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1. Einleitung

1.1. Genus Lycium
Das Genus Lycium gehort zu den Solanaceaen, wie auch die Tomate oder der Tabak. Lycium umfasst

etwa 70 Spezies von stacheligen Strduchern und kleinen Baumen. lhre Vorkommen reichen von
Stidamerika, Nordamerika, Stidafrika, in Teilen Eurasiens (Europa bis China und Japan), Australien und
einigen Inseln des pazifischen Ozeans. [Abbildung 1] (Fukuda et al.; 2000) Zu ihrer Verbreitung gibt es
zwei Theorien. Die erste Hypothese von Symon (1991) besagt, dass sie sich wahrend des kontinentalen
Drifts, nach dem Bruch von Gondwanaland, verbreitet haben kann. Die zweite Hypothese von Raven
und Axelrod (1974) besagt, dass sich die Lycium Spezies vermutlich Gber Fernverbreitung, wie
beispielsweise Uber Zugvogel verbreitet haben kdnnten. Keine dieser Hypothesen wurde bislang
wiederlegt. (Fukuda et al.; 2000) lhr Ursprung liegt vermutlich im Amazonasgebiet, von dort aus hat
sich Lycium Uber Sldafrika und den Rest der Welt ausgebreitet. Die am nachsten miteinander
verwandten Lycium-Spezies liegen immer geographisch beieinander. Somit sind beispielsweise die in
Eurasien auftauchenden Spezies wie Lycium chinense, Lycium europaeum, Lycium ruthenicum und
Lycium barbarum eine Gruppe des Lycium Genus, die sehr nah miteinander verwandt sind. [Abbildung

2] (Fukuda et al.; 2000)
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Abbildung 1: Verbreitung der etwa 70 Lycium-Spezies Weltweit. In grau dargestellt ist die
geographische Verbreitung des Lycium Genus. lhre Verbreitungsgebiete sind Siidamerika mit ca. 30
Arten, Nordamerika mit ca. 20 Arten, Siidafrika mit ca. 20 Arten, weite Teile Eurasiens, wie Europa,

China und Japan, mit ca. 10 Arten, Australien und pazifische Inseln mit je 1 Art. (Fukuda et al.; 2000)
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Abbildung 2: Zeigt einen phylogenetischen Stammbaum der Verwandtschaftsverhdltnisse
unterschiedlicher Lycium Spezies aus den geographischen Regionen ihres Vorkommens. In der Legende
des Stammbaums sind die farblich dargestellten Verbreitungsgebiete, der verwandten Arten

aufgefiihrt. In Weif3 sind die unsicheren Stellen, der Verzweigungen gezeigt. (Fukuda et al.; 2000)

1.2. Die Goji-Beere von Lycium barbarum
Die chinesische Wolfsbeere oder auch als Goji Beere bezeichnete Frucht der Pflanze Lycium barbarum,

wird auf dem globalen Handelsmarkt als ,,Super-Food“ oder ,,Super-Fruit” bezeichnet. Sie wird in Form
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 exportierte China Wolfsbeeren im Wert von 120 Millionen US Dollar. (Xin el al., 2013) Es
wurde gezeigt, dass die Frucht von L. barbarum das aktive Lycium barbarum Polysaccharid (LBP) und
weitere Substanzen wie Carotinoide, Flavanoide, Vitamine, Spurenelemente, Aminosauren, Alkaloide
und Fette enthélt. (Xin el al., 2013) Sie soll die Leber und Niere unterstiitzen, das Sehvermaogen
verbessern und den Alterungsprozess verlangsamen. (Zhang et al, 2001) AuBerdem wird der Beere
nachgesagt die Nerven zu schitzen, den Stoffwechsel anzuregen, die Regulierung von Diabetes zu
unterstitzen und sogar eine tumorhemmende Wirkung. (Xin el al., 2013) Das Problem ist, dass die
Beeren verschiedener Lycium-Arten morphologisch schwer voneinander unterscheidbar sind. Dadurch
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besteht die Gefahr, dass die verschiedenen Lycium-Arten miteinander vertauscht werden und es zu
Verwechslungen kommt. Vor allem kdnnte die viel glinstiger gehandelte L. chinense als teurere L.
barbarum gehandelt werden oder seltene Spezies, wie L. ruthencium werden, durch versehentliches
Sammeln, immer begrenzter in ihrer Population und kénnten komplett aus der Natur verschwinden.

(Xin el al., 2013)

Durch den globalen Handel wird die Kontrolle von Nahrungsmitteln immer schwerer. Trotz dem
Beschluss der Europdischen Kommission im Jahr 2002, die besagt dass Lebensmittel in Hinsicht auf
Herkunft und Inhalt ausreichend gekennzeichnet werden missen, kam es im Jahr 2013 zu einem
Pferdefleischskandal, der in den Medien kursierte. Kurz darauf war von einem Fischfleischskandal die
Rede. Die Angst beim Erwerb von global gehandelten Nahrungsmitteln betrogen zu werden ist somit
berechtigt. (Xin el al., 2013) Um die Natur und den Verbraucher zu schiitzen ist es wichtig Verfahren
zur eindeutigen Identifikation der chinesischen Wolfsbeere und ihren nah verwandten Arten zu
entwickeln. Hierfir sollen verschiedene ,Genetic Barcoding” Methoden zum Einsatz kommen, um am
Schluss die Lycium-Spezies eindeutig unterscheiden zu kénnen ohne viel Geld fiir Produktprifung

ausgeben zu miissen. (Xin el al., 2013)

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

morphologischen Merkmale herangezogen. Allerdings ist diese Unterscheidungsmethode nicht immer
eindeutig moglich und oft auch sehr ungenau. Um die Arten eindeutig zuordnen zu kénnen, werden
verschiedene ,Genetic Barcoding” Methoden verwendet. Diese Methoden sind unabhangig von der
Morphologie eines Organismus und beziehen sich, wie der Name schon sagt, auf den genetischen
Code. Der Einsatz mehrerer ,Barcoding” Methoden soll zu dem Ziel fiihren eine Art spezifisch zu
erkennen und diese phylogenetisch mit ihren Verwandten in einen Zusammenhang zu bringen. (Xin e/
al., 2013) Die Erkenntnisse, die sich aus einem , Genetic Barcoding” ergeben, dient nicht nur dem
Verbraucherschutz, sondern spielt auch eine groRe Rolle bei der Erhaltung von Biodiversitat und gibt
Aufschluss lber die evolutiondre Entwicklung der Spezies und ihrer Biographie. (Fukuda et al.; 2000)
Genutzt werden zum einen sogenannte Marker Regionen, um phylogenetische Stammbaume zu
erstellen (Fukuda et al.; 2000), die Generierung von genetischen Fingerabdriicken, wie es auch bei
einem Vaterschaftstest der Fall ist (Li and Quiros et al.; 2001) und die letztendliche Entwicklung von

charakteristisch amplifizierten Regionen. (Cho-Wing Sze et al.; 2008)

1.3.1. Sequenzierung von DNA Marker-Regionen und phylogenetische Analyse
Die DNA besteht aus konservierten und variablen Regionen. Konservierte Region bedeutet, dass diese

Basenabfolge in sehr vielen Organismen enthalten ist, da sie flr essentielle Bausteine wie

beispielsweise die Untereinheit eines Ribosoms codiert. Ribosomen sind wichtig fiir die



Proteinsynthese und somit lebensnotwendig fiir alle Organismen. Aufgrund ihrer Wichtigkeit kam es
im Laufe der Evolution kaum zu Verdnderungen dieser Regionen. Anders verhalt es sich mit den
variablen Regionen. Sie verandern sich im Laufe der evolutiondaren Entwicklung sehr schnell durch
Mutationen, Rekombination, kleine RNAs oder durch transposonale Elemente. Oft unterscheiden sich
die variablen Regionen unterhalb verschiedener Arten, was eine Einordnung dieser ermoglichen kann.
(Wicke and Quandt; 2009, Sonstige Quellen 1) Bei der Unterscheidung von Pflanzenspezies werden
meist sogenannte Spacer Regionen (variable Regionen) gesucht, die von konservierten Regionen
flankiert werden. Sehr gut eignen sich hierfiir Exon (codierend) und Intron (Spacer) Strukturen im
Genom. Der Grund hierfiir ist, dass die Regionen mittels Polymerase Kettenreaktion (PCR) amplifiziert
werden. Setzt man nun den Primer flr die Amplifikation des Spacers in flankierende, hoch konservierte
Regionen, kénnen diese universell fir jeden Organismus verwendet werden, der ebenfalls dieselbe
konservierte Region besitzt. Diese universellen Regionen treten sowohl im Kerngenom, als auch im
Mitochondrium und Chloroplastengenom auf. (Wicke and Quandt; 2009, Sonstige Quellen 2) Eine sehr
beliebte Spacer Region des Kerngenoms, die sowohl bei Pilzen, Tieren als auch bei Pflanzen zum Einsatz
kommt, sind die internal transcribed spacer (nr-its), welche zwischen den konservierten rRNA

kodierenden Regionen 18S, 58S und 28S liegen. (Sonstige Quellen 2)
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Abbildung 3: Dargestellt sind die internal transcribed spacer 1 und 2 und die flankierenden,
konservierten Elemente der rRNA kodierenden Regionen 18S, 5.8S und 28S. Die weifSen Pfeile geben die
Lage und Amplifikationsrichtung der universellen Primerpaare 1 und 2 an. Das Amplifikationsprodukt

ist, je nach Wahl der Primer Kombination, die variable Spacer Region ITS1 oder ITS2 (Webquelle 1)

Eine weitere beliebte Region flur Pflanzen ist trnK/matK, welche im Chloroplasten Genom lokalisiert
ist. Die flankierende Exon-Region kodiert fiir die Lysin Transfer DNA und kann sehr gut universell zur

Unterscheidung von Angiospermen eingesetzt werden. (Wicke and Quandt; 2009)

Die amplifizierten Marker-Regionen werden sequenziert und anschlieBen zur phylogenetischen
Analyse herangezogen. Hierflir werden die Sequenzergebnisse der zu untersuchenden Spezies (mit
demensprechender Computersoftware) alignt und verglichen. Fiir eine gute Analyse empfiehlt es sich
diese Ergebnisse auch mit bekannten Sequenzen aus Genbanken zu vergleichen, um
Sequenzierungsfehler auszuschlieBen. Fir eine taxonomische Einordnung wird aus dem
Sequenzalignment ein phylogenetischer Stammbaum ermittelt. (Auch hierfir wird eine

Computersoftware eingesetzt.) Durch das Generieren von Ahnlichkeitsmatrizen werden



Sequenzunterschiede erhoben und der Abstand der Verzweigungen des Stammbaums errechnet,
beispielsweise (iber das Distanz basierte Neighbor joining Verfahren. Uber sogenanntes
,Bootstrapping” werden die wahrscheinlichsten Verzweigungen eines Stammbaums ermittelt und das
Frequency termed bootstrap value (FTBV) erhoben, welches bei >70% signifikant ist. Fiir die Wurzel
des Stammbaums wird eine geeignete Randgruppe gewahlt. Die Wahl der Randgruppe ist sehr wichtig
fir die Gruppenbildung innerhalb eines Stammbaums. Beispielsweise gehort Lycium zu den
Solanaceaen, weshalb sich in diesem Fall Solanaceaen, die nicht dem Genus Lycium angehoren, als
Randgruppe fir die Wurzel des Stammbaums eignet. Vergleicht man nun die Stammbaume
verschiedener Marker-Regionen, kann man auf die Verwandtschaftsverhaltnisse von verschiedenen

Spezies schliefen und diese taxonomisch einordnen. (Sonstige Quellen 3)

1.3.2. Sequence-related Amplified Polymorphism (SRAP)
Zur Erzeugung von genetischen Fingerabdriicken werden verschiedene Primer-Kombinationen

eingesetzt, die spezifisch und unspezifisch an unbekannte Regionen des Genoms binden. Dabei werden
DNA-Fragmente unterschiedlicher GroRe mittels PCR amplifiziert. Auch die sogenannte SRAP-Methode
(Sequence related amplified polymorphism) verwendet solche Primer-Kombinationen. Genauer
werden Primer-Kombinationen mit hohem und niedrigem GC-Gehalt eingesetzt. Diese binden an
mehreren unbekannten Stellen des Genoms. Um die Bindungsaffinitat der Primer zu erh6hen wird ein
spezielles PCR Programm, bestehend aus zwei Zyklen, gewahlt. Einige Zyklen haben eine niedrigere
und einige Zyklen eine hohere Annealingtemperatur, aufgrund des unterschiedlichem GC-Gehalts der
Primer. [Abbildung 4] Der Vorteil, im Gegensatz zu dhnlichen Verfahren besteht darin, dass durch
gesteigerte unspezifische und spezifische Bindung (zwei Zyklen, statt einem) mehr Banden erzeugt
werden kdnnen. Somit ist die Effizienz der Beurteilung einer SRAP sehr hoch, da dadurch auch die
Wahrscheinlichkeit gesteigert ist, dass mehr artspezifische Fragmente amplifiziert werden. Fir die
Beurteilung der Ergebnisse werden die Bandenmuster der Proben miteinander verglichen und diese in
Gruppen eingeteilt. Spezifische Banden die nurin einer Gruppe auftreten konnen durch Sequenzierung
genauer untersucht werden und als Vorlage fir die Entwicklung spezifischerer Primer dienen. (Li and

Quiros et al.; 2001)
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Abbildung 4: Dargestellt sind die zwei Zyklen einer SRAP. In den ersten Zyklen werden 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 héherer Annealing Temperatur lagern sich die Primer
a und b spezifisch an die DNA an. Die Regionen an die die Primer binden sind unbekannt, aber zum Teil

sehr Artspezifisch. (Webquelle 2)

1.3.3. Sequence Characterized Amplified Regions (SCAR)
Bei der SCAR (Sequence characterized amplified region) kommen speziell entwickelte Primer zum

Einsatz, welche 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 verwandten Arten
amplifizieren die Primer kein Fragment oder ein Fragment das nicht derselben Basenldnge entspricht.
Mochte man beispielsweise eine Lycium barbarum von einer anderen Lycium Art, wie Lycium chinense
unterscheiden, dann ist es moglich SCAR Primer einzusetzen fir Lycium barbarum. Nur bei dieser wird
das charakteristische Fragment amplifiziert. Somit kdnnte man schnell und effizient ein Produkt
prifen, welches unbekannte Wolfsbeeren enthalt. Solche Primer kénnen mithilfe von genetischen
Fingerabdriicken gefunden werden, indem Banden sequenziert werden, die immer nur bei derselben

Art auftauchen und fiir diese Primer designen. (Cho-Wing Sze et al.; 2008)

1.4. Zielsetzung
In diesem Praktikum sollten 19 verschiedene Lycium Akzessionen untersucht werden. Zunachst sollten

die Marker-Regionen ITS2 (lokalisiert im Kerngenom), trnH/trnK und psbA/trnH (lokalisiert im
Chloroplasten Genom) sequenziert werden, phylogenetisch analysiert und ein phylogenetischer
Stammbaum fiir jede Region erstellt werden. Des Weiteren sollten Akzessionen untersucht werden,
welche als Lycium barbarum, Lycium chinense oder Lycium europaeum gekennzeichnet waren, was
insgesamt 11 Akzessionen der 19 entspricht. Hierfir sollten Uber eine SRAP verschiedene Primer
Kombinationen zum Einsatz kommen, welche verschiedene genetische Fingerabdriicke erzeugen. Es
sollte Gberpriift werden, ob die Arten je eine Gruppe bilden oder ob beispielsweise eine als Lycium
chinense bezeichnete Art in einer Lycium barbarum Gruppe angesiedelt ist. In einem weiteren Versuch
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sollten die Lycium barbarum SCAR Primer aus Cho-Wing Sze et al.; 2008 auf ihre Funktion gepruft
werden. Dabei sollte darauf geachtet werden, ob bei Lycium barbarum ein 650bp oder ein 700bp
langes DNA Fragment erzeugt wird. Dann sollten aus den vorhandenen Wolfsbeeren der Akzessionen
aus dem Jahr 2013 und 2014, die Samen gezahlt werden und anschliefend ein Boxplot fiir jedes Jahr
und Akzession errechnet werden. Zum Schluss sollten alle Ergebnisse gemeinsam betrachtet werden
und Uberprift ob diese miteinander lbereinstimmen. Zudem sollte beurteilt werden, welche der
Methoden am besten geeignet ist um eine Lycium barbarum von ihren nah verwandten Arten zu

unterscheiden.
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2. Material und Methoden

2.1. Lycium-Akzessionen

Probennummer ID Taxon DNA
Konzentration
nach Extraktion in
ng/pl
1 8211 L. ameghinoi 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 verschiedenen Lycium-Akzessionen. ID ist die Nummer fiir die einzelnen

Lycium-Akzessionen. Das Taxon ist die angegebene Spezies der Akzessionen, die (liberpriift werden

sollen.
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Probennummer ID DNA Name Vendor
Konzentration
nach Extraktion
in ng/ul
16 LP1/8603 106 Goji HANOJU Deutschland GmbH
17 LP2/8604 55,86 Bio Goji Krauterhaus Sanct Bernhard KG
18 LP3/8605 27,61 Goji-Acai | Grubauer's Gewiirze & Teeversand
19 LP4.1/86 116,82 Goji ? (Fang Zhang)
06
19 LP4.2/86 84,09 Goji ? (Fang Zhang)
06

Tabelle 2: Zeigt verschiedene Proben aus speziellen Gesundheitsldden, die zusdtzlich mit den Lycium-

Akzessionen untersucht werden sollen. ID zeigt die Proben Nummer und zugeteilte Akzessionsnummer.

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

2.2.Verwendete Primer

Name 5‘-3‘ Sequenz Lokus Referenz

Bel2 f GATGCGGAGATTGGCCCCCCGTGC ITS2 Chiou 2007

Bel3 r | GACGCTTCTCCAGACTACAAT

psbA f GTTATGCATGAACGTAATGCTC psbA-trnH psbAF, Sang et al. 1997
trnH r CGCGCATGGTGGATTCACAATCC trnH2, Tate et al. 2003
trnH-Zub f CGGGAATTGAACCCGCG trnH-trnK Zuber et al. 2009
trnK-Zub r CGTAATGCTCATAACTTTCCTCTAGAC

LB.SC700.F f GTCCCGACGATGGTAGCGGATG SCAR Cho—Wing Sze 2008
LB.SC700.B r GTCCCGACGACACZGACCTGG

LB.SC650.F f GTCCCGACGAGTAAATCAGATTGAG SCAR

LB.SC650.B r GTCCCGACGACGAGCTGATATG

HP1 f | TGTATTCGAGCCTGAGAG SRAP

HP2 f | TCTTAGTACGGTCCATGC

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

Tabelle 3: Dargestellt sind alle Verwendeten Primer. Der Name des Primers, die 5-3‘ Sequenz, welcher

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 Kit | Analytik Jena

www.analytik-jena.de

DNA-Extraktion

Gel und PCR Clean up Macherey-Nagel

www.mn-net.com

DNA-Aufreinigung

Tabelle 4: Zeigt die Namen der verwendeten Kits, wer die Hersteller des Kits sind und wofiir sie

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

2.4. DNA-Extraktion

Bei einer DNA-Extraktion mit einem Kit von Analytik Jena, wird zuerst Probenmaterial gewogen. Hier

wurden etwa 30-70 mg Beeren bzw. Blattmaterial der Lycium-Akzessionen eingewogen. Danach wurde

die Probe in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieRend schnell gemérsert. Danach wurde

den Anweisungen des Extraktions-Kits gefolgt. Das Kit basiert auf einer Saulenaffinitatsreaktion, bei

der das DNA-Riickgrat an eine Membran in der Saule fest gebunden wird, die DNA gereinigt und

anschlieRend wieder von der Saule gel6st.

2.5. PCR Ansatze

10 pl Ansatz
Komponenten Stock pl/10 ul Ansatzt Endkonzentration
ddH,0 6,8
BSA 10 mg/ml 1 1 mg/ul
Puffer 10x 1 1x
dNTPs 10 mM 0,2 200 uMm
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: Zeigt einen 10 ul Ansatz fiir die durchgefiihrten PCR-Techniken. Aufgefiihrt sind die

Komponenten, die Konzentration ihrer Stock Lésungen, die pipettierte Menge in ul und die

Endkonzentration einer 10 ul Probe.
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30 pl Ansatz
Komponenten Stock pl/10 pl Ansatzt Endkonzentration
ddH,0 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
Template 50 ng/ul 1,5 2,5 ng/ul
Polymerase 5U/ul 0,2 0,05 U/l
Gesamt 30 ul

Tabelle 6: Zeigt einen 30 ul Ansatz fiir die durchgefiihrten PCR-Techniken. Aufgefiihrt sind die
Komponenten, die Konzentration ihrer Stock Lésungen, die pipettierte Menge in ul und die

Endkonzentration einer 30 ul Probe.

2.6. Elektrophorese
Flr die Auftrennung der Banden wurde ein 1,5% Agarose-Gel verwendet. Die Gele sind bei 100 V fir

25-35 min (je nach PCR-Technik) in 10x TAE Puffer gelaufen. Zum Auflésen der Banden wurde SYBR®
Safe DNA Gel Stain von Invitrogen fiir 10x TAE-Puffer verwendet, welches bereits dem flissigen
Agarose-Gel zugefligt wurde. In die Gel-Taschen wurden 2 ul pro Probe fiir die Sequenzierung und 10
ul fur die SRAP und SCAR geladen. Die Belichtungszeit wurde an die Starke der Banden angepasst. Fir
alle PCR-Produkte konnte ein 100 bp Marker eingesetzt werden. Zum Beladen der Gele wurde ein 6x

Lade-Puffer zum Beschweren der DNA-Proben verwendet.

2.7.Sequenzierung von Marker-Regionen
Zur Sequenzierung der verschiedenen Marker-Regionen wurden diese zundchst mittels PCR

amplifiziert. Untersucht wurden die Regionen ITS2 (Bel2/3), psbA-trnH (psbA/trnH) und trnH-trnK
(trnH-Zub/trnK-Zub). Die dementsprechenden Primer sind Tabelle 3 zu entnehmen. Hierfiir wurden
alle Pflanzenakzessionen aus Tabelle 1 und die zusatzlichen Proben aus Tabelle 2 verwendet. Der
verwendete PCR-Ansatz war ein 30 pl Ansatz (Tabelle 6), die anschlieRend mit einem Kit fir DNA-
Aufreinigung (Tabelle 4) auf gereinigt wurden wund zur Sequenzierung versandt. Die
Sequenzierungsergebnisse wurden wie in den spater aufgefiihrten bioinformatischen Analysen

verarbeitet.
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Die hierfiir verwendeten PCR-Programme 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 oo
psbA-trnH:
95°C 2 min
—
94°C 1 min
56°C 30 sec 33x
68°C 45 sec
68°C 5 min
10°C oo
trnH(Zub)-trnK(Zub):
95°C 2 min
—
94°C 1 min
57 °C 30 sec 33x
68°C 45 sec
68°C 5 min
10°C oo
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2.8.Sequence-related Amplified Polymorphism (SRAP)
Far die SRAP wurden acht verschiedene Primer-Kombinationen der HP/LP Primer aus Tabelle 3. Die

Kombinationen waren folgende:

V V V V V V V VY

HP1/LP1
HP2/LP2
HP3/LP3
HP4/LP4
HP5/LPS
HP2/LP1
HP3/LP2
HP4/LP3

Verwendet wurden alle L. barbarum, L.chinense und L. europaeum aus Tabelle 1. Der hierfir

verwendete PCR-Ansatz war ein 10 pl Ansatz, wie es in Tabelle 5 aufgefiihrt ist. Das hierflir verwendete

PCR-Programm war folgendes:

F2SRAP-1:
95°C 2 min
—

94°C 1 min

50°C 1 min 40x
68°C 1 min

68°C 5 min

12°C oo

AnschlieBend wurde die gesamte Probe mittels Elektrophorese fiir 35 min aufgetrennt.
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2.9.Sequence Characterized Amplified Regions (SCAR)

Fiir die SCAR wurden die Primer aus Tabelle 3 verwendet. Hierbei sollte das SC700 Primerpaar eine
700bp Bande bei L. barbarum erzeugen und das Primerpaar SC650 bei 650 bp. Verwendet wurden alle
L. barbarum, L.chinense und L. europaeum aus Tabelle 1. Als PCR-Ansatz wurde ein 10 ul PCR Ansatz

wie in Tabelle 5 beschrieben verwendet. Das PCR-Programm fiir beide Primer-Kombinationen 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 oo

AnschlieBend wurde die gesamte Probe mittels Elektrophorese fiir 25 min aufgetrennt.

2.10. Auszahlung von Lycium-Samen

Zur Auszahlung von Lycium-Samen 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 7: Zeigt die ID der verwendeten Akzessionen, das zu liberpriifende Taxon und aus welchem Jahr
die Beere Stammt. Untersucht wurden Beeren aus den Jahren 2013 und 2014. Ein Kreuz bedeutet, dass

die Probe vorhanden war und dein — das sie nicht vorhanden war.

Zunachst wurden 10 Beeren aus jeder Akzession fiir 2 Tage in Wasser aufgeweicht. AnschlieRend
wurden die Beeren auf 3 Lagen Zewa und mit Hilfe einer Pinzette und einem Zahnstocher gepult. Die
Samen wurden ausgezahlt und die Anzahl der Samen pro Beere notiert. Zur Auswertung der Ergebnisse

wurde mit der Computer Software R-Studio ein Box-Plot fir jede Akzession erstellt.
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2.11. Bioinformatik

2.11.1. Verwendete Software und 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
Stammbdume

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

Tabelle 8: Dargestellt sind alle verwendete Software Programme 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
dhnliche Sequenzen ermittelt. AnschlieRend wurden die Sequenzierungsergebnisse in MEGA6 an den
Primerstellen zugeschnitten, die BLAST Ergebnisse aus der gb dazu geladen und gemeinsam alignt.
Diese wurden ebenfalls zugeschnitten und das Alignment abgespeichert. Danach wurde das Alignment
in Jalview geladen und die gleichen Sequenzen entfernt. Zu stark abweichende AulRengruppen wurden
ebenfalls entfernt. Das Alighnment wurde abermals gespeichert und zuletzt in eine MEGA6 Datei

umgewandelt.

2.11.3. Erstellen eines phylogenetischen Stammbaums

In MEGAG6 wurden die als MEGA Datei abgespeicherten Alignments hochgeladen und ein Neighbour
Joining (NJ) Baum mit den Einstellungen Bootstrap 500 und pairwise deletion erstellt. Danach wurde
die Wurzel des Stammbaums bestimmt, durch Verwendung einer Solanum AuBengruppe. Die Solanum
Aullengruppe wurde zusammengefasst und die Sequenzierungsergebnisse farblich gekennzeichnet.
Das Hide value/FTBV wurde auf eine Signifikanz Gber 70 eingestellt. Gruppen, die keine Sequenzierten
Proben enthalten, wurden zum Teil zusammengefasst und anschlieBend wurde der Stammbaum

abgespeichert.
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3. Ergebnisse

3.1. Amplifizierung der Marker-Regionen

Die Marker Regionen wurden mittels eines 30 ul PCR Ansatzes amplifiziert und anschlieRend tber eine
Elektrophorese, wie es in Methoden beschrieben ist, auf ihre Funktion Gberpriift. Amplifiziert wurden
die drei Marker-Regionen ITS2, psbA-trnH und trnH-trnK. AnschlieBend wurden alle Proben
sequenziert mit Ausnahme der folgenden Proben aus Tabelle 9. Der Grund hierflir war, dass diese
Proben bereits vom Botanischen Institut | sequenziert wurden. Die Probe 8212, welche mit den
Primern Bel 2/3 amplifiziert wurde (in Tabelle 9 rot markiert) wurde nicht sequenziert, 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 trnH. Die rot Markierte Probe
wurde nicht sequenziert, da die Bande sehr schwach zu sehen war [Abbildung 5]. Die Bezeichnung der

Akzessionsnummern ist Tabelle 1 zu entnehmen.

3.1.2 Ergebnis der PCR mit Bel 2/3-Primern

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 Fleck zu sehen. In der Spur 14
Akzession (8212) ist nur eine sehr schwache Bande zu erkennen. Spur 8 (Akzession 5551) weist zwei

Banden auf.
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Reterence Base Pairs  Mass ing) T — T T ”, A
- R 1517 4 ekt 123 35. :2: @ : E 23 I‘: daada
8211 | L. ameghinol : y
1470 L. barbarum — 1,200 35
5549 L. barbarum
| 5550, L. barbarum __ 1000 95
| 5548 | L barbarum 200 27
7067 | L. chilense — B0 24
76791!.. chinense — 700 21
5552 L chinense
5551 L. chi — 600 18
:;:l:- e 500517 97 ’
8213 | L. europaeum 400 38 e '.....',..........'.
7064 t. europacum -
55531 L. curopacum 300 29
8212 | L. gilliesianum .
8352 | L. oxycarpum 200 25
LP1 | (’n(‘m‘
w2 | BioGojl
P3 Goji-Acai 100 43
wa | Gol

Abbildung 5: Ergebnis der PCR zur Amplifikation eines Barcoding-Fragments durch Bel2/3-Primer; zu

sehen sind die amplifizierten Fragmente der Akzessionen aus Tabelle 1 mit den Probenummern 1-20.

3.1.3 Ergebnis der PCR mit PsbA/trnH Primern
In Abbildung 6 ist zu sehen, dass in jeder Spur fiir jede Akzession eine deutliche Bande bei etwa 600
Basenpaaren sichtbar ist. In der Negativkontrolle ist eine Bande bei etwa 500 Basenpaaren sichtbar. Es

sind in jeder Spur Schlieren zu erkennen.

Reference Base Pars I
m e sePairs Massing) 30ulP(jRpsBMma

82114 ameghinol 1817 4% 100 bp Marker
1470} . barbarum

5549 | L. barbarum Sl 3

$550 | L. barbarum

5548 L barbarum 1000 9
o e 00 7

7067 | L. chilense

7670 L. chinense SO

5552 L chinense - 700 2

5551 L chinense Can B

6815 L. chinense

6967 | L. chinense s00517 97

8213 | L. europaeumn 00 ”

7064 1 L. evropaeum

55531 L. europacum 300 0

8212 [ L. gillfesianum

83521t ()ly.‘fﬂpUﬂl _am P i

Pl | Gojl i

w2 | BioGojl

P3| GopAcal o

4 Goyl .
e | »0) >

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

Probenummern 1-20.
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3.1.4 Ergebnis der PCR mit TrnH Zub/TrnK Zub Primern

Esistin jeder Spur eine Bande bei etwa 600 Basenpaaren zu sehen. In der Negativkontrolle ist ebenfalls
eine Bande bei 600 Basenpaaren sichtbar, die jedoch schwacher ausgepragt ist als die Banden in den
anderen Spuren. In Spur 12 (Akzession 8213) ist eine sehr diffuse, verschmierte Bande zu erkennen.

In jeder Spur sind Schlieren zu erkennen.

Reference BasaPairs Mass(nd)  perarantrak
T3 Taxon 157 4 ; i § e g g TR N R R T R R 10 A
100bp Marker 1 4
8211 | i, ameghinol
1470 L. barba
: Llti) -1200 3%
5549 L barbarum
5550 L ba
O o e D o %
5548 L barbarum W 7
7067 | L. chilense a0 2
7670 | L. chinense
5552 | L. chinense - 700 a
5551 L chinense - 600 18

6815 L. chinense

/ .
6967 | L. chinense o017 o7 .

.--0000‘000000600

8213 | L. europaeum
t 400 L

7064 | L. evropaeum ° - ‘ ® .
'.'-"4'.' curopacum 300 20
8212 | L. gillvesianum
8352 | L. oxycarpum

; g S0 %
P Gogl
P2 Bilo Goyl
1P3 Goji-Aca 100 48

Lra Goyl

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

Probenummern 1-20.

3.2 Phylogenetische Stammbaume der Marker-Regionen

Die  phylogenetischen  Stammbdume der Marker Regionen wurden mittels der
Sequenzierungsergebnisse der Primeramplifikationen Bel2, Bel3, psbA, trnH, trnH Zub und trnK Zub
ermittelt. Vor dem Sequenzalignment der Marker Regionen wurde die forward (f) Sequenz (siehe f
Primer aus Tabelle 3) und die reverse (r) Sequenz zusammengefligt und an den Stellen der Primer
aufeinander zugeschnitten. Das Alignment und der Stammbaum wurden, wie in Methoden

beschrieben erstellt.
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3.2.1 Stammbaum der ITS2-Sequenzen
In Abbildung 8 ist der Nighbor Joining Stammbaum der /ITS2 Marker Region. Die untersuchten
Akzessionen, welche in griin (Tabelle 1), fir Proben mit Bezeichnung, markiert sind und in Rot (Tabelle
2), fur die Proben mit unbekannter Art. Zudem sind Sequenzen der ITS2 Region aus NCBI hinzugefiigt
wurden. Zu sehen ist, dass die Proben sehr dicht bei den eurasischen Lycium-Arten aus der Genbank
angesiedelt sind und gemeinsam eine Gruppe bilden. Der Stammbaum zeigt nur an einigen Stellen eine
Signifikanz. Es konnten nicht alle Sequenzierungsergebnisse dargestellt werden.
# Lycium europacumi7054
Lycium oxycarpuml3352
Lycium chinensel5552
® Lycium suropacum|a213
Lycium barbarumis548

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 dem |ITS2 Marker basierender Neighbour Joining Stammbaum sind die sequenzierten
Proben in Griin fiir die Akzessionen mit Bezeichnung und Rot fiir die Proben mit unbekannter Art
gezeigt. Zudem sind die ITS2 Sequenzen des Genus Lycium aus der Genbank NCBI abgebildet. Die
Aufiengruppe und somit auch die Wurzel des Baums stellen einige Solanaceaen dar, die hier
zusammengefasst wurden. Zudem wurden noch weitere Gruppen zusammengefasst, die keine

Sequenzierungsergebnisse enthalten. Die Zahlen an den Verzweigungen zeigt das FTBV >70%.
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2.2 Stammbaum der psbA-trnH-Sequenzen

In Abbildung 9 ist der Neighbour Joining Baum der Marker Region psbA-trnH zu sehen. Es sind mehr

Sequenzierungsergebnisse dargestellt als bei dem vorherigen Stammbaum der /ITS2 Region. Auch hier

stellen die grilnen Markierungen die Akzessionen mit Artbezeichnung dar (Tabelle 1) und die roten

(Tabelle 2) die Artbezeichnungen ohne bekannte Art. Die AuRengruppe besteht aus einer

Zusammenfassung der psbA-trnH Region von Solanaceaen. An den Verzweigungen ist wieder das FTBV

dargestellt. 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 Akzessionen konglomerieren, sind

einige andere Unterarten sowie weitere, nicht untersuchte Akzessionen zu finden. Als phylogenetische

AulRengruppe wurde die Gattung Solanum gewahlt.

8

# 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(TS2/1-164

Lycium dasystemumJQ320159|TS2/1-204

100

{ 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

005

Solanum
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Abbildung 9: Auf dem pabA-trnH Marker basierender Neighbour Joining Stammbaum sind die
sequenzierten Proben in Griin fiir die Akzessionen mit Bezeichnung (Tabelle 1) und Rot fiir die Proben
mit unbekannter Art (Tabelle 2) gezeigt. Zudem sind psbA-trnH Sequenzen des Genus Lycium aus der
Genbank NCBI dargestellt. Die AufSengruppe und somit auch die Wurzel des Baums stellen einige
Solanaceaen dar, die hier zusammengefasst wurden. Auch wurde eine weitere Gruppe
zusammengefasst, die keine Sequenzierungsergebnisse enthdilt. Die Zahlen an den Verzweigungen zeigt

das FTBV >70%.

3.1.1. Stammbaum der trnH-trnK-Sequenzen
In Abbildung 10 ist der Neighbour Joining Baum der Marker Region trnH-trnK dargestellt. Zu sehen sind
lediglich die Sequenzierungsergebnisse, da fir diese Region aus Zuber et al., 2009 kaum Sequenzen in
der Genbank NCBI vorhanden sind. Der Stammbaum besitzt auch keine Wurzel, da keine geeignete
AuBengruppe zu finden war. Die griine Markierung sind alle als L. barbarum gekennzeichneten Arten,
lila alle als L. europaeum, gelb alle L. chinense (Tabelle 1) und in Rot alle unbekannt bezeichnete
Akzessionen (Tabelle 2). In grau sind alle weiteren Arten aufgefiihrt (Tabelle 1). In diesem Stammbaum
liegen die beiden Akzessionen 8604 und 1470 zusammen. Es fallt auf, dass alle Akzessionen der Art
Lycium chinense phylogenetisch zusammenliegen.
gg | 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 basierenden Neighbour Joining Stammbaum sind die
sequenzierten Proben der verschiedenen Akzessionen aus Tabelle 1 und 2 zu sehen. In griin sind alle L.

barbarum gekennzeichnete Arten, lila alle als L. europaeum, gelb alle L. chinense und in rot alle
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unbekannten bezeichneten Akzessionen aus Tabelle 2. In grau sind alle weiteren Arten aus Tabelle 1

aufgefiihrt. Zudem ist das FTBV fiir die Signifikanz der Verzweigungen dargestellt.

3.2. Ergebnis der SRAP

Die SRAP wurde fir jede Primerkombination wie im Methodenteil beschrieben durchgefiihrt. Die
erhaltenen Muster der Fingerabdriicke wurden pro Primerkombination miteinander verglichen und
gleiche Muster bildeten eine Gruppe. Undeutliche Bandenmuster wurden verworfen. Alle acht
Primerkombinationen ergaben insgesamt sechs Gruppen, was sechs verschiedenen Mustern der

Fingerabdriicke entspricht. [Abbildung 11]

Abbildung 11: Zeigt beisp'l:él-h‘aft die Einteilubng der Gruppen, ?J_r‘rh'and der Primerkombination HP1/LP1.
Die gelben Kdsten stellen eine der Gruppen dar, welche die Akzessionen 5550 (als L. barbarum
bezeichnet),5553 (als L. europaeum bezeichnet), 5552 und 5551 (als L. chinense bezeichnet) enthiilt.
Der rote Kasten zeigt eine weitere Gruppe, welche die Akzessionen 8213 und 7064 (als L. europaeum

bezeichnet) enthdlt. Der blaue Kasten zeigt ein undeutliches Bandenmuster, das verworfen wurde.

AnschlieBRend wurde eine Ahnlichkeitsmatrix erstellt [Abbildung 12], indem verglichen wurde in wie
vielen Gruppen einzelne Akzessionen paarweise gemeinsam auftreten. Die héchste 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 Akzessionen: 5551 und
5552 (5 Ahnlichkeiten), 6815 und 6967 (5 Ahnlichkeiten), 5553 und 5552 (5 Ahnlichkeiten), 5553 und
5551 (5 Ahnlichkeiten) und 5551 und 5550 (5 Ahnlichkeiten). Weiterhin gibt es viele Akzessionen mit
4 Ahnlichkeiten zueinander, wie 5549 und 5550, 5550 und 5552, 5550 und 6815, 5550 und 5553, 5552
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 ) 2 i 3 4 5 X 1 1 4 al
L europasum| 8213 0 0 2 0 0 0 1 X 3 0 2
L europasurm| 7064 0 0 : 0 0 0 1 6 X 1] 1
L europaeur| 5553 1 4 ] 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 gemeinsamen Gruppen (gelb) bis 6 gemeinsamen

Gruppen (dunkelgriin).

3.3. Ergebnis der SCAR-Analyse

Die SCAR Analyse wurde mit den SCAR Primern LB.SC700.F, LB.SC700.B, LB.SC650.F und LB.SC650.B
[Tabelle 1] aus Cho-Wing Sze 2008 durchgefiihrt. Die PCRs wurden wie im Methodenteil
beschrieben durchgefiihrt. In Abbildung 13 ist fir jede Akzession ein Muster an Banden zu erkennen.
Fir keine der Akzessionen ist eine 700 bp-Bande erkennbar. Fiir einige Akzessionen ist eine Bande bei
etwa 400 Basenpaaren in unterschiedlicher Intensitat erkennbar. Auch bei 300 Basenpaaren liegt bei
einigen Akzessionen eine mehr oder weniger starke Bande. Auffillig sind in jeder Spur zwei untere

Banden am Ende jeder Spur.

Base Pairs  Mass (ng) SCAR 700
1517 45
- 100 bp 1470 5549 5550 5548 5552 5651 6815 6967 8213 7064 5553  Negativk.

-1200 3%

1000 98

200 27
- 800 24
- 700 21 e

- 600 18 —
5000517 97

400 3 --- - -—-‘-

., wessvYsSsSEssSesT
- 200 2 e e - o

100 48

Abbildung 13: Dargestellt ist die SCAR mit den Primern LB.SC700.F und LB.SC700.B aus Tabelle 3.
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In Abbildung 14 ist fiir jede Spur der Akzession eine Bande zu erkennen. Das Produkt dieser Bande

hat eine GréRe zwischen 700 und 800 Basenpaaren.

Base Pairs  Mass (ng) SCAR 650
1517 45 1470 5549 5650 5848 5552 5651 6815 6967 8213 7064 5653
100 bp 170
— 1,200 35
1,000 95
900 7
— 800 24
— 700 21
— 600 13
500/517 67 o J— N —— ———
400 38
200 29
— 200 25
100 43

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

3.4. Ergebnis der Unterschiede in der Samenanzahl

Die Samen der Wolfsbeeren wurden fiir die in Tabelle 10 und 11 aufgefiihrten Akzessionen ausgezahlt
und notiert. Insgesamt wurden fiir die Stichprobenzdhlung 10 Beeren pro Akzession und Erntejahr
(2013 oder 2014) ausgezahlt. AnschlieRend wurde fiir 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 gezéhlten Samen pro Frucht von Friichten aus dem Jahrgang 2013; pro

Akzession wurden die Samen von 10 Friichten ausgezéhlt

27



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 gezéhlten Samen pro Frucht von Friichten aus dem Jahrgang 2013; pro

Akzession wurden die Samen von 10 Friichten ausgezéhlt

Die Abbildung 15 zeigt den Boxplot aus dem Jahr 2013 in Gelb und Abbildung 16 zeigt den Boxplot der
Samenauszahlung des Jahres 2014. Dargestellt ist eine Stichprobe aus 10 Beeren. Mit einem roten
Punkt sind die Spezies L. barbarum gekennzeichnet, mit einem griinen Punkt die Art L. chinense und
mit einem gelben Punkt die Art L. europaeum. Die Y-Achse zeigt die Anzahl der Samen und die X-Achse
zeigt die Akzessionsnummern. Der Median der Boxplots zeigt die durchschnittliche Anzahl der Samen
aus den Friichten. Der obere und untere Teil in Gelb bzw. Rot zeigt das obere und untere Quantil des
Median an. Die weifsen Punkte sind die AusreilSer der Stichprobenzahlung und somit eine extrem kleine
bzw. groRe Beobachtung. Die Striche zeigen die kleinste normale bzw. groBte normale Beobachtung.
Bei einigen Auszdhlungen kam es zu kleinen AusreiBern. Zudem fallt auf, dass der Median
unterschiedlichste Samenzahlen aufweist, bei den unterschiedlichen Auszdhlungen der Samen.

Vergleicht man die gleichen Akzessionen vom selben Jahr, sind keine Auffalligkeiten zu beobachten.
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Abbildung 15: Verteilung der Samenanzahlen der im Jahr 2013 geernteten Friichte als Boxplots
dargestellt. Die roten Punkte bezeichnen die Akzessionen von Lycium barbarum und die griinen Punkte
die Akzessionen von Lycium chinense. Auf der x-Achse sind die Akzessionsnummern aufgetragen, auf
der y-Achse die Anzahl der Samen pro Frucht. Der Dicke schwarze Strich in der Mitte stellt den Median
dar und der gelb gekennzeichnete Bereich umfasst das obere und untere Quantil des Median. Die
diinnen Linien am Ende der Gestrichelten Linien sind die kleinste und die gréfste normale Beobachtung
der Stichprobenzdhlung aus 10 Lycium-Friichten. Die weifsen Kreise, mit schwarzer Umrandung sind die

extrem kleinsten bzw. extrem gréfsten Beobachtungen.
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Abbildung 16: Verteilung der Samenanzahlen der im Jahr 2014 geernteten Friichte als Boxplots

dargestellt. Die roten Punkte bezeichnen die Akzessionen von Lycium barbarum, die griinen Punkte die

Akzessionen von Lycium chinense und der gelbe Punkt eine L. europeaum. Auf der x-Achse sind die

Akzessionsnummern aufgetragen, auf der y-Achse 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 sind die kleinste und

die gréfste normale Beobachtung der Stichprobenzdhlung aus 10 Lycium-Friichten. Die weifsen Kreise,

mit schwarzer Umrandung sind die extrem kleinsten bzw. extrem gréf3ten Beobachtungen.

30



4. Diskussion

4.1. Phylogenetische Analyse der drei Marker Regionen

4.1.1. Amplifizierung der Sequenzen von ITS2, psbA-trnH und trnH-trnK

Die Amplifizierung der diagnostischen Sequenzen konnte im Wesentlichen erfolgreich durchgefiihrt
werden. Flr ITS2 waren fir alle Akzessionen, in einer Hohe zwischen 300 und 400 Basenpaaren, eine
Bande zu erkennen, mit Ausnahme der Probennummer 14 (Tabele 1).Die schwache Bande der
Probennummer 14 (siehe Abbildung 5) ist darauf zurlickzufiihren, dass die DNA-Konzentration in
dieser Probe sehr niedrig ausgefallen ist. Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass die Tasche des
Gels an dieser Stelle ein Loch aufwies und Teile der Probe verloren gingen. Trotz allem wurde diese
Probe zunéachst nicht mitsequenziert, da eine zu geringe DNA-Konzentration keine gute Sequenzierung
dieser ergibt. Es bietet sich an in einem solchen Fall die Probe bei Gelegenheit nochmals Uber ein
Agarose-Gel laufen zu lassen. Sollte dies zu demselben Ergebnis fiihren, so ist es ratsam nochmals die
PCR zu wiederholen und die Anzahl der Zyklen zu erhéhen. Auch hilfreich ist es das Template nochmals
zu Uberprifen, denn moglicherweise wurde zu wenig DNA aus der Probe extrahiert und es ist eine

neue Extraktion notig.

Flr psbA-trnH ist ebenfalls wie zu erwarten jeweils eine Bande pro Akzession sichtbar. Die Banden
zeichnen sich sehr deutlich ab (Abbildung 6). In der Negativkontrolle ist ebenfalls eine deutliche Bande
zu erkennen, die jedoch auf einer anderen Hohe liegt als die Bande der Akzessionen. Somit handelt es
sich nicht um das gleiche Produkt. Trotz allem koénnte dies auf eine Kontamination durch
Mikroorganismen hinweisen, wo der Primer unspezifisch band und ein unbekanntes Produkt
amplifizierte. Ebenfalls konnte die Bande eine amplifizierte /ITS2 Region von einer Pilzkontamination
darstellen, was bei einer Sequenzierung zu Problemen fiihren kdnnte, da evtl. zwei Sequenzen
sequenziert werden. In der Regel sollte tiberprift werden, welche der PCR Agenzien kontaminiert ist,

diese entsorgen und den Versuch wiederholen.

Flr die mit den Primern trnH-trnK durchgefiihrte PCR war ebenfalls fiir jede Bande ein Produkt zu
erkennen. Es war jedoch auch in dieser Negativkontrolle ein Produkt zu erkennen, das in diesem Fall
auf der gleichen Hohe lag wie die Banden der Akzessionen in den anderen Spuren. Eine Erklarung dafir
konnte sein, dass ein Bestandteil des Mastermixes mit Fremd-DNA kontaminiert war, die den
Abschnitt, der amplifiziert werden sollte enthielt, wodurch eine Amplifikation stattfand. In diesem Fall
liegt sehr nahe, dass es sich um dieselbe Kontamination handelt, wie sie bereits bei der
Negativkontrolle der trnH-trnK Amplifikation vorlag. Da sich die Bande jedoch auf derselben Hohe
befindet, wie die Banden der anderen Spuren koénnte auch ein Teil der Nachbarprobe hiniliber

geflossen sein, als das Gel beflllt wurde. Die Amplifikation derselben Region 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 schlieRt dies keine
Pilzkontamination aus, da Primer auch unspezifisch binden kénnen. Viel naher liegt jedoch die
Vermutung, dass die Kontamination pflanzlicher Herkunft ist. Auch in diesem Fall sollten die Agenzien

erneuert und der Versuch wiederholt werden.

4.1.2. Sequenzierung und Stammbaumerstellung anhand der Marker-Sequenzen

Nicht alle Sequenzierungsergebnisse konnten fiir eine phylogenetische Analyse verwendet werden,
weshalb in den Stammbadumen auch keine 19 Akzessionen aufgefiihrt sind. Diese Sequenzierungen
sollten zur Vervollstandigung nochmals wiederholt werden, damit die Verwandtschaftsverhaltnisse
klar werden. Betrachtet man die Stammbadume, dann ware zu erwarten, dass die Akzessionen, die der
gleichen Art angehdren, im Stammbaum als eine Einheit auftreten oder sich in phylogenetischer Ndhe
zueinander befinden. Im ITS2-basierten Stammbaum fallt auf, dass alle untersuchten Akzessionen
mehr oder weniger beisammen liegen, was darauf zurlckzufiihren ist, dass die Akzessionen alle aus
Eurasien stammen. Vergleicht man den /TS2 Stammbaum (Abbildung 8) mit dem aus Fukuda et al.;
2000 (Abbildung 2), dann sieht man auch hier deutliche Gruppeneinteilungen nach der geografischen
Lage der dargestellten Lycium-Spezies. So bilden die eurasischen Spezies eine Gruppe, mit unseren
Proben. Auch die aus Nord Amerika stammenden Spezies bilden in diesem Stammbaum eine deutliche
Gruppe. Alle weiteren Arten (ganz unten im Stammbaum angesiedelt), welche hauptsachlich aus
Stdamerika stammen, bilden zwar eine eher undeutliche, aber auch leicht erkennbare Gruppe.
Dennoch ist eine deutliche Ahnlichkeit zu dem Stammbaum aus Fukuda et al.; 2000 zu erkennen. Die
Wahl der AuRengruppe, hat in diesem Fall zu einem sehr schénen Ergebnis gefiihrt. Es konnte gezeigt

werden, dass mit der /ITS2-Region eine gute biographische Analyse moglich ist.

Ahnlich wie bei dem /TS2-Stammbaum ist auch bei dem psbA-trnH Stammbaum eine geographische
Einteilung der Lycium-Spezies erkennbar (Abbildung 9). Allerdings sind die Arten zum Teil nicht ganz
eindeutig geographisch eingeteilt. Dies konnte daran liegen, dass nicht sehr viele Nordamerikanische
und Stidamerikanische Arten zur Analyse verwendet wurden. Zudem ist deutlich, dass zwei als Lycium
europaeum bezeichnete Arten 8213 und 7064 eine AuRRengruppe mit Amerikanischen Arten bilden und
somit vermutlich keine Eurasische Art sind. Dieses Phdanomen 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.

Bei dem Stammbaum von trnH-trnK wurden keine AuRengruppen oder Sequenzen anderer Lycium-
Spezies verwendet. Der Grund hierfiir ist, dass es fiir diese Region nicht ausreichend Referenzen in der

Genbank gibt. Aber auch in diesem Stammbaum sind wieder zwei deutliche Gruppierungen zu sehen.
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Zum Einen eine grofRe Gruppe der Eurasischen Arten und die zweite Gruppe mit den Amerikanischen
Arten. Auch hier sin die zwei L. europaeum 8213 und 7064 Arten bei den Amerikanischen Arten in einer
Gruppe angesiedelt. Aufgrund dessen verstarkt sich der Verdacht, dass diese keine aus Eurasien
stammende Lycium-Spezies sind. Die L. chinense bilden in diesem Stammbaum ebenfalls eine
abgegrenzte Gruppe innerhalb der eurasischen Arten. Auch eine deutliche L. barbarum Gruppe
zeichnet sich ab. Diese beinhaltet auch eine der L. europaeum Akzessionen 5553. Dies kdnnte
entweder darin begriindet liegen, dass diese sehr dhnlich ist zu L. barbarum in Bezug auf diese Marker
Region oder es handelt sich um L. barbarum. Nicht auszu- schliefSen ist, dass es sich auch um ein Hybrid
aus den beiden Spezies handelt. Diese Ausfalligkeit ist auch in dem Stammbaum fiir trnH-trnK zu sehen.
Allerdings sind die L. europaeum Spezies 8213 und 7064 bei der Untersuchung von ITS2 allein der Ndhe
von L. barbarum angesiedelt, in diesem Fall jedoch auch die Amerikanische Spezies L. oxycarpum. Auch
dies sollte genauer betrachtet werden und dabei beachtet werden, dass trn Regionen im Chloroplasten
lokalisiert sind und /TS Regionen im Kerngenom. Was auch zu einem unterschiedlichen
Verwandtschaftsverhaltnis fliihren kénnte. Je nach Wahl der Marker Region und der vorhandenen
Referenzen aus der Genbank ist eine phylogenetische Analyse im Fall Lycium sehr gut moglich. Vor
allem in Bezug auf die biographische Verbreitung dieser Art. Zur eindeutigen Unterscheidung von L.

chinense und L. barbarum sollten allerdings aussagekraftigere Methoden herangezogen werden.

4.2.SRAP-Analyse

In der SRAP-Analyse wurden ausgehend von unterschiedlichen Primerkombinationen genetische
Fingerprints erstellt, wodurch fir jede Primerkombination fiir jede Akzession ein spezifisches
Bandenmuster erhalten wurde. Ausgehend von diesen Bandenmustern wurden fiir jede
Primerkombination die Akzessionen in Gruppen eingeteilt. Die Auswertung der SRAP erfolgte, indem
fir jede Akzession bestimmt wurde, in wie vielen Gruppen sie mit jeder anderen Akzession
Uibereinstimmt, es wurde eine Ahnlichkeitsmatrix erstellt (Abbildung 12). Es fallt auf, dass die zwei
Akzessionenpaare, die in dieser Gruppenauswertung die hdchste Ahnlichkeit zueinander erzielten,
namlich 8213 und 7064 (beide Lycium europaeum) sowie 6815 und 5551 (beide Lycium chinense) beide
zu der gleichen Art gehoren. Es ist allerdings nicht klar, ob es sich dabei nicht um einen Zufall handelt,
denn von den fiinf Paaren, die untereinander 5 Ahnlichkeiten zeigten, waren drei zueinander
artunterschiedlich. Vergleicht man die Ergebnisse der SRAP mit den Ergebnissen der Stammbaume, so
fallt auf, dass auch in allen drei Stammbdumen die Akzessionen 8213 und 7064 relativ nahe
beieinander liegen. Die Akzessionen 6815 und 5551, die ebenfalls in der SRAP 6 Ahnlichkeiten
aufweisen, liegen jedoch in allen drei Bdumen relativ weit auseinander. Viele Akzessionspaare, die in
der SRAP viele Ahnlichkeiten zueinander aufweisen, zeigen in den Stammbaumen keinen eindeutigen

Verwandtschaftstrend. Es ist deshalb fraglich, ob die Art der Auswertung bei der SRAP eine geeignete
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war und ob 8 Primerkombinationen Uberhaupt ausreichend sind fiir eine eindeutige Aussage. Was
jedoch auffallt ist, dass die SRAP eindeutig alle Akzessionen der Art Lycium chinense als zueinander
verwandt zuordnet. Das wird auch durch den trnH-trnK-basierten Stammbaum bestatigt, der alle
Akzessionen von Lycium chinense ebenfalls als nah verwandt einordnet. Zudem ist auch hier wieder
die Ausfalligkeit aufgetreten, dass die Lycium europaeum-Akzessionen 8212 und 7064 sehr dhnlich
zueinander sind und das 5553 eher eine Ahnlichkeit zu L. barbarum zeigt. Wenn die Auswertung noch
etwas angepasst wiirde, indem jede Bande einzeln untersucht wird und mehr Primerkombinationen
eingesetzt werden, dann eignet sich diese Methode sehr gut zur Unterscheidung von nah verwandten

Lycium-Spezies.

4.3.SCAR-Analyse

Ausgehend von einer RAPD-Analyse wurden diagnostische Banden ermittelt, mit deren Hilfe eine
Unterscheidung der einzelnen Lycium-Akzessionen moglich ist. Die Sequenz der die Banden bildenden
DNA-Produkte wird ermittelt und dazu Primer entwickelt, die diese DNA-Produkte amplifizieren
konnen. Aufgrund des Erscheinens dieser Banden kann ermittelt werden, ob es sich bei einer Lycium-
Akzession um Lycium barbarum oder Lycium chinense handelt(Cho-Wing Sze et al., 2008) Ziel dieses
Versuchs war, mittels speziell dafiir konzipierter Primer durch eine PCR Banden zu amplifizieren, die
eine Unterscheidung zwischen Lycium barbarum und Lycium chinense ermdglichen sollen. Dazu
wurden zwei Primerpaare verwendet. Eines der Primerpaare amplifiziert ein DNA-Produkt von 700
Basenpaaren Lange, das andere Primerpaar ein DNA-Produkt von 650 Basenpaaren Ldnge. Als Ergebnis
sollte somit fiir die PCR mit den Primern fiir das 700 Basenpaare lange Fragment eine Bande in der
Hoéhe von 700 Basenpaaren und fiir die PCR mit den Primern fiir das 650 Basenpaare lange Fragment
eine Bande in 650 Basenpaaren Hohe zu erkennen sein. Fiir die PCR mit den Primern 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 Banden zeigt dass die Primer kaum aufgebraucht wurden, was zeigt,
dass die PCR nicht wirklich funktionierte. Das Ergebnis der PCR mit den Primern fiir das 650 Basenpaare
lange Fragment zeigt flir jede Akzession eine Bande in 700-800 Basenpaaren Hohe. Insgesamt kann das
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 Durchfiihrung des
Versuchs in Cho-Wing Sze et al. ab. Da die Friichte in diesem Paper in diversen Regionen Chinas gesucht
wurden, handelt es sich dabei sicherlich um andere Unterarten als in den im Versuch verwendeten. Es
kénnte durchaus sein, dass das 700 bp-Fragment in den untersuchten Akzessionen nicht existiert und

deshalb keine Bande erkennbar ist.
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Derselbe Versuch wurde bereits einmal im Botanischen Institut I, KIT durchgefihrt, jedoch im
Gegensatz zu dem hier durchgefiihrten Versuch mit einer Annealingtemperatur von 63°C. Wie es in
Abbildung 17 zu sehen ist, konnte das gewiinschte Produkt in diesem friiheren Versuch amplifiziert
werden. Somit liegt die Vermutung nahe, dass der Grund fir die fehlerhafte Amplifikation die

verdanderte Annealing-Temperatur sein konnte, oder aber auch ein anderes PCR-Programm

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

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

Abbildung 17: Zeigt verschiedene L. barbarum (Lb), L. chinense (Lc) und L. europaeum (Le) Akzessionen,
die gepriift wurden. Die Annealingtemperatur der PCR betrug 63°C und es wurde fiir alle Arten ein 650
bp Fragment mit den Primern LB.SC650.F und LB.SC650.B erzeugt.

Sowohl der Versuch bei 65°C und bei 63°C fihrte zu keiner Unterscheidung der unterschiedlichen
Arten. Dies schlief3t nicht aus, dass SCAR keine geeignete Methode ist, sondern dass sich in diesem Fall
die SCAR Primer aus Cho-Wing Sze et al. nicht eignen oder kein geeignetes PCR-Programm fiir diese
vorliegt. Die Entwicklung eines besseren SCAR Primer, wiirde mit Sicherheit auch zu guten Ergebnissen

fliihren und eine geeignete Methode zur genauen und spezifischen Artunterscheidung darstellen.

4.4. Unterschiede in der Samenanzahl

Betrachtet man die Verteilung der Samenanzahl in den untersuchten Goji-Akzessionen, so ist aufgrund
der bisherigen Ergebnisse keine eindeutige Unterscheidung der Goji-Akzessionen anhand der
Samenanzahl in den Beeren moglich. Die Anzahl der Samen in den verschiedenen Goji-Akzessionen
variiert stark, wodurch es zu hiufigen Uberschneidungen in der Samenanzahl in den Goji-Akzessionen
kommt. Es ist die leichte Tendenz erkennbar, dass die Verteilung der Anzahl der Samen in den Beeren
von Lycium barbarum hoéher liegt als die Anzahl der Samen in Lycium chinense. Insgesamt kann hier
jedoch noch keine klare Aussage getroffen werden. Es konnte die Hypothese aufgestellt werden, dass
jede Lycium-Akzession Samenanzahlen in einem bestimmten Zahlenbereich enthalt, wodurch bei der
Bestimmung eines Goji-Produktes durch eine Auszdhlung der Samen bestimmte Arten als
unwahrscheinlich eingestuft oder ausgeschlossen werden kénnen. Ob es wirklich ein bestimmtes
Muster gibt, nach dem sich die Samenanzahl in den Friichten von Goji-Beeren von Art zu Art

unterscheidet, miissen weitere Untersuchungen zeigen.
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