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Summary

RoDER E., WiEDENFELD H., KrGER R. & TEPPNER H. 1993. Pyrrolizidine alkaloids
of three taxa of Onosma (Boraginaceae-Lithospermeae). — Phyton (Horn, Austria) 33
(1): 41-49, 2 figures. — German with English summary.

Four pyrrolizidine alkaloids (intermedine, lycopsamine, 0"-acetylintermedine,
0’-acetyllycopsamine) have been detected by DC- and GC-methods in Orosma
alborosea, O. alborosea x sanguinolenta and O. arenaria subsp. pennina. The four
alkaloids are present in all the three taxa but in different amounts. The importance of
the alkaloid pattern in the Lithospermeae genera Onosma, Cerinthe, Lithospermum,
Echium and Alkanna and its systematic relevance is discussed.

Zusammenfassung

RoODER E., WiEDENFELD H., KrOGER R. & TeppNER H. 1993. Pyrrolizidinalkaloide
dreier Onosma-Sippen (Boraginaceae-Lithospermeae). — Phyton (Horn, Austria) 33
(1): 41-49, mit 2 Abbildungen. — Deutsch mit englischer Zusammenfassung.

Vier Pyrrolizidinalkaloide (Intermedin, Lycopsamin, 07-Acetylintermedin, 07-
Acetyllycopsamin) wurden in Onosma alborosea, O. alborosea x sanguinolenta und
O. arenaria subsp. pennina dilnnschicht- und gaschromatographisch bestimmt. Die
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vier Alkaloide kommen in allen drei Sippen, allerdings in unterschiedlichem
Mengenverhéltnis, vor. Die Bedeutung der Alkaloidmuster der Lithospermeae-
Gattungen Onosma, Cerinthe, Lithospermum, Echium und Alkanna im Hinblick
auf die Systematik wird diskutiert.

Einleitung

Pyrrolizidinalkaloide (PAs) als Pflanzeninhaltsstoffe in Heil- und
Futterpflanzen sind aufgrund ihrer toxischen Nebenwirkungen von
grofer Bedeutung. Das Hauptvorkommen dieser Substanzen liegt in
Vertretern der Pflanzenfamilien Asteraceae, Boraginaceae und Fabaceae
(Sophoreae, Crotalarieae, Genisteae). In der Familie Boraginaceae ist
schon eine Vielzahl von toxischen PAs gefunden worden (BurLL 1968,
CULVENOR 1978, MaTToCcKs 1986, WHO 1988, R1zZK 1991); PAs sind aus den
Unterfamilien (oft als eigene Familien betrachtet) Cordioideae, Ehretioi-
deae, Heliotropioideae und Boraginoideae bekannt. Unter den Boraginoi-
deae-Lithospermeae sind bisher Vertreter der Gattungen Alkanna (z. T. zu
den Boragineae gestellt), Arnebia, Buglossoides, Cerinthe, Echium (z. T. in
einer eigenen Tribus Echieae), Lithospermum, Macrotomia, Moltkiopsis,
Onosma und Ulugbekia untersucht worden. Es lag nun nahe, in die
laufenden phytochemischen Untersuchungen zur PA-Fiihrung Vertreter
der bisher véllig unzureichend beriicksichtigten Lithospermeae-Gattung
Onosma einzubeziehen.

Material und Methodik

Kultur: Die Onosmen wurden im Botanischen Garten der Universitidt Graz im
Freiland in einem gedeckten Kasten kultiviert.

Untersuchte Sippen: Von folgenden Sippen gelang es, soviel Phytomasse
heranzuziehen, daff an die Untersuchung von Alkaloiden gedacht werden konnte:

Onosma alborosea FiscHER & MEYER (= Probe A).
Turkey, Icel, SSE of Arslankoy, 500-1000 m; limestone fissures; 24. 6. 1985; leg J. & J.
ArcHIBALD; seed catalogue 1985. No 720.501.-Kultur Nr. BOR 894/5, Anbau 18. 4.
1986; Keimung 1. 5. 1986. — Material von 1 Individuum.

Onosma alborosea x sanguinolenta (= Probe B).
Kiinstliche Hybride aus O. alborosea (Gartenmaterial vom Bot. Garten Karlsruhe,
Kultur Nr. BOR 140/2/1) x O. sanguinolenta VATKE var. sanguinolenta (Mardin, 1974,
leg. C. ALLar; Kultur Nr. BOR 385/1), gekreuzt 1976. — Kultur Nr. BOR 576/1, Anbau
23. 2. 1977, Keimung 25. 3. 1977. — Material von 1 Individuum.

Onosma arenaria W. & K. subsp. pennina Br.-BL. (= Probe C).
Schweiz, Valais, 700 m; Friichte erhalten vom Bot. Garten , Flore-Alpe“ Champex
1988 p. 8. — Kultur Nr. BOR 952, Anbau 12. 5. 1989, Keimung April 1990.
Detto, 1989 p. 8. — Kultur Nr. BOR 985, Anbau 5. 4. 1990, Keimung Mai 1990.
Mischprobe aus einer Anzahl von Individuen beider Nummern.

Ernte: Das Kraut wurde zur Zeit der spiten Anthese (Wickel z. T. noch mit
letzten Bliiten) geschnitten (A und B 1989, C 1991) und, in diinner Lage ausgebreitet,
luftgetrocknet.
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Extraktion: Das pulverisierte, luftgetrocknete Pflanzenmaterial wurde in
einer Soxhlet-Apparatur mit Methanol 48 h lang extrahiert. Der eingeengte
methanolische Riickstand wurde in 2,5%iger Salzsdure aufgenommen. Siuren und
Neutralstotfe wurden zunéchst mit Methylenchlorid, dann mit Diethylether entfernt.
Nach Ammoniakalisieren der wifirigen Phase wurde mit Methylenchlorid ausge-
schiittelt. Nach erneuter Reinigung durch Flissig-Fliissig-Verteilung wurde die
organische Phase iiber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und zur Trockene
eingeengt (Rohextrakt). Die wélrige Phase wurde mit Salzséure angeséuert und nach
Zn-Staub-Reduktion der N-Oxide ebenfalls wie vorher aufgearbeitet (Reduzierter
Rohextrakt).

Diinnschichtchromatographie:Als FlieBmittelsystem wurde ein ternéres
Gemisch aus Methylenchlorid, Methanol und Ammeoniak (25%) im Verh&ltnis 85:14: 1
gewihlt (Kieselgel-Fertigplatten, Kieselgel 60, F254, Schichtdicke 0,25 mm, Fa.
Merck, Darmstadt). Die Detektion erfolgte mit dem Sprithreagenz nach Dany (DanNN
1960, MatTocks 1967).

Gaschromatograph: Shimadzu GC-917 mit FID und Autosampler AOC-9;
Integrator: Shimadzu Chromatopac CR-R3A; Saule: Macherey + Nagel Quarzkapil-
larséule 50 m, (FS/SE) 54 CB 0,25) Innendurchmesser 0,32 mm, Injektor/Detektor-
temperatur: 280°C; Tragergas: Helium; Split: 40 ml/min; Injektionsvolumen: 1 pl
einer 0,1% Ldsung in Methylenchlorid; Interner Standard (IT): Coffein; Tempera-
turprogramm: 214° C, 15 min isotherm, 10° C/min auf 250° C, 7 min isotherm, 10° C/
min auf 280 °C, 8 min isotherm.

Ergebnisse und Diskussion

Die urspriingliche Intention, méglichst nahe verwandte Arten und
Hybriden mit ihren Eltern fiir die Untersuchungen heranzuziehen, um
auBler tiber das Alkaloidmuster einzelner Sippen auch etwas {iber den
Erbgang des Alkaloidmerkmals aussagen zu kénnen, konnte nicht realisiert
werden; es gelang nidmlich, trotz der geschiitzten Kultur, nicht, unter
unseren mitteleuropéischen Klimabedingungen zum gegebenen Zeitpunkt
die relativ groBen, benotigten Mengen von irgendeiner geeigneten Sippen-
gruppe komplett zu produzieren. So miissen sich die Aussagen im
wesentlichen auf die Alkaloidzusammensetzung beschrinken.

Nach Extraktion der Pflanzen wurden folgende Extraktmengen
erhalten: Probe A (600 g), 900 mg Gesamtextrakt; Probe B (800 g),
1130 mg Gesamtextrakt; Probe C (150 g), 185 mg Gesamtextrakt.

In allen drei Proben wurden die Diastereomerenpaare Intermedin 1,
Lycopsamin 2 und 07-Acetylintermedin 3, 0"-Acetyllycopsamin 4 (Abb. 1)
nachgewiesen. Die einzelnen Onosma-Sippen zeigten ein identisches
Alkaloidmuster, es ergaben sich lediglich Unterschiede in Bezug auf die
prozentuale Verteilung. Aufgrund von Struktur-Toxizitdts-Beziehungen
sind vorliegende PAs als toxisch anzusehen (STENGL & al. 1982, WIEDEN-
FELD & RODER 1984).

Die DC-Untersuchung ergab fiir 1 und 2 Rf-Werte zwischen 0,1 und
0,15, fr 3 und 4 Rf-Werte zwischen 0,4 und 0,5.



44

0
H
..,,,}I'f"' CH,
G
. HO o

R = H Intermedin (1) R = H Lycopsamin (2)
R = Ac T-Acetylintermedin (3) R = Ac T-Acetyllycopsamin (4)

Abb. 1. Formeln der vier in Onosma gefundenen Pyrrolizidinalkaloide.

Gaschromatographisch konnte den vier Peaks (Abb. 2) durch Vergleich
mit authentischem Material (gewonnen aus Symphytum-Arten (RODER &
al. 1982)) die Struktur der vier Alkaloide zugeordnet werden. Als mittlere
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Abb. 2. Gaschromatogramm des Extraktes von Onosma alborosea (x: nichtalka-
loidische Verunreinigung).



45

Rt-Werte (min) wurden erhalten: Coffein (IT): 9, 13; 1: 19, 29; 2: 19, 46; 3: 21,
31; 4: 21, 68.

Die prozentuale Verteilung der Alkaloide in den einzelnen Proben zeigt
Tabelle 1.

Tabelle 1. Alkaloidgehalt (%-Gehalt bezogen auf Gesamtrohextrakt)

O- alborosea %

0. alborosea sanguinolenta 0. arenaria
Probe A Probe B Probe C
Intermedin (1) _ 14% 55% 329%
Lycopsamin (2) 45% 22% 51%
0"-Acetylintermedin (3) 6% 15% 6%
0"-Acetyllycopsamin (4) 35% 8% 11%

Die untersuchten Onosma-Sippen fligen sich damit zwanglos in den
Rahmen der tibrigen Lithospermeae ein. Innerhalb der groBen Gattung
(schitzungsweise 150 Arten) bilden die sternhaarigen Onosmen mit den
Chromosomengrundzahlen x = 7 und x = 8 sowie mit dem mitotischen
Formwechsel der Chromosomen nach dem Buglossoides-Typ (spiat kon-
densierendes Euchromatin; vgl. TEPPNER 1972, 1974) wohl eine geschlos-
sene Verwandtschaftsgruppe; sie macht einen GroBteil dessen aus, was
BoissiEr 1875: 180 als sect. Asterotricha bezeichnet hat. Hierher gehort
auch die O. alborosea-Gruppe inkl. O. sanguinolenta (TEPPNER 1980). Die
wohl allohexploide, also drei verschiedene Genome enthaltende
0. alborosea enthilt mengenmiBig hauptsichlich Lycopsamin und 0"-Ace-
tyllycopsamin (zusammen 80% bezogen auf den Gesamtrohextrakt). In der
Hybride mit O. sanguinolenta dominiert dagegen Intermedin (zusammen
mit 07-Acetylintermedin 70%); auBerdem fillt die verminderte Azetat-
bildung auf. Hier macht sich wohl der genetische EinfluB von
0. sanguinolenta bemerkbar, doch steht einer ndheren Interpretation das
Fehlen dieser Art entgegen (die empfindliche O. sanguinolenta aus
Kurdistan ging in der Kultur leider bald verloren und konnte bisher
nicht wiederbeschafft werden). Im {ibrigen {iberrascht das qualitativ
tibereinstimmende Alkaloidmuster nicht, da O. sanguinolenta-artige
Pflanzen an der Entstehung von O. alborosea beteiligt gewesen sein
diirften.

Die Angaben von Heliotridin und 1-Methylenpyrrolizidin fir die
Wurzeln der ebenfalls asterotrichen O. heterophylle durch MELLIDIS &
PAPAGEORGIOU kénnen nicht in die Diskussion einbezogen werden; es fehlt
der Nachweis, der Aufarbeitungsartefakte ausschliefit, es wird lediglich
die Existenz von PAs bewiesen.

O. arenaria, z. T. in die — aus heutiger Sicht sicher véllig kiinstliche —
sect. Heterotricha BOISSIER 1875: 180 (einfache Haare und Sternhaare; z. B.
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JAVORKA 1928: 65), z. T. zu sect. Haplotricha Boissier 1875: 179 (einfache
Haare, z. B. Porov 1953: 219) gestellt, scheint zunéchst einer ganz anderen
Verwandtschaftsgruppe anzugehoren. Die Art ist aber allotriploid
(TEppNER 1971, 1972) und enthélt einen Satz eines Genoms vom
O. echioides-Typ (7 Chromosomen). O. echioides L. gehort ebenfalls in
den oben angesprochenen asterotrichen Teil der Gattung, sodall das
qualitativ gleiche Alkaloidmuster aus dieser Sicht zu den obigen Befunden
palit. Der in O. arenaria paarig vorhandene Satz (2 x 6 Chromosomen) stellt
ein Genom, das aus einer ganz anderen Verwandtschaftsgruppe abstammt,
dar: mit der Grundzahl x = 6 und grofien Chromosomen mit ,normalem®
(dhnlich Vicia faba) Formwechsel entspricht es dem einfachhaariger
(haplotricher) Arten wie z. B. O. seotsa LEDEB. oder O. fastigiata (BR.-
BL.)LACAITA. Aus dieser Verwandschaftsgruppe ist tiber Alkaloide nichts
bekannt, einer Untersuchung entsprechender Vertreter darf mit Spannung
entgegengesehen werden.

Fir eine weitere Diskussion stellt sich die Frage, welche Gattungen
auller den unumstrittenen Lithospermeae zu beriicksichtigen sind. Ob man
die Echieae in die Lithospermeae einbezieht (vgl. SEIBERT 1978: 192, 193)
oder nicht, die nahe Verwandtschaft ist nicht zu bezweifeln. Unklarer
erscheint die Position der traditionell zu den Lithospermeae gestellten
Gattung Alkanna, die 6fters auch in neueren Beitrigen zu den Boragineae
(= Anchuseae) gerechnet wird — entweder expressis verbis oder durch
Reihung zwischen klaren Boragineae-Gattungen (CRETE 1951, WILLIS/AIRY
SHAW 1973, Davis 1978, AL-NowatH & al. 1987, MABBERLY 1989); diese
Zuordnung bzw. die entsprechende Charakterisierung der Tribus findet
sich u. a. schon in GURKE 1893: 79, 81, 1894: 112, 117 und beruht hier
offenbar auf einer etwas oberfldchlichen Betrachtung der Klausen und
ihrer Anheftungsstelle. Die stark gekriimmten und tiber der Basis
verengten Klausen von Alkanna tduschen einen, manchen Boragineae
dhnlichen Bau vor. Jedenfalls sind sich Popov 1953: 232 (der im tibrigen fiir
Alkanna eine Ubergangsstellung zwischen Lithospermeae und Boragineae
annimmt), JouNsTON 1953: 279 und SEIBERT 1978: 154-155 einig, dal
Anheftung bzw. Klausen lithospermoid sind. Die Gattung Podonosma,
deren Zuordnung zu den Lithospermeae nie strittig war, hat librigens
Klausen, die mit denen von Alkanna praktisch ident sind (JoHNSTON 1954:
70, SEIBERT 1978: 156-157 und eigene Beobachtungen). Nach dem, was iiber
die palynologischen Verhé#ltnisse der Familie bekannt ist, passen die
heteropolaren Pollenkdérner von Alkanna sehr gut zu denjenigen von
Lithospermum, Onosma und Echium (JOHNSTON 1954, CLARKE 1977, REILLE
1992: 344-350 und eigene Beobachtungen). Nach dem Fettsduremuster in
den Samendlen meint TETENYI 1974 a, b auch, Alkanna aus den Boragineae
ausschliefien zu kénnen. CRETE 1951 (referiert in BRIECHLE & HILGER 1988:
56) stellte Alkanna auf Grund der frithen Embryoentwicklung zu den
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Boragineae; dem ist entgegenzuhalten, dall er mit A. lutea DC. die von allen
iibrigen Arten der Gattung am stirksten abgesetzte Art untersucht hat und
daB das Spektrum der Moglichkeiten bei den Lithospermeae (4 Gattungen
untersucht, jede mit einem anderen Entwicklungsgang) wohl noch nicht
erfafit ist. SchlieBlich verbleibt noch auf einen offenbar sehr vielver-
sprechenden Merkmalskomplex, ndmlich auf die Anatomie der Klausen-
wand, hinzuweisen; nach SeIBERT 1978 sind die Lithospermeae ganz
besonders durch Calciumkarbonat-Einlagerungen in den Zellumina,
durch eine Sklerenchymatisierung der Fruchtknotenwand und durch
nicht wellig verzahnte Epidermiszellen ausgezeichnet. Danach gehért
Alkanna, trotz einiger Eigentiimlichkeiten (SEIBERT 1978: 147-155, 191—
193), eindeutig zu den Lithospermeae.

Die Arbeiten tiber PAs der in der Einleitung genannten Lithosper-
meae-Gattungen geben vielfach nur ein sehr liickenhaftes Bild. Eine
Alkaloidzusammensetzung wie bel den hier behandelten Onosma-Arten
mit Intermedin, Lycopsamin und ihren 7-Acetylderivaten kénnte einem
relativ urspriinglichen Muster entsprechen, da diese Verbindungen auch
bei Vertretern anderer Tribus vorkommen. Intermedin ist auch das
Hauptalkaloid im Kraut von Cerinthe minor L. (RODER & al. 1990) und
in den Wurzeln von Lithospermum erythrorhizon SIEB. & Zucc. (RODER &
RENGEL 1990).

Intermedin und Lycopsamin sind Monoester [mit (+)-Trachelanthin-
sdure bzw. (-)-Viridiflorinsiure am C9], deren 0"-Acetylderivate Diester
der Pyrrolizidinbase (+)-Retronecin (RODER 1990). Veresterungen mit den
verschiedenen Dimethylacrylsduren sind bei Onosma bisher nicht gefun-
den worden.

Eine Variation ist die Veresterung durch Dimethylacrylsduren
(Angelica-, Tiglin- und Seneciosdure) der Hydroxylgruppe am C7 (an-
stelle der Azetatbildung). Das fiihrt bei Lithospermum zu Myoscorpin und
Hydroxymyoscorpin (RODER & RENGEL 1990) sowie zu diesen beiden
Verbindungen plus Echimidin, Echiupinin und N-Oxiden bei Echium
(RODER & al. 1991, SARG & al. 1992). Das Vorkommen von PAs in Form ihrer
N-Oxide ist in der Literatur hdufiger beschrieben; sie sind die wasser-
16sliche Transport- und Speicherform der in der Wurzel synthetisierten
PAs (HARTMANN & ToprpEL 1987, EHMKE & al. 1988).

Die vor allem in der Klausenmorphologie eigentiimliche Gattung
Alkanna weicht auch im Chemismus der PAs stidrker ab, indem
Veresterungen offenbar nur mit Angelicasdure erfolgen, entweder am
C7 (7-Angelylretronecin) oder am C9 (9-Angelylretronecin) oder an beiden;
im Falle von Diestern erfolgt am Sdurerest am C9 noch eine stufenweise
Oxydation der o-Methylgruppe und der Doppelbindung (Triangularin und
Dihydroxytriangularin) (RODER & al. 1984, 1992).
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