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Anbaugebiete von Theobroma cacao.

Kakaoblatter.

Kakaofriichte von Arriba (links) und CCN-51 (rechts).

Offnung einer frisch gepfliickten Kakaofrucht. Nach dem Zerschlagen der Schale wird die Pulpa
sichtbar, die die Kakaobohnen umschlieRt.

Ernte der Kakaofrichte.

Fermentation der Kakaobohnen, wobei die Pulpa abflieRt.

Menge von produziertem Kakao in den drei Hauptanbaugebieten im Zeitraum 2008/2009.
Kakaoproduktion der Anbauldnder in der Karibik, Mittel- sowie Stidamerika (2008/2009).
Verarbeitung an Rohkakao weltweit im Zeitraum 2008/2009.

Verarbeitung an Rohkakao in Europa und in der Schweiz im Zeitraum 2008/2009.
Rohkakaolieferanten von Deutschland, 2014.

Fermentierte und getrocknete Kakaobohnen von CCN-51 (links) und Arriba (rechts). Die
Frichte der beiden Sorten sind in Abbildung 2.3 dargestellt.

Pflanzenzelle mit Chloroplasten.

Schematische Darstellung der cpDNA von Theobroma cacao.

Strukturformel des interkalierenden Fluorophors SYBR Green |.

Strukturformel von Ethidiumbromid.

DNA 1K Experion Chip mit den vier GS-, der L- sowie den Kavitdten 1-11; Hersteller: Bio-Rad.
Schematischer Aufbau einer dHPLC mit den drei Arbeitsmodi und partiell-denaturierender
Modus fir eine optimale Trennung von Hetero- und Homoduplexen.

Erkennungssequenz und Schnittmuster der in dieser Arbeit verwendeten
Restriktionsendonukleasen.

Schematische Darstellung der LPA.

Beispiel fur einen Mikrosatelliten. Die Sequenz AGT wird in Organismus 1 sechsmal und in
Organismus 2 zehnmal wiederholt. Das Amplifikat von Organismus 1 ist nach einer PCR mit
diese Region flankierenden Primern um 12 bp kleiner als das von Organismus 2.

Analytische Ansdtze ausgehend von der Recherche und Sequenzierungen im Kern- und im
cpGenom sowie Markierung der Pfade, die zur erfolgreichen Methodenentwicklung fihrten.
Alignment der Sequenzierung der Region TcChiB von Arriba und CCN-51 verglichen mit den
publizierten Sequenzen von Matina 1-6 und Criollo. Die Unterschiede sind gelb markiert und
die Restriktionsschnittstelle BamHl| ist rot gekennzeichnet. Die Primer-Paare flr eine CCN-51-
spezifische PCR TcChiB*, TcChiB** und TcChiB*** sind mit verschiedenen Farbténen
dargestellten Pfeilen gekennzeichnet.

Schematische Darstellung des cpGenoms mit der IRR, die ein (TAAAG)n-Repeat mit
unterschiedlicher Wiederholung in CCN-51 und Arriba enthalt.

Alignment eines Ausschnittes der IRR des cpGenoms von CCN-51 und Arriba mit
unterschiedlicher Wiederholung des (TAAAG)n-Repeats mit n=6 fiir CCN-51 und n=14 fir
Arriba.

Alignment der Sequenzierung des (TAAAG)n-Repeats in der IRR flr acht Arriba-Proben und finf
CCN-51-Proben.

Detektion des (TAAAG)n-Repeats einiger Arriba- und CCN-51-Proben, AGE, Kakaoblatter.
Detektion des (TAAAG)n-Repeats einiger Arriba- und CCN-51-Proben, AGE, Kakaobohnen.
Detektion des (TAAAG)n-Repeats der Kakaosorte CCN-51 (Probe C2, BI., C5, Bl.) bei 2,5-2,8 min
und der Kakaosorte Arriba (A1, Bl., A2, Bl.) bei etwa 1,3 min, dHPLC, Kakaoblatter.

Detektion des (TAAAG)n-Repeats einiger Arriba- und CCN-51-Proben, dHPLC, Kakaobohnen.
Detektion des (TAAAG)n-Repeats der Kakaosorte CCN-51 (Probe C1, BI., C4, Bl.) bei 151 bp und
144 bp, CGE, Kakaoblatter.

Detektion des (TAAAG)n-Repeats der Kakaosorte Arriba (Probe A1, Bl.,, A4, Bl.) bei 112 bp, CGE,
Kakaoblatter.
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Detektion des (TAAAG)n-Repeats einiger Arriba- und CCN-51-Proben, CGE, Kakaobohnen.

PCR des (TAAAG)n-Repeats von A: PCR-Produkten, B: DNA-Isolaten und C: fein gemahlenen
Kakaobohnen aus Mischungen der beiden Kakaosorten. Das Mischungsverhaltnis ist in CCN-
51:Arriba angegeben. AGE.

Detektion des (TAAAG)n-Repeats der Schokoladenproben mittels AGE.

Ausschnitt des Alignments der sequenzierten cpGenome (A4, Bl. (EET-95); A6, Bl. (EET-103);
A7, Bl. (EET-544); C1, BIl. (Crespo’s Farm); C2, Bl. (Crespo’s Farm); C4, Bl. (ICGD/ CCN51-RD),
C5, Bl. (Botanischer Garten); E1, BI. (ICS-95); E3, BI. (Canelo 1); ES5, Bl. (IMC-67)) mit zwolf
bereits publizierten, Referenzgenom: HQ244500.

Phylogenetischer Stammbaum: A4, Bl. (EET-95); A6, Bl. (EET-103); A7, BI. (EET-544); C1, BI.
(Crespo’s Farm); C2, BI. (Crespo’s Farm); C4, BI. (ICGD), C5, Bl. (Botanischer Garten); E1, BI.
(ICS-95); E3, Bl. (Canelo I); E5, Bl. (IMC-67); bereits publizierte cpGenome.

Ubersicht Giber den SNP (CCN-51: T, Arriba: G) in der Restriktionsschnittstelle 8. Der SNP ist rot
markiert, die Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease Psil griin und die Primer gelb.
Ubersicht Giber den SNP (CCN-51: T, Arriba: G) in der Restriktionsschnittstelle 17a/b. Der SNP
ist rot markiert, die Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen Psil/ EcoRI griin und
die Primer gelb.

Ubersicht Giber den SNP (CCN-51: T, Arriba: G) in der Restriktionsschnittstelle 21. Der SNP ist
rot markiert, die Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease Asel griin und die Primer
gelb.

Ubersicht Giber den SNP (CCN-51: T, Arriba: G) in der Restriktionsschnittstelle 21. Der SNP ist
rot markiert, die Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease EcoRI griin und die Primer
gelb.

Ubersicht Giber den SNP (CCN-51: C, Arriba: A) in der Restriktionsschnittstelle 44. Der SNP ist
rot markiert, die Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease EcoRV grin und die Primer
gelb.

Ergebnisse der PCR-RFLP, Kakaoblatter, Restriktionsschnittstelle 8, CCN-51-spezifisch,
Restriktionsendonuklease: Psil. Das 494 bp groRe Amplifikat von CCN-51 (schwarz) wird
verdaut (373 bp, 121 bp; rot) und das des Arribas (gelb) nicht.

Ergebnisse der PCR-RFLP, Kakaoblatter, Restriktionsschnittstelle 17a, CCN-51-spezifisch,
Restriktionsendonuklease: Psil. Das 390 bp groRe Amplifikat von CCN-51 (schwarz) wird
verdaut (217 bp, 174 bp; rot) und das des Arribas (gelb) nicht.

Ergebnisse der PCR-RFLP, Kakaoblatter, Restriktionsschnittstelle 17b, Arriba-spezifisch,
Restriktionsendonuklease: EcoRI. Das 390 bp grolRe Amplifikat von Arriba (schwarz) wird
verdaut (218 bp, 173 bp; gelb) und das des CCN-51 (rot) nicht.

Ergebnisse der PCR-RFLP, Kakaoblatter, Restriktionsschnittstelle 21, CCN-51-spezifisch,
Restriktionsendonuklease: Asel. Das 436 bp groRe Amplifikat von CCN-51 (schwarz) wird
verdaut (265 bp, 171 bp; rot) und das des Arribas (gelb) nicht.

Ergebnisse der PCR-RFLP, Detektion mittels CGE, Probe C3, BI., Restriktionsschnittstelle 21,
CCN-51-spezifisch, Restriktionsendonuklease: Asel. Das 436 bp grofle Amplifikat von CCN-51
wird verdaut (265 bp, 171 bp; rote Pfeile).*

Ergebnisse der PCR-RFLP, Detektion mittels CGE, Probe A3, BI., Restriktionsschnittstelle 21,
CCN-51-spezifisch, Restriktionsendonuklease: Asel. Das 436 bp grofRe Amplifikat von Arriba
(gelber Pfeil) wird nicht verdaut.*

Ergebnisse der PCR-RFLP, Kakaoblatter, Restriktionsschnittstelle 43, Arriba-spezifisch,
Restriktionsendonuklease: EcoRI. Das 440 bp grolRe Amplifikat von Arriba (schwarz) wird
verdaut (255 bp, 185 bp; gelb) und das des CCN-51 (rot) nicht.

Ergebnisse der PCR-RFLP, Kakaoblatter, Restriktionsschnittstelle 44, CCN-51-spezifisch,
Restriktionsendonuklease: EcoRV. Das 465 bp groRe Amplifikat von CCN-51 (schwarz) wird
verdaut (342 bp, 123 bp; rot) und das des Arribas (gelb) nicht.
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Ausschnitt aus den Sequenzen der Kakaoblattproben A1, Bl. und A2, Bl. im Vergleich zu C1, BI.
und A4, Bl. um die Positionen 33075 und 33080 herum (Restriktionsschnittstelle 17a/b). Die
Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen Psil, TTATAA (CCN-51-spezifisch) und
EcoRl, GAATTC (Arriba-spezifisch) sind gelb hervorgehoben, der SNP ist rot markiert.
Bestimmung der Nachweisgrenze mittels CGE, Restriktionsschnittstelle 21, Asel, ATTAAT.
CCN-51-Gehalt: 1 %, Arriba-Gehalt: 99 %.Bei diesem Mischungsverhaltnis wurde ein
Flachenverhaltnis Flache 171 bp und 265 bp =1 % und Flache 436 bp = 99 % erwartet.
Mischungen von A: PCR-Produkten, B: DNA-Isolaten und C: fein gemahlenen Kakaobohnen der
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Zusammenfassung

Der ecuadorianische Edelkakao Arriba wird vermutlich mit dem Konsumkakao CCN-51 gestreckt. Um
die Reinheit edler Kakaoprodukte zu sichern, sind Methoden zur Differenzierung der beiden

Kakaosorten notwendig. Im Rahmen dieser Arbeit wurden diese DNA-basiert entwickelt.

In der plastiddaren DNA wird ein héherer Grad an Variabilitat vermutet als im nukledren Genom. Ein
Sequenzunterschied zwischen beiden Kakaosorten wurde daher im Chloroplastengenom gesucht.
Dazu wurden umfangreiche Sequenzierungsarbeiten kompletter plastidarer Genome durchgefihrt.
Diese erfolgten mithilfe der von Kane et al., 2012 publizierten Methode low coverage whole genome
shotgun sequencing, wodurch eine aufwendige lIsolierung der Chloroplasten von den restlichen
Zellbestandteilen entfiel. Nach einem Vergleich der Sequenzen beider Kakaosorten konnten Single
Nucleotide Polymorphisms festgestellt werden. Basierend auf finf SNPs wurden sechs PCR-RFLP-

Methoden zur Unterscheidung der Sorten Arriba und CCN-51 entwickelt.

Eine Sequenzierung der Inverted-Repeat-Region der beiden Kakaosorten entsprechend Dhingra et al.,
2005 ergab eine unterschiedliche Wiederholung der flinfbasigen Sequenz (TAAAG),. Eine Methode zur
Differenzierung der beiden Kakaosorten bestand in einer Universal-PCR: Es ergeben sich Amplifikate
verschiedener GroRe fur die Sorten CCN-51 (n=14) und Arriba (n=6), die mittels

Agarosegelelektrophorese, Kapillargelelektrophorese oder dHPLC detektiert werden.

Mithilfe der entwickelten Verfahren wurde nachgewiesen, dass die als Probenmaterial dienenden
Kakaobohnen teilweise bereits Mischungen beider Sorten waren. Der Verdacht, die Sorte Arriba wirde

mit CCN-51 gestreckt werden, wurde somit bestatigt.

Beim CCN-51-Blattprobenpool traten Ausnahmen auf. Da es sich bei diesem Organismus um einen
Klon handelt, sollten keine Sequenzunterschiede zu beobachten sein, wie es bei der Sorte Arriba, die
sich sexuell reproduziert, vorkommen kann. Der Verdacht lag nahe, dass es innerhalb der Sorte CCN-

51 mehrere Typen gibt. Mittels einer Mikrosatellitenanalyse wurde dieser Verdacht bestatigt.
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Abstract

The Ecuadorian fine cocoa type Arriba is presumed to be commonly adulterated with CCN-51, a bulk
cocoa type. In order to ensure the purity of fine cocoa products from Ecuador, analytical methods for
differentiation of the two are needed. In this project, DNA-based methods were developed and tested

using leaf samples and cocoa bean samples.

The plastid genome is assumed to be more variable than the nucleic genome of cocoa plants.
Therefore, sequence variations in the plastid DNA were examined and extensive sequencing of the
plastid genomes of both cocoa types was performed using low coverage whole genome shotgun
sequencing. Unlike other methods, this method does not necessitate time-consuming isolation of the
chloroplasts or a separation of the plastid DNA from other cell components (such as the nucleus or
mitochondria). The comparison of the sequenced genomes returned only single nucleotide
polymorphisms (SNPs). Using five SNPs, six PCR-RFLP methods for differentiation of the two cocoa

types were developed.

Additional sequencing of the plastid inverted repeat region revealed a difference in repeats of the five
base sequence (TAAAG),. Most Arriba samples possessed six repeats of the sequence, while most CCN-
51 possessed fourteen repeats. This allowed the differentiation of the two cocoa types using PCR with
universal primers and DNA fragment length analysis. Fragments were analyzed using agarose gel

electrophoresis, capillary gel electrophoresis, or dHPLC.

Amongst the CCN-51 leaf samples analyzed, some showed deviating results in the (TAAAG), fragment
analysis. These should not occur as CCN-51 is a clone, unlike Arriba, which reproduces sexually. This
suggests that there are several different subtypes of CCN-51. Microsatellite analysis of the samples in

question confirmed this suspicion.

Application of the developed methods to cocoa bean samples showed that some of the sample
material contained mixtures of both cocoa types. This confirmed the initial suspicion that Arriba cocoa
is adulterated with CCN-51 cocoa.
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1 Einleitung

Schokolade und andere Kakaoprodukte sind vor allem in Europa und USA beliebte Lebensmittel. Die
Deklaration und Verpackungsgestaltung vieler Erzeugnisse versprechen eine hohe Qualitat (z. B.
hinsichtlich eines hohen Kakaogehalts oder einer bestimmten Edelkakaosorte), wie es haufig auch bei
Wein und Kaffee der Fall ist. Die Nachfrage auf Seiten des Verbrauchers nimmt seit einigen Jahren zu
und er ist zunehmend bereit, flr entsprechende Produkte einen hoéheren Preis zu zahlen. Als ein
entscheidendes Qualitdtsmerkmal wird auf den Kakaoprodukten haufig auf den Ursprungsort des
verarbeiteten Rohmaterials hingewiesen. Der Anbauort des Kakaos spielt demnach fiir die Qualitat und
letztlich auch flr den Preis eine grofRe Rolle. Der steigende Konsum von edlen Kakaosorten muss dabei
entsprechend mit einer erhéhten Produktionsmenge an Edelkakaosorten einhergehen. Der Anteil liegt
aktuell (Stand 2014) bei etwa 5 % der gesamten Kakaoproduktion (1).

Mit einem Produktionsvolumen von 50 % der Gesamtedelkakaoproduktion ist die Sorte Arriba die
bedeutendste unter den Edelkakaosorten (2). Arriba hat ein intensives Aroma und wird ausschlief3lich
in Ecuador kultiviert. Seit den 70er-Jahren wird hier auch der Klon CCN-51 angebaut, der den
Konsumkakaosorten zuzuordnen ist. Die Vorteile dieser Sorte sind neben einer hoheren Robustheit
und Resistenz beim Anbau geringere Verluste bei der Ernte (3), (4), (5). Dies bedeutet eine groRere
Sicherheit beim Anbau fir die ecuadorianischen Kakaobauern, was eine vermehrte Produktion der
Kakaosorte CCN-51 in Ecuador nach sich zieht. So hat sich der Anteil an CCN-51 an der gesamten
Kakaomenge zwischen den Jahren 2003 und 2005 verfinffacht (5). Hier wird die Diskrepanz zwischen
einem vermehrten Anbau der Kakaosorte CCN-51 und der steigenden Nachfrage des Verbrauchers

nach edlen Kakaoprodukten deutlich.

Kakao verarbeitende Hersteller vermuten die Vermischung beider Kakaosorten. Wird ein Gemisch der
beiden Kakaosorten als reiner Arriba-Kakao gehandelt, wird ein hoherer Preis flr ein minderwertiges
Produkt erzielt. Neben dieser von vor allem Kakaobauern und —handlern beabsichtigten und dadurch
trigerischen Vermischung kann es zu einer ungewollten kommen, wenn beide Kakaosorten parallel an
denselben Statten weiterverarbeitet werden. Um die Reinheit der Sorte Arriba zu sichern, mussen der
Edel- und der Konsumkakao aus Ecuador analytisch voneinander unterschieden werden koénnen.
Anerkannte Methoden zur Unterscheidung beider Organismen existieren bislang jedoch nicht. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden daher DNA-basierte Methoden erarbeitet, die der

Authentizitatsiberprifung der ecuadorianischen Edelkakaosorte Arriba dienen.



2 Grundlagen
2.1 Kakao

2.1.1 Botanische Einordnung, Morphologie und Sorten von Theobroma
cacao

Botanik, Morphologie und Anbau

Der Kakaobaum Theobroma cacao (T.c.) zaéhlt zur Familie der Sterculiaceae und zur Gattung
Theobroma, die etwa 20 Arten umfasst (6). Theobroma-Sorten wie T. grandiflorum und T. bicolor
werden genau wie T. cacao bei der Herstellung von Kakaoprodukten eingesetzt. 7. cacao hat dabei

allerdings die grofite wirtschaftliche Relevanz (7).

Seine Urspriinge hat der Kakaobaum in den Tropen Sidamerikas, im Tiefland des Amazonas (8).
Weitere Verbreitungsgebiete sind die NordkUsten Sid- sowie Mittelamerikas. Der heutige Kakaoanbau
erstreckt sich jedoch Uber den gesamten Tropenbereich von Amerika (v. a. Ecuador und Brasilien),
Asien (v.a. Indonesien und Papua-Neuguinea) sowie Afrika (v.a. Elfenbeinkliste, Ghana, Nigeria,

Kamerun), siehe Abbildung 2.1.

Abbildung 2.1: Anbaugebiete von Theobroma cacao.

Der in tropischen und subtropischen Gebieten beheimatete Kakaobaum bendtigt eine optimale
Jahresdurchschnittstemperatur von 25 bis 28 °C (9), eine Niederschlagsmenge von etwa 1 500 bis

2 000 mm und eine Luftfeuchtigkeit von 80 bis 90 %. Die Bdden sollten locker sowie humus- und
nahrstoffreich sein. AuRerhalb des Gebietes zwischen 20 ° nordlicher und 20 ° stdlicher Breite tragt

der Kakaobaum keine Friichte (10).
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Der Baum zahlt mit einer Hohe von 15 m im tropischen Regenwald zu den kleineren Baumen. Er
befindet sich in den unteren Baumschichten, wo er im Schatten wdachst. Beim Kakaoanbau wird der
Baum auf etwa 4 bis 5 m gestutzt, wodurch die Ernte erleichtert und héhere Ernteertrage erzielt
werden (11). Der Kakaobaum besitzt einen etwa 20 bis 30 cm breiten, runden und mit hellen Flecken
bedeckten Stamm (10). Die Blatter des Baums sind immergriin, haben eine ovale Form und eine

Blattader mit einer Ladnge von maximal 35 cm (siehe Abbildung 2.2) (12).

Abbildung 2.2: Kakaoblatter.

Die Bliten des Kakaobaums sind flinfzahlig und wachsen direkt am Stamm. Die Befruchtung der Bluten
erfolgt natirlich (durch Insekten) oder per Hand — durch den Einsatz von Federn oder Pinseln. Aus nur
5 % der bestaubten Bluten entstehen Kakaofrichte (10) mit einer GroRe von etwa 15 bis 20 cm und
einem Gewicht von ungefahr 500 g (11). Die Friichte sind zunachst griin und farben sich im Laufe der
Reifung z. B. in Abhangigkeit vom Standort oder der Sorte gelb, orange oder rotbraun (siehe Abbildung
2.3).
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Abbildung 2.3: Kakaofrichte von Arriba (links) und CCN-51 (rechts).

Das Innere der Kakaofrucht bildet die Pulpa, aus der siRer Saft mit einem leichten Kakaoaroma
gewonnen wird. In dieser weiRlichen und schleimigen Masse sind etwa 20 bis 60 meist violett gefarbte
Samen —die Kakaobohnen — enthalten. Aus den etwa 2 bis 4 cm langen Bohnen werden bei der
Kakaoherstellung verschiedene Kakaoprodukte gewonnen. Die Abbildung 2.4 zeigt eine gedffnete
Kakaofrucht.

Abbildung 2.4: Offnung einer frisch gepfliickten Kakaofrucht. Nach dem Zerschlagen der Schale wird die Pulpa
sichtbar, die die Kakaobohnen umschlief3t.

Der Kakaobaum tragt nach zwei bis sechs Jahren erstmals Friichte. Da er eine immergrine Pflanze ist,
wachsen Bliten und Friichte zur selben Zeit. Bei einer natlrlichen Befruchtung betragt der jahrliche
Ertrag eines Kakaobaums 300 bis 1 000 Friichte. Bei einer kiinstlichen Befruchtung ist mit einer Ernte

von etwa 3 500 Friichten zu rechnen (10).

Sdd- und mittelamerikanische Kakaosorten: Criollo und Forastero

Die generelle Unterscheidung in die zwei Varietdten Criollo (span.: Hispanoamerikaner, Kreole,
Einheimischer) und Forastero (span.: Fremder, Fremdling, Ankdmmling) stammt aus Venezuela, wo
man dadurch die einheimischen von den fremden Sorten der Nachbarstaaten abgrenzen wollte. Criollo
und Forastero wurden dabei als Unterarten der Gattung T. cacao mit verschiedenen Ursprungsorten

gewertet: In Mittelamerika soll sich der Criollo-Kakao und in Sidamerika der Forastero-Kakao

4
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entwickelt haben. Arbeiten zum Genom weisen allerdings darauf hin, dass sich der einzige
Ursprungsort des Kakaobaums wahrscheinlich in Stidamerika befindet. Von hier aus wurden in
prakolumbianischer Zeit einzelne Pflanzen nach Mittelamerika und Mexiko gebracht. Da sich die
beiden Sorten Criollo und Forastero fruchtbar miteinander kreuzen lassen, werden beide der Art T.
cacao zugeordnet (6), (13), (14), (15).

Die grobe Gliederung von Kakao in Criollo und Forastero geht auf Cheesman, 1944 zurick und erfolgt
auf Grundlage der Fruchtform und der Samenfarbe (16). Die Sorte Criollo besitzt langliche und spitz
zulaufende Frichte mit rauer Oberflache sowie grofRe, runde und farblose oder schwach violett
gefarbte Samen (17), (18). Die Friichte des Forastero-Kakaos sind breiter, groRer und ihre Oberflache
ist glatt, wahrend die Samen groRer und dunkelviolett gefédrbt sind. Die edlere Sorte ist der Criollo. Sein
Fruchtfleisch besitzt einen hdheren Zuckergehalt als die Forastero-Sorten und das Aroma der
Kakaobohnen des Criollos ist milder, blumiger und fruchtiger. Der Ertrag der Kakaosorte Criollo ist
hingegen relativ gering und sie zeigt Anfdlligkeiten gegenlber Krankheiten (z. B. Schwarzfaule,
Hexenbesen) und Schadlingen. Der Forastero-Kakao liefert zwar hdhere Ertrage als der Criollo-Kakao,
weist allerdings in seinen Friichten einen geringeren Koffein- und einen hoheren Polyphenolgehalt auf.

Daraus resultiert eine weniger aromatische und eher bittere Note (10), (18), (19), (8).

Allgemein werden neuere Sorten wie IMC-67 oder Scavina 6 zum Forastero gezadhlt. Der Anteil dieser
Sorten an der weltweiten Kakaoernte betragt etwa 80 %. Die Kultivierung begann im 17. Jahrhundert
und umfasst die meistverbreiteten Sorten (10), (18), (20). Weitere Unterteilungen des Forastero-

Kakaos erfolgen entsprechend der Herkunft als Lower und Upper Amazonas Forastero (21).

Der Hybrid-Kakao Trinitario ist aus den beiden Kakaosorten Criollo und Forastero hervorgegangen und

soll die edlen Aromaeigenschaften des Criollos mit der Robustheit des Forasteros vereinen (20).

Der Arriba-Kakao aus Ecuador —auch Nacional-Kakao — spielt unter den Forastero-Kakaosorten eine
besondere Rolle: Aufgrund seines blumigen Aromas zahlt er zu den Edelkakaosorten, denen eigentlich
nur der Criollo-Kakao zugeordnet wird (22). Zusatzlich sind Ziichtungen zu nennen, die sich durch eine
héhere Resistenz gegen Krankheiten und bessere Anbaueigenschaften auszeichnen. Die Kultivierung
dieser Sorten erfolgt in groRerer Dichte, wodurch der Ernteertrag pro Flache gesteigert wird. Zu
solchen Zichtungen ist der Klon CCN-51 zu zédhlen, der neben dem Arriba-Kakao in Ecuador angebaut
wird (5).
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Edel- und Konsumkakao

Die Zuordnung nach Anbaugebieten bzw. -landern ist aufgrund der jahrhundertelangen Kreuzung der
verschiedenen Kakaosorten eindeutiger als die in Criollo und Forastero. Die Unterteilung in Edel- und
Konsumkakao geht mit dieser Unterteilung einher. Konsumkakaosorten werden tberwiegend an der
Elfenbeinkiste sowie in Ghana, Nigeria, Kamerun, Indonesien und im Bundesstaat Bahia (Brasilien)
kultiviert (23). Die edlen Kakaosorten (24) werden vor allem in Ecuador, Venezuela, Jamaika, Trinidad
und Tobago, sowie auf Java und Samoa angebaut (10). Neben der Herkunft sind fir die Unterteilung
in Edel- und Konsumkakao die Aromaeigenschaften einer Kakaosorte entscheidend. Ein Edelkakao hat
ein fruchtigeres und blumigeres Aroma bei einer geringeren Sdure- und Bitternote als ein
Konsumkakao. Eine eindeutige Markersubstanz, die nur im Aromaprofil der einen oder anderen Sorte

vorkommt, gibt es allerdings nicht.

Die Verbreitung von Kakao

Die kulturelle Bedeutung des Kakaos lasst sich auf die Olmeken, Mayas und Azteken zurlckfihren. Die
Kultur der Olmeken bestand zwischen 1 500 und 400 v. Chr. im heutigen Mexiko. Bei Ausgrabungen
wurden Rickstdnde von Kakao in GefdRen gefunden. Die Domestikation und Zlchtung des Kakaos
entwickelten sich mit den Mayas, deren Kultur etwa 1 800 v. Chr. entstand. Sie fanden zahlreiche
Verwendungen fir den Kakao: als Heilmittel zur Desinfektion von Wunden, als Lebensmittel in Form
von Brei oder als berauschendes Getrank aus dem Kakaopulver, Gewlrzen und dem Fruchtmus. Durch
die Einwanderung der Azteken in die Gebiete der Mayas etablierte sich Kakao als Zahlungs- und
Handlungsmittel insbesondere in Form von Tributzahlungen der unterdrickten Volker an die Azteken.

In dieser Epoche kam es erstmals zur Falschung von Kakaobohnen (8), (10).

Der Kakao gelangte etwa im 16. Jahrhundert durch den spanischen Eroberer Hernan Cortez nach
Europa und bereits im 17. Jahrhundert wurde flUssige Schokolade (Kakao geldst in heilem Wasser
oder heiller Milch) zu einem beliebten Getrank des européischen Adels (10), (12), (25), (26). In den
birgerlichen Schichten war das kakaohaltige Getrank seit Mitte des 18. Jahrhunderts v. a. seit der
Offnung von Kaffeehdusern und Schokoladenstuben verbreitet. Die steigende Nachfrage nach Kakao
wurde durch die Pflanzung groRerer Kakaoplantagen in Mittel- und Sidamerika gedeckt. Ein Grofteil
der Ware wurde aus den Landern Venezuela, Ecuador und Brasilien nach Europa importiert. Um der
stetig wachsenden Nachfrage gerecht zu werden, wurde Kakao ab etwa Ende des 19. Jahrhunderts
auch in Afrika angebaut. Durch die vermehrte Produktion konnte der Kakaopreis gesenkt werden,
sodass sich der Konsum ab dann in allen gesellschaftlichen Schichten ausbreitete. Zu dieser Zeit wurde
die Qualitatskontrolle relevant. So wurde 1850 ein Ausschuss zur Analyse von Lebensmitteln

gegrindet, der sich u.a. mit der Vermengung des Kakaos mit anderen Stoffen, z.B. Starke,
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beschaftigte. Durch die Einfihrung einer ,Richtlinie Uber die Inhaltsstoffe von Schokolade® im Jahr
1905 konnte die Streckung des Kakaos eingedammt werden (10), bis 1933 die erste Fassung der

Verordnung Uber Kakao und Kakaoerzeugnisse (27) folgte.

2.1.2 Kakaoverarbeitung

Die Ernte ist der erste Schritt zur Gewinnung von Kakao und ihr Zeitpunkt ist entscheidend: Wird die
Frucht zu frih geerntet, entsteht nicht das gewlinschte Aroma, da aufgrund des zu geringen
Zuckergehalts die Maillard-Reaktion in den darauffolgenden Schritten nicht in ausreichendem Male
stattfindet. Die alkoholische Garung kann dann —ebenfalls durch den zu geringen Zuckergehalt
bedingt — nicht vollstdndig ablaufen. Werden hingegen zu reife Friichte weiterverarbeitet, werden
durch bereits ausgekeimte Samen Fehlaromen gebildet und es kann zu einem Schimmelbefall kommen
(10). In Abhangigkeit von der Sorte erfolgt die erstmalige Ernte der Kakaofriichte zwei bis sechs Jahre
nach dem Pflanzen der Baume. Zweimal jahrlich wird wahrend der Neben- und Haupterntezeit
geerntet. In Mexiko finden die Ernten bspw. im Marz und April (28), in Ecuador im Februar und Mai
(10) und in Brasilien im Februar und Juli statt. Bei der Ernte werden die direkt am Stamm wachsenden

Frichte mit Macheten vom Baum abgeschlagen (siehe Abbildung 2.5) (12).

Abbildung 2.5: Ernte der Kakaofrichte.

Im Anschluss werden die Kakaofrichte gedffnet und die Pulpa wird mit den Samen z. B. auf

Bananenblattern zur Trocknung und vor allem Fermentation ausgebreitet.
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Die Fermentation ist entscheidend fir die Bildung typischer Aromastoffe und der charakteristischen
Farbung der Bohnen. Durch die Hydrolyse von Proteinen und Peptiden entstehen freie Aminosauren,
die Aromavorstufen bilden (28). Sie reagieren mit nichtreduzierenden Zuckern aus den Bohnen und
der Pulpa zu Aromastoffen durch die Maillard- und Strecker-Reaktion sowie deren Folgereaktionen bei
der sich anschlieBenden anaeroben Fermentation (29). Parallel dazu lauft in der zuckerhaltigen Pulpa
eine alkoholische Garung ab, wodurch es zu einem Temperaturanstieg auf bis zu 50 °C kommt (10).
Durch den Prozess der Garung wird der vorhandene Sauerstoff schnell verbraucht und der restliche
Zucker sowie Ethanol werden zu Essigsdure abgebaut. Der dadurch bedingte Abfall des pH-Werts in
den Kakaobohnen bewirkt, dass die einsetzende Keimung aufgehalten wird (12). Durch diese

chemischen Prozesse wird die Pulpa verflUssigt und flieRt als Garsaft ab (siehe Abbildung 2.6) (28).

Abbildung 2.6: Fermentation der Kakaobohnen, wobei die Pulpa
abflieBt.

Die Fermentation unterscheidet sich in Abhangigkeit von der Region sowie der eingesetzten Menge an
Kakaobohnen. Kleinere Mengen an Bohnen werden gehauft und abgedeckt, wobei sich die Hitze im
Haufeninneren bildet. GroRere Mengen missen gewendet und beliiftet werden. Ein Beispiel fur die
Fermentation ist die Boxmethode: Die Bohnen werden in Kisten mit an den Seiten und im Boden
befindlichen Léchern gelagert, durch welche die Pulpa abflieRt. Hierbei findet eine gleichmalige
Belliftung statt. Die Fermentationsdauer variiert von Sorte zu Sorte von finf bis zehn Tagen. Dabei

benotigt die Edelkakaosorte Arriba mit 24 h eine sehr kurze Dauer zur Entwicklung ihres Aromas (10).

Der néachste Schritt ist die Trocknung des Materials: Der Wassergehalt wird zur Erhohung der
Lagerstabilitdt von 60 % auf etwa 6 bis 8 % reduziert. Die traditionelle Trocknung in der Sonne bei 50 °C
(10) dauert durchschnittlich sechs bis 14 Tage (17). Durch die Sonneneinstrahlung kann das
Kakaoaroma optimiert werden (10), (28) und die enzymatische Braunung der Kakaobohnen wird
fortgefihrt (30). Um die Trocknung des Bohnenmaterials zu verkirzen, findet sie teilweise auch in

elektrischen Trocknungsanlagen oder Gas- und Holzofen statt. Eine Verdnderung des Aromas ist
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hierbei wahrscheinlich (10). Die Bohnen sind nach dem Trocknen auf etwa 50 % ihres urspriinglichen
Ausmalies geschrumpft. Sie werden als Rohkakao in Sacke verpackt und in schokoladenproduzierende
Lander —v.a. in Nordamerika und Europa— exportiert. Dort erfolgt meistens auch die weitere

Verarbeitung der Kakaobohnen nach der Réstung zur -masse (12).

Bei der Rostung werden eine Intensivierung des Aromas sowie die Farbung der Bohnen durch
enzymatische und thermische Prozesse erreicht. Die Schalen der Bohnen werden aulerdem hart und
sprode und lassen sich dadurch leichter ablésen (12). Durch diesen Vorgang wird eine weitere
Reduktion des Wassergehalts auf etwa 3% erreicht. Im Weiteren werden unerwinschte
Aromakomponenten wie Essigsdure und Essigsdureester eliminiert (28). Der Prozess wird in die
Trocknungs- sowie Rdstungsphase unterteilt (28). Im ersten Schritt werden die Bohnen 10 bis 20 min
auf ca. 90 °C und im zweiten Schritt etwa 10 min auf ca. 130 °C erhitzt. Dabei werden Darr- oder
Rostapparaturen eingesetzt, die kontinuierlich oder im Chargenverfahren arbeiten. Die Warme wird
durch beheizte Flachen oder indirekt durch stromende HeiRluft Gbertragen (31). Im Anschluss werden
die gerdsteten Kakaobohnen abgekihlt und den Brech- sowie Reinigungsanlagen zugeflhrt.
Schalenbestandteile und Keimwiurzelchen werden hierbei abgetrennt. AuRerdem werden die
Kakaobohnen so zerkleinert, dass sie in groRen Bruchstlicken mit einem geringen Staub- und

Feingutanteil — dem Kakaobruch — anfallen (28).

Der Kakaobruch (Nibs) wird anschlieSend in Mihlen mit rotierenden Metallscheiben zermahlen, wobei
die Kakaomasse entsteht (10). Letztere dient als Grundlage der Schokoladenherstellung oder wird in

Kakaopulver und -butter getrennt (10).

Zur Schokoladenherstellung wird die Kakaomasse mit den weiteren Grundzutaten Zucker und
Kakaobutter —bei  Milchschokolade  Milchpulver— vermengt. Dadurch entsteht die
Schokoladengrundmasse. Diese wird durch Walzen fein zerrieben und reift anschlieRend etwa 24 h bei
45 bis 50 °C aus. Es folgt der Conchierungsprozess, bei dem die Schokoladenmasse in Conchen,
spezielle Rihrwerke fir die Schokoladenherstellung, gerieben, gerihrt und geknetet wird. Dieser
Veredelungsprozess wird in drei Phasen unterteilt: Im ersten Schritt wird durch u. a. Erwarmung der
Wassergehalt gesenkt, ein Teil der unerwiinschten fliichtigen Bestandteile (v. a. Essigsdure) entfernt
und das Fett gleichmaRig verteilt. In der zweiten Phase wird die Schokoladenmasse durch Zugabe von
Kakaobutter verflUssigt und homogenisiert. Im letzten Schritt werden die Ubrigen Zutaten sowie das
emulgierende Lecithin hinzugefigt (10), (28). Aus dem folgenden Kristallisationsprozess geht eine
Schmelzmasse mit homogenem, feinkristallinem und warmestabilem Fettgefiige sowie guten

Schmelzeigenschaften und optimalem Oberflachenglanz hervor (28).
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2.1.3 Kakaoanbau und — wirtschaft (32)

Kakao wird im subtropischen sowie tropischen Gurtel dreier Kontinente produziert: Afrika, Asien und
Amerika (siehe 2.1.1). Afrika kultiviert dabei mit Abstand die gro8te Kakaomenge (siehe Abbildung 2.7).
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py SIS Rohkakaoanbau weltweit o
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gesamt
486,900 t '}
Erntejahr: 1. Oktober bis 30. September
Abbildung 2.7: Menge von produziertem Kakao in den drei Hauptanbaugebieten

im Zeitraum 2008/2009.

Mittel- und Stdamerika sind die amerikanischen Regionen, in denen Kakao produziert wird. In

Abbildung 2.8 sind die Erntem
dieser Region entfallen. Ecuad

auf Platz 7, wobei die Elfenbei

engen dargestellt, die im Zeitraum 2008/2009 auf die jeweiligen Lander
oristin diesem Raum Hauptproduzent und liegt im weltweiten Vergleich

nkiste den ersten Platz belegt.
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Abbildung 2.8:
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Kakaoproduktion der Anbaulander in der Karibik, Mittel- sowie

Stidamerika (2008/2009).
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Wahrend sich die Kakaoproduktion auf die in Abbildung 2.7 dargestellten Regionen beschrankt, findet
die Weiterverarbeitung des Rohkakaos Uberwiegend in den Landern statt, in denen Kakaoprodukte
konsumiert werden. Afrika ist bspw. der grofRte Kakaoproduzent und hat zugleich den geringsten Anteil
an der Verarbeitung von Rohkakao. Im Gegensatz dazu steht die Europaische Union gemeinsam mit
der Schweiz an der Spitze bei der Verarbeitung von Rohkakao (siehe Abbildung 2.9). Deutschland und
die Niederlande verwerten dabei die grofRiten Mengen (siehe Abbildung 2.10). Dennoch besteht der

Trend, dass die Weiterverarbeitung von Rohkakao immer mehr auch in den produzierenden Landern

stattfindet.

W A TR
'-;-; ). , Européische

Sonst. Europa

Union und ehemal.
. und Schweiz UdSSR
gesamt

1.357.000 t

Asien und
Ozeanien
gesamt

650.600 t

Karibik, Nord-
Mittel- und
Siidamerika
gesamt

772.600 t

Rohkakao-Verarbeitung weltweit
Angaben fir 2008/2009 gesamt = 3.489.400 Tonnen

B

Emtejahr: 1. Oktober bis 30. September
Abbildung 2.9: Verarbeitung an Rohkakao weltweit im Zeitraum 2008/2009.

Rohkakao-Verarbeitung
Europaische Union mit Schweiz
gesamt 1.357,0 t (Angaben fiir 2008/09 in 1.000 t)

v Erntejahr: i '
1. Oktober bis 30 September !

f !
Abbildung 2.10: Verarbe|tung an Rohkakao in Europa und in der Schweiz im
Zeitraum 2008/2009.
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Abbildung 2.11 zeigt die Rohkakaolieferanten von Deutschland. Der Hauptanteil wird von der
Elfenbeinkiste, einem der Hauptproduzenten von Konsumkakao, bezogen. Ecuador ist wiederum das
einzige edelkakaoproduzierende Land, aus dem Deutschland Rohkakao importiert. Die Menge von

verarbeitetem Edelkakao aus Ecuador ist mit einem Anteil von 6,2 % demnach gering (1).

Rohkakaolieferlander Deutschlands
Netto-Importe 2014 in 1.000 Tonnen mit jeweiligem Anteil am Gesamtimport
gesamt: 322.690 t (+6,5% zum Vorjahr 303.006 t) im Wert von 765,1 Mio. € (+20,4% zum Vorjahr 635,2 Mio. €)
Dominik. Rep.

5,1 (1,6%)
Uganda
7,0 (2,2%)
( Pert; \
74(2,3%
Guinea .—,_\

4,3 (1,3%)
Nigeria —1
18,0 (5,6%) I'—"_ \

Republik Kongo

3,5(1,1%) G
Ecuador .—l
20,1 (6,2%)
Liberia

3,2 (1,0%)

191,9 Cote d’Ivoire
(59,5%) (Elfenbeinkiiste)

- Ghana  Sonstige Lander
Wil aos 506 (157%) 11,6 (3,6%)

Abbildung 2.11: Rohkakaolieferanten von Deutschland, 2014.

2.1.4 Ecuador und die Kakaosorten Arriba und CCN-51

Die Sorte Arriba hat einen Anteil von mehr als 50 % am weltweiten Anbau von Edelkakao und ist somit
die wichtigste Edelkakaosorte (2). Das Land Ecuador, in dem diese Sorte angebaut wird, ist bei den
edelkakaoproduzierenden Landern in Abschnitt C des Internationalen Kakaoabkommens aufgefihrt.
Somit ist Ecuador fir die Edelkakaoproduktion essenziell (32), (1), (33), (3). Eine Ausweitung der
Kultivierung dieser Sorte auf andere Gebiete aullerhalb Ecuadors findet aufgrund der besonderen
klimatischen Bedingungen nicht statt (34), (35). Auch Deutschland bezieht den grofRten Anteil von
Edelkakao aus dieser Region (siehe 2.1.3). Die Sorte (siehe 2.1.2) stammt aus den Tieflandregionen
Ecuadors, die stromaufwarts am Fluss Guaya liegen (36). Das charakteristische Aroma der Sorte Arriba
ist durch eine geringe Bitterkeit und geringe Adstringenz gekennzeichnet (36), worin ihre Beliebtheit

beim Verbraucher sowie die steigende Nachfrage begriindet liegen.

Die Popularitat der Kakaosorte hat zur Folge, dass andere Sorten minderer Qualitdt unter der
Bezeichnung Arriba verkauft werden (36), wodurch die Einzigartigkeit dieser Edelkakaosorte
vermindert wird. Diese Tatsache sowie insbesondere die geringere Resistenz beim Anbau der Sorte

Arriba gegeniber anderen Kakaosorten flihren dazu, dass die ecuadorianischen Kakaobauern
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zunehmend ein Risiko in der Produktion dieser Edelkakaosorte sehen. Sie weichen daher auf den
Anbau anderer Sorten aus und konzentrieren sich dabei auf die Kakaosorte CCN-51, die ebenfalls in
Ecuador kultiviert wird (33), (32).

Der Klon CCN-51 wurde 1970 von Homer U. Castro in Ecuador gezlichtet und ist eine Kreuzung tber
Wourzelschnitte aus den Kakaosorten (IMC-67 x ICS-97) x Canelo (4). Die Bezeichnung CCN-51
(Colleccién Castro Naranjal 51) beinhaltet den Namen des Zichters sowie den Ort der Ziichtung neben

der Nummer in der Reihe der Ziichtungen (37).

Eine Frucht des CCN-51 enthélt meistens mehr als 50 Samen und ihr Fettgehalt ist hoher als der des
Arriba-Kakaos (38), (39). Doch insbesondere aufgrund des schwédcheren Aromas zahlt die Sorte CCN-
51 nicht zu den Edelkakaosorten. Die Sorte ist gleichwohl resistenter gegeniber kakaotypischen
Krankheiten wie Hexenbesenkrankheit oder Schwarzfdule und zeichnet sich durch eine hohe
Produktivitdt mit bis zu 2 t Bohnen/ ha jahrlich aus (3), (4). Die hohere Resistenz der Sorte gegentber
Krankheiten und Witterungsbedingungen stellt fir die ecuadorianischen Kakaobauern im Vergleich zur
Sorte Arriba einen Vorteil dar. Der Anbau des pflegeleichteren CCN-51-Kakaos bedeutet ein geringeres
Risiko als der des Arriba-Kakaos, da die Erntesicherheit sowie die -ertrdge bei Ersterem hdher sind. Es
wird geschéatzt, dass der Konsumkakao CCN-51 mittlerweile etwa 20 % der Kakaoanbauflache Ecuadors
einnimmt (3). Die Produktionsmenge von CCN-51 steigt, was der hohen Nachfrage des Verbrauchers

nach dem Edelkakao Arriba entgegensteht (siehe 1 Einleitung) (32).

Hersteller von Edelkakaoprodukten beflirchten die Vermischung beider Kakaosorten, woraus eine
verminderte Qualitat der Produkte resultieren wirde. Dies kdnnte einerseits aus wirtschaftlichen
Griinden erfolgen: Durch Streckung der edleren Sorte mit der kostenglinstigeren wird ein héherer
Gewinn erzielt. Andererseits kann die Vermengung auch unbewusst erfolgen: In Ecuador wird Kakao
meistens von Kleinbauern produziert, die ihre Ernte zu Sammelstellen bringen, wo die Fermentation
oder die Trocknung stattfinden. Werden beide Kakaosorten parallel verarbeitet, ist eine Mischung
nicht auszuschlielen (3). Um die Authentizitdit des Edelkakaos sicherzustellen, hat die
edelkakaoverarbeitende Industrie ein groRes Interesse an Methoden, um beide Sorten zu
differenzieren. Die Friichte sowie einzelne und noch nicht verarbeitete Kakaobohnen beider Sorten
kdnnen anhand ihrer GroRe und Form voneinander unterschieden werden (siehe Abbildungen 2.3 und
2.12). Mit steigendem Verarbeitungsgrad ist das umso weniger moglich. In einem Gemisch beider

Sorten —v. a. bei kleineren Anteilen einer Sorte — ist die Differenzierung jedoch unmoglich.
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Abbildung 2.12: Fermentierte und getrocknete Kakaobohnen von CCN-51 (links) und Arriba (rechts). Die
Frichte der beiden Sorten sind in Abbildung 2.3 dargestellt.

2.1.5 Rechtliche Einordnung von Edelkakaoprodukten

Die Grundlage zur rechtlichen Bewertung von Edelkakao und -produkten bildet die Verordnung tber
Kakao- und Schokoladenerzeugnisse (Kakaoverordnung, Richtlinie 2000/36/E) (27). Der Kommentar zu
dieser Verordnung gibt vor, dass die Herkunft das maligebliche Kriterium fir den Edelkakao ist. Die
edelkakaoexportierenden Staaten beschranken sich bis auf Indonesien und Madagaskar auf den sid-
und mittelamerikanischen Raum. Darliber hinaus sind dort Qualitdtshinweise aufgefiihrt. Demnach
mussen bei einer Edelschokolade mindestens 40 % der verarbeiteten Kakaomasse aus Edelkakao
bestehen (40). Das Interesse an Methoden zur Differenzierung von Edel- und Konsumkakao wird

ebenfalls erwéhnt.
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2.2 DNA

2.2.1 DNA als Analyt

Zur Authentizitatstiberprifung bieten sich alle drei Ebenen der Omics-Bereiche an: Genomics (DNA),

Proteomics (Proteine) und Metabolomics (Stoffwechselprodukte).

Die DNA ist individuell und fir jeden Organismus Uber alle Zellen hinweg in ihrer Sequenz identisch. Im
Gegensatz zu Proteinen und Stoffwechselprodukten ist sie im Rahmen der flr die Lebensmittelanalytik
relevanten Zeitskala von dufReren Einflussfaktoren unabhangig: Je weiter entfernt die Verwandtschaft
zweier Organismen ist, desto groRer sind die Abweichungen in ihrer Sequenz. Mit zunehmendem
Verwandtschaftsgrad — wie es z. B. bei den Sorten und Provenienzen derselben Art der Fall ist —
werden die Sequenzen ahnlicher. Trotzdem existieren hier weniger ausgepragte, aber dennoch
nachweisbare Differenzen (41), die fir die Entwicklung von DNA-basierten Methoden zur
Unterscheidung von Organismen genutzt werden kdénnen. Beispielhaft sind Einzelbasenaustausche

(SNP = single nucleotide polymorphism) zu nennen.

Neben ihrer hohen Spezifitat zeigt die DNA eine grolle Stabilitdt durch einheitliche physikalische und
chemische Eigenschaften. Die flr die Analytik notwendige Isolierung der DNA ist wenig komplex und
muss lediglich an die vorliegende Matrix angepasst werden. Trotz ihrer Bestandigkeit kann die DNA
durch duRere Einflisse geschadigt werden, die bei der Verarbeitung von Lebensmitteln oder der
Isolierung der DNA zu beachten sind. Befindet sich die DNA nicht mehr unter dem Schutz der intakten
pflanzlichen oder tierischen Zelle, fiihren z. B. Scherkrafte zur Beeintrdchtigung des Molekdls, v. a. zu
Fragmentierungen (42), (43). Ein zu saurer pH-Wert fihrt zu einer irreversiblen Schadigung in Form
von Hydrolyse. Ein zu basisches Medium bewirkt eine reversible Denaturierung zu Einzelstrangen.
Weitere Veranderungen der DNA —v. a. in Form von Denaturierung — werden durch thermische

Einflisse, Nukleasen, ionisierende oder UV-Strahlung sowie durch Oxidation ausgelost (44).

In einer pflanzlichen Zelle treten verschiedene Formen der DNA auf: die nukledre DNA (Kerngenom)
mit der rDNA, die mitochondriale DNA sowie die plastiddre DNA (cpDNA oder
Chloroplastengenom/cpGenom). Diese Arbeit konzentrierte sich auf das Kern- sowie das cpGenom. Da
jedoch eine hohere Variabilitdat im cpGenom vermutet wurde, liegt der Fokus auf diesem Genom.

Arbeiten zur rDNA sowie zur mitochondrialen DNA spielten eine untergeordnete Rolle.
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2.2.2 Plastidare DNA

Chloroplasten sind die charakteristischen Organellen von phototrophen Eukaryoten. Sie sind der Ort
der Photosynthese und fir die grine Farbung von Pflanzen verantwortlich. So finden in den
Chloroplasten die Reduktion des atmospharischen Kohlenstoffdioxids sowie die Synthese der
Kohlenhydrate statt (41). Sie zahlen zu den Plastiden (45) und kommen ausschlieBlich in Pflanzen vor
(46). Plastiden bestehen grundsatzlich aus einer Hille aus zwei Elementarmembranen sowie einem

Membransystem — den Thylakoiden.

Chloroplasten sind linsen- bis kugelférmig und haben einen Durchmesser von 4 bis 10 um (47). Ein
Blatt verfligt Gber etwa 500 000 Chloroplasten pro 1 mm? Blattmaterial. Mit der Alterung sowie der
Grole des Blattes sinkt jedoch die Chloroplastendichte (41). Neben den Chloroplasten befinden sich
Starkekorner, die als Energiespeicher wahrend der Photosynthese gebildet werden (48). Eine
photosynthetisch aktive Zelle kann mehr als 100 Chloroplasten enthalten (47), wobei es in den Zellen
von T. cacao durchschnittlich nur drei sind (49), (50). Die Vererbung des Chloroplastengenoms erfolgt

maternal (51).

Die Entstehung der Chloroplasten geht auf die Endosymbiontentheorie zurtick. Hiernach haben sich
eukaryotische Zellen die Chloroplasten — genau wie die Mitochondrien —in Form von Bakterien durch
Phagozytose einverleibt. Partikel wurden vom Zytoplasma umflossen und in einer Nahrungsvakuole
eingeschlossen. Die eukaryotische Zelle hat den Endosymbionten nicht verdaut, um sich seine
Fahigkeiten anzueignen (52). Hierzu zadhlen: die Vermehrung durch Teilung, die doppelte
Membranhille sowie die zirkuldre DNA. Letztere weist hohe repetitive Sequenzbereiche auf und liegt
nicht an Histone gebunden vor. Auf Basis der Endosymbiontentheorie stellen Chloroplasten

semiautonome Organellen mit einer eigenen DNA dar: dem cpGenom (48), (53).
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In einem Chloroplast befinden sich die circularen DNA-Moleklle zwischen den Thylakoiden. Die
plastiddre DNA ist ein ringférmiges sowie doppelstrangiges Molekil und kommt in mehrfacher Kopie
vor. Das heildt, in einem Chloroplasten liegen etwa 70 Kopien der DNA vor (siehe auch 4.4.2). Die
durchschnittliche GroRe dieses Multicopy-Molekiils betragt 120 bis 200 kbp (54). Da die Evolution der
Chloroplasten sehr langsam verlauft, sind Veranderungen in der Sequenz bei sortenidentischen
Pflanzen sehr gering. So ist die cpDNA ein- und derselben Sorte Uber einen langen Zeitraum hinweg

konstant und die intra-Spezies-spezifischen Unterschiede gering (55), (56), (57), (58), (59).

Die Struktur der cpDNA ist generell in vier Regionen gegliedert (60). Die zwei umgekehrten
Wiederholungsregionen bzw. Inverted-Repeat-Regionen (IRR) IRa und IR b liegen zwischen einem
Small-Single-Copy-Bereich (SSC-Bereich) sowie einem Large-Single-Copy-Bereich (LSC-Bereich) (siehe
Abbildung 2.14). Bei héheren Pflanzen entstehen Abweichungen im cpGenom lberwiegend durch

unterschiedliche Basenpaarlangen in der IRR. Die GroRe der IRR betragt meistens 150 kbp bis 170 kbp.

In Abbildung 2.14 ist das cpGenom von T. cacao abgebildet. Nach Jansen et al., 2010 hat es eine GroRe
von 160 604 bp (61). Es ist etwa 2 000 Mal kleiner als das nukledre Genom, das eine GréRe von etwa
330 000 000 bp aufweist (siehe 2.2.3) (50).

Theobroma
cacao

160,604 bp

Abbildung 2.14: Schematische Darstellung der
cpDNA von Theobroma cacao.

Das cpGenom kodiert etwa 100 Proteine, die Uberwiegend flr die Photosynthese bendtigt werden.
Weitere flr den Photosyntheseapparat notwendige Proteine werden im nukledaren Genom kodiert
(41).
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2.2.3 Sequenzen der Genome von T. cacao

Um auf Sequenzunterschieden basierende Methoden zur Sortendifferenzierung zu entwickeln,
missen die Sequenzen der Organismen bekannt sein. Daher sind umfangreiche
Sequenzierungsarbeiten notwendig oder es wird auf bereits publizierte Genomsequenzen
zurtickgegriffen. Sowohl das nukledre als auch plastidére Genom einiger Sorten von T. cacao wurden
bereits veréffentlicht. Die Sorte CCN-51 zahlt nicht dazu.

Kane et al., 2012 ist es mit der speziellen Technik low coverage whole genome shotgun sequencing
(siehe 2.3.7) gelungen, von folgenden zehn Sorten die plastiddaren Genome zu sequenzieren: Criollo-
22 (JQ2283679), Amelonado (JQ2283680), ICS-01 (JQ2283681), Scavina-6 (JQ2283682), ICS-06
(JQ2283683), EET-64 (JQ2283684), Stahel (JQ2283685), Pentagonum (JQ2283686), [CS-39
(JQ2283687) und Theobroma grandiflorum (JQ2283688) (55). Jansen et al., 2010 (61) sowie Sveinsson
et al, 2010 haben ebenfalls das cpGenom entschlisselt, das unter den Accession-Nummern
HQ336404 sowie HQ244500 registriert ist.

Das nukledre Genom ist ebenfalls zugdnglich. Im Rahmen einer Kooperation des
Schokoladenherstellers  Mars  Inc., der  Forschungsabteilung des  US-amerikanischen
Landwirtschaftsministeriums sowie des Computerkonzerns IBM wurden im Jahr 2010 92 % des
nukledren Genoms der Kakaosorte Matina 1-6 sequenziert (62), (63). Argout et al., 2010 haben das
nukledre Genom der Sorte Criollo entschlisselt (64). Das Team um Mars Inc.,, 2010 hat einen
Konsumkakao und das Team um Argout et al., 2010 einen Edelkakao als Probenmaterial eingesetzt.
Daher ist der Vergleich der beiden Kerngenome im Rahmen dieser Arbeit relevant (siehe 4.3). Beide
Sequenzen sind im Internet zuganglich: www.cacaogenomedb.org (65) und www.cocoagendb.cirad.fr
(66).
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2.3 Methoden

Die Methoden sind in drei Schwerpunkte untergliedert: erstens die Isolierung der DNA sowie die
Charakterisierung der erhaltenen Isolate, zweitens die angewendeten Methoden sowie drittens die

Vorgehensweise der Sequenzierung.

2.3.1 DNA-Isolierung und Charakterisierung der Isolate

Die in dieser Arbeit angewendete Isolierung der DNA wird der vorliegenden Matrix angepasst und ist
in drei Arbeitsschritte unterteilt: Aufschluss der Zelle, Trennung der DNA von unerwlnschten

Zellbestandteilen und Reinigung sowie ggf. Konzentrierung der DNA.

Molekile mit einem hohen Molekulargewicht, wie die DNA, kdnnen durch den Aufschluss der Zellwand
besser extrahiert werden. Daher wird im ersten Schritt die pflanzliche Zellwand zerstort, die wesentlich
robuster als die Membran tierischer Zellen ist. Der Aufschluss pflanzlicher Zellwdnde bedarf einer
mechanischen Behandlung (67), (68). Bei Blattmaterial kann vorher eine Zerkleinerung mittels Mérser
unter flussigem Stickstoff erfolgen. Die Zellwand kann zusatzlich auch thermisch oder chemisch
aufgebrochen werden. Dazu wird ein Extraktionspuffer eingesetzt, der den pH-Wert konstant halt, das
Gewebe aufschlielfit und DNA-gebundene Proteine abbaut. Zusatzlich werden Enzyme inhibiert, die
durch den Aufschluss der Zellwand freigesetzt werden und die DNA abbauen. Komponenten dieses
Puffers sind grenzflachenaktive Substanzen wie die Tenside Natriumlaurylsulfat (SDS),

Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) oder Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris).

Im folgenden Schritt werden die Ubrigen Zellbestandteile entfernt. Dabei werden organische
Losungsmittel, bspw. Chloroform, eingesetzt. Sie denaturieren und fallen Proteine und |6sen Lipide.
Da die DNA wasserldslich ist, verbleibt sie in der wassrigen Phase und wird nicht mit den anderen
Bestandteilen abgetrennt (69). Proteine und Polysaccharide werden durch das im Extraktionspuffer
enthaltene CTAB komplexiert und mittels Zentrifugation abgetrennt. Die DNA verbleibt hierbei wegen
der hohen Salzkonzentration in Ldsung. Mitunter werden auch Enzyme wie Proteasen und Amylasen
eingesetzt. Durch Zugabe eines Alkohols, wie Isopropanol, wird die DNA gefallt. Der Alkohol wirkt auf

die Hydrathulle ein und verursacht eine Abnahme der Loslichkeit.

Eine weitere Fallungsmethode basiert auf der Extraktion der DNA mit CTAB. Der Zellaufschluss
geschieht nach Zugabe von CTAB, Polyvinylpyrrolidon und Mercaptoethanol in einem Tris-Puffer
(pH 8). Es folgt eine Chloroform-Isoamylalkohol- oder eine Chloroform-Octanol-Extraktion. Aufgrund
des basischen pH-Werts bleibt die DNA in der wdassrigen Phase gelost. Die wdssrige Phase wird

abgetrennt und die DNA hieraus mittels Ethanol gefallt.
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Zur Reinigung der DNA-Isolate wird z. B. 70 %iger Ethanol eingesetzt. Salz- und Alkoholreste bleiben
im Uberstand gelést und werden abgetrennt. Neben Polymerasekettenreaktion (polymerase chain
reaction = PCR)-inhibierenden Bestandteilen wie Kohlenhydraten und Phenolen mussen die wahrend
der DNA-Isolierung zugesetzten Substanzen wie Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), Ethanol oder

Isopropanol abgetrennt werden (70), (71), (72).

Neben den beschriebenen Prazipitationsverfahren zur Isolierung von DNA werden weitere eingesetzt,
die auf Adsorption und Waschschritten basieren. Hierzu werden Silicaoberflachen verwendet (73),
wobei das Phosphat-Zucker-Rickgrat der DNA an die Oberflache bindet (74).

Die DNA-Isolate werden hinsichtlich ihrer Reinheit sowie ihres Gehalts charakterisiert. Die Ausbeute
an DNA kann sowohl fluorimetrisch als auch photometrisch ermittelt werden. Zur fluorimetrischen
Bestimmung wird ein interkalierendes Fluorophor, bspw. SYBR Green | (siehe Abbildung 2.15),
eingesetzt. Dieser Farbstoff bindet an der kleinen Furche der DNA-Doppelhelix und lagert sich
demnach lediglich in doppelstrangiger DNA (double stranded DNA = dsDNA) ein. Im interkalierten
Zustand erfolgt eine Zunahme der Fluoreszenz, die messbar ist und sich proportional zur DNA-
Konzentration verhélt (74), (75). Bei der photometrischen Bestimmung des DNA-Gehalts wird das
Spektrum von 200 bis 300 nm aufgenommen und die DNA-Konzentration Gber die Absorption bei
260 nm ermittelt (76).

Abbildung 2.15: Strukturformel des
interkalierenden Fluorophors SYBR Green 1.

Die Reinheit eines DNA-Isolats wird photometrisch abgeschatzt, wobei das Spektrum zwischen 220 nm
und 350 nm ausgewertet wird. Bei 260 nm zeigt reine DNA ein Absorptionsmaximum. Der Quotient
E260/280 aus den Extinktionen bei 260 nm und 280 nm hat dabei einen Wert von etwa 1,9. Ein Wert von
Eze0/280 < 1,8 ist ein Hinweis auf Verunreinigungen durch Phenole oder Proteine, deren aromatische
Aminosauren bei 280 nm absorbieren (77), (78). Verunreinigungen, die keine oder eine der DNA

dhnliche UV-Aktivitat besitzen, werden mittels dieser Methode nicht erfasst.
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2.3.2 Amplifikation der DNA — Polymerase chain reaction (PCR)

Die PCR ist ein enzymkatalysiertes in-vitro-Verfahren, mit dem definierte DNA-Abschnitte amplifiziert
werden (79). Dieser Methode liegt das Prinzip der natirlichen Replikation der DNA in eukaryotischen
und prokaryotischen Zellen zugrunde (80). Einzelstrangige DNA (single stranded DNA = ssDNA) dient
hierbei als Matrize fir die Synthese von dsDNA. Eingesetzt wird ein Primer-Paar, bestehend aus
Vorwarts-Primer (Forward-, Fw-Primer) und RUckwarts-Primer (Reverse-, Re-Primer). Die zwei
sequenzspezifischen Oligonukleotide hybridisieren wahrend der sogenannten Annealing-Phase mit
der Ziel-DNA und flankieren den zu amplifizierenden Sequenzabschnitt: das Templat. Die Primer lagern
am jeweiligen 3'-Ende des Sense- bzw. Antisense-Stranges an. Die Ziel-DNA muss wahrend dieser Phase
in Einzelstrangen vorliegen, was durch eine vorangegangene Hitzedenaturierung (94 °C) geschieht. In
der folgenden Elongationsphase verlangert die Polymerase das freie 3'-OH-Ende der Primer unter
Zuhilfenahme von Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs). Wasser und Pyrophosphat werden dabei
freigesetzt. Ein Zyklus, bestehend aus den Schritten Denaturierung, Annealing und Elongation, fihrt zu
einer Verdoppelung der vorhandenen Templatmenge. In einem zweiten Zyklus dient der neu
synthetisierte DNA-Strang ebenfalls als Templat. Die etwa 30- bis 40-fache Wiederholung dieses Zyklus
fihrt zu einer exponentiellen Vervielfdltigung des Sequenzabschnitts. Sie folgt im Optimalfall der
Gleichung 2" mit n Zyklen. Der erwiinschte DNA-Abschnitt liegt am Ende in erhdhter Konzentration vor
(81), (82).

Die PCR wurde 1983 von Kary B. Mullis entwickelt, zéhlt zu den bedeutendsten Methoden der
Molekularbiologie (83) und ist in der Lebensmittelanalytik etabliert. So kdnnen z. B. die Authentizitat
von Lebensmitteln (84), (85), der Nachweis gentechnisch verdnderter Lebensmittel (86) sowie

mikrobielle Verunreinigungen in Lebensmitteln (87), (88) mittels PCR untersucht werden.

Die PCR ist von einer Vielzahl von Reaktionskomponenten abhdngig. Sie missen in optimaler und

angepasster Konzentration im Reaktionsgemisch vorliegen (siehe 3.6, Tabelle 3.5).

Die am haufigsten in der PCR-Analytik eingesetzte Polymerase ist die Tag-Polymerase, die aus dem
Bakterium Thermus aquaticus stammt. Der Organismus lebt in heillen Quellen, wodurch die
Polymerase temperaturstabil ist (89). Das Optimum liegt zwischen 75 ° und 80 °C (90). Durch den
Einsatz von hot start-Polymerasen kann die PCR optimiert werden. So wird bspw. die Bindung an
unerwiinschte Template verringert. Die hot start-Polymerase ist bei Raumtemperatur inaktiviert und

wird erst durch héhere Temperaturen (95 °C, 10 min) zu Beginn der PCR aktiviert (91).

Im Reaktionsgemisch sind dNTPs enthalten. Sie bilden das Substrat der Polymerase und somit die

Bausteine des zu synthetisierenden DNA-Strangs. Magnesiumchlorid fungiert als Co-Faktor der

21



Grundlagen

Polymerase. Durch Magnesium wird die Prozessivitat des Enzyms beeinflusst. Es erhdht zugleich auch
die Schmelztemperatur der DNA. dNTPs bilden mit den Magnesiumionen einen Komplex und werden

so von der Polymerase erkannt (92), (93).

Durch Zugabe eines Puffers wird die Prozessivitdt der Polymerase ebenfalls erhoht (92). Puffernde
Substanz ist hierbei Tris-HCl. Dimethylsulfoxid (DMSO), Formamid oder Betain konnen als weitere
Zusatze des Puffers zur Erhohung der Spezifitat eingesetzt werden (94), (95), (96). Das Protein
Rinderserumalbumin (bovine serum albumin = BSA) stabilisiert Enzyme wie die Polymerase und erhoht
die PCR-Ausbeute bei Templaten mit geringerer Reinheit. Es unterbindet die Adhdsion der Polymerase

an ReaktionsgefalRen und Pipettenspitzen (97).

Endpunkt-PCR

Bei einer Endpunkt-PCR werden in der Regel 35 bis 40 Reaktionszyklen durchlaufen. Die Reaktion hat
sich dann erschopft und es wird keine DNA mehr gebildet. Dies geschieht z. B. durch den Verbrauch
von Komponenten im Reaktionsgemisch. Da wahrend der PCR Pyrophosphat entsteht, das als
schwerldsliches Magnesiumpyrophosphat ausféllt, werden z. B. weniger Magnesiumionen als Co-
Faktor fur die Polymerase zur Verfligung gestellt. Nach der Detektion der gebildeten PCR-Produkte
(siehe 2.3.3) konnen qualitative Aussagen Uber die PCR, bspw. die Spezifitdt eines Primers, getroffen

werden.

Real-time PCR

Die Real-time PCR ist ein Verfahren, um die Menge an Start-DNA zu quantifizieren. Die Vervielfaltigung
der DNA wird durch das Messen von Fluoreszenzsignalen in Echtzeit Uber 35-40 Zyklen begleitet. Die
Fluoreszenz nimmt hierbei proportional mit der Menge der Amplifikate zu. Das Fluoreszenzsignal steigt
umso friher an, je mehr Target-DNA vorliegt. Bei dieser Methode werden interkalierende
Fluoreszenzfarbstoffe verwendet (z. B. SYBR Green |, siehe Abbildung 2.15). Zur Quantifizierung
wahrend der PCR wird auch der Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) genutzt. Man unterscheidet
hierbei zwischen verschiedenen Systemen, bspw. LightCycler-Sonden, Molecular Beacon, LoopTag-
Sonden oder TagMan-Sonden (98).

Die Quantifizierung erfolgt unter Zuhilfenahme des Ct-Wertes (,threshold-cycle” =C;). Dieser
entspricht der zweiten Ableitung der Kurvenfunktion. Er beschreibt den Zyklus, bei dem das Signal
erstmals Uber der Hintergrund-Fluoreszenz aufsteigt. Zwischen dem Ci-Wert und der Menge an
Ausgangs-DNA besteht kein linearer, sondern ein exponentieller Zusammenhang. Daher wird zur

Auswertung der durchgeflihrten Real-time PCR der Ci-Wert gegen den Logarithmus der Konzentration
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log c aufgetragen. Aus der Geradensteigung m lasst sich die Effizienz E ableiten, die angibt, ob in jedem

Zyklus eine Verdoppelung des Templats stattgefunden hat.

2.3.3 Detektion von PCR-Produkten

Nach der PCR werden die PCR-Produkte visualisiert und vor allem in Abhangigkeit von ihrer GroRRe
detektiert.

Elektrophorese

Bei einer Elektrophorese wandern elektrisch geladene Teilchen durch ein elektrisches Feld, wobei die
Auftrennung von DNA-Molekilen aufgrund ihrer negativen Ladung erfolgt. Die Methode wird in einer
Matrix durchgefiihrt, in der groRere DNA-Fragmente starker zuriickgehalten werden als kleinere. Die
Wanderung im elektrischen Feld ist aufgrund dieser grofReren Behinderung langsamer. Da die
Molekile ein konstantes Masse-Ladungs-Verhaltnis haben, erfolgt die Trennung nach GréRe. Man

unterscheidet z. B. die Agarosegelelektrophorese (AGE) sowie die Kapillargelelektrophorese (CGE).

AGE:

Mittels AGE werden die PCR-Produkte ihrer Lange nach in einem Agarosegel elektrophoretisch
getrennt. Im Anschluss werden sie mit einem Interkalationsfluorophor wie Ethidiumbromid (siehe
Abbildung 2.16) inkubiert und unter UV-Licht (Anregungswellenlange: 312 nm, Emissionswellenlange:
605 nm) betrachtet.

Abbildung 2.16: Strukturformel von
Ethidiumbromid
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CGE:

Alternativ zur AGE wird das hochauflésende Trenn- und Detektionsverfahren CGE eingesetzt. Die
Auftrennung der Amplifikate erfolgt dabei in einer Kapillare, die sowohl mit einem Elektrolyten als auch

einer polymeren Gelmatrix gefullt ist.

Die Methode der CGE mit einem Mikrochip, die Lab-on-a-Chip-CGE (LOC-CGE), wird im
Mikromalistab durchgefihrt. In einen Glaschip sind Kapillaren in Form von Mikrokanalen geatzt, die
entsprechend befillt sind und in denen die Analyse erfolgt (69), (99), (100). In Abbildung 2.17 ist ein
Lab-on-a-Chip dargestellt.

"

Experion™
DNA el
(S =)
LOTe J 05002
00 MARDSOS

Abbildung 2.17: DNA 1K
Experion Chip mit den vier
GS-, der L- sowie den
Kavitaten 1-11; Hersteller:
Bio-Rad.

Die Detektion erfolgt ({ber ein Interkalationsfluorophor und einen laserinduzierten
Fluoreszenzdetektor, der die fluoreszierende DNA am Ausgang der Kanale misst (101). Im Anschluss

werden die Signale in ein digitales Gel oder ein Elektropherogramm umgewandelt.
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Denaturierende HPLC (dHPLC)

Hauptsadchlich wird das Verfahren der dHPLC zur Identifizierung von Mutationen und bei DNA-
Varianzanalysen angewendet (102). Die Methode wird ferner zur Identifizierung von PCR-Produkten

eingesetzt (103).

Die dHPLC ist eine lonenpaar-Umkehrphasen-Flissigchromatografie. Die Trennung erfolgt mit einem
hydroorganischen Laufmittel, das ein amphiphiles lon (bspw. Triethylammoniumion) sowie ein
hydrophiles Gegenion (bspw. Acetat) enthalt. Die amphiphilen lonen lagern sich zwischen die unpolare
stationdre Phase (alkylierte, nichtpordse Polystyroldivinylbenzol-Partikel, @ 2 bis 3 um (104)) und die
hydroorganische mobile Phase. Die Trennung basiert bei der dHPLC auf der Wechselwirkung zwischen
der positiv geladenen Oberflache und der negativen Ladung der DNA. Durch einen zunehmenden
Anteil an organischem Lésungsmittel, z. B. Acetonitril, werden die Fragmente an das Saulenmaterial
gebunden. Der pH-Wert muss beachtet werden: In einem zu sauren Milieu nimmt die Ladung der DNA
ab. Ein zu alkalischer pH-Wert fihrt zur Denaturierung der DNA (105).

In Abbildung 2.18 wird ein schematischer Aufbau der dHPLC gezeigt. In Abhdngigkeit von der
Temperatur unterscheidet man verschiedene Arbeitsmodi (die Saule ist durch einen Ofen beheizbar):
Im nicht denaturierenden Sizing-Modus bei 45 bis 50 °C ist die Retentionszeit der dsDNA-Fragmente
ausschlieBlich langenabhangig. Da langere Fragmente Uber mehr Phosphatgruppen verfligen, binden

sie langer an das Saulenmaterial als kirzere.

Im denaturierenden Modus bei 75 bis 95 °C liegt die gesamte DNA in Einzelstrangen vor. Eine
Renaturierung der ssDNA zu dsDNA erfolgt unter Abkihlung auf Raumtemperatur. Fir eine
Mutationsanalyse werden im partiell denaturierenden Modus bei 50 bis 75 °C ideale Trennergebnisse
erzielt. Am Ende liegen Heteroduplexe- neben Homoduplexen vor und kénnen so voneinander
getrennt werden. Dabei sind pro SNP vier Peaks sichtbar (siehe Abbildung 2.18). Aufgrund des
geringeren Schmelzpunkts von Heteroduplexen im Vergleich zu Homoduplexen liegen die Fragmente
zu 70 bis 85 % als dsDNA und zu 15 bis 30 % als ssDNA vor. (106), (107).

Nach der Trennung und der Elution wird die DNA mittels UV oder Fluoreszenz detektiert.
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Abbildung 2.18: Schematischer Aufbau einer dHPLC mit den drei Arbeitsmodi
und partiell-denaturierender Modus fiir eine optimale Trennung von Hetero-
und Homoduplexen.

2.3.4 PCR-Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP)

Bei einer RFLP-Analyse werden Endonukleasen eingesetzt. Diese kommen in Bakterien und Archaen
vor und dienen der Phagenabwehr. Bei der RFLP-Analyse werden DNA-Fragmente durch

Endonukleasen geschnitten (41), (108), (44).

Das Enzym erkennt eine spezifische Sequenz (seine Erkennungssequenz), die vier bis acht Basenpaare
lang ist. Ist die Sequenz der zu schneidenden DNA bekannt, so ist das entstehende Schnittmuster

vorhersehbar (109).

Endonukleasen werden entsprechend ihrem Verhalten beim Schneiden von DNA in vier Typen
unterteilt. Die im Rahmen einer RFLP-Analyse eingesetzten Enzyme sind allgemein dem Typ Il
zuzuordnen. Sie unterscheiden sich von den anderen Typen |, lll und IV insofern, als sie die DNA
innerhalb der Erkennungssequenz oder in deren unmittelbarer Nahe schneiden. Sie bendtigen kein
Adenosintriphosphat (ATP) und besitzen keine Methyltransferaseaktivitat (81), (109), (69). Je nach

Enzym entstehen Fragmente mit glatten Enden (,blunt ends”) oder kurzen einzelstrangigen

26



Grundlagen

Uberhdngen (,sticky ends“) (110). Die Temperatur wéahrend der RFLP entspricht der
Stoffwechseltemperatur des Organismus, aus dem das Enzym isoliert wurde. Die meisten
Endonukleasen zeigen daher bei 37 °C die hochste Aktivitat. In Abbildung 2.19 sind die in dieser
Arbeit eingesetzten Restriktionsendonukleasen Asel, EcoRl, EcoRV und Psil mit ihren

Erkennungssequenzen sowie ihren Schnittmustern dargestellt.

Name Herkunft Erkennungssequenz Schnittmuster
Asel Aquaspirillum serpens v
5'... ATTAAT ..3' Sticky end
3. TAARTA .5

EcoRl Escherichia coli

v
5'... GAATTC ..3' Sticky end
3. CTTA‘aG .. 5
EcoRV Escherichia coli v
5'... GATATC ..3' Blunt end
3. CT¥AC .. 5
Psil Pseudomonas species

v
5'.. TTATAA ..3' Blunt end
3'... AATATT ..5'

A

Abbildung 2.19: Erkennungssequenz und Schnittmuster der in dieser Arbeit verwendeten Restriktions-
endonukleasen.

Zwischen sehr nah miteinander verwandten Organismen tritt haufig nur ein SNP auf. Basierend auf
diesem SNP kdnnen mittels einer PCR-RFLP zwei Individuen voneinander unterschieden werden (41):
Befindet sich der SNP in der Erkennungssequenz einer Endonuklease, verfigt die eine Sorte (ber die
korrekte Erkennungssequenz und die andere nicht. Nach der Amplifikation und Restriktion der
Template beider Sorten werden fir die eine Sorte zwei kleinere Fragmente erhalten. Fir die andere
Sorte wird nur das ungeschnittene PCR-Produkt detektiert. Sorten kénnen durch die Detektion von

Fragmenten bspw. Gber AGE oder CGE mit dieser Methode voneinander unterschieden werden (108).

2.3.5 Ligation-dependent probe amplification (LPA)

SNPs konnen auch Basis einer LPA sein. Bei diesem Verfahren werden zwei zur Zielsequenz
komplementare Oligonukleotide verwendet: Left-Probe-Oligonucleotide (LPO) und Right-Probe-
Oligonucleotide (RPO). Die Struktur beider Oligonukleotide setzt sich, wie in Abbildung 2.20 dargestellt,

aus einer der Targetsequenz entsprechenden Sequenz sowie einem Primer zusammen:
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- LPO: Das 5'-Ende wird vom Universal-Fw-Primer gebildet. Dessen bindende Sequenz
ermoglicht die PCR. Das 3'-Ende der LPO entspricht einer Sequenz, die zur Targetsequenz
komplementar ist und daher mit ihr hybridisiert, die Left Hybridizing Sequence (LHS). Die LHS
ist somit einer der zwei spezifischen Abschnitte.

- RPO: Das 5'-Ende wird von der die Targetsequenz hybridisierenden Sequenz Right Hybridizing
Sequence (RHS) —dem zweiten spezifischen Abschnitt — gestellt. Der Universal-Re-Primer
bildet das 3'-Ende des RPO.

Die Oligonukleotide hybridisieren lickenlos und in unmittelbarer Nachbarschaft an das Target. Bei der
darauffolgenden Ligation werden die Oligonukleotide LPO und RPO durch den Einsatz einer Ligase
verknUpft. Die Ligase ist empfindlicher als z. B. die Polymerase, sodass durch die Anwesenheit bspw.
eines SNPs keine enzymatische Verknipfung erfolgt. Bei der darauffolgenden Amplifikation kommen
die gekoppelten Universalprimer zum Einsatz. Wurden LPO und RPO nicht miteinander verknUpft, lauft
die Amplifikation nicht ab. In diesem Fall kann kein Amplifikat detektiert werden. Unterscheiden sich
zwei Organismen durch einen SNP, kénnen sie durch die LPA voneinander differenziert werden: Fir

den einen Organismus ist ein Amplifikat zu beobachten, fir den anderen nicht (111), (112).

o LPO RPO <

b, 'lpe e
/,70’,7 fo«'o” ev(\ \)000
R S
5' Segr,. o @e® o®

?’709 \06

Hybridising Sequence

3 5'

—
Target Sequence

Abbildung 2.20: Schematische Darstellung der LPA.

2.3.6 High resolution melting analysis (HRMA)

PCR-Produkte konnen Uber eine hochauflésende Schmelzpunktanalyse (HRMA) charakterisiert
werden. Der Schmelzpunkt ist die Temperatur, ab der die dsDNA in zwei Einzelstrange zerfdllt. Die
Amplifikate werden einem Temperaturgradienten ausgesetzt und das Schmelzverhalten wird mittels
eines Interkalationsfarbstoffs beobachtet. Da der Schmelzpunkt eines Amplifikats neben seiner GroRe
von seiner Sequenz abhangig ist, kann die HRMA auch analytisch zur DNA-basierten
Sortendifferenzierung genutzt werden. Haben die Amplifikate zweier dhnlicher Organismen eine
abweichende Lange oder Unterschiede in ihrem Basenmuster, unterscheidet sich auch die

Schmelztemperatur.
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2.3.7 Sequenzierung

Eines der wichtigsten Verfahren zur Sequenzaufklarung ist das nach Sanger (44), (113), (114). Die
Leseweite dieser Methode entspricht etwa 1 000 Nukleotiden, wobei die Analyse von 500 Nukleotiden
in der Routineanalytik realistisch ist (69). Das Sanger-Verfahren wird vor allem zur partiellen
Sequenzierung angewendet, z. B. zur Kontrolle von PCR-Produkten zum Vergleich mit bekannten

Sequenzen. Mit Primern wird ein definierter Abschnitt sequenziert.

Die Methode basiert auf einer enzymatisch katalysierten Kettenabbruchsynthese, deren Produkte
basenspezifisch terminierte DNA-Fragmente sind (81). Dabei wird eine PCR mit nur einem Primer
durchgefiihrt, der den Startpunkt der Sequenzierung markiert. Neben gewohnlichen dNTPS werden in
geringer Konzentration 2'-3'-Didesoxyribonukleotidtriphosphate (ddNTPs) eingesetzt (114), (115),
(116), die basenspezifisch mit einem Fluorophor versehen sind. Bei der Strangsynthese wird ein dNTP
oder ein ddNTP eingebaut. Die statistische Haufigkeit ist hierbei vom eingesetzten dNTP/ddNTP-
Verhiltnis abhangig. Durch den Einbau eines ddNTPs wird die Polymerisation an dem entsprechenden
Strang abgebrochen, da der Polymerase kein freies 3'-OH-Ende zur weiteren Synthese zur Verfligung
steht. Dadurch entsteht ein Gemisch aus basenspezifisch terminierten DNA-Fragmenten. Sie
unterscheiden sich in der Lange um eine Base mit einer fir die jeweils letzte Base des Strangs
spezifischen Fluoreszenzmarkierung. Da die vier ddNTPs unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe
tragen, kann die Sequenzierungsreaktion in einem Ansatz durchgefihrt werden. Es folgt eine
hochauflosende CGE bei einer anschlielenden Detektion mit vier verschiedenen
Emissionswellenlangen. Im Elektropherogramm wird die Sequenz dargestellt: Die sich um eine Base
unterscheidenden Fragmente erscheinen als Peaks, die das jeweilige ddNTP anzeigen. Da nur ein
Primer eingesetzt wird, kommt es nicht zu einer exponentiellen, sondern einer linearen

Vervielfaltigung des DNA-Molekils.

Aufgrund der Nachfrage nach schnelleren sowie kostengtinstigen Methoden wurden Hochdurchsatz-
Sequenzierungen entwickelt. Mit next-generation-sequencing-Verfahren ist es moglich, komplette
Genome zu sequenzieren. Im Gegensatz zur Sequenzierung nach Sanger werden bei
Genomsequenzierungen keine Primer eingesetzt; sie sind non-targeted. Ein Beispiel flr eine next-
generation-sequencing-Methode ist das Verfahren nach Illumina. Die fragmentierte Template-DNA
wird Uber spezifische Adaptoren kovalent an einen Glasobjekttrager gebunden. Ausgehend vom
gebundenen Molekil werden adhnlich einer PCR Cluster aus identischen Molekillen gebildet. Der
Vorgang lauft in Zyklen ab und unter Nutzung reversibler Terminatorchemie sowie
fluoreszenzmarkierter Nukleotide. Pro Zyklus wird ein Nukleotid komplementar zur Template-DNA
eingebaut. Hiernach erfolgt die Abspaltung der Fluoreszenzgruppe, das folgende Lichtsignal kann

detektiert und die Terminatorgruppe entfernt werden. Im nachsten Zyklus kann ein weiteres Nukleotid
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eingebaut werden. Mithilfe der lllumina-Sequenzierung kann eine paired-end-Sequenzierung
durchgefiihrt werden. Dabei werden die DNA-Fragmente von jeder Seite mit einer vorher festgelegten
Leseweite (etwa 100 bis 250 bp) sequenziert. Die Reads kdonnen in Abhédngigkeit der GroRe der

Fragmente Uberlappen. Diese Methode erhoht die Genauigkeit der Sequenzierung.

Kane et al., 2012 haben die Methode low coverage whole genome shotgun sequencing vorgestellt. Um
ein gesamtes Genom zu sequenzieren, sollte es mdglichst frei von anderer DNA sein. Das heil3t, dass
bei der Sequenzierung eines cpGenoms die nukledre DNA nicht anwesend sein sollte. Die Trennung
der nukledren von der plastidéiren DNA bedeutet jedoch einen grofRen Aufwand (50). Diese
Trennungsschritte entfallen entsprechend Kane et al., 2012. So ist die Sequenzierung des cpGenoms
auch in Anwesenheit des Kerngenoms durchfiihrbar: Die cpDNA ist wesentlich kleiner als die nukleare
DNA, allerdings in erhohter Kopienzahl pro Zelle. Sie stellt die high-copy-Fraktion dar (siehe 2.2.2).
Aufgrund einer geringen Abdeckung wahrend der Sequenzierung wird lediglich diese Fraktion erfasst
(55), (117), (118).

2.3.8 Mikrosatellitenanalyse

Individuen kénnen auch durch die Analyse von Mikrosatellitenmustern voneinander differenziert
werden. Mikrosatelliten —auch Simple Sequence Repeats (SSR) — sind repetitive DNA-Abschnitte. Die
kurzen und nichtkodierenden Genom-Sequenzen wiederholen sich am selben Locus. Die Sequenz ist
sehr einfach und besteht aus wenigen Nukleotiden (siehe Abbildung 2.21). Die Wiederholung eines
SSR tritt in unterschiedlicher Haufigkeit auf. Die Zahl der Wiederholungen ist umso dhnlicher, je ndher
der Verwandtschaftsgrad zweier Organismen ist. Aus einer PCR, bei der die Primer die Region der
Mikrosatelliten flankieren, resultieren Amplifikate unterschiedlicher GréRRe durch die unterschiedliche
Wiederholung. Je ndher verwandt zwei Organismen sind, desto dhnlicher ist auch die GroRe ihrer
Amplifikate.

Organismus 1, n=6

%@ AGTAGTAGTAGTAGTAGT @@@

AGTAGTAGTAGTAGTAGTAGTAGTAGTAGT

Organismus 2, n=10

Abbildung 2.21: Beispiel flir einen Mikrosatelliten. Die Sequenz AGT wird in Organismus 1 sechsmal und in
Organismus 2 zehnmal wiederholt. Das Amplifikat von Organismus 1 ist nach einer PCR mit diese Region
flankierenden Primern um 12 bp kleiner als das von Organismus 2.
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2.4 Molekularbiologische Arbeiten zu Theobroma cacao

In der folgenden Tabelle 2.1 sind molekularbiologische Arbeiten zu Theobroma cacao aufgefihrt, die

sich auf die Differenzierung von Sorten sowie die Sequenzierung kompletter Genome konzentrieren.

Tabelle 2.1: Molekularbiologische Arbeiten zur Differenzierung von Sorten sowie Sequenzierung kompletter Genome.

Botanische
Charakterisierung von
Theobroma cacao-Arten

Autoren

Lerceteau et al., 1997

Angewendete

Methode

RAPD, RFLP

Titel

Genetic differentiation among
Ecuadorian Theobroma cacao L.
accessions using DNA and
morphological analyses (119)

Lerceteau et al., 1997

RAPD, RFLP

Evaluation of the extent of genetic
variability among Theobroma
cacao accessions using RAPD and
RFLP markers (120)

Charters et al., 2000

ISSR-PCR

The use o self-pollinated progenies
as "in-groups" for the genetic
characterization of cocoa
germplasm (121)

Jones et al., 2002

PCR,
Sequenzierung

Gene discovery and microarray
analysis of cacao (Theobroma
cacao L.) varieties (122)

SSR-Analyse

Lanaud et al., 1999

RFLP, RAPD,
SSR

Isolation and characterization of
microsatellites in Theobroma
cacao L. (6)

Alves et al., 2003

SSR

Mating system in a natural
population of Theobroma
grandiflorum (Willd. ex Spreng.)
Schum. by microsatellite markers
(123)

Pugh et al., 2004

SSR, RFLP

A new cacao linkage map based on
codominant markers: development
and integration of 201 new
microsatellite markers (124)

Saunders et al., 2004

SSR, PCR

Selection of international
molecular standards for DNA
fingerprinting of Theobroma cacao
(125)

Cryer et al., 2005

SSR

Allelic standards and reference
genotypes to unify international
cocoa (Theobroma cacao L.)
microsatellite data (126)

Yang et al., 2011

SSR

Chloroplast Microsatellite Primers
for cacao (Theobroma cacao) and
other Malvaceae (20)
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Autoren Angewendete Titel
Methode
Smulders et al., 2012 SSR Identification of Cocoa

(Theobroma cacao L.) varieties
with different quality attributes
and parentage analysis of their

beans (22)
Sequenzierung Jansen et al., 2010 Sequenzierung Complete plastid genome
kompletter Genome von sequences of three rosid
Theobroma cacao-Sorten (Castaneae, Prunus, Theobroma):

Evidence for at least two
independent transfers of rpl22 to

the nucleus (61)
Argout et al., 2011 Sequenzierung | The genome of Theobroma cacao
(Numina, (64)
Sanger)
MARS Sequenzierung Mars, Press Release 15th
September 2010: MARS, USDA-
ARS, and IBM publicly release:
Preliminary cacao genome
sequence three years ahead of
schedule (63)
Kane et al., 2012 Sequenzierung Ultra-Barcoding in cacao
(low coverage (Theobroma spp.; Malvaceae)
shot gun using whole chloroplast genomes
sequencing) and nuclear ribosomal DNA (55)

Das cpGenom oder nukledre Genom der Kakaosorte CCN-51 wurde bislang nicht sequenziert und
publiziert. Auf dieser Grundlage konnten demnach noch keine Sequenzunterschiede zwischen Arriba
und CCN-51 festgestellt werden. Daher existieren keine hochauflésenden Methoden zur

Differenzierung der beiden Kakaosorten Arriba und CCN-51.

2.5  Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, molekularbiologische Methoden fir die Authentizitatstiberprifung der
ecuadorianischen Edelkakaosorte Arriba zu entwickeln. Da die Konsumkakaosorte CCN-51 mit der
Sorte Arriba vermutlich vermischt wird, soll CCN-51 detektiert werden kénnen. Dadurch kann die

Reinheit entsprechender Edelkakaoprodukte gesichert werden.

Da die Verarbeitung zunehmend in den Ursprungslandern stattfindet, soll die entwickelte Methode

nicht nur auf Rohkakao, sondern auch gerostete Kakaobohnen sowie Kakaomasse anwendbar sein.

32



Grundlagen

2.5.1 Analytische Herangehensweise

Zur Entwicklung einer DNA-basierten Methode zur Authentizitdtsiberprifung missen Unterschiede
in der Sequenz bestehen. Ist das Genom nicht bekannt, missen aufwendige Sequenzierungsarbeiten
durchgefthrt werden. Hierflr muss die Extraktion der zu sequenzierenden DNA optimiert werden: Die
DNA soll rein (Ezs0/280= 1,7 — 1,9), unfragmentiert und in ausreichender Menge (etwa 1 pg) vorliegen.
Kann nach der Auswertung der Sequenzen ein Sequenzunterschied identifiziert werden, bildet dieser
die Grundlage fur die weitere Methodenentwicklung. Dabei wird eine dem Sequenzunterschied
entsprechende Methode ausgewahlt: Erstreckt sich der Unterschied Uber einen léangeren
Sequenzabschnitt, kdnnen spezifische Primer konstruiert werden, um eine Sequence-specific-primer-
PCR (SSP-PCR) durchzufiihren. Liegen SNPs vor, werden die Verfahren PCR-RFLP (siehe 2.3.4) oder LPA
(siehe 2.3.5) angewendet.

In der vorliegenden Arbeit wurden die nukledre sowie die plastidare DNA analysiert. Der Fokus wurde

schlieRlich auf das cpGenom gerichtet, da hier eine gréRere Variabilitdt vermutet wird.

2.5.2 Probenahme

Im Fokus dieser Arbeit steht die Analyse des cpGenoms. Da sich die plastiddre DNA v.a. in
Kakaoblattern befindet, wird flr die Sequenzierung des cpGenoms Blattmaterial eingesetzt. In
geringerer Konzentration ist die plastidare DNA jedoch auch in Kakaobohnen enthalten. Dieser Fakt
stellt einen Vorteil dar, da die Methode auf Kakaobohnen anwendbar sein soll. Die
Methodenentwicklung fand demnach mit Kakaoblattern der beiden Sorten Arriba und CCN-51 statt

und wurde im Anschluss auf Kakaobohnen angewendet.

Die Blatter sind zudem das verldsslichere Probenmaterial, da die Probenahme direkt vor Ort erfolgte.
Dies war bei den Bohnen nicht der Fall. Es handelt sich hierbei v.a. um Lieferungen von

kakaoproduzierenden oder -verarbeitenden Unternehmen. Daher gilt ihre Herkunft nicht als gesichert.
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3.1 Probenmaterial

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl Kakaobohnen als auch -blatter der Sorten CCN-51 und Arriba,
der Eltern des CCN-51 (ICS-95, Canelo, IMC-67) sowie von Criollo untersucht. Die Blattproben wurden
mithilfe des Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), Guayaquil, Ecuador,
gesammelt oder vom Botanischen Garten, Hamburg, Deutschland, sowie von der International Cocoa
Germplasm Database (ICGD), University of Reading, GrofRbritannien bezogen. Die Probenahme

erfolgte direkt vor Ort und die Bldtter wurden tiefgekihlt transportiert sowie gelagert.

Die INIAP sowie eine Vielzahl von kakaoverarbeitenden und -handelnden Unternehmen stellten die
Kakaobohnenproben bereit. Der grofite Teil der Bohnen war fermentiert und ungerdstet. Die
entwickelten Methoden wurden in geringerem Malie auch in Bezug auf die Matrix Schokolade

untersucht.

Das Probenmaterial ist im Anhang 5.1 in den Tabellen 5.1 bis 5.3 aufgelistet.

3.2 PCR-Reagenzien, Enzyme, Kits, Puffer und L6sungen,
Chemikalien, Geréate, Software und Primer

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten PCR-Reagenzien, Enzyme, Kits, Puffer und Losungen sowie
Chemikalien sind im Anhang 5.2 in den Tabellen 5.4 bis 5.8 aufgeflhrt. Die verwendeten Gerate sowie
die Software sind im Anhang 5.3 in den Tabellen 5.9 bis 5.10 und die eingesetzten Primer im Anhang
5.4 in den Tabellen 5.11 bis 5.18 aufgelistet. Die Verbrauchsmaterialien wurden steril bezogen oder

ggf. autoklaviert. Der Begriff Wasser bezieht sich auf bidestilliertes sowie autoklaviertes Wasser.
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3.3 Isolierung von DNA

Fur die beiden Probenmaterialien Kakaobohnen und -blatter wurden zwei verschiedene Methoden zur
Isolierung von DNA angewendet (siehe 3.3.1 und 3.3.2). Die Extraktion der DNA aus Schokolade

entsprach der aus Bohnen.

3.3.1 Isolierung von DNA aus Kakaobohnen und Schokolade

Fir das Bohnenmaterial wurde die CTAB-Methode angewendet, die eine Modifikation der CTAB-
Methode nach ASU § 64 LFGB (127) durch Focke et al., 2011 (128) hinsichtlich einer mechanischen
Behandlung war. Die Zellwande wurden mittels einer Kugelmihle aufgebrochen, wobei diese
Behandlung sowohl fir das trockene als auch das mit dem Extraktionspuffer vermischte Material
erfolgte. Auf den mechanischen folgten ein thermischer sowie ein chemischer Aufschluss. Hierbei
wurden durch Zugabe von Chloroform die lipophilen sowie unléslichen Bestandteile von den
hydrophilen getrennt. Der folgende Schritt umfasste die Fallung der DNA durch Isopropanol bei 4 °C

sowie das anschlieRende Losen in Wasser.
Die Methode wird im Folgenden dargestellt:

- 50 bis 100 mg Probenmaterial wurden in ein 2 mL-Cap eingewogen sowie zwei entfettete,
autoklavierte Stahlkugeln (@ =6 mm) zugegeben. Es folgte ein mechanischer Aufschluss
mittels Kugelmuhle: 5 min, 30 Hz.

- 1 mL Extraktionspuffer wurde zugegeben und ein erneuter Aufschluss mittels Kugelmihle
(5 min, 30 Hz) durchgeflhrt. Ein thermischer Aufschluss im Wasserbad folgte (30 min, 65 °C).

- 500 uL Chloroform wurden zugegeben und durchmischt. Eine Zentrifugation folgte (5 min,
10 000 g). Der wéssrige Uberstand wurde im Anschluss in ein 2 mL-Cap Uberfihrt.

- 500 uL Isopropanol wurden zugegeben und gemischt. Eine Inkubation folgte (30 min, 4 °C) und
eine anschliefende Zentrifugation (5 min, 10 000 g).

- Der Uberstand wurde dekantiert und verworfen und das Isopropanol im Exsikkator unter
Vakuum entfernt (15 min, 300 mbar).

- Die pelletierte DNA wurde in 50 puL Wasser aufgenommen, durchmischt und 1 h inkubiert. Eine
Zentrifugation folgte (5 min, 10 000 g). Der Uberstand wurde abgenommen.

- Die Lagerung der isolierten DNA (50 pulL) erfolgte bei-20 °C.
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3.3.2 Isolierung von DNA aus Kakaoblattern ohne vorherige
Chloroplastenisolierung

Zur lsolierung von DNA aus Kakaoblattern wurde das DNeasy Plant Kit der Firma Qiagen, Hilden,
Deutschland (siehe Anhang 5.2, Tabelle 5.6) im Mini-/ Maxiformat eingesetzt. Die Methode basiert auf
der Adsorption von wassrig geloster DNA an die Silicamatrix von Zentrifugationssaulen unter
Hochsalzbedingungen. Die adsorbierte DNA wird mit Waschpuffern sowie Ethanollésungen gereinigt

und mit einem wassrigen Elutionspuffer von dem Saulenmaterial eluiert.

Die Methode wird im Folgenden dargestellt (Die Gewichts- und Volumenangaben beziehen sich auf
das Mini/Maxi Kit):

- Die Kakaoblatter wurden gewaschen, getrocknet, geschnitten und in flissigem Stickstoff
gemorsert. Im Anschluss wurden fur die Durchfihrung im Miniformat finfmal ca. 100 mg und
fur die im Maxiformat ca. 20-mal 250 mg in ein 2 mL-Réhrchen eingewogen. Zwei Stahlkugeln
(@ = 6 mm) wurden in die Rohrchen gegeben und diese 30 s in flissigem Stickstoff gelagert.

- Ein mechanischer Aufschluss mittels Kugelmihle folgte (1 min, 30 Hz). AnschlieRend wurden
die Rohrchen 30 s in flissigem Stickstoff gewendet. Das Gemisch wurde mittels Kugelmihle
erneut mechanisch aufgeschlossen (1 min, 30 Hz). Eine Mischung sowie eine Zentrifugation
folgten (1 min, 18 000 g).

- Fur die Durchfiihrung im Maxiformat wurde das vorbereitete Material aus den 2 mL-Réhrchen
auf finf 50 mL-Réhrchen mit jeweils ca. 1 g aufgeteilt.

- 400 pL/5 mL Puffer AP1 sowie 4 ulL/10 uL RNase A stock solution wurden zugegeben. Das
Gemisch wurde im Wasserbad inkubiert: 10 min, 65 °C und dabei zwei- bis dreimal gemischt.

- 400 pL/1,8 mL Puffer A2 wurden zugegeben und gemischt. Eine 10-mindtige Inkubation auf Eis
sowie eine Zentrifugation (5 min, 16 000 g/ 3 100 g) schlossen sich an. Der Uberstand wurde
in eine QlAshredder Mini/Maxi Spin Column pipettiert und zentrifugiert (5 min, 18 000 g/
31009).

- Der Durchfluss wurde in ein 2 mL-/50 mL-Réhrchen gegeben und die 1,5-fache Menge an
Puffer AP3/E zugegeben sowie gemischt. 650 uL/maximal 15 mL dieses Gemischs wurden auf
eine DNeasy Mini/Maxi Spin Column in einem 2 mL-/50 mL-Réhrchen pipettiert. Es folgte eine
Zentrifugation (1 min, 6 000 g/ 3 100 g).

- Die DNeasy Mini/Maxi Spin Column wurde in ein 2 mL-/50 mL-Rohrchen Uberfihrt und
500 pulL/12 mL Puffer AW zugegeben. Darauf folgte eine Zentrifugation (1 min, 6000 g/
1400 g). 500 pL/12 mL Puffer AW wurden zugegeben. Eine Zentrifugation schloss sich an
(1 min, 16 000 g/ 3 100 g).
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- Die DNeasy Mini/Maxi Spin Column wurde in ein 2 mL-/50 mL-Réhrchen Uberfihrt und
100 pL/1 mL Wasser wurde(n) zugegeben. Das Sadulchen wurde 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert und zentrifugiert (1 min, 6 000 g/ 1 400 g). 50 pL/500 uL Wasser wurden zugegeben
und das Saulchen wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlielend zentrifugiert
(1 min, 6 000 g/ 3 100 g).

- Die Lagerung der vereinigten isolierten DNA (150 uL/ 1,5 mL) erfolgte bei -20 °C.

3.3.3 Isolierung von DNA aus Kakaoblattern mit vorheriger
Chloroplastenisolierung

Anfangs wurde davon ausgegangen, dass das cpGenom fir die Sequenzierung isoliert von der Kern-
DNA vorliegen sollte. Hierzu wurden die Chloroplasten durch einen Zuckergradienten extrahiert und

daraus wurde die DNA isoliert.

Die Methode ist im Detail im Anhang 5.5 in den Tabellen 5.19 bis 5.20 aufgefihrt.
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3.4  Uberprifung der DNA-Isolate
3.4.1 Gehaltsbestimmung
3.4.1.1Fluorimetrisch

Die fluorimetrische Bestimmung von DNA-Gehalten erfolgte in 96 Well-Platten:

- Fir jede Probe wurden 90 plL der SYBR-Green I-Losung (siehe Anhang 5.2, Tabelle 5.7) in den
Kavitaten vorgelegt.

- Von der auf 10 ng/uL eingestellten Plasmid-Losung (siehe Anhang 5.2, Tabelle 5.7) wurden
jeweils 1 L, 2 pL, 4 pL, 6 pL, 8 pL, 10 plL in diese Kavitaten der Mikrotiterplatte pipettiert und
entsprechend mit Wasser auf 100 ulL aufgefillt.

- 10 uL der DNA-Isolate oder ihrer Verdiinnungen wurden in die Kavitaten pipettiert.

- Die fluorimetrische Messung erfolgte gegen Wasser (10 plL in 90 uL SYBR-Green I-Losung).

- Anregungswellenlange: 494 nm; Emissionswellenlange: 524 nm.

3.4.1.2Photometrisch

Der DNA-Gehalt wurde mittels NanoDrop-Photometer (siehe Anhang 5.3, Tabelle 5.9) bestimmt.
Hierzu wurde 1 ulL des Proben-DNA-Isolats auf die Messeinheit pipettiert und die Absorption

photometrisch bei 260 nm und flr eine Abschatzung der Reinheit bei 280 nm gemessen.

3.4.2 Reinheitsbestimmung

Die photometrische Bestimmung der Reinheit von DNA-Isolaten erfolgte in 384 Well-Platten:

- 20 L der wassrigen DNA-Isolate oder einer entsprechenden Verdinnung wurden in die
Kavitaten pipettiert.

- Zur Auswertung wurden folgende Parameter aufgenommen:
o Absorptionsscan: Messung der Absorption von 200 bis 300 nm

o Reinheit: Messung der Absorption bei 260 nm und 280 nm sowie Berechnung des
Quotienten 260 nm zu 280 nm Eaeo/280 (siehe 2.3.1). Der Quotient hat bei einer

optimalen Reinheit einen Wert zwischen 1,7 und 1,9.
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3.5 PCR
3.5.1 Endpunkt-PCR

2 uL der auf 1 bis 5ng/uL eingestellten DNA-Isolate, 2 uL Wasser (Wasserwert) bzw. 2 puL des
Blindwerts der Aufarbeitung wurden in einem Gesamtreaktionsvolumen von 40 ulL eingesetzt
(doppelter Ansatz). Fur die Mikrosatellitenanalyse wurde 1 ulL der auf 20 ng/ulL eingestellten Isolate in
einem Gesamtreaktionsvolumen von 20 plL verwendet (einfacher Ansatz). Die Sequenzen der Primer
sind im Anhang 5.4, Tabellen 5.11 bis 5.18 aufgelistet. Die Zusammensetzung des Reaktionsgemischs

ist der Tabelle 3.1 zu entnehmen.

Tabelle 3.1: Endpunkt-PCR, Zusammensetzung des Reaktionsgemischs.

Lésung Volumen, einfacher Volumen, doppelter
Ansatz, pL Ansatz, uL

Template 1,0 2,0
Wasser* 14,8 29,6
10x-Puffer 2,0 4.0
dNTPs 1,6 3,2
Polymerase** 0,2 0,4
Fw-Primer 0,2 0,4
Re-Primer 0,2 0,4

20 pL 40 plL

*Fr die PCR-RFLP wurden 0,4 pL der 29,6 uL Wasser mit 4 %iger BSA-Losung ersetzt
**Es wurde die Tag-, eine 1:10-Verdinnung der Tag, die Phusion-Polymerase oder ein 1:1-Gemisch der
beiden Polymerasen eingesetzt.

In der folgenden Tabelle 3.2 sind die PCR-Bedingungen dargestellt.

Tabelle 3.2: PCR-Bedingungen.

Wiederholungen PCR-Schritt Zeit, s Temperatur, °C
1 Initiale Denaturierung 300 94
35 Denaturierung 40 94
Annealing* 40 55
Elongation 40 72
Finale Elongation 300 72
Abklhlung oo 4

*Fdr die PCR der Mikrosatellitenanalyse mittels Primer-Paar mTcCIR11 betrug die Annealingtemperatur
50 °C.
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3.5.2 Real-time PCR

Das Verhaltnis zwischen nukledrer und plastidarer DNA wurde mittels Real-time PCR bestimmt. 5 ulL
des DNA-Isolates (ca. 1 ng/uL) bzw. 5uL Wasser (Wasserwert) bzw. 5 puL des Blindwerts der
Aufarbeitung wurden pro Ansatz eingesetzt. Die Sequenzen der eingesetzten Primer sind im Anhang
5.4, Tabelle 5.16 aufgelistet. In der folgenden Tabelle 3.3 ist die Zusammensetzung des
Reaktionsgemischs dargestellt.

Tabelle 3.3: Real-time PCR, Zusammensetzung des
Reaktionsgemischs.

Lésung Volumen, pL

Template 5

Wasser 9,2
10x-Puffer 2,0
dNTPs 1,6
SYBR-Green-Losung 1,0
Tag-Polymerase (1:10 verdiinnt) 1,0
Fw-Primer 0,1
Re-Primer 0,1

Der Tabelle 3.4 sind die PCR-Bedingungen zu entnehmen:

Tabelle 3.4: Real-time PCR, Temperaturprogramm.

Wiederholungen PCR-Schritt Zeit, s Temperatur, °C
1 Initiale 300 94
Denaturierung

40 Denaturierung 20 94
Annealing 20 61
Elongation 20 72
Messschritt 10 80

1 Finale Elongation 300 72

Schmelzkurvenanalyse Gradient: 55-95*

*mit 0,5 °C/s
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3.6 PCR-RFLP

Die PCR wurde wie unter 3.5.1 beschrieben durchgefiihrt, wobei 0,4 uL des Wassers durch eine 4 %ige
BSA-LOsung ersetzt wurden. Die Sequenzen der eingesetzten Primer sind dem Anhang 5.4, Tabelle 5.15

zu entnehmen.

Nach der PCR wurden die Amplifikate einem spezifischen Verdau unterworfen. Die eingesetzten
Restriktionsendonukleasen (siehe Anhang 5.2, Tabelle 5.5) sowie das Pipettierschema sind in der

folgenden Tabelle 3.5 aufgelistet.

Tabelle 3.5: RFLP, Pipettierschema.

Restriktionsschnittstelle 8 17.1 17.2 21 43 44
Enzym Psil Psil EcoRl Asel EcoRl EcoRV
NEB-Puffer* 4.1 4.1 EcoRl 3.1 EcoRl 3.1
Enzym, Volumen 1,5 uL 1ul 1ul 3uL 3uL 4 uL
NEB-Puffer, Volumen 2,5 uL 2,5 uL 2,5 uL 2,5 uL 2,5 uL 2,5 uL
Amplifikat ** 5 uL 5 uL 5 ulL 5uL 5 uL 5 uL
Wasser Ad. 25 puL

*Die Zusammensetzung des Puffers ist dem Anhang 5.2, Tabelle 5.7 zu entnehmen.
**Nach der PCR befinden sich etwa 20-50 ng/ulL im Reaktionsansatz.

Der Reaktionsansatz wurde 3 h bei 37 °C inkubiert und die Endonuklease im Anschluss 20 min bei 65 °C
inaktiviert. Die Detektion der Fragmente erfolgte durch die Auftrennung mittels AGE (siehe 3.7) oder
CGE (siehe 3.9).

3.7 AGE

1- bis 3%ige Gele wurden hergestellt: Die entsprechende Agarosemenge wurde in 50 mL TAE-
Puffer, 1x (Anhang 5.2, Tabelle 5.7) aufgekocht und nach dem Abkihlen auf etwa 60 °C in den
Geltrager gegossen. Nach dem Gelierungsprozess wurde der Trdager mit dem Gel in die mit TAE-
Puffer, 1x gefillte Elektrophoresekammer gesetzt. 10 plL der mit ca. 0,5 plL Loading Dye (Anhang 5.2,
Tabelle 5.7) versetzten Proben wurden in die Taschen pipettiert und das Gel wurde bei 170 V, 20 min
entwickelt. Die Detektion der DNA erfolgte nach 15-minUtiger Inkubation in Ethidiumbromid-Losung
(Anhang 5.2, Tabelle 5.7) unter Lichtausschluss durch Betrachtung unter UV-Licht bei 312 nm. Als
Vergleich diente der DNA-Marker peqGold Ladder Mix (Anhang 5.2, Tabelle 5.4).
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3.8 dHPLC

Die Auftrennung der DNA wurde im Sizing-Modus bei 50 °C mit einer DNASep®-Saule (siehe 2.3.3) mit
dem dHPLC Wave® System 3500 (siehe Anhang 5.3, Tabelle 5.9) durchgefiihrt. Die Amplifikate wurden
in dHPLC-Caps Uberflhrt und der Lauf wurde mit einem angepassten Gradienten, bestehend aus den
Puffern A und B (siehe Anhang 5.2, Tabelle 5.7), gestartet.

Tabelle 3.6: dHPLC, Gradient.

Zeit, min Puffer A, % Puffer B, %
0 50,2 49,8
0.7 41,8 58,2
3.8 41,8 58,2
4 38,2 61,8
4.1 40,8 59,2
4.2 41,8 58,2
43 55,0 54,0

39 CGE

Das Experion™ DNA 1K Analysis Kit wurde verwendet (siehe Anhang 5.2, Tabelle 5.6).

Herstellung der Gel-Farbemittelldsung

12,5 pL der DNA-stain-Losung wurden in das Tube DNA 1K Gel (250 pL) gegeben und der Inhalt wurde
in die Gelaufreinigungssaule Uberfihrt. Es folgte eine 15-minltige Zentrifugation bei 2 400 g. Die

Losung wurde bei 4 °C unter Lichtausschluss aufbewahrt.

Probenvorbereitung

5 ulL des Probenpuffers wurden in ein 100 pL PCR-Cap gegeben und 1 pL Amplifikat (Amplifikat-Losung)
oder 1puL des Markers (GroRenmarkergemisch) wurde zum Puffer pipettiert. Es folgten eine

Durchmischung und Zentrifugation (1 min, 10 000 g).

Vorbereiten und Beladen des Chips

9 uL der Gel-Farbemittellésung wurden in die griin unterlegte Kavitat des Chips (siehe Abbildung 2.17)
pipettiert und dieser wurde in die Primingstation gesetzt. Das Programm: pressure: C, timing: 3 wurde
gestartet. Die restlichen drei GS-Kavitaten wurden mit 9 uL Gel-Farbemittelldsung befullt. 5,95 plL des
GrolRenmarkergemischs wurden in die L-Kavitat und 5,95 plL der Amplifikat-Losungen in die Kavitdten

1 bis 11 pipettiert. Der Chip wurde in die Elektrophoresestation gelegt und der Lauf gestartet.
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3.10 Sequenzierung

Umfassende Sequenzierungen erfolgten: Hierbei wurden sowohl komplette Genome (siehe 3.10.2) als
auch kurze DNA-Abschnitte (siehe 3.10.1) sequenziert.

3.10.1 Partiell

Die von Dr. Felix Focke geleisteten Vorarbeiten hinsichtlich der kompletten Sequenzierung der IRR
erfolgten durch partielle Sequenzierungen von Amplifikaten, die durch die PCR (siehe 3.5.1) mittels 27
Primer-Paaren erhalten worden sind (siehe Anhang 5.4, Tabelle 5.13). Die PCR-Produkte wurden flr
die Sequenzierung durch eine enzymatische Degeneration der Primer (Einzelstrangfragmentierung)
und der dNTPs (Dephosphorylierung) vorbereitet: 40 plL des PCR-Produkts wurden mit 4 uL Exol sowie
8 UL FastAP (siehe Anhang 5.2, Tabelle 5.5) versetzt und 15 min auf 37 °C erhitzt. Die Inaktivierung der
Enzyme erfolgte durch eine 15-minUtige Erhitzung auf 85 °C.

Weitere Sequenzen wurden Uberprift. Hierzu wurden die entsprechenden DNA-Bereiche mittels PCR
(siehe 3.5.1) amplifiziert. Zur Vorbereitung fir die Sequenzierung wurde das jeweilige PCR-Produkt
(100 puL PCR-Produkt, 10 uL Loading Dye) einer praparativen AGE (siehe 3.7) zugeflhrt und im
Anschluss mithilfe des peqGOLD Gel Extraction Kits (siehe Anhang 5.2, Tabelle 5.6) gereinigt:

- Die DNA-Bande wurde aus dem Gel unter UV-Licht herausgetrennt und entsprechend ihrem
Gewicht mit Binding Buffer versetzt (0,1 g entspricht 0,1 mL Puffer). Das Gelstlick enthaltende
Cap wurde 10 min bei 55 bis 65 °Cin einem Wasserbad inkubiert.

- 750 uL der DNA-Agaroseldsung wurden auf eine PerfectBind DNA Column gegeben. Eine
Zentrifugation folgte (1 min, 10 000 g). Fir Volumina Uber 750 puL wurde die Sdule erneut
beladen und der Zentrifugationsschritt wiederholt.

- Die Saule wurde in ein 2 mL-Collection-Tube gegeben, 300 uL Binding Buffer wurden auf die
Saule gegeben und es folgte eine Zentrifugation (1 min, 10 000 g).

- 750 pL des CG Wash Buffers wurden auf die Sdule pipettiert und es wurde zentrifugiert (1 min,
10 000 g). Der Waschschritt wurde einmal wiederholt.

- Die Saule wurde mittels Zentrifugation: 1 min, 10 000 g getrocknet. Die DNA wurde durch eine
Zentrifugation (1 min, 5000 g) eluiert, indem 150 plL Elutionsldsung auf die Sdule gegeben

wurden.

Die partiellen Sequenzierungen wurden von dem Unternehmen GATC Biotech AG, Konstanz,
Deutschland, mittels Sanger-Sequenzierung (siehe 2.3.7) unter Zuhilfenahme der in den Tabellen 5.11

und 5.13 bis 5.15 gelisteten Primer durchgeflhrt. Die sequenzierten Bereiche aus CCN-51 und Arriba
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wurden miteinander und mit bereits bekannten Sequenzen weiterer Kakaosorten vom National Center
for Biotechnology Information (NCBI), Bethesda, Maryland, USA, verglichen (GENtle, Magnus Manske
oder ClustalW, siehe Anhang 5.3, Tabelle 5.10).

Im Rahmen der Arbeit von Dr. Felix Focke zur partiellen Sequenzierung der IRR erfolgte ein Vergleich
der Sequenzen von Arriba und CCN-51 miteinander sowie mit den Sequenzen aus den bis zu diesem

Zeitpunkt publizierten cpGenomen (Accession-Nummern: NC_014676 und HQ336404).

3.10.2 Gesamt-DNA

Die Sequenzierung des kompletten cpGenoms wurde entsprechend Kane et al., 2012 ohne vorherige
Isolierung der Chloroplasten durchgefihrt (siehe 2.3.7). Die Gesamt-DNA wurde aus Blattern mittels
DNeasy Plant Mini/Maxi Kit der Firma Qiagen, Hilden, Deutschland, (siehe 5.2, Tabelle 5.6) isoliert
(siehe 3.3.2). Die DNA wurde anschlieRend mithilfe einer Ethanolfallung gereinigt:

- Die DNA-L6sung wurde mit 0,1 Vol. 3 M Natriumacetat-Losung, pH 5,2 (siehe Anhang 5.2,
Tabelle 5.7) und 3 Vol. absolutem Ethanol (siehe Anhang 5.2, Tabelle 5.8) versetzt, durchmischt
und 12 bis 16 h bei -20 °C inkubiert.

- Das Gemisch wurde pelletiert (60 min, 15 000 g, 4 °C) und das Pellet mit 4 °C kaltem 70 %igem
Ethanol (siehe Anhang 5.2, Tabelle 5.8) gewaschen und im Anschluss zentrifugiert (10 min,
15000 g, 4 °C).

- Das Pellet wurde getrocknet (15 min, 37 °C) und im Anschluss mit Wasser geldst, wobei es

10 min bei 50 °C unter leichtem Schitteln inkubiert wurde.

Die Konzentration der wassrigen DNA-Isolate wurde durch Verdinnen oder Vakuumzentrifugation auf
etwa 200 ng/ul eingestellt. Die Sequenzierung und die Erstellung der genomischen Standard-Libraries
wurden von der GATC Biotech AG, Konstanz, Deutschland, durchgefiihrt. Angewendet wurde das
Verfahren low coverage whole genome shotgun sequencing (siehe 2.3.7) auf dem Illumina HiSeq 2000
im 50 bp-single-read-Modus unter Verwendung des Sequenzierungskits TruSeq Kit v3 Illumina (siehe
Anhang 5.2, Tabelle 5.6) mit anschlieBendem Mapping gegen eine genomische Referenz (HQ244500).
Die Sequenzen wurden im Fasta-Format mithilfe des Programms VectorNTI (siehe Anhang 5.3, Tabelle
5.10) miteinander verglichen und zusatzlich wurde ein Vergleich mit allen in der Datenbank des NCBI

vorhandenen cpGenom-Sequenzen durchgefihrt.
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3.11 Mikrosatellitenanalyse

Zehn Primer-Paare nach Lanaud et al., 1999 (6) und Cryer et al., 2005 (126) wurden eingesetzt, die im
Anhang 5.4, Tabelle 5.17 aufgelistet sind. Die Primer wurden so ausgewahlt, dass sich die bei der ICGD
hinterlegten ~ Amplifikatgrofen  von  CCN-51  und  Arriba  maximal  unterschieden
(http://www.icgd.rdg.ac.uk/). Jeweils der Fw-Primer war hierbei 6-FAM-markiert. Zur Uberpriifung der

Reproduzierbarkeit wurde fir jede Probe eine Vierfachbestimmung durchgefihrt.

Im ersten Schritt wurde eine PCR (siehe 3.5.1) in einem einfachen Ansatz durchgefiihrt. Die Annealing-
Temperatur betrug hierbei 55 °C mit Ausnahme des Primer-Paars mTcCIR11 (50 °C). Das Ergebnis der
PCR wurde mittels AGE (siehe 3.7) Gberprift.

Fir die Fragmentanalyse wurden die PCR-Produkte 1:20 mit Wasser verdinnt. 1 pL der verdinnten
Probe wurde mit 1 uL GeneScan-500-LIZ™ size standard (siehe Anhang 5.2, Tabelle 5.7) und 10 pL Hi-
Di™ Formamid (siehe Anhang 5.2, Tabelle 5.7) versetzt. Nach dem Durchmischen und Zentrifugieren
wurden die Probenldsungen bei 95 °C 5 min denaturiert und im Anschluss auf Eis gekihlt. 12 ulL der
Probenldsungen wurden in eine 96er-Mikrotiterplatte pipettiert und die Platte wurde mit einem
Septum verschlossen. Eine Zentrifugation und der Start der Messung am ABI™ 8-capillary 3500 Genetic
Analyzer (siehe Anhang 5.3, Tabelle 5.9) erfolgten. Die Daten wurden im Anschluss mithilfe der Gene

Mapper® Software 5, Full (siehe Anhang 5.3, Tabelle 5.10) ausgewertet.

Eine 1-0-Matrix (1: Allel vorhanden, O: Allel nicht vorhanden) wurde in einer Excel-Datei erstellt. Diese
wurde bei der Clusteranalyse mit den genetischen Distanzen nach Simpson, Jaccard, Jukes und

Euclidean zur Erstellung eines Neighbor-Joining-Baums verwendet.

3.12 Ligation Dependent Probe Amplification (LPA)

Die Methode der LPA wurde in Hinsicht auf die SNPs im cpGenom auf deren Eignung hin getestet. Die
LPA wurde mittels SALSA MLPA EK 1 reagent kit FAM (siehe Anhang 5.2, Tabelle 5.6) durchgefiihrt. Die
Sequenzen der Sonden sind im Anhang 5.4, Tabelle 5.18 aufgelistet. Im Anhang 5.6, Tabelle 5.21 ist
die Durchfihrung im Detail dargestellt.
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3.13 High Resolution Melting Analysis (HRMA)
Die Schmelzpunktanalyse wurde mithilfe des LightCycler® 480 High Resolution Melting Master Kits
(siehe Anhang 5.2, Tabelle 5.6) durchgefiihrt.

Die Durchfiihrung ist im Anhang 5.6, Tabelle 5.22 dargestellt.

3.14 Herstellung definierter Mischungen beider Kakaosorten

FUr die Quantifizierungsversuche wurden definierte DNA-Mischungen aus CCN-51 und Arriba mit drei
unterschiedlichen Ansatzen hergestellt:

A: Mischung von PCR-Produkten

B: Mischung von DNA-Isolaten

C: Mischung von gemahlenen Kakaobohnen

Fir samtliche Mischungen wurde folgendes Probenmaterial eingesetzt:

Kakaoblatter: C2, Bl. und A2, BI.

Kakaobohnen: C7 und A5 ((TAAAG),-Repeat) sowie C8 und A4 (PCR-RFLP)

Der DNA-Gehalt der DNA-Isolate bzw. PCR-Produkte wurde photometrisch mittels NanoDrop-
Photometer (Detektion des (TAAAG),-Repeats) oder fluorimetrisch (PCR-RFLP) bestimmt.

Folgende Mischungen wurden angesetzt:

Tabelle 3.7: Herstellung von definierten Mischungen.
Mischung Anteil CCN-51 Anteil Arriba

(DNA-Isolat/ PCR-Amplifikat) (DNA-Isolat/ PCR-Amplifikat)
1 10 % 90 %
2 30% 70 %
3 50 % 50 %
5 70 % 30%
6 90 % 10 %
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 DNA-Isolierung

Entsprechend den beiden Probenmatrices Blatter und Bohnen wurden zwei unterschiedliche
Methoden zur Isolierung der DNA eingesetzt. Zur Extraktion aus Kakaobohnen wurde die durch
vorangegangene Projekte (128) optimierte CTAB-Methode (siehe 2.3.1 und 3.3.1) durchgefiihrt. Aus
Kakaoblattern wurde die DNA mittels Silicasdulen extrahiert. Die folgenden Tabellen 4.1 und 4.2 fassen

den DNA-Gehalt sowie die Reinheit aller Isolate zusammen:

Tabelle 4.1: DNA-Gehalt und Reinheit der Isolate, Kakaoblatter.

Isolat Gehalt, fluorimetrisch, Gehalt, photometrisch, Reinheit, Ez60/280
[ng/ulL] [ng/uL]

C1, Bl. 30,7 40,2 1,43
C2, Bl. 49,7 90,6 1,76
C3, Bl. 41,0 53,6 1,54
C4, Bl 55,6 65,8 1,64
CS, BI. 41,2 45,8 1,68
C6, BI. 50,0 75,8 1,79
C7, Bl. 126,6 140,7 1,57
C8, B 158,1 165,3 1,68
A1, BI. 18,5 25,4 1,45
A2, BI. 27,6 26,9 1,67
A3, BI. 46,3 56,7 1,56
A4, BI. 54,9 55,0 1,54
A5, BI. 56,5 64,0 1,56
A6, BI. 59,3 87,4 1,67
A7, BI. 78,4 124,5 1,61
A8, BI. 46,8 53,8 1,67
E1, BI. 20,9 217,9 1,35
E2, BI. 28,4 47,5 1,56
E3, BI. 30,4 42,6 1,54
E4, BI. 23,3 36,5 1,63
ES, BI. 31,4 47,8 1,62
Crl, BI. 74,03 94,3 1,69
Cr2, Bl. 78,3 82,3 1,68
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Tabelle 4.2: DNA-Gehalt und Reinheit der Isolate, Kakaobohnen.

Gehalt, fluorimetrisch, Gehalt, photometrisch, Reinheit, Ezs0/280
[ng/uL] [ng/ul]
Cl 94,2 96,3 1,23
C2 98,9 407,6 1,45
C3 21,5 171,9 1,14
c4 165,4 1144,5 1,32
C5 100,9 869,0 1,24
Cé6 74,3 415,7 1,45
Cc7 87,9 354,9 1,23
Cc8 104,3 253,5 1,27
C10 211,4 906,5 1,64
Cl1 27,6 845,5 1,54
C12 20,3 4539 1,36
C13 16,5 453,5 1,24
Cl4 28,6 564,7 1,36
C15 79,9 665,7 1,43
Ci16 98,9 546,8 1,56
Al 7,2 243,5 1,32
A2 89,1 657,3 1,25
A4 34,6 836,4 1,56
A5 67,5 672,4 1,53
A6 43,8 895,4 1,27
A7 54,8 783,4 1,29
A8 45,8 892,4 1,43
A9 32,8 763,2 1,38
Al10 32,9 786,4 1,39
All 16,8 672,4 1,26
Al2 34,8 194,3 1,65
Al13 32,9 893,4 1,52
Al4 34,9 1002,3 1,17
Al15 65,8 892,4 1,26
Al6 76,9 937,2 1,38
Al7 32,0 783,2 1,29
Al8 45,8 893,4 1,32
Al19 43,8 784.,4 1,35
A20 85,3 956,3 1,18
A21 65,5 778,3 1,19
A22 76,5 1045,3 1,15
A23 76,9 1109,8 1,09
A24 68,3 783,4 1,37
A25 43,7 452,5 1,38
A26 78,6 893,5 1,31
A27 45,8 452,4 1,32
A28 74,2 894,5 1,53
A29 62,1 1003,6 1,08
A30 67,9 893,5 1,25
A3l 65,5 672,4 1,27
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Isolat Gehalt, fluorimetrisch, Gehalt, photometrisch, Reinheit, Ezs0/230
[ng/uL] [ng/ul]

A32 456,7 2045,3 1,08

A33 78,3 978,4 1,24

A34 45,7 673,5 1,27

A35 78,6 895,4 1,22

Crl 96,4 693,5 1,31

Die Isolate aus den Kakaobladttern haben im Vergleich zu denen aus den Kakaobohnen einen geringeren
Gehalt an DNA, was mit den verschiedenen Aufarbeitungsmethoden zu erklaren ist. Die beschrankte
Bindungskapazitdt der Silicasdulen bei der Aufarbeitung der Bldtter steht dem unbegrenzten
Prazipitationsvolumen der CTAB-Methode bei den Bohnen gegeniber. Ein weiterer Grund ist die
unterschiedliche Matrix der beiden Probenmaterialien: Die Konsistenz der Blatter ist lederartig. Die
Extraktion von DNA aus dieser Matrix ist daher komplexer als die aus den Bohnen. Die Matrix Letzterer
ist durch Verarbeitungsschritte wie Rostung und Fermentation teilweise bereits aufgeschlossen. Im
Weiteren ist denkbar, dass mit der DNA-Extraktion aus den Bohnen auch Bakterien-DNA isoliert wurde,

die im Anschluss messbar war.

Die fluorimetrisch ermittelte DNA-Konzentration ist geringer als die photometrisch bestimmte. Die
fluorimetrische Messung ist spezifischer: Hier wird der Interkalationsfarbstoff SYBR Green | eingesetzt,
der lediglich an dsDNA bindet und somit auch nur diese erfasst (69). Die photometrische Messung wird
allgemein bei einer Wellenlange von 260 nm durchgefthrt, bei der neben der dsDNA samtliche
Oligonukleotide, monomere Nukleotide sowie bei dieser Wellenlange optisch aktive Begleitstoffe

absorbieren. Daraus resultiert ein hoherer Messwert.

Die Ergebnisse der Reinheitshestimmung lagen generell unter dem Wert von Ezeo/280=1,7 bis 1,9. In
Abhangigkeit von dem pH-Wert und dem Salzgehalt kann sich der Messwert der Reinheit verschieben
(129). Ein moglicher Grund fir eine schwankende Reinheit ist, dass teils Wasser (Kakaobohnen) und
teils der mit dem DNeasy Plant Mini/ Maxi Kit (50) gelieferte Elutionspuffer zur Elution von DNA
verwendet wurden. Ein Vergleich der Reinheit der Bohnen- mit jener der Blatt-Isolate zeigt, dass die
CTAB-Methode zu einer geringeren Reinheit fihrt. Durch die Aufarbeitung mittels Silicasaulen wurden

offensichtlich mehr Stérsubstanzen abgetrennt.

Die Isolierung der DNA aus den Kakaoblattern ergab gegenlber der aus den Kakaobohnen eine
geringere Ausbeute bei einer hoheren Reinheit. Fir die folgende Analytik spielten diese Faktoren eine
eher untergeordnete Rolle: Samtliche Isolate konnten fur partielle Sequenzierungen, Amplifizierungen

und weitere Methoden eingesetzt werden.
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4.2 Gesamtiuberblick Uber die analytischen Pfade

Prinzipiell liegen zwei unterschiedliche Typen von DNA vor (siehe 2.2.1), die in dieser Arbeit relevant
waren: das Kern- sowie das cpGenom. Aufgrund einer hoheren Variabilitdt im cpGenom wird
angenommen, dass die Wahrscheinlichkeit von Sequenzunterschieden hier héher ist als im

Kerngenom. Dennoch wurden beide Genome untersucht.

Die folgende Grafik verdeutlicht die unterschiedlichen Pfade, die verfolgt wurden. Sie basieren auf
Recherchen in bereits publizierten Genomen, auf de-novo-Sequenzierungen kompletter Genome oder
partiellen Sequenzierungen. Besonders hervorgehoben werden die Ansdtze, die zu einer

Methodenentwicklung zur Sortendifferenzierung von Arriba und CCN-51 gefiihrt haben.

Gesamtgenom*
Kerngenom Chloroplastengenom
Kapitel 4.3 Genomsequenzierung Sequenzierung der
/ \ Inverted Repeat Region
Isolierung von Chloroplasten Isolierung von Gesamt-DNA l

l l Kapitel 4.4.3
Kapitel 4.4.1 Kapitel 4.4.2 l

1 Methodenentwicklung:

Kapitel 4.5

Methodenentwicklung:
Kapitel 4.6

*: Das Mitochondriengenom wurde nicht weiter bericksichtigt

Abbildung 4.1: Analytische Ansatze ausgehend von der Recherche und Sequenzierungen im Kern- und im cpGenom
sowie Markierung der Pfade, die zur erfolgreichen Methodenentwicklung fihrten.
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4.3 Kerngenom

Die anfangliche Recherche hinsichtlich des nukledren Genoms konzentrierte sich auf die Arbeiten der
zwei Teams um Argout et al., 2010 (64), (66) und Mars Inc.,, 2010 (63), (65). Das erste Team
sequenzierte die Kakaosorte Criollo aus Belize und das zweite die Sorte Matina 1 —6 aus Costa Rica.
Sequenzunterschiede zwischen Criollo und Matina 1 —6 sind insofern relevant, als es sich bei dem
einen (Criollo) um einen Edelkakao und dem anderen (Matina 1 —6) um einen Konsumkakao handelt.
Ausgewadhlte Regionen in den zwei veroffentlichten Genomen wurden miteinander verglichen. Der
theoretische und softwareunterstiitzte Vergleich zeigte in finf Sequenzregionen Unterschiede
zwischen Criollo und Matina 1 — 6. Hierzu zahlen die DNA-Abschnitte der Gensequenzen der Chitinase
TcChiB, des light-harvesting complex protein LHCP, des non-specific lipid transfer protein NSLTP, des
auxin responsive GH3 protein ARGH3P sowie des Transkriptions-Coaktivators NPR1 (130), (122), (131).

Tabelle 4.3: Sequenzregionen, die in den sequenzierten Genomen von Criollo und Matina 1-6 Unterschiede

aufweisen.
Eigenschaft Accession-Nummer Quelle
NPR1 Transkriptions Coaktivator CK144298.1
LHCP Light-harvesting complex protein CK144297 Bailey et al., 2004 (130)
TcChiB Class VIl chitinase CF973685 Bailey et al., 2004 (130)
ARGH3P Auxin-responsive GH3 protein CF973685 Jones et al., 2002 (122)
NSLTP Non-specific lipid-transfer protein CM001882 Jones et al., 2002 (122)

Fir die finf Regionen wurden funf Primer-Paare konstruiert, welche die Sequenzunterschiede in
Criollo und Matina 1 — 6 flankieren (siehe Anhang 5.4, Tabelle 5.11). Diese fiinf Bereiche wurden fur
die Sorten Arriba und CCN-51 amplifiziert, die Amplifikate gereinigt und anschlielend einer
Sequenzierung zugeflihrt. Ein Abgleich der erhaltenen Sequenzen beider Kakaosorten sollte zeigen, ob
die Sequenzunterschiede zwischen dem Edelkakao Criollo und dem Konsumkakao Matina 1 — 6 auch
zwischen den Kakaosorten Arriba und CCN-51 existieren. Eine der fliinf Regionen konnte verifiziert
werden: TcChiB beinhaltete eine 16 bp lange Insertion in Arriba, die bei CCN-51 ausblieb. Arriba
verhielt sich in diesem Fall allerdings wie der Konsumkakao Matina 1 — 6 und CCN-51 wie der Edelkakao
Criollo. Zusatzlich befindet sich in dieser Insertion die Restriktionsschnittstelle BamH|, die neben der

Insertion in Abbildung 4.2 dargestellt ist.

Basierend auf diesem Sequenzunterschied wurden drei Primer-Paare TcChiB*/**/*** entwickelt (siehe
Anhang 5.4, Tabelle 5.11), mit deren Hilfe eine CCN-51-spezifische PCR ermoglicht werden sollte. Bei
zwei Primer-Paaren ist der Re-Primer spezifisch, wahrend bei dem anderen Primer-Paar der Fw-Primer
spezifisch ist (siehe Abbildung 4.2).
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Matina GCTGAACCCC-TTGATATTTACCTGCAATTTTCTTGGGACACATATTGGCTATAACTTGTAGTTACTTCATGTG
Arriba GCTGAACCCC-TTGATATTTACCTGCAATTTTCTTGGGACACATATTGGCTATAACTTGTAGTTACTTCATGTG

CCN-51 —--TGAACCCCCTTGATATTTACCTGCAATTTTCTTGGGACACATATTGGCTATAACTTGTAGTTACTTCATGTG
Criollo --—-——————-—-—-—- TGATATTTACCTGCAATTTTCTTGGGACACATATTGGCTATAACTTGTAGTTACTTCATGTG
L
Pk k

Matina CTTGTATGTCATGTGCTTAATACAAAAATAGATAGGCATGTCTTGGCAATGTCTTACAAAGTTCATTCTTCCTA
Arriba CTTGTATGTCATGTGCTTAATACAAAAATAGATAGGCATGTCTTGGCAATGTCTTACAAAGTTCATTCTTCCTA
CCN-51 CTTGTATGTCATGTGCTTAATACCAAAATAGATAGGCATGTCTTGGCAATGTCTTACAAAGTTCATTCTTCCTA
Criollo CTTGTATGTCATGTGCTTAATACCAAAATAGATAGGCATGTCTTGGCAATGTCTTACAAAGTTCATTCTTCCTA

Matina GGCATCCAATCTTGATGGACAAAAATGATAAATAAGAAGGTATACATGCTCTCTTCAAGAAAAAGTTCAATTTA
Arriba GGCATCCAATCTTGATGGACAAAAATGATAAATAAGAAGGTATACATGCTCTCTTCAAGAAAAAGTTCAATTTA
CCN-51 GGCATCCAATCTTGATGGACAAAAATGATAAATAAGAAGGTATACATGCTCTCTTCAAGAAAAAGTTCAATTTA
Criollo GGCATCCAATCTTGATGGACAAAAATGATAAATAAGAAGGTATACATGCTCTCTTCAAGAAAAAGTTCAATTTA

Matina ATTGTTTTATAAAGTTCAATGATTGATTGTCAAACAATAAAAAGTGGGATGCATTCCAAATAAGAGAGGGGGAT
Arriba ATTGTTTTATAAAGTTCAATGATTGATTGTCAAACAATAAAAAGTGGGATGCATTCCAAATAAGAGAGGGGGAT
CCN-51 ATTGTTTTATAAAGTTCAATGATTGATTGTCAAACAATAAAAAGTGGGATGCATTCCAAATAAGAGAGGGGGAT

Criollo ATTGTTTTATAAAGTTCAATGATTGATTGTCAAACAATAAAAAGTGGGATGCATTCCAAATAAGAGAGGGGGAT
*—
sk b—

Matina AAAGGGATCCAGAGCTGGTATTCCGTTCAATGAATTGAGTTGGCATGTCTGTTTGTGTTTCATCTGGTTGAGTG
Arriba AAAGGGATCCAGAGCTGGTATTCCGTTCAATGAATTGAGTTGGCATGTCTGTTTGTGTTTCATCTGGTTGAGTG

CCN-51 —\—\—————————————— GGTATTCCGTTCAATGTATTGAGTTGGCATGTCTGTTTGTGTTTCATCTGGTTGAGTG
Criollo --—————————————— GGTATTCCGTTCAATGTATTGAGTTGGCATGTCTGTTTGTGTTTCATCTGGTTGAGTG
—P ke xk

Matina TGCTGTTGTTGCATCTTTGAGTAAATATTATGTTGTTCAACATTAATCTACTCAAATGCACTTTGATCAACACC
Arriba TGCTGTTGTTGCATCTTTGAGTAAATATTATGTTGTTCAACATTAATCTACTCAAATGCACTTTGATCAACACC
CCN-51 TGCTGTTGTTGCATCTTTGAGTAAATATTATGTTGTTCAACATTAATCTACTCAAATGCACTTTGATCAACACC
Criollo TGCTGTTGTTGCATCTTTGAGTAAATATTATGTTGTTCAACATTAATCTACTCAAATGCACTTTGATCAACACC

Matina CCCCTGTTTGCCéééAETTGGGCCCTCATATCCCCTATTTCAATTAATCAATTGATTACGAAAAGGATGTAGGG
Arriba CCCCTGTTTGCCCCCACTTGGGCCCTCATATCCCCTATTTCAATTAATCAATTGATTACGAAAAGGATGTAGGG
CCN-51 CCCCTGTTTGCCCCCACTTGGGCCCTCATATCCCCTATTTCAATTAATCAATTGATTACAAAAAGGATGTAGGG
Criollo CCCCTGTTTGCCCCCACTTGGGCCCTCATATCCCCTATTTCAATTAATCAATTGATTACAAAA-—————————~

Matina CCCTGATATGTTCGATTGGCATTTCAAATATTATATTTTCTGTAGACTGTATGCATTTGGCCCTGTTTCCTTC
Arriba CCCTGATATGTTCGATTGGCATTTCAAATATTATATTTTCTGTAGACTGTATGCATTTGGCCCTGTTTCCTTC
CCN-51 CCCTGATATGTTCGATTGGCATTTCAAATATTATATTTTCTGTAGACTGTATGCATTTGGCCCTGTTTCCTTC
Criollo ————— - -

Abbildung 4.2: Alignment der Sequenzierung der Region TcChiB von Arriba und CCN-51 verglichen mit den
publizierten Sequenzen von Matina 1-6 und Criollo. Die Unterschiede sind gelb markiert und die
Restriktionsschnittstelle BamH1I ist rot gekennzeichnet. Die Primer-Paare flir eine CCN-51-spezifische PCR TcChiB*,
TcChiB** und TcChiB*** sind mit verschiedenen Farbtonen dargestellten Pfeilen gekennzeichnet.

Die PCR-Produkte wurden mittels AGE detektiert. Mit dem Primer-Paar TcChiB* wurden, wie erwartet,
nur fir CCN-51-Proben Amplifikate erhalten. Nach weiteren Durchfihrungen konnten allerdings
wiederholt bei Arriba-Proben PCR-Produkte detektiert werden. Auch bei den Primer-Paaren TcChiB**
und TcChiB*** lieBen sich Fehlhybridisierungen mit Arriba beobachten. Demnach ist die 16 bp-
Insertion nicht spezifisch. Der Grund hierfir ist vermutlich der heterozygote Charakter des

Kerngenoms von Kakao: Beide Sequenzen sind bei beiden Kakaosorten vorhanden.
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Die auf vermeintlichen Sequenzunterschieden im Kerngenom basierenden Arbeiten zur
Sortendifferenzierung von Arriba und CCN-51 wurden eingestellt, da hieraus keine reproduzierbaren
Ergebnisse resultierten. Bezlglich des nukledren Genoms wurden lediglich die Arbeiten zu den
Mikrosatelliten vertieft. Diese sind jedoch nicht geeignet, um die beiden Sorten voneinander zu
unterscheiden, da bereits innerhalb einer Sorte Abweichungen des SSR-Musters auftreten. Kapitel 4.9

informiert dartber, wie die Mikrosatellitenanalyse dennoch genutzt wird.

Der Fokus wurde auf die Recherche im cpGenom gerichtet.
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4.4  Das cpGenom und Sequenzierungen

Im cpGenom wird eine héhere Variabilitat als im nukledren Genom erwartet. Ein zusatzlicher Vorteil
des plastiddren Genoms ist die maternale Vererbung der Chloroplasten: Auch eine versehentliche
Fremdbestdubung einer CCN-51-Pflanze durch eine andere Kakaopflanze sollte zu keiner
Rekombination des cpGenoms fiihren, sodass es zu keiner Beeinflussung der plastiddren Sequenz

kommen kann. Die Sequenz ist konstant (siehe 2.2.2).

Bei NCBI sind bereits 14 cpGenome verschiedener Kakaosorten publiziert worden, nicht jedoch die
Sequenz der Sorte CCN-51. Die Informationen hierzu sind im Anhang 5.7, Tabelle 5.24 aufgelistet. Aus
diesen Genomen wurde ein Alignment erstellt, um Sequenzunterschiede von Kakaosorten
untereinander abschdtzen zu konnen. Ob diese Unterschiede auch zwischen den Kakaosorten Arriba
und CCN-51 bestehen, sollte durch die partielle Sequenzierung solcher Regionen Gberprift werden.
Hierzu zahlte die sogenannte ccsA-Region. Arbeiten zu diesem Sequenzabschnitt werden unter 4.7.1

erldutert.

Eigene Sequenzierungsarbeiten sollten durchgefiihrt werden, um genaue Informationen zur Sorte
CCN-51 zu erhalten. Zur Sequenzierung eines kompletten Genoms sind hierbei die Isolierung sowie die

Reinigung der zu sequenzierenden DNA von Bedeutung (siehe 4.4.1 und 4.4.2).

4.4.1 Sequenzierung des cpGenoms mit vorheriger Chloroplasten-
Isolierung

Die klassische Methode fiir eine komplette cpGenom-Sequenzierung ist die DNA-Extraktion aus der
entsprechenden Zellorganelle des Blattes. Der Chloroplast muss vorher von anderem Zellmaterial
isoliert werden. Dadurch wird erreicht, dass Zellkerne samt ihrer nuklearen DNA abgetrennt werden

und somit reine plastidare DNA aus isolierten Chloroplasten extrahiert wird.

Die Isolierung von Chloroplasten aus Erbsen und Kresse wurde bereits von Rodiger et al., 2009 (132)
sowie Aronsson et al., 2002 (133) beschrieben. Die in dieser Arbeit angewendete Methode wurde in
Anlehnung an diese Publikationen durchgefiihrt (siehe Anhang 5.5). Neben einer hohen Ausbeute an
moglichst reiner plastidarer DNA war das Ziel, keine nukledare DNA zu koextrahieren. Darlber hinaus

sollte die extrahierte DNA unfragmentiert vorliegen.
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Folgende Methodenparameter wurden variiert und optimiert:

1. Zwei Puffer wurden miteinander verglichen. Neben dem CIB-BSA-Puffer — Bestandteil eines Kits zur
Chloroplastenisolierung (DNeasy Plant Mini/Maxi Kit (50), siehe Anhang 5.2, Tabelle 5.6) — wurde der
von Rddiger et al., 2009 publizierte Puffer untersucht. Auch die Puffermenge wurde variiert. Dabei
ergab der Puffer nach Rodiger et al., 2009 eine hohere Ausbeute an DNA. Durch die Erhdhung der
eingesetzten Puffermenge um etwa 20% im Vergleich zur empfohlenen Menge konnten die

Matrixeffekte der lederartigen Blatter verringert werden.

2. Der Zellaufschluss konnte durch den Einsatz von flUssigem Stickstoff optimiert werden. Die Ausbeute
an DNA wurde um das 5- bis 10-Fache erhoht.

3. Verschiedene Probenmatrices wurden hinsichtlich der Frische sowie des Alters der Blatter
untersucht. Da die Matrix der alteren Blatter lederner ist, ist sie schwerer aufzuschliefen als die der
juingeren. Die alteren Blatter verfligen im Gegensatz dazu aufgrund ihrer intensiveren Grinfarbung
Uber eine hohere Zahl von Chloroplasten. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass das Alter der Blatter
keinen Einfluss auf die isolierte Menge an DNA hat. Matrixeffekte und Chloroplastengehalt halten sich

die Waage.

Hinsichtlich der Frische der Blatter wurde festgestellt, dass durch den Einsatz der Gefriertrocknung die

Ausbeute an DNA erhdht wurde.

Mittels Real-time PCR wurde die Menge an koextrahierter nukledrer DNA Uberprift. Hierzu wurden
die zwei Primer-Paare Uni3 und Tc-Vic fur die Amplifikation nukledrer DNA und die zwei Primer-Paare
Chloro-Ins-3' und psbA zur Amplifikation plastiddarer DNA eingesetzt (siehe Anhang 5.4, Tabelle 5.16).

Das Verhaltnis von cp- zu Kern-DNA wurde mittels ACi-Methode bestimmt und als Quotient Qpna

ausgedrickt:

Q=2 Crenoro™Cens)
Qona: Quotient aus den Ci-Werten, Verhaltnis von cp- zu Kern-DNA
Ct, chloro: Ci-Wert, PCR-Produkt Primer-Paar Chloro-Ins-3 oder psbA
Ct, Ref: C-Wert, PCR-Produkt Uni3 oder Tc-Vic
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Durch die Optimierung der oben aufgeflihrten Versuchsparameter wurde eine Zunahme von Qpna
beobachtet. Es ist demnach gelungen, den Anteil an cpDNA gegenlber nukledrer DNA im Isolat zu
erhohen. In einigen Isolaten konnte gar keine nukledare DNA nachgewiesen werden, was allerdings

nicht reproduzierbar war.

Zusammenfassung und Fazit

Nach der beschriebenen Isolierung von DNA aus extrahierten Chloroplasten konnte die Ausbeute an
cpDNA erhoht und das Verhaltnis von cp- zu Kern-DNA im Isolat optimiert werden. Die nukledre DNA
konnte hierbei jedoch nicht reproduzierbar vollstdndig abgetrennt werden. Weiterhin wurde die
erforderliche Menge an cpDNA flr eine Sequenzierung von etwa 1 ug nicht in ausreichender Menge
erhalten. Darlber hinaus waren die Isolate nicht rein: Die komplexe Matrix der Kakaoblatter ist mit

einem hohen Gehalt an stérenden Begleitsubstanzen wie Proteinen assoziiert.

Daneben wurden durch Dr. Felix Focke Versuche zur Affinitatsanreicherung von plastidarer Kakao-DNA
aus Gesamt-DNA durchgefihrt. Hierbei kamen an bestimmte Sequenzregionen des cpGenoms
spezifisch bindende Sonden zum Einsatz. Sie waren biotinyliert und an mit Streptavidin beschichtete
magnetische Partikel gekoppelt. Durch eine magnetische Separation sollte die plastidare von der
nukledren DNA getrennt werden. Doch auch hier waren Menge und Reinheit der erhaltenen DNA nicht

ausreichend.

Die Arbeiten wurden eingestellt, da sowohl die Quantitat als auch Qualitat der isolierten plastidaren

DNA keine ausreichenden Ergebnisse lieferten.

4.4.2 Sequenzierung des cpGenoms ohne vorherige Abtrennung der
Chloroplasten

Kane et al., 2012 (55) beschreiben eine Methode zur Sequenzierung des kompletten cpGenoms in
Anwesenheit des Kerngenoms: ,low-coverage whole genome shotgun sequencing”. Eine aufwendige
Abtrennung der Chloroplasten, wie sie im Kapitel 3.3.3 und Anhang 5.5 beschrieben wird, ist demnach
nicht notwendig. Die Grundlage dieser Methode ist die unterschiedliche Zahl der Kopien der nukledren
und der plastidaren DNA in einer Zelle: Das cpGenom kommt in einer wesentlich héheren Kopienzahl
vor als das Kerngenom (siehe 2.2.2). In der isolierten Gesamt-DNA sind demzufolge wesentlich mehr
Kopien des plastidaren als des nukledaren Genoms enthalten. Erfolgt die Sequenzierung mit einer
geringen Abdeckung, wird lediglich die DNA erfasst, die in erhdhter Kopienzahl vorliegt. Dass die

plastidare DNA wesentlich kleiner ist als die nukledre DNA (siehe 2.2.2), ist hierbei unbedeutend.
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Die Gesamt-DNA von zehn Proben wurde isoliert (siehe Tabelle 4.4) und durch eine Ethanolféllung
gereinigt (siehe 3.10.2). Im Anschluss wurde eine Sequenzierung mittels low-coverage whole genome
shotgun sequencing durch das Unternehmen GATC Biotech AG, Konstanz, Deutschland, durchgefthrt.
Referenzgenom war hierbei: HQ244500.

Tabelle 4.4: Auflistung der zehn
Proben, deren cpGenome sequenziert

wurden.
CCN-51 C1, Bl.
CCN-51 C2, Bl.
CCN-51 C4, Bl.
CCN-51 C5, Bl
Arriba: EET-95 A4, BI.
Arriba: EET-103 A6, BI.
Arriba: EET-544 A7,Bl.
ICS-95 E1, BI.
Canelo E3, BI.
IMC-67 ES, BI.

Die Sequenzen der zehn cpGenome wurden mithilfe der Software Vector NTI (Version X) sowohl
miteinander als auch mit den 13 bei NCBI publizierten verglichen. Die weiterflhrenden Arbeiten

werden unter 4.6 ndher erldutert.
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4.4.3 Sequenzierung der IRR

Entsprechend der Publikation nach Dhingra et al., 2005 (134) wurde ein Bereich des cpGenoms — die
IRR (siehe 3.2.2) — untersucht. Abbildung 4.3 zeigt schematisch das cpGenom mit der IRR.
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TAAAG in unterschiedl. Wiederholung

Abbildung 4.3: Schematische Darstellung des cpGenoms mit der IRR, die ein
(TAAAG),-Repeat mit unterschiedlicher Wiederholung in CCN-51 und Arriba
enthalt.

Die etwa 30 000 bp lange Sequenz kommt im cpGenom zweimal vor und wurde durch den Einsatz von
27 Primer-Paaren (siehe Anhang 5.4, Tabelle 5.13) durch partielle Sequenzierung entschlUsselt.
Zunachst erfolgte die Sequenzierung einer CCN-51-Probe. Die erhaltenen 54 Amplifikate wurden in
beide Richtungen sequenziert. Anschlieend wurden die erhaltenen Sequenzen mit denen der IRR
bereits publizierter cpGenome von Kakao verglichen. Dabei ergab sich ein Sequenzunterschied
zwischen CCN-51 und den restlichen cpGenomen bei dem Primer-Paar IRB22F. Dieser Unterschied
wurde durch Resequenzierung einer CCN-51- sowie einer Arriba-Probe bestatigt: In der IRR befindet

sich eine 5 bp lange Sequenz, die in den beiden Kakaosorten unterschiedlich oft wiederholt wird.

Die Sequenz (TAAAG), tritt beim Arriba sechsmal auf (n = 6) und beim CCN-51 vierzehnmal (n = 14).
Das entsprechende Alignment ist in Abbildung 4.4 dargestellt.
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Arriba
CCN-51

Arriba
CCN-51

Arriba
CCN-51

Arriba
CCN-51

Arriba
CCN-51

Arriba
CCN-51

Arriba
CCN-51

TAGACGAAACAAAGCTATATGATAGTACCCAATTTTTCCGATTCGGCAGTTCGATCTATGATTTATCATTCATGG
TAGACGAAACAAAGCTATATGATAGTACCCAATTTTTCCGATTCGGCAGTTCGATCTATGATTTATCATTCATGG

< n=6
ACGTTGATAAGATCCTTCCATTTAATTTAGCAGCACCTTAGGATGGCATAGCCT
ACGTTGATAAGATCCTTCCATTTAATTTAGCAGCACCTTAGGATGGCATAGCCT_
—_— <+——n=14
TTAAGGGCGAGGTTCAAACGAGGAAA
TTAAGGGCGAGGTTCAAACGAGGAAA

»
>

GGCTTACGGTGGATACCTAGGCACCCAGAGACGAGGAAGGGCGTAGTAAGCGACGAAATGCTTCGGGGAGTTGAA
GGCTTACGGTGGATACCTAGGCACCCAGAGACGAGGAAGGGCGTAGTAAGCGACGAAATGCTTCGGGGAGTTGAA

AATAAGCGTAGATCCGGAGATTCCCGAATAGGTCAACCTTTCGAACTGCTGCTGAATCCATGGGCAGGCAAGAGA
AATAAGCGTAGATCCGGAGATTCCCGAATAGGTCAACCTTTCGAACTGCTGCTGAATCCATGGGCAGGCAAGAGA

CAACCTGGCGAACTGAAACATCTTAGTAGCCGGAGGAAAAGAAAGCAAAAGCGATTCCCGTAGTAGCGGCGAGCG
CAACCTGGCGAACTGAAACATCTTAGTAGCCGGAGGAAAAGAAAGCAAAAGCGATTCCCGTAGTAGCGGCGAGCG

AAATGGGAGCAGCCTAAACCGTGAAAACGGGGTTGTGGGAGAGCAATAAAAGCGTC———=== === ——————————
AAATGGGAGCAGCCTAAACCGTGAAAACGGGGTTGTGGGAGAGCAATAAAAGCGTC———————————————————

Abbildung 4.4: Alignment eines Ausschnittes der IRR des cpGenoms von CCN-51 und Arriba mit unterschiedlicher
Wiederholung des (TAAAG),-Repeats mit n=6 fur CCN-51 und n=14 flr Arriba.

An einem groReren Probenumfang (acht Arriba- und fiinf CCN-51-Blattproben) wurde gepriift, ob der

Unterschied der Wiederholung des (TAAAG),-Repeats in allen Proben wie erwartet vorkommt. Hierzu

wurde eine Universal-PCR durchgefiihrt, bei der das Primer-Paar (siehe Anhang 5.4, Tabelle 5.14) das

(TAAAG)n-Repeat flankiert. Die Amplifikate wurden anschlieRend sequenziert. Das Alignment der

erhaltenen Sequenzen der gereinigten PCR-Produkte wird in Abbildung 4.5 gezeigt. Die Durchfihrung
erfolgte fir die folgenden 13 Kakaoblattproben: Arriba: A1, Bl., A2, Bl.,, A3, Bl., A4, BIl,, A5, BI,, A6, BI,,
A7, Bl., A8, Bl. und CCN-51: C1, BI., C2, BI., C3, BI., C4, Bl. und C5, BI.
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Al,Bl. --AGCANNTTAGGATGGCATAGCCTTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAG-———————————————————
A2,Bl. --—--——-—- TTAGGATGGCATAGCCT TAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAG- ———=——==—==————————
A3,Bl. --—---—-- TTAGGATGGCATAGCCTTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAG- ———————————————————
A4,Bl. -—--——-- TTAGGATGGCATAGCCT TAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAG- ——===—==—==————————
A5,Bl. ---GCANNTTAGGATGGCATAGCCTTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAG-———————=———————————
A6,Bl. -—--——-- TTAGGATGGCATAGCCT TAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAG- ——==——==—==————————
A7,Bl. GCAGCACCTTAGGATGGCATAGCCTTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAG-—-————==========—==
A8,Bl. -AGCANNNTTAGGATGGCATAGCCTTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAG=—=——==—==—==———————
C1,Bl. -CAGNNCCTTAGGATGGCATAGCCTTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAG
C2,Bl. --AGCACCTTAGGATGGCATAGCCTTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGNNNNNTAACGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAG
C3,Bl. --AGCACCTTAGGATGGCATAGCCTTAAAGTAAAGTAANNTAAAGNNNCGTAACGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAG
C5,Bl. ---GNACCTTAGGATGGCATAGCCTTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGNNNAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAG
C6,Bl. -CAGCACCTTAGGATGGCATAGCCTTAAAGTAAAGTAANNNANAGNTNAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAG
Al,Bl. -———-—————mm—mm—mm - TAAGGGCGANG

A2,Bl. -——--——m——mm—mm - TAAGGGCGAGT

A3,Bl. -——--——m——mm—mm oo TAAGGGCGA

A4,Bl. ———m—mm——m o TTAAGGGC

A5,Bl. ——=—-——m——mm—m - TAAGGGCGA

A6,Bl. -———m——m——mmm o TAAGGGCGA

A7,Bl. -———-——m——mmmmm - TA

A8,Bl. -——--——m——mm—m o TTAAGGGCG

Cl, Bl. TAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAGGGCGA
C2, Bl. TAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAGGGCGAGGT
C3, Bl. TAAAGTAAAGTAAAGTAAAG

C5, Bl. TAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAGGGCGA
C6, Bl. TAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAGGGCGAGGT

Abbildung 4.5: Alignment der Sequenzierung des (TAAAG).-Repeats in der IRR fir acht Arriba-Proben und finf
CCN-51-Proben.

Das Alignment zeigt ein einheitliches Ergebnis flir sdmtliche sequenzierten Arriba- und CCN-51-Proben:
Eine sechsfache Wiederholung des (TAAAG),-Repeats flr Arriba ist wie eine vierzehnfache fiir CCN-51
charakteristisch. Basierend auf diesem Sequenzunterschied wurde eine Methode entwickelt, mit der

CCN-51 und Arriba voneinander unterschieden werden kénnen (siehe 4.5).
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45 DNA-basierte Methoden aufgrund der unterschiedlichen
Wiederholung des (TAAAG)n-Repeats in der IRR

Die unterschiedlich haufige Wiederholung der 5bp langen Sequenz (TAAAG), ist zur
Methodenentwicklung einer spezifischen PCR nicht geeignet: Hierbei handelt es sich nicht um einen
qualitativen Unterschied, sondern um eine unterschiedliche Sequenzwiederholung. Sadmtliche Primer
wlrden mit der Sequenz beider Kakaosorten hybridisieren. Der Sequenzunterschied ist hingegen dazu
geeignet, eine PCR durchzufihren, bei der das Primer-Paar die 5 bp lange (TAAAG).-Region flankiert.
Dabei entstehen Amplifikate, die sich um 40 bp voneinander unterscheiden. Hierbei wurden dieselben
Primer eingesetzt wie zuvor zur Sequenzierung der 13 Kakaoblattproben (siehe Anhang 5.4, Tabelle
5.14). Entsprechend den konstruierten Primern entstehen folgende PCR-Produkte (die 81 bp ergeben

sich aus dem Primerdesign und entsprechen den umliegenden Basen):

CCN-51 mit (TAAAG)14 5 bp x 14 =70 bp + 81 bp= 151 bp

Arriba mit (TAAAG)s 5bpx6 =30bp+81bp=111bp

Die unterschiedlich groRen PCR-Produkte wurden mit drei Methoden detektiert: AGE, dHPLC und CGE.
Die Tabellen 4.5 und 4.6 informieren darUber, ob fir die jeweilige Probe das Ergebnis erzielt worden
(+) oder nicht erzielt worden (-) ist. Die Interpretationen und Diskussionen hierzu erfolgen in 4.5.1. Die

nicht erwarteten Ergebnisse fir die Arriba- und CCN-51-Proben sind grau hinterlegt.
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Kakaoblatter

Tabelle 4.5: Zusammenfassung der Ergebnisse des (TAAAG).-Repeats, Kakaoblatter.

AGE dHPLC CGE Ergebnis
[bp] ‘ [min] [bp]
~110 ~150 ~1,4  ~2,7 ~110 ~150
C1, BI. - + - + - + CCN51-typisch
C2, Bl. - + - + - + CCN51-typisch
C3, BI. - + - + - + CCN51-typisch
C4, Bl. - + - ? - ? CCN51-typisch?
C5, BI. - + + + CCN51-typisch
Cs, BI. - + - + - + CCN51-typisch
Al, BI. + - + - + - Arriba-typisch
A2, BI. + - + - + - Arriba-typisch
A3, BI. + - + - + - Arriba-typisch
A4, BI. + - + - + - Arriba-typisch
A5, BI. + - + - + - Arriba-typisch
A6, BI. + - + - + - Arriba-typisch
A7, BI. + - + - + - Arriba-typisch
A8, BI. + - + - + - Arriba-typisch
Cr1, BI. + - + - + - Arriba-typisch
E1, BI. + - + + Arriba-typisch
E2, Bl. + - + + - Arriba-typisch
E3, BI. - + - - + CCN51-typisch
E4, BI. - + + CCN51-typisch
ES, BI. + - + + - CCN51-typisch
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Kakaobohnen

Tabelle 4.6: Zusammenfassung der Ergebnisse des (TAAAG).-Repeats, Kakaobohnen.

Ergebnis
~110 ~150 ~110 ~150

a1 (+) + (+) + (+) + CCN51-typisch
C2 (+) + (+) + (+) + CCN51-typisch
c3 (+) + (+) + (+) + CCN51-typisch
c4 + - + - + - Arriba-typisch
G5 (+) + (+) + (+) + CCN51-typisch
Cé (+) + (+) + (+) + CCN51-typisch
c7 (+) + (+) + (+) + CCN51-typisch
c8 (+) + - + (+) + CCN51-typisch
Al + - + - + - Arriba-typisch
A2 - + - + - + Fehldeklaration?
A4 + + + + + + Mischung
A5 + - + - + - Arriba-typisch
A6 + + + Arriba-typisch
A7 + - + - + - Arriba-typisch
A8 + - + - + - Arriba-typisch
A9 + - + - + - Arriba-typisch
Al0 + - + - + - Arriba-typisch
A1l + + + + + + Mischung
Al2 + - + - + - Arriba-typisch
A13 + - + - + - Arriba-typisch
Al4 T + + + + + Mischung
cri + - + - + - Arriba-typisch

Spater gelieferte Proben (C10-C15 sowie A15—A34) wurden im Nachhinein hinsichtlich des

Langenunterschieds des (TAAAG)n-Repeats mittels AGE Gberprift. Die Ergebnisse sind im Anhang 5.8.1

in der Tabelle 5.25 dargestellt.
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4.5.1 Detektion der verschiedenen (TAAAG)n-Repeat-Langen nach der
PCR

Die drei verschiedenen Detektionsmethoden (siehe 2.3.3) werden jeweils flr die zwei verschiedenen

Probenmaterialien Kakaobladtter und -bohnen getrennt ausgewertet und diskutiert.

4.5.1.1Detektion mittels AGE

Kakaoblatter

Die Detektion der Amplifikate von Arriba und CCN-51 mittels AGE bestdtigte die erwarteten
Ergebnisse: Fur die Sorte Arriba wurde eine Bande bei etwa 111 bp und fir die Sorte CCN-51 eine bei
etwa 151 bp beobachtet. Die Ergebnisse sind exemplarisch fir einige Kakaoblattsorten in Abbildung

4.6 dargestellt.

Abbildung 4.6: Detektion des (TAAAG),-Repeats einiger Arriba- und CCN-51-Proben, AGE, Kakaoblatter.

Die Kakaoblattprobe C4, Bl. bildete hierbei eine Ausnahme: Sie zeigte weder das fur Arriba typische
Amplifikat von 111 bp noch das CCN-51-typische von 151 bp. Die Bande befindet sich auf der Hohe

von etwa 140 bp. Es wurde vermutet, dass es sich bei der Probe C4, Bl. um einen anderen Typ handelt

64



Ergebnisse und Diskussion

als bei den verbleibenden Blattsorten des CCN-51. Das Amplifikat der Probe C4, BI. wurde daher mittels
partieller Sequenzierung untersucht: Anstelle einer vierzehnfachen Wiederholung des (TAAAG)-
Repeats wurde eine zwolffache Wiederholung bestimmt. In Projektausschusssitzungen zum FEI-
Projekt Aif/ FEI 16796 N wurde von Frau Dr. C. Rohsius bekannt gegeben, dass von der Sorte CCN-51
mindestens zwei Typen bekannt sind, obwohl CCN-51 ein Klon ist (135). Kapitel 4.9 informiert

weitergehend Uber die Definition von CCN-51 als Klon.

Auch die Criollo-Blattprobe wurde hinsichtlich der Analyse des (TAAAG)n-Repeats Uberprift. Bei dieser
Sorte wurde ein Amplifikat einer GroRRe von etwa 111 bp beobachtet, was dem fur Arriba typischen
Verhalten entspricht. Da das cpGenom maternal vererbt wird, weist dasselbe Muster der Sorten Arriba

und Criollo auf eine gemeinsame Mutter der beiden Sorten hin.

Neben dem Arriba, dem CCN-51 sowie dem Criollo wurden die Kakaoblattproben der Eltern des CCN-
51: ICS-95, Canelo, IMC-67 Uberpruft. Die flinf Proben zeigten unterschiedliche Ergebnisse (siehe
Anhang 5.8.2, Abbildung 5.1). Wahrend die Proben der Sorte ICS-95 (E1, Bl., E2, Bl.) sowie die IMC-67-
Probe (E5, Bl.) das fur Arriba typische Amplifikat von 151 bp zeigten, war bei den Canelo-Proben
(E3, BI., E4, Bl.) das CCN-51-typische Ergebnis einer Bande bei 111 bp zu beobachten. Bei der Kreuzung

der drei Sorten muss der Canelo folglich der maternale Elternteil gewesen sein.

Kakaobohnen

Die Mehrheit der CCN-51-Kakaobohnen zeigte ein Amplifikat von 151 bp und die Arriba-
Kakaobohnenproben zeigten eines bei 111 bp (siehe Abbildung 4.7). Bei den CCN-51-Proben liel? sich
eine weitere Bande bei etwa 110 bp beobachten, die im Folgenden Stdrbande genannt wird. Ob die
Storbande auch bei den Arriba-Proben auftrat, kann mithilfe der AGE nicht genau bestimmt werden.
Die Auflosung der Methode ist zu gering, um diese Bande bei etwa 110 bp von der fir Arriba typischen
bei etwa 111 bp zu unterscheiden. Fir die Criollo-Bohnenprobe war wie bei der Blattprobe das fir

Arriba typische Amplifikat von 111 bp festzustellen.
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200 b

100 b

HIBE

Storbande bei etwa 110 bp

Abbildung 4.7: Detektion des (TAAAG),-Repeats einiger Arriba- und CCN-51-Proben, AGE, Kakaobohnen.

Dabei wurden sechs Ausnahmen beobachtet:

Die Proben C4 und C16 zeigten die fir Arriba typischen Amplifikate bei 111 bp und keine fir
CCN-51 charakteristische Bande bei 151 bp (siehe Abbildung 4.7). Bei C4 liegt der Verdacht
nahe, dass es sich um eine Falschdeklaration der Probe handelt. Bei der spater gelieferten
Probe C16 kann nicht davon ausgegangen werden. Dabei handelt es sich mit Sicherheit um die
Sorte CCN-51, da die Probe C16 aus der Offnung einer frischen Frucht stammte und somit
direkt beprobt wurde.

Die Probe A4 zeigte zwei Banden: bei 111 bp und 151 bp. Hier kdnnte eine Mischung beider
Kakaosorten vorliegen.

Die Arriba-Proben A2, A11 und Al4 zeigten bei unterschiedlichen Versuchsdurchfihrungen
einmal die CCN-51-typische Bande und ein anderes Mal die flr Arriba typische Bande, was

mittels weiterer DurchfUhrungen Gberpruft wurde.

Die Ausnahmen bei den Kakaobohnen (mit Ausnahme von C16) wurden weiterhin untersucht. Dabei

sollte festgestellt werden, ob es sich tatsachlich um Falschdeklarationen oder Mischungen der beiden

Sorten handelte. Hierzu wurde fir jede der sechs Proben fiinfmal DNA isoliert. Pro Isolat wurde die

DNA anstatt aus verschiedenen Bohnen derselben Charge jeweils nur die aus einer Bohne extrahiert.

Im Anschluss wurden die finf DNA-Isolate der PCR zugefiihrt und das Amplifikat wurde mittels AGE

detektiert. Im Anhang 5.8.2 (Abbildungen 5.2 und 5.3) sind exemplarisch die Ergebnisse der Arriba-
Proben A2 und A11 dargestellt.
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- Beider Probe A1l zeigten drei der fiinf DNA-Isolierungen die CCN-51-typische Fragmentlange
bei 151 bp (1., 2. und 4. Bohne) und die beiden anderen die fir Arriba charakteristische bei
111 bp (3. und 5. Bohne). Dasselbe Resultat wurde bei den Einzelaufarbeitungen der Sorten
A4 und Al4 erzielt. Folglich erhértet sich der Verdacht, dass es sich bei den Bohnenproben um
Mischungen handelt.

- Die Proben C4 und A2 konnten anhand der erhaltenen Amplifikate der jeweils anderen Sorte
zugeordnet werden. Somit wird von einer Falschdeklaration der Probe oder vielmehr der

Charge ausgegangen.

45.1.2Detektion mittels dHPLC

Der Laufmittelgradient wurde dahingehend optimiert, dass der dem CCN-51-Amplifikat bei 151 bp
zugehorige und spater eluierende Peak detektiert werden konnte. Dieses Ergebnis ist ausreichend, da

bei der vorliegenden Fragestellung die Detektion des Amplifikats von Arriba nicht vordergriindig ist.

In den folgenden Grafiken 4.8 bis 4.9 ist der CCN-51-typische Peak rot und der fiir Arriba typische Peak
gelb dargestellt. Der Storpeak, welcher der Storbande (siehe 4.5.1.1, Abbildung 4.7) entspricht, ist griin
dargestellt.

Kakaoblatter

Die Blattproben bestatigten die Ergebnisse, die bereits mittels AGE ermittelt wurden. In den folgenden
Chromatogrammen wird flr das flir Arriba spezifische Amplifikat (111 bp) ein Peak mit einer
Retentionszeit von etwa 1,3 bis 1,5 min gezeigt. Das ldngere fiir CCN-51 charakteristische Amplifikat
(151 bp) eluiert bei etwa 2,5 bis 2,8 min (siehe Abbildung 4.8). Schwankungen der Retentionszeit
innerhalb einer Sorte von z. B. 0,3 min, wie es bei dem CCN-51 der Fall ist, sind auf das Auswechseln
der mobilen Phase zwischen den Laufen oder Durchfiihrungen langerer Dauer zuriickzufihren.
Hierdurch verédndert sich die Zusammensetzung der Pufferlésungen aufgrund der Flichtigkeit der
Komponenten (v. a. Acetonitril). Die abweichende Wiederholung des (TAAAG).-Repeats der Probe
C4, Bl. im Gegensatz zu den anderen CCN-51-Blattproben konnte daher auch mittels dHPLC nicht

eindeutig detektiert werden.

Bei einigen CCN-51-Proben war im Losungsmittel-Peak eine Schulter zu erkennen. Dieser Storpeak ist
der Stérbande (etwa 110 bp) zuzuordnen (siehe 4.5.1.1). Dieser zeigte sich in geringem Mal3e auch bei

den Blattproben, wahrend er bei der Detektion mittels AGE lediglich bei den Bohnenproben
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beobachtet werden konnte. Auch bei der dHPLC konnte wie bei der AGE nicht zwischen dem fir Arriba

spezifischen Peak sowie dem Storpeak differenziert werden.

miy mv

10 10

— o

A \

m A1, BI. m A2, BI.
[
L]
“

f 2 ? * G 1 2 3 4

Abbildung 4.8: Detektion des (TAAAG),-Repeats der Kakaosorte CCN-51 (Probe C2, BI., C5, Bl.) bei 2,5-2,8 min
und der Kakaosorte Arriba (A1, Bl., A2, Bl.) bei etwa 1,3 min, dHPLC, Kakaoblatter.

Die Kakaoblattprobe des Criollo Crl, Bl. verhielt sich analog zu den Ergebnissen, die mittels AGE erzielt

wurden. Das 111 bp lange Amplifikat eluierte bei etwa 1,4 min (siehe Anhang 5.8.3, Abbildung 5.4).

Die Ergebnisse fir die Proben der Eltern des CCN-51 entsprachen denen der AGE. Die Amplifikate der
Proben des ICS-95 E1, Bl. und E2, Bl. sowie des IMC-67 E5, Bl. zeigten dhnliche Elutionszeiten wie die
Arriba-Proben (siehe Anhang 5.8.3, Abbildung 5.5), wéhrend die Canelo-Proben E3, Bl. und E4, Bl. wie
die CCN-51-Proben eluierten.

Kakaobohnen

Die folgende Abbildung 4.9 zeigt beispielhaft Chromatogramme von Bohnenproben der verschiedenen
Sorten. Neben den charakteristischen Peaks ist der Storpeak (grin markiert) in den

Chromatogrammen des CCN-51 zu beobachten.
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Abbildung 4.9: Detektion des (TAAAG),-Repeats einiger Arriba- und CCN-51-Proben, dHPLC, Kakaobohnen.

Ahnlich den Ergebnissen der AGE zeigten sich nach der Bestimmung mittels dHPLC dieselben

Ausnahmen:

- Die Retentionszeit fir das PCR-Produkt der Probe C4 deutete auf eine Amplifikatlange hin, die
dem Arriba zuzuordnen ist. (Die Probe C16, flr die mittels AGE dasselbe festgestellt wurde,
wurde aus zeitlichen Griinden nicht mittels dHPLC gemessen.)

- Probe A4 wies in den Chromatogrammen beide Peaks auf (sowohl den fiir Arriba als auch den
flr CCN-51 charakteristischen), was auf eine Mischung hindeutete.

- Die Chromatogramme der Proben A2, A11 und A14 stimmten ebenfalls mit den Resultaten der
AGE (berein: Sie zeigten einmal die Arriba- und ein andermal die CCN-51-typische

Retentionszeit.

Auch in diesem Fall wurden die oben beschriebenen Einzelaufarbeitungen dieser Proben untersucht.
Im Anhang 5.8.3, Abbildungen 5.6 und 5.7 sind beispielhaft jeweils drei der finf erhaltenen
Chromatogramme der Sorten A2 und A11 dargestellt. Die Ergebnisse der dHPLC waren mit denen der

AGE kongruent.
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4.5.1.3Detektion mittels CGE

Die Methode CGE ist empfindlicher als die der AGE. Die digitale Auswertung bei der CGE sowie die
hohere Aufldsung stehen der rein optischen Abschadtzung der AGE gegentber. In den Darstellungen

wurden flr die Peaks dieselben Farben gewahlt wie bereits fir die AGE und die dHPLC.

Kakaoblatter

In den Elektropherogrammen der CGE konnten das flr Arriba spezifische Amplifikat bei 111 bp sowie
das CCN-51-typische bei 151 bp detektiert werden. Die in den Elektropherogrammen angegebenen
Grolen kénnen hierbei um etwa 1 bis 3 bp abweichen. Fir die Sorte C4, Bl., die sich aufgrund einer
abweichenden Wiederholung des (TAAAG).,-Repeats von den anderen CCN-51-Blattproben
unterscheidet (siehe 4.5.1.1), wurden im Elektropherogramm 144 bp als AmplifikatgroRe angegeben.
Das theoretische PCR-Produkt der Probe C4, Bl. entspricht mit n =12 141 bp. Die erhaltenen 144 bp
liegen ndher an den 141 bp als an den 151 bp der Amplifikate der anderen Proben. Mittels CGE kann
der Unterschied zwischen C4, Bl. und den restlichen Blattproben dieser Sorte somit nachgewiesen

werden.

Zusatzlich zu den charakteristischen Peaks wurde in den Elektropherogrammen der CCN-51-Proben
ein kleinerer Peak mit einer GroRe von 105 bp angezeigt (griner Pfeil). Die Storbande/der Storpeak
wurde bereits in 4.5.1.1 und 4.5.1.2 erwahnt. Es handelt sich vermutlich um eine sogenannte Stutter-
Bande, ein bekanntes Artefakt der Polymerase bei der Amplifikation von Repeat-Regionen (136). Das
prozentuale Flachenverhaltnis des Peaks der Stutter-Bande sowie des CCN-51-typischen Peaks betrug
etwa 93,0% auf Seiten des erwarteten und groReren Amplifikats. Auch in einigen
Elektropherogrammen der Arriba-Proben (bspw. A4, Bl., A5, Bl.) war ein zuséatzlicher Peak bei etwa
104 bp zu erkennen. Er war mit einer GréfRe von etwa 2 % gegenlber dem Peak bei 111 bp jedoch

vernachlassigbar.

In den folgenden Abbildungen 4.10 und 4.11 sind die CGE-Elektropherogramme einiger Arriba- und
CCN-51-Blattproben dargestellt.

70



Ergebnisse und Diskussion

160-F T
: C1, Bl. 2 ca, Bl.
uo T80t
C 160-F
120': C
C 140+
100+ o
C 120+
[ - [ -
S 8T S 100+
2 L 2 c
@ L @ -
S et s 0t
ic r [T o
a0t ot
- 4ot
01 \ c \
: mf_‘#__JkAﬁ;ﬁJ {__
o . of
¥ oy BB 2 s bmg 83 8 % 2
L0 '~:/ LD : L1 | : P : L 20T PR R 0 0 A 1R T T T T T M S N A
20 40 60 80 100 20 20 0 0 100
Time (seconds) Time (seconds)

Abbildung 4.10: Detektion des (TAAAG),-Repeats der Kakaosorte CCN-51 (Probe C1, Bl., C4, Bl.) bei 151 bp und
144 bp, CGE, Kakaoblatter.
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Abbildung 4.11: Detektion des (TAAAG),-Repeats der Kakaosorte Arriba (Probe A1, Bl., A4, Bl.) bei 112 bp, CGE,
Kakaoblatter.

Wie bei den beiden anderen Methoden zeigte die Criollo-Probe Crl, Bl. einen Peak bei der fir Arriba
charakteristischen Retentionszeit, die eine sechsfache Wiederholung des (TAAAG)n-Repeats
voraussetzt. Das Elektropherogramm ist im Anhang 5.8.4, Abbildung 5.8 dargestellt. Ebenso verhielt
es sich mit den Eltern des CCN-51, die nach der Detektion der Amplifikate mittels CGE bei den
Methoden AGE und dHPLC entsprechende Ergebnisse lieferten. Die ICS-95- sowie die IMC-67-Probe
eluierten bei einer Retentionszeit, die dem 111 bp groRen Amplifikat zuzuordnen ist. Die Canelo-Probe
zeigte das fur CCN-51 charakteristische Muster mit einem Peak bei 151 bp (siehe Anhang 5.8.4,
Abbildung 5.9).
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Die CGE-Elektropherogramme der Kakaoblattproben bestdtigen die Ergebnisse der partiellen
Sequenzierungen des (TAAAG),-Repeats der IRR und sind mit denen der AGE und der dHPLC
deckungsgleich.

Kakaobohnen

Die Elektropherogramme der Bohnenproben bestatigten die bisher erzielten Ergebnisse: Die Sorte
CCN-51 zeigte ein charakteristisches Amplifikat bei etwa 151 bp und ein zusatzliches bei etwa 105 bp.
Die Verhaltnisse der beiden Peaks unterschieden sich allerdings gravierend von denen, die bei den
Kakaoblattern beobachtet wurden. Sie schwankten zwischen 40:60 und 70:30 (151 bp:105 bp) und
hatten demnach einen héheren Anteil am Storpeak. Die Sorte Arriba zeigte ein charakteristisches
Amplifikat bei etwa 111 bp sowie ein zusatzliches bei etwa 104 bp. Ein prozentuales Verhaltnis der
beiden Peaks zueinander konnte hier jedoch nicht ermittelt werden, da beide Peaks nicht
basisliniengetrennt vorlagen. Allerdings konnte ein Verhéltnis von 10:90 auf Seiten des erwarteten
Peaks bei 111 bp abgeschatzt werden. Lediglich bei der Probe A8 wurde ein abweichendes Ergebnis
von etwa 50:50 geschétzt. Die Abbildung 4.12 zeigt die Elektropherogramme der Proben Arriba, CCN-

51 sowie Criollo.
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Abbildung 4.12: Detektion des (TAAAG),-Repeats einiger Arriba- und CCN-51-Proben, CGE, Kakaobohnen.
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Mittels CGE wurde flr neun von 13 Bohnenproben der Sorte Arriba und fir sieben von acht
Bohnenproben der Sorte CCN-51 das erwartete Ergebnis erzielt. Die Ausnahmen bildeten wiederum
die Proben C4, A2, A4, A1l und Al4. (Die Probe C16 wurde aus zeitlichen Griinden nicht mittels CGE
analysiert.) Auch hier wurden die funf Einzelaufarbeitungen fiir die abweichenden Proben gemessen.
Im Anhang 5.8.4, Abbildungen 5.10 und 5.11 sind die Elektropherogramme von zwei von finf
Aufarbeitungen der Proben A2 und A11 aufgefihrt. Hierdurch wurden die Ergebnisse der AGE und
dHPLC bestatigt. Auch hiernach lag der Verdachte nahe, dass die Proben A4, All sowie Al4
Mischungen der Sorte Arriba mit CCN-51 sind. Dass die Proben C4 und A2 falsch deklariert worden

sind, wurde ebenfalls vermutet.

Aufgrund der fehlenden Basislinientrennung konnte zwischen dem flr Arriba typischen Peak sowie
dem Storpeak nicht deutlich differenziert werden. Die Anwesenheit eines Peaks im entsprechenden

Bereich hat demnach keine 100%ige Aussagekraft bzgl. eines Arriba-Anteils.

Das (TAAAG)n-Repeat wurde flr spater erhaltene Kakaobohnenproben (C10—-C16 und A15 — A34)
mittels AGE detektiert. Hierbei wurde festgestellt, dass es sich bei einer Vielzahl von Proben um

Falschdeklarationen oder Mischungen beider Sorten handelt (siehe Anhang 5.8.1, Tabelle 5.25).

4.5.1.4Vergleich der Detektionsmethoden und des Probenmaterials

Die Kapitel 4.5.1.1 bis 4.5.1.3 zeigen, dass sich das (TAAAG),-Repeat als Sequenzunterschied
hinsichtlich einer qualitativen Unterscheidung der Sorten Arriba und CCN-51 eignet. Mit den drei
Methoden AGE, dHPLC sowie CGE wurden das flr Arriba typische Amplifikat von 111 bp sowie das flr
CCN-51 charakteristische von 151 bp detektiert.

Die Ergebnisse bzgl. der Kakaoblatter waren wesentlich einheitlicher als die hinsichtlich der
Kakaobohnen. Da erstere Proben direkt vor Ort beprobt wurden, stellen sie das verlasslichere Material
dar; ihr Ursprung ist gesichert. Die Kakaobohnen wurden von Kakaoproduzenten in Ecuador oder
Deutschland geliefert und ihre Herkunft kann nicht 100%ig garantiert werden (siehe auch 2.5.2). Daher
sind die Blatter fir die Methodenentwicklung ausschlaggebend, auch wenn das eigentliche

Untersuchungsmaterial die Kakaobohnen darstellen.
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Von den drei Detektionsmethoden ist die CGE diejenige mit der hdchsten Sensitivitat. Ein Beispiel
hierfir sind die Storbanden, die sich nach der AGE bei den Bohnenproben, jedoch nicht bei den
Blattproben zeigten. Mittels CGE konnten die entsprechenden Stérpeaks auch bei einigen Blattproben
detektiert werden. Weiterfihrende Versuche sowie Optimierungen wurden hinsichtlich der CGE
durchgefiihrt (siehe 4.5.2 und 4.5.3). Hinzu kommt, dass die CGE mehr als z. B. die dHPLC zur

herkdmmlichen Laborausstattung zahlt und eher in Handelslaboratorien angewendet wird.

4.5.2 Bestimmung der Nachweisgrenze der entwickelten Methode

Fur die CGE wurde die Konzentration bestimmt, ab der sich der Peak aus dem Grundrauschen hebt.
Amplifikate der Kakaoblattproben A2, Bl. und C2, Bl. sowie der Kakaobohnenproben C7 und A5 wurden
eingesetzt. Dabei erfolgten eine Bestimmung der Konzentration mittels NanoDrop und eine
anschlieende Einstellung definierter Konzentrationen durch Verdiinnung. Nach der Vermessung der
verschiedenen Konzentrationen wurde ein Naherungswert flr die Nachweisgrenze von etwa 20 ng

bestimmt.

4.5.3 Ansatze zur Quantifizierung

Es wurde Uberprift, ob das (TAAAG),-Repeat geeignet ist, CCN-51-Zumischungen in Arriba nicht nur
qualitativ, sondern auch quantitativ nachzuweisen. Dazu wurden Versuche mit definierten DNA-
Mischungen von Arriba und CCN-51 durchgefthrt. Der reale Fall bedeutet eine Mischung aus Bohnen.

Zur Anndherung an diesen Fall wurden Mischungen der zwei Sorten wie folgt hergestellt (siehe 3.14):
A: Mischung von PCR-Produkten

B: Mischung von DNA-Isolaten und anschlieende PCR

C: Mischung von fein gemahlenen Kakaobohnen und anschlieRende DNA-Isolierung sowie PCR

Die Versuche begannen mit A und endeten mit C. Fir die Mischungen A und B wurden Versuche
sowohl mit DNA aus Kakaobohnen als auch -blattern durchgefiihrt, fir C lediglich mit Kakaobohnen.
Erwartet wurde, dass die ermittelten Gehalte fir die Kakaobladtter den eingestellten dhnlicher sind als
die der Bohnen. Ebenso wurde angenommen, dass die Ergebnisse von A nach C starker abweichen, da
bspw. bei A eine Verdnderung des Verhaltnisses zwischen Arriba und CCN-51 durch die PCR nicht mehr

erfolgen kann. Im Falle von C beeinflussen samtliche Parameter der Versuchsfiihrung das Verhaltnis.
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Fir alle Mischungen wurden die Kakaobohnenproben C7 und A5 sowie C2, Bl. und A2, Bl. eingesetzt

und anschlieRend mittels AGE und CGE gemessen.

4.5.3.1Mischungen A und B der Kakaoblattproben

Bevor die Mischungsversuche mit den Kakaobohnen durchgefiihrt wurden, wurden Versuchsansatze
mithilfe von Kakaoblattern durchgefiihrt (siehe 4.5.3). Dazu wurden im Fall A deren PCR-Produkte
sowie im Fall B deren DNA-Isolate eingesetzt. Fir den Fall A entsprachen die den prozentualen Gehalt
in den Mischungen berechneten Werte eher der eingestellten Konzentration als bei den Kakaobohnen
(siehe Anhang 5.8.5, Tabelle 5.26). Die entsprechenden Elektropherogramme der CGE, Agarosegele
der AGE und die Tabelle der berechneten Gehalte fir das Mischungsverhaltnis A sind im Anhang 5.8.5,
Abbildungen 5.12 und 5.13 dargestellt. (Nach der Versuchsfihrung mit der Mischung B wurden sehr
schlechte Ergebnisse erzielt. Da es sich bei Mischung B aber generell um einen Vorversuch handelte,

wurde dieses Experiment nicht wiederholt.)

Kakaoblatter stellen fir die Methodenentwicklung das geeignetere Probenmaterial dar. Sie sind flr
die Kakaoindustrie allerdings nicht relevant. Daher stellen die Versuche zu den Mischungen mit

Kakaoblattern lediglich Vorarbeiten dar.

4.5.3.2Mischungen A, B und C der Kakaobohnenproben

Die folgende Abbildung 4.13 zeigt die Ergebnisse der Mischungen A, B und C nach der Detektion mittels
AGE. Die entsprechenden Elektropherogramme nach CGE sind im Anhang 5.8.5 in den Abbildungen
5.14 bis 5.16 aufgeflhrt.

Abbildung 4.13: PCR des (TAAAG)n-Repeats von A: PCR-Produkten, B: DNA-Isolaten und C: fein gemahlenen
Kakaobohnen aus Mischungen der beiden Kakaosorten. Das Mischungsverhaltnis ist in CCN-51:Arriba angegeben.
AGE.

Sowohl auf den Gelen der AGE als auch den Elektropherogrammen der CGE sind die fir Arriba

charakteristischen Peaks und Banden bei 111 bp sowie die CCN-51-typischen bei 151 bp sichtbar.
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Hierbei dndert sich das Verhaltnis der Peakflache bzw. Bandenintensitdt entsprechend dem Trend

eines zunehmenden CCN-51-Anteils bei einem sinkenden Arriba-Gehalt.

Mithilfe der CGE-Elektropherogramme wurden die prozentualen Flachenanteile der Peaks von Arriba
und CCN-51 im Verhéltnis zueinander berechnet. Der Stérpeak bei etwa 105 bp (im Anhang 5.8.5,
Abbildung 5.16, grin markiert) wurde dabei prozentual auf die beiden Sorten aufgeteilt. Grundlage
der Berechnung bildeten die beiden Elektropherogramme der reinen Proben (siehe Anhang 5.8.5,
Abbildung 5.17). Der prozentuale Anteil des Peaks wurde berechnet und anteilig zum Wert des
Sortenanteils addiert (Arriba: 5 %, CCN-51: 45,6 %).

Die fur die drei Mischungsansatze A, B und C ermittelten Werte sind im Vergleich zu den eingestellten

Verhaltnissen in der folgenden Tabelle 4.7 dargestellt.

Tabelle 4.7: Prozentuale Flachenanteile der Peaks fiir die Amplifikate der beiden Kakaosorten Arriba und CCN-51 in
den Mischungsansatzen A, B und C, CGE.

| A B | C
A/C Arriba CCN-51 Arriba CCN-51 Arriba CCN-51
90/10 96,4 3,6 96,7 3,3 100,0 0
70/30 91,1 8,9 49,6 50,4 94,8 5,2
50/50 78,5 21,5 62,2 37,8 83,4 16,6
30/70 56,3 43,7 86,0 14,0 71,1 28,9
10/90 29,3 70,7 0 100,0 52,0 48,0

Die berechneten Werte belegen den in den Elektropherogrammen und Gelen beobachteten sowie den
tatsachlichen Trend: Der CCN-51-Gehalt steigt bei einem sinkenden Arriba-Gehalt. Da die berechneten
Anteile der zwei Kakaosorten jedoch nicht den tatsachlichen entsprechen, handelt es sich hierbei
lediglich um einen Trend. Ein Vergleich der drei Mischungen zeigt, dass die Qualitdt der Ergebnisse von
A Uber B nach C abnimmt. So wurde bei der Mischung B im Verhéltnis 10/90 (A/C) gar kein Arriba-Peak
mehr detektiert. Mit der Mischung C im Verhaltnis 90/10 (A/C) verhielt es sich dhnlich.

Hauptsachliche Ursache hierflr ist der Storpeak bei etwa 105 bp. Sein Anteil an der Gesamtflache ist
bei der Sorte CCN-51 groRer als bei Arriba. Der Fehler der Polymerase (136) ist bei dieser Sorte
anscheinend gravierender. Dennoch tritt er auch bei der Sorte Arriba auf. Hinzu kommt, dass der
Storpeak in unterschiedlicher Intensitat bei beiden Sorten auftritt und bei der Sorte Arriba mit dem fir

Arriba typischen Peak oftmals nicht basisliniengetrennt vorliegt.

Ebenso ldsst sich vermuten, dass ein PCR-Bias vorliegt. Wahrend der PCR werden eher die Nukleotide
der Sorte CCN-51 als die der Sorte Arriba vervielfaltigt. Die Bildung von Heteroduplexen, die bei der
Zusammenlagerung zweier unterschiedlicher Elternstrange zu beobachten ist, ist ebenfalls nicht zu

vernachlassigen. In diesem Fall wére nicht ein Peak, sondern ein Doppelpeak sichtbar (105).
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Entsprechend der hier beschriebenen Untersuchung von Mischungen der Kakaobohnen liel3e sich bei
der Variante C (dem realen Fall) eine CCN-51-Beimengung zu der Kakaosorte Arriba ab einem Gehalt

von etwa 30 % feststellen.

4.5.4 Anwendung auf die Matrix Schokolade

Mit der auf dem(TAAAG)n-Repeat in der IRR basierenden Methode konnen die Sorten Arriba und CCN-
51 in den Matrices Blattern und Bohnen erfolgreich differenziert werden. Daneben wurde untersucht,
ob sich die Methode hinsichtlich der Matrix Schokolade eignet. Die Voraussetzung daflr ist, dass die

cpDNA in ausreichender Menge und Qualitat vorliegt.

Tabelle 5.3 im Anhang 5.1 informiert Uber die untersuchten Schokoladen. Drei Proben (S2, S3, S5)
wurden ausgewahlt, deren Deklaration darauf hinweist, dass bei der Herstellung ausschlieflich oder
anteilig Arriba-Kakao eingesetzt wurde. Auf zwei der funf Proben (S1, S4) ist eine Angabe zu finden,

dass Edelkakao verarbeitet wurde.

Die DNA wurde aus der vorliegenden Matrix mittels CTAB-Methode isoliert und der Universal-PCR
zugefihrt. Die Detektion erfolgte mittels AGE und CGE. Im Folgenden wird das Agarosegel der AGE
gezeigt. Die entsprechenden CGE-Elektropherogramme sind im Anhang 5.8.6 in Abbildung 5.18
dargestellt.
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Abbildung 4.14: Detektion des
(TAAAG)-Repeats der Schoko-
ladenproben mittels AGE.

Sowohl auf den Agarosegelen als auch in den CGE-Elektropherogrammen konnten Banden/Peaks
detektiert werden. Mit der angewendeten Methode ist es demnach moglich, cpDNA aus Schokolade
zu extrahieren. Eine Ausnahme bildete hierbei die Probe S1, die auf dem Gel keinerlei Banden zeigte.

Bei allen anderen Proben wurden Schlierbanden beobachtet. Daher konnte nicht mit absoluter
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Sicherheit festgestellt werden, ob sich eine Bande auf Hohe des flr Arriba typischen Amplifikats
befindet und demnach Arriba-Kakao in den Edelkakaoprodukten enthalten ist. Fur die Proben S2, S3
und S5 kann mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgesagt werden, dass sich eine Bande auf Hohe des fir
CCN-51 charakteristischen Amplifikats bei etwa 151 bp befand. Moglicherweise ist der Konsumkakao
CCN-51 in den betreffenden edlen Schokoladen enthalten. Hierbei ist allerdings nicht ganzlich
auszuschlieRen, dass auch eine vollig andere Kakaosorte, die im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht
wurde, eine vierzehnfache Wiederholung des (TAAAG)n-Repeats zeigen konnte. Existiert solch eine
Sorte und sie wurde in den untersuchten Schokoladenproben eingesetzt, wiirde sie dasselbe Muster

wie die Sorte CCN-51 zeigen.

Uber die CGE konnten aufgrund der héheren Empfindlichkeit exaktere Angaben getroffen werden. Die
Vermutungen (siehe oben) bestéatigten sich: Die PCR blieb bei der Probe S1 aus, im entsprechenden
Elektropherogramm sind keinerlei Peaks zu erkennen. Das Elektropherogramm der Probe S4 zeigte
zwei Peaks: bei 105 bp und 118 bp. Wahrend der Peak bei 105 bp dem Stoérpeak zuzuordnen war,
konnte der bei 118 bp nicht dem fir Arriba spezifischen zugewiesen werden. Dieser Peak kdnnte ggf.
von einer anderen Edelkakaosorte stammen. Der Hersteller dieser Sorte betont lediglich den Einsatz
von Edelkakao und nicht explizit den von Arriba-Kakao. Da kein Peak bei 151 bp zu erkennen ist, kann

die Verarbeitung von CCN-51 bei diesem Produkt ausgeschlossen werden.

Die Proben S2, S3 und S5 lieRen ein breiteres Peakspektrum erkennen, das mit den Schlierbanden auf
den Agarosegelen einherging. Daher ist hier der Einsatz von vielen verschiedenen Kakaosorten
denkbar. Generell konnten alle relevanten Peaks in den drei Proben detektiert werden: S2: 106 bp,
114 bp, 153 bp; S3: 106 bp, 114 bp, 152 bp; S5: 104 bp, 113 bp, 151 bp. Neben dem Edelkakao
enthielten die drei Proben demnach CCN-51. Das deutet darauf hin, dass der in den Schokoladen
verarbeitete Arriba-Kakao mit der Sorte CCN-51 gestreckt war. Die Deklaration der Produkte schliel3t
jedoch einen Einsatz von Konsumkakao nicht génzlich aus. Bei der Verarbeitung von Konsumkakao
werden allerdings vor allem afrikanische Sorten verarbeitet, wobei die Sorte CCN-51 als Konsumkakao

weniger relevant ist (siehe 2.1.3). Die Sorte CCN-51 wurde demnach nicht gezielt eingesetzt.
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455 Zusammenfassung und Fazit

Die 5 bp lange Sequenz (TAAAG), in der IRR des cpGenoms wird in CCN-51 (n = 14) und Arriba (n = 6)
unterschiedlich oft wiederholt, was anhand einer Vielzahl von Proben durch partielle Sequenzierungen
Uberprift wurde: Bei 13 von 14 Blattproben wurde das erwartete Ergebnis erzielt. Demzufolge bildet
diese Region eine optimale Grundlage, um die zwei Kakaosorten CCN-51 und Arriba qualitativ
voneinander zu unterscheiden. Aus einer Universal-PCR, bei der das Primer-Paar das (TAAAG),-Repeat
flankiert, ergeben sich Amplifikate mit einem GroRRenunterschied von 40 bp: Arriba: 111 bp und CCN-
51: 151 bp. Es folgt eine Detektion der PCR-Produkte und somit der jeweiligen Sorte mittels AGE,
dHPLC und CGE.

Der Sequenzunterschied ist fir eine Quantifizierung eines CCN-51-Anteils in einer Mischung beider
Kakaosorten nicht geeignet. Wahrend der PCR bildet sich ein Artefakt bei etwa 105 bp. Dies erfolgt bei
der Sorte CCN-51 in groRerem Malie als bei der Sorte Arriba, jedoch ohne RegelmaRigkeit und in
unterschiedlicher Menge. Eine Bestimmung von CCN-51-Anteilen in Mischungen ist dadurch nicht

moglich.

Im Rahmen der Methodenentwicklung wurde die These aufgestellt, es gabe verschiedene CCN-51-
Typen (siehe 4.5.1.1). Das steht im Gegensatz zu der Aussage, CCN-51 ware ein reiner Klon. Die These
resultierte aus den Ergebnissen des Probenmaterials, dessen Herkunft eindeutig ist. Hierzu zahlen
neben samtlichen Blattproben die zwei Bohnenproben C15 und C16. Aus dieser These ergaben sich
folgende Typen des CCN-51:

- Typ |: Fir die Bohnenprobe C15 betragt wie flr nahezu alle anderen CCN-51-Proben fir das
(TAAAG),-Repeat n = 14. Nach der PCR entsteht das fir CCN-51 charakteristische Amplifikat
von 151 bp.

- Typ ll: Die Probe C16 gilt als eine der zwei Ausnahmen. Da hier n = 6 gilt, wird nach der PCR
das fur Arriba spezifische Amplifikat von 111 bp nachgewiesen.

- Typ lll: Die zweite Ausnahme: Die Probe C4, Bl. zeigt weder das fir Arriba noch das CCN-51-
typische Amplifikat. Mittels partieller Sequenzierung wurde gezeigt, dass n = 12 gilt.

Die Verteilung der Sorte CCN-51 auf die drei Typen ist nicht gleichmalig. Der Schwerpunkt liegt auf
dem CCN-51-Typ I. Bis auf die zwei Ausnahmen C4, Bl. und C16 zdhlen alle anderen Proben zum Typ I.
Die Wiederholung n = 14 gilt demnach als CCN-51-typisch. In 4.9 werden die drei vermuteten CCN-51-

Typen mithilfe der Mikrosatellitenanalyse Gberprift.
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4.6 DNA-basierte Methoden aufgrund der SNPs im cpGenom von Arriba
und CCN-51

In Abbildung 4.15 ist ein Auszug aus dem Alignment der zehn sequenzierten cpGenome von Arriba
(A4, Bl.; A6, Bl.; A7, Bl.), CCN-51 (C1, Bl.; C2, BI.; C4, BI.; C5, Bl.) sowie der Eltern von CCN-51 (E1, BIl;
E3, Bl.; E5, Bl.) mit bereits publizierten cpGenomen dargestellt. Die Sequenzierung erfolgte mittels low

coverage whole genome shotgun sequencing (siehe 2.3.7 und 4.4.2).

Section 11
(861) 861 870 580 890 00 910 920 930 946

HQ244500 (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTAACCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
ICS-95 (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTAACCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
Canelo (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTARCCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
IMC-57 (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTAACCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
CCN51-C1 (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTAACCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
CCN51-C2 (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTAACCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
CCN51-BG1 (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTARCCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
CCN51-RD (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTARCCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
EET-544 (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTARCCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
EET103 (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTAACCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
EET95 (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTARCCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
1Q228384 (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTAACCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
Q228379 (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTAACCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
JQ228380 (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTARCCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
JQ228381 (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTARCCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
1Q228382 (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTAACCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
1Q228383 (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTAACCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
JQ228385 (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTARCCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
JQ228386 (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTAACCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
1Q228387 (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTARCCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
JQ228388 (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTAACCTTCATTAGCGGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
1Q228389 (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTARCCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA
HQ336404 (860) AGCAGCTACGATATTATAAGTTTCTTCCTCTTGACCGAATCTGTAACCTTCATTAGCAGATTCATTTTCTGTGGTTTCCCTGATCA

Abbildung 4.15: Ausschnitt des Alignments der sequenzierten cpGenome (A4, Bl. (EET-95); A6, Bl. (EET-103);
A7, Bl. (EET-544); C1, Bl. (Crespo’s Farm); C2, Bl. (Crespo’s Farm); C4, Bl. (ICGD/ CCN51-RD), C5, Bl.
(Botanischer Garten); E1, Bl. (ICS-95); E3, Bl. (Canelo I); E5, Bl. (IMC-67)) mit zwdlIf bereits publizierten,
Referenzgenom: HQ244500.

Die Abbildung ist fir das gesamte Alignment beispielhaft: Die Sequenzen sind weitestgehend identisch
und die Zahl der Unterschiede zwischen den cpGenomen ist gering. Zwischen den 23 Genomen
konnten keine Sequenzunterschiede identifiziert werden, die sich Uber mehrere benachbarte
Basenpaare erstrecken. Stattdessen wurden etwa 30 bis 50 SNPs identifiziert. Bei einer GroRe des
cpGenoms von etwa 160 000 bp bedeutet das einen prozentualen Unterschied von ca. 0,03 %.

Methoden, die basierend auf diesen SNPs entwickelt worden sind, werden unter 4.6.1 erldutert.

Auf Basis der SNPs wurde ein phylogenetischer Stammbaum entwickelt (siehe Abbildung 4.16).
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Canelo (Ecuador)
CCN51-C1 (Ecuador)
CCN51-C2 (Ecuador)
CCN51-BG1 (HH)

CCN51-RD (UK)

ICS-01 (Trinidad/Tobago, JQ228381)
ICS-06 (Trinidad/Tobago, JQ228383)
Scavina-06 (Peru, JQ228382)
Scavina-06 (Peru, HQ244500)
ICS-95 (Ecuador)

—EET-544 (Ecuador)

— EET-103 (Ecuador)

— EET-95 (Ecuador)

- EET-64 (Ecuador, JQ228384)

L Criollo 22 (1Q228379)

—Stahel (Surinam, JQ228385)
—Pentagonum (Trinidad/Tobago, JQ228386)
- |CS-39 (Trinidad/Tobago, JQ228387)

Abbildung 4.16: Phylogenetischer Stammbaum: A4, Bl. (EET-95); A6, BIl. (EET-103); A7, BI.
(EET-544); C1, Bl. (Crespo’s Farm); C2, Bl. (Crespo’s Farm); C4, Bl. (ICGD/ CCN-51-RD), C5, BI.
(Botanischer Garten); E1, Bl. (ICS-95); E3, Bl. (Canelo I); E5, Bl. (IMC-67); bereits publizierte
cpGenome.

Die ICGD-Probe C4, Bl. weicht von den restlichen CCN-51-Proben ab. Bereits unter 4.5.1.1 und 4.5.5
wurde die These formuliert, bei C4, Bl. handele es sich um einen anderen Typ CCN-51. Dieser Verdacht
wird durch den Befund aus dem phylogenetischen Stammbaum gestitzt. Die moglichen verschiedenen

Typen des CCN-51 werden unter 4.9 naher erldutert.

4.6.1 Entwicklung der PCR-RFLP zur Differenzierung von Arriba und
CCN-51

18 von den 30 bis 50 SNPs sind solche, die zur An- oder Abwesenheit einer Restriktionsschnittstelle
fihren. Der SNP ist in diesem Fall in der Erkennungssequenz einer Restriktionsendonuklease enthalten.
Die Erkennungssequenz befindet sich dabei in den sequenzierten CCN-51-Proben, da diese Sorte
detektiert werden soll. Die 18 Schnittstellen sind in der folgenden Tabelle 4.8 aufgelistet. hr Name
entspricht der Nummer in der chronologischen Folge der SNPs im Alignment aller cpGenome,
basierend auf dem Referenzgenom (HQ244500).
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Tabelle 4.8: Auflistung der 18 mdglichen Restriktionsschnittstellen.

Name der Schnittstelle Position im Alighment Enzyme

1 3490 FspEl, Mspll, Tfil, Hinfl
4 5250 Mspll

6 6917 FspEl, HoyAV
7 8110 FspEl

8 8134 Psil, Mspll

9 8600 LpnPl, PspGl
11 14195 Mspll

13 18322 Dpnll, Mspll, Psil
14 21178 Mspll

16 31504 Msel

17 33075 Psil

18 35966 CviQl, Rsal, MssJ|
21 43631 Asel

27 61357 Psil

29 66138 BsaBl, Tfil, Hinfl
38 120643 Apol, MInCl
44 130953 EcoRV

45 131164 Tfil, Hinfl, Tag|

Von den 18 SNPs wurden geeignete Restriktionsschnittstellen nach den folgenden Kriterien

ausgewahlt:

- Alle sequenzierten CCN-51-Proben haben am entsprechenden SNP dieselbe Base, auch die
Arriba-Proben sollten einheitlich sein.

- Theobroma cacao weist in seiner Sequenz einen ungewohnlich hohen Gehalt an Adenin und
Thymin auf. Die Sequenzen eines optimalen Primer-Paars haben ein ausgewogenes Verhaltnis
der vier DNA-Basen. Aus diesem Grund wurde darauf geachtet, dass der Gehalt an Guanin und
Cytosin im entsprechenden Hybridisierungsbereich hoher als im Rest ist.

- Die Lange der Erkennungssequenz des Enzyms ist mit etwa 5 bis 6 bp moglichst lang, um einen
hohen Grad an Spezifitdt zu erreichen. Diese Sequenz soll im PCR-Produkt nicht ein weiteres

Mal erscheinen, um die Bildung weiterer Fragmente zu vermeiden.

Unter Berlcksichtigung dieser Kriterien blieb eine geringere Zahl von optimalen SNPs zur
Methodenentwicklung Ubrig. Zusatzlich wurden zwei weitere SNPs gewahlt (17b, 43), die dem
Nachweis der Sorte Arriba dienten. Die Erkennungssequenz um den SNP war in diesem Fall in der dem

Arriba und nicht dem CCN-51-zugehdrigen Sequenz enthalten.
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Finf SNPs bildeten die Grundlage weiterer Arbeiten (siehe Tabelle 4.9).

Tabelle 4.9: Auflistung der funf relevanten Punktmutationen.

Name der Schnittstelle Position im Alignment  Enzym Spezifitat
8 8134 Psil CCN-51
17a 33075 Psil CCN-51
17b 33075 EcoRl Arriba
21 43631 Asel CCN-51
43 130863 EcoRl Arriba
44 130953 EcoRV CCN-51

Die Restriktionsschnittstelle 17 (17a, 17b) ist eine Besonderheit: Der SNP fihrt aufgrund der ihn
umgebenden Basen zu einer Anwesenheit der  Erkennungssequenz sowohl der
Restriktionsendonuklease Psil (TTATAA) in CCN-51 als auch der von EcoRIl (GAATTC) in Arriba. Aus
demselben Amplifikat ergibt sich je nach Einsatz der jeweiligen Restriktionsendonuklease zum einen

eine CCN-51-Spezifitat (Psil) und zum anderen eine Arriba-Spezifitat (EcoRl).

Die Anwendung wird im Folgenden dargestellt:

- Durchfihrung einer Universal-PCR fir Arriba und CCN-51, bei der die Primer den SNP/die
Restriktionsschnittstelle weitraumig flankieren.

- Durchfihrung der Restriktion mit der entsprechenden Restriktionsendonuklease: Das
Amplifikat der Kakaosorte, welche die Erkennungssequenz enthélt, wird geschnitten. Die
Restriktionsschnittstelle ist fir diese Sorte spezifisch (siehe Tabelle 4.9). Das PCR-Produkt der
anderen Sorte wird aufgrund des SNPs nicht verdaut.

- Detektion des Verdaus mittels AGE oder CGE: Die Sorte, welche die Erkennungssequenz
enthalt, zeigt aufgrund der erfolgreichen Restriktion zwei Fragmente (Banden, AGE/ Peaks,
CGE). Fir die andere Sorte wird aufgrund des ausbleibenden Verdaus nur das urspringliche

PCR-Amplifikat detektiert (siehe Spezifitdt, Tabelle 4.9).
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4.6.2

Durchfihrung der PCR-RFLP anhand der finf SNPs

Die Durchfihrung der PCR-RFLP erfolgte anhand der in 3.6 beschriebenen Parameter. Fir die PCR

wurden die im Anhang 5.4, Tabelle 5.15 aufgefihrten Primer und fir die RFLP die im Anhang 5.2,

Tabelle 5.5 gelisteten Restriktionsendonukleasen eingesetzt.

In den Abbildungen 4.17 bis 4.21 sind die fiinf SNPs mit den entsprechend konstruierten Primern fir

jede Restriktionsschnittstelle dargestellt.

Restriktionsschnittstelle 8, Psil, Erkennungssequenz: TTATAA

CCN-51
Arriba

CCN-51
Arriba

CCN-51
Arriba

CCN-51
Arriba

CCN-51
Arriba

CCN-51
Arriba

CCN-51
Arriba

CACCGAAGAACCCTATTTAGAGTCCGCCACAATATATAATTGTTGGTATGAAAGAATTTTTTTTGTAATGAAAGA
CACCGAAGAACCCTATTTAGAGTCCGCCACAATATATAATTGTTGGTATGAAAGAATTTTTTTTGTAATGAAAGA

KA AR AR A A A A AR AR A A A A A A A A AR A A A A AR AR A AR A AR AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR AR A X kK

CTCAACTCTTATTACAAGTGAATTTCTGAAAATTCTTTTCGATTTCTAGAATTTCTAGAAATCGCTTTATTTCTT
CTCAACTCTTATTACAAGTGAATTTCTGAAAATTCTTTTCGATTTCTAGAATTTCTAGAAATCGCTTTATTTCTT

KA AR AR A A A A A AR AR A A A A A A A A AR A A A A AR AR A AR A AR AR AR AR A A AR AR A A A A A A AR A AR A A A AR A A A kA A X kK

GGTGTCAAAATAGGATTATGTGGTATAAAAACGGAGAATCTATTCTCTTCTTTTTCCAAAAAAATGATCTTGGAG
GGTGTCAAAATAGGATTATGTGGTATAAAAACGGAGAATCTATTCTCTTCTTTTTCCAAAAAAATGATCTTGGAG

KA AR AR A A A A A AR AR A A A A A A A A AR A A A A A A AR A A A A AR AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR A AR A A AR A A AR A X kK

ATTGTGTAATGCTTACTCTTAAACTCTTTGTTTACACCGTAGTGATATTCTTTGTTTCTCTCTTCATCTTCGGAT
ATTGTGTAATGCTTACTCTTAAACTCTTTGTTTACACCGTAGTGATATTCTTTGTTTCTCTCTTCATCTTCGGAT

KA AR AR A A A A A AR AR A A A A A A A A AR A A A A AR AR A AR A AR AR A AR IR A AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR A A AR A XKk

TCCTATCTAATGATCCGGGACGTAATCCTGGACGCGAAGAATAAAAAAAGGAGAGTTCCTTGCTTCATTTITATA
TCCTATCTAATGATCCGGGACGTAATCCTGGACGCGAAGAATAAAAAAAGGAGAGTTCCTTGCTTCATTTTTAGA

KA AR AR AR A A AR AR A A A A A A AR AR A A A A AR AR A AR AR A AR AR AR A AR AR A A A A A A AR A A Ak A A Ak Ak kv kx %

AATGGTATTAGGATTTGATCTATTCCACTGTCAAAAACCGAAACGGAAAGAGAGGGATTCGAACCCTCGGTACGA
AATGGTATTAGGATTTGATCTATTCCACTGTCAAAAACCGAAACGGAAAGAGAGGGATTCGAACCCTCGGTACGA

KA AR AR A A A A AR AR A A A A A A A A AR A A A A AR AR A AR A AR AR AR AR A A AR AR A A A A A A AR A A A A A ARk A Ak kA kK k

ATAAATCGCACAACGGATTAGCAATCCGACGCTTTAGTCCACTC

ATAAATCGCACAACGGATTAGCAATCCGACGCTTTAGTCCACTC
Kok Kk kK K K Kk ok ok kK kK K Kk ok ok ok kK kK ok ko ok ok kK kK ok kK ok ok ok kX

Abbildung 4.17: Ubersicht iber den SNP (CCN-51: T, Arriba: G) in der Restriktionsschnittstelle 8. Der SNP ist rot
markiert, die Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease Psil griin und die Primer gelb.
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Restriktionsschnittstelle 17a/b, Psil/ EcoRl, Erkennungssequenz: TTATAA/ GAATTC

CCN-51 CGGTGGACAAAGCAAATCTCTTCATCACATGCTTCGATAAAATATCTTGGATCTATGTCGAATTGCTAAGGTACA
Arriba CGGTGGACAAAGCAAATCTCTTCATCACATGCTTCGATAAAATATCTTGGATCTATGTCGAATTGCTAAGGTACA

Ak hkhkkhk kA hkhk Ak kA hhkrhhkhkhhAhk kA hhkhhkhkrhhkhkhhkhkhkrhhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkkhkhhkhkxkkhkxkhkxk*x

CCN-51 TGTATCAATCAAATCAAATAAATGAATTTCATTCTGTTCTGATAAGACAATTATGATCGGTCTTGAAACAATTCA
Arriba TGTATCAATCAAATCAAATAAATGAATTTCATTCTGTTCTGATAAGACAATTATGATCGGTCTTGAAACAATTCA

hhkhkhkkhkh Ak kA h kA hkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrAhkhkrhkhkrhhkhkhhkhhkrhkhkrhkhkrhkkhkhhkhkkkxkkhkxkk*xk*k

CCN-51 TTGCATTGATATTTATCAAATCCAATATCAATAAACCCATTTTACTCTCTACGCGTTAAGTAAATTATAATTCTC
Arriba TTGCATTGATATTTATCAAATCCAATATCAATAAACCCATTTTACTCTCTACGCGTTAAGTAAATTAGAATTCTC

hhkhkhkkhkh Ak kA h kA hkhkrhhkhhhkhhkrAhhkhhkhkrhhkhkhhkhkhkhAhhrhkhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkrhkhkrhkkhkhkhkhkhkhx *xkk*xk%k

CCN-51 ATTCCTGAATGAGCTACTAGCCACTATGAGTCTACTGCATATACTTATATATATATAAATAGATCTTATCCGTCT
Arriba ATTCCTGAATGAGCTACTAGCCACTATGAGTCTACTGCATATACTTATATATATATAAATAGATCTTATCCGTCT

hhkhhkkhk kA hhk Ak hkhhhkrhkhkhkhhkhhkhAhhkhhk kv hkhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkhkrhhkrhkhkrhkkhkhkhkhkhkhkxhkhkxkhkxk*x

CCN-51 ACTGATTCATTCAGTAATTGAATCGAACGGCCCTTTTAACTCAGTGGTAGAGTAACGCCATGGTAAGGCGTAAGT
Arriba ACTGATTCATTCAGTAATTGAATCGAACGGCCCTTTTAACTCAGTGGTAGAGTAACGCCATGGTAAGGCGTAAGT

hhkhhkkhk kA hk Ak hkhhhkrhkhkhkhhkhhkhkhhkhhk kv hkhkhkh bk hhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkhhkrhhkrhkhkrhkhkhkhkhkhkhkxhkxkhkxk*x

CCN-51 CATCGGTTCAAATCCG
Arriba CATCGGTTCAAATCCG

KAk KAk khkhkk kA k kK Kk)kk

Abbildung 4.18: Ubersicht (iber den SNP (CCN-51: T, Arriba: G) in der Restriktionsschnittstelle 17a/b. Der SNP ist
rot markiert, die Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen Psil/ EcoRI griin und die Primer gelb.

Restriktionsschnittstelle 21, Asel, Erkennungssequenz: ATTAAT

CCN-51 CTCCCTCGGCAAAACTGGGATAAAGTTGAGCCAAAAGATCACGATTCAAGATAAATTCATGGGGAAGTGGGATCT
Arriba CTCCCTCGGCAAAACTGGGATAAAGTTGAGCCAAAAGATCACGATTCAAGATAAATTCATGGGGAAGTGGGATCT

KA AR AR A AR A AR AR A A A A A A A A AR A A A A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR A A A A A A AR A Ak kA kA kK k

CCN-51 CTTTAGGGTCTACTCCAGCATTTAGAAATTGGTTAATCGGTAAAGATACATGTACTTGATGCCCCGCCCAAGAAA
Arriba CTTTAGGGTCTACTCCAGCATTTAGAAATTGGTTAATCGGTAAAGATACATGTACTTGATGCCCCGCCCAAGAAA

KA AR AR A AR A AR AR A A A A A A A A AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR AR A AR AR A AR A A A AR A A A A AR AR A Ak kA kA kK k

CCN-51 GGGACCCAAGCCCTAGTAGCCCTGCTAAATGGTGATTCAACATAGATTCTACATCTTGGAACCAAGCCAATTTTG
Arriba GGGACCCAAGCCCTAGTAGCCCTGCTAAATGGTGATTCAACATAGATTCTACATCTTGGAACCAAGCCAATTTTG

KA AR AR A A R A AR AR A A A A A A A A AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR AR A A AR AR A AR A AR AR A A A A Ak ARk A Ak kA kA kK%

CCN-51 GGGCCGCTTTGTGATAATGGAACCAACCGGCAAAAAGCATTAATGCCGCAAAGACCAATGCACCAATTGCGGTAC

Arriba GGGCCGCTTTGTGATAATGGAACCAACCGGCAAAAAGCATTAAGGCCGCAAAGACCAATGCACCAATTGCGGTAC
ok K ok ok kK ok k ko ok ok ok ok ko ok k ok ok ok ok sk k ok ok k ok ok ok ok ok ok k ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ko ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok k kK ok ok ok K

CCN-51 AATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATTCCAGATGCTCGCCAAATCTGAAAAAAACCAGAGGTTATTTGTATTCCTC
Arriba AATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATTCCAGATGCTCGCCAAATCTGAAAAAAACCAGAGGTTATTTGTATTCCTC

KA KA AR AR A A A A A A A AR AR A A A A AR AR A A A A AR AR A A A A I A A A R A A I A A A AR A A I A A A Ak A A A Ak kA Ak hk %

CCN-51 GGAAACCCCCGCCCACATCACCATTCAAGATTTCTTGGCCTACTATTGGCCAAACCACCTG
Arriba GGAAACCCCCGCCCACATCACCATTCAAGATTTCTTGGCCTACTATTGGCCAAACCACCTG

KA KA AR AR AR A A A A AR AR A A I A AR AR A A A A I A A A R A A A A A A A A Ak hA Ak Ak Ak kA, kK

Abbildung 4.19: Ubersicht (iber den SNP (CCN-51: T, Arriba: G) in der Restriktionsschnittstelle 21. Der SNP ist rot
markiert, die Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease Asel griin und die Primer gelb.
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Restriktionsschnittstelle 43, EcoRl, Erkennungssequenz: GAATTC

CCN-51 GAACCAAAGTTCCAGATTCGATATAGGACGACTTAGTATTTCTTCATTCATTCCCATCCAATCAAAAGGACTTCT
Arriba GAACCAAAGTTCCAGATTCGATATAGGACGACTTAGTATTTCTTCATTCATTCCCATCCAATCAAAAGGACTTCT

Ak hkhkkhk kA hkhk Ak kA hhkrhhkhkhhAhk kA hhkhhkhkrhhkhkhhkhkhkrhhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkkhkhhkhkxkkhkxkhkxk*x

CCN-51 TTTTTTATTGGATGGGTTGCTTTCTTGATCTTGATAAATTGTGAAATAAAAAAGGCCCCTCTTGTTAATTTTATC
Arriba TTTTTTATTGGATGGGTTGCTTTCTTGATCTTGATAAATTGTGAAATAAAAAAGGCCCCTCTTGTTAATTTTATC

hhkhkhkkhkh Ak kA h kA hkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrAhkhkrhkhkrhhkhkhhkhhkrhkhkrhkhkrhkkhkhhkhkkkxkkhkxkk*xk*k

CCN-51 AATTATTTGATAATTATTAACCACAGTCTTAATATTTTTATTACTCTTGGTACTGGTACTGACCCAGGACTCAAT
Arriba AATTATTTGATAATTATTAACCACAGTCTTAATATTTTTATTACTCTTGGTACTGGTACTGACCCAGGACTCAAT

hhkhkhkkhkh Ak kA h kA hkhkrhhkhkhhAh kA hhkhhkhkrhhkhkhhkhkhkhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkrhkhkrhkhkrhkkhkhhkhkxkkhkxkkxk*x

CCN-51 CTCGGCCTTATTTCTAAGACAAAAGTTAATAATTCTCCAATCAAAATATTTTCTATGCGAAAATTTCCCCATAGC
Arriba CTCGGCCTTATTTCTAAGACAAAAGTTAACAATTCTCCAATCAAAATATTTTCTATGCGAAAATTTCCCCATAGC

hhkhkhkhkhk kA hkkhk A hhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkhhkhrkh *hhkhhhkhkhkrhhkrhkhkrhkhkhkhhkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhkhkhkhkxhkhkxkhkxk*x

CCN-51 ATCCATAATATCATCTTCTCCTAGATAATTATGGATAGGGATATCCCCCAGCGTATCAAAAAATTTTCGTTTATC
Arriba ATCCATAATATCATCTTCTCCTAGATAATTATGGATAGGGATATCCCCCAGCGTATCAAAAAATTTTCGTTTATC

hhkhhkkhk kA hk Ak hkhhhkrhkhkhkhhkhhkhkhhkhhk kv hkhkhkh bk hhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkhhkrhhkrhkhkrhkhkhkhkhkhkhkxhkxkhkxk*x

CCN-51 CATGTTGTAATTATAAGAAATCTCTTCTITTCTTATTTACTTGGAATGGTGATCCATAAGTATATG
Arriba CATGTTGTAATTATAAGAAATCTCTTCTTTCTTATTTACTTGGAATGGTGATCCATAAGTATATG

KA AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A I A A AR AR A AR AR A AR A A A A AR AR A A A A A A AR A ARk A A Xk K

Abbildung 4.20: Ubersicht iiber den SNP (CCN-51: T, Arriba: G) in der Restriktionsschnittstelle 21. Der SNP ist rot
markiert, die Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease EcoRI griin und die Primer gelb.

Restriktionsschnittstelle 44, EcoRV, Erkennungssequenz: GATATC

CCN-51 CTCAATCTCGGCCTTATTTCTAAGACAAAAGTTAATAATTCTCCAATCAAAATATTTTCTATGCGAAAATTTCCC
Arriba CTCAATCTCGGCCTTATTTCTAAGACAAAAGTTAATAATTCTCCAATCAAAATATTTTCTATGCGAAAATTTCCC

hhkhhkhkhk kA hk Ak hhkhhhkrhkhkhkh bk hhkhkhhkhhhkrhkhkhkh bk hhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkhkrhhkrhkhkrhkkhkhkhkhkrhkhkxkhkxk*x

CCN-51 CATAGCATCCATAATATCATCTTCTCCTAGATAATTATGGATAGGGATATCCCCCAGCGTATCAAAAAATTTTCG

Arriba CATAGCATCCATAATATCATCTTCTCCTAGATAATTATGGATAGGGATATACCCCAGCGTATCAAAAAATTTTCG
Kok K ok ok kK ok kK ok ok ok ok ok ko ok k ko ok ok sk ok ko k ok ok ok ok ok k ok ok k ok ok ok ok ok ok k ok ok k ok ok ok k ko ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok k ok Kk ok ok K

CCN-51 TTTATCCATGTTGTAATTATAAGAAATCTCTTCTTTCTTATTTACTTGGAATGGTGATCCATAAGTATATGAGTC

Arriba TTTATCCATGTTGTAATTATAAGAAATCTCTTCTTTCTTATTTACTTGGAATGGTGATCCATAAGTATATGAGTC
Kk K ok ok kK ok kK ok ok ok ok ok ok ok k ko ok ko ok ko ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok k ko ok ok ok ok ok ok k ko ke ko k ok Kk ok ok K

CCN-51 CCTCTTATCTTGATAATTAATAGATTTATATGATAAAAAATCATATCCATAGTCTTTTTTAAAATTATATTTTTT
Arriba CCTCTTATCTTGATAATTAATAGATTTATATGATAAAAAATCATATCCATAGTCTTTTTTAAAATTATATTTTTT

KA AR AR A A A A AR AR A A A A A A A A AR A A A A AR AR A AR A AR AR AR AR A A AR AR A AR A A A AR A A A A AR ARk A Ak kA kA kK%

CCN-51 ATATTTTTTTTCTTGATTAAGTTTATATTCTTGATTCGATAATGAATTCGCTTGAAAATCATTTTTTTTTTCGTT
Arriba ATATTTTTTTTCTTGATTAAGTTTATATTCTTGATTCGATAATGAATTCGCTTGAAAATCATTTTTTTTTTCGTT

KA A A AR A AR A A A AR A A A A A A AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR A Ak kA A A A Ak ko kA A kA Ak hk Ak hk kA kA kA khkxkx k%

CCN-51 TTCGTAATGAATTAATCTTTCTTTTTCATATGAATCCCATTTTGTTAAATCTTTATTTTGAGCCATATAGTGTTG
Arriba TTCGTAATGAATTAATCTTTCTTTTTCATATGAATCCCATTTTGTTAAATCTTTATTTTGAGCCATATAGTGTTG

KA AR A AR A A A A A A AR A A A A A A AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR A Ak bk A A A A Ak Ak kA kA Ak bk hk Ak hk kA kA khAk Ak khkxkx k%

CCN-51 ATTGACTCTATTTCG
Arriba ATTGACTCTATTTCG

KAk kAhkkkhkhkkkkkkk*k

Abbildung 4.21: Ubersicht tiber den SNP (CCN-51: C, Arriba: A) in der Restriktionsschnittstelle 44. Der SNP ist rot
markiert, die Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease EcoRV griin und die Primer gelb.
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Aus den schematisch dargestellten Primern ergaben sich fur die PCR folgende Amplifikate sowie

Fragmente fir die RFLP:

Tabelle 4.10: Auflistung der erhaltenen Amplifikat- sowie Fragmentlangen.

Restriktionsschnittstelle | PCR RFLP

Amplifikat Fragment 1 Fragment 2
8 494 bp 373 bp 121 bp
17a/17b 391 bp 217/ 218 bp 174/ 173 bp
21 436 bp 265 bp 171 bp
43 440 bp 255 bp 185 bp
44 465 bp 123 bp 342 bp

Die Experimente mit DNA-Isolaten aus Kakaoblattern fihrten zu besseren Ergebnissen als mit denen
aus Kakaobohnen (Ausnahmen waren die Proben C15 und C16, die aus einer frischen Kakaofrucht

isoliert wurden). Die Griinde fir diesen Befund sind folgende:

- der héhere cpDNA-Gehalt in den Blattern im Gegensatz zu den Bohnen
- der Verarbeitungsgrad der Bohnen durch z. B. R6stung und Fermentation

- ein hoherer Gehalt an PCR-inhibierenden Substanzen in den Bohnen als in den Blattern

FUr die PCR wurde fir das Bohnenmaterial eine Methodenoptimierung durchgefiihrt. Die Proben C2,
C3, A10 sowie A1l wurden fir die PCR bzgl. der Restriktionsschnittstellen 21 und 43 eingesetzt.

Folgende Parameter wurden variiert:

- die Zyklenzahl wéhrend des Annealings
- die Konzentration an eingesetzter Template-Menge
- der Einsatz der Phusion-Polymerase anstelle der Tag-Polymerase

- die Zugabe von BSA sowie Formamid zum Reaktionsgemisch

Durch die Verwendung von BSA-Losung konnte die PCR fir die Kakaobohnen optimiert werden (siehe
3.6). So wurden die erwarteten Fragmente (Detektion AGE/ CGE) erhalten. Im Anhang 5.9.1 ist in
Abbildung 5.19 dargestellt, welchen Einfluss dieser Parameter auf die PCR hatte.

Die Zielsetzung bzgl. der Entwicklung der RFLP-Bedingungen war der geringstmogliche Zeit- sowie
Materialaufwand. Die kirzeste Dauer flr den Restriktionsverdau sowie die geringstmoglichen

Enzymmengen wurden ermittelt (siehe 3.6, Tabelle 3.5).

Mittels sechs PCR-RFLP-Methoden war es moglich, die beiden Kakaosorten Arriba und CCN-51 anhand
von flinf SNPs qualitativ voneinander zu unterscheiden. Die Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen
4.11 und 4.12 aufgefihrt.
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Tabelle 4.11: Zusammenfassung der Ergebnisse, PCR-RFLP, Kakaoblatter.

Stelle 8 21 43 44
Enzym Psil Asel EcoRI EcoRV
Erkennungssequenz TTATAA ATTAAT GATATC
Spezifitat CCN-51 Arriba
C1, BI. C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
C2, Bl. C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
C3, BI. C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
C4, BI. C-typisch A-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
C5, BI. C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
Cs, BI. C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
C7, Bl C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
C8, Bl. A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch
A1, Bl C-typisch Psil = negativ C-typisch C-typisch C-typisch
EcoRI=> negativ
A2, Bl. C-typisch Psil = negativ C-typisch C-typisch C-typisch
EcoRI=> negativ
A3, Bl. A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch
A4, BI. A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch
A5, BI. A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch
A6, BI. A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch
A7, BI. A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch
A8, Bl. A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch
E1, BI. C-typisch A-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
E2, Bl. C-typisch A-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
E3, BI. C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
E4, BI. C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
ES, BI. C-typisch A-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
Cri, BI. C-typisch Psil = neg. C-typisch C-typisch C-typisch
EcoR1-> neg.
Cr2, BI. C-typisch Psil = neg. C-typisch C-typisch C-typisch
EcoR1-> neg.
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Tabelle 4.12: Zusammenfassung der Ergebnisse, PCR-RFLP, Kakaobohnen*.

Stelle 8 43 44
Enzym Psil EcoRl | EcoRV
Erkennungssequenz GAATTC GATATC
Spezifitat Arriba | CCN-51
Ci C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
Cc2 C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
c3 C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
C4 C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
c5 C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
Cé C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
c7 C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
Cc8 C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
C15 C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
Cle A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch
Al A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch
A2 C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch

A4 A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch
A5 A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch
A6 C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
A7 C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
A8 A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch
A9 A-typisch A-typisch

Al0 A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch
All A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch
Al12 C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch C-typisch
Al13 A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch
Al4 / A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch
A33 A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch
A35 A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch

* alle weiteren Bohnenproben wurden nur stichprobenartig und nur fur einige Restriktionsschnittstellen eingesetzt, siehe
Anhang 5.9.2, Tabelle 5.27

Die folgenden Abbildungen 4.22 bis 4.29 zeigen die Ergebnisse, die mittels AGE erzielt wurden,
beispielhaft an den Proben C3, Bl. und A3, BI. Fir die Restriktionsschnittstelle 21, Psil, TTATAA ist das
CGE-Elektropherogramm fiir beide Kakaosorten, Arriba und CCN-51, dargestellt. Im Anhang 5.9.3 sind
zwei CGE-Elektropherogramme der Kakaobohnenproben C8 und A4 fir die Restriktionsschnittstelle

21, Psil, TTATAA gezeigt.
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Restriktionsschnittstelle 8, Psil, TTATAA

Abbildung 4.22: Ergebnisse der PCR-RFLP,
Kakaoblatter, Restriktionsschnittstelle 8, CCN-51-
spezifisch, Restriktionsendonuklease: Psil. Das

494 bp groBe Amplifikat von CCN-51 (schwarz) wird
verdaut (373 bp, 121 bp; rot) und das des Arribas
(gelb) nicht.

Restriktionsschnittstelle 17a, Psil, TTATAA

Abbildung 4.23: Ergebnisse der PCR-
RFLP, Kakaoblatter,
Restriktionsschnittstelle 17a, CCN-51-
spezifisch, Restriktionsendonuklease:
Psil. Das 390 bp groBe Amplifikat von
CCN-51 (schwarz) wird verdaut (217 bp,
174 bp; rot) und das des Arribas (gelb)
nicht.
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Restriktionsschnittstelle 17b, EcoRl, GAATTC

Abbildung 4.24: Ergebnisse der PCR-RFLP,
Kakaoblatter, Restriktionsschnittstelle 17b,
Arriba-spezifisch, Restriktionsendonuklease:
EcoRI. Das 390 bp groBe Amplifikat von
Arriba (schwarz) wird verdaut (218 bp,

173 bp; gelb) und das des CCN-51 (rot)
nicht.

Restriktionsschnittstelle 21, Asel, ATTAAT

Abbildung 4.25: Ergebnisse der PCR-RFLP, Kakaoblatter,
Restriktionsschnittstelle 21, CCN-51-spezifisch,
Restriktionsendonuklease: Asel. Das 436 bp groBe
Amplifikat von CCN-51 (schwarz) wird verdaut (265 bp,
171 bp; rot) und das des Arribas (gelb) nicht.
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Abbildung 4.26: Ergebnisse der PCR-RFLP, Detektion mittels CGE, Probe C3, Bl.,

Restriktionsschnittstelle 21, CCN-51-spezifisch, Restriktionsendonuklease: Asel. Das 436 bp

groBe Amplifikat von CCN-51 wird verdaut (265 bp, 171 bp; rote Pfeile).*

436 bp

I+

90+

70+
60+

504

Fluorescence

a0+

20+

—15+

i

I—56
64
—426

| ] | 1 ] 1

—1500*

Ldfﬁk__mw.m_mJ LMMMJ L

T { 1) T T T T
20 30 40 50 60 70 80 90

Time (seconds)

Abbildung 4.27: Ergebnisse der PCR-RFLP, Detektion mittels CGE, Probe A3, BI.,

Restriktionsschnittstelle 21, CCN-51-spezifisch, Restriktionsendonuklease: Asel. Das 436 bp

groBe Amplifikat von Arriba (gelber Pfeil) wird nicht verdaut.*

*Die Genauigkeit der CGE nimmt mit steigender bp-Ladnge des zu messenden Amplifikats ab.
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Restriktionsschnittstelle 43, EcoRl, GAATTC

Abbildung 4.28: Ergebnisse der PCR-RFLP, Kakaoblatter,
Restriktionsschnittstelle 43, Arriba-spezifisch,
Restriktionsendonuklease: EcoRI. Das 440 bp groBe Amplifikat
von Arriba (schwarz) wird verdaut (255 bp, 185 bp; gelb) und
das des CCN-51 (rot) nicht.

Restriktionsschnittstelle 44, EcoRV, GATATC

Abbildung 4.29: Ergebnisse der PCR-RFLP, Kakaoblatter,
Restriktionsschnittstelle 44, CCN-51-spezifisch,
Restriktionsendonuklease: EcoRV. Das 465 bp groBe Amplifikat von
CCN-51 (schwarz) wird verdaut (342 bp, 123 bp; rot) und das des
Arribas (gelb) nicht.
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Die Tabellen 4.11 und 4.12 sowie die Abbildungen 4.22 bis 4.29 zeigen, dass die erwarteten Ergebnisse
(siehe Tabelle 4.10) erzielt wurden. Die auf den finf SNPs basierenden sechs PCR-RFLP-Methoden sind

demnach geeignet, die beiden Kakaosorten Arriba und CCN-51 voneinander zu differenzieren.

Die Kakaoblattproben A1, Bl. und A2, Bl. zeigten Abweichungen vom erwarteten Ergebnis bei der
Sequenzregion 17a/b, Psil/EcoRl, TTATAA/GAATTC. Die Amplifikate wurden weder von der
Restriktionsendonuklease Psil (CCN-51-spezifisch) noch von EcoRl (fir Arriba spezifisch) geschnitten.

Dieses Phanomen wurde mittels partieller Sequenzierung untersucht (siehe Abbildung 4.30):

33075 33080
I I

Al,Bl1. 5'-...CTCTCTACGCGTTAAGTAAATTAGAATTATCATTCCTGAATGAGCTACTAGCCA...-3"
A2,Bl. 5'-...CTCTCTACGCGTTAAGTAAATTAGAATTATCATTCCTGAATGAGCTACTAGCCA...-3"
A4,Bl1. 5'-...CTCTCTACGCGTTAAGTAAATTAGAATTCTCATTCCTGAATGAGCTACTAGCCA...-3"
Cl,Bl1. 5'-...CTCTCTACGCGTTAAGTAAATTATAATTCTCATTCCTGAATGAGCTACTAGCCA...-3"

Abbildung 4.30: Ausschnitt aus den Sequenzen der Kakaoblattproben A1, Bl. und A2, Bl. im
Vergleich zu C1, Bl. und A4, Bl. um die Positionen 33075 und 33080 herum (Restriktionsschnittstelle
17a/b). Die Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen PsiI, TTaTaA (CCN-51-spezifisch)
und EcoRI, caaTTc (Arriba-spezifisch) sind gelb hervorgehoben, der SNP ist rot markiert.

Beide Proben besitzen an der Position 33075 die fiir Arriba typische Base Guanin. Fliinf Basen weiter
weisen die Proben die Base Adenin auf, wahrend sdamtliche anderen Proben an dieser Stelle Uber
Cytosin verfligen. Die fir Arriba typische Erkennungssequenz flr das Enzym EcoRl GAATTC (siehe
A4, Bl. in Abbildung 4.30) um die Positionen 33075 und 33080 ist somit nicht mehr vorhanden.

Die Restriktionsschnittstelle 17a/b, Psil/EcoRI, TTATAA/GAATTC ist demnach dazu geeignet, CCN-
51-Proben spezifisch zu schneiden und dadurch zu identifizieren. Ein Nachweis der Sorte Arriba durch
eine Restriktion mit der Restriktionsendonuklease EcoRIl kann jedoch nicht fur alle Arriba-Proben

garantiert werden.

Eine weitere Abweichung vom typischen Schema zeigte die CCN-51-Kakaoblattprobe C8, Bl: Bei
samtlichen Durchfiihrungen wurde das fir Arriba typische Verhalten nachgewiesen. Im Gegensatz zu
den anderen Blattproben stammt diese aus Costa Rica. Auch hier liegt der Verdacht nahe, dass es sich
um einen anderen CCN-51-Typ handelt. Die Probe C4, Bl. wiederum zeigte lediglich bei der
Sequenzregion 17a/b das fir Arriba charakteristische Verhalten, bei allen anderen Stellen das CCN-51-

typische.

Auch bei den Kakaobohnen waren Ausnahmen zu beobachten. Die CCN-51-Probe C16 zeigte das flr

Arriba spezifische Verhalten: Bei den CCN-51-spezifischen Stellen wurden die Amplifikate nicht verdaut
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und die charakteristischen Fragmente lieBen sich nicht detektieren. Bei den flr Arriba spezifischen
Restriktionsschnittstellen wurden die Amplifikate hingegen verdaut, sodass flir diese Probe
falschlicherweise die Sorte Arriba detektiert wurde. Der Ursprung der Probe C16 ist eindeutig, da die
Bohnen einer Frucht enthommen wurden. Hier entsteht wieder der Verdacht, dass es innerhalb der
Sorte CCN-51 verschiedene Typen gibt (135). Auch bei der (TAAAG),-Analyse wurde festgestellt, dass
die Probe die Arriba typische Repeatwiederholung n=6 besitzt (siehe 4.5.1). Die Ergebnisse der beiden
Methoden entsprechen sich im Falle dieser Probe. Die SSR-Analyse klart Uber verschiedene Typen der
Sorte CCN-51 auf (siehe 4.9).

Fir die Kakaobohnenproben A2, A6, A7 sowie A12 der Sorte Arriba wurden bei sémtlichen CCN-51-
spezifischen Restriktionsschnittstellen zwei Fragmente detektiert. Ihre Amplifikate blieben bei den fir
Arriba spezifischen Sequenzregionen 17b, EcoRI, GAATTC und 43, EcoRl, GAATTC unverdaut. Mit finf
Einzelaufarbeitungen wurden diese Ausnahmen untersucht. Dabei sollte festgestellt werden, ob es
sich tatsachlich um Ausnahmen handelt. Bei jeder Durchfiihrung zeigten die vier Proben das fiir CCN-
51 charakteristische Verhalten. Daher lag der Verdacht nahe, dass es sich bei den Proben A2, A6, A7
sowie A12 um CCN-51-Proben handelt. Entsprechend sind diese Proben falsch deklariert worden.
Diese Beobachtungen sind nicht analog zu den Ergebnissen bzgl. des (TAAAG)-Repeats (siehe 4.5.1.1),
da die Methoden auf anderen Sequenzunterscheiden basieren. Lediglich Probe A2 kann Uber beide

Methoden als Falschdeklaration bestimmt werden.

Die restlichen, in der Tabelle 4.12 nicht aufgefiihrten Bohnenproben wurden stichprobenartig mit den
Restriktionsschnittstellen 8, Psil, TTATAA, 21, Asel, ATTAAT und 43, EcoRl, GAATTC Uberprift (siehe
Anhang 5.9.2, Tabelle 5.27). Hier zeigten 15von 23 Proben das jeweils andere Ergebnis. Dieser Befund
lieR sich vor allem bei den Arriba-Proben beobachten. Der Verdacht, die Kakaobohnen wurden falsch
deklariert oder miteinander vermischt, erhartet sich dadurch. Die Relevanz der These der vorliegenden
Forschungsarbeit, Arriba wirde mit CCN-51 gestreckt werden, wird hier wieder deutlich (siehe 1

Einleitung).

Samtliche Proben der Eltern des CCN-51 (ICS-95, Canelo, IMC-67) zeigten bei allen PCR-RFLP-
Methoden das CCN-51-spezifische Ergebnis. Die einzige Ausnahme war bei der
Restriktionsschnittstelle 17a/b, Psil/EcoRl, TTATAA/GAATTC zu beobachten: Die ICS-95- sowie IMC-
67-Proben zeigten hier das fir Arriba charakteristische Verhalten. Die Ubereinstimmung der
Ergebnisse bzgl. der Eltern und der CCN-51-Proben zeigt, dass die SNPs von den Eltern stammen
missen und sich nicht erst wadhrend der Kultivierung des CCN-51 herausgebildet haben. Die

aufgeflhrten SNPs sind als stabile Marker fir den CCN-51 zu bewerten.

96



Ergebnisse und Diskussion

4.6.3 Bestimmung der Nachweisgrenze der entwickelten Methode

Der kleinstmogliche CCN-51-Anteil in einer Mischung beider Kakaosorten sollte detektiert werden.
Hierzu wurden Mischungen aus Kakaobohnen mit einem CCN-51-Gehalt zwischen 1% und 30 %
hergestellt. Die Bestimmung wurde mit der Sequenzregion 21, Asel, ATTAAT durchgefihrt. Einen
Zusammenhang zwischen der Peakflache und dem CCN-51-Anteil schien es allerdings nur in geringem
Malle zu geben, da die Peakflichen der entsprechenden CCN-51-Fragmente der verschiedenen
Mischungsverhaltnisse nicht der Tendenz eines abnehmenden CCN-51-Gehalts entsprachen. Die

Werte flUr die Peakflachen lagen unabhangig vom CCN-51-Gehalt zwischen 65 % und 90 %.

Sowohl mittels AGE als auch CGE konnte noch eine Beimengung von 1 % CCN-51 detektiert werden,
was der Nachweisgrenze entspricht. Das entsprechende Elektropherogramm ist in der folgenden
Abbildung 4.31 dargestellt.
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Abbildung 4.31: Bestimmung der Nachweisgrenze mittels CGE, Restriktionsschnittstelle 21, Asel, ATTAAT.
CCN-51-Gehalt: 1 %, Arriba-Gehalt: 99 %. Bei diesem Mischungsverhaltnis wurde ein Flachenverhaltnis

Flache 171 bp und 265 bp = 1 % und Flache 436 bp = 99 % erwartet.

4.6.4 Ansatze zur Quantifizierung

Es wurde Uberprift, ob die PCR-RFLP-Methoden geeignet sind, CCN-51-Anteile in einer Mischung mit
Arriba zu quantifizieren. Hier wurden — wie bei den Ansatzen zum (TAAAG),-Repeat — die definierten
Mischungen (A: Mischung von PCR-Produkten, B: Mischung von DNA-Isolaten und anschlieRende PCR-
RFLP und C: Mischung von fein gemahlenen Kakaobohnen und anschlieende DNA-Isolierung sowie

PCR-RFLP) eingesetzt. Die Versuche zu den Mischungen A und B wurden mit Blatt- und Bohnenproben
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und die zu der Mischung C nur mit Bohnen durchgeflhrt. Die Vermutungen hinsichtlich der

Unterschiede zwischen beiden Probenmaterialien, die in 4.5.3 formuliert wurden, sind auch hier giiltig.

Die Versuche wurden fir die Sequenzregionen 21, Asel, ATTAAT und 43, EcoRl, GAATTC
durchgefiihrt. Grundlage der Versuche waren somit sowohl ein fir Arriba - als auch ein CCN-51-
spezifischer Verdau. Fir samtliche Mischungen wurden die Kakaobohnenproben C8 und A4 sowie die

Kakaoblattproben C3, Bl. und A3, Bl. eingesetzt sowie im Anschluss mittels AGE und CGE vermessen.

4.6.4.1Mischungen A und B der Kakaoblatter

Einhergehend mit der Vorgehensweise beim (TAAAG),-Repeat fanden Vorversuche mit
Kakaoblattproben statt.

Die ermittelten Ist-Werte fir den CCN-51-Gehalt entsprachen eher den Soll-Werten als bei den
Kakaobohnen. Erstere waren sowohl bei der Mischung A als auch der Mischung B nahezu identisch.

Der Wert der Steigungen der beiden Kalibriergeraden fiir A und B betrug demnach nahezu 1,0.

Die entsprechenden Elektropherogramme und Kalibriergeraden sind im Anhang 5.9.4 in den
Abbildungen 5.22 bis 5.23 ebenso in den dazugehorigen Tabellen 5.28 und 5.29 dargestellt.

4.6.4.2 Mischungen A, B und C der Kakaobohnen

Die folgende Abbildung 4.32 zeigt die Ergebnisse der Mischungen A, B und C nach der Detektion mittels
AGE. Die entsprechenden Elektropherogramme nach CGE sind im Anhang 5.9.4 in den Abbildungen
5.24 bis 5.26 aufgefiihrt. Da sich die Ergebnisse der Sequenzregionen 21, Asel, ATTAAT und 43, EcoRl,
GAATTC ahneln, wird im Folgenden die Restriktionsschnittstelle 21, Asel, ATTAAT exemplarisch
diskutiert.
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Abbildung 4.32: Mischungen von A: PCR-Produkten, B: DNA-Isolaten und C: fein gemahlenen Kakaobohnen der
Amplifikate und Fragmente nach der PCR-RFLP, Sequenzregion 21, Asel, ATTAAT. Das Mischungsverhaltnis ist in
Arriba:CCN-51 angegeben. AGE.

Sowohl auf den Agarosegelen als auch den Elektropherogrammen der CGE sind die unverdauten
Amplifikate des Arriba-Anteils sowie die zwei verdauten Fragmente des CCN-51-Anteils entsprechend
einem steigenden Arriba-Gehalt bei sinkendem CCN-51-Gehalt zu erkennen. Im Anhang 5.9.4 sind
neben den Elektropherogrammen die tabellarische Auswertung der Peaks aus der CGE (siehe Tabellen
5.30 - 5.32) sowie die daraus resultierende Kalibriergerade fur A (siehe Anhang 5.9.4, Abbildung 5.24)
dargestellt. Der prozentuale Anteil der Peakflache der zwei Fragmente der Sorte CCN-51 wurde gegen
den prozentualen Anteil der Peakflache des unverdauten PCR-Produkts der Sorte Arriba berechnet.

Dieser Ist-Anteil wurde gegen den Soll-Anteil aufgetragen.

Der Ist-Wert entsprach in keiner der drei Mischungen dem Soll-Wert. Das Verhiltnis zwischen Soll-

und Ist-Wert war bei den Mischungen A, B und C unterschiedlich:

- Mischung A: Die Soll- und Ist-Werte stimmten in dieser Mischung am ehesten U(berein.
Abweichungen  zwischen  beiden  Werten sind auf Fehler wahrend der
Konzentrationseinstellung zurlckzufihren.

- Mischung B: Der ermittelte Ist-Wert war geringer als der Soll-Wert (= Wiederfindung < 100 %).
Ein linearer Zusammenhang zwischen Soll- und Ist-Werten bestand nicht. Da diese
Experimente nur einmal durchgefihrt wurden, konnten keine definitiven Aussagen lber die
Wiederfindungsrate getroffen werden.

- Mischung C: Der Ist-Wert war hoher als der Soll-Wert.

Ein moglicher Grund dafir, warum Ist- und Soll-Wert bei der Mischung C nicht Ubereinstimmten, ist,
dass in derisolierten Gesamt-DNA beider Sorten ein unterschiedliches Verhaltnis zwischen plastidarer
und nukledrer DNA vorliegen kdnnte. Liegt in der Sorte CCN-51 ein héherer Gehalt an Chloroplasten
und demnach auch an cpGenom pro Zelle vor, wiirde das zu einer Uberquantifizierung von CCN-51 im
Vergleich zur Sorte Arriba fihren. Auch ein PCR-Bias ist denkbar: Die Polymerase vervielfaltigt eher das
Template der Sorte CCN-51 als das der Sorte Arriba. Das Verhaltnis der Mischung bleibt somit nicht
konstant. Das wurde bereits in der Arbeit bzgl. des (TAAAG),-Repeats vermutet (siehe 4.5.3.2). Ein Bias

durch Polymerase inhibierende Substanzen scheidet jedoch aus: Auch wenn es prinzipiell moglich ist,

99



Ergebnisse und Diskussion

dass eine Kakaosorte mehr Inhibitoren enthélt als die andere, wirde sich dieses Phdnomen in einer
Mischung nicht beobachten lassen. Die inhibierende Wirkung wiirde bei beiden Sorten gleichermalien

auftreten.

In den Elektropherogrammen sind Heteroduplexe zu erkennen, die wahrend der Durchfiihrung
gebildet werden (siehe z. B. Anhang 5.9.4, Abbildungen 5.25 und 5.26, markiert durch einen blauen
Pfeil). Die Heteroduplexe sollten in denselben Mengenanteilen aus beiden Kakaosorten stammen.
Daher wurden sie zu gleichen Anteilen zu den fur Arriba und den CCN-51-typischen Peaks addiert. Die
Bildung der Heteroduplexe war bei den unterschiedlichen Versuchsdurchfihrungen nicht homogen.
Der Anteil der den Heteroduplexen entsprechenden Peaks an der Gesamtpeakflache schwankte
zwischen 7 % und 25 %.

4.6.5 Anwendung auf die Matrix Schokolade

Es wurde untersucht, ob sich die entwickelten PCR-RFLP-Methoden auch mit der Matrix Schokolade
durchfihren lassen. Hierzu wurden die Schokoladen S1, S2, S6, S7 und S8 (siehe Anhang 5.1, Tabelle

5.3) eingesetzt. Die Verpackungsangaben werden im Folgenden zusammengefasst:

- S1undS7 enthalten Edelkakao
- S2 enthalt die Kakaosorte Arriba
- S6 besteht zu 100 % aus Arriba-Kakao

- In der Probe S8 wurde ausschlieRlich Konsumkakao verarbeitet

Die DNA wurde mittels CTAB-Methode aus der Schokolade extrahiert und die Isolate wurden der PCR-
RFLP-Methode um die Sequenzregion 21, Asel, ATTAAT zugefiihrt. Die Amplifikate nach der PCR sowie
die Fragmente nach der RFLP wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und entsprechend detektiert
(siehe Abbildung 4.33).
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Vor Restriktion Nach Restriktion
S6  S2 S7 S1 S8 Se6 S2 S7 S1 S8 BW

400 bp

100 bp

Abbildung 4.33: Anwendung der PCR-RFLP-Methode um die
Sequenzregion 21, Asel, ATTAAT auf die Matrix Schokolade. Die
Amplifikate (schwarz) werden verdaut (rot) oder bleiben unverdaut
(gelb). AGE.

Bei allen Proben wurden Banden detektiert. Demnach konnte cpDNA aus einem hochverarbeiteten
Produkt wie Schokolade isoliert und die entwickelte PCR-RFLP-Methode angewendet werden. Die

Intensitat der Banden ist mit der von DNA-Isolaten aus Blatt- und Bohnenproben vergleichbar.

In der Probe S8 wurde lediglich das unverdaute Amplifikat beobachtet. Die CCN-51-spezifischen
Fragmente nach der Restriktion wurden folglich nicht detektiert. S8 ist eine Schokolade aus
Konsumkakao, der Ublicherweise aus Afrika importiert wird. In Schokoladensorten wie S8 wird
demnach nicht die Sorte CCN-51 verarbeitet. Konsumkakaosorten aus Afrika scheinen an dieser Stelle

eine andere Sequenz als CCN-51 aufzuweisen.

In den restlichen Proben wurden neben dem unverdauten fiir Arriba spezifischen Amplifikat die beiden
flr CCN-51 charakteristischen Banden bei 171 bp und 265 bp detektiert. Die Proben bestehen laut
Deklaration aus Edelkakao. Dieser stammt meistens aus Mittel- und Sidamerika, z. B. Ecuador (siehe
2.1.4). Entsprechend dem Ergebnis wird zeitgleich mit dem Edelkakao der Konsumkakao CCN-51
verarbeitet. Die Bedenken der Kakaoindustrie werden bestéarkt (siehe 2.1.4). Vor allem die Probe S6,
die laut Auslobung zu 100 % aus Arriba-Kakao bestehen sollte, fiel hierbei auf; es handelt sich um eine

Falschdeklaration.

4.6.6 Zusammenfassung und Fazit

Die Sequenzen der cpGenome der Kakaosorten Arriba und CCN-51 weisen neben dem Unterschied in
der (TAAAG),-Region wenige SNPs auf. Einige der SNPs befinden sich in den Erkennungssequenzen von
Restriktionsendonukleasen. Sie kdnnen genutzt werden, um die beiden Kakaosorten Uber eine PCR-

RFLP zu differenzieren: Nach einer Universal-PCR wird ein spezifischer Verdau mit einer bestimmten
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Restriktionsendonuklease durchgeflhrt. Je nach der Spezifitat wird das Amplifikat der einen Sorte
verdaut und das der anderen nicht. So kénnen im Falle der Spezifitat zwei Fragmente und im anderen
Fall kann auch nach der RFLP nur das unverdaute PCR-Produkt detektiert werden. Die Detektion

erfolgte im Rahmen der vorliegenden Arbeit sowohl mittels AGE als auch CGE.

Wahrend mittels PCR-RFLP eine qualitative Unterscheidung moglich war, zeigte sich, dass sich die
Methode fir eine Quantifizierung der beiden Sorten in Mischungen nicht eignet. Es entstehen
Heteroduplexe in unterschiedlichen Mengen und deren Peakflachen kédnnen nicht korrekt auf die
Sorten aufgeteilt werden. Durch einen Bias wird die Kakaosorte CCN-51 zudem eher amplifiziert als
Arriba, wodurch es zu einer Verschiebung des tatsachlichen Mischungsverhéltnisses kommt. Eine
grobe und semiquantitative Abschdtzung des CCN-51-Gehalts in einer Kakaoprobe ist hingegen

moglich.

Bei der Methodenentwicklung wurden —insbesondere bei den Kakaobohnenproben — Ausnahmen
festgestellt. Diese decken sich nicht immer mit denen des (TAAAG),-Repeats. Die Anwendung nur einer
Methode ist daher nicht sinnvoll. Wie aus einer Kombination der in dieser Arbeit aufgefihrten

Methoden mit groRRerer Sicherheit die jeweilige Sorte festgestellt werden kann, wird in 4.8 dargestellt.

Durch die Ausnahmen bei der Kakaoblatt- (C8, Bl.) und der -bohnenprobe C16 liegt wieder der
Verdacht nahe, dass innerhalb der Sorte CCN-51 in Ecuador neben einem quantitativ
herausstechenden und somit fir CCN-51 charakteristischen Haupttypen Nebentypen existieren.
Waéhrend sich die Probe C15 wie nahezu alle anderen CCN-51-Proben verhielt, lielk sich flir Probe C16
das fur Arriba charakteristische Verhalten nachweisen. Die Probe C8, BI. zeigte an der Position 17a/b

das Muster einer Arriba-Probe.
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4.7 Alternative Methoden
47.1 LPA

Auf Basis eines SNPs kann eine LPA entwickelt werden. Der Vorteil dieses Verfahrens ist, dass sich die
Punktmutation nicht in der Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms befinden muss, um auf ihr
basierend eine Methode zu entwickeln. Vor der eigentlichen Amplifikation erfolgt eine Ligation. Aus
der hdheren Sensitivitat der Ligase gegenlUber Fehlhybridisierungen im Vergleich zur Polymerase

ergibt sich auch eine héhere Empfindlichkeit der Methode, was ein weiterer Vorteil ist (siehe 2.3.5).

Die Methode wurde zunachst anhand eines SNPs durchgefiihrt, der sich im ccsA-Gen des cpGenoms
befindet. Mittels partieller Sequenzierung wurde die Punktmutation Gberpriift. Sdmtliche CCN-51-
Blattproben zeigten die charakteristische Sequenz. Bei den Arriba-Blattproben wurden nur zwei von
acht Ausnahmen beobachtet. Der SNP wurde daher als geeignete Grundlage fir die Differenzierung
der beiden Kakaosorten bewertet. Der Einzelbasenaustausch von Adenin und Thymin zwischen Arriba
und CCN-51 wird in der folgenden Abbildung 4.34 dargestellt.

ACCSAF  m = m—m oo o GCATATCCAAATTATAAGAAAGCCCATA
CCSAR -AACCATAACTATGTAAACCTATTCCTAATAGATTGACCCCAAAATAGCATATCCAAATTATAAGAAAGCCCATA
C {ECCSAR -AACCATAACTATGTAAACCTATTCCTAATAGATTGACCCCAAAATAGCATATCCAAATTATAAGAAAGCCCATA

CCSAF  —mmmm oo oo GCATATCCAAATTATAAGAAAGCCCATA
KKK K A KA KR AR AR AAAKAAAAKAN AN AKX KKK

{iCSA84 GAACCATAACTATGTAAACCTATTCCTAATAGATTGACCCCAAAATAGCATATCCAAATTATAAGAAAGCCCATA
A

ACCSAF GAAGCCACAATTGCGGAATTTACACCTTCAAAATTTTTATTTGTTCGTATATGTAAATAAATCGCGAATACGGTC
CCSAR GAAGCCACAATTGCGGAATTTACACCTTCAAAATTTTTATTTGTTCGTATATGTAAATAAATCGCGAATACGGTC
CCCSAR GAAGCCACAATTGCGGAATTTACACCTTCAAAATTTATATTTGTTCGTATATGTAAATAAATCGCGAATACGGTC
CCCSAF GAAGCCACAATTGCGGAATTTACACCTTCAAAATTTATATTTGTTCGTATATGTAAATAAATCGCGAATACGGTC

kA hkkrkhhkrhkhkhkhhkhkhkhkhkhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhrhhkdx dhhhkrhkhkhhhkhkhkrhhkhhhkrhkhhhkhkhkhkrhkkhkhkhkhkrxkhkxxkx

{ZCSA84 GAAGCCACAATTGCGGAATTTACACCTTCAAAATTTTTATTTGTTCGTATATGTAAATAAATCGCGAATACGGTC
A

ACCSAF CAAGTAATAAATGCCCAAGTTTCCTTTGGGTCCCAATTCCAATATGATCCCCACGCCTCATTAGCCCATACGGCT
CCSAR CAAGTAATAAATGCCCAAGTTTCCTTTGGGTCCCAATTCCAATATGATCCCCACGCCTCATTAGCCCATACGGCT
G{CCCSAR CAAGTAATAAATGCCCAAGTTTCCTTTGGGTCCCAATTCCAATATGATCCCCACGCCTCATTAGCCCATACGGCT
CCCSAF CAAGTAATAAATGCCCAAGTTTCCTTTGGGTCCCAATTCCAATATGATCCCCACGCCTCATTAGCCCATACGGCT

AR AR A AR AR A A A A A AR AR A A A A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR ARk A Ak ko kK

{ECSA84 CAAGTAATAAATGCCCAAGTTTCCTTTGGGTCCCAATTCCAATATGATCCCCACGCCTCATTAGCCCATACGGCT
A

ACCSAF CCCGAAAGAATCCCTATGGTTAAAAAGATAAACCCGAGACTAATAATACGATAACTCCAACGATCCAATTGTT
ACCSAR CCCGAAAGAATCCCTATGGTTAAAAAGATAAACCCGAGACTAATAATAC-———————————————————————
CCCSAR CCCGAAAGAATCCCTATGGTTAAAAAGATAAACCCGAGACTAATAATA-————————————————————————
CCCSAF CCCGAAAGAATCCCTATGGTTAAAAAGATAAACCCGAGACTAATAATACGATAACTCCAACGATCCAATTGTT

KA KA A I A AR AR A A A A AN A A A A A I A A AR A A A A kA kA A A Ak kKK

A-{CCSA84 CCCGAAAGAATCCCTATGGTTAAAAAGATAAACCCGAGACTAATAATACGATAACTCCAACGATCCAATTGTT

Abbildung 4.34: SNP im ccsA-Gen des cpGenoms.

Im Folgenden werden Auszlge aus den Ergebnissen bzgl. der Blatt- und Bohnenproben dargestellt.
Weitere Blattproben sind im Anhang 5.10 in den Abbildungen 5.27 und 5.28 dargestellt.
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Abbildung 4.35: Detektion der Ergebnisse der LPA auf Basis
des SNPs im ccsA-Gen. Kakaoblatter.

Abbildung 4.36: Detektion der Ergebnisse der LPA auf Basis
des SNPs im ccsA-Gen. Kakaobohnen.

In Abbildung 4.35 ist flr die CCN-51-Blattprobe eine Bande auf einer Hohe von etwa 180 bp zu
erkennen, was ungefahr dem theoretischen Amplifikat von 172 bp entspricht. Diese Bande bleibt, wie
erwartet, bei der Arriba-Blattprobe aus. Bei der Auswertung des Agarosegels, das in Abbildung 5.27
(siehe Anhang 5.10) gezeigt wird, ist wiederum die erwartete Bande bei der CCN-51-Blattprobe zu
erkennen. Diese Bande ist bei einer der zwei Bestimmungen der Arriba-Blattprobe hingegen ebenfalls

schwach sichtbar. Das Agarosegel, das in Abbildung 5.28 (siehe Anhang 5.10) prasentiert wird, zeigt
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fir die CCN-51-Blattprobe die Bande in erwarteter Hohe und flr die Arriba-Blattprobe nicht. Auf dem
Agarosegel sind ebenfalls die Ergebnisse zweier Eltern des CCN-51 abgebildet: Die Proben E1, Bl. und
E3, Bl. zeigen jeweils bei der Doppelbestimmung einmal eine Bande und ein andermal nicht. Bei den
Kakaobohnenproben lasst sich wieder die erwartete Bande bei etwa 180 bp beobachten (siehe
Abbildung 4.36). Schwache Banden auf Hohe der Bahnen des Blindwerts rihren wahrscheinlich von

minimalen Verunreinigungen her. Die Banden werden bei den Arriba-Bohnenproben nicht beobachtet.

Generell scheint die LPA auf Basis des SNPs im ccsA-Gen bzgl. der vorliegenden Problemstellung
geeignet zu sein. Erste Ansdtze flihrten zum Erfolg. Nichtsdestotrotz bergen die Ergebnisse eine
gewisse Unsicherheit. Auch bei den Arriba-Proben wurden selten Banden detektiert. Es besteht

Optimierungsbedarf — v. a. hinsichtlich der Reproduzierbarkeit.

Die LPA wurde hinsichtlich weiterer SNPs angewendet. Erste Versuche fanden zu den SNPs in den
Sequenzregionen 17a/b, Psil/EcoRl, TTATAA/GAATTC und 21, Asel, ATTAAT (siehe 4.6.2) mit
Kakaoblattproben statt. Neben den erwarteten Amplifikaten des CCN-51 wurden bei den Arriba-
Proben haufig Banden beobachtet.

Da die unter 4.5 und 4.6 beschriebenen Methoden zur Differenzierung von Arriba und CCN-51 zum

Erfolg fihrten, wurde die Entwicklung einer LPA nicht weiter verfolgt.

4.7.2 HRMA

Unterschiede in der Sequenz fihren zu einer Verdanderung des Schmelzpunkts eines Amplifikats. Im
Falle des (TAAAG)n-Repeats liegt ein quantitativer Unterschied zwischen den PCR-Produkten von Arriba
und CCN-51 vor. Hinsichtlich der Punktmutationen handelt es sich um einen qualitativen Unterschied.
Zur Sortendifferenzierung kann demnach eine hochauflésende Schmelzpunktanalyse (HRMA)

durchgefihrt werden (siehe 2.3.6).

In Kooperation mit dem Universitatsklinikum Eppendorf (UKE), Hamburg, Deutschland, wurden die
Schmelzpunkte der Amplifikate der Kakaoblattproben A1, Bl., A2, Bl., A8, Bl. sowie C1, Bl., C4, BIl,,
C6, Bl. bestimmt. Die PCR-Produkte stammten aus den Durchfihrungen zum (TAAAG)»-Repeat und zur
Restriktionsschnittstelle 17, EcoRl, GAATTC. Aufgrund des sehr hohen Einflusses der MgCl,-
Konzentration im Reaktionsgemisch wurde die Bestimmung flr sechs verschiedene MgCl,-
Konzentrationen (1,0 mM, 1,5 mM, 2,0 mM, 2,5 mM, 3,0 mM, 3,5 mM) durchgefiihrt.

Die Schmelzpunktanalyse der PCR-Produkte, die nach der PCR zur Restriktionsschnittstelle 17, EcoRl,

GAATTC erhalten wurden, ergab fur keine MgCl,-Konzentrationen signifikante Abweichungen
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zwischen den beiden Kakaosorten. Jedoch konnten Unterschiede nach der HRMA nach der PCR zum
(TAAAG)n-Repeat beobachtet werden.

In den Abbildungen 4.37 und 4.38 wird die Schmelzkurve der Proben A2, Bl. und C4, Bl. parallel

prasentiert.

CCN-51
Arriba

Melting Curves

35%. 297 \

343 297

298 297

243 297

198 297

148,297
g3 297]

48,297]
1.703] —
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Abbildung 4.37: Schmelzkurve wahrend der das (TAAAG).-Repeat detektierenden PCR.
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Abbildung 4.38: Erste Ableitung der Schmelzkurve nach der HRMA von Amplifikaten, die nach der das (TAAAG),-
Repeat detektierenden PCR erhalten wurden.
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Die Kurven der beiden Kakaosorten Arriba und CCN-51 unterscheiden sich voneinander. Die Differenz
der Schmelzpunkte betrug 4 °C. Die gemessene Schmelztemperatur des Amplifikats der Sorte CCN-51
(77,8 °C) war geringer als die von Arriba (77,3 °C), obwohl das Amplifikat aufgrund der vierzehn-
anstelle der sechsfachen Wiederholung des Repeats um 40 bp groRer ist. Auch Uber die berechneten
Schmelztemperaturen flir CCN-51: 76,2 °C und Arriba: 77,3 °C (berechnet nach (137)) wurde bereits
vermutet, dass (TAAAG), mit zunehmender Lange eine Destabilisierung und somit einen geringeren

Schmelzpunkt des Amplifikats bewirkt.

Die optimale Temperatur wurde so bestimmt, dass die Ergebnisse einer Doppelbestimmung
Ubereinstimmten und dass eine maximale Differenz zwischen den Schmelztemperaturen der Sorten
Arriba und CCN-51 erreicht wurde. Der Einfluss der MgCl,-Konzentration wird durch den Vergleich der
Ergebnisse der sechs unterschiedlichen Konzentrationen deutlich: Fir dieselbe Probe schwankten die

Werte bis zu 2 °C. Die optimale MgCl,-Konzentration betrug 3,0 mM.

Die Detektion der Amplifikate mittels HRMA ist geeignet, um die Kakaosorten voneinander zu
differenzieren. Die Bestimmung wurde mehrmals durchgefiihrt, die Ergebnisse waren jedoch nicht
ausreichend reproduzierbar. Auf eine umfangreiche Optimierung wurde verzichtet, da die
Detektionsmoglichkeiten fur die PCR-Produkte mittels AGE, dHPLC und CGE verlasslicher waren.
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4.8 Analytische Vorgehensweise

In den Kapiteln 4.5 und 4.6 wurden Methoden zur Differenzierung der zwei Kakaosorten Arriba und
CCN-51, basierend auf Sequenzunterschieden im cpGenom, beschrieben. Eine Beimischung des
Konsumkakaos CCN-51 in einer Charge des Edelkakaos Arriba kann mittels Analyse des (TAAAG),-
Repeats sowie der auf den finf SNPs basierenden sechs PCR-RFLP-Methoden identifiziert werden. Ein

mogliches Vorgehen in der Praxis wird im Folgenden beschrieben:

Eine Kakaoprobe wird hinsichtlich des (TAAAG).-Repeats untersucht. Wird die fir CCN-51
charakteristische Bande/ Peak bei 151 bp beobachtet, ist das ein erster und verlasslicher Hinweis auf
die Anwesenheit von CCN-51. Die Detektion des 40 bp langeren Amplifikats, z. B. mittels AGE, CGE
oder dHPLC, kann als schnelle Screeningmethode eingesetzt werden. Nachfolgend kénnen die sechs
PCR-RFLP-Methoden durchgefiihrt werden, um den Verdacht der Beimengung der Kakaosorte CCN-51
zu bestatigen. Eine oder mehrere geeignete PCR-RFLP werden durchgefiihrt, um — je nach Spezifitat
des SNPs in der Sequenzregion — die Sorte Arriba oder CCN-51 oder ein Gemisch aus beiden
nachzuweisen. Nach dem Einsatz entsprechender Restriktionsendonukleasen werden zwei Fragmente
erhalten, welche die Anwesenheit der jeweiligen Sorte bestatigen oder nicht. Die analytische

Vorgehensweise ist in Abbildung 4.39 schematisch dargestellt:
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Ausschlussverfahren fiir CCN 51 und Arriba

(TAAAG),-Repeat

T

CCN51
151 bp E3, Bl. (Canelo 1)
Ed, Bl. (Canelo 1)

Weitere Differenzierung iiber eine PCR-RFLP

| Definitiv CCN 517 |
24, Asel Kein Verdau/ eine Bande:
ATTAAT All= anderen

Verdau/ zwei Banden:

All= CCH 51

IC5-85, Canelo |, IMC-67
Ghana

IC5-01, Trinidad & Tobago

Scaving-06, Peru

IC5-06, Trinidad & Tobago

Mztina 1-&, Costa Rica

Kein Verdau/ eine Bande:

All= anderen

Arriba
E1, B (IC5-95 1) 111 bp
E2, BI. {IC5-95 11}
ES, BI. (IMC-67)
Definitiv Arriba? ‘
43, FroRl
GAATTC

17, Psil

TTATAA

Kein Verdau/ eine Bande:
All= anderen

Verdau/f rwei Banden:
Alle Arriba, EET-64, Ecusdor
Criollo 22, Ecuador
Stahel, Surinam

Trinidad & Tobago
IC5-33, Trinidad & Tobsgo
Theobroma grandiflorum, Puerto Rico

Verdau/ zwei Banden:
Alle CCM 51
Canelo 1

Verdau/f rwei Banden:

All= anderen

44, EcoRY
GATATC

Kein Verdau/ eine Bande:
Alle Arriba, EET-64, Ecuador
Criollo 22, Ecuador

Stahel, Surinam

Pentagonum, Trinidad & Tobago
IC5-39, Trinidad & Tobago

Abbildung 39: Mdglichkeit einer analytischen Vorgehensweise zur Identifizierung der Sorte CCN-51 in

einer Kakaoprobe.

Sobald CCN-51 in der Kakaoprobe identifiziert wurde, kann in einem weiteren Schritt (ber die PCR-

RFLP mit der Sequenzregion 21, Asel, ATTAAT eine semiquantitative Abschatzung des CCN-51-

Gehalts erfolgen.




Ergebnisse und Diskussion

4.9  Mikrosatellitenanalyse

Bei den Ergebnissen zu einigen Proben der Kakaosorte CCN-51 wurden Ausnahmen beobachtet. Die
Herkunft dieser Proben gilt als sicher: Die Beprobung von C1, Bl. bis C8, Bl. wurde eigenhandig
durchgefiihrt und die Proben C15 und C16 wurden einer frischen Frucht entnommen. Innerhalb dieses
Probenpools wurde neben dem charakteristischen CCN-51-Muster fir wenige Proben ein

abweichendes Ergebnis detektiert:

- Nahezu alle CCN-51-Proben zeigten bei der Detektion des (TAAAG).-Repeats ein CCN-51-
typisches Amplifikat einer GroRe von 151 bp. Bei wenigen Proben wurden andere Haplotypen
des Chloroplasten detektiert. Das Amplifikat der Probe C16 wies z. B. mit einer sechsfachen
Wiederholung des Repeats ein um 40 bp kleineres und somit das flr Arriba typische PCR-
Produkt auf. Die Blattprobe C4, Bl. zeigte mit einem zwolffachen Repeat ein hiervon stark
abweichendes Verhalten.

- Bei den PCR-RFLP-Methoden lieR sich fir die Probe C16 wiederum das fir Arriba typische
Verhalten detektieren, ebenso wie fir die Probe C8, Bl. Die Probe C4, Bl. wurde bei der
Restriktionsschnittstelle 17a, Psil, TTATAA nicht verdaut, allerdings bei der Sequenzregion
17b, EcoRl, GAATTC, was auf das flr Arriba typische Verhalten hinweist. Fir alle anderen

CCN-51-Proben lieRs sich ein fir CCN-51 charakteristisches Verhalten nachweisen.

Demnach wird vermutet, dass innerhalb der Sorte CCN-51 neben dem mengenmalig Uberwiegenden
Haupttypen Nebentypen existieren. In der FEI-Projektsitzung vom 9. April 2013 (135) wurde diese
Tatsache ebenfalls erwdhnt. Dass es verschiedene Typen der Sorte CCN-51 gibt, ist theoretisch
auszuschlieBen, da es sich bei der Sorte um einen reinen Klon handelt (siehe 2.1.4). Im Gegensatz zu
der Sorte Arriba wird die Sorte CCN-51 vegetativ vermehrt. Bei dieser Sorte dirften demnach so gut
wie keine Sequenzabweichungen zwischen einzelnen Proben zu beobachten sein. Geringe Variationen
im Sequenzmuster des Arriba-Genoms sind u. a. durch seine sexuelle Reproduktion zu erklaren. Das
Auftreten von unterschiedlichen Haplotypen innerhalb des CCN-51-Probenpools widerspricht
demnach der Tatsache, dass diese Kakaosorte ein reiner Klon ist. Ist die Kakaosorte ein Klon, sind die
Mikrosatellitenmuster der einzelnen CCN-51-Proben identisch. Unterschiede im Muster bestatigen

den Verdacht, es gabe verschiedene Typen der Kakaosorte.

Die Struktur der Mikrosatelliten-Allele sowie der erwartete und publizierte Allelbereich sind in der
Tabelle 4.13 dargestellt. Die zugehdrigen Primersequenzen sind im Anhang 5.4 in Tabelle 5.17
aufgelistet (6), (126), (138).
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Tabelle 4.13: Struktur und AllelgréBen der untersuchten Mikrosatelliten.

Struktur des  Erwarteter Allelbereich Publizierter Allelbereich

Mikrosatelliten (Irish, 2010) (138)
mTcCIR1 (CT)1a 128 — 140 127 -144
mTcCIR6 (TG)7(GA)13 230-248 222 — 247
mTcCIRS (TC)sTT(TC)17TTT(CT)a 288 — 304 288 — 304
mTcCIR11 (TC)13 302 -315 288 —317
mTcCIR12 (CATA)4N1s(TG)s 188 -212 188 — 251
mTcCIR15 (TC)1o 234 -252 232256
mTcCIR18 (GA)12 331-345 331-355
mTcCIR24 (AG)13 185-201 185-203
mTcCIR25 (CT)a1 135-153 -
mTcCIR60 (CT)7(CA)20 194 -212 187 -223

Insgesamt wurden 14 Proben mit den zehn Primer-Paaren untersucht. Hierzu zadhlten die acht
Kakaoblattproben C1, Bl. bis C8, Bl. sowie die Kakaobohnen C15 und C16 des CCN-51, zwei
Kakaoblattproben des Arribas, EET-19 (A1, Bl.) und EET-48 (A2, Bl.), sowie zwei Blattproben des
Criollos: Cr1, Bl. und Cr2, Bl. (siehe Anhang 5.1, Tabellen 5.1 und 5.2).

Die PCR-Bedingungen (siehe 3.5.1) wurden optimiert: Die Templatmenge im Reaktionsgemisch wurde
von 5 ng/uL auf 20 ng/ulL erhoht. In den Publikationen von Lanaud et al., 1999 (6) und Cryer et al.,
2005 (126) wurde in Abhangigkeit vom Primer-Paar eine Annealing-Temperatur von 46 °C oder 51 °C
angegeben. Sie wurde auf 55 °C erhéht. Die Ergebnisse der Vierfachbestimmung waren identisch und
die Bestimmung war demnach reproduzierbar. In Abbildung 4.40 ist beispielhaft ein

Elektropherogramm einer CCN-51-Probe dargestellt.

170 180 130 200
20000 t + t t + + +

18000
18000
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]
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: a1l

Abbildung 4.40: Elektropherogramm zur Detektion von Amplifikaten nach der Mikrosatellitenanalyse
einer CCN-51-Probe.

Die AmplifikatgroRen werden in den Tabellen 4.14 und 4.15 dargestellt. Sie entsprechen hierbei den

erwarteten Groflen (siehe Tabelle 4.13).
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Fir jeden SSR-Locus wurden zwei bis funf verschiedene Allele (A — E) im gesamten Probenset erhalten.
Hierbei wiesen die meisten Individuen zwei verschiedene Fragmentlangen und somit zwei Allele pro
SSR-Locus auf (heterozygot). Zeigen beide Allele dieselbe Fragmentlange, ist der Mikrosatellit

homozygot.
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Tabelle 4.14: AmplifikatgroBen nach der PCR mit den Primer-Paaren mTcCIR1-12. Es wurden bis zu funf
verschiedene Allele erhalten, A-E (+: Allel anwesend, -: Allel abwesend). Unterschiede bei den CCN-51-Proben sind
grau markiert.

mTcCIR

12
C D E

C1, BI. + - + - - + |+ | + - + - - + |+ | + | + - - -
(Ecuador)
C2, Bl. + - + - - + |+ | + - + - - + |+ | + | + - - -
(Ecuador)
C3, Bl. + - + - - + |+ | + - + - - + |+ | + | + - - -
(Ecuador)
C4, Bl. + - + | + - + - + - = - + | + = + = - + -
(ICGD)
C5, BI. + | - + - - + | - |+ - + | - -+ |+ = + | - - R
(HH)
C6, Bl + | - + - - + |+ | - - + | - SO S I S - - -
(HH)
C7, Bl + - |+ | - S I S S IR B o - -
(Costa
Rica)
C8, Bl. + | - + - - -+ |+ - + 0+ | -+ - - - - R R
(Costa
Rica)
C15 - - - - - + + + - + - - - + + + - - _
(Costa
Rica)
C16 + | - - - - -+ |+ - + |+ | - = = - - + | - -
(Costa
Rica)
Al, Bl I L e e T I e R T O e e et
(EET-19)
A2,Bl. |+ | - |+ |+ |+ | -|-1+|+|-1-1-1-1-1-1-1-1-1-
(EET-48)
Crl, BI. -+t - - T T - - - I - - - R +

Cr2, Bl. e T e S e I e e I A A I IR (s
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Tabelle 4.15: AmplifikatgroBen nach der PCR mit den Primer-Paaren mTcCIR15-60. Es wurden bis zu finf
verschiedene Allele erhalten, A-E (+: Allel anwesend, -: Allel abwesend). Unterschiede bei den CCN-51-Proben sind
grau markiert.

mTcCIR

C1, BI. + | - - - + |+ | - - - + | - S I + | - - + | +
(Ecuador)
C2, Bl. + | - - - + |+ | - - - + | - S I + | - - + | +
(Ecuador)
C3, Bl. R e e e e e e e T I R B e e e N R s
(Ecuador)
C4, BI. + |+ | - T e e T S I e I T S T S BT
(ICGD)
C5, BI. e I e L e e e I O L e I T I
(HH)
Ce6, BI. e e e e e e T e e e e e
(HH)
C7, Bl T T e e e e e L e I e R
(Costa
Rica)

C8, Bl. R e e e e e e I AT T It I A R I R
(Costa
Rica)

C15 - - - - + + - - - + - - - - + - - + -
(Costa
Rica)

Cl6 + - - - + + - - - + - - - - + R R _ +
(Costa
Rica)

Al, BI. -+ -+ - T N IS IO T I IS IS -+ |+
(EET-19)
A2, BI. -+ -+ - T N IS IO T I IS IS -+ |+
(EET-48)
Crl, BI. N T I S R (i R I S A I I S S R S HEE B

Cr2, BI. - -+ o+ - -+ |- S+ | - R I T N P
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Dasich die AllelgréRen der beiden Kakaosorten Arriba und CCN-51 voneinander unterscheiden, ist eine
Unterscheidung Uber ihre Mikrosatellitenmuster moglich (z. B. mTcCIR8: CCN-51, Allele A und C;
Arriba, Allele A und B). Innerhalb des CCN-51-Probensets zeigten sich aber auch Unterschiede beim

Allelmuster einzelner Mikrosatelliten-Loci.

Die CCN-51 Proben aus Ecuador (C1, Bl. — C3, Bl.) wiesen ein identisches Mikrosatellitenmuster auf.
Bei diesen Proben waren acht der zehn Mikrosatelliten heterozygot und zwei homozygot (mTcCIR15,
mTcCIR24). Fur die Proben C5, BI., C6, Bl., C7, Bl. und C15 wurden generell dieselben Allele detektiert.
Teilweise ist auch nur eines der zwei Allele anwesend (z. B. C5, Bl.,, mTcCIR6, mTcCIR12, mTcCIR25). In
diesem Fall waren die Loci homozygot. Fir einige Loci konnten keine Amplifikate detektiert werden
(z. B. C15, mTcCIR1, mTcCIR11, mTcCIR15). Es handelt sich hierbei um Nullallele. Die Abweichungen
der SSR-Muster in diesen Proben kénnen durch somaklonale Variationen innerhalb der Genotypen
erklart werden. Hierbei handelt es sich um ein Phdnomen, das bei Baumen wie Kaffee- und
Pappelbdumen beobachtet werden konnte (139), (140), (141). In den vegetativen Zellen langlebiger
Organismen wie Bdaumen kommt es zu Mutationen. Diese breiten sich durch Zellteilungen in
somatischen Zellen im Organismus aus und tragen dadurch zur genetischen Variabilitdt dieser
Organismen und damit der Populationen bei. Die Proben C1, Bl.—C3, BIl., C5, Bl.—C7, Bl. und C15
zeigten identische Ergebnisse bei der Detektion des Haplotypen im (TAAAG)n-Repeat (n = 14) sowie
bei den auf den SNPs basierenden PCR-RFLP-Methoden (C-typisch). Hinsichtlich der SSR-Analyse lieR

sich allerdings eine geringfligige genetische Variabilitdt beobachten.

Die Proben C4, Bl., C8, Bl. und C16 unterschieden sich gravierend von den anderen CCN-51-Proben.
Sie zeigten in den Loci zweierlei Phdnomene: zum einen eine verminderte Zahl von Allelen und zum
anderen ganzlich abweichende Allele (siehe Tabellen 4.14 und 4.15). Wahrend fir C8, Bl. und C16 drei
bzw. zwei abweichende Amplifikate detektiert wurden, wurden fir die ICGD-Probe C4, Bl. die grofSten
Abweichungen zu den oben erwahnten CCN-51-Proben festgestellt. So unterscheidet sich bei den
Mikrosatelliten mTcCIR6, mTcCIR11, mTcCIR12, mTcCIR15, mTcCIR18 und mTcCIR24 jeweils ein Allel
von den oben aufgelisteten CCN-51-Proben. Fir die Mikrosatelliten mTcCIR8, mTcCIR25 und mTcCIR60
ist lediglich eines der beiden Allele nicht vorhanden. Hier ist eine Reduktion der Heterozygotie zu
erkennen. Bei den drei Proben C4, BI., C8, Bl. und C16 wurden bei der chloroplastengenombasierten
Analytik (siehe 4.5 und 4.6) ebenfalls nicht CCN-51-typische Haplotypen identifiziert (siehe 4.5.1.1,
4.6.2, 4.6.6). Diese Ergebnisse finden sich auch in der SSR-Analyse wieder.

Die Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse (siehe Tabellen 4.14 und 4.15) wurden zunachst manuell
ausgewertet. Demnach kénnen die CCN-51-Proben in vier Typen eingeteilt werden: C1, Bl. — C3, BI.
(Typ 1); C5, Bl.— C7, Bl., C15 (Typ II); C8, BI., C16 (Typ lll); C4, Bl. (Typ IV). Diese Typisierung spiegelt die

geografische Herkunft der Kakaoproben wider: Die Typ-I-Proben stammen aus Ecuador und die Typ-II-
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sowie Typ-lll-Proben aus Costa Rica, wo sie bereits als CCN-51 Typ | (C15) und Il (C16) gehandelt
werden. Die ICGD-Probe der University of Reading, GroRbritannien, fungiert als Typ IV.

Die Clusteranalyse nach Simpson, Jaccard, Jukes und Euclidean lieferte identische Ergebnisse flr die
vier Methoden. Beispielhaft ist das Dendrogramm nach Simpson in Abbildung 4.41 dargestellt. Ein
Vergleich der manuellen Auswertung (siehe oben) mit dem Dendrogramm der Clusteranalyse zeigt
auf, dass hier Typ | und Typ Il ein Cluster bilden (Gruppe 1). Die Proben von Typ Il (C8, Bl. und C16 aus
Costa Rica) bilden Gruppe Il. Die Probe C4, BI. zeigt hier wieder die grofite Abweichung. Die Probe liegt
als eigener Zweig (Gruppe lll) basal zu den anderen CCN-51-Proben mit der geringsten genetischen

Similaritat vor. Dieses Individuum zeigt verschiedene Allelmuster in acht der zehn SSR-Loci.

Similarty
[=1 [=] =1 (=1 [=1 =1 =] [=1
& 3 % v 8 &8 3

| A1_EET19

| A2_EET48

crl

cr2

1 > Gruppe |

ot
mB}Gruppe Il

ca  Gruppe lll

Abbildung 4.41: Clusteranalyse der CCN-51-, Arriba- und Criollo-Proben. Neighbour
Joining Baum mit Similarity Index kalkuliert nach Simpson. Arriba (A1 und A2) und Criollo
(Cr1 und Cr2) wurden als AuBengruppen in die Analyse integriert. Entsprechend der
Gruppenbildung der CCN-51-Proben wurden drei Untergruppen innerhalb des CCN-51-
Probenpools bestimmt.

Die Gruppeneinteilung geht mit den Beobachtungen und Ergebnissen der chloroplastengenom-
basierten Befunde (siehe 4.5 und 4.6) einher (142). Unter Bericksichtigung dieser Ergebnisse wirde
man die Proben in derselben Weise gruppieren: C1, Bl. — C3, BI, C5, Bl. — C7, Bl. als erste, C8, Bl. und
C16 als zweite und C4, Bl. als dritte Gruppe.
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Neben den CCN-51-Proben wurden zwei Arriba- und zwei Criollo-Proben untersucht, um die
Abweichungen der Ergebnisse des CCN-51-Probenpools im Kontext zu anderen Kakaosorten zu
bewerten. Die SSR-Muster der zwei Arriba-Proben zeigten einen hohen Grad an Ubereinstimmung.
Der einzige Unterschied war beim SSR-Locus mTcCIR12 zu erkennen (siehe Tabelle 4.14). Dieser wird
mit der sexuellen Reproduktion des Organismus erklart. Die zwei Criollo-Proben zeigten ebenfalls
nahezu identische Ergebnisse. Unterschiede zwischen den Arriba- und den Criollo-Proben waren bei
den Mikrosatelliten mTcCIR1, mTcCIR6, mTcCIR11, mTcCIR24 und mTcCIR25 festzustellen.

Entsprechend den chloroplastengenombasierten Untersuchungen und den identifizierten Biomarkern
(siehe 4.5 und 4.6) lag der Verdacht nahe, es handele sich bei der Kakaosorte CCN-51 nicht um einen
reinen Klon. Die Analyse der im Kerngenom zu lokalisierenden Mikrosatelliten deutet auf dasselbe hin.
Die Hypothese, CCN-51 sei kein reiner Klon, wird somit durch verschiedene Marker in zwei

unterschiedlichen Genomen bestatigt.

Eine mogliche Erkldrung fir diese genetische Variation innerhalb des CCN-51 sind Fehler bei der
Fortpflanzung, z. B. das Wachstum aus der Samlingsunterlage oder des Sprossklons nach dem
Pfropfen. Ferner kann in einigen Fallen eine Saatgutvermehrung nicht ausgeschlossen werden.
Dadurch sind eine Falschdeklaration und Fehlidentifizierung bei der Pflanzenerfassung und in
Pflanzensammlungen denkbar. Falsche Identifizierungen von Kakaoproben in

Keimgewebesammlungen wurden von anderen Forschungsteams bereits erkannt (143), (144).

Bei naherer Betrachtung der acht SSR-Loci, in denen sich die Probe C4, Bl. von den anderen CCN-51-
Proben unterscheidet, ist auffallend, dass jeweils ein Allel der Mikrosatelliten CCN-51-typisch ist,
wahrend das zweite Allel abweicht (siehe Tabellen 4.14 und 4.15). Daher ist bei C4, Bl. wahrscheinlich,
dass zwei verschiedene Genome miteinander kombiniert wurden, wobei dieses Muster typisch bei
einer Fremdbefruchtung ist. Bei der Probe weicht auch der chloroplastidare Haplotyp ab. Die
Chloroplasten werden beim Kakao, wie bei Angiospermen Ublich, maternal vererbt. Daher liegt die

Vermutung nahe, dass der vom CCN-51 abweichende Genotyp maternalen Ursprungs ist.
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Zusammenfassung und Fazit

Innerhalb eines CCN-51-Probenpools wurden verschiedene Muster detektiert. Entsprechend der
Clusteranalyse (siehe Abbildung 4.41) bilden die ecuadorianischen und einige aus Costa Rica
stammende Proben eine Gruppe und zwei aus Costa Rica erhaltene Proben formieren eine zweite
Gruppe, wahrend die ICGD-Probe der University of Reading, GroRbritannien, einen eigenen Zweig
bildet. Verschiedene Genotypen kénnen unterschieden werden, wobei einige dieser genetischen

Unterschiede durch somaklonale Variationen erklart werden kdnnen.

Das trifft hingegen nicht auf die am starksten abweichende Probe (C4, Bl.) zu. Hier ist die Einkreuzung
eines fremden Genoms denkbar. Die Proben C4, BIl., C8, Bl. und C16 sollten aufgrund der von den
anderen CCN-51-Proben abweichenden Muster der SSR-Loci genauer untersucht werden, um sie

weiterhin zweifelsfrei der Sorte CCN-51 zuordnen zu kdnnen.
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5.1

Probenmaterial

Tabelle 5.1: Probenmaterial, Kakaoblatter.

Name Sorte Ursprung und Details

C1, BI. CCN-51 Crespo’s Farm, Naranjal, Ecuador

C2, Bl. CCN-51 Crespo’s Farm, Naranjal, Ecuador

C3, Bl. CCN-51 Monica’s Farm, Playas, Ecuador

C4, BI. CCN-51 ICGD, University of Reading, England
C5, BI. CCN-51 Botanischer Garten, Hamburg, Deutschland
Cs, BI. CCN-51 Botanischer Garten, Hamburg, Deutschland
C7, Bl. CCN-51 CCN-51 Typ 1, ICS-3-CATIE, Cartago, Costa Rica
Cs, Bl. CCN-51 CCN-51 Typ 2, ICS-3-CATIE, Cartago, Costa Rica
Al, Bl. Arriba EET-19, INIAP, Milagro, Ecuador

A2, Bl. Arriba EET-48, INIAP, Milagro, Ecuador

A3, Bl. Arriba EET-62, INIAP, Milagro, Ecuador

A4, Bl. Arriba EET-95, INIAP, Milagro, Ecuador

A5, BI. Arriba EET-96, INIAP, Milagro, Ecuador

A6, Bl. Arriba EET-103, INIAP, Milagro, Ecuador

A7, Bl. Arriba EET-544, INIAP, Milagro, Ecuador

A8, Bl. Arriba EET-558, INIAP, Milagro, Ecuador

E1, BI. Eltern ICS-95 |, Soraya’s Farm, Naranjal, Ecuador
E2, Bl Eltern ICS-95 Il, Soraya’s Farm, Narajal, Ecuador
E3, BI. Eltern Canelo |, Soraya’s Farm, Naranjal, Ecuador
E4, BI. Eltern Canelo ll, Soraya’s Farm, Naranjal, Ecuador
ES, BI. Eltern IMC-67, INIAP, Milagro, Ecuador

Cri, BI. Criollo EEB23I, INIAP, Milagro, Ecuador

Cr2, Bl. Criollo INIAP, Milagro, Ecuador
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Tabelle 5.2: Probenmaterial, Kakaobohnen.

Name \ Sorte Weiteres

c1 CCN-51 Chocoladefabriken Lindt & Spriingli GmbH, Aachen, Deutschland

C2 CCN-51 Schwartauer Werke GmbH & Co. KGaA, Schwartau, Deutschland

Cc3 CCN-51 Handelsgesellschaft Schliter & Maack, Hamburg, Deutschland

Cc4 CCN-51 | H.D.COTTERELL GmbH & Co. KG, Marke ECUACOFFEE S.A., Hamburg, Deutschland

C5 CCN-51 | H.D.COTTERELL GmbH & Co. KG, Marke PO Ecuador Osella, Hamburg, Deutschland

Cc6 CCN-51 Transmar Commodity Group Ltd., Hamburg, Deutschland

c7 CCN-51 Crespo’s Farm, Naranjal, Ecuador

C8 CCN-51 Monica’s Farm, Naranjal, Ecuador

C10 CCN-51 Ecuador

Cl11 CCN-51 Ecuador

C12 CCN-51 Ecuador

C13 CCN-51 Ecuador

C14 CCN-51 Ecuador

C15 CCN-51 Typ |, Costa Rica

C16 CCN-51 Typll, Costa Rica

Al Arriba Alfred Ritter GmbH & Co. KGaA, Waldenbuch, Deutschland

A2 Arriba Chocoladefabriken Lindt & Spriingli GmbH, Aachen, Deutschland

A4 Arriba Hamburger Quartiersmannsbetrieb Quast & Cons. GmbH & Co. KG, Hamburg,
Deutschland

A5 Arriba EET-95, INIAP, Quito, Ecuador

A6 Arriba EET-103, INIAP, Milagro, Ecuador

A7 Arriba EET-400, INIAP, Milagro, Ecuador

A8 Arriba Arriba mixed, INIAP, Milagro, Ecuador

A9 Arriba Arriba mixed, UNOCACE, Ecuador

A10 Arriba Nacional Buena Fe, Transmar Commodity Group Ltd., Guayaquil, Ecuador

All Arriba Nacional Vinces, Transmar Commodity Group Ltd., Guayaquil, Ecuador

A12 Arriba Nacional Esmeraldas, Transmar Commodity Group Ltd., Guayaquil, Ecuador

Al13 Arriba Nacional Manabi, Transmar Commodity Group Ltd., Guayaquil, Ecuador

Al4 Arriba Nacional Sur, Transmar Commodity Group Ltd., Guayaquil, Ecuador

A15 Arriba MCCH, Hamburg, Deutschland

Al6 Arriba Casaluker, Hamburg, Deutschland

Al7 Arriba Agro Manobanda, Hamburg, Deutschland

Al18 Arriba Quevexport, Hamburg, Deutschland

A19 Arriba Carsan Export, Hamburg, Deutschland

A20 Arriba Santa Fe, Hamburg, Deutschland

A21 Arriba Adelpro, Hamburg, Deutschland

A22 Arriba Gold Cocoa, Hamburg, Deutschland

A23 Arriba Cafeica, Hamburg, Deutschland

A24 Arriba Ecuatoriana, Hamburg, Deutschland

A25 Arriba Eximore, Hamburg, Deutschland

A26 Arriba Transmar Commodity Group Ltd., Guayaquil, Ecuador

A27 Arriba Agroexport, Hamburg, Deutschland

A28 Arriba AYJ, Hamburg, Deutschland

A29 Arriba Risiokcacao, Hamburg, Deutschland

A30 Arriba Exportadora Kam, Hamburg, Deutschland

A3l Arriba Osella, Hamburg, Deutschland

120



Anhang

Name Sorte Weiteres

A32 Arriba Macias, Hamburg, Deutschland
A33 Arriba Vervesa, Hamburg, Deutschland
A34 Arriba P. O. Ecuador

A35 Arriba Victoria’s Farm, Playas, Ecuador
Crl Criollo EEB23I, INIAP, Ecuador

Tabelle 5.3: Probenmaterial, Schokolade.

Name Relevante Angabe Hersteller und Herkunft
S1 Besonders milde Lindt Excellence, mild 85 % Cacao, Edelbitter mild
Edelkakaosorten Chocoladefabriken Lindt & Spriingli GmbH, Aachen, Deutschland
S2 Arriba Hachez, Cocoa d’Arriba classic, 77 % Cacao, milde Edel-Bitter-
Chocolade
Bremer Hachez Chocolade GmbH & Co. KG, Bremen, Deutschland
S3 40 % vom Kakaoanteil Rittersport, Edel-Vollmilch, 35 % Kakao, mit edlem Arriba-Kakao
Arriba aus Ecuador
Alfred Ritter GmbH & Co. KG, Waldenbuch, Deutschland
S4 Mischung mit exquisiten Lindt Excellence, 85 % Cacao, Edelbitter kraftig
Edelkakaosorten Chocoladefabriken Lindt & Spriingli GmbH, Aachen, Deutschland
S5 Arriba Zetti, Edelbitter 85 % Kakao, feinste edelmilde Bitterschokolade
mit erlesenem Arriba Edelkakao
Goldeck SiRwaren GmbH, Leipzig, Deutschland
S6 100 % Arriba Caoni, Dark Arriba Chocolate, Manabi 55 % Cacao, BLK
Corporation, Almagro, Ecuador
S7 Edelkakao /
S8 Konsumkakao Milka Alpenmilchschokolade, Mondelez Deutschland Services
GmbH& Co. KG, Bremen, Deutschland
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5.2

Tabelle 5.4: PCR-Reagenzien.

Reagenz
BSA-Losung

Bezeichnung, Hersteller
New England Biolabs GmbH, Frankfurt,
Deutschland

Puffer, Kits, PCR-Reagenzien, Enzyme und Chemikalien

Zusammensetzung
4 %ig in Wasser

DNA-Marker peqGold Ladder Mix

peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

dNTPS

dNTP-Mix, Bioline GmbH, Luckenwalde,
Deutschland
(Eigene Herstellung)

Gesamtkonzentration:
10 mM in Wasser,
jeweils 2,5 mM

Phusion-Polymerase

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase, New
England Biolabs GmbH, Frankfurt,
Deutschland

Primer

Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Eingestellt: 100 uM

Reaktionspuffer, 5x (Phusion)

5x Phusion HF Buffer, New England Biolabs
GmbH, Frankfurt, Deutschland

Keine genauen
Angaben, 100 %
DMSO, 50 mM MgCl,

Reaktionspuffer, 10x (Taq)

Eigene Herstellung

30 mM MgCl,-6H,0,
100 mM Tris-HCI
(pH 8,8), 500 mM KCl,
0,1 % Triton” X-100

quaticus, eigene Herstellung

SYBR Green” | SYBR Green” | nucleic acid gel stain, Life 10 000fach
Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland Konzentrat
Tag-Polymerase thermostabile DNA-Polymerase aus Thermus ca. 30 U/uL

Tabelle 5.5: Enzyme.

Bezeichnung, Hersteller

Konzentration, units/mL

Asel New England Biolabs GmbH, Frankfurt, Deutschland 10 000
EcoRl New England Biolabs GmbH, Frankfurt, Deutschland 20000
EcoRV New England Biolabs GmbH, Frankfurt, Deutschland 20 000
Psil New England Biolabs GmbH, Frankfurt, Deutschland 5000
Exol New England Biolabs GmbH, Frankfurt, Deutschland 20 000
FastAP Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland 1000

Tabelle 5.6: Verwendete Kits.
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Kit

DNeasy Plant Mini/ Maxi Kit (50)

Herstellerangaben
Qiagen, Hilden, Deutschland

Weitere Angaben

DNeasy Mini (Maxi) Spin Column,
QlAshredder Mini (Maxi) Spin Colum,
RNase A, Puffer, Collection Tube

Experion™ DNA 1 K Analysis Kit

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen, Deutschland

Experion 15-1 500 bp DNA analysis
kit, 10 DNA chips, 1 cleaning chip,
reagents (DNA stain and DNA 1K gel,
ladder, loading buffer), 3 spin filters

SALSA MLPA EK1 reagent kit FAM

MRC Holland, Amsterdam,
Niederlande

SALSA MLPA buffer, SALSA Ligase-65,
Ligase Buffer A, Ligase Buffer B,
SALSA PCR primer mix, SALSA
polymerase

peqGOLD Gel Extraction Kit

Peglab GmbH, Erlangen,
Deutschland

Perfect Bind DNA Columns,
Collection Tube, Binding Buffer, CG
Wash Buffer

Chloroplast Isolation Kit

Sigma-Aldrich Biochemie
GmbH, Hamburg,
Deutschland

Chloroplast Isolation Buffer 5x (CIB),
Percoll, Bovine Serum Albumin
(BSA), Filter Mesh 100

LightCycler® 480 High Resolution
Melting Master Kits

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland

Master-Mix (2fach), MgCp, (25 mM),
H,0 (prep.grade)

TruSeq Kit v3 lllumina

Illumina GmbH, MUnchen,
Deutschland

Tabelle 5.7: Puffer und Losungen.

Losung/ Puffer Hersteller Zusammensetzung

ABI-GrolRenstandard
(GeneScan-500-LIZ™
size standard)

Life technologies, Darmstadt, Deutschland

Aquilibrierpuffer

Eigene Herstellung

50 mM Tris-HCl pH 8.0

CIB-Puffer

Deutschland

Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg, /

Ethidiumbromid-
Losung

Eigene Herstellung

0,001 % in Wasser

Elutionspuffer

Eigene Herstellung

50 mM Tris-HCl pH 8,0,
10 mM Biotin

Extraktionspuffer

Eigene Herstellung

55 nM CTAB, 1,4 M NaCl,
0,1 M Tris, 20 mM Na3-
EDTA, HCl gs pH 8,0

HiDI™ Formamid

Life technologies, Darmstadt, Deutschland

Loading Dye

Eigene Herstellung

50 Vol. % Glycerin, 0,25 %
Bromphenolblau, 0,25%
Xylencyanol in TAE-Puffer

Natriumacetat-Puffer

Eigene Herstellung

3 M Natriumacetat in
Wasser

NEB Puffer 3

New England Biolabs Inc., Massachusetts, USA

100 mM NaCl
50 mM Tris-HCl
10 mM MgCl
1mM Dithiothreitol
pH 7,9
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Lésung/ Puffer

NEB Puffer 4

Hersteller
New England Biolabs Inc., Massachusetts, USA

Zusammensetzung

50mM Kaliumacetat
20mM Tris/Acetat
10mM Magnesiumacetat
1mM Dithiothreitol
pH 7,9

NEB EcoRI Puffer

New England Biolabs GmbH, Frankfurt,
Deutschland

50 mM NaCl
100 mM Tris-HCI
10 mM MgCl,
0,025 % Triton X-100
pH 7,5

Plasmid-Losung

Eigene Herstellung

10 ng/ulL

Puffer A (dHPLC)

Eigene Herstellung

25 mL TEAA mit Wasser auf
500 mL auffallen

Puffer B (dHPLC)

Eigene Herstellung

Zu 25 mLTEAA 125 mL
Acetonitril hinzugeben und
mit Wasser auf 500 mL
auffullen

Puffer nach Rodiger
et al.

Eigene Herstellung

0,45 M Saccharose; 15 mM
MOPS; 1,5 mM EGTA; KOH
gs pH 7,4
Vor Gebrauch Zugabe von:
0,6 % PVP; 0,2 % BSA,
10 mM DTT, 0,2 mM PMSF

Regenerationspuffer

Eigene Herstellung

50 mM Tris-HCl pH 6,8

Stocklésung

Eigene Herstellung

500 mM Tris

SYBR Green |-L&sung

Eigene Herstellung

1:6250-Verdlinnung von
SYBR Green” |

Tris-Acetat—EDTA-
Puffer (TAE-Puffer), 50x

Eigene Herstellung

40 mM Tris/ Acetat; 2 mM
EDTA; HCl gs pH 8,2

TAE-Puffer, 1x

Eigene Herstellung

1:50-Verdinnung aus TAE-
Puffer, 50x

Tabelle 5.8: Chemikalien.

Chemikalie Gefahren- H-Satze Hersteller
symbol
Acetonitril GHS02, 225-302/312/3 210-305/351/338- Merck
GHSO07 32-319 403/235
Agarose / / Serva
Biotin / / Sigma Aldrich
Rinderserumalbumin (BSA) / / Merck
Bromphenolblau / / Eigene
Abfillung
Cetyltrimethylammonium- GHSO05, 302-315-318- 261-273-280- Sigma-Aldrich
bromid (CTAB) GHSO07, 335-400 305/351/338
GHS09
Dinatriumethylendiamin- GHS07 319 305/351/338 Roth
tetraessigsaure (Nay-EDTA)
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Chemikalie

Gefahren-

H-Satze

Hersteller

symbol

Dithiothreitol (DTT) GHSO07 302/315/319/33 280/301+312/ Merck
5 302+352/304+340/
305+351+338/403+23
3
Ehylenglycol- / / / Merck
bis(aminoethylether)-N, N,
N‘, N‘-tetraessigsaure
(EGTA)
Eisessig, 100 %, p.a. GHS02, 226-341 280-301/330/331- Roth
GHS05 305/351/338
Ethanol, absolut, p.a. GHS02 225 210 Eigene
Abfillung
Ethanol, 70 % GHS02 225 210 Eigene
Abfiullung
Ethidiumbromid GHSO06, 302-330-341 281-304/340 Fluka
GHS08
Glycerin / / / Roth
Isopropanol GHS02, 225-319-336 210-233-305/351/338 Eigene
GHSO07 Abfillung
Kaliumhydroxid (KOH) GHS05,GHS0 290/302/314 280/301+330+331/ Merck
7 305+351+338/308+31
0
3-(N-morpholino)- GHS07 315-319-335 261-305+351+338 Sigma Aldrich
propansulfonsaure (MOPS)
Natriumacetat / / / Roth
Natriumchlorid / / / Roth
Phenylmethylsulfonylfluori GHSO05, 301-314 280-305+351+338-310 | Sigma Aldrich
d (PMSF) GHS06
Polyvinylpyrrolidon (PVP) / / / Merck
Saccharose / / / Merck
Salzsaure (HCl), 37 %, p.a. GHSO05, 314-335-290 280- Merck
GHSO07 301/330/331/305/351
/338
Stickstoff, flssig GHS04 280 403 Eigene
Abfillung
Trichlormethan GHSO07, 302-315-351-373 | 281-302/352-308/313 Roth
GHS08
Triethylammoniumacetat / / / Transgenomic
(TEAA)
Tris(hydroxymethyl)- GHSO07 315-319 302/352-305/351/338 Roth
aminomethan (Tris)
Xylencyanol GHS07 319 305/351/338 Merck
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5.3

Tabelle 5.9: Gerate.
Gerat
ABI

Gerate und Software

Hersteller
life technologies, Darmstadt,
Deutschland

Beschreibung
ABI™ 8-capillary 3500 Genetic
Analyzer

Analysenwaage

Kern ABS 220-4, max. 220 g,
Genauigkeit 0,1 mg

Kern & Sohn GmbH, Balingen-
Frommern, Deutschland

Osterode, Deutschland

Autoklav Systec GmbH, Wettenberg, Horizontaler Tischautoklav DX 23
Deutschland
Bidestille Heraeus Instruments GmbH, Destamat, Bi 18 E
Osterode, Deutschland
Brutschrank Heraeus Instruments GmbH, Thermo scientific Heraeus

dHPLC Wave® System 3500

Transgenomic, Omaha, USA

Wave Nucleic Acid fragment
Analysis System

Erlangen, Deutschland

Eismaschine AB Ninolab, Upperlands Vasby, Imaskin 1Q-135
Schweden
Elektrophoreseeinheit Peglab Biotechnologie GmbH, EV 231

Geldokumentationseinheit

Biostep GmbH, Jahnsdorf,
Deutschland

Biostep Dark Hood DH-40/50

Grobwaage

Sartorius-Werke GmbH, Goéttingen,
Deutschland

Sartorius 1203 MP, max. 3700 g,

Genauigkeit: 0,1 g

Gefriertrocknung

Christ, Alpha 1-4 LD, Martin Christ,
Osterode, Deutschland

Kapillargelelektrophorese

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen, Deutschland

Experion™ System

Wiesbaden, Deutschland

Kugelmdihle Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland Qiagen Mixer Mill MM 300
Lightcycler Roche, Mannheim, Deutschland Lightcycler 480
Mikrowelle Panasonic Europe GmbH,

Minizentrifuge

Beckman Coulter Inc., Krefeld,
Deutschland

Microfuge 16

Mikroplattenleser

Molecular Devices, Ismaning,
Deutschland

SpectraMax M5

Deutschland

Moulinette Tefal, Offenbach, Deutschland La Moulinette, 800 W

NanoDrop PEQLAB Biotechnologie GmbH, NanoDrop ND-1000
Erlangen, Deutschland Spectrophotometer

pH-Einstabsmesskette Schott Gerdte GmbH, Ludwigshafen, Blue line pH 12

pH-Meter

Schott Gerdte GmbH, Ludwigshafen,
Deutschland

Listed 8FG93, CG842

Plattenzentrifuge

Hermle Labortechnik GmbH,
Wehingen, Deutschland

Hermle Z300K

Thermocycler

Biometra GmbH, Gottingen,
Deutschland

T3000 oder TGradient

Thermocycler Real-time

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

iQ5
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Gerat Hersteller Beschreibung
Vakuumzentrifuge Biotec Fischer GmbH Reiskirchen,
Deutschland
Vortex Scientific Industries Inc., New York, Genie 2
USA
Wasserbad Haake GmbH, Berlin Deutschland
Zentrifuge Sartorius, Gottingen, Deutschland Sigma 3-16 PK

Tabelle 5.10: Software.
Software
Argus Xl Version 5.0.9

\ Beschreibung, Hersteller

Biostep GmbH, Jahnsdorf, Deutschland

Bio-Rad 1Q5 Optical System
Software

Standard Edition Version 2.0.148.60623, Bio-Rad Laboratories 2006

ClustalW

http://www.clustal.org/

Gene Mapper® Software 5, Full

Invitrogen by life technologies

Gentle Version 1.9.4

Autor: Magnus Manske, Universitat KdIn, veroffentlicht unter GPL

SoftMaxPro 5.4.3

molecular devices Navigator™ Software Version 2.2.0

Vector NTI Advance® 11.5

Invitrogen by life technologies

Navigator™ Software

Transgenomic, Omaha, USA
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5.4

Kerngenom

Primersequenzen

Tabelle 5.11: Recherche im Kerngenom.

Fw-Primer

Re-Primer

NPR1

CTATTCCATGACTATGGAATAGAGTC

TCTTATAGCATGTTTGGTTCGC

LHCP

GGTAAGCCGGTTAGATTTTAAC

CCATATCGTTTGCTTCAATTCTCC

ARGH3P

GAGGAGATACTTAATCGAAATGC

GCAATATAATTTATTGACGAATGAGG

NSLTP

GCACTTGCTTGGCATTTGAC

GAATCAAGGCGGTATAACATTCTTG

TcChiB

GCTGAACCCCTTGATATTTACC

GAAGGAAACAGGGCCAAATG

TcChiB*

GCATGTCTTGGCAATGTCTTAC

CTCAATACATTGAACGGAATACCATC

TcChiB**

GGCATGTCTTGGCAATGTCTTACAAAG

GAACGGAATACCATCCCCCTCTC

TcChiB***

GAGAGGGGGATGGTATTCCGTTC

GAAATAGGGGATATGAGGGCCCAAG

Chloroplastengenom

Tabelle 5.12: Recherche im cpGenom.

Name Fw-Primer Re-Primer

5° 3 5¢ 3’
IR-10bplns-Fw ATATAAAATCAATCTACCCACGCTAC ATGGTAGACTAGCTGATATTTCTATC
IR-79Ins-Fw TTTCACAAATTTTACGAACGGAAGCC TATCCGAATTGTATCCGAAACTTTCC
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Partielle Sequenzierung der IRR des Chloroplastengenoms

Tabelle 5.13: Partielle Sequenzierung der IRR des cpGenoms.

Name

IRBO1F

Fw-Primer
5l 3!
GGATTTTTTTTTAGTGAACGTGTCAT*

Re-Primer
5° 3
AAGTATCGACGTAATTTCATAGAGTC

IRBO2F

CATCTGGCTTATGTTCTTCATGTAGC

CAACTAGGACAGAAATAAAGCATTGG

IRBO3F

ATACGCCTGTAATGCATTGTATGTCC*

GAAGATACAGGAGCGAAACAATCAAC

IRBOAF

AAGAAAAAATCTCTATTTGACAGGGC™*

GTTCGTTCCGTTTGAAGAAAGGAAGG*

IRBOSF

CGATTCCATTAGTAATGAGGATTCGG*

GAGGATCGAACCATTTCTTCTGACTC

IRBO6F

CTTCGAATATGGAATTCAAAGGGATC

TGAATATGTTAGATACCTGCGACTCG*

IRBO7F

ACAATTCCTCAATATCTTGTTCATTC

TCTTCTAGAGAATCTCCTAATTGTTC

IRBOSF

GAAAAGGTCAAATCTTTGATGATTCC

TTTCCGACATCATATCCATAGTTAAC*

IRBOSF

CTGAACAAGTTCCTGGATAACAAGCT*

AAATCTCTGATCAACGATAGAACAAG*

IRB10OF

GATCTAGTTCATGGCCTATTAGAAGT

TAGCATATTGTTCCATGGAGCTAAGG*

IRB11F

CGGATGAAATGAAAATTGGATTCATG

AATCGGGCCTTCTTTTTACATATCTC*

IRB12F

CCAATTGCTTCGATTTGAAGTATCCG*

TGGAAATCCTAGCTATTCTTAGCATG

IRB13F

ATTCCAATAATTACATATCCGATTTG

CTTATCAATACACAAATGTATAACTC

IRB14F

TACGTCAGGAGTCCATTGATGAGAAG

AATATGGCTTTCAAATTAAGTTCCGA

IRB15F

GTGCAAAAGCTCTATTTGCCTCTGCC

TCACTGCTTATATACCTGGTATTGGC*

IRB16F

TCCTCGAACAATGTGATATCTCACAC

CAACATAGGTCGTCGAAAGGATCTCG*

IRB17F

GTGTGAGCTTATCCATGCGGTTATGC

GCTTCATATTCGCCTGGAGTTCGCTC*

IRB18F

AAGTCATCAGTTCGAGCCTGATTATC

TGAGTTTCATTCTTGCGAACGTACTC

IRB19F

CGACACTGACACTGAGAGACGAAAGC

ATAGAAAGTTGGATCTACATTGGATC*

IRB20F

GGGCTATTAGCTCAGTGGTAGAGCGC

CAAGAGCGGAGCTCTACCAACTGAGC

IRB21F

GAGGTCTCTGGTTCAAGTCCAGGATG

ATAAGCGGACTCGAACCGCTGACATC

IRB22F

AGATTTTGAGAAGAGTTGCTCTTTGG

TAGATGTCCAGTCAACTGCTGCGCCT

IRB23F

GAAACTAAGTGGAGGTCCGAACCGAC

CGCTACCTTAGGACCGTTATAGTTAC

IRB24F

GGTCTCCGCAAAGTCGTAAGACCATG

ACATCACTGCACTTCCACTTGACACC

IRB25F

CTGCTGAAAGCATCTAAGTAGTAAGC

GGTTGTGGGCGAGGAGGGATTCGAAC

IRB26F

AAATGGCTGGGGAGAGGAAAGGTTCC

ATTATCTTCATGCATAAGGATATTAG*

IRB27F*

TGGCTCTATTTTATTATATTCCATCC

GGTGGATACCTCTTGTTCCTGTTTAT*

* modifiziert

Insertion in der IRR, (TAAAG),

Tabelle 5.14: Insertion in der Inverted Repeat Region, (TAAAG),.
Fw-Primer

Re-Primer

(TAAAG),

GCAGCACCTTAGGATGGCATAGC

CTCTGGGTGCCTAGGTATCCAC
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Primer fur die PCR-RFLP

Tabelle 5.15: PCR-RFLP.

Fw-Primer
5[

31

Re-Primer

8Cpsi CACCGAAGAACCCTATTTAGAGTCCG GAGTGGACTAAAGCGTCGGATTGC

17Cpsil/ Aecor CGGTGGACAAAGCAAATCTCTTCATC CGGATTTGAACCGATGACTTACGC

21Casel CTCCCTCGGCAAAACTGGGATAAAG CAGGTGGTTTGGCCAATAGTAGGC

43Acconi GAACCAAAGTTCCAGATTCGATATAG CATATACTTATGGATCACCATTCCAAG

44Ceeory CTCAATCTCGGCCTTATTTCTAAGACAAAA | CGAAATAGAGTCAATCAACACTATATGGCT
G C

Bestimmung des Verhéltnisses von Kern- und Plastiden-DNA mittels Real-time PCR

Tabelle 5.16: Bestimmung des Verhaltnisses von Kern- und Plastiden-DNA mittels Real-time PCR.
Fw-Primer bzw. Sonde

Re-Primer bzw. Sonde

Uni3* GCAACGGATATCTCGGCTCT TTCAAAGACTCGATGGTTCACG
TC-Vic* CCCTGCCTGTTAATTCTC TTCAGGTTTATTATTTCCAGCG
Chloro-Ins-3'** AGTGCAACTGGGTGAATCC AATAAATCTAAGTGTAGTCCTTGG
psbA** CATGCATAGCACTGAATAGGG AACTTCATGATTGTATTCCAGGC

*Primer-Paar hybridisiert auf der Kern-DNA; **Primer-Paar hybridisiert auf der Plastiden-DNA

Mikrosatellitenanalyse

Tabelle 5.17: Mikrosatellitenanalyse.

Name Fw-Primer Re-Primer

5’ 3 5’ 3
mTcCIR1 [6FAM] GCAGGGCAGGCTCAGTGAAGCA TGGGCAACCAGAAAACGAT
mTcCIR6 [6FAM] TTCCCTCTAAACTACCCTAAAT TAAAGCAAAGCAATCTAACATA
mTcCIR8 [6FAM]CTAGTTTCCCATTTACCA TCCTCAGCATTTTCTTTC
mTcCIR11 [6FAM] TTTGGTGATTATTAGCAG GATTCGATTTGATGTGAG
mTcCIR12 [6FAM] TCTGACCCCAAACCTGTA ATTCCAGTTAAAGCACAT
mTcCIR15 [6FAM] CAGCCGCCTCTTGTTAG TATTTGGGATTCTTGATG
mTcCIR18 [6FAM] GATAGCTAAGGGGATTGAGGA GGTAATTCAATCATTTGAGGATA
mTcCIR24 [6FAM] TTTGGGGTGATTTCTTCTGA TCTGTCTCGTCTTTTGGTGA
mTcCIR25 [6FAM]CTTCGTAGTGAATGTAGGAG TTAGGTAGGTAGGGTTATCT
mTcCIR60 [6FAM] CGCTACTAACAAACATCAAA AGAGCAACCATCACTAATCA
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Weitere Primersequenzen flir DNA-basierte Analytik

Tabelle 5.18: Weitere Primersequenzen fiir DNA-basierte Analytik.

Fw-Primer Re-Primer
ccsA CAGGTATCAATTGACTCAACAATTG GAACCATAACTATGTAAACCTATTC
RFLP CGGTGGACAAAGCAAATCTCTTCATC CGGATTTGAACCGATGACTTACG
SNP-LPA GGGTTCCCTAAGGGTTGGACCAAAGGAAAC | P-AAATTTTGAAGGTGTAAATTCCGCAA

TTGGGCATTTATTACTTGGACCGTATTCGC | TTGTGGCTTCTATGGGCTTTCTTATAAT
GATTTATTTACATATACGAACAAATAT TTGGATATTCTAGATTGGATCTTGCTGG
CAC
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5.5 Isolierung von DNA mit vorheriger Abtrennung der Chloroplasten

Isolierung der Chloroplasten
Alle Schritte wurden bei 2-4 °C durchgefthrt. Die Kakaoblatter wurden auf verschiedene Weise
zerkleinert:

1. 30 g des gewaschenen Probenmaterials wurden in 1-3 cm grofe Streifen geschnitten und die
Mittelrippe entfernt.

2. 30 gdes gewaschenen Probenmaterials wurden mit flissigem Stickstoff gemdrsert.

3. Das gewaschene Probenmaterial wurde gewaschen und 30 h lang lyophilisiert. 20 g des
gefriergetrockneten Materials wurden mit flissigem Stickstoff gemorsert.

Das vorbereitete Material wurde wie folgt eingesetzt:

Tabelle 5.19: Isolierung von Chloroplasten.
1 Material mit 150 mL CIB-BSA-Puffer oder Puffer nach RODIGER et al. in der Moulinette 2 min
lang homogenisieren
Gemisch durch einen Gewebefilter in 4 50 mL-Tubes pressen
Zentrifugation: 3 min, 200 g (intakte Zellen im Pellet abtrennen)
Uberfiihrung des Uberstands in 50 mL-Tubes, Zentrifugation: 1 min, 1000 g
Pellets aufbrechen, jedes Pellet in 1-2 mL CIB-BSA-Puffersuspendieren, Pellets vereinen
4 mL Percoll und 6 mL CIB-BSA-Puffer in einem 50 mL-Tube vorlegen, mischen und mit
Chloroplasten-Suspension Uberschichten
Zentrifugation: 6 min, 1 700 g (intakte Chloroplasten unten, beschadigte oben)
8 Uberstand entfernen, Pellet in 1,5 mL Extraktionspuffer aufnehmen

[ 2N RC2N =0 NOSH N\

Isolierung der DNA aus Chloroplasten

Tabelle 5.20: Isolierung von DNA aus Chloroplasten.

Schritt Durchfiihrung

1 Je 750 uL der Chloroplasten-Losung bzw. 750 plL Wasser (Blindwert) wurden in 2 mL-Caps
gegeben

2 Thermischer Aufschluss im Wasserbad: 30 min, 65 °C

3 Zugabe von 500 pL Trichlormethan, mischen, Zentrifugation: 5 min, 10 000 g

4 Uberfiihrung des Uberstands in 1,5 mL-Cap

5 Zugabe von 500 pL Isopropanol, mischen, Inkubation: 30 min, 4 °C, Zentrifugation: 5 min,
10000 g

6 Uberstand dekantieren und verwerfen, Prazipitat in 500 pL 70 %igem Ethanol suspendieren,

Zentrifugation: 6 min, 10 000 g

7 Uberstand abdekantieren und verwerfen

8 Ethanol im Vakuumsexsikkator entfernen (15 min, 300 mbar)

9 Aufnahme der DNA in 50 uL bidest., autoklaviertes Wasser
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5.6 Durchfihrung der LPA sowie der HRMA

Durchfihrung der LPA

Tabelle 5.21: Durchfiihrung der LPA.
Vorbereitung Sondenmix (SM)
- Erstellung einer 100 uM Stammldsung jeder Sonde. AnschlieRend Erstellung einer 1 uM
Losung jeder Sonde.
- Je0,8 uL der verdinnten Sondenlésungen wurden zusammengeben und mit Wasser auf
200 pL auffillen (4 nM je Sonde).

DNA-Denaturierung
- 5l der DNA-Isolate (ca. 10-20 ng/uL) wurden in ein 200 uL GefaR gegeben und dieses
in den Thermocycler Gberfihren.
- 1. Schritt des Programms :
. 98 °C, 5 min
= 25°C, halten
Hybridisierung

- Der Hybridisierungs-Mix (HM) wurde pro Reaktionsansatz angesetzt: 1,5 uL SALSA MLPA
Puffer + 1,5 puL SM.
- 3 ulLdes HM wurden zu den vorbehandelten DNA-Isolaten (bei 25 °C) gegeben, mischen.
- 2.Schritt des Programms:
- 95 °C, 1 min
= 60°C 18h

Ligationsreaktion
- Der Ligase-Mix (LM) wurde pro Reaktionsansatz angesetzt: 3 pL Ligase-65 Puffer A+ 3 ulL
Ligase-65 Puffer B + 25 pL Wasser, mischen.
- Pro Reaktionsansatz wurde 1 pL Ligase-65 zu LM gegeben, mischen.
- Der Reaktionsansatz wurde auf 54 °C erwarmt.
- Zujedem Reaktionsansatz wurden 32 uL LM gegeben.
- Fortsetzung des Programmes:
. 54 °C, 15 min
- 98 °C, 5 min
= 20 °C, halten
PCR
- Der Polymerase-Mix wurde pro Reaktionsansatz angesetzt: 7,5 uL Wasser + 2 pL SALSA
PCR Primermix + 0,5 pL SALSA Polymerase, mischen und auf Eis lagern .
- 10 pL des Mix wurden zu jedem Reaktionsansatz gegeben, mischen.
- 3.Schritt des Programms:
= 95°C,30s;60°C,30s; 72 °C, 60 s (35 Zyklen)
. 72 °C, 20 min
. 15 °C, halten

Die Detektion der LPA-Amplifikate erfolgt entweder mittels AGE (siehe 3.7) oder CGE (siehe 3.9).
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Durchfihrung der HRMA

In der folgenden Tabelle ist das Pipettierschema flir einen einfachen Ansatz sowie fir die sechs
verschiedenen MgCl-Konzentrationen dargestellt:

Tabelle 5.22: Pipettierschema fiir HRMA, einfacher Ansatz.

1.5mM 2.0mM
Mastermix 10 pL 10 pL 10 pL 10 pL 10 pL 10 pL
Primermix 1pL 1pL 1pL 1l 1ul 1ul
MgCl,-Lsg. 0,8 uL 1,2 uL 1,6 uL 2,0 uL 2,4 uL 2,8 uL
Wasser 3,2 uL 2,8 uL 2,4 uL 2,0 uL 1,6 UL 1,2 uL
DNA-Templat 5,0 uL

Das Temperaturprogramm ist im Folgenden aufgelistet:

Tabelle 5.23: Temperaturprogramm fiir HRMA.

Zyklen Temperatur, °C Zeit, hh:mm:ss
Prdinkubation 1 95 00:05:00 4,40
Amplifikation 45 95 00:00:15 4,40
55 00:00:10 2,20
72 00:00:10 4,40
Finale Extension 1 72 00:02:00 4.40
Schmelzkurve 1 95 00:00:05 4,40
50 00:01:00 2,20
97 - 0,02
Abkuhlungsphase 1 40 00:00:30 2,20

Fir die Bestimmung der Schmelztemperaturen der Amplifikate des (TAAAG)n-Repeats in Arriba und

CCN-51 wurden die im Anhang 5.3 aufgelisteten Primer verwendet.
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5.7 Durch andere Teams publizierte Kakaochloroplastengenome
(NCBI)

Tabelle 5.24: Daten zu den bereits publizierten cpGenomen des Kakaos.

Accession Nummer Datum ‘ Lange Informationen

NC 014676.2 01.08.2011 160619 bp Country="Peru"
Collection_date="1937"
Genotype="Scavina 6"

HQ244500.2 01.08.2011 160619 bp Country="Peru"
Collection_date="1937"
Genotype: Scavina 6

HQ336404.2 14.4.2011 160604 bp No information

JQ228379.1 16.01.2012 160619 bp Cultivar="Pure Criollo"
Genotype: Criollo-22"

10228380.1 16.01.2012 160619 bp Cultivar="Lower Upper Amazon Forastero"

Country="Ghana"
Genotype: Amelonado"
JQ228381.1 16.01.2012 160619 bp Cultivar="Trinitario"
Country="Trinidad and Tobago"
Genotype: ICS-01"
10228382.1 16.01.2012 160619 bp Cultivar="Upper Amazon Forastero, Peru"
Country="Peru"

Genotype: Scavina-6"
JQ228383.1 16.01.2012 160619 bp Cultivar="Trinitario"
Country="Trinidad and Tobago"
Genotype: ICS-06"
JQ228384.1 16.01.2012 160619 bp Country="Ecuador"
Note="hybrid between Upper Amazon

Forastero (Nacional
from Ecuador) and Trinitario (from
Venezuela)
Genotype: EET-64"
JQ228385.1 16.01.2012 160619 bp Cultivar="Trinitario with similarities to lower
Amazon Forastero"

Country="Suriname"
Genotype: Stahel"

JQ228386.1 16.01.2012 160619 bp Cultivar="Trinitario (Criollo-type)"

Country="Trinidad and Tobago"

Note="genotype: Pentagonum"
1Q228387.1 16.01.2012 160619 bp Cultivar="Trinitario"
Country="Trinidad and Tobago"

Note="genotype: ICS-39"
1Q228388.1 16.01.2012 160619 bp Organism="Theobroma grandiflorum"
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Accession Nummer

Datum

Lange

Informationen

Cultivar="Species related to T. cacao. Wild
and cultivated in Amazon Basin"
Country="Puerto Rico"

1Q228389.1

16.01.2012

160619 bp

Organism="Theobroma cacao"
Cultivar="Genbank number G1328924764"
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5.8 Darstellung der Ergebnisse des (TAAAG)n-Repeats in der IRR

5.8.1 Ergebnisse weiterer Kakaobohnenproben mittels AGE

Tabelle 5.25: Zusammenfassung der Ergebnisse des (TAAAG)n-
Repeats, spater gelieferte Kakaobohnen.

AGE Ergebnis
[bp]
~110 ~150

c10 - + CCN-51-typisch
Cl11 (+) + Mischung
C12 (+) + Mischung
C13 - + CCN-51-typisch
Cl14 + + Mischung
C15 (+) + CCN-51-typisch
C16 + - Fehldeklaration?
A15 + - Arriba-typisch
Al6 + Fehldeklaration?
Al7 - + Fehldeklaration?
Al18 (+) + Mischung
A19 (+) + Mischung
A20 / / /
A21 - + Fehldeklaration?
A22 (+) + Mischung
A23 - + Fehldeklaration?
A24 (+) - Arriba-typisch
A25 - + Fehldeklaration?
A26 + (+) Mischung
A27 + - Arriba-typisch
A28 (+) + Mischung
A29 - + Fehldeklaration?
A30 - + Fehldeklaration?
A31 + - Arriba-typisch
A32 - + Fehldeklaration?
A33 + - Arriba-typisch
A34 - + Fehldeklaration?
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5.8.2 Darstellungen der Ergebnisse mittels AGE

Kakaoblattproben, Eltern des CCN-51

Abbildung 5.1: Detektion des (TAAAG),-Repeats, Eltern des
CCN-51, Kakaoblatter.

Einzelaufarbeitungen einzelner Kakaobohnenproben

Abbildung 5.2: Detektion des (TAAAG).-Repeats, Einzelaufarbeitungen der Probe A2.

Abbildung 5.3: Detektion des (TAAAG).-Repeats, Einzelaufarbeitungen der Probe A11.
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5.8.3 Darstellungen der Ergebnisse mittels dHPLC

Kakaoblattprobe, Criollo

i Cr1, BI.

1.378

@ 1 2 3 4

Abbildung 5.4: Detektion des (TAAAG),-Repeats der
Kakaosorte Cr1, Bl. bei etwa 1,4 min, Kakaoblatter.

Kakaoblattproben, Eltern des CCN-51

1235
=

1.258

X
!

E5, BI.

g 1 2 3
Abbildung 5.5: Detektion des (TAAAG),-Repeats der Eltern von CCN-51, Kakaoblatter.

E1, BI. E2, BI. " \ E3, BI.
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Einzelaufarbeitungen einzelner Kakaobohnenproben

mV
A2, 3. Bohne

o—

Abbildung 5.6: Detektion des (TAAAG).-Repeats, Einzelaufarbeitungen der Probe A2.

mV

All, 1. Bohne

Abbildung 5.7: Detektion des (TAAAG),-Repeats, Einzelaufarbeitungen der Probe A11.

m\V/

A2, 4. Bohne

Al1, 4. Bohne

mV

mV

A2, 5. Bohne

A11, 5. Bohne
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5.8.4 Darstellungen der Ergebnisse mittels CGE

Kakaoblattprobe, Criollo

Crl, BI.
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Abbildung 5.8: Detektion des (TAAAG),-Repeats der
Kakaosorte Cr1, BIl. bei 111 bp, Kakaoblatter.

Kakaoblattproben, Eltern des CCN-51
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Abbildung 5.9: Detektion des (TAAAG),-Repeats der Eltern von CCN-51, Kakaoblatter.
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Einzelaufarbeitungen einzelner Kakaobohnenproben
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Abbildung 5.10: Detektion des (TAAAG),-Repeats, Einzelaufarbeitungen der Probe A2.
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Abbildung 5.11: Detektion des (TAAAG),-Repeats, Einzelaufarbeitungen der Probe A11.
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5.8.5 Versuche der Quantifizierungen

AGE-Gel der Kakaoblattproben

Abbildung 5.12: Mischungen von A: PCR-Produkten des
(TAAAG)n-Repeats aus Arriba und CCN-51. Das
Mischungsverhaltnis ist in CCN-51:Arriba angegeben.
Kakaoblatter.

CGE-Elektropherogramme der Kakaoblattproben

R0 & N
= 90/10 (A/C) |/ Bt 70/30 (A/C) 20T 50/50 (A/C)
800 C N
E 300+ r
700+ C 20
60t 2 -
S _F g | 3 150+
g Sop g 20T g I
g ook g g
u_?_: E u_g_ 150+ & 100+
0+ g ¥
w y i af
100f ﬂ ot n | s Uk \
O_E—JA'\._/J o_é 0_
g bgg BRURRE & - obgp S2RRE 8 s obrp SZERER R
gy S AR VAN 7 A b STV S VAR TV A /-
20 4 60 20 4 60 2 4 60
Time | Time Time (¢
- zm__
20 30/70 (A/C) L 10/90 (A/C)
04 e
g I 8 10|
§ 150 . § C
g [ g I
= 100+ Z 1001
sof 50
ot ot WA
r B ot“—’g §2§ g §
1 L1 1 \/I( AV \: -
2 2 £ 60

Time
Abbildung 5.13: Mischungen von A: PCR-Produkten des (TAAAG).-Repeats aus Arriba (gelb) und CCN-51
(rot). Kakaoblatter.
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Tabelle 5.26: Prozentuale Flachenanteile der

Peaks fir die Amplifikate von Arriba und CCN-51

im Mischungsansatz A.

A
A/C Arriba CCN-51
90/10 82,8 17,2
70/30 61,8 38,8
50/50 57,0 43,0
30/70 31,7 68,3
10/90 12,9 87,1
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CGE-Elektropherogramme der Kakaobohnenproben

Misch

1000
w0t 90/10 (A/C)
vad
700
ooy

:
:

500

Fluorescence

400
300

200

100

-100-

8-
3

Florescence

OJTTTITTTT I TTITT ITTITT T ITT T T TTT

Abbildung 5.14: Mischungen von A:
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Abbildung 5.16: Mischungen von C: fein gemahlenen Kakaobohnen des (TAAAG).-Repeats aus Arriba (gelb) und

CCN-51 (rot).
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Abbildung 5.17: Elektropherogramme der reinen Proben zur Untersuchung von Mischungen Arriba (gelb) und
CCN-51 (rot). Kakaobohnen. Der flr die Berechnung der prozentualen Flachenanteile zueinander berticksichtigte
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5.8.6 Anwendung auf die Matrix Schokolade

CGE-Elektropherogramme
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Abbildung 5.18: Detektion des (TAAAG).-Repeats der Schokoladenproben.
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5.9 Darstellung der Ergebnisse der PCR-RFLP basierend auf fiinf SNPs

5.9.1 Zugabe an BSA-LOsung

500
400
300

200

100

Abbildung 5.19: Methodenoptimierung der PCR-RFLP; Detektion der Amplifikate nach der PCR mittels AGE durch
Einsatz des Primer-Paars 21Cys1.Durch die Verwendung von 4 %iger BSA-Losung konnte die PCR optimiert werden.
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5.9.2 Ergebnisse weiterer Kakaobohnenproben mittels AGE

Tabelle 5.27: Zusammenfassung der Ergebnisse der PCR-RFLP, weitere Kakaobohnenproben.
Stelle 8 21 43 44

Enzym Psil ] Asel EcoRl EcoRV
Erkennungssequenz ~TTATAA GATATC
Spezifitat CCN-51 CCN-51
C10 / / C-typisch C-typisch /
Cl1 / C-typisch C-typisch C-typisch /
C12 / / C-typisch C-typisch /
C13 / / C-typisch C-typisch /
Ci4 / / C-typisch C-typisch /
Al5 / / C-typisch / /
A16 / / C-typisch C-typisch /
Al7 / / C-typisch C-typisch /
A18 / / C-typisch C-typisch /
Al19 / / C-typisch C-typisch /
A20 / / / A-typisch /
A21 / / C-typisch C-typisch /
A22 C-typisch / C-typisch C-typisch C-typisch
A23 / / C-typisch C-typisch /
A25 / / C-typisch C-typisch /
A26 / / C-typisch C-typisch /
A27 A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch
A28 / / C-typisch C-typisch /
A29 / / C-typisch C-typisch /
A30 / / C-typisch C-typisch /
A31 A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch
A32 / / C-typisch C-typisch /
A34 A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch A-typisch
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5.9.3 Darstellung der Ergebnisse von Kakaobohnenproben mittels CGE

Restriktionsschnittstelle 21, Asel, ATTAAT
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Abbildung 5.20: Ergebnisse der PCR-RFLP, Probe C8. Das 436 bp groBe Amplifikat von CCN-51
wird verdaut (265 bp, 171 bp; rote Pfeile).*
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Abbildung 5.21: Ergebnisse der PCR-RFLP, Probe A4. Das 436 bp groBe Amplifikat von Arriba
(gelber Pfeil) wird nicht verdaut.*

*Die Genauigkeit der CGE nimmt mit steigender bp-Lange des zu messenden Amplifikats ab.
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5.9.4 Versuche der Quantifizierungen

CGE-Elektropherogramme der Kakaoblattproben
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Abbildung 5.22: Mischungen von A: PCR-Produkten von Arriba (gelb) und CCN-51 (rot) nach der PCR-RFLP
mittels Asel (Sequenzregion 21). Kakaoblatter.

Tabelle 5.28: A, Vergleich von CCN-51-Soll und CCN-51-Ist, Kakaoblatter.

CCN-51-Anteil, Soll

CCN-51-Anteil, Ist

10 7,4

30 24,1
50 48,0
70 100
90 86,1
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Abbildung 5.23: Mischungen von B: DNA-Isolaten von Arriba (gelb) und CCN-51 (rot) nach der PCR-RFLP mittels
Asel (Sequenzregion 21). Kakaoblatter. Die gebildeten Heteroduplexe sind blau markiert.

Tabelle 5.29: B, Vergleich von CCN-51-Soll und CCN-51-Ist, Kakaoblatter.

CCN-51-Anteil, Soll CCN-51-Anteil, Ist
30 29,3
50 53,1
70 69,1
90 89,9
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CGE-Elektropherogramme der Kakaobohnenproben
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Abbildung 5.24: Mischungen von A: PCR-Produkten aus Arriba (gelb) und CCN-51 (rot) nach der PCR-RFLP

mittels Asel (Sequenzregion 21). Kakaobohnen.

Tabelle 5.30: A, Vergleich von CCN-51-Soll und CCN-51-Ist, Kakaobohnen.

CCN 51-Anteil, Soll CCN-51-Anteil, Ist

10 21,9
30 15,5
50 32,4
70 46,5
90 71,4
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Abbildung 5.25: Mischungen von B: DNA-Isolaten von Arriba (gelb) und CCN-51 (rot) nach der PCR-RFLP mittels
Asel (Sequenzregion 21). Kakaobohnen. Die gebildeten Heteroduplexe sind blau markiert.

Tabelle 5.31: B, Vergleich von CCN-51-Soll und CCN-51-Ist, Kakaobohnen.
CCN-51-Anteil, Soll CCN 51-Anteil, Ist

10 7,0

30 16,8

50 24,1

70 43,0

90 73,4
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Abbildung 5.26: Mischungen von C: fein gemahlenen Kakaobohnen von Arriba (gelb) und CCN-51 (rot) nach der
PCR-RFLP mittels Asel (Sequenzregion 21). Kakaobohnen. Die gebildeten Heteroduplexe sind blau markiert.

Tabelle 5.32: C, Vergleich von CCN-51-Soll und CCN-51-Ist, Kakaobohnen.

CCN-51-Anteil, Soll CCN-51-Anteil, Ist

10 56,7
30 77,6
50 83,8
70 86,1
90 92,1
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5.10 Darstellung der Ergebnisse der LPA basierend auf dem SNP im

ccsA-Gen

300b

200 b

100 b

Abbildung 5.27: Detektion der Ergebnisse der LPA auf
Basis des SNPs im ccsA-Gen. Weitere Kakaoblattproben.
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Abbildung 5.28: Detektion der Ergebnisse der LPA auf Basis
des SNPs im ccsA-Gen. Weitere Kakaoblattproben.
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