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Nachweis gentechnischer Verinderungen in Mais

mittels PCR

Von B. Ehlers, E. Strauch, M. Goliz, D. Kubsch, H. Wagner, H. Maidhof, J. Bendiek, B. Appel

und H.-J. Buhk

Zusammenfassung

Ein PCR-Nachweis fir gentechnisch verinderten Mais
»Event 176« der Fa. Ciba-Geigy wurde etabliert. Der Mais
enthilt Gene, die Selbstschutz gegen den Maisziinsler (Delta-
Endotoxin-Gen aus Bacillus thuringiensis) und Toleranz ge-
gen das Herbizid Basta (Phosphinothricin-Resistenz-Gen aus
Streptomyces hygroscopicus) vermitteln. Zudem enthilt der
Mais ein Ampicillin-Resistenz-Gen. Fiir die Amplifikation
von Bereichen aus allen drei Genen wurden PCR-Primer
entworfen. Mit Hilfe dieser Primer und mit »Event 176«-
Mais-DNA als Template konnten die entsprechenden Gen-
bereiche in der PCR amplifiziert werden. Die PCR-Produkte
wurden sequenziert, um ihre Identitdt zu bestitigen. Mit
Hilfe der Delta-Endotoxin-PCR wurden, auch in Gegenwart
von 10*fachem Uberschuf§ nicht gentechnisch verinderter
Mais-DNA, fiinf haploide Genome der »Event 176«<-DNA

Summary
Identification of genetically modified maize by PCR

A PCR-test for the genetically modified maize »Event 176«
of Ciba-Geigy was established. The maize contains genes
conferring resistance to the European corn borer (delta-endo-
toxin gene from Bacillus thuringiensisy and tolerance to the
herbicide Basta (phosphinothricin resistance gene from
Streptomyces bygroscopicus). The maize contains also an am-
picillin resistance gene. Primers were designed and using
»Event 176«-maize-DNA as template internal regions of the
three genes were amplified with PCR. The PCR products
were sequenced to confirm their identity. Using the delta-
endotoxin primers in PCR down to 5 haploid genomes of
»Event 176«<-DNA could be detected, even in the presence of
a 10*old excess of DNA from non-modified maize.

nachgewiesen.

Resistenz gegen Schidlinge ist eine der
Eigenschaften, die mit Hilfe gezielter
genetischer Verinderungen in Nutz-
pflanzen eingebracht werden. Dem hier
untersuchten Mais (»Event 176«) wurde
von der Firma Ciba-Geigy mit dem
crylA(b)-Gen aus Bacillus thuringiensis
ein Delta-Endotoxin-Gen iibertragen,
das einen Selbstschutz gegen den Mais-
zinsler (Ostrinia nubilalis) vermittelt.
Zu Selektionszwecken wurde, zusam-
‘men mit dem crylA(b)-Gen, ein Gen
(bar) eingebracht, dessen Expression
Toleranz gegen das Herbizid Basta ver-
mittelt. Weiter wurde das B-Lactamase-
Gen (ampR) eingefithrt, das aus dem
Plasmid stammt, in dem die gentechni-
sche Konstruktion zunichst in Escheri-
chia coli erfolgte. Es kann in Bakterien
Ampicillinresistenz bewirken. Das Plas-
mid wurde zur Transformation des Mais
benutzt.

Dieser Mais wurde 1996 in den USA be-
reits auf ca. 0,5 % der Maisanbaufliche
angebaut. Die Genehmigung zum un-
eingeschrinkten Inverkehrbringen die-
ses Mais in der Europiischen Union
wurde von der Firma Ciba-Geigy gemif§
Richtlinie 90/220/EWG in Frankreich
beantragt und nach Entscheidung durch
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die EU-Kommission von der zustindi-
gen franzdsischen Behorde im Februar
1997 ausgesprochen.

Ziel einer Arbeitsgruppe im Fachbe-
reich Genetik, Gentechnik des Robert
Koch-Institutes war es, kurzfristig ein
PCR-Verfahren zu etablieren, das einen
spezifischen und hinreichend sensitiven
Nachweis der gentechnischen Verinde-
rungen erlaubt und es den fiir den Voll-
zug des Gentechnikgesetzes zustindi-
gen Behorden ermoglicht, Uberwa-
chungsaufgaben durchzufiihren.

Methode

Es wurden analysenreine, fiir die Mole-
kularbiologie bestimmte Chemikalien
(inklusive H,O) und weitestgehend
Einweg-Materialien verwendet. Glas-
gefifle und Mérser wurden autoklaviert.
Sie sollten zudem durch Abflammen
oder chemisch-physikalische Behand-
lung von DNA-Spuren befreit werden.

Die Aufarbeitung von gentechnisch ver-
andertem Mais und nicht verindertem
Mais erfolgte mit verschiedenen Geri-
ten sowie zeitlich und riumlich ge-
trennt, um Kreuzkontamination der
Untersuchungsmaterialien zu verhin-

dern. In einem jeweils anderen riumli-
chen Bereich erfolgten das Ansetzen der
PCR-Reaktionen sowie die Analysen
der Amplifikate (Gelelektrophorese, Se-
quenzierung), um falsch-positive PCR-
Signale durch Kontamination zu ver-
meiden.

DNA-Priparation

Die DNA-Priparation wurde durchge-
fihrt in Anlehnung an: Dellaporta, S.,
»Plant DNA Miniprep and Microprep«,
aus: Freeling, M., und Valbot, V.
(Hrsg.): The Maize Handbook; Springer
Verlag, 1994, S. 521.

Fiinf bis sieben Maiskdrner (ca. 1,7 g)
wurden grob zerkleinert und nach Zu-
gabe von 1 g Seesand und flissigem
Stickstoff im Morser pulverisiert. Das
Maismeh!-Sandgemisch wurde mit 7 ml
Extraktionspuffer (50 mM Tris-HCI,
20mM EDTA, 100 mM NaCl, 1 % SDS,
10 mM B-Mercaptoethanol, pH 8,0;
65 °C) versetzt, 10 Min. bei 65 °C inku-
biert, dann mit 2,5 ml 5M-Kaliumacetat-
Lésung gemischt, 30 Min. im Eisbad in-
kubiert und 10 Min. bei 10 000 g zentri-
fugiert. Der Uberstand (ca. 7 ml) wurde
mit 0,7 Vol. Isopropanol gemischt und
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10 Min. bei 10000 g zentrifugiert, das
Sediment mit 80 % kaltem Ethanol ge-
waschen, getrocknet und aufgenommen
in 1 ml Puffer (10 mM Tris-HCl pH 8,
5 mM EDTA ; 60 °C). Nach 10 Min. im
Eisbad wurde 10 Min. bei 10 000 g
zentrifugiert und der Uberstand mit
40 pg/ml RNAse A (DNAse-frei)
fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach je-
weils  einmaliger Extraktion mit
1Vol. Phenol-Chloroform-Isoamyl-
alkohol (25:24:1) und 1 Vol. Chloro-
form-Isoamylalkohol (24:1) wurde der
wissrige Uberstand mit 0,7 ml 3M-Na-
triumacetat-Lésung pH 5,2 versetzt und
mit TE-Puffer auf 7 m] aufgefiillt. Nach
erneuter DNA-Fillung (s. 0.) wurde das
gewaschene und getrocknete Pellet in
250-500 pl TE-Puffer (10 mM Tris-HCI
pH 8,1 mM EDTA) aufgenommen. Die
DNA-Konzentration wurde dann fluo-
rometrisch bestimmt und die Reinheit
der DNA mittels Agarose-Gel-Elektro-
phorese und Messung des UV-Spek-
trums Uberpriift.

Aus 1 g trockener Maiskdrner wurden
40-60 pg DNA in Fragmenten von
10 bis > 50 kb Linge isoliert.

DNA, die ohne Extraktion mit orga-
nischen Lasungsmitteln isoliert wurde,
ergab in der PCR vergleichbare Resul-

tate.

PCR-Primer

Folgende Primer wurden entworfen

(Tab. 1):

Delta-Endotoxin-Gen aus Bacillus thu-
ringiensis (crylA(b)-Gen: crystal pro-
tein gene): Die Sequenz des modifizier-
ten Gens ist nicht verdffentlicht und
wurde von der Firma Ciba-Geigy zur
Verfiigung gestellt. Es wurde ein

Tabelle 1: Primersequenzen fiir die PCR

Primerpaar aus dem Bereich des Gens
ausgewdhlt, der fur das aktive, nach
Trypsin-Verdau erhaltene insektizide
Protein kodiert (Primer: cryIA[b)).

Phosphinothricin-Resistenzgen  aus
Streptomyces hygroscopicus (bar-Gen):
Von Ciba-Geigy wurde die Sequenz des
verwendeten bar-Gens zur Verfligung
gestellt. (a) Es wurde ein Primer-Paar
ermittelt, das einen Teil der kodierenden
Sequenz des bar-Genes amplifiziert
(Primer: bar). (b) Die Expression des
bar-Gens im gentechnisch verinderten
Mais erfolgt vom 35S-Promotor des
Cauliflower Mosaic Virus. Mittels pu-
blizierter Sequenzen (Genbank-Nr.
A18053) wurde zusitzlich ein Primer-
paar ausgewihlt, das den Bereich des
35S-Promotors vor dem mRNA-Start
sowie den N-terminalen Bereich des
bar-Genes amplifiziert (Primer: 35S-

bar).

Ampicillin-Resistenzgen aus dem Plas-
mid pUC19: Es wurde ein Primerpaar
gewihlt, das die Sequenz der kodieren-
den Region (861 bp) fast vollstindig am-
plifiziert (828 bp); der Sense-Primer be-
ginnt 12 bp nach dem 5’-Ende der ko-
dierenden Region, der Antisense-Pri-
mer endet 21 bp vor dem 3’-Ende der
kodierenden Region (Primer: amp®),

Invertase-Gen aus Mais: Fir Kon-
trollzwecke wurde das /vr7-Gen ver-
wendet, das fiir eine Invertase kodiert
(Genbank-Nr. U16123). Die amplifi-
zierte Sequenz ist Teil des Exon 3 (Pri-
mer: iorl).

Alle Primer wurden mit Hilfe des Pro-
grammes »Primer Premier Version 4.0«
(Fa. Premier Biosoft International, Palo
Alto; USA) ausgewiahlt und von Fa.

Pharmacia bezogen.

Gen Primersequenz 5’3’ Linge des PCR-
(sense/antisense) Produktes (bp)
wrl CCG CTG TAT CAC AAG GGC TGG TAC C 226!
GGA GCC CGT GTA GAG CAT GAC GAT C
cylA(b) ACC ATC AAC AGC CGC TAC AAC GAC C 184!
TGG GGA ACA GGC TCA CGA TGT CCA G
bar GCA GGA ACC GCA GGA GIG GA 264!
AGC CCG ATG ACA GCG ACC AC
35S-bar GCA CAA TCC CAC TAT CCT TCG C ca. 3652
TCC GTC CAC TCC TGC GGT TC
amp® CAT TIC CGT GTC GCC CIT ATT CC 828!
GGC ACC TAT CIC AGC GAT CIG TCT A

1 Linge des PCR-Produktes gemif Sequenzdaten der Firma Ciba-Geigy.
2 Linge des PCR-Produktes gemafl publizierter Sequenzen (CaMV; bar) errechnet und durch Teil-

sequenzierung ermittelt.
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PCR
Die DNA-Polymerase Amplitaq Gold™

(Fa. Perkin-Elmer) wurde verwender,
um das Ansetzen der PCR-Reaktionen
bei Raumtemperatur zu erméglichen
und unspezifische Amplifikation vor
dem Start der PCR zu verhindern. Die
PCR-Reaktionen wurden wie folgt an-
gesetzt:

1 Unit Amplitaq Gold™ DNA-Poly-
merase; 1/10 Vol. 10xPuffer (Fa. Perkin
Elmer); 200 pM dNTP-Mix (Fa. Bio-
metra); 1,25 mM MgCly; 5 % Dimethyl-
Sulfoxid (DMSO, Fa. Sigma); je 0,5 utM
Sense- und Antisense-Primer; n pl
DNA-Lésung; H,O (Fa. Fluka) ad
50 pl.

Die Ansitze wurden bis auf die Primer
und die DNA-L&sung als Mastermix
hergestellt. Zur Durchfiihrung der PCR
wurde ein »GeneAmp« PCR System
2400 Thermocycler (Fa. Perkin Elmer)
mit folgenden Parametern eingesetzt:

— Aktivierung der Amplitag Gold™
DNA-Polymerase und Denaturie-
rung der DNA bei 95 °C /12 Min,;

— 42 Zyklen mit 95 °C/30 s (Denaturie-
rung), 59 °C/30 s fiir die Gene 35S-
bar und amp® oder 64 °C/30 s fiir die
Gene wrl, orylA(b) und bar (Annea-
ling); 72 °C/30 s (Elongation);

- abschlieBende  Elongation  bei
72°C/10 Min,; bis zur Analyse der
PCR-Produkte 4 °C.

Gelelektrophoretische Auftrennung der
PCR-Produkte erfolgte mit 2 % Aga-
rose in 2x TBE-Puffer (45 mM Tris-Bo-
rat, pH 7,9, 1 mM EDTA) bei 5 V/em.

Sequenzierung

Zur Sequenzierung wurden die PCR-
Ansitze zundchst chromatografisch
gereinigt, um PCR-Primer und Salze zu
entfernen. Die Reinigung erfolgte iiber
zentrifugierbare Chromatogratfiesiulen
(»MicroSpin™ S-400 HR «, Fa. Pharma-
cia) nach Angaben des Herstellers.

Die Sequenzierung wurde als »Cycle-
Sequencing« mit Farbstoff-markierten
Terminatoren durchgefithrt. Zur An-
wendung kam der »Dye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit«
(Applied Biosystems/Perkin-Elmer).
Das Protokoll des Herstellers wurde ge-
ringfligig modifiziert: Fiir jede Sequenz-
reaktion wurden 30 ng PCR-Amplifi-
kat, 4 pmol Primer und 6 ml »Termina-
tor Ready Reaction Mix« eingesetzt und
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Wasser ad 20 ml Endvolumen zugege-
ben.

Die Sequenzreaktion erfolgte in einem
Thermocycler des Typs »GeneAmp
PCR System 2400« (Perkin-Elmer) un-
ter folgenden Bedingungen: 2 Min.
30 5/96 °C, anschlieffend 25 Zyklen mit
10 /96 °C (Denaturierung), 5 s/59 °C
bzw. 64 °C (Annealing; Temperatur ab-
hingig vom Primer) und 4 Min. 60 °C
(Elongation).

Nach Ende der Sequenzreaktion wurde
die DNA nach Angaben des Herstellers
gefillt, einmal gewaschen und getrock-
net. Die Proben wurden anschlieffend
auf automatischen DNA-Sequen-
zierungs-Automaten des Typs »ABI
Prism™ 373A und 310« (Fa. Applied
Biosystems/Perkin-Elmer) elektropho-
retisch aufgetrennt, erfafit und analy-
siert. Die Auswerung der Sequenzie-
rungsergebnisse wurde mittels der Soft-
ware »MacAutoAssembler™« (Fa. Ap-
plied Biosystems/Perkin-Elmer) vorge-
pnommen.

Ergebnisse

Untersucht wurden

— Korner der gentechnisch veridnderten
Maislinie »Event 176« (Fa. Ciba-
Geigy) mit den ins Chromosom inte-
grierten Genen c¢ryIA(b), bar und
amp®,

~ Kérner der nicht gentechnisch verin-
derten Ausgangsmaislinie CG00526
(Fa. Ciba-Geigy) sowie

— handelsiiblicher Futtermais.

Mit DNA der Mais-Linie »Event 176«
und den Primerpaaren crylA(b), bar
und amp? wurden Amplifikate erhal-
ten, die die erwartete Grofle (184 bp,
264 bp und 828 bp) hatten (Abb. 1). Mit
dem Primerpaar 355-bar wurde ein Am-
plifikat von ca. 375 bp erhalten. Weder
mit Futtermais-DNA (Abb. 1) noch mit
DNA der Ausgangslinie CG00526
(ohne Abb.) konnten diese Sequenzen
amplifiziert werden. Die Kontroll-PCR
(Nachweis des Invertase-Gens) er-
zeugte mit allen drei Mais-DNAs Am-
plifikate der erwarteten Grofle (226 bp)
und gleicher Intensitit. Sequenzierung
der Amplifikate ergab in allen Fillen,
dafl die gesuchten Genabschnitte in der
PCR amplifiziert wurden.

Die Gene crylA(b), bar und amp® wur-
den damit in DNA der Mais-Linie
»Event 176« spezifisch nachgewiesen.

Die Sensitivitit des oben gezeigten
PCR-Nachweises wurde exemplarisch
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Abbildung 1: Nachweis des Delta-Endotoxin-Gens, des Phosphinothricin-Resistenz-Gens
und des Ampicillin-Resistenz-Gens in gentechnisch verindertem Mais.

Als Template wurden 20 ng DNA verwendet. Dies entspricht ca. 10* haploiden Maisgenomen.
Spur 1, 4, 7, 10, 13: PCR mit Kontrollmais (Futtermais)-DNA; Spur 2, 5, 8, 11, 14: PCR
»Event 176«-Mais-DNA; Spur 3, 6, 9, 12, 15: PCR ohne DNA; Spur 1-3: Primer amp¥; Spur 4-6:
Primer bar; Spur 7-9: Primer 35S-bar; Spur 10-12: Primer eryIA(b); Spur 13-15: Primer svri;
Spur 16: Molekulargewichtsstandard (Bakteriophage PhiX, Hzelll-Verdau; 450 ng).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abbildung 2: Nachweis des Delta-Endotoxin-Gens in DNA aus gentechnisch verindertem
Mais (Mais-Linie »Event 176«), gemischt mit unterschiedlichen Mengen von DNA aus nicht
gentechnisch verindertem Mais.

Als Template wurden 20 pg (Spur 1-4, 12) oder 10 pg (Spur 5-9, 11) »Event 176«-DNA verwen-
det. Dies entspricht ca. 10 bzw. 5 haploiden Maisgenomen, Amplifiziert wurde in Gegenwart von
Kontroll-Mais-DNA: 20 ng, 100 ng, 200 ng, 1000 ng (Spur 1-4); 10 ng, 50 ng, 100 ng, 500 ng, 1000
ng (Spur 5-9). (Spur 10: kein Template; Spur 11, 12: ohne Kontroll-Mais-DNA; Spur 13: Moleku-
largewichtsstandard (Bakteriophage PhiX, HaellI-Verdau; 450 ng).

Bundesgesundhbl. 4/97



Originalien und Ubersichtsarbeiten

mit dem Primerpaar crylA(b) weiter un-
tersucht. Ein deutliches und reprodu-
zierbares PCR-Signal wurde noch mit
10 pg DNA erhalten (Abb. 2 Spur 11).
Dies entspricht ca. finf haploiden Mais-
genomen.

Um abschitzen zu kdnnen, ob der
Nachweis des cryIA(b)-Gens auch ge-
lingt, wenn »Event 176«-Mais als Beimi-
schung von unverindertem Mais vor-
liegt, wurde »Event 176«-Mais-DNA
mit steigenden Mengen von DNA aus
unverindertem Mais gemischt. Diese
Mischungen wurden als Template in der
PCR mit dem Primerpaar cryIA(b) ver-
wendet. Abbildung 2 zeigt, dafl der
crylA(b)-PCR-Nachweis noch an einer
DNA-Mischung mit einem Mischungs-
verhiltnis von 1 : 10 000 gelingt (Abb. 2,
Spur 3 u. 7). Somit kdnnte der gentech-
nisch verinderte Mais auch dann noch
identifiziert werden, wenn er lediglich
als 0,01-%-Beimischung vorliegt.
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Bei  Mischungsverhiltnissen  von
1:50 000 (Spur 4 u. 8) sowie 1: 100 000
(Spur 9) wurde kein PCR-Produkt
mehr gefunden. Als Grund sind zu
hohe absolute DNA-Konzentrationen
(0,5 ug bzw. 1 pg) im PCR-Ansatz an-
zunehmen.

Zusammenfassung und
Diskussion

Die Gene crylA(b), bar und amp®
wurden in DNA der Mais-Linte
»Event 176« spezifisch und mit hoher
Sensitivitit nachgewiesen. Die fiir das
Gen crylA(b) erzielte Sensitvitit ent-
spricht einem Nachweis des gentech-
nisch verinderten »Event 176«-Mais in
10*fachem Uberschuff von nicht gen-
technisch verindertem Mais. An grii-
nem Pflanzenmaterial wurde der PCR-
Nachweis nicht durchgefiihrt. Es ist je-
doch davon auszugehen, dafl er hier
ebenso einsetzbar ist.

Mit den verwendeten amp®-Primern
wurden 828 von 861 bp des amp®-Gens
amplifiziert. Es ist somit davon auszu-
gehen, daf ein vollstindiges amp®-Gen
in der gentechnisch verinderten Pflanze
erhalten geblieben ist.

Die Uberpriifung der Identitit der
PCR-Produkte wurde durch Bestim-
mung von Teilsequenzen vorgenom-
men, um eindeutige Resultate zu erhal-
ten. Geeignete, technisch weniger auf-
wendige Alternativen sind Restriktions-
verdau von PCR-Produkten mit nach-
folgender gelelektrophoretischer Ana-
lyse der DNA-Fragmente oder South-
ern Blot-Hybridisierung mittels geigne-
ter Sonden.
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