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Chemosystematische Analysen mit der
Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) *)

von
Franz HADACEK **)

Chemotaxonomic Investigations with High Pressure Liquid Chromatography (HPLC).

Synopsis: HPLC combined with UV-photodiode array detection is a powerful tool in comparative plant
analysis. The different accumulation patterns of polyacetylenes, alkylbutenolides, coumarins and chromones in
the underground parts of thirteen Europaean Peucedanum s.1. species could be demonstrated on the basis of the
characteristic HPLC-retention times and UV-spectra of the single compounds. The relevance of these results for
the taxonomy of Peucedanum is briefly discussed.

Bereits DE CANDOLLE (1816) hat darauf hingewiesen, daB im Pflanzenreich Formver-
wandtschaft haufig auch mit Wirkstoffverwandtschaft gekoppelt sein kann. Pflanzeninhaltsstoffe
werden daher immer wieder zur Kliarung systematischer Fragestellungen herangezogen.

In diesem Zusammenhang stehen hauptsichlich pflanzliche Sekundarstoffe im Mittelpunkt
der Betrachtungen. Es handelt sich dabei um Verbindungen, die fiir Wachstum und Entwicklung
der Pflanze entbehrlich, dagegen aber fiir den Fortbestand im Okosystem von groBer Bedeutung
sein konnen (HARTMANN, 1985).

Peucedanum L. 2dhlt wohl zu den taxonomisch komplexesten Gattungen innerhalb der Apia-
ceae-Apioideae (SOLOV’EVA et al., 1985). Die Mannigfaltigkeitszentren befinden sich in Euro-
pa, Westasien und Afrika. Die innerhalb dieses Formenkreises frither zu Peucedanum gezihlten
nordamerikanischen Arten wurden jedoch schon zu Beginndieses Jahrhunderts von COULTER &
ROSE (1900) in die eigene Gattung Lomatium RAFIN. ausgegliedert. Fiir die Zuordnung der
iiber 100 Arten sind bis heute die am Riicken abgeflachten, am Rande breit gefliigelten Friichte aus-
schlaggebend. Aufgrund der auffélligen Unterschiede in anderen Merkmalsbereichen (Blatt-
schnitt, Petalenfarbe und -form, Infloreszenzaufbau etc.) wird Peucedanum s.1. heute aligemein zu
den phyletisch stark uneinheitlichen Gattungen innerhalb der Apiaceae gezéhlt (FREY, 1989). An
diesem Beispiel soll aufgezeigt werden, welche Beitréige vergleichend phytochemische Untersu-
chungen zur Taxonomie schwieriger Formenkreise liefern konnen.

1. Material und Methode:

13 verschiedene Peucedanum- Arten — auch verschiedene Herkiinfte ein und derselben Species — wurden im
bliihenden Zustand an natirlichen Standorten aus Osterreich (detaillierte Auflistung vgl. HADACEK, 1989) und
angrenzenden Landern aufgesammelt. Die unterirdischen Organe wurden mit Petrolether/Diethyletherge-
mischen (2:1) bei Raumtemperatur etwa zwei Tage lang extrahiert.

*) Vortrag, gehalten im Rahmen des 5. Osterreichischen Botanikertreffens in Innsbruck, 25. - 28. Mai 1989.
**) Anschrift des Verfassers: Dr. F. Hadacek, Institut fiir Botanik der Universitat Wien, Rennweg 14, A-1030
Wien, Osterreich.
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Fiir die vergleichende Analyse der verschiedenen Arten bzw. Herkiinfte wurde die Hochdruckflitssigkeit-
schromatographie (Hewlett Packard 1090 M mit UV-Diodenarraydetektor; Sdule: Spherisorb S5 ODS2 250 x 4
mm Methanol/Wasser [60/40 auf 100/0] in 17 min) eingesetzt (Abb. 1). Die Detektion erfolgte bei 230 nm. Da
bei dieser Wellenldnge aile im Rahmen dieser Untersuchung berticksichtigten Stoffklassen absorbieren, ist eine
verldBliche Detektion aller Verbindungen gewahrleistet. Die vom UV-Diodenarraydetektor simultan mitgeliefer-
ten UV-Spektren im Bereich von 200 bis 400 nm erleichtern in hohem Ausmaf die Identifizierung der nach einer
charakteristischen Retentionszeit eluierten Substanzen (Abb. 2). Gerade beij Polyacetylenverbindungen kénnen
die UV-Spektren eine hohe Aussagekraft aufweisen (HADACEK et al., 1988). Fiir analytische HPLC-Untersu-
chungen reichen allgemein bereits schon Extraktmengen im pg-Bereich aus. Dies erleichtert vor allem breite, ver-
gleichende Untersuchungen, die als Grundlage fiirr chemotaxonomische Aussagen unentbehrlich sind.
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Abb. 1: Integrierte HPLC- Anlage fiir die optimale Analyse von Pflanzenextrakten (reversed phase [RP] =modi-

fiziertes Kieselgel, das im Vergleich zum “normalen” Kieselgel eine mehr oder weniger umgekehrte Elutionsfolge

der Einzelverbindungen sowie andere Trenneigenschaften aufweist; aufgrund der kleinen Teilchengré8e des Sau-

lenfillmaterials (5 um) sind Betriebsdriicke bis 200 bar notwendig; Steuerung und MeBdatenverwaltung erfolgen
iiber einen Computer).

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Auswertung von HPLC-Chromatogrammen ist jedoch das Vorhanden-
sein einer UV-Spektrenbibliothek. Dies ist eine Datenbank, die sowohl Rententionszeiten als auch UV-Spektren
von Substanzen enthilt, deren Struktur durch Kernresonanz-, Massen- bzw. Infrarotspektroskopie abgesichert ist.
Fir die vergleichenden Analysen bei Peucedanum war es daher notwendig, eine entsprechende Spektrenbiblio-
thek aufzubauen.

2. Erxgebnisse und Diskussion:

Aus 13 Peucedanum- Arten konnten 49 verschiedene Verbindungen aus vier verschiedenen
Stoffklassen isoliert und identifiziert werden (HADACEK, 1989). Eine Ubersicht iiber die einzel-
nen Strukturtypen geben Abb. 3 und Abb. 4. Etwas mehr als die Hilfte der im Rahmen dieser Un-
tersuchung identifizierten Verbindungen werden zu den Cumarinen gerechnet. Es handelt sich da-
bei um eine Stoffklasse mit fast 1000 bekannten Derivaten, deren Vorstufe im Rahmen des Shikimi-
sdureweges gebildet werden (vgl. MURRAY etal., 1982). Obwohl Cumarine im Pflanzenreich rela-
tiv weit verbreitet sind, kommt es jedoch nurinnerhalb der Rutaceae und Apiaceae durch Anlage-
rung eines Furan- oder Pyranringes zur Ausbildung einer groBen Vielzahl von Derivaten. Die — wie
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Abb. 2: Zusitzlich zu dem herkémmlichen Chromatogramm (oben) miBt der UV-Diodenarray-Detektor auch

die UV-Spektren im Bereich von 200 bis 400 nm (vgl. dreidimensionale Darstellung des Chromatogramms). In

vielen Fallen geben diese Spektren bereits erste Hinweise auf eine bestimmte Stoffklasse. Die einzelnen Derivate

sind dann dariiberhinaus durch charakteristische Retentionszeiten gekennzeichnet. In welchem AusmaB chromo-

phore Gruppen (konjugierte Doppel- und Dreifachbindungen) das UV-Spektrum beeinflussen kénnen, ist gut am

Beispiel der strukturell nahe verwandten Polyacetylene Trideca-en-diin-dien (a) und Trideca-dien-in-dien
(b) zu sehen.

in zunehmendem AusmaB bekannt wird (vgl. SAENGCHANTARA & WALLACE, 1986) —
ebenfalls bei den Apiacae und Rutaceae verbreiteten Chromone mit einer Mehtylgruppe an Posi-
tion 2 sind aus Acetateinheiten aufgebaut (vgl. HEGNAUER, 1978). Die im Rahmen des Fettsau-
restoffwechsels gebildete Olsiure konnte als Schliisselverbindung zu den heute etwa 700 bekann-
ten Polyacetylenderivaten identifiziert werden. Durch Anlagerung einer Pyruvateinheit an den
Séurerest der Olsdure konnen in der Folge auch Alkylbutenolide entstehen (vgl. BOHLMANN,
1988). Aus systematischer Sicht kénnte den Butenoliden aufgrund ihres — nach dem derzeitigen
Kenntnisstand — beschrankten Vorkommens auf nur zwei Gattungen innerhalb der Apiaceae eine
besondere Bedeutung zukommen (HADACEK et al., 1987).

Bei chemotaxonomischen Uberlegungen wird von der Tatsache ausgegangen, dal verwandte
Arten auch durch dhnliche Stoffmuster gekennzeichnet sein sollten. Hier erweist sich ein Vergleich
von verschiedenen Stoffklassen als vorteilhaft. Es kann ndmlich durchaus vorkommen, da§ zwar
die Fahigkeit zur Biosynthese einer bestimmten Stoffklasse vorhanden ist, die Fahigkeit zur Akku-
mulation derselben aber abhanden gekommen ist und sie daher mit gingigen Nachweismethoden
nicht erfat werden kann. Demnach kann erst nach der Analyse einer gréBeren Anzahl verwandter
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Abb. 3: Cumarine und Chromone aus Peucedanum.

Sippen deren biogenetische Kapazitit (GREGER, 1985) umrissen werden. Abb. 5 gibt eine Zu-
sammenstellung liber die Verbreitung der verschiedenen Stoffklassen in den hier untersuchten Peu-
cedanum- Arten.

Die groBte Mannigfaltigkeit an Inhaltsstoffen ist bei P. austriacum (JACQ.) KOCH und dem
nahe verwandten P. rablense (WULFEN) KOCH zu beobachten. Neben Butenoliden und C,;-
Acetylenen (Aethusine) werden auch lineare Dihydropyranochromone und angulare Dihydropy-
ranocumarine akkumuliert. Im Gegensatz dazu sind bei den Artenpaaren P. carvifolia VILL. und
P. schottii BESSER sowie P. alsaticum L. und P. venetum (SPRENG.) KOCH einerseits nur mehr
C,;-Acetylene, andererseits nur mehr Alkylbutenolide zu sehen. Die Tatsache, daB bei P. venetum
in Spuren auch ein C, ;- Acetylen festgestellt werden konnte, kdnnte als ein weiterer Hinweis auf ei-
ne gemeinsame Biosynthesekapazitit dieser Sippen betrachtet werden. Auch P. arenarium W. & K.
weist durch die Akkumulation von Butenoliden Gemeinsamkeiten mit den vorhin aufgezéhlten
Arten auf. Die Dihydropyranocumarine sind hier aber nicht vom angularen Typ, sondern vom bis-
her nur von wenigen Apiaceen bekannten linearen Typ. Dies wiirde auch fiir einen moglicherweise
stirker abgeleiteten Charakter dieser Sippe sprechen. Uberraschenderweise zeigt P. verticillare
(L.) KOCH trotz kaum vorhandener morphologischer Ahntlichkeiten groBe Ubereinstimmungen
mit P. austriacum. Abgesehen von den Butenoliden und Chromonen, die hier offenbar nicht akku-
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Abb. 4: Butenolide und Polyacetylene aus Peucedanum.

muliert werden, sind die Polyacetylene (Acthusine und Falcarinole) und angularen Dihydropyra-
nocumarine sogar bis auf alle Derivate identisch. Ob es sich in diesem Fallum wirkliche Verwandt-
schaft oder um Konvergenz handelt, kann aufgrund des derzeitigen Kenntnisstandes noch nicht
eindeutig entschieden werden.

Dierestlichen 5 Arten lassen zu den bisher genannten beziiglich ihrer Stoffmuster kaum Bezie-
hungen erkennen. Der heterogene Charakter dieser Gattung tritt schon bei der Typusart, P. offici-
nale L., zutage. Thr Stoffmuster 148t sich kaum mit den anderen untersuchten Arten in Einklang
bringen. In diesem Sinne hat bereits PIMENOV (1987) angeregt, die unmittelbar nichst verwand-
ten Arten von P. officinale bei Peucedanum zu belassen und die restlichen in eine Reihe kleinerer,
mehr auf natiirlichen Verwandtschaftsbezichungen basierenden Gattungen zu stellen. P. ostruthi-
um(L.) KOCH und P. palustre (L.) MOENCH zeigen, abgesehen von der Akkumulation der in-
nerhalb der Apiaceen relativ weit verbreiteten linearen Furanocumarine, kaum Ahnlichkeiten zu P,
officinale. Beide Arten wurden jedoch schon mehrmals von verschiedenen Autoren in eigene Gat-
tungen gestellt (CALESTANI, 1905; THELLUNG, 1925 - 26; LEUTE, 1966). Weiters ist bei
P.cervaria (L.) LAPEYR. und P. oreoselinum (L.) MOENCH, die beide aufgrund morphologi-
scherAhnlichkeiten gemeinsam in der Sektion Oreoselinum (ADANS.) RCHB. (vgl. THEL-
LUNG,1925 - 26) gestellt worden sind, nicht jene Ubereinstimmung zu beobachten, die z.B. bei
den ebenfalls in eigenen Sektionen vereinigten Artenpaaren P. austriacum und P. rablense, P. car-
vifoliaund P. schottii sowie P. alsaticum und P. venetumn durchaus vorhanden ist. P. oreoselinum
unterscheidet sich durch die Akkumulation einer eigenen Serie von angularen Dihydrofuranocu-
marinen deutlich von allen anderen hier behandelten Arten. Die in der letztgenannten Art nur
schwach akkumulierten C,,-Polyacetylene (Falcarinole) dominieren in P. cervaria. Dafiir konnten
die angularen Dihydrofuranocumarine hier nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 5: Akkum{llationstendenzen von Polyacetylenen, Butenoliden, Chromonen und Cumarinen in den unter-
irdischen Organen der 13 untersuchten Peucedanum- Arten.

5840) in diesem Ausmal} ermdglicht.

Die Hinweise, die sich im Rahmen dieser Studie ergeben haben, reichen jedoch bei weitem
noch nicht fiir eine grundlegende Revision der komplexen Gattung Peucedanum aus. Obwohl ein
GroBteil derjenigen Arten, die die Grundlage fiir frithere Bearbeitungen gebildet haben, beriick-
sichtigt worden ist, handelt es sich hier nur um einen Bruchteil dieser groBen Gattung. Die erhalte-
nen Ergebnisse geben aber Berechtigung zu der Annahme, dal die Untersuchung weiterer, aus dem
Mediterrangebiet und Westasien stammender Sippen durchaus neue Erkenntnisse iiber die tat-
sdchlichen Verwandtschaftsverhiltnisse in diesem Formenkreis liefern konnte.
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der Stadt Wien und durch den Osterreichischen Fonds zur Forderung der wissenschaftlichen Forschung (Projekt
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