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Abstract—A new trisaccharide selaginose was isolated from Selaginella kraussiana and identified as
2-0-a-p-Glucopyranosyl-a,a-trehalose. This compound occurs only in two distinct groups of species

of the subgenus Heterophyllum.

EINLEITUNG

Als mengenmiafig bedeutendstes Oligosaccharid
ist bei der Gattung Selaginella die Trehalose
bekannt[1, 2]. Sie vertritt dort die Saccharose,
die allerdings in kleinen Mengen ebenfalls
gefunden wurde [3, 4]. Bei Untersuchungen uber
den Umsatz der Oligosaccharide in Selaginella
stieBen wir bei einigen Arten auf ein bisher nicht
beschriebenes Triglucosid, fiir das wir den
Trivialnamen Selaginose (1) vorschlagen und
dessen Isolierung, Identifizierung und Verbrei-
tung innerhalb der Gattung im folgenden be-
schrieben wird.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Identifizierung und Beschreibung von Selaginose

Aus Selaginella kraussiana (Kunze) A. Braun
wurden rund 600 mg Selaginose in chromatogra-
phisch reinem Zustand isoliert. Sie erwies sich
bei der zweidimensionalen Chromatographie in
Kombinationen der FlieBmittel 1-6 als eindeutig
von anderen Oligosacchariden verschieden (Tab.
1) und lieB sich von einer Kohle-Celit-Séule[5]
mit 7% Alkohol extrahieren, wiahrend die ande-
ren Oligosaccharide von Selaginella schon bei
2% (Trehalose) bzw. 3% (Saccharose) eluiert
werden.

Die Analyse des schwefelsaueren Hydrolysats

*Herrn Prof Dr Wilhelm Stemer zum 70 Geburtstag

gewidmet.

Tabelle 1 Vergleich der Ri -Werte von Selaginose 1n
verschiedenen FlieBmitteln zu denen anderer Ohgo-
saccharide

FheBmittel Nr

Ohgosaccharid 1 2 3 4 6

Selaginose 0,62 046 028 0,57 036
Saccharose 106 0,75 0,73 084 0,72
Maltose 090 0,60 063 0,74 0,57
Maltotriose 072 036 039 — _

a,a-Trehalose 0,81 0,63 055 0,76 0,60
Raffinose 0,76 0,38 0,33 0,57 0,35
Stachyose 043 020 0,13 0,39 0,17

des Monohydrats der Selaginose ergab als
einziges Produkt Glucose, deren enzymatisch
bestimmte Menge 97,7% der -eingesetzten
Verbindung entsprach. Selaginose erwies sich als
Fehling-negativ und als stabil gegeniiber Erhit-
zen in 1% KOH. Es handelt sich also um einen
nichtreduzierenden Zucker. Der Schmelzpunkt
des Monohydrats lag zwichen 152 und 155°, der
der wasserfreien Verbindung bei 150 bis 153°.
Die Struktur der Selaginose ergab sich aus der
Analyse des Partialhydrolysats, die neben Glu-
cose auch groBe Mengen an Trehalose und
geringe Mengen an Kojibiose lieferte, sowie aus
der Perjodatoxydation mit anschliessendem sog.
Smithabbau. Der Verbrauch von 5 Mol Perjodat
pro Mol Selaginose sowie das Auftreten von
Glycerinaldehyd und das Fehlen von Erythrit im
Hydrolysat des reduzierten Oxydationsproduk-
tes sprechen dafiir, daB es sich bei Selaginose
um eine 2-O-a-b-Glucopyranosyl-a,a-trehalose
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Abb 1 Schema der Reaktionsfolge bei der Perjodatoxydation
und anschlieBendem Smith-Abbau von Selagmose

handelt, die durch Perjodatoxydation und Hyd-

rolyse entsprechend Abb. 1 zerlegt wird.
Dieser Struktur entspricht auch das mit einem

Dampfdruckosometer bestimmte Molekularge-

wicht von 524 (Theorie: 504,4), sowie die
spezifische Drehung ap = 185° wasserfreier
Selaginose (¢ =2,46; Wasser). Die molare

Drehung von +933 stimmt recht gut mit dem
nach Stanek[6] errechneten theoretischen Wert
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fiir eine 2-0-«-p-Glucopyranosyl-a,a -trehalose
uberern,

Fur eine 2-0O-B-bD-Glucopyranosyl-a,a-
trehalose wirde sich ein Wert von 608° ergeben.
Auch die Elementaranalyse des Monohydrats (C
41,48%:; H 6-439%) entsprach der Theorie (C
41,38%: H 6,56%)

Spaltbarkeit durch Enzyme

Selaginose. Maltose, Cellobiose und a.a-
Trehalose wurden mit Emulsin, Polidase S und
einer aus Backerhefe hergesteliten Trehalasepra-
paration in 0,1 M Acetatpuffer pH 5.1 inkubiert.
Von Emulsin wurden alle drei Kontrollzucker,
von Polidase S Maltose und Cellobiose, und von
der Trehalasepraparation praktisch nur die .-
Trehalose gespalten Selaginose wurde jedoch
von kemem der drer Enzyme bzw. Enzymge-
mische angegriffen Maglicherweise unterliegt
die Spaltung von Selaginose bei den Verwende-
ten Enzymen emer sterischen Hinderung, da das
an der a,a-Trehalose in 2°-Position gebundene
dritte Glucosemolekul im Raummodell uber die
1-1-Bindung der «,a-Trehalose zu liegen kommt
Entsprechende raumliche Verhaltnisse liegen
auch bei der Umbelliferose[9] (2“-a-Galacto-
sylsaccharose) vor, bei der das Galaktosemole-
kul uber der Saccharose-Bindung liegt und die im
Gegensatz zur isomeren Raffinose (6%-a-
Galaktosylsaccharose) durch Invertase nicht
gespalten wird.

Ein selaginosespaltendes Enzym sollten die
selaginosehaltigen Selaginellen besitzen, dage-
gen nicht die Selaginellen, die keme Selagmose
aufweisen. Daher wurden von S. kraussiana
(enthalt Selaginose) und S. martensu Spring
(keine Selaginose) Enzymrohextrakte hergestellt
und deren Fahigkeit gepruft, "C-Selaginose und
“C-Trehalose zu spalten. Dabei zeigte sich, daf
nur die Rohextrakte von S kraussiana n der
L.age waren, Selaginose und Trehalose zu spal-
ten, wahrend die von S. martensti nur Trehalose.
aber keine Selaginose spalteten. Ob S. kraussi-
ana zur Spaltung von Trehalose und Selaginose
zwei verschiedene Hydrolasen oder eine Treha-
lase mit erweiterter Spezifitat besitzt, mufl noch
naher untersucht werden.

Verbreitung der Selaginose

Von zahlreichen Arten wurden ganze
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Pflinzchen bzw. Zweige mit heiBem Wasser
extrahiert und die Extrakte durch ein- und
zweidimensinale Papierchromatographie in den
FlieBmitteln 1-4 analysiert. Das Frischmaterial
wurde in fast allen Fillen sowohl im Juni als
auch im Dezember untersucht (Entnahme je-
weils zwischen 11 und 14 Uhr), da der Gehalt an
Oligosacchariden in vielen Pflanzen starke tage-
sund jahreszeitliche Schwankungen aufweist. In
allen untersuchten Arten waren Trehalose, Glu-
cose und Fruktose nachweisbar. Saccharose
fand sich in einigen Arten in relativ grofen, meist
nur in geringen Mengen. Bei einigen Arten war
sie nicht nachweisbar. In denjenigen dieser
Pflanzen, mit denen im Zusammenhang mit
anderen Untersuchungen (Fischer und Kandler
unverdffentlicht) Photosynthese in Luft + '“CO,
ausgefiihrt wurde, konnte jedoch regeimaifig
auch markierte Saccharose gefunden werden. Es
ist daher anzunehmen, dafl auch Saccharose,
wenn auch haufig in geringen Mengen, ubiquitar
innerhalb der Gattung verbreitet ist. Entspre-
chendes gilt fiir Maltose.

Im Gegensatz zu diesen allgemein in der
Gattung verbreiteten Zuckern tritt Selaginose
nur sporadisch auf. Tab. 2 enthilt alle unter-
suchten Arten ohne und Tab. 3 alle Arten mit
Selaginose. Die Reihenfolge entspricht der Ein-
teilung von Hieronymus[10]. In den Tab. 2 und 3
ist der Name, mit dem das untersuchte Exemplar
im Herbar bzw. im Botanischen Garten
bezeichnet war, zuerst angegeben. Der z.7Z.
giiltige Name entsprechend dem Index
Selaginellarum (11] ist angefiigt.

In mehreren Fallen wurde sowohl Herbarma-
terial als auch Frischmaterial untersucht, wobei
in allen Fillen das Ergebnis hinsichtlich des
Zuckergehaltes Uibereinstimmte. Dies gilt auch in
den Fallen, in denen Herbarmaterial sehr ver-
schiedener Aufsammlungen unter verschiedenen
Namen hinterlegt war; z.B. S. shortensis Mett
(1867 gesammelt) und S. kraussiana (Kunze) A.
Braun (1953 gesammelt).

Wie die Tab. 2 und 3 zeigen, fand sich
Selaginose nur in zwei, allerdings zu verschiede-
nen Sektionen gehorenden Reihen der Untergat-
tung Heterophyllum, nidmlich in Reihe 1 der
Sektion 1 (Pleiomacrosporangiatae) und in Reihe
2 der Sektion 2 (Oligomacrosporangiatae), wenn
man der Einteilung von Hieronymus{10] folgt.
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Tabelle 2 Zusammenstellung der untersuchten Arten, die
keme Selaginose enthalten

GATTUNG Selaginella
UNTERGATTUNG 1 Homoeophyllum
Section 1 Cyhndrostachyae (umfaBt nur 1| Gruppe)
I. Gruppe (umfaBBt nur 2 Arten)
S deflexa Brack
9§ S. selaginoides (L.) Link
Section 2 Tetragonostachyae
1 mt 3 Gruppe (umfassen insgesamt 40 Arten)
S bigelowu Underw.
t S dreger (PreshHieron
18 oregana D. C Eaton
1 S. peruviana (Milde)Hieron.

UNTERGATTUNG 2 Heterophyllum

Section 1 Pleiomacrosporangiatae

Rethe 1. Monostelicae

2 mit 28 Gruppe (umfassen insgesamt 294 Arten)

1 S. apus-Spring =S apoda (L.) Fern

*S apoda (L) Fern

+8 arbuscula var menziesii (Hook. & Grev.)
Skottsberg = § menziesn (Hook & Grev.) Spring

*S atrovindis (Wall) Spring=S intermedia (Blume)
Spring

* S biformis A Braun ex Kuhn

t 8 brachystachya (Hook. & Grev ) Spring

*1 S. braunn Baker

* S caulescens (Wall)) Spring= §S.
Spring

¥ S. chrysocaulos (Hook & Grev.) Spring

1 S. contigua Baker

1 S. convoluta (Arn.) Spring

+ S distans Warb.

* S. flabellata (L.) Spring p.p

+ S. flexuosa Spring

* S. grandis Moore

* S, haematodes (Kunze) Spring

t 8. helvetica (L) Spring

* 8. lepidophylla (Hook & Grev.) Spring

*1 S martensii Spring

*1 S microphyvlla (HBK) Spring

18 menziesii (Hook & Grev.) Spring

S mongholica Rupr = S sinensis (Desv ) Spring

* 1 S. pilifera A. Braun

* S, pulcherrnma Liebm.

* S. umbrosa (Lemaire) Hort.

* S usta Vieill. ex Baker

* S uticulosa Klotzsch

*1 S vogelit Spring

involvens (Swartz)

Reihe 2 Pleisostelicae

1. mit 4 Gruppe (umfassen insgesamt 34 Arten)

* S inaequalifolia var. perelegans (Moore) Baker=S.
plana (Desv ) Hieron.

* S uncinata (Desv ) Spring

* S victoriae Moore

* S wallichu (Hook & Grev.) Spring

* S, willdenowti (Desv.) Baker

Section 2 Oligomacronsporangiatae

Rethe 1. Continuae

Unterrethe 1+ Monostelicae

1 mit 3 Gruppe (umfassen insgesamt 18 Arten)
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Table 2 (Contd)

£S amphirrhizos A. Braun ex Kuhn=S fissidentoides
(Hook & Grev.) Spring

§ S fulcata (Beauv ) Spring

= S fissidentoides (Hook & Grev ) Spring

tS membranacea (Desv ) Spring

£ S obtusa (Beauv ) Spring = § concinna (Swartz) Spring

S scandens (Beauv) Spring =S. myosurus (Swaitz)
Alston

Linterrethe 2 Pleiostehcae (umfaft nur | Gruppe)

1 Gruppe (umfalit nur 2 Arten)

= 8§ Ivallit (Hook & Grev ) Spring

Arten der Untergattung 2, deren Stellung nach HIERONY-
MUS nicht sicher st

* S japonica Mig =S remotifolia Spring

= S ornthopodiowdes (L) Spring

“ S roxburghu (Hook & Grev ) Spring

* S tefurcata Baker= S deltordes A Braun

Arten, die bet HIERONYMUS nicht verzeichnet sind-

=S burgeffii fehlt im [ndex (vielleicht nicht verotfentlicht7)

* S canalwculata (L) Spring

* S. hetetodonta (Desv ) Hieron

*S pachystachys Koidz = § volvens (Swartz) Spring

* S pallescens (Presl) Spring

*S  pallescens “Emmeliana’™ = S
Spring

*S paxn Hieron

*S teluting Cesati

pallescens (Presl)

* Botanischer Garten Muchen;

+ Herbarmaterial aus Bay Bot Staatssammlung Munchen;
+ Herbarmaterial aus Bot Museum Berlin,

§ Herbarmaterial aus Herbar Zurich,

¢ Herbarmaterial vom naturhichen Standort

Bemerkenswert ist, daf} alle untersuchten Arten
dieser beiden Reihen ausnahmslos Selaginose
enthielten, wahrend dies bei keiner der zahlrei-
chen untersuchten Arten der iibrigen Reihen der
Fall war. Diese vollstandige Parallelitat der
Einteilung nach Hieronymus mit dem damals
unbekannten chemischen Merkmal spricht dafur,
daf3 das verwendete System zumindest in enge-
ren Bereichen die naturliche Verwandtschaft
wiedergibt.

Ber einer Neubearbeitung der Gattung wird zu
uberlegen sein, ob sich nicht weitere Merkmale
finden, die es erlauben, die beiden Selaginose
enthaltenden Rethen innerhalb des Systems
ndher zusammenzufuhren. Es ist aber auch
denkbar, dap das Vorkommen von Selaginose
keine engere Verwandtschaft der beiden Reihen
bedeutet, sondern daf} die Fahigkeit zur Bildung
eines auf Trehalose aufbauenden Triglucosids
entweder unabhangig voneinander in zwei ver-
schiedenen Gruppen von Selaginella entstanden
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Tabelle 3 Zusammenstellung der Arten, die Selaginose

enthalten

GATTUNG: Selaginella

Untergattung 2 Heterophyllum

Section 1 Pletomacrosporangiatae

Rethe 1 Monostelicae

1 Gruppe (umfaBt nur 4 Arten)

tS adunca A Braun ex Hieron

t+S aitchisonn Hieron= S sangunolenta (L.) Spring
forma

t S borealis (Kaulf ) Spring = S sanguinolenta (L) Spring.

+ 8 sangumnolenta (L) Spring

Section 2 Oligomacrosporangiatae

Rethe 2 Articulatae

Unterrethe 1| Monostehicae

1 mit 4 Gruppe (umfassen insgesamt 18 Arten)

8 asperula Spring

+ 8 excurrens Spung = S, margmata (Humb & Ronpl)
Spring

8 calcarata A Braun = S. stellata Spring

+S marginata (H & B) Spring

i S parkent (Hook & Grev ) Spring

+ 8 stolomfera (Swartz) Spring = S plumosa (L) Presl

Unterrethe 2 Pletostelicae

I mit 2 Gruppe (umfassen wmnsgesamt 30 Arten)

S affinis A Braun=S§ epurhizos Spring

*1 8 galeottn Spring

+ 8 geniculata (Presl) Spring

t 8 hortensits Mett = S krausstana (Kunze) A Braun

*+ 8 kraussiana (Kunze) A Braun

* 8 hraussiana var poultert (Veitch) A Braun

T8 poultert Veitch = S kraussiuna var poulten {veitch)
A Braun

+ 8 sulcata (Desv ) Spring ex Mart

* 1 Siehe FuBlnote zu Tabelle S

ist oder als Relikt einer fruher allgemeinen
Verbreitung dieser Fahigkeit an verschiedenen
Stellen des Systems der weitverzweigten Gattung
erhalten gelieben ist.

EXPERIMENTELLES

Material Die lebenden Pflanzen wurden mit Ausnahme
von Selaginella selaginoides (L)Lank . die vom naturhchen
Standort ber Garmusch-Partenkirchen stammte, dem Bota-
nischen Garten Munchen bzw dem Botanischen Garten
Berhin-Dahlem entnommen Die dort ubhchen Bezeichnun-
gen wurden ubernommen Im Falle von S selaginoides
erfolgte die Bestimmung nach Schmeil-Fitschen Flora von
Deutschiand Das Herbarmaterial stammte aus der Baye-
rischen Botanischen Staatssammiung Munchen. dem Bota-
nischen Museum Berlin-Dahlem und dem Herbarium des
Botanischen Instituts der Umiversitat Zurich

Isolierungen von Selaginose 370g S kraussiana wurden
2x mut 11 kochendem 70%igem EtOH und emmal mit
kochendem H.O extrahiert Der eingeengte Extrakt wurde
mit Petrolather extrihiert, die flockigen Ausfallungen durch
Zentnfugieren entfernt und der wassrige klare Uberstand zu
emem Sirup eingeengt Nach Trennung auf emer Kohle—
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Celit-Saule[5] wurde Selaginose durch Zugabe von Me,CO
als weilles, nicht kristallines Pulver aus der entsprechenden
Fraktion ausgefallt Kristallisationsversuche aus MeOH
ergaben kleine Kugelchen von 4-7 4 Durchmesser Aus-
beute: 630 mg = 1,7 o/oo des Frischgewichtes an extrahier-
tem Pflanzenmaterial Das gewonnene Matenal erwies sich
als chromatographisch rein Verscharfte Trocknung bet 75°
im Vakuum vber P.Os ergab eimnen Wasserverlust vonrd 3%
Dies spricht dafur, dal die Selaginose als Monohydrat vorlag

Chromatographie Zur chromatographischen Auftrennung
von Extrakten und zur Identifizierung verschiedener Sub-
stanzen diente die absteigende Chromatographie auf
Whatman-Papier No. 1, die ber 27° durchgefuhrt wurde. Als
FheBmittel wurden verwendet. (1) 88 proz. PhOH-H,O-
HOAc-1M  Na.EDTA, 840 160 10 1, (2) n-BuOH-
PrCO,H-H,0, 750:352 498, (3) n-BuOH-Pyndim-HOAc-
H.O 420-280 21 210: (4) n-BuOH-EtOAc-HOAc-H.O,
8:6 5 8, (5) +Pro H-HOAc-H,O, 17'3-2, (6) n-BuOH-
HOAc-H,0O, 4 1 S5 Oberphase, (7) n-Pro H-F10Ac-H,0,
7 1:2: (8) EtOAc-pyndin—-H.O, 8-2 1, (9) MeOH-HCO,H-
H.O, 16 3 1 Der Nachweis der Zucker auf den Chromato-
grammen erfolgte mit alkalischer Silbermitratlosung[12]

Analyse des Partialhydrolysats Im salzsaueren Hydroly-
sat (1 Stunde 1N HCI) von Selaginose konnten als
Spaltprodukte papterchromatographisch in den FlieBmitteln
1-4 nur Glucose und a,a-Trehalose nachgewiesen werden
Zur vollstandigen Spaltung m Glucose war die Anwendung
von 2N HCI fur 90 Min notwendig Unter sehr milden
Bedingungen (45 M, 0,1 N HCI 100°) lief sich mut den
FlieBmitteln 7 und 8, die es gestatten, alle 11 bekannten
Glucobiosen zu trennen[7], zusatzhch Kojibiose identifizie-
ren Auch durch Boratelectrophorese ber pH 9,2[8] konnte
Kojibiose nachgewiesen werden Da bei beiden Trennverfah-
ren Kojibiose und Sophorse nur geringe Wanderungsunter-
schiede zeigen, wurde das Partialhydrglysat gememnsam mit
authentischer Sophorose der Chromatographie bzw der
Elektrophorese unterworten, wobei sich in beiden Fallen die
Trennung bestatigte.

Perjodatoxydation und Smithabbau Zur Oxydation wur-
den 9,76 uMol wasserfreie Selaginose mit 100 uMol NalQ, in
2,5 ml 40 mM Acetat-Puffer (pH 5,2) versetzt und ber 22° 1m
Dunkeln inkubiert Nach verschiedenen Zeiten wurde der
jeweilige Perjodatverbrauch mn aliquoten Teilen des Ansatzes
ermuttelt Unter gleichen Bedingungen wurde als Kontrolle
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a,a-Trehalose oxydiert Nach 20 Stunden ergab sich fur
Trehalose ein Endverbrauch von 4 Mol und fur Selaginose
von 5 Mol Perjodat

AuBerdem wurden nur 0,06 bzw 0,10 Mol Formaldehyd
aus 1 Mol Selaginose und 0.08 bzw 0,11 Mol Formaldehyd
aus 1 Mol a,a-Trehalose gefunden Das ber der Oxydation
mit Perjodat entstehende Oxydationsprodukt der Selaginose
wurde mit NaBH, reduziert, durch Chromatographte an erner
Kohle~-Celit-Saule geremnigt (30% Alkohol) und anschheBend
sauer (0,5 N HCI, 2 Stunden, 50°) hydrolisiert Das
Hydrolysat wurde dunnschichtchromatographisch unter
Verwendung der FlieBmittel 10, 11 und 12 analysiert

Danksagung—Herrn Prof Dr H Merxmuller und Herrn Dr
Lippert sind wir fur Beratung in systematischen und
nomenkiatorischen Fragen zu gro8em Dank verpflichtet Die
Arbeit wurde durch das Minmisterium fur Wissenschaft und
Technologie unterstutzt
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