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Zusammenfassung
Die Genotypisierung zur Identifikation von Sorten unter Einsatz von Mikrosatelliten
ist heute bei Kulturpflanzen weit verbreitet und hat sich sehr gut bewahrt. Dabei
kommen viele verschiedene Methoden zum Einsatz, die sich in Bezug auf Arbeitsaufwand
und Effizienz teilweise stark unterscheiden. Wir haben eine robuste und effiziente Me-
thode entwickelt, die wir seit mehreren Jahren erfolgreich einsetzen. In diesem Projekt
ging es darum, wie gut diese Methode in einem externen Labor einsetzbar ist und wie
sich die Resultate von denjenigen unseres Labors unterscheiden. Wir konnten zeigen,
dass die Methode ohne grossen Aufwand in externen Labors eingefuhrt werden kann
und Resultate mit hoch signifikanter Korrelation (R?=0,9993) zwischen den eingesetzten
Analyse-Systemen liefert. Wie erwartet wurden kleine Abweichungen in den Laufdistan-
zen einzelner Genfragmente (Allele) beobachtet. Diese Abweichungen sind allerdings
nur dann ein Problem, wenn bei der Analyse keine Standardsorte fur den direkten
Vergleich mit der Testsorte bekannt ist. Wir haben ein einfaches Verfahren entwickelt,
um dieses Problem losen zu konnen. Bei diesem Verfahren wird die Gesamtabweichung
aller Allele von denjenigen von bekannten Sorten verglichen. Sofern die Standardsor-
te in der Vergleichsdatenbank vorhanden ist, wird sie die geringste Abweichung von
der Testsorte aufweisen. In einem direkten Vergleich wird dann die Testsorte mit der
so identifizierten Standardsorte analysiert. Damit ermoglicht dieses Verfahren eine
eindeutige Identifikation auch bei grosseren systematischen Abweichungen zwischen
unterschiedlichen Analysesystemen.

Die Genotypisierung von Pflan-
zen ist eine wichtige Grundlage
fur die modernen Methoden der
markergestutzten Selektion in
der Zuchtung, die Beschreibung
genetischer Ressourcen und die
prazise Sortenidentifikation. In
den 90er Jahren wurden verschie-
dene molekulare Marker auf ihre
Eignung fur die Genotypisierung
von Kulturpflanzen untersucht
(Morgante und Olivieri 1993;
Wang et al. 1994; Milbourne et
al. 1998). Dabei zeigte sich, dass
Mikrosatelliten-Marker fur die-
se Aufgabe ausgezeichnet geeig-
net sind und seit iiber zehn Jah-
ren sehr erfolgreich bei vielen
Kulturpflanzen eingesetzt wer-
den (z.B. McCouch et al. 1997).
Mikrosatelliten oder einfache re-
petierte Sequenzen (simple se-
quence repeats, SSR) sind in den
Genomen von Tieren und Pflan-
zen weit verbreitete Struktu-

ren (Tautz and Ranz 1984; Mo-
ran 1993; Estoup et al. 1993;
Morgante und Olivieri 1993;
Wang et al. 1994). Beispiele
fur Mikrosatelliten sind CACA-
CACA (= (CA)4) oder TGAT-
GATGATGATGA (= (TGA)S),
also einfache Repetitionen eines
DNA-Grundmotivs. Die Anzahl
Repetitionen bestimmt die Lan-
ge eines Allels. Eine der wich-
tigsten Eigenschaften von Mi-
krosatelliten ist ihr hoher Grad
an allelischer Diversitit. Das
heisst, generell existieren fur je-
den Mikrosatelliten viele ver-
schiedene Lédngenvarianten in
der Form einer unterschiedli-
chen Anzahl von Repetitionen.
Zum Beispiel kann ein einzel-
ner Mikrosatellit mit der Repetiti-
onseinheit CA mehrere Dutzend
unterschiedlicher Allele aufwei-
sen, wie (CA)S5, (CA)7, (CA)15,
etc. Diese genetische Diversitat
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ist die Basis fur die Fahigkeit
der Mikrosatelliten, auch nahe
verwandte Gruppen wie Sorten
von Kulturpflanzen differenzie-
ren zu konnen. Fur eine prazise
Sortenidentifikation milssen die
Daten mehrerer Mikrosatelliten
kombiniert werden.

Da eine Analyse mit Mikrosa-
telliten mehrere zeitaufwandige
und teure Arbeitsschritte erfor-
dert, konnten trotz ihrer Vorteile
bei der Identifikation entsprechen-
de Methoden lange nicht auf brei-
ter Basis eingesetzt werden. An
der Forschungsanstalt Agroscope
Changins-Wadenswil ACW ha-
ben wir daher in den letzten Jahren
eine neue Methode zur raschen
und okonomischen Genotypi-
sierung von Pflanzen entwickelt
(Frey et al.2004). Diese Methode
wurde erfolgreich in der marker-
gestutzten Selektion von Samlin-
gen in der Apfelzuchtung einge-
setzt. Ebenso erfolgreich war ihr
Einsatz bei der Genotypisierung
des Obst-Nuklearstocks, wo ge-
zeigt werden konnte, dass sie im
Prinzip auf alle Rosaceen-Obstar-
ten angewendet werden kann. Wie
auf der Basis von Literatur- und
Erfahrungsdaten zu erwarten war,
stellte sich heraus, dass fur ver-
schiedene Obstarten unterschied-
liche Primer zu verwenden sind.
In den letzten beiden Jahren wur-
den an der ACW mit dieser neuen
Methode 410 verschiedene Sorten
(Apfel, Birnen, Quitten, Kirschen,
Zwetschgen) mit 12 Mikrosatelli-
ten-Markern analysiert. Die Ana-
lysen wurden von verschiedenen
Personen durchgefuhrt, was kei-
nerlei Einfluss auf die Ergebnis-
se hatte.

AGRARForschung



Bei der Entwicklung analytischer
molekularbiologischer Metho-
den stellt sich generell die Frage
nach der Wiederholbarkeit zwi-
schen verschiedenen Laboratori-
en, denn eine Vielzahl von Fak-
toren kann zu Abweichungen in
den Resultaten fuhren. Doch ge-
nau diese Wiederholbarkeit ist
bei Sortenidentifikations-Projek-
ten wichtig, da ansonsten bei ge-
anderten Bedingungen (z.B. das
ausfuhrende Labor) kein Ver-
gleich zu bereits erstellten Da-
ten gemacht werden kann. Ob-
wohl die neue Methode in den
Labors der ACW mit grossem
Erfolg eingesetzt wird, wurde sie
bisher noch nie in externen La-
bors eingesetzt.

Das Ziel dieses Projektes war es,
zu zeigen, dass die an der ACW
entwickelte Methode fur die Ge-
notypisierung von Apfelsorten so
robust ist, dass ihre Anwendung
in einem externen Labor leicht
zu wiederholen ist und identische
Ergebnisse liefert. Fur diese Un-
tersuchung wurden Blattproben
von Apfel- und Kirschensorten
entnommen und parallel an der
ACW und in den Labors der Fir-
ma ecogenics analysiert.

Untersuchung von Apfel-
und Kirschensorten

Die Proben stammten von je drei
Apfel- (Golden, Gala und Brae-
burn) und Kirschensorten (Star,
Regina und Kordia). Dabei wur-
den von jeder Sorte Proben von
vier Baumen genommen. Die
Probenahme wurde am 12. Juni
2006 durchgefuhrt. Fur die Pro-
benahme wurde jeweils das vier-
te Blatt hinter der Triebspitze
verwendet. Die Proben wurden
anonymisiert an die beiden La-
bors ausgeliefert, wobei folgen-
de Codes verwendet wurden: Ap-
fel Sorte 1: ts10-ts13; Sorte 2:
ts21-23; Sorte 3: ts31-34; Kir-
schen Sorte 1: ms51-54; Sorte 2:
ms61-64; Sorte 3: ms71-74. Die
Blattproben wurden in Papier-
sackchen gelagert. Alles Mate-
rial wurde bis zur Weiterverar-
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beitung tiefgefroren bei -20 °C
aufbewahrt.

Molekularbiologische
Analysen

Die molekularbiologischen Ana-
lysen wurden sowohl von der
ecogenics GmbH als auch vom
Labor fur molekulare Diagnos-
tik und Epidemiologie der ACW
durchgefuhrt. Die Blattproben
wurden gemass der von Frey et
al. (2004) entwickelten Methode
aufbereitet und mit 12 Mikrosa-
telliten pro Probe untersucht. To-
tal ergaben sich so 72 zu analy-
sierende Proben (24 Baume zu
jeweils 3 Multiplex-Reaktionen
a4 Loci).

Die von der ACW an ecogenics
gelieferten Informationen uber
die Methode entsprachen mit ei-
ner Ausnahme denjenigen, die in
der Arbeit von Frey et al. (2004)
bereits publiziert worden waren.
Die zusatzliche Information be-
traf die Menge eines der Primer-
paare, fur welche die doppel-
te Menge in den Multiplex-Mix
empfohlen wurde. Von ecogenics
wurde fur jede Probe ein Experi-
ment durchgefuhrt, hinzu kamen
entsprechende Extraktions- und
PCR-Kontrollen.

Vergleich der Analyse-
Systeme

Die beiden in diesem Projekt ein-
gesetzten Analyse-Systeme sind
vom gleichen Anbieter (Applied
Biosystems; ACW mit 3130xl;
ecogenics mit3130) und verwen-
den dasselbe Polymer (POP7).
Ein wichtiger Unterschied be-
stand allerdings in der Lange der
eingesetzten Kapillaren, die bei
ecogenics 22 cm und bei ACW
36 cm betrug. Die Daten beider
Systeme wurden einer Korrelati-
onsanalyse unterzogen. Fur eine
detailliertere Analyse der Unter-
schiede in Laufdistanzen einzel-
ner Genfragmente wurden neben
den oben erwahnten Daten auch
solche aus fritheren Versuchen
der ACW mit dem alten Gerat
verwendet (3130, Applied Bio-

systems, Kapillarlange 36cm,
Polymer POP6).

Resultate der ecogenics
GmbH

Bereits im ersten Ansatz gelang
sowohl die Extraktion der DNA
wie auch deren Analyse mittels
Multiplex-PCR und Auftrennung
auf einem Kapillar-Sequenzier-
gerat. Einzig die Auftrennungs-
Bedingungen mussten bei ge-
wissen Markern leicht verandert
werden, um Signale geeigneter
Starke zu erhalten. Solche An-
passungen waren aber zu erwar-
ten und stellen im Hinblick auf
die Ubertragbarkeit der Metho-
de auf andere Laboratorien kein
Problem dar.

Resultate und
Auswertungen der ACW
Sortenidentifikation

Die Daten zu allen von bei-
den Labors untersuchten Pro-
ben stimmten vollstandig tiber-
ein. An der ACW wurden dann
die Fragmentlangen der beobach-
teten Genotypen mit denjenigen
der Nuklearstock-Datenbank der
ACW verglichen, wobei ein ei-
gens entwickeltes Verfahren ein-
gesetzt wurde (s. unten). Dieser
Vergleich ergab eine sehr gute
Ubereinstimmung mit den Ge-
notypen der Apfelsorten Gol-
den, Gala, und Braeburn und der
Kirschensorten Star, Regina und
Kordia (Abb. 1). Die Validierung
mitder uncodierten Liste der Pro-
ben bestatigte die Richtigkeit der
Zuordnung, womit gleichzeitig
bestitigt werden konnte, dass mit
Hilfe dieser neuen Methode in
beiden Labors eine prizise Dia-
gnose der Sorte erreicht wurde.
Die Identifikation wurde verifi-
ziert, indem von allen zugeordne-
ten Sorten Proben aus dem Obst-
Nuklearstock in einem direkten
Vergleich auf dem ACW-System
analysiert wurden.

System-Korrelation

Die ausgefuhrten Analysen ba-
sieren auf dem Prinzip der Ka-
pillar-Gelelektrophorese. Diese
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Abb. 1. Fragment-
analysen mit vier
Mikrosatelliten-Mar-
kern aus Markerset

1 der anonymisierten
Proben fiir Apfel- (1-3)
und Kirschensor-

ten (4-6), jeweils im
direkten Vergleich mit
den entsprechenden
Obst-Nuklearstock-
sorten. Die Frag-
mentldngen stimmen
in allen Fallen sehr
gut liberein und
bestdtigen damit die
Diagnose.
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Technologie ist anfallig auf Un-
terschiede in Bezug auf die Tem-
peratur, die Lange der Kapilla-
re und das verwendete Polymer.
Unterschiedliche Bedingungen
erzeugen kleine Unterschiede in
den Laufdistanzen von Genfrag-
menten gleicher Lange (Tab. 1
und 2). Diese Unterschiede tre-
ten auf, obwohl ein interner Stan-
dard mitlauft. Die Abweichun-
gen sind generell klein, weshalb
zwischen verschiedenen Ana-
lysesystemen eine starke Kor-
relation existiert. So sind zwar
Abweichungen in den Laufdi-
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stanzen zwischen den beiden Sy-
stemen von ecogenics und ACW
zu beobachten, insgesamt ist die
Korrelation jedoch linear und
hoch signifikant (y = 0,9957x +
2,2236,R?=0,9993).

Abweichungen in Fragment-
langen

Die leichten Unterschiede in den
Laufdistanzen der Genfragmen-
te zwischen den Analysesyste-
men sind fur eine Sorteniden-
tifikation irrelevant, wenn zur
Bestatigung eine entsprechende
Vergleichsprobe zur Verfugung

steht. Stellt sich also die Frage,
ob die Testsorte mit der bekann-
ten Sorte X identisch ist, so kann
diese Frage durch eine gemein-
same Analyse beider Sorten be-
antwortet werden, sofern von
Sorte X eine Probe vorhanden
ist. Ist jedoch die Testsorte un-
bekannt oder die Referenzsor-
te nicht vorhanden, wird die Zu-
ordnung durch den Vergleich der
Fragmentlangen mit einer Daten-
bank ermoglicht.

Weil ein Vergleich mit einer Da-
tenbank auf den Laufdistanzen

AGRARForschung



Tab. 1. Unterschiede in den Laufdistanzen zwischen verschiedenen Kapillarelektrophorese-Systemen

Sorte Analyse- M1A1 M1A2  M2A1 M2A2 M3A1 M3A2 MA4A1 M4A2
bedingungen

Golden Delicious A 164 170 184 190 177 187 181 201
B 165 171 185 190 177 187 183 203
C 166 172 186 192 178 188 186 206
Braeburn A 168 170 196 196 187 215 201 209
B 169 171 196 196 187 213 203 211
C 170 172 198 196 188 214 206 214
A 168 170 178 190 177 213 177 181
B 169 171 179 190 177 211 179 183

C 170 172 180 192 178 212 182 186

Gala

Bedingungen der Fragmentanalyse: A) Modell 3130, Polymer POP8, Kapillarlange 36 cm; B) Modell 3130xI, Polymer POP7,
Kapillarlange 36 cm; C) Modell 3130, Polymer POP7, Kapillariange 22 cm. M1A1 = Marker 1, Allel 1; M1A2 = Marker 1,
Allel 2; M2A1 = Marker 2, Allel 1, etc.

Tab. 2. Differenz der beiden Allele von vier Mikrosatelliten-Markern

Sorte Analyse- M1A2-M1A1 M2A2-M2A1 M3A2-M3A1 M4A2-M4A1
bedingungen

Golden Delicious A 6 6 10 20
B 6 5 10 20
C 6 6 10 20
Braeburn A 2 0 28 8
B 2 0 26 8
C 2 0 26 8
Gala A 2 12 36 4
B 2 11 34 4
C 2 12 34 4

Die Differenz ist bei Marker 1 und 4 bei allen drei Geraten identisch, dagegen zeigen sich beim Marker 2 kleine Unterschiede,
die auf die Lange der Kapillaren zuriick gefuihrt werden kann. Gréssere Unterschiede zeigen sich beim Marker 3, wenn un-
terschiedliche Polymere verwendet werden. Bedingungen der Fragmentanalyse: A) Modell 3130, Polymer POP6, Kapillarlange
36 cm; B) Modell 3130xI, Polymer POP7, Kapillarlange 36 cm; C) Modell 3130, Polymer POP7, Kapillarlange 22 cm.
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Abb. 2. Laufunter-
schiede bei der Frag-
mentanalyse mit vier
Mikrosatelliten-Mar-
kern. Der blaue Marker
zeigt keine wesent-
lichen Unterschiede in
den relativen Laufdi-
stanzen. Der griine
Marker dagegen zeigt
eine Abweichung von
fast 3 Basenpaaren,
die aber fiir beide
Allele praktisch gleich
gross ist (2.8 vs. 2.6
Basenpaare). Der
schwarze Marker zeigt
eine Abweichung von
1.9 Basenpaaren im
kurzen Allel, dagegen
mit 0.3 Basenpaaren
praktisch keine Abwei-
chung im langen Allel.
Der rote Marker zeigt
dasselbe Verhalten wie
der griine Marker, bei
einer kleineren Abwei-
chung von 2.4 vs. 2.2
Basenpaaren (nicht
angezeigt).
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Abb. 3. Biihlers
Erdbeerapfel. (Foto:
Forschungsanstalt
Agroscope Changins-
Wadenswil, ACW)

der Genfragmente basiert, sind in
diesem Fall die kleinen Abwei-
chungen problematisch, da sie
eine eindeutige Zuordnung un-
terschiedlicher Klassierungen oft
nicht zulassen (Tab. 1 und 2). So
kann zum Beispiel die Fragment-
lange eines Allels als 156 klas-
siert werden, die Datenbank aber
nur die Klassen 155 und 157 ent-
halten, was die Klassifizierung
stark erschwert. Ein Grund fur
diese Schwierigkeit liegt darin,
dass die vom Analysegerat ge-
lieferten Daten nicht per se ab-
solute Werte sind, sondern einer
Interpretation bedurfen. Dazu
kommt, dass die Abweichungen
nicht systematisch sind. Unsere
Daten zeigen, dass sowohl die
Lange der verwendeten Kapil-
lare (22 cm vs. 36 cm), der Typ
des Polymers (POP6 vs. POP7)
als auch die Temperatur (frithe-
re Versuche) die Laufdistanz der
Genfragmente beeinflussen. Fol-
gende Abweichungen sind be-
sonders schwerwiegend fur die
Analyse (Abb. 2):

1. Unterschiede in den Abwei-
chungen der Laufdistanz zwi-
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schen einzelnen Mikrosatelliten;
einzelne Mikrosatelliten zeigen
auf den beiden Systemen ein
langsameres oder schnelleres
Laufverhalten als andere, wiah-
rend die Ubrigen ein nahezu
identisches Laufverhalten auf-
weisen.

2. Unterschiede im Ausmass der
Abweichungen eines einzelnen
Mikrosatelliten in Abhangig-
keit der Fragmentgrosse; Ab-
weichungen konnen bei kleinen
Fragmenten grosser sein als bei
grossen und umgekehrt.

Verfahren fur die Sortenzu-
ordnung

Wir entwickelten ein Programm
(ein Excel-Makro), das es un-
ter Beruicksichtigung der oben
erwahnten Problematik ermog-
licht, die beobachteten Genoty-
pen (die Gesamtheit der Frag-
mentlangen beziehungsweise
Allel-Léangen aller untersuchten
Mikrosatelliten) mit denjenigen
aus dem gesamten Obst-Nukle-
arstock (oder anderen Datenban-
ken von Mikrosatelliten) zu ver-
gleichen und eine Rangordnung

Bihlers Erdbeerapfel

der Ahnlichkeit zu erhalten. Wir
berechnen in einem direkten Ver-
gleich jeder Testsorte mit jedem
einzelnen Kandidaten aus der
Datenbank der Nuklearstock-
Standardsorten die Summe der
absoluten Differenz aller Gen-
fragmente (Allele). Dieser Wert
war in unserem Fall fur den bes-
ten Kandidaten um mindestens
den Faktor 3 tiefer als fur den
jeweils zweitbesten Kandidaten.
Mit dieser einfachen Methode
kann fur jede Testsorte die wahr-
scheinlichste tibereinstimmende
Standardsorte ermittelt werden.
Die Identifikation erfolgt dann
im Labor durch einen direkten
Vergleich der Testsorte mit die-
ser Standardsorte (Abb. 1).

Ausblick

Die aufgezeigten Methoden
eroffnen die Moglichkeit, die
Identifikations-Methode zu ver-
feinern und, mit der Genotypen-
Datenbank im Hintergrund, via
interaktive Website zu einem 6f-
fentlich zuganglichen Genotypi-
sierungs-Werkzeug (vorerst fur
Apfel und Kirschensorten) wei-
ter zu entwickeln.
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RESUME

Validation d’une méthode de génotypage moléculaire pour
les variétés fruitieres.

Le génotypage assisté par microsatellite pour I’identification
de cultivars est une méthode désormais couramment employée
et validée chez les plantes cultivées. Il existe différentes va-
riations autour de cette technique qui peuvent parfois diffé-
rer fortement au niveau de la charge de travail et du rende-
ment obtenu. Nous avons développé une méthode robuste et
efficace que nous utilisons avec succes depuis plusieurs an-
nées dans notre laboratoire. Le but de ce projet était de tester
la performance de notre méthode dans un autre laboratoire et
de comparer les résultats obtenus dans les deux conditions.
Nous avons pu démontrer que cette méthode pouvait étre faci-
lement mise en place dans un autre laboratoire et qu’elle déli-
vrait des résultats identiques. Nous avons obtenu une corréla-
tion générale hautement significative entre les deux systemes
d’analyse (R*=0.9993). Comme attendu et malgré la forte
corrélation, nous avons obtenu des différences au niveau des
temps de migration pour les fragments de genes individuels
(alleles). Cependant, ces différences ne sont importantes que
si aucun cultivar standard n’est connu/utilisé lors d’une ana-
lyse comparative. Nous avons donc développé une métho-
de afin de résoudre ce probleme. Nous comparons la somme
des différences de migration absolues entre le cultivar test et
des cultivars présents dans une base de données pour tous les
alleles. Si le cultivar standard est présent dans cette base de
données, sa déviation par rapport au cultivar testé sera mini-
male. Le cultivar standard candidat ainsi identifié sera alors
utilisé en comparaison directe. Cette méthode permet ainsi
une identification non-ambigiie d’un cultivar test méme en
présence de déviations de résultats systématiques mais mo-
dérées entre différents systemes d’analyse.
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SUMMARY

Validation of a method for molecular genotyping of fruit
varieties

Microsatellite based genotyping for the identification of cul-
tivar varieties in crop plants is nowadays a widely used and
proven method. Many variations of this method are used that
differ sometimes strongly with respect to work load and effi-
ciency. We have developed a robust and efficient method that
we use with great success since several years. The aim of this
project was to test how well this method performs in another
laboratory, and to compare the results elaborated in this and
the other laboratory. We could show that the method can eas-
ily be implemented in another laboratory and that it delivers
identical results. We found a highly significant overall corre-
lation between both analysis systems (R? = 0.9993). As ex-
pected, despite this excellent correlation, we found differences
in running distances of individual gene fragments (alleles).
However, these differences are only relevant if no standard
cultivar sample is known/available for a comparative analy-
sis. We developed a simple method to solve this problem. We
compare the sum of the absolute differences of all alleles be-
tween the test cultivar and those of known cultivars in a data-
base. Provided the correct standard cultivar is present in that
database, its deviation from the test cultivar will be least. The
candidate standard cultivar thus identified will then be used in
adirect comparison. This method thus allows an unambiguous
identification of a test cultivar even with moderate systematic
deviations between different analysis systems.

Key words: fruit varieties, identification, molecular genotyp-
ing, microsatellite, analytical method, validation
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