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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Produkte der Traditionellen chinesischen Medizin (TCM) erfreuen sich in Europa einer immer
grolReren Beliebtheit. Viele Artikel finden den Weg in die Supermarkte und die Haushalte.

Die kleinen siR bis sauerlich schmeckenden Goji-Beeren sind hierbei besonders popular, was auch
auf die immer wieder postulierten Wunderkrafte dieser Beere zurlickzuflihren ist. Hinter der
Kulisse der offentlichen Beliebtheit findet ein Streit zur Identitdt des wahren Gojis statt. Zwei
verschiedene Arten sind als Goji kommerzialisiert: Lycium barbarum und Lycium chinense. Fir den
europaischen Markt versprechen Anbieter, dass nur Friichte der Art Lycium barbarum in den als
Goji verkauften Produkten vorliegen.

Fiir den Verbraucherschutz ist es wichtig zu wissen, ob in den in Europa vertriebenen Produkten
tatsachlich nur Friichte von Lycium barbarum enthalten sind, oder ob mit den wesentlich
glinstigeren, aber zum Verwechseln dhnlichen, Friichten der Art Lycium chinense gepanscht wird.
Eine Echtheitspriifung ist also notwendig, wofiir Referenzpflanzen benétigt werden. Im
botanischen Garten des KIT ist eine Sammlung verschiedener Goji-Pflanzen vorhanden, deren
Identitat nicht vollkommen klar ist.

Uber eine morphologische Analyse, die sowohl vegetative als auch generative Merkmale umfasst,
wurden die Pflanzen unter Zuhilfenahme von Bestimmungsliteratur bestimmt und den beiden
verschiedenen Goji-Arten Lycium barbarum und Lycium chinense zugeordnet. Die Ergebnisse
zeigen, dass sowohl Bliten-, als auch Blatt- und besonders Samenmerkmale fir die
Unterscheidung der beiden Arten verwendet werden kdnnen.

Mit diesem gesicherten Referenzmaterial konnten DNA-basierte Unterscheidungsmethoden
getestet werden. Zusatzlich zu den Referenzpflanzen aus dem botanischen Garten wurden Goji-
Produkte und weitere Lycium-Arten in die Untersuchung eingegliedert.

Sowohl mit diversen Fingerprints, wobei der 5S-Spacerregion Fingerprint sich besonders effektiv
zeigte, als auch mit einer Fragmentanalyse der Introns der B-Tubulin-Genfamilie konnten die
beiden Arten voneinander unterschieden und ausnahmslos alle getesteten Goji-Produkte der Art
Lycium barbarum zugeordnet werden.

Uber die Verwendung von genetic barcodes wie die klassischen psbA-trnH oder ITS
Markerregionen, aber auch neuerer Marker wie Cosl6 oder ycflb konnten Stammbadume zur

Betrachtung der Verwandtschaftsbeziehung zwischen den verschiedenen Arten sowie den
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Zusammenfassung

Produkten erstellt werden. Dieser Ansatz fiihrte zu dem Ergebnis, dass die Goji-Produkte bis auf
eine Ausnahme der Art Lycium barbarum angehoOren, was sowohl eine Bestatigung der
morphologischen Resultate als auch der Fingerprintanalysen darstellt.

Die eher uniibliche Kombination aus Morphologischen und Molekularen Methoden sowie deren
einheitliches Ergebnis flihrt zu einem Hochstmald an Verlasslichkeit der Daten.

Neben dem Test der Goji-Beeren ging es um die Evaluierung von allgemeinen Methoden zur
Unterscheidung nah verwandter Arten, die auf dhnliche Problematiken angewandt werden
konnten. Besonders der Tubulin-basierte Polymorphismus als auch die Markerregion Cosl6

erwiesen sich als duRerst vielversprechend.



Abkiirzungen

Abkilirzungsverzeichnis

DNA Desoxyribonukleinsaure

RNA Ribonukleinsdure

ITS internal transcribed Spacer

PCR Polymerase Ketten Reaktion / Polymerase Chain Reaction
TBP Tubulin-basierter Polymorphismus / Tubulin-based polymorphism
RAPD Random amplified polymorphic DNA

SRAP Sequence related amplified polymorphism

SCAR Sequence characterized amplified region

ARMS Amplified refractory mutation system

Ccos conserved ortholog set

BGK Botanischer Garten des KIT

FAM 6-FAM (6-Carboxyfluorescein)

YY Yakima yellow

nf-H,0 Nuklease freies Wasser

UPGMA Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean
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Seite 1 1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Goji als Beispiel fiir neues Erndahrungsbewusstsein

Auf sich und seine Ernahrung zu achten nimmt in der heutigen Zeit einen immer grélReren
Stellenwert ein. Das Bewusstsein der Menschen fir Nahrungsmittel wird mehr und mehr
gescharft, was sich in der immer groRer werdenden Anzahl an verschiedenen Erndahrungsweisen
widerspiegelt. Als Beispiel seien die Vertreter des Veganismus genannt, die im Jahr 2013 im
Rahmen einer Studie der Universitaten Hohenheim und Goéttingen auf etwa 400 000 Personen
geschatzt wurden [1]. Der Vegetarierbund Deutschland geht aktuell von etwa 900 000 Veganern in
Deutschland im Jahr 2015 aus, was eine Verdopplung in den letzten beiden Jahren bedeuten
wirde [2].

Durch technologischen Fortschritt und Globalisierung haben wir jederzeit Zugriff auf
Nahrungsmittel, die auf der anderen Seite der Welt angebaut werden. Aufgrund des neuen
Bewusstseins flir Erndhrung ist es von Bedeutung zu wissen, woher die Nahrung, die wir zu uns
nehmen, kommt und ob es sich bei dem Produkt auf unseren Tellern auch um das handelt, als was
es gekennzeichnet ist.

Ereignisse wie der Pferdefleischskandal im Jahr 2013 in Europa, wo in 10 von 27 getesteten
Rindfleischprodukten Spuren von Pferdefleisch nachgewiesen wurden [3] oder auch der als fish
fraud bezeichnete Vorfall in den Vereinigten Staaten im selben Jahr, bei dem sich herausstellte,
dass von 1215 getesteten Fischprodukten etwa 33% falsch etikettiert wurden [4], zeigen die
Aktualitat der Problematik und wie wichtig eine Kontrolle und eine korrekte Authentifizierung
unserer Nahrungsmittel ist.

In den letzten Jahren ist eine erhdhte Popularitat der Traditionellen chinesischen Medizin (TCM) in
Europa zu verzeichnen und so ist es nicht verwunderlich, dass auch mehr und mehr TCM Produkte
ihren Weg nach Europa finden.

Zu diesen Produkten gehort auch die chinesische Wolfsbeere, welche laut dem Vizedirektor der
China Chamber of Commerce for Import and Export of Medicines and Health Products (dem
einflussreichsten Handelsverband in China) das popularste TCM Produkt auf ausldndischen
Markten ist [5].

Die Frichte des gewdhnlichen Bocksdorns (Lycium barbarum) und des chinesischen Bocksdorns

(Lycium chinense) werden beide als chinesische Wolfsbeere bezeichnet und als Goji-Beeren
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vertrieben. Goji-Beeren beinhalten sehr viele Inhaltsstoffe, weswegen die Frucht in den Medien oft
reilBerisch als ,Superfrucht” oder ,Superfruit” bezeichnet wird, beispielsweise in einem Bericht in
der Los Angeles Times aus dem Jahr 2008 [6]. Da besonders der Internethandel mit der Beere
floriert, wird dort inflationdr vom Begriff Superfrucht Gebrauch gemacht. Eine ernsthafte
Auseinandersetzung mit der Wirkstoffen flihrt zu dem Resultat, dass die Friichte eine groe Anzahl
an Polysacchariden (sogenannte LBP, Lycium barbarum polysaccharids) mit antioxidativer Wirkung
sowie verschiedene Vitamine, welche in der vorkommender Menge mit Zitrusfriichten vergleichbar
sind, enthalten [7].

Die zunehmende Popularitat der chinesischen Wolfsbeere zeigt sich in den steigenden Erntezahlen

in der zentral gelegenen chinesischen Region Ningxia Hui, welches neben der Xinjiang Uyghur

Region in Westchina eines der Hauptanbaugebiete von Goji darstellt [7].

Abb. 1: Getrocknete Goji-Beeren (links), das Hauptanbaugebiet Ningxia in Zentralchina (in rot markiert, Mitte)
und Ernte der Goji-Beeren in der Ningxia-Region (rechts).

Eine Quelle gibt fiir das Jahr 2013 den Gesamtwert der Exporte aus der Ningxia Region mit 36
Millionen US-Dollar [8] und fiir das Jahr 2014 einen Exportwert von knapp 52 Millionen US-Dollar
[9] an. Andere Quellen gehen fiur dieselbe Region im Jahr 2014 sogar von einem Exportwert von
Uber 70 Millionen US-Dollar aus [10]. Das Problem bei all diesen Quellen ist die allgemeine
Bezeichnung der geernteten Produkte als ,chinesische Wolfsbeere”. Da es sich bei diesem Namen
um die umgangssprachliche Bezeichnung von zwei verschiedene Arten handelt, wird dieser Begriff
im weiteren Verlauf dieser Arbeit so gut es geht vermieden und stets die wissenschaftlichen

Artnamen verwendet.
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Die als Goji-Beeren verkauften Produkte sind meist mit keinem wissenschaftlichen Artnamen
gekennzeichnet, aber Anbieter dieser Produkte geben an, dass auBerhalb Asiens vertriebene Goji-
Beeren ausschlieBlich Friichte von Pflanzen der Art Lycium barbarum enthalten sollen [7]. Aber
wenn man sich vergegenwartigt, wie schwer die Unterscheidung der Wolfsbeeren ist, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass, auch aus wirtschaftlichen Griinden, die weitaus glinstigere L.
chinense einen stark vermehrten Weg in die exportierten Goji-Produkte findet [11]. Eine
Unterscheidung von Lycium barbarum und der am weitesten verbreiteten ,Pansch”-Art Lycium
chinense ist von elementarer Wichtigkeit fir den Verbraucherschutz und sollte eine groBere

Aufmerksamkeit erhalten [11].

1.2. Das Artkonzept

Im Hinblick auf die beiden nah verwandten Arten Lycium barbarum und Lycium chinense scheint es
sinnvoll zundchst die Definition(en) des Begriffs ,Art“ kurz zum umreiflen, da dies den
wissenschaftlichen Hintergrund der vorliegenden Arbeit darstellt. Es gibt verschiedene
Moglichkeiten den Begriff Art zu definieren und deswegen auch mehrere unterschiedliche
Artkonzepte.

Das Naheliegende ist die Betrachtung von morphologischen Merkmalen, was als morphologisches
Artkonzept bezeichnet wird und bereits von Linné eingesetzt wurde.

Bei diesem Konzept werden verschiedene Merkmale von Individuen betrachtet und aus der
Ubereinstimmungen bei hochspezifischen Merkmalen auf die Zusammengehdrigkeit verschiedener
Individuen zu einer Art geschlossen. Diese sogenannten Morphospezies besitzen in der Gesamtheit
ihrer Individuen eine Kontinuitdt der Merkmale und grenzen sich durch eine Diskontinuitat der
Merkmale von anderen Morphospezies ab [12]. Fir die korrekte Auftrennung von morphologisch
sehr dhnlichen Arten muss eine ausreichende Anzahl von Merkmalen betrachtet werden. Man
konnte eine Art daher als einen Punkt in einem n-dimensionalen System aus n unterschiedlichen
beschreibbaren Merkmalen bezeichnen.

Die Unterscheidung lber solche Merkmale spielen in der systematischen Praxis eine groRe Rolle
und sind die Grundlage von Bestimmungsschliisseln und Taxonomie [12].

Bei dieser Betrachtungsweise gibt es jedoch einige Schwierigkeiten, denn die Natur ist standiger

Veranderung ausgesetzt, sodass Merkmalsunterschiede nicht vollstindig determiniert, sondern
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ebenso wie die gesamte Natur stets im Fluss sind. Des weiteren ist der betrachtete Phanotyp nicht
komplett tiber den Genotyp bestimmt, da abiotische Faktoren zu einer phanotypischen Plastizitat
flihren kdnnen, was unterschiedliche Morphologie bei identischem Genotyp bedeutet. AuRerdem
ist die morphologische Bestimmung oftmals von Subjektivitdt gepragt, weil bei der Beschreibung
von Arten zwangslaufig Vokabeln wie ,haufig” oder ,leicht groBer” auftauchen, die jeder Taxonom
anders auslegen kann.

Das populationsgenetische Artkonzept beschreibt Arten als ,Gruppen von natirlichen
Populationen, die sich tatsachlich oder potentiell untereinander vermehren und
fortpflanzungsmafRig von anderen derartigen Gruppen getrennt sind” [13]. Die dabei gebildeten
Isolationsmechanismen, welche genetisch verankert sind, sollen diese Biospezies von artfremden
Individuen trennen [12]. Die beiden wichtigsten Wege zur Artbildung bei diesem Konzept sind die
allopatrische und sympatrische Artbildung. Bei ersterer findet eine geographische Trennung einer
Population Uber ein natirliches Ereignis wie Kontinentalverschiebung oder Gebirgserhebung mit
anschlieRender Bildung einer Fortpflanzungsbarriere statt. Die sympatrische Artbildung beschreibt
die Entwicklung einer kleinen Teilpopulation zu einer neuen Art Uber die Bildung einer
Fortpflanzungsbarriere ohne vorherige geographische Trennung, was duBerst selten ist, aber
dennoch in der Praxis geschehen kann [14].

Problematisch bei dieser Artdefinition ist erneut die Tatsache, dass die Natur kein starres Objekt
ist. Geographisch getrennte Population derselben Art sind nach dem allopatrischen
Artbildungsvorgang als Arten im Entstehungsprozess anzusehen. AuRerdem wird dieses Konzept
dadurch begrenzt, dass es sich nur auf sexuell fortpflanzende Arten beschrankt und asexuell
vermehrende Arten nicht erfasst.

Der Begriff ,evolutionare Art” ist Teil des phylogenetischen oder evolutiondren Artkonzepts. Eine
Art ist in diesem Fall eine ununterbrochene Linie sich fortpflanzender Individuen, die zu Lebenszeit
nicht aussterben oder sich in andere Arten aufspalten [29].

Da auf diese Weise definierte Arten zundchst nach dem morphologischen oder
populationsgenetischen Artkonzept bestimmt werden missen, treten die schon erwadhnten
Schwierigkeiten auch bei dieser Definition auf.

Egal, welches Konzept man sich anschaut, keines beantwortet die Frage ,Was ist eine Art?“ auf

einer allgemeinen Ebene zufriedenstellend. Die Komplexitdt eines Organismus scheint in Hinblick
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auf seine Morphologie, den Umwelteinflliissen, den Populationsdynamiken sowie seinem
evolutiondren Hintergrund zu grof} zu sein, als dass nur eine Antwort auf diese Frage gibt.

Der britischen Paldoanthropologe Chris Stringer beschreibt diese Problematik sehr treffend mit der
Aussage, dass alle Art-Konzepte ,von Menschen erdachte Anndherungen an die Realitat der Natur”
sind [15].

Bei jedweder morphologischer oder phylogenetischer Betrachtung von nahe verwandten Arten
muss daher beachtet werden, dass nur Anndherungsweise ein momentaner Zustand betrachtet

wird.

1.3. Die Gattung Lycium als globalisierter Vertreter der Nachtschattengewdchse

Die Gattung Lycium gehort zu der Familie der Nachtschattengewachse (Solanaceae), zu der unter
anderem auch einige der wichtigsten Nahrungspflanzen, wie die Kartoffel (Solanum tuberosum)

oder die Tomate (Solanum lycopersicum) gehoren.

ARKIS. @201

Abb. 2: Ungeféhre Verbreitung von Lycium laut Fukuda et al. (2000)[16]. Beispiele der verschiedenen Regionen
sind Lycium chilense (Stidamerika), Lycium oxycarpum (Sudafrika), Lycium barbarum, Lycium chinense, Lycium
europaeum (Eurasien), Lycium californicum (Nordamerika) und Lycium australe (Australien).

Etwa 80 verschiedene Arten, welche sich auf beinahe allen Kontinenten verteilen [17], zdhlen zu
der Gattung Lycium, die damit neben Solanum und Physalis zu den einzigen kosmopolitisch
verbreiteten Nachtschattengewédchsen gehort [18]. Die Gattung kommt getrennt auf der Nord- und
der Siidhalbkugel vor, da Lycium nicht in tropischen Gegenden wachst [19]. Die groRte Lycium-

Vielfalt ist in SGdamerika mit etwa 30 verschiedenen Arten zu finden. Danach folgen Siidafrika mit
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etwa 20, Nordamerika mit ebenfalls etwa 20, Eurasien mit ungefahr zehn Arten, einer Art in
Australien und zuletzt zwei verschiedenen Arten im Pazifischen Raum [16]. Beispiele fiir die
jeweiligen Regionen sind in der Abbildungserldauterung der Abbildung 2 zu finden.

Aufgrund der weltweiten Verbreitung der Gattung Lycium kommt die Frage nach ihrer
biogeographischen Verbreitungsgeschichte auf. Viele Untersuchungen kommen zu dem
einstimmigen Resultat, dass die Gattung Lycium ihren Ursprung in Slidamerika hat, da nah
verwandte Gattungen (z.B. Nolana) dort endemisch sind und die Artenvielfalt von Lycium in
Siidamerika am hochsten ist [18]. Die von Fukuda et al. postulierte Verbreitung von Lycium, welche
auf der Auswertung von matK-Sequenzdaten beruht, zeigt eine Ausbreitung der Gattung von

Stdamerika nach Stdafrika und von dort in den Rest der alten Welt (Abb. 3) [16].

Abb. 3: Mogliche Verbreitung der Gattung Lycium

Anhand der Betrachtung von Sequenzdaten der plastidaren Markerregion trnT-trnF kam die
Untersuchung von Levin et al. aus dem Jahr 2005 zu dem Resultat, dass die Altweltarten eine
monophyletische Gruppe bilden, die sich von den amerikanischen Arten trennen (Abb. 4) [20], was
flir ein einmaliges Verbreitungsereignis von der Neuen in die Alte Welt spricht.

Weder die nordamerikanischen noch die siidamerikanischen Arten bilden eine monophyletische
Gruppe, was U(ber die von Zugvogeln verbreiteten roten Frichte und die damit permanente

Verteilung von Samen erklart werden kann [20].



Seite 7 1. Einleitung

_ﬁﬁ__l: L. barfansm
2 L. chinanss
D "
k 1
100
B o8
3
[+0:] I
1 l
2 — L. andlgrsoni
m—— T T
— | @iongEhTT
Tribo 8 L. exsarum OF
chjeae 1 |l axsertum DF -
| Tremonin 5 o Pacilic islands
\ c p—|L. fremontii BC T
73 L. pansin ,
100 1 e |, fexarsiam
w0 | 60 | L. fovrenyi
1 — L. brévipes
aE a7 B4 L. carofinianum var. guaarifidum
5 4 1_I: L i var. sandwicense
I < Lt
100 — L. cu
T i T
g L. califosmicum HRF
3 2 L. califoemicum HRH
94 T L. califormicum OF
3 100 L. modos ey
?t 4 W LT
2

SOFTES SQUETOES

Abb. 4: trnT-trnF basierter Maximum Parsimony Stammbaum von Neuwelt- und Altweltarten der Gattung
Lycium. Die Altweltarten bilden ein Monophylum und trennen sich klar von den Neuweltarten.

1.4. Morphologie von Lycium barbarum und Lycium chinense

Die Pflanzen der Arten Lycium barbarum und Lycium chinense sind dornige Straucher mit einer
Wuchshohe von bis zu vier Metern. lhre Blatter sind in Blindeln angeordnet und variieren in ihrer
Erscheinung von lanzett- bis eiférmig. Die Pflanzen sind zwittrig (erkennbar in Abb. 5a) und die
charakteristischen purpurfarbenen Bliiten haben eine Breite von etwa zwei Zentimetern.

Die Bestaubung erfolgt durch Bienen (siehe Abb. 5). Andere Bocksdorne werden durch weitere
Hautfligler, Zweiflligler oder Schmetterlingen bestdubt. Die orange-roten Friichte sind oval,
ungefahr zwei Zentimeter lang und beinhalten zahlreiche Samen. Die Verbreitung der im
Durchmesser etwa 2-3 mm groRen Samen findet unter anderem Uber Ornithochorie, also (iber

Vogel, statt.
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Im Normalfall ist die Zahl der Kron- und Staubblatter flinf, wobei hier Variationen maoglich sind. Die
Krone ist rohren- oder trichterformig und variiert zwischen den beiden Arten in der Lange. Der
Kelch ist glockenférmig und dient aufgrund seines Aufbau als weiteres Unterscheidungsmerkmal,
da Pflanzen der Art Lycium barbarum einen zweigelappten Kelch besitzen, wohingegen die
Lappung des Kelches bei Lycium chinense 3-5 betragt [21].

Auch die Behaarung der Kronblatter kann fiir die Unterscheidung verwendet werden, denn Lycium
barbarum ist kahl und Lycium chinense weist einen leichten Flaum am Rand der Kronblatter auf,

jedoch ist dieses Merkmal nur mikroskopisch zu erkennen.

Abb. 5: Erscheinung einer Bliite von Lycium chinense. Die fiinf Kronblatter sind deutlich zu erkennen, auRerdem
die finf Staubblatter, sowie das Fruchtblatt (links). Eine grade erst gedffnete Bliite von Lycium chinense wird von
einem Bestduber (Apis mellifera) besucht (rechts).

1.5. Fragestellung

Die nah verwandten und morphologisch sehr dhnlichen Arten Lycium barbarum und Lycium
chinense sind die Kernpunkte dieser Arbeit. Beide werden als Goji vertrieben und die Frage nach
dem ,wahren” Goji wird kontrovers diskutiert. Wichtig ist also eine Unterscheidung zwischen den
beiden Arten treffen zu kénnen. Daher stellt sich die Frage, ob dies auf der morphologischen und
der genetischen Ebene moglich ist und ob sich die Ergebnisse dieser beiden verschiedenen
Herangehensweisen decken. Die morphologischen Unterschiede wurden im vorherigen Kapitel
kurz erldautert. Im Folgenden sollen die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten DNA-basierten

Methoden umrissen werden.
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1.6. DNA-Fingerprinting

1.6.1. RAPD (Random amplified polymorphic DNA)

Die Idee der Fingerprinting Methode mit dem Namen random amplified polymorphic DNA (RAPD)
entstand zum Ende des letzten Jahrtausends. Erstmals wurde die Methode mit der Verwendung
zufalliger Primer zum Erstellen von Mustern aus DNA-Fragmenten eines Genoms im Jahr 1990 von
Williams et al. eingesetzt und der Name RAPD etabliert [22]. Die Gruppe unterschied mit diesem
Ansatz die kultivierte Form der Sojabohne (Glycine max) von einer Wildform (Glycine soja) und
schlagt diese Methode zur Unterscheidung von nahe verwandten Arten vor [22].

Die Idee ist das Einsetzen von extrem kurzen Primer Oligonukleotiden mit einer Lange von um die
zehn Basenpaaren im Rahmen einer Polymerasen Ketten Reaktion (PCR). Aufgrund der Kiirze steigt
die Wahrscheinlichkeit einer Bindung innerhalb des Genoms und damit dem Amplifizieren von
unterschiedlich langen Fragmenten, die anschlieRend (iber Gelelektrophorese und dem damit
entstehenden Bandenmuster ausgewertet werden kénnen. Dieses Muster kann dazu verwendet
werden, um nahe verwandten Arten zu unterscheiden, da auch einzelne Basenunterschiede und
damit kleine Verdanderungen im Genom detektiert werden kdnnen [22].

Zehn Jahre spater wurde dieser Ansatz erstmals fir die Unterscheidung von Lycium barbarum und
Lycium chinense eingesetzt. Mit einigen Primern konnten unterschiedliche Fingerprints fir die
nahe verwandten Arten erstellt werden [23]. Trotz dieser relativ alten Methode findet sie heute
noch Erwdhnung in Publikationen und Reviews zum Thema Fingerprint. Ein Review aus dem Jahr
2012 zu den Entwicklungen bei der Identifikation von Pflanzengenomen ergab, dass 89% der
Studien, die verschiedene molekulare Marker verwendeten, sich auf den Einsatz von arbitrary
amplified (zufallig vervielfaltigter) DNA Methoden verlieBen, zu denen auch RAPD gehort [24]. Dies
unterstreicht die bleibende Aktualitdt dieser Methode einerseits und der Notwendigkeit der
Etablierung neuerer Ansatze andererseits.

Die Bedeutung von Alternativen wird bei dem groflten Problem der Verwendung des RAPD-
Ansatzes deutlich. Denn neben den bereits erwdahnten Vorteilen ist der mit Abstand grofite
Nachteil dieser Methode, dass keine vollstandige Reproduzierbarkeit gegeben ist. Zwar werden
beinahe immer die gleichen Fragmente amplifiziert, aber die exakte Reproduktion von Resultaten
ist nahezu wunmoglich [25], da genomunabhidngige Parameter wie die Verwendung

unterschiedlicher Thermocycler zu anderen Ergebnissen flihren kénnen.
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1.6.2. SRAP (Sequence related amplified polymorphism)

Die SRAP Methode wurde 2001 von Li und Quiros etabliert [26]. Die Primer sind bei dieser
Methode ldnger, in der Regel 17-21 Nukleotide [24], und zusatzlich weist das PCR Programm eine
Besonderheit auf, denn dieses gliedert sich in zwei unterschiedliche Schritte, die sich in der
Annealing Temperatur unterscheiden. Zunachst werden bei einer niedrigen Annealing-Temperatur
(um die 35°C) gezielt Primer-Template-Mismatches erzeugt, um sicher zu stellen, dass die deutlich
langeren Primer (verglichen mit den RAPD-Primern) Gberhaupt irgendwo im Genom binden. Damit
wird gewisser Grundstock an Amplifikaten erzeugt, die bei einer erhéhten Annealing Temperatur
(um die 50°C) in den folgenden Schritten bevorzugt vor den Templates vervielfaltigt werden. Dabei
finden dann nur exakte Bindungen statt, was zu einer groBen Verlasslichkeit, Effizienz und

Reproduzierbarkeit flihrt [24].

SRAP mechanism

Abb. 6: Dargestellt sind die zwei Zyklen einer SRAP. In den ersten Zyklen werden die Primer unspezifisch an die
DNA gebunden. Die damit amplifizierten Sequenzen werden in den darauffolgenden Zyklen mit der exakten
Bindung der Primer vervielfaltigt.

Da eine grofle Anzahl von Fragmenten vervielfdltigt werden kann, keine Sequenzinformationen
vonnoten sind, die Primer fir jede Art eingesetzt werden kdnnen, das Verfahren recht einfach
durchfiihrbar und glnstig ist und weil eine im Gegensatz zu RAPD erhohte Reproduktion der
Ergebnisse moglich ist, erfreut sich diese Methode immer grofRerer Beliebtheit.

Sie wurde beispielsweise zur Unterscheidung verschiedener Rasengraserarten [27], verschiedener
Arten innerhalb der Gattung der Zitrusfriichte (Citrus) [28], und auch schon fiir die Untersuchung

unterschiedlicher Population von Lycium ruthenicum erfolgreich eingesetzt [29].

10
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1.6.3. 55-Spacerregion Fingerprint

Die 5S rRNA Region ist ein Teil der groRen Untereinheit der Ribosomen und kommt in allen
Lebensformen vor [30]. Trotz der offensichtlichen Bedeutung dieser Region ist deren genaue
Funktion noch nicht vollstandig geklart [31]. Inzwischen geht man davon aus, dass die 55-rRNA die
Aktivitdaten in den funktionalen Zentren des Ribosoms synchronisiert und zusammen mit anderen
Proteinen eine Rolle bei der Bindung der tRNA spielt [31].

Genfamilien sind eine Gruppe von zwei oder mehr identischen oder sehr ahnlichen Genen, welche
im Laufe der Evolution durch Genduplikation einer ehemals nur einmal vorkommenden Sequenz
entstanden sind [12]. Die 5S rRNA Region gehort zu den homogenen Genfamilien [12] und liegt im
eukaryotischen Kerngenomen in zahlreichen Kopien vor, die in tandemartigen Wiederholungen
angeordnet sind, welche durch Non-Transcribed Spacer (NTS) voneinander getrennt werden. Diese
Wiederholungen variieren in Anzahl und Lange von Art zu Art [32], was die Betrachtung dieser
Region zu einer brauchbaren Moglichkeit macht, nah verwandte Arten voneinander zu
unterscheiden. Aufgrund der elementaren Bedeutung fiir das Uberleben eines Organismus ist die
etwa 120 Nukleotid lange 5S-rRNA Region stark konserviert, weswegen universelle Primer als
Angriffspunkt fiir die Bindung in dieser Region und der anschlieRenden Amplifizierung der
variablen Spacerregion dazwischen eingesetzt werden kdnnen.

Dies wurde bereits bei der Unterscheidung von 25 Arten und Kultivaren der Gattung Fritillaria [33]
oder auch bei der Bestimmung verschiedener Arten aus der Gattung Angelica [34], die beide eine

wichtige Rolle in der traditionellen chinesischen Medizin spielen, erfolgreich eingesetzt.

1.7. SCAR und ARMS

Die Grundlage fiir eine SCAR-Analyse (Sequence related amplified region) ist ein DNA-Fingerprint.
Wenn in einem Fingerprint eine spezifische Bande fiir eine bestimmte Art detektiert worden ist,
kann die Sequenz dieser Bande fiir das Design von SCAR-Primern verwendet werden, die das im
Fingerprint amplifizierte Fragment gezielt vervielfaltigen sollen [35]. Das Ziel ist die Amplifikation
des aus dem Fingerprint resultierenden spezifischen Fragments bei einer der zu unterscheidenden
Arten. Damit kann eine klare Trennung (Bande / keine Bande) zwischen zwei Arten erzeugt
werden.

Bei der ARMS (Amplification refractory mutation system) Methode wird ein (dritter) diagnostischer

11
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Primer in die PCR-Reaktion gebracht. Dieser Primer beruht auf einem Sequenzunterschied von
einem Nukleotid in einem Sequenzalignment von zwei verschiedenen Arten [35]. Der Primer wird
so designt, dass seine 3' Region an der Stelle liegt an der sich die Sequenzen von zwei Arten in
einem Nukleotid unterscheiden. Das 3'-Ende ist beim Primer von entscheidender Bedeutung, da
die DNA-Polymerase eine Hydroxygruppe als Startpunkt fiir die Reaktion bendétigt, welche am 3'-
Ende des Primers lokalisiert ist. So soll aufgrund einer Punktmutation eine Bindung des Primers bei
einer der zu vergleichenden Arten stattfinden.

Auch hier ist das Ziel eine schnelle Unterscheidung zwischen zwei Arten treffen zu kénnen. Der

Unterschied wird Uber eine zusatzliche Bande in einem Agarosegel sichtbar.

1.8. Fragmentanalyse mittels TBP (Tubulin based polymorphism)

Mikrotubuli sind Bestandteile des Zytoskeletts, die aus Tubulinen aufgebaut sind. Von besonderer
Bedeutung sind die a- und B-Tubuline, die in Form von Heterodimeren der Hauptbestandteil der
Mikrotubuli sind.

Mikrotubuli kommen in allen eukaryotischen Zellen vor und sorgen dort einerseits filr
mechanische Stabilitdt und sind des weiteren molekulare Schienen fiir Motorproteine (wie z.B.
Kinesin und Dynein), Uber die Vesikel durch die Zelle transportiert werden [36].

Diese fundamentalen Funktionen und Mechanismen werden in jedem eukaryotischen Organismus
bendtigt, was bedeutet, dass die Gene, welche fiir die Tubuline kodieren, hochkonserviert sein
miussen. Diese Sequenzen kdnnen dafiir verwendet werden um universelle Primer zu erstellen, und
damit die nicht-codierende Bereiche innerhalb der Gene, sogenannte Introns, fir Analysezwecke
zu verwenden.

Die Introns sind im Vergleich zu den hochkonservierten kodierenden Regionen variabler, da sie vor
der Proteinbiosynthese aus der pra-mRNA entfernt werden. Aus diesem Vorgang (Splicing genannt)
entsteht die mRNA, welche in der kleinen Untereinheit der Ribosomen erkannt wird. In der groRen
Untereinheit des Ribosoms findet die Proteinbiosynthese lber Verknilpfung der Aminosauren zu
einer Kette statt [36].

Da die meisten Mutationen in diesen nicht-kodierenden Regionen stattfinden, kénnen hier grolRe
Ldangen- und Sequenzunterschiede auftreten.

Auf dieser Idee basiert auch TBP. Diese Methode macht sich die Variabilitdt der Introns innerhalb

12
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der Tubulin Genfamilien zunutze. Die Tubulin-Genfamilie gehért zu den heterogenen Genfamilien,
was bedeutet, dass sich die Sequenzen der einzelnen Gene aufgrund von Mutationen in gewissem
Umfang unterscheiden. Die daraus resultierenden schwach unterschiedlichen Genprodukte kénnen
in verschiedenen Entwicklungsstadien oder Zelltypen bereitgestellt werden [12]. Die Kopien der B-
Tubuline-Genfamilie besitzen Variationen in der Lange ihrer Introns.

Dass sich diese Langenunterschiede der Introns eignen zwischen verschiedenen nah verwandten
Arten zu differenzieren, wurde erstmals 2004 von Bardini et al. gezeigt [37]. Damals wurde ein
Primerpaar fiir die Amplifikation vom Intron | der Kopien des B-Tubulins-Gens designt. Die Uber
PCR vervielfdltigten Intronfragmente konnten zur Erzeugung von Mustern verwendet werden, die
zur artspezifischen Differenzierung nah verwandter Spezies von Kaffee, Raps und Lotus geeignet
waren [37]. Der Erfolg dieses Ansatzes ermutigte andere Gruppen dies fir weitere Falle zu
etablieren und zu verbessern. Im Jahr 2007 wurde von Breviario et al. im Rahmen einer
Untersuchung von Hirse das Primerpaar fir das Intron | der B-Tubulin-Genfamilie modifiziert und
aulBerdem ein weiteres Primerpaar designt, welches das Intron Il der B-Tubulin-Genfamilie
vervielfaltigt [38].

Fir die Gattung Lycium wird beschriebener Ansatz im Rahmen dieser Arbeit zum ersten Mal

eingesetzt.

¢ 1TBPr

TBPf

Introns of different-length

Abb. 7: Schematische Darstellung des Prinzips des Tubulin-basierten Polymorphismus. Die beiden Primer binden
in der hochkonservierten Regionen der B-Tubulin-Gene und amplifizieren die dazwischen liegenden Introns.

1.9. Genetic barcoding

Ein DNA Barcode ist ein DNA-Fragment, welches dazu eingesetzt wird, um Arten zu identifizieren

[39]. Die korrekte Identifizierung einer Art ist von grolRer Bedeutung, sei es fiir das bloRe Wissen

13
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Uber die Beziehung zwischen Arten und deren Geschichte, oder aber fiir die Erhaltung natdrlicher
Ressourcen, der Identifizierung invasiver als auch gefahrdeter Arten und zu guter Letzt die
Qualitatskontrolle pharmazeutischer und Lebensmittelpflanzen [40].

DNA barcoding basiert auf Sequenzunterschieden in einem kurzen DNA-Fragment eines bekanntes
Bereichs innerhalb des Genoms [40]. Im Optimalfall ist ein Barcode variabel genug um nah
verwandte Arten voneinander zu unterscheiden und kurz genug fiir eine einfache praktische
Durchflihrung bei niedrigen Kosten. Ein guter barcoding Marker muss universell, also auf alle
Pflanzengruppen einsetzbar sein [39].

Viele verschiedene DNA Regionen wurden bereits als allgemeiner Barcode fir Pflanzen
vorgeschlagen, jedoch weist bisher keine Region die geeigneten Charakteristika fiir einen
universellen Code in Pflanzen auf, wie es zum Beispiel beim CO1 Gen in Tieren der Fall ist [41].

Die Kombination aus den Markern matK und rbcL wurde von dem Konsortium fiir den Barcode of
Life als Standard Markerkombination fiir die Identifikation von Pflanzen vorgeschlagen [42], wobei
auch Uber den Mangel an Unterscheidungsmaglichkeiten (discriminative Power) in vereinzelten
Pflanzenfamilien sowie die fehlende Universalitat des matK-Primers berichtet wurde [43].

Auch wenn schon viele verschiedene Regionen als die universelle Markerregion angepriesen
wurden, so muss der universelle Barcode, falls es ihn denn fiir Pflanzen gibt, noch gefunden
werden. Diese Problematik und deren offenes Ende wurde gut durch ein Zitat in einer
Veroffentlichung von 2008 ausgedriickt: ,regardless of the region(s) ultimately adopted for plant
barcoding, there will always be some species that would be better resolved by some other region”
[44].

Im Folgenden werden die am haufigsten eingesetzten und vielversprechendsten Barcoding Marker,

die auch im Rahmen dieser Arbeit behandelt wurden, in Kiirze vorgestellt.

1.9.1. Die plastidare psbA-trnH Markerregion

psbA-trnH ist ein plastidarer Marker und gehort zu den am haufigsten eingesetzten Barcodes.
Dabei wird die Spacerregion zwischen dem psbA- und dem trnH-Gen betrachtet. Die Ldnge des
psbA-trnH Spacerfragments variiert in Eudikotylidonen zwischen 152 und 851 Basenpaaren, mit
einer durchschnittlichen Linge von 357 Basenpaaren [40]. Eine Uberpriifung mit der BLAST
Distanzmethode zeigte, dass die psbA-trnH Region bei einer Untersuchung von 13727

Eudikotylidonen eine korrekte Identifikation von 64,5% der Arten lieferte. Im Vergleich mit den am
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haufigsten verwendeten Markern (ITS2, matK, rbcL) schneidet psbA-trnH Gberdurchschnittlich ab,
mit der hochsten Identifikationsrate bei 36 von 71 Gattungen [40]. Aus diesem Grund ist psbA-trnH
weithin akzeptiert als zufriedenstellender Barcode, da eine groRe Varianz, die zum Unterscheiden
auch nah verwandter Arten verwendet werden kann, vorhanden ist. Besonders in der Gattung
Solanum ist der Einsatz von psbA-trnH mit einer Identifikationsquote einzelner Arten von 96,5%
erfolgreich [40]. Problematisch bei psbA-trnH ist das hadufige Auftreten von Inversionen in den
Sequenzen, die zur fehlerhaften Einordnung verschiedener Arten in unterschiedliche Taxa flhren
konnen [40]. Des weiteren ist die relativ kurze Lange dieser Sequenz ein limitierender Faktor, weil
damit auch die Anzahl variabler und fiir die Unterscheidung von verschiedener Arten

aussagekraftiger Stellen begrenzt ist [40].

1.9.2. Die alternative plastiddre Region ycflb: ,,the most promising plastid DNA barcode of land
plants”

Im Jahr 2015 wurden die plastidaren Regionen ycfla und ycflb als die variabelsten plastidaren
Marker postuliert, welche als Standardbarcode fiir Landpflanzen etabliert werden kénnten [39].
Das ycfl-Gen codiert flr ein Protein mit der Lange von 1800 Aminosduren und ist damit das
zweitgrolite Gen im Chloroplasten [39]. Das kodierte Protein heifRt Tic214 und ist essentiell fur die
Pflanze, da es Bestandteil des TIC-Komplexes (translocon on the inner chloroplast membrane) ist,
welcher fiir den Transfer von Proteinen durch die Chloroplastenmembran verantwortlich ist [45].
Aufgrund seiner grofRen Lange (5709 Basenpaare in Nicotiana tabacum) wurde die Region bisher
als Barcode ignoriert, da aufgrund der Lange und der Variabilitat kein universeller Primer designt
werden konnte [46]. Jedoch besitzen Angiospermen zwei sehr variable Regionen im ycfl Gen,
ycfla und ycflb. Fiir diese Regionen wurden universelle Primer designt und getestet.

Die Region ist in den meisten Taxa variabler als die matK Region. Ycfl hat auch gegeniiber psbA-
trnH einen Vorteil, da psbA-trnH aufgrund seiner kurzen Ldnge eine limitierte Anzahl von
informativen Stellen besitzt [40]. Es wird angenommen, dass die beiden Regionen ycfla und ycflb
den Groflten Gehalt an Nukleotid Diversity (m) innerhalb des Plastidgenoms in Angiospermen
besitzen [46]. Besonders die Primer fiir die ycflb Region konnen als universell bezeichnet werden,
da sie in Angiospermen bei 98,17% der getesteten Pflanzen zu einem PCR-Erfolg fihrten. Auch die
richtige Zuordnung von Arten ist beim Einsatz von ycflb mit 71,87% am hochsten (verglichen mit

54,99% bei matK und 55,5% bei rbcLb) bei 391 getesteten Proben [39].
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1.9.3. Nukledr lokalisierte ITS-Region

Die internal transcribed spacer (ITS) liegen zwischen den hochkonservierten rRNA kodierenden
Regionen 18S, 5.8S und 28S. Diese bilden eine Transkriptionseinheit fiir die groRe Untereinheit
(5.8S und 28S) und die kleine Untereinheit (18S) der Ribosomen.

Der rDNA Lokus besteht aus einer grof3en Zahl von Kopien vieler einzelnen rDNA-Einheiten. Diese
wiederum sind immer gleich aufgebaut und bestehen aus dem externen Spacer (ETS), der
konservierten 18S, 5.8S und 28S Regionen und den variablen ITS-Regionen dazwischen. Der
Bereich zwischen 18S und 5.8S wird ITS1 und der zwischen 5.8S und 28S ITS2 genannt (siehe Abb.
8) [47].

ITS2 wurde von unterschiedlichen Gruppen als Standard DNA Barcode fiir die Authentifizierung
von Heilpflanzen vorgeschlagen (z.B. Chen et al., 2010 [48]). AuRerdem legen Studien der Chinese
Plant Barcode of Life Group [49] nahe, dass die gesamte ITS Region genug Variationen aufweist, um
als Standardmarker des Kerngenoms zur Unterscheidung von nah verwandten Arten verwendet
werden zu kénnen [11]. Bei der Amplifikation der kompletten ITS-Region (ITS1, 5.8S und ITS2)
kdnnen oftmals Schwierigkeiten auftreten, aber auch die bloBe Betrachtung des ITS2-Fragment
kann als verlassliche Quelle zur Authentifizierung herangezogen werden [11].

Dieser Ansatz wurde bereits auf die Brauchbarkeit hinsichtlich der Differenzierung von Lycium
barbarum, Lycium chinense und Lycium ruthenicum angewandt und zeichnete sich durch positive
Resultate respektive einer moglichen Unterscheidung der verschiedenen Arten beim Einsetzen der

ITS2 Markerregion aus [11].

rDNA locus
O O O W W N NN E O E E e e
1S 1 1S 2
A A
f A f A
188 5.86 28S D H |]

Abb. 8: Darstellung des kompletten rDNA Lokus, welcher aus vielen tandemartigen Wiederholungen aufgebaut
ist (oben). Schematische Darstellung einer einzelnen rDNA Einheit (der vor der 18S Region befindliche intergenic
Spacer (IGS) und der externe Spacer (ETS) sind nicht dargestellt). Die Bereiche von Interesse sind die variablen
ITS1 und ITS2 Regionen, die zwischen den konservierten 18S und 5.8S bzw. 5.8 und 28S rDNA Regionen liegen
(unten)
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1.9.4. Alternative nukledre Markerregion Cosll (conserved ortholog set Il)

Orthologe Gene werden homologe Gene in verschiedenen Arten genannt, die auf ein Gen im
letzten gemeinsamen Vorfahren dieser beiden Arten zurlickgehen [50].

Die Cosll-Regionen befinden sich im Kerngenom und wurden erstmals 2006 beschrieben [51]. Fiir
die grofle Anzahl dieser Regionen wurden Primer zum Einsatz in der Familie der Solanaceae
entwickelt, ihre Verwendbarkeit auch in dieser Familie gezeigt und fir systematische Studien in
dieser und nah verwandter Taxonomischer Gruppen vorgeschlagen [52].

Fiir eine Untersuchung der Gattung Lycium mittels der Cosll Gene wurden im Jahr 2009 von Levin
et al. 44 Cosll Regionen amplifiziert und auf ihre Brauchbarkeit fiir phylogenetische Analysen
geprift. Das Ergebnis waren funf orthologe Gene, die die Kriterien (1) Einzelbanden nach einer PCR
und damit einer einzigen Kopie im Genom, (2) Zufriedenstellende Amplifikation nach der PCR und
(3) ein hoher Intron-Gehalt (> 60%) erfiillten [52]. Fir diese Regionen wurden universelle Primer
designt, die in den entsprechenden Cosll Regionen aller Solanaceae amplifizieren und fiir eine
phylogenetische Analyse geeignet sein sollen [52].

Besonders die Cos16 Region soll hervorgehoben werden, diese befindet sich in Solanaceae auf
dem zweiten Chromosom [53] und hat Ahnlichkeiten zu den Enzymen der Acyltransferase [50].
Information Uber diese und weitere Gene aus der Reihe des conserved ortholog set Il konnen auf

den Seiten des Sol Genomic Network abgerufen werden [54].

1.10. Molekulare Phylogenie

1.10.1. Aussagekraft von Stammbaumen

Mithilfe von Stammbdumen kénnen Aussagen Uber die Verwandtschaft zwischen verschiedenen
Arten getroffen werden. Bei der Verwendung von bestimmten DNA-Markern kénnen Sequenzen
Uber PCR amplifiziert werden, die anschliefend zur Bildung von Stammbadumen eingesetzt werdn
kénnen. Zuvor muss die entsprechende DNA sequenziert und nach erfolgreicher Sequenzierung
Uber bestimmte Programme ausgewertet werden (siehe auch Methodenteil Kapitel 4.8.)

Der verwendete Marker entscheidet Giber die Aussagekraft eines phylogenetischen Stammbaums.
Aufgrund der Sequenzahnlichkeiten innerhalb der gleichen Art, sollte diese von anderen Arten klar
zu trennen und in einer anderen Klade innerhalb des Stammbaums zu finden sein.

Es gibt verschiedene Methoden um die erhobenen Daten durch einen phylogenetischen Baum
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auszudricken. Bei der Wahl der maximum parsiphony (MP) wird ein Baum aufgrund des Kriteriums
erstellt, dass Sequenzunterschiede auf der geringst moglichen Anzahl evolutiondrer Schritte
beruhen.

Die UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) ist eine distanzbasierte
Methode, die auf der Annahme einer molekularen Uhr beruht, welche davon ausgeht, dass alle

Taxa mit derselben konstanten Rate evolvieren [35].

1.10.2. Die Grenzen von Stammbdumen

Stammbaume sind lber die Daten mit denen sie gespeist werden limitiert. Ein Sequenzalingment
eines Markers mit vielen diagnostischen Stellen wird zu einer groReren Differenzierung im
Stammbaum flhren, als Markersequenzen, die keine Unterschiede zwischen den zu
vergleichenden Sequenzen aufweisen. Daraus resultiert das Problem, dass es irgendwann nicht
mehr moglich ist ,tiefer” zu gehen und der Informations- und Differenzierungsgehalt von
Markersequenzen erschopft ist. Das kann dazu fiihren, dass unterschiedliche Arten in der gleiche
Klade landen kénnen, weil die Markersequenzen nicht ausreichend Unterschiede aufweisen, um
diese Arten voneinander zu trennen. Aufgrund der fehlenden Feinheit waren diese
unterschiedlichen Arten laut diesem Marker die gleiche Art. Dazu kommt, dass plastiddare Marker
(wie z.B. psbA-trnH oder ycflb) Phdanomene wie Hybridisierung oder Introgression, die in Pflanzen
hadufig vorkommen, ignorieren. Daher ist es trotz der immer wieder beschriebenen Eignung der
plastiddaren Marker zur Differenzierung von Arten ratsam, in den Untersuchungen zusatzlich Daten
zu erheben, die aus dem Kerngenom gewonnen werden.

Bei der Betrachtung von Stammbaumen sollte man sich stets bewusst sein, dass es sich bei diesen
immer nur um ein Konstrukt handelt. Ein Konstrukt mit dem die Wahrheit so gut es geht
dargestellt werden soll. Diese Betrachtung ist oft nur eine Momentaufnahme, denn Arten sind
keine Fixen Punkte, sondern vermutlich stiandig im Fluss. So kdnnten geographisch getrennte
Populationen der gleichen Art, welche sich aufgrund ihrer Trennung nicht kreuzen kdénnen, als

neue Arten im Entstehungsprozess betrachtet werden (siehe auch Einleitung Kapitel 1.2.).
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2. Zielsetzung

Viele einzelne Punkte des Verhaltnisses der nahe verwandten Arten Lycium barbarum und Lycium
chinense, die als Goji kommerzialisiert sind, wurden bereits im Rahmen vieler Arbeit eruiert.

Diese Masterarbeit soll einen Uberblick tber die in der aktuellen Forschung angewandten
Methoden zur Differenzierung verschiedener Arten (im Speziellen innerhalb der Gattung Lycium)
geben.

Dabei wird erstmals der Ansatz des Tubulin-basierten Polymorphismus (TBP) auf die strittige
Taxonomie von Goji (Lycium barbarum und Lycium chinense), der als Goji vertriebenen Produkte
sowie weiterer Lycium-Arten angewandt. Des weiteren ist die Kombination aus der klassischen
morphologischen Bestimmung, der Anwendung von bewdhrten Barcoding Methoden und dem
Einschluss neuer Ansatze, wie dem Tubulin-basierten Polymorphismus im Kontext der Goji-Beere
eine bisherige einmalige Gesamtbetrachtung.

Das Ziel dieser Arbeit ist die morphologische Unterscheidung zwischen L. barbarum und
L.chinense, sowie diese Unterschiede auf der genetischen Ebene (seien es Fingerprints oder
Barcoding) bestatigen zu kdnnen und dabei noch nicht auf diese Problematik angewandte Ansatze
miteinzubeziehen.

Ein Erfolg in dieser Untersuchung konnte fiir eine Etablierung der Kombination aus den

verwendeten Methoden auf dhnliche Probleme genutzt werden.
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3.1. Verwendetes Pflanzenmaterial

Von den letztendlich insgesamt 38 Lycium Akzessionen standen zunadchst 15 aus dem BGK zur

Verfluigung. In der folgenden Tabelle sind die IDs, die lateinischen Namen der Akzessionen, deren

Herkunft sowie der im Rahmen dieser Arbeit erhobene Datensatz angegeben (siehe Tab. 1).

,Bliten” bezieht sich auf die morphologische Bestimmung der Pflanzen lber Blitenmerkmale. Fiir

die Blatt- und Samenanalyse wurde ein Vermessungsansatz angewandt und mit ,DNA” ist die

Erstellung von Fingerprints, sowie die Amplifikation von Markerregionen und deren Auswertung

gemeint.

Tab. 1: Aus dem botanischen Garten des KIT verfligbare Akzessionen.

ID Lateinischer Name laut Herkunft Analyse
botanischem Garten des KIT Bliiten? | Blatt? | Samen? DNA?
1470 |Lycium barbarum Taiwan
5548 | Lycium barbarum BGK
5549 |Lycium barbarum -
5550 |Lycium barbarum BG Hohenheim
5551 |Lycium chinense Munhung, bei Pjongjang
5552 |Lycium chinense BG Shanghai
5553 | Lycium europaeum -
6815 |Lycium chinense FBG Gottingen
6967 |Lycium chinense -
7064 | Lycium europaeum Marokko
7067 |Lycium chilense Argentinien
8211 |Lycium ameghinoi -
8212 |Lycium gilliesianum Argentinien
8213 |Lycium europaeum Marokko
8352 | Lycium oxycarpum Karoo-Wiste

Weitere Akzessionen liegen in Form von Goji-Produkten vor, die aus unterschiedlichen Quellen

bezogen wurden. Diese konnten fiir eine Samenanalyse, sowie flir eine DNA-Extraktion mit

anschliefenden Fingerprint- und Sequenzierungsanalysen verwendet werden (siehe Tab. 2).
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ID Bezeichnung Herkunft Analyse
Samen? DNA?
8603 | Lycium Product 1 HANOJU Deutschland GmbH
8604 | Lycium Product 2 Krauterhaus Sanct Bernhard KG
8605 |Lycium Product 3 Grubauer's Gewlirze & Teeversand
8606 | Lycium Product 4 China
8619 |Lycium Product 5 Ningxia
8620 | Lycium Product 6 Yun nan
8621 |Lycium Product 7 Guang Xi
8622 | Lycium Product 8 Xin jiang
8623 | Lycium Product 9 Gansu, Jing Yuan
8691 |Lycium Product 10 |Edeka
8692 |Lycium Product 11 | Alnatura
8693 |Lycium Product 12 | Edeka, Dragon Superfoods
8694 | Lycium Product 13 | Taiwan
8695 |Lycium Product 14 | Taiwan
8696 |Lycium Product 15 | VitFrisch
Tab. 2: Erworbene als Goji bezeichneten Produkte.

Im Laufe der Arbeit wurde noch weiteres getrocknetes Pflanzenmaterial aus dem Herbarium

Freiburg bezogen. Dieses diente aber nur zur Verwendung fiir die genetischen Untersuchungen wie

Fingerprints oder Markerregion Sequenzierungen.

Analyse DNA

ID Lateinischer Name Herkunft
8683 Lycium shawii Biskra (Algerien)
8684 Lycium barbarum Neusiedl am See (Osterreich)
8685 Lycium barbarum Sidi Yahia Aarab (Marokko)
8686 Lycium barbarum Martil (Marokko)
8687 Lycium europaeum Sidi Kaouki (Marokko)
8688 Lycium europaeum Provinz Khenifra (Marokko)
8689 Lycium intricatum Larache (Marokko)
8690 Lycium intricatum Al Hoceima (Marokko)

Tab. 3: Vom Herbarium Freiburg bereitgestellte Akzessionen.
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3.2. Gerate

Gerat Typenbezeichnung Hersteller
Elektrophoresekammern Mupid-One Advance Co. LTD (Tokyo, JP)
Gel Scanner Safe Imager Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Inkubater (DNA-Extraktion)

Thermomixer 5436

Eppendorf

Spektrophotometer

NanoDrop ND-1000

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Thermocycler

T100™ Thermal Cycler

Biorad

Waage

Analytical Plus

Ohaus Corporation, USA

Vortexer

Vortex Genie

Bender & Hobein AG, Schweiz

Zentrifugen

Haraeus Pico 17 Centrifuge

Thermo Scientific

Micro Star 17

VWR

Makroskop Leica Stereolupe 420 Leica Microsystems GmbH (Wetzlar)
Kamera Leica DFC 500 Leica Microsystems GmbH (Wetzlar)
Tissuelyser Tissuelyser Qiagen
Tab. 4: Verwendete Gerate
3.3. Verbrauchsmaterialien
Bezeichnung Hersteller
Pipettenspitzen VWR
Einmalhandschuhe VWR
ReaktionsgefaR 1,5 ml Eppendorf AG
PCR-Tubes Biozym Scientific GmbH
96-well Platte Peqglab

Tab. 5: Verwendete Verbrauchsmaterialien

3.4. Puffer

Bezeichnung Hersteller
Thermopol-Puffer New England Biolabs
TAE-Puffer 50x Eppendorf AG
Tab. 6: Verwendete Puffer
3.5. Enzyme
Bezeichnung Hersteller

Tag-Polymerase

New England Biolabs

Tab. 7: Verwendete Enzyme
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3.6. Verwendete Chemikalien
Bezeichnung Hersteller

Nuklease-freies Wasser Biozym Scientific GmbH
dNTPs New England Biolabs
BSA Roth
SYBRsafe Life Technologies
Agarose Roth
100 bp DNA Ladder New England Biolabs
6-FAM (6-Carboxyfluorescein) Eurofins
Yakima Yellow Eurofins
Tab. 8: Verwendete Chemikalien
3.7. Primer

Name 5'-3'Sequenz Lokus Referenz
RAPD OPC-2 - |GTGAGGCGTC - Zhang et al. (2000) [23]
LB.SC700.F fw | GTCCCGACGATGGTAGCGGATG - Cho-Wing Sze et al.
LB.SC700.B rv | GTCCCGACGACACZGACCTGG - (2008) [35]
SRAP HP1 fw | TGTATTCGAGCCTGAGAG - Horn (unveroffentlicht)
SRAP HP2 fw | TCTTAGTACGGTCCATGC -
SRAP LP1 rv | CTGGTCGACACTGTACAT -
SRAP LP2 rv | TGTACCTGGGTCAATCAA -

TBPfex1 (B1.2)  |fw

AACTGGGCBAARGGNCAYTAYAC

TBPrex1 (B 1.2) rv

ACCATRCAYTCRTCDGCRTTYTC

B-Tubulin Intron |

Breviario et al. (2007)
(38]

TBPfin2 (B I) fw | GARAAYGCHGAYGARTGYATG B-Tubulin Intron Il | Breviario et al. (2007)
TBPrin2 (B 1) rv. | CRAAVCCBACCATGAARAARTG [38]

55-P1 fw | GGATTCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTA 5S-rRNA-Region Zhao et al. (2003) [34]
55-P1 rv | ACGCTAGTATGGTCGTGATTCCTAGG

5S-SCAR55-fwl fw | TTTTTCGAAAATCGGCTCGGC

5S-SCAR117-fw2 |fw |AGATGAATGAAAATTGTGCACCA

55-SCAR-rv rv | GATCTAGCCGCCCAAACTGC

Cos14 fw | TCCGGTTGTTATTGTCACTGGAGC Cosll Levin et al. (2009) [52]
Cos14 rv | TGGAAACTTCTTCTGCCTCCTTTG

Cos16 fw | TCCAGAAGGGAAGGTCTGTCAAGAAG

Cosl6 rv | AGTCATGTACAGACATTTTTGTGCTGC
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Cos27 fw | ATGGTTACTGCCGGTGCAAATCAG

Cos27 rv | TCGGTAACACCTGTCATCTGGAATG

Cos30 fw | ATGGGATTCAAAAAGGATGCTTAGC

Cos30 rv. | AGCCTAACACCAGTAGCATCATACATTAC

Cos40 fw | TTGCTTACTCTTGGTGGAACATTC

Cos40 rv | TGTCTGTGATATCCTCTCTTCTTC

psbA fw | GTTATGCATGAACGTAATGCTC psbA-trnH Sang et al. (1997) [56]
trnH rv | CGCGCATGGTGGATTCACAATCC Tate et al. (2003) [57]
ycflb fw | TCTCGACGAAAATCAGATTGTTGTGAAT | ycflb Dong, W. et al. (2015)
ycflb rv | ATACATGTCAAAGTGATGGAAAA [39]

BEL-2 fw | GATGCGGAGATTGGCCCCCCGTGC ITS2 Chiou et al. (2007) [58]
BEL-3 rv. | GACGCTTCTCCAGACTACAAT

GojiBEL-144G-fw |fw |GCGCGTTTGGCCTCTCG ITS2

Tab. 9: Liste der in dieser Untersuchung relevanter Primer.

3.8. Kits
Bezeichnung Hersteller

PCR clean-up / Gel extraction Macherey-Nagel
PCR clean-up stratec
InnuPREP Plant DNA Kit Analytik Jena AG
Tab. 10: Verwendete Kits
3.9. Software

Programm Verwendung Referenz
SmartGrain Vermessung Samen Tanabata, T. et al. (2012) [59]
LAMINA Vermessung Blatter Bylesjo, M. et al. (2008) [60]
R Studio Darstellung der Vermessungen [61]
MEGA6 Bearbeitung von DNA-Sequenzen |Tamura, K. et al. (2013) [62]
FinchTV DNA Chromatogramme [63]
Archaeopteryx Bearbeitung von Stammbaumen Zmasek and Eddy (2001) [64]
GraPhlAn Darstellung von Stammbaumen Asnicar, F. et al. (2015) [65]
FSAnalyzer Fragmentanalyse Bachelorarbeit Patrick Thimm (2015)

Tab. 11: Verwendete Software
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4.1. Blutenanalyse

Ein Teil der Akzessionen im BGK begannen ab Mai 2015 nach und nach zu blihen, sodass eine
Bestimmung der Bliiten bei diesen Akzessionen durchgefiihrt werden konnte (siehe auch
Materialteil, Tab. 1).

Von jeder bliihenden Pflanze wurden 30 Bliten von verschiedenen Teilen der Pflanze gesammelt
und unter Zuhilfenahme von Bestimmungsliteratur bestimmt. Der hierfiir verwendete
Bestimmungsschlissel war die Flora of China [21]. Fir die kleinen Details der Bliiten, welche nicht
mit dem Augen zu erfassen waren, sowie die Dokumentation samtlicher
Unterscheidungsmerkmale wurde ein Makroskop benutzt. Die Ergebnisse wurden mithilfe der
Leica DFC 500 Kamera festgehalten.

Die wichtigsten Unterscheidungskriterien der Bliten waren die Behaarung der Kronblatter, die
Lappung des Kelches sowie die Lange der Kronrohre (siehe Einleitung Kapitel 1.4. fiir Details und

den Ergebnisteil Kapitel 5.1.1. fir die ausfiihrlichere Dokumentation dieser Unterschiede).

4.2. Blattanalyse

Von jeder Pflanze aus dem BGK wurden 20 — 30 ausgewachsene griine Blatter gesammelt,
eingescannt und die Blattlinge sowie Blattbreite vermessen. Fiir die Vermessung wurde das
Programm LAMINA verwendet. Anhand eines Malistabs auf den Scannbilder der Blatter konnte
innerhalb des Programms LAMINA der Pixel / mm Wert zur korrekten Vermessung der Blatter

eingestellt werden.

) LAMINA - Leaf shipe deterMINAtion version 1.0.2
e

Abb. 9: Benutzeroberflache des Programms LAMINA mit Blattern der Akzession 5548.
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4.3. Samenanalyse

Von neun der Pflanzen aus dem BGK waren Friichte und damit Samen fiir eine Untersuchung der
Samenmorphologie vorhanden. Zusatzlich lagen zu Beginn der Arbeit neun Goji-Produkte in Form
von Friichten vor, die ebenfalls fiir eine Samenanalyse verwendet werden konnten. Die restlichen
sechs Lycium-Produkte konnten in Form von DNA-Analysen noch in die Untersuchung eingebunden
werden, flir eine morphologische Betrachtung wurden diese Akzessionen jedoch nicht mehr
beriicksichtigt.

Von den vorhandenen Akzessionen wurde jeweils 30 Samen mit dem Makroskop fotografiert.
Dabei wurde aufgrund der GroRe der Samen immer nur 15 auf einmal dokumentiert. Die
entstandenen Bilder wurden mit dem Programm SmartGrain ausgewertet. SmartGrain ist ein
Programm zur Vermessung von Samen oder sonstigen kleinen Objekten. Das Programm erkennt
Umrisse von Formen und ist in der Lage, die Lange und Breite von diesen Objekten zu vermessen.
Als Ergebnis erhdlt der Nutzer Liange, Breite, deren Verhiltnis, sowie Umfang und Flache der
eingegebenen Formen.

Auf den Makroskopaufnahmen der Samen befindet sich ein MaRstabsbalken, der im Programm
SmartGrain Uber die Funktion ,set scale” als Skalierung und damit fiir die Exakte Vermessung der

Samen verwendet werden kann.

~3 SmartGRAIN - [S =REE) -

“3 File Analyze Edit View Window Help - o

L5 el | 55 e A 44 - - pp B e O G P 0 B0 (00 80 = (- D - kit @ (D [02(02 O3 04 Os | [d1]02 O3 Ba Bs | b b b

Ready | car| nuM| ScRE|
Abb. 10: Oberfliche des Programms SmartGrain. Alle Einstellungen wie der Malstab oder die Feinheit der
Samenerkennung kénnen hier eingestellt werden. Die Erfassung der Ldnge bzw. der Breite der Samen ist tber
gelbe bzw. griine Linien markiert.
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Als Ergebnis erhadlt der Nutzer unterschiedliche Vermessungswerte der einzelnen Samen. Diese
Daten werden in einem Text-Dokument festgehalten und kdnnen mit weiteren Programmen wie R

Studio ausgewertet und in Form von Boxplots dargestellt werden.

4.4. DNA-Extraktion

Fur die DNA-Extraktion der Pflanzen aus dem BGK wurde Blattmaterial verwendet. Hierfir wurden
ungefdhr 60 mg eines grinen Blattes abgewogen und nach 5-minitigem Schockfrosten in
flissigem Stickstoff mithilfe des Tissuelyzers pulverisiert. Aus diesem ,Blattpulver” wurde nach
Anleitung des jeweiligen Kits (siehe Materialteil Kapitel 3.8.) die DNA extrahiert. Die Kits basieren
auf einer Saulenaffinitatsreaktion, bei der das DNA-Rlickgrat an eine Membran in der Saule fest
gebunden, die DNA gereinigt, anschlielend wieder von der Saule geldst und in Elutionspuffer oder
nf-H,0 eluiert wird. Der im Protokoll der Kits vorgeschlagene Optimierungsschritt der doppelten
Elution der DNA, mit dem die Ausbeute der eluierten DNA groBer ist, wurde ebenfalls
durchgefiihrt. Fir alle Akzessionen wurden insgesamt 100 pl eluiert.

Fiir die DNA-Extration aus den Friichten der Goji-Produkte war das Verfahren zu Beginn leicht
anders. Eine eingefrorene Frucht wurde in eine Morserschale gelegt, eine kleine Menge flissiger
Stickstoff darauf gegossen und die Frucht mit einem Morser pulverisiert. Mit dem daraus
entstehenden Pulver wurde ebenso verfahren wie mit dem Blattpulver.

Die Qualitatskontrolle der extrahierten DNA fand Uber eine spektrophotometrische Analyse statt.
Das Nano-Drop Gerat wird zunachst durch das Auftragen von 1,5 pl nf-H,O initialisiert. Im
folgenden ,Blank“-Schritt wird 1,5 pl der Flissigkeit aufgetragen in der die zuvor extrahierte DNA
eluiert wurde. AnschlieRend wird 1,5 pl der zu kontrollierenden DNA-Probe pipettiert. Die
ausgegebenen Werte geben die Konzentration der DNA (in ng /ul) sowie deren Reinheit an. Die
Reinheit wird iber den A260/A280-Wert (der Verunreinigungen durch Proteine angibt) und den
A260/A230 Wert (der die Verunreinigungen durch Polysaccharide angibt) dargestellt. Ein
A260/A280-Wert von 1,8 bedeutet das reine DNA vorliegt. Hohere Werte bedeuten die
Anwesenheit von RNA, wohingegen niedrigere Werte auf die Anwesenheit von Proteinen
hindeuten. Der A260/A230 Wert sollte zwischen 1,8 und 2,2 liegen. Je nach ermittelter DNA-
Konzentration muss die Probe noch verdiinnt werden, damit sie die optimale Konzentration von 50

ng / ul fur die PCR hat.

27



Seite 28 4. Methoden

4.5. PCR

Um die extrahierte DNA untersuchen zu kénnen, wird sie (iber eine PCR vervielfaltigt.

Die Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes ist immer dieselbe, jedoch kdénnen einzelne
Komponenten wie die Primer in ihrer Menge variieren.Zunachst wird je nach Anzahl der Proben ein
Mastermix aus nf-H,0, TB Buffer (10x), BSA (10 mg / ml), dNTPs (10mM), dem Primerpaar (10uM)
und der Tag-Polymerase (5 U/ul) hergestellt. Das Pipettieren dieses Mastermix findet auf Eis statt
und die Polymerase wird als letztes dazugeben. Der Mastermix wird anschlieBend gevortext um die
Komponenten gut zu durchmischen. Je nach gewlinschtem PCR Volumen werden entweder 9,5 pl
(bei einem 10 pl Ansatz) oder 28,5 ul (bei einem 30 pl Ansatz) des Mastermixes in vorbereitete und
beschriftete PCR-Tubes vorgelegt. Als letzter Schritt wird die zu amplifizierende DNA (0,5 ul (bei
einem 10 pl Ansatz) bzw. 1,5 pl (bei einem 30 pl Ansatz) mit einer Konzentration von 50 ng / ul)

hinzugefigt.

Komponente Menge (fir eine Reaktion) Endkonzentration
RAPD |SRAP |TBP 5§

Nuclease-free H,0 595ul [52ul (4,7u 6,7 pl

TB Buffer 1u 1u 1ul 1u 1x

BSA 1l 1l 1l 1l 1mg / ml

dNTPs 0,2ul (0,2 |0,2ul |0,2ul 200 uM

Forward Primer 1,25pul [1pl 1,25 ul 0,25 pl variiert

Reverse Primer - 1l 1,25 ul 0,25 ul

Taq Polymerase O,1ul 0,1 |0,2p |0,1pl 0,05 U /ul

DNA-Template o,5ul |0,5u |0,5u |0,5pl 2,5ng/

Gesamt 10 ul

Tab. 12: Verschiedene Pipettierschemata fiir die eingesetzten Fingerprint-Methoden. Der RAPD Ansatz stellt eine
Ausnahme dar, denn fir diesen wird kein Primerpaar (fw und rv) benétigt, sondern es kommt nur ein Primer in
die Reaktion, der aufgrund seiner kurzen Lange als forward und reverse Primer fungiert.

Da die unterschiedlichen eingesetzten Primer andere Langen und eine andere Zusammensetzung
besitzen, miissen auch die Abldufe der verwendeten PCR-Programme an die Optimaltemperatur
des Primer einerseits und die verfolgte Strategie (z.B. bei der zunachst gezielten Mismatch-Bildung
des SRAP-Ansatz) bei der Amplifikation andererseits angepasst werden. Daraus ergeben sich

verschiedene PCR-Programme fiir die unterschiedlichen Methoden, welche in den folgenden
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Tabellen gezeigt sind. Der fiir die Amplifikation verwendete Thermocycler war der T100™ Thermal

Cycler der Firma Biorad.

Schritt Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 94°C 3:00 min
Denaturierung 94°C 1:00 min
Annealing x45 35°C 1:00 min
Elongation 68°C 2:00 min
Finale Elongation 68°C 5:00 min
Lagerung 12°C
Tab. 13: PCR Protokoll fiir die RAPD-PCR

Schritt Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 94°C 3:00 min
Denaturierung 94°C 1:00 min
Annealing X5 35°C 1:00 min
Elongation 68°C 1:00 min
Denaturierung 94°C 1:00 min
Annealing X35 50°C 1:00 min
Elongation 68°C 1:00 min
Finale Elongation 68°C 3:00 min
Lagerung 12°C
Tab. 14: PCR Protokoll fir die SRAP-PCR

Schritt Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 94°C 3:00 min
Denaturierung 94°C 0:30 min
Annealing x14 65°C (-0,7°C / Zyklus) 0:45 min
Elongation 68°C 2:00 min
Denaturierung 94°C 0:30 min
Annealing x21 55°C 0:45 min
Elongation 68°C 2:00 min
Finale Elongation 68°C 8:00 min
Lagerung 12°C

Tab. 15: PCR Protokoll fur die TBP-PCR.
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Schritt Temperatur Dauer

Initiale Denaturierung 94°C 3:00 min
Denaturierung 94°C 1:00 min

Annealing x32 53°C 1:00 min

Elongation 68°C 1:30 min

Finale Elongation 68°C 10:00 min

Lagerung 12°C

Tab. 16: PCR Protokoll fur die 55-Spacerregion-PCR

Die PCR-Reaktionen zum Amplifizieren von DNA-Fragmenten, die zum Sequenzieren geschickt

werden sollten, hatten ein gréRBeres Volumen, damit flr die anschlieRende Aufreinigung genug

Material vorhanden ist. Daher betrug das Endvolumen dieser Ansatze 30 pl.

Komponente Menge Endonzentration
Cosl6 ycflb psbA-trnH

Nuclease-free H,0O 20,4 ul 20,1 ul 20,4 ul

TB Buffer 3ul 3ul 3ul 1x

BSA 3ul 3ul 3ul 1mg / ml

dNTPs 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 200 uM

Forward Primer 0,6 ul 0,75 ul 0,6 ul 0,2 uM

Reverse Primer 0,6 ul 0,75 ul 0,6 ul 0,2 uM

Taq Polymerase 0,3 ul 0,3 ul 0,3 ul 0,05U / ul
DNA-Template 1,5 ul 1,5 ul 1,5 ul 2,5ng/ Wl

Gesamt 30 ul
Tab. 17: Verschiedene Pipettierschemata fiir die Amplifizierung der Markerregionen.

Schritt Temperatur Dauer
Cosll ycflb psbA-trnH Cosll ycflb psbA-trnH

Initiale Denaturierung 94°C 3:00 min | 4:00 min 2:00 min
Denaturierung 94°C 0:30 min | 0:30 min 1:00 min
Annealing X35 55°C 52°C 56°C 0:30 min | 0:40 min 0:30 min
Elongation 68°C 1:00 min | 1:00 min 0:45 min
Finale Elongation 68°C 7:00 min | 10:00 min | 5:00 min
Lagerung 12°C

Tab. 18: PCR Protokolle fiir die unterschiedlichen Markerregionen.
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4.6. Gelelektrophorese

Nach Amplifizierung der DNA werden die entstandenen Fragmente zur Bestimmung von Qualitat
und GroRe mittels einer Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Daflir wurde entsprechend der
gewlinschten Prozentzahl des Gels Agarose mit der Feinwaage abgewogen und in 0,5x TAE-Puffer
aufgekocht. Im Laufe dieser Arbeit wurden wahlweise 1,5%ige oder 2%ige Gele angesetzt, was im
Ergebnisteilteil in den Abbildungsverzeichnissen angegeben ist. Nach dem Aufkochen wurde
SYBRsafe im Verhaltnis 1 zu 20000 zur Menge an 0,5x TAE-Puffer dazu pipettiert (z.B. 2 ul SYBRsafe
zu 40ml 0,5x TAE-Puffer). Durch Interkalation mit der DNA macht SYBRsafe diese spater im Gel
sichtbar.

Nach Ausharten der Gele kdnnen diese mit den PCR Produkten beladen werden. Davor muss das
Produkt mit 5x Ladepuffer, welcher Glycerin zum Beschweren der Probe enthalt, im Verhaltnis 1 zu
5 vermischt werden. Abhangig von der gewahlten Methode werden unterschiedliche Mengen (bei
Fingerprintansatzen 5ul und bei den Markeransatzen 2ul) auf das Gel aufgetragen. Damit die
GroRe der amplifizierten DNA-Fragmente bestimmt werden kann, wird zusatzlich eine DNA Leiter
mit definierten FragmentgrofRen mit auf das Gel geladen.

Die DNA-Fragmente werden durch Anlegen einer Spannung von 100 Volt elektrophoretisch
aufgetrennt. Abhangig von Gel und aufzutrennenden Proben variiert die Auftrennzeit von 30 — 45
Minuten. Auch dies ist den Abbildungsbeschreibungen der Ergebnisse beschrieben. Das Gel wird
anschlieend unter UV-Licht betrachtet und mittels einer Kamera dokumentiert. Die

Belichtungszeit bei allen in dieser Arbeit gezeigten Gelbilder liegt bei 2,0 Sekunden.

4.7. DNA Aufreinigung fiir Sequenzierung

Bevor PCR-Produkte zum Sequenzieren geschickt werden, muss die DNA aufgereinigt werden.
Hierfir kommt ein Kit zum Einsatz, welches alle in den PCR-Produkten noch stérenden Bestandteile
herauswascht. Die aufgereinigte DNA wird in 30 upl nf-H,O eluiert und steht nach der
spektrophotometrischen Konzentrationsbestimmung zur Sequenzierung bereit.

Abhangig davon zu welcher Firma die Proben zum Sequenzieren geschickt werden, Bedarf es einer
unterschiedlichen Vorbereitung. Fir eine Sequenzierung durch die Firma GATC missen 20 ul der
aufgereinigten DNA auf eine Konzentration von 10 — 50 ng / ul gebracht werden, was bedeutet,

dass abhangig von der spektrophotometrischen bestimmten Konzentration eventuell noch eine
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Verdiinnung angefertigt werden muss. AuBerdem mussen in einem separaten Eppendorfgefal 20
ul des verwendeten forward oder reverse Primer (Konzentration 10uM) mitgeschickt werden.

Eine Sequenzierung durch die Firma macrogen erfordert eine leicht abgednderte Praparation der
aufgereinigten DNA. Macrogen verlangt 10 ul eines Gemisches aus 5 ul aufgereinigter DNA mit der
Konzentration von 50 ng / pl und 5 pl des forward oder reverse Primers (Konzentration 5uM).
Erneut muss ausgehend von der gemessenen Konzentration eine entsprechende Verdiinnung

hergestellt werden.

4.8. Auswertung von Sequenzen

Fiir die Auswertung der Sequenzen konnen verschiedene Programme herangezogen werden.
Mithilfe des Programms FinchTV kann man sich das Chromatogramm der Sequenzierung anzeigen
lassen und anhand dessen die Qualitdt der sequenzierten Proben Uberprifen, indem zum Beispiel
auf die Hohe der gemessenen Peaks der einzelnen Basen und das eventuelle Auftreten von
Hintergrundrauschen geachtet wird.

Fir die weiteren Schritte wurde das Programm MEGAG6 herangezogen, mit dem als *fas-Dateien
gespeicherte Sequenzen gedffnet und bearbeitet werden.

Die aus den amplifizierten Markerregionen resultierenden Sequenzen wurden mit diesem
Programm Uber die ,Alignment by Muscle” Funktion alignt. Dadurch kénnen Unterschiede
zwischen den Sequenzen der verschiedenen Akzessionen sichtbar gemacht werden. Uber die
Funktion ,Phylogenetic Analysis“ wird das erstellte Sequenzalignment zur Bildung von
Stammbadumen exportiert. Im Hauptmeni von MEGA6 wurden Uber die ,Phylogeny” Funktion
UPGMA Stammbaume mit einem Bootstrap value von 1000 erstellt.

Uber den ebenfalls in MEGAG6 integrierten Tree Explorer werden die Bdume dargestellt und kénnen
noch bearbeitet werden. Als AuRengruppe der Stammbaume wurde fiir die Markerregionen psbA-
trnH, Cosl6 und ITS2 die Art Nolana werdermannii gewdhlt, da die Gattung Nolana ein

Schwestertaxa des Stammes Lycieae darstellt [17].

4.9. Darstellung von Stammb&umen

Fiir eine erweiterte Darstellung von Baumen wurden die Programme Archaopteryx und GraPhlAn

verwendet. Der mit MEGA6 erstellte Stammbaum muss im *nwk-Format gespeichert werden,
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damit er im Programm Archdopteryx ge6ffnet werden kann.

Innerhalb dieses Programms wurden Knotenpunkte, an denen sich zum Beispiel zwei Arten oder
geographische Regionen trennen, im Stammbaum markiert.

Dieser markierte Stammbaum wird als *xml-Format exportiert, was eine erweiterte graphische
Darstellung mit dem Python-basierten Programm GraPhlAn ermdoglicht. GraPhlAn ist gut dafir
geeignet Stammbadume mit einer groRen Anzahl von Arten zu strukturieren.

Die topologischen Stammbaume der Markersequenzen von psbA-trnH und Cos16 wurden (ber

GraPhlAn dargestellt.

4.10. Design von SCAR- und ARMS-Primern

Der Ablauf eines ARMS-Primerdesigns gliedert sich grob in folgende Schritte.

Zunachst werden die voneinander zu unterscheidenden Sequenzen mit MEGA6 aligned. Die
Sequenzen werden auf Unterschiede in der Basenabfolge untersucht. Werden
Sequenzunterschiede zwischen Lycium barbarum und Lycium chinense gefunden, kénnen anhand
dieser diagnostischen Stellen mit einem weiteren Programm, Primer3Plus, diagnostische Primer
erstellt werden. Fir dieselbe diagnostische Stelle kénnen verschiedene Primer, die sich
beispielsweise in der Nukleotidlange oder der Ausrichtung (forward oder reverse) unterscheiden,
designed werden. Primer3Plus gibt tber einen Penalty-Wert die Brauchbarkeit des Primerpaares in
einer PCR an, wobei der niedrigste Wert den grof3ten Erfolg verspricht.

Der in dieser Arbeit eingesetzte auf einer diagnostischen Stelle in der ITS2 Sequenz basierende

ARMS-Primer wurde im Rahmen eines dieser Arbeit vorangegangenes Praktikums designt.

Auch flr das Design eines SCAR-Primers sind Sequenzinformationen vonndéten. Der auf der Basis
von RAPD-Ergebnissen basierende LB.SC700 Primerpaar wurde nicht selbst designt, sondern
stammt aus einer Untersuchung aus dem Jahr 2007 [55].

Auf der Basis eines 55-Spacerregion-Fingerprints wurde ein weiterer SCAR-Primer designt. Dafir
wurde das im Agarose-Gel auftretende diagnostische ungefdahr 400 Basenpaar groRe Fragment von
Lycium barbarum isoliert und die darin vorhandene DNA aufgereinigt. Die aufgereinigte DNA
wurde zu GATC zu Sequenzieren geschickt.

Anhand des erhaltenen Sequenzierungsergebnisses sollte ein SCAR-Primer designt werden. Jedoch
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traten bei der Sequenzierung Probleme auf, sodass von dem urspriinglich 400 Basenpaar grofRen
Fragment nur etwa 150 Basen sequenziert werden konnten. Dennoch wurde versucht fir
zumindest dieses Fragment ein Primerpaar zu designen. Mithilfe des Programms Primer3Plus
konnten Primer fiir das Amplifizierte Fragment mit zufriedenstellende Penalty-Wert designt und

fur eine PCR eingesetzt werden.

4.11. Fragmentanalyse mittels des FSAnalyzers

Flr die TBP basierte Fragmentanalyse wurden der Primer TBPrex1 mit dem Farbstoff FAM und der
Primer TBPfin2 mit Yakima Yellow markiert. Nach der PCR und der Aufreinigung der PCR-Produkte
wurden diese fir die Fragmentanalyse vorbereitet. Die Akzessionen aus dem BGK sowie die Goji-
Produkte 1 —9 waren Teil dieser Fragmentanalyse.

Dafilir wird zunachst ein Mastermix aus 16,6 pl Hi-Di Formamid und 0,4 ul Size Standard (pro
Probe) hergestellt und auf die wells der zum Sequenzieren wegzuschickenden 96er-Platte verteilt.
Anschliefend wurden noch 5ul aufgereinigtes PCR-Produkt zum Mastermix pipettiert, dabei muss
die Aufreinigung zuvor so verdiinnt werden, dass letztendlich eine Konzentration von 5-10 ng / pl
erreicht wird.

Die auf diese Weise vorbereiteten Proben wurden zur Analyse an die Firma macrogen geschickt.
Als Ergebnis erhalt man *fsa-(fragment size analysis)Dateien, die mit dem FSAnalyzer ausgewertet
werden kénnen. Innerhalb des Programms wahlt man Gber ,,Select Data” zunachst den benutzten
SizeStandard, dann ein Textdokument, welches die Namen der verwendeten Akzessionen mit IDs
enthélt, und schliellich die erhaltenen *fsa-Dateien aus.

Uber die Einstellung ,Minimum Threshold” kann man bestimmen, ab welchem
Fluoreszenzschwellenwert Hochpunkte als solche erkannt oder einem Hintergrundrauschen
zugeordnet werden. Da zwei verschiedene Farbstoffe (FAM und YY) eingesetzt wurden, kann Gber
die Funktion ,,Dye No. of Interest” zwischen den Beiden unterschieden werden.

Wahlt man die Einstellung ,Analysis” aus, werden fir alle ausgewahlten Dateien aus deren
Hochpunkten Bindrmatrizen erstellt, die fiir die Berechnung der Fragmentldnge (iber eine
Interpolation mit den Hochpunkten des SizeStandards verwendet wird, was schlieBlich als
geplottetes virtuelles Gel angezeigt wird. In einem weiteren Analyseschritt werden anhand der

Bindarmatrizen die Jaccard-Distanzen der Fragmentmuster aller ausgewahlter Proben zueinander
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berechnet. Die Jaccard-Distanz gibt die Ahnlichkeit von Mengen an, und je ndher dieser Wert bei 1
liegt, desto groRer ist die Ahnlichkeit der Mengen. Aus dieser Berechnung resultiert ein
Stammbaum, der die Verwandtschaftsverhiltnisse der ausgewdahlten Proben aufgrund der

Unterschiede der Introns in den B-Tubulin-Genen aufzeigt.
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5. Ergebnisse

5.1. Morphologie

Wie schon im Methodenteil angedeutet, teilt sich der Ergebnisteil der Morphologie in drei
Gruppen. Der Bestimmung der Akzessionen im BGK anhand von Bliten wurde die meiste
Gewichtung beigemessen und anschlieRend wurde versucht die Ergebnisse der Blatt- und
Samenvermessung auf die Ergebnisse der Blitenbestimmung zu beziehen. Zum besseren
Verstandnis sind die Bestimmungsmerkmale fir die verschiedenen Arten farblich markiert. Griin
fir die in der Flora of China auf Lycium barbarum bezogenen Erkennungskriterien einerseits und
rot flr Lycium chinense andererseits. Entsprechend sind auch die Ergebnisse farblich

gekennzeichnet.

5.1.1. Artbestimmung iiber Bliiten

Tab. 19: Unterscheidungskriterien der beiden Arten Lycium chinense (rot) und Lycium barbarum (griin).

Abb. 11: Oben behaartes Kronblatt (Merkmal von L. chinense) der Akzession 5549, unten kahles Kronblatt
(Merkmal von L. barbarum) der Akzession 1470.
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Abb. 12: Beispiele fur das Unterscheidungskriterium Kronréhrenlange. Links die klrzere Kronrohre und den
damit im Vergleich langeren Kronblattern (Merkmal von L. chinense) bei der Akzession 5551. Rechts die langere

Kronréhre und den damit vergleichsweise kiirzeren Kronblattern (Merkmal von L. barbarum) bei der Akzession
1470.

2 mm

5mm

Abb. 13: Beispiele fur die Unterscheidung Uber die unterschiedliche Beschaffenheit des Kelches.
Auf der linken Seite ist ein 4-gelappter Kelch (Merkmal von L. chinense) der Akzession 5549 abgebildet. Das

rechte Bild zeigt einen 2-gelappten Kelch (Merkmal von L. barbarum) der Akzession 5548. Die Kelche wurden mit
einem Skalpell an einer Seite aufgeschnitten und in eine Ebene gebracht.
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Ubersichtstabelle der Artbestimmung (iber Blitenmerkmale.

ID Blutenmerkmal

Kelchlappung Behaarung Kronblatter |Kronréhre langer als Kronblatter?

1470

5548 1-gelappt: 23,3%

5549

5550

5551

5552

5553

6815

6967

Tab. 20: Die Ergebnisse der Bestimmung von 30 Bllten pro Akzession sind in folgender Tabelle dargestellt. Die
Akzessions-ID der Pflanzen aus dem BGK kann der ersten Spalte entnommen werden. In den folgenden Spalten
sind die zuvor dargestellten entscheidenden Blitenmerkmale aufgefiihrt. Die Merkmale die fur L. barbarum
sprechen sind grin, die fur L. chinense sprechen rot eingefarbt. Der prozentuale Anzteil der beobachteten
Merkmale an den Bliiten der jeweiligen Akzession kann der Tabelle entnommen werden.
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Die Tabelle zeigt, dass die beiden Akzessionen 1470 und 5548 mit ziemlicher Sicherheit der Art L.
barbarum angehoren, da sowohl die Kelchlappung und auch die Behaarung der Krone deutlich
dafiir sprechen. Laut Literatur ist ein 2-gelappter Kelch ein deutliches Zeichen fiir L. barbarum und
dies war mit Ausnahme der acht von 30 Bliiten bei 5548 immer der Fall. Die acht BlUten zeigten
einen Kelch mit nur einem Lappen, welcher zwar eine Ausnahme darstellt, aber dennoch eher zu L.
barbarum zahlen sollte. Auch bei der Lange der Kronrohre zeigte bei etwa 80% der bestimmten
Bliten eine deutlich langere Kronrdhre, die restliche 20% waren nicht deutlich langer, sondern
eher gleichlang. Mit der Kombination der drei Merkmale ldsst sich sagen, dass diese beiden
Akzession zu L. barbarum gehoren.

Umgekehrt verhalt es sich mit den restlichen anhand der (iber Bliiten bestimmten Akzessionen.
Auch hier fihrt eine Kombination der drei Merkmale zu dem Schluss, dass es sich um L. chinense
handeln muss und auch hier gibt es einige Ausreiller. Als die Gravierendsten seien die Betrachtung
der Kronréhrenlange bei der Akzession 6967, oder die Lappung des Kelches bei der Akzession 5550
genannt. Als konstantestes Merkmal stellte sich die Behaarung der Kronblatter heraus, da es hier
Uberhaupt keine Abweichung gab, denn diese war entweder deutlich vorhanden oder nicht
vorhanden.

Auch die Art Lycium chilense (7067) konnte anhand der charakteristischen Bliten bestimmt
werden. Die beiden Lycium europaeum Akzessionen 7064 und 8213 trugen keine Bliten fiir eine
Bestimmung, aber aufgrund der sukkulenten Blatter, was ein Merkmal von Lycium europaeum

darstellt, konnte darauf geschlossen werden, dass es sich tatsachlich um diese Art handelt.

Abb. 14: Bliite der Art Lycium chilense. Im Gegensatz zu den Arten Lycium barbarum und Lycium chinense ist die
Farbe der Blite weiB.

39



Seite 40 5. Ergebnisse

Da es im BGK bereits eine Benennung gab, wird in der folgenden Tabelle ein Vergleich zwischen

dieser Benennung und dem Resultat der Blitenanalyse gezeigt.

ID Benennung Botanischer Garten KIT Ergebnis der Artbestimmung tiber Bliiten

7067 Lycium chilense Lycium chilense

Tab. 21: Vergleich der Benennung der Lycium-Akzessionen im BGK und dem Ergebnis der Bestimmung. Mit (*)
markierte Akzessionen konnten nicht anhand der Bliiten bestimmt werden, da die Pflanzen keine Bliiten trugen.
Die Aussage verlasst sich auf die vegetativen Merkmale.

Die Blitenbestimmung zeigt auf, dass im BGK moglicherweise eine fehlerhafte Kennzeichnung
mancher Lycium-Arten vorlag. Erst die weitere Analyse wird die Artbestimmung Uber die Bliten

stltzen oder wieder entkraften.
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5.1.2. Blatter

Die Blatter wurden mit dem Programm LAMINA vermessen und die Ergebnisse in Form von
Boxplots dargestellt. In diesem Experiment sollten die unterschiedlichen Blattformen statistisch
dargestellt und eine statistisch untermauerte Unterscheidung zwischen den als L. barbarum und L.

chinense bestimmten Pflanzen getroffen werden.

Abb. 15: Auf der linken Seite ein Blatt von einer als L. barbarum bestimmten Akzession (5548) und rechts ein
Blatt von einer als L. chinense bestimmten Akzession (6815).

Verhiltnis Léange zu Breite

[
1
1 — T
PR
1 ! 1
-I - - — -I
I
1 |
e
I ‘ -
1
) _
R
1
1
1
— — T

RN S—

2
|

PO

T T T T T T T T
1470 5548 5549 5550 5551 5553 6815 6967

Abb. 16: Boxplots des Verhaltnis von Lénge zu Breite der Blatter verschiedener Lycium-Akzessionen aus dem
BGK. Auf der X-Achse sind die IDs der Akzessionen aufgetragen, wahrend die Y-Achse den Quotient aus Lange
und Breite der vermessenen Blatter angibt.

Die bei der Analyse der Bliten als Lycium barbarum bestimmte Akzessionen sind griin eingefarbt, die Lycium
chinense Akzessionen in rot. Die beiden L. barbarum Akzessionen sind im Gegensatz zu den L. chinense
Akzessionen im Verhaltnis langer als breit. Die Akzessionen von L. chinense zeigen durchgangig Boxplots auf
dhnlicher H6he mit einem Median des Linge/Breite Quotient von etwa 2,75. Die Akzession 5548 hat mit einem
Median-Wert von 3,8 einen deutlich anderes Verhaltnis und bei 1470 ist der Quotient noch etwas hoher und der
Median liegt bei etwa 4,6.
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5.1.3. Samen

Neben den Pflanzen im BGK die Friichte tragen und damit Samen zum Auswerten besitzen, wurden
auch noch sieben verschiedene Produkte in die Samenanalyse miteinbezogen. Damit kann ein
Vergleich und eine Stiitze der Blitenbestimmung einerseits und ein erster Versuch den Produkten
Arten zuzuordnen andererseits stattfinden.

Mithilfe des Programms SmartGrain wurden jeweils 30 Samen vermessen, anschlieBend mit R

Studio ausgewertet und die Ergebnisse in Form von Boxplots dargestellt.
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Abb. 17: Boxplots der Flache von Samen verschiedener Lycium-Akzessionen aus dem BGK, sowie einem Teil der
erworbenen Goji-Produkte. Auf der X-Achse sind die IDs der Akzessionen und der Produktbezeichnungen
aufgetragen, wihrend die Y-Achse die Flache in mm? der vermessenen Samen angibt.

Die Farben des Ergebnisses der Bliitenanalyse wurde auch fiir die Darstellung dieser Ergebnisse gewahlt. Die
noch unbekannten Goji-Produkte sind in hellgrau eingefarbt. Es ist sofort ersichtlich, dass die Lycium barbarum
Samen (1470 und 5548) und die Lycium chinense Samen (5549- 6967) sich in der GroRe unterscheiden. Die
Flache der L. chinense Samen ist beinahe doppelt so groR wie die der L. barbarum Samen. Die Akzession 5551
sticht hierbei noch mal deutlich hervor, die ihrerseits wieder beinahe 2 mm? gréRer ist, als die restlichen L.
chinense Akzessionen. Die Produkte hingegen sind wieder deutlich kleiner und haben eine dhnliche Flache wie
die beiden L. barbarum Akzessionen.
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5.1.4. Kurze Zusammenfassung der Ergebnisse der Morphologischen Analysen

— Eine Unterscheidung der beiden Arten Lycium barbarum und Lycium chinense anhand von
Blitenmerkmalen (Kelchlappung, Kronréhrenldange und Kronblattbehaarung) ist bei der

Betrachtung einer angemessenen Menge von Bliten moglich.

— Das konstanteste (nur mikroskopisch erkennbare) Merkmal ist hierbei die Behaarung am

Rand der Kronblatter.

— Die erhobenen Statistiken der Blatt- und Samenanalyse stitzen die Uber die
Blitenbestimmung getroffenen Aussagen, wobei besonders die Unterschiede in der

Samengrole signifikant sind.

— Die aus Friichten von verschiedenen Goji-Produkten stammenden analysierten Samen

sprechen aufgrund dhnlicher Samenflache deutlich fiir die Art Lycium barbarum.
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5.2. Ergebnisse der DNA-basierten Methoden

Um die grolle Menge an Akzessionen angemessen darstellen zu kénnen, wurde neben der Tabelle
mit den Akzessions-IDs im Materialteil Kapitel 3.1. eine weitere Orientierung in Form von
farblichen Markierungen, die sich durch den kompletten Ergebnisteil zieht, angelegt.

Da, wie im Morphologie Ergebnisteil gezeigt, im BGK einige falsch bezeichnete Akzessionen
vorlagen, beziehen sich die nun folgenden farblichen Markierungen auf die Ergebnisse der
morphologischen Bestimmungen (siehe Kapitel 5.1.1, Tab. 21). Daher werden die im BGK als
Lycium barbarum gekennzeichneten Akzessionen 5549 und 5550, sowie die als Lycium europaeum
benannte Akzession 5553, aufgrund der morphologischen Bestimmung nun als Lycium chinense
markiert. Die restlichen Akzessionen, die nicht morphologisch bestimmt werden konnten, werden
entsprechend der vorhandenen Bezeichnung markiert.

Es bleibt zu bemerken, dass nicht alle 38 Akzessionen vom Anfang der Arbeit zur Verfligung
standen und erst nach und nach in die Untersuchung eingegliedert wurden. Daher sind besonders
Versuche, die zu Beginn dieser Arbeit durchgefiihrt wurden in ihrem Probensatz nicht komplett

vollstandig.

Gruppe Farbliche Darstellung

Akzessionen der Art Lycium barbarum

Akzessionen der Art Lycium chinense

Akzessionen der Art Lycium europaeum

Akzessionen die anderen Lycium-Arten angehoren

Akzessionen der Goji-Produkte

Tab. 22: Orientierungshilfe fiir die Ergebnisse

Bei friihen Fingerprintanalysen (im Ergebnisteil nicht dargestellt) der neun Goji-Produkte LP1 — LP9
zeigte sich, dass diese immer die gleichen Muster im Agarosegel bildeten. Daher sind in den nun
folgenden Gelen nur beispielhaft das Goji-Produkt 2 und / oder das Goji-Produkt 5 aufgetragen,

um mehr Akzessionen auf einmal vergleichen zu kénnen.
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5.2.1. Random amplified polymorphic DNA (RAPD)

Durch die Verwendung von Randomprimer sollen fiir verschiedene Arten spezifische Muster im

Agarosegel entstehen.
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Abb. 18: Gelelektrophoresebild eines random amplified polymorphic DNA (RAPD) Fingerprints. 5 pl der PCR-
Produkte wurden auf das 1,5%ige Agarosegel aufgetragen. Die Laufzeit des Gels betrug 30 Minuten bei 100 Volt.
Der fiir die PCR eingesetzte Primer tragt den Namen OPC-2 und dessen Sequenz kann der Tab. 9 im Materialteil
entnommen werden. Verwendet wurden L. barbarum Akzessionen aus dem BGK (1470 und 5548) sowie aus
Freiburg erhaltene L. barbarum Proben (8684, 8685 und 8686), jeweils durch einen griinen Balken markiert. Die
restlichen Proben sind Akzessionen der Art L. chinense (rot) (5549, 5550, 5553 und 6815) aus dem BGK,
auBerdem L. europaeum (blau) ebenfalls aus dem BGK (7064, 8213) und aus dem Herbarium Freiburg (8687,
8688). Zu guter Letzt Akzessionen, die den sogenannten AulRengruppen (L. chilense (7067), L. ameghinoi (8211),
L. gilliesianum (8212), L. oxycarpum (8352), L. shawii (8683) und L. intricatum (8689 und 8690)) angehdren,
welche alle gelb markiert sind. Das einzige Goji-Produkt (LP 2) wird durch einen schwarzen Streifen
hervorgehoben.

Es ist ersichtlich, dass die L. barbarum Arten kein einheiltiches Fingerprint Muster zeigen. Die beiden Akzessionen
aus dem BGK zeigen identische Muster, wohingegen bei den drei Akzessionen aus Freiburg jeweils
unterschiedliche Muster zu sehen sind. Das Goji-Produkt zeigt ein dahnliches Muster wie die beiden L. barbarum
Akzessionen aus dem BGK. Die vier L. chinense Akzessionen zeigen ein einheitliches Fingerprintmuster mit einer
sehr deutlichen Bande bei etwa 300 Basenpaaren und einer etwas schwacheren Bande liber 1000 Basenpaaren.
Die ,gelben” AuRengruppen zeigen alle jeweils einen anderen Fingerprint, was sowohl Fragmentgrofe, als auch
die Intensitat der amplifizierten Produkte betrifft. Die beiden L. europaeum Akzessionen aus dem BGK (7064 und
8213) zeigen ein anndhernd &hnliches Fingerprintmuster, sieht man mal davon ab, dass die Amplifikation bei
8213 starker gewesen zu sein scheint. Die beiden L. europaeum Arten aus dem Herbarium Freiburg zeigen
dagegen wieder unterschiedliche Muster, sowohl im Vergleich zu den Karlsruher Arten, als auch zueinander.

Die Negativkontrolle sollte hier nicht unerwahnt bleiben, denn es sind deutliche Banden zu sehen.
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5.2.2. RAPD-basierter SCAR-Ansatz

Ein weiterer Ansatz zur Unterscheidung von Lycium barbarum und Lycium chinense ist die SCAR
(Sequence characterised amplified region)-Methode. Die dafiir bendtigte Fingerprintsequenz
stammt aus der Amplifikation mit dem OPC-7-Primer [23] und die SCAR-Primer wurden von Cho-
Wing Sze, S. et al. designt [55]. Da dieses Primerpaar bei dieser Gruppe erfolgreich zu einer
Differenzierung der beiden Arten fihrte, wurden diese Primer auch auf die Proben aus dem BGK

angewandt.

; 1470 5548 5549 5550 5551 5552 5553 Ty —
[ |

- ——
’ = - [r—— T — —
—— | — m——e— —t | o— —
7064 TO6T 8211 8212 8213 8352 LP2 LP5 MK
— [ ] |
k-4 -_
| —— _
M . | mmeem— ’ —

Abb. 19: Gelelektrophoresebild der SCAR-PCR mit dem Primer LB700. 5 pl der PCR-Produkte wurden auf das
2%ige Agarosegel aufgetragen. Die Laufzeit des Gels betrug 40 Minuten bei 100 Volt.

Die verschiedene Arten sind wie bisher farblich markiert. Es ist zu erkennen, dass bei allen Akzessionen mit
Ausnahme von 5551, 7067, 8212 und 8352 deutlich zwei Fragmente amplifiziert wurden. Das eigentliche Ziel der
Amplifikation von nur einer Bande bei Lycium barbarum hat also offensichtlich nicht funktioniert. Die
Amplifikation bei den beiden L. barbarum Akzessionen sowie den beiden Beispielprodukten ist starker gewesen,
als bei den restlichen Akzessionen, was sich durch intensivere Banden zeigt. Es sollte noch erwadhnt werden, dass
irrtimlich die 1kb Leiter anstatt der tblichen 100bp Leiter pipettiert wurde.
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5.2.3. Sequence related amplified region (SRAP)

Auch mit der SRAP-Methode sollten spezische Fingerprints fir die verschiedenen Arten und
identische Fingerprints fiir gleiche Arten angefertigt werden.

100bp 1470 5548 5549 2550 2531 5552 5553 6815 6967 100bp

| ——

100bp 7064 7O67 8211 8212 8213 8352 LP2 LP5 NK 100bp

Abb. 20: Gelelektrophoresebild einer SRAP-Analyse der vorhandenen Akzessionen aus Karlsruhe und einem
kleinen Teil der Lycium- Produkte. Verwendet wurde die SRAP-Primer Kombination HP1/LP2. 5 ul der PCR-
Produkte wurden auf das 1,5%ige Agarosegel aufgetragen. Die Laufzeit des Gels betrug 30 Minuten bei 100 Volt.
Die beiden L. barbarum Akzessionen (1470 und 5548) als auch die L. chinense Akzessionen zeigen ein in sich
homogenes Fingerprintmuster. Beide Arten zeigen eine intensivere Bande bei etwa 1100 Basenpaaren, die sich
jedoch besonders bei den L. chinense Akzessionen als zwei Banden zu entpuppen scheinen. Zusatzlich zeigt sich
bei L. chinense eine weitere deutliche Bande bei etwa 250 Basenpaaren, welche bei L. barbarum nicht zu sehen
ist.

Innerhalb der gleichen Art treten bei L. chinense jedoch auch Unterschiede in der Intensitat der Banden auf.

Die beiden L. europaeum Akzessionen (7064 und 8213) zeigen einen &hnlichen wenngleich schwachen
Fingerprint, wobei hauptsachlich kleinere Fragmente amplifiziert wurden. Die vier Aulengruppen weisen
verschiedene Fingerprints auf, wobei bei den Arten Lycium chilense (7067) und Lycium ameghinoi (8211) eine
intensive Banden mit einer ungefdahren FragmentgrofRe von 400 Basenpaaren zu sehen ist.

Die beiden Goji-Produkte LP2 und LP5 weisen mit ihren Banden bei etwa 1100 Basenpaaren und Fragmenten
leicht unter 200 Basenpaaren eine frappierende Ahnlichkeit zu den beiden L. barbarum Akzessionen auf.
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5.2.4. Tubulin based polymorphism (TBP) Intron |

Die hier eingesetzten Primer wurden mit dem Farbstoff FAM markiert und sollten das Intron | des
in zahlreichen Kopien vorliegenden B-Tubulin-Gens amplifizieren. Aus dem virtuellen Gelbild
sollten Verwandtschaftsverhadltnisse eruiert werden. Die Signale vom Goji-Produkt 9 waren zu

schwach, sodass dieses aus der Auswertung entfernt wurde.

T ——| | |
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Abb. 21: Das virtuelle Gelbild der amplifizierten Banden vom Intron | der B-Tubulin-Genfamilie.

Auf der Y-Achse ist die Zuordnung der FragmentgroRen aufgetragen. Die erste Bahn auf der X-Achse stellt den
GroRenmarker dar. Danach folgen die eingesetzten Akzessionen. Erneut sind zusammengehorende Arten /
Gruppen farblich markiert.

Mit dem Einsatz gelabelter Primer und virtueller Auswertung sind bei jeder Akzession eine grofle Menge von
verschiedenen Fragmente zu sehen, mit einem Spitzenwert von 87 Banden bei der Akzession 1470. Dieser Wert
stellt jedoch eine Ausnahme dar, denn die durchschnittliche Anzahl von Banden betragt etwa 38.

Durch die grofRe Menge an Informationen kommen andere Auswertungsmoglichkeiten zustande, welche im
folgenden Ergebnisteil und auch in der Diskussion noch ausgefiihrt werden.
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Lycium chinense [5553
Lycium chinense [5551
Lycium chinense [5552]
T Lycium europaeum [8213]
Lycium europaeum [7064]
_| Lycium ameghinoi [8211]
Lycium chilense [7067]
Lycium gilliesianum [8212]

]
‘
_| Lycium oxycarpum [8352]

Lycium chinense [6967] I
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Abb. 22: Dendrogramm der phylogenetischen Analyse verschiedener Lycium-Arten basierend auf der
Fragmentanalyse des Intron | der B-Tubulin-Genfamilie. Anhand der zuvor erhobenen Bindrmatrizen wurden die
Jaccard-Distanzen der Fragmentmuster aller ausgewahlter Proben zueinander berechnet. Auf der X-Achse ist der
Jaccard-Index verzeichnet.

Die beiden Arten Lycium chinense (Akzession 6967) und Lycium oxycarpum (8352) landen als AuBengruppe
zusammen in einem Cluster. Des weiteren ist eine Trennung zwischen den Lycium-Arten aus Stidamerika (Lycium
ameghinoi, Lycium chilense und Lycium gilliesianum) und den Eurasischen Arten sowie den Produkten (Lycium
barbarum, Lycium chinense, Lycium europaeum und Goji-Produkt 1-8) zu sehen. Die beiden Akzessionen der Art
Lycium europaeum sind gemeinsam in einem Cluster zu finden. Auch die acht Produkte bilden eine
monophyletische Gruppe. Bei den Akzessionen der Arten Lycium barbarum und Lycium chinense gibt es keine
einheitlichen Cluster, so zeigt zum Beispiel die Lycium chinense Akzession 5552 eine nahere Verwandtschaft zu
den Lycium europaeum Akzessionen.
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5.2.5. Tubulin based polymorphism (TBP) Intron Il

Die hier eingesetzten Primer wurden mit dem Farbstoff YY markiert und sollten das Intron Il des in
zahlreichen Kopien vorliegenden B-Tubulin-Gens amplifizieren. Auch bei diesem Experiment waren
die Signale vom Goji-Produkt 9 zu schwach, sodass dieses aus der Auswertung entfernt wurde.

[— | | | 1
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Abb. 23: Das virtuelle Gelbild der amplifizierten Banden vom Intron Il der B-Tubulin-Genfamilie.

Auf der Y-Achse ist die Zuordnung der FragmentgroRen aufgetragen. Die erste Bahn auf der X-Achse stellt den
GréRenmarker dar. Danach folgen die eingesetzten Akzessionen. Erneut sind zusammengehorende Arten /
Gruppen farblich markiert.

Auch bei der Amplifikation der Intron Il Fragmente zeigen sich einige Banden, wobei es im Vergleich zum Intron |
deutlich weniger sind. Der Spitzenwert bildet hier die Akzession 8352 mit 42 amplifizierten Fragmenten. Die
durchschnittliche Anzahl der Fragmente betrdgt etwa 14. Die Uber Farben markierten zusammengehdrenden
Gruppen zeigen bei der Betrachtung des Intron Il eine erhohte Einheitlichkeit. So ist beispielsweise das
Bandenmuster bei den beiden Lycium barbarum Akzessionen (1470 und 5548) beinahe komplett identisch.
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5.2.5.1. Stammbaum TBP Intron Il

[ Lycium chilense [7067]
Lycium ameghinoi [8211]
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Abb. 24: Dendrogramm der phylogenetischen Analyse verschiedener Lycium-Arten basierend auf der
Fragmentanalyse des Intron Il der B-Tubulin-Genfamilie. Anhand der zuvor erhobenen Bindrmatrizen wurden die
Jaccard-Distanzen der Fragmentmuster aller ausgewahlter Proben zueinander berechnet. Auf der X-Achse ist der
Jaccard-Index verzeichnet. Das aus den Fragmenten des Intron Il errechnete Dendrogramm weist eine deutlich
Ubersichtlichere Clusterung als das des Introns | auf. Aber wie beim Intron | trennt sich L. oxycarpum von allen
anderen Akzessionen. Die slidamerikanischen Lycium-Arten (Lycium chilense, Lycium ameghinoi und Lycium
gilliesianum) trennen sich im néachsten Cluster von den Lycium barbarum, Lycium chinense und Lycium
europaeum Akzessionen sowie den Lycium-Produkten.

Es findet eine deutliche Trennung der Arten voneinander statt, so landen alle L. chinense Arten mit der
Ausnahme von 6815 in einem Cluster. Auch die beiden L. europaeum Akzessionen (7064 und 8213) und die L.
barbarum Akzessionen (1470 und 5548) landen jeweils in einem Cluster. Die Goji-Produkte zeigen die ndheste
Verwandtschaft zu den beiden Lycium barbarum Akzessionen.
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5.2.6. 55-Spacerregion Fingerprinting

Neben der Betrachtung der Introns der B-Tubulin-Genfamilie sollte eine weitere bekannte Region
auf die Brauchbarkeit fir eine Fingerprintanalyse getestet werden. Jedoch wurde hierfiir wieder

der klassische Ansatz ohne markierte Primer eingesetzt.

100bp 1470 5548 5551 LP2 LPS LP10 LP11 LP12 LP13 LP14 LP15 100bp

— | —
| — —
100bp 5549 5550 5553 6815 6967 8684 8685 BGB6 NK 100bp
[ERa s aaiias SR b S ] [ e i e = e ]

|

Abb. 25: Fingerprint mit Primern fur die rDNA 5S-Spacerregion. 5 pl der PCR-Produkte wurden auf das 1,5%ige
Agarosegel aufgetragen. Die Laufzeit des Gels betrug 35 Minuten bei 100 Volt. Fir diesen Fingerprint wurden nur
die Akzessionen verwendet, die als L. barbarum (griin) oder L. chinense (rot) bezeichnet sind. Des weiteren sind
erstmals die neuen Goji-Produkte (LP10 — LP15, in schwarz) Teil eines Fingerprints. Bei den beiden L. barbarum
Akzessionen aus dem BGK und allen Produkten ist das gleiche Bandenmuster zu sehen. Es ist eine deutliche
Bande bei etwa 350 Basenpaaren und eine sehr viel schwachere zwischen 700 und 800 Basenpaaren zu sehen.
Zum Vergleich wurde auch beispielhaft eine L. chinense Akzession (5551) in die erste Reihe pipettiert. Diese zeigt
einen Unterschied zu den L. barbarum Akzessionen und den Goji-Produkten, denn es sind drei Banden zu sehen,
mit FragmentgroRen von 300 Basenpaaren, 500 Basenpaaren und etwa 700 Basenpaaren. Die restlichen L.
chinense (5549, 5550, 5553, 6815 und 6967) Akzessionen zeigen das gleiche Muster. Die drei L. barbarum aus
dem Herbarium in Freiburg zeigen andere Muster als die L. barbarum Akzessionen aus dem BGK. Die Akzessionen
8685 und 8686 und zeigen das gleiche Bild mit einer Bande zwischen 200 und 300 Basenpaaren und einer
weiteren schwacheren Bande bei etwa 600 Basenpaaren. Die Akzession 8684 zeigt eine deutliche Bande bei 400

Basenpaaren und unterscheidet sich damit von allen anderen Akzessionen, weist aber Ahnlichkeiten zu den L.
chinense Akzessionen auf.
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5.2.7. Auf der 5S-Spacerregion basierter SCAR-Ansatz

100bp 1470 5548 5551 LP2 LP5> LP10 LP11 LP12 LP13 LP14 LP15 100bp

100bp 5549 5550 5553 6815 6967 8684 8685 BGBG6 NK 100bp
I
| — —

Abb. 26: Gelelektrophoresebild von PCR-Produkten nach Verwendung der neu designten 5S-SCAR-Primer. 5 pl
der PCR-Produkte wurden auf das 1,5%ige Agarosegel aufgetragen. Die Laufzeit des Gels betrug 35 Minuten bei
100 Volt.

Die L. barbarum Akzessionen 1470 und 5548, sowie die Lycium-Produkte zeigen Fragmente mit einer Grof3e von
150, 500 und etwa 700 Basenpaaren.

Die L. chinense Akzessionen zeigen Amplifikation von Fragmenten mit einer GroRe von etwa 150 Basenpaaren,
250 Basenpaaren und schwach bei etwa 400 Basenpaaren.

Die drei L. barbarum Akzessionen aus dem Herbarium Freiburg weisen dagegen wieder drei unterschiedliche
Muster auf, wobei bei 8686 wohl nur die Primer als Bande zu sehen sind, da die Negativkontrolle das gleiche
Muster aufweist. Die Akzession 8684 zeigt auch bei diesem Fingerprint Ahnlichkeiten zu den L. chinense
Akzessionen.
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5.2.8. ITS2 basierter ARMS-Ansatz

Basierend auf den Sequenzunterschieden zwischen Lycium barbarum und Lycium chinense in der
ITS2 Region, die mit dem BEL2/3 Primerpaar amplifiziert wurde, konnten ARMS Primer designt
werden. Diese sollten zu einer deutlichen Unterscheidung von L. barbarum (zwei Fragmente, ITS2-
Fragment und diagnostische Bande) und L. chinense (nur das ITS2-Fragment) fiihren.

Die Amplifikation des diagnostischen Fragment war erfolgreich, jedoch besteht das Problem, dass

die diagnostische Bande nicht nur bei L. barbarum, sondern auch bei weiteren Arten auftritt.

100bp 1470 5548 5549 5550 5553 6815 7064 7067 LP2 100bp NK

m—

Abb. 27: Gelelektrophoresebild der Amplifikation von der ITS2-Region mit zusatzlichem Einbringen des GojiBEL-
144G-fw ARMS-Primers in die Reaktion. 2 ul der PCR-Produkte wurde auf das 2%ige Agarosegel aufgetragen. Die
Laufzeit des Gels betrug 35 Minuten bei 100 Volt.

Die (kleinere) diagnostische Bande ist bei den Lycium barbarum Akzessionen 1470 und 5548 und auch dem
Beispielprodukt LP2 deutlich zu sehen. Aber auch bei der Lycium chinense Akzession 6815 und auch bei der Art
Lycium chilense (7067) ist sie sichtbar.
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5.2.9. Phylogenie der plastidaren ycflb Markerregion

5 — H Lycium chinense|G967|
2 L M Lycium species|8620]
L M Lycium barbarum|8603|
1 L M Lycium species|8621]|

18 —— Il Lycium chinense|5551|

8L M Lycium species[3604|
16 B Lycium barbarum|3604]
— W Lycium species|8622|

79 — Il Lycium chinense|6815]
18 M Lycium barbarum|5548]|
10 —— Il Lycium chinense|5549)|
52 M Lycium chinense|5550]
7 — Il Lycium species|8606]

S50 M Lycium species|8619|
B Lycium europasum|7064|

a5 —— Il Lycium chinense|5553]

74 1L M Lycium species|8623
M Lycium chinense|5552|
B Lycium europasum|d213|

59

Lycium gilliesianum|3212|

79 ——  Lycium chilense|7067|

L Lycium ameghinoil8211|

Lycium barbarum|1470]

Lycium oxycarpum|3352|

Abb. 28: Zur Erstellung dieses topologischen Baumes auf Basis der ycflb Sequenzen wurde die UPGMA Methode
verwendet. Der Anzahl der Bootstrap Replikate lag bei 1000 und die Prozentzahl der reproduzierten Baume ist an
den Knotenpunkten aufgetragen.

Der Baum beinhaltet 24 verschiedene Sequenzen, die entsprechend ihrer zugehérigen Gruppen wieder farblich
gekennzeichnet sind. Im endgiiltigen Datensatz der Sequenzen waren 902 Positionen enthalten.

Die Art Lycium oxycarpum stellt die AuRengruppe dar und trennt sich von allen anderen Lycium-Arten. Mit
Ausnahme der Akzession 1470 findet eine Trennung von Neuwelt-Arten (L. gilliesianum, L. chilense, L.
ameghinoi) und Altwelt-Arten statt. Diese Trennung ist mit einem Bootstrap-Wert von 79% signifikant.

Im Altwelt-Cluster ist keine Trennung der verschiedenen Arten zu erkennen, sodass L. chinense, L. europaeum
und die Goji-Produkte polyphyletische Gruppen bilden. Es ist anhand dieser Markerregion keine Trennung der
beiden Goji-Arten L. barbarum und L. chinense méglich, auRerdem kann nicht gesagt werden, zu welcher Art die
Goji-Produkte gehoren.
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5.2.10. Phylogenie der plastiddren psbA-trnH Markerregion

Der Datensatz des plastidaren Markers psbA-trnH ist am Umfangreichsten, da die Sequenzierungen ohne
Komplikationen verliefen und damit alle Akzessionen flir phylogenetische Untersuchungen zur Verfiigung
standen.
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Abb. 29: Zur Erstellung dieses topologischen Baumes wurde die UPGMA Methode verwendet. Der Anzahl der
Bootstrap Replikate lag bei 1000 und die Prozentzahl der reproduzierten Baume ist an den Knotenpunkten
aufgetragen. Der Baum beinhaltet 38 verschiedene Sequenzen, die entsprechend ihrer zugehérigen Gruppen
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wieder farblich gekennzeichnet sind. Im endgiltigen Datensatz der Sequenzen waren 520 Positionen enthalten.
Die Lycium barbarum Akzessionen 1470 und 5548 sowie alle Produkte mit der Ausnahme von LP14 (8694) bilden
eine monophyletische Gruppe. Auch die Lycium chinense Akzessionen sind eine geschlossene Gruppe. Eine
Ausnahme stellt die Akzession 8684 dar, denn diese war als L. barbarum deklariert, ist aber laut dieser
phylogenetischen Analyse eher eine L. chinense Akzession. Weiterhin clustern geographisch nah verwandte Arten
zusammen, wie die nordafrikanischen Arten wie Lycium intricatum oder Lycium shawii mit den Lycium
europaeum Akzessionen. Die Letztere bildet jedoch keine einheitliche Gruppe, denn die L. europaeum
Akzessionen (7064, 8213, 8687 und 8688) sind alle in verschiedenen Clustern zu finden. Auch die beiden
restlichen L. barbarum Akzessionen 8685 und 8686 tauchen in Gruppen zusammen mit L.europaeum und
afrikanischen Arten auf. Die siidamerikanischen Arten Lycium chilense und Lycium ameghinoi sind zusammen in
einer Klade zu finden und Lycium gilliesianum landet in einer eigenen Klade. Nolana werdermannii stellt die
Aullengruppe dar.
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Seite 58

5.2.10.1. Erweiterung der psbA-trnH Analyse

Die Analyse der psbA-trnH Markerregion wurde noch erweitert und zusatzlich zu den im Rahmen
dieser Arbeit erhobenen Daten noch Sequenzen weiterer Lycium-Arten aus der ncbi-Datenbank in
die schon vorhandene Analyse eingegliedert. Alle zuganglichen Sequenzen von Lycium-Arten
wurden verwendet, sodass der Datensatz von 38 auf 78 Sequenzen anstieg. Dabei machten Arten
aus der Neuen Welt den grofiten Anteil der hinzugefligten Sequenzen aus. Aber auch weitere Arten
aus Afrika und auch die einzige australische Art fanden den Weg in diesen erweiterten Datensatz.

Das Ziel war die Betrachtung der in dieser Arbeit erhobenen Daten in einem gréReren Kontext.
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Abb. 30: Zirkuldre Darstellung der Verwandtschaftsbeziehung zwischen den Lycium-Arten aufgrund der psbA-
trnH Daten dieser Untersuchung und der ncbi Datenbank. Das Programm GraPhlAn wurde zur Erstellung des
Baumes verwendet. Das Hauptaugenmerk liegt auf der geographischen Verteilung. Es ist zu erkennen dass die
Neue Welt Arten (markiert durch den dueren grauen Ring) bis auf zwei Ausnahmen (Lycium gilliesianum und
Lycium fuscum; (orange, oben)) in einem Phylum liegen, wobei auch eine grobe Aufteilung von
nordamerikanischen Arten (gelber innerer Ring) und siidamerikanischen Arten (orangener innerer Ring) zu sehen
ist. Jedoch bilden beiden Regionen keine monophyletischen Gruppen, da auch im Sidamerika-Cluster
nordamerikanische Arten (lUber gelbe Quadrate markiert) zu finden sind. Umgekehrt ist auch im kleineren
Nordamerika-Cluster eine sidamerikanische Art (orangenes Quadrat) zu finden.

Die mit blauen Ringen markierten Cluster beinhalten alle Arten aus Afrika und dem mediterranen Gebiet. Bei der
Betrachtung des groReren Afrika-Cluster (blau, oben) ist keine deutliche Trennung zwischen nordafrikanischen
und sidafrikanischen Lycium-Arten zu erkennen. Die slidafrikanischen Arten sind Uber dunkelrote Quadrate
gekennzeichnet.

Eine kleine Gruppe von vier Arten aus Sudafrika (Lycium arenicola, Lycium bosciifolium, Lycium hirsutum, Lycium
pomilum) sind in einem gemeinsamen Cluster (dunkelrot, unten) zu finden. Auch die im Mittelmeerraum
beheimateten Lycium europaeum (2x) und Lycium shawii bilden ein eigenes Cluster (blau, unten). Die rot
markierte Lycium chinense Gruppe beinhaltet zwei Arten, die nicht L. chinense, aber auch in China beheimatet
sind (Lycium dasystemum (als rotes Quadrat gekennzeichnet) und Lycium yunnanense (als roter Kreis
gekennzeichnet)). Die sudafrikanische Art Lycium villosum befindet sich auBerhalb der bereits erwdhnten
Sudafrikan-Klade und ist daher mit einem dunkelroten Quadrat markiert. Die Lycium barbarum Akzessionen und
die Goji-Produkte bilden eine geschlossene Gruppe (grin markiert). Die nah verwandten Arten Lycium
truncatum (dargestellt durch ein griines Quadrat) und das Goji-Produkt 14 (schwarzes Quadrat) befinden sich
auBerhalb der L. barbarum Gruppe. Die Art Lycium ruthenicum steht in der Gruppe der Altwelt-Arten alleine da
und wurde durch ein schwarzes Quadrat (Mitte) dargestellt.

Die Art Nolana werdermannii ist auch hier die AuBengruppe.
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5.2.11. Cos16 Analyse

Die funf verschiedenen Cosll Primer wurden aufgrund der Tatsache ausgewahlt, dass sie nur eine
Kopie im Genom besitzen und daher im Gel nur zu einer Bande bzw. zu einem DNA-Fragment
flihren sollten, welches fiir eine Sequenzierung eingesetzt werden kann. Im Rahmen des Versuchs
und dem Austesten der unterschiedlichen Primer zeigte sich, dass nur das Cos16 Primerpaar zu
einzelnen Banden fiihrte. Die restlichen Primerpaare ergaben entweder nur schwache
Amplifikationen oder auch mehrere Banden (wie z.B. bei Cos30, siehe Abb. 31), was darauf
hindeutet, dass hier mehrere Kopien der orthologen Region vorliegen. Fiir die Sequenzierung und
der damit verbundenen Erstellung eines Stammbaums, wurde also nur die Cosl16 Region
ausgewahlt. Und auch hier gab es Probleme bei der Sequenzierung, die nicht bei allen Arten
optimal verlief. Aus diesem Grund wurden einige Sequenzen fir die Erstellung des Stammbaum
ausgeschlossen. Erfreulicherweise war von den wichtigsten Arten dieser Untersuchung (L.
barbarum und L. chinense) mindestens eine brauchbare Sequenz vorhanden, sodass mit dem

Programm MEGAG6 ein UPGMA Stammbaum generiert werden konnte.

100bp 1470 5548 5549 5550 5551 5552 5553 6815 6967 100bp 100bp 1470 5548 5540 5550 5551 5552 5553 6815 6067 100bp
A —— e S e | e e ———

100bp 7064 7067 8211 8212 8213 8352 LP2Z LP5 NK 100bP qgopp 7064 7067 8211 8212 8213 8352 LP2 LPS NK 100bp
I i I E— R T

L
|
|
|
|
|
|

(T

Abb. 31: Bilder der Gelelektrophorese der PCR-Produkte von Cos16 (links) und Cos30 (rechts). Man kann im
linken Bild sehen, dass mit Ausnahme der Akzessionen 8212 und 8352 nur ein Fragment amplifiziert wurde. Die
beiden Akzessionen 8212 und 8352 wurden von der Sequenzierung ausgeschlossen. Bei der Verwendung des
Cos30 Primerpaares kam es bei einigen Akzessionen zur Amplifikation von zwei Fragmenten.
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Lycium barbarum|1470]|
{I Lycium chinense|5557|
100 7l M Lycium chinense|5552]

o3 M Lycium chinense|6815]|

|7- Lycium chinense|5549|
&1 [E] S— Lycium chinense|5550]

M Lycium europaeum|7 064

— Lycium chilense|7067|
gl Lycium ameghinail8211|

O Molana werdermannii

Abb. 32: Zur Erstellung dieses topologischen Baumes auf Basis der Cosl6 Sequenzen wurde die UPGMA
Methode verwendet. Der Anzahl der Bootstrap Replikate lag bei 1000 und die Prozentzahl der reproduzierten
Bdaume ist an den Knotenpunkten aufgetragen.

Der Baum beinhaltet zehn verschiedene Sequenzen, die entsprechend ihrer zugehorigen Gruppen wieder farblich
gekennzeichnet sind. Im endgiiltigen Datensatz der Sequenzen waren 1026 Positionen enthalten.

Die funf L. chinense Arten clustern zusammen und auch die Arten L. barbarum (1470) und L. europaeum (7064)
landen in einer einzelnen Klade. Die siidamerikanischen Lycium-Arten L. chilense und L. ameghinoi clustern in
einer seperaten Gruppe zusammen. Samtliche Auftrennungen sind mit Bootstrap-Werten von Uber 70%
signifikant. Nolana werdermannii wurde als AuBengruppe gewahlt.

Abb. 33: Zirkuldre Darstellung der Verwandtschaftsbeziehung zwischen den Lycium-Arten aufgrund der Cos16
Daten. Das Programm GraPhlAn wurde zur Erstellung dieses Baumes verwendet. Die verschiendenen Lycium-
Arten sind farblich markiert. Zusatzlich zeigt der dufRere Ring den geographischen Ursprung der Arten an, wobei
grau flr die Neue Welt und weil} fiir die Alte Welt steht.
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5.2.12. ITS2 Phylogenie

s — I Lycium species|8622]

1 L M Lycium species|8605|

0 L M Lycium species|8621|

M Lycium species|3619|

27 1 — B Lycium species|8620]|
7L— M Lycium barbarum|3603|
24 — M Lycium species|8623|
7TL— M Lycium barbarum|3604|
Lycium barbarum|554 8|

30

3z M Lycium species|3606]|

B Lycium europasum|d213|
B Lycium chinense|5550]|
g B Lycium chinense|6815|

7 11 —— H Lycium chinense|6967]
4 L M Lycium chinense|5551]

7 L Lycium ameghinoil8211|

d B Lycium chinense|5549]

B Lycium chinense|5553
Lycium oxycarpum|8352|

g —— B Lycium europaesum|7064|
14— M Lycium chinense|5552|

Lycium gilliesianum|8212|

O Molana werdermannii

Abb. 34: Zur Erstellung dieses topologischen Baumes auf Basis der ITS2 Sequenzen wurde die UPGMA Methode
verwendet. Der Anzahl der Bootstrap Replikate lag bei 1000 und die Prozentzahl der reproduzierten Baume ist an
den Knotenpunkten aufgetragen.

Zunachst trennt sich Lycium gilliesianum von den restlichen Lycium-Arten. Im nachsten Ast findet eine Aufteilung
in eine Gruppe, welche die Goji-Produkte sowie eine Lycium barbarum Akzession enthdlt, und eine Gruppe die
sowohl Lycium chinense und Lycium europaeum Akzessionen sowie die Arten Lycium ameghinoi und Lycium
oxycarpum enthalt.

Abgesehen von der Trennung von Lycium barbarum und den Goji-Produkten von den restlichen Arten, ist keine
eindeutige Trennung zwischen den verschiedenen Arten zu erkennen. Denn sowohl siidafrikanische als auch
siidamerikanischen und eurasische Arten sind verteilt in einem Phylum zu finden.
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5.2.13. Vergleich der getesteten Markerregion

Um die vier verwendeten Markerregionen zu vergleichen, werden in Tabelle 23 die Ldange der
Sequenzen, sowie die variablen Stellen aufgelistet. AuBerdem sind die innerhalb der gleichen Arten
auftretenden Variationen gelistet.

Dabei wurden die Sequenzen von 21 Akzessionen verglichen. Eine Ausnahme bildet die COS16-
Region, denn bei dieser traten wie bereits angesprochen Sequenzierungsprobleme auf, sodass fiir
die Erstellung der Statistik fiir diese Region nur neun Sequenzen bericksichtigt werden und auch
nur ein Vergleich der Variabilitdt der Lycium chinense Akzession angestellt werden konnte.

Die Cos16 Region ist mit einer Lange von 1026 Nukleotiden die Langste der hier verglichenen
Markersequenzen. Die Anzahl der variablen Stellen in der Gesamtsequenz betragt trotz der nur
neun betrachteten Sequenzen 104 Nukleotide, was einem Prozentsatz von 10,14% entspricht.
Beim Vergleich der fiinf L. chinense Akzessionen sind einige Variationen der Sequenzen innerhalb
der Art zu verzeichnen.

Die ycflb Region ist mit 902 Basen die zweitlangste Region, weist aber mit einer Prozentsatz von
2,44% variabler Stellen den geringsten Wert auf. Des weiteren sind bei allen Arten zwischen den
verschiedenen Akzessionen Variationen vorhanden.

Die 502 Basenpaar lange psbA-trnH Region weist 2,59% Variabilitdt zwischen den getesteten
Sequenzen auf, dafiir sind innerartlich kaum Variationen in der Nukleotidsequenz vorhanden.

Mit einer Lange von 293 Basen ist die ITS2-Region die deutlich kiirzeste, jedoch auch die Region
mit der prozentual groBten Anzahl an variablen Stellen. Aber auch hier treten innerartlich

deutliche Unterschiede in den Sequenzen auf.

ycflb psbA-trnH ITS2 Cosl6
Lokalisierung Plastidar Nuklear
Lange der Sequenz 902 502 293 1026
Variable Stellen 22 /1902 13 /502 34 /293 104 /1026
Variable Stellen in % 2,44% 2,59% 11,6% 10,14%
Variation in L. barbarum 28 /902 0/502 - -
Variation in L. chinense 6/902 0/502 11/293 20 /1026
Variation in L. europaeum 3/902 1/502 7/293 -
Variation bei Goji-Produkte 9/902 1/502 6/293 -

Tab. 23: Vergleich der vier getesteten Markerregionen

63



Thomas_2
Hervorheben

Thomas_2
Hervorheben

Thomas_2
Hervorheben

Thomas_2
Hervorheben

Thomas_2
Hervorheben

Thomas_2
Hervorheben

Thomas_2
Hervorheben

Thomas_2
Hervorheben

Thomas_2
Hervorheben

Thomas_2
Hervorheben

Thomas_2
Hervorheben

Thomas_2
Hervorheben

Thomas_2
Hervorheben

Thomas_2
Hervorheben

Thomas_2
Hervorheben

Thomas_2
Hervorheben

bfreequest@outlook.de
Hervorheben
Das ist unwahrscheinlich oder nicht direkt vergleichbar. Bzw. das würde bedeuten, dass ycf1b mehr variable Positionen enthält. Die Bäume zeigen aber etwas anderes.
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5.2.14. Kurze Zusammenfassung der DNA-basierten Ergebnisse

— Die auf zufdlligen Primern basierenden Fingerprint-Methoden RAPD und SRAP liefern
erkennbare Unterschiede zwischen den beiden Goji-Arten Lycium barbarum und Lycium
chinense.

— Die Fingerprint-Methoden legen den Schluss nahe, dass es sich bei den Goji-Produkten um
Friichte von Lycium barbarum handelt.

— Der auf Basis von Fragmenten des Intron Il der B-Tubulin-Genfamilie kreierte Stammbaum
zeigt eine deutliche Unterscheidung von Lycium barbarum und Lycium chinense und ordnet
die Goji-Produkte der Art Lycium barbarum zu.

— Die aus vier verschiedenen Markerregionen (Chloroplastengenom sowie Kerngenom)
entstandenen Stammbadume zeigen, dass Barcoding-Methoden zur Differenzierung von
Lycium barbarum und Lycium chinense sowie fir eine Zuordnung der Goji-Produkte zu
Lycium barbarum einsetzbar sind, wobei der Erfolg und die Aussagekraft bei den
verschiedenen Regionen variiert.

— Verwendete SCAR- und ARMS-Primer zeigen nicht den gewtlinschten Erfolg einer simplen
Unterscheidung der beiden Goji-Arten.
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6. Diskussion

6.1. Morphologie

6.1.1. Bliiten

In der Pflanzensystematik wurde die Blitenmorphologie schon sehr friih, z.B. von Linné, als
taxonomisches Merkmal fir die Unterscheidung nah verwandter Arten angewandt. Fir die
Gattung Lycium liegen verschiedene Bestimmungsschlissel vor, beispielsweise die ,Flora of China“
[21], die ,Flora of Andalusia“ [66] und auch ,Die Flora von Deutschland” [67] nennt
Unterscheidungsmerkmale fiir die beiden nah verwandten Arten Lycium barbarum und Lycium
chinense. Das Problem bei allen Schliisseln ist die Verwendung von Worten mit einem geringen
Mal an Sicherheit wie ,,etwa” oder im Englischen ,usually”. Das driickt eine gewisse Unsicherheit
fir die deutliche Trennung dieser beiden Arten aus. Dennoch gibt es, wie im Ergebnisteil
beschrieben und mit Bilder gezeigt (siehe Ergebnisteil Kapitel 5.1.1.), drei Merkmale, welche zur
Unterscheidung eingesetzt werden konnten.

Den Ergebnissen kann jedoch auch entnommen werden, dass nur eines der Merkmale bei den
beiden als L. barbarum bestimmten Akzessionen konstant ist. Eine gleichmalige Behaarung am
Rand der Kronblatter ist bei den Akzession 1470 und 5548 bei allen 30 gepriiften Bliten nicht
vorhanden gewesen, wohingegen diese Behaarung bei allen anderen Akzessionen (5549 — 5553,
6815 und 6967) deutlich zu sehen war.

Pflanzenhaare bzw. Trichome sind Auswiichse der Epidermis mit verschiedenen Funktionen [12].
Zwar ist die Behaarung stark von Umweltbedingungen (z.B. Temperatur) abhéngig , aber dennoch
ist das Auftreten von Trichomen ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal fiir die Pflanzentaxonomie
[68].

Die Lycium barbarum und Lycium chinense Akzessionen wachsen am selben Standort und sind
damit denselben Umwelteinfllissen ausgesetzt, was bedeutet, dass duBere Einfllsse in diesem Fall
nicht fir das Auftreten oder nicht-Auftreten der Trichome an den Kronbldtter verantwortlich sind.
Da sie bei L. chinense trotz der gleichen abiotischen Faktoren mit einer solchen Konsequenz
vorkommen, kann dies als sicheres Unterscheidungsmerkmal fir die im BGK wachsenden
Akzessionen gesehen werden.

Die Lappung des Kelches ist bei den Akzessionen 1470 und 5548 nie groRRer als zwei, es trat nur bei
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der Akzession 5548 bei acht von 30 der Bliiten das Phanomen auf, dass keine Lappung, sondern
nur ein Einschnitt im Kelchblatt zu sehen war (was im Ergebnisteil als 1-gelappt beschrieben ist).
Da dieser Fall in der Literatur nicht zu finden ist oder womoglich auch unter die bereits
beschriebene Unschéarfe des Wortes ,,usually” fallt, kann davon ausgegangen werden, dass auch
dieses Merkmal fur L. barbarum spricht. Auf die Entwicklung der Bliiten (dass sich die Lappung im
Laufe der Zeit entwickelt) kann diese Beobachtung nicht zurlickgefiihrt werden, da auch éltere
Bllten, deren Staubblatter bereits vertrocknet waren, mit einem 1-gelappten Kelch dokumentiert
wurden.

Auch das letzte Merkmal (die langere Kronréhre), welches fir Lycium barbarum spricht, zeigt sich
bei den Akzessionen 1470 und 5548 mit einem hohen Prozentsatz (> 80%) der betrachteten Bllten.
Die fliinf der 30 BlUten bei 1470 und sechs der 30 Bliten von 5548 bei denen die Lange der
Kronblatter gleich lang war, fallen wohl auch unter die Unsicherheit bei der Unterscheidung dieser
Arten. Daher sollte eine angemessene Anzahl an Bliten betrachtet werden, um Fehlbestimmungen
aufgrund auftretender Anomalien auszuschlieBen. Eine Kombination der drei Merkmale und die
Bestimmung von 30 Bliten fiihrt zu dem Ergebnis, dass 1470 und 5548 als L. barbarum bezeichnet
werden kdnnen.

Die restlichen Akzessionen zeigen deutliche Haare am Rand der Kronblatter und auch die beiden
anderen Merkmale sprechen deutlich fur die Art L. chinense.

Verlassliches Referenzmaterial bildet die Grundlage fir weitere Schritte wie DNA-basierte
Unterscheidungsmethoden und unterstreicht die Wichtigkeit von Taxonomen, die in der Lage sind
das vorhandene Material trotz Schwierigkeiten bei der morphologischen Bestimmung korrekt
zuordnen koénnen. Denn nur dann konnen verldssliche Aussage bei spateren genetischen
Untersuchungen getroffen werden.

Die morphologische Bestimmung und der damit vorgenommene Bezug auf das morphologische
Artkonzept ist also entscheidend, um die sich anschlieBende genetische Untersuchung in einen
Kontext zu setzen. Daher sollten auch in der Zukunft der relativ klassische Ansatz der
morphologischen Bestimmung mit den DNA-basierten Methoden Hand in Hand gehen, um eine

rundum fundierte Aussage treffen zu kdnnen.
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6.1.2. Blatter

Der Unterschied zwischen den Blattern von Pflanzen der Arten Lycium barbarum und Lycium
chinense besteht in der Blattform, die bei L. barbarum als eher lanzettformig und bei L. chinense
als eher eiféormig beschrieben wird [21, 67]. Auch bei diesem Merkmal ist die Vokabel ,eher” ein
Charakteristikum fur die teilweise verschwimmenden Unterschiede. Bei der Betrachtung der
Blatter kommt man zu der subjektiven Auffassung, dass diese bei den Akzessionen 1470 und 5548
deutlich schmaler sind, als die der Lycium chinense Akzessionen sind (siehe Ergebnisteil Kapitel
5.1.2. Abb. 15). Die Subjektivitat ist ein groBes Problem bei der morphologischen Artbestimmung
und sollte so gut es geht durch quantifizierbare MaRzahlen ersetzt werden.

Die mit dem Programm LAMINA vermessene Liange und Breite der Blatter sowie deren Verhaltnis
zueinander hatte das Ziel die Subjektivitdt von lanzett- und eiférmig zu entscharfen und diese
Bezeichnungen statistisch zu untermauern. Ein lanzettformiges Blatt weist im Gegensatz zu einem
eiférmigen Blatt ein erhdhtes Verhdltnis von Lange zu Breite auf. Dem Schaubild Abb. 16 im
Ergebnisteil 5.1.2. ist zu entnehmen, dass die beiden lber die Bliten als L. barbarum bestimmten
Pflanzen bei ihren Blattern ein deutlich héheres Verhaltnis von Lange zu Breite aufweisen als die
restlichen Akzessionen. Damit ist ein laut Bestimmungsliteratur weiteres Kriterium fir die Art L.
barbarum erfillt und die auf die Blitenbestimmung gestlitzte Annahme bestatigt sich mit der
Betrachtung und statistischen Auswertung der Blatter.

Es wurde gezeigt, dass die eher dehnbaren Begriffe wie lanzett- oder eiférmig statistisch
darstellbar sind und dass dies bei Lycium fiir eine Unterscheidung von Lycium barbarum und

Lycium chinense einsetzbar ist.

6.1.3. Samen

Die Analyse der Samen zeigt ein eindeutiges Bild, welches die bisherigen Ergebnisse stitzt und
gleichzeitig einen ersten Einblick in die Identitat der Goji-Produkte gewahrt.

Die Flache in mm? der als Lycium barbarum bestimmten Akzessionen 1470 und 5548 ist mit etwa
2,5 mm? deutlich geringer als die der Lycium chinense Akzessionen bei denen der Median der
Boxplots bei etwa 5 mm? liegt. Die GroBe der Samen scheint also ein deutliches
Unterscheidungskriterium der beiden Goji-Arten zu sein. Jedoch muss auch hier (wie bei den

Bliiten) eine groRe Menge an Material verwendet werden, da bei beinahe allen Akzessionen
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Ausreiler nach oben und unten vorhanden sind. Die fiir die Untersuchung gewahlte Menge von 30
verschiedenen Samen scheint jedoch ausreichend zu sein, um die Aussage zur Unterscheidung
treffen zu kdnnen. Alle getesteten Goji-Produkte zeigen Boxplots auf dhnlicher Hohe wie die
beiden L. barbarum Akzessionen 1470 und 5548, sodass nach der morphologischen Betrachtung
der Samen davon ausgegangen werden kann, dass es sich bei diesen Goji-Produkten um Friichte

von L. barbarum handelt.

6.2. Fingerprints

6.2.1. RAPD

Die RAPD Methode wird schon seit (iber 20 Jahren eingesetzt um die Verwandtschaft zwischen
Arten aufzuklaren. Viele Veroffentlichung zeigen positive Resultate bei der Verwendung dieser auf
Zufallsprimer basierten Methode.

Beim Einsetzen des OPC-2 Primers ist eine Homogenitat in den Bandenmustern verschiedener
Akzessionen gleicher Arten aus dem BGK festzustellen. Die als Lycium barbarum bestimmten
Akzessionen 1470 und 5548 weisen einen identischen Fingerprint auf. Auch das beispielhaft
verwendete Goji-Produkt 2 zeigt ein anndhernd identisches Muster, wobei schwach eine
zusatzliche Bande mit einer ungefahren FragmentgrofRe von 400 Basenpaaren auszumachen ist.
Trotz dieser Bande ist davon auszugehen, dass die Friichte des Produktes 2 von einer Pflanze der
Art L. barbarum stammen, was eine Bestatigung der Samenanalyse darstellen wirde. Die Lycium
chinense Akzessionen aus Karlsruhe (5549 - 6815) zeigen ein in sich identisches Fingerprintmuster,
sodass auch hier sicher davon ausgegangen werden kann, dass es sich immer um die gleiche Art
handelt, was sich ebenfalls mit den morphologischen Daten deckt. Auch die beiden Lycium
europaeum Akzessionen (7064 und 8213) zeigen, wenn auch mit unterschiedlichen Intensitaten,
das gleiche Bandenmuster. Diese Unterschiede kdnnen damit erklart werden, dass die fur die PCR
eingesetzte DNA-Konzentrationen nicht komplett Gibereinstimmte, aber die Banden auf gleicher
Hohe sprechen deutlich fiir die gleiche Art.

Problematisch wird es erst, wenn man die als L. barbarum bezeichneten Pflanzen aus dem
Herbarium Freiburg mit denen aus dem BGK vergleicht, denn einerseits gleicht keine der drei L.
barbarum (8684, 8685, 8686) Akzessionen einer L. barbarum aus Karlsruhe, auferdem sind die

drei L. barbarum in sich auch noch verschieden, sodass man bei der Betrachtung dieses
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Fingerprints folgern kdnnte, dass es sich um drei verschiedene Arten handelt. Die Akzession 8684
hat ein sehr stark amplifiziertes Fragment mit einer GroRe von 300 Basenpaaren, welches auch bei
den Karlsruher L. chinense Akzessionen zu sehen ist. Zwar ist das zweite Fragment der L. chinense
Akzessionen (mit der GroRe von 1000bp) bei 8684 nicht zu sehen, dennoch ist ein moglich, dass es
sich bei dieser Akzession anstatt einer L. barbarum (wie sie gekennzeichnet war) um eine L.
chinense Art handeln kdnnte.

Es soll jedoch in aller Deutlichkeit gesagt werden, dass ein eklatantes Problem bei der Verwendung
des RAPD-Ansatzes die fehlende Reproduzierbarkeit ist, denn es werden zwar beinahe immer die
gleichen Fragmente amplifiziert, aber eine exakte Reproduktion von Ergebnissen ist nahezu
unmoglich [25], sodass bei der Verwendung dieser Methode letztendlich jeder Fingerprint
einzigartig ist und die Amplifikation nicht allein vom eingesetzten DNA-Template abhangt, sondern
dass weitere Parameter wie die Verwendung unterschiedlicher Cycler oder kleinste Unterschiede in
den PCR-Ansatzvolumina noch eine Rolle spielen. Vor diesem Hintergrund sollten die erhaltenen
Ergebnisse mit Vorsicht betrachtet werden.

Es soll noch kurz auf die Negativkontrolle, welche etliche Banden aufweist, eingegangen werden.
Eine Untersuchung zeigte, dass viele kommerzielle Tag-Polymerasen mit bakterieller DNA
kontaminiert sind [69]. Diese Spuren von bakterieller DNA sind bei ,,normalen”“ PCR-Bedingungen
mit um die 30 Zyklen nicht zu sehen, kdnnen aber bei einer sehr hohen Anzahl von PCR-Zyklen (wie
bei RAPD) mit amplifiziert und spater im Gel sichtbar werden, was einen weiteren Nachteil dieses
Ansatzes darstellt.

So gut diese Methode fiir eine schnelle Identifikation verschiedener Arten ist, so offenbaren sich
ebenso schnell die offensichtlichen Schwachen eines solchen Ansatzes. Einerseits die fehlende
Reproduzierbarkeit und andererseits die Uber fehlende Sequenzinformation resultierende
limitierte Aussagekraft. Es kann also gesagt werden, dass die RAPD-Methode fiir eine
grundlegende Uberpriifung sicherlich geeignet ist, aber fiir tiefer gehende Analysen liefert dieser
Ansatz nicht die notigen Informationen. Bezogen auf die vorliegende Arbeit bedeutet dies eine
erste vorsichtige Bestdtigung der morphologischen Ergebnisse, denn die als Lycium barbarum
sowie die als Lycium chinense bestimmten Akzessionen aus dem BGK zeigen jeweils ein identisches
Fingerprintmuster. Aullerdem ist die aufgrund der SamengrofRe aufgestellte Vermutung, dass es

sich bei den Produkten um Friichte von Lycium barbarum handelt ebenfalls gestarkt, da das
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beispielhaft eingesetzte Goji-Produkt 2, ein beinahe identisches Muster wie die beiden Lycium

barbarum Akzessionen 1470 und 5548 bildet.

6.2.2. SRAP

Ein Blick auf das Ergebnis der SRAP-PCR (siehe Ergebnisteil Kapitel 5.2.3, Abb. 20) zeigt, dass sich
diese Methode fiir eine Unterscheidung zwischen den nah verwandten Arten L. barbarum und L.
chinense eignet. Die Unterscheidung findet tiber die Bande mit der FragmentgroRRe von knapp 300
Basenpaaren statt, die bei L. chinense vorhanden ist und bei L. barbarum nicht. AuRerdem zeigen
die L. barbarum Akzessionen eine leichte Bande mit einer GroRe von 200 Basenpaaren, die bei L.
chinense nicht vorhanden ist.

Auch in diesem Fingerprint zeigt sich eine Homogenitat innerhalb der L. barbarum Akzessionen
sowie der L.chinense Akzessionen. Was beides, sowohl die morphologische Bestimmung der
Pflanzen, als auch den Fingerprint, welcher aus der RAPD-Methode resultierte, stiitzt. Die Goji-
Produkte zeigen wie bei der RAPD das gleiche Muster wie die L. barbarum Akzessionen, was auch
die zuvor aufgestellte Behauptung, dass die Produkte von L. barbarum Pflanzen stammen, starkt.
Auch die restlichen Arten weisen innerartlich (z.B. bei L. europaeum) ein festes Muster und
interartlich Variationen auf. Eine Ausnahme bilden die Arten Lycium chilense (7067) und Lycium
ameghinoi (8211), welche das gleiche Muster zeigen. Fir die Unterscheidung nah verwandter
Lycium-Arten aus Stidamerika scheint dieses Primerpaar nicht geeignet zu sein, wobei andererseits
die Art L. gilliesianum (8212), welche ebenfalls aus Stidamerika stammt, ein komplett anderes
Muster ausweist.

Bedauerlicherweise stammt dieses Gelbild von einem frihen Zeitpunkt der Untersuchung, sodass
die spater hingekommenen L. barbarum (8684 — 8686) und L. europaeum (8687 und 8688)
Akzessionen aus Zeitgriinden nicht mehr in diesen Datensatz eingegliedert werden konnten. Es
ware interessant zu sehen, wie die sich laut RAPD Fingerprint abweichenden Lycium Akzessionen
bei einem SRAP-Ansatz verhalten. Die in der Einleitung beschriebenen Vorteile von SRAP wie die
nicht benétigten Sequenzinformation bei gleichzeitiger Gewahrleistung der Reproduzierbarkeit
sowie der Verldsslichkeit zum Trennen nah verwandter Arten machen diesen Ansatz zu einer
Methode, die vor einer RAPD préaferiert werden sollte, wobei der Vergleich von denselben Arten

mit unterschiedlichen Herkunftsorten noch aussteht.

70



Seite 71 6. Diskussion

6.2.3. 55-Spacerregion Fingerprint

Die 5S-Region ist aus tandemartigen Wiederholungen aufgebaut und die Amplifikation der
Spacerregionen zwischen den einzelnen 5S-Einheiten sollte zu einem charakteristischen Muster
fuhren.

Die Verwendung der 55-Primer, welche fiir den chinesischen Engelwurz (Angelica) designt wurden
[34], fuhrte bei den betrachteten Lycium-Arten zu einem Fingerprint mit dem L. barbarum
Akzessionen und L. chinense Akzessionen aus dem BGK zwar unterschieden werden koénnen,
jedoch beruht diese Differenzierung auf einem nur sehr kleinen GroRRenunterschied einer Bande,
sowie dem schwachen Auftreten einer zusatzlichen Bande bei L. chinense. Dennoch reicht diese
Aussage zur erneuten Bestatigung der Ergebnisse der beiden anderen Fingerprints RAPD und SRAP.
Die drei L. barbarum Akzessionen 8684, 8685 und 8686 zeigen wie auch beim RAPD-Fingerprint
verschiedene Muster, die sich nicht mit den anderen L. barbarum Akzessionen decken. Es bleibt bei
der Verwendung dieser Methode zunachst offen, ob diese Unterscheide auf die sich
unterscheidenden Standorte zuriickzufiihren sind oder ob es sich doch um andere Arten handeln
kdnnte.

Erstmals sind die bisher nicht betrachteten Goji-Produkte 10 — 15 Teil einer Untersuchung und es
zeigt sich bei der Betrachtung dieses Fingerprints, dass auch diese Produkte wohl ausnahmslos als
L. barbarum bezeichnet werden kénnen.

Ein wenig Gberrascht diese Tatsache, denn aufgrund der schwierigen Unterscheidung der Friichte
einerseits und der wirtschaftliche Vorteil bei der Verwendung glinstigerer L. chinense Friichte
andererseits, konnte man erwarten, dass nicht alle Produkte L. barbarum enthalten. Am Ende des

Diskussionsteils findet dazu eine abschlieRende noch kritischere Betrachtung statt.

6.3. SCAR

6.3.1. RAPD-basierter SCAR-Ansatz

Das Ergebnis der SCAR-PCR (siehe Ergebnisteil 5.2.2., Abb. 19) auf der Basis eines RAPD-Fragments
zeigt deutlich, dass die gesuchte Bande nicht amplifiziert werden konnte, da im
Gelelektrophoresebild keine Bande mit der GréRe von 700 Basenpaaren zu sehen ist, sondern bei
fast allen Arten zwei Banden mit einer ungefahren Grof3e von etwa 300 bzw. 400 Basenpaaren zu

sehen sind.
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Grund dafiir kdnnte das bereits diskutierte Problem mit den amplifizierten RAPD Regionen und die
fehlende Reproduzierbarkeit einer solchen Untersuchung sein. Eine auf Basis von RAPD Primern
amplifizierte Bande fiir die Primer designt werden, fihrt nur die eigentliche Problematik der RAPD-
Methode an sich fort.

Es sieht so aus, als ware ein SCAR-Ansatz auf der Basis von einem RAPD Fingerprint nicht
gebietslibergreifend zur Identifikation von gleichen Arten, in diesem Fall fir die Authentifikation

von Goji, geeignet.

6.3.2. 5S-basierter SCAR-Ansatz

Die auf einem RAPD-Ansatz basierten SCAR-Primer boten nicht den gewtinschten Erfolg, was auf
die fehlende Reproduzierbarkeit der RAPD-Ergebnisse zurilickgefiihrt wurde. Der SCAR-Ansatz
sollte daher auf der Basis der mittels 55-Primer amplifizierten Bande, die nur bei L. barbarum
auftrat, wiederholt werden. Die neu designten SCAR-Primer waren urspriinglich dazu gedacht
spezifisch bei L. barbarum eine Amplifikation von einem etwa 150 Basenpaar langen Fragment zu
erreichen.

Diese Amplifikation sollte bei den L. chinense Arten nicht stattfinden um damit eine klare
Unterscheidung zu erreichen (Bande bei L. barbarum / keine Bande bei L. chinense).

Wie im Ergebnisteil beschrieben (Kapitel 5.2.7., Abb. 26) entsprach das Resultat jedoch nicht den
Erwartungen, da die gesuchte Bande zwar amplifiziert werden konnte, aber diese sowohl bei L.
chinense und L. barbarum auftrat. Zusatzlich wurden weitere Fragmente amplifiziert. Das zeigt
zunachst mal den Anspruch des Designs eines funktionstiichtigen SCAR-Primers. Des weiteren sind
die Spacersequenzen zwischen den 5S-Einheiten abgesehen von ihrer teilweise variierenden Lange
wohl doch zu &hnlich, als dass man einen Primer fiir eine spezielle Spacersequenz designen
kdnnte.

Dennoch war dieser Ansatz kein kompletter Misserfolg, da der aus der PCR ungewollt entstandene
Fingerprint noch etwas deutlicher ist, als mit den urspriinglich verwendeten 5S-Spacerregion-
Primern. Die L. chinense Akzessionen zeigen ein deutliches Fragment bei 250 Basenpaaren,
welches bei L. barbarum Akzessionen und auch den Produkten eindeutig nicht zu sehen ist. Des
weiteren sind weitere Fragmente von Spacerregionen noch mehr zu erahnen, als beim zuvor

verwendeten 5S-Ansatz.
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Daher ware der Einsatz dieser Primer (mit vorangehender Behandlung mit Farbstoffen) fir eine
Fragmentanalyse wie beim Tubuin-basierten Polymorphismus in der Zukunft vorstellbar. Damit
kdnnte ein Vergleich von Fragmentanalysen von Introns auf der einen und Spacern auf der anderen

Seite angestellt werden.

6.4. ARMS-Ansatz

Die ARMS-Methode soll durch eine diagnostische Bande in einem Agarosegel nah verwandte Arten
voneinander unterscheiden. Eine Unterscheidung der beiden als Goji-Beeren vertriebenen Arten
Lycium barbarum und Lycium chinense war jedoch nicht erfolgreich, da sowohl die Versuche auf
der Basis von Sequenzunterschieden in der ITS2 Markerregion als auch in der psbA-trnH
Markerregion (im Ergebnisteil nicht gezeigt) keine zufriedenstellenden Ergebnisse lieferten.

Bei dem ITS2 basierten ARMS-Ansatz gliickte zwar die Amplifikation der diagnostischen Bande,
jedoch ist diese auch bei der L. chinense Akzession 6815 und L. chilense (7067) zu sehen. Der
Grund dafiir waren unzureichende Sequenzinformationen, denn fiir die L. chinense Akzession 6815
lag an dieser diagnostischen Stelle keine Information vor, weil das Signal der Sequenzierung zu
schwach gewesen ist. Wirft man einen Blick auf das Chromatogramm der Sequenzierung stellt man
fest, dass an dieser Stelle bei der Akzession 6815 vermutlich eine Thymin-Base vorliegt, was zu
keiner Bindung des ARMS-Primer hatte fihren dirfen. Jedoch ist auch ein leichter Peak, der fir
Cytosin spricht, im Chromatogramm zu sehen, welcher durch die Bindung des ARMS-Primers eine
Bestatigung findet. Damit kann diese Stelle nicht als diagnostisch fiir die Unterscheidung von
Lycium barbarum und Lycium chinense gesehen werden.

Die plastidare ycflb Markerregion wies keine diagnostischen Stellen zur Unterscheidung von L.
barbarum und L. chinense auf, weswegen diese Region fiir einen ARMS Ansatz im Bezug auf die
beiden Goji-Arten ungeeignet ist.

Die Problematiken bei der Cos16 Sequenzierung fiihrten dazu, dass fiir diese Region noch kein
ARMS-Ansatz ausgetestet werden konnte, jedoch zeigen die gegliickten Sequenzierungen, dass
Potenzial fir das Design von ARMS-Primern besteht. Ein Versuch, der auf jeden Fall noch

durchgefiihrt werden sollte.
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6.5. TBP / Fragmentanalyse

Die Methode der Amplifikation von Introns der B-Tubulin-Genfamilie wurde im Rahmen dieser
Arbeit erstmals fir die Unterscheidung der beiden Arten Lycium barbarum und Lycium chinense,
weiterer Lycium-Arten sowie dem Test von verschiedenen Goji-Produkte angewandt.

Von entscheidender Bedeutung ist die adaquate Auswertung der erhaltenen Ergebnisse. Denn die
virtuelle Darstellung der in der PCR amplifizierten Fragmente sieht aufgrund der hohen Anzahl der
Banden zundchst eher verwirrend als aufschlussreich aus.

Dies ist insbesondere bei der Betrachtung des virtuellen Gelbilds des Intron | der B-Tubulin-
Genfamilie der Fall (siehe Ergebnisteil 5.2.4., Abb. 21), so sind bei der Lycium barbarum Akzession
1470 87 monomorphe Banden detektiert worden, die restlichen Akzessionen weisen etwa 20-70
Banden auf. Bei der Verwendung des FSAnalyzers kann dem entgegengewirkt werden, indem der
Fluoreszenzschwellenwert (lber die Threshold-Funktion) erhéht wird, was zu einer niedrigeren
Anzahl an detektierten Fragment fihrt. Jedoch wiirde dies bedeuten, dass man die Feinheit der
erhobenen Daten triibt, was letztendlich zu einem unscharferen Ergebnis fuhrt. Aus diesem Grund
wurde die default Funktion (mit einem Threshold von 150) fiir die Auswertung beibehalten.

Damit die groRe Menge an Fragmenten in einen besseren Kontext gesetzt werden, besitzt der
FSAnaylzer die Moglichkeit die Informationen der entstandenen Fragmente in einem
distanzbasierten Dendrogramm darzustellen (zur Entstehung siehe auch Methodenteil Kapitel
4.11.).

Die Art Lycium oxycarpum sowie eine Akzession von Lycium chinense (6967) sind Teil einer
AuBengruppe. Die Trennung zwischen L. oxycarpum und den restlichen Lycium-Arten macht Sinn,
denn diese Art stammt als einzige aus Slidafrika, was bedeutet dass die geographische Trennung
verschiedener Lycium-Arten sich auch auf die Monomorphismen der B-Tubulin-Genfamilie
niederschlagt. Der AusreiRer der L.chinense Akzession 6967 bei der Betrachung des Intron | kann
nicht vollstandig geklart werden. Jedoch sollte die von Fukuda et al. (2001) vorgeschlagene
Verbreitungsgeschichte der Gattung Lycium nicht unerwahnt bleiben, nach der sich die Arten aus
der Alten Welt zunachst nach Sidafrika und den pazifischen Inseln ausgebreitet haben. Von
Sudafrika ist die Verbindung von Lycium nicht klar, aber es wurde auch erwagt, dass Lycium von
Sidafrika in den eurasischen Raum gelangte. Die Fragmentanalyse des Intron | der B-Tubulin-

Genfamilie zeigt eine deutliche Verwandtschaft einer stidafrikanischen Art und einer Akzession der
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eurasischen Art L. chinense Art, was als ein Indiz zur Stlitzung der Verbreitung von Lycium gewertet
werden konnte.

Die drei siidamerikanischen Arten Lycium chilense, Lycium ameghinoi und Lycium gilliesianum
bilden eine monophyletische Gruppe und trennen sich von den drei eurasischen Arten sowie den
Produkten, sodass gesagt werden kann, dass die Betrachtung des Intron | sich fiur die
Unterscheidung von Altwelt- und Neuweltarten der Gattung Lycium eignet. Auch die beiden L.
europaeum Akzessionen bilden ein Monophylum. Jedoch ist die Interpretation im Hinblick auf die
Goji-Arten und der Produkte schwierig, da die beiden L. barbarum Akzessionen nicht
zusammenclustern und auch bei L. chinense treten UnregelmaRigkeiten auf. So ist laut diesem
Ergebnis die Akzession 5552 naher mit den L. europaeum Akzessionen verwandt, als mit den
restlichen L. chinense Akzessionen. Auch die L. chinense Akzession 6815 befindet sich in diesem
Stammbaum nicht mit den restlichen L. chinense Akzessionen in einem Cluster, sodass L. barbarum
und L. chinense bei der Betrachtung des Intron | der B-Tubulin-Genfamilie polyphyletische Gruppen
darstellen. Die Goji-Produkte hingegen bilden eine monophyletische Gruppe, es kann jedoch nicht
geschlussfolgert werden, ob sie naher verwandt zu den L. barbarum oder L. chinense Akzessionen
sind.

Das Dendrogramm des Intron Il der Beta-Tubulin-Genfamilie zeigt eine sehr zufriedenstellende
Auftrennung der Arten. Die sudafrikanische Art L. oxycarpum ist erneut die AulRengruppe und
sowohl die sidamerikanischen als auch die eurasischen Arten bilden monophyletische Gruppen.
Bei der Betrachtung der eurasischen Gruppe fallt auf, dass die Art L. europaeum naher mit der Art
L. barbarum verwandt ist als mit L. chinense. Alle drei Arten bilden jeweils ein Monophylum. Die
einzige Ausnahme ist die Akzession 6815 der Art L. chinense, welche sich von den restlichen
eurasischen Akzessionen trennt. Die Goji-Produkte und die Art L. barbarum zeigen in diesem Baum
eine sehr nahe Verwandtschaft, sodass anhand der Betrachtung des Intron Il davon ausgegangen
werden kann, dass es sich bei den getesteten Produkten um Friichte von L. barbarum handelt.

Die Anwendung des Tubulin-basierte Polymorphismus auf die Fragestellung des echten Goji zeigte
sich erfolgreich, denn es konnte mit den Monomorphismen des Intron Il und des daraus
resultierenden distanzbasiertem phylogenetischen Stammbaums einerseits eine klare Trennung
zwischen den beiden nah verwandten L. barbarum und L. chinense Arten bewerkstelligt werden,

aullerdem wurde gezeigt, dass es sich bei den Goji-Produkten 1 — 8 um Friichte der Art L.
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barbarum handelt.

Die Anwendung des Tubulin-basierten-Polymorphismus kann also auf die Ubertragung ahnlicher
Probleme empfohlen werden, wobei auch das Evaluieren von beiden Introns nahegelegt wird. Im
Fall vom Lycium fihrte die Betrachtung des Intron Il zu den besseren Ergebnissen. Des weiteren
scheint die Betrachtung der B-Tubulin-Genfamilie auch fiir die Biogeographie der Gattung Lycium
einsetzbar zu sein, da eine klare Trennung zwischen der eurasischen, der einen afrikanischen Art
sowie den sudamerikanischen Arten auszumachen ist. Im Hinblick auf die immer noch nicht
vollstandig aufgeklarte Verbreitungsgeschichte von Lycium scheint der Ansatz des Tubulin-basierte

Polymorphismus eine vielversprechende Methode zu sein.

6.6. Barcoding / Stammbadume

6.6.1. ,,the most promising plastid DNA barcode of land plants” - ycflb

Die Amplifikation der ycflb Region gelang ohne Probleme und auch die anschliefende
Sequenzierung lieferte auf Anhieb vergleichbare Sequenzen fiir alle eingesandten Akzessionen.
Dem daraus resultierenden UPGMA Stammbaum ist jedoch zu entnehmen, dass keine
zufriedenstellende Auftrennung der nah verwandten als Goji vertriebenen Arten Lycium barbarum
und Lycium chinense stattfindet.

Die Art L. oxycarpum stellt die AuRengruppe dar, denn es wurde zwar eine Solanaceae Art, die
nicht der Gattung Lycium angehort, als AuBengruppe in den Stammbaum integriert, jedoch war
diese (Solanum triflorum) naher mit den Lycium-Arten verwandt als Lycium oxycarpum. In der
sudafrikanischen Art scheinen also eine Reihe von Mutationen im ycflb-Gen stattgefunden zu
haben, sodass eine sehr deutliche Trennung von den restlichen Lycium-Arten vorliegt.

Was bewirkt hat, dass die L. barbarum Akzession 1470 sich so weit von anderen nah verwandten
Arten trennt, bleibt offen. Eine Mdglichkeit sind Fehler bei der Sequenzierung, da sowohl
Morphologie als auch die Fingerprints zeigen, dass die Akzession 1470 eine Lycium barbarum
Pflanze ist. Auch das Einbringen einer ycflb Sequenz von Lycium barbarum aus der ncbi-Datenbank
flhrte zu einer gemeinsamen Einordnung in den Cluster der auch die L. barbarum Akzession 5548
enthalt. Daher kann man das Ergebnis der ycflb Sequenzierung von 1470 in Frage stellen.
Abgesehen von L. oxycarpum und der fraglichen L. barbarum Akezssion 1470 ist eine deutliche

Trennung von Altwelt und Neuwelt-Arten zu verzeichnen, die sich bei 99% der 1000 Bootstrap
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Replikate voneinander trennen. Jedoch findet keine feinere Auftrennung statt, da bei den
eurasischen Arten keine monophyletischen Gruppen gebildet werden. Fir die Kldrung von engen
Verwandtschaftsverhaltnissen scheint diese Markerregion nicht geeignet zu sein, auch kann nicht
gesagt werden, welcher Art die Goji-Produkte angehoéren, da diese sowohl mit L. barbarum, L.
chinense als auch L. europaeum clustern.

Aber es deutet sich in dieser Untersuchung an, dass der plastidire Marker ycflb fiir die
Verbreitungsgeschichte der Gattung Lycium eingesetzt werden konnte, da sowohl die
sidafrikanische Art L. oxycarpum, als auch die sidamerikanischen Arten mit stark signifikanten
Bootstrap-Werten von den eurasischen Arten getrennt wurden. Diese Markerregion wurde erst in
diesem Jahr etabliert, weswegen noch keine umfangreichen Datenséatze vorliegen. Von der Gattung
Lycium ist in der ncbi Datenbank bisher nur die Art Lycium barbarum eingetragen. Eine
Erweiterung des Datensatzes und dem Sequenzieren weiterer verfligbarer Lycium-Arten konnte
also fur eine ,grobere” Betrachtung der Gattung Lycium im Hinblick auf die Biogeographie
eingesetzt werden. Fir eine sensible Betrachtung von nah verwandten Arten ist diese
Markerregion, zumindest in Lycium, nicht geeignet. Die Suche nach dem perfekten Barcode fiir alle

Landpflanzen geht damit weiter.

6.6.2. psbA-trnH

Der psbA-trnH Datensatz beinhaltet 37 Akzessionen und ist daher vollstandig, was die in Karlsruhe
verfligbaren Proben betrifft. Die Akzessionen der Art Lycium barbarum aus dem BGK und die Goji-
Produkte bilden eine monophyletische Gruppe, was bedeutet, dass auch mit der Betrachtung einer
Markerregion, neben den Fingerprints und der Fragmentanalyse, gezeigt wurde, dass fast alle
Produkte Friichte der Art L. barbarum enthalten. Die einzige Ausnahme ist das Produkt mit der ID
8694, welches auBerhalb des L. barbarum, Lycium chinense und Goji-Produkte Clusters landet. Hier
liegt eine Widersprichlichkeit vor, denn die beiden 5S-Spacerregion-Fingerprints implizieren, dass
auch dieses Produkt der Art L. barbarum angehort. Die Betrachtung der Markerregion psbA-trnH
widerspricht dieser Tatsache, in dem es dieses Produkt im phylogenetischen Stammbaum
auBerhalb von L. chinense und L. barbarum einordnet. Daher ist aufgrund der Betrachtung der
psbA-trnH Markerregion nicht moglich zu sagen, welcher Art dieses Produkt angehért.

Die als L. barbarum gekennzeichnete Akzession 8684, welche bei diversen Fingerprints

Ahnlichkeiten mit L. chinense aufwies, landet in diesem psbA-trnH basierten UPGMA Stammbaum
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in der monophyletischen Gruppe der L. chinense Arten, sodass neben den Fingerprints auch die
Betrachtung der Markerregion dafiir spricht, dass es sich bei dieser Akzession eher um L. chinense
als um L. barabrum handelt. Die beiden anderen als L. barbarum bezeichneten Akzessionen 8685
und 8686 aus dem Herbarium Freiburg sind nicht in der monophyletischen Gruppe der Karlsruher
L. barbarum Akzession zu finden. Beide tauchen in einem Cluster auf, der mit Ausnahme der
sudafrikanischen Art Lycium oxycarpum nur Pflanzen (z.B. Lycium europaeum und Lycium

intricatum) enthalt, die in Marokko gesammelt wurden.

Auch die beiden L. barbarum Akzessionen 8685 und 8686 wurden in Marokko gesampelt, sodass
viele unterschiedliche Arten des gleichen Standpunkts in einem Cluster zu finden sind. Dieser
Punkt kénnte ganz einfach auf fehlerhafte morphologische Bestimmung zurtickfiihrbar sein. Aber
die Tatsache, dass die beiden L. barbarum Pflanzen von einem &dhnlichen Standorts kommen,
spricht eher dafiir, dass aufgrund der ahnlichen Umweltfaktoren in der psbA-trnH Region
Mutationen stattgefunden haben, die den anderen heimischen und dort gesampelten Arten L.
europaeum oder L. intricatum entsprechen. Eine dritte Moglichkeit griindet auf der Annahme das
Arten standig im Fluss und keine fixen Punkte sind, was bedeutet das geographisch isolierte
Population derselben Art aufgrund anderer abiotischer Faktoren langsam auseinander evolvieren
und als eigene Arten im Entstehungsprozess zu betrachten waren (allopatrische Artbildung).

Es muss auch gesagt werden, dass die beiden zu untersuchenden Arten L. barbarum und L.
chinense in diesem UPGMA Stammbaum zwar monophyletische Gruppen bilden, jedoch liegt der
Prozentsatz der Repliken dieses Baumes bei nur 32%, was keine Signifikanz bedeutet, sodass dieses

Ergebnis mit Vorsicht zu genielRen sein sollte.

Flr eine erweiterte Analyse der psbA-trnH Markerregion wurden weitere Sequenzen aus der ncbi-
Datenbank in den bisher erhobenen Datensatz eingegliedert.

Die Auftrennung zwischen Altwelt- und Neuwelt-Arten, welche sich schon bei der Betrachtung des
Stammbaums, der nur die Akzessionen aus Karlsruhe beinhaltet, andeutete, wird unter
Zuhilfenahme zusatzlicher externer psbA-trnH Sequenzinformation bestatigt.

Die Neuwelt-Arten bilden mit Ausnahme von Lycium gilliesianum und Lycium fuscus eine
monophyletische  Gruppe. Eine klare Auftrennung von nordamerikanischen und

sidamerikanischen Arten findet jedoch nicht statt, da sowohl in dem Cluster der einen Grof3teil der
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sidamerikanischen Arten enthalt, Arten aus Nordamerika auftauchen, als auch umgekehrt. Da
keiner der beiden Kontinente ein Monophylum aufweist, kann man von mehreren
Verbreitungsereignisse der Gattung Lycium auf diesen Kontinenten ausgehen, was sich mit einer
Reihe anderer Untersuchungen, die sich mit der Verbreitung der Gattung Lycium beschaftigen,
deckt [19].

Die ndhere Verwandtschaft einiger sidafrikanischer (z.B. Lycium hirsutum) sowie mediterraner
(Lycium europaeum) Arten zu den eurasischen Arten L. barbarum und L. chinense spricht fiir eine
Verbreitung der Gattung Lycium von ihrem Ursprungskontinent Siidamerika [16] Uber Stidafrika auf
den Eurasischen Kontinent. Des weiteren clustern auch einige nordafrikanische und
sudafrikanische Arten zusammen, sodass hieraus auf eine Verbindung geschlossen werden kann.
Mit einem maximalen Alter der Gattung Lycium von etwa 40 Millionen Jahre [16] kann eine
Verbreitung von Lycium Uber die Landfliche von Gondwana ausgeschlossen werden, da dieser
Urkontinent vor etwa 100 Millionen Jahre auseinanderbrach. Daher ist die Art und Weise der
Verbreitung von Stdamerika nach Afrika nicht bekannt, es wurden ,intercontinental dispersal
events” als Verbreitung vom Lycium vorgeschlagen [70].

Auch die Altwelt-Arten bilden bei der Betrachtung der psbA-trnH Markerregion keine

monophyletische Gruppe, was ebenfalls auf mehrmalige Verbreitungsereignisse hindeutet.

6.6.3. ITS2

Der auf dem ITS2 Datensatz basierende UPGMA Stammbaum zeigt die Goji-Produkte mit der
Lycium barbarum Akzession 5548 in einer monophyletischen Gruppe. Diese trennt sich von einem
Cluster, welcher sowohl Lycium chinense Akzessionen, Lycium europaeum Akzessionen sowie
sudamerikanische als auch stdafrikanische Arten enthalt.

Das bestéatigt auch mit dieser im Kerngenom lokalisierten Region, dass die Goji-Produkte Friichte
von Lycium barbarum enthalten und dass diese von anderen Arten abgegrenzt werden kdnnen.
Jedoch liegt auch bei diesem Stammbaum, dhnlich wie bei psbA-trnH, die Prozentzahl der
Bootstrap Replikate bei lediglich 32% und damit weit entfernt vom signifikanten 70%-Wert.

Flr eine Detektion von Lycium barbarum scheint dieser Marker geeignet, betrachtet man aber den
zweiten groRRen Cluster in diesem Stammbaum, so erkennt man keine deutliche Auftrennung der
restlichen Arten. Die Lycium chinense und Lycium europaeum Akzessionen bilden jeweils

polyphyletische Gruppen. Dies ist auf die relativ grofle innerartliche Varianz dieser Sequenzen
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zurlickfiihrbar, denn bei einer Gesamtlange der Sequenz von 293 Basenpaaren gibt es bei den
sieben verschiedenen L. chinense Akzessionen Unterschiede bei elf Basen, was eine hohe
innerartliche Varianz von etwa 2,6% bedeutet. Ahnlich ist es bei L. europaeum mit einer IAV von
2,1%. Die hoheren Werte, verglichen mit beispielsweise psbA-trnH (0% bzw. 0,2%), deuten an, dass
die Mutationsrate in der ITS2-Region hoher als bei der plastidiren Markerregion ist.
Bedauerlicherweise ist dieser Wert fur L. barbarum nicht verfligbar, da nur die ITS2 Sequenz von

einer L. barbarum Akzession verfligbar ist.

6.6.4. Cosll

Die fiinf getesteten Cosll Regionen wurden ausgewihlt, weil bei den in der Veroffentlichung von
Levin et al. (2009) getesteten Lycium-Arten keine Kopien dieser Cosll Gene im Genom vorlagen,
was nach einer PCR zu einzelnen Banden fiihrte, die anschliefend sequenziert werden konnten
[52]. Bei der Verwendung der Primer fiir die in dieser Untersuchung relevanter Arten kam es nur zu
schwachen Amplifikation (z.B. mit Cos14, Cos27 und Cos40). Das Cos30 Gen scheint in einigen
Akzessionen dupliziert worden zu sein, sodass bei den Lycium barbarum Akzessionen, den Lycium
europaeum Akzessionen, den Lycium-Produkten und vereinzelten Lycium chinense Akzessionen
deutlich zwei Banden zu sehen sind (siehe Ergebnisteil Kapitel 5.2.11., Abb. 31). Einzig das Cos16
Gen scheint fiur eine direkte Sequenzierung geeignet zu sein, wobei auch bei Lycium gilliesianum
(8212) eine Doppelbande entstand und bei Lycium oxycarpum (8352) keine Amplifikation stattfand.
Fir die Lycium-Art aus Siidamerika (8212) zeigt dies, dass auch in diesem Gen eine Duplizierung
stattgefunden haben muss. Die Fehlen einer Bande bei der Art aus Stidafrika (8352) deutet auf
einen kompletten Verlust dieses Gens hin, sodass davon ausgegangen werden kann, dass das
codierte Protein der Acyltransferase in dieser Art einen Ersatz gefunden haben muss.

Zwar ist die Aussagekraft des UPGMA Stammbaums bei nur einer L. barbarum und nur einer L.
europaeum Akzession nicht ganz so stark, aber dennoch kann gesagt werden, dass die Cosll-
basierte Unterscheidung von L. barbarum und L. chinense erfolgreich gewesen ist. Verglichen mit
den bisher getesteten Markerregionen weisen die Prozentzahlen der Bootstrap Replikate deutlich
hohere Werte auf und sind mit 100% am Knotenpunkt von Lycium barbarum und den
Schwestertaxa Lycium chinense und Lycium europaeum deutlich signifikant. Somit besteht bei der

Betrachtung dieser Markerregion auch eine nahere Verwandtschaft zwischen L. chinense und L.
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europaeum.
Die aus dem Kerngenom stammenden Cosll-Regionen bieten vielversprechende
Analysemoglichkeiten an. Die Cos16 Region zeigte sich fir die Unterscheidung von eurasischen
Arten wirksam. Neben der Erstellung von Stammbaumen, bieten die Sequenzunterschiede
beispielsweise noch die Moglichkeit zur Erstellung von ARMS-Primern, was bei zukinftigen
Untersuchungen unbedingt beriicksichtigt werden sollte.

Ein Nachteil dieser Markerregion stellt die fehlenden Universalitdt dar, da es bereits in der gleichen
Gattung (Lycium) zu Genduplikationen kommen kann. Das erschwert einen unkomplizierten
allgemeinen Einsatz, da fir die jeweils zu untersuchende Art zundchst verschiedene
funktionierende Cosll Regionen ausgetestet werden miissen, die keine Duplikationen aufweisen
und fiir eine Sequenzierung geeignet sind. Alternativ muisste eine relativ aufwandige Klonierung

der Fragmente durchgefliihrt werden.

6.7. Zusammenfassung & Ausblick

Das Besondere dieser Arbeit war die Kombination eines morphologischen Ansatzes und einem
DNA-basierten Ansatz. Die Verifizierung des bestimmbaren Referenzmaterials aus dem BGK {iber
morphologische Merkmale deckt sich mit den unterschiedlich eingesetzten DNA-basierten
Methoden, was eine doppelte Bestatigung der Ergebnisse mit einem Héchstmald an Sicherheit der
erhobenen Daten bedeutet.

Mit einer Komplettierung des Lycium-Datensatzes bei den Markerregionen (Cos16, ITS2 und ycflb),
sowie der Fragmentanalyse lber TBP von allen nun 37 vorhandenen Akzessionen in Karlsruhe
kdnnten sicher weitere interessante Aussagen getroffen werden. Ein Hauptaugenmerk sollte
hierbei auf die TBP-Fragmentanalyse geworfen werden, da die bisherigen Ergebnisse sehr
erfolgreich im Hinblick auf die Trennung verschiedener Arten sowie die Zuordnung der Goji-
Produkte gewesen sind. Fir die Verbreitungsgeschichte der Gattung Lycium im biogeographischen
Kontext konnte die Weiterverfolgung dieses Ansatzes ebenfalls interessant sein.

Auch die Cosll Regionen zeigen eine deutliche Auftrennung der vorhandenen Akzessionen. Leider
gestaltete sich die Sequenzierung schwierig, sodass aufgrund der Cos16 Daten keine Zuordnung
der Produkte stattfinden konnte. Der vorhandene Datensatz zeigt sich jedoch sehr ergiebig, sodass

eine erneute Evaluierung zu aufschlussreichen Ergebnissen fihren kdnnte. Auch im Hinblick auf die
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Gestaltung von ARMS-Primern ist die Cos16-Region sehr vielversprechend.

Die relativ Uberraschende Erkenntnis, dass beinahe alle (abgesehen von 8694) getesteten Goji-
Produkte sicher der Art Lycium barbarum entsprachen (sowohl morphologisch als auch genetisch
nachgewiesen), stiitzt die Aussage der Anbieter, dass nur Friichte von Lycium barbarum auBerhalb
des asiatischen Raums vertrieben werden und spricht weiterhin fir einen zufriedenstellenden
Verbraucherschutz bei diesem Produkt. Jedoch muss einschrankend gesagt werden, dass von
jedem getesteten Goji-Produkt fiir die DNA-Extraktion eine Frucht ausreichte, was bedeutet, dass
nur eine Frucht aus der Ganzen meist 100 Gramm Packung der Goji-Beeren fir die Extraktion und
die anschlielende Untersuchung gewahlt wurde. Da von einer Frucht auf das gesamte Produkt
geschlossen wurde, ist nicht auszuschlielen, dass unter den Friichten in den Produkten auch
welche von der Art L. chinense zu finden sind.

Um in dieser Beziehung eine angemessene Aussagen zu treffen, miisste von einer statistisch
signifikanten Anzahl an Friichten eines Produktes die DNA extrahiert werden und mit einer der hier
vorgestellten erfolgreichen Methoden getestet werden. Bei einem beispielhaften Test von 100

Friichten konnte dann die Reinheit des jeweiligen Produktes von 1 — 100% angegeben werden.
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