Methodensammlung der Bund/Lander-ArbeitsgemeinschafGentechnik (LAG)
Molekularbiologische Identifizierung von Pilzen mitels ITS- AMO28
PCR und nachfolgender Sequenzierung
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1. Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode beschreibt ein Verfahren zur AnatleseNukleotidsequenz des 5,8S rRNA-Gens und der
benachbarten ITS- (Internal Transcribed Spacer) EB¢fuenz fir die Gattungs- und Speziesidentifizie-
rung bei Pilzen [1]. Durch Vergleich der ermitteltef S-Sequenz und der 5,8S rRNA-Gensequenz eines
zu identifizierenden Pilzstammes werden Sequenidtkeliten bestimmt, die als Grundlage fir eine Zu-
ordnung zu einer taxonomischen Gruppe herangezegeaen.

Die Nukleotidsequenz dieser Region betragt etwa@lDBasenpaare (Bp). Neben hoch konservierten
Bereichen, in denen die Sequenz fiir alle Pilzetidelm ist, kommen Uber den Bereich des 5,8S rRNA-
Gens und der benachbarten ITS-Region verteilt aacdiable bis hochvariable Bereiche vor, die als Sig
natursequenzen fiir eine Spezies, Gattung oder @mnmp Pilzen charakteristisch sein kdnnen. Die Ana-
lyse dieser Teilsequenzen ermoglicht eine taxonomiZuordnung von Pilzstammen, um im Rahmen der
Gentechnikiiberwachung gentechnische Arbeiten UbfEnprsowie moégliche Pilzkontaminationen nach-
weisen zu kénnen.

Da die offentlichen Sequenzdatenbanken weder @tedigsichert noch vollstandig fur alle in Frage kom

menden Pilze sind, muss der Anwender von Fall HiueRgscheiden, ob mit dieser Methode allein oder
unter Zuhilfenahme weiterer mikrobiologischer Krige eine Identifizierung durchgefihrt wird.

2. Kurzbeschreibung

Nach Extraktion der genomischen DNA aus einer Rdtok des zu untersuchenden Pilzes wird die Se-
guenz des 5,8S rRNA Gens und des benachbarten éhr@bereiches mit dem Primerpaar ITS-1/ ITS-4
mittels PCR amplifiziert (Abb.1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der rRNA-Gene und d8rREgion bei Pilzen

Nach Aufreinigung des PCR-Produktes wird diesewaiteren Verlauf der Untersuchung mit den spezi-
fischen PCR-Primern sequenziert. Die Auswertungedenittelten DNA-Sequenz erfolgt Uber eine Da-
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tenbankrecherche, aus der sich durch den Grad meEnelstimmung mit hinterlegten Sequenzen die
Identifizierung der Spezies, Gattung oder Gruppe Ritzen ergibt.

Anmerkung: Diese Methode wurde in einem Ringveré&iehe Punkt 7.3.1) auf Basis der Sanger-
Sequenzierung mit dem so genannten Cycle Sequd@twajidiert. Nach Aufreinigung der Sequenzie-
rungsansatze wurden die fluoreszenzmarkierten DNyfRente in einer Kapillarelektrophorese aufge-
trennt, mittels Multi-Color Detektion aufgezeichned automatisch ausgelesen.

Andere Verfahren zur Sequenzierung kénnen angewasmdden, sofern sie zu vergleichbaren oder bes-
seren Ergebnissen flhren.

3. Chemikalien

Es sind analysenreine, fir die Molekularbiologieigaete Chemikalien und Kunststoffmaterialien zu
benutzen. Das verwendete Wasser muss bidestdlier von vergleichbarer Qualitat sein.

3.1 DNA-Extraktionskit

3.2  Desoxynukleosid-triphosphat-(dNTP-)L6sung, enthelte
dATP, dCTP, dGTP und dTTP, jeweils ¢ = 10 mmol/l

3.3 ggf. MgCl- Lésung (c = 25 mmol/l)

3.4  Thermostabile DNA-Polymerase fir hot-start-PCR geitignetem PCR-Reaktionspuffer
3.5 Ethanol,c = 96%

3.6  Aufreinigungskit fir PCR-Produkte

3.7  Oligonukleotide (siehe Tabelle 1)

Tabelle 1:Oligonukleotide

Primer Sequenz Annealing-Temperatur
ITS-1 5TCCGTAGGT GAACCTGCG G F 52 °C
ITS-4 5TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’ 52° C

4. Geréte und Hilfsmittel

Kunststoffmaterialien missen fir molekularbiolobs@wecke geeignet sein. Die Verwendung von ae-
rosolgeschitzten Pipettenspitzen dient als SchartKantamination.

4.1 Kihlbare Tischzentrifuge fur MikrolitergefaRe miher Zentrifugalbeschleunigung bis 13000 x g
4.2 Laborheizblock mit Schittelvorrichtung und Temperatgulierbarkeit bis auf 65 °C

4.3 Reagenzglasschuttler

4.4 1,5mlund 2,0 ml ReaktionsgefalRe

4.5 dunnwandige PCR-ReaktionsgefalRe

4.6 Variable Kolbenhubpipetten
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4.7 aerosolgeschitzte Einmal-Pipettenspitzen, 1 uloe 10
4.8 Einmal-Handschuhe (puderfrei)

4.9 Zentrifugierbare Silikamembran-Saulen und Auffarigfie
4.10 Thermocycler

4.11 Internetfahiger Computer

4.12 DNA-Sequenzierer

5. Probenahme und Probenvorbereitung

Es ist sicherzustellen, dass die Untersuchungspaistieeinkultur vorliegt und fiir die Laborprobe nép
sentativ ist [3, 4].

Die genomische DNA wird aus einer frisch gewachaeReinkultur der zu untersuchenden Pilzprobe

isoliert [5]. Fur die Extraktion und Aufreinigung@r genomischer DNA aus Pilzen eignen sich kommer-
zielle Kits.

6. Durchfiihrung
Hinweis: Die flr ein analytisches PCR-Labor notwendigensiitsmalinahmen (raumliche Trennung,

DNA-Dekontamination, etc.) sind einzuhalten [6].i BRlen Arbeitsschritten sind Einmal-Handschuhe zu
tragen, gegebenenfalls sind diese zwischen derahienfisschritten zu wechseln.

6.1 PCR zur Amplifikation des 5,8S rRNA-Gens und der ITS-Region

Die Verfahrensbeschreibung gilt fir Reaktionen eiitem Gesamtvolumen von 25 ul je PCR-Ansatz.
Das Reaktionsgemisch wird immer als Mastermix raih ¢h Tabelle 2 angegebenen Reagenzien herge-
stellt. Der Mastermix enthalt mit Ausnahme der DRAsbe alle Einzelbestandteile des Reaktionssatzes.
Jede zu untersuchende Probe wird mit dem Primeip&at/ ITS-4 amplifiziert.

Fur die Durchfiihrung der PCR gelten die allgemeifieforderungen und Definitionen, die in der Amtli-
chen Methode G 00.00-5 [6] beschrieben sind.

Hinweis: Abhangig vom verwendeten Thermocycler werden digkRenen in geeigneten Gefalden ange-
setzt. Alle Reagenzien werden schonend aufgetautder Verwendung kurz zentrifugiert und wahrend
des Pipettierens auf Eis oder in einem Kuhlblodaggert.

Es wird empfohlen, ca. 5 % mehr Mastermix als nbdgzustellen, um Ungenauigkeiten beim Pipettieren
auszugleichen.

e Den Mastermix gut mischen, kurz zentrifugieren upcb PCR-Ansatz 24 pl in die
ReaktionsgefalRe pipettieren.

e 1 ul Proben-DNA (ca. 10 — 50 ng DNA) zum PCR-Andatzupipettieren; in die Kontroll-PCR-
Ansatze sind die jeweils vorgesehenen Kontrollpnai@zuzugeben.

» Reaktionsansatze in den geschlossenen PCR-Gefaemisghen und kurz zentrifugieren.
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» ReaktionsgefalRe in den vorgeheizten Thermocyctdleat und das Temperatur-Zeit-Programm
starten (siehe Tabelle 3).

Parallel zu den PCR-Anséatzen flir die zu analysaed?robe sind folgende Kontrollen mitzufiihren:

* PCR-Reagenzienkontrolle (1 ul Reinstwasser statPdzbe)

» PCR-Positivkontrolle (genomische DNA aus einem,RilB. Aspergillus alliaceus die mit den
gewahlten Primern amplifizierbar ist)

» PCR-Ansatz mit negativer Extraktionskontrolle (zN&ihrmedium)

Tabelle 2: Reaktionsansatz
Reagenz (Stammldsung) Endkonzentration
10 x PCR-Reaktionspuffer 1x
MgCl," 1,5 mmol/l
dNTP-Mix* je ANTP 0,12 mmol/l
Forward-Primer ITS-1 0,4 pumoll/l
Reverse-Primer ITS-4 0,4 pmol/l
oy "
Wasser --
'Reagenz nur zusetzen, wenn nicht bereits im PCRtieaapuffer
enthalten

6.2 Temperatur-Zeit-Programm

Fur die hier beschriebenen PCR-Anséatze hat sich ida$abelle 3 angegebene Temperatur-Zeit-
Programm bewahrt.

Tabelle 3: Temperatur-Zeit-Programm fiir die PCR mit den Primern ITS-1/ITS-4

Schritt Parameter Temperatur Zeit Zyklen
1 AktivierunglgngltjrlT—ig'sg?;jtr—lgrl\tlj,z—gP/olymerase* % C 10 min* 1
Denaturierung 95C 20s
2 Amplifikation Anlagerung (Annealing) 5 30s 35
Verlangerung (Elongation 7z 90s
3 Verlangerung (Elongation) e 10 min 1

* Aktivierungszeit abhéngig von der eingesetztdot-Start DNA-Polymerase

6.3 Lagerung

Nach Beendigung des PCR-Programms sind die PCRtiBes&nsétze bei62°C im Kihlschrank zu
lagern oder direkt weiter zu bearbeiten.
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6.4 Analyse und Auswertung der PCR-Produkte

Ein kleiner Volumenanteil jedes PCR-Ansatzes (&.BI) wird mittels Elektrophorese (z.B. 1 % Agaro-
segel) aufgetrennt und Uber ein Geldokumentaticatiesy ausgewertet. In den Pilzproben sowie in der
Positivkontrolle sollte ein etwa 500 — 900 Bp gm/RCR-Fragment deutlich nachweisbar sein. In der
Negativkontrolle und der negativen Extraktionskolér sollten keine Amplifikate gebildet werden.

6.5 Aufreinigung der PCR-Produkte

Die Amplifikate sind mit Hilfe eines geeigneten Yarens, z.B. mit einem Kit aufzureinigen, um Prime
Nukleotide, Salze und Polymerasen aus dem PCR-Aasagntfernen. Die aufgereinigten PCR-Produkte
werden bis zur Sequenzierung beti 8 °C aufbewahrt. Die Dauerlagerung erfolgt bei+2D °C.

6.6 Sequenzierung des PCR-Produkts

Die Sequenzierung des PCR-Amplifikates erfolgt preshend der verfliigbaren Methode. Eine in der
Praxis bewahrte Methode stellt die Kapillarelektrogese dar.

Die Nukleotidsequenz des Amplifikates wird mit darder PCR verwendeten Primern aus beiden Orien-

tierungen so weit bestimmt, dass eine ausreichAndeertung Uber Datenbankvergleich (siehe 6.7, Tab.
4) moglich ist.

6.7 Auswertung der Sequenzierung

Die editierten DNA-Sequenzen missen fir die weittoswertung in eine geeignete DNA-Analyse-
Software geladen und mittels Datenbankvergleictlyaigat werden. Die Qualitat der erzielbaren Result
te bei der Identifizierung von Pilzen auf Basis WtNA-Gensequenzen hangt in erster Linie von der
benutzten Referenzdatenbank ab. In vielen Fallediéstffentliche und universelle, sehr umfangreich
NCBI Datenbank [7] fir die Auswertung geeignet, Biatenbanken von Gene Bank, EMBL und DDBJ
enthalt (Achtung: nicht qualitatskontrolliert).

Die zu verwendenden Parameter zur Identifizieruagethaltenen, editierten Sequenz Uber eine Daten-
banksuche sind der Qualitdt und Léange der SequeBeiug auf den verwendeten Algorithmus anzupas-
sen.

Die erhaltenen Ubereinstimmungen mit den in dereBtadnken hinterlegten Sequenzen werden tabella-
risch festgehalten. Der tabellarische Auswertungshader Datenbankanalyse enthalt neben den Anga-
ben zur Zugangsnummer (,accession number*) und Getpeschreibung ahnlicher Sequenzen die In-
formationen zur Beurteilung der Sequenzibereinstimgn Entscheidend fir die Beurteilung ist die
Punktzahl (,score"), die zur quantitativen Beurad der Sequenziibereinstimmung zwischen Suchse-
guenz und Datenbanksequenz heranzuziehen ist.dbere; sollte mindestens 700 bits betragen; der ,e-
value" als Angabe der Wahrscheinlichkeit, Sequemaiérdem gleichen Score zu finden, sollte mdglichst
gegen Null gehen und die Sequenziibereinstimmultig $a&i>98 % liegen.
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7. Leistungsmerkmale der Methode

7.1 Spezifitat der Datenbanksuche

Die Qualitat des Ergebnisses des Sequenzverglbimgt ab von der Diversitat der Organismengruppe,
zu der das Pilzisolat gehort, den Fehlern bei astiBimung der Nukleotidsequenz und der Quantitdt un
Qualitat der Datenbank.

Damit kann die Spezifitat dieser Methode von eil@eganismengruppe zur anderen Organismengruppe
stark schwanken. Bei einigen Pilzgruppen wird daentifizierung bis zur Speziesebene moglich sein,
bei anderen nicht. Allerdings kann auf der Grundldieser ersten Zuordnung entschieden werden, ob
und welche zusatzlichen mikrobiologischen und/adetekularbiologischen Untersuchungen (z.B. spe-
ziesspezifische PCR) zur weiteren Charakterisiehavg Identifizierung der vorliegenden Pilze notwen
dig sind.

7.2 Spezifitat der 5,8S rRNA-Gen/ ITS-PCR

Die fur die Amplifizierung des 5,8S rRNA-Gens unesdTS-Genombereiches verwendeten Primer sind
universelle Primer, die fir diese GenombereicheRileen spezifisch sind. Dies wurde empirisch durch
Abgleich der GenBank-Sequenzdatenbank mittels blastl experimentell in zahlreichen Veroffentli-
chungen [1] bestétigt.

7.3 Zuverlassigkeit der Methode

7.3.1 _Ringversuch

Diese Methode wurde im April 2009 in einem Ringuets des Unterausschusses ,Methodenentwick-
lung“ der Bund/Lander-Arbeitsgemeinschaft GentekHhfiir einige Pilzspezies validiert (Koordination
BY, NI). Am Ringversuch nahmen neun bundesdeutdgherwachungslaboratorien teil. An die Teil-
nehmer des Ringversuches wurden als codierte Protfeilzkulturen und 5 genomische DNA-Proben
(10 ng/ul) der Pilzspezie&spergillus alliaceus, Mucor genevensis, Fusarautmorum, Fusarium gra-
minearum, Penicillium chrysogenum, Aspergillus niggwvie DNA vonAspergillus alliaceuslsPositiv-
kontrolle weitergegeben.

Die Extraktion der genomischen DNA erfolgte mit délitraClean Soil DNA Isolation Kit (Fa. Mobio)
bzw. in einem Labor mit dem Tissue Kit (Fa. Qiageath Zymolyase-/Lytikase-Vorbehandlung.

Mit Hilfe des Primerpaares ITS-1/ITS-4 wurden dj8SrRNA-Gen/ ITS-Teilsequenzen mit unterschied-
lichen Thermocyclern (z.B. Biometra, Life Techndksy- Applied Biosystems, Eppendoainplifiziert
und mit dem QIAQuick PCR Purification Kit (Fa. Q& aufgereinigt. Die Sequenz wurde mit Hilfe der
Multicolor-Detektionstechnik in Kapillarsequenziamebestimmt (ABI 310; ABI 3100; Beckman CEQ
8000).

Mit jedem der hier aufgefiihrten Primer wurde eirg®&nzanalyse durchgefiihrt, so dass 2 Sequenzen
pro Probe zur Verfigung standen. Die einzelnentjeztéin Nukleotidsequenzen der jeweiligen Proben
wurden Uber das Internet bei NCBI mit dem blastgofthmus [7] gegen eine allgemeine, redundante
Nukleotid-Datenbank abgeglichen. Zur Datenbankrexttee wurden die in der Tabelle 4 angegebenen
Einstellungen verwendet.
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Tabelle 4: Einstellungen zur Datenbankrecherchen Ringversuch

General Parame-

Scoring Parameters

Filters and MaskingFil-

Database| Optimize for ters Matrix ter

nucleo- somewhat

tide col- similar se- max target se- | match/mismatch scores: low complexity regions:
lection guences guences: 100 1,-2 YES
(nr/nt) (blastn)

gap costs: existence: Q;
extension: 2

mask for lookup table

short queries: Yes only: YES

expect threshold:
10
word size: 11

Alle teilnehmenden Laboratorien konnten die ko@ierProben in der erwarteten Weise den oben genann-
ten Pilzen zuordnen. Die Pilzstammspergillus alliaceus, Mucor genevensis und Fusarizulmorum
konnten mit dieser Methode bis auf SpeziesebenedearRingversuchsteilnehmern identifiziert werden.
Wie erwartet, lie sich bei den Pilzstamméasarium graminearum, Penicillium chrysogenum und
Aspergillus nigedie Gattung nicht eindeutig bestimmen (s. Tabélle 5

Bei der ProbeAspergillus niger(s. Tabelle 5, *wurde von 3 Laboren in der Sequenzier@sicillium

sp. nachgewiesen, was sich nach morphologischer Urtleusig auf eine geringfligige Beimischung in
den Ursprungsproben zuriickfiihren lie3, die durchis@wenkultivierung in den Laboren angereichert
worden war. Die Ergebnisse dieser Labore fir dis#e wurden in der Gesamtauswertung nicht be-
ricksichtigt.

Tabelle 5: Ergebnisse des Ringversuches zur Idefitierung von Pilzen

Organismus | Probe Anzahl Anzahl Anzahl der Labore Ergebnisse geman
einge- angenom- eindeutig blastN
reichter merner identifiziert
Ergebnisse| Ergebnisse | Gattung  Spezies

Aspergillus | DNA 9 9 9 9 Aspergillus alliaceus

alliaceus

Mucor ge- DNA 9 8 7 7 Mucor genevensis

nevensis Pilzisolat 9 8 8 8

Fusarium DNA 9 9 9 9 Fusarium culmorium

culmorum Pilzisolat 9 9 9 9

Fusarium DNA 9 9 9 0 Fusarium sp.

graminea- Pilzisolat 9 9 9 0 (=Gibberella sp.)

rum Colleotrichum

Penicillium | DNA 9 9 6 1 Penicillium sp.

chrysoge- Pilzisolat 9 9 7 0 P. chrysogenum,

num P. commune,
Hyalodendron sp.,
Botryosphaeria sp.
Aspergillus | DNA 9 7+ 6 0 Aspergillus sp.
niger Pilzisolat 9 6* 5 0 A. niger, A. vadensis,
A. tubingensis,
Verticillium bulbillo-
sum
Gliocladium cibotii
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7.3.2 Laborinterne Validierung

In einigen Laboren wurden bisher Uber 100 versatiedPilzstamme aus Stammsammlungen, Routine-
proben oder Ringversuchen mit diesem Verfahrenrsmtét.

Unter den Uberpriften Stammen waren folgende Ggdtunertreten:

Absidia, Alternaria, Aspergillus, Aureobasidiumar@ida, Colletotrichum , Cryptococcus, Cystofiloba-
sidium, Eurotium, Emericella , Fusarium, Geotrichussatchenkia, Klyveromyces, Mucor, Penicillium,
Pichia, Rhizopus, Rhodutorula, Rhynosporium , Sarhyces, Schizophyllum, Sporobolomyces, Ste-
phanoascus, Tremella, Wallemia, Yarrowia

Von 55 untersuchten Pilzisolaten verschiedeneru@gin konnten mit dieser Methode (Annealingtempe-
ratur 58C, AmpliTaq Polymerase) im Vergleich zu herkdmméiohmikrobiologischen Methoden 49
Pilze bis zur Spezies, Gattung oder Ordnung ideigif werden. Eine Ubereinstimmung auf Speziesebe-
ne wurde bei 41 Isolaten bzw. bei einem Isolat@attungsebene erreicht.

Sieben Isolate, die mikrobiologisch bis auf Spedieme identifiziert wurderPenicillium nalgiovense,
Penicillium griseofulvum, Candida kefir, Penicilliu claviforme, Fusarium graminearum, Penicillium
camberti und Aspergillus ochracgusonnten durch Sequenzierung auf Gattungsebeneitbémmend
erkannt werden. Zwei auf Gattungsebeheefnella, Sporobolomyceg)it mikrobiologischen Methoden
identifizierte Isolate lieRen sich mittels Sequenzihg einmal nur bis auf Familienebene und einnwdtn
mehr auf Phylumebene (Basidiomycota/Ascomycotaydkbrzuordnen. Ein mikrobiologisch auf Gat-
tungsebene identifiziertes Isolat konnte mittelgugmzierung bis zur Spezies bestimmt werd#alie-
mia sebj.

Vier Isolate konnten nicht hinreichend identifizigrerden. Es handelte sich hierbei um die Spe&ies
ternaria alternata Absidia corimbifera, Sporobolomyces spez. und iydhes candidum.
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