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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Arzneimittel aus Pflanzen

Heilpflanzen werden seit der frihesten Geschichte der Menschheit verwendet. Auch
heute noch sind zahlreiche von ihnen therapeutisch relevant [01]. Sie werden in ent-
weder ursprunglicher Form als ganze oder zerkleinerte Pflanzen und Pflanzenteile
oder pharmazeutisch verarbeitet (Abb. 1.01) in Tropfen, Tabletten, Kapseln, Salben
etc. als Arzneimittel eingesetzt [02].

Arzneimittel mit pflanzlichem Ursprung haben uber ihre therapeutische Nutzung hin-
aus eine wichtige wirtschaftliche Bedeutung. So werden einer Erhebung des Markt-
forschungsinstitutes IMS International zufolge allein die Umsatze des europaischen

Marktes fur pflanzliche Arzneimittel auf insgesamt etwa 4 Mrd. Euro geschatzt [03].

Pflanzliche Stoffe

Pflanzliche Zubereitungen

Spezifisch zerkleinerte
oder gepulverte Drogen

- : o e Verarbeitete
m Atherische Ole Ausscheidungen

Pflanzliche Drogen
zur Teebereitung

Abb. 1.01: Pflanzliche Stoffe und daraus hergestellte pharmazeutische Zubereitungen [04, mod.]

1.2 Anforderungen an die Qualitat pflanzlicher Arzneimittel

Arzneimittel durfen aus Grinden des Verbraucherschutzes und der Gewahrleistung
der offentlichen Gesundheit erst dann in den Verkehr gebracht werden, wenn diese
erfolgreich eine behordliche Uberpriifung durchlaufen haben und somit zugelassen
oder registriert werden konnten [05]. Bei der Uberpriifung, fiir die in den Mitglieds-
staaten der Europaischen Union vereinheitlichte Standards vereinbart sind, werden

die pharmazeutische Qualitat, die Wirksamkeit und die Unbedenklichkeit der Prapa-
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rate beurteilt. Fur die Gruppe der pflanzlichen Arzneimittel bedarf es aufgrund spezi-
fischer Besonderheiten allerdings spezieller Beurteilungsmalfigaben. So gilt hier z. B.
das aus dem Prozess der Herstellung resultierende Vielstoffgemisch, das verschie-
dene Inhaltsstoffe des pflanzlichen Stoffes enthalt, in seiner Gesamtheit als eigentli-
cher Wirkstoff. Pflanzliche Arzneimittel unterscheiden sich dadurch wesentlich von
den Arzneimitteln, die chemisch-definierte Einzelsubstanzen als Wirkstoffe enthalten
[06, 07, 08, 09].

Der therapeutische Erfolg eines pflanzlichen Arzneimittels kann aufgrund seiner Be-
schaffenheit als Vielstoffgemisch nur dann konsistent gewahrleistet werden, wenn
die Qualitat des gesamten pflanzlichen Wirkstoffs Charge flr Charge sichergestellt
ist. Ein wichtiges Element sind daher mdglichst gleichbleibend zusammengesetzte
Inhaltsstoffspektren. Letztere resultieren mal3geblich aus validen und reproduzierba-
ren Herstellungsverfahren (Abb. 1.02), fur die wiederum eindeutig definierte und zu-

verlassig Uberprufte Ausgangsmaterialien unabdingbar sind [10, 11, 12].

Anforderungen an
Fertigarzneimittel

J

Spezifikationen —m—— Prifpunkte und

/ Prifverfahren

Herstellungsverfahren

>ifikationen - 5 Prifpunkte und

Prifverfahren

Anforderungen an
Ausgangsstoffe e Prifpunkte und
—» Spezifikationen ——0—o—p -
Prifverfahren

|

Beschaffungsqualitat

Abb. 1.02: Einfluss von Ausgangsstoffen auf die Qualitat pflanzlicher Arzneimittel [13]
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1.3 Identifizierung pflanzlicher Stoffe

Da die Qualitat der in pflanzlichen Arzneimitteln verarbeiteten pflanzlichen Stoffe ei-
nen direkten Einfluss auf die Beschaffenheit der Fertigprodukte hat, kommt der um-
fanglichen Kontrolle der Ausgangsstoffe eine essentielle Bedeutung zu gute. Eine
der grundlegenden Untersuchungen ist die Verifizierung der botanischen Identitat.
Hierzu sind in den europaischen- bzw. nationalen Arzneiblchern eine Reihe von
etablierten Methoden beschrieben [07]. Dennoch werden mit den bisherigen Ansat-
zen, d. h. mittels einer Uberprifung der mikroskopischen und makroskopischen
Merkmale bzw. der Analyse des phytochemischen Profils, nicht immer eindeutige
Ergebnisse erzielt. So ist z. B. die Identitat einer Reihe von pflanzlichen Stoffen und
Stoffgemischen aus fremden Kulturkreisen und Therapiesystemen (TCM, Ayurveda
etc.) oftmals nur schwierig zu belegen. Gerade fur diese Gruppe von pflanzlichen
Stoffen wurde in den letzten Jahren jedoch mehrfach Uber zum Teil schwerwiegende
Vergiftungen infolge von Verfalschungen und Verwechslungen mit toxischen und kan-
zerogenen Materialien berichtet [14].

Ein Hauptproblem bei der Identifizierung von in der EU noch nicht etablierten pflanzli-
chen Stoffen sind nicht reproduzierbare DC-Fingerprints. Zudem ist die Nomenklatur
der pflanzlichen Stoffe haufig nicht einheitlich, so dass bei der Sammlung der Stoffe
zum Teil unterschiedliche Arten einer Pflanzengattung verwendet werden. Daneben
existieren von einigen pflanzlichen Stoffen teilweise unterschiedliche Zubereitungsfor-
men, die vom ursprunglichen Aussehen der pflanzlichen Stoffe abweichen [15, 16].
Valide Aussagen zur Identitdt bzw. zur Verunreinigung der pflanzlichen Ausgangsma-
terialien sind allerdings auch fur in der EU bereits etablierte Stoffe nicht immer einfach
zu treffen. So kann es in Fallen stark schwankender, weitgehend identischer Inhalts-
stoffmuster oder bei Verwechslungen morphologisch-anatomisch sehr ahnlicher
Stammpflanzen ebenfalls zu Schwierigkeiten bei der Identifizierung kommen [17].
Einen sinnvollen Ansatz zur Erganzung der bislang von den Arzneibuchern verwendeten
Methoden zur Untersuchung der Identitat und Reinheit verspricht hier die Nutzung von
Nachweistechniken aus der Molekularbiologie. Vor allem PCR-basierte Markermetho-
den konnen dabei als wertvolle Instrumente zur gezielten Detektion von Verfalschungen
mit risikorelevanten Materialien dienen. Sie werden bereits seit Jahren erfolgreich in der

molekularen Phylogenie oder der Pflanzenzucht eingesetzt [18].
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1.4 Identifizierung pflanzlicher Stoffe mit molekularen Markertechniken

Die Identitat pflanzlicher Stoffe und deren Zubereitungen kann neben der klassischen
Kontrolle von morphologischen und biochemischen Merkmalen (sogenannten phano-

typischen Markern) auch anhand molekularer Marker untersucht werden.

Merkmal
8 SHENes . @

Genotyp » Phinotyp ¢ Umweltfaktoren
molekulare-Marker SA @
<V phénotypische Marker H‘,f ot \1

(morphologische & bio-chemische Eigenschaften) # i

Abb. 1.03: Marker [19, mod.]

Molekulare Marker (Abb. 1.03) sind im Allgemeinen kurze DNA-Abschnitte, die in
verschiedenen Arten unterschiedliche Nukleotidsequenzen aufweisen. Sie werden
mit Hilfe von geeigneten molekulargenetischen Methoden analysiert.

Daten, die anhand molekularer Marker-Informationen gewonnen werden, sind wei-
testgehend unbeeinflusst von Umwelteinflissen, dem Entwicklungsstadium, bzw.
dem Ursprung oder Zerkleinerungs-/ Verarbeitungszustand des untersuchten Pflan-
zenorgans oder -gewebes [20]. Hierin liegt ein entscheidender Vorteil gegenuber je-
nen Daten, die auf der Grundlage phanotypischer Merkmalsauspragungen mittels
der in den Arzneiblchern bereits etablierten Analysenmethoden erhoben werden.
Erbgutunterschiede lassen sich mit den klassischen Kontrollen nur indirekt Uber das
Erscheinungsbild der Pflanze/ des Pflanzenteils bzw. Uber die individuellen Inhalts-

stoffe nachvollziehen.

Trotz all dieser Aspekte haben sich molekulare Markertechniken als Methoden zur
Identifizierung von pflanzlichen Stoffen noch nicht als gebrauchliche Routine etab-
liert. Im Rahmen der pharmazeutischen Qualitatskontrolle wird bislang nur Gber ver-

einzelte Anwendungen berichtet [17, 18, 81].
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1.4.1 Geeignete molekulare Markersysteme

Prinzipiell sind die Methoden zur Bestimmung der Identitat von Pflanzen mit geeigne-
ten molekularen Markern in fragment- und sequenzbasierende Verfahren zu untertei-
len. Dabei wird wiederum zwischen Typen von Markern unterschieden, die ohne wei-
tere Vorinformation (Sequenzdaten) bzw. Vorarbeiten (Sequenzierung / Klonierung)

verfugbar sind und solchen, die erst nach einer Etablierungsphase bereitstehen [21].

1.4.1.1 Fragmentbasierte Marker

Die Anwendung fragmentbasierter Markerstrategien ist vor allem auf Unterschiede
in der Lange der zu analysierenden DNA-Teilsticke ausgerichtet. Die erhaltenen
Reaktionsprodukte werden zum visuellen Nachweis in der Regel gelelektrophore-
tisch aufgetrennt und anschlielRend durch interkalierende DNA-Farbstoffe (z. B.
Ethidiumbromid oder SYBR® Green 1) angefarbt. Hierbei resultieren verschiedene
charakteristische Einzelbanden oder Bandenmuster, die spater weiter ausgewertet
werden konnen. Die Genauigkeit bei der Bestimmung von Fragmentlangen im Gel
ist allerdings oftmals limitiert. So sind z. B. kurze Fragmente haufig nur sehr unscharf
abgegrenzt bzw. mehrere Fragmente mit geringer Langendifferenz nur als einzelne
Bande sichtbar. Diese Einschrankungen haben zur Entwicklung einer Reihe von
hochspezifischen Methoden beigetragen [22]. Aufgrund des teilweise hohen techni-

schen Anspruchs eignen sich letztere jedoch nicht in der Routineanalytik

In der Vergangenheit, als Sequenzierungen nur aulerst zeit- und kostenaufwendig
durchzufihren waren, gehdrten Fragmentmarkermethoden zu den besonders belieb-
ten Markermethoden. Heutzutage hat sich die Bedeutung dieser Markergruppe in
Anbetracht stetig weiterentwickelter und immer glnstiger gewordener Mdglichkeiten

zur Sequenzanalyse erheblich reduziert [20].

Folgende fragmentbasierte Markermethoden wurden besonders haufig an Pflanzen

eingesetzt [21]:
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Markermethoden, die ohne weitere Vorinformationen einsetzbar sind:

ISSR

RAPD

e AFLP

(Inter simple sequence repeats) [23]:
Eine Technik, bei der die Region zwischen zwei nahe genug benachbarten
und entgegengesetzt-orientierten Mikrosatelliten amplifiziert wird.

(Random amplified polymorphic DNA) [24]:

Eine Technik, bei der mittels eines Zufalls-Primers DNA-Abschnitte ampli-
fiziert werden, die die Primersequenz nahe genug zweimal enthalten: zum
einen in 5'-3"-Richtung, zum anderen komplementér im Gegenstang.

(Amplified fragment length polymorphisms) [25]:
Eine Technik, bei der eine Teilmenge von mittels Retriktionsverdau ent-
standenen DNA-Fragmenten selektiv amplifiziert wird.

Markermethoden, die auf Vorarbeiten aufbauen:

RFLP

SSR

CAPS

SCAR

(Restriction fragment length polymorphisms) [26]:
Eine Technik, bei der mittels Retriktionsverdau entstandene DNA-
Fragmente analysiert werden.

(Simple sequence repeats / Microsatellites) [27]:

Eine Technik, bei der mittels spezifischer Primer tandemartig angeordnete
Sequenzmotive, die sich in der Anzahl der Wiederholungen der repetitiven
Einheiten voneinander unterschieden kénnen, amplifiziert werden.

(Cleaved amplified polymorphic sequences / PCR-RFLP) [28]:
Eine Technik, bei der mittels Retriktionsverdau entstandene DNA-
Fragmente mit spezifischen Primern amplifiziert werden.

(Sequence characterized amplified regions) [29]:
Eine Technik, mit der mittels spezifischer Primer bekannte Fragmente aus
RAPD oder AFLP-Produkten amplifiziert werden.

1.4.1.1.1 Auswahl einer fragmentbasierten Markermethode

Bei der Auswahl einer Markermethode zur Bestimmung der Identitat von Arzneipflan-

zenmaterialien sind neben dem maximal erzielbaren Informationsgehalt auch weitere

methodische Charakteristika zu berucksichtigen. Hierzu gehoéren z. B. der fur die

Etablierung des Markers erforderliche Entwicklungsaufwand, der technische An-

spruch der Methode oder die Schnelligkeit und Kosten je Informationseinheit [21].

Letztlich sollen auch gréRere Probenmengen bearbeitbar bleiben.

Die in dieser Arbeit in Frage kommenden Markermethoden (Kap. 1.4.1.1) wurden be-

zuglich sieben verschiedener Parameter miteinander verglichen (Tab. 1.01). Klassifiziert

wurden letztere dabei aufgrund von Literaturauswertungen sowie eigenen Erfahrungen.
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Tabelle 1.01: Pro und Kontras ausgewahlter fragmentbasierter Markermethoden

ISSR gering mittel mittel-hoch  gering gering-mittel gering gering-mittel
RAPD gering mittel variabel gering gering gering gering
AFLP mittel mittel hoch gering mittel mittel mittel

RFLP hoch mittel hoch mittel-hoch hoch hoch hoch

SSR gering hoch hoch sehr hoch gering-mittel gering gering-mittel
CAPS gering gering-mittel hoch hoch gering-mittel gering-mittel gering-mittel
SCAR gering mittel hoch hoch gering gering gering

Im Hinblick auf eine mdglichst einfach zu implementierende Methode galt das Hauptau-
genmerk bei der Auswahl vor allem solchen Ansatzen, die ohne aufwendige Vorarbei-
ten/ Vorabinformation der Proben anwendbar sind. Der Zielsetzung dieser Arbeit am
ehesten entsprach dabei die Analytik der zufallig amplifizierten polymorphen DNA-
Fragmente (RAPD). Enzymatische Vorbehandlungsschritte oder eine spezielle Gel-

elektrophorese-Apparatur zur Auswertung sind bei dieser Methode nicht erforderlich.

1.4.1.2 Sequenzbasierte Marker

Die zweite Kategorie von Markern basiert auf der Untersuchung von
Nukleotidsequenzen. Je nach Fragestellung werden hierzu DNA- Bereiche unter-
schiedlicher Herkunft (aus den Mitochondrien, den Plastiden oder dem Kern) und
Funktion (codierende- bzw. nicht codierende Abschnitte) analysiert (Abb. 1.04).

Die Analyse der Sequenzen von DNA-Markern bringt wesentliche Vorteile mit sich,
denn im Unterschied zur Auswertung von DNA-Banden (unter denen sich stets auch
mehrere Molekule verbergen konnen) kann Uber die Abfolge der Nukleotide auf ein-
deutige und diskrete Merkmale zuriuckgegriffen werden. Hierbei ist eine valide Pro-
benuntersuchung selbst bei Vorliegen von nur noch sehr geringen Mengen DNA
mdglich, da sich die gewuinschten Nukleinsaurebereiche mit Hilfe einer PCR selektiv
bis um den Faktor 10® bis 10° anreichern lassen [30].

Prinzipiell besitzen Sequenzdaten einen sehr hohen Informationsgehalt. So lassen
sich — zumindest vom theoretischen Ansatz her — bereits durch die Sequenzierung
eines einzelnen als Marker definierten Erbgutbereichs bis zu tausend Merkmale be-

reitstellen.
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Abb. 1.04: Haufig verwendete DNA-Marker zur Identifizierung von Pflanzen [31, mod.]

1.4.2 Geeignete Markerregionen

Bei der Auswahl einer Markerregion muss den Besonderheiten des pflanzlichen Erb-
guts Rechnung getragen werden. Dieses verteilt sich in einer typischen Pflanzenzelle
entwicklungsgeschichtlich bedingt auf drei Kompartimente: Zellkern, Mitochondrien
und Plastiden. Die Funktionalitat des pflanzlichen Erbgutsystems wird zwar durch ein
gemeinsames Arrangement aller drei Teilgenome gewahrleistet, d. h. es bestehen
verschiedene Interaktionen zwischen den Subgenomen [32, 33], dennoch verlaufen
zahlreiche Vorgange in den Kompartimenten weitestgehend autonom. Hierzu gehort
z. B., dass sich Sequenzmodifikationen in der nuklearen, chloroplastidaren oder
mitochondrialen DNA aufgrund untereinander verschiedener DNA-Polymerasen und
Reparatur- Enzyme unterschiedlich schnell manifestieren. Dies bedingt, dass die
DNA des Kerns bis zu finfmal schneller als die des Plastiden-Genoms, bzw. sogar

bis zu zwanzigmal schneller als die des mitochondrialen Genoms evolviert [34]. Fur
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eine Differenzierung Uber Merkmalsvariationen sind daher die Markerregionen der
drei Teilgenome unterschiedlich gut geeignet. Letztlich muss noch die unterschiedli-
che Verflugbarkeit der Marker bertcksichtigt werden, damit auch bei sehr geringen
Probenmengen eine ausreichende Grundlage zur Erhebung der Merkmalsdaten be-
steht.

1.4.2.1 Mitochondriale-DNA

Das mitochondriale Genom (Chondriom) besteht aus ringformig angeordneten DNA-
Molekulen (mtDNA). Es wird uniparental (fast immer maternal) vererbt und ist bei den
Pflanzen, im Vergleich zu den Chondriomen der Tiere und Pilze, um etwa den Faktor
zehn bis hundert vergroRert [35]. Ferner evolvieren die Gene der pflanzlichen mtDNA
nur aulRerst langsam, so dass sich die DNA-Sequenzen zwischen den Arten nur un-
wesentlich voneinander unterscheiden. Zudem ist die Anordnung bzw. Anzahl der Ge-
ne sehr variabel, was auf haufige Rekombinationsvorgange, den Transfer von Genen
in das Kerngenom und die Aufnahme fremder Gene zurtckgefuhrt wird [36, 37]. Mitun-
ter lassen sich deshalb innerhalb eines Individuums, einer Zelle oder gar eines ein-
zelnen Mitochondriums verschiedene Formen und GréRen von mtDNA nachweisen
[20]. Als Datenquelle zur Identifizierung von Arten wird aus diesen Grinden nur sel-
ten auf das pflanzliche Chondriom zurlckgegriffen. Auch in diesem Projekt wird es

als nicht geeignet betrachtet.

1.4.2.2 Chloroplasten-DNA

Chloroplasten gehen ebenso wie die Ubrigen Plastidentypen aus den noch undiffe-
renzierten Proplastiden des Meristemgewebes hervor [38]. Daher verfligen samtliche
Plastiden einer Pflanze Uber ein identisches Genom (Plastom) [39]. Das Plastom be-
steht ebenso wie das Chondriom aus einem circular angeordneten DNA-Molekdl.
Letzteres kommt in Abhangigkeit vom Entwicklungsstadium, den vorliegenden Um-
weltbedingungen und dem umgebenden Gewebe in unterschiedlicher Kopienzahl in
den verschiedenen Typen der Plastiden vor. In den photosynthetisch aktiven Zellen
mit ihren grinen Chloroplasten ist die Anzahl der Kopien im Allgemeinen am hochs-
ten [39]. Das Plastom ist etwa 20- bis 40-mal in jedem einzelnen Chloroplasten vor-

handen. Da in einer einzigen Pflanzenzelle wiederum bis zu 40 Chloroplasten enthal-
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ten sind, werden bei einer DNA-Isolierung aus den entsprechenden Gewebsproben
vergleichsweise hohe Ausbeuten an chloroplastidarer DNA (cpDNA) erzielt [35]. Die
nicht griinen Plastidentypen verfligen ganz im Gegenteil oftmals Uber viel geringere
Kopiezahlen des Plastoms. So betragt die Anzahl der Plastome in den Plastiden der
Wurzeln bspw. nur ein Funftel derer in den Chloroplasten [39]. Dies erklart den
uberwiegenden Einsatz von Blattmaterialien bei DNA-Analysen.

Das (chloro)plastidare Genom ist generell recht strukturstabil, haploid, nicht
rekombinierend und wird bei den héheren Pflanzen bei etwa 70% der Arten unipa-
rental (maternal) vererbt [30, 34]. Es evolviert schneller als das Chondriom, jedoch
deutlich langsamer als das Genom des Kerns. Daher ist es — zumindest bei Analyse
nur eines einzelnen Markers — zur Unterscheidung von Arten nur bedingt geeignet
[40, 41].

1.4.2.3 Kern-DNA

Das Erbgut des Zellkerns ist in Chromosomen organisiert. Es wird biparental vererbt
und stellt mit einem Anteil von mehr als 99% am Gesamtgenom [42] die groite DNA-
Menge der pflanzlichen Zelle dar. Das Kerngenom umfasst kodierende Abschnitte,
die als einzelne Gene (single-copy-Gene) und als Genfamilien auftreten. Der grofRte
Teil des Genoms besteht indessen aus nichtkodierender DNA. Im Vergleich zu den
Genomen von Chloroplasten und Mitochondrien evolviert das Genom des Kerns mit
funf- bis zwanzigfacher Geschwindigkeit [34]. Daher wird in phylogenetischen Studi-
en bei der Klarung von Zusammenhangen auf niedrigem taxonomischen Niveau (z.B.
auf der Stufe Gattungen und Arten) oft auf das Kerngenom zuruckgegriffen. Der in
diesem Zusammenhang bislang am haufigsten verwendete DNA-Marker ist die in
den 18S- 5,8S-, 26S-nrDNA-Clustern lokalisierte Internal transcribed spacer-Region
(nrITS-Region) [43]. Single-copy-Gene sowie die in ihnen enthaltenen nichtkodieren-
den Bereiche (Introns) sind aufgrund fehlender universell flankierender
Primerbindungsstellen, bzw. auch infolge ihrer geringen Anzahl, fir molekulargeneti-

sche ldentifizierungsansatze weniger gut geeignete Marker [31].

10



Einleitung

1.4.3 Auswahl einer geeigneten Markerregion

Neue Ansatze zur ldentifizierung von Pflanzen mittels DNA-analytischer Methoden
sind seit einigen Jahren das Ziel verschiedener Forschergruppen [44]. Der Fokus in
diesen Arbeiten liegt allerdings auf zumeist botanisch-systematischen Fragestellun-
gen [41]. Dennoch lassen sich wesentliche Elemente wie etwa die Anforderungen an
den idealen Markerbereich auch auf die Belange bei der Untersuchung von pflanzli-

chen Stoffen und deren Zubereitungen Ubertragen.

So sollte der Marker idealerweise:

- pflanzenspezifisch und idealerweise variabel genug sein, um Differenzierungen bis
hin zur Artenebene zu ermaoglichen,

- eine geringere innerartliche- als zwischenartliche Variabilitat aufweisen,

- moglichst robust, d. h. unabhangig von der zu untersuchenden Pflanzengruppe
oder dem zur Verfugung stehenden Pflanzenteil einsetzbar sein,

- Uber hoch konservierte flankierende Primerbindunsregionen verfligen,

- sehr zuverlassig in Bezug auf seine Amplifikation und Sequenzierung sein,

- kurz genug sein, um mit hoher Wahrscheinlichkeit auch in degradierter DNA

amplifziert werden zu kénnen [45].

Eine den vorstehend genannten Kriterien in vollem Umfang entsprechende
Markerregion wurde im Genom der Pflanzen bislang jedoch noch nicht ausfindig ge-
macht [41]. In dieser Arbeit wurde daher auf das bereits bekannte Spektrum an Mar-
kern zurtickgegriffen. Im Hauptaugenmerk standen dabei die nuklear ribosomalen
DNA-Cluster, da diese bezogen auf ihre Sequenz eine insgesamt grof3ere Divergenz
(d. h. mehr Variationen und somit groRere Merkmalsgehalte) als vergleichbare Regi-
onen des Plastoms besitzen [34]. Als zu evaluierender Marker wurde die nukleare
ribosomale Internal transcribed spacer-Region (nrlTS-Region) ausgewahlt. Dartber
hinaus wurde erganzend auch ein Teil des benachbarten External transcribed

spacers (nrETS) untersucht.

11
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Die ITS-Region und der ETS sind Teil einer Transkriptionseinheit (Abb. 1.06), deren
Gene fur drei der vier ribosomalen RNAs der cytoplasmatischen Ribosomen kodieren.
Die Gene in der Transkriptionseinheit werden durch zwei Spacer (ITS-1 und ITS-2)
voneinander getrennt und gemeinsam durch den ETS angeflhrt. Zusammen mit dem
Non transcribed spacer (NTS), bildet der ETS einen Intergenic spacer (IGS), der
wiederum die ribosomalen DNA-Cluster (Wiederholungseinheiten) voneinander se-
pariert. Die Spacer selbst besitzen keine kodierende Funktion, weshalb sich Mutatio-

nen in ihnen weit haufiger manifestieren als in den benachbarten Genen.

5|

[ |eT

| |
- ITS-REGION > |

TRANSKRIPTIONSEINHEIT

[
|
|
|
-
[

<« WIEDERHOLUNGSEINHEIT

Abb. 1.06: nrDNA-Cluster [46, mod.]
(ETS: External transcribed spacer; IGS: Intergenic spacer; ITS: Internal transcribed spacer; NTS: Non

transcribed spacer; Gene sind schwarz hervorgehoben)

In Pflanzenzellen liegen bis zu 40.000 Kopien [47] der Gencluster in den so genannten
Nukleolus-Organisator-Regionen, speziellen repititiven Chromosomenabschnitten, vor.
Die nrDNA-Cluster werden dabei durch Mechanismen wie inaquales Crossingover
und/oder Genkonversion [40, 43] untereinander homogenisiert. Beide Marker sind
somit prinzipiell auch in Proben mit nur noch geringem Zellanteil und/oder degradier-
ter DNA verfugbar.

Neben den Multigenbereichen des Kerngenoms wurden in dieser Arbeit auch Ab-
schnitte des Plastoms mit in die Suche nach einem geeigneten Marker eingeschlos-
sen. Aufgrund der in diesem Genom relativ geringeren Evolutionsraten (Kap 1.4.2.2)
wurde der Fokus dabei schwerpunktmalig auf variablere, nicht-kodierende DNA-

Bereiche gerichtet. Letztendlich fiel die Auswahl auf den trnH-psbA-Spacer, der in-

12
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nerhalb der Angiospermen (zu denen der grof3te Teil der Europaischen Arzneipflan-

zen gehort) als variabelste Markerregion [41] des Plastoms gilt.

Der trnH-psbA-Spacer ist zwischen den Genen, die fir die tRNA Histidin (trnH) und
das sogenannte D1- Protein (psbA), eines der Reaktionszentrumsproteine des Pho-
tosystems Il kodieren (Abb. 1.05), lokalisiert. Aufgrund seiner Lange von durch-
schnittlich 450 bp ist er auch fur Amplifikationen aus degradiertem Erbgut geeignet
und war bzw. ist daher als einer der Markerregionen der in der Pflanzensystematik

gestarteten ,DNA-Barcoding“-Initiative in Diskussion [41, 48, 49].

L I A _

mat K 3 trnK pPSbA trnH

Abb. 1.05: trnH-psbA-Spacer im Chloroplastengenom [50]
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1.5 Problemstellungen und Ziele der Arbeit

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen einer Kooperation des Bundesinstituts fur
Arzneimittel und Medizinprodukte mit dem Institut fir Pharmazeutische Biologie der
Universitat Bonn angefertigt. Der Themenschwerpunkt der Forschung lag dabei in
der Entwicklung und beispielhaften Anwendung einer alternativen, nicht chromato-
graphischen Prufmethode zum Nachweis der |dentitat pflanzlicher Stoffe. Ferner soll-
ten mit der Forschung neue Erkenntnisse fur die Bewertung aktueller regulatorischer
Fragestellungen, z. B. als Konsequenz geanderter oder neuer gemeinschaftlicher
Rahmenbedingungen (wie der im Jahre 2004 in Kraft getretenen Richtline
2004/24/EG), zur Verfugung gestellt werden.

Die spezielle Aufgabenstellung dieser Arbeit bestand darin, verschiedene PCR-
Strategien hinsichtlich ihrer Zweckdienlichkeit bei der Identifizierung von pflanzlichen
Stoffen systematisch zu analysieren. Im Ziel sollte dabei eine mdglichst einfache,
robuste und weithin anwendbare Methode herausgearbeitet und im Rahmen einer
Eignungsprifung naher evaluiert werden.

Fur die Methodenentwicklung, die anhand von bekannten und gut charakterisierten
Modellobjekten durchgefuhrt werden sollte, wurden exemplarisch Vertreter von typi-
schen in der Europaischen Union genutzten pflanzlichen Stoffen (Bluten-, Kraut- und
Wurzelmaterialien) ausgewahlt. Nach Abschluss der Entwicklungsphase sollte die
Ubertragbarkeit und Anwendbarkeit der Methode zur Identifizierung und Riickverfolg-
barkeit pflanzlicher Stoffe auch in pflanzlichen Zubereitungen und Fertigarzneimitteln

evaluiert werden, um deren Grenzen und Mdglichkeiten genauer zu bestimmen.
SchlieBlich sollten anhand eines breiten Spektrums von in den europaischen Mit-

gliedsstaaten haufig verwendeten pflanzlichen Stoffen systematisch Daten gesam-

melt werden, um den Aufbau einer Datenbank zu initiieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Probenmaterialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Probenmaterialien sind in Tabelle 6.01 (Anhang, S.
103) aufgelistet.

2.1.2 Oligonukleotide

Alle als Primer eingesetzten Oligonukleotide (Tab. 2.01a/b) wurden in Form salzfreier
Lyophilisate von der Firma Operon Biotechnologies GmbH (Koéln) bezogen. Die
Lyophilisate wurden direkt nach Wareneingang durch Zugabe von molekularbiolo-
gisch reinem Wasser resuspendiert und durch weitere Volumenzugaben auf eine
einheitliche Primerkonzentration von 100 pmol/ yL eingestellt. Die fertigen Primerlo-
sungen wurden aliquotiert und bis zur Verwendung bei -20°C im Gefrierfach aufbe-
wahrt. Primerldsungen flr laufende Versuche wurden bei +4°C im Kihlschrank gela-

gert.

Tab. 2.01a: Eukaryoten-Primer nach White et al. [51]

Primer-Sequenz (5’ > 3’) Bezeichnung
TCCGTAGGTGAACCTGCGG ITS1
GCTGCGTTCTTCATCGATGC ITS2
GCATCGATGAAGAACGCAGC ITS3
TCCTCCGCTTATTGATATGC ITS4
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG ITS5
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Tab. 2.01b: Sonstige Eukaryoten-Primer

Nr. Primer-Sequenz (5’ > 3’) Referenz
Ker001-F | TCCGTAGGTGAACCTGCGG [561]

Ker002-R | GCTGCGTTCTTCATCGATGC [51]

Ker003-R [ ATCCGTTGCCGAGAGTCGT [52]

Ker004-F | ACGACTCTCGGCAACGGAT [562]

Ker005-F | GAACCTGCGGAAGGATCATTG neu abgeleitet
Ker006-R | GCAATTCACACCAAGTATCGC [53]

Ker007-F | CATCGATGAAGAACGTAGC neu abgeleitet
Ker008-F | GTAAAAACCCTCGTTCTTTG neu abgeleitet
Ker009-R | GCTTAAACTCAGCGGGTAGTCC neu abgeleitet
Ker010-F | GTTTCCGTAGGTGAACCTGC neu abgeleitet
Ker011-R | TGACCTGGGGTCGCG neu abgeleitet
Ker012-R | CTGACCTGGGGTCGC neu abgeleitet
Ker013-R | GCAGGATCAACCAGGTAGCA [54]

Ker014-F | CGTAAAGGTGCATGAGTGGTGT [55]

Ker015-R | AGGTAGCATTCCTCTTCGAC neu abgeleitet
Ker016-F | ATACGGAACATATAGTGGGCATG neu abgeleitet
Ker017-F | GTTATGCATGAACGTAATGCTC [56]

Ker018-R | CGCGCATGGTGGATTCACAATCC [57]

Ker019-F | GTGGGTTGAGCACTTGTTTG neu abgeleitet
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21.3 Chemikalien, Enzyme, Kits, Losungen und sonstige Materialien

2.1.3.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden soweit nicht anders vermerkt in Analysenqualitat (p.a.) be-

zogen.

Tab. 2.02: L6sungsmittel und Feinchemikalien

Chemikalie

Bezugsquelle

Universal Agarose

Ammoniumacetat

Borsaure

Chloroform

CTAB

EDTA-Na; * 2H,0

Ethanol (absolut, unvergallt)
Ethidiumbromid (Lésung 1%)
Isopropanol

Magnesiumchlorid (Losung 25 mM)
Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

PVP K30

Starke aus Mais (fur biochem. Zwecke)
Starke aus Weizen (flr biochem. Zwecke)
Tris

Wasser (molekularbiologisch rein)

Peqlab (Erlangen)
Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Promega (Mannheim)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Eppendorf (Hamburg)

17



Material und Methoden

21.3.2 Enzyme

Tab. 2.03: Enzyme zum Aufschluss und fiir die PCR der Proben

Enzym

Bezugsquelle

GoTag™ DNA Polymerase (5 U/ L)

JumpStart™ KlenTag® LA DNA Polymerase
(1,25 U/ pL)

Proteinase K

RNase A (100 mg/ mL; 7.000 U/ mL, Lésung)

Promega (Mannheim)
Sigma-Aldrich (Minchen)

Invitek (Berlin)

Qiagen (Hilden)

2.1.3.3 Reagenzien- und Zubehor-Komplettsatze (Kits)

Tab. 2.04: Kits fur die Aufreinigung und Sequenzierung
Kit

der Proben

Bezugsquelle

ABI Prism BigDye Terminator v1.1 Ready Reac-
tion Cycle Sequencing Kit

DNeasy Plant Mini Kit

lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purifica-
tion Kit

Invisorb Spin Forensic Kit
Invisorb Spin Food Kit I
PSP Spin Stool DNA Kit

QIAquick PCR Purification Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

18

Applied Biosystems (Darmstadt)
Qiagen (Hilden)
GE Healthcare (Minchen)

Invitek (Berlin)
Invitek (Berlin)
Invitek (Berlin)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)
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2.1.3.4 Puffer und Losungen

Tab. 2.05: Herstellungsvorschriften der verwendeten Losungen und Puffer

Puffer / Losung

Herstellung

NHsAc (7,5 M) — 250 mL

NaOAc (3 M) — 250 mL

NaCl (5 M) — 100 mL

NaOH (5 M) — 100 mL

EDTA (0,5 M, pH 8) — 100 mL

Tris-HCI (1 M, pH 8) — 100 mL

2 x CTAB Puffer — 100 mL

144,5 g NHs,Ac (MW 77,1 g/mol) in 250 mL HO
geldst, anschlie3end autoklaviert und bei RT auf-
bewahrt.

61,5 g NaOAc (MW 82,0 g/mol) in 250 mL H,O
geldst, anschliefend autoklaviert und bei RT auf-
bewahrt.

29,2 g NaCl (MW 58,4 g/mol) in ca. 80 mL H,O ge-
I6st und mit H,O auf 100 mL aufgeflllt, anschlie-
Rend autoklaviert und bei RT aufbewahrt.

20,0 g NaOH (MW 40,0 g/mol) in ca 80 mL H,O
gelost, nach Erkalten mit H,O auf 100 mL aufgefulit,

anschlieRend autoklaviert und bei RT aufbewahrt.

18,6 g EDTA-Na, * 2 H,O (MW 372,2 g/mol) in ca.
80 mL H,O gelost, mit NaOH-Lsg. auf pH 8 einge-
stellt und mit H,O auf 100 mL aufgefullt, anschlie-
Rend autoklaviert und bei RT aufbewahrt.

12,1 g Tris (MW 121,1 g/mol) in ca. 70 mL H,O ge-
I0st, mit ca. 4 mL HCI (konz.) auf pH 8 eingestellt
und mit H,O auf 100 mL aufgeflllt, anschlieend

autoklaviert und bei RT aufbewahrt.

10 mL Tris-HCI (1 M, pH 8) mit 28 mL NaCl (5 M),
4 mL EDTA (0,5 M, pH 8), 2 g CTAB (MW 364,4
g/mol) und 1 g PVP (MW 40.000 g/mol) in ca 80 mL
H>0 geldst und mit H,O auf 100 mL aufgeflllt, an-

schlielRend autoklaviert und bei RT aufbewahrt.
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TE-Puffer (pH 8) — 100 mL

10 x TBE-Puffer — 1.000 mL

20

1 mL Tris-HCI (1 M, pH 8) mit 200 yL EDTA (0,5 M,
pH 8) gemischt und um 99 mL H,O erganzt, an-
schlieRend autoklaviert und bei 4°C aufbewahrt.

108 g Tris (MW 121,1 g/mol) und 55 g Borsaure
(MW 61,8 g/mol) in ca. 800 mL H,O geldst, 40 mL
EDTA (0,5 M, pH 8) hinzugefugt, mit NaOH (5 M)
auf pH 8,57 eingestellt und mit H,O auf 1000 mL
aufgefullt, anschlieBend autoklaviert und bei RT

aufbewahrt.
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2.1.3.5 Sonstige Materialien

Tab. 2.06: Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Reagenz / Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

GeneRuler 50 bp

O'RangeRuler 100 bp DNA Ladder
Tracklt 50 bp DNA Ladder

100 bp DNA Ladder

1 kb DNA Ladder

Blue/Orange Loading Dye, 6x

dNTP Mix (jeweils 10 mM)

0,2 ml PCR Gefale

0,5 ml PCR Gefale

Biopur Safe-Lock Tubes 1,5 mL
Biopur Safe-Lock Tubes 2,0 mL
PCR-Cooler

0,1-10 uL Extended Length Filter Tips
1-100 pL Bevelled Filter Tips

0,1- 1 mL Extended Length Filter Tips
Tungsten Carbide Beads, 3 mm
Stainless Steel Beads, 5 mm

Silica Gel Orange 2-5 mm

Fermentas (St. Leon-Rot)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Invitrogen (Karlsruhe)
Promega (Mannheim)
Promega (Mannheim)
Promega (Mannheim)
Promega (Mannheim)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf AG (Hamburg)
Eppendorf AG (Hamburg)
Eppendorf AG (Hamburg)
Eppendorf AG (Hamburg)
Starlab (Ahrensburg)
Starlab (Ahrensburg)
Starlab (Ahrensburg)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Roth (Karlsruhe)
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2.1.4 Software und Datenbanken

Tab. 2.07: Software zur Dokumentation und Sequenzauswertung

Programm (Vers.) Software-Hersteller
BioEdit (7.0.5.2) Ibis Therapeutics, USA
FinchTV (1.4.0) Geospize Inc., USA
Photoshop (CS2) Adobe Systems Inc., USA
Kodak D1 (3.5.4) Eastman Kodak, USA

Tab. 2.08: Internetdatenbanken zur Charakterisierung der Primer und Proben

Online-Datenbank Zugang unter:

NCBI (GenBank) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide
NCBI Nucleotide BLAST http://blast.ncbi.nim.nih.gov
GRIN http://www.ars-grin.gov/cgi-bin/npgs/html/queries.pl

Oligo Analysis https://www.operon.com/oligos/toolkit.php?

21.5 Laborbedingungen und Gerate

2.1.5.1 Reinstwasseraufbereitung

Fir alle selbst hergestellten Losungen (Kap. 2.1.3.4, Tab. 2.05) wurde ausschlie3lich
Reinstwasser aus einem Milli-Q Academic Wasseraufbereitungssystem (Millipore,
Eschborn) verwendet. In PCR-Ansatzen, sowie zur Resuspendierung der Primer
wurde aus dem Handel bezogenes, molekularbiologisch reines Wasser (Kap. 2.1.3.1,
Tab. 2.02) eingesetzt.
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2.1.5.2 Sterilisationsmethoden

Soweit mdglich wurden Losungen und Gebrauchsgegenstande in einem Varioklav

500E Dampfsterilisator (Thermo Scientific, Langenselbold) bei 121°C und einem

Uberdruck von 1 bar mindestens 20 min lang autoklaviert.

Zur Sterilisation der Arbeitsflachen wurde Antifect N Liquid (Schulke & Mayr, Nor-

derstedt) verwendet.

2.1.5.3 Gerate

Neben

laboriblichen Standardgeraten wie Prazisionspipetten,

Laborwaagen,

Magnetrahrern u. a. wurden die nachfolgend aufgefuhrten Geratschaften verwendet:

Tab. 2.09: Spezifische Laborgerate

Gerat

Typenbezeichnung und Hersteller

Gelkammersystem
Spannungsgeber
Schwingmiuhle + Adapter
Geldokumentationssystem
UV-Transilluminator
Zentrifuge

Zentrifuge

Feinstwaage
Gradienten-Thermocycler
Thermocycler
Thermocycler

PCR Werkbank

Thermoschtittler

Horizon 58 (Biometra, Gottingen)

PowerPac 200 (BioRad, Munchen)

TissueLyser & Adapter Set 2 x 24 (Qiagen, Hilden)
Kodak EDAS 290 (Kodak, Stuttgart)

Tl 4 (Biometra, Gottingen)

Biofuge fresco (Thermo Scientific, Langenselbold)
Fuge/Vortex Combi-Spin FVL-2400 (Peglab, Erlangen)
MC 210S (Sartorius, Goéttingen)

Px2 Thermal Cycler (Thermo Scientific, Langenselbold)
Primus advanced 96 (Peqlab, Erlangen)

T3 (Biometra, Gottingen)

Biocap DNA (Captair, KoIn)

Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg)
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2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Isolierung

Genomische DNA wurde ausschlielBlich aus getrockneten Pflanzenproben / pflanzli-
chen Zubereitungen isoliert. Die Isolierung erfolgte nach der CTAB-Methode (Kap.
2.2.6.1) bzw. mit Hilfe kommerziell erhaltlicher Isolierungs-Kits (Kap. 2.2.6.2 & 2.2.6.3).

2.2.1.1 CTAB-Methode

Das urspringlich durch Murray und Thompson [58] entwickelte CTAB-Protokoll be-
schreibt eine geeignete und zuverlassige Methode zur Isolierung von Nukleinsauren
aus pflanzlichen Materialien. Die heutzutage ublicherweise verwendeten CTAB-
Methoden sind Uberwiegend an verschiedene Problemstellungen angepasste Modifi-
kationen verschiedener Forschergruppen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die genomische DNA nach dem Protokoll von
Borsch et al. [59] isoliert. Die Isolierung der DNA erfolgt dabei in folgenden Schritten:
Eine kleine Menge Probenmaterial (ca. 50 mg) wird zusammen mit 3 Carbid- oder
Stahlkugeln in ein 2,0 mL Eppendorf-Cap Uberfihrt und 60 s bei 30 Hz im TissueLyser
fein vermahlen. In das Eppendorf-Cap mit dem zerkleinerten Probenmaterial werden
700 pL des vorgewarmten CTAB-Puffers hinzugefugt. Der Ansatz wird kurz aufge-
schittelt und unter gelegentlichem Schwenken 1h lang bei 65°C im Wasserbad
inkubiert. Nach der Inkubation wird 5 Minuten lang bei 21.000 x g (RT) zentrifugiert
um einen Groldteil der Zelltrimmer zu entfernen. Die Epiphase wird anschliel3end
vorsichtig in ein 2,0 mL Phase-Lock-Gel-Gefal uberfuhrt und mit 600 pL Chloroform
versetzt. Nach mehrmaligem Invertieren wird erneut 2 Minuten lang bei 21.000 x g
(RT) zentrifugiert. Die oberhalb der Gelmatrix befindliche wassrige Phase wird hier-
nach in ein neues 2,0 mL Phase-Lock-Gel-Gefal® tberfuhrt und eine weitere Chloro-
form-Extraktion durchgefuhrt.

Der nach der zweiten Chloroform-Extraktion verbleibende wéassrige Uberstand wird in
ein 2,0 mL Eppendorf- Cap uberfuhrt und um etwa 2/3 seines Volumens mit
Isopropanol (vorgekuhlt) erganzt. Nachdem der Ansatz einige Male invertiert wurde,
stellt man ihn fir mindestens 2h bei -20°C kuhl. AnschlieRend wird 10 Minuten lang

bei 21.000 x g (4°C) zentrifugiert. Der Uberstand wird mittels Pipette vorsichtig vom
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Prazipitat (Pellet) abgehoben und verworfen. Das verbleibende Pellet wird mit 200 pL
70%igem Ethanol unter leichten Schwenkbewegungen gewaschen und der Ethanol
nach 10-mindtigem Zentrifugieren bei 21.000 x g (4°C) wieder entfernt.

Das Pellet wird bei RT getrocknet und anschlie®end in 100 uL TE-Puffer aufgenom-
men. Im Weiteren wird der Ansatz zunachst um 50 Volumen-% mit einer 7,5 M
NHsAc-LOsung (4°C) sowie nachfolgend um das Doppelte des Gesamtvolumens mit
absolutem Ethanol (4°C) versetzt. Der Ansatz wird einige Male invertiert und erneut
mindestens 2h lang bei -20°C aufbewahrt. AnschlieRend wird 30 Minuten lang bei
21.000 x g (4°C) zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig vom Pellet abgehoben
und verworfen. Das Pellet wird wie zuvor mit 200 uL 70%igem Ethanol gewaschen,
bei RT getrocknet und in 50 yL TE-Puffer aufgenommen. Abschliel3end erfolgt eine
weitere Ethanol-Fallung mit einer 3 M NaAc-Loésung (ebenfalls bei -20°C), mit nachfol-
gendem Waschschritt analog zum Vorgehen bei der ethanolischen Fallung mit NH4Ac.

Nach der Trocknung des Pellet wird dieses schlielich in 50 yL TE-Puffer geldst.

2.2.1.2 DNeasy Plant Mini Kit

Zur Isolierung genomischer DNA mit Hilfe des DNeasy Plant Mini Kits wird das Pro-
benmaterial zerkleinert (Kap. 2.2.6.1). Die anschliellenden Schritte erfolgen entspre-
chend dem Protokoll des Kit-Herstellers. Abschlielend wird mit 50 puL des beigefig-
ten AE-Puffers eluiert.

2.2.1.3 PSP Spin Stool DNA Kit

Zur |Isolierung genomischer DNA mit Hilfe des PSP Spin Stool DNA Kits werden von
festen Probenmaterialien zunachst 50 mg zerkleinert (Kap 2.2.6.1). Von flussigen
pflanzlichen Zubereitungen werden 200 uL als Probe eingesetzt. Die anschliel3ienden
Schritte entsprechen dem Protokoll des Kit-Herstellers. Abschliel3end wird mit 50 uL

des auf 70°C vortemperierten Elutionspuffers eluiert.
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2.2.2 RAPD- Analyse

2.2.21 Allgemeines

Die RAPD-Methode (Random Amplified Polymorphic DNA) wurde erstmals im Jahre
1990 durch Williams et al. [24] beschrieben. Sie ermdglicht es, Pflanzenarten auch
ohne die Kenntnis Uber deren genaue DNA-Sequenz voneinander zu unterscheiden.

Im Kern basiert die Methode auf einer PCR, bei der einzelne aus 10
Desoxynukleotiden bestehende Oligonukleotide mit willkirlich kombinierter Sequenz
als Primer eingesetzt werden. Wahrend der PCR binden die Primer mit statistischer
Wabhrscheinlichkeit an in der DNA-Probe vorhandene komplementare Sequenzmoti-
ve. Sind letztere auf beiden Strangen entgegengesetzt orientiert und liegen nicht zu
weit auseinander, werden die eingeschlossenen Bereiche amplifiziert. Nach gel-
elektrophoretischer Auftrennung und Anfarbung entsteht so ein fur die Probe typisches

Bandenmuster.

2.2.2.2 Durchfihrung der Methode

Die RAPD-Versuche in dieser Arbeit erfolgen analog dem von H.-T. Wolf [60] be-
schriebenen Protokoll.

Samtliche PCRs werden in Reaktionsvolumen von 25 L, in 200 uL- PCR Gefallen
durchgefuhrt. Als Primer werden die in Tab. 2.10 aufgefuhrten Oligonukleotide ver-
wendet. Das Pipettierschema und Temperaturprogramm fur die Amplifikation sind in
Tab. 2.11 bzw. Tab 2.12 dargestellt.

Nach Abschluss der PCR werden die amplifizierten Fragmente in einem 1,5%-igen

Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und ausgewertet (Kap. 2.2.9).

Tabelle 2.10: RAPD Primer [60]
Bezeichnung | Sequenz (5’ > 3’)

Roth-A04 AATCGGGCTG

Roth-C19 GTTGCCAGCC

Roth-M02 ACAACGCCTC
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Tabelle 2.11: Reaktionsansatze der RAPD-PCR

Reaktionskomponente Volumen
5 x Taq Puffer (incl. 7,5 mM MgCl,) 5,000 uL
MgCl, (25 mM) 0,500 pL
dNTP Mix (jedes Nukleotid 10 mM) 0,125 L
Primer (100 uM) 0,200 pL
Taqg-Polymerase (5 U / yL) 0,200 uL
Template-DNA* 0,700 pL
Wasser 18,275 L

*Als Template-DNA wird das aus der DNA-Isolierung (Kap. 2.2.6) resultierende Eluat

eingesetzt.

Tabelle 2.12: Temperaturprogramm der RAPD-PCR

Programmschritt Temperatur Dauer

Initiale Denaturierung 95°C 60 s
Primerhybridisierung 35°C 30s
Elongation 72°C N0s > 3x
Denaturierung 95°C 30s
Primerhybridisierung 35°C 30s

Elongation 72°C N0s > 35x
Denaturierung 95°C 15s )
Finale Elongation 72°C 150 s

Kidhlung 4°C o0
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2.2.3 Vergleichende DNA-Sequenzanalyse

2.2.3.1 Allgemeines

Organismen lassen sich anhand von Sequenzvariationen, die auch als Merkmale
betrachtet werden kdnnen, unterscheiden. Die vergleichende DNA-Sequenzierung ist
dabei eine haufig genutzte Methode um genetische Variationen zu erfassen [61].
Hierbei wird eine geeignete DNA-Region mit Hilfe der PCR in vitro amplifiziert und
anschlielend sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen werden mittels spezieller
Computerprogramme gegen Referenzdaten abgeglichen. Grundsatzlich kdnnen ver-
schiedene Bereiche der drei pflanzlichen Teilgenome, d. h. des nuklearen, (chloro-)
plastidaren oder mitochondrialen Genoms einer Pflanzenzelle als Marker fur verglei-
chende Sequenzuntersuchungen herangezogen werden. Die spezifische Auswahl

einer Zielregion richtet sich nach der jeweiligen Fragestellung (Kap. 1.4.2).

2.2.3.2 Durchfihrung der Methode

Sequenzspezifische PCR werden in dieser Arbeit nach den in Tab. 2.13 bzw. 2.14
dargestellten Pipettierschema und Temperaturprogramm durchgefiihrt. Als Primer
werden die in Tabelle 2.01a/b aufgefuhrten Oligonukleotide verwendet.

Samtliche PCR werden in Reaktionsvolumen von 25 pL in 200 yL- PCR-Gefalen
durchgefuhrt. Nach Abschluss der PCR werden die amplifizierten Fragmente in einem

3%-igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und ausgewertet (Kap. 2.2.9).
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Tabelle 2.13: Pipettierschema der Standard PCR

Reaktionskomponente Volumen
5 x Taq Puffer (incl. 7,5 mM MgCl,) 10,0 uL
dNTP Mix (jedes Nukleotid 10 mM) 2,0 uL
Vorwarts-Primer (100 uM) 1,0 uL
Ruckwarts-Primer (100 yM) 1,0 pL
Taqg-Polymerase (5 U / yL) 0,5 uL
Template-DNA* 0,5 L
Wasser 35,0 pL

*Als Template-DNA wird das aus der DNA-Isolierung (Kap. 2.2.6) resultierende Eluat

eingesetzt.

Tabelle 2.14: Temperaturprogramm der Standard PCR

Programmschritt Temperatur Dauer

Initiale Denaturierung 95°C 120 s
Primerhybridisierung 61°C** 20s
Elongation 72°C 30s 30x
Denaturierung 95°C 30s
Primerhybridisierung 61°C* 20s

Finale Elongation 72°C 240 s

Kdhlung 4°C o0

**die Hybridisierungstemperatur in PCR mit der Primerkombination KerO08-F &
Ker002-R betragt abweichend 55°C, bei Ker001-F & Ker002-R 58°C
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2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Konzentration der in dieser Arbeit verwendeten Agarosegele betragt 1,5% (m/m)
fur aufzutrennende RAPD- Fragmente, bzw. 3% (m/m) fur alle weiteren PCR Produkte.
Als Laufpuffer dient 1 x TBE- Puffer. Die DNA-Marker zum GréfRenvergleich sind in
Tabelle 2.06 aufgefuhrt.

Von den Proben werden vorsichtig je 5 yL (bzw. 10 pyL bei RAPD-Analysen) mit ca.
der Halfte ihres Volumens an Auftragspuffer (Blue/Orange Loading Dye - Promega)
vermischt und in die Geltaschen eingetragen. Die Fragmente werden 50 bzw. 75 Mi-
nuten lang (entsprechend 1- bzw. 3%igen Gelen) bei einer Feldstarke von 4,6 V/cm
elektrophoretisch aufgetrennt. Die im Auftragspuffer beinhalteten verschiedenen
Farbstoffanteile ermoglichen eine gute Abschatzung des Verlaufes der Probenauf-
trennung. Nach Beendigung der Gelelektrophorese wird das Gel 15 — 20 Minuten
lang in einer Ethidiumbromid- Losung (1 pg/mL) gefarbt, kurz gewassert und mit dem

Dokumentationssystem digital erfasst.

2.2.5 DNA-Extraktion aus Agarose-Gelen

Bei praparativen Agarosegelen wird die betreffende DNA-Bande mittels eines Deck-
glaschens direkt auf einem UV-Transilluminator herausprapariert. Die DNA-
Fragmente werden mit Hilfe des illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification
Kits gemal Herstellerangaben extrahiert. Abschliefend wird mit 50 yL des mitgelie-

ferten AE Wassers eluiert.

2.2.6 Aufreinigung von PCR-Amplifikaten

PCR-Amplifikate werden mit Hilfe des illustra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kits gemal} Herstellerangaben aufgereinigt. Abschlieiend wird mit 50 pL

des mitgelieferten AE Wassers eluiert.
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2.2.7 Sequenzierung der PCR-Fragmente

FUr die Sequenzierreaktion wurde das ABI Prism BigDye Terminator v1.1 Ready
Reaction Cycle Sequencing Kit verwendet.
Der Sequenzansatz und das Temperaturprogramm fiur die Amplifikation der PCR-

Produkte im konventionellen Thermocycler waren wie folgt zusammengesetzt:

Tabelle 2.15: Pipettierschema der Sequenzansatze

Reaktionskomponente Volumen
5 x BigDye Sequenzierungspuffer 4,0 yL
Primer (100 uM) 1,0 pL
BigDye Terminator Mix 5,0 uL
Template-DNA 1,0 pL
Wasser 9,0 uL

Tabelle 2.16: Temperaturschema der Sequenzansatze

Programmschritt Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 95°C 180 s
Primerhybridisierung 50°C 15s
Elongation 60°C 240 s 25x
Denaturierung 95°C 30s
Kihlung 4°C © g

Die Elektrophorese und Fragmentdetektion der Sequenzierprodukte wurden im An-
schluss an die Sequenzierreaktion als Auftragsarbeit (z. B. bei der Firma Genterprise
Mainz) durchgefuhrt.
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2.2.8 Editierung und Sequenzvergleich

Die Ubermittelten Elektropherogramme wurden mit dem Programm FinchTV begut-
achtet und soweit erforderlich manuell nacheditiert. Analysiert wurden die Sequenz-

daten unter Zuhilfenahme der Alignment-Software BioEdit.

32



Ergebnisse und Diskussion

3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 DNA-Isolierungen
3.1.1 Ganze und geschnittene pflanzliche Stoffe

Genomische DNA wurde reproduzierbar aus ganzen und geschnittenen pflanzlichen
Stoffen isoliert. Zur Isolierung wurden sowohl ein kommerzielles DNA-Isolierungs-Kit
als auch ein klassisches lIsolierungsverfahren (CTAB-Protokoll, Kap. 2.2.6) erfolg-
reich eingesetzt. Die mit Hilfe des DNA-Isolierungs-Kit erhaltenen Eluate enthielten
im Vergleich zum CTAB-Protokoll deutlich weniger stérende Begleitstoffe. Das Kit
wurde daher bevorzugt zur DNA-Isolierung verwendet.

Erste Riuckschlisse auf die Qualitat der isolierten DNA wurden nach gelelektrophore-
tischer Auftrennung der erhaltenen Eluate getroffen. Die erhaltenen DNA-Banden
waren z. B. unterschiedlich scharf abgegrenzt bzw. fluoreszierten ungleich intensiv.
Die entsprechenden Merkmale konnten dabei auf unterschiedliche Reinheiten und
Gehalte der DNA im jeweiligen Eluat zurtuckgefuhrt werden.

Die Unterschiede in den Abgrenzungen und Intensitaten der DNA-Banden sind
exemplarisch in den Abbildungen der Gelelektropherogramme zweier Eluate (CTAB-
sowie Kit-Methode) dargestellt (Abb. 3.01).

1500 bp 1500 bp
1000 bp 1000 bp
Abb. 3.01:
S00b8 M Gelelektrophoretisch aufgetrennte DNA aus
unterschiedlichen Isolierungsverfahren
1006 Gel A: DNA-Eluat mittels DNeasy Plant Mini Kit
19988 — Gel B: DNA-Eluat mittels CTAB-Methode

GS = GroRenstandard
Probe: Matricariae flos [Probe 015]
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In der Probenspur des elektrophoretisch aufgetrennten DNeasy Plant Kit-Eluates
(Abb. 3.01 - Gel A) ist etwa auf Hohe des GroRenmarkers bei 1,5 kbp eine einzelne
DNA-Bande zu erkennen. Sie ist scharf begrenzt, erscheint hinsichtlich ihrer Intensi-
tat allerdings ein wenig schwacher als die bei etwa derselben Fragmentlange im
elektrophorisierten CTAB-Eluat zu beobachtende Fluoreszenz (Abb. 3.01 - Gel B).
Sehr wahrscheinlich geht die geringere Fluoreszenzintensitat der Bande (in Gel A)
mit der limitierten DNA-Bindungskapazitat der Saulchen des Kits einher. Ausgehend
von den in beiden Verfahren eingesetzten Probenmengen (Kap. 2.2.6) waren prak-
tisch vergleichbare DNA-Gehalte zu erwarten gewesen. Die distinkte Begrenzung der
Bande deutet zudem auf eine weitestgehend einheitliche Fragmentlange der isolier-
ten DNA-Molekule hin. Weitere Banden / Zonen sind in der betreffenden Probenspur
nicht festzustellen. Es bestehen daher keine konkreten Anhaltspunkte auf weitere im
Eluat vorhandene Stoffe mit moglicherweise oder bekannt PCR-inhibierenden Eigen-
schaften. Die Qualitat des DNA-Eluats ist somit sehr wahrscheinlich ausreichend fur
den Einsatz in einer PCR.

Im Kontrollgel des mit Hilfe der CTAB-Methode (aus demselben Probenmuster) er-
haltenen Eluats ist hingegen ein im Fragmentgrofienbereich von etwa 1500 - 250 bp
deutlich sichtbarer ,Schmier® zu erkennen (Abb. 3.01 - Gel B). Dieser kann ursachlich
auf verschiedene Faktoren zurickgefihrt werden, wie z. B. auf eine ,Uberladene”
Probespur (zu hoher DNA-Gehalt / zu groldes Probenvolumen), auf nicht ausreichend
entfernte Zellinhaltsstoffe (z.B. Proteine) oder auf degradierte DNA.

Im vorliegenden Fall sind vermutlich mehrere der genannten Grinde zutreffend. Das

Eluat der CTAB-Methode ist daher nur bedingt als Template fur die PCR geeignet.

Mit den als Template direkt eingesetzen Eluaten der beiden DNA-Isolierungs-Kits
wurden in den Versuchen regelmalig PCR-Produkte erhalten. Ganz im Gegensatz
hierzu mussten die CTAB-Eulate noch verdinnt oder in einigen Fallen erneut
aufgereinigt werden, bevor es gelang die enthaltene DNA zu amplifizieren. Es liegt
daher nahe, dass in den CTAB-Eluaten noch zu hohe Konzentrationen an storenden
Stoffen vorhanden waren. Beide Isolierungsverfahren standen hinsichtlich des zeitli-
chen Arbeitsaufwands, aber auch ohne die zusatzlichen Aufreinigungschritte, in ei-
nem sehr ungunstigen Verhaltnis zueinander. So gelang die Isolierung der

genomischen DNA nach der Kit-Prozedur etwa 2- bis 4-mal so schnell als mit dem
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CTAB-Protokoll. Die Verwendung der Kits wurde deshalb fur den routinemafligen
Einsatz bevorzugt. Priorisiert wurde hierbei aufgrund untereinander vergleichbarer
Resultate das hinsichtlich seines Protokollaufwands weniger umfangreiche DNeasy

Plant Mini Kit eingesetzt.

3.1.2 Gepulverte pflanzliche Stoffe

Bei der Herstellung der gepulverten pflanzlichenStoffe kommt es infolge der einwir-
kenden Scherkrafte zur physikalischen Fragmentierung der enthaltenen DNA. Der
Prozess der Fragmentierung wird zudem durch die Reibungswarme beim Vermahlen
bzw. durch oxidative Prozesse infolge der OberflachenvergroRerung begunstigt.

Aus den gepulverten Proben wurde dennoch reproduzierbar PCR-geeignete (d. h.
amplifizierbare) genomische DNA isoliert. Hierzu wurden dieselben Kits wie bei der
Aufarbeitung der ganzen und geschnittenen pflanzlichen Stoffe verwendet, da es
sich bei den getesteten Proben (Kap. 6.1) vorwiegend um native pflanzliche Stoffe

handelte. Auch hier wurde bevorzugt das DNeasy Plant Mini Kit eingesetzt.

Bei der gelelektrophoretischen Kontrolle der aus den Pulverproben isolierten DNA
wurden kaum distinkte Einzelbanden, sondern mehrheitlich unspezifische Schmier-
banden beobachtet. Die typischen Banden werden exemplarisch anhand von zwei
DNA-Eluaten in Abb. 3.02 gezeigt.

1500 b8, Abb. 3.02:

1500 bp
Gelelektrophoretisch aufgetrennte DNA aus ver-

500 b, ; ; ;
B schieden stark prozessierten Zubereitungen von

Matricariae flos

Gel A: DNA-Eluat aus losem Pflanzenpulver
[Probe 033]

Gel B: DNA-Eluat aus kompaktiertem Pflanzenpulver
[Probe 032]

35



Ergebnisse und Diskussion

In der Abbildung sind die unterschiedlichen Intensitaten und Fragmentgro3enbereiche
zu erkennen, Uber die sich die aufgetrennte DNA erstreckt. In Gel A, der Probenspur
des DNA-Eluates aus dem losen Pflanzenpulver, ist die DNA als fluoreszierende Zone
im Bereich von etwa 1500 - 250 bp sichtbar. Flir das aus dem Kompaktat (Tablette)
gewonnene Eluat (Gel B) ist dagegen nur eine aullerst schwache Zone im Bereich
zwischen 500 — 250 bp zu erkennen.

Die unspezifischen Banden werden aller Wahrscheinlichkeit nach durch fragmentierte
DNA verursacht. Der ,Schmier® kann im Gegensatz zu den CTAB-Eluaten aus den
ganzen und geschnittenen pflanzlichen Stoffen (Kap. 3.1.1) aber kaum auf bei der
Isolierung mit Ubergegangene Zellbegleitstoffe zurickgefuhrt werden. Auch ,Uberlade-
ne“ Probespuren, d. h. zu gro3e Mengen eingebrachter DNA, sind aufgrund der Isolie-
rung mit Hilfe von Kits mit vordefinierten Endvolumina in den Eluaten (Kap. 2.2.6) bzw.
durch konstante Probenaufgabemengen bei der Elektrophorese (Kap. 2.2.9) weitest-

gehend auszuschliefl3en.

In allen PCR-Versuchsansatzen in denen DNA-Eluate direkt als Template eingesetzt
wurden entstanden Amplifikate. Von relevanten Konzentrationen an Inhaltsstoffen, die
einen storenden Einfluss auf die Kettenreaktion ausuben, war somit nicht auszugehen.
Eine mdgliche Ursache fur den ,Schmier” konnten oxidative Reaktionsprozesse wah-
rend der Lagerung der Pflanzenpulver sein. Prinzipiell wurden alle festen Proben vor
der DNA-Isolierung gemahlen. Vergleichbare unspezifische Zonen wurden hier kaum
beobachtet. Dies unterstutzt die These einer fortschreitenden DNA-Degradierung bei

gelagerten Pflanzenpulvern.
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3.1.3 Pflanzliche Zubereitungen / Fertigarzneimittel

Die Isolierung von PCR-tauglicher (amplifizierbarer) DNA aus pflanzlichen Zuberei-
tungen und Fertigarzneimitteln war problematisch. Die Proben enthielten nur noch
geringe Mengen DNA, die wiederum sehr stark degradiert war. Wahrend der Aufar-
beitungen kam es immer wieder zu Ausfallungen. Die Isolierungen mussten deshalb
haufig nach nur wenigen Arbeitsschritten abgebrochen werden (Abb. 3.03). Zwischen
den verwendeten Pufferlésungen und den Hilfs- bzw. Tragerstoffen der Proben be-

standen offensichtlich Inkompatibilitaten.

Abb. 3.03:

Unerwiinschte Reaktion wahrend der Isolierung von DNA

Spontane Prazipitation nach Zugabe des Extraktionspuffers

zu einer fliissigen Zubereitung [Probe 098]

Aus einigen der untersuchten Proben gelang es dennoch DNA-Fragmente zu isolie-
ren. Allerdings waren bei der Sichtkontrolle der gelelektrophoretisch aufgetrennten
Eluate keinerlei DNA-typische Banden bzw. Zonen zu erkennen. Auf das Vorhan-
densein der DNA wurde indirekt Uber die Bildung von Amplifikaten in Test-PCR ge-
schlossen. Gemeinsam mit den Versuchsansatzen durchgefiihrte Negativ-Kontrollen
dienten dabei zur Absicherung gegenuber falsch-positiven Ergebnissen.

Die typischen DNA-Gehalte in den Eluaten lagen unterhalb der Nachweisgrenze des
Ethidiumbromid-Nukleinsaure-Komplexes (in Agarosegelen ca. 5-10 ng DNA) [62].
Absolut, d. h. bezogen auf das eingebrachte Probenvolumen je Gelspur, betrugen

die Eluat-Konzentrationen der DNA weniger als 1-2 ng / pL.
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Die Isolierung von DNA aus pflanzlichen Zubereitungen und Fertigarzneimitteln wurde
vorab an einem Fluidextrakt (Probe 098) getestet. Der Extrakt wurde exemplarisch
ausgewahlt, da fir den Nachweis der DNA des verarbeiteten pflanzlichen Aus-
gangsmaterials (Matricariae flos) auch ein gattungsspezifischer Primer (KerO08-F)
zur Verfugung stand. Der mit diesem Primer amplifizierte Bereich der ITS-Region ist
bei Matricariae flos (bzw. deren Stammpflanze Matricaria recutia L.) nur etwa halb so
lang wie jener, der mittels der standardmallig eingesetzten Primer (Kap. 3.2.2.3, Tab.
3.01) vervielfaltigt wird. Es war insofern optional mdglich, auch DNA-Fragmente un-

terhalb von ~ 400 bp nachzuweisen.

Zur Isolierung der DNA wurde zunachst das DNeasy Plant Mini Kit eingesetzt. Doch
die mit diesem Kit aus dem Fluidextrakt gewonnenen Eluate waren jedoch auch nach
zweimaliger Aufreinigung nicht fur PCR-Untersuchungen geeignet (nicht
amplifizierbar). Es wurde deshalb durch sukzessiven Zusatz der Additive DMSO,
BSA und Betain versucht, den Einfluss im Eluat potentiell vorhandener, stérender
Stoffe abzuschwachen. Hiermit sollten die Ausbeuten und die Spezifitat der PCR-
Produkte bei der Vervielfaltigung verbessert werden. Die Versuche die Resultate der
PCR durch Additive zu beeinflussen, fuhrten letztlich jedoch nicht zum erhofften Erfolg.
In weiteren Versuchen wurde die Isolierung der DNA mit Hilfe eines Kits flr Lebens-
mittel sowie mit Hilfe eines Kits flr forensische Proben getestet (Kap. 2.1.3.3). Beide
Kits waren entsprechend der Angaben ihrer Hersteller speziell fur die Isolierung von
(pflanzlicher) DNA aus prozessierten Materialien entwickelt worden. Aus dem Fluid

wurde aber dennoch keine amplifizierbare DNA isoliert.

Die reproduzierbare Isolierung PCR-geeigneter DNA gelang schliel3lich mit einem
DNA-Isolierungs-Kit fur Stuhlproben (Kap. 2.2.6.3). Ausfallungen, wie bei den ande-
ren Kits zu Beginn der Isolierungsprozedur beobachtet wurden, traten wahrend der
Aufarbeitung der Fluid-Probe nicht auf. Das Kit wurde Uberdies auch erfolgreich zur
Isolierung von DNA aus weiteren Zubereitungen pflanzlicher Stoffe und Fertigarznei-
mitteln (Kap. 3.3.3 / 3.3.4) verwendet. Eine nachtragliche Aufreinigung der Eluate war

nur in sehr wenigen Fallen notwendig.
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3.2 Evaluierung der Markermethoden
3.2.1 RAPD Fingerprints

Die Eignung von RAPD Fingerprints (Kap. 2.2.7) zur ldentifizierung verarbeiteter und
unverarbeiteter pflanzlicher Stoffe wurde beispielhaft mit den in Kap. 2.2.7.2 aufge-
fuhrten Primern Uberpruft. In ersten Versuchen wurden zunachst die Bandenmuster
verschiedener Asteraceen- bzw. Aristolochiaceen-Proben (Proben 001 — 015) erfasst.

Die Abb. 3.04 und 3.05 zeigen exemplarisch die erhaltenen Bandenmuster.

Abb. 3.04:
i - 1500 b, ;

Gelelektrophoretisch aufgetrennte RAPD ] m -

Amplifikate unterschiedlicher Primer =
1000 bp

—>

Matricariae flos [Probe 012] mit:

Roth-MO02 (Spur 1); Roth-A04 (Spur 2); 500 bp

Roth-C19 (Spur 3)

GS: GréRenstandard

1500 by Abb. 3.05:
1000 bp Gelelektrophoretisch aufgetrennte RAPD-
Amplifikate unterschiedlicher Proben
500 b,
Aristolochiaceen-Proben [Proben 010 — 005]:
A. clematits L. (Spur 1); A. triangularis Cham.
100 bp,

(Spur 2); A. elegans Mast. (Spur 3); A
westlandii Hemsl. (Spur 4); A. tomentosa Sims
(Spur 5); A. ringens Vahl QSB6 (Spur 6);

GS: GroRenstandard;

Primer: Roth-M02
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Die Proben der Belegpflanzen stammten aus dem Garten des Institutes fur Pharma-
zeutische Biologie Bonn. Zu Beginn der Versuche wurden unter den dort verfugbaren
Kulturen die Stammpflanzen der Stoffe Matricariae flos [Matricaria recutita L.],
Chamomillae romanae flos [Chamaemelum nobile (L.) All.] und Aristolochia clematitis
[Aristolochia clematits L.] ausgewahlt. Ebenfalls standen Kulturen von Pflanzen zur
Verfligung, die als typische Verwechslungen/ Verfalschungen der offizinellen

Stammpflanzen in Betracht kommen.

Die RAPD-Primer wurden zunachst an mehreren Kamillen sowie den Vergleichs-
pflanzen des Institutsgartens getestet. Die kirzesten Fragmente wurden hierbei mit
Hilfe des Primers Roth-M02 ampilifiziert (siehe Abb. 3.04). Der Primer Roth-M02 wurde
anschlieRend auch in den PCR der Aristolochiaceen-Proben eingesetzt. Deutlich
sind in Abb. 3.05 die unterschiedlichen Bandenmuster von sechs verschiedenen
Aristolochiaceen zu erkennen.

Weiterhin wurde versucht aus dem Eluat einer Zubereitung aus Matricariae flos
(Probe 032) RAPD-Fragmente zu amplifizieren. Fir diese Zubereitung, eine Tablet-
te, die u. a. gepulvertes pflanzliches Material enthielt, wurden allerdings keine der
fur Kamille typischen Bandenmuster erhalten. Wie in Abb. 3.06 zu erkennen ist,

deutet sich jedoch ein schwacher Bandenschmier unterhalb von 500 bp an.

Abb. 3.06:
Gelelektrophoretische Auftrennung von RAPD-

Amplifikaten einer pflanzlichen Zubereitung

Kamille-Krauter-Tablette (Spur 3 - Probe 032) und
Referenzproben: M. recutita L. (Spur 1 - Probe 012);

M. recutita L. (Spur 2 - Probe 013) und M. recutita L.
(Spur 4: - Probe 019);

Blank (Spur 5); GS: GréRenstandard

verwendeter Primer: Roth-M02
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Der Bandenschmier in Spur 3 ist vermutlich auf fragmentierte DNA der Probe zu-
ruckzufuhren. Moglicherweise enthielten die DNA-Fragmente aufgrund ihrer geringen
Lange keine gegenlaufigen Primerbindungstellen.

Bei den RAPD-PCR wurde auch unter veranderten Reaktionsbedingungen (z. B. ab-
weichenden Temperaturzyklen oder Pipettierschema) keine bessere Auflosung er-
reicht. Die Eignung des Eluates fur die PCR wurde indessen in Positivkontrollen mit

ITS-Primern bestatigt. Hier entstanden die entsprechenden Amplifikate.

Ein weiteres Problem bei der RAPD-PCR waren unterschiedliche Bandenmuster bei
speziesgleichen Proben verschiedener Herkunften. Beispielhaft sind die Abweichun-
gen in Abb. 3.06 (Spur 2 & 4) zu erkennen.

Mit wiederholt aufgetragenen Proben (vgl. Spur 1 in Abb. 3.04 und 3.06) wurden da-
gegen reproduzierbare Bandenmuster erhalten. Moglicher Weise sind die Unter-
schiede in den Bandenmustern auf geringflgige Variationen zwischen den Vertretern

einer Art zurtickzufuhren.

Bewertung der RAPD-Fingerprintmethode:

Die in den Versuchen erstellten RAPD-Fingerprints waren grundsatzlich geeignet,
um die untersuchten pflanzlichen Stoffe voneinander zu differenzieren. Je nach
pflanzlichem Stoff wurden mit den Primern jedoch unterschiedlich geeignete Ban-
denmuster erzeugt. Bei einigen pflanzlichen Stoffen kam es durch intraspezifische
Variationen darUber hinaus zu Unterschieden in den Bandenmustern.

Der Nutzen der Markermethode bei prozessierten Materialien mit fragmentierten
DNA-Anteilen war weitaus geringer. Eine sichere Zuordnung des Ausgangsmaterials
bei Fragmenten mit weniger als 500 bp Lange war hier aufgrund des geringen Anteils
an Merkmalen (Anzahl der Banden) nur schwer moglich. Zudem ist die Methode
empfindlich in Bezug auf Begleitsubstanzen (z. B. Hilfsstoffe aus den zubereiteten
pflanzlichen Stoffen), die bei der DNA-Isolierung nicht vollstandig entfernt wurden.
RAPD-Fingerprints sind von daher fur die Identifizierung der Ausgangsmaterialien in

zubereiteten pflanzlichen Stoffen und pflanzlichen Fertigarzneimitteln nicht geeignet.
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3.2.2 Amplifikation und Analyse der nriTS-Region
3.2.2.1 Amplifikation mit ITS-Standardprimern

Die von White et al. [51] publizierten ITS-Primer (Kap. 2.1.2, Tab. 2.01a) wurden an
den DNA-Eluaten von 50 einheimischen pflanzlichen Stoffen (Kap. 3.3.1, Tab. 3.06)
getestet. Ziel der Versuche war es die komplette nrITS-Region (Kap. 1.4.3, Abb.
1.06), mittels der beiden Primerkombinationen ITS-1 / ITS4 und ITS-5 / ITS-4, aus
der gesamtgenomisch vorliegenden DNA eines jeden Eluats zu amplifizieren.

Da die DNA in den Eluaten aus weitgehend intakten bzw. grob geschnittenen Pro-
benmaterialien isoliert wurde, war in den Versuchen von ausreichend groRen DNA-
Fragmenten (<1000 bp) auszugehen (Kap. 3.11). Uberdies war der mit Hilfe der bei-
den Primerkombinationen theoretisch amplifizierte Bereich (die erwarteten
Fragmentlangen lagen zwischen 600 - 800 bp) kurz genug, um in nur einem einzigen
Sequenzierlauf vollstandig erfasst (Kap. 3.2.2.2) werden zu konnen. Auf Versuche
die Spacerbereiche ITS1 und ITS2 einzeln zu amplifizieren wurde verzichtet, wo-

durch sich der gesamte Probenumfang deutlich reduzierte.

Bei den PCR Ansatzen mit der Primerkombination ITS-5 / ITS-4 wurden nur sehr we-
nige Amplifikate gebildet. Mit der Primerkombination ITS-1 / ITS-4 wurden in etwa 2/3
der Versuchsansatze PCR-Produkte mit jeweils nur einer distinkten Gelbande im er-
warteten Fragmentgrélienbereich (s.0.) erhalten. Dies wurde als Hinweis fur die er-
folgreich verlaufene Amplifikation der nrITS-Region gewertet. Bei den restlichen
PCR-Ansatzen waren entweder mehrere sehr schwache oder gar keine Banden zu
erkennen. Die letzteren Resultate sind sehr wahrscheinlich auf nicht vollstandig
komplementare Primerbindungsstellen oder auf divergente Kopien der nrRNA-
Cluster [43] im Genom der jeweiligen Spezies zurlickzufliihren (Abb. 3.07). Derartige
Proben wurden nicht weiter verfolgt, da diese eine zeitaufwandige Aufarbeitung (z. B.
durch Klonierungen) bedingt hatten, auf die aber bewusst verzichtet werden sollte.
Aufgereinigt wurden daher nur die PCR-Ansatze mit distinkt nachgewiesenen Gelb-
anden. Von diesen wiederum wurden bei etwa 60% ,verwertbare Ergebnisse® (d. h.

eindeutige, nicht Uberlagerte Signale) bei der Direktsequenzierung erhalten.
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GS Z 6. 8 . 2 1

1500 b

1000 bg
500 bg

100 bp
Abb. 3.07:

Gelelektrophoretische Auftrennung von
ITS-Amplifikaten (Standard-Primer)

Verschiedene Arten aus der Familie der

Aristolochiaceae

Mit der Primerkombination ITS-1 / ITS-4 (2 Ker001-F / Ker002-R; Kap. 2.1.2, Tab.
2.01b) wurden bei etwa 40% der untersuchten Proben auswertbare ITS-Sequenzen
erhalten. Die Sequenzen wurden Uber BLAST-Analysen mit den Eintragen von Gen-
Bank verglichen. Hierbei wurden durchgangig hohe Sequenzibereinstimmungen
(>99%) mit pflanzlichen Organismen ermittelt. Hinweise auf Pilze, die ubiquitar ver-
breitet sind und daher auf allen pflanzlichen Stoffen vorkommen kénnen (insbeson-
dere Wurzelmaterialien sind haufig belastet [63]), bestanden nicht.

Prinzipiell wurde der Nachweis von amplifizierter bzw. co-amplifizierter pilzlicher DNA
bei zumindest einem Teil der Eluate erwartet [64], da die ITS-Primer nach White et
al. ursprunglich fur Studien fungaler RNA-Gen-Sequenzen konzipiert worden waren.
Die Primer sind aufgrund konservierter Bindungsstellen im Genom anderer
Eukaryoten allerdings auch bei weiten Teilen der Pflanzen einsetzbar [65].

Das in den PCR dennoch nur pflanzliche Zielbereiche amplifiziert wurden ist mogli-
cherweise darauf zurickzuflhren, dass die Primer tatsachlich bevorzugt an die im
Uberangebot vorhandene DNA binden [66]. Unter dieser Annahme wiirde die Ampli-
fikation von fungalen Produkten erst bei einem weitaus hoheren Anteil fungaler DNA
im Eluat erfolgen. Dies ware potentiell z. B. bei stark pilz-befallenen, mikrobiologisch

nicht mehr Arzneibuch-konformen Proben der Fall.
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Zusammenfassend wird die Eignung der universellen ITS-Primer nach White et al.
[51] als nicht hinlanglich fur die Identifizierung von pharmazeutisch genutzten pflanz-
lichen Stoffen angesehen. Verlassliche Ruckschlisse aus dem Abgleich der Proben
mit den Referenzdaten der jeweils betreffenden Stammpflanzen sind aufgrund der
mit diesen Primern zu erwartenden Erfolgsquoten nicht moglich. Es wurde daher

versucht effektivere, moglichst pflanzenspezifische Primer zu ermitteln.

3.2.2.2 Ermittlung neuer ITS-Primer

Zur Ermittlung neuer Primersequenzen wurden pflanzliche Sequenzen in GenBank
mittels BLAST-Abfragen nach den RNA-Genen der nrITS-Region durchsucht. Unter
den Treffern der Suche wurden je etwa 150 verschiedene Datensatze ausgewahit
und auf das Vorhandensein von konservierten Bereichen untersucht. Ausgehend von
den konservierten Bereichen wurden letztlich mehrere sehr nahe am Anfang bzw.
Ende der Gene liegende Primerpaare abgeleitet. Das Ziel dieser Strategie war es
mdglichst kurze Fragmente zu amplifizieren, um einen Nachweis von Amplifikaten

auch fur Probenmaterialien mit degradierter DNA zu erbringen.

Im Hinblick auf potentiell falsch interpretierte Basen in den Sequenzen der BLAST-
Abfragen (die in Genbank hinterlegten Daten werden vor ihrer Veroffentlichung nur
sehr eingeschrankt Uberprift [67]) wurden die in den Vergleichen berlcksichtigten
Datensatze vorselektiert. Das Kriterium fur die Auswahl war eine Zahl von noch min-
destens 50 Uber die beiden Enden der jeweiligen Gene hinausgehenden Basen.
Hierdurch sollte die Fehlerwahrscheinlichkeit minimiert werden, die typischerweise zu
Beginn (im 5’-Bereich) bzw. am Ende (im 3’-Bereich) einer Sequenz erhoht ist.

Fehler im 5’-Bereich einer Sequenz sind hauptsachlich auf zu kurze Fragmente (<30
bp) zuruckzufuhren, da diese im Sequenzierautomaten nicht geordnet migrieren. Die
ersten Basen in Sequenzen sind daher fast immer unscharf, d. h. vieldeutig aufge-
|6st. Fehler im 3’-Bereich von Sequenzen treten dagegen haufig bei langeren Frag-
menten (> 550 bp) auf. Sie sind vor allem darauf zurlickzuflihren, dass die amplifi-
zierten Fragmente mengenmalig in nur noch geringer Anzahl und mit zunehmend

immer geringer werdenden relativen Massenunterschieden vorhanden sind.
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Die nach den BLAST-Abfragen selektierten Sequenzen wurden mit Hilfe der in Kap.
2.2.13 beschriebenen Software miteinander auf konservierte Bereiche untersucht.

AnschlieRend wurden die neuen Primer abgeleitet.

Aus dem Vergleich (Alignment) der Sequenzen resultierte im 3’-Bereich des 18S-
rRNA-Gens ein ca. 70 bp langer und recht gut konservierter Abschnitt (Abb. 3.08 —
grau unterlegt). Innerhalb dieses Abschnittes sind auch weitere bereits beschriebene
Amplifikationsprimer, z.B. “ITS-5" [51], “ITS-A" [53], und “N18L18" [68] lokalisiert.
Ausgehend von diesem Genabschnitt wurden die neuen Primer KerO05-F und
Ker010-F (Kap. 2.1.2, Tab. 2.01a) abgeleitet und verwendet.

18S rRNA-Gen «- ITS1
5’ 3’

Arab. thaliana AACC | ‘A ICA AGAGGAAGEAIEAAG| CGIIAACAAGG CCG 'AGG IGAACC |GCGGAAGGA CA " IG[ICGA JAC]

Ker001-F/1ITsS-1 [ ICCG 'AGG |GAACC |GCGGleg

Ker005-F (GAACC. | GCGGAAGGA (CA | |Gleg
Ker010-F G CCG IAGGIIGAACC: GCled

ITS-5 GGAAGUAIIAAG)ICGIIAACAAGGled

ITS-A (GGAAGEAEAAGIICG IAACAAGGld

N18L18 AAG (CG IAACAAGG! - Clgd

Abb. 3.08: ITS-Primer im 3’-Bereich des 18S-rRNA-Gens
Lage der Primer relativ zur Referenz-Genomsequenz von: Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
[GenBank-Accession-Code CP002686; Basen-Position: 14.199.415 — 14.199.491]

In den Alignments der 5.8S-rRNA-Gensequenzen wurden keine grof3eren konservier-
ten Abschnitte beobachtet. Es gab jedoch mehrere kleinere konservierte Bereiche in
der Nahe des 5-Endes des Genes. Dort wurde schlieldlich der Vorwartsprimer
Ker007-F platziert (Abb. 3.09). Nahe der Primerbindungsstelle wurden zudem weite-
re, bereits beschriebene Primersequenzen wie ITS-2/ITS-3 [51], ITS-D [53] und ITS-E
[53] lokalisiert.
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ITS1 «- 5.8S rrRNA-Gen

VYT R EVAET ER G C AAAACGAC: CiICGGCAACGGA ‘A C1ICGGCl ClICGCA ' CGA IGAAGAACGIJAGCGAAA IGCGA 'ACI " \GG'G
Ker003-R/004-F PSACGACH IC I CGGCAACGGA g

Ker006-R 23GCGA 'AC " GGI!..]
Ker007-F [CA ICGA [GAAGAACGHAGCES

ITS-2/ITS-3 2 GCA ICGA (GAAGAACGEAGCRS

ITS-D C |C_ CGGCAACGGA A C ICGyd

ITS-E [CGGCAACGGA (A 1C1CGGC Ced

Abb. 3.09: ITS-Primer im 5’°-Bereichs des 5.8S-rRNA-Gens
Lage der Primer relativ zur Referenz-Genomsequenz von: Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
[GenBank-Accession-Code CP002686; Basen-Position: 14.199.748 - 14.199.824]

Die in den Alignments der 26S-rRNA-Gensequenzen beobachteten konservierten
Bereiche waren sehr heterogen Uber das Gen verteilt. Die ersten potentiell geeigne-
ten konservierten Abschnitte sind mindestens 300 bp vom 3’-Ende des 26S-rRNA-
Gens entfernt. Ausgehend von hier platzierten Primern sind allein fur die Amplifikation
des ITS2-Spacers Fragmentlangen von mindestens 600 bp zu erwarten. Dies er-
schien fir die Auswabhl einer ebenfalls flr die Amplifikation von degradierter DNA ge-
eigneten Primerkombination nicht sinnvoll. Zudem ware die Sequenzierung eines
Fragments, das beide Internal Transcribed Spacer umfasst, aufgrund seiner Lange
kaum mit einem einzigen Primerpaar zu bewaltigen. Als Kompromiss wurde insofern
das 5’-Ende des 26S-rRNA-Gens fur die Ableitung der Primer ausgewahlt.

Der Anfangsbereich des 26S-rRNA-Gens ist allerdings auch keine optimale Region
fur die Ableitung von Primern. Das 5’-Ende des Gens besitzt einen recht hohen Ge-
halt der Nukleinbasen Guanin und Cytosin. Die resultierenden Primer weisen infol-
gedessen hohe Schmelztemperaturen auf. Eine Kombination mit den oft schon bei
niedrigeren Temperaturen schmelzenden Primern der Bereiche der 18S und 5.8S
rRNA-Gene ist sehr schwierig. Aufierdem scheint das 5’-Ende des 26S-rRNA-Gens
weit weniger gut konserviert zu sein als die entsprechenden Primerbindungsbereiche
in den beiden anderen Genen.

In Abb. 3.10 sind die Positionen der neuen Primer Ker009-R und Ker012-R sowie
zweier in der Literatur beschriebener Primersequenzen wie “ITS-B“ [53] oder “N-
nc26S1“ [69] dargestellt.
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ITS2 «= 26S rrRNA-Gen

3

|
VYRR YRV ERN (CCA A ' AGCGACCCCAGG. CAlSGEEGGAY ACCAGA IGAGIL | IAAGCAIA | AA IAAGCGGAGGAAAAGAAAC, AA

Ker002-R/ITS-4 PSGCA ‘A1 AA IAAGCGGAGGA
Ker009-R A3 GGA® ACCCGCLIGAG L IAAGC

Ker01l1l-RrR 2 GCGACCCCAGG! CAl

Ker012-rR 2 GCGACCCCAGG]ICAY

ITS-B (3CA A | AA AAGCGGAGGAAAAG
N-nc26s1 2 CGACCCCAGG] I CAING/deq

Abb. 3.10: ITS-Primer im 5’-Bereich des 26S-rRNA-Gens
Lage der Primer relativ zur Referenz-Genomsequenz von: Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
[GenBank-Accession-Code CP002686; Basen-Position: 14.200.097 - 14.200.173]

3.2.2.3 Amplifikationen mit neuen ITS-Primern

Die Primer Ker003-R bis Ker012-R (Kap. 2.1.2, Tab. 2.01b) wurden zusammen mit
den DNA-Eluaten der 50 pflanzlichen Stoffe (Kap. 3.3.1, Tab. 3.06) in mehr als 1500
einzeln pipettierten PCR-Ansatzen untersucht. Dabei wurden gegenuber den Versu-
chen mit den Primerkombinationen ITS1/ITS4 bzw. ITS5/ITS4 nach White et al. [51]
verbesserte Ergebnisse erzielt.

Mit den neuen/ alternativen Primern wurden bei 34 der 50 Proben einzelne und dis-
tinkte Gelbanden im erwarteten Fragmentgro3enbereich (etwa 600 - 750 bp) erhal-
ten. FUr 31 der Proben lagen nach der Sequenzierung auswertbare ITS-Sequenzen
vor. Damit konnten etwa 60% der Uberpriften pflanzlichen Stoffe anhand ihrer ITS-
Sequenzen identifiziert werden. Dies entspricht einer etwa anderthalbmal hdheren
PCR-Effizienz als bei den Versuchen mit beiden White Primerpaaren (Kap. 3.2.2.1).
Auch in der Literatur, z. B. in den ITS-Studien von Chen et al. [31] und Gonzalez et
al. [70] wurden nicht mehr als durchschnittlich 41 - 42% der Proben identifiziert. Far
eine separate Gruppe von Proben (Magnoliopsida - Bedecktsamer), zu der auch fast
alle der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Proben gehoéren, wird von Chen et al.
zwar eine PCR-Effizienz von etwa 48% angegeben. Dieser Wert liegt aber dennoch

deutlich unter dem mit den alternativen Primerkombinationen erzielten Ergebnis.
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Die mit den neuen Primern ermittelten Sequenzen wurden ebenso wie bei den Ver-
suchen mit den Primern nach White et al. (Kap. 3.2.2.1) mittels BLAST-Suche auf
ihren moglichen Ursprung aus Pilzen untersucht. Entsprechende Ubereinstimmun-

gen wurden dabei nicht gefunden.

Die in den PCR-Versuchen eingesetzten Primerpaare sind in Tabelle 3.01 aufgefuhrt.

Tabelle 3.01: Neue Primer-Kombinationen zur Amplifikation von nriTS-Fragmenten

Zu amplifizierendes Fragment Primerkombination

nriTS-Region Ker005-F — Ker009-R
Ker010-F — Ker011-R

Ker010-F — Ker012-R

ITS1 Ker005-F — Ker003-R
Ker005-F — Ker006-R
Ker010-F — Ker003-R

Ker010-F — Ker006-R

ITS2 Ker004-F — Ker009-R
Ker004-F — Ker012-R
Ker007-F — Ker009-R

Ker007-F — Ker011-R
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3.2.3 Eignung der PCR-Methode

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte PCR-Methode wurde eingangs dahinge-
hend optimiert, die komplette nrlITS-Region als Marker zu amplifizieren. Primer zur
spezifischen Amplifikation der einzelnen Spacer (ITS1 / ITS2) wurden erst spater ab-
geleitet. Als Basis fur die Ableitung der neuen Primer dienten die im Kap. 3.2.2.2 be-
schriebenen Sequenzmotive der flankierenden bzw. eingeschlossenen rRNA-Gene.
Keines dieser Primerpaare war jedoch dazu geeignet mit samtlichen der getesteten
Proben (Kap. 3.3) spezifische Amplifikate zu bilden. Auch die in der Tab. 3.01 (Kap.
3.2.2.3) genannten Kombinationen von Primern wurden nur bei einer Teilmenge
(wenn gleich auch dem Groldteil) der Proben erfolgreich eingesetzt. Der absolute
Verlauf einer PCR war insbesondere fur die zuvor noch nicht untersuchten Proben

nicht vorherzubestimmen.

Um dennoch grundlegende Aussagen zur Eignung der Methode treffen zu kdnnen,
wurden verschiedene Versuche durchgefuhrt. Als Modellobjekt wurde hierzu exemp-
larisch Matricariae flos ausgewahlt. Zu diesem pflanzlichen Stoff waren einerseits
mehrere Verfalschungen / Verwechslungen (Kap. 3.3.1) verfugbar, andererseits war
durch vorausgehende Versuche bekannt, dass sich alle betreffenden Proben gut

amplifizieren und sequenzieren lassen.
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3.2.3.1 Prazision der Methode

Zur Beurteilung der Prazision der Methode wurden zunachst zwei exemplarische
PCR-Versuchsreihen an Proben von Matricariae flos (Stammpflanze: Matricaria
recutita L.) durchgefthrt (Abb. 3.11).

! P

| DNA-Isolierung | DNA-Isolierung

1

—vl Amplifikation (Tag 1) I—

—»I Amplifikation (Tag 2) I—

—rl Amplifikation ( Tag 3) I—

—vl Amplifikation (Tag 4) I—

Amplifikation
—rl Amplifikation ( Tag 5) |—
I
| DNA-Sequenzierung | DNA-Sequenzierung
} papanaRaRRARAY:
| Sequenz-Vergleich | | Sequenz-Vergleich |
Versuchsreihe 1 Versuchsreihe 2

Abb. 3.11: Versuche zur Wiederholprazision der PCR-Methode
Versuchsreihe 1: Amplifikation eines Templates an finf aufeinanderfolgenden Tagen

Versuchsreihe 2: Parallele Amplifikation von 15 verschiedenen Templates

Die erste Versuchsreihe verlief Uber funf aufeinanderfolgende Tage. An jedem Tag
wurde eine PCR mit jeweils dem gleichen Template (ein zuvor willkurlich bestimmtes
Eluat) durchgefuhrt. In der zweiten Versuchsreihe wurden die Reaktionen parallel mit
den Eluaten von 15 Proben aus unterschiedlichen Herklnften gestartet.

Als Markerregion wurde in allen Ansatzen die nrITS-Region amplifiziert. Hierzu wurde
die Primerkombination Ker005-F / Ker009-R verwendet. Sie hatte sich in den Vorver-
suchen als besonders zuverlassig bei Matricariae flos bewahrt.

In samtlichen PCRs wurden distinkte Amplifikate erhalten.
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Bei der Sequenzauswertung der Amplifikate aus der ersten Versuchsreihe wurden
hinsichtlich der Abfolge oder Anzahl der Nukleotide keinerlei Abweichungen festge-
stellt. Die Markerregion wurde in allen Versuchswiederholungen gleich amplifiziert.
Demgegenulber unterschieden sich die Sequenzen der Amplifikate der zweiten Ver-
suchsreihe an mehreren Positionen (Abb. 3.12). Bei den Unterschieden handelte es
sich um Substitutionen und/oder Insertionen einzelner Basen. Diese betrafen grund-
satzlich beide Spacer, allerdings traten sie mit etwas groRerer Haufung im ITS2 auf.

Im Bereich des 5.8S rRNA-Gens wurden keine variablen Positionen beobachtet.

5’ 3’

AP P PP PP PP I I P PSP I I PP P P
Probe 011 G 1 @7G [€G] T8G | CGCAAGGA AAGC IC [@ AAAAACCCCAA a7G G ONI/AGGA IGACGHCI " ICGACCGCG

Probe 016 G 6LG NIGLCAG CGCAAGGA LAAGC C {8 AAAAACCCCAA N6.G 8G LA AGGA (GACGRC LICGACCGCG
Probe 012 (G.L_ L GG €G] CGGLCGCAAGGA AAGC C {8 AAAAACCCCAA |G |G IG IC L AGGA (GACGRC LICGACCGCG
Probe 013 (G.L_ L GG €G] CGGLCGCAAGGA AAGC C {8 AAAAACCCCAA |G |G lIG IC L AGGA (GACGRC LICGACCGCG
Probe 014 (G.L_ L GG €G] CGGLCGCAAGGA AAGC C {8 AAAAACCCCAA |G |G 8GIC L AGGA (GACGRC LICGACCGCG
Probe 017 (G.L_ L GG €G] CGGLCGCAAGGA AAGC C {8 AAAAACCCCAA |G |G IG IC L AGGA (GACGRC L ICGACCGCG
Probe 019 G.L_ G G l€0: CGG cgcAaGGa AAgc c B AAAAACCCCAa G g g C . AGga gacgelc L.cgaccoCyl
Probe 020 (G.L_ L GG €G] CGGLCGCAAGGA AAGC C B AAAAACCCCAA |G 1G lIG IC L AGGA (GACGEC LICGACCGCG
Probe 021 G.L_ 1 GG €G] CGGLCGCAAGGA AAGC C 8 AAAAACCCCAA |G |G IG IC L AGGA (GACGRC L ICGACCGCG
Probe 022 (G.L_ GG €G] CGGLCGCAAGGA AAGC C 8 AAAAACCCCAA |G |G IG IC L AGGA (GACGRC LICGACCGCG
Probe 024 (G.L GG €G] CGGLCGCAAGGA AAGC C & AAAAACCCCAA |G .G IG IC L AGGA (GACGRC LICGACCGCG
Probe 023 (G GG €G] CGGLCGCAAGGA AAGC C {8 AAAAACCCCAA |G |G G IC L AGGA (GACGRC LICGACCGCG
Probe 025 (G.L_ L GG €G] CGGLCGCAAGGA AAGC C {8 AAAAACCCCAA |G |G IG IC L AGGA (GACGRC LICGACCGCG
Probe 026 (G.L_ L GG €G] CGGLCGCAAGGA AAGC C {8 AAAAACCCCAA |G |G 8GIC L AGGA GACGRC LICGACCGCG
Probe 018 (G.L_ L GG €G] CGGLCGCAAGGA AAGC C & AAAAACCCCAA |G |G IG IC L AGGA (GACGRC LICGACCGCG

Abb. 3.12: intraspezifische Unterschiede im ITS2-Bereich verschiedener Proben von M. recutita L.

67T 1T T T 6T 6T C 6T C GG ER - R T 6 1T G T T & T ¢ T T T ®B T ©® 1§ ©®& 1 & w1
550 550 590 590

Abb. 3.13: Elektropherogramme der Proben 011 und 016 (siehe Abb. 3.12)
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Die Signal-Peaks der Amplifikate von Matricaria recutita sind in den Elektrophero-
grammen deutlich ausgepragt und gut voneinander zu unterscheiden (Abb. 3.13).
Die Basislinie verlauft stabil und das Rauschen ist sehr gering. Weiterhin sind die
hervorgehobenen Nukleotidpositionen mehr als 50 bp von den 3'- bzw. 5-Enden der
sequenzierten Fragmente entfernt. Plausible Anhaltspunkte dafur, dass die beobach-
teten Nukleotidunterschiede auf technische Unscharfen (Kap. 3.2.2.2) bei der Se-
quenzierung zurtckzufuhren sind bestehen insofern nicht. Die Substitutionen bzw.
Insertionen sind stattdessen sehr viel eher auf intraspezifische Variationen der Pro-

ben des pflanzlichen Stoffes selbst zurtickzufUhren.

Unterstellt man das Vorhandensein von intraspezifischen Variationen auch in anderen
pflanzlichen Stoffen bedeutet dies, dass die haufig nur anhand einer einzelnen Probe
ermittelten Sequenzen nicht allein fur die jeweilige Art malgeblich sein mussen.
Konsolidierte Sequenzdaten mehrerer Proben je Art sind in Datensammlungen wie
GenBank, EMBL-Bank oder DDBJ jedoch kaum verfugbar. Die Notwendigkeit einer

validen Datensammlung wird aufgrund dieser Einschrankung noch einmal verdeutlicht.

Intraspezifische Variabilitaten bedeuten aus einer anderen Blickrichtung naturlich
auch, dass eine Hundert-Komma-Null prozentige Ubereinstimmung mit der Referenz-
sequenz zum Beleg der Identitat nicht erforderlich ist. Eine pauschale Definition bis zu
welchem Prozentsatz zwei Sequenzen als identisch gelten, gibt es dabei jedoch
nicht. Dies hangt nicht zuletzt von verschiedenen Faktoren (z. B. dem grundsatzli-
chen Auftreten von divergenten Markerbereichen innerhalb einer Arten-Gruppe) ab.

In dieser Konsequenz ist die Bestimmung der Identitat einer Probe Uber einen Se-
quenzabgleich umso unzuverlassiger, je kleiner die zur Verfugung stehenden ampli-
fizierten Fragmente — also die Informationseinheiten — sind. Prozessierte pflanzliche
Stoffe mit stark fragmentierter DNA, fur die nur noch ein Teil des urspringlichen
Markerbereich vervielfaltigt werden kann, kdnnen somit nicht im selben MalRe zuver-
lassig identifiziert werden, als dies noch mit intakten Ausgangsmaterialien moglich

ist.
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Weitere Daten zur Reproduzierbarkeit der Methode wurden im Rahmen eines labor-
internen Vergleiches erhoben. Hierzu wurden durch zwei Mitarbeiter die Sequenzen
von verschiedenen pflanzlichen Stoffen (Proben 076-078) aus der Traditionellen Chi-

nesischen Medizin ermittelt.

160 165 170 175 180

PP PP PP P
Prob076 (Mitarbeiter 1) N C CAAGGACCAJIGINACAA IAGCGCGNS

Prob076 (Mitarbeiter 2) N C CAAGGACCAEGEACAA IAGCGCGHNE

G A C C A TG A A C oA AT

|
{/\\ /\ ]/\

AN

Abb. 3.14: Unterschiedlich interpretierte Nukleotid-Abfolgen im laborinternen Vergleich

Beim Vergleich der Sequenzen beider Mitarbeiter waren nur wenige Abweichungen
zu erkennen. So unterscheiden sich die Sequenzen der Probe 076 in vier, die der
Probe 078 in drei Nukleotidpositionen. Die Sequenzen der Probe 077 sind miteinan-
der identisch.

Bei einer genaueren Betrachtung der Sequenzen der Probe 076 waren bei den vier
variablen Nukleotidpositionen schwache Doppelsignale festzustellen (Abb. 3.14). Die
Nukleotide wurden bei der automatischen und/oder manuellen Auswertung der

elektrophoretischen Daten offensichtlich unterschiedlich interpretiert.
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Die unterschiedlichen Sequenzen von Probe 078 sind auf Varianzen in den Endbe-
reichen der Amplifikate zurlckzufuhren. Diese sind sehr wahrscheinlich methodisch
bedingt und eine Folge der hdheren Fehlerwahrscheinlichkeit in diesem Abschnitt der
Amplifikate (Kap. 3.2.2.2). Mit letzter Sicherheit kdnnen allerdings auch mdgliche
Fehlpaarungen der Primer nicht ausgeschlossen werden.

Insgesamt betrachtet lassen sich die in den Vergleichen ermittelten Unterschiede am
ehesten auf allgemein methodisch bedingte Probleme bei der Sequenzierung bzw.
auf naturlich auftretende, genomische Differenzen zwischen den Proben zurtckfuhren.
Derartigen Faktoren, d. h. dem erhdéhten Fehlerrisiko bei der Sequenzbestimmung in
den Anfangs- und Endbereichen der Amplifikate bzw. den intraspezifischen Variatio-
nen und/oder divergenten Genclustern kann allerdings nur eingeschrankt begegnet
werden. Grundlegend sind moglichst standardisierte Nachkontrollen der Sequenzda-

ten.
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3.2.3.2 Spezifitat der Primer

Daten zur Spezifitat der in Kap. 3.2.2.3 aufgefuhrten Primer wurden retrospektiv an-
hand von BLAST-Suchen (MegaBLAST-Suchen) in GenBank ermittelt.

Es wurden dazu flr jeden der Primer etwa 7000 Treffer (Sequenzibereinstimmungen
in GenBank; ohne Eingrenzungen hinsichtlich der den Suchen zugrundeliegenden
Nukleotid-Datenbank) in ein taxonomisches Ubersichts-Format (Tax BLAST-Reporte)
konvertiert. Die Tax BLAST-Reporte wurden anschlieRend ausgewertet. Basierend
auf den taxonomischen Zuordnungen wurde das Verhaltnis der Treffer unter den Or-
ganismen der Gruppe der Viridiplantae (Landpflanzen und Grunalgen) zur Anzahl der
Treffer unter den eukaryotischen Organismen insgesamt bestimmt. Die jeweiligen
Verhaltnisse — d. h. die Wiederfindung der Primer-Motive in pflanzlichen Organismen
— wurden letztlich als theoretisches Mal} fur die Disposition der Primer hauptsachlich

pflanzliche Reaktionsprodukte zu bilden interpretiert (Tab. 3.02).

Tabelle 3.02: Wiederfindungen der neuen ITS-Primer in pflanzlicher DNA

Primer Wiederfindung [absolut] Wiederfindung [%]
Eukaryoten davon Viridiplantae Viridiplantae
(Organismen / Gesamttreffer) | (Organismen / Gesamittreffer) (Organismen)
Ker003-R 4035 (7324) 4031 (7316) >99,9
Ker004-F 4035 (7324) 4031 (7316) >99,9
Ker005-F 3494 (7156) 3448 (6969) > 98,6
Ker006-R 3802 (7222) 3800 (7220) >99,9
Ker007-F 2637 (7226) 2563 (4613) > 97,1
Ker009-R 3875 (7215) 3869 (7193) > 99,8
Ker010-F 1847 (7065) 860 (1528) > 46,5
Ker011-R 3401 (7157) 3396 (7150) > 99,8
Ker012-R 3737 (7176) 3732 (7164) > 99,8
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Mit Blick auf die Auswahl an Daten, die den in Tab. 3.01 (Kap. 3.2.2.3) genannten
Primern bei ihrer Ableitung zugrunde lagen, fallen die ermittelten Sequenz-
Wiederfindungen (Tab. 3.02) in der Gruppe der pflanzlichen Organismen erwar-
tungsgemal hoch aus. Einzig flr den Primer Ker010-F ist die Wiederfindung mit et-
wa 46,5% verhaltnismaRig niedrig. Hier deutet eine Anzahl von Treffern in den Grup-
pen der Fungi (Pilze) ca. 41,1% oder Metazoa (vielzellige Tiere) ca. 5,4% darauf hin,
dass der DNA-Bereich an dem dieser Primer bindet, offensichtlich auch in Organis-
men anderer eukaryotischer Gruppen relevant konserviert ist.

Ahnliche Wiederfindungen in mehreren eukaryotischen Gruppen wurden in spateren
Analysen allerdings auch fur die strangabwarts gelegenen Primer (,ITS5% ,ITS-A"
oder N18L18; Tab. 3.03) ermittelt. Demnach sind die Mdglichkeiten einen pflanzen-
spezifischen Primer im als konserviert betrachteten Bereich des 18S nrRNA-Gens
(Kap. 3.2.2.2) zu platzieren sehr limitiert.

Bei einem allgemeinen BLAST-Abgleich des weiter strangaufwarts bindenden
Primers Ker005-F lag die Wiederfindung in den Organismen der Gruppe der
Viridiplantae dennoch bei Uber 98,6% (Tab. 3.02). Damit dirfte es sich zumindest
beim 3’-Ende des im Kap. 3.2.2.2 beschriebenen Sequenzmotives um eine fur Pflan-

zen mal3geblich spezifische Region handeln.

Tabelle 3.03: Wiederfindungen literarisch beschriebener ITS-Primer in pflanzlicher DNA

Primer Sequenzwiederfindung Wiederfindung [%]
Eukaryoten davon Viridiplantae Viridiplantae
(Organismen / Gesamttreffer) | (Organismen / Gesamttreffer) (Organismen)
ITS1 2173 (7155) 947 (1620) > 43,6
ITS2 3482 (7443) 395 (558) >11,3
ITS3 3482 (7443) 395 (558) >11,3
ITS4 2719 (7244) 764 (1279) > 28,1
ITS5 2002 (7204) 85 (127) > 4,2
ITS-A 1576 (7133) 1188 (2671) >75,4
N18L18 1656 (7072) 632 (1214) >38,1
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Trotz der im BLAST-Abgleich (Tab. 3.02) ermittelten geringen Wiederfindung in der
Gruppe der Viridiplantae wurden mit dem Primer Ker010-F keine nicht-pflanzlichen
Amplifikate erhalten. Moglicherweise steht dies mit der offensichtlich hohen Affinitat
der in Kombination genutzten Primer Ker011-R und Ker012-R gegenuber pflanzlicher
DNA im Zusammenhang. Es ist z. B. denkbar, dass eine Amplifikation nicht-
pflanzlicher DNA eventuell infolge nicht komplementarer Basenpositionen bei den
Ruckwartsprimern nicht moglich war. Andererseits stammten die untersuchten Pro-
benmaterialien aus verlasslichen Herklnften, so dass eine Trocknung und Lagerung
unter geeigneten d. h. mikrobiologischem Wachstum nicht forderlichen Bedingungen
unterstellt werden kann. In keiner der Proben war ein sichtbarer Pilzbefall zu erkennen.
Fungale DNA-Gehalte im Eluat durften demnach kaum in relevanter Konkurrenz zur
pflanzlichen DNA gestanden haben (Kap. 3.2.2.1).

Die Wiederfindungen der BLAST-Abgleiche mussen allerdings auch im Bezug auf die
bei der Suche mit eingeschlossenen Organismen (mit und ohne Eingrenzung inner-
halb der Nukleotid-Datenbank in GenBank) betrachtet werden. Prinzipiell kann an-
hand der taxonomischen Zuordnung bzw. Verteilung der Treffer auf eine Tendenz
hinsichtlich des Vorkommens eines Sequenzmotives (Primer) in einer bzw. mehreren
Gruppen von Organismen geschlossen werden. Eine verlassliche Aussage uber die
tatsachliche Eignung des Primers innerhalb einer dieser Gruppen erlauben diese
Tendenzen allerdings nicht. So werden bei einer BLAST-Suche, die exemplarisch mit
den Primern Ker005-F und Ker010-F sowie beschrankt auf die Nukleotid-Daten der
Viridiplantae durchgefuhrt wird, sehr ahnliche Trefferzahlen erhalten (Tab. 3.04).
Dieses Ergebnis stimmt auch mit den empirisch ermittelten Resultaten der beiden
Primer in den durchgeflhrten Versuchen tUberein. Dennoch war keiner der Primer in
allen getesteten pflanzlichen Stoffen einsetzbar (Kap. 3.2.2.3). Die Sequenzstruktur

im Markerbereich ist offensichtlich nicht konserviert genug.

Tabelle 3.04: Exemplarische BLAST-Resultate Nukleotid-Datenbank der Viridiplantae

Primer Sequenzwiederfindung
Viridiplantae
(Organismen / Gesamttreffer)
Ker010-F 3554 (7142)
Ker005-F 3492 (7175)
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3.2.3.3 Robustheit der Methode

Der Einfluss variabler Versuchsbedingungen auf die Ergebnisse der PCR-Methode
wurde mit besonderem Hinblick auf die Anlagerungstemperaturen der Primer unter-
sucht. In Abb. 3.15 sind beispielhaft die DNA-Banden einer Probe von Matricaria flos
(Probe 023) zu erkennen. Die Anlagerungstemperaturen wurden hier wahrend der
Amplifikation der nrITS-Region zwischen 59 und 63°C variiert.

1000 b Abb. 3.15:
700 by, Einfluss verschiedener Primer-Anlagerungs-
500 by, temperaturen
00y,
Amplifikate der nrITS-Region M. recutita (Probe 023):
100 by, Spur1 - 59°C
Spur2 - 60°C
Spur3 -61°C
Spur4 - 62°C
Spur5 - 63°C

GS: GroRenstandard
verwendete Primer: Ker005-F / Ker009-R

Auffallend ist die unterschiedliche Intensitat (Fluoreszenz) der Banden, die mit den
Gehalten der Amplifikate korreliert.

Mit den Anlagerungstemperaturen von 59 bzw. 60°C wurden verglichen mit den Re-
aktionen mit entsprechend héheren Temperaturen geringere Mengen an Amplifikaten
gebildet. Die Banden (Spur 1-2) sind vergleichsweise schwach ausgepragt. Deutlich
starker ist dagegen die Fluoreszenzintensitdt der Bande in Spur 3 (61°C
Primeranlagerungstemperatur). Eine weitere wesentliche Verstarkung der Fluores-
zenzintensitat ist in den Banden der PCR-Amplifikate mit Anlagerungstemperaturen

von 62 bzw. 63°C (Spur 4-5) hingegen nicht zu erkennen.
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Auch fur die ubrigen Primerkombinationen (Tab. 3.01, Kap. 3.2.2.3) wurden ahnliche
Ergebnisse beobachtet. Die Anlagerungstemperatur von 61°C sollte daher im Mittel
um nicht mehr als ein Grad unter- bzw. Uberschritten werden um ausreichende Men-

gen an Amplifikaten zu gewahrleisten.

Einen weiteren mafR3geblichen Einfluld auf die Ergebnisse der PCR hatte das Alter der
verwendeten Primerldsungen. Die Produktausbeuten mit den bei 4°C gelagerten
Primerlésungen nahmen im Laufe der Zeit deutlich ab. Daher wurden die Primerlo-
sungen maximal vier Wochen verwendet. Innerhalb dieses Zeitraumes wurden wah-
rend der durchgefiihrten Versuche keine signifikanten Anderungen bei den Produkt-

ausbeuten beobachtet.

3.2.3.4 Sensitivitat - Ermittlung der Nachweisgrenze

Zur Ermittlung der unteren Nachweisgrenze der PCR-Methode wurden exemplarisch
Mischungen aus gepulvertem pflanzlichen Material (Matricariae flos - Probe 033) und
Weizen- bzw. Maisstarke als Hilfsstoff untersucht. Das Pflanzenpulver wurde dazu

mit jeweils beiden Starketypen vermischt (Abb. 3.16).

Stérke

0,90g l 0,909 I 0,90g , :
\

\

Probe

Abb. 3.16: Herstellung der Konzentrationsreihe

Anschlie®end wurde von jeder Mischung DNA isoliert und mit dieser ein Bereich des
nriITS1 (theoretische Fragmentlange ca. 220 bp) amplifiziert. Die Abb. 3.17 zeigt die

erhaltenen Amplifikate (Banden) aus den Mischungen mit Weizenstarke.
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Abb. 3.17: Nachweisgrenze der PCR-Methode

,Konzentrationssreihe“ von Matricariae flos in Weizenstarke (benutzte Primer: Ker019-F / Ker-003R)

Gel A: Spur 1-2: Negativ-Kontrollen mit Weizen- und Maisstarke
Spur 3-8: Anteil des pflanzlichen Stoffes in der Mischung

Gel B: Spur 1-2: Negativ-Kontrollen mit Weizen- und Maisstarke
Spur 5-7: Anteil des pflanzlichen Stoffes in der Mischung
Spur 8: Groflenmarker (50 bp-Marker)

Fur die elektrophoretisch aufgetrennten PCR-Produkte des pflanzlichen Stoffes sind
Banden in den Spuren 3-8 der Abb. 3.17A zu erkennen. lhre Fluoresenzintensitat,
die mit der Menge der gebildeten Amplifikate korrespondiert, nimmt mit zunehmender
Verdinnung des pflanzlichen Stoffes ab.

In den Ansatzen der Negativ-Kontrollen sind keine Banden sichtbar. Es kann daher
davon ausgegangen werden, dass die Amplifikate der Konzentrationssreihe nicht von
Anteilen noch vorhandener Weizen- oder Mais-DNA in der Starke stammen. Grund-
satzlich wurde im Versuch allerdings ein fur den pflanzlichen Stoff spezifischer Primer
(KerO19F) eingesetzt. Beim Einsatz der universelleren Primer-Kombinationen (Kap.
3.2.2.3) bestand anderenfalls ein hohes Risiko fur falsch-positive Ergebnisse durch co-

amplifizierte DNA.
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Der Einsatz der Primer in Proben mit Hilfs- oder Tragerstoffen pflanzlichen Ursprungs
sollte deshalb stets durch Negativ-Kontrollen und ggf. eine Sequenzierung der Ampli-

fikate abgesichert werden.

Der gepulverte pflanzliche Stoff wurde anhand der amplifizierten nriTS1- Fragmente
mittels der Standard-PCR-Prozedur bis zu einer Konzentration von etwa 0,01 ppm
nachgewiesen. Die betreffenden Banden sind im Gel noch schwach zu erkennen
(Abb. 3.17B).
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3.3 Ergdnzende Marker zur ldentifizierung

3.3.1 Amplifikation der nrETS-Region

Neben dem zum Ansatz der Identifizierung pflanzlicher Stoffe mittels nrlITS-Daten
wurde die Eignung der Sequenzen des ETS als komplementierende Markerstrategie
untersucht. Der ETS ist der variabelste Bereich innerhalb der nrRNA-Transkriptions-
einheit (Abb. 1.06, Kap 1.4.3). Er eignet sich damit prinzipiell zur Differenzierung sehr
nah verwandter Pflanzen, die allein Uber nrlITS-Daten oder andere Marker nicht hin-
reichend unterschieden werden konnen [72, 73].

Es wurden verschiedene Versuche an exemplarisch ausgewahlten Proben durchgefuhrt.

3.3.1.1 Amplifikation von Kamillen-Arten

In der ersten Versuchsreihe wurden eine Probe von Matricariae flos (Echte Kamille /
Matricaria recutita L.) sowie funf ihrer haufigsten Verwechslungen / Verfalschungen
[74] untersucht: Matricaria discoidea DC. (Strahlenlose Kamille), Anthemis cotula L.
(Stinkende  Hundskamille), = Anthemis  arvensis L.  (Acker-Hundskamille)
Tripleurospermum maritimum ssp. (Geruchlose Kamille) sowie Chamaemelum nobile
(L.) All. (Rédmische Kamille / Chamomillae romanae flos).

Fir ein Alignment der Markerdaten wurde der 3’ Bereich des ETS mit den Primern
Ker014-F / Ker013-R (Tab. 2.01b, Kap. 2.1.2) amplifiziert und sequenziert (Tab. 3.05).

Tabelle 3.05: Ergebnisse der ETS-Sequenzierungen ausgewahiter Kamillen-Arten

Proben-Nr. | Spezies Accession-Codes
(GenBank)
011 Matricaria recutita L. EU747086
027 Matricaria discoidea DC. EU747087
028 Anthemis cotula L. EU747090
029 Anthemis arvensis L. EU747088
031 Tripleurospermum maritimum ssp. EU747091
030 Chamaemelum nobile (L.) All. EU747089
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Beim Vergleich der Sequenzen wurde die erwartete hohe zwischenartliche Variabili-
tat nicht bestatigt. Die Sequenzen der Amplifikate waren weitestgehend konserviert.
Eine variable Zone wurde lediglich nahe des 5’-Bereiches der 18S-rDNA-Gene loka-
lisiert. Der betreffende Abschnitt wurden mit Hilfe der neu abgeleiteten Primer
Ker016F und Ker015R (Tab. 2.01b, Kap. 2.1.2) auch separat amplifiziert.

Die ungefahre Lage der Primer im nrDNA-Cluster ist in Abb. 3.18 dargestellt.

Ker014F Ker16F Ker013R
Ker015R

, —
265 : 185
NT= ' ETS

Abb. 3.18: Ungefahre Lage der verwendeten ETS-Primer im nrDNA-Cluster [75 mod.]

Die ermittelten ETS- und ITS-Sequenzen wurden zum Vergleich der intraspezifischen
Merkmalsauspragungen miteinander verglichen. Beispielhaft sind besonders variable
Bereiche beider Marker-Regionen in den Abb. 3.19 / 3.20 illustriert.

Probe01l - EU747086 -TCTIA ------ -T@-mm-chA@-G-TTqG-ATg
Probe027 - EU747087 [@ETCANA------ [TC 8GC . C Il AAAACGACH GEIUNICG G GGC - G cONiCCGiee 18 INeG |
NS BTy 2V C VI CCIREY € UAGCG . C J8GC - C & AAAACGACH GEECIIECG G GGC | G CUNICCGETe 1€ IR9G |
TIPSV VAV T I C CLPA (€ PJAGCG -~ C [€GC - C (@ /AAAACGACH (GEECIIECG (G /GGC -G CCAMICCGIIV @ J¥eG| |
NS T E RNy 2V C M Ce T MAGCG . C [8GC . C |8 AAAACGACH GIECIIICG G GGC | G CONICCOINNe 1@ IN9G |
Probe030 - EU747089 EETTGHTHCHEE-HE--------- AAAACGACH GEECIIICG G| GGC | G Cpteccopee 18 TXeG |

Abb. 3.19: Variable Nukleotidsequenzen im ETS der untersuchten Kamillen-Arten

Probe01l - EU179212 TCGTCGC'CA@TAAG_C'AMAHC- nATEAG|m
Probe027 - EU179213 <IN NN G TCGEN e TARNEER T CAGHENeNClANS TACEE - - QA TCERCITCuen A G/
Probe028 - EU179216 [H<CINCImmRem CHeNeNCA - - - @l (ECANgEAAAAACTER TR TR A T{e Icmenen 1 Meme)
Probe029 - EU179214 [HeCICIRRCN ST A - - - @l C(ECANGEAATAACEN TH YA TACEE - [ A e cmenen  Meme)
Probe031 - JF907423 [HeccmRem e A- - -l vECcANgaAAwAACECE Y BANA TACEE - [ A 1€ Icenen  GEen
Probe030 - EU179215 |N<CcHNISIMKem MmN CGCACEE TEC TREENAGCA e ClANS TRACES - A1 e CIeuen A G/

Abb. 3.20: Variable Nukleotidsequenzen im ITS-2 der untersuchten Kamillen-Arten

Proben: 011: Matricaria recutita L., 027: Matricaria discoidea DC., 028: Anthemis cotula L., 029:

Anthemis arvensis L., 031: Tripleurospermum maritimum ssp., 030: Chamaemelum nobile (L.) All.
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Wie in den Abbildungen 3.19 und 3.20 zu erkennen ist, sind die Variabilitaten in den
ETS- und ITS-Sequenzen vergleichbar stark ausgepragt. Ein relevanter zusatzlicher
Informationsgewinn bei der Differenzierung der untersuchten Kamillenproben wird

nur zusammen mit den ITS-Daten erzielt.

3.3.1.2 Amplifikation von pflanzlichen Stoffen der Gattung Echinacea

Eine weitere Versuchsreihe hatte zum Ziel die Proben von drei offizinell verwendeten
pflanzlichen Stoffen der Gattung Echinacea [Proben 069 - 071] zu untersuchen. Die
Identitat der drei Stoffe kann mit den bislang zur Verfigung stehenden Nachweisme-
thoden oftmals nicht eindeutig bestatigt werden.

Zunachst wurden auch bei diesen Proben die ETS-Primer Ker014-F und Ker013-R
getestet. Es wurden hierbei allerdings keine Amplifikate gebildet. Literaturrecherchen
nach alternativ verwendbaren Primern fur die Pflanzengruppe blieben ergebnislos,
daher wurde beschlossen eigene ETS-Primer abzuleiten. Zur Ableitung der neuen
Primer sollten im ersten Schritt unter Einsatz einer JumpStart™-Polymerase und den
von Baldwin et al. [75] beschriebenen Bedingungen die kompletten Intergenic
spacer-Bereiche der Proben amplifiziert werden. Im Anschluss war eine schrittweise
Sequenzierung der Amplifikate mittels der ,Primer Walking-Methode® [76] vorgese-
hen. In den PCR-Versuchen wurden allerdings nur unspezifische Amplifikate mit
Fragmentlangen von etwa 1500 bp erhalten. Fir eine Direktsequenzierung waren
diese Produkte aufgrund ihres Charakters als Amplifikat-Gemsiche nicht geeignet.
Die Amplifikate waren zudem deutlich kirzer als erwartet (ca. 3000 — 6000 bp).
Vermutlich sind die unspezifischen Amplifikate auf heterogene Abschnitte in den
Intergenic spacern zurtickzuflhren. Die nicht-transkribierten Spacer-Bereiche unter-
liegen offensichtlich einer weniger umfassenden Homogenisierung im nrDNA-Cluster.
Der Versuch spezifische ETS-Primer abzuleiten wurden aufgrund des verhaltnisma-

Rig hohen zeitlichen Aufwands schlielich nicht weiter verfolgt.
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Zur Amplifizierung von ETS-Sequenzen sind in der Literatur nur wenige Primer be-
schrieben. Die Ableitung neuer Primer ist methodisch jedoch sehr anspruchsvoll. Da
der ETS nur einseitig von den konservierteren Bereichen eines Gens (18S-rRNA-
Gen) flankiert wird, muss der zweite Primer fur die Amplifikation im Bereich des
Spacers selbst (ggf. auch im Teil des NTS) platziert werden. Die Sequenzmuster sind
dort ferner nur innerhalb kleinerer Gruppen von Pflanzen stabil, so dass sich die Eig-
nung eines Primerpaares von vornherein auf eine limitierte Anzahl von Pflanzen be-
schrankt.

Obgleich in Kombination mit ITS-Sequenzen eine verbesserte Datengrundlage zur
Differenzierung pflanzlicher Stoffe geschaffen werden kann, wird die Amplifizierung
der ETS-Bereiche als in der Regel zu komlex eingestuft. Der ETS kommt im Fazit

somit nicht als Marker fur eine mdglichst weit anwendbare PCR-Methode in Betracht.
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3.3.2 Amplifikation des psbA-trnH-Spacers

Als weitere Markerregion wurde der psbA-trnH-Spacer hinsichtlich seiner Eignung
zur Identifizierung von pflanzlichen Stoffen untersucht.

Der psbA-trnH-Spacer gilt als eines der variabelsten [41] und somit potentiell merk-
malsreichsten Segmente des Plastoms bei den bedecktsamigen Pflanzen
(Magnoliopsida). Zu ihnen gehoért auch der mit Abstand grofte Teil der in Europa
heimischen Arzneipflanzen. Der psbA-trnH-Spacer kann ebenso wie die nrITS-
Region aufgrund beidseitig flankierender Gene (Abb. 3.21) leicht durch universelle
Primer amplifiziert werden. Aufgrund der durchschnittlichen Lange von etwa 450 bp

[41] ist die Markerregion auch zur Vervielfaltigung aus degradierter DNA geeignet.

Ker017F Ker018R
L S ) -
mat K 3 trnK pPsbA trnH

Abb. 3.21: Positionen der flankierenden Primer des psbA-trnH Spacers

Auch fur diesen Marker wurde anhand von beispielhaften Proben untersucht, ob und
inwiefern durch Sequenzanalysen zusatzlich gewonnene Informationen als Ergan-

zung zu den ITS-basierten Daten verwendet werden kdnnen.

3.3.2.1 Amplifikation von Kamillen-Arten

In einer ersten Versuchsreihe wurden analog zur Uberpriifung der ETS-Region (Kap.
3.3.1.1) eine Probe von Matricariae flos (Echte Kamille / Matricaria recutita L.) sowie
Proben von funf haufigen Verwechslungen / Verfalschungen des pflanzlichen Stoffes
[74] untersucht. Der psbA-trnH-Spacer wurde jeweils mit den Primern Ker017-F und
Ker018-R (Tab. 2.01b, Kap. 2.1.2) amplifiziert und sequenziert.
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Die ermittelten psbA-trnH-Sequenzen (Tab. 3.06) wurden anschlielend mit den ITS-
Daten aus denselben Probenmaterialien (Kap. 3.4) bezuglich ihrer intraspezifischen
Merkmalsauspragungen verglichen. In den Abb. 3.22 / 3.23 sind besonders variable

Abschnitte beider Marker-Regionen dargestellt.

Tabelle 3.06: Ergebnisse der psbA-trnH-Spacer-Sequenzierungen ausgewahliter Kamillen-Arten

Proben-Nr. | Spezies Accession-Codes
(GenBank)

011 Matricaria recutita L. EU547790
027 Matricaria discoidea DC. EU547791
028 Anthemis cotula L. EU547794
029 Anthemis arvensis L. EU547792
031 Tripleurospermum maritimum ssp. EU547795
030 Chamaemelum nobile (L.) All. EU547793

5 3’
Probe01l - EU547790 _A...Tﬁ::—:;:;lé_ """" "'éiA_III A AGA AA AN A éi i—'-'-'--'|'
Probe027 - EU547791 |NENNYYINGVVNVTIN------- G€ Ciun s AIG L IGAGE BIAAAA A TAGA IAA L TAS AGRIAREEEES i
QL B TR VY EEA AAAAAAGAAA TAADIA TALTAA TAIGE L ICIEE A LG IGAGE [WAAAA TATAGA AA /AR TAGIIACITAGA |
Probe029 - EU547792 |NENVNYYINIVVNFYCIN------- G€ (Clui U TAIG L IGAGE [BAAAA A TAGA IAATATS AGIIACRESS |
Probe031 - EU547795 |NENNYYINIVVNVTIN------- GI€ (Ciun A G EIGAGE BIAAAA A TAGA AA AL IAGRIA IAGA |
Probe030 - EU547793 |NENNYYINIVVNVTN------- GII (Ciun AUIG L IGAGRL BIAAAA A TAGA IAA TATE AGRIACTIAGA |

Abb. 3.22: Variable Nukleotissequenzen im psbA-trnH-Spacer der untersuchten Kamillen-Arten

Probe011l - EU179212 _TCGTCGC.CA@TAAG_C'AMAQC- QAAG-
Probe027 - EU179213 |icHMNIEN KON TGTCGENCETANGIAT CAGERENCHlANTRCEE - - A TERmchen . e Xede
Probe028 - EU179216 | CRSNENCA - - -Gl CECANGGAAAAACTE T G TR @A A TERcmicnen r gueXede
Probe029 - EU179214 |ISHRENSENCHSSE A - - -[ElcEcARSSAATAA SN TH A TR e - A A dEiCmahEn  eNeNde
Probe031 - 1F907423 |iCISHECH<NSETA- - -6l YEcARggRAAWAAGECEY BANR TR C[Ee - A A TEiCRshEn T caNeNde
Probe030 - EU179215 |EIcHRREN T HKONaCGCACERTEC TIEGAAGCACRENCl AN TR A - B TERdamicnen . e Xede

Abb. 3.23: Variable Nukleotissequenzen im ITS-2 der untersuchten Kamillen-Arten

Proben: 011: Matricaria recutita L., 027: Matricaria discoidea DC., 028: Anthemis cotula L., 029:

Anthemis arvensis L., 031: Tripleurospermum maritimum ssp., 030: Chamaemelum nobile (L.) All.
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Der Vergleich der Sequenzen beider Markerbereiche zeigt, dass die untersuchten
pflanzlichen Stoffe im psbA-trnH-Spacer untereinander deutlich weniger variable
Nukleotid-Positionen aufweisen als in der nrITS-Region. Die Unterschiede zwischen
den Sequenzen des psbA-trnH-Spacers sind hierbei hauptsachlich auf Insertionen
bzw. Deletionen zurtckzufuhren.

Im Gegensatz zu den ITS-Sequenzen der Proben kdonnen nicht alle untersuchten
Stoffe eindeutig voneinander unterschieden werden. So ist eine Differenzierung der
Proben 011 und 027 nur auf Basis ihrer psbA-trnH-Daten nicht mdglich. Der psbA-
trnH-Spacer ist daher als alleiniger Marker zur ldentifizierung von Stoffen bei dieser
Gruppe von Proben ungeignet. Die Anzahl der Merkmale fur eine Unterscheidung
der Arten wird jedoch durch die Kombination der Daten beider Marker deutlich er-

héht. Hierdurch wird eine verlasslichere Differenzierung der Proben erméglicht.

3.3.2.2 Amplifikation von pflanzlichen Stoffen der Gattung Echinacea

Die Eignung des psbA-trnH-Markes wurde in einer weiteren Versuchsreihe an drei offi-
zinell verwendeten pflanzlichen Stoffen aus der Gattung Echinacea untersucht. Der
Marker-Bereich wurde dazu mit denselben Primern amplifiziert und sequenziert wie die

Kamillen-Arten (Kap. 3.3.2.1). Fir alle Proben wurden Sequenzen ermittelt (Tab. 3.07).

Tabelle 3.07: Sequenzergebnisse des psbA-trnH-Spacers in pflanz. Stoffen der Gattung Echinacea

Proben Nr. | Spezies Accession-Codes
(GenBank)

070 Echinacea angustifolia DC. EU785933

071 Echinacea purpurea (L.) Moench EU785934

069 Echinacea pallida (Nutt.) Nutt. EU785935

Die drei pflanzlichen Stoffe unterscheiden sich in jeweils 4-5 Nukleotiden voneinan-
der. Bei den Unterschieden handelt es sich Uberwiegend um Insertionen bzw.
Deletionen. Sie treten stets nach einer Reihe von identischen Nukleotidfolgen (poly-
A/T Bereichen) auf. Ein entsprechender Sequenzabschnitt ist in Abb. 3.21 darge-

stellt.
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362 432

PSPPI PP (PPN PSP PPN PPN IPPPI PPRPRN PRI (PPN IR [P IPPRPIPR [P
Prob.070 - EU785933 (el YN Y Yy YN Y VY YN << I - Y ey YYY - IXe

Prob.071 - EU785934 (iGNNI Y YN Y YN YTV A G 'AA (GGAAAAAR /A 'AG
Prob.069 - EU785935 [N G NN Y YN YN YT YW A IG. 'AA (GGAAAAAA

Abb. 3.21: Ausschnitt aus einem psbA-trnH-Spacer- Alignment aus pflanz. Stoffen der Gattung

Echinacea

Proben: 070: Echinacea angustifolia DC, 071: Echinacea purpurea (L.) Moench, 069: Echinacea pallida
(Nutt.) Nutt.

Nukleotidvariationen im Anschlull eines repetitiven Motives kdnnen allerdings das
Ergebnis einer fehlerhaften Kettenverlangerung sein. Standard-Polymerasen neigen
bei der Amplifizierung von Gebieten mit identischer Sequenzfolge teilweise dazu zu
,verrutschen®. Daher ist die Verlaldlichkeit der Sequenzen fur entsprechende Positio-
nen (z .B. die genaue Anzahl der Nukleotide innerhalb der Folge) vermindert.

Eine zuverlassige Unterscheidung der drei pflanzlichen Stoffe ist folglich mit diesem
Marker nicht garantiert.

Die geringen Sequenzunterschiede der drei Stoffe aus der Gattung Echinacea sind
moglicherweise auf entwicklungsgesichtliche Zusammenhange in dieser Pflanzen-
gruppe zuruckzufuhren. Die Gruppe ist vergleichsweise jung und neigt zur haufigen
Hybridisierung [77]. Eventuell kam es daher bislang nicht oder nur begrenzt zur Ma-

nifestierung von Mutationen im Genom.

Im Fazit der Versuche zur Nutzung von psbA-trnH-Sequenzen fur die Identifizierung
von pflanzlichen Stoffen ist festzustellen, dass der Marker eine geringere Sequenz-
variabilitat als die der nrITS-Region besitzt. Zur Differenzierung von Arten sind die
vorhandenen Sequenzunterschiede oftmals nicht ausreichend. Damit kénnen ent-
sprechende Sequenzen nicht alternativ, wohl aber komplentar zur nrITS-Region ge-
nutzt werden. Prinzipiell kann der psbA-trnH-Spacer recht einfach mit universalen
Primern amplifiziert werden. Auch die Effektivitat bei der Sequenzierung ist vergli-

chen mit der der nrITS-Region hdher.

69




Ergebnisse und Diskussion

3.4 Praktische Anwendung der Methode

3.4.1 Erfassung von Sequenzdaten europaischer Arzneipflanzen

Neben der Analyse, Auswahl und Entwicklung einer geeigneten PCR-Strategie wur-
de auch eine Anzahl von nrITS-Sequenzen systematisch erfasst. Das Ziel dieser Er-
fassung war der Aufbau einer Referenzsammlung mit validen Daten. Fur den Beginn

wurden 50 typische pflanzliche Stoffe des europaischen Kulturkreises ausgewanhlt.

Nach der Amplifizierung und Sequenzierung konnten fur insgesamt 31 der 50 Proben
(Tab. 3.07) auswertbare nrITS-Daten abgeleitet werden. Diese wurden in GenBank
publiziert. Aus den verbleibenden 19 Proben wurden dagegen keine bzw. nur stark
Uberlagerte Sequenzen ermittelt. Sie konnten, wahrscheinlich aufgrund nicht pas-

sender Primer oder divergenter ITS-Cluster [43], nicht ausgewertet werden.
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Tabelle 3.07: Ergebnisse der nriTS-Sequenzierungen
Proben | Spezies / Stammpflanze Art des Accession-Codes
Nr. Stoffes (GenBank)
034 Arnica montana L. Flos HM032736
035 Lavandula angustifolia Mill. Flos EF437225
036 Crataegus laevigata (Poir.) DC. Flos EU785942
037 Prunus spinosa L. Flos EU796896
038 Humulus lupulus L. Flos -
011 Matricaria recutita L. Flos EU179212
027 Matricaria discoidea DC. Flos EU179213
028 Anthemis cotula L. Flos EU179216
029 Anthemis arvensis L. Flos EU179214
030 Tripleurospermum maritimum ssp. Flos JF907423
031 Chamaemelum nobile (L.) All. Flos EU179215
039 Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng. Folium -
040 Digitalis purpurea L. Folium -
041 Salvia fruticosa Mill. Folium -
042 Ginkgo biloba L. Folium -
043 Tussilago farfara L. Folium EU785941
044 llex paraguariensis A. St.-Hil. Folium EU796897
045 Melissa officinalis L. Folium EU796895
046 Orthosiphon aristatus (Blume) Migq. Folium EF421427
047 Rosmarinus officinalis L. Folium EU796893
048 Salvia officinalis L. Folium -
049 Plantago lanceolata L. Folium -
050 Plantago major L. Folium -
051 Vitex agnus-castus L. Fructus EU785943
051a Pimpinella anisum L. Fructus EU785940
052 Conium maculatum L. Fructus EF437224
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Proben | Spezies / Stammpflanze Art des Accession-Codes
Nr. Stoffes (GenBank)
053 Foeniculum vulgare Mill. subsp. vulgare var. Fructus EU796894
vulgare
054 Foeniculum vulgare Mill. subsp. vulgare var. Fructus EF421428
dulce (Mill.) Batt.
055 Silybum marianum (L.) Gaertn. Fructus -
056 Marrubium vulgare L. Herba -
057 Leonurus cardiaca L. Herba -
058 Hypericum perforatum L. Herba EU796888
059 Convallaria majalis L. Herba -
060 Viscum album L. Herba EU796892
061 Passiflora incarnata L. Herba -
062 Achillea millefolium L. Herba EU796891
063 Chelidonium majus L. Herba -
064 Mentha x piperita L. Herba -
065 Thymus vulgaris L. Herba EU785939
066 Thymus serpyllum L. Herba EU796890
010 Aristolochia clemaititis L. Folium EF427950 / -51
067 Actaea racemosa L. Herba EU796898
068 Valeriana officinalis L. Radix EU796889
069 Echinacea pallida (Nutt.) Nutt. Radix EU785938
070 Echinacea angustifolia DC. Herba EU785936
071 Echinacea purpurea (L.) Moench Herba EU785937
072 Gentiana lutea L. Radix -
073 Veratrum album L. Radix -
074 Pelargonium sidoides DC. Radix -
075 ﬁa(pagophytum procumbens (Burch.) DC. ex Radix -
eisn
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3.4.2 Sequenzdatenerfassung von TCM-Referenzmaterialien des EDQM

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 10 Proben aus dem Bestand der TCM-
Referenzmaterialiensammlung des EDQM untersucht. Es wurden sowohl die nrlTS-
Region als auch der psbA-trnH-Spacer amplifiziert und sequenziert (Tab. 3.08 / 3.09).

Die Proben sind Teil einer Auswahl von in Europa besonders wichtigen pflanzlichen
Stoffen / Zubereitungen des chinesischen Arzneibuchs, zu denen nach und nach

Monographien fur das Europaische Arzneibuch erarbeitet werden [15].

Nach dem Abschluss der Amplifizierung der nrITS-Region lagen fur 6 der 10 pflanzli-
chen Stoffe auswertbare Sequenzen vor (Tab. 3.08). Die Sequenzen der Proben Nr.
078 und 079 (gleiche Stammpflanze, unterschiedliche Herklnfte) bzw. Nr. 080 und

081 (gleiche Stampflanze, einmal nativ, einmal prozessiert) waren jeweils identisch.

Tabelle 3.08: Ermittelte nriTS-Sequenzen von TCM-Referenzmaterialien

Proben | Spezies / Stammpflanze Art des Accession-Codes
Nr. Stoffes (GenBank)
076 Fallopia japonica (Houtt.) Ronse Decr Radix / Rhi- | EU808015
Syn.: Polygonum cuspidatum Sieb. & Zucc. | zoma
077 Fallopia multiflora (Thunb.) Haraldson Herba EU808016
Syn.: Polygonum multiflorum Thunb.
078 Stephania tetrandra S. Moore Radix EU808017
079 Stephania tetrandra S. Moore Radix
080 Dioscorea oppositifolia L. Rhizoma EU808018

Syn.: Dioscorea opposita Thunb.

081 Dioscorea oppositifolia L. Rhizoma
Syn.: Dioscorea opposita Thunb.

082 Andrographis paniculata (Burm. f.) Wall. ex | Herba -
Nees

083 Anemarrhena asphodeloides Bunge Rhizoma -

084 Asarum heterotropoides F. Schmidt var. Radix / Rhi- | -
mandshuricum (Maxim.) Kitag. zoma

Asarum sieboldii Miq. var. seoulense Nakai
Asarum sieboldii Miq.

085 Scutellaria baicalensis Georgi Radix -
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Bei der Amplifizierung des psbA-trnH-Spacers wurden fur 5 der 10 pflanzlichen Stoffe

auswertbare Sequenzen ermittelt (Tab. 3.09).

Tabelle 3.09: Ermittelte psbA-trnH-Spacer-Sequenzen von TCM-Referenzmaterialien

Proben | Spezies / Stammpflanze Art des Accession-Codes

Nr. Stoffes (GenBank)

076 Fallopia japonica (Houtt.) Ronse Decr Radix / Rhi- | JF907424
Syn.: Polygonum cuspidatum Sieb. & Zucc. | zoma

077 Fallopia multiflora (Thunb.) Haraldson Herba -
Syn.: Polygonum multiflorum Thunb.

078 Stephania tetrandra S. Moore Radix -

079 Stephania tetrandra S. Moore Radix -

080 Dioscorea oppositifolia L. Rhizoma JF907425
Syn.: Dioscorea opposita Thunb.

081 Dioscorea oppositifolia L. Rhizoma JF907426
Syn.: Dioscorea opposita Thunb.

082 Andrographis paniculata (Burm. f.) Wall. ex | Herba JF907427
Nees

083 Anemarrhena asphodeloides Bunge Rhizoma -

084 Asarum heterotropoides F. Schmidt var. Radix / Rhi- | -
mandshuricum (Maxim.) Kitag. zoma
Asarum sieboldii Miqg. var. seoulense Nakai
Asarum sieboldii Miq.

085 Scutellaria baicalensis Georgi Radix JF907428

Beim Abgleich der ermittelten Sequenzen mit bereits in GenBank hinterlegten Daten

wurde fur die Sequenz der Probe Nr. 076 (Fallopia japonica (Houtt.) Ronse Decr)

eine 120 bp lange Leerstelle/ Lucke entdeckt (Abb. 3.22). Sie war in der in GenBank

hinterlegten Sequenz Nr. EU554048 nicht nachweisbar.
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JF907424
EU554048

JF907424
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JF907424
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JF907424
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5 15 25 35 45 55 65 75
P P P I I I PP PP P P P I I P P e |
G A IGCA IGAACG AA IGCIICA AAC - |CCCGCI'AGACC IAGCIIGC A [CCAAGCIICCA C Al CAA |GGA AAGA | |
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Abb. 3.22: fehlendes DNA-Segment im psbA-trnH-Spacer von Probe 076
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3.4.3 Analyse von Zubereitungen pflanzlicher Stoffe

Die Eignung des ITS-Markers zur Rlckverfolgung des eingesetzten Ausgangsmateri-
als in Zubereitungen pflanzlicher Stoffe (Extrakten) wurde anhand von 14 exempla-
risch ausgewahlten halbfesten- bzw. festen Darreichungsformen (Dick- und Trocken-
extrakte) untersucht. Fur alle Proben wurden Amplifikate gebildet. Insgesamt 4 der
Extrakte wiesen dabei hohe Ubereinstimmungen (> 94%) mit den nrlTS-Sequenzen

der deklarierten pflanzlichen Ausgangsmaterialien auf (Tab. 3.10).

Ein SchlUsselschritt bei den Arbeiten war die reproduzierbare Isolierung geeigneter
DNA aus der Extraktmatrix. Diese enthalt zum Teil stérende Tragermaterialien (wie
getrockneten Glucosesirup, hochdisperses Siliciumdioxid oder Maltodextrin - Kap.
3.1.3). Die Isolierung der DNA gelang jedoch mit Hilfe des PSP Spin Stool DNA Kits.
Die erzielten DNA-Gehalte in den Eluaten waren allerdings vergleichsweise niedrig.
Zudem war die DNA stark degradiert. Daher konnte die nrlITS-Region nicht direkt,
sondern nur in Segmenten als einzelne Spacer amplifiziert werden. Fur den Nachweis

von Amplifikaten im Gel wurden grundsatzlich 40 — 50 Amplifikationszyklen bendtigt.

Bei den Amplifikaten deren Sequenzen nicht mit denen der deklarierten pflanzlichen
Ausgangsmaterialien Ubereinstimmten deuteten Ahnlichkeiten auf pflanzliche Ur-
sprunge aus den Familien bzw. Gattungen der Cucurbitaceae (Kurbisgewachse),
Fraxinus (Eschen), Plantago (Wegeriche), Malus (Apfel), Brassica (Raps), Triticum
(Weizen) und Poa (Rispengraser) hin. Es ist hierbei anzunehmen, dass uber die Luft
verbreitete Pollen verantwortlich flir diese Sequenzergebnisse sind. So ware es
denkbar, dass die Pollen aufgrund ihrer widerstandsfahigen Auf’enwand die Verar-
beitungsprozesse der pflanzlichen Stoffe zum Extrakt sehr gut Uberstehen kdnnen.
Bei einer PCR mit hohen Amplifikationszyklen kénnten dann auch geringe Spuren
fremder DNA-Anteile vervielfaltigt werden und das Ergebnis der Sequenzierung ver-
falschen. Weiterhin sind die Ubergangsraten von der DNA des Ausgangsmaterials in
den Extrakt vermutlich von verschiedenen Faktoren des Herstellungsprozesses ab-

hangig.
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Tabelle 3.10: Ergebnisse der Sequenzabgleiche von Amplifikaten aus Extrakten

Proben Extraktbezeichnung/ Sequenziibereinstimmung
Nr. Stammpflanze der pflanz. Zubereitung (BLAST-Ergebnis)
086 Extr. Agni casti e fruct. spir. sicc. Cucurbita sp.
(Vitex agnus-castus L.)
087 Black Cohosh powdered extract Fraxinus excelsior L.
(Actaea racemosa L. )
088 Extr. Cardui mariae fruct. sicc. Plantago sp.
(Silybum marianum (L.) Gaertn. )
089 Extr. Mate e fol. aquos. sicc. llex paraguariensis A. St.-Hil.
(llex paraguariensis A. St.-Hil. ) [EU796897, FJ394705]
090 Extr. Millefolii e herb. aquos. sicc. Malus sp.
(Achillea millefolium L. )
091 Extr. Orthosiphonis e fol. sicc. Orthosiphon aristatus (Blume)
(Orthosiphon aristatus (Blume) Miq. ) Miq. [EF421427]
092 Extr. Plantaginis e fol. spir. sicc. Triticum sp.
(Plantago lanceolata L. )
093 Extr. Salicis e cort. spir. sicc. Cucurbita sp.
(Salix sp. )
094 Extr. Thymi e herb. spir. sicc. Cucurbita sp.
(Thymus vulgaris L. | Thymus zygis L. )
095 Extr. Taraxaci e herb. cum rad. spir. sicc. Poa pratensis spp.
(Taraxacum officinale F.H. Wigg. )
096 Chamomile e herb. with flower powdered Brassica napus L.
extract
(Matricaria recutita L. )
097 Extr. Chamomillae e flor. spiss. Triticum sp.
(Matricaria recutita L. )
098 Extr. Matricariae fld. Ph. Eur. Matricaria recutita L.
(Matricaria recutita L. ) [EU179212]
099 Extr. Maricariae e flor. sicc. Matricaria recutita L.

(Matricaria recutita L. )

[EU179212]
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3.4.4 Analyse von Fertigarzneimitteln

Die Eignung von ITS-Sequenzen zur Ruckverfolgung pflanzlicher Ausgangsmateria-
lien in Fertigarzneimitteln wurde anhand von 10 im Handel erhaltlichen Produkten
untersucht. Es wurden hierzu Praparate mit unterschiedlichen galenischen Formulie-
rungen (LOsungen, Salbe, Hartkapseln, Uberzogene Tabletten) ausgewahlt. Im
Schritt der Isolierung der DNA sollte dadurch ein moglichst breites Spektrum an ubli-
chen Fertigarzneimittel-Matrizes abgedeckt werden.

Fir 7 der 10 Proben wurden Amplifikate gebildet, von denen 2 hohe Ubereinstim-
mungen (> 98%) mit den nrITS-Sequenzen der deklarierten pflanzlichen Ausgangs-

materialien aufwiesen (Tab. 3.11).

Fur die Isolierung der DNA wurde vergleichbar den Versuchen an den Extrakten
ausschlieBlich das PSP Spin Stool DNA Kit benutzt. Zum Nachweis von Amplifikaten
wurden in fast allen Ansatzen 50 Amplifikationszyklen bendtigt. Versuche mit hdhe-
ren Amplifikationszyklen wurden aufgrund der potentiell zunehmend unspezifischer

werdenden Amplifikate nicht durchgeflhrt.

Bei den Amplifikaten ohne Sequenzubereinstimmung mit den deklarierten pflanzli-
chen Ausgangsmaterialien deuteten die héchsten Ahnlichkeiten auf pflanzliche Ur-
springe aus den Familien bzw. Gattungen der Cucurbitaceae (Kirbisgewachse),
Hibiscus (Eibisch), Zea (Mais), Urtica (Brennnesseln) und Poa (Rispengraser) hin.
Ebenso wie bei den Zubereitungen der pflanzlichen Stoffe sind die ermittelten Se-
quenzen nicht durch Verwechslungen/ Verunreinigungen bei den eingesetzten
pflanzlichen Stoffen plausibel zu erklaren. Wahrscheinlich handelt es sich auch hier
um Eintrage durch Pollen.

Die zur Etablierung von Amplifikaten durchschnittlich bendtigten 50 Zyklen weisen
darauf hin, dass mit der Entfernung der Hilfsstoffmatrizes weitere Verluste im DNA-
Gehalt einhergehen. Die Zuverlassigkeit des Spezies-Nachweises im Fertigarzneimit-

tel nimmt daher deutlich ab.

78



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 3.11: Ergebnisse der Sequenzabgleiche von Amplifikaten aus Fertigarzneimitteln
Proben | Arzneimittelbezeichung/ Sequenziibereinstimmung
Nr. Wirkstoff des Arzneimittels (BLAST-Ergebnis)

100 Matmille Extrakt Chamaemelum nobile (L.) All.
Kamillenbliiten-Fluidextrakt [EU179215]

101 Kamillosan Konzentrat Poa pratensis spp.
Auszug aus Kamillenzungenbliten

102 Kamillin Konzentrat Robugen Matricaria recutita L.
Auszug aus KamillenblUten [EU179212]

103 Matmille N Salbe Hibiscus sp.
Fluidextrakt aus Kamillenbliten

104 Proaktiv Hartkapseln -
Weidenrinden-Trockenextrakt

105 Optovit actiFLEX Tabl. iberzogen -
Weidenrinden- Trockenextrakt

106 Agnus Sanol Hartkapseln Zea mays L.
Keuschlammfriichte- Trockenextrakt

107 Feminon C Hartkapseln Cucurbita sp.
Cimicifugawurzelstock- Trockenextrakt

108 Cefakliman mono Tropfen Urtica sp.
Cimicifugawurzelstock- Trockenextrakt

109 Nephronorm med Tabl. Gberzogen -
Orthosiphonblatter- Trockenextrakt
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4. Zusammenfassende Diskussion

4.1 Wissenschaftlicher und regulatorischer Hintergrund der Arbeit

Die Nutzung pflanzenheilkundlicher Therapien und der Markt fur pflanzliche Arzneimittel
verzeichnen weltweit steigende Zuwachsraten. Zugleich spielen aber auch die Qualitats-
aspekte entsprechender Produkte eine immer wichtiger werdende Rolle, denn die Quali-
tat hat direkte Auswirkungen auf die Sicherheit und Wirksamkeit der Arzneimittel [78].
Pflanzliche Arzneimittel von konsistenter Qualitat erfordern Wirkstoffe mit reprodu-
zierbarer inhaltsstofflicher Zusammensetzung. Letztere wiederum wird mafgeblich
durch valide Herstellungsverfahren gewahrleistet, in denen eindeutig definierte und
geprufte Ausgangsmaterialen verwendet werden [07]. Eine genaue und zuverlassige
Identitatsbestimmung der eingesetzten pflanzlichen Stoffe ist demzufolge von grund-

legender Bedeutung.

Die im Europaischen Arzneibuch beschriebenen und etablierten Methoden zur Identi-
tatsbestimmung pflanzlicher Stoffe basieren bislang auf der Kontrolle spezifischer
mikroskopischer und makroskopischer Merkmale sowie auf einer Analyse des phyto-
chemischen Profils. Dennoch lassen sich Aussagen zur ldentitat in verschiedenen
Fallen, etwa wenn die Gewebsstruktur durch Prozessierung (z. B. durch Kochen, Rosten
oder Pulverisieren) weitgehend verandert wurde, nicht eindeutig treffen. Gleiches gilt,
wenn die Inhaltsstoffmuster zwischen den Chargen derselben pflanzlichen Stoffe
starken Schwankungen unterliegen oder mit denen anderer Stoffe (z. B. von sehr
nah verwandter Pflanzenarten) weitgehend identisch sind.

Eine weitere Problematik besteht bei pflanzlichen Stoffen, flr die keine ausreichenden
Daten und Merkmale zur Differenzierung gegentber madglichen, teilweise bedenklichen
Verfalschungen und Verwechslungen bekannt oder verfligbar sind. Viele dieser Stoffe
stammen aus fremden Kulturkreisen und werden in der Regel wild gesammelt [79].
Auch fur sie (und ihre Zubereitungen) kdnnen in der EU seit mehreren Jahren Antrage
auf Registrierung als , Traditionelle Pflanzliche Arzneimittel* gestellt werden [80].

Aus diesen Grinden besteht ein zunehmender Bedarf an geeigneten, zuverlassigen

Nachweisverfahren.
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Ein sinnvoller Ansatz zur allgemeinen oder spezifischen Erganzung, der bislang von
den Arzneibuchern verwendeten Methoden zur Untersuchung der Identitat und Rein-
heit, liegt in der Nutzung von Nachweistechniken aus der Molekularbiologie (Abb.
4.01). Derartige DNA-basierte Methoden werden bereits seit Jahren erfolgreich in
weiten Bereichen der molekularen Phylogenie, Forensik oder Pflanzenzucht einge-
setzt [18]. Ihr wesentlicher Vorteil besteht darin, dass diese unabhangig vom Verar-
beitungszustand und der Art des verwendeten Pflanzenteils eingesetzt werden kon-
nen. Da nur geringste Probemengen bendtigt werden, sind solche Methoden sowohl
zur Identifizierung von pflanzlichen Stoffen (als Ausgangsmaterialien), sowie prinzipiell

auch von deren Zubereitungen (vom Extrakt bis hin zum Fertigarzneimittel) geeignet.

valide
Referenzdaten

Ph. Eur.

Identifizierung mdglich

makroskopische &
mikroskopische
Merkmale

Identifizierung nicht /
nicht eindeutig moéglich alternative Marker

& Methoden

(z.B.: DNA-basierte Methoden,
NMR-Messungen, etc.)

Farbreaktionen,
chromatographische
Fingerprints

Abb. 4.01: Bestimmung der Identitidt pflanzlicher Stoffe mittels Arzneibuchmethoden und

moglichen ergdanzenden Verfahren
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Die Nutzung von DNA-analytischen Methoden hat nicht zuletzt durch die rasanten
Fortschritte und Entwicklungen auf dem Gebiet der molekularbiologischen Forschung
eine stetig steigende Bedeutung erfahren. So z. B. versuchen Wissenschaftler in ei-
nem der Grundidee dieser Arbeit verwandten Teilprojekt, einer weltweiten taxonomi-
schen Initiative, etwa seit 2005 die Artenvielfalt der Pflanzen anhand ihres geneti-
schen Fingerabdrucks (DNA-Barcodes) zu erfassen. Mittlerweile resultiert aus die-
sem Forschungsprogramm eine Reihe von Bibliotheken mit Barcode-Sequenzen
[31], die potentiell auch in der pharmazeutischen Qualitatskontrolle einsetzbar sind.
Neben den taxonomisch motivierten Arbeiten der Barcoding-Initiative wurden inzwischen
auch verschiedene molekularbiologische Ansatze eigens zur |dentifizierung von arznei-
lich verwendeten pflanzlichen Stoffen publiziert. Bei den bisherigen Arbeiten handelte es
sich schwerpunktmalig jedoch um eher spezifische Methodenentwicklungen, die an-
hand einzelner Fallbeispiele - hauptsachlich aus dem Bereich pflanzlicher Stoffe der
Traditionellen Chinesischen Medizin - durchgefuhrt wurden [18, 81].

In der vorliegenden Arbeit wurde der Fokus dagegen auf eine breit anwendbare,
mdglichst glinstige und einfach durchzufihrende PCR-basierte Methode gelegt. Das
Konzept ahnelt damit eher dem Leitgedanken der Barcoding-Initiative, wenngleich die
hervorzubringende Methode allerdings nicht nur zur Charakterisierung von (Arznei-)
Pflanzen geeignet sein sollte, sondern auch fur deren Ruckverfolgbarkeit in prozes-
sierten Proben. Als Grundlagenprojekt wurde die Auswahl der Proben zunachst auf
pflanzliche Stoffe aus dem europaischen Kulturkreises beschrankt. Fur diese standen
zu Beginn der Arbeiten ausreichend geeignete Referenzmaterialien zur Verfigung.
Die im Ziel dieser Arbeit stehende Untersuchungsmethode war dabei stets als Kom-
binationselement konzipiert, da allein auf der Basis von DNA-Merkmalen keine ver-
lasslichen Ruckschlisse auf den tatsachlich verwendeten (relevanten) Pflanzenteil
der Ausgangs- bzw. Stammpflanze gezogen werden konnen. In einem Schwesterpro-
jekt wurde deshalb die Eignung, der auf charakteristische Inhaltsstoffe ausgerichteten
Metabolom-Analytik, als potentiell komplementierende Nachweismethode untersucht.
In Anbetracht aktueller Techniken, Durchsatzraten und Preise bei der Sequenzierung von
DNA-Proben bestehen inzwischen verbesserte Rahmenbedingungen fur einen eher spe-
zies-spezifischen Methodenansatz. Auch dieser wurde in Nachfolgeprojekten angegan-
gen. Der wesentliche Vorteil eines solchen Ansatzes liegt in der Verwendbarkeit von

Mischungen, da die Amplifikate nicht mehr aufwendig separiert werden missen.
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4.2 Kiritische Betrachtung der Ergebnisse

DNA-Isolierung:

Die Isolierung von DNA ist der erste und zugleich kritischste Schritt bei der Vorberei-
tung der Proben fur die DNA-Sequenz- und Fragmentanalyse, denn die Resultate
derartiger Analysen werden maf3geblich vom Ausgangszustand der DNA, sowie der
Methode zur DNA-Isolierung beeinflusst. Bei der Isolierung von DNA aus pflanzlichen
Materialien bereiten die divergenten Spektren an Sekundarstoffen haufig eine Reihe
von Schwierigkeiten. Eine Universalmethode steht hier nicht zur VerflUgung [84].
Auch die in den zahlreichen kommerziellen Kits zur Anwendung kommenden Proze-
duren - oftmals Kombinationen verschiedener Methoden - sind diesbzgl. nur Kom-

promisslosungen [85].

Mit dem DNeasy Plant Mini Kit wurden unter den analysierten pflanzlichen Stoffen deutlich
reinere und in der Regel direkt amplifizierbare DNA isoliert als mit Hilfe der klassischen
CTAB-Methode. Die Aufarbeitung der Proben war zudem in weniger als der Halfte der fir
das CTAB-Protokoll bendtigten Zeit maoglich. Der Einsatz des Kits wurde deshalb klar fa-
vorisiert. Gelang es nicht, die Restgehalte an Sekundarstoffen auch durch eine erneute
Aufreinigung ausreichend zu reduzieren, wurde ein alternatives Isolierungs-Kit eingesetzt.
Aus 6konomischen Beweggrinden wurde hierzu das PSP Spin Stool DNA Kit verwendet.
Die Isolierung amplifizierbarer genomischer DNA aus Extrakten und Fertigarzneimitteln
war komplex. Die Aufarbeitungen zeigten, infolge starker unerwinschter Wechselwirkun-
gen zwischen den zur Isolierung bendtigten Reagenzien und verschiedenen Hilfsstoffen,
haufig keinen Erfolg. Unter den getesteten Methoden und Kits war es lediglich mit Hilfe
des PSP Spin Stool DNA Kits mdglich, amplifizierbare DNA zu isolieren. Inzwischen sind
weitere vergleichbar geeignete Kits beschrieben worden [82, 86].

Die Konzentration der in den Proben verfugbaren DNA war aul3erst gering. Ihr Nachweis
gelang nur indirekt Uber die entstandenen Amplifikate. Mit den eingesetzten Primern wur-
den keine Amplifikate mit mehr als 400 bp Fragmentlange erhalten. Vermutlich ging ein
wesentlicher Anteil der kleineren DNA-Fragmente aufgrund der ladungsbedingt geringe-
ren Adsorptionskrafte bei der Aufreinigung verloren. DNA-Isolate aus stark prozessierten

Materialien sollten daher héchstens einmal neu aufgereinigt werden.
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Evaluierung der Markermethoden:

Zur Identifizierung von pflanzlichen Stoffen und deren Zubereitungen wurden in die-
ser Arbeit zwei verschiedene Markermethoden untersucht. Als erste Methode wurde
die vergleichende DNA-Sequenzierung des nrlTS-Bereichs evaluiert. Der Marker, ein
im Nukleus lokalisiertes Gencluster, das fur drei ribosomale RNAs kodiert, wurde bei
50 pflanzlichen Stoffen zunachst mit Hilfe von publizierten Standard-Primern [51]
amplifiziert. Nach anschlieRender Sequenzierung und Datenanalyse wurden hierbei
40% der Proben identifiziert. Die niedrige Erfolgsquote in diesem Versuch wurde
mafgeblich auf die eingesetzten Primer zurickgefuhrt. Moglicherweise sind die Bin-
dungsstellen dieser Primer (urspringlich fur Studien an fungalen Sequenzen konzi-
piert [87]) im Erbgut pflanzlicher Organismen nur teilweise komplementar. Es wurde
daher nach pflanzenspezifischeren Primern recherchiert und schlieldlich eigene uni-
verselle Primer abgeleitet. In den anschlieRenden Versuchsreihen mit den neu abge-
leiteten Primern lag die Erfolgsquote der Identifizierung um den Faktor 1,5 hoher.
Ursachlich war die gesteigerte Effizienz aber auch auf die verbesserten Ergebnisse
bei der Direktsequenzierung der PCR-Amplifikate zurickzufihren. Der Anteil an nicht
verwendbaren PCR-Produkten (keine oder Mehrfachbanden bei ca. 1/3 der Proben-
gesamtmenge) kann insofern nicht nur auf die in der Literatur [18, 48] bei diesem
Marker als problematischen angesehenen divergenten nrRNA-Cluster zurlickgefuhrt
werden. Eventuell sind die von Alvarez et al. [43] erwahnten Sekundarstrukturen der
Markerregion verantwortlich fur die Ergebnisse der PCR. Ein wahrscheinlicherer
Grund fur die nicht spezifischen oder ausgebliebenen Amplifikate liegt vermutlich in
den Abschnitten der Gene, in denen die neuen Primer abgeleiteten wurden. Bei der
Ableitung der im 26S-nrDNA-Gen lokalisierten Primern mussten aufgrund der zu erwar-
tenden Fragmentlangen der Amplifikate bewusst Kompromisse in Kauf genommen wer-
den. Potentiell geeignetere, d. h. konserviertere DNA-Bereiche in vom Anfang des Ge-
nes weiter entfernten Positionen [31], wurden in dieser Arbeit nicht berticksichtigt.

Zur detailierteren Charakterisierung der PCR-Methode mit den neu abgeleiteten
Primern wurden weiterhin die Parameter Spezifitat, Robustheit, Sensitivitat und Pra-

zision untersucht.
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Bei den Tests zur Spezifitat der Primer wurden ausschliel3lich pflanzen-spezifische
Amplifikate erhalten. Aus keiner der PCR gingen Produkte hervor, die nach Sequen-
zierung und BLAST-Abgleich als mdgliche Pilz-DNA identifiziert wurden.

Als Kennzeichen der Spezifitat der Primer wurde der Grad ihrer Sequenzhomologie zu
pflanzlichen Organismen betrachtet. Fur die neu abgeleiteten Primer wurden hierbei
Ubereinstimmungen von >99% ermittelt. Diese Werte lagen um den Faktor zwei hoher,
als bei den Standard-Primern. Als geringster noch nachweisbarer Massenanteil eines
pflanzlichen Stoffes wurde in Modellmischungen mit Matricariae flos eine Konzentrati-
on von 0,01 ppm bestimmt. Ferner wurden mit der Methode auch bei variierenden
Reaktionsbedingungen sowie in Versuchswiederholungen zuverlassige Ergebnisse er-
halten. Bei den Tests zur Reproduzierbarkeit wurden in den Sequenzen zwar verschie-
dentlich Variationen in der Nukleotidabfolge detektiert, diese waren jedoch eher auf Di-
vergenzen zwischen den Proben zuruckzufuhren als auf technisch bedingte Umstande
bei der Amplifikation und Sequenzierung. Eine gewissenhafte nachtragliche Kontrolle
der zumeist automatisiert interpretierten Sequenzsignale, ist daher sehr wichtig.
Vieldeutigkeiten in den Nukleotid-Signalen sollten im Zweifel mittels der entsprechen-

den Ambiguity-Codes gekennzeichnet werden.

In Erganzung zur nrlTS-Region wurden als weitere Marker der ETS (im Nukleus loka-
lisiert), sowie der psbA-trnH-Spacer (im Chloroplastengenom lokalisiert) getestet. Fur
sie wurden potentiell ahnlich hohe Informationsgehalte (Sequenzunterschiede) er-
wartet. Zur Amplifikation des ETS standen in der Literatur allerdings kaum geeignete
Primer zur Verfigung. De novo waren diese nur aul3erst aufwandig abzuleiten.

Im Ergebnis einer Versuchsreihe mit bekannten Asteraceen-spezifischen Primern an
verschiedenen Kamillenproben wurden kaum variable Basenpositionen ermittelt.
Zwischen dem potentiellen Nutzen und dem technischen Aufwand (insbesondere bei
der Ableitung der Primer, die nur spezifisch fur kleine Probengruppen verwendet
werden konnen [72]), bestand somit ein unglnstiges Verhaltnis. Der Marker wurde
deshalb als nicht fir die Projektziele dieser Arbeit geeignet bewertet.

Bei den Sequenzierungen wurde mit den psbA-trnH-Primern eine hohere Erfolgsquo-
te als mit den den nrITS-Primern erreicht. Der psbA-trnH-Bereich war der nrITS-
Region im Hinblick auf ihren Informationsgehalt jedoch klar unterlegen. Dies ist even-

tuell auf die geringeren Evolutionsraten der Plastiden DNA zurickzuflhren [88].
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Durch Kombination mit ITS Daten kann dennoch ein zusatzlicher Informationsgewinn
erzielt werden. Der psbA-trnH-Marker konnte z. B. im Rahmen einer Zweitkontrolle
von Sequenzen eingesetzt werden.

Neben den Versuchen an pflanzlichen Stoffen wurden auch pflanzliche Zubereitun-
gen (Extrakte und Fertigarzneimittel) untersucht. Die bei der Identifizierung der ein-
gesetzten Ausgangsmaterialien erzielten Erfolgsquoten, lagen mit 30% (bei den
Extraktproben) bzw. 20% (bei den Fertigarzneimitteln) allerdings deutlich unter de-
nen der pflanzlichen Stoffe. Damit kénnen derartige Proben mittels des nrITS-
Markers nicht ausreichend identifiziert werden.

Grundsatzlich problematisch war der schlechte Zustand der isolierten DNA in der
Gruppe der Extrakte und Fertigarzneimittel. Als Folge der geringen DNA-Gehalte in
den Eluaten bedurfte es héherer Zyklenzahlen in den PCR. Damit einhergehend er-
hohte sich naturgemald die Wahrscheinlichkeit fur unspezifisch gebildete Amplifikate.
Moglicherweise kdnnen bei der Isolierung mit anderen Kits hohere DNA-Gehalte erzielt
werden [82]. Weitere Optimierungsmaoglichkeiten betreffen die verwendeten Primer und
PCR-Systeme. So werden z. B. in den Arbeiten von Li et al. [81], Chen et al. [31] und
Yao et al. [83] hohere Erfolgsraten bei der Sequenzierung der ITS2-Region beschrieben.

Als zweite zu evaluierende Marker-Methode wurde die fragment-basierte RAPD-
Technik ausgewahlt. Sie wird in der Literatur als einfache, schnelle und gut diskriminie-
rende Markermethode beschrieben. Die RAPD-Technik gehorte in den vergangenen
beiden Jahrzehnten zu einer der am haufigsten verwendeten Fingerprint-Methoden in
pflanzlich-molekulargenetischen Studien [20].

Im Rahmen der Versuche wurden zunachst die RAPD-Fingerprints von verschiedenen
pflanzlichen Stoffen erfasst. AnschlieRend wurde auch das DNA-Eluat einer pflanzli-
chen Zubereitung getestet. Bei letzterem wurden allerdings keine Amplifikate gebildet.
Eine zu hohe Konzentration von PCR-inhibierenden Stoffen kam als Ursache flr die
abwesenden Amplifikate nicht in Betracht, da mit demselben DNA-Eluat in Versuchs-
ansatzen mit spezifischen Primern eindeutige Produkte amplifiziert wurden. Der Ver-
lauf der RAPD-PCR war stattdessen sehr wahrscheinlich auf die degradierte DNA in

der Probe der pflanzlichen Zubereitung zurtickzufiihren. Denkbar ist, dass z. B. die fur
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die RAPD-Amplifikation erforderlichen gegenlaufigen Bindungsstellen der Primer, nicht
mehr bzw. nicht mehr in ausreichender Anzahl enthalten waren.

Mit sicherer Bestimmtheit lie3e sich ein aus einer pflanzlichen Zubereitung erhaltener
DNA-Fingerprint vermutlich aber auch mit anderen unspezifischen, fragment-basierten
Methoden nicht auf das entsprechende pflanzliche Referenzmaterial (Stammpflanze)
zurUckfuhren. Bedingt durch die in den Zubereitungen stark degradiert vorliegende
DNA werden allenfalls Teile des Bandenmusters reproduzierbar amplifiziert. Ferner
ist das Auflésungsvermogen flir sehr ahnlich lange PCR-Fragmente im Agarosegel
matrixbedingt limitiert. Aullerdem wurden zwischen den Ausgangsmaterialien pflanz-
licher Stoffe, die der derselben Art angehdrten, unterschiedliche DNA-Fingerprints
beobachtet. Die eindeutige Zuordnung der Stammpflanze des pflanzlichen Stoffes ist
demnach bereits auf der Ebene der Ausgangsmaterialien mit einem nicht unerhebili-
chen Fehlerrisiko behaftet. Dieses steigt mit zunehmender Fragmentierung der DNA
in pflanzlichen Zubereitungen.

Unspezifische DNA-Fingerprint-Methoden sind deshalb fur die Identifizierung, der in
pflanzlichen Zubereitungen verarbeiteten pflanzlichen Ausgangsmaterialien, nicht

geeignet.
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4.3 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen dar, dass sich die vergleichende Se-
guenzanalyse prinzipiell als erganzende Methode zur Identitatskontrolle von pflanzlichen
Stoffen eignet. Die als Marker ausgewahlte nrITS-Region weist jedoch Schwachstellen
auf. Eine bedeutsame Schwachstelle waren intraspezifische Variationen, die im Rahmen
der Uberpriifung der Zuverlassigkeit der Marker-Methode in einer Probenserie festge-
stellt wurden. Die Variationen konnen insofern interpretiert werden, dass identische
Spezies nicht notwendigerweise vollig identische Marker-Sequenzen besitzen missen.
Dies wiederum fuhrt zwangslaufig zu Schwierigkeiten bei der Abgrenzung von beson-
ders nah miteinander verwandten Spezies. Zudem wird die Ergebnisunsicherheit er-
hoht, insbesondere, wenn nur Teile der nrlITS-Region fur eine Sequenzauswertung zur
Verfligung stehen. Eine Reihe von Schwierigkeiten bereiteten auRerdem die Uberlage-
rungen von Sequenzen. Sie sind hochstwahrscheinlich eine Folge von divergenten
Kopien der Markerregion, die in zahlreichen Proben aufgrund unvollstandiger Homo-
genisierung auftreten, z. B. als Folge von Hybridisierungen [34].

Die PCR-Methode eignet sich ohne zusatzliche Arbeitsschritte ebenfalls nicht zur
Analyse von Mischungen pflanzlicher Stoffe, da aufgrund des universellen Charak-
ters der Primer mehrere Stoffe gleichzeitig amplifiziert werden.

Trotz all dieser Schwierigkeiten wurden auf der Stufe von pflanzlichen Stoffen ca.
60% der Proben Uber ihre Sequenzen erfolgreich identifiziert. Auf der Stufe von Zu-
bereitungen der Stoffe (Extrakte) reduzierte sich die Erfolgsquote allerdings um die
Halfte auf 30% und auf der Stufe von Fertigarzneimitteln abermals auf 20%.

FUr Rackverfolgsbarkeits-Studien sind diese Effizienzen nicht ausreichend.
Maglicherweise lasst sich die Erfolgsquote durch den Bezug auf einen weiteren Marker
verbessern [89]. Auch durch eine Kombination von Markern werden eventuell bessere
Ergebnisse erhalten. In einem fortfUhrenden Projekt sollte daher z. B. der nukleare
ITS2-Spacer noch einmal genauer eruiert werden (vergl. die Publikationen von Yao et
al. [83] und Chen et al. [31]).

Alternativ eroffnen inzwischen verfigbare neue Sequenzierverfahren wie das Next
Generation Sequencing [91] die Moglichkeit, weitere bislang nicht berucksichtigte
DNA-Regionen als Marker zu bestimmen. Hiermit waren auch gezielt Untermischun-

gen festzustellen.
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5. Zusammenfassung

Pflanzliche Arzneimittel von konsistenter Qualitat bedingen klar definierte und zuver-
lassig geprufte Ausgangsmaterialien. Mit den bislang in der Ph. Eur. etablierten Me-
thoden zum Nachweis der ldentitat pflanzlicher Stoffe (und deren Zubereitungen)
werden allerdings nicht immer eindeutige Ergebnisse erzielt. Einen zusatzlichen In-
formationsgewinn verspricht hier der Einsatz von PCR-basierten Markermethoden.
Derartige Methoden werden bereits seit Jahren erfolgreich in weiten Bereichen der
molekularen Phylogenie, Forensik oder Pflanzenzucht eingesetzt. Im Rahmen der
vorliegenden Dissertation wurden deshalb die Anwendbarkeit und der Nutzen ver-
schiedener molekularbiologischer Nachweismethoden fur den Bereich der pharma-

zeutischen Qualitatssicherung untersucht.

In dieser Arbeit wurde unter Optimierung der einzelnen Arbeitsschritte ein Verfahren
entwickelt, mit dem sowohl aus pflanzlichen Ausgangsmaterialien wie auch aus deren
Verarbereitungen (z. B. Extrakten und Fertigarzneimitteln) verlasslich amplifizierbare
DNA erhalten wird. Als DNA-analytische Untersuchungsmethoden wurden die verglei-
chende Sequenzierung des nrITS-Bereiches (ein Barcoding-Verfahren) sowie die
RAPD-Technik (ein Fingerprinting-Verfahren) evaluiert. Beide Methoden wurden zuvor
aus einer Reihe von haufig bei pflanzlichen Stoffen eingesetzten Nachweisverfahren
ausgewahlt. Die wesentlichen Kriterien wahrend der Entwicklung waren eine maoglichst
einfache, kostengulinstige, robuste und weithin anwendbare Handhabung.

Zur Beurteilung des Barcoding-Verfahrens wurde die DNA aus 50 pflanzlichen Stof-
fen in einer Anwendungsprufung sowohl mit Standard-(nrITS)-Primern aus der Litera-
tur als auch mit neu abgeleiteten nrITS-Primern analysiert. Mittels der neu abgeleite-
ten Primer wurden dabei etwa 60% der Proben identifiziert. Die Erfolgsquote in den
Versuchsreihen mit den publizierten Standard-Primern lag um den Faktor 1,5 niedriger.
Die Barcoding-Methode wurde, vor allem mit Matricariae flos und mdoglichen Verfal-
schungen als Probenmaterial, bezlglich der Parameter Spezifitdt, Robustheit, Sensitivi-
tat und Prazision charakterisiert. Auch bei diesen Versuchen wurden mit den neu abgelei-
teten Primern bessere Resultate erzielt. So z. B. wurden hinsichtlich der Sequenzhomolo-
gien zu pflanzlichen Organismen mehr als doppelt so hohe Ubereinstimmungen (> 99%)

flr die Amplifikate der neu abgeleiteten Primer ermittelt als fir jene der Standard-Primer.
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Probleme durch co-amplifizierte Pilz-DNA, Uber die haufig in der Literatur berichtet wird,
wurden in keinem der Versuche beobachtet. Die PCR-Methode war in Bezug auf Variati-
onen der Reaktionsbedingungen vergleichsweise robust. Als geringster noch nachweis-
barer Massenanteil eines pflanzlichen Stoffes wurde in Modellmischungen mit
Matricariae flos eine Konzentration von 0,01 ppm bestimmt. Fur die nrITS-Marker-
Region wurden im Rahmen der Tests zur Genauigkeit der PCR-Methode allerdings
mehrere intra-spezifisch variable Sequenzpositionen festgestellt.

Erganzend zur nrITS-Region wurden zwei weitere DNA-Marker (der nrETS und der
psbA-trnH-Spacer) untersucht. Als potentiell komplementar nutzbarer DNA-Bereich

erwies sich dabei nur der psbA-trnH-Spacer.

Neben der Identifizierung von pflanzlichen Stoffen (ganze, geschnittene und gepulver-
te Pflanzenteile) gelang mit dem Barcoding-Verfahren der Nachweis der verwendeten
Ausgangspflanzen auch in pflanzlichen Zubereitungen (Trockenextrakten, Tinkturen)
und in Fertigarzneimitteln. Die Anzahl der charakteristischen Merkmalsvariationen in
den amplifizierten DNA-Fragmenten dieser Proben war aufgrund der ausgepragten
DNA-Degradierung jedoch stark reduziert. Zugleich erhohte sich infolge der intra-
spezifischen Variabilitaten im nrITS-Marker die Wahrscheinlichkeit fur unzutreffende Se-
guenzentsprechungen bei Abgleich mit den Referenzdaten. Die Zuverlassigkeit der Me-
thode nahm daher bei dieser Gruppe von Proben deutlich ab. Das eingesetzte Pflan-
zenmaterial wurde auf der Stufe der pflanzlichen Zubereitungen dennoch in 30% der

Falle sowie auf der Stufe von Fertigarzneimitteln in 20% der Falle identifiziert.

Mit dem Fingerprint-Verfahren wurden ebenfalls verschiedene pflanzliche Stoffe ana-
lysiert. Die Bandenmuster von gleichen Spezies aus verschiedenen Herklnften wi-
chen jedoch teilweise signifikant voneinander ab. Im Unterschied zur Barcoding-
Methode wurden mit der DNA aus pflanzlichen Zubereitungen keinerlei Amplifikate
gebildet. Die noch vorhandene DNA war eventuell bereits zu stark fragmentiert. Die
RAPD-Technik und damit héchstwahrscheinlich auch weitere unspezifische frag-
ment-basierte Markerverfahren sind demnach als erganzende Instrumente zur Uber-
prufung der Produktidentitat von prozessierten Materialien nicht geeignet.

Spezifische PCR-Methoden, die auf moglichst kurze DNA-Fragmente abzielen, sind

infolge der mit der Verarbeitung von pflanzlichen Stoffen einhergehenden DNA-
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Degradation zweckdienlicher. Dabei kdnnen die Ergebnissicherheit sowie die Erfolgs-

raten, zudem durch Kombinationen mehrerer Marker-Daten, deutlich erhoht werden.

Da publizierte Sequenzdaten kaum einer vereinheitlichten Nachkontrolle unterliegen
und somit verschiedene Fehler ausweisen, wurde im Rahmen dieser Arbeit mit dem
Aufbau einer validen Sequenzsammlung begonnen. Die ermittelten Daten von 50
verschiedenen pflanzlichen Stoffen aus dem Europaischen Kulturkreis wurden in

GenBank hinterlegt.

Mit der Arbeit wurden verschiedene Aspekte eines DNA-basierten Identitatsnachwei-
ses beleuchtet. Es wurde damit ein malRgeblicher Beitrag zur progressiven Erweite-
rung des wissenschaftlichen Kenntnistandes bei der regulatorischen Bewertung ent-

sprechender Nachweisverfahren geleistet.
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7. Anhang

71 Probenmaterialien

Frischpflanzen(-teile) wurden vor der Lagerung grundlich mit demineralisiertem Was-
ser gesaubert, anschliellend mit Papierhandtichern abgetupft und dann in wieder-
verschlieBbaren Plastiktlten Uber Silikagel getrocknet. Hierdurch wurde ein schneller
Entzug der Feuchtigkeit gewahrleistet. Bereits getrocknete Ausgangsmaterialien
wurden in gleicher Weise verpackt. Gelagert wurden die Proben vor Licht geschitzt

in Pappkartons.

Tab. 6.01: Liste der verwendeten pflanzlichen Materialien

Nr. | Herkunft Beschreibung Charge
001 | Bot. Inst. Aristolochia esperanzae Kuntze | 01.08.03; | -
Dresden Univ. of Florida (Uber Neinh.)

002 | Bot. Inst. Aristolochia gigantea Mart.; -
Dresden 15951 Bonn

003 | Bot. Inst. Aristolochia cymbifera Mart.; Brasilien -
Dresden 08.03.04 — 03 BG Gattingen 176

004 | Bot. Inst. Aristolochia debilis Siebold & Zucc.; -
Dresden BG Shanghai 0173

005 | Bot. Inst. Aristolochia ringens Vahl QSB6 | 07.07.04; -
Dresden 04 Chiang Mai Thailand

006 | Bot. Inst. Aristolochia tomentosa Sims | 10.03.04; -
Dresden Regensburg 66

007 | Bot. Inst. Aristolochia westlandii Hemsl.; -
Dresden Oh / Edinburgh 19696197

008 | Bot. Inst. Aristolochia elegans Mast.; -
Dresden nachbestimmt

009 | Bot. Inst. Aristolochia triangularis Cham. | 10.04.03 - | -
Dresden 2003 L. Barabino / Turin

010 | Garten Ph. | Aristolochia clematits L. -

Bio. Bonn
011 | Bot. Garten | Matricaria recutita L. | DE-0-B-0790289: -
Berlin-D. Sachsen-Anhalt, Burgenlandkreis, Flemmin-

gen (Bot. Garten Leipzig)
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Gottingen)

012 | Caelo Flores Chamomillae agyptisch 62165386
013 | Caelo Flores Chamomillae romanae extra 52927316
014 | Caelo Flores Chamomillae bohmisch 61279196
015 | Caelo Flores Chamomillae german. 62495396
016 | Caelo Flores Chamomillae 67-3-05
017 | Caelo Flores Chamomillae pro balneo 51093175
018 | Bot. Garten | Matricaria recutita L. -
Tubingen
019 | Pharmasaat | Matricaria recutita L. “Bodegold” MrBgk630041
020 | Pharmasaat | Matricaria recutita L. “Bona” MrB630/294
021 | Pharmasaat | Matricaria recutita L. “Goral” MrG631/310
022 | Pharmasaat | Matricaria recutita L. “Lutea” MrLu631345
023 | Bot. Garten | Matricaria recutita L. -
Stuttgart
024 | Bot. Garten | Matricaria recutita L. | DE-0-B-1593400: -
Berlin-D. Berlin-Spandau, Staaken, Hahneberg,
Silikat, leg. Royl 6926
025 | Bot. Garten | Matricaria recutita L. (04) | KU 04-089-91-10 | -
Oldenburg
026 | Bot. Garten | Matricaria recutita L. | DE-0-OSN-2005-089 | -
Osnabrick | DE, NI, OS, Bissendorf, Uphausen, Aller-
brinksweg, N 52°14°13, E 08°09°04, 90 m,
Mutt. 32
027 | Bot. Garten | Matricaria discoidea DC. | DE-0-B-1593500: | -
Berlin- D. Berlin-Spandau, Staaken, Hahneberg,
Silikat, leg. Royl 6927
028 | Bot. Garten | Anthemis cotula L. — Ernte 1985 | ab -
Frankfurt 05.03.1986 -20°C (Fr. Lenk)
029 | Bot. Garten | Anthemis arvensis L. | DE-0-B-2381103: -
Berlin-D. Bayern, Kreis Ansbach, Arberg, leg. Weber
s.n.
030 | Bot. Garten | Chamaemelum nobile (L.) All. | FR-0-B- -
Berlin-D. 0190595: Bretagne, Cap Frénel (Bot. Garten
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031 | Bot. Garten | Tripleurospermum perforatum (MERAT) | DE-| -
Osnabrick | 0-OSN-2005-169: DE, NI, HE, Konigslutter,
Sunstedt, Berliner Str., N 52°14°00,
E 10°50°54, 145 m, Mutt. 30
032 | Salus Haus | Kamille-Krautertabletten T95141-1-1
(Zul.-Nr.: 6292772.00.00)
033 | Bionorica Matricariae flos. pulv. E-063720
034 | Alfred Galke | Arnicae flos 0000010985
035 | Alfred Galke | Lavendulae flos 11025
036 | Alfred Galke | Crataegi flos [DAC 2005] 0000010969
037 | Alfred Galke | Pruni spinosae flos [DAC 2005] 1498
038 | Alfred Galke | Lupuli flos 0000010966
039 | Alfred Galke | Uvae ursi folium 9796
040 | Alfred Galke | Digitalis purpureae folium 8936
041 | Alfred Galke | Salviae trilobae folium 7468
042 | Alfred Galke | Ginkgo folium 0000010760
043 | Alfred Galke | Farfarae folium 40923276
044 | Alfred Galke | Mate folium viride [DAC 2004] 9473
045 | Alfred Galke | Melissae folium 0000010861
046 | Alfred Galke | Orthosiphonis folium 8694
047 | Alfred Galke | Rosmarini folium 7043
048 | Alfred Galke | Salviae officinalis folium 0000011051
049 | Alfred Galke | Plantaginis lanceolatae folium 9809
050 | Alfred Galke | Plantago major [HAB 2004] 6582
051 | Alfred Galke | Agni casti fructus 8828
051a Alfred Galke | Anisi fructus 0000010777
052 | Alfred Galke | Conium maculatum [HAB 2008] 2492
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053 | Alfred Galke | Foeniculi amari fructus 10272
054 | Alfred Galke | Foeniculi dulcis fructus 10669
055 | Alfred Galke | Silybi mariani fructus 8263
056 | Alfred Galke | Marrubii herba [DAC 2003] 5856
057 | Alfred Galke | Leonuri cardiacae herba 10477
058 | Alfred Galke | Hyperici herba 9587
059 | Alfred Galke | Convallariae herba [DAB 1999] 10087
060 | Klenk Visci herba [DAB 1999] 4691A06032801
061 | Alfred Galke | Passiflorae herba 10027
062 | Alfred Galke | Millefolii herba 0000011079
063 | Alfred Galke | Chelidonii herba 8502
064 | Alfred Galke | Menthae piperitae folium 10157
065 | Alfred Galke | Thymi herba 0000010874
066 | Alfred Galke | Serpylli herba 10188
067 | Alfred Galke | Cimicifuga racemosa [HAB 2000] 7809
068 | Alfred Galke | Valerianae radix 7845
069 | Prof. Rudolf | Echinacea pallidae |/ Heilpflanzen Sandfort -
Bauer GmbH & Co. KG
070 | Prof. Rudolf | Echinacea angustifoliae | Heilpflanzen 2030817
Bauer Sandfort GmbH & Co. KG, 2001
071 | Prof. Rudolf | Echinacea purpurea /| Dodson & Horrell -
Bauer
072 | Alfred Galke | Gentianae radix 7049
073 | Alfred Galke | Rhizoma Veratri [DAB 6] 977
074 | Alfred Galke | Pelargonii radix 10046
075 | Alfred Galke | Harpagophyti radix 0000010735
076 | EDQM Polygoni cruspidati radix et rhizoma (Huzhang) | 32980
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077 | EDQM Polygoni muiltiflori caulis (Shouwuteng) 33057
078 | EDQM Stephania tetrandrae radix (Fangji) 31412
079 | EDQM Stephania tetrandrae radix (Fangji) 29239
080 | EDQM Dioscoreae rhizoma (Shanyao) 32497
081 | EDQM Dioscoreae rhizoma prep. (Chaoshanyao) 32991
082 | EDQM Andrographitis herba (Chuanxinlian) 25820
083 | EDQM Anemarrhenae rhizoma (Zhimu) 32483
084 | EDQM Asari radix et rhizoma (Xixin) 31922
085 | EDQM Scutellariae radix (Huangqin) 30009
086 | Finzelberg | Extr. Agni casti e fruct. spir. sicc. 07015255
087 | Finzelberg | Black Cohosh powdered extract 07000485
088 | Finzelberg | Extr. Cardui mariae fruct. sicc. 06016117
089 | Finzelberg | Extr. Mate e fol. aquos. sicc. 07000952
090 | Finzelberg | Extr. Millefolii e herb. aquos. sicc. 07001818
091 | Finzelberg | Extr. Orthosiphonis e fol. sicc. 07002590
092 | Finzelberg | Extr. Plantaginis e fol. spir. sicc. 07006345
093 | Finzelberg | Extr. Salicis e cort. spir. sicc. 07001523
094 | Finzelberg | Extr. Thymi e herb. spir. sicc. 07004383
095 | Finzelberg | Extr. Taraxaci e herb. cum rad. spir. sicc. 07007852
096 | Finzelberg | Chamomile e herb. with flower powdered 06022326
extract
097 | Finzelberg | Extr. Chamomillae e flor. spiss. 07000223
098 | Finzelberg | Extr. Matricariae fld. Ph. Eur. 03130051
099 | Finzelberg | Extr. Maricariae e flor. sicc. 03110484
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100 | EU- Matmille Extrakt - 20g Kamillenbluten- 50716
Apotheke Fluidextrakt (EtOH 96% : H,O : NHs-Lsg.
10% [50:47,5:2,5]) in 100g Flussigkeit)
101 | EU- Kamillosan Konzentrat - Auszug (1:4,0-4,5) | 7B0090
Apotheke aus Zungenblliten [Manzana] (EtOH 38,5%
[4,7:1] etc.)
102 | EU- Kamillin Konzentrat Robugen — Auszug 027072
Apotheke (1:1,7-2,6) aus Kamillenbluten (EtOH 48% etc)
103 | EU- Matmille N Salbe - 5g Fluidextrakt aus Kamil- | 50903
Apotheke lenbluten (EtOH 96% : H20 : NHs-Lsg. 10%
[50:47,5:2,5]) in 100g Salbe
104 | EU- Proaktiv Hartkapseln - Trockenextrakt aus 760061
Apotheke Weidenrinden (16-23 : 1) (H20) 480mg
105 | EU- Optovit actiFLEX Tabl. Gberzogen - Weiden- | 7031061
Apotheke rinden-Trockenextrakt (8—14 : 1) (EtOH 70%)
393mg
106 | EU- Agnus Sanol Hartkapseln - Trockenextrakt 2561903
Apotheke aus Keuschlammfriichten (7-13 : 1)
(EtOH 60%) 4mg
107 | EU- Feminon C Hartkapseln - Trockenextrakt aus | 6649
Apotheke Cimicifugawurzelstock (4,5-8,5 : 1)
(EtOH 60%) 6,5mg
108 | EU- Cefakliman mono Tropfen - Tinktur aus 62053
Apotheke Cimicifugawurzelstock (1:10) (EtOH 69,7%)
109 | EU- Nephronorm med Tabl. Uberzogen - 704055A
Apotheke Trockenextrakt aus Orthosiphonblattern
(8-12 :1) (EtOH 60%) 100mg
110 | Merck Starke (aus Weizen) fur biochem. Zwecke K34400385509
(BfArM)
111 | Fluka Starke aus Mais 454263/1
(BfArM)
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7.2 GenBank-Sequenzen
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LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421

1/

110

EU747086 439 bp DNA linear

Matricaria recutita external transcribed spacer and 18S ribosomal
RNA gene, partial sequence.

EU747086

EU747086.1 GI:190692235

Matricaria chamomilla var. recutita

Matricaria chamomilla var. recutita

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;

asterids; campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

Anthemideae;

1 (bases 1 to 439)

Kersten, T.

Matricariinae;

and Knoess,W.

Matricaria.

PLN 24-JUN-2008

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 439)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

cgtaaaggtg
aacttccatg
ttgtgggttt
atttcgtctt
ccttgttgag
acggaacata
ttaaaacgac
gctacctggt

(23-MAY-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..439

/organism="Matricaria chamomilla var.

/mol type="genomic DNA"
/variety="recutita"
/specimen voucher="Berlin-Dahlem Botanical Garden 2005
DE-0-B-0790289"
/db_xref="taxon:127986"

<1..418

/product="external transcribed spacer"

419..>439

/product="18S ribosomal RNA"

catgagtggt
ctttcagacc
actgtgttga
gcgttgctcect
gcaaatgttt
tagtgggcat
gtgcgcaacg
tgatcctgc

gtttggtttg
ttttcagtat
atacctaacc
tgcgacgtga
tgacattgtg
ggatctaacg
tgttggcttg

ttacgtgtgg
tgcggcaagg
aatggtatcg
ggtgaaccat
gcacattgag
attcttgttt
tccagccecgtt

ttggctgcgg
cttgtatcgce
gttggctaga
gatgcggtct
cattgcttgg
gccctcecttat
gtgctatgtc

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

recutita"

cgtttgcaac
cttgatcgtg
tcagagtttc
ctttgatcca
tctcttgtat
tcttgcttct
gaagaggaat
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LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

misc
TRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421

!/

EU747087

439 bp

DNA

linear

Matricaria matricarioides external transcribed spacer and 18S

ribosomal RNA gene,

EU747087

EU747087.

1 GI:190692236
Matricaria matricarioides

partial sequence.

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

Matricaria matricarioides

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;

asterids; campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

Anthemideae;

1 (bases 1 to 439)

Kersten, T.

Matricariinae;

and Knoess,W.

Matricaria.

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 439)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

cgtaaaggtg
aacttccatg
ttgtgggttt
atttcgtctt
ccttgttgag
acggaacata
ttaaaacgac
gctacctggt

(23-MAY-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..439

/organism="Matricaria matricarioides"
/mol type="genomic DNA"

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

/specimen voucher="Berlin-Dahlem Botanical Garden 2005
DE-0-B-1593500"

/db_xref="taxon:56017"

<1..418

/product="external transcribed spacer"

419..>439

/product="18S ribosomal RNA"

catgagtggt
ctttcatacc
actgtgttga
gcgttgctct
gcacatgctt
tagtgggcat
ttgcacaacg
tgatcctgce

gtttggtttg
tcttcagtat
atacctaacc
tgcgatgtga
tgacattgtg
ggatctaatg
tgttggcttg

ttacgtgtgg
tgcggcaagg
aatggtatcg
ggtgaaccat
gcacattgag
attcttgttt
tccaaccgtg

ttggctgcgg
cttgtaatgc
gatggattga
gatgcggtct
cattgcttgg
gccctcatat
gtgctacgtc

cgcttgcaac
cttgatcgtg
tcaaattttc
ctttgatcca
tctcttgtat
tctcgcttcet
gaagaggaat

PLN 24-JUN-2008
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LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421

1/

112

EU747090

gene,
EU747090

EU747090.

Anthemis
Anthemis

444 bp

partial sequence.

1 GI:190692239

cotula
cotula

Eukaryota; Viridiplantae;
Spermatophyta;
asterids;
Anthemideae;

Magnoliophyta;

Streptophyta;
eudicotyledons;

DNA

linear

Embryophyta;

PLN 24-JUN-2008
Anthemis cotula external transcribed spacer and 18S ribosomal RNA

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

1 (bases 1 to 444)

Kersten, T.

Anthemidinae;

and Knoess,W.

Anthemis.

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 444)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

cgtaaaggtg
aacttccatg
ttgtgggttt
atttcgtctt
ccttgttgaa
cggaacatat
cttctctaaa
ggaatgctac

(23-MAY-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..444

/organism="Anthemis cotula"
/mol type="genomic DNA"

/specimen voucher="Frankfurt-Main Botanical Garden referee

Ms.

Anna-Maria Lenk"

/db xref="taxon:158220"
/collection date="1986"

<1..423

/product="external transcribed spacer"

424..>444

/product="18S ribosomal RNA"

catgagtggt
ctttcatacc
sctgtgttga
gcgttgcgtt
ggaatgtttc
agtgggcatg
acgacttgcg
ctggttgatc

gtttggtttg
tcttcagtta
atacctgatc
tgcggcgtga
aacattgtgg
gatctaacga
ctgcgtgttg
ctgc

ttacgtgtgg
tgcgkcaagg
aatggtatcg
gatgaaccat
ctcatcgagc
ttcttgtttg
gcttgtccat

ttggctgcgg
cttgtatcgce
gttggataga
gacgcggtct
attgcttggt
cccttatgtt
ccgctgtgcet

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

cgcttgcaac
cttgagcgtg
tgaaagtttc
ctttgatcca
ctcttgcata
agcgttctcg
tcgtcgaaga



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

misc
TRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421

!/

EU747088

444 bp

DNA

linear

PLN 24-JUN-2008

Anthemis arvensis external transcribed spacer and 18S ribosomal RNA

gene,
EU747088

EU747088.

Anthemis
Anthemis

partial sequence.

1 GI:190692237

arvensis
arvensis

Eukaryota; Viridiplantae;
Spermatophyta;
asterids;
Anthemideae;

Magnoliophyta;

Streptophyta;
eudicotyledons;

Embryophyta;
core eudicotyledons;

Tracheophyta;

campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

1 (bases 1 to 444)

Kersten, T.

Anthemidinae;

and Knoess,W.

Anthemis.

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 444)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

cgtaaaggtg
aacttccatg
ttgtgggttt
atttcgtctg
ccttgttgaa
cggaacatat
cttctctaaa
ggaatgctac

(23-MAY-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..444

/organism="Anthemis arvensis"
/mol type="genomic DNA"

/specimen voucher="Berlin-Dahlem Botanical Garden 2005
DE-0-B-2381103"
/db xref="taxon:127977"

<1..423

/product="external transcribed spacer"

424..>444

/product="18S ribosomal RNA"

catgagtggt
ctttcatacc
gctgtgttga
gcgttgegtt
ggaatgtttc
agtgggcatg
acgacttgcg
ctggttgatc

gtttggtttg
tcttcagtta
ataccagatc
tgcggcgtga
aacattgtgg
gatctaacga
ctgcgtgttg
ctgc

ttacgtgtgg
tgcggcaagg
gacggtatcg
gatgaaccat
ctcatcgagc
ttcttgtttg
gcttgtccat

ttggctgcgg
cttgtatcgc
gttggataga
gacgcggtct
attgcttggt
cccttatgtt
ccgtaatgcet

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

cgcttgcaac
cttgagcgtt
tcaaagtttc
ctttgatcca
ctcttgcata
agcgttctcg
tcgtcgaaga

113



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541

!/

114

EU747091

549 bp

DNA

linear

PLN 24-JUN-2008

Tripleurospermum perforatum external transcribed spacer and 18S
ribosomal RNA gene,

partial sequence.

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

EU747091

EU747091.1 GI:190692240

Tripleurospermum maritimum subsp. inodorum
Tripleurospermum maritimum subsp. inodorum

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;

asterids; campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

Anthemideae;

1 (bases 1 to 549)

Kersten, T.

Anthemidinae;

and Knoess,W.

Tripleurospermum.

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 549)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

cgtaaaggtg
aacttccatg
ttgtgggttt
attttgcctt
tgatgcgaga
aacattgtgg
tttttaacat
gcatggatct
ttgtgctacg
tgatcctgc

(23-MAY-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..549

/organism="Tripleurospermum maritimum subsp.

/mol type="genomic DNA"
/sub_species="inodorum"
/specimen voucher="Frankfurt-Main Botanical Garden 2005
DE-0-OSN-2005-169"

/db_xref="taxon:99108"

<1..528

/product="external transcribed spacer"

529..>549

/product="18S ribosomal RNA"

catgagtggt
ctttcatacc
actgtgttgg
gatccacctt
tctcaaagtc
cgtgaggtga
tgtggcacat
aacgattctt
tgttggcttg

gtttggtttg
tcttcagtta
ttacctgatc
gttaaaggaa
ccatttcgcc
accatgatgc
cgagcattgc
gtttgcccge
tccatccgta

ttacgtgtgg
tgcggcaagg
aacggtatcg
tgttttaaca
ttgatccacc
tgtctctttg
ttggtctctt
atatcagcgt
gtgctacgtc

ttggctgcgg
cttgtatcgt
gttggataga
ttgtggcwtg
ttgttaaaat
atccaccttg
gcatacggaa
tctcgecttcet
gaagaggaat

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

inodorum"

cgcttgcaac
cttgatcgtg
tcaaagtttc
aggtgaaccc
gaattttttt
ttaaatgaat
catatagtgg
ctaaaacgac
gctacctggt



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

misc
TRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421

!/

EU747089

RNA gene,

EU747089

EU747089.

436 bp

partial sequence.

1 GI:190692238
Chamaemelum nobile

Chamaemelum nobile

DNA

linear

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
asterids; campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

Anthemideae;

1 (bases 1 to 4306)

Kersten, T.

Mediterranean clade;

and Knoess,W.

Santolininae;

Chamaemelum.

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 436)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

cgtaaaggtg
aacttccatg
acgtgggttt
tttttcgcecct
actttgtcgg
taccgaacat
aaacgacttg
acctggttga

(23-MAY-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..436

/organism="Chamaemelum nobile"
/mol type="genomic DNA"

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

/specimen voucher="Berlin-Dahlem Botanical Garden 2005
FR-0-B-0190595"

/db_xref="taxon:99037"

<1..415

/product="external transcribed spacer"

416..>436

/product="18S ribosomal RNA"

catgagtggt
ctctcatacc
tctgtgttga
tgcgttgcat
agcacaagct
aacgtgggct
cgctacgtgt
tcctgce

gtttggtttg
tcttcagtag
atacctaatc
ttgcgacgtg
tcgacattgt
tggatctaac
tggcttgtcc

ttacgtgtgg
tgcgacaagg
aacggtatcg
aggtgaacct
ggcacattga
gattcttgtt
tgccgtggtg

ttggctgcgg
cttgtatcgc
gttggataga
gaatgcgttc
gtattgcttg
tgcccttgtt
ctacgtcgaa

cgcttgcaac
cttgagcgtc
tcaaaagttt
tctttgatce
gtttctcgta
tcagcgtcta
gaggaatgct

PLN 24-JUN-2008
Chamaemelum nobile external transcribed spacer and 18S ribosomal

115



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

gene

CDS

misc feature

gene

tRNA

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481

1/

116

EU547790 505 bp DNA linear PLN 02-APR-2008
Matricaria recutita PsbA (psbA) gene, partial cds; psbA-trnH
intergenic spacer, complete sequence; and tRNA-His (trnH) gene,
partial sequence; chloroplast.

EU547790

EU547790.1 GI:171190833

chloroplast Matricaria chamomilla var. recutita

Matricaria chamomilla var. recutita

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
asterids; campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

Anthemideae; Matricariinae; Matricaria.

1 (bases 1 to 505)

Kersten,T. and Knoess,W.

Development and validation of molecular biological methods for
identification of medicinal plants in herbal substances, herbal
preparations, and finished products

Unpublished

2 (bases 1 to 505)

Kersten,T. and Knoess,W.

Direct Submission

Submitted (06-MAR-2008) Federal Institute for Drugs and Medical
Devices, Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3, Bonn D 53175, Germany
Location/Qualifiers
1..505
/organism="Matricaria chamomilla var. recutita"

/organelle="plastid:chloroplast"

/mol type="genomic DNA"

/variety="recutita"

/specimen voucher="B:Index Seminum 2005 DE-0-B-0790289"
/db_xref="taxon:127986"

<l..75
/gene="psbA"
<1..75

/gene="psbA"

/codon_start=1

/transl table=11

/product="PsbA"

/protein id="ACB44978.1"

/db xref="GI:171190834"
/translation="VMHERNAHNFPLDLAAIEAPSTNG"
76..452

/note="psbA-trnH intergenic spacer"
453..>505

/gene="trnH"

453..>505

/gene="trnH"

/product="tRNA-His"

gttatgcatg
tctacaaatg
aatagctttc
tttgccttag
gtgttttcgce
tgaagtttta
tactttgatt
atagataata
gtggattgtg

aacgtaatgc
gataagactt
ctcttgtttt
acagtttctt
tttgtattca
ttttcaattc
tcataaataa
ctagatagat
aatccaccat

tcataatttc
ttgtctgatt
atcaagaggg
taaaaataat
tttatattat
aatttcaaac
aaaagaaata
atatagtaga
gcgcg

cctctagact
gtataggagt
cgttattgct
aaggactttt
aggtttttat
caaaatctat
atatgctctt
ggggcggatg

tagctgctat
ttttgaacta
ccttttttta
tatagtttgg
attctattcc
aaaaataaaa
ttttatgttg
tagccaagtg

tgaagctcca
aaaaaggagc
tttagtacta
ttcgattcgce
aaatttttta
tttttgctat
aggtaaaaat
gatcaaggca



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

gene

CDS

misc feature

gene

tRNA

ORIGIN

EU547791 505 bp DNA linear PLN 02-APR-2008
Matricaria matricarioides PsbA (psbA) gene, partial cds; psbA-trnH
intergenic spacer, complete sequence; and tRNA-His (trnH) gene,
partial sequence; chloroplast.

EU547791

EU547791.1 GI:171190835

chloroplast Matricaria matricarioides

Matricaria matricarioides

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
asterids; campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

Anthemideae; Matricariinae; Matricaria.

1 (bases 1 to 505)

Kersten,T. and Knoess,W.

Development and validation of molecular biological methods for
identification of medicinal plants in herbal substances, herbal
preparations, and finished products

Unpublished

2 (bases 1 to 505)
Kersten,T. and Knoess,W.
Direct Submission
Submitted (06-MAR-2008)

Devices, Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175, Germany
Location/Qualifiers

1..505

/organism="Matricaria matricarioides"
/organelle="plastid:chloroplast"

/mol type="genomic DNA"

/specimen voucher="B:Index Seminum 2005 DE-0-B-1593500"
/db_xref="taxon:56017"

<1..75
/gene="psbA"
<1..75

/gene="psbA"

/codon_start=1

/transl table=11

/product="PsbA"
/protein_id:"ACB44979.1"

/db xref="GI:171190836"
/translation="VMHERNAHNFPLDLAAIEAPSTNG"
76..452

/note="psbA-trnH intergenic spacer"
453..>505

/gene="trnH"

453..>505

/gene="trnH"

/product="tRNA-His"

tcataatttc

1 gttatgcatg

61
121
181
241
301
361
421
481

!/

tctacaaatg
aatagctttc
tttgccttag
gtgttttcgc
tgaagtttta
tactttgatt
atagataata
gtggattgtg

aacgtaatgc
gataagactt
ctcttgtttt
acagtttctt
tttgtattca
ttttcaattc
tcataaataa
ctagatagat
aatccaccat

ttgtctgatt
atcaagaggg
taaaaataat
tttatattat
aatttcaaac
aaaagaaata
atatagtaga
gcgcg

cctctagact
gtataggagt
cgttattgct
aaggactttt
aggtttttat
caaaatctat
atatgctctt

ggggcggatg

tagctgctat
ttttgaacta
ccttttttta
tatagtttgg
attctattcc
aaaaataaaa
ttttatgttg
tagccaagtg

tgaagctcca
aaaaaggagc
tttagtacta
ttcgattcge
aaatttttta
tttttgctat
aggtaaaaat
gatcaaggca

117



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

gene

CDS

misc
gene

tRNA

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481

1/

118

PLN 02-APR-2008
psbA-trnH intergenic

partial

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

EU547794 519 bp DNA linear
Anthemis cotula PsbA (psbA) gene, partial cds;
spacer, complete sequence; and tRNA-His (trnH) gene,
sequence; chloroplast.

EU547794

EU547794.1 GI:171190841

chloroplast Anthemis cotula

Anthemis cotula

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
asterids; campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;
Anthemideae; Anthemidinae; Anthemis.

1 (bases 1 to 519)

Kersten, T.

and Knoess,W.

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations, and finished products

Unpublished
2 (bases 1 to 519)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

feature

gttatgcatg
tctacaaatg
aatagctttc
atttgcctta
cgtgttttct
atgaagtttg
ttacttttat
gtcaaaatat
agtggatcaa

(06-MAR-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..519

/organism="Anthemis cotula"
/organelle="plastid:chloroplast"
/mol type="genomic DNA"

/specimen voucher="FR:harvested in 1986
referee Ms.

-20degC;

/db_xref="taxon:158220"

<l..75

/gene="psbA"

<1..75

/gene="psbA"
/codon_start=1
/transl table=11
/product="PsbA"
/protein id="ACB44982.1"
/db xref="GI:171190842"
/translation="VMHERNAHNFPLDLAAIEAPSTNG"

76..466

Anna-Maria Lenk]"

/note="psbA-trnH intergenic spacer"

467..>519

/gene="trnH"

467..>519

/gene="trnH"
/product="tRNA-His"

aacgtaatgc
gataagactt
ctcttgtttt
cacagtttct
ctttgtattc
atttccaatt
ttcataaata
agataatact
ggcagtggat

tcataatttc
tggtctgatt
atcaagaggg
ttaaaaataa
atttatatta
caatttcaaa
aaaaagaaat
agtactagat
tgtgaatcca

cctctagact
gtatacgagt
cgttattgct
taaggacttt
taggtttgta
ccaaaatcta
aatatataat
agatatatag
ccatgcgcg

tagctgctat
ttttgaacta
cctttttttt
ttatagtttg
tattgtattc
taaaaattca
atgctctttt
tagaggggcg

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

[storage at

tgaagctcca
aaaaaggagc
atttagtact
gttcgattcg
caaatttttt
atttttccta
ttatgttgag
gatgtagcca



Anhang

LOCUS EU547792 519 bp DNA linear PLN 02-APR-2008

DEFINITION Anthemis arvensis PsbA (psbA) gene, partial cds; psbA-trnH
intergenic spacer, complete sequence; and tRNA-His (trnH) gene,
partial sequence; chloroplast.

ACCESSION EU547792

VERSION EU547792.1 GI:171190837

SOURCE chloroplast Anthemis arvensis

ORGANISM Anthemis arvensis
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
asterids; campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;
Anthemideae; Anthemidinae; Anthemis.

REFERENCE 1 (bases 1 to 519)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Development and validation of molecular biological methods for
identification of medicinal plants in herbal substances, herbal
preparations, and finished products

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 519)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (06-MAR-2008) Federal Institute for Drugs and Medical
Devices, Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3, Bonn D 53175, Germany

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..519
/organism="Anthemis arvensis"
/organelle="plastid:chloroplast"
/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="B:Index Seminum 2005 DE-0-B-2381103"
/db_xref="taxon:127977"
gene <1l..75
/gene="psbA"
CDS <1..75
/gene="psbA"
/codon_start=1
/transl table=11
/product="PsbA"
/protein id="ACB44980.1"
/db xref="GI:171190838"
/translation="VMHERNAHNFPLDLAAIEAPSTNG"
misc feature 76..466
/note="psbA-trnH intergenic spacer"
gene 467..>519
/gene="trnH"
tRNA 467..>519
/gene="trnH"
/product="tRNA-His"
ORIGIN
1 gttatgcatg aacgtaatgc tcataatttc cctctagact tagctgctat tgaagctcca
61 tctacaaatg gataagactt tggtctgatt gtatacgagt ttttgaacta aaaaaggagc
121 aatagctttc ctcttgtttt atcaagaggg cgttattgct ccttttttta tttagtacta
181 tttgccttac acagtttctt taaaaataat aaggactttt tatagtttag ttcgattcgc
241 gtgttttctc tttgtattca tttatattat aggtttgtat ttgtatttgt atattctatt
301 ccaaattttt tatgaagttt gatttmcaat tcaatttcaa accaaaatct ataaaaattc
361 aatttttcct attactttta tttaataaat aaaaaagaaa taacatgctc ttttttatgt
421 tgaggtcaaa atatagataa tactagtact agatatatag tagaggggcg gatgtagcca
481 agtggatcaa ggcagtggat tgtgaatcca ccatgcgcg
//
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Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

gene

CDS

misc
gene

tRNA

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481

120

EU547795

514 bp
Tripleurospermum perforatum PsbA

DNA
(psba)

gene,

linear

psbA-trnH intergenic spacer, complete sequence; and tRNA-His (trnH)
gene, partial sequence; chloroplast.

EU547795

EU547795.1 GI:171190843

chloroplast Tripleurospermum maritimum subsp. inodorum
Tripleurospermum maritimum subsp. inodorum

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
asterids; campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

Anthemideae;

1 (bases 1 to 514)

Kersten, T.

Anthemidinae;

and Knoess,W.

Tripleurospermum.

PLN 02-APR-2008
partial cds;

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations, and finished products

Unpublished
2 (bases 1 to 514)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

feature

gttatgcatg
tctacaaatg
aatagctttc
tttgccttac
cgtgttttcet
tttttatgaa
tcctattact
aaaatataga
atcaaggcag

(06-MAR-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..514

/organism="Tripleurospermum maritimum subsp.

/organelle="plastid:chloroplast"
/mol type="genomic DNA"

/sub_species="inodorum"
/specimen_voucher="FR:Index Seminum 2005
DE-0-0OSN-2005-169"

/db_xref="taxon:99108"

<1..75

/gene="psbA"

<l..75

/gene="psbA"
/codon_start=1
/transl table=11
/product="PsbA"
/protein id="ACB44983.1"
/db xref="GI:171190844"
/translation="VMHERNAHNFPLDLAAIEAPSTNG"

76..461

/note="psbA-trnH intergenic spacer"

462..>514

/gene="trnH"

462..>514

/gene="trnH"
/product="tRNA-His"

aacgtaatgc
gataagactt
ctcttgtttt
acagtttctt
ctttgtattc
gttttatttt
ttgatttcat
taatattaga
tggattgtga

tcataatttc
tggtctgatt
atcaagaggg
taaaaataat
atttatatta
caattcaatt
aaataaaaaa
tagatagata
atccaccatg

cctctagact
gtataggagt
cgttattgct
aaggactttt
taggtttttt
tcaaaccaaa
gaaataatat
tatagtagag
cgeg //

tagctgctat
ttttgaacta
ccttttttta
ttatagtttg
ttgtatattc
atctataaaa
gctcttttta
gggcggatgt

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

inodorum"

tgaagctcca
aaaaaggagc
tttagtacta
gttcgattcg
tattccaaat
attcaatttt
tgttgaggta
agccaagtgg



Anhang

LOCUS EU547793 548 bp DNA linear PLN 02-APR-2008

DEFINITION Chamaemelum nobile PsbA (psbA) gene, partial cds; psbA-trnH
intergenic spacer, complete sequence; and tRNA-His (trnH) gene,
partial sequence; chloroplast.

ACCESSION EU547793

VERSION EU547793.1 GI:171190839

SOURCE chloroplast Chamaemelum nobile

ORGANISM Chamaemelum nobile

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
asterids; campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

Anthemideae; Mediterranean clade; Santolininae; Chamaemelum.

REFERENCE 1 (bases 1 to 548)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Development and validation of molecular biological methods for
identification of medicinal plants in herbal substances, herbal
preparations, and finished products

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 548)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (06-MAR-2008) Federal Institute for Drugs and Medical
Devices, Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3, Bonn D 53175, Germany

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..548
/organism="Chamaemelum nobile"
/organelle="plastid:chloroplast"
/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="B:Index Seminum 2005 FR-0-B-0190595"
/db_xref="taxon:99037"

gene <1l..75
/gene="psbA"

CDS <1..75

/gene="psbA"

/codon_start=1

/transl table=11

/product="PsbA"
/protein_id:"ACB44981.l"

/db xref="GI:171190840"
/translation="VMHERNAHNFPLDLAAIEAPSTNG"
76..495

/note="psbA-trnH intergenic spacer"
496..>548

/gene="trnH"

496..>548

/gene="trnH"

/product="tRNA-His"

misc feature

gene

tRNA

ORIGIN
tcataatttc

1 gttatgcatg

61
121
181
241
301
361
421
481
541

1/

tctacaaatg
gagcaatagc
actatttgcc
tttggttcga
gtatattcta
atataaaaat
agaaataata
gatatatagt
catgcgcg

aacgtaatgc
gataagactt
tttcctecttg
ttacacagtt
ttcgcgtgtt
ttccaaattt
ttcatttttg
tgttecttttt
agaggggcgg

tcgtctaatt
ttttagcaag
tctttaaaaa
ttatctttgt
tttatgaagt
ttattacttt
tatgttgaga
atgtagccaa

cctctagact
gattgtatag
agggcgttat
taataaggac
attcatttat
tttatttcga
gatttcatac
taaaaatata
gtggatcaag

tagctgctat
gagtttttga
tgctcctttt
tttttatttt
attatatata
agtcaatttc
ttttatttca
gataatacta
gcagtggatt

tgaagctcca
actaaaaaag
tttatttagt
tattttatag
ggtttgtatt
aaaccaaaat
taaataaaaa
gaactagata
gtgaatccac

121



Anhang

LOCUS EU785933 506 bp DNA linear PLN 01-JUL-2008

DEFINITION Echinacea angustifolia PsbA (psbA) gene, partial cds; psbA-trnH
intergenic spacer, complete sequence; and tRNA-His (trnH) gene,
partial sequence; chloroplast.

ACCESSION EU785933

VERSION EU785933.1 GI:193075632

SOURCE chloroplast Echinacea angustifolia

ORGANISM Echinacea angustifolia
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
asterids; campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;
Heliantheae alliance; Heliantheae; Echinacea.

REFERENCE 1 (bases 1 to 5060)

AUTHORS Kersten,T., Knoess,W. and Bauer,R.

TITLE Development and validation of molecular biological methods for
identification of medicinal plants in herbal substances, herbal
preparations and finished products

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 500)

AUTHORS Kersten,T., Knoess,W. and Bauer,R.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (02-JUN-2008) Federal Institute for Drugs and Medical
Devices, Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3, Bonn D 53175, Germany

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..506
/organism="Echinacea angustifolia"
/organelle="plastid:chloroplast"
/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="Prof. Rudolf Bauer; Graz (Austria);
[Sandfort GmbH & Co. KG, batch-no. 2030817]"
/db_xref="taxon:308558"
gene <1l..75
/gene="psbA"
CDS <1..75
/gene="psbA"
/codon_start=1
/transl table=11
/product="PsbA"
/protein id="ACF08714.1"
/db xref="GI:193075633"
/translation="VMHERNAHNFPLDLAAIEAPSTNG"
misc feature 76..452
/note="psbA-trnH intergenic spacer"
gene 453..>506
/gene="trnH"
tRNA 453..>506
/gene="trnH"
/product="tRNA-His"
ORIGIN
1 gttatgcatg aacgtaatgc tcataatttc cctctagact tagctgctat tgaagctcca
61 tctacaaatg gataagcctt tggtctgatt gtataggagt ttttgaacta aaaaaggagc
121 aataacgccc tcttgataaa acaagaggga agctattgct ccttttttta tttagtacta
181 tttgccttac atagtttctt taaaaataac aagtactttt tatagtttgg ttcgatttgc
241 gtgttttttc tttgtattca tttatattat aggtttctat atcatatatt tttcccaatc
301 ttttatgaag ttttatttac aatttaattt caatcgaaaa tagagaaaaa tgacaatttt
361 gcttttttat ttatattgat taaatcaaaa taagaaagaa tatgcttttt tatgttaatg
421 gaaaaatata gtaatactag ataatcgtag aggggcggat gtagccaagt ggatcaaggc
481 agtggattgt gaatccacca tgcgcg
//

122




Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

gene

CDS

misc
gene

tRNA

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481

1/

EU785934

Echinacea purpurea PsbA

intergenic spacer,

partial sequence;

EU785934

EU785934.

508 bp

(psba)

complete sequence;
chloroplast.

1 GI:193075634
chloroplast Echinacea purpurea
Echinacea purpurea

Eukaryota;
Spermatophyta;
asterids;
Heliantheae
1 (bases 1
Kersten, T.,
Development
identification of medicinal plants in herbal substances,

Viridiplantae;

Streptophyta;
Magnoliophyta;

DNA
gene,
and

linear

tRNA-His

Embryophyta;
eudicotyledons;

gene,

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

to 508)

alliance;

Knoess,W.

Heliantheae;

and Bauer,R.
and validation of molecular biological methods for

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 508)

Kersten, T.,

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

feature

gttatgcatg
tatacaaatg
aataacgccc
atttgcctta
cgtgtttttt
cttttatgaa
tgctttttga
tggaaaaata
gcagtggatt

(02-JUN-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..508

and Bauer,R.

/organism="Echinacea purpurea"
/organelle="plastid:chloroplast"
/mol type="genomic DNA"

Echinacea.

/specimen voucher="Prof. Rudolf Bauer; Graz
[Dodson & Horrell]"

/db_xref="taxon:53751"

<l..75

/gene="psbA"

<1..75

/gene="psbA"
/codon_start=1
/transl table=11
/product="PsbA"
/protein id="ACF08715.1"
/db xref="GI:193075635"
/translation="VMHERNAHNFPLDLAAIEAPYTNG"

76..454

/note="psbA-trnH intergenic spacer"

455..>508

/gene="trnH"

455..>508

/gene="trnH"
/product="tRNA-His"

aacgtaatgc
gataagcctt
tcttgataaa
catagtttct
ctttgtattc
gttttattta
tttatattga
tagtaatact
gtgaatccac

tcataatttc
tggtctgatt
acaagaggga
ttaaaaataa
atttatatta
caatttaatt
ttaaatcaaa
agataatcgt
catgcgcg

cctctagact
gtataggagt
agctattgcet
caagtacttt
taggtttcta
tcaatcgaaa
ataagaaaga
agaggggcgyg

tagctgctat
ttttgaacta
cctttttttt
ttatagtttg
tatcatatat
atagagaaaa
atatgctttt
atgtagccaa

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

(Austria) ;

tgaagctcca
aaaaaggagc
atttagtact
gttcgatttg
ttttcccaat
atgacaattt
tttatgttaa
gtggatcaag

PLN 01-JUL-2008
partial cds; psbA-trnH
(trnH)

123



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

gene

CDS

misc
gene

tRNA

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481

1/

124

EU785935

Echinacea pallida PsbA

intergenic spacer,

partial sequence;

EU785935

EU785935.

508 bp

(psba)

complete sequence;
chloroplast.

1 GI:193075636
chloroplast Echinacea pallida
Echinacea pallida

Eukaryota;
Spermatophyta;
asterids;
Heliantheae
1 (bases 1
Kersten, T.,
Development
identification of medicinal plants in herbal substances,

Viridiplantae;

gene,

Streptophyta;
Magnoliophyta;

DNA

and

eudicotyledons;

partial cds;

linear

tRNA-His

Embryophyta;

PLN 01-JUL-2008
psbA-trnH
(trnH)

gene,

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

to 508)

alliance;

Knoess,W.

Heliantheae;

and Bauer,R.
and validation of molecular biological methods for

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 508)

Kersten, T.,

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

feature

gttatgcatg
tctacaaatg
aataacgccc
tttgccttac
gtgttttttc
ttttatgaag
gctttttgat
ggaaaaaata
gcagtggatt

(02-JUN-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..508

and Bauer,R.

/organism="Echinacea pallida"
/organelle="plastid:chloroplast"
/mol type="genomic DNA"

Echinacea.

/specimen voucher="Prof. Rudolf Bauer; Graz
[Sandfort GmbH & Co.

<l..75

/gene="psbA"

<1..75

/gene="psbA"
/codon_start=1
/transl table=11
/product="PsbA"
/protein id="ACF08716.1"
/db xref="GI:193075637"
/translation="VMHERNAHNFPLDLAAIEAPSTNG"

76..454

KG] "
/db_xref="taxon:53749"

/note="psbA-trnH intergenic spacer"

455..>508

/gene="trnH"

455..>508

/gene="trnH"
/product="tRNA-His"

aacgtaatgc
gataagcctt
tcttgataaa
atagtttctt
tttgtattca
ttttatttac
ttatattgat
tagtaatact
gtgaatccac

tcataatttc
tggtctgatt
acaagaggga
taaaaataac
tttatattat
aatttaattt
taaatcaaaa
agataatcgt
catgcgcg

cctctagact
gtataggagt
agctattgcet
aagtactttt
aggtttctat
caatcgaaaa
taagaaagaa
agaggggcgyg

tagctgctat
ttttgaacta
ccttttttta
tatagtttgg
atcatttatt
tagagaaaaa
tatgcttttt
atgtagccaa

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

(Austria) ;

tgaagctcca
aaaaaggagc
tttagtacta
ttcgatttgce
tttcccaatc
tgacaatttt
ttatgttaat
gtggatcaag



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

//

HM032736 666 bp DNA linear

internal

Arnica montana 18S ribosomal RNA gene,
transcribed spacer 1,
transcribed spacer 2,
partial sequence.

gene,
HM032736

HM032736.

complete

1 GI:295413450
Arnica montana

Arnica montana

Eukaryota; Viridiplantae;
Spermatophyta;
asterids;
Heliantheae alliance;

Streptophyta;
Magnoliophyta;

sequence;

eudicotyledons;

Embryophyta;

and internal
and 26S ribosomal RNA

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

1 (bases 1 to 666)

Kersten, T.

Madieae;

and Knoess,W.

Arnicinae;

Arnica.

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 666)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

atcattgtcg
agaggaccga
tcctctttag
ccaaggaaaa
ttgtgtgtgg
atcgatgaag
tcgagttttt
cgtcacgcat
agattggcct
gcacgactag
ggtaaggctc
aggtca

(24-MAR-2010)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..666

/organism="Arnica montana"
/mol type="genomic DNA"

/specimen voucher="Alfred Galke batch no. 0000010985"
/db_xref="taxon:436207"
/note="authority: Arnica montana L."

<l..7

/product="18S ribosomal RNA"

8..267

/product="internal transcribed spacer 1"

268..427

/product="5.8S ribosomal RNA"

428..650

/product="1

651..>666

nternal transcribed spacer 2"

/product="26S ribosomal RNA"

aatcctgcat
tccatttgtt
gactcatgga
ccaaacttaa
cttctttcaa
aacgtagcaa
gaacgcaagt
caygtcgccc
cccgtgttaa
tggtggttaga
ttaaaatacc

agcagaacga
tcgggcctceg
catcatgcyg
gaaggcctgt
atcttaaacg
aatgcgatac
tgcgcccgaa
ccaccaatca
tgacgcggtt
ttacacagtc
ctgatgtgtt

cccgtgaaca
ttaagccccg
gcacaacaac
gccatgacac
actctcggca
ttggtgtgaa
gccttctggt
tccttgctag
ggcctaaata
gtctcgtgcce
gtcttmtgat

cgtacaacaa
ycgacattgt
aacccccggce
cctktttctg
acggatatct
ttgcagaatc
tgagggcacg
gatacgttgg
tgagtcccaw
gtgcgtcttg
ggtgcttcga

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical

Bonn 53175, Germany

catggcttaa
gtttatgatc
acaacatgtg
gtggtgctca
cggctcacgc
ccgtgaacca
tctgcctggg
atgtgggcgg
caagagggac
attcttgagg
tcgcgacccce

PLN 04-MAY-2010
partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene,

125



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

//

126

EF437225

645 bp
Lavandula angustifolia 18S ribosomal RNA gene,

internal transcribed spacer 1,
internal transcribed spacer 2,

RNA gene,
EF437225
EF437225.

partial s

1 GI:1309

equence.

17349

Lavandula angustifolia
Lavandula angustifolia

Eukaryota; Viridiplantae;

Spermatop
asterids;

hyta;
lamiids;

Magn

Lavandula.

1 (bases

Kersten, T.

1 to 645)
and Knoe

oliophyta;
Lamiales;

ss,W.

Streptophyta;

DNA

eudicotyledons;

linear

Embryophyta;

Lamiaceae; Nepetoideae;

PLN 19-MAR-2007
partial sequence;

5.8S ribosomal RNA gene,
complete sequence;

and

and 26S ribosomal

Tracheophyta;
core eudicotyledons;
Lavanduleae;

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products

Unpublish
2 (bases
Kersten, T
Direct Su

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

atcattgtcg
tgcggcgcga
gcgttcggge
gccctceccgceca
cgactctcgg
acttggtgtg
aggccattcg
cgcgcactgce
ggcccaaatg
ctcgtgtctt
gagcgcaccc

ed
1 to 645)
. and Knoe
bmission
(1l4-FEB-2

Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

Location/Q
1..645

ss,W.

007)

ualifiers

/organism="Lavandula angustifolia"
/mol type="genomic DNA"

/db_xref="taxon:39329"

<l..7

/product="18S ribosomal RNA"

8..239

/product="internal transcribed spacer

240..399

/product="5.8S ribosomal RNA"

400..629

/product="internal transcribed spacer 2"

630..>645

/product="26S ribosomal RNA"

aaacctgcaa
gccccacgcece
ttaactcacc
tccecgttege
caacggatat
aattgcagaa
gctgagggcea
gctcgtagag
cgatccccecg
gccgcgtegt
cgtgcgcgcg

ggcagaccgc
gatcccgctce
ccggcgcgga
ggggcrtgcg
ctcggctctc
tcccgtgaac
cgtctgecctg
ggggcggata
gcgactcatg
tgagccgtcg
cgccctcgac

gaacacgtgt
ccgtcgttge
atgcgccaag
ggggcagcgg
gcatcgatga
catcgagtct
ggcgtcacgce
ttggccccecce
tcgcggccag
gacgtgatct
cgcgacccca

ttaactccgce
acgcgcaccce
gaaaacaaaa
gcgtctatcg
agaacgtagc
ttgaacgcaa
atcgcgtcgce
gtgtgctccg
tggtggttaga
cgttaacgac
ggtca

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical

Bonn 53175, Germany

gggaccgttg
gtgcgccgca
tgaagcgtcg
aatgtcataa
gaaatgcgat
gttgcgcccg
cccctceccacce
gcacgcggte
acatatcaat
ccaacggtgt



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

//

EU785942

642 bp
Crataegus laevigata 18S ribosomal RNA gene,

internal transcribed spacer 1,
internal transcribed spacer 2,

RNA gene,
EU785942
EU785942.

partial sequence.

1 GI:193084969
Crataegus laevigata

Crataegus laevigata

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;

rosids; fabids; Rosales; Rosaceae; Maloideae; Maleae;

1 (bases 1 to 642)

Kersten, T.

and Knoess,W.

DNA

linear

and

Tracheophyta;
core eudicotyledons;
Crataegus.

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 642)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

gtttccgtag
gaaccagttt
gggagcccge
acgaaagacc
cgatatatgt
gtagcgaaat
cgcaagttgc
tgcccceccect
cccgcegeggt
gtcaaacctc
cggctctgct

(03-JUN-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..642

/organism="Crataegus laevigata"
/mol type="genomic DNA"

/specimen_voucher="Alfred Galke [batch-no. 0000010969]"

/db xref="taxon:298643"

<1..33

/product="18S ribosomal RNA"

34..254

/product="internal transcribed spacer 1"

255..414

/product="5.8S ribosomal RNA"

415..626

/product="internal transcribed spacer 2"

627..>642

/product="26S ribosomal RNA"

gtgaacctgc
caacgccggg
tccecgggege
gcgctcccga
caaaacgact
gcgatacttg
gcccgaagcec
cgcctcccte
tggcccaaat
ggttgcctgt
tcggcggage

ggaaggatca
gcceccggegyg
acaaaacgaa
cgccccggaa
ctcggcaacg
gtgtgaattg
tctaggccga
gggagcgtcg
gtcgagtccc
tgtgcgcttt
tcttcaacgc

ttgtcgaacc
gccttcggge
caccggcgcg
acggtgcgcg
gatatctcgg
cagaatcccg
gggcacgcct
gcgggcggac
cggcgacgaa
cgccgcgcectg
gaccccaggt

tgcgcagcag
tcggcgtccce
ttttgcgcca
cgcgggcgcg
ctctcgcatc
tgaaccatcg
gcctgggegt
gatggcctcc
cgccacgaca

cgggcggctce
ca

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

aacgacccga
ctcgcgtceccce
aggaacctga
tcgtcgtcett
gatgaagaac
agtctttgaa
cacgcgccegt
cgtgcgccac
atcggtggtt
gcgaccatcg

PLN 02-JUL-2008
partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene,

complete sequence; and 26S ribosomal

127



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

//

128

EU796896

gene,
EU796896

EU796896.

660 bp
Prunus spinosa 18S ribosomal RNA gene,
transcribed spacer 1,
transcribed spacer 2,
partial sequence.

complete

1 GI:193735353
Prunus spinosa

Prunus spinosa

Eukaryota; Viridiplantae;
Spermatophyta;
fabids;

rosids;

1 (bases 1 to 660)

Kersten, T.

Magnoliophyta;
Rosales;

and Knoess,W.

Streptophyta;
eudicotyledons;
Rosaceae;

DNA

sequence;

linear

Embryophyta;

Maloideae; Amygdaleae;

PLN 07-JUL-2008
partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, and internal

and 26S ribosomal RNA

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 660)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

gtttccgtag
agaactagtt
tcgggggggt
gcgcgaattg
gtgcgcggge
cggctctcge
ccgtgaacca
cctgcctggg
gatgatggcc
gcacgccacg
catcgagggc

(05-JUN-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..660

/organism="Prunus spinosa"
/mol type="genomic DNA"

/specimen voucher="Alfred Galke, batch-no. 1498"
/db xref="taxon:114937"

<1..33

/product="18S ribosomal RNA"

34..277

/product="internal transcribed spacer 1"

278..437

/product="5.8S ribosomal RNA"

438..644

/product="internal transcribed spacer 2"

645..>660

/product="26S ribosomal RNA"

gtgaacctgc
tcaaagcggg
tgcgttgcge
cgccaaggaa
ggcgtcgtca
atcgatgaag
tcgagtcttt
cgtcacacrt
tccecgtgege
acaatcggtg
tcgaaaaaat

ggaaggatca
ggacgagggg
tcgcgcagcec
cttgaacgag
tcttcaaata
aacgtagcga
gaacgcaagt
cgttgccccce
ctcgtcgcegce
gttgcgaaac
tgccgggcectce

ttgtcgaaac
ccgtctcgge
ggccccttee
agagcgcgtc
tgtcaaaacg
aatgcgatac
tgcgcccgaa
ccatcaactc
ggttggcata
ctcggttgcce
cggctcggct

ctgcctagceca
gtgctcctcecg
gagcgtacaa
cccatcgcecc
actctcggca
ttggtgtgaa
gccattaggc
cttcgggatt
aatgccaagt
cgtcgtgtgce
ttcaacgcga

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

gaacgacccg
tcecectttate
acgaacaccg
cggaaacggt
acggatatct
ttgcagaatc
cgagggcacg
gcggggggcyg
cctcggcgac
ggtcgtcgeg
ccccaggtca

internal

Prunus.



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA

misc

rRNA

misc

rRNA

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

!/

EU179212

669 bp
Matricaria recutita 18S ribosomal RNA gene,
5.8S ribosomal RNA gene,

internal transcribed spacer 1,
internal transcribed spacer 2,

DNA

complete sequence;

linear

and

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

RNA gene, partial sequence.

EU179212

EU179212.1 GI:158266467

Matricaria chamomilla var. recutita

Matricaria chamomilla var. recutita

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;

asterids; campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

Anthemideae;

1 (bases 1 to 669)

Kersten, T.

Matricariinae;

and Knoess,W.

Matricaria.

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 669)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

atcattgtcg
gagtgggttg
tcttttggac
aaggaaaact
gatgtggctt
gatgaagaac
agtttttgaa
cacgcatcgc
tggcgtggtt
aaaaccctcg
atgtgttgtc
agtttaagc

(26-SEP-2007)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..669

/organism="Matricaria chamomilla var.

/mol type="genomic DNA"

/variety="recutita"

/specimen_voucher:"Berlin—Dahlem Botanical Garden (Index

Seminum 2005:DE-0-B-0790289)"
/db_xref="taxon:127986"

<l..7

/product="18S ribosomal RNA"

8..264

/product="internal transcribed spacer 1"

265..424

/product="5.8S ribosomal RNA"

425..627

/product="internal transcribed spacer 2"

628..>669

/product="26S ribosomal RNA"

aaccctgcaa
agcacttgtt
atggtgaatg
aaacttgaga
ctttataatt
gtagcaaaat
cgcaagttgc
gtcgccccca
ggccaaaata
ttctttgttt
ttaggatgac

agcagaacga
tgatcctctc
tttcattggc
aggcttgttt
acaaacgact
gcgatacttg
gcccgaagcc
acaaactatg
ggagtccctt
tgtgtcgtcg
gcttcgaccg

cccgtgaaca
gatgctttgt
gcaataacaa
catgttgccc
ctcggcaacg
gtgtgaattg
ttttggccga
ttgggggcgg
cgatggacgc
gtcgcaagga
cgaccccagg

cgtaaaaaca
cgatgtgcat
cccccggceac
cgttcgeggt
gatatctcgg
cagaatcccg
gggcacgtct
atattggtct
acgaactagt
taagctctct
tcaggcggga

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

recutita"

accgagtgtc
ttgcttgtgt
aatgtgtgcc
gtgctcatgg
ctcacgcatc
tgaaccatcg
gcctgggegt
cccgtgcetta
ggtggtcgta
aaaaacccca
ctacccgctg

PLN 20-0CT-2007
partial sequence;

and 26S ribosomal

129



Anhang

LOCUS EU179213 668 bp DNA linear PLN 20-0CT-2007

DEFINITION Matricaria matricarioides 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal
RNA gene, partial sequence.

ACCESSION EU179213

VERSION EU179213.1 GI:158266468

SOURCE Matricaria discoidea

ORGANISM Matricaria discoidea

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
asterids; campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

Anthemideae; Matricariinae; Matricaria.

REFERENCE 1 (bases 1 to 668)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Development and validation of molecular biological methods for
identification of medicinal plants in herbal substances, herbal
preparations and finished products

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 668)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (26-SEP-2007) Federal Institute for Drugs and Medical
Devices, Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3, Bonn D 53175, Germany

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..668
/organism="Matricaria discoidea"
/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="Berlin-Dahlem Botanical Garden (Index
Seminum 2005:DE-0-B-1593500)"
/db_xref="taxon:883867"
rRNA <1l..7
/product="18S ribosomal RNA"
misc RNA 8..264
/product="internal transcribed spacer 1"
rRNA 265..424
/product="5.8S ribosomal RNA"
misc RNA 425..626
/product="internal transcribed spacer 2"
rRNA 627..>668
/product="26S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 atcattgtcg aaccctgcaa agcagaacga cccgtgaaca cgtaaaaaca accgagcgtc
61 aagtgggtta agcacttgtt tgatcctctt gatgctttgt caatgtgcat ttgcttgtgt
121 tcttttggac ctggtgaatg tttcattggc gcactaacaa cccccggcac aatgtgtgcec
181 aaggaaaact aaacttgaga aggcttgttt catgttgccc cgttcgcggt gtgctcatgg
241 gatgtggctt ctttataatt acaaacgact ctcggcaacg gatatctcgg ctcacgcatc
301 gatgaagaac gtagcaaaat gcgatacttg gtgtgaattg cagaatcccg tgaaccatcg
361 agtttttgaa cgcaagttgc gcccgaagcc ttttggccga gggcacgtct gcctgggegt
421 cacgcatcgc gtcgccctca acaaactatg ttgggggcgg atattggtct cccgtgctta
481 tggtgtggtt ggccaaaata ggagtccctt cgatggacgc acgaactagt ggtggtcgta
541 aaaaccctcg ttctttgttt tgtgttgtcg gtcgtaagga tcagctctct aaatacccaa
601 tgtgttgtct taggatgacg cttcgaccgc gaccccaggt caggcgggac tacccgctga
661 gtttaagc
!/

130



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

!/

EU179216

666 bp
Anthemis cotula 18S ribosomal RNA gene,
transcribed spacer 1,

DNA

linear

and internal

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

transcribed spacer 2, complete sequence;

gene, partial sequence.

EU179216

EU179216.1 GI:158266471

Anthemis cotula

Anthemis cotula

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;

asterids; campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

Anthemideae;

1 (bases 1 to 666)

Kersten, T.

Anthemidinae;

and Knoess,W.

Anthemis.

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 666)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

atcattgtcg
attgaattaa
ttttggacat
ggaaaactaa
cgtggcttct
tgaagaacgt
tttttgaacg
cgcatcgcgt
ggtgtggttg
aaaccctcgt
tgttgtcttt
ttaagc

(26-SEP-2007)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..666

/organism="Anthemis cotula"
/mol type="genomic DNA"

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

/specimen voucher="Frankfurt-Main Botanical Garden

(harvest in 1986

Anna-Maria

Lenk])"

[storage at -20degC;

/db_xref="taxon:158220"

<l..7

/product="18S ribosomal RNA"

8..262

/product="internal transcribed spacer 1"

263..422

/product="5.8S ribosomal RNA"

423..624

/product="internal transcribed spacer 2"

625..>666

/product="26S ribosomal RNA"

aaccctgcaa
ggtttgtttg
ggtgaatgtyg
acttaagaag
ttataattac
agcaaaatgc
caagttgcgc
cgcccccaac
gccaaaatag
tctttgttct
tgatgacgct

agcagaacga
atacactcga
tcattcgcgce
gcttgtttta
taacgactct
gatacttggt
ccgaagcecctt
aaatcattgt
gagtcccttce
gtgtcagtcg
tcgaccgcga

cccgcgaaca
tgctctgtcg
aataacaacc
tgttgccccg
cggcaacgga
gtgaattgca
ttggccgagg
tgggggcgga
gatggacgca
caaggaaaaa
ccccaggtca

cgtaaaacaa
atgtgcattt
cccggcacaa
ttcgcggtgt
tatctcggcet
gaatcccgtg
gcacgtctgc
tattggtctc
cgaactagtg
ctctttgaat
ggcgggacta

referee Ms.

ccgagcgtcg
gcttttgttce
tgtgtgccaa
gctcatgaga
cacgcatcga
aaccatcgag
ctgggcgtca
ccgtgctcat
gtggatgtaa
acccccaatg
cccgctgagt

PLN 20-0CT-2007
partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene,
and 26S ribosomal RNA

internal

131



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

//

132

EU179214

667 bp

DNA

Anthemis arvensis 18S ribosomal RNA gene,
internal transcribed spacer 1,
internal transcribed spacer 2,

RNA gene,
EU179214
EU179214.
Anthemis
Anthemis

partial sequence.

1 GI:158266469

linear

arvensis
arvensis
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Magnoliophyta; eudicotyledons;

Spermatophyta;

asterids;

Anthemideae;

PLN 20-0CT-2007
partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene,
complete sequence;

and

and 26S ribosomal

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

1 (bases 1 to 667)

Kersten, T.

Anthemidinae;

and Knoess,W.

Anthemis.

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 667)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

atcattgtcg
gagtgaattg
tcttttggac
aaggaaaact
gacgtggctt
gatgaagaac
agtttttgaa
cacgcatcgc
atggcgtggt
aaaaaccctc
gtgttgtctt
tttaagc

(26-SEP-2007)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..667

/organism="Anthemis arvensis"
/mol type="genomic DNA"

/specimen voucher="Berlin-Dahlem Botanical Garden

Seminum 2005:DE-0-B-2381103)"
/db xref="taxon:127977"

<l..7

/product="18S ribosomal RNA"

8..264

/product="internal transcribed spacer 1"

265..424

/product="5.8S ribosomal RNA"

425..625

/product="1

626..>667

nternal transcribed spacer 2"

/product="26S ribosomal RNA"

aaccctgcaa
aggaatgttt
atggcgaatg
aaacttaaga
ctttataatt
gtagcaaaat
cgcaagttgc
gtcgcccect
tggccaaaat
gttctttgtt
ttgatgacgc

agcagaacga
gattacactc
tgtcgttggc
aggcttgttt
acaaacgact
gcgatacttg
gcccgaagcec
gcaaatcatt
aggagtccct
ctgtgttagt
ttcgaccgcg

cccgtgaaca
gatgctctgt
gcaataacaa
tatgttgccc
ctcggcaacg
gtgtgaattg
ttttggctga
gtttggggcg
tcgatggacg
cgcaaggaat
accccaggtc

cgtaaaaaca
cgatgtgcat
accccggcac
cgttcgcggt
gatatctcgg
cagaatcccg
gggcacgtct
gatattggtc
cacgaactag
aactctttga
aggcgggact

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

actgagcgtc
tcacttttgt
aatgtgtgcc
gtgctcatga
ctcacgcatc
tgaaccatcg
gcctgggegt
tccecgtgete
tggtggatgt
ataccccaac
acccgctgag

(Index



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

1/

JF907423

683 bp
Tripleurospermum maritimum subsp.

DNA

DE-0-0OSN-2005-169 18S ribosomal RNA gene,
internal transcribed spacer 1,
internal transcribed spacer 2,

5.8S ribosomal RNA gene,
complete sequence;

linear

partial sequence;

and

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

RNA gene, partial sequence.

JF907423

JF907423.1 GI:339787697

Tripleurospermum maritimum subsp. inodorum
Tripleurospermum maritimum subsp. inodorum

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;

asterids; campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

Anthemideae;

1 (bases 1 to 683)

Kersten, T.

Anthemidinae;

and Knoess,W.

Tripleurospermumn.

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 683)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

gaacctgcgg
aacaactgag
gygcatttac
cggcacaatg
tgcggtgtgce
tctcggctca
atcccgtgaa
acgtctgcect
ttggtctccc
aactagtggt
ctytaaatac
gggactaccc

(30-APR-2011)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..683

/organism="Tripleurospermum maritimum subsp.

/mol type="genomic DNA"
/sub_species="inodorum"
/specimen voucher="0SBU:2005 DE-0-OSN-2005-169; Osnabrueck
Botanical Garden"

/db_xref="taxon:99108"

<l..21

/product="18S ribosomal RNA"

22..280

/product="internal transcribed spacer 1"

281..440

/product="5.8S ribosomal RNA"

441..641

/product="internal transcribed spacer 2"

642..>683

/product="26S ribosomal RNA"

aaggatcatt
cgtcgagagt
ctttgttctt
tgtgccaagg
tcatggaacg
cgcatcgatg
ccatcgagtt
gggcgtcacg
gtgctcatgg
ggtcgtaaaa
cccaatgtgt
gctgagttta

gtcgaaccct
ggaccaagga
ttggacttgg
aaaactaaac
tggcttcttt
aagaacgtag
tttgaacgca
catcgcgtcg
tgtggttggc
accctcgttce
tgtctttgga
agc

gcaaagcaga
atttttgaat
tgaatgtgtc
ttaagaaggc
ataattacaa
caaaatgcga
agttgcgccc
cctccaacaa
caaaataaga
tttgttctgt
tgacgcttcg

acgacccgtg
acactcgatg
attggcgcaa
ttgttttatg
acgactctcg
tacttggtgt
gaagcctttt
atatwtgttg
gtcccttcga
gttagtygca
accgcgaccce

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical

Bonn 53175, Germany

inodorum"

aacacgtaaa
ctttgtcgat
taacaacccc
ttgcccecgtt
gcaacggata
gaattgcaga
ggccgagggce
ggggcggata
tggacgcacg
aggaawaact
caggtcaggc

PLN 17-JUL-2011
inodorum voucher OSBU:2005

and 26S ribosomal

133



Anhang

LOCUS EU179215 669 bp DNA linear PLN 20-0CT-2007

DEFINITION Chamaemelum nobile 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal
RNA gene, partial sequence.

ACCESSION EU179215

VERSION EU179215.1 GI:158266470

SOURCE Chamaemelum nobile

ORGANISM Chamaemelum nobile

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
asterids; campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;
Anthemideae; Mediterranean clade; Santolininae; Chamaemelum.

REFERENCE 1 (bases 1 to 669)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Development and validation of molecular biological methods for
identification of medicinal plants in herbal substances, herbal
preparations and finished products

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 669)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (26-SEP-2007) Federal Institute for Drugs and Medical
Devices, Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3, Bonn D 53175, Germany

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..669
/organism="Chamaemelum nobile"
/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="Berlin-Dahlem Botanical Garden (Index
Seminum 2005:FR-0-B-0190595)"
/db xref="taxon:99037"
rRNA <1l..7
/product="18S ribosomal RNA"
misc RNA 8..263
/product="internal transcribed spacer 1"
rRNA 264..423
/product="5.8S ribosomal RNA"
misc RNA 424..627
/product="internal transcribed spacer 2"
rRNA 628..>669
/product="26S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 atcattgtcg aaccctgcaa agcagaacga cccgtgaaca cgtaaaaata acgagcgtcg
61 agtggattaa gcgcttgttt gatcctctcg atgctttgtc gatgtgcatt cacttgagtc
121 ctttggggtc atgtgagtgt gtcattggcg caataacaac ccccggcaca acgtgtgcca
181 aggaatacta aacgtaagaa ggcttgtttc atgttgcccc gttcgcggtg tgctcatggg
241 atgtggcttc tttataatca caaacgactc tcggcaacgg atatctcggc tcacgcatcg
301 atgaagaacg tagcaaaatg cgatacttgg tgtgaattgc agaatcccgt gaaccatcga
361 gtttttgaac gcaagttgcg cccgaagcct tttggctgag ggcacgtctg cctgggcgtc
421 acgcatcgcg tcgccccecctg caaatctttg ttgggggcgg atattggtct cccgtgctaa
481 tggcgtggtt ggccaaaata ggagtccctt cgatgggcgc acaaactagt ggtggtcgta
541 aaaaccctcg ttctttgttt tgtgtcgcac gttgctagga agcactctct aaataaccca
601 ttgtgttgtc ttaggatgac gcttcgaccg cgaccccagg tcaggcggga ctacccgctg
661 agtttaagc
!/

134



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

//

EU785941

684 bp

DNA

Tussilago farfara 18S ribosomal RNA gene,
internal transcribed spacer 1,
internal transcribed spacer 2,

RNA gene,
EU785941
EU785941.

partial sequence.

1 GI:193084968
Tussilago farfara
Tussilago farfara

Eukaryota; Viridiplantae;
Spermatophyta;

asterids;

Senecioneae;

Streptophyta;
Magnoliophyta;

eudicotyledons;

linear

Embryophyta;

and

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

1 (bases 1 to 684)

Kersten, T.

Tussilagininae;

and Knoess,W.

Tussilago.

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 684)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

gtttccgtag
tgaacatgtt
ccttgtcgat
taacaacccc
gctcccececgt
cggcaacgga
gtgaattgca
ttggctgagg
gatagggatg
aaactggagt
agttgtgtgt
tgatttgacc

(03-JUN-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..684

/organism="Tussilago farfara"
/mol type="genomic DNA"

/specimen voucher="Caesar & Loretz

/db_xref="taxon:118778"

<1..33

/product="18S ribosomal RNA"

34..292

/product="internal transcribed spacer 1"

293..442

/product="5.8S ribosomal RNA"

443..668

/product="internal transcribed spacer 2"

669..>684

/product="26S ribosomal RNA"

gtgaacctgc
acaacaatct
gtgcatcttt
cggcacggca
ttgcggggtt
tatctcggct
gaatcccgtg
gcacgtctgce
cttggattgg
cctcttcaac
tccaaggagc
gcgaccccag

ggaaggatca
tgtctcctta
ggttagccta
tgtgccaagg
ttgcatggga
cacgcatcga
aaccatcgag
ctgggcgtca
ggcggagatt
ggacgcatga
agggaatatc
gtca

ttgtcgaaac
gagttgggct
tccggttcta
aaaatcaaac
cgtggcttct
tgaagaacgt
tttttgaacg
catatcgcgt
ggtctcccgt
ttagtggtgg
tctttaatga

ctgcatagca
cttgttcgat
aagatgttat
ttaagaaggg
ttgtaataat
agcaaaatgc
caagttgcgce
cgcccctacce
tcctatggtg
ttgagaagac
cccttgtcegt

[batch-no.

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

aaacgacctg
tctttggatt
gttggcctaa
ctcgtatcaa
aaacgactct
gatacttggt
ccaaagcctt
atgccttctt
cggttggcta
cctcttatca
ttttagacga

409232761"

PLN 02-JUL-2008
partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene,

complete sequence; and 26S ribosomal
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Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA

misc

rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
!/

136

EU796897

417 bp
Ilex paraguariensis 5.8S ribosomal RNA gene,

internal transcribed spacer 2,
partial sequence.

RNA gene,
EU796897
EU796897.

1 GI:193735354
Ilex paraguariensis

DNA

complete sequence;

linear
partial

PLN 07-JUL-2008

sequence;

and 263 ribosomal

Ilex paraguariensis

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
asterids; campanulids; Aquifoliales; Aquifoliaceae; Ilex.

1 (bases 1 to 417)

Kersten, T.

and Knoess,W.

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 417)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

acgactctcg
tacttggtgt
aaagccatta
caatgcccgg
tgagcggttg
aagacctctt
tgcgcaccta

(05-JUN-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..417

/organism="Ilex paraguariensis"

/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="Finzelberg, batch-no. 07000952"
/db_xref="taxon:185542"

<1..160

/product="5.8S ribosomal RNA"

161..400

/product="internal transcribed spacer 2"

401..>417

/product="26S ribosomal RNA"

gcaacggata
gaattgcaga
ggctaagggc
atgttgcggg
gcccaaaaag
gcatcatgtc
attcgttcga

tctcggctct
atcccgtgaa
acgtctgcct
ggagttgggg
tgagttcctg
gtgaggcgcc
gaagagcgac

cgcatcgatg
ccatcgagtt
gggcgtcacg
gcggaaattg
acgacggacg
tagtctgtag
ggtgcttcga

aagaacgtag
tttgaacgca
catcacgtcg
gcctcecegte
tcacgacaag
cgagctctaa
ccgcgacccce

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

cgaaatgcga
agttgcgccc
cccccaacce
cacaygaycg
tggtggttga
ccgtggaccc
aggtcag



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
misc
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

//

EU796895

666 bp
Melissa officinalis 18S ribosomal RNA gene,

internal transcribed spacer 1,
internal transcribed spacer 2,

RNA gene,
EU796895
EU796895.

partial sequence.

1 GI:193735352
Melissa officinalis

Melissa officinalis

Spermatophyta;

DNA

(common balm)

linear

and

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Magnoliophyta; eudicotyledons;
lamiids; Lamiales; Lamiaceae; Nepetoideae; Mentheae;

asterids;
Melissa.

1 (bases 1 to 666)

Kersten, T.

and Knoess,W.

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 666)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

RNA

gtttccgtag
acgtgtttaa
gccggegtge
aaggaaaact
tgggcgtcta
tgaagaacgt
tctttgaacg
cgcatcgcgt
cccgtgtgcet
aagtggtggt
atccatgaac
aggtca

(05-JUN-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..666

/organism="Melissa officinalis"
/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="Alfred Galke, batch-no. 0000010861"

/db_xref="taxon:39338"

<1..33

/product="18S ribosomal RNA"

34..262

/product="internal transcribed spacer 1"

263..421

/product="5.8S ribosomal RNA"

422..650

/product="internal transcribed spacer 2"

651..>666

/product="26S ribosomal RNA"

gtgaacctgc
caccacgggg
tccctecgggt
aaacgaagcg
tcaaatgtca
agcgaaatgc
caagttgcgc
cgccccecectt
tcggcacgcg
tgaacactca
gaccctatgg

ggaaggatca
cacgacgtgg
cacgtcgtgc
accgcctcct
taacgactct
gatacttggt
ccgaagccac
ccccgcegeac
gctggcccaa
atctcgcgceg
tgtcggtgcc

ttgtcgaaac
gggcatgctc
ggactaacga
gcatcccgtt
cggcaacgga
gtgaattgca
taggccgagg
cgcgctggtt
atgcgatccc
tcgtcgtgcect
tcacagcacc

ctgcaaagca
cccgtcgtgt
accccggcegce
cgcggagtgt
tatctcggcect
gaatcccgtg
gcacgtctgc
atgggggcgg
tcggcgactc
actgagtcgt
tcactttcga

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

gaccgcgaac
ctccgttect
ggaatgcgcc
gtgggaggat
ctcgcatcga
aaccatcgag
ctgggcgtca
atattggcct
atgtcacgac
cagtatgggc
ccgcgacccce

PLN 07-JUL-2008
partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene,

complete sequence; and 26S ribosomal

137



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541

!/

138

EF421427

600 bp
Orthosiphon aristatus 18S ribosomal RNA gene,

internal transcribed spacer 1,
internal transcribed spacer 2,

RNA gene,

EF421427

EF421427.

partial sequence.

1 GI:126211544
Orthosiphon aristatus

DNA

linear

Orthosiphon aristatus

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
asterids; lamiids; Lamiales; Lamiaceae; Nepetoideae;
Orthosiphon.

1 (bases 1 to 600)

Kersten, T.

and Knoess,W.

PLN 03-MAR-2007
partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene,
complete sequence;

and

and 26S ribosomal

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

Ocimeae;

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 600)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

atcattgtcg
cgcgggcgca
aggaaaaccg
ggacgtctat
gaagaacgta
ctttgaacgc
gcatcgcgtc
ccgtgygcecce
agtggtggtt
atcgaaatcg

(02-FEB-2007)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..600

/organism="Orthosiphon aristatus"

/mol type="genomic DNA"
/db xref="taxon:204151"

<l..7

/product="18S ribosomal RNA"

8..201

/product="internal transcribed spacer 1"

202..358

/product="5.8S ribosomal RNA"

359..583

/product="internal transcribed spacer 2"

584..>600

/product="26S ribosomal RNA"

aaacctgcaa
cccgtgecty
aacrtagcgt
cgaatgtcaa
gcgaaatgcg
aagttgcgcc
gccccecectyce
cgtcgtgcgg
gaacatctca
acccaaaggc

agcagaccgc
gcgtcgtgceg
cggcccccect
aacgactctc
atacttggtg
cgaagccatt
ccgcgcwetg
ccggcccaaa
atctcgcgtc
gtggcccceceg

gaacacgttt
ggctaacgaa
tgcccecgtte
ggcaacggat
tgaattgcag
aggccgaggg
cgctcgggac
tgcgatccce
tcgtcgcgece
agccrcgctce

ctaactcacw
ccccggcgeg
gcgggtcgtg
atctcggcectc
aatcccgtga
cacgtctgcc
gggggacgga
cggcgactcg
gccgaatcgt
tcgaccgcga

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical

Bonn 53175, Germany

ctcccgecgg
gaatgcgcca
c€ggggggcgce
tcgcatcgat
accatcgagt
tgggcgtcac
tattggcctc
cgtcgcgaca
ccgtrcgggce
ccccaggtca



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

//

EU796893

Rosmarinus officinalis 18S ribosomal RNA gene,
internal transcribed spacer 1,
internal transcribed spacer 2,

668 bp

linear

and

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

RNA gene, partial sequence.

EU796893

EU796893.1 GI:193735350

Rosmarinus officinalis (rosemary)

Rosmarinus officinalis

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;

asterids; lamiids; Lamiales; Lamiaceae; Nepetoideae; Mentheae;

Rosmarinus.

1 (bases 1 to 668)
and Knoess,W.

Kersten, T.

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 668)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

gtttccgtag
acgtgtttaa
ccgcccggca
gccaaggaaa
gatcggatgt
cgatgaagaa
gagtctttga
tcacgcatcg
ctcccgtgceg
ataagtggtg
ggcatccatc
ccaggtca

(05-JUN-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..668

/organism="Rosmarinus officinalis"
/mol type="genomic DNA"

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

/specimen voucher="Alfred Galke, batch-no. 7043"

/db_xref="taxon:39367"

<1..33

/product="18S ribosomal RNA"

34..265

/product="internal transcribed spacer 1"

266..425

/product="5.8S ribosomal RNA"

426..652

/product="internal transcribed spacer 2"

653..>668

/product="26S ribosomal RNA"

gtgaacctgc
cgccatcggg
tgttcccteg
actaaacgaa
ctgtcaaatg
cgtagcgaaa
acgcaagttg
cgtcgccccce
tctcgatgcg
gttgaacaac
aatgacccaa

ggaaggatca
ggcacgacgt
ggccatgtck
gcgtcygcecct
tcaaaacgac
tgcgatactt
cgcccgaagc
catcccagcg
cggttggccc
tcaatctcgc
tggtatggtg

ttgtcgaaac
gggggcaacc
tgcgggctaa
cccgcacccece
tctcggcaac
ggtgtgaatt
cattaggccg
taaagcagcg
aaatgcgatc
gcgccgtcegt
ccttagggcg

ctgcaaagca
cccatcgtgce
cgaaccccgg
gttcgcggaa
ggatatctcg
gcagaatccc
agggcacgtc
gttgtggggc
cctcggcgac
gccactgcgt
ctctaccttce

gaccgcgaac
caccggcccce
cgcggaatgc
cgtgcgtggg
gctctcgcat
gtgaaccatc
tgcctgggceg
ggayattggc
tcgtgtcacg
cgtccgcatg
gaccgcgacc

PLN 07-JUL-2008
partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene,

complete sequence; and 26S ribosomal

139



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

!/

140

EU785943

663 bp
Vitex agnus-castus 18S ribosomal RNA gene,

internal transcribed spacer 1,
internal transcribed spacer 2,

RNA gene,
EU785943
EU785943.

partial sequence.

1 GI:193084970
Vitex agnus-castus
Vitex agnus-castus

Spermatophyta;

DNA

5.8S ribosomal RNA gene,
complete sequence;

linear

PLN 02-JUL-2008

partial sequence;

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Magnoliophyta; eudicotyledons;
lamiids; Lamiales; Lamiaceae; Viticoideae;

asterids;

1 (bases 1 to 663)

Kersten, T.

and Knoess,W.

and

and 26S ribosomal

Tracheophyta;
core eudicotyledons;
Vitex.

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 663)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

gtttccgtag
acgtgtttta
tcccaccccece
gcggcatgeg
gcgcgcegggce
ggctctcgca
cgtgaaccat
ctgcctgggce
ggcggagact
cgcacgtcac
gtccgcagtg
tca

(03-JUN-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..663

/organism="Vitex agnus-castus"
/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="Alfred Galke [batch-no. 8828]"

/db_xref="taxon:54477"

<1..33

/product="18S ribosomal RNA"

34..276

/product="internal transcribed spacer 1"

277..436

/product="5.8S ribosomal RNA"

437..647

/product="internal transcribed spacer 2"

648..>663

/product="26S ribosomal RNA"

gtgaacctgc
ccgcaacggg
gtcggcacgg
ccaaggaaaa
ggacggtgceg
tcgatgaaga
cgagtctttg
gtcacgcatc
ggcctccegt
gaccagtggt
gagtcaacga

ggaaggatca
gacgcggcgce
gcgccatcge
caaaaatgaa
cctttctaat
acgtagcgaa
aacgcaagtt
gcgtcgecccecce
gcccctcecgge
ggttgatctc
tgacccaacg

ttgtcgaaac
gggggcgagce
ctcgtgtcgt
gcgttcgecg
gtcaaaacga
atgcgatact
gcgcccgaag
ccctcctgceg
gcggctggece
aactcgcgtg
gcgcattgcg

ctgcaaagca
gtgcctccect
gcgggctaac
cccgacgcecce
ctctcggcaa
tggtgtgaat
ccattaggcc
catcgcgctc
caaatgcgat
ctgtcgtgcg
ccttcgaccg

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

gaccgcgaac
cccgtegegt
gaaccccggce
cgttcgcgga
cggatatctc
tgcagaatcc
gagggcacgt
gcgatggggg
ccctcggcga
gcgcggcegte
cgaccccagg



Anhang

LOCUS EU785940 666 bp DNA linear PLN 02-JUL-2008

DEFINITION Pimpinella anisum 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal
RNA gene, partial sequence.

ACCESSION EU785940

VERSION EU785940.1 GI:193084967

SOURCE Pimpinella anisum

ORGANISM Pimpinella anisum

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
asterids; campanulids; Apiales; Apiaceae; Apioideae; apioid

superclade; Pimpinella clade;
REFERENCE 1 (bases 1 to 666)

Pimpinella.

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Development and validation of molecular biological methods for
identification of medicinal plants in herbal substances, herbal
preparations and finished products

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 666)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (03-JUN-2008) Federal Institute for Drugs and Medical
Devices, Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3, Bonn D 53175, Germany

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..666
/organism="Pimpinella anisum"
/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="Alfred Galke [batch-no. 00000107771"
/db_xref="taxon:271192"
rRNA <1l..21
/product="18S ribosomal RNA"
misc RNA 22..243
/product="internal transcribed spacer 1"
rRNA 244..403
/product="5.8S ribosomal RNA"
misc RNA 404..624
/product="internal transcribed spacer 2"
rRNA 625..>666
/product="26S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 gaacctgcgg aaggatcatt gtcgaatcct gcgatagcag aacgacccgg taactcgtaa
61 acacatcggg ctagcgtcat tgggcttcgg tcccttgtcc gcgaacccca ggtaggtgtc
121 cgcttagatt ctaaggggcc accggccgac gaaatcatcc gggcgcggaa tgcgccaagg
181 aacttaaaat cgaattgtat gctcgcttcc cgttagcggg cagcggcgtc aatccaaaac
241 acaacgactc tcgacaacgg atatcccggc tctcgcatcg atgaagaacg tagcgaaatg
301 cgatacttgg tgtgaattgc agaatcccgt gaaccatcga gtctttgaac gcaagttgcg
361 cccgaagcca ttaggccgag ggcacgtctg cctgggtgtc acgcatcgac atgcccccaa
421 ccacgcaccc ttagaggagc gtgatgactt gggggcggaa gttggcctcc cgtgccttac
481 ggcgcggctg gcgcaaatga gagtctctgg cgacgaacgt cgtgacattg gtggttgtaa
541 aagaacctct ttccttgtcg cgcgtatccg tcatctttta gagctctagg accctcttgg
601 cggcacacat tctgtgctct ccgactgtga ccccaggtca ggcgggacta cccgctgagt
661 ttaagc
/7

141



Anhang

LOCUS EF437224 625 bp DNA linear PLN 19-MAR-2007

DEFINITION Conium maculatum 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA
gene, partial sequence.

ACCESSION EF437224

VERSION EF437224.1 GI:130917297

SOURCE Conium maculatum (poison hemlock)

ORGANISM Conium maculatum
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
asterids; campanulids; Apiales; Apiaceae; Apioideae; apioid
superclade; apioid superclade incertae sedis; Conium.

REFERENCE 1 (bases 1 to 625)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Development and validation of molecular biological methods for
identification of medicinal plants in herbal substances, herbal
preparations and finished products

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 625)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (14-FEB-2007) Federal Institute for Drugs and Medical
Devices, Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3, Bonn 53175, Germany

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..625
/organism="Conium maculatum"
/mol type="genomic DNA"
/db xref="taxon:13447"
rRNA <l..7
/product="18S ribosomal RNA"
misc RNA 8..223
/product="internal transcribed spacer 1"
rRNA 224..383
/product="5.8S ribosomal RNA"
misc_ RNA 384..609
/product="internal transcribed spacer 2"
rRNA 610..>625
/product="26S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 atcattgtcg aatcctgcga tggcagaatg acccgctaac acgtatacac atcggacaag
61 cgtcaggggg cttttgtccc ctgttagcga atccctggta ggtggccctc tcgggtggcec
121 actggcctgc aaaatcattt gggcgcggaa tgtgccaagg aacataaaac tgaattgtac
181 gcccgcttece cgttaacggg cagcggcgtc attccaaaac acaacgactc tcgacaacgg
241 atatctcggc tctcgcatcg atgaagaacg tagcgaaatg cgatacttgg tgtgaattgce
301 agaatcccgt gaaccatcga gtctttgaac gcaagttgcg cccgaagcca ttaggccgag
361 ggcacgtctg cctgggtgtc acgcattgtc ttgcccacaa acacagacac tcctcaagga
421 tttgtgcctg gtttgggggc ggaaattggc ctcccgtgac ttgttgcgcg gttggcaaaa
481 aaatgagtct ccggcgacgg acgtcgtgac aacggtggtt gtaaaagacc ctcttgaatt
541 gttgcgcgaa tccgcgtcat cttagcgagce tctaggaccc ttaggcggca cacactctgt
601 gcgcttcgac tgtgacccca ggtca
!/

142




Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

//

EU796894

Foeniculum vulgare var.
sequence;
and internal transcribed spacer 2,

663 bp
vulgare 18S ribosomal RNA gene,

DNA

internal transcribed spacer 1,

ribosomal RNA gene,

EU796894

EU796894.
Foeniculum vulgare var.

partial sequence.

1 GI:193735351

linear

complete sequence;

vulgare
Foeniculum vulgare var. vulgare
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Magnoliophyta; eudicotyledons;

Spermatophyta;
asterids;

campanulids; Apiales; Apiaceae; Apioideae;

superclade; Apieae;
1 (bases 1 to 663)

Kersten, T.

Foeniculum.

and Knoess,W.

partial

5.8S ribosomal RNA gene,

and 265

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

apioid

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 663)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

gaacctgcgg
acacatcggg
ccctctatgg
gaaattgaat
cgactctcga
acttggtgtg
aagccaatag
cactccttga
cggctggtgce
ccctettgac
tacacaatct
agc

(05-JUN-2008)

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..663

Bonn D 53175,

/organism="Foeniculum vulgare var. vulgare"
/mol type="genomic DNA"
/variety="vulgare"
/specimen voucher="Alfred Galke, batch-no. 10272"
/db_xref="taxon:545238"

<1l..21

/product="18S ribosomal RNA"

22..239

/product="internal transcribed spacer 1"

240..399

/product="5.8S ribosomal RNA"

400..621

/product="1

622..>663

nternal transcribed spacer 2"

/product="26S ribosomal RNA"

aaggatcatt
caagcgtcag
tggccaccgg
tgtacgttcg
caacggatat
aattgcagaa
gccgagggca
tgagatgtgc
aaaagcgagt
ttgtcgcacg
gttcgcccta

gtcgaatcct
agggcttcgg
cctacgaaat
catcccgtta
ctcggctctce
tcccgtgaac
cgtctgecctg
tggtttttgg
ctccggeggt
aatccgcgtc
actgtgaccc

gcgatagcag
tcceccectgatt
catccgggcg
gcgggcatcg
gcatcgatga
catcgagtct
ggtgtcacac
gcggaaattg
ggacgtcgtg
atcttagtga
caggtcaggc

aatgacccgc
gcaaaccctt
cggaatgcgce
aacgtcattc
agaacgtagc
ttgaacgcaa
atttgcttgce
gcctcecegtg
acatcggtgg
gctctaggac
gggactaccc

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

Germany

taacacgtaa
ggtaggtgtc
caaggaactt
caaaacacaa
gaaatgcgat
gttgcgccecg
ccccaccact
ccttgttgtg
ttgtaaaata
ccttgggcgce
gctgagttta

PLN 07-JUL-2008

143



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

//

144

EF421428

Foeniculum vulgare var.

646 bp

sequence; internal transcribed spacer 1,

and internal transcribed spacer 2, complete sequence;
ribosomal RNA gene, partial sequence.

EF421428

EF421428.1 GI:126211545

Foeniculum vulgare var. dulce

Foeniculum vulgare var. dulce

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons;
asterids; campanulids; Apiales; Apiaceae; Apioideae;
superclade; Apieae; Foeniculum.

1 (bases
Kersten, T

identification of medicinal plants in herbal substances,

1 to 646)

. and Knoess,W.
Development and validation of molecular biological methods for

DNA

preparations and finished products

Unpublish
2 (bases
Kersten, T
Direct Su
Submitted
Devices,

e

RNA

RNA

atcattgtcg
cgtcagaggg
caccggccta
cgttcgcecatc
ggatatctcg
gcagaatccc
agggcacgtc
atgtgctggt
agtctccggce
acgaatccgce
ctaactgtga

ed
1 to 646)

. and Knoess,W.

bmission

(02-FEB-2007)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

Location/Qualifiers

1..646

linear

5.8S ribosomal RNA gene,

/organism="Foeniculum vulgare var. dulce"
/mol type="genomic DNA"

/variety="dulce"
/db_xref="taxon:427764"

/note="authority:

Batt."
<l..7

Foeniculum vulgare var.

/product="18S ribosomal RNA"

8..225

/product="internal transcribed spacer 1"

226..382

/product="5.8S ribosomal RNA"

383..604

/product="internal transcribed spacer 2"

605..>646

/product="26S ribosomal RNA"

aatcctgcga
cttcggtccce
cgaaatcatc
ccgttagcgg
gctctcgcat
gtgaaccatc
tgcctgggtyg
ttttgggcgag
ggtggacgtc
gtcatcttag
ccccaggtca

tagcagaatg
ctgattgcaa
cgggcgcgga
gcattgaacg
cgatgaagaa
gagtctttga
tcacacattt
aaattggcct
gtgacatcgg
tgagctctag
ggcgggacta

acccgctaac
acccttggta
atgcgccaag
tcattccaaa
cgtagcgaaa
acgcaagttg
gcttgcccce
cccgtgectt
tggttgtaaa
gacccttggg
cccgctgagt

acgtaaacac
ggtgtcccct
gaacttgaaa
acacaacgac
tgcgatactt
cgcccgaagce
accactcact
gtgcggctgg
ataccctctt
cgctacacaa
ttaagc

dulce

PLN 03-MAR-2007
dulce 18S ribosomal RNA gene,

partial

and 265

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

apioid

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical

Bonn 53175, Germany

(Mill.)

atcgggcaag
ctatggtggc
ttgaattgta
tctcgacaac
ggtgtgaatt
caataggccg
ccttgatgag
tgcaaaagcg
gacttgtcgce
tctgttcgcecce



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

!/

EU796888

707 bp
Hypericum perforatum 18S ribosomal RNA gene,

internal transcribed spacer 1,
internal transcribed spacer 2,

RNA gene,
EU796888
EU796888.

Hypericum perforatum
Hypericum perforatum

partial sequence.

1 GI:193735345

Eukaryota; Viridiplantae;
Spermatophyta;
fabids; Malpighiales;

rosids;

1 (bases 1 to 707)

Kersten, T.

and Knoess,W.

Streptophyta;
Magnoliophyta;

DNA

5.8S ribosomal RNA gene,
complete sequence;

eudicotyledons;
Hypericaceae;

linear
partial

Embryophyta;

Hypericeae;

sequence;
and

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 707)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

gaacctgcgg
gtcgggggtg
aagctcttgg
ccaaggaact
cacggtcggg
ctcttgcatc
tgaaccatcg
gcctgggtgt
aataggatgg
gttcctggca
agccttgcat
tcacaaagtg

(05-JUN-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..707

/organism="Hypericum perforatum"
/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="Alfred Galke, batch-no. 9587"

/db_xref="taxon:65561"

<l..21

/product="18S ribosomal RNA"

22..274

/product="internal transcribed spacer 1"

275..434

/product="5.8S ribosomal RNA"

435..664

/product="internal transcribed spacer 2"

665..>707

/product="26S ribosomal RNA"

aaggatcatt
tcgtgggcett
cacggctggc
tttgcatcat
ggccteccttce
gatgaagaac
agtctttgaa
cacacatcgt
gcggaaaatg
aagcaaagcc
tgctcgtagg
accccaggtc

gtcgaaacct
ctgtccecggce
ccatcacctg
aagaagtgta
tgttcataac
gtagcgaaat
cgcaagttgc
cgccccccaa
gtctccegtg
acgaccagcg
gacatgttga
aggcgggact

ccaaatgacc
gccceccegtgg
cccaacaaac
aggctcccgg
aataacgact
gcgatacttg
gcccgaagcce
aatcccgata
cgctccegtt
gtggttgtaa
ccctgaacgt
acccgctgag

cgcgaactag
cggtggtggce
aaaccccggce
ctgtgccgga
ctcggcaacg
gtgtgaattg
ttctggccga
tctygcaaga
cgcggttggce
gaccctcggt
gatcgagtaa
tttaagc

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

ttatccacaa
caggcgcgcce
gcggcacgcg
aatcggacaa
gatatctagg
cagaatcccg
gggcacgcct
gacaatcggg
ccaaaaatga
acaagtcgtg
catcgaacac

Hypericum.

PLN 07-JUL-2008

and 26S ribosomal

145



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

//

146

EU796892

gene,
EU796892

EU796892.
Viscum album

726 bp
Viscum album 18S ribosomal RNA gene,
transcribed spacer 1,
transcribed spacer 2,
partial sequence.

complete

1 GI:193735349

Viscum album

Eukaryota; Viridiplantae;
Spermatophyta;
Santalales;

1 (bases 1 to 726)

Kersten, T.

and Knoess,W.

DNA

sequence;

(European mistletoe)

linear

Streptophyta; Embryophyta;
Magnoliophyta; eudicotyledons;
Viscaceae; Viscum.

PLN 07-JUL-2008
partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene,

internal

and internal
and 26S ribosomal RNA

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 726)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

gaacctgcgg
tggatcatac
tggcggcatg
tgccaaggta
cgcggcgcac
aatggatatc
attgcagaat
tggtcgaggg
aggagacccg
cccgttcecect
ggttgtggca
atcgacactt
ttaagc

(05-JUN-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..726

/organism="Viscum album"
/mol type="genomic DNA"

/specimen voucher="Heinrich Klenk,

4691A06032801"
/db_xref="taxon:3972"

<1l..21

/product="18S ribosomal RNA"

22..288

/product="internal transcribed spacer 1"

289..451

/product="5.8S ribosomal RNA"

452..684

/product="internal transcribed spacer 2"

685..>726

/product="26S ribosomal RNA"

aaggatcatt
gcagcggggt
cctcgaaggg
aagaccatat
agggtatcca
tcggctctceg
ctcgtgaatc
cacgcctgcc
ctaatcgggt
attgtgcggce
gactgcgttt
agatggagca

gtcggatgct
gcacggggat
catgagaact
tggaagatcc
tggaggtgac
tgtcgatgaa
attgagtttt
tgggcgtcat
tgattttcaa
tggcttaata
ttcccatgtc
acacttccga

agtagaatgc
cgaccccccce
tcgatctacc
cctcgtggcecce
tttagaaata
gaacgcagcg
tgaacgcaag
gcatggtgta
tgggaaggga
tcatggtccce
ggtgcgggaa
ccccaggtca

cgatggacat
gtgtgacccc
tcttacaccg
ctctgcggtg
ttgatacaac
aaatgcgata
ttgcgcctga
gccctcggac
tttggggtag
tggcgacatg
gcctgcggtce
ggtgggacta

batch-no.

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

gtggattggt
ttgtggtcga
gcacgggatg
tgcatgtgtg
gactctcggce
catggtgtga
ggccgttttt
ctccccagat
atggtggcct
cggtgcgacg
ccgtggcette
cccgctgagt



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

//

EU796891

669 bp
Achillea millefolium 18S ribosomal RNA gene,

internal transcribed spacer 1,

internal transcribed spacer 2,

RNA gene,
EU796891
EU796891.

Achillea millefolium

partial sequence.

1 GI:193735348
Achillea millefolium

Eukaryota; Viridiplantae;
Spermatophyta;

asterids;

Anthemideae;

Streptophyta;
Magnoliophyta;

DNA

5.8S ribosomal RNA gene,
complete sequence;

eudicotyledons;

linear
partial

Embryophyta;

sequence;
and

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

1 (bases 1 to 669)

Kersten, T.

Matricariinae;

and Knoess,W.

Achillea.

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 669)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

gtttccgtag
tgaacacgta
ctttgtcgat
aataacaacc
tgttgccceg
cggcaacgga
gtgaattgca
ttggcygagg
tgggggcgga
gatggacaca
caaggaaaaa
cccaggtca

(05-JUN-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..669

/organism="Achillea millefolium"

/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="Alfred Galke, batch-no. 0000011079"

/db_xref="taxon:13329"

<1..33

/product="18S ribosomal RNA"

34..292

/product="internal transcribed spacer 1"

293..452

/product="5.8S ribosomal RNA"

453..653

/product="internal transcribed spacer 2"

654..>669

/product="26S ribosomal RNA"

gtgaacctgc
aaaacaactg
gtgcatttac
cccggcacaa
ttcgcggtge
tatctcggct
gaatcccgtg
gcacgtctgce
tattggtctc
cgaactagtg
ctcttcaaat

ggaaggatca
agcgtcgagt
ttgtgttctt
tgtgtgccaa
gctcatggaa
cacgcatcga
aaccatcgag
ctgggcgtca
ccgtgcecycat
gtggtcgtaa
accccaacgc

ttgtcgaacc
ggattaagca
ttttggacct
ggaaaactaa
tgtggcttct
tgaagaacgt
tttttgaacg
cgcatcgcgt
ggtgtggttyg
aaaccctcgt
gttgtcttag

ctgcaaagca
tttgtttgat
ggtraatgtg
acttgagaag
ttttaattac
agcaaaatgc
caagttgcgce
cgcccccaac
gccaaaataa
tctttgttct
gatgacgctt

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

gaacgacccg
cctctcgatg
tcattgacgc
gcttgtttca
aaacgactct
gatacttggt
ccgaagcctt
aaatatctgt
gagtcccttc
gtgttagtcg
cgaccgcgac

PLN 07-JUL-2008

and 26S ribosomal

147



Anhang

LOCUS EU785939 671 bp DNA linear PLN 02-JUL-2008

DEFINITION Thymus vulgaris 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA
gene, partial sequence.

ACCESSION EU785939

VERSION EU785939.1 GI:193084966

SOURCE Thymus vulgaris

ORGANISM Thymus vulgaris
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
asterids; lamiids; Lamiales; Lamiaceae; Nepetoideae; Mentheae;
Thymus.

REFERENCE 1 (bases 1 to 671)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Development and validation of molecular biological methods for
identification of medicinal plants in herbal substances, herbal
preparations and finished products

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 671)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (03-JUN-2008) Federal Institute for Drugs and Medical
Devices, Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3, Bonn D 53175, Germany

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..671
/organism="Thymus vulgaris"
/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="Alfred Galke [batch-no. 00000108741"
/db_xref="taxon:49992"
rRNA <1..33
/product="18S ribosomal RNA"
misc RNA 34..262
/product="internal transcribed spacer 1"
rRNA 263..422
/product="5.8S ribosomal RNA"
misc RNA 423..655
/product="internal transcribed spacer 2"
rRNA 656..>671
/product="26S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 gtttccgtag gtgaacctgc ggaaggatca ttgtcgaacc tttaaaaaca gaccgcgaac
61 acgtgtttaa caccgttggg gacggtgcgg ggggtaaccc tcttccgtgt cccatctect
121 gccggcgtgt atcttcgggt cacgtcgtgc gggctaacga accccggcgc ggaatgcgcec
181 aaggaaaaca aaacgaagcg tttccccctg gcatcccecgtt cgcggagtgt gctgggggag
241 cagacgtcta tcaaatgtct aaacgactct cggcaacgga tatctcggct ctcgcatcga
301 tgaagaacgt agcgaaatgc gatacttggt gtgaattgca gaatcccgtg aaccatcgag
361 tctttgaacg caagttgcgc ccgaagccat taggccgagg gcacgtctgc ctgggcgtca
421 cgcatcgcgt cgcccccecctt ccccgegectg aatgceccgggce ggtcgggggce ggacattgge
481 ctcccgtgca cctccatgcg cggctggccce aaatgcgatc cccgggcgac tggcgtcacg
541 acaagtggtg gttgaacatc tcaatctctc ycgtcgtcgt gccgtcctgt cgtcattacg
601 ggaatagtca taaacgaccc aacggtgccg gtgcttaact gcacctcacc ttcgaccgceg
661 accccaggtc a
/7

148




Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

//

EU796890

671 bp

DNA

Thymus serpyllum 18S ribosomal RNA gene,

transcribed spacer 1,
transcribed spacer 2,
partial sequence.

gene,
EU796890
EU796890.

complete

1 GI:193735347
Thymus serpyllum

Thymus serpyllum

Eukaryota; Viridiplantae;
Spermatophyta;

asterids;
Thymus.

lamiids;

1 (bases 1 to 671)

Kersten, T.

Magnoliophyta;
Lamiales;

Strep

and Knoess,W.

sequence;

tophyta; E

eudicotyledons;
Lamiaceae; Nepetoideae; Mentheae;

linear

partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene,

and i
and 26S rib

mbryophyta;

PLN 07-JUL-2008

nternal
osomal RNA

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 671)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

gtttccgtag
acgtgtttaa
gccggegtgt
aaggaaaaca
cagacgtcta
tgaagaacgt
tctttgaacg
cgcatcgcgt
ctcccgtgcea
acaagtggtg
ggaatagtca
accccaggtc

(05-JUN-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..671

Bo

/organism="Thymus serpyllum"
/mol type="genomic DNA"

/specimen voucher="Alfred Galke, batch-no. 10188"
/db_xref="taxon:204219"

<1..33

/product="18S ribosomal RNA"

34..262

nn D 53175,

/product="internal transcribed spacer 1"

263..422

/product="5.8S ribosomal RNA"

423..655

/product="internal transcribed spacer 2"

656..>671

/product="26S ribosomal RNA"

gtgaacctgc
caccgttggg
atcttcgggt
aaaygaagcg
tcaaatgtca
agcgaaatgc
caagttgcgc
cgccccecectt
cctccgtgceg
gttgaacatc
taaacgaccc
a

ggaaggatca
gacggtgcgg
cacgtcgtgc
tttcccectg
aaacgactct
gatacttggt
ccgaagccat
ccccecgtgcetg
cggctggccce
tcaatctctc
aacggtgccg

ttgtcgaacc
ggggtaaccc
gggctaacga
gcatcccgtt
cggcaacgga
gtgaattgca
taggccgagg
aatgccgggce
aaatgcgatc
tcgtcgtcegt
gtgcttaact

tttaaaaaya
tctgccgtgt
accccggcegce
cgcggagtgt
tatctcggcect
gaatcccgtg
gcacgtctgc
ggtcgggggce
cccgggcgac
gccgtecctgt
gyacctcacc

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical

Germany

gaccgcgaac
cccatctcct
ggaatgcgcc
gctgggggag
ctcgcatcga
aaccatcgag
ctgggcgtca
ggacattggc
tggcgtcacg
cgtcattacg
ttcgaccgcg

internal

149



Anhang

LOCUS EF427950 367 bp DNA linear PLN 11-MAR-2007

DEFINITION Aristolochia clematitis 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, complete sequence; and 5.8S
ribosomal RNA gene, partial sequence.

ACCESSION EF427950

VERSION EF427950.1 GI:126570787

SOURCE Aristolochia clematitis

ORGANISM Aristolochia clematitis
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; magnoliids; Piperales;
Aristolochiaceae; Aristolochia.

REFERENCE 1 (bases 1 to 367)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Development and validation of molecular biological methods for
identification of medicinal plants in herbal substances, herbal
preparations and finished products

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 367)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (08-FEB-2007) Federal Institute for Drugs and Medical
Devices, Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3, Bonn 53175, Germany

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..367
/organism="Aristolochia clematitis"
/mol type="genomic DNA"
/db_xref="taxon:158538"
/country="Germany: Bonn, Garden of the Department of
Pharmaceutical Biology, University of Bonn"
/collection date="Jun-2004"
rRNA <1l..44
/product="18S ribosomal RNA"
misc RNA 45..272
/product="internal transcribed spacer 1"
rRNA 273..>367
/product="5.8S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 gtcgtaacaa ggtttccgta ggtgaaccta cagaaggatc attgtcaaat ccgcaagaag
61 cgcacaaccc acgtgaacta gctgtacacg acaccctgtg gtgacgggga cgtggccggg
121 ggcgctatgc cgcctccacg cacccccctce ggcgccacaa cctcgaactg atagatgaac
181 agacactcgg tgcaacctgc gctaagcgaa atgcaaagca tggacgacca ttgcggccca
241 gccacggcgt ccgcttccaa agataaccaa acacgactct cgaaaacaga tatcttggcet
301 ctcacatcaa tggagaacat agcaaaatat gatacttggt gtgaattgca gaatcccgcg
361 aaccatc
//

150




Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA

misc

rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421

!/

EF427951

429 bp
Aristolochia clematitis 5.8S ribosomal RNA gene,

internal transcribed spacer 2,
partial sequence.

RNA gene,

EF427951

EF427951.

1 GI:126570788
Aristolochia clematitis

Aristolochia clematitis

Eukaryota;
Spermatophyta;
Aristolochiaceae;

1 (bases 1 to 429)

Kersten, T.

Viridiplantae;

Aristolochia.

and Knoess,W.

Streptophyta;
Magnoliophyta; magnoliids;

DNA

complete sequence;

linear

Embryophyta;

Piperales;

Tracheophyta;

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 429)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

agaatcccgce
ggtacacctg
gtcgccgggg
aggccccctce
tggctcgaag
cccgcecctcece
tcacccgcetg
tagtaacgg

(08-FEB-2007)

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..429

Bonn 53175,

/organism="Aristolochia clematitis"
/mol type="genomic DNA"
/db_xref="taxon:158538"

/country="Germany: Bonn,
Pharmaceutical Biology,

/collection date="Jun-2004"

<1..83

/product="5.8S ribosomal RNA"

84..337

University of Bonn"

/product="internal transcribed spacer 2"

338..>429

/product="26S ribosomal RNA"

gaaccatcga
cctgggcgtce
gcgagcagct
gggctcgegg
tcgtgccege
gtcgtctcgg
agtttaagca

gtctttgaac
acgcccgacg
ggccgtccect
cgcgacaact
gaccccceccect
aggcgccgcg
tatcaataag

gcaagttgca
ccccectececece
gccccccggyg
ggtggctcca
tgcgaggccg
gatcggaatg
cggaggagaa

cccgaggceca
ccggccccge
gcgaggtcgg
agctcccagg
cgaggacccc
cgaccccagg
gaaacttaca

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical

Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3, Germany

Garden of the Department of

ctaggccgag
gcttcecgege
ccgaaaatcc
cctctttgcece
cgccggcecge
tcaggtggga
aggattcccc

PLN 11-MAR-2007
partial sequence;
and 26S ribosomal
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Anhang

LOCUS EU796898 300 bp DNA linear PLN 07-JUL-2008

DEFINITION Cimicifuga racemosa 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, complete sequence; and 5.8S
ribosomal RNA gene, partial sequence.

ACCESSION EU796898

VERSION EU796898.1 GI:193735355

SOURCE Actaea racemosa

ORGANISM Actaea racemosa
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; Ranunculales;
Ranunculaceae; Actaea.

REFERENCE 1 (bases 1 to 300)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Development and validation of molecular biological methods for
identification of medicinal plants in herbal substances, herbal
preparations and finished products

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 300)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (05-JUN-2008) Federal Institute for Drugs and Medical
Devices, Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3, Bonn D 53175, Germany

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..300
/organism="Actaea racemosa"
/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="Alfred Galke, batch-no. 7809"
/db_xref="taxon:64040"
rRNA <1l..21
/product="18S ribosomal RNA"
misc_ RNA 22..249
/product="internal transcribed spacer 1"
rRNA 250..>300
/product="5.8S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 gaacctgcgg aaggatcatt gtcgaaacct gctttgcaga acgacccgtg aacacgttaa
61 aaaacattat gtggatcgat gaggagtgtg agctcttaat catccattgt cgggtcatgg
121 gattgaccac ggttgatctt atgctcttgt acaaacacaa aacccggcgc aattagcgtc
181 aaggaaatct taacggaaac agagtgtcac ccatttatag ttgggygatg cttcgaatcc
241 gatacttaaa cgactctcgg caacggatat ctcggctctt gcatcgatga agaacgcagc
//

152



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

!/

EU796889

661 bp
Valeriana officinalis 18S ribosomal RNA gene,

internal transcribed spacer 1,
internal transcribed spacer 2,

RNA gene,
EU796889
EU796889.

partial sequence.

1 GI:193735346
Valeriana officinalis

Valeriana officinalis

Eukaryota; Viridiplantae;
Spermatophyta;
campanulids;

asterids;

1 (bases 1 to 661)

Kersten, T.

and Knoess,W.

Streptophyta;
Magnoliophyta;
Dipsacales;

DNA

eudicotyledons;
Caprifoliaceae; Valeriana.

linear

Embryophyta;

and

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 661)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

gaacctgcgg
aaaaccgcgg
cccgcggcecg
gcgtgttggce
aaaaacataa
cgaaatgcga
agttgcgccc
ccccecectcece
gcctccecgeg
cacggcgagt
tggcgaatcg
°)

(05-JUN-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..661

/organism="Valeriana officinalis"

/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="Alfred Galke, batch-no. 7845"

/db xref="taxon:19953"

<l..21

/product="18S ribosomal RNA"

22..250

/product="internal transcribed spacer 1"

251..410

/product="5.8S ribosomal RNA"

411..644

/product="internal transcribed spacer 2"

645..>661

/product="26S ribosomal RNA"

aaggatcatt
agccccggac
caaacacaac
ccgatcggcc
acgactctcg
tacttggtgt
gaagccatta
ccgcctcecce
ccctcatcgg
ggtggtcgaa
acccatacgc

gtcgatgcct
cctcgggcecg
cccggcgcaa
cgttcgecggt
gcaacggata
gaattgcaga
ggccgagggce
ctcatcgggg
gcgcggctgg
aagtcctctg
gccgtccacg

gcacgcgcag
tgactccgaa
accgcgtcaa
gccggcecggyg
tctcggctcet
atcccgtgaa
acgcctgcect
cgcggcgtge
cctaaaacac
ttcgcgecegt
agactgcgct

aacgacccgc
ggacgcggga
ggaacattat
cgagcgccaa
cgcatcgatg
ccatcgagtc
gggcgtcacg
ggcggggggc
ggtcccccgg
ggccctccecec
ccgaccgcga

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

gaacacgttc
ccgtaaggac
aacggaaggg
cccctcectgag
aagaacgtag
tttgaacgca
catcgcgtcg
gcggacgatg
cggcggacgt
gtcttccggg
ccccaggtca

PLN 07-JUL-2008
partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene,

complete sequence; and 26S ribosomal

153



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

//
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EU785938

700 bp

DNA

Echinacea pallida 18S ribosomal RNA gene,
internal transcribed spacer 1,
internal transcribed spacer 2,

RNA gene,

EU785938

EU785938.

partial sequence.

1 GI:193084965
Echinacea pallida
Echinacea pallida

Eukaryota; Viridiplantae;
Spermatophyta;
asterids;
Heliantheae
1 (bases 1
Kersten, T.,
Development
identification of medicinal plants in herbal substances,

Streptophyta;
Magnoliophyta;

eudicotyledons;

linear

Embryophyta;

PLN 02-JUL-2008
partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene,
complete sequence;

and

and 26S ribosomal

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

to 700)

alliance;

Knoess,W.

Heliantheae;

and Bauer,R.
and validation of molecular biological methods for

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 700)

Kersten, T.,

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

gaacctgcgg
aactactggc
agcattcatg
cggcacaama
ttggtgtgca
atctcggctc
aatcccgtga
cacgtctgcc
ttggggcgga
acgagagacg
tttgtgagtg
gcgaccccag

(02-JUN-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..700

and Bauer,R.

/organism="Echinacea pallida"
/mol type="genomic DNA"

Echinacea.

/specimen voucher="Prof. Rudolf Bauer; Graz
[Sandfort GmbH & Co.

<1l..21

KG] "
/db_xref="taxon:53749"

/product="18S ribosomal RNA"

22..281

/product="internal transcribed spacer 1"

282..441

/product="5.8S ribosomal RNA"

442..658

/product="1

659..>700

nternal transcribed spacer 2"

/product="26S ribosomal RNA"

aaggatcatt
ctttcgggga
cttgcctcta
tgtgccaagg
tactgtgcgt
acgcatcgat
accatcgagt
tgggcgtcac
gattggtctc
cacggctagt
tctagacttg
gtcaggcggg

gtcgaatcct
ccgaagcatt
cggggcatca
aaaacaaaac
tgcttctttt
gaagaacgta
ttttgaacgc
gcatcacgtt
ccgtgccact
ggtggttgat
tgaaaaacct
actacccgct

gcatagcaga
tgtttcgagc
tggttgtctg
ttaaagggct
gtaaacttta
gcaaaatgcg
aagttgcgcc
gccccccaaa
tgcatggttg
aacacagtcg
gacgcgtcgt
gagtttaagc

acgacccgtg
cttgtgaggc
gttgacacac
tgtgctgtta
aacgactctc
atacttggtg
cgaagccatc
catctattta
acctaaatat
tctcgtgcecg
cttcagatga

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

(Austria) ;

aacatgtawa
cttgttgacg
taacaacccc
tgccccgtca
ggcaacggat
tgaattgcag
cggttgaggg
gatgttctgg
gagtctcctc
tacgtttatg
tgcttcgatc



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

//

EU785936

700 bp
Echinacea angustifolia 18S ribosomal RNA gene,

internal transcribed spacer 1,
internal transcribed spacer 2,

RNA gene,

EU785936

EU785936.

partial sequence.

1 GI:193084963
Echinacea angustifolia
Echinacea angustifolia

Eukaryota; Viridiplantae;
Spermatophyta;
asterids;
Heliantheae
1 (bases 1
Kersten, T.,
Development
identification of medicinal plants in herbal substances,

Streptophyta;
Magnoliophyta;

DNA

eudicotyledons;

linear

Embryophyta;

and

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

to 700)

alliance;

Knoess,W.

Heliantheae;

and Bauer,R.
and validation of molecular biological methods for

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 700)

Kersten, T.,

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

gaacctgcgg
aactactggc
agcattcatg
cggcacaama
ttggtgtgca
atctcggctc
aatcccgtga
cacgtctgcc
ttggggcgga
acgagagacg
tttgtgagtg
gcgaccccag

(02-JUN-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..700

and Bauer,R.

Echinacea.

/organism="Echinacea angustifolia"
/mol type="genomic DNA"

/specimen voucher="Prof. Rudolf Bauer; Graz
[Sandfort GmbH & Co.
/db_xref="taxon:308558"

<1l..21

KG, batch-no.

/product="18S ribosomal RNA"

22..281

/product="internal transcribed spacer 1"

282..441

/product="5.8S ribosomal RNA"

442..658

/product="1

659..>700

nternal transcribed spacer 2"

/product="26S ribosomal RNA"

aaggatcatt
ctttcgggga
cttgcctcta
tgtgccaagg
tactgtgcgt
acgcatcgat
accatcgagt
tgggcgtcac
gattggtctc
cacggctagt
tctagacttg
gtcaggcggg

gtcgaatcct
ccgaagcatt
cggggcatca
aaaacaaaac
tgcttctttt
gaagaacgta
ttttgaacgc
gcatcacgtt
ccgtgccact
ggtggttgat
tgaaaaacct
actacccgct

gcatagcaga
tgtttcgagc
tggttgtctg
ttaaagggct
gtaaacttta
gcaaaatgcg
aagttgcgcc
gccccccaaa
tgcatggttg
aacacagtcg
gacgcgtcgt
gagtttaagc

acgacccgtg
cttgtgaggc
gttgacacac
tgtgctgtta
aacgactctc
atacttggtg
cgaagccatc
catctattta
acctaaatat
tctcgtgcecg
cttcagatga

2030817]"

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

(Austria) ;

aacatgtawa
cttgttgacg
taacaacccc
tgccccgtca
ggcaacggat
tgaattgcag
cggttgaggg
gatgttctgg
gagtctcctc
tacgtttatg
tgcttcgatc

PLN 02-JUL-2008
partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene,

complete sequence; and 26S ribosomal

155



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

//

156

EU785937

700 bp
Echinacea purpurea 18S ribosomal RNA gene,

internal transcribed spacer 1,
internal transcribed spacer 2,

RNA gene,

EU785937

EU785937.

partial sequence.

1 GI:193084964
Echinacea purpurea

Echinacea purpurea

Eukaryota; Viridiplantae;
Spermatophyta;
asterids;
Heliantheae
1 (bases 1
Kersten, T.,
Development
identification of medicinal plants in herbal substances,

Streptophyta;
Magnoliophyta;

DNA

5.8S ribosomal RNA gene,
complete sequence;

eudicotyledons;

linear

PLN 02-JUL-2008

partial sequence;

Embryophyta;

and

and 26S ribosomal

Tracheophyta;
core eudicotyledons;

campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;

to 700)

alliance;

Knoess,W.

Heliantheae;

and Bauer,R.
and validation of molecular biological methods for

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 700)

Kersten, T.,

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

gaacctgcgg
aactactggc
agcattcatg
cggcacaama
ttggtgtgca
atctcggctc
aatcccgtga
cacgtctgcc
ttggggcgga
acgagagacg
tttgtgagtg
gcgaccccag

(02-JUN-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..700

and Bauer,R.

/organism="Echinacea purpurea"
/mol type="genomic DNA"

Echinacea.

/specimen voucher="Prof. Rudolf Bauer; Graz
[Dodson & Horrell]"

/db_xref="taxon:53751"

<1l..21

/product="18S ribosomal RNA"

22..281

/product="internal transcribed spacer 1"

282..441

/product="5.8S ribosomal RNA"

442..658

/product="1

659..>700

nternal transcribed spacer 2"

/product="26S ribosomal RNA"

aaggatcatt
ctttcgggga
cttgcctcta
tgtgccaagg
tactgtgcgt
acgcatcgat
accatcgagt
tgggcgtcac
gattggtctc
cacggctagt
tctagacttg
gtcaggcggg

gtcgaatcct
ccgaagcatt
cggggcatca
aaaacaaaac
tgcttctttt
gaagaacgta
ttttgaacgc
gcatcacgtt
ccgtgccact
ggtggttgat
tgaaaaacct
actacccgct

gcatagcaga
tgtttcgagc
tggttgtctg
ttaaagggct
gtaaacttta
gcaaaatgcg
aagttgcgcc
gccccccaaa
tgcatggttg
aacacagtcg
gacgcgtcgt
gagtttaagc

acgacccgtg
cttgtgaggc
gttgacacac
tgtgctgtta
aacgactctc
atacttggtg
cgaagccatc
catctattta
acctaaatat
tctcgtgcecg
cttcagatga

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

(Austria) ;

aacatgtawa
cttgttgacg
taacaacccc
tgccccgtca
ggcaacggat
tgaattgcag
cggttgaggg
gatgttctgg
gagtctcctc
tacgtttatg
tgcttcgatc



Anhang

LOCUS EU808015 630 bp DNA linear PLN 07-JUL-2008

DEFINITION Fallopia japonica voucher EDQM 32980 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 26S
ribosomal RNA gene, partial sequence.

ACCESSION EU808015

VERSION EU808015.1 GI:193735472

SOURCE Fallopia japonica

ORGANISM Fallopia Jjaponica

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
Caryophyllales; Polygonaceae; Polygonoideae; Polygoneae; Fallopia.

REFERENCE 1 (bases 1 to 630)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Development and validation of molecular biological methods for
identification of medicinal plants in herbal substances, herbal
preparations and finished products

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 630)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (09-JUN-2008) Federal Institute for Drugs and Medical
Devices, Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3, Bonn D 53175, Germany

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..630
/organism="Fallopia japonica"
/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="EDQM 32980"
/db xref="taxon:488216"
/note="Hu Zhang (rhizoma & radix)"
rRNA <1l..21
/product="18S ribosomal RNA"
misc RNA 22..240
/product="internal transcribed spacer 1"
rRNA 241..400
/product="5.8S ribosomal RNA"
misc RNA 401..588
/product="internal transcribed spacer 2"
rRNA 589..>630
/product="26S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 gaacctgcgg aaggatcatt gtcgaaacct gcgagagcag aaagacccgc gaacccgttce
61 acaacacacc ggggggcgcg gcgccagcct cgcgccggct ccgcggcccc cacgcccggg
121 cccgtcccgg caccaacaca accccggcgc ggattgcgcecc aaggaccatg aacaatagcg
181 cgccccgeccce cgccggcectc cggcgcgggc ggcggcgtcg tgtcgtttct acttaacaaa
241 acgactctcg gcaacggata tctcggctct cgcatcgatg aagaacgtag cgaaatgcga
301 tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtc tttgaacgca agttgcgccc
361 gaagccctcg tggccagggc acgtctgtct gggcgtcacg caccgcgtcg ccccctcccce
421 ctccgggggg ccggggcgga gactggcccc ccgtgcgctc ccgcgcgcgg ccggcctaaa
481 cgaaggcccc gcgaccgcaa agcggcgcga cgattggtgg tgtggccctg cgcatcgegt
541 cgcgccccga gcggcccacg gcggccacgg acggccccga tcaaaccgtt gcgaccccag
601 atcaggcggg actacccgct gagtttaagce

//

157



Anhang

LOCUS EU808016 609 bp DNA linear PLN 07-JUL-2008

DEFINITION Fallopia multiflora voucher EDQM 33057 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 26S
ribosomal RNA gene, partial sequence.

ACCESSION EU808016

VERSION EU808016.1 GI:193735473

SOURCE Fallopia multiflora

ORGANISM Fallopia multiflora

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
Caryophyllales; Polygonaceae; Polygonoideae; Polygoneae; Fallopia.

REFERENCE 1 (bases 1 to 609)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Development and validation of molecular biological methods for
identification of medicinal plants in herbal substances, herbal
preparations and finished products

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 609)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (09-JUN-2008) Federal Institute for Drugs and Medical
Devices, Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3, Bonn D 53175, Germany

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..609
/organism="Fallopia multiflora"
/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="EDQM 33057"
/db_xref="taxon:76025"
/note="Shou Wu Teng (caulis)"
rRNA <1l..21
/product="18S ribosomal RNA"
misc RNA 22..219
/product="internal transcribed spacer 1"
rRNA 220..379
/product="5.8S ribosomal RNA"
misc RNA 380..567
/product="internal transcribed spacer 2"
rRNA 568..>609
/product="26S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 gaacctgcgg aaggatcatt gtcgaaacct gcgagagcag aaagacccgc gaacccgttce
61 acaaaacacc ggggggcccc gcgccccccg agcccgggct cgtcccggca ccaacaaaac
121 cccggcgcgg attgcgccaa ggaccacgga cagcagcgcg ccccgccccg Cccggcccccc
181 ggcgcgggcg gcggcgtcgce gtcgtttctce cttaacagaa cgactctcgg caacggatat
241 ctcggctctc gcatcgatga agaacgtagc gaaatgcgat acttggtgtg aattgcagaa
301 tcccgtgaac catcgagtct ttgaacgcaa gttgcgcccg aagccctcgt ggccagggca
361 cgtctgtctg ggcgtcacgc accgcgtcgc ccccaccccce tccgggggat cggggcggag
421 actggccccc cgtgcgcccc cgcgcgcgge cggcctaaac gcagaccccg cggccgcgaa
481 acggcgcgac gaccggtggt gtagccctgce gcatcgcecgtc gcgccccgag cggtccccgg
541 cggccacggc cgacccccca cgaaccgttg cgaccccaga tcaggcggga ctacccgctg
601 agtttaagc
//

158



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA
misc
rRNA
misc
rRNA
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541

//

EU808017

598 bp

DNA

linear

Stephania tetrandra voucher EDQM 31412 18S ribosomal RNA gene,

partial sequence;

gene,

ribosomal RNA gene,

EU808017

EU808017.

internal transcribed spacer 1,
and internal transcribed spacer 2,

partial sequence.

1 GI:193735474
Stephania tetrandra
Stephania tetrandra

Eukaryota; Viridiplantae;
Spermatophyta;
Menispermaceae;

1 (bases 1 to 598)

Kersten, T.

and Knoess,W.

Streptophyta;
Magnoliophyta;
Stephania.

eudicotyledons;

complete sequence;

Embryophyta;

Tracheophyta;
Ranunculales;

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 598)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

RNA

RNA

gaacctgcgg
acaacgagcg
gcatgcgcca
ggcgatgttg
atcgatgaag
tcgagtcttt
tcacgtgacg
cgaaagcacg
tgacgagaat
cccatttctt

(09-JUN-2008)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..598

/organism="Stephania tetrandra"
/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="EDQM 31412"
/db xref="taxon:425106"

/note="Han
<1l..21

Fang Ji

(radix)"

/product="18S ribosomal RNA"

22..207

/product="internal transcribed spacer

208..365

/product="5.8S ribosomal RNA"

366..555

"

/product="internal transcribed spacer 2"

556..>598

/product="26S ribosomal RNA"

aaggatcatt
acgcgggcgg
aggaaatgca
gattttcgaa
aacgtagcga
gaacgcaagt
caccacaacc
gctggctgaa
ccttgtcaag
ataccttgcg

gtcgatgcct
cccgctegge
aatcaaaacg
tacttgaayg
aatgcgatac
tgcgcccgag
caccctgtgce
atcgtagccc
caagtgacgc
accccaggtc

gcagaacgac
cctcgcecgte
gaaacgacac
actctcggca
ttggtgtgaa
acttcggtcg
ggggagggag
cggcgccagg
ggtcggageg
aggcgggact

ccgcgaacca
gatcaacaaa
gtctggtggce
acggatatct
ttgcagaatc
agggcacgcc
tggagattgg
acgacgcgat
gcacgcatcg
acccgctgag

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical
Bonn D 53175,

Germany

ttgacatcgc
acccggcgeg
cggcccacgce
cggctctcge
ccgtgaacca
tgcectgggceg
cctcccgcecga
cagtggtggt
gggcggagca
ttttaagc

PLN 07-JUL-2008

5.8S5 ribosomal RNA
and 2685

159



Anhang

LOCUS EU808018 649 bp DNA linear PLN 07-JUL-2008

DEFINITION Dioscorea polystachya voucher EDQM 32497 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 26S
ribosomal RNA gene, partial sequence.

ACCESSION EU808018

VERSION EU808018.1 GI:193735475

SOURCE Dioscorea oppositifolia

ORGANISM Dioscorea oppositifolia
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; Liliopsida; Dioscoreales;
Dioscoreaceae; Dioscorea.

REFERENCE 1 (bases 1 to 649)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Development and validation of molecular biological methods for
identification of medicinal plants in herbal substances, herbal
preparations and finished products

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 649)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (09-JUN-2008) Federal Institute for Drugs and Medical
Devices, Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3, Bonn D 53175, Germany

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..649
/organism="Dioscorea oppositifolia"
/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="EDQM 32497"
/db xref="taxon:569628"
/note="Shan Yao (rhizoma)"
rRNA <1l..21
/product="18S ribosomal RNA"
misc RNA 22..231
/product="internal transcribed spacer 1"
rRNA 232..391
/product="5.8S ribosomal RNA"
misc RNA 392..607
/product="internal transcribed spacer 2"
rRNA 608..>649
/product="26S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 gaacctgcgg aaggatcatt gtcgtgaccc ttaaacaaag cagaccgcga acccgtctct
61 cgtgccatcg ggcttcggcc cggccgaagg cccccgagct ccgtcccggg gcggaggggce
121 cgcaacagaa cccacggcgc cttaggcgtc aaggaacact aatgctgcct tgctcggcgg
181 agcggtcggc ctgccttccg ctccccgecge agcgatgata tcttaataca cacgactctce
241 ggcaacggat atctcggctc tcgcatcgat gaagaacgta gcaaaatgcg atacctggtg
301 tgaattgcag aatcccgcga accatcgagt ttttgaacgc aagttgcgcc cgaggecttce
361 tggccaaggg cacgtctgcc tgggcgtcac gccaaaagac actcccaacc cacccccggg
421 gagggacgtg gtgtctggcc ccccgcgccg caaggcgcgg tgggccgaag ttggggctge
481 cggcgaatcg tgtcgggcac agcacgtggt gggcgacacc tagttgttct cggtgcagcg
541 ccccggcacg cagccagcac atcggcccta aggatccatc gggcaccgca gcgcaccgtc
601 gctcggaccg cgaccccagg tcagtcggga ctacccgectg agtttaage
//
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Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

gene

CDS

misc

gene

tRNA

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421

1/

JF907424 430 bp DNA linear PLN 17-JUL-2011
Fallopia japonica voucher EDQM 32980 PsbA (psbA) gene, partial cds;
psbA-trnH intergenic spacer, complete sequence; and tRNA-His (trnH)
gene, partial sequence; chloroplast.

JF907424

JF907424.1 GI:339787698

chloroplast Fallopia japonica

Fallopia japonica

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
Caryophyllales; Polygonaceae; Polygonoideae; Polygoneae; Fallopia.
1 (bases 1 to 430)

Kersten, T

. and Knoess,W.

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products

Unpublish
2 (bases
Kersten, T
Direct Su
Submitted
Devices,

e

feature

gttatgcatg
tctatcaatg
taaccaattt
agattctata
gttgggggga
ttttttttat
gtaaggaacg
accatgcgcg

ed
1 to 430)

. and Knoess,W.

bmission

(30-APR-2011)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

Location/Qualifiers

1..430

/organism="Fallopia Jjaponica"
/organelle="plastid:chloroplast"
/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="EDQM 32980"
/db xref="taxon:488216"

/note="Hu Zhang

<1..75

/gene="psbA"

<1..75

/gene="psbA"
/codon_start=1
/transl table=11
/product="PsbA"
/protein id="AEK11917.1"
/db xref="GI:339787699"
/translation="VMHERNAHNFPLDLAAIQAPSING"

76..377

(rhizoma & radix)"

/note="psbA-trnH intergenic spacer"

378..>430

/gene="trnH"

378..>430

/gene="trnH"
/product="tRNA-His"

aacgtaatgc
gataagattt
cttgttctat
tggccccatt
cctttttttt
taaagtaaaa
aaataggggc

tcataacttc
gggtcttagt
cgagcgggtt
cgcatttttt
tattcattta
aaatgataaa
ggatgtagcc

ccgctagacc
gtagtcgagt
ggtattgctc
tctaccctat
tattcaatac
attgataagt
aagtggatca

tagctgctat
ttttgaaatt
ctttaatttt
atggcctctt
aatattaaaa
gtaatttgga
aggcagtgga

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical

Bonn 53175, Germany

ccaagctcca
aaaggagcaa
aattattatt
tggtattttg
aaaagaatca
ccattttcaa
ttgtgaatcc
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Anhang

LOCUS JF907425 220 bp DNA linear PLN 17-JUL-2011

DEFINITION Dioscorea oppositifolia voucher EDQM 32497 PsbA (psbA) gene,
partial cds; psbA-trnH intergenic spacer, complete sequence; and
tRNA-His (trnH) gene, partial sequence; chloroplast.

ACCESSION JF907425

VERSION JF907425.1 GI:339787700

SOURCE chloroplast Dioscorea oppositifolia

ORGANISM Dioscorea oppositifolia
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; Liliopsida; Dioscoreales;
Dioscoreaceae; Dioscorea.

REFERENCE 1 (bases 1 to 220)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Development and validation of molecular biological methods for
identification of medicinal plants in herbal substances, herbal
preparations and finished products

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 220)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (30-APR-2011) Federal Institute for Drugs and Medical
Devices, Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3, Bonn 53175, Germany

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..220
/organism="Dioscorea oppositifolia™
/organelle="plastid:chloroplast"
/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="EDQM 32497"
/db xref="taxon:569628"
/note="Shan Yao (rhizoma)"
gene <1l..75
/gene="psbA"
CDS <1..75
/gene="psbA"
/codon_start=1
/transl table=11
/product="PsbA"
/protein_id:"AEK11918.l"
/db xref="GI:339787701"
/translation="VMHERNAHNFPLDLAAVEAPSTNG"
misc feature 76..167
/note="psbA-trnH intergenic spacer"
gene 168..>220
/gene="trnH"
tRNA 168..>220
/gene="trnH"
/product="tRNA-His"
ORIGIN
1 gttatgcatg aacgtaatgc tcacaacttc cctctagacc tagccgctgt tgaagctcca
61 tctacaaatg gataagactt ttgtcttaat gtatatgaat ctcagaataa taaatacaat
121 aaataatgat gaatggaaaa aagataaaat cctttagcta gataaggggc ggatgtagcc
181 aagtggatca aggcagtgga ttgtgaatcc accatgcgcg

//
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Anhang

LOCUS JF907426 220 bp DNA linear PLN 17-JUL-2011

DEFINITION Dioscorea oppositifolia voucher EDQM 32991 PsbA (psbA) gene,
partial cds; psbA-trnH intergenic spacer, complete sequence; and
tRNA-His (trnH) gene, partial sequence; chloroplast.

ACCESSION JF907426

VERSION JF907426.1 GI:339787702

SOURCE chloroplast Dioscorea oppositifolia

ORGANISM Dioscorea oppositifolia
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; Liliopsida; Dioscoreales;
Dioscoreaceae; Dioscorea.

REFERENCE 1 (bases 1 to 220)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Development and validation of molecular biological methods for
identification of medicinal plants in herbal substances, herbal
preparations and finished products

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 220)

AUTHORS Kersten,T. and Knoess,W.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (30-APR-2011) Federal Institute for Drugs and Medical
Devices, Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3, Bonn 53175, Germany

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..220
/organism="Dioscorea oppositifolia™
/organelle="plastid:chloroplast"
/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="EDQM 32991"
/db xref="taxon:569628"
/note="Chao Shan Yao (rhizoma)"
gene <1l..75
/gene="psbA"
CDS <1..75
/gene="psbA"
/codon_start=1
/transl table=11
/product="PsbA"
/protein_id:"AEK11919.l"
/db xref="GI:339787703"
/translation="VMHERNAHNFPLDLAAVEAPSTNG"
misc feature 76..167
/note="psbA-trnH intergenic spacer"
gene 168..>220
/gene="trnH"
tRNA 168..>220
/gene="trnH"
/product="tRNA-His"
ORIGIN
1 gttatgcatg aacgtaatgc tcacaacttc cctctagacc tagccgctgt tgaagctcca
61 tctacaaatg gataagactt ttgtcttaat gtatatgaat ctcagaataa taaatacaat
121 aaataatgat gaatggaaaa aagagaaaat cctttagcta gataaggggc ggatgtagcc
181 aagtggatca aggcagtgga ttgtgaatcc accatgcgcg

//
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Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

gene

CDS

misc

gene

tRNA

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
1/

164

JF907427 383 bp DNA linear PLN 17-JUL-2011
Andrographis paniculata voucher EDQM 25820 PsbA (psbA) gene,
partial cds; psbA-trnH intergenic spacer, complete sequence; and
tRNA-His (trnH) gene, partial sequence; chloroplast.

JF907427

JF907427.1 GI:339787704

chloroplast Andrographis paniculata

Andrographis paniculata

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
asterids; lamiids; Lamiales; Acanthaceae; Acanthoideae; Ruellieae;

Andrographinae; Andrographis.
1 (bases 1 to 383)

Kersten, T.

and Knoess,W.

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 383)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

feature

gttatgcatg
acaaatggat
agcaataaat
ttagtattgt
aaagaagtgt
gaattttcta
ggattgtgaa

(30-APR-2011)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..383

/organism="Andrographis paniculata"
/organelle="plastid:chloroplast"
/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="EDQM 25820"
/db_xref="taxon:175694"

/note="Chuan Xin Lian

<1..72

/gene="psbA"

<l..72

/gene="psbA"
/codon_start=1
/transl table=11
/product="PsbA"
/protein id="AEK11920.1"
/db xref="GI:339787705"
/translation="VMHERNAHNFPLDLAAVEAPTNG"

73..330

(herba)"

/note="psbA-trnH intergenic spacer"

331..>383

/gene="trnH"

331..>383

/gene="trnH"
/product="tRNA-His"

aacgtaatgc
aagacttgct
tttcttgata
tttttattaa
aagaccttct
tctaatattt
tccaccatgce

tcataacttt
cttagtgtct
gaacaagaaa
tattctgctt
aatcttaggg
tatatatagg
gcg

cctttagatc
aggagttttt
tagtttattg
acctaaactt
attgattaat
ggcggatgta

tagctgctgt
gaacatagaa
ctccttggtt
tttttetttt
gattgagtag
gccaagtgga

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical

Bonn 53175, Germany

cgaagctcca
tcccataagg
ttcttttcat
cattttagat
tattctcaat
tcaaggcagt



Anhang

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION

VERSION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

gene

CDS

misc

gene

tRNA

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421

//

JF907428 426 bp DNA linear PLN 17-JUL-2011
Scutellaria baicalensis voucher EDQOM 30009 PsbA (psbA) gene,
partial cds; psbA-trnH intergenic spacer, complete sequence; and
tRNA-His (trnH) gene, partial sequence; chloroplast.

JF907428

JF907428.1 GI:339787706

chloroplast Scutellaria baicalensis

Scutellaria baicalensis

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
asterids; lamiids; Lamiales; Lamiaceae; Scutellarioideae;
Scutellaria.

1 (bases 1 to 426)

Kersten, T.

and Knoess,W.

Development and validation of molecular biological methods for

identification of medicinal plants in herbal substances,

preparations and finished products
Unpublished
2 (bases 1 to 4206)

Kersten, T.

Direct Submission

Submitted

Devices,

e

feature

gttatgcatg
acaaatggat
caataaactc
agtagtcttt
ttgaaattcc
atcgaattcg
attctagtag
tgcgcg

(30-APR-2011)
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3,

and Knoess,W.

Location/Qualifiers

1..426

/organism="Scutellaria baicalensis"
/organelle="plastid:chloroplast"
/mol type="genomic DNA"
/specimen voucher="EDQM 30009"

/db_xref="taxon:65409"
/note="Huang Qin

<1..72

/gene="psbA"

<l..72

/gene="psbA"
/codon_start=1
/transl table=11
/product="PsbA"
/protein id="AEK11921.1"
/db xref="GI:339787707"
/translation="VMHERNAHNFPLDLAAIEAPTNG"

73..373

(radix)"

/note="psbA-trnH intergenic spacer"

374..>426

/gene="trnH"

374..>426

/gene="trnH"
/product="tRNA-His"

aacgtaatgc
aagacttgtt
tttcttgttce
cctagactta
attttttatc
taaatgtaaa
aggggcggat

tcataacttc
cttagtgtcg
tatcaagagg
tttctttcca
ttattttatc
ttcaatattc
gtagccaagt

cctctagact
aggagttttt
ggttattgct
ttaagaataa
ttacaagttc
acatcaaaaa
ggatcaaggc

tagctgctat
gaatagataa
cctttatttt
ataaagagga
taaaaaatta
aaatatttaa
agtggattgt

herbal

Federal Institute for Drugs and Medical

Bonn 53175, Germany

cgaagctcca
atagaaggag
cttttcaatt
taaaaaatga
aaattgaaaa
ttttaaagta
gaatccacca
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