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Summary. Rhizomes of the recently rediscovered diploid fern Dwyopleris caucasica were
shown to contain the following phloroglucides: much filixic acid and para-aspidin, appreciable
amounts of desaspidin and traces of flavaspidic acid, trisdesaspidin and aspidinol (artefact), i.e.
exactly the same compounds as recently found in D. villarii ssp. villarii. These results are
compatible with the hypothesis that either D. caucasica or a member of the D. villarii complex
is the second, still unknown, ancestor of the allotetraploid D. filix-mas (L.) Schott. They also
demonstrate the limitations of the chemical method which is quicker but less informative than
the classical hybridisation procedures,

Problemstellung. — Die meisten Arten der Farngattung Dryopteris enthalten in
ihren Rhizomen und Stielbasen charakteristische Phlorglucinderivate (= Phloro-
glucide), die u. a. auch tiber ihre gegenseitige Verwandtschaft etwas aussagen kénnen
(Lit. vgl. bei Widén et al. [1]). Vor kurzem haben wir versucht [1], durch chemische
Untersuchung der Farne aus der Gruppe von Dryopteris villarii (Bell.) Woynar etwas
itber die mogliche Abstammung des in Europa weitverbreiteten Wurmfarns D. filix-
mas (L.) Scholt auszusagen. Dieser Farn ist nach Manton [2a] sowie Manton & Walker
[2b] eine allotetraploide Species, muss also zwei verschiedene diploide Vorfahren
haben, von denen bisher nur einer bekannt war, nimlich D. abbreviata (DC.) Newm.
Unsere damaligen chemischen Resultate [1] zeigten, dass ein Vertreter aus dem Kom-
plex der D. villarii sehr wohl den bisher unbekannten zweiten Vorfaliren darstellen
konnte.

Inzwischen ist von Fraser-Jenkins im Kaukasus eine bisher kaum bekannte Dryo-
pleris-Art gesammelt und als D. caucasica (A. Br.) Fraser-Jenkins et Corley neu be-
schrieben worden [3]. Morphologische und geographische Befunde sprechen stark
dafiir, dass D. caucasica in Wirklichkeit den zweiten, bisher unbekannten Vorfahren
der D. filix-mas darstellt. Versuche, dies durch cytologische Untersuchung von Kreu-
zungen zu beweisen, sind im Gange. Hier beschreiben wir die chemische Untersuchung
des Rhizoms von D. caucasica, sie soll vorldufig zeigen, ob die Zusammensetzung der
darin enthaltenen Phloroglucide mit der genannten Annahme in Einklang steht.

Material. — Zur Untersuchung diente ein Rhizom der von C. R. Fraser- Jenkins
am 5. Sept. 1971 in der Tirkei, Vilhayet Trabzon, bei Kiigiikkonat, Zigana Gegidi
gesammelten Pflanze (CRF J-2270), die er zunichst in Bridgend Glamorgan (England)
kultiviert und als diploid (2n = ca. 82) befunden hatte {3]. Das Rhizom wurde im
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Januar 1972 ausgegraben, es wog frisch 290 g und gab 135 g getrocknetes Pulver.
Ein gepresster Wedel derselben Pflanze ist im Herbarium des British Museum (Natu-
ral History) (BM) deponiert.

Chemische Untersuchung. — Das Rhizom wurde gepulvert und wie frither [1]
mit peroxydfreiem Ather maceriert. Aus dem rohen Atherextrakt wurde die Haupt-
menge der Phloroglucide (MgO-Roltfilicine) zunidchst mit MgO nach der Schnell-
methode von Ackermann & Miihlemann [4] abgetrennt, wobei Na,SO, als Stabilisator
diente. Diese schonende Methode liefert wenig Zersetzungsprodukte, erfasst aber die
schwach sauren Phloroglucide nur unvollstindig. Die nicht mit MgO reagierenden
Anteile wurden daher noch mit Ba(OH), behandelt [5], wobei noch eine zusitzliche
Menge roher Phloroglucide (Ba(OH),-Rohfilicine) crhalten wird, die aber merklich
grossere Mengen von Artefakten enthalten (Ausbeuten vgl. Tab. 1).

Die MgO-Rohfilicine enthielten nach Diinnschichtchromatographie (DC.) viel
Filixsdure und Para-aspidin (darunter auch das Homologe AB oder BA)?), merkliche
Mengen Desaspidin sowie wenig IFlavaspidsiure, Trisdesaspidin und Aspidinol (Arte-
fakt). Albaspidin und andere Phloroglucide waren nicht nachweisbar.

Die Ba(OH),-Rohfilicine enthielten nach DC. und PC. (Papierchromatographie)
weitgeliend dieselben Stoffe, daneben aber noch kleine Mengen von Albaspidin (ver-
mutlich als Artefakt). Sie wurden priparativ nicht getrennt.

Die MgO-Rohfilicine wurden hierauf noch durch Chromatographie an SiQ, pri-
parativ getrennt, worauf sich Filixsidure, Para-aspidin und Desaspidin in Kristallen
isolieren liessen. Alle drei Kristallisate erwiesen sich aber, wie dies in den meisten
analogen Fillen bisher auch der Fall war, als Gemisch von Homologen?). Thre unge-
filire Zusammensetzung lasst sich am ecinfachsten durch Kombination von Massen-
spektroskopie2) mit reduktiver Spaltung und anschliessender Identifizierung der ein-
kernigen Spaltprodukte in DC. und PC. ermitteln (vgl. 3.5. auf S. 2834 bei [1]). Fiir
die 3 Kristallisate erhielten wir die folgenden Ergebnisse:

Die Filixsdure (Smp. 173-175°) gab im Massenspektrum im Bereich der héchsten
Massenzahlen drei Spitzen bei m/e 668, 654 und (640), letztere schwach. Sie ent-
sprechen den Filixsduren-BBB (M = 668, Formel 16 in {1]) als Hauptprodukt und
dem Homologen PBB (M = 654) in merklicher Menge. Die schwache Spitze bei
m/fe 640 kann vom Homologen ABB (M = 640) und vorn Homologen PBP (ebenfalls
M = 640) herrithren. Daneben wurde noch eine sehr schwache Spitze bei m/e 682
beobachtet, die vielleicht von einem héheren Homologen mit Valerylrest stammt.
Nach reduktiver Spaltung der MgO-Rolfilicine liessen sich durch PC. die folgenden
Mengen einheitlicher Tfilicinsduren semiquantitativ ermitteln:

1)  Formeln der hier genannten Stoffe siche frithere Mitteilungen [1] [6]. Fast bei jedem dieser
Stoffe handelt es sich, wie bei anderen Dryopteris-Arten um Gemische von Homologen, in
denen die Butyrylderivate (als B bezeichnet) iiberwiegen; sie sind begleitet von Propionyl-
und Acctyl-derivaten (als P und A bezeichnet). Bei 2- und 3-kernigen Vertretern sind diese
Gemische durch Siulenchromatographic oder DC. praktisch nicht trennbar. Dies gilt auch
fiir die Para-aspidine-BB, BP, PB und PP; hingegen lassen sich die Para-aspidine-AB und
-BA im DC. von den 4 vorgenannten Homologen unterscheiden.

2)  Bei der Interpretation der Massenspektren von dreikernigen Phlorogluciden miissen ther-
mische Reaktion, insbesondere die Méglichkeit der Rottleron-Umlagerung beriicksichtigt wer-
den [6b].
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Butyrylfilicinsédure (1) 649, ; Propionylfilicinsdure (2) 30%,; Acetylfilicinsiure (3)

6%,

1 (R = n-CH,) C,H,0, = 224

2 (R=CH) C,H,0, =210

3 (R=CH,) C,H,0, =19%

HO._ ><__OH
e

|
R

Danach diirfte unser Kristallisat vorwiegend Filixsiure-BBB, daneben merkliche
Mengen der homologen Sduren PBB und wenig ABI3 enthalten haben ; wir vermuten,
dass auch etwas PBP anwesend war.

Das Para-aspidin (Smp. 124-126°) zeigte im Massenspektrum im Bereich der
hochsten Massen drei Spitzen bei mfe 460, 446 und 432 (schwach). Die erstere ent-
spricht dem Homologen BB (Formel 5 in {1] und 25 in [6b]), die zweite dem Homo-
logen PB oder BP oder beiden und die dritte dem Homologen PP, AB oder BA. Nach
reduktiver Spaltung wurden durch PC. und DC. die folgenden Bruchstiicke ermittelt:
Butyrylfilicinsdure (1), Propionylfilicinsaure (2}, Aspidinol-B (4) und Aspidinol-P (5).

CH,

/\\/OH ., .
1 4 (R — n-C4H,) Aspidinol-B Cp,H 0, (224)
5 (R —CH,) Aspidinol-P C;H,,0, (210)

HO

0=C"™
R OH

Die Kombination dieser Resultate zeigt, dass unser Kristallisat die homologen
Para-aspidine-BB, PB, BP und PP enthalten hat, dabei das erstgenannte in grésster
Menge. Die DC. der MgO-Rolfilicine zeigte, dass ausserdem auch das Homologe AB
oder BA in kleiner Menge anwesend war. Dieses l4sst sich im DC. von den anderen
Homologen unterscheiden und wird offenbar auch bei der Sdulenchromatographie
teilweise abgetrennt, so dass cs in unserem Kristallisat nicht mehr nachweisbar war.

Unser krist. Desaspidin (Smp. 140-143°) zeigte im Massenspektrum zwei Spitzen
bei mfe 446 und 432. Die erstere entspricht dem Homologen BB (Formel 7 in [1]),
die zweite dem Homologen PB oder BP oder beiden. Eine reduktive Spaltung wurde
nicht durchgefiihrt, so dass diese Frage nicht entschieden ist.

Diskussion. Tab. 1 zeigt die erhaltenen Resultate. Zum Vergleich die frither bei
verschiedenen Sippen des Dryopteris villarii-Komplexes erhaltenen Ergebnisse. Wie
daraus ersichtlich, enthilt D. caucasica weitgehend gleiche Phloroglucide wie die alpine
D. villaris subsp. villarii. Der einzige Unterschied besteht darin, dass D. caucasica
kein Albaspidin enthilt, dafiir aber kleine Mengen Trisaspidin. Letzteres war aber
in zwei anderen Sippen des D. villarii-Komplexes auch in kleinen Mengen anwesend.
Wie frither erwahnt, wire das gefundene Muster sehr gut mit der Annahme vertriglich,
dass D. villarii den bisher unbekannten zweiten Vorfahren der D. filix-mas darstellt.
Unsere jetzigen Resultate zeigen, dass dasselbe auch fiir D. caucasica zutrifft. Die
chemische Untersuchung der Phloroglucide, die zu den pflanzlichen Sekundirproduk-
ten gerechnet werden, erlaubt es also in diesem Falle nicht, etwas dariiber auszu-
sagen, ob D. villarit oder D. caucasica den wahren Vorfahren der D. filix-mas dar-
stellt. Sie erlaubt es aber, die begriindete Vermutung auszusprechen, dass eine dieser
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Fig. 1. IR.-Absorptionsspektrum von Desaspidin-BB (7 in [1]}, Smp. 149-151°, isoliert aus Dryo-
pteris assimilis. Obere Kurve 6743 = 0,6 mg fest in ca. 300 mg KBr; untere Kurve 209, nach
unten versetzt 6743a = 0,06 molar in CCl;, d = 0,2 mm¥).
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Fig. 2. I1R.-Absorptionsspektrum von Albaspidin-BB (9 in [1]), Smp. 152-154°, isoliert aus Dryo-
preris assimilis, obere Kurve 6740 = 0,65 mg fest in ca. 300 mg KBr, untere Kurve 20°, nach
unten versetzt 6740a = 0,06 molar in CCl,, d = 0,2 mm?¥).
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Fig. 3. I R.-Absorptionsspektrum von Filixsdure-BBB (16 in [1]), Smp. 170-172°, isoliert aus Dryo-
ptevis villavii. Obere Kurve 6737 = 0,57 mg fest in KBr, untere Kruve 209, nach unten versetzt

6737a = 0,06 molar in CCl,, d = 0,2 mm?®).

%) Aufgenommen von Herrn K. Aegerter im Spektrallaboratorium des Institutes fiir Organische

Chemie der Universitit Basel, aunf einem Perkin-Elmer-I1R.-Gitter-Spektrophotometer,
Modell 125.
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TFig. 4. NMR.-Spektrum von Desaspidin-BB (7 in [1]), Smp. 149-151°, isoliert aus Dryopteris
assimilis, vermutlich Gemisch von zwei verschiedenen Assoziaten, in CDCL,7).
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Fig. 5. NMR.-Spektvum von Albaspidin-BB (9 in [1]), Smp. 152-154°, isoliert aus Dryopteris
assimilis, vermutlich Gemisch von zwei verschiedenen Assoziaten, in CDCl,7).

7} Wir danken den Herren Dy. H. Fuhver und 4. Bover, Physiklaboratorium der Ciba-Geigy AG,
Basel, auch hier bestens fiir diese Aufnahme und ihre Hilfe bei der Interpretation. Zur Auf-
nahme diente ein Varian-Spektrograph, Modell HA-100. Die mit OH bezeichneten Signale
verschwanden nach Zugabe von D,0. Chemische Verschiebungen in §-Werten in ppm, be-
zogen auf Tetramethylsilan = 0. Die Intensitit der mit *) bezeichneten Signale ist geringer
als wenn sie einem Proton entsprechen wiirden; dicse Signale stammen vermutlich von Asso-
ziaten, die im Gleichgewicht mit anderen Formen stehen.
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Fig. 6. NMR.-Spektrum von Filixsdure-BBB (16 in [1]), Smp. 170-172°, isoliert aus Dryopteris
villarii, vermutlich Gemisch von verschiedenen Assoziaten, in CDCI,7).

Arten tatsdchlich der gesuchte Vorfahre ist. Morphologische Merkmale sprechen eher
fir D. caucasica. Was richtig ist, kann nur durch mithsame Kreuzungsversuche er-
mittelt werden. Die chemischen Befunde geben aber doch wertvolle Hinweise, welche
Sippen dafiir in erster Linie in Betracht kommen kénnen. Das Resultat zeigt auch die
Grenzen der chemischen Methode zur Abklirung von verwandtschaftlichen Bezie-
hungen in dieser Pflanzengruppe. Sie arbeitet zwar schneller, gibt aber keine so ein-
deutigen Befunde wie die klassischen Methoden der Hybridisierung ab.

Die Fig. 1-3 geben die IR.-Spektren von drei der hier besprochenen Stoffe, die
zur Identifizierung niitzlich sind. Die Fig. 4-6 geben die NMR.-Spektren, sie stimmen
mit den anderweitig abgeleiteten Strukturen gut iiberein und zeigen ausserdem, dass
bei diesen Stoffen in Lésung meistens zwei (oder mehr) Formen (verschiedene Asso-
ziate) im Gleichgewicht stehen. Gelegentlich lassen sich solche in Kristallen fassen
(vgl. z. B. Fig. 3 in [1]).

Experimenteller Teil

Aligemeine Angaben. Alle Smp. wurden auf dem Kofler-Block bestimmt und korrigiert. Aus-
fithrung der Extraktionen und Chromatographien wie frither [1]. Abtrennung der Ba(OH),-Roh-
filicine nach Widén & Brition [5]. Abkiirzungen: A — Diithylither; Alk = Athanol, Be = Ben-
zol, Chlf = Chloroform, Fr = Fraktion(en), n.u. = nicht weiter untersucht, n.g. = nicht ge-
wogen. Die Massenspcktren wurden von Herrn lic. A. Hutikangas auf einem Peykin-Elmey 270
Mass-Spektrometer aufgenommen.

Trennung dev Rohfilicine aus D. caucasica. 2,0 g MgO-Rohfilicine wurden an 50 g SiO, chro-
matographiert. Resultat vgl. Tab. 2.

Die Fr. 1-2 gaben aus Aceton 60,8 mg reine krist. Filixsdure, Smp. 173-175°,

Dic 360 mg Material der Fr. 5-7 von Tab. 2 wurden nochmals an 9 g SiO, chromatographiert
(10 ml pro Fr.).

Dic ersten 10 Fr. (eluiert mit #-Hexan) lieferten keinen merklichen Riickstand. Die Fr. 11-20
(202,1 mg, eluiert mit #-Hexan/Be 1:1) zeigten im DC. nur den Fleck der Filixsiure, gaben aber
aus Aceton nur 3 mg krist, Filixsdure vom Smp. 167-170°. Die Fr, 21-80 (155,5 mg, eluiert mit
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Tabelle 2. Chromatographie von 2,0 g MgO-Rohfilicine an 50 g Si0O,%)

Eindampfriickstand
Fr. Nr. Eluiermittel Mecenge Flecke im DC. weitere
10 ml pro Fr. in mg Verarbeitg.
1-2 Be 109,5 Filixséurc krist.
3-4 Be 458 Filixsdure 1 nicht
Para-aspidin getrennt
(Albaspidin)?) I
5-7 Be 360 Tilixsdure 1 nochmals
Para-aspidin ! chromatogr.
8-13 Be 282 Para-aspidin krist.
14-24 Be 185,6 Para-aspidin nicht
Desaspidin, Aspidinol getrennt
25-55 Be 177 Desaspidin (Para-aspidin) | krist.
(Aspidinol) !
56-79 Be 46,0 Aspidinol n.u.
80-130 Be/Chlf 1:1 n.w. n.u.
131-155 Chif n.u. n.u.

n-Hexan/Be 1:1) zeigten im DC. nur den Fleck des Para-aspidins und gaben aus Aceton 1,2 mg
krist. Para-aspidin, Smp. 124-126°,

Die Fr. 8-13 von Tab. 2 gaben aus Aceton noch 6,5 mg krist. Para-aspidin, Smp. 124-126°.
Dic Fr. 25-55 von Tab. 2 gaben aus Ather 9,0 mg krist. Desaspidin, Smp. 140-143°.

Das Resultat der Untersuchung der drei in Kristallen isolierten Stoffe durch Massenspektro-
skopie und reduktive Spaltung ist im thcorctischen Teil erwihnt. Alle drei Jagen wic meist in
analogen Fillen, als Gemische von Homologen vor, bei denen die Butyryl-derivate iibcrwogen.
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8)  In Klammern schwache Flecke.
%  Vermutlich bei der Chromatographie entstanden; es bildet sich leicht aus Filixsdure. Im
rohen MgO-Filicin konnte kein Albaspidin nachgewiesen werden.





