s

Schlussbericht des Forschungsvorhabens:

Erste zuchterische Bearbeitung und Qualititsbe-
urteilung ausgewahlter chinesischer Heilpflanzen,
die fiir den Anbau in Deutschland geeignet sind.

(Laufzeit 11/2004-1/2008)

Verfasser: Dr. Heidi Heuberger, Professor Dr. Ulrich Bomme, Arbeitsgruppe ,,Pflanzen-
bausysteme bei Heil- und Gewiirzpflanzen® (IPZ 3d). 28. April 2008

Das diesem Bericht zugrundeliegende Vorhaben wurde mit Mitteln des Bundesministeri-
ums fiir Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz unter dem Forderkennzei-
chen 22007703 gefordert. Die Verantwortung fiir den Inhalt dieser Veroffentlichung liegt
bei den Autoren.

Veroffentlichung der Ergebnisse — auch in Ausziigen — nur mit Genehmigung der
Autoren gestattet!






Inhaltsverzeichnis Seite

Verzeichnis der ADKUIZUNZEN ........oeevuvieiiiieiciee ettt e tae e e e eveeeseseeeens 11
1 Problemstellung, Zielsetzung und Vorgehensweise .........coueenseecsnensnenseecsnecnees 13
1.1 Inkulturnahme von chinesischen Heilpflanzen in Deutschland..................c............ 13
1.2 Erste ziichterische Bearbeitung und Qualititsvergleich von Heilpflanzen
TCM ettt et e sttt e e e st e bt et e st ettt e e st e st enbeente st enteeneenneens 14
2 Beginnende Ausleseziichtung bei Artemisia scoparia und Leonurus
JAPORICUS cavenveveeossusriosssssnresssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 15
2.1  Die chinesischen Heilpflanzen Artemisia scoparia und Leonurus japonicus.......... 15
2. 1.1 AFEEMISIA SCOPATIA «.neeeeeeeieeeiie e eeee et e et e etaeesteeessteesseeesaseeeenseesnnseeennseas 15
2.1.2  LeONUIUS JAPORICUS ....cceeeueeeeeeeseeeeeeaieieeeeeeiteeesaiaeeesssnsaeeesssseeeessnseeessssseeesssssseesanns 18
2.2 Allgemeine VersuchsbedingUnZen.........ccceeueriiriiniiiiinienieienieneeceeceeee e 20
2.3 ZUCKEZICL ..ttt 26
2.4 Blihbiologie: Grundlage fiir die ZUchtung...........cccccvveeiiieeiiieeieeeeeee e 27
2.4.1 Material und Methoden...........oocuiiiiiiiiiiieie e 27
2.4.1.1 Verlauf der Pflanzen-, Bliiten- und Samenentwicklung bei Artemisia und
LEONUIUS (A5) ettt ettt e et e e aae e s ta e e s abaeesssae e saaeesseeennneean 27
2.4.1.2 Blihinduktion bei ArtemiSia (58)......ccuuieevuieeiiieeiee et 29
2.4.1.3 Bestimmung des Fremdbefruchtungsanteils bei Artemisia...........ccccccuveeevenne... 29
W B O (<] o) 11 TSSO 30
2.4.2.1 Verlauf der generativen Entwicklung (45)......cccoeviieiieniiniiieieiiieeeceeee e 30
2.4.2.2 Blihinduktion von Artemisia (58).......ccueeevieeiiieeciieeeiieeeiee et 31
2.4.2.3 Bestdubungsverhiltnisse und Fremdbefruchtungsanteile .............cccccooeieiennnnnn 33
2.5  Verklonung durch vegetative Vermehrung............cccceevieriiiiniiniiienieeieesie e 35
2.5.1 Material und Methoden ...........ccooviiiiiiiiiiiieeeeee e 36
2.5.1.1 Invitro-Vermehrung (IPZ 1a) ......cccooiiiiiiiiieee e 36
2.5.1.2 Vermehrung iiber Stecklinge im Gewachshaus ............ccecceeviiiiiiiniiiiieniieees 36
2.5.2 Ergebnisse und DiSKUSSION .......c.cooiiiiiiiiieiiieiiesieeieeee et 37
2.5.2.1 Invitro-Vermehrung (IPZ 1a) ......cccooiiiiiiiieeee e 37
2.5.2.2 Vermehrung iiber Stecklinge im Gewachshaus ............ccoeccvvviiiiiiiniiiiiieniicees 39
2.5.2.3 Methode fiir die Klonvermehrung............ccccoeeviieeiieiniiienieeeee e 40
2.6 Sichtung des Ausgangsmaterials und Selektion............cccceeveiieniiiinciiiniie e, 40
2.6.1 Bezug NeUET AKZESSIONE .......eetiiiiiieiieeiieeiie et ette et e iteseeebeesateebeesaeeebeesaeeeseaes 40
2.6.2 Botanische Charakterisierung des Zuchtmaterials............cccooceveeiieniiienienieenieeeen, 41
2.6.2.1 Material und MethOden ............ccceeiiiiiiiiiiiiieee e 41

2.0.2.2  EIZEDINISSE .uvieiiieiiieiiieiieeiieeite ettt sttt e et e st e et e e bt e e nbeesseeeabeebeeenbeensaeenbeenaaaens 43



263
2.6.3.1
2.6.3.2
2.6.3.3
2.63.4
2.7
2.7.1
2.7.2
2.7.3
2.7.4
2.7.5
2.8
2.8.1
2.8.2
2.8.3

3

3.1
3.1.1
3.1.2
3.2
3.2.1
322
3.3
3.3.1
332
333
334
34
3.5
3.5.1
3.5.2

Leistungspriifung der Herkiinfte im Feld...........c.coccooiviiiiiiiiiiiiee e, 45

Material und Methoden ...........coouiiiiiiiiiiii e 45

Leistung der Artemisia-Herkiinfte und Selektionen..............ccccoeviieiiiinieiiiiennnne 46

Leistung der Leonurus-Herklinfte und Selektionen ...........ccccocovvvvciiiniieinienennen. 50

Selektion von Elitepflanzen ............cccooceiiiiiiiiiiiiiiiicccccceeeceeeeene 55
Priifung und Kreuzung der KIone ...........cocceiiiiiiiiiiiiieiceceee e 57
Material und MethOden ............oouiiiiiiiiiiiiieeeee e 57
KIONICISTUNG AFIEMISIA ..ot e e saae e naaeeen 59
Klonkreuzung und Samenernte Artemisia .............cccocveveevenoiineeniniicneenenieneenns 63
KIONICISTUNG LEOMUFUS ...ttt 64
Klonkreuzung und Samenernte LeONUFUS .............ccecveeeeueeeeieeeiieeeiieeeieeeeieeenveeens 66
Priifung der Klone auf allgemeine Kombinationseignung.............cccccceevveeueennnenee. 66
Material und MethOden ............oouiiiiiiiiieieeeee e 66
Leistung der F;-Nachkommenschaften der Artemisia-Klone ............cccuvveevveennennn 67
Leistung der F,-Nachkommenschaften der Leonurus-Klone..........cc.cccceenienennn. 68

Drogenqualitit  chinesischer = Heilpflanzen @ aus  bayerischem
Versuchsanbau im Vergleich zu Importware: Identitit, sensorische

Eigenschaften, Inhaltsstoffe und Reinheit .........ccueeeeueeinsuerininiinsnicnsercssnercnnnnes 70
Material und MethOden ............oouiiiiiiiiiieiieeeee e 70
Untersuchtes Material ...........ooouiiiioiiiiie e 70
UNErSUCRUNZEN ...ttt s 81
Identitdt von Versuchs- und Handelsproben............cccccoeevieviinciiiniiniiieiecieceeeen 82
Identitit nach Ch. P. 2000 (2) ..ccoveeeoiieeiieeciee ettt eaee e s 82
Identitét — Sensorische Eigenschaften...........coccooioiiiiniiiiniiniincccecee 83
Reinheit der Versuchs- und HandelSproben............ccooveeiierieeiiienieniicieeieeeeeee. 85
Reinheit — Schwermetalle ...........cooiiiiiiiiii e 85
Reinheit — PeSZIAC. ......ccuiiiiiiiiiiieee et 87
Reinheit — Mikrobiologie und MyKOtOXINE ........c.c.ccceeeevieriieriiieniieeieenieeeieereeseneenees 88
Reinheit — Acrylamid und PAK S ......ooieiiiiciiece et 90
Gehaltsbestimmungen an Versuchs- und Handelsproben...........c.ccccceecviniinininnens 92
SChIUSSTOIZEIUNZEN ......veieiiiiiiecieeeee et et 94
Qualitdt der HandelSproben ...........cccueieciiiiciiieciieeeeeeeeee e 94
Qualitatserwartung fiir TCM-Drogen aus heimischem Anbau.............cccccceeeinnien. 97
AUSDIICK cuuiiiiiiiiitiiiiiniicteiniiineinsecseississsesssessassssesssssssssssssssssesssssssssssssssssssssns 98

Z0SAMMENTASSUNG ..ueeiicrirnrrecssssaricsssssssecsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 98



o L 3 &

ADSETACE c.uueeiirreicrsnricssarissssnesssansssssnsssssnsssssssssssssssasssssassssssssssssssssssssssssssssnsssssnsssssnssss 99
DanKSAGUNE ...ccuueerieiicrnniecsssnriossssssresssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssss 100

| LD @ 1104 /) (8 11 1) K 100




Abbildungsverzeichnis Seite

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

1:

A A S

o0

10:

11:

12:

13:
14:
15:

16:

17:

18:
19:

20:

21:

Artemisia scoparia — Bestand mit jungen Pflanzen .............ccccoeviiiiiieinennne. 16
Artemisia Krautdroge aus China ...........cccceeeiieiiieniieniieeieeeeceeeeee e 17
Artemisia Krautdroge aus Versuchsanbau ...........ccccoeevveviiiieniieeniieeciie e 17
Leonurus japonicus - erntereifer Bestand bei beginnender Bliite......................... 18
Leonurus Krautdroge aus ChiNa...........ccccveeeiiiiiiieeeiie et see e 19
Leonurus Krautdroge aus Versuchsanbau.............ccccevveeciienieeiieenienieeeeeieeeen 20
Artemisia Jungpflanzen (Einzelpflanzen) in Anzuchtplatte vor der

PlANZUNG . ....eiiiiieiieee ettt et ettt e 21
Leonurus Jungpflanzen in Anzuchtplatte vor der Pflanzung ...........c..ccccvveenneen. 22
Krauternte mit dem Hege Gringuternter...........c.eeeveeruieriiienieniiieniieeieeee e 23

Artemisia — Beeinflussung der Bestdubungsverhiltnisse (a-c vgl. Text)
() ettt bbbttt h et et nbe et 28

Zeitpunkt des Sichtbarwerdens der ersten Knospen und des Blithbeginns
der Artemisia-Herkiinfte Elixir Farm und Blaszczyk bei unterschiedlicher
TAGESIANGE.....eeeeeeeeiiie ettt ettt et e e s e e st a e e b e e e nbeeenaeeenaeas 32

Auftreten einer fiir Klon 104028 spezifischen Bande (roter Kreis) in den
Selbstungsnachkommen von Klon 104021 (21-S1) bzw. 104028 (28-S1).

AFLP-Fingerprint, Primerkombination L7648 ...........ccccoooviiiiiiiniiiiiceee 33
Artemisia scoparia in vitro-Pflanzen finf Wochen nach Vermehrung................ 37
Leonurus japonicus in vitro-Pflanzen zur Vermehrung..........c.cccoceevevienennenne. 39

RFLP-Fingerprint der Artemisia Herkiinfte nach Restriktion mit Alu I,
dem fiir 4. scoparia spezifischen Restriktionsenzym, das 3 Fragmente
von ca. 100, 140 und 500 Basenpaaren (bp) erzeugt. ........cccceeevveeevveeenveennneenns 45

Kraut-Drogenertrag (dt/ha) von Artemisia-Herkiinften als Summe der
Ernten (Schnitte) beider Standjahre in Puch (PU), Anbaujahre 2005 und
2006, bzw. des ersten Standjahrs am Baumannshof (BA) -
SCIEENINZVETSUCKHE ... ccuviiiiiiiieciie ettt et ete e e ebeeeneas 46

Kraut-Drogenertrag (dt/ha) von Leonurus-Herkiinften als Summe der
Ernten (Schnitte) beider Standjahre, Anbaujahre 2005 und 2006, bzw. des
ersten Standjahrs, Anbaujahr 2007 am Baumannshof — Screeningversuche ....... 50

Polycrossanlage von Artemisia zur Priifung und Kreuzung der Klone................ 58

Cd-Gehalt in den Seitentrieben (mg/kg Droge) und Wiichsigkeit des
ersten Aufwuchses der Artemisia-Klone in Polycross ASC 1 und ASC 2
1N PUCh 2005, ... et 59

Cd-Gehalt (mg/kg) der Krautdroge des zweiten Schnitts im ersten
Standjahr und Anteil wieder austreibender Pflanzen (%) im Friihjahr des
zweiten Standjahrs der Artemisia-Klone in Polycross ASC 3 in Puch
2006/07 ..ttt ettt nb e b e ens 60

Cd-Gehalt (mg/kg) und Atherischdlgehalt (%, V/m) der Krautdroge aus
Seitentrieben (Anbaujahr 2005) bzw. des ganzen Krautes des 2. Schnitts



Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

22:

23:

24

25:

26:

27:

28:
29:

30:

31:

32:

33:

34:

35:

36:

37:

38:

(Anbaujahr 2006) der Artemisia-Klone in den Polycrossversuchen ASC 1
und ASC 2 bzw. ASC 3 in Puch........coooiiiiiiiiieece e 60

Cd-Gehalt (mg/kg) und Blattanteil (Bonitur, I=geringer, S5=hoher
Blattanteil) der Krautdroge aus Seitentrieben (Anbaujahr 2005) bzw. des
ganzen Krautes des 2. Schnitts (Anbaujahr 2006) der Artemisia-Klone in
den Polycrossversuchen ASC 1 und ASC 2 bzw. ASC 3 in Puch. ..................... 61

Bliihstadium am 21.08.2006 und Extraktgehalt (%) in der Krautdroge der
Leonurus-Klone im Polycross LJA 1 in Puch 2006. (Bliihstadien

1=Rosette, S5=erste Bliiten offen (Bliihbeginn), 9=Samen reif) ..........c...cc.c........ 64
Extraktgehalt (%) und Flavonoidgehalt (%) in der Krautdroge der
Leonurus-Klone im Polycross LJA 1 in Puch 2006. ..........ccccoevvieviiiciieniiereenee. 65

Bliihstadium am 21.08.2006 und Anteil wieder austreibender Pflanzen
(%) im Friihjahr des zweiten Standjahrs 2007 der Leonurus-Klone im
Polycross LJA 1 in Puch 2006. (Bliihstadien 1=Rosette, 5=erste Bliiten

offen (Blithbeginn), 9=Samen 1eif) .........c.cccceevviiiiiiniiieieciieeeeeee e 65
Artemisia scoparia — repriasentative Versuchs- (1) und Handelsdrogen (2-
) ettt bttt h ettt e bt ettt e e bt et e et eehe et enee e 71
Leonurus japonicus — reprisentative Versuchs- (1) und Handelsdrogen (2-
D) ettt ettt h e bt et h e e bt ea b e bt e bt et e eae e bt et e ehe e beeatenneenneas 72

Prunella vulgaris — reprasentative Versuchs- (1) und Handelsdrogen (2-4) ....... 73

Sigesbeckia pubescens — reprasentative Versuchs- (1) und Handelsdrogen

(274 ettt b et e et e b e et e ae et e et e eteenteentenneennans 74
Angelica dahurica — repréisentative Versuchs- (1) und Handelsdrogen (2-
) ettt e st r e 75
Astragalus  mongholicus — repriasentative  Versuchs- (1) und
HandelSArogen (2-5)...cuuieuieeieeee ettt 76
Bupleurum chinense — reprasentative Versuchs- (1) und Handelsdrogen
(255) oot e e e ettt r et et e e r e 77
Salvia miltiorrhiza — reprasentative Versuchs- (1) und Handelsdrogen (2-
) ettt et ettt ettt e et et e e teera e st et e ert e st enteeste st enteenteeneenteeneenneentens 78
Saposhnikovia  divaricata — repridsentative Versuchs- (1) und
HandelSArogen (2-5)...cuuieuieeieie ettt 79
Scutellaria baicalensis — reprasentative Versuchs- (1) und Handelsdrogen
(250) ettt ettt et et et e eae et e et e eaeenteentenneensans 80
Beurteilung der Bitterkeit einzelner Aufgiisse aus Versuchs- und
Handelsproben von Herba Leonuri jJapOnici .........cueecueereeeiieeniieniienieeieeeieeieene 83

Bitterkeit der Aufglisse einzelner Versuchs- (VP) und Handelsproben
(HP) von Herba Leonuri japonici vor und nach 1-jdhriger fachgerechter
LAGETUNG ..ottt ettt et et estae e e eaee e s nbeeeenbeeenaeeenneees 84

Cadmium Gehalt (mg/kg) einzelner Versuchs- (blau) und Handelsproben
von Herba Artemisiae SCOPATIAC. .......ccveveuierieeiieriieeieertieereesreeieeseeeebeeseneenseens 86



Abb. 39: Relative Gehalte an spezifischen Inhaltsstoffen und Extrakten von

Versuchs- (VP) und Handelsproben (HP). ........c.cocceeiiiiiieiiiniiciieiceeeeee 94
Abb. 40: Anteil (%) der Handelsproben je Art, die nach den eigenen
Untersuchungen verkehrsfahig sind. (N=10) ......ccccoeiiiiiiiiiiniieieeiceeeceeeee 95

Abb. 41: Haufigkeit, mit der aufgetretene Qualititsméngel auf den mit den
Handelsproben mitgelieferten = Analysenzertifikaten wiedergefunden
wurde (Insgesamt N=25), bzw. Haiufigkeit, mit der auf Zertifikaten
ausgewiesene Mingel in der eigenen Untersuchung nicht wiedergefunden
WUTAC. <.ttt ettt ettt et e s bttt e s at e et e e sbbe e bt e ssbeenbeesabeenbeesseeentean 95

Abb. 42: Anteil (%) der verkehrsfihigen Handelsproben, die von einzelnen
Handelsfirmen stammten (N=0-12) ........ccccocuerrieriieiieeiieieeie e 96

Autorenverzeichnis (Abbildung Nr.)

Dr. Heidi Heuberger (LfL): 18

Prof. Dr. Giinther Heubl (LMU): 15
Veronika Mayer (LfL): 12

Andrea Reus: 10

Wolfgang Seemann (LfL): 1-9, 13, 14, 26-35
Jessika Wahl: 11



Tabellenverzeichnis Seite

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

1:

2:

10:

11:

12:

13:

Einfluss der Bestdubungsverhdltnisse auf die Samenbildung von

Artemisia scoparia Herkunft BlaszczyK. .......ccccocvvviieviiiiiiiniieieeieceeeeeeee 34
Auftreten der klonspezifischen Banden in den
Kreuzungsnachkommenschaften der 104021-Miitter (21-F,) bzw.
104028-Miitter (28-F;) und daraus errechnete Fremdbefruchtung. ..................... 35

Ubersicht iiber die erhaltenen Artemisia- und Leonurus-Akzessionen der
deutschen Kulturpflanzen-Genbank in Gatersleben (IPK), der Fa. Jelitto,
von Wildstandorten und aus anonymer Quelle. .........cccocceeeeieriieiieniieniiesieee, 41

Diagnostische Blatt-Merkmale, in denen sich A. capillaris und A.
SCoparia UNLETSCREIACN. .........eovuiiiiieiieeiiecte ettt et aeeree e 43

Winterhdrte der Artemisia-Herkiinfte: Anteil der Pflanzen, die im
Friihjahr des 2. Standjahrs austrieben (% Austrieb) und deren Triebstirke
(Bonitur, 1=sehr geringe, 9=sehr hohe Triebstirke) am Standort Puch —
SCIEENINGVETSUCKHE .....c.viiiiieiiieciie ettt ettt e et s ebeenbeeeeeas 47

Cadmium-Gehalt (mg/kg) der Krautdroge von Artemisia-Herkiinften aus
verschiedenen Ernten (Schnitte) des ersten Standjahrs 2005 — 2007 an den
Standorten Puch (PU) und Baumannshof (BA) — Screeningversuche.................. 48

Atherischélgehalt (%, V/m) der Krautdroge von Artemisia-Herkiinften
aus verschiedenen Ernten (Schnitte) des ersten Standjahrs in Puch (PU)
2006 und Baumannshof (BA) 2007 — Screeningversuche ............ccccceevveeveennnnn. 49

Blitheigenschaften und Winterhdrte der Leonurus-Herkiinfte in den
Anbaujahren 2005-2007 am Baumannshof: Bliihbeginn (Datum), Anteil
von Pflanzen, die im ersten Standjahr im Rosettenstadium verharren (%),
Anteil austreibender Pflanzen im zweiten Standjahr (%) und deren
Triebstdrke (Bonitur, 1=sehr gering, 9=sehr stark) — Screeningversuche............ 52

Pflanzenhohe zum Erntezeitpunkt (cm) und Blatt-Stingel-Verhiltnis
(m/m, BSV) des frischen Materials aus der jeweils ersten Ernte eines
Standjahrs der Leonurus-Herkiinfte in den Anbaujahren 2005-2007 am
Baumannshof — Screeningversuche............ccocoviriiniininiiniiniicecceee 53

Extraktgehalt (%, m/m) der Kraut- und Blattdroge aller Ernten (Schnitte)
der Leonurus-Herkiinfte in den Anbaujahren 2005 und 2006 am
Baumannshof — Screeningversuche............cccvvvieiiieiieiiiieiieeiecececeee e 54

Flavonoidgehalt (mg/kg) der Kraut- und Blattdroge aller Ernten (Schnitte)
der Leonurus-Herkiinfte in den Anbaujahren 2005 und 2006 am
Baumannshof — Screeningversuche.............cccoveriiniiiiniiniiniiceceee 55

Versuchsdetails zu den Kreuzungen und Priifungen der Klone von
Artemisia (ASC) und Leonurus (LJA) in Polycrossanlagen im Feld (Puch)
und im Gewachshaus (FIreiSing). .....cceevveerieeiiienieeiieeie et 57

Cadmiumgehalt (mg/kg) in der Blatt-, Stingel- und Krautdroge des
dritten und fiinften Schnitts verschiedener Artemisia-Herkiinfte, sowie
deren Blatt-Stingel-Verhéltnis (BSV) in der Krautdroge. Daten aus



Tab.

Tab.

Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

14:

15:

16:
17:

18:

19:

20:

21:

22:

23:

24:

25:

Priifung auf Kombinationseignung, BA Anbaujahr 2006, vgl. Kap. 2.8 —
EXaKtversuch (IN=3). ...ccuiiiiiiieieeeee et 63

Krautdrogenertrag (dt/ha), Homogenitit des Bestands (Boniturnote),
Anthocyanfarbung der Stdngel (Boniturnote), sowie Blatt-Stingel-
Verhiltnis (BSV, Mittelwert des 3. und 5. Schnitts) und Cd-Gehalt in der
Krautdroge der F;-Nachkommenschaften der Artemisia-Klone und der
Kontrollherkiinfte Blaszczyk und Elixir Farm 2006 am Standort
Baumannshof. (Boniturnoten: 1=sehr gering, 9=sehr stark ausgeprigtes
Merkmal) — Exaktversuch (Mittelwerte, N=3; Werte mit dem gleichen
Buchstaben sind nicht signifikant verschieden, Tukey, 0=5 %) ......ccccceceevuerenne. 68

Blilhbeginn, Anteil der in Rosetten verharrender Pflanzen (%),
Krautdrogenertrag (dt/ha) und Anteil der im Herbst des ersten Standjahrs
abgestorbenen Pflanzen (%) der Fi-kommen der Leonurus-Klone und der
Kontrollherkiinfte Horizon Herbs, Richters und B. T. World Seeds 2007
am Standort Baumannshof — Exaktversuch (Mittelwerte, N=3; Werte mit
dem gleichen Buchstaben sind nicht signifikant verschieden, Tukey, o=5

D) ettt b ettt et aen 69
Im Qualititsvergleich untersuchte Parameter und Probenzahl (N) je Art............ 82
Durchschnittliche Schwermetallgehalte (mg/kg) in Versuchs- (VP) und
Handelsproben (HP) von TCM-Drogen (N=10) .....c.cccecceeriiieiiiniieienieeieee 85
Pestizidriickstinde (8, 26, 44) in Handelsproben von TCM-Drogen
(INFL0) ettt b e bbbttt ettt e bt bbb 87

Mikrobiologische Reinheit der Versuchs- (VP) und Handelsproben (HP)
von TCM-Drogen: Durchschnittliche Anzahl Kolonien bildender
Einheiten (KBE/g) und Anteil verkehrsfahiger Proben nach Ph. Eur.
4.0/5.0 (44); Kat.4a: VP N=5-10, HP N=10; Kat.4b: VP u. HP N=2-5............... 90

Haufigkeiten (N) der Gehalte (ug/kg) von Acrylamid und Benzo(a)pyren
in ausgewihlten Handelsproben von TCM-Drogen...........cccceeevieniinieniineennenne 91

Gehalte (%) an spezifischen Inhaltsstoffen und Extrakten in Versuchs-
und Handelsproben (VP bzw. HP) von TCM-Drogen ..........cccccevvievieniiennennnen. 92

Zusammensetzung (mg/l) der gepriiften Néhrmedien fiir die in vitro-
Etablierung, -Vermehrung und -Bewurzelung von Artemisia scoparia auf
der Grundlage des MS-Basalmediums............cccoeeeeeiienienieenieeieenieeveesee e 105

Zusammensetzung (mg/l) der gepriiften Ndhrmedien fiir die in vitro-
Etablierung, und -Vermehrung von Leonurus japonicus auf der Grundlage
des MS-Basalmediums ........cccueeiiiiiiiiieeiieie et 106

Zusammensetzung (mg/l) der gepriiften Néhrmedien fiir die in vitro-
Bewurzelung von Leonurus japonicus auf der Grundlage des MS-
Basalmeditums ..........coooiiiiiiiiiiiii e 107

Zusammensetzung (mg/l) der gepriiften Ndhrmedien fiir die in vitro-
Bewurzelung von Leonurus japonicus auf der Grundlage des MS-
Basalmeditums ...........oooiuiiiiiiiie e 108



Verzeichnis der Abkiirzungen

AAS
AFLP
ASC
BA
BAP
BSV
BVL
Cd
Ch. P.
D
DAB
DC
DECA

DNA

dt

EV

Fy

FH

FKZ
FNR
GC(/MS)
GMP

h

ha

Hg

HP
HPLC(-MS)

IAA
IPGRI
IPK
IPZ
ISTA

Atomabsorptionsspektrometrie

Amplified Fragment Length Polymorphism
Artemisia scoparia

Versuchsstation Baumannshof
Benzylaminopurin
Blatt-Stiangel-Verhiltnis

Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit
Cadmium

Chinesische Pharmakopoe

Sammelort bzw. Donor

Deutsches Arzneibuch
Diinnschichtchromatographie

Gesellschaft fiir die Dokumentation von Erfahrungsmaterial der Chinesi-
schen Arzneitherapie, Reitmehring

Desoxyribonukleinsdure

Dezitonne

Eintrocknungsverhiltnis Frischware : Droge
Kreuzungsnachkommen, erste Generation
Fachhochschule

Forderkennziffer

Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe
Gaschromatographie (gekoppelt mit Massenspektrometrie)
Good Manufacturing Practice

Stunde

Hektar

Quecksilber

Handelsprobe(n)

High Performance Liquid Chromatography (gekoppelt mit Mas-

senspektrometrie)

Indolessigsaure

International Plant Genetics Research Institute

Institut fiir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung
Institut fiir Pflanzenbau

International Seed Testing Association



ITS Internal Transcribed Spacer

K Klonpflanzen

k. A. keine Angabe

KBE Kolonienbildende Einheiten

LfL Bayerische Landesanstalt fiir Landwirtschaft
LJA Leonurus japonicus

LLA Landwirtschaftliche Lehranstalten Triesdorf
LMU Ludwig-Maximilians-Universitdt, Miinchen

MS 1. Murashige und Skoog; 2. Massenspektrometrie
NCBI National Center for Biotechnology Information
PAK Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
Pb Blei

PCR Polymerase Chain Reaction

Ph. Eur. Européisches Arzneibuch

PK Primerkombination

PU Versuchsstation Puch

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism
RHmVO Riickstandshochstmengen-Verordnung

SAS Statistical Analysis System

St Selbstungsnachkommen, erste Generation

SMS Societas Medicinae Sinensis / Internationale Gesellschaft fiir Chinesische

Medizin, Miinchen

StMLF Bayerisches Staatsministerium fiir Landwirtschaft und Forsten
TCM Traditionelle Chinesische Medizin

TKG Tausendkorngewicht

UDSSR Sowjetunion

NN iiber Meereshohe (Normalnull)

UPGMA unweighted pair group method with arithmetic mean

VP Versuchsproben

Vv Volumen



Problemstellung, Zielsetzung und Vorgehensweise 13

1 Problemstellung, Zielsetzung und Vorgehensweise

1.1 Inkulturnahme von chinesischen Heilpflanzen in Deutschland

Heilpflanzen spielen in der traditionellen chinesischen Medizin (TCM) eine zentrale Rol-
le. Eine kritische Offentlichkeit nimmt aber meist nur wegen moglicher Verunreinigungen,
Nebenwirkungen und Identitétsproblemen davon Notiz. Mittlerweile wenden etwa 3000
speziell ausgebildete deutsche Arzte und andere Heilberufe die chinesische Arzneimittel-
therapie an, Tendenz steigend (15). GroBhéndler versorgen die Apotheker mit importierter
Ware, in spezialisierten Apotheken werden die drztlichen Verordnungen gemischt und als
Rezepturarzneimittel hergestellt. Der Import der Rohdrogen (getrockneter Pflanzenteile)
vieler bei uns meist unbekannter Pflanzen aus Asien bereitet aber hdufig Qualitits- und
Beschaffungsprobleme — vor allem im Hinblick auf eine gut dokumentierte ,,Entste-
hungsgeschichte* — wie sie heute bei westlichen Arzneipflanzen z. B. Pfefferminze oder
Baldrian Standard ist. Der Untersuchungsaufwand fiir die Uberpriifung der pharmazeuti-
schen Qualitit ist deshalb enorm (16, 20, 22, 36). Durch einen Anbau von Heilpflanzen
mit definierter Herkunft unter kontrollierten und dokumentierten Bedingungen kénnen die
Arzneimittelsicherheit und die allgemeine Qualitdt des Drogenmaterials wesentlich ver-
bessert werden. Gleichzeitig soll der Umfang des deutschen Heil- und Gewiirzpflanzenan-
baus durch die Schaffung neuer Anbaumdglichkeiten erweitert und der Raubbau an den
Naturstandorten in China reduziert werden.

Um chinesische Arzneipflanzen unter kontrollierten Bedingungen in Deutschland anbauen
zu konnen, beschéftigt sich die LfL seit 1999 mit der systematischen Anbauforschung von
16 ausgewdhlten Arten (20).

Sehr bald zeigte sich, dass bei der Einfithrung einer fiir Deutschland véllig neuen
Pflanzengruppe in die landwirtschaftliche Produktion mit weitestgehend fehlenden
Informationsmoglichkeiten andere Wege als sonst in der pflanzenbaulichen Forschung
iiblich beschritten werden mussten. Hierbei geniigte es nicht mehr, sich mit ausgewéhlten
Teilaspekten, z. B. mit der Priifung verschiedener genetischer Herkiinfte, Aufbauverfahren
oder Ernteterminen in Feldversuchen zu befassen. Aussicht auf Erfolg konnte nur die
komplexe und parallele Beschiftigung mit den Bereichen Inhaltstoffanalytik, botanische
Identifizierung, Gewebekultur, Ziichtung, vergleichende analytische und sensorische
Qualititsuntersuchungen an Importware und Anbauversuchsmustern sowie Bereit-
stellung von definiertem Material fiir Anwendungsbeobachtungen an Patienten seitens der
TCM-Arztegesellschaften durch den Aufbau eines vielseitigen Kooperations- und For-
schungsnetzes bieten.

Seit 2005 werden die Wurzeldrogen Angelica dahurica, Salvia miltiorrhiza, Saposhniko-
via divaricata und Scutellaria baicalensis sowie die Krautdrogen Artemisia scoparia, Le-
onurus japonicus und Sigesbeckia pubescens von Landwirten produziert,die gro3e Erfah-
rung in der Produktion europdischer Arzneipflanzen besitzen und mit der entsprechenden
professionellen Infrastruktur ausgeriistet sind. Seit Frithjahr 2007 wird auBerdem noch
Astragalus mongholicus (membranaceus) fiir die Wurzeldrogenproduktion kultiviert. Ins-
gesamt belief sich der kommerzielle Anbau von acht chinesischen Heilpflanzen in Bayern
2007 auf vier Hektar. Mehrere Landwirte aus Mittelfranken, die an verschiedene Abneh-
merfirmen liefern, sind gegenwirtig daran beteiligt (21, 22, 23).
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1.2 Erste ziichterische Bearbeitung und Qualititsvergleich von Heil-
pflanzen TCM

Das von der Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe (FNR) geforderte Projekt , Erste
zlichterische Bearbeitung und Qualitdtsbeurteilung ausgewdhlter chinesischer Heilpflan-
zen, die fiir einen Anbau in Deutschland geeignet sind“ (FKZ 22007703) ist Teil dieses
interdiszipliniren Forschungsprojektes.

Projektschwerpunkt Ziichtung

Im Gegensatz zu etablierten landwirtschaftlichen oder girtnerischen Kulturarten gibt es
bei den chinesischen Heilpflanzen keine oder nicht zugiingliche Sorten. Die wenigen
Saatgutherkiinfte, die fiir die Anbauforschung in Bayern aus dem Samenhandel bezogen
werden konnten, konnen als mehr oder weniger heterogene Populationen bezeichnet wer-
den. Fiir den Anbau ist die fehlende Homogenitit von Nachteil, fiir die Ziichtung birgt sie
jedoch die Chance, geeignete Typen fiir den Standort und das Anbauverfahren zu selektie-
ren. Die Saatgutvermehrung der Herkiinfte von Leonurus japonicus an der Landesanstalt
im Rahmen des Anbauprojekts bewirkte bereits eine deutliche Verbesserung der Saatgut-
qualitit, d. h. eine bessere Keimung und gleichméBigere Jungpflanzen (20).

Die Verbesserung der Saatgutqualitdt und die Entwicklung von Anbauverfahren fiihrten
bei Artemisia scoparia und Leonurus japonicus jedoch noch nicht zum ausreichenden Er-
folg. Daher wurde der Weg der Pflanzenziichtung beschritten, an dessen Ende verbesserte
Sorten, vor allem im Hinblick auf Homogenitit und mehrjihrigem Anbau bei gleich-
zeitig hoher Qualitit den heimischen Anbau dieser beiden Arten wirtschaftlicher ma-
chen sollen. Uber andere Ziichtungsprogramme zur Verbesserung der Anbaueigenschaften
und Drogenqualitét bei Artemisia scoparia und Leonurus japonicus war nichts bekannt.

Da die Entwicklung einer Sorte von Natur aus viele Jahre in Anspruch nimmt und {iber die
Biologie der chinesischen Heilpflanzen nur wenig Information vorlag, konnten im Rah-
men des Projektes zundchst nur die ersten, grundlegenden Schritte in der ziichterischen
Bearbeitung von Artemisia scoparia und Leonurus japonicus gemacht werden. Diese um-
fassten folgende Aufgaben:

1. Definition der Zuchtziele

Aufklarung der Bliihbiologie und Ableitung des Zuchtverfahrens
Methodenentwicklung fiir vegetative Vermehrung (Klonierung)
Erweiterung und Sichtung des Zuchtmaterials mit Selektion
Klonpriifung und Kreuzung

Priifung auf allgemeine Kombinationseignung

Die Aufgaben 1-3 wurden 2004-2005 bearbeitet, Aufgabe 4 ebenfalls 2004-2005 mit
nachgelagerten weiteren Selektionsschritten. In 2006 und 2007 erfolgte die Klonpriifung
beider Arten, die 2006 bei Leonurus japonicus mit einer Kreuzung der Klone einherging
(Polycrossanlage). Die Kreuzung der Artemisia scoparia Klone war nicht im Feldversuch,
sondern erst 2007 im Gewachshaus erfolgreich. Daher wurde in 2007 nur bei Leonurus
Jjaponicus mit Aufgabe 6 begonnen.

AN

Zu Beginn der Ziichtungsarbeiten waren nur wenige Informationen vorhanden. Fiir Leonu-
rus japonicus lagen Erfahrungen in der vegetativen Vermehrung iiber Stecklinge von Teo
und Pin (54) vor. Bei Artemisia scoparia wurden von Kothari und Chandra (40) verschie-
dene Nidhrmedien fiir die /n-vitro Kultur getestet. Diese beschrieben eine gute Spross- und
Knospenbildung aus Sténgelinternodienabschnitten in MS-Basalmedium mit 5,0 mg/l [AA
(Indolessigsdure) und 3,0 mg/l BAP (Benzylaminopurin). Kalluskulturen aus Stidngelin-
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ternodien zeigten Knospendifferenzierung nur in Medien mit IAA (5,0 mg I'') und BAP
(0,5 mg I'). Ob dies auf verschiedene Genotypen iibertragbar ist, musste untersucht wer-
den.

Im Projektverlauf wurden weitere Grundlagen fiir die Ziichtung aus neuen Veroffentli-
chungen und der Ableitung von verwandten Arten bezogen, sowie in den eigenen Unter-
suchungen erarbeitet. Diese sind in Kapitel 2 ausfiihrlich dargestellt.

In einem parallel laufenden, vom Bayerischen Landwirtschaftsministerium (StMLF) ge-
forderten Projekt wurde mit der Ziichtung der beiden Arten Astragalus mongholicus und
Bupleurum chinense begonnen. Das Personal aus dem StMLF-geforderten und aus dem
FNR-geforderten Projekt bearbeitete beide Projekte gemeinsam, wodurch grof3e Synergien
entstanden und ein effizientes Arbeiten bei allen vier Arten moglich war.

AuBlerdem eingebunden in das Ziichtungsprojekt von Artemisia scoparia und Leonurus
Jjaponicus waren neben den Arbeitsgruppen AQU 1, 2, 4; AVB 1, 2; IPS 3e; IPZ 1a, 5c, 6¢
der LfL und den Landwirtschaftlichen Lehranstalten Triesdorf (LLA), der Bereich Syste-
matische Botanik des Department Biologie I der Ludwig-Maximilians-Universitdt (LMU,
Prof. Heubl) in Miinchen, der Bereich Pharmakognosie des Instituts fiir Pharmazeutische
Wissenschaften der Karl-Franzens-Universitit Graz (Prof. Bauer), die Gesellschaft fiir die
Dokumentation von Erfahrungsmaterial der Chinesischen Arzneitherapie (DECA, Dr.
Friedl), sowie die Internationale Gesellschaft fiir Chinesische Medizin (Societas Medici-
nae Sinensis, SMS, Dr. Hummelsberger).

Projektschwerpunkt Qualitiitsvergleich

Da die Qualititsfrage mit den Impuls zum Anbauprojekt gab, wurde gepriift, ob die Dro-
gen aus deutschem Versuchsanbau (und daraus abgeleitet aus dem grof3flachigen Feldan-
bau) eine dquivalente Alternative zu den Importdrogen darstellen. Bislang wurden Quali-
titsuntersuchungen entsprechend der relevanten Arzneibiicher an importierten Drogen der
relevanten Arten von den importierenden Handelshdusern in Auftrag gegeben und waren
damit nicht 6ffentlich verfligbar. Daher wurden im Rahmen des Projekts Versuchs- und
Handelsproben der zehn Arten Angelica dahurica, Artemisia scoparia, Astragalus mong-
holicus, Bupleurum chinense, Leonurus japonicus, Prunella vulgaris, Salvia miltiorrhiza,
Saposhnikovia divaricata, Scutellaria baicalensis und Sigesbeckia pubescens einem um-
fangreichen Qualititsvergleich unterzogen.

Identitét, Reinheit, Inhaltsstoffe wurden von Fa. PhytoLab (Vestenbergsgreuth, Dr. Kabe-
litz, Frau Dr. GroB3, Dr. Schmiicker, Herr Bogelein) und die sensorischen Eigenschaften
von Fa. Kriauter Mix (Abtswind, Frau Dr. Torres-Londofio, Frau Friedmann) auf deren
eigene Kosten in 2004-2006 durchgefiihrt. Seit 2007 werden die Ergebnisse durch die LfL
aufbereitet und der Offentlichkeit vorgestellt.

2 Beginnende Ausleseziichtung bei Artemisia scoparia und
Leonurus japonicus

2.1 Die chinesischen Heilpflanzen Artemisia scoparia und Leonurus
japonicus

2.1.1 Artemisia scoparia

In der chinesischen Pharmakopoe (Ch. P., Ausgabe 2000 und 2005) (5, 9) werden Artemi-
sia scoparia Waldst. et Kit. und Artemisia capillaris Thunb. als Stammpflanzen fiir Herba
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Artemisiae scopariae (Yinchen) angegeben. Auf die schwierige Unterscheidung beider
Arten wird in Kapitel 2.6.2 eingegangen. Im Folgenden wird der Einfachheit halber nur
von Artemisia scoparia die Rede sein, die auf deutsch als Besenbeifullkraut bezeichnet
wird.

Von Artemisia scoparia wird sowohl das junge (Abb. 1) als auch das &ltere Kraut in der
TCM verwendet (5, 9, 51). Die zweijdhrige Pflanze zéhlt zur Familie der Korbbliitler
(Asteraceae, Compositae). Sie kann bis zu 180 cm hoch werden. Thre Blétter sind zwei-
fach gefiedert. Die Bliitenkopfe sind sehr klein, griin-wei3 und sehr zahlreich. Je nach
genetischer Herkunft kann sie im Herbst des ersten oder zweiten Vegetationsjahres zur
Bliite gelangen (48). Die Droge wird bei durch Lebererkrankungen hervorgerufener Gelb-
sucht und bei verminderter Harnausscheidung verwendet. Auch bei ndssenden Geschwii-
ren und Juckreiz wird sie innerhalb der TCM eingesetzt (5, 9, 51).

Abb. 1:  Artemisia scoparia — Bestand mit jungen Pflanzen

Die Droge von Artemisia scoparia wird in der Ch. P. (5, 9) wie folgt beschrieben: grof3-
teils zu Knéueln verwickelt, grauweil}, graugriin oder génzlich weil3 gefarbt, weich und
samtig behaart. Die Droge hat eine sprode Konsistenz und bricht leicht. Die Stingel sind
fein und zart und bis zu 2,5 cm lang. Die Blitter sind gestielt, einfach bis dreizihlig gefie-
dert und bis zu 3 cm lang und 1 cm breit. Die Droge hat einen erfrischenden aromatischen
Geruch und schmeckt bitterscharf. Die Droge aus dem Import (Abb. 2) entspricht der du-
Beren Beschreibung, die Droge aus dem Versuchsanbau weicht durch eine deutlich schwi-
chere Behaarung und frischer griiner Farbe davon ab (Abb. 3). Die Konsequenzen daraus
werden in den Kapiteln 2.3 und 2.6 diskutiert.
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Abb. 2: Artemisia Krautdroge aus China

Abb. 3:  Artemisia Krautdroge aus Versuchsanbau
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2.1.2  Leonurus japonicus

In der Ch. P. (5, 9) wird Leonurus japonicus Houtt. als Stammpflanze fiir Herba Leonuri
(Yimucao) aufgefiihrt, wihrend Stoger (51) in der deutschen Ubersetzung einer friiheren
Version des Arzneibuches der Volksrepublik China noch den élteren Namen Leonurus
heterophyllus verwendet. Leonurus japonicus (Chinesisches Mutterkraut) gehdrt zur Fa-
milie der Lippenbliitler (Lamiaceae; Labiatae) und wird als ein- oder zweijdhrige Pflanze
mit holzigem Rhizom beschrieben. Unter hiesigen Standortverhéltnissen kann sie aber
stark auswintern. In der TCM wird fiir die Droge das gesamte Kraut verwendet, das kurz
vor oder bei beginnender Bliite (Abb. 4) geerntet wird. Es wird bei verminderter Harnaus-
scheidung, Odemen und bei Regelanomalien eingesetzt (5, 9).

Abb. 4: Leonurus japonicus - erntereifer Bestand bei beginnender Bliite
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Charakteristisch fiir die Droge ist der vierkantige Stdngel mit einem Durchmesser von 0,2-
0,5 cm, auBlen graugriin oder gelbgriin. Die Stingelflichen sind zu Langsrinnen vertieft.
An der Bruchfliche ist Mark erkennbar. Die Blattspreiten sind graugriin, zerknittert und
zerbrochen. Die Bliitchen sind hell violett in axillaren Bliitenstdnden. Die Schnittdroge ist
in ca. 2 cm lange Abschnitte geschnitten. Herba Leonuri ist von schwach aromatischem
Geruch und schmeckt schwach bitter (5, 9). Die Drogen aus dem Import und aus Ver-
suchsanbau entsprechen der Beschreibung, jedoch ist die Droge aus Versuchsanbau insge-
samt frischer griin gefarbt (Abb. 5 und 6). Dieser Aspekt wird in Kapitel 3 ndher beleuch-
tet.

' | | R U L |
MRN8 o % 810 n @ 9
Abb. 5:  Leonurus Krautdroge aus China
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Abb. 6: Leonurus Krautdroge aus Versuchsanbau

2.2 Allgemeine Versuchsbedingungen

Die verschiedenen Versuchsanstellungen erfolgten aufgrund der langjihrigen Erfahrungen
und Kenntnisse der LfL im Anbau européischer Heilpflanzen, der bisherigen Erkenntnisse
aus aktuellen Versuchen mit den beiden Arten und aufgrund der mittlerweile beschafften
und iibersetzten chinesischen Literatur (z. B. 1, 7, 20, 48).

Die Jungpflanzenanzucht fiir die Feldversuche, die gartnerische vegetative Vermehrung,
die Erhaltung der Mutterpflanzen sowie die Kurztagsbehandlung der Artemisia Klonpflan-
zen erfolgte in der modernen, fiir Versuche ausgelegten Gewéchshausanlage der LfL in
Freising.

Die Jungpflanzen fiir die Herkunftspriifungen und Leistungspriifungen wurden ab Anfang
Mirz bis Anfang Mai aus Saatgut angezogen. Dieses wurde nach Herkiinften (Akzessio-
nen) getrennt bzw. aus den Polycrossanlagen auf den Versuchsstationen Baumannshof und
Puch gewonnen. Zur Vermeidung von Fehlstellen bei knappen Anzuchtflichen und fiir die
Gewinnung mdglichst einheitlicher Jungpflanzen erfolgte die Aussaat fiir die Einzelpflan-
zen zunidchst breitwiirfig in PK 12 Anzuchtkisten (Floraton 3 mit Perligran), aus denen
bald nach dem Auflaufen in die Multitopfplatten (Vefi, 160 Zellen/Platte, Fiillung Flora-
ton 3) pikiert wurde. Artemisia-Tuffs wurden von Hand mit 3-5 Korn direkt in die Multi-
topfplatten gesét. Das extrem feine Saatgut von Artemisia scoparia (Tausendkorngewicht,
TKG 0,03 g) wurde mit Talkum Puder vermischt, um die Dosierung zu erleichtern. Bis
zum Auflaufen wurde eine Temperatur von 20-25 °C gehalten, die anschlieBend langsam
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bis auf 14-15 °C (Heizungssoll) und 1 Woche vor der Pflanzung auf 8 °C (Heizungssoll)
abgesenkt wurde.

Bei beiden Arten wurden ab 3 Wochen nach der Aussaat das GieBwasser durch eine
schwache Diingerlosung (Mischung aus 0,05 % Flory 1 und 0,05 % Flory Basisdiinger 1)
ersetzt und die Jungpflanzen direkt vor der Pflanzung mit 0,3 % Flory 1-Losung gegossen.

Die Drillsaat bei einem Feldversuch von Leonurus japonicus wurde Anfang Mai mit einer
mehrreihigen Gaspardo-Bandverteilersimaschine durchgefiihrt.

Artemisia scoparia
aTalal =18 =1n

Abb. 7:  Artemisia Jungpflanzen (Einzelpflanzen) in Anzuchtplatte vor der Pflanzung
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Leonurus sibiricus
Jungpflanzen

Abb. 8:  Leonurus Jungpflanzen in Anzuchtplatte vor der Pflanzung

Die Feldversuche und Saatgutvermehrungen standen auf den Staatlichen Versuchsstatio-
nen Baumannshof, Landkreis Pfaffenhofen, und Puch, Landkreis Fiirstenfeldbruck. Die
Kreuzungen zur genaueren Bestimmung des Selbstbefruchtungsanteils wurden auf Fla-
chen der Abteilung Saatzucht an den LLA Triesdorf, Landkreis Ansbach, vorgenommen.

Der Standort Baumannshof (365 m iiNN) ist durch einen humosen Sandboden mit pH-
Werten zwischen 5,0 und 6,3 und einem Humusgehalt zwischen 2,6 und 4,1 % geprégt.
Die durchschnittliche Jahresniederschlagsmenge liegt bei 857 mm, die durchschnittliche
Jahrestemperatur betriagt 9,2 °C.

Der Standort Puch auf 550 m NN ist durch tiefgriindige Bdden aus sandigem Lehm mit
pH-Werten zwischen 6,1 und 6,7, sowie Humusgehalten zwischen 1,5 bis 2,2 %
gekennzeichnet. Die Lage ist windreich, die durchschnittliche Jahrestemperatur betragt
8,8 °C und die Jahresniederschlagsmenge liegt bei 914 mm, wovon 65 % von April bis
September fallen.

Beim Boden des Versuchsstandorts Triesdorf handelt es sich um einen anlehmigen Sand
auf Keuper mit pH 7,0. Der Standort auf 434 m iiNN zeichnet sich auerdem durch ein
niedriges Temperaturmittel von 7,5 °C und 625 mm Jahresniederschlag mit ausgeprégter
Sommertrockenheit aus, so dass er insgesamt als extensiver Standort zu charakterisieren
ist.

Die Diingung erfolgte mit mineralischen Diingemitteln entsprechend dem Ergebnis der
Bodenuntersuchung und dem vorgegebenen Richtwert nach dem bisher ermittelten Entzug
(Sachgebiet AQU 4 ,,Rohstoffqualitéit pflanzlicher Produkte*) durch die Pflanzen. Diese
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Richtwerte betragen (in kg/ha) flir Artemisia im 1. Standjahr 160 N, 40 P,Os, 220 K,0; im
Folgejahr sofern sich ein Bestand entwickelt hat 110 N, 30 P,Os, 150 K,O. Fiir Leonurus
liegen sie bei 230 N, 70 P,Os, 320 K,O im 1. Standjahr. Im 2. Standjahr wurden die
Richtwerte entsprechend der Bestandsdichten nach Auswinterung reduziert.

Nach der Pflanzung von Hand Mitte/Ende April und bei Bedarf wurde beregnet. Die Ab-
stainde betrugen in den Parzellen der Herkunfts- und Nachkommenschaftspriifungen zwi-
schen den drei zentralen Reihen 42 ¢cm bzw. zu den nicht beernteten Randreihen 62,5 cm
(Beetbauweise) und in der Reihe 25 cm. Auf den 10 m?- Parzellen standen somit jeweils
80 Pflanzen bzw. Tuffs. Die Unkrautunterdriickung erfolgte mechanisch. Pflanzenschutz-
mittel wurden nicht eingesetzt.

Abb. 9: Krauternte mit dem Hege Griinguternter

Die mehrmalige Ernte wihrend einer Vegetationsperiode wurde mithilfe des fiir Heil- und
Gewlirzpflanzen optimierten Hege-Griinguternters (18) ausgefiihrt. Das vegetative Artemi-
sia Kraut wurde bei 30-40 cm Aufwuchshohe 10 cm iiber dem Boden bis zu 7 mal pro
Jahr geerntet. Das Leonurus Kraut wurde bei beginnender Bliite 20 cm {iber dem Boden
geschnitten. Von beiden Arten wurden pro Parzelle 48 Pflanzen bzw. Tuffs wie folgt aus-
gewertet (3 ganze Zentralreihen):

Das frische Kraut inklusive der Stingel wurde gewogen, mit dem Wintersteiger La-
borhécksler grob zerkleinert, griindlich durchmischt und 1000 g (Exaktversuch) bzw.
2000 g (Screeningversuch) frisches Kraut entnommen. Fiir die Ermittlung des Stangelan-
teils und die Gewinnung von Blattware bei Leonurus wurde vor dem Héckseln eine repri-
sentative Probe gezogen. Das gesamte Kraut, bei Leonurus teilweise auch zusétzliche
Blattproben, wurden bei 40 bis 45 °C auf einem Hordentrockner bis zu einer Restfeuchte
zwischen 6 und 8 % zur Droge getrocknet. Die Restfeuchte wurde gravimetrisch be-
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stimmt. Mit den daraus gewonnenen Daten wurden fiir jede Parzelle der frische Krauter-
trag, ggf. der Ertrag der frischen Blétter, und der Blattdrogenertrag, jeweils pro Hektar,
das Eintrocknungsverhiltnis (EV), sowie jeweils der Gesamtertrag pro Hektar aus allen
Schnitten berechnet. Bei einzelnen Ernten von Artemisia wurden aus der Droge nach ei-
nem kurzen Dreschgang (wenige Sekunden, 1,5 mm x 4,5 mm Dreschkorb) die Sténgel
ausgesiebt (3 mm) und das Blatt-Stingelverhéltnis ermittelt.

Die Ch. P. schreibt fiir Herba Artemisiae keine Gehaltsbestimmungen vor (5, 9). Da das
Kraut von Artemisia 4therisches Ol enthilt, wurde dessen Gehalt entsprechend den Vorga-
ben des Europdischen Arzneibuchs (Ph. Eur.) (44) mittels Wasserdampfdestillation ermit-
telt. Da sich im Verlauf der Untersuchungen herausstellte, dass Artemisia scoparia zu den
Cadmium akkumulierenden Pflanzen gehort, wurde dieses Schwermetall ab den Versu-
chen 2006 untersucht.

Fiir Leonurus schreiben beide Ausgaben der Ch.P. (5, 9) die Gehaltsbestimmung von Sta-
chydrin mittels quantitativer HPLC vor. Da sich diese Methode als nicht reproduzierbar
herausstellte, wurde dieser Inhaltsstoff nicht mehr weiter verfolgt. In der Herkiinftesich-
tung 2005 wurde dafiir eine Bestimmung der Flavonoide entsprechend der photometri-
schen Arzneibuchbestimmung bei Herba Passiflorae (44) durchgefiihrt. In allen Versuchen
wurde der neu in die Leonurus-Monographie des Ch.P. 2005 (9) aufgenommene Extrakt-
gehalt bestimmt.

Alle Untersuchungen an den Drogenproben wurden an der LfL bei AQU 2 (Dr. Lepschy)
durchgefiihrt.

Bestimmung des Atherischolgehalts mittels Wasserdampfdestillation (44)

Vor der Destillation wurde das Probenmaterial, das jeweils die gesamte Parzelle reprédsen-
tierte, gut vermischt, und fiir die Destillation bendtigte Menge unter nur grober Zerkleine-
rung von Hand in den Destillationskolben eingefiillt.

Die Destillation erfolgte in einem 11-Kolben mit 25,0 g Probenmenge unter Zugabe von
400 ml Wasser. In die aufgesetzte DAB-konforme Apparatur wurde so viel Wasser einge-
fiillt, dass das Steigrohr fast gefiillt war. Ins Sammelrohr des Destillats wurden 0,5 ml Xy-
lol vorgelegt, um die geringen Mengen des itherischen Ols aufzunehmen. Es wurde
2 Stunden mit einer Destillationsgeschwindigkeit von 2-3 ml/Minute destilliert. Nach Be-
endigung der Destillation wurde Wasser abgelassen, bis sich die organische Phase voll-
standig in dem graduierten Rohr befand und das Volumen abgelesen. Da ein Teil des vor-
gelegten Xylols wéhrend der Destillation verdampft war, wurde der Schwund in mehreren
Blindversuchen (Destillation ohne Droge) ermittelt. Das so ermittelte Volumen wurde
vom Gesamtvolumen abgezogen. Das Restvolumen ergab das Volumen des destillierten
dtherischen Ols.

Bestimmung des Cadmiumgehalts von Artemisia

Fir die Bestimmung des Cadmiumgehalts der Artemisiadroge wurde diese kontaminati-
onsfrei vermahlen (Fritsch Pulverisette 14, keine Abgabe von Schwermetallen). 3,00 g der
gemahlenen und homogenisierten Probe wurden in einen 250 ml Aufschlusskolben ein-
gewogen und mit 7,5 ml einer 65 % Salpetersdure und 22,5 ml einer 36-38 % Salzsédure
versetzt (Konigswasser). Das Gemisch blieb iiber Nacht im Abzug stehen. Am néchsten
Tag wurde es in einem Aufschlussblock 40 Minuten auf 80 °C erhitzt und dann die Tem-
peratur fiir 1,4 Stunden auf 166 °C gesteigert. Nach 30 Minuten Abkiihlzeit wurde die
Aufschlusslosung quantitativ in einen 100 ml-Kolben iiberfiihrt, mit dest. Wasser auf 100
ml aufgefiillt und dann filtriert. 5 pl des Filtrats wurden in das Graphitrohr des AAS (ZL
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4100 der Firma Perkin Elmer) eingespritzt. Es wurde 20 Sekunden bei 130 °C und dann
30 sec. bei 140 °C getrocknet. Die Veraschung erfolgte 30 Sekunden bei 600 °C, die Ato-
misierung 5 Sekunden bei 1400 °C. Anschliefend wurde noch 2 Sekunden bei 2400 °C
ausgeheizt. Die Messwellenldnge betrug 228,8 nm. Zur Ermittlung der Konzentration
wurde eine Dreipunkt-Kalibrierkurve mit Konzentrationen von 20,50 und 100 mg Cadmi-
um/I erstellt.

Bestimmung des Flavonoid-Gehalts von Leonurus

0,2 g der feingemahlenen Probe wurden mit einer Analysenwaage abgewogen und quanti-
tativ in eine Extraktionshiilse iiberfiihrt. Der Extraktionsapparat (Soxtherm 2000, Ger-
hardt) wurde mit 140 ml 60 % Ethanol befiillt und die Probe 20 Minuten unter Riickfluss
extrahiert. Danach wurde der Grofiteil des Extraktionsmittels abdestilliert. Nach dem Ab-
kiihlen wurde der Extrakt unter Filtration iiber ein Papierfilter quantitativ in einen 100 ml
Messkolben tiberfiihrt und auf 100 ml aufgefiillt. Von diesem Extrakt wurden je 5 ml iiber
einen Membranfilter (0,45 um) in zwei Reagenzgliser liberfiihrt und mit einem Luftstrom
eingedampft. Die Riickstdnde wurden mit 10 ml Methanol/Eisessig (1:10 V/V) gelost und
in einen 25 ml-Messkolben iiberfiihrt. Ein Kolben wurde nach Zusatz von 10 ml Borsédu-
re/Oxalsdure (2,5 % Borsédure + 2,0 % Oxalsdure in Ameisensdure) mit Eisessig aufgefiillt.
In den zweiten Kolben wurden 10 ml Ameisensdure gegeben und mit Eisessig auf 25 ml
aufgefiillt. Diese Losung diente als Vergleichslosung.

Als Standardlosung wurden 0,5 ml einer 100 mg/1 Vitexinlosung in 60 % Ethanol (= 50 pg
Vitexin) wie eine Probe behandelt d. h. mit 10 ml Methanol-Eisessig und 10 ml Borséu-
re/Oxalsdurelosung versetzt und mit Eisessig auf 25 ml aufgefiillt.

Die photometrische Bestimmung erfolgte nach 30 Minuten Standzeit bei einer Wellenlédn-
ge von 401 nm, wobei in einem Zweistrahlphotometer die Mess- gegen die Blindwertlo-
sung gemessen wurde. Der Prozentgehalt an Flavonoiden in der Probe berechnet als Vite-
xin wurde nach der Formel A x 0,8/ m (A = Absorption Messlosung; m = Masse der ein-
gewogenen Probe in g) ermittelt, wobei eine spezifische Absorption von 628 A, bei 1 %
(1 cm-Kiivette) zugrunde gelegt wurde.

Bestimmung des Heillwasser-Extraktgehalts von Leonurus (9)

Das Untersuchungsmaterial wurde mit der Retsch SR 300 Miihle zerkleinert und homogen
durchmischt. 4,00 g des Untersuchungsmaterials wurden auf 0,01 g genau in einen 250
ml-Rundkolben eingewogen und 100 ml destilliertes Wasser dazugegeben. Das Gesamt-
gewicht wurde notiert.

Der Kolben wurde verschlossen 1 h stehengelassen und anschlieend vorsichtig 1 h nach
Aufsetzen eines Riickflusskiihlers unter Riickfluss gekocht. Nach dem Abkiihlen wurde
mit destilliertem Wasser wieder auf das Ursprungsgewicht aufgefiillt (auf 0,01 g genau).
Der Kolben wurde wieder gut verschlossen, umgeschiittelt und anschliefend wird durch
einen trockenen Filter (Filtrak Faltenfilter, Grade 3 hw, 65 g/m®) abfiltriert. Exakt 25 ml
des Filtrats wurden abgenommen, in ein Becherglas gefiillt und bis zur Trockene auf ei-
nem Sandbad eintrocknen gelassen.

Danach wurde fiir 3,0 h bei 105 °C im Trockenschrank getrocknet. Das Becherglas wurde
anschliefend fiir mind. 30 min zum Abkiihlen in den Exsikkator gestellt und direkt nach
der Entnahme gewogen.
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Berechnung

a= Gewicht des Becherglases mit Riickstand
b= Gewicht des leeren Becherglases

EW = Einwaage

Extrakt % = (a-b)* 100 =« 4
EW

Ein GroBteil der Versuche wurde als Screeningversuche ohne Wiederholung angelegt, da
in diesen vor allem die neu bezogenen Herkiinfte gesichtet werden sollten, von denen zu
Beginn selten Saatgut fiir mehrere Parzellen vorhanden war. Nach erfolgter Saatgutver-
mehrung und bei den Nachkommenschaftspriifungen wurden Exaktversuche mit drei
Wiederholungen angelegt.

Die Daten der Exaktversuche wurden varianzanalytisch mit SAS Programmen (SAS 9.1
fiir Windows) verrechnet. Der Signifikanztest wurde mit dem Tukey-Test bei einer Irr-
tumswahrscheinlichkeit von o = 5 % durchgefiihrt. Signifikante Unterschiede zwischen
den Versuchsvarianten in den einzelnen Jahren sind bei den Ergebnissen durch unter-
schiedliche Buchstaben gekennzeichnet.

2.3 Zuchtziele

Als Grundlage fiir die Verbesserung der bislang vorhandenen Saatgutherkiinfte von Arte-
misia scoparia und Leonurus japonicus wurden die fiir einen wirtschaftlich erfolgreichen
Anbau bedeutendsten Eigenschaften als Zuchtziele definiert. Da in der Regel in einem
Zuchtzyklus (Selektion und anschlieBende Kombination) nur 1-2 Parameter intensiv ziich-
terisch bearbeitet werden konnen, wurden Priorititen innerhalb der Zuchtziele festgelegt.

Zuchtziele fiir Artemisia scoparia

Oberste Prioritét sind ein hoher Ertrag mit hohem Blattanteil und eine geringe Cadmium
Akkumulation in der Droge. Weitere wichtige Eigenschaften sind eine hohe Uberwinte-
rungsrate (Winterhirte), ein gleichméfBiger Bestand im ersten und zweiten Standjahr, ein
hoher Atherischdlgehalt sowie eine deutliche Behaarung.

Die Relevanz einer niedrigen Cadmium Akkumulation wurde im Zuge des umfassenden
Qualitétsvergleichs von Versuchs- und Handelsproben (vgl. Kap. 3) deutlich. Da in friihe-
ren Anbauversuchen keine Cadmiumuntersuchung an der Droge durchgefiihrt wurde,
konnte nun erst festgestellt werden, dass Artemisia scoparia zu den sogenannten Cadmi-
um-Akkumulator-Pflanzen gehort. Bei diesen Arten, die physiologisch bedingt mehr
Cadmium anreichern, ist der vorgegebene empfohlene Richtwert von max. 0,2 mg Cd/kg
Droge nicht zuverléssig erreichbar. Daher wird fiir Akkumulator-Arten ein artspezifischer,
hoherer Grenzwert, in Hohe des 90 %-Percentils einer reprisentativen Datenbasis akzep-
tiert. Dieser liegt bei Artemisia scoparia bei 0,72 mg Cd/kg Droge (31). Aber auch um
diesen zuverldssig zu unterschreiten, miissen alle pflanzenbaulichen Maflnahmen darauf
abgestimmt werden — dazu gehdrt vor allem die Wahl einer moglichst gering akkumulie-
renden Sorte. Somit ist ein geringer Cd-Gehalt neben dem Ertrag das oberste Zuchtziel.
Die frither bei Artemisia priorisierte Winterhdrte ist zwar weiterhin eine wichtige Eigen-
schaft, kann aber im Zuge filliger Selektionsentscheidungen nur zweitrangig beriicksich-
tigt werden, d. h. mangelnde Winterhirte ist bei der Selektion kein k. o.-Kriterium. Dies
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ist moglich, da die Praxis auch mit einjdhriger Kultivierung grundsitzlich zurecht kommt.
Eine ausreichende Winterhérte wird dann erreicht, wenn im 2. Standjahr ein geschlossener
Bestand aufwachsen kann. In liickenhaften Bestdnden wiirde der erhdhte Aufwand fiir die
mechanische Unkrautbekdmpfung der Einsparung bei den Pflanzkosten (Jungpflanzen und
Arbeit) entgegenwirken. Ein hoher Atherischdlgehalt ist wiinschenswert, da eine aromati-
sche Droge die Akzeptanz beim Anwender erhoht, und diese auch fiir andere Zwecke ein-
gesetzt werden konnte. Fiir die Produktion von Arzneibuch konformer Droge von Artemi-
sia scoparia ist der Olgehalt aber nicht relevant. Ebenso ist eine stirkere Behaarung wiin-
schenswert, um dem Aussehen der Handelsproben néher zu kommen (vgl. Abb. 2 und 3).
Als Beweis fiir die richtige Identitdt (5, 9) wird die Behaarung aber nicht bendétigt, da das
im Zuchtprogramm verwendete Pflanzenmaterial eindeutig als Artemisia scoparia identi-
fiziert ist (vgl. Kap. 2.6). Diese Information wird von den Abnehmern akzeptiert, so dass
die geringe Behaarung der in Deutschland produzierten Droge in der Regel kein Ableh-
nungsgrund mehr ist (37).

Zuchtziele fiir Leonurus japonicus

Oberste Prioritdt haben ein hoher Ertrag mit hohem Blattanteil und ein gleichméBig blii-
hender Bestand im ersten Standjahr. Weitere wichtige Eigenschaften sind hohe Winterhir-
te fiir einen liickenarmen Bestand im 2. Standjahr sowie im Hinblick auf die Saatguterzeu-
gung eine gute in vitro-Vermehrbarkeit mit geringer Blithneigung.

Im Laufe der Herkunftspriifungen wurde deutlich, dass Leonurus-Pflanzen, die im ersten
Jahr nicht oder erst spéter blithen als der restliche Bestand, eher dazu neigen, im zweiten
Standjahr wieder auszutreiben und kréftige Pflanzen zu entwickeln. Verzogerte oder feh-
lende Bliite im ersten Standjahr ist aber nicht akzeptabel, da die Bestinde zu Blithbeginn
geerntet werden miissen (5, 9). Bei grofler Heterogenitit ist der Erntezeitpunkt schwierig
zu bestimmen und ein steigender Anteil von Pflanzen im Rosettenstadium geht auf Kosten
des Ertrags. Dennoch wurde versucht, Pflanzen zu selektieren, die sowohl im ersten
Standjahr bliihten als auch im zweiten Standjahr einen kréftigen Aufwuchs erreichten.

24 Bliihbiologie: Grundlage fiir die Ziichtung

Die Kenntnisse der Biologie, insbesondere der Blith- und Befruchtungsbiologie einer
Pflanzenart sind, neben der Verfligbarkeit geeigneten Pflanzenmaterials, die Grundvoraus-
setzungen fiir eine zielfilhrende Pflanzenziichtung. Die Tatsache ob eine Pflanze sich ii-
berwiegend durch Fremd- oder Selbstbefruchtung vermehrt, ist ausschlaggebend fiir die
Wahl der Ziichtungsstrategie und der Kreuzungsmethodik. Ist der Zeitpunkt der Bliitenbil-
dung bekannt, eventuell auch die Mdoglichkeit, diesen zu kontrollieren, so kann der Ablauf
der notwendigen Arbeitsschritte besser geplant bzw. auch besser gesteuert werden. Da in
dieser Hinsicht fiir die Arten Artemisia scoparia und Leonurus japonicus keine und fiir
deren Gattungen nur wenige Informationen vorlagen, mussten zumindest die grundlegen-
den Aspekte des zeitlichen Ablaufs der generativen Entwicklung und der Befruchtungs-
verhiltnisse untersucht werden.

2.4.1 Material und Methoden

2.4.1.1 Verlauf der Pflanzen-, Bliiten- und Samenentwicklung bei Artemisia und Leonu-
rus (45)

Der Verlauf der generativen Phase von Artemisia und Leonurus wurden im Rahmen der
Diplomarbeit von Frau Reus in Zusammenarbeit mit Prof. Rober (FH Weihenstephan,
Fachbereich Gartenbau und Lebensmitteltechnologie) untersucht (45). Zu diesem Zweck
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wurden in 2004 von Artemisia die Herkiinfte Blaszczyk und Elixir Farm, von Leonurus
die Herkiinfte Horizon Herbs und BLBP 01 in einem Exaktversuch auf dem Baumannshof

kultiviert. Die Pflanzabstinde betrugen abweichend von anderen Pflanzenbauversuchen 1
m x 1 m, um die Pflanzen intensiv beobachten zu kénnen.

Um einen Anhaltspunkt fiir die Befruchtungsverhéltnisse zu erhalten, wurden die Bestéu-
bungsmoglichkeiten variiert (vgl. Abb. 10):

a) einzelne Bliitentriebe isoliert in Crispac-Tiiten mit Super-Micro-Lochung (0,5 mm;

Saatzuchtbedarf Baumann, Waldenburg) > nur Eigenpollen,

erzwungene
Selbstung

b) Parzelle isoliert in insektendichten Kéfigen = Eigenpollen sowie Fremdpollen
iiber Wind

¢) ohne Isolation = Eigenpollen sowie Fremdpollen {iber Wind und Insekten

Abb. 10: Artemisia — Beeinflussung der Bestdubungsverhéltnisse (a-c vgl. Text) (45)
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2.4.1.2 Bliihinduktion bei Artemisia (58)

Die Artemisia Herkunft Elixir Farm konnte bislang auf Grund ihrer spéten Bliite nicht ver-
mehrt und nicht in das Zuchtprogramm an der LfL integriert werden. Da der photoperiodi-
sche Reaktionstyp von Artemisia scoparia bisher nicht bekannt war, wurde im Rahmen der
Diplomarbeit von Frau Wahl in Zusammenarbeit mit Prof. Rober und Prof. Ebertseder (FH
Weihenstephan, Fachbereich Land- und Erndhrungswirtschaft), untersucht, in welchem Be-
reich ihre kritische Tagesldnge anzusiedeln ist (58).

Dazu wurden von April bis September 2005 Versuche mit den zwei Herkiinften Elixir Farm
und Blaszczyk im Gewédchshaus des Instituts fiir Gartenbau der FH Weihenstephan durchge-
fiihrt. Der 1. Versuch erstreckte sich iiber den Zeitraum vom 04.05.05 bis zum 21.07.05. Je
dreilig 57 Tage alte Pflanzen pro Herkunft wurden einer Kurztagbehandlung mit 16 h Ver-
dunkelung unterzogen bzw. im natiirlichen Langtag gehalten. Zu Versuchsbeginn betrug die
Tagesldnge (gemessen von Sonnenauf- bis Sonnenuntergang) 14,5 h. Bis zum 21.06.05 stieg
die Tageslidnge auf 16,2 h an, um bis zum 21.07.05 auf 15,4 h abzusinken. Die Pflanzen, die
im natiirlichen Langtag gehalten wurden, zeigten bis zum 21.06.05 keinerlei Anzeichen fiir
den Ubergang von der vegetativen in die generative Phase. Um einen eventuellen Einfluss
des Pflanzenalters auf die Blithinduktion festzustellen, wurden auch diese Pflanzen einer 8 h-
Kurztagbehandlung unterzogen.

Im 2. Versuch vom 15.08.05 bis 30.09.05 wurden 100 Tage alte Pflanzen beider Herkiinfte
fiinf verschiedenen Tagesldngen (8-10-12-14-16 h, 30 Pflanzen je Variante) ausgesetzt. Diese
Variationen wurden zum einen durch Verdunkelung, zum anderen durch Zusatzbelichtung
erreicht. Besonderes Interesse galt der Bliihinitiation. Dabei wurde der Einfluss der verschie-
denen Herkiinfte und Belichtungszeiten auf die Dauer bis zum Sichtbarwerden der ersten
Knospenansétze untersucht. Aber auch der Blithbeginn und die Entwicklung der Pflanzenho-
he wurden in die Betrachtung einbezogen.

2.4.1.3 Bestimmung des Fremdbefruchtungsanteils bei Artemisia

Zur genaueren Ermittlung des Selbstbefruchtungsanteils bei offener Bestdubung wurde
eine PCR (Polymerase Chain Reaction) -gestiitzte AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) -Untersuchung, mit 10 Primerkombinationen durchgefiihrt (vgl. Kap.
2.6.2.). Gegenstand der Untersuchung waren die beiden zeitgleich blithenden Klone
104021 und 104028 aus Herkunft Blaszczyk, die jeweils durch Isolation mit Crispac-
Tiiten im Gewichshaus geselbstet und in einem Polycross im Feld an der LLA in Tries-
dorf gekreuzt wurden. Diese Klone wiesen bei einer Voruntersuchung viele klonspezifi-
sche Banden auf, die in den Selbstungsnachkommen (S;, 12 bzw. 18 Individuen je Klon)
auf Homozygotie untersucht wurden. In 30 bzw. 35 Kreuzungsnachkommen (F,) je Klon
wurde die Einkreuzung der dem jeweils anderen Klon zugehdrigen Bande identifiziert und
dadurch der Fremdbefruchtungsanteil bestimmt.
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2.4.2 Ergebnisse

2.4.2.1 Verlauf der generativen Entwicklung (45)
Artemisia

Die Pflanzen wurden wihrend ihrer vegetativen Entwicklung auf dem Baumannshof nicht
beerntet, so dass sie ungestort Pflanzenhohen bis zu 1,4 m erzielten.

Die Herkiinfte zeigten ein deutlich unterschiedliches Bliihverhalten. Wéhrend bei Elixir
Farm ab Mitte Oktober die ersten Knospen und Mitte November der Bliihbeginn festge-
stellt wurden, war dies bei Blaszczyk bereits am 22. August bzw. einen Monat spiter der
Fall. Dies stimmt mit den Ergebnissen zur kritischen Tagesldnge iiberein (vgl. Kap.
2.4.2.2) und konnte auch an beernteten Pflanzen in anderen Versuchen bestitigt werden.
In letzteren kann Blaszczyk gewdhnlich nur bis Mitte August, Elixir Farm dagegen bis
Oktober geerntet werden, da fiir die Drogenverwendung nur vegetatives Material in Frage
kommt.

Die Samenreife begann bei Blaszczyk Ende Oktober und war zur Ernte Mitte Dezember
weitgehend abgeschlossen. Bei Elixir Farm fand wegen des Winterbeginns keine Samen-
bildung statt.

Am Standort Puch wurde an einzelnen Pflanzen der Saatgutvermehrungsparzelle von 2004
Saatgut reif. Dies wurde erst im Friihjahr 2005 bemerkt, als die ausgefallenen Samen
keimten. Mit diesen Nachkommen wurde zunichst weiter gearbeitet, um die Herkunft hin
zur fritheren Bliiten- und Samenbildung zu entwickeln. Da eine spéte Bliite aber auch eine
lange Ernte ermoglicht sowie einen natiirlichen Sortenschutz darstellt, wurde — zumal zwi-
schenzeitlich eine Methode zur Bliiteninduktion und Vermehrung gefunden worden war —
diese Selektionsrichtung Ende 2005 wieder aufgegeben.

Leonurus

Auch bei Leonurus unterschieden sich die Herkiinfte im Blithverlauf, wobei die Individu-
en der Herklinfte ebenfalls variierten. Der erste Knospenansatz wurde bei Horizon Herbs
zwischen Mitte Juli und Anfang August (Schwerpunkt 17. Juli), bei BLBP 01 zwischen
Anfang August und Anfang Oktober (Schwerpunkt Anfang September) bzw. gar nicht
(kein Schossen) beobachtet. Dass die Bestdnde nicht gleichmifBig schossen, wurde schon
in fritheren Versuchen und Saatgutvermehrungsparzellen beobachtet. Bei Herkunft BLBP
01 war dies besonders ausgepragt.

Vom Knospenansatz bis zur Bliite eines Triebs dauerte es bei Horizon Herbs durchschnitt-
lich 11 Tage, bis zum Abfallen der vertrockneten Kronblétter weitere 13 Tage. Die Ent-
wicklung bei BLBP 01 dauerte mit 14 bzw. 22 Tagen etwas ldnger. Die Blithdauer von in
Tiiten isolierten Trieben war um 7 Tage verldangert im Vergleich zu nicht isolierten Trie-
ben. Diese verldngerte Vitalitit der Bliiten konnte ein Hinweis auf mangelnde Befruchtung
sein (vgl. 2.4.2.3).

Die Samenreife begann bei Horizon Herbs Anfang September, so dass bis Ende Oktober
die meisten Triebe geerntet werden konnten. Zu diesem Zeitpunkt konnte von BLBP 01
nur der erste Trieb geerntet werden. Der erste Frost und folgender Schimmelbefall beende-
ten die Ernte dieser Herkunft Ende November, so dass nur die ersten blithenden Triebe
reife Samen entwickelten, und diese Herkunft nicht vollstandig ausgewertet werden konn-
te. Im Vorjahr wurden beide Leonurus-Herkiinfte in den Saatgutvermehrungsbestinden
am selben Standort Baumannshof bereits weitgehend im Verlauf des Septembers geerntet.
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Ob Horizon Herbs friiher reif war, kann im Nachhinein nicht nachvollzogen werden. Im
Versuch hatten die Einzelpflanzen mehr Standraum (1 statt 9,7 Pflanzen je m?) und entwi-
ckelten so deutlich grofere Pflanzen als im iiblichen Bestand. Dies kdnnte eine verzogerte
generative Entwicklung mit verursacht haben.

Von BLBP 01 konnte in den vorangegangenen Jahren immer Saatgut vermehrt werden.
Dabei wurde in 2002 Saatgut von den im ersten Jahr schneller schossenden und daher ftii-
her blithenden Pflanzen gewonnen. Dennoch konnte das Auftreten nicht oder verzogert
schossender Pflanzen nicht reduziert werden. Soll diese Herkunft fiir die Ziichtungsarbeit
genutzt werden, miissen verldsslich friih blithende Linien entwickelt werden (vgl. Kap.
2.6.3.4).

2.4.2.2 Blithinduktion von Artemisia (58)

Im ersten Versuch konnte gezeigt werden, dass es sich bei den gepriiften Herkiinften von
Artemisia scoparia wohl um obligate Kurztagpflanzen handelt, da nur die Pflanzen im
Kurztag in die generative Phase wechselten. Die Herkunft und das Alter wirkten sich sehr
stark auf die Blithinduktion aus, jedoch nicht auf den Bliithverlauf, d. h. auf die Dauer zwi-
schen Knospenansatz und Bliihbeginn. Die Pflanzen von Elixir Farm bendtigten bei einem
Alter von 57 Tagen zu Kurztagbeginn 43 Tage bis zur Knospenbildung, bei einem Alter
von 100 Tagen im Durchschnitt nur 12 Tage. Bei Blaszczyk dauerte dieser Zeitraum da-
gegen 32 bzw. 7 Tage. Ob das Alter der Pflanze oder/und die hoheren Temperaturen, die
ab Kurztagbeginn bei den 100 Tage alten Pflanzen vorherrschten (23-26 °C statt 15-20 °C)
ausschlaggebend waren, lieB3 sich innerhalb dieses Versuchs nicht kliren. Der spitere Ver-
such, im Rahmen der Klonkreuzung Stecklinge von ca. 30 cm Trieblinge ab Mitte No-
vember im Gewdchshaus mit 12 h Kurztag zu induzieren, schlug dagegen vollstindig fehl
(vgl. Kap. 2.7.). Auch nach 3 Monaten waren noch keine Knospen zu sehen. Zusétzlich zu
moderaten Temperaturen konnten hier auch die winterlich niedrigen Lichtintensitdten und
-mengen den Ausschlag zur Verhinderung der Induktion gegeben haben. Eine Zusatzbe-
lichtung unter- oder oberhalb des Verdunklungsschirms war aus Sicherheitsgriinden nicht
moglich.

Im 2. Versuch der Diplomarbeit sollte die kritische Tageslénge herausgefunden werden.
Die kritische Tageslénge fiir Elixir Farm liegt zwischen 12 h und 14 h, wihrend sie bei
Blaszczyk zwischen 14 h und 16 h anzusiedeln ist (Abb. 11). Unterhalb der induktiven
Tagesldnge war kein Einfluss der Tageslidnge auf die Dauer bis zum Knospenansatz er-
sichtlich. Jedoch war dieser Zeitraum bei Blaszczyk mit 7 Tagen signifikant kiirzer als bei
Elixir Farm mit 14 Tagen. Die Phase von Beginn der Knospenbildung bis Bliihbeginn war
bei beiden Herkiinften mit durchschnittlich 18 Tagen gleich lang.

Fiir die Kreuzungsziichtung ist daher zu beachten, dass die Klonpflanzen aus Herkunft
Elixir Farm eine Woche frither den Kurztagbedingungen von 12 h ausgesetzt werden miis-
sen, um einen gleichzeitigen Blithbeginn zu erreichen.
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Abb. 11: Zeitpunkt des Sichtbarwerdens der ersten Knospen und des Blithbeginns der
Artemisia-Herkiinfte Elixir Farm und Blaszczyk bei unterschiedlicher Tageslan-

ge
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2.4.2.3 Bestdubungsverhiltnisse und Fremdbefruchtungsanteile
Artemisia

Die Auswirkung unterschiedlicher Bestdubungverhiltnisse auf die Samenbildung konnte
nur bei Herkunft Blaszczyk ausgewertet werden, da Elixir Farm zu spédt gebliiht und keine
Samen mehr angesetzt hatte. Blaszczyk bildete bei allen Isolationsvarianten Samen aus.
Da ein Teil der Samen bereits ausgefallen war, konnte die Samenmenge nicht bestimmt
werden. Beim rein optischen Vergleich enthielten die Triebproben der ungehinderten Be-
staubung das meiste Saatgut und etwas weniger bei Abschirmung von Insekten (Kifig,
vgl. Tab. 1). Dennoch scheint es wahrscheinlich, dass keine Insekten notwendig sind, da
wihrend des Versuchs keine Insekten auf den Bliiten beobachtet wurden. Bei den Trieben
der eingetiiteten Variante war zwar noch weniger Saatgut zu sehen, jedoch stellte sich spé-
ter heraus, dass der Pollen von Artemisia scoparia die Super-Micro-Lochung der Tiiten
passieren kann, so dass Fremdbefruchtung nicht ausgeschlossen werden konnte. Bei einem
spéteren kleinen Isolierungstest im Gewichshaus, bei dem 6 Triebe im fortgeschrittenen
Knospenstadium mit Pergamintiiten isoliert wurden, fand keine Samenbildung statt.

Nicht reprédsentative Saatgutstichproben aller Varianten des Freilandversuchs wiesen ein
Tausendkorngewicht von 0,043 bis 0,061 g und eine Keimfahigkeit von 82 bis 87 % auf,
was innerhalb der Schwankungsbreite der Saatgutherkunft liegt. Je Bliitenkdpfchen wur-
den bis zu 8 Samen an den Zungenbliiten beobachtet, die Rohrenbliiten scheinen weiblich
steril zu sein.

Das unscheinbare Aussehen der Bliitenkopfchen und die Produktion gro8er Mengen leicht
stiubenden Pollens weisen auf Windbestdaubung hin, wie sie fiir die Gattung Artemisia
beschrieben wird (52) und damit auch auf Fremdbefruchtung.

& 21-S1 > P 28-S1 ¥ &

Abb. 12: Auftreten einer fiir Klon 104028 spezifischen Bande (roter Kreis) in den
Selbstungsnachkommen von Klon 104021 (21-S1) bzw. 104028 (28-S1). AFLP-
Fingerprint, Primerkombination L7648

Auf der Basis von zwei Primerkombinationen konnten bei den beiden Artemisia-Klonen
insgesamt drei homozygot vorliegende polymorphe Banden, wie am folgenden Beispiel
erlautert, identifiziert werden. Die flir Klon 104028 spezifische Bande in Abbildung 12
tritt bei jedem der Selbstungsnachkommen (S;) auf. Lige die Bande (dominantes Merk-
mal) heterozygot vor, wiren theoretisch 25 % S;-Individuen ohne Bande. Auf Grund des
vollstdndigen Auftretens ist anzunehmen, dass diese Bande homozygot vorliegt. Aller-
dings zeichneten sich die homozygoten Banden nicht, wie erwartet, nur durch das voll-
stindige Auftreten in der S; des bandentragenden Elters aus, sondern zusétzlich durch ein
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fast vollstdndiges Auftreten der Bande in der S; des bandenfreien Elters. Dies zeigte die
Pollendurchlissigkeit durch die 0,5 mm Lochung der verwendeten Crispac-Tiiten und gab
bereits einen Hinweis auf einen hohen Fremdbefruchtungsanteil.

Die Auswertung der F; ergab 97 % Einkreuzung der homozygoten Bande in den banden-
freien Elter (Tab. 1), d. h. 97 % Fremdbefruchtung. Das bedeutet, dass nur eines der 30
bzw. 35 Individuen der F; durch Selbstbefruchtung entstand. AuBlerdem bestdtigt die na-
hezu vollstindige Einkreuzung die Homozygotie der klonspezifischen Bande. Damit kann
Artemisia scoparia als Fremdbefruchter bezeichnet, und der eingeschlagene Weg der
Entwicklung einer synthetischen Sorte weiter verfolgt werden.

Der geringe Anteil der Selbstbefruchtung legt nahe, dass bei Artemisia scoparia Mecha-
nismen zur Unterdriickung der Selbstbefruchtung vorliegen. Die Unterdriickung ist nicht
vollstédndig, da in der Untersuchung der S; ca. zur Hélfte bandenftreie, d. h. aus Selbstung
entstandene Individuen auftraten. Diese S; Individuen sind durch Isolation in Wind durch-
lassigen Crispac-Tiiten entstanden. Dagegen wurden unter Wind undurchldssigen Perga-
mintiiten keine Samen gebildet. Beide Selbstungen wurden im Gewéchshaus durchgefiihrt,
in dem im Sommer durch die offenen Liiftungen mehr oder weniger starke Luftbewegun-
gen auftreten, so dass sich Pollen sowohl innerhalb der Tiite als auch (unbeabsichtigt)
durch die Tiitenlochung hindurch bewegen konnte. Dies war bei den Pergamintiiten, die
zusétzlich an Haltestdben fixiert waren, nicht moglich.

Der Mechanismus zur Unterdriickung der Selbstbefruchtung konnte der unterschiedliche
Reifezeitpunkt von Narben und Antheren innerhalb eines Bliitenkdpfchens sein. Da bei
Bliihbeginn zuerst die Narben erscheinen, miisste es sich um Protogynie handeln. Da in-
nerhalb eines Triebes bzw. einer Pflanze sich die Bliitenkopfchen iiber einen ldngeren
Zeitraum nacheinander entwickeln und zu blithen beginnen, kann, sofern der Windtrans-
port funktioniert, fertiler Pollen auf fertile Narben treffen. Dennoch ist nicht geklart, wa-
rum Fremdpollen bei unbeschrankter Bestdubung erfolgreicher in der Befruchtung sind.

Tab. 1: Einfluss der Bestdubungsverhéltnisse auf die Samenbildung von Artemisia
scoparia Herkunft Blaszczyk.

Tiite Kifig Offen
Bestiubungsverhiiltnisse Eigenpollen Eigenpollen; Eigenpollen;
Fremdpollen: Fremdpollen:
Wind Insekten, Wind
Samenansatz gering hoch sehr hoch
Tausendkorngewicht 0,060 g 0,061 g 0,043 g

Keimfihigkeit 82 % 87 % 84 %
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Tab. 2:  Auftreten der klonspezifischen Banden in den Kreuzungsnachkommenschaften
der 104021-Miitter (21-F;) bzw. 104028-Miitter (28-F;) und daraus errechnete

Fremdbefruchtung.
Primer- homozygote Bande in  Anzahl d. Individuen mit/ohne Bande in Fremd-
kombination Klon Nr. F; der Klone befruchtung
21 28 21 28
mit ohne mit ohne (%)
E 4456 X 35 0 29 1 96,7
E 4456 X 35 0 30 0 100
L 7648 X 34 1 30 0 97,1
Mittelwert 96,9
Leonurus

Der Einfluss der Bestdubungsverhéltnisse auf den Samenansatz konnte nur bei Herkunft
Horizon Herbs ausgewertet werden, da BLBP 01 nicht vollstdndig abreifte. In allen Be-
staubungsvarianten wurden keimfdhige Samen gebildet. Der Samenretrag lag bei freier
Abbliite mit 0,23 g pro Scheinquirl signifikant (Bonferroni-Test, 5 % (45)) hoher als bei
Titenisolation mit 0,19 g, die Kéfig-Isolationsvariante lag dazwischen. Die Varianten un-
terschieden sich nicht im Tausendkorngewicht, das durchschnittlich 0,88 g betrug.

Aus dem etwas geringeren Samenertrag aus Tiitenisolation 14sst sich keine Aussage zu den
Befruchtungsverhéltnissen bei Leonurus ableiten. Fiir eine Selbstung spricht die verldn-
gerte Blithphase, die unter Tiitenisolation auftrat. Allerdings kann, wie bei Artemisia beo-
bachtet, das Einwandern von Fremdpollen durch die Lochung der Tiite nicht ausgeschlos-
sen werden. Ob dies bei Leonurus der Fall war, ist noch nicht geklart.

Ab dem Beginn der Bliite war eine gro3e Zahl Insekten, insbesondere Hummeln und Bie-
nen, an den Bliiten zu beobachten, Die Gattung Leonurus besitzt nach Hegi (33) die typi-
schen Lippenbliiten, die besonders gut an Insektenbestdubung angepasst sind. Durch die
Anordnung der aufsteigenden Staubblatter wird der Pollen auf den Riicken der besuchen-
den Insekten entleert.

Daher wurde die Hypothese, dass es sich bei Leonurus japonicus um einen Fremdbefruch-
ter handelt, nicht verworfen. Ndheren Aufschluss iiber eine mogliche Selbstung und den
Fremdbefruchtungsanteil bei ungehinderter Bestidubung werden die AFLP-
Untersuchungen geben, die aktuell analog zu Artemisia durchgefiihrt werden.

Der eingeschlagene Weg, eine synthetische Sorte zu entwickeln und dabei Kreuzungen
durch freie Abbliite vorzunehmen, wird daher weiter verfolgt.

2.5 Verklonung durch vegetative Vermehrung

Fiir das gewéhlte Ziichtungsverfahren (s. Kap. 2.7) werden Klone aus selektierten Einzel-
pflanzen benoétigt. Diese lassen sich prinzipiell klassisch-girtnerisch tiber Stecklinge oder
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iiber Gewebekultur in vitro erzeugen. Meist ist die in vitro-Verklonung effektiver und
wird daher auch angestrebt. Da bislang aber keine Kulturprotokolle fiir Artemisia scoparia
oder Leonurus japonicus vorlagen, wurde zur Sicherheit die Methodenentwicklung fiir
beide Ansédtze parallel verfolgt. Die Untersuchungen zur gértnerischen Vermehrung fan-
den bei IPZ 3d im Gewichshaus und zur in vitro-Vermehrung und Klonerhaltung bei
IPZ 1a im Gewebelabor und Gewéchshaus statt. Die jeweils beste Methode sollte dann fiir
die Verklonung der selektierten Elitepflanzen verwendet werden.

2.5.1 Material und Methoden

2.5.1.1 Invitro-Vermehrung (IPZ 1a)

Als Vermehrungsmethode wurde die Nodienkultur gewidhlt. Mit Kalluskultur kénnten
zwar hohere Vermehrungsraten erzielt werden, die dabei relativ hdufig auftretenden spon-
tanen Mutationen wiirden jedoch der Entwicklung genetisch einheitlicher Klone zuwider-
laufen.

Fiir die in vitro-Etablierung der Arten Artemisia (84 Elitepflanzen) und Leonurus (48 Eli-
tepflanzen) standen Spenderpflanzen verschiedener Saatgutherkiinfte aus Freiland- und
Gewéchshauskulturen zur Verfiigung. Die Auswahl der Elitepflanzen wurde aufgrund von
Pflanzenbonituren von IPZ 3d getroffen (vgl. Kap. 2.6.3).

Die zur Explantatgewinnung verwendeten Triebspitzen der Spenderpflanzen von Leonurus
wurden fiir 10-15 Minuten mit 4%iger Natriumhypochloritldsung mit Zusatz von Tween
20 oberflachensterilisiert. Pflanzenteile von Artemisia wurden mit 2%iger Natriumhy-
pochloritldsung oberflachensterilisiert. Fiir die in vitro-Etablierung beider Arten wurden
Sprossspitzen, Achselknospen und Nodalsegmente als Explantate verwendet. Kultiviert
wurde auf Murashige & Skoog -Medienvarianten (MS, Festmedien).

Auf der Basis des MS-Mediums (42) wurden fiir Artemisia scoparia finf, und fiir Leonu-
rus japonicus 19 Medienvarianten fiir die in vitro-Etablierung, die Vermehrung und die
Bewurzelung der Regenerate getestet. Variiert wurden Konzentrationen von Makro- und
Mikronéhrstoffen, Pflanzenhormonen (Auxine, Cytokinine), Vitaminen, Aminosiduren und
Antibiotika (s. Tab. 22-25 im Anhang)

Nach erfolgreicher Etablierung und Regeneration neuer Sprosse wurden die Regenerate in
vitro verklont und in vitro bewurzelt. Bewurzelte Regenerate wurden in Torfsubstrat
(Fruhstorfer Erde T, Topferde) in Multitopfplatten (51 Zellen a 5 cm Durchmesser) pi-
kiert. Die pikierten Pflanzen wurden in den ersten acht bis zehn Tagen mit Plastikhauben
zur Erh6hung der relativen Luftfeuchte abgedeckt, um das Anwachsen der Pflanzen unter
den gednderten Kulturbedingungen zu gewihrleisten. Nach Durchwurzelung des Substra-
tes wurden die Pflanzen in 8er Topfe umgepflanzt, im Gewédchshaus abgehértet und an-
schlieBend zur Pflanzung im Freiland (Leonurus) bzw. Bliitendinduktion im Gewéachshaus
(Artemisia) abgegeben.

2.5.1.2 Vermehrung iiber Stecklinge im Gewichshaus

Von Artemisia und Leonurus wurden Stecklinge von Triebspitzen von Haupt- und Seiten-
trieben, von Leonurus auBBerdem Stammrisslinge gewonnen. Die Stecklinge wurden sofort
nach dem Schnitt in Wurzeltip® getaucht, einzeln in Fertiss®-Torftopfe gesteckt, mit Lei-
tungswasser bespriiht und in gespannter Luft im warmen Kasten kultiviert.
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Die bewurzelten Pflanzen wurden nach Abhédrtung einzeln in 9er-Topfe in Torfsubstrat
(ED 73, mit Langzeitdiinger aufgediingt, Einheitserde- und Humuswerke Patzer, Sinntal-
Jossa) getopft und weiter kultiviert.

2.5.2 Ergebnisse und Diskussion

2.5.2.1 Invitro-Vermehrung (IPZ 1a)

Bedingt durch Pilz- und/oder Bakterienbefall konnten nicht von allen Elitepflanzen der
vier Pflanzenarten in vitro-Kulturen erfolgreich etabliert werden.

Artemisia

Hohere Konzentrationen der Natriumhypochloritldsung und lingere Einwirkzeiten zur
Oberflachendesinfektion als in Material und Methoden angegeben, schidigten die Explan-
tate stark und fiihrten zu ihrem Absterben. Durch Zusatz von Cefotaxim und ProClin 200
zu den Etablierungsmedien konnten die Infektionsraten gemindert werden. Die besten
Ergebnisse wurden mit zwei MS- Medienvarianten mit verminderter NH4NOs- Konzentra-
tion (165 mg/l bzw. 660 mg/l, Medium 6 bzw. 7, vgl. Tab. 22 im Anhang) erzielt. Kulti-
viert wurde im 16 h-Langtag bei 22 °C. Die in vitro-Verklonung iiber Nodalsegmente und
Seitensprosse erfolgte alle drei bis vier Wochen (Abb. 13). Die Vermehrungsrate lag bei
1:5. Die Bewurzelung der Regenerate in vitro erfolgte problemlos wihrend der Vermeh-
rung auf den beiden oben beschriebenen Kulturmedien. Die Uberfiihrung aus der in vitro-
Kultur in Torfkultursubstrat in Multitopfplatten und die anschlieBende Gewachshauskultur
bis zur Auspflanzung ins Freiland bereiteten keine Schwierigkeiten.

Abb. 13: Artemisia scoparia in vitro-Pflanzen fiinf Wochen nach Vermehrung
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Von 42 Elitepflanzen konnten Klone mit insgesamt 1770 Pflanzen aus in vitro-Kultur zur
Klonpriifung und Klonkreuzung (Polycross) in 2005 zur weiteren ziichterischen Bearbei-
tung abgegeben werden. Bis Sommer 2007 wurden alle im Polycross gekreuzten Klone
(vgl. Kap. 2.7) in vitro in der Langzeitlagerung bei Langtagsbedingungen (16 h Licht und
12 °C) erhalten. Seither werden die Klone wegen des geringeren Aufwands bei guter Ver-
lasslichkeit iber Mutterpflanzen im Gewéchshaus erhalten.

Leonurus

Von den 19 getesteten Ndhrmedien zur Etablierung und Vermehrung erwies sich ein mo-
difiziertes MS-Medium mit reduzierter NH4sNOs-Konzentration (165 mg/l) und Zusatz von
0,2 ml/I ProClin 200 und 100 mg/1 Ticarcillin, als geeignet (vgl. Tab. 23 im Anhang, Me-
dium 7). Grof3e Probleme bei der in vitro-Vermehrung bereitete das Vorhandensein von
latenten Bakterieninfektionen. Neben dem Zusatz von ProClin 200 und Ticarcillin zu den
Kulturmedien wurde versucht durch Infiltration der Explantate und Regenerate mit Cefo-
taxim und Ticarcillin die Bakterien zu eliminieren, was nur teilweise gelang. Der Einsatz
von Gentamicin zeigte ebenfalls nur miBigen Erfolg, zumal bei Leonurus japonicus das
Pflanzengewebe geschiddigt wurde. Lysozym wurde mit 18 mg/ml in einer Fliissigkultur
(Schiittelkultur) angewendet. Die Explantate wurden 2 Wochen in diesem Medium kulti-
viert, anschlieBend wurden die Pflanzen auf Medium 7 umgesetzt. Die Wirkung von Ly-
sozym war begrenzt, nach kurzer Zeit brachen die Bakterieninfektionen wieder durch,
aulerdem ist Lysozym ziemlich teuer. Zur Vermehrung gelangten Nodalsegmente und
neugebildete Seitensprosse, die an der Basis abgenommen wurden (Abb. 14).

Zunachst wurde im Kurztag (9 h Licht) bei 22 °C kultiviert, was zu Bliitenbildung in der
in vitro-Kultur fiihrte und sich nachteilig auf die Vermehrungsraten auswirkte. Erst nach
Absenkung der Kulturtemperatur auf 12 °C, weiterhin im Kurztag, nahm die Neigung zur
Bliitenbildung ab, auch der Ausbruch latenter Bakterien wurde dadurch geringer. Aller-
dings wurde dadurch auch die Dauer eines Vermehrungzyklus auf 6-8 Wochen verlingert.
Die Tagesldnge war bei niedrigen Temperaturen ohne Einfluss auf die Bliitenbildung. Die
Vermehrungsraten lagen abhédngig vom jeweiligen Klon und Vermehrungszyklus zwi-
schen 1:3 und 1:10. Die in vitro-Bewurzelung der Regenerate erfolgte ohne Schwierigkei-
ten nach 6 Wochen auf modifizierten MS-Medien mit erhdhtem Auxingehalt (vgl. Tab. 24
und 25 im Anhang, vorwiegende Nutzung von Medien 16 und 17).



Beginnende Ausleseziichtung bei Artemisia scoparia und Leonurus japonicus 39

Abb. 14: Leonurus japonicus in vitro-Pflanzen zur Vermehrung

Von 26 Elitepflanzen konnten insgesamt 580 Pflanzen aus in vitro-Kultur zur Klonprii-
fung und Klonkreuzung (Polycross, Kap. 2.7.) zur weiteren ziichterischen Bearbeitung
abgegeben werden. Alle im Polycross gepriiften Klone werden in vitro in der Langzeitla-
gerung bei Langtagbedingungen (9 h Licht und 12 °C) erhalten.

Sowohl fiir Artemisia als auch fiir Leonurus konnte ein Protokoll zur in vitro-Vermehrung
und -Erhaltung entwickelt werden.

2.5.2.2 Vermehrung iiber Stecklinge im Gewédchshaus

Die Stecklinge von Artemisia und Leonurus bewurzelten sehr gut. Artemisia konnte nach
Abhértung sehr gut weiter kultiviert und vermehrt werden. Die Bliite kann durch 16 h
Langtag (natiirlicher Langtag oder Storlicht) unterdriickt werden.

Auch die Leonurus-Stecklinge konnten gut kultiviert werden, kamen aber nach kurzer Zeit
zur Bliite (Frithjahr, Sommer), bildeten Samen und starben ab. Die im Feld gewonnenen
Triebspitzen waren von schossenden Pflanzen, d. h. deren generative Phase hatte bereits
begonnen. Ein Riickschnitt oder die Entfernung der Bliiten konnten die generative Ent-
wicklung nicht beenden. Leonurus-Stecklinge, die im Herbst aus Wurzelrisslingen ge-
wonnen wurden, bildeten im kommenden Friihjahr ebenfalls rasch Bliiten aus, so dass
auch diese Pflanzen nicht vermehrt werden konnten. In vitro vermehrte Pflanzen wurden
nach der Uberfiihrung in Topfe in einer Klimakammer bei 8 °C im 8 h Kurztag weiterkul-
tiviert. Auf diese Weise liel3 sich die Bliitenentwicklung zwar verzdgern, jedoch nicht un-
terdriicken. Weitere Untersuchungen zur Steuerung der Bliitenbildung im Gewéchshaus
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wurden nicht durchgefiihrt, da dieses Problem inzwischen in vitro recht gut kontrolliert
werden konnte.

2.5.2.3 Methode fiir die Klonvermehrung

Da Artemisia sehr gut iiber Stecklinge vermehrt und die Mutterpflanzen {iber einen langen
Zeitraum erhalten werden konnen, wurde diese preiswertere und einfachere Methode zur
Vermehrung und Erhaltung der Klone herangezogen.

Da die Bliitenbildung von Leonurus in vitro unterdriickt und ein Verfahren zur Vermeh-
rung entwickelt werden konnte, werden die Klone auf diese Weise vermehrt und erhalten.

2.6 Sichtung des Ausgangsmaterials und Selektion

2.6.1 Bezug neuer Akzessionen

Zur Erweiterung des Ausgangsmaterials wurden, zusétzlich zu den schon vorhandenen
Saatgutherkiinften, weltweit Akzessionen von Genbanken und botanischen Gérten, auch
iiber das ,International Plant Genetics Research Institute* (IPGRI) angefragt. Kleine
Mengen keimfahigen Saatguts einer Artemisia- und drei Leonurus-Akzessionen wurden
von der deutschen Kulturpflanzen-Genbank (Kulturpflanzenbank Gatersleben der Stiftung
HInstitut fiir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung®, Corrensstralle 3, D-06466
Gatersleben; Akzessionen mit IPK gekennzeichnet) bezogen (Tab. 3). Weitere zwei Leo-
nurus-Akzessionen wurden von Jelitto Staudensamen, Schwarmstedt, erhalten, sowie eine
Leonurus-Akzession aus anonymer Quelle. Von Artemisia konnten aullerdem Samenstén-
de von zwei in Deutschland beschriebenen Standorten gesammelt werden:

e Standort Braunschweig, gesammelt von Prof. Brandes, der das Vorkommen auf ei-
ner Bahnhofs-Brachflache beschrieben hatte (25)

e Standort Erlau, eigene Sammlung mit Hilfe Dr. Zahlheimer am Felsabhang am
Bahndamm einer stillgelegten Bahnlinie im Donautal, unterhalb Erlau/Passau (60)

Alle neuen Herkiinfte wurden auf ihre botanische Identitidt und prinzipielle Eignung fiir
die Ziichtung untersucht.
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Tab. 3: Ubersicht iiber die erhaltenen Artemisia- und Leonurus-Akzessionen der deut-
schen Kulturpflanzen-Genbank in Gatersleben (IPK), der Fa. Jelitto, von
Wildstandorten und aus anonymer Quelle.

Bezeichnung Akzessions-Nr. der Herkunftsland Sammelort bzw. Donor (D)
Genbank

Artemisia scoparia/capillaris

IPK ARTE 8 (ST 772) China Kenho

Brandes Deutschland Braunschweig, Triimmerschutt auf
Bahnhofsgeldande

Erlau Deutschland Bahndamm unterhalb Erlau, Passau

Leonurus japonicus/sibiricus/heterophyllus

IPK 3 LEON 3 kKA. Heilpfl. Garten Oberholz, Leipzig (D)

IPK 6 LEON 6 (D4993) DVR Korea * Pyongyang, Inst. f. pflanzliche
genetische Ressourcen (D)

IPK 8 LEON 8 (D5288) k.A. Bot. Garten Kyoto, Japan (D)

U1 Russland/Mongolei Altaigebirge, Jelitto (D)

02 k.A. Jelitto (D)

China 1 China k.A.

D keine Angabe

? Demokratische Volksrepublik Korea

2.6.2 Botanische Charakterisierung des Zuchtmaterials

Im Ch.P. (5, 9) sind sowohl Artemisia scoparia als auch Artemisia capillaris als Stamm-
pflanzen angegeben. Die beiden Herkiinfte Blaszczyk und Elixir Farm unterscheiden sich
zwar in Blattfarbe, Fiederung und Bliihzeitpunkt, jedoch nicht in ersten DNA-Fingerprint-
Analysen (20). Eine eindeutige Zuordnung zu A. scoparia oder A. capillaris war bislang
nicht méglich. Daher wurden alle Herkiinfte des Ziichtungsprogramms weiter untersucht.

Leonurus japonicus ist gut durch morphologische Merkmale zu bestimmen, so dass ledig-
lich festgestellt werden musste, ob die neu bezogenen Herkiinfte dieser Art entsprechen.

2.6.2.1 Material und Methoden

Morphologische Unterscheidungskriterien

Anhand der Florenwerke des asiatischen Raums wurden Merkmale identifiziert, in denen
sich die beiden Artemisia Arten unterscheiden. Anschlieend wurden die Herkiinfte da-
nach charakterisiert. Die Zuordnung der Herkiinfte zu Leonurus japonicus erfolgte liber
morphologische Parameter der Blitter, Stidngel, Bliiten und des Habitus.
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Zusammensetzung des dtherischen Ols (49)

Im Rahmen einer Diplomarbeit wurde das #therische Ol der Artemisia Herkiinfte Blaszc-
zyk und Elixir Farm mittels Wasserdampfdestillation mit der von der LfL optimierten und
patentierten Destillationsanlage aus frischem, zerkleinertem Pflanzenmaterial gewonnen
(19). AnschlieBend wurden sie am Lehrstuhl fiir Gemiisebau der TU Miinchen mit GC/MS
an einer Supelcowax 10-Kapillarsdule aufgetrennt und mit lehrstuhleigener Terpen-
Datenbank und Wiley 138 K identifiziert.

DNA-Sequenzanalysen (LMU)

Bei allen verfligbaren Herkiinften, Herbarbelegen und als authentische Ware bezeichneten
Mustern von Artemisia wurden DNA-Sequenzanalysen der nukledren ITS-Region entspre-
chend (55, 59) von Heubl durchgefiihrt und mit den Sequenzen der NCBI-Datenbank (62)
abgeglichen. Auflerdem wurde fiir die Herkiinfte ein Sequenzvergleich im Bereich des
trnT-L Spacers der plastidiren DNA durchgefiihrt. Bei Leonurus wurde keine Sequenz-
analyse durchgefiihrt.

PCR-RFLP Fingerprint Analyse (LMU)

Die ermittelten Sequenzunterschiede zwischen A. scoparia, A. capillaris und A. annua in
der ITS-Region konnen auch zu einer PCR-gestiitzten Restriktionsfragment-Analyse
(PCR-RFLP) herangezogen werden. Das Prinzip dieser Technik beruht darauf, dass Re-
striktionsenzyme bestimmte Basenabfolgen erkennen und die DNA an dieser Stelle
schneiden. Befindet sich in diesem Bereich eine Mutation bleibt eine Restriktion aus. Die-
se artspezifischen Restriktionsstellen kann man zur Generierung von DNA-Fragmenten
nutzen und durch Auftrennung in einem Agarose-Gel zur Erstellung eines Fingerprints
heranziehen. Mit Hilfe der Software ,,NEB-Cutter (Version 2.0) kann man die ITS-
Sequenzen auf solche Schnittstellen hin screenen, und die zu erwartenden Fragmente be-
rechnen. Fiir die Artemisia Herkiinfte kamen die Restriktionsenzyme Dde I, Sal I, Hinf |
und Alu I zum Einsatz. Mit Alu I wurden weitere Fingerprints bei den Artemisia Proben
erstellt, deren ITS-Sequenz untersucht wurde.

AFLP-Fingerprints (LfL, IPZ 5c¢)

Zur molekularen Abschitzung der genetischen Diversitit der verschiedenen Herkiinfte
von Artemisia wurden im Labor Seefelder 48 Pflanzen untersucht.

Fiir die molekularen Analysen wurde zunichst nach einer bewdhrten Methode (29) die
genomische DNA aus jungen Blittern isoliert und anschliefend die DNA-Konzentration
bestimmt. Der molekulare Datensatz wurde {iber eine nicht-radioaktive AFLP-Analyse
nach einem modifizierten Protokoll, das auf dem “AFLP-Protocol for Public Release*
Version 2.0 der Firma KeyGene und Vos und Kollegen (57) basiert, erstellt.

Die Nomenklatur der verwendeten préselektiven und selektiven Primer ist die im original
KeyGene Protokoll verwendete. Fiir die préiselektive PCR wurden die Primer EcoRI+1
primer EO1, EcoRI+3 primer EO3 und Msel +1 primer MO1 verwendet. Fiir die selektive
PCR fanden die selektiven EcoRI-Primer E44; E53; E63; E66; E67; E68; E69; E70; E76;
E77 und die selektiven Msel-Primer M38; M41; M45; M47; M48; M49; M50; M51; M52;
M56; M58; M60 Verwendung.

Die molekularen Fingerprints wurden unter Verwendung von 20 EcoRI-Msel-AFLP-
Primerkombinationen erzeugt. AnschlieBend wurden 242 gut reproduzierbare polymorphe
DNA-Banden ausgewertet. Zur anschlieBenden Datenanalyse wurde, wie bei den meisten
Diversititsstudien von Nutzpflanzen, auch in der hier vorgestellten Untersuchung ein Ver-
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fahren der Distanzmatrixmethoden angewendet. Es handelt sich um das ‘“average-
linkage“-Verfahren, auch als UPGMA (“unweighted pair group method with arithmetic
mean®) -Verfahren bezeichnet. Das AFLP-Bandenmuster wurde zunichst in eine binire
Datenmatrix iibertragen (0 = fehlendes Fragment, 1 = Fragment vorhanden). Mit der
Software ,,NTSYS-pc* (46) wurden die genetischen Ahnlichkeiten der untersuchten Geno-
typen bestimmt. Die genetische Ahnlichkeit wurde nach der Formel von Dice (28) ge-
schitzt.

2.6.2.2 Ergebnisse

Artemisia scoparia

Die Behaarung ist als Unterscheidungsmerkmal fiir die Taxonomie der beiden Artemisia
Arten wenig geeignet und oft vom Standort bzw. Alter der Blatter abhéingig. Jedoch
scheint eine Seidenbehaarung filir A. capillaris typisch zu sein (Tab. 4). Auch die Grofle
der Bliitenkopfchen ist nicht eindeutig nachvollziehbar.

Tab. 4: Diagnostische Blatt-Merkmale, in denen sich 4. capillaris und A. scoparia unter-

scheiden.
A. capillaris A. scoparia
Flora von Pakistan seidenhaarig, dicht behaart dicht abstehend behaart bis
(61) fast kahl
Flora von Taiwan dicht behaart auf beiden
35) Blattseiten, kahler werdend
bei spéteren Blittern
Flora von Japan normalerweise dicht, seidig  kein Hinweis auf Haare,
(43) behaart Unterscheidung nur iiber
Bliitenkopfchengrofe, wobei
diese in Schliissel und Text
widerspriichlich beschrieben
werden.
Brandes (25) sparlich bis dicht behaart, je

nach Individuum

Flora der UDSSR (47) basale Blitter seidig behaart  junge Blatter behaart, dltere
Blétter unbehaart
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Alle Herkiinfte sind nur wenig behaart. Die Behaarung ist bei Erlau am stirksten, bei Eli-
xir Farm, Brandes und Blaszczyk geringer und bei IPK 8 ist sie fast vollig fehlend. Alle
Herkiinfte sind im Jungpflanzenstadium etwas stirker behaart. Pflanzen von Blaszczyk
entwickeln im Herbst nach der Bliite neue, stirker behaarte Triebe, die ertraglich aber
nicht relevant sind. Der Neuaustrieb einiger Individuen der Herkiinfte Brandes und Erlau
war deutlich stirker behaart als der Rest der Population. Auch von Brandes (25) wurde die
individuelle Auspragung fiir die beschriebene Herkunft beobachtet.

Die Herkiinfte Elixir Farm und Blaszczyk unterschieden sich in der Zusammensetzung
ihres #therischen Ols. Da fiir 4. scoparia unterschiedlichste Olzusammensetzungen be-
schrieben sind (2, 39, 50), konnten beide Herklinfte dieser Art zugeordnet werden. Aller-
dings wurden einige Olkomponenten von Elixir Farm (Bornylacetat, B-Elemen und ar-
Curcumen) ausschlieBlich als Inhaltsstoffe von 4. capillaris erwihnt (32, 41, 53). Die Ol-
komponenten lielen also keine eindeutige Zuordnung zu. Die drei weiteren Herkiinfte
konnten noch nicht untersucht werden.

Die Herkiinfte Blaszczyk, Elixir Farm und IPK 8 waren in den AFLP-Fingerprints schon
visuell voneinander zu unterscheiden. Der daraus nach Dice (28) berechnete genetische
Ahnlichkeitskoeffizient war mit 0,22 niedrig.

Die auf Grund des Sequenzvergleichs von Artemisia scoparia und Artemisia capillaris
(Sequenzen der NCBI-Datenbank, (62)) eingesetzten Restriktionsenzyme Dde I, Sal I,
Hinf I und Alu I ergaben bei allen fiinf im Ziichtungsprogramm eingesetzten Herkiinften
ein einheitliches Fragmentmuster und entsprechen somit 4. scoparia (NCBI) (vgl. Abb.
15). Ebenso stimmten deren Sequenzen der nukledren ITS-Region sowie des #rnT-L
Spacers der Chloroplasten-DNA {iiberein. Die RFLP Untersuchungen mit Alu I an weite-
rem Probenmaterial ergab die Ubereinstimmung mit 4. scoparia fiir alle Handelsproben
aus dem Qualitdtsvergleich (vgl. Kap. 3), fiir Herbarbelege von 4. capillaris der Botani-
schen Staatssammlung Miinchen und der Hongkong Baptist University, sowie fiir vier
von sechs Mustern von koreanischer Artemisia capillaris TCM-Handelsware, von denen
DNA (Dr. Seung-Eun Oh, Konkuk University Seoul, Korea) bezogen werden konnte.
Zwei der koreanischen A. capillaris Muster zeigten ein abweichendes Restriktionsmuster
und wiesen beim Sequenzvergleich der nuklediren ITS-Region groBe Ahnlichkeit mit A7-
temisia annua auf, die von Alu I ebenfalls nicht geschnitten wird. Der Sequenzvergleich
der iibrigen Handelsproben aus Korea zeigte eine extrem gute Ubereinstimmung mit be-
reits frither analysierten Proben sowie mit einer Referenzsequenz aus NCBI-GenBank
(62). Die NCBI-Sequenzen der ITS-Region von A4. capillaris (eine Sequenz) und 4. annua
(drei Sequenzen) zeigen ebenfalls bemerkenswerte Ubereinstiummungen, was nahe legt,
dass A. capillaris félschlich fiir 4. annua gehalten wurde. Dies kann nicht weiter verfolgt
werden, da die Arbeit fiir A. capillaris (NCBI) nicht verdffentlicht wurde. Daraus folgert,
dass eigene Muster von A. capillaris und A. scoparia in den untersuchten DNA Sequenz-
bereichen nicht unterschieden werden konnten. Die Frage, ob die beiden sehr dhnlichen
Arten nun als eine Art aufzufassen sind, ist ein Problem, das nur Taxonomen klidren kon-
nen.
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Abb. 15: RFLP-Fingerprint der Artemisia Herkiinfte nach Restriktion mit Alu I, dem fiir
A. scoparia spezifischen Restriktionsenzym, das 3 Fragmente von ca. 100, 140
und 500 Basenpaaren (bp) erzeugt.

Leonurus japonicus

Die schon ldnger im Anbauprojekt verwendeten Herkiinfte wurden trotz unterschiedlicher
Bliitenfarbe von weil} bis lila, hellgriiner und graublauer Blitter, unterschiedlichem Zertei-
lungsgrad der Blatter, divergierender Pflanzenhdhe und unterschiedlichem Bliihzeitpunkt
als Leonurus japonicus bestimmt. Von den neuen Herkiinften sind alle IPK-Herkiinfte
sowie U2 L. japonicus zuzuordnen. Dagegen wurde Herkunft China 1 als Leonurus quin-
quelobatus und U1 als Leonurus panzerioides identifiziert (47).

2.6.3 Leistungspriifung der Herkiinfte im Feld

2.6.3.1 Material und Methoden

2005 bis 2007 wurden alle neuen Herkiinfte von Artemisia und Leonurus im Vergleich zu
den bisher an der LfL vorhandenen Herkiinften in Feldversuchen auf den Versuchsstatio-
nen Baumannshof (BA) und Puch (PU) auf ihre ziichtungsrelevanten Eigenschaften iiber-
priift. Weiterhin wurden Daten zur Morphologie und zum Blithverhalten dokumentiert.
Die Saatgutmenge der neuen Artemisia-Herkiinfte war ausreichend, um sofort mit den
Feldversuchen zu beginnen. Bei einigen Leonurus-Herkiinften musste zunéchst eine Saat-
gutvermehrung vorgenommen werden.

Die grundsitzliche Anbau- und Erntemethode ist in Kapitel 2.2 beschrieben. Abweichend
davon wurde Artemisia in den ersten beiden Jahren nicht in Tuffs, sondern als Einzel-



46 Beginnende Ausleseziichtung bei Artemisia scoparia und Leonurus japonicus

pflanzen angebaut, um diese bei der Selektion und Materialentnahme fiir die Klonvermeh-
rung genau identifizieren zu kdnnen.

Da es sich bei (fast) allen Herkunfts-Leistungspriifungen um Screeningversuche mit nur 1
Wiederholung handelte, konnen keine statistisch gesicherten Aussagen gemacht, aber
doch Trends abgelesen werden, insbesondere bei Herkiinften mit wiederholtem Anbau.

2005/06 2006/07 2007
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Abb. 16: Kraut-Drogenertrag (dt/ha) von Artemisia-Herkiinften als Summe der Ernten
(Schnitte) beider Standjahre in Puch (PU), Anbaujahre 2005 und 2006, bzw. des
ersten Standjahrs am Baumannshof (BA) — Screeningversuche

2.6.3.2 Leistung der Artemisia-Herklinfte und Selektionen
Pflanzenentwicklung und Ertragsverhalten

Die Herkiinfte zeigten grofe Unterschiede in ihrem Ertragspotenzial (Abb. 16). Der hohe-
re Ertrag (1. Standjahr) am Standort BA riihrt vom dort durchgefiihrten Anbau von Tuffs
(statt Einzelpflanzen in PU) und eventuell von den etwas hoheren Temperaturen her. Die
hochsten Ertrdge im ersten Standjahr wurden mit Blaszczyk, Brandes und Elixir Farm in
meist 3-4 Schnitten erzielt. Ernten im zweiten Standjahr waren bei IPK 8 moglich und bei
Blaszczyk, Erlau und Brandes nach dem ausgesprochen milden Winter 2006/07. Bei
IPK 8 und Erlau iibertrafen die Ertrige im zweiten Standjahr sogar die des ersten Stand-
jahrs. Von Elixir Farm trieben im zweiten Standjahr zwar ein Viertel der Pflanzen aus,
jedoch entwickelten sich diese nur sehr schwach (Tab. 5). Auf Grund des dadurch entste-
henden enormen Unkrautdrucks wurde diese Herkunft im zweiten Standjahr nicht ausge-
wertet. Die Herkunft Blaszczyk, die auch bisher schon etwas mehr Wiederaustrieb im
Friihjahr zeigte, entwickelte nur nach dem milden Winter 2006/07 einen nennenswerten
Bestand, nicht aber im Versuchsjahr 2005/06. Die hochste Wiederaustriebsrate wurde bei
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Brandes festgestellt, deren Pflanzen sich rasch entwickelten und so einen Drogenertrag
von tiber 10 dt/ha im ersten Schnitt erzielten. Trotz Austriebsrate tiber 50 % und rascher
Entwicklung konnten die Liicken der abgestorbenen Pflanzen nicht geschlossen werden.
Fiir eine sinnvolle Weiterfithrung des Bestands (Unkrautunterdriickung) sind also hohere
Bedeckungsgrade notwendig. Ob dies von der Herkunft Brandes bei Tuffpflanzung und
unter hirteren Winterbedingungen erreicht werden kann, werden die laufenden Versuche
zeigen.

Tab. 5:  Winterhérte der Artemisia-Herklinfte: Anteil der Pflanzen, die im Friihjahr des
2. Standjahrs austrieben (% Austrieb) und deren Triebstirke (Bonitur, 1=sehr
geringe, 9=sehr hohe Triebstérke) am Standort Puch — Screeningversuche

2005/06 2006/07
Herkiinfte Austrieb Triebstirke Austrieb Triebstirke
(%) (%)
IPK 8 61 9 10 7
Blaszczyk 23 1 15 5
Erlau 30 8
Brandes 55 7
Elixir Farm 26 3

Die Herkiinfte IPK 8 und Erlau konnten im ersten Standjahr nur ein oder zwei mal beern-
tet werden. Da viele Pflanzen lange im Rosettenstadium verblieben, konnte nur wenig
Krautmasse gewonnen werden. Erst im zweiten Standjahr bildete der gesamte Bestand
kriftige Triebe, die als Ertrag in ein oder zwei Ernten genutzt werden konnten. Die Aus-
triebsrate war bei IPK 8 im Friihjahr 2007 deutlich niedriger als im Friihjahr 2006. Dies ist
bislang nicht zu erkldren. Die Erntephase wurde in beiden Standjahren durch den friihen
Beginn der generativen Phase beendet: Knospenbildung ab Mitte/Ende Juli im ersten und
Anfang/Mitte Juli im zweiten Standjahr. Dabei begann die generative Phase bei IPK 8
etwas frither als bei Erlau. Die anderen Herkiinfte gingen erst spéter in die generative Pha-
se iiber, so dass bei diesen mehr Ernten moglich waren, da nur das vegetative Kraut zur
Drogengewinnung genutzt werden kann. Brandes setzte ab Anfang/Mitte August die ers-
ten Knospen an, Blaszczyk etwas spdter gegen Ende August. Herkunft Elixir induziert in
unseren Breiten so spét die Bliitenbildung (vgl. Kap. 2.4.2.2), dass nur bei spatem Winter-
beginn an einzelnen Pflanzen beginnende Knospenbildung beobachtet werden kann. Da
Elixir Farm langsamer wéchst als Blaszczyk, kann im selben Zeitraum weniger hdufig
geerntet werden. Bei einjdhriger Nutzung kann Elixir Farm bis zum ersten Frost beerntet
werden, bei zweijdhriger Nutzung sollte — nach bisheriger Beobachtung — die letzte Ernte
Anfang September stattfinden, so dass die Pflanzen mit dem anschlieBenden letzten Auf-
wuchs regeneriert in den Winter gehen kénnen.

Beziiglich der agronomischen Daten sind lediglich die Herkiinfte Blaszczyk, Elixir Farm
und Brandes von ziichterischem Interesse. IPK 8 unterscheidet sich aulerdem im Ausse-
hen deutlich von den anderen Herkiinften durch sehr dunkel griine, fast unbehaarte und
nur grob gefiederte Blétter. Erlau dhnelt in Blattfarbe und Form der Herkunft Blaszczyk,
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ist jedoch deutlich stirker behaart. Letztere Eigenschaft war zunéchst fiir die Einkreuzung
interessant, da die geringe Behaarung von befragten Arzten und Apothekern zunichst be-
anstandet, jedoch spiter nicht als Ausschlusskriterium beurteilt wurde (vgl. Kap. 2.3).

In der Droge von Artemisia finden nur die Blitter Verwendung. Die Stingel werden nach
der Trocknung abgetrennt und entfernt. Das Blatt-Stiangel-Verhéltnis in der Droge wurde
bislang nur in einem Versuch fiir Blaszczyk und Elixir Farm ermittelt. Der deutlich hohere
Blattanteil in der Krautdroge von Elixir Farm (Tab. 14, Kap. 2.8.2) konnte auch bereits im
Feld abgeschitzt werden. Herkunft Brandes dhnelt in dieser Hinsicht und auch in der
Blattfarbe der Herkunft Elixir Farm, wogegen der Blattanteil der Triebe von Erlau und
IPK 8 eher dem von Blaszczyk entspricht.

Cd-Akkumulation

Der Cd-Gehalt in der Krautdroge der Ernten des ersten Standjahrs ist in Tabelle 6 darge-
stellt. Aus dem Anbaujahr 2007 liegen bislang nur die Ergebnisse des ersten Schnitts vor.
Den grofiten Einfluss auf den Cd-Gehalt der Droge iibt der Standort und dort speziell der
Boden aus. Die Cd-Verfiigbarkeit ist auf dem schwereren Pucher Boden mit pH-Wert im
neutralen Bereich deutlich geringer als auf dem leicht sauren sandigen Boden am Standort
Baumannshof. Die Droge von BA wire auf Grund des hohen Cd-Gehalts nicht verkehrs-
fahig. Den mit mehr oder weniger Abstand niedrigsten Cd-Gehalt weist die Krautdroge
von Elixir Farm auf. Blaszczyk, Erlau und IPK 8 liegen auf hoherem Niveau, Brandes
scheint noch mehr Cd zu akkumulieren. Letzteres muss in den spdteren Ernten von 2007
und in folgenden Versuchen noch {iiberpriift werden. Unter Berlicksichtigung des 90 %-
Percentils fiir Cd bei Artemisia Krautdroge in H6he von 0,72 mg/kg (31) wéren aus den
Versuchen in PU nur die Ernten von Elixir Farm und IPK 8 durchgehend verkehrsfédhig.
Von Blaszczyk und Erlau wéren nur einzelne Ernten, von Brandes keine der Ernten fiir
den Verkauf geeignet. Tendenziell lagen die Cd-Gehalte der Ernten im Juni/Juli bei allen
Herkiinften etwas hoher.

Tab. 6: Cadmium-Gehalt (mg/kg) der Krautdroge von Artemisia-Herkiinften aus
verschiedenen Ernten (Schnitte) des ersten Standjahrs 2005 — 2007 an den
Standorten Puch (PU) und Baumannshof (BA) — Screeningversuche

Herkunft Anbaujahr Ort 1. Schnitt 2. Schnitt 3. Schnitt 4. Schnitt 5. Schnitt

IPK 8 2005 PU 0,39
2006 PU 0,67 0,68
Blaszczyk 2005 PU 0,34 0,47 0,38
2006 PU 0,58 0,84 0,86 0,55
2007 BA 2,78
Erlau 2006 PU 0,60 0,71
2007 BA 2,18
Brandes 2006 PU 0,99 1,05 1,06 0,87
2007 BA 2,48
Elixir Farm 2006 PU 0,38 0,53 0,71 0,39 0,44

2007 BA 1,51
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Da im GefdBBversuch zur Cd-Akkumulation (vgl. Kap 2.7) keine Wechselwirkung zwi-
schen Boden und Genotyp (Klon) auftrat, kann der Cd-Gehalt der Herkiinfte in BA zur
Beurteilung der Herkiinfte auch auf Boden mit geringerer Verfiigbarkeit herangezogen
werden.

Gehalt an dtherischem Ol

Die Atherischélgehalte in der Krautdroge aller Herkiinfte und untersuchten Schnitte lagen
insgesamt zwischen 0,06 und 0,24 % (V/m, Tab. 7). Auf Grund der Schwankungen zwi-
schen den Ernten sind keine groen Unterschiede zwischen den Herkiinften zu beobach-
ten. Lediglich in Herkunft Elixir Farm wurden durchgehend etwas hohere Gehalte an &the-
rischem Ol gefunden. Dieser Unterschied zwischen Elixir Farm und Blaszczyk wurde be-
reits beschrieben (20), wobei in der Krautdroge von Blaszczyk auch geringere Gehalte bis
zu 0,01 % gemessen wurden.

Tab. 7:  Atherischolgehalt (%, V/m) der Krautdroge von Artemisia-Herkiinften aus
verschiedenen Ernten (Schnitte) des ersten Standjahrs in Puch (PU) 2006 und
Baumannshof (BA) 2007 — Screeningversuche

Anbaujahr  Ort 1. Schnitt 2. Schnitt 3. Schnitt 4. Schnitt 5. Schnitt

IPK 8 2006 PU 0,08 0,06
Blaszczyk 2006 PU 0,12 0,07 0,14 0,08
2007 BA 0,08
Erlau 2006 PU 0,09 0,13
2007 BA 0,19
Brandes 2006 PU 0,14 0,12 0,08 0,14
2007 BA 0,08
Elixir Farm 2006 PU 0,24 0,14 0,17 0,13 0,17

2007 BA 0,17
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Abb. 17: Kraut-Drogenertrag (dt/ha) von Leonurus-Herkiinften als Summe der Ernten
(Schnitte) beider Standjahre, Anbaujahre 2005 und 2006, bzw. des ersten Stand-
jahrs, Anbaujahr 2007 am Baumannshof — Screeningversuche

2.6.3.3 Leistung der Leonurus-Herkiinfte und Selektionen
Pflanzenentwicklung und Ertragsverhalten

Die Kraut-Drogenertrage der Leonurus-Herkiinfte aus den Anbaujahren 2005 bis 2007
sind in Abbildung 17 dargestellt. Zwischen den Herkiinften traten grof3e Unterschiede im
Gesamt-Drogenertrag iiber alle Ernten auf, der von 12,6 bis 306 dt/ha variierte, sowie in
den Ernteterminen bzw. -hdufigkeiten. Alle Herkiinfte auBer BLBP 04 im Anbaujahr 2007
und IPK 6 konnten im ersten Standjahr beerntet werden, wobei die beiden genannten Aus-
nahmen dann im zweiten Standjahr schossten und blithten und somit zu beernten waren.
Die Herkiinfte China 1 und U1, sowie teilweise auch BLBP 01 bildeten im zweiten Stand-
jahr erneut einen beerntbaren Bestand aus.

Den mit Abstand hochsten Gesamtertrag erzielten Herkunft China 1 und IPK 8. Da Her-
kunft China 1 als Leonurus quinquelobatus identifiziert wurde, steht diese nicht fiir das
Ziichtungsprogramm zur Verfiigung. Der extrem hohe Drogenertrag von IPK 8 im Anbau-
jahr 2006 ist mit Sicherheit tiberhoht, da in diesem Anbaujahr nur wenige Pflanzen gepriift
werden konnten (Saatgut war knapp), und die Randeffekte entsprechen stark waren. Im
Anbaujahr 2007 war IPK 8 eine der ertragreichsten Herkiinfte. In beiden Anbaujahren
konnte von dieser Herkunft eine zweite, wenn auch kleine Krautmenge geerntet werden.
Weitere, im ersten Standjahr ertragreiche Herkiinfte waren Horizon Herbs, BLBP 01 und
teilweise BLBP 04. Auch IPK 6 erzielte Ertrage bis iiber 100 dt/ha, dies jedoch erst im
zweiten Standjahr. Die Drogenertriige der Herkiinfte U2, IPK 3 und B. T. World Seeds
(Ernte nur im ersten Standjahr) lagen niedriger, meist deutlich unter 50 dt/ha.



Beginnende Ausleseziichtung bei Artemisia scoparia und Leonurus japonicus 51

Drei, zum Teil voneinander abhidngige Pflanzeneigenschaften konnten mit den Ertragspo-
tenzialen und -schwankungen in Verbindung gebracht werden: Anteil Rosetten im ersten
Standjahr, Blithbeginn und Pflanzenhdhe zur Ernte.

In den Bestdnden von Horizon Herbs und BLBP 01 verblieben je nach Anbaujahr ein gro-
Berer (2007) oder kleinerer (2006) Anteil der Pflanzen im Rosettenstadium (Tab. 8), die
somit im ersten Standjahr keinen oder bei verzogertem Schossen nur wenig Ertrag brach-
ten. Der hohere Anteil sich verzégernd entwickelter Pflanzen, die bei der Ernte noch vege-
tativ oder im frithen Knospenstadium waren, schlug sich auch in einem deutlich héheren
Blatt-Stingel-Verhiltnis nieder (Tab. 9). Die Herkunft BLBP 01 entstand im Zuge der
eigenen Saatgutvermehrung durch separate Beerntung der Samen von kréftig schossenden
Pflanzen. Das Merkmal ,,Rosetten im ersten Standjahr* konnte auf diese Weise jedoch
nicht eliminiert werden und liegt daher wahrscheinlich dominant heterozygot in dieser
Population vor.

Die frith schon im Juni oder Anfang Juli bliihenden Herkiinfte U1, U2, IPK 3 und B. T.
World Seeds (Tab. 8) erreichten bis zur Bliite und damit zur Ernte nicht einmal die Hohe
von 1 m (Tab. 9). Die Bestinde der anderen Herkiinfte waren bis zu deren Bliihbeginn
zwischen Mitte Juli und Mitte September in der Regel deutlich {iber 1 m hoch. Die spéter
bliihenden Herkiinfte haben also mehr Zeit zur Biomasseentwicklung und damit ein héhe-
res Ertragspotenzial, wiesen aber tendenziell ein niedrigeres Blatt-Stingel-Verhiltnis auf.
Herkunft BLBP 04 bliiht am spitesten und kann unter ungiinstigen, noch ungeklarten Be-
dingungen auch komplett im Rosettenstadium verbleiben (Tab. 8, Anbaujahr 2007).
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Tab. 8: Bliiheigenschaften und Winterhérte der Leonurus-Herkiinfte in den Anbaujahren
2005-2007 am Baumannshof: Blithbeginn (Datum), Anteil von Pflanzen, die im
ersten Standjahr im Rosettenstadium verharren (%), Anteil austreibender Pflan-
zen im zweiten Standjahr (%) und deren Triebstdrke (Bonitur, 1=sehr gering,
9=sehr stark) — Screeningversuche

Herkunft Anbaujahr Bliihbeginn Rosetten Austrieb Triebstirke
(“o) (%)
1. Standj. 2. Standj. 1. Standj. 2. Standj. 2. Standj.

Horizon Herbs 2005 4.7. - k.A.* 0 -
2006 19.7. - 10 0 --
2007 11.8. 67

BLBP 01 2005 12.7. 2.7. k.A* 54 5
2006 16.7. - 0 0 -
2007 17.8. 73

China 1 2005 5.8. 14.6. k.A* 100 9

U1 2006 7.7. 30.4. 0 90 3

02 2007 27. 0

IPK 3 2006 22.6. - 0 0 --
2007 22.6. 0

IPK 6 2005 -- 18.7. k.A* 63 6
2006 -- 25.6. 100 85 9

IPK 8 2006 21.8. - 0 0 -
2007 5.8. 29

B. T. World 2006 14.6. - 0 0 -

Seeds 2007 18.6. 0

BLBP 04 2006 12.9. 23.7. 0 63 9
2007 -- 100

*k.A. = keine Angabe; -- entfillt, da Parameter nicht erfassbar
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Tab. 9: Pflanzenhdhe zum Erntezeitpunkt (cm) und Blatt-Stangel-Verhéltnis (m/m,
BSV) des frischen Materials aus der jeweils ersten Ernte eines Standjahrs
der Leonurus-Herkiinfte in den Anbaujahren 2005-2007 am Baumannshof —
Screeningversuche

Pflanzenhéhe (cm) BSV

Herkiinfte Anbaujahr 1. Standj. 2. Standj. 1. Standj. 2. Standj.
1. Schnitt 2. Schnitt 1. Schnitt 2. Schnitt

Horizon 2005 84 0,64
Herbs 2006 173 57 0,60
2007 150 2,93
BLBP 01 2005 80 108 0,84 0,83
2006 170 55 0,53
2007 140 2,33
China 1 2005 105 160 84 0,62 0,34
U1 2006 58 60 45 1,08
02 2007 80 0,84
IPK 3 2006 88 1,23
2007 66 1,28
IPK 6 2005 161 0,75
2006 181 0,47
IPK 8 2006 199 77 0,53
2007 145 0,69
B. T. World 2006 92 57 0,74
Seeds 2007 69 1,06
BLBP 04 2006 143 224 0,62
2007

Die Pflanzen der friih blithende Herkiinfte U2, IPK 3 und B. T. World Seeds waren bereits
im Herbst abgestorben, so dass der fehlende Austrieb im Folgejahr (Tab. 8) nicht durch
mangelnde Winterhérte, sondern durch die — vermutlich genetisch bedingte — Einjahrigkeit
der Pflanzen zu erkléren ist.

Gehalt an extrahierbaren Stoffen

Die Extraktgehalte aller Leonurus-Herkiinfte und Ernten schwankte zwischen 24,9 und
35,9 % (m/m) (Tab. 10) und liegen damit deutlich iiber dem geforderten Mindestgehalt
von 15 % (9). In den meisten Fillen war der Extraktgehalt in der Blattdroge hoher als in
der Krautdroge. Ebenso lagen die Gehalte in der Krautdroge des zweiten Schnitts meist
iiber denen des ersten Schnitts. Die Unterschiede zwischen den Herkiinften sind gering
und konnen auf Grund des Screeningcharakters des Versuchs nicht abgesichert werden.
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Tab. 10: Extraktgehalt (%, m/m) der Kraut- und Blattdroge aller Ernten (Schnitte) der
Leonurus-Herkiinfte in den Anbaujahren 2005 und 2006 am Baumannshof —

Screeningversuche
Herkiinfte Anbaujahr 1. Standjahr 2. Standjahr
1. Schnitt 2. Schnitt 1. Schnitt 2. Schnitt
Kraut Blatt Kraut Kraut Blatt Kraut

Horizon Herbs 2005 30,4 29,0

2006 25,7 29,1 31,0
BLBP 01 2005 324 34,1 27,2 333

2006 25,3 31,7 324
China 1 2005 28,6 33,7 25,1 33,7 27,6
U1 2006 28,8 32,1
IPK 6 2005 25,8 31,1
IPK 3 2006 27,4 29,3
IPK 8 2006 26,9 30,6 359
B. T. World 2006 25,9 29,0 24,9
Seeds
BLBP 04 2006 27,9 34,6
Flavonoidgehalt

Die Flavonoidgehalte in der Leonurus-Droge aller Herkiinfte und Ernten schwankten zwi-
schen 0,20 und 1,44 mg/kg (Tab. 11). Der Flavonoidgehalt war in der Blattdroge hoher als
in der Krautdroge und hoher in der Krautdroge des zweiten Schnitts im Vergleich zur
Krautdroge des ersten Schnitts. Die Unterschiede im Flavonoidgehalt in der Kraut- bzw.
Blattdroge zwischen den Herkiinften waren etwas grofer als dies beim Extraktgehalt der
Fall war.
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Tab. 11: Flavonoidgehalt (mg/kg) der Kraut- und Blattdroge aller Ernten (Schnitte) der
Leonurus-Herkiinfte in den Anbaujahren 2005 und 2006 am Baumannshof —

Screeningversuche
Herkiinfte Anbaujahr 1. Standjahr 2. Standjahr
1. Schnitt 2. Schnitt 1. Schnitt 2. Schnitt
Kraut Blatt Kraut Kraut Blatt Kraut

Horizon 2005 0,53 0,98
Herbs 2006 0,37 0,90 0,71
BLBP 01 2005 0,50 0,77 0,70 1,09

2006 0,34 0,96 0,76
China 1 2005 0,21 0,45 0,20 0,50 0,22
U1 2006 0,37 0,52
IPK 6 2005 0,44 0,86
IPK 3 2006 0,46 0,72
IPK 8 2006 0,32 0,80 0,54
B. T. World 2006 0,49 0,86 0,51
Seeds
BLBP 04 2006 0,42 1,44

2.6.3.4 Selektion von Elitepflanzen
Artemisia

Im Herbst 2004 wurden aus bestehenden Versuchsbestinden der Herkiinfte Elixir Farm
und Blaszczyk 81 Einzelpflanzen auf Grund von Wiichsigkeit, Blattanteil, Stingelbehaa-
rung und Stingelfarbung selektiert und in vitro sowie liber Stecklinge vermehrt. Lediglich
drei dieser Einzelpflanzen trieben im Frithjahr 2005 im Feld wieder aus. Daher wurden im
Friihjahr 2005 aus den selben Bestdnden 73 iiberwinterte und kriftig austreibende Einzel-
pflanzen selektiert und in vitro vermehrt. So standen im Friihjahr 2005 aus Blaszczyk 12
und aus Elixir Farm 28 Klone, und im Friihjahr 2006 aus Blaszczyk 13 und aus Elixir 29
Klone fiir die Klonpriifung und Kreuzung im Polycross zur Verfiigung.

Im Friihjahr 2006 wurden in den Bestdnden aus dem Pilotpraxisanbau von 2005 in Mittel-
franken weitere Einzelpflanzen selektiert und iiber Stecklinge vermehrt. Diese 6 Klone
konnten nicht mehr in die Klonkreuzung einbezogen werden und werden fiir gegebenen-
falls spdtere Kreuzungen erhalten.

Von den neuen Herkiinften ist IPK 8 auf Grund der schwachen agronomischen Leistung,
der sehr groben, nur wenig behaarten Blétter und dem nicht nennenswert niedrigeren Cd-
Gehalt weder fiir den Anbau noch fiir die Ziichtung geeignet. Ebenso scheidet aktuell Her-
kunft Erlau aus dem Zuchtprogramm aus. Diese Herkunft konnte jedoch gegebenenfalls
spater wegen ihrer stirkeren Behaarung zur Einkreuzung interessant werden. Herkunft
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Brandes ist dagegen agronomisch interessant, vor allem wegen ihrer guten Uberwinterung
und des hohen Blattanteils. Die Beurteilung der Winterhérte basiert jedoch nur auf einem
Versuchsjahr mit einem ausgesprochen milden Winter, so dass diese Eigenschaft noch
iiberpriift werden muss. Dennoch wurden im Friithjahr 2007 von den wiichsigsten und am
stirksten behaarten 5 Einzelpflanzen Klone vermehrt, die ab 2008 im Feldversuch gepriift
werden sollen.

Leonurus

Im Friithjahr 2005 wurden aus bestehenden Versuchsbestinden 131 wieder austreibende
Einzelpflanzen der Leonurus-Herkiinfte Horizon Herbs, BLBP 01, B. T. World Seeds und
Richters Krauterzauber selektiert. Anhand der Anwesenheit bzw. der Dicke der Stingel-
reste aus dem Vorjahr wurde beurteilt, ob es sich um eine nicht bzw. verzdgert im ersten
Standjahr bliihende Pflanze handelte und diese von der Selektion ausgeschlossen. Aus
diesen konnten 23 Klone von Horizon Herbs, 2 Klone von B. T. World Seeds und 1 Klon
von Richters/Kriuterzauber durch in vitro-Vermehrung erzeugt werden, die 2006 fiir die
Klonpriifung und Klonkreuzung im Polycross zur Verfiigung standen.

Die Einzelpflanzen von BLBP 01 sollten zunédchst auf ihre Vererbung der Schossneigung
untersucht werden. Dazu wurden von diesen im Sommer 2005 einzelne Triebe vor der
Bliite in Crispac-Tiiten mit 0,5 mm Lochung isoliert mit dem Ziel, die Selbstung zu er-
zwingen. Ob dies gelungen sein konnte, muss auf Grund der Erfahrungen mit Artemisia
(vgl. Kap. 2.4.2.3) in der AFLP-Selbstungsstudie fiir Leonurus gepriift werden. Das
Selbstungssaatgut von 45 Elitepflanzen wurde 2006 in einem Screeningversuch in Puch
direkt ins Feld gesit. Der Plan, iiber diese MaBlnahme Selbstungsnachkommenschaften mit
100 % schossenden Bestinden zu identifizieren (= homozygot schossend) schlug vollig
fehl, da im gesamten Versuch nur einzelne Pflanzen blithten. Moglicherweise war dies
durch eine auf Grund der Bodenverhiltnisse verspétete Direktsaat, dadurch verzogerte
Pflanzenentwicklung und warmen Frithsommer verursacht worden. Die zu verzdgertem
Schossen neigenden Herkiinfte von Leonurus scheinen — so die eigenen Beobachtungen —
im Jungpflanzenstadium einen gewissen Kéltereiz zu benétigen, um bei Langtag in die
generative Entwicklung iiberzugehen. Dieser Reiz hat den Selbstungsnachkommen ver-
mutlich gefehlt. Da dieser groBe Versuch aus Platzgriinden nicht {iber Jungpflanzenan-
zucht zu realisieren ist, und da viele Klone aus den anderen Leonurus-Herkiinften erzeugt
werden konnten, wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt.

Von den neuen Herkiinften kann nach ein bis zwei Jahren Screening nur eine einzige fiir
das Ziichtungsprogramm als geeignet beurteilt werden. China 1 und U1 scheiden aus, da
sie einer anderen Art als Leonurus japonicus angehoren. IPK 3 und U2 sind auf Grund
ihres niedrigen Drogenertrags sowie ausgeprégter Einjahrigkeit nicht geeignet. IPK 6 kann
erst im zweiten Standjahr geerntet und damit nicht 6konomisch produziert werden. Das
grofite Potenzial liegt in Herkunft IPK 8, die in den beiden Versuchsjahren gleichméBig in
Bliite gegangen ist und im ersten Standjahr einen hohen Drogenertrag erzielt. Diese Her-
kunft wird in die kommende Priifung auf Kombinationseignung (vgl. Kap. 2.8) als Ver-
gleichsherkunft aufgenommen. Gleichzeitig sollen besonders wiichsige Einzelpflanzen
selektiert und verklont werden.



Beginnende Ausleseziichtung bei Artemisia scoparia und Leonurus japonicus 57

2.7 Priifung und Kreuzung der Klone

2.7.1 Material und Methoden

Zur Beurteilung, ob die selektierten Einzelpflanzen nicht nur zufillig die gewliinschten
Eigenschaften zeigten (Priifung der Eigenleistung) und ob sie die Eigenschaft(en) auch an
ithre Nachkommen weiter geben (Vererbung, allgemeine Kombinationseignung), werden
bei der Entwicklung einer synthetischen Sorte zunichst die Klone im Feld gepriift, unge-
eignete Klone verworfen und die besten in einer Polycrossanlage miteinander gekreuzt.
Um Zeit zu sparen, sollten Klonpriifung und Klonkreuzung in diesem Ziichtungsprojekt in
einem Schritt vollzogen werden, auch wenn dies wegen der hohen Klonzahl mit enormem
Aufwand verbunden war.

In die Polycross-Anlagen wurde nur ein Teil der Klone aufgenommen. Verworfen wurden
Klone, die nicht bzw. nur schlecht zu vermehren waren (v.a. bei Leonurus) und deren Ein-
zelpflanzen im Feld nach der Selektion nur schwach wiichsig waren, extrem frithe oder
spate Bliihzeitpunkte oder andere Schwéchen zeigten. Fiir die zweite und dritte Polycross-
Anlage von Artemisia wurden weitere Klone auf der Basis der vorangegangenen Klonprii-
fungen verworfen.

SchlieBlich wurden in Puch und im Gewéchshaus in Freising von Artemisia insgesamt vier
(ASC 1 bis ASC 4) und von Leonurus ein Polycrossversuch (LJA 1) durchgefiihrt. Die
Details zu diesen Versuchen sind in Tabelle 12 zusammengestellt. Das Prinzip der Ran-
domisierung im Polycross, dass in jeder Reihe von jedem Klon nur eine Pflanze vor-
kommt, wurde eingehalten. Interessante Klone, von denen nicht ausreichend Pflanzen ver-
fiigbar waren, wurden in der Randomisierung paarweise zu einem ,,Klon“ zusammenge-
fasst, um Leerstellen auf der Versuchsflache zu vermeiden. Abbildung 18 vermittelt einen
Eindruck der Komplexitit einer solchen Anlageform.

Tab. 12: Versuchsdetails zu den Kreuzungen und Priifungen der Klone von Artemisia
(ASC) und Leonurus (LJA) in Polycrossanlagen im Feld (Puch) und im Ge-
wichshaus (Freising).

Polycross Pflanztermin Standort  Pflanz- Anzahl Art der Kurztag- Samenernte
Nr. abstand Klone Vermehrung Vor-
behandlung

(cm)
ASC1 20.05.05 Puch 60 x 60 12 in vitro nein ja
ASC 2 20.05.05 Puch 60 x 60 28 in vitro nein nein
ASC3 23.05.06 Puch 40 x 40 42 in vitro ab 04.04.06 nein
ASC 4 14.02.07 Freising 12x 12 25 Stecklinge ab 04.06.07 ja

LJA1 22.05.06 Puch 80 x 80 26 in vitro -- ja
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Im Zuge der Klonpriifung wurden entweder Einzelpflanzen bonitiert oder das von Einzel-
pflanzen geerntete Kraut klonweise zusammengefasst und auf Inhaltsstoffe bzw. Cd unter-
sucht. In den Polycrossen ASC 1 und 2 wurden im oberen Sprossbereich Seitentriebe ge-
erntet und in ASC 3 das gesamte ca. 30-40 cm hohe Kraut in 10 cm H6he abgeschnitten.
In ASC 4 wurde nur Saatgut gewonnen Fiir die Krauternte von Leonurus wurde nur ein
Seitentrieb pro Pflanze entnommen, da von den restlichen Trieben das Saatgut gewonnen
werden sollte. Alle Klone wurden aus Griinden des Arbeitsaufwands trotz unterschiedli-
chen Bliihbeginns (=Erntestadium) im gleichen Zeitraum 17.-22.08.06 beerntet.

Die Ergebnisse der Klonpriifungen werden nicht explizit fiir die einzelnen Klonnummern
aufgelistet, sondern in xy-Diagrammen dargestellt, um herauszufinden, ob es Klone gibt,
die relevante Merkmale bereits in sich vereinigen.

Die Samenernte erfolgte bei beiden Arten individuell, sobald die Triebe der Einzelpflan-
zen ausgereift und braun waren. Das Saatgut der Einzelpflanzen eines Klons wurde verei-
nigt und gemeinsam aufbereitet: Dreschen, Sieben, Windsichten und zuletzt manuelle Ent-
fernung von Fremdbestandteilen. Bei der Windsichtung wurde darauf geachtet, dass ein
dhnlich groBer Anteil an zu kleinem, schwachem Saatgut herausgereinigt wurde. Einzelne
Chargen wurden als Stichproben auf Tausendkorngewicht, Keimfahigkeit und Lebensfa-
higkeit (Tetrazolium-Test) untersucht (4).

Abb. 18: Polycrossanlage von Artemisia zur Prifung und Kreuzung der Klone
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2.7.2 Klonleistung Artemisia

Wiichsigkeit (Boniturnote)
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*
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Abb. 19: Cd-Gehalt in den Seitentrieben (mg/kg Droge) und Wiichsigkeit des ersten Auf-
wuchses der Artemisia-Klone in Polycross ASC 1 und ASC 2 in Puch 2005.
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20: Cd-Gehalt (mg/kg) der Krautdroge des zweiten Schnitts im ersten Standjahr und
Anteil wieder austreibender Pflanzen (%) im Friihjahr des zweiten Standjahrs der
Artemisia-Klone in Polycross ASC 3 in Puch 2006/07
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Abb. 21: Cd-Gehalt (mg/kg) und Atherischdlgehalt (%, V/m) der Krautdroge aus Seiten-

trieben (Anbaujahr 2005) bzw. des ganzen Krautes des 2. Schnitts (Anbaujahr
2006) der Artemisia-Klone in den Polycrossversuchen ASC 1 und ASC 2 bzw.
ASC 3 in Puch.
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Abb. 22: Cd-Gehalt (mg/kg) und Blattanteil (Bonitur, 1=geringer, 5=hoher Blattanteil) der
Krautdroge aus Seitentrieben (Anbaujahr 2005) bzw. des ganzen Krautes des 2.
Schnitts (Anbaujahr 2006) der Artemisia-Klone in den Polycrossversuchen ASC
1 und ASC 2 bzw. ASC 3 in Puch.

Der Cd-Gehalt in der Krautdroge von Artemisia variierte zwischen den Klonen von 0,2 bis
ca. 0,5 mg/kg in 2005 (ASC 1 und ASC 2) und von 0,2 bis knapp 1,0 mg/kg in 2006 (Abb.
19 und 20). Die Klone mit den niedrigsten Cd-Gehalten gehorten zu den mittel bis schwé-
cher Wiichsigen (Abb. 19) und stammten aus der Herkunft Elixir Farm, die insgesamt
durch diese Eigenschaften gekennzeichnet ist.

In ASC 1 und ASC 2 trieben im Friihjahr 2006 nur einzelne Pflanzen aus, ohne dass ein
Klon besonders hervortrat. In ASC 3 trieben nach dem milden Winter 2006/07 je nach
Klon zwischen 0 und 100 % der Pflanzen aus (Abb. 20). Unter den Klonen mit hoher Aus-
triebsrate waren auch einige Klone mit niedrigem Cd-Gehalt, so dass diese beiden wichti-
gen Eigenschaften bereits in Kombination auftreten.

Beim Gehalt an itherischem Ol in der Krautdroge formierten sich zwei Klongruppen mit
hohem und niedrigerem Olgehalt (Abb. 21), die die Eigenschaften der Ursprungs-
Herkiinfte Elixir Farm bzw. Blaszczyk widerspiegeln. Von den Klonen mit niedrigem Cd-
Gehalt wiesen einige einen Atherischolgehalt iiber 0,8 % (V/m) auf.

Auch im Blattanteil waren Unterschiede zwischen den Klonen zu sehen, sofern er im Feld
an der ganzen Pflanze bonitiert wurde, wie dies 2006 der Fall war (Abb. 22). Dagegen war
in der Droge der 2005 selektiv geernteten Seitentriebe nur wenig Variabilitdt bei insge-
samt hohem Blattanteil zu beobachten. Unter den Klonen mit niedrigem Cd-Gehalt waren
auch solche mit hohem Blattanteil. Entgegen der Erwartung war kein Zusammenhang zwi-
schen Blattanteil (Bonitur) und Cd-Gehalt der Klone zu erkennen. Zwar war der Blattan-
teil der Droge in 2005 insgesamt hoch und der Cd-Gehalt insgesamt relativ niedrig, was
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einen Zusammenhang nahe legt, jedoch ist die Ursache eher in der selektiven Probenahme
zu suchen, als dass dies eine klonspezifische Eigenschaft wire.

Der erwartete Zusammenhang leitet sich aus Ergebnissen einer Master-Arbeit ab, die in
Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fiir Pflanzenerndhrung, Dr. von Tucher, Wissen-
schaftszentrum Weihenstephan, TU Miinchen zur Cd-Akkumulation in Artemisia scoparia
durchgefiihrt wurde (30). Darin wurden 2006 zwei Klone, die sich 2005 im Cd-Gehalt
deutlich unterschieden, in einem Gefdl3- und einem Nihrldsungsversuch auf Cd-Aufnahme
und -Verteilung in der Pflanze untersucht. Die beiden Artemisia-Klone unterschieden sich
dabei in gleicher Weise in ihrer Neigung, Cd aufzunehmen. In beiden Versuchen wiesen
die Stingel immer einen hoheren Cd-Gehalt auf als die Blatter. Der Cd-Gehalt in der rei-
nen Blattdroge wird in der Regel also etwas niedriger sein als in der urspriinglichen
Krautdroge, aus der sie fiir den Verkauf aufbereitet worden ist. Eine weitere, fiir die Opti-
mierung des Anbauverfahrens wichtige Erkenntnis aus dem GefdBBversuch ist, dass die
Verwendung eines Nitrat betonten Diingers in niedrigeren Cd-Gehalten resultiert im Ver-
gleich zu einem Ammonium betonten Diinger (30). Die Ursache dafiir wird in der physio-
logischen Wirkung der Stickstoffformen in der Rhizosphire gesehen. Bei iiberwiegender
Nitrataufnahme steigt der pH-Wert in der Rhizosphére, so dass in der fiir die Néhrstoff-
aufnahme wichtigen Zone Cd weniger gut fiir die Pflanzen verfiigbar ist. Der GefdB3ver-
such wurde 2007 mit den Boden der Versuchsstationen Baumannshof und Puch wieder-
holt und unterstiitzt im Wesentlichen die Ergebnisse von Gassner (30).

Andere, aus der Priifung der Kombinationseignung stammende Drogen (vgl. Kap. 2.8)
zeigten ebenfalls hohere Gehalte von Cd im Stingel als im Blatt (Tab. 13). Daraus ist ab-
zuleiten, dass mit steigendem Blattanteil der Cd-Gehalt im Kraut sinken muss, quasi ein
Verdiinnungseffekt. Dennoch war wie im Polycross der Zusammenhang zwischen Cd-
Gehalt im Kraut und dem Blatt-Stangel-Verhéltnis der Herkiinfte nicht durchgehend er-
kennbar. Herkunft Elixir Farm wies zwar sowohl das hochste Blatt-Stangel-Verhéltnis als
auch den niedrigsten Cd-Gehalt auf. Vergleicht man aber die anderen beiden Herkiinfte
miteinander, unterscheiden sich diese im Cd-Gehalt auch bei gleichem Blatt-Stingel-
Verhiltnis. Dies zeigt, dass weitere, physiologische Eigenschaften der Klone den Einfluss
des Blatt-Stiangel-Verhéltnisses tiberdecken.

Ein hohes Blatt-Stangel-Verhiltnis kann also nicht als alleiniges, indirektes Selektionskri-
terium flir niedrigen Cd-Gehalt herangezogen werden, sondern der Cd-Gehalt muss je-
weils direkt untersucht werden. Dennoch ist ein hoher Blattanteil giinstig fiir einen hohen
Blattdrogenertrag. Aullerdem fiihrt das Entfernen der Stingel auf jeden Fall zur Senkung
des Cd-Gehalts in der Droge.
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Tab. 13: Cadmiumgehalt (mg/kg) in der Blatt-, Stingel- und Krautdroge des dritten und
fiinften Schnitts verschiedener Artemisia-Herkiinfte, sowie deren Blatt-Stéangel-
Verhiltnis (BSV) in der Krautdroge. Daten aus Priifung auf Kombinationseig-
nung, BA Anbaujahr 2006, vgl. Kap. 2.8 — Exaktversuch (N=3).

Herkiinfte Cd-Blatt Cd-Stiingel Cd-Kraut BSV
3. Schnitt

104073-F, 0,93 1,34 1,30 1,6
Blaszczyk 1,88 2,46 1,76 1,9
Elixir Farm 0,63 1,00 0,67 2,9
5. Schnitt

104073-F, 0,80 1,22 0,87 1,8
Blaszczyk 1,27 1,72 1,25 1,8
Elixir Farm 0,53 0,96 0,61 2,2

2.7.3 Klonkreuzung und Samenernte Artemisia

Die Klone aus Herkunft Blaszczyk und Elixir Farm wurden in getrennten Polycrossanla-
gen (ASC 1 bzw. ASC 2, vgl. Tab. 12) kombiniert, da erwartet wurde, dass nur Klone aus
Blaszczyk zur Bliite und Samenreife gelangen wiirden. Ein frither bliihender Klon von
Elixir Farm (104080) wurde in beide Polycrossanlagen aufgenommen. Schlielich konnte
im Herbst 2005 F;-Saatgut von 9 der 12 Blaszczyk-Klone und dem friih blithenden Elixir
Farm-Klon geerntet werden, das im Folgejahr fiir die Priifung auf allgemeine Kombinati-
onseignung genutzt wurde.

Da die Klone aus Herkunft Elixir Farm sehr gute Zuchteigenschaften aufwiesen, mussten
die vielen Klone dieser Herkunft erneut zusammen mit Blaszczyk-Klonen gekreuzt wer-
den. Dies sollte 2006 auf der Grundlage der ermittelten kritischen Tagesldangen fiir die
Bliiteninduktion der beiden Herkiinfte geschehen (vgl. Kap. 2.4 und (58)). Allerdings ent-
wickelte nur ein Teil der Klone im 12 h-Kurztag im Gewéchshaus Bliitenknospen. Der
Zeitpunkt der Knospenbildung variierte zwischen den Klonen iiber einen Zeitraum von
drei Wochen. Die ungleichméBige Induktion ist vermutlich auf die geringe GrofBe der
eintriebigen Pflanzen (10-20 cm Hohe) zuriickzufiithren. Dennoch wurden alle Klone wie
geplant als Polycross ins Feld gepflanzt (ASC 3). Von den Klonen, die Bliiten entwickel-
ten, wurden die abgereiften Triebe klonweise geerntet. Diese enthielten jedoch kein Saat-
gut! Als Ursache wird die zu schwache Pollenwolke gesehen, da ja nur ein Teil der Pflan-
zen an einem einzigen Trieb bliihte, und die Pflanzen im 40 cm x 40 cm Abstand gepflanzt
waren. Ebenfalls muss hinterfragt werden, ob die Pflanzen kréftig genug waren fiir die
Samenentwicklung, da keine Selbstbefruchtung auftrat — sofern diese iiberhaupt moglich
ist (vgl. Kap. 2.4.2.3).
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Daher wurden die Klone erneut fiir eine Kreuzung im Gewéchshaus vermehrt. Eine Kurz-
tagbehandlung im Winter fiihrte zu keiner Knospenbildung (eventuell Lichtmangel). Nach
Riickschnitt der Pflanzen Mitte Februar 2007 und Umstellung auf 16 h-Langtag (Belich-
tung bei Dunkelheit), wurden fiir das Artemisia-Polycross ASC 4 (vgl. Tab. 12) die krif-
tigsten Pflanzen Anfang Mai 2007 auf 1 Trieb reduziert und in 12 cm-Topfe umgetopft.
Am 31.05. wurden die Pflanzen auf 60 cm Hohe gestutzt (ausreichender Abstand zum
Verdunkelungsgewebe) und ab 04.06. von 18-6 Uhr verdunkelt (12 h-Kurztag), da die
Induktion an groBeren Pflanzen eine sicherere und gleichmiBigere Reaktion, d. h. Uber-
gang in die generative Phase versprach. Dadurch hatten weniger Pflanzen und damit ins-
gesamt auch weniger Klone auf der Stellflaiche unter dem Verdunkelungsschirm Platz. Die
Klonzahl musste auf 25 reduziert werden.

Zwei bis drei Wochen nach Kurztagbeginn wechselten alle Klone in die generative Phase,
bliihten und bildeten Samen aus. Die reifen Triebe wurden ab Anfang November 2007
geerntet und aufbereitet. Von 25 Pflanzen je Klon konnten zwischen 1,2 und 25 g gerei-
nigtes Saatgut je Klon gewonnen werden. Somit stehen nun F;-Nachkommen von 8§ Klo-
nen der Herkunft Blaszczyk und 17 Klonen der Herkunft Elixir Farm zur Priifung der all-
gemeinen Kombinationseignung bereit.

2.7.4 Klonleistung Leonurus

35
-
3 $
30 | L
- . "“

— . *
= 25 . .
= .
()
o
® 20
*
7]

15

10 T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Bliihstadium

Abb. 23: Bliihstadium am 21.08.2006 und Extraktgehalt (%) in der Krautdroge der Leonu-
rus-Klone im Polycross LJA 1 in Puch 2006. (Bliihstadien 1=Rosette, S=erste
Bliiten offen (Blithbeginn), 9=Samen reif)
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Abb. 24: Extraktgehalt (%) und Flavonoidgehalt (%) in der Krautdroge der Leonurus-
Klone im Polycross LJA 1 in Puch 2006.
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Abb. 25: Blithstadium am 21.08.2006 und Anteil wieder austreibender Pflanzen (%) im
Friihjahr des zweiten Standjahrs 2007 der Leonurus-Klone im Polycross LJA 1

in Puch 2006. (Bliihstadien 1=Rosette, 5=erste Bliiten offen (Bliihbeginn),
9=Samen reif)
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Die Klone variierten stark in ithrem Blithbeginn (Abb. 23 und 25). Die drei mit Abstand
frithesten Klone, von denen zwei aus Herkunft B. T. World Seeds und einer aus Horizon
Herbs stammten, waren am 21.08.06 bereits am Verbliihen, zwei andere Klone aus Hori-
zon Herbs begannen dagegen gerade mit dem Schossen und der Knospenbildung oder wa-
ren teilweise sogar noch im Rosettenstadium. Die restlichen Klone befanden sich recht
gleichmédfBig in der frithen bis vollen Bliite. Die unterschiedliche Bliihneigung war bereits
an den Jungpflanzen direkt nach der in vitro-Bewurzelung und der Uberfithrung ins Ge-
wichshaus zu beobachten.

Der Extraktgehalt in der Droge variierte zwischen 24 und 33 %, wobei in den friih blithen-
den, d. h. zum Erntezeitpunkt schon im Verbliihen befindlichen Klonen eher niedrigere
Extraktgehalte gefunden wurden (Abb. 23). Der Flavonoidgehalt in der Droge schwankte
zwischen 0,35 und 0,62 % (Abb. 24). Einige Klone wiesen sowohl einen hohen Flavo-
noid- als auch hohen Extraktgehalt auf.

Nur wenige Klone trieben im Friihjahr des zweiten Standjahrs mit einem nennenswerten
Anteil der Pflanzen (42-83 %) wieder aus (Abb. 25). Dabei handelte es sich um die Klone,
die im ersten Standjahr friih bliihten.

Auf der Basis der Klonleistungen im Feld wurden sieben Klone der Herkunft Horizon
Herbs auf Grund extrem spidter Bliite, auffilliger Blattkrduselungen oder schwachen
Wuchses ausselektiert.

2.7.5 Klonkreuzung und Samenernte Leonurus

Die Klone, in denen einige Pflanzen wenige Tage nach der Pflanzung bereits bliihten, trie-
ben nach der Bliite oder Samenreife wieder neu aus und bildeten ungefidhr zur gleichen
Zeit wie die anderen Klone erneut Bliiten aus, so dass weitgehend alle Klone in ihren
Bliihphasen iiberlappten und sich so gegenseitig bestduben konnten. Pollen der im Nach-
gang ausselektierten Klone war Teil der Pollenwolke.

Das ausgereifte Saatgut der Leonurus-Klone wurde im Herbst klonweise geerntet und auf-
bereitet. Von 12 bzw. 24 Pflanzen je Klon konnten zwischen 2,8 und 103 g gereinigtes
Saatgut je Klon gewonnen werden. Von den gleich nach der Pflanzung bliihenden Pflan-
zen wurde bereits im August Saatgut klonweise geerntet. Eine dieser frithen Partien wurde
im Vergleich zur regulidr geernteten Partie des selben Klons auf Kombinationseignung
gepriift (Variante 405136-06F K-t bzw. 406136-06F,K in Kap. 2.8). SchlieBlich standen
18 F;-Nachkommenschaften sowie die frithe Partie fiir die Priifung auf allgemeine Kom-
binationseignung bereit.

2.8 Priifung der Klone auf allgemeine Kombinationseignung

2.8.1 Material und Methoden

Die allgemeine Kombinationseignung der Klone wird anhand der Eigenschaften der F;-
Nachkommenschaften der Klone aus der Klonkreuzung (Polycross) ermittelt. Die F-
Nachkommenschaften wurden wie folgt benannt: z. B. 104021-05F;K mit Klonnummer
(104021), Erntejahr des Samens (05 = 2005), entstanden aus Kreuzung in der ersten Gene-
ration (F;), von Klonpflanzen (K).

Bei Artemisia konnten bislang nur die in 2005 entstandenen zehn Fi-
Nachkommenschaften der 9 Blaszczyk-Klone und des Elixir Farm-Klons gepriift werden.
Dazu wurde 2006 am Standort Baumannshof ein Exaktversuch mit drei Wiederholungen
und den Herkiinften Blaszczyk und Elixir Farm als Kontrollen durchgefiihrt. Von einem
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zweiten Anbaujahr wurde abgesehen, da aus einem spdteren Polycross Nachkommen-
schaften vieler weiterer Elixir Farm-Klone erwartet wurden. Die vorgezogenen Einzel-
pflanzen wurden am 09.05.06 gepflanzt und am 08.06.06 zum ersten Mal beerntet. Insge-
samt wurden sieben Ernteschnitte bei Erreichen von ca. 30 cm Pflanzenhohe durchgefiihrt.

Von Leonurus wurden 18 F;-Nachkommenschaften der Klone aus den Herkiinften Hori-
zon Herbs, B. T. World Seeds und Richters/Kréuterzauber, sowie eine frithe Saatgutpartie
des Klons 405136 (405136-06F;K-f) zusammen mit den Ursprungsherkiinften als Kon-
trollvarianten gepriift. Die Versuchsreihe, die iiber zwei Anbaujahre stattfinden soll, wur-
de 2007 am Standort Baumannshof mit einem Exaktversuch mit drei Wiederholungen
begonnen. Der Versuch wurde am 02. und 03.05.07 gepflanzt, die Krauternte der ersten
Varianten erfolgte am 20.06.07.

Die allgemeinen Versuchsbedingungen fiir die Artemisia- und Leonurus Feldversuche
inkl. Analysen sind in Kapitel 2.2 detailliert beschrieben.

Die Ergebnisse aus einem einzelnen Feldversuch an einem Standort sind wenig belastbar,
konnen aber doch einen ersten Hinweis auf die Leistung der Priifvarianten geben. Daher
sollen die bereits vorliegenden Ergebnisse der ersten Nachkommenschaftspriifungen vor-
gestellt werden.

2.8.2 Leistung der Fi-Nachkommenschaften der Artemisia-Klone

Die Bestinde von Blaszczyk sowie der Nachkommenschaften waren bis auf eine Aus-
nahme als wenig homogen zu bezeichnen (Tab. 14), wobei insbesondere die Blattform
variierte. Die Stingel der Nachkommenschaften wiesen eine mehr oder weniger geringere
Anthocyanfarbung auf als Blaszczyk, und waren nur selten deutlicher gefarbt als die Stén-
gel von Elixir Farm. Der Krautdrogenertrag der Fi-Nachkommenschaften als Summe aus
allen sieben Schnitten schwankte zwischen 35 und 45 dt/ha und lag in einzelnen Féllen
sogar deutlich iiber dem Ertrag der urspriinglichen Herkunft Blaszczyk (35,8 dt/ha) bzw.
Herkunft Elixir Farm (36,6 dt/ha).

Das Blatt-Stiangel-Verhéltnis der Krautdroge (Mittelwert des 3. und 5. Schnitts) lag bei
den Nachkommenschaften mit 1,5 bis 2,2 um den Wert von Blaszczyk, war aber meist
deutlich niedriger als das von Elixir Farm. Dagegen enthielt die Krautdroge einzelner
Nachkommenschaften weniger Cadmium als die von Blaszczyk, aber immer noch deutlich
iiber dem Niveau von Elixir Farm (Tab. 14).

Die Leistung weiterer Klon-Nachkommenschaften wird 2008 - 2010 an zwei Standorten
untersucht, so dass auf dieser dann belastbaren Basis die Klone mit der besten Kombinati-
onseignung ermittelt werden konnen.
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Tab. 14: Krautdrogenertrag (dt/ha), Homogenitit des Bestands (Boniturnote), Anthocyan-
farbung der Stangel (Boniturnote), sowie Blatt-Stingel-Verhiltnis (BSV, Mit-
telwert des 3. und 5. Schnitts) und Cd-Gehalt in der Krautdroge der F-
Nachkommenschaften der Artemisia-Klone und der Kontrollherkiinfte Blaszczyk
und Elixir Farm 2006 am Standort Baumannshof. (Boniturnoten: 1=sehr gering,
9=sehr stark ausgepriagtes Merkmal) — Exaktversuch (Mittelwerte, N=3; Werte
mit dem gleichen Buchstaben sind nicht signifikant verschieden, Tukey, a=5 %)

Nachkommen Homogenitit Anthocyanfirbung Drogenertrag BSV Cd-Gehalt
bzw. Herkiinfte Stiingel

(Bonitur) (Bonitur) (dt/ha) (mg/kg)
104021-05F;K 2,0c 4,3 abc 35,4d 1,5d 1,14 abc
104028-05F;K 3,0 bc 4,3 abc 36,0d 1,7 cd 1,32a
104055-05F; K 2,7bc 4,0 be 37,9 bed 1,7 cd 1,28 ab
104056-05F, K 5,0 ab 5,7 ab 41,0 abcd 1,6d 1,17 abc
104059-05F K 20c 4,0 be 43,8 ab 1,9 bed 1,19 abc
104073-05F;K 1,7¢ 33c 36,0d 1,7 cd 1,19 abc
104074-05F, K 2,7 be 4.3 abc 37,6 bed 1,9 bed 1,16 abc
104075-05F, K 23¢ 4,0 be 43,1 abc 2,0 bed 1,01 ¢
104076-05F;K 2,7bc 2,7¢ 44,5 a 2,2 ab 1,04 bc
104080-05F; K 3¢ 4,0 be 39,7 abcd 2,1 abc 1,28 ab
Blaszczyk 20c¢ 6,0 a 35,8d 1,8 cd 1,34 a
Elixir Farm 7,0a 30c 36,6 cd 25a 0,64 d

2.8.3 Leistung der F,-Nachkommenschaften der Leonurus-Klone

Der Blithbeginn der Nachkommenschaften erstreckte sich von 06.07. bis 29.08.07 (Tab.
15). Die Nachkommenschaft des Richters-Klons (405042) bliihte zwei Monate spéter als
die urspriingliche Herkunft! Die beiden Nachkommenschaften der B. T. World Seeds Klo-
ne (405136 und 405137), sowie die frithe Partie ,,f* blithten dagegen Anfang Juli und da-
mit nur drei Wochen spiéter als die Ursprungsherkunft. Die anderen Nachkommenschaften
begannen im Verlauf des Augusts mit der Bliite. Der genaue Bliihbeginn war in den Vari-
anten mit hohem Rosettenanteil sehr schwierig festzustellen, da deren Bestinde sich nicht
gleichméBig entwickelten und bliihten.
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Tab. 15: Blilhbeginn, Anteil der in Rosetten verharrender Pflanzen (%), Krautdrogener-
trag (dt/ha) und Anteil der im Herbst des ersten Standjahrs abgestorbenen Pflan-
zen (%) der Fi-kommen der Leonurus-Klone und der Kontrollherkiinfte Horizon
Herbs, Richters und B. T. World Seeds 2007 am Standort Baumannshof — Ex-
aktversuch (Mittelwerte, N=3; Werte mit dem gleichen Buchstaben sind nicht
signifikant verschieden, Tukey, a=5 %)

Population Bliihbeginn Rosetten Drogenertrag BSV Abgestorbene
Pflanzen im
Herbst
(%) (dt/ha) (%)
405002-06F,K 09.-13.08. 61 ab 57 be 0,60 be 6f
405003-06F;K 10.-18.08. 44 abcde 68 abc 0,62 be 12 ef
405006-06F; K 03.-06.08. 49 abced 62 abc 0,65 be 19 ef
405007-06F; K 30.07. 27 bedefg 64 abc 0,59 bc 34 cde
405010-06F, K 17.-23.08. 40 abcdef 76 ab 0,67 be 15 ef
405011-06F, K 17.-23.08. 65a 67 abc 0,60 be 11 ef
405016-06F, K 17.-23.08. 60 ab 78 ab 0,65 be 6f
405017-06F, K 18.-20.08. 53 ab 77 ab 0,58 be 16 ef
405021-06F, K 02.-06.08. 60 ab 42 cd 0,65 be 13 ef
405042-06F, K 20.-29.08. 57 ab 64 abc 0,53 ¢ 9ef
405104-06F,K 14.-20.08. 17 cdefg 88a 0,62 be 26 def
405108-06F; K 11.08. 33 abcdefg 79 ab 0,61 bc 22 ef
405111-06F;K 01.-04.08 44 abcde 69 abc 0,71b 22 ef
405118-06F;K 30.07. 44 abcde 63 abc 0,71b 18 ef
405119-06F;K 30.07. 38 abcdef 67 abc 0,68 b 26 def
405123-06F;K 02.-06.08. 14 defg 86 ab 0,62 be 32 de
405136-06F, K 09.07. 9 efg 74 ab* 0,71b 59 be
405137-06F, K 06.07. 7 fg 73 ab* 0,62 be 70b
405136-06F,K -f 12.07. 14 defg 67 abc* 0,71b 50 bed
Horizon Herbs 10.-16.08. 50 abc 73 ab 0,63 bc 19 ef
Richters 19.06. Og 17 d* 1,03 a 100 a
B. T. World Seeds 18.06. Og 17 d* 0,98 a 100 a

* Summe aus zwei Ernten; alle anderen Varianten konnten nur einmal beerntet werden

Einzelne Nachkommenschaften wiesen nur einen geringen Anteil an Pflanzen auf, die zum
Erntezeitpunkt noch im Rosettenstadium verblieben waren. Darunter auch die Nachkom-
menschaften aus B. T. World Seeds, die auf Grund der frithen ersten Bliite und einem
nennenswerten Wiederaustrieb zweimal beerntet werden konnten und so einen hohen Er-
trag erzielen konnten. Dagegen war der Ertrag der Ursprungsherkunft B.T. World Seeds
und von Richters duBlerst niedrig: diese blithten noch frither und trieben nach der ersten
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Ernte nur noch geringfligig aus. Die Nachkommenschaften von Klon 405104 wiesen nur
17 % und die von Klon 405123 14 % Rosetten auf, was sich bei deren Bliihbeginn im Au-
gust in den hdéchsten Drogenertragen von 88 bzw. 86 dt/ha niederschlug. Die Nachkom-
menschaft des Richters-Klons (405042) erreichte, vermutlich auf Grund des spéteren
Bliihbeginns, einen deutlich hoheren Drogenertrag als die Ursprungsherkuntt.

Das Blatt-Stingel-Verhéltnis der Krautdroge variierte nur wenig zwischen den Nachkom-
menschaften. Lediglich die Herkiinfte Richters und B. T. World Seeds wichen deutlich
davon ab.

Im Herbst 2007 waren bereits eine Reihe von Pflanzen komplett abgestorben. Der ermit-
telte Anteil abgestorbener Pflanzen schwankte von 6 bis 100 %, wobei ein negativer Zu-
sammenhang zum Anteil Rosettenpflanzen zu bestehen scheint. Die Herkiinfte Richters
und B. T. World Seeds waren komplett abgestorben, die Nachkommenschaften der daraus
auf Winterhirte selektierten Klone waren dagegen zu einem deutlich geringeren Anteil
abgestorben (Tab. 15).

3 Drogenqualitit chinesischer Heilpflanzen aus bayeri-
schem Versuchsanbau im Vergleich zu Importware: I-
dentitit, sensorische Eigenschaften, Inhaltsstoffe und
Reinheit

Da die Qualititsfrage 1998 mit den Impuls zum Gesamt-Anbauprojekt gab, wurde seit
2004 gepriift, ob die Drogen aus deutschem Versuchs- und schlieBlich (groBflachigem)
Feldanbau eine dquivalente Alternative zu den Importdrogen darstellen. Dazu wurden
Versuchs- und Handelsproben von den Firmen PhytoLab und Kriuter Mix auf deren eige-
ne Kosten einer umfangreichen Qualitdtsuntersuchung unterzogen.

3.1 Material und Methoden

3.1.1 Untersuchtes Material

Von 2004 bis 2006 wurden von den Arten Angelica dahurica, Artemisia scoparia, Astrag-
alus mongholicus (ehemals A. membranaceus), Bupleurum chinense, Leonurus japonicus,
Prunella vulgaris, Salvia miltiorrhiza, Saposhnikovia divaricata, Scutellaria baicalensis
und Sigesbeckia pubescens je 10 Drogenmuster a 1 kg anonym iiber zwei TCM-
Apotheken von 11 verschiedenen TCM-Handelsfirmen aus dem deutschsprachigen Raum
bezogen. Bei den Handelsproben (HP) handelte es sich um zertifizierte, verkehrsfahige
Ware. Die zu vergleichenden Versuchsdrogen stammten aus den Erntejahren 2003 bis
2005 der LfL-Versuchsstationen Baumannshof und Puch. Die Drogenmuster (Versuchs-
proben, VP) wurden einzelnen Versuchsvarianten entnommen, so dass verschiedene gene-
tische Herkiinfte, Pflanzenalter und Anbauverfahren in die Untersuchung eingingen, von
denen sich einige letztlich als nicht fiir den Anbau geeignet erwiesen. In den Abbildungen
26 bis 35 sind repriasentative Muster von Versuchs- und Handelsproben der zehn Arten
dargestellt.
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Abb. 26: Artemisia scoparia — reprasentative Versuchs- (1) und Handelsdrogen (2-4)
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Abb. 27: Leonurus japonicus — reprisentative Versuchs- (1) und Handelsdrogen (2-6)
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Abb. 28: Prunella vulgaris — reprisentative Versuchs- (1) und Handelsdrogen (2-4)
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Abb. 29: Sigesbeckia pubescens — reprasentative Versuchs- (1) und Handelsdrogen (2-4)
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Abb. 30: Angelica dahurica — reprasentative Versuchs- (1) und Handelsdrogen (2-4)



76Drogenqualitit chinesischer Heilpflanzen aus bayerischem Versuchsanbau im Vergleich
zu Importware: Identitdt, sensorische Eigenschaften, Inhaltsstoffe und Reinheit

Abb. 31: Astragalus mongholicus — reprasentative Versuchs- (1) und Handelsdrogen (2-5)
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Abb. 32: Bupleurum chinense — repréasentative Versuchs- (1) und Handelsdrogen (2-5)
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Abb. 33: Salvia miltiorrhiza — reprasentative Versuchs- (1) und Handelsdrogen (2-8)
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Abb. 34: Saposhnikovia divaricata — reprasentative Versuchs- (1) und
Handelsdrogen (2-5)
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Abb. 35: Scutellaria baicalensis — reprasentative Versuchs- (1) und Handelsdrogen (2-6)
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3.1.2 Untersuchungen

Die so gewonnenen und in drei Jahrgidnge eingeteilten Versuchs- und Handelsproben wur-
den vom akkreditierten und GMP-zertifizierten Labor der Fa. PhytoLab auf ihre Identitit,
Reinheit und Inhaltsstoffe auf der Basis folgender Regelwerke untersucht (Tab. 16): Mo-
nographien des Chinesischen Arzneibuchs (Ch. P.) 2000 (5), Européisches Arzneibuch
4.0/5.0 (44), Arzneimittel-Kontaminanten-Empfehlung - Schwermetalle des Bundesge-
sundheitsministeriums (3), Mykotoxinhdchstmengenverordnung (MHmV) (13), Aflato-
xinverbotsverordnung (6). AuBlerdem wurden von je 3 VP und HP zusétzlich die Gehalts-
bestimmungen durchgefiihrt, die neu in die englische Ubersetzung des Ch.P. von 2005 (9)
aufgenommen wurden. Die Untersuchungen auf Pestizidriickstéinde (44), Aristolochiasiu-
re (14), sowie polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK’s) (11) und Acryla-
mid in Wurzeldrogen wurden nur an HP vorgenommen, da diese Stoffe in den VP auf
Grund der bekannten Anbau- und Aufbereitungsmethoden nicht auftreten konnen. Die
sensorischen Eigenschaften wurden von der Fa. Krauter Mix durch geschulte Priifer an
den Aufgiissen aus pulverisierten Einzeldrogen beurteilt, wobei sich die Konzentrationen
am Ch. P. (5) orientierten. Dabei wurden sowohl der nach Ch. P. (5) charakteristische Ge-
schmack, d. h. artspezifisch bitter, siif3, scharf oder aromatisch (Flavour) mit Noten von 0
bis 10, als auch dariiber hinaus auftretende Geschmacksrichtungen, Aromanoten und
Fehlnoten bewertet. Versuchs- und Handelsproben einer Art und eines Jahrgangs wurden
immer gemeinsam gepriift, damit diese direkt miteinander verglichen werden kénnen.



82Drogenqualitét chinesischer Heilpflanzen aus bayerischem Versuchsanbau im Vergleich

zu Importware: Identitdt, sensorische Eigenschaften, Inhaltsstoffe und Reinheit

Tab. 16: Im Qualitatsvergleich untersuchte Parameter und Probenzahl (N) je Art

Parameter Regelwerk Proben aus
Versuch Handel
Identitit
Identitét Ch.P. 2000 (5) 10 10
Sensorische Eigenschaften Ch.P. 2000 (5) 10 10
Reinheit
Schwermetalle Kontaminanten- 10 10
Pb, Cd, Hg empfehlung (3)
Pestizidriickstinde Ph. Eur. 4.0/5.0 (44), 10 -
BVL (26)
RHmV (8)
Mikrobiologie Ph. Eur. 4.0/5.0 (44) 5-10 10
Mykotoxine MHmV (13), 10 1
Aflatoxin-VVO (6)
EU-VO 123/2005 (10)
Polyzyklische aromatische EU-VO 208/2005 (11) - 10*
Kohlenwasserstoffe
Acrylamid BVL (27) - 10*
Aristolochiasdure DAC (14) - 10
Gehaltsbestimmungen
Artspezifische Inhaltsstoffe und Ch.P. 2000 (5) 10 10
Extrakte
Artspezifische Inhaltsstoffe und Ch.P. 2005 (9) 3 3

Extrakte

* nur in Wurzeldrogen, die laut Ch.P.-Monographie (5, 9) auch nach Paozhi zubereitet werden konnen.

3.2 Identitit von Versuchs- und Handelsproben

3.21 Identitit nach Ch. P. 2000 (2)

Die Identitét aller Versuchsproben wurde mittels Diinnschichtchromatographie, mikrosko-
pisch, makroskopisch, im Geruch und Geschmack und z. T. mittels chemischer Nachweis-
reaktionen der Ch. P. (5) gesichert. Die Versuchsdrogen von Artemisia scoparia waren
zwar deutlich schwicher behaart als die Handelsdrogen (Abb. 26), jedoch konnte die
Pflanzenart vorab schon anhand von DNA-Sequenz-Untersuchungen abgesichert werden.
Bei den Handelsdrogen entsprachen bis auf zwei Proben alle den Identitdtsvorgaben. Die
Ablehnungsgriinde waren: gelb-braun statt griin gefarbte Droge und negativer qualitativer
Stachydrinnachweis (DC) bei Herba Leonuri, sowie Verfialschung mit der Droge eines
Lippenbliitlers in Herba Sigesbeckiae. Es trat keine Verfalschung mit Radix Aristolochiae
auf, was iiber die Abwesenheit von Aristolochiasdure nachgewiesen wurde.
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3.2.2 Identitiit — Sensorische Eigenschaften

Die Vielzahl der Komponenten, die zum sensorischen Eindruck einer Droge bzw. deren
Aufguss beitragen, fithren dazu, dass eine verallgemeinernde Aussage iiber die Vergleich-
barkeit der Drogen aus Versuchsanbau und Handel zu kurz greift. Dennoch kann gesagt
werden, dass die Versuchs- und Handelsproben iiberwiegend den Vorgaben des Ch. P. (5)
entsprachen. Bei jeder Droge gab es spezifische Ahnlichkeiten und Unterschiede zwischen
den Vergleichsgruppen, aber auch Variabilitdt innerhalb einer Gruppe. In einigen Féllen
traten auch Fehlnoten auf. Dies soll im Folgenden an einigen Beispielen aufgezeigt und
Zusammenhdnge diskutiert werden.

Radix Angelicae dahuricae wird als scharf, bitter und aromatisch beschrieben. Die Wur-
zeldrogen aus dem Handel waren milder, die aus Versuchsanbau deutlich kréftiger in die-
sen Parametern. Dabei bestanden Unterschiede zwischen den beiden genetischen Herkiinf-
ten aus dem Versuchsanbau, eine der beiden war den Handelsdrogen @hnlicher. Die Ver-
kostung einer zwei Jahre langer gelagerten Versuchsprobe gleicher Herkunft ergab, dass
die sensorische Intensitdt in diesem Zeitraum nicht nachgelassen hatte. Ein kausaler Zu-
sammenhang zwischen den oben genannten Geschmacks- und Aromakomponenten und
dem Gehalt an idtherischem Ol zeichnete sich in den Untersuchungsjahren ab, in denen
Drogen mit Olgehalten >0,1 % im Vergleich enthalten waren.

Der Einfluss der genetischen Herkiinfte auf die sensorischen Eigenschaften wurde eben-
falls bei Radix Astragali, Radix Saposhnikoviae sowie Herba Artemisiae und Herba Si-
gesbeckiae beobachtet.
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Abb. 36:Beurteilung der Bitterkeit einzelner Aufgiisse aus Versuchs- und Handelsproben
von Herba Leonuri japonici
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Das Ch. P. (5, 9) gibt fiir Herba Leonuri japonici einen leicht bitteren Geschmack an. Der
iiberwiegende Teil der Handelsproben ist schwach bis mittel bitter, die Versuchsproben
dagegen mittel bis sehr stark bitter (Abb. 36). Trotz klarer Tendenz gab es auch Unter-
schiede innerhalb der Versuchs- und Handelsproben. Um Ansédtze fiir eine Reduzierung
bzw. Kontrolle der Bitterkeit zu erhalten, wurden einige potenzielle Einflussparameter
betrachtet. Trotz geringer Probenzahl ergaben sich deutliche Hinweise. Das Alter der Dro-
gen ist eine nahe liegende Ursache, da die aus Asien importierten Drogen nach Biinde-
lung, Zwischenlagerung, Seeweg und Distribution in Deutschland sicher élter sind als die
Drogen aus dem Versuchsanbau. Drei Versuchs- und eine Handelsprobe wurden nach der
ersten Verkostung ein Jahr gelagert und erneut gepriift. Die Aufgiisse von zwei extrem
bitteren Versuchsdrogen wurden dadurch deutlich milder und besser genie3bar (Abb. 37).
Auch die vor der Lagerung etwas mildere Versuchsprobe und eine Handelsprobe verloren
durch die einjdhrige Lagerung an Bitterkeit. Ein weiterer Einfluss zeigte sich in der Ver-
kostung von Dekokten aus reiner Blatt- bzw. Stiangeldroge der selben, ungelagerten und
stark bitteren Versuchsprobe. Der Aufguss aus Blittern war extrem bitter (Boniturnote
>9), im Aufguss aus Stingeln war die Bitterkeit kaum wahrnehmbar (Boniturnote <1).
Auf Grund der gewonnenen Erkenntnis ist zu iiberlegen, ob in einer Monographie fiir
Herba Leonuri im Europdischen Arzneibuch im Sinne einer gleichbleibenden Drogenqua-
litdt ein maximaler Stingelanteil festgelegt werden muss. Vergleicht man das Aussehen
von Versuchs- und Handelsproben, so wird an den reprédsentativen Beispielen von Abbil-
dung 27 deutlich, dass die Versuchsprobe sehr viel frischer aussieht und einen héheren
Blattanteil und damit beide Bitterkeit fordernde Eigenschaften aufweist im Vergleich zu
den Handelsproben. Ob die Dosierung von Herba Leonuri in einer Rezeptur hinsichtlich
Geschmack und Wirkung daher anzupassen ist, muss der behandelnde Arzt entscheiden.
Erste Hinweise auf eine stirkere Wirkung der frischen Drogen gibt es bereits (23).

M frische Droge
1 Jahr gelagert

Bitterkeit (Boniturnote)
(@)]

VP VP VP HP

Abb. 37: Bitterkeit der Aufgiisse einzelner Versuchs- (VP) und Handelsproben (HP) von
Herba Leonuri japonici vor und nach 1-jdhriger fachgerechter Lagerung
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Das fiir Radix Salviae miltiorrhizae leicht bitter und adstringierend beschriebene Aroma
(5) wurde sowohl in Versuchs- als auch Handelsproben mit leichter Variabilitit vorgefun-
den. Es gab keine Hinweise, dass die Bitterkeit der Versuchsproben durch die genetische
Herkunft, Zerkleinerungsmethode oder das Alter der Pflanze zum Erntezeitpunkt bedingt
gewesen wire. Beinahe alle Handelsproben wiesen eine unangenehme, modrige Fehlnote
auf. Diese Fehlnote war in dhnlichem Umfang und Intensitét in Handelsproben von Spicae
Prunellae und Herba Sigesbeckiae wahrzunehmen, sowie in einzelnen Fillen auch bei al-
len anderen Handelsdrogen-Arten. Die Versuchsproben wurden dagegen als angenehm
frisch beurteilt. Der modrige Geschmack bzw. Geruch deutet auf Verderb der Droge hin,
der durch zu langsame Trocknung oder Riickfeuchtung wéhrend Lagerung und Transport
(,,Schwitzen* durch Temperatur- und Feuchteschwankungen) verursacht sein konnte.

3.3 Reinheit der Versuchs- und Handelsproben

3.3.1 Reinheit — Schwermetalle

Bei den Krautdrogen fielen alle Handelsproben durch mehr oder weniger erhohte
Blei(Pb)-Gehalte auf (Tab. 17), wobei eine oder zwei Proben je Drogenart den empfohle-
nen Maximalgehalt von 5 mg Pb/kg (3) iiberschritten hatten. Die Bleigehalte der Wurzel-
drogen der Versuchs- und Handelsproben lagen auf niedrigem Niveau unter 1 mg Pb/kg.

Tab. 17: Durchschnittliche Schwermetallgehalte (mg/kg) in Versuchs- (VP) und Handels-
proben (HP) von TCM-Drogen (N=10)

Blei Cadmium Quecksilber Arsen

Max. Gehalt (3) 5 mg/kg 0,2 mg/kg 0,1 mg/kg -

VP HP VP HP VP HP VP HP
Krautdrogen
Artemisia scoparia 2,0 6,3 0,75 0,66 0,01 0,13 0,55 0,87
Leonurus japonicus 0,5 2,5 0,06 0,07 0,01 0,02 0,31 0,46
Prunella vulgaris 0,3 3,7 0,04 0,17 0,01 0,02 0,21 0,26
Sigesbeckia pubescens 0,3 3,1 0,41 0,25 0,01 0,03 0,07 0,36
Wurzeldrogen
Angelica dahurica 0,2 0,4 0,43 0,08 n.n.* 0,06 0,21 0,67
Astragalus mongholicus 0,2 0,2 0,06 0,01 nn.* 0,01 0,33 0,11
Bupleurum chinense** 0,5 0,9 0,32 0,05 0,01 0,02 0,39 0,37
Salvia miltiorrhiza 0,3 0,4 0,11 0,02 0,01 0,01 0,49 0,18
Saposhnikovia divaricata 0,2 0,6 0,59 0,03 0,01 0,01 0,22 0,26
Scutellaria baicalensis 04 0,8 0,06 0,03 n.n.* 0,02 0,35 0,86

* n.n.: nicht nachweisbar ** hei VP: N=5
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Das Schwermetall Cadmium (Cd) war in den Versuchsproben durchschnittlich in héheren
Konzentrationen enthalten als in den Handelsproben. Dies ist auf die speziellen Bedingun-
gen am Versuchsstandort Baumannshof zuriickzufiihren, von dem die meisten der Proben
stammen. Der Boden ist sehr sandig und leicht sauer, wodurch Cd fiir die Pflanzen besser
verfiigbar ist als auf einem etwas schwereren Boden oder einem Boden mit neutralem pH-
Wert. Alle Versuchsproben von Radix Astragali, Herba Leonuri, Spicae Prunellae, Radix
Salviae und Scutellariae unterschritten in der Regel den empfohlenen Maximalgehalt von
0,2 mg Cd/kg (3). Dagegen konnte bei Herba Artemisiae und Sigesbeckiae sowie Radix
Angelicae, Bupleuri und Saposhnikoviae der Maximalgehalt nicht immer eingehalten
werden. Bei Artemisia scoparia und Sigesbeckia pubescens enthielten auch die Handels-
proben iiberwiegend tiber 0,2 mg Cd/kg (vgl. Abb. 38 fiir Artemisia scoparia). Diese bei-
den Arten zdhlen zu den sogenannten Cadmiumakkumulatoren, deren spezifische Eigen-
schaft es ist, Cd besonders stark aufzunehmen und im Pflanzengewebe anzureichern. Auch
einige europdische Arzneipflanzen, darunter ein weiterer Vertreter der Gattung Artemisia,
gehoren zu dieser besonderen Pflanzengruppe (38). Fiir stoffwechselbedingte hohere Auf-
nahmen von Cd sind hohere Gehalte in Arzneidrogen zuldssig (14). In der Praxis wird
spezifisch fiir jede Art der Gehalt des 90 %-Percentils als Maximalgehalt akzeptiert, wie
von Kabelitz vorgeschlagen wurde (38). Aber auch diese Gehalte wurden von einer Reihe
der VP und HP iiberschritten (31). Im Hinblick auf die Verbrauchersicherheit untersuchte
Dekokte von Artemisia scoparia Drogen mit besonders hohem Cd-Gehalt wiesen aller-
dings um den Faktor 100 niedrigere Gehalte auf!
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Abb. 38: Cadmium Gehalt (mg/kg) einzelner Versuchs- (blau) und Handelsproben von
Herba Artemisiae Scopariae
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Beim Anbau insbesondere von Artemisia scoparia und Sigesbeckia pubescens miissen alle
Moglichkeiten genutzt werden, die Kontamination mit Cd zu minimieren. Dazu gehort die
Kultivierung auf ausgewéhlten, vorab untersuchten schwereren, humusreichen Béden mit
besonders geringem Cd-Gehalt und neutralem pH-Wert sowie die Entwicklung von Sorten
mit geringerer Neigung zur Akkumulation.

Die Untersuchung auf Quecksilber (Hg) ergab, dass die VP vollstindig, die HP weitge-
hend in Ordnung waren, teilweise war dieses Schwermetall sogar nicht nachweisbar. Bei
drei HP lag der Hg-Gehalt mit bis zu 0,84 mg Hg/kg deutlich {iber dem empfohlenen Ma-
ximalgehalt von 0,1 mg Hg/kg (3)!

In einigen Drogenarten fielen einzelne Handelsproben durch insgesamt iiberhohte
Schwermetallgehalte (auch Arsen) auf, welche zum Teil weit {iber den empfohlenen Ma-
ximalgehalten lagen. Moglicherweise stammten diese Drogen von kontaminierten Stand-
orten. Dieses Risiko kann im kontrollierten und dokumentierten landwirtschaftlichen An-
bau dieser Heilpflanzen durch die Auswahl geeigneter Anbaufldchen deutlich reduziert
werden.

3.3.2 Reinheit — Pestizide

Im Versuchsanbau wurden keine Pestizide eingesetzt, da dies auch im Praxisanbau von
chinesischen Heilpflanzen in Deutschland nicht zuldssig ist. Daher wurden nur die Han-
delsproben auf Pestizidriickstinde untersucht und ihre Ergebnisse in Tabelle 18 zusam-
mengefasst.

Tab. 18: Pestizidriicksténde (8, 26, 44) in Handelsproben von TCM-Drogen (N=10)

Proben ohne Anzahl Proben mit Grenzwert-
Riickstinde Riickstinde* Uberschreitungen
Krautdrogen
Artemisia scoparia 1 33 1
Leonurus japonicus 3 11 1
Prunella vulgaris 1 12 5
Sigesbeckia pubescens 0 14 1
Wurzeldrogen
Angelica dahurica 7 4 0
Astragalus mongholicus 7 4 1
Bupleurum chinense 1 16 0
Salvia miltiorrhiza 4 9 2
Saposhnikovia divaricata 7 4 0
Scutellaria baicalensis 5 5 0

* aufsummiert iiber Wirkstoffe und Proben



88Drogenqualitit chinesischer Heilpflanzen aus bayerischem Versuchsanbau im Vergleich
zu Importware: Identitdt, sensorische Eigenschaften, Inhaltsstoffe und Reinheit

Nur einzelne Handelsproben der Krautdrogen bzw. Spicae (Scheindhren) waren frei von
Pestizidriickstinden. Meist wurden ein oder zwei, bei Artemisia scoparia oft noch mehr
Riickstinde verschiedener Pestizide nachgewiesen. Bei den gefundenen Riickstdnden han-
delte es sich iiberwiegend um Insektizide und deren Hilfsstoffe. Dies zeigt, dass bei Pro-
duktion und Lagerung Pestizide eingesetzt werden, wobei auch Sammelware betroffen
sein kann durch den Einsatz von Insektiziden als Vorratsschutz. In den meisten Féllen
handelte es sich um niedrige Pestizidkonzentrationen unter den zugelassenen Riickstands-
hochstmengen. Dennoch wurden in 8 von 40 Proben, d. h. in 20 % der Proben Pestizid-
riicksténde tiber der Hochstmenge gefunden (8, 17, 26, 44)! Die Spicae von Prunella vul-
garis waren besonders hiufig betroffen. Besonders hiufig war der Gehalt von S421 iiber-
hoht, ein Octachlordipropylether, der zur Stabilisierung bestimmter Insektizide eingesetzt
wird. Da fiir diesen Hilfsstoff vom Europédischen Arzneibuch, von der RHmV und vom
Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) (8, 26 bzw. 44) noch
keine eigene Riickstandshochstmenge festgelegt wurde, gilt ein Grenzwert von 0,01
mg/kg. Sollte der Grenzwert flir S421, wie aktuell in den Gremien diskutiert, auf z. B.
0,02 mg/kg angehoben werden, wiirden unter Beachtung einer Toleranzschwelle von 0,04
mg/kg immer noch 3 Handelsproben von Spicae Prunellae unzuldssig hohe Gehalte auf-
weisen.

Bei den Handelsproben der Wurzeldrogen wurden insgesamt weniger Pestizidriickstidnde
gefunden. Ungefahr die Hélfte der Proben war sogar riickstandsfrei. Eine Ausnahme stellt
Radix Bupleuri mit nur einer riickstandsfreien Probe dar. Bei Wurzeldrogen mit Riick-
stinden wurden 1-2 Pestizide je Probe nachgewiesen, deren Gehalte jedoch meist unter
den Riickstandshdchstmengen lagen (8, 17, 26, 44). Wie bei den Krautdrogen herrschen
auch bei den Wurzeldrogen Insektizide und deren Hilfsstoffe vor, die auch im Drogenla-
ger zum Einsatz gekommen sein konnen. In drei Proben der Wurzeldrogen war die Riick-
standshochstmenge verschiedener Pestizide {iberschritten.

Die Riickstandsuntersuchungen zeigen, dass Pestizide generell Anwendung finden, insbe-
sondere bei Krautdrogen. Folglich muss bei fehlender Kenntnis {iber die Entstehungsge-
schichte einer Drogencharge das ganze Spektrum der Pestizidwirkstoffe untersucht wer-
den, um zu gewihrleisten, dass die Droge verkehrsfahig ist. Die Kosten dafiir sind erheb-
lich. Hinzu kommt, dass in heterogenen Chargen z. B. aus Sammelware oder kleinflachi-
gem Anbau eine reprédsentative Probenahme erschwert wird, und damit die Aussage des
Ergebnisses weniger sicher ist. Bei Ware aus dokumentiertem und kontrolliertem Anbau
oder auch dokumentierter Sammlung und entsprechender Lagerung kann bei Einsatz von
Pestiziden ganz gezielt auf die speziellen Riickstinde untersucht und somit Untersu-
chungsaufwand und -kosten verringert werden. Oder es kann ganz auf die Riickstandsun-
tersuchung verzichtet werden, wenn keine Pestizide angewandt werden, und die Anbaufla-
chen nachweislich riickstandsfrei sind, wie dies im deutschen Anbau der Fall ist. In
Deutschland sind fiir diese Arzneipflanzengruppe keine Pestizide zugelassen oder geneh-
migt, so dass diese im heimischen Anbau generell gegenwirtig nicht eingesetzt werden
diirfen.

333 Reinheit — Mikrobiologie und Mykotoxine

Der Mikroorganismenbesatz aller Wurzeldrogen aus Versuchsanbau und weitgehend aller
Handelsproben entsprach den Vorgaben des Ph. Eur. 4.0 und 5.0 Kategorie 4a (pflanzliche
Arzneimittel, denen vor der Anwendung kochendes Wasser hinzugefiigt wird) und weit-
gehend auch Kategorie 4b (pflanzliche Arzneimittel, denen vor der Anwendung kein ko-
chendes Wasser hinzugefligt wird) (44). Eine detaillierte Darstellung ist in Tabelle 19 zu
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finden. Bei einzelnen Krautdrogen aus dem Versuchsanbau kam es zu Uberschreitungen
der Grenzwerte nach Kategorie 4a. Dies war vor allem darauf zuriickzufiihren, dass an
einem der beiden Versuchsstandorte das Pflanzenmaterial nicht sofort optimal getrocknet
werden konnte. Insbesondere auf Spicae Prunellae mit ihrer besonderen Morphologie
(Abb. 28) konnten sich die Mikroorganismen iiberdurchschnittlich stark vermehren, da sie
bei Trocknung mit nicht-erwirmter Luft besonders lange feucht blieben. Dies unterstreicht
die Bedeutung einer raschen, professionellen Trocknung in der Praxis der Heilpflanzen-
produktion. Trotz der niedrigen Durchschnittswerte wiesen einzelne Handelsproben von
Kraut- und Wurzeldrogen einen iiberhohten Besatz mit Mikroorganismen auf, wobei die
Grenzwertiiberschreitungen auch Escherichia coli betrafen (bis zu 10* KBE/g Droge bei
Leonurus japonicus). Ein nennenswerter Anteil der Handelsproben fiel durch extrem nied-
rige Keimzahlen auf, die auf die Durchfiihrung bestimmter, in Europa nur nach Registrie-
rung zuléssiger, keimreduzierender Maflnahmen im Verlauf des Produktions- bzw Han-
delsprozesses hinweisen.

Die Kontamination von Arzneidrogen mit Mykotoxinen ist bislang nur fiir Aflatoxine in
der Aflatoxinverbotsverordnung geregelt (6). Fiir Ochratoxin A gibt es Grenzwerte u.a. flir
Sauglingsnahrung von 0,5 pg/kg und fiir getrocknete Weintrauben von 10 pg/kg (10).
Letzterer wurde zur Beurteilung der Versuchs- und Handelsproben herangezogen. In den
Versuchsproben, von denen nur 1-2 Proben je Art untersucht wurden, konnten keine Afla-
toxine nachgewiesen werden, jedoch in 2 Proben Ochratoxin A weit unter 10 pg/kg. Eben-
so waren in den Handelsproben kaum Aflatoxine zu finden (2 von 100 HP, unter Grenz-
wert). Dagegen war in 33 von 100 Handelsproben Ochratoxin A nachweisbar, davon 10
Proben mit weit liber 10 pg/kg (bis liber 3000 pg/kg). Besonders belastet waren Radix
Astragali, R. Bupleuri und R. Salviae.
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Tab. 19: Mikrobiologische Reinheit der Versuchs- (VP) und Handelsproben (HP) von
TCM-Drogen: Durchschnittliche Anzahl Kolonien bildender Einheiten (KBE/g)
und Anteil verkehrsfdahiger Proben nach Ph. Eur. 4.0/5.0 (44); Kat.4a: VP N=5-
10, HP N=10; Kat.4b: VP u. HP N=2-5

Gesamt- Schimmel u. E. coli Verkehrsfihige
keimzahl Hefen Proben
(KBE/g) (KBE/g) (KBE/g) (%)
Max. Anzahl KBE/g 107 10° 10° Kat. 4a Kat. 4b

nach Kat. 4a (44)
VP HP VP HP VP HP VP HP VP HP

Krautdrogen

Artemisia scoparia 10" 10° 10° 100 <10 <10* 71 100 33 60
Leonurus japonicus 10°  10° 10°  10°  <10® <10*" 100 90 0 100
Prunella vulgaris 10" 10" 10° 10*  <10® <10*" 25 70 0 ¥
Sigesbeckia pubescens 10°  10° 10°  10*  <10® <10® 86 90 -k ¥
Wurzeldrogen

Angelica dahurica 10°  10°  10° 10" <10* <10* 100 100 100 100
Astragalus mongholicus 10°  10° 10° 10° <10* <10> 100 80 100 33
Bupleurum chinense 10°  10°  10° 100 <10* <10* 100  --* 100 67
Salvia miltiorrhiza 10 10* 10> nn. <10* <10> 100 100 100 100
Saposhnikovia divaricata 10> 10°  10° 10> <10* <10> 100 100 67 100
Scutellaria baicalensis 10* 10° n.n. 10! <10> <10*" 100 90 --* --*

* nicht untersucht; ** 1 Probe abweichend, iiber Grenzwert; n.n.=nicht nachweisbar

Die Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchung zeigen wie wichtig es ist, auf allen
Ebenen der Produktion bei Diingung, Ernte, Trocknung, Lagerung und Transport mit den
richtigen Methoden und Bedingungen den mikrobiologischen Status so gering wie mog-
lich zu halten. Zu hohe Keimzahlen kdonnen zwar durch geeignete (und teure) MaBBnahmen
effektiv reduziert werden, die Stoffwechselprodukte der Mikroorganismen, zu denen die
Mykotoxine gehoren, bleiben davon aber unberiihrt!

3.3.4  Reinheit — Acrylamid und PAK’s

Eine Reihe von TCM-Drogen, darunter auch die Wurzeln von Astragalus mongholicus,
Bupleurum chinense, Salvia miltiorrhiza und Scutellaria baicalensis, werden nach traditi-
onellen Verfahren, dem sogenannten Paozhi zubereitet. Dazu gehoren Verfahren, in denen
die Drogen trocken oder mit weiteren Zutaten (z. B. Honig, Wein, Essig) gerostet oder
gekocht werden (5, 9). Durch die Hitzeeinwirkung kdnnen unerwiinschte, potenziell toxi-
sche Stoffe wie Acrylamid und PAK’s entstehen. Daher wurden die Handelsproben der
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oben genannten Arten auf diese Stoffe untersucht, auch wenn es keine spezifischen Grenz-
oder Richtwerte gibt (Tab. 20).

Tab. 20: Haufigkeiten (N) der Gehalte (ug/kg) von Acrylamid und Benzo(a)pyren in aus-
gewdhlten Handelsproben von TCM-Drogen

Acrylamid Benzo(a)pyren
Gehalt N Gehalt N
(ng/kg) (ng/ke)
Astragalus mongholicus <1 3 <1 10
26-188 6 1-5 0
13600 1 5-10 0
Bupleurum chinense <1 7 <1 7
22-69 3 1-5 3
5-10 0
Salvia miltiorrhiza <1 9 <1 4
773 1 1-5 4
5-10 2
Scutellaria baicalensis <1 9 <1 ]
61 1 -3
5-10 0

Acrylamid, das ab 0,1 pg/kg nachweisbar ist (HPLC-MS/MS), war in den meisten der
untersuchten HP nicht nachweisbar. Lediglich 6 HP von Radix Astragali wiesen Gehalte
von 23-188 pg/kg und eine sogar 13600 pg/kg Acrylamid auf. Da Acrylamid bei hoher
Hitze unter Anwesenheit von Zuckern entsteht, liegt das Paozhi-Verfahren ,,mizhi*“ der
Rostung mit Honig nahe. Auch eine nicht-reprisentative Befragung von Handelsfirmen
ergab, dass ca. 20 % der Radix Astragali Chargen diesem Verfahren unterzogen worden
sind (56). Fiir Acrylamid sind keine Maximalgehalte vorgeschrieben. Jedoch werden Sig-
nalwerte (90 %-Percentil einer Produktgruppe) festgesetzt, bei deren Uberschreitung ein
Hersteller den Produktionsprozess optimieren muss (27). Die Signalwerte von Backwaren,
Kartoffel- und Kaffeeprodukten liegen bei maximal 1000 pg/kg, so dass der oben genann-
te extrem hohe Acrylamidgehalt auf eine unsachgeméfe Verarbeitung hinweist.

PAK’s waren bei gaschromatographischer Untersuchung mit massenspektometrischer
Detektion (GC/MS) nur in zwei von 16 HP in geringen Mengen nachweisbar. Nach Um-
stellung des Nachweises auf empfindlichere HPLC-Analytik mit Fluoreszenz Detektion
konnten noch geringere Mengen vieler verschiedener PAK-Einzelstoffe nachgewiesen
werden. Benzo(a)Pyren wurde als Markersubstanz herangezogen, fiir die es folgende
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Grenzwerte gibt: 1 pg/kg in Sauglingsnahrung, 5 pg/kg in gerduchertem Fleisch (11). Bis
auf zwei Ausnahmen (Radix Salviae miltiorrhizae) lagen die Gehalte deutlich unter
5 ng/kg, bei mehr als der Halfte der HP sogar unter 1 pg/kg Benzo(a)Pyren. Rostverfahren
scheinen bei Radix Salviae miltiorrhizae hdufiger und etwas seltener bei Radix Bupleuri
und Radix Scutellariae angewandt worden zu sein. Nach Torres-Londofio et al. (56) wer-
den diese Drogen mit Wein oder Essig gerostet.

3.4 Gehaltsbestimmungen an Versuchs- und Handelsproben

Die spezifischen Gehalte an Inhaltsstoffen oder die gesamten extrahierbaren Bestandteile
(Extraktgehalt) variierten je nach Drogenart unterschiedlich zwischen den Versuchs- und
Handelsproben (Tab. 21 und Abb. 39).

Bei vielen Gehaltsbestimmungen lagen die VP und HP auf dhnlich hohem Niveau iiber
dem geforderten Mindestgehalt: Baicalin und Extraktgehalt in Scutellaria baicalensis,
Ursoldure und Extraktgehalt in Prunella vulgaris, Extraktgehalt in Bupleurum chinense
und Saposhnikovia.

Auch bei Salvia miltiorrhiza waren die Extrakt- (Kaltwasser und Heillethanol) und Tans-
hinon-Ila-Gehalte der Drogen aus Versuchsanbau und Import vergleichbar. Jedoch lagen
alle Gehalte fiir HeiBethanolextrakt deutlich unter dem Mindestgehalt von 15 % (9). Auch
die Tanshinon-Ila-Gehalte lagen durchschnittlich unter dem Mindestgehalt von 0,2 % (5,
9), der nur von 2 VP und 1 HP knapp erreicht wurde. Fiir beide Gehaltsbestimmungen ist
zu iiberlegen, ob der Mindestgehalt bzw. die Methode bei einer Uberarbeitung der Mono-
graphie angepasst werden miisste (34).

Tab. 21: Gehalte (%) an spezifischen Inhaltsstoffen und Extrakten in Versuchs- und Han-
delsproben (VP bzw. HP) von TCM-Drogen

N: Gehalte nach (5) N=10; nach (9) N=3-7; nach (44) N=2-10

“g;‘l‘l:ff: Mittelwert Min - Max
VP HP VP HP

Krautdrogen
Artemisia scoparia

Atherisches Ol (44) -- 0,15 0,06 <0,01-0,47 <0,01-0,22
Leonurus japonicus

Extrakt HeiBwasser (9) 15,0 29,6 14,1 26,4-32,5 7,7-19.9

gizzzrzzi‘(;e nach Leonurus car- _ 0,75 03 0.5-1.0 0.1-0,5
Prunella vulgaris

Ursolsdure (9) 0,12 0,20 0,25 0,16-0,24 0,19-0,32

Extrakt HeiBwasser (9) 10,0 18,1 16,6 17,3-19,3 13,6-21,6

Sigesbeckia pubescens

Kirenol (9) 0,05 0,16 0,24 0,14-0,17 0,14-0,31
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Tab. 21 Fortsetzung: Gehalte (%) an spezifischen Inhaltsstoffen und Extrakten in Ver-
suchs- und Handelsproben (VP bzw. HP) von TCM-Drogen
hgilﬁgfts:_ Mittelwert Min - Max
VP HP VP HP
Wurzeldrogen
Angelica dahurica
Imperatorin (9) 0,08 0,41 0,13 0,11-0,57 0,08-0,15
Extrakt HeiBethanol (9) 15,0 293 18,3 26,9-31,4 17,4-19,4
Atherisches Ol (44) - 0,11 0,04 <0,1-0,25 <0,1-0,07
Astragalus mongholicus
Astragalosid IV (5) 0,04 0,16 0,03 0,1-0,2 0,01-0,06
Astragalosid IV (9) 0,04 0,13 0,05 0,06-0,21 0,04-0,05
Extrakt Kaltwasser (5, 9) 17,0 17,9 34,5 14,9-23,1 30,2-40,1
Bupleurum chinense
Extrakt Heiethanol (5, 9) 11,0 21,8 18,3 19,1-24,4 12,9-26,3
Salvia miltiorrhiza
Tanshinon Ila (5, 9) 0,20 0,13 0,12 0,07-0,2 0,02-0,3
Salvianolsédure B (9) 3,0 11,0 42 10,8-11,2 3,4-5,1
Extrakt Kaltwasser (9) 35,0 64,7 60,3 61,9-67,7 55,8-64,7
Extrakt Heiflethanol (9) 15,0 8,1 8,2 7,1-8,7 7,8-8.,5
Saposhnikovia divaricata
?&%ﬁiﬁ;&ﬁﬁ;ﬁgg N > 0 052 069 029071 045093
Extrakt HeiBethanol (5, 9) 13,0 31,7 29,7 28,3-36,2 23,8-38,7
Scutellaria baicalensis
Baicalin (5, 9) 9,0 14,0 13,2 10,7-17,0 9,9-17,8
Extrakt Heif3ethanol (9) 40,0 51,3 56,8 48,3-54,4 53,8-60,9

* nach Ch.P. 2000 (5) bzw. 2005 (9); -- ohne Ch.P.-Vorgabe, Methode nach Ph. Eur. 4.0/5.0 (44)

Die HP von Saposhnikovia divaricata und Sigesbeckia pubescens wiesen auf insgesamt
hohem Niveau, weit iiber dem Mindestgehalt, einen etwas hoheren spezifischen Inhalts-

stoffgehalt auf als die VP.

Umgekehrt zeigten eine Reihe von VP einen deutlich hoheren Inhaltsstoff- bzw. Extrakt-
gehalt auf als die HP: Imperatorin, Extraktgehalt und #therisches Ol in Angelica dahurica,
Atherisches Ol in Artemisia scoparia, Astragalosid IV in Astragalus mongholicus (beide
Methoden nach (5) bzw. (9)), Salvianolsdure B in Salvia miltiorrhiza sowie Extraktgehalt
in Leonurus japonicus. Einzelne HP von Leonurus japonicus erreichten nicht einmal den
geforderten Extraktgehalt. Auch die Astragalosid IV Gehalte einzelner Astragalus-HP

waren grenzwertig bis zu niedrig.
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Der Extraktgehalt von Astragalus mongholicus lag in den HP mit durchschnittlich 34,5 %
deutlich iiber dem geforderten Mindestgehalt. Von den VP iibertrafen nur einzelne geneti-
sche Herkiinfte den Mindestgehalt von 17 %. Eine dieser Herkiinfte wurde fiir den Praxis-
anbau empfohlen und dort bereits angebaut. Im Entwurf der Astragalus-Monographie fiir
das Europédische Arzneibuch wird voraussichtlich keine Bestimmung der extrahierbaren
Bestandteile mehr gefordert sein, da mit der Astragalosid IV Gehaltsbestimmung bereits
ein spezifischer Inhaltsstoff zur Qualitdtssicherung beschrieben wird.

4 VP=HP
Gehalt Angelica
VP Imperatorin Sanoshniovia
Astragalus_ Ext?r { Sigesbeckia

-agalosid IV Buplew(m Kirenol
Salvia  Exbrkt
Salvianolséure Salvia
urus  Angelica p IW er-Extrakt

rune . .

Saposhnikovia

WE o Extrakt Expekt  pooe 4 50MVA

fsolsdure

Scutellgrfa
Baicatin
rakt
Ivi
~-inon Ila Astragalus
Extrakt
.>

unter Mindestgehalt IC-i"e;haIt

Abb. 39: Relative Gehalte an spezifischen Inhaltsstoffen und Extrakten von Versuchs-
(VP) und Handelsproben (HP).

3.5 Schlussfolgerungen

3.5.1 Qualitiit der Handelsproben

Die groBen Unterschiede innerhalb der HP lassen nicht vereinfacht von ,,der besonderen
Qualitdt™ der Importdrogen aus China oder Asien sprechen. Betrachtet man alle Qualitéts-
parameter, flir die es Mindest-, Grenz- bzw. Richtwerte gibt (inkl. Schwermetalle (gege-
benenfalls 90 %-Percentil), excl. Ochratoxin A, excl. Inhaltsstoffe, deren Bestimmungs-
methode problembehaftet ist, excl. Ch. P. 2005 (9)), so waren lediglich 77 der 100 unter-
suchten Handelsproben verkehrsfahig! Die meisten Abweichungen traten bei den Kraut-
drogen bzw. den Spicae von Artemisia scoparia und Prunella auf (je nur 40 % der Proben
verkehrsfihig), dagegen waren alle Handelsproben von Saposhnikovia und Scutellaria
verkehrsfahig (Abb. 40). Auf Grund der umfassenden Analysen, die an jeder Probe durch-
gefithrt wurden, musste der Probenumfang je Drogenart klein gehalten werden.
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Abb. 40: Anteil (%) der Handelsproben je Art, die nach den eigenen Untersuchungen ver-
kehrsfahig sind. (N=10)
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Abb. 41: Haufigkeit, mit der aufgetretene Qualitidtsmangel auf den mit den Handelsproben
mitgelieferten Analysenzertifikaten wiedergefunden wurde (Insgesamt N=25),
bzw. Hiufigkeit, mit der auf Zertifikaten ausgewiesene Méangel in der eigenen
Untersuchung nicht wiedergefunden wurde.
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Dieser ist sicher nicht ausreichend fiir eine reprisentative, statistisch gesicherte Aussage.
Dennoch zeigen die Untersuchungen einige Schwachstellen auf.

Insgesamt wurden 25 Qualitdtsméingel gefunden. Bei 10 der mit Mingeln behafteten Pro-
ben war mit der Ware kein Zertifikat gemi3 §§6 und 11 der Apothekenbetriebsordnung
mitgeliefert, bei weiteren 7 war der entsprechende Parameter nicht untersucht worden
(Abb. 41). Insgesamt fehlten vor allem Daten zu Keimzahlen, Aflatoxinen und Gehaltsbe-
stimmungen, ferner waren Untersuchungen auf Pestizidriickstédnde seltener deklariert. Oh-
ne bzw. mit unvollstdndigen Zertifikaten kann der Handler bzw. die vertreibende Apothe-
ke, die fiir die Qualitit verantwortlich sind, die Verkehrsfahigkeit nicht beurteilen, insbe-
sondere nicht im Hinblick auf Reinheit und Gehaltsbestimmungen. Bei weiteren 7 Mén-
geln war im Zertifikat ein anderes, teilweise grenzwertiges, aber noch tolerierbares Ergeb-
nis ausgewiesen (Abb. 41). Umgekehrt war in 4 Féllen ein Qualitdtsmangel im Zertifikat
beschrieben, von denen nur ein iiberhdhter Aschegehalt in den eigenen Untersuchungen
reproduzierbar war. Dies weist auf die Schwierigkeit hin, reprdsentative Proben aus gro-
Ben, heterogenen Handelschargen zu ziehen. Bei zwei Mustern mit deklarierter, aber nicht
wiedergefundener zu hoher Restfeuchte konnten die Chargen auch nachgetrocknet worden
sein. Dass ein Muster, das anonym {iber einen Apotheker von einer Handelsfirma bezogen
wurde, trotz bekanntem zu hohem Pestizidriickstand an die Apotheke ausgeliefert wurde,
bleibt unverstandlich und ist nicht akzeptabel!

Vor diesem Hintergrund ist es interessant und wichtig zu betonen, dass zwei der Handels-
firmen zu 100 % und eine weitere Firma zu 90 % als verkehrsfihig beurteilte Ware liefer-
ten (Abb. 42).
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Abb. 42: Anteil (%) der verkehrsfiahigen Handelsproben, die von einzelnen Handelsfirmen
stammten (N=6-12)
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3.5.2 Qualititserwartung fiir TCM-Drogen aus heimischem Anbau

Insgesamt hat sich im Vergleich zwischen Versuchs- und Handelsproben gezeigt, dass bei
allen untersuchten Arten die VP {iberwiegend eine gute bis sehr gute Qualitét erreicht ha-
ben! Nicht zufriedenstellende Qualitdten konnten in den meisten Féllen auf bestimmte,
versuchsbedingte Ursachen zuriickgefiihrt werden. Aus diesen Erkenntnissen konnen nun
fiir den Anbau in der Praxis konkrete Empfehlungen ausgesprochen werden, so dass dort
hohe Drogenqualititen erzeugt werden konnen!

Die Verwendung der untersuchten und empfohlenen Saatgutherkiinfte aus dem Projekt
und der artenreine Anbau gewéhrleisten die richtige Identitét in der heimischen Produkti-
on, wogegen Importe mit Unsicherheiten behaftet sind. Im Vergleich beobachtete Abwei-
chungen der sensorischen Eigenschaften der Versuchs- von Handelsproben konnen teil-
weise durch entsprechende Wahl der Saatgutherkunft und gegebenenfalls Erntezeitpunkt
oder Nacherntetechniken an den gewohnten Geschmack angepasst werden. Zusitzlich
fiihren orts- und zeitnahe Produktion zu frischerem Aroma und Aussehen der Drogen im
Gegensatz zur Importware, bei der teilweise muffige Fehlnoten auftraten.

Hinsichtlich der Schwermetalle ist durch die Wahl des geeigneten Bodens (Bodenuntersu-
chung vor dem Anbau!) und die Befolgung der Anbauempfehlungen insbesondere bei
Akkumulatorpflanzen eine geringe bis sehr geringe Kontamination moglich. Bei Import-
ware muss in Einzelfdllen mit {iberhohten Cadmium- und Arsenbelastungen sowie vor
allem bei Krautdrogen mit héheren Bleigehalten gerechnet werden. Der Besatz mit Mik-
roorganismen ist durch eine professionelle, entsprechend technisierte Produktion — wie sie
bei europdischen Heilpflanzen iiblich ist — gut zu begrenzen. Ebenso ist dadurch und auf
Grund der kurzen Transportwege das Risiko der Entstehung von Mykotoxinen in der hei-
mischen Produktion gering. Im Vergleich dazu sind die mikrobiologischen Kennwerte der
Importware zwar ebenfalls meist in Ordnung, in Einzelféllen und bei speziellen Drogen
konnen aber dennoch iiberhohte Mykotoxingehalte auftreten. TCM-Drogen aus dokumen-
tiertem und kontrolliertem deutschen Anbau sind im Hinblick auf Pestizidriickstinde auf
Grund des sehr strengen deutschen Rechts sicherer und erfordern einen geringeren Unter-
suchungsaufwand als Importware, deren Entstehungsgeschichte hdufig unbekannt ist.

Durch die Verwendung besonderer Saatgutherkiinfte und die Frische der Drogen haben
TCM-Drogen aus heimischem Anbau auch ein sehr groBles Potenzial fiir hohe Inhalts-
stoffgehalte.

Es ist also zu erwarten, dass Drogen aus heimischem Anbau eine hohe Qualitit aufweisen.
Dies wurde in den ersten Anbau- und Erntejahren in der Praxis bereits so bestétigt (23).
Die Voraussetzungen dafiir sind unbedingt, dass die im Forschungsprojekt als richtig und
geeignet identifizierten Saatgutherkiinfte verwendet werden, und dass auf der Basis der
Empfehlungen aus dem Forschungsprojekt, sowie nach guter landwirtschaftlicher Praxis
produziert wird. Auf diese Weise produziert werden die TCM-Drogen aus heimischem
Anbau den Handelsproben in den untersuchten Qualitdtsparametern mindestens ebenbiir-
tig, wenn nicht sogar besser sein. Auf jeden Fall versprechen die heimischen Drogen, eine
gleichméBigere und damit verldsslichere Qualitdt zu bringen. Heimische Ware der Arten
Angelica dahurica, Artemisia scoparia, Astragalus mongholicus, Leonurus japonicus,
Salvia miltiorrhiza, Saposhnikovia divaricata, Scutellaria baicalensis und Sigesbeckia
pubescens konnen Apotheker und Anwender bereits aus dem Grofhandel beziehen. An-
fragen des GroBhandels konnen an Kréauterhof Gerhard Frie3, Beerbach 28, 91183 Aben-
berg, E-Mail: Friess-Heilpflanzen@t-online.de gerichtet werden. Uber den Anbau wurde
in der Fachpresse bereits berichtet (12, 21, 22).
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Da auch in Zukunft nur ein kleiner Anteil der in der TCM verwendeten Heilpflanzen unter
unseren Bedingungen angebaut werden kann, miissen Apotheker und Anwender nach wei-
teren Losungen im Hinblick auf die Drogensicherheit suchen. Dazu gehdrt aus unserer
Sicht, dass die Abnehmer darauf bestehen miissen, fiir jede gelieferte Charge ein vollstén-
diges Analysenzertifikat gemiB3 §§ 6 und 11 der Apothekenbetriebsordnung von einem
zertifizierten Labor zu erhalten. Auf diesem Weg kann Druck iiber die Handelskette auf-
gebaut werden, damit sich hochwertige Ware aus Asien durchsetzt — denn diese Ware gibt
es!

4 Ausblick

Drei Jahre nach Beginn der ziichterischen Bearbeitung von Artemisia scoparia und Le-
onurus japonicus sind zum Einen die wesentlichen bliihbiologischen Erkenntnisse erarbei-
tet, zum Anderen sind aus einer Sammlung von Saatgutherkiinften eine Reihe von Zucht-
linien (Klone) selektiert worden, von denen einzelne ein oder mehrere ziichtungsrelevante
Merkmale besitzen. Die nichsten Schritte im Ziichtungsprozess, die auf dem bisher Erar-
beiteten aufbauen, werden sein:

1. Priifung auf allgemeine Kombinationseignung der Klone iiber zwei Jahre und zwei
Standorte

2. Herstellung von Testsorten durch Kreuzung von Klonen mit héchsten Kombinati-
onseignungen

3. Priifung der Testsorten, d.h. der potenziellen Sorten, liber mehrere Jahre an mehre-
ren Standorten

4. Anmeldung einer oder mehrerer verbesserter Sorten zum Sortenschutz

Die Feldpriifungen auf allgemeine Kombinationseignung oder auf Leistung und Stabilitdt
der potenziellen Sorten miissen iiber mehrere Jahre und auch Standorte erfolgen, da die
Pflanzenreaktion auf unterschiedliche Witterungs- und Wachstumsverhéltnisse erfasst
werden muss. Mit dem Eingang je einer geschiitzten Sorte aus den beiden Arten in die
Praxis wird daher nicht vor 2014 zu rechnen sein.

Die sehr umfangreichen und detaillierten Ergebnisse und Erkenntnisse aus dem Quali-
titsvergleich von Drogen aus Versuchsanbau und aus dem Import erlauben es, die
Qualitdt der Drogen aus heimischer Produktion besser zu bewerten. Auf dieser Basis kon-
nen nun die Stirken und Vorteile der heimischen Ware gegeniiber dem Durchschnitt der
Importware den Abnehmern und Anwendern besser kommuniziert werden. Die Informati-
onen dariiber wurden bereits und werden in Zukunft noch weiter an die Schliisselstellen
des Markts vermittelt, nimlich an Hindler, Apotheker und TCM-Arzte. Dies erfolgte bzw.
wird erfolgen durch Workshops, Vortrdge, Internet (23), Fachverdffentlichungen in Zeit-
schriften und Kurzfassungen in Verbandsorganen.

5 Zusammenfassung

Die ziichterische Bearbeitung der Herkiinfte von Artemisia scoparia und Leonurus japo-
nicus hat das Ziel, die Homogenitét und Ertragsleistung und Winterhérte der Bestéinde zu
verbessern, sowie hohe Inhaltsstoffgehalte in der jeweiligen Krautdroge zu erhalten. Bei
Artemisia ist speziell ein niedriger Cadmiumgehalt in der Droge ein wichtiges Zuchtziel.
Da beide Arten als Fremdbefruchter charakterisiert werden konnten, wurde mit der Ziich-
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tung einer synthetischen Sorte begonnen. Fiir die dazu notwendige Verklonung wurden
verschiedene Protokolle zur in vitro-Sprosskultur artspezifisch entwickelt.

Bei Artemisia konnten selektierte Eliten sowohl in vitro als auch gértnerisch iiber Steck-
linge verklont, gepriift und nach Blithinduktion unter Kurztagbedingungen (12 Stunden)
gekreuzt werden. Klone mit hohem Blattanteil, hohem Atherischolgehalt oder niedrigem
Cadmiumgehalt der Droge konnten identifiziert werden. Dagegen war die Winterhdrte
dieser Klone nicht ausreichend. Eine von einem Wildstandort stammende Herkunft zeigte
eine stirkere Winterhérte. Daraus gewonnene Klone werden nun weiter gepriift.

Bei Leonurus konnten selektierte Eliten in vitro verklont, gepriift und gekreuzt werden.
Klone mit hohem Ertragspotenzial, gleichméBiger Bliitenbildung oder besserer Winterhér-
te, sowie hohem Extrakt- oder Flavonoidgehalt der Droge konnten gefunden werden. Den
hochsten Ertrag zeigten Herkiinfte bzw. Klonnachkommen mit spdtem Blithbeginn, hohen
und gleichmifBig zur Bliite kommenden Pflanzen. Mit der Priifung auf allgemeine Kombi-
nationseignung wurde begonnen.

In einem Qualititsvergleich wurden die Drogen von zehn ausgewihlten Pflanzenarten
(Angelica dahurica, Artemisia scoparia, Astragalus mongholicus (ehemals A. membrana-
ceus), Bupleurum chinense, Leonurus japonicus, Prunella vulgaris, Salvia miltiorrhiza,
Saposhnikovia divaricata, Scutellaria baicalensis und Sigesbeckia pubescens) aus Ver-
suchsanbau und aus dem Handel (Importware aus Asien) umfassend auf ihre pharmazeuti-
sche und sensorische Qualitit untersucht.

Die Handelsproben wiesen keine homogene Qualitdt auf, sowohl in deren Aussehen, Sen-
sorik, Inhaltsstoffgehalte als auch in den verschiedenen Parametern der Reinheit. Betrach-
tet man alle Qualititsparameter, fiir die es Mindest-, Grenz- bzw. Richtwerte gibt, so wa-
ren lediglich 77 der 100 untersuchten Handelsproben verkehrsfahig! Die meisten Abwei-
chungen traten bei den Krautdrogen auf. Grenzwertliberschreitungen waren vor allem bei
Schwermetallen und Pestiziden zu finden. Es gab allerdings auch Handelsfirmen, die zu
90-100 % als verkehrsfahig beurteilte Ware lieferten.

Insgesamt hat sich gezeigt, dass bei allen untersuchten Arten die Versuchsproben iiber-
wiegend eine gute bis sehr gute Qualitdt erreicht haben. Nicht zufriedenstellende Qualiti-
ten konnten in den meisten Féllen auf bestimmte Ursachen zuriickgefiihrt werden. Aus
diesen Erkenntnissen konnen nun fiir den Anbau in der Praxis konkrete Empfehlungen
ausgesprochen werden, so dass dort hohe Drogenqualitdten erzeugt werden konnen. Es ist
zu erwarten, dass Drogen aus heimischem Anbau eine hohe Qualitdt aufweisen werden,
die sich vor allem im Bereich Reinheit (vor allem Pestizide, Schwermetalle, Mikrobiolo-
gie, ohne Bestrahlung) und in der Frische von der Handelsware positiv absetzen wird.

6 Abstract

The field production of Artemisia scoparia and Leonurus japonicus is based on seed
provenances which are worth and necessary to be improved. Therefore, a breeding pro-
gramme has been started to improve homogeneity, yield potential and second year crop-
ping, as well as low Cadmium accumulation especially in Artemisia.

For Artemisia scoparia and Leonurus japonicus individual plants were selected, cloned,
tested and cross-pollinated. Clones possessing most of the target qualities could be identi-
fied. Field trials to determine their general combining ability have been initiated for Leon-
urus.
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9 Anhang

Tab. 22: Zusammensetzung (mg/l) der gepriiften Nahrmedien fiir die in vitro-Etablierung,
-Vermehrung und -Bewurzelung von Artemisia scoparia auf der Grundlage des

MS-Basalmediums

Med 1 Med 2 Med 3 Med 6 Med 7
Makronihrstoffe
KNO; 1900 1900 1900 1900 1900
NH4NO; 1650 1650 165 165 660
CaCl, * 2H,0 440 440 440 440 440
MgSO, * TH,0 370 370 370 370 370
KH,PO4 170 170 170 170 170
Mikronihrstoffe
MnSO, * H,O 16,9 16,9 16,9 16,9 16,9
ZnSO, * TH,0 8,6 8,6 8,6 8,6 8,6
H;BO; 6,2 6,2 6,2 6,2 6,2
KJ 0,83 0,83 0,83 0,83 0,83
Na,MoO, * 2H,0 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
CuSO, * SH,0 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025
CoCl, * 6H,0 0,025 0,025 -- -- --
FeNa,-EDTA 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0
Aminosiuren
Glycin 2,0 2,0 2,0 -- --
Glutamin -- -- 750 750 750
Vitamine
myo-Inositol 100 100 100 100 100
Thiamine-HC1 0,1 0,1 0,4 0,4 0,4
Nicotinacid 0,5 0,5 - - -
Pyridoxine HC1 0,5 0,5 - -- --
Pflanzenhormone
BAP 2,0 3,0 -- -- --
TIAA 0,25 0,25 -- -- --
Bakterizide/Fungizide
Cefotaxim -- -- -- 125 125
Procline - -- - 0,2 0,2
Sonstiges
Saccharose (g/1) 30 30 20 20 20
Gelrite (g/1) 3,8 3,8 3,8 3,0 3,0
pH 5,7 5,7 5,6 5,6 5,6



http://www.efloras.org/

106 Anhang

Tab. 23: Zusammensetzung (mg/l) der gepriiften Nahrmedien fiir die in vitro-Etablierung,
und -Vermehrung von Leonurus japonicus auf der Grundlage des MS-

Basalmediums
Med 0 Med 1 Med 2 Med 3 Med 4 Med 5

Makronihrstoffe
KNO; 1900 1900 1900 1900 1900 1900
NH,NO; 660 1650 1650 1650 1650 1650
CaCl, * 2H,0 440 440 440 440 440 440
MgSO, * TH,0 370 370 370 370 370 370
KH,PO, 170 170 170 170 170 170
Mikronihrstoffe
MnSO, * H,O 16.9 16.9 16.9 16.9 16.9 16.9
ZnSO, * TH,0 8.6 8.6 8.6 8.6 8.6 8.6
H;BO;, 6.2 6.2 6.2 6.2 6.2 6.2
KJ 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83
Na,MoO, * 2H,0 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
CuSO, * 5H,0 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025
CoCl, * 6H,0 -- 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025
FeNa,-EDTA 40 40 40 40 40 80
Aminosiuren
Glycin -- 2 2 2 2 2
Glutamin 750 -- -- -- -- --
Vitamine
myo-Inositol 100 100 100 100 100 100
Thiamine-HC1 0.4 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Nicotinacid -- 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Pyridoxine HCl -- 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Pflanzenhormone
BAP -- 1 1 1 1 --
NAA -- -- -- -- -- 1
IAA -- 0.5 0.5 0.5 0.5 --
Kinetin -- -- -- -- -- --
Bakterizide/
Fungizide
Cefotaxim 125 -- 125 125 -- 125
Proclin (ml/1) 0.2 -- -- -- -- 0.2
PPM (ml/1) -- -- -- 0.2 0.2 --
Ticarcillin -- -- -- -- 100 --
Lysocym -- -- -- -- -- --
Gentamycin
Sonstiges
Saccharose (g/1) 20 30 30 30 30 30
Gelrite (g/1) 3.0 3.8 3.8 3.8 3.8 3.8

pH 5.6 5.7 5.7 5.7 5.7 5.7
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Tab. 24: Zusammensetzung (mg/1) der gepriiften Ndhrmedien fiir die in vitro-Bewur-
zelung von Leonurus japonicus auf der Grundlage des MS-Basalmediums

Med 6 Med 7 Med7b Med 8 Med 9 Med 15
Makronihrstoffe
KNO; 1900 1900 1900 950 1900 1900
NH,4NO; 660 165 165 825 165 165
CaCl, * 2H,0 440 440 440 220 440 440
MgSO, * TH,0 370 370 370 185 370 370
KH,PO, 170 170 170 85 170 170
Mikronihrstoffe
MnSO, * H,O 16,9 16,9 16,9 8,45 16,9 16,9
ZnSO, * 7TH,0 8,6 8,6 8,6 4,3 8,6 8,6
H;BO;, 6,2 6,2 6,2 3,1 6,2 6,2
KJ 0,83 0,83 0,83 0,42 0,83 0,83
Na,MoO, * 2H,0 0,25 0,25 0,25 0,125 0,25 0,25
CuSO, * 5H,0 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025
CoCl, * 6H,0 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025
FeNa,-EDTA 40 40 40 40 40 40
Aminosduren
Glycin 2 2 2 2 2 2
Glutamin -- -- -- -- -- --
Vitamine
myo-Inositol 100 100 100 100 100 100
Thiamine-HCI 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Nicotinacid 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Pyridoxine HCI 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Pflanzenhormone
BAP 1 1 1 1 1 1
NAA -- -- -- -- -- --
TIAA 0,5 0,5 0,5 0,1 0,1 0,1
Kinetin -- -- -- -- -- --
Bakterizide/
Fungizide
Cefotaxim -- -- -- -- -- --
Proclin (ml/1) 0,2 0,2 -- 0,2 0,2 0,2
PPM (ml/1) -- -- -- -- -- --
Ticarcillin 100 100 -- 100 100 --
Lysocym -- -- 18 -- -- --
Gentamycin 20
Sonstiges
Saccharose (g/1) 30 30 30 30 30 30
Gelrite (g/1) 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8

pH 5,7 5,7 5,7 5,7 5,7 5,7




108 Anhang

Tab. 25: Zusammensetzung (mg/l) der gepriiften Ndahrmedien fiir die in vitro-Bewur-
zelung von Leonurus japonicus auf der Grundlage des MS-Basalmediums

Med 10 Med 11 Med 12 Med 13 Med 14 Med 16 Med 17
Makronéhrstoffe
KNO; 950 950 950 950 1900 1900 1900
NH,NO; 825 825 825 825 660 1650 1650
CaCl, * 2H,0 220 220 220 220 440 440 440
MgSO, * 7TH,0 185 185 185 185 370 370 370
KH,PO, 85 85 85 85 170 170 170
Mikronihrstoffe
MnSO, * H,O 8,45 8,45 8,45 8,45 16,9 16,9 16,9
ZnSO, * TH,0 43 43 43 43 8,6 8,6 8,6
H;BO; 3,1 3,1 3,1 3,1 6,2 6,2 6,2
KJ 0,42 0,42 0,42 0,42 0,83 0,83 0,83
Na,MoO, * 2H,0 0,125 0,125 0,125 0,125 0,25 0,25 0,25
CuSO, * 5H,0 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025
CoCl, * 6H,0 0,025 0,025 0,025 0,025 - 0,025 0,025
FeNa,-EDTA 40 40 40 60 40 40 40
Aminosiuren
Glycin 2 2 2 2 -- 2 2
Glutamin -- -- -- -- 750 -- --
Vitamine
myo-Inositol 100 100 100 100 100 100 100
Thiamine-HCl 0,1 0,1 0,1 0,1 0,4 0,1 0,1
Nicotinacid 0,5 0,5 0,5 0,5 - 0,5 0,5
Pyridoxine HCI 0,5 0,5 0,5 0,5 -- 0,5 0,5
Pflanzenhormone
BAP 0,1 -- -- 0,1 -- -- 0,1
NAA 1 1 1 1 -- 1 2
1AA -- -- -- -- -- -- --
Kinetin - 0,1 0,2 - - - -
Bakterizide/
Fungizide
Cefotaxim - - - - 125 - 125
Proclin (ml/1) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
PPM (ml/1) -- -- -- -- -- -- --
Ticarcillin 100 100 100 100 -- 100 --
Lysocym -- -- -- -- -- -- --
Gentamycin -- --
Sonstiges
Saccharose (g/1) 30 30 30 50 20 30 30
Gelrite (g/1) 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8
pH 5,7 5,7 5,7 5,7 5,7 5,7 5,7
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