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Phytochemical Investigations on Western European Lasallia Species
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The secondary product pattern of 38 specimens of Lasallia brigantium (Zsch.) Llano, L. hi-
spanica (Frey) Sancho & Crespo and L. pustulata (L.) Mérat were investigated by HPLC. Ac-
cording to previous publications gyrophoric acid, lecanoric acid and umbilicaric acid were de-
tected. Additionally two further unknown depsides were found. The presence of the anthra-
quinone skyrin, new to Lasallia, was shown for L. hispanica and L. pustulata. Skyrin is not
equally distributed within the thalli but mainly concentrated in the umbilicus. In L. hispanica

skyrin is located in the epihymenium, too. A correlation between secondary product pattern
and thallus size or light supply does not exist.

Einleitung Frihere Untersuchungen [5, 6] haben gezeigt,
daB die Phytochemie von L. brigantium, L. hispa-
nica und L. pustulata differenzierter ist als bisher
angenommen. Ziel der vorliegenden Arbeit soll da-
her eine ndhere Untersuchung der Inhaltsstoffe
dieser drei Arten mit Hilfe der Hochdruckfliissig-
keitschromatographie sein. Aullerdem werden

Untersuchungen zur Lokalisation der Inhaltsstof-

Die Flechtenfamilie Umbilicariaceae umfaBt die
Gattungen Lasallia und Umbilicaria. Charakteri-
stisch fur die Gattung Lasallia sind die pustulate
Thallusmorphologie, Sporenmerkmale (12 gro3e
Sporen pro Ascus in Lasallia im Gegensatz zu
8 kleinen Sporen pro Ascus in Umbilicaria), die
Abwesenheit von Rhizinomorphen und das Feh-

len der vegetativen Reproduktion durch Thallo-
sporen [1—4].

Die Gattung ist in Europa westlich des 18. Lan-
gengrades durch drei Arten, L. brigantium (Zsch.)
Llano, L. hispanica (Frey) Sancho & Crespo und
L. pustulata (L.) Mérat vertreten. Die bisher be-
kannten Inhaltsstoffe dieser Arten sind in Tab. I

feim Thallus fiir L. hispanica erstmalig vorgelegt.

Material und Methoden

Belegproben des untersuchten Flechtenmateri-
als werden unter den Nummern 434, 435, 436, 502,
511, 548, 597, 666, 695, 801, 982, 1252, 1544, 1622,
1650, 2488, 2742, 3188, 3414, 4254, 4278, 4279,

aufgefiihrt.

Tab. 1. Bisher bekannte Flechtenstoffe in L. brigantium, L. hispanica
und L. pustulata.

Art Flechtenstoff Literatur

L. brigantium Gyrophorsdure [15]

L. hispanica Gyrophorsdure [15]
Gyrophorsdure, Lecanorsdure [8]
3 unbekannte Substanzen

L. pustulata Gyrophorsidure [3,15—-18]
Gyrophorsidure, Umbilicarsdure [19, 20]
Gyrophorsdure, Lecanorsiure,
3 unbekannte Substanzen [6, 8]

4280, 4281 (ESS), 33—83, 33-83a, 192 (GZU),
QLA 1, Q4B(2) (MAF), 730, 4469, 10152, 10718,
10904, 15669 (POELT) und 7552/1 (WITT-
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MANN) in den angegebenen Herbarien aufbe-
wahrt. Zusitzlich stand Typusmaterial von L. bri-
gantium (BERN 1345) und L. hispanica (BERN
7868) zur Verfiigung.

Zur HPLC-Analytik vgl. [7]. Identifizierung und
quantitative Bestimmung der Flechtensubstanzen
erfolgten durch Vergleich von Retentionszeiten,
UV-Spektren in Methanol und Cochromatogra-
phie mit authentischen Reinsubstanzen (Dr. S.
Huneck, Halle, und Prof. Dr. I. Kitagawa, Osaka)
sowie durch Vergleich mit Extrakten aus L. papu-
losa (L.) Ach. (ESS 3361) und Phacophyscia ery-
throcardia (Ach.) Moberg (ESS 4902). Quantita-
tive Daten werden als prozentualer Anteil am
Trockengewicht (% TG) angegeben. Fir die Sub-
stanzen RT 17 und RT 18 war eine Kalibrierung
nicht moglich. Die Quantifizierung dieser Flech-
tenstoffe erfolgte anhand der Daten von Gyro-
phorsaure.

Skyrin wurde aus L. pustulata (WITTMANN
7552/1) isoliert: Etwa 45 g gereinigte, schon vor-
isolierte Nabelbereiche wurden pulverisiert und
bei Raumtemperatur 2 h mit 2 1 Aceton extrahiert.
Der filtrierte Extrakt wurde auf ca. 50 ml ein-
geengt und auf Kieselgelsiulen (Kieselgel 60,
Merck) mit Petrolether (40—60):Isopropanol:
Chloroform: Wasser (90:10:70:0,3) vorgereinigt.
Eine orangerote Fraktion wurde aufgefangen und
zur Trockne eingeengt. Der Rickstand wurde in
Methanol aufgenommen und mittels priparativer
HPLC weiter gereinigt:

Bedingungen: Pumpe: ERC HPLC PUMP 64,
Druck: 2.9 MPa, FluBrate 5 ml/min, Laufmittel:
Methanol (100%), Saule: Nucleosil 7Cg (Mache-
rey & Nagel, Diren), 250 x 16 mm, Aufgabevolu-
men: 0,5ml = ca. 1,2mg Substanz, Detektor:
UVIKON 720 LC, Wellenlinge der Detektion:
260 nm. Die aufgefangenen Fraktionen wurden
zur Trockne eingeengt und der Rickstand gefrier-
getrocknet. Die Ausbeute betrug 20 mg einer tief
orangeroten Substanz.

Massenspektrometrische Untersuchungen (Ge-
rit: MAT 711 (Varian), lonisierungsenergie:
80 eV, 280 "C) wurden von Prof. Dr. Ch. Leuckert
an der Technischen Universitit Berlin, Inst. f. Org.
Chemie, Massenspektrometrische Abteilung, Lei-
tung Dr. G. Holzmann, durchgefithrt. Dinn-
schichtchromatographische Untersuchungen er-
folgten nach der Standardmethode von Culberson
und Kristinsson [5].

Untersuchungen zur Lokalisierung der Inhalts-
stoffe im Thallus wurden anhand groBerer Auf-
sammlungen von L. pustulata (WITTMANN
7552/1, 40 Thalli mit unterschiedlichem Durch-
messer) und L. hispanica (ESS 4254, 20 Thalli mit
einem Durchmesser von 3.5 cm) durchgefihrt.

Thalli mit einem Durchmesser bis zu 3.5 cm
wurden in eine Nabelsektion (ca. 1 ecm Durchmes-
ser) und eine jiingere Randsektion (Thallusrest)
geteilt. GroBere Thalli (bis zu 12 cm im Durchmes-
ser) wurden in drei Teile geteilt, die Nabelsektion
(I-2 cm im Durchmesser), die mittlere Sektion
(von der Nabelregion bis maximal 2 cm gegen den
Rand) und die Randsektion.

Die Beziehung zwischen Exposition und Akku-
mulation von Sekundérstoffen wurde anhand von
20 moglichst gleich entwickelten Thalli (WITT-
MANN 7552/1, ca. 3,5 cm im Durchmesser) un-
tersucht. Je 10 Thalli wurden aus besonders schat-
tiger oder aber stark besonnter Exposition ent-
nommen.

Ergebnisse und Diskussion

Das Inhaltsstoffmuster von 22 Aufsammlungen
von L. pustulata erwies sich im Hinblick auf finf
Flechtenstoffe als einheitlich. Zusétzlich zur
Hauptkomponente Gyrophorsdure (6% TG) wur-
den Lecanorsdure (0,3% TG), Spuren von Umbili-
carsdure (<0,1% TG) und zwei weitere unbekann-
te Substanzen nachgewiesen, die nach ihrer Reten-
tionszeit im folgenden als RT 17 (<0,1% TG) und
RT 18 (0.2% TQG) bezeichnet werden. Anhand der
UV-Spektren (Fig. 1), die Absorptionsmaxima bei
ca. 252 und 304 nm (RT 17) und ca. 246, 266 und
306 nm (RT 18) aufwiesen, waren RT 17 und
RT 18 als Depside zu klassifizieren. Eine weitere
Identifizierung dieser Substanzen war nicht mog-
lich. RT 17 und RT 18 sind innerhalb der Umbili-
cariaceae weit verbreitet. Das Vorkommen ist frii-
heren Arbeiten zu entnehmen [7, 8].

Bei 9 Aufsammlungen von L. pustulata (ESS
502, ESS 548, ESS 666, ESS 801, ESS 982, ESS
1650, ESS 2488, ESS 3188 und WITTMANN 7552/
1) wurde eine zusétzliche Substanz nachgewiesen,
die eine Gelbfirbung des Extraktes bewirkte.
Aufgrund des UV-Spektrums mit Maxima bei 254
(log £ 0,54), 296 (log € 2,1) und 453 nm (log € 0,84)
konnte die Substanz als Anthrachinon identifiziert
werden. Gegentlberstellung der Retentionszeiten
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Fig. 1. UV-Spektrum der unbekannten Depside RT 17
und RT 18. =RT 17,————=RT 18.

der unbekannten Substanz und Cochromatogra-
phie mit den Anthrachinonen 7-Chloremodin und
Valsarin, die als Inhaltsstoffe der Gattung Lasal-
lia bekannt sind [9—11], ergab keine Ubereinstim-
mung. Die Substanz wurde daraufhin isoliert.
Das Massenspektrum zeigte signifikante Peaks
bei m/z 538 und m/z 269. Die Daten aus UV- und
Massenspektrometrie deuteten auf eine dimere
Verbindung vom Anthrachinontyp mit der Brut-
toformel C;)H 3O, hin. Die Molmasse stimmte
mit der von Skyrin (Fig. 2) iberein. Auch der
dunnschichtchromatographische Vergleich mit
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Fig. 2. Skyrin.

authentischem Skyrin ergab vollige Ubereinstim-
mung. Die Identitit der unbekannten Substanz als
Skyrin wurde zusitzlich durch hochdruckflissig-
keitschromatographischen Vergleich mit einem
Extrakt aus Phaeophyscia erythrocardia (Ach.)
Moberg (ESS 4902) bestéitigt.

Das unregelmifBige Vorkommen des Skyrins in
nur 9 von insgesamt 22 untersuchten Proben gab
AnlalB3 zu weiteren Studien anhand einer groBeren
Aufsammlung aus Osterreich (WITTMANN
7552/1). Das dimere Anthrachinon war in 29 von
insgesamt 40 untersuchten Thalli enthalten (70%).
Die Untersuchung verschiedener Thallussektionen
(Tab. II) zeigte eine ungleichméBige Verteilung des
Skyrins. Die Substanz ist vorwiegend in der Nabel-
sektion im Nabel und in der unteren Rinde abgela-
gert. Das Vorkommen des Skyrins ist nicht von
der ThallusgroBe abhangig. Die Substanz wurde in
Thalli mit Durchmessern von 2—12 cm nachgewie-
sen.

Tab. I1. Konzentrationen von Gyrophorsiure, Lecanorsdure, Um-
bilicarsaure, Skyrin, RT 17 und RT 18 in Sektionen von L. pustula-
ta von verschiedenem Thallusdurchmesser: 2—3 c¢m (3 Thalli),
3,5-4 cm (9 Thalli), 7-8 cm (5 Thalli), 9—12 cm (3 Thalli). N =

Nabelsektion, M = mittlere Sektion, R = Randsektion, £ = % TG
<0.1, (2) = Inhaltsstoff in 2 Thalli enthalten.
Konzentration Thallusdurchmesser
(in % TG) 2-3cm 3,5-4cm  7-8cm 9-12cm
N R N R N M R N M R
Gyrophorsidure 6,5 6,5 6,5 6,8 6 6 6 4 5 6
Lecanorsiaure 0,1 0,3 0,2 0,3 0,1 0.2 0,3 0.1 0,1 0,2
Skyrin 0,1 = 02 = 0,1 = = 04 = =
(2) (5 4) (3)
Umbilicarsdure d = = = 2 = £ £ £ &
RT 17 = 02 = 0.2 + £ 0,1 £ £ 0,1
RT 18 0.2 04 02 0.4 0,1 0.2 04 = 0,1 0,3
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Das unregelmiBige Vorkommen des Anthrachi-
nons ist auch nicht auf das Lichtangebot am
Standort (Exposition) zurtickzufiihren. Die Unter-
suchung von 20 Thalli, die aus unterschiedlicher
Exposition gesammelt wurden, ergab, dall weder
die Anreicherung von Skyrin im Nabel, noch das
uneinheitliche Vorkommen von der Exposition be-
einflul3t werden (Tab. I1I).

Im Gegensatz zu Skyrin sind Gyrophorsiure,
Lecanorsiure, Umbilicarsdure und RT 17 und
RT I8 in allen untersuchten Thalli enthalten. In
der Randsektion ist die Konzentration der Depsi-
de meist geringflgig hoher als in der Nabelsektion.

Im Hinblick auf die Ergebnisse bei L. pustulata
wurden die beiden Arten L. brigantium und L. hi-
spanica, die auler L. pustulata im westlichen Euro-
pa verbreitet sind, untersucht.

Das Inhaltsstoffmuster von 9 Aufsammlungen
von L. hispanica erwies sich als identisch mit dem
von L. pustulata. Zusitzlich zur Hauptkomponen-
te Gyrophorsdure (7% TG) wurden Lecanorsaure
(0,3% TG), Spuren von Umbilicarsaure (<0,1%
TG), RT 17 (<0,1% TG), RT 18 (0,2% TG) und
Skyrin nachgewiesen.

Die Untersuchung von Thallussegmenten an-
hand von 20 Thalli (Durchmesser 3,5 cm) aus Spa-
nien (ESS 4254) zeigte eine Zunahme der Depsid-
konzentration von der Nabelsektion zur Randsek-
tion (Tab. IV). Skyrin war in allen Thalli
enthalten. Wie auch bei L. pustulata wird die Sub-
stanz vorwiegend in der Nabelsektion im Nabel
und in der unteren Rinde abgelagert. Zusitzlich
konnte Skyrin in den Apothecien (ESS 4254) nach-
gewiesen werden. Histochemische Untersuchun-
gen mit Kaliumhydroxid ergaben eine Lokalisa-
tion im Epihymenium.

Tab. III. Konzentrationen von Gyrophorsidure, Leca-
norsdure, Umbilicarsdure, Skyrin, RT 17 und RT 18 in
Thalli von L. pustulata unterschiedlicher Exposition.
N = Nabelsektion, R = Randsektion, = = % TG <0,1,
(2) = Inhaltsstoff in 2 Thalli enthalten. Jeweils 10 Thalli.

Konzentration Exposition
(in % TG) von Sonne Schatten

N R R
Gyrophorsidure 5.6 6.3 7,0 72
Lecanorsdure 0,2 0,3 0,2 0,3
Skyrin 0,2(7) — 0,3(7) 0.1(1)
Umbilicarsdure + =+ =+ =&
RT 17 + 0.1 0.1 0.3
RT 18 0.1 0.4 0.1 0.3
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Tab. 1V. Konzentration von Gyrophorsdure, Lecanor-
sdure, Umbilicarsdure, Skyrin, RT 17 und RT 18 in
Thalli von L. hispanica. N = Nabelsektion, R = Rand-
sektion, = = % TG <0.1, (2) = Inhaltsstoff in 2 Thalli
enthalten, 20 Thalli.

Konzentration N R
(in % TG) von

Gyrophorsaure
Lecanorsaure
Skyrin
Umbilicarsidure
RT 17

RT 18

Sowm
~ -9

(20)

SORLSS N

S+

Inhaltsstoffe von 6 untersuchten Aufsammlun-
gen von L. brigantium sind Gyrophorsdure (8%
TG), Lecanorsdure (0,2% TG), Spuren von Umbi-
licarsdure (<0,1% TG), RT 17 (<0,1% TG) und
RT 18 (0,3% TG). Im Gegensatz zu L. pustulata
und L. hispanica wurden keine Anthrachinone ge-
funden. Untersuchungen von Thallussektionen
waren aus Materialmangel nicht moglich.

Im Gegensatz zur Gattung Umbilicaria besteht
bei der Gattung Lasallia eine klare Tendenz zur
Anthrachinonsynthese. Das Vorkommen von An-
thrachinonen ist von folgenden Arten bekannt:
L. asiae-orientalis Asah., Struktur unbekannt [12];
L. capensis (Frey) Llano, 7-Chloremodin [13];
L. hispanica (Frey) Crespo & Sancho, Skyrin (vor-
liegende Untersuchung); L. mayebarae (Sato)
Asah., Struktur unbekannt [12]; L. membranacea
(Laur.) Llano, 7-Chloremodin, Valsarin[13]; L. pa-
pulosa (Ach.) Llano, 7-Chloremodin, Valsarin [9,
11], var. laceratula (Vain.) Llano, 7-Chloremodin
[13], var. rubiginosa Pers., 7-Chloremodin, Valsa-
rin [9—12, 14]; L. pertusa (Rass.) Llano, Struktur
unbekannt [13]; L. pustulata (L.) Mérat, Skyrin
(vorliegende Untersuchung); L. rossica Dombr.,
7-Chloremodin, Valsarin [13].

In L. brigantium (Zsch.) Llano, L. pennsylvanica
(Hoffm.) Llano mit der var. caucasica (Lojka) und
L. sinensis Vej sind Anthrachinone bisher nicht be-
kannt.

L. dilacerata Frey und L. glauca (Stizenb.)
Llano sind bisher phytochemisch nicht untersucht
worden.
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