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1 Einleitung

Rapslinien, die das bar/Tg7-Genkonstrukt tragen, sog. SeedLink®-Rapslinien wie z.B. Ms1,
Ms8, Rfl, Rf2, Rf3 sowie ihre Kreuzungsprodukte, sind gentechnisch veranderte Linien, die
eine Toleranz gegenuber dem Herbizid Glufosinat aufweisen. Die Herbizidtoleranz dieser
Rapslinien wird durch die Expression des aus Streptomyces hygroscopicus stammenden
bar- Gens erreicht [1]. Das Gen kodiert fir das Enzym Phosphinothricin-Acetyl-Transferase,
welches Glufosinat in eine biologisch unwirksame Form umwandelt.

Zur aktuellen Zulassungssituation dieser Rapslinien wird auf das Gemeinschaftsregister
genetisch veranderter Lebensmittel und Futtermittel und Entscheidungen auf Grundlage der
Richtlinie 2001/18/EG verwiesen [2, 3, 4].

2 Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode beschreibt ein Screening-Verfahren zum Nachweis bestimmter gentech-
nisch veranderter Rapslinien. Es eignet sich fur die Untersuchung von DNA-Isolaten aus
verschiedenen Matrizes, insbesondere aus vegetativem Raps-Pflanzenmaterial und Raps-
Saatgut. Der konstrukt-spezifische Nachweis mittels Real-time PCR zielt auf die Uber-
gangssequenz zwischen dem bar-Gen und dem aus Agrobacterium tumefaciens stammen-
den Terminator T-g7 ab. Durch die Ermittlung des bar/T-g7 spezifischen Anteils in Bezug
auf ein rapsspezifisches Referenzgen [Acetyl-CoA-Carboxylase (BnAccg8-) Gen] mit dem
Standardkurvenverfahren unter Verwendung sogenannter Hybridmolekile kdnnen Rick-
schliisse auf die Menge von transgenem Raps im Untersuchungsmaterial gezogen werden
[5, 6, 7]. Zur nachfolgenden Spezifizierung und sicheren Quantifizierung des relativen
Anteils bestimmter SeedLink®-Rapslinien sind event-spezifische Methoden zu verwenden.
Die Methode erlaubt den Nachweis von gentechnisch veranderten Sequenzen ab einem
GVO-Anteil von 0,045 %.

3 Verfahren

In der vorliegenden Methode werden die Ubergangsregion des bar-Gens zum T-g7 Termi-
nator einerseits und ein Fragment des rapsspezifischen BnACCg8-Referenzgens anderer-
seits mittels Real-time PCR in zwei Reaktionen amplifiziert. Die Grofie der Amplifikate
betragt 121 bp (bar/T-g7) bzw. 101 bp (BhACCg8).

Fur die Abschatzung des relativen gv Gehalts werden als Quantifizierungsstandards Ver-
dunnungen eines Hybridmolekils benutzt, welches die Zielsequenzen der bar/T-g7-
Genkassette und des BnAccg8-Gens im Verhéltnis 1:1 beinhaltet.

4 Gerate, Materialien und Reagenzien

Diese Methode wurde vom Unterausschuss Methodenentwicklung der Bund/Lander-
Arbeitsgemeinschaft Gentechnik mit Real-time PCR-Geraten verschiedener Hersteller (ABI
7500, ABI 7000, MX3000P und iCycler) und des 2x TagMan Universal PCR Mastermix der
Firma Applied Biosystems validiert. Werden andere Gerate oder Reagenzien verwendet, so
sind die Gerateeinstellungen bzw. Reaktionsbedingungen gemafd den Herstellerangaben
anzupassen.
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4.1 Gerate und Materialien

Kunststoff- und Glasmaterialien dirfen nur verwendet werden, wenn sie steril sind. Zur
Vermeidung von Kontaminationen wird die Verwendung von aerosolgeschutzten Pipetten-
spitzen dringend empfohlen.

* Real-time PCR-Geréat

e Tischzentrifuge

« Kolbenhubpipetten (diverse Volumina)

« Einmalhandschuhe (puderfrei)

* PCR-Verbrauchsmaterial:
- 96-Well PCR-Mikrotiterplatten
— passende Abdeckungen fur PCR-Mikrotiterplatten
— aerosolgeschuitzte Pipettenspitzen (diverse)

— sterile Reaktionsgefalle (diverse)

4.2 Reagenzien

Es sind grundsétzlich analysenreine, fur die Molekularbiologie geeignete Reagenzien zu
verwenden.

» steriles deionisiertes Wasser
e 2x TagMan Universal PCR Mastermix
e Primer und Sonden (siehe Tabelle 1)

e Synthetische Quantifizierungsstandards:
Die Quantifizierungsstandards, bestehend aus einer Verdinnungsreihe von Hybrid-
molekiilen in einem Konzentrationsbereich von ca. 10 bis 10° Kopien/l, sind auf An-
frage Uber den Unterausschuss Methodenentwicklung der Bund/L&nder-
Arbeitsgemeinschaft Gentechnik (www.lag-gentechnik.de) zu beziehen. Die Herstel-
lung erfolgt nach dem in [5, 7] beschriebenen Verfahren.

Tabelle 1: Sequenzen von Primern und Sonden [7]

Name Oligonukleotid-Sequenz (57-3")

bar/T-g7.F GGT ACC GCC CCG TCC G

bar/T-g7.R ACT GAG TGC GAT ATT ATG TGT AAT ACA T
BnACCg8.F GAA GTT AGT TCG AGC CTG TGT T

BnACCg8.R GAC CAA TGG AAC GAA TGT CTAATA G
bar/T-g7.S @ | FAM- TCC TGC CCG TCA CCG AGA TC -TAMRA
BnACCg8.S @ | VIC- TGT TCG TCC TTC ATC TCG CTC G -TAMRA

@ Gleichwertige Reporter- und/oder Quencherfarbstoffe dirfen verwendet werden, wenn gezeigt
wird, dass sie zu vergleichbaren oder besseren Ergebnissen filhren. Es ist dabei nicht zwingend
erforderlich, unterschiedliche Reporterfarbstoffe zu verwenden, da die PCR-Nachweise getrennt
durchgefuhrt werden.
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5 Hinweise zur Qualitatssicherung

5.1 PCR-Reaktionen und Kontrollen
Proben und Kontrollen sollten mindestens in Doppelbestimmung analysiert werden.

In jeder Testdurchfiihrung sollten gemaf den Allgemeinen Anforderungen der Amtlichen
Methodensammlung nach §28b GenTG [8], die dort angegebenen Kontrollen mitgefuhrt
werden und zu den erwarteten Ergebnissen fiihren. In Tabelle 2 sind die Kontrollen fir die
vorliegende SOP konkret aufgelistet:

Tabelle 2 — Kontrollen fiir die PCR-Analyse

Negative | Positive Negative Positive PCR- Positive ;g’? en-
Prozess- | Prozess- |Extraktions- Extraktions- Inhibitions- Kontroll- - E
kontrolle* |kontrolle® | kontrolle kontrolle ° kontrolle © DNA® tZrIC?IrI]e‘Pn-
Probenaufbe- Nicht Seed-
. transgene Link™-
reitung Rapslinie Rapslinie
Nicht
Nukleinsaure- transgene Seed-
extraktion ! ! Rapslinie oder | Link®Rapslinie
Wasser
Seed-
Link®-
P Amplifika- Rapslinie
Amplifikation l l l l tionslfontrolle (rﬁind. Wasser
30-50
Kopien)
Nachweis des
PCR- Produktes l l l l l l l
erwartetes
Ergebnis des negativ positiv negativ positiv positiv positiv negativ
PCR-Nachweises

& Die Haufigkeit der Anwendung ist im Qualitatssicherungsprogramm des Labors festzulegen.
® Diese Kontrolle ist nicht erforderlich, wenn die negative bzw. positive Prozesskontrolle durchgefuhrt wird.

Die PCR-Inhibitionskontrolle kann als interne oder externe Amplifikationskontrolle durchgefiihrt werden.
Sie ist verbindlich bei jeder PCR durchzufiihren, wenn alle PCR-Nachweise der Probe negativ sind, und fiir jene
Matrizes, fur die die Menge der amplifizierbaren DNA nicht bekannt ist.

Diese Kontrolle ist mit jeder verwendeten Charge der PCR-Reagenzien in jedem PCR-Lauf durchzufuhren
| Verfahrensschritt, der die Einbeziehung dieser Kontrolle umfasst.

Cc

5.2 Synthetische Quantifizierungsstandards

Als Quantifizierungsstandards werden mindestens vier Verdiinnungsstufen einer Hybridmo-
lekiil-Stammlésung in einem Konzentrationsbereich von ca. 10 bis 10° Kopien/ul in jeweils
drei Parallelen vermessen. Die gemittelten Ct-Werte der Quantifizierungsstandards dienen
der Erstellung der Kalibriergeraden.
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6 Durchfiihrung

Die fur ein analytisches PCR-Labor notwendigen Vorsichtsmassnahmen (raumliche Tren-

nung, DNA-Dekontamination, etc.) sind einzuhalten [8].

6.1 Herstellung der PCR-Mastermixe

Folgende Angaben gelten fur PCR-Anséatze mit einem Gesamtvolumen von 25 pl
(20 pl Mastermix + 5 pl Proben-DNA, Quantifizierungsstandards bzw. positive Kontroll-

DNA).
Tabelle 2: Mastermix fir den Nachweis der  barT-g7-Genkassette
Reagenzien Endkonzentration
PCR-Ansatz [nmol/l]

Primer bar/T-g7.F 300

Primer bar/T-g7.R 300

Sonde bar/T-g7.S 300
steriles deionisiertes Wasser -

TagMan Universal PCR Master Mix (2x) 1x

Tabelle 3: Mastermix fir den Nachweis des Raps-spez

ifischen BnACCg8-Gens

Reagenzien Endkonzentration
PCR-Ansatz [nmol/l]

Primer BnACCg8.F 300

Primer BnACCg8.R 300

Sonde BnACCg8.S 300

steriles deionisiertes Wasser -

TagMan Universal PCR Master Mix (2x) 1x

* Die Kavitaten einer 96-Well Platte werden mit Mastermix (20 pl) vorbelegt.

* 5 pl der Proben-DNA (etwa 100 ng) bzw. 5 pul DNA der in Kapitel 4 und 5 genannten
Quantifizierungsstandards und Kontrollldsungen werden zu dem Mastermix pipettiert.

» Die Mikrotiterplatte wird mit der Abdeckfolie verschlossen.

6.2 Geréateeinstellungen

Die Reaktionsansatze werden bei folgendem Temperatur-Zeit-Programm inkubiert:
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Tabelle 4: Temperatur-Zeit-Programm

Schritt Einstellung Zyklen
Initiale Denaturierung 10 min /95T -
Denaturierung 15sec/95C

45
Annealing + Elongation 60 sec / 60T

7 Auswertung

Die Auswertung der Real-time PCR-Untersuchungen erfolgt gemalR den Anweisungen des
Gerateherstellers.

Sofern die Untersuchung darauf abzielt, den relativen Gehalt der transgenen Sequenz
abzuschétzen, werden zur Erstellung von Kalibriergeraden die gemittelten Ct-Werte der
Quantifizierungsstandards gegen den Logarithmus der jeweiligen Kopienzahlen aufgetragen
[5]. Die Steigung und der Achsenabschnitt der Kalibriergeraden liefern die Grundlage fir die
Berechnung der Kopienzahlen in den unbekannten Proben.

8 Validierung

Zur Uberprifung der Spezifitat des BnACCg8-Referenzgens fiir Raps (Brassica napus)
wurde der Nachweis mit DNA-Isolaten aus Brassica oleracea ssp. botyritis, Brassica olera-
cea ssp. gemmifera, Brassica oleracea ssp. italica, Brassica alba (Sinapis alba), Glycine
max, Gossypium arboreum, Helianthus annuus, Lycopersicon esculentum, Panicum milia-
ceum, Secale cereale, Solanum tuberosum, Sorghum bicolor, Triticale, Triticum aestivum,
Vicia faba, Zea mays, Oryza sativa und DNA-Isolaten aus konventionellem Raps sowie den
gentechnisch veranderten Rapslinien Falcon GS40/90, T45, Liberator L62, Ms1xRf1,
Ms8xRf3 Uberprift (Bezugsquellen: Institut fur Pflanzengenetik und Kulturpflanzen Gaters-
leben, Bayerisches Landesamt flr Gesundheit und Lebensmittelsicherheit). Der Nachweis
des BNnACCg8-Referenzgens war spezifisch fir Rapslinien (Brassica napus).

Die Spezifitat des Nachweises der bar/T-g7-Genkassette wurde anhand von DNA-Isolaten
aus konventionellem Raps und den gentechnisch veranderten SeedLink®-Rapslinien Ms1,
Ms8, Rfl, Rf2, Rf3 sowie ihrer Kreuzungsprodukte tberprift. Nur mit den SeedLink®-
Rapslinien wurden spezifische Amplifikate erzielt.

Die Validierung des Screening-Verfahrens erfolgte unter Teilnahme von 14 Laboren des
Unterausschusses Methodenentwicklung der Bund/Lander-Arbeitsgemeinschaft Gentech-
nik. Die Messwerte von vier Laboren wurden aufgrund von technischen Problemen bzw.
Kontaminationen nicht in der Auswertung bericksichtigt. Es wurden DNA-Proben mit GVO-
Anteilen von 0,045 %; 0,09 %; 0,9 %; 1,8 % und 4,5% verschickt. Die Proben wurden durch
Mischung von DNA aus konventionellem und transgenem Raps (Ms8xRf3) hergestellt. Die
Real-time PCR wurden mit jeweils 100 ng der entsprechenden DNA-Mischung als Dreifach-
bestimmung durchgefiihrt. Die Reaktionen mit den Quantifizierungsstandards, die ebenfalls
als Dreifachbestimmung durchgeftihrt wurden, enthielten jeweils 5, 10, 100, 1.000, 10.000
und 100.000 Kopien.

Die Ergebnisse aller verwendeten Real-time PCR-Gerate (Modelle: ABI 7500, ABI 7000,
MX3000P und iCycler) sind in der Tabelle 5 dargestellt. Die Untersuchung der DNA-Probe
mit einem GVO-Anteil von 0,045 % ergab positive Ergebnisse in 100% der Falle. Dies
entspricht einer Nachweisgrenze von 34 Kopien des Transgens pro PCR-Ansatz.

Da die relative Standardabweichung im Ringversuch relativ hoch war, sollte die Methode
ohne zusatzliche Validierung nicht zur Quantifizierung eingesetzt werden. Es wird empfoh-
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len, das Verfahren als Real-time Screening einzusetzen und im Falle positiver Befunde
anschliellend mit event-spezifischen Methoden zu spezifizieren und ggf. zu quantifizieren.

Tabelle 5: Ergebnisse des Ringversuches

Probe 1 2 3 4 5
GVO-Anteil [%] 0,045 0,09 0,9 1,8 4.5
Anzahl an Laboren 10 10 10 10 10
Anzahl der Ausreil3er 0 0 0 0 0
Anzahl an Laboren ohne Ausreil3er 10 10 10 10 10
Mittelwert GVO-Anteil [%] positiv 0,09 0,84 1,69 4.17
Wiederfindung [%] 100,00 102,81 93,42 94,06 92,59
Standardabweichung der

Reproduzierbarkeit [%)] ) 0,04 0.39 0.61 1,30
Relative Standardabweichung der ) 47.68 43,28 3371 28.99

Reproduzierbarkeit [%]
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