Methodensammlung der Bund/Lander-ArbeitsgemeinschdfGentechnik (LAG)

PCR-Nachweis der pSSUAra bar - Genkassette in AMO08
transgenen Kulturpflanzen

Erstellt vom Unterausschuss Methodenentwicklung @&, Méarz 2001
Status: verabschiedet

1. Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode beschreibt ein Verfahren zum Nachweisreggentechnisch erzeugten Resistenz
gegen Glufosinat-Herbizide ("BASTA") in Pflanzdva(-Gen), die mit einem System zur
Hybriderzeugunglarnase undbarstarGen) gekoppelt ist (Mariani, C. et al. 1990, Natur
347, 737-741 und Mariani, C. et al. 1992, Nat@&¥, 384-387).

Fur derart gentechnisch veranderten Winterraps (RIS1) liegt in der EU bereits eine
Genehmigung zum Inverkehrbringen vor.

Mit dieser Methode werden sowohl MS1/RF1 bzw. 2bkyen als auch MS8/RF3- Hybriden
erfasst. Nachgewiesen wird eine Genkassette, didl@m Promotor des Gens fir die kleine
Untereinheit der Ribulose-1,5-bisphosphat-Carbme/@usirabidopsis thaliangpSSUAra)
und aus derbar- Gen besteht. Ddsar—Gen stammt auStreptomyces hygroscopicuisd
codiert fiir eine Phosphinotricin-Acetyltransferasebei die Ahnlichkeit zupat-Gen-
codierten Phosphinotricinacetyltransferase Ubeyodiketragt.

Nach Extraktion der Gesamt-DNA wird mittels spesgfier PCR in MS1/RF1+2- Hybriden
ein 624 bp grof3es, in MS8/RF3- Hybriden dageged®hbp groRes spezifisches DNA-
Fragment vervielfaltigt und gelelektrophoretiscleimgewiesen.

Zur Uberprifung der Amplifizierbarkeit der isoliert Pflanzen-DNA wird zusétzlich eine
konservierte Chloroplasten - tRNA - Sequenz vefaiggt [Taberet, P., Gielly, L., Pautou, G.
und J. Bouvet: Universal primers for amplificatioithree noncoding regions of chloroplast
DNA. Plant Mol. Biol. 17(1991): 1105-1109]. Die graentgrol3e der Kontroll-PCR ist
abhangig von der eingesetzten Pflanzenart (Rafisbg0Mais: 550 bp).

2. Kurzbeschreibung

Der Nachweis beruht auf einer PCR (Polymerase (Raattion) und besteht aus folgenden
Arbeitsschritten:

* Isolierung der Gesamt—DNA aus Pflanzen (auch Keigelj Samen)

* Durchfiihrung der Kontroll-PCR und der pSSUAfaf -spezifischen PCR

» Agarosegelelektrophorese

» Spezifizierung des PCR-Produktes (Restriktionsa®ly
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3. Material

3.1. Chemikalien:

3.2. Gerate:

Ammoniumacetat
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)
Chloroform
EDTA

Eisessig

Ethanol
Isopropanol
Natriumchlorid
Phenol

RNase

Tris

HCI
Isoamylalkohol

dNTP- Mix (20 mM dATP, 20 mM dCTP, 20 mM dGTR) &xM
dTTP)

Primer PGS-bar-A2: 5GAA GTT GAC CGT GCT TGT QT
Primer PGS-bar-B2: 5"CAA GTC CAC CAG GCA AGT AA
Primer Al: 5CGA AAT CGG TAG ACG CTACG 3
Primer A2: 5GGG GAT AGA GGG ACT TGAAC 3
Positiv-Kontroll-DNA (Referenz)

Tag- Polymerase mit geeignetem Puffer
Hot-Start-Polymerase mit geeignetem Puffer
Restriktionsenzyme mit geeignetem Puffer
Bromphenolblau

Glycerin

Agarose

Ethidiumbromid

DNA- Langenstandard (z. B. 100 bp - Leiter)

Eppendorfreaktionsgefalle
PCR-Reaktionsgefalle

Mikropistille

Mikroliterpipetten

Mikroliter-Kuhlzentrifuge

Wasserbad oder Thermoblock (bis 65°C)
Thermocycler

Elektrophorese-Apparatur (horizontal)
UV-Transilluminator

Polaroid- oder Video-Dokumentationssystem
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3.3. Losungen

CTAB- Extraktionspuffer 1,4 M NacCl
0,1 M Tris-HCI
20 mM NakEDTA pH 8,0
autoklavieren und vor Gebrauch 2 % CTAB zusetzen,
unter Ruhren lo6sen

Phenol / Chloroform / I1AA 25:24:1

Chloroform / Isoamylalkohol 241

4M Ammoniumacetat

IX TE 10 mM Tris-HCl pH 7,8
1 mM EDTA pH 8,0

5x Ladepuffer 0,1 M EDTA (pH 8,0)

40 % Glycerin

0,25 % Bromphenolblau
Elektrophoresepuffer (50x TAE) 2429 Tris

57,1ml Eisessig

100ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) oder
Elektrophoresepuffer (10x TBE) 108g /I Tris Base

55¢/l Borsaure

9,39/l EDTA pH 8,0
Farbe-Arbeitslosung Quf Ethidiumbromid / ml Elektrophoresepuffer

4. Durchfiihrung

4.1. DNA- Gewinnung

4.1.1. Lagerung der Proben

Pflanzenproben (Blattmaterial, Stengel, Wurzelnollem usw.) werden von grobem Schmutz
befreit und bei - 20°C in geeigneten Behaltnissdadtiktiten u.a.) gelagert. Trockene Samen
werden trocken und dunkel bei Raumtemperatur gdlage

4.1.2. Isolation der Gesamt-DNA aus Pflanzen

Die Extraktionsmethode beruht auf einem Verfahrem Vinker et al. [Tinker, N.A.; Fortin,
M.G. and D.E. Mather. Random amplified polymorpbNA and pedigree relationship in
spring barley. Theor. Appl. Genet. 85 (1993): 9B4{9Es kbnnen sowohl Samen als auch
Blatter als Probenmaterial aufgearbeitet werdererfgfiehlt sich, insbesondere Rapssamen
auf feuchtem Filterpapier 5-6 Tage bei Raumtemperatd normaler Beleuchtung auszu-
keimen und die DNA-Isolierung an den Keimblatteanathzufihren.
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Protokoll (Schnellmethode):

» 200mg Probenmaterial in ein 2 ml-Eppendorf-Realsg@fia3 tberfiihren

* Probenmaterial mit Hilfe von flissigem Stickstoéfrgproden

* Gewebe mit Mikropistill zerreiben

* Probe in 5001 CTAB-Extraktionspuffer aufnehmen

* 60 Minuten bei 65 °C inkubieren, ggf. weiter zenkégn

* 10 Minuten bei 13.000 Upm zentrifugieren

« Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tiberfihren

» mit 20Qul Chloroform (100%) versetzen, vorsichtig mischkeif VORTEX !)
* 10 Minuten bei 13.000 Upm zentrifugieren

» obere (waldrige) Phase in ein neues Reaktionsgé&fitiren

* mit 0,6 Volumen (300l) Isopropanol versetzen

* 10 Minuten bei 13.000 Upm zentrifugieren

« Uberstand verwerfen

* Pellet mit 50Ql 70%-igem Ethanol waschen

* 10 Minuten bei 13.000 Upm zentrifugieren

« Uberstand verwerfen

* DNA- Pellet trocknen und in $00,1x TE auflosen

» fur die PCR sollten die Proben 1 : 6 verdinnt werde

Die nach dieser Schnellmethode isolierte DNA kanwi¢len Fallen direkt in der PCR
eingesetzt werden; andernfalls ist eine Aufreinggarforderlich.

Aufreinigung der Pflanzen- DNA :
(modifiziert nach Gebhardt et al. 1989; Theor. Afipénet. 78: 65-75)

* DNA in insgesamt 20d 0,1x TE I6sen

* 1,511 RNase (15 units) zusetzen

» mindestens 15 Minuten bei 37°C inkubieren

* mit 1 Volumen Phenol extrahieren; vorsichtig misthe

* 10 Minuten bei 13.000 Upm und 4°C zentrifugieren

 obere (walRrige) Phase in ein neues Reaktionsge&Ritiren

* mit 2 Volumen Chloroform/Isoamylalkohol extrahieraorsichtig mischen
* 10 Minuten bei 13.000 Upm und 4°C zentrifugieren

» obere (walrige) Phase in ein neues Reaktionsgé&fitiren

* mit 2 Volumen absolutem Ethanol und 1/20 Volumevl AlHs-Acetat fallen
* 15 Minuten bei -70°C oder uber Nacht bei -20°C nikven

* 30 Minuten bei 13.000 Upm und 4°C zentrifugieren

« Uberstand verwerfen

* Pellet mit 50Q1 70%-igem Ethanol waschen

* 10 Minuten bei 13.000 Upm und 4°C zentrifugieren

« Uberstand verwerfen

* DNA- Pellet trocknen und in 500,1x TE auflésen

Anmerkung Alternativ kbnnen auch kaufliche DNA-ExtraktioKsts verwendet werden.
Fir die PCR sollten die Proben anschlieRend ler@iinnt werden.
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4.2. PCR

Abhangig vom verwendeten Thermocycler werden digkRenen in geeigneten Gefal3en
angesetzt.

Jede zu untersuchende Probe wird in einem Ansatdtzerprifung der Amplifizierbarkeit
der isolierten DNA mit den Kontroll- Primern Al 2Aund Tag-Polymerase sowie in einem
zweiten Ansatz mit den pSSUArbdr - spezifischen PrimeRGS-bar-A2und PGS-bar-B2
und Hotstart-Polymerase (z. B. "Hotstar", QIAGENjastet.

4.2.1. Kontrolle der Amplifizierbarkeit der isolierten DNA
Alle Reagenzien werden wahrend des Pipettierenkiaujelagert. Das Endvolumen der
Reaktion betragt 50.

» Mastermix fir n Ansatze: n x 4@Boidest. HO
n x 5ul 10 x PCR- Puffer mit MgGK1,5 mM)
n X 1ul dNTP-Mix (20 mM)
n x 1ul Primer Al (25 pmoldl)
n x 1ul Primer A2 (25 pmolll)
n x 0,2ul Tag- Polymerase (5ul)

* in jeden Ansatz werden folgende Losungen pipettiert 1ul Proben- DNA
49l Mastermix

» Es werden jeweils eine Leerkontrolleu{H20 statt Proben-DNA), eine Negativ- Kontrolle
(z. B. Bakterien-DNA) und eine Positiv- Kontrolle. B. Referenzprobe) mitgefuhrt.

* Reaktionsansatze gut mischen, ggf. mit Mineral@&@rg&bhichten und kurz zentrifugieren;
Reaktionsgefalle in den vorgeheizten Thermocyadiestund das Temperatur- Zeit-
Programm starten:
1x 3 min. bei 94°C
35 X 1 min. bei 94°C (Denaturierung)
1 min. bei 60°C (Annealing)
2 min. bei 72°C (Synthese)
1x 10 min. bei 72°C
» nach Ablauf der PCR die Reaktionsansatze bis zlian@lyse (s. 4.2.3) bei 4°C lagern

4.2.2. Spezifische PCR
Alle Reagenzien werden wahrend des Pipettierenkigugelagert. Das Endvolumen der
Reaktion betragt 20.

* Mastermix fir n Ansatze: nx 3@B  bidest. HO
nx Gl 10 x PCR- Puffer mit MgG[(1,5 mM)
nx dNTP - Mix (20 mM)
nx 1l Primer PGS- bar- A2 (25 pmalj
nx Primer PGS- bar- B2 (25 pmal)
nx 0,2 Hotstart- Polymerase (5 ul)

* in jeden Ansatz werden folgende Losungen pipettiert 5ul Proben- DNA
451 Mastermix
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* Es werden jeweils eine Leerkontrolleu$20 statt Proben- DNA), eine Negativ- Kontrolle
(z. B. nicht transgene Pflanzen-DNA) und eine Reditontrolle (z. B. Referenzprobe)
mitgefuhrt.

* Reaktionsansatze gut mischen, ggf. mit Mineral@&@rg&bhichten und kurz zentrifugieren;
Reaktionsgefal3e in den vorgeheizten Thermocyadiestund das Temperatur- Zeit-
Programm starten:
1x 15 min. bei 95°C (Hot Start)
40 x 1 min. bei 94°C (Denaturierung)
1 min. bei 54°C (Annealing)
1 min. bei 72°C (Synthese)
1x 10 min. bei 72°C

* nach Ablauf der PCR die Reaktionsansatze bis zlanalyse (s. 4.2.3) bei 4°C lagern

4.2.3. Gelanalyse der PCR-Produkte
Die PCR - Amplifikate werden in einer Agarose- Gatérophorese analysiert:

* 1,0 % Agarose in 1 x Elektrophoresepuffer auflosen

 auf ca. 60°C abkuhlen lassen, verdampftes Wasseizen

* die Losung in die Gelkammer giel3en, Probenkammnetian

» Gel bei Raumtemperatur erstarren lassen (ca. 30thi)

» Gel in die Elektrophorese- Apparatur einsetzenetméh 2 mm hoch mit 1 x
Elektrophoresepuffer bedecken

* Probenkamm vorsichtig entfernen

* je 15ul der PCR- Amplifikate mit 3 Ladepuffer mischen und in die Probentaschenritlle
» an mindestens einer Position des Gels einen DNAgé#éstandard auftragen

* Elektrophoresebedingungen: ca. 5 V/cm; Dauer: 8aihuten (der blaue Farbstoff sollte
etwa bis zur Mitte des Gels wandern)

* nach der Elektrophorese das Gel in die Farbe-Asldsiing tberfuhren und fir mindestens
15 Minuten unter standigem Schwenken farben

» danach 15 Minuten in Wasser entfarben

* Die PCR- Amplifikate werden auf dem UV- Transillumator sichtbar gemacht und
fotografisch dokumentiert.

4.3. Spezifizierung der PCR - Amplifikate

Zur Spezifizierung der pSSUArdar -Amplifikate konnen Restriktionsenzyme eingesetzt
oder die PCR- Amplifikate sequenziert werden.

Folgende Enzyme sind fur eine Restriktionsspalsggnet:

Hybride Restriktionsenzym  Zahl der Schnittstellen Fragmentgrof3en
MS1/RF1+2 Hind Il 1 357 bp + 267 bp
MS8/RF3 Hind 111 1 187 bp + 267 bp

Ein Restriktionsansatz enthalt in einem Gesamtveluron 3Q:

3ul  10x Restriktionpuffer

3ul Restriktionsenzym (10 uniid)
10ul PCR - Amplifikat
14ul  H20
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Die Restriktionsansatze werden fir 2 Stunden b¥C3ikubiert, danach durch Zusatz von
6ul Ladepuffer abgestoppt. gDdes Ansatzes werden auf ein 3%-iges Agarosedgéau
tragen und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Ddsv@d fotografisch dokumentiert, und die
Fragmentgrof3en werden anhand mitgefihrter DNA-Léastgedards ermittelt.

4.2.4. Auswertung der PCR

Ist in einer Probe nach spezifischer PCR und Agaféslelektrophorese eine Bande der
Grof3e 624 bp zu erkennen, dann ist diese Probsgearund enthalt die pSSUArhdr -
Genkassette. Es handelt sich dann um die Linie RB1Lbder RF2 ("PGS- Raps").

Ist in einer Probe nach spezifischer PCR und Agaféslelektrophorese eine Bande der
Grole 454 bp zu erkennen, dann ist diese Probegearund enthalt die pSSUArhdr -
Genkassette. Es handelt sich dann um die Linie RIEB(RKI- AZ: 90, Aventis).

Ein negatives Untersuchungsergebnis liegt dannwemnn keine spezifische Bande erhalten
wurde, die Kontroll- PCR mit derselben Probe aleeinem Amplifikat gefuihrt hat.

5. Validierung

In den betreffenden Ringtests des Unterausschivést®denentwicklung wurden die
spezifische PCRNachweise der eingangs beschrieid¢8&fRF1 bzw. 2- Hybriden und
MS8/RF3- Hybridenlfar-Gen gekoppelt mit einem System zur Hybriderzeughagase
undbarstarGen) von allen 11 teilnehmenden Laboratorien gréath durchgefihrt.
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