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Abstract

In dieser Arbeit wurden zahlreiche DNA-analytische Untersuchungen wie PCR-RFLP, RAPD
oder Sequenzierung an Haus- und Wildschweinen vorgenommen. Durch Vergleich von
Mustern und Sequenzen wurde gepriift, ob es sich um individuelle Merkmale handelt oder um
gruppenspezifische Marker, die fur eine Differenzierung der domestizierten Form vom
Wildschwein verwendet werden konnen. Untersucht wurden drei Gene, die in Zusammenhang
mit dem &uflleren Erscheinungsbild des Tieres gebracht werden — das Melanocortin-1-
Rezeptor-Gen, das Tyrosinase-Gen und das Immunorezeptor DAP10-Gen. Weiterhin wurde
ein Gen, zwei nicht-codierende Bereiche und Introns untersucht, die nicht mit &uferen
Merkmalen in Verbindung stehen — das Cytochrom B-Gen, der D-Loop-Bereich und der
repetetive Bereich des Mikrosatelliten S602 sowie Introns des Immunorezeptor DAP10-Gens.
Besondere Aufmerksamkeit galt dabei dem cytB-Gen, da hier bereits eine RFLP-Analytik fir
die Differenzierung von Haus- und Wildschweinen etabliert war, die es zu untersuchen galt.

Die DNA-Sequenzvergleiche zeigten bei den untersuchten Tieren der Art Sus scrofa eine
grof3e Homogenitét im Vergleich zu den Unterschieden zwischen Tieren verschiedener Arten.
Bel Sequenzabweichungen handelt es sich in der Regel um isolierte Punktmutationen, die von
der Art her ausschliefdlich Substitutionen und keine Deletionen sind. Lediglich bei der
repetetiven Sequenz ist eine unterschiedliche Anzahl an Repeats und einer daraus
resultierenden unterschiedlichen Lange der DNA-Sequenz vorhanden, die jedoch nicht
gruppenspezifisch ist. Eine Analytik zur Differenzierung der Formen beruht somit auf der

|dentifizierung von Punktmutationen.

Bel Untersuchung der publizierten Differenzierungsmethoden oder Sequenzheterologien von
Haus- und Wildschweinen zeigte sich, dass die Muster und Sequenzen innerhalb einer Form
nicht homogen sind. Es gab bel jedem Marker mehrere Individuen einer Form, deren DNA-
Sequenz von der der anderen Tiere abwich. Auch bei den weiteren untersuchten Sequenzen
konnten keine Mutationen gefunden werden, die bel allen Individuen einer Form identisch
waren. Die Sequenzheterogenitét unter allen Individuen ist grof3er als die zwischen der Wild-
und der domestizierten Form. Fir die Differenzierung der Formen ist somit die Anwendung

mehrerer Marker notwendig.

Die genaueste Aussage Uber die Identitét der Probe l&sst sich aufgrund der Sequenzierung
mehrerer DNA-Abschnitte vornehmen. Insgesamt konnten 14 Marker, die fur die
Unterscheidung der Formen geeignet sind, identifiziert werden. Einige wichtige Marker
lassen sich Uber eine PCR-RFLP-Analyse identifizieren, fur zwel Marker im D-Loop wurde
ein Real-Time-PCR-System entwickelt.
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Abkurzungsver zeichnis

a

A
ACTH
a-ASP
aMSH
AFLP

AS
Bfal
Bp
Bsp.
BspH
bzw.
C
cDNA

Cons.
CTAB
CytB
ddNTP
dest.
DE
DGGE
DIMDI
D-Loop
DL

DNA
dNTP
dsDNA
Du
EDTA
f

FRET

G

GC
GC/IMS
GH

h
H-Strang
Ha

Hinfl
HPLC
HS

|

i.D.

ID

Imu
Konz.
L-Strang
Lc

LE
LMBG
Mael
MALDI-TOF-MS
MCIR
MC4R

antisense-Strang der dsDNA mit komplementérer Sequenz zum Start- und
Stopp-Codon des offenen L eserahmens

Adenin (Base)

Adrenocorticotrope Hormon

Agouti Signal Proteins

a-Melanocyten-stimulierendes Hormon

Amplified-fragment length polymorphism

(deutsch: Amplifikations-Fragmentl&ngenmuster)

Aminosdure

Restriktionsenzym aus Bacteroides fragilis

Basenpaare, Anzahl der Basen (A, T,G,C) eines DNA-Fragments
Beispiel

Restriktionsenzym aus Bacillus species Stamm H
beziehungsweise

Cytosin (Base)

copy DNA oder complementary DNA, DNA die durch Reverse Transkription von mRNA

transkribiert wurde

Consensus-Sequenz

Cetyltrimethylammoniumbromid

Cytochrom B

2',3"-Didesoxyribonukleotidtriphosphat

destilliert

Deutsches Edel schwein, Hausschweinrasse

Denaturing Gradient Gel Electrophoresis

Deutsches Institut fir Medizinische Dokumentation und Information
Displacement-L oop

Deutsche Landrasse, Hausschweinrasse; in Verbindung mit Zahlen handelt es sich um
Primer zur Amplifikation des D-Loop-Bereichs
Desoxyribonucleicacid (deutsch: Desoxyribonukleinséure)

2 -Desoxyribonukl eotidtriphosphat

double strand DNA (deutsch: Doppelstrang-DNA)

Duroc, Hausschweinrasse

Ethylendiamintetraacetat (deutsch: Ethylendiamintetraessigsiure)
forward (Primer)

Fluorescent Resonance Energy Transfer, Sonden-Fluoreszenz-Technologie, diein der
Real-Time-PCR, besonders beim LightCycler™, zum Einsatz kommt.
Guanin (Base)

Gaschromatographie

Kopplung eines Massenspekitrometers an einen Gaschromatographen
Growth Hormon (deutsch: Wachstumshormon)

Stunde

Heavy-Strang, Guanin-reicher Strang (+) der mtDNA

Hampshire, Hausschweinrasse

Restriktionsenzym aus Haemophilus influenzae Stamm f

High Performance Liquid Chromatography

Hausschwein

Inosin (DNA-Base)

innerer Durchmesser

Identitét einer Probe wie Art, Rasse, Form

I mmunorezeptor

Konzentration

Light-Strang, Cytosin-reicher Strang (-) der mtDNA

L eicoma, Hausschweinrasse

low electroendosmosis, Produktbeschreibung von Agarose

L ebensmittel- und Bedarfsgegenstdndegesetz

Restriktionsenzym aus Methanococcus aeolicus

M atrix-assi sted- L aser-Desorptions-l oni sations-Time-of - Flight-M ass- Spectrometrie
Melanocortin-1-Rezeptor

M elanocortin-4-Rezeptor



VERZEICHNISSE
ABKURZUNGSVERZEICHNIS

MGB minor grove binder, Sonde fur die Real-Time-PCR
MRNA Messenger RNA, Transkriptionsprodukt der genomischen DNA
MS molecular screening agarose, Produktbeschreibung von Agarose
MS602 DNA-Abschnitt mit repetetiven Elementen
mtDNA Mitochondriale DNA
Mvnl Restriktionsenzym aus Methanococcus vannidlii
NCBI National Center for Biotechnology Information
N Platzhalter fir beliebige DNA-Base
NIR Near Infrared (deutsch: nahes Infrarot; in Bezug auf das sichtbare Spektrum)
ORF Open Reading Frame
PCR Polymerase chain reaction (deutsch: Polymerase-K etten-Reaktion)
PDE Phosphodiesterase
PEG Polyethylenglykol
Phe Aminoséure Phenylalanin
Pi Pietrain, Hausschweinrasse
PIC Mischung bestehend aus Phenol, Isoamylalkohol und Chloroform
Pro Aminosdure Prolin
POMC Proopiomelanocortin-Protein
R Erweiterter [lUB-Code fur Nukleotide: A und G
r revers (Primer)
Ra Random (Primer)
RAPD randomly amplified polymorphic DNA
(deutsch: zuféllige DNA-Amplifikationsmuster)
RFLP Restriction fragment length polymorphism
(deutsch: Restriktionsfragmentlangenmuster)
RNA Ribonucleicacid (deutsch: RNS = Ribonukleinsdure)
rRNA ribosomale RNA
RT Raumtemperatur
Ryrl Ryanodin-Rezeptor 1
S Sekunde; sonst sense-Strang der dsDNA
auf dem der Start- und Stopp-Codon lesbar ist
SDS Sodiumdodecylsulfate (deutsch: Natriumdodecylsulfat)
SINE Short interspersed element
SNP Single Nucleotide Polymorphism
ssDNA single strand DNA (deutsch: Einzelstrang-DNYS)
SSCP single strand conformation polymorphism
(deutsch: Einzelstrang-K onformationsmuster)
SSp. Subspezies = Unterart
T Thymin (Base) oder Temperatur (°C)
Taq Thermus aquaticus
TE Puffer bestehend aus Trisund EDTA
Tm Melting temperature (deutsch: Schmel ztemperatur von doppel strangiger DNA)
Ta Annealing temperature (deutsch: Anlagerungstemperatur von Primern an die Ziel-DNA
bei der PCR)
TBE Puffer bestehend aus Tris, Borsdure und EDTA
TE Puffer bestehend aus Tris, HCl und EDTA
TEN Puffer bestehend aus Tris, NaCl und EDTA
TNE Puffer bestehend aus Tris, NaCl und EDTA
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
tRNA Transfer-RNA
Tsp509I Restriktionsenzym aus einer Thermus species Stamm 509
Tyr Tyranosinase
U Uracil (Base); in Verbindung mit einer Zahl: Unit (deutsch: Einheit)
uv Ultraviolett
Vv Volt
Vergl. Vergleich
Val. Volumen
WS Wildschwein

Y Erweitereter IUB-Code fir Nukleotide: Cund T
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Die Auslobung eines Lebensmittels im Einzelhandel oder in Restaurants als Wild ist eine
Qualitatsbezeichnung, die gegeniber vergleichbaren Produkten in der Regel mit einem
hoheren Preis zu bezahlen ist. Aufgrund der damit gegebenen wirtschaftlichen Vorteile
erscheint die falsche Deklaration von Hausschwein-Produkten als Wildschwein attraktiv und
nicht unwahrscheinlich. Bei den Landesuntersuchungsamtern in Deutschland treffen immer
wieder Proben ein, die as Wild gekennzeichnet wurden und von den Verbrauchern
beanstandet wurden. Wahrend die Unterscheidung zwischen Schweinefleisch vom Zuchttier
und vom Wild in rohem Zustand histologisch leicht moglich ist, ist eine Differenzierung bei
prozessierten Produkten bisher nicht moglich. Bei Auslobung eines Lebensmittels mit einem
Tatbestand, der nicht erflllt wird, handelt es sich um Tauschung des Verbrauchers gemald §
17 Abs. 1 Nr. 5b des Lebensmittel- und Bedarfsgegenstandegesetzes (LMBG, Zipfel 1999).
Eine Téauschung liegt bei der Substitution einer wertbestimmenden hoherwertigen
Komponente durch eine minderwertige vor. Aufgetretene Fale bei Fleisch sind z.B. die
Verwendung von Kénguru oder Pferdefleisch anstatt von Rindfleisch oder die Verwendung
von Schweinefleisch fir Huhn oder Kalbfleisch (Toorop et al., 1997). Bei Wild-Produkten ist
Fleisch von Wildtierarten eine wertbestimmende Komponente. Eine Tauschung liegt demnach
bei Lebensmitteln mit der Auszeichnung ,Wild* wie ,,Wild-Gulasch”, , Wild-Pastete” oder
» Wildbret-Suppe* vor, wenn in diesen Produkten kein Wild verwendet worden ist.

Wildschweine sind nach dem Rehwild mit 10.300 t Wildbretaufkommen im Jahr das in
Deutschland am héufigsten verarbeitete Wild (ZMP-Bericht, 1999). Das langjahrige Mittel
der in Deutschland erlegten Wildschweine liegt bel 250.000 Stiick, wobel im Jagdjahr
1996/1997 wegen der Schweinepest sogar 362.000 Tiere zur Strecke gebracht wurden. Im
Vergleich dazu wurden in Deutschland im Jahr 2000 40,5 Millionen Hausschweine
geschlachtet, das sind 30 % der EG-Produktion (aid, 1997). Wéhrend der durchschnittliche
Preis fir Hausschweine 1999 bei 1,05 € und 2000 bei 1,35 € je Kilogramm Schlachtgewicht
liegt, hat man fur Wildschweinfleisch ca. 25 % mehr zu bezahlen.

Zunehmende Attraktivitdt erhdlt das Wildfleisch neben Bioprodukten aufgrund der
Haltungsbedingungen der in Europa Ublichen Intensivmast. Die intensive Viehzucht fuhrt
aufgrund der auf maximale Fleischproduktion geziichteten Rassen und der Haltung in engen
Stéllen zu verstarkter Anfalligkeit gegentber Krankheiten. Dadurch sehen sich die Bauern
dazu veranlasst, den Tieren Medikamente, u.a auch Antibiotika, zuzufuhren. Zur FOrderung
des Wachstums werden auch Hormone verabreicht. Bei Tieren in der freien Wildbahn ist dies
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nicht moglich. Der Gedanke, Wild zu z&hmen und kontrolliert fortzupflanzen, fuhrte zu
domestizierten Formen der Tiere. Ohne den Eingriff bel der gezielten Nachzucht zum Erhalt
gewlnschter Eigenschaften und bei artgerechter Haltung konnen die Tiere auch in einer vom
Menschen kontrollierten Herde gegeniber der Wildform unverdndert bleiben, wie das
Beispiel der Rentiere zeigt. Diese wurden von den Samen im 17. Jahrhundert gezd&hmt und
leben halbzahm in Herden von 300 bis 1000 Tieren. Auch in Deutschland wird Schwarz- und
Rotwild in weitlaufigen Gehegen, z.B. in Zoos oder auch zur Fleischverwertung gehalten.
Solange eine Verarmung des Genpools z.B. durch Einbringen von Tieren aus anderen
Populationen vermieden wird und eine Einkreuzungen z.B. von domestizierten Tieren
unterlassen wird, sind diese den freilebenden Tieren gleichzustellen.

Bel der Tierart Schwein (Sus scrofa) existiert im Vergleich zu anderen Tierarten eine
Besonderheit. Fur die Erndhrung des Menschen spielt sowohl die Wildform des Schweins wie
auch die domestizierte Form eine wesentliche Rolle. Andere fir Erndhrung relevante
Wildarten in Europa wurden nicht domestiziert oder die Wildarten sind nach der
Domestizierung ausgestorben beziehungsweise fur die Erndhrung unwesentlich geworden.
Nur bel der Tierart Sus scrofa, die fur die Erndhrung weiter Teile der Bevolkerung en
wichtiges Nutztier darstellt, existiert neben einer domestizierten Form eine bedeutende
Wildform. Diese beiden Formen sind aus |lebensmittel rechtlichen Aspekten unterschiedlich zu
bewerten, obwohl es sich um die gleiche Tierart handelt. Lebensmittelrechtlich wird zwar
zwischen Wild- und domestizierter Form aber nicht zwischen verschiedenen Rassen der
domestizierten Form unterschieden. Die analytische Herausforderung ist nun, der
L ebensmittelliberwachung eine Methode zur Verfligung zu stellen, die es ermdglicht, eine
Unterscheidung von Sus scrofa f. domestica (Hausschwein) und Sus scrofa scrofa
(Wildschwein)  vorzunehmen, ungeachtet der jeweiligen Hausschweinrassen oder
Wildschwein Populationen bzw. Unterarten. Methoden zur Differenzierung anderer Tierarten
missen lediglich eine Unterscheidung zwischen verschiedenen Arten vornehmen, die
molekularbiologisch grofiere Unterschiede aufweisen (Andersson, 1997).

Auch im Rahmen der Bekampfung und Vorsorge der Schweinepest ist eine Differenzierung
von Haus- und Wildschweinen zur Uberpriifung der Probenidentitét hilfreich.

Neben der Lebensmitteliberwachung gibt es noch ein anderes Gebiet, in dem die
Unterscheidung von Haus- und Wildschweinen von Interesse ist. Verkehrsunfélle mit Wild
verursachen jedes Jahr rund 3000 Personenschaden und Sachschéden, deren Kosten Millionen
DM betragen (ADAC, 2000). Die Kosten werden von der Versicherung nur gezahlt, wenn
Zeugen den Unfall gesehen haben oder Blutspuren bzw. Teile des Tieres den Tathergang
bestétigen. Zum Zwecke des V ersicherungsbetrugs kommt es vor, dass das Fahrzeug mit Blut
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von Hausschweinen prapariert wird. Uber konventionelle Blutuntersuchungen bzw.
Bestimmung von Blutgruppen (Kurosawa et al., 1984 sowie Oishi et al., 1993) oder die
Variationen des Erythrozyten Esterase-D Protein-Komplexes (Tanaka et al., 1980) ist es
ebenfalls nicht mdglich, Hausschweine von Wildschweinen zu unterscheiden.
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Ziel der Arbeit ist die Entwicklung einer DNA-analytischen Methode zur Differenzierung von
Haus- und Wildschweinen. Die DNA-Analytik, insbesondere unter Verwendung der PCR-
Technologie, stellt die zurzeit sensitivste Methode zur Tierartendifferenzierung dar (Lockley
und Barddey, 2000). Zudem handelt es sich bei der DNA-Analytik um eine hoch spezifische
Methode, da die DNA-Sequenz ein unverwechselbares Charakteristikum darstellt (Taberlet et
al., 1996). Die entwickelte Methode soll so robust sein, dass sie nicht nur in rohem Fleisch,
sondern auch in verarbeiteten Produkten mit handelstiblichem Prozessierungsgrad erfolgreich
angewendet werden kann. Ebenso wie Proteine wird auch die genomische DNA bei der
Herstellung von Lebensmitteln und deren Lagerung zerstort. Die stérksten Einfllsse haben
dabel die Temperatur, Scheerkréfte sowie der pH-Wert (Ashurst und Dennis, 1998). Die DNA
wird unter diesen Einflissen in kleine Bruchstiicke degradiert, die aber auch be stark
prozessierten Lebensmitteln wie Vollkonserven mit ca. 100-300 Basenpaaren (Behrens et al.,
1999; Buntjer et al., 1999; Candrian, 1994; Straub et al., 1999) noch lang genug sind, um ihre
Sequenz zu identifizieren bzw. sie in ener Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zu
vervielfaltigen. Bel geeigneter Wahl der Vervielfdltigungssequenz ist es dann maoglich,
Aussagen Uber die Identitdt der verwendeten Tierart in diesem Lebensmittel zu treffen (Van
der Velten und Schulze, 1997). Gegentber Protein-basierten Methoden weist die PCR-
Analytik auch eine hohere Sensitivitét auf, so dass bereits Spuren einer Tier- oder Pflanzenart
in einem Lebensmittel identifiziert werden konnen (Meyer R. et al., 1996). Bei erhitzten
Erzeugnissen versagt eine Analyse Uber Protein-anaytische Methoden, wenn die Proteine
denaturiert und gespalten wurden. Fir die Differenzierung von nahe verwandten Taxa oder
hoch erhitzten Produkten sowie stark verarbeiteten Mischungen existieren bislang keine
zufriedenstellenden  Protein-analytischen, serologischen oder histologischen Methoden
(Meyer R. et al., 1993; Beneke und Hagen, 1998). Fir die Differenzierung von Sus scrofa
scrofa und Sus scrofa f. domestica wurde auch fir Rohprodukte bisher noch keine Methode
veroffentlicht, die nicht auf der DNA-Analyse basiert.

Methoden zur DNA-analytischen Differenzierung von Tier- und Pflanzenarten sind bereits
mehrfach entwickelt worden (Schreiber und Bogl, 1997), von denen einige in nationalen
Ringversuchen getestet wurden (Laube et al., 2001). Bisher gibt es in Deutschland nur eine
DNA-analytische Methode zur Differenzierung von Tier- und Pflanzenarten in der
Methodensammlung geméi3 § 35 LMBG (BgVV, 1997), namlich der Nachweis von Glycine
max (Soja) in Wurst. Auch DNA-analytische Unterschiede zwischen Sus scrofa scrofa und
Sus scrofa f. domestica sind in der Literatur beschrieben worden (siehe Kapitel 111-2.1.1).
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Unreproduzierbare Ergebnisse lief3en jedoch Zweifel an der Zuverléssigkeit dieser Methoden
aufkommen. Aufgrund des Mangels an Alternativmethoden werden diese aber nach wie vor
verwendet. In dieser Arbeit wurde die Zuverldssigkeit der Methoden und die Ursachen fir
uneinheitliche Ergebnisse untersucht. Aufgrund der nahen Verwandtschaft zwischen Haus-
und Wildschweinen ist nur mit geringen Unterschieden in der DNA-Sequenz zu rechnen.
Daher ist es notwendig, zahlreiche Tiere aus verschiedenen Populationen zu untersuchen.
Deshalb wurden die publizierten Methoden oder Sequenzunterschiede an 130 Wild- und
Hausschweinproben aus verschiedenen Gebieten Deutschlands mit Hilfe der PCR und einem
Restriktionsverdau tberprift und teilwei se sequenziert.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Auswahl alternativer DNA-Bereiche, die fir ene
Differenzierung unterhalb der Artengrenze geeignet erscheinen. Dies kdnnen zum einen Gene
sein, die fur die sichtbaren morphologischen Unterschiede von Haus- und Wildschweinen
verantwortlich sind, zum anderen aber auch DNA-Bereiche, die eine hohe Sequenzvariabilitét
aufweisen. Solche wenig konservierten Bereiche der DNA findet man besonders in nicht
Protein-codierenden  Sequenzabschnitten, wie z.B. Introns, Spacer-Regionen oder
Sequenzabschnitten mit Steuerungsfunktionen. Durch Sequenzierung dieser Bereiche sollte
gezeigt werden, in welchem Umfang DNA-Sequenzunterschiede zwischen den Formen
bestehen und ob diese innerhalb einer Form homogen sind. Es sollte gepriift werden, ob diese
Unterschiede fur die Entwicklung einer Methode zur Differenzierung von Haus- und

Wildschweinfleisch geeignet sind.

Neben der bei der lebensmittelchemischen Uberwachung konkreten Problematik der
Differenzierung von Haus- und Wildschwein zeigt diese Arbeit auch Moglichkeiten und
Probleme der grundsétzlichen Fragestellung einer Differenzierbarkeit von wild- und

domestizierten Formen auf.
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1 UNTERSCHIEDE ZWISCHEN HAUS- UND WILDSCHWEINEN

1.1 Taxonomische und historische Betrachtung

Die taxonomische Einordnung der durch Carl von Linné 1775 benannten Art Sus scrofa ist

entsprechend der NCBI
Tabelle 1 dargestellt.

Taxonomie-Datenbank (Wheeler et al.,

Tabellel: Taxonomische Einordnung des Wildschweins

2000) wie

in

Reich:
Unterreich:
Abteilung:

Unterabteilung:

Stammreihe:
Stamm:
Unterstamm:
Uberklasse:

Klasse:

Unterklasse:
Uberordnung:
Ordnung:
Unterordnung:
Uberfamilie:
Familie:
Gattung:
Art:
Unterart:

Eukaryota

Metazoa (Vielzeller)
Eumetazoa (Echte Vielzeller)
Bilateria

Coelomata (Abgrenzung zu Coelenterata)

Deuterostomia

Chordata (Ruckenmarktiere)
Vertebrata, Craniota (Wirbeltiere)
Gnathostomata (Kieferminder)
Teleostomi

Euteleostomi

Sarcopterygii

Tetrapoda

Amniota

Mammalia (Sugetiere)

Theria (Abgrenzung zu Prototheria)
Eutheria (Placentatiere)
Cetartiodactyla

Artiodactyla (Paarzeher)

Suina

Suidea (Schweineartige)

Suidae (Altweltiche Schweine)
s

Sus scrofa

Sus scrofa scrofa (Wildschwein)

Innerhalb der Unterordnung Suina gibt es neben den Haus- und Wildschweinen keine fur die
Erndhrung des Menschen bedeutenden Arten. Bei der Differenzierung von Schweine-Taxa
handelt es sich demnach immer um eine Differenzierung von Rassen oder von domestizierten

und Wild-Formen, d.h. von Taxa unterhalb der Artengrenze. Bei der Differenzierung von

Schweinen zu anderen im Lebensmittelbereich relevanten Tierarten handdlt es sich

mindestens um die Unterscheidung von Tieren, die taxonomisch unterschiedlichen

Unterordnungen zugerechnet werden, wie Ruminantia (z.B. Rind, Reh, Giraffe, Springbock),

Tylopoda (z.B. Kamel), Cetacea (Wale) oder Hippopotamidae (z.B. Pferd) (Remane et al.,

1995).
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Innerhalb der Art Sus scrofa werden gegenwartig 32 lokale Unterarten der Wildschweine
unterschieden, die in drei Gruppen zusammengefasst werden kdnnen. Das in Europa und
Nordafrika sowie West- und Mittelasien verbreitete Wildschwein Sus scrofa scrofa, das in
Indonesien, Japan, China und Ostsibirien verbreitete Bindenschwein Sus scrofa vittatus sowie
das in Indien vorkommende Sus scrofa cristatus. Eine Ubergangsform von Sus scrofa scrofa
und Sus scrofa vittatus stellt das Wildschwein des Mittelmeerraums Sus scrofa mediterraneus
dar. Als Ausgangsform fur die heutigen Hausschweinrassen haben die européischen und
asiatischen Wildschweine eine Uberragende Bedeutung (Benecke, 1994). Haustiere stellen
zoosystematisch keine eigene Unterart dar, da sie aus einer Unterart durch Selektion und
Kreuzung hervorgegangen sind (Meyer W. et al., 1998), sind jedoch genetisch betrachtet

einer Unterart gleichzustellen.

Die Domestikation des Schweins wurde nach archaologischen Funden in Europa in der
jingeren Steinzeit Uberwiegend nach Schaf und Ziege (Meyer W. et al., 1998) und vor dem
Rind betrieben. Auch in China wurden bereits aus der Zeit um 6000 v. Chr. Knochenfunde
domestizierter Schweine gefunden (Benecke, 1994). Im Gefolge des Menschen verbreiteten
sie sich Uber die ganze Welt. Im Mittelalter blieben zlichterische V erbesserungen bescheiden,
da aufgrund des gemeinsamen Weidegangs der Tiere eine gezielte Selektion erschwert wurde.
Es wurden bereits seit dem 9. Jahrhundert Herden von bis zu 2000 Tieren gehalten. Das
wildschweindhnliche Aussehen der Hausschweine im Mittelalter, z.B. auf Durers Kupferstich
»Der verlorene Sohn“, in Abbildung 1 wird haufig als Hinwels fir eine bis zu dieser Zeit
vorgenommene Einkreuzung von Wildschweinen in die Schweinebesténde angesehen
(Sambraus, 1994).

Abbildung 1: Albrecht Durer: Der verlorene Sohn bei den Schweinen, 1496 (Ausschnitt aus dem
Entwurf fir den Kupferstich)
Unverkennbare Ahnlichkeit des abgebildeten Hausschweins mit einem  Wildschwein.
Quelle: British Museum London (Entwurf), Kupferstichkabinett SMPK, Berlin
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Die gezielte Rassezucht setzte erst im 18. Jahrhundert vor allem in England ein. Die erste
moderne Schweinerasse hief3 Leicester und war eine Kreuzung aus asiatischen, italienischen
Schweinen und englischen Landschldgen (Sambraus, 1994). Der grofle Einfluss von
asiatischen Hausschweinen auf die europdischen Hausschweinrassen kann noch heute
genetisch nachvollzogen werden (Giuffra et al., 2000). Bereits im frihen 19. Jahrhundert
wurde die Edelrasse Hampshire geziichtet, die heute noch als Kreuzungstiere von Bedeutung
sind. Davor gab es nur unterschiedliche Landschldge, die den heutigen Anforderungen an die
Genetik einer Rasse nicht genligen wirden. Die Rassen sind auf unterschiedliche
Leistungsmerkmale spezialisiert. Wahrend in den Eberlinien die Schlachtleistung mit hohem
Fleisch- und ausgewogenem Fettantell dominiert, ist es bei den Saulinien die Fruchtbarkeit
und Robustheit. Es werden verschiedene Zuchtmethoden angewendet, um die Rassen-
Merkmale zu optimieren. Die Reinzucht soll durch Selektion innerhalb der Rasse die
Eigenschaften verbessern, wahrend durch die Kreuzungszucht die Vorzlige verschiedener
spezialisierter Rassen kombiniert werden sollen. In der Hybridzucht sind bereits beide
Elterntiere das Ergebnis einer systematischen Kreuzungen zweier Rassen, die man Hybride
nennt (aid, 1997). In den letzten Jahren ist auch die Einkreuzung von Wildschweinen in die
spezialisierten Rassen auf neues Interesse gestof3en, z.B. um Riickziichtungen ausgestorbener

Rassen vorzunehmen (Barker, 1994).

In Deutschland sind die vier Rassen Deutsche Landrasse, Piétrain, Deutsches Edelschwein
und Leicoma von Bedeutung, die zusammen einen Marktanteil von fast 98 % haben. Die
genaue Verteilung des Jahres 1994 ist in der Tabelle 2 aufgefuhrt (ZDS, 1995).
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Tabelle 2: Rassenverteilung in Herdbuch- und Vermehrungsbetrieben in Deutschland im Jahr 1994,
Ein Antell von fast 98 % wird durch die vier Rassen Deutsche Landrasse, Piétrain, Deutsches
Edelschwein und Leicoma gestellt. Die Daten sind dem ZDS-Jahresbericht 1994 entnommen

(ZDsS, 1995).

Schweinerasse Anteil in Deutschland
Deutsche Landrasse (DL) 60,7 %
Piétrain (Pi) 21,.8%
Deutsches Edelschwein (DE) 12,2 %
Leicoma(Lc) 31%
Hampshire (Ha) 0,6 %
Duroc (Du) 0,5%
Schwébisch Héllisches Schwein | 0.4%
e s | 02
Bunte Bentheimer 0,1%
Songtige z.B. Schwerfurter Fleischrasse 0,4 %

Bild-Quelle: aid-infodienst
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1.2 Morphologische Betrachtung (Phanotyp)

Eine Mdglichkeit zur Differenzierung von Wild- und Hausschweinen ist die Suche nach
Genen, die fur die Ausbildung von morphologischen Unterschieden verantwortlich sind.
Zwischen Haus- und Wildschweinen existiert eine Reihe solcher Unterschiede, wie z.B. die
Fellfarbe, Fellbeschaffenheit (Borsten), Kopfform, Grofde, Form des Leibs und der Lé&ufe,
Grolie der Stof3zdhne (Brehm, 1996).

Abbildung 2: Europaisches Wildschwein und Hausschwein der Rasse Piétrain im Vergleich.
Auf den ersten Blick sind zahlreiche morphol ogische Unterschiede zu erkennen.

Die Mdoglichkeit der Rickfuhrung eines phanotypischen Merkmals auf ein einzelnes Gen ist
jedoch schwierig, da bei der Ausbildung eines Merkmals mehrere Gene bzw. Aktivierung
oder Inhibition von Genen eine Rolle spielen konnen (Vage et al., 1999). Zu beachten ist
auch, dass die durch Ziichtung entstandene Vielfalt an Hausschweinrassen nicht auf das
Einbringen artfremder Gene mit neuen Eigenschaften zurtickzufuhren ist, sondern auf eine
Reduzierung der genetischen Vielfalt auf einheitliche Rasse-typische Merkmae. Die
Selektion am Phanotyp wirkt sich nicht nur auf ein bestimmtes Gen aus, sondern auf eine
Vielzahl an Genen. So war die Verdnderung der Kopfform oder der Fellfarbe sicherlich kein
priméres Zuchtziel. Ebenso wenig, wie nur einzelne Gene durch Zucht veradndert werden,
falen ganze Gene komplett weg. Es handelt sich stets um Mutationen bzw. genetische
Variabilitdt, die durch geeignete Rekombinationen zu einer verdnderten phanotypischen
Ausprégung fuhren. Weiterhin konnen auf der Ebene der DNA-Sequenz zahireiche
Veranderungen vorhanden sein, die sich in keiner Weise auf den Phanotyp auswirken oder

z.B. nur bei bestimmten Umweltbedingungen morphol ogisch erkennbar sind.

Zum Zeitpunkt dieser Arbeit sind hinsichtlich der genannten morphologischen Unterschiede
zwischen Haus- und Wildschweinen nur Gene bekannt, die in einem Zusammenhang mit der
Korpergrol3e und der Fellfarbe stehen (Siebel, 2002). Beziiglich der Fellfarbe sind

Untersuchungen verotffentlicht, die einen Einfluss bel der Entstehung der Fellfarbe bei
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Schweinen haben. Danach sind fiir die Anderung der Fellfarbe von schwarz zu rosa, die auf
dem Wegfall der Produktion einiger Melanine beruht, verschiedene Verdnderungen des
Genotyps verantwortlich (Kijas et al., 1998). Nicht nur Wildschweine haben ein schwarzes
Fell, auch einige Hausschweinrassen. Schweine der Edelrassen DL, DE, Lc sowie die
Belgische Landrasse haben keine Pigmentation, wahrend Pi und Ha tellweise und Du
vollstandig schwarze Borsten aufweisen. Im Gegensatz zu den unregelmaldig gefleckten Pi
weisen Ha einen charakteristischen weil3en Streifen auf. Form und Farbe des Streifens sollen
auf unterschiedliche Mutation im gleichen genetischen Locus zurlickzuftihren sein (Giuffra et
al., 1999). Kreuzungsversuche haben gezeigt, dass die weil3e Farbe dominant vererbt wird
(Johansson et al., 1992 und 1997; Pielberg et al., 2002).

Abbildung 3: Links:Frischlinge von Wildschweinen. Rechts: Wollschweine

Frischlinge weisen fur junge Wildschweine charakteristische Streifen auf dem Fell auf. Die
Gene, die im juvenilen Stadium fir die Ausbildung der gestreiften Fellférbung von
Wildschweinen verantwortlich sind, sind noch nicht bekannt. Von den Hausschweinrassen
weist nur das Wollschwein dieses Merkmal auf (Sambraus, 1994). Die Bedeutung der
Wollschweine fir die menschliche Erndhrung hat seit dem Krieg aufgrund des hohen
Fettanteils der Tiere so rapide abgenommen, dass sie heute zu den vom Aussterben bedrohten
Rassen gehdren.

Auch bel anderen Tierarten, wie z.B. Hunden, Pferden und Rindern sind die genetischen
Grundlagen fir die Entstehung der Fellfarbe hinsichtlich der Zucht oder Identifizierung von
Rassen untersucht worden (Laukner, 1998; Newton et al., 2000). Fir die Farbung zeigen sich
einheitlich Melanin-Derivate verantwortlich, die Gber verschiedene Bildungsmechanismen
erzeugt werden (siehe unter 2.1.2, Seite 17). Es sind zahlreiche Komponenten und
Reaktionsschritte an der Bildung beteiligt, so dass unterschiedliche Farbungen verschiedene
biochemische und somit mehrere genetische oder umweltbedingte Ursachen haben konnen.

11
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1.3 Genetische Betrachtung (Genotyp)

Die Sequenzierung aller bekannten DNA-Sequenzen bel mehreren Haus- und Wildschweinen
Ubersteigt den zeitlichen Rahmen einer Doktorarbeit. Daher muss eine Auswahl von

Sequenzen erfolgen, die untersucht werden sollen.

Die einfachste aber bislang selten angewandte M 6glichkeit zur Wahl der Zielsequenz ist, dass
die Funktion des Gens in enem bekannten Zusammenhang zu charakteristischen
morphologischen Eigenschaften steht. Dies ist auch beim Menschen bei den meisten Genen
noch nicht der Fall, obwohl das menschliche Genom bereits vollsténdig sequenziert worden
ist. Fur die Untersuchungen wurden die Gene des Melanocortin-Rezeptor-1-Gens und des
Tyranosinase-Gens ausgewdhlt, die in Bezug zu der Fellfarbe stehen sollen (Siebel et al.,
2000) sowie das Growth Hormone-Gen, das in Bezug zur Korpergrof3e steht (Das et al.,
1996).

Neben Genen, die in Relation zu den morphologischen Unterschieden von Haus- und
Wildschweinen zu bringen sind, kénnten sich auch Bereiche der DNA zur Differenzierung
von Unterarten eignen, die weniger stark konserviert sind. Da die zu erwartenden DNA-
Sequenzunterschiede zwischen den Unterarten geringer als zwischen den Arten sind, ist eine
hohe Sequenzvariabilitét wichtig. Dies trifft in der Regel fir DNA-Bereiche zu, die nicht fr
Proteine codieren. Diese Bereiche kdnnen von den Gen-codierenden Bereichen durch das
Fehlen von Start- und Stopp-Codons identifiziert werden. Mutationen in Genen generativer
Zellen konnen in der néchsten Generation zur Verdnderung der Proteinsequenz und damit zu
verénderten Eigenschaften des exprimierten Proteins fihren. Bedeuten Veradnderungen einen
Selektionsnachteil fur das Lebewesen, werden sie sich kaum in einer Population durchsetzen
kénnen. Mutationen in nicht-codierenden DNA-Bereichen haben in der Regel keine
Auswirkungen auf den Phanotyp und sind keiner Selektion unterworfen. In diesen DNA-
Bereichen ist eine grol3ere Variabilitét der DNA-Sequenz zu erwarten als in Genen (Karlson,
1988).

Eine weitere Moglichkeit zur DNA-analytischen Untersuchung sind Methoden, die nicht nur
einen bestimmten DNA-Bereich zur ldentifizierung verwenden, sondern das ganze Genom
dafur heranziehen. Dazu z&hlt die Methode der ,,randomly amplified polymorphic DNA*
(RAPD), der ,,amplified-fragment length polymorphism® (AFLP), des RFLP-Fingerprints der
genomischen DNA und die Heteroduplexanalyse der mRNASs oder mtDNA (Elphinstone und
Baverstock, 1997). Diese Methoden sind potentiell geeignet, um Marker fir bestimmte
analytische Fragestellungen zu finden, die durch ndhere Charakterisierung fir eine robuste
Analytik, wie z.B. eine Taxon-spezifische PCR, verwendet werden konnen.

12
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Vergleicht man die Problematik der Unterscheidung der Rassen bei Schweinen und bei
Hunden oder Pferden, wo diese bel besonders wertvollen Tieren zum Zweck des
Abstammungsnachweises fur Zuchttiere durchgefthrt wird, werden folgende Unterschiede
deutlich: Beim Schwein wird nur das Hausschwein einem kontinuierlichen Selektionsdruck
durch den Menschen ausgesetzt, der wesentlich stérkere Veranderungen hervorbringt, als die
Uberwiegend natirrliche Selektion beim Wildschwein. Wahrend der Genpool der jeweiligen

Hausschweinrasse verarmt, bleibt beim Wildschwein eine hohe Variabilitéat erhalten.

Bel der Suche nach Unterschieden im Genotyp von Haus- und Wildschweinen ist eine
wichtige Voraussetzung, dass bereits DNA-Sequenzen in Datenbanken oder Publikationen zur
Verfigung stehen. Wahrend das humane Genom Uberwiegend sequenziert ist, hat die
Sequenzierung der DNA von Nutztieren erst begonnen. Das erste Projekt, das sich mit der
Sequenzierung des Nutztiergenoms befasst, ist eine Kooperation von China und Danemark.
Das auf mehrere Jahre angelegte Projekt soll das auf drei Milliarden Basenpaare geschétzte
Schweinegenom sequenzieren (AgBiotechNet, 2000). Von den meisten bereits bekannten
Abschnitten des Genoms von Nutztieren liegen nur DNA-Seguenzen von einem Individuum
vor. Daher erlauben Sequenzvergleiche oft keine Rickschlisse auf die Variabilitét eines
DNA-Bereiches zwischen verschiedenen Unterarten. Der Vergleich zwischen der DNA-
Sequenz von Mensch und Schwein kann nur ein grober Anhaltspunkt fir die Identifizierung
von Bereichen mit hoher Variabilitdt sein. Daher kdnnen auf diesem Weg nur geeignete
Sequenzen identifiziert werden, bel denen eine ausreichende Anzahl an Individuen

sequenziert worden sind.

2 AUSWAHL DER ZIELSEQUENZEN

2.1 Analyse Protein-codierender DNA (Gene)

Nur ein kleiner Teil der gesamten DNA von ca. 3 Milliarden Basenpaaren codiert fur
Proteine. Daneben gibt es einige Bereiche, die z.B. fir RNAs codieren oder sonstige
Steuerungsfunktionen haben (Watson et al., 1993). Diese Bereiche unterliegen weniger
Veranderungen durch Mutationen als nicht codierende Bereiche, wobel deren Funktion noch
nicht vollstdndig geklart ist. Daher ist die Definition, was ein Gen ist noch uneinheitlich und
vorlaufig. Nach Albert et al. (2002) ist ein Gen eine DNA-Region, die eine bestimmte
Erbeigenschaft kontrolliert, welche in der Regel mit einem einzelnen Protein oder einer RNA
korrespondiert. Dies schlief3t die komplette funktionelle Einheit, also die codierende DNA-
Sequenz, die nichtkodierende DNA-Sequenz und die Introns ein.
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2.1.1 CYTOCHROM B-GEN

Zur Klarung von Verwandtschaftsverhdltnissen unter Tieren werden von Molekularbiologen
grof3e Teile oder die gesamte mitochondriale DNA (mtDNA) (Chen und Leibenguth, 1995;
Matthee und Robinson, 1995; Sankoff et al.,1992; Zehner et al., 1998; Tamate und Tsuchiya,
1995) oder nur einzelne Gene der mtDNA, wie z.B. das cytB-Gen (Irwin et al., 1991,

Zimmermann et al., 1998) analysiert. Auch zur Bestimmung des Verwandtschaftsgrades von
chinesischen Hausschweinen und Wildschweinen wurde die mtDNA untersucht (Huang et al.,
1999). Hierzu wurde die mtDNA mit zahlreichen Restriktionsenzymen behandelt und die
entstehenden Schnittmuster ausgewertet.

tRNA-Pro

yON
ND1

tRNA-ASP

tRMA-Sef
0008

Abbildung 4: Mitochondriale DNA (mtDNA) des Schweins (Lin et al., 1999 sowie Ursing und Arnason,
1998)
Die mtDNA enthalt keine Introns. Der einzige nicht codierende Bereich ist der D-Loop. Neben
den Sequenzen fur die t-RNAs und die 12S sowie die 16S rRNA findet man die Gene fir die
Proteine Cytochrom C Oxidase, die ATP Synthase, NADH Dehydrogenase und Cytochrom B.
Das mitochondriale Genom des Schweins ist mit 16613 Bp ein wenig groRer as das der Ratte
mit 16298 Bp und das des Menschen mit 16569 Bp (Gadaleta et al., 1989).

Die mtDNA hat gegeniiber der nukledren DNA den Vortell, dass keine Allele existieren, da
sie unabhéngig von den Chromosomen fast ausschliefdlich maternal an die Nachkommen
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weitergegeben wird. Dadurch lassen sich Abstammungen leichter zurtickverfolgen und es tritt
keine Heterozygotie auf, so dass jedes Individuum nur eine Sequenzabfolge genomischer
DNA haben sollte. In Ausnahmeféllen ist es aber mdglich, dass neben dem Wildtyp aufgrund
von Mutationen in ein und derselben Zelle auch Mitochondrien mit unterschiedlicher Sequenz
auftreten. Im Gegensatz zur nukledren DNA existieren im mitochondrialen Genom keine
Introns und mit Ausnahme des Displacement-Loops keine langeren nicht codierenden
Basenfolgen (Taanman, 1999). Der genetische Code unterscheidet sich teilweise von dem des
Kerns, wie in Tabelle 3 dargestellt. Im Mitochondrium gibt es aufl3erdem keine Histone, die

im Zellkern die genomische DNA stabilisieren und schiitzen.

Tabelle 3: Mitochondrialer Code
Unterschiedliche Codierung durch mitochondriale bzw. nukleére tRNAs

Codon Nukledrer Code Mitochondrialer Code
UGA STOP Trp
AUA lle Met
AGA
Arg STOP
AGG

Ein Problem bei mitochondrialen Nachweissystemen ist die Moglichkeit des Vorhandenseins
von Pseudogenen. Dies sind Teile des mitochondrialen Genoms, die ins nukledre Genom
translokalisiert wurden (Collura und Stewart, 1995; Mirol et al., 1999). Dies wurde bei der
Hauskatze bel bis zu 7,9 kBp grof3en Stiicken und in mehrfachen Kopien nachgewiesen
(Lopez et al., 1994). Be der Amplifikation mtDNA werden die Kopien im Zellkern
koamplifiziert. Diese konnen unterschiedliche Langen oder bei gleicher Lange
unterschiedliche Restriktionsmuster aufweisen. Zur Vermeidung dieser Problematik kann eine
spezielle, die mitochondriale DNA anreichernde Extraktionsmethode verwendet werden
(Burgener und Hubner, 1998). Die meisten tierischen Zellen enthalten in Abhangigkeit von
ihrer Stoffwechselaktivitét mehrere Mitochondrien. Ein Mitochondrium kann mehrere Kopien
des mitochondrialen Genoms enthalten. Daher existiert die gleiche mtDNA-Sequenz in jeder
Zelle mehrfach (Lewin, 1997). Das resultiert in einer hohen Sensitivitét der Methode, die auf
der Amplifikation von mtDNA basiert. Andererseits ist dadurch eine Quantifizierung Uber
mitochondriale Sequenzabschnitte nur sehr schwer moglich. Bei Proben, die aus
verschiedenen Tierarten zusammengesetzt sind und deren Bestandteile mdglicherweise noch
verschiedene Gewebetypen, wie z.B. Leber und Fett enthalten, ist ein Rickschluss von der
Anzahl der mitochondrialen Genome auf den Anteil einer Tierart in der Probe nur sehr

ungenau moglich.
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Beide Strange der mtDNA enthalten Codierungen von Genen. Der Guanin-reiche innere H-
Strang ist fur die Codierung von 12 Atmungskettenproteinen, der ribosomalen RNA (rRNA)
und von 14 Transfer-RNAs (tRNA) zustandig. Der &uliere cytosinreiche L-Strang enthélt die
restlichen 8 der 22 mitochondrialen tRNA-Gene und eines von 13 Untereinheiten mtDNA-
codierten Proteinen der vier unterschiedlichen Komplexe fur die oxidative Phosphorylierung.
Alle weiteren fur die Funktionalitdt des Mitochondriums und der Atmungskette notwendigen
Proteine sind kerncodiert. Viele Stoffwechselerkrankungen des Menschen beruhen auf
mitochondrialen Mutationen, am haufigsten auf Single Nucleotide Polymorphismen (SNPs)
(Schapira und Cock, 1999). Die einzelnen Protein- und rRNA-codierenden DNA-Sequenzen
sind durch zwischengeschaltete tRNA-Gene voneinander getrennt (Ojala et al., 1981).

Zur Bestimmung der Tierart in Lebensmitteln hat sich die DNA-analytische Methode von
Rolf Meyer et al. (1995) Uber einen 359 Bp grofden DNA-Sequenzabschnitt des Cytochrom B-
Gens (cytB-Gens) bereits etabliert. Der gewdhite DNA-Abschnitt beinhaltet einen
interspezifisch variablen Bereich, der von relativ konservierten Bereichen flankiert wird. In
den konservierten Bereichen konnen die fur mehrere Tierarten einzusetzenden
Universalprimer zur Durchftihrung der PCR binden, wéhrend der variable Bereich durch die
Sequenzheterologien Uber weitere anaytische Verfahren wie RFLP-Anayse oder

Sequenzierung eine Bestimmung der Tierart ermoglicht.

Die Differenzierung zwischen Wild- und Hausschwein Uber diesen Sequenzabschnitt des
cytB-Gens Uber RFLP-Analyse mit der Restriktionsendonuklease Hinfl wurde in der Literatur
beschrieben (Meyer R. et al., 1995). Dieses Enzym schneidet die amplifizierte DNA-Sequenz
des Wildschweins einmal, so dass Fragmente der GrofRe 161 und 198 Bp erhalten werden,
wéhrend die Sequenz des Hausschweins nicht geschnitten wird und das Amplifikat von
359 Bp erhalten bleibt. Bel einigen Referenzproben fihrte diese Analytik jedoch zu keinen
unterschiedlichen Restriktionsmustern zwischen Wild- und Hausschweinen (Meyer G et al.,
1997).
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2.1.2 MELANOCORTIN-REZEPTOR-1-GEN (MC1R)

Melanin ist ein Pigment, das fir eine braune oder schwarze Farbe in der Reting, Iris, Haut und
Haar der mesten Sdugetiere verantwortlich ist. Die Meélanin-Synthese erfolgt in
Pigmentzellen oder Melanozyten. Der erste bekannte biochemische Schritt ist die Oxidation
von Tyrosin zu Dihydroxyphenylalanin (DOPA) mit anschlief3ender Dehydrogenisierung zu
Dopaquinon (Lerner und Fitzpatrick, 1950). Die Schritte sind in Abbildung 5 dargestellt. Bei
der Bildung sind verschiedene Tyrosinase-Derivate beteiligt, wobel Tyrosinase mit seinen
drel katalytischen Funktionen eine Grundvoraussetzung fur die Bildung von Melanin ist.
Auch der Ausfall anderer Enzyme kann zu einer Stérung der Melanin-Produktion fihren
(Sakai et al., 1997). Es werden zwei Arten von Melaninen gebildet, das braune oder schwarze
Eumelanin und das gelb-rote Pheomelanin (Korner und Pawelek, 1982).
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Bildung von Eumelanin, induziert durch Bindung von Bildung von Pheomelanin,
a-MSH an MC1R. induziert durch Bindung von

a-ASP an MCI1R.

Abbildung 5: Biosynthese ver schiedener Melanine aus Tyrosin.
Aus Tyrosin wird mit Hilfe von Tyrosinase DOPAquinon as Ausgangsprodukt fir die
Melaninsynthese gebildet. Dabei fungiert es zunéchst a's Tyrosin-Hydroxylase und anschlief3end
als DOPA-Oxidase. Weiterhin katalysiert das Enzym als DHI-Oxidase die Bildung von DHI-
Melanin (Sekai et al., 1997).

Neben den Enzymen spielen aber auch die Rezeptoren der Melanozyten fir die Synthese von
Melanin eine wichtige Rolle. Der MC1-Rezeptor (friher als MSH-Rezeptor bezeichnet) auf
der Oberfliche der Melanozyten stimuliert die Eumelanin-Synthese, wenn das
a-Melanocyten-stimulierende Hormon (a-MSH) oder das Adrenocorticotrope Hormon
(ACTH) an ihn bindet (Gilchrist et al., 1996; Haskell-Luevano et al., 1999). Zyklisches AMP
(CAMP) erhoht den melanogenen Effekt, den a-MSH und ACTH auf MCI1R bewirken. Die
Synthese von cAMP spielt somit ebenfalls eine Rolle bel der Ausprégung der Hautfarbung
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(Busca und Ballotti, 2000). Alpha-MSH induziert die Synthese von Eumelanin in follikuléren
Melanozyten, was in einer schwarzen Haarférbung resultiert. Bei Fischen, Amphibien und
Reptilien ist dieses Hormon fir schnelle Farbanderungen verantwortlich. Bel Bindung des
Agouti Signal Proteins (a-ASP) wird die Eumelanin-Synthese inhibiert und die Pheomelanin-
Synthese in den Pheomelanosomen induziert. Eine UV-Bestrahlung der Zellen resultiert in
einer erhohten a-MSH und ACTH-Bildung und somit in vermehrter Eumelanin-Synthese
(Abdel-Malek et al., 1996; Suzuki et al., 1999). Ein weiteres Protein, das fur die
Eumelanin/Pheomelanin-Synthese verantwortlich ist, ist das Proopiomelanocortin-Protein
(POMC) as Precursor fir die Familie der Melanotropen Hormone ACTH und asMSH (Krude
et al.,1998). Diese Peptid-Familie hat jedoch eine breite biologische Funktionalitét. Sie ist
neben der Beteiligung an der Pigmentierung auch in Aktivitdten der Neuroendokrinen, der
Thermoregulation, des Verstandes und Verhatens, des Fettverdaus und der
Immunomodulation involviert. Es konnte weiter gezeigt werden, dass die Expression von
POMC-Derivaten in verschiedensten Zelltypen erfolgt (Bohm et al., 1999). Eine veranderte
Expressionsrate oder ein modifiziertes Epitop hétte daher weitreichendere Folgen als nur das
Ausbleiben der Melaninbildung. Die Unfahigkeit des MC1R durch a-MSH aktiviert zu
werden oder eine Uberexpression von a-ASP in Haarfollikeln resultiert in einer hellen
(gelblichen) Fellfarbung (Abdel-Malek, 1996). Insgesamt ist die Bildung der Fellfarbe eine
Interaktion zahlreicher Rezeptoren und Antagonisten, bei denen auch Mutationen der aktiven
Zentren des MC1-Rezeptors eine wichtige Rolle spielen (Cone et al., 1996). Kijas et al.
(1998) fuhren die unterschiedliche Ausprégung der Fellfarbe u.a bei Hauss und
Wildschweinen auf unterschiedliche Genotypen des mclr-Gens zurtick. Dieses Gen wird
daher in dieser Arbeit bei verschiedenen Haus- und Wildschweinen sequenziert werden, um
festzustellen, ob die auftretenden Genotypen charakteristisch fir Schweinerassen mit
unterschiedlicher Fellfarbe sind.
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2.1.3 TYROSINASE-GEN (tyr-GEN)

Bel drel der unter 2.1.2 aufgefiihrten Reaktionsschritten der Biosynthese von Melaninen ist
Tyrosinase als Schlisselenzym beteiligt. Albinismus wird verursacht durch einen Defekt in
dieser Melanin-Produktion. Der Grad der Depigmentierung bis hin zum vollsténdigen Verlust
steht in Abhangigkeit zu der Anzahl an vorhandenen Mutationen. Die meisten Féle von
vollstandigem Albinismus bei hoheren Sdugetieren konnten auf einen Defekt im tyr-Gen
zuriickgeftihrt werden. Beim Vergleich von Hihnern der Rasse Leghorn (weif3) und der Rasse
Black Silky (schwarz) konnte neben zwe stillen Mutationen eine Deletion von sechs
Nukleotiden an Position 817 des tyr-Gens gefunden werden (Tobita-Teramoto et al., 2000).
Aufgrund dieser Erkenntnisse erscheint es Erfolg versprechend, die Struktur-relevanten
Abschnitte des Gens bei Haus- und Wildschweinen zu vergleichen.

2.1.4 IMMUNOREZEPTOR DAP10-GEN (DAP10-GEN)

DAPI0 hat einen offenen Leserahmen von 324 Bp. Es ist aufgebaut aus finf Exons mit vier
Introns was zu einer Gesamtlange zwischen Methionin-Startcodon zum Stopp-Codon von 3,1
kBp fuhrt (Yim et al., 2000). Bei diesem fur die Immunabwehr von Granular Lymphozyten
wichtigen Gen sind grof3e Protein-Sequenzunterschiede zwischen Menschen, Maus und
Schwein vorhanden. Fast 30 % der Aminosduren sind in diessm Gen zwischen einem
Schwein und dem Menschen oder einer Maus unterschiedlich. Das ist im Vergleich zu dem
geschétzten Unterschied der DNA-Sequenz zwischen dem gesamten Genom von Mensch und
Schwein mit etwa 10 % sehr viel. Dabei ist auch zu beachten, dass auf DNA-Ebene viele stille
Mutationen an einer Wobble-Position vorhanden sind, die sich nicht in der

Aminosauresequenz auswirken.

2.1.5 GROWTH-HORMON (GH-GEN)

Die Domestikation der Wildschweine ging nahezu immer einher mit einer Verminderung der
Grof3e, was auch bei heutigen Kreuzungen von Haus- und Wildschweinen beobachtet werden
kann (Knott et al., 1998). Das bekannteste Protein, das fur die Gréf3e verantwortlich ist, ist
das Wachstumshormon (GH). Ein weiteres Protein, fir das ein Zusammenhang zwischen
Fettanteil oder Wachstumsrate und dem Genotyp festgestellt werden konnte, ist der
Melanocortin-4-Rezeptor (MC4R) (Kim et al., 2000). Das MC4R gehért neben dem oben
behandelten MC1R zu einer Gruppe von funf Melanocortin Rezeptor Subtypen, die bisher in
verschiedenen Tieren und dem Menschen identifiziert werden konnten. Wahrend MCIR in
die Pigmentierung eingebunden ist, ist MC4R am Energiehaushalt beteiligt (Haskell-Luevano
et al., 1999). Auf Basis des gh-Gens wurde bereits ein Schwein-spezifisches PCR-System
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entwickelt (Meyer R. et al., 1993). Durch Verwendung eines Taxon-spezifischen
Primerpaares in der PCR werden Haus- und Wildschweine durch ein PCR-Amplifikat bei
unterschiedlich stark verarbeiteten Lebensmitteln identifiziert. Die getesteten andere Tierarten
erzeugen kein Amplifikat (Betz et al., 1998). Die Untersuchung der DNA-Sequenz des gh-
Gens hinsichtlich vorhandener Unterschiede zwischen Haus- und Wildschweinen (Kirkpatrick
et al., 1993; Nielsen et al., 1998) kann aufgrund zahlreich vorhandener Sequenzdaten in den

Datenbanken erfolgen.

2.1.6 RYANODIN-GEN

Der Skelettmuskel Ryanodin-rezeptor (RYR1) gehort zur Familie der Calcium-Kandle, diein
verschiedenen Geweben exprimiert werden. Das ryrl-Gen ist eins der grofdten bisher
identifizierten Gene beim Schwein mit 15253 Nukleotiden im Open Reading Frame (ORF).
Das Gen ist unterteilt in ca. 110 Exons, das von Introns mit insgesamt ca. 40 repetetiven
Abschnitten unterbrochen wird (Wen et al., 1996). Die repetetiven Sequenzabschnitte mit
einer mittleren Lange von 259 Bp gehdren zu den Schweine-spezifischen DNA-Elementen
wie die Short interspersed elements (SINE) (Frengen et al., 1991; Miller und Archibald,
1993). Das RYR1 wird in Zusammenhang mit der malignen Hyperthermie gebracht
(Mickelson et al., 1992), die selten bei Menschen (Otsu et al., 1992), haufiger bel
Hausschweinen durch Temperaturanstieg zum Tode fuhrt (Brenig und Brem, 1992).
Besonders in Stress-Situationen, wie sie beim Transport oder vor der Schlachtung eintreten
kénnen, fuhrt diese Eigenschaft zu Verlusten bei Schlachtvieh (Schmoelzl et al., 1996). Nicht
alle Hausschweinrassen weisen diese genetische Pradisposition auf. Bei  der
stressempfindlichen Variante ist die Aminosdure Arginin durch Cytosin aufgrund der
Anderung des Codons von CGC nach TGC durch Punktmutation ausgetauscht. Ein
Zuchtungsziel bel der Schweinezucht ist, dieses Merkmal aus den Rassen zu entfernen
(Schweer, 1986). Die ldentifizierung dieser Mutation ist somit fur zichterische Zwecke
wichtig (Maak, 2001) und kann z.B. Uber PCR-SSCP erfolgen (Nakgjima et al., 1996), as

Marker fur eine Differenzierung von Haus- und Wildschweinen ist sie jedoch ungeeignet.
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2.2 Analyse von nicht-codierenden DNA-Bereichen

Der Anteil an nicht-codierender DNA im Saugetier-Genom ist sehr hoch, wie das Humane-
Genom-Projekt beim Menschen zeigte (Collins et al., 2003). Dain der Regel aber codierende
Sequenzen von Interesse sind, sind nur wenige nicht-codierende Bereiche des Schweine-
Genoms bekannt. Neben dem D-Loop sind das vor allem repetetive Sequenzabschnitte und
Introns, die bei der Sequenzierung von Genen miterfasst werden.

Der Sequenzunterschied zwischen gezlichteten Individuen einer Art betragt durchschnittlich
ein Basenaustausch pro 1000 Basenpaaren (Dodgson et al., 1997). Die Unterschiede sind in
nicht-codierenden DNA-Bereichen grof3er als in Genen und in hypervariablen Bereichen, wie
z.B. repetetiven Sequenzabschnitten am grofiten (Nijman, 1999), da entstehende M utationen
oft keine Reduktion der Uberlebensfahigkeit des Individuums bedeuten.

2.2.1 DISPLACEMENT-LOOP (D-LOOP)

Die D-Loop-Region ist ein DNA-Bereich im mitochondrialen Genom (s.0.), die nicht fir eine
Aminosauresequenz codiert und deren Funktion noch nicht vollsténdig geklart ist (Steinborn
et al., 1998). Eine Fehlfunktion dieser Region wurde sogar zeitweise mit dem Ausbruch der
Krankheit Scrapie in Zusammenhang gebracht (Frydl und Zavodskd, 1992). Man weil3 jedoch,
dass der D-Loop wichtige Regulationsstrukturen fur die Transkription und die Replikation
beinhaltet (Clayton, 1987; King und Low, 1987; Nakamichi et al., 1998).

Die Replikation der mtDNA beginnt mit dem H-Strang und geht von dessen Startpunkt
(Origin) im D-Loop aus. In diesem Bereich bildet sich eine vom Ursprung in
Replikationsrichtung reichende Tripel-DNA-Struktur aus, wobei sich ein kurzes, sogenanntes
7S-DNA-Molekil mit dem L-Strang paart. Um den H-Strang zu replizieren, wird diese 7S
DNA durch eine Polymerase weiter verlangert (Clayton, 2000). Die Neusynthese des Stranges
erfolgt im Urzeigersinn bis zur Freisetzung der Initiationssequenz des L-Stranges, der nun in
Gegenrichtung ebenfalls repliziert werden kann. Folglich geschieht der Vorgang bidirektional
und asynchron. Die Transkription geht ebenfalls vom D-Loop aus, wo jeder der beiden DNA-
Strange seinen eigenen separaten Promotor besitzt. Anders as im nukledren Genom wird im
Mitochondrium ein den ganzen Strang umfassendes RNA-Molekil transkribiert. Der D-Loop
enthdlt auch kurze 10-mer Tandemrepeats, die bei verschiedenen Tieren zu unterschiedlich
langen D-L oop-Sequenzen fuhren konnen (Dufresne et al., 1996; Ghivizzani et al., 1993).

Von der D-Loop-Region gibt es zahlreiche vertffentlichte Sequenzen. Ein Vergleich der
Sequenzen zwischen verschiedenen Tierarten zeigt die grofRe Variabilitdt dieses DNA-
Abschnitts. Dies betrifft nicht nur Punktmutationen sondern auch grof3ere Bereiche, die
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deletiert oder insertiert worden sind. Auch Tiere verschiedener Rassen einer Art weisen
untereinander im D-Loop eine hohere Variabilitdt auf (Okumura et al., 1996 und 2001).
Neben den hoch variablen Bereichen existieren im D-Loop auch konserviertere Bereiche
(Saccone et al., 1991; Takeda et al., 1995), die als Primer Bindungsregionen geeignet sind.
Untersuchungen mit den Restriktionsenzymen Hincll und Haelll zeigten zahlreiche
Polymorphismen im D-Loop-Bereich, die jedoch nicht charakteristisch fir bestimmte
Hausschweinrassen waren (Davoli et al., 1995). Untersuchungen des D-Loops mittels SSCP
zeigten, dass aufgrund der nahen Verwandtschaft von Haus- und Wildschwein Uber diese
Methode keine Diskriminierung moglich ist (Rea et al., 1996).

2.2.2 REPETETIVE SEQUENZEN

Repetetive Sequenzabschnitte mit Wiederholungen von DNA-Sequenzen werden zur
Bestimmung der Proben-ldentitét verwendet. Diese Methode wird Uberwiegend zur Erstellung
von Abstammungsinien bzw. Stammbdumen von Zuchttieren wie Pferden oder Hunden
verwendet (Charlesworth et al., 1994). Weiterhin werden sie zur Erforschung der Herkunft
von domestizierten Tieren verwendet, um festzustellen, welche Anteile an Wildtypen bei der
Zuchtung eingeflossen sind (Forbes et al., 1995). Werden die repetetiven Abschnitte in der
PCR amplifiziert, ist eine Speziesdifferenzierung Uber die Lange des erhaltenen Amplifikats
bzw. Uber die Anzahl der Wiederholungen moglich (Rikke et al., 1991; Buntjer und Lenstra,
1998). Wird die genomische DNA Uber Liganden-Elektrophorese aufgetrennt, treten
repetetive Bereiche al's Spots aus der DNA-Wolke heraus (Buntjer et al., 1995; Schmidt et al.,
1997). Diese Bereiche konnen als Sonden fur einen Nachweis mittels Hybridisierung dienen
(Janssen et al., 1998). Fur diese Arbeit wurde der DNA-Mikrosatellit SO602 mit repetetiven

Bereichen ausgewahlt, von dem ein GenBank-Eintrag vorhanden war.

In der Forensk werden zur Uberfihrung von Tétern oder zum Nachweis von
Vaterschaftsverhdltnissen léngere repetetive Bereiche der DNA amplifiziert und mit
Restriktionsenzymen geschnitten. Die Schnittmuster sind Individuen-spezifisch, die
Wahrscheinlichkeit, dass zwei Individuen gleicher Eltern identische Muster aufweisen, liegt
je nach Methode zwischen 10® und 10*. Zwischen einem Elternteil und der filialen
Generation sind ca. 50 % der Fragmente identisch (Fey, 1989). Diese Analysenmethode |&sst
nur die Aussage zu, ob zwel Proben identische Muster aufweisen und daher vom gleichen
Individuum stammen oder nicht. Bei geeigneter Versuchsfihrung ist die Aussage mdglich,
dass zwei Proben von zueinander sehr nahen Verwandten stammen. Fir die Unterscheidung
von Rassen ist die Methode nicht geeignet, da die vielfétigen Individuen der einzelnen
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Rassen bereits zu grof3e Unterschiede aufweisen werden und daher kein rassetypisches Muster
bilden.

2.3 Analyse des gesamten Genoms

2.3.1 RAPD-PCR

Die extrahierte Proben-DNA wird mit kurzen unspezifisch bindenden Primern zuféllig
vervielfaltigt. Kurze Primer von ca. 10 Bp Lange binden an jede Tierart, in der Regel vielfach
pro Genom, so dass in der PCR eine grof3ere Anzahl an Banden entstehen. Durch die Lange
der Primer, die Annealingtemperatur, die Magnesiumchloridkonzentration, die Zyklenzahl
und die Kombination verschiedener Primer kann die Anzahl der Banden auf das gewiinschte
Mal3 eingestellt werden. Die Primer sollten aber keine Primer-Dimere oder Hairpins bilden
und ein GC-Gehalt von 50 % aufweisen. Seguenzunterschiede in den Primer-
Bindungsregionen oder grofere  Insertionen bzw. Deletionen  zwischen den
Bindungsbereichen konnen durch unterschiedlich lange und unterschiedlich viele DNA-
Fragmente identifiziert werden. RAPD-Primer werden vor alem dort angewendet, wo keine
Sequenzinformationen bekannt sind, bzw. Sequenzunterschiede im Genom gesucht werden.
RAPD-Primer eignen sich z.B. zur Feststellung des Grades an Polymorphismen zwischen
verschiedenen Zichtungslinien von Pflanzen (Tinker et al., 1993). Die RAPD wird zur
Ermittlung des Umfangs an genetischen Verdnderungen zwischen Zuchtlinien oder
Populationen (Gouin et al., 2001) bzw. der genetischen Distanz zwischen Taxons Uber
Cluster-Analyse verwendet. Eine direkte Identifizierung des Taxons wird nicht
vorgenommen. Einzelne Punktmutationen werden in der Regel nicht zu verschiedenen
Amplifikationsmustern fuhren. In dieser Arbeit werden RAPD-Primer verwendet, um die
Heterogenitdt zwischen den Haus- und Wildschweinindividuen festzustellen, sowie DNA-
Bereiche zu finden, die hauptséchlich bel einer bestimmten Unterart vorkommen. Die
Sequenz dieses Amplifikats konnte dann nachfolgend bestimmt werden. Es wurden
verschiedene fr Tierarten in der Literatur beschriebene Primer verwendet (Dodgson et al.,
1997). Auch fiur die Tierartenidentifizierung wurden RAPD-Primer verwendet, wobei die
Auswertung der Muster schwieriger als bel der spezifischen PCR ist und das System nicht fir
stark verarbeitete Produkte geeignet ist (Martinez und Mamheden Y man, 1998, Perez et al.,
1998; Schneider et al., 1997).

2.3.2 AMPLIFIKATIONS-FRAGMENTLANGEN-POLYMORPHISMUS (AFLP)

Die genomische Proben-DNA wird mit zwei beliebigen Enzymen, die kohadsive Enden
entstehen lassen, geschnitten und an die Enden kurze dsDNA mit kompatiblen Enden und von
bekannter Sequenz ligiert. An die ligierten DNA-Abschnitte lagern sich Primer an, die diese
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Restriktionsfragmente in einer PCR amplifizieren. Die Primer sind fluoreszenzmarkiert und
koénnen nach Auftrennung Uber Kapillarelektrophorese detektiert werden. Somit ist auch die
Verwendung unterschiedlich markierter Primer mit unterschiedlichen Seguenzendungen
moglich. Der Vorteil dieser Methoden ist, dass fir die Untersuchung einer beliebigen Tierart
keine besonderen Primer oder Restriktionsenzyme notwendig sind. Es kénnen Unterschiede
in der genomischen DNA identifiziert werden, deren Lage und Sequenz nicht bekannt sind
(Savelkoul et al., 1999).

Die entstehenden Bandenmuster konnen jedoch sehr komplex sein und gerade bel
Mischungen verschiedener Tiere und Pflanzen, wie sie in Lebensmitteln oft vorkommen,
kébnnen schwer auszuwertende Muster entstehen. Eine bei der Verarbeitung von
Lebensmitteln zu erwartende Degradation der DNA fuhrt bel der AFLP und der RNA-
Heteroduplexanalyse (Dorroch, 2001) zu einer Reduzierung der entstehenden DNA-
Fragmente, wahrend sie bei den anderen Methoden zu einer Verschiebung hin zu kleineren
DNA-Fragmenten fuhrt. Aus diesen Grinden eignen sich die Methoden nicht fur die
Routineanalytik, sondern nur zur ldentifizierung von unterschiedlichen DNA-Fragmenten
zwischen den Unterarten. Nach deren Identifizierung mussen die Unterschiede in der DNA-
Sequenz durch Sequenzierung aus dem Fragment heraus in die Nachbarregionen ermittelt
werden. Auf Basis dieser DNA-Sequenz koénnen dann andere Methoden wie die RFLP-
Analytik entwickelt werden.

Diese Methode eignet sich gut zur Identifizierung von Unterschieden sehr nahe verwandter
Organismen, wie z.B. von Rassen, Varietédten oder Sorten (Becker et al., 1995) oder bei
Zuchtungen zwischen Filial-Generation und Parental-Generation (Lin et al., 1996) bzw. von
gentechnisch veranderten Organismen im Vergleich zu ihrer unveranderten Ausgangsinie
(Zagon, 2000). Je weiter sich die zu vergleichenden Organismen voneinander unterscheiden,
umso mehr pragen individuelle Punktmutationen die entstehenden AFLP-Muster und eine
Identifizierung von gruppenspezifischen Unterschieden wird nicht mehr moglich (Schwonbek
et al., 1999). Daher kann die AFLP auch fir die Untersuchung der genetischen Diversitét von
Populationen genutzt werden, was z.B. bei koreanischen Wildschweinen durchgefiihrt wurde
(Kim et al., 2002). Die AFLP verschiedener Schweinerassen mit langen Primern (19 und 22
Bp), die nur wenige Fragmente entstehen lassen, konnte Polymorphismen im Porcine
Glucosephosphate 1somerase-Gen betétigen (Jiang und Gibson, 1998), die zuvor Uber RFLP-
Analyse gefunden wurden (Russo et al.,, 1995). Die Ermittlung von neuen
gruppenspezifischen Unterschieden bei einer so heterogenen Gruppe wie die Wildschwein-
Populationen, erscheint wenig aussichtsreich und wirde den Rahmen einer Doktorarbeit bel
weitem sprengen.
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3 AUSWAHL MOLEKULARBIOLOGISCHER METHODEN

3.1 DNA-analytische Methoden

3.1.1 GRUNDLEGENDE ANFORDERUNGEN AN EIN PCR-SYSTEM

Die Primer sollen moglichst spezifisch fur die nachzuweisende Tierart sein, wenn nicht
mehrere Tierarten nebeneinander nachgewiesen werden sollen. Dadurch wird gewahrleistet,
dass in Mischungen mit anderen Tierarten auch bel geringen Mengenanteilen der gesuchten
Art ein Amplifikat gebildet wird. Eine Spezifitdt in dem Sinne, dass andere Tierarten
Uberhaupt nicht amplifiziert werden, ist bei der Differenzierung von Wild- und
Hausschweinen von geringerer Prioritét. Wie bereits erwahnt, ist die néchst entfernte Art, die
fur die Lebensmittelproduktion Relevanz besitzt, bereits in einer anderen Unterordnung
angesiedelt. Methoden fir die Unterscheidung von z.B. Schweinen und Rindern sind daher
bereits ausreichend beschrieben. Zwischen Unterarten hingegen sind kaum so grof3e
Sequenzunterschiede zu erwarten, dass die Differenzierung Uber spezifische Primer
(siehe 3.1.3) durchzufihren ist.

Innerhalb des Amplifikats und zwischen den Primern missen die zur Differenzierung
heranzuziehenden Sequenzunterschiede liegen. Das Primer-System muss auf Primer-Dimere,
Hairpins und Basenzusammensetzung geprift werden (Newton und Graham, 1994). Gleiches
gilt bei der Betrachtung von Primern und DNA-Sonden bei einem Real-Time-PCR System.
Bel Durchfihrung einer Real-Time-PCR sollte das Amplifikat eine Lange von 90 - 200
Basenpaaren haben. Der untere Wert resultiert aus der Lange der Primer (ca. 2 x 20-25 Bp)
und der zwischen den Primern liegenden Sonde, die eine ca. 8-10°C hohere
Schmelztemperatur als die Primer aufweisen soll und damit in der Regel auch langer ist (ca
25-30 Bp). Bei der FRET-Technologie, wie sie auf dem LightCycler™ angewandt wird, wird
eine zweiteilige Sonde, bestehend aus einem Sensor und einem Anker, benétigt, wobei jeder
fur sich 25-30 Bp aufweist. Zwischen Sensor und Anker sollte ein Abstand von ca. 3 Bp
vorhanden sein. Der obere Wert sollte méglichst klein sein, da eine zunehmende Lénge der
Zielsequenz eine verminderte Nachweisfahigkeit bel stark prozessierten Lebensmitteln
bedeutet. Diese Forderung kann aber nur soweit berlicksichtigt werden, wie die vorhandenen
Sequenzunterschiede in einem DNA-Bereich, die fir die Spezifitét zustdndig sind, das
zulassen. In der Regel sind Sequenzunterschiede nicht gleichméfdig Uber einen DNA-
Abschnitt verteilt, sondern variable Bereiche mit groferen Unterschieden wechseln sich mit
konservierten Bereichen mit gréRerer Ubereinstimmung ab.
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3.1.2 PCR MIT UNIVERSALPRIMERN UND ANSCHLIERENDER ANALYSE DES
AMPLIFIKATS

Durch Kenntnis der DNA-Sequenzen kdnnen konservierte Bereiche fir die Anlagerung von
Primern gewahlt werden, die es ermdglichen, bel verschiedenen Tierarten gute PCR-Produkte
zu erhalten. Innerhalb dieser Primerbindungsregionen sollten variablere Bereiche liegen, die
in ihrer Sequenz zwischen verschiedenen Tierarten grofere Unterschiede aufweisen. Die
Sequenz zwischen den Primern muss nicht unbedingt bekannt sein. So kann z.B. die aus der
Sequenzierung einer cDNA bekannte Sequenz eines gespleildten Gens fur die Herstellung von
Primern dienen. Ein in der genomischen DNA zwischen den Primerbindungsstellen liegendes
Intron kann dann aus den flankierenden Exons heraus sequenziert werden. Die dort
vorhandenen Sequenzunterschiede lassen sich durch Sequenzierung oder Uber ene
Restriktionsfragmentl &ngenpolymorphismus-Analyse (RFLP-Analyse) identifizieren.

Bel der Durchfiihrung einer PCR mit Primern, die spezifisch an einen bestimmten DNA-
Abschnitt des Genoms (Ziel-spezifisch), aber nicht fur eine Tierart bzw. Unterart spezifisch
binden, so dass auch andere Arten amplifiziert werden, muss die Differenzierung in einem
zusétzlichen Analysenschritt erfolgen. Gelingt es nicht, diese Primer-Bindungsregion in einen
DNA-Bereich mit grof3en Sequenzunterschieden zwischen den zu differenzierenden Arten zu
legen, kann nur die Aussage getroffen werden, dass die Ziel-DNA vorhanden ist, nicht
jedoch, von welchem Taxon. Die Differenzierung kann dann nur in dem Bereich zwischen
den Primern erfolgen. Hierbel gibt es neben den im folgenden behandelten Methoden
Sequenzierung, RFLP-Anayse, DNA-Sonden, Liganden-Gelelektrophorese  und
Schmelzkurven noch die Mdoglichkeit der ,Single Strand Conformation Polymorphism®
(SSCP), der , Denaturing Gradient Gel Electrophoresis’ (DGGE) oder der Unterscheidung
Uber unterschiedliche Amplifikatléngen (Moyret et al., 1994).

Ahnlich wie die Liganden-Gelelektrophorese erlaubt die SSCP die Unterscheidung gleich
langer DNA-Fragmente, die eine unterschiedliche DNA-Sequenz aufweisen, Uber
gelelektrophoretische  Auftrennung. Die zuvor einzelstrangig gemachte DNA geht
Selbsthindungen innerhalb des Stranges ein. Abhéangig von der Sequenz bindet das 5 -Ende
unterschiedlich nahe am 3'-Ende, so dass die Einzelstrange unterschiedliche Konformationen
besitzen. Diese laufen dann in einem Polyacrylamidgel (Glavac und Dean, 1993) oder in
einem Kapillarpolymer im elektrischen Feld unterschiedlich schnell und konnen
unterschieden werden (Arakawa et al., 1997). SSCP ist in der Routineanwendung von
Interesse (Plath et al., 1997; Rehbein et al., 1995), wenn eine Differenzierung nicht tber ein
oder wenige Enzyme moglich ist (Condie et al., 1993).
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Die Unterscheidung Uber unterschiedlich lange Sequenzabschnitte zwischen gleichen
Primerbindungsstellen ist nur bei wenigen DNA-Sequenzen mdglich. Wenn zwischen den zu
unterscheidenden Tierarten eine grof3ere Anzahl an Deletionen vorhanden ist oder es sich um
repetetive Sequenzen handelt, die bel verschiedenen Arten unterschiedlich oft wiederholt
werden, werden unterschiedlich lange Amplifikate erzeugt. Eine Differenzierung lasst sich
dann in einem hoherprozentigen Agarosegel bel langer Laufstrecke schon ab 3-10

Basenpaaren vornehmen (M Ulhardt, 1999).

3.1.3 TAXON-SPEZIFISCHE PCR

Bel der Tierart-spezifischen PCR (Taxon-spezifisch) werden Primer verwendet, die nur bel
einer Tierart zu einem Amplifikat fuhren. Hier reicht zur Differenzierung eine PCR ohne
Restriktion aus (Meyer R. et al.,, 1994). Voraussetzung dafur ist, dass die
Sequenzunterschiede im Bereich der Primeranlagerung zwischen den zu differenzierenden
Arten grof3 genug sind, um eine Bindung bei der einen zu ermdglichen, wahrend sie bei der
anderen ausbleibt. Besonders die Sequenziibereinstimmung am 3'-Ende des Oligonukleotids
entscheidet Uber die Spezifitét der Bindung.

3.1.4 SEQUENZIERUNG

Die Sequenzierung stellt die Nachweismethode mit der grofit moglichen Information dar
(Trifonov, 2000). Sequenzunterschiede, die nicht durch Sequenzierung festzustellen sind,
konnen auch nicht Uber eine andere DNA- oder Protein-Analytik identifiziert werden.
Wahrend mit der RFLP-Analyse oder Taxon-spezifischen Primern nur einzelne oder wenige
Marker erfasst werden konnen, kénnen durch die Sequenzierung eine grofere Zahl an
Markern in einem Reaktionsansatz untersucht werden (Brodmann et al., 2001). So kann der
Fehlinterpretation aufgrund von irrefihrenden Ergebnissen, wie sie z.B. in der RFLP-Analyse
beim Ausbleiben enes arttypischen Restriktionsschnitts als Folge von individuellen
Punktmutationen entstehen, entgegengewirkt werden. Im Gegensatz zur PCR kénnen auch
heterozygote Situationen gut identifiziert werden. Mit Hilfe der Sequenzierung kann jeweils
nur ein sehr kleiner Teil des gesamten Genoms analysiert werden. Da die Sequenzierung
relativ zeit- und kostenaufwendig ist, kann nur eine Auswahl an Proben zur Identifizierung
von Sequenzunterschieden sequenziert werden. Die aufgrund der Sequenzierung erkannten
Sequenzunterschiede konnen mit Hilfe von RFLP-analytischen oder auf DNA-Sonden
basierenden Methoden auf ihre Einheitlichkeit bei einer grofen Probenanzahl Uberprift

werden.
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3.1.5 RFLP-ANALYSE

Ein in der PCR amplifizierter DNA-Abschnitt kann auf seine Identitdt durch
Restriktionsenzyme getestet werden. Uber die spezifische Erkennungssequenz des Enzyms,
die Uberwiegend zwischen 4 und 10 Basenpaare lang ist, kann nachgewiesen werden, dass in
dem Amplifikat genau diese Sequenz enthalten ist. Bereits ein Basenaustausch reicht aus,
damit das Enzym nicht mehr schneidet, wodurch eine Punktmutationen unterschieden werden
kann. Ein erfolgreicher Schnitt (Verdau) eines PCR-Amplifikats kann nach
gelelektrophoretischer Auftrennung durch das Entstehen von zwel gegentiber dem Amplifikat
kirzeren Fragmenten identifiziert werden. Bei mehreren Erkennungssequenzen innerhalb des
Amplifikats entstehen entsprechend komplexere Schnittmuster. Die RFLP-Analyse ist eine
mit wenig Aufwand durchzufihrende Untersuchung zur Prifung von DNA-Sequenzen und
zur Unterscheidung von Polymorphismen sowie zur ldentifizierung von heterozygoten
Situationen (Smouse und Chevillon, 1998; Taberlet et al., 1996). Bei der Verwendung von
Universal-Primern zur Amplifikation verschiedener Tierarten wird die Identifizierung Uber
die RFLP vorgenommen (Ram et al., 1996; Russell et al., 2000).

3.1.6 DNA-SONDEN

Taxon-spezifische DNA-Sonden (Riiggeberg et al., 1997) weisen die gesuchte Tierart durch
Hybridisierung mit der Proben-DNA oder mit synthetisierten Oligonukleotiden nach (Meyer
G. et al., 1994). Voraussetzung fur die Herstellung dieser Sonden ist die Identifikation
tierartspezifischer Nukleinsauresequenzabschnitte durch Sequenz- oder Genom-Analyse
(s.0.). An die Sequenzabschnitte werden Markierungsreagenzien gebunden, die einen
Nachweis Uber Farbreaktionen oder Fluoreszenz ermoglichen. Bel einem Dot Blot wird der
Nachweis direkt in der extrahierten DNA oder dem PCR-Produkt vorgenommen. Beim
Southern Blot erfolgt der Nachweis der PCR-Produkte nach einer gelelektrophoretischen
Auftrennung und anschlieender Ubertragung der DNA-Fragmente auf eine Membran. Bei
der Real-Time-PCR erfolgt die Identifikation durch Fluoreszenzzunahme wéhrend der PCR.

3.1.7 LIGANDEN-GELELEKTROPHORESE

Die Durchfuhrung einer Gelelektrophorese unter Zusatz von DNA-retardierenden Stoffen
wird als Liganden-Gelelektrophorese bezeichnet und fihrt zu einer Auftrennung in
Abhangigkeit von der Basenzusammensetzung und der GrofRe des Amplifikats (Meyer G.
etal., 1997). Damit soll bel gleich langen Amplifikaten die Unterscheidung von einem
Basenaustausch aufgrund unterschiedlicher Laufstrecken im Agarosegel moglich sein (Maller

et al., 1997). Die Mdoglichkeit, Basenunterschiede im Agarosegel nachzuweisen, ist eine

28



GRUNDLAGEN
DNA-ANALYTISCHE METHODEN

Erganzung zur RFLP-Analyse oder zur Sequenzierung, um Sequenzunterschiede zwischen
Haus- und Wildschweinen identifizieren zu konnen.

3.1.8 SCHMELZKURVE DER PCR-AMPLIFIKATE

Der LightCycler™ von Roche ermdglicht die Analyse des PCR-Produktes durch die
Aufzeichnung einer Schmelzkurve im Anschluss an die PCR (Roche, 1999). Wird eine
Losung mit dsDNA erhitzt, wird eine Temperatur erreicht, an der die helikale Struktur der
DNA verloren geht. Der Punkt, an dem die Hélfte der DNA seine Struktur verloren hat, wird
Schmelzpunkt genannt. Die Schmelztemperatur ist abhangig von der Gréfe und der
Basenzusammensetzung des DNA-Molekils. Léngere Molekile sowie GC-reiche Molekile
haben einen htheren Schmelzpunkt als kiirzere oder AT-reiche Molekile. Der Schmelzpunkt
wird ferner durch die Anordnung der Basen bestimmt und ist nur in Anngherung zu
berechnen. Primer-Dimere haben in der Regel einen diffusen Schmelzbereich, der sich klar
von dem der spezifischen Amplifikate unterscheidet.

Mit Hilfe von DNA-inkalierenden Fluorophoren wie Sybr® Green | lassen sich jedoch nur
Sequenzunterschiede in grofRerem Umfang nachweisen. Einzelne Punktmutationen kdnnen
nur durch spezifische DNA-Sonden nachgewiesen werden (Roche, 1998). Dabei wird die
Schmelztemperatur zwischen einem Strang des Amplifikats und der DNA-Sonde durch
Abnahme der Fluoreszenz bei Ablésung der Sonde bestimmt. Hierbei kann die
Schmelztemperatur eines DNA-Fragmentes schon bel einem einzelnen Basenaustausch um

einige Grad Celsius differieren.
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3.2 Protein-analytische Methoden

Protein-analytische Methoden werden in zahlreichen Varianten zur Identifizierung von Tier-
und Pflanzenarten in Lebensmitteln angewendet. Zu den bewéhrten Verfahren zéhlt die
doppelte Geldiffusion nach Ouchterlony, das Dot blot-Verfahren nach Janssen, die Rocket
Immunoel ektrophorese, Enzym-Immunoassays, SDS  Gradient Polyacrylamid-
Gelelektrophorese sowie das Immunoblotting (Mamheden Yman et al., 1994; Hofmann,
1997).

Zur ldentifizierung von Tierarten in Lebensmitteln sind neben einem Screening-V erfahren auf
Basis der Detektion tierartcharakteristischer Fettsduremuster (s.u.) bisher nur Protein-
analytische Methoden in die Methodensammlung nach 8§ 35 LMBG (BgVV, 1997)
aufgenommen und somit standardisiert worden. Dazu gehért die isoelektrische Fokussierung
im Polyacrylamidgel (PAGIF) (L-06.00-17, L-06.00-29), die Standard-Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese (PAGE) (L-06.00-27), die Doppelte Geldiffusion nach Ouchterlony (L-07.00-
35) und die immunoenzymatische Verfahren (ELISA) (L-06.00-47). Diese Protein-
analytischen Methoden werden routinemaldig in den Landesuntersuchungsémtern und freien
Untersuchungslaboratorien angewendet (Waiblinger et al., 1998), gelangen bei erhitzen
Lebensmitteln jedoch an ihre Grenzen (Bjorklund et al., 2001; Jemmi und Schlosser, 1993;
McCormick et al., 1992). Es wurden daher in dieser Arbeit keine konventionellen Protein-

analytischen Methoden angewandt.

Zum Nachweis von Unterschieden zwischen Tierarten anhand der gesamten exprimierten
Proteine eines Individuums (Proteom) in einem Gewebe eines Tieres werden die extrahierten
Proteine gelelektrophoretisch zweidimensiona aufgetrennt und auf unterschiedliche Spots hin
untersucht. Dabei ist nicht nur das Ausbleiben eines Spots (Protein wird nicht exprimiert) fir
die Differenzierung relevant, sondern ebenso die relative Stérke eines Spots, der auf einen
unterschiedlichen Exprimierungsgrad hinweisen kann. Die Proteine konnen Uber die
Aminosauresequenz durch aufwandige Protein-Sequenzierung oder Uber MALDI-TOF
(Kaufmann, 1995; Edvardsson et al., 1999) identifiziert werden. Diese Verfahren sind fur die
Routine nicht geeignet, konnen jedoch zur Identifizierung von Genen dienen, bei denen
charakteristische Unterschiede auf DNA-Ebene vorhanden sind.

Bisherige Protein-chemische Untersuchungen haben keine reproduzierbaren Unterschiede bel
den exprimierten Proteinen zwischen Haus- und Wildschweinen feststellen konnen
(Hofmann, 1989). Die Madoglichkeit zur Anwendung einer 2D-Gelelektrophorese in
Verbindung mit einer Protein-ldentifizierung stand wahrend dieser Doktorarbeit nicht zur
Verfligung.

30



GRUNDLAGEN
PROTEIN-ANALYTISCHE METHODEN

3.3 Vergleich der Analysenmethoden

Nicht DNA-analytische Methoden zur Tierartenidentifizierung basieren in erster Linie auf
dem Nachweis von Proteinen oder Lipiden. Die dabei zu identifizierenden Unterschiede
zwischen verschiedenen Tierarten sind Uberwiegend auf Unterschiede der DNA-Sequenz
zurtckzufiihren. Endogene Einflisse kdnnen jedoch den Nachweis von Proteinen oder
Lipiden oder deren Zuordnung zu einer Gruppe von Tieren erschweren. Endogene Einfllsse
auf die DNA beim lebenden Saugetier sind hingegen sehr gering, so wirken sich Mutationen
in der Regel nur auf eine oder wenige Zellen aus. Bel der Verarbeitung des Fleisches wird die
DNA lediglich degradiert, eine Anderung der charakteristischen Sequenzfolge tritt nicht ein.
Uber die Verviefétigung eines spezifischen DNA-Abschnitts, der wiederum in seiner
Sequenz spezifisch fir eine bestimmte Tierart ist, kann diese Tierart z.B. in Brihwuirsten
bereits in Konzentrationen unterhalb von 1 % neben zahlreichen anderen Tierarten
nachgewiesen werden (Behrens et al., 1998; Broll et al., 1999). Keine andere Methode ist
dazu in der Lage. Darlber hinaus bietet die Analyse der DNA-Sequenz die grofdt mégliche
Auflésung hinsichtlich vorhandener Unterschiede zwischen verschiedenen Individuen.
Zusétzlich zur DNA-Sequenz konnte noch die Methylierung der DNA betrachtet werden, da
diese auch fur die Aktivierung von Genen verantwortlich ist (Kang et al., 2001; Zuckerkandl,
2002). Ein Vegleich verschiedener Methoden im Hinblick auf die Eignung zur
Tierartendifferenzierung ist in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Vergleich der Methoden im Hinblick auf die Eignung zur Tierartenidentifizierung.
Legende: ++ Methode der Wahl; + gut geeignet; — schlecht geeignet; — ungeeignet

stark Mischungen Hohe Unterscheidung  Anwendbarkeit
prozessierte verschiedener Auflésung naheverwandter  in der Routine
Proben Tierarten Taxa

DNA
Sequenzierung + - ++ ++
spezifische PCR ++ ++ - - ++
PCR+RFLP/Sonde ++ + + + +
RAPD - - - + .
AFLP - - + ++
Proteine
Immunologisch - ++ - + ++
elektrophoretisch - - - - +
2D Elekt.+MALDI - - + ++ »
Andere
HPLC + - + - +
GCIMS + - + - +
NIR - + - - ++
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IV MATERIAL UND METHODEN

1 MATERIAL

1.1 Reagenzien

Tabelle5: Chemikalien.

Produktname und Hersteller der verwendeten Chemikalien. Sofern nicht anders aufgefiihrt hatten die

Reagenzien p. A. Qualitét.

Produkt Hersteller

Aceton Roth, Karlsruhe
Agarose LE Roche, Mannheim
Agarose MS Roche, Mannheim

Ammoniumacetat

Bisbenzimid H 33258

Borsaure

Bromphenol blau
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)
Chloroform, ca. 98%ig

Dichlormethan

Essigsdure, 100%ig (Eisessig)

Ethanol absolut
Ethylendiamintetraessigséure (EDTA), Dinatriumsalz
| soamylalkohol, ca. 98%ig

| sopropanol, absolut

Kaiumacetat

Natriumacetat, Trihydrat

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid

Phenol, 73%ig in 10 mmol/l Tris-Puffer
Saccharose

Salzsdure 25 %ig
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Triton® X-100 (Polyethylenglycol-tert-octyl phenylether)

Xylencyanol
Woasser (bidestilliert)

Merck, Darmstadt
Hoechst, Frankfurt/Main
Sigma, St. Louis, USA
Millipore, Bedford, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt

Fluka AG, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka AG, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt

Fluka AG, Buchs, Schweiz
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Tabelle 6: Enzyme.

Produktnamen und Hersteller der verwendeten Enzyme.

Enzym

Hersteller

Tag-Polymerase AmpliTag Gold™ mit GeneAmp®
10x PCR Puffer und MgCl,-L6sung

Bfal mit Puffer

BspHI mit Puffer

Hinfl mit Puffer

Lysozym (Muramidase)

Mael mit Puffer

Mvnl mit Puffer

Proteinase K 20 mg/ml

Tsp5091 mit Puffer

Uracil-DNA-Glycosylase, heat |abile

Perkin-Elmer, Foster City, USA

New England Biolabs, Beverly, USA
New England Biolabs, Beverly, USA
Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
New England Biolabs, Beverly, USA
Roche, Mannheim

Tabelle 7: Fertigreagenzien.

Produktnamen und Hersteller der verwendeten Reagenzien.

Reagenzienname

Hersteller

310 Genetic Analyzer Buffer 10x mit EDTA

Bisbenzimid-PEG (H.A.-Y ellow)

Cdf Thymus DNA

dATP-L6sung, 10 mmol/l

dCTP-L6sung, 10 mmol/Il

dGTP-Ldsung, 10 mmol/l

DNA-Ladder 10 bp, 50 bp, 100 bp, 1pg/ul

DNA-Langenstandard VI11 und X, 250 ng/ul

dTTP-L6sung, 10 mmol/l

dUTP-Ldsung, 20 mmol/l

Ethidiumbromid-L8sung, 1%ig in Wasser

Gene Amp 10x PCR Puffer

Guanidin-Hydrochlorid-L 6sung, 8 mol/l in Wasser

LightCyclerO - FastStart DNA Master Hybridization
Probes (enthalt: 10 mmol/l MgCl,, 200 mmol/|
dNTPs, Tag-Polymerase, 10x Puffer)

LightCyclerO - FastStart DNA Master Sybr® Green |
(enthalt: Sybr® Green, 10 mmol/l MgCl,,
100 mmol/l dNTPs, Tag-Polymerase, 10x Puffer)

Magnesiumchloridl6sung, 25 mmol/|

MicroSpind S-400 HR Séulen

Performance Optimized Polymer 6

10-Phenyl-Neutrarot-PEG (H.A.-Red)

Sequenzing-Kit BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction (enthélt: dNTPs,
ddNTPs, Puffer, MgCl,, Tag-FS-Polymerase)

Perkin-Elmer, Foster City, USA
GeneScan Analytics, Freiburg
Sigma, St. Louis, USA
Perkin-Elmer, Foster City, USA
Perkin-Elmer, Foster City, USA
Perkin-Elmer, Foster City, USA
GIBCO BRL, Paidley, United Kingdom
Roche, Mannheim
Perkin-Elmer, Foster City, USA
Perkin-Elmer, Foster City, USA
Merck, Darmstadt
Perkin-Elmer, Foster City, USA
Fluka AG, Buchs, Schweiz
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Perkin-Elmer, Foster City, USA
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Perkin-Elmer, Foster City, USA
Hanse-Analytik, Bremen

Applied Biosystems, Foster City, USA
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Tabelle8: Reagenzien-Rezepturen.
Name und Zusammensetzung der selbst hergestellten Reagenzien-Mischungen nach Sambrook et al.

(1989).
Reagenzienname Zusammensetzung
Ammoniumacetat-L sung 385 g Ammoniumacetat (77,08 g/mol)
(20 mol/l) in ca. 350 ml Wasser geldst
ad 500 ml
sterilfiltriert
Bisbenzimid-Stammlésung 10 mg Bisbenzimid
(2 mg/ml) ad 10 ml
Bisbenzimid-L dsung 10 ml TNE-Puffer (10x)
(100 ng/ml) 10 pl Bishenzimid-Stammldsung (1 mg/ml)
(Messwert: 10-500 ng/ul)
ad 100 ml
CTAB-Extraktionsl ésung 20 g Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB, 364.46 g/mol)
(55 mmol/l) 81,82 g Natriumchlorid (58,44 g/mol)

100 ml Tris-Cl-L6sung (1 mol/l)
40 ml EDTA-Puffer (0,5 mol/l)
pH 8,0 mit Salzsdure eingestel It
ad 1000 ml

Uber Nacht bei RT stehen gelassen
sterilfiltriert + autoklaviert

Dichlormethan/l soamylalkohol - 920 ml Dichlormethan
Mischung 24:1 40 ml Isoamylakohol

dNTP-Mischung 100 pl dATP (10 mmol/l)
100 pl dCTP (20 mmol/l)
100 pl dGTP (10 mmol/l)
100 pl dTTP (10 mmol/l)

dNTP-Mischung mit Uracil 100 pl dATP (10 mmol/l)
100 pl dCTP (20 mmol/l)
100 pl dGTP (10 mmol/l)
100 pl dUTP (20 mmol/l)

EDTA-Puffer 93,05 g Natrium-Ethylendiamintetraessigsaure Dihydrat
(0,5moalll) (EDTA; 372,2 g/mal)

in ca. 400 ml gelost

pH 8,0 mit Natriumhydroxid eingestellt

ad 500 mi

sterilfiltriert, aliquotiert und autoklaviert

Ethanol 70 ml absoluter Ethanol
(70 Vol%) 30 ml Wasser
Gel-Lade-Puffer l1a 3,75 mg Bromphenolblau

600 mg Saccharose

in 1,5ml gelost
Gel-Lade-Puffer Ib 3,75 mg Xylencyanol

600 mg Saccharose

in 1,5ml gelost
| sopropanol 80 ml absoluter |sopropanol
(80 Vol%) 20 ml Wasser
Kalbsthymus-DNA-L 8sung 250 pg Calf Thymus DNA (Sigma D-0805; 5 U)
(2 mg/ml) in 250 pl TE Puffer gel0st
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Reagenzienname

Zusammensetzung

Ka bsthymus-DNA-Ldsung

(200 pg/ml)

Kaliumacetat-
Neutralisationspuffer
(3 mall)

Lysozym-L6sung
(20 mg/ml)

Natriumacetat-L 6sung
(3mall)

Natriumchlorid-L 6sung
(gesittigt)

PIC-L6sung

SDS-Stammldsung
(25 %)

SDS-Lyse-Puffer
(1 %)

TBE-Stamml6sung
(5%)

TBE-Puffer
(0,5%)

TE-Puffer

(1x)

TEN-Extraktionsl dsung
(2x)

50 pl Kalbsthymus-DNA-L&sung (1 mg/ml)
50 ul TNE-Puffer (10 x)
ad 500 pl

29,44 g Kaliumacetat (98,14 g/mol)
ad 100 mi
pH 5,5 mit Salzsdure eingestel It

100 mg Lysozym
in 10 ml gelost
zu 100 pl aiquotiert

40,81 g Natriumacetat Trihydrat (136 g/mol)
in 80 ml gelost

pH 4,6-5,2 mit Essigsdure eingestel It

ad 100 mi

sterilfiltriert und autoklaviert

ca. 200 g Natriumchlorid (58,44 g/mol)
in 500 ml mit Bodensatz |6sen

25 Vol Phenol
24 Vol Chloroform
1 Vol Ispamylakohol

250 g Natriumdodecylsulfat (SDS; 288,4 g/mol)
in ca. 900 ml Wasser gel st

auf 68 °C erwdrmt

mit Salzsdure auf pH 7,2 eingestellt

ad 1000 ml

sterilfiltriert und aliquotiert

0,8 g Natriumhydroxid (40,00 g/mol)
4 ml SDS-Stammldsung (25 %)
ad 100 ml

54 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan (121,1 g/mol)

27,5 g Borsaure (61,83 g/mol)
20 ml EDTA-Puffer (0,5 mal/l)
ad 1000 ml

100 ml TBE-Stammlsung (5x)
ad 1000 ml

5 ml Tris-Cl-L6sung (1 mol/l)
1 ml EDTA-Puffer (0,5 moal/l)
ad 500 ml

pH 8,0 mit Salzsdure eingestel It
sterilfiltriert und autoklaviert

10 ml Tris-Cl-Lésung (1 mol/l)

20 ml EDTA-Puffer (0,5 mol/l)

2,922 g Natriumchlorid (58,44 g/mol)
in ca. 450 ml gelost

pH 8,0 mit Salzsdure eingestel It

ad 500 ml
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Reagenzienname Zusammensetzung
TNE-Puffer 12,11 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan (121,1 g/mol)
(10x) 20 ml EDTA-Puffer (0,5 mol/l)

116,89 g Natriumchlorid (58,44 g/mol)

in ca. 800 ml gelost

pH 7,4 mit Salzsaure eingestel It

ad 1000 ml

sterilfiltriert (0,45 um), aliquotiert und autoklaviert

Tris-Cl-L6sung 12,11 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan (121,1 g/mol)
(2 mol/) inca. 80 ml gelost

pH 8,0 mit Salzsdure eingestel It

ad 100 ml

sterilfiltriert (0,22 um), aliquotiert und autoklaviert

Tris/SDS-Extraktions 6sung 10 ml Tris-Cl-L&sung (1 mol/l)
pH 8,0 mit Salzsdure eingestel It
0,876 g Natriumchlorid (58,44 g/mol)
2 ml EDTA-Puffer (0,5mal/l)

1gSDS
ad 100 ml
Triton X-100-Puffer 20 ml Tris-Cl-L6sung (1 mol/l)
(1 %) 3,728 g Kaiumchlorid (74,55 g/mol)

4 ml EDTA (0,5moal/l)
10 ml Triton® X-100 (besteht aus Polyoxyethylenether und
anderen oberfléchenaktiven Komponenten)

pH 8,0 mit Salzsdure eingestel It

ad 1000 ml
Falls nicht anders angegeben, handelt es sich um wéssrige Losungen, die entweder steril filtriert und / oder
autoklaviert wurden. Das verwendete Wasser war bidegtilliert oder vergleichbarer Qualitét, die verwendeten
Chemikalien hatten eine p.A. Qualitét, sofern nicht anders angegeben.
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1.2 Primer und Sonden

Die Oligonukleotide wurden von der Firma TIB MOLBIOL, Berlin lyophilisiert geliefert und
in bidestilliertem und autoklaviertem Wasser gel6st. Primer wurden auf eine Konzentration

von 20 umol/l, Sonden auf 4 umol/l eingestellt.

Tabelle9: Primer, dieder Literatur entnommen wurden.

("Sequenz der Primer entspricht dem Strang s= sense bzw. a = anti-sense des Gens, Ta = Primer-

Anlagerungstemperatur).
Primer S korresp. Amplifikat Oligonuklectidsequenz 5™-3 Ta
Primer (Bp) (°C)
Cytb 1f-UP s Cytb2r-UP 359  CCA TCC AAC ATC TCA gCA TgA TgA AA 55
Cytb2r-UP  a Cythlf-UP 359 gC CCC TCA gAA TgA TAT TTg TCC TCA 55
Cytb 2f-UP s Cytb3r-SW 221 TgA ggA CAA ATA TCA TTC TgA ggA gC 55
TRO3 s TRO4 137 TCT gCC CTA TCA ACT TTC gAT ggT A 72
TRO4 a TRO3 137  AAT TTg CgC gCC TgC TgC CTT CCT T 78
41f s 1066r 1025 gCT CAg ATT gAA CgC Tgg Cg 53
10661 a 41f 1025  ACA TTT CAC AAC ACy AgC Tg 53
Tabelle 10:  Primer, diewahrend dieser Arbeit entwickelt wurden.
(" Sequenz der Primer entspricht dem Strang s = sense a = anti-sense des Gens, T = Primer-
Anlagerungstemperatur).
Primer S korresp. Amplifikat Oligonuklectidsequenz 5°-3 Ta
Primer (Bp) (°C)
Cytb1f-WO s Cytb2r-WO 359 CCA TGl AAC ATY TCA KCA TgA TgA AA 55
Cytb2r-WwO a Cytb 1f-WO 359 GCY CCT CAg AAT gAT ATT TgK CCT CA 55
Cytb 1f-SW s Cytb2r-SW 359 CCC TCA AAC ATC TCA TCA TgA TgA AA 55
Cytb2r-SW a Cytb1f-SW 359 GCT CCT CAg AAT gAT ATT TgT CCT CA 55
Cytb3r-SW a Cytb 2f-UP 221 ggg TTg TTg gAT CCg ¢gTT TCg Tg 55
Cytb3f-SW s Cytb4r-SW 173 CAC gAA ACC ggA TCC AAC AAC CC 55
Cytb 4r-SW  a Cytb 3f-SW 173 ggg gTg TAg TTg TCT ggg TCT CC 55
Cytb4f-SW s Cytb5-SW 282 ggA gAC CCA gAC AAC TAC ACC CC 55
Cytb5r-SW  a Cytb 4f-SW 282 TTC TAC ggg TTg TCC TCC AAT TCA 55
DL 1f s DL 3r 665 gCT gAA ATT CTA ACT AAA CTA TTC 55
DL 2f s DL 5r 606 ATC gCC CAC TCT TTC CCC TTA 65
DL 4f s DL ér 343 CAA ACC CCC CTIT ACC CcC 60
DL 3r a DL 1f 665 TCC ATg AAg TCC AgC TAC AAT 55
DL 5r a DL 2f 606 TgT TTT Tgg ggT TTg gCA Agg 65
DL 6r a DL 4f 343 TAg gCA TTT TCA gTg CCT TgC 60
MCI1f-SW s MC3r-SW 235 CAC TCg CCC ATg TAC TAC TTC gTC 60
MC2f-SW s MC5r-SW 276 ATg TCA Tgg ACg TgC TCA TCT gCg 60
MC3r-SW a MC 1f-Sw 235 TAg AAg ATg gAC ACg TAg Cgg TCC AC 60
MCA4f-SW s MCeér-SwW 334 TTC ATC gCC TAC TAC CAC CAC AC 60
MC5r-SW a MC2f-Sw 276 ATg Tgg ACy TAC AgT ACC gCC ATg 60
MCer-SW a MC4f-SW 334 TTg CAg ATg ACg Agg gCC AgA AAg 60

% Fortsetzung der Tabelle auf der nachsten Seite
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Primer S  korresp. Amplifikat Oligonuklectidsequenz 5™-3 Ta
Primer (Bp) (°C)

D-Susfl s D-Susrl/r2 160/175 ATA ACT CCA gTC AAC ATg CA 50
D-Susf2 s D-Susrl/r2  267/282 CgT CgT gCA TTA ATT gCT Ag 53
D-Susrl a D-Susfl/f2  160/267 ACC CCC ACg gTT TAT g 52
D-Susr2 a D-SusflUf2  175/282 TCA TCA ATA gAA ACC CCC A 51
Ral - - diverse  AgC Agg TCA AT 20-30
Ra2 - - diverse  AgC Agg TCT A 20-30
Ra3 - - diverse  AgC Agg TTC A 20-30
Ra4 - - diverse  ACT gTg TCA ATC 20-30
Tyr 1f s  Tyr3r 405 TgA Agg ggT AgC Tgg AAA gA 58
Tyr 3r a Tyrif 405 ggT CCC TgA AAg CCA AAC T 58
Tyr 2f s  Tyr4r 388 CTT ggC CCT CCg TCT TTT AT 58
Tyr 4r a Tyr2f 388 CAg gAA ACC Tgg TgC TTC AT 58
Imu 1f s Imu3r 628 TCC TgT TCC TgC TTT TgC 54
Imu 3r a Imuif 628 gAg AAT ggT gAg ATg AAg TTC 56
Imu 2f s Imubr 584 CCC ATC CCC AAA TCg gAg 58
Imu 5r a Imu?2f 584 Agg AgT TCC CCC AAg CAC Cg 63
Imu 4f s Imuér 693 CCT gAA gAg ggT Tgg TgT C 59
Imu 6r a Imu4f 693 CAC AgA ggC AgT ATT ACA AAT ¢ 56
MS602 f s MS602r 564 TCT TTT gTg AAT gCT ggg 51
MS602 r a MS602f 564 TAg AgA AAC CAT AAC CTg gAg 56

Tabelle11: DNA-Sonden, dieflr die Real-Time-PCR entwickelt wurden.

('Lage der Sonden in der D-Loop-Region; “X = Fluoreszein p = LC-Red 640).
Sonde Lage Oligonukleotidsequenz® 5°-3° T (°C)
cC 207-233 CAC CAC TAg ATC ACg AgC TTA ACT ACC X 59,4

CT 207-233 CAC CAC TAg ATC ACg AgC TTA ATT ACC X 59,0

TC 207-233  CAC CAT TAg ATC ACg AgC TTA ACT ACC X 59,0

TT 207-233 CAC CAT TAg ATC ACg AgC TTA ATT ACC X 58,5
TC-lang 202-235 ATC ACC ACC ATT AgA TCA CgA gCT TAA CTA CCA T X 66,1
Anker  237-260 CCg CgT gAA ACC AgC AAC CCg CTT p 74,3
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1.3 Proben

Tabelle 12: Referenz- und Matrixproben von Haus- und Wildschweinen sowie von anderen Tierarten.
Die Proben wurden zur Verfigung gestellt vom Staatlichen Veterindr- und Lebensmittel-
untersuchungsamt Frankfurt/Oder, von der Bundesanstalt fir Fleischforschung Kulmbach, dem
Chemisches Landesuntersuchungsamt Miinster, dem Landesuntersuchungsamt Sidbayern sowie
der Tierzuchtforschung eV. Minchen - Institut fir Blutgruppenforschung und Immunbiologie
oder kéuflich erworben.

Probe Genus/Species/Ssp. G. Geographische Herkunft

1 Hausschwein Sus scrofa f. domestica - -

2 Pute Meleagris gallopava - -

3 Rind Bos taurus domestica - -

4 Huhn Gallus gallus - -

5 Hausschwein Sus scrofa f. domestica - -

6 Wildschwein 1 Sus scrofa scrofa - BB-Haakow 1995

7 Wildschwein 2 Sus scrofa scrofa - BB-Grof3 Débbern 1995

8 Wildschwein 3 Sus scrofa scrofa - BB-Grof Dalgow 1995

9 Wildschwein 4 Sus scrofa scrofa - BB-Klein Débbern 1995
10 Wildschwein 5 Sus scrofa scrofa - BB-ORmig 1995
11 Wildschwein 6 Sus scrofa scrofa - BB 1995
12 Wildschwein 7 Sus scrofa scrofa - BB-Schwarzheide 1995
13 Wildschwein 8 Sus scrofa scrofa - BB-Brakendorf 1995
14 Wildschwein 9 Sus scrofa scrofa - BB-Frankfurt 1995
15 Wildschwein 10 Sus scrofa scrofa - BB-Frankfurt 1995
16 Wildschwein 11 Sus scrofa scrofa - BB-Frankfurt 1995
17 Wildschwein 12 Sus scrofa scrofa - BB-Frankfurt 1995
18 Wildschwein 13 Sus scrofa scrofa - BB-Kosdendorf 1995
19 Wildschwein 14 Sus scrofa scrofa - BB-Biberdorf 1995
20 Wildschwein 15 Sus scrofa scrofa - BB 1995
21 Wildschwein 16 Sus scrofa scrofa - BB-Butzen 1995
22 Wildschwein 17 Sus scrofa scrofa - BB 1995
23 Wildschwein 18 Sus scrofa scrofa - BB-Drachhausen 1995
24 Wildschwein 19 Sus scrofa scrofa - BB-Drachhausen 1995
25 Wildschwein 20 Sus scrofa scrofa - BB-Neu Golm 1995
26 Wildschwein 21 Sus scrofa scrofa - BB-Vierraden/Schwedt 1997
27 Wildschwein 22 Sus scrofa scrofa - BB-Kunow/Welsetal 1997
28 Wildschwein 23 Sus scrofa scrofa - BB-Grof3 Pinnow 1997
29 Wildschwein 24 Sus scrofa scrofa - BB-Kunow/Welsetal 1997
30 Wildschwein mannl. Sus scrofa scrofa m -
31 Wildschwein weibl. Sus scrofa scrofa w -
32 Wildschwein Sus scrofa scrofa - -
33 Wildschwein Sus scrofa scrofa - -
34 Wildschwein Sus scrofa scrofa - Austraien
35 Wildschwein 181094-2 s scrofa scrofa m  Wittel shach/K ésching/Ingol stadt
36 Wildschwein 181094-5 s scrofa scrofa m  Wittel shach/K ésching/Ingol stadt
37 Wildschwein 181094-12  Sus scrofa scrofa - Wittel shach/K 6sching/I ngol stadt
38 Wildschwein 181094-15  Sus scrofa scrofa w  Wittel shach/K 6sching/Ingol stadt
39 Wildschwein 181094-18  Sus scrofa scrofa w  Wittel shach/K 6sching/Ingol stadt
40 Wildschwein 181094-31  Sus scrofa scrofa m  Wittel shach/K ésching/Ingol stadt
41 Wildschwein 181094-34  SQus scrofa scrofa m  Wittel shach/K ésching/Ingol stadt
42 Wildschwein 181094-35  SQus scrofa scrofa m  Wittel shach/K ésching/Ingol stadt
43 Wildschwein 100195-1 s scrofa scrofa w Rohrbrunn, Spessart
44 Wildschwein 100195-6 s scrofa scrofa w Rohrbrunn, Spessart
45 Wildschwein 190195-1 s scrofa scrofa m Rohrbrunn, Spessart
46 Wildschwein 190195-5 s scrofa scrofa w Rohrbrunn, Spessart
47 Wildschwein 031195-1 s scrofa scrofa m Rohrbrunn, Spessart

% Fortsetzung der Tabelle auf der nachsten Seite
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Probe

Genus/Species/Ssp.

. Geographische Herkunft

48 Wildschwein 031195-2
49 Wildschwein 031195-3
50 Wildschwein 031195-5
51 Wildschwein 031195-7
52 Wildschwein 031195-8
53 Wildschwein 031195-9
54 Wildschwein 031195-10
55 Wildschwein 031195-11
56 Wildschwein 031195-13
57 Wildschwein 051295-1
58 Wildschwein 051295-3
59 Wildschwein 051295-4
60 Wildschwein 051295-5
61 Wildschwein 051295-9
62 Wildschwein 051295-11
63 Wildschwein 051295-12
64 Wildschwein 051295-13
65 Wildschwein 051295-15
66 Wildschwein 051295-17
67 Wildschwein 051295-18
68 Wildschwein 051295-20
69 Wildschwein 051295-21
70 Wildschwein 051295-22
71 Wildschwein 051295-23
72 Wildschwein 051295-25
73 Wildschwein 051295-26
74 Wildschwein 051295-30
75 Wildschwein 061295-38
76 Wildschwein 061295-45
77 Wildschwein 061295-46
78 Wildschwein 061295-52
79 Wildschwein ungegart
80 Wildschwein gegart
81 Hausschwein
82 Wildschwein 1
83 Wildschwein 2
84 Deutsche Landrasse 1
85 Deutsche Landrasse 2
86 Deutsche Landrasse 3
87 Deutsche Landrasse 4
88 Deutsche Landrasse 5
89 Deutsche Landrasse 6
90 Deutsche Landrasse 7
91 Deutsche Landrasse 8
92 Deutsche Landrasse 9
93 Deutsche Landrasse 10
94 Piétrain 1
95 Piétrain 2
96 Piétrain 3
97 Piétrain 4
98 Piétrain 5
99 Piétrain 6

100 Piétrain 7

101 Piétrain 8

102 Piétrain 9

103 Piétrain 10

104 Hausschwein

105 Brihwurst 1

Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa

Sus scrofa f. domestica

Sus scrofa scrofa
Sus scrofa scrofa

Sus scrofa f. domestica
Sus scrofa f. domestica
Sus scrofa f. domestica
Sus scrofa f. domestica
Sus scrofa f. domestica
Sus scrofa f. domestica
Sus scrofa f. domestica
Sus scrofa f. domestica
Sus scrofa f. domestica
Sus scrofa f. domestica
Sus scrofa f. domestica
Sus scrofa f. domestica
Sus scrofa f. domestica
Sus scrofa f. domestica
Sus scrofa f. domestica
Sus scrofa f. domestica
Sus scrofa f. domestica
Sus scrofa f. domestica
Sus scrofa f. domestica
Sus scrofa f. domestica
Sus scrofa f. domestica

HS'R/H/P/S

333325233333 g3333ss23s3sz|0

Rohrbrunn, Spessart

Rohrbrunn, Spessart

Rohrbrunn, Spessart

Rohrbrunn, Spessart

Rohrbrunn, Spessart

Rohrbrunn, Spessart

Rohrbrunn, Spessart

Rohrbrunn, Spessart

Rohrbrunn, Spessart

Wittel sbach/K 6sching/Ingol stadt
Wittel sbach/K 6sching/Ingol stadt
Wittel sbach/K 6sching/Ingol stadt
Wittel sbach/K 6sching/Ingol stadt
Wittel sbach/K 6sching/Ingol stadt
Wittel sbach/K 6sching/Ingol stadt
Wittel sbach/K 6sching/Ingol stadt
Wittel sbach/K 6sching/Ingol stadt
Wittel sbach/K 6sching/Ingol stadt
Wittel sbach/K 6sching/Ingol stadt
Wittel sbach/K 6sching/Ingol stadt
Wittel sbach/K 6sching/Ingol stadt
Wittel sbach/K 6sching/Ingol stadt
Wittel sbach/K 6sching/Ingol stadt
Wittel sbach/K 6sching/Ingol stadt
Wittel sbach/K 6sching/Ingol stadt
Wittel shach/K 6sching/Ingol stadt
Wittel sbach/K 6sching/Ingol stadt
Wittel sbach/K 6sching/Ingol stadt
Wittel sbach/K 6sching/Ingol stadt
Wittel sbach/K 6sching/Ingol stadt
Wittel sbach/K 6sching/Ingol stadt
Jena

Jena

Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Schleswig-Holstein

% Fortsetzung der Tabelle auf der nachsten Seite
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Probe Genus/Species/Ssp. G. Geographische Herkunft

106 Brihwurst 2 HYP - -

107 Brihwurst 3 HSHuhn - -

108 Brihwurst 4 HYR - -

109 Brihwurst 5 HS'Schaf - -

110 Brihwurst 6 HS - -

111 Brihwurst 7 R - -

112 Brihwurst 8 P - -

113 Brihwurst 9 Huhn - -

114 Brihwurst 10 HSYR/H/P - -

115 Wildschwein Sus scrofa scrofa - Schleswig-Holstein
116 Antilope Antilope cervicapra - Sldafrika

117 Hirsch Cervus elaphus hippelaphus - -

118 Kaninchen Oryctolagus cuniculus - -

119 Hirsch Cervus elaphus hippelaphus - -

120 Wildschwein Sus scrofa scrofa - Schleswig-Holstein
121 Wildschwein Sus scrofa scrofa - Schleswig-Holstein
122 Gans Anser anser - -

123 Lamm Ovisovis - -

124 Hausschwein-Salami

125 Hausschwein-L eberwurst

126 Hausschwein-
Lachsschinken

127 Huhn roh

128 Deutsche Landrasse 11

129 Deutsche Landrasse 12

130 Deutsche Landrasse 13

131 Deutsche Landrasse 14

132 Deutsche Landrasse 15

133 Deutsche Landrasse 16

134 Deutsche Landrasse 17

135 Deutsche Landrasse 18

136 Deutsche Landrasse 19

137 Deutsche Landrasse 20

138 Piétrain 11

139 Piétrain 12

140 Piétrain 13

141 Piétrain 14

142 Piétrain 15

143 Piétrain 16

144 Piétrain 17

145 Piétrain 18

146 Piétrain 19

147 Piétrain 20

148 Hangebauchschwein

149 Bentheim

150 Schwabisch Hallsches

151 Brihwurst 11

152 Brihwurst 12

153 Brithwurst 13

154 Brihwurst 14

155 Brihwurst 15

156 Vollkonserve 1

157 Vollkonserve 2

158 Vollkonserve 3

159 Vollkonserve 4

160 Vollkonserve 5

161 Vollkonserve 6

162 Vollkonserve 7

163 Vollkonserve 8

164 Vollkonserve 9

Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -

Gallus gallus -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
Sus scrofa f. domestica -
diverse -
diverse -
diverse -
diverse -
diverse -
diverse -
diverse -
diverse -
diverse -
diverse -
diverse -
diverse -
diverse -
diverse -

Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
Bayern, Blutprobe
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1.4 Geréate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 13: Geréate.

Produktname und Hersteller der verwendeten Geréte.

Gerét, Typenbezeichnung

Hersteller

Autoklav Varioklav 500 EV-Z
Digitalkamera
Power-Supply EPS 3500 XL
Fluorometer Hoefer Dyna Quant™ 200
Gekuhlte Tischzentrifuge Centrifuge 5417 R
Kapillarelektrophorese-K apillare

(50 umi.D., 44 und 60 cm Lange)
Kreisschittler Phero-Shaker 13A34
Mikroliterzentrifuge
Mikrowelle
Minishaker MS1
Mixer GT 800
pH-Meter CG 837
Prézisionswaage PM 2000
Real-Time-PCR-System LightCycler™
Schiittelwasserbad GL S400
Sequenzierer 310 Genetic Analyzer ABI
Prismé
Thermocycler Trio-Thermaoblock
Thermocycler Gene Amp 2400
Thermocycler Mastercyclergradient
Thermomixer 5436
Tischzentrifuge Megafuge 1.0R
Ultra-Turrax T25
Vakuum-K onzentrator Concentrator 5301

H+P Labortechnik GmbH, OberschleilZheim
biostep, Jahnsdorf

Pharmacia, Uppsala, Schweden

Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Eppendorf, Hamburg

Applied Biosystems, Foster City, USA

Biotec-Fischer, Reiskirchen

Roth, Karlsruhe

Bosch, Stuttgart

IKA-Works Inc., Wilmington, USA
Rotor AG, Uetendorf, Schweiz
Schott, Hofheim a.T.

Mettler Toledo, Columbus, USA
Roche, Mannheim

Grant Instruments Ltd., Cambridge

Applied Biosystems, Foster City, USA

Biometra, Gottingen

Perkin-Elmer, Foster City, USA
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Osterode

IKA-Works Inc., Wilmington, USA
Eppendorf, Hamburg

Tabelle 14: Verbrauchsmaterial.

Produktnamen und Hersteller der verwendeten Verbrauchsmaterialien.

Produkt

Hersteller

Filtertips 2,5 pl, 10 pl, 100 pl, 1000 pl
ART® Filtertips 20 ul, 200 pl
GENERATION Capture Disk Kit
LightCycler™-Capillaries

Multi Ultra Tubes® 0,2 ml
PCR-Reaktionsgefalie MicroAmp
QlIAamp DNA Blood Mini Kit
QIAquick PCR Purification Kit
Reaktionsgefale 0,5 ml; 1,5ml; 2ml
Wizard® Genomic DNA Purification Kit
Microspin® S-400 HR Columns

Eppendorf, Hamburg

Molecular Bio-Products, Inc., San Diego, USA
Gentra Systems, Inc., Minneapolis
Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Perkin-Elmer, Foster City, USA
QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

Eppendorf, Hamburg

Promega, Madison, USA

Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
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2 METHODEN

2.1 DNA-Préaparation

Die DNA-Prdparation dient zur Abtrennung der DNA von den Ubrigen Bestandteilen des
Lebensmittels. Dazu missen die Zellen zerstort werden und die Matrix, insbesondere die
PCR-inhibierend wirkenden Stoffe (De Boer et al., 1995; Rossen et al., 1992) von der DNA
getrennt werden. Bei hoch prozessierten Lebensmitteln mit niedrigem DNA-Gehalt dient sie
auch zur Anreicherung des DNA-Gehaltes in der Probe (Hellebrand et al., 1998). Fir
verschiedene Lebensmittel oder Gewebe ist die Anwendung unterschiedlicher
Extraktionsmethoden zum Erreichen einer optimale Ausbeute an Nukleinsauren notwendig
(Pauli et al., 2000). Verschiedene Extraktionsmethoden wurden fir rohes und prozessiertes
Fleisch getestet und adaptiert.

2.1.1 GUANIDIN-HYDROCHLORID-METHODE

Nach der Methode von Meyer R. et al. (1995) wurden 300 mg der Probe eingewogen und mit
430 pl Tris/SDS-Extraktionslésung gemischt. Zur Lyse wurden 50 yul 5 mol/l Guanidin-
Hydrochlorid-Ldsung und 20 pl Proteinase K-L6sung zugegeben. Der Ansatz wurde gemischt
und Uber Nacht bei 37 °C auf einem Thermomixer unter Schitteln oder bei 57 °C fur 3 h
inkubiert. Nach anschlielfender Zentrifugation bei 14500 g fir 10 min wurde der Uberstand
(ca. 450 pl) abpipettiert.

2.1.2 CTAB-METHODE

Angelehnt an die DNA-Extraktionsmethode L-24.01-1 der Methodensammlung nach 8 35
LMBG (BgVV, 1997) fur den Nachweis einer gentechnischen Veradnderung von Kartoffeln
wurden 100 mg der Probe in ein 2 ml Reaktionsgefald eingewogen. Zur Lyse wurden 500 pl
CTAB-Extraktionsl6sung und 20 ul Proteinase K-L 6sung zugegeben. Die Inkubation erfolgte
bei 65°C fur 90 min unter Schitteln. Nach dem Zentrifugieren bei 14500 g fur 10 min
wurden 250 pl des Uberstandes abgenommen und mit 200 pl Dichlormethan/I soamylalkohol-
Mischung versetzt. Der Ansatz wurde im Minishaker gemischt, und bei 21000 g fur 15 min
zentrifugiert. 300 ul der waéssrigen Phase wurden abpipettiert und zur Falung der
Nukleinsduren mit 300 pl Isopropanol versetzt. Nach dem Mischen wurde der Ansatz bel RT
fir 20 min stehen gelassen und anschlief3end bei 21000 g fur 15 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das DNA-Prézipitat (Pellet) mit 500 ul 70%igem Ethanol
gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren bei 21000 g fur 5min wurde der Uberstand
verworfen. Das zurlckbleibende Pellet wurde fur 3min in ener Vakuumzentrifuge

getrocknet. Die Nukleinsduren wurden in 100 ul autoklaviertem Wasser gel0st.
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2.1.3 PHENOL-EXTRAKTION

Entsprechend der Methode L-08.00-44 der Methodensammlung nach § 35 LMBG - (BgVV,
1997) zum Nachweis einer gentechnischen Verdnderung von Lactobacillus curvatus in
Rohwurst wurden in einem 2 ml Reaktionsgefald 400 mg der Probe in 1,2 ml autoklaviertem
Wasser suspendiert. Der Ansatz wurde 10 min stehen gelassen. 500 pl des Uberstandes
wurden in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefald tberfihrt und 10 min bel 12000 g zentrifugiert.
Zur Lyse wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 500 ul 2x TEN/Saccharose-
Extraktionsldsung suspendiert. 50 pl Lysozym-L6sung wurden zugegeben und 1 h bei 37 °C
inkubiert. Nach Zugabe von 25 ul SDS-Losung (25%ig) und 25 pl Proteinase K-Losung
wurde die Mischung fur 10 min bel 60 °C inkubiert. Danach wurde 1 Volumenteil einer 1:1
Mischung aus Phenol und der Dichlormethan-1soamylalkohol-Mischung zugegeben, 2 min
lang gemischt und 3 min bel 12000 g zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde in ein neues
Reaktionsgefald tberfihrt, 1 Volumenteil Chloroform zugegeben und 2 min gemischt. Die
Mischung wurde 3 min bei etwa 12000 g zentrifugiert und die obere Phase in en neues
0,5 ml-Reaktionsgefald Uberfuhrt, in das 0,1 Volumenteile Natriumacetat-LGsung und
1 Volumenteil Isopropanol vorgelegt wurden. Nach einer Inkubationszeit von mindestens
30 min bei RT wurde fur 15 min bei 12000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet mit 500 pl Ethanol gewaschen. Nach 10-minltigem Zentrifugieren bei etwa
12000 g wurde der Uberstand erneut verworfen und das Pellet in einer Vakuumzentrifuge fir
2-5min bel RT getrocknet. Die Nukleinsduren wurden in 100 pl Wasser aufgenommen.

2.1.4 NATRIUMCHLORID-METHODE

Nach der Methode von Wink und Wehrle (1994) wurde die Probe in 5ml 2x TEN-
Extraktions6sung gegeben, kréftig geschittelt und 50 pl Proteinase K-Losung und 240 pl
25%ige SDS-Losung zugegeben. Der Ansatz wurde Uber Nacht bel 37 °C inkubiert, so dass
eine homogene Flissigkeit entstanden ist. 3ml einer geséttigten Natriumchlorid-Losung
wurden hinzugefigt, geschuttelt und die ausgefalenen Proteine bei 4000g fur 10 min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und mit 2 Vol. absolutem Ethanol
versetzt und anschlieRend bei 4000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
DNA mit 1 ml 70 %igem Ethanol gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren bei 4000 g
wurden die Nukleinsduren in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und in 1 ml TE-Puffer (1x)
mit pH 7,4 aufgenommen.

2.1.5 QIAGEN-METHODE ZUR DNA-EXTRAKTION AUS BLUT
Nach der Methode der Firma QIAGEN GmbH, Hilden (QIAGEN, 1999) zur DNA-Extraktion
aus Blut mit Hilfe des QIAamp DNA Blood Mini Kit. 20 pl wurden ProteinaseK in ein
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1,5 ml Reaktionsgefald vorgelegt. 200 pl der gut gemischten Blutprobe, die ca. 3-12 ug DNA
enthalten, wurden zugegeben. Nach Zugabe von 200 pl Puffer AL wurde der Ansatz fur 15 s
im Minishaker gemischt, so dass eine homogene Ldsung entstand und bei 56 °C fur 10 min
inkubiert. 200 yl absoluter Ethanol wurden zu dem Ansatz gegeben, 15 s im Minishaker
gemischt. Die Ldsung wurde dann in eine QlAamp Spin Saule, die in einem 2ml
Reaktionsgefald stand, eingefllt und 1 min bel 6000 g und RT zentrifugiert. Falls die Ldsung
nicht vollstndig durch die Saule gelaufen war, wurde erneut bel hoherer Drehzahl
zentrifugiert und das Zentrifugat verworfen. 500 pl Puffer AW1 wurden hinzugegeben und
far 1 min bei 6000 g und RT zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde verworfen, 500 pl Puffer
AW?2 auf die Saule gegeben und 3 min bei 20000 g und RT zentrifugiert. Die Saule wurde in
ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefal? gestellt und 200 pl destilliertes Wasser hinzugeben. Nach
5 min Inkubation bel RT wurde die Saule fur 1 min bei 6000g und RT zur Elution der

gereinigten Nukleinsduren zentrifugiert.

2.1.6 METHODE NACH BURGENER UND HUBNER

Bel der Methode nach Burgener und Hibner (1998) zur Anreicherung mitochondrialer DNA
wurden 500 mg der Probe in ein 2,0 ml Reaktionsgefald eingewogen. 700 pl Triton X-100-
Puffer (pH 8,0) wurden zugegeben und 30 sim Minishaker gemischt, dann fir 10 min bel RT
inkubiert. Nach zweiminiitigem Zentrifugieren bei 10000 g wurden 300 pl Uberstand in ein
neues 1,5 ml Reaktionsgefad tberfihrt. 300 pl 1%ige SDS-Lyse-Puffer wurden zugegeben
und der Ansatz fur 5 min auf Eis inkubiert. 300 pl 3 mol/l Kaliumacetat-Neutralisationspuffer
wurden zugegeben und erneut fur 20 min auf Eis inkubiert. Nach 5-minttigem Zentrifugieren
bei 150009 wurde der Uberstand in ein neues 2,0 ml Reaktionsgefal uberfiihrt. Zur
Nukleinsdure-Féllung wurde ein VVolumenanteil absoluter 1sopropanol hinzugegeben und 20
min bei -20°C inkubiert. Nach 15-mindtigem Zentrifugieren bei 15000g wurde der
Uberstand verworfen und 500 pl 70%iger Ethanol zugegeben. Abschliefend wurde 10 min
bei maximaler Umdrehungszahl zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die DNA in der
Vakuumzentrifuge getrocknet. Die Nukleinsduren wurden in 50 pl autoklaviertem Wasser
gel 6st.

2.1.7 REINIGUNG

Die DNA musste von samtlichen Substanzen befreit werden, die eine PCR stdren, d.h. in
erster Linie die Polymerase inhibiert hdtten. Dazu gehdrten ionische Detergentien, die die
Tag-Polymerase in Konzentrationen tber 0,01 % gehemmt hétten, und der zum Waschen
verwendete Alkohol. Weiterhin mussten Proteasen entfernt oder inaktiviert werden.
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Bel der Saulenextraktion wurde die DNA an eine Silicagel-Membran bel einem pH-Wert von
£ 7,5 adsorbiert, wobel das Optimum bei pH 5,0 lag. Nach dem Waschen wurde die DNA bei
pH 8,5 eluiert. Alternativ zur Saulenextraktion wurde die DNA-F&llung angewandt.

Handelte es sich um chromosomale DNA bzw. um lange Ketten > 5000 Bp, musste sie nach
der Aufarbeitung vorsichtig behandelt werden, um eine Degradation zu vermeiden.

a) QIAGEN-Saulen
Entsprechend der Anleitung der Firma QIAGEN GmbH, Hilden (QIAGEN, 1998) wurde die

Reinigung der extrahierten DNA mit dem QIAquick PCR Purification Kit vorgenommen. Zu
100 pl Probe wurden 500 pl Adsorptionspuffer PB auf eine QIAquick Spin Sdule gegeben
und mit 750 ul Waschpuffer PE gewaschen. Die Elution der DNA erfolgte mit 50 pl
Elutionspuffer EB.

b) Wizard®-Saulen

Entsprechend der Anleitung des Wizard® Genomic DNA Purification Kits der Firma Promega
(Promega, 1998) wurden 450 pl des Nukleinsaure-Extraktes mit 1ml des Wizard®
Purification Resin gemischt und auf eine Saule gegeben. Die Sdule wurde mit 2 ml 80%iges
I sopropanol gewaschen und mit 50 pl 1x TE-Puffer wurde die DNA eluiert.

c) DNA-Fallung
Die DNA-Fallung erfolgte mit Ethanol oder Isopropanol in Gegenwart eines einwertigen

Kations (siehe Tabelle 15). Das kaotrophe lon entfernte die Hydrathille der DNA.
Natriumacetat wurde fir die meisten Routinefdlungen verwendet. Eine Ammoniumacetat-
Losung wurde aternativ verwendet, um die Koprézipitation von kurzen Oligonukleotiden zu
reduzieren, es musste jedoch in hoheren Konzentrationen eingesetzt werden (2,5 mol/l
Endkonzentration). Teilweise erfolgte die DNA-Falung mit Isopropanol statt mit Ethanol,

was zu einem 3-fach geringeren Volumenbedarf fuhrte.

Tabelle15: Salzkonzentration zur DNA-F&llung.
Die Werte in der Spate Anwendungskonzentration geben die optimae
Salzkonzentration zur DNA-Falung an.

Salz L dsungskonzentration Anwendungskonzentration
(mol/l) (mol/)
Ammoniumacetat 10 2,0-25
Lithiumchlorid 8 0,8
Natriumchlorid 5 0,2
Natriumacetat 3 0,3

60 pl eiskalter absoluter Ethanol und 2 pl 3 mol/I Natriumacetat-L 6sung wurden in ein 1,5 ml
Reaktionsgefald vorgelegt. 20 pl DNA-Extrakt wurden zugeben und fir 15- 60 min be —

20 °C inkubiert. Bei maximaler Umdrehung wurde fur 30 min bei 4 °C zentrifugiert. Danach
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wurden 250 pl 70%iger Ethanol zugegeben und erneut bei maximaler Umdrehung fir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und verworfen. Das Pellet wurde in der
Vakuumzentrifuge fir ca. 3 min bei RT getrocknet. Die Resuspendierung erfolgte mit 20-50
Ml Wasser oder TE-Puffer.

2.1.8 DNA-KONZENTRATIONSBESTIMMUNGEN

a) Fluorometrische Bestimmung
Die DNA-Konzentrationsbestimmung der gereinigten DNA erfolgte mit dem Fluorometer

DyNA Quantd 200 (Hoefero, Pharmacia Biotech) unter Verwendung des Huoreszenz-
Farbstoffs Bisbenzimid. Der Farbgtoff bindet selektiv an DNA, wobel e seine serische Konformation
andet. Durch Anregung des Komplexes mit Licht der Wdlenldnge 365nm wurde Licht der
Welenldnge 460 nm emittiert, dasim Fuorometer gemessen werden konnte,

Eine Kabsthymus-DNA-L6sung der Konzentration 100 ng DNA/ul oder 1000 ng DNA/ul
wurde, je nach der zu erwartenden DNA-Konzentration in der Probe, als Standard verwendet.
Das Fluorometer wurde mit 2 pl dieses Standards, der in einer Quarz-Kuvette mit 2 ml der
Bisbenzimid-L 6sung vermischt wurde, kalibriert. Die Kalibrierung wurde so lange wiederholt,
bis der angezeigte Wert reproduzierbar wurde. Anschlief3end wurde die Mischung von 2 pl
Proben-DNA mit 2 ml Bisbenzimid-Losung in der sdben Quarz-Kivette hergestdlt und im
Fluorometer gemessen. Der gemessene Wert in ng/ml MesdGsung konnte am Gerét abogelesen werden.

b) Gelelektrophor etische Bestimmung
Die Mengenabschdtzung eines DNA-Fragmentes erfolgte nach gelelektrophoretischer

Auftrennung (siehe 2.3, Seite 50) von Proben-DNA und einem DNA-Molekulargewichts-
Standard aus geschnittener genomischer DNA. Entsprechend der zu erwarteten
Fragmentlénge des Amplifikats wurde der DNA Molecular Weight Marker VIII oder 1X
verwendet, von dem 1l und 2 pl (Vsandad) a@uf dem Gel aufgetragen wurden. Von der
amplifizieten DNA wurden ca 2pl (Veone) auf das Gel aufgetragen. Nach der
elektrophoretischen Auftrennung wurde auf dem Gel eine Referenzbande des Standards mit
gleicher Intensitdt wie die Bande der Proben-DNA gesucht. Aus dem Verhdltnis der
Basenpaare (Bpgande) der Referenzbande zur Summe der Basenpaare des Standards (Bpgesamt)
konnte die Konzentration der Proben-DNA (Cerone) mit der Gleichung 1 berechnet werden.

Bpsande V standard (M)
Chrrobe (ng/ul) = %¥%%%Ys * Csandad (ng/pl) * UV VaYa
pg&samt Probe I-J-l)

Gleichung 1. Mengenabschatzung der DNA in einer Bande.
Die Konzentration der Proben-DNA (Cpane) Wird berechnet durch den Quotienten aus der
GroRe des Amplifikats (Bpgande) UNd der Gesamtgrolie der DNA eines Standards (Bpgesamt)
multipliziert mit der Konzentration des Standards (Csiangarg) UNd dem Quotienten aus dem
aufgetragenen Volumen von Standard (V sangard) UNd Proben-DNA (Vprope) -
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2.2 PCR

2.2.1 PCR-MASTERMIX
Fir die Durchfuhrung einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden folgende
Komponenten in einem Mastermix zusammengefigt, bevor sie zu der Proben-DNA gegeben

wurden;

Eine hitzestabile DNA-abhéngige DNA-Polymerase aus dem Organismus Thermus aquaticus
(Tag-Polymerase), die Nukleotide entsprechend der DNA-Sequenz der Matrize bindet, wurde
verwendet. Es wurde die aus gentechnisch modifizierten Organismen hergestellt AmpliTag
Gold™ (5 U/ul) der Firma Perkin-Elmer verwendet, die aufgrund einer chemischen
Modifikation inaktiv ist und erst durch etwa 9-12-minitiges Erhitzen auf 92-95 °C vor der
PCR vollstandig aktiviert wurde. Dadurch wurden PCR-Produkte, die durch unspezifische
Bindungen der Primer bei niedrigen Temperaturen wahrend der Lagerung oder der
Vorbereitung entstanden sein konnten, vermieden. Laut Herstellerangaben betrégt die
optimale Konzentration der Polymerase im Mastermix 2,5 Einheiten und sollte in keinem Fall

unter 1 Einheit liegen.

Die Nukleotide (ANTPs) wurden in jewells gleichen Konzentrationen als dNTP-Mischung im
Uberschuss zugegeben. Bei PCRs, denen kein Restriktionsverdau folgte, wurde dTTP durch
dUTP préaventiv im Hinblick auf Kontaminationen (siehe 2.2.3, Seite 49) ausgetauscht. Zur
optimalen Amplifikation wurde dUTP doppelt so konzentriert wie die anderen dNTPs
eingesetzt, da es von der Tag-Polymerase schlechter eingebaut wird.

Es wurden bei jeder PCR zwei Oligonukleotide zugegeben, die als Primer bezeichnet werden
und die Grenzen der zu amplifizierenden Sequenz bestimmen. Sie sind in ihrer Sequenz
komplementdr zur Ziel-DNA und bilden wadhrend der PCR mit der Ziel-DNA kurze
doppelstrangige Abschnitte, die als Startpunkt fir die Polymerase dienen. Die Konzentration
der Primer im Mastermix betrug zwischen 0,2 und 1 pmol/I.

Magnesiumionen wurden in  Form von Magnesiumchlorid (25mmol/l) im
Konzentrationsbereich von 0,5-5,0 mmol/l zugegeben. Sie bildeten mit den dNTPs einen
[6slichen Komplex, und wurden als Kofaktor fir die Polymeraseaktivitét benétigt. Die
notwendige Zugabe von Magnesiumionen war abhéngig von der in der Probe bereits
vorhandenen lonenkonzentration. Bel Gegenwart von EDTA oder anderen Chelatoren musste
die Magnesiumchloridkonzentration erhoht werden, ebenso bei signifikanter Erhéhung der
Menge an Proben-DNA oder dNTPs.
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Die quantitative Zusammensetzung des Mastermix ist abhangig vom Ansatzvolumen, der
Anzahl der Ansdtze und der gewahlten Menge der Einzelkomponenten.

Zur Uberpriifung der Reinheit der Mastermix-Komponenten und des Wassers sowie zur
Uberpriifung einer Kontamination beim Ansetzen der PCR wurde eine Wasserprobe
mitgefiihrt, bel der die Proben-DNA durch Wasser ersetzt wurde.

Die extrahierte Proben-DNA wurde in 0,2 ml Reaktionsgefélien abgefillt und kurz vermischt.
Fur die PCR wurden dinnwandige Gefél3e zur schnellen Weitergabe der schnell wechselnden
Temperatur des Thermocyclerblocks verwendet. Im PCR-Ansatz-Raum wurde der Mastermix
in einem 2 ml Reaktionsgefal? hergestellt und anschlief3end gemischt. Der Mastermix wurde
zu den Proben und der Wasserprobe gegeben. Der Ansatz wurde in den Thermocycler gestellt
und das PCR-Programm gestartet.

2.2.2 PCR

Die PCR wurde mit einer initialen Denaturierung der Doppelstrange bei 96 °C, die 10 min
dauerte, begonnen. Dadurch konnten unspezifisch bei niedrigen Temperaturen gebundene
Primer oder andere Nukleotid-Stiicke entfernt werden und die AmpliTag Gold™ -
Polymerase aktiviert werden. Wurde eine schrittweise Aktivierung der Polymerase im Verlauf
der Zyklen gewiinscht, wurde die Startzeit auf 4-8 min reduziert. Zyklisch wiederholt wurden
dann eine kurze Denaturierungsphase fur 30-60 s bei 96 °C gefolgt von der Anlagerungsphase
(Annealing) fur 30-60 s bei 50 und 65 °C. Die Verlangerung der Primer entsprechend der
DNA-Sequenz (Extension) erfolgte fir 30-120 s bei 72 °C. Nach dem letzten Zyklus wurde
noch ein 6 - 8 min langer Vervollstéandigung (Elongation) ebenfalls bei 72 °C durchgefihrt.
AnschliefRend wurde auf 4 °C gekuihlt, um weitere Reaktionen zu minimieren.

Zur Ermittlung der optimalen Annealing-Temperatur wurde der Perkin-Elmer Mastercycler
verwendet, der innerhalb des Heizblocks einen Temperaturgradienten von max. 10 °C

aufbaute.

2.2.3 VERMEIDUNG VON CARRY-OVER-KONTAMINATIONEN

Uracil-haltige DNA-Fragmente, die durch die Verwendung von dUTP bel der PCR entstehen,
wurden mit Hilfe des Enzyms Uracil-DNA-Glycosylase zu kleineren, nicht mehr
amplifizierbaren Fragmenten degradiert. Das Enzym spaltet das Uracil von der Ribose ab.
Durch Erhitzung geht die Ribose in eine Keto-Enol-stabilisierte Form Uber, wobel das
Phosphat und damit der anhéngende DNA-Strang abgespalten wird. Der Erhitzungsschritt
fahrt ferner zur Deaktivierung des Enzyms, so dass die neu entstehenden Amplifikate nicht
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gespalten werden. Die Uracil-DNA-Glycosylase behdlt trotz Inaktivierungsschritt noch eine
geringe Aktivitat, so dass bei langerer Lagerung die Amplifikate zersetzt werden konnen.

Dem Mastermix wurden 2 Units Uracil-DNA-Glycosylase zugesetzt; es wurde entsprechend
weniger Wasser eingesetzt. Das Thymin des dNTP-Mixes fur den PCR-Mastermix wurde
durch die doppelte Menge an Uracil ersetzt. Vor dem Schritt der initialen Denaturierung der
PCR wurde ein Inkubationsschritt fur die Uracil-DNA-Glycosylase bei 20 °C fur 10 min
eingefugt. Die initiale Denaturierung bei 95 °C betrug mindestens 10 min, um die hitzelabile
Uracil-DNA-Glycosylase zu deaktivieren.

2.3 Gelelektrophorese

Die Laufstrecke der DNA in einem Agarosegel in Richtung des positiven Pols ist umgekehrt
proportional zu ihrer Grole. Weiterhin ist die Laufgeschwindigkeit abhangig von der
Konzentration der Agarose im Puffer und dem Vernetzungsgrad. Je grof3er der
Vernetzungsgrad oder der Agaroseanteil ist, desto langsamer laufen die Fragmente. Durch die
Gelelektrophorese kann so die Grof3e der PCR-Amplifikate bestimmt werden. Die DNA wird
im Gel durch Ethidiumbromid sichtbar gemacht.

Fur ein 1,5%iges Gel zur Trennung von PCR-Produkten wurden 2,25 g Agarose LE in einer
250 ml Platzflasche eingewogen. Zur Trennung von Restriktionsprodukten wurde ein
2,5%iges Gel mit 3,75 g Agarose MS verwendet. Die Agarose wurde in 150 ml 0,5x TBE-
Puffer suspendiert. Durch Erwdrmung in der Mikrowelle wurde die Agarose geldost und
anschlieffend auf ca. 60 °C abgekihlt. 15 pl Ethidiumbromid wurden dazugegeben und die
Losung in einen Geltréger gegossen. Nach vollstdndiger Polymerisation konnte das
Agarosegel mit 0,5 x TBE-Puffer in einer Elektrophoresekammer aquilibriert werden.

Je nach der Grole der zu erwartenden Amplifikate wurden jeweils 2 pl Gel-Lade-Puffer la
oder Ib mit den Farbstandards Bromphenolblau bzw. Xylencyanol vorgelegt. Die Proben,
Kontrollen und Langenstandards (Marker) wurden mit Gel-Lade-Puffern vermischt und mit
autoklaviertem Wasser auf ein einheitliches Volumen gebracht. Pro Tasche (0,5 cm breit)
sollten 100-500 ng DNA aufgetragen werden. Das gesamte Volumen der so vorbereiteten
Proben wurde nun auf das Gel aufgetragen. Eine Spannung von 10-20 V/cm Gel wurde fir
30-60 min angelegt. Die Visuaisierung der aufgetrennten DNA erfolgte durch Fluoreszenz
der DNA unter UV-Bestrahlung in Gegenwart von Ethidiumbromid.
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2.3.1 LIGANDEN-GELELEKTROPHORESE

Die Verbindung H.A.-Yellow ist ein Polymer bestehend aus Bisbenzimid und
Polyethylenglykol (PEG). Die Substanz H.A.-Red ist an PEG gebundenes 10-Phenyl-
Neutralrot. Das Bisbenzimid bindet bevorzugt an AT-reiche, Phenyl-Neutralrot hingegen an
GC-reiche Seguenzabschnitte. Durch das damit ebenfalls gebundene PEG erhdht sich die
Gesamtmasse der Verbindung, was zu einer geringeren Laufgeschwindigkeit im elektrischen
Feld fahrt. DNA-Sequenzen, die aufgrund gleicher Basenpaaranzahl auch die gleiche
Molekilmasse besitzen, und bei der normalen Gelelektrophorese nicht getrennt werden
kénnen, weisen mit diesem Zusatz unterschiedliche Laufgeschwindigkeiten auf. Gleich grof3e
DNA-Sequenzen laufen durch diesen Zusatz um so langsamer, je héher ihr Anteil an Adenin
und Thymin ist. Sequenzen mit unterschiedlicher Basenfolge aber gleicher Nukleotid-
zusammensetzung werden hingegen nur schlecht zu unterscheiden sein.

0,5x TBE-Puffer und Agarose wurden durch Erwdrmung gelost. Bei Abkihlung auf 70 °C
erfolgte die Zugabe von 1 Einheit H.A.-Y ellow/Red pro Milliliter Puffer. Fur die Auftrennung
der DNA wurde eine Spannung von 10 V / cm Gel angelegt. Die DNA fluoreszierte in
Gegenwart von Bisbenzimid nur leicht unter UV-Bestrahlung. Zur Detektion wurde das Gel
zusétzlich in einem Ethidiumbromidbad inkubiert.

2.4 Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus

Die DNA wurde durch Restriktionsenzyme an fur dieses Enzym spezifischen Stellen
geschnitten (= Verdauung). Dadurch entstanden i.d.R. Fragmente unterschiedlicher Lange, die
bei der Elektrophorese als unterschiedliche Banden sichtbar wurden. Die Inkubationszeit
richtete sich nach der Anzahl der vorhandenen Schnittstellen der zu verdauenden DNA. Fir
das Enzym wurde der mitgelieferte bzw. vorgeschlagene Puffer verwendet. Sollten mehrere
Enzyme in einem Ansatiz verwendet werden, musste sowohl auf ein gleiches
Temperaturoptimum, wie auch auf die Enzymaktivitét in einem gemeinsamen Puffer geachtet

werden.

Nach der PCR wurde mit einem Aliquot eine Auftrennung Uber Gel-Elektrophorese
vorgenommen, ein anderes Aliquot wurde mit den zum Verdau vorgesehenen
Restriktionsenzymen versetzt. Der Restriktionsmix aus Restriktionsenzym, Puffer fur das
Enzym und Wasser wurde entsprechend der Tabelle 16 angesetzt.
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Tabelle16: Berechnung des Restriktionsansatzes mit einem Volumen von je 25 pl.
Zu dem Restriktions-Mastermix von 15 pl werden jeweils 10 pl Probe gegeben.

Komponente Ausgangskonz.  Endkonz. Menge pro Ansatz ~ Gesamtmenge
Wasser Rest = 12,3 ul

Puffer 10x Ix 25u 15 ul x Ansétze
Restriktionsenzym 10U 2U 0,2 ul

DNA 10

Pro Ansatz wurden 2,5ul 10x Enzym-Puffer und 2-5 Einheiten des Restriktionsenzyms
eingesetzt. Die Differenz des Gesamtvolumens zu 25 pl wurde durch 12,3 ul autoklaviertes
Wasser erganzt. Die Komponenten ohne Proben-DNA wurden zunéchst in der erforderlichen
Gesamtmenge in einem geeigneten Reaktionsgefdld zusammengemischt. Der Restriktionsmix
wurde in 0,5 ml-Reaktionsgefélie vorgelegt und 10 pl PCR-Produkte hinzugegeben. Der
Ansatiz wurde Uber Nacht bel der Temperatur der optimalen Aktivitdét des Enzyms im
Heizblock inkubiert. 5-10 pl des Restriktionsproduktes wurden mit 2 pl Gel-Ladepuffer auf
ein 1,5 bis 2%iges Agarosegel aufgetragen und gelelektrophoretisch aufgetrennt.

2.5 Sequenzierung

Die Sequenzierung eines DNA-Abschnitts erfolgte aus dem PCR-Produkt. Es werden etwa

30-100 ng amplifizierte und aufgereinigte DNA fur einen Sequenzierungsansatz bendtigt.

2.5.1 PHENOLISIERUNG ZUR REINIGUNG DES PCR-PRODUKTES

Die Phenolisierung stellt die effizienteste Art der Reinigung von DNA dar. Eine
Phenol/Chloroform-Mischung dient zum Trennen von Proteinen und Nukleinsduren. Das
Chloroform denaturiert dabei die Proteine und verbessert die Trennung von waéssriger und
organischer Phase. Die denaturierten Proteine (z.B. Polymerase oder Restriktionsenzyme)
reichern sich in der organischen Phase an, wahrend die Nukleinsduren in der wassrigen Phase
verbleiben. Der Isoamylalkohol reduziert das Schaumen bel der Extraktion. Durch diesen

Aufreinigungsschritt wird die Tag-Polymerase entfernt.

Ein Volumenteil PIC-Losung wurde in 0,5ml (ab 100 ul: 1,5ml) Reaktionsgefalien
vorgelegt. Die suspendierte Proben-DNA wurde zugegeben und 2 min gemischt und 10 min
bei max. Umdrehungszahl zentrifugiert. Die obere, wéssrige Phase wurde in ein neues
Reaktionsgefal? Uberfihrt. Etwas weniger als ein Volumenteil Wasser wurde zu der
organischen Phase zugegeben, erneut gemischt und 5min bei max. Umdrehungszahl

zentrifugiert. Die wassrigen Phasen wurden vereinigt.
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Nach der Phenoliserung wurden zu der wéssrigen Phase 0,1 Volumenteil 3 molare
Natriumacetat-L 6sung und 2,5 Volumenteile absoluter Ethanol gegeben und der Ansatz zur
Falung der DNA mindestens 30 min bel RT inkubiert. Anschlief3end wurde fir 15 min bei
maximaler Geschwindigkeit unter Kiihlung zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert und
verworfen. Das Pellet wurde mit 500 pul 70%igem Ethanol gewaschen und fir 15 min bei
max. Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut vorsichtig abpipettiert, so
dass der DNA-Niederschlag (Pellet) zuriickblieb. Zur Losung der DNA wurde das Pellet bel
RT 2-5 min in der Vakuumzentrifuge getrocknet und das von Lésungsmitteln befreite Pellet
in 25 pl Wasser aufgenommen.

2.5.2 SEQUENZIERUNGSREAKTION

Die Sequenzierung erfolgte Uber die enzymatische Kettenabbruchmethode nach Sanger
(Sanger et al., 1977) vorgenommen. Fir die Sequenzierungs-Reaktion wird ein Mastermix
verwendet, der pro Ansatz nur einen Primer (sense oder antisense) enthdlt. Ferner ist neben
den dNTPs ein geringer Anteil an 3,5-Didesoxyribonukleinséuren (ddNTP) vorhanden, die
einen Abbruch der Polymerisation des DNA-Fragmentes bedingen. Da diese ddNTPs in
statistischer Verteilung die dNTPs wéahrend der Elongation ersetzen, entstehen Stréange von
unterschiedlicher Lange. Die verwendete Tag-FS-Polymerase ist so verdndert, dass sie
ddNTPs gegeniuiber der unveranderten Polymerase erheblich verstérkt einbaut (Perkin-Elmer,
1997). Dadurch kann die Konzentration der ddNTPs geringer gehalten werden, was den
storenden Einfluss dieser markierten Basen bei der Kapillarelektrophorese minimiert.

Die von Enzymen und Primern gereinigten PCR-Amplifikate wurden in PCR-Gefél3en mit
einem Sequenzierungs-Mastermix entsprechend der Tabelle 17 zusammengegeben. Die
Sequenzierungs-Reaktion wurde mit den fertigen Ansdtizen in einen Thermocycler
entsprechend dem Temperaturprogramm der Tabelle 18 durchgefihrt.

Anschlief3end wurden die Sequenzierungsprodukte gefallt und in 20 pul Wasser bei RT fur 15
bis 30 min auf dem Schuittler gelost. 16 pul Wasser wurden in Sequenzer-Geféf3en vorgelegt
und 4 pl der DNA-L 6sung hinzugegeben und gut gemischt.
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Tabelle17: Zusammensetzung des Sequenzierungs-Ansatzes mit einem Volumen von 20 pl.
Es sollen 30-100 ng der Proben-DNA pro Ansatz in die Sequenzierungs-Reaktion eingesetzt

werden.
Substanz Konzentration Volumen (ul)
Sequenzierungs-Premix 6
Primer 5 pmol / pl 1
Proben-DNA 30-100 ng / Ansatz 1-13
autoklaviertes Wasser ad 20

Tabelle 18: Temperaturprogramm der Sequenzier ungs-Reaktionen.
Ein abschlieflender Schritt zur Vollendung der Amplifikate wird nicht bendtigt. Als Primer-
Anlagerungstemperatur wird die fir die jeweilige PCR optimierte Anlagerungs-Temperatur

gewahlt.
Prozess Zeit (min:s) Temperatur (°C) Zyklen
Start 2:00 96
Denaturierung 0:10 96
Anlagerung 0:05 Primer-Anlagerungs-Temperatur 25
Fortfihrung 1:00 60
Ende ¥ 4
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2.5.3 KAPILLARELEKTROPHORESE

Das Gerét und die Steuerungssoftware wurde entsprechend den Herstellerangaben vorbereitet.
Die mit der Sequenzierungs-Reaktion vorbereitete Proben-DNA wurde durch Anlegen einer
Spannung Uber 10-30 s aus dem Probenbehélter (DNA + Puffer) in die 44 oder 60 cm lange
Trennkapillare transferiert. Im elektrischen Feld wurde die DNA der Grof3e nach in der
Kapillare aufgetrennt. Jedes Fragment, das nicht vollstandig amplifiziert wurde, enthielt as
letzte Base ein ddNTP, welches bel Bestrahlung mit einem Laser fluoreszierte und Licht einer
bestimmten Wellenlange abgab. Die vier unterschiedlichen ddNTPs waren jeweils mit einem
anderen Fluorophor markiert und konnten durch Emission von Licht unterschiedlicher

Wellenlange parallel gemessen werden.

: Kapillare
Spritze Laser P
Pufferventil . Gel
(automatisch) Q Ventil 2 é Photozelle
4 f L Fenster
—0
+-_
Plexiglasblock J Autosampler
- i . . Kathode
U Ventil 1 Kapillardichtung

Puffer (Anode)

Abbildung 6: Prinzip der Kapillar elektrophorese beim 310 Genetic Analyzer ABI Prisma .
Die DNA-Fragmente laufen von der Kathode aus durch die Kapillare in Richtung Anode
und werden dabei ihrer Grof3e nach aufgetrennt. Noch innerhalb der Kapillare werden die
Fragmente durch die Anregung mit einem Laser und die Messung der Transmission
detektiert.

Tabelle19: Parameter fir die Kapillarelektrophorese zur Sequenzierung.
Die Laufzeit wird entsprechend der Lange der Kapillare und der Gréle der
Amplifikate angepasst. Die Injektionszeit wird bei niedrigen Signalstérken
erhoht, bei zu hohen Signalstérken erniedrigt.

Parameter Wert
Injektions-Zeit: 15s

I njektions-Spannung: 2kV
Lauf-Spannung: 15 kV
Lauf-Temperatur: 50°C
Lauf-Zeit: 36 min
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2.5.4 AUSWERTUNG DER SEQUENZIERUNGSDATEN

Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mit dem Programm Sequencing Analysis von ABI.
Der Vergleich verschiedener Sequenzen erfolgte mit dem Programm Sequence Navigator™
von ABI. Die Bestimmung von Restriktionsschnittstellen sowie die Trandation der DNA-
Sequenz in die Aminosauresequenz erfolgte mit dem Programm MacV ector™.

2.6 Real-Time-PCR

Der LightCycler™ ermdglicht wahrend der PCR eine fluorometrische Bestimmung sowie
nach der PCR eine Schmelzpunkt-Analyse. Mit Hilfe der fluorometrischen Bestimmung kann
die Konzentrationsinderung der DNA in den Proben wéhrend der PCR verfolgt werden,
indem die Messung nach jedem Zyklus durchgefuhrt wird. Die Proben befinden sich in
Glaskapillaren, die in einem 32 Plétze fassenden Karussell stecken. Bei jeder Messung rotiert
das Karussell einmal, wobel die Fluorophore durch Laserlicht angeregt werden und die
Emission tber Photodioden detektiert wird. Die Anregung erfolgt bei 470 nm, die Detektion
bei 530 nm (Fluoreszein, Sybr® Green 1), 640 nm (LC-Red 640™) und 705 nm (LC-Red
705™). Die Temperierung der Proben erfolgt tber die Luft mit Hilfe eines Geblases und einer
Heizspirale.

2.6.1 SYBR®GREEN |

Sybr® Green | bindet tiberwiegend an dsDNA, wobei sich die Emission stark erhéht. Aus der
aufgenommenen Emissionskurve wird Uber den Wendepunkt die Ausgangskonzentration
berechnet. Da hier auch Primer-Dimere und andere unspezifische Produkte erfasst werden, ist
zusétzlich  die  Durchfihrung  einer  Schmelzpunkt-Analyse  notwendig.  Das
Auswertungsprogramm bietet derzeit noch keine Mdaglichkeit, die Fluoreszenz-Anteile
unspezifischer  DNA-Produkte von der  Gesamtfluoreszenz  abzuziehen.  Die
Schmelzpunktanalyse ist daher nur ein Nachweis, ob ein spezifisches Produkt entstanden ist
und ob eine Quantifizierung tber das Sybr® Green | - Signal tiberhaupt sinnvoll ist.

Der Mastermix wurde entsprechend der Tabelle 20 hergestellt und mit den Proben in einer
Glaskapillare zusammengegeben. Die weitere Analyse ist identisch mit dem Verfahren bel
Hybridisierungssonden.
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Tabelle20: Ansatz des Mastermix mit Sybr® Green | bei einem Ansatzvolumen von 20 pl.

Ausgangskonz. Endkonz. Gesamtmenge

Komponente

(mmol/l) (mmol/l) (u
Wasser 9,6
Magnesiumchlorid 25 4 2,4
Primer sense 20 2 2
Primer antisense 20 2 2
LightCycler “"FastStart DNA Master 10x 1x )

Sybr® Green | -Premix

Proben-DNA 2

2.6.2 HYBRIDISIERUNGSSONDEN

Bel den verwendeten Hybridisierungssonden handelte es sich um zwei Oligonuklectide, die
dicht nebeneinander (ca. 3 Basen Abstand) spezifisch an die Ziel-Sequenz gebunden haben.
Das as Anker bezeichnete Oligonukleotid war am 5 -Ende mit Fluoreszein markiert, das als
Sensor bezeichnete Oligonukleotid war am 3"-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff L C-Red640
markiert. Das Fluoreszein am Anker absorbierte das eingestrahlte Licht und emittierte es
langwelliger, welches vom LC-Red640 am benachbarten Sensor absorbiert werden konnte.
Dieses emittiert darauf hin Licht der Detektionswellenlange. Vor der Anlagerung und nach
der Fortfuhrung erzeugten die Sonden keine Fluoreszenz im Bereich der

Detektionswellenlange, da die Fluoreszenzmarkierungen voneinander getrennt waren.

Fluoreszenz-
markierungen

]

3’/ hn Detektion o
47Qpm 640 nm o

FRET . ®

— .
A8088068800008000800000000,
3 ssDNA 5 3 DonorDye  Akzeptor Dye 5 3 dsDNA  Polymerase 5
(Fluorescein)  (LC Red640)
Denaturierung Anlagerung Fortfihrung

Abbildung 7:  Prinzip der Fluoreszenzmessung mit Hybridisierungssonden beim LightCycler ™.
Nach dem HybProbe-Prinzip erfolgt eine spezifische Bindung von zwei einfach markierten
Sonden auf der Ziel-Sequenz. Die Messung erfolgt hier Uber die Fluoreszenz des
Akzeptorfarbstoffes, der Uber den FRET Prozess angeregt wird.

Der PCR-Mastermix wurde entsprechend der Tabelle 21 hergestellt und davon je Probe 18 pl
in die Messkapillare vorgel egt.
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Tabelle21:  Ansatz des Mastermix fir die Real-Time-PCR mit Hybridisierungssonden.
Berechnet fur ein Ansatzvolumen von 20 pl und einer Magnesiumchloridkonzentration von
4 mmol/l. Verwendet wird eine aus Sensor und Anker bestehende zweiteilige Sonde, die nach
der FRET-Technologie arbeitet.

Ausgangskonz.  Endkonz. Volumen pro Probe
Komponente
(mmol/l) (mmol/l) (u

Wasser 5,6
Magnesiumchlorid 25 4 2,4
Primer sense 20 2 2
Primer antisense 20 2 2
Sonde (Anker) 20 2 2
Sonde (Sensor) 20 2 2
LightCycler “"FastStart DNA Master

e ) 10x Ix 2

Hybridization Probes-Premix

Proben-DNA 2

Je 2 ul der Probe wurden zugegeben und die Messkapillare mit Stopfen verschlossen. Die
Messkapillare in den Zentrifugenadaptern wurden in einer Zentrifuge bei 2000 U/min etwa 2
min zentrifugiert, damit der Reaktionsansatz sich vollsténdig im unteren Teil der Kapillare
befand. Anschlief3end wurden die Messkapillare in das Proben-Karussell des LightCyclers™
gesteckt und der Lauf gestartet.

2.6.3 SCHMELZPUNKT-ANALYSE
Die analytische Bestimmung des Schmelzpunktes mit dem LightCycler™ kann auf zwel
Wegen erfolgen:

a) Unter Verwendung von Sybr® Green |, welches sich in die dsDNA einlagert und
fluoresziert. Wird die DNA am Schmelzpunkt einzelstrangig, ist das Sybr® Green | nicht
mehr gebunden, was zu einer Reduzierung der Fluoreszenz fihrt. Der Schmelzpunkt ist
der Wendepunkt in der Fluoreszenz/Temperatur-Kurve bzw. das Maximum in der erster
Ableitung.

58



MATERIAL UND METHODEN
ReEAL-TIME-PCR

b) Unter Verwendung von HybProbes. Diese zweiteiligen aus Anker und Sensor
bestehenden DNA-Sonden lagern sich spezifisch an die Ziel-DNA an und |6sen sich bei
hoheren Temperaturen am Schmelzpunkt ab. Dadurch wird die Fluoreszenz der Sonden
reduziert. Bel Verwendung von DNA-Sonden erhdt man in der Schmelzpunktanalyse
shnliche Ergebnisse wie mit Sybr® Green |, nur dass hier Amplifikate mit
unterschiedlicher Basensequenz unter den DNA-Sonden schon bel der Abweichung in
einer Base aufgrund von hoheren Schmelzpunktverdnderungen unterschieden werden
konnen. TagMan™-Sonden eignen sich nicht fur die Bestimmung der Schmel ztemperatur,
da sie keine Fluoreszenzunterschiede zwischen angelagertem und freiem Zustand
aufweisen.

Die Bestimmung des Schmelzpunktes erfolgte automatisch im Anschluss an die im

LightCycler™ durchgefihrte PCR, wenn diese Phase im Programmablauf vorgesehen wurde.
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V  ERGEBNISSE

Ziel dieser Doktorarbeit war es zu prifen, ob bestehende Methoden zur Differenzierung von
Tierarten fUr die Differenzierung von Haus- und Wildschweinen in Lebensmitteln geeignet
sind. Dies sollte anhand von zahlreichen Proben verschiedener geographischer Herkunft und
verschiedener Abstammung geprift werden. Weiterhin sollte nach Sequenzabschnitten
gesucht werden, die von ihrem Potential her als geeignet fur eine Differenzierung von Haus-
und Wildschweinen erscheinen. Diese sollten von verschiedenen Proben sequenziert und
miteinander verglichen werden. Bei Sequenzabschnitten, die eine Differenzierung von Haus-
und Wildschweinen zulassen, sollte eine neue Methode fir die Anwendung bel prozessierten
Lebensmitteln erstellt werden.

1 EXTRAKTIONSMETHODEN

Die wichtigste Voraussetzung fir die erfolgreiche Amplifikation von DNA ist eine gute
Extraktion der DNA aus der Probe. Dabel ist es wichtig, dass die DNA mdglichst schonend
und in moglichst grofer Menge extrahiert wird. Weiterhin mussen alle bel der PCR
inhibierend wirkenden Stoffe entfernt werden. Fur die Untersuchung von stark prozessierten
Lebensmitteln ist es wichtig, dass die noch vorhandene degradierte DNA in mdglichst grofiem
Umfang extrahiert wird. Zu diesem Zweck wurden die gebrauchlichsten Extraktionsmethoden
an der fUr diese Dissertation relevanten Matrix getestet und optimiert.

1.1 Vergleich der Aufarbeitungsmethoden

Die DNA aus Fleisch verschiedener Verarbeitungsstufen wurde mit vier verschiedenen DNA-
Extraktionsmethoden und in der Folge zwei verschiedenen Reinigungsmethoden extrahiert.
Diese basieren auf den Nukleinsaurebindungseigenschaften von Silicagel (Boom et al., 1990).
Zudem wurde die einzusetzende Probenmenge und die Probenvorbehandlung optimiert. Eine
Ubersicht iber die durchgefiinrten Aufarbeitungen gibt Tabelle 22. Die Aufarbeitungs-

nummer setzt sich wie folgt zusammen:

Kurzel der Aufarbeitungsmethode:

C = CTAB-Methode angelehnt an L-24.01-1 der Methodensammlung nach § 35 LMBG
(BgVV, 1997) fur den Nachweis einer gentechnischen Verénderung von Kartoffeln

N = Natriumchlorid-Methode nach Wink und Wehrle (1994)

G = Guanidin-Hydrochlorid-Methode nach Meyer R. et al. (1995)

P = Phenol-Methode entsprechend L-08.00-44 der Methodensammlung nach § 35 LMBG
(BgVV, 1997) fur den Nachweis einer gentechnischen Veradnderung von Lactobacillus
curvatus in Rohwurst
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Proben-Nummer:

1 = Schweinefleisch, gerduchert

2 = Rindfleisch, gekocht

3 = Pute, prozessiert mit Hilfsstoffen (Wurst)
4 = Huhn, rohes Herz

Art der zusétzlichen Reinigung:
Q = zusétzliche Behandlung mit dem QIAquick PCR Purification Kit von QIAGEN
W = zusétzliche Behandlung mit dem Wizard® DNA Purification Kit von Promega
Der Zusatz eines ,+* zeigt an, dass das eingewogene Fleischstiick nicht mit einem Messer

oder dem Ultra-Turrax vorzerkleinert wurde.

Die Ergebnisse der fluorometrischen Bestimmung der DNA-Konzentration der Extrakte mit
dem Hoefer DynaQuanta 200 sind in Tabelle 22 aufgefiihrt und in Abbildung 11 dargestellt.
In Abbildung 12 sind die Messwerte bereinigt von Einwaage- und Aufnahmevolumen-
Differenzen dargestellt.

Die extrahierte DNA wurde einer PCR mit einem Cytb-Universalprimerpaar unterzogen. Die
Bewertung der PCR-Ergebnisse erfolgte Uber die Messung der Starke der Bandenfluoreszenz
(Quantifizierung Uber ein Auswertungsprogramm) gegentber der Hintergrundfluoreszenz der
Spur. Die Ergebnisse wurden in die Kategorien 0-5 (0 = kein Amplifikat) eingeordnet und zur
besseren graphischen Darstellung mit dem Faktor 100 multipliziert. Dieser Wert ist fur ale
Proben in Tabelle 22 aufgefuhrt.

1 2 3 45 67 89 101112 13 14 151617 18 19 2021 22 23 g\ Probe Bande
1 100 Bp-Marker

2 Wasser 0

3 C1l 4

4 ClQ 5

5 ciw 5

6 C1+ 5

7 C1+Q 5

— . G . S e .- 8 Gl 5

9 Cl2 5

10 c2 5

11 Cc2Q 5

12 c2w 5

13 G2 5

14 C3 2

15 C3Q 5

16 C3w 5

. ) . . I 17 G3 3

Abbildung8: PCR verschiedener Aufarbeitungen unterschiedlicher 18 ca 4

Proben —Teil a. 9 c40 5

Die Tabelle rechts zeigt die Intensitéten der Banden (Spalte Bandejé0 caw 5

und die Belegung des Gels. Die Probenbeschriftung setzt sicl 1 G4 5
gemal Tabelle 22 aus der Aufarbeitungsmethode, Proben-Nr. un 2 Reagenzien-Kontrolle

Reinigungsschritt zusammen. 23 100 Bp-Marker
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1 2 3, 455 6 aiaa SOl 0Rul SRl o SR d5 NI, Probe  Bande
: ' 1 100 Bp-Marker
2 Wasser 0
3 N1 4
4 N1+ 5
5 P1 3
6 G1w 5
7 G1Q 5
8 N1Q 5
9 N1+Q 5
10 P1Q 5
11 N2 2
12 P2 4
13 G2w 3
14 G2Q 2
15 N2Q 2
16 P2Q 3
Abbildung 9: PCR verschiedener Aufarbeitungen unterschiedlicher Proben
—Tell b.
Die Tabelle rechts zeigt die Intensitdten der Banden (Spalte
Bande) und die Beegung des Gels (Spate Probe). Die
Probenbeschriftung setzt sich gemdd Tabelle 22 aus
Aufarbeitungsmethode,  Proben-Nr.  und  Reinigungsschritt
zusammen.
9 10 11 12 13 14 NSRS
: d) e N () 100 Bp-Marker
2 Wasser 0
3 N3 5
4 P3 5
5 G3w 5
6 G3Q 5
7 N3Q 5
8 P3Q 5
9 N4 0
d 10 P4 2
11 G4aW 4
12 G4Q 2
| 13 N4Q 1
i 14 P4Q 3

Abbildung 10: PCR verschiedener Aufarbeitungen unterschiedlicher
Proben —Teil c.
Die Tabelle rechts zeigt die Intensitédten der Banden (Spalte
Bande) und die Belegung des Gels (Spate Probe). Die
Probenbeschriftung setzt sich geméld Tabelle 22 aus
Aufarbeitungsmethode, Proben-Nr. und Reinigungsschritt
zusammen.
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Tabelle 22: Angewandte Extraktionsmethoden und Messung der extrahierten DNA.
Berechnet wurde die auf die Einwaage bezogene Menge der extrahierten DNA (&) und die aus
der Gelelektrophorese erhaltenen Daten Uber die Bandenintensitét, multipliziert mit dem Faktor

100 (b).
. Einwaage Zerkleiner- Extraktions- - extr.DNA extr. DNA Bewertung
Nr. Tierart (mg) ung methode Reinigung (ng/pl)  normiert® PCR- b
Produkt
Cl  Schwein 2020 ja CTAB - 743 367 400
ClQ Schwein 2020 ja CTAB QIA 200 327 500
CIW Schwein 2020 ja CTAB Wizard 171 277 500
C2 Rind 2010 ja CTAB - 272 135 500
C2Q Rind 2010 ja CTAB QIA 115 188 500
C2W Rind 2010 ja CTAB Wizard 91 149 500
C3  Pute 2150 ja CTAB - 220 102 200
C3Q Pute 2150 ja CTAB QIA 94 142 500
C3W Pute 2150 ja CTAB Wizard 59 89 500
C4  Huhn 2020 ja CTAB - 888 439 400
C4Q Huhn 2020 ja CTAB QIA 530 865 500
C4W Huhn 2020 ja CTAB Wizard 358 584 500
Cl+ Schwein 2020  nein CTAB - 414 204 500
C1+Q Schwein 2020  nein CTAB QIA 82 132 500
Cl2 Schwein - ja CTAB - 288 142 500
N1  Schwein 2090 ja NaCl - 59 28 400
N1Q Schwein 2090 ja NaCl QIA 34 53 500
N2  Rind 2190 ja NaCl - 49 22 200
N2Q Rind 2190 ja NaCl QIA 20 30 200
N3  Pute 2000 ja NaCl - 27 13 500
N3Q Pute 2000 ja NaCl QIA 12 20 500
N4  Huhn 2270 ja NaCl - 732 322 0
N4Q Huhn 2270 ja NaCl QIA 138 198 100
N1+ Schwein 2070  nein NaCl - 60 28 500
N1+Q Schwein 2070  nein NaCl QIA 42 66 500
P1 Schwein 830 ja Phenol - 8 9 300
P1Q Schwein 830 ja Phenol QIA 2 7 500
P2 Rind 830 ja Phenol - 27 32 400
P2Q Rind 830 ja Phenol QIA 9 33 300
P3 Pute 820 ja Phenol - 54 65 500
P3Q Pute 820 ja Phenol QIA 18 69 500
P4 Huhn 810 ja Phenol - 661 816 200
PAQ Huhn 810 ja Phenol QIA 284 1155 300
Gl  Schwein 840 ja Guanidin - 24 126 500
G1Q Schwein 840 ja Guanidin QIA 29 153 500
G1W Schwein 840 ja Guanidin ~ Wizard 3 14 500
G2 Rind 830 ja Guanidin - 42 225 500
G2Q Rind 830 ja Guanidin QIA 57 306 300
G2W Rind 830 ja Guanidin ~ Wizard 4 18 200
G3  Pute 810 ja Guanidin - 10 54 300
G3Q Pute 810 ja Guanidin QIA 3 14 500
G3W Pute 810 ja Guanidin Wizard 1 45 500
G4  Huhn 737 ja Guanidin - 515 1256 200
G4Q Huhn 737 ja Guanidin QIA 25 149 200
G4W Huhn 737 ja Guanidin Wizard 121 738 400
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Methode m PCR-Produkt m DNA-Konzentration
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Abbildung 11: Vergleich der DNA-Extraktionsmethoden bei verschiedenen Verarbeitungsstufen
und Tierarten.
Die Giite des Extraktionsergebnisses wird dargestellt durch die Summe der Bewertung
des PCR-Produkts (linker Anteil des Balkens) und die extrahierte DNA-Konzentration
(rechter Anteil des Balkens).
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Methode m PCR-Produkt m DNA-Konzentration

Giw

|

zusatzliche Reinigung
mit Wizard-Saulen

Ciw

P1Q

o I | zusatziiche Reinigung

mit QIAGen-Saulen

P1

Gl

EEEesse———
e
E—

g
IEEEeesee———
e

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Extraktionsergebnis

Abbildung 12: Vergleich der DNA-Extraktionsmethoden beim Schweinefleisch.
Die Gilite des Extraktionsergebnisses wird dargestellt durch die Summe der Bewertung
des PCR-Produkts (linker Anteil des Balkens) und die extrahierte DNA-Konzentration
(rechter Anteil des Balkens).
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1.2 Alternative Aufarbeitung fur Blutproben

Die Aufarbeitung von Blutproben verschiedener Schweinerassen mit Hilfe der CTAB-
Methode ergab kein PCR-Amplifikat. Die Reinigung mit dem , GENERATION Capture Disk
Kit“ der Firma Gentra Systems fuhrte nur bel einer von acht Aufarbeitungen zu einem PCR-
Amplifikat (siehe Abbildung 13). Die Verwendung des Blut-Extraktionssets der Firma
QIAGEN hat bei Verwendung der gereinigten DNA in der PCR bei mehreren Proben zu
einem Amplifikat gefiihrt (siehe Abbildung 14). Es konnten aber mit der DNA aus dieser
Extraktions-Methode und den Primern DL1f/3r keine 665 Bp grofen Amplifikate erzeugt

werden.
o a8 #9g 105 lslsndl2 Nr. Probe Taxon Bande
: 1 100 Bp-Marker
2  Wasser -
3 94* HS +
4 84* HS -
5 91* HS -
6 94* HS -
7 101* HS -
8 84* HS -
9 86* HS -
10 91* HS -
11 2 Pute +
12 3 Rind +
13 4 Huhn +

Proben-Nr. laut Tabelle 12

Taxon, u.a.:
Abbildung 13: Amplifikation von aufgereinigten Blut - und Kontroll- HS = Haus-, WS = Wildschwein.
proben mit dem Primerpaar MC 1f/3r. * = Blutproben

Nur die DNA der Blutprobe 94 konnte erfolgreich
amplifiziert werden.

1 234 567 8 9101112 131415161718 19202122 23 Nr Probe Form Bande

1 100 Bp-Marker

2 77 WS +

3 78 WS +

4 79 WS +

5 81 HS +

6 82 WS +

7 83 WS +

8 84* HS -

9 93* HS -

10 100* HS -

11 102* HS -

12 103 HS -

13 120 WS +

14 Wasser -

15 VI WS +

) o o 16 84 HS -

Abbildung 14: Amplifikation von aufgereinigten Blut-* und 17 o3* HS +

Kontrollproben mit den Primerpaaren DL 1f/3r (2-15) und 18  100* HS +

MC 1f/3r (16-23). 19 102* HS _

Die PCR mit der DNA der Blutproben 93 und 100 fuhrte zu 20 103* HS }

(*Blutproben, zur Verfiigung gestellt von: Tierzuchtforschung 22 VI ws 4+

eV. Minchen, Ingtitut fur Blutgruppenforschung und 23 Wasser
Immunbiologi€)
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1.3 Primer zur Kontrolle der Amplifizierbarkeit der DNA

Zur Kontrolle der Qualitdt der DNA wurden zwel Eukrayonten-Primerpaare mit
unterschiedlich grofen Amplifikaten verwendet. Das Primerpaar 41f / 1066r das in L-08.00-
44 der Methodensammlung nach 8 35 LMBG (BgVV, 1999) als Kontrollsystem verwendet
wird, erzeugte Amplifikate der Grofe 1025 Bp wahrend das Primerpaar TRO3 / TR04 von
Allmann et al. (1993) Amplifikate der Grof3e 137 Bp erzeugte.

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 Nr. Probe Primer Bande
- : 1 100 Bp-Marker
i H “ . 2 1 41 /1066 r -
3 2 41 /1066 r +
— 4 3 41 /1066 r -
5 4 41 /1066 r -
6 10 41 /1066 r +
7 Wasser 41f/1066r
8 1 TRO3+TR04
9 2 TRO3+TR04

10 3 TRO3+TR04
11 4 TRO3+TRO04
12 10 TRO3+TRO04
13 Wasser TRO3+TRO4

+ + 4+ + 4+

Abbildung 15: Anwendung ver schiedener Eukaryonten-Primer bei unterschiedlichen Tierarten.
Mit dem Primerpaar TR03/04 lésst sich bel allen Proben ein 137 Bp grofles PCR-
Amplifikat erzeugen, mit dem Primerpaar 41 /1066 r entstehen nur bei zwei Proben
Amplifikate der Grolze 1025 Bp.

Die Abbildung 15 zeigt bei Verwendung des Primerpaares 41 f und 1066 r Amplifikate der
Grofe 1025 Bp bei den Proben Rind und Wildschwein. Die PCR der Proben Schwein, Pute
und Huhn ergibt keine auf dem Gel sichtbare Menge an amplifizierter DNA.

Mit dem Primerpaar TRO3 und TR04 wird bei allen Proben ein 137 Bp grofies Amplifikat
erzeugt. Das System ist damit auch zur Uberprifung der Amplifizierbarkeit extrahierter DNA
von stark prozessierten Produkten geeignet und wurde im weiteren Verlauf zur Uberpriifung
der extrahierten DNA verwendet (nicht dargestellt).

2 CYTOCHROM B-GEN

21 PCR

2.1.1 AUFARBEITUNG UND PCR DER WILDSCHWEINPROBEN

Alle untersuchten Proben wurden mit der CTAB-Methode aufgearbeitet, die sich in den
Extraktionsversuchen als am besten geeignet erwiesen hat. Einige Proben wurden zusétzlich
Uber QIAGEN-Saulen gereinigt. Mit den aufgearbeiteten Proben wurde eine PCR mit den
Primern Cytb 1f-SW und Cytb 2r-SW vorgenommen. Hierbei handelt es sich um
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abgewandelte Consensus-Primer nach Meyer R. et al. (1995), die an die Sequenz von
Hausschwein angepasst wurden und ebenfalls ein 359 Bp grof3es Amplifikat ergeben.

Bel alen Proben wurde sowohl bel Verwendung eines fiur Schweine spezifischen
Primerpaares, as auch bei Verwendung eines Universal-Primerpaares ein Amplifikat von
359 Bp erzeugt. Weitere Amplifikate, die durch unspezifische Bindungen hervorgehen
wairden, konnten nicht beobachtet werden. Die nicht Uber eine Sdule gereinigten Proben
zeigten nach der PCR bei der Gelelektrophorese einen stérker fluoreszierenden Hintergrund in
der Spur als die Uber QIAGEN-S&ulen gereinigten Proben.

Zur Ermittlung der optimalen Amplifikationsbedingungen des cytB-Abschnitts bei

Wildschwel nproben wurden folgende PCR-Parameter variiert:

Annealing-Temperatur zwischen 50 und 70 °C
Zyklenzahl mit 25, 30 und 35 Zyklen
Magnesiumchlorid-Konzentration mit 1, 2, 3 und 4 mmol/l Magnesiumchlorid

"Nrf Probe T, (°C) Bande

100 Bp-Marker
Wasser 60 -
6 50 +
6 60 +
6 70 -
16 50 +
16 60 +
16 70 +
17 50 +
17 60 +
17 70 -

Abbildung 16: Bestimmung der optimalen Annealingtemperatur der Primer
Cytb 1fSW/2-SW.
Nur bei Wildschwein-Probe 16 ist bei einer Annealingtemperatur (T,) von 70 °C noch ein
Amplifikat zu sehen. Das Amplifikat bel einer T von 60 °C ist bel alen Proben am stérksten.

Die berechnete Schmelztemperatur fur die im Test verwendeten Schweine-spezifischen
Primer Cytb 1f-SW und Cytb 2r-SW lag bei 73 °C. Abbildung 16 zeigt, dass bel einer
Annealing-Temperatur von 70 °C nur bel einer Probe eine schwache Amplifikat-Bande
entstand, wahrend bei 50 und 60 °C eine ausreichende Menge an Amplifikat erhalten wurde.
Bel einer Annealingtemperatur von 70 °C entsteht ein ausreichendes Amplifikat erst bel 35
Zyklen (nicht gezeigt). Die Abbildung 16 macht deutlich, dass bei niedrigerer Temperatur die
Bandenintensitéten starker wurden, ohne dass unspezifische Amplifikate entstanden. Alle
eingesetzten Magnesiumchloridkonzentrationen ergaben bei den Annealingtemperaturen 50,
55 und 60 °C im Agarosegel gut sichtbare PCR-Produkte (nicht abgebildet).

Die Versuche ergaben, dass ein optimales PCR-Produkt bei allen Proben mit einer Zyklenzahl
von 35 erhalten wurde. Bei einer Zyklenzahl von 30 konnte nur bei niedrigen Annealing-
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Temperaturen ein gutes Ergebnis erzielt werden. Bei einer Zyklenzahl von 25 wurde bei allen
getesteten Temperaturen ein schlechteres bzw. gar kein Ergebnis erhalten.

Die optimale Annealing-Temperatur fur die PCR an Haus- und Wildschweinen mit
Cytochrom b - Universalprimern liegt zwischen 50 °C und 60 °C unter Verwendung von
mindestens 1,5 mmol/l Magnesiumchlorid und einer Zyklenzahl von 35. Fur die weiteren
PCR mit Wildschweinen wird daher eine 3-Stufen PCR mit 35 Zyklen, einer Annealing-

Temperatur von 55 °C und einer Magnesiumchloridkonzentration von 1,5 mmol/I verwendet.

2.1.2 VARIATIONEN DER PRIMER

Fur die PCR verschiedener Tierarten werden Primer benttigt, die an ale Arten gleich gut
binden. Dies gilt besonders, wenn die DNA verschiedener Arten in ener Mischung
amplifiziert werden soll. Das Universal-Primerpaar Cytb 1f-UP und Cytb 2r-UP wurde fir
diese Zwecke von Meyer R. et al. (1995) vorgeschlagen und vielfach angewandt. Fur den
spezifischen Nachweis von Schweinen und eine folgende Sequenzierung wurde anhand der
DNA-Sequenz vom Hausschwein aus der GenBank (Benson et al., 2000) das spezifische
Primerpaar Cytb 1f-SW und Cytb 2r-SW entwickelt. Fir weitere Tierarten wurden anhand
von Datenbank-Sequenzvergleichen (Altschul et al., 1997) die am starksten variierenden
Nukleotidpositionen bestimmt und eine Mischung von Primern verwendet, die fir die meisten
Tierarten exakt passen, wahrend das Cytb-UP Primerpaar vielfach Mismatches aufweist.
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123456 789 101112 13 141516 17 1819 20 SN N0 S-T 0S
H L '; W . 1 100 Bp-Marker
_ 2 1 Cytb-SW
gl i . 3 2 Cytb-SW
— s _ 4 3 Cytb-SW
5 4 Cytb-SW
6 10  Cytb-SW
7 Wasser Cytb-SW
8 1 Cytb-UP
9 2 Cytb-UP

10 3 Cytb-UP
11 4  CytbUP
12 10  Cytb-UP
13 Wasser Cytb-UP
14 1 Cytbwo

. ) . . . . 15 2 Cytb-WO
Abbildung 17: Verwendung ver schiedener Primer in der PCR bei 16 3 Cytb-WO

verschiedenen Tierarten.

Mit den Universalprimern und den Wobble-Primern ot 4 Cytb-WO

wurde die DNA aller untersuchten Tierarten gleich 18 10 Cytb-WO
19 Wasser Cytb-WO

gut amplifiziert. 20 100 Bp-Marker
Beschriftung:
Proben-Nr. gemé&(3 Tabelle 12.

T i I T S S SR S P S

Abbildung 17 zeigt, dass mit dem fur Schweine spezifischen Primerpaar Cytb-SW bei den
Tierarten Huhn (4) und Rind (2) geringere Bandenintensitéten as bei Schwein (1), Pute (3)
und Wildschwein (10) entstanden. Bei der PCR mit dem Universal-Primerpaar Cytb-UP und
dem Primerpaar Cytb-WO wiesen alle Proben starke Bandenintensitéten auf.
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2.2 RFLP

Die nach der Methode von Meyer R. et al. (1995) amplifizierte DNA von Wild- und
Hausschweinen wurde der RFLP mit dem Restriktionsenzym Hinfl unterzogen. Abbildung 18
zeigt das Ergebnis der Restriktion von Wildschweinproben nach der gelelektrophoretischen
Auftrennung. Die Amplifikate der Proben 6, 8 9 und 10 wurden durch die
Restriktionsendonuklease Hinfl mit der Erkennungssequenz G /ANTC in die Fragmente 161
und 198 Bp geschnitten. Die Hausschweinprobe und die anderen Wildschweinproben auf
diesem Gel weisen Fragmente der Grof3e 359 Bp auf und wurden von Hinfl nicht geschnitten.
Die entstandenen Fragmente der RFLP aler untersuchten Proben sind in Tabelle 23

aufgefihrt.

Probe Form Bande
1 HS 359
6 WS  161+198
7 WS 359
8 WS  161+198
9 WS  161+198
10 WS  161+198
11 WS 359
12 WS 359
13 WS 359
10 14 WS 359
11 15 WS 359
12 16 WS 359
13 17 WS 359
100 Bp-

Marker

cCo~NoaAwNRE

Abbildung 18: RFLP mit Hinfl des Amplifikats der Primer Cytb 1f/2r.
Die Amplifikate der DNA von den Wildschweinproben 6, 8, 9 und 10 wurden in die Fragmente
161 und 198 Bp geschnitten, die Amplifikate der Hausschweinprobe 1 und der restlichen
Wildschweinproben blieben ungeschnitten.
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Tabelle23: Ubersicht der Hinfl-Schnitte bel Wildschweinproben (S= sequenziert).
Bei 15 der 73 aufgefihrten Wildschweinproben wurden durch Hinfl das Amplifikat in die
Fragmente 161+198 geschnitten, die Amplifikate der 20 untersuchten Hausschweinproben blieben

ungeschnitten.
Restriktions- uen- Restriktions- sequen-

Nr Form fragmente (Bp) Sezci]ert Nr Form fragmente (Bp) ziert
1 Hausschwein 359 S 48  Wildschwein 359

5 Hausschwein 359 S 49  Wildschwein 359

6  Wildschwein 161+198 S 50 Wildschwein 359

7  Wildschwein 359 S 51 Wildschwein 359

8  Wildschwein 161+198 S 52  Wildschwein 359

9  Wildschwein 161+198 S 53  Wildschwein 359

10  Wildschwein 161+198 S 54 Wildschwein 359

11 Wildschwein 359 S 55  Wildschwein 359

12  Wildschwen 359 S 62  Wildschwein 161+198 S
13 Wildschwein 359 S 63  Wildschwein 359

14  Wildschwein 359 S 64  Wildschwein 359 S
15 Wildschwein 359 S 65  Wildschwein 359 S
16 Wildschwein 359 S 66  Wildschwein 161+198 S
17  Wildschwein 359 S 67  Wildschwein 359 S
18  Wildschwein 161+198 S 68  Wildschwein 359 S
19  Wildschwein 161+198 S 69  Wildschwein 359 S
20  Wildschwein 161+198 70  Wildschwein 359

21  Wildschwein 161+198 S 71 Wildschwein 359 S
22 Wildschwein 161+198 S 72 Wildschwein 359

23 Wildschwein 359 73  Wildschwein 161+198 S
24  Wildschwein 359 74  Wildschwein 359

25  Wildschwein 359 75  Wildschwein 359

26  Wildschwein 359 76  Wildschwein 161+198

27  Wildschwein 359 77  Wildschwein 359

28  Wildschwein 359 78  Wildschwein 359

29  Wildschwein 359 S 128 Hausschwein 359 S
30  Wildschwein 359 S 129  Hausschwein 359 S
31  Wildschwein 359 S 130 Hausschwein 359 S
32  Wildschwein 359 S 131 Hausschwein 359 S
33  Wildschwein 359 132 Hausschwein 359

34  Wildschwein 359 133 Hausschwein 359 S
35  Wildschwein 359 134 Hausschwein 359

36 Wildschwein 359 135 Hausschwein 359

37  Wildschwein 161+198 S 137 Hausschwein 359 S
38  Wildschwein 359 138 Hausschwein 359 S
39  Wildschwein 359 139 Hausschwein 359

40 Wildschwein 359 140 Hausschwein 359 S
41  Wildschwein 359 141 Hausschwein 359 S
4?2  Wildschwein 359 142 Hausschwein 359 S
43  Wildschwein 359 143 Hausschwein 359 S
44 Wildschwein 359 144  Hausschwein 359

45  Wildschwein 359 145 Hausschwein 359

46  Wildschwein 359 146 Hausschwein 359 S
47  Wildschwein 359

Die Tabelle 23 zeigt, dass nur die DNA-Sequenz des kleineren Tells der Wildschweinproben
von Hinfl geschnitten wurde. Eine erneute DNA-Extraktion mit anschlief3ender
Saulenreinigung, PCR und RFLP fihrte zu den gleichen Ergebnissen. Der Anteil der Proben,
deren DNA-Sequenzen von Hinfl geschnitten wird, betrégt 21 %.
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Tabelle 24: Auswertung der RFLP-Analytik des Cytb 1f/3r-Amplifikats mit dem Restriktionsenzym

Hinfl.

Die Amplifikate der 20 untersuchten Hausschweinproben wurden nicht geschnitten, 21 % der
Amplifikate der Wildschweinproben wurden geschnitten.

Wildschweinproben Hausschweinproben
kein Schnitt: 58 (79 %) 20 (100 %)
Schnitt: 15 (21 %) 0
Gesamt: 73 20

2.3 Sequenzierung

Das cytB-Gen liegt in der mitochondriadlen DNA beim Schwein in den Basenpositionen
14194-15334 (Gadaleta et al., 1989). Das Amplifikat, das die Primer Cytb 1f-SW und
Cytb 2r-SW erzeugen, ist 359 Bp lang und reicht von Nukleotid-Position 70 bis 428 des

1141 Bp

langen cytB-Gens. Zur

Ermittlung der Grunde for

das unterschiedliche

Restriktionsverhalten der Wildschweinproben wurde dieser Abschnitt bei  zahlreichen

Referenzproben sequenziert (Abbildung 19 bis Abbildung 21).

a0

a0

100

110

14
]

0 150

Cytblfzr-1
CytblfZr-5
Cytblfzr-128
Cytblfzr-129
Cytb1f2r-130
Cytblfzr-131
Cytblfzr-133
Cytb1f2r-137
CytblfZr-138
Cytblfzr-140
CythifZr-141
Cytblfar-142
Cytblfzr-143
Cytblfzr-146
Fany? &Y
Cytblfzr-6
Cytblfzr-7
CytblfzZr-8
Cytblfzr-9
Cytbifzr-10
Cytblfar-11
Cytblfzr-12
Cytblfzr-13
CytblfZr-14
Cytblfzr-15
Cytblfzr-16
Cytb1f2r-17
Cytblfzr-18
Cytblfzr-19
Cytblf2r-21
Cytblfar-22
Cytblfzr-29
Cythif2r-30
Cytblfar-31
Cytblfzr-32
Cytblfzr-37
CytblfZr-61
Cytblfzr-62
Cytblfzr-64
CytblfZr-65
CytblfzZr-66
Cytblfzr-67
Cytblf2r-68
Cytblfzr-69
Cytblfzr-71
Cytb1f2r-73
FERE. Y
oy ie T R Ay
Cans fY
Vergl. HS-W3

PO adaaaaaaaadaaaaaaaaaaaa OO ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ—g

I
CCTCALACAT
CCTCALACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCALACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCALACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCALACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT

|
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA

TGAAACTTCG
TGAAACTTCG
TGAAAMCTTCG
TGAAAMCTTCG
TGAAACTTCG
TGAAAMCTTCG
TGAAAMCTTCG
TGAAACTTCG
TGAAAMCTTCG
TGAAAMCTTCG
TGALACTTCG
TGAAAMCTTCG
TGAAAMCTTCG
TGAAMCTTCG

GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT

AAATCCTAAC
AAATCCTAAC
AAMTCCTAAC
AAATCCTAAC
AAATCCTAAC
AAMTCCTAAC
AAATCCTAAC
AAATCCTAAC
AAMTCCTAAC
AAATCCTAAC
AALTCCTAAC
AAMTCCTAAC
AAATCCTAAC
AbSTCCTAAC

AGGCCTETTC

CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCALACAT
CCTCALACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCALACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCALACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCALACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCAMACAT
CCTCALACAT
CCTCALACAT

CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA
CTCATCATGA

GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT

CTAATCCTGE
CTALTCTTGC
CTAATCCTGE
CTAATCTTGE
CTALTCTTGC
CTAATCCTGE
CTAATCTTGE
CTALTCTTGC
CTAATCTTGC
CTAATCTTGE
CTALTCTTGC
CTAATCCTGE
CTAATCCTGE
CTALTCTTGC
CTAATCTTGC
CTAATCTTGE
CTALTCTTGC
CTAATCCTGC
CTAATCCTGE
CTAATCTTGC
CTAATCTTGC
CTAATCTTGC
CTAATCCTGE
CTAATCCTGC
CTAATCTTGC

AAATCCTAAC
AbATCCTAAC
AAMTCCTAAC
AAMTCCTAAC
AbATCCTAAC
AAMTCCTAAC
AAMTCCTAAC
AAATCCTAAC
AAATCCTAAC
AAMTCCTAAC
AAATCCTAAC
AAATCCTAAC
AAMTCCTAAC
AAATCCTAAC
AAATCCTAAC
AAMTCCTAAC
AAATCCTAAC
AALTCCTAAC
AAMTCCTAAC
AAATCCTAAC
AbATCCTAAC
AAMTCCTAAC
AAATCCTAAC
AbATCCTAAC
AAMTCCTAAC
AAMTCCTAAC
AbATCCTAAC
AAMTCCTAAC
AAMTCCTAAC
AAATCCTAAC
AAATCCTAAC

AGGCOCTETTC
AGGCCTETTC
AGGCCTETTC
AGGCOCTETTC

________________________________________________________ M e e

CCTCAMACAT
CCTCALACAT

CTCATCATGA
CTCATCATGA

GTTCCCTCTT
GTTCCCTCTT

CTALTCTTGC
CTAATCETGC

AAATCCTAAC
AAATCCTAAC

________________________________________________________ M e e

Abbildung 19: Vergleich der DNA-Sequenzen von Haus- (ober e Sequenzen)- und Wildschweinen (untere
Sequenzen) im ersten Teil des Cytb1f/2r-Amplifikates.
An Position 127 des cytB-Gens tritt bei 10 der 31 Wildschweine, deren DNA sequenziert wurde,
ein Basenaustausch von T nach C auf.
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Cythlf2r-5  |TTASCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATCTST CGAGACGTAA ATTACGGATS AGTTATTCGC
Cytblf2r-128 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTGT CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTTATTCGC
Cythlf2r-129 |TTASCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATS AGTTATTCGC
Cythlf2r-130 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTGT CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTTATTCGC
Cythlf2r-131 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTTATTCGC
Cyth1f2r-133 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTTATTCGC
Cythlf2r-137 |TTASCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTTATTCGC
Cyth1f2r-138 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATSG AGTTATTCGC
Cythlf2r-140 |TTASCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTTATTCGC
Cythlf2r-141 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATS AGTTATTCGC
Cythlf2r-142 |TTASCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTTATTCGC
Cythlf2r-143 |TTASCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATS AGTTATTCGC
Cythlf2r-146 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTGT CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTTATTCGC
Fergwd, HF f—mmm e e o R
Cythlf2r-6  |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTGT CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTCATTCGC
Cythlfzr-7 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTTATTCGC
CYth1f2r-8  |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTCATTCGC
Cyth1f2r-9  |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTCATTCGC
Cyth1f2r-10 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATSG AGTCATTCGC
Cytblf2r-11 |TTASCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTTATTCGC
Cyth1f2r-12 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATS AGTTGTTCGC
Cytblf2r-13 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTTATTCGC
Cythlf2r-14 |TTASCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATS AGTTATTCGC
Cytblf2r-15 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTGT CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTTATTCGC
Cythlf2r-16 |TTASCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATS AGTTATTCGC
Cytblf2r-17 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTGT CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTTATTCGC
Cythlf2r-18 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTCATTCGC
CYth1f2r-19 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTCATTCGC
Cythlf2r-21 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTCATTCGC
Cyth1f2r-22 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTCATTCGC
Cythlf2r-29 |TTASCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTTATTCGC
Cyth1f2r-30 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATS AGTTATTCGC
Cytblf2r-31 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTTATTCGC
Cythlf2r-32 |TTASCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATS AGTTATTCGC
Cytblf2r-37 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTGT CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTCATTCGC
Cythblf2r-61 |TTASCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATS AGTCATTCGC
Cythlf2r-62 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTGT CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTCATTCGC
Cythlf2r-64 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTTGTTCGC
CYth1f2r-65 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTTGTTCGC
Cythlf2r-66 |TTASCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTCATTCGC
Cyth1f2r-67 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATSG AGTTATTCGC
Cythlf2r-68 |TTASCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTTATTCGC
Cyth1f2r-69 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATS AGTTGTTCGC
Cytblf2r-71 |TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTTATTCGC
Cythlf2r-73 |TTASCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTST CGAGACGTAA ATTACGGATS AGTCATTCGC
R e B R —
Cowns, HE TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTOT COAGACGTAL ATTACGGATS AGTTATTOGC
o, B TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTGT CGAGACGTAL ATTACGGATG AGTLATTOGC
Vergl. HS-WS [=m——mmmmm e e o e e e e S o ——
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Cytbif2r—1 | TATCTACATG CARACGEAGT  ATOC ATATTC TITATITGCC TATTC AT A COTAGGCCG, GOTCTATACT ACGEATCCTA " TATATTC CTA
Cytblf2r-5  |TACCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATGTTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGCCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-128 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-129 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGCOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-130 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGCOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-131 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-133 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGCOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-137 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-138 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-140 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-141 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-142 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-143 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGCOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-146 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Fargd, &5 S e e
Cytblf2r-6  |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGCOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-7  |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGCOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-8  |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-9  |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-10 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-11 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-12 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-13 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-14 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-15 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGCOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-16 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-17 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGCOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-18 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGCOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-19 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-21 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-22 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-29 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cytblf2r-30 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGCOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cyth1f2r-31 |TATCTACATG CAALCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cyth1f2r-32 |TATCTACATG CAAACGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cy¥th1f2r-37 |TATCTACATG CAAACGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cyth1f2r-61 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cy¥th1f2r-62 |TATCTACATG CAAACGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cyth1f2r-64 |TATCTACATG CAAACGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cy¥th1f2r-65 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cy¥th1f2r-66 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cy¥th1f2r-67 |TATCTACATG CAAACGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCOCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cy¥th1f2r-68 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cy¥th1f2r-69 |TATCTACATG CAAACGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cyth1f2r-71 |TATCTACATG CAAACGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Cyth1f2r-73 |TATCTACATG CAAMCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCOCA CGTAGGOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
= e
oy HE TATCTACATG CAAACGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGCCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
oy B TATCTACATG CAAACGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGCCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA
Vergl. HS-WS [-——#-—---mm —mmmmmmm o i i

Abbildung 20: Vergleich der DNA-Sequenzen von Haus- (ober e Sequenzen)- und Wildschweinen (untere
Sequenzen) im zweiten Teil des Cytb1f/2r-Amplifikates.
An den Positionen 234 und 235 des cytB-Gens treten bei 17 Wildschweinen
Sequenzunterschiede gegentiber den Hausschweinen auf. Alle weiteren Unterschiede in diesem
Abschnitt sind auf Hausschwein 5 beschrankt.
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Cytblf2r-1 GAAAMCATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cythlf2r-5 GAAAMCATGAA ACATTGGAGT AGTTCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytb1f2r-128 |GAAACATGAL ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytblf2r-129 |GAAACATGAL ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGHC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytb1f2r-130 |GAAACATGAL ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cyth1f2r-131 |GAAaCATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytb1f2r-133 |GAAACATGAL ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytblf2r-137 |GAAACATGAL ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGHC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytb1f2r-138 |GAAACATGAL ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cyth1f2r-140 |GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
CytblfZr-141 |GAAACATGAL ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytblfzr-142 |GAAACATGAL ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGHC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytb1f2r-143 |GAAACATGAL ACATTGGAGT ACGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cyth1f2r-146 |GAAACATGAA ACATTGGAGT ACGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Feng? A% (- - e
Cytblfzr-6 GAAMCATGAL ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGHC TACGTCCTGC CCTGAGZACA AATATCATTC
Cytb1f2r-7 GAAAMCATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cythlf2r-8 GAAAMCATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytblf2r-9 GAAACATGAL ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytblfzr-10 |GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGHC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytb1f2r-11 |GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cyth1f2r-12 |GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytb1f2r-13 |GAsACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytblfzr-14 |GAAACATGAL ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytb1f2r-15 |GAAACATGAA ACATTGGAGT ACGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cyth1f2r-16 |GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytb1f2r-17 |GAAaCATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytblfzr-18 |GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGHC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytb1f2r-19 |GAAACATGAA ACATTGGAGT ACGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cyth1f2r-21 |GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytbl1f2r-22 |GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytblfzr-29 |GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAMCAGC CTTCATAGHC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytb1f2r-30 |GAAACATGAA ACATTGGAGT ACGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cyth1f2r-31 |GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytb1f2r-32 |GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytbl1f2r-37 |GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytb1f2r-61 |GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCOTGAGGACA AATATCATTC
Cyth1f2r-62 |GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytblfir-64 |GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA THTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
CytblfZr-65 |GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytb1f2r-66 |GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cyth1f2r-67 |GAAACATGAA ACATTGGAGT ACGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytb1f2r-68 |GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
CytblfZr-69 |GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Cytb1f2r-71 |GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCOTGAGGACA AATATCATTC
Cyth1f2r-73 |GAAACATGAA ACATTGGAGT ACGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
eeE v -
s, HT GAAMCATGAL ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGZACA AATATCATTC
s, GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC CCTGAGGACA AATATCATTC
Vergl. H5-W3 |[-----—--- ——-—————m ——— Fommm e e e s s e e
43|0 410 45|u 4E|.0 4”1'0 4E|:u 4s|lo SDID 51|u
Cytblfar-1 TGAGGAGC
CytblfZr-§ TGAGGAGT
Cytblf2r-128 |TCAGGAGC
Cytb1f2r-129 |TCAGGAGC
Cytb1f2r-130 |TCAGGAGC
Cythblf2r-131 |TGAGGAGC
Cytb1f2r-133 |TGAGGAGC
Cytblf2r-137 |TGAGZAGC
Cytblf2r-138 |TCAGZAGC
CytblfZr-140 [TGAGFFAGC
CytblfZr-141 |TGAGGAGC
Cytblf2r-14Z2 |TCAGGAGC
Cytb1f2r-143 |TCAGGAGC
Cytblf2r-146 |TGAGGAGC
Fars? A |----—-—-
Cythlf2r-6 TGAGGAGC
Cytblf2r-7 TGAGGAGC
CytblfZr-8 grericeries
CytblfZr-9 TGAGGAGT
Cytblf2r-10 |TGAGGAGC
Cytb1f2r-11 |TGAGGAGC
Cytb1f2r-12 |TGAGGAGC
Cytb1f2r-13 |TGAGGAGC
Cythlf2r-14 |TGAGGAGC
Cytblf2r-15 |TGAGZAGC
Cytblf2r-16 |TCAGZAGC
Cytblf2r-17 |TGAGGAGC
Cytblf2r-18 |TCAGGAGC
Cytb1f2r-19 |TCAGGAGC
Cytb1f2r-21 |TGAGGAGC
Cythlf2r-22 |TGAGGAGC
Cyth1f2r-29 |TGAGGAGC
Cytblf2r-30 |TGAGZAGC
Cytblf2r-31 |TGAGZAGC
CytblfEZr-32 |[TGAGFAGC
Cytb1f2r-37 |TGAGGAGC
Cytblf2r-61 |TCAGGAGC
Cytb1f2r-62 |TCAGGAGC
Cytblf2r-64 |TGAGGAGC
Cythlf2r-65 |TGAGGAGC
Cytblf2r-66 |TCAGZAGC
Cytblf2r-67 |TGAGZAGC
CytblfZr-68 |[TGAGFAGC
Cytblf2r-69 |TGAGGAGC
Cytblf2r-71 |TCAGGAGC
Cytb1f2r-73 |TGAGGAGC
J s N B
Lms S TiFAGETAF
Lo fF TFAGTAGD

Yergl. HS-WS

Abbildung 21: Vergleich der DNA-Sequenzen von Haus- (ober e Sequenzen)- und Wildschweinen (untere
Sequenzen) im dritten Teil des Cytb1f/2r-Amplifikates.
In diesem Abschnitt des Cytb 1f/2r-Amplifikats tritt nur ein Sequenzunterschied zwischen den
sequenzierten Individuen an Position 354 des cytB-Gens bei Hausschwein 5 auf.
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Bel der Sequenzierung der Proben mit Hinfl-Schnittstelle und einer Auswahl der Proben ohne
diese Schnittstelle zeigten sich an drel Positionen in dem amplifizierten cytB-Abschnitt
Sequenzabweichungen der Wildschweine von Hausschweinen. Vier der 36 sequenzierten
Wildschweinproben wiesen in dem amplifizierten DNA-Abschnitt gegeniber dem
Hausschwein zwei Abweichungen auf, 19 Proben eine Abweichung und 9 Proben waren mit
dem Hausschwein sequenzgleich. Alle Proben, deren DNA-Sequenz von Hinfl geschnitten
wurden, wiesen gegeniulber dem Hausschwein nur einen Thymin-Cytosin-Basenaustausch an
Position 234 auf. Die vier Proben mit zwei Sequenzunterschieden zum Hausschwein weisen
an Position 127 einen Adenin-Guanin-Austausch und an Position 235 einen Thymin-Cytosin-
Austausch auf. Die restlichen Proben mit Sequenzunterschieden zum Hausschwein weisen an
Position 235 einen Thymin-Cytosin-Austausch auf. Eine Ubersicht gibt die Tabelle 25.
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Tabelle 25: Sequenzunterschiede zwischen Haus- und Wildschweinen im Abschnitt des Cytb 1f/2r-
Amplifikats.
Es sind die sich aus der DNA-Sequenz ergebenden Moglichkeiten zur Identifizierung einer Probe als
Wildschwein Uber die RFLP-Analytik oder die Sequenzierung aufgefihrt.

Probe Form Base im cytB-Gen an Position Probe ist als Wildschwein identifizierbar Giber
127 234 235 RFLP Sequenzierung
1 HS T T A
5 HS T T A
6 WS T C A X X
7 WS C T A X
8 WS T C A X X
9 WS T C A X X
10 WS T C A X X
11 WS T T A - -
12 WS C T G X
13 WS T T A - -
14 WS C T A - X
15 WS T T A -
16 WS T T A -
17 WS C T A - X
18 WS T C A X X
19 WS T C A X X
21 WS T C A X X
22 WS T C A X X
29 WS T T A - -
30 WS C T A - X
31 WS C T A - X
32 WS T T A - -
37 WS T C A X X
61 WS T C A X X
62 WS T C A X X
64 WS C T G - X
65 WS C T G - X
66 WS T C A X X
67 WS T T A - -
68 WS T T A - -
69 WS C T G - X
71 WS C T A - X
73 WS T C A X X
128 HS T T A
129 HS T T A
130 HS T T A
131 HS T T A
133 HS T T A
137 HS T T A
138 HS T T A
140 HS T T A
141 HS T T A
142 HS T T A
143 HS T T A
146 HS T T A
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Die Tabelle 26 fasst die Ergebnisse der Sequenzanaysen zusammen und zeigt die Anzahl an
Individuen, die eine der drei vorkommenden Basensubstitutionen aufweisen. Zu beachten ist,
dass nahezu alle Wildschweinproben sequenziert wurden, die zuvor in der RFLP mit Hinfl
geschnitten worden sind. Die Auswahl an Sequenzierungsproben und damit das Verhdltnis
von Wildtyp zu Mutante ist daher nicht reprasentativ fur die Grundgesamtheit der Proben.

Tabelle 26: Ubersicht der Sequenzabweichungen im Cytb 1f/2r-Abschnitt.
Die Basensubstitution an Position 234 ist die bei Wildschweinen am haufigsten vorkommende

Mutationen im cytB-Gen, die eine Differenzierung zu Hausschweinen erlaubt.

Form Anzahl Basenaustausch im Vergleich zu Hausschwein Probe 1
T® C T® C A® G !
127 234 235 kein
HS 14 (31 %) 0 0 0 14 (100 %)
WS 31 (69 %) 10 (32 %) 13 (42 %) 4 (13 %) 8 (26 %)
ale 45 10 13 4 22

Probe Nr. 5 (Hausschwein) weist Uber die in Tabelle 26 genannten Sequenzunterschiede
hinaus noch flnf weitere Mutationen gegentiber den Ubrigen Proben auf, die in der Tabelle 27

einzeln aufgefuhrt sind.

Tabelle 27: Sequenzabweichungen von Hausschwein Probe Nr. 5 gegeniber den
anderen sequenzierten Haus- und Wildschweinen.
Dargestellt sind die Nukleotide der anderen Proben und von Probe Nr. 5 an der

entsprechenden Position des cytB-Gens

Position 207 243 267 303 354
Basenaustausch T->C T->C A>G T->C C>T

In Abbildung 22 ist ein Ausschnitt (Position 225-244 des cytB-Gens) des Bereichs der Hinfl -
Schnittstelle als Elektropherogramm dargestellt. Probe 22 zeigt eine von Probe 1 und 15
abweichende Basenfolge an Position 234 des cytB-Gens (Pfeil), an der Thymin durch Cytosin
ersetzt wurde. Die Sequenzen unterscheiden sich innerhalb des amplifizierten 359 Bp grof3en

Abschnitts nur an dieser Nukleotidposition.
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225 226 227 227228 229 230 231232 233 234 235236 237 238 239 240 241 242 243 244

Abbildung 22: Elektropher ogramm eines cytB-Ber eichs von Haus- und Wildschweinen.
Hausschwein Nr. 1, Wildschwein Nr. 15 dessen Sequenz mit Hinfl nicht geschnitten wird und
Wildschwein Nr. 22, einem Wildschwein, dessen DNA-Fragment geschnitten wird. Eingerahmt

ist die Erkennungssequenz von Hinfl, die hier nur bei Wildschweinprobe 22 vorhanden ist. Die
Basenunterschiede an Position 127 und 235 des cytB-Gens lassen sich RFLP-analytisch nicht
nachweisen, da es keine Restriktionsenzyme gibt, die diese Basenfolge differenzieren kdnnen
(Stand 2000, MacVector™). Die schneidenden Restriktionsenzyme sind daher in diesem
Bereich bel beiden Sequenzvarianten identisch.

2.4 Ermittlung neuer Sequenzabschnitte zur Differenzierung
anhand von Sequenzvergleichen auf dem cytB-Gen

Weitere Bereiche des cytB-Gens neben dem 359 Bp-Abschnitt von Meyer et al. (1995)
wurden im Hinblick auf Differenzierungsmoglichkeiten von Unterarten untersucht. Die
Datenbankrecherche bei GenBank (Benson et al.,, 2000) zeigte, dass unter Tieren
verschiedener Ordnungen innerhalb der Klasse der Mammalia starke Unterschiede in der
DNA-Sequenz vorhanden sind (Abbildung 23). Hier wurde die Sequenz von Schwein (Sus
scrofa), Rind (Bos taurus), Springbock (Antidorcas marsupialis) und Maus (Mus musculus)
verglichen. Die Unterschiede nehmen beim Vergleich von Tieren verschiedener Arten einer
Gattung nur leicht ab (Abbildung 24). Verwendet wurden hier die Sequenzen des cytB-Gens
von Tieren der Gattung Hylobates (Gibbon-Affen), da diese aufgrund einer Untersuchung
Uber die Verwandtschaft komplett vorlagen (Hall et al., 1998) und zur Klasse der Mammalia
zéhlen. Der Vergleich der in der Datenbank vorhandenen DNA-Sequenzen verschiedener
Unterarten von Sus scrofa zeigt nur vier Sequenzunterschiede im gesamten cytB-Gen
(Abbildung 25). Diese liegen nicht in dem von Meyer R. et al. (1995) beschriebenen

79



ERGEBNISSE
CYTOCHROM B-GEN

Abschnitt. Daher erfolgte eine Sequenzierung der DNA von verschiedenen Haus- und
Wildschweinen in weiteren Bereichen des cytB-Gens.

1F 2F SF 4F SF SF ?F SF 9F 1?0

1 C-B05 Taurus. TZT atgactaaca ttcgasagtc ccacccacta atasasattg tasacaatgc attcatcgac cttccagocc catcasacat ttcatcatga tgasatttcg
2 C-CAPREOLUS capreoclusatgaccaata tccgassaac tcacccacta atasssattg tasatascge attcattgat ctcccagoce catcasatat cteatcatga tgasacttig
3 C-Mus Musculus, TET  |atgacesaca tacgassaac acacccatta titasaatta ttaaccactc attcattgac ctacctgoce catccaacat ttcatcatga tgasacttig
4 C-Sus Scrofa domestidATGACCAACA TCCGAAMATC ACACCCACTA ATAAMAATTA TCAACAACGC ATTCATTGAC CTCCCAGCCC CCTCAAACAT CTCATCATGA TGAMMCTICG
5 ¥ ¥ ¥ R ¥ ¥ E ¥ ¥ R ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ? ¥ ¥

11|0 12|0 13|0 1‘?0 15|0 IE|,0 1'Ii‘0 18|0 19|0 20|0
1 C-BOS5 Taurus. TET gttcococtoct gggaatctge ctaatcctac asatcctoac aggoctattc ctagoaatac actacacatc cgacacaaca acagoattot cototgttac
2 C-CAPREQOLUS capreolusgttctotatt aggaatotgt ctaatottac asatcctoac aggoctatto ctagoastac actacacatc cgacacaata acagoattct cototgtcac
3 C-Mus Musculus TET  |ggtccottct aggagtotge ctaatagtcc asatcattac aggbcttttc ttagocatac actacacatc agatacaata acagoctttt catcagtaac
4 C-5Sus Scrofa dowestigGTTCOCTCTT AGGCATCTGC CTAATCTTGC AAATCCTAAC AGGOCTGTTC TTAGCAATAC ATTAFAFATE AGACACACA ACAGCTTWTT CATCAGTTAC
5 [ N *E * EF 2 3 F * ﬁ * * \W * * * * * *

21|0 22|0 23|0 2‘?0 25|0 2E|,0 2'Ii‘0 28|0 29|0 30|0
1 C-BOS5 Taurus. TET ccatatotge cgagacgtga actacggotg aatcatcoga tacatacacy casacggage ttcaatgttt tttatctget tatatatgoa cgtaggacga
2 C-CAPREQOLUS capreolugtcacatctgc cgagacgtta actatggotg asttatooga tatatacaty casacggage atcaatattt tttatctget tattoctaca tgtaggacga
3 C-Mus Musculus, TET  |acacatitgh cgagacgtaa attacgggtg actaatccga tatatacacg casacggage ctcaatattt tttatttget tattcctfca tgteggacga
4 C-Sus Scrofa domestchCACAPPDGT CGAGACGTAA ATTACGGATG AGTTATTCGC TATCTACATG CAMACGGAGC ATCCAT%TTC TTT%TTTGCC TATTCATCCA CGTAGHCCGA
5 ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ E ¥ ¥ R ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ EE T ¥ ¥ ¥

31|D 32|D 33|D S‘TD S?D SE|;D S'Ii‘ﬂ 38|D 39|D 4D|D

1 C-B05 Taurus. TZT ggcttatatt acgggtctta cactittcta gasacatgesa atatiggagt asatccttctg cteacagtaa tagocacage atttatagga tacgtoctac
2 C-CAPREOLUS capreolusggcctatact atggatctta cacttttcta gasacatgaa acattggegt aatfctccta ttcacagtsa tagccacgge atttgtagga tacgttttac
3 C-Mus Musculus, TET  |ggcttatatt atggatcata tacatttata gasaccigaa acattggagt acttctactg ttcgcagtca tagccacage atttatagge tacgtectic
4 C-Sus Scrofa domestiqGGTCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA T%GCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC
&

R ¥ ¥ ¥ ¥ KRR wﬁ \w ¥ ¥ XOR_EE_E ¥ ¥ *. R ¥ EE
4%0 4?0 4?0 410 4?0 4?0 470 4?0 4?0 5?0
1 C-B3 Taurus. TET catgaggaca aatatcattc tgaggagoas cagtoatoac caacctcotta tcagesatoc catacatogg cacasattta gtogeatgas totgaggogg
£ C-CAPREQLUS capreolugcatgaggaca satatcatic tgaggagess cagttattac caatctoctc tcagoaatic catatatogg tacasaccta gitgastgea ttigaggogg
3 C-lus Iusculus TET  |catgaggaca satatcatic tgaggtgoca cagttattac asacctocta tcagocatcoo catatattgg ascascccota gtogaatgea tiigaggogy
4 C-Sus Scrofa domestlcCCTGAGGACA AATATCATTC TizAGGAGCTA CGGTCATCAC AAMTCTACTA TCAGCTATCC CTTATATCGG AACAGACCTC GTAGAATGAL TCTGARGGGG
& ‘ * \w W% [P ST Y Ho—¥ W% [ LS S | J—— f -
5%0 5?0 5?0 510 5?0 5?0 570 5?0 5?0 6?0
1 C-B05 Taurus. TET attctcagta gacasagoaa cccttacceg attcttcget ttccattfta toccttccatt tatcatcata geaattgcoca tagtocacct actattocte
2 C-CAPREOLUS capreclugcttttcagta gacasageaa ccctgactcg attftteoget tfccacttta tcoctoccatt tatcattgoa goacttgeta taghccatit acttftcctc
3 C-Mus Musculus TET  |cttoctoagta gacasagoca cocttgaccog attocttogeot ttocacttea tottaccatt tattatogeg gocctagesa toegttoacct cototteocte
4 C-Sus Scrofa domestlcc TTTCOGTC GACAAMGCAA CCCTCACACG ATTCTTCGOC TTCCACTTTA TCCTSCCATT CATCATTACC GCCOCTCGCAG CCGTACATCT CATATTCCTG
5 - * Kok * * Kok Kk F 3 S A 2 N U T R T N *
61|0 62|0 63|0 6‘?0 65|0 66|,0 6'Ii‘0 68|0 69|0 'I-‘Ulﬂ
1 C-BOS5S Taurus. TET cacgasacag gotoccaacas cccascagga atttococtoag acgtagacas aatcccatto caccoctact ataccattas ggacatctta gogggoocctet
2 C-CAPREOLUS capreolusjcacgasacag gatcasacaa ccogatagga atcoccatcaa acgoggacas aattccattt caccocctact ataccattas agatatccta ggagttctat
3 C-Mus Musculus TET  |cacgasacag gatcasacaa coccaacagga ttasactcag atgoagatas aattccattt caccocctact atacaatcas agatatccta ggtatoctaa
4 C-Sus Scrofa domestlcCACGAAACCG GATECAACAA CCCTACCGGA ATCTCATCAG ACATAGACAA AATTCCATTT CACCCATACT ACACTATTAL AGACATTCTA GGAGCCTTAT
5 [ E3 ek Kokkkko ok —kkkK oo E3 E3 U S TR U JN T S 2 3 ]
?ﬁu T?D T?D ?10 ??u ??u ?70 7?0 ??u S?D
1 C-B05 Taurus. TET tactaattct agctctaata ctactagtac tattcgeacc cgacctcctc ggagacccag ataactacac cccagocaat coactcaaca caccocctca
2 C-CAPREOLUS capreolustcctaattct ttccctaata ttactagtcc tattcgeacc agacctgott ggagacccag ataactacac accagoasat ccacttaaca caccccctca
3 C-Mus Musculus, TET  |tcatattctt aattctcata accctagtat tatttttccc agacatacta ggagacccag acaactacat accagctaat ccactasaca coccacccca
4 C-Sus Scrofa domestiqTTATAATACT AATCOCTACTA ATCOCTTGTAC TATTCTCACC AGACCTACTA GGAGACCCAG ACAACT%CAC CCCAGCALAC CCACTAAACA CCCCACCICA
5 SRR KoK KRR Koo KRR KRR LT S ¥ ¥ IE Kok ¥
810 820 830 340 850 860 870 830 890 200

l | l | l | l | l |
1 C-B05 Taurus. TET catcasacce gagtgatact tcttattige atacgeaatc ttacgatcas tccccaacas actaggaggs gtactagooce tagecttctc tatcctaatt
2 C-CAPREOLUS capreolugcattasacca gaatgatact tcttatftge atacgeaatc ctacgatcta ttcctaacas actaggaggs gtactagoco tesatctcatc astcctaatc
3 C-Mus Musculus TET  |tattasaccc gastgatatt tcctatttge atacgocatt ctacgotoas tocccastaa actaggaggt gtoctagoct taatottatc tatocotaatt
4 C
5

-3us Scrofa domestlcTﬂTT%AACCA GAATGATATT TCTTATTCGC CTACGCTATT CTACGTTCAA TTCCTAATAA ACTAGGTGGA GTGTTGGCCC TAGTAGCCTE CATECT%ATE

* * * * * * * Kmk k P Fmm e * Hk—k

91|0 92|0 93|0 9‘?0 95|0 9E|,0 9'Ii‘0 98|0 99|0 1000
1 C-BOS5S Taurus. TET cttgototaa toccocooctact acacacctoc asacaacgaa goataatatt cogaccacto agcocaatgoo tattctgage coctagtagoa gacctactga
2 C-CAPREOLUS capreolugttgatcctta taccococtoct ccatacatct asacaacgca gtataatgtt coggocattt agtcaatget tattctgsat cotagtaget gacctattas
3 C-Mus Musculus TET  |ttagoocctaa tacctttoct toatacctca asgoaacgaa goctaatatt cogoccasto acacasattt tgtactgeat cotagtagoc aacctactta
4 C
5

-5us Scrofa domestigqCTAATTTTAL TSCCCATACT GCACACATCC ASACAACGAG GCATAATATT TCOGACCACTA AGTCAATGCC TATTCTGAAT ACTAGTAGCA GACCTCATTA

FIE T T T 1 T RN S T Ko e * T T 3 * Kmmk U T N T3 T S EE A 1 3 3 FT 2 3
10ﬂu IDFD 1UFU 10?0 1UFU IDFD IDFD 1UFU 1UFU 1on
1 C-B05 Taurus. TET cactcacatg aattggagga caaccagitcg aacacccata tatcaccatc ggacaactag catctgtoct atactttctc cteatcctag tgotaatace
2 C-CAPREOLUS capreolusjcactaacatg aattggaggc casccagtcg aataccoctt catcgotatt ggccasattg catctattat gtactttctt attattctag tactcatacc
3 C-Mus Musculus, TET  |tcttaacctg aattgggggc casccagtag aacacccatt tatfatcatt ggccaactag cctccatcto atacttctca atcatctfaa ttcttatace
4 C-Sus Scrofa domestiqCACTAACATG AATTGGAGGA CAMCCCGTAG AAMCACCCGTT CATCATCATC GGCCAACTAG CCTCCATCTT ATACTTCCTA ATCATTCTAG TATTGATACC
5 FE * ¥ \w ¥ Bl MWW W NN RN ¥ EHEE oMW ¥
11ﬂu IIFD 11Fu 11?0 11Fu IIFD 11Fu 11Fu 11Fu 12FD
1 C-B05 Taurus. TET aacggccgge acaatcgasa acaaattact asaatgeaga ©
2 C-CAPREOLUS capreolugaattactage acastcgasa ataacctctt asaatgaaga
3 C-Mus Musculus TET  |astctoagga attatogasg acasaatact assattatat o
4 C-Sus Scrofa domestigAATCACTAGC ATCATCGAAA ACAACCTATT AAAATGAAGA
5 RS T R R, K ookookhokke —omo kKRR

Abbildung 23: Sequenzvergleich des cytB-Gens zwischen Tieren ver schiedener Ordnungen.
Markiert sind Sequenzbereiche, die in einer Folge von mindestens 20 Bp hdchstens drei
Sequenzunter schiede aufweisen.
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1|U 2|U 3|U 4|U 5|U 6|U '?lﬂ 8|U 9|U 1 Ulﬂ
1 C-H hoolock. TET atgacccctc tacgcoasgac caatccccta atassactas tcaatcatic acttattgsc cttccageocc catcocaacat ttccatghbgg tgasacttitg
2 C-H lar.TET atgaccccce tgogoasaac taatccacta atasaactas tcaaccactc acttatcgsc cttccageocc catcocascat ttctatatga tgasactttg
3 C-H leucogenys. TET atgactccce tacgcasaac tascccatta gtasaactas tcaatcactc acttgttgsc cttccageocc catcocaatat ctcoctatatga tgasaccttg
4 C-H muelleri. TET atgaccooct tacgcamaac caatccacta atasasctas tcaaccactc acttatocgac cttcocagoco catccastat ttoctatatga tgasactttg
& C-H syndactylus. TET |atgaccccooc tacgoasaaac caacccacta atasssactas ttaatcactc actocattgat ctcocccocgacco catccaacat ttcoctacatga tgasattttg
& C-Hylobates gabriellslatgactcocococ tacgoassac taacccatta atasssctas tcaatcactc acttgttgac cttccagoco catccaatat ctotatatga tggasccttg
. ok K Hem WKk ; ) Ihk_ ko —k ke k¥ e

11|U 12|U 13|U 14?0 15|U IE|;U l'Ii‘U lEliU 19|0 20|U
1 C-H hoolock. TET gotototooct aggoacctge ctaatcoctoo asatcattac aggactattt ctggocatac actacgocacc agacgoctoo acagotttct catcagtago
2 C-H lar.TET gttocactcct aggogoctge ctgatcctcocc agatcatcac aggattatit ttagocatac actacacacc agatgoctco acagotttct catcagtage
3 C-H leucogenys. TET gotoactcct aggoacctge ctaatcctcc aaatcgtcoac agggttatic ctggocatgo actatacacc agacgoctoco atagocttct catcagtage
4 C-H muelleri. TET gttocactcct aggogooctge ctgatcctcoco agatcgttac aggattatit ttagocatac actacacacc agacgoctoco acggotttct catcagtage
& C-H syndactylus. TET |gctcactoot aggogottge ctaatcctoc asatcattac aggactattt ctagocatac actacacatc agacgcocctcc goageocttcot catcagtage
& C-Hylobates gabriellslgctcactcct aggoacctge ctaatcctoc asatcgtcac agggttatic ctggcoccatgec actatacacc agacgcctoo atagocthct catcagtage
. o ¥k * ko m ¥ * k% ¥ P * i

21|U 22|U 23|U 210 25|U 26|;U 2'Ii‘U 2E|EU 29|0 30|U
1 C-H hoolock. TET coacatcacce cgagacgtga actatggttg sattattocge caccttocacg ccaacggtgo ctoastghit ttcatctgoc tatttctaca catcggooga
2 C-H lar.TET toacatcacc cgagacgtas actacggotg satcatcocge taccttocacg ccaacggtgo ctoaatatit ttcatctgoc tattcctaca catcggooga
3 C-H leucogenys. TET coacattacc cgagacgtas actacggoctg ggttatcocge taccttocatg ccaacggtgo ctocaatatit ttcatttgoc tattcctaca catcggoogg
4 C-H muelleri. TET coatatcacc cgagacgtas actatggotg sattatcocge taccttocacg ccaacggtgo ctoaatghit ttcatctgte tattcoctgoas catcggooga
5 C-H syndactvylus. TET |tcacattacc cgagacgtaa actatggoctg aattatcocgoc tatcttcacg coaacggogo ctoaatattc ttcatctgoo tattcctaca tattggocga
& C-Hylobates gabriellslccacattacc cgagacgtas actacggeotg ggttatcoge taccttocatg cocasscggtge ctcoaatattt ttcatttgeoco tattccoctaca catcocggocogg
» [—!_!—!_\k#'—\ww‘ i s b N ¥ ¥ H ¥k Kok Kok ¥

31|U 32|U 33|U 310 35|U 36|;U 3'Ii‘U 3E|EU 39|0 4U|U
1 C-H hoolock. TET ggcctatact acggctocatt cotctaccta gagacctgas acattggtat catcctocta ttogoaacca tagoascage cttcatagge tacgtoccttc
2 C-H lar.TET ggcctatact acggticatt coctttaccta gesacctgas atattggoat tatcctoocta ctogoascoa tagoasacago cttocatggge tatgtoctoc
3 C-H leucogenys. TET ggcatatatt acggctocatt cotctactta gasacctgas acatcggoat catcctotta ttagoaacca tagoascage cttcatagge tacgtoccteoc
4 C-H muelleri. TET ggcctatact acggctocatt totctaccta gasacctgas acgttggoat tatcctocta ctogoaacca tagoascage coctocatggge tatgtocteoc
& C-H syndactylus. TET |ggcctatact acggochcatt cctcoctactta gessacctgss acattggeoat catcctcoccta ctcocacascta tagoaacage ctteocatggge tatgtcoctcoo
& C-Hylobates gabriellslggcctatatt acggohcatt cctctactta gesscctgss acatcggeoat tatcctcoctta ttageoascca tagcoaacage cttecatagge tacgtcoctcoo
. 1 E3 3 E3 T * Kk K - ¥ * * * J*

4ﬁ0 4%0 4?0 410 4?0 4?0 430 4?0 4?0 5?0
1 C-H hoolock. TET catgaggcca aatatcctte tgaggogoca cagtaatcac asacctacta tcoccocgoocgtocc catacatcocgg aacagaccta ghtcocasstgag toctgaggogg
2 C-H lar.TET catgaggcca aatatccttt tgaggagcoca cagtaatcac asacctacta tcoccocgoocgtocc catacatcocgg aacagatcta gtcocsstggg totgaggogg
3 C-H leucogenys. TET catgaggcca aatatcctte tgaggtgcoca cagtaatcac asacctacta tcotgeococgtcoc catacatcocgg aacagaccta ghtcocasstgsag toctgaggogg
4 C-H muelleri. TET catgaggcca aatatcctte tgaggagcoca cagtaatcac asacctacta tccocgoocgtocc catacatcocgg aacagaccta ghtcocastggg toctgaggogg
& C-H syndactylus. TET |catgaggaca aatatctttc tgaggggcoca cagtastcac asacttatta toctgoocattc catacatcgg ascasaccta gtcocaatgag toctgaggtgg
6 C-Hylobates gabriellalcatgaggoca aatatccttc tgaggtgoca cagtaatcac asacctacta totgocgtoco catacatcgg ascagaccta gtoccagtgag totgaggoog
7 3 * * }\l’ * * * I \l‘} % * }w *

51|U 52|U 53|U 510 55|U 56|;U 5'Ii‘U 5E|EU 59|0 60|U
1 C-H hoolock. TET ctattocaghty gacaacgcoca cactcacacg titcttocacc tttocacttta tcoctaccoctt catcatcaca accctagoga coctacacct actattctta
2 C-H lar.TET ttattcagta gataacgcoca cactcacacg cttcttcocacc tttocacttca fteoctaccttt cattatcacg goocctagoag cococtgoacct toctattcocta
3 C-H leucogenys. TET ctattocagty gacasacgota cactcocacacg cttotttacc ttoccacttta tococtgoococtt tatcatcocaca gooctagtas cocctgoacct actattcotta
4 C-H muelleri. TET ttattcagta gataacgcoca cactcacacg cttcttcocacc tttocatttca teoctaccoctt cattatcaca gococctagoag ctotacacct toctattcocta
& C-H syndactylus. TET |ctattcagta gacascgcca cactcacacg cttcttcacc ttteocacttes tooctaccctt catcatcaca goocctagtaa coccoctgoacct actattctta
& C-Hylobates gabriella&tﬁttcﬁgtg gacaacgoca cactocacacg cttctttacc ttoccacttta tooctgoocctt tatcatcaca goocctagtag coccoctgoacct actattctta
. ! ¥ % * | % * Hm ek o * % HHE h_k *

61|U 62|U &30 &40 65|U EED 6'Ii‘U 6E|EU &30 '?Ulﬂ
1 C-H hoolock. TET cacgaaacag gatcaaacaa ccccttagge atctocctotec asccagacaa aatcaccttt caccoctact acacaatcaa ggacatccta ggactatttc
2 C-H lar.TET cacgagacgg gatcaaacaa tcccttagge atctocctooco asccagacaa aatcocgeocttc caccoctact atacaatcaa agacatccta ggactatttc
3 C-H leucogenys. TET cacgasaacag gatcaaacaa ccocccctgggt atctocctoco asccagacaa aatcaccttt caccottact acacaaccaa agatattcta ggactattoc
4 C-H muelleri. TET cacgaaacgg gatcaaacaa ccccctagge atctocctocco agoocagacaa aatcocgeocttc caccoctact acacagtcaa agatatccta ggactatttc
5 C-H syndactylus. TET |cacgaaacag gatcasacaa tcccoctagge atccocctococc aaccggacas agtocacctit cacccocctact atacaaccaa agacatccocta ggaatactco
6 C-Hylobates gabriells|lcacgaaacag gatcasacas ccccoctgggt atctocctcocc aaccagacas aatcacctit cacccttact acacaaccaa agatattcta ggactattco
= ‘ ,,,,, Kok ‘*,,,*,*,,* e s =—— ko Mok ok ko ___k__k_k_

'?llﬂ '?2|U '?3|U '?TU 75|U '?El;U '?'Ii‘U '?EliU '?9|0 80|U
1 C-H hoolock. TXT ttotoctoct catoctaata ageoctagtac tatteogeoace cgacctocta ggogacccag aceattatat ccoaagcotaac ccocctaaaca ccococtococa
2 C-H lar. TXT tococtoctoct gatactaata ageoctagtac tattctcacec cgacctacta ggogacccag aceactacac ccaggctaat cocctaaaca ccococtococa
3 C-H leucogenys. TXT tococtoocthct caccctaatg agectagtac tattoctogoc agacctocta ggtgacccag aceactacat ccocaagcocaac ccocctaagta ccococctococa
4 C-H muelleri. TET tococtooctoct gatactaata ageoctagtat tattcteoace cgacctacta ggogacccocag acasctacac ccaagotaac coccctasaca cccctocooa
6 C-H syndactv¥lus. TET |tccteoctoct catocctasta agcoctagtac tattctcace cgacctoctg ggagacccag aceactacat ccaagcotaat ccocctaageoa ccoocctococa
6 C-Hylobates gabriellatccteoccttct caccctastg agcctagtac tattctocgoc agacctocta ggtgacccag aceactacat ccaagcocaac ccocctaagta ccocctococa
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1 C-H hoolock. TET cattasaccc gaatgatatt ttttattcgo atacgcocaatc ctacgatcgg tcoccctaatas attaggaggt gtactagococ tottattatc aattcteoatc
2 C-H lar.TET catcasacce gaatgatact ttttattcge atacgeocaatt ctacggtcocg tcoccctaatas attgggaggco gtactagococ tococtactatc aatccteoatc
3 C-H leucogenys. TET catcaagoct gaghtggtatt tcottattocge atacgoccatec ctacgatctg tcoccctaacas attgggaggce ghtgotagocec tococtactgtc aatccteoatc
4 C-H muelleri. TET catcasacce gaatgatatt ttttattcge atacgeocaatt ctacggtcocg tcoccctaatas attggggggo gtactagococ tocctactatc aatccteoatc
5 C-H syndactylus. TET |catcaagoct gagtgatatt tcttatteoge atacgoasstc ctacgatceog tocccocastaa attaggaggt gtattagocc toctaatatc aatcctcoato
&6 C-Hylobates gabriellslcatcaagoct gagtgatatt fcocttatteoge atacgcocatc ctacgatctg tococctascaa attgggaggo gtgoctagocc toctactgte aatcctcoato
. [F==F—Th—k k- k= ¥ F - P ook k KK - *

91|U 92|U 93|U 910 95|U 96|;U 9'Ii‘U 9E|EU 99|0 10|UU
1 C-H hoolock. TET ctagtagcaa ttcctacact ccacgtagcot sagcoaacaaa goataatatt ftcogoccacta agocaactca cgtactgact coctagtassca gacttactga
2 C-H lar.TET ctagoaataa tccococgeoact coacacagcot saacagcoaaa goatgatatt ftcogeoccacta agocagcotca cgtactgact coctagtasts aacttactga
3 C-H leucogenys. TET ctaatasacaa tccccatact coacacagoc saacaacaaa goataatatt cocgoccactg agocagcotca catactgact ctgggoagos aatctactaa
4 C-H muelleri. TET ctagoaataa tcccocgogeot coacacagoco asaacaacaaa goatgatatt ftcogoccacta agocaactca cgtactgact coctagtasts aacttactga
5 C-H svndactvlus. TET |ctagtagoaa tccocctgocct coacacagooc asaacaacasa goatgatatt togoccacta agocasctca cgtactgatt cttagtaata asacctactaa
6 C-Hylobates gabriellslctaataacas tccccatact ccacacagoc asaca g agccagctca catactgact ctgggocageoa aatctactas
7 T 33 * ETE %3 ET 3 * * * * w‘ _____ Hm e — T e _{***_*_**_ EJS S
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1 C-H hoolock. TET ctoctoacaty aatcggagggy cagocaghtgs gotatccatt catcactatc ggacaagtag catcogtact atacttcacc acsatcctas tcoccteoatacc
2 C-H lar.TET ttoctoacaty aatcggagga caaccggtas gotacccatt tatcaccatt ggacaagtgg catcogtact atacttcacc acsatcctag tacttatacc
3 C-H leucogenys. TET cocctoacaty aatcggagga caaccaghtgs gotatccatt catcaccatc ggacaagtga catcogtact atactteocatc acsstcctas tocctaatacc
4 C-H muelleri. TET ctoctoacaty aatcggagga cagocaghtgs gotatccatt tatcaccatc ggocaagtgg catcogtact atacttocacc acsatcctag tactaatgoc
5 C-H syndactylus. TET |ccctcacatg astcggagga caaccagtas gotacccatt cattaccatc ggacssgtag catccocgtact atacttcacc acaatcctas tcocctaatacc
&6 C-Hylobates gabriellslccctocacatg astcggagga cagcocagtas gotatccatt catcaccatc ggacssgtga catceogtact atacttcatc acaatcctas tcocctaatacc
. k| ? Jqagas sad w;‘w * N St s ? * [ ok
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1 C-H hoolock. TET aatcgoctct ttaatcgass acasaatact casatgasco
2 C-H lar.TET agocogoctoce ctaatogassa acasaatact casatgasco
3 C-H leucogenys. TET aacagcctce ttaatogassa acasaatact casatggacc
4 C-H muelleri. TET ggcogoctoce ctaatogassa acasaatact casatgasco
5 C-H syndactylus. TET |aatcgcoctoct ctastcgasa acaasatact casatgascc t
& C-Hylobates gabriellalaacagcchtcc ttaatcgasssa acasaatact casatoggace t
Ed A A ¥ ¥ * -

Abbildung 24: Sequenzvergleich des cytB-Gens zwischen ver schiedenen Arten einer Gattung (Hylobates).
Markiert sind Bereiche, die in einem mindestens 20 Bp langen Sequenzabschnitt hochstens drei
Sequenzheterogenitdten aufweisen.
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C-Sus scrofas asian Tatgaccasaca tcogassatc acacccacta atasasatta tocaacascge attcattgac ctcoccagooce cotcasacat cteatcatga tgasacttog
C-5us Scrofa domestigATGACCAACA TCCGARAMATC ACACCCACTA ATAMAMATTA TCAACAACGC ATTCATTGAC CTCCCAGCCC CCTCARACAT CTCATCATGA TGAAMAMCTTCG
C-Sus scrofa meri. THTATGACCAACA TCCGAAAATC ACACCCACTA ATAAMMATTA TCAACAACGC ATTCATTGAC CTCCOCAGCCC CCTCARACAT CTCATCATGA TGAAAMCTTCG

11|U 12|U 13|U 1‘?0 15|U lélpU 1'Ii‘U 18|U 19|U 2U|U

C-Sus scrofa asian THgttccctott aggeatctge ctastcttge asatcctaac aggectgttc ttagoaatac attacacatc agacacaaca acagectttct catcagttac
C-5Sus Scrofa domestigGTTCCCTCTT AGGCATCTGC CTAATCTTGC AAATCCTAAC AGGCCTGTTC TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC
C-5us scrofa meri. TENGTTCCCTCTT AGGCATCTGC CTAATCTTGC AAATCCTAAC AGGCCTGTTC TTAGCAATAC ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC
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us scrofa asian.

acacatttgt cgagacgtas attacggatg agttattoge tatctacaty casacggage atccatattc titatttgoe tattcatcca cgtaggccga

Scrofa donestigACACATTTGT CGAGACGTAL ATTACGGATG AGTTATTCGC TATCTACATG CAMACGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGCCGA
sorofa meri. TETACACATTTGT CGAGACGTAL ATTACGGAT: AGTTATTCGC TATCTACATG CAAACGGAGC ATCCATATTC TTTATTTCC TATTCATCCA CGTAGGCCGA
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us scrofa asian. THggtctatact acggatccta tatattccta gasacatgaa acattggagt agtcctacta titaccgtta tagoascage cttcatagge tacgtcctge
us Scrofa domestigGETCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTOCTGC
us scrofa meri. TETGETCTATACT ACGGATCCTA TATATTCCTA GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCOCTGC
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us scrofa asian. THcctgaggaca aatatcattc tgaggagota cggtcatcac asatctacta tcagotatco cttatatcgg asacagacctc gtagaatgaa totgaggggg
Scrofa dowestigqCCTGAGGACA AATATCATTC TGAGGAGCTA CGGTCATCAC AMATCTACTA TCAGCTATCC CTTATATCGG AACAGACCTC GTAGAATGAA TCTAGGGGG
scrofa meri. TENCCTGAGGACA AATATCATTC TGAGGAGCTA CGGTCATCAC AAATCTACTA TCAGCTATCC CTTATATCGG AACAGACCTC GTAGRATGAA TCTGAGGGGG

51|0 52|0 53|0 S‘TU 55|0 56|;0 5'7i‘0 58|0 59|0 60|0

C-Sus scrofa asian. THcttttcogtc gacasagoaa coctcacacy attcttcgoo ttocactita toctgocatt catcattace gocctogoag cogtacatot cotattootg
C-5us Scrofa domestigCTTTTCCGTC GACAAAGCAA CCCTCACACG ATTCTTCGCC TTCCACTTTA TOCTGCCATT CATCATTACC GCCOCTCGCAG CCGTACATCT CATATTCCTG
C-Sus scrofa meri. TENCTTTTCCGTC GACAAAGCAA CCCTCACACT ATTCTTCGCC TTCCACTTTA TCOCTGCCATT CATCATTACC GCCOCTCOGCAG CCGTACATCT CCTATTCCTG

A
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C-5Sus scrofa asian THcacgaasccg gatccaacaa ccctaccgga atctcatcag acatagacas aattccattt cacccatact acactattaa agacattcta ggagccttat
C-5Sus Scrofa domestigqCACGAAMCCG GATCCAACAL CCCTACCGGA ATCTCATCAG ACATAGACAL AATTCCATTT CACCCATACT ACACTATTAA AGACATTCTA GGAGCCTTAT
C-5Sus scrofa meri. TETCACGAAACCG GATCCAACAL CCCTACCGGA ATCTCATCAG ACATAGACAL AATTCCATTT CACCCATACT ACACTATTAA AGACATTCTA GGAGCCTTAT

'?llﬂ '?2|0 '?3|0 ?10 '?5|0 'I-‘Elvﬂ '?'Ii‘ﬂ ?Slﬂ ’.-‘9|0 Sﬂlﬂ

C-Sus scrofas asian Tttataatact aatcctacta atccttgtac tattctcacc agacctacta ggagaccoag acaactacac cocagoasac coactasaca cooccaccooa
C-5us Scrofa domestigTTATAATACT AATCCTACTA ATCCTTGTAC TATTCTCACC AGACCTACTA GGAGACCCAG ACAACTACAC CCCAGCAMAC CCACTAMACA CCCCACCCCA
C-Sus scrofa meri. TN TTATAATACT AATCCTACTA ATCCTTGTAC TATTCTCACC AGACCTACTA GGAGACCCAG ACAACTACAC CCCAGCAMAC CCACTAMACA CCCCACCCCA

81|D 82|D 83|D S‘TD 85|D SE|;D S'Ii‘ﬂ 88|D 89|D 90|D

scrofs asian. THtattasacca gaatgatatt tcttattcge ctacgetatt ctacgttcaa ttcctaatas actaggtgga gtgttggeoco tagtagoctc catcctaatc
Scrofa dowestigTATTAAACCA GAATGATATT TCTTATTCOGC CTACGCTATT CTACGTTCAA TTCCTAATAA ACTAGGTGGA GTTTGGCCC TAGTAGCCTC CATCCTAATC
us scrofa meri. THTTATTAALCCA GAATGATATT TCTTATTCGC CTACGCTATT CTACGTTCAL TTCCTAATAL ACTAGGTGGA GTGTTGGCCC TAGTAGCCTC CATCCTAATC

91|0 92|0 93|0 9‘?0 95|0 9E|v0 9'Ii‘0 98|0 99|0 10|00

us scrofa asian.

ctasttttaa tgcoccatact acacacatcc asacaacgas goatastatt togaccacta agtocaatgoc tattotgsat actagtagea gacctoatta

Scrofa domestigCTAATTTTAL TGCCCATACT GCACACATCC AMACAACGAG GCATAATATT TCGACCACTA AGTCAATGCC TATTCTGAAT ACTAGTAGCA GACCTCATTA
sorofa meri. TETCTAATTTTAS THCCCATACT ACACACATCC AMACAACGAG GCATAATATT TCGACCACTA AGTCAATGCC TATTCTGAAT ACTAGTAGCA GACCTCATTA
* *

A
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Scrofa domestid
us scrofa meri. TET|

us scrofa asian. THcactaacatg aattggagga caacccgtag sacaccogtt catcatcate ggccaactag cetoccatctt atacttccta atcattctag tattgatace
PE]

CACTAACAT AATTGGAGGA CAMCCCGTAG AACACCCGTT CATCATCATC GGCCAACTAG CCTCCATCTT ATACTTCCTA ATCATTCTAG TATTGATACC
CACTAACATG AATTGGAGGA CAMCCCGTAG AMCACCCGTT CATCATCATC GGCCAACTAG CCTCCATCTT ATACTTCCTA ATCATTCTAG TATTGATACC
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us scrofa asian. TH
Scrofa domestid
socrofa meri. T|

aatcactagc atcatcgasa acaacctatt asaatgaaga

AATCACTAGC ATCATCOGALY ACAACCTATT AAAATGAAGE

AGTCACTAGC ATCATCGAAL ACAACCTATT AAAATGAAGA
¥

f

Abbildung 25: Sequenzvergleich des cytB-Gens zwischen Tieren verschiedener Unterarten von Sus scrofa.
Die vier in diesem Sequenzabschnitt zwischen den drei Unterarten vorhandenen Unterschiede

sind

Die fir die A

mit einem Pfeil markiert.

mplifikation des cytB-Gens notwendigen Primer wurden anhand der

Sequenzvergleiche platziert. Sie wurden so in die Bereiche mit wenigen Sequenzunter-

schieden zwischen den Arten gelegt, dass Amplifikate mit einer Grof3e von 100-400 Basen
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entstehen. Es wurde darauf geachtet, dass Primerbindungsstellen nicht in den Abschnitten mit
Sequenzunterschieden zwischen den Unterarten von Sus scrofa liegen. Die Lage der Primer,
die mit der Software Primer Express der Firma ABI entwickelten wurden und fur die DNA-
Amplifikation verschiedener Spezies geeignet sind, ist in Abbildung 26 aufgefihrt. Durch die
Amplifikate ist es moglich, 963 Bp des 1151 Bp langen Gens zu amplifizieren. In die 5'- bzw.
3 -Bereiche des Gens konnten die Primer aufgrund ungunstiger Sequenzen nicht gelegt
werden (Software-Berechnung).

Primer f Cytb 4f/5r: 282 Bp l

DNA
Cytb 3/4r: 173 B

B Primer r
Cytb 2f/3r: 222 Bpl
Cytb 1f/2r: 359 Bp .
‘Cytochrorr?e b: 114} Bp
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Abbildung 26: Lage und Gr6l3e der Amplifikate im cytB-Gen.
Mit den vorhandenen Primern konnten 963 Bp des 1141 Bp grofen cytB-Gens amplifiziert
werden.

Die amplifizierten DNA-Bereiche einiger Haus- und Wildschweinproben wurden im ABI-
PrismO Sequenzer analysiert. Alle untersuchten Proben im zweiten (Abbildung 27) und
dritten (Abbildung 28) amplifizierten cytB-Abschnitt waren sequenzgleich. Der vierte
Abschnitt (Abbildung 29) wies als einzigen Sequenzunterschied eine Basensubstitution

zwischen Hausschwein 1 und den anderen Haus- und Wildschweinen auf.
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Cytbaf3r-01 TGA GGACAMATAT CATTCTGAGG GOUTACGGTC ATCACAAATC TACTATCAGC TATCCCTTAT ATUGGAACAG

Cythaf3r-08 TGA GGACALATAT CATTCTGAGS GGCTACGGTC ATCACAMATC TACTATCAGC TATCCCTTAT ATCGGAACAG

Cytbaf3r-09 TGA GGACALATAT CATTCTGAGG GGCTACGGTC ATCACAMATC TACTATCAGC TATCCCTTAT ATCGGAACAG

Cytbhafir-11 TGA GGACAMATAT CATTCTGAGG GGUTACGGTC ATCACAAATC TACTATCAGC TATCCCTTAT ATUGGAACAG

Cythafir-13 TGA GGACALATAT CATTCTGAGS GGCTACGGTC ATCACAMATC TACTATCAGC TATCCCTTAT ATCGGAACAG

Cytbafiar-17 TGA GGACALATAT CATTCTGAGG GGUTACGGTC ATCACAMATC TACTATCAGTC TATCCCTTAT ATCGGAACAG

Cythafir-z2 TGA GGACAMATAT CATTCTGAGG GGUTACGGTC ATCACAAATC TACTATCAGC TATCCCTTAT ATUGGAACAG

Cythafir-23 TGA GGACALATAT CATTCTGAGS GGCTACGGTC ATCACAMATC TACTATCAGC TATCCCTTAT ATCGGAACAG

Cythafiar-28 TGA GGACALATAT CATTCTGAGG GGUTACGGTC ATCACAMATC TACTATCAGTC TATCCCTTAT ATCGGAACAG

Cytbaf3r-30 TGA GGACALATAT CATTUCTGAGG GOUTACGGTC ATCACAMATC TACTATCAGC TATCCCTTAT ATUGGAACAG

Cytbhaf3r-37 TGA GGACAAATAT CATTCTGAGG GGCTACGGTC ATCACAAATC TACTATCAGC TATCCCTTAT ATCGGAACAG

Cythafir-47 TGA GGACALATAT CATTCTGAGS GGCTACGGTC ATCACAMATC TACTATCAGC TATCCCTTAT ATCGGAACAG

Cytbafir-48 TGA GGRACALATAT CATTCTGAGG GGCTACGGTC ATCACAMATC TACTATCAGTC TATCCCTTAT ATCGGAACAG
51|D 52|EI 53|L'I 5%0 55|IJ EEluD 5'Ti‘0 SEIED 5'9|D

Cythafir-01 |ACCTCGTAGA ATGAATCTGA GGGGECTTTT COGTCGACAA AGCAACCCTC ACACGATTCT TCGCCTTCCA CTTTATCCTS CCATTCATCA

Cythafir-08 |ACCTCGTAGA ATGAATCTGA GGGGECTTTT COGTCGACAL AGCAACCCTC ACACGATTCT TCGCCTTCCA CTTTATCCTS CCATTCATCA

Cytb2f3r-09 [ACCTCGTAGA ATGAATCTGA GGGGECTTIT CCOGTUGACAL AGCAACCCTC ACACGATTCT TCGCCTTCCA CTTTATCCTS CCATTCATCA

Cythafir-11 |ACCTCGTAGA ATGAATCTGA GGGHECTTTT CCOGTCGACAA AGCAACCCTC ACACGATTCT TCGCCTTCCA CTTTATCCTS CCATTCATCA

Cytbafir-13 |ACCTCGTAGA ATGAATCTGA GGGGECTTTT COGTCGACAM AGCAACCCTC ACACGATTCT TCGCCTTCCA CTTTATCCTS CCATTCATCA

Cytbhaflr-17 |ACCTCGTAGA ATGAATCTGA GGGGGCTTTT COGTUGACAL AGCAACCCTC ACACGATTCT TCGCCTTCCA CTTTATCCTG CCATTCATCA

Cythaf3r-22 |ACCTCGTAGA ATGAATCTGA GGGGECTTTT CCOGTCGACAA AGCAACCCTC ACACGATTCT TCGCCTTCCA CTTTATCCTS CCATTCATCA

Cytbafi3r-23 |ACCTCGTAGA ATGAATCTGA GGGGECTTTT COGTCGACAM AGCAACCCTC ACACGATTCT TCGCCTTCCA CTTTATCCTS CCATTCATCA

Cytbhaflr-26 |ACCTCGTAGA ATGAATCTGA GGGGGCTTTT COGTUGACAL AGCAACCCTC ACACGATTCT TCGCCTTCCA CTTTATCCTG CCATTCATCA

Cythaf3r-30 |ACCTCGTAGA ATGAATCTGA GGGGECTTTT CCOGTCGACAA AGCAACCCTC ACACGATTCT TCGCCTTCCA CTTTATCCTS CCATTCATCA

Cytbaf3r-37 |ACCTCGTAGA ATGAATCTGA GGGGGECTTTT COGTCGACAA AGCAACCCTC ACACGATTCT TCGCCTTCCA CTTTATCCTS CCATTCATCA

Cytbhaflr-47 |ACCTCGTAGA ATGAATCTGA GGGGGCTTTT COGTUGACAL AGCAACCCTC ACACGATTCT TCGCCTTCCA CTTTATCCTS CCATTCATCA

Cytb2f3r-45 |ACCTCGTAGA ATGAATCTGA GGGGECTTIT CCOGTIGACAL AGCAACCCTC ACACGATTCT TCGCCTTCCA CTTTATCCTS CCATTCATCA
E-UIU 61iEI 62|IJ 63|IJ 64|U 65|U E-E|-U E-Ti‘U E-EIFU

Cytbhaf3r-01 |TTACCGCCCT CGUAGCCGTA CATCTCCTAT TCCTGCACGA AACCGGATCC AACAACCC

Cytb2f3r-08 |TTACCGCCCT CGCAGCCGTA CATCTCCTAT TCCTGCACGA AAMCCGGATCC AACAACCC

Cytbaf3r-09 |TTACCGCCCT CGCAGCCGTA CATCTCCTAT TCCTGCACGA AMCGGATCC AACAACCC

Cytbafdr-11 |TTACCGCCCT CGCAGCCGTA CATCTCCTAT TCCTGRCACGA AMCCGGATCC AACAACCC

Cytb2f3r-13 |TTACCGCCCT CGCAGCCGLA CATCTCCTAT TCCTGCACGA AAMCCGGATCC AACAACCC

Cytbaf3r-17 |TTACCGCCCT CGCAGCCGTA CATCTCCTAT TCCTGCACGA AMCGGATCC AACAACCC

Cytbaf3r-22 |TTACCGCCCT CGCAGCCGTA CATCTCCTAT TCCTGCACGA AMCGGATCC AACAACCC

Cytbafdr-23 |TTACCGCCCT CGCAGCCGTA CATCTCCTAT TCCTGCACGA AACCGGATCC AACAACCC

Cythaf3r-28 |TTACCGCCCT CGCAGCCGTA CATCTCCTAT TCCTGCACGA AMCCGGATCC AACAACCC

Cytbaf3r-30 |TTACCGCCCT CGCAGCCGLA CATCTCCTAT TCCTGCACGA AMCCGGATCC AACAACCC

Cytbaf3r-37 |TTACCGCCCT CGUAGCCGTA CATCTCCTAT TCCTGCACGA AACCGGATCC AACAACCC

Cyth2f3r-47 |TTACCGCCOT CGCAGCCGTA CATCTCCTAT TCCTGCACGA AACCGGATCC AACAACCO]

Cytbaf3r-48 |TTACCGCCCT CGCAGCCGTA CATCTCCTAT TCCTGCACGA AMCGGATCC AACAACCC

Abbildung 27:  Sequenzver gleich des Cytb 2f/3r-Abschnitts zwischen Haus- und Wildschweinen.

Die Sequenzen aler untersuchten Individuen waren in diesem Abschnitt identisch.
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Cwthafdr | S S AT AT G A AT A LA AT CATTT CACEEATACT A CTATTAL " AC A ATTOTA " GEAGE S PTAT TTATALTACT
Cyth3f4r-124 |--CTACCGGA ATCTCATCAG ACATAGACAA AATTCCATTT CACCCATACT ACACTATTAL AGACATTCTA GGAGCCTTAT TTATAATACT
L R A ittt
Cyth3fdr-6 |--CTACCGGA ATCTCATCAG ACATAGACAA AATTCCATTT CACCCATACT ACACTATTAL AGACATTCTA GGAGCCTTAT TTATAATACT
Cytb3f4r-7 |--CTACCGGA ATCTCATCAG ACATAGACAA AATTCCATTT CACCCATACT ACACTATTAL AGACATTCTA GGAGCCTTAT TTATAATACT
Cy¥th3f4r-9 |--CTACCGGA ATCTCATCAG ACATAGACAA AATTCCATTT CACCCATACT ACACTATTAL AGACATTCTA GGAGCCTTAT TTATAATACT
Cyth3f4r-11 |--CTACCGGA ATCTCATCAG ACATAGACAA AATTCCATTT CACCCATACT ACACTATTAL AGACATTCTA GGAGCCTTAT TTATAATACT
Cytb3f4r-12 |--CTACCGGA ATCTCATCAG ACATAGACAA AATTCCATTT CACCCATACT ACACTATTAL AGACATTCTA GGAGCCTTAT TTATAATACT
Cyth3fdr-13 |--CTACCGGA ATCTCATCAG ACATAGACAA AATTCCATTT CACCCATACT ACACTATTAL AGACATTCTA GGAGCCTTAT TTATAATACT
Cytb3f4r-17 |--CTACCGGA ATCTCATCAG ACATAGACAA AATTCCATTT CACCCATACT ACACTATTAL AGACATTCTA GGAGCCTTAT TTATAATACT
Lo R i
Comm EF —-CTACCGGA ATCTCATCAG ACATAGACAA AATTCCATTT CACCCATACT ACACTATTAAL AGACATTCTA GGAGCCTTAT TTATAATACT
Cams B --CTACCGGA ATCTCATCAG ACATAGACAA AATTCCATTT CACCCATACT ACACTATTAAL AGACATTCTA GGAGCCTTAT TTATAATACT
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Cytb3fd4r-1  |AATCCTACTA ATCCTTGTAC TATTCTCACC AGACCTACTA GGAGACCCAG ACAMCTACAC CCCA
Cyth3f4r-124 |AATCCTACTA ATCCTTGTAC TATTCTCACC AGACCTACTA GGAGACCCAC ACAACTACAC CCCA
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Cyth3fd4r-6  |AATCCTACTA ATCCTTGTAC TATTCTCACC AGACCTACTA GGAGACCCAS ACAACTACAC CCCA
Cyth3f4r-7 |AATCCTACTA ATCCTTGTAC TATTCTCACC AGACCTACTA GGAGACCCAG ACAACTACAC CCCA
Cytb3f4r-9 |AATCCTACTA ATCCTTGTAC TATTCTCACC AGACCTACTA GGAGACCCAG ACAMCTACAC CCCA
Cyth3f4r-11 |AATCCTACTA ATCCTTGTAC TATTCTCACC AGACCTACTA GGAGACCCAC ACAACTACAC CCCA
Cytb3f4r-12 |AATCCTACTA ATCCTTGTAC TATTCTCACC AGACCTACTA GGAGACCCAG ACAACTACAC CCCA
Cyth3f4r-13 |AATCCTACTA ATCCTTGTAC TATTCTCACC AGACCTACTA GGAGACCCAS ACAACTACAC CCCA
Cyth3f4r-17 |AATCCTACTA ATCCTTGTAC TATTCTCACC AGACCTACTA GGAGACCCAG ACAACTACAC CCCA
L R R i ettt
Comm B AATCOCTACTA ATCCTTGTAC TATTCTCACC AGACCTACTA GGAGACCCAG ACAACTACAC CCCA
Cams, B AATCCTACTA ATCCTTGTAC TATTCTCACC AGACCTACTA GGAGACCCAG ACAACTACAC CCCA

Feanrl H¥-f

Abbildung 28: Sequenzvergleich des Cytb 3f/4r-Abschnitts zwischen Haus- und Wildschweinen.

Die Sequenzen dler untersuchten Individuen waren in diesem Abschnitt identisch.
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'I-"Ti‘U

'T-‘EliEl

'I-‘Slil]

8?0

81|IJ

82|!D

Cytb4£6r-1
Cytb4£Er-124
Cytb4fEr-125
Cytb4f6r-126
Fergl AT
Cytb4£fEr-6
Cytb4fEr-7
Cytb4£6r-9
Cytb4£5r-11
Cytb4£fEr-12
Cytb4f6r-13
Cytb4£6r-17
Cytb4£5r-21
Cytb4fEr-23
Cytb4£f6r-25
Cytb4£6r-30
Cytb4£Er-34
Cytb4fEr-37
Cytb4£6r-47
Cytb4£5r-45
Cytb4fEr-61
Cytb4£6r-67
Cytb4£6r-70
Fergl F5
[ .
[
Fergl H5-¥5

GGAGACCCAG
GGAGACCCAG
GGAGACCCAG
GGAGACCCAG

ACALCTACAC
ACALCTACAC
ACALCTACAC
ACALCTACAC

CCCAGCAMMT
CCCAGCAMMT
CCCAGCAMMT
CCCAGCAMMT

CCACTALACA
CCACTALACA
CCACTAMACA
CCACTALACA

CCOCACCOCA
CCOCACCCCA
CCOCACCCCA
CCOCACCCCA

TATTAMACCA
TATTALACCA
TATTAMACCA
TATTAMACCA

GALTGATATT
GAATGATATT
GAATGATATT
GAATGATATT

GGAGACCCAG
GGAGACCCAG
GGAGACCCAG
GGAGACCCAG
GGAGACCCAG
GGAGACCCAG
GGAGACCCAG
GGAGACCCAG
GGAGACCCAG
GGAGACCCAG
GGAGACCCAG
GGAGACCCAG
GGAGACCCAG
GGAGACCCAG
GGAGACCCAG
GGAGACCCAG
GGAGACCCAG
GGAGACCCAG

ACALCTACAC
ACALCTACAC
ACALCTACAC
ACAACTACAC
ACALCTACAC
ACALCTACAC
ACALCTACAC
ACAACTACAC
ACALCTACAC
ACALCTACAC
ACALCTACAC
ACALCTACAC
ACALCTACAC
ACALCTACAC
ACAACTACAC
ACALCTACAC
ACALCTACAC
ACALCTACAC

CCCAGCAMMT
CCCAGCAMMT
CCCAGCAMMT
CCCAGCAMRC
CCCAGCAMMT
CCCAGCAMMT
CCCAGCAMMT
CCCAGCAMRC
CCCAGCAMMT
CCCAGCAMMT
CCCAGCAMMT
CCCAGCAMMT
CCCAGCAMMT
CCCAGCAMMT
CCCAGCAMRC
CCCAGCAMMT
CCCAGCAMMT
CCCAGCAMMT

CCACTALACA
CCACTAMACA
CCACTALACA
CCACTALACA
CCACTALACA
CCACTAMACA
CCACTALACA
CCACTALACA
CCACTAMACA
CCACTAMACA
CCACTALACA
CCACTALACA
CCACTAMACA
CCACTALACA
CCACTALACA
CCACTALACA
CCACTAMACA
CCACTALACA

CCOCACCCCA
CCOCACCCCA
CCOCACCOCA
CCCCACCCCA
CCOCACCCCA
CCOCACCCCA
CCOCACCOCA
CCCCACCCCA
CCOCACCCCA
CCOCACCCCA
CCOCACCOCA
CCOCACCCCA
CCOCACCCCA
COOCACCOCA
CCCCACCCCA
CCOCACCCCA
CCOCACCCCA
CCOCATCOCA

TATTALACCA
TATTAMACCA
TATTAMACCA
TATTAMACCA
TATTALACCA
TATTAMACCA
TATTAMACCA
TATTAMACCA
TATTAMACCA
TATTAMACCA
TATTAMACCA
TATTALACCA
TATTAMACCA
TATTAMACCA
TATTAMACCA
TATTALACCA
TATTAMACCA
TATTAMACCA

GAATGATATT
GAATGATATT
GALTGATATT
GAATGATATT
GAATGATATT
GAATGATATT
GALTGATATT
GAATGATATT
GAATGATATT
GAATGATATT
GALTGATATT
GAATGATATT
GAATGATATT
GALTGATATT
GAATGATATT
GAATGATATT
GAATGATATT
GALTGATATT

GGAGACCCAG
GGAGACCCAG

ACALCTACAC
ACALCTACAC

CCCAGCAMMT
CCCAGCAMMT

270

CCACTAMACA
CCACTALACA

CCOCACCCCA
CCOCACCCCA

220

TATTAMACCA
TATTAMACCA

Q00

GAATGATATT
GAATGATATT

L 850
| | . | l | | |

220

Cytb4fEr-1
Cytb4fEr-124
Cytb4f6r-125
Cytb4£5r-126
Vergl H5
Cytb4fEr-6
Cytb4£6r-7
Cytb4£5r-9
Cytb4fEr-11
Cytb4f6r-12
Cytb4£6r-13
Cytb4£Er-17
Cytb4fEr-21
Cytb4£6r-23
Cytb4£5r-25
Cytb4£Er-30
Cytb4fEr-34
Cytb4£6r-37
Cytb4£5r-47
Cytb4£Er-48
Cytb4f6r-61
Cytb4£6r-67
Cytb4£5r-70
Fergl #F5
[ L
[
Vergl HF5-§5

CTACGCTATT
CTACGCTATT
CTACGCTATT
CTACGCTATT

CTACGTTCAL
CTACGTTC AL
CTACGTTC AL
CTACGTTC AL

TTCCOCAATAL
TTCCTAATAL
TTCCTAATAL
TTCCTAATAL

ACTAGGTGGA
ACTAGGTGGA
ACTAGGTGGA
ACTAGGTGGL

TAGTAGZCTC
TAGTAGZCTC
TAGTAGZCTC
TAGTAGCCTC

CATCCTAATC
CATCCTAATC
CATCCTAATC
CATCCTAATC

TGCCOCATACT
TGCCCATACT
TGCCCATACT
TGCCOCATACT

________________________ W L

CTACGCTATT
CTACGCTATT
CTACGCTATT
CTACGCTATT
CTACGCTATT
CTACGCTATT
CTACGCTATT
CTACGCTATT
CTACGCTATT
CTACGCTATT
CTACGCTATT
CTACGCTATT
CTACGCTATT
CTACGCTATT
CTACGCTATT
CTACGCTATT
CTACGCTATT
CTACGCTATT

CTACGTTC AL
CTACGTTCAL
CTACGTTCAA
CTACGTTCAL
CTACGTTC AL
CTACGTTCAL
CTACGTTCAL
CTACGTTC AL
CTACGTTC AL
CTACGTTCAL
CTACGTTCAL
CTACGTTC AL
CTACGTTCAL
CTACGTTCAA
CTACGTTCAL
CTACGTTC AL
CTACGTTCAL
CTACGTTCAA

TTCCTAATAL
TTCCTAATAL
TTCCTAATAS
TTCCTAATAL
TTCCTAATAL
TTCCTAATAL
TTCCTAATAL
TTCCTAATAL
TTCCTAATAL
TTCCTAATAL
TTCCTAATAL
TTCCTAATAL
TTCCTAATAL
TTCCTAATAS
TTCCTAATAL
TTCCTAATAL
TTCCTAATAL
TTCCTAATAS

ACTAGGTGGA
ACTAGGTGGA
ACTAGGTGGA
ACTAGGTGGA
ACTAGGTGGA
ACTAGGTGGA
ACTAGGTGGA
ACTAGGTGGA
ACTAGGTGGA
ACTAGGTGGA
ACTAGGTGGA
ACTAGGTGGA
ACTAGGTGGA
ACTAGGTGGA
ACTAGGTGGA
ACTAGGTGGA
ACTAGGTGGA
ACTAGGTGGA

TAGTAGZCTC
TAGTAGCCTC
TAGTAGCCTC
TAGTAGZCTC
TAGTAGZCTC
TAGTAGCCTC
TAGTAGZCTC
TAGTAGZCTC
TAGTAGZCTC
TAGTAGCCTC
TAGTAGZCTC
TAGTAGZCTC
TAGTAGCCTC
TAGTAGCCTC
TAGTAGZCTC
TAGTAGZCTC
TAGTAGCCTC
TAGTAGCCTC

CATCCTAATC
CATCCTALTC
CATCCTAATC
CATCCTAATC
CATCCTAATC
CATCCTALTC
CATCCTAATC
CATCCTAATC
CATCCTAATC
CATCCTAATC
CATCCTAATC
CATCCTAATC
CATCCTALTC
CATCCTAATC
CATCCTAATC
CATCCTAATC
CATCCTALTC
CATCCTAATC

TGCCCATACT
TGCCCATACT
TGCCCATACT
TGCCCATACT
TGCCCATACT
TGCCCATACT
TGCCOCATACT
TGCCCALACT
TGCCCATACT
TGCCOCATACT
TGCCCATACT
TGCCCATACT
TGCCCATACT
TGCCCATACT
TGCCCATACT
TGCCCATACT
TGCCCATACT
TGHCCCATACT

CTACGCTATT
CTACGCTATT

CTACGTTC AL
CTACGTTCAL

TTCCLAATAL
TTCCTAATAL

ACTAGGTGGA
ACTAGGTGGL

TAGTAGZCTC
TAGTAGCCTC

CATCCTAATC
CATCCTAATC

TGCCCATACT
TECCCATACT

& Fortsetzung der Abbildung auf der néchsten Seite
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9?0

9%0

9?0

9?0

9?0

9?0

9?0

1000

lﬂﬁﬂ

Cytb4fGr-1
Cytb4fGr-124
Cytb4fEr-128
Cytb4fEr-126
Fergl A5
Cytb4fBr-6
Cytb4fEr-7
Cytb4f6r-9
Cytb4f8r-11
Cytb4fEr-12
Cytb4f6r-13
Cytb4f5r-17
Cytb4fBr-21
Cytb4f6r-23
Cytb4fGr-25
Cytb4fEr-30
Cytb4fEr-34
Cytb4f6r-37
Cytb4fEr-47
Cytb4fEr-48
Cytb4fBr-61
Cytb4f8r-67
Cytb4fEr-70
Fergl &5
[ L
Corrs, ¥
Fergl, A5-F7

ACACACATCC
ACACACATCC
ACACACATCC
ACACACATCC

AAMCAACGA
AAMCAACGA
AAMCAACGA
AAMCAACGA

GCATAATATT
GCATAATATT
GCATAATATT
GCATAATATT

TCFACCACTA
TCFACCACTA
TCGACCACTA
TCFACCACTA

AGTCAATGCC
AGTCAATGCC
AGTCAATGCC
AGTCAATGCC

TATTCTGAAT
TATTCTGALT
TATTCTGALT
TATTCTGAAT

ACTAGTAGCA
ACTAGTAGCA
ACTAGTAGCA
ACTAGTAGCA

GACCTCATTA
GACCTCATTA
GACCTCATTA
GACCTCATTA

CACTAACAT
CACTAACAT
CACTAACAT
CACTAACATG

ACACACATCC
ACACACATCC
ACACACATCC
ACACACATCC
ACACACATCC
ACACACATCC
ACACACATCC
ACACACATCC
ACACACATCC
ACACACATCC
ACACACATCC
ACACACATCC
ACACACATCC
ACACACATCC
ACACACATCC
ACACACATCC
ACACACATCC
ACACACATCC

AMMCAMCGAG
AAMCAACGAG
AAMCAACGA
AMMCAMCGAG
AAMCAACGA
AAMCAACGA
AAMCAACGA
AAMCAACGA
AAMCAACGA
AAMCAACGA
AAMCAACGA
AAMCAACGAG
AAMCAACGA
ALMCAACGAG
AAMCAACGAG
AAMCAACGA:
AMMCAMCGAG
AAMCAACGAG

GCATAATATT
GCATAATATT
GCATAATATT
GCATAATATT
GCATAATATT
GCATAATATT
GCATARATATT
GCATAATATT
GCATAATATT
GCATAATATT
GCATAATATT
GCATAATATT
GCATAATATT
GCATAATATT
GCATAATATT
GCATAATATT
GCATAATATT
GCATAATATT

TCGACCACTA
TCFACCACTA
TCFACCACTA
TCGACCACTA
TCGACCACTA
TCFACCACTA
TCGACCACTA
TCGACCACTA
TCFACCACTA
TCFACCACTA
TCGACCACTA
TCFACCACTA
TCFACCACTA
TCGACCACTA
TCFACCACTA
TCFACCACTA
TCGACCACTA
TCOFACCACTA

AGTCAATGCC
AGTCAATGCC
AGTCAATGCC
AGTCAATGCC
AGTCAATGCC
AGTCAATGCC
AGTCAATGCC
AGTCAATGCC
AGTCAATGCC
AGTCAATGCC
AGTCAATGCC
AGTCAATGCC
AGTCAATGCC
AGTCAATGCC
AGTCAATGCC
AGTCAATGCC
AGTCAATGCC
AGTCAATGCC

TATTCTGAAT
TATTCTGAAT
TATTCTGAAT
TATTCTGAAT
TATTCTGAAT
TATTCTGAAT
TATTCTGAAT
TATTCTGALT
TATTCTGAAT
TATTCTGALT
TATTCTGALT
TATTCTGAAT
TATTCTGALT
TATTCTGALT
TATTCTGAAT
TATTCTGALT
TATTCTGAAT
TATTCTGAAT

ACTAGTAGCA
ACTAGTAGCA
ACTAGTAGCA
ACTAGTAGCA
ACTAGTAGCA
ACTAGTAGCA
ACTAGTAGCA
ACTAGTAGCA
ACTAGTAGCA
ACTAGTAGCA
ACTAGTAGCA
ACTAGTAGCA
ACTAGTAGCA
ACTAGTAGCA
ACTAGTAGCA
ACTAGTAGCA
ACTAGTAGCA
ACTAGTAGCA

GACCTCATTA
GACCTCATTA
GACCTCATTA
GACCTCATTA
GACCTCATTA
GACCTCATTA
GACCTCATTA
GACCTCATTA
GACCTCATTA
GACCTCATTA
GACCTCATTA
GACCTCATTA
GACCTCATTA
GACCTCATTA
GACCTCATTA
GACCTCATTA
GACCTCATTA
GACCTCATTA

CACTAMCATG
CACTAACATG
CACTAACATG
CACTAMCATG
CACTAAMCATG
CACTAACAT
CACTAACATG
CACTAACAT
CACTAACAT
CACTAACAT
CACTAACAT
CACTAACATG
CACTAACAT
CACTAACATG
CACTAACATG
CACTAAMC AT
CACTAMCATG
CACTAAMCAT

ACACACATCC
ACACACATCC

AAMCAACGA
AAMCAACGAG

GCATARATATT
GCATAATATT

TCGACCACTA
TCGACCACTA

AGTCAATGCC
AGTCAATGCC

TATTCTGAAT
TATTCTGALT

ACTAGTAGCA
ACTAGTAGCA

GACCTCATTA
GACCTCATTA

CACTAACATG
CACTAACAT

10zo

IUFU

Cytb4f5r-1
Cytb4fEr-124
Cytb4fGr-125
Cytb4fBr-126
Vergl M5
Cytb4fEr-6
Cytb4f6r-7
Cytb4fEr-2
Cytb4fEr-11
Cytb4fGr-12
Cytb4f8r-13
Cytb4fEr-17
Cytb4f6r-21
Cytb4f8r-23
Cytb4fEr-25
Cytb4f6r-30
Cytb4fBr-34
Cytb4fEr-37
Cytb4fEr-47
Cytb4fGr-45
Cytb4fEr-a1
Cytb4fEr-6a7
Cytb4f6r-70
Fergl, ¥5
(s .
oy, #T
Fergl, H5-F5

ALTTGEAGGA
ALTTGEAGGE
ALTTGFAG A
ALTTGEAG

CAMCCCTGAG
CAMICCTGAG
CAMICCTGAG
CAMCCCTA

EEEE

CAMICCTGAG
CAMCCCTGA
CAMOCCTGAG
CAMICCTGAG
CAMCCCTGA
CAMCCCTGAG
CAMICCTGAG
CAMCCTGAG
CAMCCCTGAG
CAMICCTGAG
CAMICCTGAG
CAMCCCTGA
CAMICCTGAG
CAMICCTGAG
CAMCCCTGA
CAMOCCTGAG
CAMICCTGAG
CAMCCCTA

CAMICCTGAG
CAMICCTGAG

Abbildung 29: Sequenzvergleich des Cytb 4f/5r-Abschnitts zwischen Haus- und Wildschweinen.

Hausschwein Probe 1 weist an Position 855 des cytB-Gens eine von alen anderen Haus- und
Wildschweinen unterschiedliche Sequenz auf. Bis auf diese Position sind alle Sequenzen der
untersuchten Individuen in diesem Abschnitt identisch.

Alle im sequenzierten Abschnitt des cytB-Gens vorkommenden DNA-Sequenzunterschiede

und die durch die Codons codierte Aminosauren sind in der Tabelle 28 aufgefihrt. Eine

Anderung der Aminosiure-Sequenz tritt nur an einer Position bei Variante 5 auf. Insgesamt

konnten funf Sequenzvarianten des cytB-Gens identifiziert werden.

In Tabelle 29 sind die Sequenzvarianten den sequenzierten Proben zugeordnet. Nur die

Wildschweine der Variante 4 sind durch einen Hinfl-Schnitt von den anderen Proben

differenzierbar. Die Varianten unterscheiden sich um en bis zwei Basenpaare im

sequenzierten Bereich voneinander. Fur die sequenzierten Wildschweine konnten vier

verschiedene Genotypen in dem sequenziert cytB-Abschnitt festgestellt werden, wobei jewells

mehrere Wildschweine die gleiche Variante auswiesen. Lediglich die Probe Nr. 5

unterscheidet sich an mindestens 5 Positionen von den DNA-Sequenzen der anderen Tiere.
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Tabelle 28: Auswirkungen der DNA-Sequenzunterschiede auf die Triplett-codierte Aminosiure-
Sequenz.
Dargestellt sind Codons, die im cytB-Gen bel verschiedenen Proben Unterschiede im Vergleich zu
Variante 1 aufweisen. Das Nukleotid an Position 235 des cytB-Gens liegt an der ersten Position
des Tripletts. Dieses Codon codiert bei Variante 5 fUr die Aminosdure Isoleucin, bei allen anderen
fur Vain. Die weiteren Basenaustausche fiihren zu keiner Anderung der Aminosdure-Sequenz.

Position 127 207 234 235 243 267 303 354 855

Variantel TTG ATT GTT ATT TAT ATA GGT GTC CcCC
Leucin Isoleucin  Vain Isoleucin  Tyrosin Isoleucin  Glycin  Vain  Prolin

Variante2 - - - - - - - - CCT
Prolin

Variante3 CTG - - - - - - - CCT
Leucin Prolin

Variante4 - - GTC - - - - - CCT
vain Prolin

Variante5 - - - GTT - - - - CCT
Valin Prolin

Variante6 - ATC - - TAC ATG GGC GTT CCT
Isoleucin Tyrosin Isoleucin  Glycin ~ Vain  Prolin

Tabelle29:  Zuordnung ver schiedener Proben zu den vorkommenden Sequenzvarianten.
Jeweils mehrere Wildschweine weisen eine der vier bei Wildschweinen festgestellte Variante der
DNA-Sequenz des cytB-Gens auf.

Variante 1 2 3 4 5 6
Proben 1 11, 13, 15, 16 7,17,30, 31 8,9,10 12, 64, 65, 69 5

In Abbildung 30 ist die DNA-Sequenz der vier Amplifikate von Probe 1 dargestellt und in der
Sequenz "Variante 1" zusammengefasst. Bei den anderen vorkommenden Sequenzvarianten
sind nur die von Variante 1 abweichenden Nukleotide aufgeftihrt. Von den sequenzierten
Hausschweinproben gibt es bei Probe 5 Abweichungen an Position 208, 243, 267, 303 und
354, wahrend Probe 1 an Position 855 von allen anderen Individuen abweicht. Die
Unterschiede zwischen den Wildschweinen und zwischen Wild- und Hausschweinen liegen
im vorderen Teil des cytB-Gens an Position 127, 234 und 235.
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10 20 3n 40 5|D &0 70 Ellﬂ

C-Sus Scrofa dofATGACCAACA TCCGAAAATC ACACCCACTA ATAMMAATTA TCAACAMCGC ATTCATTGAC CTCCCAGCCC COTCAAACAT

Cytbli-cons
Cytb23-cons
Cythi4-cons
Cythd4bh-cons

¥ariante
Wariante
Wariante
Wariante
Variante
Wariante

T e LN

C CCTCALACAT
==x
==

===

ATGACCAACA TCCGAMAATC ACACCCACTL ATAMMAATTA TCAACAMCGC ATTCATTGAC CTCCCAGCCC CCTCALACAT

QF 1?0 1%0 1%0 120 110 1?0 1?0

C-5us Scrofa domCTCATCATGA TGAMMCTTCG GTTCUCCTCTT AGGCATCTGC CTAATCTTGC AAATCCTAAC AGGCCTSTTC TTAGCAATAC

CvthlZ-cons
Cyth23-cons
Cvtb3d4-cons
Cytbd4bh-cons

Wariante
Wariante
Wariante
¥ariante
Wariante
Wariante

o QM=

CTCATCATGA TGAAACTTCG GTTCCCTCTT AGGCATCTGC CTAATCTIIGE AAATCCTAAC AGGCCTSTTC TTAGCAATAC
==
===
===

CTCATCATGA TGAMMCTTCG GTTCCCTCTT AGGCATCTSC CTAATCTTGC AAMATCCTAAC AGGCCTGTTC TTAGCAATAC

1'Ti‘lJ 120 190 200 210 22|D ESID 240

C-5Sus Scrofa domATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTICT CATCAGTTAC ACACATTITGT CCGAGACGTAA ATTACGGATG AGTTATTCGC

Cythli-cons
Cytb2i-cons
Cytb34-cons
Cythd4b-cons

Wariante
¥ariante
Wariante
Wariante
Wariante
¥ariante

oI W L =

ATTACACATC AGACAHCHMCS ACAGTTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTGT COGAGACGTAD ATTACGEATE AFTTATTCGC
==
==
==

ATTACACATC AGACACAACA ACAGCTTTCT CATCAGTTAC ACACATTTGT CGAGACGTAA ATTACGGATS AGTTATTCGC

C-3us Scrofa domTATCTACATG CAALCGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCAL CGTAGGCCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA

Cytbli-cons
Cvth23-cons
Cyth3d4-cons
Cytb4bh-cons

Wariante
Wariante
Wariante
Variante
Wariante
Wariante

e N

TATCTACATG CAAMGGAGC ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGGHCOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA
==
==
==

TATCTACATG CAAMGGAGT ATCCATATTC TTTATTTGCC TATTCATCCA CGTAGHOCGA GGTCTATACT ACGGATCCTA

& Fortsetzung der Abbildung auf der néchsten Seite
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33|D 310 35|D BEInIJ 3'Ii‘D 38|EI 3'5|'D 4?0

C-Sus Scrofa domTATATTCCTA GAAACATGAL ACATTGGAGT ASTCCTACTA TTTACCGTTA TASCAACAGC CTTCATAGGC TACGTCCTGC
TATATTCCTA GAAACATGAL ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAMCAGT CTTCATAGGC TACGTCCTGC
===
==
===

TATATTCCTA GAAACATGAA ACATTGGAGT AGTCCTACTA TTTACCGTTA TAGCAACAGT CTTCATAGGC TACGTCCTGC

CytblZ-cons
Cytb23-cons
Cytb34-cons
Cytb4b-cons
Wariante
Yariante
Wariante
Yariante
Wariante
Yariante

[=piliy NS AL GV o

C-Sus Scrofa domCCTGAGGACA AATATCATTC TGAGGAGCTA CGGTUATCAC AAATCTACTA TCAGCTATCIC CTTATATCGG AACAGACCTC

CytblZ-cons
Cytb23-cons
Cytb34-cons
Cytb4b-cons
Yariante
Tariante
Wariante
Yariante
Wariante
Yariante

[=ld ) N S E AV

CCTGAGGACA AATATCATTC TGAGGAGC
CTa CGEETCATCAC AAATCTACTA TCAGCTATOC CTTATATCOG: AMCAGACCTC

==x

==

CCTGAGGACA AATATCATTC TGAGGAGCTA COCTCATCAC AMATCTACTL TCAGCTATCC CTTATATCGE AACAGACCTC

490 5?0 51|D 220 53|D 510 550 EEIuU

C-5us Scrofa domGTAGAATGAL TCUTHAGGHEG CTTTTCCGTC GACAAAGCAA CCOCTCACACG ATTCTTCGCC TTCCACTTTA TCCTSCCATT

CytblZ-cons
Cytb23-cons
Cytb3d4-cons
Cytb4b-cons
Yariante
Tariante
Yariante
Tariante
Wariante
Yariante

(= d) U AV AV

==
GTAGAATGAL TUTSAGGGGS CTTTTCCGT. GACAMAGCAA CCCTCACACG ATTCTTCGOC TTCCACTTTA TCCTGZCCATT
==
===
GTAGAMTGAS TCTGAGGGGG CTTTTCOGTC GACAAAGTAN CCOCTCACACG ATTCTTCGCC TTCCACTTTA TCCTGCCATT

370 as0 590 &00 &10 E20 E30 40

C-5uz Scrofa domCATCATTACC GUCCTCGIAG CCGTACATCT CATATTCCTS CACGAAACCG GATCCAACAA CCOCTACCGGA ATCTCATCAG

CytblZ-cons
Cytb23-cons
Cytb34-cons
Cytb4b-cons
Yariante
Tariante
Yariante
Tariante
Yariante
Yariante

[=alld ) B AV AV

==
CATCATTACC GCCCTCGCAG COGTACATCT CCTATTCCTS CACGAAACCG GATCCAACAA CCC
CTAHCCGEGE ATCTCATCAG

===

CATCATTACC GCCCTCGCAG CCOGTACATCT CCTATTCCT: CACGAAMCCG GATCCAACAL COCTACCGGA ATCTCATCAG

SSIIJ E;El.tl E.Ti‘lJ SEIIIJ &30 '?DIIJ '?1IEI '?2|D

C-Sus Scrofa dogACATAGACAL AATTCCATTT CACCCATACT ACACTATTAA AGACATTCTA GGASCCTTAT TTATAATACT AATCCTACTA

==

===

ACATAGACAL AATTCCATTT CACCCATACT ACACTATTAA AGACATTCTA GFZAGCCTTAT TTATAATACT AATCCTACTA
===

ACATAGACAL AATTCCATTT CACCCATACT ACACTATTAA AGACATTCTA GGFAGCCTTAT TTATAATACT AATCCTACTA

Cythli-cons
Cvtb23-cons
Cytb3id4-cons
Cythd4bh-cons
Wariante
Yariante
Tariante
Tariante
Yariante
Yariante

o e LM

Cythli-cons

'?3|l:l '?4|EI '?5|D '?EI;IJ '?Ti'ﬂ '?BID '?9IEI 8E|ID

C-8us Scrofa domATCCTTGTAC TATTCTCACC AGACCTACTA GGAGACCCAG ACAMLCTACAC CCCAGCAAAC CCACTAAACA CCOCCACCCCH
===
===

Cvtb23-cons
Cytb3id4-cons
Cythd4bh-cons
Wariante
Yariante
Tariante
Tariante
Yariante
Yariante

o e LM

ATCCTTGTAC TATICTCACC AGACCTACTA GGAGACCCAG ACAACTACAC CCCA
Ta GGAGACCCAG ACAACTACAC CCCAGCAAAC CCACTAAACA CCCCACCCCA
ATCCTTGTAC TATTCTCACC AGACCTACTLA GEAGAMCCCAG ACAAMCTACAC CCCAGCAMAAC CCACTAAACA COCCACCCCL

Cythli-cons
Cvtb23-cons

ain a0 830 a40 85|D 860 a7n =0}

C-8us Scrofa domTATTAAACCA GAATGATATT TCTTATTCGC CTACGCTATT CTACETTCAL TTCCTAATAL ACTAGGTGGA GTGETTGGCCC
===
===
===

Cytb3id4-cons
Cythd4bh-cons
Wariante
Yariante
Tariante
Tariante
Yariante
Yariante

o e LM

TATTAAMACCA GAATGATATT TCTTATTCGC CTACGCTATT CTACGTTCAL TTCCTAATAR ACTAGGTGGA GTETTGGCCC

TATTAAACCA GAATGATATT TCTTATTCGT CTACGCTATT CTACGTTCAL TTCC%AATAA ACTAGGTGEA GTGTTGGECCC

& Fortsetzung der Abbildung auf der néchsten Seite
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8‘5||U 9?0 91|U 92|EI 93|U 910 95|D 9EI.IJ

C-5us Scrofa dowTAGTAGCCTC CATCCTAATC CTAATTTTAA TSCCCATACT GCACACATCC AMACAACGAG GCATAATATT TCGACCACTA
===
==
===
TAGTAGCCTC CATCCTAATC CTAATTTTAA TGCCCATACT ACACACATCC AMACAACGAG GCATAATATT TUGACCACTA
TAGTAGCCTC CATCCTAATC CTAATTTTALA THGCCCATACT ACACACATCC AAMAMCAACGAG GCATAATATT TCGACCACTA

CytblZ-cons
CytbZ3-cons
Cvtb3d-cons
Cytb4b-cons
Tariante 1
Yariante
Yariante
Wariante
Wariante
Yariante

=iy BE S N o]

270 220 230 inoo 1010 1020

1020 1040

C-Sus Scrofa dofAGTCAATGOC TATTCTGAAT ACTAGTAGCA GACCTCATTA CACTAACATS AATTGGAGGA CALCCCGTAG AAMCACCCGTT

CvtblZ-cons
Cyth23-cons
Cyth3d4-cons
Cytbd4bh-cons
Wariante
Wariante
Yariante
Yariante
Wariante
Wariante

O W LM

===
===

===

AGTCAATGCOC TATTCTGAAT ACTAGTAGCA GACCTCATTA CACTAACAT: AATTGGAGGL CAMCCGTAG Ad
AGTCAATGCC TATTCTGAAT ACTAGTAGCA GACCTCATTA CACTAACATS AATTGGAGGA CAMCCCGTAS AAMCACCCGTT

1IZI|5lJ 1EIFIJ IDi?D 1Di3l3 1020 11|EID 11|1EI 11|2EI

C-5us Scrofa donCATCATCATS GGCCAMCTAG CCTCCATCTT ATACTTCCTA ATCATTCTAG TATTGATACC AMATCACTAGT ATCATOGADDL

CythlZ-cons
Cyth23-cons
Cyth3id4-cons
Cytbd4bh-cons
Wariante
Wariante
Yariante
Yariante
Wariante
Wariante

o W LM

L==
=

===

CATCATCATC GGCCAACTAG CCTCCATCTT ATACTTCCTA ATCATTCTAG TATTGATACT AATCACTAGT ATCATCGAML

11|3lJ 11|4IZI 11|50 11i5l3

C-5us Scrofa donACAMCCTATT AZAATCALGE

CythlZ-cons
Cyth23-cons
Cytbh3d4-cons
Cytbd4b-cons
Wariante
Tariante
Yariante
Wariante
Wariante
Tariante

[npay RS ol

L==

===

ACAMCCTATT AAAATGAMGA

Abbildung 30: Sequenz des cytB-Gens von Wild- und Hausschweinen mit den aufgetretenen Varianten.

Die Uberlappung der vier Amplifikate von Probe 1 sind in der Sequenz "Variante 1"
zusammengefasst. Bel den anderen vorkommenden Seguenzvarianten sind nur die von
Variante 1 abweichenden Nukleotide aufgefuhrt.
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3 MELANOCORTIN-1-REZEPTOR-GEN

3.1 Primerdesign

In der GenBank (Benson et al., 2000) war nur die DNA-Sequenz des Melanocortin-1-
Rezeptor-Gens (mclr-Gen) eines Hausschweins vertffentlicht. Es bestand daher keine
Maoglichkeit, die DNA-Sequenz verschiedener Individuen der Spezies zu vergleichen, um
variablere und konserviertere Regionen vorab zu identifizieren. Die angrenzenden DNA-
Sequenzabschnitte waren nicht bekannt. Mit der Software Primer Express von ABI wurden
die optimalen Primer-Anlagerungspositionen bestimmt. Durch drei sich Uberlappende
Amplifikationsabschnitte konnten 662 Bp des 758 Bp grof’en Gens sequenziert werden
(Abbildung 31). Das Amplifikat MC 1f/3r Uberlappt 89 Bp mit dem Amplifikat 2f/5r und
dieses Uberlappt 94 Bp mit dem Amplifikat 4f/6r.

Frimer f
WIC 4f/6r:. 334 B
DA . P [ ]

m Primer r MC 2fi5r. 276 Bp .

MC 1£/3r 235 Bp .

Melanocartin rezeptar: 758 Bp

a 100 200 300 400 500 500 700 200

Abbildung 31: Primer zur Amplifikation des mclr-Gens.
Sechs Primer fihren zu drei sich Uberlappenden Amplifikationsabschnitten, die 662 Bp des

758 Bp grofen Gens abdecken.
1234 56 7 8 91011 12131415161718 1920 212223 Nr. Probe ID (oTCA) Primer
1 100 Bp-Marker
2  Wasser 60,3 MCI1f/3r
3 1 HS 551
4 WS 551
p 5 1 HS 603
I 6 WS 60,3
7 1 HS 648
8 WS 648
MC 1f/3r MC 2f/5r MC 4f/6r '
235 Bp 276 Bp 334Bp : o Weser 03 mcaE
i 11 WS 551
12 1 HS 603
a 13 WS 60,3
—— - - 14 1 HS 648
- 15 WS 648
- ,
ees - 16 Wasser 60,3  MCA4f/er
17 1 HS 551
18 WS 551
" 19 1 HS 603
] T 20 WS 60,3
Abbildung 32: Amplifikation des mclr-Gens mit den M C-Primern bei g; 1 Hz gi,g
W

ver schiedenen Annealingtemperaturen (Ta).

Die DNA der extrahierten Haus- und Wildschwein-DNA ist
bei alen Temperaturen von dlen Primerpaaren gut
amplifiziert worden.

23 100 Bp-Marker'
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Die Abbildung 32 zeigt die Amplifikate der Primer aus Abbildung 31 bei Optimierung der
PCR. Alle Amplifikate erscheinen in der erwarteten Lange, bei keiner Temperatur entstehen
weitere Banden. Fir ale Primer konnten die gleichen Bedingungen gewahlt werden. Der
verwendete PCR-Mastermix ist in Tabelle 30 aufgefihrt, das PCR-Temperaturprogramm in
Tabelle 31.

Tabelle30:  Mastermix fur die PCR mit M C-Primern.
Eswurden in der Regel Ansétze mit einem Volumen von je 25 ul verwendet.

Substanz Ausgangskonz. Endkonz. Volumen
Wasser - - 152
Puffer 10-fach 10 pmol/l 1 pumol/l 2,5l
Magnesiumchlorid 25 mmol/l 2 mmol/l 2ul
Glycosylase 1U 0,02U o5ul
dNTPs 2,5 mmol/l 0,2 mmol/l 2ul
Primer 1 20 pmol/l 0,5 umol/I 0,25 ul
Primer 2 20 pmol/l 0,5 umol/I 0,25 ul
Polymerase: AmpliTag Gold™ 5U 2U o,3ul
DNA-Extrakt - - 2ul
Gesamtvolumen - - 254l

Tabele31l: PCR-Programm fur PCR mit MC-Primern.
Fur die kleinen Amplifikate wurde ein Programm mit kurzer Fortfiihrungszeit und der optimalen
Anlagerungstemperatur von 65 °C verwendet.

Zeit Temperatur
Prozess (min:s) °C) Zyklen
Aktivierung und Aufschmelzung 6:00 96
Denaturierung 1:00 96
Anlagerung 0:30 65 35
Fortfihrung 0:30 72
Vervollstdndigung 6:00 72
Pause ¥ 4
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3.2 Sequenzierung

Die Abbildung 33 zeigt den Sequenzvergleich des Amplifikationsabschnitts MC 1f/3r im

mclr -Gen zwischen verschiedenen Haus- und Wildschweinen. Die auftretenden Sequenz-

unterschiede sind in der Tabelle 32 aufgefihrt.

9|D ll.ill.'l IIIEI 12|D 13|D Itfl.'l 15|D lél;D l'Ti‘D

MC1£3r-1
MC1£3r-B
MC1f3r-129
MC1f3r-131
MC1£3r-132
MC1£3r-136
MC1£3r-138
MC1£3r-140
MC1£3r-141
MC1£3r-143
MZ1£3r-145
Fergl A5
MC1£3r-9
MC1£3r-13
MC1£3r-14
MC1f3r-16
MC1£3r-19
MC1£3r-20
MC1£3r-23
MC1£3r-40
MC1£3r-62
Fergl #5
fare: LR o)
Coms. B
Vergl? HZ-FF

CTRCGECE AT " FASTACTICG ETGCTEOCT GoCEETHTCE "CACCTOCTEG T AGEGTEAG CLACET0TG GAGACEGETS
CTCGCCCATS TACTACTTCG TCTGCTGCCT GGOCGTGTCS GACCTGCTGS TGAGCGTGAG CAACGTGCTG GAGACGGCCS
CTCGCCCATG TACTACTTCG TCTGCTGCCT GGOCGTGTCG GACCTGCTGG TGAGCGTGAG CAACGTGCTG GAGACGGUCS
CTCGCCCATS TACTACTTCG TCTGCTGCCT GGCCGTOTCS GACCTGCTGS TGAGCGTGAG CAACGTGCTG GAGACGGCCS
CTCGCCCATG TACTACTTCG TCTGCTGCCT GGCCGTGTCS GACCTGCTGS TGAGCGTGAG CAACGTGCTG GAGACGGCCG
CTCGCCCATS TACTACTTCG TCTGCTGCCT GGOCGTGTCS GACCTGCTGS TGAGCGTGAG CAACGTGCTG GAGACGGCCS
CTCGCCCATG TACTACTTCG TCTGCTGCCT GGOCGTGTCS GACCTGCTGS TGAGCGTGAG CAACGTGCTG GAGACGGCCS
CTCGCCCATG TACTACTTCG TCTGCTGCCT GGOCGTGTCS GACCTGCTGG TGAGCGTGAG CAACGTGUTG GAGACGGUCS
CTCGCCCATG TACTACTTCG TCTGCTGCCT GGCCGTGTCS GACCTGCTGG TGAGCGTGAG CAACGTGCTG GAGACGGCCG
CTCGCCCATG TACTACTTCG TCTGCTGCCT GGOCGTGTCS GACCTGCTGG TGAGCGTGAG CAACGTGCTG GAGACGGCCG
CTCGCCCATS TACTACTTCG TCTGCTGCCT GGOCGTGTOS GACCTGCTGS TGAGCGTGAG CAACGTGCTG GAGACGGCCS
CTCGCCCATS TACTACTTCG TCTGCTGCCT GGCCGTOTCS GACCTGCTES TGAGCGTGAG CAACGTGCTG GAGACGGCCS
CTTGCCCATG TACTACTTCG TCTGCTGCCT GGCCGTGTCS GACCTGCTGS TGAGCGTGAG CAACGTGCTG GAGACGGCCG
CTTGCCCATG TACTACTTCG TCTGCTGCCT GGOCGTGTCG GACCTGCTGG TGAGCGTGAG CAACGTGCTG GAGACGGCCG
CTCGCCCATG TACTACTTCG TCTGCTGCCT GGOCGTGTCS GACCTGCTGS TGAGCGTGAG CAACGTGCTG GAGACGGCCS
CTCGCCCATG TACTACTTCG TCTGCTGCCT GGOCGTGTCS GACCTGCTGG TGAGCGTGAG CAACGTGUTG GAGACGGUCS
CTCGCCCATG TACTACTTCG TCTGCTGCCT GGCCGTGTCS GACCTGCTGG TGAGCGTGAG CAACGTGCTG GAGACGGCCG
CTCGCCCATG TACTACTTCG TCTGCTGCCT GGCCGTGTCS GACCTGCTGS TGAGCGTGAG CAACGTGCTG GAGACGGCCG
CTCGCCCATS TACTACTTCG TCTGCTGCCT GGOCGTGTCS GACCTGCTGS TGAGCGTGAG CAACGTGCTG GAGACGGCCS
CTCGCCCATG TACTACTTCG TCTGCTGCCT GGOCGTGTCOS GACCTGCTGG TGAGCGTGAG CAACGTGCTG GAGACGGCCS
_____ . S g
~Ci CTCGOCCATS TACTACTTCG TCTGCTGCOCT GGCCGTGTCG GACCTGCTGE TGAGCGTGAG CAACGTGCTG GAGACGGCCG

-Ch CT*GCCCATG TACTACTTCG TCTGCTHCCT GGCCGTGTCG GACCTGCTGG TGAGCGTGAG CAACGTGCTS GAGACGGCCG
____________ W

lEllU 1‘5||IJ EDIEI 21|U 22|U 23|U 210 25|U ZEl;U

MC1f3r-1
MC1£3r-5
MC1£3r-129
MC1£3r-131
MC1f3r-132
MC1£3r-136
MC1£3r-138
MC1£3r-140
MC1f3r-141
MC1£3r-143
MC1£3r-145
Fergl A3
MC1£3r-9
MC1£3r-13
MC1£3r-14
MC1£3r-16
MC1£3r-19
MC1£3r-Z0
MC1£3r-23
MC1£3r-40
MC1£3r-62
Fergl N5
Cores. JF
ey, FE
Fergl A5-Fs

THCTGOTECT GCTGGAGGCG GGCGCCCTGE CCOGOCCAGET CGCCGTGGETS CAGCAGCTG:G ACAATGTCAT GAACGTGCTC ATCTGCGGCT
THTGOTECT GUTGGAGGCG GGUGICCTEE CCGOCCAGGE CGCCGTGGETG CAGCAGCTGG ACAATGTCAT GAACGTGCTC ATCTGCGGCT
TGCTGCTGCT GCTGEAGGCG GGOGCCCTHE COGCCCAGST CGCCGTGETG CAGCAGCTG: ACAATETCAT GAACGTGCTC ATCTGCOGGCT
TGCTGCTECT GCTHEAGGCG GGUGCCCTRE CCGCCCAGST CGCCGTEETE CAGCAGCTG: ACAATCOTCAT GAACGTGCTC ATCTGHCGGCT
THCTGCTGCT GCTHRAGGHCE GGUGCCCTHG CCGCCCAGET CGCCGTHETE CAGCAGCTG: ACAATGTUAT GAACGTGCTC ATCTGCOGGCT
THTGOTECT GUTGGAGGCG GGCGICCTHE CCGOCCAGGT CGCCGTGGETG CAGCAGCTGG ACAATGTCAT GAAMCGTGCTC ATCTGOGGCT
THTGOTECT GUTGGAGGCG GGUGICCTHG CCGCCCAGSE COGCCGTGGETG CAGTAGCTGG ACAATGTCAT GAACGTGCTC ATCTGOGGCT
TGCTGCTGCT GCTGEAGGCG GGOGCCCTHE COGCCCAGST CGCCGTGETG CAGCAGCTG: ACAATETCAT GAACGTGCTC ATCTGCOGGCT
THCTGCTGCT GCTHRAGGHCE GGUGCCCTHG CCGCCCAGET CGCCGTHETE CAGCAGCTG: ACAATGTUAT GAACGTGCTC ATCTGCOGGCT
THTGCOTECT GCTGEAGGCG GGCGCCCTGE CCOGCCCAGET CGCCGTGETS CAGTAGCTGRG ACAATCTCAT GAAMCGTGCTC ATCTGCGGCT
THTGOTECT GUTGGAGGCG GGCGICCTHE CCGOCCAGGT CGCCGTGGETG CAGCAGCTGG ACAATGTCAT GAAMCGTGCTC ATCTGOGGCT
TGCTGCTECT GCTHEAGGCG GGUGCCCTRE CCGCCCAGST CGCCGTEETE CAGCAGCTG: ACAATCOTCAT GGACGTGZCTC ATCTGHCGGCT
THCTGCTGCT GCTHRAGGHCE GGUGCCCTHG CCGCCCAGET CGCCGTHETE CAGCAGCTG: ACAATGTCAT GNACGTGCTC ATCTGCOGGCT
THTGOTECT GUTGGAGGCG GGCGICCTHE CCGOCCAGGT CGCCGTGGETG CAGCAGCTGG ACAATGTCAT GHACGTGCTC ATcTGOGGCT
THTGOTECT GUTGGAGGCG GGUGICCTEE CCGOCCAGGE CGCCGTGGETG CAGCAGCTGG ACAATGTCAT GGACGTGCTC ATCTGOGGCT
TGCTGCTGCT GCTGEAGGCG GGOGCCCTHE COGCCCAGSC CGCCGTGETG CAGCAGCTG: ACAATETCAT GAACGTGCTC ATCTGCOGGCT
TGECTGCTECT GCTHRAGGCG GGIGCCCTHE CCGCCCAGSC CGCCETHETE CAGCAGCTG: ACAATOTCAT GGACGTGRCTC ATCTGHCGGCT
THTGCOTECT GCTGEAGGCG GGCGCCCTGE CCOGCCCAGET CGCCGTGETS CAGTAGCTGRG ACAATCTCAT GAAMCGTGCTC ATCTGCGGCT
THTGOTECT GUTGGAGGCG GGCGICCTHE CCGOCCAGGT CGCCGTGGETG CAGCAGCTGG ACAATGTCAT GHACGTGCTC ATCTGOGGCT
THCTHOTECT GUTGGAGGCG GGUGICCTHE CCOGCCCAGEE COGCCGETGETS CAGTAGCTGG ACAATETCAT GGACGTGCTC ATCTGOGGCT
_______________________________________________________________________ Mo e
THCTGCTGCT GCTHRAGGHCE GGUGCCCTHG CCGCCCAGET CGCCGTHETE CAGCAGCTG: ACAATGTUAT GAACGTGCTC ATCTGCOGGCT
THCTGOTECT GCTGGAGGCG GGCGCCCTGE CCOGOCCAGET CGCCGTGGETS CAGCAGCTGG ACAATGTCAT GHACGTGCTC ATCTGCGGCT
_______________________________________________________________________ o e

Z'Ti‘ﬂ 2E|EU 2‘5||U 30|U 31|U 32|U 33|U 34|U 35|U

MZ1f3r-1
MC1f3r-6
MC1£3r-129
MC1£3r-131
MC1f3r-132
MC1£3r-136
MC1£3r-138
MZ1£3r-140
MC1£3r-141
MC1£3r-143
MZ1f3r-145
Fenrd &Y
MC1£3r-9
MC1£3r-13
MC1f3r-14
MC1£3r-16
MC1£3r-19
MC1£3r-20
MC1£3r-23
MZ1£3r-40
MC1f3r-62
Fanrs MY
Ls. S5
oya e R
Fanyl. AY-FY

CCATGGTGTC CAGCCTCTGS TTCCTRGGCG CCATCGCCGT GGACCGITAC GTGTCCATCT TOTA
CCATGETGTC CAGCCTCTGC TTCCTGGGLG CCATCGCCOGT GGACCGCTAC GTGTCCATCT TCTA
CCATGETGTC CAGCCTCTGC TTCCTGGGLG CCATCGCCGT GGACCGUTAC GTGTCCATCT TCTA
CCATGETGTC CAGCCTCTGC TTCCTGGGCG CCATCGCCGT GGACCGUTAC GTGTCCATCT TCTA
CCATGETGTC CAGCCTCTGC TTCCTRGHCG CCATCGOOGT GEACCGUTAC GTRTCCATCT TCTA
CCATGETGTC CAGCCTCTGC TTCCTGGGLG CCATCGCCGT GGACCGUTAC GTGTCCATCT TCTA
CCATGETGTC CAGCCTCTGC TTCCTGGGCG CCATCGCCGT GGACCGUTAC GTGTCCATCT TCTA
CCATGETGTC CAGCCTCTGC TTCCTRGHCG CCATCGOOGT GEACCGUTAC GTRTCCATCT TCTA
CCATGETGTC CAGCCTCTGC TTCCTGGGLG CCATCGCCGT GGACCGUTAC GTGTCCATCT TCTA
CCATGGTGTC CAGCCTCTGC TTCCTGGGCG CCATCGCCOGT GGACCGUTAC GTGTCCATCT TCTA
CCATGETETC CAGCCTCTGC TTCCTGRGGCG CCATCGCCOGT GEACCGUTAC GTGRTCCATCT TCTA
CCATGGTITC CAGCCTCTGC TTCCTGGGCG CCATCGCCOGT GGACCGUTAC GTGTCCATCT TCTA
CCATGGTGTC CAGCCTCTGC TTCCTGGGCG CCATCGCCOGT GZACCGUTAC GTGTCCATCT TCTA
CCATGETGTC CAGCCTCTGC TTCCTGGGLG CCATCGCCOGT GGACCGCTAC GTGTCCATCT TCTA
CCATGETGTC CAGCCTCTGC TTCCTGGGLG CCATCGCCGT GGACCGUTAC GTGTCCATCT TCTA
CCATGETGTC CAGCCTCTGC TTCCTGGGCG CCATCGCCGT GGACCGUTAC GTGTCCATCT TCTA
CCATGETGTC CAGCCTCTGC TTCCTRGHCG CCATCGOOGT GEACCGUTAC GTRTCCATCT TCTA
CCATGETGTC CAGCCTCTGC TTCCTGGGLG CCATCGCCGT GGACCGUTAC GTGTCCATCT TCTA
CCATGETGTC CAGCCTCTGC TTCCTGGGCG CCATCGCCGT GGACCGUTAC GTGTCCATCT TCTA
CCATGETETC CAGCCTCTGC TTCCTRGHCG CCATCGCOGT GGACCGUTAC GTHRTCCATCT TCTA
CCATGGTGTC CAGCCTCTGC TTCCTGGGCG CCATCGCCOGT GGACCGUTAC GTGTCCATCT TCTA
CCATGETETC CAGCCTCTGC TTCCTGRGGCG CCATCGCCOGT GEACCGUTAC GTGRTCCATCT TCTA

Abbildung 33: Vergleich der Sequenzen von Hausschweinen (obere 11 Sequenzen) und Wildschweinen

(untere 9 Sequenzen) im Amplifikat der Primer MC 1f/ MC 3r.

Zwischen den Wildschweinen gibt es an Position 93 einen Basenaustausch und an Position 242
eine heterozygote Situation. Alle Hausschweine weisen eine untereinander identische Sequenz

auf.
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2?0

2?0

3?0

310

3%0

3?0

310

MC2fEr-1 |- CT CCATGGTCTC CAGCCTCTGC TTCCTGGRGOS CCATCGCCGT GGACCGCTAC GTGTCCATCT TCTACGCGCT GOGCTACCAC
MC2fEr-&  |--—-———- CT CCATGGTOTC CAGCCTCTGC TTCCTGGRGOS CCATCGCCGT GGACCGCTAC GTGTCCATCT TCTACGCGCT GOGCTACCAC
MC2fEr-81 |-——-——-- CT CCATGGTOTC CAGCCTCTGC TTCCTGGRGOS CCATCGCCGT GGACCGCTAC GTGTCCATCT TCTACGCGCT GOGCTACCAC
MC2f8r-123  |-——-——-- CT CCATGGTOTC CAGCCTCTGC TTCCTGGRGOS CCATCGCCGT GGACCGCTAC GTGTCCATCT TCTACGCGCT GOGCTACCAC
MC2f8r-131 |-——-——-- CT CCATGGTOTC CAGCCTCTGC TTCCTGGRGOS CCATCGCCGT GGACCGCTAC GTGTCCATCT TCTACGCGCT GOGCTACCAC
MC2fEr-146 |-——-——-- CT CCATGGTOTC CAGCCTCTGC TTCCTGRGOS CCATCGCCGT GGACCGCTAC GTGTCCATCT TCTACGCGCT GOGCTACCAC
Farpd B |-—————— e e e e e e e
MC2fEr-11  |-——-——-- CT CCATGGTOTC CAGCCTCTGC TTCCTGGRGOS CCATCGCCGT GGACCGCTAC GTGTCCATCT TCTACGCGCT GOGCTACCAC
MC2fEr-19 |-——-———- CT CCATGGTOTC CAGCCTCTGC TTCCTGGRGOS CCATCGCCGT GGACCGCTAC GTGTCCATCT TCTACGCGCT GOGCTACCAC
MC2f8r-23 |-——-———- CT CCATGGTOTC CAGCCTCTGC TTCCTGGRGOS CCATCGCCGT GGACCGCTAC GTGTCCATCT TCTACGCGCT GOGCTACCAC
MC2f5r-32  |----—--- CT CCATGGTETC CAGCCTCTGC TTCCTGHFOE CCATCGCCGT GRACCGCTAC GTGTCCATCT TCTACGCGCT GOGCTACCAC
MC2f5r-47  |--—-—--- CT CCATGGTETC CAGCCTCTGC TTCCTGHFOE CCATCGCCGT GRACCGCTAC GTGTCCATCT TCTACGCGCT GOGCTACCAC
MC2f5r-82  |----—--- CT CCATGGTETC CAGCCTCTGC TTCCTGHFOE CCATCGCCGT GRACCGCTAC GTGTCCATCT TCTACGCGCT GOGCTACCAC
MC2f5r-87  |--—-—--- CT CCATGGTETC CAGCCTCTGC TTCCTGHFOE CCATCGCCGT GRACCGCTAC GTGTCCATCT TCTACGCGCT GOGCTACCAC
MC2f5r-62  |--—-—--- CT CCATGGTETC CAGCCTCTGC TTCCTGHFOE CCATCGCCGT GRACCGCTAC GTGTCCATCT TCTACGCGCT GOGCTACCAC
MC2f5r-66  |--—-—--- CT CCATGGTETC CAGCCTCTGC TTCCTGHFOE CCATCGCCGT GRACCGCTAC GTGTCCATCT TCTACGCGCT GOGCTACCAC
MC2£5r-78  |--—-—--- CT CCATGGTETC CAGCCTOTGC TTCCTGHFOS CCATCGCCGT GRACCGCTAC GTGTCCATCT TCTACGCGCT GOGCTACCAC
Fenrd, MY [--memmemee e e e e e e e e
fons, HY CCATGETETC CAGCCTCTGC TTOCTGGRGCG CCATCGCCGT GGACCGCTAC GTGTCCATCT TCTACGCGCT GCGCTACCAC
fons, CCATGETETC CAGCCTCTGC TTOCTGGGCG CCATOGCCGT GGACCGCTAC GTGTCCATCT TCTACGCGCT GCGCTACCAC
Fengd, AF-f|-—-mmm e e e s e e e e e
3?0 31 3?0 3?0 4?0 4%0 %D 4?0
MCZfEr CGCTGRCCCOG CGOGGGGOGE GOCATCGCGE CCATCTGGGC GGGCAGCGTS CTCTCCAGCA CCCTCTTCAT CGCCTACTAC
MCZf5r-5 AGCATCGTZA CGCTGCCCOG CGOGGGGOGE GCCATCGCGS CCATCTGGGC GGGCAGCGTG CTCTCCAGCA CCCTCTTCAT CGCCTACTAC
MCZf5r-81 AGCATCGTZA CGCTGCCCOG CGOGGGGOGE GCCATCGCGS CCATCTGGGC GGGCAGCGTG CTCTCCAGCA CCCTCTTCAT CGCCTACTAC
MCZfEr-123 AGCATCGTZA CGCTGCCCOG CGOGGGGOGE GCCATCGCGS CCATCTGGGC GGGCAGCGTG CTCTCCAGCA CCCTCTTCAT CGCCTACTAC
MC2fEr-131 AGCATCGTZA CGCTGCCCOG CGOGGGGOGE GCCATCGCGS CCATCTGGGC GGGCAGCGTG CTCTCCAGCA CCCTCTTCAT CGCCTACTAC
MCZfEr-146 AGCATCGTZA CGCTGCCCOG CGOGGGGOGE GCCATCGCGS CCATCTGSGC GGGCAGCGTS CTCTCCAGCA CCCTCTTCAT CGCCTACTAC
Farpd B |-—————— e e e e e e e
MCZfEr-11 AGCATCGTZA CGCTGCCCOG CGOGGGGOGE GCCATCGCGS CCATCTGGGC GGGCAGCGTG CTCTCCAGCA CCCTCTTCAT CGCCTACTAC
MCZfEr-19 AGCATCGTZA CGCTGCCCOG CGOGGGGOGE GCCATCGCGS CCATCTGGGC GGGCAGCGTG CToTCCAGCA CCCTCTTCAT CGCCTACTAC
MCZf5r-23 AGCATCGTZA CGCTGCCCOG CGOGGGGOGE GCCATCGCGS CCATCTGGGC GGGCAGCGTG CTCTCCAGCA CCCTCTTCAT CGCCTACTAC
MC2f5r-32 AGCATCGETGA CGOTGCCCOG CGOGGGGIGE GUCATCGCGE CCATCTGGGC GGGIAGCGTG CTCTCCAGCA CCCTCTTCAT CGCCTACTAC
MC2f5r-47 AGCATCGETGA CGOTGCCCOG CGOGGGGIGE GUCATCGCGE CCATCTGGGC GGGIAGCGTG CTCTCCAGCA CCCTCTTCAT CGCCTACTAC
MC2f5r-562 AGCATCGETGA CGOTGCCCOG CGOGGGGIGE GUCATCGCGE CCATCTGGGC GGGIAGCGTG CTCTCCAGCA CCCTCTTCAT CGCCTACTAC
MC2f5r-87 AGCATCGETGA CGOTGCCCOG CGOGGGGIGE GUCATCGCGE CCATCTGGGC GGGIAGCGTG CTCTCCAGCA CCCTCTTCAT CGCCTACTAC
MC2f5r-62 AGCATCGETGA CGOTGCCCOG CGOGGGGIGE GUCATCGCGE CCATCTGGGC GGGIAGCGTG CTCTCCAGCA CCCTCTTCAT CGCCTACTAC
MC2f5r-66 AGCATCGETGA CGOTGCCCOG CGOGGGGIGE GUCATCGCGE CCATCTGGGC GGGIAGCGTG CTCTCCAGCA CCCTCTTCAT CGCCTACTAC
MC2f5r-78 AGCATCGETGA CGOTGCCCOG CGOGGGGIGE GUCATCGCGE CCATCTGGGC GGGIAGCGTG CTCTCCAGCA CCCTCTTCAT CGCCTACTAC
Fenrd, MY [--memmemee e e e e e e e e
fons, HY AGCATCGETGA CGOTGCCCOG CGOGGGGIGE GUCATCGCGE CCATCTGGGC GGGIAGCGTG CTCTCCAGCA CCCTCTTCAT CGCCTACTAC
fons, AGCATCGETGA CGOTGCCCOG CGOGGGGIGE GUCATCGCGE CCATCTGGGC GGGIAGCGTG CTCTCCAGCA CCCTCTTCAT CGCCTACTAC
Fengd, AF-f|-—-mmm e e e s e e e e e
4%0 4?0 4?0 4TD 4?0 4?0 5?0 5%0 5%0
MC2EEr-1 CACCACACGS CCGTCCTGCT GGGCCTOGTC AGCTTCTTCG TGGCCATGCT GGUGCTCATSG GCGGTACTGT ACGTCCACAT
MC2EEr-5 CACCACACGS CCGTCCTGCT GGGCCTOGTC AGCTTCTTCG TGGCCATGCT GGUGCTCATS GCGGTACTGT ACGTCCACAT
MC2fEr-81 CACCACACGS CCGTCCTGCT GGGCCTOGTC AGCTTCTTCG TGGCCATGCT GGUGCTCATS GCGGTACTGT ACGTCCACAT
MC2EEr-123 CACCACACGS CCGTCCTGCT GGGCCTOGTC AGCTTCTTCG TGGCCATGCT GGUGCTCATS GCGGTACTGT ACGTCCACAT
MC2f5r-131 CACCACACGS CCGTCCTGCT GGGCCTOGTC AGCTTCTTCG TGGCCATGCT GGUGCTCATS GCGGTACTGT ACGTCCACAT
MCZEEr-146 CACCACACGS CCGTCCTGCT GGGCCTOGTC AGCTTCTTCG TGGCCATGCT GGUGCTCATS GCGGTACTGT ACGTCCACAT
Fengs & |--——— e e e e e e ]
MC2fEr-11 CACCACACGG CCGTCCTGCT GGGCCTOGTC AGCTTCTTCG TGGCCATGCT GGUGCTCATS GCGGTACTGT ACGTCCACAT
MC2fEr-19 CACCACACGS CCGTCCTGCT GGGCCTOGTC AGCTTCTTCG TGGCCATGCT GGUGCTCATS GCGGTACTGT ACGTCCACAT
MC2E5r-23 CACCACACGS CCGTCCTGCT GGGCCTOGTC AGCTTCTTCG TGGCCATGCT GGUGCTCATS GCGGTACTGT ACGTCCACAT
MC2fEr-32 CACCACACGS CCGTCCTGCT GGGCCTOGTC AGCTTCTTCG TGGCCATGCT GGUGCTCATS GCGGTACTGT ACGTCCACAT
MC2EEr-47 CACCACACGS CCGTCCTGCT GGGCCTOGTC AGCTTCTTCG TGGCCATGCT GGUGCTCATS GCGGTACTGT ACGTCCACAT
MC2fEr-52 CACCACACGS CCGTCCTGCT GGGCCTOGTC AGCTTCTTCG TGGCCATGCT GGUGCTCATS GCGGTACTGT ACGTCCACAT
MC2E5r-57 CACCACACGS CCGTCCTGCT GGGCCTOGTC AGCTTCTTCG TGGCCATGCT GGUGCTCATS GCGGTACTGT ACGTCCACAT
MC2EEr-62 CACCACACGS CCGTCCTGCT GGGCCTOGTC AGCTTCTTCG TGGCCATGCT GGUGCTCATS GCGGTACTGT ACGTCCACAT
MC2EEr-66 CACCACACGS CCGTCCTGCT GGGCCTOGTC AGCTTCTTCG TGGCCATGCT GGUGCTCATS GCGGTACTGT ACGTCCACAT
MC2E5r-78 CACCACACGS CCGTCCTGCT GGGCCTOGTC AGCTTCTTCG TGGCCATGCT GGUGCTCATS GCGGTACTGT ACGTCCACAT
Fenrd MY |- e e e e e e
fana Y CACCACACGS CCGTCCTGCT GGGCCTOGTC AGCTTCTTCG TGGCCATGCT GGUGCTCATS GCGGTACTGT ACGTCCACAT
fana Y CACCACACGS CCGTCCTGCT GGGCCTOGTC AGCTTCTTCG TGGCCATGCT GGUGCTCATS GCGGTACTGT ACGTCCACAT

Fergl, S5-f

Abbildung 34: Vergleich der Sequenzen von Haus- und Wildschweinen im Amplifikat der Primer
MC 2f/IMC 5r.

Der Sequenzvergleich der Amplifikationsabschnitte MC 2f/5r in Abbildung 34 und MC 4f/6r
in Abbildung 35 zeigt, dass alle untersuchten Haus- und Wildschweinproben in diesen

Die Sequenzen aler untersuchten Haus- (obere Sequenzen) und Wildschweinproben (untere

Sequenzen) sind in diesem Abschnitt identisch.

Bereichen eine identische Sequenz besitzen.
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4%0 4%0 4%0 4?0 4?0 4?0 4TU 4?0 4?0
MC4fer-1 -CATCGCCTA CTACCACCAC ACGGCCGTCC TGCTGGGCCT CGTCAGCTTC TTOGTGGCCA TGCTGGCGCT
MC4f6r-131 -CATCGCCTA CTACCACCAC ACGGCCGTCC TGCTGGGCCT COTCASCTTC TTCGTGGCICA TGRCTGHCGCT
Fergl., A5 | | eemmmemmeem mmmmmmmmee e e e s mmme mmmmmmmm e mmmm——— e
MC4f6r-6 -CATCGICTA CTACCACCAC ACGGICGTCC TGUTGHRCCT COTCAGCTTC TTCGTHGICA THCTGGHCGCT
MC4f6r-11 -CATCGICTA CTACCACCAC ACGGICGTCC TGUTGHRCCT COTCAGCTTC TTCGTHGICA THCTGGHCGCT
MC4f6r-14 -CATCGICTA CTACCACCAC ACGGICGTCC TGUTGHRCCT COTCAGCTTC TTCGTHGICA THCTGGHCGCT
MC4f6r-19 -CATCGICTA CTACCACCAC ACGGICGTCC TGUTGHRCCT COTCAGCTTC TTCGTHGICA THCTGGHCGCT
MC4f6r-23 -CATCGCCTA CTACCACCAC ACGGCCGTCC TGCTGGGCCT COTCAGCTTC TTCGTGGCCA TGCTGGCGCT
MC4f6r-32 -CATCGCCTA CTACCACCAC ACGGCCGTCC TGCTGGGCCT COTCAGCTTC TTCGTGGCCA TGCTGGCGCT
MC4f6r-52 -CATCGCCTA CTACCACCAC ACGGCCGTCC TGCTGGGCCT COTCAGCTTC TTCGTGGCCA TGCTGGCGCT
MC4f6r-62 -CATCGCCTA CTACCACCAC ACGGCCGTCC TGCTGGGCCT COTCAGCTTC TTCGTGGCCA TGCTGGCGCT
MC4f6r-6A -CATCGCCTA CTACCACCAC ACGGCCGTCC TGCTGGGCCT COTCAGCTTC TTCGTGGCCA TGCTGGCGCT
MC4f6r-78 -CATCGCCTA CTACCACCAC ACGGCCGTCC TGCTGGGCCT COTCAGCTTC TTCGTGGCCA TGCTGGCGCT
Fergl, FF | e e e e e
Cons. FF -CATCGCCTA CTACCACCAC ACGGCCGTCC TGCTGGGCCT CGTCASCTTC TTCOGTGGCCA TGCTGGCGCT
Cams. FF -CATCGCCTA CTACCACCAC ACGGCCGTCC TGCTGGGCCT CGTCASCTTC TTOGTGGCCA TGCTGGCGCT
Fergl, HFE-FE| e e e e e

5?0 Sﬂﬂ 5%0 5?0 5?0 5?0 5?0 STU 5?0
MC4fer-1 CATGGOGGETA CTGTACGTCC ACATGCTGGC CCGGGCCTGC CAGCACGGCOC GGCACATCGC COGGCTCCAC AAMGACGCAGC ACCCCACCCG
MC4f6r-131 CATGGOGGETA CTSTACGTCC ACATGCTGGC CCGGGCCTGEC CAGCACGGOC GGCACATCGC COGGCTCCAC AAMGACGCAGC ACCCCACCCG
Vergl HF% |- e e e e e e e
MC4f6r-6 CATGGOGGETA CTGTACGTCC ACATGCTGGC CCGGGCCTGC CAGCACGGCOC GGCACATCGC COGGCTCCAC AAMGACGCAGC ACCCCACCCG

MC4fér-11 CATGGOGGETA CTGTACGTCC ACATGCTGGC CCGGGCCTGC CAGCACGGCC GGUACATCGC CCGGCTCCAC AAMGACGCAGC ACCCCACCCG
NC4fer-14 CATGGOGETA CTGTACGTCC ACATGCTGGC CCGGGCCTEC CAGCACGGCC GGUACATCGC CCGGCTCCAC AAGACGCAGC ACCCCACCCG
NC4f6r-19 CATGGOGGETA CTGTACGTCC ACATGCTGHC COGGGCOTGEC CAGCACGGOT GGUACATCGC CCGGCTCCAC AAGACGCAGC ACCCCACCOG
NC4f6r-23 CATGGOGGETA CTGTACGTCC ACATGCTGHC COGGGCOTGEC CAGCACGGOT GGUACATCGC CCGGCTCCAC AAGACGCAGC ACCCCACCOG
NC4f6r-32 CATGGOGGETA CTGTACGTCC ACATGCTGHC COGGGCOTGEC CAGCACGGOT GGUACATCGC CCGGCTCCAC AAGACGCAGC ACCCCACCOG
NC4f6r-62 CATGGOGGETA CTGTACGTCC ACATGCTGHC COGGGCOTGEC CAGCACGGOT GGUACATCGC CCGGCTCCAC AAGACGCAGC ACCCCACCOG
NC4f6r-62 CATGGOGGETA CTGTACGTCC ACATGCTGHC COGGGCOTGEC CAGCACGGOT GGUACATCGC CCGGCTCCAC AAGACGCAGC ACCCCACCOG
MC4f6r-66 CATGGOGGETA CTGTACGTCC ACATGCTGGC CCGGGCCTGC CAGCACGGOC GGCACATCGC CCGGCTCCAC AAMGACGCAGC ACCCCACCCG
MC4f6r-78 CATGGCGETA CTGTACGTCC ACATGCTGEC CCGGGCCTGC CAGCACGGCC GGCACATCGC CCGGCTCCAC AAMGACGCAGC ACCCCACCCG

Fergl, B |- mmmmm s oo e e o s oo m s Smmm——mms S
Cons. A CATGGOGETA CTGTACGTCC ACATGCTGGC CCGGGICTGC CAGCACGGIC GGUACATCGC CCGGCTCCAC AMGACGCAGC ACCCCACCCG
Coms. B CATGGOGETA CTGTACGTCC ACATGCTGGC CCGGGLCTGC CASGCACGGOC GGUACATCGC CCGGCTCCAC AMGACGCAGC ACCCCACCCG
Fergl, Ho-Fo|-—-—-mmmmm s o e e s o m o mmmm——mmm — e

5?0 6?0 Sﬁﬂ 6%0 6?0 6?0 6?0 6?0 STU
HC4far-1 CCAGGGUTGC GGCCTCAAGG GOGCGGICAC CCTCACCATC CTGCTGGGLG TCTTCCTCCT CTGCTGGHCA CCCTTCTTCC TGCACCTCTC
MC4fer-131 CCAGGGCITGC GGCCTCAMGG GOGOGGICAC CCTCACCATC CTGCTGGGOG TCTTCCTCCT CTHCTGGGCA COCTTCTTCC THCACCTCTC
e B & R
HC4f6r-6 CCAGGGCTGC GGCCTCAMGG GOGOGGCCAC CCTCACCATC CTGCTGGGLG TCTTCCTCCT CTGCTGGGCA CCCTTCTTCC THCACCTCTC

MC4fér-11 CCAGGGUTGC GGOCTCAAGG GCGOGGOCAC CCTCACCATC CTGCTGRGCG TCTTCCTCCT CTGCTGGGCA CCCTTCTTCC TGCACCTCTC
MC4f6r-14 cCAGGGUTGC GGOCTCAAGG GCGOGGOCAC CCTCACCATC CTGCTGEGCG TCTTCCTCCT CTGCTGGGCA CCCTTCTTCC TRCACCTCTC
MC4f6r-19 CCAGGGUTGC GGOCTCAAGG GCGOGGOCAC CCTCACCATC CTGCTGRGCG TCTTCCTCCT CTGCTGGGCA CCCTTCTTCC TRCACCTCTC
MC4f6r-23 CCAGGGUTGC GGOCTCAAGG GCGOGGOCAC CCTCACCATC CTGCTGRGCG TCTTCCTCCT CTGCTGGGCA CCCTTCTTCC TRCACCTCTC
MC4f6r-32 CCAGGGUTGC GGOCTCAAGG GCGOGGOCAC CCTCACCATC CTGCTGRGCG TCTTCCTCCT CTGCTGGGCA CCCTTCTTCC TRCACCTCTC
MC4f6r-E2 CCAGGGUTGC GGOCTCAAGG GCGOGGOCAC CCTCACCATC CTGCTGRGCG TCTTCCTCCT CTGCTGGGCA CCCTTCTTCC TRCACCTCTC
NC4f6r-62 CCAGGGUTGC GECCTCAAGG GCGOGGOCAC COTCACCATC CTGCTGGGCG TCTTCCOTCCT CTGCTGGGCA CCCTIOUTTCC TGCACCTCTC
NC4f6r-66 CCAGGGUTGC GECCTCAAGG GCGOGGOCAC COTCACCATC CTGCTGGGCG TCTTCCOTCCT CTGCTGGGCA CCCTIOUTTCC TGCACCTCTC
NC4f6r-74a CCAGGGITGC GGECOCTCAAGG GCGOGGOCAC COTCACCATC CTGCTGGGCG TCOTTCCTCCT CTGCTGGGCA CCCTIOTTCC TGCACCTCTC

e I i
Cops, A COAGGGITEC GGROCTCAMGE GOGOGECCAC COTCACCATC CTSCTGHGOS TCTTCOTCCT CTHITRGG A COCTTCTTCC THCACCTCTC
Coms. FE CCAGGGCTGC GGCCTCAMGG GOGOGGCCAC CCTCACCATC CTGCTGGGLG TCTTCCTCCT CTHCOTGGGCA COCTTCTTCC THCACCTCTC

Vergl, He-Fs|--—--——mmm e e

6?0 6?0 ??D ?ﬁﬂ T%U T?U T?U T?U T?U
MC4far-1 CCTOGTCGTC CTCTGOCOCCC AGCACCCCAC CTHOGGCTHC GTUTTCAAGL ACGTCAMCC
Mo4fer-131 COTOSTCGTC CTCTRCOCCC AGCACCCOCAC CTHOGGCTE. GTCTTCAAGA ACGTCAMIC
Fergl, HF5 |-----mmmmm o e s s e
MC4f6r-6 CCTOGTCGTC CTCTGOCOCCC AGCACCCCAC CTGOGGCTGC GTCTTCAAGAE ACGTCAMIC

HNC4f6r-11 CCTOGTCGTC CTCTGCCOCCC AGCACCCCAC CTGOGGCTGC GTUTTCAAGA ACGTCAMCC
HNC4f6r-14 CCTOGTCGTC CTCTGCCOCCC AGCACCCCAC CTGOGGCTGC GTUTTCAAGA ACGTCAMCC
MC4f6r-19 CCTCGTCGTC CTCTGCCOCCC AGCACCCOCAC CTGROGGCTGC GTUTTCAAGA ACGTCAMCC
MC4f6r-23 CCTCGTCGTC CTCTGCCOCCC AGCACCCOCAC CTGROGGCTGC GTUTTCAAGA ACGTCAMCC
NC4f6r-32 CCTOGTCGTC CTCOTGOCCCC AGCACCOCAC CTGOGGCTGT GTUTTCAAGA ACGTCAMCC
NC4f6r-62 CCTOGTCGTC CTCOTGOCCCC AGCACCOCAC CTGOGGCTGT GTUTTCAAGA ACGTCAMCC
HNC4f6r-62 CCTOGTCGTC CTCTGCCOCCC AGCACCCCAC CTGOGGCTGC GTUTTCAAGA ACGTCAMCC
HNC4f6r-66 CCTOGTCGTC CTCTGCCOCCC AGCACCCCAC CTGOGGCTGC GTUTTCAAGA ACGTCAMCC
HNC4f6r-75 CCTOGTCGTCS CTCTGCCCCC AGUACCCCAC CTGOGGCTGC GTCTTCAAGA ACGTCAMCC

Fergl MF O |- e s s s
Coms, FF COTOGTCGTC CTCTGCOCCC AGUACCCCAC CTHROGGCTEC GTCTTCAAGA ACGTCAMIC
Cops, B COTOGTCGTC CTOTGRCOCCT AGCACCCOCAC CTHOGGITEC GTUTTCAAMGE ACGTCAMC

Vergl, H5-FF|---—mmmm e e e e -

Abbildung 35: Vergleich der Sequenzen von Haus- und Wildschweinen im Amplifikat der Primer M C4f/
MC 6r.
Die Sequenzen adler untersuchten Haus- (obere Sequenzen) und Wildschweinproben (untere
Sequenzen) sind in diesem Abschnitt identisch.
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Tabelle32:  Sequenzunterschiede im Bereich von 89-729 Basen des mclr-Gens.
An Position 93 weisen zwel Wildschweine gegeniiber den Hausschweinen einen Basenaustausch
von C nach T auf, an Position 242 haben vier Wildschweine einen Basenaustausch von A nach G
und vier sind heterozygot, zwei sind in ihrer Sequenz identisch zu den Hausschweinen.

Nukleotid an Position des mclr-Gens

Probe Form 93 242
Hausschweine C A

9 Wildschwein C G

13 Wildschwein T A/G heterozygot

14 Wildschwein T A/G heterozygot

16 Wildschwein C G

19 Wildschwein C A

20 Wildschwein C G

23 Wildschwein C A

40 Wildschwein C A/G heterozygot

62 Wildschwein C G

Der Sequenzvergleich zeigt an Position 242 des mclr-Gens eine heterozygote Situation bei
einigen Wildschweinen. Ein Allel weist eine Adenin-, das andere eine Guanin-Base an dieser
Position auf. Bel den homozygoten Tieren haben einige Wildschweine eine Guanin-Base an
dieser Stelle, wahrend alle Hausschweine eine Adenin-Base an dieser Position aufweisen.

Die Trandation des DNA-Codes in die Aminosaure-Sequenz zeigt, dass nur durch den
Basenaustausch an Position 242 des mclr-Gens eine veranderte AS-Sequenz entsteht
(Abbildung 36), wéahrend der Basenaustausch an Position 93 an einer Wobble-Position sitzt
und daher keinen Einfluss auf die entstehende AS-Sequenz haben. An Position 242 besitzen
Hausschweine auf mindestens einem Allel Adenin as mittlere Base des Codons, wéhrend
Wildschweine an dieser Position das Nukleotid Guanin aufweisen. Das beim Hausschwein
vorhandene Codon GAA codiert fur Glutaminsdure, das beim Wildschwein vorhandene
Codon GGA fur die Aminosaure Glycin.

e
LAH ULL RLL PGR WGP AGE REOQ RAG DGR AAA AGG GRP GRFP

Hausschwein B

GRR GAA AGO CHE RAH LEL HGW OPL LPG FHR RGP LEL HLL

o)

- . LAH WULL FLL PGR WGP AGE REO RAG DGR AAAR AGG GRFP GRP
Wildschwein

e
GRR GAAR AGO CHG RAH LRL HGU OPL LPG RHR RGP LRL HLL

f

Abbildung 36: Ubertragung von 234 Basen des mc-Gens von Hausschwein

Nr. 5 (oben) und Wildschwein Nr. 9 (unten) in die
korrespondierende Aminosiur esequenz.
An der mit einem Pfeil markierten Stelle weist die AS-Sequenz
des Hausschweins Glutaminsdure auf, wéhrend die AS
Sequenz des Wildschweins an dieser Stelle Glycin aufweist.
Alle weiteren Unterschiede der DNA-Sequenz wirken sich
nicht in der AS-Sequenz aus.
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3.3 RFLP

Die bel der Sequenzierung identifizierten Seguenzunterschiede zwischen Haus- und

Wildschweinen wurden hinsichtlich eines unterschiedlichen Verhaltens gegeniber
Restriktionsenzymen untersucht (Abbildung 37). Die DNA-Sequenz des Wildschweins weist

an Position 242 des mclr-Gens Guanin statt Adenin auf. Die Enzyme Pagl, BspHI und Rcal

(Tabelle 34)

schneiden das MC 1f/3r-Amplifikat der Hausschwein-Probe Nr. 1, nicht jedoch

das Amplifikat der Wildschwein-Probe Nr. 9.

Tabele33:  Restriktionsenzyme fur die RFLP-Analytik an Position 242 des mclr-Gens.
Aufgefihrt sind alle kommerziell erhdltlichen Enzyme, die eine Differenzierung von
Hausschwein und Wildschwein tiber den SNP an Nukleotid-Position 242 erméglichen.

Enzym Erkennungssegquenz Restriktionstemperatur
Real 5..TICATGA..3 30°C
BspHI 5..TICATGA..3 37°C
Pagl 5..TICATGA..3 30°C
*Bsp 19l *Ecoi30]
>EcéT14I >nLu|
>EcL1BDI >Elh|
}Ninl >EcéT14I
}Er|~hl >BLG.JI
>len5| >BsL1QI
>BLGJI >ELEDI
}BLEDI >BsLECI
}an >Bs!u:|5|
>BSLEE [ *Bsp 12861 >BsLT 11
*Bsp 1286 | >E=5LT1 [ *B= ! HEFA | >E=s.:E|=|
>HIL21I *B=splL| }HLpHI >HIGIU
>Ehbn|,-12I >HI-:|IU >H|J;21| }P'5|LH¢|1-I
>HLpHI >Bécél >BLgI >B;pll
*Pagl >BsiLKHI >P5LHLI >T5E|I }CU!TI
>B;pHI >TquI >Fnu4HI I >Téi|l >Fhu4LI I
>Fh|:-:,|l >TL:II >IL:|II I>HI-:|III >Btrl I >Itu.!,|IH lepgzu
*A=spl I *Mael | I >émgl I>CLi3I I *Aspl >HGE|I I }ébu12I I ILHLD| I
>Tth1=1l I >H5II I}Séul lcl!TI I >PfIFI >H5III I>S$ul lcl!dl I
(. [ I I I [Er ([
*Peyl  [=Mlalll | | *FspaHI|| *Hsp9zl| sPsyl  sMlalll | | =FspaHI| [*Hlalll
>F'f|ll'l I}Hs;éélll I >Fh:il H>étl=|ll >Tth11l1l >H5|L'£élll I }Fh:il H}étgll
[ T IR ! LT NI
230 240 250 260 1 240 250 260 o
TGGEACARTETCATBARCETECTCATCTECOGCTCCATEET  TGGACAATGTCATGGACGTECT CATCTGCGGCTCCATGET
Abbildung 37: Vergleich der schneidenden Restriktionsenzymeim Bereich des Amplifikats der

Primer MC 1f/3r.

Durch den Basenaustausch an Position 242 des mclr-Gens liegt beim Hausschwein Nr. 1 (links)
die Erkennungssequenz fur die Enzyme Pagl, BspHI und Rcal vor, wahrend diese Enzyme bei
der dargestellten Sequenz des Wildschweins Nr. 9 (rechts) nicht schneiden.
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Die vorhandenen Proben von Haus- und Wildschweinen wurden mit den Primern

MC 1f/MC3r amplifiziert und einem Restriktionsverdau mit BspHI unterzogen. Die

Restriktion der Amplifikate erfolgte in einem Thermocyclerblock bei 37 °C fur 16 h. Es

wurden 2 Einheiten des Restriktionsenzyms eingesetzt. Die elektrophoretische Auftrennung
der Restriktionsfragmente ist in Abbildung 38 und Abbildung 39 zu sehen. Tabelle 34 zeigt
die entstandenen Fragmente des Restriktionsverdaus. Bel den Hausschweinen 124 und 125 ist

noch schwach die ungeschnittene Bande zu sehen, was auf einen unvollstandigen Verdau

hindeutet. Ein wiederholter Verdau zeigte einen vollstandigen Schnitt bei diesen Proben.

B2 SN Ge . 810910, 4112 13 14 15 16,17, 18 19 20 21 NS Probe 1D Banden
T e e s | e e R B R | e (. " 1 100 Bp-Marker
" 2 1 HS 92+143
3 124 HS 92+143+(235)
4 125 HS 92+143+(235)
5 126 HS 92+143
6 8 WS 235
7 10 WS 235
8 17 WS 235
9 20 WS 235
10 23 WS 92+143
1 25 WS 235
S 12 30 WS 235
—— - — = 13 32 WS 92+143+235
14 37 WS 235
15 43 WS 235
16 49 WS 235
17 51 WS 235
18 55 WS 235
19 68 WS 235
20 76 WS 235
21 82 WS 235
Abbildung 38: Gelelektrophorese der RFLP-Analytik von Haus- und
Wildschweinen mit dem Primerpaar MC 1f/3r.
Die Amplifikate aller Hausschweinproben und von zwel
Wildschweinproben werden geschnitten.
1.2 3 4.5 6 7 8 9 101112 13 14 1516 17 18 19 20 21 N\ Ieaui CRIv) Banden
7 LRl s i - gl 4 V\ 1 50 Bp-Marker
2 2 Pue 235
3 3 Rind 92+143
- 4 4 Huhn 235
5 6 WS 235
6 7 WS 92+143+235
7 19 WS 92+143
8 22 WS 235
9 23 WS 92+143
10 24 WS 92+143
D s S D e S S G - 11 31 WS 235
12 33 WS 235
o 13 34 WS 92+143+235
14 39 WS 235
15 40 WS  92+143+235
16 47 WS 235
17 48 WS 235
18 61 WS 235
19 62 WS 235
Abbildung 39: Gelelektrophorese der RFL P-Analytik von Haus- und 20 124 HS 92+143+(235)
Wildschweinen mit dem Primerpaar MC 1f/3r. 21 50 Bp-Marker

Die Amplifikate von sechs der 15 auf dem Gel befindlichen
Wildschweine werden geschnitten. Auch das Amplifikat der
DNA von Rind wird geschnitten.
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Tabelle34:  Restriktionsfragmente des BspHI-Verdausvon M C 1f/3r-Amplifikaten ver schiedener
Tierarten.
Die DNA-Sequenz der Amplifikate aller Hausschweine (HS) und von 14 der untersuchten
Wildschweine (WS) wurde in mindestens einem Allel geschnitten. Weitere Proben: P = Pute, R

= Rind, H = Huhn.
Probe Fragmente Probe Fragmente Probe Fragmente Probe Fragmente
1HS 92+143 26 WS 235 51 WS 235 76 WS 235
2P 235 27TWS 235 52 WS 235 7TWS 235
3R 92+143 28 WS 235 53wWs 235 78 WS 235
4H 235 29WS 235 54 WS 235 81HS 92+143
5HS 92+143 30WS 235 55 WS 253 82 WS 235
6 WS 235 31WS 235 56 WS 253 83 WS 235
7WS 92+143+235 32WS 92+143+235 57 WS 253 124 HS 92+143
8WS 235 33WS 235 58 WS 253 125 HS 92+143
9Ws 235 34 WS 92+143+235 59 WS 235 126 HS 92+143
10WsS 235 35WS 92+143+235 60 WS 92+143+235 129 HS 92+143
11wWS 92+143+235 36 WS 235 61 WS 235 131 HS 92+143
12WS 235 37WS 235 62 WS 235 132 HS 92+143
13WSs 92+143+235 38WS 235 63 WS 235 136 HS 92+143
14 WS 92+143+235 39WS 235 64 WS 235 138 HS 92+143
15WS 92+143+235 40WS 92+143+235 65 WS 235 140 HS 92+143
16 WS 235 41 WS 235 66 WS 235 141 HS 92+143
17 WS 235 42 WS 235 67 WS 235 143 HS 92+143
18 WS 235 43 WS 235 68 WS 235 145HS 92+143
19WS 92+143 44 WS 235 69 WS 235
20WS 235 45 WS 235 70WS 235
21 WS 235 46 WS 235 71WS 235
22 WS 235 47 WS 235 72WS 235
23WS 92+143 48 WS 235 73WS 92+143+235
24 WS 92+143 49 WS 235 74WS 235
25WS 235 50 WS 235 75 WS 235

Die Amplifikate der DNA aller Hausschweinproben werden geschnitten, wahrend 81 % der
amplifizierten DNA von Wildschweinproben in beiden Allelen ungeschnitten bleibt. Eine
heterozygote Situation findet sich bei 15 % der Wildschweine. Ein Schnitt beider Allele
erfolgt nur bel 4 % der Wildschweine. Eine Zusammenfassung der Restriktionsmuster zeigt
Tabelle 35. Damit sind alle nicht geschnittenen Amplifikate als DNA von Wildschweinen zu
identifizieren, wahrend Hausschweine nicht sicher identifiziert werden konnen.

Tabelle35:  Auswertung der RFLP-Analytik von den M C 1f/3r-Amplifikaten mit BspHI.
Die Amplifikate aler Hausschwein-DNA-Proben werden geschnitten, wéhrend die Amplifikate
der DNA von 81 % der Wildschweinproben nicht geschnitten werden. 4 % der
Wildschweinproben weisen einen Schnitt bei den Amplifikaten beider Allele auf.

Restriktionsmuster Wildschweinproben Hausschweinproben
Anzahl Anteil Anzahl Anteil
235Bp 61 81% 0 0%
92+143+235 Bp 11 15% 0 0%
92+143 Bp 3 4% 15 100 %
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4

4.1

D-LOOP-BEREICH

PCR

Zur Entwicklung der Primer im D-Loop-Bereich wurde die DNA-Sequenz verschiedener

Tierarten miteinander verglichen, um konservierte Bereiche zu finden (beispielhaft gezeigt

beim cytB-Gen). Ein Ausschnitt dieses Vergleichs in Abbildung 40 zeigt die grofien

Unterschiede, die zwischen den Tierarten Schwein (Sus scrofa) und Rind (Bos taurus) in

bestimmten Bereichen des D-Loops vorhanden sind.
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Abbildung 40: Sequenzvergleich des Amplifikats der Primer DL 1f/3r zwischen Hausschwein (pigl) und

Rind (cattle).

Die ,-* zeigen Deletionen an, Basenaustausche sind nicht markiert. Ab Position 783 beginnt ein
Sequenzabschnitt mit groRer Ubereinstimmung zwischen den Tierarten, davor bestehen sehr
grof3e Unterschiede zwischen den DNA-Sequenzen.

In Abbildung 41 sind die Lage der entwickelten Primer und die daraus resultierenden
Amplifikate schematisch dargestellt. Der erste Primer fur die D-Loop-PCR (DL 1f) liegt im
benachbarten Gen fur die Prolin-transfer-RNA, der letzte Primer (DL 6r) im Gen fur die

Phenylalanin-transfer-RNA, so dass die Amplifikation des gesamten D-Loop-Bereichs
moglich ist. Der verwendete PCR-Ansatz ist in Tabelle 36 und das optimierte PCR-

Temperaturprogramm in Tabelle 37 dargestellt.
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Abbildung 41: Primer und Amplifikate im D-L oop-Bereich.
Drei Primerpaare decken den 1300 Bp grofRen D-Loop-Bereich ab. Die @ufReren Primer liegen in
den angrenzenden Bereichen, die fir die t-RNA von Prolin bzw. Phenylalanin codieren.

Tabelle36: Mastermix fir die PCR mit DL-Primern.
Es wurden in der Regel Ansdtze mit einem Volumen von je 25l verwendet. Als optimale
Magnesiumchloridldsung fur die DL-Primer wurde 3 mmol/l bestimmt.

Substanz Ausgangskonz. Endkonz. Volumen
Wasser - - 13,45 ul
Puffer 10-fach 10 pmol/l 1 pumol/l 2,5l
Magnesiumchlorid 25 mmol/l 3 mmol/l 3ul
Glycosylase 1U 0,02U o5ul
dNTPs 2,5 mmol/l 0,2 mmol/l 2ul
Primer 1 20 pmol/l 0,5 umol/I 0,625 pl
Primer 2 20 pmol/l 0,5 umol/I 0,625 pl
Polymerase: AmpliTag Gold™ 5U 2U o,3ul
DNA-Extrakt - - 2ul
Gesamtvolumen - - 254l

Tabelle37: PCR-Temperaturprogramm fir PCR mit DL-Primern.
Fir die groleren Amplifikate wurde ein Programm mit léngerer Fortfihrungszeit und
verschiedenen Anlagerungstemperatur von 55 bis 65 °C verwendet.

Zeit Temperatur

Prozess (min:s) °C) Zyklen
Aktivierung und Aufschmelzung 6:00 96
Denaturierung 1:00 96

DL 1f/3r: 55
Anlagerung 0:30 DL 2f/5r: 65 35

DL 4f/6r: 60
Fortfihrung 1:00 72
Vervollstdndigung 6:00 72
Pause ¥ 4
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4.2 Sequenzierung

Abbildung 42 bis Abbildung 46 zeigen den Vergleich der sequenzierten DNA-Abschnitte von
Haus- und Wildschweinen. Die Zeile ,Vergl. HS* zeigt mit ,** Sequenzunterschiede
zwischen den Hausschweinen, die Zeile ,Vergl. WB* Sequenzunterschiede zwischen den
Wildschweinen an. Diese Unterschiede innerhalb der Unterart waren fir eine Differenzierung

der Unterarten nicht geeignet. Die Zelle ,Vergl. HSWS' zeigt mit ,** jene
Sequenzunterschiede an, die zwischen Haus- und Wildschweinen auftraten.

1 IIZI 2|IJ 3|El 4|D SID SID ’?ID 8|D 9|D
DL1f3r-1 AT AT A AGCATTCC A TTCGTATGC A AACCALAACG CCAAGTACTT AATTACTAT. TTTAAALCEL " EANEACECAT AR LIATTGCG
DL1f3r-5 CAMNICARRAC AMGCATTCCA TTCGTATSCA AAMCCAAAMG CCAAGTACTT AATTACTATC TTTAAAMCAML AAMMACCOCAT AAMAATTGCG
DL1f3r-93 CAMCCAMAAC AMGCATTCCA TTCGTATGCA AACCAMAMG CCAAGTACTT AATTACTATC TTTAAAMCAML AAMMACCCAT AAMMATTGCG
DL1f3r-130 CAMCCAMAMC AMGCATTCCA TTOGTATGCA AMCCALAMCG CCAAGTACTT AATTACTATC TTTAAAMLCAL AAMMACCOCAT AALLATTGCG
DL1f3r-135 CAMCAMAAC AMGCATTCCA TTCGTATSCA AMCCAAAMG CCAAGTACTT AATTACTATC TTTAAAMCAML AAMMACCCAT AAMMATTGCG
DL1f3r-141 CAAMCCAMAAC AMGZATTCCA TTCGTATSCA AAMCCAMAMG CCAAGTACTT AATTACTATC TTTAAAMCAML AMAMMACCCAT AAMMATTGCC
DLi1f3r-142 CAMCCARAAC AMGCATTCCA TTCGTATSCA AMCCALAMLCG CCAAGTACTT AATTACTATC TTTAAAMCAL AMAMMMLCCCAT AAMMAATTGCG
DL1f3r-143 CAMCAMAAC AMGCATTCCA TTCGTATSCA AMCCAAAMG CCAAGTACTT AATTACTATC TTTAAAMCAML AAMMACCCAT AAMMATTGCG
DL1f3r-147 CAMCCAMAAC AMGATTCCA TTCGTATSCA AAMCCAMAMG CCAAGTACTT AATTACTATC TTTAAAMCAML AAMMACCCAT AAMMATTGCC
Fergl &5  |-———mmmmmm e e e e e e e
DL1f3r-11 CAMCAMAAC AMGCATTCCA TTCGTATSCA AMCCAAAMG CCAAGTACTT AATTACTATC TTTAAAMCAML AAMMACCCAT AAMMATTGCG
DL1f3r-12 CAAMCCAMAAC AMGZATTCCA TTCGTATSCA AAMCCAMAMG CCAAGTACTT AATTACTATC TTTAAAMCAML AMAMMACCCAT AAMMATTGCC
DL1f3r-63 CAMCCARRAC AMGCATTCCA TTCGTATSCA AAMCCALAMCG CCAAGTACTT AATTACTATC TTTAAAMCAL AAAMACCCAT AAMAATTGCG
DL1f3r-68 CAMICAMAAC AMGCATTCCA TTCGTATSCA AAMCCAAAMG CCAAGTACTT AATTACTATC TTTAAAMCAML AAMMACCCAT AAMMATTGCG
DL1f3r-77 CAMCCAMAAC AMGATTCCA TTCGTATSCA AAMCCAMAMG CCAAGTACTT AATTACTATC TTTAAAMCAML AAMMACCCAT AAMMATTGCC
Fergl FFY  |-m-mmmmmmm e e e e e e e
[ L e CAMICAMAAC AMGCATTCCA TTCGTATSCA AAMCCAAAMG CCAAGTACTT AATTACTATC TTTAAAMCAML AAMMACCCAT AAMMATTGCG
s, B CAAMCCAMAAC AMGIATTCCA TTCGTATSCA AAMCCAMAMG CCAAGTACTT AATTACTATC TTTAAAMCAML AAMMACCCAT AAMMATTGCG
Fergl HFy-F%|l---—————---- ————— = L e e e

1E|IIJ 11|III 12|III 13|EI 110 15|U IEI.U 1’Ii‘U lEllU
DL1f3r-1 CACAMAAMCATA CAMATATCTG ACCCCAAMAMS TTTAMCCATT GAAAMCCAMA AMATCTAATA TACTATAACC CTATGTACGT CGTGCATTAL
DL1f3r-5 CACABACATA CAMATATCTS ACCCCAAAML TTTTACCATT GAAAMCCALA AXRATCTAATA TACTATAAMCC CTATGTACGT CGTGCATTAL
DL1f3r-93 CACAAMCATS CAMATATGTS ACCCCAAAMS TTTTACCATT GAAAMCCALAL AMATCTAATA TACTATAAMCC CTATGTACGT CGTGCATTAL
DL1f3r-130 CACAMAAMCATA CAMATATCTG ACCCCAAMAMS TTTAMCCATT GAAAMCCAMA AMATCTAATA TACTATAACC CTATGTACGT CGTGCATTAL
DL1f3r-1358 CACABACATA CAMATATCTS ACCCCAAAML TTTTACCATT GAAAMCCALA AXRATCTAATA TACTATAAMCC CTATGTACGT CGTGCATTAL
DL1f3r-141 CACAAMCATS CAMATATGTS ACCCCAAAMS TTTTACCATT GAAAMCCAAAL AMATCTAATA TACTATAAMCC CTATGTACGT CGTGCATTAL
DL1f3r-142 CACAAMCATA CAMATATCTG ACCCCAAMAT TTTTACCATT GAAAMCCALA AMATCTAATA TACTATAAMCC CTATGTACGT CGTGCATTAS
DL1f3r-143 CACABACATA CAMATATCTS ACCCCAAAML TTTTACCATT GAAAMCCALA AXRATCTAATA TACTATAAMCC CTATGTACGT CGTGCATTAL
DL1f3r-147 CACAAMCATS CAMATATGTS ACCCCAAAMS TTTTACCATT GAAAMCCAAAL AMATCTAATA TACTATAAMCC CTATGTACGT CGTGCATTAL
Vergl A5 |- A e e e e
DLi1f3r-11 CACAAMCATAS CAMATATGTS ACCCCAAAMYL TTTTACCATT GAAAMCAMAL AXRATCTAATA TACTATAAMCC CTATSTACGT CGTGCATTAL
DL1f3r-12 CACAAMCATA CAMATATGTS ACCCCAAAMS TTTAMCCATT GAAAMCCAAA AMATCTAATA TACTATAACC CTATGTACGT CGTGCATTAL
DL1f3r-63 CACALACATA CAMATATCTG ACCCCAAALL TTTAMCATT GAAMMCALY AMAATCTAATA TACTATAXMCC CTATGTACGT COTGCATTAL
DL1f3r-638 CACAAMCATS CAMATATGTS ACCCCAAAMS TTTTACCATT GAAAMCCALAL AMATCTAATA TACTATAAMCC CTATGTACGT CGTGCATTAL
DL1f3r-77 CACAAAMCATA CAMATATCTG ACCCCAAMAMS TTTAMCCATT GAAAMCCAMA AMATCTAATA TACTATAAMCC CTATGTACGT COTGCATTAL
Fergl, F5  |-———mmmmmm e e oo e e
[ A, ) CACAAMCATAS CAMATATGTS ACCCCAAAA¥ TTTHACCATT GAAAMCCAMAL AXRATCTAATA TACTATAAMCC CTATGTACGT CGTGCATTAL
o, B CACAMAMCATS CAMATATCTG ACCCCAAMAMS TTTHACCATT GAAAMCCAMA AMATCTAATA TACTATAAMCC CTATGTACGT COTGCATTAL
Vergl H5-F5|------mmm e e e e e e e

Abbildung 42: Vergleich der Sequenzen von Haus- (obere 9 Sequenzen) und Wildschweinen (untere 5

Sequenzen) im ersten Teil des Amplifikatsder Primer DL 1f/3r.

Die ,** zeigen Unterschiede zwischen den ausgerichteten Sequenzen der Individuen einmal
zwischen alen Hausschweinen (oben), den Wildschweinen (Mitte) und zwischen Haus- und
Wildschweinen (unten). An Position 120 des D-Loops weicht nur die Sequenz eines
Hausschweins von den anderen Tieren ab, an Position 124 gibt es sowohl bei Hausschweinen als
auch bei Wildschweinen zwei Sequenzvarianten.
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I+ 1‘E||U QUIEI 21|IJ * 22|!U 23|D 2‘?0 25|U ZEI.U 2'Ti‘U

DL1f3r-1
DL1f3r-5
DL1f3r-93
DL1f3r-130
DL1f3r-136
DL1f3r-141
DL1f3r-142
DL1f3r-143
DL1f3r-147
Vergl. A5
DL1f3r-11
DL1f3r-12
DL1f3r-63
DL1f3r-68
DL1f3r-77
Vergl VX
Conns. &Y
Cons, FE
Vergl H5-¥w

TTFCTAGTCC CCATGCATAT AMGCATGTAC ATATTATTAT TAATATTACA TAGTACATAT TATTATIGAT CGTACATAGC ACATATCATG
TTGCTAGTCC CCATGCATAT AMGCATGTAC ATATTATTAT TAATATTACA TAGTACATAT TATTATTGAT CGTACATAGC ACATATCATG
TTGCTAGTCC CCATGCATAT AMGCATGTAC ATATTATTAT TAATATTACA TAGTACATAT TATTATTGAT CGTACATAGC ACATATCATG
TTFCTAGTCC CCATGCATAT AMGCATGTAC ATATTATTAT TAATATTACA TAGTACATAT TATTATIGAT CGTACATAGC ACATATCATG
TTGCTAGTCC CCATGCATAT AMGCATGTAC ATATTATTAT TAATATTACA TAGTACATAT TATTATTGAT CGTACATAGC ACATATCATG
CTGCTAGTCC CCATGCATAT AMGCATGTAC ATAATATTAT TAATATTACA TAGTACATAT TATTATTGAT CGTACATAGC ACATATCATG
TTFCTAGTCC CCATGCATAT AMGCATGTAC ATATTATTAT TAATATTACA TAGTACATAT TATTATIGAT CGTACATAGC ACATATCATG
CTGCTAGTCC CCATGCATAT AAGCATGTAC ATAATATTAT TAATATTACA TAGTACATAT TATTATTGAT CGTACATAGC ACATATCATG
TTGCTAGTCC CCATGCATAT AMGCATGTAC ATATTATTAT TAATATTACA TAGTACATAT TATTATTGAT CGTACATAGC ACATATCATG
H e e e o B e e e e
TTGCTAGTCC CCATGCATAT AMGCATGTAC ATATTATTAT TAATATTACA TAGTACATAT TATTATIGAT CGTACATAGC ACATATCATG
TTGCTAGTCC CCATGCATAT AMGCATGTAC ATATTATTAT TAATATTACA TAGTACATAT TATTATTGAT CGTACATAGC ACATATCATG
TTHCTAGTCC CCATGCATAT AMGCATGTAC ATATTATTAT TAATATTACA TAGTACATAT TATTATTGAT CGTACATAGC ACATATCATG
TTFCTAGTCC CCATGCATAT AMGCATGTAC ATATTATTAT TAATATTACA TAGTACATAT TATTATIGAT CGTACATAGC ACATATCATG
TTGITAGTCC CCATGCATAT AMGCATGTAC ATATTATTAT TAATATTACA TAGTACATAT TATTATTGAT CGTACATAGC ACATATCATG
ATGCTAZTCC CCATGCATAT AAGCATGTAC ATA¥TATTAT TAATATTACA TAGTACATAT TATTATIGAT CGTACATAGC ACATATCATG

TTGCTAGTCC CCATGCATAT AMGCATGTAC ATATTATTAT TAATATTACA TAGTACATAT TATTATTGAT CGTACATAGC ACATATCATG
W e i

*#‘EIDU 2‘3|'EI SUllJ * 31|IJ 32|U * 33|U STU 35|U SEI;U

DL1f3r-1
DL1f3r-5
DL1f3r-93
DL1f3r-130
DL1f3r-135
DL1f3r-141
DL1f3r-142
DL1f3r-143
DL1f3r-147
Vergl A&
DL1f3r-11
DLif3r-12
DL1f3r-63
DL1f3r-68
DL1f3r-77
Yergl ¥5
[ R
Corms, B
Vergl A5-¥y

TCAMATAAMCT CCAGTCAACA TGCATATCAC CACCATTAGA TCACGAGCTT AATTACCATSE CCGCGTGAAL CCAGCAMCCC GCTTGGCAGG
TCAMATAACT CCAGTCAACA TGCATATCAC CACCATTAGA TCACGAGCTT AATTACCATG CCGCGTCAAL CCAGCAAMCCC GCTTGGCAGG
TCAMATAMCT CCAGTCAACA TGCATATCAC CACCACTAGA TCACGAGCTT AAMCTACCATS CCGCGTGAAL CCAGCAMICC GCTTGGCAGS
TCAMATAAMCT CCAGTCAACA TGHCATATCAC CACCACTAGA TCACGAGCTT AATTACCATS CCGCGTGAAL CCAGCAMICC GCTTGHGCAGG
TCAMATAAMCT CCAGTCAACA TGCATATCAC CACCACTAGA TCACGAGCTT AAMCTACCATE CCGCGTGAALS CCAGCAMICC GCTTGGCAGG
TCAMMCAMCT CCAGTCAACA TGCATATCAC CACCACTAGA TCACGAGCTT AACTACCATS CCGCGTGAAL CCAGCAMCCC GCTTGGCAGS
TCAMATAAMCT CCAGTCAACA TGHCATATCAC CACCACTAGA TCACGAGCTT AAMCTACCATS CCGCGTGAAL CCAGCAMCCC GCTTGHGCAGT
TCAMMCAMCT CCAGTCAAMCA TGCATATCAC CACCACTAGA TCACGAGCTT AAMCTACCAT: CCGCGTGAAL CCAGCAMICC GCTTGGCAGG
TCAMLTAMCT CCAGTCAACA TGCATATCAC CACCACTAGA TCACGAGCTT AATTACCATS CCGCGTGAAL CCAGCAMCCC GCTTGGCAGS
_____ Moo W M
TCAMATAAMCT CCAGTCAACA TGCATATCAC CACCACTAGA TCACGAGCTT AAMCTACCAT: CCGCGTGAAL CCAGCAMICC GCTTGGCAGG
TCAAATALTT CCAGTCAACA TGCATATCAC CACCACTAGE TCACGAGCTT AAMCTACCATG CCGCOGTGAAL CCAGCAMICC GCTTGGCAGE
TCAMATAATT CCAGTCAACA TGCATATCAC CACCACTAGA TCACGAGCTT AAMCTACCATS CCGCGTGAAL CCAGCAMICC GCTTGGCAGS
TCAMATAAMCT CCAGTCAACA TGHCATATCAC CACCACTAGA TCACGAGCTT AAMCTACCATS CCGCGTGAAL CCAGCAMCCC GCTTGHGCAGT
TCAMATAATT CCAGTCAACA TGCATATCAC CACCACTAGA TCACGAGCTT AAMCTACCATSE CCGCGTGAALS CCAGCAMICC GCTTGGCAGG
________ ¥ e
TCAMLKAMCT CCAGTCAACA TGHCATATCAC CACCAYTAGA TCACGAGCTT AAMYTACCATS CCGCGTGAAL CCAGCAMICC GCTTGHGCAGG
TCAMATAAYT CCAGTCAACA TGCATATCAC CACCACTAGA TCACGAGCTT AAMCTACCATS: CCGCGTGAAL CCAGCAMICC GCTTGGCAGG
————— L R e el Tl el R el T ]

S'Ti‘tl SBIEI S'EIJEI 40|EI 4]iEI 42|0 43|0 4‘10 45|0

DL1f3r-1
LL1f3r-5
DL1f3r-93
DL1f3r-130
DL1f3r-135
DL1f3r-141
DL1f3r-142
DL1f3r-143
DL1f3r-147
Vergl., A5
DL1f3r-11
DLif3ir-12
DL1f3r-63
DL1f3r-68
DL1f3r-77
Vergl, ¥F
s, JT
oy, #FE
Vergl, A5-F5

GATCCCTCTT CTCGCTCCGE GOCCATAMAC CGTGGGGETT TCTATTGATG AAMCTTTAACA GGCATCTGGT TCTTACTTCA GGACCATCTC
GATCCCTCTT CTCGCTCCGE GOCCATALLC CGTGHGGETT TCTATTGATG AMCTTTAACA GGCATCTGGT TCTTACTTCA GGACCATCTC
GATCCCTCTT CTCGCTCCGE GOCCATAMLC CGTGGGGGTT TCTATTGATG AAMCTTTAACA GGCATCTGGT TCTTACTTCA GGACCATCTC
GATCCCTCTT CTCGCTCCGE GOCCATAMAC CGTGGGGGTT TCTATTGATG AACTTTAACA GGCATCTGGT TCTTACTTCA GGACCATCTC
GATCCCTCTT CTCGCTCCGE GOCCATALLC CGTGHGGETT TCTATTGATG AMCTTTAACA GGCATCTGGT TCTTACTTCA GGACCATCTC
GATCCCTCTT CTCGCTCCGE GOCCATAMLC CGTGGGGGTT TCTATTGATG AAMCTTTAACA GGCATCTGGT TCTTACTTCA GGACCATCTC
GATCCCTCTT CTCGCTCCGE GOCCATAMAC CGTGGGGGTT TCTATTGATG AACTTTAACA GGCATCTGGT TCTTACTTCA GGACCATCTC
GATCCCTCTT CTCGCTCCGE GOCCATALLC CGTGHGGETT TCTATTGATG AMCTTTAACA GGCATCTGGT TCTTACTTCA GGACCATCTC
GATCCCTCTT CTCOGCTCCGE GOCCATAMLC CGTGGGGGTT TCTATTGATG AAMCTTTAACA GGCATCTGGT TCTTACTTCA GGACCATCTC
GATCCCTCTT CTCGCTCCGE GOCCATALLC CGTGGGGETT TCTATTGATG AMCTITAACA GGCATCTGGT TCTTACTTCA GGACCATCTC
GATCCCTCTT CTCGCTCCGE GOCCATAMAT CGTGGGEGTT TCTATTGATG AACTTTAMCA GGCATCTSGT TCTTACTTCA GGACCATCTC
GATCCCTCTT CTCGCTCCGE GOCCATAMAT CGTGGGGGTT TCTATTGATG AACTTTAACA GGCATCTGGT TCTTACTTCA GGACCATCTC
GATCCCTCTT CTCGCTCCGE GOCCATAMAC CGTGGGGETT TCTATTGATG AAMCTTTAACA GGCATCTGGT TCTTACTTCA GGACCATCTC
GATCCCTCTT CTCGCTCCGE GOCCATAMAT CGTGGGEGETT TCTATTGATG AACTTTAMCA GGCATCTSGT TCTTACTTCA GHACCATCTC
_____________________________ ¥
GATCCCTCTT CTCGCTCCGE GOCCATAMAC CGTGGGGGETT TCTATTGATG AAMCTTTAACA GGCATCTGGT TCTTACTTCA GGACCATCTC
GATCCCTCTT CTCGCTCCGE GOCCATAALY CGTGGGGETT TCTATTGATG AMCTTTAACA GGCATCTGGT TCTTACTTCA GGACCATCTC

4EI;EI 4'Ii‘EI 4EIBEI 4?'!0 SUIEI SJiU 52|U SSIU 5‘10

DL1f3r-1
DLi1f3r-5
DL1f3r-93
DL1f3r-130
DL1f3r-135
DL1f3r-141
DL1f3r-142
DL1f3r-143
DL1f3r-147
Yergl, A5
DL1f3r-11
DL1f3r-12
DL1f3r-63
DL1f3r-65
DL1£f3r-77
Vergl., ¥5
Coins, ST
Cons, FE
Vergl, H5-¥Fm

ACCTAAAMTC GOCCACTCTT TOCCCTTALAE TAAGACATCT CGATGGACTA ATGACTAATC AGCCCATGCT CACACATAAC TGAGGTTTCA
ACCTAAAMTC GCCCACTCTT TCCCCTTAAA TAAGACATCT CGATGGACTA ATGACTAMTC AGCCCATSCT CACACATAAC TGAGGTTTCA
ACCTAAAMTC GOCCACTCTT TOCCCTTALAE TAAGACATCT CGATGGACTA ATGACTAATC AGCCCATGCT CACACATAMC TGAGGTTTCA
ACCTAAAMTC GOCCACTCTT TOCCCTTALA TAAGACATCT CGATGHACTA ATGACTAATC AGCCCATGCT CACACATAAC TGAGGTTTCA
ACCTAAMATC GOCCACTCTT TCCCCTTALL TAAGACATCT CGATGGACTA ATGACTAATC AGCCCATGCT CACACATAAC TGAGGTTTCA
ACCTAAAMTC GOCCACTCTT TOCCCTTALAE TAAGACATCT CGATGGACTA ATGACTAATC AGCCCATGCT CACACATAMC TGAGGTTTCA
ACCTAAAMTC GOCCACTCTT TOCCCTTALA TAAGACATCT CGATGHACTA ATGACTAATC AGCCCATGCT CACACATAAC TGAGGTTTCA
ACCTAAMATC GOCCACTCTT TCCCCTTALLE TAAGACATCT CGATGGACTA ATGACTAATC AGCCCATGCT CACACATAMLC TGAGGTTTCA
ACCTAAAMTC GOCCACTCTT TOCCCTTALAE TAAGACATCT CGATGGACTA ATGACTAATC AGCCCATGCT CACACATAMC TGAGGTTTCA
ACCTAAMATC GOCCACTCT-
ACCTAAAMTC GOCCACTCT-
ACCTAAAMTC GOCCACTCT-
ACCTAAMATC GOCCACTCT-
ACCTALALTC GOCCACTCT-
ACCTAAMATC GOCCACTCTT

ACCTAAAMTC GOCCACTCT-
___________________ EORREROREERONE ROREIOROREIORE ORI IO ORI RO OO RO

Abbildung 43: Vergleich der Sequenzen von Hausschweinen (obere 9 Sequenzen) und Wildschweinen

(untere 5 Sequenzen) im zweiten Teil des Amplifikatsder Primer DL 1f/3r.

Die ,** zeigen Unterschiede zwischen den ausgerichteten Sequenzen der Individuen einmal
zwischen allen Hausschweinen (oben), den Wildschweinen (Mitte) und zwischen Haus- und
Wildschweinen (unten). Mit Pfeilen markiert sind die sieben Nukleotide, bel denen eine Form
einheitlich ist, wéhrend enige Individuen der anderen Form eine Nukleotid-Substitution
vorhanden ist.
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55|EI 56|-IZI S'Ii‘U SEIBU 5‘5|IIZI E-l.'llﬂ E-JiU 62|IZI 63|U
DL1f3r-1 TACATTTGGT ATTTTTTAAT TTTTGGGGAT GCTTAGACTC AGCCATGGCC GTCAMARGGCC CTAACACAGT CAMATCAATT GTAGCTGGAC
DL1f3r-5 TACATTTGGET ATTTTTTAAT TTTTGGGGAT GCTTAGACTC AGCCATGGCC GTCAAAGGCC CTAACACAGT CAMATCAATT GTAGCTGGAC
DL1f3r-93 TACATTTGET ATTTTTTAAT TTTTGGGGAT GCTTAGACTC AGZCATGGCC GTCARAGGCC CTAACACAGT CAMATCAATT GTAGCTGGAC
DL1f3r-130 TACATTTGGT ATTTTTTAAT TTTTGGGGAT GCTTAGACTC AGCCATGGCC CGTCAAAGGCC CTAACACAGT CAMATCAATT GTAGCTGGAC
DL1f3r-135 TACATTTGGET ATTTTTTAAT TTTTGGGHGAT GCOTTAGACTC AGCCATGGCC GTCAAAGGCC CTAACACAGT CAMATCAATT GTAGCTGGAC
DLif3r-141 TACATTTGGT ATTTTTTAAT TTTTGGGGAT GCTTAGACTC AGZCATGGCC GTCAMAMGGCC CTAACACAGT CAMATCAATT GTAGCTGGAC
DL1f3r-142 TACATTTGGET ATTTTTTAAT TTTTGGGGAT GCTTAGACTC AGCCATGGCC GTCAAAGGCC CTAACACAGT CAMATCAATT GTAGCTGGAC
DL1f3r-143 TACATTTGET ATTTTTTAAT TTTTGGGGAT GCTTAGACTC AGZCATGGCC GTCARAGGCC CTAACACAGT CAMATCAATT GTAGCTGGAC
DL1f3r-147 TACATTTGGT ATTTTTTAAT TTTTGGGGAT GCTTAGACTC AGCCATGGCC CGTCAAAGGCC CTAACACAGT CAMATCAATT GTAGCTGGAC
CFergl BT
DLif3r-11
DL1f3r-12
DL1f3r-63
DL1f3r-68
DL1f3r-77
Fergl, ¥5
' Coms. HF
D Uoms, B

C Vergl H3-FS
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Abbildung 44: Vergleich der Sequenzen von Hausschweinen (obere 9 Sequenzen) und Wildschweinen
(untere 5 Sequenzen) im dritten Teil des Amplifikatsder Primer DL 1f/3r.
In diesem Abschnitt weisen ale sequenzierten Individuen eine identische DNA-Sequenz

auf.

5?0 5?0 5?0 6?0 Sﬁﬂ 6%0 6?0 610 6?0
DLZf6r-1 —-—-ATAAGA CATCTCGATS GACTAATGAC TAATCAGCCC ATGCTCACAC ATAACTGAGG TTTCATACAT TTGGTATTITT TTAATTTTTG
DLZE6r-118 —-—-ATAAGA CATCTCGATG GACTAATGAC TAATCAGCCC ATGCTCACAC ATAACTGAGG TTTCATACAT TTGGTATTIT TTAATTTTTG
DLZfGr-119 —-—--ATAAGA CATCTCGATG GACTAATGAC TAATCAGCCC ATGCTCACAC ATAACTGAGG TTTCATACAT TTGGTATTIT TTAATTTTTG
Fergld A5 |- e e e s oo s s mmmm— e — -
DLZLBr-47 —-—-ATAAGA CATCTCGATG GACTAATGAC TAATCAGCCC ATGCTCACAC ATAACTGAGG TTTCATACAT TTGGTATTIT TTAATTTTTG
DLZfEr-562 —-—-ATAAGA CATCTCGATS GACTAATGAC TAATCAGCCC ATGCTCACAC ATAACTGAGG TTTCATACAT TTGGTATTTT TTAATTTTTG
Fergl ¥§ 0 |---—-—m - e e e o o m s —m— e mmm e —m—m————— e — e —— -
Cons, 5 —-—--ATAAGA CATCTCGATG GACTAATGAC TAATCAGCCC ATGCTCACAC ATAACTGAGG TTTCATACAT TTGGTATTIT TTAATTTTTG
Cors. #S —-—-ATAAGA CATCTCGATS GACTAATGAC TAATCAGCCC ATGCTCACAC ATAAMCTGAGG TTTCATACAT TTGGTATTTT TTAATTTTTG
B e e Tt

SE|;EI 6'Ti‘0 6E|BIZI E-SIJU '?ElllZl '?]iU '?2|:D '?SIEI ?%0
DLZL6r-1 GGGATGCTTA GACTCAGCCA TGGCCGTCAL AGGCCCTAAC ACAGTCAALT CAATTGTAGC TGGACTTCAT GGAACTCATG ATCCGGCACG
DLZf6r-118 GGGATGCTTA GACTCAGCOCA TGGCCGTCAL AGGCCCTAAC ACAGTCAALT CAATTGTAGC TGGACTTCAT GGAACTCATG ATCCGGCACG
DLZf6r-119 GGGATGCTTA GACTCAGCCA TGGCCGTCAL AGGCCCTAAC ACAGTCAAAT CAATTGTAGC TGGACTTCAT GGAACTCATG ATCCGGCACG
e N e e e
DLZfEr-47 GGGATGCTTA GACTCAGCCA TSGCCGTCAL AGGCCCTAAC ACAGTCAALT CAATTGTAGC TGGACTTCAT GGAACTCATG ATCCGGCACG
DLZfEr-62 GGGATGCTTA GACTCAGCCA TSGCCGTCAL AGGCCCTAAC ACAGTCAALT CAATTGTAGC TGGACTTCAT GGAACTCATG ATCCGGCACG
e B e
Corns. JS GGGATGCTTA GACTCAGCCA TSGCCGTCAL AGGCCCTAAC ACAGTCAALT CAATTGTAGC TGGACTTCAT GGAACTCATG ATCCGGCACG
Cons., ¥5 GGGATGCTTA GACTCAGCCA TGGCCGTCAL AGGCCCTAAC ACAGTCAALT CAATTGTAGC TGGACTTCAT GGAACTCATG ATCCGGCACG
Fergld, H5-F8|-------mmm o e s e s e S —m -

T?U T?D ?ﬁﬂ T?D ??U 8?0 8%0 8?0 8?0
DLZf6r-1 ACAATCCAMAL CARAGGTGCTA TTCAGTCAAT GGTTACAGGA CATAACGTAC ATACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC
DLZE6r-118 ACAATCCAMA CARAGGTGCTA TTCAGTCAAT GGTTACGGGA CATAACGTAC ATACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC
DLZfGr-119 ACAATCCAML CRAGGTGCTA TTCAGTCAAT GGTTACGGGA CATAACGTAC ATACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC
e O e R i Fomm e e e e e
DLZLBr-47 ACAATCCAML CRAGGTGCTA TTCAGTCAAT GGTTACGGGA CATAACGTAC ATACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC
DLZfEr-562 ACAATCCAMAL CRAGGTGCTA TTCAGTCAAT GGTTACGGGA CATAACGTAC ATACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC
Fergl, ¥§ 0 |---—-——m e e e e o m o m mmm e mm e —mmm— e — e — -
Cons, 5 ACAATCCAML CRAGGTGCTA TTCAGTCAAT GGTTACgGGA CATAACGTAC ATACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC
Cors. #S ACAATCCAML CRAGGTGCTA TTCAGTCAAT GGTTACGGGA CATAACGTAC ATACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTSC GTACACGTGC
e B e i Hooe s s s s

84|El SSIU BE|;IZI S'Ti‘U BEltlJ S'EIJU '9l.ill3 9]itl 92|:0
DLZL6r-1 GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTSC GTACACGTGC GTACACGTSC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC
DLZf6r-118 GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTSC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTHC GTACACGTGC
DLZf6r-119 GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTSC GTACACGTSC GTACACGTSC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC
e B I e
DLZfEr-47 GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTSC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTSC GTACACGTGC
DLZfEr-62 GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTSC GTACACGTSC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC
e B
Corns. JS GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTSC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTSC GTACACGTGC
Cons., ¥5 GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTSC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC
Fergld, H5-F8|-------mmm o e s e s e S —m -

9?0 9%0 9?0 9?0 QTU 9?0 9?0 IUFD 10#0
DLZ2fb5r-1 GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACSTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC
DLZfEr-115 GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC
DLz2fb5r-119 GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACSTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC
e o e
DLZfEr-47 GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC
DLZfEr-52 GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACSTGC GTACACSTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGHC GTACACGTGC
Fergl ¥F @ |[---—-—-mm e o e e — e — o s —m e mm e m e ——m
Cors. HS GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACSTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC
Cons. ¥5 GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC
Fergl H5-F5|-------mmm mmmmm e e e e o o S e

lUFU IUFD IUFD IUFD IDFD IDFD 10?0 IDFU llFU
DLZfEr-1 GTACACGTC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACG
DLZ2f5r-118 GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACG
DLZfEr-119 GTACACGTZC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACG
Fergl A5 |-----mmmem e e e
DLZLEr-47 GTACACGTZC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACG
DLzZfEr-52 GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACG
Vergl, #F5 | mmmmmmmmm s s e e
Cons. HS GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACG
Coms. B GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACGTGC GTACACG

Pergl HF5-F5

Abbildung 45: Sequenzvergleich des Amplifikationsabschnitts DL 2f/5r zwischen Hausschweinen (obere
Sequenzen) und Wildschweinen (untere Sequenzen).

In diesem Abschnitt liegt nur eine Punktmutation von Hausschwein 1, die anderen Sequenzen
sind identisch.
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llJiSEI lﬂi?U lﬂi‘BU lﬂiBU 11|IJU 11|10 11|20 11|30 11|40
DL4f6er-1 CAAMOCCCCC CTTACCCCCC ATTAAACTTA THCTCTACAC ACCCTATAAC GCCTTGCOCAA ACCCCAAAAL
DL4f6r-5 CAAMCOCCCCC CTTACCCCOCC ATTAMACTTA TGCTCTACAC ACCCTATAAC GCCTTGCCAL ACCCCALLAL
DL4f6r-118 CAAMOCCCCC CTTACCCCCC ATTAAACTTA TGCTCTACAC ACCCTATAAC GCCTTGCCAA ACCCCAAAAL
DL4fer-119 CAAMOCCCCC CTTACZCCCC ATTAAACTTA THCTCTACAC ACCCTATAAC GCCTTECOCAL ACCCCAAAAL
DL4f6r-129 CAAMCOCCCCC CTTACCCCOCC ATTAMACTTA TGCTCTACAC ACCCTATAAC GCCTTGCCAL ACCCCALLAL
DL4f6Er-130 CAAMOCCCCC CTTACCCCCC ATTAAACTTA TGCTCTACAC ACCCTATAAC GCCTTGCOCAA ACCCCAAAAL
DL4f6Er-139 CAAMOCCCCC CTTACCCCCC ATTAAACTTA THCTCTACAC ACCCTATAAC GCCTTRCCAL ACCCCAARAL
DL4fEr-146 CAAMOCCCCC CTTACCCCCC ATTAMACTTA TGCTCTACAC ACCCTATAAC GCCTTGCCAA ACCCCAAAAL
Fergl, HE | e e e e e e
DL4fEr-6 CAAMOCCCCC CTTACCCCCC ATTAAACTTA THCTCTACAC ACCCTATAAC GCCTTRCCAL ACCCCAARAL
DL4fEr-11 CAAMOCCCCC CTTACCCCCC ATTAAACTTA TGCTCTACAC ACCCTATAAC GCCTTGCCAA ACCCCAARAAL
DL4f6er-23 CAAMOCCCCC CTTACCCCCC ATTAAACTTA THCTCTACAC ACCCTATAAC GCCTTGCOCAA ACCCCAAAAL
DL4fer-32 CAAMOCCCCC CTTACCCCCC ATTAAACTTA THCTCTACAC ACCCTATAAC GCCTTRCCAL ACCCCAARAL
DL4f6r-47 CAAMOCCCCC CTTACCCCCC ATTAAACTTA TGCTCTACAC ACCCTATAAC GCCTTGCCAA ACCCCAARAAL
DL4f6er-62 CAAMOCCCCC CTTACCCCCC ATTAAACTTA THCTCTACAC ACCCTATAAC GCCTTGCOCAA ACCCCAAAAL
DL4fer-62 CAARMCCCCCC CTTACCCCOCC ATTAMACTTA THCTCTACAC ACCCTATAAC GCCTTGCOCAA ACCCCABMAAL
DL4fEr-G6 CAAMOCCCCC CTTACCCCCC ATTAAACTTA TGCTCTACAC ACCCTATAAC GCCTTGCCAA ACCCCAAAAL
DL4f6er-78 CAAMOCCCCC CTTACCCCCC ATTAAACTTA THCTCTACAC ACCCTATAAC GCCTTGCOCAA ACCCCAAAAL
L P e ittt ittt
Coms. HE CAAMOCCCCC CTTACCCCCC ATTAAACTTA TGCTCTACAC ACCCTATAAC GCCTTGCOCAA ACCCCAAAAL
Coms, FE CAAMOCCCCC CTTACCCCOCC ATTAAACTTA THCTCTACAC ACCCTATAAC GCCTTRCCAL ACCCCAAAAL
Pergl, HA5-F5| e e e e e
11i5EI 11i50 lli?U 11i‘30 11i90 12|DU 12|10 12|20 12|30
DL4f6er-1 CAAMGCAGAG TGTACAAATA CAATAAGCCT AACTTACACT AAACAACATT TAACAACACA AACCACCATA TCTTATAAAL CACTTACTTA
DL4f6r-5 CAAMGCAGAG TGTACAMLTA CAATAAMGCCT AACTTACACT AMAMCAAMCATT TAMCAACACA AACCACCATA TCTTATAXAL CACTTACTTA

DL4f6r-118 CAAMGCAGAG TGTACALATA CAATAAGCCT AACTTACACT AAACAACATT TAACAACACA AACCACCATA TCTTATAAAL CACTTACTTA
DL4fer-119 CAAMGCAGAG TGTACAAATA CAATAAGCCT AACTTACACT AAMCAACATT TAACAACACA AACCACCATA TCTTATAAAL CACTTACTTA
DL4f6r-129 CAAMGCAGAG TGTACAMLTA CAATAAMGCCT AACTTACACT AMAMCAAMCATT TAMCAACACA AACCACCATA TCTTATAXAL CACTTACTTA
DL4f6Er-130 CAAMGCAGAG TGTACALATA CAATAAGCCT AACTTACACT AAACAACATT TAACAACACA AACCACCATA TCTTATAAAL CACTTACTTA
DL4f6Er-139 CAAMGCAGAG TGTACAAATA CAATAAGCCT AACTTACACT AAMCAACATT TAACAACACA AACCACCATA TCTTATAAAL CACTTACTTA
DL4fEr-146 CAMMGCAGAG TGTACAAATA CAATAAMGCCT AACTTACACT AMACAACATT TAACAACACA AACCACCATA TCTTATAALL CACTTACTTA
Vgl Y |- e e e e e e e
DL4fEr-6 CAAMGCAGAG TGTACAAATA CAATAAGCCT AACTTACACT AAMCAACATT TAACAACACA AACCACCATA TCTTATAAAL CACTTACTTA
DL4fEr-11 CAMMGCAGAG TGTACAAATA CAATAAGCCT AACTTACACT AMACAACATT TAACAACACA AACCACCATA TCTTATAAML CACTTACTTA
DL4f6er-23 CAAMGCAGAG TGTACALATA CAATAAGCCT AACTTACACT AAACAACATT TAACAACACA AACCACCATA TCTTATAAAL CACTTACTTA
DL4fer-32 CAAMGCAGAG TGTACAAATA CAATAAGCCT AACTTACACT AAMCAACATT TAACAACACA AACCACCATA TCTTATAAAL CACTTACTTA
DL4f6r-47 CAMMGCAGAG TGTACAAATA CAATAAGCCT AACTTACACT AMACAACATT TAACAACACA AACCACCATA TCTTATAAML CACTTACTTA
DL4f6er-62 CAAMGCAGAG TGTACALATA CAATAAGCCT AACTTACACT AAACAACATT TAACAACACA AACCACCATA TCTTATAAAL CACTTACTTA
DL4fer-62 CAAMGCAGAG TGTACAALTA CAATAAGCCT AACTTACACT AMAMCAACATT TAMCAACACA AACCACCATA TCTTATAZAL CACTTACTTA
DL4fEr-G6 CAAMGCAGAG TGTACALATA CAATAAGCCT AACTTACACT AAACAACATT TAACAACACA AACCACCATA TCTTATAAAL CACTTACTTA
DL4f6er-78 CAAMGCAGAG TGTACALATA CAATAAGCCT AACTTACACT AAACAACATT TAACAACACA AACCACCATA TCTTATAAAL CACTTACTTA

T P e L
e - R, i} CAAMGCAGAT TOTACAMATA CAATAAGCCT AACTTACACT AAACAACATT TAMCAACACA: AACCACCATA TCTTATALAL CACTTACTTA
Corns, BT CAAMGCAGAG TOTACAMATA CAATAAGCCT AACTTACACT AMACAACATT TAACAACACAL AACCACCATA TUTTATALLL CACTTACTTA
Fergl, Ho-¥S|-—---mmmmm mmmmmm e s e e s s s
12|40 12|5l3 12F.IJ lﬁi?l.'l 12:30 12i9t| ISIDD 13|10 13|20
IL4fér-1 AATARCGTGCT ACGAAMGCAG GUACCTACCC CCCTAGATTT TTACGCCAAT CTACCATALA TAAMTTTAAL ATTACAMCAC AATAACCTCC
LL4f6r-5 AATRCGTGCT ACGAAMGCAG GUACCTACCC CCCTAGATTT TTACGCCAAT CTACCACALAL TAAGTTTAAL ATTACAMCAC AATAACCTCC

DL4f6r-118 AATACGTGCT ACGAAMNGCAG GCACCTACCC CCCTAGATTT TTACGCCAAT CTACCATAAL TAMAATTTAAA ATTACAMCAC AATAACCTCC
DL4f6r-119 AATACGTGCT ACGAAMGCAG GCACCTACCC CCCTAGATTT TTACGCCAAT CTACCATAAL TAMAMTTTAAA ATTACAMAC AATAACCTCC
DL4f6r-129 AATACGTGCT ACGAAMGCAG GCACCTACCC CCCTAGATTT TTACGCCAAT CTACCATAAL TAAATTTAAA ATTACAMCAC AATAACCTCC
DL4f6r-130 AATACGTGCT ACGAAMGCAG GCACCTACCC CCCTAGATTT TTACGCCAAT CTACCATAAL TAMMTTTAAL ATTACAMCAC AATAACCTCC
DL4f6r-139 AATACGTGCT ACGAAMGCAG GCACCTACCC CCCTAGATTT TTACGCCAAT CTACCATAAL TAMAMTTTAAA ATTACAMAC AATAACCTCC
DL4f6r-146 AATACGTGCT ACGAAMGCAG GCACCTACCC CCCTAGATTT TTACGCCAAT CTACCATAAL TAAATTTAAA ATTACAMCAC AATAACCTCC
Vergl A5 |- ——————— ————— Fomm - Hm e e
DL4f6r-6 AATACGTGCT ACGAAMGCAG GCACCTACCC CCCTAGATTT TTACGCCAAT CTACCATAAL TAMAMTTTAAA ATTACAMAC AATAACCTCC
DL4fAr-11 AATACGTGCT ACGAAMGCAG GCACCTACCC CCCTAGATTT TTACGCCAAT CTACCATAAL TAAATTTAAA ATTACAMCAC AATAACCTCC
DL4fer-23 AATACGTGCT ACGAAMGCAG GCACCTACCC CCCTAGATTT TTACGCCAAT CTACCATAAL TAMMTTTAAL ATTACAMCAC AATAACCTCC
DL4fEr-32 AATACGTGCT ACGAAMGCAG GCACCTACCC CCOCTAGATTT TTACGCCAAT CTACCATAAL TAAATTTAAA ATTACAMCAC AATAACCTCC
DL4f6r-47 AATACGTGCT ACGAAMGCAG GCACCTACCC CCCTAGATTT TTACGCCAAT CTACCATAAL TAAATTTAAA ATTACAMCAC AATAACCTCC
DL4f6r-52 AATACGTGCT ACGAAMGCAG GCACCTACCC CCCTAGATTT TTACGCCAAT CTACCATAAL TAMMTTTAAL ATTACAMCAC AATAACCTCC
DL4fEr-62 AATACGTGCT ACGAAMGCAG GCACCTACCC CCOCTAGATTT TTACGCCAAT CTACCATAAL TAAATTTAAA ATTACAMCAC AATAACCTCC
DL4f6r-66 AATACGTGCT ACGAAMGCAG GCACCTACCC CCCTAGATTT TTACGCCAAT CTACCATAAL TAAATTTAAA ATTACAMCAC AATAACCTCC
DL4f6r-78 AATACGTGCT ACGAAMGCAG GCACCTACCC CCCTAGATTT TTACGCCAAT CTACCATAAL TAMMTTTAAL ATTACAMCAC AATAACCTCC

I

Cos, T AATRCGIGCT ACGAMMGCAG GUACCTACCC COCTAGATTT TTACGCCAAT CTACCATALL TAALTTTAAL ATTACALCAC AATAACCTCC

Cors, T AATRCGTGOT ACGAMAMGCAG GUACCTACCC CCCTAGATTT TTACGCCAAT CTACCATALL TAALTTTAAL ATTACAMCAC AATAACCTCC

Fergl HS-FF|--ommmmmm e e s e e B s
13|30 13|4IJ 13;50 13i50 13?‘0 13i‘30 13i30 14|DU 14|10

DL4f6r-1 CAARATATAL GCACCTATTT AMGTATACGC CCACAATCTG AATATAGCTT ATAGTTALTG AGCTTALATT AC

IL4fér-5 CAAAATATAL GCACCTATTT AAMGCATACGC CCACAATCTG AATATAGCTT ATAGTTAATG AGCTTALATT AC

DL4fEr-118 CAALATATAL GCACCTATTT AAMGTATACGC CCACAATCTG AATATAGCTT ATAGTTAATG AGCTTAAATT AC
DL4fEr-119 CAALATATAL GCACCTATTT AAMGTATACGC CCACAATCTG AATATAGCTT ATAGTTAATG AGCTTAAATT AC
DL4fEr-129 CAALATATALA GCACCTATTT AAGTATACGC CCACAATCTG AATATAGCTT ATAGTTAATG AGCTTAAATT AC
DL4fEr-130 CAALATATAL GCACCTATTT AAMGTATACGC CCACAATCTG AATATAGCTT ATAGTTAATG AGCTTAAATT AC
DL4fEr-139 CAALATATAL GCACCTATTT AAMGTATACGC CCACAATCTG AATATAGCTT ATAGTTAATG AGCTTAAATT AC
DL4fEr-146 CALAATATAL GCACCTATTT AAMGTATACGC CCACAATCTG AATATAGCTC ATAGTTAATG AGCTTAMATT AC
Vergl, AT |=mmmmmmmmmm mmmmmmmeem o Mo e e I e
DL4fEr-6 CABLATATAL GCACCTATTT AMGTATACGC CCACAATCTG AATATAGCTT ATAGTTAATG AGCTTAAATT AC
DL4fEr-11 CAALATATALA GCACCTATTT AAGTATACGC CCACAATCTG AATATAGCTT ATAGTTAATG AGCTTAAATT AC
DL4fEr-23 CAALATATAL GCACCTATTT AAMGTATACGC CCACAATCTG AATATAGCTT ATAGTTAATG AGCTTAAATT AC
DL4fEr-32 CABLATATAL GCACCTATTT AMGTATACGC CCACAATCTG AAMAATAGCTT ATAGTTAATG AGCTTAAATT AC
DL4fEr-47 CAALATATALA GCACCTATTT AAGTATACGC CCACAATCTG AATATAGCTT ATAGTTAATG AGCTTAAATT AC
DL4fEr-62 CAALATATAL GCACCTATTT AAMGTATACGC CCACAATCTG AATATAGCTT ATAGTTAATG AGCTTAAATT AC
DL4fEr-62 CABLATATAL GCACCTATTT AMGTATACGC CCACAATCTG AATATAGCTT ATAGTTAATG AGCTTAAATT AC
DL4fEr-66 CAALATATAL GCACCTATTT AAGTATACGC CCACAATCTG AATATAGCTT ATAGTTAATG AGCTTAAATT AC
DL4fEr-78 CAALATATAL GCACCTATTT AAMGTATACGC CCACAATCTG AATATAGCTT ATAGTTAATG AGCTTAAATT AC

Fergl., FF  |mmmmmm e e e e 2
Cons. HE CABRAATATAA GCACCTATTT AMSTATACGS CCACAATCTS AATATAGCTT ATAGTTAATS AGCTTAAATT AC
Corrs. FE CABRAATATAS GCACCTATTT AAMGTATACGS CCACAATCTG AATATAGCTT ATAGTTAATG AGCTTAAATT AC
Pergl, HF5-FS|-—---————— —mm—— - ——— W Hm e W e e

Abbildung 46: Sequenzvergleich des Amplifikationsabschnitts DL 4f/6r zwischen Hausschweinen (oben)
und Wildschwein (unten).
Die finf in diesem Sequenzabschnitt auftretenden Basenaustausche sind jeweils nur bel einem
Individuum vorhanden.
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Die Sequenzierung der Amplifikate, die mit den Primern DL 4f/6r erhalten wurden, haben
schlecht auswertbare Elektropherogramme ergeben. Bel diesen Primern war bereits die
Erstellung einer PCR-Methode zum Erhalt von deutlichen Banden schwierig. Unter
Verwendung ener hoheren Magnesiumchloridkonzentration und einer niedrigeren
Annealingtemperatur konnten jedoch gute Resultate erhalten werden. Mit diesen Primern
wurden bei der PCR mit Rinder-, Huhn- und Puten-DNA keine im Agarosegel sichtbaren
Amplifikate mehr gebildet.

Der Vergleich zwischen den DNA-Sequenzen der Schweine zeigte insgesamt
15 Punktmutationen, von denen acht jeweils nur bei einem der sequenzierten Individuen
auftraten. Ein SNP trat bei mehreren Individuen von Haus- und Wildschweinen auf, sechs

SNPs jewells bei mehreren Individuen nur einer Form.

Tabelle 38: Sequenzunter schiede zwischen Haus- und Wildschweinen im D-L oop.
In der Tabelle sind die Nukleotidpositionen aufgefuhrt, die bei mindestens zwel sequenzierten
Proben eine abweichende DNA-Sequenz haben. Dargestellt sind jewells die Sequenzunterschiede im
Vergleich zur Sequenz des Hausschweins 1.

Probe  Form Nukleotid im D-Loop an Position
181 214 276 279 306 323 390
1 HS T T T C T T C
5 HS - - - - T - -
93 HS C C
130 HS C -
135 HS - - - C C
141 HS C A C C C
142 HS - - - C C
143 HS C A C C C
147 HS | - - - oo
11 WS C C -
12 WS T C C T
63 WS T C C T
68 WS C C -
77 WS T C C T

4.3 Restriktion

Die Sequenzierung des Amplifikats aus dem D-Loop-Bereich mit den Primern DL 1f/3r
zeigte an Position 317 und 334 des D-Loops zwei nahe beieinander gelegenen Stellen mit
Sequenzunterschieden zwischen Haus- und Wildschweinen. Fir diese Sequenzunterschiede
wurden Restriktionsenzyme gesucht, die in einer RFLP-Analytik die Unterschiede sichtbar
machen konnen (Abbildung 47).

Zur RFLP-Analytik wurden die in Tabelle 39 aufgefiihrten Enzyme ausgewahlt. Aufgrund der
unterschiedlichen Restriktionstemperaturen und der groferen Anzahl an Restriktions-
fragmenten (Abbildung 48) ist die Verwendung beider Enzyme in einem Restriktionsansatz
nicht moglich.
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PG TORGTEG TACHTATRGT OGTGETARTC TRGTECTOGER AT TRATGITA FGGICAGTTE TRCGTATAGT GGTGGTGRIC TAGTSCTCEA ATTGATGGTA

Abbildung 47: Schneidende Restriktionsenzymein dem Teil desDL 1f/3r-Amplifikates, in dem die
Sequenzunter schiede zwischen Haus- und Wildschweinen auftreten.
Dargestellt ist der Sequenzabschnitt 290-340 des D-Loops von Hausschwein 1 (links) und
Wildschwein 11 (rechts). Mit Pfeilen markiert sind die Restriktionsenzyme, die an diesen Stellen
nur eine der aufgefihrten DNA-Sequenzen schneiden. In der doppelstréngigen DNA ist die
Schnittstelle dieser Enzyme eingezeichnet.

Tabelle39: Restriktionsenzyme fir die RFLP-Analytik im DL 1f/3r-Bereich.
Aufgefihrt sind alle Enzyme, die eine Differenzierung des DL 1f/3r-Amplifikats von Hausschwein
Probe Nr. 1 und Wildschwein Probe Nr. 11 Uiber die RFLP-Analyse ermdglichen.

Enzym Erkennungssegquenz Restriktionstemperatur
Bfal 5..CITAG..3 37°C
Mael 5..CITAG..3 45°C
Sse01 5..JAATT..3 37°C
Tsp5009I 5..JAATT..3 65°C
TspEl 5..JAATT..3 65 °C

Bel Bfal und Mael sowie bel Sse€91, Tsp5091 und TspEl handelt es sich jeweils um
Isochizomere, die eine gleiche Erkennungssequenz und gleiches Schnittverhalten aufweisen
aber aus verschiedenen Organismen stammen. Da aufgrund der unterschiedlichen
Temperaturoptima und Puffer kein gemeinsamer Verdau durchgefihrt werden konnte, wurden
wegen der geringeren Kosten Bfal und Tsp509I verwendet.

Der amplifizierte DL 1f/3r-Bereich weist mehrere, in Abbildung 48 gezeigte
Restriktionsschnittstellen auf. Die entstehenden Fragmente sind in der Tabelle 40 aufgefihrt.
Die Tabelle zeigt, dass die zur Differenzierung notwendigen Fragmente gut von den anderen
Fragmenten zu unterscheiden und im Agarosegel von der Grof3e her gut sichtbar sein werden.
Dadie Amplifikate der DNA aller Schweineproben geschnitten werden, ist dies zugleich eine
Kontrolle, ob die Restriktion vollsténdig verlaufen ist.
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Abbildung 48: Vergleich der Schnittstellen der Restriktionsenzyme Tsp5091 und Bfal bei den DNA-
Sequenzen einer Haus- und Wildschweinprobeim DL 1f/3r-Amplifikat.
Das Amplifikat der Hausschweinprobe Nr. 1 (rechts) weist mit Tsp5091 sieben Schnittstellen auf,
das Wildschwein Nr. 11 (links) nur finf. Mit Bfal wird das Amplifikat der Hausschwein-DNA
nur einmal geschnitten, das des Wildschweins zweimal. Die Grof3e der entstehenden Fragmente

ist an der Seite angegeben.
Tabelle40:  Theoretisch entstehende Restriktionsfragmente bel dem Verdau des DL 1f/3r-Amplifikats
mit Tsp5091 bzw. Bfal.
Mit Bfal entsteht bei Haus- und Wildschweinen eine unterschiedliche Anzahl von Fragmenten
mit z.T. unterschiedlichen Fragmentgrof3en, die Uber Gelelektrophorese gut identifizierbar sind.
Mit Tsp509I entstehen zahireiche Fragmente, bel denen nur die grof3en gut differenzierbar sind.
Probe Tsp509I Bfal
Wildschwein 11 5+22+23+45+59+60+73+379 123+212+332
Hausschwein 1 5+22+23+23+45+59+73+179+237 212+455
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In Abbildung 48 und Tabelle 40 sind die Sequenzen der Proben Hausschwein 1 und
Wildschwein 11 miteinander verglichen worden. Zu anderen Haus- bzw. Wildschweinen gibt

es Sequenzabweichungen, die zum Wegfall oder zum Entstehen von Restriktionsschnittstellen
fuhren konnen, so dass auch innerhalb ener Unterart verschiedene Restriktionsmuster

entstehen kdnnen. Die tatsdchlich entstandenen Restriktionsmuster wurden aus Griinden der
Ubersichtlichkeit mit Buchstaben bezeichnet: A = 240+480 Bp, B = Wildschwein-typischer
Schnitt, C, D = weitere Schnittmuster, - = kein Schnitt.

12 13 14 Nr. Probe Enzym Muster ID
1 100 Bp-Marker
2 01 Tsp5091 A HS
3 05 A HS
4 13 B WS
5 37 B WS
6 54 A WS
7 63 C Wws
8 68 A WS
9 74 C Wws
10 82 B WS
11 125 D HS
12 01 Bfal A HS
13 05 A HS
14 13 B WS
15 37 B WS
16 54 B WS
17 63 C Wws
18 68 B WS
19 74 C Wws
. - . 20 82 B WS
Abbildung 49: RFLP desDL 1f/3r-Amplifikats mit den Enzymen TspS091 51 105 B HS
(links) und Bfal (rechts). Den entstehenden Fragmentmustern
wurden Buchstaben zugeordnet, die rechts in der Probentabelle
aufgefiihrt sind. Die zahlreichen Banden bei der RFLP mit Bfal
resultieren aus einem unvollstdndigen Verdau der Fragmente.
1 234 56 7 8 .9101112 13 141516 1718 19. 20 21 22 K8 Probe Muster ID
1 100Bp
2 9 B ws
3 12 C ws
4 14 C ws
5 15 B ws
6 16 C ws
7 17 C ws
8 18 B ws
9 19 B ws
10 20 B ws
11 21 B ws
12 22 B ws
13 23 C ws
14 24 C ws
15 25 C ws
16 26 C ws
17 27 B ws
18 28 B ws
19 29 B ws
20 o1 A HS
21 05 A HS
22 100Bp

Abbildung 50: RFL P-Analytik des DL 1f/3r-Amplifikats mit dem
Restriktionsenzym Tsp509I . Den entstehenden
Fragmentmustern wurden Buchstaben zugeordnet, die rechtsin
der Probentabelle aufgefiihrt sind. Es entstehen drei
verschiedene Restriktionsmuster.
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Tabelle41: Vergleich der RFLP-Ergebnisseim DL 1f/3r- und im M C 1f/3r-Amplifikat.
Fir die untersuchten Proben sind die entstandenen Restriktionsfragmente bei dem Verdau mit
verschiedenen Enzymen aufgefihrt. Den Fragmentmustern wurden Buchstaben zugeordnet.
(Form: HS = Hausschwein, WS = Wildschwein).

Probe Form DL 1f/3r - Bfal Muster DL 1f/3r - Tsp5091 Muster MC 1f/3r - BspHI  Muster
1 HS 240+480+665 A 150+250 A 92+143 A
2 235 -
3 92+143
4 235 -
5 HS 240+480+665 A 150+250 A 92+143 C
6 WS 235 -
7 WS 92+143+235 C
8 WS 235 -
9 WS 390 - 235 -
10 WS 235 -
11 WS 92+143+235 C
12 WS 140+240+350 110+290 B 235 -
13 WS 240+350+480+665 B 390 - 92+143+235 C
14 WS 140+240+350 110+290 B 92+143+235 C
15 WS 140+240+350 390 - 92+143+235 C
16 WS 140+240+350 110+290 B 235 -
17 WS 140+240+350 110+290 B 235 -
18 WS 140+240+350 390 - 235 -
19 WS 140+240+350 390 - 92+143 A
20 WS 140+240+350 390 - 235 -
21 WS 390 - 235 -
22 WS 390 - 235 -
23 WS 140+240+350 110+290 B 92+143 A
24 WS 110+290 B 92+143 A
25 WS 110+290 B 235 -
26 WS 110+290 B 235 -
27 WS 390 - 235 -
28 WS 390 - 235 -
29 WS 390 - 235 -
30 WS 110+290 B 235 -
31 WS 110+290 B 235 -
32 WS 140+240+350 150+250 A 92+143+235 C
33 WS 110+290 B 235 -
34 WS 390 - 92+143+235 C
35 WS 110+290 B 92+143+235 C
36 WS 110+290 B 235 -
37 WS 240+350+480+665 B 390 - 235 -
38 WS 110+290 B 235 -
39 WS 110+290 B 235 -

40 WS 110+290 B 92+143+235 C
41 WS 110+290 B 235 -
42 WS 110+290 B 235 -
43 WS 140+240+350 150+250 A 235 -
4 WS 140+240+350 150+250 A 235 -
45 WS 140+240+350 150+250 A 235 -
46 WS 140+240+350 150+250 A 235 -
47 WS 140+240+350 150+250 A 235 -
48 WS 140+240+350 150+250 A 235 -
49 WS 140+240+350 150+250 A 235 -
50 WS 140+240+3%?+(480)+(66 150+250 A 235 :
51 WS 240+350+480 C 150+250 A 235 -
52 WS 240+350+480 C 150+250 A 235 -
53 WS 240+350+480+665 B 150+250 A 235 -
54 WS 240+350+480+665 B 150+250 A 235 -
55 WS 240+350+480+665 B 150+250 A 253 -

% Fortsetzung der Tabelle auf der nachsten Seite
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Probe Form DL 1f/3r - Bfal Muster DL 1f/3r - Tsp5091 Muster MC 1f/3r - BspHI  Muster
56 WS 240+350+480+665 B 150+250 A 253 -
57 WS 240+350+480+665 B 390 - 253 -
58 WS 240+350+480+665 B 253 -
59 WS 240+350+480+665 B 235 -
60 WS 240+350+480+665 B 390 - 92+143+235 C
61 WS 240+350+480+665 B 390 - 235 -
62 WS 240+350+480+665 B 390 - 235 -
63 WS 240+350+480 C 110+290 B 235 -
64 WS 235 -
65 WS 240+350+480+665 B 110+290 B 235 -
66 WS 240+350+480+665 B 390 - 235 -
67 WS 240+350+480+665 B 450 - 235 -
68 WS 240+350+480+665 B 150+250 A 235 -
69 WS 240+350+480+665 B 110+290 B 235 -
70 WS 240+350+480+665 B 110+290 B 235 -
71 WS 240+350+480+665 B 110+290 B 235 -
72 WS 235 -
73 WS 240+350+480+665 B 390 - 92+143+235 -
74 WS 240+350+480 C 110+290 B 235 -
75 WS 240+350+480+665 B 110+290 B 235 -
7% WS 240+350+480+665 B 390 - 235 -
77 WS 235 -
78 WS 235 -
79 WS
80 WS
81 WS 390 -

82 WS 665+480+350+240 B 150+250 A 235 -
83 WS 235 -
120 HS 240+350+480+665 C 220+250 C

124 HS 94+143+235

125 HS 94+143+235

126 HS 240+350+480+665 C 250+390+450 D 94+143

Tabelle 41 zeigt, dass es keine ausschliefdliche Kopplung zwischen den Restriktionsmustern
der beiden Restriktionsendonukleasen gibt. Tabelle 42 und Tabelle 43 zeigen die Haufigkeit
der entstehenden Muster beim Verdau des DL1f/3r-Amplifikats der Haus- bzw.

Wildschweinproben mit den beiden Restriktionsenzymen. Die einzige Korrelation besteht

zwischen dem Muster B des Enzyms Bfal und dem nicht schneidenden Tsp509I, da alle nicht

geschnittenen DNA-Sequenzen bei Bfal ein Muster B bilden. Der insgesamt schwache

Zusammenhang zeigt aber, dass die gleichzeitige Betrachtung beider Punktmutationen eine

Zunahme der Sicherheit bel der Differenzierung zwischen Wild- und Hausschweinen
bedeutet.
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Tabelle42: Auswertung der RFLP-Analytik mit Tsp509l.
Dargestellt ist die Haufigkeit des Auftretens eines Restriktionsmusters bei Haus- und
Wildschweinen.

Muster Wildschweinproben Anteil Hausschweinproben Anteil
kein Schnitt 10 42 % 0

A 7 29 % 2 50 %
B 7 29 % 0

C 1 25%

D 1 25%
Gesamt: 24 4

Tabelle43: Auswertung der RFLP-Analytik mit Bfal.
Dargestellt ist die Haufigkeit des Auftretens eines Restriktionsmusters bei Haus- und
Wildschweinen.

Muster Wildschweinproben Anteil Hausschweinproben Anteil
kein Schnitt 0 1 25%
A 0 1 25%
B 20 83 % 0
C 4 17% 2 50 %
Gesamt: 24 4

Die Gesamtgrof3e der mit Bfal entstehenden Fragmente einer Probe ist deutlich gréfer als die
des urspriinglichen Amplifikats. Da es sich um einen mitochondrialen DNA-Bereich handelt,
sind keine Allele vorhanden, welche die zusétzlichen Banden durch das Schneiden nur eines
Allels erklaren wirde. Ferner ist die Summe der Lange der Restriktionsfragmente grof3er als
die Lange des nicht geschnittenen Amplifikats. Bei einem reguléren Schnittverhalten ist zu
erwarten, dass ale Fragmente in gleicher Anzahl entstehen. Durch Ethidiumbromid wird die
DNA auf den Agarosegelen sichtbar gemacht, wobei die Intensitdt einer Bande sowohl von
der Anzahl der Fragmente al's auch von deren Grof3e abhangig ist. Daher musste bei gleicher
Tellchenzahl pro Fragment die Intensitée von dem grofdten zum kleinsten Fragment hin
abnehmen. Auf Abbildung 49 ist zu sehen, dass die 500 Bp-Banden eine geringere Intensitét
als die 400 Bp-Banden haben. Es handelt sich daher offenbar um einen unvollstandigen
Verdau eines bereits geschnittenen Fragments. Die Erh6hung der Enzymmenge und
Verlangerung der Restriktionsdauer sowie eine Verringerung der eingesetzten DNA-Menge

zeigte eine Abnahme der Intensitdt von unvollstandig geschnittenen Banden.
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5 TYROSINASE-GEN

5.1 PCR

Fur die Amplifikation des Tyrosinase-Gens (tyr-Gen) wurden vier Primer entwickelt, die
699 Bp des 765 Bp langen Gens amplifizieren (Abbildung 51). Die Amplifikate Gberlappen in
der Mitte an einem 94 Bp langen Abschnitt. Fir die Amplifikation eines grof3eren Bereichs
des tyr-Gens wurden keine geeigneten Primerpaare gefunden. Die an das tyr-Gen
angrenzenden DNA-Sequenzen waren nicht bekannt, so dass die Primer nicht auf3erhalb des

Gens angelegt werden konnten.

Die PCR-Bedingungen, insbesondere die Annealingtemperatur, wurden optimiert
(Abbildung 52). Bei allen Temperaturen und Proben entstehen Amplifikate der Gréfie um 400
Bp. Bel den Primern Tyr 1f/3r ist bei einer Annealintemperatur von 52 °C bei beiden Proben
eine weitere Bande der Groéf3e 250 Bp vorhanden, die bei Probe 1 nur sehr schwach ist. Bel
allen weiteren Temperaturen entsteht nur ein Amplifikat.

m Primerf
DNA
HPrimerr

l Tyr 2fi4r: 388 Bp l
I Tyr 16/3r: 405 Bp l

0] 200 400 500 800

Abbildung 51: Lageder Primer im tyr-Gen.
699 Bp des 765 Bp grofien Gens wird mit zwel Primerpaaren amplifiziert.

123 4567 891011121314 1516 17 1819 20 v pobe 1D A Primer
Y A rr (°©)
1 50Bp-Marker
2 1 HS 520 Tyrifiar
ok 1 HS 561
v 1 HS 588
5 1 HS 620
6 78 WS 520
-~ B 78 WS 561
‘ h 8 Wasser 56,1
9 78 WS 588
oSesewveesee BN 78 WS 62,0
1 1 HS 520 Tyrofidr
12 1 HS 561
13 1 HS 588
14 1 HS 620
15 78 WS 520
16 78 WS 561
17 78 WS 588
18 78 WS 620
19 Wasser 56.1

20 50 Bp-Marker

Abbildung 52: Optimierung der PCR-Bedingungen fir die
Amplifikation destyr-Gens.
Bei niedrigen Annedingtemperaturen (T,) entstehen
durch unspezifische Bindungen weitere Banden.
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Die Zusammensetzung des Ansatzes der PCR mit den Primerpaaren Tyr 1f/3r und Tyr 2f/4r
ist in Tabelle 44 aufgefihrt, das optimierte PCR-Temperaturprogramm in Tabelle 45.

Tabelle44:  Ansatz fir die PCR mit Tyr-Primern pro Ansatz & 25 pl.

Substanz Ausgangskonz. Endkonz. Volumen
Wasser - - 14,35 ul
Puffer 10-fach 10 pmol/I 1 umol/l 25u
Magnesiumchlorid 25 mmol/| 2 mmol/l 2,0
Glycosylase 1U 0,02U 0,5 ul
dNTPs 2,5 mmol/l 0,2 mmol/Il 20u
Primer 1 20 pmol/l 0,5 umol/I 0,625 pl
Primer 2 20 pmol/l 0,5 umol/I 0,625 pl
Polymerase: AmpliTag Gold™ 5U 2U 0,4 ul
DNA-Extrakt - - 2,0ul
Gesamtvolumen - - 25 ul

Tabelle45:  Temperaturprogramm fur die PCR mit Tyr-Primern.
Die optimale Anlagerungstemperatur bei beiden Primersystemen liegt bei 58 °C.

Zeit Temperatur

Prozess (min:s) °C) Zyklen
Uracil-Glycosylase-Aktivitét 5:00 50

Aktivierung und Aufschmelzen 8:00 95

Denaturierung 0:30 95
Primer-Anlagerung 0:30 58 35
Fortfihrung 0:30 72
Vervollstdndigung 8:00 72

Pause ¥ 4

5.2 Sequenzierung

Das tyr-Gen wurde mit den beiden &uf3eren Primern Tyr 1f und Tyr 4r fir die Sequenzierung
amplifiziert. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit dem Programm Sequence Navigator
von ABI. Die Sequenzen der forward und reverse-Strénge des 699 Bp langen Amplifikats
wurden bei jeder Probe mit der Funktion ,Overlap® aneinander ausgerichtet und eine
Consensus-Sequenz (Cons.) erstellt. Die Consensus-Sequenzen der sequenzierten Proben
wurden mit der Funktion ,Align/Clustal* aneinander ausgerichtet. Uber die Funktion
»Sequences/Create Shadow(s)/Compute Unambiguity Sequence® wurden die Sequenzen
miteinander verglichen und Sequenzgleichheit mit ,,-“, Sequenzunterschiede mit ,,*“ in den
weiteren Zeile dargestellt (Abbildung 53 und Abbildung 54). Die Zeile ,Vergl. HS* zeigt die
Sequenzunterschiede zwischen den Sequenzen der Hausschweinproben, die Zeile ,Vergl.
WS* die Unterschiede zwischen den Sequenzen der Wildschweinproben und die Zeile , Vergl.
HS-WS* die Unterschiede der Sequenzen zwischen Haus- und Wildschweinen. Basis flr den
letzten Vergleich sind die jeweils aus den Wild- und Hausschweinproben generierten
Ubereinstimmenden Sequenzen ,,Cons. HS* bzw. ,Cons. WS*.
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Zur Sequenzierung wurden einige Proben ausgewahlt, die verschiedenen Rassen angehéren
bzw. aus verschiedenen geographischen Regionen stammen und im cytB-Gen sowie im mclr-

Gen stérkere Unterschiede aufwei sen.

1 IIZI ZIIJ 3IIZ| 4IIZ| 5IIZ| E.llil '?llJ Bllil 9|IZ|
Tvr-1lcons GAFTETET Y CTCAATTALS AAGCTCALLC AGLRICTTETE AGAACTAGLF FAAGRATEHCT CCTEFCTEHCT TTETACTECC TEHITCTHZLT
Tyr-bcons GASTETHTHLY CTCAATTALS AAGCTCAALMC AGLRICTTETE AFAACTAGLF FAMGARATEHCT CCTGEEFCTECT TTHTACTEOC TEHCTCTHZLC
Tvr-6Cons GAFTETET Y CTCAATTALT AHAGCTCAMLC AGLRICTTETE AGAACTAGLF FAAGARATEHCT CCTGEFCTECT TTETACTECC TEHITCTHZLT
Tvr-23cons GAFTETET LY CTCAATTALS AAGCTCAMLC AGLICTTETE AGAACTAGLF FAAGARATESCT CCTEHFCTEHCT TTEHTACTEHCC TEHITCTHZLT
Tvr-48cons GAGTETHTGLY CTCAATTALS AAGCTCAAMC AGARCCTTETE AGAACTAGLG FAMGARATECT CCTGGCTECT TTGTACTGOC TEHOTCTHZLS
Tvr-52cons GAFTETETEHY CTCAATTALS AHAGCTCALLC AGLRICTTETE AGAACTAGLF FAAMGRATEHCT CCTEFCTEHCT TTETACTECC TEHITCTHFLT
Tyr-62cons GAFTETETGHLY CTCAATTALS AAGCTCAALC AGLICTTETE AGAACTAGLF FAAGARATEHCT CCTEHFCTEHCT TTEHTACTECC TEHITCTHZLT
Tvr-G6oons GAETETETGE CTCAATTAN AAGCTCARLC AGACCTTETE AGAACTAGAG SAAGLRATECT CCTGEEITECT TTETACTECD THOTCTHGAC
Tvr-T78cons GAFTETETHY CTCAATTALS AAGCTCALLC AGLICTTETE AGAACTAGLF FAMGRATEHCT CCTEFCTEHCT TTETACTECC TEHITCTHFLT
Tyr-130cons GAFTETHTHF CTCAATTALS AAGCTCAMLC AGLICTTETE AGAACTAGLF FAAGARATEHCT CCTEHFCTEHCT TTEHTACTEHCC TEHITCTHZLT
Tvr-139cons GAGTEGTET G CTCAATTALT AAGCTCAMLC AGLICTTETE AGAACTAGLG FAAMGARATEHCT CCTGEECTGCT TTETACTGECC TEHCTCTHZNT
Tvr-140cons GAFTETETH: CTCAATTALS AAGCTCALLC AGRICTTETE AGAACTAGLF FAAMGRATEHCT CCTEFCTEHCT TTETACTECC TEHITCTHZLT
¥ergl. HS3 *
¥ergl. WS
Cons. HS GAFTETETEF CTCAATTALS AAGCTCALLC AGRICTTETE AGAACTAGLF FAAGRATEHCT CCTEFCTEHCT TTETACTECC TEHITCTHZLT
Cons. WS GAGTETHTGHLY CTCAATTALS AAGCTCAAMC AGARCCTTETE AGAACTAGLG FAMGARATECT CCTGGCTECT TTGTACTGOC TEHOTCTHZLS
¥ergl. H3-WS *

ll.illil 11IIZI 12IIZI 13IIZI ltflil 15|IZI lElulil 1'Ii‘IZI 18|IZI
Tvr-1lcons TTTCCAGACT TCCGCoCEEAT ACTTCCCTCE ARZCTEFTGOC TOCTCCAAGE ACCTEGATEHGS GhAMFFLATEC THICCACCOCT GEHEGEGAGETGHL
Tvr-5cons TTTCCAFMIT TCOGoCHTAT ACTTCCCTCE AFZCTEFTECC ToCToCAdGh ACCTEHATEHHL FhMFFLATEC THICCACCCT HHAFAGETEHL
Tyr-6cons TTTCCAFACT TCOCOGOCHTFAS ACTTCCCTCE AFCCTHTEOC TCCTCCAAGDE ACCTEHATEHHS FhbFFARATEHC THICCACCOT GHFGAGSTEL
Tvr-23cons TTTCCAFACT TCCHCCHFAT ACTTCCCTCE ARZICTEFTECOC TOCTCCAMGL ACCTEHFATHFL GAMFFLATEC THICCACCOCT HHAFAHGTHL
Tvr-4Scons TTTCCAGMIT TCOCOHoCHTAS HCTTCCCTCE AFICTEFTECC TCCTCCAMGE ACCTEHATEHHL ShbFFLRATEC THICCACCCT HHAFAGETEHL
Tyr-52cons TTTCCAFACT TCOCOGOCEEAT ACTTCCCTCEG ARCCTETGOC TCCTCCAAGDE ACCTGATEHSS ShbFFARATGS THICCACCOT GEEGAGETEL
Tvr-62cons TTTCCAGMIT TCCOFoCEHmAT ACTTCCCTCE AFZCTEFTECC ToCToCAdmh ACCTEHATEHHL SAMFFLATEC THICCACCCT HHAFAGETEHL
Tvr-6ocons TTTCCAFACT TCOCHCCHFAST ACTTCCCTCE AFICTHFTECC TCCTCCAAGE ACCTEHATHFL FhMFFARATEHC THICCACCCT GHHAFAGETEL
Tvr-78cons TTTCCARACT TOOSICREAT ACTTCOCTIG ASCCTETECC TOCTCCAMGSE ACCTGATEFE GRAGFAATGES THCCCACCOT GHEELSETEL
Tvr-130cons TTTCCAGMCT TCOGoCEHTAT ACTTCCCTCE AFZCTEFTECC ToCTCCAdGh ACCTEHATEHHL FhMFFLATEC THICCACCCT HHAFAGETEL
Tyr-139cons TTTCCAFACT TCOOGCCHFAT ACTTCCCTCE AFICTHFTECC TCCTCCAAGL ACCTEHATHFL FhMFFARATEHC THICCACCCT GHHAFAGETEHL
Tvr-140cons TTTCCARACT TOCGICEEAT ACTTCOCTIG ASCCTETECC TOCTCCAMGSE ACCTGATEGE GRAGFAATGES TEHCCCACCOT GHEGELSETEL
¥ergl. H3
¥ergl. W3
Cons. HS TTTCCAGACT TCCGCoCEEAT ACTTCCCTCE ARZCTEFTGOC TOCTCCAAGE ACCTEGATEHGS GhAMFFLATEC THICCACCOCT GEHEGEGAGETGHL
Cons. W3 TTTCCAGACT TCCOHoCHFAT HCTTCCCTCE AFRICTEFTECC TCOCTCCAMGE ACCTEHATEHHS ShbFFLRATEC THICCACCCT HHAFAGETEHL
¥ergl. H3-WS

IEIJIZI 2I.iIIZI 21|IZI 22|IZI 23|IZI Z‘TD 25|IZI ZE|-IZI 2'?|IZI
Tyr-lcons THAFRFTOOT TETHFOCARE TCTCAGSCAG GHFITTOCTET CAGFACATCL TTCTETCCAL HECACCCCTE GEAICTCAGT TOCCCTTCAT
T¥r-Gocons TEEGAFTCCC TETEFCCAST TCTCASGCAG GEETTCCTET CAGGACATCA TTOTETCCAL GECACCCOTE GRACCTCAST TCOCCTTCAC
Tvr-6ocons THAFAFT 0T TETHFoCARE TCTCAGSCAG GHFTTOCTET CAGFACATCE TTCTETCCAL HECACCCCTE GHAICTCAGT ToOCCCTTCMT
Tyr-23cons THAFAFTCOC TETHFOCARE TCTCAGFCAG GHITTOCTET CAGGACATCH TTCTETCCAL HECACCCCTE GERACCTCAGT TCOCCCTTCMS
Tvr-45cons TEHFAFT 0T TETGHFoCART TCTCAGGCAG GHFTTCCTET CAGGACATCE TTCTETCCAS GECACCCCTE GEACCTCAGT TOCCCTTCAT
Tvr-52cons THAFRFTOOT TETHFOCARE TCTCAGSCAS GHFTTOCTET CAGGACATCE TTCTEHTCCAL HHCACCCCTE GEuCCTCAGT TOCCCTTC AT
Tyr-62cons TEHFHFAFTCOC TETGEOCARE TCTCAGGCAG GEETTOCTET CAGGACATCA TTCTETCCAL GECACCCCTE GEACCTCAGT TOCCCTTCLS
Tvr-66cons TEHAFAFT 0T TETHFCCARE TCTCAFFCAG HHFTTOCTET CAGGACATCE TTCTETCCAL HECACCCCTE HELCCTCAGT TOCCCTTCAT
Tvr-T78cons THAFRFTCOT TETHFOCARE TCTCAGSCAG GHFITTOCTET CAGFACATCLA TTCTEHTCCAL HECACCCCTE GE&CCTCAGT TOCCCTTCAT
Tyr-130cons TEHHFAFTCOC TETGEOCARE TCTCAGGCAG GHETTOCTET CAGGACATCH TTCTETCCAL GECACCCCTE GEACCTCAGT TCOCCCTTCMS
Tvr-13%9cons THAFAFT 0T TETHFoCARE TCTCAGSCAG GHFTTOCTET CAGFACATCE TTCTETCCAL HECACCCCTE GHAICTCAGT ToOoCCTTCMLT
Tyr-140cons THAFRFTOOT TETHFOCARE TCTCAGSCAG GHFITTOCTET CAGFACATCLA TTCTETCCAL HECACCCCTE GELICTCAGT TOCCCTTCAT
¥ergl. H3
¥Yergl. WS
Cons. HS THAFRFTOOT TETHFOCARE TCTCAGSCAG GHFITTOCTET CAGFACATCL TTCTETCCAL HECACCCCTE GEAICTCAGT TOCCCTTCAT
Cons. W3 TEHFAFT 0T TETHFoCAGE TCTCAGGCAG GHFTTCCTET CAGGACATCE TTCTETCCAS GECACCCCTE GEACCTCAGT TOCCCTTC AT
¥ergl. H3-WS

28|IZI QEI'IZI 3I.illil 31|IZI 32|IZI 33|IZI 34IIZI SSIIZI SEINZI
Tvr-1lcons CHAFAFTHAT FadlFHHFALET CTTHHOCCTC CHFTCTTTTAT &&CAGFFACCT GCCAGTEHCTT TEHFCAACTTC ATHHFATTTA ACTEHTHZLME
Tyr-Goons CHAAFTHAT GadlFHHFLET CTTHIOCCTC CHTCTTTTAT &bCAGFFACCT GCCAGTEHCTT THCAACTTC ATHHFATTTLA ACTETHHLMLE
Tvyr-Goons CEGEETHIAT GhbCEHFAGT CTTHFOCCTC CETCTTTTAD AACASSLICT FCOCAGTGCTT THHCAACTTC ATHFGATTTA ACTETGGALG
Twr-23cons CEHFAFAFTHFAT GadlHFFAET CTTHOCCTC CHTCTTTTAT &b&CAFFACCT GCCAGTEGCTT THFCAACTTC ATGHFATTTA ACTEHTHFAMS
Twr-48cons CHAFAFTHAT FadlFHHFALET CTTHOCCTC CEFTCTITTTAN &&CAGFFACCT GCCAGTEHCTT TEHFCAACTTC ATHHFATTTA ACTEHTHHLME
Tyr-G2cons CHAAFTHAT GadlFHHFLET CTTHOCCTC CETCTITTTAT &bCAGFFACCT GCCAGTEHCTT THFCAACTTC ATHHFATTTLA ACTETHHLLE
Tyr-62cons CEHFAFAFTHFAT GadlHFFAGET CTTHZCOCCTC CHTCTITTTAN &ACASFFACCT GCCAGTEHCTT THFCAACTTC ATGHFATTTA ACTETHFAME
Tvr-Ghcons CHAFAFTHAT FablFHHFALET CTTHOCCTC CHFTCTTTTAT &&CAGFACCT GCCAGTEHCTT TEHFCAACTTC ATHHFATTTA ACTEHTHHLME
Tvr-78cons CHAAFTHAT GadlFHHFLET CTTHOCCTC CHTCTTTTAT &bCAGFFACCT GCCAGTEHCTT THFCAACTTC ATHHFATTTLA ACTETHHLMLE
Tvyr-1530cons CEGEETHEAT GhbCEHFAGT CTTHSOCCTC CETCTTTTAC AACASSLICT FOCAGTGCTT THHCAACTTC ATHFGATTTA ACTETGGALG
Twr-139%cons CEHFAFAFTHFAT GadlHFFAET CTTHFOCCTC CHTCTTTTAT &b&CAFFACCT GCCAGTEHCTT THFCAACTTC ATGEHFATTTA ACTEHTHFAMS
Twr-140cons CHAFAFTHAT FadlFHHFALET CTTHOCCTC CHFTCTTTTAC AACAGFFACCT GCCAGTEHCTT TEHFCAACTTC ATHHFATTTA ACTEHTHHLMLE
Yergl. HS *
Yergl. W3
Cons. HS CHAFAFTHAT FadlFHHFALET CTTHHOCCTC CHFTCTTTTA* AACAGFACCT GCCAGTEHCTT TEHFCAACTTC ATHHFATTTA ACTEHTHHLMLE
Cons. WS CHAAFTHAT GadlFHHFLET CTTHIOCCTC CHTCTTTTAT &bCAGFFACCT GCCAGTEHCTT THCAACTTC ATHHFATTTLA ACTETHHLMLE
Yergl. HS-W3 *

Abbildung 53:

Sequenzvergleich Teil a zwischen Haus- und Wildschweinen im tyr-Gen.

Aufgeftihrt sind die Hausschweinproben (1, 5, 139, 139 und 140) und Wildschweinproben (6,
23,48, 52, 62, 66, 78). In diesem Abschnitt sind zwei Basensubstitutionen und eine heterozygote
Situation an Position 310 zu erkennen.
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S'Ti'IJ 3E|lU S‘SI'IJ 4E|IU 41iIII 42|U 43||J 4-.4|.U 45||J
Tyr-1lcons TTETAAGTTT GECTTTCAR: GACCCARACTE CACAGLGAGE CGACTTTTG: TCAGAAGALA CATCTTTEAT TTEAGTETGE CACAGAAGLL
Tyr-5cons TTETAAGTTT GECTTTCARS GACCOCAACTE CACAGLFAGSE CGACTTTTGS TCAGAAGALA CATCTTTEAT TTGLGTETGH CAGAGAAGLN
Tyr-Goons TTETARASTTT SECTTTCARS GACCOCRACTE CACAGLEAGE CGACTTTTGE: TCAGAAGALA CATCTTTEAT TTELGTETGH CASAGRAGLL

Tyr-Z3cons TTETAAGTTT GECTTTCAGS GACCCAACTE CACAGLFAGG COACTTTTGE TCAGAAGALE CATCTTTGEAT TTGAGTGTG. CACAGRAGLL
Tyr-4Gcons TTETAAFTTT GECTTTCART GACCOCAACTE CACAGLFAGSE CGACTTTTES TCAGALGALA CATCTTTEHFAT TTELGTETH CAGAGAAGLY
Tyr-bicons TTETAASTTT SECTTTCARS GACCCRACTE CACAGLGAGE CGACTTTTG: TCAGAAGALA CATCTTTEAT TTELGTETG. CASAGAAGLD
Tyr-62cons TTETAAGTTT GECTTTCAGS GACCCAACTE CACAGLFAGG COACTTTTGE TCAGAAGALE CATCTTTGEAT TTGAGTGTG. CACAGRAGLL
Tyr-6ocons TTETALASTTT SECTTTCARS GACOCALACTE CACAGLEAGE CGACTTTTG: TCAGAAGALAL CATCTTTEAT TTGALGTETG CASAGAAGLL
Tyr-7Gcons TTETAAGTTT GECTTTCAR: GACCCRACTE CACAGLGAGE CGACTTTTG: TCAGAAGALA CATCTTTEAT TTGAGTETGE CACAGAAGLL
Tyr-130cons TTETAAGTTT GECTTTCARS GACCOCAACTE CACAGLFAGSE CGACTTTTGS TCAGAAGALA CATCTTTEAT TTGLGTETGH CAGAGAAGLN
Tyr-13%cons TTETARASTTT SECTTTCAR: GACCOCRACTE CACAGLEAGE CGACTTTTGE: TCAGRAGALA CATCTTTEAT TTELGTETGH CASAGRAGLL
Tyr-140cons TTETAAGTTT GECTTTCAR: GACCCRACTE GACAGLGAGE CGACTTTTG: TCAGAAGALA CATCTTTEAT TTEAGTETG. CACAGAAGLL

¥ergl. HS *
Yergl. W3
cons. HS TTETAAGTTT GECTTTCAGG GACCCAMITE +ACAGLFAGE CHFACTTTTH: TCAGAdGANS CATCTITGAT TTHAGTETEE CAGAGAAGLDN
Cons. WS TTEFTAASGTTT FHHCTTTCAFF FACCCALITE CACAGLGFAGE CFACTTTTH: TCAGALFALL CATCTITEAT TTHFASTETEHE CAGAGAAGLN
¥ergl. H3-W3 *

4EI.IJ 4'Ii‘D 48|IJ 4S||D SEIIIJ 51|D SEI:IJ 53|D S%D
Tvr-1lcons CAAATTTCTT GOCTACCTCA CTTTAGIGAS ACATACTACT &FCCOCAGACT TCETCATCOC CACAFSCACT TACHICCALL THAATAATHF
Tyr-Goons CaAATTTCTT GOCTACCTCA CTTTASIGAS ACATACTACC AGCCOCAGACT TCETCATCOC CACAFSCACT TACHFCCALL THAATAATHF
Tvr-6Cons CAAATTTCTT GOCTACCTCA CTTTARIGAL ACATACTACT &FCOCAGACT TCETCATCOC CACAFSCALCT TACHFCCALL TEHLATLATHF
Tyr-23cons CasdTTTCTT GOCTACCTCA CTTTASCGAS ACATACTACC AGCCOCAGACT TCGTCATCOC CACAGSCACC TACHFOCALL THAATAATEH:
Tyr-4&cons CAaAATTTCTT GOCTACCTCA CTTTASIGAL ACATACTACC AFCCOCAGACT TCETCATCOC CACAFSCACC TACHFCCALL TEHLATLATHT
Tvr-bZcons CAAATTTCTT GOCTACCTCA CTTTARIGAS ACATACTACT &FCCOCAGACT TCETCATCOC CACAFSCACT TAHCHFCCALL TEHLATLATHT
Tyr-62cons CasdTTTCTT GOCTACCTCA CTTTASCHAS ACATACTACC AGCCOCAGACT TCETCATCOC CACAGSCACC TACHFCCALL TEHAATAATHF
Tvr-6écons CAaAATTTCTT GOCTACCTCA CTTTASIGAL ACATACTACC AFCCOCAGACT TCETCATCOC CACAFSCACC TACHFCCALL TEHLATAATHT
Tyr-78cons CAAATTTCTT GOCTACCTCA CTTTAGIGAS ACATACTACT &FCCOCAGACT TCETCATCOC CACAGFSCACT TACHICCALL THAATAATHF

Tyr-130cons CLALTTTCTT GOCTACCTCA CTTTAGIGAL ACATACTACT AGCCCAGLCT TOGTCATCO] CACAGECACT TATHZ(CALL THRATAALTES
Tyr-13%cons CLARTTTCTT HCCTACCTCA CTTTARCGAA ACATACTACC AGCCCAGLCT TCGTCATCOC CACAGECACC TACHZCCALL THRATAALTE:
Tyr-140cons CLAMTTTCTT GCOCTACCTCA CTTTAGIGALA ACATACTACC AGCCCAGLCT TOGTCATCOD CACAGSCACT TATHZICALL THRATAATGE

¥ergl. HS ——*
Vergl., W3
Cons. HS CasdTTTCTT GOCTACCTCA CTTTASCHAS ACATACTACC AGCCOCAGACT TCETCATCOC CACAFSCACC Ta+FHCCALL THAATAATHF
Cons. WS CAaAATTTCTT GOCTACCTCA CTTTASIGAL ACATACTACC AFCCOCAGACT TCETCATCOC CACAFSCACC TACHFCCALL TEHLATAATHT
¥ergl. H3-W3 -

55|EI SE|-IZI 5'Ii‘IZI 5E|IU SEIJIJ E-UIIZI 61|U 62|IZI E-SIU
Tyr-1lcons ATCARCHCCC ATSTTTASTG ACATCALCAT TTATGACCTC TTTETCTGEL TEHCATTATTA CETETCAMGG GACACACTAC TTEHHHHFCTC
Tvr-Bcons LTCARCHZCC ATSTTTAGTE ACATCALCAT TTATGHRCCTC TTTETCTEH:L TEHCATTATTA COHTEHTCAMGG GACACAITAC TTEHFHFFFITC
Tyr-6cons ATCARCHCCC ATSTTTASTE ACATCALCAT TTATEHFACCTC TTTETCTEH:L TEHCATTATTA CEHTETCALGE GACACACTAC TTEHFHFAFFCTC

Tyr-zZ3cons ATCARACACCC ATETTTAGTE ACATCAACAT TTATGACCTC TTTETCTEHEL TECATTATTA CETETCRAGE GLCACACTAC TTEGHEEHECTC
Tyr-48cons ATCARACACTC ATETTTAGTE ACATCALRCAT TTATGACCTC TTTETCTEHE:L TECATTATTA CETETCRAGE GLOACLITAC TTEHGHEHZITC

Tyr-Bacons ATCARACACCC ATGTTTAGTE ACATCAACAT TTATGACCTC TTTETCTEEE TECATTATTA CGTETCRAGE GACACACTAC TTEEEEHECTC
Tyr-fzcons ATCHRACACCC ATETTTAGTE ACATCALRCAT TTATGACCTC TTTETCTEHE:L TECATTATTA CETETCRAGE GLCACLITAC TTEHGHEHZITC
Tyr-66cons ATCARACARCCC ATGTTTAGTE ACATCAACAT TTATGACCTC TTTETCTGEE TECATTATTA COTETCARAGE GACACACTAC TTEGRGHECTC

Tyr-78cons ATCHRACACCC ATETTTAGTE ACATCALRCAT TTATGACCTC TTTETCTEHE:L TECATTATTA CGTETCRAGE GLCACLITAC TTEHGHEHZITC
Tyr-130cons ATCARACARCCC ATGTTTAGTE ACATCAACAT TTATGACCTC TTTETCTGEE TECATTATTA CGTETCTAGE GACACACTAC TTEGRGHECTC
Tyr-139%cons ATCRACACCC ATETTTAGTE ACATCARCAT TTATGARCCTC TTTETCTEEL TEHCATTATTA CETETCRAGE GLCACLCTAC TTEHEHEHECTC
Tyr-140cons ATCAACACCC ATGTTTAGTG ACATCALCAT TTATGACCTC TTTETCTGEL THCATTATTA CHTETCTAGE GLCACLITAC TTEHHGSHHITC

Yergl. H3 L.
Yergl. W3
Zons. HS LTCARCHZCC ATSTTTAGTE ACATCALCAT TTATGHARCCTC TTTETCTEH:L TEHCATTATTA CETETCAGHF GACACACTAC TTEHFHFFFITC
Zons. WS ATCARCHCCC ATSTTTASTG ACATCALCAT TTATGACCTC TTTETCTGEL TEHCATTATTA CETETCAMGG GACACACTAC TTEHHHHFCTC
Yergl. H3-WS5 o

64|U 65|IZI E.EIuIZI S'Zi‘D SSIIJ SEIlIZI 'T-‘L'lllJ '?1IIZI 'I-‘QID
Tvr-lcons TEasdTCTH AFAGACATTE ATT
Tvr-Bcons TEasdToTH AGAGACATTE ATT
Tvr-6cons TEasdTCTH AFAGACATTE ATT
Tvr-Z3cons TEaABTOTHS AGLGLCATTE ATT

Tyr-48cons TERLATCTH: LEAGLCATTE ATT
Tyr-bZcons TEALATCTHS AFAGLCATTS ATT
Tyr-tzcons TEALATCTH: AFAGACATTE ATT
Tyr-e6cons TEALATCTHS AFAGLCATTS ATT
Tyr-78cons TEALATCTH: AFAGACATTE ATT
Tyr-130cons TEALATCTHS AFAGLCATTS ATT
Tyr-13%cons TEALATCTH: AFAGACATTE ATT
Tyr-140cons TEALATCTHS AFAGLCATTS ATT

Yergl. H3 -
¥ergl. W3 -—
Zons. H3 TEaAATCTEH AFAGACATTE ATT
Zons. W3 TEhdATCTEH AFAGLCATTE ATT

|Veru;rl. H5-W3 -—

Abbildung 54: Sequenzvergleich Teil b zwischen Haus- und Wildschweinen im tyr-Gen.
Aufgeftihrt sind die Hausschweinproben (1, 5, 139, 139 und 140) und Wildschweinproben (6,
23,48, 52, 62, 66, 78). In diesem Abschnitt sind drei Basensubstitutionen zu erkennen.
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Der Sequenzvergleich zeigt, dass zwischen den Hausschweinen im sequenzierten Bereich des
tyr-Gens funf Sequenzunterschiede auftreten, wahrend zwischen den Wildschweinen kein
Sequenzunterschied auftritt. Drei Sequenzunterschiede treten nur bei den Proben 130 und 140
auf, eine nur bei Probe 140. Bel den Mutationen an Position 310 des tyr-Gens findet sich bel
den Wildschweinen 6, 48, und 62 eine heterozygote Situation mit den Basen C und T.

Bel Probe 130 ebenso wie bei Probe 1 und 5 handelt es sich um Hausschweine der Rasse
Deutsche Landrasse, wahrend es sich bel Probe 140 ebenso wie bel Probe 139 um die Rasse
Piétrain handelt. Die vorhandenen Sequenzunterschiede sind weder innerhalb der Unterart
noch innerhalb der Rassen einheitlich. Um die Auswirkungen der DNA-Sequenzanderungen
auf die Aminosauresequenz (AS-Sequenz) zu beurteilen, wurde die DNA-Sequenz in die AS-

Sequenz trandatiert (Abbildung 55).
v

10 20 a0 40 a0 a0 7o a0
AGTGTGTGACTCART TARCARGCTCARRCAGACCT TGTGAGARCTAGAGGAAGAATGCTCCTGGCTGCTTTGTACTGCCT
TCACACACTGAGTTARTTGTTCGAGT TTGTCTGGAACACTCTTGATCTCCTTCT TACGAGGACCGACGARARCATGACGGA

s v+ | ¥4 * 0AROTODODLWVHRTHRTGHARMMLLAARTLY C L
TRAMSLATION OF TYR-GANZ-6 [A] *

Qg 100 110 120 120 140 150 160
GCTCTGGACTTTCCAGACTTCCGCCGGACACTTCCCTCGAGCCTGTGCCTCCTCCARGARCCTGATGGAGARGGAATGET
CGRAGACCTGARAGGTCTGARGGCGGCCTGTGRAAGGGAGCTCGGACACGGAGGAGETTCTTGGACTACCTCTTCCTTACGA

L W TFOTSHAGHFWPFPR®ATILCHAZS S KMNILMME K E C:
TRAMSLAT IOM OF TYR-GAMZ-6 [A] »

170 180 190 200 210 220 230 240
GCCCACCCTGGEGAGGTGATGEGAGTCCCTGTEECCAGCTCTCAGGCAGGEGT TCCTGTCAGGACATCATTCTGTCCARG
CGGGTEGEGEACCCCTCCACTACCCTCAGGGACACCGGTCGAGAGTCCGTCCCCARGGACAGTCCTGTAGTARGACAGGTTE

c PP MWOGGEDOGES P COGOIOL S G ARG S COD 1 1 L 5 Kx
TRAMSLAT IOM OF TYR-GAMZ-6 [A] »
250 260 270 280 290 200 210 320

GCACCCCTGGGACCTCAGTTCCCCT TCACCGGGGTGGATGARCGGGAGTCTTGECCCTCCGTCTTTTRT ARCAGGACCTG
CGTGGGGACCCTGGAGTCARGGGGARGTGGCCCCACCTACT TGCCCTCAGAACC GEGAGGCAGAARAARTATTGTCCTGGAC
AR PLGPOITFPFTSGUDEWREZSUWPSSWUWF XHNRT C
TRAMSLATION OF TYR-GAMZ-6 [A] }

330 340 230 360 avo 380 290 400
CCAGTGCTTTGGCARCT TCATGGGAT TTRRCTGTGGAAGTTGTRARGT TTGGCT T TCAGGGACCCAAC TGCACAGAGAGGE
GGTCACGARARCCGT TGARGTACCCTAARRT TGRCACCT TCARCATTCARACCGARAGTCCCTGGGTTGACGTGTCTCTCCG

o ¢cF 6 HFMGFMWMOLCOCG S CKVFGFOOGPFMNTLCT E R:
TRAMSLATION OF TYR-GAMZ-6 [A] k2

410 420 430 440 430 460 470 420
GACTTTTGGTCAGARGARRCATCTTTGATTTERGTGTGCCAGAGARGARCARAT TTCTTGCCTACCTCACTTTAGCGARA
CTGAAAACCAGTCTTCTTTGTAGAARC TAARACTCACACGGTCTCTTCTTGT TTARAGAACGGATGGAGTGARARTCGCTTT

FE L L WRRARHNI FDODL S WVPFPEUEKMHMNMIEKFILOAYLTL A K
TRAMSLAT IOM OF TYR-GAMZ-6 [A] »
490 00 S0 520 * oS30 240 =11} 260

CATACTACCAGCCCAGACTTCGTCATCCCCACAGGCACCTACGGCCARATGAATARTGGATCARCACCCATGTTTAGTGA
GTATGATGGTCGGETCTGARGCAGTAGGGETGTCCGTGGATGCCGGTTTACTTATTACCTAGT TGTGGGTACAARATCACT

H T TS P DFW I P TGTYGOIHMHWNHNIGSTPHMF S D
TRAMSLAT IOM OF TYR-GAMZ-6 [A] »
570 580 590 G00 * 610 G20 G620 G40

CATCARCATTTATGARCCTCTTTGTCTGGATGCAT TAT TACGTGTCAAGGGACACACTACTTGEGGGCTCTGAARATCTGGA
GTAGTTGTAARATACTGGAGARACAGARCC TACGTAARTAARTGCACAGT TCCCTGTGTGATGAACCCCCGAGACTTTAGACCT

I v 1o L FUNHMHY Y WS RDTLLIGIG S E | W
TRAMSLATION OF TYR-GAMZ-6 [A] i
G650
GAGACATTGATT
CTCTGTRAACTAA
F D I D
— TRANSLATI

Abbildung 55: Trandation der DNA-Sequenz des tyr-Gens von Probe 6 in die Aminosdur esequenz.
Mit Pfeilen markiert sind die finf detektierten Polymorphismen.
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Die DNA-Codons der vier identifizierten Sequenzvarianten sind mit den AS, fur die sie

codieren, in Tabelle 46 aufgefihrt. Variante 1 wurde bei den Haus- und Wildschweinproben
1, 5, 23, 52, 66 und 139 gefunden, Variante 2 bei den Wildschweinproben 6, 48 und 62,
Variante 3 bel Hausschwein 130 und Variante 4 bei Hausschwein 140. Die Tabelle zeigt, dass

es sich bel alen Sequenzunterschieden um Wobble-Positionen handelt, also um die dritte

Position des Tripletts, deren hier vorhandener Austausch nicht zu einer Anderung der AS-

Sequenz fuhrt. Die AS-Sequenz des sequenzierten Abschnitts des tyr-Gens von allen Proben
ist daher identisch.

Tabelled46:  Seguenzvarianten im tyr-Gen und deren Auswirkung auf die Aminosaur e-Sequenz.
Fir die vier identifizierten Sequenzvarianten sind die Codons und die daraus codierte AS an den
Nukleotidpositionen mit Polymorphismen angegeben. Keine der nachgewiesenen Mutationen
flhrt zu einer Verénderung der AS-Sequenz.
Sequenz- Nukleaotid-Position
varianten 8-10 308-310 389-391 521-523 605-607
Codon  AS | Codon AS Codon AS Codon AS Codon AS
1 TGA Stopp | TAT Tyrosn | TGC  Cytosn | TAC Tyrosnh | TCA  Sein
2 TGA  Stopp :::ﬁ‘\(-l; Tyrosin | TGC  Cytosin | TAC Tyrosin | TCA  Serin

TGG Stopp | TAC Tyrosin | TGC Cytosn | TAT  Tyrosin | TCT  Serin
TGG Stopp | TAC Tyrosin | TGG  Cytosn | TAT  Tyrosin | TCT  Serin
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6 IMMUNOREZEPTOR DAP10-GEN

6.1 PCR

Die Sequenz des Immunorezeptor DAP10-Gens (dapl0-Gen) erstreckt sich Uber 1338 Bp,
wobel der nur 265 Bp lange Protein-codierende Abschnitt in vier Exons (39..81, 463..486,
941..1072, 1298..1338) aufgeteilt ist (GenBank-Accession-No.: AF285446). Nach einem
Ubergang von 152 Bp folgt das Immunorezeptor DAP12-Gen (dap12-Gen) in umgekehrter
Transkriptionsrichtung (Yim et al., 2001).

Far die Amplifikation wurden sechs Primer entwickelt, die 1709 Bp des Gens amplifizieren
(Abbildung 56). Die Amplifikate Uberlappen um mehr als 50 Bp. Fur die Amplifikation der
aulReren Bereiche des dap10-Gens wurden keine geeigneten Primerpaare gefunden. Die an das
dapl0-Gen angrenzenden DNA-Sequenzen waren nicht bekannt, so dass die Primer nicht
aulRerhalb des Gens angelegt werden konnten.

Primer

Amplikon Imu 4f/6r: 693 Bp I
WPrimer +

Irtron
mExon
Imu 2fi5r: 584 Bp

Imu 1fi3r: 628 Bp I

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

Immunorezeptar DAP12

Abbildung 56: Lageder Primer und Amplifikateim dapl0-Gen.
Das 265 Bp lange Gen wird von drei Introns unterbrochen und schliefdt an das dap12-Gen an,
das in umgekehrter Transkriptionsrichtung im Genom liegt (Yim et al., 2001). Bis auf den
Primer Imu 1f binden alle Primer in den Introns.

Die PCR-Bedingungen, insbesondere die Annealingtemperatur, wurden optimiert. Bei alen
Temperaturen und Proben entstehen Amplifikate der erwarteten Grofe. Die optimale
Annealing-Temperatur wurde bei Imu 1f/3r mit 55 °C, bei Imu 2f/5r mit 60 °C und bei
Imudf/6r mit 58 °C bestimmt. Die Zusammensetzung des Ansatzes der PCR mit den Imu-
Primerpaaren ist in Tabelle 47 aufgefiihrt, das optimierte PCR-Temperaturprogramm in
Tabelle 48.
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Tabelle47:  Ansatz fir die PCR mit Imu-Primern pro Ansatz a 25 pl.

Substanz Ausgangskonz. Endkonz. Volumen
Wasser - - 157u
Puffer 10-fach 10 pmol/I 1 umol/l 2,5
Magnesiumchlorid 25 mmol/l 2 mmol/l 20u
dNTPs 2,5mmoal/l 0,2 mmol/l 2,0
Primer 1 20 pmol/l 0,2 umol/I 0,25 ul
Primer 2 20 pmol/l 0,2 umol/I 0,25 ul
Polymerase: AmpliTag Gold™ 5U 15U 0,3l
DNA-Extrakt - - 2,0l
Gesamtvolumen - - 25 ul

Tabelle48:  Temperaturprogramm-Zeit-Programm fur die PCR mit Imu-Primern.
Die optimale Anlagerungstemperatur ist bei alen drei Primersystemen unterschiedlich.

Zeit Temperatur
Prozess (min:s) °C) Zyklen
Aktivierung und Aufschmelzen 10:00 95
Denaturierung 0:30 95
Imu 1f/3r =55 °C
Primer-Anlagerung 0:30 Imu 2f/5r = 60 °C 35
Imu 4f/6r = 58 °C
Fortfihrung 0:30 72
Vervollstdndigung 7:00 72
Pause ¥ 4

Unter den oben genannten Bedingungen konnte durch die PCR mit allen Primersystemen bel
der extrahierten DNA der untersuchten Proben ein PCR-Amplifikat erhalten werden. Bei dem
Primersystem Imu 4f/6r entstanden trotz Variierung der Magnesiumchloridkonzentration
sowie des Temperatur-Zeit-Programms fur die PCR nur schwache Banden. Ein Vergleich der
DNA-Sequenz des Imu-4f-Primers mit dem sequenzierten Bereich des Abschnitts Imu2f/5r
zeigt eine vollstandige Ubereinstimmung mit allen sequenzierten Proben. Die Sequenz des
reverse-Primers Imu-6r, die bereits im anliegenden dapl12-Gen liegt, konnte nicht gepruft
werden. Auf die Durchfihrung einer Sequenzierungs-Reaktion des Imu 4f/6r-Bereichs wurde
daher verzichtet.
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6.2 Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte mit den oben beschriebenen Primern jeweils in sense und

antisense-Richtung. Die sense- und antisense-Sequenzen wurden miteinander verglichen und

in einer Consensus-Sequenz zusammengefuhrt. Die Consensus-Sequenzen der verschiedenen

Haus- und Wildschweine sind in Abbildung 57 bis Abbildung 59 aneinander ausgerichtet und

miteinander verglichen worden.

| i 15|U 1E|.IJ l'Ti‘D

Imulf3r-1 GTGETCOGEFEG CEGEEEGGIC GRECTHTETE TTAGGFCAMGT TTTGTALLAG GEACAGCTT: GETGGCATCT GAAGTGAGH: GTECTALGG:
Tmulf3r-5 GTGGETCOSGGG CGGGGEGGCC GEECTETGTS TTAGGCAAMST TTTGTAAALLG GGACAGCTTS GOTGGCATCT GAAGTGAGSS GTCCTAAGGS
Imulf3r-129 |GTGETCGEGG COGGGGGGCIC GGECTETETS TTAGGCAAGT TTTGTAALLG GGACAGCTTS GGTGGCATCT GAAGTGAGSS GTECTAAGGS
Imulf3r-130 |GTGETCGEHG COGEEEGG0C GGGCTETETS: TTAGGCAMGT TTTGTAALLG GGRACAGCTTS GGTGGCATCT GAAGTGAGSS GTCTAAGGS
Inulf3r-140 |GTGETCHFGG COGEFFIFFIC GGGCTEIETE TTAGGCAMGT TTTGTAMMAG GGACAGCTTCG GGTGGCATCT GAAGTGAGH: GTITAAGG:
Twmulf3r-147 |GTGETCGEGG COGGEGGGCC GGECTCTGTS TTAGGCAAGT TTTGTAALLAG GGACAGCTTS GGTGGCATCT GAAGTGAGSS GTGCTAAGGS
Fenp? &% |- - e e e e
Imulf3r-32 GTGETCOGEEG CEGHEEGGIC GEECTGHTETE TTAGGCALMGT TTTGTALLAG GEACAGCTTG GETGGCATCT GAAGTGAGG: GTECTALGG:
Imulf3r-34 GTGETCGE5G CGGGGEEGGIC GEECTETETE TTAGGCAMGT TTTGTAMLLG GHRACAGCTTS GGTGGCATCT GAAGTGAGS: GTGCTALGGS
Tmulf3r-62 GTGGETCOSGGG CGGGGEGGCC GEECTETGTS TTAGGCAAMST TTTGTAAAAG GGACAGCTTG GGTGGCATCT GAAGTGAGSS GTSCTAAGGS
Fanrl! FY¥  |====———-—-- mmmm e e e e e m e em mmmmmmmmem —mmme—e—o
foams BY GTGETCOGEFEG CEGEEEGGIC GRECTHTETE TTAGGFCAMGT TTTGTALLAG GEACAGCTT: GETGGCATCT GAAGTGAGH: GTECTALGG:
s fW GTGETCGE5G CGGEGEEGGIC GEECTETETS TTAGGCAMGT TTTGTAMLLG GERACAGCTTS GETGGCATCT GAMGTGAGSS GTECTAMGGS
Fenyl S5-f¥l--—--——"-"-"-"- ---------- - - -—-—-——————— — ——_——

1‘§IJEI 2E|ID 2]iU 22|EI 23|D 210 25|IJ 26|-D 2'Ti‘U
Imulf3r-1 CAGGTCCTTC TCCCAGCACC CCCCTCOCAT GTAGGCTTCT GHGCCTGGTS CTTTGGHGGAG GGAAGCTGGG TTTGGAATG: CCACCTETTC
Inulf3r-5 CAGGTCCTTC TCCCAGCACC CCCCTCOCAT GTAGGCTTCT GERFICTGGTE CTTTGHGGAT GGAAGCTGGG TTTGEAATG: CCACCTETTC
Twulf3r-129 |CAGGTCCTTC TOCOCAGCACC CCOCTCCCAT GTAGSCTTCT GGGCCTGETS CTTTGGGGAG GGAAGCTGGG TTTGGAATSS CCACCTETTC
Tmulf3r-130 |CAGGTCCTTC TOOCAGCACC CCOCTCCCAT GTAGGCTTCT GGGCCTGETS CTTTGGGGAS GGAAGCTGGG TTTGGAATGS CCACCTGTTC
Imulf3r-140 |CAGGTCCTTC TOOCAGCACC CCOCTCCCAT GTAGGCTTCT GGGCCTGETGE CTTTGHGGAG GRAAGCTGGG TTTGRAATGS CCACCTGTTC
Inulf3r-147 |CAGGTCCTTC TOCCAGCACC CCOCTCCCAT GTAGGCTTCT GGGCCTGETG CTTTGGGGAG GRAAGCTGEE TTTGGAATS: CCACCTGTTC
Fenp? & |- - —————— e e e
Imulf3r-32 CAGGTCCTTC TCCCAGCACC CCCCTCOCAT GTAGGCTTCT GGGCCTGGTS CTTTGGGGAG GGAAGCTGGG TTTGGAATGG CCACCTETTC
Imulf3r-34 CAGGTCCTTC TCCCAGCACC CCCCTCOCAT GTAGGCTTCT GEFICTGGTE CTTTGGAT GGAAGCTGGG TTTGEAATG: CCACCTETTC
Imulf3r-62 CAGGTCCTTC TCCCAGCACC CCCCTCOCAT GTAGGCTTCT GHGCCTGETS CTTTGGGGAT GGAMGCTGGE TTTGGAATSG CCACCTETTC
Fenp? M |- - e e e e
foams. BE CAGGTCCTTC TCCCAGCACC CCCCTCOCAT GTAGGCTTCT GHGCCTGGTS CTTTGGHGGAG GGAAGCTGGG TTTGGAATG: CCACCTETTC
foams fE CAGGTCCTTC TCCCAGCACC CCCCTCOCAT GTAGGCTTCT GHFCCTGGTE CTTTGGGGAT GGAAGCTGGG TTTGGAATGG CCACCTETTC
Fenes, sS5-f5------- - - s s

ZBIEI 29|IJ 3?0 31|E| 32|IJ SSID 34|L'| 35|IJ SEI'D
Twmulf3r-1 TTCTTCTTCT CACTGCTGAS TTTCCGTCTC TACTTCTGSS TTTCTGTCTC TCTGTGTCTC GGGGGGCTOC CCTCCCGTTT GSCCCCTCTT
Imulf3r-5 TTCTTCTTCT CACTGCTGAS TTTCCGTCTC TACTTCTHGG TTTCTGTCTC TOTGTGTCTC GGEEFHCTCOC CCTCCCGTTT GSCCCCTCTT
Imulf3r-129 |TTCTTCTTCT CACTECTGAG TTTOCGTCTC TACTTCTHH: TTTCTGTCTC TCOTGTGTCTC GREEGGCTCC CCTCCOGTTT GRICCCTCTT
Twulf3r-130 |TTCTTCTTCT CACTGCTGAG TTTCCSTCTC TACTTCTGSGG TTTCTGTCTC TCTGTGTCTC GGGGGGCTCC CCTCCOSTTT GGCCCCTCTT
Imulf3r-140 |TTCTTCTTCT CACTGCTGAG TTTOOSTCTC TACTTCTGGG TTTCTGTCTC TCOTGTGTCTC GGGGEGCTCC CCTCCOSTTT GGCCCCTCTT
Imulf3r-147 |TTCTTCTTCT CACTGCTGAG TTTOOSTCTC TACTTCTGE: TTTCTGTCTC TCOTGTGTCTC GREFFEGCTCC CCTCCOSTTT GROCCCTCTT
Ferngd, & |- - e e e
Twmulf3r-32 TTCTTCTTCT CACTGCTGAS TTTCCGTCTC TACTTCTGSS TTTCTGTCTC TCTGTGTCTC GGGGGGCTOC CCTCCCGTTT GSCCCCTCTT
Imulf3r-34 TTCTTCTTCT CACTGCTGAS TTTCCGTCTC TACTTCTGSS TTTCTGTCTC TOTGTGTCTC GEEGEGCTOC CCTCCCGTTT GGCCCCTCTT
Inulf3r-62 TTCTTCTTCT CACTHCTGAS TTTCCGEFTCTC TACTTCTHGG TTTCTGTCTC TOTGTGTCTC GEHFEGCTOC CCTCCCGTTT GEHICCCTCTT
Fenre? o |- - e e e e
foama BY TTCTTCTTCT CACTGCTGAS TTTCCGTCTC TACTTCTGSS TTTCTGTCTC TCTGTGTCTC GGGGGGCTOC CCTCCCGTTT GSCCCCTCTT
foams. fF TTCTTCTTCT CACTGCTGAS TTTCCGTCTC TACTTCTHGG TTTCTGTCTC TOTGTGTCTC GGEEFHCTCOC CCTCCCGTTT GSCCCCTCTT

Fanrl  S5-f

Abbildung 57: DNA-Sequenz des Amplifikatsder Primer Imu 1f/3r.

In diesem Abschnitt sind ale untersuchten Sequenzen von Haus- (obere Sequenzen) und
Wildschweinen (unten) identisch.
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aa0

3‘5||U

4U|El

410

430

440

45|U

Imulf3r-1 TCGCATTECA TCTCTOCAGE GTGEGACATTA CTTCTGAAGA CATCACCTTT TCCOTTTGGGA ACCTCCTCTC CCTGCTGATC TATCTTCCCT
Tmulf3r-5 TCGCATTGCA TCTCTOCASA GTGGACATTA CTTCTGAAGA CATCACCTTT TCCTTTGGGA ACCTCCTCTC CCTGCTGATC TATCTTCCCT
Imulf3r-129 |TOGCATTGCA TCTCTCCAGA GTSGACATTA CTTCTGAAGA CATCACCTTT TCCTTTGGGA ACCTOCTCTC CCTGCTGATC TATCTTCCCT
Imulf3r-130 |TOGCATTGCA TCTCTCCAGA GTGGACATTA CTTCTGAAGA CATCACCTTT TCCTTTGGGA ACCTOCTCTC CCTGCTGATC TATCTTCCCT
Imulf3r-140 |TCOGCATTGCA TCTCTCCAGA GTGGACATTA CTTCTGAAGA CATCACCTTT TCCTTTGGGA ACCTCCTCTC CCTGCTGATC TATCTTCCCT
Twmulf3r-147 |TOSCATTGCA TCTCTCCAGA GTSGACATTA CTTCTGAAGA CATCACCTTT TCCTTTGGGA ACCTOCTCTC CCTGCTGATC TATCTTCCCT
Fenp? &% |- - e e e e
Imulf3r-32 TCGCATTGCA TCTCTOCAGA GTGEFACATTA CTTCTGAAGA CATCACCTTT TCOTTTGRGGA ACCTCCTCTC CCTGCTGATC TATCTTCCCT
Imulf3r-34 TCGCATTGCA TCTCTOCAGE GTGGACATTA CTTCTGAAGA CATCACCTTT TCCTTTGGGA ACCTCCTCTC CCTGUTGATC TATCTTCCCT
Tmulf3r-62 TCGCATTGCA TCTCTOCASA GTGGACATTA CTTCTGAAGA CATCACCTTT TCCTTTGGGA ACCTCCTCTC CCTGCTGATC TATCTTCCCT
Fanrl! FY¥  |====———-—-- mmmm e e e e e m e em mmmmmmmmem —mmme—e—o
foams BY TCGCATTECA TCTCTOCAGE GTGEGACATTA CTTCTGAAGA CATCACCTTT TCCOTTTGGGA ACCTCCTCTC CCTGCTGATC TATCTTCCCT
s fW TCGCATTGCA TCTCTOCAGE GTGGACATTA CTTCTGAAGA CATCACCTTT TCCTTTGGGA ACCTCCTCTC CCTGCTGATC TATCTTCCCT
Fenrl S5-FF[---------- - o s s s s s
4EI;EI 4’Ii‘l3 4EIBU 4S|lEI 5E|ID SJiU 52|IZI 53|D 510
Imulf3r-1 ATCCTTCCAC AGTGGCTGCA GUGCAGSTGA CCTCAGGTGA GAMATCAACA CCCCTTTCCC TTTGTGHGAGC AAGCGACTTC AGGTACTGCT
Inulf3r-5 ATCCTTCCAC AGTGGCTGZA GUGCAGGTGA CCTCAGGTGA GAMATCAACA CCCCTTTCCC TTTGETGGAGC CAGCGACTTC AGFTACTGECT
Tnulf3r-129 |ATCCTTCCAC AGTGSCTGCA GCOCASCTGA CCTCAGCTGA GAAATCAACA CCCCTTTCCC TTTGTGGASC CAGCGACTTC AGGTACTSCT
Imulf3r-130 |ATCCTTCOCAC AGTGGCTGCA GCOCAGGTGA CCTCAGCTGA GAAATCAACA CCOCTTTCCC TTTGTGGAGC CAGCGACTTC AGGTACTSCT
Imulf3r-140 |ATCCTTCOCAC AGTGGCTGCA GCGCAGGETGA CCTCAGSTGA GAAATCAACA CCOCTTTCCC TTTGTGGAGC CAGCGACTTC AGGTACTSCT
Inulf3r-147 |ATCCTTCOCAC AGTGGCTGCA GCGCAGETGA CCTCAGGTGA GAMATCAACLE CCCOCTTTCOCC TTTGTGGAGC AMGCGACTTC AGGTACTGCT
Fenp? & |-————— - ————— ———— e Hmm e
Imulf3r-32 ATCCTTCCAC AGTGGCTGCA GUGCAGSTGA CCTCAGGTGA GAMATCAACA CCCCTTTCCC TTTGTGGAGC CAGCGACTTC AGGTACTGCT
Imulf3r-34 ATCCTTCCAC AGTGGCTGZA GUGCAGGTGA CCTCAGGTGA GALATCAACA CCCCTTTCCC TTTETGFAGC AMGCGACTTC AGGTACTECT
Imulf3r-62 ATCCTTCCAC AGTGGCTGCA GUGCAGGTGA CCTCAGGTGA GAMATCAACA CCCCTTTCCC TTTGTGGAGC CAGCGACTTC AGGTACTGCT
Feng? M |- - —————— e Hmm e
foams. BE ATCCTTCCAC AGTGGCTGCA GUGCAGSTGA CCTCAGGTGA GAMATCAACA CCCCTTTCCC TTTGTGGAGC *AGCGACTTC AGGTACTGCT
foams fE ATCCTTCCAC AGTGGCTGZA GUGCAGGTGA CCTCAGGTGA GAMATCAACA CCCCTTTCCC TTTGETGGAGC *AGCCGACTTC AGGTACTGECT
Fenrs, S5-f5------—--1- - - - Hom oo
55|E| 56|ul3 5'7i‘0 58|E| 59|IJ 6?0 61|L'| 62|:D SSID
Twmulf3r-1 TCCCTOCCCC CGCTEOCOCCA AAGTGTSGCC TGACATTCCT GGAACACCCC CAGCGGCTCT CCAGGTCACC ATCTCGACCTC CCATCCCCAA
Imulf3r-5 TCCCTOCCCOC CGCTHO0CCA AAGTGTHGOC TRACATTCCT GGAACACCCC CAGCGGCTCT CCAGGTCACC ATCTGACCTC CCATCCCCAA
Imulf3r-129 |TOCCTCCCCC COCTEFICCCA AAMGTGCGHIC TGACATTCCT GGAACACCCC CAGCGGCTCT CCAGGTCACC ATCTGACCTC CCATCCCCAA
Twmulf3r-130 |TOCCTCCCCC COCTGCOCCCA AAGTOTCGGCC TGACATTCCT GGAACACCCC CAGCGGCTCT CCAGGTCACC ATCTGACCTC CCATCCCCAML
Imulf3r-140 |TOCCTCCCCC COCTGCOCCCA AAGTOTGGCC TGACATTCCT GGAACACCCC CAGCGGCTCT CCAGGTCACC ATCTGACCTC CCATCCCCAL
Imulf3r-147 |TOCCTCCCCC CGOTGOCCCA AAGTOTGHCC THACATTCCT GGAACACCCC CAGCGGCTCT CCAGGTCACC ATCTGACCTC CCATCCCCAL
Ferngd, & |-——-—— Hm e e e e e e
Twmulf3r-32 TCCCTOCCCC CGCTEOCOCCA AAGTGTSGCC TGACATTCCT GGAACACCCC CAGCGGCTCT CCAGGTCACC ATCTCGACCTC CCATCCCCAA
Imulf3r-34 TCCCTOCCCOC CGCTGO0CCA AAGTGCGGOC TGACATTCCT GGAACACCCC CAGCGGCTCT CCAGGTCACC ATCTCGACCTC CCATCCCCAA
Inulf3r-62 TCCCTCOCCCOC CECTHO0CCA AMGTGTGGCC TRACATTCCT GEAACACCCC CAGCGGCTCT CCAGGTCACC ATCTCGACCTC CCATCCCCAL
Fenre? M |- oo o e e e
foama BY TCCCTOCCCC CGCTEOCOCCA AAGTGHGGCC TGACATTCCT GGAACACCCC CAGCGGCTCT CCAGGTCACC ATCTCGACCTC CCATCCCCAA
foams. fF TCCCTOCCCOC CGCTHO0CCA AAGTGHGGOC TRACATTCCT GGAACACCCC CAGCGGCTCT CCAGGTCACC ATCTGACCTC CCATCCCCAA
Fanrl, BS5-fF|--—--mmmmm mmmmmmmee e e e e e e e e e
6‘10 65|IJ 66{0 6'Ii‘tl EE0 69|D 700 'I-‘lllJ '?ZID
Twmulf3r-1 ATCGGAGGCT CCAAMGGACC CACAGCCCTC
Imulf3r-5 ATCGGAGGCT CCAAAMGGACC CACAGCOCTC
Imulf3r-129 |ATCGGAGECT CCAAMGGACC CACAGCZCCTC
Imulf3r-130 |ATCGGAGGCT CCAAMGGACC CACAGZCCTC
Tmulf3r-140 |ATCGGAGGCT CCAAMGGACC CACAGCCCTC
Tmulf3r-147 |ATCGGAGGCT CCAAAGGACC CACAGCCCTC
L R A B e e il
Twmulf3r-32 ATCGGAGGCT CCAAMGGACC CACAGCCCTC
Imulf3r-34 ATCGGAGGCT CCAAAGGACC CACAGCOCTC
Inulf3r-62 ATCGGAGGFCT CCAAMGGACC CACAGCOCTC
Fenre? o |- ————
foama BY ATCGGAGGCT CCAAMGGACC CACAGCCCTC
foams. fF ATCGGAGGCT CCAAAMGGACC CACAGCOCTC

Fernrl, SE-FF

Abbildung 58: DNA-Sequenz des Amplifikats der Primer Imu 1f/3r.

An Nukleotid-Position 521 und 566 sind bel Haus- (obere Sequenzen) und Wildschweinen
(unten) gleichermal3en Basenaustausche vorhanden.
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Imaz2fbr-1 TCTCATCACC AAACAMGAGAE CCCAGGGACC CAGCCACCCC ACCCCCCGHA GECCTATCTT CAGHGGTATC CACCATGCCC
Imi2f5r-5 TCTCATCACC AMACARGAGAE CCCAGGGACC CAGCOCACCCC ACCCCCCGHA GHCCTATCTT CAGGGGTATC CACCATGCCC
Tma2fhr-129 TCTCATCACC AAACAAGACGA CCCAGGGACT CAGCCACCCC ACCCCCCOGGA GGCCTATCTT CAGGGGTATC CACCATGCCC
Twa2fbr-130 TCTCATCACC AAACAAGAGA CCCAGGGACT CAGCCACCCC ACCCCCCOGGHA GGCCTATCTT CAGGGGTATC CACCATGCCC
ImazZfbr-140 TCTCATCACC AAACAMGAGAE CCCAGGGACC CAGCCACCCC ACCCCCCGHA GECCTATCTT CAGHGGTATC CACCATGCCC
Tm2f5r-145 TCTCATCACC AAACAAGAGA CCCAGGGACC CAGCCACCCC ACCCCCCGGA GGCCTATCTT CAGGGGTATC CACCATGCCC
Vergl A |- e e e e e e e
Tma2fhr-32 TCTCATCACC AAACAAGAGA CCCAGGGACC CAGCCACCCC ACCCCCOGGHA GGUCTATCTT CAGGGGTATC CACCATGCCC
Tma2f5r-34 TCTCATCACC AMACARGAGAE CCCAGGGACC CAGCOCACCCC ACCCCCCGHA GHCCTATCTT CAGGGGTATC CACCATGCCC
Tu2fEr-64 TCTCATCACC AAACAAGAGA CCCAGGGACC CAGCCACCCC ACCCCCCGGA GGCCTATCTT CAGGGGTATC CACCATGCCC
Vergl ¥ |- e e e e e e e
s A5 TCTCATCACC AAACAMGAGAE CCCAGGGACC CAGCCACCCC ACCCCCCGHA GECCTATCTT CAGHGGTATC CACCATGCCC
s, FE TCTCATCACC AMACARGAGAE COCAGGGACC CAGCOCACCCC ACCCCCCGHA GRCCTATCTT CAGGGGTATC CACCATGCCC
Fergl HE-FS - s e e s s s s e
'I-"Ii‘U '?EIBEI '?9|D S?U SJiEI 82|D SSIU 84|EI 85|D
Tma2fbr-1 AGAGCACAGC CCCTGGGGCC TTGGGACACA TCAGCCTETC TCTGGATCTC CCCTCATTCC CCAGGGAATC TGGGCOCACCT AACTCCARAG
ImzZfbr-5 AGAGZACAGC CCCTGGEFFCC TTGFFACACE TCAGCCTGTC TCTGGATCTC CCCTCATTCC CCAGGGAATC TGHFCCACCC AAMCTCCAAAG
Tma2fbr-129 |AGAGCACAGC CQCCTGGZZCC TTGEHFACACA TCAGCCTGTC TCTGGATCTC CCCTCATTCC CCAGGZAATC TGGHGOCACCC AMCTCCAMAG
Tu2f5r-130 |AGAGCACAGC CCOCTGGGGCC TTGSCACACA TCAGCCTGTC TCTGGATCTC CCCTCATTCC CCAGGGAATC TGGGOCACCC AACTCCARAG
Twa2fbr-140 |AGAGCACAGC COCTGGHFCC TTGEEFACACA TCAGCCTGTC TCTGGATCTC CCCTCATTCC CCAGGGAATC TGGHFOCACCC AACTCCAAAG
Imi2for-145 |AGAGCACAGC CCCTGEHFCC TTGFFACACA TCAGCCTGTC TCTHGATCTC CCCTCATTCC CCAGGZAATC TGHFOCACCC AACTCCAAAG
Yergl A5 |- e e e e
Tma2fEr-32 AGAGCACAGC CCCTGGGGCC TTGGGACACA TCAGCCTETC TCTGGATCTC CCCTCATTCC CCAGGGAATC TGGGCOCACCT AACTCCARAG
Tmazfbr-34 AGAGCACAGT CCCTGGEECC TTGHFFACACA TCAGCCTGTC TCTGGATCTC CCCTCATTCC CCAGGGAATC TGHEFOCACCC AACTCCARAG
ImzZfhr-64 AGAGZACAGT CCCTGGEFFCC TTGFFACACE TCAGCCTETC TCTGGATCTC CCCTCATTCC CCAGGRAATC TGHFCCACCC AACTCCAAAG
Vergl ¥5 |- e e e e e e e
Cons. HE AGAGCACAGC CCCTGGGGCC TTGGGACACA TCAGCCTETC TCTGGATCTC CCCTCATTCC CCAGGGAATC TGGGCOCACCT AACTCCARAG
Conns. B AGAGCACAGT CCCTGGEECC TTGHFFACACA TCAGCCTGTC TCTGGATCTC CCCTCATTCC CCAGGGAATC TGHEFOCACCC AACTCCARAG
Fergl, He-FS|---——----— mmm e e e e e e e
SEl.D S'Ti‘tl BElilJ 89|D QDIEI 91|IJ 92|D 93|E| 9%0
Tma2f5r-1 GGACTTACTT TGCOCOCAMGC CCAGCCACGA GTGTCTGGAL CCACACCCTC CCCGCCAGCC ACCTTCTCAT CTCGGCCCCA ACCCTTCAGS
Tma2fbr-5 GGACTTACTT TGCOOCAMGC CCAGCCACGA GTGTCTSGAL CCACACCCTC CCCGCCAGCC ACCTTCTCAT CTCOGGCCCCA ACCCTTCAGS
Tma2fbr-129 |GGACTTACTT TGCCOCCAAGC CCAGCCACGA GTGTCTGGAL CCACACCCTC CCCGCCAGCC ACCTTCTCAT CTCGGOCCCA ACCCTTCAGS
Tma2f5r-130 |GGACTTACTT TGCCCCAMGC CCAGCCACGA GTGTCTGGAL CCACACCCTC CCCGICAGCIC ACCTTCTCAT CTCGGCOCCCA ACCCTTCAGS
Tu2f5r-140 |GGACTTACTT TGCCCCAAGC CCASCCACGA GTGTCTGGAA CCACACCCTC CCCGCCAGCC ACCTTCTCAT CTCGGOCCCA ACCCTTCASS
Tma2f5r-145 |GGACTTACTT TGCCOCCAAGC CCAGCCACGA GTSTCTGGAA CCACACCCTC CCCGCCAGCC ACCTTCTCAT CTCGGOCCCA ACCCTTCASS
Fergl, A |mmmmmmmmmm s e e e e m e mmmmmmm—mm —mmmmm——e-
Tma2fEr-32 GEACTTACTT TGCOCOCAMGC CCAGCCACGA GTGTCTGGAA CCACACCCTC CCCGCCAGIC ACCTTCTCAT CTCGGCCCCA ACCCTTCAGS
Tu2f5r-34 GGACTTACTT TGCOCOCAMGC CCAGCCACGA GTGTCTGGAL CCACACCCTC CCCGCCAGCC ACCTTCTCAT CTCGGCCCCA ACCCTTCAGS
Tmazfbr-64 GGACTTACTT TGCOOCAMGC CCAGCCACGA GTGTCTHGAL CCACACCCTC CCCGCCAGCC ACCTTCTCAT CTCOGHCCCCA ACCCTTCAGS
Fergl, #5  |mmmmmmmmmm s e e e e m e em mmmmmmm—m e —mmmmm——e-
s, A5 GEACTTACTT TGCOCOCAMGC CCAGCCACGA GTGTCTGGAA CCACACCCTC CCCGCCAGIC ACCTTCTCAT CTCGGCCCCA ACCCTTCAGS
Cone. FE GGACTTACTT TGCOOCAMGC CCAGCCACGA GTGTCTSGAL CCACACCCTC CCCGCCAGCC ACCTTCTCAT CTCOGGCCCCA ACCCTTCAGS
Fergld., HO-FS|----mmmmmm mmmm e e e e e m mmmmmmm e mmmmmmm—mm —mmmmm— -
95|0 9E|.u 9’.i'n 9EI=U 9s|!u 10|00 1n|1u 10|20 10|30
Ima2fbr-1 TICCTETILG GOATOTOOE LT TELT Gob e TOCTA G e oG THa oo o T A TG Tohl T TTas Toa oG THa0G
Tma2f5r-5 TTOCTGTTCC GGATGTGSGC CCOCTCTCCCT GOCACTCCTA GCAGGCCTCG TGGCCGCTGA TSCAGTTGTS TCACTGTTAL TCGTGEETGGS
Tma2fbr-129 |TTCCTSTTCC GGATGTHFGC COCTCTCCCT GCCACTCCTA GCAGGCCTCG TGGCCGCOTGA TGHCAGTTGTS TCACTGTTAL TCGTHETGSS
Tma2fer-130 |TTCCTGETTCC GGATGTHAGC COCTCTCCCT GCCACTCCTA GCAGGCCTCG TGGCCGCTEA THCAGTTGT: TCACTGTTAL TCGTHETGH:
Tum2f5r-140 |TTCCTGTTCC GGATGTGGGC COCTCTCCCT GCCACTCCTA GCAGGCCTCG TGGCCGCTGA TGCAGTTGTS TCACTGTTAL TCGTESTGSS
Tma2f5r-145 |TTCCTSTTCC GGATGTGEGC COCTCTCCCT GCCACTCCTA GCAGGCCTCG TGGCCGCTGA TGCAGTTGTS TCACTGTTAL TCGTGETGSS
Fergl, HY |mmmmmmmmmm s e e s e m e mmmmmm—mm —mmmm——e-
Imz2fbr-32 TTCCTGTTCC GGATGTGHHC CCCTCTCCCT GUCACTCCTA GCAGGCCTCG TGGCCGCTGA THCAGTTGT: TCACTGTTAA TCGTRETGES
Tu2f5r-34 TTCCTSTTCC GGATGTSSGC CCCTCTCCCT GCCACTCCTA GCAGGCCTCG TGGCCGCTGA TGCAGTTGTS TCACTGTTAA TCGTGETGES
Tma2fEr-64 TTCOCTGTTCC GGATGTGGGC CCCTCTOCCT GUCACTCCTA GCAGGCCTCG TGGCCGCTGA TGCAGTTGTS TCACTGTTAL TCGTEETGGS
Fergl, #5  |mmmmmmmmmm s e e e e m e em mmmmmmm—m e —mmmmm——e-
s, A5 TTCCTETTCC GGATGTGEHC CCCTCTCOCCT GUCACTCCTA GCAGGCCTCG TGGCCGCTEA THCAGTTGTS: TCACTGTTAA TCGTRETGES
Cons. FF TTCCTSTTCC GGATGTSSGC CCCTCTCCCT GCCACTCCTA GCAGGCCTCG TGGCCGCTGA TGCAGTTGTS TCACTGTTAA TCGTGETGES
Fergld., HO-FS|----mmmmmm mmmm e e e e e m mmmmmmm e mmmmmmm—mm —mmmmm— -
1EI|40 10;50 10|E-U lﬂi?U 10i‘30 IUiBU 11|UEI 11|1lJ 11i20
Imaz2fbr-1 GGETATTTGT: TGCOGGACGOC CACGCAGCAG GUCCACCCAL GUTGAGGGCA GGGACGGGCT GEGCCTGAAG AGHETTGHFTG TCCCTAGGGA
Imi2f5r-5 GETATTTGTG TGCGGACGOC CACGCAGCAG GUCCACCCAL GGTGAGGGCA GGGACGGGCT GHGCCTGAAG AGHITTGGTG TCCCTAGGGA
Tua2f5r-129 |GGTATTTGTS TGCGGACGCC CACCCAGCAG GCCCACCCAL GGTGAGGGCA GGGACGGGCT GGGOCTGAAG AGGGTTGSTG TCCCTAGSSA
Twa2fbr-130 |GGTATTTGTS TGOGGACGCC CACGCAGCAG GCCCACCCAL GGTGAGGGCA GGGACGGGCT GGGOCTGAAG AGGGTTGETG TCCCTAGGSA
Tua2fer-140 |GETATTIGTS TGCGGACGOC CACGZAGCAG GCCOCACCCAL GGTGAGHFCA GGGACGGGCT GGGCCTGAAG AGGGTTHFIG TCCCTAGGEA
Tu2f5r-145 |GGTATTTGTS TGCGGACGCC CACCCAGCAG GCCCACCCALA GGTGAGGGCA GGGACGGGCT GGGCCTGAAG AGGGTTSSTG TCCCTAGSSA
Vergl A |- e e e e e e e
Tma2fhr-32 GGTATTTGTSE TGCOGGACGCOC CACGCAGCAG GUCCACCCAL GOTGAGGGCA GGGRACGGGCT GGGCOCTGAAG AGGGETTGHGTG TCCCTAGG:RA
Tma2f5r-34 GETATTTGTG TGCGGACGOC CACGCAGCAG GUCCACCCAL GGTGAGGGCA GGGACGGGCT GHGCCTGAAG AGHITTGGTG TCCCTAGGGA
Tu2fEr-64 GGTATTTGTS TGCGGACGCC CACGCAGCAS GCCCACCCAL GGTGAGGGCA GGGACGGGCT GGGCCTGAAS AGGGTTGGTS TCCCTAGGGA
Vergl V¥ |--mmmm e e e e e e e
s A5 GGETATTTGT: TGCOGGACGOC CACGCAGCAG GUCCACCCAL GUTGAGGGCA GGGACGGGCT GEGCCTGAAG AGHETTGHFTG TCCCTAGGGA
s, FE GETATTTGT: TGOGGACGOC CACGCIAGCAG GUCCACCCAL GOTGAGGGCA GGGACGGGCT GHGCCTGAAG AGHITTGGTG TCCCTAGGGA
Yergl AS-¥FS5|---———---- - e e e e e
11|30 11i4lJ 11i50 11i50 lliI-‘IJ lliEFU 11i9EI 12|UIJ 12|10
Tmazfbhr-1 GGGGGETCCC CAGGGOGEEE GOCCCAGEET AMGCOCCTGGA GOTTCTGGGE AMACCCTGSS GEOGGTHCTT GEHHE
ImzZfbr-5 GEGGHFEFTCCC CAGGGCGEA: GUCCCAGHFD AMGCOCCTGGA GOTTCTHGGG AMACCCTGE: GROGGTHCTT A
Tma2fbr-129 |GEEGEETCCC CAGGGCGEGG GOCCCAGGGC AMGOCCTGGA GGTTCTHHGG AMMICCTGEG GGHOGGTECTT GGG
Twa2fbr-130 |GGGGGEETCCC CAGGGCGEGE GOCCCAGGGC AAGCCCTGGA GGTTCTGGGG AAAMCCCTGEE GGOGGTCGCTT GGGGSE
Twa2fbr-140 |GGGGEFTCCC CAGGGOGEHG GOCCCAGGGC AAGCCCOTGGA GGTTCTGHGG AAACCCTGEG GGHOGETGCTT GGHGHGE
Imi2fbr-148 |GEEEEFTCCC CAGRRCGEGG GOCCCAGGHGC AAMGCCOUTGRA GGTTCTHHGG AAMMCCCTGRG GHOGGTHCTT GGG
Vergl A |- e e e e e e
Tma2fEr-32 GGGGGETCCC CAGGGOGGGE GOCCCAGGEC AMGCCCTGGA GOGTTCTGGGSE AMACCCTGGS GGEOGGTGCTT GGGGSE
Tmazfbr-34 GGGGGETCCC CAGGGOGEE: GOCCCAGEET AMGCOCCTGGA GOTTCTGGGE AMACCCTGSS GEOGGTHCTT GEHHE
Tmi2fEr-64 GGEGGEETCCC CAGGGCGEGG GOCCCAGHET AMGCOCCTGGA GGTTCTGGGG AMACCCTGES GROGGETHCTT GRHG
Vergl ¥5  |---mmmmmmm e e e e e e
Cons. HE GGGGGETCCC CAGGGOGGGE GOCCCAGGEC AMGCCCTGGA GOGTTCTGGGSE AMACCCTGGS GGEOGGTGCTT GGGGSE
s FE GGEGGHEETCCC CAGGGOGEE: GOCCCAGHFD AMGCOCCTGGA GOTTCTGGGG AMACCCTGE: GROGGTHCTT A
Yergl, A-¥5|l---——-——--- e e e e

Abbildung 59: DNA-Sequenz des Amplifikats der Primer Imu 2f/5r.
In diesem Abschnitt sind alle untersuchten Sequenzen von Haus- (obere Seguenzen) und
Wildschweinen (unten) identisch.
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In dem sequenzierten Abschnitt des dapl0-Gens existieren nur zwel Polymorphismen. An
Position 521 ist sowohl bel Haus- wie auch bel einem Wildschwein ein C-A -Transition und
an Position 566 ebenfals bel Haus- und Wildschweinen eine T-C-Transition. Diese
Polymorphismen sind somit nicht Unterarten-charakteristisch. Die Mutationen liegen im

Intron, so dass keine Unterschiede in der Aminosaure-Sequenz auftreten.
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7 MIKROSATELLIT S0602

Der Mikrosatellit S0602 wurde als repetetiver Bereich bei Sdugetieren gefunden und in der
Genbank vertoffentlicht (Benson et al., 2000; Accession No. AJ276455). Ein Vergleich
zwischen den Sequenzen verschiedener Arten oder Rassen war nicht mdglich, da nur eine
Sequenz verdffentlicht war. Fur dieses System wurde dennoch ein PCR-System etabliert, da
repetetive Bereiche hohe Mutationsraten aufweisen und damit fur eine Differenzierung
unterhalb der Artengrenze geeignet erscheinen.

7.1 PCR

Der Bereich des Mikrosatelliten S0602 wurde mit einem Primerpaar amplifiziert. Die Lage
der Primer in diesem Bereich ist in Abbildung 60 dargestellt. Das optimierte PCR-
Temperaturprogramm ist in der Tabelle 49, der verwendete PCR-Mastermix in Tabelle 50

aufgefihrt.
Primer f .
Armplikon Amplifikat 564 Bp l
W Primer r
S0602; 630 Bp
0 100 200 300 400 S00 GO0

Abbildung 60: Lage der Primer und des entstehenden Amplifikatsim Mikrosatelliten.
Das Amplifikat umfasst 564 des 630 Bp grofen Sequenzabschnitts. Die repetetiven Bereiche
liegen vollstdndig zwischen den Primern.

Tabelle49: Temperaturprogramm fur die Amplifikation des SO602-Ber eichs.
Die Anlagerungstemperatur betrdgt 52 °C, der Fortfuhrungsschritt wurde aufgrund der
Optimierung auf 90 s, der abschlieflende Vervollsténdigungsschritt auf 10 min erhoht.

Prozess Zeit (min:s) Temperatur (°C) Zyklen
Aktivierung und Aufschmelzen 8:00 95
Denaturierung 0:30 95
Primer-Anlagerung 0:30 52 35
Fortfihrung 1:30 72
Vervollstdndigung 10:00 72
Pause ¥ 4
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Tabelle50:  Mastermix fur die PCR im Mikrosatelliten S0602.
Berechnet fir ein Ansatzvolumen von 25 pl. Das Verhdltnis von Primern zu dNTPs wurde im
Zuge der Optimierung leicht zugunsten der dNTPs verschoben. Aufgefiihrt ist der optimierte

Mastermix.

Substanz (Einheit) Ausgangskonz. Endkonz. Menge pro Ansatz (ul)
Wasser 14,2
Puffer 10-fach (umol/l) 10 1 25
Magnesiumchlorid (mmol/l) 25 2 2,0
dNTPs (mmol/l) 2,5 0,3 3,0
Primer 1 (umol/l) 20 0,4 0,5
Primer 2 (umol/l) 20 0,4 0,5
Polymerase: AmpliTag Gold™ (U) 5 15 0,3
DNA-Extrakt (pmol/l) 2
Gesamtvolumen 25

7.2 Sequenzierung

Der S0602-Bereich von einigen Haus- und Wildschweinproben wurde mit dem 310 Genetic

Analyzer ABI Prismd sequenziert. Die Sequenzen wurden aneinander ausgerichtet und

miteinander verglichen. Diesist Abbildung 61 und Abbildung 62 dargestellt.

51 EEr -1 - Rl ¥ hyyv ¥ gl v ¥y gy yder el valiteav TelF Guisp v Wy iell cF e el SV A Yol it ed YoF Wil olel ol olel JIF Y Laf ¥el e ¥ X
H51£2r-5 —-------GT GAALTTTAATT GTAAATTTTT CACTCTGTAG ATTCTAATTG GAGACTAAAL ACTGTTGACA GOCTCTTCCT ATCAMGGALC
H§1£Zr-129 —-------GT GAALTTTAATT GTAGATTTTT CACTCTGGAG ATTCTAATTG GAGACTAAAL ACTGTTGACA GOCTCTICCT ATCAAGGAAC
H51£2r-130 —-------GT GAATTTAATT GTAAATTTTT CACTCTGTAG ATTCTAATTG GAGACTAAAL ACTGTTGACA GCCTCTTCCT ATCAAGGALC
H51£2r-140 —-------GT GAATTTAATT GTAGATTTTT CTCTCTGTAG ATTCTAATTG GAGACTAAAL ACTGTTGACA GCCTCTTCCT ATCAAGGAAC
H51£2r-145 —-------GT GAALTTTAATT GTAGATTTTT CTCTCTGTAG ATTCTAATTG GAGACTAAAL ACTGTTGACA GOCTCTICCT ATCAMGGAGC
HS1£2r-147 —-------GT GAATTTAATT GTAAATTTTT CACTCTGTAG ATTCTAATTG GAGACTAAAL ACTGTTGACA GOCTCTTCCT ATCAAGGALC
Fangd. H¥ e P L. L *o
H51f2r-32 --------GT GAATTTAATT GTAAATTTTT CTCTCTGTAG ATTCTALTTG GAGACTAALL ACTGTTGACA GCCTCTTCCT ATCAAGGAGC
H51£2r-34 —-------GT GAATTTAATT GTAGATTTTT CTCTCTGTAG ATTCTAATTG GAGACTAAAL ACTGTTGACA GCCTCTICCT ATCAAGGAGC
H51£2r-62 —-------GT GAALTTTAATT GTAGATTTTT CTCTCTGTAG ATTCTAATTG GAGACTAAAL ACTGTTGACA GOCTCTTCCT ATCAMGGAGC
HS1f2r-64 —-------GT GAATTTAATT GTAGATTTTT CTCTCTGTAG ATTCTAATTG GAGACTAAAL ACTGTTGACA GOCTCTICCT ATCAAGGALC
Fengd B e e oo Hmmmmmm mmmmmmmmmm mmmmmmmmm mmmmmmmmm e e e e
Cowim, ——------GT GAATTTAATT GTaaATTTTT CaCTCTGTAG ATTCTAATTG GAGACTAAAL ACTGTTGACA GCCTCTTCCT ATCAAGGAAC
Cana. B —-------GT GAATTTAATT GTAgATTTTT CTCTCTGTAG ATTCTAATTG GAGACTAAAL ACTGTTGACA GOCTCTTCCT ATCAMGGATC
L A . T — Hommm - K o e e e *-

lflnlJ lTi‘lJ 1?0 l‘El!D 2lJ|EI 21|EI 22|IJ 23|lJ 2%0
5T EEF -1 el ek teloiy P o oF Vel el AP ¥ Reloleh Y Ll el Yalob valo Vi VL VU G Ee e b A VRS iy i (ol G Hleloly y Vel caloF e'e ol Velf el Pt e/l WL |
H51£2r-5 GTGAGCTTAL TTCAGTGGTA AMGCGATGTG ACCTCCATTA TATATAGGAL TAATTTATTC ATACCCTTTG TCCAGGGCAG GTAGGGAAAT
HS1£2r-129 GTGAGCTTAL TICAGTGGTA AMGCGATGTG ACCTCCATTA TATATAGGAL TAATTTATTC ATACCCTTTG TCCAGGGCAG GTAGGGALLT
H51£2r-130 GTGAGCTTAL TTCAGTGGTA AMGCGATGTG ACCTCCATTA TATATAGGAA TAATTTATTC ATACCCTTTS TCCAGGGCAS GTAGGGAAALT
H51£2r-140 GTGAGCTTAL TTCAGTGOTA AMGCGATGTG ACCTCCATTA TATATAGGAL TAATTTATTC ATACCCTTTS TCCAAGGCAS GTAGGGAAALT
H51£2r-145 GTGAGCTTAL TICAGTGYTG AMGCGATGTG ACCTCCATTA TATATAGGAL TAATTTATTC ATACCCTTTG TCCAAGGCAG GTAGGGAAALT
HS1£Zr-147 GTGAGCTTAL TICAGTGGTA AMGCGATGTG ACCTCCATTA TATATAGGAL TAATTTATTC ATACCCTTTG TCCAGGGCAG GTAGGGALLT
Fangd B |=emmmmmmmme mmmmmmeee B mmmmmmmmmm mmmmmmmmmm mmmmmmmmm e e - R ——
H51f2r-32 GTCAGCTTAL TTCAGTGOTG AMGCGATGTG ACCTCCATTA TATATAGGAA TAATTTATTC ATACCCTTTS TCCAAGGCAS GTAGGGAAAT
H51£2r-34 GTGAGCTTAL TICAGTGGTG AMGCGATGTG ACCTCCATTA TATATAGGAL TAATTTATTC ATACCCTTTG TCTAGGGCAG GTAGGGAALT
H51£2r-62 GTGAGCTTAL TICAGTGGTG AMGCGATGTG ACCTCCATTA TATATAGGAL TAATTTATTC ATACCCTTTG TCCAAGGCAG GTAGGGAAAT
H51f2r-64 GTGAGCTTAL TTCAGTGGTA AMGCGATGTG ACCTCCATTA TATATAGGAL TAATTTATTC ATACCCTTTG TCCAAGGCAG GTAGGGALLT
Fengrd. B¥ |mmmmmmm e e T T
o, GTGAGCTTAL TTCAGTGOTA AMGCGATGTG ACCTCCATTA TATATAGGAL TAATTTATTC ATACCCTTTS TCCAJGGCAS GTAGGGAAALT
Cans, GTGAGCTTAL TTCAGTGGTY AMGCGATGTG ACCTCCATTA TATATAGGAL TAATTTATTC ATACCCTTTG TCcASGGCAG GTAGGGAAALT
Feangd EE-FE |mmmmmmmmmm —mmmmmmeo Pl S —

25|U ZEInU 2'Ii‘0 28|D 29|El 30|El 31|U SZIU 33|D
HE1EEE -1 FXeH gy v foF Yol Yol o Yol Yo Vol Yol oF Yo Yo Yol Yo oF Yol Yol Yol YoF oF foF WSimpistsio X AP CoF Yol ¥ ¥ Ko el e Yol ¥ Yol § el eTe’ol W alo Vel
HS1£2r-5 AGATTTACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC A----GAGTA ATCACALAGG GAACAACATG GGCAACCTAG
H51f2r-129 AGATTTACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC A----BAGTA ATCACALAGG GAACALCATG GGCAACCTAG
M51£2r-130 AGATTTACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAT ACACAGACTA ATCACARAGS GAACALCATG GGCAACCTAG
H51£2r-140 AGATTTACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC A----[GAGTA ATCACAAAGG GAACALCATG GGCAACCTAG
H51£Zr-145 AGATTTACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC A----[GAGTA ATCACARAGG GAACAACATG GGCAACCTAG
H51f2r-147 AGATTTACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACA-—- ----- GAGTA ATCACALAGG GAACALCATG GGCAACCTAG
J'-'}_=__('_g3'j_ /= |e———_—_—_—]—— e e R KRR e
n51f2r-32 AGATTTACAC ACACACACAC ACAAMCACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACAGAGTA ATCACAAAGG GAACAACATG GGCAACCTAG
H51f2r-34 AGATTTACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC A----[GAGTA ATCACARAGG GAACAACATG GGCAACCTAG
H51£2r-62 AGATTTACAC ACACACACAC ACAMACACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACAGAGTA ATCACALAGG GAACAACATG GGCAACCTAG
H51f2r-64 AGATTTACAC ACACACACAC ACAAMCACAC ACACACACAC ACACACACAT ACACAGACTA ATCACARAGG GAACALCATG GGCAACCTAG
Fengd, 0¥ |mmmmmefem e s B
Cons. AGATTTACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACArac a----[GAGTA ATCACAAAGG GAACALCATG GGCAACCTAG
Cons. 0 AGATTTACAC ACACACACAC ACARACACAC ACACACACAC ACACACACAC AcacalGAGTA ATCACALAGG GAACAACATG GGCAACCTAG
Fangd E¥-FF |=eemeedem oo o R .

Abbildung 61: Sequenzvergleich zwischen Haus- und Wildschweinfleisch im Bereich des Mikrosatelliten
S0602, Tell a.
Bei den Sequenzvergleichen bedeutet ein ,,**, dass an dieser Nukleotidposition Unterschiede
zwischen den Tieren bestehen, wahrend ein ,,-* Sequenzgleichheit anzeigt. Ein - innerhalb
der Sequenz einer Probe bedeutet, dass hier eine Deletion gegeniiber den anderen Tieren bzw.
bei den anderen eine Insertion vorliegt. Der mit einem Kasten gekennzeichnete repetetive
Bereich besteht aus Wiederholungen der Sequenzfolge ,, CACA*.
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M51fir-1
M51f2r-56
M31f2r-129
M31f2r-130
M31f2r-140
M51f2r-145
MS1f2r-147
Fenr? A%
M31f2r-32
M51fZr-34
MS1fZr-62
MS1fZr-64
Fanrl ¥
Lams S5Y
Lams B
Farnrf HF-fy

TOTTAGAMRL GAGGAGAGAT TCAATTGTALA TTTGTACATG TTCTCTTALL TATTTTTTAG CTCCGACAAT TGTTTCCATG ACTTAGATTC
TSTTAGAAAL GAGGAGAGAT TCAATTGTAA TTTGTACATG TTCTCTTAAA TATTTTTTAG CTCCGACAAT TGTTTCCATG ACTTAGATTC
TOTTAGAAAL GAGGAGAGAT TCAATTGTAA TTTGTACATG TTCUTCTTAAA TATTTTTTAG CTCCGACAAT TGTTTCCATG ACTTAGATTC
TOTTAGAAAL GAGGAGAGAT TCAATTGTAA TTTGTACATG TTCUTCTTAAA TATTTTTTAG CTCCGACAAT TGTTTCCATG ACTTAGATTC
TOTTAGAAAL GAGGAGAGAT TCAATTGTAL TTTGTACATG TTTTCTTALA TATTTTTTAG CTCCGACAAT TGTTTCCATG ACTTAGATTC
TSTTAGAA AL GAGGAGAGAT TCAATTGTAL TTTGTACATG TTTTCTTALA TATTTTTTAG CTCCGACAAT TGTTTCCATG ACTTAGATTC
TSTTAGAAAL GAGGAGAGAT TCAATTGTAL TTTGTACATG TTCTCTTALA TATTTTTTAG CTCCGACAAT TGTTTCCATG ACTTAGATTC

TGTTAGALAL GAGGAGAGAT TCAATTGTAA TTTGTACAT: TTTTCTTAAL TATTTTTTAG CTCCGACAAT TGTTTCCATG ACTTAGATTC
TGTTAGALAL GAGGAGAGAT TCAATTGTAA TTTGTACAT: TTCTCTTAAL TATTTTTTAG CTCCGACAAT TGTTTCCATG ACTTAGATTC
TGTTAGALAL GAGGAGAGAT TCAATTGTAA TTTGTACAT: TTTTCTTALL TATTTTTTAG CTCCGACAAT TGTTTCCATG ACTTAGATTC
TGTTAGALAL GAGGAGAGAT TCAATTGTAA TTTGTACAT: TTTTCTTAAL TATTTTTTAG CTCCGACAAT TGTTTCCATG ACTTAGATTC

TGTTAGALAL GAGGAGAGAT TCAATTGTAA TTTGTACAT: TToTCTTAAL TATTTTTTAG CTCCGACAAT TGTTTCCATG ACTTAGATTC
TGTTAGALAL GAGGAGAGAT TCAATTGTAA TTTGTACAT: TTETCTTAAL TATTTTTTAG CTCCGACAAT TGTTTCCATG ACTTAGATTC

4?0 4?0 4?0 4?0 4TU 4?0 4?0 5?0 Sﬁﬂ

HE1T21-1 AATCETTTCL TCCTALTTTT TOCTOCAMAL ToAbAAThdd AAMGHARTAL TITAATTITOE ToMTGTGOT GLATSAMC AT GO TTTAC
MS1£2r-5 AMTCATTTGA TCCTAATTTT TGCTGGAAAL TCAAAMTALL AAMGAAATAL TTTAATTTGC TGACTGTGCT GTATGAACAT CGCTCTTTAC
MS1£2r-129 AMTCATTTGA TCCTAATTTT TGCTGGAAAL TCAAAMTALL AAMGAAATAL TTTAATTTGC TGACTGTGCT GTATGAACAT CGCTCTTTAC
MS1£2r-130 AMTCATTTGA TCCTAATTTT TGCTGGAAAL TCAAAMTALL AAMGAAATAL TTTAATTTGC TGACTGTGCT GTATGAACAT CGCTCTTTAC
MS1f2r-140 AAMTCATTTGA TCCTAATTTT TGCTGGAAAL TCAAAMTAML GAAGAAATAA TTTAATTTGC TGACTGTGCT GTATGAACAT TGCTCTTTAC
MS1£2r-145 AAMTCATTTGA TCCTAATTTT TGCTGGAAAL TCAAAMTAML GAAGAAATAA TTTAATTTGC TGACTSTGCT GTATGAACAT TGCTCTTTAC
MS1f2r-147 AAMTCATTTGA TCCTAATTTT TGCTGGAAAL TCAAAMTAMAL AAMGAAATAA TTTAATTTGC TGACTSTGCT GTATSAACAT CGCCCTTTAC
| A e e o oo oo o oo oo —ommmm———m ————ooo ok -
HS1£2r-32 AATCATTTGA TCCTAATTTT TGCTGGAAAL TCAAAATAAL GAAGAAATAA TTTAATTTGC TGACTSTGCT GTATSAACAT TGCTCTTTAC
HS1£2r-34 AATCATTTCA TCCTAATTTT TGCTGGAAAL TCAAAATAML AAMGAAMTAA TTTAATTGGC TGACTSTGCT GTATSAACAT TGCCCTTTAC
HS1f2r-62 AATCATTTGA TOCTAATTTT TGCTGGAALL TCAALATAAL GAMGAAMTAL TTTAATTTGC TGACTGTGCT GTATGAACAT TGCTCTTTAC
M51E2r-64 AATCATTTGA TCCTAATTTT TGCTGGAALL TCAAAATAAL GAAGAAATAL TTTAATTTGC TGACTGTGCT GTATGAACAT TGCTCTTTAC
Fenrl, #F 0 |-—mmmmm- e e i R
foans B AATCATTT A TCCTAATTTT TGCTR-AAML TCAAAATALL AAMGAAATAL TTTAATTTGC TEACTHTGCT GTATGALCAT cGCLCTTTAC
oans fF AATCATTTA TCCTAATTTT TGCTRAALL TCAAAATALL gAAGAAATAL TTTAATTLGC TEACTHTGCT GTATGALCAT TGCLCTTTAC
[y v T L LT T T Hmmmmmmmem
S?D S%D S?U S?U 5?0 STD S?D S?U &0
H31f2r-1 GTTATCCAAA TCCAAMAATCT CTGCCACATS ATGGGGALAT TAAATTTTCT CATTGTTAAZ AMATCATCAG AATAATTCAG CACCATGC
H31f2r-6 GTTATCCAAL TCCAAMATCT CTGCCACATS ATGGGGAALT TAAATTTTCT CATTGTTAAA ALATCATCAG AATAATTCAG CACCATGC
H31f2r-129 GTTATCCAAL TCCAAMATCT CTGCCACATS ATGGGGAALT TAAATTTTCT CATTGTTAAA ALATCATCAG AATAATTCAG CACCATGC
H31f2r-130 GTTATCCAAL TCCAAMATCT CTGCCACATS ATGGGGAALT TAAATTTTCT CATTGTTAAA ALATCATCAG AATAATTCAG CACCATGC
H531f2r-140 ATTATCCAAL TCCAAMATCT CTGCCACATS ATGGGGAALT TAAATTTTCT CATTGTTAAA ALATCATCAG AATAATTCAG CACCATGC
H51f2r-14%8 ATTATCCAAL TCCAAMATCT CTGCCACATS ATGGGGAALT TAAATTTTCT CATTGTTAAA ALATCATCAG AAtAATTCAG CACCATGC
H51f2r-147 GTTATCCAAL TCCAAMATCT CTGCCACATS ATGGGGAALT TAAATTTTCT CATTGTTAAA ALATCATCAG AATAATTCAG CACCATGC
Fanrf &% e e e e e e e e
H51f2r-32 ATTATCCAAL TCCAMMATCT CTGCCACATS ATGGGGAALT TAAATTTTCT CATTGTTAAA ALATCATCAG AATAATTCAG CACCATGC
H51f2r-34 ATTATCCAAL TCCAMMATCT CTGCCACATS ATGGGGAALT TAAATTTTCT CATTGTTAAA ALATCATCAG AATAATTCAG CACCATGC
Mo1fir-62 ATTATCCAMA TCCAMMATCT CTGCCACATG ATGGGGAALT TAMATTTTCT CATTCGTTALA AMATCATCAC AATAMATTCAG CACCATGC
MS1fir-64 ATTATCCAMAL TCCAMMATCT CTGCCACATG ATGGGGAAMAT TAAATTTTCT CATTCGTTAAA AMATCATCACG AATAMTTCAG CACCATGC
Fergd, BF = |mmmmmmm oo s oo mm oo oo mmm S o mmm oSS —mm—mm— S —m—mom Sm—m————s e ——
s A gTTATCCAAA TCCAMMATCT CTGCCACATS ATGHFGAAAT TAAATTTTCT CATTGTTAAA ASATCATCAG AATAATTCAG CACCATGC
[kl R e ATTATCCAAAL TCCAMMATCT CTGCCACATS ATGHGGAAAT TAAATTTTCT CATTGTTAAA ASATCATCAS AATAMTTCAG CACCATGC
Flanrl. EF-F e -
Abbildung 62: Sequenzvergleich zwischen Haus- und Wildschweinfleisch im Bereich des Mikrosatelliten

S0602, Teil b.

Bel den Sequenzvergleichen bedeutet ein ,**, dass an dieser Nukleotidposition Unterschiede
zwischen den Tieren bestehen, wéhrend ein ,,-“ Sequenzgleichheit anzeigt. In diesem Abschnitt
befinden sich keine Insertionen und keine repetetiven Elemente.

Am auffélligsten sind die Sequenzunterschiede zwischen Position 248 und 295 des S0602-
Bereichs, in dem die Basenfolge ,CA“ unterschiedlich oft wiederholt wird. Die kleinste

Anzahl an Wiederholungen sind 20 bei Hausschwein 1 und 147. Um vier Basen also zwei

Wiederholungen langer ist dieser Bereich bei den Hausschweinen 5, 129, 140, 145 sowie

beim Wildschwein 34. Weitere vier Basen langer ist die Sequenz beim Hausschwein 130,

sowie den Wildschweinen 32, 62 und 64 (Tabelle 51). Diese Wildschweine weisen weiterhin
eine C-A Substitution an Position 264 des Mikrosatelliten auf In dem nicht repetetiven

Bereich dieses Mikrosatelliten wurden an 14 Basenpositionen Punktmutationen festgestellt,
die in Tabelle 52 aufgefiihrt sind. An den Nukleotidpositionen 92, 501 und 511 ist die
Sequenz der Wildschweine einheitlich, wahrend die Sequenz mehrerer Hausschweine von

diesen abweicht.
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Tabelle51:  Repetetive Sequenz im Mikrosatelliten S0602.
Dargestellt ist die Anzahl der Repeats und die DNA-Sequenz. Die Wildschwein-Proben 32, 62
und 64 weisen an Position 264 eine C-A Substitution auf. Diese Proben haben aufferdem 24 CA-
Repeats. Nr. = Probennummer entsprechend Tabelle 12; Form: HS = Hausschwein, WS =
Wildschwein.
Probe Repeats DNA-Sequenz des CA-Repeats
Nr. Form CA
1 HS 20 CACACACACACACACACACACACACACACACACACACACA
5 HS 22 CACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACA
129 HS 22 CACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACA
130 HS 24 CACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACA
140 HS 22 CACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACA
145 HS 22 CACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACA
147 HS 20 CACACACACACACACACACACACACACACACACACACACA
32 WS 24 CACACACACACACACAAACACACACACACACACACACACACACACACA
34 WS 22 CACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACA
62 WS 24 CACACACACACACACAAACACACACACACACACACACACACACACACA
64 WS 24 CACACACACACACACAAACACACACACACACACACACACACACACACA
Tabelle52:  Sequenzunterschiedeim Mikrosatelliten S0602.
An 15 Positionen gibt es Basenaustausche innerhalb und zwischen den Rassen der untersuchten
Haus- und Wildschweine, Dargestellt sind die Basen, die im Vergleich zu der Seguenz von
Probe Nr. 1 abweichen. Nr. = Probennummer entsprechend Tabelle 12; Form:
HS = Hausschwein, WS = Wildschwein.
Probe Base an Position
Nr. Form 84 92 98 149 170 223 225 264 373 429 461 478 501 504 511
1 HS A A T A A cC G C€C C G A T cC C G
5 HS - - - - - - - - - - - - - T -
129 HS G - G - - - - - - - - - - T -
130 HS - - - - - - - - - - - - - T -
140 HS G T - - - - - T - G - T T A
145 HS G T - G G - - - T - G - T T A
A7 HS -t
32 ws - T - G G - A A T - G - T T A
34 wWs G T - G G T - - - C - G T - A
62 WS G T - G G - A A T - G - T T A
64 WS G T - - - - A A T - G - T T A

Die Hausschweine 1 und 147 haben identische DNA-Sequenzen innerhalb des sequenzierten

Bereichs des MS0602, die weiteren Haus- und Wildschweine weisen an mindestens einer

Basenposition Unterschiede auf.
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8 UNTERSUCHUNGEN MIT REAL-TIME-PCR-SYSTEMEN

Durch die Verwendung eines Rea-Time-PCR-Systems ist es mdglich, Punktmutationen
wahrend oder unmittelbar nach der PCR zu identifizieren, ohne einen zusétzlichen Anayse,
wie z.B. eine RFLP, durchfilhren zu miissen. Verwendet wurde das LightCyclerO -System
von Roche, bei dem durch den Zusatz des Fluoreszenzfarbstoffs Sybr® Green | bzw. die
Verwendung von fluoreszenzmarkierten DNA-Sonden die Zunahme der Amplifikate wéhrend
der PCR kontrolliert werden kann (Abbildung 63). Am Ende der Reaktion wurde durch
langsames Aufschmelzen der Amplifikate (0,1 °C/s) der Schmelzpunkt bestimmt. Bel
Amplifikaten mit Cytb-Primern und mit D-Loop-Primern wurde der Schmelzpunkt der
doppelstrangigen Amplifikate durch Sybr® Green| sichtbar gemacht. In einem weiteren
Versuch wurde mit kurzen Amplifikaten des D-Loop-Bereichs der Schmelzpunkt zwischen
dem Amplifikat und einer DNA-Sonde detektiert.

FemCycnd
5

Fluoreszenz

Follg
an-
160-
13-

50-

e

| ,
{246 00RUBRARUBBNRUSES 4 PCR-Zyklen

Abbildung 63: Beobachtung der Fluoreszenzzunahme wéhrend der PCR
im LightCyclerO.
Der sigmoide Fluoreszenzverlauf ist proportional zu der
Anzahl der entstandenen Amplifikate die durch Sonden oder
Sybr® Green detektiert werden.
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8.1 Schmelzpunktbestimmung mit Sybr® Green | bei Cytb 1f/2r-
Amplifikaten
Tabelle53:  Reaktionsansatz fiir eine Real-Time-PCR mit Sybr® Green | auf dem LightCycler ™ .

Berechnet fir ein Reaktionsvolumen von 20 pl. Verwendet wurde ein Ready-to-use-Gemisch,
dem nur noch Primer, Magnesiumchlorid und die zu amplifizierende DNA zugesetzt werden

mussten.
Substanz (Einheit) Ausgangskonz. Endkonz. Menge pro Ansatz (ul)
Wasser 11,8
Ready-to-use Reaktionsgemisch 10 1 2
Magnesiumchlorid (mmol/l) 25 4 3,2
Primer 1 (umol/l) 20 0,5 0,5
Primer 2 (umol/l) 20 0,5 0,5
DNA-Extrakt (pmol/l) 2
Gesamtvolumen 20

Tabelle54: Temperaturprogramm fir die PCR mit den Primern Cytb 1f/2r im LightCycler ™.
Im Anschluss an die fur den LightCycler™ optimierte PCR folgt die Aufnahme einer
Schmelzkurve durch kontinuierliche Fluoreszenzmessung beim langsamen Aufheizen der

Temperatur von 40 auf 94 °C.

Zeit Temperatur Heizrate Messungs-
Prozess (min:s) °C) °Cls) Zyklen Modus
Aktivierung und Denaturierung 4:00 95 20
Denaturierung 0:10 95 20
Anlagerung 0:15 55 20 40 single
FortfUhrung 0:05 72 20 -
Vervollstdndigung 1:00 72 20 -
Schmelzkurve Start 0:01 40 0,1 continuos
Schmelzkurve Ende 0:01 94 20 -
Kihlung 0:30 40 20 -

Im Anschluss an die mit dem Sybr® Green | PCR-Kit am LightCycler™ durchgefiihrte PCR
mit den Primern Cytb 1f und Cytb 2r wurde eine Schmelzkurve von 40 bis 94°C
aufgenommen (Abbildung 65). Es zeigen sich zwischen den verschiedenen Proben leicht

unterschiedliche Schmelzpunkte.
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Abbildung 64: Schmelzkurven der Cytb 1f/2r-Amplifikate der Hausschweine 1

und 5 mit ver schiedenen M agnesiumchloridkonzentrationen.

Es treten bel der gleichen Probe unterschiedliche Schmelzpunkte bei
Verwendung unterschiedlicher  Magnesiumchloridkonzentrationen
auf. Die Maxima aller Kurven liegen zwischen 81 und 82 °C.
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Abbildung 65: Schmelzpunktanalyse der Cytb 1f/2r-Amplifikate mit 4 mmaol/I
Magnesiumchlorid.

Es sind drei Gruppen mit verschiedenen Schmelzpunkten zu beobachten.
Die Maxima der Schmelzkurven liegen zwischen 82 und 83 °C.

Abbildung 64 zeigt den Einfluss der Magnesiumchloridkonzentration auf den Schmelzpunkt
der DNA. Die Schmelzpunkte der PCR-Amplifikate der Hausschweine lagen zwischen 81
und 82 °C. Bei 4 mmol/l Magnesiumchlorid lag die Schmelztemperatur am héchsten, bel
3 mmol/l am niedrigsten. Zwei verschiedene Aufarbeitungen der gleichen Probe mit gleicher
Magnesiumchloridkonzentration (HS5) zeigen den gleichen Schmel zpunkt.
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Die Schmelzkurven der Cytb 1f/2r-Amplifikate verschiedener Proben (Abbildung 65) mit
einer Magnesiumchloridkonzentration von 4 mmol/l zeigt drei Gruppen mit den
Schmelzpunkten 82,1 °C, 82,4 °C und 82,7 °C. In jeder der Gruppen sind Amplifikate von
Hausschwein-DNA vertreten. Die Amplifikate der Wildschwein-DNA (hier nur Probe 22
dargestellt) verteilen sich ebenfalls tiber diesen Schmelzbereich zwischen 82 und 83 °C.

8.2 Schmelzpunktbestimmung mit Sybr® Green | bei D-Loop-
Amplifikaten

Fur die PCR wurde der gleiche Reaktionsansatz wie unter 8.1 beschrieben verwendet. Das

verwendete Temperaturprogramm ist in Tabelle 55 dargestellt.

Tabelle55:  Temperaturprogramm fir die PCR im D-L oop-Bereich mit dem LightCycler ™.
Im Anschluss an die fir den LightCycler™ optimierte PCR folgt die Aufnahme einer
Schmelzkurve durch kontinuierliche Fuoreszenzmessung beim langsamen Aufheizen der
Temperatur von 40 °C auf 94 °C.

Zeit Temperatur Heizrate

Prozess (mins) °0) (°Cl9) Zyklen Messmodus
Aktivierung und Denaturierung 4:00 95 20
Denaturierung 0:10 95 20

DL 1f/3r=55°C
Anlagerung 0:15 DL 2f/5r =65 °C 20 40 single

DL 4f/6r =60 °C
Fortfihrung 0:05 72 20
Vervollstdndigung 1:00 72 20 -
Schmelzkurve Start 0:01 40 0,1 continuos
Schmelzkurve Ende 0:01 94 20 -
Khlung 0:30 40 20

Im Anschluss an die mit dem Sybr® Green | PCR-Kit am LightCycler™ durchgefiihrte PCR
wurde eine Schmelzkurve von 40 bis 94 °C aufgenommen. Anschlieffend wurden die
Schmelzpunkte der Proben bestimmit, die in Abbildung 66 eingezeichnet sind.
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T T2 T3
124 (HS) ; 5 (HS)

126 (HS)

b 12 13
63 Wasser 17
10 70 g
124 (HS) 12 1
68 . 30 /
5 (HS) 13 | W
11 61 q |
N . ! i\
L(HS) = 6 ) W
~ = .
* \
81 (HS)
124 (HS)

Abbildung 66: Schmelzkurven der D-L oop-Amplifikate von Haus- und
Wildschweinproben mit den Primerpaaren a) DL 1f/3r b) DL 2f/5r
c) DL 4f/6r.
Markiert sind die Schmelzpunkte der Proben. Bei (b) und (c) sind bei
einigen Kurven zwei Maxima vorhanden. Die Schmelztemperatur-
unterschiede zwischen den Proben liegen unter 2 °C.

Die Schmelzkurven der D-Loop-Amplifikate (Abbildung 66) zeigen nur leichte Variationen
der Schmelzpunkte zwischen verschiedenen Proben. Die Schmelzpunkte der DL 1f/3r-
Amplifikate liegen ale in dem Bereich von 80,7 - 81,5 °C. Die darin enthaltene Aufspaltung
in drei Gruppierungen (80,7, 81,2 und 815 °C) zeigen keinerlei Korrelation zur
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Probenidentitdt. Die Schmelzkurven der DL 2f/Sr-Amplifikate zeigen bel ca. 82 °C en
unspezifisches Produkt (u.a. bei Wasser), wahrend der Schmelzpunkt der Proben mit 91 °C
sehr hoch liegt. Bel DL 4f/6r-Amplifikaten liegt der Schmelzpunkt mit einer Ausnahme bel
76,6 °C.

8.3 Primer fur kleinere Amplifikate und Sonden

Zur Vewendung der Differenzierungsmethode in Real-Time-PCR-Geréten und zur
Optimierung der PCR auch bei stdrker degradierter DNA wurden neue Primer und
fluoreszenzmarkierte Sonden entwickelt. Die Primer liegen in dem Bereich des 665 Bp-
Amplifikats, in dem Sequenzunterschiede zwischen Haus- und Wildschweinen vorhanden
sind. Um bel der Sondensequenz und der RFLP-Analytik flexibel zu sein, wurden je zwei
forward- und reverse-Primer entwickelt, die vier unterschiedliche Amplifikate erzeugen
(Abbildung 67). Die Lage der Amplifikate im D-Loop und die Grof3e von Primern und
Amplifikaten sind in der Tabelle 10 angegeben.

D-Sus-f1/rl: i Bp
Primer f

DNA D-Sus-f2/rl: 232 Bp I
W Primerr
D-Sus-f1/r2: 1.3p

D-Sus-f2/r2: 244 Bp

D-loop: 1300 Bp //
[ ! ! ! ! ! ! / / |

0 100 200 300 400 500 600 1300

Abbildung 67: Lageder Primer fur dieverkirzten Amplifikateim D-L oop.
Die Primer liegen in dem Bereich des 665Bp grofRen DLI1f/3r-Amplifikats, in dem
Sequenzunterschiede zwischen Haus- und Wildschwein festgestellt wurden. Jewells zwei
forward und reverse-Primer fihren zu vier mdglichen PCR-Produkten der Grof3e 125-244 Bp.

Das System | mit Primer D-Sus-f1 kann auch nach der Real-Time-PCR zur Bestdtigung in
einer RFLP-Analytik eingesetzt werden. Die Sequenz hat fur beide Enzyme nur eine
Schnittstelle, so dass entweder kein Schnitt erfolgt oder bei Bfal Fragmente der Grof3e 8 und
73 Bp sowie bei Tsp5091 Fragmente der Grof3e 16 und 85 Bp. Das System |1 mit Primer D-
Sus-f2 hat mehrere Schnittstellen, die wiederum zu Kontrollzwecken fir eine vollstandige

Restriktion verwendet werden konnen.

Die Primer fuhren zu kurzen Amplifikaten im D-Loop-Bereich. Je nach Kombination der
zwel forward- und reverse-Primer entstehen die erwarteten Amplifikate der Groéfde 125, 137,
232 und 244 Bp (Abbildung 68).
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Nr. Probe Primer
1 100 Bp-Marker
2 63 flrl
3 73
4 63 flr2
5 73
6 63 f2/rl
232 Bp 244 Bp 7 73
}5 £0 /137 =D _{ _{ 8 63 f2/r2
9 73

m—

10 50 Bp-Marker

Abbildung 68: Amplifikation ausgewahlter Proben mit den kurzen D-L oop-Primern.
Alle Primer-K ombinationen fihren zu Amplifikaten der erwarteten Grofie.

Die optimalen Bedingungen der PCR wurden durch Temperatur- und Salzkonzentrations-
gradienten festgestellt. Die optimalen Bedingungen liegen bel allen Primersystemen bei einer
Anlagerungstemperatur von 51 °C und einer Magnesiumchloridkonzentration von 2 mmol/l.
Das Primerpaar D-Sus f1/r2 zeigte bei einer Annelaingtemperatur von 60 °C und 2 mmol/|
Magnesiumchlorid im Agarosegel bei guten Amplifikaten fir Haus- und Wildschweine keine
Amplifikate fir Rind, Huhn, Pute, Schaf, Ziege und Pferd.

8.3.1 RFLP

Es wurden RFLPs mit den Enzymen Bfal und Tsp5091 mit den unterschiedlich grof3en D-
Loop-Amplifikaten der vier Primer-Kombinationen durchgefiihrt. Alle Restriktionsmuster
entsprachen den theoretisch erwarteten Bandengrof3en, die Fragmente der Primer D-Sus f1/r2
waren von der Amplifikat sowie der Restriktionsgrofie her am gunstigsten und wurden weiter
untersucht. Die Darstellung der Schnittstellen der Restriktionsenzyme Tsp5091 und Bfal an
den 137 Bp grof3en Amplifikaten mit den Primern D-Sus f1 und D-Sus r2 sind mit den
entstehenden Fragmentgrof3en in Abbildung 69 dargestellt.
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Variante CC: Schnitt Bfal; Fragmente: 32+105 Bp
Bfal

5 -ataactccagtcaacatgeatatcaccaccadtagatcacgagcttaactaccatgecgegtgasaccagcaaccegcttggcagy

gatccctcttctegetcegggeccataaaccgtggogatiictatigatga-3°

Variante TT: Schnitt Tsp509I; Fragmente: 46 + 91 Bp
Tsp509I

5 -ataactccagtcaacatgcatatcaccaccattagatcacgagctiaattaccatgeegegtgasaccagcaaccegettggcagy

gatccctcttctegetcegggeccataaaccgtggogatiictatigatga-3°

Variante CT: Schnitt Bfal; Fragmente: 32 + 105 Bp

und Tsp509I; Fragmente: 46 + 91 Bp
Bfal Tsp509l

5 -ataactccagtcaacatgcatatcaccaccadtagatcacgagct{aattaccatgecgegtgaaaccagcaaccegcttggeagg

gatccctcettctegetcegggeccataaaccgtggogatiictatigatga-3°

Variante TC: kein Schnitt; Fragment: 137 Bp
5 -ataactccagticaacatgcatatcaccaccattagatcacgagcttaactaccatgecgegtgaaaccagcaaccegcettggcagg

gatccctcttctegetcegggeccataaaccgtggogatiictatigatga-3°

L egende:
Primer M utationen Enzym-Erkennungsseguenz

Abbildung 69: Schnittstellen der Restriktionsenzymein den Amplifikaten der Primer D-susf1 und D-
Susr2.
Dargestellt sind die Erkennungssequenzen und die Schnittstellen der Enzyme sowie die Position
der Primer und der Polymorphismen in dem 137 Bp grof3en Amplifikat.

136




ERGEBNISSE
ReEAL-TIME-PCR

Die RFLP-Analytik der PCR-Amplifikate mit den Primern D-Sus f1 und D-Sus r2 sind in
Abbildung 70 und Abbildung 71 zu sehen. Aus dem 137 Bp grof3en Amplifikat entstehen mit
Bfal in der Regel bel Wildschweinen Fragmente der Grofe 105 und 32 Bp, wéhrend
Hausschweine Gberwiegend nicht geschnitten werden. Bel der RFLP mit Tsp509 | entstehen
Fragmente der Grole 91+46 Bp.

16 17 18 19 20 ENTEEEECT Banden ID

50 Bp-Marker

1 137 HS
24 137+105 WS
25 137+105 WS
26 137+105 WS
27 137+105 WS
28 137+105 WS
29 137+105 WS
30 137+105 WS
10 31 137+105 WS
11 32 137+105 WS
12 33 137+105 WS
13 34 137+105 WS
14 35 137+105 WS
15 36 137+105 WS
16 37 137+105 WS
17 38 137+105 WS

1 2 345 6 7 8 9 1011121314 15

[y

© 0 N o g M~ w N

Abbildung 70: RFL P mit Bfal von Hausschwein und Wildschweinen.
Nur die DNA-Amplifikate von Hausschweinprobe Nr. 1
und Wildschweinprobe Nr. 34 werden nicht geschnitten. 18 39 137+105 WS

19 40 137+105 WS

20 41 137+105 WS

L 2.3 445 67 8 9 10 11 12 13 14 15 1617 18 19 20 . Probe Banden ID
! ' - 50Bp

1 91+46 HS

24 137 ws

25 137 ws

26 137 ws

27 137 ws

28 137 ws

29 137 ws

30 137 ws

31 137 ws

32 91+46 ws

33 137 ws

34 137 ws

35 137 ws

36 137 ws

37 137 ws

Abbildung 71: RFLP mit Tsp509I1 von Haus- und Wildschweinen. Nur v %8 137 ws

die DNA-Amplifikate der Hausschweinprobe Nr. 1 und 18 & 137 ws

der Wildschweinprobe Nr. 32 werden geschnitten. 19 40 137 ws

20 41 137 ws
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Tabelle56:  In der RFLP mit den Enzymen Bfal und Tsp509!1 entstandene Fragmente aus dem 137 Bp
grofRen Amplifikat der PCR mit den Primern D-Susfl/r2.
Nr. = Probennummer entsprechend Tabelle 12; Form: HS = Hausschwein, WS = Wildschwein

Probe Nr. Form Bfal Tsp509I
1 HS 137 91+46
5 HS 137 91+46
6 WS 105+32 137
7 WS 105+32 137
8 WS 105+32 137
9 WS 105+32 137

10 WS 105+32 137
11 WS 105+32 137
12 WS 105+32 137
13 WS 105+32 137
14 WS 105+32 137
15 WS 105+32 137
16 WS 105+32 137
17 WS 105+32 137
18 WS 105+32 137
19 WS 105+32 137
20 WS 105+32 137
21 WS 105+32 137
22 WS 105+32 137
23 WS 105+32 137
24 WS 105+32 137
25 WS 105+32 137
26 WS 105+32 137
27 WS 105+32 137
28 WS 105+32 137
29 WS 105+32 137
30 WS 105+32 137
31 WS 105+32 137
32 WS 105+32 91+46
33 WS 105+32 137
34 WS 137 137
35 WS 105+32 137
36 WS 105+32 137
37 WS 105+32 137
38 WS 105+32 137
39 WS 105+32 137
40 WS 105+32 137
41 WS 105+32 137

Tabelle57:  Zusammenhang zwischen Restriktionsver halten und Genotyp.
Dargestellt sind exemplarisch vier Proben mit unterschiedlichem Schnittverhalten beim Verdau
mit Bfal und Tsp509I. Aufgefuhrt sind auch die Nukleotide an Position 212 und 229 des

D-Loops.
) ) Genotyp
Probe Nr. Bfal-Schnitt Tsp509I1-Schnitt
Position 212/229
Hausschwein 1 - + T/T
Wildschwein 6 + - C/C
Wildschwein 31 + + CIT
Wildschwein 34 - - T/C
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8.3.2 HYBRIDISIERUNGSSONDEN

Das Sonden-Primer-System wurde zunéchst mit der Software Primer Express von Perkin
Elmer fiir das Prinzip der TagMan" -Technologie (Holland et al., 1991) berechnet (Abbildung
72).

ATTGATCGTA CATAGCACAT ATCATGTCAA [ATAACTCCAG TCAACATGEA 300  Primer D-Sus-fl
TAACTAGCAT GTATCGTGTA TAGTACAGTT TATTGAGGTC AGTTGTACGT

TATCACCACe gttogatcoc gagcttoott occATGOCCG COTOAAACCA 350

™.
ATAGTGGTgy taotctogtg ctcgoattan tqgTACGGGC GCACTTTGGT TagMan™:-Sonde

GCAACCCGCT TGGCAGGGAT CCCTCTTCTH AGCTCCGGGN CCATAMMCCG 400 _
CGTTGGGOGA ACCGTCCCTA GGGAGAAGAN TCGAGGCCCN G Primer D-Sus-rl

TOOGEGTTTC TATTGATGAL CTTTACAGGC ATWTGGANCT TACTTCAGGA 450
‘m AG ATAACTACTT GARATGTCCG TANACCTNGA ATGAAGTCCT

Abbildung 72:  Primer und Sonde fur die Real-Time-PCR.
Berechnet wurden die Primer passend zu einer TagMan™-Sonde. In den
Versuchen wurde aber eine HybProbe™-Sonde verwendet.

Die Anforderungen an die Sonde war, dass die Anlagerung im Amplikon in dem Bereich der
Basenunterschiede zwischen Haus- und Wildschweinen erfolgt. Bel beiden Mutationen
handelt es sich um einen C-T-Substitution. Um eine Aussage Uber die ldentitét der
untersuchten Probe machen zu koénnen, missen beide Mutationen gleichzeitig detektiert
werden.

Diese Vorgaben lassen Variationen in der Grofe der Sonde links und rechts von den
mutierten Nukleotiden zu. Damit kann eine optimale Schmelztemperatur der Sonde und ein
optimiertes Bindungsverhalten der Sonde eingestellt werden. Be feststehendem
Anlagerungsbereich der Sonde an die Ziel-DNA (Abbildung 73) existieren auf beiden
mitochondrialen DNA-Stréngen insgesamt acht verschiedene Mdglichkeiten fir die
Sondensequenz. In Naherung wird die optimale Kombination berechnet. Auch die
Wahrscheinlichkeit von entstehenden Sekundérstrukturen, die moglichst gering sein sollte,
kann so optimiert werden.

Primer D-sus f1 Sensor CC/CT/TCITT Anker

R Fo 2 e 8 (e e (8w = (7= 8 CoCCals t agjat Cacgag CadetacCEite Cogegtgasaccageaacceactise ecele)

Primer D-sus 2

gatccctcttctegetcegggeccataaaccgiggogattictattgatga-3°

L egende: Primer Mutationen HybProbg

Abbildung 73: Lage der Sonde und der Mutationen im L-Strang des Amplifikationsbereichs.
Die auf der FRET-Technologie basierende Sonde, besteht aus einem Sensor, der auf den zwei
Punktmutationen liegt und dem in unmittelbarer Nahe liegenden Anker.
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Der H-Strang (Heavy-Strand) ist fur die Sondenanlagerung besser geeignet als der L-Strang
(Light-Strand). Da die polymorphen Basen sehr nahe am forward-Primer liegen, kann man die
verschiedenen Kombinationen nicht mittels 5'-markierter Sensor-Sonden erfassen und daher
nicht mit verschiedenen Farbstoffen parallel bestimmen. Hier wére ggf. die Verwendung des
forward-Primers D-Sus f2 notwendig.

Die Differenzierung eines C® T Austausches mit einer C-Sonde ist fur die mogliche C-A
Fehlpaarung gut, da in der Regel durch diese Fehlpaarung eine Reduzierung der
Annealingtemperatur um 5 bis 9 °C auftritt. Bel Verwendung einer T-Sonde tritt im Fall der
T-G Fehlpaarung nur eine erwartete Reduzierung um 2 bis 3 °C gegentiber der C-G-Paarung
auf. Das bedeutet, dass die entsprechenden Sonden mit C gut auf die entsprechende Mutation
ansprechen, solche mit T aber nicht.

Fur eine CC-spezifische Sonde (1. und 2. Mutation, siehe Tabelle 58) werden fast
ununterscheidbare Schmelzpunkte fir CT und TC berechnet. Es wird daher eine allgemeine
Ankersonde verwendet und die Schmelzpunkte Uber verschiedene Sensor-Sonden (siehe
Tabelle 58) experimentell bestimmt. Vermutlich lassen sich dann in einem Ansaiz alle
Varianten erkennen, wenn man die CC-spezifische Sonde und eine deutlich
hoherschmelzende CT- oder TC-spezifische Sonde parallel verwendet. Fir die Sonden der
Tabelle 58 werden die in Tabelle 59 genannten Schmelztemperaturunterschiede erwartet.

Tabelle58:  Oligonuklectide fur die Real-Time-PCR.
In der Tabelle aufgefiihrt sind die fir die Real-Time-PCR mit dem LightCycler™ hergestellten
Primer und Sonden (*berechnet und hergestellt von TIB MOLBIOL), die sich an den
mitochondrialen H- bzw. L-Strang anlagern. Detektiert werden die Polymorphismen an Position
219 und 229 des D-L oops.

Bezeichnung Sequenz und Polymorphismen (Position 212/229) Strang Zid Tm (°C)
D-susfl ATAACTCCAgTCAACATgCA H 181-200 50,0
D-susr2 TCATCAATAgAAACCCCCA L 317-299 51,2

CC* CACCACTAgATCACgAgCTTAACTACC X H 207-233 59,4
CT* CACCACTAgATCACgAgCTTAATTACC X H 207-233 59,0
TC* CACCATTAgATCACgAgCTTAACTACC X H 207-233 59,0
TC-lang* ATCACCACCATTAgATCACgAgCTTAACTACCAT X H 202-235 66,1
TT* CACCATTAgATCACgAgCTTAATTACC X H 207-233 58,5
TT-lang* ATCACCACCATTAgATCACgAgCTTAATTACCAT X H 202-235 65,7
Anker* CCgCgTgAAACCAgCAACCCCTT p H 237-260 74,3

Tabelle59:  Erwartete Temperaturdifferenzen zwischen den Schmelzpunkten der Sonden.
Die groften Unterschiede zwischen den Schmelzpunkten bestehen bei komplementérer Sequenz
von Sonde und Ziel-DNA (fett dargestellt).

CC-Sonde CT-Sonde TC-Sonde TT-Sonde
cC 0°C -2°C -2°C -6°C
CT -7°C 0°C -8°C -2°C
TC -7°C -8°C 0°C -2°C
TT -10°C -7°C -7°C 0°C
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8.3.3 REAL-TIME-PCR MIT DEM PRIMERPAAR D-SUS F1/R2 UNTER
VERWENDUNG VON HYBRIDISIERUNGSSONDEN

Tabelle60:  Reaktionsansatz fiir die Real-Time-PCR im LightCycler ™ mit Hybridisierungssonden.
Berechnet fir einen 20 pl Reaktionsansatz. Gegeniber der herkdmmlichen PCR wurde hier
ein Ready-to-use Reaktionsgemisch und eine hohere Magnesiumchloridkonzentration

verwendet.
Substanz (Einheit) Ausgangskonz. Endkonz. Menge (lec; Ansatz
Wasser 10,3
Ready-to-use Reaktionsgemisch 10-fach 1-fach 2
Magnesiumchlorid (mmol/l) 25 4 3,2
Primer 1 (umol/l) 20 0,5 0,5
Primer 2 (umol/l) 20 0,5 0,5
Sonde (pmol/l) 4 0,3 15
DNA-Extrakt (pmol/l) 2
Gesamtvolumen 20

Tabelle6l:  Temperaturprogramm fir die PCR mit den Primern D-susfl/r2im LightCycler ™
Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte pro Zyklus einmal in der Anlagerungsphase. Im
Anschluss an die PCR wurde ein Schmelztemperatur-Programm gefahren, bei dem eine
kontinuierliche Messung der Fluoreszenz erfolgte.

Zeit Temperatur Heizrate
Prozess (mins) °0) (°Cls) Zyklen Messmodus
Aktivierung und Aufschmelzen 4:00 95 20 -
Denaturierung 0:10 95 20 -
Anlagerung 0:15 60 20 40 single
Fortfihrung 0:05 72 20 -
Vervollstdndigung 1:00 72 20 -
Schmel zkurve Start 0:01 40 0,1 continuos
Schmelzkurve Ende 0:01 94 20 -
Kihlung 0:30 40 20 -

Die erste Ableitung der Schmelzkurve zeigt am Maximum den Schmelzpunkt an. In
Abbildung 74 bis Abbildung 78 sind die Kurven der finf verschiedenen Sonden fir sechs
untersuchte Proben dargestel|t.
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Abbildung 74: Erste Ableitung des Fluoreszenzsignals der Schmelzkurven mit der TT-Sonde.
Es sind vier Maxima Uber einen Temperaturbereich von 3,5 °C vorhanden. Die Schmelzpunkte
der Amplifikate der Hausschweine 1 und 5 liegen bel T3 und T4, die von Wildschwein 32 bel T3
und die der restlichen Wildschweine 14, 27 und 34 bel T1 und T2.

Abbildung 75: Erste Ableitung des Fluoreszenzsignals der Schmelzkurven mit der TC-Sonde
Es sind drel Maxima Uber einen Temperaturbereich von 4 °C vorhanden. Die Schmelzpunkte der
Amplifikate der Proben 1, 5, 27 und 34 liegen bei T2, die von Wildschwein 14 bei T3 und von
Wildschwein 32 bei T1.
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Abbildung 76: Erste Ableitung des Fluoreszenzsignals der Schmelzkurven mit der CC-Sonde.
Es sind vier Maxima Uber einen Temperaturbereich von 8,5 °C vorhanden. Die Schmelzpunkte
der Amplifikate der Hausschweine 1 und 5 liegen bei T1, die der Wildschweine 14, 27, 32 und
34 verteilen sich Uber T2-T4.

Abbildung 77: Erste Ableitung des Fluoreszenzsignals der Schmelzkurven mit der CT-Sonde.
Es sind vier Maxima Uber einen Temperaturbereich von 7 °C vorhanden. Die Schmelzpunkte der
Amplifikate der Hausschweine 1 und 5 liegen bei T2 und T3, von Wildschwein 34 bei T1. Die
Ubrigen Wildschweine weisen zwei Maxima jeweils bei T2 und T4 auf.
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Abbildung 78: Erste Ableitung des Fluoreszenzsignals der Schmelzkurven mit der TC-long-Sonde.
Es sind vier Maxima Uber einen Temperaturbereich von 6°C vorhanden. Bel den
Wildschweinproben 14 und 34 liegt der Schmelzpunkt der Amplifikate bei T3 und T4, bei den
Ubrigen Proben liegt der Schmelzbereich zwischen T1 und T4.

Die aus diesen Kurven ablesbaren Schmelzpunkte sind in Tabelle 62 zusammengestellt.
Markiert wurden die nach unten (grau unterlegt) und nach oben (fett) innerhalb der Messung
mit einer Sonde deutlich abgrenzbaren Schmelztemperaturen.

Tabelle62:  Schmelztemperaturen der Sonden bel ver schiedenen Proben.
Fett markiert sind die Maximalwerte, grau hinterlegt sind die Minimalwerte.

Probe Form Genotyp Sonde
TT TC cC CT TC-long

HS TT 60,9 60,6 56,6 59,2 55,0
5 HS TT 62,8 60,6 56,8 60,7 58,3
14 WS CC 59,3 61,8 65,0 59,2+64,0 60,0
27 ws CC 58,6 60,6 60,2 59,2 61,0
32 ws CT 60,9 57,8 62,6 64,2 58,0
34 ws TC 58,4 60,6 60,2 57,4 61,8

Die Ubereinstimmung des Genotyps mit der Sondensequenz fiihrt nur bei der CT-Sonde zu
einer deutlich erhdhten Schmelztemperatur as bei einer Fehlpaarung. Die komplementére
Sequenz zwischen Sonde und Amplifikat fuhrt zu einer stdrkeren Erniedrigung der
Schmelztemperatur gegeniber Kombinationen mit einer oder keiner Fehlbindung. Die
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Schmelzkurven mit der TC-long-Sonde weisen mehrere Wendepunkte und daher keinen
deutlichen Schmelzpunkt auf. Die ausgewahlten Schmelztemperaturen bei dieser Sonde
zeigen keine Korrelation zum Genotyp der untersuchten Schweine. In Tabelle 63 sind die
Abweichungen der Extremwerte von den am néchsten gelegenen weiteren Werten angegeben.
Weiterhin ist die Spannweite aller Werte und die Spannweite ohne die Extremwerte

angegeben.

Tabelle63:  Abweichungen der Extremwerte vom nachsten Wert.
Fett markiert sind die Differenzen der Maximalwerte vom néchsten Wert, grau hinterlegt sind
die Differenzen der Minimalwerte zu dem néchst grofReren Wert. Aus der Differenz zwischen
Maximal- und Minimawert ergibt sich die Gesamtspannweite. Ohne Berticksichtigung der in
dieser Tabelle aufgefiihrten Extremwerte erhdlt man die Spannweite ohne Extreme. Deren Anteil
an der Spannweite aler Werte ist in Prozent angegeben.

Probe Form Genotyp Sonde
TT TC cC CT TC-long
HS TT -3,6 -3

5 HS TT +1,9

14 WS cC +1,2 +2,4

27 ws CC

32 WS CT -2,8 +3,5

34 ws TC -0,9 -1,8 +0,8
Gesamtspannweite 4.4 4 8,4 6,8 6,8
Spannweite ohne Extrema 1,6 0 24 15 3
% Spannweite ohne Extrema von Gesamtspannweite 36 0 29 22 44

Die CC-Sonde ergibt den grofdten Unterschied in der Schmelztemperatur zwischen der Ziel-
DNA mit zwei nicht komplementéren Basen und den restlichen Varianten. Die Amplifikate
der Hausschweine mit identischer Sequenz in diesem Bereich liegen mit ihrem Schmelzpunkt
um 3,4 bzw. 3,6 °C unter dem néchst niedrigsten der Amplifikate der Wildschwein-DNA.
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9 RAPD-PCR

Die vier Random-Primer mit leichten Sequenzunterschieden vor alem am 3'-Ende wurden
hinsichtlich der optimalen Annealingtemperatur, der Zyklenzahl, der optimalen Magnesium-
chloridkonzentration und der gunstigsten Kombination der Primer getestet. Es wurde auch
jeder Primer einzeln in doppelter Konzentration eingesetzt. Wie sich die Zyklenzahl und die
Annealingtemperatur auf das entstehende RAPD-Muster auswirken, ist in Abbildung 79 zu

Probe Zyklen  T,(°C)

Z

/] . s 2 N L_' ’ S
35 Zyklen © 40 Zyklen 1 Wasser
P s 3 . 2 1 35 20
20°C 25°C 20 & 30°C
3 34 35 20
_— 4 1 35 25
e 5 34 35 25
-_— ey ==
. 6 1 40 25
- an w - 7 m 40 25
: I — 8 1 40 30
9 34 40 30
10 100 Bp-Marker

Abbildung 79: RAPD-PCR von Haus- und Wildschwein-DNA mit einer
Primermischung aus Ral, Ra2, Ra3 und Ra4.
Die Hausschweinprobe 1 und die Wildschweinprobe 34
sind jeweils unter gleichen Bedingungen amplifiziert
worden. Variiert wurden die Annealingtemperatur (T ) und
die Zyklenzahl. Der Bereich, an dem die grofiten
Unterschiede zu sehen sind, ist eingerahmt.

Bel der Mischung der vier RAPD-Primer entstehen zahlreiche Banden der Grof3e von etwa
50-1000 Bp. Bel 40 Zyklen sind die Banden wesentlich stérker als bei 35 Zyklen, ohne dass
sich die Muster verdndern. Die schwécheren Banden zwischen den Hauptamplifikaten sind
deutlicher zu erkennen. Zwischen den RAPD-Muster der Annealingtemperaturen 20 °C und
25 °C sind kaum Unterschiede vorhanden, zwischen 25 und 30 °C Annealingtemperatur treten
grof3e Unterschiede auf. Die Temperaturerhohung fuhrt dazu, dass die Unterschiede der
RAPD-Muster zwischen der Hausschwein- und der Wildschwein-Probe kleiner werden

(markierter Bereich).

Die weiteren Versuche wurden mit dem Mastermix entsprechend Tabelle 64 und dem
Temperatur-Zeit-Programm der Tabelle 65 durchgefihrt.
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Tabelle64:  Mastermix fur die RAPD-PCR.
Die RAPD-PCR flhrte zu optimaen Ergebnissen bel Verwendung von 3 mmol/l
Magnesiumchlorid und 1 pumol/l Primer. Auch die Konzentration der Polymerase wurde
gegeniiber den anderen PCR-Ansétzen leicht erhoht.

Substanz (Einheit) Ausgangskonz. Endkonz. Menge (DJ; Ansatz
Wasser 13,95
Puffer 10-fach (umol/l) 10 1 2,50
Magnesiumchlorid (mmol/l) 25 3 3,00
dNTPs (mmol/l) 25 0,2 2,00
Primer 1 (umol/l) 20 0,5 0,625
Primer 2 (umol/l) 20 0,5 0,625
Polymerase: AmpliTag Gold™ (U) 5 15 0,30
DNA-Extrakt (pmol/l) 2,00
Gesamtvolumen 25,00

Tabelle65:  Temperaturprogramm fur die RAPD-PCR.
Die Anlagerungstemperatur ist mit 25 °C entsprechend der Kiirze der Primer sehr niedrig. Die
Zeit fur die Primeranlagerung und die FortfUhrung wurde verlangert.

Zeit Temperatur

Prozess (min:s) °C) Zyklen
Aktivierung und Denaturierung 8:00 95

Denaturierung 0:20 95

Anlagerung 1:00 25 40
Fortfiihrung 1:20 72

Vervollstdndigung 10:00 72

Pause ¥ 4

Die Abbildung 80 zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung der Amplifikate von vier
RAPD-PCR, die alle mit den oben genannten PCR-Bedingungen aber unterschiedlichen
Primer-Kombinationen durchgeftihrt wurden. Mit jeweils zwei Primern wurde die DNA von
Haus- und Wildschweinen amplifiziert.
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Probe Nr. 1D Primer
1 HS Ral+4
5 HS
32 WS
34 WS
62 WS
64 WS
129 HS
130 HS
140 HS
145 HS
100 Bp-Marker
Probe Nr. Form  Primer
100 Bp-Marker
1 HS Ra2+3
5 HS
32 WS
34 WS
62 WS
64 WS
129 HS
130 HS
140 HS
145 HS
Probe Nr. Form  Primer
100 Bp-Marker
1 HS Ral+2
5 HS
32 WS
34 WS
62 WS
64 WS
129 HS
130 HS
140 HS
145 HS
Probe Nr. Form  Primer
1 HS Ra3+4
5 HS
32 WS
34 WS
62 WS
64 WS
129 HS
130 HS
140 HS
145 HS
100 Bp-Marker

Abbildung 80: RAPD-PCR mit verschiedenen Primer-K ombinationen.
Bei Bild b und c sind die Positionen mit einem Pfeil markiert, an denen unterschiedliche Banden
zwischen Haus (HS)- und Wildschwein (WS) bel bestimmten Bedingungen auftreten.
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Durch die verschiedenen Primer-Kombinationen entstehen im Gel gut erkennbare
Amplifikate der Grofe von etwa 300 bis 1500 Bp. Bei den verschiedenen Kombinationen
entstehen stark unterschiedliche Bandenmuster bei gleichen Proben. Bei Ral+2 sowie 2+3
sind die Banden im Bereich von 500-1000 Bp konzentriert, wahrend bei 1+4 und 3+4 die
Banden gleichméiger Uber den Bereich von 300-1500 Bp verteilt sind. Zwischen den Proben
sind nur leichte Unterschiede der Muster vorhanden. Bei Bild a und d treten zwischen den
Haus- und Wildschweinen keine Unterschiede im Muster auf. Bei b und ¢ sind grof3ere
Unterschiede vorhanden, die jedoch fir eine Unterart nicht einheitlich sind. Die mit einem
Pfeil markierte Bande mit der Grofe von ca. 690Bp entsteht bel vier von sechs
Hausschweinen, wahrend sie bei den untersuchten Wildschweinen nur schwach gebildet wird.
Fir die Bildung dieser Bande ist der Primer Ra2 verantwortlich, der in der PCR b und ¢
verwendet worden ist.
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VI  DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es, Unterschiede zwischen Haus- und Wildschweinen zu identifizieren,
um diese zu einer Tierart gehdrenden Formen analytisch differenzieren zu kénnen. Zu diesem
Zweck wurden verschiedene DNA-basi erende Untersuchungsmethoden angewandt.

Dies umfasste die Prifung und Optimierung von Nukleinséure-Extraktionsmethoden, die
Untersuchung bisher verfigbarer Methoden oder Zielsequenzen, die Identifizierung
heterogener Bereiche zwischen Haus- und Wildschweinen sowie die Suche nach geeigneten
Markersequenzen fur die Differenzierung. Auf Basis geeigneter Marker sollten in der Routine
anwendbare Nachweismethoden entwickelt werden, die fur die Differenzierung in rohen und
prozessierten Lebensmitteln verwendet werden konnen. Die Ergebnisse der einzelnen
Untersuchungen werden im folgenden diskutiert.

1.1 Extraktion

1.1.1 EXTRAKTION AUS FLEISCH

Die Wah! der Aufarbeitungsmethode richtet sich nach der Zusammensetzung der Probe. Vier
Aufarbeitungsmethoden wurden an Fleisch von vier Tierarten mit verschiedenen Prozess-
ierungsgraden hinsichtlich der Eignung zur Extraktion von DNA aus Fleisch und Fleisch-
erzeugnissen untersucht. Die Ergebnisse der DNA-Extraktion wurden anhand der Ausbeute

an DNA und der nach einer PCR entstandenen Amplifikatbanden im Agarosegel bewertet.

Die CTAB-Aufarbeitungsmethode, die fur die DNA-Extraktion aus pflanzlichem Material
empfohlen wird (L-24.01-1 der Methodensammlung nach § 35 LMBG, BgVV 1997), wurde
hier modifiziert durch Verwendung von Proteinase K in zwei verschiedenen Ansatzmal3staben
flr die Extraktion von DNA aus Fleisch und Fleischerzeugnissen angewandt. Diese Methode
ergab die besten Resultate hinsichtlich der extrahierten DNA-Mengen, des Arbeitsaufwandes
und der Reinheit vor und nach einer zusétzlichen Aufreinigung tber Saulen.

Die Guanidin-Methode erwies sich ebenfalls as gut geeignet, erfordert jedoch in jedem Fall
eine zusdtzliche Reinigung des DNA-Extraktes, auch wenn es unter idealen PCR-
Bedingungen zu einer Amplifikation der DNA kommt.

Die zusétzliche Reinigung Uber Saulen fuhrt bei alen Methoden zu verbesserten PCR-
Ergebnissen bel nur geringem Verlust an extrahierter DNA. Die bei der Elektrophorese
sichtbaren Banden der Amplifikate waren bei fast allen Proben nach der Saulenreinigung
stdrker und die Hintergrundfluoreszenz wurde deutlich reduziert. Die Verwendung von

Saulen ist daher zu empfehlen. Zwischen den Ergebnissen der Saulenreinigung von Wizard®
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und QIAGEN gab es nur geringe Unterschiede, die Anwendung der QIAGEN-Methode ist
jedoch einfacher und schneller und ergab in der Regel eine hohere Ausbeute an DNA.

Die Verwendung von Proteinase K ist gegeniiber der Aufarbeitung von pflanzlichen Proben
bei Fleisch zur Extraktion der DNA aus der Matrix unentbehrlich, da ansonsten nur die DNA
der &ulkeren Bereiche einer Fleischprobe extrahiert wird. Die hier getesteten Extraktions-

methoden wurden daher alle in Gegenwart von Proteinase K angewandt.

Bel Anwendung der CTAB-Methode im Mikro-Mal3stab (ca. 100 mg Probe) wurden die
Fleischstiicke in Gegenwart von Proteinase K vollstéandig verdaut. Eine vorherige
Zerkleinerung der Muskelfleisch-Proben durch Messer oder Ultra-Turrax fuhrte zu keinen
wesentlich  verbesserten Resultaten, so dass auf diesen zeitaufwendigen und
kontaminationstrachtigen Zerkleinerungsschritt verzichtet werden sollte. Zur Beschleunigung
der Lyse kann der Ansaiz nach Zugabe kleiner Plastikkligelchen unter starken

Schittel bewegungen in einem Thermomixer homogenisiert werden.

1.1.2 EXTRAKTION AUS BLUT

Die DNA-Extraktion aus Blut wurde mit der CTAB-Methode, dem GENERATION Capture
Disk Kit der Firma Gentra Systems und dem QIAamp DNA Blood Mini Kit der Firma
QIAGEN vorgenommen.

Die CTAB-Methode erwies sich fur die Extraktion von DNA aus Blutproben weder im
Mikromal3stab mit 200 pl Blut je Ansatz, noch im Makromalistab mit 2 ml Blut as geeignet.
Es konnte aus keinem Nukleinsaureextrakt einer Hausschwein-Blutprobe ein Amplifikat

erzeugt werden.

Mit dem GENERATION Capture Disk Kit konnte bei nur einer von acht Aufarbeitungen ein
PCR-Amplifikat erhalten werden. Ein entscheidender Nachtell dieses Kits ist auf3erdem, dass
die DNA an ein Pellet adsorbiert und dieses Pellet in der PCR eingesetzt wird. Es besteht
daher keine Mdoglichkeit, die DNA-Konzentration nach der Aufarbeitung zu prifen und
einzustellen, nur ein Aliquot der extrahierten DNA zu verwenden oder mehrere DNA-Ansdtze

aus einer Aufarbeitung zu fahren.

Bewahrt hat sich der Aufarbeitungskit der Firma QIAGEN, bei dem mit der extrahierten DNA
in der Regel gute Amplifikate durch die PCR erzeugt werden konnten. Hierfir wird nur eine
geringe Menge an Probenmaterial bendtigt (100-200 ul) und die extrahierte DNA liegt am

Ende in einer wéssrigen Suspension vor.

Es konnte nur mit einem Primer-System, das als Zielsequenz nukledre DNA (Melanocortin-
Rezeptor-Gen) hatte, ein Amplifikat erhalten werden, nicht aber mit einem Primer-System,
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welches eine mitochondriale Zielsequenz (D-Loop) hatte. Dies kann an unterschiedlichen
Effizienzen der PCR-Systeme gelegen haben. Ein wesentlicher Aspekt ist jedoch die
geringere Menge an vorhandener mitochondrialer Ziel-DNA, da die Erythrozyten als
wesentlicher zellularer Bestandteil des Blutes keine Mitochondrien enthalten.

1.1.3 EXTRAKTION UNTER ANREICHERUNG MITOCHONDRIALER DNA

Eine Amplifikation von DNA-Bereichen aus Pseudogenen des mitochondrialen D-Loops, die
z.B. bei Ratten identifiziert wurden (Zullo et al., 1991) oder des cytB-Gens konnte bei den
untersuchten Tierarten Schwein, Rind, Schaf, Huhn und Pute mit den verwendeten
Primerpaaren nicht beobachtet werden. Die durchgefiihrten Restriktionen fuhrten zu den
erwarteten Fragmentlangen. Gelegentlich betrug die Summe der Fragmente das Doppelte der
AmplifikatgrofRe, da nicht ale der zum Verdau eingesetzten Molekile geschnitten wurden.
Eine Reduzierung der DNA-Konzentration oder eine Erhdhung der Enzym-Konzentration
fuhrte zum vollstdndigen Verschwinden des ungeschnittenen Fragments, wenn dieses die
Enzym-Erkennungssequenz  beinhaltete.  Weitere  Untersuchungen  hinsichtlich  des
Vorhandenseins von Pseudogenen (Collura et al., 1996) bzw. die Anwendung der Methode
nach Burgener und Hibner (1998) zur Anreicherung von mtDNA gegeniiber nuklegrer DNA

wurde daher hier standardmé&f3ig nicht notwendig.
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1.2 Sequenzvergleiche

Waéhrend dieser Arbeit wurden kontinuierlich zahlreiche Recherchen in den Sequenz-
Datenbanken vorgenommen. Vorhandene Sequenzen der Gattung Sus wurden Uberprift, ob
se en erkennbares Potential im Hinblick auf die Differenzierung von Haus- und
Wildschweinen aufweisen. Im Falle des VVorhandenseins mehrerer Sequenzen von Tieren der
Gattung Sus wurden diese Sequenzen aneinander ausgerichtet und miteinander verglichen. In
einigen Fallen konnte nur auf die Sequenzen verschiedener Unterfamilien zuriickgegriffen
werden, um Aussagen hinsichtlich der Variabilitét dieser Sequenz treffen zu kénnen und ggf.

Anlagerungsbereiche fur Primer berechnen zu kénnen.

Die Seguenzabweichungen wurden darauf hin untersucht, ob es sich um Mutationen eines
Individuums handelt, oder ob es sich um SNPs handelt, der Basenaustausch also bel mehreren
Individuen auftaucht. ES wurde untersucht, ob die SNPs charakteristisch fur eine
abzugrenzende Gruppe ist, so dass sich Uber sie Haus- von Wildschweinen, verschiedene

Wildschweinpopul ationen oder verschiedene Hausschweinrassen unterscheiden lassen.

Die Recherchen haben gezeigt, dass aus dem Vergleich von DNA-Sequenzen von Individuen
verschiedener Arten, Gattungen und Familien keine Ruickschlisse hinsichtlich der Variabilitét

des DNA-Bereiches zwischen Individuen einer Art gezogen werden konnen.

1.2.1 D-LOOP

Der D-Loop zeigt in weiten Bereichen eine extrem grof3e Sequenzheterologie zwischen Tieren
der Ordnung Artiodactyla, wo nicht nur vermehrte Punktmutationen, sondern vor alem
grofere Bereiche mit Deletionen auftreten. Diese Deletionen im D-Loop sind die
Hauptursache fir die unterschiedlich grofen mitochondrialen Genome bei verschiedenen
Tierarten. Im Gegensatz dazu weisen die Sequenzen verschiedener Schweine untereinander

nur Punktmutationen auf und diese auch nur in geringem Umfang.

Bel dem Vergleich der Unterschiede zwischen Individuen einer Rasse und den Unterschieden
zwischen zwei Rassen bzw. zwischen Haus- und Wildschweinen konnte festgestellt werden,
dass die Mutationen innerhalb einer Rasse dhnlich grold sind wie zwischen Individuen
verschiedener Rassen. Es konnte keine Mutation gefunden werden, die sich in einer Unterart
bei alen Individuen einheitlich von den Individuen der anderen Unterart unterschied.
Unterschiede zwischen Haus- und Wildschweinen sind im D-Loop nur durch Betrachtung

mehrerer Punktmutationen moglich.
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1.2.2 CYTB-GEN

Die zu Beginn der Arbeit durchgefiihrten Sequenzvergleiche zwischen GenBank-Eintrégen
zeigten eine zu erwartende Abnahme der Mutationen bei Vergleichen zwischen Tieren
verschiedener Familien Uber verschiedene Gattungen hin zu verschiedenen Arten einer
Gattung. Der Sequenzvergleich zwischen der DNA verschiedener Arten lasst stark oder
weniger stark konservierte DNA-Bereiche erkennen. Die wenigen zwischen Individuen einer
Art gefundenen Sequenzunterschiede konzentrieren sich nicht auf die variableren Bereiche
des Gens. Aus den Sequenzvergleichen zwischen Tierarten lassen sich somit nicht zwingend
Rickschlisse darauf ziehen, dass bestimmte variable Sequenzabschnitte auch ein hohes

Potential fur die Differenzierung nahe verwandter Taxa beinhalten.
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1.3 Sequenzierungen

1.3.1 CYTOCHROM B-GEN

Die fur das cytB-Gen entwickelten Primer fuhrten bei allen amplifizierbaren DNA-Extrakten
zu einem Amplifikat. Unspezifische Bindungen der Primer, die zu weiteren Banden fihrten,
konnten durch Optimierung der PCR-Bedingungen verhindert werden.

Der Sequenzvergleich des cytB-Gens von verschiedenen Tierarten zeigte, dass das Gen aus
stark und weniger stark konservierten Bereichen besteht. Die von Meyer R. et al. (1995) zur
Tierartendifferenzierung verwendeten Primern binden an den stérker konservierten Bereichen
des Gens. Vergleiche von DNA-Sequenzen aus Datenbanken zwischen Tierarten, die als
Lebensmittel relevant sind, zeigen an den Primerbindungsstellen einige Sequenzunterschiede.
Dadurch kommt es bei Verwendung dieser Universaprimer bei einigen Tierarten zu
Mismatches. Um dies zu verhindern, wurden die Primer Cytb 1f-WO und Cytb 2r-WO, die
jeweils eine Mischung von Primern mit unterschiedlicher DNA-Sequenz an einigen
Nukleotidpositionen darstellen, entwickelt. Durch die unvollsténdige Bindung von Primern an
die Zielsequenz kann es zu einer Verschlechterung der PCR-Effizienz kommen, die bel der
Endpunktbetrachtung im Agarosegel hier nicht zu beobachten war. Bel der Verwendung von
Primern in der Real-Time-PCR macht sich eine schlechte PCR-Effizienz jedoch durch
erhdhte Zyklenzahl bemerkbar, an der ein Signal detektierbar wird.

Zwischen verschiedenen Tierarten sind in den variableren Bereichen zahlreiche
Punktmutationen zu finden. Die Sequenzierung grof3er Teile des cytB-Gens von Haus- und
Wildschweinproben zeigt hingegen, dass die Sequenzunterschiede innerhalb einer Art in
diesem Gen nur sehr gering sind.

Be allen im cytB-Gen gefundenen Sequenzunterschieden handelt es sich um Punktmutationen
mit Transition. In dem 963 Bp langen sequenzierten Abschnitt konnten acht Positionen
identifiziert werden, die innerhalb der Art Sus scrofa polymorph sind. Lediglich einer dieser
Sequenzunterschiede fuhrt jedoch zu einer Anderung der Aminosiuresequenz, alle anderen
Basenaustausche fanden nur an Wobble-Positionen statt, siebenmal an der dritten
Triplettposition, einmal an der ersten. Nur der Basenaustausch an Position 235 des cytB-Gens,
bewirkt eine Anderung der Aminosiuresequenz. Diese Mutation liegt neben dem
Basenaustausch an Position 234, der durch das Restriktionsenzym Hinf | zu einem Schnitt
fuhrt. Vier der 31 sequenzierten Wildschweine wiesen das Codon GTT auf, das fur Valin
codiert, wdhrend ATT fir Isoleucin codiert. Dieser Teil des CytB-Proteins mit dem
Aminosaureaustausch an Position 79 liegt in der Zellmembran (Brasseur et al., 1996). An
dieser Stelle wirkt sich eine Anderung der Aminosiure-Sequenz weniger stark auf die
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Funktionsfahigkeit des Proteins aus als eine Anderung oberhalb der Zellmembran. Diese

Abweichung trat sowohl bei méannlichen wie auch bel einem weiblichen Wildschwein auf.

Drei Tiere stammen aus der gleichen Region in Bayern, das vierte aus Brandenburg. ES

handelt sich hierbei aso nicht um individuelle Mutationen sondern um SNPs, die eine grél3ere

Verbreitung unter den Wildschweinen aufweist. Die Sequenzabweichungen des

Hausschweins Nr. 5 sind aufféllig gehauft.

Fur einen Teil der Wildschweine aus dem Land Brandenburg war der genaue geographische

Ort der Erlegung bekannt, so dass neben den Unterschieden tber raumlich weit auseinander

liegende Gebiete auch die Unterschiede in einem zusammenhangenden Gebiet betrachtet und

verglichen werden konnten.

Bel der in der Literatur beschriebenen Methode
zur  Differenzieeung von Haus- und
Wildschwein erfolgt die Unterscheidung Uber
den Schnitt des Restriktionsenzyms Hinfl

: innerhalb des 359 Bp langen cytB-Amplifikats.

Die RFLP-Analyse ergab, dass nur 21 % der
untersuchten 73 Wildschweine diese

: .:'.',. Erkennungssequenz aufweisen und damit von
& Hausschweinen zu unterscheiden sind (Butschke
" et al., 1999a). Die Sequenzierung des cytB-Gens
. hat gezeigt, dass bei den Ubrigen Wildschweinen

ene Basensubstitution von C zu T die

. Restriktion verhindert. Durch die Sequenzierung

grofer Bereiche des cytB-Gens sind zwel
weitere Mutationen gefunden worden, die
ebenfalls nur bel Wildschweinen auftreten und

= ... damit  die  Anzahl an differenzierbaren

Individuen Uber das cytB-Gen erhéhen.

Abbildung 81: Herkunft der Proben aus
Brandenburg und ihr  Hinfl-

Schnittver halten:
® = ungeschnitten, ® = geschnitten
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Obwohl das cytB-Gen zu den stark konservierten Genen gehort, da die durch die
Aminosauresequenz festgelegte Faltung des Cytb-Proteins sehr wichtig fir seine Funktion ist,
sind Punktmutationen an einer Wobble-Position nicht auszuschlief}en. Bei der Entwicklung
einer DNA-analytischen Methode zur Tierartendifferenzierung sollte dies berticksichtigt
werden, da bel der RFLP-Analytik diese an Wobble-Positionen haufigen Sequenzunterschiede
bei der gleichen Art, Form oder Rasse zu unterschiedlichen RFLP-Mustern fuhren und
dadurch die Tierart nicht korrekt identifiziert werden kann. Bel der RFLP-Analytik ist die
Einbeziehung von Wobble-Positionen unvermeidbar, da die Restriktionsenzyme in der Regel
langere Erkennungssequenzen als 2 Basen aufweisen. Somit ist es sinnvoll, jeweils zwei fir
eine Tierart spezifisch schneidende Restriktionsenzyme mit unterschiedlichen Erkennungs-

seguenzen zu verwenden.

Die Sequenzierung des von Rolf Meyer et al. (1995) fur die Tierartendifferenzierung
verwendeten 359 Bp langen cytB-Abschnitts zeigt, dass die Erkennungssequenz des zur
Differenzierung der Schweine von den anderen Tierarten verwendete Restriktionsenzyms Alul
bei allen Schweinen vorhanden ist. Die Erkennungssequenz von Alul, ACGT liegt an Position
183-186 des Gens und fuhrt zu Fragmenten der Grofde 115 und 244 Bp. Dieser Bereich ist
somit bei allen untersuchten Individuen, Hausschweinrassen und Wildschweinen hoch

konserviert.
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1.3.2 D-LOOP

Ein Vergleich der DNA-Sequenzen von Tieren verschiedener Arten zeigt grof3e Unterschiede
auf. Neben zahlreichen Punktmutationen sind viele Deletionen/Insertionen von mehr als
10 Bp vorhanden, die sich fur eine Differenzierung von Tierarten gut eignen. Da der D-Loop
ein nicht-codierender Bereich im mitochondrialen Genom ist, kdnnen Mutationen in diesem
Bereich nach heutigen Erkenntnissen ohne Folgen fir die Lebensfahigkeit des Individuums
auftreten. Dadurch gehort dieser Bereich zu den variabelsten DNA-Bereichen bel den
Sdugetieren. Dieser Annahme folgend, sollte in diesem Bereich der grofdte Unterschied
zwischen zwei Unterarten auftreten. Bei Pferden war es moglich, verschiedene Rassen Uber
den D-Loop voneinander zu unterscheiden (Ishida et al., 1994; Jansen et al., 2002). Die
Sequenzierung des kompletten D-Loop-Bereichs bei Haus- und Wildschweinen zeigte jedoch
keine Deletionen oder Uber Punktmutationen hinausgehende Sequenzunterschiede (Butschke
et al., 1999b). Bei den neun sequenzierten Haus- und finf Wildschweinen treten im D-Loop
insgesamt 15 Mutationen auf, von denen sechs als Marker geeignet erscheinen. Bel nur zwel
dieser Marker findet man eine polymorphe Situation bei den Wildschweinen, bei vier
Markern sind Polymorphismen bel den Hausschweinen zu finden, wéhrend die andere Form

jeweils homogen ist.

An sieben Positionen des D-Loops weist eine Unterart eine einheitliche Nukleinsdure auf,
wéhrend die andere Form eine Mischung von zwei Nukleinsduren aufweist. Dabei ist die
Heterogenitéat bei den Hausschweinen im Verhdltnis 10:3 grof3er als bei den Wildschweinen,
was aber aufgrund der geringen Anzahl an sequenzierten Individuen nicht statistisch
abgesichert ist. Unter alen Punktmutationen des sequenzierten D-Loop Bereichs der
Schweine ist das Verhdltnis von Transitionen (Purin-Purin bzw. Pyrimidin-Pyrimidin-
Austausch) zu Transversionen (Pyrimidin-Purin-Austausch) mit 0,4 umgekehrt zu dem, was
in codierenden Genen mit einer mittleren Austauschrate Transition / Transversion von 25 zu
erwarten ist (Excoffier und Yang, 1999; Bielawski et al., 2000).

Die Untersuchung weiter Teile der mitochondrialen DNA-Bereiche des Cytochrom b-Gens
und der D-Loop-Region sowie des chromosomalen Melanocortin-1-Rezeptor-Gens zeigen,
dass zwischen den Subspezies Sus scrofa scrofa und Sus scrofa f. domesticus nur
Sequenzunterschiede auf der Basis von Punktmutationen zu finden sind. Die
Deletion/Insertion grofierer Bereiche, die hinsichtlich der groferen analytischen Sicherheit zu

bevorzugen wéren, sind nicht vorhanden.

Die hier entwickelte Methode basiert daher auf der Analyse von zwei nahe beieinander
liegenden Punktmutationen. Wahrend beide Punktmutationen in der RFLP-Analytik einzeln
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nur bei einem Tell der untersuchten Proben eine Zuordnung erlaubt, 18sst die Kombination
beider RFLP-Analysen bei mehreren Proben eine Differenzierung zwischen Haus- oder
Wildschweinproben zu.

Diese RFLP-Analytik ist durch die Entwicklung Schwein-spezifischer Primer mit einem
kleineren Amplifikationsbereich und deutlich zu unterscheidenden Restriktionsfragmenten fir
die Routineanalytik vorbereitet worden. Ferner sind Sonden, die sich im Bereich der
Punktmutationen anlagern, entwickelt worden. Diese erméglichen es, in einer einfach
durchzufiihrenden Real-Time-PCR mit dem TagMan —System von Applied Biosystems oder
dem HybProbe-System™ von Roche Haus- und Wildschwein zu differenzieren. Dies erfolgt
Uber eine Schmelzpunktanalyse in diesen Geréten nach dem PCR-Lauf. Als Bestétigung des
Befundes kann bei Bedarf mit den PCR-Amplifikaten ebenfalls eine RFLP-Analytik mit den
beschriebenen Enzymen angeschlossen werden.
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1.3.3 MC1R-GEN

Die Priifung der von Kijas et al. (1998) beschriebenen unterschiedlichen Genotypen zwischen
Haus- und Wildschweinen, die mit der Fellfarbe korrelieren sollen, zeigte, dass bei den
untersuchten Hausschweinen ein enheitlicher Genotyp vorhanden ist, wéhrend bel
Wildschweinen drei Genotypen gefunden wurden. Neben dem Wildtyp kommt der Genotyp
vor, der bei Hausschweinen , weiterhin gibt es bei einigen Wildschweinen eine heterozygote
Situation, so dass ein Allel den von Kijas beschriebenen Genotyp der Wildschweine enthélt,
das andere Allel das der Hausschweine. Bei den untersuchten Wildschweinen handelt es sich
nach Begutachtung der Jager und der veterindrmedizinischen Untersuchung eindeutig um
Wildschweine und nicht um Kreuzungen. Somit sind diese Tiere aufgrund ihres Aussehens
als Wildschweine in den Verkehr zu bringen. Sollten diese Tiere aus Kreuzungen mit
domestizierten Schweinen in den zurlckliegenden 500 Jahren zurtickgegangen sein, so haben
diese lebensmittelrechtlich betrachtet keine Relevanz. Demgegenlber ist die kunstlich
durchgefiihrte Kreuzung von weif3en Hausschweinen mit Wildschweinen eindeutig am

Phanotyp zu erkennen und nicht mehr als Wildschwein zu bezeichnen.

Die Mutation an Nukleotid-Position 242 des mclr-Gens hat Auswirkungen auf den Phanotyp
des Schweins. Der Austausch der beim Wildschwein  vorhandenen Aminosaure
Asparaginsdure durch Asparagin beim Hausschwein konnte aufgrund der unterschiedlichen
funktionellen Gruppen einen Einfluss auf die Struktur und damit auf die Funktionalitdt des
Proteins haben (Newton et al., 2000). Sollte das in dem Mal% der Fall sein, dass es eine
Anderung der Fellfarbe bewirkt, so kann dies nicht der einzig mal3gebliche Prozess dafiir sein,
da auch einige Wildschweine diese Mutation aufweisen. Wie in der Einleitung erlautert, ist
bekannt, dass zahlreiche Gene an der Entstehung von Haut- und Fellfarbe beteiligt sind, so
dass Mutationen auf verschiedenen Genen zu einer Albinoform fihren kénnen (Marklund
et al., 1998). Weiterhin steht die Untersuchung des Einflusses von regulatorischen Elementen
bzw. Epigenomischen Informationen (Hirobe und Abe, 1999) auf die Auspragung der

Merkmale im Vordergrund der kiinftigen Forschung.

Uber diesen Marker lassen sich nach diesen Untersuchungen iber den homo- oder
heterozygot vorhandenen Wildschwein-spezifischen Genotyp 96 % der Wildschweine als
solche identifizieren, d.h. von Hausschweinen differenzieren. Hausschweine konnen Uber
diesen Marker nicht sicher als solche identifiziert werden, da einige Wildschweine den

gleichen Genotyp aufwei sen.

Die Untersuchungen zum mclr-Gen zeigen, dass selbst Marker, die zur Anderung der

Aminosiuresequenz fuhren und in Verbindung zu dominanten Anderungen des &uReren
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Erscheinungsbildes fuhren, nicht einheitlich innerhalb einer Art, Form oder Rasse sein
mussen. Die Robustheit solcher gruppenspezifischen DNA-Sequenzen muss daher an
zahlreichen Individuen einer Subspezies aus verschiedenen geographischen Regionen getestet
werden. Die Verwendung mehrerer Marker zur Erlangung einer hoheren analytischen
Sicherheit ist empfehlenswert bzw. fur bestimmte Aussagen Uber die
Probenzusammensetzung unabdingbar.

1.3.4 TYR-GEN

Im dem sequenzierten Abschnitt des tyr-Gens von funf Hausschweinen und sieben
Wildschweinen wurden funf Punktmutationen gefunden, die ausschliefdlich bei zwel
Hausschweinen auftreten. Eine Untersuchung der Codons ergab, dass ale Mutationen an
Wobble-Positionen liegen, die Aminosauresequenz aller Schweine daher identisch ist. ES
handelt sich somit um ein stark konserviertes Gen, das bei dem Verlust der Fellfarbung der
Hausschweine keine Rolle spielt. Diese Mutationen stellen daher insgesamt keine potenten
Marker fUr die Haus- und Wildschweindifferenzierung dar.

1.3.5 IMMUNOREZEPTOR DAP10-GEN

Beim daplO0-Gen wurden sowohl codierende as auch nicht-codierende Abschnitte
sequenziert und zwischen Haus- und Wildschweinen verglichen. Dabel zeigten auch die
Bereiche des Introns eine sehr hohe Konservierung der Sequenz innerhalb der Art Sus scrofa.
In umgekehrter Leserichtung zum dapl0-Gen liegt durch ein kurzes Intron getrennt das
dap12-Gen. Laut Literatur (Yim et al, 2001) gibt es jedoch keine Uberschneidungen der
Gene, so dass eine Funktion der Introns bisher nicht bekannt ist. Die grof3e
Sequenzhomologie zwischen Haus- und Wildschweinen in diesem nicht-codierenden und
damit keinem Selektionsdruck ausgesetzten DNA-Bereich zeigt neben dem D-Loop die nahe
Verwandtschaft und die damit verbundene Schwierigkeit zur Differenzierung beider Formen.

1.3.6 MIKROSATELLIT S0602

Die Wildschweine weisen im Schnitt mehr CA-Wiederholungen as die Hausschweine auf,
wobei die Heterogenitét bei den Hausschweinen grofer ist. Die Repeat-Anzahl bzw. die
Lange dieses Bereiches ist somit nicht fur eine Differenzierung der Formen geeignet. Dieser
Mikrosatellit weist keine Sequenzunterschiede auf, die innerhalb einer Form einheitlich,
zwischen den Formen aber unterschiedlich ist.

Drel der vier sequenzierten Wildschweine weisen an Position 264 des Mikrosatelliten
innerhalb des repetetiven Abschnitts eine C-A Substitution auf, den kein Hausschwein

aufweist und der somit als Marker fur die Unterscheidung Hausschwein/Wildschwein
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geeignet ist. In dem nicht-repetetiven Bereich sind an den drei Positionen 92, 501 und 511 die
Wildschwein-Sequenzen identisch, wahrend jewells funf der sieben sequenzierten
Hausschweine eine abweichende Sequenz haben. Da hier die Wildschwein-Sequenzen
homogen sind, ermdglichen diese Marker im Gegensatz zu denen im cytB-Gen oder dem
mclr-Gen eine Identifizierung der Hausschweine, wahrend Wildschweine nicht eindeutig
identifiziert werden kénnen. Diese Marker stellen somit eine gute Ergénzung zu den zuvor

genannten dar.

Dieser Mikrosatellit zeigt im Vergleich zu den Protein-codierenden DNA-Bereichen eine
grofRere Haufigkeit von Punktmutationen. Diese sind ebenfalls unter Haus- und
Wildschweinen gleichméfdig verteilt. Da dieser Sequenzbereich weniger konserviert erscheint,
ist im Vergleich zu den konservierten Sequenzabschnitten das Risiko fur die Mutation eines
Markers und damit den Verlust der Information grof3er.
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1.4 RAPD-Analyse

Verwendet wurden 10 Bp lange Primer, die nur zu einem kleinen Teil der genomischen DNA-
Sequenz komplementér sind. Sie binden daher in nicht vorhersehbarer Weise nur 10-100 mal
so an die DNA, dass ein Amplifikat entsteht. Um alle Sequenzvarianten abzudecken, miissten
Uber eine Millionen verschiedene Primer getestet werden. Die ausgewahlten Primer erzeugten
mit der aus Schweinen extrahierten DNA jewells 20-30 Amplifikate unterschiedlicher Grolie.

Von den mit verschiedenen Primern bzw. Primerkombinationen entstandenen zahlreichen
Banden waren nur wenige zwischen den Individuen unterschiedlich. Es konnten keine Banden
gefunden werden, die innerhalb einer Form gleich, zwischen Haus- und Wildschweinen
jedoch unterschiedlich waren und somit as Marker fur die Differenzierung hétten dienen
koénnen. Auf die Sequenzcharakterisierung der DNA-Fragmente wurde daher verzichtet. Die
geringe Heterogenitdt zwischen den Formen und die im Vergleich dazu grof3e Heterogenitét
innerhalb der Formen, die bei den Sequenzvergleichen deutlich wurden, bestétigt sich auch in
der RAPD-Anaytik. Bel der RAPD-Analytik ist es nicht zu erwarten, dass einzelne
Basenunterschiede in der Primerbindungsregion zum Erscheinen oder Ausbleiben von
Banden fuhren, jedoch zu einer unterschiedlichen Effizienz der PCR. So sind einige DNA-
Bereiche unterschiedlich stark amplifiziert worden, was sich in verschiedenen
Bandenintensitdten im Agarosegel ausdriickt. Mehrere Sequenzunterschiede sowie Deletionen
bzw. Insertionen wirden mit grof3er Wahrscheinlichkeit zu unterschiedlichen Banden fihren
und waren fur diese Arbeit von grofem Interesse. Dies konnte jedoch nicht beobachtet
werden und zeigt, dass die Uberwiegenden Sequenzunterschiede auf Punktmutationen
beruhen. Die RAPD-Anayse konnte daher nicht zur Identifizierung von Markern
herangezogen werden.

Aktuelle Untersuchungen Uber die genetische Diversitdt zeigen, dass Gene, die fir
phanotypische Unterschiede verantwortlich sind, auf deren Basis eine Einordnung in Rassen
vorgenommen wird, zwischen den Rassen stérker variieren als andere Gene (Feldman et al.,
2003). So reflektieren auch die starken phanotypischen Unterschiede zwischen Haus- und
Wildschwein nicht die Unterschiede des gesamten Genoms.
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1.5 Ubersicht der Marker

In der Tabelle 66 sind die durch Sequenzierung festgestellten Polymorphismen aufgefihrt, die

bei einer grofen Anzahl an untersuchten Individuen einer Form vorkommen, wéahrend sie in

der anderen Form einheitlich nicht vorkommen. Es handelt sich jeweils um isolierte

Punktmutationen in Form von Substitutionen. Diese SNPs konnen in Kombination mit

anderen SNPs as Marker fur die jewellige Form verwendet werden (Butschke et al., 2001).

Weiterhin sind kommerziell erhdtlich Restriktionsenzyme angegeben, mit der sich die

Punktmutationen identifizieren lassen. Wo keine Restriktionsenzyme verfugbar sind, lassen

sich die SNPs nur Uber geeignete Sonden oder durch Sequenzierung nachweisen.

Tabelle66:  Ubersicht tiber die Marker zur Differenzierung von Haus- und Wildschweinen.
Aufgefihrt ist, wie haufig bei den untersuchten Haus- bzw. Wildschweinen die jeweiligen
Polymorphismen vorkommen und mit welchen kommerziell erhédltlichen Restriktionsenzymen
diese differenzierbar sind.

DNA- Position Basensubstitution Restriktionsenzym / HS WS

Sequenz Erkennungssegquenz

D-Loop 276 CIT Eco57MI T (78 %) T (100 %)

CTGRAG(N)16 C (22 %)
D-Loop 279 CIT Asel C (100 %) C (40 %)
ATTAAT T (60 %)
Tsp509I
AATT
D-Loop 306 CIT Bfal C (50 %) C (100 %)
CTAG T (50 %)
D-Loop 323 TIC Tsp509I C (56 %) C (100 %)
AATT T (44 %)
D-Loop 390 CIT Bsall C (100 %) C (40 %)
CCNNGG T (60 %)
Btgl
CCRYGG
HpyCHA4lII
ACNGT
mclR 93 CIT - C (100 %) C (78 %)
T (22 %)
mclR 242 AIG BspHI A (100 %) A (4 %)
TCATGA A+G (15 %)
G (81 %)
cytB 127 T/IC - T (100 %) T (68 %)
C (32 %)
cytB 234 T/IC Hinfl T (100 %) T (79 %)
GANTC C (21 %)
cytB 235 AIG - A (100 %) A (87 %)
G (13 %)
M S0602 92 AIT - T (29 %) T (100 %)
A (71 %)
MS0602 501 CIT BsrDlI T (29 %) T (100 %)
CATTIGC A (71 %)
M S0602 511 G/A HpyCH4lV A (29 %) A (100 %)
ACGT G (71 %)
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1.6 Real-Time-PCR

Unter Verwendung von Sybr® Green | bewirkt ein einzelner Basenaustausch nur eine
schwache Anderung der Schmelztemperatur. Mehrere Austausche koénnen sich sogar in ihrer
Wirkung aufheben. Die Temperaturunterschiede lagen bei Proben mit unterschiedlicher
DNA-Sequenz in der Regel unterhalb von 1 °C, maxima bei 2 °C. Ein Versuch mit
unterschiedlichen Magnesiumchloridkonzentrationen zeigte, dass &hnliche Schwankungen
bereits durch unterschiedliche Salzkonzentration in der Probe entstehen kénnen.

Ein spezifischer Nachweis einer Mutation Uber eine Schmelzkurve ist daher nur Uber eine
Hybridisierungssonde moglich. Diese Sonde bestehend aus zwel Teilen - Absorber und
Reporter - ermdglicht die gezielte Identifikation einer abweichenden Basensequenz in einem
kleinen DNA-Bereich. Um DNA-Sequenzunterschiede enes Amplifikats durch
Schmelzpunktanalytik bestimmen zu kdnnen, muss der zu erwartende Basenaustausch eine
moglichst groRe Anderung des Schmelzpunktes bewirken. Beim Aufschmelzen eines ca.
300 Bp langen Amplifikats wird die Anderung der Schmelztemperatur bei einem einzigen
Basenaustausch nur sehr gering ausfallen und in der Regel innerhalb des Rauschens (DT < 1
°C) liegen. Legt man jedoch eine nicht zu grof3e Sonde auf den DNA-Bereich, in dem die
Punktmutation auftritt, kann die Anderung der Schmelztemperatur mehrere Grad Celsius
betragen. Durch Veranderung der Lange und der Position der Sonde, sowie der Wahl des
Zielstrangs (sense oder anti-sense) kann die Schmel ztemperatur optimiert werden. Es miissen
jedoch ale relevanten Basenaustausche in dem Sondenbindungsbereich liegen oder zwei
verschiedene Sonden verwendet werden. Die Sondenbindung wird erst bei  zwei
Fehlpaarungen mit der Ziel-DNA deutlich destabilisiert.

1.7 Ausblick

1.7.1 QUANTIFIZIERUNG

Die Mdoglichkeit einer Quantifizierung des Anteills Hausschwein in einem Wild-Produkt
erscheint bisher nicht greifbar. Mitochondriale Systeme sind fir die Quantifizierung in
zusammengesetzten Produkten nur wenig geeignet, da Mitochondrien je nach Gewebeart
unterschiedlich oft pro Zelle vorhanden sind und Gewebe damit unterschiedliche Anzahl an
DNA-Kopien pro Zelle aufweisen. Gene, bel denen die Differenzierung Uber heterozygote
Situationen erfolgt, sind fur die Quantifizierung ebenfalls nicht geeignet, da nicht zwischen
einer Mischung von zwel Tieren mit unterschiedlichen homozygoten Allelen und einer
Mischung von homozygoten mit heterozygoten Tieren unterschieden werden kann. Somit
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sind die Ergebnisse bei einer Allel-Diskriminierungsanalyse hinsichtlich der Fleischanteile
der Tiere nicht interpretierbar. Bei repetetiven single-copy Sequenzen ergibt sich das
Problem, die fur eine Quantifizierung mittels Real-Time-PCR notwendige Sonde spezifisch
zu platzieren, da diese Uber die gesamte Lange der Repeats gehen musste und somit in der
Regel dietolerierbare Lange einer Sonde Ubersteigt.

1.7.2 SCHWEINE-GENOM-PROJEKT

Nach dem Humanen Genom Projekt wird gegenwértig das Genom der ersten Nutztiere
sequenziert, u.a. auch das Schweinegenom. Die Kenntnis weiterer DNA-Sequenzen wird die
vergleichende Sequenzierung von Haus- und Wildschweinen erleichtern. Sie wird die
Untersuchung einer grofen Zahl an Individuen auf die Robustheit der potentiellen Marker
jedoch nicht ersetzen. Die Identifikation der Mutationen, die fur den so stark
unterschiedlichen Phanotyp von Haus- und Wildschwein verantwortlich sind, wird diese
Sequenzierung aleine nicht ermdglichen. Die Erforschung der Funktionen aller Gene, deren
Zusammenwirken und Beeinflussung durch regulatorische Elemente oder andere nicht
Protein-codierende Sequenzen wird noch lange Zeit in Anspruch nehmen (Francis et al.,
2003).

1.7.3 ROUTINEANALYTIK

Die Umsetzung eines Markers in eine robuste und in der Routine einfach anzuwendende
Methode wird mit neuen Punktmutationen-detektierenden Systemen immer einfacher. Da die
Diagnostik der SNPs in der Humanmedizin zur Identifizierung von Erbkrankheiten,
entartetem Gewebe oder der Risikoabschéatzung von Krankheiten von grof3em Interesse ist,
wurden neue Methoden fir diesen Zweck entwickelt. Dazu zéhlen z.B. die von Applied
Biosystems entwickelten MGB-Sonden (Minor Grove Binder) oder Primersysteme, die nur
bei vollstéandiger Sequenzibereinstimmung mit der Zielsequenz binden und ein PCR-
Amplifikat ergeben. Weiterhin bietet die Microarray-Technologie die Mdglichkeit, zahlreiche
Marker auch in Form von SNPs parallel bestimmen zu kénnen (Erdogan et al., 2001).
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