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Evaluierung chemisch-analytischer und molekularbiologischer Methoden zur
Differenzierung von hochwertigem Arriba-Edelkakao und Konsumkakao (CCN 51)

Interesse der deutschen Kakaoindustrie:

- Garantie der Qualitat edler
Kakaoprodukte, deren Beliebtheit
nach wie vor steigt

- Moglichkeit der Vermischung von
edlem mit kostenguinstigerem Kakao
in Ecuador (gewollt und
unbeabsichtigt)

Regionalverbandstagung Nord 2014, Hamburg Luise Herrmann 25.03.2014
http://www.hsfs.org
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CCN 51 und Arriba

CCN 51 Arriba

- Ertragsreicher - Geringerer Ertrag
- Schwacheres Aroma - Aromaintenisv
- Resistenter, robuster - Anfalliger gegentber Krankheiten

Bohnen und Friichte sind nur bis zur Verarbeitung voneinander zu unterscheiden

Regionalverbandstagung Nord 2014, Hamburg Luise Herrmann 25.03.2014
http://www.hsfs.org
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DNA
- Geeigneter Biomarker: stabil, konstant
- In einer pflanzlichen Zelle: u.a. nukleare und plastidare DNA 'Et‘(
bo g
Images A r?esica.com
cpGenom:
- Hohere Variabilitat Kern DNA

- Hohe Kopienzahl pro Zelle
- ein Kern und etwa 3-4 Chloroplasten

e N
330 000 000 bp 160 000 bp
Diploid 70 Kopien

Chloroplasten
DNA

Regionalverbandstagung Nord 2014, Hamburg Luise Herrmann 25.03.2014
http://www.hsfs.org
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Sequenzierung des cpGenoms

- Grundlage fur die Recherche nach
Sequenzunterschieden
- Ublicherweise Isolierung des cpGenoms von der
nuklearen DNA
- KANE et al., 2012
- Sequenzierung des cpGenoms in Anwesenheit
der nukledren DNA/ ohne vorherige Isolierung
der Chloroplasten
- Low-coverage whole genome shotgun
sequence (next generation sequencing):

Fokus auf die high copy Fraktion der Gesamt-
DNA*

*Kane et al., 2012, Am. J. Botany, Ultra-Barcoding in cacao (Theobroma ssp. Malvaceae) using whole chloroplast genomes and nuclear
ribosomal DNA

Regionalverbandstagung Nord 2014, Hamburg Luise Herrmann 25.03.2014
http://www.hsfs.org
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Sequenzierung des cpGenoms

4 CCN 51 2 x Ecuador, 1 x Botanischer Garten Hamburg, 1 x ICGD (Reading UK)

3 Arriba EET 95, EET 103, EET 544, Ecuador

3 Elternvon CCN 51 [IMC 67, ICS 97, Canelo, Ecuador

Section 508

Alignment: pdf-Datei, 2000 Seiten rzssso0

1Cs-95
Canelo
IMC-57
CCN51-CL
CCN51-C2
CCN51-BG1
CCN51-RD
EET-544
EET103
EETSS
JQ228384

Etwa 30-50 SNPs (Single Nucleotid o

Polymorphism/Einzelbasenaustausche)z:s
JQ228386

= 0,03 % &=

JQ228389

HQ336404

Regionalverbandstagung Nord 2014, Hamburg

(43603) 43603 43610 43620 43630 43640 43650 43660 43670 43688
(43590) AATGGAACCAACCGGCARAARARAGCATTAATGCCGCARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT
(43590) AATGGAACCAACCGGCARRAAGCATTAATGCCGCRARAAGACCAATGCACCRAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT
(43590) AATGGAACCAACCGGCARRAAGCATTAATGCCGCRARAAGACCAATGCACCRAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT
(43590) AATGGAACCAACCGGCARRAAGCATTAATGCCGCRARAAGACCAATGCACCRAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT
(43590) AATGGAACCAACCGGCARRAAGCATTAATGCCGCRARAAGACCAATGCACCRAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT
(43590) AATGGAACCAACCGGCARRRAGCATTAATGCCGCRARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT
(43590) AATGGAACCARCCGGCARARAAGCATTAATGCCGCARAGACCAATGCACCARTTGCGGTACAATAGAGTTGTARTTCACTAGTTATT
(43590) AATGGAACCARCCGGCARARAAGCATTAATGCCGCARAGACCAATGCACCARTTGCGGTACAATAGAGTTGTARTTCACTAGTTATT
(43590) AATGGAACCAACCGGCAAAAAGCATTAACGGCCGCAAAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT
(43590) AATGGAACCAACCGGCAAAAAGCATTAAGGCCGCAAAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT
(43590) AATGGAACCAACCGGCAAAAAGCATTAACGGCCGCARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT
(43590) AATGGAACCARACCGGCAAAAAGCATTAAGGCCGCARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT
(43590) AATGGAACCAACCGGCAAAAAGCATTAACGCCGCAAAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT
(43590) AATGGAACCAACCGGCAARAAGCATTAATGCCGCARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT
(43590) AATGGAACCAACCGGCAARAAGCATTAATGCCGCARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT
(43590) AATGGAACCAACCGGCAARAAGCATTAATGCCGCARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT
(43590) AATGGAACCAACCGGCARAAAGCATTAATGCCGCARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT
(43590) AATGGAACCAACCGGCARAAAGCATTAAGGCCGCARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT
(43590) AATGGAACCAACCGGCARAAAGCATTAAGGCCGCARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT
(43590) AATGGAACCAACCGGCARARAGCATTAAGGCCGCAAAGACCAATGCACCARTTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT
(43590) AATGGAACCRARCCGGCARARAAGCATTAAGGCCGCARAGACCAATGCACCARATTGCGGTACAATAGAGTTGTARTTCACTAGTTATT
(43590) AATGGAACCRARCCGGCARARAAGCATTAATGCCGCARAGACCAATGCACCARTTGCGGTACAATAGAGTTGTARTTCACTAGTTATT
(43575) AATGGAACCRARCCGGCARARAAGCATTAATGCCGCARAGACCAATGCACCARTTGCGGTACAATAGAGTTGTARTTCACTAGTTATT

Luise Herrmann 25.03.2014

http://www.hsfs.org
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SNPs und PCR-RFLP

Section 508
(43603) 43603 43610 43620 43630 43640 43650 43660 43670 43688

HQ244500 (43590) AATGGAACCAACCGGCARAARAGCATTAATGCCECAARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT

ICS-95 (43590) AATGGAACCAACCGGCAAAAAGCATTAATGCCGCAAAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT

Canelo (43590) AATGGAACCAACCGGCAARAAAGCATTAATGCCGCARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT

IMC-57 (43590) AATGGAACCAACCGGCAAAAAGCATTAATGCCGCARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT

CCN51-C1 (43590) AATGGAACCAACCGGCAAAAAGCATTAATGCCGCAAAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT

CCN 51 CCN51-C2 (43590) AATGGAACCAACCGGCARAAAGCATTAATGCCGCARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT
CCN51-BG1 (43590) AATGGAACCAACCGGCAAAARAGCATTAATGCCGCAAAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT

CCN51-RD (43590) AATGGAACCAACCGEGCARAAAGCATTAATGCCGCARAGACCAATGCACCAATTEGCGETACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT

. EET-544 (43590) AATGGAACCAACCGGCAAAAAGCATTAAGGCCGCAAAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT
Arr|ba EET103 (43590) AATGGAACCAACCGGCAAAAAGCATTAAGGCCGCAAAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT
EET95 (43590) AATGGAACCAACCGGCAAAAAGCATTAAGGCCGCARAGACCARTGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT

JQ228384 (43590) AATGGAACCAACCGGCAAAAAGCATTAAGGCCGCAARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT

1Q228379 (43590) AATGGAACCAACCGGCAARAAAGCATTAAGGCCGCARAGACCAARTGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT

JQ228380 (43590) AATGGAACCAACCGGCAAAAAGCATTAATGCCGCAARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT

JQ228381 (43590) AATGGAACCAACCGGCARAAAGCATTAATGCCGCARAGACCARTGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT

JQ228382 (43590) AATGGAACCAACCGGCAAAAAGCATTAATGCCGCARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT

JQ228383 (43590) AATGGAACCAACCGGCAAAAAGCATTAATGCCGCARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT

JQ228385 (43590) AATGGAACCAACCGGCAAAAAGCATTAACGCCGCARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT

JQ228386 (43590) AATGGAACCAACCGGCAAAAAGCATTAAGGCCGCARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT

1Q228387 (43590) AATGGAACCAACCGGCAAAAAGCATTAAGGCCGCARAGACCARTGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT

JQ228388 (43590) AATGGAACCAACCGGCAAAAAGCATTAAGGCCGCAAAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT

JQ228389 (43590) AATGGAACCAACCGGCARAAAGCATTAATGCCGCARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT

HQ336404 (43575) AATGGAACCAACCGGCAARARAAGCATTAATGCCGCARAGACCAATGCACCAATTGCGGTACAATAGAGTTGTAATTCACTAGTTATT

Erkennungssequenz Asel: ATTAAT

Luise Herrmann 25.03.2014

http://www.hsfs.org
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SNPs und PCR-RFLP

Agarosegelelektrophorese

Regionalverbandstagung Nord 2014, Hamburg
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Kapillargelelektrophorese
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Erkennungssequenz Asel: ATTAAT

Luise Herrmann
http://www.hsfs.org
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(TAAAG) -Repeat

Al, Bl. GCAGCACCTTAGGATGGCATAGCCTTARAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAG -~~~ ~= === TTAAGGGCGAGGTTCAAACGAGGAA 80
A2; Ble  iememeee—e——— TTAGGATGGCATAGCCTTARAGTAAAGTAAAGTAAAGTAARAGTAAAG -~~~ == === = = e e e e e e e TTAAGGGCGAGGTT-AAACGAGGAA 71
A3, Bl. i --TTAGGATGGCATAGCCTTAAAGTAAAGTAAAGTARAGTAAAGTAAAG— ~—-TTAAGGGCGAGGTTCAAACGAGGAA 72
A4, Bl. - --TTAGGATGGCATAGCCTTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAG- TTAAGGGCGAGGTTCAAACGAGGAA 72

[

A5, Bl. gz -CTTAGGATGGCATAGCCTTAARAGTAAAGTARAGTARAGTAAAGTAARAG————— === === e e e e e e e e TTAAGGGCGAGGTTCAAACGAGGAA 73
A6, Bl. S TTAGGATGGCATAGCCTTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAG- TTAAGGGCGAGGTTCAAACGAGGAA 72
A7, Bl. s ---TAGGATGGCATAGCCTTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAG— ~TTAAGGGCGAGGTTCAAACGAGGAA 71
A8, Bl. GCAGCACCTTAGGATGGCATAGCCTTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAG -~~~ ~ ===~ = — e e e e e TTAAGGGCGAGGTTCAAACGAGGAA 80
Cl, Bl. GCAGCACCTTAGGATGGCATAGCCTTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAG TAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTTAAGGGCGAGGTTCAAACGAGGAA 120
€2, ‘Bl: GCAGCACCTTAGGATGGCATAGCCTTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTNANGTNANGTAAAG TAAAGTAAANTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTTAAGGGCGAGGTTCAAACGAGGAA 120 o=
€3, Bl. GCAGCACCTTAGGATGGCATAGCCTTAAAGTAAAGTAAANTAAAGTNANGTNANGTAAAG TAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGT TAAGGGCGAGGTTCAAACGAGGAA 120
Cc5, Bl. --GCACCTTAGGATGGCATAGCCTTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAG TAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGT TAAGGGCGAGGTTCARACGAGGAA 117
C6, Bl. CAGCACCTTAGGATGGCATAGCCTTAAAGTAAAGTAAANTNAAGNTANGTAAAGTARAG TAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGT TAAGGGCGAGGTTCAAACGAGGAA 119
CCN51 GCAGCACCTTAGGATGGCATAGCCTTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAG TAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGTAAAGT TAAGGGCGAGGTTCAAACGAGGAA 120
ARANNAARAARA AR AR AR R AR R AR AR AAA Kk AA®  h Ak ARAAAAA R T

(TAAAG) -Repeat in der Inverted Repeat Region des cpGenoms
mit n =14 (CCN 51) und n =6 (Arriba)

Durchfihrung einer unspezifischen PCR:
Amplifikate unterschiedlicher GroRRe (40 bp Unterschied)

Bspw. Agarosegelelektrophorese

Luise Herrmann 25.03.2014

http://www.hsfs.org

Regionalverbandstagung Nord 2014, Hamburg




UH
_i_ti_
(a1 Universitat Hamburg

DER FORSCHUNG | DER LEHRE | DER BILDUNG

CCN 51 — ein Klon?

Probenumfang
Kakaobohnen
CCN 51 Arriba
16 35

[Ursprung unsicher]

Einige wenige Ausnahmen

Genom

Kakaoblatter

PN

CCN 51 Arriba
8 8

[Ursprung sicher]

Uberpriifung der CCN 51-Proben mittels Mikrosatellitenanalyse im nukledren

Regionalverbandstagung Nord 2014, Hamburg Luise Herrmann 25.03.2014
http://www.hsfs.org
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Mikrosatelliten

Kurze, nichtcodierende, repetitive Sequenzen
Anzahl der Wiederholungen bei unterschiedlichen Individuen variabel

C15, P12, 2, 25_G06_201e01-12.41-45-33 153

15, P12,2,25 Norie ‘

170 8

130 o 210

=l Bl

14000
12000

8000

Vorlaufige Ergebnisse: Abweichungen im Mikrosatellitenmuster bei den CCN 51-Proben

Regionalverbandstagung Nord 2014, Hamburg Luise Herrmann 25.03.2014
http://www.hsfs.org
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