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Differenzierung von Seelachsbestanden mit Hilfe der EPIC-PCR

1 Hintergrund und Ziele

Die Anforderungen an die Riickverfolgbarkeit von
Fischereierzeugnissen werden vor dem Hintergrund
wachsender gesetzlicher Anforderungen und
Verbraucherwiinschen immer gréRRer [1, 2, 3]. Somit
steigt auch der Bedarf an Untersuchungsverfahren,
die sich fur die Kontrolle der Ruickverfolgbarkeit im
Rahmen der Lebensmitteluberwachung eignen.

Es wurde untersucht, ob sich die durch den ICES
(International Council for the Exploration of the Sea)
klassifizierten Seelachsbestande (Pollachius virens)
im Nordost-Atlantik mit Hilfe einer
molekularbiologischen Methode, der EPIC- PCR
(Exon primed, Intron-crossing Polymerase Chain
Reaction), differenzieren lassen. Auerdem wurde
an Hand einer Probe aus dem Handel gepruft, ob
sie sich dem Herkunftsbestand zuordnen lasst.

2 Material & Methoden

(I) Probenmaterial

« Auswahl von 130 Seelachsproben aus der
Nordsee, der Nordost- Arktis, Island und
Ostgronland

e Zusatzlich wurden 31 Handelsproben aus der
Nordsee untersucht

- Insgesamt wurden161 Proben untersucht.

(I) Extraktion der DNS mit Hilfe der
CTAB-Methode [4]

(1) Primertests

« Es wurden neun EPIC- Primersysteme an jeweils
3 Proben aus der Nordsee getestet

—>Erfolgskontrolle der PCRs mit Hilfe der
Agarose- Gelelektrophorese (Abb. 1).

« Untersuchung der Variabilitat der PCR-Produkte
durch direkte Sequenzierung bzw. durch eine
RFLP (Restriction fragment length polymorphism
analysis) an Hand von jeweils 10 Proben aus der
Nordsee, Island und Ostgronland

- Auswahl der Primer Act 2F/2R [5] und CalmEx
4F/5R [6] fir die Reihenuntersuchung.

(1) Reihenuntersuchung

« Sequenzierung der PCR- Produkte von CalmEx
4F/5R

—>Auswertung von 3 SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) als mégliche Marker (Abb. 2).

* Analyse der PCR-Produkte von Act 2F/2R mit der
RFLP auf Basis zwei verschiedener
Restriktionsenzyme (HpyCH4 IV und Taq a I)

->Auswertung von jeweils drei polymorphen Banden
als mégliche Marker (Abb. 3).

(IV) Statistische Auswertung

« Untersuchung der Differenzierung tber die
einzelnen Marker mit Hilfe von paarweisen
genetischen Distanzen (Nei’s D und ¢y, sowie
einer AMOVA (Analysis of Molecular Variance)

« Auswertung Uber alle Marker tiber eine
Diskriminanzanalyse

F2 (20,24 %)

Abb. 1: PCR-Produkte von CalmEx 4F/5R (links) und Act 2F/2R (rechts) (2,5 %iges
Agarosegel, Farbung mit Ethidiumbromid)
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Abb. 2: Relative Haufigkeiten der SNPs in den PCR- Produkten von CalImEX 4F/5R
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Abb. 3: Polymorphe Banden in der RFLP von Act
2F/2R (HpyCH4 IV, 12,5 %iges Polyacrylamidgel,
Silberfarbung)
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Abb. 4: Diskriminanzanalyse Uber alle Marker
und Proben
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3 Ergebnisse

Nur geringe Variation zwischen den Bestanden

Weder durch einzelne noch durch multiple
Auswertung war eine eindeutige Differenzierung
der durch den ICES klassifizierten Bestande
moglich (Abb. 4)

Innerhalb der Besténde ist ein hohes Mal3 an
genetischer Variation vorhanden

In der Nordostarktis konnte ein Genotyp detektiert
werden, der in den anderen Bestanden nicht
auftritt (Abb. 2)

4 Ausblick

Um die Stabilitat der genetischen Verteilung zu
Uberprifen, kdnnte eine Untersuchung auf Basis
einer gestaffelten Probenahme wahrend der Laich-
(Winter) und der Fresszeit (Sommer) erfolgen.

Desweiteren sind Untersuchungen der
grundsatzlichen Populationsstruktur des Seelachses
notwendig, da die durch den ICES Klassifizierten
Bestéande auf Grund der Migrationsbewegungen
nicht notwendiger Weise biologische Einheiten
darstellen.
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