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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Traditionelle Chinesische Medizin

Zusammen mit dem indischen Ayurveda zdhlt die TCM zu den altesten Heilsystemen
und besitzt den wohl weltweit grofdten dokumentierten Arzneidrogen-Pool der Erde. In
Deutschland wir die Naturmedizin der TCM immer beliebter, wihrend sie unter
anderem in Taiwan fiir die Mehrheit der Bevélkerung sogar zum arztlichen
Standardprogramm gehort

In Europa erfuhr die TCM seit den Anfingen der 90er Jahre einen erheblichen
Aufschwung, zeitnah wurde in Bad Kétztingen 1991 in Kooperation mit der University of
Chinese Medicine, Beijing (seit 1956) die erste TCM-Klinik in Deutschland errichtet.
Seitdem steigt die Nachfrage nach der ferndstlichen Medizin in Europa immer weiter an
und mit ihr die Anzahl der gepanschten Arzneidrogen. Die Qualitit der sogenannten
Drogen (Abbildung 1.1) leidet unter
Verunreinigungen und Verfalschungen,
da diese in der Regel nicht aus
kontrolliertem Anbau stammen wund
zZum Teil sogar synthetische
Wirkungsverstarker beigemischt
werden, was unerlaubt ist. Fiir den

unwissenden Verbraucher ist es

demzufolge wichtig, sich auf die Qualitdt  Abbildung 1.1: Rohdrogen aus der TCM, Foto von
Anja Himmer, Leipzig

und Reinheit der besagten Produkte

verlassen zu konnen. Dies bedeutet, dass die Ermittlung der botanischen Identitat
(Authentizitdit) und die daraus resultierende Sicherheit in der Anwendung
unverzichtbar sind. Infolgedessen miissen die Lebensmittel- und
Verbraucherschutzbehérden TCM-Produkte von mehr als 300 Pflanzenarten
kontrollieren, darunter auch die Arzneidrogen des Rhabarbers. Die im Chinesischen
Arzneihandbuch festgelegten Analysemethoden sind jedoch grofdtenteils nicht
reproduzierbar, denn die Produkte der TCM werden traditionell nach morphologischen
Merkmalen, nach Geschmack oder Geruch identifiziert (Zhi Zeng, 2007). Dies verlangt
nach einer Uberarbeitung und Verbesserung der bestehenden, aber auch nach der

Entwicklung neuer diagnostischer Methoden (Seitz, 2010). Die bestehenden

Bestimmungsmethoden stofden an ihre Grenzen, da die TCM-Drogen hauptsachlich in

1



Einleitung

getrockneter oder pulverisierter Form vorliegen und somit nicht nach morphologischen
Merkmalen identifiziert werden konnen. Daher kommen nun besonders bei der
Einteilung einzelner Arten und Unterarten, relativ junge molekularbiologische
Methoden zum Einsatz. Diese Verfahren bauen auf den sicheren Informationen der

Pflanzen-DNA auf.
1.2 Rheum

1.2.1 Phylogenie und Geschichte

Rhabarber - der fiir gewohnlich als Kuchen oder Kompott verarbeitete Speiserhabarber

(Rheum rhabarbarum) zahlt zur Gattung Rheum und mit ihm auch einige andere Arten
mit der Bezeichnung Medizinalrhabarber, welche in der TCM eingesetzt werden.

Die Verwendung des Medizinalrhabarbers ist seit dem dritten vorchristlichen
Jahrtausend nachweisbar und findet heute auf der ganzen Welt in grofem Umfang
statt (Schratz, 1957). Aufgrund der Neigung der Rhabarberpflanzen zur Bastardierung
stellte es sich seit den Anfangen der taxonomischen Aufzeichnungen als schwierig
heraus diese Gattung systematisch einzuteilen. Inmer wieder tauchten neue Arten auf,
die der damaligen chinesischen Importware dhnelten (Schratz, 1957). Die Arten des
Medizinalrhabarbers (siehe Tabelle 2.8) sind in den Gebirgsziigen West-Chinas, Nord-
Tibets und in der siidlichen Mongolei heimisch. Arten mit weniger medizinischem
Nutzen stammen aus dem Siid-Himalaya in Nepal, Bhutan in Nord-Indien, Sibirien,
Siidwest-Asien und der sidéstlichen EU (Abbildung 1.2). Aus China gelangten die
getrockneten und prdparierten Wurzeln auf Karawanenwegen durch Sibirien bis nach
Sankt-Petersburg. Uber Russland kam schlieRlich 1740 auch das erste ,Originalsaatgut”
nach Europa. 1750 benannte Carl von Linné erstmals eine Art nach Rheum palmatum L.
Erst 1882 folgte eine nachste Einteilung von Rheum australe D. Don (syn. Rheum emodi
Wallich). Die Suche nach der Art die der damaligen chinesischen Importware glich
dauerte bis 1872, als eine Art den Namen Rheum officinale (offizieller, wahrer
Rhabarber) nach Baillon zu verdienen schien.

Heute wird die Gattung Rheum mit einer hohen Diversitit zu der Familie der
Polygonaceae (Knoterichgewdchse) gezdhlt und umfasst etwa sechzig Arten (A. Wang,
Yang, & Liu, 2005). In dieser Systematik, bei der morphologische oder molekulare Daten
als Merkmale dienen, wird Rheum in neun Sektionen eingeteilt. Jedoch ist die

systematische Einteilung mancher Sektionen unklar (A. Wang et al, 2005) und
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Taxonomische Untersuchungen zum Vorkommen von Anthranoiden beziehungsweise

Stilbenen bei Rheum lassen eine Revision dieser notwendig erscheinen (Hansel R., 1994).

- N =
== 3 e o ¢
| ICEAND - oneie (T ~ RUSSIA Siid-Sibirien
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Russland/Armenien
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Abbildung 1.2: Heimische Regionen einiger Rheum-Arten. Hauptverbreitungsgebiet in den
zentralasiatischen Gebirgen und in China. Gattungsareal reicht von Sibirien bis Syrien.

1.2.2 Rheum in der TCM

In der TCM wird Rhei radix (chin. Dahuang) als pulverisierte Wurzel des
Medizinalrhabarbers, auch Pulverdroge genannt, zur Linderung verschiedenster
Beschwerden eingesetzt. Zu den gesundheitsfordernden Inhaltsstoffen des
Medizinalrhabarbers zahlen monomere Anthrachinonderivate, darunter Aloeemodin,
Chrysophanol, Emodin, Physcion und Rhein, aufierdem verschiedene Gerbstoffe. Der
hochste Anthranoidgehalt ist glykosidisch gebunden in den unterirdischen Teilen der
Pflanze zu finden (Teuscher Eberhard, 1994).

Zu den drogenliefernden Arten gehdren R.australe, R. officinale, R. palmatum, R.
rhabarbarum, R. rhaponticum und R. webbianum. Alle Drogen der genannten Arten
sollen aufgrund der enthaltenen Anthranoide mehr oder weniger laxativ (abfiihrend)
wirken. Diese Wirkung ist allerdings von der Dosis abhangig und variiert von Art zu Art.
Die Droge von R. australe soll zusatzlich aufgrund der enthaltenen Gallussdure (als
Glucogallin vorliegend) und des Gerbstoffes Tannin eine adstringierende (blutstillend,
entziindungshemmend) Wirkung haben (Khare, 2003). In Asien, hauptsachlich in China

und Tibet wird die Droge Rhei Radix des R. palmatums und R. officinales (laut Japanese
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Pharmacopoeia (Ministry of Health, 2011) zusatzlich R. tanguticum und R. coreanum)
volkstiimlich als Arznei verwendet. Sie soll innerlich angewendet unter anderem bei
Gelbsucht, gerdteten Augen, geschwollenem Rachen, unterschiedlichen Formen von
Blutungen sowie bei Menstruationsblutungen helfen. Auf3erlich wird sie zur Behandlung
von Brandwunden und Hautkrankheiten eingesetzt. In Frankreich dagegen wird diese
Droge volkstiimlich bei schmerzhaftem Zahnen von Kindern angewendet, in Indonesien
sogar zur Behandlung von Malaria und tropischem Husten. Die Wirksamkeit ist hierbei
allerdings nicht belegt (Hansel R., 1994). Neben der laxativen Wirkung hat die Droge
von R. rhaponticum, dem Sibirischen Rhabarber einen weiteren positiven Effekt. Das
darin enthaltene Rhaponticin ist ein Phytoestrogen und soll in isolierter Form estrogen
wirken (Dingermann Theo, 2004) und somit Frauen die Wechseljahrsbeschwerden
ertraglicher machen, vor allem im Bezug auf Hitzewallungen, Schlafstérungen,
Reizbarkeit (Schulz, 2009) und Kopfschmerzen (Struck, 2013). In Kombination mit
Salbei wird den Ausziigen von R. palmatum zusammen mit R. officinale eine antivirale
Wirkung bei Herpes labialis zugesprochen, welche vergleichbar mit der Wirkung von

Aciclovir ist (Blechi, 2005).

JAlle Wiesen und Matten,

alle CBerge und ﬂ-[uge( sind ﬂjootﬁeﬁen“

- Paracelsus (1493 - 1541)

Zum Verzehr geeignet sind allerdings nur die Blattstiele der Pflanzen und in geringen
Mengen deren Wurzeln. Die Blatter des Rhabarbers sollten nicht verzehrt werden, denn
die darin enthalten Oxalsdure kann Vergiftungssymptome wie beispielsweise
Magenschmerzen, Erbrechen und im Extremfall Krampfe und Kollaps herbeifiihren
(Teuscher Eberhard, 1994). Des Weiteren kann der Verzehr der Blatter zur Bildung von
Nieren- und Blasensteinen fiihren, da Oxalsdure mit Kalzium, Eisen und Magnesium nur

schlecht wasserldsliche Komplexe bildet (Hansel R., 1994).
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1.3 Methodischer Hintergrund zur Authentifizierung der Arten

Wie bereits in Abschnitt 1.1 beschrieben wurde, ist die botanische Identifizierung der
Arten aus der TCM besonders wichtig. Die Authentifizierung von Rheum hat sich
allerdings aufgrund der morphologischen Ahnlichkeit und zwischen den Arten
auftretenden Hybridisierungen als recht schwierig heraus gestellt (Yang et al., 2004).
DNA basierte Methoden zur Authentifizierung der Arten stellen hierbei hoffnungsvolle
Losungsansatze zur Erganzung der klassischen Artbestimmung nach morphologischen
Merkmalen dar. Zum Beispiel werden DNA-Sequenzen genutzt um einzelne Individuen,
Populationen und Arten untereinander zu vergleichen. Hierbei ist die Grundidee ein
Genetic-Barcoding-System, welches mit dem Barcodesystem im Supermarkt verglichen
werden kann. Demzufolge kann jede Art mit einem Satz von spezifischen Markern
eindeutig identifiziert werden.

Das Gen der Chloroplast-MaturaseK (matK) ist auf dem Plastom aller griinen
Landpflanzen zu finden. Bei dessen Sequenz handelt es sich um eine schnell
evolvierende Gen-Sequenz, aufgrund dessen eignet es sich als Art spezifischer
phylogenetischer Marker. Auf matK bauen die in dieser Arbeit verwendeten, weit
verbreiteten Authentifizierungsmethoden der ARMS (engl. Amplification Refractory
Mutation System) und der PCR-RFLP (engl. Restriction Fragment Length Polymorphism)

auf.

1.3.1 Erstellung phylogenetischer Stammbaume

Die Rekonstruktion phylogenetischer Stammbaume stellt eine erste abschitzende
Methode der Verwandtschaftsverhdltnisse dar, auf der weiterflihrende Analysen
aufbauen konnen. In dieser Arbeit wurde dafiir eine quantitative Methode gewahlt. Die
Neighbour-Joining-Methode (Saitou & Nei, 1987) basiert auf einer Distanzmatrix, welche
durch paarweise Vergleiche der Sequenzdaten, dem Multiplen Alignment mit ClustallW
(Thompson, Gibson, Plewniak, Jeanmougin, & Higgins, 1997) erstellt wird. Die Distanz
wird durch die Anzahl der Unterschiede zwischen den Sequenzen berechnet. Die
Qualitat der Sequenzdaten bleibt bei dieser Methode allerdings unberiicksichtigt. Es
wird mit einem sternférmigen Stammbaum begonnen und durch Knotenbildung werden
unter Verwendung der Distanzwerte schrittweise die dhnlichsten Akzessionen

bestimmt. Das Mittel der p-Distanz misst dabei die prozentuale Ahnlichkeit zwischen
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zwei Sequenzen. Die errechneten Ahnlichkeiten der Sequenzdaten bzw. der
Sequenzpaare- und Gruppen werden letztendlich bildlich als phylogenetischer
Stammbaum dargestellt. Zur Ermittlung der statistischen Sicherheit eines solchen
Stammbaumes kann man durch die Methode des Bootstrappings nach Felsenstein
(1985) die Robustheit phylogenetischer Hypothesen bewerten. Dazu werden in einem
Multiplen Alignment zufédllig mehrere Sequenzen kopiert, womit durch willkirliche
Modifizierung weitere Datensatze (meist 100 — 1000) entstehen, von denen jeweils ein
Stammbaum erstellt wird. Im Endeffekt wird der am haufigsten vorkommende
Stammbaum ermittelt und mit jeweils einer prozentualen Angabe wie oft jede Kante

vorkommt versehen.

1.3.2 Amplifikation der DNA-Zielsequenz mittels PCR zur Sequenzierung und
phylogenetischen Analyse

Die Grundlage aller DNA-basierten Authentifizierungsmethoden ist zunachst einmal die
Vervielfiltigung oder Amplifikation des zu untersuchenden DNA-Fragmentes. Dies
geschieht mittels eines in der Biologie zentralen Verfahrens, der Polymerase-
Kettenreaktion (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR), welche auf der von Saiki et al.
(1985) beschriebenen Methode beruht. Eine PCR besteht fiir gewdhnlich aus drei
spezifischen Schritten, auch Zyklus genannt: zuerst findet eine Hitzedenaturierung der
DNA-Doppelstrangen zu Einzelstrangen bei 94°C statt. Dann folgt die Hybridisierung der
Primer an die DNA-Einzelstringe bei einer Primer spezifischen Temperatur. Primer sind
kurze, zur Zielsequenz komplementdre Einzelstrang-DNA-Molekiile, auch
Oligonukleotide genannt. Zuletzt erfolgt die Elongation, die Synthese der neuen DNA-
Doppelstrange durch die Polymerase. Hierbei ist die Hybridisierungstemperatur der

Primer von der Schmelztemperatur abhdngig, welche durch die Formel
Ts[°C] = 4x (%)+2><(%) gegeben ist. Zur Amplifikation der Zielsequenz wird ein

Zyklus beliebig oft wiederholt und die Menge an vorliegender DNA der Zielsequenz wird
dementsprechend mit jedem Zyklus im Idealfall verdoppelt. In der Praxis geschieht dies

jedoch bestenfalls um das 1,8-fache.
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1.3.3 Agarosegelelektrophorese der DNA-PCR-Produkte

Anschlief3end an die PCR erfolgt eine Methode zur Analyse der amplifizierten DNA-
Fragmente. In der vorliegenden  Arbeit wurde die Methode der
Agarosegelelektrophorese verwendet. Die durch die Phosphatgruppen negativ
geladenen DNA-Fragmente werden hierbei ihrer Grofde nach in einem angelegten
elektrischen Feld aufgetrennt und in einem Agarosegel vom negativen zum positiven
elektrischen Pol bzw. von der Kathode zur Anode gezogen. Dies ist vergleichbar mit
einem Sieb, welches kleinere Fragmente schneller durchlasst als grof3ere. Die Grofie der
Agarose-Matrix, bzw. ihrer Maschen hdngt von der Agarosekonzentration ab, welche
abhiangig von der Grofde der aufzutrennenden DNA-Fragmente gewahlt wird.
Anschlief3end konnen die Fragmente aufgrund der vorangegangenen Zugabe des SYBR-

Safes durch blaues Licht mit der Wellenlange 4 = 470 nm sichtbar gemacht werden.

1.3.4 Sequenzierung der matK-Sequenzen fiir molekulare
Authentifizierungsmethoden

Um eine Authentifizierungsmethode basierend auf einer PCR zu entwickeln, muss die
DNA des entsprechenden Gens zunidchst sequenziert und analysiert werden, denn nur
die Sequenzdaten liefern die direkte Sequenzinformation. Die Kettenabbruchmethode
nach Sanger (1977) ist hierfiir eine etablierte Methode. ,Bei der Kettenabbruchreaktion
wird ein DNA-Strang durch komplementire Basen verldngert, bis ein
fluoreszenzmarkiertes Nukleotid hinzugefiigt wird, das eine weitere Strangsynthese
verhindert. Daher auch der Name ,Kettenabbruchreaktion’. Geschieht das oft genug im
Reaktionsgefafd erhdlt man Fragmente unterschiedlicher Langen, die man auf einem Gel
auftrennen kann. Anhand der Fluoreszenz lasst sich die zuletzt angehdngte Base
identifizieren, wahrend die Position der Bande auf dem Gel mit der Position dieser
markierten Base korreliert (Rembold, 2013).“ Die entstandenen Banden werden
elektronisch mittels eines Lasers abgelesen und analysiert. Das resultierende

Chromatogramm gibt die Qualitat und die Sequenzfolge der Sequenzierung an.
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1.3.5 Restriction Fragment Length Polymorphism

Diese molekularbiologische, leicht reproduzierbare Methode nach Palmer & Zamir
(1982) wird auch als eine der fingerprint-Methoden des Barcodings bezeichnet. Sie kann
als genetischer Marker bei phylogenetischen Analysen dienen und wird bei der
Genkartierung angewendet. Sie basiert auf Variationen in den homologen DNA-
Sequenzen. Bei der, in dieser Arbeit angewendeten PCR-RFLP wurden die jeweiligen
matK-Fragmente mittels eines spezifisch ausgewahlten Restriktionsenzyms geschnitten,
worauthin bei der darauffolgenden Agarosegelelektrophorese Artspezifische
verschiedene Bandenmuster entstanden. Es konnten dementsprechend vergleichend
phylogenetische  Riickschliisse = gezogen  werden. Restriktionsenzyme  sind
Endonukleasen, die aus Bakterien stammen und deren urspriingliche Funktion die
Abwehr von Bakteriophagen ist. Sie bauen die Organismus fremde DNA durch
Herausschneiden der DNA ab, indem sie spezifische Sequenzen der Fremd-DNA
detektieren. In dieser Arbeit wurden sie in der PCR-RFLP angewendet, um das DNA-
Fragment spezifisch zu schneiden und somit eventuelle Unterschiede zwischen den zu

analysierenden Akzessionen aufzudecken.

1.3.6 Amplification Refractory Mutation System

Die Methode der ARMS nach Vos et al. (1995) wurde angewendet, um die
phylogenetischen Verwandtschaftsverhiltnisse der ausgewadhlten Rheum Akzessionen
zu analysieren. Mit ihr kann die Zugehorigkeit zu einer bestimmten Linie einer
Population schnell zugeordnet werden. Sie eignet sich ebenso fiir die Unterscheidung
von hetero- und homozygoten Individuen. Es ist eine einfache molekularbiologische
Methode, um jegliche Punktmutationen innerhalb einer ausgewdahlten Sequenz zu
erkennen und wird ebenso wie die RFLP oft bei der Genkartierung angewendet. Die
ARMS Methode basiert auf der Verwendung sequenzspezifischer Primer, welche eine
Amplifikation des flankierten Fragmentes nur dann erlauben, wenn das Target-Allel in
der Sequenz enthalten ist. Hierbei wird sich die Anwesenheit von SNP’s (engl. single
nucleotide-polymorphism) zu Nutze gemacht. Dies sind einzelnen Punktmutationen,
Deletionen oder Insertionen, die sich zwischen Individuen einer Art entwickelt haben.
Die Basis einer Multiplex ARMS, die in dieser Thesis Anwendung fand, sind drei bzw.
vier verschiedene Primer. Hierbei flankieren zwei Primer das zu untersuchende

Fragment (matK bzw. matK-KIM) und zwei bzw. ein inmitten des Fragmentes liegender
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Primer identifiziert die Sequenzunterschiede. Die diagnostischen Primer wurden mit
einem Sequenzunterschied am 3’-Ende und um die Spezifitit zu erh6hen, mit einem
zusatzlichen zweiten Mismatch (zwei Nukleotide vom 3’-Ende entfernt) entworfen. Ein
Vorteil der ARMS-Methode ist die Reproduzierbarkeit. Die relativ hohen Kosten sind
dagegen ein Nachteil, da fiir jede Verwandtschaftsgruppe neue spezifische Primer

entworfen werden mussen.

1.4 Zielsetzung

Die Globalisierung von Handel und Erndhrung bringt neue medizinische Trends, wie die
TCM, mit sich. Dabei sind einfache und sichere Methoden zu Identifizierung der
Pflanzenarten gefordert, welche auch fiir Routineuntersuchungen geeignet sind.
Spezialisten auf diesem Gebiet werden jedoch immer seltener. Das Aufgabengebiet von
Behorden des Verbraucher- und Lebensmittelschutzes hat sich infolgedessen erweitert
und man befindet sich auf noch relativ unbekanntem Terrain.

Mit dieser Arbeit sollen Rheum-Akzessionen (Tabelle 2.8) aus dem Botanischen Garten
des KIT basierend auf deren Blatt-Morphologie und anhand von zwei bereits
bestehenden molekularbiologischen Methoden zur Authentifizierung von Rheum
phylogenetisch analysiert werden. Auferdem werden die verwendeten DNA-basierten
Methoden bewertet und deren Reproduzierbarkeit getestet, um diese bei Bedarf
weiterzuentwickeln. Damit soll in Zukunft die Droge der Rhabarberwurzeln ohne
Probleme auf Echtheit tberprift und somit einen Beitrag zum Verbraucherschutz

geleistet werden.

,,OUT goa[ is to ny to una(erstanc[ tﬁe eﬂ: orts ancf struggfes to acquire, to use, cmcf to master

this ,inestimable Root’, this ;most admirable Jourge’, this ;wondrous cfrug" “

- Rhubarb The Wondrous Drug (Foust, 1992)
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2. Material und Methoden

2.1 Material

Gerat Typbezeichnung Hersteller
Gelelektrophoresekammer Mupid®-One, 2013 Advance Co. LTD, Tokyo
Mupid®-One, 2012 Advance Co. LTD, Tokyo
Mupid® - exU Advance Co. LTD, Tokyo
Geldokumentation Blaulichttisch, Invitrogen, life
Safe Imager™ invitrogen technologies™, USA
Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf AG, Hamburg,
Germany
Nano Drop NanoDrop® PEQLAB Biotechnologie
ND-1000 GMBH, Erlangen,
Spectrophotometer Germany
Thermozykler Flex Cycler Analytic Jena, Jena
Biometra TGradient Biometra, Gottingen,
Thermocycler Germany
Advanced primus 96 PEQLAB Biotechnologie
GMBH, Erlangen,
Germany
Proben-, Tissue - Lyser QIAGEN N.V,, Hilden
Gewebezerkleinerung Netherlands
Vortex Vortex Genie 2™ Bender & Hobein AG,
Zurich, Switzerland
Waage Feinwaage, OHAUS®,
ANALYTICAL Plus PineBrook, USA
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Zentrifuge

Tisch-Zentrifuge,

Biofuge, Pico 17

Heraeus Instruments,

Hanau, Germany

Vakuum-Zentrifuge,

Concentrator 5301

Eppendorf AG,

Hamburg, Germany

PCR-Streifen-Zentrifuge,
Micro Centrifuge, 220VAC

Roth GmbH, Karlsruhe,

Germany

Tabelle 2.1: Verwendete Gerdtschaften

Chemikalie

Hersteller

Agarose

Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

Cetyltrimethylammoniumbromid CTAB

AppliChem GmbH, Drmstadt, Germany

dNTP Mix

NEB, New England Biolabs GmbH,

Frankfurt a.M., Germany

Ethanol

Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

EDTA

Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

2-Mercapto-ethanol

Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

PVP

SIGMA - ALDRICH Co. LLC, St. Louis, USA

SYBR Safe, Safe DNA Gel Stain

Invitrogen,

life technologies™, USA

TRIS

Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

Tabelle 2.2: Verwendete Chemikalien

Marker Hersteller

100 bp Marker NEB, New England Biolabs GmbH,
Frankfurt a.M., Germany

1 kb Marker NEB, New England Biolabs GmbH,

Frankfurt a.M., Germany

Tabelle 2.3: Verwendete Marker
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Enzym

Hersteller

Bglll, Erkennungssequenz AvGATC,\T

NEB, New England Biolabs GmbH,
Frankfurt a.M., Germany

Dpnll, Erkenungssequenz vGATC.

NEB, New England Biolabs GmbH,
Frankfurt a.M., Germany

Proteinase K, von Tritirachium album

SIGMA - ALDRICH Co. LLC, St. Louis, USA

Taq Polymerase

NEB, New England Biolabs GmbH,
Frankfurt a.M., Germany

Tabelle 2.4: Verwendete Enzyme

Primer Sequenz 5’ > 3’ Verwendung

1R_KIMr ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC | CBOL Barcode
Standard matK Primer,
orward

3F_KIMf CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG CBOL Barcode
Standard matK Primer,
reverse

matKAF CTATATCCACTTATCTTTCAGGAGT Yang et al. (2004),
Rheum, PCR-RFLP,
forward

matK367CR GATCGTAAATTTTGATATTTTTTGAG | Yang et al. (2004),
Rheum ARMS, reverse

matK367TR GATCGTAATTTTGATATTTTTTGAA Yang et al. (2004),
Rheum ARMS, reverse

matK937CR ATATAGATTCTTTGCAACCAGA Yang et al. (2004),
Rheum ARMS, reverse

matK937TR GATATAGATTCTTTGCAACCAGAA Yang et al. (2004),
Rheum ARMS, reverse

12
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matK8R AAAGTTCTAGCACAAGAAAGTCGA Yang et al. (2004),
Rheum ARMS, reverse
matK191F TAGTTATTCGAATGTATCAACAG Yang et al. (2004),
Rheum ARMS, forward
mKK-Rh-nf1 AGGACCCTTTTCTGCATTATGATC nested forward,
Rheum ARMS,
Mismatch: 3.3’ T>A
mKK-Rh-nf2 CGCAATCAATCCTCTCATTTGCC nested forward,
Rheum ARMS,
Mismatch: 3.3" A>G
mKK-Rh-nf3 TGTGGTTGCAAACAAGAAGAATC nested forward, Rheum

specific amplification

Tabelle 2.5: Verwendete Primer. Die Bezeichnung forward und reverse gibt die Orientierung der Primer an.

Kit

Hersteller

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
REF 740609.250

Diiren, Germany

MACHERY-NAGEL GmbH & Co. KG,

Tabelle 2.6: Verwendete Kits

Sonstiges Material

Hersteller

PCR Tube Strips 0,2 ml Flat Cap Strips

Germany

PEQLAB Biotechnologie GMBH, Erlangen,

Tabelle 2.7: Sonstiges verwendetes Material
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Puffer und L6sungen

50x TAE Puffer pH 8.3

5x Ladepuffer

2% CTAB-Puffer pH 8

TE-Puffer pH 8

10x NEB-Puffer 3.1 pH 7,9 @ 25°C
NEB, New England Biolabs GmbH,

Frankfurt a.M., Germany

10x NEB-Puffer Dpn 1l pH 6 @ 25°C
NEB, New England Biolabs GmbH,

Frankfurt a.M., Germany

2 M TRIS-Acetate

0,05 M EDTA

fir Gebrauch 0,5x TAE - mit ddH:0
verdiinnen

z.B.: 90 ml 50x TAE + 8910 ml ddH:O0 fiir
9000 ml 0,5x TAE

50 % ddH:0

50 % Glycerin

0,05 % Bromphenolblau
0,05 % Xylencyanol

1,4 M NaCl

150 mM TRIS (HCI)
30 mM EDTA

2 % CTAB

in autoklaviertem Millipore-ddH20

10 mM TRIS pH 8
1 mM EDTA pH 8

in autoklaviertem Millipore-ddH20

100 mM NacCl
50 mM Tris-HCI
10 mM MgCl,
100 pg/ml BSA

50 mM Bis-Tris-HCl
100 mM NacCl

10 mM MgCl,

1 mM DTT
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10 x ThermoPol® Reaktion Puffer pH 8,8

NEB, New England Biolabs GmbH,
Frankfurt a.M., Germany

20 mM Tris-HCI

10 mM (NH4)2S04
10 mM KCl

2 mM MgS04

0.1% Triton® X-100

Nachfolgend sind die, in dieser Arbeit untersuchten Pflanzen-Akzessionen aufgelistet.

Die Einteilung in Sektionen erfolgte nach Lit. (Hansel R, 1994) und Yang et al. (2004).
Laut Hagers Handbuch (Hansel R., 1994) und A. Wang et al. (2005) erfolgte jedoch eine

Umbenennung der Sektion Rhapontica A. Los. in Sektion Rheum. Aufgrund dessen wird

diese Sektion hier, um Verwechslungen zu vermeiden als Rhapontica/Rheum bezeichnet.

ID

8255
5451
7755

7882
8006

8232

1473

8266
7164

Gattung: Rheum

Sektion Palmata A. Los. *
officinale BAILL.
officinale BAILL.
officinale BAILL.

officinale BAILL.
officinale BAILL.

officinale BAILL.
officinale BAILL. cv. 'BLBP 01'

palmatum L. cv. 'Atrosanguineum’

palmatum L.

Saatgutherkunft

BG Uni Cluj-Napoca, Romania
unknown

Leibniz-Institut fiir
Pflanzengenetik und
Kulturpflanzenforschung (IPK),
Gatersleben, Germany

BG Uni Hohenheim, Germany
BG Brno (FacSci), Czech
Republic

BG Wroclaw, Poland

Jelitto® Staudensamen GmbH,

Schwarmstedt, Germany
HB Uni Tartu, Estonia

Jelitto® Staudensamen GmbH,

Schwarmstedt, Germany
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7166

7753

8231

8267
1474

2109
8171
8172
5452

7756

7757

7758

8168
8173

palmatum L.

palmatum L.

palmatum L.

tanguticum Maxim

tanguticum Maxim

Sektion Rhapontica A. Los. bzw. Rheum
australe D. Don (syn. emodi) *

altaicum A. Los.

compactum L.

rhabarbarum L. (syn. franzenbachii Miint.;
undulatum L.)

rhabarbarum L.

rhabarbarum L.

rhabarbarum L.

rhabarbarum L.

rhabarbarum L.

Jelitto® Staudensamen GmbH,
Schwarmstedt, Germany
Leibniz-Institut fiir
Pflanzengenetik und
Kulturpflanzenforschung (IPK),
Gatersleben, Germany

BG Wroclaw, Poland

HB Uni Tartu, Estonia
Jelitto® Staudensamen GmbH,

Schwarmstedt, Germany

Horizon Herbs LLC., USA
BG Uni Kaunas, Lithuania
BG Uni Kaunas, Lithuania

unknown

Leibniz-Institut fiir
Pflanzengenetik und
Kulturpflanzenforschung (IPK),
Gatersleben, Germany
Leibniz-Institut fiir
Pflanzengenetik und
Kulturpflanzenforschung (IPK),
Gatersleben, Germany
Leibniz-Institut fiir
Pflanzengenetik und
Kulturpflanzenforschung (IPK),
Gatersleben, Germany

BG Uni Innsbruck, Austria

BG Uni Kaunas, Lithuania
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8224 rhabarbarum L. BG Nancy, France

5453 rhaponticum L. unknown

8007 rhaponticum L. BG Brno (FacSci), Czech
Republic

8225 rhaponticum L. BG Nancy, France

8154 wittrockii Lundstr. BG MLU Halle, Germany

Sektion Deserticola Maxim
8226 tibeticum Maxim. BG Nancy, France
8210 pumilum Maxim. JBU Genoble, France

Tabelle 2.8: Verwendete Rheum-AKzessionen, ein Stern * Kkennzeichnet die als Medizinalrhabarber
verwendeten Rheum-Arten bzw. Sektion.

Abbildung 2.1: Beispiel Habitus einer Rheum-Pflanze aus dem Botanischen Garten des KIT.
Rheum officinale 5451,Mai 13
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2.2 Methoden

2.2.1 Anzuchtbedingungen verwendeter Pflanzen

Die in dieser Arbeit verwendeten Rheum-Pflanzen wurden ausschliefdlich im
Botanischen Garten des KIT in Karlsruhe unter Beaufsichtigung und Pflege der dort
beschaftigten Gartner und Gartnermeister herangezogen, zunachst in Gewachshausern

und spater in Freiluftbeeten.

2.2.2Vergleich morphologischer Merkmale

Von einigen Akzessionen, deren Habitus voll entwickelt ist wurden Fotos gemacht.
Hierzu zahlen die Akzessionen 1473, 5451 R. officinale; 7166, 7164 R. palmatum; 5453
R. rhaponticum, 5452 R. rhabarbarum und 2109 R. australe. Anhand derer die

Blattmorphologien verglichen werden konnten.

2.2.3 Gewinnung der pflanzlichen DNA fiir weiterfiihrende ARMS und PCR-RFLP
Analysen

Die Grundlage fiir PCR basierte molekularbiologische Analysen zur Authentifizierung
von Pflanzen ist eine griindliche DNA-Extraktion. Um diese in moglichst guter Qualitat
und hoher Reinheit zu erhalten, wurde zunachst 2% CTAB-Extraktionspuffer mit 8 pul/ml
Mercaptoethanol versetzt und auf 60°C im Wasserbad erhitzt.

Wahrenddessen wurde ca. 40 mg frisches Blattmaterial der verschiedenen Rheum-
Pflanzen in jeweils 2 ml Eppendorf-Gefdafie iiberflihrt und mit jeweils einem
Metallkiigelchen versehen, um augenblicklich in fliissigem Stickstoff schockgefroren zu
werden. Dieser Vorgang dient der Weiterverarbeitung des Blattmaterials zu feinem
Puder und somit ist der mechanische Zellaufschluss gewahrleistet, was eine ungewollte
Degradation der DNA verhindert. Um einen sehr feinen Puder des Blattmaterials zu
erhalten, wurden die schockgefrorenen Proben dreimal in 15 Sekunden Intervallen bei
18 Hz in einem Tissue-Lyser geschiittelt und zwischen den Intervallen jeweils erneut in
fliissigem Stickstoff schockgefroren, um eventuelle Beschiddigungen der DNA zu
vermeiden. Nachfolgend wurden je 900 pl des 60°C heifden CTAB-Extraktionspuffers
hinzugegeben und vorsichtig von Hand geschiittelt, um das zerkleinerte
Pflanzenmaterial mit dem Puffer zu homogenisieren. Die Proben wurden fiir 20 - 60 min

in einem 60°C warmen Wasserbad inkubiert und wihrend der Inkubationszeit zwei- bis
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dreimal vorsichtig per Hand invertiert. Anschliefdend wurden jeweils 2 pl RNAse in der
Konzentration von 10 mg/ml hinzugegeben und bei 37°C fiir 30 min inkubiert. In einem
weiterem Schritt erfolgte die Zugabe von je 100 pl Proteinase-K mit einer Konzentration
von 1 mg/ml und eine Inkubationszeit von 30 min im Wasserbad bei 58°C. Nach dem
Erreichen der Raumtemperatur wurden je
Phasentrennung Nukleinsaureféllung
750 pl Chloroform:1AA (24:1) hinzugefiigt und
anschliefend mehrere Male vorsichtig bis zur
Emulsion invertiert, d.h. bis der Inhalt einen

stabilen milchigen Ton annahm. Nach einigen

( Sekunden sammelten sich die gebildeten

Tropfchen als organische Phase unterhalb der
Abbildung 2.2: Phasenbildung wahrend Wassrigen Phase, so dass sich drei erkennbare,
\‘/iv?ll;ime]()i?aé(;fgx/t:vailll:it;ggia/c;/:/ri;lj;;;’hor}llajCh verschiedene Phasen (Abbildung 2.2) bildeten.
CHCI3_extraction-de.svg

Zum einen eine wassrige Phase mit RNA und

Kohlenhydraten, zum anderen eine organische Phase mit Chloroform, Proteinen und

Lipiden. Die DNA ist grofRtenteils am Ubergang von wiéssriger zu organischer Phase zu

finden, dieser Ubergang wird als Interphase bezeichnet. AnschlieRend wurde bei

14'000 g fir 10 min bei RT zentrifugiert, um moglichst viele der gefallten Protein und

Lipide von der DNA zu trennen. Nach der Zentrifugation wurde die klare obere Phase

vorsichtig abgenommen und in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Gefaf3 iiberfiihrt, in dem

durch Zugabe von je 450 pl Isopropanol und einer Inkubationszeit von 1 h bei -20°C die

DNA weiter ausgefallt wurde. Die DNA Ausfillung wurde durch eine anschliefiende

Zentrifugation bei 14'000 g fiir 10 min beschleunigt und der Uberstand verworfen. Das

DNA-Prazipitat wurde schlief3lich zweimal mit 500 pl 70% Ethanol gewaschen und in

einer Vakuumzentrifuge bei 30°C fiir ca. 30 min getrocknet. Das getrocknete DNA-

Prazipitat wurde tiber Nacht in 50 pl 1x TE-Puffer gelost. Die Qualitat und Konzentration

der gewonnenen DNA wurde mittels NanoDrop durch Photometrie bestimmt und

zusatzlich durch Agarosegelelektrophorese (1000 ng DNA in 1% Agarose, 25 min

Laufzeit bei 100 V) gepriift. Die gewonnene DNA stand nun fiir weiterfiihrende PCR

Analysen zur Verfligung.
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2.2.4 Amplifikation der DNA-Zielsequenz mittels PCR zur Sequenzierung und
Analyse

Um das matK-Gen der verschiedenen Pflanzen analysieren zu kdénnen, muss dieses
sequenziert und die Daten erfasst werden. Hierzu ist allerdings eine Vervielfaltigung des
matK-Gens notig, welche durch eine PCR in hierfiir geeigneten Thermozyklern erreicht
wurde. Zu nukleasefreiem ddH;0 wurden polymerasespezifischer Puffer, ein Mix aus
Nukleinsdurebasen (Desoxyribonukleosidtriphosphate dNTPs), fiir das matK-Gen
spezifische Primer und Taq (eine hitzestabile Polymerase) beigefiligt. Zuletzt wurde je
die entsprechende genomische DNA (Template) hinzugegeben. Die
Hybridisierungstemperatur wurde nach Yang et al. (2004) gewahlt. Die Elongationszeit
hangt von der Geschwindigkeit ab, mit der die Polymerase arbeitet. Diese ist vom
Hersteller (Tabelle 2.4) angegeben. Die Wahl der passenden Elongationszeit hangt
folglich von der Liange des =zu amplifizierenden Fragmentes ab. Die
Elongationstemperatur (siehe PCR-Programme S. 21) ist ebenso polymerasespezifisch
und wurde den Herstellerangaben entnommen.

Die PCRs wurden nach den aufgelisteten Protokollen durchgefiihrt:

Amplifikation des matK- bzw. matK-KIM-Gens

Dieser PCR-Ansatz fand Verwendung als Vorstufe der PCR-RFLP und der Sequenzierung,
fiir die ein 30 ul Reaktionsansatz verwendet wurde.

Pipettiert wurde in der angegeben Reihenfolge, wobei zunidchst ein Master-Mix
angesetzt wurde, unter Miteinbeziehung einer Negativkontrolle, welche mit dem
verwendeten ddHz0 als Template versetzt wurde. Vor der Aufteilung auf die PCR-Gefaf3e
wurde vorsichtig mittels Vortex geschiittelt, um die Vermischung der Reagenzien mit
der Polymerase zu gewahrleisten, da diese in Glycerin gelagert vorliegt. Glycerin ist
viskos und 16st sich nur langsam in Wasser. Da die restlichen Reagenzien in wassriger
Losung vorliegen, ist dies notig. Des Weiteren wurden die PCR-Streifen vor dem
Einsetzen in den Zykler kurz abzentrifugiert, damit sich alle Reagenzien auf dem Grund

der PCR-Tubes sammeln.
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Reaktionsansatz matK nach Yang et al. (2004)

nukleasefreies ddH,0
Thermopol Puffer 10x
dNTP-Mix 10mM

forward Primer, 191F, 10 uM
reverse Primer, 8R, 10 uM
Taqg Polymerase

DNA-Template 50 ng/ul

Reaktionsansatz matK-KIM

nukleasefreies ddH,0
Thermopol Puffer 10x

dNTP-Mix 10mM

forward Primer, 1R_KIM r, 10 uM
reverse Primer, 3F_KIM f, 10 uM
Taqg Polymerase

DNA-Template 50 ng/ul

7,8 ul
1,0 ul
0,2 ul
0,2 ul
0,2 ul
0,1ul
0,5 ul
210w

7,8 ul
1,0 ul
0,2 ul
0,2 ul
0,2 ul
0,1ul
0,5 ul
X 10w

PCR-Programm

Flex Cycler

94° C 1
94° C 1
50°C 35”
68° C 2’
68° C 15’
4°C 00

PCR-Programm

Flex Cycler

95°C 2’
94° C 30”
52°C 30”
68° C 1
68° C 5
4°C 00

x40

x 35
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2.2.5 Agarosegelelektrophorese der DNA-PCR-Produkte

Die Technik der Agarosegelelektrophorese fand Ihre Anwendung im Anschluss der DNA-
Fragment-Amplifikation mittels PCR.

Zur Durchfiihrung der Agarosegelelektrophorese wurde die entsprechende Menge
Agarose (1 % bzw. 2 %) in 0,5x TAE Puffer mittels Mikrowelle auf etwa 100°C erhitzt,
3- 5 min bei RT abgekiihlt, mit 0,5 pl Sybersafe pro 10 ml Puffer versetzt und

Kilobases Mass (ng) augenblicklich in die dafir
100 & ) Base Pairs Mass (ng)
S0 4o - —-1517 45 vorbereitete Form gegossen. Die
-60 50 o
-50 42 - R Polymerisation  dauerte  etwa
a0 3 : .
P—_ 1000 95 30min bei RT. Aufgrund der
I — ) 7 , .
IR _ 800 24 Einlagerung des hinzugegebenen
- 700 21 SYBR-Safes in die DNA kann diese
~20 48 - 600 18
o PR 00517 o7 unter blauem Licht sichtbar
- 400 38 gemacht werden. Vier Teile der
S — 300 29 DNA-Proben wurden mit einem
_ 200 25 Teil Ladepuffer (5X) versehen und
e & vorsichtig auf das Gel aufgetragen.
-05 42 Die Gelelektrophorese erfolgte in
Abb. 2.3: 1 kb DNA Ladder, Abb. 2.4: 100 bp DNA Ladder, einer daﬁjr Vorgesehenen Kammer’
NEB New England Biolabs inc. NEB New England Biolabs inc.
Ubernommen von NEB, Markers Ubernommen von NEB, Markers welche ebenfalls mit O,SX TAE Puffer

gefiillt war. Die Gele liefen je nach Grofde der Taschen entweder 25 min bei 100 V
(grofderer Taschen) oder 45 min bei 50 V. Als Grofdenmarker wurde entweder ein 1kb
DNA Marker (Abbildung 2.3) oder ein 100 bp (Basen-Paar) Marker (Abbildung 2.4) von
NEB New England Biolabs verwendet, abhdngig von der Groéfie der aufzutrennenden
Fragmente. Anschliefiend wurden die erwarteten DNA-Banden mittels blauem Licht
(Safe Imager™ invitrogen) sichtbar gemacht, analysiert und fiir Dokumentationszwecke

fotografiert.

2.2.6 Aufreinigung der PCR Produkte mittels NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit
von MACHEREY-NAGEL

Um die amplifizierte Gensequenz sequenzieren lassen zu kdnnen, sollte sie so rein wie

moglich vorliegen. Deshalb wurden die PCR Produkte mit dem NucleoSpin® Gel and PCR

Clean-up Kit von MACHEREY-NAGEL aufgereinigt, um eventuelle Salze, Enzyme etc.
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moglichst zu entfernen. Die exakte Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des
Herstellers.

Zeigte das Gel aufder der gewiinschten Bande noch weitere Banden, so wurden die
gewiinschten Fragmente mittels demselben Kit aus dem Gel isoliert. Hierzu wurden die
entsprechenden Banden aus dem Gel mit einem sauberen Skalpell ausgeschnitten und in
ein 1,5 ml Eppendorf-Gefafy tuberfiihrt. Die weitere Durchfiihrung erfolgte nach

Herstellerangaben.

2.2.7 Sequenzierung der matK-Sequenzen fiir ein molekulares Fingerprinting

Die so praparierten PCR-Produkte wurden durch die Firma GATC Biotech (GATC Biotech
AG, Konstanz) mit der Kettenabbruchmethode nach Sanger sequenziert. Dabei wurden
5 pl des aufgereinigten PCR-Produktes in der Konzentration 30 - 70 ng/ul, 2,5 pl des
jeweiligen Primers (10 pM) und 2,5 pl nukleasefreies ddH20 pro Probe vorbereitet und

diese, verteilt auf einer 96-Well-Platte, eingeschickt.

2.2.8Sequenzanalyse mittels MEGA 5.05

Fir die Uberpriifung und Analyse der Qualitit der Sequenzdaten wurde die
Biofinformatik-Software MEGA 5.05 angewendet. Mit Hilfe derer konnten unter
anderem die erhaltenen Chromatogramme ausgewertet werden.

Ein Chromatogramm zeigt verschiedene Peaks, welche je einer Base zugeordnet werden.
Sind es deutliche Peaks, so liegt ein verldssliches Signal vor. Dies ist wiinschenswert.
Sind allerdings mehrerer Peaks iibereinander gelagert, so sind mehrere, sich
tiberlappende Signale vorhanden, was auf die Anwesenheit weiterer, unerwiinschter
Fragmente hinweist. Vergleichsweise kleine Peaks sind ebenso unerwiinscht, da deren
Signale nicht aussagekraftig genug sind.

Mit den erhaltenen Sequenzdaten im .fasta-Format wurde ein paarweises Alignment mit
ClustalWW durchgefiihrt, um die einzelnen Sequenzen abzugleichen. Durch die
entstandene graphische Oberfliche konnten leicht Unterschiede zwischen den
Sequenzen betrachtet werden. Aufbauend auf dem durchgefiihrten Alighment konnte
mittels Neighbourjoining ein phylogenetischer Stammbaum erstellt werden, welcher die
Verwandtschaftsverhaltnisse zwischen den einzelnen Akzessionen bildlich darstellt. Es

wurden zwei verschiedene phylogenetische Stammbaume erstellt, zum einen mit den
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Sequenzen der Rheum-Akzessionen aus Tabelle 2.8, zum anderen mit ebendiesen

Sequenzen, plus bereits vorhandenen Sequenzen von Yang et al. (2004) als Referenz.

2.2.9 Restriction Fragment Length Polymorphism - PCR-RFLP

Der in der Publikation von Yang et al. (2004) entwickelte PCR-RFLP-Ansatz, soll der
Authentifizierung, der fiir gewohnlich in der TCM verwendeten Rheum-Arten (Palmata)
dienen. Er soll die erste Einteilung in die Sektionen Palmata und nicht-Palmata
ermoglichen. Eine erneute Einteilung dieser Akzessionen in die Arten R. officinale, R.
palmatum und R. tanguticum soll durch eine, auf der PCR-RFLP aufbauende, ARMS-
Analyse geschehen.

In dieser Arbeit wurde die PCR-RFLP-Analyse nach Yang et al. (2004) durchgefiihrt, um
diese zu bewerten und um damit die verwendeten Rheum-Akzessionen (Tabelle 2.8) im
besten Fall in Sektionen der Palmata und nicht-Palmata einzuteilen. Basierend auf
bereits vorhandenen matK-Gen-Sequenzdaten verschiedener Rheum-Arten wurde ein
eigener PCR-RFLP-Ansatz konstruiert (Thomas Horn, Botanik 1, KIT). Dieser Ansatz
bezieht sich auf den spezifischen Restriktionsverdau des matK-KIM-Gens mit dem
Enzym Dpnll. Ziel dieses Ansatzes ist ebenso eine mdglichst zuverlassige
Authentifizierung der Sektion Palmata.

Zunachst wurde eine PCR durchgefiihrt, um das zu untersuchende Fragment (matK bzw.
matK-KIM) zu amplifizieren. Verwendet wurde die DNA aller aufgelisteten Rheum-
Akzessionen (Tabelle 2.8) als Template. Nachdem das PCR-Produkt mittels
Agarosegelelektrophorese auf Anwesenheit des gewtlinschten Fragmentes und Reinheit
bzw. eventuelle Verunreinigungen gepriift wurde, fand eine Restriktion des Fragmentes
in einem neuen Reaktionsansatz mittels eines Restriktionsenzymes (Bglll bzw. DpnlI)
statt. Die durch die Restriktion entstandenen geschnittenen Fragmente wurden ihrer
Grofde nach durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und tber Safe Imager™
sichtbar gemacht. Der Restriktionsverdau erfolgte unter Beriicksichtigung der

Herstellerangaben nach folgendem Pipettierschema:
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Reaktionsansatz nach Yang et al. (2004)

nukleasefreies ddH20 13,5 ul
10x NEB-Puffer 3.1 pH 7,9 2ul
Enzym Bgl 1l 0,5 ul
DNA Template 4 ul

X 20u

Reaktionsansatz mit matK-KIM

nukleasefreies ddH20 13,5 ul
10x NEB-Puffer Dpn 1l pH 6 2 ul
Enzym Dpn Il 0,5 ul
DNA Template 4 ul

X 20ul

Der Restriktionsverdau erfolgte bei 37° C mit einer Inkubationszeit von 1,5 h.
Anschlief3end wurden 10 pl des Produktes auf ein 2%-Agarosegel aufgetragen und bei
50 V fir 45 min eine Elektrophorese durchgefiihrt. Anschlief3end erfolgte die

Betrachtung des Gels mittels Safe Imager™.

2.2.10 Amplification Refractory Mutation System - ARMS PCR

Aufbauend auf den PCR-RFLP-Analysen und der matK-Gen-Sequenzanalysen wurde von
Yang et al. (2004) ein ARMS-Ansatz zur Authentifizierung der Rheum-Arten innerhalb
der Sektion Palmata entwickelt. Aufbauend auf Gensequenzdatenanalysen wurden drei
Primerkombinationen (Abbildung 2.5) entwickelt, die auf Sequenzunterschieden an den
Stellen 367 und 937 des matK-Gens zwischen den drei Rheum-Arten der Palmata
basieren. Dies soll die Unterscheidung der Arten R. officinale, R. palmatum und R.
tanguticum leicht ermdéglichen.

Die ARMS-Analysen wurden nach den folgenden Protokollen durchgefiihrt:
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1. Reaktionsansatz nach Yang et al. (2004)

matK Primerkombination A

nukleasefreies ddH,0

Thermopol Puffer 10x
dNTP-Mix 10mM

forward Primer, 191F, 10 uM
reverse Primer, 367CR, 10 uM
reverse Primer, 937TR, 10 uM
Taqg Polymerase

DNA-Template 50 ng/ul

7,7 ul
1,0 ul
0,2 ul
0,25 ul
0,125 ul
0,125 pl
0,1ul
0,5 ul

X 10ul

2. Reaktionsansatz nach Yang et al. (2004)

matK Primerkombination B

nukleasefreies ddH,0

Thermopol Puffer 10x
dNTP-Mix 10mM

forward Primer, 191F, 10 uM
reverse Primer, 367CR, 10 uM
reverse Primer, 937CR, 10 uM
Taqg Polymerase

DNA-Template 50 ng/ul

7,7 ul
1,0 ul
0,2 ul
0,25 ul
0,125 ul
0,125 ul
0,1ul
0,5 ul

X 10ul

PCR-Programm

Flex Cycler

94° C 1
94° C 1
52°C 1
68° C 2’
68° C 15’
4°C 00

PCR-Programm

Flex Cycler

94° C 1
94° C 1
59°C 50”
68° C 2’
68° C 15’
4°C 00

x40

x40
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3. Reaktionsansatz nach Yang et al. (2004)

PCR-Programm

matK Primerkombination C Flex Cycler
nukleasefreies ddH20 7,7 ul
Thermopol Puffer 10x 1,0 pl 94° C 1
dNTP-Mix 10mM 0,2 ul 94° C 1
forward Primer, 191F, 10 uM 0,25 ul 58,5 °C 50”7 x40
reverse Primer, 367TR, 10 uM 0,125 ul 68° C 2
reverse Primer, 937TR, 10 uM 0,125 ul 68°C 15’
Taq Polymerase 0,1l 4°C o)
DNA-Template 50 ng/ul 0,5 ul

Y 10ul

mK191F

>

Abbildung 2.5: ARMS-Ansatz nach Yang et al. (2004). PCR-Primerkombinationen: A (grau) mK367CR und
mK937TR; B (Punkte) mK367CR und mK937CR; C (Streifen) mK367TR und mK937TR. Alle
Primerkombinationen mit matK191F als forward-Primer. Unterhalb der Primer: Lidnge der moglichen PCR-
Produkte mit 202 bp und = 770 bp.
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ARMS-Primerlokalisationen, nach Yang et al. (2004)

Mit

Hilfe

der matK-Gen-Sequenzdaten der

verwendeten Rheum-Akzessionen

(Tabelle 2.8) und der MEGA-Software 5.05 konnten die Bindestellen der verwendeten

Primer ermittelt werden (Abbildungen 2.6, 2.7), um anschlief;end an die ARMS mit den

erhaltenen Ergebnissen verglichen werden zu kénnen.

2109-Raust

8255-Roffi

GACGGAALAGGACTAAAAAAATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA
GACGGAALAGGACTAAAAAAATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA

5451-Roffi

GACGGAAAAGGIITAAAAAAATATCkAAATTTACGATCAATTCATTCA

7755-Roffi

GACGGAAAAGGACTAAAAAAATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA

7882-Roffi

GACGGAAAAGGA.TIAAAAAATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA

8006-Roffi

GACGGAAERGGI!TAAAAAA&TATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA

8232-Roffi

GACGGAAAAGGACTAAAAAAATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA

1473-Roffi

GACGGAAAAGGACTAAAAAAATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA

8266-Rpalm

7164-Rpalm
7166-Rpalm
7753-Rpalm

GACGGAAAAGGAITAAAAAAATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCE
GACGGAAAAGGA.TAAAAAAATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA
——————— AAGGACTAAAAAAATATCAAAATTTACGATCAAT-CATTCA
GACGGAAAAGGAITAAAAAAATATCEAAATTTACGATCAATTCATTC&

8231-Rpalm

GACGGAAALAGGACTAAAAAAATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA

8267-Rtang

GACGGAAAAGGA.TAAAAAAATATCAAAATTTACGATCA&TTCATTC&

1474-Rtang

GACGGAAAAGG&.TAAAAAAATATCAAAATTTACGATC&&TTCATTCA

5452-Rrhab

GACGGAAAAGGACTAAAAAAATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA

7756-Rrhab

GACGGAAAAGGACTAAAAAAATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA

7757-Rrhab

GACGGAAAAGGACTAAAAAAATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA

7758-Rrhab

GACGGAAAAGGACTAAAAAAATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA

8168-Rrhab

GACGGAALAGGACTAAAAAAATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA

8173-Rrhab

GACGGAALAGGACTAAAAAAATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA

8224-Rrhab

GACGGAALAGGACTAAAAAAATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA

5453-Rrhap

GACGGAALAGGACTAAAAAALATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA

8l71-Ralta

GACGGAALAGGACTAAAAAAATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA

8172-Rconp

GACGGAALAGGACTAAAAAAATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA

8§154-Rvitt

GACGGAALAGGACTAAAAAAATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA

8210-Rpumi

GACGGAAAAG!ACTAAAAAAATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA

8226-Rtibe

GACGGAAAAGIACTAAAAAAATATCAAAATTTACGATCAATTCATTCA

2109-Raust

"8255-Roffi |
'5451-Roffi |
7755-Roffi |
7882-Roffi |
"8006-Roffi |
'8232-Roffi |
1473-Roffi |
‘8266-Rpaln |
T 7164-Rpaln |
T 7166-Rpaln |
T 7753-Rpaln |
T 8231-Rpaln |
T 8267-Reang |
T 1474-Reang |
T 5452-Rrhab |
T 7756-Rrhab |
T 7757-Rrhab |
T 7758-Rrhab |
T 8l68-Rrhab |
T 8173-Rrhab |
" 8224-Rrhab |
T 5453-Rrhap |
T8l71-Ralta |
T 8l7z-Rcoup |
T 8l54-Rwitt |
" 8210-Rpuni |
T 8226-Reibe |

GGCAATATAATTTTTCCCTGTGGTTGCARA-----~ GAATCTATATCAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCCTGTGGTTGCARA-----~ GAATCTATATCAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCClTGTGGTTGCAAA ------ GAATCTATATCAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCCTGTGGTTGCARA-----~ GAATCTATATCAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCITGTGGTTGCAAA ------ GAATCTATATCAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCCTGTGGTTGCAAA------ GAATCTATATCAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCCTGTGGTTGCAAA-----~ GAATCTATATCAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCCTGTGGTTGCAAA-----~ GAATCTATATCAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCITGTGGTTGCAAA —————— GAATCTATATCAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTECITGTGGTTGCAAA ------ GAATCTATATCAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCCTGTGGTTGCAAA------ GAATCTATATCAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCITGTGGTTGCAAA —————— GAATCTATATCAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCCTGTGGTTGCARAA-----~ GAATCTATATCAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCITGTGGTTGCAAA ------ GAATCTATATCAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCITGTGGTTGCAAA ------ GAATCTATATCAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCCTGTGGTTGCARA------ GAATCTATATIAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCCTGTGGTTGCARA------ GAATCTATATCAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCCTGTGGTTGCAAA------ GAATCTATATCAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCCTGTGGTTGCARA-----~ GAATCTATATIAATCAATEA
GGCAATATAATTTTTCCCTGTGGTTGCAAA--~-~--~ GAATCTATAT[AATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCCTGTGGTTGCAAA-----~ GAATCTATATCAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCCTGTGGTTGCAAA-----~ GAATCTATAT[JAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCCTGTGGTTGCAAA-----~ GAATCTATAT[AATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCCTGTGGTTGCAAA------ GAATCTATATCAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCCTGTGGTTGCAAA------ GAATCTATATCAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCCTGTGGTTGCARA-----~ GAATCTATAT[JAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCCTGTGGTTGCAAAl I!!GAATCIATATCAATCAATCA
GGCAATATAATTTTTCCCTGTGGTTGCAAAI IIIGAATCTATRTCARTCARTCA

Abbildung 2.6: Lokalisation des
matK367CR- und matK367[R
Primers. Gezeigt ist hier ein
Abschnitt der Rheum-matK-
Sequenzen. Die zugehorigen
Rheum-Akzessionen sind links in
grau angegeben. Die Bindestellen
der Primer sind gelb (matK367CR)
und rot (matK367lR) unterlegt.
Stimmen Basen an einzelnen
Stellen nicht tberein, sind diese
extra farbig markiert. Ein Strich
gibt an, dass hier keine Information
iber die Base vorliegt.

Abbildung 2.7: Lokalisation des

matK937CR- und matK937[R
Primers. Gezeigt ist hier ein
Abschnitt der Rheum-matK-
Sequenzen. Die zugehorigen

Rheum-Akzessionen sind links in
grau angegeben. Die Bindestellen
der Primer sind gelb (matK937CR)
und rot (matK937lR) unterlegt.
Stimmen Basen an einzelnen
Stellen nicht iiberein, sind diese
extra farbig markiert. Ein Strich
gibt an, dass hier ein Gap, bzw.
eine Licke in der Sequenz
vorliegt.
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ARMS-Ansatz des matK-KIM-Fragments

Basierend auf bereits vorhandenen matK-Gen-Sequenzen verschiedener Rheum-Arten
wurde ein eigener ARMS-Ansatz konstruiert (Thomas Horn, Botanik 1, KIT). Dieser
Ansatz bezieht sich auf die spezifische Amplifizierung verschiedener Fragmente des
matK-KIM-Gens mit den Primern mKK-Rh-nf1l, mKK-Rh-nf2 und mKK-Rh-nf3 (Tabelle
2.5, Abbildungen 2.8, 2.9, 2.10). Ziel dieses Ansatzes ist eine moglichst zuverlassige
Authentifizierung der Sektion Palmata gegeniiber der nicht-Palmata. Aufderdem eine
Differenzierung von R. australe zwischen R. officinale, R. palmatum und R. tanguticum,

des Weiteren eine Authentifizierung der Sektion Deserticola.

Die ARMS-Analyse wurde nach dem folgenden Protokoll durchgefiihrt:

Reaktionsansatz matK-KIM PCR-Programm
Flex Cycler
nukleasefreies ddH20 7,7 ul
Thermopol Puffer 10x 1,0 ul 95°C 2
dNTP-Mix 10mM 0,2 pul 94° C 30”
forward Primer, 1R_KIM r, 10 uM 0,125 ul 52°C 30" x35
forward Primer, mKK-Rh-nf2, 10 uM 0,125 ul 68°C 1’
forward Primer, mKK-Rh-nf1, 10 uM 0,125 ul 68°C 5
reverse Primer, 3F_KIM f, 10 uM 0,125 ul
Taq Polymerase 0,1l 4°C o0
DNA-Template 50 ng/ul 0,5 ul
X 10ul

Im Anschluss wurden jeweils 2 pl auf ein 2% Agarosegel aufgetragen und eine
Elektrophorese bei 50 V fiir 45 min bzw. bei 100 V fiir 30 min durchgefiihrt. Somit

konnten die Gele nachfolgend mittels Safe Imager™ betrachtet und analysiert werden.
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Abb.2.8: ARMS Ansatz fiir das matK-KIM-Gen. PCR-Primerkombinationen: 1R_KIMr, mKK-Rh-nf2 und
mKK-Rh-nfl; 1R_KIMr und mKK-Rh-nf3. Bei jeder Primerkombination wurde 3F-KIMf als reverse Primer
verwendet. Unterhalb der Primer: Lidnge der moglichen PCR-Produkte mit 515 bp, = 540 bp, 670 bp und
~ 890 bp.

ARMS-matK-KIM-Primerlokalisationen

Ebenso wie bei dem ARMS-Ansatz nach Yang et al. (2004) wurden die
Primerlokalisationen (Abbildungen 2.9, 2.10) der Sequenzdaten ermittelt, um

anschlieffend mit den ARMS-Ergebnissen verglichen werden zu kénnen.

2100-Raust |CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTAGATAT 2109-Raust [TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACCATCAACAT
8255-Roffi |CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTAGATAT 8255-Roffi [TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACGATCAACAT
5451-Roffi |CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTCGATAT 5451-Roffi [TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACCATCAACAT
7755-Roffi |CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTCGATAT 7755-Roffi [TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACCATCAACAT
7882-Roffi |CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTCGATAT 7882-Roffi [TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACCATCAACAT
8006-Roffi |[CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTAGATAT 8006-Roffi [TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACGATCAACAT
8232-Roffi |[CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTCGATAT 8232-Roffi [TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACCATCAACAT
1473-Roffi |CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTCGATAT 1473-Roffi [TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACCATCAACAT
8266-Rpalm |[CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTCGATAT 8266-Rpalm [TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACCATCAACAT
7164-Rpalm [CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTCGATAT 7164-Rpalm TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACCATCAACAT
7166-Rpalm [CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTCGATAT 7166-Rpalm TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACCATCAACAT
7753-Rpalm [CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTCGATAT 7753-Rpaln TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACCATCAACAT
8231-Rpaln CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTAGATAT 8231-Rpaln TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACGATCAACAT
8267-Rtang CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTCGATAT 8267-Rtang TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACCATCAACAT
1474-Rtang [CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTCGATAT| 1474-Rtang TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACCATCAACAT
5452-Rrhab CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTAGATAT 5452-Rrhab TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACGATCAACAT
7756-Rrhab CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTAGATAT] 7756-Rrhab TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACGATCAACAT
7757-Rrhab CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTAGATAT 7757-Rrhab TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACGATCAACAT
7758-Rrhab CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTAGATAT] 7758-Rrhab TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACGATCAACAT
8168-Rrhab CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTAGATAT 8168-Rrhab TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACGATCAACAT
8173-Rrhab [CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTAGATAT 8173-Rrhab TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACGATCAACAT
8224-Rrhab CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTAGATAT] 8224-Rrhab TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACGATCAACAT
5453-Rrhap [CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTAGATAT 5453-Rrhap TTTTITCCGCAATCAATCCTCTCATTTAC GATCAACAT
8171-Ralta CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTAGATAT 8171-Ralta TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACGATCAACAT
8172-Rcomp [CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTAGATAT 8172-Rcomp TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACGATCAACAT
8154-Rwitt CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTAGATAT 8154-Rwitt TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACGATCAACAT
8210-Rpumi CTTCAAGGACCCTlTTCTGCATTﬂTGTTAGATAT 8§210-Rpumi TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACGATCAACAT
8226-Rtibe CTTCAAGGACCCTTTTCTGCATTATGTTAGATAT 8226-Rtibe TTTTCTCCGCAATCAATCCTCTCATTTACGATCAACAT

Abbildung 2.9: Lokalisation der Primer mKK-Rh-nfl (links) und mKK-Rh-nf2 (rechts). Gezeigt ist hier
ein Abschnitt der Rheum-matK-Sequenzen. Die zugehoérigen Rheum-Akzessionen sind jeweils links in grau
angegeben. Die Bindestellen der Primer sind gelb unterlegt. Stimmen Basen an einzelnen Stellen nicht
iberein, sind diese extra farbig markiert.
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2109-Raust

8255-Roffi

5451-Roffi

7755-Roffi

7882-Roffi

8006-Roffi

8232-Roffi

1473-Roffi

§266-Rpaln

7164-Rpalm

7166-FRpalm

7753-Rpaln

§231-Rpaln

8267-Rtang

1474-Rtang

5452-Rrhab

7756-Rrhab

7757-Rrhab

7758-Rrhab

§168-Rrhab

§173-Rrhab

8224-Rrhab

5453-Rrhap

8l71-Ralta

8172-Rconp

8154-Rwitt

8210-Rpumi

8226-Rtibe

CCCTGTGGTTGCAAL---~--- GAATCTATATCAAT
CCCTGTGGTTGCAAA------ GAATCTATATCAAT
CCITGTGGTTGCAAA —————— GAATCTATATCAAT
CCCTGTGGTTGCAAL------ GAATCTATATCAAT
CCITGTGGTTGCAAA ------ GAATCTATATCAAT)
CCCTGTGGTTGCAAL---~--- GAATCTATATCAAT
CCCTGTGGTTGCAAL------ GAATCTATATCAAT
CCCTGTGGTTGCAAA------ GAATCTATATCAAT
CCITGTGGTTGCAAA —————— GAATCTATATCAAT
CCITGTGGTTGCAAA ------ GAATCTATATCAAT)
CCCTGTGGTTGCAAL---~--- GAATCTATATCAAT
CCITGTGGTTGCAAA ------ GAATCTATATCAAT
CCCTGTGGTTGCAAA--~---- GAATCTATATCAAT
CCITGTGGTTGCAAA —————— GAATCTATATCAAT
CCITGTGGTTGCAAA —————— GAATCTATATCAAT)
CCCTGTGGTTGCAAA---~--- GAATCTATATIAAT
CCCTGTGGTTGCAAA------ GAATCTATATCAAT
CCCTGTGGTTGCAAA------ GAATCTATATCAAT
CCCTGTGGTTGCAAA------ GAATCTATAT.AAT
CCCTGTGGTTGCAAA------ GAATCTATATIAAT
CCCTGTGGTTGCAAA---~--- GAATCTATATCAAT
CCCTGTGGTTGCAAA---~--- GAATCTATATIAAT
CCCTGTGGTTGCAAA------ GAATCTAT&TIAAT
CCCTGTGGTTGCAAA------ GAATCTATATCAAT
CCCTGTGGTTGCAAA------ GAATCTATATCAAT
CCCTGTGGTTGCAAA------ GAATCTATATIAAT

CCCTGTGGTTGCAAACAAGAAGAATCIATATCAAT
CCCTGTGGTTGCAAACAAGAAGAATCTATATCAAT

Abbildung 2.10: Lokalisation des
Primers mKK-Rh-nf3. Gezeigt ist hier ein
Abschnitt der Rheum-matK-Sequenzen
Die zugehorigen Rheum-Akzessionen sind
links in grau angegeben. Die Bindestellen
der Primer sind gelb unterlegt. Stimmen
Basen an einzelnen Stellen nicht Uberein,
sind diese extra farbig markiert. Ein
Strich gibt an, dass hier ein Gap, bzw. eine
Licke in der Sequenz vorliegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Blattmorphologie

Zum Vergleich der morphologischen Merkmale der Blatter wurde der oberirdische Teil
einzelner Pflanzen fotografiert deren Habitus voll entwickelt war. Viele Akzessionen, mit
deren DNA spatere diagnostische Methoden durchgefiihrt wurden, waren jedoch zu jung
bzw. frisch ausgepflanzt und konnten ihren endgiiltigen Habitus noch nicht entfalten.
Aufgrund dessen konnen sie schwer anhand ihres momentanen Habitus fiir auf
morphologischen Merkmalen basierende Vergleiche herangezogen werden.

Tabelle 3.1 zeigt verschiedene Akzessionen aus zwei unterschiedlichen Sektionen. Zum
einen die Sektion der Palmata, zum anderen die Sektion Rhapontica/Rheum. Verglichen
werden konnen Akzessionen der Arten R. officinale, R. palmatum, R. rhaponticum,
R.rhabarbarum und R. australe. Auffallend sind die deutlich gefingerten bzw. stark
gelappten, dreiecksformigen Blattspreiten der Sektion Palmata, welche allerdings
zwischen den Akzessionen der R. officinale und R. palmatum Unterschiede in der
Auspragung aufweisen. Wahrend die Akzessionen des R. officinales weitlaufiger und
breiter gefingert erscheinen, sind die Akzessionen des R. palmatums enger und starker
gefingert. Die Blattspreiten der Rhapontica/Rheum dagegen sind eher eiférmig und

deutlich weniger gefingert.
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Ergebnisse

Palmata Palmata | Rhapontica/Rheum

R. officinale 5451 R. palmatum 7164

W R A~

R. rhabarbarum 5452

Tabelle 3.1: Habitus einzelner Rheum-Akzessionen der Sektion Palmata und Rhapontica/Rheum, Standort
im Botanischen Garten des KIT Karlsruhe.

33



Ergebnisse

3.2 Ermittlung phylogenetischer Verwandtschaftsverhiltnisse ausgewibhlter
Rheum-Arten anhand von Stammbaumen
Die Einteilung der Sektionen wurde nach Lit. (Hansel R, 1994) durchgefiihrt. In
Abbildung 3.1 ist gut zu erkennen, dass die Sektion Palmata eine eigene Gruppe
darstellt, ebenso die Sektion Rhapontica/Rheum, mit Ausnahme der Akzessionen der
Palmata 8006, 8255 R. officinale, 8231 R. palmatum und einer Akzession der Sektion
Rhapontica/Rheum 2109 R. australe. Die Gruppen der Palmata und Rhapontica/Rheum
gehen von derselben urspriinglichen Wurzel ab, wahrend die Sektionen Deserticola,
Spiciformia und Acuminata eine getrennte Gruppierung darstellen. Dieses Muster der
Einteilung ist ebenso bei dem Stammbaum inklusive der Rheum-Akzessionen von Yang
et al. (2004) auffillig (Abbildung 3.2), allerdings befindet sich hier R. pumilum der
Sektion Deserticola bei der Gruppe der Acuminata (R. kialense) und R. tibeticum aus der

Sektion Deserticola ist bei der Gruppe der Spiciformia (R. spiciforme) zu finden.
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0172 — 8255-Roffi

7756-Rrhab
8231-Rpalm
0174  — 7757-Rrhab

0.472
— 8173-Rrhab
0.698 — 8171-Ralta
0.722 — 8172-Rcomp

0632 —8168-Rrhab
0478 | — 8224-Rrhab
0.162 — 5452-Rrhab
0.44 — 7758-Rrhab
0.142 — 5453-Rrhap
— 8154-Rwitt
8006-Roffi
2109-Raust
0.31 — 7755-Roffi
0852 8232-Roffi
S 1473-Roffi
7166-Rpalm
5451-Roffi
— 7882-Roffi
— 7164-Rpalm
— 8266-Rpalm
— 8267-Rtang
— 7753-Rpalm
— 1474-Rtang
0.984 — 8210-Rpumi
— 8226-Rtibe

0.626

0.85

0.0 0.002

Abbildung 3.1: Phylogenetischer Stammbaum, erstellt durch NeighbourJoining, basierend auf matK-
Gensequenzen. Sektion Palmata ist hier mit den Farben der rot-gelben Farbpalette markiert, Sektion
Rhapontica/Rheum mit den Farben des blau-grinen Farbensprektrums. Die Sektionen Spiciformia und
Deserticola sind grau gefarbt. Es wurde die p-Distanz verwendet und Gaps oder fehlende Daten wurden mit
der Funktion complete deletion behandelt. Anzahl der Bootstrap-Wiederholungen 500.
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0.832

0.154 — 7164-Rpalm
7882-Roffi
AB115682.1|Rtang
7753-Rpalm
8266-Rpalm
8267-Rtang
1474-Rtang
5451-Roffi
AB115683.1|Rtang
AB115685.1|Roffi
0.84 — AB115684.1|Roffi
— AB115686.1|Roffi
AB115671.1|Rpalm

0.222 7166-Rpalm
0706 — AB115669.1|Rpalm
AB115670.1|Rpalm

AB115679.1|Rpalm
AB115681.1|Rpalm

0.468

0.75

0.538 |
084 |

0.852 0.418 AB115676.1|Rpalm

0.148 AB115677.1|Rpalm

0716 — AB115678.1|Rpalm

AB115680.1|Rpalm

0.16 — AB115673.1|Rpalm

0.548 LAB115675.1|P\palm

AB115674.1|Rpalm
1473-Roffi
7755-Roffi
8232-Roffi

AB115672.1|Rpalm

2109-Raust
8006-Roffi
0.142 — 5453-Rrhap
0074 8154-Rwitt
7758-Rrhab

0.57 0.524

052 5452-Rrhab
0638 E 8168-Rrhab
8224-Rrhab
0.63 —8171-Ralta
— 8172-Rcomp
AB115688.1|Rrhap
0.136 — AB115689.1|Rfranz
— AB115691.1|Rundu
7756-Rrhab
7757-Rrhab
8173-Rrhab
8231-Rpalm
8255-Roffi
AB115690.1|Rundu

1 8210-Rpumi
0.946 EA8115692.1|Rkia1

0.302

0.326 |

0.202

L b
0.0 0.002

0504 8226-Rtibe
098 — AB115693.1|Rspic
AB115694.1|Rspic

Abbildung 3.2: Phylogenetischer Stammbaum, erstellt durch NeighbourJoining, basierend auf matK-
Gensequenzen der Akzessionen aus Tabelle 2.8 und Yang et al. (2004) Sektion Palmata ist hier mit den
Farben der rot-gelben Farbpalette markiert, Sektion Rhapontica/Rheum mit den Farben des blau-griinen
Farbensprektrums. Die Sektionen Deserticola, Spiciformia und Acuminata sind grau unterlegt. Es wurde die p-
Distanz verwendet und Gaps oder fehlende Daten wurden mit der Funktion complete deletion behandelt.
Anzahl der Bootstrap-Wiederholungen 500.
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3.3 Authentifizierung der Rheum-Akzessionen mittels PCR-basierter Methoden

3.3.1 PCR-RFLP Analysen

3.3.1.1

matK-Gen-Amplifikation durch PCR

Ansatz nach Yang et al. (2004)

Die amplifizierten Fragmente (Abbildung 3.3), mit einer Grof3e von ca. 1100 bp, konnten

weiterfiihrend als Template eines Restriktionsverdaus fungieren.
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R. rhaponticum

R. tanguticum
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Abbildung 3.3: matK-Genamplifikation durch PCR. matK191F und matK8R wurden
Primer eingesetzt. Es wurden je 2 ul des PCR-Produktes mit Ladepuffer versehen und auf ein 1% Agarose-Gel
geladen. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 V fiir 25 min. Als Referenz wurden 2 pl des 100 bp Markers (M)
aufgetragen. NC entspricht der Negativ-Kontrolle, welche auf der Hohe der restlichen Fragmente ebenso eine
schwache Bande aufweist. Oberhalb des Markers sind weitere, schwache Banden zu erkennen.

fir diese PCR als
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Restriktionsverdau mit Bglll

Anschlief3end an die PCR wurde mit allen Produkten ein Restriktionsverdau mit dem
Enzym Bglll durchgefiihrt. Das Enzym wurde nach Yang et al. (2004) gewahlt. Die
amplifizierten Fragmente wurden durch das Enzym geschnitten. Somit entstanden
verschiedene Bandenmuster auf dem Agarosegel (Abbildung 3.4). Diese dienten den
spateren phylogenetischen Analysen der einzelnen Rheum-Akzessionen.

Es sind zwei verschiedene Muster der Bandenanordnung auffillig. Zum einen fallen
Akzessionen der Sektion Palmata auf, deren Bandenmuster ein grofderes, starkes
Fragment von ca. 1000 bp aufweist, sowie ein kleineres, schwaches Fragment von ca.
100 bp. Zum anderen fallen Akzessionen der Sektionen Rhapontica/Rheum, Deserticola,
aber auch vereinzelter Palmata ins Auge, die mehrere Fragmente aufweisen. Darunter
zwei stiarkere Fragmente bei ca. 700 bp und bei ca. 300 bp und drei schwachere

Fragmente der ungefahren Gréféen von 1000 bp, 600 bp und 100 bp.
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=700 bp €—— S S Gy = s — i —
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Abbildung 3.4: Agarosegel des Restriktionsverdaus der matK-Gene mit BgIll. Von den Produkten wurde
jeweils 10 pl, plus Ladepuffer, auf ein 2% Agarose-Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 V fir
25 min. Als Referenz wurden 2 pl des 100 bp Markers (M) aufgetragen. Sichtbar sind deutliche und weniger
deutliche Fragmente verschiedener Groflen. Die ungefdhren Lidngen der Fragmente sind links durch Pfeile
angegeben.
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3.3.1.2 Ansatz des matK-KIM-Fragments

matK-KIM-Gen Amplifikation durch PCR

Fir den angewendeten PCR-RFLP-Ansatz war eine Amplifikation des matK-KIM-Gens
erforderlich. Diese erfolgte wie im vorherigen Experiment iiber eine PCR mit DNA der
ausgesuchten Rheum-Akzessionen (Tabelle 2.8) als Template. Die PCR-Produkte mit
einer Grofde von ca. 890 bp wurden durch Agarose-Gelelektrophorese iiberpriift

(Abbildung 3.5) und fungierten anschliefRend als Template eines Restriktionsverdaus

mit dem Enzym Dpnll.
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Abbildung 3.5: matK-KIM-Genamplifikation durch PCR. Als Primer wurden IR _KIMr und 3F_KIMf
eingesetzt. Es wurden je 2 pl des PCR-Produktes mit Ladepuffer versehen und auf ein 1% Agarose-Gel
geladen. Die Elektrophorese erfolgte bei 50 V fiir 30 min. Als Referenz wurden 2 pl des 100 bp Markers (M)
aufgetragen. NC entspricht der Negativ-Kontrolle, welche einen leichten Schatten an der Lauffront aufweist.
Dieser ist ebenso bei den restlichen Proben sichtbar.

Restriktionsverdau mit DpnlI

Anschlief3end an die PCR wurde mit allen Produkten ein Restriktionsverdau mit dem
Enzym Dpnll durchgefiihrt. Das Enzym wurde aufgrund von Sequenzdatenanalysen
spezifisch gewahlt. Die amplifizierten Fragmente wurden durch das hinzugegebene
Enzym geschnitten. Somit entstanden verschiedene Muster an Banden auf dem
Agarosegel (Abbildung 3.6). Diese dienten den spiteren phylogenetischen Analysen der

einzelnen Rheum-Akzessionen.
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Abbildung 3.6: Agarosegel des Restriktionsverdaus der matK-KIM-Fragmente mit Dpnll. Von den
Produkten wurde jeweils 10 pul, plus Ladepuffer, auf ein 2% Agarose-Gel aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte bei 50 V fiir 45 min. Als Referenz wurden 2 pl des 100 bp Markers (M) aufgetragen. Sichtbar sind

Auffallig sind dabei drei unterschiedliche Bandenmuster. Verschiedene Akzessionen der
Sektion Palmata weisen eine deutliche Bande bei ca. 900 bp und eine schwéachere Bande
bei ca. 100 bp auf. Als einzige Akzession, ist bei 2109 R. australe eine deutliche Bande bei
ca. 700 bp und eine schwache Bande bei ca. 100 bp zu erkennen. Bei den restlichen
Akzessionen der Sektionen Rhapontica/Rheum, Deserticola und bei vereinzelten Palmata
zeichnet sich ein Muster mit einer deutlichen Bande bei ca. 600 bp und einer schwachen
Bande bei ca. 100 bp ab. Auffillig sind die vereinzelten Akzessionen der Sektion
Palmata, die das gleiche Muster aufweisen wie die Akzessionen der Sektionen

Rhapontica/Rheum, Spiciformia und Deserticola. Mit Ausnahme von 2109 R. australe sind

dies dieselben Akzessionen wie bei der vorherigen RFLP mit BglII.
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D Gattung: Rheum Bglll Bglll Dpnll Dpnll Dpnll
700/300bp | 1000bp || 600 bp 700 bp 900 bp
Sektion Palmata
8255 officinale 77 7 77 : :
5451 officinale - 4 - - Ve
7755 officinale - 4 - - Ve
7882 officinale - 4 - - Ve
8006 officinale 77 7 77 : :
8232 officinale 77 7 77 : :
1473 officinale cv. 'BLBP 01' - 44 - - Ve
8266 | palmatum cv. 'Atrosanguineum’ - v/ - - Vs
7164 palmatum - 44 - - Ve
7166 palmatum - 44 - - Ve
7753 palmatum - 44 - - Ve
8231 palmatum 44 v v/ - -
8267 tanguticum - 44 - - Ve
1474 tanguticum - 44 - - Ve
Sektion Rhapontica/Rheum
8171 altaicum 44 v/ 4 - -
2109 australe (syn. emodi) <4 v - e B
8172 compactum 4 4 N4 i f
5452 rhabarbarum 44 v/ 4 - -
7756 rhabarbarum 44 v/ 4 - -
7757 rhabarbarum 44 v/ 4 - -
7758 rhabarbarum 44 v/ 4 - -
8168 rhabarbarum 44 v/ 4 - -
8173 rhabarbarum 44 v/ 4 - -
8224 rhabarbarum 44 v/ 4 - -
5453 rhaponticum 44 v/ 4 - R
8154 wittrockii 4 v/ Ve - -
Sektion Deserticola
8210 pumilum 77 7 77 5 :
8226 tibeticum 4 v/ 4 - -

Tabelle 3.2: Ergebniszusammenfassung der PCR-RFLP Analysen Angegeben sind Rheum-Akzessionen,
verwendete spezifische Restriktionsenzyme (siehe Tabelle 2.8) und deren diagnostischen Bandenmuster. Ein
Haken steht fiir die Anwesenheit einer schwachen Bande auf dem Gel. Zwei Haken stehen fiir starke Banden.
Ein Strich bedeutet es ist keine Bande sichtbar.
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3.3.2 ARMS-Analysen

3.3.21 Ansatz nach Yang et al. (2004)

Die Durchfiihrung der ARMS-Analyse des matK-Gens (siehe Abschnitt 2.2.10) brachte
die folgenden Ergebnisse (Abbildungen 3.7, 3.8, 3.9; Tabelle 3.3). Es wurden nach Yang
et al. (2004) drei Primerkombinationen mit den in Tabelle 2.8 aufgelisteten Rheum-

Akzessionen getestet.
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Abbildung 3.7: A-Primerkombination der Sektion Palmata. Von den Produkten wurde jeweils 2 ul, plus
Ladepuffer, auf ein 2% Agarose-Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 V fiir 20 min. Als
Referenz wurden 2 pl des 100 bp Markers (M) aufgetragen. Sichtbar sind starke und schwichere Fragmente
verschiedener Groflen. Die ungefiahren Liangen der Fragmente sind links durch Pfeile angegeben. NC
entspricht Negativ-Kontrolle, welche einen leichten Schatten auf der Hohe von ca. 200 bp zeigt.

Die ARMS-Analyse der Primerkombination A (Abbildung 3.7) wurde zundchst nur mit
Akzessionen der Palmata-Sektion durchgefiihrt, plus einer willkiirlich ausgewahlten
Akzession der nicht-Palmata-Sektion (8210 R. pumilum). Auffallig ist das bei allen
Sektionen nahezu selbe Bandenmuster, abgesehen von Akzession 7164 R. palmatum,
welche keine sichtbaren Banden aufweist. Das vorwiegend anwesende Muster
beinhaltet eine stark sichtbare Bande auf der Hohe von etwa 800 bp und zwei

schwachere Banden bei ca. 1200 bp und 200 bp.
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Abbildung 3.8: B-Primerkombination mit Sektion Palmata, Rhapontica/Rheum und Deserticola. Von den
Produkten wurde jeweils 2 pl, plus Ladepuffer, auf ein 2% Agarose-Gel aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte bei 100 V fiir 25 min. Als Referenz wurden 2 pl des 100 bp Markers (M) aufgetragen. Sichtbar sind
stdrkere und schwichere Fragmente verschiedener Grofien. Die geschédtzten Liangen der Fragmente sind links
durch Pfeile angegeben. NC gibt die Negativ-Kontrolle an, welche einen leichten Schatten auf der Hohe von
ca. 200 bp und ca. 700 bp aufweist.

Bei dem Ergebnis der ARMS-Analyse der Primerkombination B (Abbildung 3.8) fallt
eindeutig ein Bandenmuster direkt ins Auge. Dieses beinhaltet eine starke Bande bei ca.
700 bp und eine schwachere Bande bei ca. 200 bp. Mit Ausnahme der Sektionen 8226
R. tibeticum, 8210 R. pumilum und 7753 R. palmatum ist dieses Muster bei allen
Akzessionen deutlich sichtbar. Weniger auffallig sind die leicht undeutlichen Banden bei
etwa 1300 bp und die vereinzelt schwachen Banden auf der Hohe von ungefdahr 50 bp
bei 8226 R. tibeticum, 8267 und 1474 R. tanguticum und 8266 R. palmatum.

Die Akzessionen 8226 R. tibeticum und 8210 R. pumilum heben sich durch ihr
Bandenmuster von den Ubrigen Akzessionen ab, bei ihnen zeigt sich eine deutliche
Bande auf der Hohe von etwa 200 bp, wahrend die Bande bei ca. 700 bp kaum

(pumilum) oder gar nicht (tibeticum) vorhanden ist.
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Abbildung 3.9: C-Primerkombination mit Sektion Palmata, Rhapontica/Rheum und Deserticola. Von den
Produkten wurde jeweils 2 pl, plus Ladepuffer, auf ein 2% Agarose-Gel aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte bei 100 V fiir 25 min. Als Referenz wurden 2 pl des 100 bp Markers (M) aufgetragen. Sichtbar sind
stdrkere und schwichere Fragmente verschiedener Grofien. Die geschédtzten Lingen der Fragmente sind links
durch Pfeile angegeben. NC gibt die Negativ-Kontrolle an.

Die ARMS-Analyse der C-Primerkombination (Abbildung 3.9) weist hauptséachlich eine
dhnliche Anordnung der Banden auf, wie die A- und B-Primerkombination (Abbildungen
3.7, 3.8). Bis auf bei 8226 R. tanguticum und 8210 R. tibeticum ist bei jeder Akzession
deutlich eine starke Bande bei etwa 700 bp zu erkennen. Weiterhin ist ein schwaches
Fragment von ca. 200 bp bei jeder Akzession sichtbar. Verglichen mit den Ergebnissen
der Primerkombination B sind ebenso bei A grofdere Fragmente von tiber 1200 bp

auszumachen. Zum Teil tauchen ebenso schwache kleinere Fragmente mit weniger als

100 bp auf und leichte Banden bei ca. 500 bp.

3.3.2.2 Ansatz des matK-KIM-Fragments
Die ARMS-Analyse des matK-KIM-Gens erfolgte nach angegebener Durchfiihrung (siehe
Abschnitt 2.2.10) mit den Sektionen Palmata, Rhapontica/Rheum und Deserticola. Die

Ergebnisse sind auf den Abbildungen 3.10, 3.11 und Tabelle 3.3 zu sehen.
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Abbildung 3.10: ARMS-Ergebnis des matK-KIM-Fragments. 1R_KIMr, 3F_KIMf, matKK-Rh-nfl und matKK-
Rh-nf2 waren hier die eingesetzten Primer Es wurden je 2 pl des PCR-Produktes mit Ladepuffer versehen
und auf ein 2% Agarose-Gel geladen. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 V fiir 35 min. Als Referenz wurden
2 ul des 100 bp Markers (M) aufgetragen. NC gibt die Negativ-Kontrolle an.

Auf den Ergebnisbildern der ARMS-Analyse des matK-KIM-Fragmentes (Abbildung 3.10)
zeichnen sich drei verschiedenen Formationen von Banden ab. Bei der Sektion
Rhapontica/Rheum ist bei jeder Akzession das gleiche Bandenmuster erkennbar, dies
besteht aus einer Bande bei ca. 900 bp und einer Bande bei etwa 500 bp, welche
allerdings nicht stark ausgepragt sind. Dieses Muster taucht aufderdem bei einzelnen
Vertretern der Palmata auf (8255, 8006, 8232 R. officinale; 8231 R. palmatum). Ein
weiteres Muster besteht aus sehr deutlichen Banden bei etwa 700 bp und 500 bp, dieses

Muster ist bei Akzessionen der Sektion Palmata zu finden. Eine Ausnahme ist allerdings
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die Akzession 2109 R. australe, hier ist eine besonders deutliche Bande bei ca. 700 bp zu

erkennen.

=890 bp

=890 bp

=415 bp

Abbildung 3.11: ARMS-Ergebnis des matK-KIM-Fragments. 1R_KIMr, 3F_KIMf, matKK-Rh-nf3 waren hier
die eingesetzten Primer. Es wurden je 2 pl des PCR-Produktes mit Ladepuffer versehen und auf ein 2%
Agarose-Gel geladen. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 V fiir 35 min. Als Referenz wurden 2 pl des 100 bp
Markers (M) aufgetragen. NC gibt die Negativ-Kontrolle an.

Die Ergebnisse der ARMS-Analyse mit matKK-Rh-nf3 als Schliissel-Primer
(Abbildung 3.11) sind der Abbildung 3.11 zu entnehmen. Auffdllig ist hier nur ein
einziges Bandenmuster mit einer Bande bei etwa 900 bp und 400 bp. Unterschiedlich
liegt dabei lediglich in der Intensitit dieser Banden. Die Akzessionen 8210 R. pumilum
und 8226 R. tibeticum heben sich durch ihre entgegengesetzte Intensitat der genannten

Banden jedoch von den restlichen Akzessionen ab.

46



Ergebnisse

ID Akzession Rheum 367CR | 367TR | 937CR | 937TR || nfl | nf2 | nf3
Sektion Palmata
8255 officinale 4 - 4 4 v - v
5451 officinale v v 4 4 AR TaNs
7755 officinale v - 4 4 AR TaNs
7882 officinale 4 v 4 4 AR TaNs
8006 officinale v - 4 4 v - v/
8232 officinale v - 4 4 v - v/
1473 officinale cv. 'BLBP 01' 4 - 4 4 AR TaNs
8266 | palmatum cv. 'Atrosanguineum’ v v 4 4 OO v
7164 palmatum 4 v 4 4 AL aNS
7166 palmatum v - 4 4 YOI/
7753 palmatum v v - 4 AL aN,
8231 palmatum 4 - 4 4 v - v
8267 tanguticum v v 4 4 YIS
1474 tanguticum v v 4 4 Y|/
Sektion Rhapontica/Rheum
8171 altaicum v - 4 4 v - v
2109 australe (syn. emodi) v - 4 4 v Y|/
8172 compactum 4 - 4 4 v - v
5452 rhabarbarum v - 4 4 v - v
7756 rhabarbarum v - 4 4 v - v
7757 rhabarbarum 4 - 4 4 v - v
7758 rhabarbarum v - 4 4 v - v
8168 rhabarbarum v - 4 4 v - v
8173 rhabarbarum 4 - 4 4 v - v
8224 rhabarbarum v - 4 4 v - v
5453 rhaponticum v - 4 4 v - v
8154 wittrockii 4 - 4 4 v - v
Sektion Desterticola

8210 pumilum v/ - v v - - v/
8226 tibeticum 4 - - - v - v/

Tabelle 3.3: Ergebniszusammenfassung der ARMS-Analysen. Angegeben sind Rheum-Akzessionen und
verwendete spezifische matK-Primer (siehe Tabelle 2.5). Ein Haken steht fiir die Anwesenheit einer
schwachen diagnostischen Bande auf dem Gel. Zwei Haken stehen fiir starke diagnostische Banden. Ein
Strich bedeutet es ist keine diagnostische Bande sichtbar.
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3.3.3 Zusammenfassung der RFLP und ARMS Ergebnisse
In Tabelle 3.4 wurden die Ergebnisse der RFLP- und ARMS-Analysen zusammengefasst,
um zu sehen ob die vorgegebenen Arten oder Sektionen der Akzessionen bestatigt

werden konnten.

ID | Gattung: Rheum PCR-RFLP matK und ARMS Bestitigung
matK-KIM

Sektion Palmata
8255 | officinale BAILL. - - -
5451 | officinale BAILL. v v vy
7755 | officinale BAILL. v v vy
7882 | officinale BAILL. v v vy
8006 | officinale BAILL. - - -
8232 | officinale BAILL. - - -
1473 | officinale BAILL. cv. 'BLBP 01’ v v vy
8266 | palmatum L. cv. ‘Atrosanguineum’ v v vy
7164 | palmatum L. v v vy
7166 | palmatum L. v v vy
7753 | palmatum L. v v vy
8231 | palmatum L. - - -
8267 | tanguticum Maxim v v vy
1474 | tanguticum Maxim v v vy

Sektion Rhapontica/Rheum
2109 | australe D. Don (syn. emodi) v v vy
8171 | altaicum A. Los. v v vy
8172 | compactum L. v v vy
5452 | rhabarbarum L. v v vy
7756 | rhabarbarum L. v v vy
7757 | rhabarbarum L. v v vy
7758 | rhabarbarum L. v v vy
8168 | rhabarbarum L. v v vy
8173 | rhabarbarum L. v v vy
8224 | rhabarbarum L. v v vy
5453 | rhaponticum L. v v vy
8007 | rhaponticum L. v v vy
8225 | rhaponticum L. v v vy
8154 | wittrockii Lundstr. v v vy

Sektion Deserticola
8226 | tibeticum Maxim. v v vy
8210 | pumilum Maxim. v v vy

Tabelle 3.4: Zusammenfassung der RFLP- und ARMS-Ergebnisse. v durch die angegebene Methode in der
vorgegebenen Identitit bestitigt. vv durch RFLP und ARMS in der vorgegebenen Identitit bestatigt.
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4. Diskussion

4.1 Blatt-Morphologie

Bei der Betrachtung des dufderen Erscheinungsbildes der verschiedenen Akzessionen
(Tabelle 3.1) ist auf den ersten Blick der Unterschied beziiglich der Blattspreiten-
Merkmale zwischen Sektion Palmata und Rhapontica/Rheum auszumachen. Alle
Akzessionen der Sektion Palmata weisen eine dhnliche, gefingerte Blattform auf,
wiahrend bei den Akzessionen der Sektion Rhapontica/Rheum eine weniger gefingerte
Form ausgepragt ist, welche keine offensichtlichen Unterschiede zwischen den Arten
erkennen ldsst. In der Bestimmungsliteratur (Bojian, 2003) sind diese
Merkmalsauspragungen und Unterschiede zwischen den genannten Sektionen dhnlich
beschrieben. Laut Wang et al. (2012) lasst sich die Sektion Palmata aufgrund ihrer
handférmig gelappten Blatter von anderen Sektionen unterscheiden. Die Unterschiede
innerhalb dieser Sektion waren allerdings mehrdeutig und basierten hauptsachlich auf
den verschiedenen Tiefen der Lappungen. Diese Mehrdeutigkeiten wurden in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls beobachtet. Innerhalb der Sektion Palmata sind die
Blatter sehr dhnlich gefingert, allerdings fallen Unterschiede zwischen den Arten R.
officinale und R. palmatum auf. Daraus konnen beim Bestimmen leicht Verwechslungen
innerhalb dieser Sektion entstehen. Es ist folglich schwierig die Arten innerhalb der
Sektion Palmata nur aufgrund ihrer Blatt-Morphologie zu unterscheiden. Die hier
dargestellten Arten der Sektion Rhapontica/Rheum lassen sich aufgrund ihrer
Ahnlichkeit nur schwer bis gar nicht anhand der Blattmorphologie unterscheiden.
Aufierdem zeigen junge Pflanzen nicht den zur Bestimmung notwendigen Habitus.
Infolgedessen sollten sie ein gewisses. Dementsprechend ist die Bestimmung basierend
auf morphologischen Merkmalen alleine nicht ausreichend um eine sichere Aussage
bezliglich der Arteinteilung treffen zu koénnen. Aus diesem Grund sind weitere

diagnostische Methoden aufbauend auf DNA-Informationen erforderlich.
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4.2 Ermittlung phylogenetischer Verwandtschaftsverhdltnisse ausgewahlter
Rheum-Arten anhand von Stammbaumen

Es wurden zwei phylogenetische Stammbdume anfertigt, um zum einen eine erste
Einteilung der in dieser Arbeit verwendeten Akzessionen (Tabelle 2.8) zu erlangen und
zum anderen einen Vergleich dieser mit einer bereits vorhandenen Einteilung nach Yang
et al. (2004) aufzustellen.

Die Ergebnisse zeigen, dass sich die meisten Akzessionen in der aufgrund der
vorherigen Einteilung nach Lit. (Hansel R. (1994), A. Wang et al. (2005)) vermuteten
Gruppe befinden. Bei der Sektion Rhapontica/Rheum entspricht dies 91,7% der
Akzessionen bei Sektion Palmata sind es 78,6% der Akzessionen. Daraus lasst sich eine
sinnvolle Einteilung in die Sektion Palmata und Rhapontica/Rheum ableiten. Auffillig
sind allerdings einige Akzessionen der Sektion Palmata, die zwischen der Gruppe der
Rhapontica/Rheum zu finden sind (R. palmatum 8231, R.officinale 8255, 8006).
Aufierdem befindet sich eine Akzession der Sektion Rhapontica/Rheum zwischen der
Gruppe Palmata (R. australe 2109). Jedoch waren die Pflanzen dieser Akzessionen
R. palmatum und R. officinale noch nicht in dem Alter, um anhand ihrer
Blattmorphologie einer Sektion zugeteilt werden zu konnen. Infolgedessen lasst sich
dieser Sachverhalt nur durch eine versehentliche Verwechslung der Akzessionen
wahrend der Analyse oder eine Falschnennung des Sattgutes erklaren. Die Sektion des R.
australes hingegen zeigt in ihrem Habitus deutlich die Blattmerkmale der Sektion
Rhapontica/Rheum. Die Tatsache, dass diese Sektion sich unter der Gruppe der Palmata
befindet, deutet entweder auf eine Verwechslung der Akzession wiahrend der Analyse,
oder auf eine bisher unpassende phylogenetische Einteilung, basierend auf
morphologischen Merkmalen hin. Der Vergleich mit den Akzessionen nach Yang et al.
(2004) entspricht demselben Muster der vorausgegangenen Interpretation. Hier bilden,
abgesehen von R. australe 2109, alle Akzessionen der Sektion Rhapontica/Rheum eine
Gruppe und ausgenommen der genannten Akzessionen von R. palmatum und
R. officinale, alle Akzessionen der Palmata eine Gruppe. Laut der phylogenetischen
Arteinteilung nach Lit. (Hansel R. (1994), A. Wang et al. (2005)) kann man R. pumilum
und R. tibeticum zu der Sektion Deserticola zihlen, diese befinden sich zwar bei
Abbildung 3.1 in einer Gruppe, sind auf Abbildung 3.2 jedoch deutlich unter der Gruppe
der Sektion Acuminata bzw. Spiciformia zu finden. Da die Pflanzen dieser Akzessionen
allerdings sehr jung sind, lasst sich ebenfalls keine Aussage tliber deren Habitus treffen.

Diese Unstimmigkeiten der Ergebnisse verglichen mit der Literatur kdénnten ihren
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Ursprung in der Benennung oder Verwechslung des Saatgutes haben oder die Einteilung
der Sektionen Desterticola, Acuminata und Spiciformia sind womoglich unpassend
gewahlt. Um hier eine signifikante Aussage treffen zu konnen, miissten jedoch weitere
Sequenzen der Akzessionen R. pumilum und R. tibeticum mit anderen Akzessionen der

Sektion Deserticola, Acuminata und Spiciformia verglichen werden.

4.3 Authentifizierung der Rheum-Akzessionen mittels PCR-basierter Methoden
4.3.1 PCR-RFLP Analysen

43.1.1 Ansatz nach Yang et al. (2004)

Die Fragmente verschiedenen Gréfien (Abbildung 3.5) lassen darauf schliefden, dass der
Restriktionsverdau der matK-Fragmente mit dem Enzym Bglll erfolgreich war.
Allerdings sind zum Teil andere Muster sichtbar als in der Publikation von Yang et al.
(2004). Erwartet wurden entweder drei Banden (ca. 700, 300 und 100 bp), das heifdt es
sind zwei Schnittstellen auf dem Ausgangsfragment zu finden, oder zwei Banden (ca.
1000 und 100 bp) bei einer vorhandenen Erkennungssequenz. Jedoch finden sich bei
den Akzessionen, deren Muster aus nur drei Banden bestehen sollte, zwei schwache
Fragmente (bei ca. 1000 und 400 bp) mehr als bei der Referenzpublikation. Aufderdem
erscheint das Fragment mit etwa 1000 bp der Akzessionen mit nur einer Schnittstelle
auffallig grof3. Beim Betrachten der vorausgegangen PCR-Ergebnisse (Abbildung 3.4) ist
ein leichtes Fragment auf der Hohe von ca. 1400 bp zu erkennen. Wenn man die Grofie
der beiden zusatzlichen schwachen Fragmente addiert, entspricht diese genau dem
1400 bp Fragment. Dies lasst darauf schliefien, dass sich bereits nach der matK
Amplifikation ein weiteres unerwiinschtes Fragment in dem Reaktionsansatz befunden
hat. Fiir weitere Analysen werden die Banden des zusatzlichen Fragmentes vorsatzlich
aufder Acht gelassen. Laut Yang et al. (2004) sollten bei den Akzessionen der Sektion
Palmata zwei Banden bei etwa 1000 und 100 bp und bei den restlichen Akzessionen
jeweils drei bei ca. 700, 300 und 100 bp sichtbar sein. Diese Bandenmuster sind ebenso
auf Abbildung 3.4 zu sehen, jedoch zeigt sich bei den Akzessionen 8255, 8006, 8232
R. officinale und 8231 R. palmatum das Muster der nicht-Palmata. Verglichen mit der
Analyse des phylogenetischen Stammbaumes sind es ebenso die Akzessionen von
R. officinale (8255, 8006) und R. palmatum (8231), die sich dem Muster der
Rhapontica/Rheum anschlief3en. Eine Akzession von R. officinale (8232) und
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R. australe (2109) ist jedoch bei dieser Analyse nicht in derselben Sektion zu finden, wie
aufgrund die Stammbaumanalyse angenommen wurde. Zu etwa 93% entspricht die
PCR-RFLP Analyse nach Yang et al. (2004) den Ergebnissen verglichen mit der
Stammbaumanalyse. Diese Methode stellt demzufolge eine erste einfache Methode zur
Einteilung in die Sparte Palmata oder nicht-Palmata dar, jedoch sollten weiterfiihrende
Methoden zur genaueren Analyse folgen um Fehler und Verwechselungen

auszuschliefRen.

4.3.1.2 Ansatz des matK-KIM Fragmentes

Die Ergebnisse dieses Ansatzes zeigen drei verschiedene Bandenmuster. Das haufigste
Muster enthélt eine diagnostische Bande auf der Hohe von etwa 550 und ein breites,
undeutliches Fragment auf der Hohe von 100 - 200 bp. Aufbauend auf Sequenzanalysen
sollte dieses Muster bei allen nicht-Palmata auftauchen, wobei vier kleine Fragmente
zwischen 50 und 200 bp vorhanden sein sollten, diese sind vermutlich als ein
undeutliches Fragment zu sehen. Das zweithdufigste Muster besteht aus einem
deutlichen diagnostischen Fragment bei ca. 900 bp und einem schwachen Fragment bei
100 bp. Dieses Muster sollte die Akzessionen der Sektion Palmata identifizieren und ein
Fragment mit ungefdhr 900 bp und drei kleine Fragmente mit 20 - 100 bp aufweisen.
Des Weiteren zeigt sich ein Muster mit einer diagnostischen Bande bei ca. 700 bp,
welches fiir die Identifikation der Art R. australe gedacht ist. Die Ergebnisse
(Abbildung 3.7) entsprechen mit Ausnahme einer Akzession (8232 R. officinale) den
Annahmen, fundiert auf den Ergebnissen des phylogenetischen Stammbaumes.

Die Methode der PCR-RFLP des matK-KIM Fragmetes mit Dpnll stellt folglich eine solide
Methode der ersten Einteilung in Palmata und nicht-Palmata dar. Des Weiteren ldsst
sich die Art R. australe von anderen Rheum-Arten unterscheiden. Jedoch kann man dies
nicht pauschalisieren, da die Akzession 8232 R. officinale eine Ausnahme darstellt. Um

sicher zu gehen, sollte man allerdings eine weitere Analyse durchfiihren.
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4.3.2 ARMS-Analysen

4.3.2.1 Ansatz nach Yang et al. (2004)

Dieser Ansatz der ARMS-Analyse soll nach Yang et al. (2004) authentifizierend fiir die
Arten innerhalb der Sektion Palmata sein und wurde dafiir entwickelt die Arten
R. palmatum, R. officinale und R. tanguticum unterscheiden zu koénnen. Der Primer
matK 367CR ist hierbei spezifisch fiir R. palmatum und R. officinale, wahrend der Primer
matK-367TR fiir R tanguticum diagnostisch ist. Hingegen soll matK-937CR fiir
R. palmatum und matK-937TR fiir R. tanguticum und R. officinale diagnostisch sein.
Vergleicht man diese Aussagen mit den Ergebnissen aus dieser Arbeit (Abschnitt
3.3.2.1) fallt deutlich auf, dass die durchgefiihrten Primerkombinationen keine
Diagnostik erkennen lassen. Es lasst sich vermuten, dass die Primer unspezifisch an die
Templates binden und somit wurden ferner bei ungewollten Akzessionen Fragmente
amplifiziert. Bei den amplifizierten Fragmenten ist ebenso kein Muster auszumachen.
Demzufolge stellt der genannte ARMS-Ansatz keine optimale diagnostische Methode
dar, da dieser sich schwer zu reproduzieren lasst. Die Durchfiihrung wurde abgesehen
von der Wahl der polymerasespezifischen Elongationstemperatur von Yang et al. (2004)

ubernommen.

4.3.2.2 Ansatz des matK-KIM Fragments

Dieser ARMS-Ansatz wurde entwickelt, um Akzessionen von Rheum der Sektion Palmata
zuzuordnen. Des Weiteren um die Art R. australe, R. tibeticum und R. pumilum zu
authentifizieren. Wahrend der Primer mKK-nfl fiir alle Akzessionen der Palmata
diagnostisch ist, dient der Primer mKK-nf2 zusatzlich dazu, R. australe von anderen
Rheum-Arten zu unterscheiden. Hingegen steht der Primer mKK-nf3 allein fir die
Identifikation der Sektion Deserticola. Die Ergebnisse aus Abschnitt 3.3.2.2 zeigen
ebenso wie der ARMS-Ansatz nach Yang et al. (2004) mehrere Fragmente als erwartet,
dies lasst vermuten, dass besonders die Primer mKK-nfl und mKK-nf3 unspezifisch
binden. Dennoch kann man durch die auffallend unterschiedlichen Starken der Banden
ein Muster erkennen. Deutlich wird dies bei mKK-nf3, hier sind bei allen Akzessionen
leichte Banden sichtbar. Bei R. tibeticum und R. pumilum aus der zu diagnostizierenden
Sektion Deserticola fallt jedoch eine deutlich stirkere Bande auf. Ein dhnliches Schema
ist bei Primer mKK-nfl zu erkennen, hier sind bei fast allen Akzessionen Banden

sichtbar, allerdings sind diese bei 10 von 14 Akzessionen der Palmata auffallend
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deutlicher. Primer mKK-nf2 bindet vermutlich etwas spezifischer als Primer mKK-nf1,
denn hier sind allein deutliche Fragmente sichtbar, welche wie beabsichtigt nur bei
Sektion Palmata und der Akzession R. australe auftreten. Auch hier fallen erneut vier
Akzessionen auf, die dem Muster der Rhapontica/Rheum folgen und keine diagnostische
Bande zeigen. Bei dieser ARMS-Analyse sind es ausnahmslos dieselben Akzessionen wie
bei den PCR-RFLP-Analysen, welche aufgrund der Ergebnisse nicht der Sektion Palmata
zugeordnet werden kénnen. Hierzu zahlen drei Akzessionen R. officinale (8255, 8006,
8232) und eine Akzession R. palmatum (8231).

Dieser Ansatz der ARMS stellt, basierend auf den Ergebnissen eine sichere diagnostische
Methode zur Einteilung in die Sektion Palmata dar. Aufierdem lassen sich die Arten

R. australe, R. tibeticum und R. pumilum von anderen Arten unterscheiden.

4.4 Fazit

Abschliefdend lasst sich sagen, dass die ARMS-Analyse nach Yang et al. (2004) noch nicht
den Anforderungen entspricht. Die Reproduzierbarkeit ist hier leider nicht wie erhofft
gegeben. Hingegen stellt die Methode der PCR-RFLP nach Yang et al. (2004) eine solide
diagnostische Analyse zur ersten Einteilung der Rheum-Akzessionen in Palmata oder
nicht-Palmata dar. Zusatzlich hierzu stellen die PCR-RFLP und ARMS-Analysen des
matK-KIM Fragmentes eine ergdnzende Methode zur Identifizierung der Palmata und
zusatzlich der Arten R. australe, R. tibeticum und R. pumilum dar.

Die einzelnen Akzessionen der Art R. officinale (8006, 8255, 8232) und R. palmatum
(8231) des Botanischen Gartens am KIT sollten erneut mit denselben Methoden dieser
Arbeit analysiert werden, wenn deren Habitus voll entfaltet ist. Um eine Verwechslung
wiahrend dieser Arbeit auszuschliefden, wiirden Untersuchungen erst erfolgen wenn der
Habitus voll entfaltet ist. Kbnnen somit Verwechslungen ausgeschlossen werden, kime
nur noch eine fehlerhafte Bestimmung des Saatgutes als Erklarung in Frage. Akzession
8232 R. officinale stellt allerdings eine Ausnahme dar. Diese Akzession befindet sich bei
der Stammbaumrekonstruktion wie erwartet in der Gruppe der Palmata, dennoch weist
diese bei den weiteren Analysen ausnahmslos das Muster der Rhapontica/Rheum
Sektion auf. Sie sollte weiterfiihrend analysiert werden, um festzustellen ob eine
unpassende Einteilung in die Sektion Palmata vorliegt oder ob die hier verwendeten
Analysemethoden fiir diese Akzession nicht vorteilhaft sind. Eine Sonderstellung in der

Phylogenie scheint die Art R. australe zu haben, welche aufgrund ihrer morphologischen
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Ausblick

Merkmale und nach X. Wang et al. (2012) zur Sektion Rhapontica/Rheum zéhlen sollte.
Dennoch befindet sie sich in der Stammbaumrekonstruktion ndher an der Sektion
Palmata. Durch die Analysen mit PCR-RFLP und ARMS lief§ sich ebenfalls keine
eindeutige Zuteilung erlangen. Aufgrund dieser Ergebnisse sollte man die Einteilung der
Art R. australe iiberdenken und weiterfiihrende Analysen mit zusatzlichen Akzessionen
anderer Rheum-Arten durchfiihren. Dies gilt ebenso fiir die Arten R. pumilum und

R. tibeticum, welche ebenso mehrdeutige Ergebnisse lieferten.

5. Ausblick

Um diagnostische Ergebnisse beziiglich der Unterscheidung der Arten innerhalb der
Sektion Palmata mittels einer ARMS-Analyse zu erlangen, kénnte man Primer-
Anlagerungs- Zeit und Temperatur nach Yang et al. (2004) etwas verandern und/oder
den letzten Elongationsschritt verkiirzen. Des Weiteren koénnte man durch
Abanderungen der Primer die Spezifitit dieser verbessern, um ein verlassliches
Ergebnis zu erlangen. Dennoch gewahrleistet diese Methode offenbar nicht die erhoffte
Sicherheit und Reproduzierbarkeit.

Eine weiterfiihrende Analyse kénnte die Untersuchung eines weiteren Markergens (zum
Beispiel rbcLa) der Akzessionen sein, um mit den Ergebnissen der matK-Sequenzen
verglichen zu werden.

Selbst wenn die entwickelten und weiterentwickelten diagnostischen Methoden jedoch
eine eindeutige Authentifizierung der Gattung Rheum ermoglichen, sollten diese
moglichst ebenfalls mit getrocknetem Pflanzenmaterial erfolgreich sein, denn die
Drogen aus der TCM bestehen nicht aus frischem Battmaterial der Pflanzen sondern aus

deren getrockneten Wurzeln.
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6. Zusammenfassung

Seit Anfang der 90er Jahre ist die alte Heilkunst der Traditionellen Chinesischen Medizin
in Europa auf dem Vormarsch. Viele Verbraucher aus der westlichen Welt schworen
mittlerweile auf deren homdopathische Wirkung, doch steigt mit der Nachfrage der
Arzneidrogen ebenso die Anzahl der Panschereien auf diesem Markt. Um den
Verbraucher vor solchen verunreinigten Produkten zu schiitzen, reichen die bisher
bekannten, auf morphologischen Merkmalen basierenden Methoden, zur
Authentifizierung der in der TCM verwendeten Pflanzenarten nicht aus. Die meisten
Arzneidrogen kommen beim Verbraucher getrocknet und pulverisiert an. Aufgrund
dessen sind sichere und erschwingliche DNA-basierte Methoden zur Identifizierung
notig. In dieser Arbeit wurde eine Auswahl an molekularbiologischen Methoden der
aktuellen Forschung an Rheum-Arten aus dem Botanischen Garten des KITs getestet und
bewertet. Dazu zdhlen die Methoden PCR-RFLP und ARMS, welche auf dem Markergen
matK aufbauen. Aufgrund der erzielten Ergebnisse konnte ebenfalls ein kritischer Blick
auf die vorhandene Taxonomie von einzelnen Rheum-Arten geworfen und damit ein

kleiner Beitrag zum Verbraucherschutz geleistet werden.

7. Anhang

Im Anhang dieser Arbeit befindet sich eine CD. Darauf enthalten sind matK-
Sequenzdaten der verwendeten Rheum-Akzessionen (Tabelle 2.8), sequenziert durch
die Firma GATC (Konstanz). Des Weiteren die via Nanodrop gemessenen DNA-

Extraktionen.
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