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Zusammenfassung: Die Gattung Theobroma umfasst etwa 20
Arten, von denen insbesondere die Art Theobroma cacao L. mit
den beiden Hauptsorten (Varietaten) ,,Criollo* und ,Forastero*
wirtschaftliche Bedeutung hat. Bislang erfolgte die Unterschei-
dung der Kakaosorten und -arten nur morphologisch und, da-
durch bedingt, nur in einem sehr frithen Verarbeitungsstadium,
d.h. eine Reinheitskontrolle ist zu einem spdteren Zeitpunkt
nicht mehr moéglich. Andererseits erfolgt die Herstellung von
Kakaomasse heute zunehmend im Erzeugerland, Schokolade
oder Kakaohalberzeugnisse werden vom verarbeitenden Unter-
nehmen zugekauft. Eine genaue und reproduzierbare Spezifi-
kationskontrolle ist aus den skizzierten Griinden bislang nicht
moglich. Im Gegensatz zur alten Kakaoverordnung liefert die
neue Kakaoverordnung vom15. Dezember 2003 keine Definition
des Kakaos mehr. Die Kakao- und Schokoladenindustrie geht
aber nach wie vor davon aus, dass nur die Kakaoart T. cacao bei
der Herstellung von Schokolade zur Anwendung kommt (allge-
meine Verkehrsauffassung in Anlehnung an die alte Kakaover-
ordnung). Die Kakaoart T. grandiflorum (Cupuassu) gewinnt auf
dem stidamerikanischen Markt immer mehr an Bedeutung. Bei-
spielsweise werden die Bohnen vermehrt zu Schokolade-artigen
Produkten (Cupu-lade) verarbeitet. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden eine PCR- und eine PCR-RFLP Methode entwickelt, die
eine Detektion beider Theobroma-Arten in Kakao und Schoko-
ladenprodukten erlauben.

Abstract: The genus Theobroma comprises about 20 species.
The highest economic attention is paid to the cultivars (varieties)
“Criollo” and “Forastero” of the species Theobroma cacao L.,

which are used for chocolate production. Up to now, the diffe-
rentiation of cocoa species and cultivars is performed morpho-
logically. Hince, a purity control in late processing steps of
chocolate production is not possible. However, most of the
cocoa mass production takes place in the countries of cocoa
origin and is then bought as semi-finished products by the
chocolate industry. Species identification is not possible at this
stage due to the manufacturing process. In the former “Kakao-
verordnung” a definition of the cocoa species (T. cacao) used for
chocolate production was given. The current “Kakaoverord-
nung” (passed in December 2003) lacks such a definition. Ne-
vertheless, it is general acceptance in the chocolate industry to
exclusively use the species T. cacao for chocolate production. On
the other hand, the species T. grandiflorum (Cupuassu) is getting
more and more important on the South American market where
beans are used for the creation of chocolate-like products e.g.
Cupu-late. This work describes the development of a PCR and a
PCR-RFLP method for the detection of cocoa speciesin chocolate
products.

1. Einleitung

Die Herstellung und das Inverkehrbringen von Lebensmitteln
unterliegen in Deutschland rechtlichen Vorschriften. Diese sollen
nicht nur die Gesundheit der Bevolkerung schiitzen, sondern
auch zugleich den Wettbewerb auf den Lebensmittelmérkten
(Qualitatsanforderungen) und den Tduschungsschutz regeln. Das
Lebensmittelrecht besteht aus zahlreichen Gesetzen und Ver-
ordnungen. Neben dem Lebensmittel-, Bedarfsgegenstdnde- und
Futtermittelgesetzbuch (LFBG) gibt es weitere Vorschriften, die
grundsétzlich bei der Herstellung und dem Inverkehrbringen
von Lebensmitteln zu beachten sind, wie die Lebensmittelhy-
gieneverordnung (LMHV) und die Lebensmittelkennzeich-
nungsverordnung (LMKV). Fir die Herstellung und das
Inverkehrbringen von Kakao und Schokoladenprodukten sind
zudem die Vorgaben der Kakaoverordnung (2003) einzuhalten.
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Die deutsche Schokoladenindustrie produzierte 2006 in
ca. 120 mittelstdndischen Unternehmen 925 kt Kakaoerzeug-
nisse im Wert von etwa 4 Milliarden € (BDSI, 2007). Zur Her-
stellung von Kakaomasse werden die Samen (Kakaobohnen)
des Kakaobaumes (T. cacao) zunéchst direkt auf der Plantage
einer Fermentation unterworfen. Bei dem Garprozess dient
das anhaftende Fruchtfleisch als Ndhrboden fiir Mikroorga-
nismen. AnschlieSend erfolgen eine Rostung der Bohnen und
das sog. ,Brechen®. Hierbei werden die Kakaobohnen zerbro-
chen und die Samenschale und das Keimwiirzelchen vom
.Kakaokern® (Speicherkeimblétter) entfernt. Durch Mahlen
entsteht die Kakaomasse, aus der, je nach Weiterverarbeitung,
Kakaopulver oder Schokoladenprodukte hergestellt werden.
Nach allgemeiner Verkehrsauffassung (in Anlehnung an die
alte Kakaoverordnung von 1975) wird fiir die Herstellung von
Kakao und Schokoladenprodukten nur Bohnen der Kakaoart
T. cacao eingesetzt; die Sorte ,,Criollo® fiir die Herstellung von
Edelkakao, ,Forastero® fir die Produktion von Konsumkakao.
Die Kakaoart T. grandiflorum (Cupuassu) gewinnt jedoch auf
dem siidamerikanischen Markt immer mehr an Bedeutung:
Aus der Pulpe werden Marmeladen-artige Produkte herge-
stellt, aber auch die Bohnen werden immer hédufiger zu
Schokolade-artigen Produkten (Cupu-lade) verarbeitet. Eine
Unterscheidung der beiden Arten erfolgt bisher nur morpho-
logisch und dadurch bedingt, in einem sehr frithen Verarbei-
tungsstadium (Silva et al., 2004), d.h. eine Artendifferenzie-
rung ist im verarbeiteten Produkt auf dieser Basis nicht mehr
moglich. Andererseits erfolgt die Kakaomassenherstellung
zunehmend im Erzeugerland. Schokoladenhersteller greifen
auf diese im Ausland hergestellte Kakaomasse zuriick und
missen sich auf die angegebenen Spezifikationen verlassen
konnen.

Publikationen, die sich mit der Unterscheidung der
Theobroma-Arten befassen, zielen auf eine botanische Cha-
rakterisierung der Gattung Theobroma ab. Mit Hilfe von ver-
schiedenen PCR Methoden, wie RAPD (radom amplified poly-
morphic DNA), PCR-RFLP (restriction fragment length poly-
morphism), AFLP (amplified fragment length polymorphism)
und SSRPCR (simple sequence repeats), angewendet auf iso-
lierte DNA aus frischem Blattmaterial, wurde die phylogene-
tische Verwandtschaft der Arten innerhalb der Gattung
Theobroma untersucht (Lerceteau et al., 1997a und 1997b; La-
naud et al., 1999; Saunders et al., 2001; Jones et al., 2002; Alves
et al., 2003; Pugh et al., 2004; Charters and Wilkinson, 2000).
Die lebensmittelanalytische Fragestellung der Artendifferen-
zierung in verarbeiteten Produkten wurde bislang noch nicht
bearbeitet. Im Rahmen dieser Arbeit werden eine PCR mit
artenspezifischen Oligonukleotiden und eine PCR-RFLP Me-
thode vorgestellt, die eine Differenzierung von T. cacao und T.
grandiflorum in Kakao und Schokoladenprodukten ermogli-
chen.

2. Material und Methoden
2.1 Probenmaterial

Umfangreiches Probenmaterial wurde von Herrn Prof. Liebe-
rei (Universitdt Hamburg, Deutschland), Herrn Prof. Matissek
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(LCI, KolIn, Deutschland) und Herrn Dr. Noske (August Storck
KG, Halle, Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Die Taq Poly-
merase stammte von Eurogentec (Seraign, Belgien), die dNTPs
von Bioline (Luckenwalde, Deutschland), Oligonukleotide
wurden von Metabion International AG (Martinsried,
Deutschland) synthetisiert. Das Stool-Kit stammte von Qiagen
(Hilden, Deutschland), die SYBR-Green I-Losung (Konzentrat in
DMSO) von Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland). Die Restrik-
tionsenzyme Clal und Mscl (inkl. Restriktionspuffer) wurden
von New England Biolabs GmbH (Frankfurt, Deutschland) be-
zogen.

2.2 DNA-Isolierung

Etwa 300 mg Probenmaterial wurden in einem 2 ml-Eppen-
dorf-Gefa} mit 2 Stahlkugeln (& 3 mm) versetzt und mit Hilfe
einer Kugelmiihle (Tissue Lyser, Qiagen, Hilden, Deutschland)
fir 10 min bei 30 Hz mechanisch zerkleinert. AnschlieBend
wurde die zerkleinerte Probe mit 1.4 ml Aufschlusspuffer
(Puffer ASL) des Stool-Kits (Qiagen) versetzt, fiir weitere 10 min
mit Hilfe der Kugelmiihle bei 30 Hz mechanisch zerkleinert
und die Aufarbeitung analog zu den Hersteller-Angaben
durchgefiihrt. Die Elution der DNA von den Kartuschen er-
folgte mit 2x50 ul sterilem Wasser (Zentrifugation bei 1 min,
13000 rpm, Raumtemperatur). Die Lagerung von isolierter
DNA erfolgte bei -20 °C.

2.3 Fluorimetrische Bestimmung der DNA-Konzentration mit
Hilfe von SYBR-Green |

Fur die Konzentrationsbestimmung wurde zunéchst eine Ka-
libriergerade mit einem Plasmid (10 ng/ul) aufgestellt. Die
Konzentration des Plasmides wurde photometrisch bestimmt
(Sambrook, 1989). Das SYBR-Green I-Konzentrat wurde 1:6250
in TAE-Puffer (40 mM Tris/Acetat, 2 mM EDTA, pH 8.2) ver-
dinnt. 1pl, 2 pl, 5 pl und 10 pl des Plasmids wurden mit der
entsprechenden Menge SYBR-Green-I-Lésung auf 100 pl kom-
plettiert (in 100 pl LightCycler-Kapillaren, Roche, Mannheim,
Deutschland). Von den DNA-Lésungen der Proben wurden
jeweils 2 pl und 5 pl mit der SYBR-Green-I-Losung versetzt
(Endvolumen 100 pl). Als Nullwert dienten 100 pl SYBR-Green-
I-Lésung. Nach Zentrifugation erfolgte die Quantifizierung im
LightCycler 2.0 und die anschlieBende Auswertung mit Hilfe
der LighCycler 2.0 Software (,Nucleic Acid Quantification®).

2.4 Oligonukleotide
Verwendete Oligonukleotide sind in Tab. 1 aufgelistet.

2.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Ein 20 pl-PCR-Ansatz bestand aus 10-fach Pufferkonzentrat
(Endkonzentration: 75 mM Tris/HCl, 20 mM (NH,4),SO,, 0,01%
(w/v) Tween 20, 1.5 mM MgCl,, pH 9.0, Finnzymes, Espoo,
Finnland), dNTP‘s (je 16 uM), Forward-Oligonukleotid (1 uM),
Reverse-Oligonukleotid (1 uM), Template (~1ngjul), 1l Tag-
Polymerase (0.75 U) und wurde mit sterilem Wasser komplet-
tiert. Die PCR wurde mit einem initialen Denaturierungs-
schritt bei 94 °C (5 min) gestartet, dem sich 40 Zyklen (30 s,
94 °C; 305, 50 °C; 30, 72 °C) und ein 5 minttiger Elonga-
tionsschritt bei 72 °C anschlossen. AbschlieBend wurde auf
4 °C gekihlt.
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Tab. 1 Verwendete

Name Sequenz Quelle Oligonukleotide.
mTcCIR2-Vo 5’-CAG GGA GCT GTG TTATTG GTC A-3’ Lanaud et al., 1999

mTcCIR2-Hi 5’-AGT TAT TGT CGG CAA GGA GGAT-3’ Lanaud et al., 1999

mTcCIR8-Vo 5'-CTA GTT TCC CAT TTA CCA-3’ Lanaud et al., 1999

mTcCIR8-Hi 5-TCCTCAGCATITTCT TTC-3’ Lanaud et al., 1999

mTcCIR58-Vo 5-TTT TTG GTG ATG GAACTAT-3’ AJ271957, Alves et al., 2003

mTcCIR58-Hi 5’-TGG TTA AGC AAC ACT AAA CT-3’ AJ271957, Alves et al., 2003

TC-Ti-Fw 5'-ATG CGG ATA GCA AAG ATG AT-3’ diese Arbeit

TC-Ti-Rev 5’-CTG AAT TTG TAA CCG AGT A-3’ diese Arbeit

TG-Ti-Fw 5’-TAC GTT TTG TCA GAC TTATG-3’ diese Arbeit

TG-Ti-Rev 5’-AAC CTA AAT TTG TAAACG TTT C-3° diese Arbeit

Vic-Fw 5'-AAG AGG GCA ACT TCA AGATC-3’ diese Arbeit

Vic-Rev 5’-CGC TGTACATTA TAG GACTC-3’ diese Arbeit

2.6 PCR-RFLP ter E. coli-Zellen gegeben, vorsichtig gemischt und 20 min bei

Der PCR Schritt der PCR-RFLP wurde analog zu oben durch-
gefuhrt. AnschlieBend wurden 17 ul PCR Ansatz mit 1 pl Re-
striktionsenzym (Clal, 5000 U/ml bzw. Mscl, 3000 U/ml) und
2 pl 10-fach Pufferkonzentrat (20 mM Tris/Acetat, 50 mM Kali-
umacetat, 10 mM Magnesiumacetat, 1 mM DTT, pH 7.9) ver-
setzt und 2 h bei 37 °C inkubiert.

2.7 Agarosegelelektrophorese

Die DNA-Proben wurden mit 1/10 Probenpuffer (50% (v/v)
Glycerin, 0.25% (w/v) Bromphenolblau, 0.25% (w/v) Xylencya-
nol, in TAE-Puffer versetzt und die Gelelektrophorese auf 3%
Agarosegelen in TAE-Puffer (40 mM Tris/Acetat, 2 mM EDTA,
pH 8.2) durchgefiihrt (120 V, 45 min). Die Detektion der DNA-
Banden erfolgte, nach 15 miniitiger Inkubation in Ethidium-
bromidlésung (0.1%) unter Lichtausschluss, durch Betrachtung
im UV-Licht bei 323 nm.

2.8 DNA-Sequenzvergleiche

Sequenzvergleiche wurden mit Hilfe des Programms ,Clu-
stalW Multiple Sequence Alignment (for DNA or proteins)“
durchgefiihrt.

2.9 Reinigung von PCR-Fragmenten

Die Reinigung von DNA erfolgte nach Agarosegelelektropho-
rese mit dem Gel Extraction Kit von Peqlab (Biotech GmbH,
Erlangen, Deutschland). Die Aufarbeitung erfolgte analog der
Herstellerangaben.

2.10 Ligation und Transformation

Ligation und Transformation wurden mit Hilfe des TOPO TA
Cloning Kits (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) durchge-
fuhrt. Fur die Ligation wurden folgende Komponenten in ein
2 ml Reaktionsgefdf pipettiert: 2 ul des gereinigten PCR-Pro-
duktes, 1 ul Salz-Lésung (1.2 M NacCl, 0.06 M MgCl,), 2 ul steriles
Wasser und 1 pl pCR-4-TOPO-Vektor (10 ng/ul in 50% Glycerin,
50 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, 2 mM DTT, 0.1% Triton X-100,
100 pg/ml BSA, 30 uM Phenolrot). Nach vorsichtigem Mischen
wurde der Reaktionsansatz 5 min bei Raumtemperatur inku-
biert und danach auf Eis zwischengelagert. Fiir die Transfor-
mation wurden 2 ul des Ligationsansatzes in ein Reaktions-
gefd mit 50 ul One Shot Machl-TM-TIR chemisch kompeten-

4 °C inkubiert. Nach 30 s bei 42 °C wurde wieder auf 4 °C ab-
gekiihlt und nach 2 min 250 pl S.0.C.-Medium (2% Trypton,
0.5% Hefe-Extrakt, 10 mM NacCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl,,
10 mM MgSO,, 20 mM Glucose) zugegeben. Nach 1 h bei 37 °C
wurden abschlieBend je 50 pl bzw. 100 pl des Ansatzes auf Se-
lektivagarplatten (Vollmedium nach Luria-Bertani (Miller,
1972) mit 20 g Agar pro Liter) ausgestrichen und tiber Nacht
bei 37 °C bebriitet. Fir die Fermentation wurden 50 ml des
Vollmediums verwendet und bei 37 °C tiber Nacht inkubiert.
Die Ernte der Zellen erfolgte in 10 ml Fraktionen mittels Zen-
trifugation (4000 rpm, 4 °C, 10 min).

2.11 Plasmidisolierung

Die Plasmidisolierung erfolgte mit dem Plasmidisolierungskit
QIAprep Spin Miniprep von Qiagen (Hilden, Deutschland)
analog den Angaben des Herstellers.

2.12 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte aus den isolierten Plasmiden.
Die Sequenzanalyse erfolgte durch den Custom-DNA-Sequen-
cing-Service von GATC (Konstanz, Deutschland).

3. Ergebnisse

Bei der Entwicklung einer PCR-Methode zur Unterscheidung
der Kakaoarten T. cacao und T. grandiflorum wurde zunéchst
die Eignung literaturbekannter Oligonukleotidpaare unter-
sucht. Ziel war es, zwei spezifische Oligonukleotidpaare zu
finden, die entweder bei T. cacao (Oligonukleotidpaar 1) oder
bei T. grandiflorum (Oligonukleotidpaar 2) ein Amplifikat lie-
fern. Eine Publikation von Lanaud et al. (1999) lieferte erste
mogliche Oligonukleotidkombinationen. Vier der konstruier-
ten Oligonukleotidkombinationen (mTcCIR6, mTcCIR8, mTc-
CIR16 und mTcCIR24) ergaben ein Amplifikat bei T. cacao, aber
nicht bei T. grandiflorum, wahrend der Einsatz von Oligonu-
kleotidpaar mTcCIR2 nur zu einem Amplifikat bei T. grandi-
florum nicht, aber bei T. cacao fiihrte. Entsprechende Analysen
erfolgten jedoch mit frischer, nicht-prozessierter DNA aus
Kakaoblittern. Daher mussten die Oligonukleotide erst auf
ihre Eignung bei PCR-Versuchen mit isolierter DNA aus fer-



mentierten und gerdsteten Kakaokernen (T. cacao und T.
grandiflorum) getestet werden. PCR-Analysen mit den Pri-
merkombinationen mTcCIR2 und mTcCIR8 lieferten jedoch
keine eindeutigen Ergebnisse. Offensichtlich ist eine Kakao-
artendifferenzierung auf der Basis dieser Primersequenzen
mit isolierter DNA aus Kakao- und Schokoladenprodukten
nicht moéglich. Ein weiteres von Lanaud et al. (1999) auf Basis
von DNA Sequenzen von T. cacao konstruiertes Oligonukle-
otidpaar (mTcCIR58), welches von Alves et al. (2003) fir eine
Mikrosatelliten-Untersuchung bei T. grandiflorum herangezo-
gen wurde, wurde ebenfalls mit in die Untersuchungen ein-
bezogen. Die Sequenz von T. cacao, auf deren Basis das mTc-
CIR58 Oligonukleotidpaar entwickelt wurde, ist unter der
Accession Number AJ271957.1 zugédnglich. Das Amplifikat, das
im Rahmen dieser Arbeit aus DNA von T. grandiflorum unter
Verwendung dieses Oligonukleotidpaares amplifiziert wurde,
wurde in préparativen Mengen hergestellt und sequenziert.
Ein Vergleich der beiden Sequenzen zeigte, dass im entspre-
chenden Fragment aus T. cacao eine zusdtzliche Repeatregion
(62 bp) im Vergleich zu T. grandiflorum vorhanden ist (Abb. 1).
Dieser geringe Sequenzunterschied ist jedoch fir eine ein-
deutige Artendifferenzierung nicht geeignet.

TG: 5'-TTTTTGGTGATGGAACTATTCACATTGCGCATTTTATATTTATGCATGTC
TC: 5'-TTTTTGGTGATGGAACTATTCACAT.GCGCATTTTATATTTATGCATGTG

TG: TGTGCTTGTGCACAC. ... ...ttt ittt ittt et it i iai e
TC: TGTGCTTGCGCGCACATGTGTIGTGTGTGTGTGTGTGCGTGTGTGCGTGTGCGT

TG: it e GTATGTGTGTGTGTGTATTGGAAATGTTT
TC: GTGCGCGTGCGCGTGCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTTGGATATGTTT

TG: TGGCTACCTATGTCTGCATGTTTAACTTTTTTTTTGTGTGTTTTGTGTATGTA
TC: TGGCTACCTATGTCTGCATGTTTAACATTTTTTT.GTGTGTTTTGCATATGTA

TG: TTAGAGAATGTGGATTCAGTTATATCAAAAGATATAAGCAGTTTAGTGTTGCT
TC: TTAGAGAATGTGGATTCAGTTATATCGAAAGATATAAGTAGTTTAGTGTTGCT

TG: TAACCA-3'
TC: TAACCA-3'

Abb. 1 Vergleich des sequenzierten Amplifikates aus T. grandiflorum
(TG) mit der Sequenz aus T. cacao (TC) mit der Acession Number
AJ271957.1. (PCR unter Verwendung des Oligonukleotidpaares mTcCIR 58
aus Alves et al., 2003).

Da keine der publizierten Oligonukleotidkombinationen
eine klare Artenidentifizierung mittels PCR mit DNA aus fer-
mentieren gerdsteten Kakaobohnen zulieB, wurden im
néchsten Schritt anhand von in Datenbanken zugédnglichen
Sequenzen artenspezifische Oligonukleotidpaare konstruiert.
In friheren Arbeiten wurde die Verwandtschaft zwischen
Theobroma- und Herrania-Arten von Silva und Figueira (2005)
anhand von Trypsin-Inhibitor-Aminosduresequenzen unter-
sucht. Ein Vergleich der zugrunde liegenden DNA-Sequenzen
zeigt — flankiert von ausgedehnten homologen Bereichen -
einzelne Regionen, in denen Unterschiede in den Sequenzen
der einzelnen Arten zu erkennen sind (Abb. 2). Auf der Basis
dieses Sequenzvergleiches wurden fiir T. cacao (Oligonukleo-
tide TC-Ti-Fw|[TC-Ti-Rev) und T. grandiflorum (Oligonukleotide
TG-Ti-Fw|TG-Ti-Rev) spezifische Oligonukleotidkombinatio-
nen entwickelt (Abb. 2). Eine Artendifferenzierung war sowohl
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TC: 5'-CTGTGCTTGACACTGATGGTGATGAGCTCC
TG: 5'-CTGTGCTTGACACTGATGGTGATGAGCTCC
TC: BAACTGGGGTTCAATATTACGT®TTGTCARCEN
TG-Fw
TG: [EAACTGGGGTTCAATATTACGTITTGTCAECY
TC: TATEGGGTGCTGGGGGTGGGGGCTAGHMECTAG
—_A
TG: TATEGCGTGCTGGCGCTGEEGGGCTAGIUCTAG
TC: GARAGGGCTACA CAAAEETGCCCAGAAATTG
TG: GAAGGGCTACAGLYCAAALVNGCCCAGAAATTG
TC: T CAAAGACGATCCGACCTTGACAATGGTA
TG: TTIMECAAAGACGATCCGACCTTGACAATGGTA
TC-Fw
TC: CTCCTG TCTTTTCAAATGCGGATAG&E::G
TG: CTCCTGTEATCTTTTCAAATGCGGATAG G
—
TC: ATGﬂEgTTGTCCGCGTATCTACTGA AAACA
TG: ATGAGGTTGTCCGCGTATCTACTGATLITAAACA
TC: TAGAGTTCGTTCCCATCAGAGACAGACTCTGCT
TG : ﬂEGAGTTCGTTCCCATCAGAGACAGACTCTGCT
TC: CIMCGTCAACTGTGTGGAEGCTTGACEMTTATG
TG: CGTCAACTGTGTGGALNGCTTGACEATTATG
TC: ACAACTCGGCAGGCAAATGGTGGGTGACAACTG
TG: ACAACTCGGCAGGCAAATGGTGGGTGACAACTG
TC: AIGGGGT GGTGAACCTGGTCCTAACACTT
TG: GGGGT GGTGAACCTGGTCCTAACACTT
TC: TG;EﬂTGGTTTMGMTGAEgGGCCGGAG
TG: TG M TGGTTTAAGATTGAGEAGGCCGGAG

rC: RARNCCErTACAAATTEAGGTTCT. . . -3
-

TC-Rev

7G: [EANACGHr TACAAATTRAGGTTCT . . . -3
~

TG-Rev

Abb. 2 Vergleich von Trypsininhibitorsequenzen von T. cacao (TC) und
T. grandiflorum (TG). TC, Ausschnitt aus AF356619.1/X56509.; TG, Aus-
schnitt aus AF356610.1/AF356611.1/AF356612.1. Pfeile: spezifische Primer
fiir die T. cacao (TC-Fw; TC-Rev) bzw. fiir die T. grandiflorum (TG-Fw; TG-
Rev) Sequenz. Sequenzunterschiede sind schwarz unterlegt.

bei Mischungen von isolierter DNA, als auch bei Kakaokern-
mischungen mit anschlieBender DNA-Isolierung mdoglich.
Abb. 3 zeigt, dass bei den T. cacao- und den T. grandiflorum-
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Proben ein eindeutiges Amplifikat nur bei Einsatz des ent-
sprechenden artenspezifischen Oligonukleotidpaares zu er-
kennen ist (232 bp bei Oligonukleotidpaar TC-Ti-Fw|TC-Ti-Rev
bzw.368 bp bei Oligonukleotidpaar TG-Ti-Fw|TG-Ti-Rev),
wahrend die Mischungen bei beiden Oligonukleotidpaaren
ein Amplifikat zeigen. Des Weiteren wurde die Mdoglichkeit
uberpriift, beide Arten in einer Eintopfreaktion zu bestimmen,
um in der Routineanalytik die Anzahl der zu pipettierenden
PCR Ansétze zu verringern. Es zeigte sich bei PCR-Ansétzen, bei
denen jeweils beide artenspezifischen Oligonukleotidpaare
(d.h. 4 Oligonukleotide pro Ansatz) zugegeben wurden, keine
Beeintrachtigung der Spezifitat.

Primer C-Ti-Fw/C-Ti-Rev —
1.2 3 TABEEG T 0 —
- e & & &

Primer G-Ti-Fw/G-Ti-Rev -

1 2 SRR O ) -

Abb. 3 Agarosegel einer PCR mit den artenspezifischen Primerpaaren
TC-Ti-Fw/[TC-Ti-Rev oder TG-Ti-FW/|TG-Ti-Rev und isolierter DNA aus Ka-
kaokernmischungen beider Arten als Template. 1,100% T. cacao-Kakao-
kerne (Ghana); 2 und 3, 75% T. grandiflorum- und 25% T. cacao-Kakao-
kerne; 4, 50% T. grandiflorum- und 50% T. cacao-Kakaokerne; 5,25% T.
grandiflorum- und 75% T. cacao-Kakaokerne; 6, 100% T. grandiflorum-
Kakaokerne (Brasilien); 7, Blindwert.

Als Alternative wurde eine PCR-RFLP-Methode zur Diffe-
renzierung von T. cacao und T. grandiflorum entwickelt. Die
PCR-RFLP-Analyse ermdoglicht eine Differenzierung von sehr
homologen Sequenzen. Zunichst wird eine PCR mit Univer-
salprimern durchgefiihrt und anschlieBend das Amplifikat mit
der entsprechenden Restriktionsendonuklease behandelt.
Bereits geringfiigige Unterschiede (Einzelbasenaustausche,
single nucleotid polymorphism, SNP) zwischen den Sequen-
zen konnen hierbei Erkennungssequenzen erzeugen bzw.
zerstoren.

Abb. 4 zeigt einen Ausschnitt der stark konservierten Vi-
cilingensequenzen der beiden Kakaoarten T. cacao und

Vic-Fw N
TC: 5'-TGAAGAGGGCAACTTCAAGATCCTCCAGAGGTTT
TG: 5'-TGAAGAGGGCAACTTCAAGATCCTCCAGAGGTTT
TB: 5'-TGAAGAGGGCAACTTCAAGATCCTCCAGAGGTTT

Hindll
TC: GCTGAGAACTCTCTC#Xe TCAAGGGCATCAACGATT
TG: GCTGAGAACTCTCeTCgls TCAAGGGCATCAACGATT

TB: GCTGAGAACTCTC ¢ TCAAGGGCATCAACGATT
Mscl

TC: ACCGC GTTCGAAGCAAATCCCAACACTTT

TG: ACCGCT ATGTTCGAAGCAAATCCCAACACTTT

TB: ACCGCT TGTTCGAAGCAAATCCCAACACTTT

TC: ‘I'F-‘TTCTTCC CCAM TGATGCTGAGGCAATTTAC

TG: TH'I'TCTTCC" CCA TGATGCTGAGGCAATTTAC

CCACLGTGATGCTGAGGCAATTTAC

TC: TTCGTGACAAACGGTAAATTCTCTTCCCTT AACA

TG: TTCGTGACAAACGGTAAATTCTCTTCCCTT AACA

TB: TTCGTGACAAAGGGTAAATTCTCTTCCCTT AACH
Clal

TC: AAATTTTG{eGCTTTTI
TG: AAATTTTG{eGCTTTT

CACCAAATCEYCCA IT
2 CACCAAATCE
TB: AAATTTTGQEGCTTTT N CACCAAATCSCCA T

TC: GAAAACATIGTAAATTATTTCTEGTCAGGAAAGGGG
TG: GAAAACATEGTAAATTATTTCT $TGTCAGGAAAGGGG
TB: GAAAACATEGTAAATTATTTCTS'GTCAGGAAAGGGG

TC: ACAATTACGTTTGTGACTCATGAAAACAAAGAGTCCT
TG: ACAATTACGTTTGTGACTCATGAAAACAAAGAGTCCT
TB: ACAATTACGTTTGTGACTCATGAAAACAAAGAGTCCT

—

TC: ATAATGTACAGCGTGG...-3'
TG: ATAATGTACAGCGTGG...-3'
TB: ATAATGTACAGCGTGG...-3'

Vic-Rev

Abb. 4 Vergleich der Anfangssequenz der Vicilingene von T. cacao (TC),
T. grandiflorum (TG) und T. bicolor (TB). TC, Ausschnitt aus AF113046.1/
AF113047.1; TG, Ausschnitt aus AF113042.1/AF113043.1; TB, Ausschnitt aus
AF113038.1/AF113039.1. Pfeile: Universalprimer (Vic-Fw; Vic-Rev); graue
Boxen: Erkennungssequenzen fir die Restriktionsendonukleasen Mscl,
Clal bzw. Hindll. Sequenzunterschiede sind schwarz unterlegt.

T. grandiflorum (Whitlock and Baum, 1999). Fiir dieses Gen
wurden Oligonukleotide (Vic-Fw und Vic-Rev, Pfeile) entwi-
ckelt, die auf einem homologen Sequenzabschnitt liegen und
somit im Rahmen einer PCR ein Fragment bei beiden Kakao-
arten erzeugen. Unterschiede in den Sequenzen der beiden
Kakaoarten sind schwarz unterlegt. Unterschiede in den Se-
quenzen, die Auswirkungen auf Erkennungssequenzen von
Restriktionsendonukleasen haben, sind mit einem Kasten
markiert.



Die PCR-RFLP Methode wurde zunédchst an isolierter DNA
aus Kakaokernen von T. cacao und T. grandiflorum getestet.
Bei beiden Arten konnte aus der DNA mittels PCR mit den
Universalprimern ein 303 bp groBes Fragment amplifiziert
werden. Der anschlieBende Restriktionsverdau der Amplifi-
kate erfolgt beim Einsatz von Mscl (— 225 bp+78 bp) nur bei
den Amplifikaten aus T. cacao DNA, nicht jedoch bei Ampli-
fikaten aus T. grandiflorum DNA. Umgekehrt verdaut Clal (—
209 bp+94 bp) nur das Amplifikat aus T. grandiflorum DNA
und nicht das Amplifikat aus DNA von T. cacao.

Im néchsten Schritt wurden zerkleinerte Kakaokerne der
beiden Kakaoarten in unterschiedlichen Verhéltnissen ge-
mischt und die DNA isoliert. Abb. 5 zeigt das Ergebnis des
Restriktionsverdaus nach PCR. Auch in den Mischungen
konnten beide Arten eindeutig identifiziert werden.

2 Mscl - &b Clal =
1 2'CREiemmoms 2= 3 4 9 576G

e R -
p— — - -
.-

-

Abb. 5 Agarosegel von PCR-RFLP-Untersuchungen mitisolierter DNA aus
Kakaokernmischungen beider Arten.1, 100% T. cacao-Kakaokerne
(Ghana); 2 und 3, 75% T. grandiflorum- und 25% T. cacao-Kakaokerne; 4,
50% T. grandiflorum- und 50% T. cacao-Kakaokerne 5, 25% T. grandiflo-
rum-und 75% T. cacao-Kakaokerne 6, 100% T. grandiflorum-Kakaokerne
(Brasilien).

4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit werden zwei PCR Methoden (ar-
tenspezifische PCR und PCR-RFLP) beschrieben, die es ermdg-
lichen, die Kakaoarten T. cacao und T. grandiflorum in Kakao-
und Schokoladenprodukten zu identifizieren. Fiir die arten-
spezifische PCR konnten anhand der Trypsininhibitor-Se-
quenzen ein fir T. cacao spezifisches und ein fir T. grandiflo-
rum spezifisches Oligonukleotidpaar konstruiert werden. Eine
Spezifitdt konnte bei allen untersuchten Kakaoproben nach-
gewiesen werden. Die zweite Methode, basierend auf den
Vicilingensequenzen verschiedener Kakaoarten ermdoglicht,
nach artenunspezifischer PCR, ebenfalls eine Differenzierung
von T. cacao und T. grandiflorum durch das Vorhandensein von
artenspezifischen Restriktionsschnittstellen im PCR-Amplifi-
kat. Die Spezifitat dieser Methode konnte an Kakaobohnen-
mischungen beider Arten gezeigt werden. Bei Proben mit
unterschiedlichem Mischungsverhéltnis ist sogar eine
semiquantitative Abschdtzung des Mischungsverhéltnisses
anhand der Bandenintensitdten moglich (Abb. 5). Wie der
Sequenzvergleich in Abb. 4 zeigt, ist es moglich, die entwi-
ckelte PCR-RFLP auf die Kakaoart T. bicolor auszuweiten. Auch
in dieser Sequenz ist eine artenspezifische Schnittstelle (HindIl,
hellgraue Box, Abb.4) im amplifizierten Sequenzabschnitt

Differenzierung von Theobroma cacao und Theobroma grandiflorum

vorhanden. Proben der Art T. bicolor wurden jedoch im Rah-
men dieser Arbeit nicht untersucht.

Fur eine endgultige Validierung beider Methoden sind
noch eine groB3ere Anzahl an Proben von Kakaobohnen beider
Arten sowie besonders von Schokolade und Cupu-lade not-
wendig. Beide Methoden sind bisher qualitativer (semiquan-
titativer) Art. Es besteht jedoch die Moglichkeit, beide Metho-
den zu quantitativen PCR-Methoden zu erweitern. Fir eine
artenspezifische quantitative real time PCR wéren neben den
artenspezifischen Primern zusdtzlich (artenspezifische) fluo-
reszenzmarkierte Hybridisierungssonden notwendig. Eine
Quantifizierung des Mischungsverhéltnisses ist auch nach der
PCR-RFLP-Methode mit Hilfe einer Kapillarelektrophorese
moglich.
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