Methodensammlung der Bund/Lander-ArbeitsgemeinschafGentechnik (LAG)

PCR-Nachweis der 35S-nptll-Ubergangssequenz, der AMO15
pNapin-BayTe-Ubergangssequenz und dgdsC-Gens

Erstellt vom Unterausschuss Methodenentwicklung @€s, November 2004

Status: verabschiedet

1. Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode beschreibt Verfahren zum qualitative@RPNachweis von bestimmten gentechnisch
veranderten Rapslinien, die in ihrer Fettsaure-Ausansetzung bzw. im Speicherlipid-Muster modi-
fiziert wurden.

Im Rahmen der gesetzlichen Uberwachung von Freisgen und des Inverkehrbringens von GVO (8§
25 GenTG) sind die beschriebenen Nachweisverfabeeder Analyse von DNA aus einzelnen Pflan-
zen (Blattmaterial, Samen etc.) und aus Saatguéadipar.

2. Nachweis- Prinzip

Nach Extraktion der Pflanzen-DNA wird zur Uberpniduder Amplifizierbarkeit der DNA eine
konservierte Chloroplasten-Leu-tRNA-Sequenz [1}elstPCR (Polymerase- Kettenreaktion) verviel-
faltigt. Das Produkt dieser Kontroll-PCR ist beiflfegen von Raps-DNA84 bpgrol3.

Alternativ kann zur Kontrolle ei@48 bpFragment aus dem Raps- spezifischepGGen (Phosphoe-
nolpyruvate-Carboxylase) mittels PCR vervielfaltiggrden [2].

Mittels PCR werden anschlie3end folgende Transgeaissche DNA-Fragmente vervielfaltigt und
gelelektrophoretisch nachgewiesen.

«  Ubergang zwischen dem 35S- Promotor des Caulifldw@saik Virus(CaMV) und dennpt
II-Gen aus derf. coli-Transposon TnH etzteres codiert flr eine Neomycin- Phosphofeans
rase, die Kanamycin-Resistenz vermittelt und oféelektionszwecken in transgene Pflanzen
integriert wird.

Die GroRRe des PCR-Amplikons (Primer: 35S-X/NPBapbhangig von der spezifischen
DNA- Sequenz der jeweiligen Transformante (siehd-R¥&.: 6786-01- 38; 55; 56; 57; 61).
Liegt sog.LauratRaps (RKI-Az.: 61) vor, der mit dem Plasmid pCGR88ransformiert
wurde, betragt die GroRRe des Amplikd@i®! bp Bei sog.TrierucinRaps (RKI-Az.: -55), der
mit dem Plasmid pRESS transformiert wurde, betégGrolie des Amplikons dagegen ca.
450 bp

«  Ubergang zwischen dem Napin-Gen- PromotorBrassica rapaund dem Thioesterase-Gen
ausUmbellularia californica(Lorbeer)aus sogLaurat Raps, der mit dem Plasmid
pCGN3828 transformiert wurde. Das Amplikon (Printeapin5’-F/BayTe-R) is314 bpgrof3.

e Gen fir die Acylglycerol-3-phosphate-acyltransfer8¢plsC) ausLimnanthes douglaséus
sog.Trierucin- Raps, der mit dem Plasmid pRESS transformiertewubas Amplikon (Pri-
mer: LPAAT-F/R) ist603 bpgrol3.

Zur Kontrolle des PCR-Produktes schlief3t sich jésnva@ine Restriktionsanalyse an. Es ist empfehlens-
wert, das jeweils erhaltene Amplikon auf3erdem gueezieren.

3. Material

3.1.  Chemikalien:
Hinweis: Die Chemikalien missen analysenrein, steril umdlig Molekularbiologie geeignet sein.
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+ bidest. HO, steril
o dNTP- Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
e MgCl,- Lésung
e Primer Al: 5 CGAAATCGGTAGACGCTACG 3nt (864) 871, Genbank: AF451573]
*  Primer A2: 5" GGGGATAGAGGGACTTGAAC 3nt 1250, Genbank: AF451573)
*  Primer PEP3-5: 5" GCTAGTGTAGACCAGTTCTTG @t 3626, Genbank: D13987)
e Primer PEP3-6 : 5" CACTCTTGTCTCTTGTCCTC(8f 3873, Genbank: D13987)
*  Primer NPTa: 5GTCCCTTCCCGCTTCAGTGACAACGTX (nt 1820, Genbank: U00004)
*  Primer 35S-X: 5" ACGTTCCAACCACGTCTTCA 3nt 7304, Genbank: NC_001497)
e Primer napin5’-F: 5° TGTCACGCCAGGACATGAGCTACA 8it 70, Genbank: J02782)
e Primer BayTe-R : 5° GGCCATCACGAGCCAACATTACAG 3t211, Genbank: M94159)
e Primer LPAAT-F : 5° CCGCAACAGGAGACAACTAAA 3"t 36, Genbank: X83266)
*  Primer LPAAT-R : 5" TATTGGGAGATGTGACTGAAG 3'nf 639, Genbank: X83266)
e Positiv- Kontroll- DNA (Referenzmaterial)
e Tag-Polymerase oder Hot-Start-Polymerase mit getggm Puffer
alternativ: Hot-Start-Mastermix (enthalt Puffer, ANTP’s, MgQind Polymerase)
e Restriktionsenzyme mit geeignetem Puffer

3.2. Gerate
« sterile Eppendorfreaktionsgefale: 2 ml und 1,5 ml
e  Sterile PCR — Reaktionsgefalie, 0,2 ml
e Mikroliter- Kolbenhubpipetten (diverse Volumina)
e Einmal- Pipettenspitzen (diverse Volumina, aerossdtitzt, steril)
e Mikroliter- Tischzentrifuge
e Thermocycler

4. Durchfiihrung

4.1. Lagerung der Proben und DNA- Gewinnung

Frisches Pflanzenmaterial wird von Erde befreit imderschlossenen Plastik-Titen bei —20°C gela-
gert. Samen und Saatgut- bzw. Futtermittel-Homoigewarden in fest verschlossenen Behéltnissen
trocken und dunkel bei Raumtemperatur gelagert.

Zur DNA- Gewinnung aus Pflanzenmaterial und Saattprnogenaten wird an dieser Stelle auf die
SOP,PCR- Nachweis der spezifischen gentechnischen Varderung in Glyphosate-resistenten
transgenen Pflanzen“des Unterausschuss Methodenentwicklung des LAGManz 2002 ver-
wiesen.

Die DNA-Konzentration in den erhaltenen Extrakterdventweder durch Messung im UV/VIS-
Spektrophotometer ermittelt oder nach einer Elgitonese im Agarosegel abgeschétzt

42. PCR

Jede zu untersuchende Probe wird in einem Ansattzerpriifung der Amplifizierbarkeit der isolier-
ten DNA mit den Kontroll-Primern A1/A2 oder altetivamit den Primern PEP3-5/ PEP3-6 und Tag-
oder Hot-Start-Polymerase sowie in weiteren Angétag den Transgen-spezifischen Primern und
Hot-Start- Polymerase getestet.

Abhangig vom verwendeten Thermocycler werden digkRenen in geeigneten Gefallen angesetzt.
Alle Reagenzien werden wahrend des Pipettierenkiaujelagert.

Beispielhaft werden hier jeweils Reaktionsansétédgediihrt, bei denen das Endvolumen der Einzel-
reaktion 30 pl betragt. Der PCR-Ansatz kann miteaed Volumina erfolgen, die Konzentration der
Zutaten ist dann entsprechend anzupassen.
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4.2.1. Kontrolle der Amplifizierbarkeit der isolierten DNA mittels PCR

Zur Amplifikationskontrolle mit den Primern A1/A2id an dieser Stelle auf die SQPCR- Nach-
weis der spezifischen gentechnischen Veranderung lyphosate-resistenten transgenen Pflan-
zen" des Unterausschuss Methodenentwicklung des LAGMéamz 2002 verwiesen.

Tabelle 1: PCR- Reaktionsmix Primer PEP3-5 / PEP3-6

Reaktionsvolumen:30 pl

Reagenz (Stammldsung) Konzentration im Reaktionsmix fur
Einzel- PCR- Ansatz |n* PCR- Ansétze
10x Reaktionspuffer 1x n x 3,0 ul
*MgCl ,, 25 mmol/l 1,5 mmol/l n x 1,8 pl**
*dNTP-Mix, 20 mmol/l je ANTP 0,4 mmol/l je ANTP n x 0,6 puI**
Primer PEP3-5, 25 pumol/l 0,5 pmol/l n x 0,6 pl
Primer PEP3-6, 25 pumol/l 0,5 pmol/l n x 0,6 pl
**Taq- oder Hot-Start-Polymerase 1 unit n x 0,2 pul**
(5 units/ pl)
deionisiertes, steriles Wasser -- n x 18,2 pul (ad 25 pl)

Je 25 pl Reaktionsmix werden in die PCR- Gefal3etpgot. Anschlieend wird die Proben-DNA zuge

setzt :

Stammldsung Konzentration im Zugabe pro PCR- Ansatz
Einzel- PCR- Ansatz

Proben- DNA (10 - 40 pg/ ml) 50 — 200 ng 5 ul

* Es wird ca. 5% mehr Reaktionsmix als nétgdestellt, um Pipettierungenauigkeiten auszugbgich
*  Reagenz nur zusetzen, wenn nicht bereits Rerktionspuffer enthalten (wie z. B. bei HotStar
Mastermix)

» Es werden jeweils eine Amplifikationsreagenzkomér@d pl HO statt Proben-DNA), eine Nega-
tiv-Kontrolle (z. B. 5 pl Bakterien-DNA) und eine§itiv-Kontrolle (z. B. 5 pul Raps-DNA) mit-
gefuhrt.

* Reaktionsanséatze in den geschlossenen PCR-GefaBetsghen, ggf. mit Mineraldl Gberschich-
ten und kurz zentrifugieren.

* Reaktionsgefal3e in den vorgeheizten Thermocyadestund das Temperatur-Zeit-Programm
starten (siehe unten). Die PCR- Bedingungen, besertie Annealing-Temperatur, sind fir je-
den Thermocycler und fir die verwendeten Polymeragezeln anzupassen:

1x dbzw. 15 min. bei 95°C (Denaturierung bzw. Hot-Start)
35 X 1 min. bei 94°C (Denaturierung
1 min. bei 58°C (Annealing)
1 min. bei 72°C (Synthese)
1x 5 min. bei 72°C

* nach Ablauf der PCR die Reaktionsanséatze bis zlan@hse bei 4°C lagern
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4.2.2. Spezifische PCR- Nachweise

Tabelle 2: PCR- Reaktionsmix spezifische Nachweise

Reaktionsvolumen:30 pl

je-

Reagenz (Stamml&sung) Konzentration im Reaktionsmix fur
Einzel-PCR-Ansatz | n* PCR-Ansatze

10x Reaktionspuffer 1x n x 3,0 pul

*MgCl ,, 25 mmol/l 1,5 mmol/l n x 1,8 pl**

*dNTP-Mix, 20 mmol/l je ANTP 0,4 mmol/l je ANTP n x 0,6 pulI**

Vorwarts- Primer, 25 umol/l (siehe 3.1) 0,5 umol/l n x 0,6 ul

Ruckwarts- Primer, 25 pmol/l (siehe 3.1) 0,5 pmol/l n x 0,6 pl

**Hot-Start-Polymerase (5 units/ pl) 1 unit n x 0,2 pul**

deionisiertes, steriles Wasser -- n x 18,2 pul (ad 25 pl)

Je 25 pl Reaktionsmix werden in die PCR- GefaRRetigst. Anschlielend wird die Proben- DNA zu

setzt :

Stammldsung Konzentration im Zugabe pro PCR- Ansatz
Einzel- PCR- Ansatz

Proben- DNA (10 - 40 pg/ ml) 50 — 200 ng 5 ul

* Es wird ca. 5% mehr Reaktionsmix alsigifiergestellt, um Pipettierungenauigkeiten auszoén.
*  Reagenz nur zusetzen, wenn nicht bereitsReaktionspuffer enthalten (wie z. B. bei HotStag-
Mastermix)

* Es werden jeweils eine Amplifikationsreagenzkomér¢d pl HO statt Proben-DNA), eine Nega-
tiv- Kontrolle (z. B. 5 pl nicht transgene Pflanz&NA) und eine Positiv- Kontrolle (z. B. 5 pl
Referenzproben-DNA) mitgefuhrt.

* Reaktionsanséatze in den geschlossenen PCR-GefaBetsghen, ggf. mit Mineraldl Uberschich-
ten und kurz zentrifugieren;

* Reaktionsgefal3e in den vorgeheizten Thermocyadestund das betreffende Temperatur- Zeit-
Programm starten (siehe Tabelle). Die PCR- Bediggunbesonders die Annealing-Temperatur,
sind flr jeden Thermocycler und fur die verwendd®elymerasen einzeln anzupassen.
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Tabelle 3 : Temperatur-Zeit-Programme (spezifiddaehweise)

Spezifischer Nachweis von Zeitregime
Programmschritte
p35S-nptll | napin-5"-BayTE | LPAAT (pIsC) | (alle Nachweise)
Primer: Primer: Primer:
35S-X/NPTa napin5’-F/BayTe-R | LPAAT-F/LPAAT-R
95°C 95°C 95°C
Step 1: Vorheizen
Step 2: Denaturieren (Taq)oder T=95°C T=95°C T=95°C 4 min.od.
15 min.
Aktivierung der Hot-Start- T=95°C T=95°C T=95°C
Polymerase
T=94°C T=94°C T=94°C 1 min.
Step 3: Denaturieren
Step 4: Annealing T =55-60°C T =58-65°C T =55- 60°C 1 min.
Step 5: Elongation T=72°C T=72°C T=72°C 1 min.
Step 6: Zykluszahl 35x 35x 35x
Step 7: Elongation T=72°C T=72°C T=72°C 5 min.
5°C 5°C 5°C
Step 8: Kihlen

« nach Ablauf der PCR die Reaktionsansatze bis zlan@kse bei 4°C lagern

4.3. Gelanalyse der PCR-Produkte

Die Gel- Analyse und -Dokumentation der PCR-Prodwfolgt analog zur SOPCR- Nachweis
der spezifischen gentechnischen Veranderung in Glynosate-resistenten transgenen Pflanzen*
des Unterausschuss Methodenentwicklung des LAGMénz 2002.

4.4, Spezifizierung der PCR - Amplifikate

Da es verschiedene, in ihrer Fettsdure-Zusammemggteranderte Raps-Transgene gibt, die die
p35S-npt HGenkassette enthaltest besonders bei der Saatgut-Analytik zu empfeldenPCR-
Amplifikate aus dep35S-nptHPCR stets zu sequenzieren und die Sequenzen gaweigg mit vom
Hersteller autorisierten oder verdéffentlichten Smwdaten zu vergleichen.

Zusatzlich kdnnen zur naheren Spezifizierung dezednen PCRAmplifikate folgende Restriktions-
enzyme eingesetzt werden:

Raps-Transformante Amplikon  Enzym Schnittstellen  FragmentgroéRen
1. p35S-nptll- PCR

Laurat-Raps 554bp Eco RI 1 264 bp + 290 bp
Trierucin-Raps 450bp Pst | 1 100H#60 bp

2. napin-5"- BayTe- PCR

Laurat-Raps 314bp Nde | 1 104 bp + 210 bp
3. LPAAT- PCR

Trierucin-Raps 603bp Bam HI 1 346 bp + 257 bp
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Die Restriktionsansatze erfolgen analog zur SBER-Nachweis der spezifischen gentechnischen
Veranderung in Glyphosate-resistenten transgenen Rinzen" des Unterausschusses Methoden-
entwicklung des LAG vom Marz 2002.

5. Auswertung

Negativ-Kontrollen

Sowohl die Amplifikationsreagenzkontrolle (Wassag auch die Negativ-Kontrollen (siehe 4.2)
mussenn allen PCR- Reaktionen negative Ergebnisse liefern. Reddefunde bei diesen Kontrollen
lassen auf eine Verschleppung von DNA schlie3eliteBaliese Kontrollen ein PCR-Amplifikat ent-
halten, ist der gesamte PCR- Ansatz bzw. die DN&dkkion zu wiederholen.

Kontroll-PCR

Die Kontroll-PCR mit den Primerpaaren A1/A2 odep®&/pep3-6 muss bei der untersuchten Raps-
probe ein Amplifikat in der erwarteten Grol3e liefefEin negativer Befund weist darauf hin, dass die
aus der Probe extrahierte DNA nicht in ausreicheMenge und/oder Reinheit vorliegt. In diesem
Fall muss vor dem Einsatz in der spezifischen P@GR BNA-Aufreinigung durchgefuhrt werden,
oder die DNA-Extraktion ist zu wiederholen. Deragébnis ist wiederum in der Kontroll- PCR zu
testen.

Spezifische PCR

Ist in einer Raps-Probe nach der p3f$1I-spezifischen PCR ein Amplifikat von 450 oder 554zl
erkennen, das sich in die unter 4.4. angegebengnilRiensfragmente spalten 1&Rt, und kénnen auch
die pNapin-BayTe-Ubergangssequenz bzw.pis&Gen entsprechend dieser Vorschrift nachgewie-
sen werden, dann enthalt diese Saatgutprobe emeoypmische Veranderung, die in bekannten Raps-
Transgenen mit modifizierter Fettsdurezusammensgtzarliegt.

Auf den Nachweis der p35%t II-Ubergangssequenz kann verzichtet werden, wenfiidate
pNapin-BayTe-Ubergangssequenz bzw. fiirgla€-Gen spezifische PCR Amplifikate und Restrikti-
onsfragmente der genannten Grol3en liefert.

Ein negatives Untersuchungsergebnis liegt dannwenn spezifische Amplifikate weder in der p35S-
npt ll-spezifischen PCR noch in der fiir die pNapin-BayJbergangssequenz bzw. fir gasC-Gen
spezifischen PCR auftritt, die Kontroll-PCR (sieh2.1) mit der selben Probe aber zu einem entspre-
chenden Amplifikat gefuihrt hat.

Ergeben sich in der p358pt IlI-spezifischen PCR Amplifikate anderer Gro3e und/éden ein
Fragment nicht, wie oben beschrieben, geschnitenden, dann enthalt die Probe keine anhand dieser
Vorschrift exakt nachweisbare gentechnische Ven@amde In diesem Fall muss das Untersuchungs-
ergebnis allgemein formuliert werden, z. BEs wurden DNA- Sequenzen nachgewiesen, die natirli
cherweise so nicht vorkommen."

HINWEIS: Der gentechnisch veranderte Mais MON863 enthahfalis eine p353wtll-Genkas-
sette; die spezifische PCR ergibt hierbei ein 88.1#p-Produkt. Dies ist insbesondere bei der Amalys
von Futtermitteln zu bericksichtigen.

6. Validierung
Im September 2004 wurde diese Methode durch deerblimschuss Methodenentwicklung des LAG

in einem Ringversuch validiert, an dem 15 bundesdée Uberwachungslaboratorien teilnahmen.
An jeden Teilnehmer waren funf codierte Proben saidvei Kontrollproben verschickt worden. Es
wurden zwei verschiedene Raps-Transgene mit veré@mad-ettsaure-Stoffwechsel sowie eine Mais
MONB863-Probe richtig erkannt. Alle teilnehmendemaeatorien wendeten die vorliegende Nach-
weis- Methodgmit Erfolg” an.
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