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1. Einleitung

Phytochemische Studien beschrankten sich bisher oft ganz allgemein auf die
Untersuchung bestimmter Pflanzenarten und manchmal sogar nur bestimmter Organe
welche volksmedizinisch, ethnobotanisch oder kulinarisch Verwendung fanden. In
zahlreichen Artikel wurde daher Uber ihre Inhaltsstoffe und Bioaktivitaten (meist mit
standardisierten Modelsystemen) berichtet, selten jedoch der Versuch unternommen die
Verbreitungsmuster und Akkumulationstendenzen der untersuchten sekundaren
Pflanzenstoffe bei einer representativen Anzahl von Arten und Herkinften in einen

phylogenetisch-evolutionaren und 6kologischen Kontext zu setzen.

Einige Vertreter der pan(sub)-tropisch verbreiteten Familie der Zingiberaceae sind
weltweit bekannt fur deren kulinarischen und/oder medizinischen Nutzen. Was ware ein
indisches Curry ohne dem farb- und geschmackgebendem, orangegelbem Pulver der
Gelbwurz (Curcuma longa L.). Oder die vielseitig verwendbaren, heutzutage in jedem
Supermarkt erhaltlichen, scharfschmeckenden Rhizome des echten Ingwers (Zingiber
officinale Roscoe). Kardamom (Elettaria cardamomum (L.) Maton) und Thai-Ingwer (Alpinia
galanga (L.) WiLLp.) sind zwei weitere Beispiele aus der Familie der Ingwergewachse die
aufgrund ihrer Inhaltsstoffe weltweit wirtschaftliche Bedeutung gewonnen haben. Aber
neben diesen wenigen allseits bekannten Vertretern gibt es ca. 1.500 weitere Arten die
groldteils, zumindest lokal oder regional von ethnobotanischer Bedeutung sind und auf
verschiedenste Weise genutzt werden. Junge Infloreszenzen als Currygemuise (z.B.
Etlingera elatior (Jack) R.M.Sm.), Samen zur Behandlung von Magen- und
Verdauungsbeschwerden (z.B. Amomum subulatum Roxs.), Blatter zum Einwickeln und
damit auch Aromatisieren von zu garenden Speisen (z.B. Kaempferia galanga L.),
Blattextrakte zur Behandlung von Schlangenbissen (z.B. Renealmia alpinia (RotTs.) Maas)
oder Rhizome und Wurzelknollen als Starkelieferanten (z.B. Curcuma zedoaria (CHRrisT™.)
Roscoe) um nur einige Beispiele lokaler Nutzungen aufzuzeigen (Larsen and Larsen, 2006;
Larsen et al., 1999).

Die Gattung Alpinia Roxb. mit ihren ca. 250 Arten ist in ihrem heutigen Umfang die
grofRte Gattung innerhalb der Zingiberaceae und tragt damit entscheidend (~15%) zu ihrer
Diversitat bei. Neue molekularsystematische Studien haben gezeigt, dass das derzeitige
Gattungskonzept die evolutionaren Zusammenhange dieser Verwandtschaftsgruppe nicht

wiederspiegelt und Alpinia Roxs. sensu Smith (Smith, 1990) in Zukunft in mehrere, nicht



naher verwandte, Gattungen aufzuteilen ist (Kress et al., 2007).

In der vorliegenden Diplomarbeit wird daher diese neu zu gruppierende
Verwandtschaftsgruppe, Alpinia Roxs. sensu Smith, als Modellfall genutzt um mit
vergleichend chemosystematischen Untersuchungen die unterschiedlichen
Verbreitungsmuster und Akkumulationstendenzen charakteristischer Inhaltsstoffe in
einzelnen Verwandtschaftsgruppen herauszuarbeiten und den neuesten molekular-

systematischen Erkenntnissen gegenuberzustellen.

Folgende Fragen sollen demnach im Zuge dieser Diplomarbeit beantwortet werden:

- Chemodiversitat: Welche unterschiedlichen Stoffgruppen sind in Vertretern der Gattung

Alpinia anzutreffen?

- Phytochemische Marker: Wie weit erweisen sich einzelne Verbindungen oder

Stoffgruppen charakteristisch flr verschiedene Verwandtschaftsgruppen?

- Okologie: Ergeben Verbreitungsmuster und Akkumulationstendenzen charakteristischer

Stoffe Aufschluss uber deren 6kologische Bedeutung?



2. Systematik, Taxonomie und Morphologie

2.1 Zingiberales
Die

Zingiberaceae wird zusammen mit sieben

Familie der

weiteren Pflanzenfamilien in die Ordnung

der Zingiberales Grises. (ehedem

Scitamineae) innerhalb der abgeleiteten
Monokotylen

(Commelinidae  TakHT.)

gestellt. Innerhalb dieser Ordnung werden

folgende vier Unterordnungen
unterschieden: die Unterordnung
Musineae W. J. Kress mit der einzigen
Familie Musaceae Juss., die

Unterordnung Strelitzineae W. J. Kress
mit den beiden Familien Strelitziaceae
RipL.,, die

Unterordnung Heliconiineae W. J. KRress

HutcH. und  Lowiaceae
mit der einzigen Familie Heliconiaceae
ViNes und die Unterordnung Zingiberineae
W. J. Kress mit den Familien Marantaceae
R. Br., Cannaceae Juss., Costaceae Nakai
und Zingiberaceae Martinov (Kress et al.,
2001) (Abb. 1). Die mit den Zingiberaceae
nah verwandte Familie der Costaceae
wurde ehedem in diese als Unterfamilie
(Costoideae

Hassk.) eingegliedert.

Musaceae
Costaceae
Cannaceae

Heliconiaceae
Zingiberaceae
Marantaceae

Abbildung 1: Dendrogramm (oben) und
“‘Rhizogramm® (unten) der Zingiberales welche die
evolutiondren  Zusammenhange innerhalb der

Ordnung zeigen. Die basalen Familien der Ordnung
(Musaceae, Strelitziaceae, Lowiaceae und
Heliconiaceae) zweigen schon frth ab, die
abgeleiteten Familien (Zingiberaceae, Costaceae,
Marantaceae und Cannaceae) stehen an der Spitze.
(“Rhizogramm?®; http://botany.si.edu/zingiberales/).

Morphologische (z.B. Blattstellung, Anzahl der Staminodien), molekularsystematische und

phytochemische Merkmale der Costaceae sprechen jedoch fir die Ausgliederung aus den
Zingiberaceae (Kress, 1990; Kress et al., 2001; Specht et al., 2001).

2.2 Zingiberaceae

Die pantropisch verbreitete Familie der Zingiberaceae Martinov mit ihren rund 50
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Gattungen und uber 1.500 Arten wird der aktuellen systematischen Gliederung folgend in
vier Unterfamilien (Siphonochiloideae W. J. KRress, Tamijioideae W. J. KRgess,
Zingiberoideae Hassk. (mit den Triben Zingibereae Meisn. und Globbeae Meisn.) und
Alpinioideae Hassk. (mit den Triben Alpinieae Ors. und Riedelieae W. J. Kress) eingeteilt
(Kress et al., 2002) (Abb. 2). Die im (sub)-tropischen Afrika und Madagaskar verbreitete
Unterfamilie der Siphonochiloideae umfasst nach neuen Erkenntnissen die beiden
Gattungen Siphonochilus J. M. Woob & Franks (ca. 15. Arten) und Aulotandra Gacnep. (ca.
5 Arten) (Harris et al., 2003; Newman, 2007). Die Unterfamilie der Tamijioideae ist
monotypisch mit der auf Borneo endemischen Art Tamijia flagellaris S. Sakal & Nacam.
(Sakai and Nagamasu, 2000).

2.2.1 Verbreitung und Habitate

Das Hauptverbreitungszentrum der Familie liegt in den asiatischen Tropen, wobei
sich die beiden artenreichen Unterfamilien biogeographisch durch ihre Diversitatszentren
unterscheiden. Die Alpinioideae haben ihr Diversitatszentrum im malaiischen Raum, die
Zingiberoideae erreichen in den Monsungebieten Indochinas die grote Artenvielfalt
(Larsen, 2005). Die einzige indigene neotropische Gattung ist Renealmia L. r., welche
zusammen mit drei weiteren Gattungen (Siphonochilus J. M. Woop & Franks, Aulotandra
Gacnep. und Aframomum K. Schum.) auch in Afrika vorkommt (Auvray et al., 2010; Harris et
al., 2003, 2000; Maas, 1977). Einige Vertreter der Gattung Alpinia Roxs. erreichen in Japan
den 33. nordlichen Breitengrad, die sudlichsten Vorkommen sind in Stdafrika um den 27.
sudlichen Breitengrad. Mehrere Arten der kaltetoleranten Gattung Roscoea Swm. erreichen
im Himalaya Héhen von bis zu 4800m (Cowley, 2007). Die Mehrzahl der Zingiberaceae
kommt an eher lichten Stellen tropischer Walder vor und bildet dort ein wichtiges Element
der Krautschicht. Auch in sud- und sudostasiatischen Monsunwaldern, laubwerfenden
Dipterocarpaceen-Waldern, temporar Uberfluteten Habitaten und Sumpfwaldern finden
sich Vertreter der Familie. Einige Arten der Gattungen Hedychium J. Koenie und
Rhynchanthus Hook. fr. wachsen epiphytisch und mehrere Arten der Gattung

Caulokaempferia K. Larsen epilithisch (Larsen et al., 1998).
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Abbildung 2: Molekularer Stammbaum der Zingiberaceae basierend auf der kombinierten Analyse der ITS
und matK-Sequenzen von 104 Arten aus 41 Gattungen. Monophyletische Gattungen wurden zu einzelnen
Zweigen zusammengefasst. Zweiglange (oben) und Bootstrap-Werte (unten) fur die einzelnen Clades sind
angegeben. Die Sterne zeigen jene Verzeigungspunkte welche im Strict Consensus Tree kollabieren. (aus

Kress et al. 2002).

2.2.2 Morphologie

Es handelt sich um aromatische, ausdauernde krautige Pflanzen mit meist

unterirdisch kriechendem sympodial verzweigtem Rhizom. Die gréfiten Vertreter der

Familie erreichen Wuchshohen von bis zu zehn Metern, andere sind nur einige Zentimeter



hoch. Das oft fleischig ausgebildete Rhizom dient als Speicherorgan, einige Gattungen
(z.B. Curcuma L., Kaempferia L., Zingiber MiLL.) trockener Gebiete produzieren an den
Wurzelenden zusatzlich Speicherknollen. Das Rhizom kann lang, dinn und kriechend
oder gestaucht ausgebildet sein, meist ist es unverzweigt. bei einigen Arten aber auch
verzweigt. In einigen Arten der Gattungen Amomum Roxs., Geostachys (Baker) RioL. und
Hornstedtia Retz. ist die unterirdische Sprossachse durch Stelzwurzeln bis zu einem Meter
uber den Boden gehoben. Die Blattstellung der in Scheide und Spreite gegliederten Blatter
ist immer distich. Die Blatter stehen entweder parallel zur Wuchsrichtung des Rhizoms
(Unterfamilie Zingiberoideae) oder normal darauf (Unterfamilien Siphonochiloideae,
Tamijioideae und Alpinioideae). Die Achsen der Laubsprosse sind fast zur Ganze aus den
Blattscheiden aufgebaut, die echte Sprossachse ist nur im untersten Bereich des
Scheinstamms vorhanden, verlangert sich aber bei terminal bluhenden Arten im Zuge der
Infloreszenzbildung. Das Unterblatt besteht aus der offenen Blattscheide und einem
Blatthautchen, ahnlich der Ligula der Poaceae. Die Lange der Ligula ist sehr variabel, in
der Gattung Caulokaempferia K. Larsen ist sie weniger als einen Millimeter lang, bei
einigen Arten der Gattung Zingiber MiL. wird sie bis zu funf Zentimeter lang. Das
ganzrandige Oberblatt ist sitzend bis gestielt und wenige Zentimeter bis zu Uber einem

Meter lang.

Die Infloreszenz wird entweder terminal an den Spitzen der Laubsprosse oder basal
direkt aus dem Rhizom gebildet. In der Gattung Plagiostachys RioL. ist der Blltenstand
zwar terminal, bricht aber seitlich im unteren Bereich des Pseudostamms hervor. Die
Infloreszenz der Zingiberaceae ist prinzipiell ein Thyrsus und aus cymodsen
Teilblutenstanden aufgebaut, welche Cincinni (Einzahl Cincinnus) genannt werden. In
einigen Gattungen (z.B.: Etlingera Giseke, Hornstedtia Retz.) ist die Infloreszenz von
sterilen, blattartigen Hochblattern umgeben. In manchen Fallen (z.B.: Alpinia oxymitra K.
ScHum.) ist der Cincinnus zu einer einzigen Blute reduziert wodurch der Blutenstand zu

einer Traube oder Ahre wird.

Die zygomorphen Bluten der Zingiberaceae sind immer zwittrig und 3-zahlig, aber
im Vergleich mit anderen Verwandtschaftsgruppen innerhalb der Monokotylen stark
abgeleitet. Die Blute besteht aus f Wirteln und ist in Kelch und Krone gegliedert. Der
aulerste Wirtel ist als Kelchrohre ausgebildet welche meist auf einer Seite gespalten ist
und in drei kleinen Zahnen endet. Die Krone ist zumindest an der Basis verwachsen und

rohrig ausgebildet, das dorsale Kronblatt ist meist etwas grof3er als die beiden lateralen.



Das Andrézeum der Zingiberaceae
ist stark abgeleitet, mit nur einem fertilen
Staubblatt. Der &uRere Staubblattkreis
besteht aus zwei Staminodien, welche frei
und petaloid oder mit dem Labellum
verwachsen sein konnen. In der Tribus
Alpinieae sind diese lateralen
Staminodien meist zu kleinen zahnartigen

Anhangseln des Labellums reduziert. Das

dritte Staubblatt des aulleren Kreises ist Laterales Staminodium Laterales Staminodium
ausgefallen. Der innere Staubblattkreis Labellar

besteht aus dem fertilen Staubblatt und

zwei zu einem Labellum verwachsenen @ sepalen () Petalen fertilesStamen

Staminodien. Das Labellum fungiert bei Staminodien 3K ausgefallenes Stamen

vielen Gattungen als Schauapparat der appiidung 3: Bliitendiagramm der Zingiberaceae.
Blite. Das unterstindige, synkarpe ("ach Kress etal. 1990 verandert).

Gynézeum ist aus drei Karpellen

aufgebaut und besitzt einen Griffel mit einer meist trichterférmigen Narbe. Der Griffel ist
meist sehr dunn, in eine Furche des Filaments eingebettet und zwischen den beiden
Theken der Anthere eingeklemmt. Die beiden anderen Griffel sind zu
nektarproduzierenden Drusen umgewandelt. Der Fruchtknoten ist entweder dreifachrig mit

zentraler Plazentation oder einfachrig mit parietaler Plazentation (Abb. 3).

Die Frucht ist eine trockene oder fleischige Spaltkapsel; einige Arten der Gattung
Alpinia bilden Schlie3friichte aus. Die Fruchtgestalt ist innerhalb der Familie sehr variabel
und von taxonomischer Bedeutung. Bei vielen Arten der Gattung Etlingera verwachsen die
Frachte zu einem Fruchtverband, der an jene der Schraubenpalmen (Gattung Pandanus)
erinnert. Die Samen sind meist mit einem Arillus ausgestattet. Dieser entsteht aus Gewebe
an der Basis des Samens und umgibt den Samen teilweise oder vollstandig. Meist ist der
Arillus durchsichtig bis weild, in der Gattung Hedychium ist er leuchtend rot gefarbt
(Heywood et al., 2007; Larsen and Larsen, 2006; Larsen et al., 1998).

2.2.3 Phytochemie
Die Familie ist charakterisiert durch das Vorhandensein von Exkretzellen in allen



Pflanzenteilen, welche neben &therischen Olen auch nichtflichtige sekundare
Pflanzenstoffe akkumulieren. Als Hauptbestandteile des &therischen Ols findet man Mono-
und Sesquiterpene sowie Phenylpropane und deren Derivate. Als nichtflichtige
Naturstoffe akkumulieren Zingiberaceae vor allem eine Vielzahl an Polyketiden und haufig

auch Labdan-Diterpene.

Viele Curcuma-Arten akkumulieren in ihren Rhizomen gelbe Farbstoffe, welche als
Curcuminoide bekannt sind und dem Currypulver seine Farbe verleihen. Ahnliche Stoffe
meist ohne durchgehend konjugierte Doppelbindungen werden Diarylheptanoide genannt
und sind aus den Gattungen Alpinia, Zingiber, Curcuma, Amomum, Etlingera, Kaempferia,
Renealmia und Aframomum bekannt. Die Scharfstoffe des Rhizoms von Zingiber officinale
Roscoe und der Samen von Aframomum melegueta K. Schum., zahlen zur verwandten
Stoffklasse der Arylalkanoide und sind in der Literatur als Gingerole und Paradole bekannt.
Sie sind biosynthetisch ebenfalls als Phenylpropan-Derivate mit verlangerter Seitenkette
aufzufassen (Ramirez-Ahumada et al., 2006). Flavonoide spielen innerhalb der Familie
ebenfalls eine wichtige Rolle. Aus mehreren Gattungen wurden Chalkone,
Dihydrochalkone, Flavanone, Flavonole und Dihydroflavonole, aber auch Addukte mit
Vertretern anderer Stoffklassen isoliert. Neben diesen Stoffen finden sich punktuell noch
weitere, hier nur kurz erwahnte Stoffklassen. Dazu zahlen die Kawalactone,
Phenylbutenoide und Stilbene (Hema and Nair, 2009; Masuda et al., 1999; Pancharoen et
al., 2000).

2.3 Gattung Alpinia Roxs.

Alpinia ist die grof3te und am weitesten verbreitete Gattung innerhalb der
Zingiberaceae mit rund 250 Arten (Larsen and Larsen, 2006; Larsen, 2005) und einem
Verbreitungsgebiet von Sri Lanka uber Indien und China bis Japan, SO-Asien bis weit in
den pazifischen Raum und NO-Australien. Die meisten Arten sind, collin bis montan, in
tropischen Waldern verbreitet und bilden dort meist dichte Bestande mit Wuchshohen bis
zu drei Metern. Einige pazifisch verbreitete Arten (z.B.: A. boia Seem., A. regia K. HEYNE ex
R. M. Swm.) erreichen Wuchshohen von bis zu zehn Metern. In Neuguinea und Sulawesi
steigen einige Arten in Bergregenwaldern bis auf 2.000 Meter Seehdhe. Die am
nordlichsten verbreitete Art ist A. japonica (Thuns.) Mia., welche nérdlich von Tokio noch
natirlich vorkommt. Mehrere Arten der Gattung sind wichtige Zierpflanzen, so zum

Beispiel A. purpurata (ViewLL.) K. Schum. und A. zerumbet (Pers.) B. L. Burtt & R. M. Sw.



welche pantropisch kultiviert werden und haufig verwildern. In Asien und insbesondere in
China und SO-Asien werden verschiedene Arten medizinell und auch kulinarisch als
Gewlrz genutzt, so zum Beispiel A. galanga (L.) Wip., A. conchigera GriFr., A.
hainanensis K. ScHum. und A. roxburghii Sweet (Kress et al., 2005; Larsen and Larsen,
2006).

2.3.1 Geschichte und Nomenklatur

Die Geschichte des Namens der Gattung Alpinia ist aus nomenklatorischer Sicht
relativ komplex. Der Name Alpinia (damals noch als Alpina) wurde um 1700, in einem
unveroffentlichten Manuskript, erstmals von Charles Plumier (* 20. April 1646; 1 20.
November 1704) in Gedenken an den italienischen Arzt und Botaniker Prospero Alpini (*
23. November 1553 in Marostica (Republik Venedig); T 16. Februar 1617 in Padua ) fur
eine neuweltliche Art der Ingwergewachse (Alpina racemosa alba cannacori foliis)
verwendet. Plumier's Beschreibungen von Alpina und Alpina racemosa alba cannacori
foliis bildeten die Grundlage fir Carl von Linné's (* 23. Mai 1707; ¥ 10. Januar 1778)
Gattung Alpinia L., mit A. racemosa L. (heute ein heterotypisches Synonym von
Renealmia pyramidalis (Lam.) Maas) als Typusart (Linné, 1753). Spater, 1782, beschrieb
sein Sohn Carl von Linné der Jungere (* 20. Januar 1741; ¥ 1. November 1783) eine
weitere neotropische und nah verwandte Art mit dem Namen Renealmia exaltata L. F.
(heute ein heterotypisches Synonym von R. alpinia (RotTs.) Maas) und stellte sie in seine
neue Gattung Renealmia L. r. (Linné, 1782). Im Zuge umfangreicher botanischer
Forschungen und Sammlungen im indischen Raum beschrieb der schottische Arzt und
Botaniker William Roxburgh (* 29. Juni 1751; 1t 10. April 1815) in seiner Flora Indica
(posthum veroffentlicht) 12 weitere Arten und stellte sie in die Gattung Alpinia (Roxburgh
and Wallich, 1820; Roxburgh, 1810). Es zeigte sich bald, dass die neotropischen und
afrikanischen Arten mit den asiatischen nicht naher verwandt und folglich in
unterschiedliche Gattungen zu stellen sind. Deshalb wurden in den folgenden Jahrzehnten
die neuweltlichen und afrikanischen Arten unter Renealmia gefuhrt und die asiatischen
unter der Gattung Alpinia. Um unndtige und verwirrende nomenklatorische
Umkombinationen zu vermeiden, wurden im Zuge des botanischen Kongresses 1935 in
Amsterdam die Namen Alpinia L. und Renealmia L. (Bromeliaceae) verworfen (nomina
rejicienda) und Renealmia L. r. (Typusart: R. exaltata L. r.) und Alpinia Roxs. (Typusart: A.
galanga (L.) WiLLp.) als Namen konserviert (nomina conservanda) (Burtt and Smith, 1972;
Maas, 1977).



2.3.2 Systematik

Die systematische Gliederung der Gattung Alpinia Roxs. ist, aufgrund neuer
molekularsystematischer Untersuchungen im Umbruch (Kress et al., 2007, 2005, 2002;
Rangsiruji et al., 2000a). Innerhalb der Tribus Alpinieae sind klare Gattungsabgrenzungen,
meist aufgrund fehlender morphologischer Merkmale, schwierig. Wahrend einige
Gattungen innerhalb der Tribus aufgrund morphologischer Merkmale und/oder ihrer
Biogeographie leicht abzugrenzen sind (z.B.: Aframomum K. Schum., Elettaria MaToN,
Hornstedtia Retz., Burbidgea Hook. r.) gibt es fur die Gattung Alpinia keine Apomorphien
welche die Gattung in ihrem heutigen Umfang charakterisieren und deutlich von anderen
Verwandtschaftsgruppen der Tribus differenzieren. Von mehreren Bearbeitern der Gattung
wurden im Laufe der Zeit Versuche unternommen Alpinia in kleinere Gattungen
aufzuspalten (Holttum, 1950; Loesener, 1930; Schumann, 1904; Valeton, 1915). Im
Folgenden wird auf die Klassifikation der Gattung nach Schumann (Schumann, 1904) und
Smith (Smith, 1990) eingegangen um danach die neuen molekularsystematischen

Befunde, vor allem von Kress et al. (Kress et al., 2007, 2005) zu erlautern.

Schumann (1904) bearbeitete die Gattung Uber das gesamte Verbreitungsgebiet
und unterteilte sie in vier Untergattungen und 27 Sektionen. Die Klassifikation nach
Schumann beruht vor allem auf Infloreszenzmerkmalen, wobei die Ausbildung und
Merkmale der Brakteen und Brakteolen die wichtigsten diagnostischen Unterschiede
darstellen. Acht von Schumann’s Sektionen werden heute in andere, teils neu
geschaffene, Gattungen gestellt (Plagiostachys RibL.,, Leptosolena C. PRresL,
Pleuranthodium (K. ScHum.) R. M. Swm., Riedelia Ouv., Geocharis (K. ScHum.) RioL. und
Amomum L.) (Schumann, 1904).

Im Gegensatz zu Schumann unterteilte Smith (1990) die Gattung aufgrund von
Merkmalen des Labellums in zwei Untergattungen (Alpinia und Dieramalpinia). Smith's
Untergattung Alpinia umfasst sieben Sektionen und zehn Untersektionen, die Untergattung
Dieramalpinia umfasst vier Sektionen und zwei Untersektionen. Die Gliederung der
Untergattungen in Sektionen und Untersektionen erfolgte ebenfalls aufgrund von
Merkmalen der Brakteen und Brakteolen (Smith, 1990).

Die molekularsystematischen Untersuchungen von Kress et al. (2005, 2007) haben
gezeigt, dass die Gattung in ihrem heutigen Umfang polyphyletisch ist . Hinweise darauf
lieferten bereits phylogenetische Studien von Rangsiruji et al. (Rangsiruji et al., 2000a,

2000b) und von Kress et al. (2002). Die auf Sequenzvergleichen der molekularen Marker
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Abbildung 4: Molekularer Stammbaum der Unterfamilie Alpinioideae basierend auf der
kombinierten Analyse der ITS und matK-Sequenzen von 112 Arten der Zingiberaceae,
72 davon aus der Gattung Alpinia. Monophyletische Gattungen wurden zu einzelnen
Gruppen zusammengefasst. Die Alpinia zerumbet-Gruppe beinhaltet die Gattung
Plagiostachys, die Alpinia eubractea-Gruppe beinhaltet die Gattungen
Vanoverberghia und Leptosolena; nach Kress u. a. 2007 verandert.
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matK und ITS basierenden Stammbaume von 112 Zingiberacae-Arten (72 davon aus der
Gattung Alpinia) deuten darauf hin, dass die Gattung in sechs nicht naher miteinander
verwandte Taxa, welche Uber die ganze Tribus Alpinieae verteilt sind, aufzuteilen ist (Abb.
4). Diese sechs Taxa sind nur bedingt mit den infragenerischen Klassifikationen von
Schumann und Smith in Einklang zu bringen. Die Merkmale der Brakteen und Brakteolen

sind fur eine die Evolution wiederspiegelnde Klassifikation der Gattung nicht geeignet.

Alpinia fax - Gruppe

Der Alpinia fax - Gruppe umfasst drei Arten (A. fax B. L. Burtt & R. M. Swm., A.
abundiflora B. L. Burtt & R. M. Swm., A. rufescens (Thwaites) K. ScHum.) und ist im
sudwestlichsten Indien und auf Sri Lanka verbreitet. Morphologisch weichen die Arten
durch kopfige, grundstandige Infloreszenzen, welche von sterilen Brakteen umgeben sind
und lateralen Cincinni mit bis zu sieben Bluten, von anderen Vertretern der Gattung und
des Tribus ab. A. rufescens, welche nur von der Typusaufsammlung bekannt ist und nicht
in die molekularsystematischen Untersuchungen einbezogen wurde, ist aufgrund gleicher
Merkmale wohl ebenfalls in diese Gruppe einzugliedern. Die Alpinia fax - Gruppe bildet die

Schwestergruppe zu den Gattungen Renealmia L. F. und Aframomum K. ScHuwm..

Alpinia galanga - Gruppe

Morphologisch bildet dieser Zweig eine koharente Gruppe, die Infloreszenzen
besitzen Cincinni mit vielen kleinen Bliten und die Form des Labellums ist bei allen
Vertretern sehr ahnlich. Die nahe Verwandtschaft der Arten A. galanga, A. conchigera und
A. nigra (Gaertn.) B. L. Burtr konnte auch durch anatomische Untersuchungen der
Fruchtwande gezeigt werden (Liao and Wu, 1996). Das taxonomisch uberbewertete
Merkmal der Brakteolen-Gestalt hat dazu gefuhrt, dass Schumann und Smith die Arten
dieser Verwandtschaftsgruppe in verschiedene Sektionen einordneten. A. conchigera und
A. nigra besitzen rohrige Brakteolen wahrend die Brakteolen von A. galanga und A.
bilamellata Makino bis zur Basis offen sind. Eine noch ausstandige Revision der Gattung
wird dazu fuhren, dass der Gattungsname Alpinia nur auf Vertreter dieses relativ kleinen

Gruppe (derzeit 5 Arten) anzuwenden ist.
Alpinia carolinensis - Gruppe

Die Vertreter dieser Verwandtschaftsgruppe sind groliteils im Pazifik dstlich der

Wallace-Linie verbreitet und kommen mit mindestens 5 Arten in Sulawesi (A. aenea B. L.
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Burtt & R. M. Swm., A. cylindrocephala K. ScHum., A. monopleura K. Schum., A.
eremochlamys K. ScHum. und A. coeruleoviridis K. ScHum.) vor. Weitere Arten dieser
Gruppe sind A. boia Seem. (Fidschi) und A. carolinensis Koibz. (Karolinen). Die Alpinia
carolinensis - Gruppe ist morphologisch durch folgende Merkmale zu charakterisieren:
relativ grolRe Pflanzen; frih abfallende primare Brakteen; Bluten in Cincinni; rohrig
ausgebildete und eng anliegende Brakteolen und schmales, fleischiges Labellum welches
gegen das Staubblatt gepresst ist. In den molekularsystamatischen Studien von Kress
wurde nur etwa ein Drittel der bekannten Alpinia-Arten untersucht, daher bleibt es
abzuwarten wieviele weitere Arten v.a. aus dem pazifischen Raum noch in diese Gruppe

einzugliedern sind.

Alpinia zerumbet - Gruppe

Die Alpinia zerumbet - Gruppe beinhaltet nach den Arbeiten von Kress et al. (Kress
et al.,, 2007, 2005) die Mehrzahl (46 von 72) der untersuchten Alpinia-Arten. Vertreter
dieser Gruppe sind in beiden Untergattungen von Smith‘s Klassifikation enthalten. Auch
die Gattung Plagiostachys ist nach molekularsystematischen Befunden in diese
Verwandtschaftsgruppe als eigene Untergruppe (“Plagiostachys-subclade®) einzugliedern.
Neben dieser werden von Kress et al. 2007 noch 3 weitere Untergruppen unterschieden
(“A. aquatica-subclade” = 'Presleia’, “A. calcarata-subclade” = 'Cenolophon®, “A. nutans-
subclade® = 'Catimbium'). Die A. zerumbet-Gruppe ist morphologisch sehr divers und es
konnten bislang noch keine Apomorphien, welche die Gruppe als ganzes charakterisieren,
gefunden werden. Eine Tendenz zu kurzen 1-3-blitigen Cincinni und hinfalligen primaren
Brakteen ist aber erkennbar. Aus biogeographischer Sicht sind keine klaren
Verbreitungsmuster erkennbar, welche die Gruppe von anderen unterscheidet, ihr

Diversitatszentrum liegt aber auf dem asiatischen Festland und angrenzenden Inseln.

Alpinia eubractea - Gruppe

Diese Artengruppe umfasst in der Arbeit von Kress et al. (2007) 15 Taxa, es durften
aber noch weitere nicht untersuchte Arten (v.a. aus Neuguinea und angrenzenden
Inselgruppen) in diese Gruppe fallen. Die A. eubractea - Gruppe ist, ahnlich der A.
zerumbet - Gruppe, morphologisch schwierig zu charakterisieren. Biogeographisch
umfasst diese Verwandtschaftsgruppe Vertreter, welche in Australien, Neuguinea, dem
Bismarck-Archipel, Ozeanien und den Philippinen heimisch sind. Die auf den Philippinen

verbreiteten artenarmen Gattungen Vanoverberghia Merr. und Leptosolena C. PresL sind
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ebenfalls in dieser Gruppe enthalten.

Alpinia rafflesiana - Gruppe

Diese Gruppe beinhaltet die beiden Arten A. javanica BLuve und A. rafflesiana WAaLL.
ex Baker mit einer Verbreitung von Sudthailand Uber die malaiische Halbinsel bis Sumatra
und Java. Es bleibt jedoch Abzuwarten ob weitere noch nicht molekularsystematisch
untersuchte Arten in diese Gruppe einzugliedern sind. Die beiden Arten sind durch ein
relativ breites Labellum und hangende (Teil)-Infloreszenzen charakterisiert. Diese Gruppe
ist mit der monotypischen Gattung Siliquamomum BaiLL. ndher verwandt als mit anderen
Vertretern der Gattung Alpinia und wird in Zukunft ebenfalls als eigenstandige Gattung zu

flihren sein.

2.3.3. Verbreitung

Das nattrliche Verbreitungsgebiet der Gattung Alpinia reicht von Japan tber China,
SO-Asien, Indonesien und Neuguinea bis ins nordliche Australien. Die Westgrenze des
Verbreitungsgebiets befindet sich in Sri Lanka und den westlichen Teilen Indiens. Ostlich
strahlt die Gattung in den pazifischen Raum aus, mit den &stlichsten Vorkommen in
Fidschi und Samoa. Die ndrdlichste Art der Gattung ist A. japonica (THuns.) Mia. welche
noch nordlich von Tokio naturlich vorkommt. A. caerulea (R. Br.) BentH. erreicht an der
Ostkuste Australiens das nordliche New South Wales und stellt die Art mit dem sudlichsten
natlrlichen Vorkommen dar. Das Entfaltungszentrum der Gattung liegt in der malaiischen
Florenregion, in Indonesien wachsen rund 50 Arten autochthon, auf Neuguinea und den
benachbarten Inseln kommen uber 65 Arten vor. Rund 70 Arten der Gattung kommen auf
dem asiatischen Festland vor. China stellt mit insgesamt 51 Arten, davon 35 endemisch in
China (Wu and Larsen, 2000), ein weiteres Diversitatszentrum dar (Saensouk, 2006) (Abb.
5). Die Arten der Gattung sind wichtige Vertreter des krautigen Unterwuchses tropischer
und subtropischer Walder. Einige Arten (z.B.: A. kwangsiensis T. L. Wu & S. J. CHen, A.
roxburghii Sweet) bilden gro3e Bestande an lichten Stellen im Unterwuchs und entlang von
Waldrandern. A. nigra (GaerTN.) B. L. BurtT, eine von Sri Lanka Uber Indien bis China und
Nordthailand verbreitete Art, bildet entlang von, teils temporaren, Gewassern oft

monodominante Bestande ahnlich der heimischen Gattung Typha (Kress et al., 2005).

2.3.4 Morphologie
Morphologisch sind die Arten der Gattung Alpinia nur schwer von anderen

14



|
r - AUSTRALIA

E
Connd™ " N

A. galanga clade (M), A. fax clade (M), A. rafflesiana clade (),

A. zerumbet clade (M) A. carolinensis clade (M), A. eubractea clade (M)

Abbildung 5: Schematische Verbreitungskarte der Gattung Alpinia; die Verbreitung der nicht
naher miteinander verwandten Artengruppen ist durch Farbcodes angedeutet (nach Smith
1990 verandert).

Gattungen der Tribus Alpinieae zu unterscheiden. Wahrend einige Gattungen der Tribus
gut durch morphologische Merkmale und/oder deren Biogeographie abzugrenzen sind,
finden sich in der Gattung Alpinia keine Apomorphien oder universellen
Gattungsmerkmale. Die Arten der Gattung sind hochwulchsige, ausdauernde, immergrine
Stauden mit meist dicken, unterirdischen und kurzen Rhizomen. Die groten Vertreter der
Familie, die auf Fidschi verbreitete Alpinia boia erreicht Wuchshéhen von Uber 8 Metern,
gehoren in diese Gattung. Die distich angeordneten Blatter stehen, so wie in der ganzen
Tribus Alpinieae, im rechten Winkel zur Wuchsrichtung des Rhizoms. Die Stangel der
Laubsprosse sind fast zur Ganze aus den Scheiden der Blatter aufgebaut nur an der Basis
des Scheinstamms ist eine echte Sprossachse vorhanden. Die Blatter sind meist zahlreich
und regelmallig Uber den Laubspross verteilt und in Blattscheide, Ligula, Blattstiel und
Blattspreite gegliedert. Die untersten Blatter eines Laubsprosses bestehen meist nur aus
der Blattscheide, die Spreite ist entweder stark reduziert oder nicht ausgebildet. Bei
einigen Arten sind die Blatter sparlich bis stark behaart, meist sind sie jedoch kahl. Die
Infloreszenz der meisten Alpinia-Arten sitzt terminal auf dem Laubspross und wird in der
Knospenlage von den Scheiden der obersten Laubblatter geschutzt. Nur die Vertreter der
in Sri Lanka und Sudwestindien verbreiteten Artengruppe um Alpinia fax (A. fax, A.

rufescens und A. abundiflora) bilden die Blutenstande basal direkt aus dem Rhizom (Sabu,
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2006). Diese Verwandtschaftsgruppe ist mit den Gattungen Aframomum und Renealmia
naher verwandt als mit anderen Artengruppen der Gattung Alpinia und wird in Zukunft in
eine eigene Gattung zu stellen sein (Kress et al., 2007). Der Blutenstand ist locker bis
dicht und meist eine Rispe, die aus cymdsen Teilinfloreszenzen (Cincinni) aufgebaut ist.
Bei Vertretern mit zu einer Blute reduzierten Teilinfloreszenzen ist eine Traube (z.B.: A.
roxburghii, A. oxymitra, A. conchigera, A. malaccensis) oder Ahre (z.B.: A. purpurata)
ausgebildet. Die Tragblatter der Teilinfloreszenzen werden als Brakteen, die Tragblatter
der Bluten als Brakteolen bezeichnet. Diese sind ein wichtiges Bestimmungsmerkmal, und
deren Variabilitat bildete die Grundlage fur die systematische Untergliederung der Gattung
(Schumann, 1904; Smith, 1990). Die Bllten der Gattung Alpinia sind weif3, grinlich, rosa,
rot oder gelb bis orange gefarbt und variieren betrachtlich in ihrer Gréfie. Die Bliten von
A. conchigera sind mit einer Lange von rund einem Zentimeter eher klein, bei A. zerumbet
erreichen sie eine Lange von bis zu funf Zentimetern. Der Kelch ist normalerweise
verwachsen, kurz dreilappig und an einer Seite gespalten. Die Kronrohre ist etwa so lang
wie der Kelch, das dorsale Kronblatt ist meist etwas groRer ausgebildet als die beiden
lateralen. Die lateralen Staminodien sind zu kurzen zahnartigen Anhangseln des
Labellums reduziert oder nicht erkennbar. Das Labellum dient bei den meisten Arten als
Schauapparat und ist dementsprechend auffallig gefarbt und meist groRer als die
Kronblatter. Zusatzlich zur Grundfarbung des Labellums sind meist farbige Streifen oder
Punkte als Saftmale fur die potentiellen Bestauber vorhanden. Die meisten Arten werden
von grof3en Bienen bestaubt, die Bluten einiger Arten locken auch Voégel und Fledermause

an.

2.4.5 Blutenokologie

Ein interessantes blltendkologisches Phanomen ist die nur aus der Tribus der
Alpinieae bekannte Flexistylie, eine Form des Sexualdimorphismus. Dabei andert die
Narbe durch Wachstumsbewegungen des Griffels wahrend der Anthese ihre Position. Der
Griffel ist, wie bei den meisten Zingiberaceen, zwischen den Theken der Anthere
eingeklemmt, Uberragt diese um mehrere Millimeter und endet in einer schussel- bis
trichterféormigen Narbe. Der Griffelabschnitt zwischen der Narbe und der Antherenspitze ist
jener Teil welcher durch Wachstum zu einer Anderung der Narbenposition fiihrt. Es wird
zwischen cataflexistylen und anaflexistylen Individuen unterschieden welche in der Natur
in einem ausgeglichenen Verhaltnis (50:50) vorkommen. Bei den cataflexistylen Individuen

mit proterandrischen Bllten ist die Narbe am Morgen uUber der sich 6ffnenden Anthere
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Abbildung 6: Bliten verschiedener Arten der Gattung Alpinia. 1. A. galanga. 2. A. conchigera. 3. A.
roxburghii. 4. A. mutica. 5. A. oxymitra. 6. A. arctiflora. (Fotos: Christian Gilli).

positioniert und biegt sich im Laufe des Vormittags nach unten, um unterhalb der dann
bereits entleerten Anthere zu liegen zu kommen. Erst dann ist die Narbe empfanglich fur
Pollen. Bei den anaflexistylen Individuen mit proterogynen Bliten ist die Narbe am Morgen

unter der Anthere positioniert und fur Pollen empfanglich, biegt sich aber im Laufe des
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Vormittags nach oben, danach 6ffnen sich erst die Pollensacke und streuen den Pollen
aus (Sun et al., 2007). Dieser Mechanismus dient zum einen dazu, Selbstbestaubung zu
verhindern, und zum anderen um die weiblichen und mannlichen Organe raumlich und
zeitlich zu trennen. Dadurch kommt es zu keiner gegenseitigen Beeinflussung oder
Storung bei der Bestaubung. Li et al. (Li et al, 2002) konnten durch
Bestaubungsexperimente mit A. roxburghii (sub syn. A. blepharocalyx K. ScHum.) zeigen
dass die Verhinderung der Selbstbestaubung bei dieser selbstinkompatiblen Art nur eine
untergeordnete Rolle spielt. Vielmehr vermuten sie, dass durch die raumliche Trennung
der mannlichen und weiblichen Organe wahrend der Anthese der Zugang fur die
Bestauber vereinfacht, der Pollenexport verbessert und damit die Verschwendung
wichtiger Ressourcen reduziert wird. Dieses blutenokologische Phanomen ist mittlerweile
von Uber 30 Arten aus den Gattungen Alpinia, Amomum, Etlingera, Plagiostachys und
Paramomum bekannt. Die Verbreitung der Flexistylie in den Zingiberaceae deutet auf
einen evolutionaren Ursprung in Vorfahren der Tribus Alpinieae hin (Kress et al., 2005;
Ren et al., 2007).

Die Fruchte der Gattung Alpinia sind entweder Trockenbeeren oder sich regel- bis
unregelmalig 6ffnende Kapseln mit mehreren bis vielen Samen. Die Form der Fruchte ist
meist kugelig bis eiférmig oder ellipsoidal. Die orange gefarbten Frichte von A. oxymitra
offnen sich dreispaltig und besitzen mehrere Langsrillen. Bei der Reife sind die Friichte
meist orange oder rot, seltener metallisch blau (z.B.: A. caerulea) oder schwarz (z.B.: A.
nigra) gefarbt (Abb. 7). Die auffallenden kontrastreichen Farbungen dienen v.a. der
Diasporenausbreitung durch Voégel. Die Samen sind von einem Arillus umgeben und
werden dadurch zusatzlich im naheren Umkreis der Mutterpflanze von Ameisen

ausgebreitet.
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Abbildung 7: Frichte verschiedener Arten der Gattung Alpinia. 1. A. nigra. 2. A. conchigera. 3. A. mutica. 4.
A. oxymitra. 5. A. caerulea. 6. A. arctiflora. (Fotos: Christian Gilli).

19



3. Material und Methode

3.1 Material

In der vorliegenden Diplomarbeit wurde Pflanzenmaterial aus Thailand untersucht,
das im Rahmen von vier ethnobotanisch-phytochemischen Exkursionen der friheren
Abteilung fur Vergleichende und Okologische Phytochemie (Universitat Wien) in
Zusammenarbeit mit der Kasetsart University in Bangkok aufgesammelt wurde. Dartber
hinaus konnten auch noch Pflanzen aus Australien, Athiopien und Costa Rica untersucht
werden. Zusatzlich zu diesen Wildaufsammlungen wurde auch Pflanzenmaterial
kultivierter Alpinia-Arten aus dem Botanischen Garten der Technischen Universitat Delft
(Niederlande) und dem Botanischen Garten der Universitat Wien phytochemisch
untersucht. Uber die unterschiedlichen Herkiinfte der untersuchten Arten informiert Tabelle

6 im Anhang.

3.2 Methoden

3.2.1 Extraktherstellung

Das Pflanzenmaterial wurde in Wurzeln, Rhizom und oberirdische Organe (Blatter
und Pseudostamm) getrennt, getrocknet und abgewogen, zerkleinert und mit Methanol
Uberschichtet. Nach einwochiger Lagerung bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss
wurde der Extrakt abfiltriert und die Pflanzenreste nochmals mit Methanol Uberschichtet.
Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt um eine erschopfende Extraktion zu erzielen.
Der abfiltrierte Extrakt wurde anschlieRend am Rotavapor bei 35° Celsius unter
vermindertem Druck eingeengt, in Chloroform und entionisietem Wasser aufgenommen
und mittels Scheidetrichter ausgeschlittelt. Die apolare Phase wurde, nach Abdampfen
des LoOsungsmittels und Bestimmen der Masse, in Methanol aufgenommen und zur

weiteren Bearbeitung verwendet.

3.2.2 Praparative Methoden

Trockensaule (TS)
Fur eine grobe Trennung des Extrakts (maximal 1 g) wurde eine Trockensaulen-

Chromatographie eingesetzt. Dazu wurde eine ca. 80 cm lange Glassaule (g ca. 1,7 cm)
mit 60 g Kieselgel (Roth Kieselgel 60, g 0,2-0,5 mm) gefullt und durch klopfen verdichtet.
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Der Chloroform-Extrakt wurde in einer Reibschale mit wenigen Gramm Kieselgel
vermischt, trocken auf die Saule aufgetragen und mit Quarzsand Uberschichtet. Die
Auftrennung erfolgte durch Ldsungsmittelgemische steigender Polaritat (Tab. 1), dabei
wurden jeweils 100 ml Losungsmittelgemisch auf die Saule aufgetragen. Das Eluat wurde
in 50 ml Fraktionen aufgefangen, unter vermindertem Druck am Rotavapor eingeengt, und

die Masse der einzelnen Fraktionen bestimmt.

Fraktion | Hexan (%) | Aceton (%) | Methanol (%)

I 100 - -

Il 85 15 -
[ 70 30 -
1\ 50 50 -
V 20 80 -
VI - 100 -
\Al - 85 15
VIil - 70 30
IX - 50 50
X - - 100

Tabelle 1: Loésungsmittelgemische TS

Mitteldruck-Flussigkeitschromatographie (Medium Pressure Liquid
Chromatography, MPLC)

Die MPLC ist prinzipiell mit der Tockensaulenchromatographie zu vergleichen, als
stationare Phase dient Kieselgel mit einer geringeren Korngrof3e (15-40 um) und die
mobile Phase wird mit einem Druck von bis zu 40 bar uber die Saule geleitet. Durch den
geringeren Korndurchmesser der stationaren Phase und dem eingesetzten Druck kommt
es zu einer besseren Trennleistung und einzelne Trockensaulenfraktionen konnten

dadurch, teilweise bis zum Reinstoff, weiter aufgetrennt werden.

Saule: Merck Lobar® LiChroprep® Si 60 (40-63 um)

Pumpe: Buchi Pump Module C-601 mit Pump Controller C-610

Detektor: Teledyne ISCO UA-6 UV/VIS Detektor mit fixer Wellenlange (254

nm)

Laufmittel: Mischungen aus Ethylacetat mit Hexan und reines Methanol mit
steigender Polaritat

Fluss: Ca. 30 ml/min bei einem Druck von 2-3 bar

Kapazitat: Es wurden bis zu 300mg Substanz aufgetragen

Praparative Dunnschichtchromatographie (prapDC)
Fur praparative Trennungen wurden Dunnschichtplatten von Merck (Kieselgel 60

F254) mit einer Schichtdicke von 0,5 mm verwendet. Die zu trennende Probe wird
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strichformig auf die DC aufgetragen und mit geeigneten experimentell ermittelten
Laufmittelgemischen entwickelt. Die entwickelte Platte wurde unter UV-Licht betrachtet,
die sichtbaren Banden angezeichnet, anschlieRend mechanisch ausgekratzt und getrennt

mit Methanol oder Diethylether eluiert und abgenutscht.

3.2.3 Analytische Methoden

Dunnschichtchromatographie (DC)

Mittels DC wurden vergleichende Analysen der Gesamtextrakte sowie begleitende
Analysen wahrend der Isolierung der Reinsubstanzen durchgefuhrt. Dazu wurden DC-
Platten der Firmen Merck (DC Kieselgel 60 F254, Schichtdicke 0,25 mm) und Macherey-
Nagel (DC Fertigfolien ALUGRAM® SIL G/UV254, Schichtdicke 0,2 mm) verwendet. Als
geeignetes Laufmittel erwies sich ein Losungsmittelgemisch von 60 Teilen Diethylether, 40
Teilen Petrolether und 1 Teil Methanol. Die entwickelten und getrockneten DC-Platten
wurden unter UV-Licht (254 nm und 364 nm) betrachtet um Substanzen mit Chromophor
zu detektieren. Stoffe welche keinen Chromophor aufweisen wurden durch eine positive
Reaktion mit Anisaldehyd-Schwefelsaure-Spruhreagens (85 ml Methanol, 10 ml Eisessig,
8 ml konz. Schwefelsaure und 0,5 ml Anisaldehyd) und anschlieRendem Erhitzen sichtbar

gemacht.

Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie (High Performace Liquid
Chromatgraphy, HPLC)

Die Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie hat, aufgrund der verwendeten
Saulen (Korngrdlie der stationaren Phase 5 um) und dem hohen Druck (bis zu 300 bar),
im Vergleich zur konventionellen Saulenchromatographie eine ca. hundertmal bessere
Trennleistung. Bei den verwendeten Saulen handelt es sich um RP-Saulen (reversed
phase — Umkehrphase) welche im Gegensatz zu NP-Saulen (normal phase — Normale
Phase) mit einer apolaren stationaren Phase gefillt sind. Die apolare Eigenschaft der
stationdren Phase wird durch Substitution der Kieselgel-Partikel mit langkettigen
Kohlenwasserstoffen erreicht, was zu einer Umkehr der Polaritat fahrt. Mit HPLC-UV
Analysen auf Umkehrphase wurden Profile von Gesamtextrakten, TS-, MPLC- und
prapDC-Fraktionen, und Reinstoffen erstellt. Besitzen die aufgetrennten Substanzen
chromophore Gruppen, werden deren UV-Spektren simultan mit dem UV-
Diodenarraydetektor aufgenommen. Charakteristische UV-Spektren kdnnen zusammen

mit den Retentionszeiten erste Hinweise auf die vorhandene Stoffklasse liefern. Durch den
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Vergleich der UV-Spektren mit der UV-Spektrenbibliothek kdnnen einzelne Peaks der
HPLC-Profile rasch bestimmten Substanzklassen bzw. Verbindungen zugeordnet werden.
Die im Ergebnis-Kapitel abgebildeten HPLC-Profile zeigen auf der x-Achse die
Retentionszeiten, und auf der y-Achse die Absorption in [mAU] an.

Gerat: Agilent 1100 Series mit UV-Diodenarraydetektor und
automatischem Probengeber
Saule: Agilent Hypersil BDS C-18, 5 um, 4,6 x 250 mm
Waters Spherisorb® S5 ODS2 C-18, 5 um, 4,6 x 250 mm
Laufmittel: Gemisch aus Methanol und wassrigem Puffer (entionisiertes

Wasser mit 0,1% o-Phosphorsaure (0,015 mol) und 0,1%
Tetrabutylammoniumhydroxid (0,015 mol), pH-Wert: 3)

Probe: Mittels automatischem Probengeber wurden jeweils 10yl in
folgenden Konzentrationen aufgetragen:

Gesamtextrakt: 10 mg/ml in MeOH p. a.

Reinstoff: 1 mg/ml bzw. 0,1 mg/ml in MeOH p. a.

Zeit [min] | Methanol [Vol.%] | Puffer [Vol.%]
0,01 20 80
15 90 10
20 100 0
28 100 0

Tabelle 2: Laufmittelgradient HPLC

3.2.4 Spektroskopische Methoden

UV-VIS-Spektroskopie
Die UV-Spektren der analysierten Substanzen wurden mittels UV-

Diodenarraydetektor zusammen mit der HPLC aufgenommen.

IR-Spektroskopie
Die IR-Transmissionsspektren wurden an einem 16PC FT IR-Spekrtometer von
Perkin Elmer aufgenommen. Dazu wurden 1-2 mg der Reinstoffe in Tetrachlorkohlenstoff

aufgenommen und in einem Natriumchlorid-Fenster gegen einen Leerwert vermessen.

Kernresonanzspektroskopie (NMR)
Die NMR-Spektren wurden am Institut fur Organische Chemie der Universitat Wien
mit einem AM-400 WB bzw. einem WM 250 FT-Spektrometer der Firma Bruker

aufgenommen. Als interner Standard wurde Tetramethylsilan verwendet, als Losungsmittel
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diente meist deuteriertes Chloroform (CDCI3) oder bei stark polaren Substanzen

deuteriertes Methanol (CD30D).

Massenspektrometrie (MS)
Die Massenspektren wurden ebenfalls am Institut fir Organische Chemie mit einem

Varian MAT 311 A Spektrometer aufgenommen.
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4. Phytochemie der Gattung Alpinia

Die mit rund 250 Arten derzeit grofldte Gattung der Zingiberaceae ist phytochemisch
nur punktuell untersucht worden. Nur wenige wirtschaftlich interessante Arten, wie
beispielsweise A. galanga, wurden genauer bearbeitet, der Grof3teil der Arten ist bezlglich
ihrer Inhaltsstoffe noch unangetastet. Allgemein sind in der Gattung Monoterpene,
Sesquiterpene, Labdan-Diterpene, Phenylpropanoide und Flavonoide weit verbreitet,
Diarylheptanoide, Kawalactone, Stilbene, Neolignane und Addukte/Konjugate mehrerer
Stoffklassen wurden ebenfalls aus einzelnen Vertretern der Gattung isoliert und strukturell

aufgeklart.

4.1 Phenylpropanoide

Phenylpropanoide sind organische Verbindungen welche aus einem aromatischen
Ring und einer Kette aus drei Kohlenstoffen aufgebaut sind. Sie kommen haufig als
sekundare Pflanzenstoffe vor und bilden den Grundbaustein vieler natdrlich
vorkommender phenolischer Verbindungen. Eine Vielzahl an Stoffklassen ist auf sie
zuruckzufuhren, so zum Beispiel Lignin, (Neo)-Lignane, Flavonoide, Diarylheptanoide,
Stilbene und Cumarine. Biosynthetisch gehen diese Verbindungen aus den Aminosauren
Phenylalanin  oder  Tyrosin  hervor. Durch  die  Aktivitat des  Enzyms
Phenylalaninammoniumlyase (PAL) entsteht durch oxidative Desaminierung die trans-
Zimtsaure. Diese wird durch das Enzym 4-Cumarat:CoA ligase (4CL) mit einer Coenzym
A-Einheit zum Cinnamoyl-CoA verknupft. Durch die Aktivitat des Enzyms Cinnamat-4-
hydroxylase (C4H) entsteht aus Cinnamoyl-CoA p-Cumaroyl-CoA. Drei weitere Enzyme
(HCT, C3H, OMT) katalysieren die Methoxylierung des p-Cumaroyl-CoA zum Feruloyl-
CoA. Diese Coenzym A-aktivierten Verbindungen dienen einer Vielzahl biosynthetischer
Enzyme als Substrat. Die Aktivitat von Hydroxylasen, Oxidasen, Reduktasen und
Methoxylasen fuhren zu einer Fllle verschiedenster Phenylpropanoide die eine wichtige
Komponente von atherischen Olen sind. Auch die im Folgenden behandelten und speziell
aus Zingiberaceen bekannten Polyketide sind auf Coenzym A-aktivierte Phenylpropanoide

zuruckzufihren.

4.1.1 Neolignane
Lignane und Neolignane sind eine natlrlich vorkommende Stoffklasse welche

strukturell durch zwei, uUber eine C-C-Bindung verbundene, Phenylpropanoide
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charakterisiert sind. Bei den Lignanen sind diese beiden Grundeinheiten Uber die beiden
B-C-Atome der C3-Kette verbunden. Alle dimeren Phenylpropanoide die nicht Gber diese
beiden B-C-Atome zusammenhangen werden als Neolignane bezeichnet. Innerhalb der
Zingiberaceae wurden nur punktuell Neolignane nachgewiesen. Aus dem Rhizom von A.
galanga, A. conchigera und A. officinarum konnten Neolignane welche Uuber die
Kohlenstoffe 8 und 9' verbunden sind, isoliert werden (Ly et al., 2003; Morikawa et al.,
2005; Xu et al., 2013).

4.2 Polyketide

Polyketide sind eine heterogene Gruppe von Naturstoffen die weniger strukturelle
als viel mehr biosynthetische Gemeinsamkeiten aufweisen. Sie werden durch schrittweise
Kettenverlangerung Coenzym A-aktivierter Startermolekile mit ebenfalls Coenzym A-
aktivierten Verlangerungseinheiten (“extender units®), ahnlich der Fettsauresynthese,
gebildet. Im Pflanzenreich scheinen spezielle Biosynthese-Enzyme (Typ-lllI-

Polyketidsynthasen) den Grofiteil der bekannten Polyketide zu produzieren (Abb. 8).

4.2.1 Biosynthese der Polyketide

Die Polyketidsynthasen (PKS) werden zu den Acyltransferasen gezahlt und
katalysieren den Transfer von Acyleinheiten auf unterschiedlichste Startereinheiten. Es
werden drei Typen von PKS unterschieden, Typ-I- bzw. Typ-1I-PKS kommen in Bakterien
bzw. Pilzen vor, Typ-llI-PKS sind sowohl aus Pflanzen als auch aus Bakterien und Pilzen
bekannt (Staunton and Weissman, 2001). Bei den Typ-llI-PKS handelt es sich, im
Gegensatz zu den Multienzym-Komplexen der Typen | und Il, um kleine homodimere
Proteine deren Untereinheiten zwischen 40 und 45 kDa grof3 sind. Der prinzipielle
Reaktionsmechanismus ist bei allen Typ-IlI-PKS gleich. Sie unterscheiden sich jedoch in
(1) ihrer Spezifitdt bezuglich der Startereinheiten, (2) der Anzahl an
Kondensationsschritten, (3) der Art der etwaigen Zyklisierung und (4) der Beteiligung einer
Polyketidreduktase (Brand, 2005).

Fur die Biosynthese der fir die Gattung Alpinia charakteristischen Stoffklassen
(Flavonoide, Kawalactone und Diarylheptanoide) sind Typ-llI-PKS verantwortlich. Die
Superfamilie der Typ-llI-PKS spielt eine wichtige Rolle im Sekundarstoffwechsel von
Pflanzen aber auch von Pilzen und Bakterien. Eine Vielzahl von Stoffklassen kdnnen auf
die katalytische Aktivitat dieser Enzyme zurickgefuhrt werden. Beispiele hierfur sind

Chalkone, Benzalacetone, Acridone, Stilbene, Benzophenone, Diarylheptanoide,
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Biosynthese unterschiedlichster Polyketide welche von Type-llI-
Polyketidsynthasen (Typ-llI-PKS) produziert werden; rot = Kohlenstoffskelett des Startermolekiils, blau =
Kohlenstoffe der Verlangerungseinheiten (“extender units“); PP-CoA = CoenzymA-aktiviertes
Phenylpropanoid. Alle Verbindungen (bzw. Stoffklassen) oberhalb der griin gestrichelten Linie sind aus Arten
der Zingiberaceae bekannt.
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Gingerole, Phenylbutenoide, Arylpyrone und Kawalactone (Abb. 8). In den letzten Jahren
wurden mehrere Vertreter dieser Enzym-Superfamilie sequenziert und strukturell
aufgeklart. Der bekannteste Vertreter ist die Chalkon-Synthase welche ubiquitar in
hoheren Pflanzen vorkommt und den ersten Schritt in der Biosynthese der Flavonoide

katalysiert.

4.2.2 Flavonoide

Die mit Uber 6.500 bekannten Vertretern OH
umfangreiche Stoffklasse der Flavonoide gehdrt wohl
zu den  wichtigsten  Gruppen  sekundarer "o RO
Pflanzenstoffe. Der Grundkdrper samtlicher Derivate o

ist aus zwei aromatischen Ringen aufgebaut welche

durch eine C3-Briicke verbunden sind (Abb. 9). Es

.. . Abbildung 9: Grundstruktur  der
konnen 7 Flavonoid-Hauptgruppen  (Chalkone, Fjayonoide am Beispiel von Naringenin:

rot = C-Atome des Startermolekiils, blau
= C-Atome der Verlangerungseinheiten

Anthocyane und Isoflavonoide) unterschieden werden, (Malonyl-CoA)

OH o]

Flavanone, Flavanonole, Flavone, Flavonole,

wobei die Einteilung zur jeweiligen Hauptgruppe vom Oxidationsgrad und der Position des
B-Ringes abhangig ist. Das erste Flavonoid, das bereits 1842 isoliert werden konnte, war
das weit verbreitete Flavonol-Glykosid Rutin aus Ruta graveolens L. (Weiss, 1842).
Flavonoide werden nicht nur von héheren Pflanzen sondern auch von Farnen, Moosen,
Algen und Pilzen gebildet. Es zeigt sich dass primitive Pflanzen eher einfach gebaute
Flavonoide akkumulieren und abgeleitete Verwandtschaftsgruppen komplexere Bautypen
aufweisen. Obwohl Flavonoide ubiquitar im Pflanzenreich verbreitet sind, wurde und wird
diese Stoffklasse bevorzugt fir chemotaxonomische Analysen herangezogen. Die Grinde
hierflr sind vor allem die einfache Isolierung und ldentifizierung, die relative Stabilitat und
ein oft taxonspezifisches Substitutionsmuster der Flavonoide. Vor allem ungewdhnlich
gebaute Derivate wie die Isoflavonoide der Fabaceae sind diesbezuglich sehr
aussagekraftig (Harborne, 1969; Veitch, 2007).

Flavonoide aus Zingiberaceae

Die Familie der Zingiberaceae zeichnet sich vor allem durch die Akkumulation von
Flavonoiden ohne Substituenten am B-Ring aus. Es wurden Chalkone, Dihydrochalkone,
Flavanone, Flavone, Flavanonole, Flavonole, Aurone, Anthocyane und Catechine aus

verschiedenen Vertretern dieser Familie isoliert und strukturell aufgeklart. In den Blattern
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von Elettaria cardamomum (L.) Maton, Hedychium spicatum Swm. und H. coccineum Buch.-
Ham. ex Sm. konnten Bate-Smith and Lerner (1954) Leucoanthocyane nachweisen. Testoni
(1900) isolierte aus den im Handel erhaltlichen getrockneten Rhizomen von Alpinia
officinarum Hance die Flavonole Galangin, 3-O-Methylgalangin und 4‘-O-Methylkaempferol.
(Tkotz (1970) konnte neben diesen 3 Flavonolen noch Kaempferol und Quercetin aus dem
Rhizom dieser Art isolieren. Aus den Samen von A. chinensis (Retz.) Roscoe isolierte
Kotake (1953) 7-O-Methylgalangin (= lzalpin) und Alpinetin, Gripenberg et al. (1956)
konnten in Samen von A. japonica (THung.) Mia. Alpinon und 3-Acetylalpinon nachweisen.

Biosynthese der Flavonoide

Die Grundbausteine der Flavonoide leiten sich von 2 Stoffwechselwegen her. Der
B-Ring sowie die Kette aus 3 Kohlenstoffen stammen vom Shikimatstoffwechsel Uber
Phenylalanin bzw. Tyrosin und deren Zimtsaure-CoA-estern. Die CoA-aktivierte C3-Kette
wird durch die Aktivitat einer Typ-llI-PKS (Chalkon-Synthase) sukzessive durch Addition
von 3 Malonyl-CoA-Einheiten verlangert, anschlieliend wird der entstandene Tetraketid-
CoA-Ester durch Zyklisierung zum A-Ring umgesetzt. Durch die Aktivitat der Chalkon-
Flavanon-lsomerase wird das gebildete Chalkon zu seinem isomeren Flavanon zyklisiert
wobei das Reaktionsgleichgewicht mit tGber 1000:1 auf Seiten des Flavanons liegt
(Grisebach, 1985). Dihydrochalkone scheinen ebenfalls direkt von Chalkon-Synthasen
produziert zu werden. Durch weitere Hydroxylierungs- und Dehydrierungsschritte
entstehen die weiteren Flavonoidhauptgruppen (Winkel-Shirley, 2001).

Flavonoid-Addukte/-Konjugate

Neben den einfachen Flavonoiden und Flavonoid-Glykosiden wurden aus einzelnen
Vertretern der Gattung Alpinia auch Addukte von Flavonoiden mit anderen Stoffklassen
isoliert (Abb. 10).

Samen von A. roxburghii Sweet (sub syn. A. blepharocalyx K. ScHum.):

- Diarylheptanoid-Chalkon-Addukte und Diarylheptanoid-Flavanon-Addukte (Ali et al.,
2001a, 2001b; Gewali et al., 1999; Kadota et al., 1996; Kumar Prasain et al., 1997; Tezuka
et al., 2001).

Samen von A. katsumadae Hayata:

- Sesquiterpen-Chalkon-Konjugate und Monoterpen-Chalkon-Konjugate (Hua et al., 2009,
2008).

Wurzeln von Boesenbergia rotunda (L.) MaNsF.:
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- Monoterpen-Chalkon-Konjugate
(Morikawa et al., 2008).

Blatter von A. flabellata Rip.:

- Flavonol-Phenylbutadien-Addukte

(Kikuzaki and Tesaki, 2002).

SumadainC
(aus Alpinia katsumadae)

OH

OH H

Blepharocalycin E =
(aus Alpinia blepharocalyx) oW x =

@om g - @

MeO QL.
g OMe
20 @ Sumadain B
e OMe (aus Alpinia katsumadae)
OMe

Flavonol-Phenylbutadien-Addukt |
(aus Alpinia flabellata)

Abbildung 10: Auswahl einiger aus der Gattung Alpinia
isolierter Addukte von Flavonoiden mit anderen Stoffklassen.

Cyclohexenyl-Chalkone

Eine interessante und bisher nur punktuell aus wenigen Vertretern der
Angiospermen bekannte Gruppe von Chalkonderivaten sind Cyclohexenyl-Chalkone (Abb.
11). Bei dieser Stoffgruppe ist das a- und B-C-Atom der Kette zwischen den aromatischen
Ringen eines Chalkons mit einem Monoterpen verknlpft wodurch zusatzlich zu den
beiden aromatischen Ringen der Chalkon-Einheit ein Cyclohexenyl-Ring entsteht. Gu et
al. (2002) nehmen an, dass die Nicolaioidesine A-C biosynthetisch durch eine Diels-Alder-
Reaktion aus Pinostrobin-Chalkon (2,6'-Dihydroxy-4‘-methoxychalkon; FLAV-1) mit den
azyklischen Monoterpenen B-Ocimen oder Myrcen entstehen. Da es sich bei den
Nicolaioidesinen um Racemate handelt folgerten sie weiter, dass diese Cycloaddition nicht
enantioselektiv ist (Gu et al., 2002).

Cyclohexenyl-Chalkone  konnten aus  mehreren  Arten  verschiedener
Pflanzenfamilien isoliert werden. Innerhalb der Zingiberaceae wurden aus den Wurzeln
verschiedener Herkunfte von Boesenbergia rotunda (L.) MansF. (teilweise sub syn. B.
pandurata (Roxs.) ScHutR. bzw. Kaempferia pandurata Roxs.) bisher acht
Diastereoisomerenpaare dieser speziellen Chalkon-Monoterpen-Addukte mit einer
Cyclohexenyl-Einheit isoliert (Cheenpracha et al.,, 2006; Morikawa et al., 2008;
Pancharoen et al., 1987; Win et al., 2007). Neben diesen wurden auch einfachere am A-

Ring C-prenylierte Chalkone und Flavanone aus dieser Art isoliert (Mahidol et al., 1984).
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Aus den Rhizomen der neotropisch verbreiteten Renealmia nicolaioides Loes. konnten drei
Cyclohexenyl-Chalkone (Nicolaioidesine A-C) isoliert und strukturell aufklart werden (Gu et
al.,, 2002). Aulerhalb der Zingiberaceae wurde diese Stoffklasse bisher auch in
Annonaceae, Piperaceae und Moraceae nachgewiesen. Nkunya et al. (1990) isolierten
aus der Stammrinde der Annonaceae Uvaria scheffleri DieLs zwei Vertreter dieser
Stoffklasse und Shibata et al. (2000) konnten in der Stammrinde einer weiteren tropischen
Annonaceae (Cyathocalyx carinatus (RioL.) J. SiNncLaR) sechs Derivate nachweisen. Portet
et al. (2007) isolierten aus den Blattern von Piper hostmannianum var. berbicense (Mia.)
C. DC. neben einfachen Monoterpen-Chalkon-Konjugaten auch einen Vertreter der
Cyclohexenyl-Chalkone, mit dem Trivialnamen Hostmanin D. Innerhalb der Moraceae
scheint diese Stoffgruppe relativ haufig vorzukommen. So wurden aus mehreren
Gattungen (Dorstenia L., Morus L., Artocarpus J. R. Forst. & G. Forst., Brosimum Sw.,
Sorocea A. St.-HiL.) verschiedene Derivate isoliert. Diese zeigen jedoch zum Unterschied
zu den anderen Vertretern komplexere Bauweisen. So sind nicht einfache Monoterpene
am Aufbau der Moleklle beteiligt, sondern es handelt sich um prenylierte Flavonoide,
Cumarine und Stilbene welche mit einem Chalkon verknupft sind (Ferrari and Delle
Monache, 2001; Nomura, 1999; Shinomiya et al., 1995; Shirota et al., 1998; Tsopmo et al.,
1999).

OMe OMe

o=
(O

(+) - Panduratin A: R1=Me, Rz=H
(+) - Krachaizin A = (+) - 4-Hydroxypanduratin A: R1=H, Rz2=H
Nicolaioidesin C Nicolaioidesin B Nicolaioidesin A (+) - lsopanduratin A: R1=H, R2=Me

(-) - Krachaizin A = (+) - Krachaizin B = Panduratin B (-)
Nicolaioidesin C Crinatusin C 1 (-) - 4-Hydroxypanduratin A: R1=H, R2=H
(-) - lsopanduratin A: R1=H, R2=Me

- Panduratin A: R1=Me, R2=H

Abbildung 11: Ubersicht der aus Zingiberaceae bekannten Cyclohexenyl-Chalkone
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In verschiedenen Bioaktivitatstests konnten entzindungshemmende (Morikawa et
al., 2008; Tuchinda et al.,, 2002), gastroprotektive (Yoshikawa et al., 2008),
hepatoprotektive (Yoshikawa et al., 2008), neuroprotektive (Shindo et al.,, 2006),
antiproliferative (Kirana et al., 2007; Morikawa et al., 2008; Yun et al., 2006), cytotoxische
(Win et al., 2007) antimikrobielle (Yanti et al., 2009), antioxidative (Shindo et al., 2006) und
HIV-1 Protease-inhibierende (Cheenpracha et al., 2006) Wirkungen von Cyclohexenyl-

Chalkone nachgewiesen werden.

4.2.3 Kawalactone

Die  Grundstruktur der Kawalactone (=
Styrylpyrone oder Kawapyrone) besteht aus einem
Styrylteil, der mit einem Pyronring Uber 2
Kohlenstoffatome verknlpft ist (Abb. 12). Durch
Modifikationen, sowohl am Styrylteil als auch am

OH

Pyronring des Moleklls, wird die Vielfalt der

Abbildung  12:  Grundstruktur  der
Kawalactone; rot = C-Atome des

Methylierungen und Dehydrierungen aber auch Startermolekils, blau = C-Atome der
Verlangerungseinheiten (Malonyl-CoA)

verschiedene Dimerisierungen, Glykosylierungen und

Kawalactone erzeugt. Bekannt sind Hydroxylierungen,

Adduktbildungen mit Flavonoiden und

Diarylheptanoiden. Kawalactone sind aus mehreren Pflanzenfamilien bekannt, kommen
aber auch in Pilzen vor. Innerhalb der Fungi sind Kawalactone fir die Hymenochaetaceae
charakteristisch, sind aber auch aus Strophariaceae bekannt. Als erstes Kawalacton
wurde Hispidin 1889 von Zopf aus Pilzen isoliert und von Bu'Lock et al. (1962) und
Edwards et al. (1961) unabhangig voneinander strukturell aufgeklart. Auch aus
Farnpflanzen wurden bereits Kawalactone isoliert, in der Gattung Equisetum konnten
sowohl in sporophytischem als auch in gametophytischem Gewebe Kawalacton-Glykoside
nachgewiesen werden (Beckert, 2002). In hoheren Pflanzen sind Kawalactone bisher aus
den Familien Piperaceae, Lauraceae, Annonaceae, Ranunculaceae, Fabaceae,
Gesneriaceae, Asteraceae, Polygalaceae und Zingiberaceae isoliert worden. Die aus dem
Rauschpfeffer, Piper methysticum L. r., isolierten Kawalactone sind aufgrund ihrer
pharmakologischen Wirkungen schon fruh untersucht worden. Methysticin war die erste
Substanz welche, von Gobley (1860) und O’Rorke (1860) unabhangig voneinander, aus
den Wurzeln des Rauschpfeffers beschrieben wurde. Bis heute sind rund 20 verschiedene

Kawalactone aus den unterirdischen Organen von P. methysticum isoliert und strukturell
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aufgeklart worden.
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(KL-2)

Abbildung 13: Ubersicht Kawalactone

Innerhalb der Zingiberaceae sind die Kawalactone 5,6-Dehydrokawain (KL-1) und
Dihydro-5,6-dehydrokawain erstmals 1966 aus dem Rhizom von Alpinia zerumbet (sub
syn. A. speciosa (J. C. WenbL.) K. ScHum.) isoliert worden (Kimura et al., 1966). Mittlerweile
sind diese beiden Stoffe aus mehreren Arten der Gattung Alpinia und aus Boesenbergia
rotunda bekannt. Aus den Samen von A. roxburghii (sub syn. A. blepharocalyx) wurde
neben 5,6-Dehydrokawain auch p-Hydroxy-5,6-dehydrokawain (KL-2) isoliert (Ali et al.,
2001a). Aus den Blattern von A. zerumbet (sub syn. A. speciosa konnten Fujita et al.
(1994) neben Dihydro-5,6-dehydrokawain ein Kawalacton-Dimer isolieren. Yang et al.
(1999) konnten aus den Samen von A. hainanensis (sub syn. A. katsumadae Havata) zwei
Diarylheptanoide isolieren welche mit einem Kawalacton verknupft sind. Diese beiden
Stoffe, welche unter den Namen Katsumadain A und B in der Literatur zu finden sind, sind

der erste Nachweis von Diarylheptanoid-Kawalacton-Addukten (Abb.13).

Biosynthese der Kawalactone

Die Biosynthese der Kawalactone wurde bisher vor allem an Pilzen uber
Inkubationsversuche mit radioaktiv markierten Vorstufen untersucht (Gill, 1994). Nach
heutiger Kenntnis leitet sich der Styrylteil sowie die C3-Kohlenstoffkette dieser Stoffklasse

von Phenylalanin oder Tyrosin ab. Durch die Aktivitat einer Typ-llI-PKS werden
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verschiedene, von Phenylalanin bzw. Tyrosin abgeleitete, CoenzymA-aktivierte
Zimtsaurederivate mit 2 Molekulen Malonyl-CoA zu den Kawalactonen umgesetzt (Abb. 8).
Hatfield und Brady (1973) konnten durch Inkubationsversuche mit radioaktiv markiertem
Phenylalanin bzw. Acetat in Kulturen des Pilzes Polyporus schweinitzii Fr. die Biosynthese
von Hispidin aufklaren. In zellfreien Extrakten der Gametophyten von Equisetum arvense
L. konnten Herderich et al. (1997) ein Enzym, welches als Styrylpyronsynthase
bezeichnet wird, detektieren. In weiterflihrenden Arbeiten konnte dieses Enzym weiter
aufgereinigt und in vitro gezeigt werden, dass es fur die Biosynthese der Kawalactone
verantwortlich ist (Beckert, 2002). Bislang ist die Aminosauresequenz dieses Enzyms noch
nicht bekannt, eine nahe Verwandtschaft mit der Chalkonsynthase-Familie ist jedoch
anzunehmen. Austin und Noel (2003) diskutieren die Beobachtung, dass bei in vitro-
Experimenten mit Chalkon-Synthasen (CHS) neben Chalkonen auch Kawalactone als

Nebenprodukte (“truncation products®) anfallen.

4.2.4 Diarylheptanoide

Diarylheptanoide sind sekundare Pflanzenstoffe welche in den Rhizomen
verschiedener Ingwergewachse akkumuliert werden aber auch aus einigen anderen
Pflanzenfamilien bekannt sind. Diese Stoffklasse ist aus 2 aromatischen Ringen welche
uber eine Kette aus 7 Kohlenstoffen verbunden sind aufgebaut. Die unter dem Namen
Curcuminoide bekannten Farbstoffe aus den Rhizomen verschiedener Curcuma-Arten
zeichnen sich durch ein durchgehend konjugiertes Doppelbindungssystem aus wodurch
sie im sichtbaren Licht absorbieren und fir das menschliche Auge (orange)-gelb
erscheinen. Unter dem Begriff Curcuminoide werden die 3 Hauptfarbstoffe Curcumin,
Demethoxycurcumin und Bisdemethoxycurcumin zusammengefasst, Curcuminoide ohne
durchgehend konjugiertes Doppelbindungssystem werden allgemein als Diarylheptanoide
bezeichnet. Bis heute sind weit Uber 400 naturlich vorkommende Diarylheptanoide
bekannt, wovon die meisten davon aus verschiedenen Arten der Zingiberaceae isoliert
wurden. Aulerhalb der Familie tritt diese Stoffklasse weit seltener in Vertretern der
Familien Actinidiaceae, Betulaceae, Burseraceae, Cymodoceaceae, Dioscoreaceae,
Fabaceae, Juglandaceae, Myricaceae, Sapindaceae, Taccaceae und Viscaceae auf (Lv
and She, 2012, 2010). Grundsatzlich wird zwischen linearen und zyklischen
Diarylheptanoiden unterschieden. Bei den zyklischen Diarylheptanoiden wird ein weiterer
Ring uUber eine C-C- oder C-O-C-Bindung zwischen den beiden aromatischen Ringen

ausgebildet. Diese Verbindungen sind bislang jedoch nur aus den Gattungen Myrica L.,
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Corylus L., Carpinus L. und Pterocarya KuntH bekannt. Die fur die Familie der
Haemodoraceae charakteristische, aber auch aus anderen Familien (Musaceae,
Pontederiaceae, Strelitziaceae) bekannte, Stoffklasse der Phenylphenalenone geht
biosynthetisch ebenfalls auf Diarylheptanoide zurick (Brand et al., 2006). In einem
kiurzlich erschienenem Artikel wird auf die Rolle der Phenylphenalenone als Phytoalexine
hingewiesen und ihre Biosynthese und antifungale Aktivitat beschrieben (Echeverri et al.,
2012). Innerhalb der Zingiberaceae sind Diarylheptanoide bislang aus den Gattungen
Aframomum, Alpinia, Amomum, Boesenbergia, Curcuma, Etlingera, Hedychium,

Kaempferia, Pleuranthodium und Zingiber isoliert worden.

Biosynthese der Diarylheptanoide

Katsuyama et al. (2007) haben aus Oryza sativa L. eine Typ-lll-Polyketidsynthase
isoliert (Curcuminoid-Synthase — CURS), die in vitro aus zwei Molekulen p-Cumaroyl-CoA
und einem Moleklil Malonyl-CoA die Bildung von Bisdemethoxycurcumin katalysiert.
CURS st die erste bekannte Typ-llI-PKS welche die Verknipfung von zwei
Startereinheiten mit einer Verlangerungseinheit katalysiert. Das Enzym produziert in vitro
auch  Triketidpyrone (Kawalactone) aus einem Molekul p-Cumaroyl-CoA und zwei
Molekulen Malonyl-CoA. Mittlerweile wurden von Katsuyama et al. (2009a, 2009b) vier
weitere Typ-llI-PKS aus Curcuma longa sequenziert und strukturell charakterisiert. Das
Enzym Diketid-CoA-Synthase (DCS) katalysiert in vitro die Bildung von Feruloyldiketide-
CoA aus Feruloyl-CoA und Malonyl-CoA bzw. p-Cumaroyldiketide-CoA aus p-Cumaroyl-
CoA und Malonyl-CoA. Die Curcumin-Synthasen CURS1, CURS2 und CURS3
katalysieren in vitro die Bildung von Curcumin, Demethoxycurcumin und
Bisdemethoxycurcumin aus den Zwischenprodukten der DCS (Feruloyldiketide-CoA und
p-Cumaroyldiketide-CoA) und Feruloyl- bzw- p-Cumaroyl-CoA, wobei die einzelnen
Curcumin-Synthasen leicht unterschiedliche Substratspezifitidten zeigen (Abb. 14). Durch
die unterschiedlich regulierte Expression dieser Enzyme in der Pflanze kommt es zu

quantitativen Unterschieden in der Curcuminoid-Akkumulation.
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Abbildung 14: Biosynthese der Curcuminoide (aus Katsuyama et al. (2009a) verandert);
PAL: phenylalanine ammonia-lyase, 4CL: 4-coumarate:CoA ligase, C4H: cinnamate-4-
hydroxylase, HCT: hydroxycinnamoyl transferase, C3H: cinnamate-3-hydroxylase, OMT: O-
methyltransferase, DCS: diketide-CoA-synthase, CURS: curcumin-synthase
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4.2.5 Terpene

Terpenoide Verbindungen spielen innerhalb der Zingiberaceae eine wichtige Rolle.
Monoterpene, Sesquiterpene und derern Derivate sind wohl ubiquitar in der Familie
verbreitet und neben Phenylpropanoiden flir den aromatischen Geruch aller Arten
verantwortlich. Die Zusammensetzung des &therischen Ols kann innerhalb einer Art
sowohl quantitativ als auch qualitativ stark variieren (Pancharoen et al., 2000). Auch
Diterpene, die im Folgenden naher behandelt werden, scheinen innerhalb der Familie weit
verbreitet zu sein. Einfache weitverbreitete Triterpene wurden ebenfalls aus einer Reihe

von Arten isoliert.

Labdane-Diterpene

Innerhalb der Terpenoide bilden die Labdane-Diterpene “im weitesten Sinn“ und
deren Derivate mit derzeit Gber 7.000 bekannten Vertretern die wohl groite Stoffklasse
(Peters, 2010). Sie sind wie alle Diterpene aus 20 Kohlenstoffatomen aufgebaut, gehen
auf vier Isopren-Einheiten zurtck, und zeichnen sich durch das Vorhandensein eines
bizyklischen Ringsystems (Decalin) aus (Abb. 15). Der Name dieser Verbindungen geht
auf Labdanum (alternative Schreibweise Ladanum), ein Harz welches von verschiedenen
Cistus-Arten (v.a. C. ladanifer L.) gewonnen wird zurick, aus welchem der erste bekannte
und strukturell aufgeklarte Vertreter dieser Stoffklasse (labdanolic acid) isoliert wurde
(Cocker and Halsall, 1956; Cocker et al., 1956).

Labdane wurden bereits aus vielen Pflanzenfamilien isoliert (z.B. Asteraceae,
Lamiaceae, Cistaceae, Pinaceae, Cupressaceae um nur einige zu nennen) und scheinen
auch innerhalb der Zingiberaceae eine bedeutende Rolle als sekundare
Pflanzenmetabolite zu spielen. Eine vergleichende Literaturrecherche zeigte, dass bislang
uber 100 unterschiedliche Labdan-Diterpenoide aus Zingiberaceen bekannt sind. Flr
Labdan-Diterpene wurden bereits ein Vielzahl an Bioaktivitaten nachgewiesen; z.B.
antibakterielle, antifungale, antiprotozoische, antiinflammatorische und cytotoxische
Eigenschaften. Die Arbeiten von Demetzos und Dimas (2001) bzw. Singh et al. (1999)
geben einen guten Uberblick (iber das bioaktive Potential verschiedener Vertreter dieser
Stoffklasse.

Biosynthese der Labdan-Diterpene
Die Biosynthese der Labdan-Diterpene bzw. die dafur verantwortlichen Enzyme
(spezifische Terpensynthasen; “class Il diterpene cyclases®) ist bereits teilweise bekannt

bzw. deren Reaktionsmechanismen fir ein grundsatzliches Verstandnis hinlanglich
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untersucht worden. Dabei wird Geranylgeranyl-Pyrophosphat (GGPP) uber ein
monozyklisches enzymgebundenes Zwischenprodukt zum bizyklischen Labdan-Vorlaufer
Labdadienyl/Copalyl-Pyrophosphat (CPP) umgesetzt. Die Stereochemie des Produkts ist
dabei abhangig von der prochiralen Konformation des GGPP, wobei die normale Sessel-
Sessel-Konformation zu CPP fuhrt (MacMillan and Beale, 1999; Peters, 2010). Die drei
durch Zyklisierung am Ringsystem entstehenden chiralen Zentren sind bei allen
bekannten Labdan-Diterpenen aus Zingiberaceen gleich konfiguriert (Abb. 15). Durch die
Aktivitat verschiedener modifikatorischer Enzyme (Hydroxylasen, Oxidasen, Reduktasen,

Zyklasen) entstehen aus CPP eine Vielzahl von Derivaten.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der Biosynthese von Labdadienyl/Copalyl-Pyrophosphat (CPP)
Uber (E,E,E)-Geranylgeranyl-pyrophosphat (GGPP). rot = Kohlenstoffgeriist der Isopreneinheiten.
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5. Ergebnisse

In der vorliegenden Diplomarbeit wurden 23 Alpinia-Arten vergleichend
phytochemisch analysiert und aus vier Arten Reinstoffe isoliert. Dabei stammte je eine Art
aus der A. galanga- und A. eubractea-Gruppe und zwei aus der A. zerumbet-Gruppe. Es
wurden 10 Reinstoffe isoliert und ihre Strukturen in Zusammenarbeit mit dem Institut far
Organische Chemie der Universitat Wien aufgeklart. Sie erwiesen sich als Derivate von
funf verschiedenen Stoffklassen, namlich der Phenylpropanoide, Flavonoide,
Kawalactone, Diarylheptanoide und Labdan-Diterpene. Die Verbreitung der isolierten
Reinstoffe wurde in allen zu Verfligung stehenden Arten und Herkinften durch
vergleichende co-chromatografische Analysen erfasst und tabellarisch zusammengestelit
(Tab. 4).

5.1 Alpinia galanga (A. galanga—Gruppe)

Aus dem Rhizom von A. galanga (ZINO90043) konnten drei Stoffe isoliert und
strukturell aufgeklart werden. Alle 3 Verbindungen zahlen zu den Phenylpropanoiden. Als
Hauptstoff konnte (1‘S)-1‘-Acetoxy-chavicol-acetat (PP-1) isoliert werden, in wesentlich
kleinerer Menge auch 1'-Methoxy-chavicol (PP-2). Auch die dritte Verbindung, p-
Cumarylalkohol-y-O-methyl ether (PP-3) konnte nur in geringer Menge isoliert werden.
Diese drei Phenylpropanoide konnten in allen Herklnften von A. galanga detektiert werden
(siehe Tab. 4). Im Blatt-, Rhizom- und Wurzelextrakt von A. conchigera konnten die
Verbindungen PP-1, PP-2 und PP-3 ebenfalls co-chromatografisch nachgewiesen werden.
Abbildung 16 zeigt (a) die chemischen Strukturen der isolierten Verbindungen, (b) HPLC-
Profile der Rhizom-Extrakte von drei verschiedenen Herkunften von A. galanga, und (c)

einen HPLC-Vergleich mit Extrakten aus verschiedenen Organen von A. conchigera.
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Abbildung 16: a) Strukturen der Verbindungen welche aus A. galanga isoliert wurden. b) HPLC-Vergleich
verschiedener Herkiinte von A. galanga, c) HPLC-Vergleich der Blatt-, Rhizom- und Wurzelextrakte von A.

conchigera. (1‘S)-1‘-Acetoxy-chavicol-acetat (PP-1), 1'-Methoxy-chavicol (PP-2), p-Cumarylalkohol-y-O-
methyl ether (PP-3)
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5.2 Alpinia malaccensis (A. zerumbet—-Gruppe)

Aus dem methanolischen Gesamtextrakt des Rhizoms von A. malaccensis
(ZINO70008) wurden vier Verbindungen isoliert und strukturell aufgeklart werden. Dabei
handelt es sich um Vertreter aus drei verschiedenen Stoffklassen: ein Kawalacton (5,6-
Dehydrokawain (KL-1), zwei Flavonoide (Pinostrobin (FLAV-2) und Nicolaioidesin C
(FLAV-3)) und ein Diarylheptanoid (1,7-Diphenyl-6[E]-hepten-3-on (DAH-1)). Weiters
konnte Pinostrobin-Chalkon (FLAV-1), co-chromatografisch nachgewiesen werden.
Abbildung 17 zeigt (a) die Strukturen aller Verbindungen und ihre biosynthetischen
Zusammenhange sowie (b) einen HPLC-Vergleich von Blatt- und Rhizomextrakt. Der mit
einem Fragezeichen (?) markierte Peak im HPLC-Profil des Blattes bei ca. 17 min durfte
anhand des UV-Spektrums ein weiteres Diarylheptanoid sein, das jedoch nicht isoliert
werden konnte. Das UV-Spektrum des mit einem Fragezeichen (?) markierten Peaks im
HPLC-Profil des Rhizoms deutet auf ein Labdan-Diterpen hin, dieses konnte jedoch auch
nicht isoliert werden. Alle isolierten Verbindungen sind Polyketide im weiteren Sinn und auf

die Aktivitat spezifischer Typ-IlI-Polyketidsynthasen zurlckzuflhren.
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Abbildung 17 a) Strukturen und biosynthetische Zusammenhange aller aus A.malaccensis isolierter bzw. co-
chromatografisch nachgewiesener Verbindungen, b) HPLC-Vergleich des Blatt- und Rhizomextrakts von A.
malaccensis. 1,7-diphenyl-6[E]-hepten-3-on (DAH-1), 5,6-Dehydrokawain (KL-1), Pinostrobin-Chalkon
(FLAV-1), Pinostrobin (FLAV-2), Nicolaioidesin C (FLAV-3); Typ-llI-PKS: Typ-IllI-Polyketidsynthase, CFI:
Chalkon-Flavanon-lsomerase, NSY: theoretische Nicolaioidesin-Synthase
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5.3 Alpinia spp. (Alpinia zerumbet—Gruppe)

Innerhalb dieser artenreichen Verwandtschaftsgruppe konnten 13 Taxa
phytochemisch analysiert werden. Dabei erwiesen sich die Rhizom-Extrakte von vier
vermeintlich verschiedenen Arten als sehr ahnlich (A. latilabris - 1998GR02059/1, A.
nieuwenhuizii - 794600042, A. nutans - 714600039, A. romburghiana — 954600128). Als
Hauptstoffe konnten hier ein Zimtsauremethylester (PP-4) und 5,6-Dehydrokawain (KL-1)
detektiert werden. In nur kleinen Mengen wurden in allen vier Extrakten auch Pinostrobin-
Chalkon (FLAV-1), Flavokawain B (FLAV-4), Indol und 4-Hydroxy-5,6-Dehydrokawain (KL-
2) nachgewiesen. In den Rhizomen von A. nieuwenhuizii und A. nutans wurde zusatzlich
noch das Diarylheptanoid 1,7-Diphenyl-6[E]-hepten-3-on-5-ol (DAH-2) festgestellt. Das
weit verbreitete Labdan-Diterpen (E)-8(17),12-labdadien-15,16-dial (LD-2) wurde nur im
Rhizomextrakt von A. nutans detektiert (Abb. 18).
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Abbildung 18: a) Strukturen und biosynthetische Zusammenhange jener Verbindungen welche isoliert oder
co-chromatografisch detektiert wurden, b) HPLC-Profile von methanolischen Rhizomextrakten im Vergleich.
Zimtsauremethylester (PP-4), Indol, (E)-8(17),12-labdadien-15,16-dial (LD-2), Pinostrobin-Chalkon (FLAV-1),
Flavokawain B (FLAV-4), 5,6-Dehydrokawain (KL-1), 4-Hydroxy-5,6-dehydrokawain (KL-2), 1,7-Diphenyl-
6[E]-hepten-3-on-5-ol (DAH-2).
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5.4 Alpinia caerulea (A. eubractea—Gruppe)

Aus dem methanolischen Rhizomextrakt von A. caerulea (ZINO70022) konnten die
beiden Labdan-Diterpene Zerumin A (LD-1) und (E)-8(17),12-ladbadiene-15,16-dial (LD-
2) isoliert werden. Diese beiden Verbindungen konnten co-chromatografisch in allen
untersuchten Organen (Samen, Blatter, Rhizome, Wurzeln) dieser papuanisch-australisch
verbreiteten Art nachgewiesen werden. Fur eine Studie Uber die antiangiogene Wirkung
von Zerumin A (LD-1) in mehreren Modelsystemen wurden die Mengen beider Labdane in

den verschiedenen Organen quantifiziert (He et al., 2012).

Organ LD-1 LD-2
Same 0,34% 0,48%
Frucht Fruchtwand 0,50% 0,16% 0,64% 0,15%
Arillus - -
Blatt 0,03% 0,53%
Rhizom 0,02% 0,39%
Wourzel 0,07% 1,17%

Tabelle 3: Organspezifische Quantifizierung der aus A. caerulea isolierten Labdan-
Diterpene; Zerumin A (LD-1), (E)-8(17),12-labdadien-15,16-dial (LD-2);
Prozentangaben: Gewichtsprozent der Trockenmasse.

Vergleichende Analysen der HPLC-Profile einiger weiterer Arten aus der A.
eubractea — Gruppe zeigen, dass die beiden Labdan-Diterpene (LD-1, LD-2) auch hier
nachweisbar sind, wobei LD-2 in groReren Mengen akkumuliert wird. Charakteristische
UV-Spektren in den Rhizomextrakten der untersuchten Arten lassen auf das Vorkommen
weiterer Labdan-Diterpene schlieRen. Die grafische Zusammenstellung der Ergebnisse
findet sich auf den beiden folgenden Seiten. Abbildung 19 zeigt (a) die Strukturen und (b)
deren Vorkommen in den untersuchten Organen. Abbildung 20 gibt einen Uberblick lber

co-chromatografisch analysierte Rhizomextrakte von Arten der A. eubractea-Gruppe.
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Abbildung 19: a) Isolierte Strukturen: Zerumin A (LD-1), (E)-8(17),12-labdadien-15,16-dial
(LD-2), b) Vergleich der HPLC-Profile unterschiedlicher Organe
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Abbildung 20: Vergleich der HPLC-Profile des Rhizomextrakts von 5 Vertretern der A. eubractea—Gruppe.
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5.5 Uberblick der detektierten Verbindungen

Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit wurden 23 Arten aus der Gattung Alpinia
phytochemisch analysiert. Zusatzlich konnten auch zwei Arten aus der Gattung
Aframomum und funf Arten aus der Gattung Renealmia vergleichend untersucht werden.
Die Verbreitung von insgesamt 25 detektierten Verbindungen ist in Tabelle 4 dargestellt.
Neben den Pflanzen-Namen findet sich in der Tabelle auch die jeweilige Sammelnummer,
um eine direkte Verbindung zum entsprechenden Herbarbeleg herzustellen. Die Arten
wurden verwandtschaftlich gruppiert und ihre Gattungs- bzw. Gruppen-Zugehorigkeit in
der Tabelle vermerkt. Die detektierten Verbindungen wurden nach Stoffklassen gruppiert.
Um die Organspezifitdt der detektierten Verbindungen darzustellen wurden in der Tabelle
auch die jeweils untersuchten Organe angegeben. In den unterschiedlichen Herkinften
konnten insgesamt sechs Diarylheptanoide, zwei Kawalactone, neun Flavonoide (vier
Chalkone, zwei Flavanone, zwei Flavonole, ein Flavanol), vier Phenylpropanoide, zwei
Labdan-Diterpene, ein Triterpen und Indol nachgewiesen werden. Tabelle 5 im Anhang

zeigt eine Ubersicht aller isolierten und co-chromatografisch detektierten Verbindungen.
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Tabelle 4: Verbreitung verschiedener Stoffklassen in der Gattung Alpinia

Sekundare Pflanzenstoffe
DAH KL Chalkon Flavanon FOL FAL PP LD TT
S

s 3

£ 3 —_
c T = 703 2 9 2|y ¢ §5|yn 2 § |9
: : F/fzzxzzz i 3 33333 8/33 £33 &3¢ ¥ 7 I3 3 8 |g¢
= (%) ] a [a} a a a a a X 4 o o 1. o o~ s s o o s o o o o a o pa pa p = £
Aframomum corrorima ZIN110004 Af s s
A. corrorima ZIN110002 Af B.RW B,RW B,RW
A. daniellii 7197 B1 Af B,RW R W
Alpinia arctiflora ZIN070020 E SR SR SR,
A. caerulea ZIN070022 E R R R
A. caerulea ZIN070027 E SBRW SBRW  SBRW
A. luteocarpa 1992GR04030 E B BRW w w
A. modesta ZIN070023 E
A. purpurata ZIN40037 E B B B
A. vittata ZIN110011 E R W R W R W
A. oxymitra ZIN0O90039 E? B R W R W R W
A. conchigera ZIN080001 G SBRW BRW BRW s s
A. galanga ZIN060021 G R R R
A. galanga ZIN060031 G B.R B.R B,R
A. galanga ZINO70006 G R R R
A. galanga ZIN090001 G R R R
A. galanga ZIN090043 G R R R
A. galanga ZIN090044 G R R R
A. galanga ZIN090050 G R R R
A. galanga Sonnentor G R R R
A. nigra ZIN070009 G S
Renealmia alpinia ZIN110006 R R R R B,W S,BRW R
R. cemua ZIN110007 R B s
R. cemua ZIN110010 R B B B B s
R. cemua WU0067274 R B
R. cemua WU0067275 R B
R. mexicana ZIN110009 R s s
R. nicolaioides ZINO00001 R w SRW s
R. thyrsoidea ZIN110008 R s

Die Zuordnung zu den Artengruppen richtet sich nach Kress et al. (2007). Gattungen bzw. (Arten)-Gruppen: Af — Aframomum, E — Alpinia eubractea—Gruppe, G — A.
galanga—Gruppe, R — Renealmia, Z — A. zerumbet—Gruppe; Stoffklassen: DAH — Diarylhepanoide, KL — Kawalactone, FOL — Flavonol, FAL — Flavanol, PP —
Phenylpropanoide, LD — Labdan-Diterpe, TT — Triterpene; Pflanzenorgan: S — Samen, B — Blatt, R — Rhizom, W — Wurzel.



Fortsetzung Tabelle 4

DAH KL Chalkon Flavanon FOL FAL PP LD TT
<
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Alpinia aff. zerumbet (‘sekayu’) ZIN000003 z B.R B.R B,R B.R
A. calcarata 1996GR02112 z R R R
A. calcarata — Hedychium sp. 2005GR02314 z R R R R R RW RW RW
A. formosana 824600609 z R R R
A. hainanensis 864600698 z R R R R R R R
A. hainanensis 2004GR02318 z B w B w w
A. latilabris 1998GR02059/2 z R R R R R
A. latilabris 1998GR02059/1 z R R R R R R R
A. latilabris Bogor05/05 z R R R R
A. malaccensis ZIN070008 Z | BR B.R B.R B.R B.R R?
A. mutica ZIN080002 z BR | SBR R SBR | SR SR
A. nieuvenhuizii — A. aff. nutans 794600042 z R B.R R | BR BR B.R w w B.R
A. nutans 714600039 z R R R R R R R
A. oblongifolia 984600105 z R R R R
A. officinarum - z R R R
A. romburghiana 954600128 z? BR R | BR BR BR BR
A. roxburghii ZIN070010 z R R R R
A. shimadae 13406/06 z R R
A. zerumbet ZIN000004 z R B.R B.R BR BR
A. zerumbet 824600435 z R
A. zerumbet 1982GR02434 z R R R
A. zerumbet 12283/05 z R R R R

Die Zuordnung zu den Artengruppen richtet sich nach Kress et al. (2007).
galanga—Gruppe, R — Renealmia, Z — A. zerumbet—Gruppe; Stoffklassen:
Phenylpropanoide, LD — Labdan-Diterpe, TT — Triterpene; Pflanzenorgan

Gattungen bzw. (Arten)-Gruppen: Af — Aframomum, E — Alpinia eubractea—Gruppe, G — A.

DAH — Diarylhepanoide, KL — Kawalactone, FOL — Flavonol, FAL — Flavanol, PP —
: S — Samen, B - Blatt, R — Rhizom, W — Wurzel.




6. Diskussion

6.1 Chemosystematische Aspekte

6.1.1 Alpinia galanga-Gruppe

Zu dieser Gruppe gehdrt der bekannteste und wirtschaftlich bedeutendste Vertreter
der Gattung Alpinia. Vor allem in der sudostasiatischen Kuiche und Volksmedizin ist Alpinia
galanga (thai: Kha; deutsch: Grolder Galgant, Thai-Ingwer; englisch: greater galangal, Thai
galangal, Thai ginger) nicht wegzudenken und verleiht einer Vielzahl von Speisen deren
charakteristischen Geruch und Geschmack. Das Rhizom (getrocknet und pulverisiert oder
frisch gemorsert) dient als Bestandteil verschiedener Gewurzpasten, die frischen, in
Scheiben geschnittenen, Rhizomstlicke werden zur Herstellung verschiedener Suppen
(Thai: Tom Kha) verwendet. Neben A. galanga werden lokal und regional auch die nah
verwandten Arten A. conchigera und A. siamensis in derselben Weise genutzt.

Aus dieser nur funf Arten umfassenden Verwandtschaftsgruppe konnten die
Rhizome von drei Vertretern vergleichend phytochemisch analysiert werden. Die
nachstverwandten Arten A. galanga und A. conchigera erwiesen sich auch im Hinblick auf
ihre Rhizom-Inhaltsstoffe als sehr ahnlich, wobei in beiden Arten als Hauptstoff das
Phenylpropanoid (1°‘S)-1‘-Acetoxychavicol-acetat (PP-1) und als Nebenkomponenten die
zwei nahe verwandten Derivate (PP-2, PP-3) nachgewiesen wurden. Zusatzlich konnten in
den Samen von A. conchigera neben PP-1 die Labdan-Diterpene LD-1 und LD-2 detektiert
werden. Das HPLC-Profil der dritten Art, A. nigra, zeigt zwar im Hinblick auf
charakteristische UV-Spektren Ahnlichkeiten mit den beiden anderen Arten, PP-1, PP-2
und PP-3 konnten jedoch nicht detektiert werden. In den Samen konnte LD-2
nachgewiesen werden.

Aufgrund der unzahligen ethnobotanischen Anwendungen ist A. galanga
phytochemisch schon gut untersucht worden. In Ubereinstimmung mit den vorliegenden
Befunden wurden aus den Rhizomen Phenylpropanoide in gro3en Mengen isoliert wobei
es sich bei den Hauptstoffen (1'‘S)-1‘-Acetoxychavicol-acetat (PP-1) und (1'S)-1'-
Acetoxyeugenol-acetat um acetylierte Verbindungen handelt (Mitsui et al., 1976). (1‘S)-1*-
Acetoxychavicol-acetat (PP-1) erwies sich fur den charakteristischen scharfen Geschmack
verantwortlich (Yang and Eilerman, 1999). Die Verbindung PP-3 wurde sowohl fur

Rhizome von A. galanga als auch A. officinarum beschrieben (Ly et al., 2003; Nam et al.,
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2005), PP-2 konnte bis dato noch nicht als Naturstoff isoliert werden. Aus den Rhizomen
von A. galanga wurden weiters als Nebenstoffe Flavonoide und Neolignane isoliert (Jaju et
al., 2009; Morikawa et al.,, 2005). Die Samen von A. galanga akkumulieren neben
Phenylpropanoiden grofere Mengen mehrerer Labdan-Diterpene wobei neben
offenkettigen (z.B.: LD-2) auch trizyklische Verbindungen (z.B.: Galanal A + B,
Galanolactone A + B) festgestellt wurden (Morita and Itokawa, 2007). Die Arbeit von
Chudiwal et al. (2010) gibt einen guten Literaturiberblick Gber die pharmakologischen und
therapeutischen Eigenschaften dieser Art. Auch Uber A. conchigera liegen mehrere
phytochemische und Bioaktivitats-Studien vor (Dibyajyoti and Swati, 2012; Sulaiman et al.,
2009; Swati and Dibyajyoti, 2012), aus den Rhizomen wurden neben Phenylpropanoiden
als Hauptstoffe auch Diarylheptanoide, Flavonoide und Neolignane (Athamaprasangsa et
al., 1994; Xu et al.,, 2013), aus den Frichten Flavonoide, einfache Triterpene und ein
Diarylheptanoid isoliert (Phan et al., 2007). In phytochemischen Studien wurden aus den
Samen von A. nigra Labdan-Diterpene (LD-2, Miogadial) und Flavon-Glykoside
(Kaempferol-3-O-Glucoronide, Astragalin) isoliert (Ghosh et al., 2013; Qiao et al., 2007).
A. bilamellata Makino, eine weitere Art dieser Verwandtschaftsgruppe, welche auf den

Bonin-Inseln endemisch ist, wurde bislang noch nicht phytochemisch untersucht.

6.1.2 Alpinia eubractea-Gruppe

Die Rhizome fast aller untersuchten Arten dieser Verwandtschaftsgruppe
akkumulieren in groReren Mengen die Labdan-Diterpene LD-1 und LD-2. Diese
Verbindungen konnten auch in den Blattern und Wurzeln nachgewiesen werden.
Zusatzlich konnten in einzelnen Arten Flavonoide detektiert werden (siehe Tab. 4). Alpinia
oxymitra K. ScHum., eine auf der malaischen Halbinsel weit verbreitete Art, ist bezuglich
ihrer Position in einer der von Kress etablierten Artengruppen noch fraglich und nimmt eine
unklare Stellung zwischen der A. zerumbet-Gruppe und der A. eubractea-Gruppe ein
(Kress et al., 2005). Phytochemisch hat A. oxymitra groe Ahnlichkeit mit jenen
untersuchten Arten welche in den Studien von Kress et al. eindeutig zur A. eubractea-
Gruppe gezahlt werden (siehe Abb. 19). Die Akkumulation von LD-1 und LD-2 in allen
untersuchten Organen legt eine Verwandtschaft nahe.

Aus dieser Verwandtschaftsgruppe wurde bisher nur A. purpurata (VieiLL.) K. ScHuwm.
phytochemisch untersucht. Uber diese papuanisch-pazifisch verbreiteten Art, die in
zahlreichen Sorten und Formen pantropisch als Zierpflanze kultiviert wird und haufig

verwildert, liegen mehrere Arbeiten vor. Neben Studien die sich mit der Zusammensetzung
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und antimikrobiellen Wirkung des &therischen Ols beschéftigen wurde im Rhizom (E)-
8(17),12-labdadien-15,16-dial (LD-2) als Hauptstoff nachgewiesen. Weiters konnte das
aus Piper nigrum L. bekannte Amid Piperin als Nebenstoff isoliert werden (Mohd Sirat and
Liamen, 1995). Die Akkumulation von Alkaloiden, insbesondere Piperin, in Zingiberaceen
erscheint aufgrund der bisherigen Literaturangaben Uberprifenswert. In den Blattern
wurden mehrere Flavonoide, Flavonoid- und Triterpen-Glykoside detektiert (Victorio et al.,
2009; Villaflores et al., 2010).

6.1.3 Alpinia zerumbet-Gruppe

Diese mit Abstand artenreichste Gruppe innerhalb der Gattung Alpinia (sensu Smith
1990) umfasst in der Studie von Kress et al. (2007) 48 Taxa. Der Grol3teil der auf dem
asiatischen Festland verbreiteten Alpinia-Arten sind zu dieser Artengruppe zu rechnen. Die
verwandtschaftlichen Zusammenhange der Taxa innerhalb dieser Gruppe sind noch nicht
ausreichend geklart. In einer molekularsystematischen Arbeit Uber taiwanesische Vertreter
der A. nutans-Unterguppe konnte der hybridogene Ursprung mehrerer Arten
nachgewiesen werden. Demnach entstehen in Kontaktzonen fertile Hybride welche
ihrerseits mit den Elternarten rlickkreuzen kénnen und introgressieren (Liu and Wang,
2009; Liu et al.,, 2009). Diese Tatsache legt die Vermutung nahe, dass mit der
Standardmethode der Molekularsystematik (Sequenzanalyse definierter DNA-Abschnitte)
die komplexen netzwerkartigen Beziehungen zwischen den Arten dieser Gruppe nur
ungenigend aufzukldren sind und erklart auch die geringe Auflésung in den
Stammbaumen dieser Artengruppe von Kress et al. (2005, 2007). Erst detaillierte, feiner
auflosende Methoden (z.B. AFPL, RAD-Sequencing) kombiniert mit genauen
morphologischen Merkmalsanalysen werden die evolutionaren Zusammenhange in dieser
taxonomisch schwierigen Artengruppe erklaren konnen.

In der vorliegenden Arbeit konnten 13 Arten aus zwei der vier Untergruppen (“A.
calcarata-subclade® = 'Cenolophon’, “A. nutans-subclade“ = 'Catimbium') vergleichend
untersucht werden. Dabei wurde ein breites Spektrum an Derivaten aus verschiedenen
Stoffklassen isoliert bzw. co-chromatografisch nachgewiesen. In mehreren Proben finden
sich neben Kawalactonen (KL-1, KL-2) und Flavonoiden auch die Labdan-Diterpene LD-1
und LD-2. Weiters konnten in einigen Arten die Diarylheptanoide DAH-1 oder DAH-2
nachgewiesen werden. DAH-1 wurde bisher nur aus Arten der Gattung Curcuma isoliert,
namlich aus C. longa L. (Balaji and Chempakam, 2009), C. comosa Roxs. (Jurgens et al.,
1994) und C. zanthorrhiza Roxs. (sub C. xanthorrhiza (Claeson et al., 1996). DAH-2 wurde
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bereits fur A. hainanensis K. ScHum. (sub syn. A. katsumadae Havata), A. calcarata (Haw.)
Roscoe und C. comosa beschrieben (Kuroyanagi et al., 1983; Ngo and Brown, 1998;
Suksamrarn et al., 2008). Bemerkenswert ist auch die Akkumulation von Indol in den
Rhizomen und Blattern einiger Arten. Das aus einem Chalkon und einem Monoterpen
zusammengesetzte Nicolaioidesin C (FLAV-3) war bisher nur aus der neotropischen
Renealmia nicolaioides Loes. bekannt und ist demnach fur die Gattung Alpinia neu.

Bei vergleichenden co-chromatografischen Analysen von vier Arten aus dieser
Verwandtschaft fielen deren Ubereinstimmende HPLC-Profile auf. Die Rhizomextrakte von
A. latilabris RioL. (1998GR02059/1), A. nutans (L.) Roscoe (714600039), A. nieuwenhuizii
VaLETON (794600042) und A. romburghiana VaLeton (954600128) zeigen Uberraschende
Gemeinsamkeiten (siehe Abb. 18). Alle vier Arten stammen aus dem Botanischen Garten
Delft und werden dort teils seit Jahrzehnten kultiviert. Die Dokumentation dieser
Gartenherkunfte erwies sich jedoch als luckenhaft, es wurden routinemaflig keine
Herbarbelege angefertigt und die genauen Herkinfte konnten daher nicht immer
rekonstruiert werden. So zum Beispiel bei A. nieuwenhuizii, einer auf Borneo endemischen
Art, die zusammen mit einigen weiteren auf Borneo und Sulawesi heimischen Arten naher
mit der Gattung Plagiostachys verwandt ist als mit Arten aus der A. nutans-Untergruppe.
DNA-Sequenzanalysen haben gezeigt, dass die als A. nieuwenhuizii (794600042) im
Botanischen Garten Delft kultivierte Art nachstverwandt oder conspezifisch mit A. nutans
ist und nichts mit der eigentlichen A. nieuwenhuizii zu tun hat. A. romburghiana, eine wenig
bekannte malaische Art, von welcher noch keine DNA-Studien vorliegen, und A. latilabris
(syn. A. hainanensis) stehen morphologisch den Arten um A. nutans nahe. Auch die DNA-
Sequenzen dieser beiden Aufsammlungen aus Delft (A. romburghiana — 954600128, A.
latilabris — 1998GR02059/1) deuten auf eine nahe Verwandtschaft mit A. nutans hin. Es
lasst sich rickwirkend nicht feststellen ob diese Aufsammlungen unter falschem Namen in
den Garten eingeflhrt wurden oder ob es wahrend der Kultivierung zu unbeabsichtigten
Namensverwechslungen kam. Somit ist es nicht verwunderlich dass diese nah verwandten
Arten auch phytochemisch deutliche Gemeinsamkeiten aufweisen.

Mehrere Arten aus der A. zerumbet-Gruppe wurden bereits phytochemisch
untersucht, darunter vor allem Samen von Arten die haufig volksmedizinisch genutzt
werden. So liegen von A. intermedia Gacner., A. officinarum Hance, A. oxyphylla Mia., A.
roxburghii Sweet und A. zerumbet (Pers.) B. L. Burtt & R. M. Sm. zahlreichen Studien vor.
Aus den Samen von A. intermedia (sub syn. A. kumatahe Makino) wurden mehrere

Diarylheptanoide, Flavonoide und Addukte beider Stoffklassen sowie Sesquiterpen-
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Chalkon- und Monoterpen-Chalkon-Konjugate isoliert (Hua et al., 2009, 2008; Tang et al.,
2010). Aus dem Rhizom des Echten Galgants (A. officinarum), einer Art die sowohl in
(Sud)-Ostasien als auch in Europa (‘Rhizoma Galangae') medizinisch Verwendung findet,
wurden ebenfalls mehere Diarylheptanoide und Flavonoide isoliert und strukturell
aufgeklart (Bleier and Chirikdjian, 2009; Sun et al., 2008a, 2008b). In den Samen von A.
oxyphylla konnten mehrere neue Sesquiterpene, Diarylheptanoide und Flavonoide
detektiert werden (Li et al., 2013; Xu et al., 2009). Auch aus den Samen von A. roxburghii
(sub syn. A. blepharocalyx K. Schum.), einer in den trockeneren teils laubwerfenden
Waldern Sudostasiens verbreiteten Art, konnten eine Vielzahl an neuen einfachen und
komplex gebauten Diarylheptanoiden isoliert werden (Ali et al., 2001b; Kumar Prasain et
al.,, 1997; Tezuka et al.,, 2001). Aus verschiedenen Organen der pantropisch als
Zierpflanze kultivierten und verwildernden A. zerumbet wurden Flavonoide und
Kawalactone aber auch Labdan-Diterpene isoliert (Elzaawely et al., 2007; Itokawa et al.,
1980; Mpalantinos et al., 1998). Aus dem Rhizom von A. malaccensis wurden vier
Labdan-Diterpene (Coronarin A, Coronarin E, (E)-8,(17),12-Labdadien-15,16-dial (LD-2),
Hedyforrestin B), 5,6-Dehydrokawain (KL-1), das Chalkon Cardamomin und die

Flavanone Pinocembrin und Alpinetin isoliert (Nuntawong and Suksamrarn, 2008).

6.1.4 Zusammenfassung der phytochemischen Ergebnisse

Zusammenfassend ist die A. galanga-Gruppe vor allem durch die Akkumulation von
acetylierten Phenylpropanoiden gekennzeichnet. Diese Verbindungen sind bislang nur aus
den beiden Arten A. galanga und A. conchigera bekannt und konnten auch in dieser Studie
nachgewiesen werden. Andere Stoffklassen treten hier, vor allem in den Rhizomen
mengenmaldig zuruck. Die Arten aus der A. eubractea-Gruppe setzen auf die Produktion
von Labdan-Diterpenen, mehrere Flavonoide konnten ebenfalls co-chromatografisch
nachgewiesen werden. Die grofte chemische Vielfalt zeigte die A. Zerumbet-Gruppe.
Abgesehen von acetylierten Phenylpropanen wurden Vertreter von allen isolierten
Stoffklassen detektiert bzw, isoliert. Au3er den Ubereinstimmenden HPLC-Profilen von A.
latilabris, A. nutans, A. Nieuwenhuizii und A. romburghiana konnten keine chemisch klar
abtrennbaren Gruppen innerhalb dieser artenreichen Verwandtschaft ausgemacht werden.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse scheinen innerhalb der Gattung Alpinia zwei
verschiedene Biosynthesewege vorzuherrschen. Zum einen werden verschiedene
Terpenklassen von spezifischen Terpen-Synthasen akkumuliert, zum anderen deutet die

Vielzahl an Polyketiden auf die Aktivitat spezifischer Typ-lll-Polyketidsynthasen (Typ-IlI-
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PKS) hin. Innerhalb der Gattung werden Diarylheptanoide, Chalkone, Kawalactone,
Stilbene und wahrscheinlich auch Phenylbutenoide von diesen Enzymen synthetisiert.
Bisher wurde jedoch erst eine Typ-llI-PKS aus der Gattung Alpinia sequenziert. Die
Substratspezifitat und das Reaktionsprodukt dieses Enzyms aus A. calcarata sind jedoch
unbekannt (Radhakrishnan et al., 2010). Die Homologie der DNA-Sequenz mit mehreren
Typ-llI-PKS aus Curcuma longa deren Reaktionsprodukte Diarylheptanoide sind deutet
darauf hin, dass auch die Typ-llI-PKS aus A. calcarata Diarylhetanoide synthetisiert. Das
haufige gemeinsame Vorkommen von Chalkonen und 5,6-Dehydrokawain in mehreren
Proben deutet darauf hin, dass diese Verbindungen biosynthetisch nahe verwandt sind.
Auch in den Wurzeln von Piper methysticum L. r. werden verschiedene Kawalactone als
Hauptstoffe von mehreren Chalkonen begleitet (Dharmaratne et al.,, 2002). Es bleibt
jedoch abzuklaren, ob der Biosyntheseweg dieser Verbindungen dem gleichen
Regulationsmechanismus unterliegt, oder sie gar von der selben Typ-IlI-PKS synthetisiert

werden.

6.2 Okologische Aspekte

Sekundare Pflanzenstoffe spielen eine wichtige Rolle fir das Uberleben der
Pflanzen in ihrem Habitat und haben vielfaltige Funktionen. Sie kdnnen der Abwehr von
Pflanzenpathogenen und Herbivoren dienen, Schutz vor zu starker UV-Strahlung bieten
oder fur die Kommunikation (z.B.: Anlockung von Bestaubern und Diasporenverbreitern)
wichtig sein. Die Samen der Zingiberaceae besitzen einen, fur die Diasporenverbreitung
wichtigen, Arillus der vermutlich einen hohen Nahrstoffgehalt als Belohnung fur den
Verbreiter aufweist. Dieser nahrstoffreiche Arillus ist jedoch anfallig fur verschiedene
Mikroorganismen und Pilze (pers. obs.). Um gegen einen Befall durch Phytopathogene
gewappnet zu sein, ist in den Samen mit chemischen Abwehrmechanismen zu rechnen.
Da die Rhizome der Zingiberaceae auch als Uberdauerungs- und Speicherorgane bei
ungunstigen Umweltverhaltnissn (z.B. Trockenheit) eine wichtige Rolle spielen, ist auch
hier ein chemischer Schutz gegenuber Herbivoren und Pflanzenpathogenen von grolRer
Bedeutung. Die im Folgenden kurz behandelten Studien sollten im Kontext dieser
Abwehrstrategien gesehen werden. In mehreren Arbeiten konnte die antifungale und
antimikrobielle Wirkung von (1‘S)-1‘-Acetoxychavicol-acetat (PP-1) nachgewiesen werden
(Haraguchi et al., 2007; Janssen and Scheffer, 2007; Rao et al., 2010). Auch das haufigste
Labdan-Diterpen innerhalb der Zingiberaceae, (E)-8(17),12-labdadien-15,16-dial (LD-2),
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zeigte in mehreren Modelsystemen antifungale Wirkungen (Demetzos and Dimas, 2001;
Morita and Itokawa, 2007). Das Kawalacton 5,6-Dehydrokawain (KL-1) bewirkte bei einer
Applikation von 2,5 mg/g Futterstick eine 50-prozentige Wachstumshemmung bei
standardisierten Futterungsversuchen mit Raupen von Spodoptera littoralis BoispuvaL
(pers. comm. Stefan Mikulicic). Auch Chloroform-Extrakte einiger Alpinia-Arten welche in
ihren Organen KL-1 akkumulieren fuhrten zu einer deutlichen Reduktion des Wachstums
(Holly, 2010). Der Rhizomextrakt von A. galanga erwies sich bei einem Vergleich
mehrerer Zingiberaceen-Arten mit den Raupen der Schadinsekten Plutella xylostella L.
und Callosobruchus chinensis L. ebenfalls als wachszumshemmend bis letal. Die Aktivitat
des Extrakts konnte auf (1‘S)-1‘-Acetoxychavicol-acetat (PP-1) zurtckgefuhrt werden
(Riyanto and Ohsawa, 1998). Es muss jedoch festgehalten werden, dass die 6kologische
Bedeutung der untersuchten Verbindungen nur bedingt mit standardisierten

Modelsystemen aufgeklart werden kann.
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7. Zusammenfassung

Die ethnobotanisch wichtige Gattung Alpinia Roxs. ist die grofdte und taxonomisch am
wenigsten aufgearbeitete Gattung innerhalb der Familie Zingiberaceae. Sie umfasst nach
heutigem Wissen ca. 250 Arten welche im tropischen und subtropischen Asien und
Ozeanien (inkl. Australien) verbreitet sind. Vergleichende DNA-Analysen haben gezeigt,
dass die Gattung in ihrem heutigen Umfang polyphyletisch ist und aus sechs nicht naher
verwandten Artengruppen besteht. In der vorliegenden Diplomarbeit wurden
methanolische Gesamtextrakte von 23 Alpinia-Arten aus drei Verwandtschaftsgruppen
untersucht und vergleichend phytochemisch analysiert. Aus vier ausgewahlten Vertretern
wurden 10 Reinstoffe isoliert und strukturell aufgeklart. Insgesamt konnten 25 Derivate
mehrerer Stoffklassen (Labdan-Diterpene, acetylierte Phenylpropanoide, Kawalactone,
Flavonoide und Diarylheptanoide) fur co-chromatografische Analysen herangezogen
werden. Die Verbreitungsmuster dieser Stoffe innerhalb der A. galanga-, A. zerumbet- und
A. eubractea-Gruppe unterstiutzen die von Kress et al. (2007) vorgeschlagene
taxonomische Gruppierung. Bevor jedoch endgiltige chemosystematische Schilsse
gezogen werden konnen, sollten in einer weiterfUhrenden Studie mehr Aufsammlungen
von Arten (iber die ganze Tribus Alpinieae einbezogen werden. Auch die Anderung des
Sekundarstoffprofils im Laufe der Entwicklung vom Samen bis hin zur adulten Pflanze in

den jeweiligen Organen sollte naher untersucht werden.

Summary

The ethnobotanically important genus Alpinia Roxs. is the largest and taxonomically most
complex genus of the family Zingiberaceae, comprising about 250 species distributed
throughout tropical and subtropical Asia and Oceania including Australia. Cladistic
analyses based on DNA sequence data indicated a polyphyletic origin and suggested a
splitting into six clades representing different genera. In the present diploma thesis,
methanolic extracts of underground as well as aerial parts of species from three clades
were analyzed by standard chromatographic methods. The resulting profiles were used for
comparative chemosystematic analysis. Major compounds were shown to belong to
labdane diterpenes, acetylated phenylpropanoids, kavalactones, specific flavonoids, and

diarylheptanoids, each being derived from distinct genetically defined pathways. Variability
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within these classes of compounds contributed to further chemical differentiation. The
different distribution patterns of these secondary metabolites in members of the A.
galanga-, A. eubractea- and A. zerumbet-clade) were shown to be consistent with current
phylogenetic concepts and support the suggested generic splitting. Thus, chemical
characters may contribute to a more natural grouping within this genus. Nevertheless it
has to be mentioned that further in-depth comparative phytochemical studies with more
samples, including all organs and different developmental stages, from the whole tribe

Alpinieae should be conducted before drawing final chemosystematic conclusions.
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10. Anhang

Tabelle 5: Ubersicht aller isolierten bzw. co-chromatografisch nachgewiesenen Stoffe

Kirzel [Verbindung isoliertaus  Sammel-# Organ isoliertvon
- Indol A. nutans 714600039 R AH
DAH-1 1,7-diphenyl-6[ E]-hepten-3-on A. malaccensis  ZINO70008 R CG
DAH-2 1,7-diphenyl-6] E]-hepten-3-on-5-ol A. nutans 714600039 R AH
DAH-3 Hirsutenone R. alpinia ZIN110006 R DK
DAH-4 Hirsutanonol R. alpinia ZIN110006 R DK
DAH-5 Renealmialpin R. alpinia ZIN110006 R DK
DAH-6 Renealmicernin R. cemua ZIN110010 B EO
FLAV-1 |Pinostrobin-Chalkon - - -
FLAV-2 |Pinostrobin A. malaccensis  ZINO70008 R CG
FLAV-3 |Nicolaioidesin C A. malaccensis  ZINO70008 R CG
FLAV-4 |Flavokawain B A. blepharocalyx ZIN070010 R JK + CG
FLAV-5 |4-Hydroxy-2',4',6-trimethoxychalcone R. cernua ZIN110010 B EO
FLAV-6 |Naringenin-5,7-diOMe R. cemnua ZIN110010 B EO
FLAV-7 |Galangin - - - -
FLAV-8 |Galangin-3-OMe - - - -
FLAV-9 |Catechin R. cemua ZIN110010 B EO
KL-1 5,6-Dehydrokawain A. malaccensis  ZINO70008 R CG
KL-2 p-Hydroxy-5,6-dehydrokawain - - - -
LD-1 Zerumin A A. caerulea ZIN070022 R CG
LD-2 (E)-8(17),12-ladbadien-15, 16-dial A. blepharocalyx ZINO70010 R JK+ CG
PP-1 (1°S)-1-Acetoxy-chavicol-acetat A. galanga ZIN090043 R CG
PP-2 1'-Methoxy-chavicol A. galanga ZIN090043 R CG
PP-3 p-Cumarylalkohol-y-O-methyl ether  A. galanga ZIN090043 R CG
PP-4 Zimtsauremethylester A. nutans 714600039 R AH
TT-1 B-Sitosterin R. alpinia ZIN110006 R AR

Organ: R — Rhizom, B — Blatt; isoliert von: AH — Alexander Holly, AR — Anna Rathgeb, CG — Christian Gilli,
DK — Daniel Kaiser, EO — Ewelina Orlowska, JK — Julia Kirchstetter; FLAV-1, FLAV-7 & FLAV-8 wurden von
Prof. Eckhard Wollenweber zu Verfligung gestellt; KL-2 wurde aufgrund des charakteristischen UV-
Spektrums in Verbindung mit der Retentionszeit detektiert.
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Tabelle 6: Ubersicht aller untersuchten Aufsammlungen

. officinarum Hance

Osterreich, Kottas Pharma GmbH

Taxon Sammel-# clade Herkunft WU-#
Aframomum corrorima (A.Braun) P.C.M.Jansen ZIN110002 Af  Athiopien, Keffa Zone, nahe Bonga -

A. corrorima ZIN110003 Af  Athiopien, lllubabor Zone, ca. 27 km SW von Metu -

A. corrorima ZIN110004 Af  Athiopien, Keffa Zone, lokaler Markt in Wushwush -

A. daniellii (Hook.f.) K.Schum. 219781 Af  Kongo, Mayombe Bergland; kultiviert im HBV WU0067551 — 52
Alpinia arctiflora (F.Muell.) Benth. ZIN070020 E  Australien, Queensland, Girringun National Park -

A. caerulea (R.Br.) Benth. ZIN070022 E  Australien, Queensland, Girringun National Park -

A. caerulea ZINO70027 E  Australien, Queensland, nahe Rossville WUu0044911

A. luteocarpa Elmer 1992GR04030 E  Holland; kult. im Bot. Garten Delft -

A. modesta F.Muell. ex K.Schum. ZIN070023 E  Australien, Queensland, Wooroonooran National Park -

A. purpurata (Vieill.) K.Schum. ZIN40037 E  unbekannte Herkunft; kult. im HBV -

A. vittata W.Bull ZIN110011 E Costa Rica, Talamanca, Manzanillo; kultiviert WU0065685 — 87
A. oxymitra K.Schum. ZIN090039 E? Thailand, Songkhla, Tone Nga Chang-Wasserfall WUu0044238

A. conchigera Griff. ZIN080001 G  Thailand, Trang, Peninsular Botanic Garden Trang Wu0044245 — 46
A. galanga (L.) Willd. ZIN060021 G  Thailand, Nakhon Ratchasima, Markt in Pak Thong Chai -

A. galanga ZIN060031 G Thailand, Nakhon Ratchasima, Markt in Pak Thong Chai -

A. galanga ZINO70006 G  Thailand, Nakhon Ratchasima, Markt in Pak Thong Chai -

A. galanga ZIN090001 G  Thailand, Bangkok, lokaler Markt -

A. galanga ZIN090043 G Thailand, Ubon Ratchathani, Markt in Warin Chamrap -

A. galanga ZIN090044 G Thailand, Nakhon Ratchasima, Markt in Pak Thong Chai -

A. galanga - G Osterreich, Sonnentor -

A. galanga ZIN090050 G  Osterreich, Naschmarkt -

A. nigra (Gaertn.) Burtt ZINO70009 G Thailand, Chiang Mai, nahe Ban Louang Lia WU0044239
Renealmia alpinia (Rottb.) Maas ZIN110006 R  Costa Rica, Golfito, Estacion tropical La Gamba WU0065678 — 79
R. cemua (Sw. ex Roem. & Schult.) J. F. Macbr. ZIN110007 R  Costa Rica, Turrialba, Monumento Nacional Guayabo WUu0065680 — 82
R. cemua ZIN110010 R Costa Rica, Talamanca, Refugio Gandoca-Manzanillo WU0065688

R. mexicana Klotzsch ex Petersen ZIN110009 R Costa Rica, Talamanca, Refugio Gandoca-Manzanillo WU0065683 — 84
R. nicolaioides Loes. ZINO00001 R Venezuela, Guéarico, Guatopo National Park; kult. im HBV WU0067677 — 82
R. thyrsoidea (Ruiz & Pav.) Poepp. & Endl. ZIN110008 R  Costa Rica, Turrialba, Monumento Nacional Guayabo -

A. aff. zerumbet ZIN060038 Z  Thailand, leg. Jatun; kultiviert im HBV -

A. aff. zerumbet (‘sekayu’) ZINO00003 Z Malaysia, Terengganu, nahe Kampung Sekayu; kult. im HBV -

A. calcarata (Haw.) Roscoe 1996GR02112 Z  Holland; kult. im Bot. Garten Delft -

A. calcarata — Hedychium sp. 2005GR02314 Z  Holland; kult. im Bot. Garten Delft -

A. formosana K.Schum. 824600609 Z  Holland; kult. im Bot. Garten Delft -

A. hainanensis K.Schum. (sub syn. A. katsumadae Hayata) 864600698 Z  Holland; kult. im Bot. Garten Delft -

A. hainanensis (sub syn. A. katsumadae) 2004GR02318 Z  Holland; kult. im Bot. Garten Delft -

A. latilabris Ridl. (sub syn. A. hookeriana Valeton) 1998GR02059/1 Z  Holland; kult. im Bot. Garten Delft -

A. latilabris (sub syn. A. Hookeriana) 1998GR02059/2 Z  Holland; kult. im Bot. Garten Delft -

A. latilabris (sub syn. A. Hookeriana) Bogor05/05 Z  Holland; kult. im Bot. Garten Delft -

A. malaccensis (Burm.f.) Roscoe ZIN070008 Z  Thailand, Chiang Mai, nahe Chiang Dao Wu0044240 — 41
A. malaccensis 864600656 Z  Holland; kult. im Bot. Garten Delft -

A. mutica Roxb. ZIN080002 Z  Thailand, Trang, Peninsular Botanic Garden Trang WUuU0044243 — 44
A. nieuwenhuizii Valeton — A. aff. nutans 794600042 Z  Holland; kult. im Bot. Garten Delft -

A. nutans (L.) Roscoe 714600039 Z  Holland; kult. im Bot. Garten Delft -

A. oblongifolia Hayata 984600105 Z  Holland; kult. im Bot. Garten Delft -

A. romburghiana Valeton 954600128 Z  Holland; kult. im Bot. Garten Delft -

A. roxburghii Sweet ZIN070010 Z  Thailand, Chiang Mai, nahe Doi Ang Khang Wu0044242

A. shimadae Hayata 13406/06 Z  Holland; kult. im Bot. Garten Delft -

A. zerumbet (Pers.) B.L.Burtt & R.M.Sm. ZINO00004 Z  Solomonen? (zweifelhaft); kultiviert im HBV WU0065675

A. zerumbet 1982GR03463 Z  Holland; kult. im Bot. Garten Delft -

A. zerumbet 1982GR02434 Z  Holland; kult. im Bot. Garten Delft -

A. zerumbet 844600726 Z  Holland; kult. im Bot. Garten Delft -

A. zerumbet 824600435 Z  Holland; kult. im Bot. Garten Delft -

A. zerumbet (sub syn. A. speciosa (J.C.Wendl.) K.Schum.) 12283/05 Z  Holland; kult. im Bot. Garten Delft -

A z

Abkurzungserklarungen zu den Clades (= Artengruppen) sind in Tab. 4 zu finden; HBV: Botanischer Garten
der Universitat Wien (Hortus Botanicus Vindobonensis); WU-#: Nummer unter welcher die Herbarbelege im
Herbarium der Universitat Wien (WU) zu finden sind (http://herbarium.univie.ac.at/database/search.php)
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Excursions and botanical fieldwork

02/2006

04/2006

02/2007

02/2008

06/2008

02-03/2009

06/2009

Ethnobotanical-phytochemical field course in Thailand,
University of Vienna, supervision: Ao. Univ.-Prof. i.R. Dr. Harald
Greger (in cooperation with Assoc. Prof. Srunya Vajrodaya,
Kasetsart University, Bangkok, Thailand)

Botanical excursion to Ethiopia. University of Vienna,
supervision: Ao. Univ.-Prof. Dr. Christian Puff (in cooperation
with Prof. Ensermu Kelbessa, National Herbarium, Addis Ababa
University, Ethiopia)

Ethnobotanical-phytochemical field course and fieldwork in the
context of my diploma thesis in Thailand, University of Vienna,
supervision: Ao. Univ.-Prof. i.R. Dr. Harald Greger (in
cooperation with Assoc. Prof. Srunya Vajrodaya, Kasetsart
University, Bangkok, Thailand)

Practical field course “Vegetation Regenwald - La Gamba -
Vegetation, Tierwelt, Landnutzung, Natur - und
Landschaftsschutz®,University of Vienna, supervision: Univ.-
Prof. Dr. Georg Grabherr (in cooperation with the tropical field
station La Gamba, Costa Rica)

Practical field course “Okologische Ubung in den Kvarner,
Kroatien (Inseln Krk, Plavnik, Prvic). Okologische Aspekte sub-
und eumediterraner Inseln®,University of Vienna, supervision:
WOR Dr. Franz Michael Grinweis
Ethnobotanical-phytochemical field course and fieldwork in the
context of my diploma thesis in Thailand, University of Vienna,
supervision: Ao. Univ.-Prof. i.R. Dr. Harald Greger (in
cooperation with Assoc. Prof. Srunya Vajrodaya, Kasetsart

University, Bangkok, Thailand)

Biogeographical excursion to Slovenia, University of Vienna,
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08/2009

04/2010

07/2010

07-08/2010

02-03/2011

04-05/2011

04-05/2012

07/2012

08/2012

06-07/2013

supervision: (Univ.-Prof.) Dr. Peter Schonswetter and Dr. BoZo
Frajman

Fieldwork in Austria (environs of Eisenerz) for the project
“Mapping the Flora of Austria“,University of Vienna, supervision:
Univ.-Prof. i. R. Dr. Harald Niklfeld

Botanical field trip to the Black Sea Coast and surrounding
mountain systems in NE Turkey for collecting plant material
(Rhododendron spp., Euphorbia spp.) and purchasing toxic
honey (turkish: deli bal)

Biogeographical field course in the Carinthian Alps,University of
Vienna, supervision: Ass.-Prof. Dr. Luise Schratt-Ehrendorfer
and Dr. Gerald M. Schneeweil}

Fieldwork in Austria (environs of Gdstling an der Ybbs) for the
project “Mapping the Flora of Austria®,University of Vienna,
supervision: Univ.-Prof. i. R. Dr. Harald Niklfeld

Botanical excursion to Ethiopia. University of Vienna,
supervision: Ao. Univ.-Prof. Dr. Christian Puff (in cooperation
with Prof. Ensermu Kelbessa, National Herbarium, Addis Ababa
University, Ethiopia)

Fieldwork at the lonian Islands Lefkada, Cephalonia and
Zakynthos for the project “Flora lonica“,University of Vienna,
supervision: Dr. Walter Gutermann

Fieldwork at the lonian Islands Zakynthos, Cephalonia and
Ithaca for the project “Flora lonica“,University of Vienna,
supervision: Dr. Walter Gutermann

Fieldwork and plant collections (Phyteuma spp., Doronicum
spp.) in the Romanian and Ukrainian Carpathians

Fieldwork near the border triangle Austria/ltaly/Slovenia for the
project “Mapping the Flora of Austria®,University of Vienna,
supervision: Univ.-Prof. i. R. Dr. Harald Niklfeld

Fieldwork in Switzerland (Valais, Graubliinden) and Italy (Aosta
Valley) for the project “The ecology of geographical
parthenogenesis in alpine plants®, University of Vienna,

supervision: Univ.-Prof. Dr. Stefan Dullinger
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08-09/2013 Fieldwork in Austria (Mariazellerland) for the project “Mapping
the Flora of Austria“,University of Vienna, supervision: Univ.-
Prof. i. R. Dr. Harald Niklfeld

Publications and Presentations

Gilli, C., Schinnerl, J., Brecker, L., Hofer, O., Greger, H. 2010. Chemosystematic
investigations in the polyphyletic genus Alpinia (Zingiberaceae). Poster presentation at the
19" International Symposium “Biodiversity and Evolutionary Biology“, German Botanical
Society (DBG) at the Faculty Centre of Biodiversity, University of Vienna.

Berger, A., Gilli, C. 2011. Lathyrus sphaericus. In: Fischer, W., Niklfeld, H.: Floristische
Neufunde (99-123). Neilreichia 6, 365-396.

Hulber, K., Berger, A., Gilli, C., Hofbauer, M., Patek, M., Schneeweiss, G. M. 2011. No
evidence for a role of competitive capabilities of adults in causing habitat segregation of

diploid and hexaploid Senecio carniolicus (Asteracaeae). Alpine Botany 121, 123-127.

Berger, A., Flatscher, R., Gilli, C., Gutermann, W., Hofbauer, M., Lachmayer, M., Prehsler,
D., Reich, D., Sonnleitner, M. 2012. Flora und Vegetation der lonischen Inseln. Poster
presentation at the Rare Plants Fair, Botanical Garden Vienna (HBV), 13.-15.04.2012.

Reich, D., Berger, A., Flatscher, R., Gilli, C., Hofbauer, M., Lachmayer, M., Prehsler, D.,
Sonnleitner, M., Gutermann, W. 2012. A Greek Odyssey: Developing an online Flora of the
lonian Islands. Poster presentation at the ,15. Treffen der Osterreichischen Botanikerinnen
und Botaniker®, Innsbruck, 27.-29.09.2012.

He, Z.-H., Gilli, C., Yue, G. G.-L., Lau, C. B.-S., Greger, H., Brecker, L., Ge, W., But, P. P--
H. 2012. Anti-angiogenic effects and mechanisms of zerumin A from Alpinia caerulea.
Food Chemistry 132, 201-208.

Research interests

- Taxonomy, Chemodiversity and chemosystematic studies in Zingiberaceae

- Floristics, with focus on the Flora of Austria and Flora of the lonian Islands (Greece)
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