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1. Einleitung

1.1.GenudLycium
Das Genukyciumgehort zu den Solanaceaen, wiecaudie Tomate oder der Tabakyciumumfasst

etwa 70 Spezies von stacheligen Strduchern und kleinen BaumenVdnkemmen reichervon
Siudameika, Nordamerika, Stdafrika, in Teilen Eurasiens (Europa bis China und Japan), Australien und
einigen Inseln des pazifischen Ozeans. [Abbildung 1] (Fuktidl; 2000) Zu ihrer Verbreitung gibt es

zwei Theorien. Die erste Hypothese von Symon (1991) basagssie sich wahrend des kontinentalen
Drifts, nach dem Bruch von Gondwanaland, verbreitet haben kann. Die zweite Hypothese von Raven
und Axelrod (1974) besagt, dass sich Higium Spezies vermutlich Uber Fernverbreitung, wie
beispielsweise Uber Zugvélgverbreitet haben kénnten. Keine dieser Hypothesen wurde bislang
wiederlegt. (Fukudat al.; 2000) Ihr Ursprung liegt vermutlich im Amazonasgebiet, von aleshat

sich Lycium Uber Sidafrikaund den Rest der Welt ausgebreiteDie am nachsten miteinande
verwandtenLyciumSpezies liegen immer geographisch beieinander. Somit sind beispielsweise die in
Eurasien auftauchenden Spezies wigcium chinensd.ycium europaeugLycium ruthenicunund

Lycium barbaruneine Gruppe dekyciumGenus, die sehr nah miteander verwandt sind. [Abbildung

2] (Fukudaet al.; 2000)
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Abbildung 1: Verbreitung der etwa 70yciumSpezies Weltweit. In grau dargestellt ist die
geographische Verbreitung dégciumGenus. Ihre Verbreitungsgebiete sind Stidamerika mi8@a
Arten, Nodamerika mit ca. 2Qrten, Stdafrika mit ca. 2@rten, weite Teile Eurasiens, wie Europa,

Chha und Japan, mit ca. 10 Artefwstralien und pzifische Inseln mit je 1 AifFukuda et al.; 2000)
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Abbildung 2: Zeigt einen phylogenetischen Stammbaum der aweitachaftsverhaltnisse
unterschiedlicheLyciumSpezies aus den geographischen Regionen ihres Vorkommens.dgetatd.
des Stammbaums sind diearblich dagestellten Verbreitungsgebieteder verwandten Arten

aufgefihrt. In Weil3 sind die unsicheren stelider Verzweigungen gezeigt. (Fukuda et al.; 2000)

1.2.Die GojiBeerevonLycium barbarum
Die chinesische Wolfsbeere oder auch als Goji Beere bezeichnete Frucht der Bfdonaebarbarum

wird auf dem gl obal emo dddddred e LFehin berdichnet Sikwsd in,FSronp e r
von Getranken, Likoren, als getrocknete Beere oder dhnlichem in spezialisierten Gesundheitsladen
verkauft. Des Weiteren wird sie in der Republik China als traditionell chinesische Medizin eingesetzt.
Im Jahr 2004 exportiert€hina Wolfsbeeren im Wert von 120 Millionen US Do(kinel al.,2013)Es
wurde gezeigt dassdie Frucht vorl. barbarumdas aktiveLycium barbaruniPolysaccharid (LBP) und
weitere Substanzen wie Carotinoide, Flavanoide, Vitamine, Spurenelemente, Ammeas Alkaloide
und Fetteenthalt. (Xinel al., 2013) Sie soll die Leber und Niere unterstitzen, 8abvermogen
verbessern und den Alterungsprozess verlangsamen. (Zétaab 2001 Aul3erdemwird der Beere
nachgesagt die Nerveruzschitzen, den Stoffweskl anzuegen, die Regulierung von Diabetesu
unterstiitzen und sogar eine tumorhemmende Wirkung. (&iml.,2013) Das Problem ist, dass die
Beeren verschiedendryciumArten morphologisch schwer voneinander unterscheidbar sind. Dadurch
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besteht die Gefah dass die verschiedendryciumArten miteinander vertauscht werden und es zu
Verwechslungen kommt. Vor allekbnnte die viel glinstigergehandelteL. chinensels teurerel.
barbarumgehandelt werden oder seltene Spezies, Wigutherwiumwerden, durch \ersehentliches
Sammelnimmer begrenzter in ihrePopulationund kénnten komplett aus der Natur verschwinden

(Xinel al.,2013)

Durch den globalen Handel wird die Kontrolle von Nahrungsmitteln immer schwerer. Trotz dem
Beschluss der Europaischen Kommissia Jahr 2002, die besagt dass Lebensmiittdinsicht auf
Herkunft und Inhaltausreichend gekennzeichnet werden misskam es im Ja 2013 zu einem
Pferdefleischikandal, der in den Medien kursiert&urz darauf war von eem Fischfleischsndal die
Reck. Die Angst beim Erwerb von globa&andelten Nahrungsmitteln betgen zu werden ist somit
berechtigt. (Xirel al.,2013) Um die Natur unden Verbraucher zu schitzést es wichtig Verfahren

zur eindeutigen Identifikatiorder chinesischen Wolfsbeenend ihren nah verwandten Arten zu
entwickeln. Hierflr sollen verschiedep&enetic BarcodirigMethodenzum Einsatz kommen, um am
Schluss did.yciumSpezies eindeutig unterscheiden zu kénnen ohne viel Geld fir Produktprifung

ausgeben zu misse(Xinel al.,2013)

1.3.Genetic Barcodeing
Bei der klassischen Bestimmung von Pflanzenspezies werden in der Rexgebt ihre

morphologischen Merkmale herangezogen. Allerdings ist diese Unterscheidungsmethode nicht immer
eindeutig moglich unaft auch sehr ungenalwm die Aten eindeutig zuordnen zu kénnen, werden
verschiedeng Genetic BarcodirigMethoden verwendet. Diese Methoden sind unabhéngig von der
Morphologie eines Organismus und beziehen sich, wie der Name schon sagt, auf den genetischen
Code. Der Einsatz mehrergBarcoding’ Methoden soll zu dem Ziel fuhren eine Art spezifigch
erkennenund diesephylogenetischmit ihren Verwandterin einen Zusammenharayubringen. (Xirel
al.,2013)Di e Er kenntni sse, di e s i ergebes dient neeht nuedm , Gen et
Verbraucherschutz, sondern spielt auch eine grof3e Rolle bei der Erhaltung von Biodiversitat und gibt
Aufschluss tber die evolutiondre Entwicklung der Spezies und ihrer Biogréplikedaet al,; 2000)
Genutzt werden zum einen sogenannte Marker Regionen phylogemtische Stammb&ume zu
erstellen (Fukudaet al.; 2000) die Generierung von genetischen Fingerabdrickei® es auch bei

einem Vaterschaftstest der Fall idti and Quiro®t al.;2001)und die letztendlick Entwicklungvon
charakteristisch amlizierten Regionen. (CR@/ing Szet al.;2008)

1.3.1. Sequenzierung von DNA Maregionen und phylogenetische Analyse
Die DNA besteht aus konservierten und variablen Regiokenservierte Region bedeutetass diese

Basenabfolge in sehr vielen Organismenthaiien ist, da sie fir essentielle Bausteine wie

beispielsweise die Untereinheit eines Ribosoms codiert. Ribosomen sind wichtig fir die
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Proteinsynthese und somit lebensnotwendig fur alle Organismen. Aufgrund ihrer Wichtigkeit kam es
im Laufe der Evolutiokaum zu Veranderungen dieser Regionen. Anders verhélt es sich mit den
variablen Regionen. Sie verandern sich im Laufe der evolutiondren Entwiddbngchnell durch
Mutationen, Rekombinationkleine RNAeder durch transposonale Element®ft unterschaden sch

die variablen Regionamterhalb verschiedener Arten, was eiB@mordnung dieser erméglichen kann
(Wicke and Quandt; 2009, Sonstige QuelleBé&) der Unterscheidung von Pflanzenspezies werden
meist sogenannte Spacer Region@rariable Regionenyjesucht, die von konservierten Regionen
flankiert werden.Sehr gut eignen sich hierfir Exon (codierend) und Intron (Spacer) Strukturen im
Genom.DerGrundhierfir ist, dass die Regionen mittdfolymerase Kettaeaktion (PCR) amplifiziert
werden Setzt mamun den Primer fur die Amplifikation des Spaceifiinkierende hoch konservierte
Regionen, kdnnen diesaniversellfir jeden Organismus verwendet werden, der ebenfdilsselbe
konservierte Region besitzDiese universellen Regionen treten sowohl igrigerom, als auch im
Mitochondrium und Chloroplastergom auf (Wicke and Quandt; 2009, Sonstige QuelleRigd sehr
beliebte Spacer Regiates Kerngenomslie sowohl bePilzen Tieren als auch bei Pflanzen zum Einsatz
kommt, sind die internal transcrdadl spacer (nits), welche zwischen dekonservierten rRNA

kodierenden Regionen 183S und 288egen.(Sonstige Quellen 2)

IT§1 ITP 2
4 \ r Al
[[0C_res ] [5.85] L =ss [
= & Primer pair 1
= <= Primer pair 2

Abbildung 3:Dargestellt sind die internal transcribed spacer 1 und 2 und die flankierenden
konservierterElemente der rRNA kiglenden Regionen 18S, 5.8S und Z8&weil3en Pfeile geh die
Lage und Amplifikationsrthtung der universellen Primerpaare 1dud an. Das Amplifikationsprokiu

ist, je nachWahl derPrimerKombination die variable Spacd®egion IT$ oder ITSPNVebquele 1)

Eine weitere beliebte Regidiir Pflanzenist trnK/matK welche im Chloroplasten Genoiwkalisiert
ist. Dieflankierende ExotfiRegion kodiert fur die Lysin Transfer DAl kannsehr gutuniversell zur

Unterscheidung von Angiospermen eingesetzt werd#vicke and Quandt; 2009)

Die amplifzierten MarkerRegionen werden exjuenziert und anschlieRen zur phylogenetischen
Analyse herangezogeniddfir werden die Sequenzergebnisder zu untersuchenden Spezimsit
demensprechender Computersoftwagralignt urd verglichenFur eine gute Analysempfiehlt es sich
diese Ergebnisse auch mit bekannten Sequenzen aus Genbanken zu vengleiom
Sequenzierungsfehler aussthlieBen. Fir eine #&xonomische Einordnung wird aus dem
Sequenzalignment ein hylogenetischer StMmmbaum ermittelt. (Auch hierfir wird eine

Computersoftware eingesett. Durch das @nerieren von Ahnlichkedtmatrizen werden
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Sequenzunterschiederhoben und der Abstand deWerzweigungerdes Stammbaums errechnet
beispielsveise (iber das Distanz basiertdleighbor joining Verfahren. Uber sogenanntes

, Boot str appi mgschemiehstd\Eemnrzwedjungen eines Stammbaums ermittelt und das
Frequency termedootstrap valug(FTBVEerhoben, welches bei >70% signifikant siir die Wurzel

des Stammbaums wirgine geeignetd&Randgruppeyewahlt. Die Wahl deRandjruppe ist sehr wichtig

fur die Gruppenbildung innerhalb eines Stammbaums. Beispielsweise gélyéitm zu den
Solanaceaen, weshalb sich in diesem Fall Solanacedsemicht dem Genukycum angehoren,als
Randgruppe fur die Wurzel des Stammbaums eignet. Vergleicht man nun die Stammb&ume
verschiedener MarkeRegionen, kann man auf die Verwandtschaftsverhaltnisse von verschiedenen

Spezies schlielen und diese taxonomisch einordf&onstige Quellen 3)

1.3.2. Seqiencerelated Amplified PolymorphisrSRAP
Zur Erzeugung vorgenetischen Fingerabdricken werdererschiedene PrimeKombinationen

eingesetzt, dispezifisch undnspezifisch an unbekannte Regionen des Genoms binden. Dabei werden
DNAFragmente unterschiether GréRe mittels PCR amplifiziert. Auch die sogenannte-SR&kiBde
(Sequence related amplified polymorphism) verwendet solche Prioenbinationen. Genauer
werden PrimerKombinationen mit hohem und niedrigem @&@&halt eingesetzt. Diese binden an
mehreren unbekannten Stellen des Genoms. Um die Bindaffigg&t der Primer zu erhéhen wird ein
spezielles PCR Programm, bestehend aus zwei Zyklen, gewahlt. Einige Zyklen haben eine niedrigere
und einige Zyklen eine héhere Annealingtemperatur, aufgrund dessetieedlichem GGehalts der

Primer. [Abbildung 4]Der Vorteil, im Gegensatz zu ahnlichen Verfahren besteht darin, dass durch
gesteigerte unspezifische und spezifische Bindung (zwei Zyklen, statt einem) mehr Banden erzeugt
werden kénnen. Somit ist die Efienz der Beurteilung einer SRAP sehr hoch, da dadurchdagich
Wahrscheinlichkeit gesteigert ist, daggehr artspezifische Fragmente amplifiziert werdétiir die
Beurteilung der Ergebnisseerden die Bandenmuster der Proben miteinander verglichen undedies
Gruppen eingeteiltSpezifisch&anden die nur in einer Gruppe auftretkdnnen durch Sequenzierung
genauer untersucht werden und als Vorlage fur die Entwicklung spezifischerer Primer.dlgreemd

Quiroset al,; 2001)



SRAP mechanism

. IO 3
3 T

Abbildung 4: Dargestellired die zwei Zyklen einer SRAP. In den ersten Ay&leen die Primer a und

b unspezifisch an die DNA gebunden. Primer b bindet besser als Primer a, da er einen niedrigeren GC
Gehalt hat. Bei den darauffolgenden Zyklen, mit hdherer Annealing Tempeigduan lsich die Primer

a und b spezifisch an die DNA Bie Regionen an die die Primer binden sind unbekannt, aber zum Teil

sehr ArtspezifisctiWebquelle 2)

1.3.3. Sequence Characterized Amplified RegiSIAR
Bei der SCAR (Sequence characterized amplifiedmegommen speziell entwickelte Rvér zum

Einsatzwelche bei einer PCR ein artspezifisches DNA Fragment amplifizieren. Das Fragment hat immer
die gleiche Basenlange und die Region taucht nur bei dieser Art auf. Bei nah dtamvarten
amplifizieren diePrimer kein Fragment oder ein Fragment das niddtselbenBasenlange entspricht.
Mochte man beispielsweise eigcium barbarurvon einer anderetyciumArt, wieLycium chinense
unterscheiden, dann ist es moglich SCAR Primer einzusetzieyciiim barbarm. Nur bei diesewird

das charakteristisché&ragment amplifiziert Somit kdnnte man schnell uneffizient ein Produkt

prufen, welches unbekannte Wolfsbeeren enthélt. Solche Primer kdnnen mithilfe von genetischen
Fingeraldriicken gefunden werden, indeBanden sequenziert werdendie immer nur bei derselben

Art auftauchen und fur diese Primdesignen (CheWing Szet al.; 2008)

1.4.Zielsetzung
In diesem Praktikum sollten 19 verschiedéryeiumAkzessionen untersucht werden. Zunéchst sollte

die Marker-RegionenlITS2 (lokalisiert im Kerngenoin trnH/trnK und psbA/trnH (lokalisiert im
Chloroplasten Genom¥equenziert werden phylogenetisch malysiert und ein phylogenetischer
Stammbaum fiir jede Region erstelierden Des Weiteren sollten Akzessionen untersucht veer,d
welche alsLycium barbarumLycium chinenseder Lycium europaeungekennzeichnet waren, was
insgesamt 11 Akzessionen der 19 entspricht. Hierflr sollten Gber eine SRAP verschiedene Primer
Kombinationen zum Einsatz kommen, welche verschiedene genetiSoberabdriicke erzeugen. Es
sollte Uberpruft werden, ob die Arten je eine Gruppe bildater ob beispielsweise eine dlycium
chinenséezeichnete Art in eindrycium barbarun@Gruppe angesiedelt ist. In einem weiteren Versuch
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sollten dieLycium barbrum SCAR Primer aus ChWiing Szeet al.; 2008 auf ihre Funktion gepruft
werden. Dabei sollte darauf geachtet werden, ob bgcium bararum ein 65Mp oder ein 700bp
langesDNA Fragment erzeugt wirBannsolltenausden vorhandenen Wolfsbeeren der Akzessionen
aus dem Jahr 2013 und 2014, die Samen gezéahlt werden und anschlieidéwkplot fir jedes Jahr
und Akzessiorrrechnetwerden.Zum Schluss sollten alle Ergebnisse gemeinsam betrachtet werden
und Uberprift ob diese miteinander Ubereinstimmen. Zudem sdbéairteilt werden, welche der
Methoden am besten geeignet ist um eihgcium barbarunvon ihren nahverwandtenArten zu

unterscheiden.
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2. Material und Methoden
2.1.LyciumAkzessionen

Probennummer ID Taxon DNA
Konzentration
nach Extraktionn

ng/ul

1 8211 L. amghinoi 22,33
2 1470 L. barbarum 492,43
3 5549 L. barbarum 169,95
4 5550 L. barbarum 114,56
5 5548 L. barbarum 122,51

6 7067 L. chilense 535
7 5552 L. chinense 312,55
8 5551 L. chinense 642,02
9 6815 L. chinense 340,8
10 6967 L. chinense 790,37

11 8213 L. europaeum 33,3
12 7064 L. europaeum 63,59
13 5553 L. europaeum 482,57
14 8212 L. gilliesianum 14,24
15 8352 L. oxycarpum 34,58

Tabelle 1 Dargestellt sind die verschiedeneyciumAkzessionen. ID ist die Nummer fiir die einzelnen
LyciumAkzesimnen. Das Taxon ist die angegebene Spezies der Akzessionen, die Uberprift werden

sollen.
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Probennummer ID DNA Name Vendor
Konzentration
nach Extraktion
in ng/ul
16 LP1/8603 106 Gaji HANOJU Deutschland GmbH
17 LP2/8604 55,86 Bio Goji Krauterhaus SancteBnhard KG
18 LP3/8605 27,61 GojiAcai | Grubauer's Gewlrze & Teeversal
19 LP41/86 116,82 Goji ? (Fang Zhang)
06
19 LP42/86 84,09 Gaji ? (Fang Zhang)
06

Tabelle 2Zeigt verschiedene Proben aus speziellen Gesundheitsladen, die zusatzlich mit den Lycium

Akzessionen untersucht werden sollEhzeigt die Proben Nummer und zugeteilte Akzessionsnummer.

Name zeigt die Bezeichnung der Beeren und Vendor die Herkunft der Proben.

2.2 Verwendete Primer

Name pyY {SljdzSyl Lokus Referenz
Bel2 f GATGCGGAGATTGGCCCC@CG| ITS2 Chiou 2007
Bel3 r GACGCTTCTCCAGACTACAAT
psbA f GTTATGCATGAACGTAATGCTC| psbAtrnH | psbAF, Sang et al. 199
trnH r | CGCGCATGGTGGATTCACAAT( trnH2, Tate et al. 2003
trnH-Zub f | CGGGAATTGAACCCGCG trnH-trnK | Zuber et al. 2009
trnK-Zub r CGTAAGCTCATAACTTTCCTCTA
LB.SC700.F f GTCCCGACGATGGTAGCGGAT( SCAR ChoWing Sze 2008
LB.SC700.B r GTCCCGACGACACZGACCTGG
LB.SC650.F f GTCCCGACGAGTAAATCAGATT SCAR
LB.SC650.B r GTCCCGACGACGAGCTGATAT(
HP1 f | TGTATTCGAGCCTGAGAG| SRAP
HP2 f | TCTTGTACGGTCCATGC
HP3 f | TCTGTTACAACCTGGTCG
HP4 f | TGTACTGTAAGCTGCTGG
HP5 f | TGTGTTACACAGTCGGAG
LP1 r | CTGGTCGACACTGTACAT| SRAP
LP2 r | TGTACCTGGGTCAATCAA
LP3 r | TGTACCTGGGACATTAGA
LP4 r | TCTCCAGTGGACATTTCA
LP5 r | TCTCGCATGGTCAATTAC
Tabelle35 F NESatiStfd AAyR Ff{fS +SNBSYROWSYSINBYSERIDsSE

Lokus Amplifiziert wird bei dem dementsprechenden Primerpaar bzw. die Verwendung der Primer und

die Referenz der Primersequenz.
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2.3.Verwendete Kits

Name Hersteller Webseite Verwendung
innuPREP Plant DNA K Analytik Jena www.analytikjena.de | DNAEXxtraktion
Gel und PCR Clean up| MachereyNagel www.mn-net.com DNAAufreinigung

Tabelle 4 Zigt die Namen der verwendeten Kits, wer die Hersteller des Kits sind und wofur sie

verwendet wurden. Das Protokoll der Kits ist auf der Webseite der Hersteller erhéltlich.

2.4.DNAEXxtraktion
Bei einer DNAXxtraktion mit einenKit von Analytik Jena, wird zuéRrobenmaterial gewogen. Hier

wurden etwa 3070 mg Beeren bzw. Blattmaterial deyciumAkzessionen eingewogen. Danach wurde
die Probe in flissigem Stickstaithoclyefroren und anschlieBend schnell gemérsert. Danach wurde
den Anweisungen des ExtraktioK#s gefolgt. Das Kit basiert auf einer Saulenaffinitatsreaktion, bei
der das DNARUckgrat an eine Membran in der Saule fest gebunden wiel DNAgereinigt und

anschliel3end wieder von der Saule gelost.

2.5.PCR Ansatze

10 pl Ansatz
Komponenten Stock ul/20 pl Ansatzt | Endkonzentration
ddHO 6,8
BSA 10 mg/ml 1 1 mg/ul
Puffer 10x 1 1x
dNTPs 10 mM 0,2 200 puMm
Primer fw 10 uM 0,2 0,2 uM
Primer rw 10 uM 0,2 0,2 uM
Templet 50 ng/ul 0,5 2,5 ng/ul
Polymerase 5U/ul 0,1 0,05 U/l
Gesamt 10 pl

Tabelle 5 Zeid einen 10 pl Ansatz fur die durchgeflhrten P@Bhniken. Aufgefihrt sind die
Komponenten, die Konzentration ihrer Stock Ldsungen, die pipettierte Menge in pl und die

Endkonzentration einer 10 ul Probe.
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30 pl Ansatz
Komponenten Stock ul/20 pl Ansatzt | Ehdkonzentration
ddHO 20,5
BSA 10 mg/ml 3 1 mg/ul
Puffer 10x 3 1x
dNTPs 10 mM 0,6 200 uM
Primer fw 10 uM 0,6 0,2 uM
Primer rw 10 uM 0,6 0,2 uM
Templde 50 ng/ul 15 2,5 ng/pl
Polymerase 5U/ul 0,2 0,05 U/l
Gesamt 30 ul

Tabelle 6 Zeigt einen30 pl Ansatz fiur die durchgefihrten RT&thniken. Aufgefuhrt sind die
Komponenten, die Konzentration ihrer Stock Ldsungen, die pipettierte Menge in pl und die

Endkonzentration einer 30 pl Probe.

2.6.Elektrophorese
Fir die Auftrennung der Banden wurde ein 1 AgaroseGel verwendet. Die Gele sind bei 10@iv

25-35 min (je nach PCRechnik) in 10x TAE Puffer gelaufen. Zum Auflésen der Banden SMBR®
Safe DNA Gel Stawon Invitrogen fur 10x TABuffer verwendet, welches bereits dem flissigen
AgaroseGel zgefligt wurde In die Gellaschen wurden 2 yro Probefiir die Sequenzierung und 10
pl fur die SRAP und SCgédtaden Die Belichtungszeit wurde an die Starke der Banden angepdsst.
alle PCHProdukte konnte ein 100 bp Marker eingesetmtrden. Zum Bladen der Gele wurde ein 6x

LadePuffer zum Beschweren der DNPhoben verwendet.

2.7.Sequenzierung von Mark&egionen
Zur Sequenzierung der verschiedenen MaiRegionen wurden diese zunachst mittels PCR

amplifiziert. Untersucht wurden die Regionen IT&212/3) psbAtrnH (psbA/trnH und trnH-trnK
(trnH-Zub/trnK-Zub). Die dememsprechenden Primer sind Tabellez8 entnehmenHierfir wurden

alle Pflanzenakzessionen aus Tabellerid diezusatzlichen Proben aus Tabelles@wendet. Der
verwendete PCRRnsatz war eirB0 ul Ansatz (Tabelle)6die anschlieBend mit einemitKir DNA
Aufreinigung (Tabelle )4 auf gereinigt wurden und zur Sequenzierung versandt. Die
Sequenzierungsergebnisse wurden wie in den spater aufgefiihrten bioinformatischen Analysen

verarbeitet.
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Diehierfiir verwendeten PGRrogramme waren folgende:

Bel2/3:
95°C 2 min
—
94°C 1 min
56°C 30 sec 40x
68°C 45 sec
68°C 5 min
10°C 00
psbAtrnH:
95°C 2 min
—
94°C 1 min
56°C 30 sec 33x
68°C 45 sec
68°C 5 min
10°C [
trnH(Zub}rnK(Zub):
95°C 2 min
-
94°C 1 min
57 °C 30 sec 33x
68°C 45 sec
68°C 5 min
10°C 00
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2.8.Sequenceelated Amplified PolymorphisrSBRAP
Fir die SRAP wurden acht verschiedene Prik@enbinationen der HP/LP Primer aus Tabell®8

Kombinationen waren folgende:

HP1LP1
HP2/LP2
HP3/LP3
HP4/LP4
HP5/LP5
HP2/LP1
HP3/LP2
HP4/LP3

Verwendet wurden alleL. barbarum L.chinenseund L. europaeumaus Tabelle 1Der hierfir

verwendete PCRRnsatz war eid0 ul Ansatz, wie es in Tabelladgefiihrt ist. Das hierfiir verwendete

PCRProgrammwar folgendes:

F2SRAR:
95°C 2 min
—

94°C 1 min

50°C 1 min 40x
68°C 1 min

68°C 5 min

12°C 00

AnschlieRendavurde die gesamte Probe mittels Elektrophorese fir 35 min aufgetrennt.
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2.9.Sequence Characterized Amplified Reg{BGAR

Fur die SER wurden die Primer aus Tabellee&wendet. Hierbei sollte das SC700 Primerpaar eine
700bp Bande bdi. babarumerzeugen undlas Primerpaar SC650 bei 650 Y¥prwendet wurden alle

L. barbarumL.chinenseind L. europaeunaus Tabelle JAls PCRAnsatz wurde eilO pl PCR Ansatz

wie in Tabelle Seschrieben verwendetDas PCIRrogramm fiirbeide PrimeKombinatonen war

folgendes:
94°C 2 min
—

94°C 1 min

65°C 1 min 36X
68°C 1 min

68°C 5 min

10°C 00

Anschlie@nd wurde die gesamte Prolmittels Elektrophoresdir 25 min aufgetrennt.

2.10. Auszahlung vohyciumSamen

Zur Auszéahlung vdoyciumSamen wurden folgende Pflanzenakzessionen untersucht:

ID Taxon 2013 2014
5550 L. barbarum X X
6815 L. chinense X X
5549 L. barbarum X X
5552 L. chinense X X
5551 L. chinense X X
6967 L. chinense X X
5548 L. barbarum - X
5553 L. europaeum - X

Tabelle 7Zeigt die ID der verwendeten Akzessionen, das zu tUberprufende Taxon und aus welchem Jahr
die Beere Stammt.ridersucht wurden Beeren aus den Jahren 2013 und 2014. Ein Kreuz bedeutet, dass

die Probe vorhanden war und dejmlas sie nicht vorhanden war.

Zunachst wurden 10 Beeren aus jeder Akzession fur 2 Tage in Wasser aufgeteschiiel3end
wurden die Beeren dWB Lagen Zewa und mit Hilfe einer Pinzette und einem Zahnstocher gepult. Die
Samen wurden ausgezéhlt und die Anzahl der Samen pro Beere notieAuswertung der Ergebnisse

wurde mit der Computer Software-8udio ein BoPlot flr jede Akzession erstell
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2.11. Bioinformatik

2.11.1 Verwendete Softwarand Webseiten

Name Webseite Verwendung

NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Sequenz BLAST

Jalview http://www.jalview.org/ Alignment

MEGA6 http://www.megasoftware.net/ | Alignment und
Stammbaume

R-Studio http://www.rstudio.com/ Erstellung Boxplot

Tabelle 8 Dargestellt sind alle verwendete Software Progma@e und Genbanken fiir die Auswertung

der Ergebnisse.

2.11.2.Sequenz Alignment

Die von der Sequenzierung erhaltenen Sequenzen wurden in der Genbank (gb) NCBI geblastet und
ahnliche Sequenzen ermittelt. AnschlieRend wurden die SequenzierungsergelbnisdE&A6 aneh
Primerstellen zugeschnitten, die BLAST Ergebnisse aus der gb dazu gelddpgmeinsam alignt.

Diese wurden ebenfalls zugeschnitten und das Alignment abgespeichert. Damathdas Alignment

in Jdview geladen und die gleichen Sequenzen entfefin $ark abweichende AufRengruppen wurden
ebenfalls entfernt. Das Alignment wurde abermals gespeichert und zuletzt in eine MEGA6 Datei

umgewandelt.

2.11.3Erstellen eines phylogenetischen Stammbaums

In MEGAG6 wurden dials MEGA Datei abgespeicherten Alignments hoetugel und einNeighbour
Joining (NJ) Baum mit den Einstellungen Boaptb00 undpairwise deletion erstellt. Danach wurde
die Wurzel des Stammbaums bestimmt, durch Verwendung @okmumAul3engruppe. Di€olanum
AulRengruppe wurde zusammengefasst und Saguenzierungsergebnisse farblich gekennzeichnet.
Das Hide valuETBMvurde auf eine Signifikanz tiber 70 eingest&ltuppen, die keine Sequenzierten
Proben enthalten, wurden zum Teil zusammengefasst umscldieRend wurde der Stammbaum

abgespeichert.
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3. Ergebnisse

3.1.Amplifizierungder MarkerRegionen

Die Marker Regionen wurden mittels eines 30 pl PCR Ansatzes amplifiziert und anschlieRend Uber eine
Elektrophorese, wie es in Methoden beschrieben ist, auf ihre Funktion tberprift. Amplifiziert wurden
die drei Marker-RegionenITS2 psbAtrnH und trnH-trnK. AnschlieRend wurden alle Proben
sequenziert mit Ausnahme der folgenden Proben aus Tabelle 9. Der Grund hierfir war, dass diese
Proben bereits vom Botanischen Institut | sequenziert wurdeie Probe 8212, wehe mit den
Primern Bel 2/3 amplifiziert wurde (in Tal®eb rot markiert) wurde nichteqjuenziert, da die Bande

zu schwach war [Abbildung 5].

Bel2 Bel3 trnH
5551 5548 1470
8212 5552 5549
5551 5550

6967 5548

5553 5551

8212 6967

5553

8252

Tabelle 9:Zeigt die nicht Sequenzierten Proben, der Primer Bel2, Bel3 und®ienidt Markierte Probe
wurde nicht sequenziert, da die Bande sehr schwach zu sehen war [AbbildDregB¢zeichnung der

Akzessionsnummern ist Tabelle 1 zu enthehmen.

3.12 Egebnis dePCR mit Bel 2/Brimern

Wie in Abbildung 5 zu sehen ist, ist in jeder Spur eine Bande zwischen 300 und 400 Basenpaaren zu
erkennen. In der Negativkontrolle ist am Ende der Spur ein diffuser Flesham In der Spur 14
Akzession (8212) ist neinesehrschwache Bande zu erkennen. Spur 8 (Akze<56d) weist zwei

Bandenauf.
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Reference

10 Taxon

8211 | L. ameghinoi

14?0;‘L pwbamm
5549 | L. barbarum

| 5550 | L. barbarum

| 5548 | L. barbarum
7067 | L. chilense
7670 L. chinense
5552 L chinense
5551 | L. chi

6815 L. chinense
6967 L. chinense
8213 | L. europaeun
7064} L. europaeum
355531 L. curopacum
8212 | L. gillfesianum
83152 | L. oxycarpum

Pl Goyl

w2 | 8io Goji
P3| Goji-Acai
wa | Gojl

Base Pairs
1817

— 1,200
1,000

200
— 800

— 700
— G600

S00/517
400

300

— 200

100

Mass ing)

45

35

o5
27

24
21
18

38

29

25

IPCRBEIZS 2 ) PRt
L5 s d ¥

f=
=

208

el el
tphaker? ! #423%'6‘83

Abbildung 5:Ergebnis der PCR zur Amplifikation eines Barcdeliagments durch Bel2/Brimer; zu

sehen sind die amplifizierten Fragmeder Akzessioneaus Tabe# 1 mit den Probenummern2D.

3.1.3Egebnis der PCRit PsbAtrnH Primern

In Abbildung 6 ist zu sehen, dass in jeder Spur fir jede Akzession eine deutliche Bande bei etwa 600

Basenpaaren sichtbar ist. In der Negativkontrolle ist eine Bande bei etwaase@aaren sichtbar. Es

sind in jeder Spur Schlieren zu erkennen.

Reference Base s 1.

Ty Taxon safairs Massing) WL P(prsBAIma
8211 L. omeghinol 1817 4% 100bp Marker
ldzOL_L barbarum
5549 L barbarum -1 3%

| 5550 | t. barbarum

5548 L barbarum 100 %
e e 00 7
7067 | L. chillense

767_01 L. chinense -0 M
5552 | L. chinense - 700 2
5551 L. chinense ) 18
6815 L. chinense

6967 1 L. chinense 500517 97
8213 | L. europaeum

e b T 400 38

T
| 7064 | L. europaeum

S5 fir,’,,,1"1!,{‘!,’,‘,",'.‘1!!,', - 00 9
8212 | L. gilliesianum

8352 | L. oxycarpum

. - 200 25 :
Pl Gojl i
2| BloGojl
w3 Goji-Acai 100 43
ra Goyl P
L : M

Abbildung 6:Ergebnis der PCR zur Amplifikation eines Barcdeliagments durch psbA/trnH
Primer; zu sehen sind die amplifizierten Fragmente der Akzessionen aus Tabelle 1 mit den

Probenummern -RO.
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3.1.4Ergebnis der PCR mit TrnH Zub/TrnKRZurbern

Esistin jeder Spur eine Barloe etwa 600 Basenpaarem sehen. In der Negativkontrolle ist ebenfalls
eine Bandébei 600 Basenpaaresichtbar, die jedoch schwacher ausgepragt istthé Banden in den
anderen Spuren. In Spur {&kzession 8213) ist eine sehr diffuse, verschmierte Bande zu erkennen.

In jeder Spur sind Schlieren zu erkennen.

Reference BasePairs Massing)  poruairak
1D Taxon 1517 & s 5 270y e e o ¢ G e S i R T e s 1
p Marker 1
8211 | i, ameghinol
1470 L. barba
: ——— -1200 3%
5549 L barbarum
$550 L. ba
! irbarum 1000 o5
5548 L barbarum W0 7
7067 | L. chilense 80 1
7670 | L. chinense
5552 L chinense - 700 a
5551 L chinense - 600 18
6815 L. chinense 0kl o7 ‘
6967 | L. chinense ’ 4 8k
8213 L. europaeum eo® . @ . - . . . . . ‘ . . .
1 400 38 ™ ® =) ’
I()bd‘l europaeum ° -
'.'."4'.' curopacum 300 20
82121 qillvesianum
8352 | L. oxycarpum _ 200 %
Pl Gogl
P2 Blo Goyl
P3 Goji-Acai 100 48

Lra Goyl

Abbildung 7:Ergebnis der PCR zur Amplifikation eines Barcdeliagments durch itH Zub/trnK Zub
Primer; zu sehen sind die amplifizierten Fragmente der Akzessionen aus Tabelle 1 mit den

Probenummern 0.

3.2Phylogenetische Stammbaumer MarkerRegionen

Die phylogenetischen Stammb&ume der Marker Regionen wurden mittels der
Sequenziarngsergebnisse der Primeramplifikationen Bel2, Bel3, psbA, trnH, trnH Zub und trnK Zub
ermittelt. Vor dem Sequenzalignment der Marker Regiomande die forward (\Sequenz (siehe f
Primer aus Tabelle 3) und dieverse (r) Sequenz zusammengefiigt und an 8eellen der Primer
aufeinander zugeschnitten. Das Alignment und der Stammbaum wurden, wie in Methoden

beschrieben erstellt.
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3.2.1Stammbaunder ITS2Sequenzen
In Abbildung 8 ist der Nighbor Joining Stammbaum de32Marker Region.Die untersuchten
Akzessionen, welche in grifiabelle 1)flr Proben mit Bezichnung, markiert sind und iroR(Tabelle
2), fur die Probemmit unbekannter ArtZudem sind Sequenzen dd@iSZRegion aus NCBI hinzugeflgt
wurden.Zu sehen ist, dass die Proben sehr dicht bei @lamasischerLyciumArten aus der Genbank
angesiedelt sind und gemeinsam eine Gruppe bilden. Der Stammbaum zeigt nur an einigen Stellen eine
SignifikanzEs konnten nicht alle Sequenzierungsergebnisse dargestellt werden.
@ Lycium suropaeum{7064
Lycium oxycarpum|g3s2
Lycium chinensels552
® Lycium curopacumiz13
Lycium barbarumi5543

7B M Lycium barbarum|8603

M Lycium barbarum|5604
Lycium ameghinoi|3211
Lycium barbarum|5550

Lycium chinense|6815

Lycium barbarum|5549

Lycium ruthenicum|JQ320148(ITS2/1-204

Lycium barbarum|JQ320163|ITS2/1-204

Lycium ruthenicum|JQ320171(ITS2/1-204

‘Lyuum divers

L Lycium macrodon[Vou|DQ124628|TS2/1-202

Lycium macrodon|AF238983(ITS2/1-199

Lycium ciliatum]AY028154|ITS2/1-164

75

Lycium divers
100

84

yeium barbarum

Lycium chinenselnPulVoulJF755928(ITS2/1-173

Auiengruppen

Solanum

0.05

Abbildung 8:Auf demITS2Marker basierendeiNeighbour Joiningstammbaunsind die sequenzierten
Proben in Grin fir die Akzessionen mit Bezeichnung und Rot fur die Proben mit unbekannter Art
gezeigt Zudem sind diéTS2Sequenzenles Genudyciumaus der Genbank NCBbgebildet Die
AuBengruppe undsomit auch die Wurzel des Baums stellen einige Solanaceaen dar, die hier
zusammengefasst wurdenZudem wurden noch weitere Gruppen zusammengefasst, die keine

Sequenzierungsergebnisse enthaltBie Zahlen an den Verzweigungen zeigt das FTBV >70%.
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2.2 Stammbaumder psbAtrnH-Sequenen

In Abbildung 9 ist der éighbour Joining Baum der Marker RegmsbAtrnH zu sehen. Es sind mehr
Sequenzierungsergebnisse dargestellt als bei dem vorherigen Stammbaudiis@egion. Auch hier

stellen die griinen Markierungedie Akzessionen mit Artbezeichnung da@abelle ) und die oten
(Tabelle 2)die Artbezeichnungenohne bekannte Art. Die AuRengruppe besteht aus einer
Zusammenfassung dpsbAtrnHRegion von Solanaceaein den Verzweigungen ist wieder das FTBV
dargestélt. In diesem Baum liegen die Akzessionen 5553, 5550, 6967 und 5551 sehr nahe beisammen.
Ebenfalls nah verwandt sind in diesem Baum die Akzessionen 6815 und 5552, 5548 und 1470 sowie
8213 und 7064. Zwischen diesen einzelnen Stellen, bei denen die Akeesk@rglomerieren, sind

einige andere Unterarten sowie weitere, nicht untersuchte Akzessionen zu finden. Als phylogenetische
AuRRengruppe wurde die Gatturgplanungewahlt.

# Lycium suropasum|7064
# Lycium oxycarpum|8352
Lycium chinense(5552
# Lycium europaeum|8213
Lycium barbarum|5548
B Lycium barbarum|8603
B Lycium barbarum|3604
# Lycium ameghinoi/8211
Lycium barbarum|5550
Lycium chinense|6815
Lycium barbarum|5549
Lycium ruthenicum|JQ320148(IT52/1-204
Lycium barbarum|JQ320163|ITS2/1-204
Lycium ruthenicum|JQ320171|TS2/1-204
84 Lycium americanum|Vou|DQ124619)ITS2/1-206
Lycium infaustum|VoulDQ124627)TS21-207
Lycium leiospermum|VoulFJ439759T52/1-169
Lycium californicum|AF238993|TS2/1-203
Lycium chilense(Vou|GQ301196/ITS2/1-202
Lycium cestroides(VoulDQ124623|TS2/1-202
Lycium puberulum|AF238985|ITS21-198
—i—:Lydum divers
L Lycium macrodon|Vou|DQ124628T52/1-202
Lycium macrodon|AF233983(TS2/1-139
Lycium ciliatum|AY028154(ITS2/1-164
Lycium dasystemumJQ320159|TS2/1-204

1m { Lycium dasystemum|JQ320156(ITS2/1-204
100 Lycium hybrid cultivarlQ320139(ITS2/1-204
Lycium barbarum{JQ320145(ITS2/1-187

Lycium barbarum|JQ320168|TS2/1-204
Lycium chinense|nPulVoulJFT55928(TS21-173

E—— | 0 rLppEn

8

Solanum

005
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Abbildung 9 Auf dem pabAtrnH Marker basierender &ighbour Joining Stammbaum sinded
sequenzierten Proben in Grin fur die Akzessionen mit Bezeicfiralmgle 1und Rot fir die Proben
mit unbekannter Ar{Tabelle 2pezeigt Zudem singhsbAtrnH Sequenzen des Genlugciumaus der
Genbank NCBI dargestellt. Die AuRengruppe und somit @dieckVurzel des Baums stellen einige
Solanaceaen dar, die hier zusammengefasst wurd@och wurde eine weitere Gruppe
zusammengefasst, die keine Sequenzierungsergebnisse ebilediahlen an den Verzweigungen zeigt
das FTBV >70%.

3.1.1. Stammbaunder trnH-trnk-Sequenzen
In Abbildung 10 ist deréighbour Joining Baum der Marker Region #tniK dargestellt. Zu sehen sind
lediglich die Sequenzierusgrgebnisse, dir diese Region auduber et al., 2009 kaum Sequenzen in
der Genbank NCBI vorhanden sind. Der Sthaum besitzt auch keine Wurzel, da keine geeignete
AulRengruppe zu finden war. Die griine Markierung sind alle.darbarungekennzeichnete Arten,
lila alle alsL. europaeumgelb alleL. chinensgTabelle 1)und in Rot alle unbekannbezeichnete
Akzessinen(Tabelle 2)In grau sind alle weiteren Arten aufgefififiabelle 1)In diesem Stammbaum
liegen die beiden Akzessionen 8604 und 1470 zusammen. Es fallt auf, dass alle Akzessionen der Art
Lycium chinensghylogenetiscleusammenliegen.

gq (# Lycium barbarum|8604

Lycium barbarum|1470

# Lycium species|B606

85

L— @ Lycium barbarum|5548

L— & Lycium species|8605

Lycium barbarum|5549

# Lycium europasum|5553
—I Lycium barbarum|5550

Lycium barbarum|8603

Lycium chinense|5552
’— Lycium chinense|6967

Lycium chinense|5551

Lycium moycarpum|§352
Y L @ Lycium europaeum|7064

L & Lycium europasum|8213

L Lycium gilliesianum|8212

Lycium chilense|7067

57l Lycium ameghinoi|§211

—
0.002

Abbildung 10: Auf dem trnH-trnK Marker basierenderNeighbour Joining Stammbaum sind die
sequenzierten Probeter verschiedenen Akzessionen aus Tabelle 1 und 2 zu sehen. In griin sind alle L

barbarum gekennzeichnete Arten, lila alle dls europaeumgelb alleL. chinenseund in ot alle
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unbekannten bezeichneteAkzessionemus Tabelle 2In grau sind alle weiteren Artexus Tabelle 1

aufgefihrt Zudem ist das FTBV fir die Signifikanz der Verzweigungen dargestellt.

3.2.Ergebnis der SRAP

Die SRAP wvde fir jede Primerkotination wie imMethodenteil beschrieben durchgefihrDie
erhaltenen Musterder Fingeabdrickewurden pro Primerkombination miteinander verglichen und
gleiche Muster bildeten eine GruppéJndeutliche Bandenmuster wurden verworfehlle acht

Primerkombinaibnen ergaben insgesamt sechs Gruppen, was sechs verschiedenen Mustern der

Fingerabdrickentspricht.[Abbildung 11]

Abbildung 11:Zeigt beispielihaft die Einteilung der Gruppen, anhandrdienerkombination HP1/LP1.
Die e¢elben Kasten stellen eine der Greppdar, welche die Akzessionen 5550 (alsarbarum
bezeichnet),5553 (als. europaeunbezeichnet), 5552 und 5551 (&lschinensdezeichnet) enthélt.
Der rote Kasten zeigt eine weitere Gruppe, welche die Akzessionen 8213 und 7D64U@lpaeum

bezechnet) enthéltDer blaue Kasten zeigt ein undeutliches Bandenmuster, das verworfen wurde.

AnschlieBend wurde eine Ahnlichitematrix erstellt [Abbildung 1R indem verglichen wurde in wie

vielen Gruppen einzelne Akzessionen paarweise gemeinsam aufti2iemdchste Ahnlichkeit wird
zwischen den Akzessionen 8213 und 7064 sowie zwischen 5551 und 6815 (jeweils 6 Ahnlichkeiten)
erreicht. Weiterhin besteht eine relativ groRe Ahnlichkeit zwischen folgenden AkzesskBgEhund

5552 & Ahnlichkeiten), 6815 un@967 & Ahnlichkeiten), 5553 und 5552 fnlichkeiten), 5553 und

5551 6 Ahnlichkeiten) und 5551 und 5550 (5 Ahnlichkeiten). Weiterhin gibt es viele Akzessiibnen

4 Ahnlichkeiten zueinander, w549 und 5550, 5550 und 5552, 5550 und 6815, 5550 und, 552

und 6815, 5552 und 6815, 5553 und 6815, 5551 und 6967 und 5553 und 6967.
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Spezies Akzession 5549 5550 5548 5552 5551 6815 6967 8213 7064 5553 1470
L barbarum 5549 X 4 1 1 1 1 1 0 0 1 2
L. barbarum 5550 4 X 0 4 5 4 2 0 0 4 1
L barbarum 5548 1 0 X 1 0 0 gl 2 1 0 2
L chinense 5552 1 4 1 X 5 4 3 0 0 5 0
L chinense 5551 1 5 0 5 X 3 4 0 0 5 0
L chinense 6815 1 4 0 4 6 | X 5 0 0 4 0
L chinense 6967 1 2 1 3 4 5 X 1 1 4 1
L europaeun| 8213 0 0 2 0 0 0 1 X | 6 | 0 2
L europasurm| 7064 0 0 : 0 0 0 1 . 6 X 1] 1
L europaeur| 5553 1 4 0 5 5 4 4 0 0 X 0
L barbarum 1470 2 1 2 0 0 0 1 2 1 0 X

Abbildung 12 Zeigt die erstellte Ahnlichkeit Matrix der paarweise verglichenen Akzessionen. Die
farbliche Markierung zeigt die Ahnlichkeit von 0 gemeinsa@euppen (gelpbis 6 gemeinsanme

Gruppen (dunkelgrin).

3.3.Ergebnis der SCA®dalyse

Die SCAR Analyse wurde mit den SCAR Primern LB.SC700.F, LB.SC700.B, LB.SC650.F und LB.SC650.
[Tabelle 1] ausChoWing Sze 2008 durchgefihrt. Die PCRs wurdém imn Methodertell

beschrieb@& durchgefiihrtin Abbildung 13st fur jede Akzession ein Musten 8anden zu erkennen.

Fur keine der Akzessionést eine 700 bgBande erkennbalf-tr einige Akzessionést eine Bande bei

etwa 400 Basenpaaren in unterschiedlicher Intensitat erkennbachAei 300 Basenpaaren liegt bei

einigen Akzessionen eine mehr oder weniger starke Bande. Auffallig sind in jeder Spur zwei untere

Banden am Ende jeder Spur.

Base Pairs  Mass (na) SCAR 700
1517 45
. 100 bp 1470 5549 5550 5548 5562 5551 6815 6967 8213 7064 5553  Negativk.

1200 3%

1000 98

00 7
- 800 4
- 700 2 —
- 600 18 —

S00517 97

w00 3 ---u ---—-‘-

oo D S -
- 200 5 e eeve _ e

100 48

Abbildung 13:Dargestellt ist die SCAR mit denrern LB.SC700.F und LB.SC700.B aus Tabelle 3.
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In Abbildung 14 ist fUr jed&pur derAkzession eine Bande zu erkennen. Das Produkt dieser Bande

hat eine GroRRe zwischen 700 und 800 Basenpaaren.

Base Pairs Mass (ng) B SCAR 650

1517 45 1470 5549 5550 5548 5552 5551 6815 6967 8213 7064 5553
100 bp 170

-1200 35

1000 95
200 7
- 800 24

- 700 21
— 600 13

500517 97 J— . ————— ——
400 38
300 29

— 200 25

100 48

Abbildung 14:Dargestellt ist die SCAR mit denrRern LB.SC700.F und LB.SC700.B aus Tabelle 3.

3.4.Ergebnigler Unterschiede in der Samenanzahl

Die Samen der Wolfsbeeren wurden fir die in Tabelle 10 und 11 aufgefiihrten Akzessionen ausgezahit
und notiert. Insgesamt wurden fiir die Stichprobenzéhlung 10 Beeren pro Akzession und Erntejahr
(2013 oder 2014) ausgezé&hAnschlieRend wurde fur diese je Stichprobe ein Boxplot ermittelt.
[Abbildung 15 und 16]

2013 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
5550 12 28 21 30 29 14 21 27 34 26
6815 28 18 24 17 23 11 27 17 25 10
5549 22 26 33 30 30 34 30 33 25 10
5552 31 25 31 43 28 30 16 19 25 36
5551 30 29 21 27 23 31 20 15 23 13
6967 27 26 31 19 15 18 18 4 25 15
Tabelle 10:Anzahlen der gezahlten Samen pro Frucht von Frichten aus dem Jahrgang 2013; pro

Akzession wurden die Samen von 10 Frichten ausgezahlt
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2014 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
5550 23 31 25 29 16 25 19 26 19 25
6815 16 17 21 34 21 23 29 11 14 13
5549 24 22 23 17 29 24 28 36 29 23
5552 32 35 41 30 17 29 28 30 13 35
5551 23 22 25 21 10 25 6 22 24

6967 22 16 29 25 20 31 21 12 23 24

Tabelle 11: Anzahlen der gezahlten Samen pro Frucht von Frichten aus dem Jahrgang 2013; pro

Akzession wurden die Samen von 10 Friichten ausgezahlt

Die Abbildung & zeigtden Boxplot aus dem Jahr 2013 in Gelb und Abbildung 16deigBoxplot der
Samenauszahlung des Jahres 2014. Dargestellt ist eine Stichprobe aus 10 Bi@eesmem roten

Punkt sind die Spezids. barbarumgekennzeichnet, mit einergriinen Punktdie ArtL. chinensend

mit einem glbenPunktdie ArtL. europaeumbDie Y-Achse zeigt die Anzahl der Samen und dfeXse

zeigt die Akzessionsnummerer Median der Boxplots zeigt die durchschnittligirezahlder Samen

aus den FriichterDer obere und untere Teil in Gelb bzw. Rot zeigt das obere und untere Quantil des
Median an.Die weil3en Punkte sind die Ausreil3er der Stichprobenzéhlung und somit eine extmeen klei
bzw. grof3e Beobachtung. Di&i€he zeigen die kleinste norffebzw. grofite normale Beobachtung

Bei einigen Auszéhlungen kam es zu kleinen Ausreilern. Zudémad§ dass der Median
unterschiedlichste Samenzahlen aufweist, bei den unterschiedlichen Auszahlungen der Samen.

Vergleicht man die gleichen Akzessionen vom selben Jahr, sind keine Auffalligkeiten zu beobachten.
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Anzahlder Samen

10

—_—

X5550 X6815 X5549 X5552 X5551 X6967
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Abbildung 15:Verteilung der Samenaabalen der im Jahr 2013 geernteten Friichte als Boxplots
dargestellt Die roen Punkk bezeichnen die Akzessionen yium barbarununddie griinerPunkte

die Akzessionen vdrycium chinenseAuf der xAchse sind die Akzessionsnummern aufgetragen, auf
der yAchse die Anzahl der Samen pro Frubetr Dicke schwarze Strich in der Métellt den Median

dar und der glb gekennzeichnete Bereich umfasst das obere und untere Quantil des Median. Die
dinnen Linien am Ende der Gestrichelten hisird die kleinstand die groRte normale Beobachtung

der Stichprobenzéhlung aus l@ciumFrichten. Die weifl3en Kreise, mit schwarzer Umrandung sind die

extrem kleinsten bzw. extrem grof3ten Beobachtungen.
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Abbildung 16:Verteilung der Samenanzahlen der im Jahr 2014 getmntFriichte als Boxplots
dargestellt. Die roten Pun&bezeichnen die Akzessionen wgeium barbarumdie griinen Punkte die
Akzessionen vohycium chinensend der gelbe Punkt eine europeaumAuf der xAchse sind die
Akzessionsnummern aufgetragen, def yAchse die Anzahl der Samen pro Frucht. Der Dicke schwarze
Strich in der Mitte stellt den Median dar und der rot gekennzeichnete Bereich umfasst das obere und
untere Quantil des Median. Die diinnen Linien am Ende der Gestrichelten Linien sinthstie lhei

die groRRte normale Beobachtung der Stichprobenzahlung alydiOmFrichten. Die weil3en Kreise,

mit schwarzer Umrandung sind digtremkleinsten bzw. extrem groéf3ten Beobachtungen.
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4. Diskussion

4.1.Phylogenetische Analyse der drei Marker Regionen

4.1.1. Amplifizierung der Sequenzen vbr, psbAtrnH und trnH-trnkK

Die Amplifizierung der diagnostischen Sequenzen konnte im Wesentlichen erfolgreich durchgefihrt
werden. FUlTS2waren fir alle Akzessionem einer Hohe zwischen 300 und 400 Basenpaagare

Bande zu erkennenmit Ausnahme der Probennummer 14 (TabeleDi§ schwache Bande der
Probennummer 14 (siehe Abbildung 5) ist darauf zuriitikhren, dass die DNKonzentration in
dieser Probe sehr niedrig ausgefallen ist. Eine weitere Moglichkeit besteint dass die Tasche des
Gels an dieser Stelle ein Loch aufwies und Teile der Probe verloren gingen. Trotz allem wurde diese
Probe zunéchsticht mitsequenziertda eine zu geringeNAKonzentration keine gute Sequenzierung
dieser ergibt. Es bietet sich am einem solchen Fall die Probe bei Gelegenheit nochmals Uber ein
AgaroseGel laufen zu lassen. Sollte dies zu detrselErgebnis fiuhren, so ist egsam nochmals die

PCR zu wiederholen und die Ahkder Zyklen zu erhéhen. Auch hilfreich ist es das Tatimpbchmals

zu Uberprifen, denn moglicherweise wurde zu webigAaus der Probe extrahiert und es ist eine

neue Extraktion notig.

Fur psbAtrnH ist ebenfalls wie zu erwarten jeweils eiB@ande pro Akzession sichtb@ie Banden
zeichnen sich sehr deuttiab (Abbildung 6)n der Negativkontrolle ist ebenfalls eideutlicheBande

zu erkennen, die jedoch auf einer anderen Hohe liegt als die Bande der Akzessionen. Somit handelt es
sich nicht um das gleiche Produkt. Trotz allekdnnte dies auf eine Kontamiation durch
Mikroorganismen hinweisen, wo der Primer unspezifisch band und eimbekanntes Produkt
amplifiziere. Ebenfalls kénnte die Bande eine amplifizieif&2Region von einer Pilzkontamination
darstellen, was bei einer Sequenzierung zu Problememefiilkonnte, da evtl. zwei Sequenzen
sequenziert werdenlIn der Regel sollte Gberprift werden, welche der PCR Agenzien kontaminiert ist,

diese entsorgen und den Versuch wiederholen.

Fur die mit den PrimertrnH-trnK durchgefuhrte PCR war ebenfalls fur jeBande ein Produktuz
erkennen. Es war jedoch aughdieserNegativkontrolle ein Produkt zu erkennen, das in diesem Fall
auf der gleichen Hohe lag wie die Banden der Akzessionen in den ar®fmresn. Eine Erklarung dafur
konnte sein, dass ein Bestandtales Mastermixes mittremdDNA kontaminiert war, die den
Abschnitt, der amplifiziert werden sollte enthielt, wodurch eine Amplifikation stattfamdliesem Fall

liegt sehr nahe, dass es sich um dieselbe Kontamination handelt, wie sie bereits bei der
Negatvkontrolle dertrnH-trnK Amplifikationvorlag Da sich die Bande jedoch auf derselben Hohe
befindet, wie die Banden der anderen Spuren konntechuein Teil der Nachbarprobe fiber

geflossen sein,als das Gel beflllt wurdeDie Amplifikation derselben Regi durch eine
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Pilzkontamination kann in diesem Fall ausgeschlossen werden, da die Region auf dem Chloroplasten
Genom lokalisiert ist und Pilze ein solches Organell nicht besitzen. Allerdings schlief3t dies keine
Pilzkontamination aus, da Primer auch unsfieah binden kdnnen. Viel néher liegt jedoch die
Vermutung, dass die Kontamination pflanzlicher Herkunft ist. Auch in diesem Ral sl Agenzien

erneuertund der Versuch wiederholterden

4.1.2. Sequenzierung und Stammbaumerstellangand deMarkerSequ@zen

Nicht alle Sequenzierungsergebnisse konnten fur eine phylogenetische Analyse verwendet werden,
weshalb in den Stammb&umen auch keine 19 Akzessionen aufgefiihrt sind. Diese Sequenzierungen
sollten zur Vervollstandigung nochmals wiederholt werden, dati@tVerwandtschaftsverhaltnisse

klar werden. Betrachtet man die Stammbé&aundann ware zu erwartergass die Akzessionen, die der
gleichen Art angehoren, im Stammbaum als eine Einheit auftreten oder sich in phylogenetischer Nahe
zueinander befindenim ITS2basierten Stammbaum fallt auf, dass alle untersuchten Akzessionen
mehr oder weniger beisammen liegen, was darauf zuriickzufllstedass dieAkzessionen alle aus
Eurasien mmmen. Vergleicht man delT S2Stammbaum (Abbildung 8) mit dem aus Fukedal.,

2000 (Abbildung 2), dann sieht man auch hier deutliche Gruppeneinteilungen nach der geografischen
Lage der dargestellten LyciuBpezies. So bilden die eurasischen Spezies eine Gruppe, mit unseren
Proben. Auch die ausord Amerika stammenden Spezies bildardiesem Stammbaum eine deutliche
Gruppe. Alle weiteremrten (ganz unten im &immbaum angesiedeltivelche hauptséachlich aus
Siudamerikastammen, bilden zwar eine ehewundeutliche, aber auch leicht erkennbare Gruppe
Dennoch ist eine deutliche Ahnlictikeu dem Stammbaum aus Fukuetaal., 2000 zu erkennerDie
Wahlder AuRengruppe, hat in diesem Fall zu eingehr schonen Ergebnis geflihrt. Es konnte gezeigt

werden,dass mit detTS2Region eine gute biographische Analyse mdéglich ist.

Ahnlich wie bei de ITS2Stammbaum ist auch bei dem pstrAH Stammbaum eine geographische
Einteilung delLyciumSpezies erkennbgAbbildung 9) Allerdings sind die Arten zum Teil nicht ganz
eindeutig geographisch eingeteilt. Dies kdnnte daran liegen, dass nicht sehNoiglemerikanische

und Sudamerikanische Arten zur Analyse verwendet wurdadem ist deutlich, dass zwei &lgcium
europaeunbezeichnete Artei8213 und 7064ine Aul3engruppe mit Amerikanischen Arten bilden und
somit vermutlich keine Eurasische Art sirldieses Phanomen sollte zur genaueren Einordnung
untersucht werden. Eine solche Analyse kénne auch nochmals mit ITS2 durchgefiihrt werden, da diese
schone geographische Einordnungen ermoglicht und genug Sequenzen in der Genbank als Referenz

dienen konnen.

Bea dem Stammbaum von triiinK wurden keine Auf3engruppen oder Sequenzen andeyeium
Spezies verwendet. Der Grund hierfir ist, dass es fur diese Region nicht ausreichend Referenzen in der

Genbank gibtAber auch in diesem Stammbaum sind wieder zwei dgnglGruppierungen zu sehen.
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Zum knen eine grofRe Gruppe der Eurasischen Arten und die zweite Gruppe mit den Amerikanischen
Arten. Auch hier sin die zwki europaeun8213 und 7064rten bei den Amerikanischen Arten in einer
Gruppe angesiedelt. Aufgrund desn verstarkt sich der Verdacht, dass diese keine aus Eurasien
stammende LyciumSpezies sind. Dié. chinensebilden in diesem Stammbaum ebenfalls eine
abgegrenzte Gruppe innerhalb der eurasischen Arten. Auch eine deutlict@rbarumGruppe
zeichnet sichab. Diese beinhaltet auch eine dér europaeumAkzessionerb553 Dieskonnte
entweder darin begriindet liegemass diese sehr ahnlich istlzubarbarunin Bezug auf diese Marker
Region oder es handelt sich umbarbarumNicht augu- schlief3en ist, dases sich auch um ein Hybrid
aus den beiden Spezies handBliese Ausfalligkeit ist auch in dem Stammbaunirfiti-trnKzu sehen.
Allerdings sind dik. europaeun$pezie$8213 und 7064ei der Untersuchung vai S2alle in der Nahe
vonL. barbarumangesieelt, in diesem Fall jedoch auch die Amerikanische Spezes/carpumAuch

dies sollte genauer betrachtet werden und dabei beacktetden, dass trn Regionen im Chloroplasten
lokalisiert sind und ITS Regionen im Kerngenom. Was auch zu einem unterscbineati
Verwandtschaftsverhaltnis fihren kénntde nach Wahl der Marker Region und der vorhandenen
Referenzen aus der Genbank ist eine phylogenetische Analyse ityéialinsehr gut moglich. Vor
allem in Bezug auf die biographiscterbreitungdieser Art.Zur eindeutigen Unterscheidung van

chinensaund L. barbarunsollten allerdings aussagekraftigere Methoden herangezogen werden.

4.2.SRAFAnalyse

In der SRARnalyse wurden ausgehend von unterschiedlichen Primerkombinationen genetische
Fingerprints erstellt,wodurch fir jede Primerkombination fir jede Akzession ein spezifisches
Bandenmuster erhalten wurde. Ausgehend von diesen Bandenmustern wurden fir jede
Primerkombination die Akzessionen in Gruppen eingeteilt. Die Auswertung der SRAP erfolgte, indem
fur jede Akzessionbestimmt wurde, inwie vielen Gruppen sie mit jeder anderen Akzession
Ubereinstimmt, es wurde eine Ahnlichkeitsmatrix erstefbbildung 12. Es fallt auf, dass die zwei
Akzessionenpaare, die in dieser Gruppenauswertung die hochste Ahnlichlkgitander erzielten,
namlich 8213 und 7064 (beidgcium europaeujrsowie 6815 und 5551 (beidgcium chinengdéeide

zu der gleichen Art gehoren. Es ist allerdings nicht klar, ob es sich dabei nicht um einen Zufall handelt,
denn von den finf Paaren die untereinander 5 Ahnlichkeiten zeigten, waren drei zueinander
artunterschiedlich. Vergleicht man die Ergebnisse der SRAffemiErgebnisseder Stammbaumeso

fallt auf, dass auch in allen drei Stammb&umen die Akzessionen 8213 und 7064 relativ nahe
beieinander liegen. Die Akzessionen 6815 und 5551, die eberifalder SRAP 6 Ahnlichkeiten
aufweisen, liegen jedoch in allen drei Ba&umen relativ weit auseinander. AMfigkessionspaare, die in

der SRAP viele Ahnlichkeiten zueinander aufweisen, zeigen in demB&men keinen eindeutigen

Verwandtschaftstrend. Es ist deshalb fraglichdibArt der Auswertung bei dSRARiIne geeignete
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war und ob 8 Primerkombinationen (berhaupt ausreichend sind fiir eine eindeutige Aus¥age.
jedoch aufféllt ist, dass die SRARdeutig alle Akzessionen der Angcium chinensals zueinander
verwandt zuordné Das wird auch durch detinH-trnK-basierten Stammbaum bestatigt, der alle
Akzessionen vohycium chinensebenfalls als nalkerwandt einordnetZudem ist auch hier wieder

die Ausfalligkeit aufgetreten, dass digcium europaeurhkzessionen 8212 und 7064 sehr ahnlich
zueinander sind und dds553eher eine Ahnlichkeit zu. barbaruneeigt. Wenn die Auswertung noch
etwas angepasst wirde, indem jede Bande einzeln untersuaidt wvid mehr Primerkombinationen
eingesetzt werden, dann eignet sich diese Methode sehr gut zur Unterscheidung von nah verwandten

LyciumSpezies.

4.3.SCAR\nalyse

Ausgehend von einer RADalyse wurden diagnostische Banden ermittelt, mit deren Hilfe eine
Unterscheidung der einzelnen Lyciuftkzessionen moglich ist. Die Sequenz der die Banden bildenden
DNAProdukte wird ermittelt und dazu Primer entwickelt, die diese EmNddukte amplifizieren
kénnen. Aufgrund des Erscheinens dieser Banden kann ermittelt weotbegs sich bei eindrycium
Akzession uniycium barbarunoder Lycium chinenskandel{CheWing Sze et al., 200@)el dieses
Versuchs war, mittels speziell dafur konzipierter Primer durch eine PCR Banden zu amplifizieren, die
eine Unterscheidung zwischeltycium barbarumund Lycium chinensermdglichen sollen Dazu

wurden zwei Primerpaare verwendet. Eines der Primerpaare amplifiziert einADdtukt von 700
Basenpaaren Lange, das andere Primerpaar einBiddukt von 650 Basenpaaren Langks. Ergebnis

sollte somit fur die PCR mit den Primern fur das 700 Basenpaare lange Fragment eine Bande in der
Hohe von 700 Basenpaaren und fir die PCR mit den Primern fir das 650 Basenpaare lange Fragment
eine Bande in 650 Basenpaaren Hohe zu erkennen sein. Fir die PG@éhiRitimern des 700 bp
Fragments ist ein diffuses Bandenmuster zu erkennen, jedoch fiir keine der Akzessionen eine Bande in
700 Basenpaaren Hohe. Im Gel sind sehr starke untere Banden zu erkennen, welche die Primerdimere
zeigen. Die Starke der unteren Bandzeigt dass die Primer kaum aufgebraucht wurden, was zeigt,
dass die PCR nicht wirklich funktionierte. Das ErgelemiB@R mit den Primern fiir d&80 Basenpaare

lange Fragment zeigt fur jede Akzession eine Bande i#8@0Basenpaaren Hohe. Insgesanirkdas
Ergebnis damit erklart werden, dass die Primer unspezifisch banden und deshalb viele unterschiedliche
Banden erzeugt wurden. Der Versuch wich in der Durchfiihrung stark von der Durchfihrung des
Versuchs iheWing Sze et ahb. Da die Frichte ineiem Paper in diversen Regionen Chinas gesucht
wurden, handelt es sich dabei sicherlich um andere Unterarten als in den im Versuch verwendeten. Es
koénnte durchaus sein, dass das M@ Fragment in den untersuchten Akzessionen nicht existiert und

deshalb kene Bande erkennbar ist.
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DerselbeVersuch wurde bereits einmam Botanischen Institut I, Kldurchgefiihrt, jedoch im
Gegensatz zu demier durchgeflihrten Versuch mit einer Annealingtemperatur von 63°C. a&/in
Abbildung 17zu sehen ist, konnte dasginschte Produkt in diesem frilheren Versuch amplifiziert
werden. Somit liegt die Vermutung nahe, dass der Grund fir die fehlerhafte Amplifikation die

veranderte AmealingTemperatur sein kdnnte, oder aber auch ein anderes-P@Bramm

Lbl Lb2 Lb3 Lb4 100 bp |_C1 LCZ LC3 Lel 100 bp NC

s ——
| — —
Gl R G S— —— e S m—
| m——— —
e —
Lycium SCAR evaluation with LB-SC650 primer — annealing 63° C 23.03.12

Abbildung 17Zeigtverschiedene L. barbarum (Lb), L. chinense (Lc) und L. europaeum (Le) Akzessionen,
die geprift wurden. Die Annealingtemperatur der PCR betrug 63°C und es wurde fir alle Arten ein 650

bp Fragment mit deRrimern LB.SC650.F und LB.SC650.B erzeugt.

Sowohlder Versuch bei 65°C und bei 63°C fuhrte zu keiner Unterscheidung der unterschiedlichen
Arten. Dies schlief3t nicht aus, dass SCAR keine gezigethode ist, sondern dasscsiin diesem Fall
die SCAR Primer ahoWing Sze et al. niclgignenoder kein geajnetes PCiRrogramm flr diese
vorliegt. Die Entwicklung einegsseren SCAR Primer, wirde nch8rheit auch zu gen Ergebnissen

fuhren und eine geignete Methode zur genauen und spezifischen Artunterscheidung darstellen.

4.4.Unterschiede in der Samenanzahl

Betrachtet man die Verteilung der Samenanzahl in den untersuchtemd&pgissionen, so ist aufgrund

der bisherigen Ergebnisse keine eindeutige Unterscheidung derA&zgissionenanhand der
Samenanzahl in den Beeren mdglich. Die Anzahl der Samen in deiedenen Gojhkzessionen
variiert stark, wodurch es zu haufigen Uberschneidungen in der Samenamzin GojiAkzessionen
kommt. Es ist die leichte Tendenz erkennbar, dass die Verteilung der Anzahl der Samen in den Beeren
von Lycium barbarunioher liggt als die Anzahl der Samenlycium chinensdnsgesamt kann hier
jedoch noch keine klare Aussage getroffen werden. Es kdnnte die Hypothese aufgestellt werden, dass
jede LyciurmAkzession Samenanzahlen in einem bestimmten Zahlenbereich enthalt, wodurdérbe
Bestimmung eines Gefiroduktes durch eine Auszahlung der Samen bestimmte Arten als
unwahrscheinlich eingestuft oder ausgeschlossen werden kdnnen. Ob es wirklich ein bestimmtes
Muster gibt, nach dem sich die Samenanzahl in den Fruchten vorB&m§in von Art zu Art

unterscheidet, missen weitere Untersuchungen zeigen.
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