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1. Einleitung

Der Farbwechsel der Pflanzen, namentlich ihrer Laubblitter, Blii-
tenteile und Friichte, hat die Botaniker aller Zeiten fasziniert; er wird
in zahlreichen Arbeiten beschrieben, durch mikroskopische und chemi-
sche Befunde nidher erklidrt und als physiologisches Phiinomen gedeutet
(ef. SEyBoLD 1954).

Ein Farbwechsel kann sich unter ganz verschiedenen Bedingungen
vollziehen:

a) als Ausdruck des normalen Ontogeneseverlaufes in der leben-
den, intakten Zelle (z. B. Verfirben von Bliitenbldttern wihrend des
Erblithens, von Friichten wahrend des Reifens).

b) durch modifizierende Umweltbedingungen (z. B. durch Para-
sitentitigkeit, an Wundréndern, unter Einfluf} von Licht, Warme, Mine-
ralstoffdiingung u.s.w.).

¢) wahrend der Autolyse absterbender Zellen unter natiirlichen
Bedingungen (z. B. in abgefallenen Laub- und Bliitenblittern).

d) beim Abtéten der Gewebe im Experiment (z. B. durch mechani-
sches Zerstoren, durch Kilte, Hitze, Wasserentzug, oder durch Zell-
gifte wie Alkohol, Benzol, Chloroform etc.).

Die vorliegende Arbeit befaflt sich mit den beiden letzten Punkten,
mit dem postmortalen Farbwechsel.

Postmortale Farbéanderungen an Pflanzen sind oft unerwiinscht. In
der Regel konnen sie durch Fermentzerstorung (kurzes Erhitzen auf
EiweiBgerinnungstemperatur, Blanchieren von Obst und Gemiise, Bii-
geln von frischen Herbarbelegen) vermieden werden.

DaB Fermente an der so haufigen Braunfirbung mitwirken, zeigt
der Todesringversuch von MoriscH 1931 und ein #hnlicher Versuch
von WERNER 1928. Beim Durchstechen eines griinen Laubblattes mit
einer sehr heiBen Nadel entsteht in einem gewisen Abstand um die
Einstichstelle ein brauner Ring. Im Zentrum werden die Fermente
inaktiviert, das Gewebe kann sich nicht verfirben; in der Ringzone
ist die Temperatur fiir kurze Zeit gerade so hoch, dafl die Zellen ge-
totet, nicht aber die Fermente zerstort werden.

Diese Methode wurde vielfiltig modifiziert (Eintauchen der Blitter
in siedendes Wasser, Beriithren mit einem heiBen Gegenstand, z. B. mit
einer glimmenden Zigarette) und wiederholt als Schnellmethode zum
Nachweis von Pflanzeninhaltsstoffen verwendet. GickLEORN 1947 konnte
zeigen, daf die Reaktion nicht nur an Laubblittern, sondern auch an
anderen Pflanzenorganen positiv ausfillt — besonders stark an Kron-
blittern und Friichten, besonders schwach an Wurzeln und Staubblittern
— und dall eng nebeneinander liegende Zellen bei anatomischer Ver-
schiedenheit verschieden reagieren konnen (z. B. Epidermiszellen,
SchlieBzellen, Haare). Dyrvi-SAJFERTOVA 1958 und Gises 1961 testeten
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iiber tausend Samenpflanzen und werteten die Ergebnisse chemosyste-
matisch aus.

In diesen Arbeiten ist nur von braunen Absterbfarben die Rede.
Wo beim Pressen und Trocknen von Pflanzen andere Farben entstehen,
werden diese in den Florenwerken als Seltenheiten besonders hervor-
gehoben.

Zunidchst wurden an umfangreichem Material, vor allem an Bliiten,
zwel Fragen gepriift: 1. Lassen sich beim Abtéten mit fermentschonen-
den Mitteln auch andere als braune Farben auslosen? und 2. Entspricht
der experimentell erhaltene Farbton der natiirlichen Autolysenfarbe?

Beide Fragen konnen bejaht werden. Zu Punkt 2 wurde allerdings
eine auffallende Ausnahme gefunden: Die Petalen gelber Ranunculus-
Bliiten nehmen beim Abtéten eine tief dunkelblaugriine Farbe an, beim
Absterben auf der Pflanze werden sie hingegen weiR.

Die vorliegende Arbeit soll die chemische Ursache dieses aufler-
gewohnlichen Farbwechsels aufdecken und sein Vorkommen innerhalb
der Gattung Ranunculus darlegen.

2. Untersuchungen an gelben Raenunculus-Bliiten
21. Bau der Bliite

Die Ranunculus-Bliite besitzt 5 Kelchblitter, 5 Kronblitter, zahl-
reiche Staubblitter und zahlreiche Fruchtblitter, welche sich zu ein-
samigen Niilchen entwickeln.

Die Petalen der gelb blithenden Arten bestehen aus zwei Abschnit-
ten. Der basale, nicht glinzende Abschnitt nimmt etwa das untere
Drittel des Kronblattes ein und grenzt durch eine Zackenlinie an den
distalen glinzenden Abschnitt. Dieser enthilt in der oberen Epidermis
fettes Ol und im subepidermalen Gewebe Stirke (ef. MoéBius 1885,
KosTLin 1924 u. a.).

22. WeiBwerden der Petalen beim Abfallen

Die Zellen der oberen Kronblattepidermis sterben oft schon wéh-
rend der Anthese ab. Zellkerne und Chromoplasten zerfallen, die gelben
Oltréopfechen entférben sich, das Kronblatt wird weiBl. Die Stirkekorner
der subepidermalen Schicht bleiben erhalten, weil den Zellen stirke-
abbauende Fermente fehlen (KOsTrin 1924).

23. Postmortale Griinfidrbung

Beim Abtéten ohne Fermentzerstérung (Einlegen in organische
Losungsmittel oder deren Dimpfe, Einfrieren und Wiederauftauen,
Trocknen und Wiederanfeuchten, Todesringmethode) werden die Petalen
wider Erwarten nicht weil}, sondern dunkel blaugriin. Die griine Farbe
tritt meist nicht flichenhaft, sondern in einem Streifenmuster auf. Die
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Zonen um die Adern verfiarben sich, das dazwischenliegende Gewebe
bleibt gelb.

Der Inhalt der Epidermiszellen von in Alkohol oder Benzol getauch-
ten Kronblédttern schrumpft und 16st sich in zahlreiche gelbe Tropfchen
auf, die je nach ihrer GroBe * lebhafte Brownsche Molekularbewe-
gung zeigen. Sie firben sich innerhalb weniger Minuten von gelb iiber
gelbgriin und griin nach dunkelblaugriin. In manchen Zellen machen alle
Tropfen den Farbwechsel durch, in anderen nur einzelne. In jiingeren
Petalen enthalten die Zellen in der Nihe der Adern hiufig noch etwas
Chlorophyll, das man an seiner Rotfluoreszenz erkennen kann. Wo sich
der blaugriine Farbstoff entwickelt, verschwindet die Rotfluoreszenz
und macht einer dunklen Absorptionsfarbe Platz. Der blaugriine Farb-
stoff ist also sicher kein Chlorophyll.

Bei Siurezusatz wird das blaugriine Pigment rotlich, bei anschlie-
Bendem Laugenzusatz wieder griin. Dieser Versuch kann an einer Bliite
mehrmals wiederholt werden.

Die postmortale Griinfiarbung ist an bestimmte Bedingungen gebun-
den. Totet man durch kurzes Einfrieren Bliiten, die sich iiber alkalischer
Pyrogallollosung, also in einem sauerstoffreien Raum befinden, so ver-
firben sie sich nicht, ehe sie wieder mit Luftsauerstoff in Beriihrung
kommen. Getrocknete bzw. mit organischem Losungsmittel infiltrierte
Bliiten bleiben gelb, bis ihnen wieder Wasser bzw. Wasser und Sauer-
stoff zugefiihrt wird. Auf Eiweillgerinnungstemperatur erhitzte Bliiten
verlieren die Fihigkeit zur Griinfarbung vollstindig., Demnach sind
neben hitzeempfindlichen Zellinhaltsstoffen (vermutlich Fermenten)
auch etwas Wasser und Sauerstoff notwendig.

In der Natur findet man gelegentlich auf gelbblithenden Ranun-
culus-Arten einzelne Kronblitter mit griinen Flecken oder Streifen. Sie
weisen entweder Verletzungen auf, oder sie sind alt und schon im Ab-
fallen. Auch an Herbarpflanzen 148t sich das griine Pigment beobachten,
besonders h#dufig und besonders stark an Ranunculus arvensis und
R. ophioglossifolius. An mnicht zu alten Herbarbelegen kann man die
Griinfiarbung noch experimentell auslésen, einfach dadurch, daB man
die Bliiten mit Wasser anfeuchtet.

Es scheint so, als ob der Grad der Verfirbung und die Verteilung
der verfidrbten Stellen sippenspezifisch wire. An &lteren Petalen von
Ranunculus acris und R. lanuginosus konnen die Adern von der Basis
bis zur Spitze durchgehend verfiarbt sein, bei R. lanuginosus und
R. repens ist die Pigmententwicklung im unteren Blattdrittel besonders
stark, bei R. repens und R. nemorosus ist die Grenze zwischen dem
glinzenden und dem nicht glinzenden Kronblattabschnitt am stirksten
verfiarbt. Die Adern von R. nemorosus, R. bulbosus und R. montanus
sind im oberen, glinzenden Kronblattabschnitt am intensivsten griin.
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Die Verfirbung schreitet von der Basis und von den Rindern der Petalen
nach oben und innen fort.

Bei jungen Petalen ist oft die ganze Fliche griin, bei alten ver-
farben sich vorwiegend die Adern. Alte Kronblitter verfirben sich
rascher als junge; manchmal ist schon nach 8 Minuten eine Reaktion
zu sehen. Bis zur vollstdndigen Ausbildung des Musters vergehen meist
etwa 14 bis 2 h. Staubblitter und Fruchtbléitter reagieren bei manchen
Arten (z. B. R. montanus, R. flammula) stirker, bei anderen (z. B.
E. nemorosus, K. repens und R. bulbosus) schwicher als die Kron-
bldtter.

Offenbar ist diese blaugriine Verfirbung gelber Ranunculus-Bliiten
noch nicht beschrieben worden.

24. Rotfarbung mit konzentrierter Kalilauge

Die Bliiten unserer hiufigen heimischen Ranunculus-Arten neh-
men mit konzentrierten Alkalien eine kriftige, fast leuchtend rote Farbe
an, die allerdings nach einiger Zeit in braun iibergeht. Die Rotfiarbung
ist meist gleichmiBig iiber die Kronblattfliche verteilt. Auch Kelch-
blatter, Staub- und Fruchtblitter geben diese Reaktion. Urspriinglich
wurde nur eine ausgesprochene Rotfirbung positiv gewertet, spiter
wurde auch auf Orangefirbungen geachtet. Solche kommen zwar bei
gelben und weiBen (subgen. Batrachium) Bliiten hiufig vor, sie konnen
aber ein Hinweis auf KOH-positive Inhaltsstoffe in sehr schwacher
Konzentration sein.

Besonders intensiv firben sich meist die Staubblitter, nicht nur
die Staubeutel, sondern auch die Staubfidden. Bei den Fruchtblittern
ist die Stérke des Farbumschlages wegen der storenden griinen, spiter
braunen Farbe nicht so deutlich zu erkennen. Die Kronblitter von R. bul-
bosus, R. lateriflorus, R. parviflorus, R. septentrionalis, E. hispidus
und R. cordigerus farben sich vor allem im unteren Drittel stark an.
Die Petalen von R. lingua werden an der Basis iiber der Nektarschuppe
schwach orange. Bei R. flemmule firben sich die Staubblitter und
Fruchtwinde besonders stark, auf den Kronblittern treten die Adern
oft als rote Linien auf schwicher gefirbtem Grund hervor. Bei R. sar-
dous reagieren die Staubblitter am stdrksten, Fruchtblitter und Kelch-
blatter werden hochstens orange, die Kronblitter werden entweder
orange oder im unteren Drittel rot, im oberen Teil orange mit roten
Adern. Bei dieser Sippe scheinen Menge und Lokalisation der Inhalts-
stoffe zu variigren.

25. Das Vorkommen der beiden Reaktionen

Postmortale Griinfirbung und Rotfirbung mit KOH wurden an
umfangreichem Material untersucht.
Tabelle I gibt das Verhalten gelbbliihender, vorwiegend mitteleuro-

2*
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Tabelle I

Farbreaktionen von Renunculus-Bliiten

Sectio

Species

mit
Benzol
griin
K C A

mit
KOH
rot

cC A

Lebend
Frisch

Herbar

Chloeranunculus
Hecatonia

Ranunculus

Thora

Chrysanthe

Echinella

Micranthus

Flammula

Ranunculastrum

Abkiirzungen: K = Kelchblitter, C =

R. gramineus
R. sceleratus

R. pygmuoaeus
R. auricomus
R. cassubicus

R. hybridus
R. thora

R. acris

— subsp. strigulosus +

R. lonuginosus
R. oreophilus
R. grenierianus
R. carinthiacus
R. aduncus

RE. montanus
R. gouani

R. nemorosus
R. polyanthemos
R. repens

R. bulbosus

R. sardous

R. muricatus
R. arvensis

R. lateriflorus

R. ophioglossifolius 4

R. flammula
R. reptans
R. lingua

R. illyricus
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piischer Ranunculus-Arten wider. Es wird jeweils angegeben, ob die
Befunde von lebenden Bliiten (L), von Herbarbelegen (H) oder von
frisch (d. h. einige Tage oder Wochen vor der Untersuchung) getrock-
neten Bliiten (F') stammen. Die Reaktion mit KOH ist auch an 150—
200 Jahre alten Herbarbelegen noch einwandfrei zu erkennen. Wenn
sie auch an den Kronbldttern manchmal blaB ausfillt, so ist sie doch an
den Staubblittern immer deutlich. Die postmortale Griinfirbung 146t
sich an alten Herbarbelegen nicht immer erzielen; daher wurden nega-
tive Ergebnisse nicht gewertet, wenn sie ausschlieBlich an Herbar-
pflanzen gewonnen waren.

Eigenartig war das Verhalten des nordamerikanischen R. hispidus.
Die Narben und Staubfiden von frisch getrockneten Bliiten aus North
Dakota farbten sich nach dem Anfeuchten mit Wasser nicht griin, son-
dern rot. Mit NH, schlug die rote Farbe in griin um. Durch abwech-
selnden Siure- und Laugenzusatz konnte mehrmals umgefirbt werden.
Mit KOH firbten sich alle Bliitenteile rot, die Bliitenblatter nur im
unteren Abschnitt.

Als Ergebnis kann festgehalten werden: eine postmortale Griin-
farbung kommt nur dort vor, wo es eine Rotfirbung mit Kalilauge gibt.
Die Rotfarbung ist weiter verbreitet als die Griinfirbung. Beide Reak-
tionen, besonders die Griinfarbung, kénnen auf den Kronblittern Muster
bilden.

3. Chemische Untersuchungen
31. KOH-Test an isolierten Substanzen

Aus getrockneten Bliiten von Vertretern der Sectio Chrysanthe,
hauptséchlich R. acris und R. repens, wurden 4 Flavonglykoside isoliert,
die — in Losung oder auf Papier — eine Rotfirbung mit konzentrierter
Kalilauge gaben. Die Substanzen wurden vorerst mit den Buchstaben
B, D, R, und R, bezeichnet.

Um herauszufinden, welche von den Bliiteninhaltsstoffen die post-
mortale Griinfarbung hervorrufen, wurde der Karfioltest eingesetzt.

32 Karfioltest

Der Karfiol oder Blumenkohl (Brassica oleracea var. gongylodes)
gehort zu den wenigen pflanzlichen Objekten, die sich nach Verletzung
oder nach dem Abtidten der Zellen mit fermentschonenden Mitteln nicht
verfiarben. Flichenschnitte von Karfiol hatten sich als Fermentquelle
fiir die oxydative Braunfirbung phenolischer Substanzen bewdhrt
(UrscHLER 1959). Offenbar fehlen dem Karfiol entsprechende Sub-
strate — Chromatogramme eines methanolischen Rohextraktes von Blu-
menkohl zeigen in Butanol : Eisessig : Wasser 4 :1 : 5 nur einen blau
fluoreszierenden Fleck, der sich vom Startpunkt aus in die Héhe zieht
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— wahrend Fermente, die einen Farbwechsel katalysieren konnen, vor-
handen sind.

Der Karfioltest wurde auf verschiedene Weise variiert. Erst wurde
mit Flachenschnitten in einer feuchten Kammer gearbeitet, die Substrate
wurden in Form von frischen Chromatogrammflecken aufgelegt, in
wigseriger oder methanolischer Lisung aufgetrdufelt oder als feste
Substanzen verrieben. Um eine moglichst innige Durchmischung von
Karfioloberflichen und Substrat zu erreichen, wurde spiter nur noch im
Mixer zerkleinerter, mit Wasser vermischter Karfiolbrei verwendet.
Kontrollen mit abgekochtem Karfiol ergaben in allen Fillen keine Ver-
firbung, héchstens ein schwaches Nachdunkeln des Karfiols.

Zahlreiche Rohprodukte und verschiedene Flavone (z. B. Quer-
cetin-, Kimpferol-, Luteolin- und Apigeninderivate) gaben mit frischem
Blumenkohl entweder keine Farbinderungen oder eine mehr oder weniger
starke Braunfirbung.

Die Substanzen B, R, und R, aus Ranunculus firbten sich (auf
Papier, in wisseriger oder methanolischer Losung, als feste Substanz)
mit Karfiol griin, D reagierte nicht.

Auch methanolische Rohextrakte von Ranunculus-Bliiten férbten
sich mit Karfiolbrei griin; die Intensitit der Griinfirbung entsprach
ungefihr der Intensitdt der Verfidrbung in den Bliiten selbst; die Ex-
trakte von R. acris und R. montanus firbten sich z. B. stirker als der
von R. repens. Die griinen Pigmente verblassen nach sehr langem Stehen
im Kontakt mit dem Blumenkohl. Mit Sduren werden sie rot, mit Am-
moniak wieder griin, ein mehrmaliges Umféirben ist moglich. Aus Essig-
siure gewonnene Kristalle von B firbten sich im Karfioltest rot, das
rote Produkt wurde mit NH, tief dunkelgriin.

Eine Griinfirbung der gelben Substanzen ergibt sich auch bei
Oxydation in vitro, z. B. mit Kaliumferricyanid; in schwach saurer
Losung entsteht ein rotliches, in schwach alkalischer ein griines Oxy-
dationsprodukt, ein Umfirben mit Sduren und Laugen ist moglich.

Nach sehr langer Zeit werden die Substanzen auch vom Luftsauer-
stoff zu griinen Verbindungen oxydiert, vor allem, wenn sie in feiner
Verteilung vorliegen.

Welche Fermente im Karfiol bzw. in den Bliitenzellen an der Reak-
tion beteiligt sind, 188t sich natiirlich nicht sagen. Jedenfalls spielen
sich in absterbenden Pflanzenzellen bei schwach alkalischer Reaktion
verschiedene irreversible Oxydationsvorginge ab, die von Fermenten
katalysiert werden.

Im einzelnen verfirben sich die drei aus Ranunculus isolierten
Stoffe in folgender Weise: sehr rasch und stark reagiert B. Uber gelb-
griin, das schon nach 10 Minuten zu sehen ist, griin, blaugriin und
dunkelblau wird nach einigen Stunden ein fast schwarzer Farbton
erreicht. Mit abgekochtem Karfiol ist friihestens nach Stunden eine
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(spontane) Griinfirbung von B zu bemerken. R, firbt sich mit frischem
Karfiol beinahe ebenso rasch griin wie B. Auch mit abgekochtem
Blumenkohl sowie beim Hantieren mit R, in Luft tritt bald eine Griin-
farbung auf. Am schwéchsten und langsamsten reagizrt R,. Eine Farb-
dnderung beginnt erst nach 1—4 Stunden, sie geht nicht iiber eine
gelbgriine bis griine Stufe hinaus. Mit abgekochtem Karfiol tritt keine
Reaktion ein.

In allen Fillen ist ein Farbwechsel nur dann deutlich zu sehen,
wenn die Substanzen in geniigend groBer Konzentration vorliegen. An
schwachen Chromatogrammflecken kann man auch unter der UV-Lupe
keine Farbinderung wahrnehmen, weil sowohl die Ausgangssubstanz
als auch das Reaktionsprodukt dunkle Absorptionsfarben haben.

33. Isolierung und Identifizierung
von Gossypitrin und Ranupin

Das Aufarbeiten des Materials und das Identifizieren der beiden
Glykoside B und D erfolgte am Institut fiir Pharmazeutische Arznei-
mittellehre in Miinchen (Vorstand Prof. Dr. L. HoERHAMMER) unter
griindlicher Anleitung von Herrn Prof. Dr. H. WaeNER. Fiir vielseitige
Hilfe und Unterstiitzung moéchte ich an dieser Stelle meinen herzlichsten
Dank aussprechen.

Aus mehreren kg getrockneter Bliiten wurde ein methanolischer
Extrakt hergestellt, der Riickstand nach dem Einengen mit Wasser
digeriert, die wisserige Losung mit Athylacetat ausgeschiittelt, das
daraus gewonnene, vorgereinigte Mischkristallisat {iber Perlonsidulen
aufgetrennt; die reinen Substanzen, ihre Hydrolysenprodukte und einige
Derivate wurden an Hand ihrer Schmelzpunkte und Reaktionen, ihres
chromatographischen Verhaltens, der Elementaranalysen, UV-, IR- und
MNR-Spektren identifiziert.

Die Substanz B erwies sich als Gossypitrin (= Gossypetin-T7-
glucosid; Gossypetin = 8,5,7,8,8",4-Hexahydroxyflavon) und als Haupt-
ursache fiir die postmortale Griinfirbung gelber Roanunculus-Bliiten.
Gossypitrin war vorher nur in wenigen Vertretern der Gattungen Gossy-
pium und Hibiseus (Malvaceae) (KARRER 1958, HARBORNE 1967) und
in Chrysanthemum segetum (Compositae) (GrEissMaN & STEELINK 1957)
gefunden worden. Wahrscheinlich kommt Gossypitrin auch noch in eini-
gen anderen Compositae vor, u. a. in Buphthalmum salicifolivm (Kir-
MAYER 1959).

Die Substanz D wurde als 8-Methyl-gossypetin-T-galactosid be-
stimmt. Diese Verbindung diirfte vorher weder in der Natur gefunden
noch synthetisiert worden sein. Sie konnte allerdings einem Flavongly-
kosid entsprechen, das KirmaveEr auf Chromatogrammen von verschie-
denen Compositenbliitten zusammen mit Gossypitrin gesehen hat. Wir
gaben dem neuen Stoff den Namen Ranupin (Aglucon : Ranupenin).
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Die Substanzen R, und R, sind in wesentlich geringeren Mengen
vorhanden. Sie sind sehr empfindlich und konnten vorliufig weder rein
erhalten noch identifiziert werden. Sie sind vermutlich ebenfalls neue
(oder sehr seltene) Flavonglykoside. An der fermentabhingigen Griin-
farbung der Ranunculus-Bliten ist R, kaum, R, je nach Konzentration
mehr oder weniger beteiligt.

34. Vergleich der vier Pigmente

Aus Tabelle II 148t sich erkennen, daR} die vier Flavonglykoside und
ihre Aglykone in verschiedenen Farbreaktionen weitgehend miteinander
iibereinstimmen. Aus der Reihe fillt D mit bestindiger Rotfirbung in
KOH und negativem Ausfall des Karfioltestes. Da sich das Aglykon
von D und Gossypitrin nicht so verhalten, muBl die Ursache fiir diese
Besonderheit von Glykosid D in der doppelten Substitution an C.
(Galactose) und C, (Methoxygruppe) liegen.

Um herauszufinden, welche Struktureigentiimlichkeiten der Molekiile
fiir unsere Farbreaktionen verantwortlich sind, wurden verschiedene,
dem Gossypetin einigermafBen #hnliche Testsubstanzen gepriift. Eine
Rotfirbung mit KOH kam bei Polyhydroxyflavonen mit 5 und 6 Sub-
stituenten (OH-, OCH,-Gruppen, Zucker) gelegentlich vor, eine Griin-
farbung mit Karfiolbrei wurde nur bei Equisporosid, einem Poly-
hydroxyflavonglucosid aus Equisetum telmateic beobachtet.

35. Diskussion

Von den aus Renunculus-Bliiten isolierten Flavonglykosiden firben
gich vier mit Kalilauge rot, aber nur drei bei Oxydation griin. Bei Blii-
ten, die viel B enthalten, ist die Griinfarbung stark, wo D iiberwiegt,
fillt sie wesentlich schwicher aus. Die Musterbildung in den Bliiten
148t sich bei der KOH-Reaktion durch unterschiedliche Farbstoffkonzen-
tration erkliren, bei der Griinfirbung durch unterschiedliche Ferment-
und/oder unterschiedliche Farbstoffverteilung.

Lea & Swosopa 1956 fanden Gossypetin wegen seiner leichten
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Tabelle 1I

Ubersicht iiber die SubstanzenB, D, R, und R,
Glykoside

B D R, R,
Schmelzpunkt 237—239° 240—241° 260—270° i 230P
Farbe gelbgriin gelb blafigelb gelb
BRIGGS-
Locker-Test -+ 4 + -+
mit konz. KOH ziegelrot ziegelrot ziegelrot ziegelrot
vergénglich bleibend verginglich verginglich
mit Karfiolbrei rasch griin - rasch griin nach Stunden
iin
in Losung nach Stunden == rasch griin B —

in der Luft griin

Chromatogramme
unbespritht UV dunkelbraun  dunkelbraun  dunkelbraun  dunkelbraun

Bleiacetat TL rot orange rot orange
Bleiacetat UV rosabraun dunkelbraun  rosabraun dunkelbraun
Aluminium-

chlorid TL ocker ocker ocker ocker
Aluminium-

chlorid UV braungriingelb braungriingelb braungelbgriin braungriingelb
R; in BEW 0,31 0,49 0,43 0,67

R in IAW 0,28 0,67 0,32 0,75

Aglykone

Schmelzpunkt 297—299° iiher 295° i ?
Farbe gelbgriin dottergelb gelb gelb
BRIGGS-

LockERr-Test + 4+ + +
mit konz. KOH ziegelrot ziegelrot ziegelrot ziegelrot

verginglich verginglich verginglich vergénglich
mit Karfiolbrei sofort griin sofort griin rasch griin sofort griin
in Lésung rasch griin nach Stunden mnach Stunden rasch griin
in der Luft griin griin

Chromatogramme
unbespriiht UV dunkelbraun  dunkelbraun  dunkelbraun dunkelbraun

Bleiacetat TL rot ziegelrot rot orange
Bleiacetat UV rosabraun rosabraun rosabraun dunkelbraun
Aluminium-

chlorid TL ocker ocker ocker ocker
Aluminium-

chlorid UV dunkelbraun  dunkelbraun  dunkelbraun braungriingelb
R; in BEW 0,47 0,61 0,67 5

R; in IAW 0,14 0,23 0,21 0,30

Brices-LockER-Test: Griinfirbung mit verd. FeClﬁ-Liisung' zeigt freie
OH-Gruppe an 05 an. Chromatogramme: Papier: SCHLEICHER & SCHULL
2043 b mgl (absteigend). Laufmittel: BEW = Butanol : Eisessig : Wasser
4 :1:5 (Oberphase); TAW = Isopropanol : Ameisensiure : Wasser 2 : 5 : 5.
Sprithreagenzien: 25%ige wisserige Losung von bas, Bleiacetat; 5% wis-
serige Losung von AlCl;; TL = Tageslicht. B = Gossypitrin (Aglucon :
Gossypetin) ; D = Ranupin (Aglucon : Ranupenin).



26

Oxydierbarkeit gut geeignet als unschédlichen antioxydativen Zusatz
zu Speisefetten.

Es wire moglich, daB dem Gossypitrin und seinen Derivaten eine
physiologische Bedeutung zukommt. Diese miifite aber wegen der Selten-
heit der Verbindungen ein #uBerst beschrinktes Vorkommen haben.

4, Systematische Untersuchungen
41. Gliederung der Gattung Ranunculus

Die Gliederung der Gattung Renunculus in Subgenera und Sektio-
nen, sowie die Reihenfolge der Arten und Sektionen ist bei den einzelnen
Autoren sehr verschieden (cf. CaNpDOLE 1824, FrREYN 1880, PRANTL 1888,
Havex 1908, Fronrt 1924, OvczinNigov 1937, Turin 1964). JANCHEN 1949
und 1957 bringt ein vorliufiges neues System. Er stellt die weiB blii-
henden Sippen an den Anfang und schlieBt die gelb blithenden, begin-
nend mit R. gramineus (sect. Chloeranunculus) an. Diese Art ist mor-
phologisch dem weiblithenden E. pyrengeus sehr dhnlich. Die Petalen
tragen eine Nektarschuppe, haben aber keinen Glanz, weil die Epidermis
stark papillds ist. Es folgen 8 Sektionen ohne Nektarschuppe (Hecatonia,
Auricomus, Thora) und 5 Sektionen mit Nektarschuppe (Chrysanthe,
Echinella, Micranthus, Flammula und Renunculastrum). Am Anfang
stehen jeweils Sektionen mit faserigen, am Ende solche mit fleischigen
Wurzeln (Thore und Ranunculastrum). Auf Sektionen mit handférmig
geteilten Blittern (Chrysanthe und Echinelle) folgen solche mit schma-
len, ungeteilten Blittern (Micranthus und Flommula). JANCHENS sect.
Auricomus sollte sect. Ranunculus heiBBen, weil R. auricomus als Lecto-
typus schon von BriTtToN & BrowN 1928 ausgewihlt wurde und somit die
Prioritdt vor der von HitcHcock & GrEEN 1929 vorgeschlagenen Art
R. acris besitzt (Artikel 22 des Code 1966).

In der Nomenklatur der von mir untersuchten Taxa folgte ich im
allgemeinen dem System JancHENS, in der Schreibweise der Artnamen
meist TuTin 1964, fiir auBereuropidische Taxa verschiedenen Quellen.

42. Vorkommen der Rot- und Griinfiarbung

Tabelle I gibt die Ergebnisse der Untersuchungen mit den beiden
Schnellmethoden (Rotfirbung der Bliiten mit KOH, Griinfirbung beim
Abtéten mit fermentschonenden Mitteln) wider. Fiir die Erlaubnis, Be-
lege aus den Herbarien GZU und M zu priifen, danke ich den Herren
Prof. Dr. F. J. WippER und Prof. Dr. H. MERxMULLER herzlich. Nur so
war es moglich, von manchen Arten 30 und mehr Einzelpflanzen ver-
schiedenster Herkunft zu untersuchen.

Von anderen Arten standen allerdings oft nur wenige Exemplare
zur Verfiigung. Dennoch darf das Vorkommen oder Fehlen der beiden
Reaktionen wohl als Artmerkmal angesehen werden.
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Innerhalb der Familie der Ranunculuceae fehlen beide Reaktionen
allen untersuchten weiBl blithenden Sippen, darunter auch 19 Arten der
Untergattung Batrachium, sowie allen untersuchten bunt oder gelb
blithenden Arten auBerhalb der Gattung Ranunculus. Nur die Staub-
blatter von Ficeria verna und Ceoltha palustris werden im Alter blau-
griin und firben sich mit KOH rot. Auch die Staubblitter von Thalic-
trum aquilegifolium und Aquilegioc vulgaris werden mit Kalilauge rot.

Wenn man von einer gelegentlichen Orangefirbung mit KOH ab-
sieht, fehlen beide Reaktionen den ersten vier gelbblithenden Sektionen.
Auslindische Arten, die diesen vier Sektionen zuzuordnen wiren, bleiben
mit KOH gelb, z. B. R. nivalis, R. hyperboreus, R. sulphureus, B. gmelint,
R. cymbalaria, R. brevifolius.

Bei der folgenden sect. Chrysanthe treten die beiden Reaktionen
anfangs stark, spiter schwicher auf. Eine Griinfirbung fehlt der letzten
Art R. sardous beinahe vollstindig. Unter Pflanzen von etwa 35 Fund-
orten firbten sich ab und zu die Staubbliitter, ein einziges Mal eine
ganze Bliite griin. In der Tabelle nicht genannte Pflanzen, die von
anderen Autoren zusammen mit Arten der Jancmenschen sect. Chry-
santhe angefiihrt werden, firben sich ebenfalls mit Kalilauge rot, u. a.
R. wvelutinus, R. constantinopolitanus, R. carpothicus, E. caucasicus,
R. bulbosus subsp. aleae, R. tuberosus, R. brutius, R. dentatus, E. occi-
dentalis, R. neapolitanus, R. macounii, R. septentrionalis, R. hispidus.
Da diese Untersuchungen hauptsichlich an altem Herbarmaterial durch-
gefithrt wurden, war eine Griinfirbung nur selten zu bemerken.

In der sect. Echinella gibt R. arvensis beide Reaktionen sehr stark.
Aus diesem Grund wiirde man eine nahe chemische Verwandtschaft zu
R. sardous nicht annehmen, wihrend morphologische Ahnlichkeiten zwei-
fellos bestehen (Einjihrigkeit, Bau der Friichte). Bei anderen Arten
dieser Sektion, R. muricatus und R. chius werden Staub- und Frucht-
blatter mit Kalilauge rot, Kelech- und Kronblitter orange. Die Bliiten
von R. parviflorus werden in allen Teilen orange bis ziegelrot, die Kron-
blitter wie die von R. muricatus nur im unteren Teil. Eine postmortale
Griinfarbung konnte nicht beobachtet werden. Die Bliiten der drei
genannten Arten verhalten sich demnach dhnlich wie die von R. sardous
(vgl. Abschnitt 2.4.).

Die sect. Micranthus mit R. lateriflorus gibt die Rotfirbung mit
KOH, nicht aber die Griinfirbung.

Die Vertreter der sect. Flammula reagieren, dhnlich wie die der
sect. Echinella, uneinheitlich, R. ophioglossifolius gibt unter allen unter-
suchten Arten wohl die stirksten positiven Reaktionen. Bei R. flammula
und E. reptans firben sich die Kelch- und Kronblitter mit KOH nur
schwach rot, die Kronblitter im unteren Teil kriftiger als im oberen.
R. lingua wird nur orange. Eine postmortale Griinfarbung konnte nur
bei Staubblidttern und Fruchtbldttern von R. flammule gefunden werden.
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Von R. ophioglossifolius und von R. arvensis findet man im Herbar oft
stark blaugriin verfarbte Bliiten.

Arten der letzten der JancHENschen Sektionen, sect. Ranuncula-
strum, geben eine starke Rotfirbung mit Kalilauge. Diese wurde u. a.
bei R. illyricus, R. myriophyllus, R. flabellatus, R. Agerii, R. pedatus
und R. millefoliatus gefunden. Manche Sippen zeigen auch eine post-
mortale Griinfirbung, so R. myriophyllus.

48, Papierchromatogramme

Die Papierchromatographie ist zu einem Hilfsmittel der modernen
Systematik geworden. Chromatogramme lassen sich in manchen Féllen
sehr exakt nach Farb- und Formmerkmalen auswerten; sie kénnen den
Herbarbelegen beigegeben werden. Sie diirfen aber nicht als billiger
Ersatz fiir chemische Analysen angesehen werden. Vgl. MERXMULLER
1967 a.

Am Beispiel der gelbblithenden Ranunculus-Arten konnten einige
Erfahrungen iiber die Anwendbarkeit dieser Methode gesammelt werden.

Die methanolischen Rohextrakte der Bliiten von 26 Arten wurden
in Butanol : Eisessig : Wasser 4 : 1 : 5 (Oberphase) auf ScHLEICHER &
ScuiiLL Papier 2043 b mgl absteigend chromatographiert und hernach
mit 259 wisser. Bleiacetat, 5% wisser. Aluminiumchlorid und konz.
Kalilauge bespriiht, die Farben wurden im Tageslicht und im UV
notiert. Uber die Herkunft der Pflanzen gibt Tabelle III Auskunft, eine
Auswahl an Chromatogrammen zeigen Abb. 1 bis 21.

Zuerst wurden die Extrakte moglichst vieler Arten — bis zu 12
haben auf einem Papierbogen Platz — nebeneinander aufgetragen und
direkt verglichen. Diese Methode bewéhrte sich nicht. Es war zu schwie-
rig, die auf verschiedenen Papieren gelaufenen und verschieden bespriih-
ten Parallelen miteinander zu koordinieren. Spiter wurden jeweils 4 ver-
schiedene Extrakte nebeneinander aufgetragen, insgesamt drei Mal auf
einem Papier. Nach dem Entwickeln und Trocknen wurden die Papiere
auf der Vorderseite unbespriiht im Tageslicht und UV markiert, dann
zerschnitten, jede Vierergruppe mit einem anderen Reagens bespriiht
und auf der Riickseite nochmals bezeichnet. So war es leichter, zwischen
gleichen und verschiedenen Flecken zu unterscheiden.

Die Ri-Werte waren von Jahr zu Jahr verschieden. Die Zusammen-
setzung der Extrakte und die Farben der Flecken auf den Chromato-
grammen Anderten sich mit der Zeit.

Die Bliitenrohextrakte enthalten viele Stoffe, die einander auf den
eindimensionalen Chromatogrammen zum Teil iiberlagern. Chromato-
graphiert man die Extrakte von einzelnen Bliitenteilen, Staubblittern,
Kronbliattern usw. getrennt, so kann man Substanzen finden, die auf
den Chromatogrammen ganzer Bliiten nicht erkennbar sind (Abb. 18
bis 21).
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Herkunft der chromatographierten Pflanzen

Species

» mRR RRRD

N RN RN RN N ORR R :

oEE &

R.

. gramineus
. sceleratus

pYgmaeus
AQUTLCOMUS

. cassubieifolius
. cassubicus

strigulosus
. lanuginosus

. oreophilus
. grenierianus

. carinthiacus

. aduneus

. montanus

gouant

« NETNOTOSUS

. repens

. bulbosus

sardous

. arvensis

. muricatus
. flammula
. lingua

llyricus

Fundort

Bot. Garten, Graz

North Dakota, USA
Zillertaler Alpen, Vennatal
Bot. Garten, Miinchen

Bot. Garten, Graz

Giinztal, ndérdl. Oberbayern
Bot. Garten, Graz

Sammler

WIDDER
STEVENS
MELZER
THALER
Kocnu
WIDDER

Lienz, Osttirol, Karlsbad, HiitteMa1n
Val Zuvretta, Preda, Schweiz Kocu

Bot. Garten, Graz
Mittersill, Salzburg

Pafl Thurn bei Mittersill
Felbertal bei Mittersill
Graz

Heidelberg

Miinster, Westfalen
Miinchen

Magdeburg

Mittagskogel, Kirnten
Kostenberg, Kdrnten

Preda, Graubiinden
Innschlucht bei St. Moritz
Freiburg, Schweiz

Bot. Garten, Graz

Bot. Garten, Graz

Mittagskogel, Kdrnten, Rofalm

Ferlacher Spitze, Kdrnten
Alpes maritimes, Thorene
kult. in Ziirich

Bot. Garten, Graz
Felbertal bei Mittersill

Pic de Gar, Pyrenien
Felbertal bei Mittersill
Pembachtal, Felbertal
Mittersill

Warmbad Villach, Kérnten
Mittersill

Kostenberg, Kirnten
Aigen, Ennstal

Barndorf bei Liezen, Stmk.
Mittersill

St. Florian, Oberésterreich
Bot. Garten, Miinchen

Bot. Garten, Miinchen
Felbertal

Bot. Garten, Miinchen
Mittersill

Heiliges Meer, Westfalen

THALER

URSCHLER
URSCHLER
URSCHLER
URSCHLER
URSCHLER
URSCHLER
URSCHLER

GIESE
URSCHLER
URSCHLER
Kocu
URSCHLER
WIDDER
THALER
URSCHLER
URSCHLER

LANDOLT
THALER
URSCHLER
MEEBOLD
URSCHLER
URSCHLER
URSCHLER
URSCHLER
URSCHLER
URSCHLER
URSCHLER
URSCHLER
URSCHLER
EI1sENzZOPF
URSCHLER
URSCHLER
URSCHLER
URSCHLER
URSCHLER
URSCHLER

Braunsherg bei Hainburg, N.0. PATZAK

Fund- Unter-
jahr sucht

1961
1959
1959
1960
1963
1959
1961
1931
1954
1963
1960
1962
1963
1563
1962
1962
1962

1961
1961
1962
1962
1963
1962
1961
1962
1962
1963
1961
1963
1963
1963
1963
1963
1963

1962
1963
1963
1962
1962
1967
1961
1963
1963
1963

1935
1963
1963
1954
1951
1966
1961
1963
1963
1963

1953
1963
1961
1921
1961
1963
1964
1967
1963
1963
1959
1959
1963
1959
1962
1962
1960
1961
1961
1962
1960

1962
1963
1961
1961
1961
1963
1964
1967
1963
1963
1962
1962
1963
1961
1962
1962
1961
1961
1962
1963
1962
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Abb. 1—21. Auswahl von Papierchromatogrammen ganzer Bliiten (Abb. 1—19),
von Kronbliattern (Abb. 20) und Staubbldttern (Abb. 21) folgender Renuncu-
lus-Arten: 1 gramineus, 2 sceleratus, 3 auricomus, 4 hybridus, 5 thora, 6 acris,
7 lonuginosus, 8 carinthiccus, 9 montanus, 10 nemorosus, 11 repens, 12 bul-
bosus, 13 sardous, 14 arvensis, 15 flammula, 16 lingua, 17 illyricus, 18—21
sardous. — Al-bespriitht im UV : [ dunkelbraun, N\ orange oder ocker,

[Z==] leuchtend blau, | | leuchtend gelb oder gelbgriin,

besprithten Chromatogrammen erkennbar, Weitere Farb- und Intensitéitsunter-
schiede wurden nicht dargestellt; in Abb, 6 ist der grofie Fleck D z. B.

or

-]
)
ap O]

)
Ol

@ O]
@ -
am @0 O

@D
D
&

@

Sy

=
-
N

X

L

DA > O @

ool ) ® O
MO S @

o2 O >
» OZD Pl D O

-

&
S T
0006000 O &©O O

)
-

000 O @@ O D

L] L) o o ° (-]
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
bulb  sard arv  flam  ling il sard sard sard sard

Bliiten Kronb Staubb
wesentlich blasser als der kleine Fleck B. @ Startpunkt, — Loésungsmittel-
front, Laufmittel BEW 415, absteigend.

Die Arten ohne Nektarschuppen (2—5) sind frei von im UV dunklen
Flecken. In der sect. Chrysanthe (6—14) nimmt der Gehalt an B ab, der an
D zu. Ganze Bliiten des R. sardous von zwei verschiedenen Fundorten
(18 und 19) zeigen das iibliche Ausmafi an Variabilitit innerhalb einer Art.
Die Chormatogramme einzelner Bliitenteile unterscheiden sich bei dieser Art
aber deutlich voneinander. Die Staubblitter (21) sind besonders reich an
Inhaltsstoffen, stark ausgeprigt sind die im UV braunen Flecke.



32

Besonders bei den zahlreichen im UV gelben bis briunlichen Flecken
konnen Konzentrationsunterschiede Farbunterschiede bewirken, die ein
sicheres Unterscheiden qualitativer und quantitativer Abweichungen
unmoéglich machen. Dasselbe gilt natiirlich fiir Inhaltsstoffe, deren Kon-
zentration an der Grenze der chromatographischen Nachweisbarkeit
liegt. In manchen Fillen konnten nur die Hauptpigmente erfalit werden,
sei es, daB nur alte ausgeblaBte Herbarexemplare zur Verfiigung stan-
den, daf bei seltenen Arten nur eine Bliite vorhanden war, oder daf}, wie
bei R. flammule (Abb. 15), der Rohextrakt schleimige Substanzen ent-
hilt, die das Papier imprignieren und ein Auftragen der erforderlichen
Extraktmenge verhindern.

Chromatographisch am besten vergleichbar sind frische Extrakte
von nahe miteinander verwandten Sippen, deren Bliiten nicht zu lange
vorher gesammelt und getrocknet wurden, und die zur gleichen Zeit wo-
mbglich auf demselben Papier gelaufen sind. Bei der groBen Zahl der
untersuchten Arten, die zum Teil schwer zu beschaffen waren, konnten
nicht immer alle diese Forderungen eingehalten werden.

Detaillierte Aussagen, die sdmtliche Chromatogrammflecken jeder
Art erfassen, sind in unserem Fall nicht méglich. Die von ELLISON,
ALsToN & THURNER 1962 vorgeschlagenen Indices zum Vergleich von
Arten und Artengruppen konnten daher nicht berechnet werden. Selbst
nach griindlichem Vergleich von Tausenden von Ryi-Werten und den
Farbreaktionen jedes Fleckes mit drei Spriithreagenzien 1iBt sich nicht
mehr aussagen als das, was man beim Betrachten einer Serie von
Chromatogrammen auf den ersten Blick erkennen kann.

Unter der UV-Lampe sind bei allen Arten in geschlossener Folge
einige Flecke zwischen R; 0,1 und 0,4 zu sehen, dariiber stehen in
unterbrochener Folge einzelne lang gezogene, meist blau oder gelb
fluoreszierende, darunter (unfer R; 0,1) einzelne kleine, meist gelbe oder
dunkelgelbe Flecke. Im ganzen sind auf einem Chromatogramm etwa
10—17, hiufig 18—15 Flecke zu unterscheiden.

Schon im Tageslicht wird nach dem Bespriihen mit Bleiacetat bzw.
Aluminiumechlorid der chemische Unterschied zwischen den Sektionen
Chloeranunculus und den Sektionen ohne Nektarschuppe einerseits und
den Sektionen mit Nektarschuppe andererseits deutlich. Besonders bei
der sect. Chrysanthe treten die Flecke B und D durch rote und orange
(Pb) bzw. ocker (Al) Fiarbung hervor.

In den Sektionen ohne Nektarschuppe und in der seet. Chloeranun-
culus fehlen die beiden Stoffe, oder sie liegen in einer chromatographisch
nicht nachweisbaren Konzentration vor. Die schraffierten Flecke bei
R. gramineus (Abb. 1) konnten B und D in schwacher Konzentration
enthalten. Im iibrigen leuchten die Chromatogramme der Arten ohne
Nektarschuppe im UV nach dem Bespriihen mit AICl, gelb, gelbgriin
und blau, die unbespriihten und mit Bleiacetat bespriihten wirken
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unruhiger durch das Auftreten von braunen, orangen und hellbraunen
Flecken. R. hybridus (Abb. 4), R. thora (Abb. 5) und E. auricomus
(Abb. 38) sind chromatographisch nicht unterscheidbar.

Die Arten der sect. Chrysanthe haben mindestens 5 Flecke gemein-
sam, ndmlich B, C, D und die beiden obersten, Y und Z (Abb. 6,
R. acris). Sehr wahrscheinlich kommen auBerdem noch einige unter B
und zwischen D und Y liegende Flecke bei allen Arten dieser Sektion
vor, sodaBl man wohl 8—10 gemeinsame Substanzen annehmen darf. Bei
den am Anfang stehenden Arten (Abb. 6, R. acris bis Abb. 9, R. mon-
tanus-Gruppe) ist der Fleck B groB, bei den folgenden (Abb. 11,
R. repens bis Abb. 13, R. sardous) klein. D wird gegen Ende der Sek-
tion stidrker, jedenfalls stirker als B in dem selben Extrakt. B ist meist
in zwei oder drei undeutlich getrennte Flecke unterteilt. Wahrscheinlich
kann dies als Hinweis auf die Anwesenheit von R, gedeutet werden.
R, kommt zumindest bei R. nemorosus (Abb. 10) und E. repens
(Abb, 11) in grioBeren Mengen vor, in geringeren Mengen bei R. bul-
bosus (Abb. 12) und E. lanuginosus (Abb. 7), in Spuren wahrscheinlich
bei allen Vertretern der Sektion (Tabelle IV).

Tabelle IV

Vorkommen der Flavonglykoside B, D und R,
auf Bliten-Chromatogrammen

=]
=

R. acris

— subsp. strigulosus
R. lanuginosus
B. montanus agg.
E. nemorosus
R. repens

R. bulbosus
R. sardous
R. arvensis

tH+++++++
+4+++++++
+4++++

B = Gossypitrin, D = Ranupin. Da es sich nur um chromatographische
Befunde handelt, wurde die Buchstabenbezeichnung beibehalten.

Bei den meisten Arten lassen sich etwa 14 (11—16) Flecke unter-
scheiden. Ahnlichkeiten in Form, GriéBe und Farbe der unteren Flecke
bis einschlieflich D lassen sich einerseits bei den ersten Arten R. acris
(Abb. 6) bis R. montanus-Gruppe (Abb. 8, 9) und andererseits bei den
folgenden R. nemorosus (Abb. 10) bis R. bulbosus (Abb. 12) erkennen.

Chromatogramme von R. acris (Abb. 6) von verschiedenen Fund-
orten zwischen Miinster/Westf. und Graz stimmten hinsichtlich Form,
Farbe und Grifle aller Flecke gut iiberein. Die subsp. strigulosus (27 Jahre
altes Herbarexemplar) wies eine etwas geringere Zahl von Flecken auf,

Phyton, Vol. 13, Fase, 1—2, 1968 3



34

die denen der subsp. acris aber vollig glichen. Wahrend man bei E. acris
Haupt- und Nebenpigmente gut unterscheiden kann, sind die Unter-
schiede in GroBe und Stirke der Flecken bei R. lanuginous (Abb. 7)
nicht so deutlich. Bei dieser Art sind die mittleren Flecke zwischen D
und Y schwer zu charakterisieren. Zwei Exemplare von verschiedenen
Orten in Kirnten waren einander bis auf kleine quantitative Unter-
schiede villig gleich.

Innerhalb der R. montanus-Gruppe (Abb. 8 und 9) sind B und D
ungefihr gleich stark ausgepragt. Meist ist B, manchmal ist D etwas
stiarker. Bei R. montanus (Abb. 9) war immer B stirker. Drei Pflanzen
von R. carinthiccus (Abb. 8) von verschiedenen Fundorten stimmten bis
auf kleine quantitative Verschiedenheiten véllig miteinander iiberein.
Von R. montanus unterschieden sie sich etwas stirker, vor allem in den
Flecken iiber D. Beide Arten fallen durch eine regelmiiBige Verteilung
von Flecken zwischen D und der Lésungsmittelfront auf. Bei zwei Pflan-
zen aus der Schweiz, wahrscheinlich E. grenierianus, konnte R, chro-
matographisch nachgewiesen werden. Von den tibrigen Arten der Gruppe
war das Material so knapp, daB nur blaBe Chromatogramme erhalten
werden konnten. Die Hauptinhaltsstoffe aller Arten stimmen offensicht-
lich iiberein, Unterschiede scheinen in den mittleren Flecken iiber D und
in den untersten kleinen Flecken zu bestehen.

Bei R. nemorosus (Abb. 10) liegt D in groBerer Konzentration vor
als bei allen anderen Arten. Die 5 untersuchten Pflanzen aus dem Felber-
tal in den Hohen Tauern zeigen nur kleine Unterschiede in den Neben-
inhaltsstoffen.

Das Chromatogramm von E. repens (Abb. 11) zeigt 19 Flecke. D ist
sehr groB3, B sehr klein, R, klein, aber deutlich. Unter D liegen dicht
gedringt zahlreiche kleine Flecke. Zwischen D und der Losungsmittel-
front finden sich mehrere lange Flecke ohne grofle Zwischenriume.

Bei R. bulbosus (Abb. 12) ist R, deutlich, D ist gréBer als B. Zwei
Exemplare, eines aus Kérnten, eines aus dem Land Salzburg, stimmten
vollig miteinander iiberein, nur war bei der Salzburger Pflanze D etwas
grolBer und B etwas schwicher als bei der Pflanze aus Kirnten.

R. sardous (Abb. 18, vgl. auch Abb. 18 und 19) fillt durch das
Zuriicktreten der im UV dunklen Verbindungen zu Gunsten von gelb
und blau fluoreszierenden Inhaltsstoffen auf. Besonders stark gelb
leuchtet der Fleck C. Die beiden dunkelbraunen Flecke konnten durch
Vergleich der Extrakte mit Reinsubstanzen in drei verschiedenen Lauf-
mitteln als B und D identifiziert werden. Die Unterschiede gegeniiber
den anderen Arten der sect. Chrysanthe diirften vielleicht mehr quanti-
tativer als qualitativer Natur sein.

R. sardous weicht morphologisch etwas von den iibrigen Arten der
sect. Chrysanthe ab. Er ist als einziger einjidhrig, im Fruchtbau zeigt
er Ahnlichkeit mit den Vertretern der folgenden Sektion. Daher stellen
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manche Autoren diese Art zu R. arvensis und R. muricatus bzw. zur
sect. Fcehinelle (CANDOLLE 1824, PranNTL 1888, Fror: 1924, BENSON
1940). Die Chromatogramme von R. sardous, R. arvensis und E. muri-
catus dhneln einander nicht. Bei R. arvensis (Abb. 14) fillt der stark
ausgeprigte Fleck B besonders auf. Auf Grund der chromatographischen
Befunde erscheint fiir R. sardous der Platz am Ende der sect. Chrysan-
the vorliufig angemessen.

Das Chromatogramm von R. flammula (Abb. 15) ist schlecht aus-
wertbar, weil schleimige Begleitstoffe das Auftragen des Extraktes in
der erforderlichen Konzentration unmaoglich machen. R. lingue (Abb. 16)
weist zahlreiche kleine, einander zum Teil iiberdeckende Flecke auf.
Daher ist es schwierig, iiber die Variabilitdt der Bliitenstoffe innerhalb
dieser Art etwas auszusagen.

Zusammenfassend kann man sagen, daB sich die Variabilitit der
Bliiteninhaltsstoffe bei Ranunculus im iiblichen Rahmen hilt. Innerhalb
der Arten und Populationen gibt es neben vélligem Ubereinstimmen zwi-
schen den Individuen kleine quantitative Unterschiede in den relativen
Mengen der Hauptpigmente und quantitative, vielleicht auch qualitative
Unterschiede in den Nebeninhaltsstoffen (vgl. Abb. 18 und 19). Arten,
die sich morphologisch stark unterscheiden, zeigen auch groBere Ver-
schiedenheiten in ihren Bliitenchromatogrammen. Nicht unterscheidbar
sind die Chromatogramme von R. auricomus, R. cassubicifolius, E. hybri-
dus und E. thora. Innerhalb der sect. Chrysanthe kann man an Hand
der unterschiedlichen GriéBe von B und D entscheiden, ob ein Chromato-
gramm von einer am Anfang der Sektion stehenden Art (B kriftig)
oder von einer am Ende stehenden Sippe (D kriftiger als B) stammt.
Als Bestimmungshilfen fiir Arten sind Chromatogramme nicht geeignet.

Die chemische Charakterisierung der Taxa durch Chromatogramme
in der von uns durchgefiihrten Weise hat auf Art- und Sektionsniveau
Bedeutung. Andere Ranunculaceae-Inhaltsstoffe haben fiir die Gliede-
rung der Gattung Raenunculus selbst vorliufig keinen Wert (vgl. z. B.
RurjGrROK 1966).

5. Postmortaler Farbwechsel auBBerhalb der Gat-
tung Ranunculus

51. Griinfadrbung gelber Bliiten

Den Systematikern war schon lange aufgefallen, daB die gelben
Bliiten einiger weniger Pflanzen beim Trocknen fiir das Herbar griin
werden. Fiir Primule wird dies nach LINGELSHEIM 1927 bereits 1776 in
der Flora silesiaca von MATTUSCHKA erwihnt. LinGELsSuEiM 1927 wollte
die chemische Ursache solcher Verfirbungen kliren, gelangte aber mit
den damals verfligharen Mitteln zu keinem zufriedenstellenden Ergebnis.
Er vermutet enzymatischen Ursprung des griinen Farbstoffes, weil die
Bliiten bei raschem Trocknen gelb bleiben. Er weist ausdriicklich darauf

3*
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hin, daB diese Griinfirbung nur bei verwandten Arten vorkommt. Exr fand
sie bei Primulaceae in der Gattung Primula, sect. Vernales bei
P. veris ®), P. elatior, P. vulgaris, P. elatior X vulgaris, P. leucophylla,
und sect. Floribundae bei P. sinensis und P. Bornmuelleri. Gelbblithende
Arten aus anderen Sektionen, z. B. sect. Auricula, verfirben ihre Bliiten
beim Trocknen nicht griin, sondern briunlich. Bei nahe verwandten Sip-
pen, Douglasia vitaliane und Dionysic-Arten firben sich die gelben
Bliiten ebenfalls griin. Die Bliiten von Lysimachic werden hingegen nur
braun.

Auch bei Leguminosae und Compositaee fand LINGELS-
uHEIM Griinfirbung gelber Bliiten, so bei 9 Arten der Gattung Lotus
sect. Eulotus § Perennes (L. decumbens, L. filicaulis, L. delortii, L. uli-
ginosus, L. tenuis, L. corniculatus, L. parviflorus, L. hispidus und
L. angustifolius); bei Hieracium staticifolium, Tolpis barbate und
den Scheibenbliiten von Bellis annua und B. perennis. Auch die Bliiten
von Lactuca serriola werden beim Trocknen blaugriin (vgl. u. a. RoBIN-
soN & FERNALD 1908). Aus eigener Erfahrung konnen noch drei Beob-
achtungen an Kompositen angeschlossen werden: Kamillentee wird nach
lingerem Stehen blaugriin, die Bliiten von Chrysanthemum segetum und
in schwicherem MaBe auch die von Buphthalmum salicifolium werden
beim Trocknen manchmal dunkel blaugriin. Auch die gelben Zungen-
bliiten von Felicia smaragdine werden beim Trocknen smaragdgriin
(MERXMULLER 1967 b).

51.1. Verhalten beim Abtéten mit ferment-
schonenden Mitteln

An Chrysanthemum segetum und Buphthalmum salicifolium kann
man die Blaugriinfarbung wie bei Raenunculus kiinstlich auslésen; Farb-
ton, Stirke und Lokalisation entsprechen denen von Ranunculus.

Die hellgelben Abschnitte der Bliitenblitter von Gossypium herba-
ceum aus der Familie der Malvaceae firben sich nach dem Ein-
tauchen in Athanol und nach dem Verletzen griin, besonders stark an den
Adern. An den wenigen verfiigharen Bliiten konnte eine griine Farbe
beim Trocknen nicht beobachtet werden.

Bei Primel- und Lotus-Bliiten ist der Todesring immer hellbraun,
nie griin, bei Hieracium staticifoliwm wird er rasch dunkelbraun. Auch
in Benzol und mnach Verletzung firben sich Hieracium-Bliiten dunkel-
braun, Primula- und Lotus-Bliiten hellbraun. Welche von den beiden
Farben — braun oder griin — sich durchsetzt, hingt von den herr-
schenden Bedingungen ab. So schreibt LINGELSHEIM, daBl Primel-Bliiten
beim Vertrocknen auf der Pflanze briunlich werden, beim Trocknen

#) Einige Namen wurden nach TuTiN & al. 1964 bzw. EHRENDORFER
1967 verindert.



37

nach dem Abschneiden hingegen eine griine Farbe annehmen. Bei einer
Probe von Flores Primulae sine cal. wurden 500 gelbe, 90 stark blau-
griine und 120 teilweise griine und teilweise gelbe Bliiten gezihlt. Lang-
sames Trocknen oder nachtrigliches Anfeuchten macht die Bliiten
braun.

512. KOH-Probe

Mit KOH firben sich alle Bliitenteile von Gossypium herbaceum =+
rot, besonders stark die Kronblattadern. Auch alle anderen untersuchten
Pflanzen, Primula elatior, P. wveris, P. vulgaris; Lotus corniculatus,
L. uliginosus; Hieracium staticifolium, Buphthalmum salicifolium, Chry-
samthemum segetum, Matricaria chamomilla, Bellis perennis zeigten eine
t+ deutliche Rotfarbung, die umso stirker war, je stirker die Griinfar-
bung ausfiel. Lotus uliginosus verfirbte sich nur schwach, mehr orange-
braun als rot.

513. Chromatogramme

Chromatogramme von methanolischen Rohextrakten der Bliiten
wurden in Butanol : Eisessig : Wasser 4 : 1 : 5 entwickelt, mit Kalilauge,
Aluminiumchloridlésung und Bleiacetatlosung bespriiht und im Karfiol-
test gepriift.

Bei Gossypium herbaceum fillt der Gossypitrinfleck als grofiter
Fleck auf. Er stimmt hinsichtlich R;-Werten, Karfioltest und Farbreak-
tionen mit Gossypitrin aus Renuneulus iiberein. AuBerdem sind auf den
Chromatogrammen noch zwei schwache Flecke auf der Hohe von D
und R, zu sehen (2 Laufmittel :B:E :W 4:1:5 und Isopropanol :
Ameisensdure : Wasser 2 :5:5).

Das Hauptpigment von Chrysenthemum segetum ist Gossypitrin
(GeissMAN & STEELINK 1957). Dieses stimmt hinsichtlich Laufhdhe,
Farbreaktionen und Karfioltest vollkommen mit Gossypitrin aus Ranun-
culus iiberein. Auch das Hauptpigment von Buphthalmum salicifolium halt
KirmMaYER 1959 fiir Gossypitrin. Der fragliche Fleck liuft in BEW
etwas weniger weit (R; 0,31) als Gossypitrin aus Ranunculus und Chry-
santhemum (R; 0,38), stimmt aber in allen Reaktionen, auch im Karfiol-
test mit diesem iiberein. Manche MeBwerte KirMAYERs weichen aller-
dings etwas von denen GEISSMANS ab.

Auf Papierchromatogrammen von Bliitenextrakten einiger Kompo-
siten-Arten fand KiRMAYER Gossypitrin meist begleitet von einem zwei-
ten Flavonglykosid, das im BEW etwas hoher lduft, und das sich von
Gosgsypitrin vermutlich um eine OH- oder eine OCH,-Gruppe unter-
scheidet. In den Scheibenbliiten von Matricaria chamomille kommen
beide Substanzen als Nebenpigmente vor (EKiRmMaAyErR 1959; HOER-
HAMMER & al. 1963). Die Konzentration des mutmaBlichen Gossypitrins
ist allerdings so gering, daf} es unmoglich die alleinige Ursache fiir die
Griinfarbung von Kamillentee bei lingerem Stehen sein kann.
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Das Chromatogramm von Hieracium staticifolium hat 8 Flecke.
Deren groflter fluoresziert stark orange-blau. Unter diesem liegt bei
R¢ 0,19 ein kleinerer Fleck, der mit KOH rotlich wird, und etwa die
Farbreaktionen von Gossypitrin gibt. Im Karfioltest reagierten die aus-
geschnittenen Flecke nicht.

Auf Chromatogrammen von Lotus corniculatus kann man 8 Flecke
unterscheiden. Die kraftigsten (R; 0,62; 0,42; 0,28) sind unbespriiht im
UV dunkel. Der unterste wird auf dlteren Chromatogrammen schmutzig-
griin. Eine Reaktion mit Karfiol konnte nicht erzielt werden. HARBORNE
1965 und 1967 gibt fiir die Bliiten von L. corniculatus Quercetagetin
(R¢ 0,28), Quercetagin-3-galactosid (0,42) und Corniculatin (0,64) an.
Alle 3 Pigmente sind an der Gelbfirbung der Bliiten maBgeblich be-
teiligt und im UV dunkel.

Das Chromatogramm von Primule elatior hat 13, das von P. veris
16 Flecke; 4 Flecke kommen nur bei P. elatior, ein groBer und mehrere
kleine nur bei P. veris vor. Dem Gossypetin ihnlich reagieren Flecke
bei R 0,17, 0,21, 0,26, 0,28, 0,30 (P. veris) und R; 0,19, 0,28 und 0,30
(P. eliator). Eine Griinfiarbung mit Blumenkohl konnte bei diesen Flek-
ken nicht beobachtet werden. Von den 15 Flecken, die auf den Chromato-
grammen von Flores Primulae sichtbar waren, haben die bei 0,06 )
0,10 ) 0,19 den Hauptanteil an der gelben Farbe und geben beim Be-
sprithen dem Gossypetin #hnliche Farbreaktionen. Diese drei Pigmente,
sowie zwei weitere, die im UV dunkel, im Tageslicht schwach gelb sind,
wurden aus Streifenchromatogrammen eluiert, konzentriert, und mit
wisserigem Karfiolbrei getestet. Sie firbten sich braunlich. Die iibrigen
Bliiteninhaltsstoffe wurden gemeinsam eluiert, das Eluat reagierte mit
Karfiolbrei nicht. Fiir Bliiten von P. elatior, P. veris und P. vulgaris
gibt HARBORNE Quercetagetin, Quercetagetin-3-gentiotriosid und einen
noch nicht vollstindig identifizierten Quercetagetin-methylither an.

Quercetagetin ist dem Gossypetin isomer und unterscheidet sich von
diesem durch die Stellung einer OH-Gruppe an C; statt an C,. Im UV
ist es ebenfalls dunkel. Nach Bager & al. 1929 wird es in alkalischer
Losung durch Oxydation griin, es reagiert allerdings nicht so leicht wie
Gossypetin. Gossypetin und Quercetagetin bzw. ihre Derivate gehéren
zu den wenigen Flavonen, die kriftig gelb gefdrbt sind, und als Haupt-
pigmente vorkommen (HARBORNE 1965). Wahrscheinlich verursachen
Quercetagetin und seine Derivate die Griinfarbung getrockneter Primula-
und Lotus-Bliiten. Ob es sich dabei, wie beim Gossypetin und seinen
Derivaten um eine fermentabhingige Reaktion handelt, erscheint aller-
dings #uBerst zweifelhaft. Mit Fermenten ergibt sich zumeist eine
braune Farbe. Quercetagin wurde in 11 Pflanzenfamilien nachgewiesen,
u. a. bei Papaver- und Rhododendron-Arten., Das Auffinden eines Farb-
wechsels bei diesen Bliiten konnte unsere Vermutung stiitzen.
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5.2. Andere Verfarbungen

Will man die Befunde an gelben Bliitenblittern richtig einreihen,
so mull man sich eine Ubersicht iiber den postmortalen Farbwechsel im
allgemeinen beschaffen.

Bereits in der Einleitung wurde darauf hingewiesen, daB in ab-
sterbenden Pflanzengeweben weitaus am hiufigsten braune Farben
entstehen.

Manche Kronblidtter werden beim Abfallen weiB oder schmutzig-
weil}, z. B. die von Cichorium intybus und von Veromica chamaedrys.
In beiden Fillen wird der Todesring in Sekundenschnelle weifl (Ursca-
LER 1956). WeiBle Todesringe entstehen auch auf Blautkrautblattern
und auf den Petalen von Veronica persica, von Viola- und Gentiana-
Arten. Bei Hepatica nobilis, Pulsatilla halleri subsp. styriace und Pru-
nelle major ist der weiBe Todesring auflen von einem braunen Saum
vmgeben, der der natiirlichen Absterbfarbe entspricht. Bei Pulsatille
halleri subsp. styricce laufen die Adern unentfarbt als rote Linien
durch die weile Ringzone und geben mit dem blau verfirbten Zentrum
und einer unregelmiBigen, an den Adern eingezogenen Ringform ein
hiibsches Bild. An getrockneten Pflanzen behilt das Todesringzentrum
auch nach 10 und mehr Jahren, wenn das umliegende Gewebe lingst
verblaft ist, seine Farbe. Bei Sauerstoffmangel, iiber alkalischer Pyro-
gallollosung, bleiben die Bliiten von Veronica chamaedrys blau (URSCH-
LER 1958).

An jugendroten Laubblidttern kann der Todesring griin durch
Chlorophyll erscheinen. Auf den dunkelvioletten Hochbldttern von
Ajuga pyramidalis und auf abgezogenen Epidermisstreifen der Blatt-
unterseite ist er hellgriin, nach lingerer Zeit entsteht auBen ein brauner
Saum. Ahnlich verhalten sich die Hochblitter von Melampyrum nemo-
rosum und die jugendroten Blitter von Sambucus ebulus. Altere griine
Bléatter dieser drei Pflanzen bekommen braune Todesringe. ParcH und
EperHARDT 1952 konnten in jugendroten Blittern ein Enzym nach-
weisen, welches Anthocyane zu farblosen Verbindungen abbaut.

Die anfangs rosaroten Kronblidtter von Lathyrus sylvestris, die beim
Verbltihen griin werden, bekommen im Versuch griine Todesringe.
Chlorophyll 148t sich durch seine Fluoreszenz in jungen und alten griinen
Kronblattern sowie in der Ringzone nachweisen. Bei den meisten Bliiten
erfolgt der Farbwechsel umgekehrt, von griinen Jugendstadien zu bun-
ten Altersfarben, die von SEvBoLD 1954 als physiologische Abbau-
erscheinungen gedeutet werden. Vielleicht sollte man die Kronblédtter
von Lathyrus sylvestris eher mit jugendroten Laubbldttern vergleichen
(vgl. PaEch 1955).

Nicht in die Kategorie des postmortalen, enzymbedingten, experi-
mentell rasch auslosbaren Farbwechsel fallen: 1) Das Blauwerden der
Stengel und Blatter von Mercurialis perennis durch Indigo (Todesring
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braun); 2) das Ergriinen von Neottia nidus-avis durch Sichtbarwerden
von Chlorophyll a in der Hitze; 3) das langsame Entstehen roter Farben
beim Absterben und an Wundrindern von Amaryllidaceen-Blattern; die
Herbstfarben der Laubblitter; 5) wahrscheinlich auch die Griinfirbung
der Flores primulae (Todesring hellbraun), der Bliiten von Hieracium
staticifolium und von Lotus-Arten (Todesring braun).

6. Zusammenfassung

1) An den gelben Bliiten zahlreicher Ranunculus-Arten wurden
2 Reaktionen beobachtet: eine Rotfarbung mit konzentrierter Kalilauge
und eine Griinfirbung beim Abtoten mit fermentschonenden Mitteln.

2) Nach dem Isolieren iiber Papier- und S#ulenchromatographie
konnten als Ursache fiir die Rotfirbung 4 gelbe Pigmente gefunden
werden. Drei von ihnen geben mit Oxydationsmitteln bzw. mit Fermen-
ten eine Griinfirbung. Als Fermentquelle wurde ein wisseriger Brei
von frischem Blumenkohl verwendet.

3) Die 4 Substanzen sind Flavonglykoside von 4 verschiedenen
Aglykonen. Alle Glykoside und Aglykone stimmen in ihren Farbreak-
tionen weitgehend iiberein.

4) Zwei der vier Verbindungen konnten rein dargestellt und identi-
fiziert werden. Die Hauptursache fiir das Griinwerden der Bliiten ist
Gossypitrin (3, 5, 8, 3/, 4’-Pentahydroxy-flavon-7-monoglucosid). Der
Nachweis dieses bisher nur aus wenigen Malvaceae und Compositae be-
kannten Polyhydroxyflavon-glykosides fiir Polycarpicae ist neu. — Rot
mit KOH, nicht aber griin mit Fermenten wird ein 3, 5, 8, 4'-Tetra-
hydroxy-8methoxy-flavon-7-mono-3-D-galactosid, das bisher offenbar
weder in der Natur gefunden noch synthetisiert worden ist. Wir nennen
die Substanz Ranupin (Aglykon: Ranupenin).

5) Die 4 Substanzen fehlen in den Sektionen Chloeranunculus, Heca-
tonia, Ronunculus (= Auricomus) und Thora. In der sect. Chrysanthe
sind sie vorhanden, der Gehalt an Gossypitrin nimmt von den ersten
bis zu den letzten Arten des JancHENschen Systems ab, der an Ranupin
zu. In den Sektionen Echinella, Flommule und Ranunculastrum gibt es
grofle Unterschiede im Vorkommen und in der Lokalisation der Pig-
mente bzw. der beiden Schnellreaktionen. — Die Chromatogramme sind
bei morphologisch #dhnlichen Sippen sehr #hnlich, in manchen Fillen
nicht unterscheidbar. Innerhalb der Arten und Populationen kénnen die
relativen Mengen der Hauptpigmente etwas schwanken. Bei den Neben-
inhaltsstoffen gibt es quantitative und vermutlich auch qualitative
Unterschiede.

6) Einige Flavone mit 5 oder 6 Substituenten (OH-Gruppen,
OCH,-Gruppen, Zucker) fiarben sich mit KOH rot. Eine Griinfirbung
mit Blumenkohlfermenten konnte nur bei Equisporosid aus FEquisetum
telmateia beobachtet werden.
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7) Bei gelben Bliiten ist eine Rotfarbung mit KOH ziemlich hiufig,
eine Griinfarbung beim Absterben und Trocknen duBerst selten. In den
Bliiten von Chrysanthemum segetum, Buphthalmum salicifolium und
Gossypium herbaceum ist die Hauptursache beider Reaktionen Gossy-
pitrin, in Lotus- und Primule-Arten vermutlich Quercetagetin und seine
Derivate. Ein Beweis filr diese Vermutung steht jedoch noch aus.

8) Rotfarbung mit konzentrierten Alkalien und postmortale Griin-
fiarbung gelber Bliiten konnen Flavone vom Typ des Gossypetins an-
zeigen.

9) Offen bleiben die Fragen nach der Struktur der griinen Oxyda-
tionsprodukte, nach der physiologischen Rolle von Gossypitrin und nach
der Struktur der beiden weiteren, dem Gossypitrin #hnlichen Flavon-
glykoside aus Ranunculus.
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