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ZUSAMMENFASSUNG

1 Zusammenfassung

Der globale Lebensmittelhandel hat neben positiven Aspekten, angefangen von der
ganzjahrigen Verfligbarkeit von urspriinglich saisonalen Produkten bis hin zur Vielfalt
von Lebensmitteln, auch seine Schattenseiten. Je mehr Zwischenhandler bei
Lebensmitteln vom Ursprungsort bis hin zum Endverbraucher vorhanden sind, umso
herausfordernder ist es deren Authentizitat zu Uberprifen. Beim Handel mit
Haselnlissen kommt als weiterer Aspekt nicht nur die Verwendung von geschalten
und ungeschalten Nussen hinzu, sondern aufgrund von unterschiedlichen
Sorteneigenschaften auch die Verarbeitung bestimmter Haselnusssorten fir
bestimmte Endprodukte. Da geeignete Methoden zur Sortenbestimmung fehlen,
sollten entsprechende molekularbiologische Methoden zur Sortenidentifizierung fir
Handelslabore entwickelt werden.

Da bis heute keine ausreichenden Sequenzinformationen zu unterschiedlichen
Haselnusssorten vorliegen, wurden zwei ungerichtete Methoden entwickelt. Sowohl
mit der RAPD-PCR-Analyse, als auch mit der Mikrosatellitenanalyse wurden 13 fiir die
Industrie relevante Haselnusssorten anhand von DNA-Profilen identifiziert. Bei der
RAPD-PCR-Analyse kann mit maximal sieben Primern jede analysierte Haselnusssorte
eindeutig bestimmt werde. Bei der Mikrosatellitenanalyse lassen sich die
Haselnusssorten mit maximal zwei Primern identifizieren. Zur Reduktion von Kosten
und Analysezeit kann bei der Mikrosatellitenanalyse auferdem eine Multiplex-PCR
angewendet werden. Beide Methoden kommen mit wenig Laborinfrastruktur aus
und eignen sich daher besonders gut zur Etablierung in Handelslaboren.

Neben dem Einsatz von ungerichteten Methoden, mit welchen bereits 13
Haselnusssorten identifiziert werden konnen, ist auch der Einsatz von gerichteten
molekularbiologischen Methoden sinnvoll. Hierfliir muss allerdings die Sequenz der
Haselnuss bekannt sein. Bevorzugt wird hierbei die Kenntnis der Basenabfolge der
Chloroplasten-Sequenz, da diese maternal vererbt wird und zusatzlich kirzer ist als
die DNA-Sequenz des Genoms. Daher wurden neben Haselniissen auch 34

Blattproben, bestehend aus 2 Arten und 25 Sorten, akquiriert.
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2 Abstract

Outside of positive attributes, which can range from the year-round availability of
originally seasonal products to the variability of food products, the global food trade
also has its drawbacks. The more distributors that the food passes through from the
place of origin to the end consumer, the more challenging it is to verify its
authenticity. This is especially true in the trade of hazelnuts. Additional aspects along
with authenticity can also include: shelled and unshelled nuts and the need for certain
hazelnut varieties based on finished product characteristics. Since there is a lack of
eligible methods for variety identification, there is a need to develop suitable
molecular biological methods that can be used in commercial laboratories.

Until today, no sufficient sequence information for hazelnut varieties is available,
therefore two non-targeted methods were developed. With both the RAPD PCR
analysis as well as the microsatellite analysis, 13 hazelnut varieties can be identified.
Using the RAPD PCR method, a maximum of seven primers are needed to
differentiate between the varieties. By using microsatellites, only two primers are
necessary. In addition, the ability to perform multiplex PCR for this analysis is
beneficial as it reduces both costs and laboratory time. Both methods require only
minimal laboratory infrastructure and are therefore particularly well suited to be
used in commercial laboratories.

In conjunction with the use of non-targeted methods, with which 13 hazelnut
varieties can already be identified, the use of targeted molecular methods is also
meaningful. However, the sequence data for a targeted approach must be known.
Knowledge of the chloroplast sequence is preferred, as this is maternally inherited
and is also shorter than the DNA sequence of the genome. Therefore, in addition to
the hazelnut samples, 34 leaf samples consisting of 2 species and 25 varieties were

acquired.
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3 Einleitung

Die zunehmende Globalisierung stellt unsere Gesellschaft vor immer neue und
groBere Herausforderungen. Sie bietet vor allem in der Lebensmittelindustrie eine
Vielzahl an Moglichkeiten zur ErschlieBung von neuen Warengruppen und zum
Gewinn attraktiver Handelspartner, birgt aber auch Risiken und Hindernisse. Ein
Hauptaugenmerk ist dabei die Sicherstellung der Authentizitdt der importierten
Waren. Vor allem im Nusssektor, werden Sorten Ublicherweise nur anhand von
morphologischen Merkmalen bestimmt'3. Dies ist auch die giangige Vorgehensweise
beim Import von Haselniissen®. Werden ganze Haselniisse mit Schale (in-shell Ware)
importiert, mag diese Kontrolle fir Unternehmen mit ausreichender Expertise noch
akzeptabel sein. Jedoch geht der Trend immer mehr zu bereits verarbeiteten
Produkten, sodass heutzutage Uber 90 % der Haselnlisse geknackt vertrieben
werden®.  Charakteristische Merkmale konnen somit nicht mehr zur
Sortenbestimmung herangezogen werden, was die Zuordnung zu einer bestimmten
Sorte erheblich erschwert. Spatestens im vermahlenen Zustand, ist eine
Identifizierung anhand morphologischer Merkmale nicht mehr gegeben. Zusatzlich
tragen der weltweite Handel und die ErschlieBung neuer Anbauldander ebenfalls dazu
bei, dass neben der Bestimmung von gesundheitsrelevanten Aspekten die
Authentizitat der Ware eine immer groRere Rolle spielt. Dabei ist nicht allein die
Qualitat der Haselnlisse ein ausschlaggebender Faktor, sondern auch deren Art und
Beschaffenheit, welche sich in unterschiedlichen Sorten widerspiegelt. Daher werden
gezielt Haselnusssorten, abgestimmt auf die zu produzierende Warengruppe,
verwendet. Zusatzlich wurden einigen Haselnusssorten aus bestimmten
Herkunftslandern EU-Siegel verliehen, was Ublicherweise zu einem gesteigerten
Marktwert fuhrt®. Dadurch besteht jedoch ein hoherer Anreiz fur bewusste
Verfalschungen, um Gewinne zu steigern.

All diese Aspekte fiihren zu einem gesteigerten Interesse der Industrie, an schnellen
und robusten Methoden um die Identitdat von Haselnusssorten bereits auf Ebene der

Rohware nachweisen zu konnen.
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3.1 Die Hasel (Corylus sp. LINNE)

3.1.1 Botanische und geographische Einordnung
Die Hasel (Corylus sp. LINNE) gehort zur Familie der Birkengewéachsen (Betulaceae)’2.
Diese sind wiederum in zwei Unterfamilien aufgeteilt, den Betuloideae und den
Coryloideae®. Wahrend Birken (Betula sp. L.) und Erlen (Alnus sp. MILLER) zu den
Betuloideae gezahlt werden, bilden die Haselnussgewachse (Coryloideae) die zweite
Unterfamilie, welche sich wiederum in vier Gattungen unterteilt: den Hainbuchen
(Carpinus sp. L.), den Hopfenbuchen (Ostrya sp. Scopoll), den Scheinhopfenbuchen
(Ostryopsis sp. DECAISNE) und den Haseln (Corylus sp. L.)1%11, Letzteren werden in der
Literatur zwischen 10 bis mehr als 25 unterschiedliche Arten zugeordnet!'>1>, Diese
umfassen unter anderem die in Nordamerika beheimateten Arten Corylus cornuta
MARSHALL und Corylus americana WALTER, sowie die asiatischen Arten Corylus
sieboldiana BLUME (Japanische Hasel), Corylus heterophylla FISCHER EX TRAUTVETTER
(Mongolische Hasel) und Corylus jacquemontii DECAISNE (indischer Baumhasel). In
Europa sind die Arten Corylus colurna L. (Baum-Hasel), Corylus avellana L. (Gemeine
Hasel/Europaische Hasel) und Corylus maxima MILLER (Lambertshasel) heimisch6-18,
Dabei wird die zuletzt aufgefiihrte Lambertshasel von vielen Wissenschaftlern zu
Corylus avellana L. gezahlt, eine klare Zuordnung bzw. Abgrenzung als eigene Art wird
in Fachkreisen diskutiert'®. Corylus avellana L., die Europaische Haselnuss, ist wohl
die bekannteste und wirtschaftlich bedeutendste Haselnussart?-?, Nach dem
aktuellen wissenschaftlichen Stand gilt sie als diploid, und besitzt somit einen
doppelten Chromosomensatz, dies erleichtert die DNA-Analytik
(Desoxyribonukleinsaure; desoxyribonucleic acid) und deren Auswertung gegeniber
polyploiden Pflanzen?%24, Woher die Haselnuss urspriinglich kommt, ist nicht klar
belegbar, bereits wahrend der Weichsel-Kaltzeit, vor ca. 115 000 — 11 600 vor heute,
geht man anhand von Radiokarbondatierungen des geborgenen Pollens davon aus,
dass der Haselnussstrauch sich in Gebieten nordlich der Pyrenden erhalten hat?>-2¢,
Im Holozan, also nach der Weichsel-Kaltzeit, belegen Studien fiir die Britischen Inseln

(GroRbritannien und Irland), ebenfalls basierend auf Radiokarbondatierungen, die

4
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Anwesenheit von Haselnlissen vor allem der Art Corylus avellana L. Ob diese bereits
als Nahrungsquelle fiir den Menschen dienten geht aus diesen Daten nicht eindeutig
hervor, wird allerdings als wahrscheinlich angenommen?’-28, Aus Ausgrabungen ist
bekannt, dass Corylus avellana L. bereits in der spdten Mittelsteinzeit
(Spatmesolithikum 5 600 -4 000 B.C.) an der Westkiiste der danischen Insel Flinen zur
Zeit der Ertebglle verwendet wurde?’. Obwohl bereits vor ca. 5 000 Jahren die
Haselnuss in China beschrieben wurde, gibt es keinen sicheren Nachweis fiir die
Kultivierung von Haselnilissen. Den ersten klaren Beleg fiir die Kultivierung gibt es erst
zu Zeiten der Romer3°, Es wird vermutet, dass das artspezifische Epitheton ,avellana“
sich entweder aus der antiken Stadt Abella, gelegen im heutigen Kampanien, oder
dem Tal Abellina im Westen Asiens ableitet, welches mutmaRlich das heutige
Damaskus-Tal darstellt31-32, Heutzutage erstrecken sich die weltweiten Anbaugebiete
von den USA, Uber Asien nach Europa. In den USA werden 99% des
Gesamtaufkommens im Wesentlichen in den Bundestaaten Washington und Oregon,
produziert33-34, In Asien hingegen ist das Hauptanbauland China, welches jedoch trotz
der immensen Flache mit grolen Abstand auf Platz 5 der Weltproduktion von
Haselnilssen liegt®. Neuerdings wird Chile als Anbauland erschlossen und verzeichnet
zwischen 2010 bis 2018 eine Zunahme der Produktion von 2400t auf 9019t,
Tendenz steigend?>. Die weltweit wichtigsten Produzenten von Haselnissen befinden
sich allerdings in Europa3®. Heutzutage erstreckt sich deren Anbaugebiet von der
Mittelmeerkiiste bis nach Skandinavien und von der Atlantikkiiste bis zum

Uralgebirge in Russland?®’.

Sortenvielfalt von Haselniissen (Corylus avellana L.)
Durch die Verbreitung Uber den gesamten Globus, der unterschiedlichsten
Einsatzmoglichkeiten in der Lebensmittelindustrie sowie durch den kommerziellen
Anbau, wurden im Laufe der Zeit unterschiedliche Haselnusssorten mit
verschiedenen Eigenschaften kultiviert. Zusatzlich werden regelmallig neue
Zichtungen zur verbesserten Anpassung an vorherrschende klimatische

Bedingungen, mit Resistenzen gegen Krankheiten, wie der Eastern Filbert Blight (EFB)
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und besonderen Eigenschaften zur industriellen Verarbeitung, auf dem Markt

gebracht. Eine Ubersicht der zehn gréRRten Haselnussproduzenten weltweit, sowie

eine Auswahl an wirtschaftlich bedeutenden Haselnusssorten ist in Tabelle 1

angeben.
Tabelle 1: Ubersicht tiber die zehn gréRten Haselnussproduzenten weltweit, angegeben in
absteigender Reihenfolge der Haselnussproduktion (2017%%). Zusatzlich ist eine
Auswahl der jeweiligen Anbauregionen und wirtschaftlich bedeutenden
Haselnusssorten aufgelistet. Hervorgehobene Sorten (fett) wurden in der
vorliegenden Studie verwendet.
Land Anbauregion Sorten (Synonyme)
Tirkei Giresun3® Cakildak*?
Ordu?° Fosa®?
Samsun Palaz*?
Trabzone*! Tombul®®
Allg. Schwarzmeerkiste*®
Italien Campania** Mortarella*
Latium44 Riccia di Talanico*
Piemont** Tonda di Giffoni**
Sizilien* Tonda Gentile Romana*
Tonda Gentile Trilobata (Tonda Gentile
delle Langhe)* 44
Aserbaidschan Zaqgatala® Ata Baba'® %
Bomba?3
Ganja?3
USA Oregon3* Butler?®
Washington34 Ennis®®

Barcelona (Castanyera)**°

Neu gezlichtete Sorten aufgrund EFB:*®
Clark

Jefferson

Yamhill
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Tabelle 1:

(Fortsetzung)

Land

Anbauregion

Sorten (Synonyme)

China (Festland)

Nord China?’

Hybride aus Corylus heterophylla
FISCHER EX TRAUTVETTE und Corylus
avellana L.:47-48

Ping’ou

Bokehong

Dawei

Jingling

Yuzhui

Weitere Sorten in Entwicklung

Georgien Schwarzmeerregion Tskhenis Dzudzu?®®
Gulshishvela’?
Hodji®?
Nemsa?®®
Chile Del Maule bis Los Lagos*? Barcelona**>0
Grifol|**>0
Negret**>0
Tonda Gentile Trilobata**>0
Islamische Guilan>1-2 Garche>
Republik Iran Zanja®3 Pashminehs
Allg. Kaspisches Meer>3 Rasmi®3
Frankreich Aquitaine®® Corabel®®
Lot et Garonne®® Pellicule Rouge?®
Midi-Pyrénées>>
Pays de la Loire®>
Spanien Tarragona in Katalonien?° Castanyera (Barcelona-USA; Fertile de

Coutard-Frankreich)20
Negret?°
Pauetet?®

Segorbe*!

* Urspriinglich aus Spanien eingefiihrte Sorte Castanyera; iiblicher Handelsname Barcelona®®.

** Da Haselnussgewdchse in Chile nicht heimisch sind, wurden alle Sorten eingefiihrt®.

3.1.2 Anbaubedingungen, Ernteverfahren und Schadlinge

Das weite Verbreitungsgebiet der Haselnuss spricht flir eine nicht Gber die MalRen

anspruchsvolle Pflanze. Sie bendtigt einen neutralen bis basischen Boden und wachst
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oft als Unterholz. Das Haselnussgewdchs ist ein vielstammiger langlebiger,
dichogamer Strauch. So werden zwittrige Pflanzen bezeichnet, welche sowohl
weiblichen, als auch mannlichen Geschlechtsorgane besitzen, diese jedoch zu
unterschiedlichen Zeitpunkten reifen (Abbildung 1). Die Bliten sind zusatzlich
raumlich getrennt und eingeschlechtlich, sodass sie entweder Staubblatter oder
Fruchtblatter besitzen, dies wird als Monozie bezeichnet. Die Bestaubung erfolgt Giber
den Wind, eine Selbstbestaubung ist in der Regel nicht moglich, selbst die
Fremdbestaubung innerhalb unterschiedlicher Corylus avellana L. Sorten gestaltet
sich oft schwierig und ist nur mit bestimmten Bestaubersorten moglich. Die Induktion
der mannlichen Blluten erfolgt in etwa Mitte Mai, mehr als einen Monat vor der
Induktion weiblicher Bliiten. Die Bildung letzterer ist abhangig von der Vitalitat, der
erhaltenen Lichtmenge wahrend der vorherigen Bliitezeit, und dem Ursprung des
Triebes3” >78 Diese zeitliche Trennung fiihrt dazu, dass eine Bestaubung derselben
Sorte untereinander ebenfalls ausgeschlossen ist. Fiir den kommerziellen Anbau, wird
empfohlen, dass pro angebauter Haselnusssorte mindestens zwei unterschiedliche
Bestdauberpflanzen mit angebaut werden, sodass genug Pollen zur Blitezeit der
weiblichen Geschlechtsorgane vorhanden sind. Um qualitativ hochwertige
Haselnlsse zu erhalten, werden fiir die jeweilige Anbausorte speziell darauf
abgestimmte Bestduberpflanzen verwendet>®. Diese werde in einer Dichte von etwa
10 % auf dem Feld verteilt. Dabei wird in Europa Ublicherweise ein Abstand zwischen

15 m — 21 m zu der am weitesten entfernten Pflanze eingehalten®®.
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Abbildung 1:  Geschlechtsmerkmale der Hasel. Links: Mannliche Katzchen (Haselnussbliten),
welche den Pollen enthalten. Rechts: Weiblicher Haselnussstand in Anthese.
Quelle: eigene Aufnahme.

Die am haufigsten in der Industrie verwendete Art Corylus avellana L., ist ein Strauch.
Dies fuhrt dazu, dass deren Sorten anfilliger fur schlechte Wetter- und/oder
Klimabedingungen sind. AulRerdem missen Nebentriebe regelmaRig entfernt
werden, was wiederum Kosten verursacht. Deshalb sind einige Haselnussanbauer
dazu Ubergegangen, die gewiinschten Sorten auf Haselnussbdaume, z.B. der Art
Corylus colurna L., aufzupfropfen®'. Werden Baum-Haseln als Unterlage verwendet,
steigt die Toleranz gegeniber Pflanzenschadlingen und Krankheiten, auerdem
nimmt die Frucht und Kernqualitat zu®%%3, Die verschiedenen Anbauweisen sind in

Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2:  Haselnussplantagen mit unterschiedlichen Anbauweisen. Oben: Klassische
Plantage mit natirlich gewachsenen Haselnussstrauchern in Sakatala,
Aserbaidschan. Unten: Pfropfung der Haselnlisse auf einen Baum-Hasel in der
Haselnussversuchsanlage, 90556 Gonnersdorf, Deutschland. Quelle: eigene
Aufnahmen.

Es laufen regelmaRig Studien, welche Unterlage die geeignetste fir die

unterschiedlichen Haselnusssorten und die vorhandenen Anbaubedingungen vor Ort,

darstellen®4%®, Zusatzlich ist die Verwendung von Baum-Haseln als Unterlage bei der

vor allem in den USA gebrauchlichen maschinellen Ernte von Vorteil. Durch die

Pfropfung, haben die Nisse tragenden Triebe einen hoheren Abstand zum Boden.

Zusatzlich werden die einzelnen Haselnusspflanzen, in ausreichend grolien

10
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Abstanden zueinander gepflanzt und dadurch der Einsatz von Maschinen ermoglicht.
Nach dem Abfall von ca. 90 % der Haselnlisse, werden diese mit mechanischem
Rechen oder mittels Druckluft zu Mahschwaden angehduft und anschlieBend
maschinell gesammelt. Bereits auf dem Feld erfolgt der erste Reinigungsschritt, durch
eine maschinelle Entfernung von Blattern, Zweigen und anderen Verunreinigungen.
Im Anschluss daran werden die Haselnlsse in Transportkisten gefillt und
abtransportiert. Durch den Einsatz von Erntemaschinen, ist eine Erntemenge von ca.
25 t pro Tag moglich®7-68,

Aber nicht nur in den USA werden Erntemaschinen verwendet, auch in Europa
kommen diese vermehrt zum Einsatz. Als Vorreiter zahlt dabei Italien. Die manuelle
Ernte per Hand wurde dort weitestgehend durch Maschinen ersetzt®®70, Im
Gegensatz dazu wird im Hauptanbauland Tirkei der GroRteil der Haselniisse
weiterhin per Hand geerntet. Diese Art zu Ernten ist nicht nur der Tradition
geschuldet. Fast 90 % der Haselnuss anbauenden Farmen sind maximal 5 Hektar grol3
und liegen oft in unwegsamen Geldande mit steilen Hangen. Eine maschinelle Ernte ist
somit kaum realisierbar. Trotz dieser erschwerten Bedingungen ist die Turkei mit ca.
70 % der Weltproduktion immer noch der gréRte Produzent an Haselnilssen. Dabei
ist das flachenmaRig groRte Anbaugebiet, mit klimatisch perfekten Bedingungen Ordu
in der Schwarzmeerregion, gefolgt von Giresun und Samsun (Kapitel 3.1.3, Tabelle
1)71-72_

Doch trotz moderner Entwicklungen bei der Ernte und der Ausbreitung des
Haselnussanbaus in neue Lander, wird der Bestand von einem Schadling bedroht, der
die Krankheit Eastern Filbert Blight (EFB) hervorruft. Betroffene Haselnusspflanzen
entwickeln krebsartige Geschwire an den Zweigen, welche sich jahrlich weiter
ausbreiten. Diese Symptome werden durch den Pilz Anisogramma anomala (Peck) E.
Muller verursacht. Erstmals davon berichtet wurde 1970 in der Ndhe von Woodland,
USA. Dabei wurde angenommen, dass der Pilz in den 1960ern durch Importe von der
Ostkiiste in den Bundesstaat Washington eingeschleppt wurde. Er ist ein

einheimischer Schadling fir die Haselnussart Corylus americana, welche allerdings

11
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resistent dagegen ist’>74. Bei der Europédischen Hasel (Corylus avellana L.), besteht
keine Resistenz gegeniliber dem EFB-ausldésenden Pilz. Diese Haselnussart zeigt bei
Befall nach 12-16 Monaten die ersten Symptome. Die lange Inkubationszeit
beglinstigt die Ausbreitung dieses Schadlings, da Anzeichen friihestens nach einem
Jahr auftreten. Die sich entwickelnden Geschwiire an den Haselnussgewachsen,
flihren bei heranwachsenden Haselnusspflanzen in etwa 4-7 Jahren zum Absterben.
Wird eine bereits ausgewachsene Pflanze befallen, dauert das Absterben ca. 5-15
Jahre. Das Ausbreitungsgebiet von Anisogramma anomala (Peck) E. Miiller erstreckt
sich aktuell ausschlieflich Uber Gebiete in Kanada und den USA. Um die
Auswirkungen dieser Krankheit weiter einzudammen, laufen mehrere Studien zur
Ziichtung resistenter Corylus avellana L. Sorten und zur Bekdmpfung des Schadlings'®
7578 \Wegen der Anfalligkeit der europdischen Haselnusssorten, hitte eine
Ausbreitung insbesondere in den groften Anbaugebieten gravierende Folgen fiir den
weltenweiten  Haselnussmarkt. Auch  die  Europdische Behorde  fir
Lebensmittelsicherheit hat sich bereits mit diesem Thema auseinander gesetzt und
kommt nach einer Evaluierung zu dem Schluss, dass der Pilz Anisogramma anomala
als ein Quarantdaneschadling eingestuft wird. Deshalb sind entsprechende
MaRnahmen zu ergreifen, um eine Ausbreitung in der Europdischen Union (EU) zu

verhindern®.

3.1.3 Wirtschaftliche Bedeutung von Corylus avellana L.
Es existiert eine Vielzahl von unterschiedlichen Haselnusssorten der Art Corylus
avellana L., welche wirtschaftlich von Bedeutung sind. Im Handel werden sie in zwei
Formen angeboten. Erstere wird als in-shell Ware bezeichnet, hierbei wird die ganze
Nuss inklusive der Schale vertrieben. Die zweite Warengruppe, stellen die bereits
geknackten Nisse dar. Mit 5 %-10 % Anteil am Weltmarkt, stellt die in-shell Ware
gegenilber den geknackten Haselnlissen den deutlich kleineren Teil des Marktes dar.
Trotzdem sind saisonale Spitzen vor allem in der Advents- und Weihnachtszeit zu
verzeichnen, abgesehen davon bleibt die Nachfrage das restliche Jahr Gber stabil. Da

die in-shell Haselnlisse zum Teil direkt dem Endverbraucher angeboten werden, sind

12



EINLEITUNG

bestimmte Eigenschaften von Vorteil. Es werden vor allem grofle Nisse mit
ansehnlicher Schale und geringem Gehalt an Fasern, bevorzugt. Typische Sorten
dafir, sind beispielsweise Ennis, Corabel und Barcelona (urspriinglich: spanische
Sorte Castanyera, in Frankreich als Fertile de Coutard bekannt)&-81,

Trotz natirlicher Schwankungen aufgrund von Wetterbedingungen und Verlusten
durch die vor allem in den USA kursierende Krankheit EFB, (Kapitel 3.1.2), verzeichnet
man eine steigende Tendenz der Haselnussproduktion weltweit'® 8. Einer der
Grinde ist die ErschlieBung neuer Anbauldnder, wie beispielsweise Chile, Australien
und Neuseeland®3. Zusatzlich steigt auch die Sortenvielfalt, da an immer neuen
Zichtungen mit verbesserten Qualitatsmerkmalen und erhdhter Resistenz gegen
Krankheiten geforscht wird®*. Trotz steigender Produktion spiegelt der Weltmarkt die
Schwankungen des flihrenden Anbaulandes, der Tiirkei wieder. Dies ist mit deren
Dominanz am Weltmarkt zu erklaren, da die Tirkei durchschnittlich etwa 64 % der

Gesamtproduktion liefert (Abbildung 3)38.
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Die flinf grofRten Haselnussproduzenten (in-shell)
(2013-2017)

Tiirkei _ 548000 (64 %)

italien [ 108320t (13 %)

UsA I 34110t (4%)

Aserbaidschan [l 34088t (4%)

Georgien F 31940t (4 %)
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Durchschnittliche Produktionsmenge an Haselnilissen (Tonnen)und Anteil (%) an
der Weltproduktion

Abbildung 3:  Durchschnittliche Produktionsmenge in Tonnen an in-shell Haselnilssen der Jahre
2013 —2017. Aufgefiihrt sind die flnf groRten Produzenten (Tirkei, Italien, USA,

Aserbaidschan, Georgien). Quelle Daten: ©OFAO (Food and Agriculture

Organization of the United Nations).*®

Im Jahr 2017 wurde weltweit ein Gesamtvolumen an in-shell Haselnlissen von
1006 178 t produziert, davon 67 % in der Tiirkei (675 000 t). Danach folgen Italien
(131 281 t), Aserbaidschan (43 000 t) und die USA (29 030 t). Frankreichs (10 833 t)
und Spaniens (10 487 t) Produktionen erreichen nicht die Kapazitdten der anderen
Lander, beide gehoren jedoch ebenfalls zu den zehn Anbaulandern mit dem héchsten
Gesamtvolumen weltweit3®. AuBerdem spielen sie mit den dort herstammenden
Sorten eine wichtige Rolle auf dem Markt (Kapitel 3.1.1, Tabelle 1).

Allerdings werden 90 %-95 % der Haselnlisse bereits geknackt vertrieben, wobei
andere Merkmale der Haselnuss relevant sind32. Hauptabnehmer sind vor allem
Backereien und SiuRwarenhersteller, welche die Haselnisse blanchiert oder
unblanchiert, inklusive Testa (Samenschale, welche den Kern umgibt) erwerben.
Wichtige Qualitatskriterien bei den geknackten Haselnissen, sind eine diinne Schale
mit runden Kernen und eine einfach zu entfernenden Testa. Ist diese nicht vollstandig
zu entfernen, kann dies zu bitteren Geschmacksnoten wahrend der Rostung fihren®.

Die blanchierten und deshalb weien Kerne werden vor allem in der
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StRwarenindustrie fur die Herstellung von Nougat oder als Zusatz zur Schokolade
verarbeitet. Wohingegen die nicht blanchierten Niisse unter anderem in Backwaren
und Musli verwendet werden?®.

Aufgrund der unterschiedlichen Eigenschaften, welche die Haselnlisse haben sollten,
sind entsprechend viele unterschiedliche Sorten fester Bestandteil des
Haselnussmarktes. Nicht jedes Anbauland, baut jede Sorte an, zusatzlich gibt es
Haselnusssorten, deren Herkunftsbezeichnung nach Art. 13 Abs. 1 Buchstabe a) der
Verordnung (EU) Nr. 1151/2012 geschiitzt sind. Diese Haselnlsse diirfen deshalb mit
den EU Siegeln ,geschitzte Ursprungsbezeichnung” (g.U.) oder ,geschiitzte
geographische Angabe“ (g.g.A.) auf den Markt gebracht werden. Beispielsweise hat
Italien Nocciola Romana als g.U. und Nocciola Piemonte, sowie Nocciola di Giffoni als
g.g.A. registriert. Auch andere Lander haben sich entsprechende Bezeichnungen
gesichert. Als g.U. wurde Avellana de Reus von Spanien, und als g.g.A. Noisette de
Cervione von Frankreich, registriert. Die Tirkei wiederum hat einen Antrag gestellt
Giresun Tombul Findigi als g.U. registrieren zu lassen®. Dies fordert den regen Handel,
sowohl zwischen den Anbauldndern, als auch Nicht-Anbauldndern. In 2016 wurden
weltweit 222 113 t geknackte Haselnlsse exportiert. Dabei ist der Hauptexporteure
die Tiirkei mit einer durchschnittlichen Exportmenge (2012-2016) von etwa 150 000 t,
was einen Anteil von 68 % am Weltmarkt entspricht. Betrachtet man den
Exporthandel der Jahre 2012 — 2016 ist der zweitgroSte Exporteur Georgien, gefolgt
von ltalien, Aserbaidschan und Deutschland. Deren Exportmengen, befinden sich
allerdings im einstelligen Prozentbereich bezogen auf den weltweiten Export

(Abbildung 4)%.
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Die fuinf groRten Exporteure an geknackten Haselnilissen
(2012-2016)

Tiirke — 149681t (68 %)

Georgien [ 20800t (9%)
ltalien | 18114t(8%)

Aserbaidschan [l 11441t (5%)

Deutschland F 5213t(2 %)
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Durchschnittliche Exportmenge an Haselnlissen(Tonnen)und Anteil (%) am
Weltexport

Abbildung 4:  Durchschnittliche Exportmenge an geknackten Haselnilssen der finf grofSten
Exporteure (Tirkei, Georgien, Italien, Aserbaidschan und Deutschland), sowie
deren prozentualen Anteil (%) am weltweiten Export. Quelle Daten: © FAO (Food
and Agriculture Organization of the United Nations)?’.

Betrachtet man die flinf groRten Importeure an geknackten Haselnlssen, befindet
sich Deutschland an erster Stelle, mit einer durchschnittlichen Importmenge von ca.
60000t (2012-2016). Bezogen auf die weltweite Importmenge (2012-2016)

entspricht dies einen Anteil von etwa 28 %. Danach reihen sich Italien (ca. 17 %),

Frankreich (ca. 9 %), Kanada und Belgien (beide ca. 5 %) ein (Abbildung 5)88-8°,
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Die fiinf groRRten Importeure an geknackten Haselnlissen
(2012-2016)

R S

e N 25505t (17%)
Frankreich |GGG 20461t (9%)
Kanada | 10884t (5%)

Belgien _ 10421t (5 %)
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Durchschnittliche Importmenge an Haselniissen (Tonnen) und Anteil (%) am
Weltimport

Abbildung 5:  Durchschnittliche Importmenge an geknackten Haselnlssen der finf groRten
Importeure (Deutschland, Italien, Frankreich, Kanada und Belgien), sowie deren
prozentualen Anteil (%) am weltweiten Import. Quelle Daten: ©FAO (Food and
Agriculture Organization of the United Nations)®’.

Aufgrund des steigenden Import- und Exporthandels, spielt die Authentizitat der
Ware eine zunehmend wichtigere Rolle. Ein massiver Einbruch der Erntemenge aus
der Tirkei, bedingt durch einen Kalteeinbruch im Marz 2014, hatte einen Preisanstieg
fur Haselnlisse auf dem Weltmarkt zur Folge. Dieser Anstieg des Marktwertes, macht
den Haselnussmarkt anfalliger fir bewusste Verfalschungen®. Grundsatzlich konnen
absichtliche Beimengungen zur Gewinnsteigerung, wie auch unabsichtliche
Vermischung von Haselnlissen aufgrund von nahe aneinander liegenden
Anbauflaichen oder Vermengungen wahrend des Verarbeitungsprozesses, nie
komplett ausgeschlossen werden. Um diesen entgegenzuwirken, ist die Uberpriifung
der Ware anhand von morphologischen Merkmalen eine giangige Methode®*. Experten
sind dabei in der Lage einzelne Haselnusssorten bei in-shell Ware zu unterscheiden.
Dies wird jedoch mit steigendem Verarbeitungsgrad immer schwieriger. Spatestens

im gehackten Zustand kann diese Methode nicht mehr angewandt werden. Umso
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wichtiger ist es, ein geeignetes Nachweisverfahren fir die Identifizierung

verschiedener Sorten zu entwickeln.

3.2 Losungsstrategien zur Sicherstellung der Authentizitat von
pflanzlichen Lebensmitteln

Es gibt eine Vielzahl analytischer Methoden, um die Authentizitdt von pflanzlichen
Lebensmitteln sicherzustellen. Ein umfassendes Verfahren ist, sich die komplette
Omics-Kaskade zunutze zu machen. Diese umfasst unterschiedliche Teilbereiche der
Biologie, angefangen von der DNA (ber die Proteinbiosynthese bis hin zu
Stoffwechselprodukten. Werden samtliche Bereiche der Omics-Kaskade betrachtet,
wird ein detailliertes Bild des Lebensmittels auf unterschiedlichsten Ebenen
generiert®., Dabei werden hauptsdchlich Methoden aus folgenden Bereichen
verwendet: Genomics, Metabolomics, Proteomics, Transkriptomics, und
Isotopolomics®?. Trotz dieser Vielzahl an Herangehensweisen, welche jede fir sich,
wichtige und nUtzliche Ergebnisse zur Komplettierung des Gesamtbildes des zu
analysierenden Lebensmittels beitragen, darf der wirtschaftliche Aspekt der Analytik
nicht auller Acht gelassen werden. Daher ist eine Beschrankung auf wenige,
aussagekraftige Methoden in Hinblick auf die gewiinschten Informationen essentiell.
Wenn man sich einen Uberblick tiber die einzelnen Omics-Gebiete verschafft, fillt bei
naherer Betrachtung auf, dass sich die meisten Bereiche mit Stoffwechselprodukten
beschaftigen. Eine Ausnahme bildet dabei Isotopolomics. Hier werden ausschliel3lich
die im Organismus vorhandenen Elemente und Isotope analysiert. So ist es unter
anderem mit Hilfe der Stabilisotopen-Analyse moglich, die Herkunft der Probe zu
bestimmen. Diese Analytik ist vor allem fir Lebensmittel relevant, welche mit dem
Qualitatssigel g. U. versehen sind®3-%4,

Fir die auf Stoffwechselprozessen basierenden Omics-Bereiche spielt vor allem
Metabolomics eine wichtige Rolle. Hierbei werden umfassend alle Metaboliten eines
Organismus analysiert und so beispielsweise der Effekt von Dingemitteln
nachvollzogen®?’. Ein weiterer stoffwechselbasierter Bereich ist Proteomics, bei
welchem die Gesamtheit der Proteine analysiert wird. Krankheiten oder
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Umwelteinflisse, konnen die Synthese und/oder den Abbau von Proteinen
beeinflussen und daher Rickschliisse auf diese geben®®2°, Auch Transkriptomics ist
von duBerer Einflussfaktoren abhangig. Hierbei wird die RNA (Ribonukleinsdure;
ribonucleic acid) betrachtet, welche den Bauplan fiir die Proteinbiosynthese darstellt.
Die Transkription bestimmter DNA-Abschnitte wird je nach Bedarf geregelt und
unterliegt damit ebenfalls Schwankungen1®.

Bleibt als letzter Omics-Bereich Genomics, hierbei wird die DNA
(Desoxyribonukleinsaure; desoxyribonucleic acid) analysiert. Die Sequenzabfolge der
DNA ist fur jeden Organismus individuell, ahnelt sich allerdings umsomehr, je naher
zwei Organismen miteinander verwandt sind. Ein weiterer Vorteil ist, dass im
Gegensatz zu allen anderen Bereichen der Omics-Kaskade die DNA nicht direkt von
duBeren Umwelteinfliissen abhangig ist, und sich daher besonders gut fiir die
Unterscheidung von pflanzlichen Lebensmitteln eignet. DNA-Analysen werden
bereits routinemafig in Auftragslaboren angewendet, um beispielsweise
Beimengungen von artfremden pflanzlichen Bestandteilen zu detektieren. Allerdings,
ist bei der vorliegenden Fragestellung eine Unterscheidung auf Sortenebene ndtig.
Auch hierbei kénnen bestimmte DNA-Abschnitte analysiert werden, welche innerhalb
einer Sorte gleich sind, sich allerdings von anderen Sorten unterscheiden. Aullerdem
lasst sich somit ebenfalls der Verwandtschaftsgrad bestimmten, da die Unterschiede
umso geringer ausfallen, je ndher zwei Sorten miteinander verwandt sind. Durch den
Einsatz von DNA-basierter Analytik wird ein stabiler und robuster Marker verwendet,
der im Zeitalter der Next-Generation Sequenzierung immer mehr an Bedeutung
gewinnt!l, Daher spielt die DNA-Analytik im wirtschaftlichen Bereich bereits jetzt die
zentrale Rolle zur Sicherstellung der Authentizitdt von pflanzlichen Lebensmitteln®.
Aus diesem Grund wurde bei der vorliegenden Arbeit, die Identifizierung und
Differenzierung von Haselnusssorten ebenfalls mittels DNA-basierten Methoden

durchgefiihrt.
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3.3 Molekularbiologische Methoden zur Sortenunterscheidung
von Haselniissen
Es gibt eine Vielzahl von DNA-basierten Methoden, welche fiir eine
Sortenunterscheidung verwendet werden kdnnen. Allerdings missen fiir viele davon
DNA-Sequenzen entschlisselt sein. Dies war zum Zeitpunkt des praktischen Teils der
Arbeit weder fiur die komplette Kern-DNA noch fiir die vollstandige
extrachromosomale DNA der Haselnuss der Fall. Daher wurde sich in der
vorliegenden Arbeite auf Methoden fokussiert, bei welcher keinerlei DNA-Sequenzen
bzw. nur Primer Sequenzen bekannt sein missen. Mittlerweile wurde mindestens
eine cpDNA-Sequenz der Chloroplasten-DNA (cpDNA) fir Corylus avellana
veroffentlicht und auf NCBI (National Center for Bioinformatik Information;

Nationales Zentrum fiir bioinformatische Informationen) zur Verfigung gestellt°2,

3.3.1 Die RAPD-PCR-Analyse
Im Jahre 1990 wurde die RAPD-PCR-Analyse (randomisiert vervielfaltigte polymorphe
DNA-PCR-Analyse; randomly amplified polymorphic DNA-PCR-Analyse) erstmals
beschrieben, sie stellt eine Abwandlung der klassischen PCR dar (Kapitel 6.4), bei
welcher keinerlei Sequenzabfolgen bekannt sein miissen%, Charakteristisch fiir diese
Analyse sind kurze meist 10 Basen lange, willkiirlich zusammengesetzte Primer,
welche grundsatzlich einzeln und nicht in Paarung verwendet werden04105
Zusatzlich wird eine niedrige Annealing-Temperatur von etwa 30 °C gewadhlt, um eine
Anlagerung auch an nicht komplett Ubereinstimmende Sequenzabschnitte zu
ermoglichen®, Nur wenn der Primer an beiden DNA Strangen maximal etwa 3000
Basen voneinander entfernt anlagert, werden in der sich anschlieBenden PCR-Analyse
charakteristische Amplifikate generiert!?’. Dabei sind multiple Anlagerungen, unter
den oben genannten Bedingungen wiinschenswert, da nur so PCR Produkte mit
unterschiedlichen Langen entstehen. Diese werden anschlieRend mittels Agarose-
Gelelektrophorese (Kapitel 6.6) der GroRe nach sortiert und mittels Ethidiumbromid

unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die so entstehenden Bandenmuster, sind somit ein
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genetischer Fingerabdruck der untersuchten Haselnusssorten und werden zu deren

Differenzierung herangezogen (Abbildung 6).

®
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Abbildung 6:  Schematischer Ablauf der RAPD-PCR. 1. Haselnuss-DNA mit angelagerten RAPD-
Primer. 2. Amplifikate unterschiedlicher GrofRe nach erfolgreicher RAPD-PCR. 3.
Ergebnis der Agarose-Gelelektrophorese, welche die Amplifikate der GréRe nach
ordnet. Differenzierung der unterschiedlichen Haselnusssorten erfolgt anhand
des Bandenmusters (genetischer Fingerabdruck).
Die RAPD-PCR-Analyse ist ein klassisches non-targeted Verfahren, da keinerlei
Kenntnis Uber die Basenabfolge der DNA-Sequenz benétigt wird. Dies ist gerade im
Bereich der Sortenidentifizierung von Haselnlissen von Vorteil, da die Haselnuss-DNA-
Sequenz noch nicht ausreichend sequenziert wurde. Weitere Vorteile der RAPD-PCR-
Analyse sind die relativ geringen Mengen an bendtigter DNA, die sehr gute
Adaptierbarkeit auf unterschiedliche Haselnusssorten und die hohe Flexibilitat
aufgrund der willklrlich zusammengesetzten Primer, welche beliebig erganzt werden
konnen. Zusatzlich kdnnen mit einer Laborausstattung fir molekularbiologische

Arbeiten eine hohe Anzahl an Proben simultan bearbeitet werden, dies flhrt zu

kostengiinstigen und schnellen Analyseergebnissen1®112 Al diese Eigenschaften
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machen die RAPD-PCR zur idealen Analyse bei der Wareneingangskontrolle, sei es im

eigenen Labor oder in Auftragslaboren.

3.3.2 Die Mikrosatellitenanalyse
Einige Jahre nach der ersten Verwendung der RAPD-PCR-Analyse wurden
hypervariable Regionen in der DNA beschrieben. Diese bestanden aus sich
wiederholenden Sequenzabschnitten, den sogenannte Mikrosatelliten!'3115, In der
Literatur werden diese auch als SSRs (einfache Sequenz Wiederholungen; simple
sequence repeats), oder STR (kurze Tandemwiederholungen; simple tandem repeats)
bezeichnet!16-117, Mikrosatelliten sind ubiquitdr sowohl in Eukaryoten als auch in
Prokaryoten vorhanden und im gesamten Genom verbreitet. Als Motiv wird die sich
wiederholende Basenabfolge bezeichnet, diese besteht Ublicherweise aus 1 bis 6
Nukleotiden, und wird sowohl in Individuen, als auch innerhalb einzelner Sorten
unterschiedlich oft wiederholt''®11°, Es werden hauptsachlich zwei Modelle in der
Literatur beschrieben, welche die Entstehung dieser hoch variablen Bereiche
erklaren. Dabei werden in der Regel immer komplette Motive hinzugefligt oder
entfernt. Punktmutationen oder partielle Mutationen des Motivs sind selten. Eines
der beiden Modelle ist das sogenannte ,,slippage”. Hierbei bilden sich Schlaufen im
DNA-Strang wodurch die Paarung der Motive verschoben wird, dies kann sowohl zu

einem Zusatz als auch zu einem Verlust von Motiven fihren (Abbildung 7)120-121,
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@ Mikrosatellit

Expansion Deletion

5 3 5 3!
— - - — =

3 5 3’ 5°
———— Polymerase

Abbildung 7: 1. Mikrosatellit im DNA Doppelstrang. 2. Schematische Darstellung des ,,slippage”.
Bei Schlaufenbildung im Leitstrang (links) bzw. Folgestrang (rechts) kommt es
wahrend der DNA-Replikation zur einer Expansion bzw. Deletion der Motive des
Mikrosatelliten.

Das zweiten Modell beschreibt die Veranderung der Motiv Anzahl, basierend auf
einer Rekombination des DNA-Stranges wahrend der DNA-Replikation, daher wird es
auch als SDSA-Modell (synthesis-dependent strand annealing; von der Synthese
abhangige Stranganlagerung) bezeichnet. Auch hierbei kann es zur Verringerung als

auch zur Erh6hung der Motiv Anzahl kommen (Abbildung 8)122-123,
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@ Mikrosatellit

Expansion Deletion

v

——» Polymerase

Abbildung 8: 1. Mikrosatellit im DNA Doppelstrang. 2. Schematische Darstellung der
Rekombination als SDSA-Modell. Die Verschiebung der Anlagerung der beiden DNA-
Strange kann ebenfalls zur Expansion und oder Deletion fiihren.
Diese Unterschiede sind besonders oft in nicht-codierenden Bereichen der DNA zu
detektieren, da dort Anderungen der Basenabfolge, weniger bis keine Auswirkungen
auf das Individuum haben und somit diese Mutationen keiner natirlichen Selektion
unterliegen. Dies hat zur Folge, dass die Anzahl an Wiederholungen der Motiv-
Sequenz naher verwandter Individuen aufgrund der Vererbung ahnlicher ist, als bei
entfernteren Verwandten. Dies kann mittels PCR-Analyse und anschlieflender Sanger
Sequenzierung nachgewiesen werden. Da bei der Sanger Sequenzierung die genaue
Basenabfolge des Amplikons analysiert wird, kann die Anzahl der Basen, welche das
Motiv bilden, sowie die Anzahl der Motive anhand des Sequenzierungsergebnisses
abgelesen werden. Dabei zeigte sich, dass die Anzahl der Motive naher verwandter
Individuen, welche beispielsweise einer Sorte angehoren, starker dahneln, als bei
entfernteren Verwandten, welche beispielsweise einer anderen Sorte oder Art
angehoren. Doch die Mikrosatellitenanalyse wird nicht nur bei Pflanzen angewandt,
auch die Forensik verwendet dieses Verfahren um Vaterschaftsbestimmungen oder

die Identifizierung eines Menschen anhand von DNA-Spuren und den daraus
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erstellten  genetischen  Fingerabdruck  durchzufihren?#127,  Bei  bereits

veroffentlichten Markerregionen, wird (blicherweise keine Sanger-Sequenzierung

durchgefiihrt.

Es werden die hypervariablen und repetitiven Bereiche der DNA mit

Hilfe der Endpunkt-PCR vervielfaltigt und anschlieRend die Anzahl der Wiederholung

mittels FLA (Fragmentlangenanalyse) bestimmt (Abbildung 9).

e
Lt -

4

GAGAGAGAGAGAGAGAGA <« =
CTCTCTCTCTCTCTCTCT

3 5
I

e Primer Mikrosatellit

———— Polymerase

Abbildung 9:

Schematischer Ablauf der Mikrosatellitenanalyse. 1. DNA-Sequenz mit
Mikrosatellit. 2. Vervielfaltigung der Markerregion, mittels Endpunkt-PCR. 3. DNA-
Fragmente unterschiedlicher Linge, abhdngig von der Anzahl der
Wiederholungen des Motivs. 4. Ergebnis der Kapillargelelektrophorese zur
Bestimmung der Fragmentlange.
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Aufgrund der hoheren Sensitivitat gegenliber der Agarose-Gelelektrophorese wird
die Kapillargelelektrophorese verwendet. Diese war urspriinglich nur bei
menschlichen Probenmaterial im Einsatz, wird in der heutigen Zeit allerdings auch bei

Tieren und Pflanzen angewandt!?8,

3.3.3 Erstellung eines phylogenetischen Baumes
In der Genetik basiert die Erstellung von phylogenetischen Baumen (Abbildung 10)
auf der Annahme, dass bei der Analyse gleicher DNA-Sequenzen, diejenigen
Individuen, welche weniger Sequenzunterschiede aufweisen, auch eine geringere
genetische Distanz zueinander haben. Folglich sind auch diese Individuen evolutionar
niher miteinander verwandt. Ubertragen auf die durchgefiihrte Analytik ldsst sich
dieses Verfahren sowohl bei der RAPD-PCR Methode als auch bei der Mikrosatelliten
Analyse anwenden. Hierbei haben Haselnusssorten, welche eine hohere Anzahl an
gleich langen DNA Fragmenten (RAPD-PCR-Analyse) oder Wiederholungen des
Motivs (Mikrosatellitenanalyse) aufweisen, eine geringere genetische Distanz

zueinander als Sorten mit gréReren Sequenzunterschieden.

Sorte 6
D
Sorte 2
)
Sorte 1
Sh o
E orte
) Sorte 4
D
Sorte 5
)
Sorte 8
S))
— Zweig — Sorte 3
O Knoten

Abbildung 10: Beispielhafte Darstellung eines phylogenetischen Baumes. Dabei werden die
horizontalen Linien als Zweige und die mit einem Kreis markierten
Verbindungsstellen als Knoten bezeichnet.

26



EINLEITUNG

Um mit den vorhandenen Daten Proben zu gruppieren wird haufig der Neighbour-
joining-Algorithmus angewandt'?°. Hierbei wird ein iterativer Vorgang verwendet, mit
dem Ziel die beiden Proben zu gruppieren, welche die geringste Distanz zueinander
haben und dadurch schrittweise den phylogenetischen Baum zu erstellen. Dabei kann
der Algorithmus in drei Einzelschritte unterteilt werden, welche beispielhaft mit den
Ergebnissen der RAPD-PCR-Analyse mit Primer 4 und den Proben der Haselnusssorten
Ata Baba (H1.1), Barcelona (H2.1), Butler (H3.1) und Cakildak (4.1) dargestellt werden
(Anhang 8.2, Tabelle 18)

1. Erstellung einer Distanzmatrix

Bei der Erstellung der Distanzmatrix werden die detektierten Unterschiede zwischen

allen Haselnussproben gegeneinander aufgetragen (Tabelle 2).

Tabelle 2: Distanzmatrix am Beispiel der Ergebnisse der RAPD-PCR-Analyse mit Primer 4 und den
Haselnusssorten Ata Baba (H1.1), Barcelona (H2.1), Butler (H3.1) und Cakildak (H4.1).

Haselnussproben H1.1 H2.1 H3.1 H4.1
H1.1 0 10 9 4
H2.1 0 8
H3.1 0 9
H4.1 0

2. Berechnung der durchschnittlichen Distanz

Die durchschnittliche Distanz von einer Probe zu allen anderen Proben entspricht der

Netto-Divergenz (u;), welche mit Formel 1 berechnet wird.

u; = 2 Djj/(n-2)

Formel 1: Berechnung der Netto-Divergenz (u;).
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3. Verbindung der beiden Proben mit der geringsten genetischen Distanz

Zur Bestimmung der geringsten Distanz zweier Proben wird eine Zwischenmatrix (M;;)

mit Formel 2 berechnet.
Mjj = Dy — (uj + w)
Formel 2: Berechnung der Zwischenmatrix (Mj).
Die Ergebnisse sind flir das verwendete Beispiel in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3:  Zwischenmatrix (M;) zum Gruppieren der Proben mit der geringsten Distanz (D;) am
Beispiel der Ergebnisse der RAPD-PCR-Analyse mit Primer 4 und den Haselnusssorten
Ata Baba (H1.1), Barcelona (H2.1), Butler (H3.1) und Cakildak (H4.1).

Haselnussproben H1.1 H2.1 H3.1 H4.1
H1.1 0 -11 12 -18
H2.1 0 -18 -12
H3.1 0 -11
H4.1 0

Die Proben Ata Baba (H1.1) und Cakildak (H4.1) als auch die Proben Barcelona (H2.1)
und Butler (H3.1) haben in dem verwendeten Beispiel dieselbe und geringste
genetische Distanz zueinander und werden daher zu einem Knoten im Aufbau des
phylogenetischen Baumes zusammengefasst, und als neue Probe bei den
nachfolgenden Berechnungen angesehen. Durch Iteration des Algorithmus werden
die 3 beschriebenen Schritte so lange wiederholt bis alle Proben miteinander
verbunden sind.

Neben dem verbinden der einzelner Proben wird beim Neighbour-joining-

Algorithmus zusatzlich die Lange der Zweige nach Formel 3 berechnet.

— (Dll + ui - u])
! 2
(Dll + u]' - ui)
Vj ==
2
Formel 3: Berechnung der Lange der Zweige (vi, v;) der zu einem Knoten zusammengefiihrten

Proben.
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Fiir die Darstellung wurde zusatzlich der Jaccard-Koeffizient herangezogen, da dieser
eine giangige Methode zur Berechnung der genetischen Ahnlichkeit darstellt30-132,
Dabei wird bei dem gewahlten Beispiel die Anzahl der gleichen PCR Fragmente durch

die Anzahl aller vorhandenen Fragmente der beiden betrachteten Proben geteilt

(Formel 4).
I(AB) ANB
"7 AUB
Formel 4: Berechnung des Jaccard-Koeffizienten.

Je niher sich das Ergebnis der 1 ndhert, desto mehr Ubereinstimmungen sind
vorhanden und desto dhnlicher sind die beiden Proben. Das AhnlichkeitsmaR wird
durch die Lange der Zweige wiedergegeben (Kapitel 5.3.5, Abbildung 15, Kapitel 5.4.5,
Abbildung 18).

AuBerdem kann durch das bootstrapping fir die Knoten ein Konfidenzintervall
berechnet werden. Bei diesem Verfahren, werden randomisiert verschieden Proben
zu einem neuen Daten-Set (bootstrapped data set) zusammengefasst. Dabei kann bei
gleichbleibender Gesamtanzahl an Proben, einzelne Proben mehrfach ausgewahlt
werden. Im Anschluss wird mit diesem neuen Daten-Set der bereits beschriebene
Neighbour-joining-Algorithmus durchgefiihrt und das Ergebnis gespeichert. Dieser
Vorgang wird nach einer vorgegeben Anzahl wiederholt und dann als
Konfidenzintervall unterhalb des Knotens angegeben. Bei einem Konfidenzniveau von
95 % geht man davon aus, dass der wahre Wert mit einer Wahrscheinlichkeit von

95 % enthalten ist132.
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4 Zielsetzung

Diese Arbeit ist Teil des Projektes 18751 N ,Sortenbestimmung von Haselnlissen
mittels Next-Generation Sequenzierungstechnologien und bioinformatischer
Auswertung” und wurde in Zusammenarbeit mit der Universitat Tubingen,
Fachbereich Informatik, Angewandte Bioinformatik, sowie den Bundesverband der
Deutschen StiBwarenindustrie (BDSI) durchgefiihrt. Das Projekt wurde im ,Programm
zur Forderung der Industriellen Gemeinschaftsforschung” vom Bundesministerium
fir Wirtschaft und Technologie (via AiF) Uber den Forschungskreis der
Erndhrungsindustrie e.V. (FEI) gefordert.

Ziel dieser Arbeit war es, die Liicke an fehlenden Methoden zur Differenzierung und
Identifizierung von Haselnusssorten zu schlielen. Da die DNA unabhéangig von
daulleren Einflussfaktoren ist, sollten molekularbiologische Methoden zur Anwendung
kommen. Aufgrund von fehlenden Informationen bezliglich der DNA-Sequenz von
Haselnusssorten der fur die Industrie wichtigsten Art Corylus avellana L. in der
Literatur, sollten zunachst non-targeted Methoden zum Einsatz kommen, welche
ohne aufwendigen technischen Einsatz innerhalb weniger Stunden robuste
Ergebnisse fur sortenreine Haselnisse liefern und schnell in den Routinebetrieb von
Auftragslaboren integriert werden konnen. Als Schlisseltechnologien sollten
zunachst die RAPD-PCR-Analyse und spater die Mikrosatellitenanalyse etabliert
werden.

Als langfristiges, Uber diese Arbeit hinausgehendes Ziel, sollte die etwa 150 000 bp
lange DNA-Sequenz der Chloroplasten entschliisselt werden, um gerichtete
(targeted) molekularbiologische Methoden zu entwickeln. Erfahrungen aus
vorherigen Projekten zeigen, dass fur die Sequenzierung der Chloroplasten-DNA
Blattmaterial der einzelnen Sorten am besten geeignet ist. Deshalb sollte in eine
umfassende Probenakquise von authentischen Haselnilssen, als auch von
authentischem Blattmaterial industrierelevanter Sorten in Zusammenarbeit mit dem

projektbegleitenden Ausschuss erfolgen.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Probenakquise von Haselnussblattern und Haselniissen
Ausschlaggebend fiir die Etablierung geeigneter Methoden zur Differenzierung und
Identifizierung von Haselnusssorten ist die Beschaffung von geeignetem
Referenzmaterial. Daflir wurde eigens ein Probenahmeprotokoll verfasst, auf
welchem alle bendtigten Informationen abgefragt und eingetragen werden kénnen
(Anhang 8.1, Abbildung 22). Fur die Beschaffung von Haselnussblattern wurde
zusatzlich eine Checkliste inklusive dem Vorgehen beim Pflicken der Blatter
angefertigt, um eine moglichst hohe Blattqualitdt der Proben zu gewahrleisten.
AulBerdem wurden BlattgrofRen abgebildet, anhand derer die Mindestmengevon 30 g
Probenmaterial abgeschatzt werden sollte (Anhang 8.1, Abbildung 23). Jeder Probe
wird ein individueller Barcode zugeordnet, sodass keine Verwechslungen stattfinden
kénnen. Bei Blattproben wird zusatzlich eine QBIC-ID der Partneruniversitat aus
Tlbingen vergeben, sodass die Proben wahrend der spater im Projekt geplanten
Sequenzierung bis hin zur bioinformatischen Auswertung auch fir das System in
Tlbingen immer eindeutig zuordenbar bleiben. Eine Auflistung aller Blattproben sind
in Anhang 8.1, Tabelle 16 aufgefiihrt. Unter der Annahme, dass Corylus maxima
MILLER eine Unterart von Corylus avellana L. ist, wurden Blattproben von mind. 2
unterschiedlichen Haselnussarten und 25 unterschiedlichen Haselnusssorten
akquiriert!?. Die Gesamtzahl an Proben betragt 34. Die Probenakquise erfolgte zum
Teil selbst. Dankenswerterweise wurden auch Proben von Herrn Jancke (Gebr. Jancke
GmbH, Essener Bogen 3, 22419 Hamburg), Mitglied des Projektbegleitenden
Ausschusses, in drei Haselnussplantagen in Aserbaidschan und in einer Plantage in
der Turkei Haselnussproben gesammelt. Zusatzlich erfolgte eine Zusendung von
Blattmaterial der Firma SCA Unicoque (SCA Unicoque, 28 Rue de la République, 47290

Cancon) gesammelt in den eigenen Plantagen in Frankreich.
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Neben den Blattproben wurden Haselnlisse von der Haselnussversuchsanlage (90556
Gonnersdorf) sowie von verschiedenen Projektpartner zur Verfliigung gestellt. Die fir

die RAPD-PCR-Analyse sowie fur die Mikrosatellitenanalyse verwendeten

Haselnusssorten sind in Tabelle 4 gelistet.

Tabelle 4:  Verwendete Haselnusssorten fiir die RAPD-PCR-Analyse und Mikrosatellitenanalyse.
Angeben sind die jeweilige Sorte, ein individueller Proben Nummer fiir jede Probe,
der Importeur, sowie das Anbauland (mit Region) und —jahr der Haselnisse.

Haselnuss- Proben Importeur Anbauland, Region Anbau-
sorte Nr. jahr
Ata Baba H1.1 August Storck KG Aserbaidschan 2014

H1.2 Schliiter & Maack GmbH Aserbaidschan, Zaqgatala 2015
Barcelona* H2.1 SCA Unicoque Frankreich, Pays de la Loire 2014
H2.2 SCA Unicoque Frankreich, Aquitaine 2014
H2.3 SCA Unicoque Frankreich, Midi-Pyrénées 2014
Butler H3.1 SCA Unicoque Frankreich, Aquitaine 2014
H3.2 SCA Unicoque Frankreich, Aquitaine 2014
H3.3 SCA Unicoque Frankreich, Midi-Pyrénées 2014
Cakildak H4.1 AK Prof. Bisping, Turkei, Dlzce 2015
Biozentrum Klein Flottbek
H4.2 AK Prof. Bisping, Tirkei, Dlzce 2015
Biozentrum Klein Flottbek
H4.3 AK Prof. Bisping, Tirkei, Dizce 2015
Biozentrum Klein Flottbek
Corabel H5.1 SCA Unicoque Frankreich, Midi-Pyrénées 2014
H5.2 SCA Unicoque Frankreich, Midi-Pyrénées 2014
H5.3 SCA Unicoque Frankreich, Poitou- 2014
Charentes
Ennis H6.1 SCA Unicoque Frankreich, Midi-Pyrénées 2014
H6.2 SCA Unicoque Frankreich Pays de la Loire 2014
H6.3 SCA Unicoque Frankreich, Midi-Pyrénées 2014
Mortarella H7.1 August Storck KG Italien 2014
H7.2 AgroTeamConsulting/ Italien, Campania 2015
NocciolaRe
H7.3 Stelliferi & Itavex s.r.l. Italien, Campania 2015
Unipersonale
Negret H8.1 Coselva SCCL Spain, Catalonia 2014
H8.2 Coselva SCCL Spain, Catalonia 2015
Pauetet H9.1 SCA Unicoque Frankreich, Aquitaine 2014
H9.2 SCA Unicoque Frankreich, Midi-Pyrénées 2014
H9.3 SCA Unicoque Frankreich, Midi-Pyrénées 2014
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Tabelle 4:  (Fortsetzung)
Haselnuss- Proben Importeur Anbauland, Region Anbau-
sorte Nr. jahr
Segorbe H10.1 SCA Unicoque Frankreich Aquitaine 2014
H10.2 SCA Unicoque Frankreich, Midi-Pyrénées 2014
H10.3 SCA Unicoque Frankreich, Midi-Pyrénées 2014
Tombul H11.1 Schliiter & Maack GmbH Turkei, Samsun 2014
H11.2 Schliter & Maack GmbH Turkei, Samsun 2014
H11.3 Schliiter & Maack GmbH Tirkei, Ordu 2014
Tonda H12.1 August Topfer & Co. (GmbH  Italien, Latium 2014
(Gentile) & Co.) KG
Romana H12.2 Seeberger GmbH Italien, Latium 2014
H12.3 Seeberger GmbH Italien, Latium 2014
Tonda di H13.1 SCA Unicoque Frankreich, Aquitaine 2014
Giffoni H13.2 SCA Unicoque Frankreich, Midi-Pyrénées 2014
H13.3 SCA Unicoque Frankreich, Poitou- 2014

Charentes

*Barcelona geliufiger Handelsname; Synonyme: Fertile de Coutard (Frankreich) und Castanyera (Spanien,
urspriingliche Herkunft)?,

5.2 Isolierung der Haselnuss-DNA aus Haselniissen
Um die geeignetste Isoliermethode zur Gewinnung von Haselnuss-DNA aus
Haselnlssen zu ermitteln, wurden drei unterschiedliche Methoden getestet, und
deren Effizienz primar anhand der Reinheit der isolierten DNA und sekundar anhand
der DNA-Ausbeute beurteilt (Kapitel 6.2.1). Dabei wurde die Haselnusssorte Tonda
Gentile Trilobata, welche uns von der Haselnussversuchsanlage (90556 Gonnersdorf)
zur Verfliigung gestellt wurde, als Template verwendet. Die Auswertung der Reinheit
erfolgte mittels eines Spektralphotometers (Kapitel 6.2) der DNA-Gehalt wurde
mittels Fluorometer (Kapitel 6.3) bestimmt. Die fluorimetrisch Bestimmung des DNA-
Gehaltes wurde gegenliber den Ergebnissen der photometrischen DNA Bestimmung
vorgezogen, da bei der fluorimetrisch Bestimmung ausschliel(lich DNA bestimmt
wird. Im Gegensatz dazu werden bei einer photometrischen Bestimmung auch
Bestandteile erfasst, welche im angeregten Wellenbereich ebenfalls zu einer

Extinktion fihren.
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Abbildung 11: Darstellung der Ergebnisse der DNA-Isolierung (Kapitel 6.2.1) mittels CTAB-
Methode, Proteinase K Verdaus und DNeasy® Plant mini Kits, aus Nissen der
Haselnusssorten Tonda Gentile Trilobata. Dabei zeigen die rechten Saulen den
DNA-Gehalt (ng/mg), welcher fluorimetrisch mittels Quantus™ bestimmt wurde.
Die linken Sadulen die Ratio (Azeonm/Azs0nm), Welche photometrisch mittels
Nanodrop™ bestimmt wurde (Kapitel 6.3).
Die in Abbildung 11 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass der fluorimetrisch
bestimmte DNA-Gehalt mit 57,2 ng/mg im Mittel bei der Isolierung mittels CTAB
(Cetyltrimethylammoniumbromid) am hochsten ist, allerdings die Reinheit bei einer
Ratio (Azsonm/A280nm) von 1,34 nicht den Anforderungen fir weitere Analysen
entspricht. Bei der DNA-Isolierung mit Proteinase K Verdau findet bereits eine
deutliche Abnahme des fluorimetrisch bestimmten DNA-Gehalts (15,4 ng/mg) statt,
jedoch ist ebenfalls eine deutliche Verbesserung der Reinheit bei einer Ratio
(A260 nm/A280nm) von 1,61 gegenliber der CTAB-Methode erkennbar. Die reinste DNA
wurde mit dem DNeasy® Plant mini Kit erhalten, bei welchem die Ratio
(A260 nm/A280nm) von 1,74 fast dem Idealbereich von 1,8 — 2,0 entspricht!33, Trotz des
geringsten DNA-Gehaltes von 2,4 ng/mg im Mittel wurde diese Methode als am
geeignetsten angesehen, da die nachfolgenden Analysen Amplikon basiert sind und
dadurch bereits geringe Mengen an DNA fir die Durchfiihrung ausreichend sind.
Zusatzlich kann durch die Verwendung eines kommerziell erhaltlichen Kits die

Methode einfacher in Handelslaboren und bei Analytik-Dienstleistern umgesetzt und

implementiert werden.
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5.3 RAPD-PCR-Analyse

Folgende Ergebnisse wurden beim Journal ,,Food Control” unter dem Titel: ,,Genetic
Profiling: Differentiation and identification of hazelnut cultivars (Corylus avellana L.)

using RAPD-PCR“ im Januar 2020 veroffentlicht.134

5.3.1 Auswahl der RAPD-Primer
Zur ldentifizierung und Differenzierung von sortenreinen Haselnlissen mittels RAPD-
PCR-Analyse wurden insgesamt 37 Proben bestehend aus 13 unterschiedlichen
Haselnusssorten verwendet (Kapitel 5.1, Tabelle 4). Als RAPD-Primer wurden alle 20
Primer aus dem Random Primer Kit A auf deren Eignung zur Differenzierung von
Haselnusssorten liberpriift, deren Sequenzen sind in Tabelle 5 gelistet. Daflir wurden
zunachst Vorversuche nach dem im Kapitel 6.5 beschriebenen Methode
durchgefiihrt. Als Template diente dabei mittels DNeasy® plant mini kit (Kapitel 6.2)
isolierte Haselnuss-DNA [2 ng/uL] der Sorten, Butler, Corabel, Ennis, Barcelona und

Pauetet. Die eingesetzte Primer-Konzentration betrug 100 pmol/uL.

Tabelle 5:  Verwendete RAPD-Primer zur Durchfiihrung der RAPD-PCR-Analyse. Die
Konzentration der Primer betragt 100 pmol/uL.

Primer Sequenz (5’-3’) Primer Sequenz (5’-3’)
1 CAGGCCCTTC 11 CAATCGCCGT
2 TGCCGAGCTG 12 TCGGCGATAG
3 AGTCAGCCAC 13 CAGCACCCAC
4 AATCGGGCTG 14 TCTGTGCTGG
5 AGGGGTCTTG 15 TTCCGAACCC
6 GGTCCCTGAC 16 AGCCAGCGAA
7 GAAACGGGTG 17 GACCGCTTGT
8 GTGACGTAGG 18 AGGTGACCGT
9 GGGTAACGCC 19 CAAACGTCGG
10 GTGATCGCAG 20 GTTGCGATCC

Bei diesen Vorversuchen, wurden die RAPD-Primer 3, 14 und 15 fiir weitere Analysen
ausgeschlossen, da keine klar voneinander unterscheidbaren Banden der PCR-
Produkte in der Agarose-Gelelektrophorese identifizierbar waren. Zusatzlich wurde

RAPD-Primer 19 ebenfalls flir weitere Experimente ausgeschlossen, da die erhaltenen
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PCR-Fragmente keine Unterschiede zwischen den untersuchten Haselnusssorten
aufwiesen. Die entsprechenden Agarose-Gelelektrophorese Ergebnisse sind im
Anhang Kapitel 8.2, Abbildung 24 dargestellt.

Basierend auf den Ergebnissen des Vorversuches wurde die RAPD-PCR-Analyse mit
37 Haselnuss-Proben und den verbliebenen 16 RAPD-Primern durchgefiihrt (Kapitel
6.5). Soweit moglich, wurden drei unterschiedliche Haselnuss-Proben je Sorte
verwendet. Einzig bei den Haselnusssorten Ata Baba (H1) und Negret (H8), standen
nur zwei unterschiedliche Haselnuss-Proben zur Verfligung. Die anschlieRende
Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 6.6) wurde mit einem 1,5 %igen Agarose-Gel
durchgefiihrt. Die so erhaltenen RAPD-PCR Banden wurden im Anschluss in eine
Excel-Tabelle Gbertragen. Dabei wurden ausschlieBlich RAPD-PCR Produkte zwischen
200 bp und 3 000 bp herangezogen!®. Dies soll verhindern, dass aufgrund von
Scherkraften bei der Vermahlung der Haselniisse falsch positive Ergebnisse erhalten
werden?3>, Fiir eine vereinfachte Auswertung wurden die RAPD-PCR Amplifikate mit
Balkendiagrammen versehen, welche sich analog der PCR-Fragmente ebenfalls in der
Lange unterscheiden (Tabelle 17). Im Gegensatz zur Auswertung ausschlieBlich
anhand der Agarose-Gele, koénnen durch diese optische Verdeutlichung,
Unterschiede zwischen den einzelnen Haselnusssorten einfacher und schneller

ermittelt werden.

5.3.2 Bestimmung der Reproduzierbarkeit der RAPD-PCR-Analyse
Es ist bekannt, dass fir den erfolgreichen Einsatz der RAPD-PCR, die
Methodenparameter exakt eingehalten werden missen, da nur so eine
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse gewahrleistet werden kann?3®. Deshalb wurden
die erhaltenen PCR-Fragmente, zunachst auf ihrer Reproduzierbarkeit hin tGberprift.
Dafiir wurden alle Proben innerhalb einer Sorte miteinander verglichen und in Tabelle
6 die Anzahl der nicht Gbereinstimmenden PCR-Produkte aufgefiihrt. Dabei zeigt die
Position der Zahl an, bei welcher Probe innerhalb jeder Sorte eine Abweichung vom

Standardmuster aufgetreten ist. Da bei der Haselnusssorte Negret insgesamt nur zwei
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Proben zur Verfligung standen, wurden die Unterschiede zwischen den beiden

Proben ohne Positionsangabe aufgefiihrt.

Tabelle 6:  Auswertung der Reproduzierbarkeit der RAPD-PCR-Analyse. Die RAPD-PCR-Analyse
wurde mit 37 Haselnuss-Proben und 16 RAPD-Primer durchgefiihrt. Die angegeben
Zahlen zeigen die nicht Ubereinstimmenden Amplifikate innerhalb einer
Sorten/Primer-Kombination an. Die Position der Zahlen geben an, bei welcher Probe
der Unterschied auftrat (1. Probe/2. Probe/3. Probe). Da bei der Sorte Negret nur
zwei Proben zur Verfligung standen, wurden die Unterschiede ohne Positionsangabe
dargestellt.
Primer ATA BAR BUT CAK COR ENN MOR NEG PAU SEG TOM TGR TDG
1 2/1/1  3/2/- /-7 2 -/1/-
2 -/-/1 1/-/2 1
4 -/-/3 1/-/- -/-/14 4
5
6 -/1/- 3/-/- /-2 2 -/-/1
7 1/-/- /-4 1 -/1/-
8 2/-/- -I-/1 -/-/4 -/1/-
9 -/2/- -/-/3 1
10 1/-/- -/-/3 1 -/1/-
11 -/1/-
12 1/-/-
13
16 1/-/- -/-/2 1/-/- -/2/5
17
18
20 -/1/- -/1/- 2/-/-

Bei der Betrachtung der Reproduzierbarkeit der RAPD-PCR Ergebnissen der einzelnen

Haselnusssorten, wurden bei den Sorten Ata Baba und Corabel, bei keinem Primer

Unterschiede im Bandenmuster festgestellt. Zudem wurden bei den Primern 5, 17

und 18 bei keiner Haselnusssorte Abweichungen detektiert (Tabelle 6). Dies spricht

flr eine hohe Reproduzierbarkeit der aufgefiihrten Primer und Haselnusssorten.

Dennoch wurde keine hundertprozentige Ubereinstimmung aller Bandenmuster bei

allen Sorten und RAPD-Primern erzielt. Vor allem die Sorten Butler (H3), Mortarella

(H7) und Negret (H8) fallen dabei ins Auge, da dort die haufigsten Abweichungen

auftraten. Betrachtet man diese Haselnusssorten genauer, zeichnet sich ab, dass bei

den Proben der Sorten Butler und Mortarella eine einzige Haselnuss-Probe fiir die
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hohere Anzahl an nicht tUbereinstimmenden PCR-Produkten verantwortlich ist. Bei
der Haselnusssorte Butler ist es Probe 1 (H3.1) und bei Mortarella Probe 3 (H7.3). Bei
den beiden Negret Proben, kann die Abweichung vom Bandenmuster keiner der
beiden Proben zugeordnet werden. Bei allen anderen Primer-/Sortenkombinationen
traten keine Abweichungen der Bandenmuster im groRBeren Umfang auf. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die schlechtere Reproduzierbarkeit nicht
unbedingt auf die etablierte Methode zuriickzufiihren ist, sondern sich diese Proben
vom restlichen Probenpool innerhalb ihrer Sorte unterscheiden. Eine mdgliche
Erklarungist die Bindung der RAPD-Primer an Regionen, welche nicht konserviert sind
und daher mit einer héheren Wahrscheinlichkeit auch innerhalb von Sorten variieren.
Diese Tatsache wird sich bei der Erstellung des genetischen Fingerabdrucks zu Nutze
gemacht, um ein Individuum mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit zu identifizieren.
Auch eine spontane Mutation in der DNA-sequenz, welche keine Auswirkungen auf
den Phanotyp und den damit verbundenen qualitativen Eigenschaft hat, kann beim
Anbau in einem Probenpool vorhanden sein und dadurch zu einer Veranderung des

Bandenmusters fiihren.

5.3.3 Ergebnisse der RAPD-PCR-Analyse
In Abbildung 12 sind beispielhaft die Ergebnisse der Agarose-Gelelektrophorese der
RAPD-PCR-Analyse mit Primer 17 und den Haselnusssorten Segorbe, Tombul und
Tonda Gentile Romana, einerseits als Abbild des Agarosegels (A) und andererseits als
Balkendiagramm (B) dargestellt. Dabei markieren die weil3en Pfeile, die Unterschiede

in den einzelnen Bandenmustern der Sorten, zwischen 2 000 - 200 bp.
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Abbildung 12: A: Darstellung der RAPD-PCR Ergebnisse nach Agarose-Gelelektrophorese (1,5 %)
mit Primer 17. Spur M: Marker (10 000-100 bp); Spur SEG: Segorbe; Spur TOM:
Tombul; Spur TGR: Tonda Gentile Romana: Spur BW: Blindwert.
B: Korrespondierendes Balkendiagramm der RAPD-PCR Ergebnisse der
Haselnusssorten Segorbe, Tombul und Tonda Gentile Romana.
Quelle: Modifiziert nach Felbinger et al. 2020™**.

Abbildung 12 zeigt, dass die Sorte Segorbe, sowohl anhand des vorhandenen
Fragmentes bei 250 bp, als auch durch die Abwesenheit, der Fragmente bei 1 750 bp
und 1 350 bp von den beiden anderen Haselnusssorten unterschieden werden kann.
Die beiden Sorten Tombul und Tonda Gentile Romana, kénnen anhand der
Anwesenheit des PCR-Produktes bei 350 bp (Tombul) bzw. durch die Abwesenheit
dieses Fragmentes (Tonda Gentile Romana) voneinander unterschieden werden.
Nach der Auswertung aller Agarosegele (Anhang Kapitel 8.2, Abbildung 25) und deren
Darstellung als Balkendiagramme (Anhang Kapitel 8.2, Tabelle 17) war eine
Differenzierung aller untersuchten Haselnusssorten mit nur einem einzigen Primer
nicht moglich, da bei jedem verwendeten Primer mehrere Sorten vorhanden waren,
welche das gleiche Bandenmuster aufwiesen. Allerdings, waren je nach Primer, die
Bandenmuster unterschiedlicher Sorten identisch, sodass durch geeignete
Primer/Sorten-Kombinationen, alle 13 Haselnusssorten unterschieden werden
konnten. Durch die Darstellung als Balkendiagramm, lasst sich die Auswahl der
geeigneten  Primer/Sorten-Kombinationen fir individuelle Fragestellungen,

besonders schnell treffen. Zusatzlich hat diese Darstellungsweise eine hohe
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Flexibilitat, sodass problemlos neue Sorten und RAPD-Primer implementiert werden

kénnen.

5.3.4 Identifizierung unbekannter Haselniisse anhand eines
Sortenbaumes

Am oben aufgefiihrten Beispiel wurde deutlich, dass die Grundlage der Identifizierung
von einzelnen Haselnusssorten von einzelnen vorhandenen bzw. nicht vorhandenen
RAPD-PCR Produkten abhangig ist. Dies ist vor allem hilfreich, wenn das Ziel der
Analyse, nicht die Bestdtigung der Sorte der erworbenen Probe, sondern die
Identifizierung der tatsachlich vorliegenden Haselnusssorte ist. Um den Fokus weg
vom gesamten Bandenmuster und hin zu den flir die Identifizierung
ausschlaggebenden Banden zu lenken, wurde ein Sortenbaum kreiert (Abbildung 13).
Der vorliegende Sortenbaum ist wie ein Flussdiagramm aufgebaut, anhand dessen
alle in dieser Versuchsreihe analysierten Proben mit 3 bis maximal 5 RAPD-PCRs
identifiziert werden kdonnen. Dabei geben die Zahlen oberhalb der horizontalen
Linien, die Langen (bp) der zu betrachtenden PCR-Fragmente an. Ein ,,+“ steht fir die
Anwesenheit eines bestimmten Fragmentes, ein ,-“ fir dessen Abwesenheit. Bei
RAPD-Primer 8 erfolgt die Zuordnung durch die beiden PCR-Fragmente mit einer
Lange von 300 bis 600 bp. Sind ausschlieBlich diese beiden Banden feststellbar, wird
die unbekannte Probe dem linken Ast des Sortenbaumes zugeordnet, sind zusatzliche
oder andere Fragmente vorhanden, wird die Probe den Haselnusssorten des rechten
Astes zugeordnet. Beispielsweise kann die Haselnusssorte Corabel identifiziert
werden, wenn bei der RAPD-PCR mit Primer 8, ausschlieRlich die Banden bei 300 bp
und 600 bp erhalten werden und zusatzlich bei der RAPD-PCR mit Primer 16, die
Bande bei 1750 bp nicht vorhanden ist. Nach diesem Schema, ist auch eine
Identifizierung der restlichen Haselnusssorten gegeben. Ist eine Haselnusssorte
erfolgreich identifiziert, sollten zur Sicherstellung der korrekten Zuordnung, zusatzlich
komplette charakteristische Bandenmuster von Referenzmaterial herangezogen
werden. Wie schon die Balkendiagramme ist auch die Identifizierung einzelner reiner

Haselnusssorten mit Hilfe des Sortenbaumes anpassungsfiahig, sodass weitere
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Haselnusssorten und RAPD-Primer implementiert werden kénnen. Dies fiihrt zu
einem flexiblen System, welches auf die Bedirfnisse des jeweiligen Unternehmens

angepasst werden kann.
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Abbildung 13: Sortenbaum zur Identifizierung aller 13 analysierten Haselnusssorten anhand von
insgesamt 7 unterschiedlichen Primern. Dabei erfolgt die Auswertung
ausschlieBlich aufgrund der An- (,+“) oder Abwesenheit (,,-“) der aufgefiihrten
PCR-Fragmente (bp).

Quelle: Modifiziert nach Felbinger et al., 2020"*,
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5.3.5 Phylogenetische Auswertung der Ergebnisse der RAPD-PCR-Analyse
Bei der Differenzierung anhand des kompletten Bandenmusters und der
Identifizierung durch den Sortenbaum, fiel auf, dass manche Haselnusssorten
ahnlicher schienen als andere. Beispielhaft sei dies am Bandenmuster der Sorten Ata
Baba, Cakildak, Tonda Gentile Romana, Pauetet und Segorbe mit RAPD-Primer 7
verdeutlicht (Abbildung 14). So unterscheiden sich der genetische Fingerabdruck der
Sorten Ata baba und Cakildak durch 4 PCR-Fragmente, dabei ist Ata Baba eine
Haselnusssorte, welche urspriinglich aus Aserbaidschan stammt, wohingegen
Cakildak urspringlich aus der Tirkei kommt. Vergleicht man das Bandenmuster der
Sorte Ata Baba mit dem Bandenmuster der Sorte Tonda Gentile Romana, deren
Ursprung in Italien ist, so treten 7 unterschiedliche Banden auf. Betrachtet man
allerdings die Sorten Pauetet und Segorbe, welche beide urspriinglich aus Spanien
stammen, unterscheidet sich deren genetischer Fingerabdruck nur anhand eines

einzigen PCR-Fragmentes.

SEG TGR
- 2750
- 2250
S o0
oo [ oco
|
B 00
B s P sw

I 20 1| 200

Abbildung 14: Balkendiagramm der PCR-Fragmente der RAPD-PCR mit den Haselnusssorten Ata
Baba, Cakildak, Pauetet, Segorbe, und Tonda Gentile Romana und RAPD-Primer 7.
Modifiziert nach Felbinger et al. 2019.
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Da die beiden spanischen Sorten eine hhere Ubereinstimmung an PCR-Fragmenten
aufwiesen, als die Haselnusssorten aus unterschiedlichen Ursprungslandern, sollte
anhand eines phylogenetischen Stammbaumes die Moéglichkeit einer geographischen
Zuordnung einzelner Sorten zu ihren Ursprungslandern hin tGberprift werden. Eine
Aussage Uber das Anbauland kann (iber die DNA allerdings nicht getroffen werden,
da diese unabhdngig von Anbaubedingungen und Umwelteinflissen ist. Die
Erstellung einer phylogenetischen Analyse mittels PAST wurde wie in Kapitel 6.7
beschrieben, durchgefiihrt.’3” Die entsprechende 0/1 Matrix ist im Anhang,
Kapitel 8.2, Tabelle 18 dargestellt. Auf Grundlage dieser Tabelle wird mit Hilfe des
Neighbor-joining-Algorithmus zusammen mit dem Jaccard-Ahnlichkeitsindex ein
Dendrogramm errechnet (Kapitel 3.3.3), welches die genetischen Distanzen der

einzelnen Sorten zueinander wiedergibt (Abbildung 15).
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Abbildung 15:
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Dendrogramm der RAPD-PCR-Analyse erstellt mittels PAST**”. Dabei wurde der
Neighbour-joining-Algorithmus zusammen mit dem Jaccard-Index verwendet.
Die Zahlen unterhalb der Knoten geben das durch bootstrapping berechnete
Konfidenzintervall bei 10000 Wiederholungen an'*®. Bei einem
Konfidenzniveau von 95 % geht man davon aus, dass der wahre Wert mit einer
Wahrscheinlichkeit von 95 % enthalten ist (Kapitel 3.3.3)"2.
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Bei der Betrachtung des Dendrogrammes lassen sich insgesamt 5 Gruppen
ausmachen. Gruppe 1 besteht aus den Haselnusssorten Cakildak, Ata Baba,
Mortarella, und Negret. Deren Ursprungslander sind Tiirkei, Aserbaidschan, Italien
und Spanien. Somit lasst sich in Gruppe 1 kein geographisches Profil ableiten. Gruppe
2 umfasst die beiden italienischen Sorten Tonda di Giffoni und Tonda Gentile Romana,
sowie die turkische Sorte Tombul. Auch hier ist eine eindeutige geographische
Zuordnung nicht gegeben. Gruppe 3 besteht allein aus der spanischen Haselnusssorte
Segorbe, weitere spanische Sorten befinden sich in Gruppe 1 (Negret), Gruppe 4
(Pauetet) und Gruppe 5 (Barcelona). Wobei letztere eine Haselnusssorte darstellt,
welche sowohl in den USA, als Sorte Barcelona, als auch in Frankreich unter dem
Namen Fertile de Coutard und aus dem Ursprungsland Spanien, als Castanyera
gehandelt wird>> 13°. Durch die groRe geographische Verbreitung liber Kontinente
hinweg, kdnnen sich im Laufe der Zeit durchaus genetische Variationen gebildet
haben, sodass die Alleinstellung dieser Sorte als 5. Gruppe dadurch erklart werden
konnte. Bleibt als letztes noch Gruppe 4, welche die Sorten Corabel (Frankreich),
Ennis und Butler (beide USA) und Pauetet (Spanien) umfasst19-21,39,42,140-142 'Aych hier
ist eine eindeutige Zuordnung zu den Ursprungslandern nicht gegeben. Die
Auswertung zeigt, dass eine Zuordnung der Haselnusssorten zu ihren
Ursprungslandern mittels der in dieser Arbeit verwendeten RAPD-Primern und dem
Probenvolumen nicht moglich ist. Trotzdem zeigt auch diese Auswertung, dass die
Haselnuss-Proben einer Sorte in allen 13 Fallen zusammen liegen. Ebenfalls ersichtlich
sind bei den drei bekannten Proben, Mortarella (H7.3), Negret (H8) und Butler (H3.1),
dass auch im Dendrogramm eine groRRere genetische Distanz vorhanden ist, als bei all
den restlichen Proben. Am schwachsten ausgepragt ist diese bei der Haselnusssorte
Negret. Beide Proben liegen an einer Klade. Bei den Haselnusssorten Butler ist bereits
eine groRere genetische Distanz der Probe H3.1 zu den beiden anderen Butler Proben
auszumachen. Am grofSten ist die genetische Distanz innerhalb der Mortarella
Gruppe. Trotzdem sind auch diese drei Haselnusssorten innerhalb einer

eigenstandigen Untergruppe verbunden. So zeigt auch dieses Auswerteverfahren,
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dass anhand der RAPD-PCR Daten, die einzelnen Haselnusssorten unterschieden
werden kénnen.

Zusammenfassend stellt die RAPD-PCR eine geeignete Methode dar, welche bei der
Wareneingangskontrolle innerhalb weniger Stunden, mit wenig technischem
Aufwand zuverldssig eine Differenzierung und ldentifizierung von sortenreinen
Haselnlssen ermoglicht. Dabei muss keinerlei Kenntnis Gber die Haselnuss-DNA-
Sequenz vorhanden sein. Dies ist vor allem bei der Differenzierung von
Haselnusssorten von Vorteil, da weder die Kerngenom-Sequenz, noch
extrachromosomale-Sequenzen von Haselnusssorten ausreichend sequenziert
sind®. Ein haufig erwdhnter Schwachpunkt der RAPD-PCR ist deren schlechte
Reproduzierbarkeit. Die Ergebnisse zeigen, dass bei der exakten Einhaltung von
Laborparametern und der Verwendung identischer Gerate und Chemikalien, eine
ausreichende Reproduzierbarkeit gewahrleistet werden konnte. Allerdings stoRt die
Methode bei Beimischungen, sowohl von Haselnlissen als auch von anderen Nissen
an ihre Grenzen, da diese anhand der Bandenmusters und maoglicher
Bandenliberlagerungen nicht differenziert und deren Anteil nicht bestimmt werden
kann. Jedoch zeigen die unterschiedlichen Auswertungen, dass Unstimmigkeiten
detektiert werden konnen. Daher ist die RAPD-PCR gerade fir die
Sortenidentifizierung von Haselnlissen, welche mit den EU-Qualitatssiegeln
,Geschitze Ursprungsbezeichnung” oder ,geschiitzte geographische Angabe“
versehen sind eine robuste und preisewerte Analysen-Methode. Zusatzlich ist die
Auswertung durch Balkendiagramme besonders gut geeignet, um Haselnusssorten
voneinander zu unterscheiden und Unstimmigkeiten zu erkennen. Der erstellte
Sorten-Baum erleichtert die schnelle Identifizierung unbekannter Sorten, welche im
Anschluss anhand kompletter Bandenmuster weiter abgesichert werden kdénnen.
Somit stellt die RAPD-PCR zur Differenzierung und Identifizierung sortenreiner
Haselnlisse einen ersten Schritt dar, um die Liicke an robusten und kostenglinstigen

Methoden fur Unternehmen und Auftragslabore zu schlieBen.
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5.4 Mikrosatellitenanalyse
Eine weitere Analysenmethode zur Unterscheidung von Haselnusssorten stellt die
Mikrosatellitenanalyse dar (Kapitel 3.3.2). Obwohl weder die komplette genomische,
noch die extrachromosomale DNA-Sequenz einzelner Haselnusssorten zur Verfligung
stehen, wurden bereits entsprechende Regionen in der Literatur veroffentlicht. Das
Hauptaugenmerk dieser Studien lag auf der Charakterisierung und Evaluierung von
Mikrosatelliten'? 143, der Erstellung von Kopplungskarten und der Analyse von
Verwandtschaften von Sorten einer Region4414>, Vor allem letztere Untersuchungen,
lieBen bereits drauf schlieBen, dass die Mikrosatellitenanalyse auch zur
Sortenunterscheidung der gangigsten in der Industrie verwendeten Sorten

vielversprechende Ergebnisse liefern konnen.

5.4.1 Auswahl der Mikrosatelliten Primer

Um eine Unterscheidung mittels Mikrosatellitenanalyse (Kapitel 3.3.2) zu
ermoglichen, werden Primer verwendet, welche variable, repetitive Bereiche in der
Haselnuss-DNA flankieren. Als Probenmaterial wurden dieselben Haselnusssorten
verwendet, welche schon bei der RAPD-PCR-Analyse (Kapitel 3.3.1) zum Einsatz
kamen (Kapitel 5.1, Tabelle 4). Somit wird auch bei diesem Analysenverfahren die
Differenzierung von 13 Haselnusssorten mit insgesamt 37 Einzelproben durchgefihrt.
Um flr die spatere Analytik ausreichend Probenmaterial zur Verfligung zu haben,
wurden die Vorversuche mit der Haselnussorte Tonda Gentile Trilobata, welche uns
dankenswerterweise von der Haselnussversuchsanlage (Gonnersdorf) zur Verfliigung
gestellt wurde, durchgefiihrt.

Nach einer umfassenden Literaturrecherche wurden 21 Mikrosatelliten ausgewahlt
(Tabelle 7), und deren Annealing-Temperatur (Kapitel 6.4 und Kapitel 6.6) bestimmt!*
143,146 Beispielhaft sind die Gele zweier Agarose-Gelelektrophoresen der Primer B741

und CAC-A014 in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Ergebnisse der Agarose-Gelelektrophorese (3 %) zur Ermittlung der optimalen
Annealing-Temperatur (Kapitel 6.6) der Mikrosatelliten Primer B741 (links) und
CAC-A014 (rechts). Als Template fur die Endpunkt-PCR (Kapitel 6.4) wurde
Haselnusssorte Tonda Gentile Trilobata verwendet (15 ng/Ansatz). Der
Temperaturbereich (Spur 1-12) befindet sich entlang eines Gradienten zwischen
41,5 °C und 64,5 °C (Anhang Kapitel 8.6, Tabelle 26). Als Referenz wurde ein DNA-
Leiter Mix mit einem GréRenbereich von 100 —10 000 bp verwendet (Spur M).
Spur: BW stellt den Blindwert dar.

Bei Primer CAC-A014 (Abbildung 16, rechts) ist die zunehmende Intensitat der Banden
angefangen von keiner Bande, (Spur 1) Gber Spur 8 mit der grofSten Intensitat und der
darauffolgende Abfall (Spur 10-12) gut erkennbar. Bei Primer B741 (Abbildung 16,
links) sind die Unterschiede nicht stark ausgepragt. Lediglich Spur 1 weist eine leicht
erniedrigte Intensitat auf: Dies lasst darauf schlieSen, dass mittels Primer B741 bei
fast dem kompletten Uberpriften Temperaturbereich Amplikons generiert werden
konnen. Die Ergebnisse aller weiteren Primer, sind in Kapitel 8.3, Abbildung 24
dargestellt sind. Tabelle 7 zeigt eine Ubersicht aller analysierten Primer mit den

entsprechenden Annealing-Temperaturen, Sequenzen, Allelbereichen, repetitiven

Einheiten und den Accession-Nummern.
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Tabelle 7:  Ubersicht der verwendeten Mikrosatelliten-Primer, Primer-Sequenzen (5-3°), der
repetitive Einheiten (Motiv), Allelbereiche, ermittelte Annealing-Temperatur (T,) und
Accession Nummer der GenBank'’.

Allel- T, GenBank
Primer Sequenz (5 - 3) Motiv bereich (°C) Accession
(bp) Nr.

AG01146 F: TTACATGGTTCGGCAATGTG (AC)zs 198-252 57 FJ986470
R: AGATGGGAGCAGAGTGAACTG

AG02146 F: AAGAGTGGGGGTGCACTATG (AC)16(CA)14 184-217 60  FJ986471
R: GGATTCATGCCTGCGATACT

AG13146 F: CACACGCCTTGTCACTCTTT (TC)13(CA)12 149-177 57  FI986476
R: CCCCTTTCACATGTTTGCTT

G216 F: GGAAATTAAGAGAACTGGAGATTGGATGG  (AC),(AT),(AC) 155-185 - F1986479
R: GCGACCCCTACAATATGAATTGTCTAGC

AGA0S F: TGCCTCTGCAGTTAGTCATCAAATGTAGG  (CT),4(CA)1s 354.378 57  FJ986482
R: CGCCATATAATTGGGATGCTTGTTG

B625146 F: CGCAAGTCATTGCACATTTT (TC)s 237.283 62 F1986492
R: GTGTGCTGTGCTCCTTTGAA

B636146 F: CAGGTTTGGAACCCAGAGAG (GA)22 201-249 62  FJ986515
R: CGCCTCGCAATATATCCCTAA

5741146 F: GTTCACAGGCTGTTGGGTTT (GT)s(GA)12 176-194 57  FJ986533
R: CGTGTTGCTCATGTGTTGTG

B797146 F: CACCAGGACCCTGATACCAT (AG)1a 205-241 57 FJ1986554
R: TCCACAATGATTTTGTGAAAAC

CAC- F: CCTGTTTGGTTTCCTCTATTTTC (AG)1s 159-187 60 DQ151585

A014% R: CCAGTCACTGAAGACACTCTCA

CAC- F: AAACTGTGACGAACGAAAACAC (TC)16A(CA):s 282-303 60 DQ151588

A10212 R: TTGCACTTCCATAACTGTCAAA

CAC- F: CCCAGTTGATGATTAACTTTCA (CA)o(TA)o 218277 60  DQL51590

A10812 R: AGGCATGTGCCACTTAGG

CAC- F: ATGGACGAGGAATATTTCAGC (AG)16 254-278 57 DQ151594

B028*2 R: CCTGTTTCTCTTTGTTTTCGAG

CAC- F: CAATTTACACCTCAGGGAAGAG (CT)is 114136 57  DQL51595

B029% R: AAGTTCACCCAAGAAATCCAC

CAC- F: GCAGACCAGAGTCTGTTATTCA (AG)a 135181 60  DQL51596

B101%2 R: AGACAATTTCGTGACTGGGTAT

CAC- F: AATCCAAGCCTTTTCACTACC (CT)an 149174 60  DQL51598

B109%2 R: ACCCATCAAGTTCACCAATC

CaT- F: CCAATCGCCAATGAATCATC (AG)17AA(AG)s 156-181 57 DQ090007

B106%3 R: CCCTTTCCAAACTGGGCAT

CaT- F: GTAGGTGCACTTGATGTGCTTTAC (CT)1a 114-153 62 DQ090008

B10743 R: AACACCATATTGAGTCTTTCAAAGC

CaT- F: CGCCATCTCCATTTCCCAAC (CT)lg 161-187 60 DQ090012

B504143 R: CGGAATGGTTTTCTGCTTCAG
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Tabelle 7:  (Fortsetzung)

) Allel- T. GenBank
Primer  Sequenz (5‘-3) Motiv bereich (°C) Accession
(bp) Nr.
CaT- F: GGGTCAAGATTTGATAAAGTGGGA (GA)10 148-170 62 DQO90015
B508143 R: GCACTCCACTTGTGCGTTTTC
CaT- F: CCCCACACTTCCGAATTTAC (CT)is 139-158 60 DQ090016

B511' R: CACACGTTGGAGAATGGTGGT

Basierend auf den Ergebnissen der Bestimmung der optimalen Annealing-
Temperatur und der spateren Verwendung von fluoreszenz-markierten Fragmenten
in einem Duplex-Ansatz wurden folgende sieben Primer fir die weitere Analytik
ausgeschlossen: A601, A613, A622, B625, B791, CAC-A108, und CaT-B107. Als
Ausschlusskriterium galten einerseits schwache bis nicht identifizierbare Banden in
der Agarose-Gelelektrophorese und anderseits nicht kompatible Annealing-
Temperaturen. Letzter Punkt war vor allem im Hinblick auf die spatere Verwendung
in Handelslaboren von groller Bedeutung, da nur bei adhnlichen Annealing-
Temperaturen, die Anwendung eines Multiplex-Ansatzes moglich ist.

Mit den verbleibenden 14 Primern wurden zur weiteren Absicherung der ermittelten
Annealing-Temperaturen und zur Verifizierung, der Anwendbarkeit auf
unterschiedliche Haselnusssorten, eine Endpunkt-PCR (Kapitel 6.4) durchgefiihrt. Als
Template (15 ng/Ansatz) dienten Barcelona (H2.1), Butler (H3.1), Corabel (H5.1), und
Tombul (H11.1). Allesamt Haselnusssorten der 10 wichtigsten Anbauldandern weltweit
(Kapitel 3.1.1). Fur alle Primer-Haselnuss-Kombination wurden Amplifikate erhalten

(Abbildung 17), sodass kein weiteres Primerpaar mehr ausgeschlossen wurde.
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Abbildung 17:

Ergebnisse der Agarose-Gelelektrophorese (3 %) zur Uberpriifung der
Annealing-Temperatur mittels Endpunkt-PCR (Kapitel 6.4) anhand von 4
unterschiedlichen Haselnusssorten (15 ng/Ansatz): BAR (H2.1), BUT (H3.1),
COR (H5.1) und TOM (H11.1) (Tabelle 4). Dabei bleibt die Reihenfolge fiir jeden
Primer identisch. Als Referenz wurde ein DNA-Leiter Mix mit einem
GrolRenbereich von 100 — 10 000 bp verwendet (Spur M).

A: Spur: 1-4: CaT-B508; 5-8: CAT-B511; 9-12: CAC-B107; 13-16: CaT-B504

B: Spur: 1-4: CAC-B109; 5-8: CAC-A014; 9-12: CAC-B028; 13-16: CAC-B101

C: Spur: 1-4: CAC-A108; 5-8: CAC-A102; 9-12: B686; 13-16: A602

D: Spur: 1-4: B625
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Ein Fluoreszenzdetektor wurde zur Bestimmung der Fragmentlange verwendet. Die
Markierung der Fragmente mit Fluoreszenzfarbstoffen erfolgte wahrend der
Amplifikation (Kapitel 6.8). Dabei wurden die Fluoreszenzfarbstoffe 6-FAM™ (6-
Carboxyfluorescein) und HEX™ (Hexachloro-6-carboxyfluorescin) ausgewahlt, da
beide bei gleicher Wellenldnge angeregt werden, aber bei unterschiedlichen
Wellenlangen emittieren und so auch eine Unterscheidung von (berlagerten
Fragmenten ermoglichen. Zusatzlich ist die Absorption und Emission der beiden
Fluoreszenzfarbstoffe unterschiedlich zum verwendeten 500 LIZ® GroéRenstandard

(Tabelle 8), was eine Detektion der Lange der Fragmente sicherstellt.

Tabelle 8: Flr die Mikrosatellitenanalyse verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe und der 500 LIZ®
GroRenstandard mit den entsprechenden Absorptions- und Emissionsmaxima

(Amax/nm).
Fluoreszenzfarbstoff/GréRenstandard Amax/nm Amax/nm
Absorption Emission
6-Carboxyfluorescein (6-FAM™) 494 522
Hexachloro-6-carboxyfluorescin (HEX™) 535 553
500 LIZ® GréRenstandard 638 665

Fir die Paarung der unterschiedlichen Primer wurde primar die Annealing-
Temperatur und sekundar der erwartete Allelbereich betrachtet, da durch die
unterschiedlichen Fluoreszenzmarkierung eine Unterscheidung auch bei dhnlich
groflen Fragmenten moglich ist. Die gewahlten Kombinationen an Primer, mit den
entsprechenden Annealing-Temperaturen und den erwarteten Allel-Bereich sind in

Tabelle 9 aufgefiihrt.
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Tabelle 9: Ubersicht (iber die 14 fluoreszenzmarkierten Primer mit Angabe der bestimmten
Annealing-Temperatur (T,) und des erwarteten Allelbereiches.

6-FAM™- Ta Allelbereich HEX™-markiert T, Allelbereich
markiert (°C) (bp) (°C) (bp)

A640 57 354-378 B741 57 176-194
CAC-A014 60 159-187 CAC-B101 60 135-181
CAC-A102 60 282-303 A602 60 184-217
CaT-B106 57 156-181 CAC-B029 57 114-136
CaT-B504 60 161-187 CAC-B109 60 149-174
CaT-B508 62 148-170 B686 62 201-249
CaT-B511 60 139-158 CAC-B028 57 254-278

5.4.2 Ergebnisse der Fragmentlangen-Analyse der Mikrosatelliten
Fir die Bestimmung der Fragmentlange wurde ein drei Kanalsystem verwendet. Zwei
Kandle werden dabei durch die beiden Fluoreszenzfarbstoffe 6-FAM™ und HEX™
bendtigt, der dritte Kanal fiir den GréBenstandard 500 LIZ®. Durch dieses Vorgehen
konnen immer zwei PCR Fragmente gleichzeitig analysiert werden. Dies spart sowohl
Analysenzeit, als auch Kosten durch den geringeren Verbrauch an Chemikalien und
Materialien. Um eine Uberlagerung der Signale zu verhindern, wurden die
unterschiedlich fluoreszenzmarkierten Primer so gepaart, dass die Uberschneidung
der Fragmentlangen-Bereiche moglichst gering ausfallt (Kapitel 5.4.1). Allerdings
wurde primar die Annealing-Temperatur berlicksichtigt, da eine modgliche Peak
Uberlagerung durch den Einsatz der beiden Fluoreszenzfarbstoffe, trotzdem
auswertbar ist. Um die Intensitaten der Fluoreszenzfarbstoffe bei der Detektion der
Fragmente auszugleichen wurden bereits bei der Vereinigung der PCR Fragmente
Verdiinnungsschritte vorgenommen und die Proben dadurch normalisiert (Anhang

Kapitel 8.3, Tabelle 30). Die Mikrosatellitenanalyse wurde in einer
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Doppelbestimmung durchgefiihrt, bei welcher keine Unterschiede zwischen den
Ergebnissen auftraten, daher werden die Ergebnisse nur einfach dargestellt. Die
detektierten Fragmentlangen sowie deren Anzahl sind im Anhang 8.3, Tabelle 19
zusammengefasst. Die Ergebnisse zeigen, dass keine Fragmente bei Primer A602
erhalten wurden. Es ist anzunehmen, dass der Primer nicht ausreichend bindet, daher
wurde dieser in der Auswertung nicht weiter berticksichtigt. Bei den restlichen
Primern treten Fragmentlangen zwischen 118 bp (Primer CAC-B029) und 371 bp
(Primer A640) auf, einzige Ausnahme bildet hierbei der Primer CAC-B029 bei welchem
keine Fragmente bei den fiinf Haselnusssorten Barcelona, Butler, Corabel, Ennis und
Negret detektiert wurden. Da dieses Ergebnis in beiden durchgefiihrten
Bestimmungen, sowie bei allen Proben der finf Haselnusssorten erhalten wurde,
kann davon ausgegangen werden, dass der Primer CAC-B029 nicht auf der DNA-
Sequenz der oben genannten Sorten bindet, was fir eine spatere Identifizierung von

Vorteil ist.

5.4.3 Bestimmung der Reproduzierbarkeit der Mikrosatellitenanalyse
Als weiterer Parameter sollte die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse anhand der
Primer betrachtet werden, da nur Primer Kombinationen zur Auswertung
herangezogen werden, bei welchen innerhalb einer Sorte identische Ergebnisse
erhalten wurden. Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse innerhalb einer Sorte ist in
137 von 169 Fallen gegeben, sodass lediglich in 32 Fallen Unterschiede innerhalb
einer Sorte vorhanden waren (Tabelle 10). Daher werden die Primer zur
Identifizierung der entsprechenden Haselnusssorte als nicht geeignet angesehen.
Trotzdem sind fir andere Sorten innerhalb des Primers aussagekraftige Ergebnisse

erhalten worden, sodass kein weiterer Primer ausgeschlossen wurde.
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Tabelle 10:  Auswertung der Reproduzierbarkeit der Mikrosatellitenanalyse innerhalb einzelne
Haselnusssorten. Diese wurde mit 13 Sorten und 13 Primer durchgefiihrt. Es wurde
soweit moglich die Probe angegeben, welche nicht die gleiche Anzahl und/oder
Lange an Fragmenten aufwies. Ist das Ergebnis bei allen drei Proben unterschiedlich
wird ,,alle” angegeben.

o
A640 H4.2
B686
B741 H6.3 H9.1 H10.1 alle
::15; H6.3 H10.1 H13.1
:1A:2- H4.1 H7.1 H9.1 H13.1
;g\;é H6.3 alle
.:S\zc; H7.3 alle
I:lA(::]-. H2.2 H10.1 H11.2 H13.3
;focg' H9.1 H13.1
;:J(; H2.1 H4.2 H13.1
;:J‘; H4.2 H13.1
;:Jé H4.2 H13.1
;:ITI H6.3 H10.1 H11.1

Mit funf Allelen und damit die hochste Anzahl an Fragmenten sind bei Primer CAC-

B101 in Kombination mit der Haselnusssorte Segorbe (H10.2, H10.3) und Primer CaT-

B106 in Kombination mit Haselnusssorte Cakildak (H4.2) aufgetreten. Bei allen

weiteren Primer Haselnusskombinationen werden ein bis vier Fragmente detektiert.

Dieses Ergebnis kann zustande kommen, wenn immer dieselbe Anzahl an Expansion

und/oder Deletion innerhalb eines Motivs aufgetreten sind, und dadurch ein

ausreichend intensives Signal in der Kapillargelelektrophorese erzeugt wird. Man

spricht hierbei auch von Polymorphismus bedingt durch Mikrosatelliteninstabilitat

(Kapitel 3.3.2)14&10  Als wahrscheinlichere Ursache wird die Verwendung von
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normalerweise zwei unterschiedliche Bestauberpflanzen angesehen. Diese sind
obligatorisch, um sicherzustellen, dass wahrend der Bliitezeit eine Bestdaubung
erfolgt. Diese kann bei einer diploiden Pflanze zu 8 unterschiedlichen Fragmenten
fuhren (Kapitel 3.1.2)2%24. 39,

Insgesamt wurden 96 Allele detektiert, so dass im Durchschnitt 7,4 Allele pro Primer
Kombination aufgetreten sind. Dabei variiert die Allelanzahl zwischen 6 Allele bei

Primer B747 und Primer CaT-B511, und 9 Allele bei Primer CAC-A014 (Tabelle 11).

Tabelle 11: Anzahl der unterschiedlichen Allele pro Primer in Kombination mit den 13
analysierten Haselnusssorten (Kapitel 5.1, Tabelle 4).

Primer Anzahl Allele Primer Anzahl Allele
A640 6 CAC-B101 7

B686 8 CAC-B109 8

B741 6 CaT-B106 8

CAC-A014 9 CaT-B504 8

CAC-A102 7 CaT-B508 8

CAC-B028 7 CaT-B511 6

CAC-B029 8

Dieses Ergebnis zeigt die hohe Diversitat der unterschiedlichen Haselnusssorten in
Kombination mit den verwendeten Mikrosatelliten. Daher werden die ausgewahlten
Primer als geeignet flr die Identifizierung als auch zur Differenzierung

unterschiedlicher Haselnusssorten angesehen.

5.4.4 I|dentifizierung der Haselnusssorte anhand des genetischen
Fingerabdrucks

Durch die Verwendung der Mikrosatellitenanalyse kann der genetische
Fingerabdruck bestimmt werden®12, Dieses Verfahren wird auch bei Menschen

eingesetzt um Dbeispielsweise das Verwandtschaftsverhdltnis durch einen
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Vaterschaftstest zu bestimmen oder bei forensischen Untersuchungen zur
Identifizierung eines Individuums®3. AuBerdem findet die Mikrosatellitenanalyse
immer mehr Zuspruch im Bereich der Pflanzenzucht, um unter anderem
krankheitsresistente Sorten oder positive als auch negative Eigenschaften von
Zuchtungen zu identifizieren4 4,

Da die Mikrosatellitenanalyse fiir viele Fragestellungen geeignet ist, sollte daher
immer bedacht werden, was das Ziel der Analyse ist. Im vorliegenden Projekt, sollen
Sorten unterschieden werden, daher sind Markerregionen mit hoher Diversitat
innerhalb einer Sorte schlechter geeignet als Sequenz-Regionen, welche innerhalb
einer Sorte stabil sind. Wohingegen bei einer Abstammungsanalyse, bevorzugt
Markerregionen verwendet werden, welche auch innerhalb einer Gruppe eine hohe
Diversitat aufweisen. Daher wurden flir das vorliegende Projekt ausschlieBlich
sortenstabile Markerregionen berticksichtig, da diese eindeutig einer Haselnusssorte
zuordenbar sind. Bei der Betrachtung aller Ergebnisse (Tabelle 12) fallen zwei Primer
auf, welche deutlich weniger sortenstabile Marker aufweisen. Sowohl bei Primer
B741 als auch bei Primer CAC-B101 ist auf Grundlage der Profile ausschlieBlich die
Sorte Ata Baba eindeutig zuordenbar. Aufgrund der sehr geringen Diversitat zur
Unterscheidung von Haselnusssorten werden beide Primer nicht zur Unterscheidung
der in dieser Studie verwendeten 13 Sorten empfohlen und daher auch nicht weiter
bei der Auswertung berlicksichtigt. Dies schlief3t allerdings nicht aus, dass mit diesen
Primern bei anderen Haselnusssorten, welche nicht in der vorliegenden Arbeit
verwendet wurden, ein eindeutiges genetisches Profil zur Identifizierung von
Haselnusssorten erstellt werden kann.

Im Gegensatz dazu lassen sich mit Primer CaT-B106 eindeutige Profile fir die 9
Haselnusssorten Ata Baba, Butler, Corabel, Ennis, Mortarella, Pauetet, Segorbe,
Tombul und Tonda Gentile Romana bestimmen. Somit gilt dieser Primer als sehr

geeignet zur ldentifizierung von Haselnusssorten.
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Tabelle 12:  Ubersicht der Primer-Haselnusssorten-Kombinationen. Mit ,+“ sind die
Kombinationen gekennzeichnet, welche innerhalb eines Primers eindeutig einer
Haselnusssorte zuordenbar ist und keine Unterschiede innerhalb einer Sorte
aufgetreten sind. Mit ,~" sind die Kombinationen gekennzeichnet, welche bei
Sorten vorhanden waren, wo eine eindeutige Zuordnung aufgrund von
Unterschieden innerhalb dieser Sorte nicht gegeben war.

< [ = x [ 2 3 [C] oo o S o (G)
)
2 = 2 & 8 & s & & & o g ©g
A640 + + + +
B686 + + + +
B741 + ~
CAC-
+ ~ + + ~ + + +
A014
CAC-
+ + + + ~ +
A102
CAC-
+ ~ + + + + + +
B028
CAC-
+ + + + +
B029
CAC-
+ ~ ~
B101
CAC-
+ ~ + + + +
B109
CaT-
+ + + + + ~ + + + +
B106
CaT-
+ + + + + + +
B504
CaT-
+ + + + + ~ +
B508
CaT-
+ + +
B511

Die Auswertung der Ergebnisse hinsichtlich stabiler Marker zeigt, dass anhand der

verbliebenen 11 Primer alle analysierten Sorten unterschieden werden kénnen.
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Die mit ,~“ gekennzeichneten Primer-Sorten Kombinationen sollten nicht
Ubergangen werden, da es sich hierbei um Markerregionen handelt, welche bei
weiteren Sorten zu keinem eindeutigen Ergebnis geflihrt haben. Sollten diese Sorten
in der Analyse nicht vorhanden sein, stellen diese Kombinationen zusatzlich eine
Bewertungsgrundlage dar. Obwohl alle Sorten, mit Ausnahme von Tonda die Giffoni
mit einem einzigen Primer eindeutig identifiziert und dadurch auch von anderen
Sorten unterschieden werden kdnnen, werden Ublicherweise Primer im niedrigen
zweistelligen Bereich eingesetzt!>>1>7, Dies dient zur Absicherung der Ergebnisse und
kann auch bei Sorten wie Tonda di Giffoni zu einer eindeutigeren ldentifizierung
flihren. Daher sollte die Anzahl der verwendeten Primer vor allem bei der Analyse
weiterer Sorten zumindest gleich, aber tendenziell um einige weitere Primer erhéht
werden. Durch den Einsatz von Multiplex-PCR-Analysen und der Verwendung weitere
Fluoreszenzfarbstoffe ist die Mikrosatellitenanalyse besonders gut geeignet, mittels
bestehender Protokolle weitere Sorten als auch Primer zu inkludieren, ohne die

Analysenzeit zu verlangern.

5.4.5 Phylogenetische Auswertung der Mikrosatellitenanalyse
Um die genetischen Distanzen der 13 untersuchten Haselnusssorten mit den 11
Mikrosatellitenprimern bildlich darzustellen, wurde analog der RAPD-PCR-Analyse
(Kapitel 5.3.5) ein phylogenetischer Baum erstellt (Kapitel 6.7). Auch hier wurden die
Ergebnisse in eine 1/0 Matrix zusammengefasst (Anhang, Kapitel 8.3, Tabelle 20).
Dabei wurde mit dem Neighbor-joining-Algorithmus in Verbindung mit dem Jaccard-
Ahnlichkeitsindex ein Dendrogramm errechnet, welches die Distanzen der einzelnen

Sorten zueinander darstellt (Abbildung 18).
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Dendrogramm der Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse erstellt mittels PAST*.

Dabei wurde der Neighbour-joining-Algorithmus zusammen mit dem Jaccard-

Index verwendet.

Die Zahlen unterhalb der

Knoten geben das durch

bootstrapping berechnete Konfidenzintervall bei 10 000 Wiederholungen an'*:.
Bei einem Konfidenzniveau von 95 % geht man davon aus, dass der wahre Wert
mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % enthalten ist (Kapitel 3.3.3)"%.
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Die Ergebnisse der phylogenetischen Auswertung zeigen, dass sich die 13
Haselnusssorten in insgesamt 5 Gruppen unterteilen lassen (Abbildung 18). Dabei
spalten sich die Sorten zunachst in zwei Gruppen. Dabei bilden Ata Baba, Butler,
Cakildak, Corabel, Ennis, Mortarella, Negret, Tombul und Tonda Gentile Romana eine
Gruppe und Barcelona, Pauetet, Segorbe, und Tonda di Giffoni die zweite Gruppe. Die
erste Gruppe lasst sich wiederum in drei weitere Gruppen teilen. Dabei umfasst
Gruppe 1 die Haselnusssorten Ata Baba, Cakildak und Tombul, Gruppe 2 die
Haselnusssorten Mortarella, Negret und Tonda Gentile Romana und Gruppe 3 die
Haselnusssorten Butler, Corabel und Ennis. Die (ibrigen Haselnusssorten teilen sich in
zwei Gruppen auf, dabei bilden die Sorten Segorbe, Barcelona und die Probe 1 der
Sorte Tonda die Giffoni Gruppe 4, wohingegen die Gruppe 5 aus den Sorten Pauetet
und den beiden verbleibenden Proben der Sorte Tonda di Giffoni besteht.

Auch bei der Auswertung anhand des phylogenetischen Baumes, zeigt sich deutlich,
dass die Proben der Sorte Tonda di Giffoni Unterschiede aufweisen. Dies spiegelt auch
die Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse wider, da diese Sorte die einzige war, bei
welcher mit keinem der verwendeten Primer ein eindeutiger genetischer
Fingerabdruck erstellt werden konnte (Kapitel 5.4.2). Zusatzlich zeigt sich auch bei der
Bestimmung der Reproduzierbarkeit der Primer (Kapitel 5.4.3), dass alle
Haselnusssorten auBer Tonda di Giffoni maximal bei 5 Primer Unterschiede innerhalb
einer Sorte aufweisen. Im Gegensatz dazu weist Tonda di Giffoni insgesamt 8
Unterschiede auf. Diese Ergebnisse lassen sich auch bei der phylogenetischen
Auswertung erkennen, da sich die Proben von Tonda di Giffoni sowohl in Gruppe 4
als auch in Gruppe 5 befinden. Dies lasst darauf schlieBen, dass die verwendeten
Markerregionen, fiir Haselnusssorte Tonda di Giffoni nicht flir eine eindeutige
Identifizierung geeignet sind und weitere Mikrosatellitenprimer etabliert werden
sollten, um eine eindeutige Zuordnung zu gewahrleisten.

Zusatzlich wurden die Ergebnisse ebenfalls hinsichtlich der Herkunft der Sorten
ausgewertet. Im Gegensatz zur phylogenetischen Auswertung der RAPD-PCR-Analyse

ist eine Zuordnung zu Gebieten in den meisten Fallen gegeben. So umfasst Gruppe 1
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ausschlieBlich die Haselnusssorte aus Aserbaidschan und der Tirkei und kann somit
der Region Vorderasien zugeordnet werden?3 3% 42, Die spanischen und italienischen
Sorten sind in Gruppe 2, 4 und 5 vertreten und kdonnen Siideuropa zugeordnet
werden?% 44, Die Sorten Butler, Corabel und Ennis befinden sich in Gruppe 3, wahrend
Corabel urspringlich aus Frankreich kommt ist der Ursprung der beiden anderen
Haselnusssorten die USA. Somit ist dies die einzige Gruppe bei welcher nicht

eindeutig eine Region zugeordnet werden kann.

Die Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse zeigen, dass eine ldentifizierung von
unterschiedlichen Haselnusssorten erfolgreich durchgefiihrt werden kann. Zusatzlich
kann diese Methode in Handelslaboren, welche eine molekularbiologische Analytik
anbieten, innerhalb kurzer Zeit etabliert werden. Da bei der Mikrosatellitenanalyse
vorab definierte Regionen zur Analyse verwendet werden, kann nach
Veroffentlichung von diesen DNA-Sequenzen, sei es als komplettes Genom oder auch
nur bestimmter Teilabschnitte, bereits vorab eine Eignung bestimmter
Markerregionen ermittelt werden. Dies bietet einen Vorteil gegeniber der RAPD-
PCR-Analyse, da hier die erfolgreiche Erweiterung der Methode, entweder durch die
Verwendung weiterer Primerer oder die Inkludierung weiterer Haselnusssorten, nur

analytisch bestimmt werden kann.
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6 Material und Methoden

Der Material und Methodenteil stellt eine Zusammenfassung der
Standardvorgehensweise aller durchgefiihrten Methoden dar. Samtliche
Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Gerate sind im Anhang, Kapitel 8.4 und

Kapitel 8.5 gelistet.

6.1 Aufarbeitung von Haselniissen und Haselnussblattern

Eine Zusammenstellung aller analysierter Proben, sowohl der Haselnusse als auch der

Haselnussblatter sind im Anhang Kapitel 8.1 aufgefihrt.

Fiir die Aufarbeitung der Haselniisse, werden diese gegebenenfalls geschalt und
anschlieBend in einen Plastikbeutel Uberfihrt und mittels flissigem Stickstoff
tiefgefroren. Zur Vermahlung werden bis zu 250 g Probe mit der identischen Menge
an Trockeneis vermischt und mittels Messermiihle zerkleinert. Daflir wird die
Haselnuss-Probe fir 20s bei 1000 rpm (Umdrehungen pro Minute, rounds per
minute) bearbeitet. Um die dadurch entstehende Warmeentwicklung zu reduzieren,
wird nach jedem Mahlschritt eine 5-sekiindige Pause eingehalten. Nach der ersten
Pause wird die Rotationsgeschwindigkeit auf 4 000 rpm erhoht und die Haselnuss-
Proben insgesamt 4-mal fir 40s vermahlen. Die Lagerung der gemahlenen

Haselnisse erfolgt bei -40 °C.

Die Haselnussblatter werden direkt nach Erhalt bzw. nach deren Sammlung, mit
einem 1 %igen Tween®/Wasser-Gemisch gewaschen. Um eine Kristallbildung des
Wassers und damit eine vorzeitigen Zerstérung der Blattzellen zu vermeiden, wird die
Feuchtigkeit mittels Papiertlicher entfernt und das Blattmaterial nach einer kurzen

Trockenphase bei— 20 °C zur Aufbewahrung tiefgefroren.

6.2 Methoden zur DNA-Isolierung

6.2.1 DNA-Isolierung aus Haselniissen
Insgesamt wurden drei unterschiedliche Methoden der DNA-Isolierung durchgefiihrt

und primar anhand der DNA-Reinheit und sekundar anhand der DNA-Ausbeute
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bewertet. Als erste Methode wurde die Haselnuss-DNA mit Hilfe des Tensides
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) isoliert. Als zweite Methode wurde die
Isolierung der Haselnuss-DNA mittels Proteinase K Verdau durchgefiihrt. Zum Schluss
wurde eine Kit-basierte Methode mit Hilfe des DNeasy® Plant Mini Kits angewandt.
Die Bestimmung und Reinheit anhand des Verhaltnisses des Absorptionsvermoégens
bei 260 nm/280 nm und der DNA-Konzentration erfolgte photometrisch (Kapitel 6.3)

und fluorimetrisch.
DNA-Isolierung mittels CTAB-Methode

Die verwendete CTAB-Methode (Abbildung 19) zur Isolierung der Haselnuss-DNA

stellt eine in der Lebensmittelanalytik haufig verwendete Methode dar'>2,

Uberstand
30 min; 65 °C iberfiihren 60 min; 4 °C
_’. + — _’.

< 100 mg H.-Pulver +500 pLCHCL; 15000x g; 5 min +500 pL 15000 xg; 5 min

+1 mL E.-Puffer Isopropanol
Uberstand
verwerfen

Uberstand ‘
verwerfen
—— —— ——

+50 pL H,0 Vakuumzentrifuge 15000 x g; 5 min +500 pL Ethanol

Abbildung 19: Schematischer Ablauf CTAB-Methode zur Isolierung der Haselnuss-DNA. Es
werden bis zu 100 mg Haselnuss-Pulver (Kapitel 6.1) eingesetzt und die DNA
anhand der dargestellten Schritte isoliert. Die Resuspension der gewonnen
Haselnuss-DNA erfolgt mit 50 uL DNase/RNase-freiem Wasser.

Fiir die CTAB-Methode werden bis zu 100 mg Haselnuss-Pulver (Kapitel 6.1) in ein

2 mL ReaktionsgefaB eingewogen und mit 1 mL CTAB-DNA-Extraktionspuffer

versetzt. Anschliefend erfolgt eine Inkubation im Wasserbad fiir 30 min bei 65 °C,

wobei die Probe alle 10 min mittels Vortexmischer durchmischt werden. Im Anschluss
wird 500 pL Chloroform hinzugegeben. Diese Suspension wird bei 15 000 x g flir 5 min
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiR Uberfiihrt. Fir die

Fallung der DNA wird zu jeder Probe 500 uL eisgekiihltes Isopropanol hinzugegeben
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und bei 4 °C fir mindestens 1 h im Kihlschrank inkubiert. Nach einer erneuten
Zentrifugation bei 15 000 x g fiir 5 min wird der gebildete Uberstand verworfen, und
die Probe im Anschluss mit 500 pL Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert
(15000 x g, 5 min). Die vollstandige Trocknung erfolgt mit einer Vakuumzentrifuge.
Der erhaltene Riickstand wird mit 50 uL DNase/RNase-freiem Wasser aufgenommen

und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.
DNA-Isolierung mit Proteinase K Verdau

Um eine vollstandige Freisetzung der Haselnuss-DNA zu gewahrleisten, wurde das
Haselnuss-Pulver (Kapitel 6.1) zunachst enzymatisch mit Proteinase K verdaut.
Zusatzlich werden durch den Einsatz von Proteinase K, DNasen inaktiviert, was
ebenfalls zu einer qualitativ besseren und hdheren DNA-Ausbeute fiihren soll

(Abbildung 20)*°,

90 min; 56 °C Mischen, 30 s Wassrige Phase
< 100 mgH.-Pulver +500 pL CHCl4 1800xg; + Isopropanol
+500 pL Proteinase K +400 pL 6 M NacCl 5 min; 4°C Verhiltnis 1:1
in SE-Puffer )
60 min
4°C
Uberstand ' Uberstand
verwerfen verwerfen
——
+50 pL H,0 Vakuumzentrifuge 15000x g; +500 pLEthanol 1800xg;
5min; 4°C 5min; 4°C

Abbildung 20: Schematischer Ablauf der DNA-Isolierung mit Proteinase K Verdau. Es werden bis
zu 100 mg Haselnuss-Pulver (Kapitel 6.1) eingesetzt und die DNA anhand der
dargestellten Schritte isoliert. Die Resuspension der gewonnen Haselnuss-DNA
erfolgt mit 50 uL DNase/RNase-freiem Wasser.

Es werden bis zu 100 mg Haselnuss-Pulver (Kapitel 6.1) in ein 2 mL Reaktionsgefalle
eingewogen anschlieRend mit 500 puL Proteinase K in SE-Puffer versetzt und bei 56 °C

flir 90 min im Wasserbad inkubiert. Im Anschluss werden dem Gemisch 400 uL 6 M

Natriumchloridlésung und 500 uL Chloroform zugeben und dieses anschlieRend fiir
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30 s gemischt. Es folgt eine Zentrifugation bei 1 800 x g fiir 5 min (4 °C). Im Anschluss
daran wird die wassrige Phase in ein neues 2 mL Reaktionsgefal} tiberfiihrt, mit auf
eisgeklhlten Isopropanol im Verhaltnis 1:1 versetzt und fir mindestens 60 min im
Kihlschrank bei 4 °C inkubiert. Nach der Inkubation wird das Gemisch bei 1 800 x g
fiir 5 min (4 °C) erneut zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Zum Waschen der
Haselnuss-DNA (Rickstand) werden 500 plL Ethanol hinzugegeben, bei 15 000 x g fur
5 min zentrifugiert (4 °C) und der Uberstand im Anschluss verworfen. Als letzten
Schritt wird, wie schon bei der CTAB-DNA-Isolierung, das Pellet in der
Vakuumzentrifuge getrocknet und im Anschluss in 50 uL DNase/RNase-freiem Wasser

aufgenommen.
DNA-Isolierung mit dem DNeasy® Plant Mini Kit

Die Haselnuss-DNA-Isolierung mittels DNeasy® Plant Mini Kit wurde leicht modifiziert
von den Herstellerangabe durchgefiihrt (Abbildung 21)160, Alle
Zentrifugationsschritte erfolgten bei Raumtemperatur (15-25 °C). Als Vorbereitung
werden die Puffer AP1 und AW1 auf Ausfallungen Gberprift und gegebenenfalls im
Wasserbad bei 65 °C gelost.
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LysataufSauIe
10 min; 65 °C 5 min aufE|s < > Uberfithren +

< 100 mg H.-Pulver  +130 pL P3-Puffer 20000 x g; 5 min 20000 x g; 2 min
+400 pL AP1-Puffer
+4 pL RNase A Durchfluss
Uberfiihren
650 plL auf
) Saule in Reagier- neue Saule
gefaB Uberfiihren uberfuhren
+
6000x g; 1 min +500 pL AW2-Puffer 6000x g; 1 min +1,5-fache Volumen
AW1-Puffer
l +500 pL AW2-Puffer | Wiederholung bis gesamtes Gemisch uberfiihrtist |

Saule in Reagier Inkubation 5 min
gefdl Uberfihren D Raumtemperatur
— — —

Saule entfernen

20000 x g; 2 min +25 uL H,0 6000x g; 1 min

l Schritt 1x wiederholen ]

Abbildung 21: Schematischer Ablauf der DNA-Isolierung mittels DNeasy® Plant Mini Kit. Es
werden bis zu 100 mg Haselnuss-Pulver (Kapitel 6.1) eingesetzt und die DNA,
anhand der dargestellten Schritte isoliert'®®. Die Resuspension der gewonnen
Haselnuss-DNA erfolgt mit 50 uL DNase/RNase-freiem Wasser.

Zu Beginn werden bis zu 100 mg Haselnuss-Pulver (Kapitel 6.1) mit 400 uL AP1-Puffer
und 4 pL RNase versetzt und gevortext. Danach erfolgt die Inkubation fiir 10 min bei
65 °C im Wasserbad, wobei die ReaktionsgefdaRe insgesamt 3-mal invertiert werden.

Im Anschluss daran werden 130 pL P3-Puffer hinzugegeben, gemischt und fiir 5 min

auf Eis inkubiert. Das Lysat wird fiir 5 min bei 20000 x g zentrifugiert und der

Uberstand auf eine QIAshredder Spin Saule Uberfiihrt, welche in einem 2 mL

Reaktionsgefald platziert wurde. Es erfolgt eine erneute Zentrifugation fiir 2 min bei

20 000 x g. Der Durchfluss wird in ein neues Reaktionsgefal® Gberfihrt, das 1,5fache

Volumen an AW1-Puffer hinzugegeben und mittels Pipette gemischt. AnschlieBend
werden 650 plL dieser Mischung auf eine DNeasy® Mini Spin Saule Uberflihrt, welche
sich in einem 2 mL Reaktionsgefa befindet. Es wird fiir 1 min bei 6000xg

zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Dieser Schritt wird so lange wiederholt,
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bis sich die gesamte Probe auf der Saule befindet. Danach wird die geladenen
DNeasy® Mini Spin Saule in ein neues 2 mL Reaktionsgefal} gegeben und mit 500 plL
AW?2 Puffer versetzt und erneut bei > 6 000 x g fur 1 min zentrifugiert. Auch hier wird
der Durchfluss verworfen. Es folgt eine zweiter Aufreinigungsschritt mit 500 uL AW2
Puffer. Die Zentrifugation erfolgt diesmal bei 20 000 x g fiir 2 min, danach wird die
DNeasy® Mini Spin Saule in ein 1,5 mL Reaktionsgefall platziert. Anders als im
Herstellerprotokoll angegeben, werden nur 25 puL DNase/RNase-freies Wasser
hinzugegeben, fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und fir 1 min bei > 6 000 x g
zentrifugiert. Dieser Schritt wird wiederholt und die gewonnene DNA bei -20°C

aufbewahrt.

6.3 Bestimmung der DNA-Konzentration

Quantus™ Fluorometer

Die Bestimmung der DNA-Konzentration mittels Quantus™ beruht auf einem
fluoreszenzbasiertem Verfahren. Zum Einsatz kommt das QuantiFluor® dsDNA
System, ein Kit, welches zur Bestimmung von dsDNA (doppelstrangige DNA, double
stranded DNA) am Quantus™ entwickelt wurde. Fir die Messung werden alle
bendtigten Komponenten auf Raumtemperatur gebracht und zusatzlich fir alle
folgenden Schritte spezielle PCR-GefdaRe (Anhang Kapitel 8.5, Tabelle 23) verwendet,
welche eine fluoreszenzbasierte Messung nicht beeintrachtigen. Ein Aliquot des
20-fach konzentrierten TE-Puffers (TRIS-EDTA Puffer) wird zunachst mit
DNase/Rnase-freiem Wasser auf eine 1-fache Konzentration verdiinnt. AnschlieRend
wird der QuantiFluor®dsDNA Dye mit dem 1-fach konzentrierten TE-Puffer 1:400
verdinnt, diese Losung dient als Arbeitspuffer fiir alle weiteren Bestimmungen. Zur
Sicherstellung korrekter Messergebnisse der nachfolgenden Messreihe, wird das
Quantus™ Fluorometer mit dem dsDNA-Standard und Blindwert zunéachst kalibriert.
Dafiir werden 2 plL des mitgelieferten dsDNA-Standards (100 ng/ulL) und 200 pL des
hergestellten Arbeitspuffers in einem 0,5 mL PCR-Gefal} pipettiert, gemischt und

unter Lichtausschluss 5 min inkubiert. Zusatzlich wird analog der dsDNA-Standard
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Herstellung ein Blindwert vorbereitet, wobei anstelle von 2 pL dsDNA-Standard, 2 pL
des 1-fachen TE-Puffers verwendet werden. Nach der Inkubation wird am
Fluorometer ,Kalibrierung” ausgewahlt und den Anweisungen folgend, zunachst der
Blindwert in die am Gerat vorhandene Aussparung gestellt und durch schlieRen des
Deckels die Messung gestartet und deren Konzentration gespeichert. Danach erfolgt
analog die Messung des dsDNA-Standards. Fiir die Konzentrationsbestimmung der
DNA-Proben werden 2 uL Probe mit 200 uL Arbeitspuffer im 0,5 mL PCR-GefaR
gemischt und ebenfalls insgesamt 5 min im Dunkeln inkubiert. Nach Eingabe des
verwendeten Probevolumens (zwischen 1-20 pL) werden die Konzentrationen der
DNA-Proben analog des dsDNA-Standards und des Blindwertes gemessen, dabei wird

die jeweilige DNA-Konzentration automatisch im Display angezeigt.
NanoDrop™ Photometer

Alternativ zur fluorimetrischen Bestimmung der DNA-Konzentration mittels
Quantus™ ist die photometrische Bestimmung mittels NanoDrop™. Dabei wird mit
einem Spektrophotometer die Absorption von DNA, RNA, Proteinen und Farbstoffen
bestimmt und dadurch die Konzentration errechnet. Bei diesem Verfahren macht
man sich die Oberflachenspannung der fliissigen Probe zu Nutze, welche dafir sorgt,
dass diese sich in einem 1 mm Raum zwischen dem Arm des NanoDrop™ und dem
Untergestellt befindet. Somit ist eine Konzentrationsbestimmung ohne Kiivetten oder
Kapillaren moglich. Zusatzlich kann bei unterschiedlichen Wellenlangen gemessen
werden, was eine Aussage Uber die Reinheit der vorhandenen Probe zuldsst. So wird
bei DNA-Proben der Quotient aus der Absorption bei 260 nm und 280 nm ermittelt.
Liegt diese Ratio zwischen 1,8 und 2,2 handelt es sich um reine DNA?33, |st die Probe
mit Proteinen verunreinigt sinkt der Wert des Quotienten, wohingegen eine
Kontamination mit RNA diesen steigen lasst. Zur Bestimmung wird zunachst ein
Blindwert mit Dnase/Rnase-freiem Wasser gemessen und im Anschluss die Proben
gemessen. Dabei wird 1 pL direkt auf den Messsockel pipettiert, der Arm geschlossen,
die Messung am PC gestartet und das Ergebnis gespeichert. Zusatzlich wird eine

Absorptionskurve angefertigt, welche ebenfalls gespeichert wird.
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6.4 Endpunkt-PCR-Analyse

Fir die Endpunk-PCR-Analyse wird Haselnuss-DNA verwendet, welche aus
Haselnissen isoliert wurde (Kapitel 6.2). Um Kontaminationen zu vermeiden, wird
wahrend des gesamten Pipettiervorganges unter einer DNA-Workstation gearbeitet.
Diese wird vor Beginn der Arbeit fiir 15 min mit UV-Licht bestrahlt. Vor und nach
Beendigung der PCR-Analyse wird die Arbeitsflache mit 70 %igen Ethanol gereinigt.
Im Anschluss daran wird ein PCR-Reaktionsgemisch angesetzt (Tabelle 13). Dabei wird
wahrend des kompletten Pipettiervorganges auf Eis gearbeitet, um somit ein
vorzeitiges Starten der Reaktion verhindert. Das Gesamtvolumen jedes
Reaktionsansatzes betragt 20 uL. Vor jeder PCR-Analyse wird die Anzahl der
benotigten Ansdtze bestimmt und anschlielend, das Volumen der einzelnen
Komponenten berechnet. Es wird fiir jede PCR Reihe ein Blindwert mitgefiihrt,
anhand welchem Kontaminationen ausgeschlossen werden. Zusatzlich wird
mindestens ein weiterer Ansatz mit eingerechnet, um bei allen Proben ein
gleichbleibendes Volumen zu gewahrleisten. Alle Chemikalien mit Ausnahme des
Templates werden zunachst in einem Reaktionsgefald gemischt. Im Anschluss daran
wird der Blindwert, bestehenden aus 19 pL hergestelltem Reaktionsgemisch und 1 pL
Dnase/Rnase-freiem Wasser in ein PCR-Gefal} pipettiert. In das verbleibende
Reaktionsgemisch wird nun die entsprechende Menge an Template hinzupipettiert

und anschlieBend ebenfalls in ein PCR-GefaRe Uberfihrt.
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Tabelle 13: Reaktionsansatz der Endpunkt-PCR-Analyse. Das Reaktionsgemisch hat dabei ein
Gesamtvolumen von 20 pL pro Ansatz.

Reagenz Anfangskonzentration Endkonzentration
Dream-Tagq Puffer 10x 1x

dNTP (1:1:1:1) 100 mM 8 mM

BSA 10 mg/uL 2mg

Dream-Taq Polymerase 5 U/uL 0,05U
FW/RV-Primer 100 mM 10 mM

Template 5 ng/uL 5ng

Dnase/Rnase-freies H,0

Nach Beendigung des Pipettiervorganges werden die PCR-GefdRe in den
Thermocycler gegeben. In diesen werden einstellbare Temperaturprogramme
gefahren, welche auf Primer und Methode abgestimmt sind. Dabei unterscheidet
man im Allgemeinen zwischen einer Gradienten-PCR und der herkdémmlichen PCR.
Die Gradienten-PCR wird verwendet, um die Primer-spezifischer Annealing-
Temperatur zu ermitteln. Hierzu werden unterschiedliche Temperaturen ber 12
identische PCR Ansatze eingestellt und anhand einer sich anschlieRenden Agarose-
Gelelektrophorese (Kapitel 6.6) ausgewertet.

Bei der Endpunkt-PCR, wird die durch die Gradienten-PCR ermittelte Annealing-
Temperatur eingestellt und somit unter optimierten Bedingungen gearbeitet. Das

verwendete Temperaturprogramm, ist im Anhang Kapitel 8.6, Tabelle 26 aufgefihrt.

6.5 RAPD-PCR-Analyse
Fiir die RAPD-PCR-Analyse werden vermahlene Haselnlsse (Kapitel 6.1) eingesetzt.
Aus dem Haselnuss-Pulver wird die DNA mit dem DNeasy® Plant Mini Kit isoliert
(Kapitel 6.2.1) und anschlieBend die DNA-Konzentration unter Verwendung eines
Spektralphotometers (Kapitel 6.3) bestimmt. Fir die sich anschlieRende RAPD-PCR-

Analyse, wird eine DNA-Konzentration von 2 ng/uL mit Dnase/Rnase freiem Wasser
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eingestellt. Um Kontaminationen zu vermeiden, werden die Versuchsansatze
grundsatzlich unter einer DNA-Workstation pipettiert, welche zu Beginn der Arbeit
flr 15 min mit UV Licht bestrahlt wird. Vor und nach jedem Pipettiervorgang wird die
Arbeitsflache zusatzlich mit 70 %igem Ethanol gereinigt. Die RAPD-PCR-Analyse
wurde in einem 10 pL Reaktionsansatz (Tabelle 14) durchgefiihrt. Das Erstellen des

Reaktionsgemisches erfolgt analog der Endpunkt-PCR (Kapitel 6.4).

Tabelle 14: Reaktionsansatz RAPD-PCR-Analyse. Das Gesamtvolumen pro Ansatz betragt hierbei

10 pL.
Reagenz Anfangskonzentration Endkonzentration
Dream-Taq Puffer 10x 1x
dNTP (1:1:1:1) 100 mM 8 mM
BSA 10 mg/uL 1ug
Dream-Taq Polymerase 5U/uL 05U
Primer 20x 1x
Template 2 ng/uL 2ng

Dnase/Rnase-freies H,0

Die RAPD-PCR-Analyse wird in einem Thermocycler durchgefiihrt, das
Temperaturprogramm ist in Tabelle 28 im Anhang Kapitel 8.6 aufgefiihrt. Zum
Ausschluss von falsch positiven Ergebnissen wird ein Blindwert mitgefiihrt. Die

Auswertung erfolgt anhand einer Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 6.6).

6.6 Agarose-Gelelektrophorese
Um die Amplifikate nach einer PCR zu visualisieren und auszuwerten, wird eine
Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Zunachst wird ein 1,5 %iges — 3 %iges
Agarose-Gel hergestellt, indem die entsprechende Menge an Agarose in 50 mL
einfachem TAE-Puffer (TRIS-acetat-EDTA-Puffer) im Erlenmeyerkolben gemischt und
anschlieBend in der Mikrowelle bis zur vollstandigen Auflésung erhitzt wird. Die klare
Flissigkeit wird unter standigem Schwenken abgekiihlt und anschlieRend in die
GieBform gegossen. Im Anschluss werden in das noch flissige Gel die

Elektrophoresekamme eingesetzt, die so erhaltenen Aussparungen bilden spater die
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Ladetaschen im fertigen Gel. Nach ca. 30min ist das Gel fest, die
Elektrophoresekaimme werden entfernt und das Gel anschlieBend in die
Elektrophoresekammer eingesetzt. Dort wird so viel TAE-Puffer zugegeben bis das
Agarosegel vollstandig bedeckt ist. In jede Ladetasche werden 10 plL
Gelelektrophorese-Mix pipettiert, welcher aus PCR-Produkt, versetzte mit 1 plL
Ladepuffer, besteht. Zusatzlich wird mindestens eine DNA-Leiter pro Reihe pipettiert.
Diese dient zur Bestimmung der GrolRe der PCR-Produkte und sollte im fertigen Gel
auf der rechtesten Position angeordnet sein. Der Blindwert wird lblicherweise als
letzte Position im fertigen Agarose-Gel platziert. Die Elektrophoresekammer wird
danach mit dem Elektrophorese-Netzgerat verbunden und eine Spannung von 170 V
flir 20 min angelegt. Nach Beendigung der Agarose-Gelelektrophorese wird das
fertige Gel in einem Farbebad bestehend aus einer Mischung von Ethidiumbromid
(0,01 M) und TAE-Puffer gefarbt und anschliefend in der Geldokumentationseinheit
bei einer Wellenlange von 312 nm photographiert. Die Bilder werden als *.tif-Dateien

(tagged image file format) gespeichert.

6.7 Phylogenetische Analyse
Die phylogenetische Auswertung von PCR-Fragmenten, erfolgt mit dem 6ffentlich frei
zuganglichen Programm PAST, Version 3.25'%. Dieses Auswertungsprogramm wurde
bereits in anderen Veroffentlichungen zur Darstellung der genetischen Nahe
unterschiedlicher Proben einer Pflanzenart, sowie Pflanzensorten zueinander
verwendet, deshalb soll es auch bei den Haselnuss-Proben Anwendung finden161-163,
Dafliir wird eine Text-Datei *.txt (text file) erstellt, in welcher horizontal alle
erhaltenen PCR Fragmente gelistet sind. In der ersten Spalte werden die Haselnuss-
Proben aufgefiihrt, die zweite Spalte bleibt frei. Im Anschluss daran, wird eine ,1“
eingetragen, wenn das PCR-Fragment bei einer Probe vorhanden war und eine ,0“
bei dessen Abwesenheit. Ein,,?“ wird gewahlt, wenn ein Fragment nicht eindeutig als
vorhanden oder abwesend bestimmt werden kann. Nach laden dieser Text-Datei in

PAST, wird das Datenblatt markiert und (iber die Registerkarte , Multivariate”,
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,Clustering” die hierarchische Analyse ,Neighbour joinging" ausgewahlt. Bei dem so
erstellten Dendrogramm, wird der Jaccard-Index gewahlt und dieses mit 10 000

bootstrap dargestellt.

6.8 Mikrosatellitenanalyse
Fur die Mikrosatellitenanalyse wird DNA aus Haselnlissen verwendet, welche mittels
DNeasy® Plant Mini Kit nach Kapitel 6.2.1 isoliert wurde. Zur Vervielfaltigung der
Targetregion wird eine Endpunk-PCR (Kapitel6.4) mit einer DNA-Konzentration von

15 ng/uL durchgefihrt.

Tabelle 15: Reaktionsansatz Mikrosatellitenanalyse. Das Gesamtvolumen pro Ansatz betragt

hierbei 15 pL.
Reagenz Anfangskonzentration Endkonzentration
Dream-Taq Puffer 10x 1x
dNTP (1:1:1:1) 100 mM 8 mM
BSA 10 mg/uL 1ug
Dream-Taq Polymerase 5U/uL 0,5U
Primer 20x 1x
Template 2 ng/uL 2ng

Dnase/Rnase-freies H,0

Es werden dabei Primer verwendet, welche bereits mit den beiden
Fluoreszenzfarbstoffe HEX™ (Hexachloro-6-carboxyfluorescin) und 6-FAM™ (6-
Carboxyfluorescein) markiert sind. Bei der anschlieBRende Fragmentlangen-Analyse
mittels Kapillargelelektrophorese (Kapitel 6.9) werden immer zwei Fragmente
gleichzeitig analysiert. Deshalb werden jeweils 10ul der nach der Endpunk-PCR
erhaltenen fluoreszenz-markierten Fragmente, nach den Angaben in Anhang,
Kapitel 8.7, Tabelle 30 verdiinnt, in einem neuen Reaktionsgefald vereint und mit der
Pipette durchmischt. Diese DNA-Losungen werden bis zur Vermessung unter

Lichtausschluss bei 4 °C fir maximal 48h im Kiuhlschrank aufbewahrt.
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6.9 Fragmentlangen-Analyse mittels Kapillargelelektrophorese
Zur spateren Auswertung der Fragmentlangen-Analyse wird der GroRenstandard
GeneScan™ 500 LIZ™ verwendet. Zur Vorbereitung auf die Kapillargelelektrophorese
wird 1ul der fluoreszenz-markierten Fragmente (Kapitel 6.8) mit 10 pulL
HiDi™-Formamid (highly deionized, hochgradig deionisiert), 1 uL GeneScan™ 500
LIZ™ Sizes Standard (1:50 mit HiDi™-Formamid verdinnt) in ein 96er-Lochplatte
pipettiert und mit hitzebestandiger Folie verschlossen. Danach werden die PCR-
Fragmente bei 95 °C im Thermocycler denaturiert und anschlieBend fir mindestens
5 min auf Eis inkubiert. Bis zum Start der Kapillargelelektrophorese bleiben die Platten
auf Eis gelagert. Um zu gewahrleisten, dass sich die komplette DNA-L6sung am Boden
der 96er-Lochplatte befindet, wird diese mittels Tischzentrifuge zentrifugiert. Danach
wird die hitzebestandige Folie entfernt und mit einem Septum verschlossen. Im
Anschluss daran wird die 96er-Lochplatte auf die Plattenbasis gestellt, mit einem
Plattenhalter zusatzlich verschlossen und in den 3500 Genetic Analyzer eingesetzt.
Die Analyse wird mit den in Kapitel 8.8 Tabelle 31 angegebenen

Einstellungsparametern gestartet.
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8 Anhang

8.1 Probenakquise

AiF 18751 N Sortenbestimmung von Haselniissen

Probenahmeprotokoll
Barcode
Datum der Probenahme Name des Probenehmers
Land Bundesland/Provinz
Stadt/Ort GPS-Koordinaten

L}

1. Aligemeine Angaben zum Erzeugerbetrieb

Name des Betriebes Ansprechpartner

Strale, Hausnummer PLZ Oort

E-Mail-Adresse

Auf welcher Gesamtflache werden die Haselniisse angebaut?
ha

Welchen Betrag an Haselnuss ernten Sie ca. jahrlich auf 1 ha (ungeschalt)?
t

2. Angaben zu den Pflanzen der Hauptertragssorte/n

Um welche Sorte handelt es sich bei der Probe?

[] unbekannt
Wie sicher schatzen Sie die Richtigkeit Angabe ein? [Ihoch

[ mittel

[ niedrig
Haben Sie ein Bild des Haselnussstrauches aufgenommen?

[ja [ nein

Besitzen die Haselniisse eine geschiitzte geographische Angabe (g.g.A.) oder geschiitzte
Ursprungsbezeichnung (g.U.) nach Verordnung (EU) Nr. 1151/2010?
D Nein [:] Ja, und zwar

Wurden die Pflanzen veredelt (z.B. mit Baumhasel (Corylus colurna L.)?

Nein [] Ja[]

Frau Christine Felbinger Tel. +49 40 42838-9536

HAMBURG SCHOOL OF FOOD SCIENCE Fax +49 40 42838-4342

Grindelallee 117 christine.felbinger@uni-hamburg.de Seite 1 von 2
20146 Hamburg www.hsfs.org

Abbildung 22: (Fortsetzung auf der nachste Seite)
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AiF 18751 N Sortenbestimmung von Haselnissen

Probenahmeprotokoll

3. Angaben zur Haselnussplantage

Bezeichnung der Plantage der Probenahme

Wie grof3 ist das Feld auf dem die Haselnussblitter geerntet wurden?
ha

Welche Ertragspflanze/n befinden sich auf der Plantage?

Sorte Anteil an Gesamtflache
1. %
2. %
3. %
4, %
5. %

| Welche Bestiuberpflanze/n befinden sich auf der Plantage?

Sorte Anteil an Gesamtflache
1. %
2. %
3. %
4. %
5. %

Wie alt sind die Haselnusspflanzen?
lahre

Besteht die Plantage aus Klonen?
l:l Nein |:| Ja, ausschlieRlich w Ja, zum Teil. Bitte erldutern

4. Kommentare, Fragen und Anmerkungen

Frau Christine Felbinger Tel. +49 40 42838-9536

HAMBURG SCHOOL OF FOOD SCIENCE Fax +49 40 42838-4342

Grindelallee 117 christine.felbinger@uni-hamburg.de
20146 Hamburg www.hsfs.org

Abbildung 22: Probenahmeprotokoll fiir Haselnuss-Proben und Haselnussblatt-Proben. In der
ersten Zeile wird ein individueller Barcode vergeben, sodass die Proben eindeutig

identifizierbar bleiben.
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UH .
& HENE
4% Universitdt Hamburg LR ¥

DER FORSCHUNG | DER LEHRE | DER BILDUNG ————————

Checkliste

v Sammeln von 30 g Blattmaterial (s. Rlckseite)

v Moglichst vollstandige Blatter (nicht zerrissen o. a.)
v’ Lagerung moglichst kiihl und trocken

v GPS-Daten erfasst

v’ Strauch fotografiert

v’ Probenerfassungsblatt ausgefillt

x Keine Mischung von Blattern mehrerer Straucher
x Keine Blatter der Pfropfunterlage

x Keine offensichtlich mangelhaften Blatter (Schimmel-
befall, stark zerfressen etc.)

x Vermeidung nasser Blatter > Schimmelgefahr
Frau Christine Felbinger Tel. +49 40 42838-9536
HAMBURG SCHOOL OF FOOD SCIENCE Fax +49 40 42838-4342
Grindelallee 117 christine.felbinger@uni-hamburg.de
20146 Hamburg www.hsfs.org

Abbildung 23: (Fortsetzung auf der nachste Seite)
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Abschdtzung GroRe-Gewicht

Es werden mindesten 30 g Blatter
pro Probe benotigt !

Anzahl Blatt Gewicht
1 lg
5 5g

10g

20g
30g

>=Nm_.__wm_mﬁ Gewicht
H S, e
5 4g
10 8¢g
20 16¢g

40 32¢g

Anzahl Gewicht

05¢

2,5g

5g
10g

20¢g
30¢g

Abbildung 23: Zusatzliche Checkliste fiir Probennehmer zur Sammlung von Blattmaterial.

91



ANHANG

92

Tabelle 16:  Akquirierte Blattproben mit Angabe von Proben-Nr., Art, Sorte, Herkunftsland,
Provinz/Ort, Probenahme-Datum und Probennehmer. Dabei steht A fiir selbst
gesammelt Blatter, B fiir von Herrn Jancke (Gebr. Jancke GmbH) vor Ort
gesammelt Blatter, und C flir Zusendung aus Frankreich der Firma Unicoque,
gesammelt auf den eigenen Plantagen.

Datum
Nr. Art Sorte Herlkunfts- Provinz/Ort Probe- Probe-
land nehmer

nahme

B1.1 C.avellana unbekannt Deutschland 22609. Hambure, 21.05.2014 A

Botanischer Garten

B21 & Purpureal®  Deutschland 2200° Hamburg, 21.05.2014 A

maxima* Botanischer Garten

B3.1 C. colurna unbekannt Deutschland 22609. Hambure, 21.05.2014 A

Botanischer Garten

B4.1 C. avellana Daria Deutschland 90556 Gonnersdorf 13.07.2015 A

B5.1 unbekannt Emoal Deutschland 90556 Gonnersdorf 13.07.2015 A

B6.1 unbekannt Emoa 2 Deutschland 90556 Gonnersdorf 13.07.2015 A

B7.1 C.avellana Ennis Deutschland 90556 Gonnersdorf 13.07.2015 A

B8.1 C. avellana H.allesche Deutschland 90556 Gonnersdorf 13.07.2015 A

Riesennuss
Istrska
B9.1 C. avellana dolgoploc!na Deutschland 90556 Gonnersdorf 13.07.2015 A
leska (Istrische
lange)
Istrska
B10.1 C avellang OXOBIOPIOdNa o icchland 90556 Gonnersdorf  13.07.2015 A
leska (Istrische
Runde)
B11.1 C. avellana Negret Deutschland 90556 Gonnersdorf 13.07.2015 A
B121 Lambert Deutschland 90556 Gonnersdorf ~ 13.07.2015 A
maxima* Filbert
Lange
B13.1 C. avellana Deutschland 90556 Gonnersdorf 13.07.2015 A
Zellernuss
B14.1 C. avellana Pauetet Deutschland 90556 Gonnersdorf 13.07.2015 A
B14.2 C. avellana Pauetet Frankreich 47290 Cancon 30.05.2016
B14.3 C. avellana Pauetet Frankreich 47290 Cancon 30.05.2016 C
Ricia di

B15.1 C. avellana . Deutschland 90556 Gonnersdorf 13.07.2015 A
Talanico
Rote

B16.1 C. avellana Deutschland 90556 Gonnersdorf 13.07.2015 A
Zellernuss

B17.1 C. avellana Segorbe Deutschland 90556 Gonnersdorf 13.07.2015 A

B17.2 C. avellana Segorbe Frankreich 47290 Cancon 30.05.2016 C

B17.3 C. avellana Segorbe Frankreich 47290 Cancon 30.05.2016 C
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Tabelle 16:  (Fortsetzung)
Syrena
B18.1 C. avellana Deutschland 90556 Gonnersdorf 13.07.2015 A
(Konskowola)
Syrena
B19.1 C. avellana Deutschland 90556 Gonnersdorf 13.07.2015 A
(Gumulha)
Tonda di
B20.1 C. avellana Giffoni Deutschland 90556 Gonnersdorf 13.07.2015 A
B20.2 C. avellana Tc'mda.dl Frankreich 47290 Cancon 30.05.2016 C
Giffoni
B20.3 C. avellana Tc-mda.dl Frankreich 47290 Cancon 30.05.2016 C
Giffoni
B211  C avellang ond3Gentile o itschland 90556 Gonnersdorf  13.07.2015 A
Trilobata**
B221  C avellang °On93GeNtle o itschland 90556 Gonnersdorf  13.07.2015 A
Romana
B23.1 unbekannt Torino Deutschland 90556 Gonnersdorf 13.07.2015 A
B24.1 C. avellana  Truchessa Deutschland 90556 Gonnersdorf 13.07.2015 A
B25.1 C. avellana Gabala ':;erbaldSCh Gabala 15.04.2016 B
B26.1 C. avellana AtaBaba ':;erbaldSCh Sakatala 15.04.2016 B
B26.2 C. avellana AtaBaba :;erbaldSCh Balakan 16.04.2016 B
B27.1 C. avellana Palaz Tarkei Ordu Merkez 19.04.2016 B

*geteilte Meinung in der Wissenschaft, ob Corylus maxima eine eigenstandige Art ist oder zu Corylus

avellana gehort®2,
**friiherer Name Tonda Gentile delle Langhe®.
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8.2 Ergebnisse RAPD-PCR-Analyse

Primer 3

Primer 14

Primer 15

Abbildung 24: (Fortsetzung auf der nachsten Seite)
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Primer 19

Abbildung 24: Vorversuche mit den RAPD-Primern 3, 14, 15 und 19 mit 15 Haselnuss-Proben
der Sorten Butler (Spur: 1-3); Corabel (Spur: 4-6); Ennis (Spur:7-8); Barcelona
(Spur: 9-12) und Pauetet (Spur: 13-15). Darstellung der PCR-Produkte mit
Haselnuss-DNA als Template (2 ng/PCR-Ansatz) nach Agarose-Gelelektrophorese
(1,5 %) und Geldokumentation (Kapitel 6.5 und Kapitel 6.6). Als Referenz wurde
ein DNA-Leiter Mix mit einem GroRenbereich von 100 — 10 000 bp verwendet
(Spur: M). Spur BW stellt den Blindwert dar.
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Primer 1

Primer 2

Abbildung 25: (Fortsetzung auf der nachsten Seite)
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Primer 4

Primer5

Abbildung 25: (Fortsetzung auf der nachsten Seite)
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Primer 6

Primer 7

Abbildung 25: (Fortsetzung auf der nachsten Seite)
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Primer 8

Primer 9

Abbildung 25: (Fortsetzung auf der nachsten Seite)
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Primer 10

Primer 11

Abbildung 25: (Fortsetzung auf der nachsten Seite)
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Primer 12

Primer 13

Abbildung 25: (Fortsetzung auf der nachsten Seite)
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Primer 16

Primer 17

Abbildung 25: (Fortsetzung auf der nachsten Seite)
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Primer 18

Primer 20

Abbildung 25: Agarosegel-Elektrophorese Bilder (Kapitel 6.6) der RAPD-PCR-Analyse
Ergebnisse (Kapitel 6.5) aller 16 RAPD-Primer Haselnusssorten Kombinationen
(Tabelle 5). Spur M: DNA-Leiter Mix (100 bp-10 000 bp); Spur BW: Blindwert;
Spur 1-3: BUT; Spur 4-6: COR; Spur 7-9: ENN; Spur 10-12: BAR; Spur 13-15: PAU;
Spur 16-18: SEG; Spur 19-21: TOM; Spur 22-24: TGR; Spur 25-27: TDG; Spur 28-
29: ATA; Spur 30-32: CAK; Spur 33-35: MOR; Spur 36-37: NEG; Spur 38-40:
Nicht ausgewertet.
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Tabelle 17: Darstellung der Ergebnisse der RAPD-PCR-Analyse als Balkendiagramme.

Primer 1
Banden
(bp) ATA BAR BUT CAK COR ENN MOR NEG PAU SEG TOM TGR TDG
3000 3000 3000 3000
2750 |ENESEN 2750 2750
1750 BEo BEo @Eo @B
1500 #8bo @Sho @8ho
1350 Eso 8s0 8s0 s0
1200 ([#Boo @Boo BBoo BBoo BBoo @Boo BBoo @Boo @Boo BBoo EBoo BBoo BBoo
1100 oo Boo Moo Boo Boo
900 Boo Boo
800 Boo Boo Boo oo Boo Boo Boo Boo [Boo oo
700 Boo Boo Boo Boo Foo Roo Roo oo
500 Eoo oo Koo oo
550 Eso Eso
Primer 2
Banden
(bp) ATA BAR BUT CAK COR ENN MOR NEG PAU SEG TOM TGR TDG
3000 |ISIGOGN
2000 |80 [ ] 260
1500 |Boo B oo EEoo @Boo oo oo lEoo
1200 00 00 oo
1000 Hooo Mooo Mooo
900 (Moo B0
750 |[l7s0 W70 W70 B7s0 B7s0 W50 B7so B7so B7so B7so B7s0 B7so B7so
600 Bsoo Beoo Bsoo Beoo Bsoo Meoo Beoo Meoo Beoo Bsoo Meoo
450 l 250
a00 ] ao0 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200

l 300 200 | 200 | 300 | 200 300 200 300 300 200 | 200 | 200 | 200
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Tabelle 17:  (Fortsetzung)

Primer 4

Banden
ATA BAR BUT C¢AK COR ENN MOR NEG PAU SEG TOM TGR TDG

12500 2500 2500

[ ] E6o B0
1350 o EEso BEso BEso kS0 lEso
1200 00 00 00 oo oo oo oo oo oo oo
1000 Hooo Hooo H ooo Hooo Hooo Mooo Mooo Mooo Mooo
800 Bzoo Bsoo Bzoo Bzoo Moo Msoo Moo Msoo Bsoo Moo Bsoo
700 B700 B700 B700 B700 B700 B700 B700 B700 B700 B700 B700 B700
550 Bss0 Bss0 Bss0 B550 Bss0 550
450 Baso Baso Baso Baso Baso | aso
400 I a00 || 200 200 | 200 | 200
350 |l 350 D350 B350 B3so Baso Daso Baso Baso laso l3so f3s0 | 3so0
250 || 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250

Primer 5

ATA BAR BUT CAK COR ENN MOR NEG PAU SEG TOM TGR TDG

B0 B66o
o @so
[ ooo looo Mooo Mooo ooo Mooo Mooo Wooo [Mooo [Mooo Mooo Mooo Mooo
Mz00 Moo Moo Moo Msoo Msoo Msoo
B 500
500 |[fs00 Bs00 Bsoo Bsoo Bsoo Bsoo Bsoo Bsoo Bsoo Wsoo
200 (lao0 QB aoo Jaoo Baoo Baco Baoo §aoo §aco |aoo |aoo | aco
Primer 6
Banden
(bp) ATA BAR BUT CAK COR ENN MOR NEG PAU SEG TOM TGR TDG
2500 (E5E0 12SED 12500 2500
2000
1750
1500 |00
1350 (Bso [Eso ikso
000 (Moo Moo Moo
700
550 Bss0 Bsso0
400 I 200 | 200
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Tabelle 17:  (Fortsetzung)

Primer 7

ATA BAR BUT C¢AK COR ENMN MOR NEG PAU SEG TOM TGR TDG

600 Bsoo Bsoo Bsoo Bsoo Bosoo Beoo Bsoo Bsoo Meoo
soo |l 500 Bs00 Bsoo Bsoo Bsoo B soo 500
300 || 300 I 200 I 300
200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200
Primer 8
Banden
(bp) ATA BAR BUT CAK COR ENN MOR NEG PAU SEG TOM TGR TDG
3 000
2500 |IEEED 2500
1750 -0
1500 ([@Soo [@Boo 800
1000 (ooo Mooo Hooo
900 P00
600 [Mso0 Beoo Beoo Meoo Meoo Meoo Meoo Meoo Meoo Msoo Meoo Meco Meco
500 500
300 |l 300 300 300 |300 |200 32003000300 03000l300] 300/ 3000/ 300
200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200

106



ANHANG

Tabelle 17:  (Fortsetzung)

Primer 9
Banden
(bp) ATA BAR BUT CAK COR ENN MOR NEG PAU SEG TOM TGR TDG
1750 s L]
1350 o -0
1200
900 Moo Moo Moo
200 B0 oo 00
600 Bsoo Bsoo Bsoo Wsoo Bsco Bsoo Bsoco Msoo Bsoo
500 Bs00 Bsoo Bsoo Bsoo Wsoo Bsoo Bsoo Bsco Wsoo Wsoo
300 I 200
250 I 250 | 250 | 250 | 250
Primer 10
Banden
(bp) ATA BAR BUT CAK COR ENN MOR NEG PAU SEG TOM TGR TDG
2000 2000 2000 2000
1750 (S0 s S L
1350 |0 S0 o
1200 B0 oo oo oo
1000 (oo boo oo oo @boo [@boo [lboo oo [@boo oo Wboo
700 (700 B0 Boo oo B0 oo oo oo oo
500 [lsco0 Bsoo WMsoo Bsoo Bsoo Bsoco Msoo Bsoo Bso0
400 [Jaoo Jaoco B 200 Baoo Baoo Baoo Baoo Baoo
350 l3s0 350 | ESV EE Bas0 Baso Baso faso
200 I 200 | 200 I 200 | 200 l 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200
Primer 11
Banden
(bp) ATA BAR BUT CAK COR ENN MOR NEG PAU SEG TOM TGR TDG
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Tabelle 17:  (Fortsetzung)

Primer 12

ATA BAR BUT C¢AK COR ENMN MOR NEG PAU SEG TOM TGR TDG

Primer 13

ATA BAR BUT C¢AK COR ENN MOR NEG PAU S5EG TOM TGR TDG

@8bo @8bo
oo Boo
Bso Bso
Boo oo
Boo Boo Koo oo oo oo oo

300 lzoo =00 lzoo 200 lzoo Jzo0 Jroo Jroo |00
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Tabelle 17:  (Fortsetzung)

Primer 16

Banden
[h] ATA BAR BUT C¢AK COR ENN MOR NEG PAU SEG TOM TGR TDG
P

3000 |SHGGGN

2250 |6 2250 2250
2000

1750 BE. o g0
1500 [@Bbo @8ho
1350 850 850
1200 |[#Boo BBoo oo BBoo @Boo Moo
1000 oo oo
650 |[Bso §so

sso [Bso Bso Bso Bso Bso Bso

450 bso kso kso bso kso hso

a00 |[koo koo oo oo koo koo

250 [l2so Jzs0 J2so0 lzso Jaso  J2so

Primer 17

Banden
ATA BAR BUT CAK COR ENN MOR NEG PAU SEG TOM TGR TDG

225C 225C 225C 225C 225C 225C 225C 225C 225C
g BEo g0 BEo

1500 [@8bo @Sbo @Sbo @Sbo @Sbo @Sbo @Sbo @Sbo @Sho @Sbo @8bo @Sbo BEbo
1350 850 @850 @8s0 @850 @8s0 BEs0 @Eso B850 @850 @8so
1000 (@boo @boo Eboo Bboo @boo @boo @boo @boo @boo Bboo Bboo Bboo Bboo
700 oo Boo [Foo [Foo Koo oo Boo Boo Boo Boo Koo
500 boo Koo Boo oo Boo Boo
350 [Bso Eso
250 l2so 250 l2so  |2s0 l2so  |2s0

Primer 18

Banden
[h] ATA BAR BUT C¢AK COR ENN MOR NMNEG PAU SEG TOM TGR TDG
P

3000 |ENGEEN 3000 3000 2000

2000 |EEED Bl Bl E6

1200 Boo oo Boo
200 ([Boo Moo Boo Boo Moo oo Boo Moo [Boo Boo Boo [Boo [Eoo
s00 |00 Koo Koo

400 koo koo koo
300 k200 k200 k200

250 [l2so0 J2so |zso J2so Jzso lzso Jzso Jzso |2so lzso lzso |zso lzso
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Tabelle 17: (Fortsetzung)

Primer 20

ATA BAR BUT C¢AK COR ENMN MOR NEG PAU SEG TOM TGR TDG
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ANHANG

aller Primer/Haselnuss-Proben-

RAPD-PCR-Analyse
umgewandelt in eine 0/1 Matrix, zur Berechnung des

der

Ergebnisse

Tabelle 18:

Kombinationen,

Dendrogrammes (Abbildung 15). ,,0“ steht fiir keine Bande, , 1“ fiir eine Bande

und ,,?“, wenn die Bande nicht eindeutig identifizierbar war.

Primer 1

00€

oov

00s

0SS

009

00L

008

006

00TT

00cT

0SET

00ST

0SLT

0
0

H1.1
H1.2

viv

H2.1

0

H2.2

4va

H2.3

H3.1

0

H3.2

1ng

H3.3

H4.1

?

H4.2

AVI

H4.3

H5.1

0

H5.2

40

H5.3

H6.1

0

H6.2

H6.3

H7.1
H7.2

H7.3

0
1

H8.1
H8.2

5iN

H9.1

0

H9.2

H9.3

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

H10.1
H10.2
H10.3
H11.1

93s

H11.2

INOL

H11.3

H12.1

H12.2

4ol

H12.3
H13.1

H13.2

5alL

0

H13.3
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(Fortsetzung)

Tabelle 18:

Primer 2

00€

oor

ost

009

0SL

006

000 T

00¢T

00ST

1
1

H1.1
H1.2

viv

H2.1

0

H2.2

H2.3

H3.1

0

H3.2

H3.3

H4.1

0

H4.2

AV

H4.3

H5.1

0

H5.2

H5.3

Hé6.1

0

H6.2

NN3

H6.3

H7.1

0

H7.2

YO

H7.3

0
0

H8.1
H8.2

93N

H9.1

0

H9.2

nvd

H9.3

0
0
0
0
0
0
0

H10.1

H10.2

H10.3
H11.1

H11.2

INOL

H11.3

H12.1

0
0
0

H12.2
H12.3

H13.1

0
0

H13.2
H13.3

5alL
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Tabelle 18: (Fortsetzung)

Primer 4

0S¢

0s€

oor

osvy

0ss

00L

008

000T

00CT

0SET

000 ¢

1
1

H1.1
H1.2

viv

H2.1

0

H2.2

Hvd

H2.3

H3.1

0

H3.2

H3.3

H4.1

0

H4.2

AV

H4.3

H5.1

0

H5.2

H5.3

Hé6.1

0

H6.2

NN3

H6.3

H7.1

0

H7.2

H7.3

0
0

H8.1
H8.2

53iN

H9.1

0

H9.2

nvd

H9.3

0
0
0
0
0
0
0

H10.1

H10.2

H10.3
H11.1

H11.2

INOL

H11.3

H12.1

0
0
0

H12.2
H12.3

H13.1

0
0

H13.2

H13.3
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Tabelle 18: (Fortsetzung)

ooV oo dA|ld 14O A A/ 0/00ddA —H +H d d/0|00 00 d - dH OO0/ 0O0| A d - | d «
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Tabelle 18: (Fortsetzung)

Primer 7

00¢

00€

00S

009

008

006

000 T

00T T

00cT

0SET

00sT

0SLT

000 ¢

0scc¢

1
1

H1.1
H1.2

viv

H2.1

0

H2.2

yvd

H2.3

H3.1

0

H3.2

H3.3

H4.1

1

H4.2

AV

H4.3

H5.1

0

H5.2

H5.3

Hé6.1

0

H6.2

NN3

H6.3

H7.1

1

H7.2

H7.3

0
0

H8.1
H8.2

53iN

H9.1

0

H9.2

nvd

H9.3

0
0
0

H10.1

H10.2

H10.3
H11.1

0
0
0
0

H11.2

INOL

H11.3

H12.1

0
0
0

H12.2
H12.3

H13.1

0
0

H13.2
H13.3

balL
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Tabelle 18: (Fortsetzung)

Primer 8

00¢

00€

00S

009

006

000T

00S T

0SLT

0
0

H1.1
H1.2

viv

H2.1

0

H2.2

Hve

H2.3

H3.1

0

H3.2

1ng

H3.3

H4.1

0

H4.2

AV

H4.3

H5.1

0

H5.2

-[0%)

H5.3

Hé6.1

0
0

H6.2
H6.3

NN3

H7.1

0
0

H7.2
H7.3

YO

1
1

H8.1
H8.2

93N

H9.1

0

H9.2

nvd

H9.3

0
0
0
0
0
0
0
0
0

H10.1
H10.2
H10.3
H11.1

93s

H11.2

INOL

H11.3

H12.1

H12.3

H12.2
H13.1

4oL

0
0
0

H13.2

5alL

H13.3
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Tabelle 18: (Fortsetzung)

Primer 9

0S¢

(103

00s

009

1
1

H1.1
H1.2

viv

H2.1

0

H2.2

yvd

H2.3

H3.1

0

H3.2

H3.3

H4.1

1

H4.2

AVI

H4.3

H5.1

0

H5.2

H5.3

Hé6.1

0

H6.2

H6.3

H7.1

1

H7.2

YO

H7.3

0
0

H8.1
H8.2

93N

H9.1

0

H9.2

nvd

H9.3

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

H10.1

H10.2
H10.3
H11.1

53s

H11.2

INOL

H11.3

H12.1

H12.2

H12.3

H13.1

0
0

H13.2
H13.3
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Tabelle 18: (Fortsetzung)

Primer 10

00¢

0s€

oov

00s

00L

000T

00CT

0SET

0
0

H1.1
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viv

H2.1

0
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Hve
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0
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1ng
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H5.2

-[0%)

H5.3

Hé6.1

0
0
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0
0
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0
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93N
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0
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0
0
0
1
?
1
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H10.1
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93s
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INOL

H11.3

H12.1

1
1
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H13.1
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1

1
1

H13.2
H13.3
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Tabelle 18: (Fortsetzung)

Primer 11

0SS

009

0S8

006

00T T

0SET

00ST

1
1
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H1.2
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0
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0
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0
0
0
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H13.3
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Tabelle 18: (Fortsetzung)

Primer 12

0S¢

00€

ost

00S

0SS

009

0s9

0SL

1
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H7.1

1

H7.2

YOW
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1
1

H8.1
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9iN

H9.1

0

H9.2

nvd

H9.3

0
0
0
0

H10.1
H10.2
H10.3
H11.1

0
0
0
0
0
0
0
0

H11.2

INOL

H11.3

H12.1

H12.2

H12.3

H13.1

H13.2

H13.3
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Tabelle 18: (Fortsetzung)

Primer 13

00€

00s

009

0SL

00T T

00sT

0SLT

1
1
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yvd
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Tabelle 18: (Fortsetzung)

Primer 16
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0ss
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Tabelle 18: (Fortsetzung)

Primer 17
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Tabelle 18: (Fortsetzung)
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8.3 Ergebnisse Mikrosatellitenanalyse

Primer A601 Primer A602 Primer A613

10 11 12 BW

™M 9 10 11 12 BW

Primer A622 A640 Primer B625

M 8 10 11 12 BW M 3 10 11 12 BW M 9 10 11 12 BW

Primer B686 Primer B791 Primer CAC-A102

M 9 10 11 12 BW M =B 1l 2 BW M 9 10 11 12 BW

Abbildung 26: (Fortsetzung auf der nachsten Seite)
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Primer CAC-A108 Primer CAC-B028 Primer CAC-B029

M 9 10 11 12 BW

M 9 10 11 12 BW

10 11 12 BW

Primer CAC-B101 Primer CAC-B109 Primer CaT-B106

10 11 12 BW ™M 9 10 11" 12~ BW
M 9 10 11 12 BW

Primer CaT-B107 Primer CaT-B504 Primer CaT-B508

M 9 10 11 12 BW 10 11 12 BW

Abbildung 26: (Fortsetzung auf der nachsten Seite)
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Primer CaT-B511

M 9 10 11 12 BW

Abbildung 26: Ergebnisse der Agarose-Gelelektrophorese (3 %) zur Ermittlung der optimalen
Annealing-Temperatur der Mikrosatelliten Primer (Kapitel 6.6). Als Template fir
die Endpunkt-PCR (Kapitel 6.4) wurde Haselnusssorte Tonda Gentile Trilobata
(15 ng/Ansatz) verwendet. Der Temperaturbereich (Spur 1-12) befindet sich
entlang eines Gradienten zwischen 41,5 °C und 64,5 °C (Anhang Kapitel 0, Tabelle
26). Als Referenz wurde ein DNA-Leiter Mix mit einem GroRenbereich von
100 — 10 000 bp verwendet (Spur M). Spur BW stellt den Blindwert dar. Die
detektierte Annealing-Temperatur ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.
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Tabelle 19: Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse. Dargestellt sind die Fragmentlangen (bp)
sowie die Anzahl der Allele innerhalb des in der Literatur angegebenen
Allelbereiches (Tabelle 7) der 14 Primer (Tabelle 9) fur 13 Haselnusssorten
(Kapitel 5.1, Tabelle 4). Dabei wurde auf die Darstellung der Doppelbestimmung
verzichtet, da die Ergebnisse keine Unterschiede aufweisen.

Fragmentlénge (bp) Allel- Fragmentlange (bp) Allel-
Primer A602 anzahl A640 anzahl
< H1.1 - - 359/363/371 3
< H12 - - 359/363/371 3
H2.1 - - 359/369/371 3
S H22 - - 359/369/371 3
H2.3 - - 359/369/371 3
H3.1 - - 359/369/371 3
5 H32 : - 359/369/371 3
H3.3 - - 359/369/371 3
H4.1 - - 367/371 2
< Ha2 . - 371 1
H4.3 - - 367/371 2
H5.1 - - 359/369 2
S  Hs2 - - 359/369 2
H5.3 - - 359/369 2
H6.1 - - 359/369 2
S He2 - - 359/369 2
H6.3 - - 359/369 2
« H7.1 - - 359/369/371 3
g H7.2 - - 359/369/371 3
H7.3 - - 359/369/371 3
o H8.1 - - 359/365/371 3
z H8.2 - - 359/365/371 3
H9.1 - - 359/365/369 3
2 H92 - - 359/365/369 3
H9.3 - - 359/365/369 3
H10.1 - - 359/369 2
2 H10.2 - - 359/369 2
H10.3 - - 359/369 2
H11l.1 - - 359/371 2
S H11.2 - - 359/371 2
H11.3 - - 359/371 2
H12.1 - - 359/369/371 3
6 H122 - - 359/369/371 3
H12.3 - - 359/369/371 3
H13.1 - - 359/369 2
8  HI13.2 - - 359/365 2
H13.3 - - 359/365 2
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Tabelle 19:  (Fortsetzung)
Fragmentldnge (bp) Allel- Fragmentlange (bp) Allel-
Primer B686 anzahl B741 anzahl
< H1.1 202/218/220 3 185/187/189 3
< H1.2 202/218/220 3 185/187/189 3
H2.1 220/234 2 179/187 2
< H22 220/234 2 179/187 2
H2.3 220/234 2 179/187 2
H3.1 220 1 187 1
§ H3.2 220 1 187 1
H3.3 220 1 187 1
o H4.1 202/226 2 179/185/187 3
g H42 202/226 2 179/185/187 3
H4.3 202/226 2 179/185/187 3
- H5.1 220 1 179/185/187 3
8 H5.2 220 1 179/185/187 3
H5.3 220 1 179/185/187 3
> H6.1 220/234 2 187 1
z H6.2 220/234 2 187 1
H6.3 220/234 2 179/187 2
o H7.1 208/230/234 3 179/187/193 3
g H7.2 208/230/234 3 179/187/193 3
H7.3 208/230/234 3 179/187/193 3
9 H8.1 214/234 2 179/185/187 3
Z  H8.2 214/234 2 179/185/187 3
H9.1 220/234 2 179/185/187 3
g H9.2 220/234 2 179/187 2
H9.3 220/234 2 179/187 2
H10.1 220/234 2 179/185/187 3
g H10.2 220/234 2 185/187 2
H10.3 220/234 2 185/187 2
H11.1 202/220/226/230 4 179/185/187 3
S H11.2 202/220/226/230 4 179/185/187 3
H11.3 202/220/226/230 4 179/185/187 3
- H12.1 214/234 2 179/187 2
o H12.2 214/234 2 179/187 2
H12.3 214/234 2 179/187 2
H13.1 220/234 2 179/185/187 3
E H13.2 220/234 2 179/183/185/187 4
H13.3 220/234 2 179/183/185 3
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Tabelle 19:  (Fortsetzung)

Fragmentldnge (bp) Allel- Fragmentldnge (bp) Allel-

Primer CAC-A014 anzahl CAC-A102 anzahl
ﬁ H1.1 164/170/172/174 4 284 1
< H1.2 164/170/172/174 4 284 1
H2.1 168/176 2 290/296 2
S H22 168/176 2 290/296 2
H2.3 168/176 2 290/296 2
H3.1 166/174/176 3 288/290/298/302 4
§ H3.2 166/174/176 3 288/290/298/302 4
H3.3 166/174/176 3 288/290/298/302 4
H4.1 164/168/176/184 4 284 1
?,. H4.2 164/168/176/184 4 282 1
H4.3 164/168/176/184 4 284 1
- H5.1 168/174/176 3 288/298/302 3
8 H5.2 168/174/176 3 288/298/302 3
H5.3 168/174/176 3 288/298/302 3
H6.1 166/176 2 288/302 2
é H6.2 166/176 2 288/302 2
H6.3 166/168/176 3 288/302 2
« H7.1 166/168/176 3 290/298 2
g H7.2 166/168/176 3 290 1
H7.3 166/168/176 3 290 1
9 H8.1 168/176/178/184 4 290 1
< H8.2 168/176/178/184 4 290 1
H9.1 168/174/178 3 288/290 2
g H9.2 168/176/178 3 290 1
H9.3 168/176/178 3 290 1
H10.1 168/176 2 288/290/296/298 4
g H10.2 168/174/176 3 288/290/296/298 4
H10.3 168/174/176 3 288/290/296/298 4
H11.1 164/176 2 284 1
S H11.2 164/176 2 284 1
H11.3 164/176 2 284 1
- H12.1 168/176/184 3 290/302 2
o H12.2 168/176/184 3 290/302 2
H12.3 168/176/184 3 290/302 2
H13.1 168/176 2 288/290/296/298 4
2  H132 168/176/178 3 290/298 2
H13.3 168/176/178 3 290/298 2
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Tabelle 19:  (Fortsetzung)

Fragmentldnge (bp) Allel- Fragmentldnge (bp) Allel-
Primer CAC-B028 anzahl CAC-B029 anzahl
< H1.1 255/265 2 118/126/130 3
< H1.2 255/265 2 118/126/130 3
- H2.1 255/257/263/267 4 - -
< H2.2 255/257/263/267 4 - -
H2.3 255/257/263/267 4 - -
H3.1 255/257/271 3 - -
5 H32 255/257/271 3 - -
H3.3 255/257/271 3 - -
o H4.1 257/263/265/269 4 118/124/128/132 4
g H4.2 257/263/265/269 4 118/124/128/132 4
H4.3 257/263/265/269 4 118/124/128/132 4
H5.1 257/263/267 3 - -
S  Hs2 257/263/267 3 -
H5.3 257/263/267 3 - -
H6.1 255/257/271 3 - -
S He2 255/257/271 3 - -
H6.3 255/257/263/267 4 - B
« H7.1 255/257/263 3 120/124 2
g H7.2 255/257/263 3 120/124 2
H7.3 255/257/263 3 118/120/124 3
o H8.1 257/263/269 3 - -
z H8.2 257/263/269 3 - -
H9.1 257/267 2 120/124/130/132 4
g H9.2 257/263/271 3 118/120/124/132 4
H9.3 257/263/267 3 120/124/132 3
H10.1 255/257/267/271 4 118/124/130/136 4
g H10.2 255/257/267/271 4 118/124/130/136 4
H10.3 255/257/267/271 4 118/124/130/136 4
H11.1 257/263 2 118/124/132 3
S H11.2 257/263 2 118/124/132 3
H11.3 257/263 2 118/124/132 3
- H12.1 255/257/263/269 4 118/124 2
o H12.2 255/257/263/269 4 118/124 2
H12.3 255/257/263/269 4 118/124 2
H13.1 257/263/267 3 120/124/130/136 4
g H13.2 257/263/267 3 120/124/130/132 4
H13.3 257/263/267 3 120/124/130/132 4
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Tabelle 19:  (Fortsetzung)

132

Fragmentldnge (bp) Allel- Fragmentldnge (bp) Allel-

Primer CAC-B101 anzahl CAC-B109 anzahl
< H1.1 138/170/176 3 153/163 2
< H1.2 138/170/176 3 153/163 2
o H2.1 136/170/176 3 153 1
g H2.2 136/170/174/176 4 153 1
H2.3 136/170/176 3 153 1
_ H3.1 136/168/170/176 4 151/159/169 3
2 H3.2 136/168/170/176 4 151/159/169 3
H3.3 136/168/170/176 4 151/159/169 3
o H4.1 138/174 2 153/159 2
g H4.2 136/174 2 153/159 2
H4.3 136/174 2 153/159 2
- H5.1 136/168/170/176 4 151/159/169 3
S H5.2 136/168/170/176 4 151/159/169 3
H5.3 136/168/170/176 4 151/159/169 3
s H6.1 136/170/174/176 4 153/159/165 3
z H6.2 136/170/174/176 4 153/159/165 3
H6.3 136/170/174/176 4 153/159/165 3
. H7.1 136/176 2 151/153/159/165 4
g H7.2 136/176 2 151/153/159/165 4
H7.3 136/176 2 151/153/159/165 4
o H8.1 136/174/176 3 153/155/159/165 4
z H8.2 136/174/176 3 153/155/159/165 4
H9.1 136/170/176 3 151/155/159/169 4
E H9.2 136/170/176 3 151/155/159 3
H9.3 136/170/176 3 151/155/159 3
H10.1 136/170/174/176 4 153/159 2
g H10.2 136/168/170/174/176 5 153/159 2
H10.3 136/168/170/174/176 5 153/159 2
H11.1 136/170/174/176 4 153/159 2
S H11.2 140/170/174/176 4 153/159 2
H11.3 136/170/174/176 4 153/159 2
- H12.1 136/174 2 153/165/171 3
© H12.2 136/174 2 153/165/171 3
H12.3 136/174 2 153/165/171 3
© H13.1 136/174/176 3 153 1
a H13.2 136/174/176 3 151/153/155 3
H13.3 136/176 2 151/153/155 3
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Tabelle 19:  (Fortsetzung)

Fragmentldnge (bp) Allel- Fragmentldnge (bp) Allel-

Primer CaT-B106 anzahl CaT-B504 anzahl
< H1.1 164/168/180 3 170/172/176/180 4
< H1.2 164/168/180 3 170/172/176/180 4
o H2.1 170/180 2 176/178/184 3
< H2.2 168/180 2 176/178/184 3
H2.3 168/180 2 176/178/184 3
_ H3.1 178/180 2 174/176 2
2 H3.2 178/180 2 174/176 2
H3.3 178/180 2 174/176 2
o H4.1 166/172/178/180 4 170/180/184 3
g H4.2 166/172/176/178/180 5 170/184 2
H4.3 166/172/178/180 4 170/180/184 3
- H5.1 168 1 174/176 2
S H5.2 168 1 174/176 2
H5.3 168 1 174/176 2
s H6.1 170 1 174/176 2
Z H6.2 170 1 174/176 2
H6.3 170 1 174/176 2
« H7.1 170/172/176 3 170/176/178/184 4
g H7.2 170/172/176 3 170/176/178/184 4
H7.3 170/172/176 3 170/176/178/184 4
9 H8.1 170/180 2 178/184 2
z H8.2 170/180 2 178/184 2
H9.1 180 1 178 1
2 H92 180 1 178 1
H9.3 180 1 178 1
H10.1 168/170 2 176/178 2
g H10.2 168/170 2 176/178 2
H10.3 168/170 2 176/178 2
H11.1 172/178/180 3 170/174/184 3
S H11.2 172/178/180 3 170/174/184 3
H11.3 172/178/180 3 170/174/184 3
o H12.1 166/170/172 3 162/178/184 3
© H12.2 166/170/172 3 162/178/184 3
H12.3 166/170/172 3 162/178/184 3
© H13.1 170/176/180 3 176/178/184 3
a H13.2 172/176/180 3 178/184 2
H13.3 172/176/180 3 178/184 2
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Tabelle 19: (Fortsetzung)

Fragmentldnge (bp) Allel- Fragmentldnge (bp) Allel-

Primer CaT-B508 anzahl CaT-B511 anzahl
< H1.1 158 1 149/155 2
< H1.2 158 1 149/155 2
o H2.1 158/162/166 3 139/153 2
g H2.2 158/162/166 3 139/153 2
H2.3 158/162/166 3 139/153 2
_ H3.1 162 1 139/145/147 3
2 H3.2 162 1 139/145/147 3
H3.3 162 1 139/145/147 3
o H4.1 152/158/166 3 139/149/153/155 4
g H42 152/158/164 3 139/149/153/155 4
H4.3 152/158/166 3 139/149/153/155 4
- H5.1 162 1 139/145/147/153 4
S H5.2 162 1 139/145/147/153 4
H5.3 162 1 139/145/147/153 4
s H6.1 158/162 2 139/145/147 3
z H6.2 158/162 2 139/145/147 3
H6.3 158/162 2 139/145/147/153 4
. H7.1 148/158/164/168 4 139/153/155 3
g H7.2 148/158/164/168 4 139/153/155 3
H7.3 148/158/164/168 4 139/153/155 3
9 H8.1 158/160/164 3 139/153/155 3
z H8.2 158/160/164 3 139/153/155 3
H9.1 158/160/162/166 4 139/153 2
E H9.2 158/160/162/166 4 139/153 2
H9.3 158/160/162/166 4 139/153 2
H10.1 158/162/166 3 139/147/153 3
g H10.2 158/162/166 3 139/145/147/153 4
H10.3 158/162/166 3 139/145/147/153 4
H11.1 152/158/164 3 139/149/153 3
S H11.2 152/158/164 3 147/153 2
H11.3 152/158/164 3 147/153 2
o H12.1 148/158 2 153 1
©  Hi12.2 148/158 2 153 1
H12.3 148/158 2 153 1
© H13.1 158/162/166 3 139/153 2
8 Hi13.2 158/160/162 3 139/153 2
H13.3 158/160/162 3 139/153 2
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Tabelle 20:

Ergebnisse der Fragmentlangenanalyse der 13 analysierten Haselnuss-
sorten anhand von 13 Primern. Darstellung einer 1/0-Matrix zur
Berechnung des Dendrogrammes (Kapitel 5.4.5). ,0“ steht fir keine
Bande, ,1“ fiir eine Bande und ,?“ wenn die Bande nicht eindeutig
identifizierbar war. Da die Doppelbestimmung identische Ergebnisse
zeigt, wird nur ein Ergebnis angegeben.

A640

Banden

(bp)

ATA

H1.1

H1.2

BAR

H2.1

H2.2

H2.3

BUT

H3.1

H3.2

H3.3

CAK

H4.1

H4.2

H4.3

COR

H5.1
H5.2

H5.3

ENN

H6.1
H6.2

H6.3

MOR

H7.1

H7.2

H7.3

NEG

H8.1

H8.2

PAU

H9.1

H9.2

H9.3

TGR TOM SEG

TDG

H10.1

H10.2

H10.3
H11.1

H11.2
H11.3
H12.1

H12.2
H12.3
H13.1

H13.2

H13.3

R RrlRrRRRRRPRRRPRIRPRIRPRIRPRPRRPRRPRPRPRIRPRPRRPRRPRRIRRROODORR|[RIRIFR[RIF F| 359

R PO 0OOCOCO0C0O0O0COCRPRPRIFRPPFPRIPOOOOOO OO0 O0OO0OO0O00O0O0O0 O 0 O 365
OO rRrrRRROOCO|IRIFIRPIFRPRIRPIPOORIFRPIFRIPIPIFPIPIRPPRPROOOIFRIRP|IFRP|IFP ||k O O] 369
OO orRrRrRIRPRIRPRIRPRPOOOOOCIOR R|IRPRIPOOOOCOCO|RIRPLIRLRIPIRIFL PRFR|FRIRLRFLF|l37

135



ANHANG

(Fortsetzung)

Tabelle 20:

B686

vee

(44

0€¢

9¢t

0ce

8T¢

14X

80¢

<0¢

Banden
(bp)

1
1

H1.1
H1.2

viv

H2.1

0

H2.2

yvd

H2.3

H3.1

0

H3.2

H3.3

H4.1

1

H4.2

AV

H4.3

H5.1

0

H5.2

H5.3

H6.1

0
0

H6.2
H6.3

NN3

H7.1

0
0

H7.2
H7.3

YOW

0
0

H8.1
H8.2

93N

H9.1

0

H9.2

nvd

H9.3
H10.1
H10.2
H10.3
H11.1

0
0
0

0
0
0

93s

1
1
1
0

H11.2

INOL

H11.3

H12.1

0
0
0
0
0

H12.2

H12.3
H13.1

H13.2
H13.3
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(Fortsetzung)

Tabelle 20:

CAC-A014

8T

8L1

9T

Vit

(44}

0LT

891

991

o1

Banden
(bp)

H1.1
H1.2

viv

H2.1

0

H2.2

Hvd

H2.3

H3.1

0

H3.2

1ng

H3.3

H4.1

H4.2

NI

H4.3

H5.1

0

H5.2

¥0)

H5.3

H6.1

H6.2

NN3

H6.3

0
0

H7.1
H7.2

H7.3

H8.1
H8.2

5iN

H9.1

H9.2

nvd

H9.3

0
0
0

H10.1
H10.2
H10.3
H11.1

93s

1
1
1
0
0
0
0
0
0

H11.2

Ol

H11.3

H12.1

H12.2

4ol

H12.3

H13.1

H13.2

balL

H13.3
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(Fortsetzung)

Tabelle 20:

CAC-A102

(413

86¢

96¢

v6¢

06¢

88¢

v8¢

8¢

Banden
(bp)

0
0

H1.1
H1.2

viv

H2.1

0

H2.2

yvd

H2.3

H3.1

0

H3.2

H3.3

H4.1

1

H4.2

AV

H4.3

H5.1

0

H5.2

H5.3

H6.1

0
0

H6.2
H6.3

NN3

H7.1

0
0

H7.2
H7.3

YOW

0
0

H8.1
H8.2

93N

H9.1

0

H9.2

nvd

H9.3
H10.1

0
0
0
0
0

H10.2
H10.3
H11.1

93s

H11.2

INOL

0
0
0
0
0
0
0

H11.3

H12.1

H12.2

H12.3

H13.1

H13.2

H13.3
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(Fortsetzung)

Tabelle 20:

CAC-B028

TLe

69¢

L9C

S9¢

€9¢

LSC

§S¢

Banden
(bp)

1
1

H1.1
H1.2

viv

H2.1

1

H2.2

Hvd

H2.3

H3.1

1

H3.2

H3.3

H4.1

0

H4.2

VI

H4.3

H5.1

0

H5.2

H5.3

H6.1

1
1

H6.2
H6.3

NN3

H7.1

1
1

H7.2
H7.3

YO

0
0

H8.1
H8.2

E

H9.1

0

H9.2

nvd

H9.3

1

H10.1

1
1
0

H10.2
H10.3
H11.1

53s

0
0
1
1

H11.2

INOL

H11.3

H12.1

H12.2

4ol

1
0
0

H12.3

H13.1

H13.2

0

H13.3
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(Fortsetzung)

Tabelle 20:

CAC-B029

9€1

[4))

0€T

8¢T

9¢T

vet

oct

8TT

Banden
(bp)

1
1

H1.1
H1.2

viv

H2.1

0

H2.2

yvd

H2.3

H3.1

0

H3.2

H3.3

H4.1

1

H4.2

AV

H4.3

H5.1

0

H5.2

H5.3

H6.1

0
0

H6.2
H6.3

NN3

H7.1

0
1

H7.2
H7.3

YOW

0
0

H8.1
H8.2

93N

H9.1

1

H9.2

nvd

H9.3
H10.1

1
1
1
1
1
1

H10.2
H10.3
H11.1

93s

H11.2

INOL

H11.3

1
1
1
0
0
0

H12.1

H12.2

H12.3

H13.1

H13.2

H13.3
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(Fortsetzung)

Tabelle 20:

CAC-B109

LT

691

991

€91

191

69T

LST

SST

€St

TST

Banden
(bp)

0
0

H1.1
H1.2

viv

H2.1

?

H2.2

Hvd

H2.3

H3.1

1

H3.2

H3.3

H4.1

0

H4.2

VI

H4.3

H5.1

1

H5.2

H5.3

H6.1

0
0

H6.2
H6.3

NN3

H7.1

1
1

H7.2
H7.3

YO

0
0

H8.1
H8.2

E

H9.1

1

H9.2

nvd

H9.3

0
0
0
0
0
0
0
0

H10.1
H10.2
H10.3
H11.1

53s

H11.2

INOL

H11.3

H12.1

H12.2
H12.3
H13.1

4ol

0
0
1
1

H13.2
H13.3
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(Fortsetzung)

Tabelle 20:

CaT-B106

08T

8L1

9LT

(74}

0LT

891

991

91

Banden
(bp)

1
1

H1.1
H1.2

viv

H2.1

0

H2.2

yvd

H2.3

H3.1

0

H3.2

H3.3

H4.1

0

H4.2

AV

H4.3

H5.1

0

H5.2

H5.3

H6.1

0
0

H6.2
H6.3

NN3

H7.1

0
0

H7.2
H7.3

YOW

0
0

H8.1
H8.2

93N

H9.1

0

H9.2

nvd

H9.3
H10.1

0
0
0

0
0
0
0
0
0

H10.2

93s

H10.3

H11.1

H11.2

INOL

H11.3

0
0
0
0
0
0

H12.1

H12.2

H12.3

H13.1

0
0

H13.2

H13.3
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(Fortsetzung)

Tabelle 20:

CaT-B504

V81

081

8LT

9LT

VLT

LT

0LT

[4:)}

Banden
(bp)

0
0

H1.1
H1.2

viv

H2.1

0

H2.2

Hvd

H2.3

H3.1

0

H3.2

H3.3

H4.1

0

H4.2

VI

H4.3

H5.1

0

H5.2

H5.3

H6.1

0
0

H6.2
H6.3

NN3

H7.1

0
0

H7.2
H7.3

YO

0
0

H8.1
H8.2

E

H9.1

0

H9.2

nvd

H9.3

0
0
0

0
0
0
0
0

H10.1

H10.2
H10.3
H11.1

53s

H11.2

INOL

0
1
1
1
0
0
0

H11.3

H12.1

H12.2

4ol

H12.3

H13.1

0
0

H13.2

H13.3
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(Fortsetzung)

Tabelle 20:

CaT-B508

891

991

Vo1

[4:2%

091

8ST

(414

14

Banden
(bp)

0
0

H1.1
H1.2

viv

H2.1

0

H2.2

yvd

H2.3

H3.1

0

H3.2

H3.3

H4.1

0

H4.2

AV

H4.3

H5.1

0

H5.2

H5.3

H6.1

0
0

H6.2
H6.3

NN3

H7.1

1
1

H7.2
H7.3

YOW

0
0

H8.1
H8.2

93N

H9.1

0

H9.2

nvd

H9.3
H10.1

0

0
0
0
0
0

H10.2

93s

H10.3

H11.1

H11.2

INOL

H11.3

1
1
1
0
0
0

H12.1

H12.2

H12.3

H13.1

H13.2

H13.3
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(Fortsetzung)

Tabelle 20:

CaT-B511

Sqt

€qt

6v1

LvT

148

6€T

Banden
(bp)

0
0

H1.1
H1.2

viv

H2.1

1

H2.2

Hvd

H2.3

H3.1

1

H3.2

H3.3

H4.1

1

H4.2

VI

H4.3

H5.1

1

H5.2

H5.3

H6.1

1
1

H6.2
H6.3

NN3

H7.1

1
1

H7.2
H7.3

YO

1
1

H8.1
H8.2

E

H9.1

1

H9.2

nvd

H9.3

0
1
1

1
1
1
1
0
0
0
0

H10.1

H10.2
H10.3
H11.1

53s

H11.2

INOL

H11.3

H12.1

H12.2

4ol

0
1
1

H12.3

H13.1

0
0

H13.2

1

H13.3
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8.4 Verwendete Gefahrstoffe
In Tabelle 21 sind alle verwendeten Gefahrstoffe nach GHS (Global harmonisiertes
System) zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien zusammen mit den

entsprechenden Gefahrsymbolen und den H- und P-Sitzen (Gefahren- und

Sicherheitshinweisen; hazard and precautionary).

Tabelle 21: Verwendete Gefahrstoffe nach GHS mit Gefahrsymbolen und H- und P-Satzen.

Gefahrstoff GHS Symbol H-Satze P-Satze

Chloroform §;% H302, H331, H315, P261, P281,

H319, H351, P305+P351+P338,
H361d, H336, H372 P311

EDTA H332, H319, H373  P260, P271,
@ P305+P351+P338,
P304+P340, P312

Eisessig @ ‘ H226, H314 P210, P280,
P301+P330+P331,
P303+P361+P353,
P305+P351+P338

Ethanol H225, H319 P210, P233,
@ @ P305+P351+P338

Ethidiumbromid

Isopropanol

&

H302, H330, H341

H225, H319, H336

P260, P281, P284,
P310

P210, P240,
P305+P351+P338,
P403+P233
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Tabelle 21: (Fortsetzung)

Natriumhydroxid

Salzsaure

H290, H314

H290, H314

P280,
P301+P330+P331,
P305+P351+P338,
P308+P310

P280,
P301+P330+P331,
P305+P351+P338,
P308+P310

8.5 Chemikalien-,Verbrauchsmaterialien- und Gerateverzeichnis

In diesem Kapitel sind alle verwendeten Chemikalien, Pufferlésungen, Kits (Tabelle

22), Verbrauchsmaterialien (Tabelle 23) und Gerate (Tabelle 24) inklusiver der

Auswertungssoftware (Tabelle 25) aufgefihrt.

Tabelle 22:  Verzeichnis der verwendeten Chemikalien, Pufferlésungen und Kits.

Chemikalie/Puffer/Kit

Zusammensetzung

Hersteller

Agarose

BSA

Chloroform

CTAB DNA-
Extraktionspuffer

Destilliertes Wasser

DNA-Leiter Mix, Low
Molecular Weight DNA

DNA-Leiter Mix, peqGOLD

Agarose zur DNA
Elektrophorese

Aufgereinigtes BSA;
100 x 10 mg/mL

55 mM CTAB, 1,4 M NaCl,
0,1 M Tris-HCI, 20 mM Na;-
EDTA, HCL gs bis pH 8,0

500ul/mL, GréRenbereich
von 25 bp — 766 bp

500 ng/uL, 5 x 100 pL;
GrofRenbereich von
100-1000 bp

Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg,
Deutschland

New England Biolabs Inc.,
Ipswich, USA

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen,
Deutschland

Eigene Herstellung

Institut eigene Versorgung
New England Biolabs Inc.,
Ipswich, USA

VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland

147



ANHANG

Tabelle 22:  (Fortsetzung)

DNase/RNase-freies H,0

DNeasy® Plant Mini Kit

dNTP

dsDNA Standard

Dream-Taq Polymerase

Dream-Tagq Puffer + MgCl,

Ethanol

Ethidiumbromid

Farbebad
FlUssiger Stickstoff
FW-/RV-Primer

fluoreszenzmarkiert

GeneScan™ 500 LIZ™ sjze
standard

HiDi™-Formamid

Isopropanol
Ladepuffer

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

100 mM 1:1:1:1 dNTPs

100 ng/uL

5U/uL

10x konzentriert, enthalt
20 mM MgCl,

0,01 M Ethidiumbromid in
TAE-Puffer

Zur GroBenbestimmung von
DNA-Fragmenten (20-500
Nukleotide) 36 markierte
Fragmenten: 35 —-500
Nukleotide

50 % Glycerin; 49,995 %
TAE-Puffer; 0,005 %
Xylenblau

6 M Losung

1IN Ph.Eur.

Aus hauseigenem Wasser-
aufbereitungssystem
Qiagen®GmbH, Hilden,
Deutschland

Bioline GmbH,
Luckenwalde, Deutschland
Promega GmbH,
Mannheim, Deutschland
Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen,
Deutschland

Eigene Herstellung

Institut eigene Versorgung

Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham,
USA

Life Technologies, Carlsbad
USA

Life Technologies, Bleiswijk,
Niederlande

Institut eigene Versorgung
Eigene Herstellung

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
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Tabelle 22:  (Fortsetzung)

Proteinase K

QuantiFluor® dsDNA System

RAPD-Primer

Salzsaure
SE-Puffer

Sodiumdodecylsulfate

TAE-Puffer

Trockeneis
Tween®20

Tritirachium album

20 x TE-Puffer; 400 x
QuantiFluor®dsDNA Dye

Random Primer Kit A; 2 x
100 puM; 20 Primer

0,04 M NaCl, 10 % SDS,

0,5 M Naz-EDTA; mit
Natrium-hydroxid-Plattchen
gs bis pH 8,0

0,8 mM TRIS-acetat;
0,04 mM EDTA; HCL gs;
pH 8,2

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen,
Deutschland

Promega GmbH,
Mannheim, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Institut eigene Versorgung
Eigene Herstellung

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Eigene Herstellung

Institut eigene Versorgung

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
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Tabelle 23: Verzeichnis der verwendeten Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterialien

Eigenschaften

Hersteller

Handschuhe

PCR-Gefall bunt

PCR-GefidR Quantus™

Pipettenspitzen

Reaktionsgefal

GroRe S, Nitril, puderfrei

Multiply®-Pro Farbmix
0,2 mL (rot, griin, gelb,
blauy, lila und orange);
autoklaviert
Multiply®-Pro 0,2 mL;
transparent; autoklaviert
0,5 mL zur
fluorimetrischen Messung
Biosphere® Filterspitze;
0,1-2,5 uL, autoklaviert
Biosphere® Filterspitze;
0,1-20 pL, autoklaviert
Biosphere® Filterspitze;
100 pL, autoklaviert
Biosphere® Filterspitze;
1000 pL, autoklaviert

Unterschiedliche
Volumina:

2 mL, SafeSeal,
autoklaviert

1,5 mL, SafeSeal,
autoklaviert

VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG,
Nirnbrecht, Deutschland

Promega GmbH,
Mannheim, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG,
Nirnbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG,
Nirnbrecht, Deutschland
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Tabelle 24:

Verzeichnis der verwendeten Gerate.

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

3500 Genetic Analyzer

Analysenwaage

Bioanalyzer®
Bioanalyzer® Chip
DNA-Workstation
Elektrophoresekamm
Elektrophoresekammer

Elektrophorese-Netzgerat

Geldokumentationseinheit
GielSform

Kuhlschrank

NanoDrop™
Messermiihle
pH-Einstabmesskette
pH-Meter

Quantus™

Thermocycler

Kern ABJ

2100 Bioanalyzer

High Sensitivity DNA chip

UVC-T-M-AR

Electrophoresis Power
Supply EV 231

Power Pac 1000

Gel-Dokumentationssystem

Darkhood

Temperatur 4 °C

Spektrophotometer
ND -1000

GM300

PY-P10

PB-11

Fluorometer

T3000 oder Gradient

Applied Biosystems™,
Foster City, USA

Kern & Sohn GmbH,
Balingen-Frommern,
Deutschland

Agilent Technologies, Santa
Clara, USA

Agilent Technologies, Santa
Clara, USA

Kisker Biotech, Steinfurt,
Deutschland

Labart, Waldbuttelbrunn,
Deutschland

Appligene Oncor S.A.,
lllkirch, Frankreich

PEQLAB Biotechnologie

GmbH, Erlangen,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories Inc.,
Herkules; USA

Biostep® GmbH, Jahnsdorf,
Deutschland

Appligene Oncor S.A,,
lllkirch, Frankreich
Robert Bosch GmbH,
Gerlingen-Schillerh6he,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA
Retsch GmbH, Haan,
Deutschland

Satorius AG, Goéttingen,
Deutschland

Satorius AG, Goéttingen,
Deutschland

Promega GmbH,
Mannheim, Deutschland

Biometra GmbH, Goéttingen,
Deutschland
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Tabelle 22:  (Fortsetzung)

Tischzentrifuge

Vortexmischer

Wasseraufbereitungssystem

FVL-2400N Combi-Spin

PeqTwist

Direct-Q 3, mit UV-Lampe,
Biopak® Endfilter (Ultrafilter
zur Erzeugung von pyrogen-
nuklease- und
proteasefreiem Wasser)

Kisker Biotech, Steinfurt,
Deutschland

PEQLAB Biotechnologie
GmbH; Erlangen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Wasserbad Mending W6 GK Sondermaschinenbau
GmbH, Labortechnik
Mendingen, Arnsdorf,
Deutschland

Zentrifuge ScanSpeed 1524Micro Gene Company Ltd., Hong
Kong; China

Tabelle 25:  Verzeichnis der verwendeten Software.

Gerat Software Hersteller

GeneMapper® Software 5 Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, USA
PAST!37 Version 3.25 University of Oslo;

Copyright Hammer & Harper
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8.6 Temperaturprogramme

Tabelle 26: Temperaturbereich der Gradienten-PCR zur Bestimmung der optimalen Annealing-

Temperatur. Es werden 12 unterschiedliche Temperaturen Gberprift. Der Bereich

erstreckt sich von 41,5 °C-64,5 °C. Ansonsten werden die Reaktionsbedingungen wie
bei der Endpunkt-PCR (Kapitel 6.4) eingehalten.

Position Temperatur (°C) Position Temperatur (°C)
1 41,5 7 54,4
2 42,0 57,1
3 43,6 9 59,8
4 46,2 10 62,3
5 48,9 11 64,0
6 51,6 12 64,5

Tabelle 27: Temperaturprogramm der Gradienten PCR.

Temperatur /Zyklus Zeit
Deckelheizung 105 °C
Temperatur 94 °C 5 min Denaturierung
Beginn Zyklus 34x
Temperatur 94 °C 40s Denaturierung
Temperatur Gradient (siehe Tabelle 26) 40s Annealing
Temperatur 72°C 1 min Elongation
Ende Zyklus
Temperatur 72°C 5 min Finale Elongation
Temperatur 4°C ©o forever
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Tabelle 28: Temperaturprogramm der RAPD-PCR-Analyse.

Temperatur /Zyklus Zeit
Deckelheizung 105 °C
Temperatur 94 °C 5 min Denaturierung
Beginn Zyklus 34x
Temperatur 94 °C 40 s Denaturierung
Temperatur 30°C 40 s Annealing
Temperatur 72 °C 1 min Elongation
Ende Zyklus
Temperatur 72 °C 5 min Finale Elongation
Temperatur 4°C oo forever

Tabelle 29: Temperaturprogramm der Mikrosatellitenanalyse.

Temperatur /Zyklus Zeit
Deckelheizung 105 °C
Temperatur 94 °C 5 min Denaturierung
Beginn Zyklus 34x
Temperatur 94 °C 40s Denaturierung
Temperatur Primer spezifisch 40s Annealing
Temperatur 72 °C 1 min Elongation
Ende Zyklus
Temperatur 72°C 5 min Finale Elongation
Temperatur 4°C oo forever
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8.7 Verdiinnungen der Mikrosatellitenanalyse

Tabelle 30:  Verdiinnung der nach der PCR erhaltenen fluoreszenzmarkierten Fragmente vor
der 1:1 Vereinigung mit dem zweiten fluoreszenzmarkierten Fragment (Kapitel
6.8). Die Verdunnung erfolgt mit DNAse/RNase freiem Wasser. Keine vorherige
Verdiinnung ist mit ,-,, gekennzeichnet, bei Primer A602 kénnen keine Angaben
,/* gemacht werden.
Primer Verdiinnung Primer Verdiinnung
A602 / CAC-B029 -
A640 - CAC-B101 -
B686 1:5 CAC-B109 1:5
B741 - CaT-B106 1:10
CAC-A014 1:5 CaT-B504 1:10
CAC-A102 1:10 CaT-B508 1:5
CAC-B028 1:10 CaT-B511 1:10
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8.8 Methodenparameter

Tabelle 31: Methodenparameter und Einstellungen des 3500 Genetic Analyzers fir die
Mikrosatellitenanalyse.

Parameter

Einstellung

Capillary Array

Lange 50 cm
Kapillareinheiten: 8
Seriennummer: L511D1909

Lot: 19
Polymer POP-7
Anodenpuffer ABC
Kathodenpuffer CBC

Sensor Values

EP-Voltage (kV): 0

EP-Current (nA): 0,4

Laser Power (mW): 0,2 — 14,6

Laser Current (mA): 34,3

Oventemperature (°C): 30,5 — 60

CCD Camera Temperature (°C): 7,4
Ambient Temperature (°C): 24,4

Detection Cell Temperature (°C): 25,5 — 50,0

AFLP Analysis
Analysis Range (bps)

Blue, Green
Start 50,0; End 500,0

Normalization Method

Sum of Signal

Generate panel using samples

Panel Bin width (bp) 1,0
Use all samples
Automatic; Blue, Green, Yellow, Red, Purple,
Peak Detection Algorithm
Orange 50
Spectral Pull-up (SPU) 0,5
Quality Flag Settings Broad Peak (BD) 0,5
Off-scale (0S) 0,5
Pass Range Low quality Range
Size quality 0,75-1,0 0,0-0,25
PQV Thresholds Genotype 0,75-1,0 0,0-0,25
Quality Assume linerarity from (bp) 0 - 800
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