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100. Die Phloroglucide von drei Dryopteris-Arten von den Azoren sowie
zwei Arten von Madeira und den Kanarischen Inseln zum Vergleich

von Carl-Johan Widéns), Mauri Lounasmaab), Gabor Vidas)
und Tadeus Reichsteind)

(13. 1. 75)

Unserom Freund, Herrn Prof, F. Santavy (Olomouc), zu seinem 60. Geburtstag (23. 4. 1975)
gewidmet.

Summary. The phloroglucinols of Dgyopteris asmula from the Azores and from Brittany
(France), D. azovica and D. crispifolia, a new tctraploid specics endemic to the Azores [8], have
been investigatcd. The following two species recently analysed with insufficient amounts of
material have been reinvestigated using improved methods: D. maderensis and ‘D. dilatata’ from
Tenerife, a new species cndemic to the Canary islands and described by Gsbby st al. (8] as D.guan-
chica Gibby & Jermy. We have now found that both these specics also contain much albaspidin,
particularly the homologuc BA. Former results for thege and other species differing in some details
were corrected (sec Table 1) after careful re-examination of the old chromatograms.

D. aemulz from all origins contains relatively large amounts of two new compounds: aemulin
(1) ang trisaemulin (20), the structures of which werc proved by degradation, NMR.- and mass-
spectroscopy. Trisaemulin was present as a mixture of two homologucs BBE and BAB. The latter
is the first three-ring phloroglucinol found in nature which carries an acetyl group in the middle
ting. So far only butyryl-groups were found in this position.

D. azorica is diploid like D. madevansis and D. intermedia and all 3 taxa contain practically the
same range of phloroglucinols, These facts are in agreement with conclusions based on morphology
and cytology, whith suggest that these three taxa are essentially conspecific.

8) Dep. of Pharmacognosy, University of Helsinki; b} State Imst. f, Techn, Research (VIT)
Chemico-Technical Lab., SF-02150 Otanicini, Finland; ¢) Dep. of Evolution and Genetics,
Eotvos Lorafld University, Budapest VII1, Hungary; 9) Institut fir Organ. Chemie, Uni-
versitit, Basel.
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D. crispifolia contains the same phloroglucinols as D. dilalata s. str.; this is a further examplc
showing that occasionally different species produce the same compounds.

*D. dilatata’ from Tenerifc diffcrs from D. dilatata s. str. chemically not only by the absence
of para-aspidin, but also by the presence of the albaspidins-2 and -3. In the same way it differs
of course from D. crispifolia. This is a welcome confirmation of the morphological results [8],
showing that D. crispifoliais really different from 'D. dilatata’ from Tenerife, although it is difficult
to differentiate pressed fronds of thesc two species.

Chemical results (see Table 1) are best compatible with the assumption that D. dilafata s. str.
may have had its origin from a hybrid of D. assimilis x D. maderensis (= D. agorica = D. intermedia)
with subsequent doubling of its chromosomes. They also would be compatible with the possibility
that D. crispifolia has arisen from D, aemula and D. azorica in a similar way, provided the latter
had suppressed formation of margaspidin and aemulin present in D. aemula but absent in D. asorica
and D, crispifolia. No simple rationalisation is yet possible to explain the chemical results for
«D. dilatata’ from Tenerifc with the phloroglucinols present in its putative ancestors.

1. Problemstellung und friihere Befunde. — Fast alle bisher untersuchten Arten der
Farngattung Dryopieris enthalten in ihren Rhizomen und Stielbasen charakteristische Phloro-
glucinderivate (Phloroglucide). Lit. bis 1970 und Strukturformeln vgl, Hegnauer [1), Berti &
Bottari [1h], Penttili & Sundman [2], v. Schantz et al. [3], weiterc bis 1973 vgl. Widén et al. [4,
bes. 48], Seither crschiencn Publikationen iiber D. gymmnosora [5] sowie iiber verschiedene D.-Arten
aus Quebec und dem &stlichen N-Amerika [4t], dabei ist noch Aspidin-AA [5] neu isoliert worden.
Uber das gelegentliche Vorkommen gleicher oder dhnlich gebauter Stoffe in anderen Pflanzen
vgl. Lounasmaa et al. [4p], Crombie et al. [6a)], Lounasmaa et al. [4u, v], Kashman et al. [6b).

In der Gattung Dryopteris ist es gelcgentlich moglich, aus der chemischen Zu-
sammensetzung der Phloroglucide Vermutungen tber die mogliche Verwandtschaft
verschiedener Arten zu begriinden.

Im folgenden berichten wir tiber die chemische Untersuchung von drei Dryopleris-
Arten von den Azoren. Die bisherigen Florenwerke, besonders die neueren (7] machen
es klar, dass die systematische Zugehorigkeit der Vertreter dieser Gattung auf dem
genannten Archipel revisionsbediirftig ist. Wie von Gibby et al. (8] ausgefiihrt, ist die
Gattung Dryopteris auf den Azoren hdchst wahrscheinlich nur durch die 4 folgenden
Arten vertreten: Dae, mula (Aston) O. Kunize, D. azorica (Christ) Alston, D. crispifolia
Rasbach & Reichst. und D. borreri Newm.'). Von dicsen ist D. azorica conspezifisch
mit D, maderensis Alston von Madeira und nach Waiker [10] auch mit der NE-ameri-
kanischen D. intermedia (Muhl.) A. Gray [vgl. auch 4c). Nach Gibby et al. [8] sollen
D. azorica und D. maderensis zweckmiissig als nahe verwandte Unterarten von D.
indermedia aufgefasst werden. D. crispifolia ist eine neue tetraploide Art [8], die in
gepresstem Zustand leicht mit der europdischen D. dilatata (Hoffm.) A. Gray®) ver-
wechselt werden kann und offenbar bisher mit ihr verwechselt wurde. Letztere
kommt nach diesen Autoren [8] auf den Azoren, Canaren und auf Madeira nicht vor.
Falls sie nicht mit der nordamerikanischen D. campyloptera Clarkson conspezifisch
ist, was moglich, aber nicht bewiesen ist, so ist ihr Vorkommen auf Europa und einen
Teil Asiens beschrinkt. Von den chemischen Untersuchungen erhofften wir niitz-

1) Wir verwenden hicr noch den Namcen von Heywood in Flora Europea (1964), obwohl er nach
Holub [9a] nicht brauchbar ist, dassclbe soll aber auch fiir den neuen Namen D. pseudo-mas
(Wollaston) Holub & Pouzar [9a] zutreffen (vgl. Becherer [9b] und R. E. G. Picki-Sermolli
(miind]. Mitt.)).

%) Letztere ist nach Jermy [11] wicder als D. ausiriaca (Jacq.) Woynar zu bezeichnen. Wir ver-
wenden hier noch den Namen von Heywood in Flora Eurgpea (1964), um den Vergleich mit
friiheren Publikationen [1-4] nicht unnétig zu erschweren.

36
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liche Hinweise zur Abkldrung der Verwandtschaftsverhiltnisse zu erhalten. Es wur-
den D. aemula (von den Azoren), D. azorica und D. crispifolia analysiert. Die ver-
wendeten Pflanzen wurden weitméglichst auch cytologisch kontrolliert. Da die che-
mischen Resultate fiir D. aemula ctwas von fritheren Befunden [3¢] fiir Pflanzen aus
Grossbritannien und aus Madeira abwichen, haben wir auch noch Material derselben
Art von der Bretagne mit den jetzt etwas verbesserten Methoden analysiert, fiir
Vergleichzwecke auch D. maderensis, die frither [4¢] nur im DC. und PC. untersucht
wurde. Schliesslich haben wir auch noch eine etwas grossere Menge von am Standort
gesammeltem Rhizom der ¢1D. dilatata» von Tenerife analysiert, die von anthentischer
D. dslatata (Hoffm.) A. Gray ebenfalls verschieden [8], aber mit D. crispifolia ver-
wandt ist. Diese Pflanze wird von Gibby et al. [8] als D. guanchicha Gibby & Jermy
beschrieben. Wir haben von ihr kiirzlich bereits chemische Resultata publiziert [4s],
die aber mit ungeniigenden Mengen von kultiviertem Material erarbeitet werden
mussten.

Mit den jotzt verbesserten Methoden konmnten auch einige frither publizierte
Resultate etwas ergiinzt werden; so konnten im alten Matcrial teilweise noch neue
Stoffe (z.B. Aemulin (1) efc.) nachgewiesen werden, die frither nicht aufgefunden
wurden. Scheinbare Diskrepanzen wurden so abgeklirt (vgl. Tab. 1)3),

VYon jeder untersuchten Pflanze wurde ¢in gepresster Wedel als Beleg im Bota-
nischen Institut der Universitdt Helsinki (H) hinterlegt. Von D. azorica und D.
crispifolia wurden teilweise schon im Feld unreife Sporangien oder Wurzelspitzen
fixiert und zur cytologischen Kontrolle per Luftpost nach Budapest geschickt, wo
sie von G. Vida untersucht wurden. Ausserdem wurden lebende junge Pflanzen, teil-
weise auch reife Sporen gesammelt und von Reichstein in Basel kultiviert, so dass
gutes Material fiir weitere cytologische Kontroilen und experimentelle Arbeit zur
Verfligung stand. Die cytologische Wontrolle der D. aemula der Azoren missgliickte,
doch hatte Frau M. Gibby in Liverpool lebendes Material von dort untersucht, das
sich wie die Pflanzen aus Irland, Grossbritannien [12] und Frankreich als diploid
erwies.

2. Beschaffung des Pflanzenmaterials. — Rhizome, gepresste Wedel und so-
weif vorhanden reine, reifc Sporen von den Azoren wurden anlisslich einer Exkursion
im Friihjahr 1973 von H. und K. Rasbach, H. L. und T. Reichslein gesammelt. Die
Rhizome wurden gewaschen, baldmdoglichst iiber kleinem elektrischem Ofen bei ca.
40-45° getrocknet, personlich nach Basel gebracht und dann nach Helsinki gesandt,
wo die Extraktion und Trennung vorgenommen wurde. D. aemula aus der Bretagne
wurde im Herbst 1973 von T, Reichstein gesamnmelt. Im folgenden geben wir die
genaue Provenienz.

2.1 D, gemula. TR-3470, 4 Rhizome, Azoren, Sio Miguel, neben Sirasse unter Vista do Rei,
ca. 450 m Hohe, rclativ sonnig, 22.4.1973; TR-3500, 25 Rhizome, Azoren, Sdo Migucl neben
Strasse von Relva nach Vista do Rei bei ca. 550650 m, 28.4.1973. Total 29 Stiick = 200 g
(trocken). In der Bretagne wurde zur Sicherheit jedes Rhizom einzeln numeriert und erst nach
Kontrolle der zugehorigen Wedel und Sporen vereinigt. Nr. TR-3649, 3653, 3656, 3657, 3661,
3662, 3663, 3664, France, Finistére, Forét de Cranou stidwestl. Brest, 10, Okt. 1973. Total 8 Stack
= 102 g trocken.

3) Nach Korrektur friherer Angaben [4¢, b, 5] durch Kontrolle der nlten Chromatogramme,
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2.2 D. azorica. TR-3468, 20 Rhizome, Azoren, Sdo Miguel bei Vista do Rei — Sete Cidades,
¢a, 530 m, 22.4.1973 und TR-3471, 4 grosse Rhizome in feuchter Schlucht neben Strasse von
Vista do Rei zum Lagoa verde, ca, 320 m. 22.4.1973. Total 24 Sttick = 330 g {trocken), diploid,
n = 41 (G.V. 14.8,73),

2.3 D. crispifolia. TR-3530, 2 Rhizome grosser Pflanzen, Azoren, Pico, NW-Hang des Berges
Pico, ca. 800 m log. H. und K. Rasbach, 8.5.1973. Zusammen 260 g (getrocknet). Tetraploid,
n = 80-B2 (G. V. 14.6.1973).

2.4 'D. dilatata’ von Tenerifc. TR-3721, 15 Rhizome, Tenerifc Anagagebirge, Pico de Limante,
ca. 800 m leg. H. Metlesics, 23.2.1974. Total 45 g (getrocknet).

2.5 D. maderensis. TR-2597, Madcira, 17° 12,5’ W 32° 49’ N. Bachschlucht ca, 10 km stidl.
Porto do Moniz leg. C. J. De Joncheere, J. D, Lavis, H. L. und T. Reichstein 3.4.1969, 1 Rhizom
getrocknet; TR-2611, 16° 49,6’ W 32° 43,7 N neben Strassc bei Santo da Serra leg. H. Pickering
und obige 7.4.1969, 3 Rhizome getrocknet; total 4 Stiick 90 g.

3. Chemische Untersuchung, — 3.1 Methoden. Es wurden weitgehend dieselben
Methoden verwendet wie frither [4s]. Die Fig. 1-3 zeigen die Differenzierung der
neuen 3toffe von bekannten Phlorogluciden im DC., wobei auch die Schwierigkeiten
sichtbar werden, die gelegentlich auftreten. Wir verglichen dabei auch die Qrtho-
desaspidine-BB (28 B) und -AB (28 A). Letztercs ist ein neuer Stoff, der bisher in
Farnen nicht gefunden wurde. Wir haben ihn synthetisiert, weil er im DC, leicht mit
anderen Phlorogluciden (bes. Albaspidin-AA, Aspidin-AB, Para-aspidin-BB und
Trisaemulin-BBB (20B)) verwechselt werden kann. Ortho-desaspidin-BB (28 B) ist
bereits von Penttili & Sundman [21] synthetisiert und in Spuren aus D. ausiriaca
(vermutlich sensu lato) isoliert worden. Damals wurde zwischen D. assimilis, D. dila-
tala (in Finnland selten) und D. carthusiana nicht immer unterschieden und alle drei
als D, austriaca bezeichnet.

Wie aus Fig. 1 ersichtlich, ist Aemulin (1) in den verwendeten Systemen von
Phloraspidinol-BB und Margaspidin-BB besonders bei héherem pH (6-8) gut trenn-
bar. Hingegen sind die zwei letztgenannten Stoffe dabei kaum voneinander trennbar,
unterscheiden sich aber sehr deutlich durch ihre Farbungen beim Spritzen mit Echt-
blausalz-B. Gut trennbar sind dic Trisaemuline-BAB (20A) und -BBB (20B) im
Systemn von Fig. 2 bei jedem pH zwischen 4-8. Bei hoherem pH sind sie auch gut
trennbar von Trisaspidinol. Letzteres zeigt (wie Trispara-aspidin) eine besonders
grosse pH-Abhingigkeit [4s]. Trisaemulin-BBB (20B) lisst sich dagegen schlecht
von Para-aspidin-BB trennen.

Wie aus Fig. 3 ersichtlich, sind die Ortho-desaspidine-AB (28 A) und -BB (28 B)
gut voneinander trennbar, dasselbe trifft ffir die Aspidine-AB und -BB (4a und 4 in
[41)) zu. Dagegen zeigen «Albaspidin-2» (= Gemisch der Albaspidine-BA. und -PA),
Aspidin-BB und Ortho-desaspidin-BB einen so dhnlichen Kurvenverlauf, dass ihre
Trennung kaum gelingt. Dasselbe gilt fiir Albaspidin-AA, Aspidin-AB, Ortho-des-
aspidin-AB (28A), Para-aspidin-BB und Trisaemulin-BBB (20B) im pH-Bereich
von 4-7 (bei pH 4-5 laufen dic Albaspidine jeweils ganz wenig rascher). Bei pH 7-8
lassen sich jedoch Para-aspidin-BB und Trisaemulin-BBB (20 B) von Albaspidin-AA,
Aspidin-AB und Ortho-desaspidin-AB (28A) knapp trennen. Unterschiedlich sind
auch die Fiarbingen mit Echtblausalz-B frisch nach dem Spritzen: rot fiir die Alb-
aspidine, gelb fiir die Aspidine, orange fiir die Ortho-desaspidine, braun fiir die Para-
aspidine und Trisaemuline (20). In Dryopteris-Arten, die viel Albaspidin enthalten,
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wie D. spinulosa [4c] und D. maderensis ist der Nachweis von Ortho-desaspidin im
DC. daher fast unméglich und priparative Isolierung erwiinscht.

3.2 Resultate. Die Ergebnisse der Analyse sind in Tab. 1 zusammengestellt. Hicr
werden die Befunde bei den einzelnen Arten noch kurz besprochen, insbesondere dic
Zusammensetzung der daraus isolierten Kristallisate (Einzelheiten vgl. exper. Teil).
Diese bestanden, wie bei vielen fritheren Untersuchungen aus Gemischen von Homo-
logen, die sich oft kaum trennen lassen, deren Zusammensetzung aus Massenspektren,
 teilweise auch aus NMR.-Spektren sowie durch reduktive Spaltung mit anschliessen-
der Analyse der Spaltstiicke ermittelt wurde. Bezeichnung der Homologen (A =
Acetyl-, P = Propionyl-, B = n-Butyryl-, V = n-Valeryl-Seitenketten) wie frither
[4s]). In kleinen Mengen gefundenc Komponenten wurden in Klammern gesetzt.
Abkiirzungen: DC. = Diinnschichtchromatographie; PC. = Papierchromatographie,
weitere vgl. Einleitung zu exper. Teil. Die Rohfilicine enthielten ausser den in Kristal-
len gefassten Stoffen natiirlich noch weitere Phloroglucide, die wie frither beschrie-
ben durch DC, ermittelt wurden [4s]. Sie sind in Tab. 1 angegeben.

3.2.1 D. aemula. a) TR-3470 und -3500 von den Azoren. In Kristallen wurden iso-
liert: Aspidin-AB (-BB), Phloraspidinol-BB, Margaspidin-BB, Aemulin-BB (1) und
Trisaemulin (20), von letzterem ein Teil als fast reincs BBB-Homologes, der Rest
als Gemisch, das vorwiegend BBB und ctwas BAB enthielt. Aemulin (1) und Tris-
aemulin (20) sind neue Stoffe, Strukturcrmittlung vgl. 4. In den Fig. 1 und 2 geben
wir ihre Charakterisierung durch DC. bei verschiedenem pH im Vergleich zu dhnlich
wandernden Stoffen (Trisaspidinol, Phloraspidinol und Margaspidin).

b) T'R-3549 etc. (8 Rhizome) aus der Bretagne. In Kristallen isoliert wurden:
Aspidin-BB; Aspidin-AB, das noch wenig Aspidin-BB cnthielt; Margaspidin-BB;
Aemulin-BB und Trisaemulin-BAB, das nach DC. und Massenspektrum noch etwas
BBB-Homologes enthielt.

Aemulin (1) und Trisaemulin (20) sind frither [4c| aus 1), aemula (von Madeira
und aus Grossbritannien) nicht isoliert worden. Mit den jetzt verbesserten Methoden
konnte in dem alten Material die Anwesenheit von relativ viel Acmulin festgestelit
werden, wahrscheinlich war auch etwas Trisaemulin anwesend.

3.2.2 D. azorica, TR-3468 und -3471. Aus diesem Material erhielten wir Kristalle
von reinem Aspidin-BB sowie ein weiteres Priparat, das hauptsichlich Aspidin-AB
enthielt mit wenig BB-Homologen. Im Rohfilicin waren daneben kleinc Mengen
Flavaspidsiure, «Albaspidin-1» und «Albaspidin-2» nachweisbar (Tab. 1). Das Resul-
tat entsprach weitgehend der frither mit ungeniigenden Mengen durchgefiihrten
Analyse [4c] (vgl. Tab. 1).

3.2.3 D. orispifolia, TR-3530. Auch hier wurden in Kristallen nur Aspidin-BB
und -AB isoliert. Weitere nachgewiesene Stoffe vgl. Tab. 1,

3.2.4 «D. dilatatan, TR-3721 von Tenerife. Wir erhielten die Aspidine BB und AB
in Kristallen. Die Robfilicine enthielten nach DC. ausser den friiber in Spuren nach-
gewiesenen Stoffen relativ viel «Albaspidin-2» und cine Spur «Albaspidin-3». Die
Kontrolle des alten Materials [4s] zeigte, dass es ganz dhnliche Mengen derselben
Homologen enthielt. Dic von uns friiher [4¢] untersuchte D. dilatata aus Europa
enthielt weder Aemulin (1) noch «Albaspidin-2». Wegen Anwesenheit von viel Para-
aspidin konnte nicht sicher festgestellt werden, ob auch Trisaemulin (20) anwesend
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Tab. 1. Semiguantitative Zusammensetsung dey Phlovoglucide der Formelnummern
b % 3 =
— 5] = o m
Art, Herbar- R g £ g = @ a
nummer sowie ~ _ % 5 P s 8 & 5 m 8
Lit. for dic L E 8§ 3= ER OER R E 2 B <o F 4
friher schon g g - vg Mg 8o gg 5% 8% £ g BT RY
. g g B o g (1o Hd g¥ 4% gh gg P a'd
analysierten o & -g bR g w % w S % = 5 2 Bag &f 8 a g -
Arten MR & AP <8 BE BE 4u Re 4w 49 S8 Am
D. asmula [4¢] M (2x) s 18 090 0,127 nh () (+) ++3) ++3) (+)
(5.0 (0.7)
D. aemula {4c] Br (2x) s 1,4 0,08 ng nh. (+ {+) ++8)  ++8) + -
(5.7
D. aemwla Az (2%x) s 170 6,9 0,534 0,161 (+) + + ++ ++ (+)
TR-3470+ 3500 (41) (0,31) (0,10)
D. aemula Ga (2%x) 8 85 4,6 1,04 1,54 +) +) + ++ ++ -
TR-3549 etc. (54) (1,22) (1,81)
D. azorica [4¢] Az (2x) s 2 n.g. n.h. (+) +++ = -
D, azorica Az 2x s 271 5,6 1,201 0117 -~ + 4+ e -
TR-3468+ 3471 (2,1) (0,45) (0.04)

D. cvispifolia Az 4x s 162 4,7 0,184 0,104 + + +++ S ++

TR-3530 (2,9)  (0,11) (0,06)

D. «dilatatar C 4x) s 345 109 030 0 - +) 4t o+ -
TR-3721 (3.2) (0,87 (0)

D. edilatatar[48] C 4x s 13,5 0,5 0,03 nh - + +++ +H+ -
TR-1965/2181 (3,70) (0,22)

D. dilatata aus H 4% 8 215 9,45 1,25 n.h. + + 1 ++ i+
Europa, [4c] 44 (0,59)

D. maderensis M 2x s 85 574 025 nh - + +H+ ++3) -
TR-2597, 2611 6,7y  (0,29)

vgl. [4¢]3)

D, inteymedia Cd 2% ] 160 18,3 0,39 n.h.

([) 4+ +++ +4++ =
11 4% (087

)

()

(+)

[41]

9

%)
®)

7

Es bedeuten: - = weniger als 19%; (+) =1-5%; + = 3-10%; ++ = 5-209% und
+ 4+ = 20%,; alles bezogen auf Rohfilicin-Gemisch, «Albaspidin-1» ist ein Gemisch der
Albaspidine-BB, -PB und -PP, vorwiegend -BB; ¢Albaspidin-2» ist ein Gemisch der Alba-
spidine-BA und -PA, vorwiegend -BA [4c]. n.g. — unicht gewogen, n.h, — picht hetgestellt.
M = Madeira, Br == Grossbritannien, Az = Azoren, Ga = Frankreich (hier Bretagne),
C = Canarische Inseln, H = Schweiz, Cd = Canada.

Angaben ohne Klammern, wenn das hicr untersuchtc Material oder eine Schwesterpflanze
cytologisch kontrolliert wurde. In Klammern, wenn aus der Literatur bekannt ist, dass die
untersuchte Art bisher immer in der angegebencn Ploidiestufc angetroffen wurde.
Fortpflanzungsart: a = apogam; s = sexuell.



HELVETICA CHIMICA AcTA — Vol. 58, Fasc. 3 (1975) - Nr. 100 887

weitzehend nack 1411 und 148) hier uniersuchien sowie 2 weitsven Drvovleris-Asiend)

2

= 35
- & - -~ "a B =g [l
~ $ o 8 - - - o @ 3
£ 82 £ g 8. 8_2F_8_ .= i E  BE_ B EPRECN-
o o o - Ll - S LB~ B ) o= L [y il gl 1, I o £ -’E ;ﬁ_' =}
gy BE BT BF §E B I3F BT ¥ ¥ §¥ P 837 Ry & B
ﬁ: 2 ﬁ: S8 o5 P8 S48 g8 X5 &8 ¥&§5 F£ L 3. B i
—~ 5 ~ B = .'E o D 0 E a - - 4] o =] =] D .
Te 38 o Re £z S 280 £% 29 5] £) &9 #4940 &fa 2 ER
- - 9 - k T+ - ? - - - ~  ++3) ?8)
- - 9 - + A - ~ - - p9) 29
- - ? - + +4t - (+) - - - - (+ -+ o+
- - ? - (+)  +++ ~ + - - - - - - 4+t
I O - - - - e
I - - - - - - -
e e ) BT 0 - - 2
(+ + (+) - - - - (+) - . - - N - - -~
I R =) -
e O B - -y
+) ++3) w3 - - - - . - - - ~ - - - -
O - - - -

")

%)

Aspidinol ist vermutlich immer ein Artcfakt. Es cntstcht besonders eicht aus Para-aspidin
(6 in [3£]) und wird daher hiufig in Rohfilicinen gefunden, dic reich an Para-aspidin sind.
Im rohen Atherextrakt, der nie mit Alkali bebandclt wurde, kommt es dann nicht vor.

In den zum Nachweis beniitzten Systemen sind «Albaspidin-2», besonders Albaspidin-BA,
Aspidin-BB, Ortho-desaspidin-BE (28 B) und TIlilixsdure schwer zu trennen [4d] (vgl. Fig. 3)
und Trispara-aspidin von Trisaspidinol ohne priparative Isolicrung nicht zu unterscheiden
[48, p. 2131]. Auch Albaspidin-AA ist nur schlccht trennbar von Aspidin-AB, Para-aspidin-BB
und Ortho-desaspidin-AB (28 A). Bei Anwcsenheit von viel Para-aspidin wie in D. Dilatata
s. skr. wird aber auch der Nachweis von Trisaemulin-(20) im DC. stark erschwert, es ist daher
unsicher, aber htchst wahrscheinlich, dass dieser Stoff in D. dilatate wirklich abwesend ist.
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ist; doch ist dies aus biogenetischen Griinden unwahrscheinlich, da die entsprechen-
den zweikernigen Stoffe (Aemulin und Margaspidin) abwesend sind.

Tabelle 2. Zusammensotzung (in %) der Acylfilicinsduren nach veduhtivey Spaltung dey rohen Phloyo-

glucide10)

Art, Nummern und Herkunft Butyryl- Propionyl- Acetyl-
filicinsfure filicinsiure filicinsiure
10 in [45] 11 in [4s} 12in [45)

D. aemula TR-3649 elc, Ga 40 - 60

D. azovica TR-3468 + 3471 Az 46 8 46

D, crispifolia TR-3530 Az 85 ] 10

D. vdilatatas TR-3721 C 40 20 40

D. maderensis TR-2597 und TR-2611 M 61 2 37

3.2.5 D. maderensis. TR-2597 und -2611, Hier erhielten wir Aspidin-BB in Kristal-
len. Ausser dem frither [4¢] nachgewiesencen Aspidin-AB und Flavaspidsdure sowie
in Spuren beobachteten Albaspidinen fanden wir jetzt relativ viel der « Albaspidine-2»
und -3».

4, Strukturen. — 4.1 Aemulin-BB (1). Die Struktur dieses Stoffes folgt aus dem
Massenspektrum (Fig. 4), dem NMR.-Spektrum (Fig. 11} und dem Resultat der
reduktiven Spaltung. Die letztere liefert Mcthylphlorbutyrophenon (2) und y-Aspi-
dinol-B (3), die durch DC. und PC. identifiziert wurden.

Dabei ist allerdings zu beriicksichtigen, dass die Trennung der Phloracylophenone
(21) von den entsprechenden Methylphloracylophenonen (22) im PC. nicht méghch
ist {2a, h] und im DDC. nur teilweise gelingt [4a] [4s, S. 2133]. Dagegen lassen sich die
3 isomeren Aspidinole 3, 4 und § und ihre Homologen eindeutig voneinander unter-
scheiden, Im PC. bei pH 8,6 nach Pentlild & Sundman [2a, ] sind sie zwar nur teil-
weise trennbar, geben beim Spriihen mit Echtblausalz-B aber verschiedene Fir-
bungen (vgl. Tab. 3). Im DC. lisst sich p-Aspidinol (3) bei jedem pH (zwischen 4-8)
von seinen zwei Isomeren 4 und 5 trennen [4d]. Die zwei letztgenannten Stoffe zeigen
dabei jeweils zwar dhnliche Laufstrecken, lassen sich aber durch ihre verschiedenen
Firbungen (Tab. 3) gut untcrscheiden.

Iso-aspidinol (5) miisste u.a. durch Spaltung aus Isoaspidin (6 in [41]) entstehen.
Wir haben diesen Stoff nach Pentlild & Sundman [21] bereitet. LEr zeigte M+ = 460
und im DC. bei pH 6,0 einen Rf-Wert 0,30 (Farbung mit Echtblausalz: gelb). Er
lauft somit etwas langsamer als die Aspidine-BB und -AB, die ebenfalls gelbe Flecke
liefern. Iso-aspidin konnten wir bisher in keinem Farn nachweisen, in Ubereinstim-
mung mit Penitild & Sundman [21).

Um Verwechshingen auszuschliessen, wurden auch noch die 4 homologen Des-
aspidinole 16-19 nach bewihrten Methoden [13] [4b] synthetisch bereitet.

1) Sc-miqua.ntita.tiv bestimmt durch PC. [2a, b], Die gofundenen Werte geben ein Mass fiir die
Verteilung der homologen Phloroglucide [41).
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ghs y 16 (R =CH,) = Desaspidinol-A, CjH,0, (182,2) Smp. 137-139°
17 (R = C4H,) = Desaspidinol-P, C,oH,,0, (196,2) Smp. 118-120°
0 18 (R = 5-CyH;) = Desaspidinol-B, C,,H,,0, (210,2) Smp. 127-128°
OH R 19 (R = #-C;H,) = Desaspidinol-V, C,;H,,0, (224,2) Smp. 96-98°

Sie lassen sich alle im PC. nach Penitild & Sundman [2a, 2b] gut von 3, 4 und 5
wie voneinander unterscheiden (vgl. Tab. 3). Im DC.-System von Fig. 1 zeigen 16-19
aber fast alle dieselben Laufstrecken,

Tabelle 3. Rf-Werte und Fdrbungen dey drei isomeren Aspidinole sowie der 4 homologen Desaspidinole
mit Echtblausalz-B

Stoff Rf-Wert Firbung

im PC.1Y) im PC. im DC. [4d]
Aspidinol-B (4) 0,68 violett violett
Iso-aspidinol-B (5) 0,66 gelbbraun braunviolctt
y-Aspidinol-B (3) 0,63 braun braun
Desaspidinol-A (16) 0,16 purpur purpur
Desaspidinol-P (17) 0,37 purpur purpur
Desaspidinol-B (18) 0,56 purpur purpur
Desaspidinol-V (19) 0,75 purpur purpur

Die Kombination der fiir die Spaltprodukte 2 und 3 gefundenen Daten mit den
Spektren ergibt fiir Aemulin eindeutig Struktur 1. Das isolierte Priparat enthielt
keine nachweisbaren Mengen an Homologen.

4.2 Trisaemulin (20) wurde in Form von zwei krist. Priparaten erhalten, dic

beide nicht véllig einheitlich waren. Das eine bestand aus nahezu reinem Homologen-
BAB, das zweite vorwiegend aus dem héheren Homologen-BBB, denen wir die For-
meln 20A und 20 B zuschreiben. Diese zwei Homologen sind im System von Fig. 2
bei jedem pH (zwischen 4-8) relativ gut trennbar.

I~
™
100¢ Y
70k e g oH W aH E-C;H-t T ‘3
60t ~
50} Aemulin—BB  Smp. 90-91° @
40} CaHi0p  (446) 2 &
30r 70evV  T=80 @
20} P
10 ~

40

60 80

Fig. 4. Massenspekirum von Aemulin-BB (1). Temp. der Probe 80°1%)

100 120 140 160 180 200 220 240 400 420 440 mse

1) Bei pH 8,6; Fliessmittel Cyclohexan/Chloroform 1:1 [Za, Zh].
18) Wir danken Herrn Liz. 4. Huhtikangas, Helsinki fir dic Aufnahme dieses Spektrums; cs
diente dazu ein. Perkin-Ebmer 270 Mass-Spectrometer mit direktem Einlass-System bei 70 V.
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H H HO. CHy
Lt N +
0= H H =0

3 W_aspidinel-B

2 Methyl-phlor- [5r] Smp, 72- 73°

butyrophenon

1 Aemulin-BB, Smp. 90-91° Smp. 166- %6{0 CroH160, (224)
Ca4R3008 (446) 0 €yl 0, (2 0)
H3
ML H
; °z
4 s 5 T HO 3“7
Aspidinol-B Iz0- C..H _
Smp. 142-143° aspidinol-B 127150, C13M179,
CioHy 60, (224) Smp. 152-1539 (223) (237)

CyoHy60, (224)

“A “
H§ : : é;H
C3Mq HLs

-q).-..__,

+
-‘.
H3 o’
H
o ! H
Hfq

8 cpHy,0, 9 Cy3i69, 10 cH,,0,
(210) (236) (222)
nicht sichtbar nicht sichtbar nicht sichtbar
1"33*5 L-eqm, l“'°3”7 l"'ca“v
12 c.H.,0 13 C, g0 14 c.n1.,0 15
g0, 10899, gfin0, Colig0
(167) (193) (179) (1:31)4

kaum sichthar

Die Strukturcn dieser zwei Stoffe stiitzen sich wieder auf die Massenspektren,
NMR.-Spektren und die nach reduktiver Spaltung nachgewiesenen Spaltstiicke.
Das Priparat vom Smp. 180-183° (vorwicgend 20A) zeigte im Massenspektrum
(Fig. 5) eine recht deutliche Spitze des Molekelions bei m/e 640 und funf weitere sehr
schwache Spitzen mit jewcils um 14 hghercn Massenzahlen, die vielleicht von Spuren
hoherer Homologen herriithren. Im NMR.-Spektrum (Fig. 12) ist ein deutliches
Signal der -CO-~-CH, Gruppe (§ = 2,72 ppm) sichtbar. Die reduktive Spaltung lieferte
Aspidinol-B (4) und y-Aspidinol-B (3), die wieder durch PC. und DC. eindeutig iden-
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(k) (b4t)  (632)
W6 16
R R
0 do
HO H oM H
+ +
H3C
OH OH
- H 21 22
17 c v,
223 \_
R
20A(R=CHg) Trisaemulin-BAB Smp.180-18% . Hy
€34 Hu0012(640) HO. HO CHy
20B (R=n-C3H;) Trisaenutin-BBE Smp.168-170°

Rottieron —lUmlagerung [Zs hg] OH H2 H CyHy
2 24\/236 + / 24 (R=CH3)C 2 HxE0g (417)
DL 25(R=C3H 7)€ 5, HagOg (445)

HO u.lsomere nach 1.

~>an

+

°f :
Moy § 7 M § GRy Hy CHy éo ml
H i H
. 23 5 H
237 0 H
HyC3

23 C55Hq904 (460) nicht bekannt und symmefrische OH

Isomere ZG(R-CH3) Ca Hz,,09 (404)
27(R=C3H5) Ca3zHap0g (432)
u.lsomere aus den zwei rechien
Ringen

28 A Ortho-desaspidin-AB Cj,Hy0g(418) R=Chy
28 - " BB Cy Hai0g(h46) [21] ReCyHg

tifiziert werden konnten. Niedere Homologe dicser zwei Stoffe wurden nicht beobach-
tet. Daneben wurden im DC. die Flecke der Phloracylophcnone (21) und Methyl-
phloracylophenone (22) beobachtet, wobei die Linge der Seitenkette R nicht mit
Sicherheit bestimmt werden konnte, weil die Homologen dieser Stoffe mit den bis-
herigen Methoden ([4s], bes. p. 2133) im DC. nur partiell und im PC. gar nicht trenn-
bar sind. 20A ist das erste dreikernige Phloroglucid, das bisher aus Farnen isolicrt
wurde, bei dem der mittlere Ring eine Acetylgruppe trigt. Bisher wurden in dieser
Stellung nur Butyrylreste beobachtet.

Die beobachteten Spitzen sind verstindlich, wenn man annimmt, dass die Spal-
tungen vorwiegend an den in Formel 1 punktiert markierten Stellen nach den
Schemata a~g verlaufen, also analog, wie sie frither an #hnlich gebauten Stoffen
beobachtet wurden [4i, k, 1, g, n, p], und dass die positive Ladung sich weitgehend
an den Bruchstiicken findet, welche die Methoxylgruppe tragen [41]. Es ergibt sich
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dann folgende versuchsweise Zuordnung: 446 =M,; 403 =M — 43 (a), 237 =17 (c);
225 = 11 4 H [vgl. 41]; 224 = 11 (d); 223 = 6 (und evtl. rechte Hilfte von g); 219 =
237 — H,0 (?); 211 = 2 + H (vgl. [41)); 193 = 13; 181 = 15; 167 = 12,

: e - ﬁ
S AR e B B T
e So ! E‘IJ : g’l "~
* g’ “'-I 'T’ﬂo g } [ n
I 5| wo. o ~ 3 z
0 'N 7
i' 8o % 5 |g 8
5 3 Y 8 8]
[}
3 g - éna ¥ H o
'I §§ CaH2608 " by
T # 9
pem B pem 10 § %
3 i s
_ ULt
A A e T eem 0

Fig. 7. NMR.-Spekirum von Phlovaspin-BB, Smp. 206-208° aus Dryopteris marginalis [4h),
gesittigte Losung in CDCl,, CyaHyp Oy (432,5), versuchsweisc Zuordnungl4)

g = R e
T g"'! 700 F_;:% y, T ggm &
5 Faos 2 < 1 -
W City ciyy ' & x [ b o
g ) 8017 oney = o el -
o O 2l » 535 g
| comer Oy Ble 5 g 5 B
A 8.. gzal ) g‘; ! S cln N.\ (>} ‘m‘
.{ o 3\ T o T THz
f ény o < 51
Methylen-bis-aspidinol 8 #}-m: Y \
- Ca5My, Og T S r
g 8
(=]
4
@ '1'
j H13ppm
" R-418
j@L %.6.74
10 l ‘S ._-448‘44 7 H_u_é .-LLU5_L‘_A .l.‘ 3 l;ulL#'l e 0 ppm

Fig. 8. NMR.-Spektrum von Mzthylen-bts-aspzdmolvBB Smp. 187-190° (aus Methanol) isoliert
aus Dryopleris mavginalis [4h] in CDCly, C,Hg,0, (460,7), versuchsweise Zuordnungl4)

) Wir danken den Herren Dr, H. Fuhrer und A. Bover, Physiklaboratorium der Ciba-Geigy AG,
Basel auch hier bestens fiir diese Aufnahme und ibre Hilfe bei der Interpretation. Zur Auf-
nahme diente ein Varian-Spektrograph-Modell HA-100 (100 MHz). Die mit HO bezeichneten
Signale verschwanden nach Schitteln mit D,0. Chemische Verschiebungen in d-Werten in
PpPm, bezogen auf Tetramethylsilan == 0.
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Die in Fig. 5 beobachteten Spitzen lassen sich deuten, wenn man annimmt, dass die
Hauptkomponcnte die Masse 640 (entspr. Formel 20 A) besitzt, dass die frither bei
dreikernigen Phlorogluciden immer beobachtcte Rottleron-Umlagerung (2s, 4g1 ein-
tritt, die vermutlich thermisch zu 23 fithrt und dass weitere Spaltungen, entsprechend
den frither diskutierten Wegen {41, k, 1, g, n, p] erfolgen. Es ergibt sich dann folgende
versuchsweise Zuordnung: 710, 796, 682, 654 Spuren von Verunreinigungen, ver-
mutlich hhere Homologe von 20 A ; 640 = 20A; 626 = evtl. Spur niederes Homologes
von 20A; 502, 488 und 474 evtl. Spuren hoherer Homologer von 23; 460 = 23; 446
und 432 niedere Homologe von 23; 418 = 24 + H; 417 = 24 (c) und evtl. Isomeres (I}
sowie 460-C4H,; 404 = 26 und Isomeres; 237 = 7 (k) und Isomeres (g); 224 = 3 (h)
und 4 (f); 193 = 13 und Isomeres; 181 = 15 und Isomeres (m* 146 entspr. 224 — CH,).

Das Priparat vom Smp. 168-170° (vorwiegend 20B) zeigte irn Massenspektrum
(Fig. 6) eine deutliche Spitze des Molekelions bei m/e 668 und zwei sehr schwache
Spitzen bei hoheren Massenzahlen (696 und 710), die vielleicht Spuren von héheren
Homologen entsprechen, deutlich war aber noch die Spitze bei m/e 640 (entspr. 20 A).
Die reduktive Spaltung gab gleiche Resultate wic 20A, doch lagen die Rf-Werte
von Acylphlorogiucin (21) und Acylmethylphloroglucin (22) mehr im Bereich der
Butyrylhomologen (vgl. [4s]).
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¥ig. 9. NMR.-Spekirum von Masgaspidin-BB, Smp. 179-181°, isolicrt aus Dryopieris aemula,
in CDCl, CyyHyyO, (446,5), versuchsweise Zuordnung4)

Die Zuordnung der Signale der Methylen- und Methoxylgruppen in den Fig. 7-11
erfolgte aufgrund ihrer Intensitit und in Ubereinstimmung mit fritheren Befunden
(4e, f, q, u, v] (6b]. Dabei ergaben sich folgende Regeln, die auch zur Deutung des
Spektrums von Fig. 12 benutzt wurden. Lage der Signale in §-Werten: -CH,-Gruppe
zwischen zwei Hexadienonringen (z.B. Albaspidin |4q)] bei ca. 3,33 ppm; zwischen
einem Hexadienonring und ecinem Benzolring (z.B. Para-aspidin [4€], Flavaspid-
sdure [4f] und Desaspidin [4q)) bei ca. 3,51-3,57 ppm; zwischen zwei Benzolringen
(vgl. Fig. 7-11) bei ca. 3,66-3,84 ppm, wobei die Methylierung einer o-stdndigen HO-
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Gruppe das —CH,-Signal cz. 0,06 ppm nach hoherem Feld verschiebt. Die unver-
briickte CH,O-Gruppe in Aspidinol [4e] und y-Aspidinol [4f] gab ein Signal bei
3,74-3,76 ppm, eine dhnliche Lage zeigt dic zur Methylenbriicke para-stindige
CH,O-Gruppe im Aemulin (Fig, 11 bei 3,71 ppm). Dagegen gibt die zur Methylen-

HO 0CHg CHsQ i O _ 5
= i =
=]
0-‘; ﬁ %=0 ' @© Fu
12 2w i g - R
CHy Chy & x &
6“3 PHLORASPID1NOL-BR (':“3 ______L__,_A_____ g = é\'
Couliza0s 10 3 5 £
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) L] +
pe =4 (]
= 28 =3 3 .
T .L!J' 1 1 &~
& z 3
[} - (7=
S g s &
r.‘: x
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¢ t
8 7 b -5 Yy 3 2 1 hi
PPN

Fig. 10. NMR.-Spehirum (240 MHz) von Phlovaspidinol-BB (11 in 41) Priap. MI.-233, Smp.
183-185°, C,H,0 O, (446,5), isolicrt aus Dryopteris aemula in CDCl,, versuchsweise Zuordnung™)
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Fig. 11. NMR.-Spektrum von Aemulin-BB (1), Smp. 90-91°, isoliert aus Dryopleris aemula, in
CDCly, Cy Hy, Oy (446,5), versuchsweise Zuordnungld)

15) Aufgenommen mit 3 mg Material; wir danken Herrn Dr. S, K. Ken und scinen Mitarbeitern
am Institut d’Electronique Fondamentale, Faculté des Sciemces d’Orsay, France, fiir die
Aufnahme dieses Spektrums. Es dienté dazu ein von dicser Gruppe selbst gebautes Instrument
(I.E.F. Z40 B) unter Bentitzung der « Fast Fourier Transform Technique».
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gruppe ortho-stindige CHyO-Gruppe Signale bei tieferem Feld mit 4 = 3,96-4,02 ppm
(vgl. die Fig. 8, 9 und 10). Daher glauben wir auch die Signale der zwei Methoxyl-
gruppen im Trisaemulin (Fig. 12) bei 8 = 4,04 und 3,72 ppm in der angegebenen Weise
deuten zu miissen. Die in den weiteren Figuren teilweise vorgeschlagene Zuordnung
ftir die Signale der stark verbriickten HO-Gruppen ist nicht bewiesen.

5. Diskussion der Ergebnisse. — Fiir die taxonomische Auswertung der che-
mischen Resultate sind folgende drei Punkte zu berficksichtigen.

5.1 Die Zusammensetzung der Phloroglucide ist fiir jede Dryopteris-Art weit-
gehend konstant [4h]. Individuelle Schwankungen auch zwischen Pflanzen ver-
schiedener Provenienz sind meistens sehr gering. Eine gewisse Ausnahme machen
D. assimilis, D. spinulosa [4c, m] und D, fragrans [4h], bei denen getinge, aber deut-
liche Schwankungen beobachtet werden.

5.2 Einige eindeutig verschiedene Dryopteris-Arten enthalten gleiche oder fast
gleiche Phloroglucide [4q, s]. Es gilt also die Regel: Eindeutige chemische Unter-
schiede zwischen zwel Pflanzen sind eine sehr starke Stiitze dafiir, dass es sich wirk-
lich um zwei verschiedene Arten gehandelt hat; gleiche Phloroglucide sind aber kein
eindeutiger Beweis fiir Identitit der Pflanzen,

5.3 Die Phloroglucide von Dryopteris-Hybriden sowie von allotetraploiden D.-
Arten sind oft ein additives Abbild der Inhaltsstoffe der Eltern bzw. Vorfahren (41,
g, h]. Dies trifft aber keinesfalls immer zu [4e, {, h]. Gelegentlich wird die Produktion
eines Phloroglucids, das in einem Elternteil vorkommt, durch den andern unter-
driickt, und es ist umgekehrt auch bekannt, dass Hybriden gelegentlich Stoffe pro-
duzieren, die in keinem der Eltern vorkommen ({41, h] [19].

5.4 Besprechung der Resultate. Wie friiher [4c] gezeigt wurde, unterscheidet sich
D, aemula von D, dilatata s. str. vor allem durch Anwesenheit von viel Margaspidin und
etwas Phloraspidinol; jetzt kommen noch die neuen Stoffe Aemulin (1) und Tris-
aemulin (20) hinzu.

D, azorica, D. maderensis und D. intermedia zeigen ein fast identisches Spektrum
an Phlorogluciden, obwohl sie geographisch weit getrennt sind und D. sutermedia
auch unter erheblich anderen klimatischen Verhdltnissen wichst als die zwei anderen
Sippen; D. maderensis scheint nur deutlich mehr der «Albaspidine-Z2» und -3» zu ent-
halten, doch ist es unsicher, ob dieser Unterschied signifikant ist. Das genannte
Resultat steht in ausgezeichneter Ubereinstimmung mit den cytologisch und morpho-
logisch abgeleiteten Befunden von Walker [10] sowie Gibby et al. [8], wonach alle 3
Sippen conspezifisch sind und nur noch als Unterarten unterschieden werden. Von D.
dilatata s. str. unterscheiden sich diese 3 Sippen vor allem durch Abwesenheit von
Para-aspidin.

D, crispifolia, eine neue fir die Azoren endemische Art [8] ist chemisch von D.
dilatata s. str. nicht zu unterscheiden, obwohl sie eindeutig von ihr verschieden ist.
Dies ist ein neues Beispiel fiir die oben als 5.2 gegebene Regel.

¢D. dilalata» von Tenerife, eine neue fiir die Canaren endemische Art, die dem-
néchst als D. guanchica genau beschrieben wird (8] unterscheidet sich chemisch von
D. dilatata s. str. nicht nur durch Abwesenheit von Para-aspidin (wie friiher.[4s] be-
schrieben), sondern auch durch Anwesenheit der ¢Albaspidine-2 und -3». In gleicher
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Fig. 12, NMR.-Spektrum (240 MHz) von Trisaemulin-BA R (20A) Smp. 180-183°, isolicrt aus
Dryopteris aemula, in CDCly, Cg)H 404y (640,6), versuchsweise Zuordnungi®)

Die Zuordnung der Signale im Gebiet zwischen 8 = 3,7 bis 4,1 ppm kann sich in diescm Spek-
trum nur teilweise auf die Intensititen stitzen, weil sie hier nicht genau messbar waren. Wir
haben die bei Fig. 7-11 erwihnten Regeln beniitzt. Auch im dhnlich gebauten a-Kosin [4u] und
Trispseudo-aspidinol [4u] wurden analoge Signale gefunden: Methoxylgruppe 8 == 3,72 ppm und
Methylengruppen bei § = 3,84 und 3,82 ppm. Sonst bestinde fiir Fig. 12 auch die Méglichkeit,
dass das Signal bei § = 3,72 ppm von beiden Methylengruppen stammt, die Signale bei 3,84 und
4,04 ppm von den zwei Methoxygruppen, wir halten dies fiir unwahrscheinlich,

Weise unterscheidet sie sich somit auch von D. ¢rispifolia. Dies ist eine sehr gute
Stiitze flir die morphologischen Befunde (8], wonach D. crispifolia und «D. dilatatar
von Tenerife verschieden sind, obgleich cs schwer ist, diese zwei Arten in gepresstem
Zustand voneinander zu unterscheiden.

Die chemischen Resultate wiren ausgezeichnet mit der Annahme vertriglich,
dass D, dilatata eine allotetraploide Sippe ist, die einmal durch Chromosomenver-
dopplung aus einer Hybride von D. assimilis und D. intermedia entstanden ist (D.
azorica und D. maderensis sind conspecifisch mit D. intermedia, werden nach Gibby et
al. (8] aber als Unterarten von ihr unterschieden). Auch die Morphologie wiirde sehr
gut zu dieser Annahme passen.

57
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Wir haben seinerzeit [4f] diese Méglichkeit nicht diskutiert, weil nach Walker
[10b] D. assimilis und D. intermedia conspezifisch sein sollen und daher nicht beide
als zwei verschiedene Vorfahren in Betracht gckommen wiren. Neuere cytologische
Resultate an natiirlichen Hybriden zeigen aber, dass dies unrichtig ist, eine Bestiti-
gung mit experimentell erzeugten Hybriden ist erwiinscht und ist im Gange. (Per-
sonliche Mitteilung von Frau M. Gibby und Dr. S. Walker, Liverpool). Unseres Er-
achtens spricht alles dafiir, dass D. dilatata wie erwihnt zwei Genome von D, assimilis
und zwei solche von D). snfermedia enthilt. Dic frither [4f] diskutierte Méglichkeit,
dass D. aemula einen Vorfahren von D, dilatata darstellen konnte, wiirde zwar die
Morphologie erkliren, wire aber sehr schlecht mit den chemischen Resultaten ver-
einbar.

Bei D. crispifolia sprechen morphologische, geographische und chemische Be-
funde sehr stark dafiir, dass sic auf analogem Weg, also durch Chromosomenver-
dopplung aus ciner Hybride von D. aemuta mit 1). intermedia subsp. azorica ent-
standen jst. Dabei miisste lediglich angenommen werden, dass in der. Hybride die
Bildung von Margaspidin und Aemulin (evtl. auch Trisaemulin) durch den zweiten
Elternteil (D. intermedia) unterdriickt wird.

Fiir die mogliche Abstammung der «D. dilatatay von Tenerife (= D. guanchica)
lassen sich aufgrund der chemischen Resultate keine begriindeten Schliisse ziehen.
Geographische und morphologische Befunde sprochen zwar sehr stark dafiir, dass
ciner ihrer Vorfahren wieder D, gemula ist. Von den in D. aemula vorkommenden
Phlorogluciden fehlt der « D). dilatata» von Tenerife aber nicht nur Aemulin und Tris-
aemulin, sondern auch Margaspidin, das in D. gemula sehr rcichlich vorkommt (vgl.
Tab. 1). Es muss also angenommen werden, dass in der Hybride die Bildung dieser
drei Stoffe durch den unbekannten zweiten Vorfahren unterdriickt wird.

Wir danken Herrn H. Mellesics, Wien vielmals flir wertvolles Pflanzenmaterial, Herrn
Dr. /. v. Euw fur Ausfohrung von Versuchen, Herrn Dr. K. Stickel fir seine Hilfe bei der Inter-
pretation der NMR.-Spekiren, ihm und llerrn K. Asgevier {tur Zeichnungen von Spektren, Prl,
R. Pykkdnen und Frau M. Hirvonen fir technische Hilfe beim Chromatographieren.

Experimenteller Teil

Allgemeine Angaben. Methodik wie frither [4c, 4{, 4h, 4s] beschrieben. Abkirzungen: Alk =
Athanol, An = Accton, Be -~ Benzol, Chf = Chloroform, DC. — Dnnschichichromatographie,
Fr. = Fraktion, Mec = Methanol, ML. = eingedampfte Mutlerlauge, MS, = Masscnspektrum,
n.g. = nicht getrennt, n.u. —= nicht woiler untersucht, PC. — Papierchromatographie. Er-
gebnisse der DC. der vohen Extrakte sowic der MgO-Rohfilicine vgl, Tab. 1. Bei Gemischen wur-
dcn die Hauptbestandteile durch Kursivschrift gekennzeichnet, Nebenbenstandteile in Klam-
mern.

Durchfiihrung der Fixicrungen und der cytologischen Untersuchung wic frither [4s] erwihnt.
Resultate vgl. Tab. 1.

Dic Rereitung der folgendon einkernigen Stoffe geschah in Analogie zu [13] [4b] (14], wobei
die vier Homologen Phloracylophenone A-V (21 mit R = CHg, C H;, #-Cgll, und #-C/H,) als
Ausgangsmaterial dienten und mit Diazomethan methyliert wurden, IEs entstanden dabei immer
Gemische von Ausgangsmaterial, Monomethylither (Desaspidinole 16-19) und Dimethyldther,
beglcitet von geringen Mengen C-Mcethylierungsprodukten (Aspidinole 4 hzw. Homologe). In den
mcisten Fillen gelang dic Trennung am cinfachsten aufgrund der verschiedenen Aciditit, Aus-
gangsmatcrial liess sich durch Na,COy-Idsung ausschiitteln, die Desaspidinole nnd Aspidinole mit
NaQH-Lésung, die Dimethylither verbleiben im Neutralteil, Nur Desaspidinol-A und Aspidinol-A
gehen dahbci in die Na,CO,-Losung [14], Sie wurden vom Ausgangsmaterigl (21 mit R=CHy)
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durch Saulenchromatographie an SiQ, getrennt, Ilicssmitte] n-Hexan/Be 1:1 und reines Be. Die
crsten Fr. waren Mischungen von Aspidinol-A (analog 4) und Desaspidinol-A (16), es folgte reines
16. In gleicher Weisc wurdcn dic NaOH-Ausziige der hdheren Homologen P-V getrennt, die aus
den Aspidinolen P-V (analog 4) und den Desaspidinolen P-V (17-19) bestanden.

Desaspidinol-A (16) aus Be farblose Nadeln, Smp. 137-139°, m/e 182 [14] [15], Desaspidinol- P
(17), aus Be farblose Nadeln, Smp. 118-120°, mje 196. Desaspidinol-B (18), aus An/Petrolidther
farblosc Nadeln, Smp. 121-123", m/e 210 in guter Ubereinstimmung mit frivheren Angaben[16][17],
wihrend Penttild & Sundman [18] Smp. 127-128° fanden. Desaspidinol-V (19), aus Be farblose
Nadcln, Smp. 96-98°, m/e 224.

Ortho-desaspidin-BB (28 B) bercitet nach Penttild & Sundman [21], aus Me farblose Tafcln,
Smp. 130-132°, die genanntcn Autoren fanden 133-135°. Ortho-desaspidin-AB (2BA) wurde
analog aus 3-Acctylfilicinsdure {196 mg) und Ortho-desaspidinol (210 mg) mit Formaldehyd und
KOH bereitet. Aus Me 48 mg farblose Nadelbiischel, Smp. 149 -150°, /e 418, Chromatographisches
Verhalten im DC. vgl. Fig. 3.

Unteysuchung von Dryopteris acmula. a) von den Azoren (TR-3470 und 3500). Die 661 mg
MgO-Rohfilicin wurden an 16,5 g $i0, chromatographiert. Frgebnis vgl, Tab. 2.

Tabelle 2. Chromatographie von 661 mg MgO-Rohfilicin aus D. acmula (4 zoren)

Fr. Nr. Eluiermittel Eindampfriickstand
10 ml/Fr. Menge Flecke im DC. Weiterc
in mg Verarbeitung
1-3 Hexan/He 1:1 1249 Aspidin-BB u. -AB Aus An krist.
Para-aspidin-BB u. -AB Aspidin-AR (BB)
4-5 Hexan/Be1:1 26,5 Aspidin-BB u. -AB Phloropyron  Aus An keine
Para-aspidin-BB u. -AB Krist. n.g.
67 Hexan/Be 1:1 85,0 (Aspidin-AB) Aus An3mg
(Para-aspidin-AD) Phloraspidinol-BB
(Desaspidin-BB) ML nochmals chrom.
Aemulin, Phloraspidinol vgl. Tab. 4
8-12 Hexan/Bel:1 150,6 Aemulin Trennung vgl.
Margaspidin Tab. 4
13-16  Hexan/Bel:1 64,7 (Acmulin) Aus CCl, 31,4 mg
Margaspidin-BB Margaspidin-BB
17 -23 Hexan/Be 1:1 96,2 Margaspidin-BI3 Aus Be nur Krist,
Flavaspidsiure Gemische n.g.
24-50 Be 28,0 Flavaspidsiaure Aus Alk keine

Krist. n.g.

Die I'r. 1-3 gaben aus An 12,7 mg Aspidin-AB, Smyp. 105-108°, das noch ctwas Aspidin-BB
enthielt (MS., DC.). Die Fr. 6-7 gaben aus An 3 mg Phloraspidinol-BB, Smp. 183-185°, nach MS.,
IR. und DC. identisch mit synthetischem Material vom Smp. 190-192° bereitet nach [2g]. Dic
ML. wurde nochmals chromatographicrt (Tab. 4). Die Ir, 8~12 gaben aus CCl, nur Kristall-
gemische und wurden nochmals chromatographiert (Tab. 4). Die Fr. 13-16 gaben aus CCl, 31,4 mg
Margaspidin-BB, Smp. 173-175°, nach MS. (M '+ Lei m/e 446), TR. und DC. identisch mit authenti-
schem Material vom Smp. 174-176° aus D. marginalis [4h].

Die 163 mg Ba(OH),-Rohfilicin wurden an 8 g SiO, chromatographiert. Ergebnis vgl. Tab. 3.

Dic Fr. 15-18 gabcn aus An 0,4 mg reines Trisaemulin-BBB, Smp. 168-170%, nach MS.
(M* bei.m/e 668) und DC. einheitlich. Dic Fr. 19-24 gaben aus An noch 1,8 mg, Trisaemulin,
Prip. B, das nach MS. (Fig. 6) und DC. vorwiegend das liomologe BBE und wcnig BAB enthielt.
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Die Fr. 25-28 gaben aus CC], nur Kristallgemische und wurden nochmals chromatographiert
(Tab. 4). Dic Fr. 20-32 gaben aus CC); 11,7 mg reines Margaspidin-BB vom Smp. 177-178°,

Zur Isolierung des Aemulins wurden die ML. der Fr. 6-7 (Tab. 2) mit den Fr. 8-12 (Tab, 2)
und 25-28 (Tab. 3) vereinigt und das Ganze (224 mg) nochmals an 5 g Si0, chromatographiert.
Ergebnis vgl. Tab. 4.

Dic Fr, 38-44 gaben aus Cyclohexan/Hexan 4,2 mg Acmulin-BB, Smp. 90-91° und die
Fr. 45-50 noch 11 mg gleiche Kristalle. Die Fr. 51-65 gaben aus CCl, 9,2 mg Margaspidin-BB,
Smp. 179-181°. Dic ML, von Fr. 45-50 und 61-65 enthalten noch unbekannte Stoffc mit ctwas
klcineren Rf-Werten, die aber mit Echtblausalz-B gleiche I'drbungen gaben wie Aemnulin, Phlor-
aspidinol und Margaspidin. Méglicherweise handelt es sich uin die AB oder AA-Homologen dieser
Stoffe, doch konntc keincs dieser Nebenprodukte in reincr Form gefasst werden.

b) D. aemula aus der Bretagne (TR-3549 etc.). Die 1 g MgO-Rohfilicin wurden an 25 g SiO,
chromatographiert. Ergebnis vgl. Tab, 5.

Fr. 1 gab aus An 0,6 mg Aspidin-BB, Smp. 113-116°, nach MS. und DC. rein. Die Fr. 2-3
gaben ans An 9,2 mg Aspidin-AB, Smp, 115-118°, das nach DC. noch etwas BB-Derivat enthielt.
Die Fr, 25-52 gaben aus Be 22,5 mg Margaspidin-BR, Smp. 171-173° und 16 mg weiterc Kristalle,
die noch etwas Aemulin cnthielten. Die ML, dieser Kr. enthielten vermutlich noch etwas Marga-
spidin-AB oder -AA, das aber nicht isoliert werden konntc,

Zur Trennung der 94,7 mg Material von Fr. 4-9 wurde dieses nochmals an 2,5 g Si0, chromato-
graphiert. Die Fr. 1-40 (35,6 mg, eluiert mit Hexan/Be 1:4) gaben aus An 7,9 mg Aspidin-AB,

Tabelle 3. Chromatographic von 163 mg Ba(OH)y Rohfilicin aus D. acmula von den A zoren

Fr. Nr. Eluiermittel Eindampfrickstand
Menge Flecke im DC, Weitere
in mg Verarbeitung
1-14 Hexan/Bel:1 18,0 Methylen-bis-aspidinol-BB ng.
Trisaemulin
Aspidin-BB
15~18 Hexan/Bel:1 15,0 Methylen-bis-aspidinol-BB Aus An 0,4 mg
Trisaemulin Trisaemulin
1924 Hexan/Bel:1 18,0 Para-aspidin-BB u. -AB Aus An1,8 mg
Trisaemulin Trisaemulin
2528 Hexan/Bel:1 22,0 Margaspidin-BB Trennung
Aemulin-BB Tab. 4
29-32 Be 53,0 Margaspidin-BB Aus CCI, 11,7 mg
Aemulin-BB (Flavaspidsiure) Margaspidin
3388 Be 36,0 Margaspidin-BB Aus Be keine

Krist. n.u.

Tabelle 4. Chromatographie von 224 mg Aemulin-haltigem Malsyial

Fr. Nr. Eluicrmittel Eindampfrickstand
Menge Flecke im DC. Weitere
in mg Verarbeitung
1-37 Hexan - - -
3844 Hexanf{Bel:l 30 Aemulin Krist. Aemulin
4550 Hexan/Bel:1 27,5 Aemulin, Margaspidin Krist. Aemulin
(Flavaspidsiurc)
51-65 Hcexan/Bel:1 23,2 Margaspidin (FFlavaspidsiure) Krist, Margaspidin

66-89 Be - - -




HEevveTica CHIMICA AcTA — Vol. 58, Fasc. 3 (1975) — Nr, 100 901

Tabelle 5. Chromaiographie von 1 g MgO- Rohfilicin aus D). acmula (Bretagne)

Fr. Nr. Eluiermittel Eindampirgckstand
8 ml/Fr. Menge Flecke im IDC. Weitere
in mg Verarbeitung
1 Be 21,8 Aspidin-BBR, (-AB) Krist. Aspidin-BB
2-3 Be 18,6 Aspidin-AB (BRB) Krist.
Trisaemulin Aspidin-AB (BB)
49 Be 94,7 Aspidin-AB, Phloropyron, Nochmals
Trisaemulin, Para-aspidin chromatographiert
10-24 Be 407,0 Trisaemulin, Aemulin, Nochmals
Phloraspidinol, Margaspidin, chromatographiert
Flavaspidsdure
25-52 Be 163,0 Margaspidin, (Aemulin) Krist. Margaspidin
53-150 Be 60,1 (Margaspidin), (Flavaspidsidure) n.g.
151-212 Be/Chf1:1 66,2 Flavaspidsiure n.u,

Smp. 115-118°, das noch etwas Homologes BB enthielt. Die Fr, 41-102 (14,2 mg, eluicrt mit
Hexan/Be 1:4) enthielten nach DC: (Aspidin-AB), Phloropyron und Para-aspidin, n.g. Die
Fr. 103-125 (30,8 mg, eluiert mit Hexan/Be 1:1) gaben aus An 8,8 mg Trisaemulin-BAB, Smp.
180-183° (Prap. A). Die weiteren Fr, 126-155 (15,8 mg, cluiert mit Hexan/Be 1:1) enthiclten nur
Trisaemulin, gaben aber keine Kristalle.

Auch die Fr. 10-24 von Tab. 5 (407 mg) wurden durch Chromatographie an 6 g SiO, getrennt,
zum Eluieren jeder ¥r. dienten jeweils Hexan/Re 1:2. Die I'r. 1-5 (9,1 mg) enthielten nach DC.
Aspidin-AB (-BB), gaben aus An aber keine Kristalle. Dic Fr. 6-21 (16,1 mg) gaben aus CCl,
12 mg Aemulin-BB, Smp. 85-87° und 2,8 mg Smp. 89-92°. Dic Fr. 2240 (32 mg) gaben aus CCl,
8,6 mg Aemulin-BB, Smp. 87-89° und 3,2 mg Kristallgemisch von Aemulin mit Margaspidin.
Die ¥r. 41130 (415 mg) enthielten nach 1)C. neben wenig Aemulin nur Margaspidin, sie gaben aus
CCl, 82,1 mg Margaspidin-BB, Smp. 174-176° sowic 14,6 mg Smp. 173-175° und 12,4 mg 170-173°.
Die ML. der Fr. 6-21, 22-40 und 41-130 enthielten nach DC. vermutlich noch die Homologen AB
oder AA von Aemulin, Margaspidin und Phloraspidin in kicinen Mengen. Nach erneuter Chromato-
graphic diescr Mutterlaugen (264,9 mg Lindampfriickstand) liessen sich noch 3,5 mg krist.
Aemulin-BB Smp. 91-93° sowie 24,6 mg Kristallgemisch von Aemulin + Margaspidin gewinnen.

Dic 1,45 g Ba(OH),-Rohfilicin1%) ans D. aemula (Bretagne) wurden ebenfalls an 37 g SiO,
chromatographiert. Die Fr. 1-30 (66,3 mg, elniert mit Be) cnthielten nach DC. nur Trisaemulin
und gaben aus An 5,2 mg Kristalle, Smp. 168-171°, dic nach IDC. zur Hauptsache diec Homologen

Tabelle 6. Chromatographic von 1,18 g MgO- Rokfilicin aus D. azorica

I'T. NI, Lluicrmittel rmagampirackstang
10 ml/Fr. Menge Flecke im DC, Weitere
in mg Verarbeitung

1-4 Hexan/Be 1:1  121,0 Aspidin-BB (Albaspidin-BB) Krist. Aspidin-BB

5-15 Hexan{Bel:1  629,6 Aspidin-BB u. -AB Krist. Gemisch n.g.
16-55 Hexan/Bel:1 275 (Aspidin-BBj u. ~AI Krist. Aspidin-AB
56-95 Be 64,6 (Aspidin-BB) u. -AB n.g.

(Albaspidin-BB u. -AB)

96-130 Chf/Alk 99:1 40.5 Flavaspidsiure nu.

1) Dies Material enthielt vicl anorganische Verunreinigungen; dies erkldrt, warum sich nur so
wenig an der Sule eluieren liess.
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BBE und BAB enthielten. Dic Fr. 30-115 (28,8 mg, cluiert mil Be/Chi 1:4) enthielten nach DC.
Trisaemulin, Aspidinol (Artefakt) und Flavaspidsiure, gaben aber keine Kristalle.

Untersuchung von Dryopteris azorica. Die 1,18 g MgO-Rokfilicin wurden an 30 g 5iO, chroma-
tographiert. Ergebnis vgl. Tab. 6.

Die Fr. 1-4 gaben aus An 21 mg Aspidin-BB, Smp. 115-118°, nach MS. (M+, m/e 460), DC.
und IR. reines BB-Derivat. Dic Fr. 5-15 gaben aus An 251 mg Kristallgemisch von Aspidin-BB
und -AB, Smp. 80-92°/109-112°. Dic Fr. 16-55 gaben aus An 125 mg Aspidin-AB, Smp. 113-116°,
das nach MS. und DC, noch wenig Homologes-AB cnthielt.

Die 0,04 g Ba(OH),-Rohfilicin enthielten nach DC. diesclben Stoffe. Acmulin, Margaspidin
und Phloraspidinol waren in beiden Rohfilicinen in nachweisbaren Mengen sicher abwesend.

Unteysuchung der D. crispifolia. 174 mg MgO-Rohfilicin wurden an 8,7 g $i0, chromalo-
graphicrt, Ergebnis vgl, Tab. 7.

Tabelle 7. Chramatographie von 174 mg MgO-Rohfilicin aus D. crispifolia

Fr. Nr. Elnicrmittel Eindampfritckstand
10 mi/Fr. Menge Flecke im DC. Weitere
in mg Verarbeitung

1-3 Hexan/Be 1:1 23,6 Aspidin-BB Krist. Aspidin-BB

45 Hexan/Be 1:1 95,0 Aspidin-BB, -AB Krist. Gemisch
Para-aspidin-BB

6-7 Hexan/Be 1:1 8,0 (Aspidin-BR), -AB Krist.
Para-aspidin-BB Aspidin-AB {BB)

8-9 Ilexan/Be 1:1 6,7 Aspidin-AB Keine Kirist.

10 Hexan/Be 1:1 8,0 Phloropyron, P"ara-aspidin-AB, Keine Krist. n.g.
. Methylen-bis-aspidinol-BB,
Desaspidin-BB, Aspidinol-B
Flavaspidsiure
11 Hexan/Be 1:1 6,6 Aspidinol-B Keinc Krist.

Die Fr. 1-3 gaben aus An 5,6 mg Aspidin-BB, Smp. 119-121°, nach MS. (M+* bei mfe 460),
DC. und IR. frei von tHomologen. Die Fr. 4-5 gaben ans An 38 mg Kristallgemisch von Aspidin-BB
(-AB) und Para-aspidin-BB, n.g. Die Fr. 6-7 gaben aus An 6 g Aspidin-AB, Smp. 104-105°, das
nach MS. und DC. noch etwas Aspidin-BD enthielt.

Das Ba(OH),;-Rohfilicin cnthielt nach DC. genan dicselben Stoffe. Weder in MgO noch im
Ba(OH)4 Rohfilicin waren Acmulin, Margaspidin oder Phloraspidinol nachweisbar.

Untersuchung der 1), sdilatatar aus Tenerife. 0,262 g MgO-Rohfilicin wurden an 6,55 g Si0,
chromatographiert. Ergebnis vgl. Tab. 8.

Tabelle 8. Chromalographie von 0,262 g MgO- Rohfilicin aus D. sdilatata»

Fr. Nr. Eluiermittel Eindampfrickstand

10 mi/Fr. Mcnge Flecke im DC, Weitere

in mg Verarbcitung

Albaspidin-BB, Aspidin-I3B3
« Alpaspidin-2»

Aspidin-BB ¢« Albaspidin-2» n.g.

Aspidin-AB Krist. Aspidin-AB
Albaspidin-AA Phloropyron

Flavaspidsiure

14 1lexan/Be1:4 55,2 Krist. Aspidin-BB
5-13 Hexan/Bcl:4 45,4

1437 Hexan/Bel:4

3848 Hexan/Bel:1 95,4

48.63 Be
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Die Fr, 1-4 gaben aus Me 7 mg Aspidin, Smp. 119-121°, nach DC,, IR. und MS. Gemisch von

viel des Homologen-BB mit weniger -PB. I MS. Spitzen bei m/e 460 (BB) und schwichere bei
446 (PB).

Die I'r. 5-13 gaben keine Kristalle (n.g.). Dic Fr. 14-63 gaben aus Hexan 8,4 mg Aspidin-AB,

Smp. 113-114°, nach DC., IR. und MS, rcines AB-Dcrivat.

Uniersuchung dev 13. maderensis. 0,14 g MgO-Rohfilicin wurden an 3,5 g $i0, chromato-

graphiert, Ergcbnis vgl. Tab. 9.

Tabelle 8. Chromatographie von 140 mg MgO-Rohfilicin aus D. maderensis TR-2611 und 2597

Fr. Nr. Elutermittcel Eindampirtickstand
10 mi/Fr. Menge Flecke im DC. Weitere
in mg Verarbeitung
1-23  Hexan 0 - -
2426 Hexan/Bel:1 47,0 Albaspidin-BB Aspidin-BB Krist. Aspidin-BB

s Albaspidin-2»

27-29 Hexan/Bel:l 18,0 Aspidin-BB u. AB n.g.

«Albaspidin-2» Albaspidin-AA

30-60 Be 19,0 Aspidin-BB u. AB. ng.

Albaspidin-AA

61-71 Chf 16,0 Flavaspidsidure n.u.

Die I'r, 24-26 gaben aus Me 2,2 mg Aspidin-BB, Smp. 118-120° und weiterc 9,1 mg vom

Smp. 116--118°. Beide warcn nach DC,, IR. und MS, reines BB-Derivat. Die andercn Fr. gaben
aus An oder Me kcine Kristalle.
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