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Anhang 8.1 PCR- Nachweis der p35S-_bar Ubergangssequenz

Nachgewiesen wird der Ubergang zwischen dem 35S- Promotor aus dem Cauliflower Mo-
saic Virus (CaMV) und dem bar- Gen aus Streptomyces hygroscopicus, welches in gentech-
nisch veranderten Pflanzen Herbizidtoleranz gegeniiber Glufosinat (Basta®) vermittelt.

Die Methode kann als Screening-Methode fiir die haufig verwendete p35S- bar Genkassette
verwendet werden. Die p35S- bar Genkassette ist beispielsweise in gentechnisch verander-
ten Kartoffellinien mit verandertem Starkestoffwechsel der Firma Solavista GmbH & Co. KG
(z.B. verschiedene DPST-Linien mit Vektor BE7-102; Freisetzungsantradge BVL-AZ: 6786-01-
142 und -149) enthalten.

Grundlage fir die Durchfihrung der PCR-Nachweise in diesem Anhang ist die Arbeitsanwei-
sung ,Qualitative PCR zum Nachweis transgener Kartoffeln mit verandertem Starkestoff-
wechsel oder Schadlingsresistenz*; dort finden sich unter anderem Hinweise zum Anwen-
dungsbereich und zur Probenvorbereitung.

8.1.1 Primersequenzen

e Primer pacl-F: 5 CAG AAC TCG CCG TAAAGACT 3° (nt 6941-6960, Genbank: V00141)
e Primerbar-1R : 5 CGC TCT TGA AGC CCT GTG CCT 3" (nt 364-344, Genbank: AY528455)
e Primer 35S-barl: 5 GCACAATCCCACTATCCTTCGC 3 [1]

*  Primer 35S-bar2: 5 TCC GTC CACTCC TGC GGTTC 3 [1]

Das PCR- Produkt mit den Primern pacl-F / bar-1R ist ca. 900 bp grof3.
Das PCR- Produkt mit den alternativen Primern 35S-bar1/35S-bar2 ist ca. 250 bp grof3 [1].

8.1.2 PCR- Reaktionsansatz

Reagenz (Stammldsung) Konzentration im Ein-
zel- PCR- Ansatz

10x Reaktionspuffer 1x

*MgCl,, 25 mmol/l 1,5 mmol/l

*dNTP-Mix, 10-20 mmol/l je dNTP 0,2 - 0,4 mmol/l je ANTP

Dimethylsulfoxid (p.A.); optional 5%

Vorwarts- Primer, 25-50 pmol/I 0,5-1,0 pmol/l

Ruckwarts- Primer, 25-50 pmol/l 0,5-1,0 umol/l

**Hot-Start- Polymerase (5 U/ pl) 1U

steriles Reinstwasser --
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DNA-Menge im
Einzel- PCR- Ansatz

Proben- DNA (5-20 pg/ ml) Optimal: 10 — 40 ng

ki Reagenz nur zusetzen, wenn nicht bereits im Reaktionspuffer enthalten (wie z. B. bei HotStar®Tag- Mastermix)

8.1.3 Temperatur- Zeit- Programm

1x 15 min. bei 95C (Hot-Start)
35X 1 min. bei 94C (Denaturierung)
1 min. bei 59C (Annealing)
1 min. bei 72C (Synthese)
1x 5 min. bei 72C

Die PCR- Bedingungen, besonders die Annealing- Temperatur, sind gegebenenfalls flr den
Thermocycler und fir die verwendeten Polymerasen einzeln anzupassen.

8.1.4 Restriktionsanalyse

Amplifikat Enzym Schnittstellen FragmentgrofRen
900 bp Nco | 1 550 bp + 350 bp
(pacl-F/bar-1R) oder Sall 1 820 bp + 80 bp
250 bp Bal | 1 ca. 100 bp + 150 bp

(35S-barl/2)

8.1.5 Verfahrenskenndaten und Validierung

Die Nachweisgrenze (VB 95%) fir die Amplifizierung der p35S-bar Zielsequenz mit den be-
schriebenen Primerpaaren liegt bei 200 pg genomischer Kartoffel-DNA, die die Zielsequenz
enthalt. Um in der PCR optimale Amplifikatmengen zu erhalten, wird empfohlen bei Analysen
mit Blattmaterial zwischen 10-40 ng DNA je Reaktion einzusetzen.

Im Februar 2007 wurde der Nachweis mit dem Primerpaar 35S-bar1/35S-bar2 durch den
Unterausschuss ,Methodenentwicklung” der Bund/ Landerarb_eitsgemeinschaft Gentechnik in
einem Ringversuch validiert, an dem 13 bundesdeutsche Uberwachungslaboratorien teil-
nahmen.

Es wurden von jedem Labor 8 Proben untersucht. 5 Proben enthielten mittels CTAB-
Aufreinigung isolierte DNA von gentechnisch veranderten Linien mit dem Konstrukt pBE7-
102 mit unterschiedlichen Transgen-Anteilen sowie eine DNA-Probe einer nicht transgenen
Kartoffellinie. 3 Proben bestanden aus Blattmaterial von gentechnisch veranderten sowie
einer nicht gentechnisch veranderten Kartoffelpflanze.

Die DNA-Proben wurden durch Mischen von 100% transgener DNA (Linie DPST0059-0004;
Konstrukt BE7-102) mit DNA der nicht gentechnisch veranderten Kartoffellinie (Aveka) ein-
gestellt. Die Gehalte der Proben, die die Zielsequenz enthielten betrugen 1% (entsprechen
berechneten 111 Kopien der Zielsequenz) bzw. 100% (entsprechen berechneten 11.111
Kopien der Zielsequenz; haploides Kartoffelgenom entspricht 1,8 pg).

Die DNA-Extraktion aus den Blattproben erfolgte in allen Laboren mit dem in der SOP be-

schriebenen CTAB-Protokoll mit zusatzlicher Sé&ulenaufreinigung. Zusétzlich wurden von
einigen Laboren alternative Extraktionsmethoden getestet. Bei der Aufreinigung von DNA
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aus Kartoffeln empfiehlt sich nach den daraus vorliegenden Erfahrungen die Verwendung
eines CTAB-Protokolls ggf. in Kombination mit zusatzlicher Saulenaufreinigung.

Die Ergebnisse des Ringversuchs sind in der folgenden tabellarischen Darstellung wieder-
gegeben. Der Ringversuch ergab, dass das Primerpaar 35S-barl/35S-bar2 in Proben ab
einem Gehalt von 1% der transgenen Zielsequenz (entsprechend 111 Kopien) keine falsch-
negativen Ergebnisse zeigte.

Probe
A B C D E H | K
DNA 5% | DNA 0% | DNA 1% |DNA 1% | DNA5%| Blatt Blatt Blatt
BE7-102| (Aveka) | BE7-102 [BE7-102 | BE7-102|BE7-102| BE7-102 (Aveka)

Jahr des Ringver-
suchs 2007
Anzahl der Labo-
ratorien 13
Anzahl der Labo-
ratorien, die Er-
gebnisse vorge. | 13 13 13 13 13 | 13 13 13
legt haben
Anzahl der ange-
nommenen Er- 13 13 12 12 13 12 12 13
gebnisse
Gesamtzahl der
Proben 13 13 12 12 13 12 12 13
Falsch positive
Ergebnisse 0 0 0 0 0 0 0 0
Falsch-negative
Ergebnisse 0 0 0 0 0 0 0 0
Gesamtzahl angenommener Ergebnisse 100
Gesamtanzahl untersuchter negativer Proben 26
Gesamtanzahl untersuchter positiver Proben 74
Gesamtanzahl falsch positiver Proben 0
Gesamtanzahl falsch negativen Proben 0

Das Primerpaar pacl-F/bar-1R wurde nur in einem Ringvorversuch von 8 Laboren getestet.
Da es von 7 Laboren erfolgreich eingesetzt wurde, ist es ebenfalls zum Nachweis des p35S-
bar Genbereiches geeignet.

8.1.6 Literatur:
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