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Abkiirzungen der pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe

Zur Erleichterung der tabellarischen und graphischen Darstellung von Ergebnissen werden

alle pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe mit drei Buchstaben codiert. Aus Griinden der

Ubersichtlichkeit werden sie stets in der Reihenfolge behandelt, in der sie im HPLC-Chroma-

togramm erscheinen.
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I Grundlagen

1. Botanik

Das Johanniskraut (Hypericum perforatum L.) gehort innerhalb der Ordnung Theales zur
Familie der Hypericaceae (auch Guttiferae oder Clusiaceae), den Hartheugewichsen, die
ca. 380 Spezies in 30 Sektionen umfassen. Der botanische Name dieser alten Heilpflanze
leitet sich aus dem griechischen und spéter latinisierten "Ynep eixov" (hyper eikon = iiber
dem Bild bzw. Bildnis) ab. Dies weist vermutlich auf den antiken Brauch hin, {iber den
Gotterbildern und spéter auch iiber christlichen lkonen Kriuterbiindel anzubringen. Der
deutsche Name Johanniskraut erklért sich aus dem Umstand, dass der Hohepunkt der Bliite-
zeit mit dem Tag des HI. Johannes des Taufers, dem 24. Juni, zusammenfillt. Von der
Beobachtung, dass die Blitter gegen das Licht gehalten aufgrund ihrer Olbehilter wie
durchstochen erscheinen, leiten sich andere gebrduchliche Namen wie "Tiipfelhartheu" und
auch der Artname perforatum ab. Weitere volkstiimliche Namen wie "Herrgottsblut" oder
"Johanniblut" gehen darauf zuriick, dass beim Zerreiben der goldgelben Bliiten das Hypericin
aus den schwarzen Sekretbehiltern austritt und eine blutrote Farbe verursacht. Von alters her
wurden daher dem Johanniskraut Wunderkrifte nachgesagt. Im Mittelalter wurde es sogar als
"fuga daemonum" und "Teufelsfuchtel" eingesetzt, um Besessene von Ddmonen zu befreien.
Sicherlich entsprang diese Anwendung dem von Aberglauben geprigten Zeitgeist des Mittel-
alters. Sie gibt aber auch einen Hinweis auf die heilende Wirkung des Johanniskrautes auf die
menschliche Psyche (ROTH 1990 und CZYGAN 2003).

Das natiirliche Verbreitungsgebiet von Hypericum perforatum L. erstreckt sich iiber ganz
Europa und Nordafrika bis in weite Teile Westasiens. Es ist bevorzugt an Weg- und Feld-
randern sowie in lichten Wéldern anzutreffen und besiedelt als Pionierpflanze gerne Bahn-
ddmme, Kiesgruben und andere Ruderalflachen. Nach Australien und Nordamerika wurde das
Johanniskraut eingeschleppt und hat sich dort zu einem problematischen Weideunkraut ent-
wickelt (SOUTHWELL and CAMPBELL 1991).

Das Johanniskraut ist eine bis etwa einen Meter hohe, ausdauernde und auslduferbildende
Pflanze. Der harte und arttypisch zweikantige Stangel verzweigt sich aus den Achseln der ge-

genstiandigen, eiformigen bis langlichen Blétter (vgl. Abbildung 1).

Die Blitter weisen die charakteristischen durchscheinenden Olbehilter in der Blattspreite auf
und besitzen schwarze Hypericinbehilter, die vermehrt am Blattrand auftreten und auch an
den Stdngeln zu finden sind. Auf den Kelch- und Kronblittern der gelben Bliiten konnen die
Hypericinbehélter sowohl punkt- als auch streifenformig sein. Die fiinfzdhligen Bliiten
erscheinen von Juni bis August und sitzen an einer reichbliitigen Trugdolde, die mit einer
terminalen Bliite abschlieft. Die zahlreichen Stamina sind am Grund zu drei Biischeln

verwachsen. Aus dem dreiteiligen Fruchtknoten entwickelt sich eine Kapsel, die bei Reife
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aufspringt und die dunkelbraunen bis schwarzen Samen freigibt. Das Tausendkorngewicht der

sehr feinen zylinderférmigen Samen liegt bei nur 0,1 g (BOMME 1997).

CCCCLXXVL

Abbildung 1:  H. perforatum L. aus dem Kriuterbuch des LEONHART FUCHS von 1543
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2. Pharmakologie
2.1 Pharmakologisch relevante Inhaltsstoffe

Johanniskraut enthilt ein breites Spektrum an sekundédren Pflanzenstoffen. Wéhrend Flavo-
noide in zahlreichen Arzneipflanzen zu finden sind, kommen die Gruppen der Naphthodi-
anthrone und Phloroglucinderivate nahezu ausschlieBlich bei der Gattung Hypericum vor.
Neben den drei wichtigsten Inhaltsstoffgruppen wurden in H. perforatum noch zahlreiche
weitere pharmakologisch aktive Substanzen aus verschiedenen Stoffklassen nachgewiesen. Im
Folgenden werden die pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe des Johanniskrautes vor-
gestellt. Eine umfassende Literaturiibersicht bietet KAUL (2000).

Flavonoide

Unter den Flavonoiden stellen die Flavonolglykoside Hyperosid, Rutin, Isoquercitrin und
Quercitrin sowie deren freies Aglykon Quercetin die Hauptkomponenten dar (vgl. Abbildung
2), wobei Hyperosid die hochsten Gehalte erreicht. JURGENLIEMK und NAHRSTEDT (2002)
konnten weitere Quercetinglykoside sowie ein Dihydroquercetinglykosid nachweisen und
identifizieren. Weiter ist das Vorkommen von Luteolin, Kdmpferol, Myricetin und (+)-Dihy-
droquercetin beschrieben (ROTH 1990). Flavonoide kommen in allen Pflanzenteilen vor, wo-

bei sich die hochsten Gehalte in den Bliitenkronbléittern finden.

R=H Quercetin

R = Galaktose Hyperosid
R = Rhamnose Querecitrin

R = Glucose Isoquercitrin
R = Glucose-Rhamnose Rutin

Abbildung 2:  Strukturformeln Quercetin und Quercetinglykoside

Eine Besonderheit des Johanniskrautes ist das Vorkommen der Biflavonoide Biapigenin
(I3,118-Biapigenin) und Amentoflavon (I3',1I8-Biapigenin), das sich ausschlieBlich auf die
Bliiten beschriankt (vgl. Abbildung 3). Wihrend Biflavonoide bei tropischen Pflanzen héufi-
ger anzutreffen sind, ist das Johanniskraut neben der Eibe (Taxus baccata L.) eine der weni-

gen einheimischen Arten, die Biflavonoide enthalten.
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Biapigenin (13,118-Biapigenin)

Amentoflavon (13',118-Biapigenin)

Abbildung 3:  Strukturformeln Biflavonoide

Naphthodianthrone

Besonders charakteristisch fiir die Gattung Hypericum ist das Vorkommen von Verbindungen
mit Naphthodianthronstruktur (vgl. Abbildung 4). Zum einen verdankt das Johanniskraut den
tiefroten Hypericinen von alters her viel Aufmerksamkeit. Zum anderen kommen Naph-
thodianthrone als Fagopyrin nur noch in Buchweizen (Fagopyrum esculentum L.) in nennens-
werter Menge vor. Die Naphthodianthrone stammen aus dem Polyketidstoffwechsel und ge-
hen aus der Kondensation zweier identischer tricyclischer Anthrachinone, dem sogenannten
Emodin-Anthron hervor (WALKER 2004). MengenmaBig sind vor allem Pseudohypericin und
Hypericin sowie deren Vorstufen Protopseudohypericin und Protohypericin von Bedeutung.
Im letzten Schritt der Biosynthese setzen sich die Protoverbindungen unter Einwirkung von
Licht durch Zyklisierung in Hypercin bzw. Pseudohypericin um. Cyclopseudohypericin
kommt ebenfalls in geringer Menge vor, wird aber zum Grofteil aus Pseudohypericin gebil-
det. Weitere nachgewiesene und in ihrer Struktur aufgeklirte Naphthodianthrone spielen auf-
grund ihrer geringen Konzentrationen nur eine untergeordnete Rolle und sind in ihrem genu-
inen Vorkommen fraglich (KAUL 2000).

Die Hypericine sind in vielzelligen, kugel- oder rohrenférmigen Aggregaten lokalisiert, die
durch eine ein- bis zweilagige Hiille aus abgeflachten Zellen klar vom umgebenden Blatt-
gewebe abgegrenzt sind (CELLAROVA et al. 1994). Aufgrund der hohen Hypericinkonzen-
tration sind die Behdlter als schwarze Punkte sichtbar, die sich am Rand der Blitter und
Petalen befinden. Bei einigen Herkiinften treten die Hypericinbehilter auch in Form von
schwarzen Streifen auf der duBleren Seite der Kelch- und Kronblétter auf (vgl. Abbildung 8).
AulBlerdem befindet sich je ein charakteristischer schwarzer Hypericinbehélter am Konnektiv

der Antheren. In den roten Papillen der Narbe kommen sie in weitaus geringeren Mengen vor.
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R=CHg Hypericin
R =CH,0H Pseudohypericin

Abbildung 4:  Strukturformel Naphthodianthrone

Die Hypericine sind fiir die Hypersensibilisierung der Haut gegeniiber Sonnenlicht verant-
wortlich und kdnnen bei sehr hoher Dosis und starker Einwirkung von UV-Strahlung zu Ver-
brennungssymptomen, dem sogenannten Hypericismus fithren. Da die Hypericine urspriing-
lich als wirksamkeitsbestimmende Inhaltsstoffe galten, wurden sie als "Leitsubstanzen" zur
Sicherung der pharmazeutischen Qualitdt von Johanniskrautpridparaten herangezogen. Mittler-
weile weiss man, dass sie zwar zur antidepressiven Wirkung beitragen, allerdings nicht alleine

dafir verantwortlich sind.

Phloroglucinderivate

Die Phloroglucinderivate Hyperforin und Adhyperforin (Abbildung 5) sind wie die Naph-
thodianthrone sehr charakteristische Inhaltsstoffe von H. perforatum. Mittlerweile konnten
weitere Phloroglucinderivate aus Johanniskraut isoliert und identifiziert werden (VEROTTA et
al. 2000). Als Verbindungen mit dhnlicher Struktur sind die Bitterstoffe Humulon und Lupu-
lon aus Hopfen (Humulus lupulus L.) bekannt. Die hochsten Gehalte an Hyperforin und Ad-
hyperforin finden sich in reifen Kapseln. In Losung sind Phloroglucinderivate instabil und
bauen sich unter Lichteinwirkung je nach Losungsmittel innerhalb eines Tages fast voll-
stindig ab (ERDELMEIER 1998 und SCHMIDT 2003). Unter den Abbauprodukten ist 2-Methyl-
3-buten-2-ol, das durch oxidative Abspaltung der Isoprenylseitenketten entsteht.

R=H Hyperforin
R=CHg Adhyperforin

Abbildung 5:  Strukturformel Phloroglucinderivate
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Weitere Inhaltsstoffe

In H. perforatum wurden zahlreiche Proanthocyanidine nachgewiesen (PLOSS 2000). Die
hohen Gehalte an (+)-Catechin, (—)-Epicatechin und Procyanidin B2 charakterisieren Johan-
niskraut als Gerbstoffdroge. Fiir Procyanidin B2 konnte eine l16sungsvermittelnde Wirkung
auf die Naphthodianthrone gezeigt werden. Damit leistet es iiber eine erhohte Bioverfligbar-
keit der Hypericine einen indirekten Beitrag zur Wirksamkeit des Extraktes (BUTTERWECK
1997).

Die Anthrachinone Skyrin und Oxyskyrin sowie die Gruppe der Xanthone mit dem Haupt-
vertreter 1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthon sind nur in sehr geringen Konzentrationen in der Droge
enthalten (KAUL 2000). Die fiir zwei Skyringlykoside nachgewiesene Bindung an Rezeptoren
des CRH-1 (Corticotropin releasing hormone-1) deutet auf eine mogliche Wirkung im
Zentralnervensystem hin (WIRZ et al. 2000). Xanthone werden ebenfalls im Zusammenhang
mit der antidepressiven Wirkung von Johanniskraut diskutiert (HARRER et al. 1993 und
SPARENBERG 1993).

Das étherische Ol von Hypericum perforatum ist in schizogenen Olbehiltern des Mesophylls
lokalisiert und besteht hauptsichlich aus hoheren n-Kohlenwasserstoffen. Daneben treten

auch Mono- und Sesquiterpene mit a-Pinen und Caryophyllen als Hauptvertreter auf.

2.2 Indikationsbereiche

Als Heilmittel anerkannt und damit offizinal ist HYPERICI HERBA, der zur Vollbliite geerntete
obere Teil der Johanniskrautpflanzen (Hypericum perforatum L.), auch Bliihhorizont genannt.
Die Rohdroge enthélt deshalb neben den Knospen und Bliiten auch Stdngel, Blétter und

unreife Kapseln.

Johanniskrauttee

In der Volksmedizin wird Johanniskrauttee aufgrund seines hohen Gerbstoffgehaltes als Anti-
diarrhoikum genutzt. Daneben wird der Aufgul3 aus Johanniskrautdroge traditionell wegen
seiner diuretischen Wirkung, die er dem hohen Gehalt an Flavonoiden verdankt, angewendet.
SchlieBlich ist der Einsatz von Johanniskraut bei Bettndssen, Rheumatismus und Gicht er-
wiahnt (WICHTL 1997).

Johanniskrautol

Die Aufbereitungsmonographie der Kommission E des Bundesgesundheitsamtes Berlin gibt
die Anwendung einer 6ligen Hypericumzubereitung zur Behandlung und Nachbehandlung
von scharfen und stumpfen Verletzungen, Myalgien und Verbrennungen ersten Grades an
(BUNDESANZEIGER 1984). Zur Herstellung von Johanniskrautdl, OLEUM HYPERICI, werden fri-
sche Johanniskrautbliiten mit der vierfachen Menge an Olivendl iibergossen und an der Sonne
extrahiert (KAUL 2000). Das leuchtend rot gefirbte Ol enthilt neben den Naphthodianthronen
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besonders Flavonoide und Hyperforin. Dadurch zeigt es eine gute antiphlogistische Wirkung
(WICHTL 1997). Innerlich wird Johanniskrautdl bei dyspeptischen Beschwerden angewendet
(BUNDESANZEIGER 1984).

Johanniskrautextrakt

Johanniskrautextrakten kommt durch ihre Wirksamkeit bei Depressionen der aktuellste und
wichtigste Indikationsbereich zu. Die Monographie "HYPERICI HERBA (Johanniskraut)" der
Kommission E beschrieb mit der Anwendung von Johanniskrautextrakten gegen "psychove-
getative Storungen, depressive Verstimmungszustdnde, Angst und/oder nervose Unruhe" noch
einen relativ weiten Indikationsbereich (BUNDESANZEIGER 1984). Da Johanniskrautextrakte
jedoch keine Akutwirkung besitzen und deshalb nicht als Beruhigungs- oder Schlafmittel ge-
eignet sind, definierte das BfArM bei der Neuzulassung 1998 die Indikation auf "leichte (bis
mittelschwere) vorlibergehende depressive Storung" bzw. "leichte (und mittelschwere) de-
pressive Episode". Begriindet durch vorliegende Nachweise zur Wirksamkeit und Unbedenk-
lichkeit werden Johanniskrautprdparate deshalb in dieser Teilindikation mit synthetischen
Antidepressiva gleichgestellt (SCHULZ 2003). Schwere Depressionen sind keine Indikation fiir
Johanniskrautextrakte und bleiben der Behandlung mit synthetischen Antidepressiva vorbe-
halten (SHELTON et al. 2001).

2.3 Wirksamkeit bei Depressionen

Aus heutiger Sicht der Wissenschaft werden Depressionen als krankhafte Stérungen im
Neurotransmitter-Stoffwechsel verstanden. Dabei wird ein Mangel an synaptischen Ubertri-
gerstoffen im Zentralnervensystem, ndmlich der Monoamine Serotonin, Noradrenalin und
Dopamin, fiir das Entstehen einer Depression verantwortlich gemacht. Das Krankheitsbild
macht sich durch vielfiltige Symptome auf psychischer, somatischer und psychosozialer Ebe-
ne bemerkbar. Dabei zdhlen Angstzustinde, Freud- und Interesselosigkeit, Schlaf- und Kreis-
laufstorungen, Ruhelosigkeit, Leistungsabfall und Isolationsneigung bis hin zu Todes- und
Selbstmordgedanken zu den typischen Anzeichen fiir eine Depression. Neben Storungen des
Neurotransmitterstoffwechsels werden (stressbedingte) Fehlfunktionen des Hormonhaushal-
tes, eine genetische Disposition sowie traumatische Ereignisse im Lebenslauf der Patienten

als weitere Risikofaktoren fiir eine Erkrankung an Depressionen diskutiert.

Es wird angenommen, dass Johanniskrautextrakte vergleichbar zu synthetischen Antidepres-
siva in den Stoffwechsel der Neurotransmitter eingreifen, indem sie den Abbau der oben
genannten Monoamine hemmen. Dadurch kann sich deren Konzentration wieder auf ein nor-
males Niveau einstellen und so das Gleichgewicht an synaptischen Botenstoffen stabilisiert
werden. Das exakte Wirkprinzip und die daran beteiligten Substanzen konnten noch nicht
vollstindig aufgeklart werden. Es werden aber zahlreiche Modelle fiir die Wirkungsweise von
Hypericum perforatum bei Depressionen diskutiert (BUTTERWECK und NAHRSTEDT 2003).
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Die aktuellen Forschungsarbeiten zur Aufklarung der antidepressiven Wirkung setzen auf den
drei wesentlichen Ebenen des Geschehens einer depressiven Erkrankung an. Auf der
molekularen bzw. neuronalen Ebene stehen ex-vivo- und in-vitro-Testsysteme im Mittelpunkt.
Mit der Ebene einzelner flir Depressionen typischer Symptome beschiftigen sich Verhaltens-
studien im Tiermodell. SchlieBlich verfolgen klinische Studien mit depressiven Patienten
einen ganzheitlichen Ansatz zur Beurteilung der therapeutischen Wirksamkeit von Johannis-

krautextrakten.

Ansatzpunkte zur Erforschung der therapeutischen Wirksamkeit

® molekulare/neuronale Ebene ex-vivo- und in-vitro-Testsysteme
@ Ebene der Symptome Verhaltenmodelle im Tierversuch
® therapeutische Ebene klinische Studien mit Patienten

ex-vivo- und in-vitro-Testsysteme

Ausgehend von hypothetischen Wirkmechanismen auf molekularer bzw. neuronaler Ebene
wurden zahlreiche ex-vivo- und in-vitro-Testsysteme entwickelt. Ex-vivo-Testsysteme be-
trachten mit Hilfe von Rezeptorbindungsstudien die Interaktionen pharmakologisch relevanter
Inhaltsstoffe an neuronalen Geweben. So konnte zum Beispiel fiir das Biflavonoid Amento-
flavon eine spezifische Bindung an Benzodiazepinrezeptoren des Yy-Aminobutterséure-
Komplexes (GABA,) aus Rattengehirn nachgewiesen werden (BAUREITHEL et al. 1997).
Bisanthrachinonglykoside, die ebenfalls in Spuren in H. perforatum zu finden sind, sind in der
Lage, an Rezeptoren des CRH-1 (Corticotropin releasing hormone-1) zu binden (WIRZ et al.
2000).

In-vitro-Testsysteme beschéftigen sich im ersten Schritt mit der Entwicklung biochemischer
Modellreaktionen fiir das Geschehen im synaptischen Spalt. Im zweiten Schritt werden Aus-
wirkungen von Johanniskrautextrakten und pharmakologisch relevante Einzelsubstanzen auf
den Ablauf dieser physiologisch relevanten Modellreaktionen untersucht. Auf diese Weise
konnte gezeigt werden, dass Hypericine einen hemmenden Einfluss auf die Aktivitdt des

Enzyms Dopamin-B-Hydroxylase ausiiben (DENKE et al. 2000).

Obwohl Rezeptorbindungsstudien und biochemische Testsysteme sehr zum Verstindnis der
Wirkmechanismen von Johanniskrautextrakten beitragen, liegt ihr Kritikpunkt in der oftmals
einseitigen Beleuchtung eines einzelnen Inhaltsstoffes bzw. einer Stoffklasse und in der Be-
schrinkung auf einen Zielmechanismus. In jiingerer Zeit verdichten sich die Hinweise darauf,
dass die antidepressive Wirksamkeit von Johanniskrautextrakten auf einem komplexen Zu-
sammenwirken mehrerer Inhaltsstoffgruppen und biochemischer Reaktionsmechanismen be-
ruht. So ist es vorstellbar, dass sowohl der Hemmeffekt der Hypericine auf die Dopamin-[3-
Hydroxylase (DENKE et al. 2000) als auch die durch Hyperforine gehemmte Wiederaufnahme

des Neurotransmitters Serotonin die antidepressive Wirkung begriinden (SINGER et al. 1999).
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Die hohen Konzentrationen an verschiedenen Flavonoiden schiitzen die zelluldiren Membra-
nen vor oxidativer Schiadigung und leisten so einen wichtigen Beitrag zum Heilungsprozess
(HUNT et al. 2001).

Verhaltensmodelle im Tierversuch

Den Verhaltensstudien im Tiermodell liegen definierte symptomatische Verhaltensweisen von
Tieren zugrunde, die einerseits im Zusammenhang zu Depressionen stehen und zum anderen
durch Gabe synthetischer Antidepressiva abgeschwécht bzw. vermieden werden. Lassen sich
durch die Gabe von Johanniskrautextrakten oder deren Bestandteilen vergleichbare Effekte
erzielen, kann auf eine antidepressive Wirkung geschlossen werden. Auf diese Weise konnte
gezeigt werden, dass die Gabe von Johanniskrautextrakten die sogenannte Despair-Reaktion
von Ratten im Forced-Swimming-Test nach PORSOLT genauso stark verzdgert wie die Gabe
synthetischer Antidepressiva (BUTTERWECK 1997).

Therapeutische Wirksamkeit

Obwohl die Mechanismen im Detail bis heute noch nicht abschlieBend geklart werden
konnten, belegen zahlreiche klinische Studien die antidepressive Wirkungsamkeit von Johan-
niskrautextrakten. Eine aktuelle Meta-Analyse von 37 klinischen Studien haben LINDE et al.
(2005) erarbeitet. Dabei stof3t der Nachweis der therapeutischen Wirksamkeit auf gravierende
Schwierigkeiten, die vor allem im Wesen und Verlauf der Depression selbst begriindet liegen.
Denn unabhingig davon, ob pflanzliche oder synthetische Wirkstoffe bei der antidepressiven
Therapie eingesetzt werden, ist etwa die Hélfte bis zwei Drittel des erzielbaren Behandlungs-
erfolges den Selbstheilungskréiften der Patienten und deren Forderung durch das therapeuti-
sche Umfeld ("Placebo-Effekt") zu verdanken (SCHULZ 2003). Dennoch gilt die Wirksamkeit

von Johanniskrautextrakten bei der Therapie leichter bis mittlerer Depressionen als erwiesen.

2.4 Toxikologie und Interaktionen mit anderen Arzneimitteln

Obwohl Johanniskrautextrakte hinsichtlich ihrer Wirksamkeit mit synthetischen Antidepres-
siva vergleichbar sind, weisen sie ein deutlich giinstigeres Nebenwirkungsprofil auf (GREE-
SON et al. 2001, JOHNE et al. 2003 und ScHULZ 2003). Dennoch sind Nebenwirkungen und

Interaktionen mit anderen Arzneimitteln bekannt.

Toxikologie und Nebenwirkungen

Fiir Johanniskrautextrakte liegen keine Hinweise auf eine akute Toxizitdt vor. Auch bei Gabe
iiber einen langen Zeitraum zeigten sich keine Hinweise auf reproduktionstoxische, mutagene
oder kanzerogene Effekte. Es ist bekannt, dass die photodynamisch aktiven Naphthodianthro-
ne bei Weidetieren zu mitunter starken Verbrennungen, den Symptomen des sogenannten
Hypericismus, fiihren konnen. Obwohl in den Gebrauchs- und Fachinformationen zugelasse-

ner Johanniskrautpriaparate auf dieses Risiko hingewiesen wird, sind in der Regel keine photo-
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toxischen Reaktionen zu erwarten, da diese erst bei der 20fachen therapeutisch zugelassenen
Dosis (900-1.500 mg) auftreten. Wird die zugelassene Tagesdosis eingehalten, liegt die Hype-
ricinkonzentration in der Haut nach experimentellen Befunden weit unterhalb der phototoxi-
schen Schwelle (SCHEMPP CM et al. 1999b).

Somit gelten Johanniskrautpréparate als sichere und effektive Antidepressiva, da sie im Ver-
gleich zu synthetischen Antidepressiva zwar eine vergleichbare Wirksamkeit zeigen, jedoch
nur bei 1-3 % der Behandelten (entsprechend 10-30fach weniger) unerwiinschte Nebenwir-
kungen auftreten. Unter diesen nimmt die beschriebene Photosensibilisierung der Haut gegen-
iiber UV-Strahlung die erste Stelle ein (ERNST et al. 1998 und ScHULZ 2003).

Interaktionen mit anderen Arzneimitteln

In den letzten Jahren wurde den gelegentlich auftretenden Wechselwirkungen mit anderen
Arzneimitteln mehr Aufmerksamkeit geschenkt und die Zusammenhinge im Detail erforscht.
Dabei wurde nachgewiesen, dass sich nach Einnahme von Johanniskrautprdparaten zum einen
die metabolische Aktivitidt der Entgiftungsenzyme des Cytochrom-P4so-Komplexes, speziell
des leber- und darmstindigen CYP3A4, erhoht. Zum anderen fiihrt eine Aktivititssteigerung
des Transportproteins P-Glykoprotein, das seine Substrate zuriick in das Darmlumen pumpt,
zu einer zusitzlichen Senkung des Plasmaspiegels von Wirkstoffen anderer Arzneimittel. Die-
se verringerte Aufnahme ins Blutplasma bei gleichzeitig beschleunigter Metabolisierung fiihrt
besonders bei Arzneimitteln mit einer geringen therapeutischen Breite (vgl. Tabelle 1) zu kli-
nisch relevanten Wechselwirkungen (JOHNE et al. 2003). Fiir die Induktion der CYP-Enzyme
ist Hyperforin verantwortlich (SCHMIDT 2002 und KOMOROSKI et al. 2004). Als Konsequenz
wurden Johanniskrautpréparate im Dezember 2003 unter die Apothekenpflicht gestellt. Aus-
genommen davon sind Préparate in einer Tagesdosis bis zu 1 g Drogenédquivalent und bis zu
1 mg Hyperforin sowie Tee, Frischpflanzensaft und 6lige Zubereitungen zur dulerlichen An-
wendung (BUNDESGESETZBLATT 2003).

Tabelle 1:  Von Interaktionen mit Johanniskrautpriparaten betroffene Arzneimittel

Kategorie Typ Prdparate

Immunsuppressiva Ciclosporin, Tacrolimus

Virostatika (zur HIV- | HIV-Protease-Inhibitoren Indinavir

Therapie) Nicht-Nukleotid-Reverse-Transkriptase-Inhibitoren Nevirapin

Chemotherapeutika Irinotecan

Antikoagulantien Cumarin-Typ Warfarin, Phenprocoumon

Antidepressiva Selektive Serotonin-Wiederaufnahme-Inhibitoren Buspiron, Fenfluramin, Fluoxetin,
Paroxetin, Sertralin, Venlafaxin,
Nefazodon, Trazodon, Loperamid

orale Kontrazeptiva

nach JOHNE et al. (2003) und SCHULZ (2003)
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3. Zichtung
3.1 Zlichtungsbedarf

In den vergangenen Jahren entwickelte sich aufgrund einer Riickbesinnung auf traditionelle
Behandlungsformen, einer Hinwendung zu pflanzlichen Produkten und der einhergehenden
wissenschaftlichen Bestédtigung der positiven Wirkungen zahlreicher traditionell angewandter
Arzneipflanzen ein wachsender Markt fiir Phytopharmaka. Ein besonderes Interesse fanden
dabei Johanniskrautpraparate als Alternative zu synthetischen Antidepressiva bei der Behand-

lung von leichten bis mittleren Depressionen.

Wildsammlungen von Johanniskraut konnten jedoch weder die erforderlichen Mengen ab-
decken, noch die gestiegenen Anforderungen der Arzneimittelgesetzgebung an eine gleich-
bleibend hohe Qualitdt der Droge erfiillen (vgl. Tabelle 2). Zur Sicherung der Drogenbeschaf-
fung und zur Einhaltung der Qualitétskriterien war es deshalb notwendig, geeignete Kultur-
verfahren fiir den kontrollierten Anbau von Johanniskraut zu entwickeln. Der aktuelle Stand
der Produktionstechnologie fiir diese junge Kulturpflanze findet sich bei BOMME (1997).
Demnach wird Johanniskraut am zweckmaBigsten aus Samen herangezogen und dann auf das
vorbereitete Feld ausgepflanzt. Bei guter Kulturfiihrung kann der Feldbestand fiir bis zu drei

Jahre ein- bis zweimal jahrlich beerntet werden.

Nachdem der Johanniskrautanbau in den vergangenen Jahren einen regelrechten Boom erlebte
und zwischenzeitlich auch minderwertige Droge regen Absatz fand, hat sich in jiingerer Zeit,
ausgelost vor allem durch die Nebenwirkungsdebatte in den USA, eine Konsolidierung des
Marktes eingestellt. Davon unberiihrt blieb jedoch die Nachfrage nach qualitativ hochwertiger
Rohware. Mit der Ausweitung des Anbaus von Johanniskraut geniigten die bis dahin verwen-
deten Herkiinfte und Sorten immer weniger den gewachsenden Anspriichen seitens der Erzeu-

ger und der verarbeitenden Industrie.

Durch ziichterische Bearbeitung konnen Johanniskrautsorten entwickelt werden, die den viel-
faltigen Anforderungen an die Drogenqualitit entsprechen und gleichzeitig den Erzeuger in
die Lage versetzen, mit hoher Ertragssicherheit zu marktfahigen Preisen zu produzieren. Am
deutlichsten wird der dringende Ziichtungsbedarf angesichts der verschiedenen agronomi-
schen und pharmakologischen Eigenschaften, die eine moderne Johanniskrautsorte idealer-

weise in sich vereinigen sollte.

Die Entwicklung beim Sortenschutz fiir die Arzneipflanze Johanniskraut (Hypericum perfo-
ratum L.) dokumentiert die Relevanz des Themas. Zur Zeit besteht in Deutschland Sorten-
schutz fiir 10 registrierte Johanniskrautsorten, fiir eine weitere Sorte wurde der Sortenschutz
beantragt (BUNDESSORTENAMT 2005). Fiir drei Johanniskrautsorten besteht EU-Sortenschutz
beim gemeinschaftlichen Sortenamt der Europdischen Union (CPVO 2005).
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3.2 Zuchtziele

Eine gut durchdachte Strategie zur ziichterischen Bearbeitung von Arzneipflanzen im Allge-
meinen und Johanniskraut im Besonderen zeichnet sich dadurch aus, dass sie die teilweise
divergierenden Vorstellungen von Produzenten und der verarbeitenden pharmazeutischen In-
dustrie in gleichem Mal3e beriicksichtigt. Gleichzeitig muss die Qualitdt der Droge zahlreiche

gesetzliche Bestimmungen und Vorgaben erfiillen (vgl. Tabelle 2).

Sowohl die Quantitdt als auch die duBlere und innere Qualitdt der produzierten Ausgangsdroge
hingen entscheidend von der Anbaueignung einer Sorte und deren Reaktion auf die ange-
wandten KulturmaBnahmen ab. Deshalb darf die Bedeutung der agronomischen Leistungs-
fahigkeit einer Sorte nicht durch eine einseitige Fokussierung auf die Gehalte pharmako-

logisch relevanter Inhaltsstoffe unterschitzt werden.

Tabelle 2: Qualititsanforderungen an Johanniskrautdroge

mind. 0,08 % Gesamthypericin in der Droge (blilhendes Kraut) nach PH. EUR. (2005)
mind. 0,25 % Gesamthypericin in der Droge (maschinell erntbarer Blithhorizont) nach HANNIG (1995)
hoher Flavonoidgehalt, besonders Hyperosid, Rutin und 13,1I8-Biapigenin (HANNIG et al. 1995)

max. 3 % Stidngel mit einem Durchmesser iiber 5 mm (PH. EUR. 2005)

max. 2 % fremde Bestandteile (PH. EUR. 2005)

max. 10 % Trocknungsverlust bzw. Restfeuchte (PH. EUR. 2005)

max. 7 % Aschegehalt (PH. EUR. 2005)

25 % Gesamtextraktgehalt nach methanolischer Extraktion (HANNIG et al. 1995)

max. 0,5 mg/kg Cadmium (Cd) als Ausnahme fiir Hypericum perforatum L. (BMG, BfArM)
max. 5,0 mg/kg Blei (Pb), (BMG, BfArM)
max. 0,1 mg/kg Quecksilber (Hg), (BMG, BfArM)

mikrobiologische Anforderungen des PH. EUR. (2005) fiir Fertigarzneimittel
Pestizidriickstdnde nach PH. EUR. (2005) und Riickstandshdchstmengenverordnung
max. 2 pg/kg Aflatoxin B1, max. 4 pg/kg Summe der Aflatoxine B1, B2, G1 und G2 (BMG, BfArM)

3.2.1 Agronomische Zuchtziele

Technologische Eignung

Im Hinblick auf eine konkurrenzfidhige Produktionstechnologie und die Erzeugung qualitativ
hochwertiger Rohware lassen sich einige wichtige agronomische Merkmale bzw. Zuchtziele
unter dem Begriff "technologische Eignung" zusammenfassen. Die technologische Eignung
einer neuen Sorte ist dann als hoch zu bewerten, wenn ihre Eigenschaften dazu beitragen, den
Aufwand fiir die Bestandespflege zu reduzieren, die Weiterentwicklung der Kulturtechnik zu

unterstiitzen und die duBBere und innere Qualitdt der Rohdroge giinstig zu beeinflussen.

Beziiglich des Habitus ist ein straffer, aufrechter und nicht zu hoher Wuchs anzustreben, da

solche Pflanzen eine wesentlich bessere Standfestigkeit aufweisen. Durch die geringere Nei-
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gung zum Lagern wird die Gesunderhaltung des Pflanzenbestandes unterstiitzt, die mechani-

sche Unkrautregulierung erleichtert und das Erntegut vor Verschmutzung geschiitzt.

Die innere Qualitdt der Rohware wird malBigeblich von einem hohen Bliitenanteil bestimmt.
Deshalb stellt die Erzeugung qualitativ hochwertiger Droge nicht nur eine Herausforderung
fiir die Kultur- und Erntetechnik dar, sondern vor allem fiir die Selektion geeigneter Typen
durch den Ziichter. Fiir eine effiziente maschinelle Ernte ist neben dem aufrechten Wuchs ei-
ne homogene Bestandsentwicklung mit einheitlicher Hohe und einem gedriangten Bliihhori-
zont von groflem Vorteil. Eine moglichst gleichzeitige Bliite {iber den gesamten Feldbestand
erlaubt es, die Ernte zum optimalen Schnittzeitpunkt durchzufiihren (FAH 1998).

Hohe und stabile Ertrage

Grundsétzlich nimmt bei allen Kulturpflanzen der Ertrag eine wichtge Stellung innerhalb der
agronomischen Zuchtziele ein. Ein hoher und stabiler Ertrag versetzt zum einen den Pro-
duzenten in die Lage, erfolgreich zu wirtschaften. Zum anderen ist dadurch fiir den Abnehmer
eine gesicherte Versorgung mit Drogenmaterial gewdhrleistet. Keinesfalls darf jedoch der

Drogenertrag einseitig zu Lasten der pharmakologischen Qualitét gehen.

Resistenz

Johanniskraut wird zwar je nach individueller Anfalligkeit der Herkiinfte mitunter sehr stark
von Mehltau (Erysiphe hyperici (WALLR.) S. BLUMER) befallen. Die grofite Gefdhrdung fiir
den Anbau, bis hin zu Totalausféllen, geht jedoch von der Johanniskrautwelke aus. Sie wird
durch den wirtsspezifischen und hochgradig virulenten pilzlichen Erreger Colletotrichum cf.!
gloeosporioides (PENZ.) SACC. [Teleomorph Glomerella cf. cingulata (STONEM.) SPAULDING
& SCHRENK] (MORDUE 1971) verursacht (GARBER 1999). Da Johanniskraut mehrjdhrig ange-
baut wird, fiihrt ein frither Befall mit Welke zu erheblichen Ertragseinbuflen.

Infizierte Pflanzen weisen an der Stingelbasis braune, leicht eingesunkene Lésionen auf. Bei
trockener Witterung zeigen die erkrankten Triebe zuerst Welkesymptome, dann treten
Vergilbungen oder Rotverfarbungen des Krautes auf, bis schlieflich einzelne Stingel ver-
trocknen (Abbildung 6) oder die ganze Pflanze abstirbt (BOMME 1997). An der Befallsstelle
sind die mit dunklen Setae besetzten Acervuli zu finden. Diese geben die zahlreichen ein-
zelligen hyalinen Konidien als schleimige lachsfarbene Masse frei (GARBER 1999). In der
Hauptfruchtform bildet der Pilz Perithezien mit Ascosporen, die ein wesentlich geringeres
Infektionspotential als die Konidien aufweisen und der Uberdauerung des Erregers dienen
(GARBER und SCHENK 2003). Obwohl eine bodenbiirtige Ubertragung des Pilzes nicht ausge-
schlossen ist, geht von benachbarten Bestinden eine wesentlich hohere Infektionsgefahr aus.

Als wichtigste Infektionsquelle fungiert jedoch oberfldchlich kontaminiertes oder auch infi-

' Der Ausdruck cf. (Abk. fiir confer [lat./engl.] = vergleiche) bedeutet, dass der Pilz dieser Art zwar dhnlich ist,
ihr aber nicht exakt entspricht und deshalb taxonomisch noch zu bearbeiten ist.
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ziertes Saatgut, das den Erreger in der Samenschale bzw. unter giinstigen Bedingungen sogar
im Embryo trdgt. Die Keimlinge und Jungpflanzen sind besonders anfillig, sodass oftmals
bereits das verwendete Pflanzmaterial einen hohen Anteil latent infizierter Pflanzen aufweist
(GARBER und SCHENK 2002a). Da der extrem virulente Pilz in der Lage ist, die Wirtspflanze
in allen Entwicklungsstadien zu infizieren, findet {iber die Konidien bei feuchtwarmer Witte-
rung eine rasche epidemieartige Ausbreitung im Bestand statt, die schon im ersten Standjahr
zu erheblichen Ausféllen flihren kann (GARBER und SCHENK 2002b).

Das Auffinden von Typen mit einer mdglichst breiten Resistenz ist fiir die Zukunft des kon-
trollierten Anbaus von Johanniskraut von entscheidender Bedeutung, da wirksame Pflanzen-
schutzmittel fiir die Zulassung im Verfahren der Liickenindikation auf absehbare Zeit nicht
zur Verfiigung stehen werden (SCHADWINKEL et al. 2000).

Abbildung 6:  Schadbild der Johanniskrautwelke (Colletotrichum cf. gloeosporioides)

3.2.2 Pharmakologische Zuchtziele

Hoher Gehalt an Inhaltsstoffen

Der therapeutische Wert von Arzneipflanzenextrakten hangt mafgeblich von der Qualitdt der
Ausgangsdroge ab. Deshalb zdhlt ein hoher Gehalt an pharmakologisch relevanten Inhalts-
stoffen zu den wichtigsten Zuchtzielen. Trotz des breiten Inhaltsstoffspektrums von Johan-
niskraut schreibt die zur Zeit giiltige Monographie des Européischen Arzneibuches (PH. EUR.
2005) lediglich einen Mindestwert von 0,08 % Gesamthypericin in der Droge vor. Unab-
hiangig von den Vorgaben des Gesetzgebers fordert die pharmazeutische Industrie von ihren
Lieferanten die Einhaltung héherer Qualititsnormen, die in der Regel Bestandteil von Anbau-
vertragen sind (HANNIG et al. 1995, vgl. Tabelle 2).

Hohe pharmakologische Wirksamkeit

Mittlerweile gilt es als gesichert, dass die Hypericine nicht das alleinige Wirkprinzip gegen
depressive Zustinde darstellen. Dennoch wird in der pharmazeutischen Industrie nach wie vor

der Gehalt an Naphthodianthronen, berechnet als Hypericin, fiir die qualitative Bewertung
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einer Drogencharge herangezogen. Gleichzeitig ist auf eine hohe Extraktausbeute zu achten
(HANNIG et al. 1995). Fiir die Ziichtungsarbeit ist es notwendig, das gesamte Spektrum der
verfiigbaren Inhaltsstoffe, also Naphthodianthrone, Flavonoide und Phloroglucinderivate in
geeigneter Weise zu berlicksichtigen. Nur so kann eine leistungsfiahige Sorte den aktuellen

Anforderungen geniigen und auf neue Erkenntnisse in der Wirkstoffindung vorbereitet sein.

Gleichbleibende Rohstoffqualit:it

Immer wichtiger wird die Erzeugung grofer Drogenchargen mit einer konstant hohen Roh-
stoffqualitéit, da die Forderung nach einer liickenlosen Dokumentation des Anbaus und der
anschlieenden Verarbeitung einen zusitzlichen Aufwand mit sich bringt. Qualitat, die erst
nach aufwindigen Verarbeitungs- und Veredelungsschritten erreicht werden kann, ist einer
gewachsenen Qualitdt auf allen Ebenen, besonders auf der wirtschaftlichen, unterlegen. Der
Anbau von Sorten mit einer gleichbleibend hohen Rohstoffqualitit liegt unter dem Aspekt der
Ertrags- und Liefersicherheit sowohl im Interesse der Produzenten als auch der verarbeitenden

Industrie.

Geringe Cadmium-Gehalte

Johanniskraut besitzt ein hohes Aneignungsvermogen fiir Cadmium und z&hlt deshalb zu den
sogenannten Akkumulatorpflanzen fiir dieses Schwermetall. Um diesen Umstand zu
beriicksichtigen, wurde der allgemein fiir Arzneipflanzen giiltige Cadmium-Grenzwert von
0,2 mg/kg fiir Johanniskraut auf 0,5 mg/kg Trockenmasse erhoht (PLESCHER et al. 1995). Die
Einhaltung dieses Grenzwertes bereitet in der Praxis dennoch Probleme. Deshalb wird
empfohlen, den Anbau auf Boden mit anthropogen verursachter Schwermetallbelastung oder
einem hohen natiirlichen Cadmiumgehalt, wie beispielsweise Schieferverwitterungsboden, zu
vermeiden (BOMME 1997). SCHNEIDER und MARQUARD (1996) konnten zeigen, dass deutliche
genotypische Unterschiede beziiglich der Cadmiumaufnahme vorliegen. Somit besteht die

Moglichkeit, Johanniskrautlinien zu selektieren, die weniger Cadmium anreichern.

Die Gesamtheit aller Anforderungen unterstreicht die Notwendigkeit einer zielgerichteten
zlichterischen Bearbeitung von Johanniskraut. Die wichtigsten Zuchtziele konnen nur mit
einer leistungsstarken Klonsorte erreicht werden, die eine ausgesprochene Stabilitdt und Vita-

litdt im Verlauf der mehrjahrigen Kultur gewihrleistet.

Vorrangige Ziele bei der Ziichtung von Johanniskraut

@ Ertragssicherheit auf hohem Niveau durch Resistenz

® hohe technologische Eignung

® hoher Gehalt an Inhaltsstoffen (Flavonoide, Hypericine, Hyperforine)
@ hohe pharmakologische Wirksamkeit des Extaktes
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4. Fortpflanzungsbiologie

Bei der Ziichtung von Kulturpflanzen ist die Entwicklung und Anwendung verschiedener
Zuchtmethoden entscheidend von der Fortpflanzungsweise der jeweiligen Art abhédngig
(Kuckuck et al. 1985). Daher muss sich der Ziichter, will er seinen Erfolg nicht dem Zufall
iiberlassen, mit der Reproduktionsbiologie seines Objektes auseinandersetzen und aufgrund
der gewonnenen Erkenntnisse eine moglichst effiziente Strategie fiir seine Ziichtungsarbeit
entwickeln. Im vorliegenden Fall stellt sich jedoch nicht die Frage nach der Art der sexuellen
Reproduktion im klassischen Feld zwischen Fremd- und Selbstbefruchtung, da sich Johan-

niskraut auf apomiktischem Wege fortpflanzt.
Apomixis

Findet bei der Fortpflanzung im Gegensatz zur Amphimixis keine Vereinigung zweier redu-
zierter Gameten mit gleichzeitiger Rekombination des genetischen Materials statt, spricht man
von Apomixis. Dazu zéhlt zunédchst jede Form vegetativer Vermehrung wie zum Beispiel
durch Brutknollen, Bulbillen, Rhizome oder Viviparie. Als Apomixis im engeren Sinne wird
allerdings nur die sogenannte Agamospermie, also die Samenbildung ohne die Vereinigung
zweier reduzierter Gameten, bezeichnet (KUCKUCK et al. 1985). Fiir detailliertere Ausfiihrun-
gen zur Biologie der Fortpflanzung und zum Thema Apomixis sei auf HANNA and BASHAW
(1987), KOLTUNOW (1994), ODENBACH (1997) und DRESSELHAUS (2000) verwiesen.

4.1 Apomixis bei Johanniskraut

Die Fortpflanzungsweise des Johanniskrautes erregte bereits frith das Interesse der Botaniker.
Kreuzungen verschiedener Rassen von Hypericum perforatum (2n = 4x = 32), die sowohl aus
verschiedenen Herkunftsgebieten stammten als auch von auffillig unterschiedlichem Habitus
waren, ergaben stets muttergleiche Nachkommen. Dasselbe Phinomen trat auch in der F;-
Generation und bei Riickkreuzungen mit dem Vater auf. Daraus schloss NOACK (1939) auf
das Vorliegen von Apomixis (vgl. Abbildung 7). Da die Embryosackmutterzelle abstirbt und
die neu entstehende unreduzierte Eizelle auf eine somatische Zelle zuriickgeht, spricht man
von Aposporie (MARTONFI et al. 1996b).

Die Untersuchungen von BRUTOVSKA et al. 1998 bestétigen, dass ca. 7 % normal reduzierte
Eizellen gebildet werden. Deshalb ist der Grad an Apomixie als fakultativ zu charakterisie-
ren. Unbestidubte Bliiten bringen jedoch keinen Samenansatz, da die Eizelle zur Embryonal-
entwicklung auf die Befruchtung des sekundiren Embryosackkerns und das daraus entstehen-
de Endosperm angewiesen ist, also Pseudogamie vorliegt. Johanniskraut ist selbstkompatibel,
setzt aber bei Fremdbestdubung wesentlich mehr Samen an. Zudem findet sich bei Hypericum
perforatum L. der seltene Fall, dass die apospor entstandenen Eizellen selbst zwar keiner Be-
fruchtung bediirfen, aber ihre Befruchtungsfihigkeit bewahrt haben. Allerdings treten auf-

grund der geringen Vitalitdt nur wenige hexaploide Pflanzen unter den Nachkommen auf.
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Die bei Johanniskraut vorliegende Form von fakultativer Apomixis ist deshalb generell als

pseudogame Aposporie mit beibehaltener Befruchtungsfahigkeit der Eizellen zu beschreiben.

Ausgehend von diesem Grundmodell zeigt die Auspragung der Apomixis eine hohe Plasti-
zitdt. So konnten MATZK et al. (2001) insgesamt elf Wege der Samenbildung und das Auftre-
ten verschiedener Ploidiegrade nachweisen. Gleichzeitig wurden Genotypen mit einer obligat
sexuellen oder apomiktischen Samenbildung indentifiziert. Diese Befunde lassen auf eine

komplexe genetische Kontrolle des Reproduktionsmodus von Johanniskraut schliefen.

normale Befruchtung Apomixis

Mutter Vater
@ Embryosack-
mutterzelle

Mutter Vater

@ @ somatische Zelle 'I'

Reduktion
keine Reduktion!
@ @ neue Eizelle Reduktion
Eizelle Pollen
Pollen
Bestdubung Bestdubung
Befruchtung KEINE
Befruchtung

Embryo Embryo = Mutter

Abbildung 7:  Schematische Darstellung zur Apomixis bei Johanniskraut

Cytologische Untersuchungen zur Pollenentwicklung ergaben, dass die Antheren von H. per-
foratum in der Lage sind, normal reduzierten Pollen hervorzubringen. Dabei kommt es aber
zu einem erheblichen Anteil von Aberrationen in der Chromosomenzahl, die bei 30 bis 50 %

der Pollenkorner Sterilitét bedingen.

NoAck (1939) vermutet als Ursache fiir die apomiktische Fortpflanzungsweise und die
niedrige Pollenfertilitdt von Johanniskraut dessen interspezifische Hybridnatur. Nach CAMP-
BELL and DELFOSSE (1984) geht die Art Hypericum perforatum L. auf eine Hybridisierung der
beiden diploiden Arten H. maculatum CR. und H. attenuatum L. mit anschlieBender Chromo-
somenverdopplung zuriick. Neuere cytogenetische Untersuchungen widersprechen dieser
Hypothese, da keine Hinweise auf eine Beteiligung von H. attenuatum L. gefunden werden
konnten. Vermutlich ist die Art H. perforatum L. durch Autotetraploidisierung aus einem
gemeinsamen Vorfahren mit H. maculatum CR. hervorgegangen (BRUTOVSKA et al. 2000).
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4.2 Konsequenzen flr die Zuchtungsarbeit

Angesichts der hohen Anforderungen, die an eine Johanniskrautsorte beziiglich ihrer Stabilitét
in der agronomischen Leistungsfdahigkeit und der pharmakologischen Qualitit gestellt werden
(siehe I 3.2), kommt nur die Entwicklung einer Klonsorte in Frage. Deren wesentlicher Vor-
teil besteht darin, dass ein homogener Feldbestand erreicht wird und der gewlinschte Genotyp

iiber viele Anbauzyklen konstant vermehrt werden kann.

Fortpflanzungsbiologie von Johanniskraut:
@ fakultative Apomixis
= ca. 93 % muttergleicher Nachkommen
@ reduzierter Pollen mit 30 % bis 50 % Sterilitét
® Pseudogamie
= Bestdubung zum Samenansatz notwendig
@ Eizellen befruchtungsfihig, wenige reduzierte Eizellen

= Rekombination moglich

Die fiir Klonsorten notwendige vegetative Vermehrung ist allerdings mit dem groBen Nachteil
der leichten Ubertragung von Krankheiten, insbesondere von Virosen, verbunden. Daher
gestaltet sich die Produktion von gesundem Pflanzgut sehr aufwindig. Bei der vegetativen
Vermehrung iiber Samen, wie sie bei der apomiktischen Fortpflanzung der Fall ist, bleibt der
gewiinschte Genotyp in der nichsten Generation erhalten, ohne dass gleichzeitig Virosen wei-
tergegeben werden (BECKER 1993). Allerdings wird durch die Apomixis die Moglichkeit
einer Neukombination verschiedener Merkmale und die damit verbundene Erzeugung neuer
Variabilitdt sehr stark limitiert. Dementsprechend kann die Apomixis fiir den Pflanzenziichter
sowohl ein niitzliches Werkzeug als auch ein Hindernis fiir den Ziichtungsfortschritt darstel-
len (STOSKOPF et al. 1993).

Bei obligaten Apomikten sind Kontaminationen einer Sorte durch unerwiinschte Selbstungen
und Kreuzungen nahezu ausgeschlossen. So konnen einmal selektierte Genotypen trotz eines
hohen Grades an Heterozygotie iiber viele Generationen konstant erhalten und in grof3er Zahl
vermehrt werden. Da Johanniskraut zu den fakultativen Apomikten zdhlt, macht das geringe
aber dennoch mogliche Auftreten von Selbstungen und Kreuzungen eine sorgféltige Erhal-

tungsziichtung notwendig, um die Sorten rein zu halten.

Bei der ziichterischen Bearbeitung von Apomikten sind die Moglichkeiten zur Schaffung
neuer Variabilitdt durch Kombinationsziichtung, besonders im Hinblick auf die gezielte Ein-
kreuzung erwiinschter Eigenschaften (z.B. Resistenz), sehr stark begrenzt. Die fakultative
Natur der Apomixis bei Johanniskraut ldsst allerdings einen geringen Anteil an Rekombina-

tionen zu. In welchem Ausmal} jedoch bei einem fakultativen Apomikten Nachkommen
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gefunden werden, die auf reduzierte Eizellen zuriickgehen, hdngt sehr stark vom jeweiligen
Genotyp und verschiedensten Umwelteinfliissen ab (KOLTUNOW 1994).

4.3 Ansatzpunkte flr die Entwicklung von Johanniskrautsorten

Aus der dargestellten Reproduktionsbiologie des Johanniskrautes und den daraus resultie-
renden Konsequenzen fiir die Ziichtungsarbeit ergeben sich mehrere konkrete Ansatzpunkte

fiir die Entwicklung neuer Johanniskrautsorten.

Ansatzpunkte fiir die Ziichtung von Johanniskraut:
® Ausgangsmaterial:

Sammlung von Wildherkiinften

Nutzung vorhandener Sorten
© Zuchtmethoden:

Rekombination

Mutation

Biotechnologische Methoden

Ausgangsmaterial

Johanniskraut ist eine ausgesprochen junge, erst wenig ziichterisch bearbeitete Kulturpflanze,
die noch einen ausgeprigten Wildcharakter aufweist. Es ist daher durchaus erfolgversprech-
end, die natiirlichen genetischen Resourcen in Form der zahlreichen Wildpflanzen an Weg-
rdndern und auf Brachfldchen als Ausgangsmaterial fiir die Ziichtung heranzuziehen. Trotz
der apomiktischen Fortpflanzungsweise belegten die Untersuchungen von BUTER et al.
(1998), BERGER-BUTER et al. (1998) und FRANKE et al. (1999) eine hohe Variabilitit zwi-
schen verschiedenen Herkiinften aus dem natiirlichen Genpool von Hypericum perforatum.
Mit der Sammlung von Wildherkiinften kann somit Ausgangsmaterial mit einer breiten gene-
tischen Diversitit gewonnen werden. Bei der praktischen Durchfithrung von Sammlungen ist
eine Entnahme der Pflanzen vom Naturstandort zu vermeiden. Stattdessen ist die Ernte von

Samen vorzuziehen, da aus ihnen muttergleiche Nachkommen hervorgehen.

Schon bei der Auswahl der Pflanzen am Naturstandort ist eine erste Selektion anhand mor-
phologischer Merkmale wie Habitus, Wiichsigkeit und Bliitenreichtum moglich. Es hat sich
jedoch als vorteilhaft erwiesen, in einem ersten Schritt moglichst unterschiedliche Typen zu
erfassen. Denn der ziichterische Wert einer Wildherkunft kann erst im Vergleichsanbau mit

Standardsorten und nach der biochemischen Charakterisierung der Droge ermittelt werden.

Bereits vorhandene Sorten sind nicht nur als Referenzgréfle zur Bewertung neuer Genotypen
von grofler Bedeutung, sondern stellen auch ihrerseits wertvolles Ausgangsmaterial fiir die

Ziichtungsarbeit dar. Als Vergleichssorten bieten sich 'Taubertal' und '"Topaz' an, die den
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Anbau in Deutschland dominieren (BLUM 1999). Da die Sorte 'Taubertal' im Vergleich zur
anfélligeren Sorte 'Topaz' eine gewisse Widerstandsfahigkeit gegeniiber Colletotrichum cf.
gloeosporioides erkennen lisst, ist sie als Referenz und als Kreuzungspartner von besonderem
Interesse. Die Beobachtung, dass verschiedene Saatgutherkiinfte der Sorte '"Topaz' inhomo-
gene Bestdnde ergeben, lasst den Schluss zu, dass es sich bei Saatgut dieser Sorte im vorlie-
genden Fall nicht um genetisch einheitliches Material, sondern um ein Gemisch mehrerer
Linien handelt (vgl. IV 1.1). Daher besteht die Mdglichkeit, "Topaz' und insbesondere hetero-
gene Herkiinfte von Handelssaatgut in einzelne Linien aufzutrennen und aus diesen weiter zu

selektieren.

Zuchtmethoden

Wie bereits dargelegt, sind der ziichterischen Bearbeitung von Johanniskraut durch die apo-
miktische Fortpflanzungsweise sehr enge Grenzen gesetzt. Im Idealfall lassen sich bereits aus
dem zusammengetragenen Ausgangsmaterial sortentaugliche Herkiinfte selektieren. In der
Regel werden jedoch im ersten Selektionsschritt mehrere Herkiinfte mit positiven Eigenschaf-

ten selektiert, die dann einer weiteren Uberpriifung und Verbesserung bediirfen.

Die Tatsache, dass ca. 3 bis 7 % reduzierte Eizellen gebildet werden (NOACK 1939 und BRU-
TOVSKA et al. 1998), ldsst zumindest theoretisch die Mdglichkeit einer Rekombination posi-
tiver Merkmale auf sexuellem Wege offen. In der praktischen Durchfiihrung ergeben sich
jedoch Schwierigkeiten aus der erforderlichen hohen Pflanzenanzahl, da eine einfache Metho-
de zur schnellen und sicheren Identifikation der wenigen Kreuzungsprodukte fehlt. Eine Per-
spektive fiir die Kombinationsziichtung von Johanniskraut liegt in der Identifizierung von
apomiktischen Genotypen, die {iber einen hoheren Anteil an normal reduzierten Eizellen ver-

fiigen, oder von Genotypen, die auf rein sexuelle Weise Samen bilden (MATZK et al. 2001).

Da H. perforatum reduzierten Pollen bildet, sind interspezifische Kreuzungen sexuell repro-
duzierender diploider Hypericum-Arten mit H. perforatum als Pollenspender erfolgverspre-
chend (SCHULTE et al. 1999). Dem steht allerdings die alleinige Zulassung von H. perforatum
L. als Ausgangsdroge fiir die Arzneimittelherstellung entgegen (PH. EUR. 2005). Andere Jo-
hanniskrautarten wie beispielsweise H. maculatum CR. und H. montanum L. werden ndmlich

als Verfalschungen der Droge HYPERICI HERBA betrachtet (WICHTL 1997).

Ein weiterer Ansatz zur Vergroflerung der genetischen Variabilitit des Ausgangsmaterials ist
die Erzeugung von Mutationen. Experimentell werden diese durch energiereiche ionisierende
Strahlung wie Rontgen- und Gammastrahlen, oder durch Neutronen ausgeldst. Eine Reihe
chemischer Verbindungen mit aktiven Alkylgruppen wie beispielsweise Ethylmethansulfonat
(EMS) hat sich ebenfalls zur Induktion von Mutationen als brauchbar erwiesen (KUCKUCK et
al. 1985). Bei der in-vitro-Regeneration von Johanniskrautpflanzen aus Kallus wurde eine
Vielzahl somaklonaler Variationen beobachtet, die sich vor allem im Habitus und im Hyperi-
cingehalt von der Ausgangspflanze unterschieden (CELLAROVA et al. 1994 und BRUTOVSKA et
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al. 1998). Um die Effekte der verschiedenen mutagenen Systeme im Experiment erfassen zu
konnen, ist die Verwendung gut definierten Ausgangsmaterials von entscheidender Bedeu-
tung. Erfolgreiche Ergebnisse sind besonders dann zu erwarten, wenn bereits sortentaugliche

Herkinfte verwendet werden.

Zur ziichterischen Bearbeitung von Johanniskraut stehen auch verschiedene biotechnologi-
sche Methoden zur Verfiigung. Darunter wird die Antherenkultur zur Erzeugung dihaploider
(n=2x = 16) Individuen von H. perforatum als aussichtsreichste Technik bewertet (SCHULTE
et al. 1996). Nach einer Selektion auf ihren agronomischen und pharmakologischen Zuchtwert
konnen vielversprechende dihaploide Genotypen durch Protoplastenfusion miteinander
kombiniert werden (ELLGEHAUSEN et al. 1998). Eine weitere Moglichkeit stellt die direkte
Verwendung interessanter dihaploider Individuen nach Chromosomenverdopplung durch
Colchizinierung dar. SchlieBlich konnen Kreuzungen dihaploider H. perforatum-Regenerate
mit diploiden Arten der Gattung durchgefiihrt werden. Eine somatische Hybridisierung zwi-
schen dihaploiden Regeneraten von H. perforatum und anderen diploiden Hypericum-Arten
ist ebenfalls denkbar. Auf mégliche Konflikte mit den Zulassungsvorschriften fiir die Herstel-

lung von Arzneimitteln wurde bereits hingewiesen.

5. Zielsetzung und Vorgehensweise der Arbeit

Ausgehend vom bestehenden Ziichtungsbedarf und den Anforderungen, die seitens der Erzeu-
ger und der pharmazeutischen Industrie an eine moderne Johanniskrautsorte gestellt werden,
lassen sich wichtige agronomische und pharmakologische Zuchtziele formulieren. Ziel der
vorliegenden Arbeit ist, durch die Entwicklung agronomischer und pharmakologischer Selek-
tionskriterien einen Beitrag zum aktuellen Thema Ziichtung von Johanniskraut (Hypericum

perforatum L.) zu leisten.

Die praktische Vorgehensweise entspricht dabei im Grunde der eines jeden Zuchtprojektes.
Nach der Definition der Zuchtziele folgt die Zusammenstellung und Gewinnung von Aus-
gangsmaterial, das sich im Idealfall durch eine hohe phinotypische Variabilitit und
genetische Diversitéit auszeichnet. Im vorliegenden Projekt werden Sorten, Saatgutherkiinfte
sowie zahlreiche Selektionen und Wildherkiinfte untersucht. Die Uberpriifung der insgesamt
139 Herkiinfte erfolgt in Form von drei Versuchspflanzungen, wobei eine Selektion zusitzlich

im Feldanbau unter Praxisbedingungen getestet wird.

Mit Hilfe geeigneter Methoden werden die morphologischen und physiologischen Merkmale
der Herkiinfte erfasst und beziiglich ihrer Relevanz fiir den feldmafligen Anbau von Johan-
niskraut bewertet. Aus diesen Merkmalen werden jene ausgewéhlt, die sich als Selektionskri-

terien zur Erreichung der agronomischen Zuchtziele anwenden lassen.
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Da bereits zu Beginn des Projektes bekannt war, dass sich GARBER und SCHENK (2003)
intensiv mit der Epidemiologie von Colletotrichum cf. gloeosporioides und der Entwicklung
einer Resistenzpriifmethode beschiftigen, waren zu diesem Thema in der vorliegenden Arbeit
keine eigenen Untersuchungen geplant. Die Ergebnisse von GARBER und SCHENK werden in

geeigneter Weise beriicksichtigt.

Zur Entwicklung pharmakologischer Selektionskriterien war es zuerst notwendig, die Pro-
benaufbereitung, Extraktion und HPLC-Analytik im Hinblick auf die speziellen Anforderun-
gen, die seitens der Ziichtung an die Inhaltsstoffanalytik gestellt werden, zu optimieren. Diese
bestehen vor allem darin, eine groBe Anzahl von Proben mit {iberschaubarem Aufwand und
gleichzeitig hoher Zuverldssigkeit zu analysieren und dabei eine hohe Selektionsschérfe zu
garantieren. Vor allem in diesem Zusammenhang und beziiglich der Frage nach dem idealen
Erntezeitpunkt der Proben erwiesen sich die Untersuchungen zur Ertragsphysiologie des

Johanniskrautes als notwendig und richtungsweisend.

AuBlerdem wird die Relevanz einzelner Inhaltsstoffe und Inhaltsstoffgruppen fiir die phar-
makologische Wirksamkeit von Johanniskrautextrakten diskutiert. In diesem Zusammenhang
sei auch auf die parallel gelaufenen Untersuchungen von MANN (2003) zur Selektion von

Johanniskraut anhand biochemischer Testsysteme verwiesen.

Basierend auf den Anforderungen der Industrie, den Erkenntnissen iiber den Beitrag einzelner
Inhaltsstoffe zur antidepressiven Wirkung des Extraktes und auf Basis der vorgefundenen
Variabilitit im untersuchten Pflanzenmaterial werden dann pharmakologische Selektionskri-

terien definiert.

Unter Beriicksichtigung der apomiktischen Fortpflanzungsweise von Johanniskraut und den
daraus resultierenden Konsequenzen fiir die Zuchtmethodik wird ein Selektionsschema ent-
wickelt, das die vorgestellten agronomischen und pharmakologischen Selektionskriterien in
einen zeitlich sinnvollen Bezug setzt. Dadurch werden die Voraussetzungen fiir die ziichteri-
sche Entwicklung einer neuen Sorte geschaffen, die bei einer mehrjdhrigen Kulturpflanze wie

dem Johanniskraut einen Zeitraum von ca. 8 bis 12 Jahren in Anspruch nehmen kann.

SchlieBlich wird eine Auswahl von Herkiinften, die aus ziichterischer Sicht von besonderem
Interesse sind, vorgestellt und hinsichtlich ihres agronomischen und pharmakologischen
Potentials bewertet.
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II Material und Methoden

1. Ausgangssituation und Pflanzenmaterial

Die Ausgangssituation fiir das vorliegende Projekt ergibt sich aus vorangegangenen Arbeiten
von DENKE, MANN und NEBELMEIR. Es wurde festgestellt, dass sich verschiedene Phénotypen
auch in ihrer pharmakologischen Wirksamkeit unterscheiden (DENKE et al. 1999b). Weiter
konnte gezeigt werden, dass fiir die ziichterische Bearbeitung von Johanniskraut aufgrund
seiner vorrangig apomiktischen Fortpflanzungsweise (vgl. I 4) nur wenige Strategien Erfolg
versprechen (NEBELMEIR 2000). Ausgehend von diesen Vorkenntnissen wurden zuerst alle
bereits im Projekt zusammengetragenen Sorten, Herkiinfte und Wildsammlungen auf ihre
Anbaueignung iiberpriift. Daneben wurde die Strategie verfolgt, durch Selektion aus Sorten
und kommerziell vertriebenen Johanniskraut-Herkiinften die genetische Variabilitit des
Ausgangsmaterials zu erweitern. Zusitzlich wurden in Form von Sammlungen verschiedener
Herkiinfte am Naturstandort neue genetischen Resourcen der Gattung Hypericum in die
vorliegende Arbeit eingebracht. Tabelle 3 gibt eine Ubersicht zu den insgesamt 139 Sorten,
Saatgutherkiinften, Selektionen und Wildherkiinften.

Sorten und Saatgutherkiinfte

Als Referenzmaterial stand Saatgut der Sorten 'Taubertal' und 'Topaz' zur Verfiigung. Die
bewdhrte Sorte 'Topaz' aus dem INSTITUT FUR HEILPFLANZENFORSCHUNG POZNAN (PL) ist
bereits seit 1982 im Handel (BUNDESSORTENAMT 2002). Mittlerweile entfallt jedoch der grofB3-
te Anteil der deutschen Anbauflidche auf die Sorte 'Taubertal' des Ziichters ERNST RIEGER, die
seit 2002 EU-Sortenschutz genie3t (BUNDESSORTENAMT 2002).

Das Saatgut der Sorten 'Taubertal’, 'Goldstern' und '"Topaz' I und der Herkiinfte Nummer 429
und 430 wurde von der Firma STEIGERWALD ARZNEIMITTELWERK GMBH, Darmstadt zur Ver-
figung gestellt. Weitere Herkiinfte stammen aus dem Saatguteinzelhandel, aus institutionellen
Quellen und aus fritheren Arbeiten von MANN (1998). Im Anhang (siehe VIII 1, Tabelle 71)
sind die Bezugsquellen der Sorten und Saatgutherkiinfte aufgelistet, die in der vorliegenden

Arbeit direkt oder in Form von Einzelpflanzennachkommenschaften untersucht wurden.

Selektionen

Im Rahmen vorausgehender Versuche und der parallel laufenden Untersuchungen von MANN
(2003) konnte festgestellt werden, dass sowohl die verschiedenen Saatgutherkiinfte als auch
ein Teil der angebauten Sorten eher Populationen bzw. Gemische verschiedener Johan-
niskraut-Typen darstellen. Aus diesen wurden Phinotypen selektiert, die vorteilhafte oder
zumindest vom Haupttyp abweichende Merkmale aufwiesen. Im Verlauf der vorliegenden
Arbeit konnten ebenfalls interessante Einzelpflanzen aus Saatgutherkiinften, Selektionen und
Wildherkiinften selektiert und untersucht werden. Im Anhang (sieche VIII 1, Tabelle 72) sind
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die 69 untersuchten Selektionen aus vorhergehenden und aktuellen Versuchen von MANN und
NEBELMEIR zusammen mit der jeweiligen Ursprungsherkunft bzw. —sorte aufgelistet. Die

Vermehrung erfolgte iiber Saatgut, das von den selektierten Einzelpflanzen geerntet wurde.

Herkiinfte aus Wildsammlungen

In den Jahren 1999 bis 2001 wurden wéhrend der Sommermonate zahlreiche Exkursionen zur
Sammlung von Wildherkiinften unternommen. Dabei wurden einerseits Einzelpflanzen
ausgewdhlt, die bereits am Naturstandort aufgrund ihrer Morphologie eine gewisse Eignung
fiir den Feldanbau erkennen lieBen. Andererseits wurden Herkiinfte gesammelt, welche die
am Standort vorgefundene natiirliche Variabilitit der Art am besten reprdsentierten (z. B.
PM-1 bis 22). Die in den Versuchsjahren 2000 bis 2002 untersuchten 58 Wildherkiinfte sind
zusammen mit ihrem Fundort im Anhang (siehe VIII 1, Tabelle 73) zu finden. Die Sammlung

der Wildherkiinfte erfolgte ausschlieBlich in Form von Ernte des bereits gebildeten Saatgutes.

Tabelle 3:  Sorten, Saatgutherkiinfte, Selektionen und Wildherkiinfte

4 Sorten
'Taubertal' 'Goldstern' "Topaz'l '"Topaz' I1

8 Saatgutherkiinfte
Austrosaat HP-G HP-J M. Bauer Nummer 429
Nummer 430 Stamm B Stamm S

69 Selektionen

1999  BB-1 BB-2  BN-1 BN-2 SN-1 SR-1 SR-2 TT-1 TT-2 TT-3
TT-4 TT-5 TT-6 TT-7 TT-8

2000  AS-1 AS-2 AS-3 AS-4 AS-6 AS-7 AS-8 AS-9 AS-10  AS-11
AS-12  AS-14 AS-15 AS-16  AS-18  AS-19  AS-20  AS-21  AS-22 AS-23
AS-24  AS-25 AS-28 AS-29 AS-30 AS-31  AS-32  AS-33  SN-W

2001  AS-6a  AS-6b AS-8a AS-8b AS-10a AS-L  AS-M AS-N  AS-O GZ-1
Gz-4 GZ-6 GZ-8 GZ-9 GZ-10 H-2a MB-AS MB-B MB-CS MB-DS
MB-F MB-G MB-H PM-15a PM-17a

58 Wildherkiinfte

1999 H-2 H-3 H-4 M-1 M-3 P-1 P-2

2000  BT-1 BT-2 KA-2 KA-3 KA-4 KA-5 KA-6 KA-7 NA-6 NA-§
PM-1 PM-2 PM-3 PM4 PM-6 PM-8 PM-9 PM-10 PM-11 PM-12
PM-13 PM-14 PM-15 PM-16 PM-17 PM-18 PM-19 PM-20 PM-21 PM-22
UN-1 UN-3 UN+4 UP-1 UP-2 US-1 US-2 US-4 WE-1

2001  FS-1 FS-2 FS-3 FS-4 FS-5 FS-6 NF-1 PF-1 PF-2 PF-3
PF-4 PF-5
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2. Feldversuche

Saatgutbehandlung und Aussaat

Vor der Aussaat Mitte Februar wurde das Saatgut fiir fiinf Minuten einer Oberfldchensterili-
sation mit NaOCI 1 % (mit Netzmittel Tween 20) unterzogen, anschliefend zweimal mit
Leitungswasser gespiilt und bei Raumtemperatur iiber Nacht getrocknet. Bei der Aussaat in

12 cm Topfe mit Floraton 3 wurden die feinen Samen nur leicht iibersiebt.
Jungpflanzenanzucht

Zur Keimung wurden die Topfe mit Glasscheiben abgedeckt und im Kulturraum bei folgen-

den Bedingungen aufgestellt:

Tabelle 4: Klimabedingungen im Kulturraum

Temperatur 20 °C

rel. Luftfeuchte 70 %

Lichtangebot ~ 180 pmol/m?s
Photoperiode 16 h Licht, 8 h dunkel

Nach erfolgter Keimung wurden die Glasplatten abgenommen und die Temperatur auf 18 °C
abgesenkt. Etwa vier Wochen spiter wurden die Pflanzen einzeln in 77er Multitopfplatten mit
Floraton 2 pikiert, im Gewéchshaus bei ca. 20 °C aufgestellt und bei Bedarf mit den Fungi-
ziden Previcur N® 1,5 %o oder Benomyl® 1,0 %o gegen Keimlingskrankheiten behandelt.
Sobald die Pflanzen angewachsen waren, wurde die Temperatur auf 15 °C gesenkt und eine
Diingung mit 0,5 %o Flory 3 iiber das GieBwasser verabreicht. Anfang April wurden die Pflan-
zen zur Abhértung in die Kastenanlage oder das Drahthaus ausgeraumt.

Pflanzung

Die Pflanzung erfolgte witterungsabhéngig Anfang Mai von Hand. Bei allen Feldversuchen

wurde folgendes Schema (siehe Tabelle 5) zugrundegelegt:

Tabelle 5: Grundschema fiir Feldversuche

Reihenabstand 50 cm
Pflanzenabstand 40 cm
Pflanzdichte 5 Pfl./m? entspricht 50.000 Pfl./ha

Pflanzen/Reihe 5 Pfl. + 2 Randpflanzen
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Die Pflanzen in einer Reihe wurden mit Nummern von 1 bis 7 bezeichnet. Bestand die Ver-
suchsparzelle aus zwei Reihen des selben Genotyps, so wurden die Pflanzen der zweiten
Reihe mit Nummern von 8 bis 14 belegt. Fiir die Randreihen wurden bei allen Feldversuchen

Pflanzen der Herkunft Austrosaat verwendet.

Bewisserung und Diingung

Die erste Bewésserung der Versuche erfolgte direkt nach der Pflanzung mit Kreisregnern.
Weitere Wassergaben wurden im Pflanzjahr ausschlieBlich bei Bedarf verabreicht. In den

darauffolgenden Standjahren wurde keine Beregnung eingesetzt.

Bei der Kultur von Johanniskraut ist unter Annahme einer Abfuhr von 200 dt/ha Frischmasse
mit einem jéhrlichen Stickstoffentzug von 105 kg N/ha zu rechnen (BOMME 1997). Da bei
einer liberoptimalen N-Versorgung die typische Merkmalsausprigung der Pflanzen zugunsten
eines stark vegetativen Wachstums verschoben wird, wurde die Diingung im Hinblick auf
eine gute Selektionsschirfe auf einem eher suboptimalen Ny,,-Niveau vorgenommen. Die

Ergebnisse der Bodenuntersuchungen sind im Anhang unter VIII 2 zu finden.

Kulturarbeiten

Die Freihaltung des Bestandes von Unkraut gehorte besonders im ersten Standjahr zu den
wichtigsten Kulturarbeiten. Ab dem zweiten Standjahr erleichterte der Bestandsschluss die
Pflege. Die Arbeiten wurden im Bestand von Hand und auf den Wegen mit einer Einachsfrise
durchgefiihrt. Als Problemunkriuter erwiesen sich der Gemeine Beinwell (Symphytum offi-
cinale L.) und die Ackerkratzdistel (Cirsium arvense (L.) SCOP.).

Das Entfernen der Bodenausldufer, die von den Johanniskrautpflanzen in die Wege wachsen,
gehorte ab dem zweiten Jahr ebenfalls zu den anfallenden Kulturarbeiten. Im Verlauf der
Vegetationsruhe wurden die abgestorbenen oberirdischen Pflanzenteile abgeschnitten und von

der Flache entfernt.

Material

NaOCl Natriumhypochlorit 12 % (Merck, Darmstadt)

Tween 20® Polysorbat 20 (Poly(oxyethylen) 20 —Sorbitanmonolaureat), Merck, Darmstadt

Floraton 2 + 3 Weiltorfsubstrate mit Tonzuschlag (Floragard, Oldenburg)

Previcur N® Fungizid (Bayer CropScience, Langenfeld)

Benomyl® Fungizid (DuPont, Wilmington/USA)

Flory 3 Diinger mit 15 % N (4,5 % als NH,", 10,5 % als NO3), 10 % P,0s, 15 % K,0, 2 % MgO
+ Spurenelemente (Euflor, Miinchen )

(NH4+)2SO42' Ammoniumsulfat mit 21 % NH,"-Stickstoff + 24 % Schwefel (NPK van Eck,

Nieuwegein/NL)
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2.1 Blockanlage

Das Pflanzgut fiir die Blockanlage (BA) stammte zum grofiten Teil aus in-vitro-Kultur.
Details zur in-vitro-Kultur von Johanniskraut finden sich bei NEBELMEIR (2000). Die Sorten
"Taubertal', 'Goldstern' und "Topaz' sowie die Herkiinfte Stamm B und M. Bauer wurden am
Institut fiir Phytopathologie, Diirnast aus Saatgut angezogen (Details bei MANN 2003).

Tabelle 6: Kulturdaten Blockanlage

Mafinahme | Datum Details

Abhirtung 18. Mai 00 Drahthaus

Pflanzung 25. Mai 00 Versuchsfeld Zierpflanzenbau

Diingung 16. Mai 01 20 g/m* Ammoniumsulfat (NH,"),SO,> entspricht 42 kg N/ha
Ende September 02

Der Pflanzplan fiir die Blockanlage wurde nach SCHUSTER und LOCHOW (1979) entwickelt.
Die vier Blocke umfassten jeweils ein Beet und wurden von Osten nach Westen mit den romi-
schen Ziffern I bis IV belegt. Ein schematischer Pflanzplan fiir die Blockanlage befindet sich
im Anhang unter VIII 3.1.

Tabelle 7:  Versuchsaufbau Blockanlage

Blockanlage mit 4 Wiederholungen

28 Genotypen 14 bzw. 7 Pflanzen/Parzelle
6 Sorten und Herkiinfte | 'Taubertal', 'Goldstern', "Topaz' I + II, Stamm B, M. Bauer
(Saatgut)
7 Wildherkiinfte M-1, M-3, P-1, P-2, H-2, H-3, H-4
(in-vitro-Kultur)
15 Selektionen BN-1, BN-2, BB-1, BB-2, SN-1, SR-1, SR-2, TT-1, TT-2, TT-3, TT-4,
(in-vitro-Kultur) TT-5, TT-6, TT-7, TT-8
Ziel Uberpriifung der Homogenitit, Untersuchungen zur Ertragsphysiologie

Die Auswertung der Blockanlage erfolgte nach SCHUSTER und LocHOW (1979) mit MICRO-
SOFT® EXCEL 2000. In die Auswertung wurden die Ergebnisse der Sorten 'Taubertal' und
"Topaz' I + 11, der Einzelpflanzenselektionen SN-1, TT-3 und SR-2 sowie der Wildherkunft P-
1 einbezogen. Dabei wurden die Merkmale Pflanzenhohe, Triebzahl, Erntehorizont, Frischge-
wicht und Drogengewicht im zweiten Anbaujahr (2001) beriicksichtigt. Die selben Merkmale
wurden im dritten Anbaujahr (2002) bei der Sorte 'Taubertal' und den Einzelpflanzenselek-
tionen SN-1 und TT-3 erfasst. Der Blithbeginn wurde in beiden Versuchsjahren fiir alle ge-

pflanzten Linien festgehalten.
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2.2 Zweisatzgitter

Mit dem Versuchsanbau 2001 in Form eines Zweisatzgitters (ZG) wurde das Ziel verfolgt,
Wildherkiinfte und Selektionen im Vergleich zum externen Standard 'Taubertal' und dem in-
ternen Standard SN-1 beziiglich ihrer Kultureignung zu iiberpriifen. Das Pflanzgut wurde am

Institut fiir Zierpflanzenbau, Diirnast angezogen (vgl. Tabelle 8).

Tabelle 8: Kulturdaten Zweisatzgitter

Mafinahme | Datum Details
Aussaat 13. Februar 01 Pflanzenanzuchtraum 3
Pikieren 14. Mérz 01 Gewichshaus 3
Abhirtung 18. April 01 Kastenanlage
Pflanzung 03. Mai 01 Versuchsfeld Zierpflanzenbau
04. Mai 01 Versuchsfed Gemiisebau
Diingung 28. Mai 01 20 g/m* Ammoniumsulfat (NH,;"),SO,* entspricht 42 kg N/ha
Ende Mai 02 Standort Gemiisebau
September 02 Standort Zierpflanzenbau

Der Pflanzplan fiir das Zweisatzgitter wurde nach SCHUSTER und LocHOW (1979) fiir 64
Varianten in zwei Wiederholungen entwickelt (vgl. Tabelle 9). Dabei besteht ein Satz aus acht
Blocken zu acht Parzellen. Insgesamt werden bei einem Zweisatzgitter in zwei Wiederholun-
gen vier Sétze angelegt. Diese werden mit romischen Ziffern von I bis IV belegt. Details zum

Pflanzplan befinden sich im Anhang unter Tabelle 76.

Tabelle 9: Versuchsaufbau Zweisatzgitter

Zweisatzgitter in je 2 Wiederholungen an 2 Standorten

64 Genotypen 7 Pflanzen/Parzelle
2 Standards 'Taubertal', SN-1
36 Wildherkiinfte BT-1, BT-2, H-2, H-3, H-4, KA-2, KA-3, KA-4, KA-5, KA-6, KA-7,

NA-6, P-1, P-2, PM-1, PM-2, PM-3, PM-4, PM-6, PM-8, PM-10,
PM-11, PM-12, PM-13, PM-14, PM-15, PM-16, PM-17, PM-18,
PM-19, PM-20, PM-21, PM-22, UN-3, UN-4, WE-1

26 Selektionen AS-1, AS-2, AS-3, AS-4, AS-6, AS-7, AS-8, AS-9, AS-10, AS-11,
AS-12, AS-14, AS-15, AS-16, AS-18, AS-19, AS-20, AS-21, AS-22,
AS-25, AS-28, AS-29, AS-30, AS-31, AS-32, AS-33

Ziel Uberpriifung der Variabilitit und Kultureignung

Parallel zum Versuchsfeld Zierpflanzenbau wurde ein zweiter Versuch auf den Flachen des
Institutes fiir Gemiisebau in Diirnast angelegt. Infolge der Beregnung von Salat auf der Nach-
barparzelle wurde die Ausbreitung von Colletotrichum cf. gloeosporioides jedoch stark be-
giinstigt. Deshalb wurde der Versuch zwar intensiv beobachtet aber nicht in die Auswertung

einbezogen. Im Mai 2002 wurde der Versuch schlieBlich noch vor der Bliite aufgegeben.
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2.3 Versuchsanbau unter Praxisbedingungen

Der Anbauversuch wurde 2001 in Zusammenarbeit mit der Firma STEIGERWALD ARZNEI-
MITTEL GMBH, Darmstadt und Frau DR. ERIKA SCHUBERT, AGRIMED HESSEN E.V. bei Herrn
CARL GERD GRAF, Hofgut Georgenhausen (64354 Reinheim, Hessen) durchgefiihrt. Dazu
wurden 60 g Saatgut der Selektion SN-1 (Keimféhigkeit von 82 %) unter der Bezeichnung
"Selektion Weihenstephan I" fiir die Anzucht der Jungpflanzen bei der Firma EISEMANN GBR,
Ludwigshafen zur Verfligung gestellt (vgl. Tabelle 10). Das Feld hat eine Grofe von 0,5 ha
und liegt nahe Georgenhausen im Schlag "am Saugraben" 170 m {iber NN auf lockerem Lo6B-
lehmboden (sandiger Lehm (sL) ohne Steine, Ackerzahl 65). Als Vorfrucht waren Zuckerrii-
ben angebaut. Die Wettersituation wird durch die windoffene Hiigellage, ein langjdhriges
Niederschlagsmittel von 650 mm und eine mittlere Jahrestemperatur von 9,2 °C bestimmt.
Aufgrund anhaltenden Regens konnte die Pflanzung erst nach zweiwochiger Verzogerung
erfolgen. Im selben Jahr wurde eine Herbstpflanzung von SN-1 und 'Taubertal' in je sechs
Reihen im Anschluss an die bestehende Pflanzung vorgenommen. Fiir den Herbstanbau
wurden 15 g Saatgut der Selektion SN-1 an die AGRIMED HESSEN E.V. gegeben.

Tabelle 10: Kulturdaten Versuchsanbau unter Praxisbedingungen

Mafinahme | Datum Details

Aussaat 09. Februar 01 Saatgutbehandlung mit Benomyl®, Aussaat in "quick pots"
(9 20 x 35 mm) mit Einzelkornsigerit, Keimung bei 20 °C

Abhirtung 23. Februar 01 Temperaturabsenkung auf 18 °C

12. Miérz 01 Gewichshaus Tag 15 °C / Nacht 10 °C
Pflanzung 19. Mai 01 Versuchsfeld Graf, Georgenhausen

22. Mai 01 Bewisserung ca. 8§ mm (mit Tankwagen)
Diingung Februar 01 60 kg P,Os/ha und 120 kg K,O/ha

15. Mai 01 40 kg N/ha

April 02 40 kg N/ha

2. Pflanzung | 13. September 01 'Taubertal' und SN-1

Am 7. Juni 2002 fand unmittelbar vor der Bliite eine Feldbegehung statt. Dabei wurden bei
jeder Variante an sechs gleichmifig liber das Feld verteilten Stellen bei je 4 Pflanzen die
Hohe und die Triebzahl bestimmt. Eine weitere Beurteilung des Anbauversuches von SN-1

aus der Frithjahrspflanzung wurde zur Zeit der Ernte am 26./27. Juni 2002 vorgenommen.

Tabelle 11: Versuchsaufbau Feldversuch

Feldanbau unter Praxisbedingungen

2 Genotypen Pflanzabstand: 34 x 45 cm, entspricht ca. 65.000 Pfl./ha
Friihjahrspflanzung Selektion SN-1
Herbstpflanzung Selektion SN-1, Sorte 'Taubertal’

Ziel Uberpriifung der Anbaueignung von SN-1 unter Praxisbedingungen
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2.4 Linienanlage

Fiir die Pflanzung der Linienanlage (LA) im Jahr 2002 wurden 47 Herkiinfte und Sorten an-
gebaut. Darunter waren 27 Einzelpflanzenselektionen und 4 positive Nummernselektionen
aus dem Anbaujahr 2001. 12 Herkiinfte aus Wildsammlung und zwei Saatgutherkiinfte wur-
den zum ersten Mal angepflanzt. Die Sorte 'Taubertal' wurde als externer und die Selektion
SN-1 als interner Standard gewdhlt. Die Anzucht der Jungpflanzen erfolgte am Institut fiir
Zierpflanzenbau Diirnast. Tabelle 12 gibt Auskunft iiber die wichtigsten Kulturdaten.

Tabelle 12: Kulturdaten Linienanlage

Mafinahme | Datum Details

Aussaat 13. Februar 02 Kiihllager 1

Pikieren 07.-14.Méarz 02  Gewdchshaus 3

Abhirtung 08. April 02 Kastenanlage

Diingung 06. Mai 02 20 g/m* Ammoniumsulfat (NH,"),SO,> entspricht 42 kg N/ha
Pflanzung 07. Mai 02 mittleres Terrassenfeld neben dem Institut fiir Gemiisebau
Ende Juli 2003

Auf den Randparzellen wurden Pflanzen der Herkunft Austrosaat gepflanzt. Die beiden
Standards 'Taubertal' und SN-1 wurden zu Beginn des Beetes gepflanzt und anschlieBend
nach jeweils fiinf Testnummern wiederholt. Der Versuchsaufbau ist in Tabelle 13 skizziert.
Der Pflanzplan fiir die Linienanlage befindet sich im Anhang unter VIII 3.3.

Tabelle 13: Versuchsaufbau Linienanlage

Linienanlage mit 2 Standardsorten

47 Genotypen 7 Pflanzen/Parzelle
2 Standards 'Taubertal', SN-1
2 Saatgutherkiinfte HP-G, HP-J
12 Wildherkiinfte FS-1, FS-2, FS-3, FS-4, FS-5, FS-6, NF-1, PF-1, PF-2, PF-3, PF-4,
PF-5
31 Selektionen AS-2, AS-6a, AS-6b, AS-8, AS-8a, AS-8b, AS-10a, AS-28, AS-L,

AS-M, AS-N, AS-O, GZ-1, GZ-4, GZ-6, GZ-8, GZ-9, GZ-10, H-2a,
MB-AS, MB-B, MB-CS, MB-DS, MB-F, MB-G, MB-H, PM-8, PM-10,
PM-15a, PM-17a, SN-W

Ziel Sichtung von neuem Material, Selektion

Aufgrund der ortlichen Gegebenheiten des Versuchsfeldes konnten 24 Herkiinfte in einer
zweiten Wiederholung angebaut werden. Fiir die Untersuchungen der pharmakologischen

Eigenschaften wurden Drogenproben, Bliitenproben (» = 50) und Bliitenproben N, geerntet.
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3. Erfassung der agronomischen Merkmale

Die Gruppe der agronomischen Merkmale umfasst verschiedene morphologische und phy-
siologische Merkmale, die in mehr oder weniger direktem Zusammenhang zur Produktions-
technologie stehen. So bestimmen beispielsweise die morphologischen Merkmale Pflanzen-
hohe, Standfestigkeit und Bliihhorizont direkt iiber die technologische Eignung einer Her-
kunft, wihrend das Bliitengewicht indirekt iiber die Anzahl der Bliiten in den Ertrag eingeht.
Als direkt relevantes, physiologisches Merkmal ist der Blithbeginn zu nennen. Die Auspri-
gungen der agronomischen Merkmale werden in der Regel direkt auf dem Versuchsfeld ent-
weder metrisch oder durch Bonituren erfasst. In Bezug auf die betroffenen Pflanzenteile

lassen sich die agronomischen Merkmale in vegetative und generative einteilen.

3.1 Vegetative Merkmale

Pflanzenhohe

Die Pflanzenhohe wird vor der Ernte im blithenden Bestand ermittelt. Dabei wird mit dem

Meterstab die Hohe in der Mitte der Pflanze vom Boden bis zur obersten Bliite gemessen.

Anzahl der Triebe

Die Anzahl der Triebe umfasst alle bliihenden und knospentragenden Triebe einer Pflanze.
Triebe, die nicht aus der fortschreitenden Bestockung sondern aus Seitenausldufern hervorge-
hen, werden ebenso nicht beriicksichtigt wie rein vegetative Triebe ohne Bliiten. Bei der Er-
fassung der Anzahl der Triebe werden auch die liegenden Triebe gezéhlt. Triebe gelten dann
als liegend, wenn sie entweder direkt auf dem Boden liegen oder die Bliiten deutlich unter der

halben Bestandshohe liegen.

Standfestigkeit

Die Boniturnote fiir Standfestigkeit gibt Auskunft tiber den Habitus der Pflanzen, die Wider-
standsfahigkeit gegeniiber Witterungseinfliissen und die maschinelle Beerntbarkeit der jewei-
ligen Herkunft (vgl. Tabelle 14). Bei der parzellenweisen Bonitur sind Zwischenstufen nicht
sinnvoll und deshalb nicht erlaubt.

Tabelle 14: Boniturskala fiir die Standfestigkeit

Boniturnote Auspragung

1 niederliegend, extrem windanféllig, nicht zu beernten

3 groftenteils liegend, windanféllig, noch zu beernten

5 teilweise liegend, leicht windanféllig, erntefahig

7 kaum liegend, aufrecht, kaum windanfallig, gut erntefdhig
9 straff aufrecht, nicht windanfillig, sehr gut zu beernten
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Anfilligkeit fiir Colletotrichum cf. gloeosporioides

In allen Feldversuchen war ein natiirlicher Infektionsdruck vorhanden. Die Erfassung der
Anfilligkeit fiir Colletotrichum cf. gloeosporioides wird am zweckmiBigsten an einem son-
nigen und warmen Tag durchgefiihrt. Da die Infektion im Friihling je nach Witterungslage
unterschiedlich rasch fortschreitet, hat es sich als sinnvoll erwiesen, die Bonitur erst wahrend
der Bliitezeit vorzunehmen. Als befallen gelten Pflanzen bereits dann, wenn sie deutliche
Symptome in Form von welken oder abgestorbenen Trieben zeigen. Dabei wurden die Parzel-

len stets einschlieBlich der Randpflanzen bewertet.

3.2 Generative Merkmale

Blithbeginn

Der Bliihbeginn einer Parzelle ist dann erreicht, wenn mindestens 5 von 7 Pflanzen an min-
destens 2 verschiedenen Trieben mindestens eine offene Bliite tragen. Der Bliihbeginn wird
einmal absolut als Datum angegeben und dann bei Neupflanzungen in Relation zum Pflanz-
termin gesetzt. Zur besseren Vergleichbarkeit wird der Blithbeginn der weiteren Versuchs-

jahre ebenfalls auf das Pflanzdatum bezogen.

Bliitengrofe

Die BliitengroBe einer Herkunft wird ermittelt, indem pro Parzelle von 5 Pflanzen je 2 typisch
ausgebildete Bliiten geerntet werden. Anschlieend wird der Durchmesser der 10 Einzelbliiten
durch Auflegen auf ein Papier mit Kreisen von 12 bis 40 mm in Abstufungen von 2 mm

gemessen. Die BliitengroBe stellt den Durchschnitt der 10 Messungen dar.

Bliitengewicht

Das Trockengewicht der einzelnen Bliiten einer Herkunft wird aus der fiir die Inhaltsstoft-
analyse vorgesehenen Bliitenprobe N, (sieche II 4.3.1 Probenaufbereitung) ermittelt. Der ge-

wonnene Wert stellt einen Mittelwert aus 10 Bluten dar.

Hypericinbehiilter auf den Bliiten

Die Anzahl der Hypericinpunkte und -streifen auf der AuBenseite der Petalen ist ein charakte-
ristisches morphologisches Merkmal der einzelnen Herkiinfte. Da die Ausprigung des Merk-
mals innerhalb einer Pflanze von Bliite zu Bliite variiert, wird die Bonitur an 10 représentati-
ven Bliiten vorgenommen. Die Boniturnote wird so gewihlt, dass sie die typische Merkmals-
auspriagung der jeweiligen Herkunft moglichst treffend beschreibt (vgl. Tabelle 15). Dabei

haben sich ganzzahlige Zwischenstufen als sinnvoll erwiesen.
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Tabelle 15: Boniturskala fiir die Auspriigung der Hypericinbehilter auf den Petalen

Boniturnote Ausprdgung

1 nur punktférmige Hypericinbehélter am Petalenrand

3 vereinzelte Punkte auf den Petalen

5 Punkte und vereinzelte Streifen auf den Petalen

7 zahlreiche Punkte und bis 3 Streifen auf den Petalen

9 sehr viele Punkte und mind. 4 Streifen auf den Petalen

Abbildung 8 zeigt Bliiten mit typischer Auspragung der in Tabelle 15 beschriebenen Bonitur-
stufen. Die Darstellung zeigt die Innen- und AuB3enseite der Petalen offener Bliiten und die

Knospen der jeweiligen Herkunft.

Abbildung 8:  Ausprigung der Hypericinbehilter auf den Petalen

Bliihhorizont

Die Ausdehnung des Bliihhorizontes wird festgelegt als die Distanz zwischen oberster und
unterster Bliite einer Johanniskrautpflanze. Dabei kann der Blithhorizont unabhéngig von sei-
ner Ausdehnung verschiedene Auspragungen annehmen. Fiir den praktischen Anbau ist dabei
im Hinblick auf eine maschinelle Ernte von Bedeutung, dass der Bliithhorizont einheitlich und
klar vom vegetativen Pflanzenteil abgegrenzt ist (vgl. Tabelle 16). Bei der Bonitur, die parzel-

lenweise erfolgt, sind Zwischenstufen nicht sinnvoll.
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Tabelle 16: Boniturskala fiir den Blithhorizont

Boniturnote Ausprdgung

1 Bliiten stark iiber die Pflanzenhdhe verteilt,
kein Bliihhorizont erkennbar

3 Bliiten iiber die Pflanzenhohe verteilt,
kein Bliithhorizont erkennbar

5 Bliiten locker im oberen Bereich verteilt,
erkennbarer Bliihhorizont

7 Bliiten vorwiegend im oberen Bereich,
deutlicher Blithhorizont

9 Bliiten im oberen Bereich konzentriert,
klar abgegrenzter Blithhorizont

Erntehorizont

Die Ausdehnung des Erntehorizontes wird fiir jede einzelne Pflanze als die Differenz aus
Pflanzenhohe vor und Schnitthdhe nach der Beerntung errechnet. Im Unterschied zum Bliih-
horizont gibt der Erntehorizont nicht die Verteilung der Bliiten wieder, sondern gibt Auskunft

iiber den tatsdchlich geernteten Pflanzenteil.

Ertrag

Bei der Ernte wurde der Bliihhorizont der Einzelpflanzen mit einer Gartenschere abge-
schnitten. Der so gewonnene Ertrag wurde als Frischgewicht in g/Pfl. und nach dem Trock-
nungsvorgang als Drogengewicht in g/Pfl. gemessen. Zur Berechnung des Trockengewichtes

aus dem Drogenertrag kann von einem Restfeuchtegehalt von ca. 10 % ausgegangen werden.

3.3 Verwendung und Verrechnung von Boniturnoten

Um die Verrechnung von Boniturnoten zu erleichtern und innerhalb der Arbeit eine einheit-
liche und nachvollziehbare Darstellungsweise von Boniturdaten zu ermoglichen, werden an

dieser Stelle einige Grundsétze zur Verwendung und Verrechnung der Boniturnoten erldutert.

Festlegung von Boniturnoten

Vor der Bonitur werden die jeweiligen Noten anhand der vorgefundenen Variabilitit des zu
bewertenden Merkmals definiert. Im Sinne einer optimalen Selektionsschérfe ist dabei der
Rahmen von 9 Boniturnoten auszuschdpfen und mit den vorhandenen Merkmalsauspriagun-
gen in Deckung zu bringen. Das heif}t, es muss zumindest mdglich bzw. wahrscheinlich sein,
dass ein Merkmal in der extremen Auspriagung entsprechend den Boniturnoten 1 und 9 auf-
tritt.
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Zwischengrofien

Umfasst eine Boniturskala neun Stufen, sind grundsétzlich keine Zwischenwerte erlaubt. Sind
statt der neun Stufen nur fiinf in sinnvoller Weise auf die vorgefundenen Merkmalsaus-
pragungen anwendbar, werden sie mit den Noten 1, 3, 5, 7 und 9 belegt. Ob ZwischengréB3en
sinnvoll und erlaubt bzw. bei der praktischen Durchfithrung der Bonitur notwendig sind, wird

fiir jedes Merkmal individuell entschieden (siche oben).

Verrechnung von Boniturnoten

Bei der weiteren Verarbeitung von Boniturnoten, wie beispielsweise der Bildung von Mit-
telwerten iiber mehrere Parzellen, werden Rechenoperationen notwendig. In deren Folge
treten statt der bisher diskret verteilten Werte des ordinalen Merkmals Boniturnote stetig
verteilte Werte auf. Besonders in Hinblick auf die graphische Darstellung der Ergebnisse kann
die Unterteilung in Merkmalsgruppen nach folgenden Regeln wiederhergestellt werden.
Dabei ist zu beachten, dass die Werte zwischen zwei Boniturstufen in der unteren Hélfte der
Skala der jeweils niedrigeren Note und dementsprechend in der oberen Hélfte der jeweils

hoheren Note zugerechnet werden:

a) Boniturskala mit fiinf Noten

Note 1 3 5 7 9
Intervall 1,00 —-2,00 2,01 —4,00 4,01 -5,99 6,00 —7,99 8,00 —-9,00
Umfang 1.0 2.0 2.0 2.0 1.0

b) Boniturskala mit neun Noten

Note 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Intervall |1.00-1,50 1,51-2,50 2,51-3,50 3,51-4,50 4,51-549 550-6,49 6,50-7,49 7,50-8,49 8,50-9,00
Umfang 0.5 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 0.5

Dadurch wird vermieden, dass Unterschiede zwischen den Herkiinften, die anhand der ein-
zelnen Boniturwerte gut sichtbar werden, nach der Verrechnung nicht mehr ausreichend stark

genug zu Tage treten, um als Selektionskriterien dienen zu konnen.
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4. Inhaltsstoffanalytik

4.1 Gerate, Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Gerite

Analysenwaage
Feinwaage
HPLC-Apparatur
Lyophilen

Schrotmiihle

Schiittelmaschine

Trockenschrinke

Zentrifuge

Chemikalien
CH;CN

CH;0H

CsHsN
NaH2P 04 . HzO

Analytic AC 2108 (Sartorius, Gottingen)
Sartorius Modell 2474 (Sartorius, Gottingen)
Beckman HPLC System Gold, Details siche II 4.4.1 (Beckman Coulter, Fullerton/USA)

VirTis Genesis 12 LL und Genesis 25 LE (The VirTis Company, Gardiner/USA)
Finn-Aqua Lyovac GT2 (Finn-Aqua Santasalo-Sohlberg, Hiirth)

Typ 880 404 (Brabender, Duisburg)
Typ SS-W (Adolf Kiihner, Basel/CH)
Typ LC-6 (Adolf Kiihner, Basel/CH)

verschiedene Trockenschrinke an den Instituten fiir Zierpflanzenbau, Phytopathologie und
Gemiisebau mit automatischer Temperaturregelung und regulierbarer Frischluftzufuhr

Eppendorf Centrifuge 5810 R (Eppendorf, Hamburg)

Acetonitril LichroSolv gradient grade, Art.-Nr. 1.00030.2500 (Merck, Darmstadt)

Methanol LichroSolv gradient grade, Art.-Nr. 1.06007.2500 (Merck, Darmstadt)
ab 18.12.02: gradient grade, Art.-Nr. UN 1648 (J. T. Baker, Deventer/NL)

Pyridin pro analysi, Art.-Nr. 1.09728.2500 (Merck, Darmstadt)

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat pro analysi, 137,99 g/mol,
Art.-Nr. 1.06346.1000 (Merck, Darmstadt)

H;PO, ortho-Phosphorsdure 99 % kristallin pro analysi, 98,00 g/mol,
Art.-Nr. 1.00565.0500 (Merck, Darmstadt)
Reinsubstanzen zur Quantifizierung der pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe: s. 11 4.4.2, Tabelle 18
Losungen
Phosphatpuffer 50 mM pH 2: 4,9 g H;PO,4 und 6,9 g NaH,PO4-H,0 in 2 1 H,O bidest. 16sen.
Anmerkung Prozentangaben von Losungen (z.B. Methanol 80 %) beziehen sich immer auf das Volu-
menverhéltnis (V/V).
Verbrauchsmaterial
Erlenmeyerkolben 100 ml (Glas) mit Schraubverschluss, Art.-Nr. 21 803 24 51 (Schott Glas, Mainz)
Faltenbeutel braun (Kartonpapier Recycling), verschiedene GroBen (Karmann & Droll, Karlsfeld)
Messflaschen fiir Szintillationszéhler 20 ml (PE) mit Schraubverschluss, Art.-Nr. 0794.1 (Carl Roth,
Karlsruhe); Methanol-bestindig laut tel. Service-Auskunft vom 30.08.02 (Fr. Bastian)
Papiertiiten weiss (Papier Recycling), verschiedene Groflen (Karmann & Droll, Karlsfeld)
Probenglédser aus braunem und klarem Glas 32 x 11,6 mm weite Offnung, crimp-caps aus Alu mit
Gummi-Septum (Clean Pack, Tumball/USA)
Verschlussbeutel Polyethylen, transparent 50 pm, Gr. 120 x 170 mm (Waldemar Bergmann, Freising)
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4.2 Optimierung der Inhaltsstoffanalytik
4.2.1 Aufbereitungsgrad und Extraktionsdauer

Dieser Versuch dient dazu, den notwendigen Aufbereitungsgrad der Proben und die jeweils
optimale Extraktionsdauer festzustellen. Es soll ein Verfahren entwickelt werden, bei dem die
Zuverléssigkeit der Ergebnisse aus der Inhaltsstoffanalyse in einem giinstigen Verhéltnis zum
Arbeitsaufwand steht. Dazu wurde das Extraktionsverhalten von Rohdroge und pulverisierter
Droge vergleichend untersucht. Als Losungsmittel wird stets Methanol 80 % verwendet, da
alle pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe gut extrahiert werden (GAEDCKE 1997).

Material
Ausgangsmaterial Bliiten und Knospen von Droge der Sorte "Taubertal', Ernte 2000
Probenaufbereitung eine Hilfte der Probe wird von Hand im Morser pulverisiert,
die andere Halfte bleibt unbehandelt (= Rohdroge)
Einwaage 500+ 1 mg
Extraktionsmittel 50 ml Methanol 80 %
Wiederholungen n=>5
Methoden
Extraktion 120 m™ bei 26 °C im Zellkulturraum, Schiittelmaschine Typ SS-W
Extraktionsdauer Beprobungsschema:
pulverisierte Droge %2 h lh 2h 4h 12h  24h 4d 8d 16d
Rohdroge 2h 4h 8h 12h 24h 2d 4d 8d 1lo6d
Dauer/h 0,5 1 2 4 8 12 24 48 96 192 384
Probenahme vorher ca. 1 min lang Partikel absinken lassen
Probenvolumen 500 pl in Eppendorf-Gefalle
Zentrifuge 10.000 m™ (ref = 10.621 g) bei 20 °C fiir 5 min
Uberstand abziehen und in braune Probengliser abfiillen
Analyse nach Standardmethode (siche 11 4.4.1)

4.2.2 Verhaltnis von Einwaage zu Extraktionsmittelvolumen

Das Probengewicht von Bliitenproben unterliegt starken Schwankungen, wenn von jeder Her-
kunft eine vorgegebene Anzahl von Bliiten geerntet wird. Deshalb soll geklart werden, inwie-
weit das Verhiltnis von Droge zu Extraktionsmittel einen Einfluss auf die Genauigkeit des

Messergebnisses hat.

Material

Ausgangsmaterial Droge der Sorte 'Taubertal', Zweisatzgitter Ernte 2001
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Probenautbereitung Schrotmiihle mit Siebgréfe 1,0 mm

Einwaage 50, 100, 250, 400, 500, 600, 750, 1.000 mg + 1 %
Extraktionsmittel 50 ml Methanol 80 %
Wiederholungen n=>5
Methoden
Extraktion 100 m-1 bei 26 °C im Zellkulturraum, Schiittelmaschine Typ LC-6
Extraktionsdauer 24 h
Probenahme vorher ca. 1 min lang Partikel absinken lassen.
Probenvolumen 1.500 pl in Eppendorf-Gefille
Zentrifuge 10.000 m™ (ref=10.621 g) bei 10 °C fiir 10 min
1.000 ul Uberstand abziehen und in braune Probengliser abfiillen
Analyse nach Standardmethode (siehe 11 4.4.1)

4.3 Probenaufbereitung und Extraktion

4.3.1 Probenaufbereitung

Drogenproben

Drogenproben wurden entweder durch teilweise oder komplette Ernte des Bliithhorizontes
gewonnen. Das Pflanzenmaterial wurde locker im Trockenschrank ausgelegt und bei 40 °C
mit Frischluftzufuhr bis zur positiven Raschelprobe getrocknet. Bei der regelméfBigen Kon-
trolle auf Schimmelpilze wurde kein Befall festgestellt. AnschlieBend wurden die Drogen-
proben in Faltenbeuteln dunkel bei Umgebungstemperatur (Maschinenhalle Diirnast) gelagert.
Aufgrund der gemeinsamen Lagerung der Proben liegt die Restfeuchte bei einem gleich-

méiBigen Wassergehalt von ca. 10 %.

Fir die Analyse wurden stets die kompletten Proben in der Schrotmiihle mit Siebgrofle
1,0 mm zerkleinert und in PE-Verschlussbeutel abgefiillt. Die Proben wurden dunkel gelagert.

Bliitenproben

Bliitenproben wurden wie die Drogenproben im Trockenschrank bei 40 °C mit Frischluftzu-
fuhr getrocknet und anschlieend in Papiertiiten dunkel bei Zimmertemperatur gelagert. Vor
Bestimmung des Trockengewichtes wurden die Proben lyophilisiert und anschlieBend ohne

weitere Vorbehandlung extrahiert.

Bliitenproben N,

Fiir eine zweite Kategorie von Bliitenproben, die als "Bliitenproben N," bezeichnet werden,
wurden 10 Bliiten geerntet, in Messflaschen gefiillt und unverziiglich in fliissigem Stickstoff
gefrostet. Die anschlieBende Lagerung erfolgte bei —80 °C. Zur Bestimmung des Trockenge-

wichtes wurden die Proben lyophilisiert und dann ohne weitere Vorbehandlung extrahiert.
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4.3.2 Standardprotokoll fiir die Extraktion

Je nach Art der Probe und deren Aufbereitung wurden unterschiedliche Extraktionsansitze
vorbereitet. Die jeweiligen Kombinationen von Einwaage (mgi,) und Extraktionsvolumen
(Vex) sind in folgender Tabelle 17 dargestellt. Die Vorbereitung der Extrakte flir die an-
schlieBende HPLC-Analyse erfolgte fiir alle Probenarten in gleicher Weise.

Tabelle 17: Ubersicht zur Extraktion der verschiedenen Probenarten

Drogenproben Bliitenproben Bliitenproben N
mg;, bzw. Bliiten 500 £ 1 mg n=20 n=150 n=10
Vix 50 ml 20 ml 50 ml 20 ml
Gefil3 100 ml Kolben 100 ml Kolben 100 ml Kolben 20 ml Messflasche
Extraktionsdauer 24 h 7d 7d 7d
Extraktionsmittel Methanol 80 %
Extraktion 100 m™ bei 26 °C im Zellkulturraum, Schiittelmaschine Typ LC-6
Probenahme vorher ca. 1 min lang Partikel absinken lassen
Probenvolumen 1.500 pl in Eppendorf-Gefilie
Zentrifuge 10.000 m™ (ref = 10.621 g) fiir 10 min bei 10 °C

1.000 ul Uberstand abziehen und in braune Probengliser abfiillen

Die Extraktion erfolgte im Zellkulturraum K 04 des Lehrstuhls fiir Phytopathologie bei 26 °C
und Dunkelheit. Die fertigen Proben wurden bis zur Analyse im Kiihlschrank bei 4 °C
zwischengelagert.

4.4 Quantifizierung der pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe
4.4.1 HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

Apparatur Beckman HPLC System Gold
Triathlon Autosampler
126 NM Solvent Module
168 NM PDA-Detector (4= 190 - 600 nm)
Software Gold Nouveau Version 1.6
Trennsiule LiChroCART® HPLC Cartridge Superspher” 60 RP-Select B

(250 x 4,6 mm) 1.50973 (Lot L425186 No 134967) mit Vorséulen-
kartusche (Merck, Darmstadt)

Mobile Phase Laufmittel A: Phosphatpuffer pH 2 (50 mM)
Laufmittel B: 59 % Acetonitril, 40 % Methanol und 1 % H,O bidest.
Die Laufmittel wurden vor dem Einsatz auf der HPLC entgast.




Material und Methoden 40

Programm Zeit/min % Laufmittel A % Laufmittel B

0 81 19

8 81 19
30 50 50
45 0 100
75 0 100
78 81 19
90 81 19

Alle Gradienten verlaufen linear.
Flussrate 1,0 ml/min
Injektionsvolumen 20 pl

Detektion UV A =254 nm und 585 nm
Proben temperiert auf 15 °C, Saule bei Raumtemperatur (ca. 25 °C)

Die Standardmethode zur HPLC-Analyse wurde in Anlehnung an HOLZL und OSTROWSKI
(1987) in zahlreichen Versuchen optimiert. Das gewihlte Elutionsprogramm eignet sich
dafiir, alle pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe innerhalb relativ kurzer Zeit zu erfassen.
Allerdings konnen die Quercetin-Glykoside Hyperosid und Isoquercitrin nicht bei jedem Lauf
zuverlédssig voneinander getrennt werden. Deshalb sind die Gehalte stets als deren Summe

unter der Bezeichnung "Hyperosid+Isoquercitrin" angegeben.

700 1
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c 600 Isoquercitrin
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[e)
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I 500 4
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° o
= 2 5 =
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o
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Abbildung 9: HPLC-Chromatogramm eines Johanniskrautextraktes bei A =254 nm
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Die Identitdt der Inhaltsstoffe wurde durch die Retentionszeiten von Vergleichssubstanzen
geklart (siehe II 4.4.2, Tabelle 18). Die Protoformen der Hypericine und Adhyperforin sind
nicht als Reinsubstanzen erhéltlich. Sie konnten aber durch Vergleich ihrer charakteristischen
Absorptionsspektren mit publizierten UV/VIS-Spektren (HOLZL und OSTROWSKI 1987) im

Chromatogramm lokalisiert werden.

4.4.2 Quantifizierung der Inhaltsstoffe auf Basis von Reinsubstanzen

Fiir die meisten pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe erfolgte die Quantifizierung mit
Hilfe von Eichgeraden auf der Basis von Reinsubstanzen. Die Protohypericine konnten nur
indirekt iiber deren Umwandlung in Pseudohypericin bzw. Hypericin quantifiziert werden
(siehe unten II 4.4.3). Da auch Adhyperforin nicht als Reinsubstanz erhéltlich war, musste die

Eichgerade fiir Hyperforin zur Berechnung der Adhyperforingehalte herangezogen werden.

Reinsubstanzen

Die Flavonoide wurden in Methanol 80 %, die Hypericine in Pyridin und Hyperforin in rei-
nem Methanol angelost. Zur Herstellung der Verdiinnungsreihe von 5, 10, 50 und 100 uM
wurde bei den Flavonoiden Methanol 80 % und bei den iibrigen Substanzen reines Methanol
eingesetzt. Fiir Hyperforin und Hyperosid wurden zusétzlich Messungen mit 250 bzw. 250
und 500 uM durchgefiihrt.

Tabelle 18: Aufstellung der Reinsubstanzen

Substanz My Artikel Charge Bezugsquelle
in g/mol
Rutin - 3 H,O 664,58 7422.1 42629294 Carl Roth, Karlsruhe
Hyperosid 464,39 7932.1 0204549 Carl Roth, Karlsruhe
Isoquercitrin 464,38 7586.1 47942687 Carl Roth, Karlsruhe
Quercitrin 448,39 9417.1 51943145 Carl Roth, Karlsruhe
Quercetin - 2 H,O 338,27 7417.1 23939574 Carl Roth, Karlsruhe
Biapigenin 538,47 002015 00296 PhytoLab Addipharma, Hamburg
Pseudohypericin (97,9 %) 520,45 55954-61-5  15-003-301 Phytos, Neu-Ulm
Hypericin (97,58 %) 504,43 0468 S 01102608 Extrasynthese, Genay Cedex/F
Hyperforin (95,6 %) 536,00 RHF 00799 VHF 007 067 PhytoLab Addipharma, Hamburg

Konzentrationsberechnungen

Fiir die HPLC-Standards gilt bei linearem Zusammenhang folgende Regressionsgleichung:

(1) y=a-x+b und daraus folglich:
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2) x=(@-b)/a
B e RGO My Ve
a - mgip - 1.000
cDp Konzentration in der Droge in g/kg
Ir Korrekturfaktor fiir die Reinheit der Standardsubstanz
y HPLC-Messwert als Peakfliche in AU
b Achsenabschnitt der Eichgeraden in AU
My Molekulargewicht in g/mol
Vex Volumen Extraktionsmittel in ml
a Steigung der Eichgeraden in AU-I/mol
MEin Masse Einwaage (Trockengewicht) in mg

Zur Quantifizierung des Summenwertes der Flavonoid-Glykoside Hyperosid und Isoquerci-
trin wird die Regressionsgleichung fiir Hyperosid herangezogen, da diese iiber einen grofleren
Bereich (10 — 500 uM) ermittelt wurde.

Fiir die Naphthodianthrone Pseudohypericin und Hypericin sind neben den Werten fiir Mes-
sungen im UV-Bereich (4 =254 nm) auch die Parameter fiir Messungen beim spezifischen
Absorptionsmaximum (4 = 585 nm) angegeben (vgl. Tabelle 19).

Die Berechnung der Adhyperforingehalte erfolgt iiber die Eichgerade fiir Hyperforin. Das
Molekulargewicht wird aus der Summenformel fiir Adhyperforin ermittelt.

Tabelle 19: Aufstellung der Parameter zu den jeweiligen Eichgeraden

Substanz My Ir a b R? Bereich
in g/mol in AU‘I/mol in AU

Rutin - 3 H,O 664,58 - 31,274 -71,386  0,99998 10 — 100 uM
Hyperosid 464,39 - 34,354  -54,275  0,99995 10 - 500 pM
Isoquercitrin 464,38 - 32,417 -74980 1 10 — 100 uM
Quercitrin 448,39 - 31,421  -56,664  0,99994 10 - 100 uM
Quercetin - 2 H,O 338,27 - 34,470 45495 1 10 — 100 uM
Biapigenin 538,47 - 48,203  -41,737  0,99954 5-100 uM
Pseudohypericin (4= 254 nm) 520,45 0,979 20,683 80,171  0,98864 5-100 uM
Pseudohypericin (4= 585 nm) 520,45 0,979 18,236 66,383  0,98795 5-100 uM
Hypericin (1= 254 nm) 504,43 0,9758 53,735 79,766  0,99690 5100 uM
Hypericin (1= 585 nm) 504,43 0,9758 49,381 67,551  0,99639 5-100 uM
Hyperforin 536,00 0,956 11,760 -5,999  0,98929 10 - 250 uM
Adhyperforin 550,00 0,956 11,760 -5,999  0,98929 -
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4.4.3 Quantifizierung der Protohypericine

Da sich Protopseudohypericin und Protohypericin bei Belichtung durch Zyklisierung in Pseu-
dohypericin bzw. Hypericin umsetzen, konnen sie ebenfalls quantifiziert werden. Dazu wur-
den 1.000 mg hypericinreiche Droge der Sorte 'Taubertal' in 50 ml Methanol 80 % nach
Standardprotokoll fiir Drogenproben (siche II 4.3.2) extrahiert.

Aus dieser Stammlosung wurden drei Verdiinnungsreihen mit Konzentrationen hergestellt,
die 100, 250, 500, 750 und 1.000 mg Droge pro 50 ml Methanol 80 % entsprechen. Die Ver-

diinnungen wurden in Probengléser aus klarem Glas abgefiillt und analysiert.

AnschlieBend wurden sie im Phytotron des Institutes fiir Phytopathologie fiir 5 Stunden einer
kontrollierten Belichtung unter Tageslichtverhdltnissen unterzogen und ein zweites Mal
analysiert. Die Umwandlung von Protohypericinen in deren Endstufen erfolgte vollstindig.
Der Zuwachs an Pseudohypericin bzw. Hypericin kann dann iiber die entsprechenden Eich-

geraden quantifiziert werden:
(4) Ay = Vbelichtet — Vnativ = a'- Xnativ T b’

Ay Zugewinn an Pseudohypericin bzw. Hypericin nach Belichtung in AU
Veelichtet Messwert fiir Pseudohypericin bzw. Hypericin nach Belichtung in AU
Vnativ Messwert fiir Pseudohypericin bzw. Hypericin im Extrakt in AU

a' Steigung der Regressionsgeraden

Xnativ Messwert fiir Protopseudohypericin bzw. Protohypericin im Extrakt in AU

b’ Achsenabschnitt der Regressionsgeraden in AU
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Abbildung 10: Umwandlung von Protopseudohypericin und Protohypericin (41 =254 nm)
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In Abbildung 10 sind die HPLC-Messwerte (bei 4 = 254 nm) fiir die Protoformen der Hype-
ricine vor Belichtung den Zuwéchsen bei den Endstufen der Hypericine nach Belichtung ge-
geniibergestellt. Abbildung 11 zeigt die Ergebnisse der Messung bei 4 = 585 nm.

Die gemessenen Werte zeigen einen deutlichen linearen Zusammenhang, der durch das hohe

Bestimmtheitsmal} (R?) der jeweiligen Regressionsgeraden zum Ausdruck gebracht wird.
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< Pseudohypericin
o Hypericin /o
500 Linear (Pseudohypericin)

------ Linear (Hypericin) y=1,7214x + 27,191
R?=0,9836

400 4

y=1,7186x + 33,874
R?=0,9905

A Naphthodianthrone nach Belichtung in AU
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Protoformen der Naphthodianthrone vor Belichtung in AU

Abbildung 11: Umwandlung von Protopseudohypericin und Protohypericin (4 = 585 nm)

Anhand von Tabelle 20 kénnen die Messwerte fiir Protopseudohypericin und Protohypericin

in Aquivalente (Einheit AU) der jeweiligen Endstufe umgerechnet werden.

Tabelle 20: Parameter zur Umrechnung der Protohypericine in Hypericin-Aquivalente

Substanz a' b'in AU R? Bereich

Protopseudohypericin (4= 254 nm) 0,6634 -22,059 0,9815 bis 1.000 AU
Protohypericin (4= 254 nm) 0,6649 -4,657 0,9464 bis 750 AU
Protopseudohypericin (4= 585 nm) 1,7186 33,874 0,9905 bis 300 AU
Protohypericin (4= 585 nm) 1,7214 27,191 0,9836 bis 250 AU

Zur Quantifizierung der Hypericin-Aquivalente konnen theoretisch die Eichgeraden aus II
4.4.2, Tabelle 19 herangezogen werden. Die umzurechnenden Werte sind allerdings sehr klein
und liegen zum groften Teil im sensiblen Bereich zwischen Ursprung und kleinstem Mess-
punkt der Eichgerade. Deshalb wurden die Regressionsgleichungen der Naphthodianthrone

unter der Bedingung, den Nullpunkt zu schneiden, neu berechnet.
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Tabelle 21: Parameter der Eichgeraden zur Quantifizierung der Hypericin-Aquivalente

Substanz My fr a" R? Bereich

in g/mol in AU-/mol

Pseudohypericin (4 =254 nm) 520,45 0,979 21,731 0,98393  5-100 uM

Hypericin (4 =254 nm) 504,43 09758 55,710 0,99439  5-100 uM
Pseudohypericin (4= 585 nm) 520,45 0,979 19,104 0,98380 5-100 uM
Hypericin (4= 585 nm) 504,43 09758 51,054 0,99426  5-100 uM

Unter Beriicksichtigung der Gleichungen (3) und (4) wurden die Protohypericine nach fol-

gender Gleichung (5) quantifiziert:

()

fR : (a' * Xnativ + bv) : MW : VEx

cp=
a" - mgin - 1.000
cp Konzentration in der Droge in g/kg
fr Korrekturfaktor fir die Reinheit der Standardsubstanz
a' Steigung der Regressionsgerade (4) (aus Tabelle 20)
Xnativ Messwert fiir Protopseudohypericin bzw. Protohypericin im Extrakt in AU
b' Achsenabschnitt der Regressionsgerade (4) (aus Tabelle 20) in AU
My Molekulargewicht in g/mol
Vex Volumen Extraktionsmittel in ml
a" Steigung Eichgerade (aus Tabelle 21) in AU:1/mol

MEin Masse Einwaage (Trockengewicht) in mg
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5. Physiologie der Ertragsbildung
5.1 Bldhverhalten

Ziel des Versuches ist es, das unterschiedliche Blithverhalten ausgewidhlter Herkiinfte zu
untersuchen. Da sich die Anthese einer Einzelbliite bei Johanniskraut innerhalb eines Tages
ereignet, kann iiber die Anzahl der tdglich gebildeten Bliiten eine Aussage iiber das Bliih-
verhalten der verschiedenen Genotypen getroffen werden. Gegenstand des Versuches waren
jeweils zwei Pflanzen der Sorten 'Taubertal' und der Selektion SN-1, sowie drei Pflanzen der
Sorte 'Topaz' II aus dem Versuchsfeld Blockanlage 2000 (siche Tabelle 22).

Tabelle 22: Standorte der zum Bliihverhalten untersuchten Pflanzen

Pflanzen | Standort im Versuchsfeld Blockanlage 2000

'Taubertal' 2 Block IV Pflanzen 2 (a), Block IV Pflanze 9 (b)
SN-1 2 Block IV Pflanze 1 (a), Block III Pflanze 7 (b)
'"Topaz' I1 3 Block IV Pflanze 13 (a), Block I Pflanze 14 (b), Block II Pflanze 8 (c)

Bei den betreffenden Pflanzen wurden die Bodenausldufer noch vor der Bliite entfernt und
somit nur die Triebe aus Bestockung beriicksichtigt. Um keine Eingriffe in das natiirliche Ab-
blithverhalten vorzunehmen, wurden die Pflanzen keinerlei sonstiger Behandlung unterzogen
und auch keine Bliiten geerntet. Es wurden tiglich die am betreffenden Tag gedffneten Bliiten

gezahlt.

In der Regel ereignet sich die Anthese einer einzelnen Johanniskrautbliite innerhalb eines
Tages. Bei kithlem Wetter kann die Turgeszenz der Bliiten zwar bis in den nichsten Tag hin-
ein erhalten bleiben, allerdings ldsst sich anhand der Entwicklung der Antheren eine klare
Zuordnung zum jeweiligen Tag der Anthese treffen. Frische Bliiten weisen turgeszente Fila-
mente mit geplatzten und teilweise noch geschlossenen Antheren auf, wihrend Bliiten vom

vorhergehenden Tag welke Filamente mit leeren Pollensécken zeigen.

5.2 Entwicklung der Inhaltsstoffe in der Droge

Zur Untersuchung der Inhaltsstoffentwicklung in der Droge wurden die identischen Klone
TT-1 und TT-2 der Sorte 'Taubertal' in der Blockanlage 2000 ausgewéhlt. Der Versuch ist in
zwei Teile gegliedert. Der erste Teil umfasst sieben relativ eng gestaffelte Probetermine, die
innerhalb der zwei Wochen mit der intensivsten Bliite gewdhlt wurden (im Weiteren: Bliih-
periode). Im zweiten Teil wurden sieben Probetermine gewdihlt, welche markante Punkte in
der physiologischen Entwicklung der Pflanze von der Knospe bis zur reifen Kapsel reprisen-

tieren (im Weiteren: generative Phase). Zu jedem Erntetermin wurden in einem versetzten
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Muster zwei Pflanzen pro Block beerntet. Insgesamt standen also zwei Varianten zu je sieben
Terminen mit jeweils 4 x 2 Proben zur Auswertung bereit. Geerntet wurde stets der vollstén-

dige Bliihhorizont der betreffenden Pflanzen.

5.2.1 Blihperiode

Fiir die Erfassung der Inhaltsstoffentwicklung wiahrend der Bliihperiode wurden zuerst in der
Woche der augenscheinlich intensivsten Bliite an vier aufeinanderfolgenden Tagen Proben
des 'Taubertal'-Klons TT-1 (Blockanlage) geerntet. In der folgenden Woche wurden drei
Ernten im 2tégigen Abstand durchgefiihrt (siche Tabelle 23). Die Probenahme umfasst den

Zeitraum, der auch im kommerziellen Feldanbau fiir die Ernte in Frage kommt.

Tabelle 23: Erntezeitpunkt und korrespondierendes physiologisches Stadium, Blithperiode

Datum Physiologisches Stadium Beerntete Pflanzen

18. Juni 2002
19. Juni 2002 Vollbliite
20. Juni 2002
21. Juni 2002
24. Juni 2002
26. Juni 2002
28. Juni 2002

Pflanzen 1 + 11
Pflanzen 2 + 12
Pflanzen 3 + 13
Pflanzen 4 + 14
Pflanzen 5 + 8
Pflanzen 6 + 9
Pflanzen 7 + 10

abklingende Bliite

5.2.2 Generative Phase

Fiir die Erfassung der Inhaltsstoffentwicklung iiber die gesamte generative Phase wurden an
sieben verschiedenen Terminen 4 x 2 Pflanzen des 'Taubertal'-Klons TT-2 (Blockanlage) be-
erntet. Die Erntetermine wurden parallel zu den sichtbaren physiologischen Entwicklungssta-
dien der Pflanzen gewaihlt (siche Tabelle 24).

Tabelle 24: Erntezeitpunkt und korrespondierendes physiologisches Stadium, generative Phase

Datum Physiologisches Stadium Beerntete Pflanzen
14. Juni 2002 Blithbeginn Pflanzen 1 + 11
19. Juni 2002 Vollbliite Pflanzen 2 + 12
24. Juni 2002 abklingende Bliite Pflanzen 3 + 13
01. Juli 2002 Ende Bliite Pflanzen 4 + 14
08. Juli 2002 griine Kapseln Pflanzen 5+ 8
23. Juli 2002 erste reife Samen Pflanzen 6 + 9
08. August 2002 reife Kapseln Pflanzen 7 + 10
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5.3 Entwicklung der Inhaltsstoffe in Einzelbllten
5.3.1 Bliuhverlauf

Von jeweils zwei Pflanzen der Sorte 'Taubertal' (Block IV Pflanzen 1 und 8) und der Selek-
tion SN-1 (Block II Pflanze 1 und Block III Pflanze 1) wurden nach Mdglichkeit tiglich 20
frisch gedffnete und intakte Bliiten geerntet. Die Bliiten wurden im Trockenschrank bei 40 °C
getrocknet. Fiir die weitere Aufbereitung und Analyse der Proben wurde nach dem Standard-
protokoll fiir "Bliitenproben" (n = 20 Bliiten) verfahren (vgl. II 4.2).

5.3.2 Tagesverlauf

Fiir die Untersuchung der Inhaltsstoffentwicklung im Tagesverlauf wurden von zwei pha-
notypisch gleichen Pflanzen der Sorte "Topaz' (Pfl. a auf Position I-8, Pfl. b auf Position 1-9)
beginnend um 8.15 Uhr im Abstand von zwei Stunden jeweils 20 intakte Bliiten geerntet.
Gleichzeitig erfolgte die Ernte bereits verbliihter Bliiten vom Vortag. Der betreffende Tag war
ein sonniger Sommertag, also ein typischer Tag in der Blithperiode des Johanniskrautes, der
sich auch fiir eine Ernte des Bestandes angeboten hétte. Die Anthese selbst verlief normal und
ohne Beeintrachtigung durch Witterungseinfliisse (vgl. Tabelle 25). Die Verarbeitung und
Analyse der Bliitenproben (n = 20) erfolgte nach Standardprotokoll (vgl. II 4.2).

Tabelle 25: Beschreibung der Bliiten zu den Erntezeitpunkten

aktuell: Bliite voll turgeszent, ca. /> der Antheren offen und normal aufgespreizt
Vortag: Petalen eingerollt, leichte Verbraunungen, Antheren eingekriimmt

8.15 Uhr

10.15 Uh aktuell: Bliite voll turgeszent, fast alle Antheren offen und normal aufgespreizt
’ f Vortag: Petalen werden allméhlich trocken

aktuell: Bliite noch turgeszent, alle Antheren offen und zur Mitte hingebogen

12.15 Uhr Vortag: Petalen schon trocken
14.15 Uhr aktuell: Bliite nicht mehr voll turgeszent, alle Antheren zur Mitte geklappt

) Vortag: Petalen trocken, nicht mehr gut von noch élteren Bliiten unterscheidbar
16.15 Uhr aktuell: sichtbarer Turgorverlust der Bliite, auch die Filamente beginnen zu welken
18.15 Uhr aktuell: Petalen und Filamente werden trocken, leichtes Ausblassen der Farbe

5.3.3 Positionseffekte

Die Einteilung der Positionen von Einzelbliiten innerhalb eines Bliitenstandes von Johan-
niskraut wird anhand des Aufbliihens der terminalen Teilinfloreszenz vorgenommen (vgl.
Abbildung 12). Dabei wird im Verlauf der Bliite ausgehend von der terminalen Bliite A auf
die beiden seitlich angeordneten Bliiten B, C und D iibergegangen. Die terminale Teilinflores-
zenz wird mit der Ziffer 1 belegt. Die Teilinfloreszenz, die vom Nodium unterhalb des Nodi-

ums mit der terminalen Bliite abzweigt, wird mit der Ziffer 2 belegt und so weiter.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung einer Infloreszenz von Johanniskraut

Fiir die Analyse der Inhaltsstoffe wurden je 20 Bliiten der Ordnungen A, B, C und D aus den
Teilinfloreszenzen 1, 2, 3 und 4 geerntet, so dass insgesamt 16 Proben der Selektion SN-1 zur
Verfligung standen. Die weitere Aufbereitung und Analyse der Proben erfolgte als Bliiten-

proben wie unter II 4.2 beschrieben.

5.3.4 Lokalisation in den Bliitenorganen

Als Ausgangsmaterial zur Bestimmung der Inhaltsstoffgehalte in den verschiedenen Bliiten-
organen wurden 50 frische Bliiten der Herkunft NF-1 geerntet. AnschlieBend wurden die Blii-
ten sorgfaltig in Sepalen, Petalen, Stamina und Pistill getrennt, in Messflaschen gefiillt und in
fliissigem Stickstoff gefrostet. Die Petalen wurden dabei in 2 Teilproben von je 25 Bliiten auf-
geteilt. Die weitere Aufbereitung und Analyse erfolgte als "Bliitenproben N," wie unter II 4.2

beschrieben.

5.3.5 Knospenentwicklung

Die Entwicklung von einer jungen Knospe bis zur offenen Bliite kann bei Johanniskraut in
sechs charakteristische Stadien eingeteilt werden. Diese lassen sich duferlich anhand der Far-
bung der Kronblitter und ihrer Ladnge im Verhéltnis zu den Kelchblittern definieren. Jedes
Stadium geht mit einer bestimmten Phase in der Entwicklung der inneren Bliitenorgane, also
der Staubblitter und des Fruchtknotens einher. Dieser Zusammenhang zwischen &duflerer und
innerer Entwicklung zeigt die praktische Relevanz dieser Einteilung in sechs Stadien (siche
Tabelle 26 und Abbildung 13).
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Tabelle 26: Beschreibung der Knospenstadien von Johanniskraut (vgl. Abbildung 13)

Stadium 1

Stadium 11

Stadium 111

Stadium IV

Stadium V

Stadium VI

Petalen griinlichgelb gefirbt, noch kiirzer als die Sepalen (5 mm < 6 mm);
Griffel und Filamente kiirzer als die Kelchblatter

Petalen noch griinlichgelb, etwa so lang wie die Sepalen (~ 7 mm);
Griffel etwa so lang wie die Sepalen, Filamente kiirzer

Petalenspitzen werden gelb, iiberragen die Sepalen deutlich (8§ mm > 7 mm);
Filamente beginnen mit der Streckung, Antheren sind noch leicht griin

Petalen gelb, nur noch an der Basis griinlich, Lange ca. 10 mm, Petalenspitzen lockern sich;
Filamente in Streckung, Antheren gelb gefarbt

Petalen vollstdndig ausgefarbt und etwa 11-12 mm lang, Petalenspitzen leicht gedffnet, ca. ein
Tag vor der Anthese; Filamente und Antheren voll ausgebildet, Griffel spreizen sich leicht

Stadium der Anthese: Bliite gedffnet, voll turgeszent, Antheren 6ffnen sich sukzessive, die
drei Griffeldste sind auseinander gespreizt

Abbildung 13: Knospenstadien I bis VI (oben vollstindig, mitte Petalen entfernt, unten Kkastriert)

Zur Bestimmung der Inhaltsstoffgehalte im Verlauf der Knospenentwicklung bis zur Anthese

wurden je Stadium ca. 200 mg frische Knospen bzw. Bliiten der Herkunft UN-4 geerntet. Die

Proben wurden in Messflaschen gefiillt und unverziiglich in fliissigem Stickstoff gefrostet.

Die weitere Aufbereitung und Analyse der Knospen bzw. Bliiten erfolgte als "Bliitenproben

N," wie unter 11 4.2 beschrieben.
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III Ergebnisse

1. Feldversuche

Im Verlauf der Kultur war auf allen Versuchsflichen und in allen Versuchsjahren das Auf-
treten mehrerer tierischer Schiadlinge zu beobachten. Bereits Anfang Mai sponnen sich die
Larven des Johanniskraut-Blattwicklers (Lathronympha strigana FABR. [Lepidoptera: Tortri-
cidae]) in den Triebspitzen ein und fralen am Vegetationspunkt. Der Schaden hielt sich je-
doch in Grenzen, da die spdter entstandenen Seitentriebe die zerstorten Hauptbliitentriebe

ersetzten.

In den Monaten Juni und Juli kam es in allen Jahren, besonders aber im Jahr 2002, zu einem
starken Auftreten von Imagines und Larven der Johanniskraut-Blattkifer (Chrysolina hyperici
FORST., Chr. quadrigemia SUFFR. und Chr. varians SCHALLER [Coleoptera: Chrysomelidae]).
Sie verursachten durch Blattfrall bis hin zum Kahlfral3 einzelner Triebe nennenswerte Scha-
den. Ebenfalls in den Monaten Juni und Juli waren Schdaden durch Larven der Johanniskraut-
Blattwespe (verm. Pristiphora geniculata HARTIG [Hymenoptera: Tenthredinidae]) zu ver-

zeichnen.

In allen Versuchsjahren wurden erhebliche Schdden durch die Johanniskrautwelke (Colleto-
trichum cf. gloeosporioides) verursacht. Je nach individueller Anfélligkeit der betreffenden

Herkinfte fiihrte die Infektion zu massiven Ausfallen bis hin zum Verlust aller Pflanzen.

1.1 Blockanlage

1.1.1 Pflanzenentwicklung

Homogenitit der Herkiinfte

Bereits im Verlauf des ersten Standjahres waren zwischen den samenvermehrten Herkiinften
deutliche Unterschiede beziiglich ihrer Homogenitit festzustellen. Wihrend sich die Sorten
"Taubertal' und 'Goldstern' durch einen homogenen Pflanzenbestand auszeichneten, war bei
den zwei unterschiedlichen Provenienzen der Sorte "Topaz' eine Mischung dhnlicher aber
hinreichend unterschiedlicher Phénotypen vorhanden. Die Pflanzen der Herkunft Stamm B
zeigten ein relativ inhomogenes Bild, lieBen sich jedoch der Gruppe breitbléttriger Phino-
typen zuordnen. Die Saatgutherkunft M. Bauer erwies sich als buntes Gemisch zahlreicher

Phénotypen mit sehr unterschiedlicher physiologischer Entwicklung.

Alle Herkiinfte aus in-vitro-Vermehrung zeigten eine sehr homogene Entwicklung. Bei den
Klonen TT-1 bis TT-8 waren weder morphologische Unterschiede festzustellen noch konnten

Unterschiede in der physiologischen Entwicklung beobachtet werden.
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Pflanzenentwicklung

Im Pflanzjahr (2000) entwickelten sich die Herkiinfte aus in-vitro-Kultur und die samen-
vermehrten Staimme sehr unterschiedlich. Wihrend die Sdmlinge normal bestockten, entwi-
ckelten die meisten Pflanzen aus in-vitro-Kultur einen liegenden Haupttrieb. Dieser kam bald
zur Bliite und garnierte sich dann mit zahlreichen Seitentrieben, die in einer zweiten Welle

aufblithten. Dadurch war eine Reihe von geplanten Bewertungen nicht moglich.

Im zweiten Standjahr (2001) war bei allen Pflanzen eine normale Entwicklung zu verzeich-
nen. Obwohl sich die Sorte 'Goldstern' im ersten Standjahr gut entwickelte, fiihrte eine natiir-
liche Infektion mit Colletotrichum cf. gloeosporioides im zweiten Jahr zu einem raschen Ab-

sterben aller Pflanzen im Versuch.

Wihrend des dritten Standjahres (2002) konnten bei allen Herkiinften leichte Abbauerschei-
nungen und Vitalititsverluste festgestellt werden. Es war zu beobachten, dass sich bis dahin

nur tendenziell vorhandene Unterschiede in der Entwicklung der Pflanzen verstérkten.

Blithbeginn im 2. und 3. Standjahr

Der Bliihbeginn der einzelnen Parzellen war mit Ausnahme der beiden Herkiinfte der Sorte
"Topaz' im zweiten und dritten Versuchsjahr sehr einheitlich. In Tabelle 27 sind die Daten fiir

den Bliihbeginn der untersuchten Herkiinfte in den Jahren 2001 und 2002 gegeniibergestellt.

Tabelle 27: Bliihbeginn Blockanlage in den Versuchsjahren 2001 und 2002

Jahr | Block | 'Taubertal' 'Topaz' I+11 TT-3 SN-1 SR-2 P-1

2001 I 15. Juni 23. - 30. Juni 14. Juni 21. Juni 20. Juni 17. Juni
II 13. Juni 20. Juni - 1. Juli 15. Juni 21. Juni 21. Juni 17. Juni
111 14. Juni 17. Juni - 1. Juli 14. Juni 22. Juni 20. Juni 17. Juni
v 14. Juni 25. Juni - 2. Juli 14. Juni 22. Juni 21. Juni 17. Juni

2002 I 11. Juni 18. - 23. Juni 10. Juni 17. Juni - 17. Juni
I 10. Juni 19. - 26. Juni 11. Juni 16. Juni 17. Juni 14. Juni
111 12. Juni 15. - 26. Juni 12. Juni 16. Juni 17. Juni -
v 11. Juni 19. - 24. Juni 13. Juni 17. Juni 17. Juni 15. Juni

Die Sorte '"Taubertal' und TT-3 begannen in beiden Versuchsjahren als erste zu blithen, gefolgt
von der Wildherkunft P-1. Etwa eine Woche spéter o6ffneten sich die Bliiten der Selektionen
SN-1 und SR-2. Im gleichen Zeitraum setzte die Bliite bei den ersten Pflanzen der Herkiinfte

von '"Topaz' ein. Die letzten Pflanzen bliihten jedoch erst iiber eine Woche spiter auf.

Im Vergleich der beiden Versuchsjahre lag der Bliihbeginn bei '"Taubertal', TT-3, SR-2 und
P-1 im dritten Standjahr 2002 etwa zwei bis drei Tage friither als im zweiten Standjahr 2001.
Die Selektion SN-1 begann im dritten Standjahr fiinf Tage friiher zu blithen. In dieser Grof3en-

ordnung bewegte sich auch die Verschiebung bei 'Topaz'.
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1.1.2 Agronomische Merkmale (Versuchsjahr 2001)

Im Folgenden sind die Ergebnisse des zweiten Standjahres (2001) fiir die ausgewéhlten Sor-

ten und Herkiinfte tabellarisch in Form von Mittelwerten der einzelnen Blocke (n = 10) und

iiber alle Blocke (n = 40) dargestellt. Mittelwerte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich

nicht signifikant auf Basis der kleinsten gesicherten Differenz bzw. Grenzdifferenz (GD) auf

einem statistisch abgesichertem Wahrscheinlichkeitsniveau von 1 % (GD;).

Pflanzenhohe

Tabelle 28: Pflanzenhdhe in cm, Blockanlage 2001

"Taubertal' 'Topaz'l+II 17-3 SN-1 SR-2 P-1
Block I 78,1 +£3,7 97,8 +4,9 78,5+4,0 73,8+2,4 76,9 £2,5 79,5+3,2
Block 11 82,9+22 98,7+5,6 83,7+ 4,0 77,022 77,0 £ 2.6 82,4+59
Block III 78,0+ 3,1 95,4+5,9 84,1+2,2 77,7+3,5 83,7+3,0 92,6 +3,9
Block IV 87,7+2,4 107,5+5,8 80,3+3,9 80,1 3,4 81,1 £2,8 90,0 +£2,3
Mittelwert | 81,6+5,0™  999+7,1°  81,7+42"  772+3,6"  79,9+4,0" 86,06,
Varianztabelle
SO FG  s3(MO)

Gesamt 1664,0 23

Blocke 156,2 3

Herkiinfte 1326,4 5 265,3

Fehler (Rest) 181,4 15 12,1

kleinste gesicherte Differenz (1 %):

GDiy, =7,3 cm

Mit durchschnittlich 77,2 cm war SN-1 die niedrigste Herkunft und damit signifikant kleiner
als P-1 mit 86,0 cm. Dazwischen lagen SR-2, 'Taubertal' und TT-3, wihrend sich die Sorte
"Topaz' mit dem hochsten Wert von 99,9 cm sehr deutlich von allen anderen Herkiinften
unterschied (vgl. Tabelle 28).

Triebzahl

Tabelle 29: Triebzahl in Triebe/Pfl., Blockanlage 2001

"Taubertal' 'Topaz'l+I1 TT-3 SN-1 SR-2 P-1
Block I 26,0+ 63 23,0+4,9 31,3+4,7 383+4.5 23,0437 19,2 +2,7
Block 11 328+7,6  212+8,1 31,9+ 63 48,7+ 8.4 18,7+ 43 17,0 + 3,1
Block III 25,0+5,1 21,4+8.5 35,7+7,7 52,6 8,8 26,6 +7,8 247+ 48
Block IV 388+6,7  20,8+5,6 379+6,5  554+103  263+7.8 26,3+6,1
Mittelwert | 30,6+84™  21,6+6,7°  342+6,7° 488+103% 23,6+69" 21,7+5,7
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Varianztabelle
SO FG  s(MQ)
Gesamt 2616,52 23
Blocke 192,17 3
Herkiinfte 219251 5 438,50
Fehler (Rest) 231,84 15 15,456

kleinste gesicherte Differenz (1 %): GDyo, = 8,2 Triebe/P1l.

"Topaz' und P-1 wiesen mit 21,6 und 21,7 Trieben pro Pflanze die niedrigsten Werte innerhalb
der untersuchten Herkiinfte auf. Mit Abstand die meisten Triebe bildete SN-1 mit 48,8 pro
Pflanze. Dazwischen lagen SR-2, '"Taubertal' und TT-3, wobei sich SR-2 und 'Taubertal' bzw.
"Taubertal' und TT-3 nicht signifikant voneinander unterschieden.

Erntehorizont

Tabelle 30: Erntehorizont in cm, Blockanlage 2001

"Taubertal' 'Topaz'l+II 17-3 SN-1 SR-2 P-1
Block I 152+23 12,6 + 1,8 18,0 + 3,1 10,2 +2,4 9.8+6,9 14,0+2,8
Block II 149+56 13,3+1,9 16,8+ 3.4 11,6 £2,7 14,8+22 12,5+ 0,9
Block 111 16,9+ 1,8 154+39 17,2+ 1,8 13,4+ 1,8 14,8+29 11,2+42
Block IV 17,8+ 1,6 15,1 +4,0 17,1 +3,1 123+1,9 154+62 14,1+1,9
Mittelwert 162+34  14,1+32"  173+29° 11,9+24° 13,7+53"  13,0£29"

Varianztabelle
SO FG  s3(MO)
Gesamt 125,9 23
Blocke 14,1 3
Herkiinfte 82,2 5 16,4
Fehler (Rest) 29,6 15 1,97

kleinste gesicherte Differenz (1 %): GD;y% =29 cm

Beziiglich des Erntehorizontes erreichen SN-1 und P-1 mit durchschnittlich 11,9 cm und
13,0 cm die niedrigsten Werte. Einen signifikant groeren Erntehorizont weisen die Sorte
'"Taubertal' und TT-3 auf, die ihrerseits eine Gruppe bilden. Dazwischen liegen die Herkunft
SR-2 und die Sorte 'Topaz', die sich weder von der Gruppe mit dem kleinsten Erntehorizont
noch von 'Taubertal' unterscheiden lassen, jedoch signifikante Unterschiede zu TT-3 mit dem
hochsten Wert von 17,3 cm zeigen.




kleinste gesicherte Differenz (1 %):

gen dazwischen.

GD]% = 27,2 g/Pﬂ

Tabelle 32: Drogengewicht in g/Pfl., Blockanlage 2001
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Tabelle 31: Frischgewicht in g/Pfl., Blockanlage 2001
"Taubertal' 'Topaz'l+I1 TT-3 SN-1 SR-2 P-1
Block I 136, £41,3  150,0443,9 143,1+31,2 140,9+30,6 1556+36,1 134,5+28.6
Block II 162,9+50,3 129,1+22,6 118,0+30,0 1454+24,6 1232+283 117,1+26,6
Block III 1499 £29,0 149,1+£73,3 135,6+32,7 150,2+274 148,6 35,0 142,9+34,7
Block IV 196,5+60,2 172,1+60,1 1522+40,1 147,4+31,0 148,7+258 133,8+25,0
Mittelwert | 161,3 +50,2° 150,1 + 53,6 137,2+34,8 146,0+27,6™ 142,9+32,5" 132,8 +29,.2°
Varianztabelle
SO FG s2(MQ)
Gesamt 6658,7 23
Blocke 2027,4 3
Herkiinfte 2089,7 5 4179
Fehler (Rest) 2541,8 15 169,5

Beziiglich ihres Frischgewichtes unterscheiden sich nur die Herkunft P-1 mit dem niedrigsten
Wert von 132,8 g/Pfl. und die Sorte 'Taubertal' mit dem hochsten Wert von 161,3 g/Pfl. auf

signifikantem Niveau. Die anderen Durchschnittswerte fiir das Frischgewicht pro Pflanze lie-

'"Taubertal' 'Topaz'l+I1 TT-3 SN-1 SR-2 P-1
Block I 33,7+ 10,5 38,0+ 10,9 35,6 8,2 35,1£6,6 45,1+ 10,6 349+7,7
Block II 412+13,6  32,1+6,1 29,0+ 7,8 34,6+ 6,1 35,8+ 9.6 30,1+ 7,6
Block III 38,5+7,3 37,4 + 20,0 34,0£8,2 35,9+6,6 41,2+ 10,2 34,8 £8,7
Block IV 47,4 £ 15,1 42,0+ 15,1 37,8 +10,7 36,0+7,9 40,0+ 7,4 33,8+£6,7
Mittelwert | 40,2+ 12,5° 37.4+13,9® 34,1+9,1® 354+6,6® 402+9,6° 33,4+77
Varianztabelle
SO FG s2(MQ)

Gesamt 435,8 23

Blocke 98,6 3

Herkiinfte 186,1 5 37,2

Fehler (Rest) 151,2 15 10,1

kleinste gesicherte Differenz (1 %):

GDl% = 6,6 g/Pﬂ
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Das Drogengewicht pro Pflanze betreffend ergibt sich eine vergleichbare Situation wie beim
Frischgewicht. Mit dem Unterschied, dass die Herkunft SR-2 wie die Sorte '"Taubertal' den
hochsten Wert von 40,2 g/Pfl. erreicht und sich ebenfalls signifikant von der Herkunft P-1
unterscheidet, die mit 33,4 g/Pfl. wieder den niedrigsten Wert aufweist. Die Herkiinfte TT-3,
SN-1 und die Sorte 'Topaz' lassen sich weder vom Maximum noch vom Minimum der unter-
suchten Herkiinfte unterscheiden.

Aus den Mittelwerten fiir das Frisch- und Drogengewicht lassen sich die Eintrocknungsver-

hiltnisse fiir die einzelnen Herkiinfte berechnen, die in Tabelle 33 dargestellt sind.

Tabelle 33: Eintrocknungsverhiltnis, Blockanlage 2001

"Taubertal' 'Topaz'l+II 17-3 SN-1 SR-2 P-1

Mittelwert

4,01 :1 4,01 :1 4,02 : 1 4,12 :1 3,55:1 3,95:1

Die Ergebnisse zeigen, dass sich das Eintrocknungsverhiltnis im Wesentlichen um einen
Wert von 4 : 1 bewegt. Dieses Verhéltnis wird von den Sorten 'Taubertal', 'Topaz' und der
Herkunft TT-3 exakt erreicht, wihrend die Werte fiir SN-1 und P-1 dariiber bzw. leicht darun-
ter liegen. Ein deutlich niedrigeres Verhéltnis von Frischgewicht zu Drogengewicht ldsst sich
fiir SR-2 feststellen.

Ertrag der zweiten Ernte

Da nur die Sorte 'Taubertal' und die Herkiinfte TT-3 und SN-1 eine nennenswerte zweite
Bliite bildeten, fehlen die Werte der Sorte 'Topaz' und der Herkiinfte SR-2 und P-1 hier. Auf-
grund der geringen Datenmenge ist keine sinnvolle Beurteilung der Ergebnisse nach statisti-
schen MaBstdben moglich (vgl. Tabelle 34).

Tabelle 34: Zweite Ernte: Frischgewicht und Drogengewicht in g/Pfl., Blockanlage 2001

Frischgewicht Drogengewicht
"Taubertal’ TT-3 SN-1 "Taubertal’ TT-3 SN-1
Block I 41,5+9,6 52,8 +£9,7 455+ 11,6 9,5+2,5 12,4+2,8 11,5+3,5
Block IT 52,1+£9,4 44,0+ 15,8 49,1 +£8.5 12,4+2,4 11,2+2,0 13,0+2,4
Block ITI 445+72 57,3+11,7 25,1 +12,8 10,50+ 2,0 14,1 +3,1 5,5+3,3
Block IV 62,1 £143 54,9 £ 13,5 37,9+£8,6 15,0£4,0 13,0£3,2 9,0+£2,6
Mittelwert 50,0+ 13,0 52,2+ 13,4 39,4+ 13,8 11,8 +3,5 12,7+£2,9 9,8 +4,1

Das Frischgewicht der zweiten Ernte erreicht bei 'Taubertal' und TT-3 etwa ein Drittel der
ersten Ernte. Etwas geringer fdllt der Frischmasseertrag bei SN-1 aus. Bei den Werten fiir das

Drogengewicht der zweiten Ernte liegen 'Taubertal' und TT-3 in der selben Gréenordnung,
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wéhrend SN-1 mit einem geringeren Ertrag aufwartet. Allerdings lassen sich auch hier auf-

grund der geringen Datentiefe keine statistisch abgesicherten Aussagen treffen.

1.1.3 Agronomische Merkmale (Versuchsjahr 2002)

Im dritten Standjahr wurden nur fiir die Sorte 'Taubertal' und die Einzelpflanzenselektionen
TT-3 und SN-1 Daten erhoben. Im Folgenden sind die Ergebnisse des Versuchsjahres 2002
tabellarisch in Form von Mittelwerten der einzelnen Blocke (n = 10) und iiber alle Blocke
(n=40) dargestellt. Aufgrund der geringen Datenmenge konnte keine nach statistischen
Malstidben aussagekriftige Auswertung durchgefiihrt werden.

Pflanzenhohe

Tabelle 35: Pflanzenhdhe in cm, Blockanlage 2002

"Taubertal’ TT-3 SN-1
Block I 80,3 +4,1 78,9 +4,9 63,7+5,9
Block II 780£55  762+47  T24+40
Block ITI 68,9+2,5 77,1 £6,1 74,1 £2,5
Block IV 79,0+4,3 739+5,8 66,0 +4,1
Mittelwert 76,7+ 6,1 76,5+5,5 69,0 + 6,0

"Taubertal' und TT-3 erreichten die gleiche Pflanzenhdhe und waren deutlich hoher als SN-1
(Tabelle 35). Im Vergleich zum Versuchsjahr 2001 waren "Taubertal' und TT-3 etwa 5 cm und
SN-1 etwa 8 cm niedriger (vgl. Tabelle 28).

Triebzahl

Tabelle 36: Triebzahl in Triebe/Pfl., Blockanlage 2002

"Taubertal’ TT-3 SN-1
Block I 30,9 +6,7 33,0+ 6,9 27,7+4.4
Block IT 35,1+£9,0 32,4+ 6,1 41,7+ 6,6
Block ITI 27,4+9,0 37,0+9,7 50,9 +7,3
Block IV 37,6 £17,5 31,6 £ 6,0 37,3+ 13,6
Mittelwert 32,8+ 11,7 335+74 39,2+ 11,7

Die Pflanzen der Selektion SN-1 bildeten tendenziell mehr Triebe als die Sorte 'Taubertal' und
TT-3, die dhnlich viele Triebe aufwiesen (Tabelle 36). Im Versuchsjahr 2002 entwickelten
"Taubertal' und TT-3 etwa gleich viele Triebe wie im vorherigen Jahr, wihrend die Triebzahl
von SN-1 im Vergleich zum Vorjahr zuriickging (vgl. Tabelle 29).
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Erntehorizont

Der Erntehorizont der Sorte 'Taubertal' und der Herkunft TT-3 erreichte eine Groenordnung
von 20 cm. Dagegen wies die Selektion SN-1 wie im Versuchsjahr 2001 einen deutlich
schméleren Erntehorizont als die beiden anderen Herkiinfte auf (Tabelle 37). Insgesamt war

der Erntehorizont bei allen drei Typen eindeutig breiter als im Vorjahr (vgl. Tabelle 30).

Tabelle 37: Erntehorizont in cm, Blockanlage 2002

'"Taubertal’ TT-3 SN-1
Block I 18,8+ 1,5 19,6 £3,2 16,9 +23
Block IT 20,6 £2,7 20,5+4,6 14,3 +2,7
Block III 20,1 £2,6 19,7+ 5,4 18,0+ 2,7
Block IV 20,0+ 3,5 22,7+32 16,9+2,9
Mittelwert 19,8 £2,6 20,6 £4,2 16,5+2,9
Ertrag

Tabelle 38: Frischgewicht und Drogengewicht in g/Pfl., Blockanlage 2002

Frischgewicht Drogengewicht
"Taubertal’ TT-3 SN-1 "Taubertal’ TT-3 SN-1
Block I 101,5+30,4 94,9+36,8 58,3 +38,9 243 +8,2 21,9+9,8 12,8 +£9,4
Block IT 1454+41,8 92,7+17,3 137,1+£33,8 | 35,6+10,8 21,0+ 4,1 30,9+8,2
Block III 80,7 +25,9 105,8 £33,8 121,8 £33,8 19,2 £ 6,6 23,7+8,9 28,1 £8,3
Block IV 107,7£55,9 84,9+233 1357+60,7 | 24,6+ 14,0 18,7+5,7 31,9+ 15,3
Mittelwert 108,6 £45,2 94,6 £28,8 112,4£529 | 258+11,6 21,3+7,4 25,7+12,9

In Anbetracht der hohen Standardabweichungen ist der Frisch- bzw. Drogengewichtertrag der
drei untersuchten Herkiinfte sinnvollerweise als gleich hoch einzuordnen (Tabelle 38).
Dadurch ergibt sich im Vergleich der drei Herkiinfte die selbe Situation wie im Vorjahr.
Allerdings kann ein Ertragsriickgang verzeichnet werden, der bei 'Taubertal' und TT-3 etwa

ein Drittel und bei SN-1 etwa ein Viertel gegeniiber dem Vorjahr betrdgt (vgl. Tabelle 31).

Die Eintrocknungsverhiltnisse der drei untersuchten Herkiinfte berechnet aus den Mittel-
werten fiir Frischgewicht und Drogengewicht liegen zwar in einer vergleichbaren GréBenord-
nung (Tabelle 39). Sie liegen aber deutlich hoher als im Vorjahr (vgl. Tabelle 33).

Tabelle 39: Eintrocknungsverhiiltnis, Blockanlage 2002

TT-3
4441

SN-1
437 :1

"Taubertal’

4,21:1

Mittelwert
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1.2 Zweisatzgitter
1.2.1 Pflanzenentwicklung

Im ersten Jahr entwickelten sich die Pflanzen zunéichst auf beiden Versuchsflichen normal.
Allerdings traten im Juni 2001 bereits erste Symptome der Johanniskrautwelke auf. Begiin-
stigt durch die heifle und trockene Witterung in den letzten beiden Juliwochen waren je nach
individueller Anfilligkeit der einzelnen Herkiinfte zahlreiche Verluste bis hin zum Totalaus-

fall zu verzeichnen.

Aufgrund der liickenhaften Datenstruktur ist eine statistische Auswertung fiir die beiden
Zweisatzgitter nicht moglich. Deshalb werden die Herkiinfte auf der Basis von Mittelwerten
iiber alle Parzellen verglichen. Da die Ausfille am Standort Gemiisebau noch deutlich héher
waren als auf dem Versuchsfeld Zierpflanzenbau, wurde auf eine Darstellung der Daten die-
ses Standortes, mit Ausnahme der Ausfille durch Colletotrichum cf. gloeosporioides, voll-

standig verzichtet.

Im Friihjahr des zweiten Standjahres (2002) schien sich die Situation zunéchst aufgrund einer
guten vegetativen Entwicklung der verbliebenen Pflanzen zu entspannen. Mit dem Ubergang
in die generative Phase und der einhergehenden wérmeren und trockeneren Witterung waren
jedoch auf beiden Versuchsfeldern weitere Ausfille zu beobachten, so dass das Feld am
Standort Gemiisebau im Mai 2002 aufgegeben werden muflte. Trotz einer besseren Ausgangs-
lage auf dem Versuchsfeld Zierpflanzenbau, starben je nach Anfilligkeit der verschiedenen
Herkiinften besonders wihrend der Bliitezeit viele weitere Pflanzen ab. Deshalb konnten im

Sommer 2002 nur noch wenige aussagekriftige Daten gewonnen werden.

1.2.2 Agronomische Merkmale (Versuchsjahre 2001 und 2002)

Im Pflanzjahr 2001 wurden zahlreiche agronomische Merkmale durch Zahlungen, Messungen
und Bonituren erfasst. Die Tabelle 78 im Anhang unter VIII 3.2 gibt die gewonnenen Daten in
verdichteter Form wieder. Die angegebene Anzahl an Messungen gilt im Falle der Triebe nur
bei Vorhandensein aller Versuchspflanzen. Alle Messungen und Bonituren wurden auf dem
Versuchsfeld Zierpflanzenbau durchgefiihrt. Die Anzahl der Ausfille durch Colletotrichum
cf. gloeosporioides im ersten Standjahr wurde fiir beide Versuchsfelder zu Beginn der zweiten
Vegetationsperiode festgehalten. Wichtige Minimum- und Maximumwerte, sowie Ausfille

von 50 % und mehr sind fett hervorgehoben.

Die erfassten Merkmale zeigen in ihrer Auspriagung eine sehr breite Variabilitit. Zur Ver-
deutlichung sind in Tabelle 40 die Eckdaten Minimum, Mittelwert und Maximum aus den 64
Genotypen zusammengefasst und den Werten fiir die Standardsorte 'Taubertal' gegeniiber ge-
stellt.
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Tabelle 40: Eckdaten zu den agronomischen Merkmalen (n = 64), Zweisatzgitter

vegetative Merkmale generative Merkmale Ausfille C. gloeosporioides
Triebe liegend | Stand- Bliihbeginn Bliiten- Bliiten- | Hypericin- | Bliihbeginn Juli 2001 Mai 2002
festigkeit grofie gewicht | punkte
2001 2002 Zier. Gem. Zier. Gem.
Einheit Anzahl/Pfl. % Note Tage mm mg/Bliite | Note Tage Anzahl |[Anzahl [Anzahl |Anzahl
Messungen| (n = 20) (n=4) (n=4) n=10) |(n=2) n=1) (n=1-4) (n=28) [(n=28) |(n=28) |(n=28)
an Pflanzen Sitze Sitze Bliiten 10 Bliiten |10 Bliiten |Sitze Pflanzen | Pflanzen | Pflanzen | Pflanzen
Min 102+3,5 05 |1,0£00|63,5+0,6| 247 | 64 1 [383+0,5| 0 0 0 0
X (n = 64) 16,5 29,5 4,0 79,7 28,0 9,3 4,6 43,2 2,1 4,0 5,4 11,5
Max  [289+74 68,1 |85+1,0[938+62'| 350 | 147 9 1480+00| 20 | 27 | 25 | 28
Taubertal [19,2 £4,6 350 [2,0+2,0|758+4,8| 273 | 10,6 6 |383+05| 0 0 0 0

! bzw. Herkunft AS-9, die nicht zur Bliite kam.

vegetative Merkmale

Bei der Anzahl der Triebe erreichte die Herkunft PM-6 mit 28,9 nahezu das Dreifache des
kleinsten Wertes von 10,2 bei H-2. Die Sorte 'Taubertal' lag mit 19,2 Trieben iiber dem Mit-
telwert aller Genotypen von 16,5 Trieben pro Pflanze. Der Anteil liegender Triebe reichte von
0,5 % (AS-2) bis 68,1 % (AS-16). Etwa ein Drittel der Triebe von "Taubertal' wurden als lie-
gend bewertet, wodurch die Sorte schlechter als der Durchschnitt aller Genotypen abschnitt.
Dasselbe gilt fiir die Bonitur der Standfestigkeit. Die Variabilitdt des Merkmals erstreckte sich
von 1,0 (AS-6 und AS-16) bis 8,5 (P-2) iiber alle moglichen Auspriagungsstufen.

generative Merkmale

Im ersten Standjahr konnten innerhalb der gepriiften 64 Herkiinfte gravierende Unterschiede
im Bliihbeginn festgestellt werden. So bliithte AS-4 als fritheste Herkunft bereits neun Wo-
chen (63,5 Tage) nach Pflanzung, wéhrend der Durchschnitt bei 79,7 Tagen und damit zwei
Wochen spiter lag. Wiederum zwei Wochen spéter bliihte NA-6 als letzte Herkunft auf. AS-9
kam im ersten Jahr gar nicht zur Bliite. Die Sorte "Taubertal' bliihte etwa 4 Tage friiher als der
Durchnitt aller Herkiinfte.

Die Bliitengrof3e variiert zwischen 24,7 mm (PM-10) und 35,0 mm (BT-2). Die Bliiten von
'"Taubertal' haben mit 27,3 mm einen etwas kleineren Durchmesser als das Versuchsmittel
(28,0 mm). Ahnlich groBe Unterschiede zeigen sich beim Trockengewicht der Bliiten. Hier ist
der groBBte Wert von 14,7 mg/Bliite (BT-2) mehr als das Doppelte des kleinsten Wertes, der
bei AS-33 nur 6,4 mg/Bliite erreicht. 'Taubertal' liegt dabei mit 10,6 mg/Bliite deutlich iiber
dem Mittelwert von 9,3 mg/Bliite.

Bei der Bonitur der Hypericinbehélter auf den Petalen wurde 16 mal die Note 1 vergeben, die
Note 9 fiir sehr viele Behilter hingegen nur in 2 Féllen (AS-2 und H-4). Der Mittelwert iiber
alle Herkiinfte erreichte dennoch 4,6 Bewertungseinheiten. Einen deutlich héheren Wert

konnte die Sorte '"Taubertal' mit der Note 6 erreichen.
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Das Merkmal Bliihbeginn zeigte im zweiten Standjahr eine deutlich geringere Variabilitit als
im ersten Versuchsjahr. Als friiheste Herkunft bliihte die Sorte '"Taubertal' bezogen auf den
3. Mai 2002 nach 38,3 Tagen. Bereits zehn Tage spéter bliihte als letzte der gepriiften 64 Her-
kiinfte die Selektion AS-32 (48,0 Tage) auf. Das Versuchsmittel lag mit 43,2 Tagen genau
zwischen den Herkiinften mit der frithesten und der spitesten Biite. Von insgesamt elf Her-
kiinften konnten aufgrund des starken Befalls mit Colletotrichum cf. gloeosporioides keine

Daten zum Bliihbeginn gewonnen werden.

Ausfille durch Colletotrichum cf. gloeosporioides

Bereits im dritten Monat nach der Pflanzung waren die ersten Ausfélle in Folge von Infek-
tionen mit Colletotrichum cf. gloeosporioides zu verzeichnen. Obwohl auf beiden Versuchs-
flachen zahlreiche Herkiinfte gesund blieben, waren auf dem Feld Zierpflanzenbau durch-
schnittlich 2,1 Pflanzen und auf dem Feld Gemiisebau bereits 4,0 Pflanzen je Herkunft abge-
storben. Besonders stark betroffen waren dabei die Herkiinfte AS-6, AS-19 und AS-14, bei

denen nach drei Monaten nur noch einzelne Pflanzen uberlebten.

Nach einer Standzeit von etwa einem Jahr mussten auf beiden Versuchsflichen gravierende
Pflanzenverluste hingenommen werden. Bei sechs Herkiinften, darunter 'Taubertal’, waren
zwar keine Ausfille zu verzeichnen, bei AS-14 mit 25 Ausfillen starben jedoch beinahe alle
Pflanzen auf der Versuchsfliche Zierpflanzenbau ab. Wéhrend hier im Durchschnitt 5,4
Pflanzen je Herkunft eingingen, fielen auf der Fliche Gemiisebau mit 11,5 von 28 Pflanzen
mehr als doppelt so viele wie auf dem Feld Zierpflanzenbau der Johanniskrautwelke zum
Opfer. Die Herkunft AS-14 zeigte einen Totalausfall. Lediglich PM-4 und 'Taubertal' {iber-

standen das erste Standjahr unbeschadet.

1.3 Versuchsanbau unter Praxisbedingungen

Entwicklung im ersten Standjahr

Aufgrund einer Schlechtwetterperiode im Mai 2001 konnte die Pflanzung erst am 19. Mai und
damit relativ spit erfolgen. Da die Jungpflanzen bereits Anfang Mai angeliefert wurden,

waren sie zu diesem Zeitpunkt bereits etwas liberstandig.

Nach der Pflanzung waren die Wachstumsbedingungen ideal und der Bestand entwickelte
sich gut, allerdings fiihrte die Trockenheit des Sommers zu Wachstumsstockungen. Infolge-
dessen wurden im ersten Standjahr zwar einzelne Bliiten gebildet, die jedoch keinen agro-

nomisch relevanten Ertrag lieferten.

Die Herbstpflanzung der Selektion SN-1 und der Sorte 'Taubertal' konnte im September bei
giinstigen Bedingungen durchgefiihrt werden.
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Entwicklung im zweiten Standjahr

Sowohl die Pflanzen aus der Friihjahrspflanzung als auch die aus der Herbstpflanzung konn-
ten im Verlauf des Winters sehr gut fiir die neue Vegetationsperiode bestocken. Ende Mai trat
ein so massiver Befall durch die verschiedenen Johanniskrautkéfer (Chrysolina spec. vgl. 111

1) und Johanniskrautblattwespen auf, dass eine Insektizidbehandlung erforderlich wurde.

Der Bestand von SN-1 aus der Friihjahrspflanzung hatte sich bis zur Feldbegehung Anfang
Juni 2002 gut entwickelt. Er zeichnete sich durch eine sehr hohe Homogenitit aus. Aufgrund
der praxisiiblichen Stickstoffdiingung war der Bestand deutlich hoher als die Versuchspflan-
zungen am Standort Weihenstephan (vgl. Tabelle 41). Der Bestand bliihte relativ gleichmaBig
vom 16. bis 18. Juni auf. Der Blithhorizont wurde als einheitliche und deutlich abgegrenzte
Zone ausgebildet (vgl. Abbildung 14). Die Ernte erfolgte vom 26. bis 28. Juni 2002.
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Abbildung 14: Feldbestand der Friihjahrspflanzung von SN-1 zur Ernte: Blithhorizont

Im Bestand lieBen sich Stellen mit Befall durch Colletotrichum cf. gloeosporioides im fort-
geschrittenen Stadium ausmachen. Wahrend die Pflanzen im Zentrum der meist kreisférmigen
Zonen bereits abgestorben waren, zeigten die Pflanzen am Rand der Zonen nur eine hellere
Griinfarbung und eine leichte, aber erkennbare Wuchsdepression (vgl. Abbildung 15). Diese
Pflanzen lagen in der Ausbreitungszone der Johanniskrautwelke und waren bereits mit der
Pilzkrankheit infiziert.
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Die Pflanzen der Selektion SN-1, die aus der Herbstpflanzung stammen, hatten sich ebenfalls
gut entwickelt, erreichten aber bei weitem nicht die Qualitdt und Masse des Bestandes aus der
Frithjahrspflanzung (siehe Tabelle 41). Auch in diesem Bestand waren einige Pflanzen beider

Herkiinfte mit der Johanniskrautwelke infiziert und abgestorben.

Tabelle 41: Pflanzenhéhe in cm und Triebzahl am 7. Juni 2002 (n = 24), Anbauversuch

SN-1 Friihjahr SN-1 Herbst '"Taubertal' Herbst
Pflanzenhohe/cm 84,0+2,3 40,4 +3.4 46,0 £5,7
Triebzahl/Pfl. 50,1 £8,8 14,0£2,3 55+2,2

Die Herbstpflanzung der Sorte 'Taubertal' hatte sich auch nur schwach entwickelt. Im Ver-
gleich zur Herbstpflanzung der Selektion SN-1 waren die Pflanzen zwar etwas hoher, zeigten

aber gleichzeitig eine wesentlich geringere Bestockung (vgl. Tabelle 41). Bei '"Taubertal' wa-

ren noch keine Ausfille durch Befall mit Colletotrichum cf. gloeosporioides zu verzeichnen.

2% 1

Abbildung 15: Feldbestand der Friihjahrspflanzung von SN-1 zur Ernte: Johanniskrautwelke

Die Inhaltsstoffanalyse wurde von der STEIGERWALD ARZNEIMITTEL GMBH, Darmstadt
durchgefiihrt. Die Droge enthielt 7,69 % Gesamtflavonoide, 0,37 % Gesamthypericine und
1,19 % Hyperforine. Die Drogenqualitdt entsprach in allen Anforderungen der Monographie
HYPERICI HERBA nach PH. EUR. (2005), enthielt jedoch kein Rutin.
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1.4 Linienanlage
1.4.1 Pflanzenentwicklung

Obwohl sich die Pflanzen unter gilinstigen Bedingungen entwickeln konnten, zeigten sich bald
die ersten Infektionen mit Colletotrichum cf. gloeosporioides. Bereits nach wenigen Wochen
fielen sdmtliche Pflanzen der Herkunft MB-DS der Krankheit zum Opfer. Auch die Herkiinfte
AS-L, AS-M, AS-N und AS-O erwiesen sich nach einer zunichst guten vegetativen Entwick-
lung als anfillig fiir die Johanniskrautwelke und kamen mit Ausnahme von AS-O nicht mehr
zur Bliite. Die Herkiinfte MB-B, MB-CS und MB-H zeigten ebenfalls eine hohe Ausfallrate.

Die Herkiinfte GZ-6, GZ-8, GZ-9 sowie die Einzelpflanzenselektionen H-2a, AS-6a, AS-8a,
AS-8b und PM-17a entwickelten inhomogene Bestinde. Deshalb konnten hier nur Daten mit

beschriankter Aussagekraft gewonnen werden.

1.4.2 Agronomische Merkmale (Versuchsjahr 2002)

In Tabelle 80, die sich im Anhang unter VIII 4.2 befindet, sind die Ergebnisse der einzelnen
Parzellen der Linienanlage im ersten Standjahr zusammengefasst. Da das Projekt im April

2002 endete, konnten die Pflanzen in ihrem zweiten Standjahr nicht mehr bewertet werden.

Zur Verdeutlichung der vorgefundenen Variabilitit wurden das Minimum, der Mittelwert und
das Maximum der angebauten Herkiinfte ermittelt. Zur Berechnung des Mittelwertes werden
bei Herkiinften mit zwei Wiederholungen ebenfalls deren Mittelwert herangezogen. In der
folgenden Tabelle 42 sind die charakteristischen Eckdaten der gepriiften Herkiinfte den
Mittelwerten der beiden Standards 'Taubertal' und SN-1 gegeniibergestellt.

Tabelle 42: Eckdaten zu den agronomischen Merkmale (» = 44), Linienanlage

vegetative Merkmale generative Merkmale
Hohe Triebe liegend Stand- Ausfille Bliihbeginn | Bliih- Bliiten- Bliiten- Hypericin-
festigkeit horizont | grdfe gewicht punkte

Einheit cm Anzahl/Pfl. % Note Anzahl Tage Note mm mg/Bliite Note
Messung an | 7 Pflanzen 7 Pflanzen Parzelle Parzelle Parzelle Parzelle 10 Bliten |50 Bliiten 10 Bliiten
Min 29,0449 | 2,6+0,5 0,0 1 0 49 1 25,0 6,2 1
X (n = 44) 38,0 13,1 272 5.8 1,3 69,6 51 | 308 8.8 54
Max 515451 [253+11,3 74,5 9 7 87 9 36,0 12,8 9
SN-1
(n=14) 36,1+£2,7 | 155429 1,9 6,9 02 |751+49| 67 | 248 [65+04 59
'Taubertal'
(n=14) 37,0+2,8 | 16,4 +3,1 58,7 4,6 0,2 65,7 £2,8 34 25,1 83+04 5,9
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vegetative Merkmale

Die Bestandshohe erreichte im Pflanzjahr ein Maximum von 51,5 cm (FS-6). Durchschnitt-
lich wurden die Herkiinfte 38,0 cm hoch und auch die Standards 'Taubertal' und SN-1 beweg-
ten sich in dieser Grof3enordnung. Der Wert von 29,0 cm bei PM-15a reprisentiert die untere
Grenze der gefundenen Variabilitit. Die Anzahl der Triebe zeigte eine starke Streuungsbreite
zwischen 2,6 (NF-1) und 25,3 (PF-3) Trieben pro Pflanze. Die beiden Standards bildeten
mehr Triebe als der Durchschnitt aller Herkiinfte (13,1 Triebe/Pfl.). Beim Anteil liegender
Triebe wurde ein groBer Unterschied zwischen 'Taubertal' (58,7 %) und SN-1 (1,9 %) deut-
lich. Obwohl einige Herkiinfte keine liegenden Triebe aufwiesen, lag der Mittelwert bei
27,2 % und das Maximum bei 74,5 % (MB-H).

Das Merkmal Standfestigkeit trat bei einem Mittelwert von 5,8 in allen moglichen Auspra-
gungsstufen in Erscheinung, wobei die Selektion SN-1 mit 6,9 deutlich besser bewertet wurde
als 'Taubertal' mit 4,6. Die Zahl der Ausfille variierte im Verlauf des ersten Standjahres von
keinem Ausfall bei einigen Herkiinften bis hin zum baldigen Totalausfall bei MB-DS. Durch-
schnittlich fielen 1,3 Pflanzen pro Parzelle der Johanniskrautwelke zum Opfer, wihrend die

Austille bei den Standards auf 0,2 Pflanzen pro Parzelle beziffert werden konnten.

generative Merkmale

Beziiglich des Bliihbeginns im ersten Pflanzjahr konnten deutliche Unterschiede beobachtet
werden. Als erste Herkunft kam GZ-10 bereits 49 Tage nach Pflanzung zur Bliite. Wéhrend
"Taubertal' (65,7 Tage) schon vier Tage vor dem Mittelwert der Herkiinfte (69,6 Tage) bliihte,
setzte die Blithperiode bei SN-1 mit 75,1 Tagen nach Pflanzung erst fiinf Tage spiter ein. Mit
GZ-4 begann nach 87 Tagen auch die letzte Herkunft zu bliihen, so dass fiir alle Herkiinfte
eine Bliite im ersten Standjahr zu verzeichnen war. Die Variabilitdt des Merkmals Bliihhori-
zont erstreckte sich um einen Mittelwert von 5,1 {iber alle moglichen Auspridgungsstufen.
Dabei wurde SN-1 (6,7) deutlich besser bewertet als "Taubertal' (3,4).

Die grofiten Bliiten mit einem Durchmesser von 36,0 mm bildete die Herkunft FS-5. Der
Mittelwert der Herkiinfte erreichte einen Bliitendurchmesser von 30,8 mm. Die beiden Stan-
dards zeichneten sich durch vergleichsweise kleine Bliiten aus, die mit Durchmessern von
24,8 mm (SN-1) und 25,1 mm ('Taubertal') um das Minimum von 25,0 mm (PM-10) angesie-
delt waren. Beziiglich des Bliitengewichtes erreichte die Herkunft FS-5 mit 12,8 mg/Bliite
mehr als den doppelten Wert der Herkiinfte MB-AS und AS-28, die mit 6,2 mg/Bliite das
geringste Bliitengewicht aufwiesen. Der Standard SN-1 lag mit einem Bliitengewicht von
6,5 mg nur wenig iiber diesem Minimum, wéhrend 'Taubertal' mit 8,3 mg/Bliite schon fast an
den Mittelwert der untersuchten Herkiinfte heranreichte, der bei 8,8 mg/Bliite lag. Bei der
Bonitur der Hypericinbehilter auf den Petalen wurden fiinf Herkiinfte mit der Hochstnote 9
bewertet. Die Note 1 fiir wenige Behélter nur am Petalenrand wurde sechs mal vergeben. Die
Standards 'Taubertal' und SN-1 lagen mit ihrer gemittelten Boniturnote von 5,9 leicht iiber

dem Mittelwert der restlichen Herkiinfte, der bei einer Boniturnote von 5,4 lag.




Ergebnisse 66

2. Optimierung der Inhaltsstoffanalytik
2.1 Aufbereitungsgrad und Extraktionsdauer

In den folgenden Darstellungen ist das Extraktionsverhalten von Rohdroge und pulverisierter
Droge fiir die einzelnen Inhaltsstoffe wiedergegeben. Der Vergleich der unterschiedlichen
Aufbereitungsstufen erfolgt auf Basis der HPLC-Absorptionseinheiten ohne Quantifizierung
der Inhaltsstoffe. Generell zeigen die Messwerte flir die Extraktion aus Rohdroge eine deut-

lich groBere Standardabweichung als die Werte fiir die pulverisierte Droge.

Fiir Hyperosid+Isoquercitrin ist bei der Extraktion von pulverisierter Droge ein rascher An-
stieg bis 12 Stunden mit einer anschlieBenden Abnahme zu beobachten (vgl. Abbildung 16).
Aus der Rohdroge kann Hyperosid+Isoquercitrin wesentlich langsamer extrahiert werden.
Nach 192 Stunden stellt sich die stationdre Phase auf einem Niveau ein, das nicht ganz an den

Gehalt der pulverisierten Droge heranreicht.
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Abbildung 16: Kinetik von Hyperosid+Isoquercitrin, pulverisierte Droge und Rohdroge (n = 5)

Bei den Quercetinglykosiden Rutin und Quercitrin (Abbildung 17) ist eine vergleichbare Ent-
wicklung wie bei Hyperosid+Isoquercitrin zu beobachten. Aus der Rohdroge 16sen sich die
Glykoside wesentlich langsamer als aus der pulverisierten Droge. Da die Gehalte aus der pul-
verisierten Droge jedoch langsam abfallen, werden nach 384 Stunden anndhernd gleiche Men-

gen an Rutin und Quercitrin gemessen.
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Abbildung 17: Kinetik von Rutin und Quercitrin, pulverisierte Droge und Rohdroge (n =5)
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Quercetin und Biapigenin zeigen ein Losungsverhalten (vgl. Abbildung 18) aus der Rohdroge

und pulverisierten Droge, das mit dem der Flavonoidglykoside vergleichbar ist. Die Art der

Probenaufbereitung fiihrt allerdings zu gravierenden Unterschieden in den maximal erreichten

Gehalten. Wihrend die Konzentration von Biapigenin aus der Rohdroge auch nach 384 Stun-

den weit hinter der pulverisierten Droge zuriickbleibt, liegt die Konzentration von Quercetin

aus der Rohdroge bereits nach 96 Stunden deutlich {iber der Konzentration aus der pulveri-

sierten Droge

5.500

5.000 A
E 4500 1
=
o 4.000 T R -0
N I
n _$ -------- %3-/- ------ == ..--:::6::: .:.-...........-..-....-.... 6
% ss0 R /qi/ s L 2
> 8 7.
< 3000 - ul
£ o
c — T
:g 2.500 1
2 9
© 2.000
g —/O——AQuercetin Rohdroge
3 1.500 - = O- - ‘Quercetin pulverisiert
| ——O—Biapigenin Rohdroge
% 1.000 - = ©O- - ‘Biapigenin pulverisiert

500

Abbildung 18:

24

48

72

96

120

144

168 192 216 240

Extraktionsdauer in h

264 288 312 336

360

Kinetik von Quercetin und Biapigenin, pulverisierte Droge und Rohdroge (n = 5)

384




Ergebnisse 68

1.600 5
1400 f B F5. ... L. § ------------------ Q- ..
'g o
c Tl
< t2000T L eeemrt 'Q--_ ﬁ
0 .- e,
~ o e o
S 1.000
=2
<
£ 800 1
[=
2
=
2
° 600 4
g ——{O——Pseudohypericin Rohdroge
3 400 - - O- - -Pseudohypericin pulverisiert
= 1 ——O——Hypericin Rohdroge
% - = ©O- - -Hypericin pulverisiert
200
UW-

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384

Extraktionsdauer in h

Abbildung 19: Kinetik der Naphthodianthrone, pulverisierte Droge und Rohdroge (n = 5)

Pseudohypericin und Hypericin werden bereits nach 12 Stunden in maximaler Konzentration
aus der pulverisierten Droge gelost (Abbildung 19). Im Anschluss erfolgt ein tendenzieller
Riickgang, der durch leicht erhohte Werte nach 192 Stunden Extraktion unterbrochen wird.
Aus der Rohdroge l6sen sich die Naphthodianthrone wesentlich langsamer. Thr Gehalt erreicht
nach 192 Stunden ein Maximum, das deutlich unter dem der pulverisierten Droge zuriick-
bleibt.
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Abbildung 20: Kinetik der Phloroglucinderivate, pulverisierte Droge und Rohdroge (n = 5)
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Die Phloroglucinderivate lassen sich sehr rasch aus der pulverisierten Droge 16sen und errei-
chen schon nach 4 Stunden ihre maximale Konzentration, um dann deutlich zuriickzugehen.
Bei der Extraktion aus Rohdroge zeigt sich eine langsamere Zunahme der Konzentration, die

jedoch nach 384 Stunden an die abfallenden Gehalte aus der pulverisierten Droge heranreicht.

2.2 Verhaltnis von Einwaage zu Extraktionsmittelvolumen

Folgende Abbildungen geben das Extraktionsverhalten der pharmakologisch relevanten In-
haltsstoffe von Johanniskraut bei unterschiedlichem Verhéltnis von Einwaage zu Losungsmit-
tel wieder. Alle Daten fanden als HPLC-AU Eingang in die Darstellung. Zu jeder Substanz ist

eine Regressionsgerade mit dem dazugehorigen Bestimmtheitsmall R? angegeben.

:I:/ Wert fiir 1.000 mg:
14.000 18.246 +/- 150 AU

DOHyperosid+lsoquercitrin / R?= 0,99953
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R? =0,99925
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2.000 A
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Abbildung 21: Kinetik Einwaage/Losungsmittel, Flavonoide (n = 5)

Sowohl die Quercetinglykoside als auch Quercetin und Biapigenin zeigen iiber den gesamten
Bereich von 50 bis 1.000 mg Drogeneinwaage bei einer konstanten Losungsmittelmenge von
50 ml Methanol 80 % einen starken linearen Zusammenhang, der durch die hohen Werte fiir
das Bestimmtheitsmal} (R?) belegt wird (siche Abbildung 21).

Fiir die Protoformen der Naphthodianthrone ist ein deutlicher linearer Zusammenhang zwi-
schen Einwaage und Messwert erkennbar (vgl. Abbildung 22); jedoch iiberschreitet ihre Kon-

zentration erst bei einer Einwaage von mindestens 400 mg Droge die Nachweisgrenze.

Fiir Pseudohypericin und Hypericin kann ebenfalls eine lineare Zunahme der gemessenen

Gehalte mit steigender Einwaage festgestellt werden. Allerdings weichen die Messwerte fiir
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50 und 1.000 mg Droge bereits deutlich von der Regressionsgeraden ab. Das Bestimmtheits-

mal} (R?) ist etwas geringer als bei den restlichen pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffen.
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Abbildung 22: Kinetik Einwaage/Losungsmittel, Hypericine und Hyperforine (n = 5)

Bei den Phloroglucinderivaten Hyperforin und Adhyperforin ist trotz deutlich stirkerer
Schwankungen in den Messwerten ein starker linearer Zusammenhang zwischen Einwaage
und Messwerten, ausgedriickt durch ein hohes Bestimmtheitsmal3 R?, festzustellen. Adhyper-
forin kann erst ab einer Konzentration von 100 mg Droge pro 50 ml Methanol 80 % nachge-

wiesen werden.
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3. Pharmakologisch relevante Inhaltsstoffe

Mit der Analyse der pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe wurden bei den Feldversuchen
ganz verschiedene Ziele verfolgt. Bei der Blockanlage stand die statistische Erfassung agro-
nomischer und morphologischer Merkmale im Vordergrund. Aus diesem Grund wurden im
zweiten Standjahr nur die drei Herkliinfte 'Taubertal', SN-1 und M. Bauer auf ihre Gehalte an
pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffen untersucht, dafiir aber zahlreiche Einzelpflanzen
beerntet, um Daten zur Varabilitidt der Gehalte innerhalb von Herkiinften zu gewinnen. Im
dritten Standjahr wurden aus der Blockanlage zahlreiche Proben fiir die Versuchsreihen zur

Untersuchung der Ertragsphysiologie von Johanniskraut geerntet.

Bei der Inhaltsstoffanalyse der Drogen- und Bliitenproben des Zweisatzgitters stand ebenso
wie bei der Erfassung der morphologischen und agronomischen Merkmale die Aufklarung der
Variabilitit zwischen verschiedenen Herkiinften im Mittelpunkt. Auch bei den Herkiinften der
Linienanlage wurden die morphologischen und agronomischen Merkmale im Vergleich zu
Standardsorten erfasst. Zusétzlich zur Analyse von Bliitenproben wurden Drogenproben und
Bliitenproben N, geerntet, um die unterschiedlichen Formen der Beprobung miteinander zu
vergleichen (zur Art der Proben vgl. II 4.2, Tabelle 17). Die Analyse der Droge aus dem
Versuchsanbau unter Praxisbedingungen wurde von der STEIGERWALD ARZNEIMITTEL GMBH,

Darmstadt tibernommen. Die Ergebnisse finden sich unter III 1.3.

Aus den einzelnen Versuchen wurden folgende Proben geerntet, extrahiert und HPLC-

Analysen beziiglich der pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffen durchgefiihrt:

Blockanlage: 2001 Drogenproben
2002 Untersuchungen zur Physiologie der Ertragsbildung

Zweisatzgitter: 2001 Drogenproben
2002 Bliitenproben

Linienanlage: 2002 Drogenproben
Bliitenproben

Bliitenproben N,

3.1 Blockanlage

Im zweiten Standjahr der Blockanlage wurden die saatgutvermehrte Sorte 'Taubertal', die
Selektion SN-1 aus in-vitro-Vermehrung und die heterogene saatgutvermehrte Herkunft
M. Bauer fiir die Analyse der pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe ausgewihlt. Dazu
wurden 'Taubertal' und SN-1 ohne die Randpflanzen und die Herkunft M. Bauer einschlief3-
lich der Randpflanzen beerntet und die Drogenproben jeder einzelnen Pflanze separat extra-

hiert und analysiert.
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3.1.1 Ergebnisse der Inhaltsstoffanalysen

Tabelle 43 zeigt die Inhaltsstoffgehalte von Drogenproben der Sorte 'Taubertal' als Mittel-
werte mit Standardabweichungen fiir die vier Blocke und fiir das ganze Versuchsfeld. Pro

Block gehen zehn Einzelpflanzenanalysen in die Berechnung ein.

Tabelle 43: Inhaltsstoffanalyse der Drogenproben von 'Taubertal' (n = 39)', Blockanlage 2001

gkg | RUT  H+I QIT QFER BIA PPS PSH PHY HYP HFO AHF

BlockI ]12,3+0,6 31,5+13 25+03 2,0+03 2,6+02 03+02 29+03 0,1+0,0 09+0,1 64+ 1,3 1,6+0,2
Block II (12,3+0,4 31,5+1,0 24+02 18+02 25+0,2 0,0 2,9+0,2 0,0 09+0,1 3,6+1,1 1,1+0,2
Block Il |12,5+1,0 30,6+2,6 24+04 1,7+02 24+03 04+0,1 27+04 0,1+0,0 08+0,1 96+1,1 2,1+0,2

Block IV [12,2+0,8 288+19 24+03 18+02 26+03 04=+01 27+04 0,1+00 08+0,1 68+0,7 18+0,2

X 123+0,7 306+2,1 25+03 18+03 25+03 03+02 28+03 0,1=+0,1 09+0,1 67+24 17+04

'Eine Pflanze (Block II, Pflanze 12) ist ausgefallen.

Generell kann die Aussage getroffen werden, dass die Mittelwerte der einzelnen Blocke gut
iibereinstimmen. Die niedrigen Werte fiir Protopseudohypericin und Protohypericin sowie fiir
Hyperforin und Adhyperforin in Block II gehen auf eine unbeabsichtigte Lichtexposition der
Proben zuriick. Auch die Daten der Selektion SN-1, die in Tabelle 44 dargestellt sind, weisen
iiber alle Bldcke eine gute Ubereinstimmung auf. Im Unterschied zur Sorte 'Taubertal' enthilt
die Droge von SN-1 jedoch kein Rutin. Allerdings sind die Gehalte an Hyperosid+Isoquerci-
trin, Quercitrin und Quercetin hoher. Wéhrend der Hypericingehalt bei beiden Herkiinften
gleich ist, weist SN-1 nahezu den dreifachen Pseudohypericingehalt auf. Auch die Gehalte der
Phloroglucinderivate Hyperforin und Adhyperforin liegen bei SN-1 etwas hoher als bei
"Taubertal'.

Tabelle 44: Inhaltsstoffanalyse der Drogenproben von SN-1 (n = 40), Blockanlage 2001

g/kg RUT H+I QOIT QER BIA PPS PSH PHY HYP HFO AHF
Block I 00 312+30 47406 27403 22+03 09+04 77+1,0 0100 09+0,1 94+24 22403
Block II 00 348+22 49404 28+02 24+03 14404 79405 01+00 09=0,1 127+1,6 2,6+02
Block IIT 00 350£29 51405 27+04 2,604 1,7+04 75+0,8 02400 08«0, 132+1,6 2,6+03
Block IV 00 33,1£27 50404 28+03 25+03 1,6+02 73+0,5 01+00 08+0,1 12,1+1,8 24403
X 00 335+3,1 49405 27403 24+04 14+05 7,6+08 01+00 09+0,1 11,8423 24403

Im Unterschied zu den homogenen Parzellen der Sorte 'Taubertal' und der Selektion SN-1
zeigten die Einzelpflanzen der Herkunft M. Bauer eine hohe phénotypische Variabilitit (vgl.
III 1.1.1). Tabelle 45 gibt deshalb den Mittelwert zusammen mit dem Minimum und Maxi-
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mum aller Einzelpflanzen an. Dadurch kann ein Uberblick iiber die analog vorgefundene
Variabilitit der pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe gegeben werden, wozu Mittelwerte

iiber Parzellen nur unzureichend geeignet sind.

Tabelle 45: Inhaltsstoffanalyse der Drogenproben von M. Bauer (n = 55)%, Blockanlage 2001

g/kg RUT H+I QIT QER BIA PPS PSH PHY HYP HFO AHF

Min 0,0 16,0 0,8 0,8 1,1 0,0 0,9 0,0 0,1 4,6 1,3
X (n=55) 9,1 22,6 3,0 1,7 2,1 0,7 33 0,1 0,4 12,0 2,5
Max 17,5 38,4 6,5 32 3,6 3,6 9,5 0,3 1,1 19,5 4,6

’Eine Pflanze (Block III, Pflanze 11) ist ausgefallen.

Zuerst fallt auf, dass die Herkunft M. Bauer einzelne Pflanzen enthélt, die wie SN-1 nicht in
der Lage sind, Rutin zu synthetisieren. Im Mittel erreichen die Pflanzen Gehalte von 9,2 g/kg
Droge und damit deutlich weniger als 'Taubertal' (12,3 g/kg). Allerdings tibertrifft der hochste
gemessene Gehalt von 17,5 g/kg die Sorte deutlich. Die Messwerte fiir Hyperosid+Isoquerci-
trin variieren zwischen 16,0 und 38,4 g/kg um einen Mittelwert von 22,6 g/kg, der deutlich
unter den beiden anderen Herkiinften liegt (30,6 bzw. 33,5 g/kg). Eine hohe Schwankungs-
breite zeigt Quercitrin. Hier liegt der hochste Wert mit 6,5 g/kg beim achtfachen des Mini-
mums (0,8 g/kg). Der Durchschnitt liegt bei 3,0 g/kg und damit zwar hoher als bei 'Taubertal'
(2,5 g/kg) aber niedriger als bei SN-1 (4,9 g/kg). Der Quercetingehalt liegt zwischen 0,8 und
3,2 g/kg. Der Mittelwert liegt mit 1,7 g/kg in der gleichen GroBenordnung wie der Quercetin-
gehalt von 'Taubertal' (1,8 g/kg). Die Biapigeningehalte liegen zwischen 1,1 und 3,6 g/lkg um
einen Mittelwert von 2,1 g/lkg und damit etwas niedriger als bei den beiden anderen unter-
suchten Herkiinften (2,5 bzw. 2,4 g/kg).

Bei den Naphthodianthronen Pseudohypericin und Hypericin erreichen die Maxima (9,5 bzw.
1,1 g/lkg) das zehnfache der Minima (0,9 bzw. 0,1 g/kg). Der Mittelwert fiir die Pseudohyperi-
cingehalte (3,3 g/kg) liegt deutlich {iber dem von 'Taubertal' (2,8 g/kg), der Mittelwert von
SN-1 (7,6 g/kg) wird hingegen nur von wenigen Einzelpflanzen der Herkunft M. Bauer iiber-
troffen. Der durchschnittliche Hypericingehalt liegt mit 0,4 g/kg Droge weit unter dem der
beiden anderen Herkiinfte (0,9 g/kg). Die Protoformen der Naphthodianthrone verhalten sich

entsprechend ihrer Endstufen.

Die Variationsbreite der Hyperforingehalte reicht von 4,6 bis 19,5 g/kg. Der Durchschnitt
aller Einzelpflanzen von M. Bauer liegt mit 12,0 g/kg in derselben GroBenordnung wie bei
SN-1 (11,8 g/kg) und damit deutlich hoher als bei 'Taubertal' (6,7 g/kg). Die gleichen Verhilt-
nisse liegen bei Adhyperforin vor, dessen Gehalte von 1,3 bis 4,6 g/kg um den Mittelwert bei
2,5 g/kg variieren.
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3.1.2 Inhaltsstoffprofile

Im Verlauf der Analyse von 55 Einzelpflanzenextrakten der Saatgutherkunft "M. Bauer"
wurden zahlreiche Pflanzen identifiziert, deren Inhaltsstoffprofile durch das Fehlen von Rutin
bzw. das Vorkommen zusétzlicher Peaks gekennzeichnet sind. Die beschriebenen Unterschie-
de zum normalen Inhaltsstoffprofil betreffen dabei ausschlieflich den Bereich von ca. 22 bis

32 min, in dem die Flavonoidglykoside und das Aglykon Quercetin aufgetrennt werden.

Profil A

Abbildung 23 zeigt den relevanten Bereich aus dem HPLC-Chromatogramm eines Extraktes
mit dem Inhaltsstoffprofil A. Es repriasentiert sozusagen die Grundausstattung an pharmakolo-
gisch relevanten Inhaltsstoffen und wurde bei vier Pflanzen identifiziert. Das vollstindige

Chromatogramm befindet sich unter 11 4.4.1.
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Abbildung 23: Inhaltsstoffprofil A — Grundausstattung (Block IV, Pflanze 6)

Profil B

Abbildung 24 zeigt den relevanten Ausschnitt aus dem HPLC-Chromatogramm eines Ex-
traktes mit dem Inhaltsstoffprofil B. Wie Pflanzen mit dem Profil A enthalten diese Herklinfte
alle pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe, also auch Rutin. Zusitzlich sind jedoch zwei
deutliche Peaks bei einer Retentionszeit von ca. 24,9 und 25,4 min zu verzeichnen. Der Peak
bei 25,4 min zeigt auf der rechten Seite eine Schulter, die erkennen ldsst, dass an seiner Ent-
stehung eine zweite Substanz bzw. Substanzgruppe beteiligt ist, die sehr nahe an der ersten
eluiert. Diese Substanz bzw. Substanzgruppe ist vermutlich bei den Inhaltsstoffprofilen A, C
und E als leichte Erhebung vor dem Peak des Flavonoidglykosids Quercitrin zu erkennen. Der

stark ausgeprigte Peak bei einer Retentionszeit von 25,4 min ist ausschlieflich bei den In-
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haltsstoffprofilen B, D und F zu finden. Die Pflanzen mit dem Inhaltsstoffprofil B stellen mit
iiber 50 % die groBite Gruppe innerhalb der heterogenen Population M. Bauer.
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Abbildung 24: Inhaltsstoffprofil B — mit zwei zusétzlichen Peaks (Block III, Pflanze 5)

Profil C

Das HPLC-Chromatogramm von nur zwei Einzelpflanzen mit dem Inhaltsstoffprofil C (vgl.
Abbildung 25) unterscheidet sich von Pflanzen mit dem Inhaltsstoffprofil A durch das zusétz-

liche Vorkommen einer Substanz, die nach einer Retentionszeit von 27,8 min eluiert.
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Abbildung 25: Inhaltsstoffprofil C — mit einem zuséitzlichen Peak (Block III, Pflanze 12)
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Profil D

Das Inhaltsstoffprofil D (vgl. Abbildung 26) stellt eine Kombination aus den beiden oben
gezeigten Profilen B und C dar. Hier sind neben Rutin, Hyperosid+Isoquercitrin und Querci-
trin sowohl die beiden Peaks bei 24,9 und 25,4 min als auch der Peak bei 27,8 min vorhanden.
Der Peak bei 25,4 min zeigt stirker als bei Inhaltsstoffprofil B eine zweite Substanz, die als
Nebenpeak sichtbar wird. Dieses Inhaltsstoffprofil D war bei fiinf der 55 untersuchten

Einzelpflanzen anzutreffen.
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Abbildung 26: Inhaltsstoffprofil D — mit drei zusitzlichen Peaks (Block I, Pflanze 8)

Profil E

Besonders bemerkenswert ist, dass einige Pflanzen ein vollkommen normales Inhaltsstoff-
profil aufweisen, jedoch kein Rutin enthalten. Auch wiederholte Untersuchungen zeigten,
dass Pflanzen mit dem Inhaltsstoffprofil E (vgl. Abbildung 27) nachweislich nicht in der Lage

sind, Rutin zu synthetisieren.

Die Gruppe der Einzelpflanzen mit diesem Profil ist mit einem Anteil von einem Viertel in
der Saatgutherkunft vertreten. Diesem Inhaltsstoffprofil E ist auch die Selektion SN-1 zuzu-

ordnen, die urspriinglich aus der Herkunft M. Bauer selektiert wurde.
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Abbildung 27: Inhaltsstoffprofil E — ohne Rutin (Block III, Pflanze 4)

Profil F

Eine Einzelpflanze mit dem Inhaltsstoffprofil F ist ebenfalls nicht in der Lage, Rutin zu bil-
den, zeigt aber wie Pflanzen mit Profil C den zusédtzlichen Peak bei einer Retentionszeit von
27,9 min (vgl. Abbildung 28). Zusétzlich trat der charakteristische Peak bei 25,3 min auf,
wéhrend im Unterschied zu den oben dargestellten Profilen B und D keine Substanz enthalten

ist, die bei 24,9 min eluiert.
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Abbildung 28: Inhaltsstoffprofil F — ohne Rutin, mit zwei zusétzlichen Peaks (Block III, Pflanze 1)
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3.2 Zweisatzgitter

Drogenproben aus dem Versuchsjahr 2001

Die Inhaltsstoffanalyse der 2001 geernteten Drogenproben zeigt die hohe natiirliche Varia-
bilitdt der untersuchten Herkiinfte. Zwei der 62 Herkiinfte konnten nicht untersucht werden.
AS-9 kam im Pflanzjahr 2001 iiberhaupt nicht zur Bliite, wiahrend die Herkunft AS-14 so
stark von Colletotrichum cf. gloeosporioides geschiadigt war, dass sie zwar noch zur Bliite

kam, aber keine Drogenprobe mehr geerntet werden konnte.

Tabelle 46 zeigt sowohl den Mittelwert als auch den niedrigsten und hochsten Messwert fiir
die Gehalte der pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe der 60 untersuchten Herkiinfte. Zum
Vergleich sind die Daten fiir den internen Standard SN-1 und die externe Standardsorte 'Tau-
bertal' separat aufgelistet. Moglicherweise fehlerhafte Werte stehen in Klammern. Daneben ist
der Wert fiir das zweithdchste Messergebnis angegeben. Eine vollstindige Auflistung der In-
haltsstoffgehalte befindet sich im Anhang unter VIII 4.1 in Tabelle 79.

Tabelle 46: Eckdaten zur Analyse der Drogenproben (n = 60), Zweisatzgitter 2001

g/kg RUT H+I QOIT QER BIA PPS PSH PHY HYP HFO AHF
Min 0,0 12,8 1.2 0,7 14 0,0 1.2 0,0 02 54 1,0
xm=60) | 7.6 20,3 3,7 13 24 0,6 4.1 0,1 0,9 11,5 2,1
Max 20,8 42,1 7,9 25 (D50 17 (10,D78 07 (5526 196 4,5
SN-1 0,0 28,4 64 14 1.8 0,6 5,7 0,0 0,8 9,6 14
Taubertal' | 10,0 22,3 2.8 1.2 1.8 0,0 24 0,0 1,0 5.9 1,2

Im Durchschnitt erreichten die Herkiinfte einen Rutingehalt von 7,6 g/lkg Droge. Die Her-
kiinfte PM-13, AS-31 und AS-33 sind wie die Selektion SN-1 nicht in der Lage, Rutin zu
bilden. Die Sorte 'Taubertal' erreichte 10,0 g/kg Rutin und lag damit zwar tiber dem Durch-
schnitt aber weit unter dem hochsten Gehalt von 20,8 g/kg Droge (AS-32). Hyperosid und
Isoquercitrin lag in allen Drogenproben reichlich vor. Die Gehalte reichten von 12,8 (AS-25)
bis 42,1 g/lkg Droge (PM-14). Mit 22,3 g/kg lag 'Taubertal' leicht iber dem Mittelwert von
20,3 g/kg, wihrend SN-1 mit 28,4 g/kg einen der hochsten Werte aufwies. Die Gehalte an
Quercitrin variierten zwischen 1,2 (AS-12) und 7,9 g/kg (AS-8). Dabei lag der Quercitrin-
gehalt von 'Taubertal' deutlich unter dem Mittelwert von 3,7 g/kg Droge, wihrend SN-1 mit
6,4 g/kg einen relativ hohen Quercitringehalt erreichte. Die Variationsbreite des Quercetinge-
haltes reichte von 0,7 (AS-21) bis 2,5 g/lkg Droge (AS-1). Die Gehalte der beiden Standards
waren sehr nahe beim Mittelwert von 1,3 g/kg angesiedelt. Beziiglich der Biapigeningehalte

liegen die Standards gleichauf mit 1,8 g/kg zwischen dem kleinsten Wert von 1,4 g/kg (AS-2)
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und dem Mittelwert von 2,4 g/kg. Der hochste Biapigeningehalt von 7,1 g/kg wurde bei der
Herkunft PM-8 gemessen. Den zweithochsten Gehalt von 5,0 g/kg erreichte PM-14.

Die Pseudohypericin-Vorstufe Protopseudohypericin kam wie bei der Sorte "Taubertal' nicht
in allen untersuchten Herkiinften in nachweisbarer Menge vor. Der Durchschnittswert von
0,6 g/kg wurde hingegen von der Selektion SN-1 erreicht. Bei der Herkunft PM-15 wurde mit
1,7 g/lkg der hochste Gehalt gemessen. Die Gehalte an Pseudohypericin variierten von 1,2
(AS-29) bis 10,1 bzw. 7,8 g/lkg (PM-8 bzw. BT-1) um einen Mittelwert von 4,1 g/kg Droge.
SN-1 erreichte dabei mit 5,7 g/lkg mehr als den doppelten Gehalt von 'Taubertal', der bei
2,4 g/kg lag. Wie bei den meisten Herkiinften erreichte der Protohypericingehalt auch bei den
Standards die Nachweisgrenze nicht. Dies driickt sich auch im Mittelwert aller Herkiinfte aus,
der nur bei 0,1 glkg Droge lag. Der hochste Wert wurde wie auch schon bei
Protopseudohypericin bei der Herkunft PM-15 gemessen. Die Schwankungsbreite des
Hypericingehaltes in der Droge reichte von 0,2 (AS-32) bis 5,5 bzw. 2,6 g/lkg (PM-8 bzw.
PM-15). Dabei gruppieren sich die beiden Standards um den Mittelwert von 0,9 g/kg.

Die Analyse der Phloroglucinderivate erbrachte ebenfalls eine hohe Variabilitidt. Die Hyper-
foringehalte variierten dabei von 5,4 (AS-11) bis 19,6 g’lkg (PM-14). Die Standardsorte 'Tau-
bertal' lag mit 5,9 g/kg nur leicht iiber dem Minimum, wiahrend SN-1 mit 9,6 g/kg fast an den
Mittelwert von 11,5 g/lkg heranreichte. Beziiglich der Adhyperforingehalte lagen die Stan-
dards mit 1,2 (‘'Taubertal') und 1,4 g/kg (SN-1) nur wenig iiber dem Minimum von 1,0 g/kg
(AS-22). Im Mittel enthielten die untersuchten Herkiinfte 2,1 g Adhyperforin pro kg Droge.
Den hochsten Gehalt erreichte PM-8 mit 4,5 g/kg.

Der Vergleich der Standards zeigt, dass SN-1 kein Rutin bildete aber etwas hohere Gehalte an
Hyperosid+Isoquercitrin, Quercitrin und Quercetin aufwies. Im Biapigeningehalt unter-
schieden sich die beiden Standards nicht. Die Selektion SN-1 bildete wesentlich mehr Pseu-
dohypericin und dessen Vorstufe Protopseudohypericin, wéhrend die Sorte 'Taubertal' etwas
mehr Hypericin enthielt. Im Hyperforin- und Adhyperforingehalt tibertraf SN-1 die Sorte
"Taubertal' deutlich.

Bliitenproben aus dem Versuchsjahr 2002

Nach den teilweise hohen Ausfillen durch Colletotrichum cf. gloeosporioides im Pflanzjahr
und dem Fortschreiten der Infektion im zweiten Standjahr wurden fiir die Analyse der
pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe nur die interessantesten Herkiinfte auf dem
Versuchsfeld Zierpflanzenbau ausgewihlt. Dazu zdhlten zum einen die Wildherkiinfte P-1,
P-2, H-2, H-3 und H-4 sowie die Selektionen AS-21, AS-22, AS-25, AS-28 und AS-30. Des
Weiteren wurden auch die Wildherkiinfte BT-1, WE-1 und UP-1 auf ihre Inhaltsstoffgehalte

untersucht. Dazu wurden von allen vier Parzellen Bliitenproben (n = 50 Bliiten) geerntet.

Tabelle 47 zeigt die Mittelwerte der Inhaltsstoffgehalte iiber alle vier Parzellen zusammen mit

der jeweiligen Standardabweichung.
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Tabelle 47: Inhaltsstoffanalyse der Bliitenproben, Zweisatzgitter 2002

g/kg RUT H+I QIT QER BIA PPS PSH PHY HYP HFO AHF
P-1 30+0,3 22,7+13 23+04 08+0,1 2,0+08 0,1+02 33+0.2 0,0 04+0,1 102+13 1,7+0,3
P-2 2,8+04 24,7+1,8 24+03 0,7+0,1 1,8=+0,7 0,0 29+0,6 0,0 03+0,0 9,7+0,9 1,7+0,1
H-2 45+0,1 23,1+£0,6 3,6+0,1 13+02 22+04 08+0,1 58+0,7 00 1,1+0,1 7,7+0,7 1,0£0,0
H-3 43+05 248+1,6 4,1+0,5 13+0,1 25+1,0 0,704 59+0,8 00+0,1 1,0£02 93+33 12+04
H-4 49+0,4 246+0,8 38+04 14+03 24+06 06+01 65+1,1 00+0,1 12+0,1 67+05 1,0+0,1
AS-21 150+0,7 20,1 £0,2 44+06 0,7+0,1 1,7+03 02+02 43+0,3 0,0 06+0,1 90+04 1,1+0,1
AS-22 12,4+03 20,6+0,5 5,1+0,1 08+0,1 18+04 05+0,1 5,1+0,5 0,0 1,0+0,1 92+0,6 12+0,2
AS-25 13,6+0,8 19,7+1,3 43+03 0,7+0,1 16+02 04+03 4,1+04 0,0 0,7+0,1 12,0+0,3 14+04
AS-28 49+09 284+20 46+04 10+0,1 2,0+04 03+03 28+03 0,1+0,1 14+0,1 163+2,1 2,6+0,9
AS-30 11,0£04 224+1,7 49+0,1 09+0,2 2,0+08 0,0 40+0,5 0,0 04+0,0 10,6+0,5 1,7+0,1
BT-1 2,6+0,1 252+1,3 46+04 12+0,1 2,5+£08 12+£02 62+0,7 00+0,1 0,6=+0,1 10,1+0,9 1,1+0,2
WE-1 2,7+£0,0 26,1+1,8 29+0,2 13+£02 29+06 0,6+0,1 45+0,3 0,0 05+0,0 87+0,6 12+0,2
UP-1 24+0,1 23,7+09 28+0,1 09+00 25+05 06+0,1 4,1+0,1 0,0 03+0,0 7,7+0,5 12+0,1

Die phénotypisch gleichen Herkiinfte P-1 und P-2 zeigten eine sehr hohe Ubereinstimmung in
den gemessenen Inhaltsstoffgehalten. Die Herkiinfte H-2, H-3 und H-4 bildeten eine zweite
Gruppe, die sich durch vergleichsweise hohe Pseudohypericingehalte auszeichnet. Auch die
morphologische Ahnlichkeit der Selektionen AS-21, AS-22 und AS-25 spiegelt sich in einer
hohen Ubereistimmung der Ergebnisse aus der Inhaltsstoffanalyse wider. Auffallend ist der
relativ hohe Rutingehalt in dieser Gruppe. Die restlichen Herkiinfte zeigten zwar teilweise

iibereinstimmende Inhaltsstoffgehalte, reprasentieren aber klar unterscheidbare Phianotypen.

Zu den einzelnen Inhaltsstoffen ist anzumerken, dass auch in dieser Analysenreihe sehr hohe
Schwankungen im Biapigeningehalt zu verzeichnen waren. Die Gehalte an Protopseudohy-

pericin und besonders an Protohypericin waren sehr nahe an der Nachweisgrenze angesiedelt.

3.3 Linienanlage

Von den Herkiinften, die in der Linienanlage gepflanzt wurden, konnten zahlreiche Proben fiir
die Analyse der pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe gewonnen werden. Zuerst wurden
von jeder Herkunft und jeder Parzelle mit Standardsorten 50 Bliiten geerntet. Weiterhin wur-
den zum Vergleich je zwei Bliitenproben N, und je eine Drogenprobe geerntet, allerdings
dabei die 28 Standardparzellen weggelassen. Aufgrund von Ausfillen durch Johanniskraut-
welke konnten Bliitenproben (n = 50 Bliiten) von 34 Herkiinften, Bliitenproben N, (n =10

Bliiten) von 31 und Drogenproben von 30 Herkiinften geerntet werden.
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Bliitenproben

Die detaillierten Analyseergebnisse der Bliitenproben (n = 50 Bliiten) sind im Anhang unter
VIII 4.2, Tabelle 81 aufgelistet. Tabelle 48 zeigt die Durchschnittswerte der Standards sowie
den Mittelwert mit Minimum und Maximum der 34 untersuchten Herkiinfte, um die Variabili-

tét beziiglich der Gehalte an pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffen zu verdeutlichen.

Tabelle 48: Eckdaten zur Inhaltsstoffanalyse der Bliitenproben, Linienanlage 2002

g/kg RUT H+I QIT QER BIA PPS PSH PHY HYP HFO AHF

Min 0,0 15,7 2,0 0,5 0,6 0,0 2,2 0,0 0,2 2,4 0,0
X (n="34) 4,5 243 3.8 1,0 1,6 0,8 4,1 0,1 0,9 10,0 1,2
Max 11,4 34,7 73 2,4 3,7 2,0 6,8 0,4 2,9 22,2 2,6
SN-1

(n=14) 0,0 29,0+1,7 47+0,2 08+0,1 22+08 14+04 65+0,9 0,0 0,7+0,1 133+23 1,6+0,3
'Taubertal'

(n=14) 6,4+04 282+33 41+12 09=+01 27+10 06+02 38+04 01=+01 11£02 95+13 14+0,2

Die Gehalte an Rutin lagen im Durchschnitt bei 4,5 g/kg Bliiten. Wéahrend SN-1 zu den Her-
kiinften z&hlt, die kein Rutin bilden, lag die Sorte 'Taubertal' mit 6,4 g/kg zwar deutlich iiber
dem Mittelwert, reichte aber nicht an das Maximum von 11,4 g/kg (MB-G) heran. Hyperosid
und Isoquercitrin konnten in allen Herkiinften in groBer Menge nachgewiesen werden. Aller-
dings war auch hier eine hohe Variationsbreite von 15,7 g/kg (GZ-10) bis 34,7 g/kg (PM-10)
zu beobachten. Die Standards lagen dabei merklich iiber dem Mittelwert von 24,3 g/kg. Die
Gehalte an Quercitrin variierten zwischen 2,0 (GZ-4) und 7,3 g/kg (PF-4), wobei die Stan-
dards wieder hohere Gehalte als den Mittelwert der Herkiinfte von 3,8 g/kg erreichten. Die
Variationsbreite des Quercetingehaltes reichte von 0,5 (AS-6b) bis 2,4 g/lkg (PM-15a). Die
Gehalte der Standards lagen dabei knapp unter dem Mittelwert der Herkiinfte, der 1,0 g/kg
betrug. Die gemessenen Biapigeningehalte variierten von 0,6 (AS-2) bis 3,7 g/lkg (FS-4) um

einen Mittelwert von 1,6 g/kg, der von den beiden Standards klar tibertroffen wurde.

Bei der Gruppe der Naphthodianthrone kann fiir die Protohypericine keine vergleichende
Aussage getroffen werden, da besonders Protohypericin bei vielen Herkiinften in der Ndhe der
Nachweisgrenze rangierte. In der Regel bewegten sich die Werte entsprechend den Gehalten
ithrer Endstufen Pseudohypericin und Hypericin. Die gemessenen Gehalte an Pseudohypericin
schwankten von 2,2 (GZ-8) bis 6,8 g/lkg (MB-AS). Wihrend die Selektion SN-1 mit 6,5 g/kg
an das Maximum heranreichte, blieb 'Taubertal' mit 3,8 g/kg knapp unterhalb des Mittelwertes
von 4,1 g/kg. Hypericin zeigte eine sehr hohe Schwankungsbreite zwischen 0,2 (AS-6b) und
2,9 g/kg (PM-15a). Die beiden Standards rangierten in der GroBenordnung des Mittelwertes
von 0,9 g/kg. Allerdings erreichte 'Taubertal' mit 1,1 g/kg einen merklich hoheren Wert als
SN-1 mit 0,7 g/kg.




Ergebnisse 82

Eine hohe Variabilitidt konnte auch beim Phloroglucinderivat Hyperforin gemessen werden.
Der maximale Gehalt lag mit 22,2 g/kg (SN-W) fast beim 10fachen des Minimums von
2,4 g/kg (GZ-8). 'Taubertal' lag mit 9,5 g/kg knapp unterhalb des Mittelwertes von 10,0 g/kg,
wéhrend SN-1 mit 13,3 g/kg einen etwas hoheren Wert fiir Hyperforin aufwies. Die Adhyper-
foringehalte schwankten zwischen nicht nachweisbar (AS-2) und 2,6 g’kg (SN-W). Die Stan-
dards lagen etwas iiber dem Mittelwert von 1,2 g/kg Bliiten.

Der grofite Unterschied zwischen den Standards ergibt sich aus der Tatsache, dass SN-1 nicht
in der Lage ist, Rutin zu synthetisieren. Beziiglich der Gehalte an den restlichen Flavonoiden
und an Biapigenin bewegen sich die Standards in vergleichbaren GréBenordnungen. Ein wei-
terer Unterschied besteht in dem einerseits deutlich hoheren Pseudohypericingehalt von SN-1.
Andererseits ist 'Taubertal' in der Lage, mehr Hypericin als SN-1 zu bilden. Schlielich konn-

ten in SN-1 hohere Gehalte an Hyperforin nachgewiesen werden.

Bliitenproben N,

Die Bliitenproben N, (n = 10 Bliiten) wurden auf die pharmakologisch relevanten Inhalts-
stoffe untersucht. Tabelle 49 fasst die Mittelwerte mit dem Minimum und dem Maximum
unter den 31 untersuchten Herkiinften zusammen. Da von jeder Parzelle zwei Proben analy-

siert wurden, reprasentieren die Ergebnisse jeweils den Mittelwert dieser beiden Proben.

Die gemessenen Inhaltsstoffgehalte der Bliitenproben N, liegen sowohl beziiglich ihres Mini-
mums und Maximums als auch beziiglich der Mittelwerte in der selben Grofenordnung wie
die Werte, die fiir die Bliitenproben (n =50 Bliiten) gemessen wurden (vgl. Tabelle 48).
Lediglich die Werte fiir Quercetin, Biapigenin und Hyperforin lagen im Mittel bei den Bliiten-
proben N, um ca. 15 % und damit geringfiigig hoher als bei den Bliitenproben.

Tabelle 49: Eckdaten zur Inhaltsstoffanalyse der Bliitenproben N,, Linienanlage 2002

g/kg RUT H+I QIT QFER BIA PPS PSH PHY HYP HFO AHF

Min 0,0 16,4 1.8 03 0.8 0,0 1,5 0,0 0,1 3,3 0.2
x(n=31)| 44 23,1 36 13 1,9 0,5 42 0,0 08 11,8 13
Max 12,4 32,9 6,6 38 55 1,7 6.9 0,3 2,5 18,4 24

Tabelle 50 gibt die Korrelationen der Messwerte fiir die Bliitenproben (n = 50 Bliiten) und der
entsprechenden Messwerte fiir die Bliitenproben N, (n = 10 Bliiten) wieder. Anhand des
angegebenen Bestimmtheitsmalles R? 1dsst sich ein sehr starker linearer Zusammenhang fiir
Rutin (R? = 0,9729) und Hypericin (R? = 0,8984) feststellen. Fiir Hyperosid+Isoquercitrin und
Quercitrin ist ebenfalls ein guter linearer Zusammenhang (R? = 0,7346 bzw. 0,7757) gegeben.
Immer noch deutlich ist die Korrelation der Messwerte fiir Pseudohypericin (R* = 0,6109) und
Hyperforin (R? = 0,6575) sowie etwas weniger deutlich fiir Adhyperforin (R? = 0,4686) aus-
gepragt. Fiir Quercetin (R? = 0,0378) und Biapigenin (R? = 0,0687) ldsst sich iiberhaupt kein
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Zusammenhang zwischen den Messwerten der Bliitenproben und der Bliitenproben N, her-
stellen. Ahnliches gilt fiir die Messwerte fiir Protopseudohypericin (R2 = 0,3425), wihrend fiir
Protohypericin aufgrund der wenigen Messwerte iiber der Nachweisgrenze bei den Bliiten-

proben N, keine Angaben moglich sind.

Tabelle 50: Korrelationen zwischen Bliitenproben und Bliitenproben N,, Linienanlage 2002

Regressionsgleichung Bestimmtheitsmaf3
Rutin y=0,9772 x-0,2152 R*=0,9729
Hyperosid-+Isoquercitrin y=10,7700 x + 4,4466 R2=10,7346
Quercitrin y=10,9544 x - 0,0991 Rz=0,7757
Quercetin y=10,3538 x + 0,9563 R2=10,0378
Biapigenin y=0,4667 x + 1,1796 R2=0,0687
Protopseudohypericin y=10,6026 x +0,0219 R2=10,3425
Pseudohypericin y=0,9133 x + 0,4342 R2=10,6109
Protohypericin - -
Hypericin »=0,9271 x - 0,0549 R?>=0,8984
Hyperforin y=10,8454 x +3,4758 R2=10,6575
Adhyperforin y=0,7279 x + 0,4812 R?=0,4686
Drogenproben

In Tabelle 51 sind die wichtigsten Messwerte aus der Inhaltsstoffanalyse der Drogenproben
dargestellt. Die Drogenproben der 30 untersuchten Herkiinfte zeigten insgesamt geringere
Inhaltsstoffgehalte als die Bliitenproben (n» = 50 Bliiten) und Bliitenproben N, (rn = 10 Bliiten)
(vgl. Tabelle 48 und Tabelle 49). Besonders gro3 sind die Unterschiede bei Hyperosid+Iso-
quercitrin und Quercitrin, wahrend Rutin eine Ausnahme bildet und in den Drogenproben
hohere Konzentrationen erreichte als in den beiden Bliitenproben. Bei den Phloroglucinderi-

vaten wurden in den Drogenproben ebenfalls hohere Gehalte gemessen.

Tabelle 51: Eckdaten zur Inhaltsstoffanalyse der Drogenproben, Linienanlage 2002

g/kg RUT H+I QIT QFER BIA PPS PSH PHY HYP HFO AHF

Min 0,0 10,0 0,9 0,6 0,7 0,1 0,5 0,0 0,0 56 04
x(n=30)| 62 16,4 24 1,0 14 04 23 0,1 04 10,9 1,5
Max 12,6 29,7 56 1,7 26 1.2 62 0,3 11 21,6 2,9

Tabelle 52 zeigt anhand des errechneten BestimmtheitsmaBles der Regressionsgleichungen,
inwieweit ein linearer Zusammenhang zwischen den gemessenen Inhaltsstoffgehalten der

Bliitenproben (n = 50 Bliiten) und der entsprechenden Drogenproben hergestellt werden kann.
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Ein sehr starker linearer Zusammenhang ist fiir den Inhaltsstoff Rutin gegeben (R? = 0,8275).
Auch fiir Hyperosid+Isoquercitrin (R?=0,5583), Quercetin (R?=0,5033) und Hypericin
(R*=0,5353) sowie mit deutlichen Einschrinkungen fiir Hyperforin und Adhyperforin
(R*=0,4847 bzw. 0,4622) ist ein linearer Zusammenhang anzunehmen. Fiir die iibrigen Sub-

stanzen ist keine Korrelation zwischen den Messwerten feststellbar.

Tabelle 52: Korrelationen zwischen Bliitenproben und Drogenproben, Linienanlage 2002

Regressionsgleichung Bestimmtheitsmaf3
Rutin y=1,1363 x + 0,6095 R*=10,8275
Hyperosid-+Isoquercitrin y=10,5668 x +2,7412 R2=10,5583
Quercitrin y=10,5559 x +0,2338 R2=10,3060
Quercetin y=10,4610 x + 0,5468 R2=10,5033
Biapigenin y=20,0612 x +1,2922 R2=10,0206
Protopseudohypericin y=10,2942 x +0,2214 R2=10,2905
Pseudohypericin y=0,4952 x +0,2752 R2=0,2227
Protohypericin y=10,3035x +0,0529 R2=10,2026
Hypericin y=10,4027 x + 0,0085 R*=0,5353
Hyperforin y=0,7574 x + 3,2901 R?=0,4847
Adhyperforin y=0,8526 x + 0,5419 R?=0,4622

4. Physiologie der Ertragsbildung
4.1 Bluhverhalten

In Abbildung 29 ist das Bliihverhalten fiir die Einzelpflanzen der untersuchten Sorten "Tau-
bertal', "Topaz' und der Selektion SN-1 im gleichen Mafstab dargestellt. Es féllt auf, dass die
Bliite von Johanniskraut keinem geregelten Programm mit kontinuierlichem Verlauf folgt.
Die Anzahl der gedffneten Bliiten unterliegt vielmehr einer sehr starken tdglichen Schwan-
kung. Dennoch lassen sich deutliche Parallelen im Bliithverhalten sowohl zwischen den Pflan-
zen innerhalb einer Sorte als auch zwischen den verschiedenen Sorten erkennen. 'Taubertal’
ist die Sorte mit der friithesten Bliite, gefolgt von der Herkunft SN-1. Die untersuchten Pflan-

zen der Sorte 'Topaz' blithten sehr viel spéter.

Tabelle 53 zeigt fiir jede Pflanze die phinologischen Daten zum Bliithverhalten. Dabei ist der
Blithbeginn als der Tag definiert, vor dem der gleitende Mittelwert {iber 50 Bliiten pro Tag
steigt (vgl. IV 3.1, Abbildung 57). Als Hohepunkt wurde der Tag mit den meisten gedffneten
Bliiten gewdhlt. Das Ende der Bliihperiode ist dann erreicht, wenn der gleitende Mittelwert
zum ersten Mal unter 50 Bliiten pro Tag sinkt. Der Quotient aus der Anzahl gebildeter Bliiten
und der Dauer der Bliihperiode ergibt die Intensitét der Bliite.
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Abbildung 29: Bliihverlauf bei 'Taubertal’, SN-1 und 'Topaz'
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Tabelle 53: Phiinologische Daten zum Bliihverlauf von 'Taubertal', SN-1 und 'Topaz'

'"Taubertal’ SN-1 "Topaz'
Einzelpflanze a b a b a b c
Blithbeginn 13. Juni 13. Juni 17. Juni 17. Juni 24. Juni 25. Juni 25. Juni
Hoéhepunkt 21. Juni 21. Juni 23. Juni 27. Juni 10. Juli 9. Juli 9. Juli
Ende der Bliite 2. Juli 2. Juli 13. Juli 14. Juli 28. Juli 31. Juli 22. Juli
Blithperiode/d 20 20 27 28 35 37 28
Bliiten gesamt 2.794 2717 4.593 7.772 6.616 6.103 4.542
Intensitét in Bl./d 140 136 170 278 189 165 162

4.2 Entwicklung der Inhaltsstoffe in der Droge
4.2.1 Blihperiode

Fiir die Untersuchungen zur Entwicklung der pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe in der
Droge von 'Taubertal' (Klon TT-1) wéhrend der Bliihperiode wurden die HPLC-Ergebnisse
nach II 4.4 quantifiziert. Die ermittelten Inhaltsstoffgehalte sind in Tabelle 54 zusammen-

getragen. Die Maxima der einzelnen Inhaltsstoffe wurden durch Fettdruck hervorgehoben.

Eine graphische Darstellung der Ergebnisse findet sich unter IV 3.2.

Tabelle 54: Ertrag und Inhaltsstoffgehalte im Verlauf der Bliihperiode in g/kg (n = 8)

18. Juni 19. Juni 20. Juni 21. Juni 24. Juni 26. Juni 28. Juni
Stadium Vollbliite abklingende Bliite
Eg/r;ﬁ'i“ 284+48  278+67 293+48 32,1+£73  307+11,9 321+189 30,5+50
RUT 822+058 7,65+0,38 7,59+0,63 7,04+£0,73 597+£0,37 5,71+£0,53 4,95+0,33
H+I 18,67 £1,29 1821 +1,26 18,37+1,46 17,35+1,00 15,56+0,31 14,70+0,65 14,01 +0,86
QIT 1,92+0,10 1,87+0,16 2,02+0,16 1,89+0,09 1,62+0,30 1,54+0,13 1,46+0,19
QER 1,05+0,07 1,11+0,15 1,21+0,16 1,24+0,08 1,04+0,11 093+0,10 0,91+0,09
BIA 1,91+0,14 185+026 1,74+0,10 147+£0,09 1,20+£035 097+0,18 0,84+0,19
PPS 0,50 +0,08 044+0,04 044+0,08 037+0,08 0,19+0,10 0,13+0,04 0,05+0,03
PSH 1,53+0,11 1,55+0,14 1,76+0,10 1,66+0,09 1,44+0,20 1,36+0,07 1,31+0,16
PHY 0,17+0,04 0,14+0,01 0,15+0,03 0,11£0,02 0,06+0,03 0,04+0,01 0,04=+0,03
HYP 0,50+0,06 049+0,03 053+0,03 0,51+0,03 046+0,06 0,45+0,07 0,40=+0,04
HFO 6,17£0,58 6,48+0,59 7,35+0,83 838=+1,13 928+1,16 9,26+1,99 10,93 +2,56
AHF 1,04+0,15 1,100,111 1,31£0,20 1,66+030 2,05+0,35 2,08+0,55 2,61+0,74

Im Verlauf der zeitlich eng gestaffelten Beerntung der Pflanzen wéhrend der Bliithperiode ist

eine tendenzielle Ertragszunahme zu erkennen. Dem stehen sehr unterschiedliche Entwick-

lungsverldufe bei den Inhaltsstoffgehalten gegeniiber. Wéhrend Rutin, Hyperosid+Isoquerci-
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trin und Biapigenin stetig abnehmen, steigen die Gehalte an Quercitrin und Quercetin zu-
nichst bis zum dritten Erntetermin an, um dann wieder kontinuierlich abzunehmen. Auch
Pseudohypericin und Hypericin zeigen am dritten Erntetermin ein leichtes Maximum, um
danach sanft abzufallen. Die Protoformen der Hypericine gehen dagegen vom ersten Probeter-
min an bestdndig zuriick. Geradezu entgegengesetzt verhalten sich die Gehalte der Phloroglu-
cinderivate. Bei Hyperforin und Adhyperforin ist vom ersten Erntetermin an eine starke Zu-

nahme zu verzeichnen.

4.2.2 Generative Phase

Tabelle 55 gibt die Entwicklung der Inhaltsstoffgehalte iiber den gesamten Verlauf der ge-
nerativen Phase des Johanniskrautes vom Knospenstadium bis zur Kapselreife wieder ('Tau-
bertal'-Klon TT-2). Die hochsten Werte fiir die einzelnen Inhaltsstoffe sind wieder durch Fett-
druck hervorgehoben. Die Ergebnisse sind zusammen mit der oben gezeigten Entwicklung

iiber den kiirzeren Zeitraum der Blithperiode unter IV 3.2. graphisch dargestellt.

Tabelle 55: Ertrag und Inhaltsstoffgehalte im Verlauf der generativen Phase in g/kg (n = 8)

14. Juni 19. Juni  24. Juni 01. Juli 08. Juli 23. Juli  08. August

abklingende Ende Bliite griine erste reife

Bliite Kapseln Samen reife Kapseln

Stadium | Blithbeginn  Vollbliite

Ertrag in

o/Pfl 20,5+5,7 33,3+10,4 34,1+9,6 452+16,1 41,9+20,1 50,3+26,7 keine Angabe

RUT 10,37+1,07 7,72+0,59 582+042 421+048 3,02+0,50 1,51+0,23 0,55+0,00
H+I 20,85+2,12 18,48+1,33 15,06+0,93 12,90+0,97 8,.83+0,76 4,65+0,30 1,24+0,31
QIT 1,47+0,18 1,88+0,15 1,68+0,25 124+029 0,89+0,12 0,47+0,08 0,18 +0,00
QER 0,76+0,14 1,05+0,15 090+0,11 0,85+0,12 0,64+0,06 040+0,04 0,29+0,09
BIA 1,55+0,37 1,79+£0,20 1,22+0,24 0,60+£0,19 0,45+0,12 0,27+0,00 -

PPS 0,57+0,10 0,53+0,09 0,33+0,13 0,06+ 0,02 - - -

PSH 1,03+0,15 1,51+0,12 1,36+0,15 1,03+0,20 0,81+0,09 0,29+0,04 0,08+0,02
PHY 0,14+0,03 0,15+0,02 0,09+0,04 0,03+0,00 - - -

HYP 0,28+0,03 0,46+0,03 043+£0,05 0,37+0,06 0,30+0,04 0,11+£0,02 0,07+0,02
HFO 4,63+0,63 7,08+1,02 10,13+1,65 13,67+1,87 1535+4,99 11,94+2,52 2,61+0,93
AHF 0,74+0,11 1,31+0,18 226+0,54 3,40+0,53 3,95+1,15 3,72+090 0,78+0,18

Im Verlauf der Entwicklung vom Knospenstadium bis zur Kapselreife ist trotz hoher Stan-
dardabweichungen ein tendenzieller Ertragsanstieg erkennbar. Auch hier zeigen Rutin und
Hyperosid+Isoquercitrin von Anfang an einen stark zuriickgehenden Gehalt in der Droge.
Quercitrin, Quercetin und Biapigenin konnen vom 14. auf den 19. Juni noch eine Zunahme
verzeichnen, bevor auch sie allméhlich abfallen. Dieselbe Tendenz ist auch bei den Naphtho-

dianthronen zu beobachten, jedoch ist sie bei den Protoformen wesentlich weniger stark aus-
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gepragt als bei den Endstufen Pseudohypericin und Hypericin. Ab dem fiinften Probetermin
sind die Protohypericine nicht mehr nachweisbar. Bei den Hyperforinen ist wieder ein sehr
starker Anstieg zu verzeichnen, der am 08. Juli ein Maximum erreicht. Im Verlauf der beiden
letzten Erntetermine gehen die Gehalte von Hyperforin und Adhyperforin sehr rasch bis auf

thr Ausgangsniveau zuriick.

4.3 Entwicklung der Inhaltsstoffe in Einzelbliten
4.3.1 Bllahverlauf

Abbildung 30 zeigt trotz vorhandener Schwankungen deutlich, dass das Trockengewicht der
Bliiten mit fortschreitendem Bliihverlauf abnimmt. Die Abnahme bewegt sich im Zeitraum
von ca. vier Wochen in einer GréBenordnung von einem Drittel. Die Bliiten der Selektion
SN-1 besitzen ein geringeres Gewicht als die der Sorte 'Taubertal'. Der Vergleich der Einzel-

pflanzen der jeweiligen Herkunft zeigt eine hohe Ubereinstimmung der Ergebnisse.
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Abbildung 30: Entwicklung des Trockengewichtes von je 20 Bliiten bei 'Taubertal' und SN-1

Der Vergleich der Mittelwerte fiir die Inhaltsstoffgehalte {iber einen Zeitraum von etwa vier
Wochen (Abbildung 31) zeigt zunéchst die bekannten Unterschiede zwischen der Sorte '"Tau-
bertal' und der Selektion SN-1 (vgl. IIT 3.1.1). Charakteristisch fiir SN-1 ist das Fehlen von
Rutin. Die iibrigen Flavonoide sind in vergleichbarer Konzentration vorhanden. Bei SN-1
wurden hohere Gehalte an Protopseudohypericin und Pseudohypericin gemessen, wihrend
"Taubertal' hohere Gehalte an Protohypericin und Hypericin aufwies. Fiir Hyperforin wurden

bei SN-1 etwas hohere Konzentrationen gemessen als bei "Taubertal'. Die Analysewerte der
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Einzelpflanzen einer Herkunft stimmten wie bei den Bliitengewichten gut iiberein. Die Stan-
dardabweichungen zeigen, dass die gemessenen Inhaltsstoffgehalte {iber den erfassten Zeit-
raum von fast vier Wochen innerhalb der natiirlichen Schwankungsbreite lagen. Dabei waren

die hochsten Schwankungen bei Biapigenin und den Protohypericinen zu verzeichnen.
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Abbildung 31: Mittelwerte fiir die Inhaltsstoffgehalte iiber ca. 4 Wochen (n =17)

4.3.2 Tagesverlauf

Die Ergebnisse der Analysen von Bliitenproben der Sorte 'Topaz', die im Verlauf eines Tages
geerntet worden waren, sind zusammen mit dem Trockengewicht der 20 Bliiten in Tabelle 56
aufgefiihrt. Offensichtlich zweifelhafte Messwerte stehen in Klammern. Das Trockengewicht
der Bliiten steigt bis 10.15 Uhr an und fillt im Verlauf des verbleibenden Tages unter das
Ausgangsniveau ab. Die gemessenen Inhaltsstoffgehalte lassen keine generelle Abhangigkeit
vom Erntezeitpunkt am Tag der Anthese erkennen. Eine Ausnahme bilden dabei Biapigenin,
dessen Gehalt sich vom Morgen bis zur Mittagszeit halbiert, und Protopseudohypericin sowie
Pseudohypericin, die im Verlauf des Vormittags ebenfalls einen Riickgang der Gehalte

zeigen.

Im Vergleich zum Vortag wird deutlich, dass in den Bliiten am Tag nach der Anthese ein
deutlicher Anstieg der Quercetinkonzentration sowie des Hyperforin- und Adhyperforingehal-
tes erfolgt. Gleichzeitig sinken die Konzentrationen an Protopseudohypericin und Pseudo-
hypericin weiter ab. Die Gehalte der restlichen Inhaltsstoffe verdndern sich hingegen kaum
bzw. zeigen keine eindeutige Tendenz in ihrer Entwicklung. Das Trockengewicht ist am Tag

nach der Anthese erheblich geringer.
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Tabelle 56: Entwicklung der Inhaltsstoffgehalte im Tagesverlauf in g/kg, Bliitenproben 'Topaz'

Tag der Anthese Tag nach Anthese
Uhrzeit 8:15 10:15 12:15 14:15 16:15 18:15 | 8:15 10:15 12:15 14:15
Gewicht Pfl.a | 171,0 178,5 1749 1664 1580 1560 | 1404  132,1 1348 1316
inmg PfLb| 1815 1873 1814  173,1 168,77 1582 | 137,1  139,6 1347 140,
RUT Pfl. a 4,5 4,6 4,5 4,4 5,1 (6,3) 5,3 4,7 4,6 4,8
Pfl. b 4,4 4,7 4,5 4,2 (6,2) 5,0 4,9 4,8 4,6 5,0
H+T Pfl. a 18,8 19,1 18,4 17,8 (25,8) 27,7) 19,6 20,1 19,4 20,0
Pfl.b | 18,1 19,0 18,2 170 (26,1) 175 | 20,1 19,4 18,9 19,6
o Plha| 37 3,9 3,5 3,1 (5.1) 3,5 3,7 3,3 3,4 3,0
Pl.b | 34 (4,5) 2,8 3,1 3,2 3,4 2,8 2,9 3,7 2,7
Qer  Pla| 05 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 1,6 1,5 1,7 1,4
Pfl. b 0,5 0,5 0,4 0,4 0,5 0,5 1,4 1,5 1,5 1,3
BIA Pfl. a 2,7 1,9 1,2 1,2 1,1 1,1 1,2 1,2 1,1 1,0
Pfl. b 2,5 1,6 0,9 1,0 0,9 1,0 0,9 1,0 1,0 1,0
PPS Pfl. a 0,9 0,8 0,7 0,6 0,6 0,6 0,5 0,5 0,0 0,0
PLb | 1,0 0,7 0,5 0,7 0,5 0,5 0,0 0,4 0,0 0,0
pgy  Pfla| 53 4,9 4,8 43 4,5 4,6 4,5 4,6 42 3,6
PlLb | 5,1 4,5 3,9 4,2 4,0 4,1 3,7 3,8 4,0 3,3
pry  Pfla| 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Pfl. b 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
HYP Pfl. a 0,7 0,7 0,7 0,6 0,7 0,6 0,7 0,7 0,6 0,6
PLb | 14 0,6 0.5 0,6 0,5 0,5 0,5 0,6 0,6 (1,3)
upo  Pfla| 155 14,4 143 14,6 14,5 14,2 17,7 18,4 14,8 19,6
Pl.b | 148 15,0 153 15,1 15,2 156 | 193 18,6 16,5 21,5
AHF Pil. a 2,3 2,2 2,2 2,3 2,3 24 2,9 3,1 2,4 (1,0)
Pil. b 2,1 2,2 2,3 2,4 2,4 2,5 3,1 3,0 2,8 34

4.3.3 Positionseffekte

Beziiglich des Bliitengewichtes und des Gehalts an pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffen
konnten nur teilweise Abhéngigkeiten von der Ordnung der Einzelbliite oder der Teilinflores-
zenz (vgl. Abbildung 12) festgestellt werden. Da die Herkunft SN-1 kein Rutin bildet, liegen
dazu keine Daten vor. Ausgehend von anndhernd gleichen Gehalten (bis + 5 %) einzelner
Positionen im Vergleich zum Mittelwert aller Positionen wurde eine Einteilung von einem
geringen (bis + 10 %) iiber einen mittleren (bis + 15 %) bis hin zu einem hohen Einfluss (bis
+ 20 %) vorgenommen. Bei einigen Inhaltsstoffen wie zum Beispiel Biapigenin schwankten

die Messwerte so stark, dass keinerlei Tendenz zu Positionseffekten erkennbar war.

Die Einteilungen in Tabelle 57 lassen erkennen, dass die Position einer Bliite einen deutlichen
Einfluss auf das Bliitengewicht und den Gehalt an Quercitrin hat. Auf die Gehalte an Querce-
tin, Protopseudohypericin und Pseudohypericin wirkt sich die Position der Bliiten weniger
stark aus. Der Einfluss der Ordnung der Bliite innerhalb einer Teilinfloreszenz ist dabei
wesentlich groBer als der Einfluss zwischen den Teilinfloreszenzen. Fiir die restlichen unter-
suchten Inhaltsstoffe konnte kein Zusammenhang zwischen der Position am Bliitenstand und

ihrer Konzentration in der Bliite nachgewiesen werden.
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Tabelle 57: Einfluss von Positionseffekten auf Gewicht und Inhaltsstoffgehalte

Ordnung Infloreszenz
Gewicht hoch' keiner
Hyperosid+Isoquercitrin keiner keiner
Quercitrin hoch keiner
Quercetin mittel gering
Biapigenin ohne Tendenz ohne Tendenz
Protopseudohypericin mittel keiner
Pseudohypericin ohne Tendenz ohne Tendenz
Protohypericin mittel ohne Tendenz
Hypericin ohne Tendenz ohne Tendenz
Hyperforin keiner ohne Tendenz
Adhyperforin keiner keiner
'kein Einfluss =bis+5%

geringer Einfluss =bis+ 10 %
mittlerer Einfluss = bis + 15 %
hoher Einfluss =bis £20 %

Im Folgenden sind die Einfliisse der Bliitenposition (vgl. Abbildung 12) auf das Bliitenge-

wicht und die Gehalte an Quercitrin und Quercetin graphisch dargestellt.

Abbildung 32 zeigt, dass die Position einen deutlichen Einfluss auf das Bliitengewicht ausiibt.

Dabei werden die Bliiten mit zunehmender Ordnung an der Teilinfloreszenz kleiner. An wel-

cher Teilinfloreszenz die Bliite sitzt, hat keinen sichtbaren Einfluss auf das Bliitengewicht.
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Abbildung 32: Einfluss der Position am Bliitenstand auf das Bliitengewicht
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Abbildung 33: Einfluss der Bliitenposition auf den Quercitringehalt

Es wurde nachgewiesen, dass der Quercitringehalt einer Bliite in Abhéngigkeit von der Ord-

nung an der Teilinfloreszenz deutlich ansteigt (vgl. Abbildung 33). Die Position der Teilinflo-
reszenz hat auf den Quercitringehalt keinen Einfluss.

Der Quercetingehalt einer Bliite féllt deutlich mit zunehmender Ordung innerhalb einer
Teilinfloreszenz aber auch mit der Position der Teilinfloreszenz selbst ab (vgl. Abbildung 34).
Die Bliite in terminaler Position (A1) weist demnach eine deutlich hohere Konzentration an

Quercetin auf als eine Bliite der Ordnung D an der vierten Teilinfloreszenz. Fiir die Bliiten auf
Position C1 wurde kein sinnvoller Wert gemessen.
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Abbildung 34: Einfluss der Bliitenposition auf den Quercetingehalt
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4.3.4 Lokalisation in den Blitenorganen

Tabelle 58 gibt das Trockengewicht der verschiedenen Bliitenorgane bei der Herkunft NF-1

wieder. Die Petalen wurden aufgrund ihres groBen Volumens in zwei Proben aufgeteilt.

Tabelle 58: Trockengewicht der einzelnen Bliitenorgane von NF-1

Bliitenorgan von n Bliiten Trockengewicht/mg
Sepalen n=>50 98,9
Petalen 1 n=25 135,6
Petalen 2 n=25 148,9
Stamina n=>50 151,0
Pistille n=50 76,2

AnschlieBend sind in Abbildung 35 die Konzentrationen der pharmakologisch relevanten

Inhaltsstoffe in den einzelnen Bliitenorganen dargestellt.
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Abbildung 35: Konzentration der Inhaltsstoffe in den einzelnen Bliitenorganen von NF-1

Es ist festzuhalten, dass die Werte fiir die beiden Petalenproben sehr gut iibereinstimmen.
Rutin zeigt eine deutlich erhohte Konzentration in den Sepalen und im Pistill. Bei Hyperosid+
Isoquercitrin tritt dasselbe Grundmuster mit weniger gravierenden Unterschieden auf. Quer-
citrin und Quercetin treten hoher konzentriert in den Petalen und Stamina auf. Quercitrin fehlt
jedoch vollig im Pistill, wéhrend kein Quercetin in den Sepalen nachzuweisen ist. Biapigenin
ist in den Stamina sehr hoch konzentriert und kommt sonst nur noch in geringen Konzentra-

tionen in den Petalen vor.
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Die hochsten Gehalte an Naphthodianthronen wurden in den Stamina, gefolgt von den Peta-
len, erreicht. Dabei zeigen Pseudohypericin und Hypericin zwar unterschiedliche Konzentra-
tionen, die Verhéltnisse sind jedoch gleich. Protopseudohypericin war in den Sepalen nicht
nachweisbar und erreichte die hochste Konzentration ebenfalls in den Stamina. Protohypericin
war nur dort nachzuweisen. Es fillt auf, dass im Pistill bis auf Spuren von Protopseudo-
hypericin keine Naphthodianthrone vorliegen. Dort finden sich hohe Konzentrationen an
Phloroglucinderivaten. Wahrend Hyperforin in allen anderen Organen in nennenswerter

Menge vorhanden ist, kommt Adhyperforin in den Stamina nicht vor.

4.3.5 Knospenentwicklung

Im Verlauf der Knospenentwicklung iiber sechs Stadien (vgl. II 5.3.5, Abbildung 13) sind
deutliche Verdnderungen bei allen Inhaltsstoffgruppen zu verzeichnen. Wihrend die Konzen-
trationen von Rutin und Quercitrin nur eine geringe Zunahme erkennen lassen, verdoppelt
sich der Gehalt an Hyperosid+Isoquercitrin (Abbildung 36). Quercetin erreicht sein Maxi-
mum in Stadium IV, um dann bis zur Anthese im Stadium VI deutlich unter das Ausgangsni-
veau abzufallen. Eine sehr starke Zunahme um das etwa Zehnfache ist bei Biapigenin bis zum

Stadium V zu beobachten. Zur Anthese nimmt der Biapigeningehalt dann wieder deutlich ab.
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Abbildung 36: Entwicklung der Flavonoide im Verlauf der Knospenentwicklung bei UN-4

In Abbildung 37 ist die Entwicklung der Pseudohypericingehalte auf der Primér- und die der
Hypericingehalte auf der Sekundirachse aufgetragen. Die Gehalte der Protoformen nehmen
bis zum Stadium V bestindig zu, um dann wéhrend der Bliite sichtbar zuriickzugehen. Bei
den Endstufen ist hingegen trotz eines leichten Riickganges von Hypericin im Stadium II eine

kontinuierliche Zunahme bis auf mehr als den doppelten Wert bei der Anthese zu beobachten.
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Abbildung 37: Entwicklung der Naphthodianthrone in Knospen von UN-4

Hyperforin (vgl. Abbildung 38) verhélt sich entsprechend einer Kombination aus den beiden
oben besprochenen Verldaufen. Im Stadium II ist gegeniiber dem Stadium I ein leichter Riick-
gang zu verzeichnen. AnschlieBend nimmt die Konzentration wieder zu, bis der Wert bei der
Anthese erneut zurlickgeht. Adhyperforin zeigt tendenziell den gleichen Verlauf, allerdings

ohne im Stadium VI abzusinken.

14,0

12,0 4

2 1001
=
[=]
£
5 80
-g —O—Hyperforin
:P:’ —O— Adhyperforin
9 60
(7]
(2]
=
2
c 40
2,0 O —0
0,0 T T T T T
1 1] v \% \

Entwicklungsstadium

Abbildung 38: Entwicklung der Phloroglucinderivate in Knospen von UN-4
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IV Diskussion

1. Feldversuche

Abbildung 39 zeigt den zeitlichen Ablauf der einzelnen Versuchspflanzungen im vorlie-
genden Projekt. Sie macht deutlich, dass es in den Jahren 2001 und 2002 schon aus arbeits-
technischen Griinden notwendig war, Priorititen zu setzen. Dariiber hinaus entwickelten sich
aufgrund des Potentials im zusammengetragenen Pflanzenmaterial und infolge neuer Frage-

stellungen ganz unterschiedliche Schwerpunkte innerhalb der einzelnen Feldversuche.

Wihrend bei der Auswertung der Blockanlage (BA) im zweiten Standjahr die statistische
Absicherung morphologischer Unterschiede im Mittelpunkt stand, riickten im dritten Stand-
jahr die Uberlegungen zur Physiologie der Ertragsbildung in den Vordergrund. Die Bewer-
tung der Herkiinfte im Zweisatzgitter (ZG) und in der Linienanlage (LA) zielte in erster Linie
auf die Erfassung der natiirlich vorhandenen Variabilitdt beziiglich der morphologischen,

agronomischen und pharmakologischen Merkmale ab.

In den folgenden Unterkapiteln werden die Ergebnisse aus der Erfassung morphologischer
und agronomischer Merkmale fiir die jeweiligen Feldversuche bewertet und die einzelnen
Feldversuche zusammenfassend diskutiert. Ein ausgewihlter Teil der gewonnenen Versuchs-
ergebnisse geht in exemplarischer Form in die Entwicklung der Selektionskriterien ein (sieche
IV 4) und wird dort ausfiihrlicher behandelt.
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Abbildung 39: Diagramm zu den Versuchspflanzungen

EI Anzucht

EI vegetative Phase

H Blite

[ samenreifung

ZG Zierpflanzenbau

ZG Gemiisebau

[EEE

Anbauversuch

1.1 Blockanlage

Die vorrangigen Ziele der Blockanlage waren, die Sorten und Herkiinfte zu sichten, ihre An-
baueignung zu untersuchen und morphologische Unterschiede durch statistische Verrechnung
von Messergebnissen zu bestétigen. Es zeigte sich sehr bald, dass eine Auswertung aller Ver-
suchsparzellen zum einen an der Heterogenitit einiger Herkiinfte und zum anderen an den zu-
nehmenden Fehlstellen durch Befall mit Colletotrichum cf. gloeosporioides scheitern wiirde.

Eine Schwierigkeit, mit der auch zahlreiche andere Arbeitsgruppen, die sich mit dem Anbau
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von Johanniskraut beschiftigen, konfrontiert wurden (z.B. POUTARAUD and GIRARDIN 2004).
Im Pflanzjahr kam hinzu, dass die Pflanzen aus in-vitro-Kultur im Unterschied zu den samen-
vermehrten Herkiinften einen kriechenden Wuchs zeigten und erst im Laufe der Vegetations-
periode bestockten. Aufgrund dieser hochst untypischen Entwicklung, die auch CELLAROVA
et al. (1994) beobachteten, wurde das erste Versuchsjahr ausschlieBlich zur Erarbeitung mor-
phologischer Unterscheidungskriterien genutzt. Im zweiten Standjahr konnten sechs Sorten
und Herkiinfte einer intensiveren Bewertung unterzogen werden, die im dritten Standjahr bei
drei Herkiinften fortgesetzt wurde. Daneben wurde die Versuchsanlage fiir die Untersuchun-

gen zur Physiologie der Ertragsbildung in Anspruch genommen.

Homogenit:it

Die Parzellen der Herkiinfte aus in-vitro-Vermehrung zeichneten sich durch eine hohe Ho-
mogenitit aus. Die saatgutvermehrten Herkiinfte wiesen hingegen ein sehr unterschiedliches
MaR an Homogenitét auf. Die Herkiinfte M. Bauer und Austrosaat, die als Saatgut unter der
Bezeichnung Johanniskraut gehandelt wurden, und der Stamm B aus eigener Sammlung zeig-
ten erwartungsgeméif eine relativ hohe phénotypische Variabilitit. Im Unterschied dazu bil-
deten die ebenfalls aus Saatgut angezogenen Sorten "Taubertal' und 'Goldstern' sehr einheitli-
che, sortenreine Bestdnde (Tabelle 59). Wider Erwarten erwiesen sich jedoch die beiden Saat-
gutlieferungen der Sorte "Topaz' als Gemische weniger dhnlicher, aber phénotypisch deutlich
abgrenzbarer Stimme. Die Unterschiede beschridnkten sich dabei nicht nur auf den Habitus,
sondern erstreckten sich auch auf den Blithbeginn der einzelnen Subtypen (vgl. Tabelle 27
und Abbildung 40). Die beiden Akzessionen von 'Topaz' waren dhnlich inhomogen, unter-

schieden sich dabei aber im Anteil der verschiedenen Subtypen.

Tabelle 59: Ubersicht zur Homogenitiit der saatgutvermehrten Herkiinfte in der Blockanlage

Genotyp Homogenitdt | Kommentar

'Taubertal' sehr homogen Homogenitit setzt sich bei den Einzelpflanzenklonen (TT) fort

'"Topaz' I + 11 inhomogen Mischung weniger verschiedener aber relativ dhnlicher Phdnotypen

'Goldstern' sehr homogen extrem anfallig fir Colletotrichum cf. gloeosporioides

Stamm B heterogen Mischung verschiedener breitblattriger Phénotypen

M. Bauer sehr heterogen | hohe phénotypische Variabilitét, viele interessante Einzelpflanzen

Austrosaat sehr heterogen | hohe phénotypische Variabilitét, nur als Randpflanzen im Versuch
Blithbeginn

Im Vergleich der Versuchsjahre 2001 und 2002 wird deutlich, dass der Bliihbeginn der un-
tersuchten Herkiinfte zwar um wenige Tage verschoben ist, die Reihenfolge jedoch unverin-
dert bleibt. In beiden Standjahren bliihten die Sorte 'Taubertal' und ihr Klon TT-3 gleichzeitig
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als erste auf. Wenig spiter kam die Wildherkunft P-1 zur Bliite. Die Selektionen SN-1 und
SR-2 bliihten etwa eine Woche spéter als 'Taubertal', wahrend sich der Bliihbeginn der beiden

inhomogenen Akzessionen von "Topaz' iber einen ldngeren Zeitraum erstreckt.

Abbildung 40 stellt fiir jede untersuchte Herkunft den blockweisen Zusammenhang zwischen
dem Bliithbeginn in den Versuchsjahren 2001 und 2002, also dem zweiten und dritten Stand-
jahr, her. Die abweichende Form der Darstellung des Blithtermins der Sorte 'Topaz' ergibt
sich aus der inhomogenen Entwicklung der einzelnen Pflanzen innerhalb der Parzellen. Die
Fehlerbalken geben dabei ausgehend vom Mittelwert einer Parzelle den frithesten bzw.

spatesten Bliihbeginn innerhalb der Parzelle an.

Obwohl der Blithbeginn im dritten Standjahr bei allen Herkiinften um etwa zwei bis fiinf Tage
frither lag und die Herkiinfte in kiirzerem Abstand aufbliihten, bleibt die Gruppierung von
'"Taubertal' und TT-3 sowie die Reihenfolge der untersuchten Herkiinfte erhalten. Deshalb
kann aufgrund des Bliihbeginns im zweiten Standjahr — abhingig vom Wetterverlauf — eine
relativ genaue Prognose (R*=0,8848) fiir den Bliihbeginn im dritten Standjahr gemacht

werden.
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Abbildung 40: Blockweiser Vergleich des Bliihbeginns 2001 und 2002, Blockanlage

Habitus

Die Einzelpflanzenklone TT-1 bis TT-8 der Sorte 'Taubertal' sind sowohl untereinander als
auch in Bezug auf die Stammsorte 'Taubertal' phénotypisch nicht zu unterscheiden. Der exem-
plarische Vergleich der Messergebnisse von 'Taubertal' und TT-3 bestédtigt diese Beobachtung
in beiden Versuchsjahren.
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Im Versuchsjahr 2001, dem zweiten Standjahr, erreichte die Sorte 'Topaz' eine Hohe von
einem Meter und wurde damit deutlich hoher als die anderen untersuchten Herkiinfte. Unter
thnen liel sich nur zwischen der niedrigsten Herkunft SN-1 und der zweithochsten Herkunft
P-1 ein signifikanter Hohenunterschied nachweisen. Die beiden héchsten Herkiinfte "Topaz'
und P-1 wiesen im Gegenzug zusammen mit SR-2 die wenigsten Triebe auf. Bei weitem die
hochste Triebzahl erreichte SN-1, wéihrend 'Taubertal' und TT-3 im Mittelfeld blieben. Der
Erntehorizont zeigte bei SN-1 die geringste Ausdehnung, relativ dicht gefolgt von P-1, SR-2
und 'Topaz'. Bei der Sorte 'Taubertal' und ihrem Klon TT-3 wurde mit etwas Abstand der
breiteste Erntehorizont gemessen. Abbildung 41 illustriert die gewonnenen Mittelwerte in
Form von stilisierten Pflanzen. Die proportionale Darstellung zeigt die Pflanzenhohe als Kas-

tenhoOhe, die Triebzahl als Kastenbreite und den Erntehorizont als helle Teilflache.

‘Taubertal' 'Topaz' TT-3 SN-1 SR-2 P-1

Abbildung 41: Ikonogramme fiir den Habitus (Hohe, Triebzahl, Erntehorizont), Blockanlage 2001

Die Daten des Versuchsjahres 2002 fiir '"Taubertal', TT-3 und SN-1 spiegeln die Ergebnisse
des Vorjahres wider. Allerdings war ein sichtbarer Vitalititsverlust zu verzeichnen, der sich in
einem deutlichen Riickgang der Pflanzenh6he und der Triebzahl sowie einer zunehmenden

Ausdehnung des Erntehorizontes duflerte.

Ertrag

In Anbetracht der hohen Standardabweichungen waren hinsichtlich des Frisch- bzw. Dro-
gengewichtes keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Her-
kiinften zu erwarten. Lediglich die Herkiinfte mit dem niedrigsten (P-1) und hochsten Ertrag
(‘Taubertal') lassen sich statistisch abgesichert als verschieden einstufen. Das im Vergleich zu
den anderen Herkiinften stark abweichende Eintrocknungsverhéltnis und der unerwartet hohe

Drogenertrag der Herkunft SR-2 deuten darauf hin, dass das Erntegut einen hohen Stingelan-
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teil aufwies oder sich bis zur Ernte bereits ein hoher Kapselanteil gebildet hatte. Bei der zwei-
ten Ernte lieferten 'Taubertal' und TT-3 aufgrund der fritheren Bliite einen hoheren Ertrag als
SN-1, wohingegen die restlichen Herkiinfte keine nennenswerte zweite Bliite mehr hervor-
brachten. Im darauffolgenden Jahr schlug sich der oben geschilderte Vitalititsverlust der
Pflanzen in einem Ertragsriickgang nieder. Dieser betrug bei 'Taubertal' und TT-3 etwa ein
Drittel und bei SN-1 etwa ein Viertel gegeniiber dem Vorjahr, sodass alle Herkiinfte einen
dhnlich hohen Ertrag erzielten. Das hohere Eintrocknungsverhiltnis im Vergleich zum Vor-
jahr ist eine Folge des vergroBerten Erntehorizontes und des daraus resultierenden héheren
Stangelanteiles in der Droge. Obwohl der Bliihbeginn friiher lag als im Vorjahr, verfiigten die

Pflanzen nicht {iber die ndtigen Reserven fiir eine verwertbare zweite Bliite.

Zusammenfassende Bewertung

Alle Herkiinfte aus in-vitro-Vermehrung waren absolut homogen, entwickelten aber im
Pflanzjahr einen vollkommen anderen Habitus als die Sdmlinge der saatgutvermehrten Her-
kiinfte (vgl. III 1.1.1). Im Handel befindliches Johanniskrautsaatgut zeigte eine hohe Variabi-
litdt, wihrend die Johanniskrautsorten aufgrund der apomiktischen Fortpflanzungsweise sehr
homogene Bestinde bildeten. Eine Ausnahme bildete die Sorte "Topaz', deren Saatgutakzess-

ionen nicht sortenrein waren.

Mit der Auswahl der Sorten 'Taubertal' und '"Topaz' fiir die detaillierten Untersuchungen
wurde ein direkter Bezug zur aktuellen Situation im praktischen Johanniskrautanbau herge-
stellt. Die exemplarische Gegeniiberstellung von 'Taubertal' und dem Einzelpflanzenklon
TT-3 zeigte anschaulich die Aquivalenz von Saatgutvermehrung und in-vitro-Vermehrung,
die in der apomiktischen Fortpflanzungsweise von Johanniskraut begriindet ist. Die Auswahl
der Selektionen SN-1 und SR-2 sowie der Wildherkunft P-1 war von besonderem ziichteri-
schem Interesse, da diese Herkliinfte einen Ausschnitt der natiirlichen Variabilitét représentie-

ren und gleichzeitig ein gutes agronomisches Potential aufweisen.

Die Entscheidung, den Versuch als Blockanlage durchzufiihren, erwies sich trotz der Pflan-
zen- bzw. Sortenverluste durch Colletotrichum cf. gloeosporioides als richtig. Auch wenn die
Daten keine zuverldssige Selektion auf das Merkmal Ertrag erlaubten, lieBen sich die sorten-
und herkunftstypischen Unterschiede im Habitus statistisch auf einem hohen Niveau absi-
chern. SchlieBlich lieferten die Pflanzen im dritten Standjahr wertvolles Ausgangsmaterial,
um grundlegende Fragestellungen zur Ertragsphysiologie zu bearbeiten. Die Erfahrungen tliber
drei Versuchsjahre zeigen, dass sich eine Blockanlage im Ziichtungsprozess einer neuen
Johanniskrautsorte sehr gut zur intensiven und langerfristigen Beobachtung von wenigen Her-

kiinften, Selektionen und Sorten auf einem bereits fortgeschrittenem Selektionsniveau eignet.
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1.2 Zweisatzgitter

Im Unterschied zur Blockanlage, die im Vorjahr gepflanzt worden war, stand bei der Planung
des Zweisatzgitters bereits eine grolere Anzahl von Selektionen aus den Arbeiten von MANN
(2003) und aus mehreren Wildsammlungen zur Verfiigung (vgl. Tabelle 9). Ziel des Versu-
ches war, die natiirliche Variabilitit und die positiven Eigenschaften der Selektionen und
Wildherkiinfte im Vergleich zu 'Taubertal' als externen und der Selektion SN-1 als internen
Standard zu erfassen und Selektionskriterien abzuleiten. Aufgrund der hohen Ausfille durch
Colletotrichum cf. gloeosporioides, von denen besonders die Versuchsfliche Gemiisebau
betroffen war, konnte keine sinnvolle statistische Bearbeitung der Daten vorgenommen
werden. Dennoch belegen die gewonnenen Ergebnisse die hohe phénotypische Variabilitit
der untersuchten Herkiinfte und zeigen das ziichterische Potential im Vergleich zu den ge-
wihlten Standards auf. Von der Fliche Gemiisebau gehen nur die Daten zum Welkebefall in

die Bewertung ein.

Triebzahl

Die Anzahl der Triebe lag bei den untersuchten Herkiinften in einem Wertebereich von 10,2
bis 28,9 Triebe pro Pflanze. Beginnend bei 10 Trieben/Pfl. werden bis zu einem Maximum
von 30 Trieben fiinf gleich groBBe Kategorien mit einem Umfang von vier Trieben gebildet.
Wie in Abbildung 42 ersichtlich, beschrankt sich ein Grofteil (62,5 %) der natiirlichen Vari-
abilitdt auf den Bereich mit eher niedrigen Triebzahlen von 10 bis 18 Trieben/Pflanze. Ein
Viertel der Herkiinfte, darunter die Sorte 'Taubertal' (19,2 Triebe/Pfl.), weist eine mittlere
Triebzahl von 18 bis 22 Trieben/Pfl. auf, wihrend sich nur ein Achtel durch mehr als 22

Triebe/Pfl. auszeichnet.
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Abbildung 42: Anzahl Triebe/Pfl., Zweisatzgitter 2001
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Standfestigkeit
Wie in Abbildung 43 ersichtlich, erfiillt die Standfestigkeit im Pflanzjahr bei 35 Herkiinften,

darunter auch 'Taubertal' (Boniturnote 2,0), die gestellten Anforderungen nicht. Nur bei 12
Herkiinften wurde die Standfestigkeit als gut bzw. sehr gut bewertet. Die Ursache hierfiir liegt
in der unzureichenden Verankerung der bestockten Triebe. Im folgenden Jahr war hingegen
bei allen Herkiinften eine akzeptable Standfestigkeit gegeben. Dennoch erwiesen sich beson-

ders hohe Herkiinfte als weitaus windanfilliger als jene mit niedrigem Wuchs.
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Note 1,0 - 2,0 Note 2,1 - 4,0 Note 4,1 -5,9 Note 6,0-7,9 Note 8,0 - 9,0

Abbildung 43: Bonitur Standfestigkeit, Zweisatzgitter 2001

Bliihbeginn im ersten Jahr

Die Einordnung der verschiedenen Herkiinfte beziiglich ihres Blithbeginns geschieht am
besten in Relation zum Pflanzdatum. Fiir die darauffolgenden Vegetationsperioden wird der
jeweilige Bliihtermin zur einfacheren Vergleichbarkeit zum selben Datum — quasi als imagi-
ndrem Pflanztag — in Bezug gesetzt. Der kleinste Wert liegt mit 63,5 Tagen bei AS-4 am An-
fang der 10. Woche (Tage 63,1 bis 70,0) nach Pflanzung, wihrend der Wert von NA-6 mit
93,8 Tagen in der 14. Woche (Tage 91,1 bis 98,0) nach Pflanzung liegt. Somit lassen sich
fiinf den jeweiligen Wochen entsprechende Gruppen von sehr friih iiber frith, mittel und spit
nach sehr spit bilden (vgl. Abbildung 44). 'Taubertal' bliiht Ende der elften Woche und ist
somit als frithbliihend zu charakterisieren. Die Herkunft AS-9, die im Pflanzjahr keine Bliiten
bildet, stellt eine eigene Gruppe dar. Obwohl die ausgewéhlten 64 Herkiinfte keine Population
im eigentlichen Sinne reprédsentieren, ldsst die Verteilung des Merkmals Blithbeginn eine

deutliche Annéherung an die Gauss’sche Normalverteilung um die mittlere Gruppe erkennen.
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Abbildung 44: Bliihbeginn in Wochen nach Pflanzung, Zweisatzgitter 2001

Blithbeginn im zweiten Jahr

Abbildung 45 zeigt die Beziehung zwischen dem Bliihbeginn im Pflanzjahr und im zweiten

Standjahr. Wéhrend sich der Bliihbeginn der Herkiinfte im Pflanzjahr iiber etwa 30 Tage er-

streckt, setzt die Bliite im zweiten Standjahr innerhalb von zehn Tagen bei allen Herkiinften

ein. Das Bestimmtheitsmall R? der Regressionsgeraden von 0,291 zeigt, dass der Bliihbeginn

im Pflanzjahr keine zuverldssige Aussage iiber den Blithbeginn im zweiten Standjahr zulésst.
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Abbildung 45:

Bliihbeginn 2001 in Tage nach Pflanzung

Korrelation zwischen Blithbeginn 2001 und 2002, Zweisatzgitter
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Das Fehlen einer stiarkeren Korrelation ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass der Bliih-
beginn im Pflanzjahr zu einem sehr grolen Teil vom Pflanztermin bestimmt wird. In Abhan-
gigkeit vom Genotyp und modulierenden Umwelteinfliissen durchlaufen die Herkiinfte eine
unterschiedlich lange vegetative Entwicklungsphase bis zum Einsetzen der Bliite, die in extre-
men Fillen sogar ganz ausbleiben kann. Im zweiten Standjahr setzt die vegetative Entwick-
lung bereits im zeitigen Friihjahr ein und die Herkiinfte kommen sowohl fiinf Wochen friiher

als auch innerhalb einer wesentlich verkiirzten Periode von etwa zehn Tagen zur Bliite.

Bliitengrofe

Der Bliitendurchmesser variiert zwischen 24,7 und 35,0 mm (vgl. Tabelle 40). Bezogen auf
die Bliitenflache sind die grofBten Bliiten mit ca. 960 mm? also doppelt so grof3 wie die klein-
sten Bliiten mit ca. 480 mm? Bliitenfliche. Trotz der breiten Variabilitit bilden die meisten
Herkiinfte sehr kleine Bliiten (24,5 — 26,9 mm), kleine Bliiten (27,0 — 28,9 mm) und Bliiten
mittlerer GroBe (29,0 — 30,9 mm). Nur wenige Herkliinfte bilden grofe (31,0 — 32,9 mm) und
sehr gro3e (33,0 — 35,0 mm) Bliiten (vgl. Abbildung 46). Die Sorte 'Taubertal' ist mit einem

Bliitendurchmesser von 27,3 mm den Herkiinften mit kleinen Bliiten zuzuordnen.
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Abbildung 46: Bliitendurchmesser, Zweisatzgitter 2001

Bliitengewicht

Abbildung 47 zeigt deutlich, dass das Merkmal Bliitengewicht (Trockengewicht) erwartungs-
gemal in erster Linie mit dem Merkmal Bliitendurchmesser korreliert. Dennoch bleibt inner-
halb einer GroBenklasse die Variabilitit des Bliitengewichtes so hoch, dass eine gezielte

Selektion der Herklinfte auf Bliiten mit einem héheren Trockengewicht mdéglich ist.
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Abbildung 47: Korrelation Bliitendurchmesser und Bliitengewicht, Zweisatzgitter 2001

Anfilligkeit fiir Colletotrichum cf. gloeosporioides

36,0

Obwohl Colletotrichum cf. gloeosporioides in allen Versuchen auftrat, waren die Ausfille bei

den beiden Pflanzungen im Zweisatzgitter besonders gravierend. Dabei konnten deutliche

Unterschiede zwischen anfilligen und resistenten Herkiinften festgestellt werden. Tabelle 60

zeigt die gewéhlten Kategorien zur Anfalligkeit fiir Colletotrichum cf. gloeosporioides.

Tabelle 60: Kategorien zur Anfilligkeit fiir Colletotrichum cf. gloeosporioides

Kategorie Ausfille in % Pfl. von 28
sehr gering 0-10% 0-3 Pfl.
gering 11-20% 4 -6 Pfl.
mittel 21-30% 7 -9 Pfl.
hoch 31-60 % 10-17 Pfl.
sehr hoch 61-90 % 18 —25 PAl.
extrem hoch 91 -100 % 26 — 28 PAl.

Bei der Festlegung der Kategorien ist eine Einteilung nach gleich groen Gruppen nicht

sinnvoll, da aus wirtschaftlicher Sicht bereits ein Ausfall von 10 % erhebliche Ertragsein-

bullen bedeutet. Um dieser Tatsache Rechnung zu tragen und dennoch anhand der Verhéltnis-

se im Versuch eine ziichterisch relevante Abstufung der Anfilligkeit vorzunehmen, wurden

die ersten drei Gruppen mit einer relativ engen Spannweite von zehn Prozentpunkten defi-

niert. Die Klassen "hohe" und "sehr hohe" Anfélligkeit umspannen jeweils dreiBig Prozent-

punkte. Um die bemerkenswerte Ausfallrate von bis zu 100 % zu kennzeichnen, wurde die

Kategorie "extrem anfallig" ausgewiesen.
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Abbildung 48: Ausfille durch Johanniskrautwelke, Zweisatzgitter Zierpflanzenbau

64

56 4

48 BJuli 2001 O Mai 2002

41

[]
E 40
c
3
X
3
T 321
=
8
C 24 4 22
<

16 4

0 1 12
9
8
8 4 L 6 5—]
04  — —=—o——
sehr gering gering mittel hoch sehr hoch extrem hoch
0-10% 11-20 % 21-30% 31-60% 61-90 % Uber 90 %

Abbildung 49: Ausfille durch Johanniskrautwelke, Zweisatzgitter Gemiisebau

Wihrend auf der Versuchsflache Zierpflanzenbau im Pflanzjahr (Juli 2001) noch ca. 86 % der
Herkiinfte eine sehr geringe Anfalligkeit fiir Colletotrichum cf. gloeosporioides zeigen, ist im
zweiten Standjahr (Mai 2002) eine starke Verschiebung festzustellen (vgl. Abbildung 48).
Nur noch ca. 42 % der Herkiinfte weisen einen sehr geringen und bereits ca. 17 % der Her-
kiinfte einen hohen bis extrem hohen Befall auf. Da erst im zweiten Standjahr der Vollertrag
zu erwarten ist (BOMME 1997), gibt der Befallsgrad im Mai 2002, also kurz vor Bliihbeginn,

einen praxisrelevanten Hinweis auf die Widerstandsfahigkeit einer Herkunft gegen die Johan-
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niskrautwelke. Im Vergleich zur Versuchsfliche Zierpflanzenbau war auf der Fliche Gemiise-
bau von Anfang an eine wesentlich hohere Infektionsrate festzustellen (vgl. Abbildung 49).
Im Juli des Pflanzjahres waren nur noch ca. 64 % der Herkiinfte sehr gering befallen. Im Mai
des zweiten Standjahres macht die Gruppe der Herkiinfte mit hoher Anfilligkeit mit einem
Anteil von einem Dirittel bereits die grofite Gruppe aus. Dennoch zeigen immerhin ca. 28 %
der Herklinfte einen sehr geringen bis geringen Befall. Ursache fiir die rasche Ausbreitung der
Johanniskrautwelke auf dem Feld Gemiisebau war die wihrend der warmen Wetterabschnitte
oftmals tédgliche Beregnung der Gemiisekulturen auf den angrenzenden Fldchen in beiden
Jahren. Somit waren fiir Colletotrichum cft. gloeosporioides ideale Bedingungen fiir die epide-

mieartige Ausbreitung im gesamten Bestand gegeben.

Abbildung 50 stellt den Zusammenhang zwischen den Ausfillen auf den beiden Versuchs-
flichen im Mai 2002 her. Fiir einige Herkiinfte, die auf der Flidche Zierpflanzenbau noch eine
geringe Anfiélligkeit aufwiesen, ergab sich aufgrund des ungleich hoheren Infektionsdruckes
auf der Flache Gemiisebau eine deutlich verdnderte Situation. Innerhalb der Herkiinfte war
eine deutliche Abhingigkeit des Infektionsgrades vom Befallsgrad der benachbarten Parzellen
und dem damit verbundenen Infektionsdruck festzustellen. Ubereinstimmend mit GARBER
und SCHENK (2003) zeigte sich, dass bei einer zu hohen Inokulumsdichte sehr starke Infek-
tionen auftreten, die keine Differenzierung der Herkiinfte hinsichtlich ihrer Anfalligkeit fiir
Colletotrichum cf. gloeosporioides mehr zulassen. Diese Einfliisse spiegeln sich in der star-
ken Streuung der Werte, ausgedriickt durch ein niedriges Bestimmtheitsmall (R* = 0,4397),
wider. Es ist zu beachten, dass in Abbildung 50 fiir jede Herkunft die Summe aus vier Par-

zellen zu je 7 Pflanzen dargestellt ist und einige wenige Punkte {ibereinander liegen.
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Abbildung 50: Korrelation der Anfilligkeit auf den Flichen Zierpflanzenbau und Gemiisebau
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Zusammenfassende Bewertung

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Versuchspflanzungen in Form von Zweisatzgit-
tern durch das massive Auftreten der Johanniskrautwelke erheblich beeintrichtigt wurden.
Dennoch ermdglichten die Versuche, wichtige agronomisch relevante morphologische und
physiologische Merkmale zu erfassen und so die natiirliche Variabilitit zahlreicher Selektio-
nen und Wildherkiinfte zu beschreiben, zu kategorisieren und schlieBlich zu bewerten. Auf-
grund der hohen morphologischen Diversitdt der untersuchten Herkiinfte (vgl. Abbildung 51)
und deren unterschiedlicher physiologischer Entwicklung beziiglich Blithbeginn und Verlauf
der Bliite war es im Einzelfall schwierig, den optimalen Erntezeitpunkt der jeweiligen Her-
kunft zu bestimmen. Aus den aufgeworfenen Fragen nach dem optimalen Erntezeitpunkt in
Abhingigkeit vom Abblithverhalten der einzelnen Herkiinfte resultierte eine Reihe von Unter-
suchungen zur Ertragsphysiologie des Johanniskrautes, die am Pflanzenmaterial der Blockan-
lage im Jahr 2002 durchgefiihrt wurden. Angesichts des umfangreichen Anfalls von Proben-
material und den damit verbundenen logistischen Herausforderungen an Arbeitskraft und
apparativer Ausstattung, z.B. in Form von Trockenschrankkapazititen, erwies sich die Ernte

von Bliitenproben als praxistaugliche Alternative zur kompletten Ernte der Droge.

Aus den Herkiinften AS-10, H-2, PM-15 und PM-17 wurden jeweils ein und aus AS-6 und
AS-8 jeweils zwei vom Haupttyp abweichende Phinotypen selektiert und als eigenstindige
Herkiinfte weitergefiihrt (vgl. Tabelle 72).

Abbildung 51: Phénotypische Variabilitit im Zweisatzgitter Zierpflanzenbau 2001
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1.3 Versuchsanbau unter Praxisbedingungen

Der Versuchsanbau der Selektion SN-1 wurde in Zusammenarbeit mit der Firma STEIGER-
WALD ARZNEIMITTEL GMBH, der AGRIMED HESSEN E.V. und Herrn CARL GERD GRAF in
Georgenhausen auf einer Fliche von 0,5 ha durchgefiihrt. Er hatte zum Ziel, die agronomi-
schen Merkmale im Hinblick auf die Eignung der Selektion fiir den praktischen Feldanbau

unter klimatisch giinstigen Bedingungen zu iiberpriifen.

Die schwache Bliite im ersten Standjahr ist vor allem auf die um drei Wochen verspitete
Pflanzung in der zweiten Maihilfte zuriickzufiihren. Generell ist jedoch aufgrund mehrjéhri-
ger Erfahrung im Anbau dieser Selektion davon auszugehen, dass SN-1 im Pflanzjahr keinen
verwertbaren Ertrag erwarten lasst. Im Gegenzug kann jedoch der Pflanzenbestand im zwei-
ten Standjahr erheblich von der guten vegetativen Entwicklung des Vorjahres profitieren. Die-
ser Vorsprung wird im direkten Vergleich zur Herbstpflanzung von SN-1 und 'Taubertal' be-
sonders deutlich (vgl. Abbildung 52). Ausgehend von einer starken Bestockung im Pflanzjahr
entwickelte die Friihjahrspflanzung von SN-1 im zweiten Jahr eine wesentlich hohere Trieb-
zahl pro Pflanze und einen einheitlich hohen Bestand (vgl. Tabelle 41). Der gute Bestands-
schluss und die Ausbildung eines scharf abgegrenzten Bliihhorizontes (vgl. Abbildung 14)
unterstreichen die hohe Homogenitét der Selektion und gehen einher mit einer iiber das ganze
Feld synchron einsetzenden Bliite. Die Eignung der Selektion SN-1 fiir die praxisiibliche
Produktionstechnologie von Johanniskraut kann somit als bestens beurteilt werden. Eine Ein-
schrinkung in der agronomischen Bewertung muss jedoch angesichts der fiir den Feldanbau
unzureichenden Resistenz gegen die Johanniskrautwelke (Colletotrichum cf. gloeosporioides)

vorgenommen werden.

Eine vorrangig vegetative Entwicklung des Feldbestandes verbunden mit einem Verzicht auf
die Beerntung im Pflanzjahr ist aufgrund der durchweg positiven Auswirkungen im zweiten
Standjahr sowohl bei der Selektion neuer Sorten als auch bei der Weiterentwicklung von
Anbauverfahren in Zukunft zu beriicksichtigen. Die Friihjahrs- oder Sommerpflanzung einer
Selektion, die sich im ersten Jahr vorwiegend vegetativ entwickelt, stellt eine iiberlegenswerte
Alternative zur herkdommlichen Herbstpflanzung dar, bedarf aber im Hinblick auf den erziel-
baren Gesamtertrag der Kultur und die damit verbundenen betriebswirtschaftlichen Folgen

noch weiterfiihrender Untersuchungen.

Beziiglich der pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe bestétigten zahlreiche Untersuchun-
gen, dass die Droge von SN-1 deutlich hohere Gehalte an Quercitrin, Quercetin, Protopseudo-
hypericin, Pseudohypericin, Hyperforin und Adhyperforin aufweist als die Sorte "Taubertal’
(vgl. z.B. III 3.1.1). Die Gehalte an Hyperosid+Isoquercitrin, Biapigenin, Protohypericin und
Hypericin sind annéhernd gleich. Die vergleichenden Untersuchungen in der Blockanlage
zeigten, dass sich auch die Ertridge der beiden Herkiinfte nicht signifikant unterscheiden (vgl.
IIT 1.1.2). Deshalb ist die Selektion SN-1 beziiglich ihrer Gehalte an pharmakologisch rele-

vanten Inhaltsstoffen als deutlich besser zu bewerten als die Sorte 'Taubertal'. Eine Einschrin-
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kung stellt dabei das Fehlen von Rutin in der Droge von SN-1 dar (Analysewerte der Droge
unter I1I 1.3). Obwohl noch nicht abschlieBend geklért ist, inwieweit das Vorliegen von Rutin
— iiber die Erfiillung pharmazeutischer Vorschriften hinaus — von medizinischer Relevanz ist
(vgl. IV 4.3.2), kommt SN-1 deshalb nicht fiir die Produktion von Droge in Frage.

AbschlieBBend ist festzustellen, dass die Selektion SN-1 aufgrund der dargelegten Einschrin-
kungen die Anforderungen an eine moderne Johanniskrautsorte nur teilweise erfiillt, aber so-
wohl aus agronomischer als auch aus pharmakologischer Sicht zum Teil beachtliche Verbes-

serungen im Vergleich zu den Standardsorten 'Taubertal' und 'Topaz' aufweist.

Positive Eigenschaften von SN-1:

® homogener Feldbestand, guter Bestandsschluss

@ synchrone Entwicklung des Bestandes

® scharf abgegrenzter Blithhorizont

@ hohe Gehalte an pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffen

Negative Eigenschaften von SN-1:
® unzureichende Resistenz gegen Colletotrichum cf. gloeosporioides

@® Droge enthilt kein Rutin

Abbildung 52: Herbstpflanzung 'Taubertal' und SN-1, Frithjahrspflanzung SN-1, alle im 2. Jahr
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1.4 Linienanlage

Unter den Herkiinften, die in der Linienanlage zusammen mit der externen Standardsorte
'"Taubertal' und dem internen Standard SN-1 untersucht wurden, konnte eine vergleichbar
hohe Variabilitit der vegetativen und generativen Merkmale festgestellt werden (vgl. 111 1.4)
wie bei den Herkliinften im Zweisatzgitter. Die Wahl der beiden sehr unterschiedlichen Stan-
dards ermoglichte es, das vorrangige Ziel des Versuches zu erreichen, ndmlich die neuen Her-
kiinfte aus Wildsammlung und die Selektionen aus Herkiinften vorhergehender Versuche
einer ersten Bewertung zu unterziehen und in den laufenden Selektionsprozess einzuordnen.
Erneut war eine hochst unterschiedliche Anfilligkeit fiir Colletotrichum cf. gloeosporioides

zu beobachten, die von absolut gesunden Parzellen bis hin zum Totalausfall variierte.

Die Ernte von Bliitenproben (n = 50 Bliiten), Bliitenproben N, (n = 10 Bliiten) und Drogen-
proben der untersuchten Herkiinfte erlaubte einen Vergleich der Beprobungsarten und eine

Bewertung der jeweiligen Einsetzbarkeit innerhalb des Selektionsprozesses.

Besondere Aufmerksamkeit verdienen die acht Nachkommenschaften von phéinotypischen
Abweichlern aus Parzellen des Zweisatzgitters (AS-6a, AS-6b, AS-8a, AS-8b, AS-10a, H-2a,
PM-15a und PM-17a). Im Gegensatz zu vielen anderen Selektionen sind diese keine Einzel-
pflanzennachkommenschaften von Phénotypen heterogener Populationen oder inhomogener
Sorten, sondern selten auftretende Individuen aus ansonsten einheitlichen, saatgutvermehrten
Klonen. Die fakultative Natur der Apomixis bei Johanniskraut erkldrt das spontane Auftreten
dieser sexuell entstandenen Abweichler, die sich sowohl phanotypisch als auch genotypisch

vom Rest der apomiktisch entstandenen Nachkommen unterscheiden.

Bemerkenswert ist, dass drei Nachkommenschaften (AS-6b, AS-10a und PM-15a) solcher
Abweichler einen homogenen Bestand bildeten, wihrend fiinf weitere (AS-6a, AS-8a, AS-8b,
H-2a und PM-17a) ihrerseits wieder in zahlreiche Phianotypen aufspalteten. Diese Beobach-
tung lasst darauf schlieBen, dass ein Teil der gefundenen abweichenden Phédnotypen die apo-
miktische Fortpflanzungsweise beibehilt, wahrend sich der andere Teil offenkundig sexuell
vermehrt (vgl. IV 5.1). Die Selektion H-2a zeigt dabei hinsichtlich der agronomischen Merk-

male das beste ziichterische Potential.

Abschlieflend ist festzuhalten, dass sich fiir eine erste Einschdtzung von Wildherkiinften und
Selektionen die Linienanlage als wesentlich besser geeignet erwiesen hat als das Zweisatzgit-
ter. Die Linienanlage erlaubt bei der Wahl entsprechender Standards eine zuverldssige Bewer-
tung der Herkiinfte und ermdglicht so bereits im ersten Jahr eine gute Vorselektion der neuen

Linien.
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2. Inhaltsstoffanalytik
2.1 Optimierung der Inhaltsstoffanalytik

Ausgehend von der Uberlegung, wie aus einer Vielzahl von Drogen- und Bliitenproben bei
gleichzeitig vertretbarem Arbeits- und Zeitaufwand verldBlliche Daten iiber die Gehalte an
pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffen gewonnen werden konnen, wurden zahlreiche Ver-

suche zur Optimierung der Probenaufbereitung und der HPLC-Analytik durchgefiihrt.

2.1.1 Aufbereitungsgrad und Extraktionsdauer der Proben

Die hier dargestellten Untersuchungen zur Probenautbereitung hatten zum Ziel, den notwen-
digen Aufbereitungsgrad der Drogenproben zu ermitteln und die dazugehorige optimale Ex-

traktionsdauer zu bestimmen.

Die Ergebnisse zeigen, dass die mechanische Zerkleinerung der Proben deutliche Vorteile
gegeniiber der Extraktion von Rohdroge bietet. Zuerst wirkt sich die Zerkleinerung in Form
einer Homogenisierung der Probe positiv auf die Genauigkeit des Messergebnisses aus. Dies
zeigt sich in einer deutlich kleineren Standardabweichung der Messwerte (n = 5) flir die Ex-
trakte aus pulverisierter Droge im Vergleich zu Extrakten aus Rohdroge (vgl. III 2.1). Ein
weiterer Vorteil der Verwendung pulverisierter Droge besteht in der raschen Extraktion der
pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe. Mit Ausnahme des Quercetins wird bei allen
Inhaltsstoffen bereits nach einer Dauer von 12 bis 24 Stunden ein Maximalwert erreicht, der
anschlieBend leicht abnimmt. Bei der Extraktion von Rohdroge hingegen nédhern sich die
gemessenen Gehalte asymptotisch einem fiktiven Maximalwert. Die Extrakte aus pulverisier-
ter Droge erreichen jedoch besonders beziiglich des Biapigenins und der Naphthodianthrone
deutlich hohere Gehalte. Somit kann bei der Verwendung pulverisierter Droge von einer
nahezu vollstindigen Extraktion der Inhaltsstoffe ausgegangen werden. Dies gilt in besonde-
rem Mafe fiir die Gruppe der Naphthodianthrone (vgl. Abbildung 19).

Das Flavonoid Quercetin nimmt im Vergleich zu den {ibrigen Inhaltsstoffen in zweierlei
Hinsicht eine Ausnahmestellung ein. Zum einen wird es wesentlich langsamer aus der pulve-
risierten Droge extrahiert und erreicht nicht wie die anderen Inhaltsstoffe einen stabilen Maxi-
malwert. Zum anderen gehen aus der Rohdroge deutlich hohere Mengen an Quercetin in die
Losung tiber (vgl. Abbildung 18). Die stetige Zunahme bei der pulverisierten Droge wire
durch eine Freisetzung des Aglykons aus dem festgestellten Abbau der Quercetinglykoside
erkldrbar. Die Beobachtung, dass bei der Rohdroge die erreichten Gehalte an Glykosiden
niedriger waren als bei der pulverisierten Droge, die Quercetingehalte jedoch deutlich hoher,
unterstiitzt diese Hypothese. Das Verhéltnis von Losungsiibergang und Abbau durch Hydro-
lyse konnte dabei von der Integritit der Zellkompartimentierung abhingig sein. Dennoch ist
nicht auszuschlieBen, dass die beobachteten Effekte auf unterschiedliche Lésungs- und Re-

sorptionsvorginge an der intakten bzw. zerstorten Zellmatrix zuriickgehen.
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Aufgrund der gewonnenen Ergebnisse kann fiir pulverisierte Droge eine optimale Extrak-
tionsdauer von 24 Stunden bestimmt werden, wihrend die Extraktion aus Rohdroge nach sie-
ben Tagen (= 168 h) reproduzierbare Messergebnisse als Vergleichsbasis fiir verschiedene

Fragestellungen liefert.

Vorteile der Extraktion pulverisierter Droge:

® Homogenisierung der Probe

@ schnelle Extraktion innerhalb von 24 Stunden
® nahezu vollstindige Extraktion der Inhaltsstoffe

Nachteil: hoher zusitzlicher Arbeitsaufwand

Obwohl einige Argumente fiir die Verwendung pulverisierter Droge sprechen (siehe oben),
bedeutet die mechanische Zerkleinerung des Probenmaterials einen erheblichen Mehraut-
wand. Dies trifft in besonderem Malle dann zu, wenn zahlreiche Proben mit kleinem Umfang,
wie beispielsweise Bliitenproben, anfallen. Deshalb wurde die Probenaufbereitung den Be-

diirfnissen der jeweiligen Fragestellung angepasst (vgl. 11 4.3.1).

Fiir eine reproduzierbare Analyse der Drogenproben war zum einen aufgrund ihres grof3eren
Umfanges die Homogenisierung der Proben von Bedeutung. Zum anderen war eine mdglichst
vollstdndige Extraktion der pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe von groBem Interesse.
Deshalb wurden grundsitzlich die kompletten Drogenproben einer mechanischen Zerkleine-
rung in der Schrotmiihle unterzogen und erst dann eingewogen und fiir 24 Stunden extrahiert.
Dagegen stand bei den zahlreichen Bliitenproben nicht so sehr die maximal extrahierbare
Konzentration der Inhaltsstoffe im Vordergrund, sondern vielmehr die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse bei gleichzeitig vertretbarem Arbeitsaufwand. Eine Homogenisierung der Proben
war nicht notwendig, da Bliitenproben stets in vollem Umfang extrahiert wurden. Deshalb
wurden diese unzerkleinert extrahiert und dafiir die Extraktionsdauer aufwandsneutral auf

sieben Tage verldngert.

Vorteile der Extraktion von Rohdroge:

® Aufwand der Zerkleinerung féllt nicht an
@ Extraktion innerhalb von 7 Tagen

® reproduzierbare Messergebnisse

Nachteil: keine vollstédndige Extraktion der Inhaltsstoffe

Grundsitzlich stand bei allen Versuchen wie z.B. bei der Bewertung von Herkiinften oder den
Untersuchungen zur Ertragsphysiologie die Vergleichbarkeit der Ergebnisse gegeniiber der
absoluten Genauigkeit der einzelnen Messwerte im Vordergrund. Die notwendige Repro-
duzierbarkeit von Extraktion und Analytik bei gleichzeitig vertretbarem Arbeitsaufwand wird
durch das erstellte Standardprotokoll gewéhrleistet (vgl. 11 4.2).
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2.1.2 Verhaltnis von Einwaage zu Extraktionsmittel

Ausgehend von der Tatsache, dass Proben mit beispielsweise 50 Bliiten je nach Herkunft sehr
unterschiedliche Probengewichte ergeben, wurden Uberlegungen angestellt, ob es notwendig
ist, das Verhéltnis von Drogengewicht zu Losungsmittelvolumen stets gleich zu halten. Fiir
dieses Vorgehen spricht die Arbeitshypothese, dass bei einem konstanten Lésungsmittel-
volumen und geringer Einwaage die Messwerte im Vergleich zu den tatsdchlichen Gehalten
geringer ausfallen, da in der Ndhe der Nachweisgrenze gemessen wird. Analog ist bei sehr
hohen Einwaagen mit Sattigungseffekten zu rechnen, so dass ebenfalls nur ein geringerer
Gehalt als der tatsdchlich vorhandene gemessen wird. In Abbildung 53 wird die Arbeitshypo-
these graphisch verdeutlicht.

A

HPLC-

absorption Sattigung

Nachweisgrenze

linearer Bereich

Einwaage

Abbildung 53: Schematische Darstellung der Arbeitshypothese zur Extraktion

Es ist also zu erwarten, dass bei konstantem Losungsmittelvolumen und unterschiedlicher
Einwaage kein linearer Zusammenhang zwischen Einwaage und gemessenen Inhaltsstoff-
gehalten zu beobachten ist. Andererseits gilt es zu bedenken, dass eine angepalite Losungs-
mittelzugabe nicht nur einen arbeitstechnischen Mehraufwand bedeutet, sondern auch eine

zusitzliche Fehlerquellen in sich bergen wiirde.

Die Ergebnisse (vgl. III 2.2) zeigen, dass flir die Gruppe der Flavonoide liber den gesamten
untersuchten Bereich von 50 bis 1.000 mg Droge pro 50 ml Methanol 80 % ein sehr starker
linearer Zusammenhang gegeben ist (R? > 0,99). Die geringen Standardabweichungen (n = 5)
sprechen zudem fiir die hohe Reproduzierbarkeit der gewonnenen Ergebnisse (vgl. Abbildung
21). Trotz deutlich stiarkerer Schwankungen der Messwerte ist auch fiir die Phloroglucinderi-
vate Hyperforin und Adhyperforin ein deutlich linearer Zusammenhang iiber den untersuchten
Bereich festzustellen. Allerdings konnte Adhyperforin erst ab einem Verhéltnis von 100 mg

Droge zu 50 ml Methanol 80 % nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 22).
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Das Losungsverhalten der Naphthodianthrone weicht klar von dem der anderen Inhaltsstoffe
ab (vgl. Abbildung 54). Die Protoformen der Hypericine iiberschreiten erst ab einer Einwaage
von 400 mg Droge pro 50 ml Methanol 80 % die Nachweisgrenze und lassen dann einen

linearen Zusammenhang zwischen Einwaage und Messwert erkennen.

Dagegen ldsst sich dieser Zusammenhang fiir Hypericin und Pseudohypericin viel besser
durch eine polynomische als durch eine lineare Funktion beschreiben. Ein Vergleich der Be-
stimmtheitsmalle (R?) bestdtigt, dass fiir Hypericin und Pseudohypericin die oben vorgestellte
Hypothese gilt. Die Messwerte fiir 50 mg bzw. 100 mg Droge pro 50 ml Methanol 80 % lie-
gen aufgrund ihrer Ndhe zur Nachweisgrenze deutlich unterhalb des erwarteten Wertes, wéh-
rend bei einer Einwaage von 1.000 mg Séattigungseffekte sichtbar werden. Allerdings lésst
sich iiber einen relativ groflen Bereich von 250 bis 750 mg Droge pro 50 ml Methanol 80 %
ein linearer Zusammenhang annehmen ohne dabei einen zu groBen Fehler zu begehen. Der
Bereich von ca. 260 bis 640 mg, der tatsdchlich fiir die Messung der Proben relevant war,

deckt sich mit diesem linearen Bereich im Verhéltnis von Einwaage und Losungsmittel.
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Abbildung 54: Extraktionsverhalten der Naphthodianthrone (n = 5)

Die gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass es sowohl moglich als auch sinnvoll ist, Bliiten-
proben trotz schwankender Gewichte bei verschiedenen Genotypen mit derselben standardi-
sierten Prozedur zu verarbeiten und auf eine Anpassung der Losungsmittelmenge zu verzich-
ten. Um Probleme mit der Nachweisgrenze einzelner Inhaltsstoffe zu vermeiden, wurde das
Losungsmittelvolumen fiir kleine Bliitenproben, wie beispielsweise den Bliitenproben N», auf
20 ml angepasst (vgl. 11 4.3.2). Dadurch lassen sich alle Bliitenproben rationell verarbeiten

und gleichzeitig aussagekriftige Messergebnisse garantieren.
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2.2 Bewertung der Methoden

Um die zur Inhaltsstoffanalytik angewandten Methoden kritisch bewerten zu kdnnen, ist es
von Vorteil, die Anforderungen der Ziichtung an die Analytik zu prézisieren. Sowohl Proben-
art und Probenaufbereitung als auch die Extraktions- und Analysemethoden sind dabei stets
vor dem Hintergrund der spezifischen Eignung fiir die Selektion zu betrachten. Die wichtig-

sten Anforderungen sind in Tabelle 61 zusammengestellt.

Tabelle 61: Anforderungen seitens der Ziichtung an die Inhaltsstoffanalytik

hoher Probendurchsatz

einfache und schnelle Probenaufbereitung
geringer Material- und Losungsmittelverbrauch
einfache Extraktion (z.B. ohne Einrotieren)
keine Verdiinnungsschritte

Erfassung aller pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe

Q © © ® ©@ © ©

reproduzierbare Messergebnisse

®

hohe Selektionsscharfe

Als die wichtigsten Anforderungen gelten einerseits ein mdglichst hoher Probendurchsatz und
andererseits eine moglichst hohe Selektionsschirfe. Hierbei ist ein klar synergistischer
Zusammenhang zwischen effizienter Vereinfachung und optimierter Standardisierung der Ar-
beitsschritte erkennbar. Mit der Effizienzsteigerung konnte zudem ein hohes Einsparpotential

von Verbrauchsmaterial und Losungsmittel realisiert werden.

Droge Bliiten Bliiten N,
Material Blithhorizont Bliiten Bliiten
Konservierung Trocknung 40 °C Trocknung 40 °C Frostung —72 °C
Aufbereitung Schroten Lyophilisieren Lyophilisieren
Einwiegen @ Abwiegen @ Abwiegen @
Extraktion 24 h 7d 7d

Abbildung 55: Ubersicht zu den eingesetzten Extraktionsmethoden
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2.2.1 Gewinnung, Vorbereitung und Extraktion der Proben

Material

Bereits die Art des geernteten Probenmaterials bestimmt mafigeblich die Effizienz der Ex-
traktion und die Aussagekraft des Ergebnisses. Bei der Ernte bringt die Diversitit der unter-
suchten Herkiinfte gravierende Schwierigkeiten beziiglich der Standardisierung mit sich. So
ist es kaum moglich, samtliche Herkiinfte im selben physiologischen Reifezustand zu beern-
ten (vgl. IV 3.2) und dabei die Ausdehnung des Bliithhorizontes exakt gleich zu wahlen. Aller-
dings ist diese Methode im Vergleich zur Ernte von Bliiten deutlich nédher am praxisiiblichen
Herstellungsprozess angesiedelt. Dagegen wird durch die Ernte von offenen Bliiten ein sehr
hoher Standardisierungsgrad im Hinblick auf das Reifestadium und die Probenzusammen-
setzung erreicht (vgl. IV 3.3). Der Probenumfang ist bei der Ernte von Bliiten deutlich kleiner

als bei der Verwendung des gesamten Blithhorizontes.

Vor- und Nachteile bei der Wahl des Probenmaterials:

Bliihhorizont:
+ praxisiibliches Verfahren
— keine standardisierte Probenahme moglich

— grofler Probenumfang

Bliiten:
+ exakte Standardisierung moglich
+ kleiner Probenumfang

— abstrahiertes Verfahren

Konservierung

Die klassische Konservierung des Pflanzenmaterials durch Trocknung stellt zwar eine tech-
nisch leicht zu realisierende Methode dar. Allerdings fallen bei der Ernte des gesamten Bliih-
horizontes innerhalb kurzer Zeit so grole Probenmengen an, dass in der Trocknung Engpésse
auftreten konnen. Durch die Ernte von Bliitenproben oder die nur teilweise Ernte des
Blithhorizontes in Form von Drogenproben kann das Probenvolumen deutlich verringert wer-
den. Bei der Lufttrocknung ist nicht auszuschlieen, dass durch die ldngere Einwirkung einer
Temperatur von ca. 40 °C und den verbleibenden Restfeuchtegehalt von ca. 10 % enzymati-
sche Prozesse einsetzen, die zu einer Beeinflussung des Gehaltes an pharmakologisch rele-
vanten Inhaltsstoffen fiihren kdnnen. Bei der Konservierung von Bliitenproben in fliissigem
Stickstoff werden enzymatische Vorginge sofort unterbunden. Darauf weisen die etwas
hoheren Gehalte an Quercetin, Biapigenin und Hyperforin in den Bliitenproben N, hin (vgl.
Tabelle 49). Aufgrund des hoheren apparativen Aufwandes kommt diese Methode jedoch nur

fiir Probenvolumina und Testreihen mit kleinem Umfang in Frage.
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Vor- und Nachteile der Konservierungsmethoden:

Trocknung:
+ einfaches Verfahren, auch fiir gro3e Proben
— unkontrollierbare enzymatische Vorginge

— Restfeuchtegehalt ca. 10 %

Frostung in N,:
+ sofortige Konservierung
— erfordert Vorhandensein der entsprechenden Technologie

— nur fiir kleine Probenvolumina geeignet

Aufbereitung

Je nach Art der Probe sind verschiedene Arbeitsschritte zur Aufbereitung des Probenmaterials
notwendig. Fiir die Vorbereitung von Droge hat sich eine Schrotung des gesamten geernteten
Materials bei gleichzeitiger Homogenisierung bewéhrt (vgl. IV 2.1.1). Die Bliitenproben wer-

den vor der Extraktion lyophilisiert.

Extraktion

Bei der Extraktion der Proben gibt es einen erheblichen Standardisierungsbedarf, der mit
einem sehr hohen Einsparungspotential verbunden ist. Bereits das Einwiegen einer definierten
Menge pulverisierter Droge erfordert einen héheren Arbeitsaufwand als das Abwiegen einer
Bliitenprobe. Durch die Wahl von Methanol 80 % als Losungsmittel, das fiir den Einsatz auf
der HPLC geeignet ist, konnte auf das Einrotieren und Wiederaufnehmen der Proben ver-
zichtet werden. Gleichzeitig wurde das Verhiltnis von Losungsmittel zu Einwaage stets so
gewihlt, dass weder die eingesetzte Losungsmittelmenge angepasst werden musste (vgl. IV
2.1.2) noch Verdiinnungsschritte notwendig wurden. Mit der Festlegung der Extraktionsdauer
auf 24 Stunden bzw. sieben Tage wurden Zeitrdume gewéhlt, die sowohl ein aussagekréftiges

Ergebnis erwarten lassen (vgl. IV 2.1.1) als auch die exakte Einhaltung der Zeiten erleichtern.

Die einfache Prozedur zur Extraktion ermodglicht durch die Reduktion von Arbeitsschritten
einerseits einen hohen Probendurchsatz. Andererseits wird durch den Ausschluss von mog-
lichen Fehlerquellen eine hohere Standardisierung und in der Folge eine bessere Selektions-
schirfe erreicht. Besonders deutlich werden die Vorteile der eingesetzten Extraktionsmethode
beim Vergleich mit anderen Methoden. So wurden die Proben bei DENKE (1998) einer 16stiin-
digen Soxhlett-Extraktion unterzogen, anschliefend einrotiert und dann wiederaufgenommen.
Bei HOLZL und OSTROWSKI (1987) wurde zuerst fiir zehn Minuten im Ultraschallbad mit Me-
thanol extrahiert und dann fiir zehn Minuten mit Aceton nachextrahiert. Schlielich wurden

die Extrakte vereinigt, einrotiert und wiederaufgenommen.
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2.2.2 HPLC-Analyse der pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe

HPLC-Methode

Aus der Perspektive der Ziichtung muss die eingesetzte HPLC-Methode nicht notwendiger-
weise in der Lage sein, alle vorhandenen Inhaltsstoffe des Johanniskrautes zu identifizieren
oder die Entdeckung neuer Inhaltsstoffe zu ermoglichen. Vielmehr muss sie dazu geeignet
sein, mit vertretbarem zeitlichem und 6konomischem Aufwand eine sichere Aussage iiber den
pharmakologischen Zuchtwert einer Herkunft zu erlauben. Ausgehend von diesen speziellen
Anforderungen wurde in Anlehnung an HOLZL und OSTROWSKI (1987) eine HPLC-Methode
(vgl. IT 4.4) entwickelt, die alle pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe in einem Mess-
durchgang erfasst und gleichzeitig sehr zuverldssige und reproduzierbare Messergebnisse
liefert. Dadurch kann in Abhéingigkeit von der Art des untersuchten Ausgangsmaterials eine

hohe Selektionsschérfe zur ziichterischen Bewertung der jeweiligen Herkunft erreicht werden.

Flavonoide

Die Quercetinglykoside Hyperosid und Isoquercitrin konnten aufgrund ihrer hohen chemi-
schen Ahnlichkeit (vgl. Abbildung 3) nicht zuverlissig aufgetrennt werden und wurden des-
halb stets als Summe der beiden Inhaltsstoffe dargestellt. In der Literatur finden sich keine
Hinweise auf Unterschiede in der pharmakologischen Wirksamkeit der beiden Flavonolglyko-
side, die den Aufwand fiir eine bessere Auftrennung gerechtfertigt hitten. Amentoflavon
erreichte bei den eingesetzten Extraktions- und Analysemethoden keine nachweisbaren Kon-

zentrationen und ist deshalb in den Auswertungen nicht enthalten.

Naphthodianthrone

Fiir die Bestimmung des Gesamthypericingehaltes existieren zwar zahlreiche photometrische
Alternativen zur HPLC-Analyse. Dennoch wurde der HPLC der Vorzug gegeben, da sie eine
Differenzierung zwischen Pseudohypericin und Hypericin erlaubt. Auf eine Belichtung der
Proben zur Umwandlung vom Protopseudohypericin und Protohypericin in die jeweiligen
Endstufen wurde aus zweierlei Griinden bewusst verzichtet. Zum einen gibt das Vorhanden-
sein der Protoformen einen Hinweis darauf, ob die Probenaufbereitung und Extraktion auf
eine schonende Art und Weise erfolgt ist. Zum anderen konnte bei den Versuchen zur Quanti-
fizierung der Protohypericine festgestellt werden, dass eine Belichtung der Proben die mess-
bare Konzentration des Quercetins in etwa halbiert und zu einem vollstindigen Abbau der
Phloroglucinderivate Hyperforin und Adhyperforin fiihrt (vgl. Abbildung 56). Deshalb wire

stets die Messung einer belichteten und einer unbelichteten Teilprobe notwendig gewesen.

Zur Analytik der Naphthodianthrone ist anzumerken, dass die hochste Empfindlichkeit beim
Absorptionsmaximum im UV-Bereich (1 =254 nm) erreicht wird. Die hochste Genauigkeit
und Reproduzierbarkeit wird hingegen aufgrund der charakteristischen Absorption der Naph-

thodianthrone bei einer Wellenldnge von A = 585 nm erzielt.
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Abbildung 56: Effekt der Belichtung auf das Inhaltsstoffspektrum von 'Taubertal’ (n = 3)

Phloroglucinderivate

Die Phloroglucinderivate Hyperforin und Adhyperforin konnten mit der gewéhlten HPLC-
Analysemethode zuverldssig aufgetrennt werden. Die gemessenen Gehalte zeigen, dass diese
empfindlichen Inhaltsstoffe wihrend der gewéhlten Probenaufbereitung, Extraktion und
HPLC-Analyse schonend behandelt wurden.

weitere Inhaltsstoffe

Die zahlreichen weiteren Inhaltsstoffe, die in Johanniskraut vorkommen, wurden trotz vor-
handener Hinweise auf eine Beteiligung an der pharmakologischen Wirksamkeit von der
Analyse ausgeschlossen. So konnte beispielsweise nachgewiesen werden, dass die Gruppe der
kondensierten Tannine eine bedeutende Rolle als Lésungsvermittler fiir Naphthodianthrone
einnimmt (BUTTERWECK 1997). Auch eine Beteiligung der Xanthone an der pharmakologi-
schen Wirksamkeit von Hypericum-Extrakten wird diskutiert (SPARENBERG 1993). Dennoch
reichen die Befunde gegenwirtig nicht aus, einen direkten quantitativen Zusammenhang zur
pharmakologischen Wirksamkeit herzustellen, der eine Ausrichtung der Selektion neuer Sor-

ten auf diese Inhaltsstoffe rechtfertigen wiirde.

Die hohe Variabilitdt beziiglich der untersuchten pharmakologisch relevanten Einzelsubstan-
zen ldsst eine dhnlich hohe Variabilitit auch bei den in den Analysen nicht beriicksichtigten
weiteren Inhaltsstoffen erwarten. Sollten seitens der medizinischen Forschung kiinftig neue
Erkenntnisse {iber bislang zuriickhaltend bewertete Inhaltsstoffe oder Substanzgruppen vor-
liegen, sind sowohl die Selektionskriterien als auch die Analysemethoden dementsprechend

anzupassen.
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3. Physiologie der Ertragsbildung

Die wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffe von Johanniskraut sind besonders hoch in den
Knospen und Bliiten konzentriert. Deshalb wird nur der Bliihhorizont geerntet, der getrocknet
das Produkt HYPERICI HERBA ergibt. Es enthélt neben Bliiten und Knospen in verschiedenen
Entwicklungsstadien auch Blitter, Stdngel und unreife Kapseln. Um eine Aussage iiber die
Drogenqualitit und deren Entstehung treffen zu konnen, ist es notwendig, den Entwicklungs-
verlauf der Pflanzen und die Vorgénge in den Knospen und Bliiten wéahrend der Blithperiode

zu verstehen. Sie stehen deshalb im Mittelpunkt der Untersuchungen zur Ertragsbildung.

In diversen Untersuchungen (BRAUNEWELL 1991, MARTONFI and REPCAK 1994, TEKEL OVA
et al. 2000) wurden bereits die Inhaltsstoffe einzelner Pflanzenorgane wie Stingel, Blitter,
Knospen, Bliiten und Kapseln analysiert, deren Anteile an der Droge zu verschiedenen Ern-
teterminen bestimmt und so Riickschliisse auf die Drogenqualitdt gezogen. In dieser Arbeit
werden erstmals detaillierte Untersuchungen zur Physiologie der Ertragsbildung durchgefiihrt,
Zusammenhédnge zwischen den einzelnen Aspekten hergestellt und Empfehlungen fiir den

praktischen Anbau und die ziichterische Bearbeitung von Johanniskraut erarbeitet.

3.1 Bluhverlauf

Da in den Bliiten die hochsten Konzentrationen an pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffen
gebildet werden, ldsst sich iiber die Anzahl der Bliiten ein direkter Zusammenhang zum
Ertragspotential einer Herkunft ableiten. Die Eigenart des Johanniskrautes, dass die Bliiten
nur fiir jeweils einen Tag aufblithen, er6ffnet die Moglichkeit {iber das tdgliche Zidhlen der
offenen Bliiten wertvolle Informationen zur Physiologie der Ertragsbildung zu gewinnen.
Zum einen kann das Ertragspotential aus der Gesamtzahl der Bliiten hergeleitet werden. Zum

anderen ldsst sich eine klare Aussage iiber die zeitliche Entwicklung des Ertrages treffen.

Abbildung 57 zeigt die Anzahl der gedffneten Bliiten als gleitenden Mittelwert {iber einen
Zeitraum von fiinf Tagen'. Dadurch werden im Unterschied zu den Einzelwerten (vgl. IIT 4.1,
Abbildung 29) die téglichen Schwankungen rechnerisch ausgeglichen, so dass die charakteris-

tischen Merkmale der untersuchten Herkiinfte beziiglich ihres Bliihverhaltens zutage treten.

Die graphische Darstellung macht deutliche Unterschiede in der Anzahl der tdglich gedffneten
Bliiten und der insgesamt gebildeten Bliiten sichtbar, die in der Tabelle zu den phanologi-
schen Daten ihre Bestitigung finden (vgl. Tabelle 53). Trotz des Umstandes, dass pro Her-
kunft lediglich zwei bzw. drei Pflanzen untersucht wurden, ist festzustellen, dass SN-1 und

"Topaz' insgesamt mehr Bliiten bilden als die Sorte "Taubertal'.

' Ab dem dritten Tag berechnet als Mittelwert aus dem aktuellen Tag, den beiden vorigen und den beiden kom-
menden Tagen.
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Abbildung 57: Bliihverlauf von 'Taubertal', SN-1 und 'Topaz’; gleitender Mittelwert iiber S Tage

Fiir das Aufblithverhalten der einzelnen Genotypen, das im Mittelpunkt der Untersuchung
steht, ist die Summe aller Bliiten nur bedingt relevant. Die Bliite setzt bei 'Taubertal' zwolf
Tage und damit fast zwei Wochen friiher ein als bei der spétbliihenden Sorte 'Topaz'. Die Her-
kunft SN-1 bliiht vier Tage spéter als 'Taubertal'. Der viel steilere Anstieg der gemittelten
Bliihverlaufskurve belegt anschaulich, dass SN-1 sehr viel schneller aufbliiht als die beiden
Sorten. Damit hat sich der optische Eindruck, dass SN-1 eine kiirzere Blithdauer hat und
weniger Bliiten bildet als 'Taubertal’, nicht bestétigt. 'Topaz' weist im Vergleich zu den links-
schiefen Kurven von 'Taubertal' und besonders SN-1 eine fast symmetrische Glockenkurve
dhnlich der Gaul3’sche Normalverteilungskurve auf. Somit bliiht "Topaz' nicht nur spéter, son-

dern auch viel langer als SN-1 und vor allem '"Taubertal'.

Die untersuchten Einzelpflanzen einer Herkunft verhalten sich nahezu identisch. Zudem ist zu
beobachten, dass sich auch die téglichen Schwankungen unabhéngig von der Herkunft und
dem jeweiligen Blithbeginn auffallend parallel entwickeln (vgl. Abbildung 29). Dieser Zu-
sammenhang ist auf das jeweilige Tagesklima zuriickzufiihren. Generell bliiht Johanniskraut
an sonnigen und warmen Tagen besonders stark. Im Verlauf ldngerer Schonwetterperioden
fallt die tagliche Zahl der offenen Bliiten jedoch ab, um dann nach Regen wieder merklich zu-
zunehmen. Dariiber hinaus 6ffnen sich an Tagen mit kiihlerer Witterung weniger Bliiten. Eine
Schwankung, die sich aus dem abfolgenden Aufblithen verschiedener Ordnungen innerhalb
eines Bliitenstandes ergeben konnten, kann aus den erhobenen Daten nicht abgeleitet werden.
Diese Einflussgrofle mag zwar fiir den einzelnen Trieb vorhanden sein, wird aber innerhalb
einer Pflanze durch die asynchrone Entwicklung der Triebe (im Zentrum der Pflanze blithen

sie in der Regel zuerst auf) und das Wetter iiberlagert.
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3.2 Entwicklung der Inhaltsstoffe in der Droge

Hintergrund fiir die Untersuchungen zur Entwicklung der Inhaltsstoffe in der Droge waren
einerseits Uberlegungen zur Standardisierung der Probenahme fiir die Ziichtung. Andererseits

tritt im praktischen Anbau immer wieder die Frage nach dem idealen Erntezeitpunkt auf.

BRAUNEWELL (1991) empfiehlt auf Basis eines maximalen Hypericingehaltes die Ernte zum
Zeitpunkt der "Vollbliite", die dann erreicht sei, wenn sich die terminale Bliite bereits zu einer
deutlichen griinen Kapsel entwickelt habe. Entscheidend fiir eine definitive Aussage zum
idealen Erntetermin ist zuerst die Beantwortung der Frage, ob sich durch die Verschiebung
der Ernte um wenige Tage liberhaupt nennenswerte Qualititsunterschiede in der Droge erge-
ben. Dabei wurde im Unterschied zu BRAUNEWELL (1991) nicht nur der Gesamthypericinge-

halt, sondern das gesamte Spektrum pharmakologisch relevanter Inhaltsstoffe untersucht.

Zuerst ist es sinnvoll, die gewidhlten Probetermine zu erldutern und die physiologischen
Stadien der Sorte 'Taubertal' mit den Ergebnissen zum Blithverhalten in Beziehung zu setzen
(vgl. Abbildung 58). Die eng gestaffelte Probenahme wurde in der Periode der augenschein-
lich intensivsten Bliite vorgenommen, die auch in der Praxis fiir die Ernte eines Johannis-
krautbestandes in Frage kommt. Die Darstellung zeigt, dass die sieben Probetermine (weisse
Pfeile) mit der hochsten Bliihintensitét iibereinstimmen. Die Termine der Probenahme iiber
die gesamte generative Phase orientieren sich an den physiologischen Entwicklungsstadien
des Bestandes (vgl. Tabelle 24). Sie sind in der Darstellung durch graue Pfeile markiert. Die
Abbildung zeigt im Nachhinein, dass sowohl fiir die Probenahme wihrend der Bliithperiode
als auch fiir die Probenahme iiber die gesamte generative Phase Termine gewdhlt wurden, die

markanten Bereichen und Punkten des Blithverlaufs entsprechen.
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Abbildung 58: Erntetermine und physiologische Stadien im Bliihverlauf von 'Taubertal’
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In Abbildung 59 sind die Einzelpflanzenertrige und die entsprechenden Mittelwerte (vgl.
Tabelle 54 und Tabelle 55) zu den jeweiligen Probeterminen graphisch dargestellt. Trotz der
erheblichen Streuung der Messwerte und der relativ kleinen Anzahl von acht Proben pro Ern-
tetermin lassen die Daten eine deutlich steigende Tendenz erkennen. Dabei fillt auf, dass
wiéhrend des zweiwdchigen Zeitraums der Bliite nur ein schwacher Ertragszuwachs festzustel-
len ist. Erst im langfristigen Zusammenhang wird ein beachtlicher Ertragsanstieg erkennbar,
der sich durch eine polynomische Funktion beschreiben ldsst. Als Ursache dafiir ist anzuneh-
men, dass erst die Kapselbildung zu einer signifikanten Zunahme des Trockengewichtes fiihrt,
die mit der Samenreife ihr Maximum erreicht. Diese Datenlage deckt sich mit den Beobach-
tungen im Feldbestand. Bei einem Einzelpflanzenertrag von 25 bis 35 g Droge und einer
Pflanzdichte von 50.000 Pfl./ha (vgl. II 2) liegt der Ertrag von 12,5 bis 17,5 dt/ha im unteren
Bereich der in der Praxis erreichten Gré3enordnung von 10 bis 70 dt/ha (BOMME 1997).
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Abbildung 59: Drogenertrag zu den jeweiligen Ernteterminen, Einzel- und Mittelwerte (n =8)

In den folgenden Abbildungen sind die Analysewerte der pharmakologisch relevanten In-
haltsstoffe aus Tabelle 54 und Tabelle 55 zur besseren Verdeutlichung und Interpretation der
Entwicklungsverldufe und im Hinblick auf eine Einordnung der Bliihperiode in den Zusam-
menhang der generativen Phase graphisch dargestellt. Der Vergleich der Inhaltsstoffentwick-
lung im Verlauf der Blithperiode und der generativen Phase ergibt eine weitgehende Uberein-
stimmung der Daten im Uberschneidungsbereich (vgl. Abbildung 60 bis Abbildung 63). Die
in kurzem Abstand durchgefiihrte Beprobung wihrend der Blithperiode liefert somit ein gutes
Detailbild fiir den Zeitraum, der fiir die Entscheidung iiber den Erntetermin relevant ist. Die
Beprobung iiber die generative Phase stellt hingegen den groferen Zusammenhang zu den

physiologischen Vorgédngen vom Blithbeginn iiber die Vollbliite bis hin zur Samenreife her.
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Abbildung 60: Entwicklung von Rutin und Hyperosid+Isoquercitrin (n = 8)

Fiir die Quercetinglykoside Rutin und Hyperosid+Isoquercitrin wurden zum Zeitpunkt des
Bliihbeginns die hochsten Gehalte in der Droge gemessen (vgl. Abbildung 60). Mit fortschrei-
tender Bliite ist ein kontinuierlicher Riickgang der Messwerte festzustellen, der aber keine
signifikanten Unterschiede zwischen zwei aufeinanderfolgenden Tagen erwarten ldsst. Der
sehr stringente Zusammenhang iiber den gesamten untersuchten Zeitraum unterstreicht jedoch
die Aussage, dass beziiglich Rutin, Hyperosid und Isoquercitrin mit einem téglichen Quali-
titsverlust zu rechnen ist. Ursache dafiir ist, dass die griinen Pflanzenteile und Knospen, die
erheblich zum Gehalt an Rutin, Hyperosid und Isoquercitrin beitragen (vgl. IV 3.3), zum

Blithbeginn dominieren und bei fortschreitender Bliite anteilsméBig abnehmen.

Die hochsten Gehalte von Quercitrin, Quercetin und Biapigenin werden nicht schon bei Bliih-
beginn, sondern erst mit Eintreten der Vollbliite gemessen (vgl. Abbildung 61). Quercitrin
erreicht in der ersten Woche der Blithperiode sein Maximum und nimmt dann kontinuierlich
ab. Obwohl die Standardabweichungen relativ groB3 sind, ist klar zu erkennen, dass bereits
eine Woche spiter ein Riickgang von ca. 25 % zu verzeichnen ist. Eine parallele Entwicklung
ist bei den Gehalten von Quercetin festzustellen. Allerdings fdllt der Riickgang weniger stark
aus. Das unterschiedliche Verhalten im Vergleich zu Rutin und Hyperosid+Isoquercitrin liegt
darin begriindet, dass Quercitrin und Quercetin fast ausschlieBlich in den Petalen und Stamina
lokalisiert sind (vgl. Abbildung 65). Biapigenin erreicht die hochsten Konzentrationen bereits
zu Beginn der Bliihperiode. Danach féllt der Biapigeningehalt drastisch ab. Der Grund fiir
diesen Effekt liegt darin, dass Biapigenin fast ausschlieBlich in den Pollen enthalten ist, die im

Verlauf der Bliite von den Insekten geerntet werden oder bei der Trocknung verloren gehen
(vgl. IV 3.3).




Diskussion 126

25

- = - - -Quercitrin (Bliihperiode)
——O——AQuercitrin

- - 4- - -Quercetin

generative Phase)

Bliihperiode)

(
(t
(
(

2,0

——{——Quercetin (generative Phase)
- - {0~ - -Biapigenin (Bliihperiode)

g ——O—Biapigenin (generative Phase)

(=]

[=

= 1,51

=

©

=

)

=

[¢]

i

o 1.0

=

©

L

£

05 I \?\:

0,0 + + + + + + + +
13. Jun. 20. Jun. 27. Jun. 4. Jul. 11. Jul. 18. Jul. 25. Jul. 1. Aug. 8. Aug.

Abbildung 61: Entwicklung von Quercitrin, Quercetin und Biapigenin (n = 8)

Die hochsten Konzentrationen an Protoformen der Hypericine werden zu Beginn der Bliite
gemessen (vgl. Abbildung 62). Mit dem Ende der Bliithperiode unterschreiten die Protohy-
pericine aufgrund des fortschreitenden natiirlichen Umbaus in die Endstufen ihre Nachweis-
grenze in der Droge. Die Hypericin- und Pseudohypericingehalte erreichen mit der Vollbliite
einen Hohepunkt und gehen dann allméhlich zuriick. Die gewonnenen Ergebnisse decken sich
mit den Daten von SOUTHWELL and BOURKE (2001), die den Hypericingehalt im Jahresver-

lauf vor dem Hintergrund der Toxizitdt (Hypericismus) fiir Weidetiere untersucht haben.
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Abbildung 62: Entwicklung der Naphthodianthrone mit Gesamtgehalt (n = 8)
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Das Verhiltnis von Hypericin zu Pseudohypericin sowie von Protohypericin zu Protopseu-
dohypericin bleibt aufgrund des parallelen Kurvenverlaufs konstant bei ca. 1:3. Da die Naph-
thodianthrone genauso wie Quercitrin und Quercetin hauptsédchlich in den Petalen und Sta-

mina konzentriert sind, treten deutliche Parallelen in der Entwicklung der Gehalte auf.

Addiert man die gemessenen Konzentrationen aller Naphthodianthrone, so stellt man fest,
dass der geforderte Gehalt von mindestens 0,25 % Gesamthypericine (vgl. I 3.2.2) nur an den
vier Ernteterminen wéhrend der intensivsten Bliite erreicht werden kann. Nach diesem kurzen
Zeitfenster ist im Hinblick auf den Gesamthypericingehalt der Droge mit einem drastischen

Qualitatsverlust zu rechnen.
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Abbildung 63: Entwicklung der Phloroglucinderivate (n = 8)

Es ist bekannt, dass der Gehalt an Phloroglucinderivaten in der Droge mit dem Wachstum und
Anteil der Samenkapseln korreliert, die Samen selbst allerdings keine Hyperforine enthalten
(MARTONFI and REPCAK 1994). Ausgehend vom Blithbeginn erreicht Hyperforin bis zum
physiologischen Stadium, in dem die Pflanzen fast ausschlieBlich griine Kapseln aufweisen,
die dreifache Konzentration. Mit Beginn der Samenreife geht der Hyperforingehalt wieder

zurlick und fallt mit der Kapselreife bis auf das Ausgangsniveau.
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3.3 Entwicklung der Inhaltsstoffe in Einzelbllten

Neben der Entwicklung der pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe in der Droge ist die
Entwicklung in den Einzelbliiten aus ziichterischer Sicht von besonderem Interesse. Dabei
wurde zuerst die Entwicklung wihrend der Blithperiode und im Tagesverlauf untersucht. Das
Vorhandensein moglicher Auswirkungen der Position innerhalb des Bliitenstandes auf die
Inhaltsstoffgehalte der Bliiten wurde ebenfalls tiberpriift. Schlielich wurde die Lokalisation
der Inhaltsstoffe in den Bliitenorganen und die Inhaltsstoffbildung wéhrend der Knospenent-

wicklung eingehend untersucht.

Blithverlauf

Das Trockengewicht der einzelnen Bliiten nimmt vor allem in den ersten Tagen der Bliih-
periode ab (vgl. Abbildung 30). Das ist zu erwarten, da die terminalen Bliiten einer Inflores-
zenz besonders gut entwickelt sind und die folgenden Bliiten in der Regel kleiner ausfallen.
Diese Beobachtung korrenspondiert mit den Befunden zum Einfluss der Bliitenposition auf
das Bliitengewicht (vgl. Abbildung 32).

Die Inhaltsstoffgehalte der Bliiten (z = 20) unterliegen im Verlauf von 25 Tagen zwar ge-
wissen Schwankungen. Thr Mittelwert bleibt aber im Vergleich zu den Gehalten der Droge
weitgehend konstant. Tabelle 62 zeigt die Verdnderungen (4 in %) der Inhaltsstoffgehalte in
der Droge wéhrend der Bliihperiode (11 Tage) bzw. vom Bliihbeginn bis zur Ausbildung grii-
ner Kapseln (25 Tage). Gleichzeitig sind die Schwankungen der Inhaltsstoffgehalte in den
Bliiten von 'Taubertal' in Form der prozentualen Standardabweichung (s, in %) {iber einen

Zeitraum von ebenfalls 25 Tagen dargestellt (vgl. Abbildung 31).

Tabelle 62: Vergleich zur Entwicklung der Inhaltsstoffgehalte in Droge und Bliiten

Droge Bliihperiode Droigge r;;iiul}éfz]eyfle’;z"" bis Bliitenproben (n = 20)
Zeitraum 11 Tage 25 Tage 25 Tage
glkg Max. Ende Ain% | Max. Ende Ain% |s.in% (n=2%17 Proben)
RUT 8,22 495  -39.8% 10,37 3,02 -70,9% +6,0
H+I 18,67 14,01  -25,0% 20,85 8,83 -57,6% +7,5
QIT 2,02 1,46  -27,7% 1,88 0,89 -52,7% +11,0
QER 1,24 0,91 -26,6 % 1,05 0,64  -39,0% +134
BIA 1,91 0,84 -56,0% 1,79 0,45 -749% +44.6
PPS 0,50 0,05  -90,0 % 0,57 - -100,0 % +374
PSH 1,76 L3l -16,5% 1,51 0,81 -46,4% +22,6
PHY 0,17 0,04 -76,5% 0,15 - -100,0 % +37,0
HYP 0,50 0,40  -20,0% 0,46 0,30 -348% +11,6
HFO 6,17 10,93 +77,1 % 4,63 15,35 +231,5% +17,2
AHF 1,04 2,61 +151,0% 0,74 3,95 +433,8 % + 16,1
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Bei einer Messung der Inhaltsstoffe in der Droge ist bereits bei einer Verschiebung des
Erntetermins um wenige Tage mit einer absehbaren Entwicklung der Gehalte nach unten bzw.
oben zu rechnen. Die Gehalte der Inhaltsstoffe in den Bliiten unterliegen dagegen iiber die
Bliihperiode nur einer vergleichsweise geringen Schwankung um einen festen Mittelwert.
Wihrend diese Schwankung durch Vergroerung des Probenumfangs von 20 auf beispiels-
weise 50 Bliiten nachhaltig verkleinert werden kann, hdngen die Gehalte der Droge in erster
Linie vom Erntetermin ab. Die hohe Standardabweichung bei Biapigenin und den Protofor-
men der Hypericine ist aufgrund des Pollenverlustes beim Trocknen (siehe unten) und der

raschen Umwandlung der Protohypericine unter Lichteinwirkung zu erwarten.

Tagesverlauf

Uber den Tagesverlauf bleiben die Konzentrationen der untersuchten Inhaltsstoffe im Wesent-
lichen gleich (vgl. III 4.3.2). Eine Ausnahme bildet Biapigenin, dessen Gehalte im Verlauf
des Vormittags innerhalb von vier Stunden um ca. 60 % zuriickgehen (vgl. Abbildung 64).
Dieser Effekt bestétigt die Vermutung von TEKEL'OVA et al. (2000), dass das Biapigenin,
welches vorwiegend in den Stamina (siche Abbildung 65) lokalisiert ist, dort wiederum in den
Pollen gebildet wird. Mit der fortschreitenden Offnung der Antheren und dem Abtrag des
Pollens durch Bienen und Hummeln nimmt also der Biapigeningehalt der Bliiten bis zur
Mittagszeit drastisch ab. Dieser Zusammenhang erkldrt — in Verbindung mit dem hohen Ver-
lust von Pollen wihrend der Trocknung und Verarbeitung der Droge — die generell hohen

Schwankungen von Messwerten fiir den Biapigeningehalt verschiedener Proben.

3,00

—<O—Biapigenin a

\ —<O—Biapigenin b
2,50 Q —2&— Quercetin a

\\ —2&— Quercetin b
2,00

N _—

Tag der Anthese Tag nach der Anthese

Inhaltsstoffgehalt in g/kg Bliiten

0,00

08:15 10:15 12:15 14:15 16:15 18:15 08:15 10:15 12:15 14:15
Uhrzeit

Abbildung 64: Entwicklung von Biapigenin und Quercetin im Tagesverlauf bei 'Topaz'

Fiir den Tag nach der Anthese ist festzustellen, dass die meisten Inhaltsstoffe ihre Konzen-

tration nicht verdndern. Eine Ausnahme bilden Quercetin, Protopseudohypericin und die
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Phloroglucinderivate Hyperforin und Adhyperforin. Ursache dafiir, dass Quercetin am fol-
genden Tag in der dreifachen Konzentration vorliegt, konnte zum einen eine biochemische
Freisetzung des Aglykons durch Hydrolyse der Quercetinglykoside sein, deren Gehalte jedoch
nicht den infolgedessen zu erwartenden Riickgang zeigen. Zum anderen kommt als Ursache
eine erhohte Loslichkeit bei der Extraktion aufgrund der fortgeschrittenen Dekompartimen-
tierung der Zellstruktur in Frage (vgl. IV 2.1.1). Der Verlust von Protopseudohypericin im
Verlauf des Vormittags zeigt den vollstindigen Umbau der Protoform durch Lichteinwirkung
in die Endstufe Pseudohyericin. Die bereits am Tag nach der Anthese ansteigenden Hyper-

forin- und Adhyperforingehalte weisen auf das einsetzende Wachstum des Fruchtknotens hin.

Positionseffekte

Die Beobachtung, dass Bliiten innerhalb einer Infloreszenz mit zunehmender Ordnung kleiner
werden, konnte bei der Untersuchung von Positionseffekten bestétigt werden (vgl. Abbildung
32). Ein deutlicher Einfluss der Bliitenposition auf die Inhaltsstoffgehalte wurde jedoch nur

fiir Quercitrin und Quercetin nachgewiesen (vgl. Tabelle 57).

Lokalisation in den Bliitenorganen

Die Untersuchung zur Lokalisation der pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe in der Bliite
von NF-1 zeigt, dass die Sepalen, Petalen, Stamina und Pistille jeweils ein spezifisches
Inhaltsstoffmuster aufweisen (vgl. Abbildung 35). Verrechnet man die Konzentrationen der
einzelnen Organen mit dem Anteil ihres Gewichtes an der gesamten Bliite, wird sichtbar,
welchen individuellen Beitrag sie zum Gesamtgehalt eines jeden Inhaltsstoffes leisten (vgl.
Abbildung 65).
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Abbildung 65: Verteilung der Inhaltsstoffe und des Gewichtes auf die Bliitenorgane von NF-1
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Rutin kommt in allen Bliitenorganen vor, wobei die relativ hohen Mengen in Sepalen und
Pistill auffallen. Da die Konzentration von Hyperosid+Isoquercitrin in allen Organen eine
vergleichbare Grofenordnung aufweist, spiegelt deren Beitrag zum Gesamtgehalt in etwa die
Gewichtsverteilung wider. Quercitrin und Quercetin kommen vorwiegend in den Petalen und
Stamina vor. Fiir den Biapigeningehalt einer Bliite sind mit einem Anteil von fast 90 % haupt-

sachlich die Stamina verantwortlich.

Das Vorkommen von Pseudohypericin und Hypericin beschrinkt sich auf Sepalen, Petalen
und Stamina, also die Bliitenorgane, die reich an streifen- oder punktformigen Hypericinbe-
hiltern sind. Obwohl die Stamina eine hohere Konzentration aufweisen, tragen die Petalen
aufgrund ihres groferen Anteils am Gewicht auch am meisten zum Gesamthypericingehalt
der Bliite bei. Im Fruchtknoten von NF-1 kommen keine nachweisbaren Mengen an Hyperi-
cinen vor, da die Hypericingehalte der Narbenpapillen sehr gering sind und diese Herkunft
keine Hypericinbehélter im Fruchtknoten aufweist (vgl.Abbildung 71). Die Protoformen der

Naphthodianthrone erreichten nur in den Stamina nennenswerte Gehalte.

Die Phloroglucinderivate zeigen beziiglich ihrer Lokalisation in den Bliiten deutliche Unter-
schiede. Hyperforin kommt zwar in allen Bliitenorganen vor, der Pistill stellt jedoch aufgrund
der etwa sechsfachen Konzentration den groften Anteil am Gesamtgehalt. Fiir Adhyperforin
liegen die selben Verhéltnisse vor mit dem Unterschied, dass sich in den Stamina keine Spu-
ren dieses Phloroglucinderivates nachweisen lassen. Obwohl die Befunde in erster Linie fiir
NF-1 gelten, stimmen sie in ihrer Grundaussage mit denen von REPCAK and MARTONFI (1997)

iiberein und konnen deshalb auf die meisten H.-perforatum-Herkiinfte iibertragen werden.

Knospenentwicklung

Im Verlauf der Entwicklung einer Knospe bis zur Anthese findet die Bildung der pharmako-
logisch relevanten Inhaltsstoffe auf hochst unterschiedliche Weise statt (vgl. Abbildung 36).
Rutin und Quercitrin werden in gleichem Maf3e gebildet wie die Gewichtszunahme der Knos-
pen vonstatten geht. Deshalb steigt ihre Konzentration nur langsam an. Der drastische Riick-
gang des Quercetingehaltes ab Stadium IV korreliert mit der starken Zunahme von Hypero-
sid+Isoquercitrin. Dies ist ein deutliches Anzeichen dafiir, dass die Biosynthese von Quer-
cetin nach ihrem Hohepunkt in Stadium III und IV abnimmt und der aufgebaute Vorrat an
Quercetin verstirkt durch Glykosylierung in Rutin, Quercitrin und vor allem Hyperosid+Iso-
quercitrin umgesetzt wird. Davon unabhéngig steigt die Konzentration von Biapigenin im
Verlauf der Knospenentwicklung enorm an. Der niedrigere Wert fiir Biapigenin zur Anthese

(Stadium V1) lésst sich durch den Verlust des biapigeninhaltigen Pollens erkldren (vgl. oben).

Die Gehalte der Naphthodianthrone zeigen sehr charakteristische Verldufe (vgl. Abbildung
37). Der deutliche Riickgang von Pseudohypericin und Hypericin im Stadium II hingt ver-
mutlich mit dem Zuwachs der Petalen und dem damit verbundenen anteilsméBigen Riickgang

der hypericinhaltigen Sepalen zusammen. Die Protoformen der Hypericine nehmen im Ver-
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lauf der Knospenentwicklung besténdig zu, zeigen aber bei Anthese einen starken Riickgang.
Dieser erklirt sich aus dem postulierten Biosyntheseweg fiir Naphthodianthrone, der bei den
Protohypericinen endet. Die oxidative Umsetzung in die Endstufen findet im Anschluss allein
durch Lichteinfluss statt (WALKER 2004). Fiir den starken Abfall der Protohypericine im Sta-
dium der Anthese ist sicher zum einen der Riickgang der Biosynthese verantwortlich. Zum
anderen werden die zunéchst vor Lichteinfall geschiitzten Hypericinbehilter an den Antheren
bei der Bliitendffnung dem Sonnenlicht exponiert. Dadurch werden relativ grole Mengen der

akkumulierten Protoformen innerhalb kurzer Zeit in ihre jeweiligen Endstufen umgewandelt.

Der anfanglich leichte Riickgang der Konzentration von Hyperforin und Adhyperforin lasst
sich ebenfalls aus der Verschiebung der Verhiltnisse zwischen Petalen und Sepalen erkléren.
Mit dem Wachstum des Fruchtknotens nimmt dann die Konzentration der Naphthodianthrone
wieder zu. Fiir den Abfall des Hyperforingehaltes wéahrend der Anthese ist vermutlich eine

teilweise Zerstorung des empfindlichen Hyperforins bei Lichtexposition verantwortlich.

3.4 Konsequenzen fur die Anbaupraxis

Fiir die Herstellung von Extrakten und Arzneimitteln sind vor allem die Knospen und Bliiten
des Johanniskraut interessant, da sich dort die hdchsten Konzentrationen der pharmakologisch
relevanten Inhaltsstoffe befinden. Als Zugestidndnis an die Erntetechnologie wird in der Praxis
der bliitenreiche obere Teil der Pflanzen, der sogenannte Bliihhorizont geerntet. Sowohl
beziiglich der Wahl des Erntetermins wahrend der bis zu drei Wochen dauernden Bliihperiode
als auch beziiglich der Abgrenzung des Bliihhorizontes befinden sich Erzeuger, Abnehmer
und Ziichter in einem Spannungsfeld zwischen Definition und Realitdt. BRAUNEWELL (1991)
gibt als optimalen Erntetermin das Stadium der "Vollbliite" an, das dann erreicht ist, wenn

sich ,,die terminale Bliite in eine Kapsel verwandelt hat®.

In der Praxis ergeben sich trotz dieser Empfehlung Probleme bei der Festlegung des Ernte-
termins. Einer der Griinde liegt darin, dass sich die Untersuchungen von BRAUNEWELL (1991)
ausschlieBlich auf den Hypericingehalt beziehen und die Probentermine im wochentlichen
Abstand gewidhlt wurden. Weitere Griinde liegen in den unterschiedlichen Vorstellungen sei-

tens der Erzeuger und Abnehmer iiber Ertrag und Qualitdt der Droge.

Zuerst sind von allen Seiten die als Mindestanforderungen geltenden Vorschriften der Mo-
nographie fiir HYPERICI HERBA des PH. EUR. (2005) einzuhalten. Dazu kommen Anforderun-
gen der pharmazeutischen Industrie, die meist Bestandteil der Vereinbarungen zum vertragli-
chen Anbau von Johanniskraut sind (vgl. Tabelle 2). Trotz vertraglicher Vereinbarungen und
gegenseitiger Zusicherungen treffen an dieser Schnittstelle die 6konomischen Interessen von
Erzeuger und Abnehmer aufeinander. Wéhrend fiir den Produzenten nach Erfiillung der Qua-

litditsnormen vor allem die quantitativen Aspekte des Ertrages zur Steigerung des dkonomi-
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schen Erfolges beitragen, sind es auf Seiten der Abnehmer hohe pharmakologische Qualitdten

zu erschwinglichen Preisen.

Fiir die Ermittlung des optimalen Erntetermins sind daher sowohl quantitative als auch quali-
tative Gesichtspunkte zu berticksichtigen, ndmlich der Drogenertrag und der Gehalt an phar-
makologisch relevanten Inhaltsstoffen. Aus den vorgestellten Untersuchungen zur Physio-
logie der Ertragsbildung lassen sich daher zahlreiche Konsequenzen fiir den Anbau von
Johanniskraut ableiten. So konnten sowohl fiir die einzelnen Inhaltsstoffe als auch fiir die
Substanzklassen charakteristische Verldufe ihrer Gehalte festgestellt werden (vgl. IV 3.2).
Tabelle 63 zeigt die Stadien mit den maximalen Gehalten der Inhaltsstoffe in der Droge. Da
bei den Flavonoiden durch die hohen Konzentrationen von Rutin, Hyperosid und Isoquercitrin
der spdtere Anstieg der restlichen Flavonoide komplett iiberlagert wird, erreicht der Gesamt-
gehalt der Flavonoide sein Maximum bereits bei "Blithbeginn". Die Naphthodianthrone liegen
wéhrend des physiologischen Stadiums der "Vollbliite" in ihrer hochsten Konzentration vor.

Die Phloroglucinderivate erreichen ihre hochsten Gehalte im Stadium "griine Kapseln".

Tabelle 63: Stadien mit den maximalen Gehalten der Inhaltsstoffe in der Droge

Flavonoide:

Rutin, Hyperosid+Isoquercitrin Blithbeginn
Quercitrin, Quercetin, Biapigenin Vollbliite
Flavonoide gesamt Bliihbeginn
Naphthodianthrone:

Protopseudohypericin, Protohypericin Bliihbeginn
Pseudohypericin, Hypericin Vollbliite
Naphthodianthrone gesamt Vollbliite
Phloroglucinderivate:

Hyperforin, Adhyperforin griine Kapseln

Diese Ergebnisse zeigen sehr klar, dass der Erntetermin sowohl den Inhaltsstoffgehalt als
auch das Verhiltnis der drei Substanzklassen zueinander in direkter Weise bestimmt. Da
bereits eine Verschiebung der Ernte um wenige Tage gravierende Auswirkungen auf die Qua-
litdt der gewonnenen Droge hat, muss der Frage nach dem idealen Erntetermin die entspre-

chende Aufmerksamkeit gewidmet werden.

Falls von der verarbeitenden Industrie einer bestimmten Inhaltsstoffgruppe der Vorzug ge-
geben wird, liefern die gewonnenen Daten zur Inhaltsstoffentwicklung in der Droge eine klare
Antwort auf die Frage nach dem idealen Erntetermin. Wird aufgrund der immer noch unkla-
ren Wirkungsweise von Johanniskraut ein ausgewogenes Verhéltnis angestrebt, muss eine

Ernte im physiologischen Stadium der Vollbliite durchgefiihrt werden.
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Wihrend des physiologischen Stadiums "Vollbliite", das sich iiber einen Zeitraum von etwa
vier Tagen erstreckt, liegen die pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe sowohl in hoher
Konzentration als auch in einem ausgewogenen Verhéltnis zueinander vor. Die Naphthodi-
anthrone erreichen bei der Sorte "Taubertal' nur in diesen vier Tagen den geforderten Gesamt-
gehalt von mind. 0,25 % in der Droge. Fiir den optimalen Erntetermin ergibt sich dadurch ein
Zeitfenster von maximal vier Tagen, so dass ausreichend Spielraum fiir die logistische Bewil-
tigung der Ernte gegeben ist. Die gewonnenen Daten belegen, dass in diesem Zeitraum auch
der Ertrag weitgehend konstant bleibt (vgl. Abbildung 59). Gegen Ende der Bliite ist zwar mit
einem Ertragsanstieg zu rechnen, allerdings rechtfertigt dieser keine spétere Ernte, da der Er-
tragszuwachs mit einem Verlust an Flavonoiden und Naphthodianthronen erkauft wird (vgl.
Tabelle 62). Im Hinblick auf Gesamtertrag der Kultur ist ebenfalls zu beriicksichtigen, dass je
nach verwendeter Sorte und der individuellen Neigung zur Nachbliite der Erntetermin tiber

die Moglichkeit einer zweiten Ernte entscheidet.

Objektiv betrachtet ist die Erzeugung qualitativ hochwertiger Droge anzustreben. Die prak-
tische Umsetzung dieser Erkenntnis scheitert jedoch dann, wenn zwischen Erzeuger und Ab-
nehmer keine Absprachen beziiglich der Inhaltsstoffgehalte getroffen oder lediglich Mindest-
gehalte vereinbart werden. Fiir den Fall, dass die Abnehmer auf bessere pharmakologische
Qualitédt bei gleichem Preis spekulieren, wird der Erzeuger seinerseits dazu tendieren, eine
moglichst hohe Menge gerade noch verkaufsfiahiger Droge abzuliefern. Die Erzeugung und
Verarbeitung von Droge mit mdglichst hoher Qualtidt bietet jedoch bei entsprechendem fi-

nanziellem Anreiz fiir beide Seiten groB3e arbeitswirtschaftliche und 6konomische Vorteile.

Besonders wenn die Droge als Ausgangsmaterial fiir die Herstellung von Trockenextrakt be-
stimmt ist, wirkt sich ein hoher Inhaltsstoffgehalt durch Einsparung von Losungsmittel und
Energie fiir die Trocknung positiv fiir die Extrakthersteller aus. Eine spitere Ernte (z. B. auch
der sogenannte "Hyperforin-Schnitt") fiihrt zu einer Droge mit einem hoheren Anteil an be-
reits ausgereiften Samenkapseln. Die Kapseln enthalten mit ihren Oberflichenwachsen, ihren
Harzen und Olen, die in speziellen Harzkanilen lagern, und mit den fetten Olen der Samen
eine Reihe lipohiler Begleitstoffe. Diese werden in Abhdngigkeit vom Zerkleinerungsgrad der
Droge, der Polaritidt des Extraktionsmittels und weiteren Extraktionsparametern in groferer
Menge extrahiert und erschweren spéter die Trocknung und Formulierung des Extraktes
(ScHMIDT 2003). Vermutlich spielen dabei auch Alterungsprozesse der Harze und Ole eine

entscheidende Rolle.

Fiir den Produzenten bietet die Ernte von weniger Pflanzenmaterial mit hoheren Inhaltsstoff-
gehalten ebenfalls Vorteile. So konnen schon bei der Ernte und dem innerbetrieblichen Trans-
port Maschinen- und Arbeitsstunden eingespart werden. Weniger Erntegut mit besserer Quali-
tét fuhrt zu einer effizienteren Nutzung der hohen Energiekosten, die fiir die Trocknung auf-
gewendet werden miissen. Mit der ziigigeren Verarbeitung konnen Qualitdtsverluste und

mikrobiologische Belastungen, die durch langes Zwischenlagern des frischen Pflanzenmateri-
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als auftreten, nachhaltig vermieden werden. Schlief8lich lassen sich durch eine hohe Qualitit
der Droge sowohl auf Seiten der Produzenten als auch auf Seiten der Abnehmer Kostenein-

sparungen bei Verpackung, Transport und Lagerung realisieren.

Einsparpotentiale durch qualitativ hochwertige Droge:
Produzent:

Ernte Maschinen- und Arbeitsstunden
Logistik Transport, schnelle Verarbeitung
Verarbeitung Trocknung, Verpackung, Lagerung
Abnehmer:

Logistik Transport, Lagerung

Extraktion Losungsmittel, Trocknung

Das vorliegende Datenmaterial zeigt sehr deutlich, dass bereits die Verschiebung des Ernte-
termins um wenige Tage einen gravierenden Einfluss auf die pharmakologische Qualitét der
Droge hat. Davon sind sowohl die absoluten Gehalte der einzelnen Inhaltsstoffe als auch das
Mengenverhéltnis der wichtigsten Inhaltsstoffgruppen zueinander betroffen. Die Festlegung
des optimalen Erntetermins setzt daher zuerst auf Seiten der pharmazeutischen Industrie eine
intensive Auseinandersetzung mit der gewlinschten Qualitét der Droge voraus. Im Anschluss
daran empfiehlt es sich, in partnerschaftlicher Zusammenarbeit mit dem Erzeuger den opti-
malen Erntezeitpunkt im Hinblick auf die angestrebte Drogenqualitit festzulegen. Als An-
haltspunkt kann dabei eine bestimmte Anzahl von Tagen nach Blithbeginn oder die Wahl
eines definierten Bliihstadiums dienen. Im vorliegenden Fall erstreckt sich die Vollbliite vom
vierten bis zum achten Tag nach Bliihbeginn. Gleichzeitig bliithen in diesem Zeitraum bei den
meisten Trieben die Bliiten dritter und vierter Ordnung der obersten Teilinfloreszenz (Bliih-
stadien C1 und D1) beziehungsweise die Bliiten zweiter und dritter Ordnung der darunter-
liegenden Teilinfloreszenz (Bliithstadien B2 und C2) auf (vgl. Abbildung 12).

Der Biapigeninverlust der offenen Bliiten durch Bienen und Hummeln (vgl. Abbildung 64)
rechtfertigt keine Empfehlung zur ausschlieflichen Ernte von Johanniskraut in den Morgen-
stunden. Die Pollen der bereits gedffneten Bliiten wiirden wéhrend des Trocknungs- und Auf-
bereitungsprozesses mit hoher Wahrscheinlichkeit ohnehin verloren gehen. Vielmehr steht der
Gehalt an Biapigenin aufgrund seines spezifischen Vorkommens in den Antheren in direktem
Bezug zum Knospenanteil in der Droge. Daher kann der Biapigeningehalt als Qualitatskriteri-
um fiir knospenreiche Droge herangezogen werden. Dieser Zusammenhang zwischen der An-
zahl geoffneter Bliiten (gleitender Mittelwert iiber 5 Tage) und dem Biapigeningehalt ist in
Abbildung 66 dargestellt. Die Linksverschiebung der Werte fiir die Biapigeninkonzentration
gegeniiber der Anzahl gedffneter Bliiten macht deutlich, dass die Knospen vor der Anthese

die hochste Konzentration an Biapigenin aufweisen (vgl. Abbildung 36).
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280 T 2,10

240 1,80

—DO—Bliiten 'Taubertal' a

—DO—Bliiten 'Taubertal' b

200 1,50

© Biapigenin generative Phase

©  Biapigenin Blihperiode

160 1,20

120 4 0,90

Anzahl Bliten
Biapigeningehalt in g/kg

80 4 - 0,60

40 - 0,30

0
13. Jun 20. Jun 27. Jun 04. Jul 11. Jul 18. Jul 25. Jul 01. Aug 08. Aug

Abbildung 66: Zusammenhang zwischen Anzahl ge6ffneter Bliiten und Biapigeningehalt

Im Zusammenhang mit der Diskussion zum optimalen Erntezeitpunkt verlangt das Thema
Hyperforin besondere Aufmerksamkeit. Manche Extrakthersteller bevorzugen eine spéte Ern-
te, die auch Hyperforin-Schnitt genannt wird. Die Droge wird dabei innerhalb eines Zeitrau-
mes geerntet, der zwischen den physiologischen Stadien "Ende Bliite" und "griine Kapseln"
liegt. Da fiir den Hyperforin-Schnitt nicht mehr das "blithende Kraut" von Hypericum per-
foratum geerntet wird, kann die Droge nicht mehr als arzneibuchkonform bewertet werden'.
Die Tatsache, dass die Droge nicht nur rein duferlich, sondern auch innerlich eine substanziell
verdanderte Qualitdt aufweist, unterstreicht diesen Einwand. In dieser Phase erreicht der
Hyperforingehalt zwar etwa das Doppelte im Vergleich zur Vollbliite. Gleichzeitig halbieren
sich jedoch die Gehalte an Flavonoiden und Naphthodianthronen. Es ist daher kritisch zu
hinterfragen, ob aus medizinischer und pharmakologischer Sicht hinreichende Erkenntnisse
zur Wirksamkeit von Hyperforin vorliegen, die eine Maximierung des Gehaltes auf Kosten
der zahlreichen anderen pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe rechtfertigen. Solange kein
alleiniger Zusammenhang zwischen Hyperforingehalt und pharmakologischer Wirksamkeit
als erwiesen gilt, ist zu priifen, inwieweit der Hyperforingehalt des Extraktes nicht einseitig
iiber die Wahl des Schnittzeitpunktes, sondern stattdessen {liber die Sortenwahl und die Opti-
mierung der Verarbeitungs- und Extraktionstechnik gesteigert werden kann, ohne groBBere
Verluste beim Flavonoid- und Hypericingehalt hinnehmen zu miissen. SchlieBlich gilt es zu
bedenken, dass Hyperforin, iiber die Aktivierung enzymatischer Entgiftungsmechanismen des
menschlichen Korpers fiir die Interaktionen von Johanniskrautpraparaten mit anderen Arznei-

mitteln verantwortlich ist (vgl. 12.4).

" PH. EUR. (2005): "Definition: Johanniskraut besteht aus den bliihenden, getrockneten, ganzen oder geschnitte-
nen Triebspitzen von Hypericum perforatum L."
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3.5 Konsequenzen fiur die Zlichtungsarbeit

Wenn die Empfehlung fiir den optimalen Erntetermin von BRAUNEWELL (1991) fiir den prak-
tischen Anbau Schwierigkeiten bereitet, dann gilt das umso mehr fiir die Erarbeitung klarer
Selektionskriterien in der Ziichtung. Dabei steht die Standardisierung der Probenahme zur
Gewinnung reproduzierbarer Messergebnisse im Mittelpunkt. Die Herausforderung liegt hier
zum einen in der Wahl des richtigen Erntezeitpunktes fiir die zu sehr unterschiedlichen Zeit-
punkten bliihenden Herkiinfte. Zum anderen ist der Gehalt der Inhaltsstoffe in der Droge vom

Verhiltnis der generativen zu den vegetativen Pflanzenteilen abhingig.

In Kapitel IV 2 wird der Vorschlag diskutiert, die Probenahme zu Ziichtungszwecken auf die
Ernte von Bliiten zu reduzieren. Die Vorgehensweise von HOLZL und OSTROWSKI (1987), zur
Untersuchung der Variabilitdt von Inhaltsstoffgehalten nur eine einzige, und zwar die ter-
minale, Bliite zu analysieren, wurde nicht iibernommen, da sich die einzelnen Bliiten einer
Pflanze in ihren Inhaltsstoffgehalten massiv unterscheiden. Dies wird bereits makroskopisch
in Form der unterschiedlichen Anzahl der Hypericinbehélter sichtbar. Um Positionseinfliisse
und natiirliche Schwankungen im Inhaltsstoffgehalt auszugleichen, wurden fiir Proben mit 50
Bliiten jeweils 10 Bliiten von fiinf Pflanzen einer Parzelle geerntet. Die Untersuchungen zur
Ertragsbildung zeigten, dass die Inhaltsstoffgehalte so gewonnener Bliitenproben iiber die
gesamte Blithperiode konstant bleiben. Die Analyse von Bliiten liefert somit reprisentative
Ergebnisse, die im Unterschied zur Analyse von Droge vom Erntetermin weitestgehend unab-
héngig sind. Da die einzelnen Bliiten nur fiir einen Tag gedffnet bleiben, kann der Erntezeit-
punkt auf ein klar definiertes Stadium festgelegt und so eine hohe Selektionsschirfe erzielt
werden. Neben den analytischen Aspekten bietet die Ernte von Bliiten aus ziichterischer Sicht
weitere Vorteile gegeniiber der Ernte des vollstindigen Bliihhorizontes. Die restlichen Bliiten
verbleiben zur weiteren Beobachtung an der Pflanze und es kann Saatgut fiir die folgenden
Versuchsjahre gewonnen werden. Auch aus arbeitswirtschaftlicher Sicht stellt die Ernte von
Bliiten eine wesentliche Vereinfachung dar. Aufgrund des geringeren Volumens kann die
Ernte, Trocknung und Extraktion zahlreicher Proben sehr effizient bewiltigt werden. Schliel3-

lich liefert das Abwiegen der Bliitenproben gleichzeitig Daten tiber das Bliitengewicht.

Vorteile der Analyse von Bliiten:

klar definierter Probenumfang (im Vergleich zum Bliihhorizont)
klar definierter Erntetermin (Bliite nur fiir einen Tag gedffnet)
hohe Selektionsschirfe (konstanter Inhaltsstoffgehalt)
ressourcenschonender Probenumfang (im Vergleich zur Abernte)
Gewinnung von Saatgut moglich

einfache Verfahrenstechnik bei der Verarbeitung und Extraktion

gleichzeitige Erfassung des Bliitengewichtes

Nachteil: keine Erfassung der tatsdchlichen Qualitdt der Droge moglich
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Fiir die einzelnen pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe konnten zwar Korrelationen
zwischen ihrem Gehalt in den Bliiten und in der Droge (vgl. Tabelle 52) festgestellt werden,
aufler bei Rutin (R? =0,83) sind diese jedoch nicht stark genug, um anhand der untersuchten
Bliitenproben eine zuverldssige Aussage iiber den spiteren Inhaltsstoffgehalt der Droge tref-
fen zu konnen. POUTARAUD and GIRARDIN (2004) fanden zwischen Bliiten- und Drogen-
proben fiir Hypericin und Hyperforin Korrelationskoeffizienten (R*= 0,57 bzw. 0,60) in
vergleichbarer GroBenordnung wie in der vorliegenden Arbeit (R?=0,53 bzw. 0,48). Sie
kommen zu dem Schluss, dass die Analyse von Bliitenproben nicht fiir die Selektion von
Johanniskraut geeignet sei. Dem ist insofern zuzustimmen, als tatsdchlich keine ausreichen-
den Korrelationen vorliegen, um ausschlieBlich auf der Basis von Bliitenproben zu selektie-
ren. Es ist jedoch dagegen einzuwenden, dass die Inhaltsstoffgehalte von Bliiten- und Drogen-
proben im Kontext der Ertragsbildung a priori als eigenstdndige Parameter zu bewerten und

deshalb unabhingig voneinander fiir den Selektionsprozess relevant sind.

Die pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe von Johanniskraut werden iiberwiegend in den
Knospen synthetisiert. Da sie folglich in den Knospen und Bliiten in maximaler Konzen-
tration vorliegen, erfasst die Analyse der Bliitenproben sozusagen das pharmakologische Po-
tential einer Herkunft. Die Gesamtzahl der gebildeten Knospen und Bliiten, die Bliitengrof3e,
die Bliihintensitit und die Auspragung des Bliihhorizontes bestimmen jedoch, wie gut dieses
Potential von der Pflanze realisiert wird. SchlieBlich legt der Erzeuger bzw. Ziichter bei der
Ernte des Bliihhorizontes durch die Wahl des Erntetermines und der Schnitthohe sowie durch
die weitere Verarbeitung fest, welcher Anteil des maximal moglichen Inhaltsstoffgehaltes in
der Droge erreicht wird (vgl. Abbildung 67).

Inhaltsstoffgehalt
Bliiten
Pflanze Erzeuger/Ziichter
Anzahl Bliiten
Bliitengrof3e
Autfbau Bliitenstand
Schnitthdhe
v Verarbeitung
Inhaltsstoffgehalt
Droge

Abbildung 67: Modulierende Einfliisse auf den Inhaltsstoffgehalt der Droge
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Die Analyse von Bliiten ist eine wichtige Methode, um das pharmakologische Potential zu-
verldssig und unabhingig von allen anderen modulierenden bzw. mindernden Einfliissen
erfassen zu konnen. Das Selektionskriterium "pharmakologisches Potential" wird durch die
Analyse von Bliiten aus dem komplexen Zusammenhang herausgeldst, der bei der Gewinnung
von Drogenproben mitwirkt, wodurch eine hohere Selektionsschérfe fiir dieses wichtige
Merkmal erreicht wird. Um die gleiche Selektionsschéarfe mit Drogenmaterial erreichen zu
konnen, wire es notwendig, liber die gesamte Blithperiode im Abstand von wenigen Tagen

zahlreiche Drogenproben zu ernten und zu untersuchen.

Es ist anzunehmen, dass aus dem unterschiedlichen Bliihverlauf der Herkiinfte, wie zum Bei-
spiel der Sorten 'Taubertal' und 'Topaz', auch eine unterschiedliche Entwicklung der Inhalts-
stoffgehalte in der Droge resultiert. Deshalb ist es ungeachtet des hohen Aufwandes notwen-
dig, ab einem bestimmten Selektionsfortschritt Untersuchungen zur Ertragsphysiologie durch-
zufiihren. Dadurch kann der sortenspezifische Spielraum fiir die Ernte ausgetestet und eine
verbindliche Empfehlung fiir den idealen Erntetermin einer neuen Sorte gegeben werden. Aus
Sicht des praktischen Anbaus konnte es durchaus von Interesse sein, eine Sorte zur Verfligung
zu haben, die bei gleichbleibender pharmakologischer Qualitdt der Droge eine langere Ernte-

periode erlaubt.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass sich die Analyse von Bliitenproben besonders fiir das
effektive Screening heterogener Saatgutherkiinfte und Samlingspopulationen auf Einzelpflan-
zen mit einem hohen pharmakologischen Potential eignet. Die Analyse von Droge liefert hin-
gegen eine fiir den Selektionsprozess wichtige Aussage dariiber, wie gut dieses Potential von
der Pflanze umgesetzt wird. SchlieBlich kann mit Hilfe von Untersuchungen zur Inhaltsstoff-

entwicklung in der Droge der optimale Erntetermin einer neuen Sorte bestimmt werden.
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4. Entwicklung von Selektionskriterien

Die Entwicklung von Selektionskriterien geht von der natiirlichen Variabilitdt des ziichterisch
zu bearbeitenden Materials aus und orientiert sich an den gesteckten Zuchtzielen. Dazu wur-
den zahlreiche morphologische und physiologische Merkmale erfasst, die den vegetativen und
generativen Teil der Pflanze betreffen. Aus den charakteristischen Merkmalen lassen sich
einzelne Kriterien ableiten, nach denen Herkiinfte selektiert werden konnen, die den eingangs
definierten agronomischen Zuchtzielen (siehe I 3.2) entsprechen. Merkmale, die zwar eine
hohe Variabilitit aufweisen, aber nicht in einen direkten Bezug zu den definierten Zuchtzielen
gesetzt werden konnen, eignen sich zwar nicht als Selektionskriterien, stellen aber wichtige
Kriterien zur Unterscheidung der Herkiinfte dar. Die Analysen der Inhaltsstoffgehalte bilden

die Basis fiir die Entwicklung pharmakologischer Selektionskriterien.

Abbildung 68 gibt einen Uberblick zu den untersuchten Merkmalen und teilt sie in Unter-
scheidungs- und Selektionskriterien ein. Je nachdem, ob die Merkmale den vegetativen oder
den generativen Teil der Pflanzen betreffen, wurden sie dunkel bzw. hell hinterlegt. Generell
gilt, dass Selektionskriterien umso méichtiger sind, je direkter der Zusammenhang zu den
entsprechenden Zuchtzielen ist. Obwohl sich bei weitem nicht alle morphologischen Unter-
schiede als Selektionskriterien eignen, konnen im umgekehrten Fall einige Selektionskri-
terien, wie zum Beispiel die Anzahl der Hypericinbehélter auf den Petalen, zusitzlich zur

Unterscheidung der Herkiinfte herangezogen werden.

Unterscheidungskriterien Selektionskriterien
BliitengroBe und -gewicht Bliih- bzw. Erntehorizont
Bliitenform Blithbeginn

Bliitenfarbe Bliite im ersten Standjahr, 2. Bliite
Kapselmorphologie Hypericinbehélter auf den Petalen
Hypericinbehilter im Fruchtknoten Ertrag

Blattform Anzahl der Triebe
Blattfarbe Standfestigkeit
Hypericinbehélter auf den Blittern Pflanzenhdhe
Anthocyanfarbung Anfalligkeit fiir Colletotrichum cf.

gloeosporioides

Abbildung 68: Einteilung der Merkmale in Unterscheidungs- und Selektionskriterien
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4.1 Morphologische Unterscheidungskriterien

Die zahlreichen Unterscheidungskriterien lassen sich aus der morphologischen Variabilitét
der verschiedenen Pflanzenorgane ableiten. Dazu zdhlen die Blattmorphologie, die Bliiten-

morphologie sowie die Morphologie der Kapseln.

Eine wichtige Anwendung finden Unterscheidungskriterien bei der Sammlung von Herkiinf-
ten am Wildstandort. Zuerst dienen sie dazu, Hypericum perforatum L. zu identifizieren und
von anderen Hypericum-Arten zu unterscheiden. Am Naturstandort treten in der Regel kleine
Populationen mit wenigen Genotypen auf, die sich apomiktisch vermehren. Je nach morpho-
logischer Ahnlichkeit kénnen anhand der aufgezeigten Kriterien verschiedene Typen unter-
schieden und die gesamte genetische Variabilitit erfasst werden. Somit ist es moglich, eine

breite Variabilitdt zu nutzen, ohne denselben Genotyp mehrere Male aufzunehmen.

Innerhalb hochgradig homogener Nachkommenschaften erméglichen morphologische Unter-
scheidungskriterien die Identifikation von Abweichlern, die nicht apomiktisch entstanden
sind, sondern auf befruchtete reduzierte oder unreduzierte Eizellen zuriickgehen. Dabei spielt
einerseits die Identifikation erfolgreicher Kreuzungen bei der Kombinationsziichtung eine
wichtige Rolle. Andererseits dienen die morphologischen Unterscheidungskriterien bei der

Erhaltungsziichtung von Sorten dazu, Abweichler zu eliminieren.

SchlieBlich konnen die gezeigten Unterscheidungskriterien zur Klidrung sortenschutzrecht-
licher Fragen herangezogen werden. Dabei ist zum einen die Uberpriifung der Homogenitit
einer Sorte zu nennen. Zum anderen werden die Kriterien zur Feststellung der Unterscheid-

barkeit von bereits vorhandenen Sorten angewendet.

Relevanz von Unterscheidungskriterien

@ Abgrenzung der Art Hypericum perforatum L.

@ Differenzierung von Herkiinften am Wildstandort
® Identifizierung von Kreuzungsnachkommen
®

Klarung sortenschutzrechtlicher Fragen

4.1.1 Blattmorphologie

Blattform

Bei Johanniskraut zeigt die Blattform und dabei besonders die Blattbreite eine hohe Varia-
bilitiat (vgl. Abbildung 69). Dieser Formenreichtum fiihrte zur Unterteilung der Spezies H.
perforatum in mehrere Subspezies. Eine davon ist H. perforatum ssp. angustifolium (DC.)
FROEHLICH, der die Herkiinfte PM-9 und SN-1 zuzuordnen sind. Da die Blattform stark von
der Position an der Pflanze beeinflusst wird, ist die Bonitur zuverlédssiger als die metrische

Erfassung dieses Merkmals.
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Abbildung 69: Variabilitiit der Blattform (PM-9, SN-1, AS-28, BB-1, WE-1)

Abbildung 69 zeigt die Variabilitét der Blattform anhand der Sprossspitze und der darauffol-
genden fiinf Blattpaare. Neben den Unterschieden in der Blattlinge féllt besonders die unter-
schiedliche Breite der Blatter auf.

Blattfarbe

Die verschiedenen Herkiinfte zeigen deutliche Unterschiede in ihrer Blattfarbe. Die Variabi-
litdt reicht dabei von einem frischen hellgriin iiber dunklere Griinténe bis hin zu blaugriin be-
reift. Dabei ist zu beobachten, dass breitblattrige Herkiinfte zu hellgriinen Blittern tendieren,

wiéhrend schmalblittrige Herkiinfte oft blaulich bereifte Blétter besitzen.

Hypericinbehilter auf den Bliattern

Die Variabilitdt der Hypericinbehélter auf den Blattern ist sehr hoch und zeigt deutliche Po-
sitionseinfliisse. Auflerdem kann beobachtet werden, dass die Anzahl der Hypericinbehilter
auf den Bléttern auf wesentlich geringerem Niveau mit denen auf den Petalen korrespondiert.
Aufgrund dieser Beobachtungen kommt diesem Merkmal fiir die Unterscheidung verschiede-

ner Herkiinfte nur eine ergdnzende Funktion zu.

Anthocyanfirbung

Vor allem in der Phase des stirksten vegetativen Wachstums im Friihling zeigen einige Her-
kiinfte eine starke Anthocyanfarbung an den jungen Bléttern und Trieben. Eine hohe Einstrah-
lung und die kiihlen Temperaturen begiinstigen die Ausbildung der Schutzpigmente. Wahrend
dieser Phase der stirksten Auspragung stellt die Anthocyanfarbung der Triebspitzen ein deut-
liches Unterscheidungskriterium dar. Mit dem Ubergang zum Friihsommer und den steigen-

den Temperaturen geht die Farbung bei vielen Herklinften fast vollstindig zuriick.
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4.1.2 Blitenmorphologie

Bliitengrofie und -gewicht

Die BliitengroBe und das Bliitengewicht einer Herkunft unterliegen hohen natiirlichen
Schwankungen. Bei der Messung ist zu beriicksichtigen, dass die Gréf3e der Einzelbliiten im
Bliihverlauf von Position Al nach D1 innerhalb der Infloreszenzen abnimmt (vgl. IV 3.3).
Allerdings reicht die Vermessung von 10 Bliiten erfahrungsgemal} aus, um zuverlédssige Wer-
te gewinnen zu konnen. Die Bliitengrof3e ist in erster Linie als beschreibendes Merkmal zu
bewerten, das zur Unterscheidung von Herkiinften dient. Sie steht jedoch in unmittelbarem
Zusammenhang zum Bliitengewicht (vgl. Abbildung 47) und geht iiber die Anzahl der Einzel-
bliiten in den Bliitenertrag ein. Deshalb konnen Bliitengrof3e und Bliitengewicht als positive

Selektionskriterien zwischen Herkiinften mit gleicher Anzahl von Bliiten niitzlich sein.

Bliitenform

Neben der BliitengroBBe unterscheiden sich die untersuchten Herkiinfte auch hinsichtlich ihrer
Petalenform. Die Variabilitdt der Petalenbreite reicht dabei von sehr schlank bis sehr breit.
Dabei konnen die Petalen im Extrem vollig frei stehen oder aber stark iiberlappend an-
geordnet sein. Der Petalenrand variiert in seiner Auspragung zwischen vollkommen glatt bis

deutlich gezdhnt.

Bliitenfarbe

In der Bliitenfarbe sind kaum Unterschiede festzustellen, da die Petalen von Hypericum in der
Regel satt leuchtendgelb gefarbt sind. Bei guten Lichtverhiltnissen, also bei bewdlktem
Himmel mit hohem indirekten Lichtanteil, konnen jedoch manche Herkiinfte anhand einer
hellgelben Bliitenfarbe unterschieden werden. Einen Sonderfall bilden die Linien MB-CS und
GZ-4, da sie deutlich griine, chlorophyllhaltige Streifen auf den sonst gelben Petalen besitzen.

Die Anzahl der Hypericinpunkte und -streifen auf den Petalen stellt zum einen ein sehr gutes
Merkmal zur Unterscheidung von Herkiinften dar. Zum anderen stehen sie in Zusammenhang
mit der in der Droge enthaltenen Menge an Hypericinen und sind somit zu den pharmakolo-

gischen Selektionskriterien zu rechnen (siehe IV 4.3.1).

Sepalen

Die Form und Ausprigung wird zur Unterscheidung der verschiedenen Hypericum-Arten und
Subspezies von H. perforatum herangezogen. Eine Besonderheit weisen die Herkiinfte PF-02
und PF-05 auf. Bei beiden Herkiinften tritt am Seitenrand der Sepalen gelb gefirbtes Gewebe
auf, das eine eindeutig petaloide Physiologie aufweist (vgl. Abbildung 70).
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Abbildung 70: Petaloides Gewebe am Rand der Sepalen von PF-02 und PF-05

4.1.3 Kapselmorphologie

Auch in der Morphologie der Kapseln unterscheiden sich die untersuchten Herkiinfte deutlich.
Neben der GroBe variiert besonders die Form sehr stark. Wahrend schmalbléttrige Herkiinfte
meist schlanke Kapseln besitzen, treten bei den breitbléttrigen Herkiinften eher gedrungen
gebaute Kapseln mit blasig verdickten Kammern auf. Analog zur Anthocyanfarbung der
Triebspitzen im Friihjahr zeigen die Kapseln zahlreicher Herkiinfte eine starke Farbung der

sonnenexponierten Kapselteile, wihrend die Kapseln anderer Herkiinfte rein griin bleiben.

Hypericinbehilter im Fruchtknoten

Bei den Untersuchungen zur Fortpflanzungsbiologie von Johanniskraut (NEBELMEIR 2000)
konnte festgestellt werden, dass manche Herkiinfte Hypericinbehilter im Fruchtknoten bilden.
Diese sind an der Plazenta entlang der Samenanlagen lokalisiert. Abbildung 71 zeigt Quer-
schnitte durch unreife Johanniskrautkapseln. Die Kapseln werden von drei Fruchtblittern
gebildet. Im rechten Bild sind die Hypericinbehilter deutlich als schwarze Punkte an den
Flanken der drei Plazenten zu sehen. Daneben sind abgestorbene Samenanlagen und heran-
reifende Samen erkennbar. Bei den meisten untersuchten Genotypen fehlen — wie im linken
Bild — diese Hypericinbehilter im Fruchtknoten vollstindig. Daher kommen fiir die Erfassung

dieses Merkmals nur die Auspridgungen "vorhanden" oder "nicht vorhanden" in Frage.
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Abbildung 71: Fruchtknoten ohne (links) und mit (rechts) Hypericinbehiilter im Querschnitt

Obwohl die Hypericinbehdlter im Fruchtknoten durchaus zum Gesamthypericingehalt der
Droge beitragen mogen, ist dieses Merkmal in erster Linie als weiteres morphologisches Un-

terscheidungskriterium zwischen verschiedenen Herkiinften zu bewerten.

4.2 Agronomische Selektionskriterien

Als agronomische Selektionskriterien kommen grundsitzlich nur jene morphologischen
Merkmale in Frage, die in direktem oder indirektem Zusammenhang zu den agronomischen
Zuchtzielen stehen (vgl. 1 3.2.1). Dazu zdhlen alle Merkmale, die in ihrer Ausprdagung die
technologische Eignung einer Sorte beeinflussen. AuBlerdem sind dazu die morphologischen
und physiologischen Merkmale zu rechnen, die an der Ertragsbildung beteiligt sind. Schlie3-
lich nimmt bei den agronomischen Selektionskriterien die Resistenz gegeniiber Colletotri-

chum cf. gloeosporioides eine wichtige Stellung ein.

agronomische Zuchtziele
® technologische Eignung
@ hohe und stabile Ertrdge

® Resistenz gegen Colletotrichum cf. gloeosporioides

4.2.1 Technologische Eignung

Bei den Selektionskriterien fiir eine gute technologische Eignung einer Herkunft steht die
Erleichterung der mechanisierten Produktion im Mittelpunkt. Dabei ist zum einen der aktuelle
Stand der Produktionstechnologie zu beriicksichtigen und zum anderen die zukiinftige Ent-
wicklung und Anwendung neuer Anbau- und Erntemethoden zu unterstiitzen. Zentrales Ziel
der Weiterentwicklung von Produktionstechniken und geeigneten Sorten ist letzen Endes im-

mer die Erzeugung hochster Qualitét bei vertretbarem technologischen und finanziellem Auf-
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wand. Da die innere Qualitit der Droge direkt von einem hohen Bliitenanteil abhéngt, wird
nur der Blithhorizont des Feldbestandes abgeerntet. Fiir eine gute praktische Umsetzung mit

den Erntegerdten kommt es deshalb vor allem auf die Homogenitét des Bestandes an.

Grundsitzlich kann bei einer Johanniskrautsorte mit einem homogenen Feldbestand gerechnet
werden, weil aufgrund der apomiktischen Fortpflanzungsweise nahezu alle Pflanzen genetisch
gleich sind. Dennoch kommt es auch darauf an, dass die jeweiligen Merkmale einen einheit-

lichen Bestand erlauben und in gleicher konstanter Weise zur Auspriagung kommen.

Anzahl der Triebe

Die Anzahl der blithenden Triebe ist ein guter Indikator fiir die technologische Eignung einer
Herkunft. Eine gute Bestockung und damit hohere Triebzahl fiihrt zu einem schnelleren Be-
standsschluss. Dadurch wird zum einen die Homogenitét des Feldbestandes verbessert, zum
anderen werden Unkréduter unterdriickt. Hohere Triebzahlen treten bevorzugt bei schmalblitt-
rigen Herkiinften auf (vgl. Abbildung 14). Der positive Effekt kehrt sich jedoch ins Gegenteil,

wenn der Bestand nicht mehr ausreichend belichtet und durchliftet wird.

Standfestigkeit

Im Hinblick auf die technologische Eignung einer Johanniskrautsorte stellt die Standfestigkeit
ein wichtiges Selektionskriterium dar. In der Boniturnote fiir Standfestigkeit spiegelt sich der
Habitus der Pflanzen und die Widerstandsfahigkeit gegeniiber Witterungseinfliissen wider.
Damit hingt sie gleichzeitig mit dem Anteil liegender Triebe zusammen. Abbildung 72 ver-
deutlicht diese Korrelation auf Basis der Daten des Zweisatzgitters im ersten Standjahr fiir 64
untersuchte Herkiinfte. Die Boniturnote fiir die Standfestigkeit gibt also einen guten Anhalts-

punkt fiir die maschinelle Beerntbarkeit der jeweiligen Herkunft.

Trotz der deutlichen positiven Korrelation der Daten umfasst die Boniturnote fiir die Stand-
festigkeit wesentlich mehr Aspekte als nur die Anzahl liegender Triebe. Das Merkmal resul-
tiert im ersten Jahr aus der Kombination von charakteristischer Wuchsform, Bestockungs-
dichte und dem Abgangswinkel der Triebe. Im zweiten Standjahr treten die Triebe aufgrund
der zunehmenden Bestockung mit einem deutlich steileren Winkel aus dem Boden und zeigen
eine erhohte Standfestigkeit. Soll die Sorte spiter vorwiegend im Uberwinterungsanbau ein-
gesetzt werden, relativiert sich daher die Bedeutung dieses Selektionskriteriums. Soll aller-
dings eine Sorte mit besonderer Eignung fiir die Beerntung im ersten Standjahr entwickelt

werden, tritt das Kriterium Standfestigkeit stark in den Vordergrund.




Diskussion 147

y =-9,925x + 6,969
R?=0,716

Boniturnote Standfestigkeit
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Abbildung 72: Korrelation Anzahl liegender Triebe und Boniturnote Standfestigkeit (n = 64)

Pflanzenhohe

Eine geringe Pflanzenhohe ist aus Sicht der technologischen Anspriiche, die an eine Sorte
gestellt werden, von Vorteil. Zum einen investiert die Pflanze nicht unnétig viel Kraft in die
vegetative Entwicklung, zum anderen wird der Bestand auch in den unteren Schichten besser
belichtet und durchliiftet. AuBerdem sind der Bestandeshohe durch die Moglichkeiten, die
Schnitthohe des Lademéhers bzw. anderer Erntegerite einzustellen, technische Grenzen ge-
setzt. Neben der absoluten Pflanzenh6he kommt auch der homogenen Ausprigung des Merk-

mals liber den gesamten Feldbestand eine gro3e Bedeutung zu.

Bliih- und Erntehorizont

Da der Bliitenanteil in der Droge die pharmakologische Qualitit bestimmt, stellt die Ausbil-
dung eines homogenen und deutlich abgegrenzten Bliithhorizontes ein sehr wichtiges Selekti-
onskriterium dar. Werden die Bliiten iiber den gesamten Feldbestand in einer definierten Zone
gebildet, wird die maschinelle Ernte der Bliiten erheblich erleichtert und ein niedriger Anteil
an minderwertigen Stdngeln und Bléttern in der Droge erreicht (vgl. Abbildung 14). Als posi-
tiver Nebeneffekt verbleiben weniger Bliiten an den Pflanzen, sodass auch weniger Kapseln

heranreifen. Dadurch wird die Ausbildung einer zweiten Bliite gefordert.

Die Ausdehnung des Bliithhorizontes kann am einfachsten als Distanz zwischen oberster und
unterster Bliite innerhalb einer Pflanze gemessen werden. Die Boniturnote fiir den Bliihhori-
zont gibt zusétzliche Informationen iiber die klare Abgrenzung des Bliihhorizontes zum vege-

tativen Teil der Pflanzen und iiber die Ausbildung eines einheitlichen Feldbestandes. Der Ern-
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tehorizont ist dagegen eine Messgrof3e, die sich aus der Differenz der Pflanzenhéhe vor und

nach der Ernte errechnet und Auskunft {iber den tatsdchlich geernteten Bliithhorizont gibt.

Schlussfolgernd aus den oben dargestellten Zusammenhingen kann ein kurzer Bliihhorizont
bei gleicher Ertragsbildung als positives Merkmal bewertet werden. Eine klare Abgrenzung
des Bliihhorizontes vom vegetativen Teil der Pflanzen und die Ausbildung eines homogenen

Feldbestandes stehen jedoch im Vordergrund.

Aus praktischer Sicht muss festgestellt werden, dass eine Bonitur des Bliihhorizontes im
ersten Standjahr nur schwer moglich ist. Die geringere Standfestigkeit, die niedrige Pflanzen-
hohe und eine relativ lockere Bestandesdichte im ersten Standjahr fiihren dazu, dass keine
raumlich klar abgegrenzte Zone mit Bliiten gebildet wird. Dennoch kénnen auch im ersten
Standjahr positive und negative Tendenzen festgestellt werden. Im zweiten Standjahr l4sst
sich mit gleichzeitig eingetretenem Bestandsschluss die Auspriagung des Bliithhorizontes
sicher bewerten.

4.2.2 Ertragsbildung

Die agronomischen Selektionskriterien, die sich auf die Ertragsbildung beziehen, lassen sich
in zwei wichtige Gruppen einteilen. Zum einen ist hier die Héhe des Ertrages in Form des
geernteten Frischgewichtes oder als vermarktungsfahige Droge pro Fldcheneinheit zu nennen.
Zum anderen sind in diesem Zusammenhang die physiologischen Merkmale der Ertragsbil-
dung von Bedeutung. Dazu zédhlen der Bliihbeginn, die Bliite im Pflanzjahr und die Bildung
einer zweiten Bliite nach dem ersten Schnitt.

physiologische Merkmale der Ertragsbildung

Der Bliihbeginn stellt in zweierlei Hinsicht ein wichtiges Selektionskriterium dar. Zuerst ist
aus Sicht der Produktionstechnologie ein gleichméBiger Verlauf der Bliite iiber den gesamten
Feldbestand anzustreben. Zusétzlich wiinscht der Produzent die Mdglichkeit, aus fritheren und
spéteren Sorten so wéhlen zu konnen, dass die Ernte iiber einen ldngeren Zeitraum geplant

und bewerkstelligt werden kann.

Der Bliihbeginn im Pflanzjahr wird vom Pflanztermin und der herkunftsspezifischen Dauer
der vegetativen Entwicklung bis zum Einsetzen der Bliite bestimmt. Die Daten der Feldver-
suche zeigen, dass der Blithbeginn im zweiten Standjahr nicht mit dem des Pflanzjahres kor-
reliert (vgl. Abbildung 45), der Blithbeginn im dritten Standjahr hingegen sehr stark mit dem
des zweiten Jahres (vgl. Abbildung 40). Diese Befunde sprechen dafiir, dass das Merkmal
Blithbeginn genetisch festgelegt ist und durch Umwelteinfliisse moduliert wird. Es ist anzu-
nehmen, dass der Bliihbeginn ab dem zweiten Standjahr unabhingig davon ist, ob im Vorjahr

eine Friihjahrs-, Sommer- oder Herbstpflanzung durchgefiihrt wurde.

Wird eine Frithjahrspflanzung durchgefiihrt und eine erste Ernte im Sommer angestrebt, ist es

von entscheidender Bedeutung, dass die Sorte bereits im Pflanzjahr eine vollwertige Bliite mit
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ausreichender pharmakologischer Qualitét liefert. Bei Pflanzung im Sommer bzw. Herbst ist
dagegen eine gute vegetative Entwicklung von Vorteil. Es ist sogar denkbar, eine Herkunft zu
selektieren, die im ersten Jahr auch bei Friihjahrspflanzung keinen nennenswerten Ertrag
liefert, aber durch ein stirkeres vegetatives Wachstum besser bestockt und so im zweiten Jahr

einen weitaus hoheren Ertrag erzielt.

Falls nach dem ersten Schnitt eine zweite Ernte angestrebt wird, ist eine Sorte mit friiher
Bliite zu bevorzugen. Bei giinstiger Witterung und guter Nahrstoffversorgung der Pflanzen
bleibt dann noch geniigend Zeit zur Entwicklung eines lippigen zweiten Flors. Bei spéterer
Bliite treten nach dem ersten Schnitt in der Regel nur noch unbedeutende Mengen an Nach-
bliiten auf, die eine Ernte nicht mehr rechtfertigen. Die Selektion beziiglich der physiologi-
schen Faktoren der Ertragsbildung (Bliihbeginn, Bliite im Pflanzjahr und zweite Bliite) ist
also von der geplanten Kulturfiihrung abhingig. Es ist aber auch die Moglichkeit in Betracht

zu ziehen, die Kulturfiihrung an die Bediirfnisse einer hervorragenden Selektion anzupassen.

Ertrag

Der geerntete Ertrag pro Flacheneinheit in Form der frischen Pflanzenteile bzw. der gewon-
nenen Droge muss fiir eine wirtschaftliche Produktion ausreichend hoch sein. Definiert sich
die GroBe "Ertrag" in Abhédngigkeit von den Gehalten an pharmakologisch relevanten Inhalts-
stoffen, dann tritt die Menge des geernteten Pflanzenmaterials zugunsten der geernteten In-

haltsstoffmenge pro Flicheneinheit in den Hintergrund (vgl. IV 3.4).

Um eine statistisch gesicherte Aussage liber den Ertrag einer Herkunft treffen zu konnen,
miissen bei genetisch einheitlichem Material pro Teilstiick etwa 50 bis 60 Pflanzen stehen
(SCHUSTER und LoCHOW 1979). In der praktischen Ziichtungsarbeit stot die Messung des
Ertrages jedoch an natiirliche Grenzen. Zum einen kann wéhrend der ersten Selektionsschritte
aufgrund limitierter Kapazitédten fiir den Anbau und die Aufbereitung der Droge nur mit rela-
tiv kleinen Parzellen gearbeitet werden. Zum anderen ist eine vollstindige Beerntung der
Pflanzen aus ziichterischer Sicht wenig sinnvoll, da vor allem bei neu untersuchten Her-
kiinften das erste Versuchsjahr zur Gewinnung von Saatgut genutzt werden muss. In den fol-
genden Versuchjahren bzw. Selektionsschritten ist dann in der Regel ausreichend Material
vorhanden, um aussagekriftige Ertragsdaten gewinnen zu konnen. Bei der ziichterischen
Bewertung des Ertrages ist darauf zu achten, dass nicht in erster Linie das Ergebnis einer
Ernteperiode, sondern vielmehr der Ertrag iiber die gesamte Kulturdauer als Selektionskri-
terium heranzuziehen ist. Besonders in Bezug auf die Ernte der zweiten Bliite muss sicher-
gestellt sein, dass Aufwand und Ertrag in einem betriebswirtschaftlich sinnvollen Verhéltnis
zueinander stehen. Schlieflich ist der Inhaltsstoffertrag pro Flidche entscheidend fiir die Wirt-

schaftlichkeit einer neuen Sorte.




Diskussion 150

4.2.3 Resistenz gegen Colletotrichum cf. gloeosporioides

Die Resistenz gegen Colletotrichum cf. gloeosporioides nimmt unter den agronomischen
Selektionskriterien einen sehr hohen Stellenwert ein, da ein massives Auftreten der Pilzkrank-
heit zu enormen Verlusten bis hin zum Totalausfall der Ernte fiihren kann. Weil auch auf 14n-
gere Sicht keine wirksamen Pflanzenschutzmittel zur Verfiigung stehen werden, ist es eine

sehr wichtige Aufgabe der Ziichtung, resistente Herkiinfte auszulesen.

Auf allen Versuchsflachen trat ein natiirlicher Befall mit Colletotrichum cf. gloeosporioides
auf, der im Verlauf der folgenden Vegetationsperioden zu einem massiven Infektionsdruck im
jeweiligen Bestand fiihrte. Somit konnte die Beobachtung des natiirlichen Befalls als Selek-
tionskriterium fiir die Anfilligkeit der einzelnen Herkiinfte herangezogen werden. Auf die
Durchfithrung von Versuchen zur gezielten Infektion (Resistenztests) wurde verzichtet, da die
Arbeiten von SCHENK und GARBER (2002) zeigten, dass Infektionsversuche an Jungpflanzen
gut mit den mehrjahrigen Feldergebnissen iibereinstimmten. Aufgrund der stets rasch fort-
schreitenden Krankheitsentwicklung erwies es sich in der vorliegenden Arbeit als sinnvoll,
Einzelpflanzen mit Welkesymptomen unabhéngig vom Grad des Befalls als krank einzustu-
fen. Obwohl bereits im Pflanzjahr deutliche Unterschiede zwischen den Herkiinften in ihrer
Anfilligkeit sichtbar wurden, zeigte sich erst im zweiten Standjahr der Feldversuche, wie
hoch die Widerstandsfihigkeit einer Herkunft wirklich ist (vgl. Abbildung 48 und Abbildung
49). Ein zu hoher Infektionsdruck, wie er beispielsweise im Feldbestand Zweisatzgitter Ge-
miisebau aufgetreten ist, kann jedoch zu so starkem Befall fiihren, dass eine Differenzierung
der Herkiinfte hinsichtlich ihrer Anfélligkeit nicht mehr moglich ist (vgl. dazu auch GARBER
und SCHENK 2003).

In der vorliegenden Arbeit konnten keine Herkiinfte mit einer absoluten Resistenz gegeniiber
Colletotrichum cf. gloeosporioides selektiert werden. Einige Herkiinfte zeigten aber eine
vergleichbar hohe Resistenz gegeniiber der Johanniskrautwelke wie die gering anfillige'
Standardsorte 'Taubertal'. Die gewonnenen Daten zur Feldresistenz erlauben, Herkiinfte mit
einer erheblich hoheren Anfilligkeit (Ausfille tiber 20 %) auszuschliefen. Fiir den weiteren
Selektionsprozess ist es ratsam, die Befunde aus dem Feldversuch anhand von Resistenztests
an Jungpflanzen zu verifizieren. Die erforderlichen Methoden stehen durch die Arbeiten von
GARBER und SCHENK (2002c¢) zur Verfiigung. KASTNER et al. (2004) berichten von Fortschrit-
ten bei der Entwicklung von Johanniskrautlinien, die im Vergleich zur mittel anfilligen' Sorte
"Topaz' eine deutlich erhohte Welkeresistenz aufweisen. Das bisherige Fehlen einer absoluten
Resistenz und die Tatsache, dass weder ein unterschiedliches Verhalten verschiedener Isolate
noch eine Differenzierung von Pathotypen beobachtet werden konnte (GARBER und SCHENK
2002c), sprechen fiir das Vorliegen einer polygen veranlagten horizontalen Resistenz. Dieser

Resistenztyp bietet gute Voraussetzungen fiir eine langfristige Bestdndigkeit.

! Einstufung der Anfilligkeit fiir Colletotrichum cf. gloeosporioides nach BUNDESSORTENAMT (2002).
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4.3 Pharmakologische Selektionskriterien

Die Selektionskriterien, die der Ziichter anwenden kann, um die pharmakologischen Zucht-
ziele zu erreichen, lassen sich in vier Kategorien einteilen, genauer gesagt in morphologische,
qualitative, quantitative und die pharmakologische Wirksamkeit betreffende Kriterien. Aus
der Gruppe der morphologischen Mekmale ist hier die Anzahl der Hypericinbehilter auf den
Bliiten von Bedeutung. Bei der HPLC-Analyse der Inhaltsstoffgehalte wurde sowohl eine
qualitative als auch eine quantitative Dimension deutlich. Zum einen konnten verschiedene
Inhaltsstoffprofile und Zusammenhénge zwischen den Konzentrationen einzelner Inhaltsstoffe
identifiziert werden. Zum anderen betreffen die hohe Variabilitit der Herkiinfte, die beziiglich
der Gehalte an pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffen festgestellt werden konnte, die
Problematik der Anreicherung von Cadmium und die Frage der konstanten Rohstoffqualitét
quantitative Aspekte der pharmakologischen Qualitdt. SchlieBlich kann nicht nur das Vor-
handensein bestimmter Inhaltsstoffe und deren Konzentration, sondern auch die pharmakolo-

gische Wirksamkeit des gewonnenen Extraktes als Selektionskriterium herangezogen werden.

pharmakologische Zuchtziele

@ hohe Gehalte an pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffen
® hohe Wirksamkeit des Extraktes

® gleichbleibende Rohstoffqualitat

@ geringe Cd-Gehalte

4.3.1 Hypericinbehélter auf den Bllten

Innerhalb der pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe nehmen die Naphthodianthrone eine
Sonderstellung ein, da sich ihr Gehalt in einem morphologischen Merkmal, ndmlich der An-
zahl der schwarzen Hypericinbehilter auf den Petalen, widerspiegelt. Bereits SOUTHWELL and
CAMPBELL (1991) vermuteten bei zwei untersuchten Phénotypen einen Zusammenhang zwi-
schen den beiden Merkmalen. CELLAROVA et al. (1994) konnten in ihren Untersuchungen
zwar keine Korrelation zwischen der Anzahl der Hypericinbehélter auf den Blattern und dem
Hypericingehalt der Blétter nachweisen, bestétigten aber einen Zusammenhang der Merk-
male. Abbildung 73 zeigt anhand der Drogenproben des Zweisatzgitters (vgl. Tabelle 79) den
Zusammenhang zwischen der Boniturnote fiir die Anzahl der Hypericinbehilter und dem
Gesamthypericingehalt (Boniturschliissel mit Abbildung unter II 3.2). Dabei fillt auf, dass

auch Herkiinfte mit sehr niedrigen Boniturnoten beachtliche Gehalte an Hypericin erreichen.

Die Gruppe der Herkiinfte mit einer Boniturnote von 1 bis 3 erreicht mit durchschnittlich
3,71 £ 1,76 g/kg Gesamthypericin in der Droge 43,0 % des gemittelten Gehaltes der Gruppe
mit einer Boniturnote von 7 bis 9, der bei 8,62 +2,51 g/kg liegt. Dieser Effekt ldsst sich

dadurch erkldren, dass auch bei Herkiinften mit der Boniturnote 9 wie beispielsweise der
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Herkunft NF-1 nur 49,9 % des Hypericins und 53,8 % des Pseudohypericins in den Petalen
lokalisiert sind (vgl. IV 3.3, Abbildung 65). In den Sepalen befinden sich weitere Hypericin-
behilter, deren Anzahl vermutlich mit der auf den Petalen korreliert. Sie tragen allerdings nur
8,0 % bzw. 10,9 % zum Hypericin- bzw. Pseudohypericingehalt der Bliiten bei. Einen mit
42,2 % bzw. 35,3 % weitaus grofleren Beitrag zum Gesamthypericingehalt leisten hingegen
die zahlreichen Stamina, von denen jedes am Konnektiv einen markanten Hypericinbehilter
besitzt. Deshalb weisen auch Herkiinfte mit niedriger Boniturnote fiir die Anzahl der Hyperi-
cinbehilter in den Petalen einen "Sockel"-Gesamthypericingehalt auf, der ca. 40 % des Wer-

tes von Herkiinften mit extrem vielen Hypericinbehéltern auf den Petalen erreicht.
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Abbildung 73: Korrelation Hypericinbehiilter und Gesamthypericingehalt der Droge (n = 62)

Die starke Schwankungsbreite innerhalb einer Boniturnote resultiert aus genetischen und
umweltbedingten Unterschieden in der Grée der Hypericinbehélter, der Bliitengréfe, der
Anzahl der Stamina und im Naphthodianthrongehalt der einzelnen Behilter selbst. Dies
erkldrt, weshalb CELLAROVA et al. (1994) die Ergebnisse von SOUTHWELL and CAMPBELL
(1991) nicht bestétigen konnten.

Die Anzahl der Hypericinbehilter auf den Petalen ersetzt zwar nicht die HPLC-Analyse des
Hypericingehaltes, erweist sich jedoch besonders bei der Sammlung von Herkiinften am
Wildstandort sowie bei der Selektion aus Mischungen und Kreuzungsnachkommenschaften
als hilfreiches Selektionskriterium. Ohne aufwindige Inhaltsstoffanalysen kénnen ad hoc
gezielt Pflanzen ausgelesen werden, die voraussichtlich auch im spiteren Anbau einen hohen

Gesamthypericingehalt erwarten lassen.
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4.3.2 Inhaltsstoffprofile

Flavonoide

Bei der HPLC-Analyse der Saatgutherkunft M. Bauer wurden Einzelpflanzen identifiziert,
deren Inhaltsstoffprofile sich qualitativ im zusétzlichen Vorhandensein bzw. Fehlen einzelner

Substanzen unterscheiden. Eine Ubersicht zu den charakteristischen Merkmalen der Inhalts-

stoffprofile gibt Tabelle 64.

Tabelle 64: Charakteristische Merkmale der identifizierten Inhaltsstoffprofile (vgl. I1I 3.1.2)

Rutin Substanz 1 Substanz II ~ Substanz IIl | Anzahl in %
Rt = 24,9 min Rt = 25,4 min Rt=279min | (n=155)
Profil A x 4 7,3
Profil B x x x 29 52,7
Profil C x x 2 3,6
Profil D x x x x 5 9,1
Profil E 14 25,5
Profil F x x 1 1,8

Die Tatsache, dass einige Herkiinfte, unter ihnen auch SN-1, kein Rutin enthalten, ist insofern
bemerkenswert, als das Vorliegen von Rutin ein wichtiges pharmazeutisches Kriterium zur
Uberpriifung der Identitit einer Drogencharge als Hypericum perforatum L. ist (PH. EUR.
2005). Andere Hypericum-Arten wie zum Beispiel H. maculatum CR. enthalten ndmlich im
Unterschied zu H. perforatum L. kein Rutin (MARTONFI et al. 1996a). Die Einzelpflanzen und
Herkiinfte mit den Inhaltsstoffprofilen E und F konnten jedoch eindeutig als H. perforatum L.
bestimmt werden. Das Vorkommen von H. perforatum-Chemotypen ohne Rutin ist bereits bei
anderen Autoren dokumentiert (MARTONFI et al. 2001). Dieser Befund legt eine kritische
Infragestellung des Vorhandenseins von Rutin als geeignetem Kriterium zur Uberpriifung der

Identitit von Johanniskrautdroge nahe.

Jiingere Untersuchungen weisen darauf hin, dass Rutin im Verhaltensexperiment mit Tieren
moglicherweise essentiell fiir die antidepressive Wirksamkeit des Gesamtextraktes ist (NOLD-
NER und SCHOTZ 2002, sieche IV 4.3.3). Unabhédngig davon miissen aufgrund der Vorschriften
des PH. EUR. (2005) Herkiinfte mit den Inhaltsstoffprofilen E und F verworfen werden.

Eine abschlieBende Bewertung der Inhaltsstoffprofile mit zuséitzlichen Substanzen (Profile B,
C, D und F) kann an dieser Stelle nicht vorgenommen werden, da die betreffenden Sub-
stanzen nicht genauer identifiziert wurden. Die Position der fraglichen Peaks im Chromato-
gramm legt jedoch die Vermutung nahe, dass es sich dabei um Flavonol-Glykoside handelt.
Aufgrund der entsprechenden Absorptionsspektren (vgl. Tabelle 65) lassen sich die unbe-
kannten Substanzen ebenfalls der Gruppe der Flavonol-Glykoside zuordnen. Alle drei charak-

teristischen Absorptionsmaxima (Amax.1-3) stimmen mit denen der Quercetinglykoside Rutin,
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Hyperosid und Quercitrin liberein, wihrend zum Aglykon Quercetin und zum Biflavon Biapi-
genin deutliche Abweichungen festzustellen sind. Mit hoher Wahrscheinlichkeit sind die in
den Inhaltsstoffprofilen B, C, D und F zusitzlich vorhandenen Substanzen mit Quercetingly-
kosiden identisch, die von JURGENLIEMK und NAHRSTEDT (2002) in Johanniskraut nachge-

wiesen und identifiziert wurden.

Tabelle 65: Absorptionsmaxima (4, ) der Flavonoide und der unbekannten Substanzen

Rutin Hyperosid+ Quercitrin Quercetin Biapigenin| Substanz I Substanz II Substanz II]
Isoquercitrin Rt = 24,9 min Rt = 25,4 min Rt = 27,9 min

Amax11196/203 nm 204 nm 193 nm 193 nm 194 nm 192 nm 193 nm 192 nm
Amax2| 257 nm 257 nm 257nm  256nm 270 nm 257 nm 257 nm 257 nm

Amaxs| 355 nm 355 nm 3499nm  371lnm 333 nm 354 nm 353 nm 355 nm

Die Ursachen fiir das Vorkommen von Hypericum perforatum-Herkiinften ohne Rutin kdnnen
dabei verschiedener Natur sein. Zum einen kann durch das Fehlen entscheidender Enzyme
wie zum Beispiel der 3-Rutinosyltransferase die Biosynthese von Rutin vollstdndig blockiert
sein. Zum anderen besteht auch die Mdglichkeit, dass Rutin zwar in ausreichender Menge
gebildet wird, aber dann anderen Enzymen als Substrat dient und durch Acylierung, Methy-
lierung oder weitere Glykosylierung in eine Vielzahl anderer Biosyntheseprodukte umgesetzt
wird (FORKMANN and HELLER 1999).

Herkiinfte, die kein Rutin enthalten bzw. zusitzliche Substanzen bilden, eréffnen wichtige
Chancen zur Aufklarung der Wirkmechanismen von Johanniskraut. Durch Substitution des
fehlenden Rutins kann die verdnderte Wirkung gegeniiber dem Ursprungsextrakt ohne Rutin
quantifiziert werden, wéhrend alle anderen Inhaltsstoffe in exakt der gleichen Konzentration
vorliegen (vgl. NOLDNER und SCHOTZ 2002). Ebenso besteht die Moglichkeit, dass Extrakte

mit zusétzlichen Inhaltsstoffen eine verdnderte pharmakologische Wirkung entfalten.

Naphthodianthrone

Die zahlreichen Analysen von Bliiten- und Drogenproben zeigte, dal3 beziiglich der Naph-
thodianthrongehalte eine hohe natiirliche Variabilitit vorhanden ist. Dabei war festzustellen,
dass das Verhiltnis von Pseudohypericin zu Hypericin je nach Herkunft sehr unterschiedlich
sein kann. Die Pseudohypericingehalte erreichen in der Regel ein Vielfaches des Hypericin-
gehaltes. POUTARAUD and GIRARDIN (2004) beobachteten, dass das Verhiltnis zwischen
Pseudohypericin und Hypericin in der Droge innerhalb einer Herkunft {iber zwei Jahre kon-
stant (R?=0,78) blieb. Die Einzelpflanzenanalyse von Droge der Sorte 'Taubertal' und der
Selektion SN-1 aus der Blockanlage dokumentiert, dass die Gehalte an Pseudohypericin und
Hypericin zwar um einen festen Mittlwert schwanken, aber in einem festen Verhéltnis
zueinander gebildet werden (R?=0,9217 bzw. 0,9185; vgl. Abbildung 74). Die Analysewerte
der heterogenen Saatgutherkunft M. Bauer zeigen hingegen anhand einer deutlichen Streuung,
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dass zwischen den Einzelpflanzen Unterschiede im Verhéltnis von Pseudohypericin zu Hype-
ricin bestehen.

'Taubertal'
y = 0,29x + 0,0461
R%=0,9217

SN-1
y =0,134x - 0,1527
R?=0,9185

0,8 1

0,6

Hypericingehalt in g/kg Droge

° O 'Taubertal' (n = 39)
0.4 OSN-1 (n =40)
© M. Bauer (n = 55)
0,2 4
0,0 T T T T T
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0

Pseudohypericingehalt in g/kg Droge

Abbildung 74: Korrelation von Pseudohypericin- und Hypericingehalt in der Droge, Blockanlage

Abbildung 74 macht noch einmal deutlich, dass 'Taubertal' und SN-1 zwar gleich hohe Hy-
pericingehalte aufweisen, SN-1 aber mehr als den doppelten Pseudohypericingehalt erreicht.
Der durchschnittliche Quotient aus Pseudohypericin und Hypericin erreicht bei 'Taubertal’
3,3 : 1 und bei SN-1 8,8 : 1 (vgl. Tabelle 66). Damit ist das Verhéltnis der Naphthodianthrone
in der Droge von SN-1 signifikant' hoher als in der Droge von 'Taubertal. HANNIG et al.
(1995) geben das Verhiltnis von Pseudohypericin zu Hypericin mit ca. 3-4 : 1 an, berichten

aber gleichzeitig von einer Herkuntft, bei der das Verhéltnis nur 1,36 : 1 betrug.

Tabelle 66: Verhiltnis von Pseudohypericin- zu Hypericingehalt (cpsy/chyp), Blockanlage

CPSH/CHYP X Se n
SN-1 8,81 0,36 40
'"Taubertal' 3,26 0,11 39
M. Bauer 7,69 1,96 55

! Die Nullhypothese Hy (usn.1 = rawverar) 1St Zugunsten der Alternativhypothese H; (tsn.1 > HUrTaubertar) @bzuleh-
nen, wenn £, > t(Pf“Z mtn-2) .Daty=2,3836 > 1(9797())% = 2,3758 ist, kann die Nullhypothese mit einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von 1 % abgelehnt werden (Student- bzw. t-Test zum Vergleich zweier Mittelwerte, vgl.
PRECHT 1982).
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Bei der inhomogenen Saatgutherkunft M. Bauer treten Einzelpflanzen auf, bei denen das
Verhiltnis von Pseudohypericin zu Hypericin deutlich vom Gruppenmittelwert abweicht. So-
wohl die Hypericin- als auch die Pseudohypericingehalte liegen dabei deutlich unter den
Gehalten, die von 'Taubertal' und SN-1 erreicht werden. In der Saatgutherkunft sind jedoch
ca. 10 Einzelpflanzen auszumachen, die in den Bereich von SN-1 vorstof3en. Betrachtet man,
wie in Abbildung 75 dargestellt, die Einzelpflanzen nach ihren Inhaltsstoffprofilen (vgl.
Tabelle 64), wird sichtbar, dass es ausschlieBlich Pflanzen mit dem Inhaltsstoffprofil E sind,
die eine Gruppe mit dhnlich hohen Gehalten wie SN-1 bilden. Dies ist vor dem Hintergrund,
dass SN-1 urspriinglich aus der Saatgutherkunft M. Bauer selektiert wurde (vgl. Tabelle 72)
und ebenfalls das Inhaltsstoffprofil E aufweist, leicht erklidrbar. Daneben ist festzustellen, dass
die Mehrzahl der Einzelpflanzen mit dem Inhaltsstoffprofil B ebenfalls eine klar definierbare
Gruppe bildet, die mit hoher Wahrscheinlichkeit einen genetisch identischen Subtyp innerhalb
der Population M. Bauer reprisentiert.

0,8 1

0,6 4 = (o)
AProfil A (n=4)
ﬁ:l @ Profil B (n = 29)
0,4 o3 ©Profil C (n=2)
@ Profil D (n = 5)
A

A AProfil E (n = 14)
Ao o OProfil F (n=1)

Hypericingehalt in g/kg Droge

0,2 1

0,0

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0
Pseudohypericingehalt in g/kg Droge

Abbildung 75: Korrelation von Pseudohypericin- und Hypericingehalt nach Profilen (M. Bauer)

Abschlieflend ist festzustellen, dass das Verhéltnis von Pseudohypericin zu Hypericin inner-
halb einer apomiktisch vermehrten Herkunft einem sehr starken linearen Zusammenhang folgt
und somit stark genetisch fixiert ist, jedoch in Abhédngigkeit vom Genotyp sehr unterschiedli-
che Werte annehmen kann.

Dies gilt analog auch fiir das Verhéltnis der Vorstufen Protopseudohypericin und Proto-
hypericin zueinander. Im Unterschied dazu wird jedoch das Verhéltnis der beiden Endstufen
der Naphthodianthrone zu ihren jeweiligen biosynthetischen Vorstufen einzig vom Grad der

photochemischen Umsetzung von der Ernte bis zur Analyse besimmt.
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Phloroglucinderivate

Analog zu den Naphthodianthronen wurde anhand der Einzelpflanzenanalysen von 'Tauber-
tal', SN-1 und M. Bauer auch das Verhéltnis von Hyperforin zu Adhyperforin untersucht.
Sowohl hinsichtlich der absoluten Gehalte (vgl. III 3.1.1) als auch hinsichtlich der Relation
von Hyperforin zu Adhyperforin (vgl. Tabelle 67) unterscheiden sich die Selektion SN-1 und
die heterogene Saatgutherkunft M. Bauer nicht. Die Sorte 'Taubertal' enthilt deutlich weniger
Phloroglucinderivate in der Droge als die beiden anderen Herkiinfte. Das Verhéltnis von
Hyperforin zu Adhyperforin ist ebenfalls etwas geringer, unterscheidet sich aber nicht statis-

tisch signifikant von SN-1 und M. Bauer.

Tabelle 67: Verhiltnis von Hyperforin- zu Adhyperforingehalt (cyro/canr), Blockanlage

CHFO/CAHF X Se n
SN-1 4,80 0,50 40
'"Taubertal' 3,83 0,56 39
M. Bauer 4,78 0,39 55

Abbildung 76 zeigt anschaulich, dass das Verhéltnis von Hyperforin zu Adhyperforin in der
Droge im Unterschied zu Pseudohypericin und Hypericin (sieche oben) nicht nur innerhalb
einer Herkunft, sondern auch im Vergleich mehrerer Herkiinfte annéhernd konstant bleibt
(R?=0,9107). Daraus folgt, dass das Verhiltnis der beiden Phloroglucinderivate bei H. perfo-
ratum mit hoher Wahrscheinlichkeit genetisch festgelegt ist, bzw. dass Adhyperforin in einem

festen Verhéltnis als Nebenprodukt bei der Hyperforin-Biosynthese entsteht.
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Abbildung 76: Korrelation von Hyperforin- und Adhyperforingehalt in der Droge, Blockanlage
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4.3.3 Inhaltsstoffgehalte

Die HPLC-Analysen zeigten erwartungsgemaf, dass die untersuchten Herkiinfte eine sehr
hohe Variabilitdt in ihren Inhaltsstoffgehalten aufweisen (vgl. III 3). Im Unterschied zu den
morphologischen Merkmalen lassen sich beziiglich der Gehalte an pharmakologisch relevan-
ten Inhaltsstoffen nicht ohne weiteres Selektionskriterien ableiten. Unter der allgemein akzep-
tierten Pramisse, dass nicht ein einzelner Inhaltsstoff, sondern der Gesamtextrakt das wirksa-
me Prinzip darstellt, scheint es nahezu tiberfliissig, Inhaltsstoffgehalte als Selektionskriterien

einzufihren.

Dennoch lassen sich vier Richtgrofen ausfindig machen, auf deren Basis sich pharmako-
logische Selektionskriterien definieren lassen. Zuerst gelten die Mindestanforderungen der
Monographie des PH. EUR. (2005), die einen Gehalt von mind. 0,08 % Gesamthypericin in
der Droge vorschreibt. Dazu kommen die deutlich hoheren Anforderungen der pharmazeuti-
schen Industrie, die 0,25 % Gesamthypericin im Bliithhorizont verlangen (vgl. I 3.2.2). Somit
liegen zwar konkrete Werte zu den Naphthodianthronen vor, fiir die anderen Inhaltsstoffklas-
sen fehlen diese jedoch. Eine sinnvolle Alternative ist es, als Richtwerte die Gehalte der Sorte
"Taubertal' zu verwenden, da sie als Standardsorte des Feldanbaus gilt und den derzeitigen
Status quo markiert. SchlieBlich gibt die innerhalb der untersuchten Herkiinfte gefundene
Variabilitit eine verldssliche Auskunft {iber das natiirliche genetische Potential und die daraus

resultierenden Verbesserungsmoglichkeiten beziiglich der Gehalte einzelner Inhaltsstoffe.

Richtgrofien fiir pharmakologische Selektionskriterien

® Mindestanforderungen nach PH. EUR. (2005)

@© Anforderungen der pharmazeutischen Industrie (vgl. Tabelle 2)
® Vorgaben der Standardsorte 'Taubertal'
®

Moglichkeiten der natiirlichen Variabilitét

Die Ergebnisse aus den Untersuchungen zur Ertragsbildung und deren Konsequenz fiir den
praktischen Anbau von Johanniskraut (vgl. IV 3.4) wirken sich auch auf die Entwicklung
pharmakologischer Selektionskriterien aus. So sind zwar Herkiinfte mit hohen Konzentra-
tionen an pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffen bei der Selektion von besonderem Inter-
esse. Aus praktischer Sicht ist es jedoch sinnvoller, auf einen hohen Inhaltsstoffertrag pro
Flicheneinheit zu achten. Die Uberlegungen zum Einsparpotential durch Droge mit hohen
Inhaltsstoffgehalten legen den Schluss nahe, dass bei gleichem Inhaltsstoffertrag aus ziichte-
rischer Sicht die Herkiinfte zu bevorzugen sind, die bei weniger Flichenertrag {iber hohere
Gehalte an pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffen verfiigen.
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Flavonoide

Innerhalb der pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe stellen die Flavonoide eine wichtige
Substanzgruppe. Dabei handelt es sich um das freie Flavonol Quercetin und die davon abge-
leiteten Flavonolglykoside Rutin, Hyperosid, Isoquercitrin und Quercitrin, die sich beziiglich
ihres Zuckerrestes an der 3-O-Position unterscheiden. Im Zusammenhang mit den Flavonol-
glykosiden féllt das Vorkommen von Inhaltsstoffprofilen auf, die sich durch das zusétzliche
Vorhandensein von drei nicht identifizierten Substanzen bzw. durch das Fehlen von Rutin
qualitativ vom erwarteten Inhaltsstoffmuster unterscheiden (vgl. IV 4.3.2). Sowohl der Gehalt
des Aglykons Quercetin als auch die Konzentrationen der Glykoside zeigen innerhalb der
untersuchten Herkiinfte eine beachtliche quantitative Variabilitdt. Es lassen sich jedoch weder
zwischen den Glykosiden noch zwischen der Grundsubstanz Quercetin und den einzelnen

abgeleiteten Glykosiden Abhédngigkeiten in der Konzentration feststellen.

Die Rolle der Flavonoide im Zusammenhang mit der antidepressiven Wirkung von Johan-
niskraut ist noch nicht hinreichend aufgeklért, es liegen jedoch zahlreiche Hinweise dafiir vor
(BUTTERWECK und NAHRSTEDT 2003). Es wird angenommen, dass ihr antioxidatives Potential
und die daraus resultierende antiiflammatorische Wirkung einen positiven Einfluss auf den
Krankheitsverlauf nehmen, da entziindliche Prozesse an der Entstehung depressiver Zustinde
beteiligt sind (HUNT et al. 2001).

Die Untersuchungen von NOLDNER und SCHOTZ (2002) weisen darauf hin, dass das Vorliegen
von Rutin essentiell fiir die antidepressive Wirksamkeit von Johanniskrautextrakten im Tier-
modell ist. Es ist bislang ungeklirt, wie diese Effekte zustande kommen und ob die anderen
Quercetinglykoside ebenfalls in der Lage sind, die beschriebenen Effekte zu erzielen. In
diesem Zusammenhang nimmt die Resorption der Flavonoidglykoside eine Schliisselstellung
ein. Sie findet vorwiegend iiber die Epithelzellen im oberen Teil des Diinndarms statt. Dort
werden die Flavonoidglykoside mit Hilfe von Glykosidasen in ihre Aglyka umgewandelt und
anschlieend direkt oder in Form von Glucuroniden in den Blutkreislauf abgegeben. Eine
Ausnahme bilden dabei nach RICE-EVANS and SPENCER (2000) Rutin und zu einem bestimm-
ten Grad auch Isoquercitrin, die als Glykoside in den Organismus aufgenommen werden kon-
nen. Daneben ist nachgewiesen, dass Rutin genauso wie Hyperosid und einige Proanthocyani-
dine in der Lage ist, die Loslichkeit und damit die Bioverfiigbarkeit der Hypericine zu verbes-
sern (PLoss 2000, BUTTERWECK und NAHRSTEDT 2003). Deshalb ist denkbar, dass Rutin
einerseits iiber die erhdhte Bioverfiigbarkeit die Pharmakokinetik anderer Inhaltsstoffe ver-
bessert und andererseits selbst am Wirkort aktiv ist oder aufgrund synergistischer Effekte die
Pharmakodynamik des Extraktes beeinflusst. Diese Befunde sprechen zumindest fiir eine
indirekte Beteiligung des Rutins an der antidepressiven Wirkung des Extraktes. Angesichts
dieser Sachlage und auch der Tatsache, dass ein groBer Teil der untersuchten Herkiinfte
durchaus in der Lage ist, Rutin zu synthetisieren, miissen Herkiinfte ohne Rutin (Inhalts-

stoffprofile E und F) von der Verwendung als Sorten ausgeschlossen werden.
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Ausgehend vom derzeitigen Stand des Wissens konnen die Flavonoidglykoside Hyperosid,
Isoquercitrin und Quercitrin zu einer Untergruppe zusammengefasst werden. Rutin und das
Aglykon Quercetin sind daneben getrennt zu betrachten. Insgesamt kann eine Erh6hung des
Flavonoidgehaltes von Johanniskrautextrakten als wiinschenswert beurteilt werden. Dies kann
zum einen durch die Anpassung des Erntetermins geschehen (vgl. IV 3.4, Tabelle 63). Zum
anderen bietet die natiirlich vorhandene Variabilitit der Flavonoidgehalte ausreichende Mog-

lichkeiten fiir die ziichterische Verbesserung dieses Merkmals.

Biflavone

Aufgrund ihres beschriankten Vorkommens im Pflanzenreich erwecken die Biflavone Biapi-
genin und Amentoflavon innerhalb der groen Gruppe der Flavonoide ein besonderes Interes-
se. Allerdings liegen nur wenig Hinweise auf eine antidepressive Wirkung der Biflavone vor.
BAUREITHEL et al. (1997) konnten in Rezeptorbindungsstudien einen Effekt von Amentofla-
von nachweisen, der in Zusammenhang mit der antidepressiven Wirkung von Johanniskraut-
extrakten stehen konnte. HANNIG et al. (1995) bringen das Interesse der verarbeitenden Indus-
trie in Form einer generellen Forderung nach einem hohen Gehalt an 13,II8-Biapigenin zum

Ausdruck, ohne jedoch die Mengenangabe zu prézisieren.

Bei der Selektion ist zu beriicksichtigen, dass aufgrund des spezifischen Vorkommens von
Biapigenin im Pollen grofe Fehler bei der Gehaltsbestimmung auftreten konnen. Besonders
bei der Ernte von Bliitenproben kommt es durch den Abtrag des Pollens durch Bienen je nach
Erntezeitpunkt zu extrem hohen Schwankungen (vgl. IV 3.3, Abbildung 64). Bei der Ernte
des Bliithhorizontes tritt dieser Effekt nicht so stark in Erscheinung, da in den Knospen noch
groBBe Biapigeninmengen vorliegen. Allerdings konnen bei der Trocknung des frischen Pflan-
zenmaterials und der weiteren Verarbeitung der Droge durch Partikelverlust und dem damit
verbundenen Pollenverlust erhebliche Mengen an Biapigenin verloren gehen. Fiir die Selek-
tion auf einen hohen Biapigeningehalt ist deshalb der Vorschlag in Erwdgung zu ziehen, statt
der offenen Bliiten im Stadium der Anthese (Stadium VI) vollstindig entwickelte Knospen

kurz vor der Anthese (Stadium V, vgl. Abbildung 13) zu ernten und zu analysieren.

Obwohl die Untersuchung zahlreicher Herkiinfte eine natiirliche Variabilitdt im Biapigenin-
gehalt zeigte, die eine ziichterische Verbesserung des Biapigeningehaltes in der Droge erlaubt,
konnen aufgrund des starken Zusammenhangs zwischen dem Knospenanteil und dem Biapi-
geningehalt der Droge (vgl. Abbildung 66) durch eine entsprechend frithe Ernte weitaus hohe-

re Biapigeninmengen erzielt werden.

Da Amentoflavon nur in sehr geringen Konzentrationen in den Bliiten zu finden ist, wurde
dieser Inhaltsstoff in den Analysen der vorliegenden Arbeit nicht quantifiziert. Vermutlich
wird Amentoflavon analog zu Biapigenin vorwiegend in den Antheren synthetisiert. Fiir die
Zukunft wire es interessant zu kldren, ob Amentoflavon und Biapigenin in dhnlicher Weise

wie die Phloroglucinderivate Adhyperforin und Hyperforin in einem festen Verhéltnis zu-
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einander gebildet werden (vgl. IV 4.3.2). In diesem Fall wiirde eine Erh6hung des Biapigenin-
gehaltes durch ziichterische Mallnahmen und Anpassung des Erntetermines gleichzeitig eine

Steigerung des Amentoflavongehaltes der Droge bedeuten.

Naphthodianthrone

Wie bereits eingangs erwéhnt sind die Naphthodianthrone die einzige Inhaltsstoffgruppe, fiir
die verbindliche Vorgaben zu den Mindestgehalten existieren. Um den Vorschriften der giil-
tigen Monographie fiir HYPERICI HERBA zu geniigen, muss Johanniskrautdroge mindestens
0,08 % Gesamthypericine enthalten (PH. EUR. 2005). Die verarbeitende pharmazeutische
Industrie fordert dariiberhinaus Gehalte von mindestens 0,25 % (HANNIG 1995), an anderer
Stelle sogar 0,30 % (HANNIG et al. 1995) im getrockneten Blithhorizont. Da die Sorte 'Tauber-
tal' nur an vier Tagen wéhrend der Blithperiode einen Gesamthypericingehalt von 0,25 % im
Blithhorizont erreichte (vgl. IV 3.2, Abbildung 62), ist dieser Wert als der realistischere von

beiden zu betrachten.

Die Rolle der Naphthodianthrone im Zusammenhang mit der antidepressiven Wirkung von
Johanniskrautextrakten ist noch nicht abschlieend geklért. Allerdings steht fest, daf3 sie kei-
neswegs alleine dafiir verantwortlich sind. Untersuchungen von FOXx et al. (2001) haben sogar
gezeigt, dass Hypericin selbst bei hohen Dosen von 2 bzw. 5 mg Hypericin pro kg Kdorper-
gewicht nicht (d.h. weniger als 1 %) in der Lage war, die Blut-Hirn-Schranke von Primaten zu
tiberwinden. PLOSS (2000), BUTTERWECK und NAHRSTEDT (2003) konnten jedoch zeigen,
dass die Loslichkeit von Hypericin in wissrigem Medium durch das Proanthocyanidin B2
sowie die Quercetinglykoside Rutin und Hyperosid drastisch erhoht wird. Aufgrund dieser
Befunde muss fiir Hypericin, wenn es im Pflanzenextrakt verabreicht wird, eine verénderte

Bioverfiigbarkeit und Pharmakokinetik angenommen werden.

Da keine Hinweise dafiir vorliegen, dass Pseudohypericin und Hypericin oder deren biosyn-
thetische Vorstufen Protopseudohypericin und Protohypericin eine unterschiedlich hohe phar-
makologische Aktivitdt aufweisen, konnen derzeit nur Selektionskriterien definiert werden,
die sich auf den Gesamthypericingehalt der Droge beziehen. Dieser sollte mindestens 0,25 %
betragen oder deutlich hoher liegen, jedoch nicht zu Lasten anderer Inhaltsstoffgruppen maxi-

miert werden.

Phloroglucinderivate

Da die Phloroglucinderivate in Losung instabil sind und vor allem unter Lichteinfluss (vgl.
Abbildung 56) leicht abgebaut werden, kommt einer schonenden Aufbereitung und Verar-
beitung der Droge bei der Optimierung ihrer Gehalte eine besonders grofle Bedeutung zu
(ScuMmIDT 2003). Die hochsten Hyperforin- und Adhyperforingehalte werden in griinen
Kapseln erreicht, weshalb die Wahl des Erntetermins einen entscheidenden Einfluss auf den
Phloroglucinderivatgehalt der Droge hat (vgl. IV 3.4, Tabelle 63). Dennoch konnten zwischen
den untersuchten Herkiinften deutliche Unterschiede im Hyperforin- und Adhyperforingehalt
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der Bliiten bzw. der Droge festgestellt werden. Besonders die unterschiedlichen Phloroglucin-
derivatgehalte in den Bliiten sprechen dafiir, dass deren Hohe nicht nur wie im Fall der Droge

durch den Erntezeitpunkt, sondern auch durch genetische Faktoren bestimmt wird.

Der Gruppe der Phloroglucinderivate wird sowohl in Bezug auf die traditionelle als auch auf
die moderne Anwendung von Johanniskrautprdparaten eine wichtige Bedeutung beigemessen.
So gilt eine antibakterielle Wirkung von Hyperforin gegen antibiotikaresistente Staphylococ-
cus aureus und gram-positive Bakterien als Bestdtigung der volksmedizinisch iiberlieferten
Anwendung von Hypericum-Extrakten zur Behandlung infizierter Wunden und ekzematischer
Hauterkrankungen (SCHEMPP CM et al. 1999a).

In Zusammenhang mit der modernen Anwendung von Johanniskrautextrakten gegen leichte
bis mittelschwere depressive Zustéinde wird dem Hyperforin von einigen Forschungsgruppen
eine zentrale Rolle bei der antidepressiven Wirkung zugeschrieben (CHATTERIJEE et al. 1998).
Positive Befunde fiir die antidepressive Wirkung von Hyperforin liegen sowohl auf der Ebene
der Symptome im Verhaltensmodell von Versuchstieren (BHATTACHARYA et al. 1998) als
auch auf der molekularen bzw. neuronalen Ebene aus in-vitro- und ex-vivo-Testsystemen vor
(MULLER et al. 1998 und BUCHHOLZER et al. 2002). SINGER et al. (1999) wiesen nach, dass
Hyperforin in der Lage ist, die Serotoninwiederaufnahme durch eine Erhéhung der Konzen-
tration freier interzelluldrer Na'-Ionen im synaptischen Spalt zu hemmen und so die Seroto-
ninkonzentration zu erhdhen. Neben Hyperforin tragt auch Adhyperforin zu positiven Resul-
taten in biochemischen Modellen zur antidepressiven Wirkung von Johanniskrautextrakten
bei (JENSEN et al. 2001). Hyperforin und Adhyperforin kénnen deshalb beziiglich ihrer Wir-

kung als gleichwertig eingestuft werden.

Mittlerweile gilt es als gesichert, dass Hyperforin nicht nur an der antidepressiven Wirkung
von Johanniskrautpriaparaten beteiligt, sondern gleichzeitig auch fiir deren Interaktionen mit
anderen Arzneimitteln verantwortlich ist. Als Ursachen wurden eine Beeinflussung des PGP-
Transportersystems und eine Induktion des Entgiftungsenzyms CYP3A4 nachgewiesen
(ScHMIDT 2002 und KOMOROSKI et al. 2004). Infolge der moglichen Interaktionen mit anderen
Arzneimitteln wurden Johanniskrautpridparate mit einer Tagesdosis von iiber 1 mg Hyperforin
unter die Apothekenpflicht gestellt (vgl. 1 2.4).

Aus ziichterischer Sicht ist interessant, dass die untersuchten Herkiinfte eine beachtliche
Variabilitit beziiglich ihrer Hyperforingehalte aufweisen. Der Gehalt der Droge wird zwar
durch die genetische Disposition einer Herkunft beeinflusst, hingt aber vor allem vom Anteil
der griinen Kapseln in der Droge und damit vom Erntetermin ab. Die Art der Verarbeitung
und Extraktion sowie die Konservierung der in Losung instabilen Phloroglucinderivate be-
stimmt schlieBlich deren Gehalt im fertigen Préparat. Aufgrund dessen und des nachgewiese-
nen Zusammenhangs zwischen Hyperforingehalt und Interaktionen mit anderen Arzneimitteln
ist eine starke Erhohung des Phloroglucinderivatgehaltes in der Droge durch ziichterische

MaBnahmen nicht ratsam.
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Kriterien fiir die Selektion

Abschlieflend ist festzustellen, dass derzeit aus pharmakologischer Sicht keine klar definierten
Vorgaben hinsichtlich der Gehalte einzelner Inhaltsstoffe vorliegen. Deshalb ist es Aufgabe
des Ziichters, die Qualitdt der Droge iiber eine generelle Erhohung der wichtigsten Inhalts-
stoffgruppen im Vergleich zu vorhandenen Marktsorten zu verbessern. Gleichzeitig muss er
zeitnah auf neue Erkenntnisse der Forschung reagieren und die pharmakologischen Zuchtziele
den jeweiligen Anforderungen des Abnehmermarktes anpassen. Auf jeden Fall bedarf es einer
sorgfiltigen Abwigung aller Gesichtspunkte, bevor durch ziichterische Malnahmen der Ge-
halt einzelner Substanzen oder Substanzgruppen auf Kosten anderer erhoht wird. Tabelle 68
enthilt Vorschldge fiir Mindestgehalte von Bliitenproben und Droge, die als Kriterien zur Se-
lektion neuer Sorten herangezogen werden konnen. Die genannten Werte basieren auf den
tatsichlich erreichten Gehalten der Sorte 'Taubertal' unter gleichzeitiger Beriicksichtigung der
moglichen natiirlichen Variabilitét aller in diesem Projekt untersuchten Herkiinfte. Die Werte
sind so gewéhlt, dass Herkliinfte mit zu geringen Gehalten eliminiert werden und Herkiinfte

mit vergleichbar guten Gehalten wie '"Taubertal' im Selektionsprozess verbleiben.

Wie bereits im Zusammenhang mit den Inhaltsstoffprofilen (IV 4.3.2) angesprochen, ist es
abweichend von diesen Empfehlungen sinnvoll, Herkiinfte mit sehr niedrigen Gehalten ein-
zelner Substanzen bzw. Substanzgruppen zu selektieren, um gezielte Versuche zur Aufkla-
rung der Wirkmechanismen durchzufiihren. Durch schrittweise Supplementierung eines
defizienten Extraktes mit der fehlenden Substanz kann so ceteris paribus der Beitrag dieses

Inhaltsstoffes zur Gesamtwirksamkeit bewertet werden.

Tabelle 68: Pharmakologische Selektionskriterien fiir Inhaltsstoffgehalte von Bliiten und Droge

Bliiten Droge
Flavonoide:
Rutin mind. 2,5 g/kg mind. 5,0 g/kg
Quercetinglykoside gesamt mind. 25,0 g/kg mind. 25,0 g/kg
Quercetin mind. 0,75 g/kg mind. 1,0 g/kg
Biapigenin mind. 1,0 g/kg mind. 2,0 glkg
Naphthodianthrone:
Gesamthypericin mind. 5,0 glkg mind. 2,5 glkg
Phloroglucinderivate:

Hyperforin mit Adhyperforin ca. 5,0 - 20,0 g/kg ca. 5,0 -20,0 g/kg
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Eine gezielte ziichterische Verbesserung der Gehalte an pharmakologisch relevanten In-
haltsstoffen in der Bliite und eine iiberlegte Wahl des Erntetermins schaffen zusammen mit
einer hohen technologischen Eignung fiir den Feldanbau die besten Voraussetzungen zur Er-

zeugung qualitativ hochwertiger Droge.

Einen nicht zu unterschiatzenden Aspekt stellen in diesem Zusammenhang die zur Extrakt-
herstellung angewandten Methoden dar. Die innere Qualitdt der eingesetzten Rohdroge, defi-
niert liber die enthaltenen Inhaltsstoffe, entscheidet zwar iiber die hochstmdglich erreichbare
Qualitdt des Extraktes. Welche Qualitdt jedoch tatsdchlich erreicht wird, hdngt unmittelbar
von der Wahl der Extraktionsmethode und der verschiedenen Parameter ab. Dabei spielen vor
allem der Zerkleinerungsgrad der Droge, Art und Konzentration des Losungsmittels, die Tem-
peratur und die gewéhlte Extraktionsdauer eine wichtige Rolle (GAEDCKE 1997).

Grundsitzlich gilt auch fiir die pharmakologischen Kriterien, dass technologische Aspekte,
welche die anschlieBende Aufbereitung und Extraktion der Droge betreffen, nach Moglichkeit
zu berticksichtigen sind. Zur Zeit liegen jedoch keine gesicherten Ergebnisse dafiir vor, dass
sortenbedingte Unterschiede hinsichtlich der Effizienz verschiedener Extraktionsmethoden zu

erwarten sind.

Vor diesem Hintergrund ist fiir die Selektion als erster Anhaltspunkt eine Untersuchung der
pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe in den Bliiten zu empfehlen. Die Ergebnisse zeigen
das genetisch festgelegte Potenital zur Bildung der verschiedenen Substanzen. AnschlieSend
muss sorgfaltig liberpriift werden, wie gut die Auspragung des Bliihhorizontes, der Drogener-
trag pro Flacheneinheit, die Wahl des optimalen Erntetermines, die Erntetechnik und die ein-
gesetzten Extraktionsmethoden zur bestmoglichen Realisierung des biochemischen Potentials

der Pflanzen beitragen.

Cd-Problematik

Die Einhaltung des Cadmiumgrenzwertes von max. 0,5 ppm Cd (vgl. Tabelle 2) stellt auf-
grund des spezifischen Anreicherungsvermdgens der Akkumulatorpflanze Johanniskraut in
der Praxis ein Problem dar. Dabei besitzen verschiedene Herkiinfte ein unterschiedliches
Aneignungsvermogen fiir Cd und erlauben so eine ziichterische Losung dieses Problems
(SCHNEIDER und MARQUARD 1996). Allerdings konnen auch ackerbauliche Vorkehrungen
und die Vermeidung des Anbaus auf Cd-reichen Boden zur Losung des Problems beitragen
(BOMME 1997). Daneben konnen die Vermeidung einer Verschmutzung des Erntegutes mit
Cd-haltigem Bodenmaterial sowie die Optimierung von Extraktionsmethoden ebenfalls zu
einem reduzierten Ubergang von Cd in den fertigen Extrakt beitragen. Angesichts dieser
Moglichkeiten und dem Vorliegen von Herausforderungen weitaus hoherer Prioritit, wie
beispielsweise die Entwicklung einer Sorte mit ausreichender Resistenz gegen Colletotrichum
cf. gloeosporioides, kommt der Cd-Problematik derzeit ein weniger dringlicher Stellenwert

im Selektionsprozess zu.
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gleichbleibende Rohstoffqualitit

Um einen reproduzierbaren therapeutischen Erfolg eines zugelassenen Prédparates garantieren
zu konnen, muss der Hersteller eine von Charge zu Charge konstante Qualitdt des Extraktes
sicherstellen. Dazu ist eine gleichbleibende Rohstoffqualitit der Ausgangsdroge notwendig.
Sie wird dann erreicht, wenn eine Sorte genetisch stabil ist und eine geringe umweltabhéingige

Variabilitdt in ihren agronomischen und pharmakologischen Merkmalen zeigt.

Die Untersuchungen zur Ertragsphysiologie von Johanniskraut haben gezeigt, dass die innere
Qualitdt der Droge und dabei besonders das Verhéltnis der verschiedenen pharmakologisch
relevanten Substanzklassen zueinander maf3igeblich von der Wahl des Erntetermins abhingt
(vgl. IV 3.4, Tabelle 63). Um die Qualitit der gewonnenen Droge iiber die Chargen und Jahre
konstant zu halten, muss die Ernte jeweils im selben physiologischen Entwicklungsstadium
der Pflanzen erfolgen. Fiir die verarbeitende Industrie besteht dariiberhinaus die Moglichkeit,
verschiedene Drogenchargen so miteinander zu verschneiden, dass das erzeugte Fertigarznei-
mittel die verlangte gleichbleibende Qualitdt aufweist (GAEDCKE 2003). Dabei ist es unter
Anwendung der gewonnenen Erkenntnisse iiber die Inhaltsstoffentwicklung in der Droge von
grolem Vorteil, neben frith geernteter Droge mit einem hohen Flavonoidgehalt, auch zu
Beginn der Vollbliite geerntete Droge mit einem hohen Naphthodianthrongehalt und spét

geerntete Droge mit einem hohen Hyperforingehalt vorritig zu haben.

4.3.4 Pharmakologische Wirksamkeit

Die pharmakologische Wirksamkeit von Johanniskrautpraparaten bei leichten bis mittel-
schweren Depressionen gilt mittlerweile als hinreichend erwiesen (vgl. I 2.3), auch wenn die
Wirkmechanismen selbst noch nicht im Detail aufgeklart werden konnten. In Zusammenhang
mit der ziichterischen Bearbeitung von Johanniskraut stellt sich die Frage, ob sich die Extrak-
te unterschiedlicher Herkiinfte hinsichtlich ihrer pharmakologischen Wirksamkeit unterschei-
den und inwieweit diese Unterschiede als Kriterien fiir die Selektion neuer Sorten herangezo-

gen werden konnen.

Johanniskrautextrakte gelten als rationale Phytopharmaka. Das bedeutet, dass ein kausaler
Zusammenhang zwischen den Inhaltsstoffen der Droge und der medizinischen Wirkung des
Extraktes zugrunde gelegt wird. Deshalb ist anzunehmen, dass sich die verschiedenen Her-
kiinfte nicht nur in ihren Inhaltsstoffgehalten, sondern infolgedessen auch mit hoher Sicher-
heit in der Wirksamkeit ihrer Extrakte unterscheiden.

Intensive Forschungsbemiihungen haben — ausgehend von verschiedenen Modellen zur Ent-
stehung und dem Krankheitsverlauf einer Depression — die Rolle nahezu aller in Frage kom-
menden Inhaltsstoffe von Johanniskraut beleuchtet und zu einer kontroversen Diskussion der

postulierten Wirkmechanismen gefiihrt.
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In der Tat ist es bemerkenswert, dass Johanniskraut mit den Naphthodianthronen, Phloro-
glucinderivaten, Biflavonen und Xanthonen eine Reihe von sekunddren Pflanzenstoffen ent-
halt, die in der Natur von Haus aus nur selten vorkommen (vgl. I 2.1) und in dieser einzigarti-

gen Kombination ausschlieBlich bei Johanniskraut zu finden sind.

Diese Ausgangslage und die kontroverse Diskussion der hypothetischen Wirkmechanismen
zeigen, dass bei der pharmakologischen Beurteilung eines Extraktes nicht ohne weiteres von
einem linearen bzw. kausalen Zusammenhang zwischen der Dosis bestimmter einzelner Be-
standteile des Extraktes und dessen medizinischer Wirkung ausgegangen werden kann. Im
Gegenzug verdichten sich die Hinweise darauf, dass sich die Wirksamkeit eines Johannis-
krautextraktes aus weitaus mehr zusammensetzt als aus der Summe der Wirksamkeiten seiner
einzelnen Bestandteile. Dieser Sachlage wird bereits seit Lingerem insofern Rechnung getra-
gen, als gemill Schreibens des BfArM vom 07. 09. 1995 (sog. "BUHLER-Brief") der Gesamt-

extrakt als wirksamer Bestandteil von Johanniskrautpraparaten angesehen wird (FAH 1998).

Um die pharmakologische Wirksamkeit von Johanniskrautextrakten ganzheitlich zu erfassen,
stehen neben klinischen Studien an Patienten und Tests im Verhaltensmodell von Versuchs-
tieren auch biochemische Testsysteme zur Verfiigung (vgl. I 2.3). Hinweise darauf, dass
phénotypisch verschiedene Herkiinfte auch in biochemischen Testsystemen, die in Verbin-
dung zum Krankheitskomplex der Depression stehen, differenzierbar sind, geben bereits
DENKE et al. (1999b).

In Bezug auf die Nutzung biochemischer Testsysteme zur Bewertung von medizinisch
genutzten Arzneipflanzenextrakten sei an dieser Stelle auf die Arbeiten der Arbeitsgruppe
Biochemische Phytopathologie am Lehrstuhl fiir Phytopathologie der TU Miinchen-Weihen-
stephan (KLEBER et al. 1999, DENKE et al. 1999a, SCHEMPP H et al. 1999, DENKE et al. 1999b,
DENKE et al. 2000) und die Untersuchungen von MANN (2003) verwiesen.

Die Bewertung der pharmakologischen Wirksamkeit von Extrakten mit Hilfe biochemischer
Testsysteme stellt aus Sicht der Ziichtung eine wertvolle Ergdnzung zur rein analytischen
Erfassung der Inhaltsstoffgehalte dar. Es ist dabei durchaus denkbar, dass auch Extrakte mit
geringeren Inhaltsstoffgehalten eine vergleichbar hohe oder sogar hohere Wirksamkeit in
biochemischen Testsystemen entfalten, als Extrakte mit hohen Inhaltsstoffgehalten. Ursache
hierfiir konnen Begleitsubstanzen aus dem priméren Stoffwechsel der Pflanzen sein. Dariiber
hinaus konnen Inhaltsstoffe dafiir verantwortlich sein, die zwar in Konzentrationen unterhalb
der Nachweisgrenze vorkommen, dafiir aber eine hohe Potenz im gewihlten Testsystem
entfalten. SchlieBlich kdnnen neben dem absoluten Gehalt der einzelnen Substanzen auch die
Verhiltnisse der Substanzen bzw. Substanzgruppen zueinander liber synergistische Effekte

einen Einfluss auf die Wirksamkeit im Testsystem ausiiben.

Je nachdem, ob die biochemischen Testsysteme zeitaufwindig und kostspielig sind, oder ob

sie nach entsprechender Vereinfachung auch zur Testung zahlreicher Proben geeignet sind
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(vgl. DENKE et al. 1999a und SCHEMPP H et al. 1999), konnen biochemische Testsysteme

frither oder spéter im Selektionsprozess eingesetzt werden.

Analog zur Analyse der pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe bereiten auch beim Test
von Extrakten jene Einflussgrolen Schwierigkeiten, die liber die genetische Disposition der
Herkiinfte hinaus die innere Qualitdt der Droge bestimmen. Hierzu z&hlen agronomische Ein-
fliisse, die durch die Anlage der Feldversuche nach statistischen Methoden minimiert werden
konnen. Weiterhin gehdren dazu die beschriebenen Auswirkungen der Wahl des Ernteter-
mines auf das Verhéltnis der verschiedenen Substanzgruppen zueinander und der Schnitthéhe
auf das Verhiltnis vegetativer und generativer Pflanzenteile. Ausgehend von der fertigen
Droge sind auflerdem alle Einfliisse zu beriicksichtigen, die bei der Extraktherstellung auftre-
ten kdnnen. Dazu zdhlen der Zerkleinerungsgrad der Droge, die Art des Losungsmittels, das
Verhidltnis von Einwaage zu Losungsmittel, die Temperatur und die Extraktionsdauer
(GAEDCKE 1997 und 2003). Die Parameter im Herstellungsverfahren des fertigen Extraktes
lassen sich jedoch wesentlich einfacher standardisieren als der Erntetermin und die
Schnitthohe. Deshalb ist die Verwendung von Bliitenproben zur Extraktherstellung und fiir
die Untersuchung der Wirksamkeit einzelner Herkiinfte in biochemischen Testsystemen in
Betracht zu ziehen (vgl. IV 3.5).

Besonders die Kombination mehrerer biochemischer Testsysteme, die verschiedene Aspekte
und Mechanismen der antidepressiven Wirkung beleuchten, liefert wertvolle Aussagen iiber
das pharmakologische Potential eines Extraktes. Wesentlich aufwéndiger, aber bei einer Ein-
grenzung auf wenige Herkiinfte durchaus realistisch, ist die Uberpriifung der pharmakologi-
schen bzw. therapeutischen Wirksamkeit einzelner Extrakte im Verhaltensmodell von Ver-
suchstieren (vgl. I 2.3). Tierversuche bieten die Moglichkeit, die Auswirkung von Johannis-
krautextrakten auf definierte Verhaltensweisen, die in Bezug zu typischen Symptomen der

Depression stehen, untereinander und mit synthetischen Antidepressiva zu vergleichen.

Mit Hilfe von biochemischen Testsystemen und Verhaltensmodellen im Tierversuch kann
zusiétzlich zur analytischen Bewertung der Inhaltsstoffgehalte eine Aussage tiber die pharma-
kologische Wirksamkeit von Extrakten verschiedener Johanniskrautherkiinfte gewonnen und

zur Selektion neuer verbesserter Sorten herangezogen werden.
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5. Zuchtmethodik und Selektionsschema

5.1 Zuchtmethodik

Innerhalb der vier Ziichtungskategorien (vgl. Tabelle 69) ist das Johanniskraut aufgrund
seiner apomiktischen und damit vegetativen Fortpflanzung {iber genetisch muttergleiche

Samen dem Sortentyp "Klonsorte" zuzuordnen.

Tabelle 69: Die vier Ziichtungskategorien (nach BECKER 1993)

natiirliche Fortpflanzungsweise Vermehrungsprozef3 Sortentyp
asexuelle Fortpflanzung Vegetative Vermehrung Klonsorte
Selbstbefruchtung > Selbstbefruchtung Liniensorte
> Kontrollierte Kreuzung Hybridsorte
Fremdbefruchtung » | Offenes Abbliihen Populationssorte

Der Vorteil einer vegetativ vermehrten Klonsorte besteht darin, dass Genotypen mit positiven
Eigenschaften trotz ihres hohen Heterozygotiegrades iiber viele Anbauperioden konstant
erhalten werden konnen. Beispiele fiir Kulturpflanzen, die als Klonsorten geziichtet, vermehrt
und kultiviert werden, sind die Kartoffel, Obstgehdlze, viele Zierpflanzenarten und tropische
Arten wie beispielsweise Banane, Cassava und Zuckerrohr. Das grundlegende Prinzip der
Klonziichtung besteht nun darin, die vegetative Fortpflanzungsweise durch eine sexuelle
Kreuzung ausgewihlter Elternpflanzen zu durchbrechen. Da diese hochgradig heterozygot
sind, kommt es bei der Gametenbildung zu einer starken Aufspaltung und die Nachkommen
zeigen eine grofle genetische Variabilitit. Im weiteren Zuchtverlauf werden in mehreren
Selektionsschritten Genotypen ausgelesen, die den Zuchtzielen entsprechen und in der Folge

wieder ausschlieBlich auf vegetativem Wege vermehrt werden (vgl. BECKER 1993).

Wie in I 4.2 dargelegt, ist die Moglichkeit einer Neukombination verschiedener Merkmale
durch Kreuzung und die damit verbundene Erzeugung neuer Variabilitdt sehr stark limitiert.
Deshalb miissen bei der ziichterischen Bearbeitung von Johanniskraut andere Wege beschrit-

ten werden, um Material mit neuer genetischer Variabilitdt zu gewinnen (vgl. 1 4.3).

Als Ausgangsmaterial fiir die vorliegende Arbeit wurden Selektionen aus H. perforatum-
Populationen in Form von kommerziell erhéltlichen Saatgutherkiinften und inhomogenen
Sorten genutzt. Dariiber hinaus wurde die genetische Diversitdt durch mehrere Sammlungen
verschiedener Wildherkiinfte vom Naturstandort ergdnzt (vgl. II 1). Schlielich wurden aus
den Selektionen und Wildherkiinften phianotypisch abweichende Einzelpflanzen ausgelesen,
Saatgut geerntet und deren Nachkommenschaften untersucht. Dabei war festzustellen, dass
drei Nachkommenschaften einen homogenen Bestand bildeten, wéihrend fiinf weitere in unter-

schiedliche Phinotypen aufspalteten. Das Auftreten von abweichenden Phinotypen in der
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Ursprungsherkunft geht auf die Befruchtung reduzierter Eizellen zuriick, die durch den fakul-
tativen Charakter der Apomixis mit einer geringen Haufigkeit auftreten kann. Die so entstan-
denen, genotypisch neuen Individuen vermehren sich ihrerseits wieder apomiktisch. In selte-
nen Féllen wird der apomiktische Reproduktionsmodus komplett aufgegeben und die Samen
entstehen von da an auf sexuellem Wege (MATZK et al. 2001).

Auch unter den Sdmlingen bereits frither durchgefiihrter Kreuzungsexperimente zwischen den
morphologisch sehr unterschiedlichen Selektionen BB-1 und SN-1 (NEBELMEIR 2000) wurden
Pflanzen mit abweichendem Phéanotyp identifiziert. Durch eine Untersuchung mit Hilfe
molekularer Marker (AFLP = amplified fragment length polymorphisms) konnte nach-
gewiesen werden, dass ein grofler Teil der abweichenden Sdmlinge auf befruchtete,
unreduzierte tetraploide Eizellen zurlickgeht und hexaploid (2n = 6x =48) ist, wihrend ein
kleinerer Teil aus befruchteten reduzierten Eizellen entstanden und tetraploid (2n =4x = 32)

ist (unveroffentlichte Ergebnisse).

Dieser geringe Prozentsatz an genetischer Neukombination durch die Befruchtung reduzierter
Eizellen, der sowohl bei offener Abbliite als auch bei kontrollierter Kreuzung entstehen kann,
eroffnet realistische Chancen zur ziichterischen Verbesserung von Johanniskrautherkiinften
durch Kombination wiinschenswerter Eigenschaften. Fiir den Fall, dass die apomiktische
Fortpflanzungsweise beibehalten wird, konnen die Kreuzungsprodukte direkt und konstant als
eigenstindige Klone weitervermehrt werden. Wenn im anderen Fall ein teilweise oder rein
sexueller Reproduktionsmodus vorliegt, sind die neuen Genotypen nicht mehr als Klonsorten
zu verwenden und miissen zur Erhaltung vegetativ z.B. liber Spross-Stecklinge oder in-vitro-
Kultur vemehrt werden. Diese sexuell reproduzierenden Genotypen eroffnen jedoch neue
Wege fiir die Ziichtung von Johanniskraut, da sie als Mutterpflanzen fiir Kreuzungen mit
apomiktischen Herkiinften eingesetzt werden konnen. Fiir den Ziichtungserfolg ist dabei
entscheidend, dass es gelingt, in der F;-Generation Individuen zu selektieren, die sowohl
positive Eigenschaften der Elternlinien auf sich vereinen als auch einen hohen Apomixiegrad
aufweisen. Diese konnen dann direkt in den Selektionsprozess einflieBen, wihrend wertvolle
Nachkommen mit sexueller Fortpflanzungsweise im Zuchtprogramm verbleiben und wieder
mit apomiktischen Linien gekreuzt werden konnen (PANK et al. 2003). Es ist vorstellbar, dass
es kiinftig tiber die Auswahl geeigneter Elternlinien moglich ist, den Reproduktionsmodus der

Nachkommen gezielt zu steuern und so das Auftreten von Apomixis ziichterisch zu nutzen.

An die Erhaltungsziichtung etablierter Sorten werden aufgrund der Tatsache, dass die Apo-
mixie bei Johanniskraut fakultativer Natur ist und dabei eine hohe Plastizitét zeigt (MATZK et
al. 2001), hohe Anforderungen gestellt. Die Notwendigkeit, eine Klonsorte mit ausreichend
hohem Apomixiegrad zu selektieren und in der Folge konsequent von abweichenden Typen
zu bereinigen, wird am Beispiel der beiden inhomogenen Saatgutprovenienzen der Sorte

"Topaz' in eindrucksvoller Weise dokumentiert (vgl. III 1.1.1).
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5.2 Selektionsschema
5.2.1 Anbauplanung

Bei Johanniskraut handelt es sich um eine ausdauernde Pflanze mit — im Idealfall — mehr-
jahriger Kultur. Dieser Aspekt ist bei der Planung von Feldversuchen zur Evaluierung des
Zuchtmaterials besonders zu beriicksichtigen. Die mehrjdhrige Standzeit einerseits und das
hohe Ausfallrisiko durch Befall mit Colletotrichum cf. gloeosporioides andererseits setzen

einer Auswertung der gewonnenen Daten nach statistischen Mallstdben sehr enge Grenzen.

Aus diesem Grund hat sich fiir die erste Einschdtzung von Herkiinften der Anbau in Form
einer Linienanlage mit geeignetem externen und internen Standard als zweckméBig erwiesen.
Nach erfolgter Vorselektion ist bei der detaillierteren Untersuchung der Herkiinfte auf ein
robustes Versuchsdesign zu achten, bei dem auch der Ausfall ganzer Parzellen bzw. Ver-
suchsglieder eine verniinftige Auswertung der Daten zulédsst. Unter diesem Gesichtspunkt hat

sich die Wahl einer Blockanlage bewéhrt.

Als Ausgangsmaterial werden in der Regel vorgezogene Jungpflanzen aus Samen verwendet.
Die Pflanzung von Material aus in-vitro-Vermehrung ist aufgrund der stark abweichenden
Entwicklung der Pflanzen im ersten Jahr nur in Ausnahmefillen zu empfehlen. Dazu zéhlt
zum einen die Erhaltung von Herkiinften mit sexueller Fortpflanzungsweise. Zum anderen
bietet die in-vitro-Kultur die Moglichkeit, gesundes Pflanzmaterial ohne latente Infektion mit
Colletotrichum cf. gloeosporioides zu produzieren und als Ausgangsmaterial fiir die Pro-

duktion von gesundem Basissaatgut zu verwenden.

Besondere Aufmerksamkeit verdient die Frage, ob eine Friihjahrs- oder eine Herbstpflanzung
zu bevorzugen ist. Im feldméBigen Anbau von Johanniskraut hat sich die von August bis
September durchgefiihrte Herbstpflanzung fest etabliert. Dafiir spricht, dass bei Friihjahrs-
pflanzung im ersten Sommer nur geringe Flidchenertrige mit unbefriedigenden Inhaltsstoff-
gehalten erzielt werden konnen. Bei Herbstpflanzung z.B. nach der Sommergerste entwickeln
sich die Pflanzen nur noch vegetativ. Im néchsten Jahr liefert der Bestand seinen ersten
Ertrag, der dann abhingig von der gewéhlten Sorte auch die gewiinschte Qualitét erreicht. Es
ist jedoch anzumerken, dass der Ertrag deutlich geringer ist als bei einer Friihjahrspflanzung

im zweiten Standjahr.

Anders als im Praxisanbau ist fiir den Versuchsanbau zum Zwecke der ziichterischen Bear-
beitung die Friihjahrspflanzung der Herbstpflanzung vorzuziehen (vgl. Abbildung 77). Die
Vorteile fiir die Ziichtung ergeben sich in erster Linie aus der Einsparung einer ganzen Vege-
tationsperiode und der fritheren Saatgutgewinnung. Dariiber hinaus konnen im ersten Jahr
Informationen gewonnen werden, die bei einer Herbstpflanzung nicht erfasst werden. Grund
dafiir ist, dass sich die physiologische Entwicklung der Pflanzen im ersten Jahr besonders in
der Auspriagung des Habitus und im Bliihverhalten deutlich von der Entwicklung in den fol-

genden Jahren unterscheidet. Diese Informationen sind aber dann von Interesse, wenn eine
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Sorte selektiert werden soll, die bei Friihjahrspflanzung bereits im ersten Jahr einen verwert-
baren Ertrag erzielt.

Im zweiten Standjahr verhalten sich die Pflanzen aus Friihjahrspflanzung genauso wie die
iiberwinterten Pflanzen aus dem Herbstanbau, sind jedoch stirker entwickelt. Obwohl sich
dadurch die quantitativen Merkmale Pflanzenhdhe, Triebzahl, Bestandsschluss und Ertrag
verdndern, bleiben die qualitativen Merkmale Standfestigkeit, Blithbeginn, Bliihhorizont und
Inhaltsstoffgehalt der Bliiten weitestgehend gleich. Durch den gleichzeitigen Anbau von Stan-
dards wird eine hohe Selektionsschérfe gewihrleistet. Die Friihjahrspflanzung ist deshalb in
den ersten Selektionsschritten gegeniiber der Herbstpflanzung zu bevorzugen. In spéteren
Selektionsphasen und bei der Uberpriifung der Eignung fiir den praktischen Feldanbau muss

dann, je nach beabsichtigter Verwendung, Friihjahrs- oder Herbstanbau durchgefiihrt werden.

Praxisanbau
Winter
Herbstpflanzung 1. Standjahr
Versuchsanbau
Saatguternte
e

AU

A,

AR A
Saatguternte I % %ﬂ&*ﬁ*
Vorjahr 1. Standjahr 2. Standjahr

Abbildung 77: Vergleich Praxis- und Versuchsanbau von Johanniskraut

Aufgrund der Tatsache, dass Johanniskraut mehrjihrig ist und jeweils erst nach Uberwin-
terung einen Vollertrag liefert, ist fiir die Entwicklung einer neuen Johanniskrautsorte mit
einem Zeitraum von acht bis zwdlf Jahren zu rechnen. Durch geschickte Versuchsplanung
und parallel laufende Teilprojekte kann im Einzelfall bei der Selektion Zeit eingespart
werden. Die Bereitstellung von geeignetem Ausgangsmaterial durch Kreuzung sexueller und

apomiktischer Linien kann im Gegenzug mehr Zeit in Anspruch nehmen.
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5.2.2 Entwicklung Selektionsschema

Am Anfang eines Ziichtungsprojektes steht die Definition von Zuchtzielen. Neben den all-
gemein gliltigen Vorgaben des Arzneibuches, den Forderungen der pharmazeutischen Indus-
trie und den Moglichkeiten der Anbautechnologie konnen spezielle Anforderungen, wie bei-
spielsweise der erhohte Gehalt eines bestimmten Inhaltsstoffes oder die Eignung fiir ein

bestimmtes Anbauverfahren, die Zuchtziele festlegen.

Ausgehend von den in Kapitel I 3.2 definierten Zuchtzielen werden im Folgenden die in
Kapitel IV 4 dargestellten Unterscheidungs- und Selektionskriterien in einen zeitlich sinnvol-
len Bezug zueinander gebracht und ein Selektionsschema fiir die Ziichtung von Johanniskraut
entwickelt. Eine entscheidende Vorgabe ist dabei die praktische Anwendbarkeit des Selekti-
onsschemas. Dafiir muss der Zeitpunkt fiir die Anwendung bestimmter Selektionskriterien so
gewidhlt werden, dass die Anzahl der zu priifenden Stimme konsequent eingegrenzt werden
und gleichzeitig der Umfang der notwendigen Bewertungen bewiltigt werden kann. Dazu
lasst sich der Selektionsprozess in mehrere charakteristische Phasen aufteilen. Vor dem ei-
gentlichen Beginn steht die Gewinnung von Ausgangsmaterial. Darauf folgt die Vorselektion,
bei der ungeeignete Herkiinfte vom weiteren Selektionsprozess ausgeschlossen werden. Die
weiteren Phasen der Selektion dienen dazu, nach und nach die Stimme mit den besten Merk-
malen auszuwéhlen. Diese werden dann intensiv auf ihre Anbaueignung iiberpriift bevor sie

schlieBlich in die Anmeldung zum Sortenschutz und in die Produktion gegeben werden.

Phasen im Selektionsschema von Johanniskraut:
Gewinnung von Ausgangsmaterial
Vorselektion

Selektion I

Selektion 11

Uberpriifung der Anbaueignung

®© ® © ©® 6 ©

Anmeldung zum Sortenschutz

Phase 0 — Gewinnung von Ausgangsmaterial

Ziel der Phase 0 eines Zuchtprojektes ist es, Ausgangsmaterial in Form von kleinen Saatgut-
partien von Einzelpflanzen verschiedener Herkunft mit hoher phénotypischer Variabilitdt und
genetischer Diversitit zu gewinnen. Wie in den Kapiteln I 4.3 und IV 5.1 dargelegt, konnen
dabei je nach Ausgangslage verschiedene Wege beschritten werden. Am einfachsten ist dabei
die Selektion von Einzelpflanzen aus inhomogenen Saatgutpartien von Sorten oder Gemi-
schen, die im Handel erhéltlich sind. Wesentlich schwieriger ist die Auslese sexuell entstan-
dener Einzelpflanzen aus der Kreuzung oder offenen Abbliite apomiktischer Linien. Die Er-
zeugung von Nachkommen aus Kreuzungen von sexuellen Linien mit apomiktischen Linien

ist nur dann mdéglich, wenn das entsprechende genetische Material vorliegt. Schlielich bietet
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die Sammlung von Wildherkiinften die Moglichkeit, auf die gesamte, in der Natur vorhan-

dene, genetische Vielfalt der Art Hypericum perforatum L. zuriickzugreifen.

Gewinnung von Ausgangsmaterial:

@ Einzelpflanzenselektion aus inhomogenen Saatgutpartien

@ sexuell entstandene Einzelpflanzen aus apomiktischen Linien

® Nachkommen aus Kreuzungen sexueller und apomiktischer Linien
®

Sammlungen von Wildherkiinften

©) Einzelpflanzenselektion aus inhomogenen Saatgutpartien

Bei der Selektion interessanter Einzelpflanzen aus inhomogenen Sorten und heterogenen
Saatgutherkiinften konnen bereits agronomische Selektionskriterien angewandt werden. Dabei
sind alle Merkmale von Bedeutung, die auf eine gute technologische Eignung schlieen las-
sen. Mit Hilfe gezielter Infektion von Jungpflanzen mit Colletotrichum cf. gloeosporioides
konnen eventuell vorhandene Einzelpflanzen mit einer erhohten Resistenz gegen diese Pilz-
krankheit ausgelesen werden (GARBER und SCHENK 2002c). Anhand der Hypericinbehilter
auf den Petalen lassen sich Pflanzen selektieren, die tendenziell einen hoheren Hypericin-
gehalt in der Droge aufweisen. Fiir die Untersuchung zahlreicher Einzelpflanzen aus hetero-
genen Populationen und inhomogenen Sorten ist die Analyse von Bliitenproben geeignet (vgl.
IV 3.5). Dadurch kann bereits in einem frithen Stadium eine Aussage iiber das Inhaltsstoffpro-
fil der ausgewéhlten Pflanzen und ihr Potential zur Biosynthese der pharmakologisch relevan-

ten Inhaltsstoffe getroffen werden.

©) sexuell entstandene Einzelpflanzen aus apomiktischen Linien

Innerhalb von Nachkommenschaften, die aus einer offenen Abbliite oder gezielten Kreuzun-
gen apomiktischer Herkiinfte stammen, lassen sich theoretisch je nach Ausprigung der fakul-
tativen Apomixis einzelne Pflanzen selektieren, die aus der Vereinigung zweier reduzierter
Gameten hervorgegangen sind und eine Neukombination des genetischen Materials der Eltern
darstellen. Die Identifizierung dieser sehr wenigen Einzelpflanzen kann abhédngig vom Phéno-
typ der Elternlinien entweder am einfachsten anhand von morphologischen Unterscheidungs-
kriterien (vgl. IV 4.1) oder mit deutlichem Mehraufwand unter Zuhilfenahme von molekula-
ren Markern erfolgen (HALUSKOVA and CELLAROVA 1997, ARNHOLDT-SCHMITT 2000 und
STECK et al. 2001).

® Nachkommen aus Kreuzungen sexueller und apomiktischer Linien

Bei der Kreuzung sexuell reproduzierender Johanniskrautlinien mit apomiktischen Herkiinf-
ten (vgl. IV 5.1) ist eine starke Aufspaltung der Nachkommen zu erwarten. Unter ihnen kon-

nen Einzelpflanzen selektiert werden, die positive Eigenschaften beider Elternlinien auf sich
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vereinen. Dazu bieten sich sowohl morphologische Unterscheidungskriterien als auch agro-
nomische Selektionskriterien an, die sich auf die betreffenden Eigenschaften beziehen. Die
Analyse von Bliitenproben kann herangezogen werden, um Einzelpflanzen mit geeignetem
Inhaltsstoffprofil und hohen Gehalten an pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffen zu selek-
tieren.

@ Sammlungen von Wildherkiinften

Die Sammlung von Wildherkiinften bietet die Mdglichkeit, die natiirlich vorhandene gene-
tische Variabilitdt der Art zu nutzen. Dabei ist Johanniskraut besonders in der Spontanvege-
tation anthropogen entstandener Ruderalflichen anzutreffen. Da der Verwendung anderer
Hypericum-Arten als Hypericum perforatum L. zur Erzeugung von Johanniskrautdroge durch
das PH. EUR. (2005) sehr enge Grenzen gesetzt sind, ist die Sammlung dieser Arten von rein
wissenschaftlichem Interesse. Aufgrund der apomiktischen Fortpflanzungsweise von H. per-
foratum L. ist davon auszugehen, dass die zahlreichen Pflanzen an einem bestimmten Natur-
standort nur wenige Genotypen reprisentieren. Die gute Anpassungsfiahigkeit des Johannis-
krautes an verschiedene Bodenverhéltnisse wie zum Beispiel Wasser- oder Néhrstoffvorrat
filhrt auch innerhalb eines Standortes zu unterschiedlichen phinotypischen Ausprigungen
desselben Genotyps. Dennoch kdnnen morphologische Unterscheidungskriterien dazu heran-
gezogen werden, die verschiedenen Typen gegeneinander abzugrenzen. Generell ist zu
empfehlen, bei Wildsammlungen eine mdglichst breite phianotypische Variabilitdt aller Merk-
male abzudecken. Es lassen sich jedoch bereits am Naturstandort Typen mit offensichtlich
negativen Eigenschaften ausgrenzen. Die Anzahl der Hypericinbehélter auf den Petalen gibt
bereits bei Wildmaterial einen Hinweis auf den spiteren Gesamthypericingehalt der Droge.
Am zweckméBigsten werden von den ausgewihlten Wildpflanzen Kapseln geerntet und so

Saatgut gewonnen.

Phase 1 — Vorselektion

Das Versuchsfeld fiir die Vorselektion wird am besten in Form einer Linienanlage mit Ein-
fach- oder Doppelstandard angelegt. Als Standards konnen Vergleichssorten mit einer hohen
Praxisrelevanz (z.B. 'Taubertal') oder gut untersuchte Zuchtlinien herangezogen werden. Die
Phase der Vorselektion hat zum Ziel, das Ausgangsmaterial zu sichten, Saatgut zu gewinnen
und ungeeignete Linien mit negativen Eigenschaften vom weiteren Selektionsprozess auszu-

schlieBen. Dazu kommen vier wichtige AusschluBBkriterien zur Anwendung.

Ausschlusskriterien bei der Vorselektion:

® nicht als H. perforatum L. identifizierbar

@ kein Rutin vorhanden (Inhaltsstoffprofil E oder F)

® inhomogene Morphologie der Pflanzen innerhalb einer Herkunft
@ hohe Anfilligkeit fiir die Johanniskrautwelke C. gloeosporioides
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©) nicht als H. perforatum L. identifizierbar

Nach dem PH. EUR. (2005) ist nur Hypericum perforatum L. als Stammpflanze fiir HYPERICI
HERBA zugelassen. Deshalb muss sichergestellt werden, dass die Herkiinfte botanisch eindeu-
tig als Hypericum perforatum L. identifizierbar sind. Welcher H.-perforatum-Subspezies eine
Herkunft angehort, ist dabei unerheblich. Artbastarde mit anderen Hypericum-Spezies sind
jedoch in der Regel auszusondern. Das natiirliche Auftreten von Artbastarden aus H. perfora-
tum L. und H. maculatum CR. wurde verschiedentlich beobachtet (MARTONFI et al. 1996a,
SCHULTE et al. 1999). Diese zeigen jedoch nicht immer Merkmale, die eine Einordnung der
Droge als HYPERICI HERBA ausschliefen. Allerdings spricht bei zweifelhaften Herkiinften das
oftmals starke Auftreten von Mehltau (Erysiphe hyperici (WALLR.) S. BLUMER) fiir das Vor-
liegen eines Artbastards unter Beteiligung von H. maculatum (BRAUNEWELL 1991).

@) kein Rutin vorhanden (Inhaltsstoffprofil E oder F)

Herkiinfte, die kein Rutin enthalten — also Herkiinfte mit den Inhaltsstoffprofilen E und F —
miissen nach der derzeitigen Definition des Europdischen Arzneibuches (PH. EUR. 2005) von
der weiteren Verwendung ausgeschlossen werden (vgl. IV 4.3.2). Die Erfassung der Inhalts-
stoffprofile geschieht in diesem Stadium des Selektionsprozesses am besten mit Hilfe der
Analyse von Bliitenproben. Dabei konnen gleichzeitig Inhaltsstoffprofile mit interessanten

Substanzen fiir weitergehende pharmakologische Untersuchungen ausgelesen werden.

® inhomogene Morphologie der Pflanzen innerhalb einer Herkunft

Gleich welchen Ursprungs eine neue Herkunft ist, stellt sich die Frage, ob sie nach dem ersten
Vermehrungsschritt iiber Samen phanotypisch homogen bleibt, sich also apomiktisch
vermehrt. Ist das der Fall, kann die betreffende Herkunft als Klonsorte verwendet und im
weiteren Selektionsprozess belassen werden. Zeigen die Einzelpflanzennachkommenschaften
jedoch eine mehr oder weniger stark ausgepriagte phdnotypische Variabilitdt, ist davon auszu-
gehen, dass ein Wechsel von der apomiktischen zur sexuellen Fortpflanzungsweise stattge-
funden hat. Deshalb sind diese Herkiinfte nicht als Klonsorten geeignet. Fiir die ziichterische
Bearbeitung sind sie jedoch von groem Interesse, da sie als miitterliche Kreuzungspartner fiir
apomiktische Linien dienen konnen (vgl. IV 5.1). Dariiberhinaus ist es sinnvoll, in der Phase
der Vorselektion Wildherkiinfte und Selektionen aus Saatgutherkiinften anhand morphologi-
scher Merkmale miteinander zu vergleichen und identische Typen zu gruppieren. Mit Hilfe
molekularer Marker konnen mehrfach vorhandene Genotypen zuverldssig identifiziert und

gegebenenfalls aussortiert werden.

@ hohe Anfalligkeit fiir die Johanniskrautwelke (C. gloeosporioides)

Herkiinfte die bereits im ersten Pflanzjahr eine hohe Anfilligkeit fir Colletotrichum cf.
gloeosporioides erkennen lassen, sind in jedem Fall auszusortieren. Zusétzlich sind alle Lini-
en zu verwerfen, die eine unzureichende Vitalitidt in Form von Wuchsdepressionen und feh-

lender Bestockung zeigen, oder in seltenen Féllen eine ungeniigende Winterhérte aufweisen.
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Phase 2 — Selektion I

Ziel des ersten Teils der Selektionsphase, die mindestens zwei Vegetationsperioden umfasst,
ist es, Herkiinfte zu selektieren, die sowohl gute agronomische als auch pharmakologische
Eigenschaften auf sich vereinigen. Dazu wird am zweckmaifigsten ein Versuchsanbau im
grofBeren Mafistab in Form einer Gitter- oder Blockanlage durchgefiihrt. Die Pflanzung erfolgt

idealerweise Anfang Mai.

1. Standjahr

Das erste Standjahr entscheidet dariiber, ob eine Selektion fiir den Friithjahrsanbau mit Ernte
im ersten Sommer geeinget ist. Die Grundvoraussetzung dafiir ist die Auspragung einer voll-
wertigen Bliite und eine aufrechte Wuchsform. Daneben sind eine geringe Anfilligkeit fiir die
Johanniskrautwelke, eine ziigige und gute Bestockung und eine fiir die maschinelle Ernte aus-
reichende Bestandshohe wichtig. SchlieBlich ist sicherzustellen, dass die gewonnene Droge
bereits im ersten Jahr alle Anforderungen an ihre pharmakologische Qualitét erfiillt. Soll die
zu entwickelnde Sorte spater im Herbst gepflanzt werden, ist im ersten Jahr besonders auf
eine gute vegetative Entwicklung mit einer hohen Resistenz gegen Colletotrichum cf. gloeo-
sporioides zu achten. Steht von den Herkiinften nach der Vorselektion bereits ausreichend
Saatgut zur Verfiigung, ist im Idealfall ein Resistenztest an Jungpflanzen nach GARBER und
SCHENK (2002¢) durchzufiihren.

2. Standjahr

Im zweiten Standjahr kommt eine Vielzahl von wichtigen Selektionskriterien zum tragen.
Dazu gehoren alle agronomischen Merkmale, die die technologische Eignung der Herkiinfte
betreffen, also die Pflanzenhohe, die Triebzahl, die Standfestigkeit und die Auspriagung des
Bliihhorizontes. AuBlerdem ist die Feldresistenz gegen die Johanniskrautwelke in die Bewer-
tung einzubeziehen. Desweiteren sind der Blithbeginn, der Drogenertrag und die Ausbildung
einer zweiten Bliite von grofler Bedeutung. In dieser Selektionsphase sind idealerweise von
jeder Herkunft Drogenproben zu gewinnen und auf ihre Gehalte an pharmakologisch relevan-
ten Inhaltsstoffen zu analysieren. Dabei sind beziiglich der Inhaltsstoffgehalte die Selektions-
kriterien einzuhalten, die in Tabelle 68 definiert wurden. Somit stehen am Ende des ersten
Teils der Selektionsphase Herkiinfte mit iiberdurchschnittlichen agronomischen und pharma-

kologischen Eigenschaften zur weiteren Untersuchung zur Verfiigung.
3. Standjahr

In einem weiteren Standjahr kann zum einen die Konstanz der im zweiten Jahr erfassten
Merkmale tiberpriift werden. Zum anderen zeigt sich anhand der Vitalitdt der Pflanzen und
der Entwicklung des Befalls mit Colletotrichum cf. gloeosporioides, inwieweit die Herkiinfte
fiir einen mehrjéhrigen und damit wirtschaftlichen Anbau geeignet sind. Es ist in jedem Fall
sinnvoll, bereits parallel zum dritten Standjahr der ersten Selektionsphase die zweite Selekti-

onsphase zu beginnen.
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Phase 3 — Selektion 11

Im zweiten Teil der Selektion wird ein Vergleichsanbau im gréeren Mal3stab durchgefiihrt.
Er hat zum Ziel, verlédssliche Daten zu gewinnen, die eine statistisch abgesicherte Aussage
iiber das agronomische und pharmakologische Potential der untersuchten Herkiinfte im Ver-
gleich zu Standardsorten zulassen. Dazu sind pro Teilstiick mindestens 50-60 Pflanzen
(SCHUSTER und LocHOW 1979) notwendig. Im Idealfall kann der Vergleichsanbau an mehre-
ren Standorten stattfinden. Damit die Pflanzung besser mit den Verhiltnissen in der Anbau-
praxis vergleichbar ist, wird in dieser Phase der Selektion vorzugsweise im Spatsommer bzw.
Herbst gepflanzt. Eine Frithjahrspflanzung ist nur dann sinnvoll, wenn die zu entwickelnde

Sorte spater bereits im Pflanzjahr einen verwertbaren Ertrag liefern soll.

Falls bisher ausschlieBlich aufgrund der Feldbeobachtungen auf Resistenz gegen Colletotri-
chum cf. gloeosporioides selektiert wurde, sind spétestens in dieser Phase Resistenztests an
Jungpflanzen (GARBER und SCHENK 2002c¢) durchzufiihren, um die bis dahin vorliegenden

Ergebnisse zu verifizieren.

Bei der Bewertung agronomischer Merkmale steht aufgrund der groBeren Parzellen jetzt
weniger die Einzelpflanze als vielmehr die Entwicklung des Bestandes im Mittelpunkt. Dabei
sind besonders jene Merkmale von groBem Interesse, die eine leichte maschinelle Ernte des
Blithhorizontes erlauben. Dazu zdhlen eine homogene vegetative Entwicklung, ein kompakter
und ebener Blithhorizont sowie ein synchroner Blithbeginn des Bestandes. Die hohere Pflan-
zenanzahl pro Parzelle erlaubt dabei eine gute Erfassung des Ertragspotentials. In Verbindung
mit den Daten aus der Inhaltsstoffanalyse der Droge kann aulerdem der Inhaltsstoffertrag der
Herkiinfte abgeschédtzt und als Selektionskriterium herangezogen werden. Weiterhin ist es in
dieser Phase des Selektionsprozesses sinnvoll, die rein analytische Bewertung der Drogen-
und Extraktqualitit durch die Beurteilung der pharmakologischen Wirksamkeit mit Hilfe von

biochemischen Testsystemen zu ergénzen.

Die Phase 3 des Selektionsschemas kann unter der Voraussetzung, dass bereits in Phase 2
geniigend Saatgut und Fléche zur Verfligung steht, um die erforderlichen Untersuchungen an
einer geniigend grofen Pflanzenzahl durchzufiihren, iibersprungen werden. Abgesehen davon,
dass diese Entscheidung eine Frage von vorhandenen Ressourcen ist, bietet der zweite Selek-
tionsschritt (Phase 3) jedoch die Moglichkeit, die Sortenkandidaten intensiv zu bewerten. Hier
ist es sinnvoll, detaillierte Untersuchungen zur Physiologie der Ertragsbildung und dabei
besonders zur Inhaltsstoffentwicklung in der Droge und dem daraus resultierenden Zeitfenster
fiir den idealen Erntetermin durchzufiihren. Weiterhin bietet Phase 3 die Moglichkeit, attrak-
tive Herkiinfte, die in der Zwischenzeit in parallel laufenden Ziichtungsprozessen selektiert
wurden, mit in die Bewertung einzubeziehen. Aulerdem ist zu bedenken, dass eine Kultur,
die iber mindestens zwei volle Vegetationsperioden gute Ertrige liefern muss, um wirtschaft-
lich zu sein, einer sorgfiltigen ziichterischen Bewertung bedarf. SchlieBlich dient Phase 3

auch dazu, ausreichend Saatgut fiir die nichste Selektionsphase zu liefern.
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Phase 4 — Leistungspriifung

Vor der endgiiltigen Entscheidung, welche Herkiinfte als Sorten in Verkehr gebracht werden
sollen, ist eine Leistungspriifung im feldmaBigen Anbau unter Praxisbedingungen unverzicht-
bar. Der Vergleichsanbau wird mit am Markt etablierten Sorten wie zum Beispiel 'Taubertal'
und 'Topaz' an verschiedenen Standorten durchgefiihrt. Diese Phase der Selektion dient dazu,
letzte Fragestellungen zur Anbauwiirdigkeit der selektierten Herkiinfte zu beantworten. Dabei
ist von entscheidender Bedeutung, dass sich die neue Sorte auf unterschiedlichen fiir die Pro-
duktion von Johanniskrautdroge geeigneten Standorten mit 6konomischem Erfolg kultivieren
lasst und Droge von hoher dulerer und innerer Qualitit liefert (vgl. Tabelle 2). Gleichzeitig ist
in dieser Phase ausreichend Saatgut fiir die Sortenanmeldung und die weitere Vermehrung

bereitzustellen.

Da die Anzahl der untersuchten Herkiinfte in dieser Phase bereits sehr stark eingegrenzt
wurde, kann auch die aufwéndigere Priifung der pharmakologischen Wirksamkeit von Extrak-

ten im Verhaltensmodell von Versuchstieren zur Selektion herangezogen werden.

Phase 5 — Sortenanmeldung

Der letzte Schritt zu einer neuen Johanniskrautsorte ist die Anmeldung zum Sortenschutz, der
entweder auf nationaler oder europdischer Ebene beantragt werden kann. Voraussetzungen fiir
die Registrierung einer neuen Sorte sind die Neuheit, die Unterscheidbarkeit von allen ande-
ren bereits bekannten Sorten, die Uniformitit innerhalb der Sorte und die Konstanz der Sorte
iiber viele Vermehrungszyklen. Dies sind Anforderungen, die eine sorgfaltig nach dem vor-

liegenden Selektionsschema ausgelesene Klonsorte von Johanniskraut erfiillt.

In der Folge ist fiir die Produktion von gesundem und keimfédhigem Saatgut zu sorgen. Dabei
ist zu beachten, dass die Sorte durch geeignete Mallnahmen der Erhaltungsziichtung rein
gehalten wird; eine Aufgabe, die selbst bei hochgradig apomiktischen Stimmen einer konse-

quenten Durchfithrung bedarf (vgl. 14.2).

Zusammenfassung

Durch die Anforderungen des Anbaus und die Qualitdtsbestimmungen des Arzneimittelrechts
ergeben sich Selektionskriterien, die qualitativer Natur sind und Mindestanforderungen dar-
stellen. Diese sogenannten AusschluBBkriterien betreffen botanische, pharmakologische, gene-
tische und agronomische Aspekte. Im Unterschied zu diesen lassen alle weiteren Selektions-
kriterien dem Ziichter einen wesentlich gro3eren Spielraum fiir seine Entscheidungen auf dem

Weg zum Zuchtziel, das bereits vor Beginn sorgfiltig zu definieren ist.

Ein Ranking der einzelnen Selektionskriterien nach ihrer Wichtigkeit ist dabei weder not-
wendig noch sinnvoll. Selektion bedeutet immer einen Kompromiss zwischen vorhandener
Variabilitdt und gewiinschter Merkmalskombination. Eine entscheidende Rolle fiir den Se-
lektionserfolg spielt die Anwendung der jeweiligen Kriterien zum richtigen Zeitpunkt (vgl.

Tabelle 70). Zuerst sind die Ausschlusskriterien anzuwenden, bevor die Herkiinfte in den
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weiteren Selektionsprozess einfliefen konnen. Danach miissen zahlreiche agronomische und

pharmakologische Selektionskriterien beriicksichtigt werden, die eher quantitativer Natur

sind. Diese gilt es zu optimieren (z. B. die technologische Eignung) und maximieren (z. B. die

pharmakologische Wirksamkeit), wobei es in der Natur der Sache liegt, dass bei einem Teil

der Kriterien groflere Kompromisse moglich sind als bei anderen.

Das vorgestellte Selektionsschema zeigt, dass fiir die Entwicklung einer neuen Johannis-

krautsorte je nachdem, wie lange die Gewinnung geeigneten Ausgangsmaterials und das

Auffinden bestimmter Merkmalskombinationen dauert, mit einem Zeitraum von etwa acht bis

zwoOlf Jahren zu rechnen ist.

Tabelle 70: Vorschlag fiir ein Selektionsschema zur Ziichtung von Johanniskraut

Phase agronomische Selektionskriterien pharmakologische Selektionskriterien
Definition von Zuchtzielen
Phase 0 morphologische Unterscheidungkriterien | Hypericinbehélter auf den Petalen
Screening fiir Resistenz gegen Welke Screening von Bliitenproben
Phase 1 morphologische Unterscheidungskriterien | Inhaltsstoffgehalte von Bliitenproben
Ausschlusskriterien: Ausschlusskriterien:
botanisch nicht eindeutig H. perforatum L. | Inhaltsstoffprofile E oder F (ohne Rutin)
phénotypische Homogenitit
Resistenz gegen Coll. cf. gloeosporioides
Phase 2 1. Jahr:
Wuchsform, Resistenz, Bliite im ersten Inhaltsstoffgehalte von Bliitenproben
Jahr, Beerntbarkeit nach Tabelle 68
2. Jahr:
Pflanzenhohe, Triebzahl, Standfestigkeit, | Inhaltsstoffgehalte von Drogenproben
Resistenz, Bliihbeginn, Blithhorizont, nach Tabelle 68
Ertrag, 2. Bliite
Phase 3 Konstanz der Merkmale Biochemische Testsysteme
Ertragsphysiologische Untersuchungen
Phase 4 | Uberpriifung im Feldanbau weiterfiihrende Tests
z.B. im Verhaltensmodell mit Tieren
Phase 5 Sortenanmeldung

Bereitstellung von Saatgut
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6. Bewertung ausgewahlter Herklnfte

Da eine ausfiihrliche Bewertung aller 139 untersuchten Sorten, Saatgutherkiinfte, Selektionen
und Wildherkiinfte nicht sinnvoll ist, wird an dieser Stelle eine Auswahl der ziichterisch
relevanten Herklinfte vorgestellt und ihre agronomischen und pharmakologischen Merkmale
bewertet. Dazu zéhlen zum einen alle untersuchten Sorten und Saatgutherkiinfte. Letztere
werden besonders beziiglich ihres Potentials zur Gewinnung von Ausgangsmaterial mit einer
breiten morphologischen und genetischen Variabilitdt bewertet. Zum anderen wird eine Aus-
wabhl jener Selektionen und Wildherkiinfte vorgestellt, die aufgrund ihrer Kombination guter
agronomischer und pharmakologischer Merkmale fiir den weiteren Selektionsprozess von

besonderem Interesse sind.

Sorten

"Taubertal' Die bewihrte Sorte stellt den Standard im feldmiBigen Anbau von Johannis-
kraut und wird vorwiegend im Herbst gepflanzt. 'Taubertal' bildet eine mitt-
lere Anzahl mittelhoher Triebe, die im Pflanzjahr eine schlechte Standfestig-
keit zeigen. Im zweiten Standjahr ist die Standfestigkeit gut. Der lockere
Blithhorizont mit den kleinen Bliiten ist nicht besonders gut vom vegetativen
Teil der Pflanzen abgegrenzt. Aufgrund der frithen Bliite ist in der Regel eine
zweite Ernte moglich. Die Anfilligkeit fiir Colletotrichum cf. gloeosporio-
ides ist sehr gering. Die Droge besitzt eine gute pharmakologische Qualitit,
ein Gesamthypericingehalt von 0,25 % wird allerdings nur an wenigen Tagen
der Bliihperiode erreicht (vgl. Abbildung 62).

'Goldstern' Die noch neue Sorte 'Goldstern' erwies sich als hochgradig anfillig fiir Col-
letotrichum cf. gloeosporioides und ist deshalb fiir die Produktion von Johan-

niskrautdroge nicht geeignet (vgl. IIT 1.1.1).

"Topaz' I+ 11  Die beiden Saatgutpartien der Sorte "Topaz' stellten sich als inhomogen her-
aus. Es war festzustellen, dass die technologische Eignung durch den sehr
hohen Wuchs, die geringe Triebzahl und den ungleichmifBigen Bliihhorizont
eingeschriankt wird. Zudem ist die Anfalligkeit fiir Colletotrichum cf. gloeo-
sporioides etwas hoher als die von "Taubertal'. Die Sorte kommt erst spét zur
Bliite, wobei der Blithbeginn der einzelnen Untertypen sehr stark variiert.
Die mittelgroen Bliiten enthalten im Vergleich zu 'Taubertal' geringere
Hypericin- und hohere Hyperforingehalte. Fiir den praktischen Anbau von
Johanniskraut ist die Sorte '"Topaz' trotz einiger verbesserungsbediirftiger

Merkmale von Bedeutung.
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Saatgutherkiinfte
Austrosaat Diese Saatgutherkunft zeigt eine sehr hohe Variabilitit und enthilt Typen

M. Bauer

Stamm S

Stamm B

Nummer 429

Nummer 430

mit interessanten agronomischen und pharmakologischen Eigenschaften. So

wurde beispielsweise AS-8 (siehe unten) aus Austrosaat selektiert.

Aus der Herkunft M. Bauer wurden bereits 1998 ein schmalbléttriger und ein
breitblattriger Subtyp ausgelesen (Stamm B und S). Dabei unterscheidet sich
nicht nur der Phianotyp der Pflanzen, sondern auch die Wirksamkeit ihrer
Extrakte in biochemischen Testsystemen (Denke et al. 1999b). Die insgesamt

hohe Diversitét erlaubt die Selektion interessanter Genotypen.

Der aus M. Bauer selektierte Stamm S wies wenige, relativ dhnliche schmal-
blattrige Phianotypen auf, die der Unterart H. perforatum ssp. angustifolium
(DC.) FROEHLICH zuzuordnen sind. Der wichtigste Vertreter dieses schmal-
blattrigen Typs ist SN-1 (siehe unten). Daneben trat eine Form mit deutlicher
Rotfarbung der Stingel und Triebspitzen auf. Sie ist durch die Selektionen

SR-1 und SR-2 vertreten, die jedoch im Versuchsanbau nicht iiberzeugten.

Deutlich variabler ist der Stamm B, aus dem die Selektionen BN-1, BN-2,
AS-6, AS-7, AS-12, sowie die breitblittrigen Selektionen BB-1 und BB-2

hervorgingen, die jedoch kein Potential fiir die weitere Selektion zeigten.

Diese Herkunft war in den Versuchen durch die Einzelpflanzenselektionen
AS-14 bis 20 vertreten, die keine Eignung fiir die Erzeugung qualitativ hoch-
wertiger Droge zeigten. Die Selektionen AS-14, 19 und 20 waren dartiber hi-

naus sehr anfallig fiir Colletotrichum cf. gloeosporioides.

Diese Saatgutherkunft wurde in Form der Selektionen AS-21 bis 33 unter-
sucht. Trotz zum Teil guter Merkmale konnten keine Linien mit einer iiber-
zeugenden Kombination sehr guter Eigenschaften ausgelesen werden. Be-
merkenswert ist die biochemische Diversitdt. So weisen beispielsweise AS-
31 und 33 kein Rutin auf, wahrend AS-21, 22 und 25 sehr hohe Rutingehalte

in der Droge erreichen.

Die Herkiinfte HP-G und HP-J waren homogen und deshalb nicht als Fundstellen neuer ge-

netischer Variabilitit geeignet. Die agronomischen und pharmakologischen Eigenschaften der

beiden Herkiinfte lielen keinen besonderen Zuchtwert erkennen.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Saatgutherkiinfte M. Bauer und Austrosaat an-

gesichts ihrer hohen Variabilitdt und des gleichzeitigen Vorkommens interessanter Einzel-

pflanzen am besten fiir die Selektion von Genotypen mit positiven agronomischen und phar-

makologischen Eigenschaften geeignet sind.
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Selektionen

Da die 69 untersuchten Selektionen in erster Linie aufgrund ihrer phianotypischen Variabilitit
ausgewahlt wurden, konnte Ausgangsmaterial mit einer sehr unterschiedlichen Anbaueignung
und mit deutlichen Unterschieden beziiglich der Gehalte an pharmakologisch relevanten
Inhaltsstoffen gewonnen werden. Im Folgenden werden zwei Selektionen mit interessanten

agronomischen und pharmakologischen Eigenschaften vorgestellt.

SN-1 Die Selektion SN-1 zeigt aufgrund der hohen Triebzahl, des niedrigeren
Wuchses und des klar abgegrenzten Bliihhorizontes einen vollstindig ande-
ren Habitus als die Sorten 'Taubertal' und '"Topaz'. Es konnte eine geringe
Anfalligkeit fir Colletotrichum cf. gloeosporioides festgestellt werden. Der
Bliihbeginn liegt etwa eine Woche nach 'Taubertal'. Die kleinen Bliiten
zeichnen sich durch einen deutlich hoheren Gesamthypericin- und Hyper-
foringehalt als "Taubertal' aus, bilden jedoch kein Rutin. Aus diesem Grund
kann SN-1 zwar nicht als Sorte eingesetzt werden, ihre herausragenden
agronomischen Eigenschaften machen die Selektion jedoch fiir die weitere
ziichterische Bearbeitung interessant. Die Selektion wurde als interner Stan-
dard eingesetzt und auch fiir den Anbauversuch unter Praxisbedingungen
ausgewahlt. Eine ausfiihrliche Diskussion der positiven und negativen Eigen-
schaften von SN-1 befindet sich unter IV 1.3.

AS-8 Diese Selektion weist einen niedrigen Wuchs auf, bildet mittel bis viele Trie-
be und zeigt eine gute Standfestigkeit. Der Habitus ist mit SN-1 vergleichbar.
Die Anfilligkeit fir Colletotrichum cf. gloeosporioides ist als gering bis sehr
gering einzustufen. Bei Friihjahrspflanzung kommt AS-8 erst sehr spét zur
Bliite und ist deshalb nur fiir den Uberwinterungsanbau geeignet. Die sehr
kleinen Bliiten werden in einem gut abgegrenzten Bliithhorizont gebildet. Bei
den Inhaltsstoffen fallt auf, dass sowohl der Naphthodianthron- als auch der
Phloroglucinderivatgehalt hoch sind.

Wildherkiinfte

Die gesammelten Wildherkiinfte zeichnen sich durch eine hohe Diversitidt sowohl zwischen
als auch innerhalb der einzelnen Fundorte aus. Nachfolgend wird eine Auswahl jener Wild-
herkiinfte vorgestellt, die in mindestens zwei Jahren ein hohes Potential fiir die Ziichtung und

eine gute Eignung fiir den feldméfBigen Anbau erwarten lassen.

H-2,3,4 Die drei Wildherkiinfte stammen vom selben Naturstandort. Da sie in allen
morphologischen und biochemischen Merkmalen sehr dhnlich sind, werden
sie zusammengefasst. Sie bilden wenig Triebe, zeigen eine hohe Vitalitdt und

entwickeln einen hohen Bestand. Der Habitus ist mit "Topaz' vergleichbar.
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PM-1,4,8,9, 15

Die Anfilligkeit fir Colletotrichum cf. gloeosporioides ist als gering bis sehr
gering einzuordnen. Die Herkiinfte bliihen zwischen 'Taubertal' und SN-1
und damit deutlich frither als 'Topaz'. Die groBlen Bliiten sitzen an einem
locker aufgebauten Bliitenstand. Der Bliihhorizont ist jedoch gut vom vege-
tativen Bereich der Pflanzen abgegrenzt. Alle pharmakologisch relevanten

Inhaltsstoffe weisen hohe Gehalte auf.

Diese fiinf Wildherkiinfte stammen vom selben Standort und zeigen ei-
ne hohe morphologische und biochemische Ubereinstimmung. Sie zeichnen
sich durch sehr schmale Blitter aus und sind deshalb der Unterart H. perfo-
ratum ssp. angustifolium (DC.) FROEHLICH zuzuordnen. Die Herkiinfte bil-
den eine mittlere Anzahl von Trieben und einen mittel hohen Bestand. Die
Anfilligkeit fiir Colletotrichum cf. gloeosporioides ist mit gering bis sehr
gering zu bewerten. Aufgrund der unzureichenden Standfestigkeit im
Pflanzjahr und der mittel bis spiten Bliite empfiehlt sich der Uberwinter-
ungsanbau. Im zweiten Standjahr blithen die Herkiinfte zusammen mit 'Tau-
bertal'. Die kleinen Bliiten bilden einen einheitlichen Blithhorizont. Die Ge-
halte der pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe sind generell hoch, wobei
besonders die Gehalte an freiem Quercetin auffallen. Am hohen Gesamthy-

pericingehalt der Droge hat Hypericin einen relativ gro3en Anteil.

AuBerdem werden jene Wildherkiinfte vorgestellt, die in der Linienanlage nur in ihrem ersten

Standjahr bewertet werden konnten und deren Inhaltsstoffanalysen auf Bliitenproben basieren.

Obwohl noch keine definitive Aussage liber ihre Eignung als Sorte getroffen werden kann,

lassen sie aufgrund ihrer interessanten Kombination positiver agronomischer und pharma-

kologischer Eigenschaften einen guten Zuchtwert erkennen.

FS-1

FS-4

Die Herkunft bildet wenige, relativ hohe Triebe mit einer guten Standfestig-
keit. Im Pflanzjahr waren keine Ausfille durch Johanniskrautwelke zu ver-
zeichnen. Der Bliihbeginn liegt im ersten Jahr eine Woche vor 'Taubertal’
und ist damit als sehr frith einzuordnen. Zudem ist der Blithhorizont mit
seinen groflen Bliiten sehr gut vom vegetativen Bereich der Pflanzen abge-
grenzt. Aufgrund dieser Eigenschaften von FS-1 ist eine gute Eignung fiir die
Friihjahrspflanzung zu erwarten. In den Bliiten liegt ein mittlerer Flavonoid-
gehalt vor. Der Gesamthypericingehalt ist hoch, der Hyperforingehalt hinge-

gen eher gering.

Im Unterschied zur Herkunft FS-1 bildet FS-4 zahlreiche Triebe, die einen
mittelhohen Bestand bilden. Die Standfestigkeit und die Ausprigung des
Blithhorizontes sind im ersten Jahr jedoch nur mittel einzustufen, weshalb

sich der Uberwinterungsanbau empfiehlt. Es waren keine Ausfille durch Jo-
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FS-5

NF-1

PF-4

PF-5

hanniskrautwelke zu beobachten. Die Bliite beginnt gleichzeitig mit "Tauber-
tal'. Die Bliiten weisen gleich hohe Inhaltsstoffgehalte wie die Sorte auf, sind

aber wesentlich grof3er.

Die wenigen Triebe dieser Wildherkunft erreichen eine mittlere Hohe und
zeigen eine gute Standfestigkeit. Im ersten Jahr traten keine Infektionen mit
Colletotrichum cf. gloeosporioides auf. Die Infloreszenzen mit ihren sehr
groflen Bliiten bilden einen klar abgegrenzten Bliihhorizont. Der Blithbeginn
liegt zwischen '"Taubertal' und SN-1. Die Gehalte der pharmakologisch rele-

vanten Inhaltsstoffe in der Bliite sind im mittleren Bereich angesiedelt.

Die Wuchsform dieser Wildherkunft ist durch eine sehr geringe Anzahl krif-
tig entwickelter, hoher Triebe mit einer hohen Standfestigkeit gekennzeich-
net. Es fielen keine Pflanzen aufgrund einer Infektion durch die Johannis-
krautwelke aus. Die Bliite setzt gleichzeitig mit SN-1 ein, wobei die Auspri-
gung des Bliihhorizontes eine gute Bewertung erreichte. Die sehr groflen
Bliiten weisen etwas niedrigere Flavonoid- und Hyperforingehalte als die
Sorte 'Taubertal' auf, die Hypericingehalte liegen gleich hoch. Die hervor-

ragende Vitalitdt dieser Herkunft l4sst einen hohen Flédchenertrag erwarten.

PF-4 bildet eine geringe Anzahl hoher Triebe mit einer mittleren Standfestig-
keit aus. Eine Anfilligkeit fiir Colletotrichum cf. gloeosporioides wurde
nicht festgestellt. Der Blithbeginn liegt wenige Tage nach 'Taubertal', wobei
der Blithhorizont im ersten Jahr ebenfalls leichte Defizite aufweist. Die Blii-
ten sind grof3 und enthalten viel Rutin. Gleichzeitig liegen sehr hohe Gehalte
an Gesamtflavonoiden, Naphthodianthronen und Phloroglucinderivaten vor

und machen diese Wildherkunft besonders vielversprechend.

Die Herkunft PF-5 bildet eine geringe Anzahl von mittelhohen Trieben, die
eine sehr gute Standfestigkeit zeigen. Allerdings war ein geringer Befall mit
Johanniskrautwelke zu verzeichnen. Der im Vergleich zu 'Taubertal' um
einige Tage frithere Blithbeginn und die sehr guten Eigenschaften des Bliih-
horizontes lassen auf eine gute Eignung fiir den Friihlingsanbau schlie3en.
Die Inhaltsstoffgehalte der sehr groBen Bliiten liegen im mittleren Bereich,

wobei die Hyperforingehalte der Bliiten eher niedrig einzustufen sind.

SchlieBlich ist unter den acht Nachkommenschaften von phénotypischen Abweichlern aus

dem Zweisatzgitter, die in der Linienanlage liberpriift wurden (vgl. IV 1.4), eine Herkunft

besonders hervorzuheben. Die Nachkommenschaft der Einzelpflanze H-2a, die aus der Wild-

herkunft H-2 selektiert wurde, zeichnet sich durch eine hohe Heterogenitit aus. Somit eignet

sich die Selektion zwar nicht fiir den feldmiBigen Anbau, ist aber aus zilichterischer Sicht von

besonderem Interesse (vgl. IV 5.1).
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H-2a Es ist davon auszugehen, dass bei der Mutterpflanze H-2a ein Wechsel von
der apomiktischen zur sexuellen Fortpflanzungsweise stattgefunden hat (vgl.
I 4). Jede der sieben Einzelpflanzen représentiert einen selbstdndigen Phéno-
bzw. Genotyp. Eine Pflanze entwickelte sich nur kiimmerlich und starb noch
vor der Bliite ab. Abbildung 78 zeigt die Variabilitét in der Bliitenmorpholo-
gie der verbleibenden sechs Einzelpflanzen, die einen vitalen Wuchs aufwie-
sen. Die Unterschiede in der Bliitengrof3e, der Bliitenform und in der Auspra-

gung der Hypericinbehélter auf den Petalen sind deutlich erkennbar.

Abbildung 78: Variabilitit der Bliitenmorphologie von 6 Pflanzen der Selektion H-2a

Zusammenfassend ist festzustellen, dass trotz einer hohen morphologischen und biochemi-
schen Variabilitdt im untersuchten Ausgangsmaterial nur wenige Herkiinfte die Anforderun-

gen erfiillen, die an eine neue Johanniskrautsorte gestellt werden.

Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten agronomischen und pharmakologischen Selek-
tionskriterien erlauben eine sorgfaltige und praxisrelevante Auslese von Herkiinften, die zur
wirtschaftlichen Produktion von Johanniskrautdroge mit einer hohen pharmakologischen
Qualitit geeignet sind. Trotz des erfreulich guten Potentials der Wildherkiinfte ist es fiir die
kiinftige ziichterische Entwicklung neuer Sorten unverzichtbar, die positiven Eigenschaften
einzelner Linien miteinander kombinieren zu konnen. Durch die Identifizierung von Herkiinf-
ten mit interessanten agronomischen und pharmakologischen Eigenschaften und das Auffin-
den einer Selektion mit offenbar sexueller Fortpflanzungsweise kann dieser Weg in Zukunft
beschritten werden.
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V Zusammenfassung

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit wurden ausgehend vom Ziichtungsbedarf und den An-
forderungen an eine moderne Johanniskrautsorte (Hypericum perforatum L.) wichtige agro-
nomische und pharmakologische Zuchtziele definiert. Da die apomiktische Fortpflanzungs-
weise der Arzneipflanze weitreichende Konsequenzen fiir die Ziichtungsarbeit hat, werden
Ansatzpunkte fiir die Entwicklung neuer Johanniskrautsorten aufgezeigt.

Insgesamt wurden 139 Sorten, Saatgutherkiinfte, Selektionen und Wildsammlungen in Form
von drei Versuchspflanzungen untersucht. Zusétzlich wurde eine Selektion im Feldanbau un-
ter Praxisbedingungen getestet. Die Erfassung der agronomischen Merkmale zeigte eine hohe
Variabilitit des vorhandenen Ausgangsmaterials.

Die Probenaufbereitung, Extraktion und HPLC-Analytik wurde den Anforderungen der Ziich-
tung entsprechend so optimiert, dass eine groBe Anzahl von Proben effizient und reproduzier-
bar auf ihre Gehalte an pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffen untersucht werden kann.
Dabei zeigten die Herkiinfte nicht nur eine hohe Variabilitit in den Inhaltsstoffkonzentratio-
nen, sondern auch Besonderheiten im Inhaltsstoffprofil. Es wurden sechs Profile identifiziert,
die sich im Bereich der Flavonoide im Vorhandensein von Rutin und drei unbekannten Sub-
stanzen unterscheiden. Daneben konnte festgestellt werden, dass das herkunftsspezifische
Verhiltnis von Pseudohypericin zu Hypericin genetisch kontrolliert wird, wihrend das Ver-
hiltnis von Hyperforin zu Adhyperforin stets anndhernd konstant ist.

Wie die Untersuchungen zur Physiologie der Ertragsbildung zeigten, hdngt die pharmako-
logische Qualitdt der Droge entscheidend vom Erntetermin ab. Daraus ergeben sich wesent-
liche Konsequenzen fiir den praktischen Anbau und die ziichterische Bearbeitung von Johan-
niskraut. Die physiologischen Untersuchungen auf der Ebene einzelner Bliiten bestitigten,
dass sich die Analyse von Bliitenproben als eigenstéindiges Instrument zur Beurteilung des
pharmakologischen Potentials einer Herkunft eignet.

Im Zusammenhang mit der Entwicklung von Selektionskriterien wurde aufgezeigt, dass die
morphologische Variabilitdt der Blitter, Bliiten und Kapseln als Unterscheidungskriterien fiir
den Selektionsprozess von Bedeutung sind. Desweiteren wurden agronomische Selektions-
kriterien erarbeitet, die sich auf die technologische Eignung fiir den Feldanbau, die Ertrags-
bildung und die Resistenz gegen Colletotrichum cf. gloeosporioides beziehen. Schlieflich
wurden die Inhaltsstoffgruppen im Hinblick auf ihre pharmakologische Relevanz fiir die anti-
depressive Wirksamkeit des Extraktes diskutiert und basierend auf den Inhaltsstoffgehalten
und -profilen der untersuchten Herkiinfte pharmakologische Selektionskriterien entwickelt.
Unter Beriicksichtigung der Zuchtmethodik, die sich aus der apomiktischen Fortpflanzungs-
weise ergibt, wurde dann ein Selektionsschema entworfen. Abschliefend wurden die Sorten
und Saatgutherkiinfte bewertet und jene Selektionen und Wildherkiinfte vorgestellt, die auf-
grund ihres agronomischen und pharmakologischen Potentials von besonderem ziichterischen
Interesse sind, darunter auch eine Selektion mit vermutlich sexueller Fortpflanzungsweise, die
neue Perspektiven fiir die Entwicklung von Kreuzungsprogrammen erdftnet.
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VI Summary

In modern phytotherapy, extracts of St. John's Wort (Hypericum perforatum L.) are widely
used in the treatment of mild to moderate depressions. The highest amounts of pharmacologi-
cally relevant compounds are located in the flowers. In this study, the most important agrono-
mic and pharmacological breeding objectives are first outlined by considering both the need
for new and improved cultivars of St. John’s Wort and the attributes required in a modern
cultivar. Apomixis, as found in St. John’s Wort, severely limits the breeding methods that can
be used and some approaches and strategies for the development of new Hypericum cultivars
are therefore discussed.

Altogether, 139 cultivars, seed accessions, selections and accessions collected from the wild
sites were studied in three field experiments. In addition, a large-scale cultivation trial tested
the performance under commercial conditions of one particular selection. Assessment of agro-
nomic traits revealed great diversity within the collection.

Processing of samples, extraction procedures and HPLC-analysis were optimized in order to
allow efficient and reliable determination of the contents of active components, thereby
meeting the evaluation requirements specifically needed in breeding programs. Within the
germplasm, there was high variability in the concentrations of pharmacologically active
compounds. The flavonoid chromatographic profiles obtained allowed genotypes to be classi-
fied into six broad classes according to the presence or absence of rutin and three other un-
known compounds. The relative amounts of pseudohypericin and hypericin was stable within
one genotype but varied between accessions, whereas the ration hyperforin : adhyperforin
remained constant.

Yield experiments showed that the content of pharmacologically relevant compounds is
affected greatly by harvest date. Furthermore, the relative amounts of flavonoids, naphthodi-
anthrones and phloroglucinols change dramatically. This has significant consequences on both
commercial drug production and the sampling procedures used for the evaluation of breeding
lines. Analysis of active compounds in the flowers instead of in drug samples proved to be an
independent and useful tool for identification of accessions exhibiting a high potential for
biosynthesis of pharmacologically active components in their flowers.

Differences in the leaf, flower and capsule morphology can be used as distinguishing features
during selection. Agronomic selection criteria including selection for high yields, suitability
for commercial production and resistance to anthracnose (Colletotrichum cf. gloeosporioides)
are described. The contribution of individual compounds to the antidepressant activity of
Hypericum extracts is discussed using assessments of different accessions according to phar-
macological selection criteria.

Taking into account the breeding limitations due to apomixis, a selection scheme facilitating
the identification of high potential genotypes has been developed involving sequential use of
agronomic and pharmacological selection criteria. Finally, the cultivars and seed accessions
have been characterized and selections and wild accession of special interest owing to their
high agronomic and pharmacological potential are described. One selection in particular,
which putatively reproduces sexually, provides new and exciting possibilities for cross bree-
ding programs in St. John’s Wort.




Literatur 188

VII Literaturverzeichnis

ARNHOLDT-SCHMITT B (2000): RAPD analysis: a method to investigate aspects of the repro-
ductive biology of Hypericum perforatum L. Theoretical and Applied Genetics 2000;
100: 906-911.

BAUREITHEL KH, K BERGER BUTER, A ENGESSER, W BURKARD UND W SCHAFFNER (1997):
Inhibition of benzodiazepine binding in vitro by amentoflavone, a constituent of vari-

ous species of Hypericum. Pharmaceutica Acta Helvetiae 1997; 72: 153-157.
BECKER H (1993): Pflanzenziichtung. Verlag Eugen Ulmer, Stuttgart 1993.

BERGER BUTER K, E SCHRANER, W SCHAFFNER UND B BUTER (1998): Genetic diversity with-
in and among Hypericum perforatum populations collected in a geographically narrow
and wide area. 46"™ Annual Congress of the Society for Medicinal Plant Research,
Vienna, Austria 31.08.-04.09.1998: SL02.

BHATTACHARYA SK, A CHAKRABARTI, AND SS CHATTERJEE (1998): Activity profiles of two
hyperforin-containing Hypericum extracts in behavioral models. Pharmacopsychiatry
1998; 31 (Supplement 1): 22-29.

BLuM H (1999): Welke — Hauptthema beim Workshop Johanniskraut in Ahrweiler. Gemiise
1999; 4: 253-254.

BoMME U (1997): Produktionstechnologie fiir Johanniskraut (Hypericum perforatum L.).
Zeitschrift fiir Arznei- und Gewlirzpflanzen 1997; 2: 127-134.

BRAUNEWELL H (1991): Okologische, ontogenetische und morphogenetische Einfliisse auf
Ertrag und Inhaltsstoffgehalt von Hypericum ssp. (Johanniskraut). Dissertation, Fach-

bereich Agrarwissenschaften der Justus-Liebig-Universitét, Gie3en.

BRUTOVSKA R, E CELLAROVA UND J DOLEZEL (1998): Cytogenetic variability of in vitro rege-
nerated Hypericum perforatum L. plants and their seed progenies. Plant Science 1998;
133: 221-229.

BRUTOVSKA R, E CELLAROVA AND I SCHUBERT (2000): Cytogenetic characterization of three
Hypericum species by in situ hybridization. Theoretical and Applied Genetics 2000;
101: 46-50.




Literatur 189

BucHHOLZER ML, C DVORAK, SS CHATTERJEE, AND J KLEIN (2002): Dual modulation of
striatal acetylcholin release by hyperforin, a constituent of St. John’s Wort. Journal of

Pharmacology and Experimental Therapeutics 2002; 301 (2): 714-719.

BUTER B, C ORLACCHIO, A SOLDATI AND K BERGER (1998): Significance of genetic and envi-
ronmental aspects in the field cultivation of Hypericum perforatum. Planta Medica
1998; 64: 431-437.

BUNDESANZEIGER (2004), Nr. 228 vom 05.12.1984: Monographie der Kommission E. Bun-
desgesundheitsamt (BGA), Berlin, (Korrektur Nr. 43 vom 02.03.1989).

BUNDESGESETZBLATT (2003), Teil I Nr. 64 vom 19.12.2003: Verordnung zur Anderung der
Verordnung iiber apothekenpflichtige und freiverkiufliche Arzneimittel und zur Ande-

rung der Verordnung iiber Standardzulassungen von Arzneimitteln. Bonn 2003.

BUNDESSORTENAMT (HRSG.) (2002): Beschreibende Sortenliste Arznei- und Gewiirzpflanzen.
Deutscher Landwirtschaftsverlag, Hannover 2002: 71-79.

BUNDESSORTENAMT (2005): URL: http://www.bundessortenamt.de, Stand 17.08.2005.

BUTTERWECK V (1997): Beitrag zur Pharmakologie und Wirkstoff-Findung von Hypericum
perforatum L. (Hypericaceae). Dissertation, Fachbereich Chemie der Mathematisch-

naturwissenschaftlichen Fakultit an der Westfalischen Wilhelms-Universitit, Miinster.

BUTTERWECK V UND A NAHRSTEDT (2003): Was ist bekannt iiber Johanniskraut — Phyto-
chemie und Pharmakologie. Pharmazie in unserer Zeit 2003; 32 (3): 212-219.

CAMPBELL MH UND ES DELFOSSE (1984): The biology of Australian weeds. 13. Hypericum
perforatum L. Journal of the Australian Institute for Agricultural Sciences 1984; 50:

63-73.

CELLAROVA E, Z DAXNEROVA, K KIMAKOVA UND J HALUSKOVA (1994): The variability of
the hypericin content in the regenerants of Hypericum perforatum. Acta Biotechnolo-
gica 1994; 14 (3): 267-274.

CHATTERJEE SS, M NOLDNER, E KOCH, AND C ERDELMEIER (1998): Antidepressant activity
of Hypericum perforatum and hyperforin: the neglected possibility. Pharmacopsychia-
try 1998; 31 (Supplement 1): 7-15.




Literatur 190

CPVO (COMMUNITY PLANT VARIETY OFFICE) (2005): URL: http://www.cpvo.eu.int, Stand
17.08.2005.

CzYGAN F (2003): Vom 2500 Jahre alten Apotropaikum zum aktuellen Antidepressivum —
Kulturgeschichte und Mystik des Johanniskrauts. Pharmazie in unserer Zeit 2003; 32
(3): 184-190.

DENKE A (1998): Kontrollierter Anbau von Hypericum perforatum und Untersuchung der
methanolischen Extrakte als Grundlage fiir die Standardisierung auf das Gesamtwir-

kungsspektrum. Lincom Europa, Miinchen 1998.

DENKE A, W SCHNEIDER, AND EF ELSTNER (1999a): Biochemical activities of extracts from
Hypericum perforatum L. 2" Communication: Inhibition of metenkephaline- and

tyrosine-dimerization. Arzneimittel-Forschung/ Drug Research 1999; 49 (1): 109-114.

DENKE A, H ScHEMPP, E MANN, W SCHNEIDER, AND EF ELSTNER (1999b): Biochemical
activities of extracts from Hypericum perforatum L. 4™ Communication: Influence of
different cultivation methods. Arzneimittel-Forschung/ Drug Research 1999; 49 (1):
120-125.

DENKE A, H SCHEMPP, D WEISER, AND EF ELSTNER (2000): Biochemical activities of extracts
from Hypericum perforatum L. 5™ Communication: Dopamine-B-hydroxylase-product
quantification by HPLC and inhibition by hypericins and flavonoids. Arzneimittel-
Forschung/ Drug Research 2000; 50 (1): 415-419.

DRESSELHAUS T (2000): Mendel, apomixis and plant breeding. Vortrage zur Pflanzenziich-
tung 2000; 48: 207-216.

ELLGEHAUSEN K, W SCHAFFNER, K BERGER BUTER (1998): Isolierung, Kultivierung und Re-
generierung aus Protoplasten oberer SprofBabschnitte von Hypericum perforatum L.
Vortriage zur Pflanzenziichtung 1998; 42: 184-186.

ERDELMEIER CAJ (1998): Hyperforin, possibly the major non-nitrogenous secondary metabo-

lite of Hypericum perforatum L. Pharmacopsychiatry 1998; 31 (Supplement 1): 2-6.

ERNST E, JI RAND, J BARNES, AND C STEVINSON (1998): Adverse effects profile of the herbal

antidepressant St. John's wort (Hypericum perforatum L.). European Journal of Clini-
cal Pharmacology 1998; 54: 589-594.




Literatur 191

FAH (FORSCHUNGSVEREINIGUNG DER ARZNEIMITTELHERSTELLER E.V.) (1998): Johannis-
kraut: Anbauempfehlungen und Qualititsanforderungen. Zeitschrift fiir Arznei- und
Gewlirzpflanzen 1998; 3: 45-49.

FORKMANN G AND W HELLER (1999): Biosynthesis of flavonoids. In: Comprehensive natural
products chemistry. Edited by Sankawa U.; Elsevier, Amsterdam 1999; 713-748.

Fox E, RF MurprHY, CF McCULLY, AND PC ADAMSON (2001): Plasma pharmacokinetics and

cerebrospinal fluid penetration of hypericin in nonhuman primates. Cancer Chemo-
therapy and Pharmacology 2001; 47: 41-44.

FRANKE R, R SCHENK, AND U BAUERMANN (1999): Variability in Hypericum perforatum L.
breeding lines. Acta Horticulturae 1999; 502: 167-173.

GAEDCKE F (1997): Herstellung, Qualitdt, Analytik und Anwendung von Johanniskraut-Ex-
trakten. Zeitschrift fiir Arznei- und Gewiirzpflanzen 1997; 2: 63-72.

GAEDCKE F (2003): Beispiel: Johanniskraut — Herstell- und Qualitdtsaspekte pflanzlicher Ex-
trakte. Pharmazie in unserer Zeit 2003; 32 (3): 192-201.

GARBER U (1999): Erste Ergebnisse von Untersuchungen zur Johanniskrautwelke. Zeitschrift
fiir Arznei- und Gewiirzpflanzen 1999; 4: 181-186.

GARBER U UND R SCHENK (2002a): Colletotrichum cf. gloeosporioides an Johannniskraut

(Hypericum perforatum L.) 1. Teil: Untersuchungen zur Biologie und Epidemiologie.
Nachrichtenblatt des Deutschen Pflanzenschutzdienstes 2002; 54 (1): 13-19.

GARBER U UND R SCHENK (2002b): Colletotrichum cf. gloeosporioides an Johannniskraut
(Hypericum perforatum L.) 2. Teil: Untersuchungen zu den Ubertragungswegen des
Erregers. Nachrichtenblatt des Deutschen Pflanzenschutzdienstes 2002; 54 (3): 63-68.

GARBER U UND R ScCHENK (2002c): Colletotrichum cf. gloeosporioides an Johannniskraut

(Hypericum perforatum L.) 3. Teil: Erarbeitung einer Resistenzpriifmethode.
Nachrichtenblatt des Deutschen Pflanzenschutzdienstes 2002; 54 (4): 81-85.

GARBER U UND R SCHENK (2003): Johanniskrautwelke, Colletotrichum cf. gloeosporioides,
Ergebnisse mehrjihriger Forschungsarbeiten im Uberblick. Drogenreport 2003; 16
(30): 23-28.




Literatur 192

GREESON JM, B SANFORD, AND DA MONTI (2001): St. John's wort (Hypericum perforatum):
a review of the current pharmacological, toxicological, and clinical literature. Psycho-
pharmacology 2001; 153: 402-414.

HALUSKOVA J AND E CELLAROVA (1997): RFLP analysis of Hypericum perforatum L. soma-
clones and their seed progenies. Euphytica 1997; 95: 229-235.

HANNA WW AND EC BASHAW (1987): Apomixis: Its identification and use in plant breeding.
Crop Science 1987; 27: 1136-1139.

HANNIG HJ (1995): Forderungen der Heil- und Gewiirzpflanzen verarbeitenden Industrie an

Ziichtungsforschung und Ziichtung. Drogenreport 1995; 12: 44-46.

HANNIG HJ, A PLESCHER UND G VOLLRATH (1995): Erfahrungen beim groBflachigen Anbau
von Johanniskraut - Anforderungen an die industrielle Verwertung. Herba Germanica
1995; 3: 96-103.

HARRER G, TR PAYK UND V SCHULZ (1993): Hypericum als pflanzliches Antidepressivum.
Nervenheilkunde 1993; 12: 268-366.

HOLZL J UND E OSTROWSKI (1987): Johanniskraut (Hypericum perforatum L.) HPLC-Analyse
der wichtigen Inhaltsstoffe und deren Variabilitét in einer Population. Deutsche Apo-
theker Zeitung 1987; 3: 1227-1230.

HUNT EJ, CE LESTER, EA LESTER, AND RL TACKETT (2001): Effect of St. John's Wort on
free radical production. Life Sciences 2001; 69: 181-190.

JENSEN AG, SH HANSEN, AND E@ NIELSEN (2001): Adhyperforin as a contributor to the effect
of Hypericum perforatum L. in biochemical models of antidepressant activity. Life
Sciences 2001; 68: 1593-1605.

JOHNE A, G AROLD, S BAUER, S KRUSEKOPF, I MAI UND I RooOTs (2003): Interaktionen
zwischen Phytopharmaka und anderen Arzneimitteln — Das Beispiel Johanniskraut.
Bundesgesundheitsblatt — Gesundheitsforschung — Gesundheitsschutz 2003; 46: 1061-
1067.

JURGENLIEMK G UND A NAHRSTEDT (2002): Phenolic compounds from Hypericum perfora-
tum. Planta Medica 2002; 68: 88-91.




Literatur 193

KASTNER U, P SCHOLZE UND F PANK (2004): Fortschritte bei der Entwicklung von welke-
resistentem (Colletotrichum cf. gloeosporioides) Johanniskraut (Hypericum perfora-
tum L.). Zeitschrift fiir Arznei- und Gewlirzpflanzen 2004; 3: 118-123.

KAuL R (2000): Johanniskraut: Botanik, Inhaltsstoffe, Qualitdtskontrolle, Pharmakologie,
Toxikologie und Klinik. Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft mbH, Stuttgart 2000.

KLEBER E, T OBRY, S HIPPELI, W SCHNEIDER, AND EF ELSTNER (1999): Biochemical acti-
vities of extracts from Hypericum perforatum L. 1% Communication: Inhibition of
dopamine-B-hydroxylase. Arzneimittel-Forschung/ Drug Research 1999; 49 (1): 106-
109.

KoLTuNOW AM (1994): 23. Apomixis - other pathways for reproductive development in
angiosperms. In: Williams EG, AE Clarke, and RB Knox (Hrsg.): Genetic control of
self-incompatibility and reproductive development in flowering plants. Kluwer Aca-
demic Publisher, Dordrecht, Boston, London 1994; 486-512.

KOMOROSKI BJ, S ZHANG, H CAIL, JM HUTZLER, R FRYE, TS TrRACY, SC STROM, T LEH-
MANN, CYW ANG, YY Cul, AND R VENKATARAMANAN (2004): Induction and inhi-
bition of cytochromes P450 by the St. John’s Wort constituent hyperforin in human
hepatocyte cultures. Drug Metabolism and Disposition 2004: 32 (5): 512-518.

Kuckuck H, G KOBABE UND G WENZEL (1985): Grundziige der Pflanzenziichtung. 5. Aufla-
ge, Walter de Gruyter, Berlin 1985.

LINDE K, M BERNER, M EGGER, AND C MULROW (2005): St. John’s wort for depression —
Meta-analysis of randomised controlled trials. British Journal of Psychiatry 2005; 186:
99-107.

MANN E (1998): Unterscheidung breitblattriger und schmalbléttriger Phidnotypen von Hype-
ricum perforatum L. mit Hilfe verschiedener biochemischer Modellreaktionen.
Diplomarbeit, Lehrstuhl fiir Phytopathologie der Fakultdt fiir Landwirtschaft und

Gartenbau an der Technischen Universitat Miinchen.

MANN E (2003): Selektion von Johanniskraut (Hypericum perforatum L.) anhand bioche-
mischer Testsysteme. Dissertation, Fakultdt Wissenschaftszentrum Weihenstephan fiir

Erndhrung, Landnutzung und Umwelt an der Technischen Universitidt Miinchen.




Literatur 194

MARTONFI P AND M REPCAK (1994): Secondary metabolites during flower ontogenesis of
Hypericum perforatum L. Zahradnictvi 1994; 21 (1): 37-44.

MARTONFI P, M REPCAK AND L MIHOKOVA (1996a): Hypericum maculatum Crantz subsp.
maculatum X Hypericum perforatum L. (Hypericaceae): Corroboration of natural
hybridization by secondary metabolite analysis. Folia Geobotanica et Phytotaxono-
mica. 1996; 31: 245-250.

MARTONFI P, R BRUTOVSKA, E CELLAROVA AND M REPCAK (1996b): Apomixis and hybridity

in Hypericum perforatum. Folia Geobotanica et Phytotaxonomica. 1996; 31: 389-396.

MARTONFI P, M REPCAK, D CICCARELLI UND F GARBARI (2001): Hypericum perforatum L. —
chemotype without rutin from Italy. Biochemical Systematics and Ecology 2001; 29:
659-661.

MATZK F, A MEISTER, R BRUTOVSKA AND I SCHUBERT (2001): Reconstruction of reproduc-

tive diversity in Hypericum perforatum L. opens novel strategies to manage apomixis.
The Plant Journal 2001; 26 (3): 275-282.

MORDUE JEM (1971): Description No. 315 Glomerella cingulata. In: Commonwealth Myco-
logical Institute (Hrsg.): C.M.I. Descriptions of Pathogenic Fungi and Bacteria. The
Eastern Press Ltd., London and Reading, Great Britain 1971.

MULLER WE, A SINGER, M WONNEMANN, U HAFNER, M ROLLI, AND C SCHAFER (1998):
Hyperforin represents the neurotransmitter reuptake inhibiting constituent of Hype-

ricum extract. Pharmacopsychiatry 1998; 31 (Supplement 1): 16-21.

NEBELMEIR J (2000): Strategien zur ziichterischen Bearbeitung von Johanniskraut (Hypericum
perforatum L.). Diplomarbeit, Lehrstuhl fiir Zierpflanzenbau, Fachgebiet gartenbau-
liche Pflanzenziichtung der Fakultdt fiir Landwirtschaft und Gartenbau an der TU
Miinchen-Weihenstephan.

NoAck KL (1939): Uber Hypericum-Kreuzungen: VI. Fortpflanzungsverhiltnisse und Bastar-
de von Hypericum perforatum L. Zeitschrift fiir induktive Abstammungs- und Verer-
bungslehre 1939; 76: 569-601.

NOLDNER M UND K SCcHOTZ (2002): Rutin is essential for the antidepressant activity of Hype-
ricum perforatum extracts in the forced swimming test. Planta Medica 2002; 68: 577-
580.




Literatur 195

ODENBACH W (HRSG.) (1997): Biologische Grundlagen der Pflanzenziichtung. Parey Buch-
verlag im Blackwell Wissenschafts-Verlag, Berlin 1997.

PANK F, F MATzZK, U KASTNER, WD BLUTHNER, E FOLTYS DE GARCIA, A MEISTER, U
RYSCHKA, AND G SCHUMANN (2003): Reproductive diversity and strategies for bree-
ding in St. John's Wort (Hypericum perforatum L.). Euphytica 2003; 134 (1): 77-84.

PHARMACOPOEIA EUROPAEA (PH. EUR.) (2005): Monographie Nr. 1438: Johanniskraut (HYPE-
RICI HERBA). Grundwerk 2005, Amtliche deutsche 5. Ausgabe. Deutscher Apotheker
Verlag, Stuttgart.

PLESCHER A, H POHL, A VETTER UND U FROTSCH (1995): Ubergang von Schwermetallen aus

dem Boden in Arznei- und Gewiirzpflanzen. Herba Germanica 1995; 3: 116-125.

PLoss O (2000): Proanthocyanidine aus dem Kraut von Hypericum perforatum L. Disserta-
tion, Fachbereich Chemie und Pharmazie der Mathematisch-naturwissenschaftlichen

Fakultit an der Westfialischen Wilhelms-Universitidt, Miinster.

POUTARAUD A AND P GIRARDIN (2004): Agronomic and chemical characterization of 39
Hypericum perforatum accessions between 1998 and 2000. Plant Breeding, 2004; 123:
480-484.

PRECHT M (1982): Bio-Statistik Teil 1: Eine Einfithrung fiir Studierende der biologischen
Wissenschaften. 3. Auflage, R. Oldenbourg Verlag, Miinchen, Wien 1982.

REPCAK M AND P MARTONFI (1997): The localization of secondary substances in Hypericum
perforatum flower. Biologia, Bratislava 1997; 52 (1): 91-94.

RICE-EVANS C AND J SPENCER (2000): Bioavailability and uptake of flavonoids. Polyphenols
Communications 2000, Freising-Weihenstephan, 11. - 15. September 2000: 283-285.

ROTH L (1990): Hypericum - Hypericin: Botanik, Inhaltsstoffe, Wirkung. Ecomed Verlagsge-
sellschaft mbH, Landsberg/Lech 1990.

SCHADWINKEL U, D BLANKENBURG, R SCHMATZ, O MALARSKI UND W DERCKS (2000): Be-
kdmpfung von Colletotrichum gloeosporioides in Johanniskraut: Ergebnisse aus dem
Jahr 1999. 37. Gartenbauwissenschaftliche Tagung, BDGL-Tagungsband 18/2000: 95.




Literatur 196

ScHEMPP CM, K PELZ, A WITTMER, E SCHOPF, AND JC SIMON (1999a): Antibacterial activity
of hyperforin from St John’s wort against multiresistant Staphylococcus aureus and

gram-positive bacteria. The Lancet 1999; 353: 2129.

ScHEMPP CM, B WINGHOFER, M LANGHEINRICH, E SCHOPF, AND JC SIMON (1999b): Hype-
ricin levels in human serum and interstitial skin blister fluid after oral single-dose and
steady-state administration of Hypericum perforatum extract (St. John’s wort). Skin
Pharmacology and Applied Skin Physiology 1999; 12: 299-304.

ScHEMPP H, A DENKE, E MANN, W SCHNEIDER, AND EF ELSTNER (1999): Biochemical acti-
vities of extracts from Hypericum perforatum L. 3" Communication: Modulation of
peroxidase activity as a simple method for standardization. Arzneimittel-Forschung/
Drug Research 1999; 49 (1): 115-119.

SCHENK R UND U GARBER (2002): Colletotrichum cf. gloeosporioides an Johannniskraut
(Hypericum perforatum L.) 4. Teil: Resistenzpriifung von Johanniskrautsorten und
-stammen. Nachrichtenblatt des Deutschen Pflanzenschutzdienstes 2002; 54 (4): 86-
91.

ScHMIDT M (2002): Johanniskrautextrakt: Wirksamkeit und Vertraglichkeit bei leichten bis
mittelschweren Depressionen. Drogenreport 2002; 28: 20-25.

ScHMIDT PC (2003): Formulierung von Johanniskrautextrakten — Galenisches Hindernis-
rennen. Pharmazie in unserer Zeit 2003; 32 (3): 203-211.

SCHNEIDER M UND R MARQUARD (1996): Aufnahme und Akkumulation von Cadmium und
weiterer Schwermetalle bei Hypericum perforatum L. und Linum usitatissimum L.

Zeitschrift fiir Arznei- und Gewlirzpflanzen 1996; 1: 111-116.

ScHULTE J, B BUTER, W SCHAFFNER UND K BERGER (1996): Gametic embryogenesis in
Hypericum ssp. International Symposium Breeding Research on Medicinal and Aro-
matic Plants 30. 6. - 4. 7. 1996, Quedlinburg: 307-310.

SCHULTE J, W SCHAFFNER, B BUTER UND K BERGER BUTER (1999): Kreuzungsexperimente
mit verschiedenen Arten der Gattung Hypericum. Zeitschrift fiir Arznei- und Gewiirz-
pflanzen 1999; 4: 126-133.

ScHULZ V (2003): Johanniskraut als pflanzliches Antidepressivum. Bundesgesundheitsblatt —
Gesundheitsforschung — Gesundheitsschutz 2003; 46: 1055-1060.




Literatur 197

ScHUSTER WH, J VON LocHOW (1979): Anlage und Auswertung von Feldversuchen. 2. Auf-
lage, DLG-Verlags-GmbH, Frankfurt/Main 1979.

SHELTON RC, MB KELLER, A GELENBERG ET AL. (2001): Effectiveness of St. John’s Wort in
major depression. Journal of the American Medical Association 2001; 285 (15): 1978-
1986.

SINGER A, M WONNEMANN, AND WE MULLER (1999): Hyperforin, a major antidepressant
constituent of St. John’s Wort, inhibits serotonin uptake by elevating free intracellular
Na'. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 1999; 290 (3): 1363-
1368.

SOUTHWELL IA AND MH CAMPBELL (1991): Hypericin content variation in Hypericum per-
foratum in Australia. Phytochemistry 1991; 30: 475-478.

SOUTHWELL [A AND CA BOURKE (2001): Seasonal variation in hypericin content of Hype-
ricum perforatum L. (St. John’s Wort). Phytochemistry 2001; 56: 437-441.

SPARENBERG B (1993): MAO-inhibierende Eigenschaften von Hypericuminhaltsstoffen und
Untersuchungen zur Analytik und Isolierung von Xanthonen aus Hypericum perfo-
ratum L. Dissertation, Fachbereich Pharmazie und Lebensmittelchemie der Philipps-

Universitdt, Marburg/Lahn.

STECK N, M MESSMER, W SCHAFFNER UND K BERGER-BUTER (2001): Molecular markers as a
tool to verify sexual and apomictic off-spring of intraspecific crosses in Hypericum
perforatum L. Planta Medica 2001; 67: 384-385.

STOSKOPF NC, DT TOMES, AND BR CHRISTIE (1993): Plant breeding: theory and practice.

Westview Press, Boulder, San Francisco, Oxford 1993.

TEKEL'OVA D, M REPCAK, E ZEMKOVA, AND J TOTH (2000): Quantitative changes of dian-
thrones, hyperforin and flavonoids content in the flower ontogenesis of Hypericum
perforatum. Planta Medica 2000; 66: 778-780.

VEROTTA L, G APPENDINO, J JAKUPOVIC, AND E BOMBARDELLI (2000): Hyperforin analogues
from St. John's Wort (Hypericum perforatum). Journal of Natural Products 2000; 63:
412-415.




Literatur 198

WALKER LW (2004): A review of the hypothetical biogenesis and regulation of hypericin syn-
thesis via the polyketide pathway in Hypericum perforatum and experimental methods
proposed to evaluate the hypothesis. Portland State University, USA 1999-2004. URL:
http://www.spidersays.net/pages/HYPE/, Stand 28.08.2004.

WICHTL M (HRSG.) (1997): Teedrogen und Phytopharmaka. 3. Auflage, Wissenschaftliche
Verlagsgesellschaft mbH, Stuttgart 1997.

WIrZ A, U SIMMEN, J HEILMANN, I CALIS, B MEIER, AND O STICHER (2000): Bisanthraqui-

none glycosides of Hypericum perforatum with binding inhibition to CRH-1 receptors.
Phytochemistry 2000; 55: 941-947.




Anhang

199

VIII Anhang

1. Informationen zum Pflanzenmaterial

In den folgenden Tabellen sind die Daten der verwendeten Sorten, Saatgutherkiinfte, Selek-

tionen und Wildsammlungen in alphabetischer Reihenfolge zusammengestellt. Die drei letz-

ten Spalten geben an, ob die jeweilige Herkunft in der Blockanlage (BA), im Zweisatzgitter

(ZG) bzw. in der Linienanlage (LA) aufgepflanzt wurde.

Tabelle 71: Sorten und Saatgutherkiinfte

Sorten Bezugsquelle BA ZG LA
'Goldstern' Rieger & Hoffmann GmbH, Blaufelden-Raboldshausen v
"Taubertal' Rieger & Hoffmann GmbH, Blaufelden-Raboldshausen v v v
'"Topaz'] Carl Sperling & Co, Liineburg v
'"Topaz' I Pharmasaat GmbH, Artern v
Saatgutherkiinfte
Austrosaat Austrosaat AG, Wien/A (iiber Saatguteinzelhandel) v
HP-G Genbank Gatersleben v
HP-J Botanischer Garten Jena v
M. Bauer Martin Bauer, Vestenbergsgreuth v
Nummer 429 Carl Sperling & Co, Liineburg
Nummer 430 Carl Sperling & Co, Liineburg
Stamm B Selektion (breitblattrig) aus M. Bauer, MANN 1998 v
Stamm S Selektion (schmalbléttrig) aus M. Bauer, MANN 1998

Tabelle 72: Selektionen aus Arbeiten von MANN (em) und NEBELMEIR (jn)
Bezeichnung Ursprung Jahr Kommentar BA ZG LA
AS-1 M. Bauer 2000 em v
AS-2 M. Bauer 2000 em v v
AS-3 M. Bauer 2000 em v
AS-4 Topaz 11 2000 em v
AS-6 Stamm B 2000 em v
AS-6a AS-6 2001 jn v
AS-6b AS-6 2001 jn v
AS-7 Stamm B 2000 em v
AS-8 Austrosaat 2000 em v v
AS-8a AS-8 2001 jn v
AS-8b AS-8 2001 jn v
AS-9 Austrosaat 2000 em v
AS-10 M. Bauer 2000 em v
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Bezeichnung Ursprung Jahr Kommentar BA ZG LA
AS-10a AS-10 2001 jn v
AS-11 M. Bauer 2000 em v
AS-12 Stamm B 2000 em v
AS-14 Nummer 430 2000 em v
AS-15 Nummer 430 2000 em v
AS-16 Nummer 430 2000 em v
AS-18 Nummer 430 2000 em v
AS-19 Nummer 430 2000 em v
AS-20 Nummer 430 2000 em v
AS-21 Nummer 429 2000 em v
AS-22 Nummer 429 2000 em v
AS-23 Nummer 429 2000 em v
AS-24 Nummer 429 2000 em v
AS-25 Nummer 429 2000 em v
AS-28 Nummer 429 2000 em v
AS-29 Nummer 429 2000 em v
AS-30 Nummer 429 2000 em v
AS-31 Nummer 429 2000 em v
AS-32 Nummer 429 2000 em v
AS-33 Nummer 429 2000 em v
AS-L M. Bauer 2001 em v
AS-M M. Bauer 2001 em v
AS-N M. Bauer 2001 em v
AS-O M. Bauer 2001 em v
BB-1 Stamm B 1999 jn v
BB-2 Stamm B 1999 jn v
BN-1 Stamm B 1999 jn v
BN-2 Stamm B 1999 jn v
GZ-1 Austrosaat 2001 em v
GZ-4 Austrosaat 2001 em v
GZ-6 Austrosaat 2001 em v
GZ-8 Austrosaat 2001 em v
GZ-9 Austrosaat 2001 em v
GZ-10 Austrosaat 2001 em v
H-2a H-2 2001 in v
MB-AS M. Bauer 2001 jn v
MB-B M. Bauer 2001 jn v
MB-CS M. Bauer 2001 jn v
MB-DS M. Bauer 2001 jn v
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Bezeichnung Ursprung Jahr Kommentar BA ZG LA
MB-F M. Bauer 2001 jn v
MB-G M. Bauer 2001 jn v
MB-H M. Bauer 2001 jn v
PM-15a PM-15 2001 jn v
PM-17a PM-17 2001 jn v
SN-1 Stamm S 1999 jn v v v
SR-1 Stamm S 1999 jn v
SR-2 Stamm S 1999 jn v
SN-W M. Bauer 2000 em v
TT-1 '"Taubertal' 1999 jn v
TT-2 '"Taubertal' 1999 jn v
TT-3 '"Taubertal' 1999 jn v
TT-4 'Taubertal' 1999 jn v
TT-5 'Taubertal' 1999 jn v
TT-6 'Taubertal' 1999 jn v
TT-7 'Taubertal' 1999 jn v
TT-8 'Taubertal' 1999 jn v

Tabelle 73: Sammlung von Wildherkiinften

Bezeichnung Fundort Landkreis  Datum BA ZG LA
BT-1 Garten BT 30.07.00 v

BT-2 Garten BT 30.07.00 v

FS-1 Ruderalflache FS 2001 v
FS-2 Ruderalfldche FS 2001 v
FS-3 Ruderalfldche FS 2001 v
FS-4 Ruderalflache FS 2001 v
FS-5 Ruderalflache FS 2001 v
FS-6 Ruderalfléche FS 2001 v
H-2 StraBenrand FFB 17.06.99 v v

H-3 StraBenrand FFB 18.06.99 v v

H-4 StraBenrand FFB 18.06.99 v v

KA-2 Ruderalfldche LL 18.10.00 v

KA-3 Ruderalfldche LL 18.10.00 v

KA-4 Ruderalflache LL 18.10.00 v

KA-5 Ruderalflache LL 18.10.00 v

KA-6 Ruderalflache LL 18.10.00 v

KA-7 Ruderalflache LL 18.10.00 v

M-1 Wiese BGL 26.07.99 v

M-3 Wiese BGL 26.07.99 v
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Bezeichnung Fundort Landkreis  Datum BA ZG LA
NA-6 StraBBenrand FS 13.07.00 v
NA-8 StraBenrand FS 13.07.00 v
NF-1 Parkplatz FS 2001 v
P-1 Garten DAH 23.08.99 v v
P-2 Garten DAH 23.08.99 v v
PF-1 StraBenrand PF 2001 v
PF-2 StraBBenrand PF 2001 v
PF-3 Strafienrand PF 2001 v
PF-4 Strafienrand PF 2001 v
PF-5 Strafienrand PF 2001 v
PM-1 Kiesgrube FFB 27.07.00 v
PM-2 Kiesgrube FFB 27.07.00 v
PM-3 Kiesgrube FFB 27.07.00 v
PM-4 Kiesgrube FFB 27.07.00 v
PM-6 Kiesgrube FFB 27.07.00 v
PM-8 Kiesgrube FFB 27.07.00 v v
PM-9 Kiesgrube FFB 27.07.00 v
PM-10 Kiesgrube FFB 27.07.00 v v
PM-11 Kiesgrube FFB 27.07.00 v
PM-12 Kiesgrube FFB 27.07.00 v
PM-13 Kiesgrube FFB 27.07.00 v
PM-14 Kiesgrube FFB 27.07.00 v
PM-15 Kiesgrube FFB 27.07.00 v
PM-16 Kiesgrube FFB 27.07.00 v
PM-17 Kiesgrube FFB 27.07.00 v
PM-18 Kiesgrube FFB 27.07.00 v
PM-19 Kiesgrube FFB 27.07.00 v
PM-20 Kiesgrube FFB 27.07.00 v
PM-21 Kiesgrube FFB 27.07.00 v
PM-22 Kiesgrube FFB 27.07.00 v
UN-1 Wiese FFB 27.07.00 v
UN-3 Wiese FFB 27.07.00 v
UN-4 Wiese FFB 27.07.00 v
UP-1 Strafienrand FFB 27.07.00 v
UP-2 Strafienrand FFB 27.07.00 v
US-1 Sandgrube FFB 27.07.00 v
Us-2 Sandgrube FFB 27.07.00 v
Us-4 Sandgrube FFB 27.07.00 v
WE-1 Ruderalfliche FS 30.11.00 v
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2. Bodenuntersuchungen

Fiir die Bodenuntersuchungen wurde eine Schicht von 30 cm Tiefe beprobt. Die Proben
wurden sofort nach der Entnahme gekiihlt und zur Analyse geschickt. Die Untersuchungen
wurden von der Bayerischen Hauptversuchsanstalt fiir Landwirtschaft der TU Miinchen in
Freising-Weihenstephan durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 74 zusammengestellt.

Tabelle 74: Ergebnisse der Bodenuntersuchungen

Versuchsfeld Blockanlage Zweisatzgitter Linienanlage
Datum 26.04.01 04.04.02 26.04.01 04.04.02 04.04.02
Bodenart ulL ulL uL uL uL

pH CaCl, 6,8 6,9 6,8 7,0 7,1
Kalkbedarf dt/ha 0 0 0 0 0
Kalkzustand hoch hoch hoch hoch hoch
P,05-CAL mg/100 g 24 21 25 23 25
Auswertung hoch hoch hoch hoch hoch
K,0-CAL mg/100 g 20 20 21 21 32
Auswertung optimal optimal hoch hoch sehr hoch
Mg-CAL mg/100 g - 14 - 15 16
Auswertung - optimal - optimal optimal
Ges.- (N) % TS 0,12 0,13 0,12 0,13 0,14
NH,*-N CaCl,mg/100 g | 0,03 0,01 0,03 0,01 0,03

NOj-N CaCl,mg/100 g | 0,18 0,21 0,36 0,27 0,40

3. Pflanzplane der Feldversuche
3.1 Blockanlage

Tabelle 75 zeigt den Pflanzplan fiir die im Jahr 2000 gepflanzte Blockanlage in genordeter
Darstellung. Jede Zeile représentiert eine Parzelle zu 2 Reihen mit 7 Pflanzen inclusive 2
Randpflanzen. Die Wege befinden sich jeweils zwischen den Blocken und haben eine Breite

von 1,20 m.
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Tabelle 75: Pflanzplan Blockanlage

Block IV Block Il Block IT Block 1
Randreihe Randreihe Randreihe Randreihe
'Topaz' I
H-3 P
H-4 TT-1 P-1 '"Topaz' 11
TT-5 TT-3 TT-8 BN-1
TT-4 SR-1 M-3 BN-2
P-2 TT-6
H-2 TT-7 '"Taubertal' BB-1
M-1 SR-2 Stamm B BB-2
TT-2 M. Bauer 'Goldstern' SN-1
M-3 TT-8 TT-5 SR-1
, , H-3
Taubertal BN-1 H-4 SR-2
BB-1 P-1 M-1 TT-1
'"Topaz' 1 TT-6
"Topaz' 11 BB-2 TT-7 TT-2
SN-1 'Goldstern' M. Bauer TT-3
P-2
Stamm B BN-2 H-2 TT-4
P-2
BB-2 H-2 SN-1 'Taubertal'
SR-2 TT-2 TT-1 TT-5
TT-6
BN-2 M-1 BB-1 TT-7
P-1 TT-4 TT-3 TT-8
H-3 '"Topaz' 1
BN-1 H-4 "Topaz' II Stamm B
'Goldstern' M-3 SR-1 M. Bauer
M. Bauer BB-1 TT-2 M-1
SR-1 TT-5 BN-2 M-3
TT-6
TT-7 SN-1 TT-4 P-1
'"Topaz' 1 P-2
TT-1 "Topaz' 11 SR-2 H-2
H-3
TT-3 Stamm B BN-1 H-4
TT-8 'Taubertal' BB-2 'Goldstern'
Randreihe Randreihe Randreihe Randreihe
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3.2 Zweisatzgitter N
w 4 o

Tabelle 76: Pflanzplan Zweisatzgitter S

Beet VI Beet V Beet IV Beet 11T Beet I Beet 1
Randreihe Randreihe Randreihe Randreihe Randreihe Randreihe
PM-16 BT-2 P-1 PM-8 AS-8 SN-1
NA-6 BT-1 P-2 KA-5 PM-17 'Taubertal'
AS-7 UN-3 H-2 AS-2 PM-18 PM-1
AS-11 UN-4 H-3 H-4 PM-19 PM-4
AS-21 AS-2 H-4 AS-18 PM-20 PM-8
PM-15 AS-4 AS-10 PM-10 PM-21 PM-13
AS-22 AS-6 AS-14 PM-20 PM-22 PM-14
AS-33 AS-7 AS-11 AS-30 AS-22 PM-16
'Taubertal' AS-1 AS-8 PM-14 AS-9 WE-1
KA-2 AS-15 PM-17 KA-7 AS-25 KA-2
BT-1 AS-12 PM-18 AS-6 AS-28 KA-3
P-2 AS-16 PM-19 AS-14 AS-29 KA-4
AS-15 AS-18 PM-20 AS-20 AS-30 KA-5
PM-2 AS-19 PM-21 PM-12 AS-31 KA-6
PM-17 AS-20 PM-22 PM-22 AS-32 KA-7
AS-25 AS-21 AS-22 AS-32 AS-33 NA-6
PM-14 SN-1 SN-1 PM-1 SN-1 BT-2
KA-7 AS-23 'Taubertal' KA-3 UN-1 BT-1
AS-6 AS-24 PM-1 UN-3 NA-8 UN-3
AS-14 SN-1 PM-4 H-2 Us-4 UN-4
AS-20 SN-1 in vitro-vermehrt | PM-8 AS-12 UP-1 AS-2
PM-12 Us-4 PM-13 PM-3 PM-9 AS-4
PM-22 UP-1 PM-14 PM-18 SN-1 in vitro-vermehrt | AS-6
AS-32 PM-9 PM-16 AS-28 SN-1 AS-7
PM-4 UP-1 AS-3 SN-1 SN-1 in vitro-vermehrt | P-1
KA-4 SN-1 PM-2 WE-1 PM-9 P-2
UN-4 SN-1 in vitro-vermehrt | PM-3 BT-2 UsS-4 H-2
H-3 PM-9 PM-6 P-1 SN-1 H-3
AS-16 Us-4 PM-10 AS-1 UP-1 H-4
PM-6 NA-8 PM-11 AS-3 UP-2 AS-10
PM-19 AS-34 (eingegangen) | PM-12 AS-8 US-1/US-2 AS-14
AS-29 SN-1 PM-15 AS-9 SN-1 AS-11
PM-13 PM-8 AS-9 PM-4 PM-13 AS-1
KA-6 KA-5 AS-25 KA-4 KA-6 AS-15
AS-4 AS-2 AS-28 UN-4 AS-4 AS-12
AS-10 H-4 AS-29 H-3 AS-10 AS-16
AS-19 AS-18 AS-30 AS-16 AS-19 AS-18
PM-11 PM-10 AS-31 PM-6 PM-11 AS-19
PM-21 PM-20 AS-32 PM-19 PM-21 AS-20
AS-31 AS-30 AS-33 AS-29 AS-31 AS-21
SN-1 PM-1 WE-1 'Taubertal' PM-16 AS-3
WE-1 KA-3 KA-2 KA-2 NA-6 PM-2
BT-2 UN-3 KA-3 BT-1 AS-7 PM-3
P-1 H-2 KA-4 P-2 AS-11 PM-6
AS-1 AS-12 KA-5 AS-15 AS-21 PM-10
AS-3 PM-3 KA-6 PM-2 PM-15 PM-11
AS-8 PM-18 KA-7 PM-17 AS-22 PM-12
AS-9 AS-28 NA-6 AS-25 AS-33 PM-15
Randreihe Randreihe Randreihe Randreihe Randreihe Randreihe

Die Randreihen wurden mit der Saatgutherkunft Austrosaat bepflanzt. Die vier grau unter-

legten Felder in Beet II und Beet V gehoren aus statistischer Sicht nicht zum Zweisatzgitter.

Sie wurden mit der Selektion SN-1 und verschiedenen Wildherkiinften zur Gewinnung von

Proben und Saatgut bepflanzt.




Anhang 206

3.3 Linienanlage

N

Tabelle 77: Pflanzplan Linienanlage w $ o

Beet I1 Beet I S
Randreihe Randreihe
'Taubertal' 'Taubertal'
SN-1 SN-1
HP-G MB-AS
HP-J MB-B
H-2a MB-CS
AS-6a MB-DS
AS-6b MB-F
'Taubertal' 'Taubertal'
SN-1 SN-1
AS-8a MB-G
AS-8b MB-H
AS-10a FS-1
PM-15a PF-2
PM-17a FS-2
'Taubertal' 'Taubertal'
SN-1 SN-1
GZ-1 FS-3
GZ-4 FS-4
MB-AS NF-1
MB-CS FS-5
MB-DS PF-3
'Taubertal' 'Taubertal'
SN-1 SN-1
FS-1 PF-1
PF-2 PF-4
FS-2 PF-5
FS-3 FS-6
FS-4 SN-W
'Taubertal' 'Taubertal'
SN-1 SN-1
NF-1 AS-L
FS-5 AS-M
AS-28 AS-N
PF-1 AS-O
PF-4 GZ-1
'Taubertal' 'Taubertal'
SN-1 SN-1
PF-5 GZ-4
FS-6 GZ-6
SN-W GZ-8
HP-G GZ-9
HP-J GZ-10
'Taubertal' 'Taubertal'
SN-1 SN-1
AS-2 AS-2
AS-8 AS-8
PM-8 PM-8
PM-10 PM-10
Randreihe Randreihe
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4. Ergebnisse der Feldversuche
4.1 Zweisatzgitter

Die angegebene Anzahl an Messungen gilt im Falle der Triebe nur bei Vorhandensein aller
Versuchspflanzen. Wichtige Minimum- und Maximumwerte, sowie Ausfille von 50 % und

mehr sind fett hervorgehoben.

Tabelle 78: Morphologische Merkmale Zweisatzgitter, Versuchsjahre 2001 und 2002

vegetative Merkmale generative Merkmale usfille C. gloeosporioides
Tricbe  liegend |Stand- |Blihbeginn | Bliiten- | Bliiten-  |Hypericin- | Bliihbeginn Juli 2001 Mai 2002
festigheit | grofe | gewicht \punkte |
Zier.  |Gem.  [ier.  |Gem.
Einheit Anzahl/Pfl. % Note Tage mm mg/Bliite | Note Tage Anzahl |Anzahl |Anzahl |Anzahl
Messung | (n = 20) (n=4) (n=4) n=10) |n=2) |n=1) |(n=1-4) (1=28) |(n=28) |(n=28) |(n=28)
an Pflanzen Siitze Siitze Bliiten 10 Bliiten | 10 Bliiten | Sitze Pflanzen [Pflanzen [Pflanzen [Pflanzen
SN-1 25,9 +4,6 2,9/5,0+0,0]| 84,0+2,0 | 26,0 7,5 6 445+1,0| 3 2 4 9
Taubertal' [19,2+4,6  35,02,0£2,0| 75,8+4,8| 273 10,6 6 383+0,5| 0 0 0 0
PM-1 20,5+4,0 3793,0+2,8[830+1,6| 293 8,0 8 39,5+1,3 0 0 1 4
PM-4 20,5+3,7 47435+2,5(855+44| 273 7,8 8 41,3+1,0 1 0 6 0
PM-8 19,8+53 36,7/3,0+1,6[84,0+£0,8| 28,0 8,1 8 403+1,0 0 0 1 1
PM-13  |22,6+5,4 31,0050+1,6|82,0+2,6 | 27,0 8,6 1 - 0 4 7 16
PM-14 |13,5+£3,7 2744,0+12|723+1,7| 29,0 9,4 1 39,7+0,6| O 5 6 13
PM-16 [13,0+34 292/135+£1,0|71,8+1,3| 30,0 9,9 1 433+£25 0 2 1 15
WE-1 14,7+4,3 5,880+£1,2]685+2,6| 293 11,1 5 450+0,0 0 2 0 10
KA-2 158+4,7 44425+1,0070,8+22| 26,0 9,4 8 - 1 2 1 12
KA-3 159+45 31,93,5+1,00/70,0+33| 273 9,3 8 - 2 1 4 15
KA-4 14,5+3,7 3553,5+1,0/69,0+3,5| 273 9,7 7 - 0 1 2 8
KA-5 15,7+4,1 252/45+1,0|71,8+5,6| 273 9,7 8 - 5 2 9 14
KA-6 12,7+4,6  30,033+0,5[685+1,9| 28,0 9,3 8 - 2 5 6 22
KA-7 134+3,6 2873,0+0,0[688=1,5| 273 9,3 8 - 2 10 8 11
NA-6 189+3,8 458 15+1,0/938+6,2| 32,0 | 13,1 6 443+£2,1 0 2 2 13
BT-2 18,6 £3,8 49,71,3+0,5]783+2,5| 350 | 14,7 1 38,5£0,6| O 1 1 9
BT-1 16,4 +4,0 73[7,0+£1,6|68,0+28 | 28,7 10,5 3 438+0,5 0 0 0 3
UN-3 149+3,7 32,72,0+12|91,0+59 | 30,0 | 10,2 5 475+0,7| 0 0 1 10
UN-4 17,1 £33  28,720+1,2(885+2,6| 31,0 | 102 5 475+0,7| 0 0 2 5
AS-2 25,8+52 0,5/55+1,0192,0+0,8 | 26,7 9,2 9 47,5+0,7 1 0 7 8
AS-4 14,1+£3,7 15265+19|63,5+0,6 | 31,0 | 113 7 44,0+0,0 1 5 5 21
AS-6 23,669 37,01,0+0,0| 87,764 - - - 425+0,7| 16 18 17 24
AS-7 20,8+6,7 39920+1,2[843+1,5| 25,0 7,5 3 42,0+0,0| 3 7 12 19
P-1 13,5+4,2 5480=+1,2793+£3,1| 250 6,9 1 435+1,71 0 0 4 9
pP-2 129+1,9 53185+1,0| 753+£33| 27,0 8,1 1 435+1,3 1 1 3 9
H-2 10,2 +£3,5 6,27,0+0,0(80,5+42| 2773 9,8 8 425+0,6| 0 0 3 5
H-3 125+53 11,8 55+1,0|783+3,8| 30,0 | 10,7 8 41,0+£0,0| 0 1 1 3
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vegetative Merkmale generative Merkmale usfille C. gloeosporioides
Triebe liegend |Stand- |Bliihbeginn | Bliten- | Bliiten-  |Hypericin- | Blihbeginn D Mai 2002
festigheit | grofe | gewicht |punkte |
Zier. Gem. Zier. Gem.
Einheit | Anzahl/Pfl. % Note Tage mm mg/Bliite | Note Tage Anzahl |Anzahl |Anzahl |Anzahl
Messung | (n = 20) (n=4) (n=4) n=10) |n=2) |n=1) |(nn=1-4) (n=28) |(n=28) |(n=28) |(n=28)
an Pflanzen Siitze Siitze Bliiten 10 Bliiten | 10 Bliiten | Sétze Pflanzen [Pflanzen [Pflanzen [Pflanzen
H-4 11,5+3,5 7,006,0+1,2177,8+6,3 | 30,0 11,0 9 41,3+0,5 0 1 2 8
AS-10 13,0+4,0 44,025+19|825+0,6| 30,0 11,3 433+1,3 1 9 6 24
AS-14 11,721  457/23+23[84,0£3,6| 30,0 - 6 44,0+£0,0 | 20 27 25 28
AS-11 143+6,9 56,825+19|823+21| 287 8,9 5 43,7+06| 3 11 12 18
AS-1 154+4,0 24935+19|758+3,0| 293 11,3 8 - 2 2 7 9
AS-15 132+3,6 672/1,5+1,0{843+1,7| 30,0 - 4 450+£0,0 | 2 3 10 15
AS-12 103+2,0 322/40+2,0[71,3+1,5| 27,0 8,1 2 W0,7£1,5 0 0 2 5
AS-16 13,0+£3,4 68,11,0+0,0| 81,5+2,6| 30,0 10,7 6 }42,5+0,7 1 3 9 8
AS-18 16,8+3,9 521/1,5+1,0(88,0+£54| 30,7 10,2 3 47,0+0,0 | 4 4 12 11
AS-19 13,8+2,9 33923+23(923+4,7| 30,0 - 6 47,0+£0,0 | 15 19 20 22
AS-20 182+3,0 4501,5+1,0(93,5+6,4| 30,7 - 3 46,0£0,0| 3 15 12 23
AS-21 18,643 493/120+1,2(88,0+£20| 253 - 5 47,5+£1,3 0 6 4 14
AS-3 14,2 +4,7 7470+1,6|753+£1,9| 29,0 8,2 6 430+£0,0| 4 8 7 17
PM-2 19,7+4,4 33045+2,5[83,8+24| 25,0 8,5 1 - 1 1 9 16
PM-3 23,1+6,0 37,745+1,0(848+22| 26,0 - 7 417+12| 0 0 4 5
PM-6 289+74 45525+1,9[87,0+24| 25,0 - 7 433+12| 0 0 4 4
PM-10 |1522+3.8 5316,5+1,0(755+3,1| 24,7 7,8 1 38,5+1,0| O 1 4 4
PM-11 |22,6+5,2 40,604,5+2,5|850+29| 27,0 - 3 - 3 12 8 23
PM-12 |144+34 263/50+1,6|72,8+32| 273 8,7 1 395+0,6 | 2 8 4 20
PM-15 |18,7+4,8 36,2/3,5+1,9|850+34| 26,7 - 7 41,8+1,5 0 0 3 2
AS-8 22,2+3,8 6,45,0+0,0|933+63| 26,0 - 7 450+ 1,6 1 1 1 5
PM-17 [13,5+23 233|53£0,5]725+2,6| 293 10,0 1 41712 2 0 3 7
PM-18 [11,7+33 13,1}6,3+1,0| 76,0£6,4| 26,0 7,6 1 413+0,6| 0 0 5 6
PM-19 |10,5+2,7 35,0055+1,9|743+42| 273 9,7 1 41,0+1,0 1 2 5 6
PM-20 |152+4,9 31,6045+19|783+53| 28,0 9,0 1 43,0£0,0 | 14 9 14 18
PM-21 144+3,6 19945+1,0|763+53| 28,0 8,9 1 42,5+0,7 1 2 10 17
PM-22 |143+4,1 17,85,0+0,0|73,0+4,8 | 29,0 9,6 1 413406 | 0 5 3 14
AS-22 19,6 +53 41,835+1,0190,5+3,7| 26,0 - 6 47,0+0,0| 0 0 1 2
AS-9 20,6 £52  53,51,5+ 1,0 | keine Bliite - - - - 8 7 10 17
AS-25 17,0+4,6 55312,0+1,2(885+2,1| 26,0 - 5 468+1,0( 0 0 0 11
AS-28 192+44 11,57,5+1,0{658+3,0| 28,0 7,7 1 413+1,0( 0 0 0 2
AS-29 19,8+4,4 12,217,5+1,0|/683+29| 29,0 8,6 3 42,0+08| 0 0 0 8
AS-30 10,8+3,0 13,4/55+1,0|77,5+3,7| 27,0 9,0 6 46,3+0,5 1 16 3 21
AS-31 11,6 £3,5 353]2,5+19|81,0+0,8| 29,0 8,8 3 43,0+1,7 1 6 4 11
AS-32 18,4+4,0 8,315,0£1,6(86,5+£3,0| 26,7 7,6 3 48,0 £ 0,0 1 3 3 14
AS-33 158+38 162/40+2,6[83,0+12| 250 6,4 2 443+1,0| 4 6 7 13
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Tabelle 79 gibt die Inhaltsstoffgehalte der Drogenproben jener Herkiinfte an, die im Ver-
suchsjahr 2001 auf der Flache Zweisatzgitter Zierpflanzenbau geerntet wurden. Fiir die Her-
kunft AS-14 konnten keine Daten gewonnen werden, da sie zur Bliitezeit bereits fast vollstdn-
dig durch Colletotrichum cf. gloeosporioides vernichtet war. Die Herkunft AS-9 kam im
ersten Jahr nicht zur Bliite. Die jeweils hochsten und niedrigsten Gehalte eines jeden Inhalts-

stoffes sind fett hervorgehoben. Werte in Klammern sind moglicherweise fehlerhatt.

Tabelle 79: Inhaltsstoffgehalte der Drogenproben Zweisatzgitter, Versuchsjahr 2001

g/kg RUT | H+I | QIT | QER | BIA | PPS | PSH | PHY | HYP | HFO | AHF
SN-1 0,0 284| 64| 14 18] 06| 57| 00| 08| 96 1,4
Tawbertal| 10,0 | 223 | 2.8 12 18 00| 24| 00| 10| 59 1,2
PM-1 69| 198 | 50| 1,1 24| 03| 46| 01| 25| 64 1,5
PM-4 57 17,1 48 18| 26| 13| 61| 06| 26| 101 1,7
PM-8 68| 226| 55| 21| ()| 14| @y | 06| (5| 174| 45
PM-13 | 00| 252| 44| 18| 34| 05| 30| 00| 08| 131| 27
PM-14 | 58| 421| 61| 24| 50| 05| 47| 00| 11| 196]| 45
PM-16 | 45| 220] 26| 08 19 o1 18] 00| 06| 95| 23
WE-1 44| 204 16| 14 6] 03| 72| 00| 04| 76 1,7
KA-2 74 23| 45 13| 26| 04| 57| 00| 20| 7.7 1,5
KA-3 88 | 274 | 45 13 28| 05| 54| o1 17| 66 1,5
KA-4 71| 25,1 441 14| 24| 05| 68| o1 1,6 | 88 1,8
KA-5 83| 269 | 43 15 24| 04| 59| o1 1,7 7.3 1,6
KA-6 71 232 38 13| 2.1 03| 48| 01 13| 114 25
KA-7 770 241 40| 13| 22| o6| 57| o1 14| 95 1,7
NA-6 93] 169 | 49| 15| 20| 04| 43| 00| 06| 114] 21
BT-2 186 | 153 27| 10| 21 03] 34| 00| 05| 126 20
BT-1 46| 163 22| 11 15 05| 78| 00| 05| 75 1,5
UN3 | 129 168| 33| 07| 16| 03| 33| 00| 05| 89| 20
UN-4 | 113] 169| 34| 09| 22| 05| 40| 00| 06| 11,9| 24
AS-2 50 21,7 77| 16| 14| 08| 68| 00| 13| 95 1,7
AS-4 126 | 144 42| 13 1,8 1,0 58| 00| 1,0] 107 1,9
AS-6 90 190| 37| 09| 22| 03| 34| 00| 06| 69 1,3
AS-7 57 202 40| 09| 26| 03] 31| 00| 03] 72 1,3
P-1 61| 240 16| 12 16| 00| 41| 00| 04| 97| 28
P-2 57 222 17| 1.2 16| 00| 35| 00| 03| 83| 24
H-2 770 173 33| 21| 25| 06| 56| 00| 08| 7.8 1,6
H-3 76| 206 32| 16| 25| 08| 59| 00| 1.1 7,2 1,4
H-4 84| 176 32| 17| 26| 08| 55| 00| 09| 67 1,4
AS-10 | 13,1 | 189 | 55 12| 25| 04| 55| 00| 06| 86| 1.8
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g/kkg |RUT | H+I'| OIT | QER | BIA | PPS | PSH | PHY | HYP | HFO | AHF
AS-14 - - - - - - - - - - -
AS-11 12,2 18,4 5,3 0,9 2,7 0,0 4,2 0,0 0,4 5,4 1,1
AS-1 1,3 25,9 3,1 2,5 2,3 0,8 4,8 0,2 1,2 12,4 1,4
AS-15 10,9 16,3 6,0 1,4 2,7 0,6 34 0,0 0,6 10,7 1,9
AS-12 1,6 28,8 1,2 1,7 1,9 0,0 1,7 0,0 0,4 15,7 33
AS-16 9,7 16,5 4,2 1,4 2,6 0,7 3,0 0,0 0,5 13,1 2,4
AS-18 9,9 14,1 3,0 0,9 2,3 0,8 2,5 0,0 0,5 13,3 2,2
AS-19 10,7 16,0 3,3 0,8 2,5 0,7 3,1 0,0 0,4 14,9 2,2
AS-20 11,2 17,1 3.4 1,0 2,4 1,4 2,9 0,1 0,4 16,3 2,2
AS-21 18,0 13,8 3,0 0,7 1,9 0,6 2,8 0,0 0,4 10,2 1,2
AS-3 17,8 22,1 4,0 1,5 2,0 1,2 4,8 0,1 0,7 9,0 1,4
PM-2 1,2 20,9 2,0 1,6 3,1 0,9 2,8 0,2 0,6 12,5 2,2
PM-3 6,4 20,6 4,5 1,8 2,4 0,8 4,9 0,4 2,0 18,2 3,1
PM-6 6,1 19,0 5,2 2,2 2,5 0,8 5,7 0,3 2,1 10,4 1,9
PM-10 2,1 26,0 2,0 1,0 2,2 0,0 1,3 0,0 0,4 9,8 2,0
PM-11 0,5 18,1 3,6 1,9 3,0 1,4 3,4 0,2 0,8 17,1 3,1
PM-12 4,1 18,9 2,3 0,9 1,8 0,2 2,0 0,0 0,3 13,8 2,4
PM-15 | 6,1 | 201 5.8 2,0 3,3 1,7 6,7 0,7 2,6 | 153 1,9
AS-8 5,8 21,5 7,9 1,4 1,8 1,0 4,8 0,1 0,7 17,6 2,3
PM-17 5,1 22,0 3,2 0,9 2,3 0,3 2,4 0,0 0,5 12,6 2,1
PM-18 4,3 21,8 1,4 1,4 2,1 0,3 1,9 0,0 0,3 12,4 2,3
PM-19 3,4 16,0 2,1 0,7 2,0 0,4 1,6 0,0 0,3 12,7 2,3
PM-20 3,8 18,9 2,3 0,8 1,9 0,3 1,7 0,0 0,3 13,8 2,6
PM-21 4,0 19,9 2,2 0,9 2,0 0,3 1,7 0,0 0,3 14,8 2,6
PM-22 4,9 20,9 2,9 0,9 2,1 0,3 1,8 0,0 0,3 17,3 2,7
AS-22 17,4 14,3 3,5 0,9 2,0 0,8 4,4 0,0 0,6 10,0 1,0
AS-9 - - - - - - - - - - -
AS-25 16,6 12,8 3,1 1,0 2,1 0,7 3,1 0,0 0,4 10,8 1,1
AS-28 5,1 15,7 3,5 1,3 1,7 1,0 4,8 0,0 1,2 14,3 2,4
AS-29 1,6 18,2 1,2 0,9 1,4 0,0 1,2 0,0 0,3 9,4 2,1
AS-30 12,5 16,4 3,5 1,1 1,6 0,0 2,4 0,0 0,3 13,1 3,2
AS-31 0,0 24,0 4,4 1,1 2,9 0,4 2,7 0,0 0,5 16,7 3,2
AS-32 20,8 20,4 2,8 0,9 2,0 0,0 1,9 0,0 0,2 11,0 2,1
AS-33 0,0 27,5 7,2 1,2 2,6 0,5 3,0 0,0 0,6 14,9 2,5
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4.2 Linienanlage

In Tabelle 80 sind die Wiederholungen einzelner Herkiinfte untereinander angeordnet. Um die
Darstellung tlibersichtlicher zu gestalten, werden fiir die Standards 'Taubertal' und SN-1 die
Mittelwerte aus den insgesamt 14 Standardparzellen wiedergegeben. Bei den Merkmalen
Hohe, Anzahl der Triebe, Blithbeginn, BliitengroBe und Bliitengewicht wurden das Minimum
und das Maximum fett hervorgehoben. Die Herkiinfte GZ-6, GZ-8, GZ-9 sowie die Einzel-
pflanzenselektionen H-2a, AS-6a, AS-8a, AS-8b und PM-17a mit inhomogenem Pflanzenbe-
stand sind kursiv gekennzeichnet. Bei der Ermittlung der Pflanzenhdhe und der Anzahl der
Triebe pro Pflanze wurden alle sieben Pflanzen erfaflt; allerdings gilt die Anzahl von sieben

Messwerten nur fiir den Fall, dass keine Ausfélle zu verzeichnen waren.

Tabelle 80: Ergebnisse der Linienanlage im Versuchsjahr 2002

vegetative Merkmale generative Merkmale
Hohe Triebe liegend | Stand- Bliih-- Ausfille | Blihbeginn | Bliiten- | Bliiten- Hypericin-
festigkeit | horizont grafe gewicht punkie
Einheit cm AnzahlPfl. % Note Note Anzahl Tage mm mg/Bliite Note
Messung an_| 7 Pflanzen {7 Pflanzen Parzelle __|Parzelle |Parzelle | Parzelle 10 Bliiten_| 50 Bliiten 10 Bliten
SN 36,1 +£2,7 | 15,529 1,9 6,9 6,7 0,2 75,1 £4,9 248 [6,5+04 5.9
(n=14)
Taubertal' 1 370428 | 164+3,1 587 4,6 3,4 02 |657+28| 251 |83+04 5.9
(n=14)
MB-AS 369+4,7 | 17,7£6,4 0,0 7 7 0 84 26,2 6,6 6
31,8+0,8 | 16,5£1,9 3,0 7 7 2 86 26,4 6,2 6
MB-B 383+£5,7 | 123£25 51,4 3 3 4 68 30,6 8,6 1
MB-CS | 37.0+56 | 150400 533 1 1 4 77 30,0 11,1 6
350+2,0 | 16,000 12,5 5 5 4 84 32,6 11,6 6
MB-DS - - - - - 7 - - - -
- - - - - 7 - - - -
MB-F 383+1,8 | 16,1 £5,1 16,8 5 5 0 57 26,8 8,1 2
MB-G 393+20 [ 184+1,8 434 5 7 0 62 34,0 8,4 1
MB-H 350+3,0 | 94+£30 745 1 1 4 62 28,6 7.1 1
FS-1 457429 | 99+1,6 43 7 9 0 57 33,6 11,0 9
399+44 ] 9,0+1,9 1,6 7 7 0 59 32,8 10,2 9
PF-2 40,0+2,2 | 10,7+1,0 359 5 5 1 64 30,6 8,0 5
40,5+1,6 | 9,3+£1,2 16,1 7 7 1 72 30,8 9,2 6
FS-2 436424 | 92416 0,0 5 5 0 76 322 9,1 7
503+1,8 | 11,6+3,1 62 7 7 0 73 31,4 8,3 8
FS-3 454+6,1 | 16,7+2,8 61,5 3 3 2 77 32,8 12,0 8
46,5+53 | 178+£3,7 533 5 3 1 77 32,6 11,3 6
FS-4 37,7£2,8 | 184+1,7 53,5 5 5 0 66 31,4 9,2 9
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vegetative Merkmale generative Merkmale
Héhe Triebe liegend | Stand- Bliih-- Ausfille | Bliihbeginn | Bliiten- | Bliiten- Hypericin-
festigkeit | horizont grafe gewicht punkie
Einheit cm AnzahlPfl. % Note Note Anzahl Tage mm mg/Bliite Note
Messung an_| 7 Pflanzen |7 Pflanzen Parzelle _|Parzelle _|Parzelle | Parzelle 10 Bliiten_| 50 Bliiten 10 Bliten
40,1433 | 23,1£45 66,0 5 3 0 65 31,6 9.8 9
NE-1 477+44 | 3,7+08 3.8 9 7 0 76 35,8 11,6 9
439+£59 | 2,6+0,5 0,0 7 7 0 73 34,8 10,6 9
FS-5 409+22 | 7,6+22 1,9 9 9 0 66 35,6 12,4 9
39,0+42 | 40+0,8 7,1 5 5 0 73 36,0 12,8 9
PE-3 327+2,1 [253+113 743 3 3 1 79 - - -
AS-28 204436 | 71420 40 7 9 0 52 292 6,2 2
PF-1 439+38 | 124+33 92 9 7 0 63 352 8,5 1
448+49 | 107+2,7 188 7 7 2 64 34,6 8,6 1
PF-4 46,748 | 8315 17,2 5 5 0 65 32,8 9,6 7
444+42 | 10,1 +2,6 16,9 5 3 0 70 334 9,5 6
PF-5 355+£2,2 | 13,723 12,2 9 9 1 57 31,2 8,2 6
343+19 | 11,0£2,0 76 9 9 1 63 31,0 8,1 6
FS-6 51,5+5,1 | 10,0+1,9 6,7 5 3 2 66 32,0 10,0 7
473+86 | 74+11 135 5 5 0 69 32,6 8,8 7
SN-W 372+£23 | 193+1,2 0,0 7 5 1 65 26,8 7,1 6
37,7£42 | 140+7,2 0,0 7 5 0 73 25,6 6.8 6
AS-L 373+£5,6 | 188+£9,9 472 - - 4 - - - -
AS-M 440400 | 11,0£53 66,7 - - 6 : - : :
AS-N 395+50 | 103+32 61,3 - - 5 ; - ; ;
AS-O 353+£3,7 ] 10,3+£5,2 54,2 - - 1 64 34,0 - 1
GZ-1 384+24 | 12,8+3,1 20,8 7 7 0 64 33,8 9,5 6
393+£1,7 | 144+£2,6 12,9 7 5 0 64 33,6 8,7 5
GZ-4 40,1415 | 194+40 8,1 7 7 0 84 31,8 10,8 5
354439 | 123+28 10,5 7 5 0 87 30,6 112 4
GZ-6 45,1+6,7 | 11,3+3,1 10,3 - - 1 - - - -
GZ-8 363+34 ] 109+12 14,5 9 7 0 59 30,8 9,3 7
GZ-9 37,634 | 149+44 8,7 9 5 0 57 31,2 9,1 5
GZ-10 373£14 ] 99+24 5,8 9 7 0 49 32,4 10,3 6
AS-2 364+46 | 23,0£22 0,0 9 7 2 84 252 7,0 9
365+77 | 223425 0,0 9 7 3 85 252 6,8 9
AS-8 33,8+3,5 | 20,3+6,2 1,2 7 7 1 85 27,2 7,5 6
37,6 £2,2 | 20,2+5,0 0,0 7 7 2 84 28,0 1,7 6
PM-8 325+2,1 | 17,0£2,8 36,1 5 5 1 77 30,6 7,2 7
334432 | 23,1+£23 519 5 5 0 77 31,0 6,5 8
PM-10 357422 | 143+49 17,0 7 5 0 64 25,0 6,8 3
363+58 | 12,6+42 375 7 7 0 65 25,8 7.1 3
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vegetative Merkmale generative Merkmale
Héhe Triebe liegend | Stand- Bliih-- Ausfille | Bliihbeginn | Bliiten- | Bliiten- Hypericin-
festigkeit | horizont grafe gewicht punkte
Einheit cm Anzahl/Pfl. % Note Note Anzahl Tage mm mg/Bliite Note
Messung an_| 7 Pflanzen |7 Pflanzen Parzelle _|Parzelle _|Parzelle | Parzelle 10 Bliiten_| 50 Bliiten 10 Bliten
HP-G 333+7,0 | 8,7+2,1 42,6 3 1 3 83 27,0 8,1 6
349436 | 156+3,5 69,7 5 3 0 66 30,0 8,6 7
HP-J 46,9+4,5 | 52+1,2 3,2 7 5 0 59 30,2 8,3 7
47,1£27 | 49+1,7 0,0 5 5 0 84 30,0 8,0 7
H-2a - 57+3,1 17,6 - - 2 - - -
AS-6a 328+48 | 12,7+3,3 6,6 5 3 1 - - - -
AS-6b - 175+3,6 629 1 1 6 83 26,0 7,1 1
AS-8a 323+47 | 153+57 15,0 5 3 0 - - 9,9 -
AS-8b 32,0+7,8 | 10,7+3,8 0,0 7 5 3 - - - -
AS-10a 32,7+£22 | 88426 35,8 5 3 1 84 33,0 - 7
PM-15a 29,0+4,9 | 223+£54 724 3 3 2 76 30,6 7,1 7
PM-17a 340+33 | 80+18 55,4 3 3 0 66 - 8,3 -

Tabelle 81 gibt die Inhaltsstoffgehalte der Bliitenproben (n = 50) wieder, die von den Her-
kiinften in der Linienanlage im Versuchsjahr 2002 gewonnen wurden. Die Werte der Stan-
dards 'Taubertal' und SN-1 sind am Anfang der Tabelle als Mittelwert mit Standardabwei-
chung der insgesamt 14 Parzellen angegeben. Die niedrigsten und hochsten Gehalte sind
wieder fett hervorgehoben. Die Herkiinfte mit inhomogenem Bestand sind kursiv gekenn-
zeichnet. Fehlstellen ergeben sich zum Beispiel aufgrund von Totalausfall nach Welkebefall
(MB-DS) oder fehlender Bliiten (PF-3). Bei inhomogenen Herkiinften wurden nur in einzel-
nen Fillen Bliitenproben geerntet, da diese im Vergleich zu den Proben homogener Herkiinfte

nur eine beschriankte Aussagekraft besitzen.

Tabelle 81: Inhaltsstoffgehalte der Bliitenproben (r = 50), Linienanlage Versuchsjahr 2002

gkg | RUT | H+¥I | QIT | QER | BIA | PPS | PSH | PHY | HYP | HFO | AHF
(nsf'l{‘) 00 [290£1,7(47+02{08+0,1 |22+£08 | 144046509 00 [07+0,1 |133+23]1,6+03
'T(iufﬁa;ll 6,4+04 |282+33| 4112|0901 [27+10]0,6+02|38+04 |01=0,1|1,1£02]95+13 |14=02
MB-AS | 0,0 31,7 46 038 3.1 L1 6,8 0,0 0.7 11,2 1.4
0,0 30,5 3,7 0.7 L5 0.6 5.9 0,0 0.6 11,6 1,5
MB-B 8,5 223 28 0.7 038 0,0 23 0,0 05 13,4 1,6
MB-CS | 35 26,0 2,7 11 25 10 42 0.1 0.7 8.5 038
2,9 25,6 2,7 1,1 038 0.7 42 0,0 07 73 038
MB-DS | - - - - - - - - - - -
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ghkg | RUT | H+I | QIT | QER | BIA | PPS | PSH | PHY | HYP | HFO | AHF
MB-F 0,0 26,9 25 1,0 1,4 0,0 3,6 0,0 1,4 12,4 1,5
MB-G | 114 21,5 42 0,7 23 038 438 0,0 0,6 10,0 0,6
MB-H 2,7 20,3 3,0 07 1,2 0,0 34 0,0 03 8,0 038
FS-1 48 214 34 12 25 13 5,7 02 1,0 49 0,6
54 20,3 3,0 13 1,1 0,6 5,0 0,0 1,0 62 07
PF-2 0,0 28,0 4,1 1,2 23 0,7 47 0,0 0,7 113 1.4
0,0 30,3 4,1 14 12 0,6 47 0,0 0.8 12,5 1,5
FS-2 6.6 20,7 47 1,0 0,7 05 45 02 1,1 7.4 0.8
74 21,1 52 09 09 0,6 46 02 1,1 7.8 038
FS-3 8,0 17,2 43 0,7 24 0.6 3,1 0,1 0,7 9,0 09
7.9 16,7 45 08 1,6 0,6 3,7 0,1 0.9 8,3 1,0
FS-4 5,7 26,2 5,1 1,0 3,7 1,0 3,6 02 09 8.8 12
5,5 24,8 45 1,1 1,5 05 3.9 0,1 12 10,5 13
NF-1 44 21,7 3,1 1,7 33 13 38 0,1 0.8 46 0,5
43 20,9 3,1 1,7 2,1 038 37 0,0 0,7 438 07
FS-5 47 20,9 24 1.4 09 0.4 3,7 0,0 09 5,7 0,7
4,6 19,1 2,5 1,1 15 0,6 3,0 0,1 0,7 5,5 07
PF-3 - - - - - - - - - - -
AS-28 47 283 44 038 2,7 0,5 2,7 02 1,1 12,9 1,9
PF-1 58 30,6 2,6 0,6 1,7 03 28 0,0 09 11,0 1,6
5,5 28,6 25 07 1,5 03 2,6 0,0 0.4 9,5 1,5
PF-4 7.6 24,8 73 1,1 2,1 1,7 58 03 1,1 10,0 0.9
7.8 26,3 6,3 1,1 09 1,6 59 03 1,1 12,8 1,1
PF-5 438 20,1 2,7 1,1 1,0 0,7 43 0,0 0,7 5,1 09
53 22,0 24 09 1,6 07 40 0,0 0,5 5,5 09
FS-6 6.8 18,1 52 0,7 1,2 1,0 43 0,1 09 9,0 0.9
7,7 18,9 5,0 038 13 0,6 42 02 0.9 8,2 08
SN-W 1,4 27,2 46 0.8 2,6 2,0 5,6 02 0.9 13,2 1.4
0,0 29,2 4,0 08 1,7 14 52 0,0 0,6 22,2 2,6
AS-L - - - - - - - - - - -
AS-M - - - - - - - - - - -
AS-N - - - - - - - - - - -
AS-O - - - - - - - - - - -
GZ-1 7,5 26,2 3.8 15 1,7 0,6 438 02 1,1 12,6 12
72 28,5 3,2 13 09 03 2.8 0,0 1,1 16,9 1,9
GZ-4 2,9 22,1 24 1,0 22 2,0 3,5 02 0.6 85 08
3,1 23,1 2,0 1,1 0,7 13 32 0,1 0,5 9,1 1,0
GZ-6 - - - - - - - - - - -
GZ-8 0,0 23,3 2,6 0,8 16 0,4 2,2 0,0 0,3 24 12
GZ-9 19 21,2 2,6 0,7 12 0,7 32 0,0 0,3 6.2 16
GZ-10 8,9 15,7 3,7 12 1,0 1,1 4,1 0,1 0.9 11,2 14




Anhang 215

gkg | RUT | H+I | QIT | QER | BIA PPS | PSH | PHY | HYP | HFO | AHF
AS-2 3,6 22,9 4,5 0,8 0,6 0,9 4.8 0,0 0,9 10,6 0,0
3,8 25,0 4,1 0,9 0,6 0,7 5,0 0,0 1,2 10,8 1,7
AS-8 4,0 26,0 4,7 0,9 1,9 1,1 49 0,1 0,9 13,7 1,6
42 26,1 4,5 1,0 1,4 1,1 4.8 0,1 1,0 14,9 1,8
PM-8 4,0 26,6 53 2,2 1,8 0,7 53 0,4 2,6 14,0 1,6
4,2 26,0 5,6 2,1 2,2 0,9 5,4 0,4 2,4 11,5 1,5
PM-10 2,0 34,7 2,7 1,0 2,0 0,4 2,5 0,0 0,7 8,4 1,6
1,8 31,1 2,6 1,1 1,9 0,4 2,3 0,0 0,7 7,2 1,4
HP-G 6,5 26,3 3,6 0,6 0,8 0,4 3,2 0,1 1,1 12,2 1,6
6,2 26,6 4,9 1,0 24 0,9 3,6 0,2 1,1 11,5 1,6
HP-J 8,3 20,6 3,6 0,6 0,9 0,5 3,0 0,0 0,6 8,4 0,9
H-2a - - - - - - - - - - -
AS-6a - - - - - - - - - - -
AS-6b 9,4 22,4 3,1 0,5 1,0 0,0 24 0,0 0,2 10,9 1,7
AS-8a 3,1 22,9 4,6 1,4 0,9 1,2 4,1 0,2 1,1 14,9 1,6
AS-8b - - - - - - - - - - -
AS-10a - - - - - - - - - - -
PM-15a 3,6 22,3 5,6 2,4 1,4 0,7 5,4 0,4 2,9 12,8 1,5
PM-17a 3,3 20,4 3,1 0,9 1,4 15 3,7 0,2 0,5 11,3 1,7
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