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Abb. 18 Unterschiedlichen Blihhéhen ausgewahlter Akzessionen. Der erste beobachtete Zeitpunkt,
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Blatter haben sind mit einem gelben Kastchen und die Akzessionen, deren Blattform nicht bestimmt
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Abb. 21 exemplarisches Agarosegelbild des Markers ITS 4-5 ausgewahlter Rheum Akzessionen. Die
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Abb. 23 Dendrogramm basierend auf den Isotypen des Introns 1 der B-Tubulin-Genfamilie. Das
Dendrogramm basiert auf den Jaccard Distanzen der Fragmentmuster der verschiedenen Proben. Die
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eine monophyletische Gruppe, die aus Akzessionen der Sektion Rheum und einer unbestimmten
Akzessionen. In Klade drei sind die restlichen Akzessionen der Sektion Rheum lokalisiert. Die
morphologisch bestimmten Akzessionen werden durch unterschiedlich markierte Kastchen
angezeigt: Dabei steht grin flr R. australe, rot fir R. palmatum, blau fir R. officinale, orange fir R.
webbianum, lila fir R. hotaoense und braun fir R. pumilum. Bei den Akzessionen, die nur anhand der
Blattform eingeteilt werden konnten, steht ein gelbes Kastchen flr ganzrandige Blatter und die zur
Sektion Palmata gehérenden Akzessionen mit gefingerten Blatter sind mit rot-blau gestreiften
Kastchen markiert. Die Akzessionen, bei denen die Blattform nicht identifiziert werden kann, werden
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Abb. 24 Dendrogramm basierend auf den Isotypen des Introns 2 der B-Tubulin-Genfamilie. Die
schwarzen Kastchen markieren die einzelnen Kladen. In Klade 1 befinden sich vor allem Akzessionen
der Sektion Palmata mit zwei Akzessionen von R. hotaoense und der Akzession 2109 (R: australe). In
Klade 2 sind zwei Akzessionen mit herzformigen Blattern und jeweils eine Akzession von R.
rhabarbarum und einer Akzession der Sektion Palmata. In Klade 3 sind zwei Akzessionen der Art R.
hotaoense und zwei Akzessionen der Sektion Rheum. In Klade 4 befinden sich vor allem Akzessionen
der Art R. webbianum. AuBerdem sind die Akzessionen 8566 und 8267 der Sektion Palmata, die
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Abb. 25 zeigt die Suspension des Wurzelpulvers mit Phosphormolybdéanschwefelsdure direkt nach
dem Auftragen auf das Papier. Links im Bild ist das Farbschema (Appendix) als Farbvergleich. Dabei
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1. Zusammenfassung

Das Genus Rheum ist auf evolutiondrer Sicht mit einem Alter von ca. 5 Millionen Jahren noch sehr
jung [1]. Durch die Erhebung der tibetischen Hochebene entstand ein geeignetes Milieu fiir eine
rasche Diversifikation dieses Genus [1]. Durch diese Artenvielfalt und der Neigung zur Hybridisierung
ist die morphologische Authentifizierung der Arten dieses Genus dullerst kompliziert [1], [2].
Innerhalb dieses Genus gibt es medizinisch relevante Arten: Rhei radix ist die Pulverdroge der Wurzel
der Sektion Palmata und hat adstringierende, fiebersenkende und entziindungshemmende
Wirkungen[3], [4]. Im Gegensatz dazu wird auch die Wurzel von R. rhaponticum als Pulverdroge in
der traditionellen chinesischen Medizin (TCM) benutzt. Ihr Anwendungsgebiet ist vorwiegend die
Linderung von Wechseljahresbeschwerden bei Frauen [5]. Somit ist es auch von medizinischer
Relevanz diese Arten voneinander unterscheiden zu kdnnen.

Neben der morphologischen Analyse der Akzessionen des Botanischen Gartens des KIT, werden
molekulare Daten erhoben, um mehr Uber die Verwandtschaftsverhaltnisse der Arten zu erfahren.
Dabei werden neben den weit verbreiteten DNA-Barcodes ITS und psbA-trnH ein neueres Verfahren
namens Tubulin basierter Polymorphismus (TBP) durchgefiihrt. Zusatzlich soll eine Farbemethode zur
Unterscheidung von Wourzelpulver der Sektion Palmata und Wurzelpulver der anderen Arten
untersucht werden.

Im Zuge dieser Arbeit konnten alle bliihenden Akzessionen des Botanischen Gartens Karlsruhe auf die
Art bestimmt werden. Allerdings ist die Bestimmung von R. webbianum und R. hotaoense aufgrund
einer ungenauen Formulierung innerhalb des Bestimmungsschliissels nicht eindeutig und kdnnte
gegebenenfalls auch R. rhabarbarum sein. Die Identifizierung der medizinisch wichtigen Sektion
Palmata verlief erfolgreich. Zusatzlich wurde eine Monographie erstellt, die die wichtigsten
Merkmale der unterschiedlichen Akzessionen zusammenfasst und als Referenzmaterial fir die
Zukunft benutzt werden kann.

Bei der Analyse des Plastidmarkers psbA-trnH konnte eine Auftrennung zwischen den Sektionen
Rheum und Palmata mit kleinen Unstimmigkeiten erfolgen .Auffallig sind zwei Akzessionen der Art R.
hotaoense, die nicht mit den anderen der Sektion Rheum clustern, sondern in einem Cluster mit der
Akzession 8266. Dies konnte eine auf eine Unterart oder eventuell sogar eine kryptische Art
hindeuten. Im Gegensatz dazu zeigt die Fragmentanalyse mittels TBP eine sehr hohe Variation
innerhalb der untersuchten Regionen. Beim Versuch der Sequenzierung von ITS zeigten sich bei
mehreren Primern Doppelbanden, die auf Hybridisierung und oder Kontamination mit Pilz DNA
bedeutet.

Das Wurzelpulvers der Sektion Palmata konnte von den Wurzelpulvern der anderen Arten erfolgreich
unterschieden werden, was fir die Lebensmittelsicherheit eine hilfreiche Methode zur Verifikation
von Rhei radix darstellt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in dieser Arbeit eine hohe Variation innerhalb des nukledren
TBP Fragmentanalyse festgestellt wurde, der im plastidaren psbA-trnH Marker nicht beobachtet
werden kann. Diese Inkongruenz zwischen Kern — und Plastidmarker beweist Hybridiseringsreignisse
innerhalb einiger Arten dieses Genus.



2. Einleitung

2.1. Authentifizierung
Die akkurate und eindeutige Identifizierung einzelnen Arten ist eine sehr wichtige Voraussetzung fir

die Biologie. Nur durch die eindeutige Identifizierung kann das fir molekularbiologischen Studien
dringen bendtigte Referenzmaterial definiert werden. Diese Methode dient unter anderem auch fir
den Artenschutz von bedrohter Tierarten, oder zur Untersuchung von Lebensmitteln [6]. Durch die
steigende Menge an alternativen Medizinen, die nach und nach in Europa Einzug erhalten, kommt
man unausweichlich mit unbekannten Produkten in Beriihrung. Wahrend vor wenigen Jahren noch
so gut wie niemand von Moringapulver, Chiasamen, oder Gojibeeren gehort hat, gibt es mittlerweile
in jedem Supermarkt eine Abteilung mit exotischen Produkten. Durch diese Globalisierung

Auch die steigende Beliebtheit von Ayurveda und TCM fihrt dazu, dass die medizinischen
Heilpflanzen, wie zum Beispiel Rheum, immer globaler verbreitet werden. Dies erhéht die
Dringlichkeit der Authentifizierung dieser neuen Pflanzen.



2.2. Artkonzepte
Da in dieser Arbeit verschieden Arten voneinander unterschieden werden sollen, ist es wichtig

Klarheit tber die Definition einer Art zu erhalten. Es gibt allerdings nicht ein Artkonzept, dass ohne
Limitierungen ist, es gibt vielmehr mehrere unterschiedliche Artkonzepte, die ihren Fokus auf
unterschiedliche Bereiche lenken:

Morphologisches Artkonzept

Fiir die Taxonomie ist das morphologische Artkonzept unabdingbar: Dabei wird versucht durch die
Zuhilfenahme von unterschiedlichen Merkmalen einzelne Individuen und Gruppen von Individuen
voneinander abzutrennen. Fiir dieses Artkonzept ist entscheiden, dass die ausgewahlten Merkmale
eine diskriminative Kraft besitzen und nicht zu sehr von Umweltfaktoren abhdngen, um eine
reproduzierbare Unterscheidung zu gewahrleisten. Potentielle Probleme dieses Artkonzeptes sind
die standige Veranderung der zu untersuchenden Arten. AuRerdem sind manche Merkmale sehr
stark von abiotischen Faktoren abhédngig und kénnen so bei unterschiedlichen Individuen in
unterschiedlichen Orten mitunter stark voneinander variieren. Beim Bestimmen einer Art werden
sehr haufig ungenaue Beschreibungen wie ,meist”, ,vorwiegend” oder ,haufig” verwendet, was zu
Interpretationspielraum und somit Fehleranfalligkeit flihren kann.

Phylogenetisches Artkonzept

Das phylogenetische oder evolutiondre Artkonzept legt den Fokus auf die gleichbleibende
phylogenetische Entwicklung. Dabei wird Artbildung als ,phylogenetische Entwicklung
unterschiedlicher taxonomischer Einheiten Gber Raum und Zeit” [7] erklart.

Populationsgenetisches Artkonzept

Beim populationsgenetischen Artkonzept wird einen Art als Fortpflanzungsgemeinschaft, die
genetisch von anderen Fortpflanzungsgemeinschaften durch eine Artbarriere getrennt wird,
betrachtet [8]. Dabei wird zwischen der allopatrischen und der sympatrischen Artbildung
unterschieden: Bei der allopatrischen Artbildung kommt es zuerst zu einer geographischen Trennung
eines Teiles der Population und anschlieRend entsteht durch die genetische Trennung eine
Artbarriere (Abb.1)[9].

Bei der selten vorkommenden sympatrischen Artbildung (Abb.1) kommt es zu einer
Fortpflanzungsbarriere ohne eine geographische Trennung der Populationen. Ein Beispiel flr die
sympatrische Artbildung ist Sarotherodon galilaeus [10].



Allopatric speciation Sympatric speciation

Abb.1 Unterschied zwischen allopatrischer und sympatrischr Artbildung. Bei der allopatrischen Artbildung kommt es zu
einer geographischen Trennung, die dann zu einer Fortpflanzungsbarriere und somit zu einer Artgrenze fiihrt. Bei der
sympatrischen  Artbildung entsteht die Artgrenze ohne eine geographische Trennung. Quelle
http://image.slidesharecdn.com/biol102-chp24-spr10-100211101157-phpapp02/95/biol-102-general-biology-ii-chp-24-
the-origin-of-species-45-638.jpg?cb=1359618121

Ein in dieser Hinsicht sehr interessanten Phanomen ist die adaptive Radiation. Bei der adaptive
Radiation kommt es durch innerhalb von kurzen Zeitraumen erfolgten Artbildungen zu stark
unterschiedlichen Veranderungen des Bauplans [11].Dabei kommt es zum Einnehmen von
unterschiedlichsten Nischen der neugegriindeten Arten. Das wohl bekannteste Beispiel fiir adaptive
Radiation bei Tieren sind die Galapagos-Finken [12]

Ein Kritikpunkt dieses Populationsgenetischen Artkonzeptes ist der Fokus auf die sexuelle
Vermehrung. Somit kann ein sich Vegetation vermehrendes Individuum niemals eine Art sein.

Egal welches Artkonzept fiir einen am meisten Sinn ergibt, es ist und bleibt ein Konzept und kann die
Natur niemals perfekt beschreiben.
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2.3. Tibetische Hochebene als Diversifikationshotspot
Die tibetische Hochebene ist die hochste und groSte Hochebene der Welt [1]Mit Ein Beispiel fir
adaptive Radiation ist die Tibetische Hochebene. Aufgrund der rasanten Erhebung der Tibetischen
Hochebene kam es innerhalb von wenigen Millionen Jahren zu einer Bildung von sehr vielen
unterschiedlichen Nischen auf einem relativ kleinen geographischen Bereich. Es wird geschatzt, dass
Uber 12.000 Arten ihren Lebensraum in dieser Region haben [13].

Grinde fiir diese rasche Diversifikation sind einerseits die mehrfachen Erhebungen der tibetischen
Hochebene, andererseits kam es zu oszillierenden Temperaturen wahrend den Eiszeiten und den
Zwischeneiszeiten[14], [15]. Der sudostliche Hugel der tibetischen Hochebene diente als
Rilickzugsgebiet fur Pflanzen [16] und es kam dort wahrend den Klimaverdnderungen zur adaptive
Radiation [1]. [17]
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Abb. 2 geographische Lage der tibetischen Hochebene Quelle:
http://www.standeyo.com/NEWS/06 Earth Changes/06 Earth Change pics/06
1117.Tibetan.Plat.map.jpg abgerufen am 23.12.15
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2.4. Rheum

Die Gattung Rheum gehort innerhalb der Ordnung Caryophyllales (Nelkenartige) zur Familie der
Polygonaceae, den Knoterichgewdchsen und ist eine Gattung mit bis zu 60 Arten, wovon 19
urspriinglich aus China stammen [1], [18]. Das vorwiegende Verbreitungsgebiet dieser Gattung ist die
tibetische Hochebene und deren Umgebung (Wang et al., 2005). Die Gattung Rheum wird in folgende
sieben taxonomische Sektionen eingeteilt: | Rheum A. Los., Il Palmata A. Los., Il Acuminata C. Y.
Cheng et Kao, IV Deserticola Maxim, V Spiciformia A. Los., VI Globulosa C.Y. Cheng et Kao und VII
Nobilia A. Los. [19], [20]. Rhabarber ist eine krautige, Uberdauernde Pflanze mit hohlem, aufrechtem
Stamm [18]Die Perianthfarbe ist entweder weild bis griin, oder rot-lila [18].

Die morphologische Bestimmung Rheums ist aufgrund der hohen morphologischen Ahnlichkeit der
oberirdischen Bestandteile und der hdufig vorkommenden Hybride ausgesprochen schwierig [1].
Allerdings lasst sich aufgrund der Blattform eine grobe Unterscheidung in zwei dieser taxonomischen
Sektionen vornehmen.

Abb. 3 zeigt den Unterschied der beiden vorrangigen Blattformen der Rheum Akzessionen: In A ist die Oberseite, in B die
Unterseite eines gefingerten Blattes, wahrend in C und D die Ober — und Unterseite eines ganzrandigen, herzférmigen
Blattes zu sehen ist.

Die gefingerten Blatter werden zur taxonomischen Sektion Palmata gezahlt, wahrend die
ganzrandigen Blatter zur Sektion Rheum gehoren.

Innerhalb der taxonomischen Sektion Palmata gibt es vier Arten, die aufgrund von unterschiedlicher
Perianthfarbe und Blattform unterscheidbar sind. Sowohl R. officinale als auch R. laciniatum haben
ein weillen Perianth, allerdings sind die Blatteinschnitte bei R. officinale breit dreieckig, wahrend sie
bei R. laciniatum eng lanzettférmig, oder linear sind [18]. R. palmatum und R. tanguticum haben ein
lila-rotes Perianth, der gelappte Blattteil ist bei R. palmatum eng dreieckig, wahrend er bei R.
tanguticum eng lanzettformig ist [18].

Ein auffdlliges Merkmal der Knoterichgewachse ist die Ochrea oder Tute, die aus verwachsenen
Nebenblattern entsteht. Diese hautige Scheide umgibt die Basis der Internodien und wird beim
weiteren Wachstum durchbrochen [21]. Diese Ochrea kann bei manchen Akzessionen eine Lange von
bis zu 15 cm erreichen.



Abb. 4 Ochrea ausgewahlter Rheum Akzessionen. In A ist die Ochrea der Akzession 1473, in B die Ochrea der Akzession
7164 und in C die Ochrea der Akzession 5452 abgebildet.

Die Ordnung der Caryophyllales enthalt viele Pflanzen, die medizinisch genutzt werden. Unter diesen
Pflanzen befindet sich die Gattung Rheum, deren Arten R. palmatum, R. officnale, und deren Hybride
in der TCM zur Herstellung des Wurzeldroge Rhei Radix verwendet werden. Dabei wirkt diese Droge
sowohl reingehend, als auch fiebersenkend [4].Im Gegensatz dazu wird die Droge von R. rhaponticum
zur Linderung von Wechseljahrbeschwerden bei Frauen eingesetzt [5]. Diese Wirkung geht auf den
sehr hohen Anteil an Rhapontizin zurick [22]. Aus diesem Grund ist es wichtig die unterschiedlichen
Arten voneinander unterscheiden zu kénnen, um gewahrleisten zu kénnen, dass die richtige Art zu
Gewinnung der richtigen TCM Droge benutzt wird.



2.5. DNA Barcoding
Ein Barcode ist in kurzes DNA-Fragment, was dazu verwendet werden kann unterschiedliche Arten

voneinander zu identifizieren [23].

Als Voraussetzungen fiir einen guten DNA Barcode gilt die Anwesenheit von konservierten
flankierenden Regionen, die es ermoglicht, universelle Primer fir eine grofe Anzahl an
unterschiedlichen Arten verwenden zu koénnen[24]. Zusatzlich muss ein Barcode Uber die die
ausreichende Variabilitdt besitzen, um die eine Unterscheidung von Arten erlaubt. Der letzte
Voraussetzung fiir einen guten Barcode ist kurze Sequenzliange, die eine einfache Handhabung und
geringe Durchfiihrungskosten bewirken [24].

Wahrend das mitochondrale Gen Col (cytochrome ¢ oxidase 1) als DNA Barcode fir die
artspezifische Unterscheidung von Tieren ausreicht [23], ist die Substitutionsrate von pflanzlicher
mitochondrialen DNA zu gering um als DNA Barcode eingesetzt zu werden [25], [26]. Bei Pflanzen
wird durch die Kombination von mehreren Markern eine dhnlich gut Auflésung wie beim CO1 bei
Tieren zu erhalten. Die am meist genutzten Primer- Kombinationen sind rbcL+matK [27] und psbA-
trnH und ITS [24].

Allerdings besitzen auch diese Primer-Kombinationen Limitierungen: Wahrend bei matK die
Amplifizierung und Sequenzierung schwierig sein kann, kann es bei der Verwendung von nrITS bei
Pflanzen zur Amplifikation von Pilzbanden kommen[28].

Ein groRer Vorteil der DNA Barcodes gegeniber der taxonomischen Identifizierung von Pflanzen ist,
dass mit Hilfe von Barcodes auch junges Pflanzenmaterial zur Analyse verwendet werden kann [29],
wobei fiir die meisten taxonomischen Bestimmungsschliissel die Blitengestalt und - farbe eine
wichtige Rolle spielen. Dies bedeutet, dass sehr viele Individuen, die sich nicht gerade in dem
Lebensabschnitt befinden, in dem eine Identifizierung maoglich ist, nicht bestimmt werden kénnen
[23].Folglich kann eine Kombination dieser beiden Ansatze sehr gute Ergebnisse hervorbringen. Ein
weiteres wichtiges Einsatzgebiet von DNA Barcodes ist die Lebensmittelsicherheit. Gerade bei
Pflanzenbestandteilen, die morphologisch nur schwer bestimmt werden kénnen, wie zum Beispiel
fragementierte Pflanzenbestandteile, oder Wurzelpartikel [6] kann mit Hilfe von DNA Barcodes eine
artspezifische Unterscheidung herbeigefiihrt werden, die nur mit taxonomischen Mitteln unmaoglich
ware.

In dieser Arbeit sollen die von [24] vorgeschlagene Primerkombination der plastidaren Spacerregion
psbA-trnH und des nukledren internal transcribed spacer (ITS) auf die Maoglichkeit der
Unterscheidung innerhalb des Genus Rheum untersucht werden.



2.5.1. psbA-trnH

Der plastidare Marker psbA-trnH ist der Spacer zwischen den Genen psbA, was fir das D1 Protein des
Photosytem Il und dem trnH Gen, was das Gen fiir die histidintransferase H ist [6] zustdndig ist.
Dieser Spacer spielt eine wichtige Rolle in der Genregulierung dieser beiden Gene.[30]. Die Region
des Spacers zwischen den Genen psbA und trnH ist einer der variabelsten Plastidregionen innerhalb

der Angiospermen, wodurch sie eine weites Anwendungsspektrum besitzt [24].

Da es sich bei diesem Marker allerdings um einen Plastidmarker handelt, kbnnen nur maternale
Informationen erhoben und analysiert werden. Dies kann allerdings in Kombination mit einem
kernkodierenden Marker wiederum von Vorteil sein, da mit Hilfe des Vergleiches der beiden auch
Hinweise bezlglich Hybridisierung gewonnen werden kann. Durch die relative kurze Sequenzlange
dieses Markers kann die Anzahl an variabler Stellen innerhalb der verglichenen Sequenzen ein
limitierender Faktor sein [6]. AuBerdem kann es durch Auftreten von inverted Repeats zu einer
fehlerbehafteten Einteilung der verschiedenen Arten kommen [6].

2.5.2. nrITS
Die eukaryotische rDNA besteht aus der kleinen 18S und den drei groflen 5S,28S und 5.8S
Untereinheit, wobei die 5.8S und 28S der grolRen Untereinheit mit der kleinen 18S Untereinheit eine
Transkriptionseinheit bildet [31]. Der schematische Aufbau dieser Transkriptionseinheit ist Abb. 5 in
zu entnehmen.

NTS NTS

C T s T 1] 28S [T 18s T 28S
ETS \5,5’38/ ETS \5,5’3‘87’

ITS1ITS 2 ITS1ITS 2

Abb. 5 Transkriptionseinheit bestehend aus der 18S, 5.8S und 28S Untereinheit der rDNA. Die Transkriptionseinheit
beginnt mit einem externen Spacer (ETS), danach folgt die 18S Untereinheit, worauf der interne Spacer 1 (ITS1), die 5.8S
Untereinheit, der ITS2 und die 28S Untereinheit folgt. Diese Transkriptionseinheit ist tandemartig wiederholt und wird
von einem nts (non transcribed spacer) getrennt modifiziert nach
https://de.wikipedia.org/wiki/Ribosomale_DNA#/media/File:Eucaryot_rdna.png

Diese Transkriptionseinheit wird von einem non transcribed spacer (NTS) flankiert. Ein rDNA-repeat
ist immer identisch aufgebaut: Auf den external transcribed spacer (ETS) folgt die 18S Region, die
5,8S Untereinheit und der 28S Untereinheit. Zwischen diesen konservierten Untereinheiten befinden
sich die beiden ITS Loci, wobei ITS 1 (Abb. 5 in rot markiert)zwischen der 18S und der 5,8 S
Untereinheit lokalisiert ist und der ITS 2 Locus (Abb. 5 in blau markiert) zwischen der 5,85 und der
28S Untereinheit. Die tandemartige Wiederholung des NTS und des rDNA-repeats fihrt zu einer
groRen Anzahl an Kopien, welche durch die konservierten Regionen innerhalb der die ITS-Loci
flankierenden Regionen der verschiedenen Untereinheiten mittels eine PCR amplifiziert werden
konnen. Der nrITS wird als artspezifischer Marker fiir Pflanzen und Pilze eingesetzt. Vor allem bei der
Authentifizierung von Heilpflanzen ist dieser Barcode beliebt [32]. Die groRRe Vielzahl an Kopien
dieses Markers ermoglicht auch die Analyse von Hybridisierung und Introgression., sofern noch nicht



genug Generationen vergangen sind, dass die konzertierte Evolution die verschiedenen Kopien
wieder homogenisiert hat.

2.5.3. TBP Tubulin basierter Polymorphismus
Der Tubulin basierte Polymorphismus ist eine molekularbiologische Methode, mit der genetische
Fingerabdriicke von unterschiedlich langen Introns der B- Tubulin-Genfamilie amplifiziert und

verglichen werden kénnen.

Tubuline sind Proteine mit lebenswichtigen Funktionen. So bilden zum Beispiel a - und B-Tubulin ein
Heterodimer, welches der Hauptbestandteil der Mikrotubuli darstellt. Da Mikrotubuli eine essentielle
Rolle bei vielen lebenswichtigen Prozessen, wie zum Beispiel der Zellteilung, der Ausbildung der
Zellwand und dem Vesikeltransport [33], [34]) spielen, herrscht ein hoher selektiver Druck auf die fur
diese Proteine kodierende Gene. Dieser selektive Druck fihrt zu hochkonservierten
Aminosduresequenzen. Zwischen diesen konservierten Regionen befinden sich zwei Introns (Abb. 6),
die durch Splicing vor der Transkription aus der pra-mRNA entfernt werden und somit nicht essentiell
fur die Funktion der kodierten Proteine sind. Bei Pflanzen lasst sich eine konservierte Anordnung der
beiden Introns innerhalb der kodierenden Sequenz der B-Tubulin-Genfamilie erkennen wobei Zea
mays, eine Ausnahme bildet: Statt zwei Introns besitzt sie nur das erste Intron (Abb. 6) [35],.

lSt Intrﬂn 2nd Intron
ATG 396 bp 742 pr
| |
| |
| |
E'I'B Pr

Introns of different-length

Abb. 6 schematische Anordnung der B-Tubulin-Genfamile bei Pflanzen. Die konservierten Bereiche flankieren bei Pflanzen
zwei Introns, wobei. Zea mays mit nur einem Intron eine Ausnahme darstellt. Durch Entwerfen von Primern, die an die
kodierenden Bereiche binden, kénnen die variablen Introns amplifiziert werden. Die Intronldnge kann je nach Isotyp
variieren, wodurch unterschiedlich lange Bandenmuster entstehen, die zur Unterscheidung von Arten herangezogen
werden konnen. Quelle: [36]

Wahrend eine Veranderung oder Mutation im kodierenden Bereich dramatische Folgen haben kann,
verlauft eine Veranderung innerhalb der Intronregion meist folgenlos und unbemerkt. Dieser
niedrige selektive Druck fiihrt dazu, dass sich Mutationen und Veranderungen leicht manifestieren,
wodurch sich diese Introns in ihrer Lange und deren Sequenz voneinander unterscheiden lassen
konnen. Dies wird beim TBP ausgenutzt: Mit Hilfe von Primern, die in den konservierten Bereichen
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binden, konnen die unterschiedlich langen Introns mit einer PCR-Reaktion amplifiziert werden.
AnschlieBend kdnnen die Langenunterschiede der verschiedenen Introns dazu verwendet werden,
um unterschiedliche Arten voneinander zu unterscheiden. Diese Methode wurde erstmals dazu
verwendet, um die eng verwandten Arten Lotus, Raps und Kaffee erfolgreich voneinander zu
unterscheiden [36]. Diese Primer wurden fiir die Verwendung in Hirse leicht modifiziert und ein
zusatzliches Primerpaar fiur die Amplifikation des zweiten Introns der B-Tubulin-Genfamilie
entwickelt, womit das artspezifische Auftreten von Fingerhirse und Raps verifiziert werden konnte
[37]. Bei der Analyse beider Introns der B-Tubulin-Genfamilie spricht man von cTBP (kompletter TBP)
[37]. Durch die Entwicklung des Primers fiir Intron 2 konnte die teilweiRen limitierten Markersets bei
der Analyse mancher Familien vermindert werden [37]. Fiir diese Analysemethode sind sehr wenige
Vorabinformationen notwendig und meist ist die leichte Modifikation eines Primerpaares genug, um
den TBP durchzufihren [36].

In dieser Arbeit soll der cTBP an den Akzessionen der Gattung Rheum ausprobiert werden und
anschlieRend mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt werden. Die Ergebnisse dieser Auftrennung
werden mit dem Programm FSAnalyzer ausgewertet und basierend auf den errechneten Jaccard-
Distanzen ein Dendrogramm erstellt.

2.5.4. Stammbaume
Stammbdume sind Sequenzinformationen, im Rahmen von Alignmentmodellen angepasst werden

und grafisch aufbereitet werden. Dabei ist die Wahl des molekularen Markers essentiell: Sofern ein
Marker ausgewahlt wird, der zu wenig Unterschiede erkennt, kann es keine ausreichend tiefe
Auftrennung geben.

Beim Stammbaum verhélt es sich wie bei einem Foto: Er halt genau einen Augenblick fest. Dabei
sieht man nicht wie etwas passiert ist, sondern dass etwas vorhanden ist. Zum Beispiel kann eine
Sequenz durch Mutation oder aber durch gerichtete Selektion entstehen. Dabei kann nicht
festgehalten werden, was vor oder nach diesem einen Augenblick passiert ist oder passieren wird.
Ein daraus resultierendes Problem ist, dass wir bei zwei identischen Sequenzen nicht wissen kdnnen,
wie diese entstanden sind. So kann es sein, dass eine der beiden Sequenzen erst durch mehrere
Mutationen zu dieser Sequenz wurde, die andere Sequenz schon sehr lange konserviert vorliegt.
Deswegen wird an immer komplexeren Modellen gearbeitet, die dabei helfen sollen einen Baum zu
erstellen, der so nah es geht an der Wirklichkeit liegt.

Bei der Verwendung von Stammbaumen sollte man sich Giber deren Limitierungen bewusst sein: Ein
Baum ist nur eine von vielen Moglichkeiten eine gewisse Information dazustellen, dabei spielen
sowohl die Auswahl der Alignments und deren Einstellungen, als auch die benutzen Methoden eine
groRe Rolle. Somit kann ein Baum niemals die Wahrheit darstellen, sondern ist immer ein Konstrukt
der Wirklichkeit.

Es gibt sowohl distanz-- als auch sequenzbasierende Methoden um einen Stammbaum zu erstellen.
UPGMA (Unweighted pair Group Method with Arithmetic mean) ist eine einfache, auf einem
distanzbasierenden Methode um einen Stammbaum zu erstellen .Dabei wird von einer molekularen
Uhr ausgegangen, was bedeutet, dass alle Taxa in einer konstanten und identischen Geschwindigkeit
evolvieren.[38]
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2.6. Chemische Analyse
Mit der Zunahme der Verbreitung der Alternativmedizin wie Ayurveda oder traditionell chinesischer

Medizin nimmt auch die Anzahl der Produktverunreinigung — und falschungen zu. Denn gerade bei
Produkten, die nicht gut kontrolliert und reglementiert werden, ist die Gefahr von Verunreinigungen
mit anderen oder falschen Produkten groR. Dabei ist die Kontrolle durch die unzidhligen neuartigen
Produkten aus dem In — und Ausland gerade in Zeiten des Onlineversandes sehr schwierig. Vor allem
stark verarbeiteten Produkten wie zum Beispiel Tees oder Pulver stellt die Lebensmittelsicherheit vor
ein gréReres Problem. Denn je kleiner die Bestandteile, desto schwere ist es, diese von anderen zu
unterscheiden oder gar zu bestimmen.

Das in der traditionell chinesischen Medizin verbreitete Praparat Rhei radix, wird als Laxans, zur
inneren Reinigung oder als Entzlindungshemmer angewendet wird [3]. Die Droge Rhei radix ist die
pulverisierte Wurzel von R. palmatum, R. officinale oder deren Hybriden. Neben diesen Arten
werden unter anderem R. rhaponticin, R. webbinaum und R. australe fiir medizinische Zwecke
genutzt. Die Arten, die zur Sektion Palmata gehoren, enthalten im Vergleich zu den anderen
medizinisch genutzten Arten nur sehr wenig Rhapontizin [39], [40].Schon im Jahr 1952 wurde von
[41] Rhiz Rhei pulvis aus Apotheken verschiedener Lander, wie z.B. Belgien, England und Frankreich
gekauft und auf Verunreinigungen von anderen Rhabarberarten getestet. Er kam zu dem Schluss,
dass die Verunreinigungen zwischen 10 und 100% lagen [41]. Neben der von Fluck als Grund
genannten nicht ausreichenden Methoden zum Nachweis der unterschiedlichen Arten ist auch die
sehr hohe morphologische Ahnlichkeit der unterschiedlichen Arten fiir diesen Zustand
verantwortlich. Erschwerend kommt hinzu, dass die Droge als Pulverform oder aus getrockneten
Wourzelstiickchen besteht, was eine Unterscheidung noch zusatzlich erschwert. Aus diesem Grund ist
es sehr wichtig Methoden zur Verfliigung zu haben, die diese Unterscheidung auch in der weit
verbreiteten Anwendung in Pulverform ermdglichen. Zu diesem Zweck hat Fluck unterschiedliche
Heteropolysdauren mit konzentrierter Schwefelsaure zur Unterscheidung von Rhabarber der Sektion
Palmata und Sektion Rheum ausprobiert. Dabei wird bei der Zugabe von
Phosphormolybdanschwefelsaure zur pulverisierten Rhabarberwurzel eine unterschiedliche Farbung
beobachtet. Bei den zur taxonomischen Sektion Palmata gehérenden Arten R palmatum, R. officinale
und deren Hybride kommt es zu einer Griinfarbung, wahrend die Arten der Sektion Rheum zur
Blaufarbung kommt [41]. Dabei spielen Rhapontizin-assoziierte Proteine eine wichtige Rolle bei der
Farbung[41].
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2.7 Fragestellung

Im Zuge dieser Masterarbeit soll die Fragen gekldrt werden, ob es moglich ist die vorhandenen
Akzessionen Rheums des Botanischen Gartens des KIT zu unterscheiden. Diese Fragestellung soll
auf drei unterschiedlichen Ebenen untersucht werden:

1.) Die morphologische Bestimmung der Akzessionen mit Hilfe des Bestimmungsschliissels
Flora of China ([18]) soll versuchen eine morphologische Unterscheidung zu ermoglichen.

2.) Die Kombination aus plastidirem Marker und Kernsequenzmarker soll Riickschliisse auf
potentielle Hybridisierung aufzeigen. Zusatzlich kann so ein Vergleich von molekularen, als
auch morphologischen Unterscheidungen vorgenommen werden.

3.) Die Differenzierung des Rhabarberpulvers der medizinisch genutzten Sektion Palmta von
anderen Sektionen.

Zum Schluss werden die Ergebnisse dieser unterschiedlichen Ebenen kombiniert um eine Aussage
liber die Méglichkeit der Authentifizierung von Rheum treffen zu kénnen.
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3. Materialien

3.1. Pflanzenmaterial

Das in dieser Arbeit verwendete Pflanzenmaterial wird vom Botanischen Garten des KIT zur
Verfligung gestellt. Das Alter der Pflanzen kann nicht fir alle exakt bestimmt werden. Allerdings ist
der Grolteil der Pflanzen im Jahr 2013 in die Freiluftbeete ausgesiedelt worden. Ein paar wenige
Akzessionen sind in den Jahren 2014 und 2015 in Freiluftbeete ausgesiedelt worden.
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Tab. 1 verwendete Rheum Akzessionen zeigt die fir diese Arbeit verwendeten Rheum Akzessionen, deren Akzessions ID,
die Saatgutherkunft und die Lage im Botanischen Garten des KITs. Die Bezeichnung ,,n.v.” steht flr nicht vorhanden.

Akzessions ID Saatgutherkunft Beet
1473 Fa. Jelitto ® Staudensamen GmbH, Schwarnstedt, Deutschland | [Sys4N]+[Sys5]
2109 Fa. Horizon Herbs LLC., Vereinigte Staaten von Amerika [Sys4N]+[Sys5]
5451 unbekannt [Sys6]
5452 unbekannt [Sys6]
5453 unbekannt [Sys6]
7164 Fa. Jelitto ® Staudensamen GmbH, Schwarnstedt, Deutschland | [Sys4]
7166 Fa. Jelitto ® Staudensamen GmbH, Schwarnstedt, Deutschland | [Sys5]
7753 IPK Gatersleben, Deutschland [Sys5]
7754 IPK Gatersleben, Deutschland n. v.
7755 IPK Gatersleben, Deutschland [Sys5]
7756 IPK Gatersleben, Deutschland n. v.
7757 IPK Gatersleben, Deutschland [Sys5]
7758 IPK Gatersleben, Deutschland n. v.
7882 Botanischer Garten Universitat (BGU) Hohenheim, Deutschland | [Sys5]
8006 BGUFS Brno, Tschechien [Sys6]
8007 BGUFS Brno, Tschechien [Sys6]
8154 BGU Halle, Deutschland [Sys5]
8168 BGU Innsbruck, Osterreich n. v.
8171 BGU Kaunas, Litauen n. v.
8172 BGU Kaunas, Litauen [Sys6]
8173 BGU Kaunas, Litauen n. v.
8210 JBU Grenoble, Frankreich [Sys5]
8224 BG Nancy, Frankreich [Sys5]
8225 BG Nancy, Frankreich n. v.
8226 BG Nancy, Frankreich [Sys5]
8231 BG Wroclaw, Polen n. v.
8232 BG Wroclaw, Polen n. v.
8255 BGU Cluj-Napoca, Rumanien n. v.
8266 BGU Tartu, Estland [Sys5]
8267 BGU Tartu, Estland [Sys5]
8389 BGU Osnabriick, Deutschland [Sys5]
8392 Royal botanical garden, Edinburgh, Irland [Sys5]
8402 BGU Leipzig, Deutschland [Sys5]
8403 BGU Leipzig, Deutschland [Sys5]
8439 GBA Rezia Bormio, Italien [Sys5]
8440 GBA Rezia Bormio, Italien [Sys5]
8441 GBA Rezia Bormio, Italien [Sys5]
8442 GBA Rezia Bormio, Italien [Sys5]
8443 GBA Rezia Bormio, Italien [Sys5]
8444 GBA Rezia Bormio, ltalien [Sys5]
8566 unbekannt [Sys6]
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3.2. Chemikalien

Tab. 2 verwendete Chemikalien

Bezeichnung Hersteller

6-Fam (6-Carboxyfluorescein) Eurofins, Niefern-Oschelbronn, Deutschland
Agarose Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
BSA (10mg/ml) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
dNTPs New England Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland
GeneScan™ 1200 LIZ® dye Size Standard Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
Hi-DI-Formamid Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Kalbs Thymus DNA 10.000 mg/ml Invitrogen,Carlsbad, Vereinigte Staaten
Molybdatophosphorsdure Hydrat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
nukleasefreies ddH20 Qiagen, Hilden, Deutschland
Schwefelsdure (konz.) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
SYBR® Safe DNA Gel Stain Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Yakima Yellow Eurofins, Niefern-Oschelbronn, Deutschland
Schwefelsdure konzentriert 98% Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

3.3. Enzyme und Enzym-Kits

Tab. 3 verwendete Enzym-Kits zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Enzym Kits und deren Hersteller.

Bezeichnung ‘ Hersteller

PCR clean-up STRATEC Biomedical AG, Birkenfeld, Deutschland
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up | Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren, Deutschland
innuPrep Plant DNA Kit Analytik Jena AG, Jena, Deutschland

Tab. 4 verwendete Enzyme zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme und deren Hersteller

Bezeichnung ‘ Hersteller

Proteinase K Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschland

RNAse K Thermo Fisher Scientific , Schwerte, Deutschland

Tag- Polymerase | New England Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland

3.4. Losungen und Puffer

Tab. 5 verwendete Losungen und Puffer zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Losungen und Puffer mit deren Herstellern.

50x TAE Puffer Eppendorf AG, Hamburg , Deutschland
Thermopol Puffer New England Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland
6x Ladepuffer (Blau) New England BiolLabs, Frankfurt am Main, Deutschland




3.5. Primer

Tab. 6 verwendete Primer zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Primer, deren 5 — 3’ Sequenz, Lokus und Referenz.

Name | Orientierung 5'-3'Sequenz Referenz
Bel-1 fw GGDGCGGAKAHTGGCCYCCCGTGC
Bel-2 fw GATGCGGAGATTGGCCCCCCGTGC | ITS2 (Chiou et al., 2007)
Bel-3 rev GACGCTTCTCCAGACTACAAT
ITS-4 fw TCCTCCGCTTATTGATATGC )

ITS1,5.8S, ITS2 (White et al., 1990)
ITS-5 rev GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
ITS-A fw GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG

ITS1,5.8S, ITS2
ITS-B rev CTTTTCCTCCGCTTATTGATATG [44]
ITS-C rev GCAATTCACACCAAGTATCGC ITS1
ITS-D fw CTCTCGGCAACGGATATCTCG ITS2
psbA fw GTTATGCATGAACGTAATGCTC psbA-trnH trnH2, Tate 2003
TBPfex1 | fw AACTGGGCBAARGGNCAYTAYAC .

B-tubulin Intron | | [37]
TBPrex1 | rev ACCATRCAYTCRTCDGCRTTYTC
TBPfin2 | fw GARAAYGCHGAYGARTGYATG ] Breviario et al,,

- B-tubulin Intron Il
TBPrin2 | rev CRAAVCCBACCATGAARAARTG 2007
psbAF, (Sang et al.,,

trnH rev CGCGCATGGTGGATTCACAATCC psbA-trnH 1997)

3.6. Molekulare Leitern

Tab. 7 verwendete molekulare Leitern zeigt die in dieser Arbeit verwendeten molekularen Leitern und deren Hersteller.

Bezeichnung Hersteller

1 kb DNA Ladder
100 bp DNA Ladder New England Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland

50 bp DNA Ladder
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A

Kilobases Mass (ng) B

100 42 — 1E&17
~ 80 © 1,517
-60 50
-50 42 ~ 1.200
a0 B
- 1,000
~30 125 - 900
- 800
- 700
20 48
- 600
15 3 - 500/517
- 400
10 42 ~ 300
- 200
- 100
-05 42

Abb. 7 verwendete molekulare Leitern zeigt die in dieser Arbeit verwendeten molekularen Leitern mit deren molekularen
Gewichten. In A ist die 1 kb Leiter, in B die 100 bp und in C die 50 bp Leiter von NEB (Frankfurt am Main, Deutschland) zu
sehen. Die 1kb Leiter wird zur Analyse der gDNA verwendet, die 100 bp Leiter bei den PCR Ansdtzen und die 50 bp Leiter

zum prazisieren Abschatzen der Produkte.

3.7. Verbrauchsgegenstiande

Tab. 8 verwendete Verbrauchsgegenstinde zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsgegenstande und deren

Base Pairs Mass (ng) C

g g

45 - 1350 133
- o 113 ¢
35 -766 58§

- 700 53

“~ 60 <t
9‘? ~$50 42
27 ~500 76

- 450 34
24 ~400 3§t

~3% 2
21 ’

~306 45
18 -

~250 37
97

206 107

38 150 45
29

w00
25
4
48 50 34

Hersteller.
Bezeichnung Hersteller
96 well Platte Peqlab, Erlangen, Deutschland
Aluminiumfolie Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Deckglaser Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Einmalhandschuhe VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Knopfsonde 3B Scientific, Hamburg, Deutschland
Metallkiigelchen aus rostfreiem Stahl,
5mm Brammer GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Morser und Pistill aus Porzellan

unbekannt

Objekttrager

Diagonal GmbH & Co. KG, Miinster, Deutschland

Papiertiicher

ALDI Einkauf GmbH & Co. oHG, Muhlheim an der Ruhr,
Deutschland

PCR MikroreaktionsgefaRstreifen

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Pipettenspitzen

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Reaktionsgefal® 1,5ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Reaktionsgefal 2,0 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

SafeSeal-Micro Tubes

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Transferpipette 1ml

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
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3.8. Gerate

Tab. 9 verwendete Gerdte zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Geréate, deren Bezeichnung und Hersteller.

Typ ‘ Geratebezeichnung Hersteller
Elektrophoresekammer | Mupid-exu Advance Co. LTD, Tokyo, Japan
Elektrophoresekammer Mupid-One Advance Co. LTD, Tokyo, Japan

Feinwaage

ANALYTIC Plus

OHAUS, Parsippany, USA

Jasco Labor- und Datentechnik

Geldokumentation

Transilluminator

GmbH, Grof3-Umstadt,
Fluorometer Spektroskop | FP-8300 Deutschland
Safe Imager™ 2.0 Blue Light|Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland

Gewebezerkleinerer

TissuelLyser

Qiagen, Hilden, Deutschland

Mikroskopkamera

Mikroskopkamera EC3

Leica Camera
Deutschland

AG, Wetzlar,

NanoDrop Spektrometer

ND-1000

Peqlab, Erlangen, Deutschland

Prazisionswaage

Prazisionswaage PCB @ 81 mm

KERN & Sohn GmbH, Balingen,
Deutschland

Scanner

ScanJet 3400C

Hewlett-Packard Inc., Palo Alto,
USA

Stereomikroskop

Stereomikroskop S6D

Leica Camera AG, Wetzlar,

Deutschland

Thermocycler

T100™ Thermal Cycler

Analytik  Jena AG, Jena,
Thermocycler FlexCycler Deutschland
Bio-Rad Laboratories Inc.,

Hercules, USA

Vortex-Gerat

Vortex-Genie

Bender & Hobein AG, Zirich,
Schweiz

SG Water, Hamburg,
Wasseraufbereitung Milipore Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Zentrifuge Micro Centrifuge | R Karlsruhe, Deutschland

VWR International GmbH,
Zentrifuge Micro Star 17 Darmstadt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Zentrifuge Heraeus Pico 17 Mikrozentrifuge Frankfurt am Main, Deutschland
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3.9. Software und APPS

Tab. 10 verwendete Software zeigt die in dieser Arbeit verwendete Software, deren Version und Hersteller.

Name Version Hersteller
BLAST 2.2.31+ National Library of Medicine, Bethesda, USA
FinchTV 1.4 Geospiza Inc., Seattle, USA
FSAnalyzer 0.4 Patrick Thimm, Karlsruhe, Deutschland
Image) 1.49 U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA
Intas GelCapture
Software 2.0.1.0 Royal Biotech GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland
Lamina 1.0.2 chemische Abteilung der Universitat von Umea, Schweden
Leica Application Suite |2.0.0 Leica Camera AG, Wetzlar, Deutschland
Matlab r2015a MathWorks GmbH, Ismaning, Deutschland
Center for Evolutionary Medicine and Informatics, Tempe,
Mega 6.06 USA
Microsoft Office 2007 Microsoft Corporation, Albuguerque, New Mexico, USA
National Center for Biotechnology Information, Bethesda,
NCBI USA
ND-1000 8.1 Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
SPSS 22 International Business Machines Corporation, Armonk, USA

3.10. Datenbanken

Tab. 11 verwendete Datenbanken zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Datenbanken

Abkiirzung Bezeichnung Hersteller

BOLD Barcode of Life Data|Canadian Centre for DNA Barcoding, Biodiversity Institute
Systems of Ontario, University of Guelph, Guelph, Kanada

3.11. PCR Programme
Tab. 12 das fiir ITS A, B, C und D verwendete PCR Programm

Schritt Temparatur  Dauer \ Zyklenanzahl
initiale Denaturierung |95 °C 2 min

Denaturierung 95 °C 30s

Annealing 55 °C 30s 30 x
Elongation 68 °C 1 min

finale Elongation 68 °C 7 min

Lagerung 4°C oo
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Tab. 13 das fiir ITS 4-5 verwendete PCR Programm.

Schritt

Temparatur

Dauer

Zyklenanzahl

initiale Denaturierung |95 °C 5 min
Denaturierung 94 °C 30s

Annealing 56 °C 30s 34 x
Elongation 68 °C 1 min

finale Elongation 68 °C 5 min

Lagerung 4°C oo

Tab. 14 fiir psbA-trnH verwendetes PCR Programm

Schritt Temparatur  Dauer ‘ Zyklenanzahl
initiale Denaturierung |95 °C 2 min

Denaturierung 94 °C 1 min

Annealing 56 °C 30s 33 x
Elongation 68 °C 45 s

finale Elongation 68 °C 5 min

Lagerung 4°C oo

Tab. 15 Fiir TBP verwendetes PCR Programm Die Annealingtemperatur des Zyklus Z1 nimmt mit jedem Zyklus um 0,7 °C ab.

Schritt ' Temparatur \ Dauer Zyklenanzahl
initiale Denaturierung |94 °C 3 min

Denaturierung Z1 94 °C 30s

Annealing 71 65 °C-0,7°C pro Zyklus (45 s 14 x
Elongation Z1 68 °C 2 min

Denaturierung 94 °C 30s

Annealing 55 °C 45 s 21x
Elongation 68 °C 2 min

finale Elongation 68 °C 8 min

Lagerung 4°C oo
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4. Methoden

4.1.Morphologische Analyse

4.1.1.Bestimmung der Bliihzeiten

Um die Pflanzen auf potentiell mogliche Fremdbestdaubung zu untersuchen, werden die einzelnen
Blliihzeitpunkte der Akzessionen untersucht. Der Bliihzeitpunkt wird als dem Zeitpunkt definiert, an
dem sich die erste Blite einer Akzession 6ffnet.

4.1.2. Erstellung der Monographie
Fir die Erstellung der Monographie werden ausgewahlte Pflanzen ganz aus den Beeten entfernt und
von den Blattern, dem Stamm, den Wurzeln und dem Habitus Bilder aufgenommen. Dazu wird als

Hintergrund eine schwarze Plane und als Malstab ein MetermaR verwendet. Aullerdem werden
Detailaufnahmen der Blite und Samen mit dem Stereomikroskop (Leica Camera AG, Wetzlar,
Deutschland) durchgefiuhrt. Die Monographie ist auf der CD im Anhang dieser Masterarbeit zu
finden.

4.1.3.Bestimmung der Akzessionen

Die Bestimmung der Akzessionen wird anhand des Bestimmungsschlissels ,Flora of China, 2003“[18]
durchgefiihrt. Der Blihzeitpunkt der einzelnen Akzessionen wird notiert und analysiert.

4.1.4.Blattanalyse
Die so aufgenommenen Blatter werden mit Hilfe von ImagelJ [46]nach dem Schema aus Abb. 8

vermessen.

s 03 104 105 W6
o 6% 80 00 91 92 9 8 95 % ¥ A 59 100 01 0

i % 77 78 79 80 8
s os 4 g8 & 70 M 72 B 75 76 71 78
s J

0 5dh a6 8
o % 85 s 51 s s 60 ;

Abb. 8 Ubersicht der Blattauswertung zeigt exemplarisch die gemessen Werte der einzelnen Blitter. Zuerst wird die
Blattlange (blaue Linie) gemessen, daraufhin wird orthogonal zu dieser gemessen Lange die breiteste Blattstelle (blaue
Linie) ermittelt. AnschlieBend wird der Abstand der Blattbasis zum Knotenpunkt dieser beiden Linien berechnet (lila
Klammer). Somit kann errechnet werden, in welchen Bereich des Blattes die breiteste Stelle befindet.

Die erhaltenen Werte werden mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse auf Signifikanz Gberprift. Die
einfaktorielle Varianzanalyse wird mit dem Real Statistics Add-In flir Microsoft Excel durchgefiihrt.
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4.1.5.Samenanalyse

Die zu analysierenden Samen werden von funf unterschiedlichen Bliitenstdnden in verschiedenen
Regionen der Pflanze abgetrennt. AnschlieRend werden mindestens 100 Samen mit einem Fligel
nach unten in eine Styroporunterlage gesteckt, sodass zwei Fliigel nahezu parallel zur Unterlage sind.
Danach werden mit gleichbleibendem Kameraabstand und -einstellung Bilder dieser Samen
aufgenommen. AnschlieBend werden mit dem Programm LAMIA [47] Samenbreite und -lange wie in
Abb. 9 vermessen. Die Fligelbreite wird mit Hilfe von ImagelJ [46] ausgewertet. Die Fliigelanzahl wird
manuell ausgezahlt und ausgewertet. Dabei werden alle Samen, die keine drei Fliigel besitzt als
»Abweichung” gewertet.

Abb. 9 gemessene Werte der Samen zeigt exemplarisch die gemessen Werte der einzelnen Samen. Die blaue Linie zeigt die
Samenlange, die orange Linie die Samenbreite und die hellgriine Linie die Fligelbreite. Die Messung der Samenbreite und -
lange werden automatisch mit der Software LAMINA [47] durchgefiihrt, die Fligelbreitenmessung wird manuell mit Image)
ausgefihrt.

4.1.6. Ausgewihlte Morphologische Messungen
Um die Aussagen Uber die unterschiedlichen statistisch auswertbaren GréRen der einzelnen Arten zu

erhalten, werden alle Werte, die eine Akzession einer Art aufweift.

Dazu werden die durchschnittliche Samenbreite, - lange, Blattbreite und Blattlange der einzelnen
Arten gemessen.

4.2. Molekulare Analyse

4.2.1. DNA-Extraktion
50mg frisches Pflanzenmaterial von jungen und gesunden Blattern wird mit einem Metallkligelchen

des Durchmessers 5 mm in ein 2 ml Reaktionsgefal (Eppendorf AG, Deutschland) gegeben und sofort
in flissigem Stickstoff schockgefroren. AnschlieBend wird das gefrorene Pflanzenmateriel mit Hilfe
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des Tissuelysers (Qiagen, Hilden, Deutschland) dreimal fiir je 15 s bei 20 Hz pulverisiert. Zwischen
jedem Durchgang wird die Probe wieder in flissigen Stickstoff aufbewahrt, um das Auftauen der
Probe zu verhindern. Die genomische DNA wird mit dem innuPREP Plant DNA Kit (Analytik Jena, Jena,
Deutschland) extrahiert. Dabei wird das Herstellerprotokoll bis auf folgende Modifikationen befolgt:
Bei der Pra-Filtration wird fiir 3 min bei 12000g anstatt 1 min zentrifugiert und der optionale Schritt 5
zur Entfernung der DNA wird durchgefiihrt. Dazu wird 4ul RNase K (Thermo Fisher Scientific,
Schwerte, Deutschland) zur Lésung zugegeben und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Beim
Elutionsschritt wird statt mit 6000 g fiir 1 Minute bei maximaler Geschwindigkeit fiir 2 Minuten
zentrifugiert um die DNA-Ausbeute zu erhéhen.

Die Konzentration der gelosten DNA wird photometrisch (NanoDrop ND-100, Peglab, Erlangen,
Deutschland) gemessen und die Qualitdt der DNA-Extraktion wird auf einem 1 % Agarosegel (Carl
Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) mit 5 % SYBR®Safe (Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland) Uberprift. AnschlieBend wird aus der genomischen DNA Aliquots mit einer DNA-
Konzentration von 50 ng / ul hergestellt.

4.2.2. Amplifikation von DNA Markern

4.2.2.1. DNA Barcoding (ITS und psbA-trnH)
Die so extrahierte DNA wird als Template fir eine Amplifikation mittels PCR benutzt. Dabei wird flr

jede Reaktion einen Mastermix erstellt, der fiir alle Proben benutzt wird. Die unterschiedlichen
Mischungsverhaltnisse fir die molekularen Marker sind Tab. 16 und Tab. 18zu entnehmen. 9,5 pul (bzw.
28,5 ul fir die Sequenzierungs-PCR) dieses Mastermix wird in MikroreaktionsgefdRe vorgelegt, mit
0,5 pl (bzw. 1,5 ul fir die Sequenzierungs-PCR) DNA Template vermischt und mit dem jeweiligen PCR
Programm (Tab. 13 und Tab. 14) amplifiziert. Von den so erhaltenen Amplifikaten werden 2 pl mit 0,5
ul 6x Ladepuffer (New England Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland) gemischt, auf einem mit 5
% SYBR®Safe (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) versetzten 1,5 % Agarosegel (Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) aufgetragen und fiir 30 min bei 100 V aufgetrennt. Das
Agarosegel wird mit dem Safe Imager™ 2.0 Blue Light Transilluminator (Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland) bei einer Belichtungszeit von 2 s visualisiert. Als Referenz wird eine 100 bp molekulare
Leiter (New England Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland)(Abb. 7 B) aufgetragen anhand derer
die FragmentgroRen bestimmt werden.

Tab. 16 Mastermix, der fir die Primer psbA-trnH und ITS A, B, C, D und 4-5 verwendet wird.

Reagenz ‘ Konzentration Volumen
nukleasefreies ddH,0 6,80 pl
BSA 10 mg/ ml 1,00 pl
ThermoPol Puffer 10x 1,00 pl
dNTP-Mix 10 mM 0,20 ul
Fw-Primer 10 uM 0,20 pl
Rev-Primer 10 uM 0,20 ul
Tag-Polymerase 5U/ul 0,10 pl
Gesamt 9,50 ul
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Tab. 17 Mastermix, der fur die TBP Primer verwendet wird.

Reagenz Konzentration Volumen
nukleasefreies ddH,0 5,20 pl
BSA 10 mg/ ml 1,00 pl
ThermoPol Puffer 10x 1,00 pl
dNTP-Mix 10 mM 0,20 pl
Fw-Primer 10 uM 1,00 pl
Rev-Primer 10 uM 1,00 pl
Tag-Polymerase 5U/ul 0,10 pl
Gesamt 9,50 ul

Tab. 18 Mastermix fiir einen 30 pl Ansatz, der fur die Sequenzierung von psbA-trnH und ITS verwendet wird.

Reagenz Konzentration Volumen
nukleasefreies ddH,0 20,50 pl
BSA 10 mg/ ml 3,00 pl
ThermoPol Puffer 10x 3,00 pl
dNTP-Mix 10 mM 0,60 ul
Fw-Primer 10 uM 0,60 pl
Rev-Primer 10 uM 0,60 ul
Taqg-Polymerase 5U/ul 0,20 pl
Gesamt 28,50 ul

Die PCR-Produkte des psbA-trnH Markers werden ohne Modifikation nach dem Herstellerangaben
des ,,NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit“ (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren, Deutschland)
durchgefihrt.

Die Aufreinigung der PCR-Produkte des ITS Marker wird ohne Veranderungen nach dem

Herstellerprotokoll des PCR clean-up Kit (STRATEC Biomedical AG, Birkenfeld, Deutschland)
durchgefihrt.

Die Proben werden von der Firma GATC Biotech (Konstanz, Deutschland) mit der
Kettenabbruchmethode nach Sanger sequenziert.

4.2.2.2 Stammbaumerstellung

Die Sequenzierungsergebnisse werden mit FinchTV analysiert und anschliefend aus den Sequenzen
der Vorwarts- und Riickwartssequenzierung eine Konsesus-Sequenz erstellt, die in MEGA6 mit dem
Muscle-Algorithmus [48] bei gap penalties von -100 fiir das Offnen einer gap ausgerichtet wird. Aus
diesen Daten wird ein UPGMA Stammbaum erstellt. Dabei wird ein distanzbasiertes Modell (p-
distance) verwendet, wobei alle mehrdeutigen und fehlenden Informationen von der Analyse
ausgeschlossen werden. Der Test der Phylogenie geschieht Uber Bootstrapping. Der angezeigte
Stammbaum wird als kondensierter Stammbaum ausgegeben. Dabei werden alle Abzweigungen, die



unter dem vorher angegebenen Bootstrapping Wert von 70 liegen, auf eine Ebene gestellt, sodass
erst ab einem Bootstrapping Wert von mindestens 70 eine neue Abzweigung dargestellt wird.

4.2.3. Fragmentanalyse TBP (tubulin based polymorphism)

Bei der TBP Fragmentanalyse wird je ein Primer jeder Primerkombination mit Fluoreszenzfarbstoffen
markiert. Dazu wird jeweils ein Primer der Primerkombination mit einem der beiden Farbstoffe FAM
(Eurofins, Niefern-Oschelbronn, Deutschland) oder Yakima Yellow (Eurofins, Niefern-Oschelbronn,
Deutschland) markiert. Bei den Primern fiir das B- Tubulin Intron 1 wird TBPrexl1 mit dem
Fluoreszenzfarbstoff FAM (Eurofins, Niefern-Oschelbronn, Deutschland) und bei den Primern fiir das
B- Tubulin Intron 2 wird der Primer TBPfin2 mit Yakima Yellow (Eurofins, Niefern-Oschelbronn,
Deutschland) markiert. Aufgrund der Fluoreszenzmarkierung ist es wichtig, dass die Proben einer
moglichst geringen Lichtexposition ausgesetzt werden, um ein Ausbleichen des Farbstoffes zu
vermeiden. Aus diesem Grund werden die Probenmit Aluminiumfolie abgedeckt. Die PCR wird nach
dem in Tab. 17 dargestellten Muster vorbereitet und nach dem in Tab. 15 dargestellten PCR Programm
durchgefiihrt. AnschlieBend werden die PCR-Amplifikate auf einem 1,5 % Agarosegel aufgetragen
und bei 30 Minuten bei 100 Volt in einer Gelelektrophoresekammer (Advance Co. LTD, Tokyo, Japan)
aufgetrennt, um die Qualitat der PCR zu Uberpriifen. Bei ausreichender Qualitdt werden die Proben
mit dem PCR clean-up Kit (STRATEC Biomedical AG, Birkenfeld, Deutschland) nach Herstellerangaben
aufgereinigt. AnschlieBend werden die Proben fiir den Versand vorbereitet. Dabei soll die
Endkonzentration zwischen 5 und 10 ng / pl liegen. Ein Mastermix, welcher pro Probe aus 16,6 pl Hi-
Di Formamid (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) und 0,4 ul des GroRenstandard LIZ
1200 (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) besteht, wird hergestellt. Beim Vorlegen des
Mastermix in die 96 well Platte muss darauf geachtet werden, dass der Mastermix mehrfach
gevortext wird, um ein Absetzen des GroRenstandards zu vermeiden. Zu diesem Mastermix wird 5 ml
des verdiinnten, aufgereinigten PCR-Produktes zugegeben. AnschlieBend wird die Platte mit Parafilm
verschlossen an die Firma macrogen Europe (Amsterdam, Niederlande) geschickt, wo die Proben
mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt werden. Die in dem .fsa Format ibermittelten Ergebnisse
werden mit dem FSAnalyzer (v0.6, [49]) ausgewertet. Dazu muss zuerst eine .txt Datei erstellt
werden, in dem die Namen der Proben in richtiger Reihenfolge in je einer separaten Zeile notiert
werden. Gleiches gilt beim Erstellen der .txt mit den vordefinierten Fragmenten. AnschlieBRend wird
mit dem Befehl ,Select Data” zuerst der GrofRenstandard, dann die Namensliste und zum Schluss die
zu analysierenden .fsa Dateien ausgewahlt. In den Einstellungen kann der Mindestgrenzwert fiir das
Anlegen von Hochpunkten verdandert werden. Bei der Auswertung dieser Arbeit werden die
Standardeinstellungen (Peakfinder grouping range 40 und Minimum threshold 150) Gbernommen.
Bei dem Feld ,,Dye No. of interest for analysis“ kann zwischen Farbstoff 1 und 2 gewechselt werden.
Dabei ist in dieser Analyse FAM der Farbstoff 1 und Yakima Yellow der Farbstoff 2. Die erkannten
Hochpunkte der einzelnen Proben missen - sofern notig - auf 68 reduziert werden, da sonst keine
Interpolation moglich ist. Die Anzahl der Hochpunkte wird im oberen rechten Eck angezeigt. Dazu
wird nach Hochpunkten gesucht, die sich nicht auf Hohe einer auf der x-Achse aufgetragenen Zahl
befinden. Sofern die falsch detektierten Hochpunkte lokalisiert sind, kann mit der Taste , Correct”
Hochpunkte, die von der Analyse ausgeschlossen werden sollen, ausgewahlt werden. Sofern dies
geschehen ist, wird liber dem roten Kreis eine blaue Raute angezeigt. Durch das auswahlen der Taste
»Graphics + Analysis“ werden aus den Hochpunkten Bindrmatrizen erstellt, die wiederum dafir
bendtigt werden, um via Interpolation mit den Hochpunkten des GréRenstandards die
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Fragmentlange berechnen zu konnen. Als Ausgabe erscheint ein virtuelles Gel mit den so
berechneten Fragmentlangen. Im nachsten Schritt berechnet das Programm den Jaccard-
Koeffizienten aus dem Fragmentmuster der einzelnen Proben. Der Jaccard-Koeffizient beschreibt die
Ahnlichkeit von Mengen und kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen, wobei 0 der minimale Werte
ist und je groRer die Zahl, desto gréRer sind die Ahnlichkeiten der untersuchten Mengen. Wenn
dieser Vorgang abgeschlossen ist, wird ein auf den zuvor ermittelten Jaccard-Koeffizienten
basierendes Dendrogramm erstellt.

5.3. Chemische Analyse

5.3.1. Herstellung der Phosphormolybdianschwefelsdure
4g Molybdatophosphorsaure Hydrat (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) wird in 40 ml
Wasser unter Erwarmen geldst. Nach dem Erkalten werden unter Umschwenken 60 ml konzentrierte

Schwefelsdure hinzugefligt. Das Reagenz wird bis zur weiteren Verwendung lichtgeschitzt in
Aluminiumfolie gewickelt und kihl gelagert. Da das Gemisch atzend ist, werden Warnhinweise am
Gefall angebracht und bei der Handhabung wird besondere Vorsicht walten gelassen.

5.3.2. Farbenachweis nach Fluck

Die Wurzeln werden mit Pistill und Morser pulverisiert. AnschlieRend werden 5 mg des
Wurzelpulvers in ein Eppendorfgefal Uberfiihrt und mit 10 Tropfen
Phosphormolybdanschwefelsaure aus einer Transferpipette betrdufelt. Diese Suspension wird fiir ca.
5 Sekunden mit einer Knopfsonde umgerihrt. Danach werden einige Tropfen der Suspension auf ein
Papiertuch getropft. Zur Dokumentation wird direkt nach dem Auftragen der Suspension auf das
Papier ein Bild und bei eventueller Verdnderung nach 10 Minuten ein weiteres Bild aufgenommen.
Um die Aufnahmen zu standardisieren, wird die Kamera an einem Stativ in derselben Héhe befestigt,
bei gleicher Belichtung und gleichen Einstellungen Bilder aufgenommen. Als Farbreferenz wird ein
Farbschema (Appendix) aufgenommen.
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6. Ergebnisse

6.1. Morphologische Analyse

6.1.1 Bliihzeitpunkt

Der Bliihzeitpunkt der Akzessionen wird untersucht, um festzustellen, ob sich die Bliihzeitpunkte der
einzelnen Arten Uberschneiden, oder aufgrund von unterschiedlichen Bliihzeiten eine Artgrenze
entstehen konnte.

Tab. 19 Ubersicht tiber den Bliihzeitpunkt und dem Zeitpunkt zu dem die ersten Friichte zu sehen sind.

ID ‘ Art ‘ Sektion Bliite Friichte

8210 R. pumilum Deserticola 02.04.2015 27.04.2015
8007 R. hotaoense Rheum 14.04.2015 08.05.2015
8255 R. webbianum Rheum 14.04.2015 08.05.2015
8173 R. webbianum Rheum 16.04.2015 05.05.2015
8231 R. webbianum Rheum 16.04.2015 12.05.2015
7758 R. webbianum Rheum 17.04.2015 05.05.2015
8168 R. webbianum Rheum 17.04.2015 12.05.2015
8171 R. hotaoense Rheum 17.04.2015 08.05.2015
8232 R. hotaoense Rheum 17.04.2015 12.05.2015
8444 R. webbianum Rheum 17.04.2015 12.05.2015
7756 R. hotaoense Rheum 21.04.2015 08.05.2015
7882 R. webbianum Rheum 24.04.2015 12.05.2015
5452 R. hotaoense Rheum 26.04.2015 12.05.2015
7164 R. officinale Palmata 30.04.2015 18.05.2015
1473 R. palmatum Palmata 05.05.2015 17.05.2015
8441 R. hotaoense Rheum 06.05.2015 18.05.2015
8566 R. palmatum Palmata 08.05.2015 17.05.2015
2109 R. australe Rheum 11.05.2015 02.06.2015
7755 R. palmatum Palmata 18.05.2015 06.06.2015

In Tab. 19 Ubersicht iiber den Bliihzeitpunkt und dem Zeitpunkt zu dem die ersten Friichte zu sehen
sind. sind die frihsten Blihzeitpunkte der einzelnen Akzessionen zusammengefasst. Dabei ist
ersichtlich, dass die Akzession 8210 um mindestens 12 Tage vor den anderen Akzessionen mit der
Bllite beginnt.

AuRerdem bliihen die Akzessionen der Sektion Rheum — mit den Ausnahmen von Akzessionen 2109

Akzession 2109 zuletzt und die Akzessionen von R. webbianum bliihen meistens vor den Akzessionen
von R. hotaoense. Die Akzessionen der Sektion Palmata blihen meist ausschlieBlich nach den
anderen Akzessionen.
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6.1.2. Auszug aus der Monographie
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Abb. 10 Ubersichtsbilder der unterschiedlichen Merkmale der Akzession 1473. A zeigt die Blattoberseite, B die
Blattunterseite, C den Habitus, D und E den Blitenstand, F eine Ochse, G Samen, H Bliiten mit reifen Pollen auf dem
Staubbeutel, | einen Ausschnitt des Bliitenstandes mit reifen Pollen auf den Staubbeuteln, J einen Ausschnitt des Stammes,
K einen Querschnitt durch den Stamm und L Staubbeutel der Akzession 1473.

Abb. 10 zeigt exemplarisch einen Auszug aus der in dieser Arbeit erstellten Monographie. In dieser
Monographie werden so viele Merkmale wie moglich gesammelt und dokumentiert. Dies gewahrt
einen Uberblick Giber die einzelnen Merkmale und dem Unterschied dieser Merkmale zwischen den
Arten und Akzessionen.
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6.1.3.Morphologische Bestimmung
Im Zuge dieser Masterarbeit werden alle Akzessionen des Botanischen Garten des KIT mit Hilfe des

Bestimmungsschliissels ,Flora oft China“ [18] bestimmt. Im Folgenden werde ich die Griinde fir die
Bestimmung der einzelnen Akzessionen darlegen. Dabei werde ich zuerst mit den Akzessionen
beginnen, die aufgrund von sehr spezifischen Merkmalen von den anderen Akzessionen zu
unterscheiden waren und anschlieBend mit den Akzessionen fortfahren, deren Bestimmung nicht
eindeutig ist. Da der Bestimmungsschlissel die Tepalenfarbe als wichtiges Unterscheidungsmerkmal
beinhaltet, konnen nicht alle Akzessionen bestimmt werden. Diese Akzessionen werden anhand der
Blitenform eingeordnet.

Bestimmung von R. pumilum

Die Akzession 8210 ist mit einer Héhe von ca. 20 cm (Abb. 12) um einiges kleiner, als die anderen
Akzessionen. Neben der geringen GrolRe heben die fehlenden Stammblatter diese Akzession von den
anderen Akzessionen des Botanischen Gartens des KIT ab. Aufgrund der geringen Blattlange von 3
cm, den dreieckig - runden Samen (Abb. 11, Abb. 12 A) mit schmalen Fligeln ist die Bestimmung
dieser Akzession eindeutig. Als potentielle Alternativen steht R. delavayi (19b des
Bestimmungsschliissels) zur Auswahl, die allerdings sowohl groBere Blatter als auch rundlichere
Friichte mit breiteren Fligeln besitzt (Abb. 11).

30



Figurc 287. 1-5. Rheum delavayi Franchet, #1757 dian bian da huang. 1. Flowering plant. —2. Flower. 3. Pistil. —4, 3
Fruits. 6-10. R. pumilum Maximowicz, /M A H xiao da huang, —6. Flowering plant. —7. Flower. —8. Pistil. —9, 10. Fruits. (FOC
347, 348; FRPS 25(1): 195, pl. 51. 1998, —34E8 Zong Weicheng).

Abb. 11 Skizzen, die die Unterscheidungsmerkmale von R. delavayi (1-5) und R. pumilum (6-10) darstellen. Quelle::
http://www.efloras.org/object page.aspx?object id=50794&flora_id=2 abgerufen am 16.12.15
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Abb. 12 Uberblick der morphologische Besonderheiten der Akzession 8210, In A ist der dreieckig- runde Samen, in B eine
Blite mit Oliv-griinen Tepalen und rosa-weilen Filamenten und in C der Habitus mit einer Wachstumshdhe von 20 cm zu

erkennen.

Bestimmung der Sektion Palmata

Bei den librigen Akzessionen lassen sich Pflanzen mit zwei unterschiedlichen Blattformen feststellen:
Wahrend die meisten der Akzessionen ganzrandige Blatter besitzen (Abb. 13 C und D), gibt es vier
Akzessionen, dessen Blattrand unterschiedlich stark gefingert sind (Abb. 13 A und B).
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Abb. 13 Unterschiede der beiden vorrangigen Blattformen. In A ist die Oberseite, in B die Unterseite eines gefingerten
Blattes, wahrend in C und D die Ober — und Unterseite eines ganzrandigen, herzférmigen Blattes zu sehen ist.

Pflanzen des Genus Rheum, die dhnlich wie in Abb. 13 gelappten Blattern gehoren besitzen, gehéren
zur Sektion Palmata [18]. Diese Sektion besteht aus den Arten R. palmatum, R. officinale, R,
tanguticum und R. laciniatum. Die Unterscheidungsmerkmale dieser vier Arten sind die
Perianthfarbe, die Auspragung des gelappten Teils des Blattes, die BlitengréRe und die Auspragung
des Blitenstandes [18]. Die unterschiedlichen Merkmale dieser vier Arten sind Tab. 20 zu
entnehmen.

Tab. 20 Unterscheidungsmerkmale der vier Arten der Sektion Palmata aus dem Bestimmungsschliissel Flora of China,
2003. Der Eintrag ,k.a“. keine Angabe

A gelappte ell des Blatte Peria arpe B e B e andad

R. palmatum | eng dreieckig lila-rot klein konvergierend
R. officinale breit dreieckig weild groRR ausbreitend

R. tanguticum | eng lanzettformig lila-rot ganzrandig k.a.

R. laciniatum | linear weild Rand leicht gewellt | k.a.

Unter den in dieser Arbeit untersuchten Akzessionen befinden sich mit den Akzessionen 1473, 7164,
7755 und 8566 vier Akzessionen, deren Blatter gelappt sind. Diese Akzessionen werden durch die
Bestimmungsschritte 25 bis 27 der Flora of China [18] wie in Tab. 21 dargestellt, unterschieden.
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Tab. 21 Ergebnis der Bestimmung der Rheum Akzessionen mit gelappten Blidttern anhand des Bestimmungsschliissels
Flora of China, 2003. Die Merkmale die der Art R. palmatum entsprechen sind rot hinterlegt und die Merkmale, die fiir R.
officinale sprechen, sind blau hinterlegt. Das Merkmal ,kleine Bliute” bei R. palmatum und ,groRe Blite” bei R. officinale
wird aufgrund von ungenauer Beschreibung nicht in die Bewertung einbezogen.

Akzession gelappter Teil des Blattes Perianthfarbe  Bliitenstand Bestimmung
1473 eng dreieckig lila-rot konvergierend R. palmatum
7164 eng dreieckig weild ausbreitend R. officinale

7755 eng dreieckig lila-rot konvergierend R. palmatum
8566 eng dreieckig lila-rot konvergierend R. palmatum

Abb. 14 Unterschied der Bliitenstandauspragung und Bliitenfarbe der Sektion Palmata. In A ist exemplarisch der sich
ausbreitende Blitenstand mit weilen Bliiten der Akzession 7164 dargestellt und B zeigt exemplarisch den eng anliegenden
Blitenstand der Akzession 7755 mit rot-lila Bliten. Die Bliitenstdande und Blutenfarbe der Akzessionen 1473 und 8566
sehen dhnlich wie die der Akzession 7755 aus.
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Bestimmung von R. australe

Bei den Akzessionen mit ganzrandigen Blattern fallt die Akzession 2109 durch die dunkelgriinen,
herzférmigen Blatter mit abgerundetem Apex und den adaxial intensiv roten Blattadern auf. Die
Blatter der restlichen Akzessionen sind herzférmig, meist deutlich groRer und haben hellgriine
Blattadern.

Die Bestimmung der Akzession 2109 endet mit dem Schritt 30a, wobei das Perianth weil} ist und die
Rachis der Blitenstande behaart ist. Das weilRe Perianth spricht fiir 31a R. rhabarbarum, wahrend die
behaarten Blitenstande flir 31b R. australe sprechen.

Beim Vergleich der Blitenfarbe dieser Akzession im Jahr 2015 (Abb. 15 A, Abb. 16 A) mit der
Blutenfarbe aus dem Jahr 2014 (Abb. 15 B), fallt auf, dass im Jahr 2015 noch vereinzelt die Filamente
und der Apex rosa gefarbt sind, die Bliten allerdings weil} sind. Im Jahr 2014 sind die Bliiten dagegen
sowohl rétlich, als auch weil3.

B

Abb. 15 Bluteniibersicht der Akzession 2109. In A ist eine Blite der Akzession 2109 in der Aufsicht aus dem Jahr 2015 zu
sehen und in B ist ein Ausschnitt eines Blitenstandes der Akzession 2109 aus dem Jahr 2014 zu erkennen. Das Bild aus dem
Jahr 2014 stammt von Dr. Thomas Horn (Botanisches Institut 1, KIT).

Weitere Indizien fir die Bestimmung der Akzession 2109 als R. australe liefern die Bilder der
Saatguthersteller Forestfarm at Pacifica (Williams, USA) und Horizon Herbs LLC. (Williams, USA):
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Abb. 16 Vergleich der Akzession 2109 mit einer von der Firma Forestfarm at Pacifica als Rheum australe (emodi)
angebotene Pflanze. In A ist der Habitus der Akzession 2109 abgebildet, in B ist die als von Forestfarm at Pacifica als R.
australe zum Verkauf angebotene Pflanze abgebildet. Website https://www.forestfarm.com/product.php?id=3859,
abgerufen am 16.12.15.

Die in Abb. 16 B abgebildete Pflanze wird von der Firma Forestfarm at Pacifica als Rheum australe
verkauft. Im Vergleich mit der Akzession 2109 in Abb. 16 A sind groRe Ahnlichkeiten zu entdecken:
Sowohl die Blattform, als auch die Blatt- und die Perianthfarbe sind dhnlich.

Abb. 17 Vergleich der Akzession 2109 (A) mit dem Bild des Saatgutherstellers Horizon Herbs LLC (B). In A ist die Akzession
2109 und in B eine von horizon herbs als R australe  angebotene Pflanze. Quelle
:www.horizonherbs.com/product.asp?specific=1883, abgerufen am 16.12.15

Auf der Onlineprasenz der Firma Horizon Herbs LLC., der Firma, woher das Saatgut der Akzession
2109 stammt, ist das Saatgut mit der in Abb. 17 B abgebildeten Pflanze beworben. Sowohl die
Blattform- und farbe, sowie die dunkelroten Blattadern und die dunkle Knospenhiille zeigen starke

Ahnlichkeiten der beiden Pflanzen. Das Perianth ist aber laut Hersteller rot- lila, was auch in Abb. 17
B zu erkennen ist. Dies deckt sich mit dem Bestimmungsschlissel.

Somit wird die Akzession 2109 unter Zuhilfenahme der Blitenbilder aus dem Jahr 2014 und den

Bildern der Saatguthersteller trotz des weiRen Perianths als R. australe bestimmt.
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Unterscheidung zwischen R. webbianum und R. hotaoense

Die unbestimmten Akzessionen mit den herzférmigen, ganzrandigen Blattern gehoren wie die Art R.
australe zur Sektion Rheum. Bei Schritt 29b des Bestimmungsschlissels stehen noch die drei Arten R.
hotaoense, R. webbianum und R. rhabarbarum zur Auswahl.

Tab. 22 Bestimmungsmerkmale des Bestimmungsschliissels Flora of China, 2003 zur Unterscheidung zwischen R.
webbianum, R. hotaoense und R. rhabarbarum.

Blattspreite Verhaltnis Blattlange zu Blattbreite Perianthfarbe

eiformig-herzférmig oder

R. hotaoense herzformig gewohnlich langer als breit grin

R. rhabarbarum | nicht herzférmig, dreieckig | keine Angabe gelb-weil}
nierenfoérmig-herzformig

R. webbianum oder herzformig gewohnlich kiirzer als breit gelb-weil}

Da die Blattform bei den noch nicht bestimmten Akzessionen herzférmig ist, scheidet R.
rhabarbarum als potentielle Art aus, womit nur noch die beiden Arten R. hotaoense und R.
webbianum als Auswahlmoglichkeiten tbrigbleiben.

Da die Akzessionen 7758, 7882, 8168, 8173, 8231, 8255 und 8444 sowohl herzférmige Blatter, die
breiter als lang (Dia. 1) sind und ein gelbes Perianth mit weiRem Rand haben, werden sie als R.
webbianum bestimmt.

Die Akzessionen 5452, 7756, 8007, 8171, 8232 und 8441 haben auch ein gelbes Perianth mit weillem
Rand und herzférmige Blatter, allerdings sind mehr als die Halfte der Blatter langer als breit, was fir
R. hotaoense spricht. Da in diesem Fall der Bestimmungsschlissel keine eindeutige Zuordnung
zuldsst, wird die dem Bestimmungsschliissel angehdngte detaillierte Artbeschreibung zu Rate
gezogen.

Verhaltnis von Blattlange zu Blattbreite

Bei der Unterscheidung zwischen R. webbianum und R. hotaoense sind die Perianthfarbe und der
Anteil an Blatter, die langer als breit sind , Unterscheidungsmerkmale.
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Dia. 1 Prozentualer Anteil an Blatter, die langer als breit sind. Fir die Blattmessungen werden die Bldatter vom Stamm
entfernt und auf einer schwarzen Plane mit einem MaRstab abfotografiert und anschlieBend mit ImageJ) gemessen. Da die
Akzessionen 7758, 7882, 8231, 8255, 8168 und 8173 mehr Blatter besitzen, die breiter als lang sind, gehoren sie zur Art R.
webbianum. Die Akzessionen 8232, 8444, 5452, 8007, 8441, 7756 und 8171 haben mehr Blatter, die ldanger als breit sind.
Dies spricht fur die Zugehdrigkeit zu R. hotaoense bestimmt. Die Balken sind je nach Art farblich markiert: Die Balken von R.
hotaoense sind lila und die von R. webbianum sind orange. Der Standardfehler wird an den Balken dargestellt. Der
Stichprobenumfang ist variiert zwischen 2 und 33 Blattern.

Die Akzessionen 7758, 7882, 8231, 8255, 8168 und 8173 haben Blatter, die meist kirzer als breit
sind, wahrend die Akzessionen 8232, 8444, 5452, 8007, 8441, 7756 und 8171 Blatter haben, die

meist langer als breit sind.

Tab. 23 Ubersicht der Unterscheidung zwischen R. webbianum und R. hotaoense. Da alle Akzessionen herzférmige Blatter
haben und dies fiir beide Arten spricht, wird dies aus der Ubersicht weggelassen. Die orange hinterlegten Merkmale
sprechen fiir R. webbianum und die lila hinterlegten Merkmale sprechen fiir R. hotaoense.

Akzession | Verhaltnis Blattlange zu Blattbreite Perianthfarbe Bestimmung
5452 langer als breit gelb mit weiBem Rand

7756 langer als breit gelb mit weillem Rand

7758 breiter als lang gelb mit weiBem Rand R. webbianum
7882 breiter als lang gelb mit weilem Rand R. webbianum
8007 langer als breit gelb mit weilem Rand

8168 breiter als lang gelb mit weilem Rand R. webbianum
8171 langer als breit gelb mit weillem Rand

8173 breiter als lang gelb mit weiBem Rand

8231 breiter als lang gelb mit weilem Rand R. webbianum
8232 langer als breit gelb mit weiBem Rand R. webbianum
8255 breiter als lang gelb mit weilem Rand R. webbianum
8441 langer als breit gelb mit weilem Rand

8444 langer als breit gelb mit weiBem Rand R. webbianum

Somit werden die Akzessionen 7758, 7882, 8168, 8173, 8231, 8232 und 8444 als R. webbianum
bestimmt. Da bei den Akzessionen 5452, 7756, 8007, 8171 und 8441 jeweils ein Merkmal fir die

beiden Arten sprechen, werden die detaillierten Artbestimmungen verglichen.
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Bestimmung mit Hilfe der detaillierten Artbeschreibung

Die Unterscheidungsmerkmale von R. hotaoense und R. webbianum sind in Tab. 24 und Tab. 25
dargestellt.

Tab. 24 .erster Teil des Vergleichs der detaillierten Artbeschreibung von R. hotaoense und R. webbianum. Die Tabelle
zeigt die Unterscheidungsmerkmale zwischen den beiden Arten R. webbianum und R. hotoaense. Ein orange hinterlegtes
Merkmal bedeutet, dass dieses Merkmal wie bei R. webbianum ausgepragt ist, ein lila hinterlegtes Merkmal bedeutet, dass
das Merkmal wie bei R. hotaoense ausgepragt ist. Die Abkiirzung Blatt L. > Br. Steht fiir Blatter, die meist langer als breit
sind.

Art ‘ Blatt L. > Br. Blattbasis ‘ Blattrand Bliitenstandverzweigung
R. hotaoense |nein breit herzformig leicht gewellt 1 oder 2 Verzweigungen
R. webbianum | ja herzformig gewellt bis zu drei

Tab. 25 zweiter Teil des Vergleichs der detaillierten Artbeschreibung von R. hotaoense und R. webbianum. Die Tabelle
zeigt die Unterscheidungsmerkmale zwischen den beiden Arten R. webbianum und R. hotoaense. Ein orange hinterlegtes
Merkmal bedeutet, dass dieses Merkmal wie bei R. webbianum ausgepragt ist, ein lila hinterlegtes Merkmal bedeutet, dass
das Merkmal wie bei R. hotaoense ausgepragt ist. Die Abkilirzung Blatt L. > Br. Steht fiir Blatter, die meist langer als breit
sind.

Art ‘Tepalenfarbe Furchtform | FruchtgroRe  Fliigel Samenform

R. breit langliche Vene in der | eng kreisformig,
hotaoense |gelb-weilR elliptisch 1cm-1,2cm | Nahe des Randes elliptisch

R. ca. langliche Vene in breit
webbianum | hellgriin kreisférmig | 75-85 mm Mitte kreisformig

Die Ubersicht der zu bestimmenden Akzessionen und die Auspragungen der
Unterscheidungsmerkmale sind in Tab. 26 und Tab. 27aufgelistet.

Tab. 26 Erster Teil des Vergleichs der detaillierten Artbeschreibung von R. hotaoense und R. webbianum. Ein orange
hinterlegtes Merkmal bedeutet, dass dieses Merkmal flir R. webbianum spricht, ein lila hinterlegtes Merkmal bedeutet,
dass das Merkmal fiir R. hotaoense spricht.

Akzession | Blatt langer als breit | Blattbasis ' Blattrand Bliitenstandverzweigungen
5452 langer als breit herzformig gewellt bis zu drei
7756 langer als breit herzformig leicht gewellt | bis zu drei
8007 langer als breit herzformig leicht gewellt | bis zu drei
8171 langer als breit herzformig leicht gewellt | bis zu drei
8232 langer als breit herzformig gewellt bis zu drei
8441 langer als breit herzformig leicht gewellt | bis zu drei
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Tab. 27 Zweiter Teil des Vergleichs der detaillierten Artbeschreibung von R. hotaoense und R. webbianum. Ein orange
hinterlegtes Merkmal bedeutet, dass dieses Merkmal flir R. webbianum spricht, ein lila hinterlegtes Merkmal bedeutet,
dass das Merkmal fiir R. hotaoense spricht.

Akzession Tepalenfarbe | Furchtform FruchtgroBe Fliigel Samenform
5452 gelb-weild breit elliptisch |80 -85 mm |langliche Vene in Mitte | elliptisch
7756 gelb-weild breit elliptisch |80 -85 mm |langliche Vene in Mitte | elliptisch
8007 gelb-weild breit elliptisch |80 -85 mm |langliche Vene in Mitte | elliptisch
8171 gelb-weild breit elliptisch |80 -85 mm |langliche Vene in Mitte | elliptisch
8232 gelb-weild breit elliptisch |80 -85 mm |langliche Vene in Mitte | elliptisch
8441 gelb-weild breit elliptisch |80 -85 mm |langliche Vene in Mitte | elliptisch

Die Samenldnge der untersuchten Akzessionen erreicht nur eine Lange zwischen 54 mm und 68mm.
Die Fruchtlange von R. webbianum wiare mit 1 bis 1,2 cm ca. doppelt so groRR wie die meisten der
gemessen Samen. Dementsprechend ist das Merkmal der Fruchtlange ndaher an den 80 — 85 mm von
R. hotaoense als an dem von R. webbianum.

Somit werden die Akzessionen 5452, 7756, 8007, 8171, 8232 und 8441 mit Hilfe der detaillierten
Artbeschreibung als R. hotaoense bestimmt.

Einteilung der nicht gebliihten Akzessionen aufgrund von Blattmerkmalen

Die Akzessionen, die nicht gebliht haben konnen aufgrund des Fehlens wichtiger
Unterscheidungsmerkmalen nur groR eingeteilt werden. Dazu wird die Blattform in gefingert und
nicht gefingert unterschieden. Alle Akzessionen, die gefingerte Blatter besitzen, gehdren zur Sektion
Palmata. Fur die weitere Einteilung waren weitere Details (iber die Blatteinschnitte und die
Tepalenfarbe notwendig. Bei den Akzessionen mit ganzrandigen Blattern handelt es sich sehr
wahrscheinlich um Akzessionen der Sektion Rheum. Die Blatter dieser Akzessionen sind in
abgebildet.

Tab. 28 Ubersicht der Einteilung der Akzessionen, die nicht gebliiht haben. Die Akzessionen mit gefingerten Blattern
gehoren zur Sektion Palmata, die Blatter mit ganzrandigen Akzessionen gehdren wahrscheinlich zur Sektion Rheum.

gefingerte Blatter ganzrandige Blatter Blattform unbekannt
5451 5453 8225
7166 7757 8226
7753 8006 8392
8266 8172 8442
8267 8224 8443
8402
8403
8440
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Zusammenfassung der morphologischen Bestimmung

Tab. 29 Zusammenfassung der morphologischen Bestimmung. Die griin hinterlegten Akzessionen kénnen anhand des
Bestimmungsschlissels ohne weitere Hilfe identifiziert werden, bei den rot hinterlegten Akzessionen muss die detaillierte
Bartbeschreibung zur Hilfe hinzugezogen werden.

Deserticola Palmata Rheum

R. p R.0 gle| R.palma R. australe BESLTIELIGN R.webbianum

8210 7164 1473 2109 5452 7758

7755 7756 7882

8566 8007 8168

8171 8173

8232 8231

8441 8255

8444

Zusatzliche Beobachtung

Pflanzenhohe zum Zeitpunkt der Knospenoffnung

Abb. 18 Unterschiedlichen Bliihhéhen ausgewadhlter Akzessionen. Der erste beobachtete Zeitpunkt, an dem das Perianth
durch die Blitenhille erkannt werden konnte ist in Abb. 18 dokumentiert. Dieser Zeitpunkt wird als Beginn der Blite
definiert. In A ist die Bliite der Akzession 8168, in B die der Akzession 8444, in C die der Akzession 2109 und in D die der
Akzession 7755 kurz nach dem ersten Offnen der Bliitenknospe zu sehen.

Beim Betrachten der Hohe zum Zeitpunkt des Offnens der Bliite bei den unterschiedlichen
Akzessionen ist auffallig, dass die Akzessionen der Sektion Palmata (1473, 7164, 7755 und 8566) erst
ab einer Héhe von 50 cm - 70 cm mit dem Offnen der Knospe beginnen, was exemplarisch in Abb. 18
D bei Akzession 7755 zu sehen ist. Bei der Sektion Rheum ist dies schon innerhalb der ersten 20 cm
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geschehen (A und B). Wobei hier die Akzession 2109 eine Ausnahme bildet: Bei dieser Akzession
beginnt das Offnen der Knospe erst bei einer Héhe von ca. 40 cm (C).

6.1.4.Ausgewdhlte morphologische Messungen

Ausgehend von den vorgenommenen Bestimmungen werden die Samenbreite — und lange, die
Fligelbreite des Samens, die Blattlange — und breite gemessen und deren potentielle Nutzung als
Unterscheidungsmerkmal analysiert. Dabei wird jede Akzession einzeln vermessen und anschliefend
die Mittelwerte jeder Art berechnet. Dabei wird die Akzession 8210 mit ihren sehr kleinen Blattern
ausgelassen.

Durchschnittliche Samenbreite

40.0
35.0

35.0
30.8 30.2

30.0 =

25.0 I 23.2

20.0

15.0

10.0
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0.0 T T T T
hotaoense webbianum officinale australe palmatum

Dia. 2 durchschnittliche Samenbreite der unterschiedlichen Arten in mm. Der Mittelwert der Samenbreite der Art R.
hotaoense betragt 35mm, der Mittelwert der Samenbreite der Art R. webbianum betragt 30,8, der Mittelwert der
Samenbreite der Art R. officinale betragt 30,2, der Mittelwert der Samenbreite von R. australe betrdgt 24,9 und der
Mittelwert der Samenbreite bei R. palmatum betragt 23,2 mm. Der Standardfehler ist im jeweiligen Balken eingetragen.

Sie Signifikanz wurde mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse (siehe Appendix) und mit einem
einseitigen T-Test durchgefiihrt. Beide kamen zu dem Ergebnisse, dass die Art R. hotaoense
signifikant groRer als die restlichen Akzessionen ist. Nur der Unterschied zwischen R. webbianum mit
30,8 mm und R.officinale mit 30,2 cm ist nicht signifikant. Die restlichen Werte sind signifikant
unterschiedlich.
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Durchschnittliche Samenldange
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Dia. 3 Samenlange der unterschiedlichen Arten in mm. Der Mittelwert der Samenlange der Art R. hotaoense betragt 59,7
mm, der Mittelwert der Samenldnge der Art R. officinale betragt 57,6 mm, der Mittelwert der Samenldnge bei R.
webbianum betragt 52,7 mm, der Mittelwert der Samenldnge bei R. palmatum betragt 23,2 mm und der Mittelwert der
Samenldnge der Art R. australe betrégt 40,2 mm. Der Standardfehler ist im jeweiligen Balken eingetragen.

Die durchschnittlichen Samenldangen der Arten sind laut T-Test und einfaktorieller Varianzanalyse
(siehe Appendix) signifikant. Dabei fallt vor allem die Art R. australe auf, da sie mit durchschnittlichen
40 mm Samenldange um einiges kleiner, als die anderen Arten.

Durchschnittliche Blattbreite

60.0
50.0 475
416
40.0
29.7 29.6
30.0
20.0 16.9
N .:
0.0 T T T
officinale palmatum hotaoense webbianum australe

Dia. 4 Blattbreite der unterschiedlichen Arten in cm. Der Mittelwert der Blattbreite der Art R. officinale betragt 47,5 cm,
der Mittelwert der Blattbreite bei R. palmatum betragt 41,6 cm der Mittelwert der Blattbreite bei R. webbianum betragt
29,7 cm, der Blattbreite der Art R. hotaoense betragt 29,6 cm und der Mittelwert der Blattbreite der Art R. australe betrdgt
16,9 cm. Der Standardfehler ist im jeweiligen Balken eingetragen.
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Die Blattbreite der Art R. hotaoense und R. webbianum sind nicht signifikant unter schiedlich. Die
durchschnittlichen Blattbreiten der anderen Kombinationen sind laut einfaktorieller Varianzanalyse
(Appendix) signifikant unterschiedlich.

Die Blattbreiten der Arten erreichen durchschnittliche Werte zwischen 16,9 cm bei R. australe und
47,5 cm bei R. officinale. Die Art R. webbianum erreicht eine durchschnittliche Blattbreite von 29,6
cm, wahrend R: hotaoense mit durchschnittlichen 29,7 cm minimal groRer ist. Die Art R. palmatum
erreicht eine durchschnittliche Hohe von 41,6 cm.

Durchschnittliche Blattldnge
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Dia. 5 durchschnittliche Blattlange der unterschiedlichen Arten in cm. Der Mittelwert der Blattldnge der Art R. officinale
betragt 49,8 cm, der Mittelwert der Blattlange bei R. palmatum betragt 34,7 cm der Mittelwert der Samenlange bei R.
webbianum betragt 34,7 cm, der Blattlange der Art R. hotaoense betragt 27,8 cm und der Mittelwert der Samenlange der
Art R. australe betragt 14,5 cm. Der Standardfehler ist im jeweiligen Balken eingetragen.

Die durchschnittliche Blattlange von R. officinale betragt 49,8 cm, wahrend die Art R. palmatum mit
34,7 cm deutlich kiirzere Blatter hat. Gleiches gilt fiir die Art R. hotaoense mit einer
durchschnittlichen Blattlange von 32,5 cm und R. webbianum mit durchschnittlichen 27,8 cm. Die Art
R. australe hat mit einer durchschnittlichen Blattlange von 14,5 cm mit Abstand die kleinsten Blatter.
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6.2.Molekulare Analyse

6.2.1.psbA-trnH

100bp 7755 1473 8566 7164 7166 8392 8389 8266 8210 5452
100bp  H20

" Iml

1|

Abb. 19 Agarosegeldbild A der psbA-trnH Sequenzierung. Die Gelelektrophorese wurde in einer mupidOne Gelkammer bei
100 Volt und 30 Minuten auf einem 1,5% Agarosegel (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) durchgefiihrt. Die

Bande der Akzession 8392 wurde nachtraglich eingetragen, um zu zeigen, dass die Bandenhohe der Akzessionen 8389 und
8210 gleich grol} ist und sich von den Banden der anderen Akzessionen absetzt.

Die Fragmente der Akzessionen 8392, 8389 und 8210 sind bei ca. 400 bp lokalisiert, wahrend die

Banden der anderen Akzessionen bei ca. 600 bp sind. Auch bei der Akzession 8266 ldsst sich eine
Bande auf der Hohe von ca. 600 bp erkennen.
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Abb. 20 ab einem Bootstrap Wert von 70 kondensierter Stammbaum basierend auf psbA-trnH Chloroplastenregion. Bei
der Erstellung des Baumes wurde als Test der Phylogenie die Bootstrap Methode mit 1000 Bootstrap Replikaten, als
Methode die p-distance ausgewahlt und alle unbestimmten Positionen (? Und N),sowie Gaps werden mit einer Pairwise
deletion gehandhabt. R. palmatum ist mit einem roten, R. officinale mit einem blauen, R. webbianum mit einem
orangefarbigen, R. hotaoense mit einem lilafarbigen, R. australe mit einem griinen und R. pumilum mit einem braunen
Kastchen markiert. Die Akzessionen, die nicht bestimmt werden konnten, sind sofern moglich anhand ihrer Blattform
eingeteilt: Die Akzessionen, die nach der Blattform zur Sektion Palmata gehoren, sind mit rot-blau gestreiften Kastchen
markiert, die Akzessionen, die ganzrandige Blatter haben sind mit einem gelben Kastchen und die Akzessionen, deren
Blattform nicht bestimmt werden konnte mit einem schwarzen Kastchen markiert.
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Das Dendrogramm ldsst sich in vier Kladen unterteilen. In Klade 1 sind die Akzessionen 8171 und
8232, die als R. hotaoense bestimmt wurden mit der Akzession 8266 der Sektion Palmata zusammen
geclustert.

In Klade 2 sind die Akzessionen der Sektion Rheum mit Ausnahme von R. australe (2109), welche
zusammen mit den Akzessionen der Sektion Rheum in Klade 3 clustert. Dabei befinden sich die als R.
officinale bestimmte Akzession 7164 zusammen mit den unbestimmten Akzessionen der Sektion
Palmata in einer monophyletischen Gruppe. Die als R. palmatum bestimmten Akzessionen 1473 und
7755 bilden eine monophyletische Gruppe innerhalb Klade 3. Die dritte Akzession, die als R:
palmatum bestimmt wurde, befindet sich auch in Klade 3, allerdings zusammen mit der Akzession
2109 auBerhalb der beiden monophyletischen Gruppen.

Zwei der flinf Akzessionen (8231 und 8171), die als R. hotaoense bestimmt sind, clustern in einem
monophyletischen Cluster in der Outgroup, wahrend die anderen Akzessionen der Art R. hotaoense
zusammen mit R. webbianum und den unbestimmten Akzessionen in Klade vorzufinden ist.
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6.2.2.Internal transcribed spacer (ITS)
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Abb. 21 exemplarisches Agarosegelbild des Markers ITS 4-5 ausgewdhlter Rheum Akzessionen. Die lila umrahmten
Akzessionen sind als R. hotaoense und die griin umrahmte Akzessionen als R. australe bestimmt.

In Abb. 21 ist zu erkennen, dass bei allen Proben Mehrfachbanden auftreten. Die Banden reichen von
ca. 450 bei Akzession 8392 (Tasche 8) bis 900 bp bei Akzession 5451 (Taschell). Wahrend bei den
Akzessionen 8441, 8171, 8442, 2109 und 8173 (Tasche 2, 3, 4, 5 und 6) zwei Banden zwischen 600
und 800 bp zu erkennen sind, zeigen die Akzessionen 8392, 8439 , 8403 und 5452 (Tasche 8,9,10,
und 11) mindestens drei Banden. Bei der Akzession 8443 ist keine Bande erkennbar.
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6.2.3.Tubulin basierter Polymorphismus (TBP)
6.2.3.1. Intron 1 der B-Tubulin-Genfamilie
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Abb. 22 Virtuelles Gel des Introns 1 der B-Tubulin-Genfamilie. Zur besseren Visualisierung wurde nach fiunf Akzessionen ein Trennstrich in das virtuelle Gel hinzugefiigt . Die roten Rahmen
markieren den Bereich, der eine potentielle Hybridisierung zeigt. Im braunen Rahmen sind die beiden dhnlichen banden der Akzessionen 8210 und 8392 dargestellt. Die morphologisch
bestimmten Akzessionen werden durch unterschiedlich markierte Kastchen angezeigt: Dabei steht griin fur R. australe, rot fiir R. palmatum, blau fir R. officinale, orange fiir R. webbianum, lila fur
R. hotaoense und braun fir R. pumilum. Bei den Akzessionen, die nur anhand der Blattform eingeteilt werden konnten, steht ein gelbes Kastchen fir ganzrandige Blatter und die zur Sektion

Palmata gehorenden Akzessionen mit gefingerten Blatter sind mit rot-blau gestreiften Kastchen markiert. Die Akzessionen, bei denen die Blattform nicht identifiziert werden kann, werden mit
einem schwarzen Kastchen markiert.
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In diesem virtuellen Gel sind die rot umrandeten Bereiche mit einer Vielzahl an monomorphen
Banden mit einer Lange zwischen 150 und 380 bp interessant. Diese sind vorwiegend und besonders
stark bei einem Teil der der Sektion Palmata (7164, 7166, 7753, 7755, 8566) zu erkennen. Im
Gegensatz dazu lassen sich bei den restlichen Akzessionen der Sektion Palmata (1473, 5451, 8266
und 8267) nur maximal drei Banden in diesem Bereich lokalisieren.

Bei der Akzessionen 8172 lasst sich ein dhnliches Bandenmuster im Bereich zwischen 150 und 380 bp
wie bei den Akzessionen 7164, 7166, 7753, 7755 und 8566 feststellen. Beim Vergleich der anderen
Akzessionen mit gehiuften Bandenvorkommen in dieser Region ist vor allem die Ahnlichkeit der
Bandenmuster der Akzession 8403 und 8566 auffallig. Auch bei den Akzessionen 8173 und 8442
lassen sich viele Banden innerhalb des Bereiches zwischen 150 und 380 bp erkennen.

Die braun umrahmten Banden der beiden Akzessionen 8210 und 8392 zeigen ein sehr dhnliches
Bandenmuster, welches sich stark von dem der anderen Akzessionen unterscheidet. Vor allem im
Bereich zwischen 600 und 700 bp sind im Vergleich zu den anderen Akzessionen sehr viele Banden zu
erkennen.
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Abb. 23 Dendrogramm basierend auf den Isotypen des Introns 1 der B-Tubulin-Genfamilie. Das Dendrogramm basiert auf den Jaccard Distanzen der Fragmentmuster der verschiedenen Proben.
Die Klade 1 beinhaltet die monophyletische Gruppe der Sektion Palmata und die Klade wie beinhaltet eine monophyletische Gruppe, die aus Akzessionen der Sektion Rheum und einer
unbestimmten Akzessionen. In Klade drei sind die restlichen Akzessionen der Sektion Rheum lokalisiert. Die morphologisch bestimmten Akzessionen werden durch unterschiedlich markierte
Kastchen angezeigt: Dabei steht griin fir R. australe, rot fir R. palmatum, blau flr R. officinale, orange fiir R. webbianum, lila fiir R. hotaoense und braun fir R. pumilum. Bei den Akzessionen, die
nur anhand der Blattform eingeteilt werden konnten, steht ein gelbes Kastchen fiir ganzrandige Blatter und die zur Sektion Palmata gehérenden Akzessionen mit gefingerten Blatter sind mit rot-
blau gestreiften Kastchen markiert. Die Akzessionen, bei denen die Blattform nicht identifiziert werden kann, werden mit einem schwarzen Kastchen markiert.
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Die Akzession 8443 bildet die AuRengruppe, worauf die Akzession 8226 folgt. AnschlieRend gibt es
die monophyletische Gruppe der Akzessionen 8210 und 8392.

Die Kladen 1 und 2 enthalt alle Akzessionen, die im virtuellen Gel viele Banden im Bereich zwischen
150 und 380 bp aufgezeigt haben. Dabei befinden sich in Klade 2 nur — aber nicht alle -- Akzessionen
der Sektion Palmata (7753, 7164, 7166, 8566 und 7755), wobei sowohl die Arten R. palmatum (7755
und 8566), R. officinale und die nicht bestimmbaren Akzessionen 7753 und 7166 in dieser Klade
lokalisiert sind.

In Klade 2 clustern die Akzessionen 8173, 8172, 8403 und 8442. Wahrend die Akzession 8173 als R.
webbianum bestimmt ist, kann bei den Akzessionen 8172 und 8403 nur gesagt werden, dass sie
keine gefingerten Blatter besitzen und Akzession 8442 kann aufgrund von fehlenden Eigenschaften
nicht bestimmt werden.

Die Akzessionen 8389 und 1473 befinden sich zwischen den monophyletischen Gruppen von 8266
und 5451 und der Klade 1 und 2.

Klade 3 besteht aus den restlichen Akzessionen der Gattung Rheum und der unbestimmten
Akzession 8225.

Der Heterozygositatswert, der die Wahrscheinlichkeit beschreibt, dass ein Individuum einer
Population einen heterozygoten Lokus besitzt, ist mit 0,9901 sehr hoch. Der Cophenetische
Korrelationskoeffizient betragt 0,9340 und der Polymorphism Information Content (PIC), der das
Mald an Nitzlichkeit des Markers fiir die Verwandtschaftsanalyse [50] beschreibt, betragt 0,9899. Ein
PIC von iber einem Wert von 0,5 ist sehr informativ [50], was bedeutet, dass der untersuchte Marker
diese Anforderungen erfllt.
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6.2.3.2.Intron 2 der B-Tubulin Genfamilie
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Abb. 24 Dendrogramm basierend auf den Isotypen des Introns 2 der B-Tubulin-Genfamilie. Die schwarzen Kastchen markieren die einzelnen Kladen. In Klade 1 befinden sich vor allem
Akzessionen der Sektion Palmata mit zwei Akzessionen von R. hotaoense und der Akzession 2109 (R: australe). In Klade 2 sind zwei Akzessionen mit herzformigen Blattern und jeweils eine
Akzession von R. rhabarbarum und einer Akzession der Sektion Palmata. In Klade 3 sind zwei Akzessionen der Art R. hotaoense und zwei Akzessionen der Sektion Rheum. In Klade 4 befinden sich
vor allem Akzessionen der Art R. webbianum. AuBerdem sind die Akzessionen 8566 und 8267 der Sektion Palmata, die Akzession 8171 und vier unbestimmte Akzessionen in diesem Cluster
lokalisiert. Im Cluster 5 sind nur unbestimmte Akzessionen lokalisiert. Das Dendrogramm basiert auf den Jaccard Distanzen der Fragmentmuster der verschiedenen Proben. Die Beschriftung der
Akzessionen ist wie in Abb. 23 durchgefiihrt.
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Die Akzession 7753 bildet die AuBengruppe dieses Dendrogramms. Als nachste Gruppierung ist die
monophyletische Gruppe der Akzession 8389 und 8402 zu nennen. AnschlieBend sind in Klade 1 ein
Grolteil der Akzessionen der Sektion Palmata aufzufinden: Sowohl die Akzessionen 1473, 5451,
7164,7166 und 7755 sind in dieser Klade lokalisiert. Neben diesen Akzessionen sind die als R.
hotaoense bestimmten Akzessionen 5452 und 7756, die Akzession 2109 (R. australe) und die
Akzession 5453 in Klade 1 aufzufinden.

In Klade 2 sind die Akzessionen 8006, 8172, die zur Sektion Palmata gehdrende Akzession 8266 und
die als R. hotaoense bestimmte Akzession8232 lokalisiert.

In Klade 3 sind die beiden als R. hotaoense bestimmten Akzessionen 8007 und 8441 und die noch
nicht bestimmten Akzessionen 8440 und 8440.

In Klade 4 befinden sich die Akzessionen von R. webbianum (7758, 7882,8168, 8173, 8231 und 8444),
die Akzession 8171 (R. hotaoense), die unbestimmten Akzessionen 7757, 8224 und 8443, sowie die
Akzessionen 8267 und 8556 der Sektion Palmata.

In der Klade 5 befinden sich mit den Akzessionen 8154, 8226, 8392 und 8403 nur Akzessionen, die
morphologisch nicht bestimmt werden konnte.
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6.3.chemische Analyse

6.3.1.Férbenachweifld nach Fluck

Abb. 25 zeigt die Suspension des Wurzelpulvers mit Phosphormolybdanschwefelsdaure direkt nach dem Auftragen auf
das Papier. Links im Bild ist das Farbschema (Appendix) als Farbvergleich. Dabei ist die Farbe, die die Suspension der
Akzessionen der Sektion Rheum annehmen mit | und die Farbe, die die Suspension der Akzessionen Palmata annehmen mit
Il gekennzeichnet. Die Tropfen der Suspension sind mit Buchstaben markiert: Die Suspension der Akzession 7441 ist mit A
beschriftet, die Suspension der Akzession 7755 mit B, die Suspension der Akzession 8566 mit C und die Suspension der
Akzession 7164 mit D.

Abb. 25 zeigt exemplarisch die Farbreaktionen von vier Akzessionen direkt nach dem Auftragen der
Wourzel-Phosphormolybdénschwefelsaure-Suspension auf das Papier. Bei Akzession 8441 (A) ist eine
blaue Verfarbung der Suspension erkennbar. Dieses Blau entspricht der mit | markierten Farbe des
Farbschemas. Im Gegensatz dazu ist die Farbung der Akzessionen 7755 (B), 8566 (C) und 7164 (D)
dunkel - bis olivgriin und entspricht dem mit Il markierten griin. Die Ergebnisse der restlichen
Akzessionen sind tabellarisch aufgelistet:
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Akzession | Bestimmung Flora of China Blattform

. spec.

Farbung

. rhabarbarum
. webbianum

. webbianum

. hotaoense

. webbianum ungefingert
. hotaoense

. hotaoense

. webbianum

. spec

. spec

. officinale

. palmatum

gefingert
. palmatum

X X | XX XXV NP XX XX XV XXV XXV XX XV XV DD

. spec

Tab.1 Zeigt die Farbténe der untersuchten Akzessionen direkt nach dem Auftragen der Wurzel-
Phosphormolybdanschwefelsaure-Suspension auf das Papier. Der Farbton dnderte sich innerhalb der nachsten 10 Minuten
nicht. Zusatzlich sind die morphologische Bestimmung und die Blattform der einzelnen Akzessionen in der Tabelle
eingetragen.

Wie in Tab.1 zu sehen ist, haben sich elf der 15 getesteten Suspensionen blau verfarbt. Dies sind die
Akzessionen 2109, 7756, 7882, 8168, 8171, 8231, 8232, 8441, 8444, 8225 und 8440. Die vier
Akzessionen, die sich griin verfarbten sind 7164, 7755, 8566 und 8266.

Die Farbung erfolgte bei allen getesteten Akzessionen sehr schnell, wobei die Blaufarbung sofort, die
Grunfarbung erst ein bis zwei Sekunden nach der Zugabe der Phosphormolybdanschwefelsdure
einsetzt.

Es ist auffallig, dass alle Akzessionen, die zur Sektion Palmata gehoéren eine griinliche Verfarbung
aufzeigen, wahrend alle zur Sektion Rheum gehodrenden Akzessionen eine blduliche Farbung
aufweisen.
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7.Diskussion

7.1.Morphologie

7.1.1.Bliihzeitpunkt
Der frihere Bliihzeitpunkt von R. pumilum kénnte eventuell durch Photoperiodismus erklart werden.

Die Pflanzen erkennen wie lange der Tag ist und beginnen ab einem gewissen Wert mit der Blite.
Deswegen werden die urspriinglichen Verbreitungsgebiete der Arten auf zeitliche Unterschiede
verglichen. Allerdings lasst sich in den Provinzen, in denen die Art R. pumilim heimisch ist keine
zeitlichen Unterschiede festzustellen.

Die unterschiedlichen Bliihzeiten kénnen dazu fiihren, dass manche Arten schon gefruchtet haben
bevor andere Arten mit der Bliite angefangen haben. Dies wiirde bedeuten, dass eine Artbarriere
entstanden ist.

Dies lasst sich aber bei den Beobachtungen des Jahres 2015 nicht feststellen, da die Fruchtung an
einer Pflanze nicht absolut zeitgleich ablauft, Gberlappen sich die Zeiten, an denen die Bliten blihen
innerhalb der meisten Akzessionen. Nur die Akzession 7755 bliuht erst nachdem die Bliten der
Akzession 8210 schon abgefallen sind. Dies bedeutet, dass diese Pflanzen keine Chance auf eine
Reproduktion haben und somit eine Artbarriere zwischen ihnen auftritt. Sollten die Werte dieser
Blihzeitpunkte in Zukunft weiter divergieren, konnte es dazu kommen, dass es zu einer Artbarriere
zwischen den einzelnen Arten, oder sogar innerhalb einer Art kommen kann.

7.1.2.Bestimmung mit Hilfe des Bestimmungsschliissels

Mit Hilfe des Bestimmungsschliissels kann die Akzession 8210 als R. pumilim, die Akzession 7164 als
R. officinale und die Akzessionen 1473, 7755 und 8566 als R. palmatum bestimmt werden. Des
Weiteren kénnen die Akzessionen 7758, 7882, 8168, 8173, 8232, 8255 und 8444 als R. webbianum
bestimmt werden. Die Bestimmung der Akzession 2109 als R. australe funktionierte nur durch die

Hilfe der Perianthfarben des vorigen Jahres, da die Bliiten dieses Jahr weil} waren und nicht wie im
Bestimmungsschlissel rot. AuRerdem ist die Bestimmung der Akzessionen 5452, 7756, 8007, 8171,
8231 und 8444 als R. hotaoense nur durch den Vergleich der detaillierten Artbeschreibung des
Bestimmungsschlissels moglich und nicht direkt durch den Bestimmungsschlissel.

Zusatzlich kénnen denen im Jahr 2015 nicht blihenden Akzessionen 5451, 7166, 7753, 8266 und
8267 anhand der gefingerten Blattform eine Zugehdrigkeit zur Sektion Palmata attestiert werden.

7 1.2.1.Stichprobenumfang Blattmessungen

Der Stichprobenumfang der Blattmessungen ist ziemlich klein: Von der Akzession 7164, 7755, 7758,
7882, 8210, 8255, 8439, 8440, 8444, 8566 konnten nur bis zu 7 Blatter vermessen werden. Aufgrund
dieses geringen Stichprobenumfanges sind diese Ergebnisse mit Vorsicht zu genieRen. Bei der hier

durchgefiihrten Analyse konnten teilweille mehrere Pflanzen einer Akzession analysiert werden. Da
dies bei vielen Akzessionen allerdings nicht reicht, um einen signifikanten Unterschied zwischen der
Blattlange — und breite sehen zu kdnnen, wird dies beim Versuch einzelner Pflanzen in der freien
Wildbahn noch viel komplizierter Aus diesem Grund kénnte dieses Merkmal fiir die Bestimmung im
Feld zu variabel sein. Dabei konnte es passieren, dass dieses Merkmal durch den kleinen
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Stichprobenumfang und der stark von Umweltfaktoren abhdngigen zu einem variablen Merkmal

wird.

7.1.2.2.Pflanzengrof3e
Ein weiteres Problem mit dem Bestimmungsschlissel ist die GroRe der Pflanzen, die laut

Bestimmungsschliissel eine maximale Hohe von 2 mbetragt. Allerdings erreichten acht der
untersuchten Akzessionen im Jahr 2015 eine Hohe liber 2 m. Da im Bestimmungsschliissel keine
andere Art mit einer Hohe liber 2 m beschrieben wird, kann es durch diese zu grofle Héhe nicht zur
Falschbestimmung einer Art kommen. Stattdessen kénnte dies zu Problemen bei Bestimmungen von
kleineren Arten flhren, sofern diese auch prozentual groRer werden, als der Bestimmungsschliissel
angibt. Die Bestimmungsschritte, bei denen eine Wuchshéhe wichtig ist, befinden sich meist im
Unterscheidungsschritt zwischen zwei Arten, wodurch die so zu erwartenden Auswirkung eher gering
ausfallen.

7.1.2.3.Tepalenfarbe

Bei der Bewertung der Tepalenfarbe kann der Zeitpunkt eine Rolle spielen. Eigene Beobachtungen

deuten darauf hin, dass die Tepalen der meisten Akzessionen, zuerst griin sind (Abb. 26A) und nach
und nach verblassen, bis nur noch ein gelber Bereich in der Mitte der Tepale (Abb. 26 B) mit einem
weillen Rand Ubrig bleibt.

Abb. 26 Bliite der Akzession 8232 im frithen (A) und spaten (B) Stadium. In A ist exemplarisch eine noch geschlossene,
grun gefarbte (C) Blute der Akzession 8232 abgebildet. Einen Ausschnitt der gedffneten Bliiten dieser Akzession ist in B
abgebildet. Dabei ist der gelbe Innenteil der Tepale (E), das mit einem weiRen, leicht durchsichtigen Bereich (D) umgeben
ist, sichtbar.

Der farbliche Unterschied zwischen hellgriin und gelb fallt eher gering aus, was potentiell zumindest
bei einer Bestimmung im Feld zu Unterscheidungsschwierigkeiten fiihren kann. Die Unterscheidung
von lila-roten oder weiRen Tepalen ist einfach vorzunehmen, allerdings kann bei der Akzession 2109
eine Veranderung der Tepalenfarbe vom Jahr 2014 auf 2015 beobachtet werden. Da bei einer
Bestimmung im Feld diese Zusatzinformation nicht vorhanden gewesen ware, hitte es in diesem Fall
zu einer falschen Bestimmung fiihren kdnnen. Da diese Art allerdings durch ihre intensive Rotfarbung
der Blattadern, die dunkelgriinen, breit herzféormigen Blatter mit abgerundetem Apex und die
geringe Wachstumshdhe von den anderen zu unterscheiden ist, muss dieses Merkmal fir die
Unterscheidung zwischen R. rhabarbarum und R. australe nicht angewendet werden.
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Ein Grund fir das Verschwinden der Rotfarbung konnte eine Abnahme der Anthocyankonzentration
sein. Da Anthocyan als UV-Schutz bekannt ist, konnte die bedeuten, dass diese Entwicklung eine
Anpassung der Pflanze an die geringeren UV-Strahlung im Vergleich zu ihrem Herkunftsort ist. Der
biogeographische Hintergrund koénnte hier eine Erklarung liefern: Das natlirliche Habitat von R.
australe sind grasige Hange in 3500 bis 4300 m [18], wihrend Karlsruhe auf 115 m U.NN liegt.

Allerdings war die Akzession 2109 beim Vergleich der Perianthfarbe der Akzessionen des Botanischen
Gartens des KIT der Jahre 2015 und 2014 die einzige von 13 Akzessionen, die eine andere
Perianthfarbe angenommen hat. Von den diesen 13 Akzessionen gab es nur zwei Akzessionen mit
einem roten Perianth. Dies konnte eventuell darauf hindeuten, dass die Perianthfarbe mit
zunehmendem Alter abnimmt Daher konnte es eventuell sein, dass die Rotfarbung des Perianths
nach und nach abnimmt.

7.1.2.4.Unterscheidung zwischen R. webbianum und R. hotaoense mit Hilfe der

detaillierten Artbeschreibung
Beim Betrachten der detaillierten Artbeschreibung fallt auf, dass R. rhabarbarum, was laut Schritt 28

des Bestimmungsschlissels keine herzférmigen Blatter hat, ein sehr breites Spektrum an moglichen
Blattformen aufweisen kann. Besonders interessant ist die Tatsache, dass die Blattbasis herzformig
ist und der Apex sowohl spitz zulaufend — was einem herzférmigen Blatt entspricht- oder stumpf
zulaufen kann. Dies widerspricht dem Bestimmungsschliissel und hat bei der anfianglichen
Bestimmung zu Schwierigkeiten gefiihrt. Da alle Akzessionen, die als R. hotaoense oder R.
webbianum bestimmt werden konnten herzférmige Blatter aufweisen, ist es moglich, dass diese
Bestimmung nur aufgrund dieses Ausschlusses von herzférmigen Blattern bei R. rhabarbarum
zustande gekommen sind. Die anderen Unterscheidungsmerkmale, die zur Bestimmung als R.
rhabarbarum gefiihrt hatten, hatten die Akzessionen erfiillt. Somit ist die Bestimmung dieser
Akzessionen nicht eindeutig durchfihrbar und der Bestimmungsschliissel muss dahingehend
Uberprift werden. Eventuell ist die Beschreibung ungenau und die Blatter von R. rhabarbarum sind
selten herzférmig und sehr oft nicht herzformig. Das sollte aber dann auch im Bestimmungsschlissel
festgehalten werden.

Beim Betrachten von Tab. 27, die dir Unterschiede zwischen R. webbianum und R. hotaoense
aufzeigt, fallt auf, dass die Samen — und Fruchtform dieser Akzessionen einerseits fir ein Merkmal
von R. webbianum spricht, wahrend die FruchtgréBe, Fligelbreite und die ldngliche Vene im
mittleren Fliigelbereiches Merkmale fiir die Art R. hotaoense spricht. Dies konnte auf ein
Hybridisierungsereignis hindeuten, da es sonst sehr schwer vorstellbar ist, dass an einem Organ
Merkmale von zwei unterschiedlichen Arten zu finden sind.

59



Seite | 60

7.1.3.Zusammenfassung Morphologie

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass mit diesem Schliissel 12 der 18 Akzessionen bestimmt
werden konnten. Allerdings ist die Unterscheidung zwischen R. webbianum, R. hotaoense und R.
rhabarbarum sehr schwer, sofern sie Uberhaupt moglich ist. Vor allem der Ausschluss von
herzformigen Blattern bei R. rhabarbarum, obwohl in der detaillierten Artbeschreibung herzformige
Blatter als Moglichkeit bei R: rhabarbarum aufgelistet sind, kann zu Falschbestimmungen fihren.
Daher konnten die als R. webbianum oder R. hotaoense bestimmten Akzessionen auch R.
rhabarbarum sein. Innerhalb der Sektion Palmata hat die Unterscheidung funktioniert, obwohl es
laut [51]Quellen gibt, die sagen, dass alle Arten als Synonym zu R. palmatum behandelt werden
sollen.

Insgesamt gibt es sehr viele Ahnlichkeiten und es fillt auch mit Hilfe der detaillierten
Artbeschreibung schwer die Arten R. rhabarbarum, R. webbianum und R. hotaoense zu
unterscheiden. Dies ist wahrscheinlich einer der Griinde, warum es in Botanischen Garten viele falsch
bestimmte Rheum Pflanzen gibt [52].

Bei der Analyse der Akzessionen der Sektion Palmata gab es keine Unstimmigkeiten. Allerdings
schlagen sowohl Grabovskaya [18], als auch [2] vor, dass die Arten der Sektion Palmata Synonyme fiir
R. palmatum sind. [2] weist auf sehr groRe Variabilitdt bei Blattmessungen und Blattform der
unterschiedlichen Untersuchten Population hin. In derselben Studie konnte auch gezeigt werden,
dass die Blatteinschnitte von der Hohe und dem Breitengrad abhdngt. Diese Hypothese kann mit den
vorhandenen Akzessionen nicht Uberprift werden, da bei keiner Akzession der Sektion Palmata
Informationen Uber die Hohe aus der das Saatgut stammt, vorhanden sind.

7.1.4. Ausgewdhlte Morphologische Messungen

Bei der Analyse der Blatt- und Samenmessungen fallt auf, dass die Art R. australe sowohl sehr kleine
Blatter, als auch Samen hat. Diese Merkmale kdnnen in der Zukunft mit in die Bestimmung
einflieBen.

Beim Vergleich von R: officinale und R. palmatum fallt auf, dass die durchschnittliche Blattldnge von
R: officiniale groRer ist, als bei R. palmatum. Sollte sich dies manifestieren und der Trend, dass auch
die Blattbreite von R. officinale gréBer als von R: palmatum ist, konnte dieses Merkmal als
Unterscheidungsmerkmal mit in den Bestimmungsschlissel integriert werden.

Beim Vergleich der Samenbreite und- lange fallt auf, dass R. palmatum sowohl breitere, als auch
langere Samen besitzt. Dieses Merkmal kann auch im nachsten Jahr (berprift werden. Und
potentiell mit in den Schliissel aufgenommen werden.

Beim Vergleichen der Arten R. webbianum und R. hotaoense ist auffallig, dass diese dhnliche Werte
liefern. Allerdings ist auch hier erkenntlich, dass R. hotaoense eher langlichere Blatter hat, wahrend
R. webbianum eher breitere Blatter besitzt.

7.1.5..Ausblick

Fiir die Evaluation des Bestimmungsschliissels ware es sehr interessant die Merkmale der einzelnen
Akzessionen (iber die Jahre vergleichen zu kénnen. Deswegen wurde eine Monographie mit den
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wichtigsten Merkmalen angelegt, die es in Zukunft erleichtern soll die Akzessionen zu beschreiben
und zu vergleichen.

7.2.Molekulare Analyse

7.2.1.psabA-trnH
Bei diesem UPGMA Dendrogramm handelt es sich um einen unvollstiandigen Datensatz, der nur 34

der 40 Akzessionen besteht. Beim Betrachten des Stammbaumes ist zu erkennen, dass sich die
Sektion Palmata mit Ausnahme der Akzession 8266, die sich in Klade 1 mit zwei R. hotaoense
befinden, in Cluster 3 lokalisiert sind. Dabei clustern die unbestimmten Akzessionen der Sektion
Palmata mit der Akzession 7164 in einer monophyletischen Gruppe. Aufgrund dessen kann die
Hypothese aufgestellt werden, dass es sich bei den Akzessionen 5451, 7164, 7166 und 7753 um
Akzessionen von R. officinale handelt.

Sollte diese Auftrennung in R. palmatum und R. officinale durch die Akzessionen 5451, 7166, 7753
und 8267 bestatigt werden, wiirde das gegen die von [2] und Grabovskaya,[18] postulierten “Palmata
Komplex“ sprechen, da einerseits morphologische Unterschiede der Akzession 7164 und der der als
R. palmatum bestimmten Akzessionen nachgewiesen werden konnten und andererseits molekulare
Unterschiede aufgezeigt werden konnten. Da es nur eine Akzession der Art R. officinale gibt, kann
dieser beobachtete Unterschied auch spezifisch flir diese Akzession und nicht fir die gesamte Art
sein. Um diese Feststellung zu Uberprifen kdénnten Werte aus anderen Botanischen Gérten
zusammengetragen und verglichen werden. Dabei sollte die Hohe des Botanischen Gartens ahnlich,
mit dem in Karlsruhe sein, um potentielle Blattunterschiede aufgrund von Hoéhenunterschieden
ausschlieBen zu konnen. Bei der Bliite dieser Akzessionen im Jahr 2015 kdonnten diese Spekulationen
beendet werden. Sofern diese Akzessionen kodnnen die molekularen Ergebnisse mit den
morphologischen Merkmalen verglichen werden.

Die Akzessionen 8210, die als R. pumilum bestimmt ist, clustert zusammen mit der Akzession 8389,
welche auch ein kleines Fragment auf dem Gel aufzeigt. Da es sich bei dieser Akzession laut des
Botanischen Gartens des KIT um eine R. delavayi handelt, liegt die Vermutung nahe, dass diese
Benennung zutrifft.

Die Akzessionen R. webbianum und R. hotaoense clustern mit Ausnahme von 8171 und 8232 in Klade
2. Dies bedeutet, dass die Akzessionen 7756, 8006, 8441, 8168, 8231, 8255 und 8444 trotz der
unterschiedlichen Bestimmung nur sehr wenig molekulare Unterschiede innerhalb des psbA-trnH
Markers aufzeigen Eine potentielle Erklarung hierfir kénnte sein, dass eine der beiden Arten ein
Hybrid ist, was dann bei der Untersuchung des TBP zu sehen sein sollte.

Bei den Akzessionen 8173 und 8231 konnte es sich um eine Kryptospezies handeln, die zwar
morphologisch nicht von der Art R. hotaoense zu unterscheiden sind, sich aber molekular von ihr
unterscheidet und keine Nachkommen mit ihr zeugen kann . Ahnlich kénnte es bei der Akzession
8266 der Sektion Palmata sein. Diese Hypothese kann durch Kreuzungsversuche getestet werden. Es
konnte auch sein, dass es sich bei den Akzessionen 8171 und 8232 um eine Unterart oder Variation
von R. hotaoense handelt. Alternativ besteht es die Mdglichkeit, dass die anderen als R. hotaoense
bestimmten Arten in Wirklichkeit eine andere Art (z.B. R. rhabarbarum oder R. webbianum) sind. Da
allerdings mindestens 79% der Blatter der Akzessionen 7756, 8441 und 8007 langer als breit sind,
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was laut Bestimmungsschlissel ein deutliches Merkmal fiir R. hotaoense, ist dies eher
unwahrscheinlich.

Anhand der Verteilung der unbestimmten Arten kann vermutet werden, dass die sich in Klade 2
befindlichen Akzessionen wahrscheinlich um eine der Arten R. webbianum oder R. hotaoense
handelt.

Bei den Akzessionen 8389 und 8226, die in Klade 4 lokalisiert sind, konnte es sich um eine Art, die R.
pumilum und R. delavayi zur Sektion Deserticola gehort, handeln. Bei der Betrachtung der kleinen
Blatter dieser Akzessionen lassen sich bei der Akzession 8226 mit den roten Blattadern und dem
nicht ,aufgefalteten” Blatt Unterschiede zu den Akzessionen der Sektion Rheum erahnen. Bei der
Akzession 8389 ist das Blatt ganzrandig und glatt, was bei den Akzessionen der Sektion Rheum oder
Palmata noch nicht beobachtet werden konnte. Da die Akzession 8266 allerdings eine bandenhdhe
von 600 bp erreicht, ist es unwahrscheinlich, dass sie dhnliche morphologische Merkmale wie R.
pumilum aufweist. Diese Hypothese kann allerdings erst nach einer erfolgreichen Bestimmung dieser

Akzessionen Uberprift werden.

Abb. 27 Habitusiibersicht der Akzessionen 8226 (A), 8389 (B) und 8392 (C). Die Akzession 8226 (A) zeigt eine intensive
Rotfarbung der Blattadern , die Akzession 8389 (B) hat ein glattes und rundes Blatt, die Akzession 8392 (C) zeigt Blatter mit
roten Blattadern und gléanzenden, dunkelgriinen Blattern, die sehr an die der Akzession 8210 erinnern.

Somit lasst sich festhalten, dass mit Hilfe des psbA-trnH Markers eine gute Auftrennung der
einzelnen Arten erhalten werden kann. Dabei sind die Arten R. webbianum und R. hotaoense
teilweiRe ausgenommen, zwischen diesen Arten gibt es auf diesem Chloroplastenmarker zu wenig
Unterschiede um alle Pflanzen dieser Art voneinander zu trennen. Eine Ausnahme stellen die
Akzessionen 8171 und 8232 dar, die Unterarten oder eventuell sogar Kryptospezies von R. hotaoense
sein kdnnten.
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7.2.2.1ITS

Da die Negativkontrolle keine Bande aufweist, ist eine Kontamination des Mastermixes
unwahrscheinlich. Neben den Primern ITS4-5 wurde auch die Primer ITSA-B, ITSA-C, ITSD-B, Bel 1-3
und Bel2-3, die unterschiedliche Bereiche des IST amplifizierten, die aber alle mindestens zwei
Banden aufweisen. Potentielle Griinde fiir das Vorkommen von zwei Banden kénnten endophytische
oder epiphytische Pilze oder Bakterien sein. Um epiphytische Kontaminationen auszuschlieRen
kénnen die Proben bei der DNA Extraktion mit 70% Ethanol sterilisiert werden. Um zu prifen um
welche potentiellen Kontamination es sich handelt, kdnnen die einzelnen Banden ausgeschnitten
und aus dieses Produkt als Template fiir eine neue PCR genutzt werden. Anschliefend kénnen die
unterschiedlichen Banden sequenziert werden und mit den Ergebnissen in NCBI verglichen werden.
Alternativ kénnte auch eine Klonierung nach dem Vorbild von [53] durchgefiihrt werden. In dieser
Arbeit wurde durch Klonierung nachgewiesen, dass es multiple Kopien von ITS bei sieben Arten der
tibetischen Hochebene gibt. Die sieben Arten sind die Arten R. pumilum, R.franzenbachii, was ein
Synonym flr R. rhabarbarum ist und R. officinale. Alle diese Arten wurden bei diesem Versuch
untersucht, weswegen die Mehrfachbanden auch durch multiple ITS Versionen, die durch concerted
Evolution [53], [54]noch nicht homogenisiert werden konnte.

7.2.3.TBP Fragmentanalyse

7.2.3.1. Intron 1 der B-Tubulin-Genfamilie
Bei diesem Versuch konnten nur 32 der vorhandenen 40 Akzessionen analysiert werden, womit es

sich um einen unvollstandigen Datensatz handelt.

Die sehr hohe Anzahl an monomorphen Banden bei den Akzessionen 7164, 7166, 7753, 7755, 8172,
8173, 8402, 8403 und 8566 kdnnte bedeuten, dass es sich um polyploide Pflanzen handelt [36]. Die
mehrfachen Beschreibungen von Hybridisierungsvorkommen bei Rheum [1], [53] unterstltzen diese
Hypothese. Beim Vergleich der Banden der Akzessionen 8403, 8566 und 8173 lasst sich feststellen,
dass diese Muster eine hohe Ahnlichkeit aufweisen. Die Tatsache, dass diese beiden Arten ein
dhnliches Bandenmuster mit so vielen Banden aufzeigen, deutet auf ein Hybridisierungsereignis hin.
Da der Anteil an Akzessionen mit stark erh6hten monomorphem Bandenaufkommen innerhalb der
Sektion Palmata sehr hoch ist, konnte dies darauf hindeuten, dass die Sektion Palmata mehr zur
Hybridisierung neigt, als die Sektion Rheum. Potentielle Hybridisierungsereignisse zwischen den
Sektionen kénnte es zwischen 7753 und 8403, 8566 und 8402 oder 7755 und 8442 gegeben haben.

Innerhalb der Sektion Palmata fallt die Akzession 1473 auf, die sich nicht mit den anderen
Akzessionen von R. palmatum zusammenclustet. Stattdessen weilSt sie wenig Unterschiede zu den
beiden unbestimmten Akzessionen 8266 und 5451 auf, die in einer monophyletischen Gruppe
clustern. Die Auftrennung der Sektionen Palmata und Rheum hat mit dem Marker des Introns 1 der
TBP Tubulingenfamile gut funktioniert. In der groRen Klade 3 befinden sich nur Akzessionen der
Sektion Rheum und Akzessionen, dessen Blatter nicht gefingert sind und deswegen nicht zur Sektion
Palmata gehoren kdonnen. Daraus ldsst sich interpretieren, dass es sich bei diesen unbestimmten
Akzessionen sehr wahrscheinlich um Akzessionen der Sektion Rheum handelt. Weiterhin ist auffallig,
dass die Akzession 2109 einen groReren Abstand zu den anderen Akzessionen der Klade aufzeigt.
Dies lasst sich auch in der Betrachtung des Blitenzeitpunkten und der Morphologie bestatigen. Die
dhnlichen Bandenmuster der Akzessionen 8210 und 8392 kdnnten daran liegen, dass es sich bei
beiden um Akzessionen der Sektion Deserticola handelt. In Kombination mit dem Gelbild und dem
Stammbaum des Plastidmarkers psbA-trnH kann mit grofRer Sicherheit gesagt werden, dass die
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Akzessionen 8210 und 8392 wenige Unterschiede aufweisen, was dafiir spricht, dass sie sehr
dhnliche Arten sind. Die statistischen Werte zeigen sowohl eine sehr hohe Wahrscheinlichkeit auf
Heterozygotie, als auch einen sehr hohen PIC Wert. Dies bedeutet, dass sich dieser Marker sehr gut
zur Unterscheidung der Arten verwenden l&sst.

7.2.3.2. Intron 2 der B-Tubulin-Genfamilie

Die Anzahl der monomorphen Banden variiert zwischen 7 (Akzessionen 2109, 8255, 8392 und 8403)
und 17 bei R. pumilum (8210). Dies ist im Vergleich zum Intron 1 um einiges geringer. Dies kdnnte
bedeuten, dass die Regionen des Introns 2 wichtiger fir die Regulation als das Intron 1 ist, da sie eine
geringere Variation als im Intron 1 zuldsst. Dies bestatigt sich auch durch den niedrigeren PIC von
0,9668. Dieser Wert ist aber immer noch sehr hoch, was bedeutet, dass dieser Marker sehr gut fir
die Untersuchung von Verwandtschaftsverhaltnissen geeignet ist.

Allerdings clustern dieses Mal nicht die Akzessionen 8173, 8172, 8403 und 8442 mit den Akzessionen
der Sektion Palmata, sondern die Akzessionen 5452, 5453, 8255 und 2109. Ein potentieller Grund fir
den AusreiBer von 8266 in Mitten der Klade 2 mit Akzessionen der Sektion Rheum kdnnte bleed
through sein: Dabei wird bei einer starken Anregung eines Farbstoffes eine kleinere Anregung bei
den anderen Farbstoffen erzeugt, was somit zu Artefakten fiihrt. Eine zu hohe oder zu niedrige
Probenkonzentration kdonnte auch zu solchen AusreiRern fihren. Gerade bei einem Bereich, in dem
es nur wenig Banden gibt, fallt dies noch schwerwiegender ins Gewicht.

AbschlieBend lasst sich festhalten, dass beide Marker eine grobe Unterteilung der Sektionen
ermoglichen. Allerdings ist es dabei nicht moglich die einzelnen Arten voneinander zu unterscheiden.
Die Griinde hierfiir missten allerdings an der sehr groRen Variation der Arten liegen, da der PIC
jeweils sehr hohe Werte von 0,9668 und 0,9899 anzeigt. Eine Diskrepanz zwischen Plastidmarker und
kernkodiertem Marker ist zu erkennen, was auf Hybridisierungsereignisse hinweist.

7.2.4. Ausblick

Die Hypothese zur Hybridisierung kann der Kladen 1 und 2 kann durch Klonierung tberpriift werden.
Dazu wiirde ich den Ansatz von [1] ausprobieren, da nach diesem Protokoll erfolgreich Arten des
Genus Rheum kloniert werden konnten. Eine andere Moglichkeit wéare die Untersuchung der
Karyologie dieser Akzessionen. Dies konnte nach dem von [55] beschrieben Protokoll durchgefiihrt
werden.
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7.3.Chemische Analyse

7.3.1.Farbenachweil nach Fluck
Aufgrund der Grinfarbung der Suspension von Akzession 8266 kann gefolgert werden, dass diese

Akzession wahrscheinlich zur taxonomischen Sektion Palmata gehort. Die gefingerte Blattform dieser
Akzession bestarkt diese Vermutung noch durch morphologische Merkmale. Laut [1], [18] und Wang
et al. 2014 sind alle Arten der Gattung Rheums, die gefingerte Blatter haben, der taxonomischen
Sektion Palmata zugeordnet.

Die Blatter der Akzessionen 2109, 8225 und 8440 sind ganzrandig, was eine Zugehorigkeit zur Sektion
Palmata ausschlieRt [18], [56]. Da die Blatter dieser Akzessionen noch sehr klein sind, kdnnte sich
dies aber noch andern. Mit dieser Phosphormolybddnschwefelsdurefarbung kénnte eventuell bei
jungen Pflanzen ein Stiick der Wurzel reichen, um die Zugehorigkeit zur Sektion Palmata zu
untersuchen. Dies kénnte die Uberpriifung der Benennung von Saatgut in Botanischen Girten
vereinfachen, da nicht auf die zweite Vegetationsperiode gewartet werden muss, bis die Pflanze
bliht. Des Weiteren konnte diese Methode eine Moglichkeit zur Unterscheidung von Praparaten von
Rhei radix ermoglichen, die bei der Produktsicherheit eine wichtige Rolle spielt. Allerdings miisste
dann gewabhrleistet sein, dass dieser potentielle Nachweis altersunabhangig ist. Dazu misste diese
Farbung bei Pflanzen von unterschiedlichem Alter reproduzierbar nur eine Grinfarbung bei Pflanzen
der Sektion Palmata zeigen. Zusatzlich missten die noch nicht mit diesem Verfahren getesteten
taxonomischen Sektionen Acuminata, Nobilia, Deserticola und Spiciformia getestet werden. Nur so
kann sichergestellt werden, dass eine Grinfarbung nur bei der taxonomischen Sektion Palmata
auftritt. Sofern alle diese Tests positiv ausgefallen sind, muss die Auflésungsgrenze dieses Verfahren
bestimmt werden. Laut [41] ist es moglich eine 1 %-ige Verunreinigung von Wurzelpulver der Sektion
Rheum in Wurzelpulver der Sektion Palmata nachzuweisen. Diese Behauptung kann in zukiinftigen
Experimenten lGberprift werden.

Sofern die davor genannten Punkte positiv getestet wurden, kénnte diese Methode fiir die
Lebensmittelsicherheit und Produktsicherung interessant sein, da sie im Vergleich zu anderen
Methoden wie Hochleistungsflissigchromatographie und Diinnschichtchromatographie schneller
und einfacher ist.

Bei der Interpretation der Versuchsergebnisse ist darauf zu achten, dass beim Umrihren der
Suspension durch das Quetschen von Wurzelstiicken lokal eine griine Farbung entstehen kann. Dies
lasst sich nur Vermeiden, indem eine gréBere Menge an Phosphormolybdanschwefelsdure benutzt
wird.

65



Seite | 66

7.3.2.Ausblick

Als nachfolgende Experimente wirde ich Pflanzen der noch nicht getesteten taxonomischen
Sektionen Acuminata, Nobilia, Deserticola und Spiciformia diesem Test unterziehen. Fir die Sektion
Deserticola ware mit der Akzession 8210 eine Pflanze im Botanischen Garten Karlsruhe vorhanden,
von den anderen Sektionen sind leider keine Pflanzen im Botanischen Garten Karlsruhe vorhanden,
weswegen daflir neues Saatgut bezogen werden miusste. AuBerdem koénnte die Wiederholung des
Tests mit allen vorhandenen Akzessionen zur Uberpriifung der in dieser Arbeit erreichten Ergebnisse
genutzt werden und zusatzlich Pflanzen in anderen Vegetationsperioden getestet werden. Somit
koénnte ausgeschlossen werden, dass dieser Test nur bei Pflanzen im gewissen Alter funktioniert.

Zusatzlich kann dieser Versuch mikroskopisch statt makroskopisch dokumentiert werden, sodass
detailliertere Aufnahmen der Veranderung festgehalten werden koénnen. So kann durch die
Aufnahme eines Videos die Geschwindigkeit der Farbdanderung und der dort stattfindenden Prozesse
besser analysiert werden.
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1. Aligemeines

Die Gattung Rheum gehort innerhalb der Ordnung Caryophyllales (Nelkenartige) zur Familie der
Polygonaceae, den Knoterichgewachsen und ist eine Gattung mit bis zu 60 Arten, wovon 19
urspringlich aus China stammen (Bojian, Grabovskaya-Borodina, 2003; Wang et al., 2005). Das
vorwiegende Verbreitungsgebiet dieser Gattung ist die tibetische Hochebene und deren Umgebung
(Wang et al, 2005). Die Gattung Rheum wird in folgende sieben taxonomische Sektionen eingeteilt: |
Rheum A. Los., Il Palmata A. Los., Il Acuminata C. Y. Cheng et Kao, IV Deserticola Maxim, V
Spiciformia A. Los., VI Globulosa C.Y. Cheng et Kao und VIl Nobilia A. Los. (Losina-Losinskaya, 1936;
Kao und Cheng, 1975). Rhabarber ist eine krautige, Uberdauernde Pflanze mit hohlem, aufrechtem
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Stamm (Bojian, Grabovskaya-Borodina, 2003). Die Perianthfarbe ist entweder weif} bis griin, oder
rot-lila (Bojian, Grabovskaya-Borodina, 2003).

Die morphologische Bestimmung Rheums ist aufgrund der hohen morphologischen Ahnlichkeit der
oberirdischen Bestandteile und der haufig vorkommenden Hybride ausgesprochen schwierig (Yang,
et al, 2004). Allerdings lasst sich aufgrund der Blattform eine grobe Unterscheidung in zwei dieser
taxonomischen Sektionen vornehmen.

Abb. 28 Unterschied der beiden vorrangigen Blattformen der Rheum Akzessionen. In A ist die Oberseite, in B die
Unterseite eines gefingerten Blattes, wahrend in C und D die Ober — und Unterseite eines ganzrandigen, herzférmigen
Blattes zu sehen ist. Die gefingerten Blatter deuten auf die Zugehorigkeit zur taxonomischen Sektion Palmata hin, wahrend
die ganzrandigen Blatter auf eine Zugehorigkeit zur Sektion Rheum hindeuten.

Die gefingerten Blatter werden zur taxonomischen Sektion Palmata gezahlt, wahrend die
ganzrandigen Blatter zur Sektion Rheum gehéren.

Innerhalb der taxonomischen Sektion Palmata gibt es vier Arten, die aufgrund von unterschiedlicher
Perianthfarbe und Blattform unterscheidbar sind (Bojian, Grabovskaya-Borodina, 2003).

Tab. 30 Unterscheidungsmerkmale der vier Arten der taxonomischen Sektion Palmata aus dem Bestimmungsschliissel
Flora of China, 2003.

A gelabpbpte - (e :. - - 3 arbe

R. palmatum eng dreieckig lila-rot
R. officinale breit dreieckig weil
R. tanguticum eng lanzettformig lila-rot
R. laciniatum linear weil

Ein auffalliges Merkmal der Knoterichgewdachse ist die Ochrea oder Tute, die aus verwachsenen
Nebenblattern entsteht. Diese hautige Scheide umgibt die Basis der Internodien und wird beim
weiteren Wachstum durchbrochen (Kadereit, et al. 2014). Diese Ochrea kann bei manchen
Akzessionen eine Lange von bis zu 15 cm erreichen.

73



Seite |74

Abb. 29 zeigt die Ochrea ausgewdhlter Rheum Akzessionen. In A ist die Ochrea der Akzession 1473, in B die Ochrea der
Akzession 7164 und in C die Ochrea der Akzession 5452 zu sehen.

Der standardmaRige Aufbau der Frucht von Rheum ist in Abb. 30 abgebildet.

Vene

Fllgel

Frucht

Abb. 30 zeigt eine dreifliigelige Achdne, wie sie bei Rheum nahezu ausschlieBlich vorkommt. Die Fruchtform variiert
zwischen rundlich bis elliptisch. Dabei kann die Frucht eine Farbe zwischen braunlich, bis hin zu gelb oder rot annehmen.
Die Fligelform ist meist elliptisch. Die langliche Vene der Fliigel ist bei den untersuchten Akzessionen immer ca. in der Mitte
des Fligels lokalisiert.

Die Akzessionen, die im Jahr 2015 im Botanischen Garten des KIT gewachsen sind, hatten
Wuchshohen zwischen 160 cm und 220 cm. Die Ausnahmen waren die Akzession 8210, die nur 20 cm
hoch wurde, die Akzession 2109, die nur 90 cm hoch wurde und die Akzession 8007, die sogar 270
c¢m hoch wurde.
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2 Datenerfassung

2.1.Blattanalyse
Die so aufgenommenen Blatter werden mit Hilfe von Imagel (National Institutes of Health,
Brethesda, USA) nach dem Schema aus Abb. 31 vermessen.

s0 100 01 0 P "

2 91 S 95 % 97 9

o e 90 9 o
) g3 8 85 8 8 8
; 7 7 o 8
oo e 0 T % 7 78 79 80
0 54 65 68 §7 5
o 80 8
g st 55 % 57 58 59 B0

Abb. 31 gemessene Werte der Blatter zeigt exemplarisch die gemessen Werte der einzelnen Blatter. Zuerst wird die
Blattlange (blaue Linie) gemessen, daraufhin wird orthogonal zu dieser gemessen Linge die breiteste Blattstelle (blaue
Linie) ermittelt. AnschlieRend wird der Abstand der Blattbasis zum Knotenpunkt dieser beiden Linien berechnet (lila
Klammer). Somit kann errechnet werden, in welchen Bereich des Blattes die breiteste Stelle befindet.

2.2.Samenanalyse

Die zu analysierenden Samen werden von fiinf unterschiedlichen Blitenstanden in verschiedenen
Regionen der Pflanze abgetrennt. Anschlielend werden mindestens 100 Samen mit einem Fligel
nach unten in eine Styroporunterlage gesteckt, sodass zwei Fliigel nahezu parallel zur Unterlage sind.
Danach werden mit gleichbleibendem Kameraabstand und -einstellung Bilder dieser Samen
aufgenommen. AnschlieRend werden mit dem Programm LAMIA (Research Group for Chemometrics,
Department of Chemistry, Umea University, Schweden) Samenbreite und -lange wie in Fehler!
erweisquelle konnte nicht gefunden werden. vermessen. Die Fliigelbreite wird mit Hilfe von Image)
ausgewertet. Die Fligelanzahl wird manuell ausgezahlt und ausgewertet. Dabei werden alle Samen,
die keine drei Flligel besitzt als ,,Abweichung” gewertet.
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2. Ubersicht der Rheum Akzessionen im
Botanischen Garten des KIT
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Abb. 32 zeigt die schematische Anordnung der Rheum Akzession im Botanischen Garten des KIT. - Stand 07.12.15
lllustration Micheal Riihle
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In der obigen schematischen Darstellung des Botanischen Gartens des KIT ist der Bereich um die
Beete Systematik 4, 5 und 6 in denen sich Rheum Pflanzen befinden, dargestellt. In Beet Systematik 6
sind die Akzessionen 5451, 5452, 5453, 8006, 8007, 8172 und 8566 zu finden.

In Beet Systematik 5 sind auf der linken Seite die Akzessionen 7753, 7755, 7757, 7882, 8210, 8224,
8226, 8389 und 8392 und auf der rechten Seite die Akzessionen 1473, 2109, 7166, 8154, 8266, 8267,
8402, 8403, 8439, 8440, 8441, 8442, 8443 und 8444 zu finden.

Im nordlichen Teil des Beetes Systematik 4 sind die Akzessionen 1473, 7164 und 2109 zu finden.

Somit sind insgesamt folgende Akzessionen im Botanischen Garten des KIT zu finden:

Tab. 31 Zeigt die am 07.12.2015 im Botanischen Garten des KIT befindlichen Rheum Akzessionen, deren Saatherkunft
und deren Lokalisation im Botanischen Garten des KIT.

Akzessions ID Saatgutherkunft Beet
1473 Fa. Jelitto ® Staudensamen GmbH, Schwarnstedt, Deutschland [Sys4]+[Sys5]
2109 Fa. Horizon Herbs LLC.,Williams, USA [Sys4]+[Sys5]
5451 unbekannt [Sys6]
5452 unbekannt [Sys6]
5453 unbekannt [Sys6]
7164 Fa. Jelitto ® Staudensamen GmbH, Schwarnstedt, Deutschland [Sys4]
7166 Fa. Jelitto ® Staudensamen GmbH, Schwarnstedt, Deutschland [Sys5]
7753 IPK Gatersleben, Deutschland [Sys5]
7755 IPK Gatersleben, Deutschland [Sys5]
7882 Botanischer Garten Universitat (BGU) Hohenheim, Deutschland [Sys5]
8006 BGUFS Brno, Tschechien [Sys6]
8007 BGUFS Brno, Tschechien [Sys6]
8154 BGU Halle, Deutschland [Sys5]
8172 BGU Kaunas, Litauen [Sys6]
8210 JBU Grenoble, Frankreich [Sys5]
8224 BG Nancy, Frankreich [Sys5]
8226 BG Nancy, Frankreich [Sys5]
8266 BGU Tartu, Estland [Sys5]
8267 BGU Tartu, Estland [Sys5]
8389 BGU Osnabriick, Deutschland [Sys5]
8392 Royal Botanical Garden, Edinburgh, Irland [Sys5]
8402 BGU Leipzig, Deutschland [Sys5]
8403 BGU Leipzig, Deutschland [Sys5]
8439 GBA Rezia Bormio, Italien [Sys5]
8440 GBA Rezia Bormio, Italien [Sys5]
8441 GBA Rezia Bormio, Italien [Sys5]
8442 GBA Rezia Bormio, Italien [Sys5]
8443 GBA Rezia Bormio, Italien [Sys5]
8444 GBA Rezia Bormio, Italien [Sys5]
8566 unbekannt [Sys6]
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3. Akzessionsbeschreibungen

3.1. Akzessionen, die 2015 gebliiht haben
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Abb. 33 Ubersichtsbilder der unterschiedlichen Merkmale der Akzession 1473. A zeigt die Blattoberseite, B die
Blattunterseite, C den Habitus, D und E den Bliitenstand, F eine Ochrea, G Samen, H Bliten mit reifen Pollen auf dem
Staubbeutel, | einen Ausschnitt des Blitenstandes mit reifen Pollen auf den Staubbeuteln, J einen Ausschnitt des Stammes,

K einen Querschnitt durch den Stamm und L Staubbeutel der Akzession 1473.
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Die Akzession 1473 ist eine Akzession mit griinen, gefingerten Blattern (A und B), die sowohl ein rot -
lila Perianth (H und 1), als auch rot - lila Staubbeutel (L) besitzt. Die Blatteinschnitte sind Uber die
Mitte der Blattspreite und sind eng dreieckig. Die BlattgroRe dieser Akzession variierte im Jahr 2015
zwischen 5 ¢cm x 5 cm und 35 cm x 35 cm, wobei das Verhaltnis von Lange zu Breite meist einen Wert
um 1 annahm. Die vier Individuen, die im Jahr 2015 im Botanischen Garten des KIT gewachsen sind,
erreichten eine Wuchshéhe von 160 cm bis 230 cm. Auffdllig bei dieser Akzession ist die stark
ausgepragte Ochrea (F), die eine Lange von bis zu 15 cm erreicht hat. Die rot-griinen Samen (G)
variierten in der Breite von 12 mm bis 34 mm, in der Lidnge von 25 mm bis 72 mm und die
Fligelbreite variierte zwischen 6 mm und 21 mm. Die durchschnittliche Samenbreite betragt 24 mm,
die durchschnittliche Samenlange betrdgt 51 mm und die durchschnittliche Fligelbreite betragt 14
mm. Der Stamm ist griin mit roten Punkten (J). Diese Punkte flihren sich bis an die duRReren Bereiche
der Bliitenstande fort. Die Blattadern der Blattoberflache sind griin-gelblich (A). Aktuell steht noch
ein Individuum der Akzession 1473 im Botanischen Garten des KIT (Abb.2 Systematik 4).
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Abb. 34 Ubersichtsbilder der unterschiedlichen Merkmale der Akzession 2109. A zeigt die Blattoberseite, B die
Blattunterseite, C den Habitus, D den Bliitenstand, E den abgetrennten Stamm, F eine Ochrea, G Samen, H eine Blite und |
mehrere Bliten der Akzession 2109.

Die Akzession 2109 erreichte eine Wuchshéhe von 90 cm. Die Blatter waren herzformig bis
nierenférmig, wobei der Apex abgerundet war (A und B). Die Blattlange variierte von 5,5 cm bis 22,1
cm, wahrend die Blattbreite Werte zwischen 7,9 cm und 28,9 cm annahmen. 19 der 21 Blatter waren
breiter als lang und die breiteste Stelle war zu 80% im basisnahen Drittel. Die Blattfarbe war grin,
wobei sich die Blatter gegen Oktober auffallend gelb-rétlich verfarbten. Die Blattadern waren
vorwiegend dunkelrot, wobei die Farbintensitdt zum Blattrand hin nachlie® und am Blattrand
vorwiegend griinlich war (B). Die Farbe des Perianth war weif8 (D und I), wobei die Bliten mit einem
Durchmesser von weniger als 2 mm vergleichsweilRe klein waren (H und 1). Im Jahr 2014 hatte diese
Akzession rotlich-weiBes Perianth. Auffallig waren die rosa Filamente (I) und Narbe (H) einiger
Bliten. Die Bliitenknospe 6ffnete sich erst in einer Hohe von ca. 40 cm und der Blitenstand war im
Vergleich zu den anderen Akzessionen nicht ausgepragt. Die Bliten waren groRtenteils geschlossen
und 6ffneten sich nicht so weit wie die Bliiten der anderen Akzessionen (). Die gelbgriinen Samen (G)
variierten in der Breite von 15 mm bis 34 mm, in der Ldnge von 28 mm bis 53 mm und die
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Fligelbreite variierte zwischen 4 mm und 18 mm. Die durchschnittliche Samenbreite betragt 25 mm,
die durchschnittliche Samenlange betrdgt 40 mm und die durchschnittliche Fligelbreite betragt 10
mm. Die Blatter der Akzession 2109 waren in etwa so glatt wie die der Akzession 8210. Im Vergleich
zu den anderen Akzessionen waren sie um einiges glatter, wahrend bei den anderen eine mehr oder
minder stark ausgepragte Behaarung zu erkennen ist. Es war auch auffallig, dass sehr viele Ameisen
an der noch geschlossenen Knospe zu sehen waren. Es steht noch ein Individuum der Akzession 2109
im Botanischen Garten des KIT (Abb. 2 Systematik 4 + 5).
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Abb. 35 Ubersichtsbilder der unterschiedlichen Merkmale der Akzession 5452. A zeigt die Blattoberseite, B die
Blattunterseite, C den Habitus, D den Bliitenstand, E Samen am Blutenstand, F eine Ochrea, G Samen, H eine Blite in der
Seitenansicht und | mehrere Bliiten in der Seitenansicht der Akzession 5452.

Die Individuen der Akzession 5452 erreichten eine Wuchshéhe von 180 cm. Die Blattform dieser
Akzession war vor allem breit eiférmig bis herzférmig. Die BlattgrofRe kann Dimensionen von 35 cm x
35 cm erreichen. Die Samenbreite variiert zwischen 17 mm und 56 mm, die Samenlange variiert
zwischen 36 mm und 87 mm und die Breite der Samenfliigel variiert zwischen 6 mm und 36 mm. Die
durchschnittliche Samenbreite betrdagt 40 mm, die durchschnittliche Samenlange betragt 68 mm und
die durchschnittliche Fligelbreite betrdagt 21 mm. Auffillig bei dieser Akzession war die starke
Rotfarbung der Samen (E), die nach einiger Zeit allerdings wieder abklang und zu einer gelb-griin-
roten Farbung (G) zuriickging. Die Stamm-, Blatt und Blattaderfarbe ist griin (A, B und F). Die Ochrea
ist schwach ausgepragt (F). Die Farbe des Perianths ist gelb mit einem weiBen Rand (F). Ein
Individuum der Akzession 5452 steht aktuell noch im Botanischen Garten des KIT (Abb.2 Systematik
6).
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Abb. 36 Ubersichtsbilder der unterschiedlichen Merkmale der Akzession 7164. A zeigt die Blattoberseite, B die
Blattunterseite, C den Habitus, D den Bliitenstand, E den abgetrennten Stamm, F eine Ochrea, G Samen, H mehrere Bliten,
| einen sich 6ffnenden Blitenstand, J ein kleinen Auswuchs auf der Blattader, K rote Blattadern und L eine rote
Blattunterseite der Akzession 7164.

Die Akzession 7164 erreichte eine Wuchshohe von bis zu 210 cm. Die Blatter dieser Akzession sind
gefingert, wobei der gelappte Teil breit dreieckig ist. Das kleinste Blatt hat eine Lange von 28,7 cm
und eine Breite von 16,5 cm, das grofite Blatt eine Ldnge von 68,3 cm und eine Breite von 77,9 cm.
Flnf von sieben Blattern sind langer als breiter, die breiteste Stelle war in vier von sieben Fallen im
mittleren Drittel, in den anderen drei Fallen im basisnahen Drittel. Die Blattfarbe variiert von griin (A)
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bis lila (L), wobei vor allem die jliingeren Blatter intensiv lilafarben sind (). Bei manchen &lteren
Blattern lasst sich eine Lilafarbung der Blattunterseite beobachten (L). Die Blattadern kénnen sowohl
hellgriin (J) als auch rot - lila (K) sein. Eine weitere Besonderheit dieser Akzession ist das
Vorhandensein von kleinen ,Knospen“ auf den Blattadern mancher Blattoberseiten (J). Die
Perianthfarbe ist griinlich mit einem ausgepragten weien Rand (H), der Stamm ist griin mit roten
Punkten (F), die Petiolen sind starker gepunktet als der Stamm (A und B im Vergleich zu F). Die
Samenlange variierte zwischen 39 mm und 79 mm, die Samenbreite zwischen 19 mm und 42 mm
und die Fligelbreite zwischen 11 mm und 28 mm. Die Samen erreichten eine durchschnittliche Breite
von 29 mm, eine durchschnittliche Lange von 52 mm und eine durchschnittliche Fliigelbreite von 20
mm. Ein Individuum der Akzession 7164 steht aktuell noch im Botanischen Garten des KIT (Abb. 2
Systematik 4).
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7755

Abb. 37 Ubersichtsbilder der unterschiedlichen Merkmale der Akzession 7755. A zeigt die Blattoberseite, B die
Blattunterseite, C den Habitus, D den Bliitenstand (90° nach links gedreht), E eine gefurchte Petiole, F eine Ochrea, G
Samen, H mehrere Bluten in der Aufsicht und | mehrere BlUten in der Seitansicht der Akzession 7755.

Die Akzession 7755 erreicht im Jahr 2015 eine Wuchshdhe von 180 cm und hat gefingerte Blatter,
deren breit dreieckige Einschnitte geringfiigig sind (A und B). Die Blattfarbe ist griin (A und B) mit
grinen Blattadern (A und B) und grinem Stamm (F). Die Blattdimensionen reichen von 10,1 cm x
10,8 cm bis zu 35,7 cm x 45,5 cm. Alle drei gemessenen Blatter der Akzession 7755 sind breiter als
lang. Die breiteste Stelle des Blattes war in zwei von drei Fallen im basisnahen Drittel und einmal im
mittleren Drittel. Dabei ist bei dem Individuum im Botanischen Garten des KIT eine tiefe Furche in
den Petiolen der grundstandigen Blatter zu erkennen (E). Die Perianthfarbe ist rot-lila. Die Ochrea ist
stark ausgepragt (F). Die Samenbreite reicht von 7 mm bis zu 44 mm, wahrend die Samenlange im
Bereich zwischen 32 mm und 79 mm lag. Die Samenfliigelbreite variierte zwischen 6 mm und 19 mm.
Die Samen erreichten eine durchschnittliche Breite von 26 mm, eine durchschnittliche Lange von 53
mm und eine durchschnittliche Fligelbreite von 13 mm. Ein Individuum der Akzession 7755 steht
aktuell noch im Botanischen Garten des KIT (Abb.2 Systematik 5).
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7756

Abb. 38 Ubersichtsbilder der unterschiedlichen Merkmale der Akzession 7756. A zeigt die Blattoberseite, B die
Blattunterseite, C den Habitus, D den Blltenstand, E den abgetrennten Stamm, F eine Ochrea, G Samen, H eine Samen in
der Seitansicht und | mehrere Bliiten in der Aufsicht der Akzession 7756.

Die Akzession 7756 erreichte im Jahr 2015 eine Wuchshéhe von 175 cm. Die Blattform ist
vorwiegend eiférmig mit herzférmiger Basis. Die Blattdimensionen reichen von 12,7 cm Lange und
12,7 cm Breite bis zu 38,4 cm Lange und 37,1 cm Breite. Von den 23 vermessenen Blatter sind 21
langer als breit. Der breiteste Bereich der Blatter war in 17 der 23 Blatter im basisnahen Drittel, in
den anderen Fillen im vorderen Teil des mittleren Drittels. Sowohl die Blattfarbe, als auch die
Blattadern und der Stamm sind griin. Die Ochrea ist nicht stark ausgepragt (F). Die Perianthfarbe ist
gelb mit einem weiRen Rand (1), die Lange des Samens lag im Bereich von 32 mm bis 70 mm, die
Samenbreite lag innerhalb des Bereiches 12 mm bis 43 mm und die Samenfliigelbreite variierte von 7
mm bis 52 mm. Die Samen erreichten eine durchschnittliche Breite von 31 mm, eine
durchschnittliche Lange von 54 mm und eine durchschnittliche Fligelbreite von 16 mm. Es sind noch
Saatgut und Wurzelproben der Akzession 7756 als Referenzmaterial vorhanden, aber es steht kein
Individuum mehr im Botanischen Garten des KIT.
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Abb. 39 Ubersichtsbilder der unterschiedlichen Merkmale der Akzession 7758. A zeigt die Blattoberseite, B die
Blattunterseite, C den Habitus, D den Bliitenstand, E den abgetrennten Stamm, F eine Ochrea, G Samen, H eine noch
geschlossene Bliite in Seitenansicht und | einen Samen in Aufsicht der Akzession 7758.

Die Wuchshohe der Akzession 7758 betrug im Jahr 2015 175 cm. Die herzférmigen Blatter (A)
erreichen Dimensionen von 38,5 cm Lange x 41,7 cm Breite. Die kleinsten gemessenen Blatter
erreichten eine Lange von 22,9 cm und eine Breite von 26,4 cm. Alle funf vermessenen Blatter sind
breiter als lang. Sowohl die Blatter (A und B), als auch der Stamm (F) und Blattadern sind griin (A und
B). Allerdings sind die Petiolen rot-griin gefarbt, wobei die rote Farbung vor allem am Petiolenansatz
zu finden ist (F). Die Perianthfarbe ist bei geschlossener Blite griin (H), bei gedffneter Bliite
allerdings gelb mit einem weilen Rand. Die Samenldange bewegte sich im Bereich von 28 mm bis 70
mm. Die Samenbreite erreichte Werte zwischen 8 mm und 34 mm. Die Samenfligelbreite reichte von
6 mm bis 24 mm. Die Samen erreichten eine durchschnittliche Breite von 31 mm, eine
durchschnittliche Lange von 51 mm und eine durchschnittliche Flligelbreite von 14 mm. Die Ochrea
(F) ist nicht stark ausgepragt. Es sind noch Saatgut und Wurzelproben der Akzession 7758 als
Referenzmaterial vorhanden, aber es steht kein Individuum mehr im Botanischen Garten des KIT.
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7882

1mm

Abb. 40 Ubersichtsbilder der unterschiedlichen Merkmale der Akzession. 7882. A zeigt die Blattoberseite, B die
Blattunterseite, C den Habitus, D den Blitenstand, E ein herzformiges Stammblatt, F eine Ochrea, G Samen, H eine Bliite
und | ein Staubbeutel der Akzession 7882.

Die Akzession 7882 erreichte eine Wuchshohe von 195 cm. Die herzférmigen Blatter (A und B)
erreichen eine Lange von 38,1 cm und eine Breite von 49,1 cm. Die kleinsten gemessen Blatter waren
38,1 cm lang und 40,3 cm breit. Alle fiinf vermessenen Blatter sind breiter als lang. Die Blattfarbe ist
grin, wobei gelegentlich vor allem am Blattrand kleinere rote Punkte vorkommen (A und B). Die
Petiolen sind teilweile nicht nur griin, sondern auch rot gefarbt (A). Auch der Stamm ist teilweiRe rot
gepunktet (F) und die Ochrea ist nicht stark ausgepragt (F). Eine Auffalligkeit war, dass die Akzession
7882 ein herzférmiges, ungestieltes Stammblatt hatte (E). Dieses Blatt ahnelt einem Lindenblatt. Die
Perianthfarbe ist hellgriin-gelblich mit weiBem Rand (H) und die Samen (G) erreichen eine Lange von
bis zu 66 mm. Die Samenbreite reicht von 17 mm bis zu 44 mm und die Samenfligelbreite reicht von
8 mm bis 28 mm. Die Samen erreichten eine durchschnittliche Breite von 32 mm, eine
durchschnittliche Lange von 51 mm und eine durchschnittliche Fligelbreite von 19 mm. Ein
Individuum der Akzession 7882 steht aktuell noch im Botanischen Garten des KIT (Abb. 2 Systematik
5).
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Abb. 41 Ubersichtsbilder der unterschiedlichen Merkmale der Akzession 8007. A zeigt die Blattoberseite, B die
Blattunterseite, C den Habitus, D den Bliitenstand, E den abgetrennten Stamm, F eine Ochrea, G Samen, H eine Blite und |
mehrere Staubbeutel der Akzession 8007.

Die Akzession 8007 erreichte eine Wuchshéhe von 270 cm. Die Pflanze dieser Akzession hatte
herzférmige Blatter mit spitz zulaufendem Apex, die bis zu 41,7 cm lang und 40,8 cm breit wurden,
die kleinsten Blatter waren noch 16,5 cm lang und 13,5 cm breit. 15 der 19 gemessen Blatter sind
langer als breit und die breiteste Stelle der Blatter liegt durchschnittlich im basisnahem Drittel. Die
Blatter und der Stamm sind griin (A und B), allerdings sind die Petiolen teilweilRe rotgefarbt (F). Die
Staubbeutel sind weiB(l) und das Perianth (H) ist gelb mit weiRem Rand, wahrend die Samen gelb-
grin sind (G). Die Samenbreite der gemessenen Samen der Akzession 8007 betrug zwischen 21 mm
und 53 mm, die Samenlange betrug zwischen 43 mm und 82 mm und die Samenfligelbreite betrug
zwischen 7 mm und 43 mm. Die Samen erreichten eine durchschnittliche Breite von 39 mm, eine
durchschnittliche Lange von 67 mm und eine durchschnittliche Fligelbreite von 24 mm. Ein
Individuum der Akzession 8007 steht aktuell noch im Botanischen Garten des KIT (Abb.2 Systematik
6).
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8168

Abb. 42 Ubersichtsbilder der unterschiedlichen Merkmale der Akzession 8168. A zeigt die Blattoberseite, B die
Blattunterseite, C den Habitus, D den Bliitenstand, E einen Teil des abgetrennten Stamms, F eine Ochrea, G Samen, H eine
sich 6ffnende Knospe und | mehrere Bliiten in der Aufsicht der Akzession 8168.

Die Pflanzen der Akzession 8168 erreichten im Jahr 2015 eine durchschnittliche Wuchshéhe von
163,33 cm, wobei zwei Individuen 160 cm und ein Individuum 170 cm hoch wurden. Die
herzférmigen Blatter, die in sieben von zwolf Fallen langer als breit waren, erreichten eine Lange von
49,6 cm und eine Breite von bis zu 61,6 cm. Die breiteste Stelle war meist im basisnahen Drittel. Das
kleinste gemessene Blatt erreichte eine Ldnge von 16,2 cm und eine Breite von 16,0 cm. Die
Perianthfarbe ist gelb mit einem weiBen Rand (l).Die Samenbreite betrug zwischen 5 mm und 61
mm, die Samenldange zwischen 22 mm und 82 mm und die Breite der Samenfliigel erreichte Werte
zwischen 7 mm und 30 mm. Die Samen erreichten eine durchschnittliche Breite von 35 mm, eine
durchschnittliche Lange von 59 mm und eine durchschnittliche Fligelbreite von 18 mm. Es sind noch
Saatgut und Wurzelproben der Akzession 8168 als Referenzmaterial vorhanden, aber es steht kein
Individuum mehr im Botanischen Garten des KIT.
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8171

Abb. 43 Ubersichtsbilder der unterschiedlichen Merkmale der Akzession 8171. A zeigt die Blattoberseite, B die
Blattunterseite, C den Habitus, D den Blitenstand, E den abgetrennten Stamm, F eine Ochrea, G Samen, H eine Blite in der
Seitansicht und | eine Bliten in der Aufsicht der Akzession 8171.

Die Akzession 8171 erreichte im Jahr 2015 eine Wuchshdhe von 175 cm. Die Blatter dieser Akzession
sind grin (A und B), wohingegen der Stamm (F) und die Blattadern hellgriin (A und B) sind. Die
Petiolen sind vorwiegend griin, wobei es auch sehr kleine rétliche Bereiche gibt (A). Die herzférmigen
Blatter (A und B) sind in 10 von 11 Féllen langer als breit, wobei der breiteste Blattbereich im
basisnahen Drittel liegt und erreichten eine Blattlange von bis zu 46,1 cm und eine Breite von bis zu
49,4 cm. Das kleinste gemessene Blatt hatte eine Lange von 20,5 cm und eine Breite von 16,2 cm. Die
Samenfarbe ist gelb-griin (D), das Perianth ist gelb mit weiRem Rand (l)und die Staubbeutel sind weil}
(H). Die Ochrea ist mittelstark ausgepragt, allerdings sind unterhalb mancher Ochreas leicht verdickte
Nodien (F) zu erkennen. Die Samenbreite erreichte Werte zischen 12 mm und 49 mm, die
Samenlange Werte zwischen 37 mm und 82 mm und die Breite der Samenfliigel Werte zwischen 11
mm und 31 mm. Die Samen erreichten eine durchschnittliche Breite von 36 mm, eine
durchschnittliche Lange von 64 mm und eine durchschnittliche Fligelbreite von 22 mm. Es sind noch
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Saatgut und Wurzelproben der Akzession 8171 als Referenzmaterial vorhanden, aber es steht kein
Individuum mehr im Botanischen Garten des KIT.

8173
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Abb. 44 Ubersichtsbilder der unterschiedlichen Merkmale der Akzession 8173. A zeigt die Blattoberseite, B die
Blattunterseite, C den Habitus, D den Bliitenstand, E den abgetrennten Stamm, F eine Ochrea, G Samen, H eine Bliite in der
Seitansicht und | eine Bliten in der Aufsicht der Akzession 8173.

Die Pflanze der Akzession 8173 erreichte im Jahr 2015 eine Wuchshéhe von 200 cm. Von den ovalen
Blattern mit herzférmiger Basis (A und B) sind 8 von 15 Blattern breiter als lang. Das kleinste
gemessene Blatt erreichte eine Ldnge von 19,1 cm und eine Breite von 20,6 cm, das groRte Blatt
erreichte eine Lange und Breite von 46,4 cm. 13 der 15 Blatter hat die breiteste Stelle im basisnahen
Drittel und das Verhaltnis der Lédnge zur Breite hat einen Wert um 1. Die Blattfarbe ist griin (A und B),
die Blattadern und der Stamm sind hellgriin (B und F). Die Samenfarbe ist gelb-griin (D und 1), die
Farbe der Staubbeutel ist weifl (H) und das Parianthes ist gelb mit weiBem Rand (H). Der Stamm
weiBRt mehrere Furchen auf (F) und die Ochrea ist mittelstark ausgepragt. Der basisnahe Teil der
Petiolen ist meist rot (A und B). Die Breite der Samen betrug zwischen 19 mm und 40 mm, die
Samenlange zwischen 38 mm und 67 mm und die Breite der Samenfliigel betrug zwischen 8 mm und
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22 mm. Die Samen erreichten eine durchschnittliche Breite von 29 mm, eine durchschnittliche Lange
von 51 mm und eine durchschnittliche Fligelbreite von 16 mm. Es sind noch Saatgut und
Wurzelproben der Akzession 8173 als Referenzmaterial vorhanden, aber es steht kein Individuum
mehr im Botanischen Garten des KIT.

8210
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Abb. 45

Abb. 16 Abbildung A zeigt die Blattoberseite, B die Blattunterseite, C den Habitus, D bis F den Bliitenstand, G einen Samen,
H eine Blite in der Aufsicht und | einen Staubbeutel der Akzession 8210 in der Seitenansicht

Die Wuchshohe der Akzession 8210 betrug im Jahr 2015 18 cm. Die dunkelgriinen Blatter (A und B)
dieser Akzession sind elliptisch und bei allen acht Blattern langer als breit. Das kleinste Blatt
erreichte eine Lange von 1,9 cm und eine Breite von 1,2 cm wahrend das grofite Blatt eine Lange von
5,4 cm und eine Breite von 3,0 cm erreichte. Alle acht gemessen Blatter sind langer als breit, die
breiteste Stelle liegt meist im apexnahen Drittel des Blattes. Der griine Stamm (F) hat keine
Stammbléatter. Das Perianth und das Ovar dieser Akzession sind olivgriin bis braun (H), die Filamente
sind weil-rosa und die Narben rosa gefarbt (H). Der Samen ist griin und dreieckig - rundlich (G). Die
Blattadern sind griin-rot (A und B) und der Staubbeutel ist lila (I). Zwei Individuen der Akzession 8210
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stehen aktuell im Botanischen Garten des KIT, wovon eins in einem Topf am Gewaéachshaus und das
andere in Systematik 5 (Abb. 2) zu finden ist.

8231

A

Abb. 46 Ubersichtsbilder der unterschiedlichen Merkmale der Akzession 8231. A zeigt die Blattoberseite, B die
Blattunterseite, C den Habitus, D den Bliitenstand, E den abgetrennten Stamm, F eine Ochrea, G Samen, H eine Bllte in der
Aufsicht und | mehrere Staubbeutel in der Seitenansicht der Akzession 8231.

Die Wuchshohe der Pflanzen der Akzession 8231 betrug im Jahr 2015 220 cm. Die griinen Blatter der
Akzession 8231 haben hellgriine Blattadern (B) und sind herzférmig (A und B). Das Perianth ist gelb
mit weiBem Rand (H) und die Staubbeutel (I) sind weil’. Die BlattgroRe dieser Akzession variierte im
Jahr 2015 zwischen einer Lange von 7,0 cm und 38,9 cm und einer Breite von 7,3 cm und 45,4 cm,
wobei das Verhaltnis von Ldange zu Breite einen durchschnittlichen Wert von 0,98 annahm. 21 der 33
gemessenen Blatter sind breiter als lang, wobei die breiteste Stelle in 78% der Falle im basisnahen
Drittel des Blattes lokalisiert ist und in den anderen 12 % im mittleren Drittel. Die Ochrea ist mit einer
Lange von bis zu 5 cm schwach ausgepragt (F), allerdings unterhalb dieser Ochrea eine stirke
Rosafarbung als bei den anderen Akzessionen zu erkennen. Die Samenbreite der gemessenen Samen
der Akzession 8231 betrug zwischen 8 mm und 27 mm, die Samenldnge betrug zwischen 25 mm und
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66 mm und die Samenfliigelbreite betrug zwischen 8 mm und 46 mm. Die Samen erreichten eine
durchschnittliche Breite von 30 mm, eine durchschnittliche Linge von 50 mm und eine
durchschnittliche Fllgelbreite von 14 mm. Es sind noch Saatgut und Wurzelproben der Akzession
8231 als Referenzmaterial vorhanden, aber es steht kein Individuum mehr im Botanischen Garten
des KIT.
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Abb. 47 Ubersichtsbilder der unterschiedlichen Merkmale der Akzession 8232. A zeigt die Blattoberseite, B die
Blattunterseite, C den Habitus, D den Bliitenstand, E den abgetrennten Stamm, F eine Ochrea, G Samen, H zwei Samen in
der Seitansicht und | vier Bluten in der Aufsicht der Akzession 8232.

Die Akzession 8232 ist eine Akzession mit griinen, herzférmigen Blattern (A und B), die ein gelbes
Perianth mit weiBem Rand (I) mit weiBen Staubbeutel (I) besitzt. Die BlattgroRe dieser Akzession
variierte im Jahr 2015 zwischen einer Lange von 15,2 cm und 48,3 cm und einer Breite von 14,4 cm
und 47,2 cm, wobei das Verhaltnis von Lange zu Breite einen durchschnittlichen Wert von 1,03
annahm. Zwolf der 21 gemessenen Blatter sind langer als breit, wobei die breiteste Stelle in 80% der
Falle im basisnahen Drittel des Blattes lokalisiert war. Das Individuum, das im Jahr 2015 im
Botanischen Garten des KIT gewachsen ist, erreichte eine Wuchshdhe von 230 cm. Die Ochrea ist mit
einer Lange von bis zu 7 cm mittelstark ausgepragt (F). Die Blattadern der Blattoberflache sind
hellgriin (B). Die Samenfliigel sind rosa (H), wahrend der Samen gelb-griin ist (H). Die Samenbreite
der gemessenen Samen der Akzession 8232 betrug zwischen 21 mm und 43 mm, die Samenldnge
betrug zwischen 35 mm und 73 mm und die Samenfliigelbreite betrug zwischen 9 mm und 43 mm.
Die Samen erreichten eine durchschnittliche Breite von 31 mm, eine durchschnittliche Lange von 50
mm und eine durchschnittliche Flligelbreite von 19 mm. Es sind noch Saatgut und Wurzelproben der
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Akzession 8232 als Referenzmaterial vorhanden, aber es steht kein Individuum mehr im Botanischen
Garten des KIT.

8255
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Abb. 48 Ubersichtsbilder der unterschiedlichen Merkmale der Akzession 8255. A zeigt die Blattoberseite, B die
Blattunterseite, C den Habitus, D den Bliitenstand, E den abgetrennten Stamm, F eine Ochrea, G Samen, H eine Bliite in der
Aufsicht und | mehrere Bliten am Blitenstand in der Seitenansicht der Akzession 8255.

Die Akzession 8255 ist eine Akzession mit griinen, herzférmigen Blattern (A und B), die ein gelbes
Perianth mit weifRem Rand (H) und weilRen Staubbeutel (H) besitzt. Die BlattgroRe dieser Akzession
variierte im Jahr 2015 zwischen einer Lange von 17,7 cm und 41,4 cm und einer Breite von 14,7 cm
und 44,6 cm, wobei das Verhaltnis von Lange zu Breite einen durchschnittlichen Wert von 1,0
annahm. FUnf der acht gemessenen Blatter sind breiter als lang, wobei die breiteste Stelle in sieben
der acht Falle im basisnahen Drittel des Blattes lokalisiert ist. Das Individuum, das im Jahr 2015 im
Botanischen Garten des KIT gewachsen ist, erreichte eine Wuchshohe von 205 cm. Auffillig bei
dieser Akzession ist der starke und tiefe Riffelung des Stammes (F). Die Ochrea ist mit einer Linge
von bis zu 5 cm schwach ausgepragt (F). Die Blattadern der Blattoberflache sind hellgriin (B). Die
Samenbreite der gemessenen Samen der Akzession 8255 betrug zwischen 17 mm und 42 mm, die
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Samenlange betrug zwischen 28 mm und 71 mm und die Samenfliigelbreite betrug zwischen 8 mm
und 34 mm. Die Samen erreichten eine durchschnittliche Breite von 31 mm, eine durchschnittliche
Lange von 56 mm und eine durchschnittliche Fligelbreite von 15 mm. Es sind noch Saatgut und
Wurzelproben der Akzession 8255 als Referenzmaterial vorhanden, aber es steht kein Individuum
mehr im Botanischen Garten des KIT.
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8441

Abb. 49 Ubersichtsbilder der unterschiedlichen Merkmale der Akzession 8441. A zeigt die Blattoberseite, B die
Blattunterseite, C den Habitus, D den Blutenstand, E den abgetrennten Stamm, F eine Ochrea, G Samen, H und | zwei
Samen in der Seitenansicht, J vier Bluten in der Aufsicht, K eine Blite in der Aufsicht und L einen Staubbeutel in der
Seitenansicht der Akzession 8441.

Die Akzession 8441 ist eine Akzession mit griinen, langlich-herzformigen Blattern (A und B), die ein
gelbes Perianth mit weiBem Rand(J-K) und weiRe Staubbeutel (L) besitzt. Die BlattgroRe dieser
Akzession variierte im Jahr 2015 zwischen einer Lange von 20,1 cm und 56,7 cm und einer Breite von
12,5 cm und 57,2 cm, wobei das Verhéltnis von Lange zu Breite einen durchschnittlichen Wert von
1,17 annahm. 16 der 18 gemessenen Blatter sind langer als breit, wobei die breiteste Stelle immer im
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basisnahen Drittel des Blattes lokalisiert war. Das Individuum, das im Jahr 2015 im Botanischen
Garten des KIT gewachsen ist, erreichte eine Wuchshéhe von 190 cm. Auffillig bei dieser Akzession
ist der stark geriffelte Stamm (F). Die Ochrea ist mit einer Ldnge von bis zu 7 cm mittelstark
ausgepragt (F). Die Blattadern der Blattoberflache sind hellgriin (B). Die Samen werden nach kurzer
Zeit rot (D), verlieren aber nach und nach diese rote Farbe, sodass zum Schluss nur noch an den
Fligeln eine Rosafarbung zu erkennen ist (H und 1). Die Samenbreite der gemessenen Samen der
Akzession 8441 betrug zwischen 14 mm und 47 mm, die Samenlange betrug zwischen 36 mm und 77
mm und die Samenfligelbreite betrug zwischen 11 mm und 35 mm. Die Samen erreichten eine
durchschnittliche Breite von 31 mm, eine durchschnittliche Lange von 58 mm und eine
durchschnittliche Fliigelbreite von 21 mm. Ein Individuum der Akzession 8441 steht aktuell noch im
Botanischen Garten des KIT (Abb.2 Systematik 4).
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8444

Abb. 50 Ubersichtsbilder der unterschiedlichen Merkmale der Akzession 8444. A zeigt die Blattoberseite, B die
Blattunterseite, C den Habitus, D den Blltenstand, E den abgetrennten Stamm, F eine Ochrea mit gestieltem Stammblatt, G
Samen, H vier Blluten in der Aufsicht und | eine sich 6ffnende Knospe der Akzession 8444,

Die Akzession 8444 ist eine Akzession mit griinen, herzférmigen Blattern (A und B), die ein gelbes
Perianth mit weiRem Rand (H) und weilRe Staubbeutel (H) besitzt. Die BlattgroRe dieser Akzession
variierte im Jahr 2015 zwischen einer Ldnge von 16,8 cm und 38,6 cm und einer Breite von 14,5 cm
und 41,5 cm, wobei das Verhaltnis von Lange zu Breite meist einen Wert um 1 annahm. Zwei der drei
gemessenen Blatter waren langer als breit, wobei die breiteste Stelle immer im basisnahen Drittel
des Blattes lokalisiert war. Das Individuum, das im Jahr 2015 im Botanischen Garten des KIT
gewachsen ist, erreichte eine Wuchshdhe von 165 cm. Auffillig bei dieser Akzession ist die sehr
schwach ausgepragte Ochrea (F), die nur mehrere Zentimeter lang war. Der Stamm ist griin mit
kleineren Rillen (J). Die Blattadern der Blattoberflache sind hellgriin (B). Eine weitere Auffalligkeit
waren die ungestielten Stammblatter im oberen Bereich der Blitenstinde und die gestielten
Stammblatter (F) im unteren und mittleren Bereich des Stammes. Die Samenbreite der gemessenen
Samen der Akzession 8444 betrug zwischen 8 mm und 46 mm, die Samenlange betrug zwischen 30
mm und 77 mm und die Samenfliigelbreite betrug zwischen 7 mm und 46 mm. Die Samen erreichten
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eine durchschnittliche Breite von 29 mm, eine durchschnittliche Lange von 52 mm und eine
durchschnittliche Fliigelbreite von 20 mm. Ein Individuum der Akzession 8444 steht aktuell noch im
Botanischen Garten des KIT (Abb.2 Systematik 4).
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8566

Abb. 51 Ubersichtsbilder der unterschiedlichen Merkmale der Akzession 8566. A zeigt die Blattoberseite, B die
Blattunterseite, C den Habitus, D den Blitenstand, E den abgetrennten Stamm, F eine Ochrea, G Samen, H vier Bliten in der
Aufsicht und | den Zeitpunkt des Offnens der Knospe der Akzession 8566.

Die durchschnittliche Wuchshéhe der Akzession 8566 betragt 163,33 cm, wobei zwei Individuen 160
c¢cm und ein Individuum 170 cm erreichten. Die eng dreieckig gefingerten Blatter sind griin (A und B)
und haben griine Blattadern. Allerdings sind die Petiolen (A und B) und der Stamm griin mit roten
Punkten (F). Die Blattldnge erstreckte sich von 28,9 cm bis zu 49,6 cm, wahrend sich die Blattbreite
von 35,0 cm bis zu 52,5 cm erstreckte. Alle neun vermessenen Blatter waren breiter als lang. Die
Samen sind gelb- rétlich (G), wobei sich die Rotfarbung erst nach einer gewissen Zeit entwickelte. Die
Samenbreite der gemessenen Samen der Akzession 8566 betrug zwischen 12 mm und 32 mm, die
Samenlange betrug zwischen 37 mm und 68 mm und die Samenfliigelbreite betrug zwischen 9 mm
und 26 mm. Die Samen erreichten eine durchschnittliche Breite von 22 mm, eine durchschnittliche
Lange von 51 mm und eine durchschnittliche Flligelbreite von 18 mm. Die Perianthfarbe ist rot-lila
(H) und die Staubbeutel sind lilafarben (). Die Ochrea ist stark ausgepragt (F). Ein Individuum der
Akzession 8566 steht aktuell noch im Botanischen Garten des KIT (Abb.2 Systematik 6).
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1.1. Akzessionen, die 2015 nicht gebliiht haben

1.1.1. gefingerte Blatter

VR

Abb. 52 zeigt die Akzessionen mit gefingerten Blattern, die im Jahr 2015 nicht gebliiht haben. Abb. A zeigt den Habitus der
Akzession 5451, B den Habitus der Akzession 7166 aus dem Jahr 2014, C den Habitus der Akzession 7753, D den Habitus der
Akzession 8266 und E den Habitus der Akzession 8267.

Die Akzession 5451 hat dunkelgriin bis lilafarbene Blatter (A), stark ausgepragte und eng dreieckige

Einschnitte in den Blattern. Dies deutet auf R. palmatum oder R. tanguticum hin. Der Stamm ist
griin-rot gepunktet.
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Auch wenn Akzession 7166 im Jahr 2015 nicht gebliht hat, sind Bilder vorhanden, die die Akzession
im Jahr 2014 blihend zeigen. Es lasst sich erkennen, dass diese Akzession ein rot-lila Perianth (B) hat
und dass die Blattoberseiten griin sind. Die Blatter sind gefingert, allerdings lasst sich nicht erkennen,
wie tief Blatteinschneidungen sind und welche Form sie haben.

Die Blatter der Akzession 7753 (C) zeigen viele und dafiir nicht so tiefe Einschnitte, die eher eng bis
breit dreieckig sind. Dies wirde fir entweder R. officinale oder R. palmatum sprechen. Bei einem
weillen Perianth, ware es R. officinale, bei einem rot-lila Perianth R. palmatum.

Der Habitus der Akzession 8266 (D) und 8267 (E) lassen einen rot gepunkteten Stamm und Blatter
die wie bei (C) viele, aber nicht so tiefe Einschnitte haben, erkennen. Auch dies spricht fir entweder
R. officinale oder R. palmatum. Wie bei 7753 ist auch hier die Perianthfarbe fiir die Bestimmung
notwendig.

1.1.2. elliptisch bis herzformige Blatter, nicht gefingert
ETRET i Y BT T R

Abb. 53 zeigt eine Ubersicht, der Akzessionen, die im Jahr 2015 nicht gebliiht haben, aber ungefingerte Blittern besitzen.
Abb. F zeigt den Habitus der Akzession 5453, G den Habitus der Akzession 8006, H den Habitus der Akzession 8172 aus dem
Jahr 2014, | den Habitus der Akzession 7757, J den Habitus der Akzession 8402, K den Habitus der Akzession 8403 und L den
Habitus der Akzession 8440.
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Bei Akzession 5453 lassen sich apikal abgerundete Blatter erkennen, allerding ist die Gesamtform
herzférmig. Aulerdem ist die Blattnervatur auffallig: Die Blatter haben mehr Blattadern, die naher
aneinander gereiht sind. Bei Akzession 8006 lassen sich groRe, herzférmige Blatter erkennen,
wohingegen auf dem Bild der Akzession 8172 aus dem Jahr 2014 (H) neben den herzférmigen
Blattern ein weilles bzw. helles Perianth zu sehen ist. Bei Akzession 7757 (I) lassen sich starker
gewellte, herzférmige Blatter erkennen.

Bei den Akzessionen 8402 (J), 8403 (K) und 8440 (L) sind elliptisch bis herzférmige und ganzrandige
Blatter erkennen. Dies deutet auf eine Zugehdrigkeit zur taxonomischen Sektion Rheum hin.

1.1.3. Pflanzen in der ersten Vegetationsperiode

; g

Abb. 54 zeigt die Akzessionen, die im Jahr 2015 noch zu jung waren, um einen Zuordnung zu einer taxonomischen
Sektion zu ermdoglichen. Abb. M zeigt die Akzession 8154, N die Akzession 8224, O die Akzession 8225,P die Akzession 8439,
Q die Akzession 8226,R die Akzession 8389, S die Akzession 8392, T die Akzession 8443 und U die Akzession 7752.

Bei den Akzessionen 8154 (M), 8224 (N), 8225 (O) und 8439 (P) ist denkbar, dass es sich um
Akzessionen handelt, die zur taxonomischen Sektion Rheum gehoren. lhre Blattform ldsst elliptische
bis herzférmige Blatter erahnen, die nicht gefingert sind.

Bei den Akzessionen 8226 (Q), 8389 (R) und 8392 (S) lassen sich sehr kleine Blatter erkennen, die
allerdings nicht zusammengefaltet sind. Auch die Blattform ahnelt sehr denen der Akzession 8210.
Somit kdnnten diese Akzessionen zur Sektion Deserticola gehtéren und eventuell zur Art R. delavayi
oder R. pumilum.

Bei den Akzessionen 8443 (T) und 7752 (U) lasst sich aufgrund der sehr kleinen Blatter keine
Aussagen Uber eine potentielle Zugehorigkeit treffen.
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2. Blutenentwicklung exemplarisch
s - LB Y R TR

Abb. 55 zeigt exemplarisch die Entwicklung des Bliitenstandes bei Akzession 1473 vom Aufgehen der Knospe in A bis zum
voll entwickelten Bliitenstand in F.

In der obigen Abbildung ist exemplarisch die Bliitenentwicklung von Rheum am Beispiel der
Akzession 8566 zu sehen. In A ist zu sehen, wie sich die Knospe 6ffnet und die noch geschlossenen
Bliten darunter zum Vorschein kommen. Dabei ist ersichtlich, dass es mehrere Blattschichten gibt,
aus denen dann jeweils ein oder mehrere Bliitenstande auswachsen (D). Nach weiterem Wachstum
falten sich die Bliitenstdnde nach und nach auf (F).
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3. Sollabbruchstelle am Bliitenstiel
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Abb. 56 zeigt exemplarisch den Mechanismus des Bliitenabwurfes. In A ist eine Bllte der Akzession 7755 am Bliitenstand
abgebildet, in B derselbe Ausschnitt, nachdem die Blite durch sanftes Ziehen dem Bliitenstangel entfernt wurde, in C und D
eine Nahaufnahme der Sollabbruchstelle.

Bei der BlUtenanalyse ist eine Sollabbruchstelle am Blitenstiel aufgefallen. Wie in Abb. 27B zu sehen
ist, sind nach dem Abfallen aller Bliiten und Samen noch Uberreste des Bliitenstiels am Bliitenstand
zu erkennen. Bei ndherem Betrachten des Blutenstiels ist eine Sollabbruchstelle (Abb. 27 D) zu
erkennen, die dafiir verantwortlich ist, dass die Bliten oder Samen an einer vorher bestimmten
Stelle vom Bliitenstiel gelost werden. Dabei ist aufgefallen, dass manchmal auch wahrend der Bliite
und bei noch nicht vorhandenen Samen an einem Bliitenstand bei leichter Beriihrung zum Abfallen
der Blite kommt. Der zugrundeliege Mechanismus des Bliiten — und Samenabwurfes ist nicht geklart.
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4. Hohe bei Beginn der Bliite

Abb. 57 zeigt die unterschiedlichen beobachteten Hohen, zu denen die Knospe 6ffnet und das Perianth zu erkennen ist.
In A ist die Blute der Akzession 8168, in B die der Akzession 8444, in C die der Akzession 2109 und in D die der Akzession
7755 zu sehen.

Beim Betrachten der Bliihhéhen der unterschiedlichen Akzessionen ist auffallig, dass die Akzessionen
der Sektion Palmata (1473, 7164, 7755 und 8566) erst ab einer Héhe von 50 cm - 70 cm mit dem
Offnen der Knospe beginnen, was exemplarisch in Abb. D bei Akzession 7755 zu sehen ist. Bei der
Sektion Rheum ist dies schon innerhalb der ersten 20 cm geschehen (A und B). Wobei hier die
Akzession 2109 eine Ausnahme bildet: Bei dieser Akzession beginnt das Offnen der Knospe erst bei
einer Hohe von ca. 40 cm (C).
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5. Blattdetails Sektion Palmata
exemplarisch

7164 R.officinale

Abb. 58 A und B zeigen die Blattoberseite der Akzession, C und D zeigen die Blattunterseite der Akzession 7164. Dabei
wurde A und C mit der 6,3x VergréRerung und B und D mit der 10x VergroBerung aufgenommen.

Die adaxiale Behaarung ist minimal (B), die abaxiale Behaarung ist starker als die adaxiale Behaarung.
Vor allem an den Blattadern und am Blattrand sind spitze Haare zu erkennen (D). Es ist auffallig, dass
die Blattadern (B und D) lila geféarbt sind. Die Farbung der Blattunterseite ist intensiver als die der
Oberseite.
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8566 R. palmatum

Abb. 59. A und B zeigen die Blattoberseite, C und D zeigen die Blattunterseite der Akzession 8566.

Die Blattoberseite ist glanzend und minimal behaart (A und B). Im Gegensatz dazu ist die
Blattunterseite der Akzession 8566 sehr stark behaart, dabei ist auffillig, dass die Haare auch
zwischen den Blattadern zu erkennen sind. Der Blattrand ist violett gefarbt (D).

Im Vergleich der beiden Akzessionen lasst sich feststellen, dass die Behaarung der Akzession 7164
schwacher ist, als bei der Akzession 8566. Dabei ist auffillig, dass diese Behaarung vor allem abaxial
stark ausgepragt ist, adaxial daflir nur minimal. Wahrend bei Akzession 8566 die Blattoberseite
glanzt, ist die Blattoberseite der Akzession 7164 matt. Ob die starkere Lilafarbung der Blatter
spezifisch fiir die Art R. officinale ist, lasst sich aufgrund von mangelnder Stichproben nicht
festhalten, allerdings ist auffallig, dass bei Akzession 8566 nur der Blattrand lila gefarbt ist und bei
Akzession 7164 der GrofRteil des Blattes. Die Blattadern sind bei der Akzession auch 7164 lila,
wahrend sie bei Akzession 8566 gelb-griin sind. Ob diese allerdings spezifisch fir einzelne
taxonomische Sektionen oder gar Arten sind, oder eventuell standortabhangige Merkmale sind, kann
nicht geklart werden. Dies kann in nachfolgenden Untersuchungen weitergehend beleuchtet werden.
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6. Ubersicht

8.1 Samenmessungen
Samenlange
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Dia. 6 zeigt die durchschnittliche Samenlange in mm der Akzessionen, der im Jahr 2015 gebliihten Akzessionen. Die
Akzessionen sind nach den morphologische Bestimmung markiert: Die beiden zur Sektion Palmata gehérenden Arten sind
blau (R. officinale) und rot (R. palmatum) gefarbt. Die zur Sektion Rheum geh6renden Arten R. hotaoense, R. australe, R.
webbianum sind lila, griin und gelb gefarbt. Der Fehlerbalken zeigt die Standardabweichung.
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Dia. 7 zeigt die durchschnittliche Samenbreite in mm der Akzessionen, der im Jahr 2015 gebliihten Akzessionen. Die
Akzessionen sind nach den morphologische Bestimmung markiert: Die beiden zur Sektion Palmata gehérenden Arten sind
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blau (R. officinale) und rot (R. palmatum) gefarbt. Die zur Sektion Rheum geh6renden Arten R. hotaoense, R. australe, R.
webbianum sind lila, griin und gelb gefarbt. Der Fehlerbalken zeigt die Standardabweichung.
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Dia. 8 zeigt die durchschnittliche Fliigelbreite in mm der Akzessionen, der im Jahr 2015 gebliihten Akzessionen. Die
Akzessionen sind nach den morphologische Bestimmung markiert: Die beiden zur Sektion Palmata gehdrenden Arten sind
blau (R. officinale) und rot (R. palmatum) gefarbt. Die zur Sektion Rheum gehorenden Arten R. hotaoense, R. australe, R.
webbianum sind lila, griin und gelb gefarbt. Der Fehlerbalken zeigt die Standardabweichung.
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Dia. 9 zeigt den durchschnittlichen Quotienten der Samenlange durch die Samenbreite der Akzessionen, der im Jahr 2015
gebliihten Akzessionen. Die Akzessionen sind nach den morphologische Bestimmung markiert: Die beiden zur Sektion
Palmata gehdrenden Arten sind blau (R. officinale) und rot (R. palmatum) gefarbt. Die zur Sektion Rheum gehdrenden
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Arten R. hotaoense, R. australe, R. webbianum sind lila, griin und gelb gefarbt. Der Fehlerbalken zeigt die
Standardabweichung.

Tab. 32 Ubersichtstabelle der Samenmessungen der untersuchten Akzessionen. Die Ubersichtstabelle zeigt die
Samenbreite, Samenldnge, die Fliigelbreite, den Quotienten der Samenlange zur Samenbreite (L/B) und den
Stichprobenumfang (n=) der einzelnen Akzessionen.

Samen

Akzession ID Breite |Linge Fliigelbreite |L/B n=

1473 R. palmatum 24 51 14 2.18 141
2109 R. spec. 25 40 10 1.75 18

5452 R. hotaoense 40 68 21 1.75 184
7164 R.officinale 29 52 20 1.94 101
7755 R. palmatum 26 53 13 2.21 49

7756 R. rhabarbarum |31 54 16 1.75 318
7758 R. rhabarbarum |31 51 14 1.72 179
7882 R. webbianum 32 51 19 1.62 273
8007 R. hotaoense 39 67 24 1.75 148
8168 R. webbianum 35 59 18 1.81 129
8171 R .hotaoense 36 64 22 1.81 248
8173 R. webbianum 29 51 16 1.82 149
8231 R. webbianum 30 50 14 1.78 127
8232 R. hotaoense 31 50 19 1.67 186
8255 R. webbianum 31 56 15 1.85 253
8441 R. hotaoense 31 58 21 1.77 199
8444 R. webbianum 28 52 20 1.89 202
8566 R .palmatum 22 51 18 2.41 169
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8.2 Blattmessungen
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Dia. 10 zeigt die durchschnittliche Blattldnge in cm der Akzessionen, der im Jahr 2015 gebliihten Akzessionen. Die
Akzessionen sind nach den morphologische Bestimmung markiert: Die beiden zur Sektion Palmata gehérenden Arten sind
blau (R. officinale) und rot (R. palmatum) gefarbt. Die zur Sektion Rheum gehorenden Arten R. hotaoense, R. australe, R.

webbianum sind lila, griin und gelb gefarbt. Der Fehlerbalken zeigt die Standardabweichung.
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Dia. 11 zeigt die durchschnittliche Blattbreite in cm der Akzessionen, der im Jahr 2015 gebliihten Akzessionen. Die
Akzessionen sind nach den morphologische Bestimmung markiert: Die beiden zur Sektion Palmata gehdrenden Arten sind
blau (R. officinale) und rot (R. palmatum) gefarbt. Die zur Sektion Rheum gehdrenden Arten R. hotaoense, R. australe, R.

webbianum sind lila, griin und gelb gefarbt. Der Fehlerbalken zeigt die Standardabweichung.
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Dia. 12 zeigt den durchschnittlichen Quotienten der Blattlange zur Blattbreite der Akzessionen, der im Jahr 2015
gebliihten Akzessionen. Die Akzessionen sind nach den morphologische Bestimmung markiert: Die beiden zur Sektion
Palmata gehorenden Arten sind blau (R. officinale) und rot (R. palmatum) gefarbt. Die zur Sektion Rheum gehoérenden
Arten R. hotaoense, R. australe, R. webbianum sind lila, griin und gelb gefarbt. Der Fehlerbalken zeigt die
Standardabweichung.

Tab. 33 Ubersichtstabelle der Blattmessungen der untersuchten Akzessionen. Die Ubersichtstabelle zeigt die Blattlinge,
Blattbreite, der prozentuale Anteil an Blatter, die langer als breit sind, (L. > Br.), die breiteste Stelle des Blattes prozentual
der Lange (br. Stelle), den Quotienten der Blattlange zur Blattbreite (L/B) und den Stichprobenumfang (n=) der einzelnen
Akzessionen.

Akzession ‘ Art Breite L.>Br. br. Stelle

2109 R. australe. 14.5 16.9 9.52% 26.13% 0.86 21
7164 R. officinale 49.8 47.5 71.43% |31.01% 1.05 7
7755 R. palmatum 23.9 29.5 0.00% 27.39% 0.81 3
7756 R .rhabarbarum |27.8 24.3 91.30% |28.77% 1.14 23
7758 R. rhabarbarum |33.7 36.6 0.00% 12.55% 0.92 5
7882 R. webbianum |34.5 44.3 0.00% 17.52% 0.78 5
8007 R. hotaoense 31.9 28.6 78.95% |24.10% 1.12 19
8168 R. webbianum |36.3 37.7 41.67% |28.51% 0.96 12
8171 R. hotaoense 34.9 32.0 90.91% |28.27% 1.09 11
8173 R. webbianum | 33.3 33.8 46.67% |16.98% 0.98 15
8210 R. pumilum 2.9 1.9 100.00% |64.21% 1.52 8
8231 R. webbianum | 20.2 21.6 36.36% | 26.01% 0.94 33
8232 R. hotaoense 324 32.2 57.14% |28.68% 1.01 21
8255 R. webbianum | 28.5 29.9 37.50% |19.95% 0.95 8
8439 R. spec. 18.0 12.8 100.00% |26.06% 1.40 2
8440 R. spec. 16.7 17.1 60.00% | 24.00% 0.98 5
8441 R. hotaoense 37.9 33.6 88.89% | 25.03% 1.13 18
8444 R. webbianum | 26.2 26.3 66.67% |22.17% 1.00 3
8566 R. palmatum 38.2 45.7 0.00% 24.36% 0.84 9
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Anova Test Samenbreite in mm

DESCRIPTION Alpha 0.05

Groups Count Sum Mean Variance SS Std Err Lower Upper
hotaoense 1142 399.351 0.3496944 0.00473041 5.39739834 0.00189165 0.34598289 0.3534059
webbianum 1308 402.233 0.30751758 0.00405955 5.3058266 0.00176755 0.30405005 0.31098512
palmatum 389 90.174 0.23180977 0.00284771 1.10490992 0.00324115 0.22543735 0.23818219
officinale 101 30.506 0.3020396 0.00197614 0.19761384 0.00636083 0.2894199 0.31465931
australe 18 4.481 0.24894444 0.00362406 0.06160894 0.01506739 0.21715502 0.28073386
ANOVA

Sources SS df MS F Pvalue F crit RMSSE Omega Sq
Between
Groups 4.22694497 4 1.05673624 258.593655 1.033E-190 2.37494156 0.7447759 0.25834449
Within Groups 12.0673576 2953 0.00408647
Total 16.2943026 2957 0.00551042
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Samenlange in mm

DESCRIPTION Alpha 0.05

Groups Count Sum Mean Variance SS Std Err Lower Upper
hotaoense 1142 681.35 0.59662872 0.01087486 12.4082146 0.00271935 0.59129324 0.6019642
webbianum 1308 688.739244 0.52655906 0.00731338 9.55858585 0.00254094 0.5215743 0.53154381
palmatum 389 197.726 0.50829306 0.00650647 2.52450859 0.00465932 0.49913238 0.51745374
officinale 101 58.205 0.57628713 0.00369181 0.36918067 0.00914401 0.55814567 0.59442859
australe 18 7.236 0.402 0.00454859 0.077326 0.02166014 0.3563011 0.4476989
ANOVA

Sources SS df MS F Pvalue F crit RMSSE Omega Sq
Between
Groups 4.32875573 4 1.08218893 128.146906 5.065E-101 2.37494156 0.8273994 0.14671131
Within Groups 24.9378157 2953 0.00844491
Total 29.2665714 2957 0.00989739

119

Seite |119



Blattbreite in cm

ANOVA: Single Factor

DESCRIPTION Alpha 0.05

Groups Count Sum Mean Variance SS Std Err Lower Upper
australe 21 355.493 16.9282381 42.510069 850.20138 2.32599968 12.0762878 21.7801884
officinale 7 332.789 47.5412857 363.010691 2178.06415 4.02874962 37.6832905 57.3992809
palmatum 12 499.312 41.6093333 144.060749 1584.66824 3.07700835 34.8368836 48.381783
hotaoense 92 2735.662 29.7354565 89.9900872 8189.09793 1.11128483 27.5280258 31.9428873
webbianum 81 2394.0707 29.5564284 145.280817 11622.4654 1.18434107 27.1995146 31.9133422
pumilum 8 15.298 1.91225 0.41319193 2.8923435 3.7685502 6.99895519 10.8234552
ANOVA

Sources SS df MS F P value F crit RMSSE Omega Sq
Between
Groups 1329309% 5 2658.61814 23.4000814 9.4907E-19 2.25605704 1.55610347 0.33633715
Within Groups 2442739% 215 113.615765
Total 3772048% 220 171.456728
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Blattlange in cm

DESCRIPTION Alpha 0.05

Groups Count Sum Mean Variance SS Std Err Lower Upper
australe 21 305.372 14.5415238 22.820598 456.411959 2.00299747 10.3633443 18.7197033
officinale 7 348.799 49.8284286 134.88192 809.291518 3.46929339 41.3393735 58.3174837
palmatum 12 415.8 34.65 104.698181 1151.67999 2.64971659 28.8180131 40.4819869
hotaoense 92 2991.278 32.5138913 76.8323883 6991.74733 0.95696518 30.6129976 34.414785
webbianum 81 2249.7787 27.7750457 108.644408 8691.55267 1.01987639 25.745427 29.8046643
pumilum 8 23.31 2.91375 1.92734793 13.4914355 3.24522681 4.75999201 10.587492
ANOVA

Sources SS df MS F P value F crit RMSSE Omega Sq
Between
Groups 1448605% 5 2897.21066 34.3874504 9.4593E-26 2.25605704 1.78751661 0.43032024
Within Groups 1811417% 215 84.2519763
Total 3260023% 220 148.182855
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