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1 Einleitung

Deutschland hat ein strenges und umfangreiches Lebensmittelgesetz (Wikipedia).
Hierzu zahlt auch die Lebensmittelkennzeichnungsordnung (Bundesministerium fir
Erndhrung und Landwirtschaft 2010). Die Lebensmittelindustrie hat vermehrt durch
Betrugsversuche und Missachtung der Lebensmittelgesetze, die Aufmerksamkeit auf
sich gerichtet. So gab es in den letzten Jahren Falle von falschen Deklarationen, z.B.
industriellem, synthetischem Kase auf Fertigpizza, ohne entsprechender Angabe; den
Pferdefleischskandal, bei dem billigeres Pferdefleisch, als Rindfleisch deklariert, in
Fertiggerichten entdeckt worden war; bis hin zu verbrecherischen Betrugsfallen, wie
z.B. verdorbenem Fleisch (,Gammelfleisch®), welches nicht aus dem Handel
genommen wurde, sondern stark gewirzt, zum Beispiel in der grolten
Donerfleischproduktion, entdeckt wurde (Tagesspiegel 2013). Der Verbraucher wird
getduscht um den Gewinn der Hersteller zu maximieren. Mittlerweile gibt es aber
verschiedene Kontrollmethoden um solchen Tauschungen auf die Spur zu kommen.
Die verarbeiteten Tierarten lassen sich durch immer bessere Tests, bei denen die in
den Zellen enthaltene Erbinformation (DNA) zur Identifikation dient, bestimmen.

Wegen des als Rindfleisch deklarierten Pferdefleisches, das in mehreren europaischen
Landern gefunden wurde, wollte die EU-Kommission DNA-Tests flur verarbeitetes
Rindfleisch einfuhren (Zeit 2013). In Deutschland werden solche Methoden von
Veterinaramtern bereits regelmafig angewandt. Im Veterindruntersuchungsamt
Minsterland-Emscher-Lippe werden etwa 600 Fleischproben im Jahr auf die Tierarten
untersucht (Hartl 2013).

Molekulare Analysemethoden der DNA bieten sich als Methode zur Identifikation an,
da die DNA-Analyse eine Standardmethode darstellt. Sie wurden in den letzten Jahren
immer mehr verfeinert (Lenstra et al. 2001). Diese Methoden werden sehr vielfaltig
eingesetzt. Mit ihrer Hilfe kénnen z.B. auch Straftater anhand ihrer DNA-Spuren
Uberfiihrt werden oder Vaterschaftstests und forensische Analysen durchgefihrt
werden.

Die Bestimmung der DNA ist auch beim Artenschutz sehr wichtig, da dieses Verfahren
die Identifikation von illegal gejagten, vom Aussterben bedrohten Arten ermdéglicht
(Alacs et al. 2009, Dudley et al. 2013).

Damit kann zum Beispiel Betrug beim Walfang aufgedeckt werden bei dem japanische
Walfanger bedrohte Arten aus “wissenschaftlichen Zwecken® jagen und dann auf den
Markt bringen (Baker & Palumbi 1994, Baker et al. 2007).



Mich hat in diesem Kontext interessiert ob ein Verfahren zur Bestimmung der Tierart
aus Fleischproben auch an der Schule durchgefiihrt werden kann. Ich habe hierbei den
Nachweis von Huhnerfleisch fir meinen Versuch gewahlt. Mitschiler arbeiteten an

ahnlichen Themen mit anderen Fleischsorten.

Donerfleisch, das aus verschiedenen kleinen Fleischstiicken besteht, wurde im
Supermarkt gekauft und anschliefend auf die enthaltenen Tierarten untersucht. Dazu
habe ich das Fleisch homogenisiert und mit Enzymen und Chemikalien versetzt, die
die Zellen aufschlie®en, und so die darin enthaltene Erbinformation, die DNA,
freigeben. Die DNA wurde extrahiert und die dabei gewonnene Erbinformation
anschlielend mit der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) vervielfaltigt. Die PCR
vervielfaltigt DNA-Abschnitte und erlaubt es, auch aus geringen Konzentrationen
gentigend DNA flir den Nachweis zu gewinnen. Somit kann auch mit geringsten DNA-
Mengen ein Test durchgefihrt werden.

Um gezielt DNA-Fragmente amplifizieren zu kdénnen, sind sogenannte Primer ndtig.
Primer sind Oligonukleotide, die als Startpunkt fir DNA-replizierende Enzyme z.B. die
DNA-Polymerase dienen, die DNA Stlicke herauszuschneiden.

Um die Primer fir die relevanten Bereiche der zwei hier betrachteten Gene zu
bestimmen, wurden die DNA-Sequenzen der codierenden Bereiche des Gens
innerhalb der Datenbank (NCBI) tber die Suchbegriffe ,Acrosin“ bzw ,Actin“ und die
Tierspezies (Gallus gallus) identifiziert.

Das Ziel dieser Arbeit ist es die molekularbiologischen Methoden zum Nachweis
bestimmter Tierarten in Lebensmitteln, am Beispiel von Hihnerfleisch im Ddéner, zu
veranschaulichen und zu analysieren, ob sie praktikabel und geeignet waren, im

Schulunterricht eingesetzt zu werden.

2 Material (s. Anhang)

3 Methoden

3.1 Arbeiten mit Gendatenbank und DNA Analyse Software

Das ,National Center for Biotechnology Information® (NCBI) ist eine Datenbank, in der
samtliche DNA-Sequenzen, die publiziert  wurden, verzeichnet  sind
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Wird zu einem Protein die bestimmte Gensequenz
gesucht, wird meist dieses Programm benutzt. Auch Informationen und Publikationen

wissenschaftlicher Arbeiten werden mit angezeigt und kénnen Uber die Datenbank



,PubMed“ gesucht werden. Eine Taxonomie-Suchfunktion erlaubt nach Genen oder
Proteinen bestimmter Tierart zu suchen. Nachdem Spezies und Proteinnamen
angegeben worden sind, erhalt man eine Datei (Datenfile) mit den Daten fir das Gen.
Auch systematische Einordnungen in den Stammbaum werden angegeben.

Man geht auf die Nucleotid-Suche (Nucleotide), gibt dort das Protein und den Namen
des Tieres auf lateinisch ein (z.B. ,actin gallus gallus®) und durchsucht die Datenbank.
Werden die Ergebnisse angezeigt wahlt man ,Reference sequence information®
(RefSeq) um die Referenzproteinsequenzen zu suchen. Dann wahilt man die flir das
Protein codierenden Abschnitte (CDS) aus und speichert die angegebene Sequenz im
+,FASTA-Format“ (FASTA) ab.

Um ein Sequenz-Alignement zu erstellen kénnen die DNA-Sequenzen von
verschiedenen Tierarten mit Hilfe des Programms ,ClustalW* verglichen werden. Die
voreingestellten Parameter des Programms missen daflir nicht verandert werden. In
das Fenster mit dem Namen ,Input sequences® kopiert man die zu vergleichenden
Abschnitte. Dabei ist darauf zu achten, dass jeder neue Genabschnitt mit > beginnt.
Nach Fertigstellung wahlt man Run ClustalW (http://embnet.vital-
it.ch/software/ClustalW.html).

3.2 Primer Identifizierung und Bestellung

Die Identifizierung der Primer lauft anhand der durch ClustalW erzeugten Alignements
der FASTA-Sequenzen. Die Primer wurden daraufhin bestellt (Eurofins MWG
Synthesis GmbH).

Fir samtliche der hier betrachteten Actin-DNA’s wurde ein Primerpaar fir die
Amplifikation ausgewahlt (s. Anhang 7.8) fir die spezifische Amplifikation der Acrosin
DNA der einzelnen Spezies wurden verschiedene Primerpaare ausgewahlt (s. Anhang
7.9).

3.3 Extraktion von DNA aus Tiergewebe (Standardmethode)

Die DNA bzw. deren Basenabfolge ist genetisch spezifisch und einzigartig. Somit Iasst
sich anhand bestimmter Bereiche (Marker) der DNA eine Tierart von der anderen
unterscheiden und bestimmen. Zunachst muss dazu die DNA extrahiert werden.

Die Extraktion dient zur Gewinnung der DNA aus den Zellen des Organismus’.
Nachfolgend werden verschiedenen Extraktionsmethoden, die im Verlauf des

experimentellen Teils der Facharbeit eingesetzt wurden, beschrieben.



Fur die Analyse werden 2g Fleisch abgewogen und in einer Reibschale homogenisiert,
mit 1ml Spulmittel und mit jeweils einer Spatelspitze Waschpulver und Kochsalz in
einer Reibschale zerrieben. AnschlieRend werden 9ml Wasser hinzugefligt und das
Gemisch erneut homogenisiert. Nach einer Inkubation (15Min) bei 45°C wird das
Homogenat durch einen Papierfilter filtriert und das Filtrat mit eiskaltem Ethanol
Uiberschichtet. Nach 5miniitigem Warten erfolgt die Uberfihrung der DNA-Faden, die
sich an der Phasengrenze angelagert haben, mit einer Tropfpipette in ein Eppendorf-
Gefals.

Die DNA wird fur 5Min bei 10000g (Erdanziehungskraft) abzentrifugiert, sodass sich
zwei Phasen, der Uberstand und das DNA-Sediment bilden. Der Uberstand wird

verworfen, das DNA-Sediment wird fir 5Min bei 35°C getrocknet.

3.4 NaOH-Methode

Die NaOH-Methode ist eine weitere Methode der DNA-Extraktion, bei der man
folgende Materialien bendétigt: 0,29 Probenmaterial, sowie 500yl NaOH (50mM) und
200ul 0,5M Tris-Puffer, Phenol, Chloroform und Ethanol.

Zuerst gibt man 0,2g Fleisch in ein Eppendorf-Gefald und zerreibt es darin mittels eines
Mikropistills. Man flgt 800ul von 50mM NaOH dazu und zerreibt es ein weiteres Mal.
Nun inkubiert man dieses Gemisch bei 95°C eine halbe Stunde. Der Zugabe von 200yl
0,5M Tris-Puffer, mit einem pH-Wert von 8.0, folgt eine Zentrifugation von 2 Min bei
14000rpm (Umdrehungen pro Minute). Danach gibt man dem Gemisch im Verhaltnis
1:1 Phenol und Chloroform hinzu, zentrifugiert dieses Gemisch nach kraftigem
schitteln abermals, pipettiert die oberste Phase ab, und fligt nochmals Chloroform im
Verhaltnis 1:1 hinzu. Wiederum wird kraftig geschuttelt und zentrifugiert. Die obere
Phase wird weiter verwendet und die untere Phase, das Chloroform, wird verworfen.
Nun teilt man das Gemisch in zwei gleich grolke Mengen, von denen man einen
Uberstand als Template fiir die PCR (s.3.9) einsetzt und die andere DNA-Probe zuvor
noch mit dem 2-fachem Volumen Ethanol ibergiel3t, 10Min zentrifugiert und dann das

Ethanol verwirft und das Sediment mit 100ul Wasser aufnimmt.

3.5 Hexan-NAQOH-SDS-Methode

Bei dieser Methode bendtigt man 0,2g Probenmaterial sowie 500ul SDS-NaOH-Lésung
(10% SDS, 0,2M NaOH), 20pl Proteinase K (20mg/ml), Phenol und Chloroform.
Zuerst gibt man die Fleischprobe in ein Eppendorf-Gefal® und zerreibt sie mit einem

Mikropistill. Man gibt 500ul Hexan hinzu und benutzt das Pistill erneut. Dann gibt man



500ul SDS-NaOH-Ldsung in das Eppendorf-Gefals. Nun muss man das Gefald kraftig
schitteln, es folgt eine Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit fir 5Min. Es
entstehen 3 Phasen, von denen man die untere wassrige Phase abnimmt und 20pl
Proteinase K hinzugibt. Daraufhin wird das Gemisch 30Min bei 65°C inkubiert und ein
weiteres Mal 5Min bei 5000rpm zentrifugiert. Die wassrige Phase wird abgenommen
und man fuhrt eine einmalige Phenol-Chloroform-Extraktion durch. Nach Zugabe von
Chloroform im Verhaltnis 1:1 zu der oberen, weiter zu verwendenden Phase, wird das
Homogenat gleichmalig in zwei Gefalie aufgeteilt. Die untere Phase wird verworfen.
Die eine DNA-Probe wird als Template fiir die PCR eingesetzt um diese durchzufiihren
zu kénnen und die andere DNA-Probe wird nach einer Zentrifugation von 12000rpm ftr
5Min mit Ethanol gefallt und anschlieRend in Wasser aufgenommen und so als

Template fiir die PCR (s.3.9) eingesetzt.

3.6 Tail-Extraktion

Fur diese Methode der DNA-Extraktion werden 0,2g Probenmaterial, 450ul Tail-Puffer,
800yl Isopropanol, 600ul Ethanol, 20yl Proteinase K (20mg/ml) und 200yl
Kaliumacetat (5M) eingesetzt. Zu Beginn gibt man 0,2g Fleisch in ein Eppendorf-Gefal
und zerreibt es mit einem Pistill. Sobald ein Homogenat entstanden ist, folgt die
Zugabe von 450pl Tail-Puffer und 20ul Proteinase K. Nach diesem Vorgang wird das
Gemisch mindestens 30Min bei 65°C inkubiert. Nach der Inkubation gibt man 200ul 5M
Kaliumacetat hinzu, schittelt das Gefall und zentrifugiert es 5Min mit 5000rpm und
danach noch einmal 5Min mit 12000rpm. Den daraus entstehenden Uberstand (ca.
500ul) gibt man zusammen mit 800yl Isopropanol in ein neues Eppendorf-Gefaly, nach
dieser Zugabe schittelt man die Probe zuerst und gibt sie fir 5Min bei 12000rpm in die
Zentrifuge. Der Uberstand wird weggekippt, auf das Sediment pipettiert man 600yl
Ethanol und invertiert das Gemisch vorsichtig. Dann wird es bei 12000rpm 3Min
zentrifugiert, der Uberstand wird verworfen, das Sediment getrocknet und danach in

Wasser aufgenommen.

3.7 Reinigung isolierter DNA

Durch Phenol-Chloroformextraktion erfolgt eine Reinigung der isolierten DNA, um
Proteine und andere stérende Stoffe von der DNA zu entfernen, da diese bei der PCR
Storfaktoren darstellen. Das getrocknete DNA-Sediment (s. 3.3, 3.4) wird mit 650pl

destilliertem Wasser gelost. Eine identische Menge von Phenol und Chloroform (je



500ul) wird zu der DNA-L6sung hinzugefigt. Nach kraftigem Schitteln wird flr 1Min
bei 10000g zentrifugiert.

Die Phenol-Chloroform-Behandlung wird zweimal wiederholt, allerdings werden bei
dem letzten Durchgang nur 500ul Chloroform mit der DNA versetzt.

Der Uberstand der Chloroformextraktion wird mit dem 1,5-fachen Volumen eiskalten
Ethanols gefallt und 5Min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Das Sediment
wird fir 20Min bei Raumtemperatur getrocknet und in 100ul Wasser aufgenommen,

wahrend die Ethanol-Phase verworfen wird.

3.8 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode, mit der sich
Nukleinsaure-Strange (RNA oder DNA) nach ihrer GroRRe auftrennen lassen.
Agarosepolymere werden zu einem Gel vernetzt das wie ein Sieb wirkt. Durch ein
elektrisches Feld werden die negativ geladenen Nukleinsdure-Molekile durch die
Gelmatrix gezogen. Die Geschwindigkeit der Bewegung ist von der GroRe der
Molekile abhangig, was zu einer unterschiedlichen Laufweite und zu einer
Auftrennung mit der Zeit fuhrt.

Jeweils 9ul der DNA-Proben werden auf einen Streifen Parafilm gesetzt. Diesen 9yl
werden mit jeweils 1ul Farbstoff (Xylencyanolblau) gefarbt.

Nach diesem Schritt werden die Tropfen aus DNA und Farbstoff mit Pipetten in die
vorbereiteten Geltaschen am Minus-Ende der Gelkammer, die das Agarosegel enthalt,
pipettiert. Gel und Gelkammern liegen in einer Pufferlésung (1XTAE Puffer mit
Ethidiumbromid) durch die ein konstanter elektrischer Strom (120Volt) vom Minus-Pol
zum Plus-Pol lauft. Da die DNA negativ geladen ist wird sie am Minus-Pol in eine
Gelkammer gegeben und lauft dann Richtung Plus-Pol. Mithilfe sogenannter Marker (s.
10.2.4) lasst sich die GroRe des DNA-Fragments anhand der Anzahl der Basenpaare
erkennen. Nach Aktivierung des Stromkreises beginnt die Elektrophorese. Das Gel
wird anschlieRend vorsichtig entfernt und unter UV-Licht analysiert. Der Stromkreis
muss unterbrochen werden bevor die negative geladene DNA (ber die Gelkammer
hinausgewandert ist. Dieser Vorgang dauert in diesem Fall 30Min. Die Agarose-
Gelelektrophorese wird sowohl eingesetzt um die DNA zu untersuchen, als auch um

die PCR-Produkte zu analysieren.



3.9 PCR

Die Polymerase-Chain-Reaktion (PCR) dient der Amplifikation kleiner Gen-Abschnitte.
Mithilfe dieser Methode kdénnen auch gering vorliegende DNA-Spuren vermehrt
werden, die fur eine weitere Untersuchung sonst nicht ausreichend waren. Zur
Vorbereitung stellt man ein PCR-Ansatz aus einem Puffer (sorgt fir das pH-Optimum
der tag-Pol), dNTP’s (Nukleotide), forward und reverse Primer, H,O, Tag-Polymerase
und einem DNA-Template zusammen. Nach der Fertigstellung wird der PCR-Ansatz in
0,2ml Eppendorfgefale in einem Thermocycler platziert und durchlauft dort drei
Phasen (s. Abb.1)

In der ersten Phase, der Denaturierung, wird das Homogenat auf 95°C erhitzt um die
Wasserstoffbriicken zwischen den Basen aufzuspalten. Nun dienen die Einzelstrang-
Matritzen zur Synthese der neuen DNA.

Die darauf folgende Hybridisierung, die zweite Phase, stellt einen Vorgang dar, in dem
kinstliche Primer an die zu amplifizierenden DNA-Strangenden angelagert werde.
Wahrend dieser Anlagerung versucht man das zu den jeweiligen Primern gehérende
Temperaturoptimum zu erreichen, welches meist 5-10°C unter dem Schmelzpunkt der
Primer, etwa zwischen 50°C und 70°C liegt. Wird die Temperatur zu hoch gewahilt,
kann zwischen Strang und Primer keine Wasserstoffbrickenbindung erfolgen bzw. es
zu keiner Vervielfaltigung kommt, ist die Temperatur zu niedrig kann es vorkommen
dass die Primer sich unspezifisch anlagern, die Basenpaarung also nicht komplett
komplementar ist und so die falschen DNA-Abschnitte amplifiziert werden..

In der 3. und letzten Phase findet die Verlangerung des DNA-Abschnittes statt, wobei
die Tag-Polymerase aus den dNTP’s einen komplementaren Strang bildet. Die
Temperatur betragt hierbei 72°C. Die drei Schritte (Denaturierung, Hybridisierung und
Elongation) werden mehrfach (30-40mal) wiederholt. Nachdem dieser Teil des
Vorgangs beendet ist, kiihlt der Thermocycler das Homogenat auf 8°C herunter und

dadurch wird die PCR gestoppt.

Tab. 1: Temperaturprogramm der verwendeten PCR
95°C 30sek

95°C 20sek
55°C 30sek
72°C 50sek => Vorgang wird 35x wiederholt

72°C 5 min
8°C =
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Abb. 1: Schema einer PCR-Reaktion (Abb. aus Wikipedia).

4. Ergebnisse und Diskussion

Ziel der Arbeit war es, die molekularbiologischen Methoden zum Nachweis bestimmter
Tierarten in Lebensmitteln, am Beispiel von Hihnerfleisch im Déner, anzuwenden und
zu analysieren, ob sie praktikabel und geeignet waren, im Schulunterricht eingesetzt zu

werden. Dazu musste ich in mehreren Schritten vorgehen.

Bekannt war, dass das Acrosingen (Gatesy and Swanson 2007) zur
Fleischidentifikation genutzt werden kénnen (Schaller, 2013). Das Actin-Gen ist ein
sehr konserviertes Gen d.h. es hat sich im Laufe der Vertebratenevolution nur langsam
durch Mutationen verandert und liegt somit in den verschiedenen untersuchten
Tierarten sehr ahnlich vor. Es codiert ein sogenanntes Strukturprotein, das in allen
eukaryotischen Zellen vorkommt. Es ist Bestandteil des Zytoskeletts und eines der funf
haufigsten Proteine in Eukaryoten. Actinproteine lagern sich zusammen und dienen
der Stabilisierung der au3eren Zellform. Actin ist auRerdem eine zentrale Komponente
fur die Muskelkontraktion (Alberts et al. 2011). Innerhalb dieser Arbeit diente es als
Kontrollgen, welches die Position angab, die sich im Verlauf der Versuche nicht
anderte.

Acrosin tragt zur Fruchtbarkeit bei, ist im Akrosom reifer Spermien vorzufinden und fir

das Aufbrechen der Eizelle zustandig. Es ist schneller evolviert, liegt in den
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verschiedenen Tierarten mit unterschiedlicheren Sequenzen vor und ist somit
spezifisch fir die Tierarten (Gatesy und Swanson 2007).

Eine grundsatzliche Bedingung zur Herstellung spezifischer Primer ist, dass bekannt
sein muss, welche DNA-Sequenzen fir bestimmte Tierarten spezifisch sind. Diese
Informationen sind z.B. aus Datenbanken abrufbar. In unserem Fall verwendeten wir
die NCBI-Datenbank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) zum Identifizieren der DNA-
Sequenzen. In dieser Datenbank sind samtlich publizierte DNA-Sequenzen enthalten,
die veroffentlicht wurden. Sucht man zu einem bestimmten Protein die Gen-Sequenz,
so kann man dieses Programm dafir verwenden. Man kann sogar die
phylogenetischen Evolutionsstadien einer Spezies in diesem Programm Uber den
wissenschaftlichen Fachterminus abrufen (s. 3.1).

Die codierenden Sequenzen (CDS) wurden in dem in der Bioinformatik gebrauchlichen
,FASTA — Format® abgespeichert und mit dem Programm Clustal W aligniert (s.
Anhang und 3.1).

Die im Actin-Gen gewahlte Sequenz ist nur bedingt bei Schwein, Huhn, Pferd, Lamm
und Rind unterschiedlich. Die Unterschiede bestehen aber nur in wenigen
Basenpaaren (s. Anhang 7.8)

Die im Acrosin-Gen gewahlten Sequenzen sind spezifisch fur die jeweilige Tierart (s.
Anhang 7.9). Aus diesen Sequenzen wurden Primer abgeleitet und in der PCR zur
Vervielfaltigung der DNA-Abschnitte eingesetzt (s.3.9). Diese Genabschnitte lassen
sich nachfolgend in der Gelelektrophorese auftrennen und anfarben (s.3.6). An den
dann sichtbaren Banden Iasst sich die Basenpaarlange in Relation zu einem Marker
ablesen (s. Anhang 7.1-7.7).

Zur Optimierung der Extraktion der DNA aus den Huhnerfleischproben testete ich vier
verschiedene Extraktionswege aus (s. 3.3-3.6 Methoden). Dabei fanden wir heraus,
dass neben unserer ,Standardmethode” die NaOH-Methode 1a (s. Abb. 7.5, Spur 32)
am ertragreichsten war und direkt darauf die NaOH-Methode 1b (s.Abb 7.5, Spur 31)
folgte. Bei den restlichen DNA-Extraktionsmethoden konnte die genomische DNA im
Agarosegel nicht nachgewiesen werden (s.Abb.7.4/7.7). Bei 7.6 ist auf den Spuren 34
und 35 ein DNA-Fragment erkennbar, was leider nicht deutlich erkennbar ist, da das
Gel an dieser Stelle gebrochen ist. Ob die Hexan-NaOH-SDS-Methode funktioniert hat
ist in diesem Gel nicht zu bestatigen (Spur 33). Dieselbe Methode wiederholte ich auf
einem anderen Gel (Anhang 7.7) allerdings ohne eine PCR, da diese aus zeitlichen
Grinden nicht mehr mdéglich war. In Spur 10, der Hexan-NaOH-SDS-Methode 2b, ist
eine schwache DNA-Bande erkennbar, allerdings ist auch diese nicht deutlich. Die

TAIL-Extraktion war in fast keinem meiner Versuche erfolgreich (s. Abb 7.5 Spur 35).
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Prinzipiell funktioniert die Methode bei anderen Fleischsorten, da meine Mitschiler bei
Pferd und Lamm jeweils Banden hatten (Anhang, Abb. 7.5, Spuren 25 und 30).
Allerdings schmierten die Banden etwas. Dies kdnnte auf eine Verunreinigung durch
Proteine hinweisen oder eine partielle Degradation der DNA.

Bei der NaOH-Methode war vor der PCR die DNA klarer zu erkennen, was eventl. auf
eine zu hoch oder niedrig temperierte PCR hindeuten kénnte. In DNA Nachweis (Abb.
7.5) ist in Spur 34 (Hexan-NaOH-SDS 2b) keine Bande zu erkennen, aber spater nach
der PCR (Abb. 7.6) ist eine Bande sichtbar. Dies zeigt dass DNA vorhanden, aber wohl
zu niedrig konzentriert war und durch die PCR vervielfaltigt wurde. Falls keine DNA
vorhanden gewesen ware, hatte sich auch nach der PCR keine Bande gezeigt.

Somit konnte ich nachweisen, dass DNA in meinen Proben 2mal identifiziert werden
konnte und dass die huhnspezifischen Primer das Huhnerfleisch ,erkennen®. Die
Kernfrage war aber, ob ich auch im Déner mit den spezifischen Huhnprimern DNA

von Huhnern nachweisen kann.

An Abb. 7.1, Spur 3 ist zu sehen dass DNA vorhanden ist. Bei diesem Versuch
Uberprifte ich nur die Wirksamkeit der Primer, die hierdurch bewiesen wurden. Der
Verlauf der Banden, mit einem hohen Anteil kleiner Fragmente, deutet allerdings an,
dass die DNA teilweise degradiert war. Das Gel war allerdings auch etwas zu lange am

Stromkreis angeschlossen, sodass die DNA Uber das Gel hinausgewandert ist.

Auf Abb. 7.2 spuren 5/6 ist DNA vorhanden. Hier wurden die spez. Primer und die
Actinprimer getestet, Spur 17/18 zeigt an, dass kein Unterschied zwischen der neuen

und alten Polymerase besteht, beide also verwendbar sind.

An Abb. 7.3 wurde die mit einem spezifischer Primer amplifizierte DNA im

Doénertemplate nachgewiesen und eine Actinkontrolle durchgefiihrt (Spur 14-16).

In Abb. 7.4 hat der Nachweis der DNA funktioniert d.h. DNA ist vorhanden und die
Primer funktionieren (Spur 14) aber es ist kein Huhn im Déner nachweisbar (Spur 15).
Da durch die Kontrolle der spezifische Primer in Huhn die Maoglichkeit der
Primerdenaturierung ausgefallen ist, muss man davon ausgehen, dass entweder in der
vorherigen Extraktion etwas schief gelaufen ist oder in dem untersuchten Fleischstick

kein Doner vorhanden ist.
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An Abb. 7.5 spuren 31,32 (NaOH-Methode) ist erkennbar, das DNA vorhanden ist, auf
den Spuren 33/34 misste auch was sein, da in 7.6 auf den Spuren klare Banden zu

erkennen sind.

Auf Abb. 7.6 NaOH-Methode spur 31/32 ist nichts zu sehen. Das ist seltsam, da bei 7.5

dort DNa vorhanden war. Daflr ist aber bei spuren 34/35 DNA vorhanden.

An Abb 7.7 6/7 konnte die DNA nochmals bei NaOH nachgewiesen. Auf Spur 6/7
hinterlieR die Tail-Extraktion deutlicher Schatten. An diesem Punkt ist erkennbar dass

auch die Tail-Methode eine geringe DNA-Menge lieferte.

In einem Gel (s. Abb. 7.3) ist in Spur 15, in der Dodnerfleisch-DNA mit dem
huhnspezifischen Primer auf einem PCR-Ansatz, eine Bande zu sehen. Damit ist
deutlich zu erkennen, dass Huhn im Doéner enthalten ist. Meine Versuchsergebnisse
waren aber nicht bei allen Proben einheitlich. Wie an Abb. 7.4 Spur 15 und 7.7 Spur
20-23 ersichtlich ist in diesem Fall keine Hihner-DNA in dem Dd&ner nachzuweisen.
Allerdings ist das Gel (Abb.7.7) nicht optimal erkennbar; auch die Ergebnisse von
Mitschilern sind bei diesem Gel nur unklar zu erkennen. Zu vermuten ist, dass in dem
Fleischstlck welches ich untersuchte kein Huhn enthalten war. Im Ddéner ist Huhn nur
erlaubt, wenn es gekennzeichnet ist. In den Leitsatzen fir Fleisch und
Fleischerzeugnisse (Bundesministerium fur Erndhrung und Landwirtschaft 2010) ist
erwdhnt, dass Huhner- oder Putenfleisch verwendet werden darf. Dort ist unter
Ausgangsmaterial aufgeflhrt: ,.... grob entsehntes Gefllgelfleisch (1.132) (Huhn, Pute)
bei Hahnchen-/Puten-Déner Kebab,....“ (Absatz 2.511.7). Herr Malla von der
Lebensmitteliberwachung des Veterindramtes Bochum stellte im telefonischen
Gesprach klar, dass das Produkt sortenrein oder aber gekennzeichnet sein muss.
(Malla, personliche Mitteilung). Somit hatte kein Hihnerfleisch im untersuchten Doner
enthalten sein dirfen. Eventuell war das Schneidewerkzeug mit Huhnerfleisch
kontaminiert, doch so geringe Fleischmengen, von ein paar Zellen, wie sie am
Schneidewerkzeug vorhanden sein kdnnten, sollten in der PCR bei 35 Zyklen nicht so
amplifiziert werden, dass Huhn im Lebensmittel nachzuweisen ist. Eine plausiblere
Theorie ware allerdings, dass es sich bei dem verwendetem Donerfleisch um Betrug
handelt und in den Doner billigeres Huhnerfleisch eingearbeitet wurde. Zum Nachweis
eines Betrugs ware noch mehr Zeit notwendig gewesen, um noch mehr Analysen
durchzufuhren und die Ergebnisse zu bestatigen.

Trotzdem heift das nicht, dass in der negativen Probe kein Huhnerfleisch enthalten

war. Das Ddnerfleisch bestand aus kleinen Fleischstiickchen und war nicht homogen
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vermischt. Dadurch kann Huhn zwar enthalten gewesen sein, es wurde aber
moglicherweise in der homogenisierten Probe verpasst. Um dies zu verhindern misste
man noch vor dem Extrahieren der DNA einen grolkeren Teil Ddnerfleisches
homogenisieren und davon 0,2g nehmen um die DNA zu extrahieren, statt erst 0,29
abzuwiegen und diese dann zu homogenisieren.

Der Test der Aktivitat der Polymerase (s. Anhang Mat. 2, Spur 17,18) zeigte, dass kein
Unterschied zwischen der alten und neuen Polymerase bestand, die Polymerase
demzufolge gute Qualitat hatte und verwendet werden konnte. An der Polymerase

kénnen die unterschiedlichen Ergebnisse also nicht gelegen haben.

Ich konnte mit meiner Untersuchung den Nachweis erbringen, dass Huhnerfleisch in
dem hier verwendeten Donerfleisch enthalten war. Dies zeigt, dass die angewandten

Methoden geeignet sind die Analyse von Fleisch durchzufiihren.

Mit der in dieser Arbeit beschriebenen Methode Iasst sich zwar Huhnerfleisch Uber die
spezifische DNA-Amplifikation im Déner nachweisen, nicht jedoch wie hoch der Anteil
des Huhnerfleisches ist. Fur quantitative Analysen musste eine ,quantitative PCR*
(gPCR) oder auch ,real time PCR" (rtPCR) verwendet werden, bei der ein
Fluoreszenzfarbstoff die DNA markiert (Jonker et al., 2006). Mit dieser Methode wirde
sich nachweisen lassen ob es sich bei der nachgewiesenen Huhner-DNA nur um
.Kontaminationen“ handelte, oder ob ein Betrugsfall vorliegt, bei dem billigeres
Huhnerfleisch, ohne Kennzeichnung, verwendet wurde. Diese teurere Methode ist aber
fur den Nachweis im Rahmen eines Schulversuchs nicht erforderlich und aufgrund
mangelnder Ausstattung auch nicht mdglich.

Die Qualitdt des verwendeten Fleisches lasst sich durch unsere Methode ebenfalls
nicht bestimmen. Der Nachweis einer schlechten Qualitat (Gammelfleisch) erfolgt meist
indirekt, Gber im verdorbenen Fleisch vorhandene Bakterien (Pseudomonaden).
Schwieriger wird die Extraktion aus Lebensmitteln mit vielen verschiedenen Zutaten
(z.B. Lasagne) oder bereits erhitztem Fleisch aus Fertigprodukten, wodurch eine
Gefahr besteht, dass die DNA bereits denaturiert ist, oder nur noch zu geringe Mengen
vorhanden sind. Doch sogar bei geringsten Mengen ist es nhoch moglich ein sinnvolles
Ergebnis zu erhalten. Es wird intensiv an der Verbesserung der Methoden der
Fleischidentifikation gearbeitet. Das Fraunhofer-Institut hat eine Methode entwickelt,
mit der geringe Anteile (ab 0,5%) von 50 verschieden Tierarten in Lebensmitteln

analysiert werden konnen (Fraunhofer 2013).
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Fir das Analysieren der DNA in der Schule ist die von uns verwendete Methode
durchaus geeignet, wenn man nur die einfache Methode der DNA-Extraktion wahlt,
eine PCR durchfuhrt und das Ergebnis an einem Gel veranschaulicht. (Schallers 2013)
Allerdings dauert auch diese einfache Methode mehrere Stunden und Ubersteigt damit
den Umfang normaler Biologiestunden. Man musste dafir Unterricht ausfallen lassen.
Dies ware ein Problem, welches jede Schule individuell behandeln misste. Eventuell
konnte man hierflr einen Projekttag einfihren. Zusatzlich muss der Kostenfaktor
bedacht werden: Wer finanziert das Projekt und kénnte man Geld sparen indem man
z.B. zwei Schiiler an einem DNA-Template arbeiten lasst. Die Finanzierung kénnte
Uber Sponsoren, Foérdervereinsmittel, oder einen Antrag an die Schulkonferenz
gedeckt werden.

Eine hilfreiche Methode war es einen Mastermix fir die PCR zu erstellen. Wirde man
das Verfahren an der Schule durchflihren, ware es sehr sinnvoll die Herstellung des
Mastermixes genau zu uUberwachen, da dies ein sehr wichtiger Schritt ist. Da nicht
jeder Schuler auf Anhieb den Instruktionen folgen kénnen wird, konnten erfahrene

Schiler als Tutoren fungieren.

Der Zeitaufwand war sehr hoch. Die Zeit die meine Mitschiler und ich an dem Projekt
verbrachten betrug bis zu 9 Stunden am Tag, Uber einen Zeitraum von 5 Tagen.
Zwischen den Versuche gab es langere Wartezeiten, die man, wenn man dieses
Projekt wiederholen méchte, was durchaus zu empfehlen ist, da es sehr interessant
war, bereits mit weiteren Versuchen zur Extraktion flllen kénnte. So kénnte man noch

mehr Versuchsvarianten durchfiihren.

5. Fazit

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Methoden grundsatzlich alle funktioniert
haben, wenn auch nicht immer bei den Hihnertemplates, sondern in einigen Fallen nur
bei anderem Fleisch.

Wirde man dieses Projekt oder ein ahnliches nochmal durchflihren wollen erfordert
dies eine optimierte Zeitplanung, um lange Wartezeiten zu vermeiden. An der Schule
konnte dieses Projekt durchaus an einem Tag durchgefihrt werden, allerdings
mussten einige notwendigen Vorkehrungen getroffen werden (s. Diskussion).

Zum eigentlichen Ziel dieser Arbeit lasst sich feststellen, dass im Doéner Huhn
enthalten war. Dies ist aus der einen positiven Probe erkennbar. Trotzdem sind meine
Ergebnisse nicht eindeutig, da in der zweiten Probe kein Huhnerfleisch nachgewiesen

werden konnte. Dies bedeutet wie oben diskutiert aber nicht, dass in der zweiten Probe
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kein Huhnerfleisch enthalten war. Da die Verwertung von Huhnerfleisch in Kalbsddner
illegal, ist zu vermuten, dass die Hersteller Huhnerfleisch im Kalbsddner einsetzten, da

dies fur die Hersteller billiger ist.
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7. Anhang

7.1: Auftrennung genomischer DNA (Bild der Gelelektrophorese vom 21.10)
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0,6%iges Agarosegel angefarbt mit Ethidiumbromid
M1 Marker, 1 Schwein, 2 Lamm, 3 Huhn, 4 Pferd, 5 Gefligelleberwurst, 6 Rind, 7

Gefligelwurst, 8 Pferdefleischwurst, 9 Doner, 10 Pferdewurst, 11 Rind (GK), 12 Schwein (GK),
13 Huhn (GK), 14 Lamm (GK), 15 Huhn (GK)

7.2: Auftrennung genomischer DNA (Bild der Gelelektrophorese vom 22.10)

1,8%iges Agarosegel angefarbt mit Ethidiumbromid

M1 Marker, 1 Lamm Spez Primer — DNA vorhanden, 2 Lamm Actin Primer — Actin nicht
vorhanden (vermutung Actin Primer haben nicht funktioniert, 3 Pferd Spez Primer — DNA
vorhanden, 4 Pferd Actin Primer — Actin vorhanden, 5 Huhn spez Primer — DNA vorhanden, 6
Huhn Actin Primer — Actin vorhanden, 7 Schwein Spez Primer — keine DNA zu sehen, 8
Schwein Actin Primer — Actin vorhanden, 9 Rind Spez Primer — keine DNA zu sehen, 10 Rind
Actin Primer — kein Actin zu sehen, 11 Gefligelwurst RFLP primer/ Tierunspezifische Primer —

keine DNA zu sehen, 12 Gefllgelwurst Actin primer — Actin vorhanden, 13 Doéner RFLP Primer
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— DNA vorhanden, 14 Doéner Actin Primer — Actin vorhanden, 15 Pferdewurst RFLP Primer —
keine DNA zu sehen, 16 Pferdewurst Actin Primer — kein Actin vorhanden, 17 Schaller Huhn

spez, pol neu — Pol funktioniert, 18 Schaller Huhn spez, pol alt - Pol funktioniert, M2 Marker

7.3: Auftrennung genomischer DNA (Bild der Gelelektrophorese vom 23.10.)

- 1"
11 12 13 14 15 16 17 18 M2

"

=

20 21722 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 M4.

o
.
Ny

Agarosegel angefarbt mit Ethidiumbromid

M1 Marker, 1 Geflugelwurst, 2 Gefligelwurst, 3 Gefligelwurst, 4 Gefligelwurst, 5
Gefllgelwurst, 6 Pferdewurst, 7 Pferdewurst, 8 Pferdewurst, 9 Pferdewurst , 10 Pferdewurst, 11
Doéner DNA + Lamm Primer spez (Filtriert), 12 Lamm + Actin Primer (Filtriert), 13 Doner + Pferd
spez (Filtriert), 14 Huhn + Huhn spez Primer (Filtriert), 15 Déner + Huhn spez Primer (Filtriert),
16 Huhn + Actin (Filtriert), 17 Schwein + Schwein spez. Primer (Filtriert), 18 Schwein + Schwein
spez. Primer (Zentrifugiert), 19 Schwein + Schwein spez Primer (Filtriert), 20 Schwein + Actin
Primer (Filtriert), 21 Schwein + Actin Primer (Zentrifugiert), 22 Schwein + Actin Primer (Filtriert),
23 Rind + Rind spez Primer (Filtriert), 24 Rind + Rind spez Primer (Filtriert), 25 Rind + Rind
spez Primer (Filtriert), 26 Rind + Rind spez Primer (Filtriert), 27 Rind + Rind spez Primer
(Filtriert), 28 Gefliigelleberwurst + RFLP Primer (Filtriert), 29 Gefllgelleberwurst + Actin Primer
(Filtriert), 30 Doner + Rind spez Primer (Filtriert), 31 Doner + Actin (Filtriert), 32 Doner + Rind
spez. Primer (Zentriert), 33 Doner + Actin (Zentriert), 34 Déner + Rind spez. Primer (Filtriert), 35
Déner + Actin (Filtriert)

7.4: Auftrennung genomischer DNA (Bild der Gelelektrophorese vom 24.10.)
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Ml 1 2 3.4 5 6 7 8.9 10 1112 13 14 15 16 17 18 M2

M3 19 20 M4

Agarosegel angefarbt mit Ethidiumbromid

M1: Marker; 1 Rind zentrifugiert, spezifischer Primer; 2 Rind filtriert, spezifischer Primer; 3 Rind
filtriert, spezifischer Primer; 4 Déner mit Rindprimer; 5 Ddoner mit Pferdeprimer; 6 Pferd mit
spezifischem Primer; 7 Pferd mit Actinkontrolle, 8 Schwein filtriert, spezifischer Primer; 9
Schwein filtriert, spezifischer Primer; 10 Doner mit Schweineprimer; 11 Doner mit Lammprimer;
12 Lamm, spezifischer Primer; 13 Lamm, Actinkontrolle; 14 Huhn, spezifischer Primer ; 15
Déner mit Huhnprimer; 16 Gefligelleberwurst mit Huhnprimer; 17 Gefligelleberwurst,
Actinkontrolle; 18 Geflligelleberwurst mit Lammprimer; M2 Marker; M3 Marker; 19

Geflugelleberwurst mit Rindprimer; 20 Gefligelleberwurst mit Schweineprimer; M4 Marker

7.5: Auftrennung genomischer DNA (Bild der Gelelektrophorese vom 25.10; 1)
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27 28 29

Agarosegel angefarbt mit Ethidiumbromid

M1 Marker; 1 Geflugelleberwurst (NaOH-Methode) 1a; 2 Gefligelleberwurst (NaOH-Methode)
1b; 3 Gefliigelleberwurst (Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2a; 4 Gefligelleberwurst (Hexan-NaOH-
SDS-Methode) 2b; 5 Geflugelleberwurst (TAIL extraktion)3; 6 Pferdewurst (NaOH-Methode) 1a;
7 Pferdewurst (NaOH-Methode) 1b; 8 Pferdewurst (Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2a; 9
Pferdewurst (Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2b; 10 Pferdewurst (TAIL extraktion)3; M2 Marker;
11 Rind (NaOH-Methode) 1a; 12 Rind (NaOH-Methode) 1b; 13 Rind (Hexan-NaOH-SDS-
Methode) 2a; 14 Rind (Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2b; 15 Rind (TAIL extraktion)3; 16 Doéner
(NaOH-Methode) 1a; 17 Doner (NaOH-Methode) 1b; 18 Doner(Hexan-NaOH-SDS-Methode)
2a; M3 Marker; 19 Doner (Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2b; 20 Déner (TAIL extraktion)3; 21
Pferd (NaOH-Methode) 1a; 22 Pferd (NaOH-Methode) 1b; 23 Pferd (Hexan-NaOH-SDS-
Methode) 2a; 24 Pferd (Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2b; 25 Pferd (TAIL extraktion)3; M4
Marker; 26 Lamm (NaOH-Methode) 1a; 27 Lamm (NaOH-Methode) 1b; 28 Lamm (Hexan-
NaOH-SDS-Methode) 2a; 29 Lamm (Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2b; 30 Lamm (TAIL
extraktion)3; 31 Huhn (NaOH-Methode) 1b; 32 Huhn (NaOH-Methode) 1a; 33 Huhn (Hexan-
NaOH-SDS-Methode) 2a; 34 Huhn (Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2b; 35 Huhn (TAIL
extraktion)3

7.6: Auftrennung genomischer DNA (Bild der Gelelektrophorese vom 25.10.; 2)
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Agarosegel angefarbt mit Ethidiumbromid

M1 Marker; 1 Gefligelleberwurst (NaOH-Methode) 1a + PCR; 2 Gefligelleberwurst (NaOH-
Methode) 1b + PCR; 3 Geflugelleberwurst (Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2a + PCR; 4
Geflugelleberwurst (Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2b + PCR; 5 Geflugelleberwurst (TAIL
extraktion)3 + PCR; 6 Pferdewurst (NaOH-Methode) 1a + PCR; 7 Pferdewurst (NaOH-Methode)
1b + PCR; 8 Pferdewurst (Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2a + PCR; 9 Pferdewurst (Hexan-
NaOH-SDS-Methode) 2b + PCR; 10 Pferdewurst (TAIL extraktion)3 + PCR; M2 Marker; 11 Rind
(NaOH-Methode) 1a + PCR; 12 Rind (NaOH-Methode) 1b + PCR; 13 Rind (Hexan-NaOH-SDS-
Methode) 2a + PCR; 14 Rind (Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2b + PCR; 15 Rind (TAIL
extraktion)3 + PCR; 16 Ddner (NaOH-Methode) 1a + PCR; 17 Déner (NaOH-Methode) 1b +
PCR; 18 Déner(Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2a + PCR; M3 Marker; 19 Déner (Hexan-NaOH-
SDS-Methode) 2b + PCR; 20 Doner (TAIL extraktion)3 + PCR ; 21 Pferd (NaOH-Methode) 1a +
PCR; 22 Pferd (NaOH-Methode) 1b + PCR; 23 Pferd (Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2a + PCR;
24 Pferd (Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2b + PCR; 25 Pferd (TAIL extraktion)3 + PCR; M4
Marker ; 26 Lamm (NaOH-Methode) 1a + PCR; 27 Lamm (NaOH-Methode) 1b + PCR; 28
Lamm (Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2a + PCR; 29 Lamm (Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2b +
PCR; 30 Lamm (TAIL extraktion)3 + PCR; 31 Huhn (NaOH-Methode) 1a + PCR; 32 Huhn
(NaOH-Methode) 1b + PCR; 33 Huhn (Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2a + PCR; 34 Huhn
(Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2b + PCR

7.7: Auftrennung genomischer DNA (Bild der Gelelektrophorese vom 25.10.; 3)
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16 17 18 M2

MBS 9s0 (RS0

Agarosegel angefarbt mit Ethidiumbromid

M1 Marker; 1Schwein (NaOH-Methode) 1a; 2 Schwein (NaOH-Methode) 1b; 3 Schwein
(Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2a; 4 Schwein (Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2b; 5 Schwein
(TAIL extraktion)3; 6 Huhn (NaOH-Methode) 1a ; 7 Huhn (NaOH-Methode) 1b ; 8 Huhn (Hexan-
NaOH-SDS-Methode) 2a ; 9 Huhn (Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2b ; 10 Huhn (TAIL
extraktion)3; 11 Huhn (TAIL extraktion)3 +PCR; 12 Schwein (NaOH-Methode) 1a + PCR; 13
Schwein (NaOH-Methode) 1b + PCR; 14 Schwein (Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2a + PCR; 15
Schwein (Hexan-NaOH-SDS-Methode) 2b + PCR; 16 Schwein (TAIL extraktion)3 + PCR; 17
Doner + Pferd spez Primer; 18 Pferd+ Pferd spez Primer; 19 Pferd + Actin; 20 Doéner
zentrifugiert +Huhn spez. Primer ; 21 Doéner Filtriert + Proteinase K+ Huhn spez. Primer; 22

Doner Filtriert + Huhn spez. Primer; 23 Doéner 3 (Tail- Methode) + Huhn spez. Primer

7.8: Sequenz-Alignements der FASTA-Formate unterschiedlicher Tierarten des

codierenden Genabschnittes fiir das Protein Actin.

NCBI Sequenzen:

gi|45382926_69-1196 - Huhn gi|126352603|ref|NM_001081838. - Pferd
gi|57619328_87-1214 - Schaf gi|75832053_93-1220 - Rind
gi|545892687_123-1250 - Schwein

Alignement
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ATGGATGATGATATTGCTGCGCTCGTTGTTGACAATGGCTCCGGTATGTGCAAGGCCGGT
ATGGATGATGATATCGCCGCGCTCGTGGTCGACAACGGCTCCGGCATGTGCAAGGCCGGL
ATGGATGATGATATTGCTGCGCTCGTGGTTGACAACGGCTCCGGCATGTGCAAGGCCGGC
ATGGATGATGATATTGCTGCGCTCGTGGTCGACAACGGCTCCGGCATGTGCAAGGCCGGC
ATGGAAGAAGAGATCGCCGCGCTGGTCATCGACAATGGCTCCGGCATGTGCAAAGCTGGC

*hkikkh Kkhk Kk Kk Kk kEhikih k% * FhhI Ik FThAIAkAIA FhkAIAkihik Fk Xk

TTCGCCGGGGACGATGCCCCCCGTGCTGTGTTCCCATCTATCGTGGGTCGCCCCAGACAT
TTCGCGGGCGACGACGCTCCCCGCGCCGTCTTCCCCTCCATCGTGGGGCGCCCCCGGCAC
TTCGCGGGCGACGATGCTCCCCGGGCCGTCTTCCCTTCCATCGTGGGGCGCCCCCGGCAC
TTCGCGGGCGACGATGCTCCCCGGGCCGTCTTCCCGTCCATCGTGGGGCGCCCCCGGCAC
TTTGCTGGGGATGACGCCCCCCGGGCCGTGTTCCCGTCCATCGTCGGGCGTCCCCGACAC

*k KAk KAk KAk KAk KAk KAAAkAh KAk KAk KEAXAhA kA KAk AhA KAkhk KAk Kkk K Kk

CAGGGTGTGATGGTTGGTATGGGCCAGAAAGACAGCTACGTTGGTGATGAAGCCCAGAGC
CAGGGCGTGATGGTGGGCATGGGCCAGAAGGACTCATACGTGGGCGACGAGGCCCAGAGC
CAGGGCGTGATGGTGGGCATGGGCCAGAAGGACTCCTACGTGGGGGATGAGGCTCAGAGC
CAGGGCGTAATGGTGGGCATGGGCCAGAAGGACTCGTACGTGGGGGATGAGGCTCAGAGC
CAGGGTGTCATGGTGGGCATGGGCCAGAAGGACAGCTACGTGGGCGACGAGGCTCAGAGC

**x ** **x **hxkhkk*k Kk K*k KXk Kk Kkhkkhkkk

AAAAGAGGTATCCTGACCCTGAAGTACCCCATTGAACACGGTATTGTCACCAACTGGGAT
AAGAGGGGCATCCTGACCCTCAAGTACCCCATCGAGCACGGCATCGTCACCAACTGGGAC
AAGAGAGGCATCCTGACCCTCAAGTACCCCATTGAGCACGGCATTGTCACCAACTGGGAC
AAGAGAGGCATCCTGACCCTCAAGTACCCCATTGAGCACGGCATCGTCACCAACTGGGAC
AAGCGGGGCATCCTGACCCTCAAGTACCCCATCGAACACGGCATCGTCACCAACTGGGAC

**x * Fh FAEXEAIAAIAAIA FhAIAkiAdrhihdh dh FhIrdxh Kk KEhFIXxArAIkihiikihiikk

GATATGGAGAAGATC
GACATGGAGAAGATC
GACATGGAGAAGATC
GACATGGAGAAGATC
GACATGGAGAAGATC
E R S b R e o o e o R e I R o e o S ek
CACCCTGTGCTGCTCACAGAGGCTCCCCTGAACCCCAAAGCCAACAGAGAGAAGATGACA
CACCCCGTGCTGCTGACCGAGGCCCCCCTGAACCCCAAGGCCAACCGCGAGAAGATGACC
CACCCCGTGCTGCTGACCGAGGCCCCCTTGAACCCCAAGGCCAACCGTGAGAAGATGACC
CACCCCGTGCTGCTGACCGAGGCCCCCCTGAACCCCAAGGCCAACCGTGAGAAGATGACC
CACCCCGTGCTGCTCACGGAGGCCCCCCTGAACCCCAAGGCCAACCGTGAGAAGATGACT

*x **x ECE = e

GAGAGTAGCCCCTGAGGAG
GCGCGTGGCCCCCGAGGAG
GCGTGTGGCCCCCGAGGAG
CCGTGTGGCCCCTGAGGAG
GCGCGTGGCCCCCGAGGAG

ECE & S & = = S S

CAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCAGCCATGTATGTAGCCATCCAGGCTGTGCTG
CAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCGGCCATGTACGTGGCCATCCAGGCCGTGCTG
CAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCTGCCATGTACGTGGCCATCCAGGCTGTGCTG
CAGATCATGTTCGAGACCTTCAACACCCCTGCCATGTACGTGGCCATCCAGGCTGTGCTG
CAGATCATGTTCGAGACCTTCAACACGCCGGCCATGTACGTGGCCATCCAGGCCGTGCTG

FAhIAAAIAAAIAA A KAIXAAIAXAXAXkAXxhkh )k kExdxhidrdxihkit kkx khFxXxixddxihidkikdt *Fxdkikxkx

TCCCTGTATGCCTCTGGTCGTACCACTGGTATTGTGATGGACTCTGGTGATGGTGTTACC
TCCCTGTACGCCTCTGGCCGCACCACTGGCATCGTGATGGACTCCGGTGACGGGGTCACC
TCCCTGTACGCCTCTGGCCGCACCACTGGCATCGTGATGGACTCCGGTGACGGGGTCACC
TCCCTGTATGCCTCTGGCCGCACCACCGGCATCGTGATGGACTCCGGTGACGGGGTCACC
TCCCTGTACGCCTCTGGCCGCACCACTGGCATTGTCATGGACTCTGGGGATGGGGTCACC

FEAIAAANKAAKA AAXAAAAAA A dhk KAk kxdx Kk *k *kh khkkkkhkhkkhk *k *k *k *k *k*k

CACACTGTGCCCATCTATGAAGGCTACGCCCTCCCCCATGCCATCCTCCGTCTGGATCTG
CACACTGTGCCCATCTACGAGGGGTACGCCCTCCCCCACGCCATCCTGCGTCTGGACCTG
CACACGGTGCCCATCTACGAGGGGTACGCCCTCCCCCACGCCATCCTGCGTCTGGACCTG
CACACGGTGCCCATCTATGAGGGGTACGCCCTTCCCCATGCCATCCTGCGTCTGGACCTG
CACACGGTGCCCATCTACGAGGGGTACGCCCTGCCCCACGCCATCCTGCGTCTGGACCTG

FhrkAh FKEAIAAIXkAIAXkAh )k )k KErhFxhkIrdxhkh kEIhdxhkh IAEFxXxErhIXxiAir kdixixihikiAhit kKK
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GCTGGCCGTGACCTGACGGACTACCTCATGAAGATCCTGACAGAGAGAGGCTACAGCTTC
GCTGGCCGGGACCTGACGGACTACCTCATGAAGATCCTCACGGAGCGTGGCTACAGCTTC
GCTGGCCGGGACCTGACGGACTACCTCATGAAGATCCTCACGGAGCGTGGCTACAGCTTC
GCTGGCCGGGACCTGACGGACTACCTCATGAAGATCCTCACGGAGCGTGGCTACAGCTTC
GCTGGCCGGGACCTGACCGACTACCTCATGAAGATCCTCACGGAGCGGGGCTACAGCTTC

FhIAAkAIAAkAh KEAIAXAAITXAA AAXXAIAXhIAIxkhIiAdxhidxhidxihkit kk k*xk * *Fxdxihddkiidkikikx

ACCACCACAGCCGAGAGAGAAATTGTGCGTGAC CA
ACCACCACGGCCGAGAGGGAAATCGTGCGTGAC CcC
ACCACCACGGCCGAGCGGGAAATCGTCCGTGAC CcC
ACCACCACGGCCGAGCGGGAAATCGTCCGTGAC CcC
ACCACCACGGCCGAGCGGGAGATCGTGCGGGAC CcC

FEAAAAKAA A XAk XxAkx * *hk Kk Kk *h AAXAAAAXAAAXAAkAAhAAAdx dhkdkik *k **%

CTGGATTTCGAGCAGGAGATGGCCACAGCTGCCTCTAGCTCTTCCCTGGAGAAGAGCTAT
CTGGACTTCGAGCAGGAGATGGCCACCGCGGCCTCCAGCTCTTCCCTGGAGAAGAGCTAC
CTGGACTTCGAGCAGGAGATGGCCACCGCGGCCTCCAGCTCCTCCCTGGAGAAGAGCTAC
CTGGACTTCGAGCAGGAGATGGCCACCGCGGCCTCCAGCTCCTCCCTGGAGAAGAGCTAC
CTGGACTTCGAGCAGGAGATGGCCACCGCCGCGTCCTCCTCCTCCCTGGAGAAGAGCTAC

*AhrkAh FEAIAAAXITXAAXIXAAXAXAXkAh*ddkkh *k k% *% *hkh KEIrIkAIXkAIkAhikiAikik

GAACTCCCTGATGGTCAGGTCATCACCATTGGCAATGAGAGGTTCAGGTGCCCCGAGGCC
GAGCTGCCCGACGGCCAGGTCATCACCATCGGCAACGAGCGGTTCCGCTGCCCCGAGGCC
GAGCTGCCGGACGGGCAGGTCATCACCATCGGCAATGAGCGGTTCCGCTGCCCTGAGGCT
GAGCTTCCTGACGGGCAGGTCATCACCATCGGCAATGAGCGGTTCCGCTGCCCTGAGGCT
GAGCTGCCCGACGGCCAGGTCATCACCATCGGCAACGAGCGCTTCCGGTGTCCAGAGGCG

*h KAk KAk KA KA AAAAAAXAAXAAAXAAA A kAdxihkh kkhkx * kkxk Kk Kk Kk Khkhkkik

CTCTTCCAGCCATCTTTCTTGGGTATGGAGTCCTGTGGTATCCATGAAACTACCTTCAAC
CTCTTCCAGCCCTCCTTCCTGGGCATGGAATCCTGTGGCATCCACGAAACTACCTTCAAC
CTCTTCCAGCCTTCCTTCCTGGGCATGGAATCCTGCGGCATTCACGAAACTACCTTCAAT
CTCTTCCAGCCTTCCTTCCTGGGCATGGAATCCTGCGGCATTCACGAAACTACCTTCAAT
CTCTTCCAGCCCTCCTTCTTGGGCATGGAGTCCTGCGGCATCCACGAGACCACCTTCAAC

EE e e e o e o e S S o **x k*k Kk Kk Kk FhkIkkkhkkk

TCCATCATGAAGTGTGATGTGGATATCCGTAAGGATCTGTATGCCAACACAGTGCTGTCT
TCCATCATGAAGTGTGACGTCGACATCCGTAAGGACCTGTACGCCAACACAGTGCTGTCG
TCCATCATGAAGTGTGACGTCGACATCCGCAAAGACCTCTACGCCAACACGGTGCTGTCC
TCCATCATGAAGTGTGACGTCGACATCCGCAAGGACCTCTACGCCAACACGGTGCTGTCC
TCGATCATGAAGTGGGACATCAGGAAGGACCTCTACGCCAACACGGTGCTGTCT

*h FEAIAkAIAkAIAkA A Kk ki Kk kEAhhk Kk Kk Kk Kk Kk AFXxEAIAkAA AFxkAhAkihL

GGTGGTACCACAATGTACCCTGGCATTGCTGACAGGATGCAGAAGGAGATCACAGCCCTG
GGTGGGACCACCATGTACCCAGGCATCGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACAGCCCTG
GGCGGGACCACCATGTACCCTGGCATCGCAGACAGGATGCAGAAAGAGATCACTGCCCTG
GGCGGGACCACCATGTACCCCGGCATCGCGGACAGGATGCAGAAAGAGATCACTGCCCTG
GGCGGGACCACCATGTACCCCGGCATCGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACGGCCCTG

Fh AKk AAKAAA AAAAAAXA AAkAAdk dh AAXAAAAAAAXAAAAKX Ahhdhhkhxidh dhhkiik

GCACCTAGCACAATGAAAATCAAGATCATTGCCCCACCTGAGCGCAAGTACTCTGTCTGG
GCTCCCAGCACGATGAAGATCAAGATCATTGCGCCCCCTGAGCGCAAGTACTCCGTATGG
GCACCCAGCACGATGAAGATCAAGATCATCGCGCCCCCTGAGCGCAAGTACTCCGTGTGG
GCACCCAGCACAATGAAGATCAAGATCATCGCGCCCCCTGAGCGCAAGTACTCCGTGTGG
GCGCCCAGCACCATGAAGATCAAGATCATCGCGCCTCCCGAGCGCAAGTACTCGGTGTGG

*h Kk KEAEIhkAh KEAIhkAh KEAIAhkIAIAhkEAAhkAh ki Kk Kk EAEFXxEAFIXxAIAALAAkA AL kKX kKK

ATTGGAGGCTCTATCCTGGCCTCCCTGTCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCAGCAAGCAG
ATCGGCGGCTCCATTCTGGCCTCATTGTCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCAGCAAGCAG
ATTGGCGGCTCCATCCTGGCCTCGCTGTCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCAGCAAGCAG
ATTGGCGGCTCCATCCTGGCCTCGCTGTCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCAGCAAGCAG
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sus ATCGGGGGCTCCATCCTGGCCTCGCTGTCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCAGCAAGCAG

*k Kk KAhIkAh ki KAhIkihiikk FEAIAAAIAXAAITXAAITXAAIXAAITXAITXAFThAddhidhiidxk

gallus GAGTACGATGAATCCGGACCCTCCATTGTCCACCGCAAATGCTTCTAA
equus GAGTACGACGAGTCCGGCCCCTCCATCGTCCACCGCAAATGCTTCTAG
ovis  GAGTACGACGAGTCCGGCCCCTCCATCGTCCACCGCAAATGCTTCTAG
bos GAGTACGATGAGTCCGGCCCCTCCATCGTCCACCGCAAATGCTTCTAG
sus GAGTACGACGAGTCGGGCCCGTCCATCGTCCACCGCAAATGCTTCTAG

FhAAAKXKAA KA *h *hk Kk khk KhkAAk AAAAAXAAAAAAAdhAhiiikx

forw gallus
forw equus
forw ovis
forw bos
forw sus

CGACGTAGCACAGCTTCTCCTTGAT -rev primer
-> ruckwarts und komplementar ->

7.9: Sequenz-Alignements der FASTA-Formate unterschiedlicher Tierarten des

codierenden Genabschnittes fiir das Protein Acrosin.

CLUSTAL W (1-83) multiple sequence alignment

OVIS = e
bos = ——————————————————————
equus ATGTGTCATACTCTGGGAGGTGAGATGCTGCCTCCTGACAACCAGAGGAAATACGTCATG
sus 0000 mmmmmem— GAGGTCA-—-——————— - CTGG
gallus = - AG
ovis =0 mmmmmem TTGGCAGAGATGCTGCCAACTGCCGTTCTGC-T
bos ==z @———_———-———————— AGGACTTTGGCAGAGATGCTGCCAACTGCCATTCTGC-T
equus ATATTCAGGCCGTGCTGGGGCAGGAGTCTGGTAGAGATGCTGCCAACTGCCGTTCTGC-T
sus GCTTCCAGGCCAGGCCGGCG-AGGAGCGCGGTAGAGATGCTGCCAACTGCCGTTC----T
gallus CCGGGCGCGATGGGCTGCCGTGCGCCTCCGGGAGCGATGGTGCTG-CTGCTGCCCCTCGC
* Kk Kk KAhkkhkKk Kkk R E = = *

ovis GGTCTTGGCAGT-ATCTGTGGTCGCCAGAG-ATAACACCACGTGTG---ATGGCCCCTGC
bos GGTCTTGGCAGT-ATCTGTGGTCACCAGAG-ATAACACCACGTGTG---ATGGCCCCTGT
equus GGTCTTGGCAGT-GTCTGTGGTGGCCAATG-ATAACATCACGTGTG---ATGGTCCCTGT
sus GGTCCTGGCAGT-GTCTGTGGCGGCCAGAG-ATAACGCCACGTGTG---ATGGCCCCTGC
gallus GGTGCTGCTGGCCGTCTGC--CGGCCTGGGCACGGCTCCTCCGGCGCCTGCGACACCTGC

E **x * E o **x * * * * X * * * E R = =
ovis GGGGTCCGGTTCA-GGCAGAAC-CGGCAGGGGGGCGTACGGATCATCGGTGGGCAAGA-C
bos GGGACACGGTTCC-GGCAGAAC-CGTCAGGGGGGCATGCGGATCATCGGCGGGCAAGA-C
equus GGGTTACGATTCA-GGCAGAAC-CTACAAGGGACCCTCCGCATCATCGGAGGGCAGGA-C
sus GGCTTACGGTTCA-GGCAGAAA-TTAGAGTCAGGCATGCGTGTGGTTGGCGG-CATGAGT
gallus GGGCTCCGGCCCATGGCTTATCACTACGGGGGAAC--GCGTGTCGTGGGCGG-CACGGAC

** **x * **k*k * * ** * * Kk Kk KXk K
ovis GCCGCCCACGGGGCCTGGCCCTGGATGGTCAGCCTCCAGATCTTCACGTACCACAACAAC

bos GCTGCCCACGGGTCCTGGCCCTGGATGGTCAGCCTCCAGATCTTCACATACCACAACAAC
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GCGGCACTTGGAGCCTGGCCCTGGATGGTCAGCCTCCAAGTCTTCACTTACCACAACAAG
GCAGAACCGGGCGCCTGGCCCTGGATGGTCAGCCTCCAGATCTTTATGTACCACAACAAC
GCCCCGCAGGGGGCCTGGCCGTGGATTGTCAGCCTCCAAAGC———ACGTGGTATG TGGG

** * ** *khxkk *x*x * *

CGGCGGTACCACGTGTGCGGGGGCTCCCTGCTGAACTCCCAGTGGCTGCTCACGGCCGCT
CGGCGGTACCACGTGTGTGGGGGCTCCCTGCTGAACGCCCACTGGCTGCTCACTGCCGCT
CGGAGGTATCATGCCTGCGGAGGCACATTGCTGAACTCCCACTGGCTGGTGACAGCTGCT
CGGAGGTACCACACGTGCGGGGGCATCTTGCTGAACTCGCACTGGGTGCTCACTGCTGCT
CA-CGGGA-CACATCTGTGGAGGATCTCTCATCACCCCGCAGTGGGTCCTCACGGCAGCG

* **x K Xk *Kx K*k Xk * K X X K* Kk Kkk X * Xk Kk Kk

CACTGCTTCAGGATCAAAAAAAAAGTGACCGACTGGAG-GC-TGATCTTCGGAGCTAAGG
CACTGCTTCAGGATCAAAAAAAAAGTGACCGACTGGAG-GC-TGATCTTTGGAGCTAAGG
CACTGCTTCAGGACCAAAAAAAAAGCGTATGACTGGAG-AC-TGATTTTTGGAGCAAGGG
CACTGCTTCAAGAACAAAAAAAAAGTTACTGACTGGAG-AC-TGATTTTCGGAGCAAACG
CACTGCTTC——GACCATGCAACCCCCGACACGCCGTGGCACGTGGTGATCGGTGGCCACG

ECE Rk e e ** *x *x * * * * **x * * *k* *

AAGTTGAGTGGGGGACCAATAAGCCAGTGAAGCCGCCTCTGCAGGAGAGATATGTTGAGA
AAGTTGAGTGGGGGAGCAATAAGCCAGTGAAGCCGCCTCTGCAGGAGAGATATGTTGAGA
AAATTCAATATGGCAGCAATAAGCCAGTGAAGCCACCTCTGCAGGAGAGACGTGTTGAGA
AAGTTGTGTGGGGAAGCAATAAGCCGGTGAAGCCACCCCTGCAGGAGAGATTTGTTGAGG
A--TC---TGAAACGCC--TGGGCCC-CGAAGCTGTCG-TGC----GCAACGTGATACGG

* * * * * *xx *khkhkk * *x*k * * **x * *

AAATCATCATTCATGAGAAATACTCCGCGAGCTCAGAGGCCAACGACATTGCTCTCATGA
AAATCATCATTCATGAGAAATACTCGGCGAGCTCAGAGGCCAACGACATTGCTCTCATAA
AAATCATCATTCATGAAAATTACTCCCCTCGTTCAGAGGCAAACGACATTGCTCTCTTGA
AGATCATCATTCATGAAAAATACGTTTCAGGGTTAGAGATAAATGACATTGCTCTCATAA
A--TAATCCCCCACGAATACTATCACAGAAACAACATGGCCAATGACATCGCGCTGCTTG

* * Kkx *x Kk * *x * Kk Kkhkkkhkk Xk XKk *

AGATCACCCCTCCTGTTACCTGTGGGCACTTCATTGGACCAGGATGCCTGCCTCA-GTTT
AGATCACCCCTCCTGTTATCTGTGGGCACTTCATTGGACCAGGCTGCCTGCCTCA-GTTT
AGATCACCCCTCCCGTTCCCTGTGGGCACTTCATTGGACCGGGCTGCCTGCCCCA-ATTT
AGATCACCCCTCCTGTTCCATGCGGGCCCTTCATCGGACCAGGCTGCCTGCCCCA-GTTT
AGCTGGACCAACCTGTCCAGTGCAGCTACTACATCCAGCTCGCCTGCGTGCCCGATGCCT

**x * ** **x K% ** * ** ***k * * **k*k Khkkk *

AGG-GCAGGCCCACCCAGAGTTCCCCAGACATGCTGGGTGGCTGGCTGGGGATTCTTACA
AGG-GCAGGCCCACCCAGAGTTCCCCAGACATGCTGGGTGGCTGGCTGGGGATTCTTACG
AAG-GCAGGCCCACCTAGAGTTCCTCAGACCTGCTGGGTGGCTGGCTGGGGATTCTTAAA
AAG-GCTGGCCCGCCCAGAGCGCCCCAGACATGCTGGGTGACTGGCTGGGGCTACTTAAA
CGCTGCGAGTGT---CAGAGCTCA-CAGAC-TGCTATGTCAGTGGCTGGGGACACATGGG

** * *x*k*x * *khkkhk Kkhkik *x R * *
AGAGA-ATGCCCGCAGGA--——===———— CATCCCCTATGCTGCAGGAGGCGCGCGTGGA
TGAGA-ATGCCCGCAGGA-—————————— CATCACCTGTGCTGCAGGAGGCGCATGTGGA
AGAGA-ATGCCCGCAAGA---———————— CATCACCTATACTGCAGGAGGCGCCTGTGGA
AGAGA-AAGGCCCCAGGA-—————————— CGTCACCTACACTGCAGGAGGCACGTGTGGC
GCTGAGATCTCTACAGGAATATGTCGAACCATACCGTGTCCTGCAGGAGGCCAAGGTCCA

**x X * *x Kk * * * * E R e *x

CCTCATCGACCTCGGCTTGTGTAACTCGACCAGATGGTACAACGGGCGCATTCGT-TCAA
CCTTATCGACCTCGACTTGTGTAACTCGACCAGATGGTACAATGGGCACATTCGT-TCAA
GCTCATCGACCTCGACTTATGTAACTCGACCCAGTGGTACAATGGGCGCATTCGT-TCAA
CCTCATCGACCTCGAATTATGTAACTCGACCCAGTGGTACAATGGGCGTGTCACG-TCAA
GCTCATTGACCTCAACATCTGCAACAGCAGCAACTGGTATGCTGGGGCTGTCCATATCCA

*K* Kk FhxErLkkk * *k k*x*k * * *Kkk*x*k *x*k **x *

CCAACGTGTGCGCAGGGTACCCTGAAGGCAAGATTGACACCTGCCAGGGGGACAGCGGCG
CCAATGTGTGCGCAGGGTACCCTGAAGGCAAGATTGACACCTGCCAGGGGGACAGCGGCG
CCAATGTGTGTGCAGGGTATCCTCAAGGCAAGATTGACACCTGCCAGGGGGACAGCGGCG
CTAATGTGTGCGCAGGGTATCCTAGAGGCAAGATTGACACCTGCCAGGGGGACAGCGGCG
C-AACGTGTGTGCTGGTTACCCGCAGGGCGGCATCGACACCTGCCAGGGTGACAGCGGTG

* *k KhkkhkkAhk Kk Kk KXk X%k *xx *Ah FKEAAAXAAAAAAAAA )k dxhikhixki *
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GGCCTCTCATGTGCAAAGACAGCGCGGAAAACAGCTATGTGG-TCGTGGGAATCACAAGC
GGCCTCTCATGTGCAAAGACAGCGTGGAAAACAGCTATGTGG-TCGTGGGAATCACAAGC
GGCCTCTCATGTGCAGAGACAGCATGGAAAACGCCTATGTGG-TCGTGGGAGTCACGAGC
GGCCTCTCATGTGCAGAGACAGAGCGGAAAACACCTTTGTGG-TCGTGGGCATCACAAGC
GTCCTCTCATGTGCAAAGATAAAACTGCTGACTACT-TCTGGCTCATTGGTGTGACCAGC

* FErEIAIAAIAAkAXAAXA Kkhkk X * ** **k * K*kk Xk K X%k * ** ***k

TGGGGGGTAGGCTGTGCCCGAGCTAAGCGCCCCGGAGTCTACACGTCTACCTGGTCCTAT
TGGGGGGTAGGCTGTGCCCGAGCTAAGCGCCCCGGAGTCTACACGTCTACCTGGTCCTAT
TGGGGGGTAGGCTGTGCCCGTGCTAAGCGCCCTGGAGTCTACACGGCTACCTGGCCCTAT
TGGGGGGTAGGCTGCGCCCGAGCTAAGCGCCCTGGAGTCTACACGTCTACCTGGCCCTAT
TGGGGGAAAGGCTGTGGGAGAATACAGCAGCCTGGAGTCTATGCCTCCACTCAGTACTTT

*h Xk * * *khxk *k dhkdhkkhkk * * *x * **x *

CTGAACTGGATCGCCTCCA-AGATAGGCTCTACCGCCGTGCACATGATTCAGTTGCCCAC
CTGAACTGGATTGCCTCCA-AGATAGGCTCTAACACGGTGCACATGATTCAGTTGCCCAC
CTGAATTGGATTGCTTCCA-AGATCGGTTCTAACGCCTTGCACATGATTCAACTGGGCAC
CTGAACTGGATTGCTTCCA-AGATTGGTTCTAATGCCTTGCAGATGGTTCAACTGGGCAC
CGCAACTGGATC-CTGGTACAGATGGGATT--GCTTCCAGCAGAAGCGCCTACTACA-AC

* ** Fxkkxk * * Fhkkikk Xk X **x*k X * * * **x

CGCCTCCCCCGCTTCTACTCCAGGGGCCCAAGCGAGCCCTGGCTCCGTCCAGCCTTCCGT
CGCTCCCCCTGCTTCTACTCCAGCAGCCCAAGCGAGCCCTGGCTCCGTTCAGCCTTCCAT
CCCTCCCCCTCCTACTACTCAAGCACTCCCGGCT.
CCCTCCCCGTCCTTCTACTCCAGCACCCCCTGTCAGACCCCCCTCTGTTCAGACTCCTGT
GCCATATCCAGTCTATATCTCA--ACCTCCTACCAGA---GGCCAAAACCAACAT---AC
* * * ** *

** * ** *

TCG--CCCACCTTGGTTCTTCCAACACGTTCCTCGACCACCTCCC———-~— TCTCAGCAAG
TCG--CCCACCTTGGTTCTTCCAACACGTTCCTCAACCACCTCCC—---- TCTCAGCAAG
[B8A--CCCTCTTTGGTCCTTCCAACGCCCTCCTCAACCACCTCCC-——~-~ CCIT———————

TCG--CCCACCTTGGTACTTCCAACGCCCTCCTGGAC--CCTCCCAGCAACCTGGGTC-—
TCGAGCCCATTTAGACCATGCCCAT—=~TTCCACG-—=— === —————m——mm e

*% EE * *x * Kk Xx *kxk

CTATTGCCGTGGCCCAA--CCCCTAGATCCCTCAAACCTCCGACCCTC===CATCCCATC
CTATTGCCGTGGCCCAA--CCCTCACGTEECTCAACCCCCCEETCCTCT==AGTCCCACC

---------- GGATCA---CCTGCA-----CCCAAACC-CCAACCCCC—---AGCCCCACC
CCGCCCCCGCCCCCCAGCTCCCCCCCCTGCCCCGCCCCCCCCGCCCCCCCCACCCCCACT
------------- CCAG---—————————————AAGCTCCTGGATTTC-----TTTAATC

** * * * * *

TGCCACCCCCTCCCGACGACCACCCCCACCGCAGCCGTCCACTAGGCCTCCCCAGGCGCT
TGCCCCCCGACCCCCACGACCACCCCCACCGCAGCCTTCCACTAGGCCTCCCCAGGCACT

([=======c=s=cs===== CCACCCCCACACCAAACTTCCACCAAACCTCCTCAAGCACT

GCCTCCACCACCCCCACCCCCACCCCCACAGCAAGTTTCCGCTAAACCTCCCCAAGCACT

[ —— CTCCAG---GAGCTCCTGC-AGGGTTTAAGAGGAAAG
* *kx * X * * * *

CTCCTTTGCCAAGCGACTGCAGCAGCTCATAGAGGTCTTGAAGGGA--AAGGCCTTTCTG
CTCCTTTGCCAAGCGACTGCAGCAGCTCATAGAGGTCTTGAAGGGA--AAGACCTTTCTT
TTCTTTTGCCAAGCGACTACAGCAACTCATAGAGGACTTGAAGGGG--AAGTCCTTTTCG
TTCCTTTGCCAAGCGACTGCAGCAGCTCATAGAG---CTGAAGGGG--ACGGCATTCTCT
AAAGCTT---AATTAGCTGCA-TGACCCAGAGCAGGCTGCAATGCATTGCGACCCTTTTC

*x **x ** Kk * kK Kk ** X * * *

AACGAAAAG-AGCAGTTATGAAATGGAAACCACAGACCTTCCA-GGACGACACGCCTCCT

AACGAGAAG-AGCAATTATGAAATGGAAACCACAGGCCTTCCA-GGAC]

AATGCAAAG-CGCTATTATGAAATGGAGACCACAGACCT]

AGTGGAAAGGAGCTATTATGAAACAGAGACCACAGACCTCCGAAGAACTGCCCGCCTCCT

TTTGGGG—===-—- TAATGCCCAATGGCAGCCCCAG---TACCA-AAGC————————- CCT
*

* ** * ** KXk * K * *

---GATCTGAGCCCATTCTTGGC------ GGACCCAGCGAAGCCCTCACTCCTGAGGGAA
ACCCATTCTCAAC-———-- GGACCCAGTGAAGCCCTCACTCCTGAGGGAA

_______________________________ A—————
TTCACCTGATTTGGACCCATTGCACACCTCATCCCTGAGAAAA
———GCTCTGT-CCCATCC-——m—m——m—mmm oo ACCCTC-CTCTTGACTGCA
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*x * * * Kkxk

AAA--A-GACGCAATAAATGGATATAAATACAAATATAAATATATATGCACTAA-————-
AAA--AAGATGAAATAAATGGATATAAATACAAATATAAATATATATACACTAAAAAAAA
AAA--AGGATGAAATAAATGACTATAAATACAAATATAAATATATATACATAAAG-—---
CACCCAGGTTTACTCAGTTGG-—=—=---~ ACAAATA-AAGCTTATTTTCACAGCTA---—-
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Primersequenzen:

GACACGCCTCCTGATCTGAGCC 214 bp
ovis-for: CCCTCAAACCTCCGACCCTCCA
ovis-rev: GGCTCAGATCAGGAGGCGTGTC

AACATGCCTCCTCCTGATCTGA 214 bp
bos-for: CCCTCAAGCCCCCGGTCCTCAG
bos-rev: TCAGATCAGGAGGAGGCATGTT
sus: CCCCCTCTGTTCAGACTCCTGT TTGCACACCTCATCCCTGAGAA 366 bp

sus-for: CCCCCTCTGTTCAGACTCCTGT

sus-rev: TTCTCAGGGATGAGGTGTGCAA

equus:  GACTCCCCTCTATTCAACCTATTCA CCCAGAACTGACCGCTGCCTCCTG 266 bp

equus-for: GACTCCCCTCTATTCAACCTATTCA

equus-rev: CAGGAGGCAGCGGTCAGTTCTGGG

gallus: GGGAAAGGCTGTGGGAGAATAC e TAATGCCCAATGGCAGCCCCA 392 bp
gallus-for: GGGAAAGGCTGTGGGAGAATAC

gallus-rev: TGGGGCTGCCATTGGGCATTAC

actin-for: GGCATCACACTTTCTACAACGAGCT
actin rev: CGACGTAGCACAGCTTCTCCTTGAT
ca 410 bp

7.10_Material

10.1 Geréate

10.1.1 Zentrifuge
.Perfectspin24plus“ — PEQLAB Biotech GmbH D-Erlangen

10.1.2 Thermocycler
.,PEQSTAR 96 Universal Gradient* PEQLAB Biotech GmbH D-Erlangen

10.1.3 Gleichspannungsquelle
,EV265“ — Kisher Biotech GmbH u CoKG D-Steinfurt

10.1.4 UV-llluminator
,TFX-20 M“ — Vilber Lourmat F- Maine la Vallée

10.1.5 Agarosegelkammer
,MSCHOICETRIO" - Kisher Biotech GmbH u CoKG D-Steinfurt
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10.2 Chemikalien

10.2.1 tagPol
,peqGOLD-Polymerase, 5U/ul mit 10x Reaktionspuffer Y*

10.2.2 dNTS’s — Carl Roth GmbH u CoKG, D-Karlsruhe

10.2.3 Primer — Eurofins MWG Synthesis GmbH D- Ebersbach

10.2.4 DNA GroRenstandards

,90 bp DNA-Leiter* — Carl Roth GmbH u CoKG, D-Karlsruhe

,100bp DNA-Leiter* — Carl Roth GmbH u CoKG, D-Karlsruhe

10.2.5 Agarose

50xTAE — Carl Roth GmbH u CoKG, D-Karlsruhe

10.3 Biologisches Material:

Huhnerfleisch (hell rosa)

Doénerfleisch (Kalbsddner, in kleinen Fleischsticken ca. 3x1cm)
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