischer Test. Kressewurzeltest; Beispiel: Blatter von 4n-Vitis rotundifolia.
Mittelwert: 13,4 mm nach 40 Std. bei 28° C. Weizenkoleoptilentest; Beispiel: Blutungs-
saft von Traminerreben. Mittelwert: 5,2 mm nach 60 Std. bei 28° C.
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weiter gereinigt, angereichert und mit Hilfe der IR- und Massenspektrographie un-
tersucht.

Mit folgenden FlieBmittelkombinationen wurde eine gute Auftrennung erzielt:
FlieBmittel TIa: Benzol : Dioxan : Ameisensidure (6 :3 :1 v/v)
FlieBmittel Ib: Benzol : Essigester : Eisessig (75:20 :5 v/v)
FlieBmittel II a: n-Butanol : n-Propanol : 10%igem Ammoniak (6:2:3 v/v)
FlieBmittel IIb: Ather : Essigester : Eisessig (100 : 10 : 4 v/v)
FlieBmittel III a: i-Propanol : Athylmethylketon : 10%igem Ammoniak

6:1:3 v/v)

FlieBmittel IIIb: Benzol : Athylmethylketon : Ameisensdure (7 :2:1 v/v)

Quantitative Bestimmung

Die abgetrennte Abscisinsdure wurde nach dem Herausschaben mit Ather di-
rekt in die Quarzkiivette eluiert, der Ather mit N, abgeblasen, der Riickstand de-
finiert mit 0,005 n schwefelsaurem Methanol geldst und die Absorption bei 270 nm
zur quantitativen Bestimmung herangezogen. Zum Vergleich wurden Eichwerte mit
verschiedenen Konzentrationen (1—16 ) auf Diinnschichtplatten aufgetragen,
eluiert, wie angegeben gelGst, die Absorption ermittelt und Eichkurven erstellt.

Ergebnisse und Diskussion

Biologischer Test

Nach zweidimensionalem Lauf wurden von den Diinnschichtplatten 9—12 Frak-
tionen eluiert (Abb. 1) und nach dem Weizenkoleoptilen- bzw. Kressewurzel-Test

1 1 1 -
220 250 300 nm

Abb. 2: UV-Absorption von Abscisinsdure.
a = Syntetische Abscisinsdure in 0,005 n H>SO4-CH30H, b = a + Ammoniakdampf, ¢
Abscisinsdure aus Weinreben in 0,005 n H>SO4-CH30H, d = ¢ + Ammoniakdampf, E
Extinktion.

nn
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Ab. 3: IR-Spektrum (KBr-Mikroprefllinge) von Abscisinsdure.
A von Weinreben isolierte Abscisinsdure, B synthetische Abscisinsdure (Hoffmann-La
Roche), C natiirliche Abscisinsdure (Cornforth).

untersucht. Sowohl das Eluat aus der Startzone (Fraktion 1) wie ein Fleck mit ei-
nem R;-Bereich von 0,57/0,25 (Fraktion 7; FlieBmittelkombination Ia/Ib) verursach-
ten Wachstumshemmung. Bei Fraktion 1 handelt es sich um Gerbstoffe. Fiir Frak-
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tion 7 wurde bei beiden Tests eine mit P = 0,1% gesicherte Hemmung festgestellt.
Aufgrund der R;-Werte konnte Abscisinsdure vorliegen. Die letztere Fraktion wur-
de zu ihrer Identifizierung weiter bearbeitet.

Qualitative Ergebnisse

Nach mehrmaligem Anreichern und Rechromatographieren der Fraktion 7 in
verschiedenen FlieBmittelkombinationen haben wir eine einheitliche Substanz er-
halten, die wir UV-, IR- und MS-spektrometrisch untersuchten. Das UV-Absorp-
tions-Maximum der Substanz verschiebt sich von 260 nm in 0,005n-schwefelsaurem
Methanol auf 242 nm nach Zugabe von Ammoniak (Abb. 2); dies wurde von MiL-
BorrOw (1967) als Charakteristikum fiir Abscisinsdure angegeben. Das IR-Spektrum
(KBr-Pre@llinge) der von uns aus Weinreben isolierten Abscisinsdure stimmt mit
dem der synthetischen (Firma Hoffmann-La Roche, Basel) und mit dem der aus
Pflanzen gewonnenen Abscisinsdure von Cornforth liberein (Abb. 3). Die gleichen
Spektren erhielten auch Onkuma et al. (1963) von aus Baumwollfriichten isoliertem
Abscisin II sowie HasHimoTto et al. (1968) von Abscisin II aus Dioscorea batatas. Zur
weiteren Identifizierung untersuchten wir die von uns isolierte Substanz sowie
synthetische Abscisinsdure massenspektrometrisch. Bei langsamem Aufheizen der
Substanz erhielten wir bei 195° C Probentemperatur ein optimales Spektrum. Das
Massenspektrum der aus Weinreben isolierten Abscisinsdure umfaBt folgende m/e-
Werte:

264, 246, 231, 208, 205, 190, 162, 154, 149, 147, 134, 121, 119, 111, 106, 95, 91, 79, 77,
69, 68, 67, 65, 57, 55, 53, 44.

m €0z , 67 t1ae1H207C02,,, "CH3 g
CH; CH3 CHj CHj

OH OH

H=CH—CH=(|:—CO0H CH=CH—CH=C-COOH

|
CHs3 CH3

o\ ey o NS ey

+H 68— =69
+H

154

® ©

-H0 -CO2 I 1
208 —= 190 —= 147 ; -
+H

OH 27 0H
CH = CH—CH=C—COOH CH=CH—CH=(|Z—COOH

|
CH3 CH3
264
CHs CHs -H,0
246] .
i ST
D,
57 o  leng %,

@ 190 3 162

Abb. 4: Fragmentierungen des Abscisinsdaure-Molekuls.
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Das Massenspektrum der synthetischen Abscisinsdure (Hoffmann-IL.a Roche)
enthélt folgende m/e-Werte:

264, 246, 231, 208, 205, 190, 162, 154, 149, 147, 134, 121, 119, 111, 106, 95, 91, 79, 77,
69, 68, 67, 65, 57, 55, 53, 44.

Bei beiden Proben zeigten folgende Ionen die grof3te Intensitét:

m/e 190, 162, 134, 111, 91, 79, 77, 69, 67, 65, 57, 55.

Die Massenzahl 264 entspricht dem Molekulargewicht der Abscisinsdure. Au-
Berdem lassen sich die in Abb. 4 zusammengestellten Ionen bestimmten Fragmen-
ten des Abscisinsdure-Molekiils zuordnen. Die Massenzahl 111 ergibt sich aus dem
Fragment

CH=CH—C=CH—COOH ]+
| (aliphatische Seitenkette).
CH,

CH=CH—C=CH, ]+
Daraus entsteht unter CO,Abspaltung ein Bruchstiick |
CHs
mit einem m/e-Wert von 67.
Die Abspaltung der Seitenkette vom Ring wird auch durch das Auftreten des
Ringfragmentes bestétigt:

CH, CH,
N
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Aus den ermittelten Bruchstiicken kann eine Aufspaltung des Ringes geméil
Abb 4B, C und D gefolgert werden. Nach Entfernung des 5. und 6. Ringkohlen-
stoffes (Abb. 4 B) verbleibt ein Fragment mit der Masse 208; daraus entstehen un-
ter Eliminierung von Wasser und CO, die Ionen 190 und 147. Das C,-Bruchstiick
{m/e = 56) geht unter Wasserstoffanlagerung in ein Ion mit m/e = 57 {iber. Durch
Offnung des Ringes zwischen den Kohlenstcffen 1 und 2 sowie 4 und 5 entsteht ein
Bruchstiick (Abb. 4 C), das unter Wasser- und CO,-Abspaltung die Masse 134 und
daraus unter CH;-Abspaltung die Masse 119 liefert. Das C,-Fragment (m/e = 68)
ergibt nach Wasserstoffanlagerung ein Ion mit der Masse 69. Ein Schliisselfragment
entsteht aus Abscisinsdure unter Wasserabspaltung (m/e = 246). Hieraus resultieren
die Massen (Abb. 4 D) 231 (Abspaltung von CH,), 190 (Abspaltung der Ringkohlen-
stoffe 5 und 6), 162 (Abspaltung der Ringkohlenstoffe 4, 5 und 6).

Aufgrund der erhaltenen Massenspektren sind beide Proben (isolierte Abscisin-
sdure aus Weinreben und synthetische Abscisinsdure) als identisch anzusehen, fer-
ner weisen die Fragmentierungen auf die Struktur der Abscisinsdure hin. Bei der
von uns aus Weinreben isolierten Substanz handelt es sich somit um Abscisinsdure.

Mosrt et al. (1970), die mit der Kombination Gaschromatographie-Massenspektro-
metrie Abscisinsdure als Methylester aus Ceratonia siliqua L. bestimmten, fanden
bei einer Probentemperatur von 270° C folgende Massenzahlen:

m/e: 278, 264, 260, 190, 162, 134, 125, 91. Diese stimmen mit den von uns ermittel-
ten Werten ebenfalls iiberein.
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Quantitative Befunde

In allen von uns untersuchten Rebenteilen (Blattspreiten und -stielen, verholz-
ten Ruten, griinen Trieben, Knospen) wie auch im Blutungssaft fanden sich quanti-
tativ fallbare Mengen von Abscisinsdure. Dabei zeigte sich, dal der Abscisinsdure-
gehalt von Blattspreiten und Blattstielen kurz vor dem Laubfall nahezu gleich ist.
In den Ruten, die im Februar von Gewéachshauspflanzen abgeschnitten wurden, war
bei V. rotundifolia wesentlich mehr Abscisinsdure enthalten als beim Traminer
(716 y gegeniber 31 9/100 g Trockengewicht). In den Blutungssdften lag der Absci-
sinsiéuregehalt zwischen 7 und 34 y/1.%)

Die untere Nachweisgrenze der Abscisinsdure liegt bei der von uns durchge-
fihrten quantitativen Bestimmungsmethode bei 1 y.

Zusammenfassung

Aus verschiedenen Teilen von Weinreben lie3 sich eine Substanz isolieren, die
im biologischen Test (Kressewurzel-Test, Koleoptilen-Test) starke Wachstums-
hemmung verursacht. Aufgrund der R;-Werte in verschiedenen FlieBmitteln, des
Verhaltens im UV-Bereich sowie des IR- und Massenspektrums konnte die Ver-
bindung einwandfrei als Abscisinsdure identifiziert werden.

Nije dinnschichtchromatographisch getrennte Abscisinsdure wurde durch Er-
mittlung der Absorption im UV-Bereich quantitativ bestimmt. Dabei zeigten sich
zwischen den einzelnen Pflanzenteilen deutliche Unterschiede im Abscisinsdure-
Gehalt. Bei Ruten fanden wir beispielsweise bis zu 716 y Abscisinsdure auf 100 g
Trockengewicht; im Blutungssaft konnten wir zwischen 7 und 34y Abscisinsdure
nachweisen.

Wir danken Herrn Professor Dr. G. AvrLewript fir die Forderung unserer Arbeiten sowie

den Herren Dr. GunzrLer und Dr, SzinL (BASF, Ludwigshafen) fir die freundliche Unterstiitzung
bei der Herstellung der Massenspektren.
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