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Differenzierung von Gerstensorten

Development of a microsatellite-based detection system for the
differentiation of barley varieties
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Abstract

This document presents a Quadruplex-PCR targeting
microsatellites for the differentiation of barley varieties.
It can be seen as an alternative to the proposed SDS-
PAGE of the hordeins of barley as proposed in UPOV
tg/19/10, or be used as a complement to other differences
in morphological or physiological characteristics. The
advantage of this method in comparison to morpholo-
gical or physiological traits is the considerable shorter
time of analysis. Within a few days, a clear distinction
can be made. DNA of single barley kernels was extracted,
analysis of microsatellites by using Multiplex-PCR was
performed, and finally these microsatellites were separa-
ted by gel electrophoresis. The microsatellite pattern of
each barley variety can be seen as a fingerprint thereof
and so be used for molecular biological differentiation
of barley varieties.
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Einleitung

Gerste (Hordeum vulgare L.) ist als viertwichtigstes Ge-
treide weltweit bekannt (SCREENIVASULU et al. 2008).
Sie wird verwendet als Futtermittel und zur Herstellung
von Malz und Malzextrakt, welche hauptsdchlich fiir die
Bierproduktion, aber auch in anderen Bereichen der Le-
bensmittelindustrie eingesetzt werden. Malz- und in der
Folge Bierqualitit sind sortenabhingig und verlangen somit
bei reinsortiger Verwendung bzw. bei von mehreren Sorten
einen entsprechenden Herstellungsprozess (LIN et al. 2007)
weshalb die Frage der Sortenauswahl bzw. in weiterer
Hinsicht jene der Sortenreinheit sowie -bestimmung von
grofler Bedeutung ist.

Zur Sortendifferenzierung kann laut UPOV (Internationaler
Verband zum Schutz von Pflanzenziichtungen; www.upov.
org) die SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacryl
Amide Gel Electrophoresis) der Hordeinfraktionen als
Sortencharakteristikum herangezogen werden. Es wird

allerdings darauf hingewiesen, dass dieses Merkmal fiir
sich alleine nicht ausreichend ist. Bei sehr nahe verwand-
ten Gerstensorten wie zum Beispiel Geschwistern, kann es
vorkommen, dass diese nicht anhand von Proteinmustern
unterschieden werden konnen. In diesem Fall kdnnen
die morphologischen und physiologischen Merkmale der
Gerste laut DUS-Priifung (UPOV 1994) herangezogen
werden oder - wenn zum Auswuchs der Pflanze nicht die
benoétigte Zeit vorhanden ist - eine molekularbiologische
Methode basierend auf DNA-Analyse (molekulare Marker)
angewendet werden.

Molekulare Marker sind kurze DNA-Abschnitte, die eine
eindeutige Identifizierung von Organismen erlauben. Als
molekulare Marker eigenen sich DNA-Abschnitte die mit
Hilfe diverser DNA-Techniken analysiert werden kénnen
(beispielsweise RFLP, Restriction Fragment Length Poly-
morphisms; AFLP, Amplified Fragment Length Polymor-
phisms; RAPD, Randomly Amplified Polymorphic DNA).
Mikrosatelliten sind DNA-Abschnitte, die sich aus wieder-
holten Motiven zusammensetzen (HAMADA et al. 1982,
LITT und LUTY 1989), die Motive sind 1-6 bp groB3, z.B.
(G)_, (AT), oder (GATA),. Diese unterscheiden sich in der
Anzahl der Wiederholungen (Langenpolymorphismus). Die-
se Mikrosatelliten- (SSR, Simple Sequence Repeats) Marker
weisen einen sehr hohen Polymorphiegrad auf (AKKAYA
etal. 1992, WU und TANKSLEY 1993, BELL und ECKER
1994, PLASCHKE et al. 1995, STRUSS und PLIESKE
1998) und eignen sich daher gut zur Sortendifferenzierung.

Ziel dieser Arbeit war es fiir spezielle Gerstensorten, die
anhand der SDS-PAGE der Hordeine nicht eindeutig un-
terscheidbar sind, ein System zur Unterscheidung mittels
molekularbiologischer Analyse zu entwickeln, besonders
wenn dies innerhalb einer sehr kurzen Zeitspanne erfor-
derlich ist - im Gegensatz zur DUS-Priifung, welche unter
Umsténden eine ganze Wachstumsperiode dauern kann.

Material und Methoden

Fiir die Arbeit wurden 15 Gerstensorten ausgewéhlt die
im jeweiligen Hordein-Elektropherogramm keine oder nur
sehr geringe Unterschiede aufweisen. Die Differenzierung
anhand von Mikrosatelliten erfolgte in drei Etappen:
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(1) Extraktion der Gersten-DNA aus Einzelkérnern, (2)
Amplifizierung der Mikrosatelliten mittels PCR (Polyme-
rase Chain Reaction), (3) Auftrennung der Mikrosatelliten
mittels Elektrophorese. Zur Verifizierung der erfolgreichen
Extraktion bzw. PCR wurde anschlieBend an den jeweiligen
Arbeitsschritt eine Agarosegel-Elektrophorese durchgefiihrt.
Das Sichtbarmachen der Mikrosatelliten in Form definierter
Banden auf einem Gel erlaubt es, einer bestimmten Sorte
einen spezifischen Fingerprint zuzuordnen und somit ein
eindeutiges Unterscheidungsmerkmal zu erhalten.

Extraktion der DNA

Die einzelnen Gerstenkdrner wurden mit einer Zange
zerquetscht und anschlieBend jeweils separat dem Extrak-
tionsprozess unterworfen. Die Messung der DNA-Ausbeute
erfolgte mittels UV-Photometer. Die Bestimmung der DNA-
Ausbeute ist von Bedeutung, um die Konzentration der
DNA-Arbeitslosung bei der im Folgenden durchgefiihrten
Amplifikation der Mikrosatelliten optimal einstellen zu
konnen.

Amplifizierung der Mikrosatelliten mittels PCR

Anhand von Literaturrecherchen wurden 17 potentielle
Mikrosatelliten ausgewéhlt, die in Single-PCRs separat
ausgetestet wurden. 4 speziell ausgewahlte Mikrosatelliten-
PCRs wurden anschlie3end zu einer Multiplex-PCR zusam-
mengelegt. Folgende Charakteristika waren fiir die Auswahl
der Mikrosatelliten-PCRs ausschlaggebend:

(1) PIC-Wert (Polymorphismus Information Content): Der
PIC-Wert ist ein MaB} fiir den Polymorphiegrad und hat
Aussagekraft zur Differenzierung zwischen Populationen
und Individuen (BOTSTEIN et al. 1980) und wird nach
folgender Formel berechnet:

PIC,=1-Y P?

wobei PIC, der Polymor-
phic Information Content
von Marker 7 ist und P, die
Haufigkeit des Allels j des
Marker i iiber die gesamte
Probenzahl.

(i1) Erwartete Produktgrofen
(der Mikrosatelliten): Im
Hinblick auf das Multiplexen
ist es von Vorteil, wenn die
einzelnen Mikrosatelliten der
Single-Reaktionen geniigend ., A
grofle Unterschiede in der
Produktgroflie haben, damit
sie im Zuge der elektropho-
retischen Auftrennung deut-
lich abgegrenzte Bereiche
darstellen und einander nicht
iiberlappen und dadurch die
Auswertung beeintrachtigen.

4

(iii) Annealing-Temperatur Probe (rechts)
der Single-Reaktionen: Auch

im Hinblick auf das anschlie-
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ende Multiplexen ist es von Vorteil, wenn die Annealing-
Temperaturen in einem dhnlichen Bereich liegen

(iv) Verteilung der Mikrosatelliten im Genom

(v) Interaktionen beim Multiplexen: Da beim Multiplexen
mehrere Reaktionen nebeneinander stattfinden, kann es
vorkommen, dass diese Reaktionen einander beeinflussen.
Sie kdnnen einander beeintrichtigen bzw. génzlich storen,
sodass eine Single-Reaktion gar nicht stattfindet, oder die
Produktgroflen nicht den Erwartungen entsprechen.

Im Hinblick auf das Elektrophorese-Detektionssystem wird
bei der PCR neben dem Forward- und Reverse-Primer ein
zusitzlicher M13-Primer, welcher mit einem speziellen
Fluoreszenzfarbstoff markiert ist, integriert. Dieser Farbstoff
fluoresziert bei genau der Wellenldnge, mit der das Elektro-
phoresesystem die aufgetrennten Amplifikate detektiert. Als
M13 bezeichnet man eine Sequenz eines Phagen, die hier als
Triager des Fluoreszenzfarbstoffes dient. Im Zuge der PCR
wird der markierte M13-Primer wihrend der Zyklen in die
Produkte eingearbeitet. Die Markierung hat den Vorteil, dass
die Proben vor der elektrophoretischen Auftrennung nicht
vorbehandelt oder vorgereinigt werden miissen.

Elektrophoretische Aufitrennung
der PCR-Produkte

Die mit Gel-Ladepuffer versechenen Proben sowie ein
GroBenstandard werden auf einem Polyacrylamidgel aufge-
tragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die Auswertung
erfolgt online mittels Laser. Die Laser-Wellenldnge ent-
spricht jener des bei der PCR verwendeten Farbstoffes, somit
werden nur markierte Produkte erfasst. Die Detektion erfolgt
online mittels Laserscan, so entsteht ein Elektropherogramm
anhand dessen die Auswertung vorgenommen werden kann.
Aufgrund der Quadruplex-Reaktion werden 4 Bereiche
erwartet in denen Banden zu sehen sind (4bbildung 1).
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Abbildung 1: Elektrophorese von Kérnern der Sorte Breunskylie (links) sowie von einer 50 Korn

Figure I: Electrophoresis of 50 kernels of barley variety Breunskylie (left) and a 50 kernels
sample of different varieties (right)
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Ergebnisse

In Abbildung 1 ist das Elektropherogramm der Sorte
Breunskylie sowie einer 50-Korn Probe zu sehen. Die
Fingerprints von Breunskylie sind untereinander identisch,
die 50 Proben entsprechen derselben Sorte wéhrend es sich
bei der 50-Korn Probe offensichtlich um ein Gemisch von
mehreren Sorten handelt.

Zusammenfassung

Diese Methode, basierend auf DNA-Mikrosatelliten, dient
zur Unterscheidung diverser Gerstensorten.

Sie kann als molekularbiologische Alternativmethode zur in
der TG/19/10 (UPOV 1994) vorgeschlagenen SDS-PAGE
betrachtet werden. Sollte ein Unterschied innerhalb eines
sehr kurzen Zeitraums (Tage) notwendig sein, kann diese
Methode angewendet werden. In Anbetracht der relativ
kurzen Analysendauer - im Gegensatz zur Beobachtung
der morphologischen Eigenschaften der Gerstenpflanze im
Zuge des Anbaus bzw. der Priifung der physiologischen Ei-
genschaften im Zuge des Wachstums - erhilt man mit dieser
DNA-basierenden Methode ein zufriedenstellendes Ergeb-
nis innerhalb von wenigen Tagen. Weitere Anwendungen
konnen sich auch im Zuge von Sortenreinheitspriifungen
ergeben oder auch bei Verwechslungen von bekannten
Saatgutchargen, wobei die betreffenden Sorten wieder dem
Saatgut zugeordnet kdnnen werden.
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