Lehrstuhl far Pflanzenbau und Pflanzenziichtung

Department Pflanzenwissenschaften

Entwicklung und Validierung von

gualitativen und quantitativen Nachweisverfahren

fur gentechnisch veranderten Raps

Annette Block

Vollsténdiger Abdruck der von der Fakulté Wissenschaftszentrum Weihenstephan fur
Erndhrung, Landnutzung und Umwelt der Technischen Universitdt Minchen zur Erlangung
des akademischen Grades eines

Doktors der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ. -Prof. Dr. J. Pfadenhauer

Prufer der Dissertation: 1. Univ.- Prof. Dr. G. Wenzel
2. Univ. -Prof. Dr. G. Forkmann

Die Dissertation wurde am 02.09.2004 bei der Technischen Universitét Mnchen eingereicht
und durch die Fakultéd Wissenschaftszentrum Weihenstephan fir Erndhrung, Landnutzung
und Umwelt und am 09.12.2004 angenommen.



Danksagung

An dieser Stelle mdchte ich Herrn Prof. Dr. G. Wenzel danken fir die Bereitstellung des
Themas und fur die Moglichkeit, diese Arbeit am Lehrstuhl unter ausgezeichneten Bedingun-

gen durchfthren zu kénnen.

Herrn Dr. Gerhard Schwarz danke ich fur die freundliche Aufnahme in seine Arbeitsgruppe,
die gute wissenschaftliche Betreuung und stete Diskussionsbereitschaft, die wesentlich zum

Erfolg dieser Arbeit beitrugen, sowie fur die kritische Durchsicht des Manuskripts.

Herrn Dr. F. Felsenstein moéchte ich ausdricklich fir die Méglichkeit danken, die Raumlich-
keiten und die gute technische Ausstattung der Epigene GmbH nutzen zu dirfen sowie fur die
Offenheit meinen Vorschldgen und Wiinschen gegentiber. Herzlichen Dank auch an die Wis-
senschaftlichen Mitarbeiter Frau S. Hasyn und Herrn B. Jaser sowie die gesamte Belegschaft
der Epigene und Epilogic GmbH, die mich freundlich in ihre Arbeitsgruppe aufnahmen.

Mein besonderer Dank gilt Frau Andrea Mdller die mir als technische Assistentin zur Seite
stand und durch ihre gewissenhafte Arbeit zum Erfolg der vorliegenden Dissertation beitrug.

Ferner gilt mein Dank den Mitarbeitern der Arbeitsgruppe ‘Molekulare Marker' am Lehrstuhl
fur Pflanzenbau und -zlichtung, die durch ihre Kollegiaité eine angenehme Arbeitsatmos-
phare ermdglichten. Dies gilt besonders fir Herrn Dr. V. Mohler, der mich in der Etablierung
und Durchfiihrung molekularbiologischer Techniken unterstiitzte. Fur die gute Zusamment
arbeit und die ambitionierten wissenschaftlichen Diskussionen bedanke ich mich bei Michael

Dilger, Imad Zein, Stefan Baumler und Tristan Funk.

An dieser Stelle mochte ich auch Herrn Prof. Dr. A. Gierl und Frau Dr. M. Fre fir die
Moglichkeit danken, einige Versuche am Lehrstuhl fir Genetik durchfiihren zu kénnen.

Fir die Analyse von Probenmaterial mit Hilfe vertraulicher, nicht publizierter Sequenzdaten

danke ich Herrn Dr. R. Zeitler vom Landesamt fir Umweltschutz in Augsburg.

Meinen Freunden und meiner Familie danke ich herzlich fur ihre Hilfsbereitschaft, ihr Ver-
standnis und die moralische Unterstiitzung.

Diese Arbeit wurde durch das Bayerische Staatsministerium fur Umwelt, Gesundheit und

Verbraucherschutz finanziert.



INHALTSVERZEICHNIS I

INHALTSVERZEICHNIS
1 EINLEITUNG .. .ottt sttt sttt et sbe et e e e bt et e st nas 1
1.1 Gentechnisch veranderte PIlanzen.............ccooveeiene e 2
1.1.1 Wirtschaftliche BEJEUIUNG.........ccoeririeieieieresie e 2
1.1.2 Internationaler Handel ... e 4
1.1.3 Gesetzliche Reglementi€rUNGEN........cooveieierieriese e 4
1.2 HerbiZidtoleranter RAPS. .......cooiiiiireiieieeeeee e 7
1.2.1 SpenderorganiSMUS REPS ......cccveeiiiiiie e ciee e esiee et ste s et sae e sre e sneennee s 8
1.2.2 PAT-TOIBIANZ .....ooceeee ettt ettt sse e seesaeesaesneenseenneeneensens 8
1.2.3 EPSPS TOIBIANZ .....oceeieeie et eee sttt ee st see st esae e s sse e s e ssesnaesneenseensesneensens 9
1.3 Biotechnologische NaChWEISSYSIEME .........cociieiiiie e 10
R 00 I = o) (- S 10
1.3.2  ImmMUuNOlOgiSChe ANAIYSEN.......ciiiiieriieeee e 10
1.3.3  Chromatographi€.......c.ccccuieiiiiieeiie e esee sttt e e sre e reeennas 12
1.3.4 Nah-InfrarotSPEKIrOSKOPIE.....c..ciueriiriereiieiee et 13
RS T B N L N o S 13
2 MATERIAL UND METHODEN.....ccot ittt 19
B0 R \V I 1 = | S 19
2.1.1 Verbrauchsmaterial und Chemikalien.........cocoevireniiiineeeeeee e 19
2.1.2 BaSISIOSUNGEN......coiiieiie ittt et r e e r e b e e s ae e ne e enne e 20
2.1.3 DNA-Molekulargewichts- und -Langenstandards............cccceeevenenenenenenennns 21
N 4 74 1 =SSR 22
2.1.5 OligonUKIEOLIE. .......ccceieiieiie e 23
2.1.6  PIANZEeNMBLEIIal ..........cooveieiieie ettt 24
2.2 MEINOUEN ... et b e bbbt ae et aeenas 27
2.2.1 Feldprobennaime ..........oociiiiiiiiece e 27
2.2.2 Aufarbeitung der FEldproben ... 28
2.2.3 DINA-TSOIAION ... .ot sr e e 28
2.2.4 DNA-QUANTITIKALION........veeeiiieeciiee et e e ere e e sbe e e snbee e eareeeenns 29
2.2.5  SEOUENZANIYSE ..ottt bbb e 30
2.2.6  RFELP-ANAIYSE....oiiiiiiitiee ettt 31
2.2.7 Rekombinante DNA-TECNNIKEN..........ccciriiiiiieeee e 33
2.2.8 QUAITALIVE PCR.......ociecece ettt reeae e e sne e e e 34
2.2.9 Quantitative Real TIMEPCR ........ooociie et 35



INHALTSVERZEICHNIS Il

3 ERGEBNISSE ...ttt st r e e et e te et e nneeneene e enes 43
3.1 Entwicklung molekularer Nachweissysteme firr LibertyLink® Raps..........cccovcuveuenee 43
3.1.1 Spezifischer Nachweisvon Brassica Strukturgenen............cccceeeeerenenesenennns 43

3.1.2 Allgemeiner Nachweis transgener DNA-SeQUENZEN .........cccevverererenerieseneeneas 50
3.1.3 Spezifischer Nachweis des pat-Transgens ........cccceeceeviecvee e 53

3.1.4 Spezifischer Nachweis des LibertyLink® KONStruKtES ............cvevvreeererreereniennes 54

3.2 Validierung der molekularen Nachweissysteme firr LibertyLink® Raps.............c........ 57
3.2.1 Quditative PCR-NaChWEISSYSIEIME. .......cceciiiciieiie et 58

3.2.2 Quantitative Real Time PCR-NaChWEISSYSIEME ........ccoeverieienere e 60

3.3 Persistenz von transgenem Raps auf bayerischen Agrarflachen ..., 71
3.3.1 Beschreibung der untersuchten Agrarflachen ..., 71

3.3.2 Quantifizierung der TransSgeNanteile..........cevveveeeereeie e 72

N I T 0155 1 78
4.1 Molekulare Nachweisverfahren fir gentechnisch veranderte Pflanzen....................... 79
4.1.1 Spezifitét von PCR-Nachweisverfahren in der Analytik von GVP..................... 79

4.1.2 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen in der PCR-AnalytiK .........ccccoccveveeennenne 95
4.1.3 Kalibrierstandardsin der PCR-ANAYLIK .......cooveiieiieiiiiceeceeceeee e 102

4.1.4 GVP-MIKIOCNIPS ... ccotiiiiiiiiisiirieeieee ettt 107

4.2 Bestimmung der Persistenz transgener Eigenschaften in der Agrarumwelt............... 108
4.2.1 Persistenz von herbizidtolerantem Raps auf den untersuchten Agrarfléachen... 108

4.2.2 Einflusse auf die Persistenz transgener Eigenschaften von GVP...................... 109

5 ZUSAMMENFASSUNG .....ociiiiieiiise sttt st st sttt st sne s ssesneenens 115

6 LITERATURVERZEICHNIS ...t 117



TABELLENVERZEICHNIS Il

TABELLENVERZEICHNIS
Tabelle 1-1: Verteilung der globalen Anbaugebiete der GVPim Jahr 2003 ..., 3
Tabelle 2-1: Chemikalien Und AQENZIEN .......ooiiiiiieie e 19
Tabelle 2-2: DNA-Molekulargewichts- bzw. DNA-Langenstandards...........cccccccvvvvvvveiiiiiiieienenene, 21
TaDEIE 2-3: ENZYIME ..ot e e e et e e e e e e e e e e e e e e 22
Tabelle 2-4: OligoNUKIEOLITE. ........cccciviieiiiii e 23
Tabelle 2-5: BrassiCarSPECIES. .......iiuutteiiteiee ettt e e e ettt e e e e st e e e e e e e s et b b e e e e e e e e e s s annnenees 24
Tabelle 3-1: Regressionsparameter verschiedener Real-Time PCR Kalibrierstandards .................... 60
Tabelle 3-2: Prazision der Schétzung von LL-Konstruktkopien fir verschiedene Kalibrier

LS =00 = 0 LSS 63
Tabelle 3-3: Prézision der Schétzung von s_gt-Referenzkopien fir H,O-verdinnte Kalibrier-

LS =00 = 0 LSS 64
Tabelle 3-4: Prézision der Schétzung von s_gt- bzw. P-35S-Kopien fir H,O-verdinnte Kalibrier-

LS =00 = 0 LSS 64
Tabelle 3-5: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen verschiedener Standards in der Real Time PCR..67
Tabelle 3-6:  Wiederfindungsraten des quantitativen Nachweises von LibertyLink®-Raps fiir

verschiedene Kalibrierstandards............ccooo e, 68
Tabelle 3-7: Pflanzenbauliche Parameter der 'transgen kontaminierten' Agrarflachen...................... 71
Tabelle 3-8:  Bodenbearbeitung auf den ‘transgen kontaminierten' Agrarflachen............cccccooine 71
Tabelle 3-9: Geschétzte LL-Transgenanteile von einzelnen Stichproben der 'transgen

kontaminierten' AgrarflaChen ... 74
Tabelle 3-10: Durchschnittliche LL-Transgenanteile der 'transgen kontaminierten' Agrarfléachen....... 75
Tabelle 3-11: Durchschnittliche RR-Transgenanteile der ‘transgen kontaminierten' Agrarfléchen ...... 75
Tabelle4-1: Qualitative PCR Referenz Assays zum Nachweis pflanzlicher Strukturgene................ 80
Tabelle 4-2: Quantitative Real-Time PCR Referenz Assays zum Nachweis pflanzlicher Struktur-

0 T 82
Tabelle 4-3: Vorkommen und Haufigkeit von Promotor-, Terminator- und Markersequenzen

INGVP i 84
Tabelle 4-4: Quadlitative PCR-Screening Assays fur den Nachweis von GV P-Regul ations-

bzZW. MarkerseqUENZEN ...........cooeviiiiiiiiii e 85
Tabelle 4-5: Quantitative PCR-Screening Assays fur den Nachweis von GV P-Regul ations-

bzZW. MarkerseqUENZEN ..........ccoovvviiiiiiiii e 86
Tabelle 4-6: Qualitative PCR Assays zum Nachweis transgener Fremdgene...........ccccveeveeeeiiiinnnne. 89
Tabelle 4-7: Quantitative PCR Assays zum Nachweis transgener Fremdgene.........ccccccvvvveveveeeeenen. 89
Tabelle 4-8: Qualitative PCR Assays fur den Konstrukt spezifischen GVP-Nachweis..................... 90
Tabelle 4-9: Quantitative PCR Assays fir den Konstrukt spezifischen GVP-Nachweis ................... 91
Tabelle 4-10: Qualitative PCR Assays fur den Event spezifischen GVP-Nachwels ............cccooouieeee. 93
Tabelle 4-11: Quantitative PCR Assays fur den Event spezifischen GVP-Nachweis ......................... 93
Tabelle 4-12: Nachweisgrenzen fur qualitative PCR AssaysSVon GVP ..., 96
Tabelle 4-13: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fir GV P mit quantitativen PCR Assays............. 98
Tabelle 4-14: Zusammenstellung verschiedener NG und BG fur den Real-Time PCR Assay

des LibertyLink® KONSIIUKLES ...........cveeeeeeeeeeeee et 99
Tabelle 4-15: Theoretische Nachweisgrenzen fir Kulturpflanzen ... 100



ABBILDUNGSVERZEICHNIS v
ABBILDUNGSVERZEICHNIS
Abbildung 1-1: Anteil der verschiedenen GVP an der globalen Anbauflache des Jahres 2003 .......... 2
Abbildung 1-2:  Anteil konventioneller und transgener Sorten an der globalen Anbauflache

des Jahres 2003 nach James (2003) ......ccooeeeiiiiiii i, 3
Abbildung 1-3: Enzymatische Inaktivierung von L-Phosphinothricin durch Acetylierung ............... 9
Abbildung 1-4: Schematische Darstellung der Funktionsweise von 5'® 3-Exonuklease-Sonden ...... 16
Abbildung 2-1: Regionale Verteilung der finf ‘transgen kontaminierten' Agrarfléchen in Bayern ....27
Abbildung 3-1: RFLP-Anayse genomischer Raps-DNA mit einer pepc3-Gen spezifischen Sonde ..44
Abbildung 3-2: Amplifikationsplots zur Kalibrierung des Real Time pepc3-Referenz PCR Assays..46
Abbildung 3-3: Positionierung von Primern und Sonde des Real Time pepc3-Referenz

PCR ASSAY'S ...ttt 45
Abbildung 3-4: Die Spezifitéat des qualitativen s_gt-Gen Referenz PCR ASSayS........cccvvvvvvveveeeeenenn. 47
Abbildung 3-5: RFLP-Anayse genomischer Raps-DNA mit einer s_gt-Gen spezifischen Sonde.....48
Abbildung 3-6: Amplifikationsplots zur Kalibrierung des Real Time s _gt-TM-Referenz

PCR ASSAY'S ...ttt 49
Abbildung 3-7: Positionierung von Primern und Sonde des Real Time s gt-TM-Referenz

PCR ASSAY'S ...ttt 438
Abbildung 3-8: Die Spezifitdt des qualitativen P-35S Screening PCR Assays mit integrierten

REFEIENZ PCR ASSAYS ... eeiieeiiiiiiitei ettt e e e e e e s ennenes 50
Abbildung 3-9: Sequenzvergleich der 35S-Promotorregion transgener Raps- und Maislinien .......... 51
Abbildung 3-10: Positionierung von Primern und Sonde des Real Time P-35S Screening

O S 1Y £ 52
Abbildung 3-11: Amplifikationsplots zur Kalibrierung des Real Time P-35S Screening

O S 1Y 52

Abbildung 3-12:
Abbildung 3-13:
Abbildung 3-14:
Abbildung 3-15:
Abbildung 3-16:
Abbildung 3-17:
Abbildung 3-18:
Abbildung 3-19:

Abbildung 3-20:
Abbildung 3-21.
Abbildung 3-22:
Abbildung 3-23:

Abbildung 3-24:

Abbildung 4-1:

Die Spezifitat des qualitativen pat- Strukturgen PCR ASSaYS.........ccvvveeeeeeeerininnne. 53
RFLP-Anayse genomischer Raps-DNA mit einer pat-Gen spezifischen Sonde....... 53
Sequenzvergleich der P-35S/pat-Ubergangsregion transgener LibertyLink® Linien.54
Position von Primern und Sonde des Real Time LL-Konstrukt PCR Assays
Amplifikationsplots zur Kalibrierung des Real Time LL-Konstrukt PCR Assays.....56
Evaluierung der Nachweisgrenze des qualitativen P-35S Screening PCR Assays ....58

Evaluierung der Nachweisgrenze des qualitativen pat-Transgen PCR Assays ......... 59
Ableitung der Bestimmungs- und Nachweisgrenzen lber Vertrauensintervalle

des quantitativen Nachweises des LL-KONStruKLS. ..........coooviiiiiiieiiieeeniiiiieeeeenn 65
Ableitung der Bestimmungs- und Nachweisgrenzen lber Vertrauensintervalle

des quantitativen PCR-Nachweises des P-35S und des s_gt-Referenzgens.............. 65
Wiederfindungsfunktionen des Real-Time PCR Assays fir das LL-Konstrukt

mit verschiedenen Kalibrierstandards.............ccocoe e, 69
Wiederfindungsfunktion des Real-Time PCR Assays den P-35S

mit verdinnten Kalibrierstandards ..., 70
Veranderung des Anteils LibertyLink®-toleranter GV P auf den 'transgen
kontaminierten' AgrarflaChen............eeeiiiiii e 76
Veranderung des Anteils Roundup Ready®-toleranter GV P auf den 'transgen
kontaminierten' AgrarflaChen............eeeiiiiii e 76

Die Spezifitdt von PCR Systemen zum GV P-NaChweIS............uuviiiiiiiiiiiiiiiiniiininn, 79



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ADH
ATP

b(p)

BG
bidest
bisteril
Bla
BnACCg8
BAR
BSA
BSE

Bt
Bt176
Btll
B33

C

c

CDPK
CamVv
CBH-351
Ci

CIP

cpm
CRM
CrylA(b)
CTP
CTAB
Ct
C4-EPSPS
d

dd
DLL25
DNA
DNase
dNTP
DPl3
dsDNA
DTT

EDTA
EFSA

Irrtumswahrscheinlichkeit

Adenin

Mais spezifischer Promotor fir die Alkoholdehydrogenase 1
Adenosin-5'-triphosphat

Brassica

Basenpaare

Bestimmungsgrenze

bidestilliert

bidestilliert und autoklaviert

Betalactamase Gen, Antibiotikaresistenz-Gen (z.B. Penizillin, Ampicillin)
Brassica napus Acetly-CoA Carboxylase BnACCg8 aus Raps
Bialaphos Toleranz-Gen aus Streptomyces hygroscopicus gegen PPT
bovine serum albumine (Rinderserumal bumin)

Bovine Spongiform Encephal opathy

Bacillusthuringiensis

Insektentol erante Maissorte Maximizer® mit dem CrylA(b)-Gen

| nsektentol erante Maissorte YieldGard® mit dem Cryl A(b)-Gen
Knollen spezifischer Patatin-Promotor aus Solanum tuberosum
Cytosin

Centi (" 107

'Calcium dependent protein kinase'-Promotor

Cauliflower Mosaic Virus

Maissorte 'StarLink’, tolerant gegen Phosphinothricin

Curie

‘calf intestine alkaline phosphatase’

‘counts per minute'

'Certified Reference Materidl', zertifizierte GV P-Referenz Mahlgut
synthetisches Delta-Endotoxin urspringlich aus Bacillus thuringiensis
Cytidin-5'-triphosphat, Chloroplast Transit Peptide aus Petunia hybrida
Cetyltrimethylammonium Bromid

Threshold Cycle, Schnittpunkt der Baseline mit der Fluoreszenzkurve
5-Enol pyruvylshikimat-3-Phosphat- Synthase des Agrobakterium C4
2'-Desoxynukleotid-5'-triphosphat von Adenin, Cytosin, Guanin, Tymidin
Dideoxynukleotid von Adenin, Cytosin, Guanin, Tymidin, Uracil
Maissorte GR® von DeKalb tolerant gegen Phosphinothricin
‘deoxyribo nucleic acid' Desoxyribonukleinsdure

Desoxyribonuklease

2'-Desoxynukleotid

Dihydrocyclopyrroloinodol-Tripeptides

‘double stranded DNA', doppelstrangige DNA

1,4-Dithiothreitol

delta Ct (Differenz der Ct-Werte von Referenz- und Zielgen)
Effizienz

Ethylendiamintetraessigsaure

Europaische Behorde fur Lebensmittelsicherheit



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

VI

EG

EU

0

Em
EMBL
ELISA
EPSPS
epsps
EtBr
EtOH

FAM

FET

FS

G

g

GA21

GA

GTP
GTS30-3-2
GBSS
GenTG
GLU-1D-1
GV

GVO

GVP

GOX

gox
GTS40-3-2
h

Hm

Hph

HPLC
HSP70
lvs2

Ivr

k

Lel

|

LL

LMW-Glutenin

m
M

VI
m-EPSPS
MGB
min

Europai sche Gemeinschaft

European Union

Freiheitsgrade

Emissionsspektrum

'European Molecular Biology Laboratory
'Enzym-Linked ImmunoSorbent Assay'

5-Enol pyruvylshikimat-3-Phosphat- Synthase

Gen, das fur die EPSPS kodiert

Ethidiumbromid

Ethanol

Fraktile der F-Verteilung

6-Carboxyfluorescein

Fluoreszenz-Energietransfer

Antisense-Polygal akturonase aus Lycoper sicon esculentum
Guanin

Fallbeschleunigung, Gramm

Maissorte Roundup Ready®, tolerant gegen Glyphosat
Genomaquivalent

Guanosin5'-triphosphat

Sojasorte Roundup Ready®, tolerant gegen Glyphosat

K drnchen bindende Stérkesynthase aus Solanum tuberosum
deutsches Gentechnikgesetz

Endosperm spezifischer Promotor

gentechnisch verandert

gentechnisch veranderter Organismus

gentechnisch veranderte Pflanze
Glyphosatoxidoreduktase

Gen, das fur GOX kodiert

Sojasorte Roundup Ready®, tolerant gegen Glyphosat
Stunde

Hoch mobile Region im Maisgenom

Hygromycin B Phosphotranferase aus Escherichia coli
High Performance Liquid Chromatography

'heat shock' Protein aus Zea mays

Intron 2 des Alkoholdehydrogenase 1 Gens aus Zea mays
Mais spezifische Invertase

relative Ergebnisunsicherheit der BG, Kilo (" 10%)
Soja-Lecitinl

Liter

LibertyLink® (Herbizidtoleranz gegen Phosphinothricin)
'low molecular weight' Gluteningen im Weizengenom
Milli (" 10®%); Meter; Anzahl der Wiederholungen pro Konzentrationsstufe
Mega (" 10°), Mol, molar

Mikro (" 10°°)

5-Enol pyruvylshikimat-3-Phosphat- Synthase aus Zea mays
'minor groove binder'-Sonde

Minute



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

VII

N
NIR

mol. biol. grade

MON810
MONB802
MG-Standard
Mio.

MPG-Standard

n
nptl|

nptll TnS
MS-Standard
MSL

Na

NaAc

NG

P

NTC
PAGE
PAT
Plant-1/2
PCR

PEG

PEP
PEPC
PE3-PEPcase
P-PEP-C
PfU

pH

PNK

PPT
P-r-act
P-SsuAra
pur

PVY
P-35S

R

Rabl

Q&

R.

rd. VI
R-Enzym
RFLP

Rn

RNA
RNase
ROX

normale

Nah-Infrarotspektroskopie

Molecular Biology Grade

Insektentolerante Maissorte YieldGard® mit dem Cryl A(b)-Gen
Insekten und Glyphosat tolerante Maissorte mit dem Cryl A(b)-Gen
‘gemischte genomische' Standards

Millionen

‘gemischte plasmidale & genomische' Standards

Nano (" 10°9)

Neomycinphosphotransferase 11, Antibiotikaresistenz

siehe nptll auf Transposon 5

‘gemischter Samen' Standard

mannlich sterile Linie

Avogadrokonstante

Natriumacetat

Nachweisgrenze

Phosphat

no template control, Leerwerte

Polyacrylamid-Gel el ektrophorese

Phosphinothricin Acetyltransferase aus Streptomyces viridochromogenes
spezifisches Primerpaar fir eine DNA-Sequenz der Chloroplasten DNA
'polymerase chain reaction’, Polymerasekettenreaktion
Polyethylenglykol

Phosphoenol pyruvat

Phosphoenol pyruvat Carboxylase

Phosphoenolpyruvat Carboxylase 3

Mais-Promotor der Phosphoenolpyruvat Carboxylase

'proof reading' DNA-Polymerase

negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
Polynukleotidkinase

Phosphinothricin, Glufosinat

Promotor aus Reis fur Aktin

Arabidopsis-Promotor fir die Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase
Puroindoline-b Gen von Triticum durum

Potato Virus Y

Promotor des Cauliflower Mosaic Virus

Bestimmtheitsmass

regulatrorisches Protein im Weizensamen

Summe der Abwei chungsguadrate

Raphanus

relatives Vertrauensintervall

Restriktionsenzym

'restriction fragment length polymorphisms

Reportersignal, normalisiert mit Rox via SDS-Software (TagMan”®)
'ribo nucleic acid', Ribonukleinsaure

Ribonuklease

6-Carboxy-X-rhodamin



ABKURZUNGSVERZEICHNIS VIII

RR

SNP

Spec.

SSC
ssDNA
ZSSlIb
SYBR Green
T

TA29
TAE
TAMRA
TBE
TEMED
Ti-Plasmid
TKG

Tm

™
T-NOS
Tris
TR01/02
TUM
T-35S

T14

U

u.U.

uv

\Y

VIC
VG-Standard
vgl.

VI

Vi

V P-Standard
viv

w/v

Roundup Ready®

Raumtemperatur

Korrel ationskoeffizient

Snapsis

Varianz

Sekunde, Standardabweichung

UDP-glucose:thiodroximate S-glucosyltransferase
‘Sodiumdodecylsulfat’, Natriumdodecylsulfat, Sequence Detection System
'single nucleotide polymorphism', Punktmutation

Species, Art

Natriumsulfonatcitrat

'single stranded DNA'

Starkesynthase 1l aus Mais

fluorogerer Farbstoff

Tymidin

entwicklungsspezifischer Promotor aus Nicotiana tabacum
Tris-Acetat-Ethylendiamintetraessigsaure (Tris-Acetat-EDTA)
N,N,N',N'-Tetramethyl -6-carboxyrhodamin
Tris-Borate-EDTA Puffer

N,N,N",N' Tetramethylethylendiamin

Tumor-induzierendes Plasmid von Agrobacterium tumefaciens
Tausendkorngewicht

Schmel ztemperatur

Trade Mark

Terminator des Nopalinsynthase-Gens aus Agrobacterium tumefaciens
Trishydroxymethylaminomethan

Primerpaar fir ein hochrepetetives DNA-Segment im Weizengenom
Technische Universitét Minchen

Terminator des Cauliflower Mosaic Virus

Maissorte LibertyLink®, tolerant gegen Phosphinothricin T25
Unit

unter Umstanden

ultraviolet

Volt, Variationskoeffizient

fluorogener Farbstoff unbekannter Struktur

'verdinnte genomische’ Standards

vergleiche

Vertrauensintervall

V ariationskoeffizient

'verdinnte plasmidale’ Standards

Volumen/Volumen

Masse/Volumen

Watt, Wiederfindungsrate

Wiederfindungsfunktion

Messwert

Mittelwert

Mais spezifisches Speicherprotein



EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Die Entwicklung gentechnisch veranderter Organismen (GVO) im ‘griinen’ Agrarbereich und
die Markteinfihrung von Lebensmittelprodukten, die sich von GVO ableiten, hat in der
Offentlichkeit verschiedenste Befiirchtungen hervorgerufen. So hat der offentliche Diskurs
Uber die Sicherheit von GVO-hatigen Lebensmitteln Anforderungen an eine eindeutige
Kennzeichnung hervorgebracht. Um dem 'Schutzziel' des Verbrauchers nachzukommen,
haben die politischen Instanzen der verschiedenen Nationen das Risiko einer Freisetzung
pflanzlicher GVO durch Reglementierungen beschrankt. Fir Landwirtschaft und Lebensmit-
telindustrie bestent dagegen der Bedarf nach einer Rechtssicherheit im Umgang mit GVO.
Innerhalb der Européischen Gemeinschaft (EG) befinden sich die Rechtsvorschriften zur Zeit
in Uberarbeitung. Die Aufgabe unabhangiger und universitérer Forschungsinstitute ist die
Bereitstellung detaillierter Informationen zur Beurteilung eventueller Risiken der 'neuen
Technik'. Eine weitere Aufgabe ist die Vorstellung von Methoden zur effektiven Kontrolle
moglicher Risiken. In Deutschland wurden zu diesem Zweck interdisziplinére Forschungspro-
gramme auf Bundes- und Lé&nderebene initiiert.

Die vorliegende Arbeit ist Teil eines Grof3projektes, bel dem die Bayerische Landesanstalt fur
Landwirtschaft, das Landesamt fur Umweltschutz und die Technische Universitét Minchen
(TUM) kooperieren. Das Ziel des Projektes ist die Durchfiihrung eines 'Anbaubegleitenden
Monitorings von gentechnisch verénderten Pflanzen (GVP) und die Methodenentwicklung fur
eine standardisierte Beurteilung ihrer Umweltwirkung'. Am Lehrstuhl fur Pflanzenbau und
Pflanzenziichtung der TUM wurde das Teilprojekt 'Bestimmung der Halbwertszeit transgener
Kulturpflanzen in der Umwelt' bearbeitet.

Der Schwerpunkt dieser Dissertation war die Entwicklung und Validierung von molekularen
Nachweisverfahren fir gentechnisch veranderte Kulturpflanzen. Konkret sollte die Detektion
von herbizidtolerantem, gentechnisch verandertem (GV-) Raps mit Hilfe der Polymerase-
kettenreaktion (PCR) erfolgen. Zur Bestimmung von GVP-Anteilen in Mischproben war die
Entwicklung einer leistungsfahigen quantitativen PCR-Methode vorgesehen.

Im Anschluss sollten die PCR-Verfahren auf ihre Empfindlichkeit und Spezifitét gegentber
verschiedenen GVP und konventionellen Genotypen evaluiert werden. In Hinsicht auf die
aktuelle Gesetzedl age liber GVP-Beimischungen in Lebens- und Futtermitteln war die Angabe
der Methodenempfindlichkeit in Form von Nachwels- und Bestimmungsgrenzen ein beson
deres Ziel der vorliegenden Arbeit. Schliefdich sollten die entwickelten PCR-Verfahren zur

Quantifizierung von Raps-Mischproben aus Praxisschlégen eingesetzt werden.



EINLEITUNG 2

1.1 Gentechnisch ver anderte Pflanzen

Mit Hilfe der Gentechnik konnen transgene Pflanzen mit Eigenschaften erzeugt werden, die
Uber natirrliche Vererbungsprozesse und Rekombinationsereignisse des genetischen Materials
nicht entstehen konnten. Zu diesem Zweck werden die 'fremden’ DNA-Sequenzen mit ver-
schiedenen Transformationstechniken in das Genom der Wirtspflanze integriert.

Viele der biotechnologischen Veranderungen von Kulturpflanzen beziehen sich auf Krank-
heits- und Schédlingsresistenzen, Produktqualitdt, Toleranz gegeniber Umweltstress sowie
zunehmend auch auf eine Veranderung des biochemischen Profils einer Pflanze. Welitere
Ziele und Mdéglichkeiten bietet nach DALE et a. (1993) die Produktion spezieller Substanzen
in GVO fir die technische oder pharmazeutische Industrie.

Die bereits existierenden GV P besitzen Herbizidtol eranzgene gegen Glyphosat, |midazolinon,
Sulfonylharnstoff, Phosphinothricin (PPT) oder Bromoxynil (KERLAN et al. 1992; BROWN
und BROWN 1996; KUIPER et al. 2002), haben eine Insektenresistenz oder Schwermetall-
Toleranz erworben (RAYBOULD und GRAY 1994), verfligen Uber eine veranderte Fettsaurezu-
sammensetzung ( KNUTZON et a. 1992; FAcCIOTTI et al. 1999), einen erhdhten Lauratgehalt
(DEL VECCHIO 1996) sowie eine méannliche Sterilitdt (MARIANI et al. 1990; MARIANI et al.
1992) oder sind beféhigt Leuenkephalin zu produzieren (VANDEKERCKHOVE et a. 1989).

1.1.1 Wirtschaftliche Bedeutung

Die globale Anbaufléache von GVP stieg in den Jahren 1996 bis 2003 sprunghaft an. In einem
Zeitraum von sieben Jahren vergrofRerte sich die GVP-Anbauflache um das 40fache von
1,7 Mio. auf 68 Mio. ha. Von den 18 Nationen, die im Jahr 2003 GVP kultivierten (Tabelle
1-1), fielen 42 Mio. ha der GV P-Anbauflache auf die USA (63%), 14 Mio. haauf Argentinien
(21%), 4 Mio. ha auf Kanada (6%) sowie
je 3 Mio. haauf Brasilien und China (4%). 41,4

Soja

Mais
Mit 41,4 Mio. ha und enem Antel von

Papaya
61% an der weltweiten GV P-Anbauflache

0O Raps
im Jahr 2003 hatte die Sojabohne die weit- P

O Kirbis

aus grofdte Bedeutung. Ihr folgten Mais mit
15,5 Mio. ha Anbaufléche (23%), Baum-
wolle mit 7,2 Mio. ha (11%) und Raps mit ~ Abbildung 1-1: Anteil der verschiedenen GVP

. o an der globalen Anbauflache des Jahres 2003
3,6 Mio. ha (5%). Kirbisund Papayalagen  nach James (2003)
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Tabelle 1-1: Verteilung der globden An-  bel 0,1 Mio. ha Anbaufléche bzw. 1% (Abbil-
baugebiete der GVP im Jahr 2003 nach

JAMES (2003) dung 1-1). Abbildung 1-2 zeigt den Anteil kon
) ) ventioneller und transgener Sorten der vier
Nation Mio. ha %
USA 428 63 wichtigsten Kulturarten Soja, Baumwolle, Raps
Argentinien 13,9 21 und Mais an der globalen Anbauflache.
Kanada 4,4 6 A . N
Brasilien 30 ) Die wirtschaftlich bedeutendste und somit haw
China 2,8 4 figste transgene Eigenschaft ist die Herbizid-
%dstarfgllfgn 8;1 i toleranz. Ihr Antell an der globaen GVP-An
Indien 0,1 <1 bauflache erreichte 77% im Jahr 2001, 2003
Rumaénien <0,1 <1 .
Spanien 01 1 hingegen nur noch 50% (PAN 2002, JAMES
Mexiko <0,1 <1 2003). Im Jahr 2003 hatten 12% aller GVP eine
Bulgarien <01 <1 durch das Bacillus thuringiensis Gen vermittelt
Indonesien <0,1 <1
Philippinen <0,1 <1 transgene Insektenresistenz. 6% der transgenen
Kolumbien <0,1 <1 GVP trugen eine Herbizid- und Insektenresis-
Honduras <0,1 <1 . . ,
Uruguay <01 <1 tenz und die restlichen 0,1% waren virustol erant
Deutschland <01 <1 oder hatten andere Eigenschaften (JAMES 2003).
gesamt 67,7 100

Ein Groldell dieser Agrarprodukte wird welt-
weit auf den Méarkten gehandelt. Jahrlich werden knapp 40 Mio.t Getreide, Osaaten und
Futtermittel in die Européische Union (EU) eingefiihrt. Der Anteil der GV P-Sorten am An

bauumfang der fur die Le-

bensmittel- und Futterpro- 0
. I & 160 7
duktion wichtigen Kultur- S 140 -
arten Soja, Mais und Raps % 120 - 76
liegt in den Hauptanba- | g 100 1
LL 4
landern USA, Argentinien Q 80
¢ 60
und Kanada heute bei Uber 2 0. 41 4
4 22
20-50%. Nach VAN DuIN ‘c_: 20 - , 16
9 4
et al. (2002) lag der Anteil o 0 ' . . l
an transgenem Soja in den Soja Baumwolle Raps Mais
USA im Jahr 1999 bei m Anbauflache GVP-Sorten O Anbauflache konventionelle Sorten

tber 50%, wahrend er in Abbildung 1-2: Anteil konventioneller und transgener Sorten an
Europa nur 0,1% betrug. der globalen Anbauflache des Jahres 2003 nach JAMES (2003)
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1.1.2 Internationaler Handd

Dakonventionelle und gentechnisch veranderte Ernteprodukte vor alem in den USA, Kanada
und Argentinien bisher nicht voneinander getrennt und die Agrarrohstoffe gewohnlich as
Massenware gehandelt werden, ist bei ihrer Ankunft in Europa nur die Erfullung der handels-
Ublichen Qualitatskriterien gesichert. Oft sind weder Herkunft noch enthaltene Sorten genau
bekannt. So fuhrten die unterschiedlichen Regelungen im Umgang mit GVO zu ernsthaften
Problemen mit US-Importen in die EU (LEHRMAN 1999; WADMAN 1999; HASLBERGER
2000). Der GVP-Anteil der Importe entspricht nach SPRICK et al. (2003) etwa dem Anbauan
teil gentechnisch veradnderter Sorten im jeweiligen Exportland. Da noch keine international
anerkannten Beprobungs- und Analysestrategien etabliert wurden, wird von unerwunschten
GVP-Freisetzungen aus verschiedenen Landern berichtet (FOE 2000; KRuszewkA 2000;
NORRIE 2002). Spezielle Zertifizierungssysteme die eine Lieferung von GV P-haltiger Ware,
getrennt von konventionellen Warenstromen, gewahrleisten sollen, befinden sich im Aufbau.
Dies erfordert jedoch einen hohen logistischen Auwand und strenge Kontrollen auf allen
Verarbeitungsstufen. Analoge Systeme wurden nach BROOKES et al. (2002) im Agrarbereich
bereits fur Rickstande von gefahrlichen Mikroorganismen und die Rickverfolgung von BSE

entwickelt.
1.1.3 Gesetzliche Reglementierungen

Die gesetzlichen Regelungen Uber transgene Kulturpflanzen befinden sich zur Zeit innerhalb
der EU in Uberarbeitung. Nach Einigung der EU-Gremien (iber neue gesetzliche Rahmenbe-
dingungen zur Inverkehrbringung von GVP (BIOSICHERHEIT 2004a) wurden im April 2004
die neuen Regelungen fur die Mitgliedsstaaten wirksam. Damit endete das seit Sommer 1999
verhangte De-facto-Moratorium fur alle Antrége auf Vermarktung von GVP (BRANDT 2000;
MiITCHELL 2003). Nach HODGSON (1999) ist die Rechtssicherheit im GVP-Bereich, die Saat-
gutzlchter, -produzenten und die verarbeitende Industrie jahrelang vermissten, damit wieder
hergestellt. Seit 1998 sind keine Zulassungen mehr erteilt worden (TRANSGEN 2002), so dass
die Antrage auf Freisetzungsversuche von GVP vom Jahr 1998 bis 2002 von 254 auf ca. 33
zuriickgingen (MITCHELL 2003). Die Genehmigungen zur ‘absichtlichen Freisetzung von
GVO indie Umwelt' (Part B-Zulassung) sowie die Zulassung von Futtermitteln, die aus GVO
bestehen oder diese enthalten, wurden bisher entsprechend der Richtlinie 90/220/EC ent-
schieden (HASLBERGER 2000). Die EU-Richtlinien wurden in Deutschland mit dem Gentech-
nikgesetz (GenTG, BIOLOGISCHE BUNDESANSTALT 1993) in nationales Recht transformiert.
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Nach Ubertragung der Kompetenzen des Robert-K ochrInstitutes (RK1) auf das Bundesamt fiir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) sind die nationalen Genehmigungs-
behdrden das BVL in enger Zusammenarbeit mit der 'Zentralen Kommission fur Biologische
Sicherheit' (ZKBS), der zustandigen Landesbehdrde, der Biologischen Bundesanstalt (BBA),
dem Bundesamt fur Naturschutz (BfN) und der Kommission der EU-Mitgliedstaaten. Fur die
Zulassung GVP-haltiger Lebensmittel ist zukinftig das Bundesinstitut fur Risikobewertung
(BfR) zustandig (BIOSICHERHEIT 2004b)

Neue EU-RIichtlinien und EU-Behorden

Mit Inkrafttreten der Richtlinie 2001/18/EC (EUROPEAN COUNCIL 2001a) im Oktober 2002
wurde Richtlinie 90/220/EC (EUROPEAN CouNciL 1990) aufgehoben. Die Regelungen der
einzelstaatlichen Rechts- und Verwaltungsvorschriften zur Prifung und Zulassung von gent
technisch veranderten Lebens- und Futtermitteln wurden damit EU-weit vereinheitlicht. Fir
Freisetzungsgenehmigungen von GVO ist nun die Zustimmung des Européischen Parlaments
sowie des EU-Ministerrates obligatorisch. In einer weiteren Richtlinie (EU 178/2002) wurde
die Einflhrung einer 'Europdischen Behdrde fur Lebensmittelsicherheit’ (EFSA) zur Risikoab-
schéatzung und zur Festlegung von Verfahren festgelegt (EG-KommissioN 2002). Die Frei-
setzungsrichtlinie 2001/18/EC sieht eine stufenweise Einfihrung von GVP in die Umwelt vor.
Praktisch beinhaltet dieses V orgehen eine fallspezifische, stufenweise, experimentelle Risiko-
abschétzung einer 'Part B-Zulassung' mit Labor-, Gewéchshaus- und Freisetzungsversuchen.
Wurden wahrend dieser Phase keine Risikofaktoren deutlich, kann eine zunédchst auf 10 Jahre
befristete Erlaubnis zum kommerziellen Anbau erteilt werden (EUROPEAN COMMISSION
2001). Zur Erkennung unvorhersehbarer schadlicher Wirkungen der GVP auf die menschliche
Gesundheit und Umwelt wird die 'Part C-Zulassung' von einem Langzeitmonitoring begleitet
(ScHIEMANN 2000). Dieses 'Anbaubegleitende Monitoring' soll nach einer Mitteilung des
UMWELTBUNDESAMTES (2000) auf Empfehlung des Sachverstandigenrates fir Umweltfragen
sowohl allgemeine Umweltbeobachtungen als auch fall spezifische Beobachtungen beinhalten.
Antrége fur die Markteinfihrung von GV O missen laut 2001/18/EC zukinftig bel der zustan
digen nationalen Behorde des EU-Mitgliedstaates gestellt werden, bel dem diese as erstes
eingefuhrt werden sollen. In Deutschland wurde dazu GenTG entsprechend der neuen EU-
Richtlinien novelliert (BIOSICHERHEIT 2004c). Befurwortet der EU-Staat die Markteinfiihrung
vor der EU-Kommission und verlautet kein Einspruch der EFSA, kann das GV O-Produkt
unter den geltenden Bestimmungen in die EU eingefihrt werden. Bel Einspriichen wird die

Meinung der EU-'Scientific Committees eingeholt. Fir GV P-Saatgutzulassungen gilt Ent-
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sprechendes nach der Richtlinie 98/95/EC, einer Novellierung des deutschen Saatgutverkehrs-
gesetztes (SCHIEMANN 2000). Im Rahmen des Zulassungsverfahrens der neuen Richtlinie
2001/18/EG wurden bereits 22 Antrage fur das Inverkehrbringen eingereicht. Es handelt sich
um Gesuche fur Mais, Rapsdl, Zuckerriiben, Sojabohnen, Baumwolle, Reis und Futterrtiben.
Elf dieser Antrége sind auf Einfuhr und Verarbeitung beschrankt, die tbrigen beantragen auch

die Zulassung fur den Anbau ( TRANSGEN 2004a).

Kennzeichnung und Ruckverfolgbarkeit

Bis vor kurzem war die Kennzeichnung genetisch veranderter Lebensmittel noch durch nmehr-
ere EU-Rechtsakte geregelt (EC 1139/ 98, EC 49/ 2000, EC 50/ 2000). Mit Inkrafttreten der
neuen Richtlinien EC 1829/2003 und EC 1830/2003 im April 2004 wurden diese jedoch auf-
gehoben (LGL 2004). Ab diesem Zeitpunkt missen alle Lebensmittel, Lebensmittelzutaten
und Aromen die aus GVO hergestellt wurden, etikettiert werden, unabhangig von der Nach-
weisbarkeit der genetischen Veranderung (BFR 2003). Damit wurde das Nachweisprinzip, das
mit Richtlinie EC 1139/98 bestand, aufgehoben. Mit Einfihrung von EC 1829/2003 wurde
der Geltungsbereich der 'Novel Food' Verordnung (EC 258/97) auf Produktgruppen be-
schréankt, die nicht in den Anwendungsbereich der Gentechnik fallen (LGL 2004). Entsprech-
end des Vorschlages EC 2001/ 0173 (EG-KomMissION 2001) erfolgte mit der Einfihrung von
EC 1829/2003 eine Ausweitung der Kennzeichnungspflicht auf alle aus GVO hergestellten
Futtermittel und -zutaten (LGL 2004). Mit der Richtlinie EC 1830/2003 wurden Regelungen
fUr die Ruckverfolgung von GVO, zum GVO-Monitoring und fur Umweltvertraglichkeits-
prifungen vorgenommen (TRANSGEN 2004). Diese Regelungen lagen dem Vorschlag 2001/
0180/EC der Europaischen Kommission zugrunde (EUROPEAN CoOuNCIL 2001b). Sie haben
das Ziel, bei Auftreten unerwarteter negativer Auswirkungen eine Riicknahme von aus GVO
hergestellten Lebens- und Futtermitteln vom EU-Markt zu erleichtern (BFR 2003).

Die luckenlose Rickverfolgung von GVO und deren Verarbeitungsprodukten setzt geeignete,
den Warenstrom begleitende, Informations- und Dokumentationssysteme voraus. Zu diesem
Zweck ist im Rahmen der Richtlinie EC 1830/2003 die Entwicklung und Zuteilung spezifi-
scher Erkennungsmarker fur jeden GV O vorgesehen. Das Format fir die GV O-ldentifizierung
ist in der Verordnung EC 65/2004 detailliert geregelt. Auf Grundlage einer numerischen Ko-
dierung mit drei Komponenten, die Aufschluss Gber den Antragsteller, die Zulassung und das
Transformationsereignis geben, soll eine GV O-Identifizierung erfolgen.

Zulassungen neuer GV P-Sorten und ihre Aufnahme in den ‘Gemeinsamen Sortenkatalog fur
landwirtschaftliche Pflanzenarten' erfolgen innerhalb der EU nach der Richtlinie 2001/18/EC.
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Bevor die zugelassenen GV P-Sorten in der EU vermarktet werden dirfen, missen sie entspre-
chend der Richtlinie 98/95/EC deutlich gekennzeichnet sein (TRANSGEN 2004b).

Schwellenwerte fir GVP und deren Verarbeitungsprodukte

Infolge zuféliger oder unvermeidbarer Kontaminationen bei Anbau, Ernte, Transport und
Verarbeitung kénnen GVP oder deren Produkte in geringen Spuren in konventionellen Le-
bens- oder Futtermitteln vorkommen. Die ersten Lander, die einen Grenzwert zur Kennzeich-
nung festgelegt haben, waren nach MEYER (1999) die Nicht-EU-Staaten Norwegen mit 2%
und die Schweiz mit 1%. Australien, Brasilien, Neuseeland, Polen, Tschechien und Ungarn
setzten die Schwelle bei einem GVP-Anteil von 1%, Siidkorea bei 3%, Japan und Taiwan bei
5% fest (RUTH 2003). In den meisten osteuropéischen Landern wie Kroatien, Georgien, Russ-
land und der Ukraine gibt es noch keine gesetzlichen Regelungen Uber die Handhabung von
GVP (KRUszEWKA 2000). Ende 2003 wurde in der EU ein neues Gesetz zur Abldsung der
'‘Novel Food' Verordnung (EUROPEAN CoUNCIL 1997) fur GVO-haltige 'neuartige Lebens-
mittel' rechtskréftig. Der Rat der EU-Agrarminister, das EU-Parlament und die EU-Kommis-
sion haben sich im Juli 2003 auf einen Schwellenwert von 0,9% fir zufdlige, unvermeidbare
GVP-Beimischungen in Lebens- und Futtermittel zutaten geeingigt (BUNDESMINISTERIUM FUR
GESUNDHEIT UND FRAUEN 2003). Keine Zutat, die durch den Gebrauch von GVP zur Lebens-
oder Futtermittel produktion entstanden ist, darf diesen Schwellenwert tberschreiten (RAMON
et a. 2004). Von der Regelung nicht betroffen sind Fleisch-, Milch-, und Eiprodukte von
Tieren, die gentechnisch veranderte Futtermittel erhalten haben. Der Schwellenwert von 0,9%
gilt nur fr in der EU genehmigte GVP. Nicht in der EU genehmigte, aber als unbedenklich
eingestufte GV P konnen nach RUTH (2003) bis zu einem Schwellenwert von 0,5% eingefihrt
werden. Auch der Begriff 'Gentechnikfreiheit' von Nahrungs-, Futtermitteln und Saatgut
wurde genau definiert (PoweLL und OweN 2002). Uber Schwellenwerte fiir Saatgut wurde
derzeit noch nicht entschieden. Die EU-Kommission diskutiert Schwellenwerte von 0,3 -
0,7% je nach Pflanzenart (BIOSICHERHEIT 2003), womit sie zwischen den Forderungen von
Pflanzenziichtern (1,0%) und Okoverbanden (0 - 0,1%) stehen. Je niedriger die Schwellen-
werte gesetzt werden, desto aufwéandiger und kostspieliger wird die Produktion von GV P-
Saatgut und transgenen Pflanzen fir Zichter und Landwirte.

1.2  Herbizidtoleranter Raps

Raps gehort zusammen mit Mais und Zuckerriiben zu den Kulturpflanzen, die in Europa am
haufigsten als GVP in Freisetzungsexperimenten getestet wurden. Auch unter den nach der
EU-Richtlinie 90/220/EC inverkehrgebrachten oder zum Inverkehrbringen beantragten GVP
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steht Raps mit an erster Stelle. Nach Berichten der BIOLOGISCHEN BUNDESANSTALT (2003)
umfassen die transgenen Eigenschaften vor allem Herbizidtoleranz, ménnliche Sterilitét und
veranderte Olzusammensetzung. Da ca. 80-90% der Rapsanbauflache in Deutschland mit

Herbiziden behandelt werden, hat die Herbizidtoleranz eine starke Bedeutung.
1.2.1 Spenderorganismus Raps

Brassica napus gehort in die grof3e Familie der Brassicaceaen, die in Europa mit ca
150 Arten viele Vertreter aufweist. Die Kulturpflanze ist ein amphidiploider Arthybride
(n=19, AC-Genom) aus einer Kreuzung von B. oleracea, dem Kohl (n=9, G-Genom) und
B.rapa (n=10, A-Genom), dem Rubsen. Als Arthybride aus eng verwandten, kreuzungs-
kompatiblen Arten besitzt Brassica napus nach U (1934) homologe Chromosomenbereiche
bzw. Gene, die sowohl im A- als auch im GGenom vorkommen Als Entstehungszentrum
von B. napus wird der européische Raum angenommen, in dem Raps auch heute noch kreu-
zungskompatible Verwandte (Sympatrie) besitzt. Im Befruchtungsmodus zeigt Raps Proto-
gynie und einen 12-47%igen Anteil an Allogamie (BECKER et a. 1992).

1.2.2 PAT-Toleranz

Der Wirkstoff Phosphinothricin (PPT) der Bakteriengattung Streptomyces wird seit 1984
kinstlich hergestellt (MoONSANTO 2003) und in der Landwirtschaft als Breitbandherbizid mit
Handel snamen wie BASTA® und Liberty® genutzt. PPT (= Glufosinat) ist ein schnell wirken-
des Kontaktherbizid, das Uber griine Pflanzentelle aufgenommen wird (HOECHST 2004).

Die erzielte Wirkung ist von der inkorporierten Dosis sowie der Lichtintensitdt abhangig.
Aufgrund der geringen Translokation ist die systemische Wirkung unbedeutend. Nach RIDLEY
und Mc NALLY (1985) sind Dikotyledone deutlich empfindlicher gegen PPT als Monokotyle-
done, da ihre grof3e Blattflache eine hdhere Aufnahme an PPT ermdglicht. In der Pflanze
bewirkt PPT eine Akkumulation des Zellgiftes Ammoniak. Der aktive Wirkstoff D,L-Homo-
alanin-4-(methyl)-Phosphinat ist das L-Enantiomer. Es hemmt kompetetiv die Glutaminsyn-
thetase (GS), das Schllsselenzym des Stickstoffwechsels zur Metabolisierung von Ammoni-
um (RUHLAND et al. 2002). Als strukturelles Analogon des Substrates Glutamat bindet L-PPT
an die GS und blockiert diese. Kann Ammonium nicht mehr metabolisiert werden, zerstort es
Zellmembranen, inhibiert die Photosynthese und es entsteht ein Mangel an Aminoséuren. Be-

troffene Gewebe und letztlich die ganze Pflanze sterben ab.
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L-Phosphinothricin

N-Acetyl-L-Phosphinothricin

Abbildung 1-3:

Enzymatische Inaktivierung von L-Phosphinothricin durch Acetylierung nach

DROGE (1992)

Acetyl-CoA = Acetyl-Koenzym A, HSCoA = Koenzym A mit gebundenem

Schwefel und Wasserstoff, PAT = Phosphinothricinacetyltransferase
Das Bodenbakterium Streptomyces viridochromogenes schiitzt sich gegen L-PPT mit seiner
Phosphinothricinacetyltransferase (PAT). Das Enzym metabolisiert L-PPT via Acetylierung
der Aminogruppe zu dem stabilen N-Acetyl-L-Phosphinothricin, das nicht an die GS binden
und sie blockieren kann (Abbildung 1-3). Seit 1988 wurden Kulturpflanzen mit dem pat-Gen
transformiert (WOHLLEBEN et al. 1988). Es verleiht ihnen die Fahigkeit PPT zu inaktivieren
und macht sie tolerant gegen Glufosi natapplikationen. Glufosinat wird von Bodenorganismen
schnell metabolisiert, so dass nach SvITH (1988) bei 20°C die Bodenhalbwertszeit bei nur ca.
10 Tagen liegt.

1.2.3 EPSPS-Toleranz

Die letale Wirkung des systemischen Wirkstoffs Glyphosat geht auf eine Hemmung der
pflanzlichen 5Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat-Synthase (EPSPS) zurlick, einem essentiel-
len Enzym beim Aufbau aromatischer Metabolite (SHIRAI et al. 1998). Insbesondere aromati -
sche Aminosduren sind die Vorlaufer vieler essentieller, sekundérer Inhaltsstoffe wie Lignin,
Anthocyane, Phytohormone und Phenole. Bel einem Mangel an sekundéren Inhaltsstoffen
zeigt die Pflanze zunéchst Wachstumsstérungen, Chlorosen, Nekrosen und stirbt letztlich ab.
Aufgrund ihres anderen Aufbaus zeigte sich die EPSPS von Agrobacterium sp. Stamm C4
(CP4-EPSPS) auch in Gegenwart von Glyphosat effizient beim Umsatz von Phosphoenol-
pyruvat (PEP). Das epsps-Gen, das fur die bakterielle EPSPS kodiert, wurde in transgene
Kulturpflanzen integriert, wodurch sie gegeniiber glyphosathaltigen Herbiziden wie Round-
up Ready® (RR-Toleranz) tolerant wurden (SHIRALI et al. 1998).
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1.3  Biotechnologische Nachweissysteme

Methoden, die eine verlassliche Kennzeichnung von GVO gewéhrleisten, basieren entweder
auf dem Nachweis der transgenen DNA oder der exprememierten GV O-Produkte. Transgene
Eigenschaften kénnen mit Hilfe von Biotests oder chemischen Analysen wie der Chromato-
graphie und der Nah-Infrarotspektroskopie effektiv detektiert werden (LONGSTAFF et a. 1995;
ANKLAM et a. 2002). Zum Nachweis transgener Proteine sind Immunoassays zur Zeit die
bedeutendsten Detektionssysteme und zum Nachweis der transgenen DNA PCR-basierende
Methoden.

1.3.1 Biotest

Liefert die neue transgene Eigenschaft der GVP einen Selektionsvorteil gegentber ihrer nicht
transformierten Ausgangdlinie, kdnnen Biotests zum Nachweis verwendet werden. Dies trifft
insbesondere bei Antibiotika- und Herbizidtoleranz zu. Die Pflanzen werden in der Regel im
Keimlingsstadium mit ausreichenden Mengen des antibiotika- oder herbizidhaltigen Wirk-
stoffs behandelt, so dass nur transgene Pflanzen Uberleben. VAN HOEF et al. (1998) sowie
SHIRAI et al. (1998) beschrieben diese Methode im Vergleich zur PCR-Analyse fir RR-Soja.
Keimlinge von konventionellem und RR-Soja wurden mit einer 2,3%igen Wirkstofflésung
bespriht (VAN HOEF et al. 1998). Die Methode ist kostenglnstig, impliziert jedoch einen rela-
tiv grof3en Anteil von nicht GV P, die eine Herbizidspritzung Uberleben (ScHwaRz 2002).

1.3.2 Immunologische Analysen

Die meisten gentechnisch veranderten Organismen produzieren aufgrund ihres veranderten
Genoms fur den Organismus 'fremde’ Proteine. Da diese GV-Produkte nach MITCHELL und
BRADBURY (1999) in der offentlichen Diskussion im Verdacht stehen, neue, unbekannte
Allergien auszulosen, gehdren Protein Assays zu den wichtigen GV O-Nachweissystemen.
Antikorper sind Teil der komplexen Immunantwort hoherer Lebewesen und lassen sich as
empfindliche Reagenzien zur spezifischen Detektion von Makromolekillen wie Proteinen und
Polysacchariden, aber auch kleinen Molekilen (Haptenen) nach entsprechender Bindung an
immunogene Substanzen einsetzen (BONFINI et a. 2001). Die Grundlage der Detektion ist die
Fahigkeit der Antikorper, bestimmte Antigene auf Oberflachen zu erkennen und mit ihnen
einen Komplex zu bilden. Der Nachwels und die Quantifizierung dieses Komplexes erfolgt
meist Uber eine Fluoreszenzmarkierung des Antikorpers. Zu den Immunoassays gehdren ein-
fache Prazipitationstests, Agglutinationen von Zellen und anderen Partikeln, elektrophoreti-
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sche Immunoprézipitation in Agar (Immunoblot), Kombinationen mit Western Blot- Analysen
sowie Radio- und Enzymimmunoassays.

Nach BONFINI und Mitarbeitern (2001) ist der bedeutendste Immunoassay der Enzym-
Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA-Test), bel dem entweder Antikorper oder Antigene auf
einer Festphase immobilisiert werden. Heutzutage werden ELISA-Tests haupséchlich im
Mikrotiter-Format durchgefiihrt. Um eine hohe Vergleichbarkeit zu erreichen, finden bevor-
zugt monoklonale Antikorper Verwendung (VAECK et al. 1987; VAN DuUIN et al. 1999), die
eine identische Struktur und Reaktivitét zeigen (BRETT et al. 1999). Aber auch polyklonae
Antiseren werden eingesetzt ( ROGAN et al. 1999; PAN 2002).

In der Regel haben ELISA-Tests einen niedrigen Hintergrund, sind spezifisch, sensitiv, ro-
bust, einfach zu bedienen und billig. Die Nachweisgrenze fir GV-Proteine liegt bei ca. 0,25 -
1% Anteill (AHMED 2002; PAN 2002). Die Formate erlauben ein hohes Automatisierungsni-
veau und einen hohen Probendurchsatz. Aufwendig ist nach VAN DUION et al. (1999) jedoch
die Isolation des verantwortlichen GV-Proteins bzw. seine kinstliche Herstellung fir die Im-
munisierung. Die Genauigkeit und Prézision immunologischer Tests kann bei geringer Affi-
nitét der Antikorper, durch starke Degradierung der Proteine aufgrund thermaler Behandlung
oder durch hohe Matrixkomplexizitéat nachteilig beeinflusst werden (VAN DUION et al. 2002).
In der Lebensmittelanalyse werden Immunoassays nach STAVE (1999) seit langem zum Nach-
weis von Allergenen, Hormonen, Pestiziden, Mikroorganismen, Antikérpern und zur Identifi-
Zierung der Spezies verwendet.

Zum GV P-Nachweis wurden bereits einige immunol ogische Screening-Tests fir Baumwolle,
Salat und Kartoffeln beschrieben (ROGAN et al. 1992; FucHs et al. 1993; WooD et al. 1995;
Mc KENzIE et a. 2000). Auch spezifische Immunoassys, die auf dem Nachweis der EPSPS-
bzw. des Cryl A(b)-Proteins beruhen, sind bereits fir Mais und Soja beschrieben (VAECK et al.
1987; VAN DUIIN et a. 1999; LIN et a. 2001; StAVE 2002). Kok und Mitarbeiter (2002) be-
zeichnen es jedoch als Nachteil, dass mit ELISA-Tests zwei GV P-Varianten mit verschieden-
en Genkonstrukten, die das gleiche Protein exprimieren nicht unterschieden werden kénnen.
Zudem konnen Probleme in der Bewertung immunologischer Tests entstehen, wenn die GV-
Linien ein stark unterschiedliches Expressionsniveau zeigen. Auf dem Markt werden nach
Lipp und ANKLAM (2000) schon einige Kits angeboten, die auf immunologischen Methoden
bzw. ELISA-Tests beruhen. Vor alem in den USA sind die schnellen und von ungeschultem
Personal |eicht zu bedienenden Streifen-Tests beliebt, mit denen die Uberschreitung gewisser

Grenzwerte Uberprift werden kann (STAVE 2002).
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Neben den ELISA-Tests gibt es die Moglichkeit, Zielproteine mit Hilfe von Sodiumdodecyl-
sulfat (SDS) -Gelen aufzutrennen und auf einer Nitrozellulosemembran (Western-Blotting)
mit spezifischen Antikorpern qualitativ zu detektieren (POPPING 2001). Die Farbmarkierung
erfolgt nach AHMED (2002) mit Ponceau, Silbernitrat, Coomassie oder unter Verwendung von
Enzymsystemen wie Peroxidase und Phosphatase. Die Nachweisgrenze dieser Systeme
schwankt zwischen 0,25 —1% (PAN 2002).

Generell konnen Proteinnachweissysteme nicht verwendet werden, wenn die 'fremden’ Gene
nicht bzw. nicht in allen Pflanzentellen exprimiert werden, das Expressionsniveau extrem
niedrig ist (LONGSTAFF et a. 1995) oder die Antisense-Technik verwendet wurde (HEMMER
und PAULI 1998; BONFINI et al. 2001). BONFINI et al. (2001) heben hervor, dass die Proteine
nicht so stark degradiert sein durfen, dass ihre Tertidr- und Quartérstruktur zerstort ist. Daher
ist nach EINSPANIER (2001) zum GVO-Nachweis die PCR- der ELISA-Technik vorzuziehen.
Auch eine Kombination von PCR- und ELISA-Technik, die PCR-ELISA wurden bereits eta-
bliert. Sie quantifizieren die PCR-Produkte durch sekundére Bindung mit farbmarkierten
Antikérpern in der flissigen (Liu et al. 2003; PETIT et al. 2003) oder festen Phase (BRUNNERT
et al. 2001).

1.3.3 Chromatographie

Wurde die Zusammensetzung der Inhaltsstoffe eines GVO gravierend abgewandelt, kann
nach BONFINI et al. (2001) eine chromatographische Methode zur Detektion des modifizierten
chemischen Profils eingesetzt werden. Zur Detektion von gentechnisch verandertem Brassica
napus wurde die HPL C-Methode (High Performance Liquid Chromatography) verbunden mit
einer massenspektrometrischen Methode bereits erfolgreich eingesetzt. So konnte mit dieser
Methode festgestellt werden, dass GV P-Rapsdl erhthten Gehalt an Triacylglycerolen aufweist
(ANKLAM et a. 2002). Von PAN (2000) wurde mit einer Methode gekoppelt, aus Gaschroma-
tographie und Flammen-lonisierungsdetektor, die Fettsdurezusammensetzung bestimmt. Die
chromatographischen Analysen zéhlen nach BONFINI et al. (2001) zu den qualitativen Detek-

tionsmethoden.
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1.3.4 Nah-Infrarotspektroskopie

Einige geretische Verdnderungen kdnnen die Faserstruktur der Pflanzen modifizieren ohne
eine signifikante Abweichung der Proteinzusammensetzung zu verursachen. Solche Modifika-
tionen wurden von BONFINI et al. (2001) durch NahInfrarotspektroskopie (NIR) detektiert.
Diese Technik erkennt nicht die Veranderung von Einzelkomponenten wie der DNA oder von
Proteinen, sondern von Ubergeordneten strukturellen Verénderungen. Die Kapazitdt der NIR-
Technik zum Nachweis geringer GV O-Mengen in Chargen aus Nicht-GV O ist jedoch wie bei
der Chromatographie gering (ANKLAM et al. 2002). Der Vorteil der NIR ist nach AHMED
(2002), dass keine Probenaufbereitung nétig ist, womit in der Saatgutanalyse ganze Samen
verwendet werden konnen. Damit ist NIR eine schnelle und billige Methode. Zur Kalibrier-
ung muss jedoch das Spektrum jeder einzelnen transgenen Eigenschaft aufgenommen werden
(PAN 2002).

1.3.5 DNA-Analysen

DNA-Analysen sind die direktesten Methoden zum Nachwels einer gentechnischen Verande-
rung. Aufgrund der chemischen und thermalen Stabilitét von Nukleinsduren sind DNA-
basierende Detketionsmethoden anderen Methoden zum GV O-Nachweis Uberlegen. Ein wei-
terer, entscheidender Vorteil ist nach HEMMER und PAuLI (1998) die Unabhéngigkeit der

DNA-Analyse von der Expression des 'Fremdgens sowie der Gegenwart 'transgener' Proteine.

Konventiondle PCR

Das Prinzip der DNA-Replikation, die in jeder |ebenden Zelle stattfindet, ist die Grundlage
der PCR. Obwohl dieses Prinzip von KLEPPE et al. (1971) bereits im Jahr 1971 als DNA-Re-
peraturmechanismus beschrieben wurde, konnte es erst nach Einfihrung einer thermostabilen
DNA-Polymerase im Jahr 1984 eine breite Anwendung finden (SAIK| et al. 1988).

Die PCR-Analyse erlaubt eine exponentielle Vermehrung von DNA-Fragmenten auf hoch
spezifische und empfindliche Weise, durch die Verwendung von synthetischen Oligonukle-
otiden (Primern), die zu je einem Strang der Zielsequenz komplementér sind. Nach einer
Hitze-Denaturierung der DNA-Doppelstrange lagern sich die Primer an die komplementére
DNA-Zielsequenz an, was als Primer-Annealing bezeichnet wird. Im folgenden Extensions-
schritt werden die Primer von der DNA-Polymerase vom 3'-OH-Ende beginnend in 5® 3'
Richtung zur Synthese eines neuen DNA-Strangs verléangert. Durch zyklische Wiederholung

der Temperaturoptima der einzelnen PCR-Schritte wird die Zielsequenz zwischen den beiden
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Primern exponentiell vermehrt. Zur visuellen Auswertung werden die angefarbten PCR-
Produkte auf Gele aufgetragen, in denen sie durch Anlegung eines elektrischen Feldes aufge-
trennt werden. Nur PCR-Produkte unterschiedlicher Basenpaarldngen konnen mit Hilfe dieser
Gelelektrophorese aufgrund ihrer differenten Laufgeschwindigkeit unterschieden werden. Bel
PCR-Produkten gleicher Lange schlief3en sich Folgeanalysen an, wie ein Restriktionsverdau,
ein zusétzlicher 'Nested PCR' Schritt, Southern-Blot-Analysen oder eine Sequenzierung
(MEYER 1999).

Seit der Erfindung der PCR hat sich das Feld der DNA-Anaysen in der Molekularbiologie
stark verandert. Wegen ihrer Einfachheit, Spezifitdt und Empfindlichkeit gewann die PCR-
Technik auch auf dem Gebiet der Qualitétssicherung von Lebensmitteln zunehmend an Be-
deutung. Seither wird die PCR zur Bestimmung und zum Nachweis von Mikroorganismen
(ALLMANN et al. 1995; BAsSSLER et al. 1995; CANDRIAN 1995; LEVIN 2003) ebenso eingesetzt,
wie fur den Nachweis von Lebensmittel zutaten in Fleisch (MEYER et al. 1995, 1996; SAWYER
et a. 2002; Gao et a. 2003), Fisch (QUINTEIRO et al. 1998; CEPEDES et al. 1999) und in
pflanzlichen Verarbeitungsprodukten (ALLMANN et al. 1995; WOLF et al. 2001; ARLORIO et
al. 2003; SANDBERG et al. 2003). Selbst stark verarbeitete Lebensmittel wie Brot, Biskuits,
Chips, Ketchup, Plree, Polenta, Suppen und Tofu kénnen einer PCR-Analyse unterzogen
werden (HEMMER und PAULI 1998; STRAUB et a. 1999; Lipp et al. 2001). Durch ihre hohe
Spezifitdt und Sensitivitét fand die PCR-Methode, unabhangig von der Vielzahl mdglicher
DNA-Analysen, bislang die breiteste Akzeptanz und Anwendung in der GVO-Analytik
(MEYER 1999; ANKLAM et al. 2002). Der einzige Nachteil der PCR-Methode war noch in den
90iger Jahren, dass sie im Vergleich zur ELISA-Technik keine verlassliche Quantifizierung
ermoglichte (ALLMANN et al. 1995).

Quantitative Endpunkt-PCR

Die erste semi -quantitative Endpunkt-PCR war eine kompetitive PCR (GILLILAND et al. 1990;
RIEDY und STEWART 1995). Ihr Prinzip ist die Amplifikation einer Zielsequenz in Anwesen
heit einer Kompetitorsequenz mit denselben Primern in derselben PCR-Reaktion (WURZz et al.
1999; HUBNER et al. 2001). Beide konkurrieren unter diesen Bedingungen um die Reagen
zien. Werden von der Zielsequenz Verdinnungsstufen hergestellt, die alle mit derselben Kon
zentration an Kompetitor-DNA koamplifiziert werden, kann eine vergleichende Quantifizier-
ung Uber Agarosegele erfolgen. Jene Verdunnungsstufe, deren Bande die gleiche Intensitét
zeigt wie die der Kompetitorsequenz, hat auch die gleiche DNA-Menge wie diese. Dabei er-
folgt die Analyse unbekannter Proben Uber die Ableitung einer Regression (PAN 2002). Fir
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eine Zielsequenz muss dazu eine Kompetitorsequenz entworfen werden, die dieser moglichst
ahnlich und gleichzeitig von ihr unterscheidbar ist. Der Kompetitor kann nach HUBNER et al.
(2001) eine geklonte Zielsequenz auf einem linearisierten Plasmid sein, die eine DNA-Dele-
tion oder DNA-Insertion aufweist.

Die kompetitive PCR ist zwar empfindlich, durch die Konkurrenz zwischen interner Ziel-
sequenz und Standard kommt es jedoch im Vergleich zu Monoplexreaktionen generell zu
Sensivitétsverlusten (PAN 2002). Zudem beinhaltet der Quantifizierungsschritt tber Gelelek-
trophorese das Risiko von Kreuzkontaminationen. Ein weiterer Nachteil ergibt sich in der
GVO-Anaytik der Lebensmittelindustrie. Die DNA-Fragmente in stark verarbeiteten Lebens-
mittelproben sind meist nur ca. klein 100-400 Basenpaare (bp) klein (MEYER 1999; STRAUB
et al. 1999; ANKLAM et a. 2002), so dass eine Auftrennung von Ziel- und Kompetitorsequenz
auf dem Gel erschwert wird. Mit bevorzugten Amplikonléangen von 70-200 bp hat die Real-
Time PCR auf diesem Gebiet ideale V orraussetzungen (BERDAL und HOLST-JENSEN 2001).

Real Time PCR

Die Rea-Time PCR ist keine Endpunktanalyse. Sie erlaubte zum ersten Mal eine Dokument
tation des PCR-Verlaufes tber die gesamte Amplifikation. Die verschiedenen Real-Time PCR
Systeme unterscheiden sich von der konventionellen PCR dadurch, dass die Menge an ent-
stehendem Amplikon indirekt tber ein Fluoreszenzsignal gemessen wird. Das Fluoreszenz-
signa ist proportional zur entstehenden Amplikon-Menge und wird wahrend des gesamten
PCR-Verlaufs im Reaktionsgefald detektiert, weshalb von Real-Time PCR gesprochen wird
(Echtzeit-Aufzeichnung). Das wahrend der PCR entstehende Amplikon kann entweder direkt
oder indirekt Uber die verwendeten Primer bzw. sogenannte Sonden markiert werden. Nach
einer Lichtanregung emittieren diese Farbstoffe Licht einer spezifischen Wellenlange.

Der SYBR® Green| Assay ist ein spezifischer Assay zum direkten Nachweis von doppel-
strangiger DNA (dsDNA). Der Farbstoff interkalliert in das entstehende dsDNA-Amplikon
zweier konventioneller PCR-Primer (MORRISON et al. 1998; HOWELL et a. 1999; GIGLIO et
a. 2003). Die Spezifitédt des Systems ist gering, da Primerdimere und Nichtziel-Amplikons
ebenfalls detektiert werden (WITTWER et al. 1997; TERRY et al. 2002).

Alle Assays, bel denen Oligonukleotide Fluoreszenzfarbstoffe tragen, sind Sequenz spezi-
fisch. Mestens nutzen sie den Fluoreszenz-Energietransfer (FRET), bel dem ein Energietrans-
fer von einem Donor- zu einem Akzeptorfluorophor stattfindet. Dabel durfen nach NAZAREN-

KO et al. (1997) die Farbstoffe nicht weiter als 70-100 A voneinander entfernt sein. Das
Prinzip, das den Real-Time PCR Assays mit 'Scorpions (WHITCOMBE et a. 1999; THELWELL
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et a. 2000; BATES und TAYLOR 2001), '‘Molecular Beacon' Sonden (PIATEK et al. 1998;
BONNET et al. 1999; TyAGil et a. 2000) und 5'® 3'-Exonuklease-Sonden (BASSLER et al. 1995;
Livak et al. 1995) zugrunde liegt, ist die Verwendung eines fluorogenen Reporters und eines
Quenchers. Beide sind jewells an einem der beiden Enden einer Sequenz spezifischen Oligo-
nukleotid-Sonde kovalent gebunden (LEE et al. 1993). Bei einer nicht hybridisierten Sonde
wird die Fluoreszenz des Reporters durch die rédumliche N&he zum Quencher unterbunden.
Nach der Hybridisierung der Sonde an ihre Zielsequenz wird diese N&he aufgehoben und die

Fluoreszenz des Reporterfarbstoffs kann detektiert werden.
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Abbildung 1-4: Schematische Darstellung der Funktionsweise von 5'® 3-Exonuklease- Sonden

A: Wahrend des PCR-Extensionsschrittes werden die Primer von der
DNA-Polymerase verlangert

B: Die DNA-Polymerase trifft auf die Sonde und beginnt diese mit Hilfe
lhrer 5'® 3'-Exonukleaseaktivitét abzubauen

C: Die Sonde ist enzymatisch abgebaut, so dass Reporter- und Quencherfarb-
stoff raumlich distanziert sind und der Reporterfarbstoff detektierbar wird
R= Reporter, Q= Quencher, P= DNA-Polymerase

In Abbildung 1-4 ist die Signaldetektion von 5'® 3'-Exonuklease-Sonden schematisch darge-
stellt. Bel den haarnadelférmigen 'Scorpions und ‘Molecular Beacons werden Reporter und
Quencher bel der Bindung an ihre Zielsequenz durch eine Konformationsénderung separiert
(Hu et a. 1999; RoBINSON und MUELLER 2000). Die Haarnadelstruktur wird durch Einfuh
rung eines doppelstrangigen Bereichs erzeugt, der Reporter und Quencher nah zusammenhalt.
Die Sequenz der 'Nadel6se' ist zur DNA-Matrize komplementér. Der Unterschied ist nach
TERRY et a. (2002) im Wesentlichen, dass 'Molecular Beacons' zusétzlich zu den Primern

eine Oligonukleotidsonde einfuhren, die Reporter und Quencher an ihren 5'- bzw. 3'-Ende
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tragt, wahrend beim 'Scporion’ Assay ein Primer diese Funktion Gbernimmt. Bindet eine
'Molecular Beacon' Sonde intermolekular an ihre Zielsequenz, so wird die Haarnadel struktur
gedffnet, wodurch Quencher und Reporter separiert werden. Der 'Scorpion’ ist dagegen am 5'-
Ende der 'Haarnaddl' im Anschluss an einen PCR-Blocker zusétzlich mit einem einzelstrangi-
gen Primerbereich versehen. Wahrend der Extensionsphase der PCR wird dieser Bereich ver-
langert, wodurch zunéchst ein Amplikon mit 'Haarnadel'-Anhangsel entsteht. Beim Denaturie-
rungsschritt 6ffnet sich die 'Haarnadel' und im anschlief3enden PCR-Zyklus bindet der Bereich
der 'Nadel6se' intramolekular an die zuvor entstandene, komplementare Sequenz des Ampli-
kons. Weitere Real-Time PCR Assays, die sich eine Haarnadelstruktur zu Nutze machen,
wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen entwickelt (NAZARENKO et al. 1997 FAN et al.
2003). Diese Methoden sind jedoch bislang wenig bedeutend.

Die 5'-Exonuklease-Sonde ist komplementér zu einem Bereich zwischen den Primern. An
ihrem 5'-Ende ist ein fluoreszierender Reporter und an ihrem 3'-Ende einen Quencher kova-
lent gebunden. Wahrend der Primerverlangerung in der Extensionsphase der PCR trifft nach
HOLLAND et al. (1991) die DNA-Polymerase auf die gebundene Sonde und baut sie aufgrund
ihrer 5'® 3'-Exonukleaseaktivitédt enzymatisch ab. Es kommt zur Separierung von Reporter
und Quencher, zur Aufhebung des FRET und damit zur Detektion des Reporter-Signals. Da-
bei kann die 5® 3'-Exonuklease-Sonde selbst nicht as Startpunkt der DNA-Polymerase fun-
gieren, da sie am 3'-Ende mit einem Phosphatrest blockiert ist (WITTWER et a. 1997; THEL-
WELL et al. 2000).

Bei den LightCycler™-Sonden ist der Akzeptor nicht wie bei dem 5'-Exonuklease-Assay ein
Quencher, sondern ein Fluorophor mit anderem Emissionsspektrum, das durch FRET vom
Donor zur Lichtemission angeregt wird. Die Farbstoffe sind jeweils auf einer Donor- und
Akzeptor-Sonde lokalisiert. Hybridisieren sie an die Zielsequenz, grenzen e direkt aneinan
der. So kommt es nach CAPLIN et al. (1999) zum FRET und damit zur Detektion einer Akzep-
tor spezifischen Fluoreszenz.

Die Real-Time PCR erlaubt einen hohen Probendurchsatz sowie ein hohes Automatisie-
rungsniveau. Dadurch, dass die Reaktionsgefél3e zur Analyse nicht gedffnet werden, wird zu-

sédtzlich das Risiko der Kreuzkontaminationen stark eingeschrénkt.
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Prinzip der TagMan® PCR

Der TagMar® Assay ist ein 5® 3'-Exonuklease-Assay, der strikt Sequenz spezifisch fir das
verwendete Primer/Sonde-System ist (vgl. Abbildung 1-4). Das Fluoreszenzsignal ist nach
WISEMAN (2002) proportional zur Synthese des PCR-Produktes. Mit Zunahme der PCR-
Zyklen erhebt es sich Uber die Hintergrundfluoreszenz, geht in den linearen Bereich der expo-
nentiellen Wachstumskurve (log linear region) tber und erreicht ein Plateau.

Die Vermehrung der Zielsequenz erreicht den linearen Bereich der exponentiellen Phase da-
bei umso eher, je hdher die Ausgangskopienzahl war. Als Bezugspunkt fur die Menge der
Ausgangskopienzahl dient die Anzahl an PCR-Zyklen bis zum Erreichen der linearen Phase.
Dazu wird ein Fluoreszenzwert als Basis (Baseline) festgelegt, bei dem sich alle Reporter-
signale in der linearen Phase befinden. Der PCR-Zyklus, bel dem die Reportersignale diese
Baseline (threshold cycle, Ct-Werte) schneiden (WiISsEMAN 2002), dient als Vergleichsgrofle
der Proben und ist spezifisch fur ihren DNA-Gehalt.

Um von den Ct-Werten zur Quantifizierung der Sequenzen zu gelangen, stehen je nach Frage-
stellung verschiedene Strategien zur Auswahl. Fir die Schatzung unbekannter Proben werden
allgemein Standards mit bekanntem DNA-Gehalt mitgefthrt. Von den logarithmierten DNA-
Konzentrationen der Standards wird eine lineare Regression abgeleitet und die DNA-Konzen
tration unbekannter Proben durch Intrapolation geschétzt.

Fir Multiplexreaktionen stehen Reporter-Farbstoffe verschiedener Emissionsspektren zur
Verfigung, die alle mit Licht von 488 nm angeregt werden. Hierfir sollten die Emissions-
spektren der gewahlten Farbstoffe moglichst weit auseinander liegen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 M aterial

2.1.1 Vebrauchsmaterial und Chemikalien

Die folgende Auflistung enthét die Hersteller und Spezifikationen der benutzten Chemikalien
bzw. Agenzien. Eine Beschreibung der Verbrauchsmaterialien erfolgt unter den entsprechen

den methodischen Absétzen bzw. in Kapitel 2.1.2 Basisdsungen.

Tabelle 2-1: Chemikalien und Agenzien

Chemikalien/ Agenzien Spezifikation Hersteller

[a-?P]dCTP 3000Ci/mmol Amersham Pharmacia Biotech, S-Uppsala
Agarose Ultra Qualitat Roth, D-Karlsruhe
Ampicillin research grade Serva, D-Heidelberg
Ammoniumpersulfat Amresco, USA-Ohio
Bacto-Agar Difco, USA-Detroit
Blockierungsreagenz Roche, D-Mannheim
Borsaure p.a Amresco, USA-Ohio
Bromphenolblau Riedel-de Haén, D-Seelze
BSA (bovine serum albumine) |98% Roth, D-Karlsruhe

Buffer EB, Tris-Cl 10 mM pH 8.5 Qiagen, D-Hilden
Chloroform p.a J.T. Baker, USA-Deventer
CTAB p.a Fluka, CH-Buchs

dATP Roche, D-Mannheim
dCTP Roche, D-Mannheim
Dextran-Blau Fluka, CH-Buchs

dGTP Roche, D-Mannheim
dNTP Qiagen, D-Hilden

DTT p.a Roth, D-Karlsruhe

dTTP Roche, D-Mannheim
EDTA p.a Fluka, CH-Buchs
Eisessig, 100% J.T. Baker, USA-Deventer
EtBr-L6sung, 1%ig reinst Roth, D-Karlsruhe
Ethanol absolute (EtOH) p.a J.T. Baker, USA-Deventer
Formamid Amresco, USA-Ohio
GeneScan-500 ROX Applied Biosystems, USA-Foster City
Glucose VWR-International, D-Darmstadt
Glycerin 99,5% Roth, D-Karlsruhe
Harnstoff Amresco, USA-Ohio

HCI p.a J.T. Baker, USA-Deventer
Hefe-Extrakt Difco, USA-Detroit
Hexanukleotide Roche, D-Mannheim

I soamylalkohol p.a J.T. Baker, USA-Deventer
| sopropanol p.a J.T. Baker, USA-Deventer
KCI p.a J.T. Baker, USA-Deventer
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Tabelle 2-1 (Fortsetzung): Chemikalien und Agenzien

Chemikalien/ Agenzien Spezifikation Hersteller

Long Ranger, Gellésung 50% Acrylamid-Lsg.  FMC, USA-Rockland

b-M ercaptoethanol 14,3 M Roth, D-Karlsruhe

Maleinsaure Sigma, USA-St. Louis
MetaPhor, Agarose high resolution FMC, USA-Rockland

MgCl, - 6 H>0 p.a J.T. Baker, USA-Deventer
MgSO, - 6 H>0 p.a Sigma, USA-St. Louis
NaAc-Trihydrat p.a, kristalin Roth, D-Karlsruhe

NaCl p.a J.T. Baker, USA-Deventer
NaOH p.a VWR-International, D-Darmstadt
Natriumcitrat p.a Sigma, USA-St. Louis
Natriumlauroylsarcosin Sigma, USA-St. Louis

PEG MW 8000 Sigma, USA-St. Louis
PicoGreen® dsDNA Molecular Probes, USA-Eugene
SDS 2x kristallin Serva, D-Heidelberg

Sephadex- G50 fine Amersham Pharmacia Biotech, SUppsaa
TEMED Amresco, USA-Ohio
Tetracyclin USB, USA-Cleveland

Tris kristallin Riedel-de Haén, D-Seelze
Trypton Difco, USA-Detroit

Wasser reinst Eppendorf, D-Hamburg

2.1.2 Basiddsungen

Ampicillin (50 mg/ml)

Ampicillin wurde in entsprechender Menge in bidestilliertem Wasser gel6st, sterilfiltriert, ali-
quotiert und bel -20°C gelagert

1,0x CTAB

Die Menge fur 1% (w/v) CTAB sowie 0,7 M NaCl wurde eingewogen, in 50 mM Tris*Cl (pH
8,0) und 10 mM EDTA (pH 8,0) gel6st, autoklaviert und bei Raumtemperatur (RT) gelagert
Chlor ofor m/l soamylalkohol

Chloroform und Isoamylalkohol wurden im Verhdltnis 24:1 gemischt und bei RT gelagert

1M DTT

Die entsprechende Menge DTT wurde in 10 mM NaAc (pH 5,2) gelost, sterilfiltriert, aliquo-
tiert und bel -20°C gelagert

0,5M EDTA (pH 8,0)

Die entsprechende Menge EDTA wurde in bidestilliertem Wasser gel6st, mit NaOH auf pH-
Wert 8,0 eingestellt, auf das Endvolumen aufgefillt, autoklaviert und bei +4°C gelagert
EtBr-L 6sung (10 mg/ml)

Die entsprechende Menge EtBr wurde eingewogen, mit bisterilem Wasser auf das Endvolu
men aufgeflllt, mehrere Stunden geridihrt und im Dunkeln bei +4°C gelagert

Maleinsdur epuffer (100 mM)

Die entsprechende Menge Maleinsdure wurde eingewogen, mit NaCl (150 mM) und konzen
trierter NaOH auf pH 7,5 eingestellt und bei -20°C gelagert
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1M MgCl,

Die entsprechende Menge MgCl, - 6 H>O wurde in bidestilliertem Wasser gel6st, die Losung
autoklaviert und bei RT gelagert.

0,1M MgSO,

Die entsprechende Menge MgSO, - 6 H,O wurde in bidestilliertem Wasser gelost, sterilfil-
triert und bel RT gelagert

3 M NaAc (pH 5,2)

Die entsprechende Menge NaAc wurde in bidestilliertem Wasser gel6st, mit Eisessig auf pH-
Wert 5,2 eingestellt, autoklaviert und bei RT gelagert

5M NaCl

Die entsprechende Menge NaCl wurde in bidestilliertem Wasser geldst, autoklaviert und bei
RT gelagert

10 N NaOH

Die entsprechende Menge NaOH wurde in bidestilliertem Wasser unter Kuhlung aufgel 6st
und bel RT gelagert

28% PEG 8000 (w/v)

Die entsprechende Menge PEG wurde unter Rihrenin 5 M NaCl gelést und bel RT gelagert
3,0x SDS

Die Menge fur 3% (w/v) SDS wurde in 700 mM NaAc (pH 5,2) und 20 mM EDTA (pH: 8,0)
gelost, mit konzentrierter NaOH auf pH 5,5 eingestellt, autoklaviert und bel RT gelagert

10 x TBE-Puffer

Die entsprechende Menge TBE fir 0,89 M Borsaure und 0,89 M Tris-Cl wurden eingewogen,
in20 mM EDTA (pH 8,3) gelost und bel RT gelagert

Tetracyclin (10 mg/ml)

Die entsprechende Menge Tetracyclin wurde in 70% (v/v) EtOH gelost, aliquotiert und bei
-20°C gelagert

1M TrisAc

Die entsprechende Menge Tris wurde in bidestilliertem Wasser aufgel 6st, mit konzentrierter
Essigséure auf pH-Wert 8,0 eingestellt, das Volumen aufgeftllt und autoklaviert

1M TrisCl

Die entsprechende Menge Tris wurde in bidestilliertem Wasser aufgel 6st, mit konzentrierter
HCl auf pH-Wert 8,0 eingestellt, das VVolumen aufgefullt und autoklaviert

2.1.3 DNA-Molekulargewichts- und -L angenstandards

Tabelle 2-2: DNA-Molekulargewichts- und -L éngenstandards

Standard Hersteller

pUC19 DNA / Mspl MBI Fermentas, D-St.Leon-Rot
100 bp DNA Ladder MBI Fermentas, D-St.Leon-Rot
| DNA Hindlll MBI Fermentas, D-St.Leon-Rot
1kb DNA Ladder MBI Fermentas, D-St.Leon-Rot
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2.1.4 Enzyme

Tabdlle 2-3: Enzyme
Enzym Anwendung Hersteller
Alkalische Phosphatase Dephosphorylierung Amersham Pharmacia Biotech, S-Uppsala
AmpliTaq Gold hot start polymerase Applied Biosystems, USA-Foster City
BamHl| RFLP MBI Fermentas, D-St.Leon-Rot
EcoRlI RFLP MBI Fermentas, D-St.Leon-Rot
EcoRV RFLP MBI Fermentas, D-St.Leon-Rot
Hindlll RFLP MBI Fermentas, D-St.L eon-Rot
Klenow-Enzym RFLP Roche, D-Mannheim
Notl Plasmidlinearisierung MBI Fermentas, D-St.L eon-Rot
Pfu DNA Polymerase proof reading polymerase Stratagene, NL-Amsterdam
Pmel (Mssl) Plasmidlinearisierung MBI Fermentas, D-St.Leon-Rot
Polynukleotidkinase Ligation Hybaid GmbH, D-Heidelberg
Proteinase® K genom. DNA-Isolation Qiagen, D-Hilden
RNase A genom. DNA-Isolation Qiagen, D-Hilden
Scal Plasmidlinearisierung MBI Fermentas, D-St.L eon-Rot
T4 DNA Ligase Ligation USB Corporation, USA-Cleveland
T4 PNK Ligation USB Corporation, USA-Cleveland
Tag DNA Polymerase PCR Qiagen, D-Hilden

Thermo Sequenase™ ||

Xbal

Sequenzierung
Plasmidlinearisierung

Amersham Pharmacia Biotech, S-Uppsala
MBI Fermentas, D-St.Leon-Rot
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2.1.5 Oligonukleotide

Tabelle 2-4: Oligonukleotide

Name Sequenz (5'-3') Amplikon Zielsequenz EMBL
Sequenzierung
o o M13 Forward GTAAAACGACGGCCAG
PCR™4-TOPO M13Reverse CAGGAAACAGCTATGAC 166 bp
Qualitative PCR Assays zum Transgennachweis
PE-for GTTCTGTTTTTGTAGAGTTTTGGAA Phosphoenol pyruvat
R R 411 P Py D13987
eferenzsystem Raps PE-rev GACAAGAGACAAGAGTGGCTATTAT P Carboxvlase >
s gif CAAAGACGATAAAGGCTACGGC S-glucosyl-
Referenzsystem Raps S gt-r TAATGCTCCGATCAGAGCTTCC 614 bp transferase A62529
. vr-f CCGCTGTATCACAAGGGCTGGTACC
Referenzsystem Mais ivr-r GGAGCCCGTGTAGAGCATGACGATC 226 bp Invertase AFL71874
—— [bmvifor CAGATGATTCACGAAGCAGG . - (MORCHEN et
Referenzeystem Zuckerribe ||\ 1 rev  CCTAAGGACAACATAAGTTCTG 151 bp Mikrosatelit al. 1996)
. 3551 GCTCCTACAAATGCCATCA 35S-Promotor
P-35S-Screening 3552 GATAGTGGGATTGTGCGTCA 195bp des CaMV A18053
pat-Gen pat-f TCTGGGTAACTGGCCTAACTGG 439 bp Phosphinothricin - A99126
pat-r TGCTGTAGCTGGCCTAATCTCA acetyltransferase
Quantitative PCR Assays zum Transgennachweis
pepc3-TM  CTAGCGGCGTTTCAGACATTC
Referenzsystem Raps pepc3-TM-r  GTCTGTCTCCGCAGTCGCA 108 bp Phosg:r%%r)‘g/'%ge“"at D13987
pepc3-TM-p  VIC- CGCTAGTGTAGACCAGTTCTTGGAGCCGC- TAMRA
Sg-TM-f  GTCCAGTTCGCTAAACGCCTAGT S alucosrl
Referenzsystem Raps sgt-TM-r  GAGGCGGTGTAGGTGGTGG 71bp tragn Sferze AB2529
Sg-TM-p  VIC- CCAAMAGGCGTCAAAGTCACAATCGC- TAMRA
pat-TM-f TAGCTGGCCTAATCTCAACTGGTC 35S-Promotor/ A18053
P-35S/pat-K onstrukt pat-TM-r ATTTCATTTGGAGAGGACAGGGTAC 87 bp Phosphinothricin- A99126
pat-TM-p FAM- CCTCTCCGGAGACATGTCGACTCTAGAGGAT- TAMRA acetyltransferase
TM-355-fm  CGTTCCAACCACGTCTTCAAA 355 Promotor
P-355-MGB-Screening TM-355-rm  ATTGTGCGTCATCCCTTACGTC 71 bp des CaMV A18053

TM-35S-pm

FAM-AAGTGGATTGATGTGATATC-TAMRA
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2.1.6 Pflanzenmaterial

Fur die Entwicklung und Evaluierung der pat-Gen spezifischen Nachweissysteme wurden
verschiedene Pflanzenarten untersucht, die alle mit dem Vektor pHoe6/Ac transformiert
waren. Dieser enthdlt die kodierende Sequenz eines synthetischen pat-Gens unter der Korn-
trolle des 35S-Promotors aus dem Cauliflower Mosaic Virus (CaMV). Die Nukleotidsequenz
des pat-Gens, wurde entsprechend der Kodonerkennung der Pflanzenarten modifiziert, ohne
dabei die Aminosauresequenz des Proteins zu verandern. Zwischen der rechten und linken

Borderregionen enthdlt es einen Sequenzteil des Ti-Plasmids pTiT37 sowie pTiAchb.

Brassicaceae

Tabelle 2-5: Brassica-Species

Gattung / Art dt. Bezeichnung  Sorte Zuchter

Brassica oleracea acephala | Markstammkonhl 'Marrow T. Church (BuresLTD)

medullosa Thell Stemm' GB-C085JQ Bures Sussolk

Brassica oleracea acephala | Kohlrabi 'Delikatel Quedlinburger Saatgut GmbH,

gongyloides L. blau' D-06472 Quedlinburg

Brassica oleracea oleracea | Rosenkohl 'Hilds Ideal'  Hild Samen GmbH,

gemmifera (DC) D-71672 Marbach

Brassica rapa Winterriibsen 'Buko' KWS Saat AG, D-37555 Einbeck

Brassica rapa Winterriibsen 'Perko’ KWS Saat AG, D-37555 Einbeck

Brassica rapa Sommerriibsen 'Nokonova' KWS Saat AG, D-37555 Einbeck

Brassica rapa rapifera Herbstriiben 'Rondo' Joordens' Zaadhandel W.V .,
ND-5995 ZG Kessel LB

Brassica rapa pekinensis Chinakohl 'Canntoner

(Lour) Witkrop'

Raphanus sativus oleiferus | Olrettich unbekannt

Snapsis alba Gelbsenf unbekannt

Raps (Brassica napus L. ssp. oleifera)

Nichtransgene Ausgangssorten/ Linien:

- LinieFalcon (NPZ, D-Holtsee)

- MSL-Hybridsorte ‘Artus (NPZ, D-Holtsee)

- Hybridsorte Hyola 401 (Advanta Seeds, CAN-Winnipeg)

Transgene Sorten/Linien:
'Falcon GH0/90° (‘Modul', Bayer CropScience AG, D-Monheim) hat den Vektor
pHoe6/Ac (ausschliefflich innerhalb der Border-Region) an zwei unabhangigen Loci stabil
integriert. Es wurden keine Antibiotika-Resistenzgene integriert. Durch mehrmaliges

Selbsten der Orginaltransformante wurde eine Linie erzeugt.
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- 'Avaon' (LL-Artus, Bayer CropScience AG, D-Monheim am Rhein) ist eine Hybridsorte
der mannlich sterilen Linie MSL 06 C, die auf die transgene Sorte 'Falcon GS40/90' zu-
rick geht, mit der Sorte Chr. 1261/92 (HARMS 2003). Wie 'Falcon GS40/90" hat 'Avalon'
den Vektor pHoe6/Ac an zwel unabhangigen Loci stabil integriert.

Zuckerrube (Beta vulgaris L. var. altissima)

Nichtransgene Ausgangssorten/ Linien:

- Ribella(SES Europe, B-Tiemen)

Transgene Sorten/ Linien:

- Prestige-LL, Transformationsereignis T120-7 (Bayer CropScience AG, D-Monheim am
Rhein) hat den Tell des Vektors pOCA18/AC, der zwischen den beiden Border-Regionen
liegt, stabil ins Genom integriert. T120-7 enthdlt eine Kopie des synthetischen pat-Gens
unter der Kotrolle des 35S-Promotors und -Terminators. Zusétzlich wurde das Neomycin
Phosphotransferase-Gen (npt 11-Gen) aus Escherichia coli unter der Kontrolle des Promo-
tors der Nopalinsynthase und des Terminators der Octopinsynthase aus Agrobakterium

tumefaciens stabil ins Genom integriert.

Mais (ZeamaisL.)

Nichtransgene Ausgangssorten/ -linien:

- Monopol (KWS Saat AG, D-Einbeck)

Transgene Sorten/ Linien:

- Maidinie HE/89, Transformationsereignis T25 (Bayer CropScience AG, D-Monheim am
Rhein) besitzt eine funktionale Kopie der kodierenden Sequenz des synthetischen pat-
Gens unter der Kontrolle des CaMV 35S-Promotors und —Terminators, integriert in ein
Chromosom des Maisgenoms. Wie der Vektor pHoe6/Ac enthdlt das hier verwendete
modifizierte pUC18-Plasmid die kodierende Sequenz eines pat-Gens, dessen Nucle-
otidsequenz modifiziert wurde, um von Pflanzen bevorzugte Kodons zu erstellen.
AulRerdem besitzt T25 ein nicht funktionales Fragment des Ampicillin-Resistenz (@ampR)
-Genes und den Col E1-Replikationsursprung des pUC-Plasmids.

- Maislinie Maximizer®, Transformationsereignis Bt176 (Novartis Seeds Inc., Greensboro,
NC) besitzt pro haploidem Genom zwel funktionale Kopien eines synthetischen cryl A(b)-
Gens mit Ursprung aus Bacillusthuringiensis subspecies kurstaki HD-1 und eine Kopie
des bar-Gens, abgeleitet aus der Sequenz von Streptomyces viridochromogenes. Das

crylA(b)-Gen verleiht eine Toleranz gegen den Maisziinzler und das bar-Gen gegen
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gluphosinathaltige Herbizide. Von den zwei Expressionskassetten des cryl A(b)-Gens ist
eine unter der Kontrolle des Calciumabhangige Proteinkinase-Promotors (CDPK-Pro-
motor) und eine unter der Kontrolle des Phosphoenolpyruvat Carboxylase-Promotor
(PEPC-Promotor), beide Promotoren sind aus Mais. Die Genkonstrukte sind unter der
Kontrolle je eines CaMV-Terminators. Zusétzlich existiert im Genkonstrukt eine Kopie
des bar-Gens unter der Kontrolle des CaMV 35S-Promotors und -Terminators
(MATSUOKA et al. 2002).

- Maidlinie YieldGard®, Transformationsereignis MON810 (Monsanto Co. USA-St. Louis)
besitzt eine Expressionskassette pro haploides Genom. Die Kassette hat eine Kopie des
synthetischen CrylA(b)-Gens abgeleitet von Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HD-1
unter der Kontrolle eines 35S-Promotors mit verdoppeltem Enhancer und Intronl des
hsp70 (Hitzeschockproteins aus Mais, MATSUOKA et al. 2002).
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2.2 M ethoden

2.2.1 Feldprobennahme

Im Jahre 2000 kam es zu einem nicht genehmigten Anbau von GVP in Deutschland. Impor-
tiertes Sommerraps-Saatgut der Hybridsorte 'Hyola (Advanta Seeds, CAN-Winnipeg), das
einen unbekannten Anteil herbizidtoleranter Samen enthielt, gelangte versehentlich in den
deutschen Handel und wurde auf bayerischen Landwirtschaftsflachen angebaut. Es waren
zwei Herbizidtoleranzen im Saatgut vorhanden. Eine Toleranz beruhte auf dem Gen fir die
5-Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat-Synthase (EPSPS) gegen glyphosathaltige Herbizide wie
Roundup Ready® (RR). Die andere Toleranz gegen Phosphinothricin (PPT) haltige Herbizide
wie Liberty®, beruhte auf dem Gen fiir die transgene Phosphinothricinacetyltransferase (pat).
Finf dieser Flachen wurden ausgewahlt, um die Persistenz des transgenen Rapses vom Jahr
2000 bis zum Herbst 2002 zu dokumentieren (siehe Abbildung 2-1). Dazu erfolgte eine
Aufnahme landwirtschaftlich relevanter Parameter dieser Fl&chen (vgl. Tabelle 3-7).

0)

e Minchen

Abbildung 2-1: Regionale Verteilung der funf ‘transgen kontaminierten' Agrarfléchen in Bayern

Die Beprobung der Agrarflachen erfolgte grundsétzlich so, dass evtl. vorhandene Ansamm-
lungen transgener Pflanzen (‘transgene Nester') aufgedeckt werden konnten. Dazu wurden
Unterproben von bestimmten Flachenabschnitten gezogen. Durch die Bildung des Mittelwer-

tes der Unterproben sollte anschlief3end eine Berechnung des durchschnittlichen Transgenant
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teils der Gesamtflache erfolgen. In Anlehnung an die Empfehlungen des LAG (2001) wurden
pro Flache insgesamt mindestens 3000 Individuen beprobt.

Beim Erntegut erfolgte eine Probenziehung von funf mal 80 g am laufenden M&hdrescher in
zeitlich versetzten Abstanden. Mit diesem Beprobungszeitpunkt, vor der Vermischung und
Aufreinigung der Samen, sollten eventuelle Verteilungsunterschiede von transgenen und kon
ventionellen Samen aufgedeckt werden.

Der Ausfalraps wurde nach Méglichkeit mit insgesamt 3000 Pflanzen pro Flache beprobt.
Zur Aufdeckung 'transgene Nester' erfolgte die grof3flachige Aufteilung der Felder in Bepro-
bungsbereiche mit je 1000 Pflanzen. Es wurden zweimal jahrlich Pflanzenproben genommen.
Eine Probenziehung erfolgte im Frihjahr zwischen Saat und Nachauflauf-Herbizidbehand-
lung und eine im Herbst nach der Ernte und Bodenbearbeitung. Es wurden Keimpflanzen mit
bereits ein bis zwei Paar ausgebildeten Laubbléttern von ungefdhr gleicher Grofde gewahlt.
Bei groleren Pflanzen erfolgte die Entnahme von entsprechend gleich grof3en Blattstiicken.
Die Pflanzenproben wurden sofort auf Eis gekuihlt, um die Kihlkette bis zur Gefriertrocknung
aufrecht zu erhalten.

2.2.2 Aufarbeitung der Feldproben

Zur Konservierung wurde frisches Pflanzenmaterial nach einer Vorkiihlung bei —20°C gefrier-
getrocknet (ALPHA 1-4; Martin Christ GmbH, D-Ostrode). Das getrocknete Material wurde
anschlief3end mit einer Labormessermuhle (Grindomix GM 200; Retsch GmbH & Co KG, D-
Haan) zerkleinert, homogenisiert und aliquotiert. Bis zur DNA-Isolation wurde das pulveri-
sierte Pflanzenmaterial luftdicht in Folie eingeschweil3t und bei RT gelagert. Saatgutproben
wurden auf 3500 Samen (entsprechend ihres Tausendkorngewichts) aliquotiert, zerkleinert,

homogenisiert und bis zur DNA-Isolation bei —20°C eingefroren.

2.2.3 DNA-Isolation

Die Isolierung genomischer Raps-DNA erfolgte je nach Gewebe, bel grinem Pflanzen
material mit einer angepassten CTAB-Methode (AUSUBEL et al. 1999), bel Saatgut mit einer
angepassten SDS-Methode (MANIATIS et a. 1989).

0,4 g gefriergetrocknetes Pflanzenmaterial wurde in ein 50 ml Reaktionsgefald Uberfuhrt, mit
20 ml 1x CTAB-Puffer suspendiert und nach Zugabe von 250 pl b-Mercaptoethanol sowie
50 pl Proteinase K (20 mg/ ml) fir 60 min bel 60°C und leichtem Schiitteln inkubiert. Die
eisgekihlten Proben unterzogen sich einer zweimaligen Extraktion mit 1Volumen Chloro-

form/ 1soamylalkohol (24:1) fiir jeweils 30 min in einem Uberkopfschiittler.
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Die Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation bei
1,0~ CTAB-Puffer

RT und Uberfulhrung der wéssrigen Phase in €in neues

Reaktionsgefa. Die DNA wurde mit 1 Volumen eis- 1,0% (wiv) , CTAB
100 mM TrisXCl (pH 8,0)
kaltem Isopropanol gefdllt, zwei Waschschritten mit 10 mMm EDTA (pH 8,0)

) _ 700 mM NaCl
1 ml 70%igem EtOH unterzogen und bis zur gewdin

schten Konzentration in 10 mM Tris:Cl-Puffer gelGst. ik S0 Puffer

Die Einwaage von ca. 0,5 g gemahlenen Samenmaterials 3,0% (wiv) SDS
700 mM NaAc (pH 5,2)
sowie die Suspendierung mit 10 ml 3,0x SDS und 50 pl 20 mM EDTA (pH 8,0)
mit NaOH auf pH 5,0

Proteinase K (20 mg/ ml) erfolgte in einem 50 ml Reak-

tionsgefal3, gefolgt von einer 60 min Inkubation bei
60°C und leichtem Schutteln. Im Anschluss daran wurden die Proben einer doppelten Chloro-
form/ |soamylalkohol-Extraktion (siehe S. 28) unterzogen und die wassrige Phase zur DNA-
Fallung mit 1 Volumen Isopropanol bei RT versetzt. Die Entfernung von LOosungsmittelresten
erfolgte tiber Lufttrocknung des fadigen DNA-Prézipitats nach dessen Uberfilhrung in ein
neues 1,5 ml Reaktionsgefals. Zum RNA-Verdau wurde die getrocknete DNA in 500 pl Was-
ser plus 20 Il RNase A (10 mg/ ml) gelost und 30 min bei 37°C inkubiert. Es folgte eine
PEG-Fallung durch Zugabe von 1300 ul 28%iger PEG-Ldsung, eine Inkubation tber Nacht
und eine 40 minitige Zentrifugation bei 4°C. Der Uberstand wurde verworfen, die DNA in
ein 1,5 ml Resktionsgefald Uberfuhrt, nach zwei Waschschritten mit 1 ml 70%igem Ethanol
luftgetrocknet und bis zur gewtinschten Konzentration in 10 mM Tris-Cl-Puffer riickgel 0st.

2.2.4 DNA-Quantifikation

Eine grobe Konzentrationsabschétzung genomischer und plasmidaler DNA-Ldsungen erfolgte
durch Elektrophorese von Aliquots auf 0,8 —1,2%igen mit EtBr-gefarbten Agarosegelen
(0,5 ug EtBr/ ml Agarose) und visuellem Abgleich tber mitgefthrte DNA-Molekulargewicht-
standards. Die exakte Quantifizierung wurde Uber Doppelmessungen durch Anférben der
dsDNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff PicoGreen® vorgenommen. Die Detektion erfolgte mit
Hilfe des Storm™ Fluorescence-Scanners und die Auswertung mit ImageQuant 5.0 (beides
von Molecular Dynamics, USA-Sunnyvale). Die Quantifizierung wurde entsprechend den
Empfehlungen von ROMPPANEN et al. (2000) Uber Interpolation einer mitgefihrten DNA-
Konzentrationsreihe durchgefthrt.
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2.2.5 Sequenzanlyse

Datenbanksichtung

Die Seguenzen wurden mit Hilfe der 'European Molecular Biology Laboratory' (EMBL)
Sequenzdatenbank ausgewahlt. Die untersuchten Transgensegquenzen waren ein veranderter
35S-Promotor (P-35S) des CaMV (EMBL A18053 / W09209696-A/4) und ein synthetisches
Phosphinothricinacetyltransferase-Gen (pat-Gen; EMBL A99126/ EP0899340). Fir den spe-
zifischen Nachweis von Brassica napus wurden die 'house keeping’ Referenzgene der S-glu-
cosyltransferase (s_gt, EMBL A62529/ W(O9716559) und der Phosphoenol pyruvat Carboxy-
lase (pepc3, EMBL D13987/ BNPEPCASA) nach HELLEBRAND et al. verwendet (1998).

Sequenzierung

Die Sequenzierung von dsDNA fand nach der Kettenabbruchmethode von SANGER et al.
(1970) statt. Es wurde der 'DY Enamic™ ET terminator cycle sequencing premix kit' mit der
Thermo Sequenase DNA-Polymerase nach Angaben des Herstellers (Amersham Pharmacia,
S-Uppsala) eingesetzt.

Sequenzanalyse

Die multifluore Detektion wurde auf einem

ABI Prism™ 377 Sequenzer (Applied Biosys- | >2ldes Polvacrylamidgel

tems, USA-Foster City) ausgefiihrt. Die | 10% (V) Actylamid-Lsg. (50%)

6 M Harnstoff
Auftrennung der Sequenzierprodukte erfolgte 0,7%o (VIV) TEMED
] _ ) _ 0,5%o (Wiv) Ammoniumpersulfat
in 5%igen Polyacrylamidgelen Uber vertikale 17 TBE-Puffer

Polyacrylamid-Gel el ektrophorese (PAGE). Die
gereinigten Sequenzierprodukte wurden in 1x Beladungspuffer des 'DY Enamic™ ET termi-
nator cycle sequencing premix kits ruckgelost, 3 min bei 95°C denaturiert und im 1 pl-
Volumen eingesetzt. Als Laufpuffer diente 1x TBE-Puffer bei Laufzeiten von 7 h und 51°C
und den elektrischen Parametern 120 W /50 mA. Die Auswertung der DNA-Sequenzen er-
folgte mit Hilfe der Software Sequence Navigator™ 1.0.1 (Applied Biosystems, USA-Foster
City). Sequenzen, die sich aus dem Einsatz von Vorwérts- und Rickwéartsprimern derselben
Zielsequenz ergaben, wurden in Ubereinstimmung (alignment) gebracht und mit entsprechen

den Sequenzen der Datenbanken verglichen.
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Restriktion

Die enzymatische Spaltung genomischer und plasmidaler DNA erfolgte mit Restriktionsendo-
nukleasen unter Beriticksichtigung der Herstellerangaben (MBI Fermentas, D-St. Leon-Rot).
Fur die RFLP-Analyse wurde genomische DNA mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI,
BamHI, Xbal, Hindlll gespalten. Zur Inkubation von einem pug DNA im 20 ul Reaktions-
ansatz fur 4 h waren 4U Enzym ausreichend. Fir die Erstellung von plasmidalen Kalibrier-
standards fr die Real-Time PCR wurde plasmidale DNA mit den Restriktionsendonukleasen
Notl, Pmel und Scal linearisiert. Die Hydrolyse erfolgte mit 8U pro ug DNA fir 4 h bei 37°C.

2.2.6 RFLP-Analyse

Gelelektrophorese

Die RFLP-Ansétze wurden in 1" Beladungspuffer tber TAE-Puffer
horizontale Gelelektrophorese in 0,8%igen Agarose-

40 mM TrisAc
gelen und mit ca. 1 V/cm aufgetrennt. TAE-Puffer fun- 1H 8ng EDTA
p L]

gierte as Laufpuffer bei Laufzeiten von 16-18 h. Zur
10" Beladungspuffer

visuellen Kontrolle der Auftrennung diente die Anféar-

i : 200 mM EDTA
bung des Beladungspuffers mit Bromphenolblau. Fir 20 % (wh) Glycerin
die Geldokumentation des Restriktionsmusters mit dem 0,03% (wiv)  Bromphenolblau

UV-Transilluminators erfolgte eine Anfarbung der
DNA-Fragmente mit EtBr (0,5 pug EtBr/ml H»0).

Southern Blotting

Zur Fragmentanalyse wurde die denaturierte DNA un- Transferpuffer

ter Ausnutzung vertikaler Kapillarkréfte vom Agarose- 8,2 m Nsocl:':
) a
gel auf eine Nylonmembran Ubertragen. Die Apparatur
des Southern Blotting war so aufgebaut, dass sich die 20 SSC
Membran, die dem Gel aufliegt unter beschwertem 3,0 M _ NaCl
0,3 M Natriumcitrat
Whatman Papier befand, das einen Kapillarsog erzeug- pH 7,0

te. Durch das Aufsteigen des denaturierenden Transfer-

puffers wurde die negativ geladene ssDNA bis an die positiv geladenen Membranoberflache
transportiert, wo sie gebunden wurde. Nach einer Transferzeit von ca. 16 h wurde die Mem
bran kurz in 2x SSC neutralisiert, luftgetrocknet und fir 2 h bei 80°C zur Fixierung der DNA

gebacken. Die Aufbewahrung der Membran bis zur Hybridisierung erfolgte in Klarsichtfolie.
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Radioaktive Sonden

Die Herstellung entsprechender Amplikons erfolgte mit
AGT-Nukleotidmix

Sequenz spezifischen Primern in der PCR. Nach der

o _ _ o _ 167 pM dATP
Aufreinigung mit dem 'QIAquick PCR Purification Kit' 167 pM dGTP
167 uM dTTP

(Qiagen, D-Hilden) wurden die Amplikons nach dem
10" Reaktionspuffer

‘random primed labeling' Verfahren von FEINBERG und

N . . . M Trisx€l (pH 7,2

VOGELSTEIN (1983) radioaktiv markiert. Die anschlies- igg ey s (ng’CIZ
sende 5 min Inkubation bei 95°C diente der Denaturier- ; mM DTT
mg/ml BSA

ung der markierten Insert-DNA (50 ng), gefolgt von 62,5 Axeo/ml  Hexanukleotide

einer Abkihlung auf Eis. Unter Einsatz von 1,4 Mbq
[a-¥P] dCTP (3000 Ci/ mmol), 3l AGT-Nukleotid-Mix, 2l 10° Reaktionspuffer und 1 U
Klenow-Enzym erfolgte der Einbau der I1sotope im 20 pl-Volumen 2 h bei 37°C. Nicht einge-
baute Nukleotide wurden Uber Sephadex-G50-Saulen abgetrennt. Die Hfizienz des radio-

aktiven Einbaus wurde mit einem Szintillationszdhler bestimmit.

Hybridiserung

Vor der ersten Benutzung wurden die Membrane 30 min in Waschlésung | zum Entfernen
von Verunreinigungen inkubiert, gefolgt von ener vier stindigen Prahybridisierung mit
Blockierungsreagenz im Drehinkubator (Bachhofer, D-Reutlingen) bel 65°C zur Abséttigung
unspezifischer Bindungsstellen. Die Hybridisierung mit der denaturierten Sonde und der an-
gestrebten Radioaktivitéat von 1x 10° cpm pro ml Hybridisierungsvolumen erfolgte ebenfalls
bei 65°C im Drehinkubator tber Nacht. Nach dem Verwerfen der radioaktiven Lésung sollte

Maleinsaure-Puffer Waschlésung |

100 mM Maleinsaure 1 7 SSC
150 mM NaCl 0,2 % (Wh) SDS
pH 7,5

Blocking-Ldsung Waschldsung Il

10 % (wh) Blocking-Reagenz 0,1~ SSC
in Maleinsaurepuffer 0,2 % (Wh) SDS
(Pra)-Hybridisierungslésung Striplésung

5 7 SSC 0,2 N NaOH
10 % (wh) Blocking-Lsg. 0,2 % (Wh) SDS
0,1 % (wh) Natriumlauroylsarcosin

0,02 % (wiv) SDS (2" kristallin)
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eine Inkubation der Membran in Waschlosung ! bzw. Il, entsprechend der erforderlichen
Stringenz, fur 530 min bel ca. 60°C dem Entfernen unspezifisch gebundener SondenrDNA
dienen. Anschliefzend wurden die Membrane in Klarsichtfolie gegeben und mit einem ront-
genempfindlichen Film (Quanta I1l, DuPont) in einem Rontgenkasten mit Verstérkerfolie fr
2-14 Tage bel -70°C exponiert. Die Wiederverwendung der Membranen war nach Behand-
lung mit alkalischer Striplésung zum Entfernen der SondentDNA bis zu zehn Ma maglich.

2.2.7 Rekombinante DNA-Techniken

Klonierung

Die gewinschten Fragmente wurden unter Verwendung Sequenz spezifischer Rimer mittels
PCR amplifiziert. Mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, D-Hilden) wurden die
Amplikons nach Herstellerangaben aufgereinigt, in Wasser zurtickgel6st und ihre Menge zur
Berechnung des Transformationsansatzes bestimmt. Die Ligation erfolgte in einem Reak-
tionsvolumen von 10 pl - 25 pl. Der unten stehenden Formel ist zu entnehmen, wie das Ver-

haltnis von Insert und

V ektor entsprechend ]
sp X ng PCR - Produkt = (Y bp P(,T.R P'rodukt)>(50 ng Vektor )
den Angaben des Her- (Grosse inbp des Vektors)

stellers kakuliert wur-

de. Die DNA-Polymerase von Thermus aquaticus (Tag) hat eine Matrizen unabhangige ter-
minale Transferaseaktivitét, die zum Einbau eines 'Uberhangenden’ Desoxyadenosins an das
3' Ende des Amplikons fiihrt. Der Vektor pCR®4-Topo® (Invitrogen, D-Karlsruhe) ist line-
arisiert und besitzt am 3 Ende seiner TA-Klonierungsstelle den dazu komplementéren T-
Uberhang. Die Insertion eines Amplikons wird durch eine Aktivierung des Vektors er-
leichtert. Die energiereiche Bindung zwischen dem 3' Phosphat des linearen Plasmids und
dem Tyrosylrest der Topoisomerase | bietet eine Angriffsstelle fir den 5'-Hydroxylrest des In-
serts und ermdglicht eine effiziente Ligation (SHUMAN 1994). Bel Insertion von zwei PCR-
Fragmenten wurde nach erfolgreicher Insertion in die TA-Klonierungsstelle ein weiteres
Insert in die 'glatte’ Pmel-Restriktionsschnittstelle des Vektors ligiert. Die PCR-Produkte
wurden mit der Pfu DNA-Polymerase amplifiziert, die keine dATP addiert und bei 65°C fur
30 min mit der PNK phosphoryliert. Zur Vermeidung einer partiellen Selbstligation des Vek-
tors wurde dieser nach Pmel-Restriktion mit der alkalischen Phosphatase fir 30 min bei 37°C
dephosphoryliert. Die Ligation 'glatter’ Enden wurde mit der T4 DNA Ligase bei 16°C fur

24 h vorgenommen. Alle Reaktionen erfolgten nach Herstellerangaben.
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Transformation von Bakterien

Die Transformation erfolgte mit Hilfe von chemisch kompetenten One shot® TOPO10 E. coli
Bakterienzellen (Invitrogen, D-Karlsruhe), die auf Eis aufgetaut worden waren. Die Zellen
wurden vorsichtig mit dem Ligationsansatz gemischt und 30 min auf Eis gehalten. Nach ein-
em Hitzeschock bel 42°C fur 30 s wurden die Zellen 5 min auf Eis abgekihlt und mit 120 pl
37°C warmem SOC-Medium versetzt. Sie wurden anschlief3end 1 h horizontal geschittelt, in
Aliquots von 50-200 ul auf Indikatorplatten ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.
Da die Selbstligation der pCR®4-TOPO®-Plasmide (Invitrogen, D-Karlsruhe) durch Akti-
vierung eines Letalgens verhindert wird, wurden alle Uberlebenden Klone selektiert.

SOC-Medium

2,0 % (wiv) Trypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt

10 mM NacCl
2,5mM KCl
10 mM MgCl,
10 mM MgSO,
20 mM Glucose

® autoklavieren

LB-Medium flissig

1,0% (wiv) Trypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
0,5% (wWh) NaCl

® autoklavieren

Indikatorplatten

LB-Medium fest
1,5 % (w/v) Bacto-Agar

® autoklavieren

75 mg/ml Ampicillin 120 mg/ml Ampicillin 75 mg/ml Ampicillin

Nach der Selektion wurden die Kolonien mit einem sterilen Zahnstocher in Glasréhrchen a
5 ml flissgem LB-Medium transferiert und tber Nacht angezogen. Die Lagerung der Bakter-
ien erfolgte in einer 15%igen Glycerinlosung bei -70°C (MANIATIS et al. 1989). Dazu wurden
250 pl Bakterien in flussigem LB-Medium auf Eis gekihlt, mit 750 pl 70%igem Glycerin
gemischt und eingefroren.

Plasmid-DNA wurde nach BIRNBIOM und DoLY (1979) mit dem 'High Pure Plasmid Isolation
Kit' (Roche, D-Mannheim) isoliert. Fur eine Verwendung in Real Time PCR-Reaktionen wur-
de die Plasmid-DNA in 10 mM Tris-Cl-Puffer gel6st, fur die Sequenzierung in HOpgest-

2.2.8 Qualitative PCR

Die DNA-Amplifikation erfolgte durch Einsatz einer thermostabilen DNA-Polymerase (SAIKI
et a. 1988) auf einem 9600 PCR-Cycler (Applied Biosystems, USA-Foster City). Die Ab-
leitung der Sequenz spezifischen Oligonukleotide erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms
Primer Premier 4.04 (Primer Biosoft International, USA-Palo Alto), wobel ein GC-Gehalt von
40-60% und eine Primerlange von 20-24 bp angestrebt wurde. Die PCR-Produkte wurden ent-
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sprechend des gewtunschten Auflésungsgrades in 1,5 - 3,0%igen Agarose MetaPhor-Gelen
elektrophoretisch aufgetrennt. Beim Auftreten unspezifischer Nebenbanden oder einer zu ge-
ringen Reaktionseffizienz wurde die Annealingtemperatur in 2°C-Schritten variiert und/ oder
die Mg?-Konzentration des Reaktionspuffers von 1,5 mM auf bis zu 3,0 mM erhht. Um
Kontaminationen mit Fremd-DNA auszuschlief3en, wurde bei jedem PCR-Experiment eine
H,O-Kontrolle mitgefihrt. Bel PCR-Experimenten zum Transgennachweis wurde zudem
DNA der transgenen bzw. nicht-transgenen Variante der entsprechenden Pflanzenart als

Positiv- bzw. Negativkontrollen mitgefihrt.

PCR mit Tag-Polymerase PCR-Parameter

5-50ng  DNA-Matrize 95°C 10 min 1 Zyklus
0,2 pyM  Vorwartsprimer

0,2 pM  Ruckwartsprimer 95°C 30s

200 pM  dNTPs 60°C 1 min 30 Zyklen
0,4 U AmpliTag Gold Polymerase 72°C 2 min

1 PCR-Puffer

ad 20 72°C 10 min 1 Zyklus
PCR mit PfU-Polymerase PCR-Parameter

20-50 ng DNA-Matrize 94°C 1 min 1 Zyklus
0,2 pM  Vorwartsprimer

0,2 pM  Ruckwartsprimer 94°C 30s

200 pM dNTPs 60°C 30s 30 Zyklen
15 U PfU-Polymerase 72°C 1 min

17 PCR-Puffer

ad 20 72°C 10 min 1 Zyklus

2.2.9 Quantitative Real Time PCR

Real Time PCR-Bedingungen

Die Durchfiihrung der Real-Time PCR erfolgte auf einem ABI® Prism™ 7700 SDS (Tag-
Mar®, Applied Biosystems, USA-Foster City). Die Monoplexreaktionen wurden in einem
Volumen von 25 pl mit 1x TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA-
Foster City) vorgenommen mit je 400 uM von je dATP, dCTP, dGTP, 800 uM dUTP, 0,2 U
UNG (AmpErase Uracil N-glycosylase) und 1 U Amplitag Gold DNA Polymerase. Nach
einem Dekontaminierungsschritt bei 50°C fur 2 min zum Abbau eventuell vorhandener uracil-
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TagMan® Real Time PCR Zyklusprofil

5-200 ng DNA-Matrize 50°C 2 min

0,3 MM Vorwartsprimer 95°C 10 min 1 Zyklus
0,3 MM Rickwartsprimer

0,2 uM Sonde

1 “ TagMan®PCR-Master Mix (Applied Biosystems)  95°C 15s 45 Zyklen
ad 25 60°C 1 min

haltiger Amplikons einer vorhergehenden Real-Time PCR schloss sich ein kombinierter
Annealing- und Extensionsschritt an, entsprechend der Empfehlung von Applied Biosystems
(USA-Foster City).

Design und Optimierung von Real-Time PCR Assays

Die Ableitung der Sequenz spezifischen Oligonukleotide erfolgte mit der Software Primer
Express™ Version 1.5 nach den Empfehlungen von Applied Biosystems (USA-Foster City).
Die Sonde wurde so platziert, dass sie eine Lange von 20-30 bp umfasste, wobei ihre T,
5-10°C Uber der T,, der Primer lag. Lies die vorliegende Sequenz nicht die Einhaltung beider
Bedingungen zu, kam eine MGB-Sonde (‘minor groove binder') zum Einsatz. Die MGB-
Sonden integrieren nach KUTYAVIN et a. (2000) mit ihrer halbmondférmigen DPIs-Gruppe in
die terminalen 5-6 bp der 'kleinen Furche' des entstehenden Doppel stranges und bilden somit
stabile Duplexe mit der Ziel-DNA.

Die Platzierung des Quenchers TAMRA (582 nm) war am 3'-Ende der Sonden, die des Re-
porterfarbstoffs FAM (518 nm) bzw. VIC (552 nm) am 5-Ende (vgl. Tabelle 2-4). Die Wahl
der fluorogenen Farbstoffe erfolgte so, dass ihre Emissionsspektren (E,) moglichst weit aus-
einander lagen. Des Weiteren wurde darauf geachtet, dass kein Guanin am 5'-Ende der Sonde
lag, keine Komplementaritdt zwischen den gemeinsam verwendeten Oligonukleotiden be-
stand, der GC-Gehalt der Sonde zwischen 40-60% lag und weder Sekundéarstrukturen noch
repetitive Sequenzen in der Zielsequenz vorlagen. Der Abstand zwischen TagMan®-Sonden
und Vorwartsprimern war stets auf 1-2 bp minimiert, um eine moglichst hohe Prozessionsrate
der Tag-Polymerase in der PCR zu gewahrleisten.

Fur alle Assays erfolgte die Erstellung einer Primermatrix, bei der Vorwérts- und Rickwarts-
primer in Konzentrationen von 50 nM, 300 nM, 900 nM in der Real-Time PCR kombiniert
wurden. Die Wahl fiel auf die Konzentrationskombination, welche die htchste PCR-Effizienz

erzielten.
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Alle Assays wurden nach der Entwicklung auf unspezifische Nebenprodukte, Artefakte sowie
Primerdimere untersucht. Die Erkennung von PCR-Produkten, die sich aufgrund differenter
GC/AT-Verhdtnisse, Amplikonldngen oder Sequenzen in der Dissoziations-Temperatur ur-
terschieden, erfolgte durch eine Schmelzkurvenanalyse nach RIRIE et al. (1971). Im Anschluss
an die Real-Time PCR wurden den Reaktionsansétzen die gleichen Mengeneines 2x SYBR
Green® PCR Master Mix (E,: 610 nm; Applied Biosystems, USA-Foster City) zugegeben.
Fur die Schmelzkurvenanalyse erfolgte eine Aufschmelzung des zuvor entstandene Produkts
durch eine langsame Erhéhung der Temperatur mittels TagMan®. Der Unterscheidung von
PCR-Produkten gleicher Dissoziations-Temperatur, aber unterschiedlicher Basenpaarlange,
diente die Auftrennung der Real Time PCR-Ansdtize mit 4%igen MetaPhor-Agarosegelen
(0,5 pg EtBr/ ml Agarose) Uber Gelelektrophorese.

Die von der Software vorgeschlagenen Ct-Werte und Basislinien wurden anhand der Kurven
verlaufe visuell geprift und ggf. korrigiert. Bei Fluoreszenzschwankungen in den Anfangs-

zyklen erfolgte eine Erweiterung der Basislinie nach Herstellerempfehlungen.

Erstellung von Kalibrierstandards

Der Methodenvalidierung dienten verschiedene Kalibrierstandards. Die Herstellung der 'ge-
mischten Samenstandards (M S-Standards) erfolgte durch eine Mischung von Saatgut der LL-
Transformationslinie ‘Modul' ('"Falcon G$40/90") mit Saatgut der nicht-transgenen Ausgangs-
linie 'Falcon'. Entsprechende Samenmengen wurden gezahlt, vermischt und vermahlen. Nach
der DNA-Isolation erfolgte ein Abgleich der DNA-Konzentration der verschiedenen Stufen.
Alle anderen Standards wurden durch serielle Verdinnung oder Vermischung in 1: 10 Ver-
haltnissen auf DNA-Ebene erzeugt, wodurch der Transgenanteil von Stufe zu Stufe um das
Zehnfache abnahm. Der Produktion 'verdiinnter genomischer Standards (V G-Standards) dien-
te eine stufenweise Wasserverdinnung von DNA der Transformante 'Modul' bzw. ihre
stufenweise Mischung mit nicht-transgener 'Falcon’-DNA bei den ‘gemischten genomischen
Standards' (M G-Standards).

Die Produktion plasmidaler Standards erfolgte mit Scal-linearisierten Plasmiden. Plasmide
mit der P-35S-pat-Ubergangsregion des LL-Konstruktes sowie einer partiellen Sequenz des
endogenen s_gt-Referenzgens wurden zur Erzeugung der ‘verdiinnten Plasmidstandards (VP-
Standards) seriell mit sterilem H,Opigest VeErdinnt. Plasmide, die ausschliefdlich das LL-Kon
strukt integriert hatten, dienten als 'gemischte plasmidale und genomische Standards (MPG-

Standards) durch stufenweise Vermischung mit genomischer 'Falcon’ -DNA.
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Die Einstellung der

_ ; N, X9
- GA:—
DNA-Konzentration der ybp 660g/mal

Plasmide erfolgte ent-

) GA = Genomaquivalent, entspricht der Kopienzahl

sprechend dem Arbeits- _

) _ Na = 6.023 x10%° Teile/ mol
bereich der genomischen

. Xg = DNA-Menge / Gramm
Kalibrierstandards.

) ] y bp = Menge / Basenpaare (Plasmid + Insert)
Die Ableitung der Ko-
660g/mol= gemittelte molare Masse der dNTPs von ddDNA

pienzahl der Plasmide
geschah Uber ihre DNA-
Menge und das plasmidale Molekulargewicht (MULHARDT 2000). Mit Hilfe der Menge ge-

nomischer Raps-DNA und der Masse von 1,225 pg (ARUMUGANATHAN und EARLE 1991) pro
haploidem Rapsgenomaquivaent wurde die Kopienzahlen der genomischen Zielsequenz be-
rechnet. Bei der Ableitung der Kopienzahlen erfolgte eine Berlicksichtigung der Doppel-
insertion des Transgenkonstrukts pro haploidem Genom der Rapssorte 'Falcon GS40/90'.

Quantifizierung

Neben der absoluten wurde auch eine relative
Quantifizierungsstrategie durchgefuhrt, bei Y =h+box;
welcher die Normalisierung der ermittelten

¥ = abhéangige Variabel: Ct-Wert
pat-Kopien durch die s gt-Kopien erfolgte, b, = Steigung
um den Transgenanteil im Verhéltnis zur Ge- by = Achsenabschnitt

samtkopienzahl des Genoms anzugeben. Die X = unabhangige Variabel: log Kopienzahl

absoluten pat- und s_gt-Kopienzahlen unbe-
kannter Proben wurden Uber Interpolation in eine linearen Regression der Kalibrierstandards
bestimmt. Dazu diente die Darstellung des 'L ogarithmus der Kopienzahl' und der zugehérigen
'Ct-Werte' der Standards in einem zweidimensionalen Koordinatensystem sowie die Anpas-
sung der Punktewolke an eine linearen Regression nach der 'Methode der kleinsten Quadrate
(SAacHs 1999). Bei gemischten Standards mit hoher s _gt- und niedriger pat-Kopienzahl kon
nte die DCt-Methode verwendet werden. Mit der DCt-Methode erfolgte die Berechnung einer
Regression direkt aus der Differenz von Ct,, und Cts o mit dem Logarithmus (log) des Trans-

genantells der Standards (TERRY und HARRIS 2001).
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Validier ungspar ameter

Zur Validierung einer Quantifizierung von Genkopienzahlen Uber verschiedene Kalibrierstan-
dards mit der Real-Time PCR wurden verschiedene statistische Parameter erhoben. Da die
Prézision der Schéatzung statistischer Parameter mit der Anzahl der Wiederholungen zunimmt,
erfolgte die Bestimmung der Kalibrierstandards in finf Wiederholungen und die der Proben
in Doppel- oder Dreifachmessungen. Ein Mali3 fUr die Prézision einer Schédtzung ist das Ver-
trauensintervall (V1). Mit zunehmender Breite eines VI nimmt die Prézision ab. So verbreitert
sich das VI um ein flnffaches bei drei Wiederholungen anstelle von finf durch die Freiheits-
grade (f) des Studentfaktors (t) (vgl. Formel S. 42 'Vertrauensintervalle fir Genkopien
zahlen').

Einer Gultigkeitsprifung der Anayse diente die Auswertung mitlaufenden Leerwerte (NTC),
sowie bel Transgennachweisen die Positiv- und Negativkontrollen von DNA transgener bzw.
nicht-transgener Pflanzensorten. Die Schatzung der statistischen Parameter Mittelwert (X),
Varianz (%), Standardabweichung (s) und VI erfolgte auf dem Niveau der errechneten
Kopien. Zur Beurteilung der Real Time PCR-Quantifzierung von Genkopienzahlen tber Kali-
brierstandards wurden folgende statistische Mal3zahlen errechnet:

K orrelationskoeffizient

Der Korrelationskoeffizient R ist ein MaR fiir den Grad der Anpassung des mathematischen
Modells an die experimentell ermittelten Werte sowie die Gute der Korrelation (SACHS 1999).
Nach Anpassung einer linearen Regression an die 'Ct-Werte' und den 'log der Kopien' der
Verdinnungsstufen der Kalibrierstandards sollte nach WAIBLINGER et a. (2001) der Korre-

|ationskoeffizient 98% Uberschreiten.

Variationskoeffizient

Zum Vergleich der relativen Standardab- V= %
X

weichungen von Merkmalen mit verschie-

denen Mittelwerten dient V, der Variations- V = Variationskoeffizient
. ) s = Standardabweichung
koeffizient (SAcHs 1999). Er ist das Ver- X = Mittelwert

héltnis von Standardabweichung zum Mit-

telwert.
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Effizienz der Real Time PCR

Die Effizienz (E) der Real-Time PCR lasst
sich Uber die Steigung der Regressionsgera-
den der PCR (vgl. S. 38, Quantifizierung)
bestimmen. Die Steigung wird aufgrund der

exponentiell verlaufenden PCR-Reaktion

durch die nebenstehende Gleichung beschrieben.

AusreilRertest nach Dixon

Die Ermittlung von Ausreil3ern erfolgte
nach dem Ausreil¥ertest von Dixon. Nach
dem die Ct-Werte der Grof3e nach geordnet
waren, wurden die groften bzw. kleinsten
Werte als Ausreil3er eliminiert, wenn der
Priufwert den Tabellenwert 0,642 fir n=5
und a = 0,05
2002).

Uberstieg  (ANONYMOUS

Wiederfindungsrate

Die Wiederfindungsrate (W) dient als Mai3
der Richtigkeit und Robustheit aler Ana-
lyseschritte unter den gewdahlten experi-
mentellen Bedingungen (KROMIDAS 1999)
und wurde als Verhdltnis des gemittelten,
gemessenen Transgenanteils zum erwarte-

ten Transgenanteil in % erhoben.

F-Test zum Vergleich zweier Varianzen

E=10 Ybo-1

E = Effizienz
bo = Steigung der Regressionsgeraden

Prifwerte fur Ausreil3er

nach oben: nach oben:
X~ Xo) K™ Koy
X~ X Xw)™ Xo)
X = Messwerte pro Wiederholung
n = groRter Messwert
W =2400%

XE
W = Wiederfindungsrate
X = Mittelwert gemessener Transgen-

anteile (%)

Xg = erwarteter Transgenanteil (%)

Bea VG- und VP-Standards erfolgte die Erhebung eines FTests auf Homogenitét (H) der

Varianzen gemessener pat- und s _gt-Kopien pro Konzentrationsniveau mit Hy: 52pat = s?SJgt

(Hypothese: Varianzen der pat- und s_gt—Kopien sind gleich) gegen Hy: &t s (Hypo-

these: Varianzen der pat und s gt—Kopien sind ungleich). Damit der Prifwert F>1 ist,

wurden die Proben so sortiert, dass die grof3ere Varianz im Zahler steht.
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Bei funf Messungen gelten die Varianzen
. . Prufwert: Tabellenwert:
als ungleich, wenn der Priufwert F den . (=S
E= § 11;12;aR
Tabellenwert 9,60 Ubersteigt (DIN 53804- s
1, DEUTSCHES INSTITUT FUR NORMUNG F = F-Vertilung
| = Freiheitsgrand
1990, 2002). Nach Ablehnung von Ho, g — Varianz
erfolgte der t-Test zum Vergleich zweier a = Signifikanzniveau
1,2 = Indizes fur Nenner, Zahler (2> 1)
Erwartungswerte.

t-Test zum Vergleich zweier Erwartungswerte

Be VG- und VP-Standards wurde die Hypothese Hy: 'Die erwarteten pat- und s gt-
Genkopienzahlen sind gleich’ gegen die Alternativhypothese H;: 'Die erwarteten pat- und
s gt-Genkopienzahlen sind verschieden', mit einem t-Test fUr den 'Vertrauensbereich der
Differenz zweier Erwartungswerte unabhéngiger Stichproben' mit gleichen Varianzen nach

DIN 53804-1 (DEUTSCHES INSTITUT FUR

NORMIERUNG 1990, 2002) gepruft. Erwie- Prufwert: Tabellenwert:
. . Xo.w X tiga
sen sich sowohl Varianzen as auch Erwar- t :% '
tungswerte der pat- und s gt-Kopien als
_ _ t = T-Verteilung

verschieden, war eine Anwendung der DCt- X = Mittelwert (pat: s gt-Kopien)
Methode nicht gerechtfertigt. t a = Studentfaktor mita = 0,05 und

. . . | =Ny + Ng o -2 Freiheitsgraden
Mit einem heteroskedastischen Zweiproben Pt e J

a = Signifikanzniveau
t-Test zum Vegleich zweler Erwartungs- n = Gesamtzahl der Messungen
werte mit ungleichen Varianzen (Microsoft, s = Varianz der Differenz zweier Er-
. rt rte (pat; s_gt-Kopi

Excel 2000) wurde der Unterschied der ge- wartungswerte (pat; s gt-Kopien)
messenen LibertyLink® (LL) Transgenan ST ']§1par1aspm:n§15?1;13&9,X%+%3
teile der transgen kontaminierten Agrarfla § = Varianz (pat- s gt-Kopien)

chen zwischen den V egetationsperioden auf

Signifikanz tGberprift.

Vertrauensintervalle fir Genkopienzahlen

Die Breite des Vertrauensintervalls (V1), innerhalb dessen der 'tats&chliche’ Wert mit einer be-
stimmten statistischen Wahrscheinlichkeit liegt, ist ein Mal3 fir die Prézision der Schétzung.

Die Prazision hangt von der gewtinschten Sicherheit (1- a) der Schétzung, dem Stichproben

umfang (m) sowie dem Standardabweichung (s) der Stichprobenstatistik ab.
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Die Komplementarwahrscheinlichkeit der
Sicherheit, die Unsicherheit der Schétzung,
ist die Irrtumswahrscheinlichkeit (a). Fur
eine Schatzung der erwarteten Genkopien-
zahl, des arithmetischen Mittelwertes (X),
wird die 'T-Verteilung' verwendet, wenn
die Streuung des untersuchten Merkmals in
der Grundgesamtheit unbekannt ist und mit

den Stichprobendaten geschétzt wird.

Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Nachweisgrenze (NG) ist die kleinste
Menge oder Konzentration, die mit einer
vorgegebenen Richtigkeit und Prézision
noch nachgewiesen werden kann. Die Be-
stimmungsgrenze (BG) ist die Menge, die
unter diesen Parametern noch quantitativ
erfasst werden kann (KROMIDAS 1999). In
der Real Time PCR-Analytik ist die NG die
kleinste noch nachweisbare und die BG die
kleinste quantifizierbare Genkopienzahl.

Mit Hilfe der DIN 32 645 (DEUTSCHES IN-
STITUT FUR NORMUNG 1994) kénnen NG
und BG exakt unter Verwendung von Kali-
brierstandards bestimmt werden. Die Préazi-
sion wird hierbel nicht von der Standardab-
weichung (s) des Kopienmittelwerts (vgl.
V1) abgeleitet, sondern von der 'Reststan
dardabweichung der Messwerte um die
Kaibrierung' (sc,). Die Variabeln wurden
zur Anwendung des linearen Regressions-

models auf der Ebene von log Kopien be-

Vigswy= o, Stra 2%
Jmxx
W = relatives Vertrauensintervall
X = Mittelwert (Kopien)
S = Standardabweichung vom
Mittelwert (Kopien)
tia = Studentfaktor mit a = 0,05 und
mit f (m -1) Freiheitsgraden
m = Anzahl der Wiederholungen pro
Konzentrationsniveau
a = Signifikanzniveau
= fi 1.xX
XNG Sx.OXtoa k m+n+QX
Xac = K-Xgg
Xne = log Kopien an der NG
Xss = log Kopien an der BG
tia = Studentfaktor mit a = 0,05 und
mit f (n-2) Freiheitsgraden
m = Anzahl der Wiederholungen pro
Konzentrationsniveau
n = Gesamtzahl der Messungen
Q = Summe der Abweichungsquadrate
(log Kopien) von der Kalibrierung
X = Mittelwert von n (log Kopien)
k = 3, relative Ergebnisunsicherheit
der BG
S0 = Abweichung (log Kopien) von der
Kalibriergeraden
on ~ 2
409, y)
Sxo = n-2
b
b, = Steigung der Regressionsgeraden
g = geschatzter Ct-Wert
Vi = Ct-Messwert

rechnet und im letzten Schritt in Kopienzahlen umgerechnet.
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3 ERGEBNISSE

Die vorliegende Dissertation wurde im Rahmen eines bayerischen Monitoringprojektes fir
gentechnisch veranderten Raps durchgefihrt. 1hr Ziel war die Entwicklung von PCR-Ver-
fahren zum Nachweis der transgenen Rapslinie 'Falcon GS40/90, der die Insertion des pat-
Gens eine Toleranz gegen das Herbizid Liberty® (LibertyLink® Raps, LL-Raps) verleiht.

Zu diesem Zweck sollten PCR-Verfahren entwickelt und vergleichend evaluiert werden, die
sich aufgrund ihres Zielgens in der Spezifitét unterscheiden. Im Mittelpunkt der Arbeit stand
die Entwicklung eines hochspezifischen PCR-Verfahrens zum Nachweis des transgenen
LL-Konstruktes, das die quantitative Bestimmung von LL-Raps in Mischproben erlaubt. Ein
solcher PCR Assay besitzt eine hohe Spezifitét gegenlber einer bestimmten GVP-Linie und
minimiert zugleich das Auftreten Falschpositiver. Fur die LL-Rapssorte 'Falcon GS40/90°
wurde bislang kein solcher PCR Assay beschrieben.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung robuster und sensitiver DNA-
Kalibrierstandards zur Optimierung der PCR-Verfahren. Im Hinblick auf die aktuelle
Gesetzeslage mit Schwellenwerten unter 1% fur unbeabsichtigte GVP-Beimischungen in
Lebens- und Futtermittel zutaten, sollte zudem eine Validierung der PCR-Empfindlichkeit be-
zlglich Nachweis- und Bestimmungsgrenzen erfolgen.

Als erste Anwendung und praxisnahe Evaluierung der entwickelten PCR Systeme konnten
Feldproben bayerischer Praxisflachen analysiert werden, auf denen versehentlich ein unge-

nehmigter Anbau von herbizidtolerantem Raps erfolgt war.

3.1 Entwicklung molekularer Nachweissysteme fiir LibertyLink® Raps

3.1.1 Spezifischer Nachweis von Brassica Struktur genen

Zur Normalisierung der PCR-Signale der Transgensequenzen wurde nach geeigneten Refer-
enzgenen in Brassica napus gesucht. Die Auswahlkriterien waren eine hohe Spezifitat bezo-
gen auf die Pflanzenart und eine mdglichst geringe Kopienzahl pro haploidem Genom. Die
Zielsetzung war die Entwicklung eines spezifischen Referenzsystems fir den amphidiploiden
Arthybriden B. napus, das gleichzeitig fur die Ausgangsarten Kohl und Rlbsen nicht sensitiv
ist. Zu diesem Zweck wurden zwei Referenzsysteme fur B. napus gewahlt, basierend auf der
Gensequenz der Phosphoenolpyruvat Carboxylase (PEPC) und der S-Glucosyltransferase
(S_gt). Beide Gene dienten der Ableitung eines TagMan® Assays mit anschlieRender Vali-
dierung der Sendtitivitét und Linearitét in der Real Time PCR.
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PCR Assay fir das Phosphoenolpyruvat Carboxylase-Gen

Nach HELLEBRAND et al. (1998) ist der spezifische Nachweis von B. napus Uber das Gen fir
die PEPC mdglich. Das Rapsgenom besitzt mehrere PEPCasen, deren Nukleotidsequenzen
sich stark dhneln. Die Autoren fanden jedoch heraus, dass das Gen fir die PE3-PEPC eine
hoch spezifische Struktur besitzt: Exon7 und Exon8 sind nicht wie bei den PE15-, PE105-
und PE19-PEPC-Genen durch ein Intron unterbrochen. Das PE19-PEPC-Gen weist zusétzlich
eine Deletion in Exon 8 auf. Daraus wurde abgeleitet, dass das PE3-PEPC-Gen nur in gerin-
ger Kopienzahl und wenigen Brassica-Arten vorliegt. Die Sequenzen der PEPC-Gene konn-
ten aus der EMBL-Datenbank bezogen werden (EMBL: D26382/ BNPE19G, D26378/ BNPE
15C, D26380/ BNPE1OE).

EcoRlI BamHI Xbal Hindlll EcoRV
M1 2 3 456 7 8 91011121314 151617 181920 M
23130 bp 2 8 B - - - » .
~—
A Al1117 - IBE®
9416 bp —_ | o - T8 R A
6557 bp —_| -e
2322 bp
2027 bp —

Abbildung 3-1: RFLP-Analyse genomischer Raps-DNA mit einer pepc3-Gen spezifischen Sonde
(1,5, 9,13, 17) '"Modul', (2, 6, 10, 14, 18) 'Falcon’, (3, 7, 11, 15, 19) ‘Avalon,
(4, 8, 12, 16, 20) ‘Artus; (M) Langenstandard | Hind IIl.
Oligonukleotide zur spezifischen Amplifikation eines 411 bp Fragments aus dem Exon7 des
PE3-PEPCase-Gens (EMBL D13987/ BNPEPCASA) wurden so abgeleitet, dass sie in den
anderen PEPC-Genen nicht vorkommen. In der qualitativen PCR zeigte sich eine Spezifitat
des PE3-PCR Assays gegeniiber Raps und Riibsen. Gelbsenf und Olrettich konnten dagegen
nicht amplifiziert werden. Somit wurde der PE3-PCR Assay als spezifisch fir nahe Rapsver-
wandte der Gattung Brassica elngestuft.
Die Schéatzung der Kopienzahl der Referenzgensequenzen erfolgte mit der RFLP-Analyse.
Die geschnittene DNA der Rapssorten 'Falcon’, 'Artus, ‘Modul' und 'Avalon' wurde mit Sor+
den hybridisiert, die aus den radioaktiv markierten PCR-Produkten der LL-Sorte ‘Modul’ mit
den Primern PE-for / PE-rev gewonnen waren. Es zeigten sich drel (Xbal), vier (Hindlll,
EcoRV), funf BamHI) bzw. neun (EcoRlI) diskrete Banden fir alle Genotypen (Abbildung
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3-1). Daraus ergab sich die Einstufung des pepc3 als 'low-copy' Gen. Die genaue Kopienzahl
ist aufgrund moglicher Homologien zu anderen Sequenzen des Brassica-Genoms mit der
RFLP-Analyse nicht exakt bestimmbar. Bei der Sorte 'Artus (Xbal, Hindlll) zeigten sich Ab-
weichungen im Hybridisierungsmuster (Abbildung 3-1, Spur 16). Da diese Abweichungen bei
der Hybridisierung mit anderen RFL P-Sonden auch auftraten, sind sie wahrscheinlich das Re-
sultat einer partiellen Restriktion. Die Kopienzahl des PE3-PEPcase-Gens (pepc3) wurde als
niedrig genug erachtet, um als Referenzsystem in der Real-Time PCR verwendet zu werden.

Real-Time PCR Assay fir das Phosphoenolpyruvat Carboxylase-Gen

Fir die selektive Detektion und Quantifizierung des PE3-PEPCase Gens wurde bei der Aus-
wahl der Oligonukleotide des Real-Time PCR Assays die spezifische Anordnung der Exons 7
und 8 genutzt, da in diesem Sequenzbereich Unterschiede zwischen den homologen Genen
PE-15, PE-19 und PE-105 bestehen.

pepc3-TM-f > pepc3-TM-p
TCiAGCCIEGrﬁTCAGACATTCCT GAAGACTCGGTATTCECﬁAGTGTEGACCAGT

TCTTGCGAGCCCGCTTGAGCTTTGI TACAGGT CCCTATGCGACT GCGGAGACAGACC
pepc3-TM-r

Abbildung 3-2: Positionierung von Primern und Sonde des Real Time pepc3-Referenz PCR Assays
Oligonukleotide des Rea-Time PCR Assays fur das Phosphoenolpyruvat
Carboxylase Gen 3 (pepc3-TM) sind fett markiert, der Sondenbereich ist hellgrau
hinterlegt, Punktmutationen bei B. napus sind in weil3er Schrift gehalten und
dunkelgrau hinterlegt, die Ubergangsregion innerhalb der Sonde ist nicht grau
hinterlegt.

Die PCR-Fragmente, die mit Hilfe des spezifischen Primerpaars PE-for/ PE-rev flur das
pepc3-Gen aus genomischer DNA der Rapssorte 'Falcon’ und einer Sommerribsensorte
amplifiziert worden waren, wurden fir einen Sequenzvergleich direktsequenziert und unter-
einander abgeglichen. Im sequenzierten Bereich von 411 bp konnten aul3erhalb der Primer-
region 28 Punktmutationen von B. napus und acht von B. rapa gegenlber der Sequenz der
EMBL-Datenbank festgestellt werden. Vier dieser Punktmutationen waren bel B. napus und
B. rapa identisch. Drei Punktmutationen lagen bei Raps im Bereich der Sonde und drei im
Bereich des Vorwartsprimers (siehe Abbildung 3-2).
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Abbildung 3-3: Amplifikationsplots zur Kalibrierung des Real Time pepc3-Referenz PCR Assays
DNA-Verdinnungsstufen der LL-Rapssorte ‘Modul': (A7) 26 531 Kopien,
(B7) 2 653 Kopien, (C7) 265 Kopien, (D7) 27 Kopien, (E7) 2,7 Kopien, (H4) H20;
Kalibrierfunktion: y = 45,5 —3,91; R? = 0,997

R

ARn
=

Eine Uberpriifung der Spezifitét des Real-Time PCR Assays pepc3-TM mit je zwei Sorten
von B. napus (‘Modul’, 'Falcon’), B. rapa (Sommer-, Winterriibsen), Snapsis alba und Rapha-
nus sativus oleiferus (Olrettich) ergab, dass aulRer S. alba (Gelbsenf) alle getesteten Brassica
Genotypen Amplifikationsplots zeigten. Die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Pro-
dukte resultierte in einer 108 bp grof3en Bande bei Raps, zwei Banden von 108 bp und ca.
150 bp bei Riibsen und einer ca. 150 bp grofRen Bande bei Olrettich.

In Abbildung 3-3 sind die Amplifikationsplots einer Raps DNA-Verdinnungsreihe, Sorte
'Modul’, mit dem Real-Time PCR Assay des pepc3-Gen und einer Primerkonzentration von je
300 nM zu sehen. Die Amplifikationsplots erreichten bei dem pepc3 Assay mit abnehmender
Konzentration der Verdinnungsstufen ein immer niedrigeres Endniveau an Amplifikat und
die Kurvenverlaufe waren zackig. Die Steigung der Regressionsgeraden liegt mit -3,91 weit
unter dem Idealwert von -3,32 bel zehnfach Verdinnungen. Daraus ergibt sich eine niedrige
Effizienz von 80,2%. Der Korrelationskoeffizient von 99,7% (R? = 0,997) zeigt jedoch immer

noch eine gute Anpassung der Messwerte an die lineare Regression.
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PCR Assay fir das S Glucosyltransfer ase-Gen

Das Enzym UDP-Glucose:thiohydroximate S-Glucosyltransferase (S-GT) ist am letzten
Schritt der Synthese von Glucosinolat beteiligt. Das S GT-Gen (s_gt) hat einige Isoformen.
Fur den qualitativen s _gt-PCR Assay wurde die Sequenz 34 (WQ09716559/ EMBL A62529)
genutzt. Eine Spezifitétsprifung des s_gt-Gen Referenz PCR Assays gegentiber Raps erfolgte
durch eine qualtiative PCR mit verschiedenen landwirtschaftlichen Kulturarten und Rapssor-
ten. Kulturarten, die nicht zu den Brassicaceae gehdren, sowie die entfernte Verwandte Ara-
bidopsis thaliana konnten nicht mit dem s gt-PCR Assay detektiert werden (Abbildung
3-4/A). Fur alle getesteten Sommer- und Winterrapssorten war der Assay hingegen sensitiv
(Abbildung 3-4/B). Nahe Verwandte von B. napus wie B. rapa (Ribsen, Herbstriibe), B. ole-
racea (Markstammkohl, Kohlrabi, Rosenkohl), Snapsis alba (Gelbsenf) und Raphanus sati-
vus oleiferus (Olrettich) produzierten ebenfalls PCR-Fragmente von 614 bp Nukleotidlange.
Somit darf der s gt-PCR Assay nicht als Spezies spezifisch angesehen werden, sondern als

spezifisch fur die Gattung Brassica.

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

1031 bp
900 bp

—614 bp

B M 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
1031 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp

—614 bp

Abbildung 3-4: Die Spezifitét des qualitativen s_gt-Gen Referenz PCR Assays
A: (M) 100 bp Leiter, (1) H>0O, (2) B. napus (Positivkontrolle), (3) Arabidopsis
thaliana, (4) Glycine max, (5) Solanum tuberosum, (6) Beta vulgaris, (7) Zea
mays, (8) Triticum spelta, (9) Avena sativa, (10) Secale cereale, (11) Triticum
aestivum (Sommerweizen), (12) Triticum aestivum (Winterweizen).
B: (M) 100 bp Leiter, (13) H>O, (14-19) verschiedene Winterrapssorten, (20-24)
verschiedene Sommerrapssorten.

Um zu Uberprifen, ob die Gene in ausreichend niedriger Kopienzahl vorliegen, erfolgte auch
fur die s _gt-Sequenz eine RFLP-Analyse. Die geschnittene, genomische DNA der Sorten

'Falcon’, 'Artus, 'Modul' und ‘Avalon' wurde mit radioaktiv markierten PCR-Produkten hybri-
disiert, die mit dem Primerpaar s gt-f/ s gt-r aus DNA der LL-Sorte 'Modul' amplifziert
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worden waren. Es konnten zwei (Hindlll), drei (BamHI, Xbal), vier (EcCORV) bzw. sechs
(EcoRlI) diskrete Banden detektiert werden (Abbildung 3-5). Die Banden waren bei allen
Rapssorten identisch.

EcoRl BamHI Xbal Hindlll EcoRV
M1 2 3 45 6 7 8 9 10111213 14151617 1819 20 M

Bmm\_||"" ' ' | '

6557 bp —

4361 bp ~__ h! .._.‘_
- -

2322 bp —
2027 bp —

Abbildung 3-5: RFLP-Analyse genomischer Raps-DNA mit einer s_gt-Gen spezifischen Sonde
(1,5, 9 13, 17) 'Modul', (2, 6, 10, 14, 18) 'Falcon’, (3, 7, 11, 15, 19) ‘Avalon,
(4, 8,12, 16, 20) 'Artus; (M) Langenstandard | Hind I11.

Nur bei Sorte'Artus (Xbal, Hindlll, Spur 16) ergaben sich leichte Abweichungen im Hybridi-
sierungsmuster. Da diese aber bei der Hybridisierung mit allen RFLP-Sonden auftraten, sind
sie wahrscheinlich das Produkt einer partiellen Restriktion. Durch das 'Southern Blotting'
konnte nachgewiesen werden, dass die s _gt-Sequenz en 'low copy' Gen ist. Die exakte An
gabe der Kopienzahl ist wegen moglicher homologer Sequenzen auf cem A- und/ oder G

Genom nicht méglich.

Real-Time PCR Assay fur das SGlucosyltransferase-Gen

Die Entwicklung des quantitativen Rea-Time PCR Assays s gt-TM, beruhend auf dem S
Glucosyltransferase-Gen, erfolgte innerhalb von Sequenz 34 (W09716559/ EMBL A62529).

s gt-TM-f s gt-TM-p
CAATGGT CCAGT TCGCTAAACGCCT AGT CTCCAAAGGCGT CAAAGTCACAATCEC

CACCACCACCTACACCECCTCCTCC
< S gt-TM-r

Abbildung 3-6: Positionierung von Primern und Sonde des Real Time s_gt-TM-Referenz PCR Assays
Oligonukleotide des Real-Time PCR Assays fir das S-Glucosyltransferase-Gen
(s_gt-TM) sind fett markiert, der Sondenbereich ist hell-grau hinterlegt.
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Das s _gt-TM-Primer/ Sonde-System wurde als Referenz Assay fur ale weiteren Real Time
PCR-Analysen gewdhlt. Die Lage der s_gt-TM-Sonde und Primer zeigt Abbildung 3-6.
Anschlief3end wurde eine Evaluierung der Spezifitét dieses Real-Time PCR Assays gegentiber
B. napus, B. rapa, Raphanus sativus oleiferus und Snapsis alba durchgeftihrt, mit dem Er-
gebnis, dass alle Genotypen deutliche PCR-Amplifikationsplots zeigten. Damit ist der quanti-
tative Real-Time PCR Assay fur das s_gt-Gen entsprechend dem qualitativen ebenfalls nicht
spezifisch fur Raps, sondern fur nahe Rapsverwandte der Brassicacae. Die Evaluierung ver-
schiedener Konzentrationskombinationen des s gt-TM-Vorwérts- und Rickwartsprimers
mittels Primermatrix ergab fur beide eine optimale Konzentration von 300 nM.

AP Amplification - Wasserver eihe -
§ Mvic-s1z [l
1 Iz -B12
10°0 4 %)
E M vic-ciz ]
] A vic - b1z ]
£ 1001 4 M vic-£12 =
E E ‘( M wic - H1z2 ||
1002 / f
L
Tone i
105 damt® : =
e e LA A i e Viewer:
0246810 14 1820 24 2830 34 3840 44 4850 puporter (yip 3]
Cycle

Abbildung 3-7: Amplifikationsplots zur Kalibrierung des Real Time s _gt-TM-Referenz PCR Assays
DNA-Verdinnungsstufen der LL-Rapssorte ‘Modul': (A12) 26 531 Kopien,
(B12) 2 653 Kopien, (C12) 265 Kopien, (D12) 27 Kopien, (E12) 2,7 Kopien,
(H12) H,O:; Kalibrierfunktion: y = 40,3 -3,89x; R? = 0,998

In Abbildung 3-7 sind die Amplifikationsplots einer genomischen DNA-V erdinnungsreihe
der LL-Rapssorte 'Modul' zu sehen. Dazu wurde der Real-Time PCR Assay s gt-TM mit
einer Primerkonzentration von je 300 nM durchgefihrt. Die Fluoreszenzkurven der Verdin
nungsstufen des s gt-TM PCR Assays zeigen stetige, paralele Verlaufe (Abbildung 3-7:
A12-E12), die auch bei abnehmender Kopienzahl ein etwa gleich hohes Niveau erreichen
(vgl. Abbildung 3-7, Plateau bei Ct 50). Die Steigung der Regressionsgeraden lag mit -3,89
unter dem Idealwert von 3,32 fur zehnfach Verdinnungen, woraus sich eine geringe PCR-
Effizienz von 80,7% ergab. Eine gute Anpassung der Messwerte an die lineare Regression
belegt der Korrelationskoeffizient von 99,8% (R? = 0,998).

Zum Vergleich der beiden Rea Time PCR-Referenz Assays waren pepc3-TM und s gt-TM
mit derselben Verdinnungsreihe getestet worden (vgl. Abbildungen 3-3 und 3-7). Aufgrund
des stetigeren Verlaufs der Fluoreszenzkurven wurde der s gt-TM al's der effizientere und ro-

bustere Real-Time PCR Assay eingestuft.
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3.1.2 Allgemeiner Nachweis transgener DNA-Sequenzen

PCR Assay fur den 355-Promotor

Die 35S-Promotorsequenz (P-35S) des Cauliflower Mosaic Virus (CaMV) wurde zum allge-
meinen Nachweis von transgenen DNA-Sequenzen als 'Screening'-Assay ausgewahlt. Er ist
integraler Bestandteil des Transformationsvektors pHoe6/Ac, der zur Transformation der pat-
transgenen Sorte 'Falcon GS40/90' (‘M odul') verwendet worden war.

Fir den qualitativen P-35S-Assay erfolgte die Wahl der Primer 35S-1/35S-2 nach HURST et
a. (1999). Die Sperzifitét des P35S Assays konnte fur die LL-Linien 'T25' (Mais), 'Modul'
(Raps) und 'T120-7" (Zuckerribe) mit der qualitativen PCR gezeigt werden. Alle LL-Linien
produzierten ein entsprechendes Fragment mit 195 bp (Abbildung 3-8).

Abbildung 3-8: Die Spezifitét des qualitativen P-35S Screening PCR Assays mit integrierten
Referenz PCR Assays
(M) 100 bp DNA-Leéiter, (1) H20O, (2) LL-Zuckerrtibe 'T120-7', (3) nicht-transgene
ZuckerrUbensorte 'Ribella, (4) LL-Mais 'T25', (5) nicht-transgene Maissorte
'Monopol’, (6) LL Rapssorte 'Modul’, (7) nicht-transgene Rapssorte 'Falcon’

Die PCR-Fahigkeit der DNA wurde durch die mitgefihrten Spezies spezifischen PCR-Refer-
enzsysteme belegt. Dies war fur Raps das Primerpaar s _gt-f/r fir ein Amplikon von 614 bp,
fur Mais das Primerpaar ivrl-f/r fir ein maisspezifisches Invertasegen (EMBL: AF171874)
mit 226 bp Amplikonlénge und fur Zuckerribe der Mikrosatellit bvm1-for/rev nach Angaben
von MORCHEN et al. (1996) mit einer Amplikonléange von 151 bp. Die dhnliche Amplikon
lange des 35S-1/2-Primerpaares (195 bp) und des Zuckerriben spezifischen PCR-Referenz-
systems (151 bp) verhinderte eine Auftrennung der beiden Fragmente im 2%igen Agarosegel.
Dies zeigt sich auf Abbildung 3-8 mit einer einzigen, intensiven Bande fur die Zucker-
riibensorte 'Prestige-LL' (T120-7) in diesem Langenbereich. Auch die Maissorten Maximizer®
(Bt176) und YieldGard® (MONS810) mit einer transgenen Resistenz gegeniiber dem Mais-
zlinzler produzierten mit dem P-35S PCR Assay die typischen PCR-Produkte von 195 bp.
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Real-Time PCR Assay fur den 35S-Promotor

Die Entwicklung des Real Time Screening PCR Assays TM-35S erfolgte auf Grundlage der
Sequenz der EMBL-Datenbank (EMBL A18053/ W09209696-A/4). Zur Herstellung der
PCR-Fragmente fur die Klonierung dienten die spezifischen Primer 35S-1/ 35S-2. Die LL-

Linien von Raps und Mais sowie die bt-Maidinien Bt176 und MON810 produzierten aus-

schliefdich Amplikons von 195 bp Lange. Nach einer T/A-Klonierung mit Hilfe des Plasmid-

vektors pCR®4-Topo® wurden die Fragmente sequenziert und die DNA-Sequenz verglichen.
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35S EMBL: A18053 | GCTCCTACAA ATGCCATCAT TGCGATAAAG GAAAGGCTAT CATTCAAGAT
I e R
LL-Mais e eeeeeoe oo TGCGATAAAG GA- AGGOSAT CETTEAAGAT
Btl76 Mais ~  |------c-ooo oo TGCGATAAAG GA- AGGUBAT CETTEAAGAT
MONBI10 MaiS |- - - - mmm e oo e e e e e oe e e eeeaoo oo AAGA-
60 70 80 90 100
35S EMBL: A18053 | GCCTCTGCCG ACAGTGGTCC CAAAGATGGA CCCCCACCCA CGAGGAGCAT
LL-Raps - - CTCTGCCG ACAGTGGICC CAAAGATGGA CCCCCACCCA CGAGGAGCAT
LL-Mais GCCTCTGCCG ACAGTGGTCC CAAAGATGGA CCCCCACCCA CGAGGAGCAT
Bt176 Mais GCCTCTGCCG ACAGTGGTCC CAAAGATGGA CCCCCACCCA CGAGGAGCAT
MONB810 Mais GCCTCTGCCG ACAGTGGTCC CAAAGATGGA CCCCCACCCA CGAGGAGCAT
110 120 130 140 150
35S EMBL: A18053 | CGTGGAAAAA GAAGACGTTC CAACCACGTC TTCAAAGCAA GTGGATTGAT
LL-Raps CGTGGAAAAA GAAGACGTTC CAACCACGTC TTCAAAGCAA GTGGATTGAT
LL-Mais CGTGGAAAAA GAAGACGTTC CAACCACGTC TTCAAAGCAA GTGGATTGAT
Bt176 Mais CGTGGAAAAA GAAGACGTTC CAACCACGTC TTCAAAGCAA GTGGATTGAT
MONB810 Mais CGTGGAAAAA GAAGACGTTC CAACCACGTC TTCAAAGCAA GTGGATTGAT
160 170 180 190 200
35S EMBL: A18053 | GTGACATCTC CACTGACGTA AGGGATGACG CACAATCCCA CTATC
LL-Raps GTGAJJATCTC CACTGACGTA AGGGATGACG CACAATCCCA CTATC
LL-Mais GTGAJIATCTC CACTGACGTA AGGGATGACG CACAATCCCA CTATC
Bt176 Mais GTGAJJATCTC CACTGACGTA AGGGATGACG CACAATCCCA CTATC
MON810 Mais GTGAJJATCTC CACTGACGTA AGGGATGACG CACAATCCCA CTATC
Abbildung 3-9:  Sequenzvergleich der 35S-Promotorregion transgener Raps- und Maislinien

Darstellung des sequenzierten PR35S im Vergleich zur Sequenz des synthetischen
CaMV P-35S der EMBL-Datenbank: A18053; Nukleotide, die nicht mit Datenbank-
Sequenz Ubereinstimmen, sind weil3 mit dunkelgrauer Hinterlegung dargestellt;
Oligonukleotide des TM-35S-Real-Time PCR Assays sind fett hervorgehoben, der
Sondenbereich ist hellgrau hinterlegt; nicht Ubereinstimmende Bereiche sind durch
Trennstriche (-) getrennt.

Die Nukleotidsequenzen des P-35S zeigten hohe Homologien (siehe Abbildung 3-9). Im An

schlussbereich des Vorwartsprimers waren jedoch zwischen den Bt-Maislinien Bt176 und
MONB810 sowie bei dem LL-Mais 'T25' einzelne Nukleotidaustausche festzustellen. Der LL-
Mais 'T25'" wies zusétzlich eine Motivwiederholung auf. Beim LL-Raps 'Modul’ wurde eine

Deletion von drel Nukleotiden in der Néhe des Vorwartsprimers gefunden. Die Bereiche in

unmittelbarer Néhe der Sequenzierprimer waren nicht eindeutig bestimmbar (Abbildung 3-9).




ERGEBNISSE 52

TM-355-fm > TM-35S-pm
AAAGAAGACGT TCCAACCACGT CTTCAAAGCAAGT GGATTGATGTGAJJATCTCCA

CT EACGT AAGGGATGACGCACAATCCCAC
TM-355-rm

Abbildung 3-10: Positionierungvon Primern und Sonde des Real Time P-35S Screening PCR Assays
Oligonukleotide des Real Time P-35S Screening PCR Assays sind fett markiert,

der Sondenbereich ist hellgrau hinterlegt und Punktmutationen sind in weil3er

Schrift gehalten sowie dunkelgrau hinterlegt.
Die Auswahl des Sonde/ Primer-Systems erfolgte in einem Sequenzbereich von 143 bp (Ab-
bildung 3-9), in dem keine Sequenzunterschiede zwischen den 35S-Promotoren der sequen
zierten GV P-Genotypen auftraten. Dies sollte eine breite Anwendung des Assays ermdgli-
chen. Es wurde eine MGB-Sonde verwendet, um trotz der kurzen Sequenz die Einhaltung
aller Parameter im Optimum zu garantieren. In Abbildung 3-10 ist die Lage der P-35S-Sonde
(TM-35S-pm) sowie der 35S-Vorwarts- und Rickwartsprimer (TM-35S-fm/rm) dargestellt.
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Abbildung 3-11: Amplifikationsplots zur Kalibrierung des Real Time P-35S Screening PCR Assays

DNA-Verdinnungsstufen der LL-Rapssorte ‘Modul':

Amplifikationsplot der Verdiinnungsstufen mit: 382 041 Kopien (A3),

38 204 Kopien (B3), 3 820 Kopien (C3), (D3) 382 Kopien, 39 Kopien (E3),

4 Kopien (F3), Ho0 (G3); Kalibrierfunktion: y = 37,6 -3,32x; R®=0,999
Ein Optimierungsschritt mit Hilfe einer Primermatrix ergab fir Vorwarts- und Ruckwartspri-
mer die optimale Konzentration von 300 nM. In Abbildung 3-11 sind die Amplifikationsplots
einer DNA-Verdinnungsreihe der Rapssorte 'Modul' des Real-Time PCR Assays TM-35S
dargestellt. Die Amplifikationskurven zeigten gleichmaidige, parallele Verlaufe (Abbildung 3-
11: A4-F4). Von der hochsten bis zur niedrigsten Konzentration der Zielsequenz, deren
Fluoreszenzkurven die Baseline bei PCR-Zyklus 19 bzw. 39 schneiden, nahm die Konzentra-
tion jeweils 1:10 ab. Die Steigung der Regressionsgeraden entsprach mit -3,32 dem |dealwert
bel zehnfach Verdinnungen (2°%2=10). Der Korrelationskoeffizient von 99,9% belegt die

hohe Linearitdt des Assaysim Bereich der Arbeitskonzentrationen.
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3.1.3 Spezifischer Nachweis des pat-Transgens

PCR Assay fir das pat-Transgen

Die pat-Sequenz wurde aus der EMBL-Datenbank bezogen (EMBL A99126/ EP0899340),
um einen qualitativen pat-Gen spezifischen PCR Assay mit den Primern pat-f/ pat-r zu ent-
werfen. Eine Verifizierung der Spezifitét des pat-Strukturgen PCR Assays fur LL-Transgene

erfolgte mit Hilfe konventioneller Sorten und LL-Linien von Mais, Raps und Zuckerribe.

M 1 2 3 4 5 6 7

Abbildung 3-12: Die Spezifitét des qualitativen pat- Strukturgen PCR Assays
(M) 100 bp DNA-Leéiter; (1) H20O, (2) anonyme, nicht-transgene Zuckerriiben
sorte, (3) LL-Zuckerriibe 'T120-7', (4) nicht-transgene Rapssorte 'Falcon’, (5)
LL Raps'Modul’, (6) nicht-transgene Maissorte, (7) LL-Mais 'T25'.

Wie das Gelbild von Abbildung 3-12 zeigt, trat nur bel den LL-Linien von Mais, Zuckerribe
und Raps das spezifische Amplikon von 439 bp auf. Die mitgefthrte Wasserprobe belegt, die
Kontaminationsfreiheit des PCR-Ansatzes. Die Kopienzahl der pat-Genkassette in den LL-

Sorten 'Modul’ und 'Avalon’ wurde mit Hilfe einer RFLP-Analyse Uberprift. Die genomischen
Blots wurden mit pat-Gen spezifischen DNA-Sonden hybridisiert (Abbildung 3-13).

EcoRl BamHI Xbal Hindlll EcoRV
M1 2 3 456 7 8 910111213141516 17181920 M

23130 bp ~_ |, g : ‘
9416 bp ™ ! ' ' - ‘ . g
6557 bp ——

4361 bp

e

2322 bp ~_ -
2027bp ~—~| .

B4

Abbildung 3-13: RFLP-Analyse genomischer Raps-DNA mit einer pat-Gen spezifischen Sonde
(1,5, 9 13, 17) 'Modul', (2, 6, 10, 14, 18) 'Falcon, (3, 7, 11, 15, 19) '‘Avalon,
(4, 8, 12, 16, 20) 'Artus; (MS) Langenstandard | Hind IIl.
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Bei den LL-Sorten 'Modul' und 'Avalon’ zeigten sich ausschliefdlich ein (EcoRlI: Spur 1, 3;
BamHI: Spur 5,6) bzw. zwei Signale (EcoRV: Spur 17,19; Hindlll: Spur 13, 15; Xbal:
Spur 9, 11; Abbildung 3-13), womit sich die angegebene Doppelinsertion pro Genoméaguiva

lent bestétigte. Die zusétzlichen Signale, die auch bel den nicht-transgenen Sorten 'Falcon'’

und 'Artus zu sehen sind, gingen demnach auf unspezifische Bindungen zuriick.

3.1.4 Sperzifischer Nachweis des LibertyLink® K onstruktes

PCR Assay fur dasLL-Konstrukt

Konstrukt spezifische PCR Assays weisen die Ubergangsregion zwischen zwei funktionalen

Sequenzbereichen eines transgenen DNA-K onstruktes nach. Ublicherweise wird dazu ein Pri-

mer in eine regulatorische Sequenz wie den Promotor oder Terminator und der andere in das

transgene Strukturgen platziert. So erfolgt eine Beschrénkung der Spezifitét des Assays auf
alle Konstrukte, die diese DNA-Motive mit derselben Sequenzabfolge besitzen.

10

20 30

40 50

35S EMBL: A18053 | GGATGACGCA CAATCCCACT ATCCTTCGCA AGACCCTTCC TCTATATAAG
LL-Raps GGATGACGCA CAATCCCACT ATCCTTCGCA AGACCCTTCC TCTATATAAG
LL-Zuckerriibe GGATGACGCA CAATCCCACT ATCCTTCGCA AGACCCTTCC TCTATATAAG
LL-Mais GGATGACGCA CAATCCCACT ATCCTTCGCA AGACCCTTCC TCTATATAAG
60 70 80 90 100
35S EMBL: A18053 | GAAGTTCATT TCATTTGGAG AGGACACGCT GAAATCACCA GTCTCTCTCT
LL-Raps GAAGTTCATT TCATTTGGAG AGGACAEGE- - --------- --ooo-o---
LL-Zuckerriibe GAAGTTCATT TCATTTGGAG AGGACAEGE- - --------- oo
LL-Mais GAAGTTCATT TCATTTGGAG AGGACAEGE- ---------- ----------
110 120 130 140 150
35S/ pat -Junction | ATAAATCTAT CTCTCTCTCT ATAACC---- ---------- - GTCGACATG
LL-Raps = |-----emmem o eeaa oo - TA- CCCGGG GATCCTCTAG AGICGACATG
LL-Zuckerribe |- -------o- oo - TA- CCCGGG GATCCTCTAG AGICGACATG
LL-Mais ~ feeeeeeaae oo - TA- CCCGGG GATCCTCTAG AGTCGACATG
160 170 180 190 200
pat EMBL: A99126 | TCTCCGGAGA GGAGACCAGT TGAGATTAGG CCAGCTACAG CA
LL-Raps TCTCCGGAGA GGAGACCAGT TGAGATTAGG CCAGCTACAG CA
LL-Zuckerriibe TCTCCGGAGA GGAGACCAGT TGAGATTAGG CCAGCTACAG CA
LL-Mais TCTCCGGAGA GGAGACCAGT TGAGATTAGG CCAGCTACAG CA

Abbildung 3-14: Sequenzvergleich der P-355/pat-Ubergangsregion transgener LibertyLink®-Linien
Darstellung der Sequenz im Vergleich zu den EMBL-Datenbankeintrégen fir den
35S-Promotor (A18053) und das pat-Gen (A99126); Oligonukleotide des pat-TM-
Real-Time PCR Assays fir das LL-Konstrukt sind fett hervorgehoben, der Sonden-
bereich ist hellgrau und die erste Base des pat-Gens in der Ubergangsregion ist weild
hinterlegt. Bereiche die sich nicht abdecken, sind getrennt durch Trennstriche (-).
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Da bekannt war, dass der Transformationsvektor pHoe6/Ac von 'Falcon GS40/90' die kodier-
ende Sequenz eines synthetischen pat-Gens unter der Kontrolle des CaMV 35S-Promotors be-
sitzt, erfolgte die Erstellung eines Konstrukt spezifischen PCR Assays fur LL-Raps durch eine
Kombination der Primer 35S-1 und pat-r. Anschlief3end diente die Primerkombination einem
Spezifitdtstest zur PCR-Amplifikation konventioneller und LL-Sorten von Mais, Raps sowie
Zuckerribe. Bei der gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte zeigte sich nur
bei den LL-Sorten das typische PCR-Produkt von 321 bp Lange. Bei den konventionellen
Sorten waren hingegen erwartungsgemal? keine Amplifikationsprodukte sichtbar.

Die spezifischen PCR-Fragmente von 321 bp aus LL-Raps, LL-Mais und LL-Zuckerriibe
wurden in den Vector pCR®4-Topo® kloniert. Nach der Sequenzierung erfolgte ein Vergleich
der Nukleotidabfolgen (Abbildung 3-14). Alle Sequenzen waren statt der erwarteten 279 bp
nur 251 bp lang und zeigten starke Abweichungen im Bereich der theoretischen Ubergangs-
region von den Sequenzen der EMBL-Datenbankeintrége des 35S-Promotors (A18053) und
des pat-Gens (A99126). Ein zusammenhadngender Bereich von 62 bp Lange innerhalb des
35S-Promotors liefd sich nicht abgleichen.

Real-Time PCR Assay fur dasLL-Konstrukt

Zur Entwicklung des pat-TM-Pimer/ Sonde-Systems des quantitativen LL-Konstrukt PCR
Assays wurde die revers komplementédre Sequenz eingesetzt, da diese durch ihren niedrigeren
G-Gehalt besser geeignet war. Die resultierende Sequenz ist zur Verdeutlichung der Lage von
pat-TM-Sonde und -Primern in Abbildung 3-15 dargestellt.

Pat-TM-r > Junctior-Sonde
TGCTGTAGCTGECCTAATCTCAACTGGTCTCCTCTCCCGAGACATGTICGACTcet a

gaggat ccccgggt accct gt cct ct ccaaat gaaat gaacttcctt at at aagg
Pat-TM-f

Abbildung 3-15: Position von Primern und Sonde des Real Time LL-Konstrukt PCR Assays
Oligonukleotide des Real-Time PCR Assays fur das LL-Konstrukt Gen (pat-TM)
sind fett markiert, der Sondenbereich ist hellgrau hinterlegt; der Sequenzbereich des
pat-Gens ist grof3, der des 35S-Promotors klein geschrieben; das erste Nukleotid des
pat-Gens (Ubergangsregion) innerhalb der Sonde ist weil hinterlegt.

Die Verifizierung der Spezifitét des Real-Time PCR Assays erfolgte mit den LL-Linien 'T25'
(Mais), 'Modul' (Raps) und "T120-7' (Zuckerriibe), sowie mit den entsprechend konventionel-
len Sorten 'Monopol’, 'Falcon’, und 'Ribella. Da nur LL-Genotypen Amplifikationsplots er-
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zeugten, wurde die Spezifitét des LL-Konstrukt Assays fur pat-Transgene belegt. Die Primer-
matrix ergab eine opti male Konzentration von 300 nM fur Vorwérts- und Ruckwartsprimer.

In Abbildung 3-16 sind die Amplifikationsplots einer DNA-V erdiinnungsreihe der Rapssorte
'‘Modul' mit dem quantitativen LL-Konstrukt PCR Assay und der Rimerkonzentration (pat-
TM-f/r) von 300 nM zu sehen. Die Amplifikationsplots zeigten gleichmaliig steile und paral-
lele Kurvenverlaufe fur ale Konzentrationsstufen und erreichten bei Ct 45 ein gleich hohes
Endniveau (Abbildung 3-16/ A1-F1). Das Fehlen einer Fluoreszenzkurve der Nullprobe (Ab-
bildung 3-6/ / A3) belegt, dass der PCR-Ansatz keine DNA-K ontaminationen enthielt.
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Abbildung 3-16: Amplifikationsplots zur Kalibrierung des Real Time LL-Konstrukt PCR Assays
DNA-Verdinnungsstufen der LL-Rapssorte ‘Modul': (A1) 254 670 Kopien, (B1)
25 467 Kopien, (C1) 2547 Kopien, (D1) 255 Kopien, (E1) 26 Kopien, (F1) 2,6
Kopien, (A3) H>0; Kalibrierfunktion: y = 42,7 -3,23 x; R? = 0,998

Die Steigung der Regressionsgeraden von -3,23 war etwas hoher als der Idealwert von zehn-

fach Verdinnungen (-3,32). Daraus ergab sich die hohe Effizienz von 100,4%, die den Maxi-

malwert 100% leicht (ibersteigt. Der Korrelationskoeffizient von 99,8% (R*=0,998) zeigt

eine gute Anpassung der Messwerte an die Regressionsgerade.
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3.2 Validierung der molekularen Nachweissysteme fiir LibertyLink® Raps

Zur Validierung der erstellten PCR Assays erfolgte eine Entwicklung und ein Vergleich ver-
schiedener Kalibrierstandards (vgl. S.37, Material und Methoden). Durch serielle Wasserver-
diinnung wurden hergestellt: 'V erdiinnte genomische' (VG)-Standards aus LL-Raps-DNA und
'verduinnte plasmidale’ (VP)-Standards aus L L-Konstrukt-Plasmiden. Zu den gemischten Stan
dards, die eine Mischung konventioneller mit LL-Raps-DNA enthalten, gehtdren folgende
Standards. Die 'gemischten Samen' (M S)-Standards entstanden durch Mischung auf Saatgut-
ebene, die 'gemischten genomischen' (MG)-Standards entstanden durch Mischung auf DNA-
Ebene und die 'gemischten plasmidalen und genomischen' (MPG)-Standards entstanden durch
Mischung von LL-Konstrukt Plasmiden mit konventioneller Raps-DNA

Firr die plasmidalen Standards dienten linearisierte pCR®4-TOPO®-Plasmide (Invitrogen, D-
Karlsruhe). Zum Einen wurden Plasmide kloniert, die lediglich die 321 bp lange Ubergangs-
region der Nukleotidsequenz von 35S-Promotor und dem pat-Gen trugen, zum Anderen Plas-
mide, die neben dieser Ubergangsregion auch ein 614 bp Fragment des Brassica spezifischen
s gt-Referenzgens besal3en. Mit Hilfe der Pmel-Restriktionsstelle, die 16 bp von der TA-
Klonierungsstelle entfernten war, erfolgte die Herstellung plasmidaler Mengenstandards mit
Doppelinsertion. Fur die Plasmidlinearisierung wurde die resultierende Sequenz aus Insert-
und Plasmidsequenz (http://www.invitrogen.com) mit Primer Premier 4.04 (Primer Biosoft
International, USA-Palo Alto) auf Restriktionsschnittstellen untersucht. Die Wahl fiel auf das
Enzym Scal, dessen Schnittstelle ca. 2000 bp in beide Richtungen von der TA-Klonierungs-
stelle entfernt ist und das genau einmal aul3erhalb des Inserts schneidet. Damit sollte eine
maoglichst geringe Beeintréchtigung der PCR-Fahigkeit im Falle eines enzymatischen Abbaus
durch Exonukleasen gewahrleistet werden.

Unter Berticksichtigung der integrierten Kopienzahl des LL-Konstrukts erfolgte die Umrech
nung der eingesetzten DNA-Menge der jeweiligen Verdiinnungsstufe in Genkopienzahlen pro
haploidem Genom. Die berechneten Kopienzahlen dienten als Grundlage fir die Kalkulation
von Nachweis- und Bestimmungsgrenzen (NG, BG). Dabel kennzeichnet die NG die kleinste
nachweisbare und die BG die kleinste quantifizierbare Genkopienzahl (vgl. S. 42, Materia
und Methoden). Da die qualitative PCR nicht der Quantifizierung dient, wurden auf3er der NG
keine Validierungsparameter erhoben. Werden im Folgenden Kopien mit Kommastellen an
gegeben, so ist die aufgrund der Verdinnung oder Vermischung der Standards errechnete

durchschnittliche K opienzahl gemeint.
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3.2.1 Qualitative PCR-Nachweissysteme

Die Schatzung der NG erfolgte fur die qualitativen PCR Systeme durch eine PCR-Amplifika-
tion genomischer Kalibrierstandards. In der qualitativen PCR ist die NG durch die Verdin
nungstufe gekennzeichnet, die gerade noch eine sichtbare Bande auf dem Agarosegel zeigt.
Durch die Dokumentation der elektrophoretisch aufgetrennten PCR-Produkte und deren
visuelle Auswertung ist nur eine ungeféhre Schatzung der NG mdglich. Fir die Referenzsys-
teme wurde keine Schatzung der NG mit qualitativen PCR Systemen vorgenommen, da dies

in praktischen Fragestellungen keine Relevanz hat.

PCR Assay zum Nachweis des 35S-Promotors

Zur Bestimmung der NG des qualitativen R35S Screening PCR Assays wurden VG-Stan+
dards der LL-Rapssorte ‘Modul' mit den Primern 35S-1/ 35S-2 amplifiziert. Die Verdinnung
der VG-Standards erfolgte stufenweise mit Wasser, bis die Verdinnungsreihe einen Bereich
von 106 000 Kopien (65 000 pg) bis 0,01 Kopie (0,006 pg) umfasste. Als Negativkontrolle
wurde DNA der nicht-transgenen Sorten 'Falcon’ und 'Artus sowie eine Wasserkontrolle mit-
gefuhrt, die auf dem Gelbild keine Signale zeigten (Abbildung 3-17). Die NG des R35S
Screening PCR Assays lag in einem Intervall von 1-11 Kopien (0,06 - 0,6 pg).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

—195 bp

Abbildung 3-17: Evauierung der Nachweisgrenze des qualitativen P-35S Screening PCR Assays
(M) 100 bp DNA-Léiter, (1) H>0, konventionelle Rapssorten (2) 'Falcon' und
(3) 'Artus; LL-Kalibrationsstandards aus der LL-Rapssorte'Modul'":
(4) 0,01 Kopie, (5) 0,1 Kopie, (6) 1 Kopie, (7) 11 Kopien, (8) 106 Kopien,
(9) 1060 Kopien, (10) 10 600 Kopien, (11) 106 000 Kopien.

PCR Assay zum Nachweis des pat-Transgens

Fur die Evaluierung der NG des PCR Assays zum Nachwels des pat-Transgens wurden MG-
Standards verwendet, hergestellt aus DNA der LL-Rapssorte ‘Modul' durch serielle Mischung
mit nicht-transgener DNA der Ausgangslinie 'Falcon’. Der Messbereich umfasste 2Kopien
(1,225 pg) bis 20 000 Kopien (12 250 pg) des pat-Gens. Die PCR-Fahigkeit der DNA belegte
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das mitgeflihrte Spezies spezifische PCR-Referenzsystem fur die S GT. Bel alen Verdun
nungsstufen des pat-Gens (Abbildung 3-18, oberer Kamm) war das PCR-Fragment des s _gt-
PCR Assays von 614 bp in gleicher Intensitét sichtbar, was auf etwa gleich hohe DNA-Men
genin alen Verdinnungsstufen deutet.

Die Amplifikation der MG-Standards mit Hilfe des qualitativen pat-Strukturgen PCR Assays
(Primer pat-f/ pat-r) resultierte in PCR-Fragmenten der erwarteten Lénge von 439 bp mit ab-
gestufter Bandenintensitdt entsprechend des abnehmenden pat-Gen Gehaltes (Abbildung
3-18: unterer Kamm). Die NG des pat-Strukturgen PCR Assays lag mit den MG-Standardsim
Intervall von 20 - 100 Kopien (12,3 - 61,3 pg), da bei 100 Kopien die PCR-Bande auf dem
Gelbild noch erkennbar ist, bei 20 Kopien dagegen nicht mehr (vgl. Spur 6 bzw. 5 in Abbil-
dung 318). Die Wasserprobe (Spur 1) als Negativkontrolle des s _gt-Referenz PCR Assays
und die fur den pat-Strukturgen PCR Assay as Negativkontrolle fungierende DNA der kon
ventionellen Rapssorte 'Falcon' (Spur 2), zeigten bei diesem PCR Assays keine Signale. Es
lag aso keine DNA-Kontaminationen vor. Die NG des pat-Strukturgen PCR Assay befand
sich unter Einsatz von VG-Standards, mit einem Arbeitsbereich von 16 300 — 0,2 Kopien
(10 000-0,1 pg), in einem Intervall von 16 - 163 pat-Gen Kopien.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1031 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

—614bp

1031 bp
900 bp
800 bp
700 bp
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500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

—439bp

W7 N\

Abbildung 3-18: Evaluierung der Nachweisgrenze des qualitativen pat-Transgen PCR Assays
(M) 100 bp DNA-Leiter, (1) H>0, (2) nicht-transgene Rapssorte 'Falcon,
MG-Standards mit pat-Gen Kopien: (3) 2 Kopien, (4) 10 Kopien, (5) 20 Kopien,
(6) 100 Kopien, (7) 200 Kopien, (8) 1 000 Kopien, (9) 2 000 Kopien, (10) 10 000
Kopien, (11) 20 000 Kopien.
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3.2.2 Quantitative Real Time PCR-Nachweissysteme

Die Erhebung der Validierungsparameter fur die quantitativen Real Time PCR-Nachweissys-
teme erfolgte mit verschiedenen DNA-Kalibrierstandards. Zu diesem Zweck wurden der
guantitative LL-Konstrukt bzw. der s gt-Referenz PCR Assay in Monoplex-Reaktionen paral -
lel auf der ABI 7700 Plattform eingesetzt. Die Regressionsparameter der Kalibrierstandards
sind in Tabelle 3-1 zusammengestellt. Fur die mit Wasser verdinnten Standards erfolgte die
Angabe aller Parameter des LL-Konstrukt (Reihe Ct,) und des Referenz PCR Assays (Reihe
Cts ). Durch die gleichbleibende Kopienzahl des s gt-Referenzgens der gemischten
Standards ist die Bildung einer Regression uber die s_gt-Gen Kopien unmdglich. Um das Re-
ferenzsystem mit einzubeziehen, musste die DCt- M ethode angewandt werden. Durch Subtrak-
tion der Cts & Mittelwerte von den Ct,; Einzelwerten erfolgte die Ableitung der DCt Werte,
die gemeinsam mit den Logarithmen der Kopien zur Berechnung der Regression dienten (vgl.
Tabelle 3-1).

Tabelle3-1:  Regressionsparameter verschiedener Real-Time PCR Kalibrierstandards

Kalibrier- ct  Achser Steigung R? Effizienz
standards abschnitt

VG Clox 40,07 335 0,9910 0,99
Cts g 39,33 -3,38 0,9915 0,97
VP Cloat 40,51 -3,65 0,9955 0,88
Cts g 39,57 -3,57 0,9864 0,91
MS Cloat 40,10 -3,37 0,9895 0,98
DCt 20,29 -3,38 0,9810 0,98
MG Cloat 39,78 -3,26 0,9966 1,02
DCt 19,22 321 0,9975 1,05
MPG Cloat 40,63 -3,42 0,9961 0,96
DCt 19,30 -3,35 0,9952 0,99
VGase Clgse 39,35 -3,23 0,9979 1,04
Cts g 39,46 -3,38 0,9994 0,98

DCt = Ctyy - Cts « ; Standards: VG = 'verdinnte genomische’ DNA, VP = 'verdinnte plasmidale DNA,
MS = 'gemischte Samen', MG = 'gemischte genomische DNA', MPG = 'gemischte plasmidale &
genomische' DNA; der VG-Standard des LL-Assays und der V Gsss-Standard des P-35S Assays unter-
scheiden sich in der Kopienzahl der Kalibrierstufen.

Alle Standards zeigten eine gute Anpassung an das lineare Regressionsmodell mit Korrela-
tionskoeffizienten von 99%, mit Ausnahme der DCt-Regression des M S-Standards mit nur

98,10%. Effizienzen Uber 100% konnen durch die Anpassung einer linearen Regression ent-
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stehen, geringere Effizienzen sind meist die Folge einer PCR-Hemmung. Die VG-, MS-, MG-
und VGsse-Standards hatten hohe Effizienzen zwischen 97% und 102%. Effizenzen unter
95% bzw. Uber 105% zeigten lediglich die VP-Standards mit 88% fir die LL-Regression und
91% fir die s_gt Regression, bzw. der MG-Standard mit 1,05 fur die DCt Regression. Die Ef-
fizienzen der LL- und s_gt-Regression der 'verdiinnten Standards' bzw. der LL- und DCt Re-
gression der 'gemischten Standards unterschieden sich um weniger als 0,03. Dagegen zeigten
die Regressionen der P-35S Screening und s_gt Referenz Assays Differenzen von 0,06.

Fir die verdinnten Standards wurde ein FTest auf Homogenitét der Varianzen von gemes-
senen LL- und s_gt-Kopien sowie ein T-Test zum Vergleich der Erwartungswerte vorgenonm:
men. Nur bei Gleichheit der Varianzen und Erwartungswerte liegt das gleiche Verteilungs-
modell vor, das es erlaubt, errechnete s gt-Gen und LL-Konstrukt Kopien (bzw. R35S) zu-
einander in Beziehung zu setzen. Die Nullhypothese auf Gleichheit der Varianzen konnte auf
keiner Stufe dieser Standards widerlegt werden. Lediglich bei der obersten Stufe der VP-
Standards Uberstieg der Prif- den Tabellenwert (Tabelle 3-2 bis 3-4). Ba VG-Standards
konnte die Tendenz beobachtet werden, dass sich sowohl die Erwartungswerte als auch die
Varianzen der s gt- und LL-Kopien in keiner oder maximal einer von sechs Stufen unter-

schieden.

Schéatzung der Bestimmungs- und Nachweisgrenzen Uber Vertrauensintervalle

Die Breite des relativen Vertrauensintervalls (rel. V1) fur die geschétzte Kopienzahl, innerhab
dessen die 'tatsachliche’ Kopienzahl liegt, ist ein Mal3 fur die Prézision der PCR-Methode.
Dasrel. VI (95%) bezeichnet den Bereich, in dem mindestens 95% der Messpunkte innerhalb
der erwarteten Grenze liegen. Im Folgenden wird bel der Erwdhnung des VI immer von einem
95%igen VI ausgegangen. Je kleiner das rel. VI ist, in dem die 'tatséchliche’ Kopienzahl liegt,
desto préziser ist demnach die Schétzung. Nach dem von WAIBLINGER et al. (2001) vorge-
schlagenen pragmatischen Ansatz zur Schatzung von NG und BG, wird die BG beim Er-
reichen des rel. VI von 30% erreicht. Bei Uberschreiten einer 30%igen Streuung des rel. VI
wird die Prézision so klein, dass keine quantitativen Angaben gemacht werden konnen. Durch
die diskrete Verteilung der Kopienzahlen der Kalibrierstandards wird das 30%ige rel. VI nie
exakt erreicht. Die Angabe der BG erfolgt daher in Form eines Kopienbereiches mit oberer
und unterer Grenze, zwischen denen die unbekannte Kopienzahl, die dem 30%igen rel. VI
(95%) entspricht, liegt. Analog der BG wird auch die NG Uber die rel. VI (95%)-Werte der
Kalibrierstandards bestimmt. Eine 100%ige Streuung markiert die untere NG der Kopien
zahlen. In Tabelle 3-2 bis 3-4 sind die statistischen Parameter fur die Berechnung der rel. VI
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bei den verschiedenen Kalibrierstandards aufgefiihrt. Es wird deutlich, dass die Schatzung der
Kopienzahlen bei abnehmender Kopienzahl unpréziser und das rel. VI (95%) somit breiter
wird. Die Kopien der Standards, zwischen denen sich die aus dem rel. VI abgeleiteten BG
und NG befinden, sind in den Tabellen 3-2, 3-3, und 3-4 symbolisch durch Klammern hervor-
gehoben.

In den Abbildungen 3-19 und 3-20 ist die Verdnderung der rel. VI (95%) bei abnehmender
Kopienzahl der Zielsequenz graphisch dargestellt. Die Abbildungen zeigen deutlich, dass der
Anstieg der rel. VI mit abnehmender Kopienzahl bei allen Standards bis auf den VP-Standard
sehr dhnlich verlauft. Die VP- und MG-Standards Uberschreiten die 30%-Grenze der BG
nicht. Die Kurve desrel. VI (95%) der MG-Standards steigt jedoch parallel zu denen der an-
deren Standards, wahrend dierel. VI (95%)-Werte der VP-Standards kaum ansteigen.

Die Verédnderung der Prézision des quantitativen P-35S PCR Assays in Kombination mit dem
s gt-Referenz PCR Assay ist in Abbildung 3-20 dargestellt. Beim VG-Standard des LL-Kon-
strukt Real-Time PCR Assays wurde ein anderes Kopienspektrum verwendet als beim
VG35 Standard. Durch den dhnlich flachen Anstieg des rel. VI (95%) im Vergleich zu den
anderen Standards ist erkennbar, dass die Prézision des LL- und des P-35S Assays bel beiden
Standards in der gleichen Grolenordnung lag.
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Tabelle 3-2: Prézision der Schétzung von LL-Konstruktkopien fir verschiedene Kalibrierstandards

H>0-Verdunnte K opien m  Ct geschétzte % VI

Standards pat K opien (95%)

279184 5 22,08 248 410 14 487 7.2

27918 5 25,18 28 347 2 699 11,8

VG 2792 5 28,02 3883 505 16,1
279 5 31,80 274 37 16,6 BG
28 5 35,52 23 11 59,6 NG

28 3 37,97 4.8 3,6 189,8

1259015 5 18,22 *1232624 40977 41

125901 5 21,87 126 303 4894 4.8

12590 5 25,41 13912 959 8,6

VP 1259 5 29,15 1344 65 6,0

126 5 33,47 92 18 24,0

13 5 26,35 16 8,1 219

13 1 39,07 2,8 - -

Gemischte . eschéatzte % VI

Standards Kopien — m DCr ) Kopien S (95%)

220859 5 2,01 258 636 25011 12,0

23558 5 6,05 16 521 1356 10,2

MS 2209 5 9,22 1908 210 13,7
206 5 11,34 450 50 15,6 } BG

21 5 16,50 13 4,7 471

254694 5 1,79 276 173 20 216 9,1

25469 5 5,04 26 581 1768 8,3

MG 2547 5 8,49 2217 97 55

255 4 11,77 209 12 9,3

26 5 14,45 31 6,0 26,9

213211 5 1,71 188 912 19294 12,7

21321 5 4,90 20731 2394 14,3

2132 4 7,94 2522 298 14,7
MPG 213 5 11,32 244 29 186 } ac

21 4 14,87 22 8,9 55,8

21 2 18,61 1,7 - -

m = Anzahl an Wiederholungen ohne Ausrei3er; Ct= Threshold Cycle’; DCt = Ctg 4 - Ctyy;
s = Standardabweichung; %V 1 (95%) = Vertrauensintervall geschétzter LL-Konstrukt Kopien (pat-
Gen) bei einem 95%igen Wahrscheinlichkeitsniveau; Standards; VG = 'verdiinnte genomische
DNA, VP = 'verdinnte plasmidale DNA', MS = 'gemischte Samen’, MG = 'gemischte genomische
DNA', MPG = 'gemischte plasmidale & genomische' DNA; * Erwartungswerte fir s_gt-Gen und
LL-Konstrukt Kopien nach dem T-Test ungleich; BG = Bestimmungsgrenze, NG = Nachweis-

grenze.
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Tabelle 3-3: Préazision der Schdtzung von s _gt-Referenzkopien fur H,O-verdinnte Kalibations-

standards

H>0-Verdunnte K opien m  Cteg geschétzte % VI

Standards Kopien (95%)

279184 5 21,05 249 403 17 984 9,0

27918 5 2422 28 822 2 507 10,8

VG 2792 5 27,10 4121 195 75

2719 5 31,22 247 22 10,8

28 4 3512 18 2,9 26,5

28 2 36,37 54 - -

1259015 5 17,60 1159 261 56 439 6,0

125901 5 21,12 132 101 4785 45

12500 5 24,74 14 121 1181 10,4

VP 1259 5 28,46 1426 157 13,7
126 4 33,09 82 6,4 12,4 } BG

13 5 3587 18 12,5 31,1

13 2 3722 6,4 - -

m = Wiederholungen ohne Ausreil3er; Ct='Threshold Cycle’; s= Standardabweichung; %VI
(95%) = Vertrauensintervall der gemessenen s _gt-Gen Kopien bei einem 95%igen Wahrschein-
lichkeitsniveau; Standards. VG ='verdinnte genomische DNA', VP ='verdinnte plasmidale
DNA'"; BG = Bestimmungsgrenze, NG = Nachweisgrenze.

Tabelle 3-4: Prézision der Schdtzung von s gt- und P-35S-Kopien fir HO-verdinnte Kalibrier-

standards
] By N 0
H,O-Verdinnte Kopien  m  Ctass geschéatzte % VI
Standards Kopien (95%)
382000 5 21,55 *332 030 *2 861 11
38200 3 24,31 *50 967 2017 10,9
VG 3820 4 27,50 *4 871 111 3,7
382 4 30,93 *450 26 10,2
38 5 34,64 *38 6,6 27,9 } BG
38 b5 37,32 7,6 2,3 61,9
) ) - 0
H,O-Verdinnte K opien m  Cteg geschatzte S % VI
Standards Kopien (95%)
382000 5 20,38 *420 831 *3 583 11,8
38200 5 23,70 *4]1 281 1965 6,3
VG 3820 4 26,99 *4 514 318 9,6
382 4 30,63 *381 30 10,6
38 4 33,80 *48 6,6 20,5 BG
38 3 37,22 6,7 2,0 61,0

m = Wiederholungen ohne Ausreil3er; Ct='Threshold Cycle’; s= Standardabweichung; %VI
(95%) = Vertrauensintervall der gemessenen s gt-Gen bzw. R35S-Kopien bei einem 95%igen
Wahrscheinlichkeitsniveau; Standards: VG = 'verdinnte genomische DNA'; * Erwartungswerte
bzw. Varianzen fir s_gt-Gen und P-35S Kopien nach dem T- bzw. FTest ungleich; BG = Bestim-
mungsgrenze, NG = Nachweisgrenze.
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Abbildung 3-19:

Ableitung der Bestimmungs- und Nachweisgrenzen Uber Vertrauensintervalle des
guantitativen Nachweises des LL-Konstrukts

Darstellung der relativen VI (95%) Werte gegen die eingesetzten LL-Kopien; fein
gestrichelte Linie: NG bei 30%, grob gestrichelte Linie: BG bel 100% VI (95%).

A: H>0-verdinnte Standards. VG = 'verdiinnte genomische' DNA,
VP = 'verdinnte plasmidale’ DNA.

B: gemischte Standards: M S = 'gemischte Samen’', MG = 'gemischte genomische
DNA', MPG = 'gemischte plasmidale & genomische' DNA.
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Abbildung 3-20:

Ableitung der Bestimmungs- und Nachweisgrenzen Uber Vertrauensintervalle des
guantitativen PCR-Nachweises des P-35S und des s_gt-Referenzgens

Darstellung der relativen VI (95%) Werte gegen die eingesetzten LL-Kopien;

fein gestrichelte Liniec NG bei 30%, grob gestrichelte Liniec BG bei 100%
VI (95%); H>O-verdiinnte Standards: VG-Standards 'verdinnte genomische’ DNA
mit dem Real-Time PCR P-35S Screening und s _gt-TM Referenz Assay.
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Schatzung von Bestimmungs- und Nachweisgrenzen tUber die Kalibrierfunktion

Es gibt verschiedene Methoden, die BG und NG Uber die ermittelte Regression zu schétzen.
Das Kopienintervall, zwischen dem sich das 30%ige bzw. 100%ige rel. VI von BG und NG
der Kalibrierstandards befindet, wurde aus den Tabellen 3-2 bis 3-4 exzerpiert, in Tabelle 3-5
zusammengestellt und mit 'BG/NG Intervall' gekennzeichnet. Eine andere Moglichkeit der
Schétzung von NG und BG efolgt nach DIN 32 645 (DEUTSCHES INSTITUT FUR NORMUNG
1994). Mit Hilfe der DIN 32 645 kann die NG und von dieser abgeleitet, auch die BG unter
Verwendung der Messwerte der Kalibrierstandards exakt bestimmt werden (vgl. 2.2.9.5 Vali-
dierungsparameter). Als Grundlage fir die Schétzung dient die Schwankung der Messwerte
um die Regressionsgerade. FUr die Standards wurden neben den bereits dargestellten Varia-
blen die Verfahrensstandardabweichung (sx,) und die Reststandardabweichung (s,,) der
Messwerte von der Kalibrierung erhoben (Tabelle 3-5). Die aus ihnen abgeleiteten BG und
NG wurden in Tabelle 3-5 mit 'Exakt’ gekennzeichnet.

Durch die Wahl der eingesetzten Kopienzahl der Standards konnte Uber die Methode der rel.
VI nicht immer die untere Grenze der BG und NG angegeben werden, weil die entsprechende
30%- bzw. 100%-Schwelle nicht Uberschritten wurde. So konnte ausschliefdich bel den VG-
Standards die untere Grenze des 'NG-Intervalls und hier nur fir den LL-Assay angegeben
werden. Die Angabe der unteren Grenze des '‘BG-Intervalls war dagegen mit Ausnahme der
VG-Standards (s_gt Assay), der VP-Standards (LL Assay) sowie der MG-Standards (LL As-
say) sowie der abgeleiteten DCt-Regression bel allen Standards und PCR Assays moglich.

Die Bestimmung der ‘'NG/ BG-Exakt' lag meist deutlich unter der des'NG/ BG-Intervalls. Die
Werte der 'NG-Exakt' waren stets kleiner oder gleich zwei Kopien, unabhangig von den Stan+
dards oder Assays. Die Werte der 'BG-Exakt' lagen stets unter sechs Kopien. Vergleicht man
die Werte, so liegen die 'NG/ BG-Exakt' bereits aul}erhalb des Bereichs der ‘'NG/ BG-Intervall'
(in der Tabelle 3-5 mit *gekennzeichnet), wenn die unteren Grenzen von 'NG/ BG-Intervall’
angegeben werden konnten. Die einzige Ausnahme stellt der V Gzss-Standard mit dem P-35S
Screening Assay dar, bei dem die 4,3 Kopien der '‘BG-Exakt' in den Bereich des 'BG-Inter-
valls von 3,8-38 Kopien fallen (Tabelle 3-5).
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Tabelle 3-5:  Nachweis- und Bestimmungsgrenzen verschiedener Standards in der Real Time PCR

Kalibrier- Ct S Syx BG NG BG NG

standards Exakt Exakt Intervall I ntervall
VG Cloat 0,16 0,52 *48 *1.6 28-279 2,8-28

Cts gt 0,15 0,52 48 1,6 <28 <28

VP Cloat 0,13 0,46 43 14 <13 <13

Cts gt 0,23 0,81 *56 19 13-126 <13

MS Cloat 0,15 0,52 *49 1,6 21-206 <21

DCt 0,21 0,70 *59 2,0 21-206 <21

MG Cloat 0,09 0,29 40 1,3 <26 <26

DCt 0,08 0,24 3,8 1,3 <26 <26

MPG Cloat 0,10 0,34 *41 14 21-213 <21

DCt 0,11 0,38 *42 14 21-213 <21

VGass Ctass 0,13 0,41 43 14 3,8-38 <3,8

Cts gt 0,07 0,52 *37 1,2 3,8-38 <3,8

Ct='"Threshold Cycle; DCt = Ctyy-Cls g, S0 = Verfahrensstandardabweichung; s« = Rest-
standardabweichung der Messwerte von der Kalibrierung; * Kennzeichnung der ‘'NG/ BG-Exakt'-
Kopien die aulerhalb der Kopien von 'NG/ BG-Intervall' liegen; Standards: VG = 'verdinnte
genomische DNA', VP = 'verdiinnte plasmidale DNA', MS = 'gemischte Samen', MG = 'gemischte
genomische DNA', MPG = 'gemischte plasmidale & genomische DNA'; VG-Standards des LL-
Konstrukts Assays (pat-Gen) und V Gsss-Standards des P-35S Assays haben verschiedene Kopien-
bereiche.

Bei den gemischten Standards konnten keine BG und NG fir das s_gt-Referenzsystem ange-
geben werden, da die Standards stets die gleiche Konzentration an s_gt-Gen Kopien enthiel-
ten. Aus dem Verhdltnis zwischen LL-Konstrukt zu s _gt-Gen Kopien kann jedoch eine rela-
tive BG und NG dieser Standards abgeleitet werden. Als Bezugspunkt dienen die LL-Kopien
an der oberen Schwelle von 'BG/ NG-Intervall' bzw. von ‘BG/ NG-Exakt'. Fur die MS-Stan
dards mit 206 000 s_gt-Kopien (126 ng), die MG-Standards mit 255 000 (156 ng) und die
MPG-Standards mit 225 000 s _gt-Kopien (138 ng) lagen die 'relativen BG-Intervalle' unter
0,10%, 0,011% bzw. 0,10% und die ‘relativen NG-Intervalle’ unter 0,010%, 0,011% bzw.
0,010%. Beim Einsatz von MS-, MG-, und MPG-Standards konnten somit noch 126 pg, 17 pg
und 138 pg LL- DNA bestimmt und 13 pg, 17 pg bzw. 14 pg LL-DNA nachgewiesen werden.
Die 'NG/ BG-Exakt' waren deutlich niedriger. Fir die MS-, MG- und MPG-Standards lagen
die 'relativen BG-Exakt' jewells bei 0,0024%, 0,0016%, 0,0009% und die 'relativen NG-
Exakt' jeweils bei 0,0008%, 0,0005%, 0,0006%.
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Wiederfindungsr ate

Die Richtigkeit und Genauigkeit der Schétzung von Genkopien kdnnen durch die sogenannte
Wiederfindungsrate (W) evaluiert werden. Sie gibt das prozentuale Verhdtnis zwischen dem
geschétzten und dem wahren Transgenanteil an. Als Mal3 zum Vergleich der Prézision unab-
hangiger Analysenergebnisse wurde der Variationskoeffizient (Vi) benutzt, der das Verhdtnis
von Standardabwel chung zum Mittelwert angibt (vgl. 2.2.9.5. Validierungsparameter).

Zur Bestimmung von W und V|, wurden je vier Referenzproben mit den verschiedenen Kali-
brierstandards 'rickquantifiziert' (Tabelle 3-6). Durch die Regression der gemittelten Soll-
und Schétzwerte wurde eine Wiederfindungsfunktion (Wr) erstellt. Die W fur den LL-Kon
strukt Assay mit verdinnten (A) und gemischten (B) Kalibrierstandards sowie fur den P-35S
Screening-Assay mit den VGzss-Standards zeigen die Abbildungen 3-21 und 3-22. Nach
WAIBLINGER et a. (2001) ist die Steigung der Wiederfindungsfunktion ein Mal3 fir die Em-
pfindlichkeit der Methode und sollte zwischen 0,7 und 1,2 liegen. Die Steigungen der W fir
die VP-, MG- und MPG-Standards lagen mit 0,84, 1,07 bzw. 1,03 innerhalb dieser Grenz-
werte. Bel einer optimalen Wiederfindung besitzt WE eine Steigung von 1,0. In den Abbil-
dungen 3-21 und 3-22 wird diese optimale Wiederfindung durch eine punktierte Linie (100%
Wiederfindung) dargestellt.

Tabelle 3-6: Wiederfindungsraten des quantitativen Nachweises von LibertyLink®-Raps fiir verschie-
dene Kalibrierstandards

Kalibrier- 0,5% LL 1,0% LL 50% LL 10,0% LL
standards LL% V% W%| LL% V% W%|LL% V% W%| LL% V% W%
VG 03 +048 66 (0,7 *098 69 (2,7 =+077 53| 74 =082 74
VP 05 +081 106 (16 +090 164 (59 +060 117 |12,3 +032 123
MS 04 =+157 75 |06 +080 63 |2,7 xnb. 54| 75 £025 75
MG 03 069 64 (08 +081 83 (45 +£063 91| 92 =014 92

MPG 06 +123 126 (14 094 142 (51 +£09 101 |10,0 =0,76 100
VGsss 04 =+027 71 (10 +038 101 (35 +252 70| 7,8 =069 78

LL% = LibertyLink®-AnteiI in Prozent, V% = Variationskoeffizient in Prozent, W% = Wiederfin-
dungsrate des Transgenanteils in Prozent, n.b. = nicht bestimmt; Standards: VG = 'verdiinnte genomi-
sche DNA', VP = 'verdunnte plasmidale DNA', MS = 'gemischte Samen', MG = 'gemischte genomi-
sche DNA', MPG = 'gemischte plasmidale & genomische DNA'; der VG-Standard des LL -Konstrukt
(pat-Gen) Assays und VG-Standard des P-35S Assays haben verschiedene K opienbereiche.
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Abbildung 3-21: Wiederfindungsfunktionen des Real-Time PCR Assays fir das LL-Konstrukt
mit verschiedenen Kalibrierstandards
Darstellung der optimalen Wiederfindungsfunktion (100%) durch Punktierung.
A: H>O-verdiinnte Standards: VG = 'verdiinnte genomische' DNA,
VP = 'verdinnte plasmidale' DNA.
B: gemischte Standards: M S = 'gemischte Samen’, MG = 'gemischte genomische
DNA', MPG = 'gemischte plasmidale & genomische’' DNA.

Standards, deren V, zwischen 0,4 —1,0% lagen, zeigten eine gleichbleibende Prézision Uber
einen Messbereich von 0,5% bis 5,0% Transgenanteil (Tabelle 3-6). Bei dem hohen LL-An-
teil von 10,0% ist die Prézision algemein héher. Bel dem niedrigen LL-Transgenanteil von
0,5% wurden MS- und MPG-Standards unprézise und die V stiegen auf Uber 1,2%. Der MS-
Standard zeigte zudem eine aufféllige Schwankung in der Prézision zwischen 0,5% und

10,0% LL-Anteil mit V, von 1,57% bzw. 0,25%. Der VG zss-Standard hatte einen ungew6hn-
lich hohen V, bei 5,0% LL-Konstrukt.
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Die Wiederfindungsraten lagen zwischen 53% und 164%, womit die starkste Abweichung
vom Erwartungswert nach oben bzw. unten 47% und 64% betrug (Tabelle 3-6). Alle Kali-
brierstandards zeigten eine hohe Richtigkeit und Genauigkeit. Entsprechend der guten We von
1,03 und 1,07 (Abbildung 3-21 und 3-22) zeigten die MG- und MPG-Standards mit 69% bzw.
70% auch die geringsten Gesamtabweichungen Uber ale vier LL-Transgenanteile.

10 7

Transgenanteil (%)

& VG-Standard y = 1.31x + 0.00
mit dem 35S-Screening Assay

...... 100% Wiederfindung y = x

0 2 4 6 8 10 12
geschétzter Transgenanteil (%)

Abbildung 3-22: Wiederfindungsfunktion (Wg) des Real-Time PCR Assays den P-35S
mit verdinnten Kalibrierstandards
Darstellung der optimalen Wiederfindungsfunktion (100%) durch Punktierung.
H>O-verdinnte Standards. VGass = 'verdiinnte genomische DNA' Standards mit
dem P-35S Screening Real-Time PCR Assay.
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3.3  Persistenz von transgenem Raps auf bayerischen Agrarflachen

Das Erntegut sowie der Ausfalraps in den Folgekulturen von funf ausgewahlten Agrar-
flachen, die im Jahre 2000 versehentlich mit transgen kontaminiertem Sommerrapssaatgut be-
stellt worden waren, wurden beprobt und die Transgenanteile mit Hilfe der quantitativen
Real-Time PCR untersucht (vgl. Kapitel 2.2.1). Es konnte sowohl das epsps-Gen a's auch das
pat-Gen nachgewiesen werden. Beide Gene kodieren fir eine transgene Toleranz gegen Her-
bizide. Ersteres vermittelt durch die Expression einer 5-Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat-
Synthase (EPSPS) eine Toleranz gegeniiber dem Wirkstoff Glyphosat (Roundup Ready®, RR)
und das zweite durch Expression einer Phosphinothricinacetyltransferase (PAT) eine Toleranz

gegen Phosphinothricin (LibertyLink®-Linien, LL).

3.3.1 Beschreibung der untersuchten Agrarflachen

Die regionale Verteillung der funf betroffenen Agrarflachen in Bayern ist in Abbildung 2-1
dargestellt. Wichtige pflanzenbauliche Parameter sowie Angaben zur Bodenbearbeitung der
‘transgen kontaminierten' Flachen sind in den Tabellen 3-7 und 3-8 zusammengefasst.

Tabelle 3-7: Pflanzenbauliche Parameter der 'transgen kontaminierten' Agrarfléchen

Flache Bodenart Saatstarke (kg/ha) @ Ertrag (dt/ha)
Nr. ha
1 13,8 anmaorig, humos 6,5 22
2 11,6 toniger Lehm 4,0 15
3 6,0 toniger Lehm 50 25
4 1,3 schluffiger Lehm 6,0 17
5 5,0 schluffiger Lehm 5,0 22

@ = durchschnittlich

Tabelle 3-8:  Bodenbearbeitung auf den ‘transgen kontaminierten' Agrarflachen

Saison Flache 1 Flache 2 Flache 3 Flache 4 Flache 5
2000 Herbst Pflug Grubber Pflug Pflug Grubber
2001  Fruhjahr Kreiselegge - - - Saatfrase
2001 Herbst - Pflug Pflug Pflug Pflug
2002  Fruhjahr Kreiselegge - Grubber Grubber Grubber
2002 Herbst - Grubber 2x Grubber Pflug Pflug
2003  Frahjahr - - Saatfrase - Grubber

Auf Flache 2 wurde im Herbst 2001 der rapsverwandte Ackersenf ausgesét. Im Frihjahr 2002
erfolgte auf dieser Flache eine Glyphosatapplikation vor der Folgekultur sowie eine jahrliche
RR-Randbehandlung vom Landwirt.
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Direkt im Anschluss an die Kultur des 'transgen kontaminierten' Rapses wurde Flache 4 im
Herbst 2000 mit einem glyphosathaltigen Mittel komplett abgespritzt. Auf derselben Fléche
erfolgte im Herbst 2002 einmalig eine Glyphosatapplikation an den Feldrandern.

3.3.2 Quantifizierung der Transgenanteile

Die Beprobung und Quantifizierung des Saatguts geschah extern durch das Landesamt fir
Umweltschutz (LfU) Augsburg. Finf Erntegutproben von je 80 g wurden wahrend des Dre-
schens in randomisierten zeitlichen Abstdnden genommen. Zur Homogenisierung dienten
Proben mit je 3500 Kornern. Vom Ausfallraps erfolgte nach Moglichkeit eine Ziehung von je
3000 Pflanzen. Jeweils 1000 von ihnen gingen in eine homogenisierte Mischprobe ein.
Wurden weniger al's 3000 Pflanzen gefunden, sind die entsprechenden statistischen Parameter
in den Tabellen gekennzeichnet und die Pflanzenzahl in der Tabellenbeschriftung aufgefhrt.
Die Untersuchung der Proben auf ein Vorhandensein pat-transgener Anteile erfolgte mit den
entwickelten Real-Time PCR Assays fur das LL-Konstrukt in Kombination mit dem Brassica
spezifischen s gt-TM Referenz Assay. Um die quantifizierten Transgenanteile angeben zu
konnen, miissen die Messdaten oberhalb der BG liegen. Ubersteigen sie die NG, kénnen die
Proben lediglich mit 'positiv transgen' beurteilt werden. Als Grenzwerte zur Beurteilung der
guantifizierten Proben dienten die exakt errechneten Kopien der ‘'NG/ BG-Exakt', die sich aus
der Streuung der Messpunkte der Kalibrierstandards um die Kalibriergrade ableiten (siehe Ta-
belle 3-9; vgl. Kapitel 2.2.9). Diese Ableitung von NG und BG erlaubt eine exakte Angabe
von Genkopien und war daher fur diese Fragestellung besonders geeignet. Aus dem Verhélt-
nis der LL-Konstrukt Kopien an der ‘'NG- und '‘BG-Exakt' zu den s _gt-Kopien jeder Probe
konnte eine relative 'NG/ BG-Exakt' berechnet werden (vgl. Kapitel 2.2.9, relative 'NG/ BG-
Exakt' bel gemischten Standards). LL-Konstrukt Kopienzahlen, die sich entweder unter 'NG-
Exakt' befanden oder deren ermittelte Transgenanteile unter der relativen 'NG-Exakt' (oder
beides) waren, wurden als negativ gewertet. LL-Konstrukt Kopienzahlen, die zwischen 'NG-
und BG-Exakt' lagen oder Transgenanteile, die zwischen den relativen 'NG/ BG- Exakt' lagen,
erhielten die Bewertung positiv. Bel Kopienzahlen oder Transgenanteilen, die sich tber der
'BG-Exakt' und Uber der relativen 'BG- Exakt' befanden, erfolgte eine Quantifizierung.

Die berechneten pat-Transgenanteile fur alle Saatgut-, Erntegut- und Ausfallrapsproben der
Jahre 2000 bis 2002 aus den funf landwirtschaftlichen Praxisflachen sowie deren Proben spe-
zifische relative NG und BG sind in Tabelle 3-9 zusammengestel It.

Die pat-Transgenanteile von Tabelle 3-9 ergaben sich aus dem Mittelwert der Wiederholungs-
messungen (n) fur jede Probe. Der Mittelwert (x) der Proben ergab den LL-Transgenantell
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(pat-Gen) der Mischprobe, wobel positive Werte nicht und negative Werte as Nullwerte in
die Kalkulation eingingen.

Die Gegentiberstellung der pat-Transgenanteile fir einzelne Stichproben wurde vorgenom-
men, um die z.T. erheblichen Schwankungen zwischen den Einzel ergebnissen hervorzuheben.
Solche Schwankungen findet man bei Erntegutproben aller Flachen. Nur Fléache 4 war immer
negativ. Im Ausfallraps erschienen solche Schwankungen im Herbst 2001 bei Flache 5 und im
Fruhjahr 2002 bei Flache 3 und 5. Diese kdnnen durch eine ungleichméaliige Verteilung des
transgenen Ausfallraps auf dem Feld, die Beprobung oder den Schwankungsbereich der PCR-
Analytik verursacht worden sein.

Weiterhin sind die relativen 'NG/ BG-Exakt' a's Entscheidungskriterium fur die Bewertung in
negativ, positiv und quantifiziert in Tabelle 3-9 fir jede Probe aufgefiihrt. Um die Endergeb-
nisse der Quantifizierung besser hervorzuheben, wurden die Mittelwerte (x ) der geschétzten
LL-Transgenanteile in Tabelle 3-10 zusammengestellt. In Tabelle 3-11 ist neben dem Mittel-
wert der LL- bzw. RR-Transgenanteile der Variationskoeffizient (Vi) zwischen den gesam
melten Proben aufgefthrt. V gibt die relative Streuung der Proben im Verhéltnis zum Mittel-
wert an. Die hohen Vi von 32% - 174% beim LL-Transgenanteil und von 37% - 106% beim
RR-Transgenanteil deuten auf Inhomogenitaten zwischen den Einzel proben hin.

Die LL-Transgenanteile der funf untersuchten Agrarflachen konnten mit dem entwickelten
LL-Konstrukt in Kombination mit dem Brassica spezifischen s_gt-Referenz Real-Time PCR
Assay exakt bestimmt werden (Tabelle 3-9). Die RR-Transgenanteile sowie die Saatgutana-
lyse auf LL-Transgenanteile wurden extern vom LfU Augsburg bestimmt. Die Veranderung
der LL- bzw. RR-Anteile in Rapsproben der Agrarflachen vom Saatgut im Jahr 2000 bis zum
Auflaufraps im Herbst 2002 wurde in Tabelle 3-10 und Tabelle 3-11 zusammengefasst. Die
extern bestimmten LL- und RR-Anteile des Saatgutes wurden stets in 'kleiner as (<) ange-
geben. 'Kleiner als' lassen sich nicht grafisch darstellen. Zur grafischen Darstellung dieser
Werte wurde in den Abbildungen 3-24 und 3-25 ein um 1% kleinerer Wert as der Grenzwert
gewahit.

Aus diesen Abbildungen wird deutlich, dass die funf Agrarflachen algemen stérker mit RR-
als mit LL-Samen kontaminiert waren. Das Saatgut hatte bereits einen hoheren Anteil an RR-
als an LL-Samen mit 0,4% bzw. 0,2%. Im Folgenden wird die Veranderung der Transgenan
teile auf den funf Agrarflachen vom Saatgut bis zum Ausfallraps fir jede Flache detailliert be-

schrieben.
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Tabelle 3-9:  Geschétzte LL-Transgenanteile von einzelnen Stichproben der ‘transgen kontaminierten' Agrarfléchen
Flache 1 Flache 2 Flache 3 Flache 4 Flache 5
Nr n|LL (%) NG (%) BG (%)|LL (%) NG (%) BG (%) |LL (%) NG (%) BG (%) | LL (%) NG (%) BG (%) |LL (%) NG% BG%
Saatgut
F 2000 () nb  nb | <02 nb  nb | <02 nb  nb | nb. nb nb | <02 nb nb
Erntegut
1 6 () 009 0271 (+ 0005 0016 | () 0372 1115| () 0068 0204 | () 0.007 0.20
2 6| () 0008 0024|0032 0010 002 | () 0043 0128 () 0028 0084 | 0042 0,004 0,011
H2000 3 6| () 0006 0017 | 0067 0022 0067 | (*) 003 0109 | () 0021 0063 | 0076 0006 0,017
4 6| () 0004 0012|0104 0008 0024 | (*) 0091 0274| () 0006 002 | 0,164 0,007 0,021
5 6| (+) 0004 0012|0189 0013 0040 | 0,022 0014 0042 | () 0023 0070 | 0,188 0,018 0,055
- © 0,098 0,007 ) 0,094
Ausfallraps
1 3[0032* 0002 0007 | nb. nb. nb | nb. nb nb () 0001 0002 | () 0001 0.002
H2001 2 3]0036* 0000 000L| nb. nb. nb | nb. nb nb () 0001 0002| () 0002 0,007
3 3]/0039*% 0000 0000 | nb. nb nb | nb. nb nb () 0001 0,002 | 0439 0,001 0,002
- 0,036 n. b. n. b. ) 0,146
1 3| () 0027 0062 | nb. nb nb. (- 0002 0006 | () 0004 0013 | () 0002 0,005
F2002 2 3| () 0012 0035 | nb. nb nb (- 0002 0007| () 0154 0463 | 0080 0,002 0,005
3 3| () 0032 009 | nb. nb. nb | 0046 0002 0007| () 0042 0127 | 0,158 0,002 0,005
X () nb. nb.  nb | 0015 () 0,079
Hoooz 1 2| °() 0006 0018 | nb. nb nb | (! 0162 048 | () 0003 0001 | 0052 0002 0,006
1 2] %) 0004 0011 nb. nb.  nh. (+) 0003 0009| () 0003 0001|0082 0002 0,006
X °(9) n. b. (+) () 0,067

Externe Datenerhebung der Transgenanteile des Saatguts durch das LfU Augsburg; LL = LibertyLink® Toleranz, H = Herbst, F = Friihjahr, NG % und BG %
= relative (exakte) Nachweis- und Bestimmungsgrenze, n. b. =nicht bestimmt, X = Mittelwert, n= Anzahl der Messungen; Nr. = Anzahl der untersuchten
Mischproben: Erntegut a 3200 Samen, Ausfallraps a 1000 Pflanzen; *dieselben Proben a 3000 Pflanzen in Nr. 1, 2, 3 Wiederholungen gemessen; im Herbst

2002 wurden Doppelmessungen von Proben a 3000 Pflanzen durchgefihrt, bzw. * 21000 Pflanzen, 3 & 2309 Pflanzen; Negativwerte (-) sind als Nullwerte

und Positivwerte (+) sind nicht in die Berechnung statistischer Werte eingegangen.
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Tabelle 3-10: Durchschnittliche LL-Transgenanteile der ‘transgen kontaminierten' Agrarflachen

Flache 1 Fléche 2 Flache 3 Flache 4 Fléche 5
Nr. n| X (%) Vi (%) | X(%) Vi (%) | X (%) V(%) | X (%) Vi (%) | X (%) Vi (%)
Saatgut
F 2000 ) n. b. <0,2 n.bh <0,2 n.b.|{nb nb | <02 n.b
Erntegut
H2000 15 6| (+4) ) 0,10 69 0,01 173 ) ) 0,09 85
Ausfalraps

H2001 1-3 2| *0,04 n.b n.b. nb. n.b. n.b. ) ) 015 173
F2002 1-3 2| () ) n.b. n.b. 002 174 | () ) 008 99
H 2002 1 2| 8¢y ) n.b. n.b. + () ) () | o007 32

Externe Datenerhebung der Transgenanteile des Saatguts durch das LfU Augsburg; H= Herbst, F=
Frahjahr, n. b. = nicht bestimmt, X = Mittelwert, V. = Variationskoeffizient, n = Messungen (Wieder-
holungen), Nr. = Anzahl der Proben mit: Erntegut & 3200 Samen, Ausfallraps & 1000 Pflanzen; * die-
selben Proben a 3000 Pflanzen in 1,2,3 gemessen (Wiederholungen); im Herbst 2002 wurden
Doppel messungen von Proben & 3000 Pflanzen durchgefiihrt, bzw. & 1000 Pflanzen, 3 & 2309 Pflan-
zen; (-)-Werte wurden als Nullwerte und (+)-Werte sind nicht in die Berechnung statistischer Werte
eingegangen.

Tabdlle 3-11: Durchschnittliche RR-Transgenanteile der 'transgen kontaminierten' Agrarflachen

Flache 1 Flache 2 Flache 3 Flache 4 Flache 5

Nr. n| X(%) Vic(%) | X (%) Vi (%) | X (%) Vi (%) | X(%) Vi (%) | X (%) Vi (%)
Saatgut
F 2000 nb. nb | <04 nb | <04 nb | nb nb | <04 n.b
Erntegut
H 2000 1-5 6] <025 n.h. 009 37 0,11 71 [ <025 n.b. | 0,13 80
Ausfallraps
H 2001 1-3 3| 0,36 15 nb. nb | nb. nb (<005 nb | 021 5

F 2002 1-3 3| nb. nb nb. nb | 036 3 [<025 n.b. | 035 15
H 2002 1-3 3| 0,29 18 nb. nb | 033 10 | <008 n.b. | 0,21 106

Externe Datenerhebung der Transgenanteile des Saatguts durch das LfU Augsburg; bei negativen RR-
Konzentrationen wurde die hochste NG (<) der n Messungen angegeben; H= Herbst, F= Fruhjahr,
n.b. =nicht bestimmt, X = Mittelwert, Vi = Variationskoeffizient, n= Messungen (Wiederholungen),
Nr. = Anzahl der Proben.

Fir Flache 1 wurde im Saatgut weder der LL- noch der RR-Anteil bestimmt. Im Erntegut
zeigte sich jedoch ein LL-Antell unterhalb der BG, im Ausfallraps Herbst 2001 war der LL-
Antell mit 0,04% quantifizierbar, und sank im Ausfallraps vom Frihjahr und Herbst 2002
wieder unter die NG. Der RR-Anteill von Flache 1 blieb dagegen im Erntegut und im
Ausfallraps der bestimmten Proben auf einem Niveau von ca. 0,3%.

Unter der Berlicksichtigung, dass die fur das Saatgut extern ermittelten Werte in Tabelle 3-10

und 3-11 Grenzwerte und keine exakt bestimmten Werte darstellen, zeigen die Flachen 2, 3
und 5 ein in etwa gleichbleibendes Niveau an transgener LL- und RR-Kontamination.
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Aufgrund wetterbedingter Schwierigkeiten bel der Beprobung der Felder (Erdrutschgefahr an
der Hanglage) war die Datenerhebung von Fléache 2 vom Herbst 2001 bis Herbst 2002
unmadglich. Der LL-Anteil von Flache 2 blieb vom Saatgut (<0,2%) bis zum Erntegut (0,1%)
auf ungefahr gleichem Niveau. Der RR-Transgenanteil von Saat- bzw. Erntegut lag unter
0,4% bzw. 0,09%, was ein Sinken des RR-Antells bedeutet.

Veranderung des pat -Transgenanteils
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Abbildung 3-23: Veranderung des Anteils LibertyLink®-toleranter GVP auf den 'transgen kontami-
nierten' Agrarflachen
pat = Phosphinothricinacetyltransferase-Gen; n.b. = nicht bestimmt
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Abbildung 3-24: Veranderung des Anteils RoundupReady®-toleranter GVP auf den ‘transgen konta-
minierten' Agrarflachen
epsps = 5-Enol pyruvylshikimat-3-Phosphat-Synthase-Gen; n.b. = nicht bestimmt

Im Herbst 2001 konnten auf Flache 3 wetterbedingt keine Proben genommen werden. So-
wohl der LL- als auch der RR-Anteil dieser Fléache sanken vom Saat- zum Erntegut 2000 von
<0,2% auf 0,01% bzw. von <0,4% auf 0,11%. Der LL-Anteil schwankte im Auflaufraps um
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ein Niveau von durchschnittlich 0,01% vom Herbst 2001 (unter der NG), bis zum Frihjahr
und Herbst 2002 (0,02% bzw. unter der BG von 0,006% ). Der RR-Anteil sank im Vergleich
zum Erntegut (0,4%) zundchst im Herbst 2001 (0,11%) und stieg dann wieder auf ein 0,35%-
Niveau an im Frihjahr (0,36%) und Herbst 2002 (< 0,33%).

Flache 4 zeigte wahrend des gesamten Beprobungszeitraumes keine transgene Kontamination.
Die LL-Anteile von Flache 5 erméglichten einen Mittelwertsvergleich (vgl. Kapitel 2.2.9.5),
um festzustellen, ob sich der LL-Transgenanteil des Ausfallrapses der verschiedenen Vegeta-
tionsperioden im Vergleich zum Erntegut verandert hat. Die LL-Transgenanteile vom Ernte-
gut 2000 unterschieden sich nicht signifikant von denen der Ausfallrapsproben vom Herbst
2001, Frihjahr 2002 und Herbst 2002 (Signifikanzniveau a = 0,24; 0,19 bzw. 0,36).

Selbst zwei Jahre nach der Aussaat transgen kontaminierten Saatguts konnte noch GV-Raps
auf den Feldern nachgewiesen werden. Es zeichnet sich kein genereller Trend der Zu- oder
Abnahme von Transgenanteilen vom Saatgut, Erntegut und Ausfallraps tber die zwei beprob-
ten Jahre ab. Im Jahre 2002 konnte tendenziell eine geringere Rate von Ausfallraps festge-
stellt werden. Die Anteile an RR- und LL-Pflanzen scheinen jedoch auf einem bestimmten

Niveau stabil zu bleiben.

Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelte System aus LL-Konstrukt und Brassica
spezifischem s_gt-Referenz Assay hat sich zur Analyse von Praxisproben bewéhrt. Es konnte
gezeigt werden, dass die entwickelte Methode ein hohes Mal3 an Prézision aufweist und Uber
geeignete Statistiken eine exakte Absicherung der Daten erlaubt. Bei den durchgefthrten
Analysen war die Nachweisempfindlichkeit so gering, dass selbst pat-Gen haltige Kontamina-
tionen von nur 0,02% exakt bestimmen werden konnten. Damit wurde ein spezifisches
Analysesystem von hoher Sensitivitdt entwickelt, das zur Prifung der kirzlich verabschiede-
ten Schwellenwerte von 0,5% und 0,9% fur Beimischungen von nichtzugelassenen bzw. zu-
gelassenen GVP in Lebens- und Futtermittelzutaten sehr gut geeignet ist. Wegen der hohen
Spezifitdt des LL-Konstrukt Ansatzes (vgl. Kapitel 3.1.4), ist das entwickelte System ins-
besondere auch zur Klérung von GV P-K ontaminationsquellen (V erursacher) nitzlich.
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4 DISKUSSION

Seit der Einfihrung der 'Griinen Gentechnik' hat der Anteil von GVP an der globalen Produk-
tion von Agrarprodukten jahrlich im Durchschnitt um Uber 10% zugenommen (JAMES 2003).
Seit dem Jahr 2003 ist die Inverkehrbringung von GVP auch in den EU-Staaten einheitlich
geregelt. Die verabschiedeten Verordnungen tber die Zulassung, Kennzeichnung und Riick-
verfolgbarkeit von GVO-Lebens- und -Futtermitteln erhielten ihre Wirksamkeit am 18. April
2004. Regelungen bezuglich der Koexistenz konventioneller und GV P-anbauender Landwirt-
schaft wurden in dem neuen Gentechnikgesetz festgelegt (BIOSICHERHEIT 20044).

Um maogliche Gefahren beim Anbau und der Nutzung von GVP fir Verbraucher und Umwelt
vorsorglich aufzudecken, wurden in Europa eine Vielzahl von Projekten zur Sicherheitsfor-
schung initiiert. Allein in Deutschland erfolgte zwischen 1987 und 2001 eine FOrderung von
110 Vorhaben zur Sicherheitsforschung der Gentechnik durch das Bundesforschungsminis-
terium. Seit 2000 stehen 8Mio. Euro pro Jahr fur diesen Zweck zur Verfiigung (BARTSCH
2002). Im Fokus dieser Projekte steht die Abschatzung der GrofRenordnung eines unerwinsch
ten horizontalen und vertikalen Gentransfers eingefihrter 'Fremdgene' wahrend des landwirt-
schaftlichen Anbaus sowie die Etablierung von effektiven GV O-Nachweisverfahren zur Ein
haltung von Schwellenwerten im internationalen Handel.

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen eines bayerischen Monitoringprojektes fir GVP
durchgefiihrt, mit dem Ziel der Entwicklung und Validierung molekularer Nachweisverfahren
fUr herbizidtoleranten GV-Raps. Ein wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit war die Optimie-
rung der PCR-Nachweissysteme durch die Erstellung sensitiver und robuster DNA-Kalibrier-
standards sowie die Bestimmung der Nachweisempfindlichkeit. Abschlief3end wurden die
PCR-Nachweissysteme zur Quantifizierung der Transgenanteile von Praxisproben eingesetzt.
Es zeigte sich, dass mit Hilfe der entwickelten Methodik die Persistenz herbizidtol eranter

Rapspflanzen auf transgen kontaminierten Agrarflachen exakt bestimmt werden konnte.
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4.1 Molekulare Nachweisverfahren fir gentechnisch veranderte Pflanzen

4.1.1 Spezifitdt von PCR-Nachweisverfahren in der Analytik von GVP

In der vorliegenden Arbeit wurden qualitative und quantitative PCR-Systeme verschiedener
Spezifitdt zum Nachweis von herbizidtoleranten Rapspflanzen entwickelt und evaluiert.
Grundsétzlich konnen die PCR-Nachweissysteme fur GVP aufgrund ihrer Spezifitét in vier
Kategorien eingeteilt werden. Jede Kategorie bezieht sich auf die Zusammenstellung der
DNA-Fragmente, die bei einer PCR amplifiziert werden und so die Spezifitdt des PCR Assays
bedingen. In Abbildung 4-1 sind die verschiedenen Kategorien von PCR Assays schematisch
dargestellt. Die Spezifitét nimmt in der Abbildung von oben nach unten zu.

Host-DNA Terminator |3l RNy

1. Screening

= = = &=
2. Gen spezifisch m—) <=
3. Konstrukt spezifisch
= = = =
= = <
- =
4. Event spezifisch
= @ = <= =
- = == =) e

Abbildung 4-1: Die Spezifitét von PCR Systemen zum GV P-Nachweis
nach HOLST-JENSEN et al. (2003)

Das in die Pflanze eingefihrte Genkonstrukt setzt sich aus verschiedenen Elementen zusam
men. Es enthdlt mindestens das 'fremde’ Sturkturgen sowie einen Promotor und Terminator
als regulatorische Sequenzen zum Start bzw. Abbruch der Transkription (HORTNER 1997).

PCR Systeme zum allgemeinen Nachweis transgener DNA werden als 'Screening-Assays be-
zeichnet und sollen ein moglichst breites Spektrum von GV P detektieren. Ihre Zielsequenzen
sind daher Promotoren, Terminatoren und Markergene, die fr verschiedene Transformations-

linien verwendet wurden.
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Zum Nachwels der transgenen Eigenschaft werden PCR Assays mit der Zielsequenz des
‘fremden’ Strukturgens eingesetzt (Abbildung 4-1, GVO-Gen). Solche auf dem 'Fremdgen'
basierenden PCR Assays sind spezifischer als Screening-Assays, haben aber noch ein relativ
breites Detektionsspektrum. Meist wird zum Nachweis ein Primer in die Sequenz des 'frem
den' Strukturgens und der andere Primer in eine angrenzende Sequenzregion platziert. So um-
spannen Konstrukt spezifische PCR Assays Ubergangsregionen (vgl. Abbildung 4-1), womit
eine starke Einschrénkung fraglicher Genotypen erreicht wird.

Die bisher beschriebenen PCR Assays kdnnen jedoch nicht zur eindeutigen ldentifizierung
der Transformantiondinie ('Event’) verwendet werden. Diese hdchste Spezifitét vermittelt nur
ein Event spezifischer PCR Assay, bei dem die Ubergangsregion der transformierten Genkas-
sette zur pflanzlichen DNA (host DNA) an der Insertionsstelle detektiert wird.

PCR-Referenzsysteme zum Nachweis pflanzlicher Strukturgene

PCR-Referenzsysteme werden in der GVP-Analyse zum Nachweis des Vorhandenseins bzw.
der PCR-Fahigkeit pflanzlicher DNA mitgefuhrt, in Kombination mit Screening-, Fremdgen
oder Konstrukt spezifischen PCR Assays (HORTNER 1997; MEYER 1999). Die Spezifitat der
Referenzsysteme variiert je nach Fragestellung vom algemeinen Nachwels pflanzlicher DNA
bis zur Bestimmung von Gattung oder Art. Als Referenzgene dienen meist 'house keeping'
Gene, die in moglichst geringer Kopienzahl im Genom vorkommen. In Tabelle 4-1 sind die
Referenzsysteme fur die landwirtschaftlich bedeutendsten Kulturarten aufgefihrt. Innerhalb
der vorliegenden Arbeit wurde ein Brassica spezifisches Referenzsystem zum Nachweis von

Raps entwickelt.

Tabelle4-1: Qualitative PCR Referenz Assays zum Nachweis pflanzlicher Strukturgene

Pflanzenart Zielsequenz Linie Referenz

Eukaryotische DNA Assays

Lycopersicon esculentum | 18S-rDNA  Flavr Savr™ MEYER 1995

Glycine max RR-Soja KOPPEL et a. 1997; STRAUB et al. 1999

Zea mays Bt176 MEYER 1995; HUPFER et a. 1997

Triticum aestivum Nicht-GVP ALLMANN et al. 1993; KOPPEL et al.
1998

Pflanzliche DNA Assays

Beta vulgaris Plant-1/2 RR-Zuckerriibe PIETSCH et al. 1997; KUMAR €t al. 1998

Brassica napus LL-Raps WAIBLINGER €t al. 1999

Glycine max RR-Soja PIETSCH et al. 1997

Lycopersicon esculentum Flavr Savr™ PIETSCH et al. 1997

Oryza sativa nicht bekannt TABERLET €t al. 1991

Solanum tuberosum PVY-Resistenz  PIETSCH et al. 1997

Zea mays LL-Mais WAIBLINGER et al. 1999

Zea mays 26s rRNA Bt176 PETIT et a. 2003
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Tabelle 4-1 (Fortsetzung): Qualitative PCR Referenz Assays zum Nachweis pflanzlicher Strukturgene

Pflanzenart Zielsequenz  Linie Referenz

Spezies spezifische DNA Assays

Zea mays ADH Bt176 Van DU et a. 2002; PETIT et a. 2003
Hm Bt176 PAULI et al. 2001
RR-Soja VAITILINGOM €t a. 1999; TERRY et al.
2002
Zein Bt176 STUDER €t al. 1997; VAITILINGOM et al.
1999; HUBNER et al. 2001; FERIOTTO et
a. 2003
Bt1l, MON810 HUBNER et al. 2001
T25
Ivr Bt176 EHLERS et al. 1997; HUPFER et a. 1998,

2000; JANKIEWICZ €t al. 1999; VOLLEN-
HOFER et al. 1999; CHIUEH et al. 2001
Bt1l, MON810 CHIUEH et al. 2001

T25
Brassica napus SGT Falcon GS40/90 DIESE ARBEIT
PEPC-3 unbekannt HELLEBRAND et al. 1998
Glycine max Lel RR-Soja MEYER et al. 1996; PAULI et d. 1998;
ZIMMERMANN et d. 1998b, STRAUB et
a. 1999; VOLLENHOFER €t al. 1999;
WURZ et al. 1999; LIN et a. 2001; VAN
DUION et al. 2002; BAUER et al. 2003
Triticum aestivum 25/18s unbekannt ALLMANN et a. 1993
Triticum durum LMW- Linie 1702 TERZI et al. 2003)
Glutenin
Pur unbekannt ARLORIO €t a. 2003
Avena species 5SrDNA Nicht-GVP KOPPEL et d. 1998

In der Real-Time PCR erfolgt Uber die Kopienzahl des Referenzgens die Bestimmung der ein-
gesetzten Proben-DNA und eine Normalisierung der Transgenkopien. Eine exakte Kenntnis
der Kopienzahl des Referenzgens pro Genomaquivalent (GA) und seiner Spezifitat sind die
Vorraussetzungen, dass sich Anteile fremder Spezies nicht verfalschend auf die Quantifizier-
ung des GVP-Anteils auswirken. Daher ist die Identifizierung geeigneter Referenzgene ein
kritischer Punkt in der Entwicklung eines Real-Time PCR Nachweissystems. Zum Uberblick
wurden die Strukturgene, die sich as Referenzsysteme in der Real Time PCR-Analyse eig-
nen, in Tabelle 4-2 zusammengestelIt.

Im Hinblick auf die Saatgutanalyse wurde in dieser Arbeit ein Raps spezifisches Referenzgen
in niedriger Kopienzahl gesucht. Dieses Referenzgen sollte tiber einen PCR-Nachweis auch
bei den optisch kaum unterscheidbaren Samen der Brassica-Arten eine eindeutige Erkennung

von Raps zulassen.
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Einige Kandidatengene waren aufgrund hoher Kopienzahlen bzw. als Angehérige grofier
Genfamilien mit starken Sequenzhomologien nicht als Referenzgene geeignet (DE SILVA et
al. 1990; LENMAN et al. 1993).

Tabdle 4-2: Quantitative Real-Time PCR Referenz Assays zum Nachweis pflanzlicher Strukturgene

Pflanzenart Zielsequenz  Linie Referenz
Zea mays Hm MON810 ZIMMERMANN et al. 1998a
Bt176 PARDIGOL et al. 2003
Ivr Bt176, Bt11, BRODMANN et al. 2002
MONB810, T25
(R@NNING et al. 2003)
GA21 HERNANDEZ et al. 2004
Zein Bt176 HOHNE et a. 2002; FERIOTTO €t a. 2003
MONS8I10, Bt11l, HOHNE et al. 2002
T25
ZSlb Bt176, Bt11, KURIBARA et al. 2002
GA 21, T25
MON810 SHINDO et al. 2002
Brassica napus BnACCg8 Topas 19/2, HERNANEDZ et a. 2001
MS8xRF3 HERNANEDZ et al. 2001
PEPC-3 T45, Liberator ~ ZEITLER et al. 2002
Topas 19/2,
Falcon GS40/90,
GT73, GT200
S GT Falcon GS40/90 BLOCK und SCHWARZ 2003,
DIESE ARBEIT
Glycine max Lectin 1 30-3-2 KOPPEL et d. 1997; WURZ et a. 1999;

BERDAL und HOLST-JENSEN 2001;
HUBNER €t al. 2001; PAULI et a. 2001;
SCHMIDT und PARROTT 2001;
TAVERNIERS €t d. 2001; TERRY und
HARRIS 2001; WAIBLINGER et al. 2001;
SHINDO et al. 2002; TERRY et a. 2002;
HIRD et al. 2003; PARDIGOL €t a. 2003

Zwei Gene, die fur die Phosphoenol pyruvat Carboxylase (PEPC-3) bzw. die S-Glucosyltrans-
ferase (S_GT) von B. napus kodieren, entsprachen den theoretischen Anforderungen. Die
Schédtzung der Genkopienzahl mit der RFLP-Analyse ergab je nach Restriktionsenzym 3-9
Kopien des pepc3- bzw. 2-6 Kopien des s_gt-Amplikons im Rapsgenom. Da bekannt ist, dass
RFLP-Sonden auch an Zielsequenzen mit weniger als 100% Homologie binden, erlaubt diese
Hybridisierungstechnik nur eine ungefahre Schéatzung der Genkopienzahl.

Pseudogene, Gene grofer Genfamilien und Gene von Isoenzymen kénnen durch homologe
Sequenzbereiche zur Uberschitzung der Kopienzahl via RFLP-Technik fulhren. Dies bestétig-
te die Schétzung der s gt-Kopienzahl mit plasmidalen Standards, die nur zwel Kopien pro
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haploidem Genom fiir Raps ergab. Mit zwei Kopien pro GA hatte das s _gt-Gen idedle Vor-
raussetzungen fur die Entwicklung eines Real-Time PCR Assays.

Die Evaluierung der Spezifitét zeigte, dass weder der qualitative noch der quantitative PCR
Assay des pepc3-Gens spezifisch fur Raps sind. Beide erzeugten auch fir andere Brassica-
Arten PCR-Produkte. Der 'unruhige’ Kurvenverlauf des pepc3-Gen spezifischen Real-Time
PCR Assays Uber alle Stufen der LL-Verdinnungsreihen (vgl. Abbildung 3-2) konnte auf die
drei Punktmutationen zurtickzufiihren sein, dieim Rahmen dieser Arbeit jeweilsinnerhalb der
Sonden- und Primerregionen aufgedeckt worden sind. Auch die s_gt-Sturkturgen PCR Assays
zeigten keine Spezifid fur B. napus, sondern detektierten ebenso andere Brassica-Arten.
Wahrscheinlich liegt eine der zwei s_gt-Genkopien pro GA auf dem A-Genom (Raps, Riib-
sen, autosyndetische Chromosomenpaare im Olrettich) und eine auf dem GGenom (Kohl-
arten). Da auch Gelbsenf mit dem s gt-PCR Assay nachgewiesen wurde, besitzt moglicher-
weise auch das B-Genom eine s_gt-Kopie (MITUSHIMA, 1980).

Aufgrund der Verwandtschaftsverhéltnisse ist die Wahrscheinlichkeit von Sequenzwieder-
holungen und -homologien bel Raps besonders hoch. Als amphidiploider Arthybride (x = 19)
besitzt B. napus Gene des A-Genoms (x =9) von B. rapa und des C-Genoms von B. oleracea
(x=10) (U, 1934). Es sind jedoch noch weitere homdologe Chromosomen zu erwarten. Denn
nach MITUsHIMA (1980) sind alle heutigen Brassica-Genome sekunkér balancierte Polyploide
eines tetraploiden Vorfahren mit x= 6, denen evolutionédr einzelne Chromosomenpaare verlo-
ren gingen. Homoolge Chromosomen treten demnach auch zwischen verschiedenen Brassica-
Arten auf und snd wahrscheinlich eine Ursache fur die Schwierigkeiten beim Erstellen eines
selektiven PCR Assays fur B. napus.

Ein Vergleich der beiden Rea-Time PCR Referenz Assays pepc3-TM und s gt-TM mit den
selben Kalibrierstandards ergab, dass der s gt-TM der effizientere und robustere Real-Time
PCR Assay ist (vgl. Ergebnisse 3.1.1). Dies konnte durch die hohen Wiederfindungsraten des
s g-TM Assays mit verschiedenen Kalibrierstandards bestdtigt werden (BLock und
SCHWARZ 2003).
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PCR Systeme zum allgemeinen Nachwels transgener DNA

Der Grofdteil aller GVP beinhaltet Konstrukte, die entweder den Promotor (P-35S) oder den
Terminator (T-35S) des Cauliflower Mosaic Virus (CaMV) enthalten. Haufig wurde auch der
Nopalinsynthase-Gen Terminator (T-NOS) von Agrobacterium tumefaciens zur Konstrukther-
stellung genutzt (STUDER et al. 1997). Als Vektoren sind pBR322 und dessen Abkdmmlinge
welt verbreitet. Sie kodieren Markergene fur eine Ampicilin- (ampR) oder Neomycin/Kana-
mycinResistenz (hptll). HEMMER und PAULI (1998) berichten, dass im Jahr 1998 noch ca
60% der GV P die nptlI-Resistenz enthielten, so dass qualitative PCR-Nachweismethoden, die
auf dem nptll-Gen beruhen, ein breites Applikationsfeld besitzen (Tabelle 4-4).

Tabelle 4-3:  Vorkommen und Haufigkeit von Promotor-, Terminator- und Markersequenzen in GVP

Genotyp P-35S T-35S T-NOS nptl | Literaturquelle
Transgener Mais

Bt176 1 3 - - MATSUOKA et a. 2002
Btll 2 - 2 - MATSUOKA €t a. 2002
MON810 1 - - - MATSUOKA €t a. 2002
MON802 3 - 3 + MATSUOKA et al. 2002
DLL25 1 - - - MATSUOKA et a. 2002
T25 1 1 - - MATSUOKA et a. 2002
GA21 - - 3 - HERNANDEZ et a. 2004
CBH-351 3 4 - 34 - WINDELS €t a. 2003
Transgener Soja

RR-Soja | + - + - WINDELS et al. 2001
Transgene Zuckerribe

T120-7 | 1 1 1 GEN-ETHISCHES NETZWERK 1999
Transgener Raps

GT73 | - - - - RKI 2001

MATSUOKA und Mitarbeiter (2002) sequenzierten transgene Maislinien, wobel sie feststellten,
dass von sieben Linien sechs (Bt176, Bt11, MON810, MON802, DLL25 und T25) den P-35S
beinhalten. Lediglich der RR-Mais GA21 besal’ eine andere Promotorsequenz. Der ebenfalls
haufige T-NOS kam dagegen nur in drei, der T-35S in zwei Linien vor (Tabelle 43). Die
wichtigsten Zielsequenzen fir PCR-Screening Assays sowie ihre ins pflanzliche Genom inte-

grierten Kopienzahlen wurden in Tabelle 4-3 zusammengestellt.
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Tabelle 4-4: Qualitative PCR-Screening Assays fur den

Nachweis von GVP-Regulations- bzw.

Markersequenzen
Zielsequenz | Pflanzenart Linien Referenz
P-35S Beta vulgaris LL-Zuckerrlbe  PIETSCH et al. 1997
Brassica napus LL-Raps ANONYMOUS 1998
Glycine max RR-Soja BRODMANN et a. 1997; SHIRAI €t al.
1998; HARDEGGER €t a. 1999; HURST
et al. 1999; LiPp et a. 1999; HUBNER et
al. 2001; LIN et al. 2001; PAULI et al.
2001; MATSUOKA et al. 2002
LL-Soja ANONYMOUS 1998
Gossypium hirsutum RR-Baumwolle ~ ANONYMOUS 1998
Lycopersicon esculentum Flavr Savr™ PIETSCH et a. 1997; ANONYMOUS 1998
Zea mays Basta-Mais PIETSCH et al. 1997
Bt176 BRODMANN und NICHOLAS 1999; LiPP
et al 1999, 2001; VOLLENHOFER et al.
1999; PAULI et a. 2001
Bt11 BRODMANN und NICHOLAS 1999
T25 ANONYMOUS 1998; BRODMANN und
NICHOLAS 1999; MATSUOKA et a. 2002
MONS810 BRODMANN und NICHOLAS 1999; MAT-
SUOKA et a. 2002; PARDIGOL €t al.
MON802, DLL25 MATSUOKA et a. 2002
T-35S Zea mays Bt176, T25 MATSUOKA et a. 2002
nptll Zea mays MON802 MATSUOKA et a. 2002
Tn5 nptll Beta vulgaris LL-Zuckerribe  PIETSCH et a. 1997
Lycopersicon esculentum Flavr Savr™ MEYER 1995; PIETSCH et al. 1997
ampR/bla | Zea mays Bt176 EHLERS et a. 1997
T-NOS Gossypium hirsutum RR-Baumwolle ~ ANONYMOUS 1998
Glycine max RR-Soja BRODMANN et al. 1997; SHIRAI €t al.
1998; HARDEGGER €t a. 1999; LIPP et
al. 1999; VOLLENHOFER et a. 1999; LIN
et al. 2001: PERMINGEAT et al. 2002
LL-Soja ANONYMOUS 1998
Solanum tuberosum B33-Invertase PIETSCH et a. 1997
Zea mays Btll, GA21 MATSUOKA et a. 2002
LL-Mais ANONYMOUS 1998
MONB802 MATSUOKA et a. 2002

Eine Zusammenstellung qualitativer und quantitativer PCR-Screening Assays zeigen Tabelle

4-4 und 4-5. Fur eine quantitative Analyse sind Screening Assays, die auf regulatorischen Se-

quenzen beruhen, nur sinnvoll, wenn die integrierte Kopienzahl pro GA bekannt ist und keine

Mischprobe von verschiedenen Transgenen vorliegt. Einige Transformationsereignisse tragen

mehrere Konstrukte, so dass regulatorische Sequenzen wiederholt vorkommen kénnen (vgl.

Tabelle 4-3). Werden diese Sequenzwiederholungen in der Auswertung von Real Time PCR-

Screening Assays nicht beriicksichtigt, kann das Quantifizierungsergebnis erheblich verfal scht

werden.
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Dader P-35Sin die LL-Linie 'Falcon GS40/90" integriert ist, die innerhalb des Freisetzungs-
versuches dieses Projektes angebaut wurde, diente sie al's Zielsequenz fir die Etablierung von
PCR-Nachweisverfahren. Ein Sensitivitatstest der beiden qualitativen und quantitativen P-35S
Screening Assays zum allgemeinen PCR-Nachweis transgener DNA-Sequenzen (HURST et al.
1999) ergab fir beide eine Empfindlichkeit gegentber den LL-Linien 'T25' (Mais), 'Falcon
G0/90" (Raps) und 'T120-7' (Zuckerribe). Die Bt-Maidinien Bt176 und MON810 waren
ebenfalls Uber den P-35S detektierbar, was den Angaben der Literatur entpricht (Tabelle 4-5).

Tabelle 4-5: Quantitative PCR-Screening Assays fir den Nachweis von GVP-Regulations- bzw.

Markersequenzen
Zielsequenz | Pflanzenart Linien Referenz
P-35S Zea mays Bt11 BRODMANN und NICHOLAS 1999,
HOHNE et al. 2002
Bt176 BRODMANN und NICHOLAS 1999,
PARDIGOL et a. 2003)
MONS810 BRODMANN und NICHOLAS 1999;
HOHNE et d. 2002
T25 BRODMANN und NICHOLAS 1999;
HOHNE et a. 2002
Glycine max RR-Soja PAULI et al. 2001; TERRY et a. 2002;
PARDIGOL et a. 2003
T-NOS Glycine max RR-Soja PERMINGEAT et al. 2002
Zea mays GA 21
hph Glycine max Bt-Soja SCHMIDT und PARROTT 2001
Arachis hypogaea L. T1 peanut

Die Sequenzierung des Amplikons der qualitativen Primer fir den P35S aus LL-Mais 'T25'
sowie der Bt-Maissorten MONS810 und Bt176 ergab eine 100%ige Ubereinstimmung der
Genotypen in einem Bereich von 150 bp. LL-Raps 'Falcon GS40/90" zeigte aufgrund einer
Deletion von drei Nukleotiden nur eine 98%ige Ubereinstimmung mit den anderen Geno-
typen. Gegenllber der theoretischen 35S-Promotorsequenz der EMBL-Datenbank (A18053)
wiesen alle vier Genotypen eine Punktmutation von C nach T an Position 155 auf. Die Ergeb-
nisse sind 100%ig identisch mit den Sequenzierungen von MATSUOKA et a. (2002) fur die
35S-Promotorregion von Bt176, MON810 und T25. Da sich unbekannte Punktmutationen auf
die Funktion eines Rea-Time PCR Assays auswirken konnen (vgl. pepc3-Gen spezifischer
Real-Time PCR Assay), bestdtigen diese Ergebnisse die Notwendigkeit exakter Sequenz-

analysen.
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Durch den breiten Einsatz weniger regulatorischer Sequenzen und Selektionsmarker in ver-
schiede Genotypen (YODER und GOLDSBROUGH 1994) wurde die Entwicklung allgemeiner
PCR-Nachweisverfahren erst moglich. Aufgrund der haufigen Verwendung erlauben diese
Sequenzen jedoch keine Unterscheidung zugelassener und nicht zugelassener GVP. Deshalb
werden sie bel einer evtl. Mischung solcher GV P-Linien nicht eingesetzt (MEYER 1999). Die
anfanglich in der GVP-Entwicklung héufig verwendeten, von Mikroorganismen abgeleiteten
regul atorischen Sequenzen bereiten as Zielgene fir PCR-Screening Assays ebenfalls Proble-
me. Bel diesen Zielgenen kann eine mikrobielle Kontamination zu falsch-positiven PCR-
Ergebnissen fuhren (MEYER 1999; ANONYMUS 2001).

Durch einen zunehmenden Ersatz algemeiner Regulationssequenzen wird die Erstellung von
PCR-Screening Assays in Zukunft erschwert. Fur diese Entwicklung gibt es verschiedene
Griinde. Die bisher fir GVP-Linien hdufig eingesetzten mikrobiellen Sequenzmotive erfahren
vor allem wegen ihrer mutmal3lichen Erleichterung des horizontalen Gentransfers einen RUck-
gang (INSTITUTE OF SCIENCE IN SOCIETY 2000). Fur CaMV-Sequenzen wurden bereits Re-
kombinationen zwischen verschiedenen GVP bzw. zwischen integrierten und nattrlichen
Virussequenzen beschrieben (GAL et al. 1991, WINTERMANTEL und SCHOELZ 1996). Eine Ur-
sache hierfir ist das reaktive Zentrum (‘hotspot’) des P-35S, das nach KoHLI et al. (1999) eine
erhdhte Rekombinationshaufigkeit bedingt. So konnten durch Rekombinationen mit transgen
en P-35S sogar dormante Viren reaktiviert werden (HO et al. 1999).

Speziell fur die Brassicaceae wird der Einsatz des P-35S wahrscheinlich zurlickgehen, da die
P-35S Sequenz von dem CaMV, einem Pathogen dieser Pflanzenfamilie, abgeleitet wurde.
Von faschlich erhdhten Transgenanteilen aufgrund einer CaMV-Infektion wurde bereits von
WOLF et al. (2000) berichtet. Je nach Saison bedingter Intensitdt einer CaMV-Infektion (RAY-
BOULD et a. 1999) kann sogar die Genexpression durch transkriptionales und posttranskrip-
tionales 'gene silencing' gestort werden (AL-KAFF et al. 2000).

Im Bereich regulatorischer GV P-Sequenzen besteht eine deutliche Tendenz, konstitutive Pro-
motoren durch spezifische zu ersetzen. Bel landwirtschaftlichen Kulturen gewinnen vor allem
Samen spezifische Promotoren an Bedeutung. Fir die wichtigen Kulturarten Reis (LEE et al.
2001), Mais (CHIKWAMBA et a. 2002; SUNILKUMAR et a. 2002), Baumwolle (TOWNSEND und
LLEWELLYN 2002), Flachs, Raps (DREXLER et al. 2003) und Durumweizen (TERzI et a. 2003)
stehen Samen spezifische Promotoren bereits zur Verfigung. Bei der Kartoffel erfolgte ent-
sprechend die Einfuhrung eines Knollen spezifischen Promotors (HASSAN-HAUSER et al.
1998). Mit Hilfe des Tapetum spezifischen Promotors TA29 konnte GV-Raps eine mannliche
Sterilitét vermittelt werden, die in der Hybridziichtung genutzt wird (MARIANI et al. 1990).
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Eine Wandlung im Einsatz transgener Sequenzen findet sich auch im Bereich Selektionsmar-
ker. Antibiotika-Resistenzgene sollen in Zukunft durch den Einsatz von markerfreien Trans-
formationssystemen ersetzt werden (YODER und GOLDSBROUGH 1994; BRANDT 2000; IAMT-
HAM und DAY 2000; CouNciL 2001). Analog zu den Regulationssequenzen mikrobiellen Ur-
sprungs wird bel den Antibiotika-Resistenzgenen ebenfalls ein horizontaler Gentransfer auf
Bakterien mit dahnlichen Sequenzmotiven befirchtet (BRYANT und LEATHER 1992; MITCHELL
und BRADBURY 1999). Fur das haufig verwendete nptlI-Gen wurde von TEPFER et al. (2003)
ein Homologie abhangiger DNA-Transfer einer GVP-Linie auf das Bodenbakterium Acineto-
bacter nachgewiesen. Ob dieser Transfer des nptll-Gens gefahrlich ist, wird allerdings kontro-
vers diskutiert. So halten FLAVELL und Mitarbeiter (1992) die Verwendung des nptll-Gensin
GVP fir gefahrlos, da das Gen ohnedies bereits ubiquitér vorhanden sei und das Genprodukt
Mensch und Tier nicht schade.

Verschiedene Arbeitsgruppen (BRAUTINGAM et al. 1997; ZENZ et a. 1998 BAUER et al. 1999)
wiesen bereits einen Gentransfer von Nahrungsmitteln auf Mikroorganismen nach. In einem
Fall wurde selbst die Transformation von Bakterien des menschlichen Gastrointestinaltrakts
mit dem epsps-Gens beschrieben (NETHERwOOD al. 1999). Aufgrund solcher sehr seltenen
Ereignisse befirchten einige Autoren durch den Einsatz bakterieller und viraler Sequenzmoti-
ve eine Transformation harmloser, aber haufig vorkommender Mikroorganismen mit Resis-
tenzgenen. Als Folge dieser Vorbehalte durfen nach der neuen EU-Freisetzungs-Richtlinie
2001/18/EG ab dem Jahr 2005 keine GVP mehr in Verkehr gebracht werden, wenn die as
Marker verwendeten Antibiotikaresistenzgene eine 'schadliche Auswirkung auf die mensch
liche Gesundheit oder Umwelt haben kénnen'. Flir Freisetzungsversuche gilt diese Frist bis
Ende 2008 (BIOSICHERHEIT 2002). Strategien zur postintegralen Eliminierung der Selektions-
marker sind von HOHN et al. (2001) beschrieben. Von KUNZzE et a. (2001) wurden bereits
antibiotikafreie Marker, die auf metabolischen Fahigkeiten beruhen, entwickelt. Auch nicht-
toxische Selektionsmarker, die auf einer Verwertung der Zucker Mannose und Xylose im
Nahrmedium beruhen, stehen bereits zur Verfigung (BOJSEN et al. 1993; HALDRUP et al.
1998).
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PCR Systeme zum Nachweis transgener Fremdgene

In den letzten Jahren wurden einige PCR Assays zum Nachweis transgener Strukturgene ent-

wickelt. Sie betreffen vor allem die landwirtschaftlichen Kulturen Soja und Mais. Die wich-

tigsten qualitativen und quantitativen PCR Assays zum Nachwel's transgener Fremdgene sind
in Tabelle 4-6 und Tabelle 4-7 zusammengestellt.

Tabelle 4-6: Qualitative PCR Assays zum Nachweis transgener Fremdgene

Zielsequenz | Pflanzenart Linie Referenz
bar Zea mays Bt176 EHLERS et a. 1997
DLL25; T25 MATSUOKA et a. 2002
crylA(b) Zea mays Bt176 EHLERS et al. 1997; STUDER et al.
1998; VOLLENHOFER €t a. 1999;
HURST et al. 1999; LIN et al. 2000;
HUBNER et al. 2001; BAUER €t a.
2003; FERIOTTO et al. 2003
Btl11 PERMINGEAT et a. 2002
MON802, MON810 MATSUOKA et a. 2002
cryoc Zea mays CBH-351 WINDELS et al. 2003
epsps Zea mays RR-Mais PERMINGEAT et a. 2002
MON802 MATSUOKA et a. 2002
Glycine max RR-Soja BRODMANN et a. 1997; WURZ €t d.
1999; LIN et al. 2001; PAULI et dl.
2001; PERMINGEAT et al. 2002; BAUER
et a. 2003
m-epsps Zea mays GA21 MATSUOKA et a. 2002
gox Zea mays MONB802 MATSUOKA et al. 2002
pat Zea mays Btll PERMINGEAT et al. 2002

Zur Klérung der Spezifitdt des innerhalb dieser Arbeit entwickelten qualitativen pat-Struktur-

gen PCR Assays wurden verschiedene Transgenlinien in der PCR getestet. Die LL-Linien von
Raps 'Falcon GS40/90', Mais 'T25" und Zuckerribe 'T120-7', die nicht auf denselben Transfor-
mationsvektor zurtick gehen, jedoch alle von der Bayer CropScience AG entwickelt wurden,

konnten ausnahmsl os nachgewiesen werden.

Tabelle 4-7: Quantitative PCR Assays zum Nachweis transgener Fremdgene

Zielsequenz | Pflanzenart Linie Referenz
CP4-epsps | Glycine max RR-Snia. HIRD et al. 2003

GT73, GT200 ZEITLER et al. 2002
CrylA Zea mays Bt176 FERIOTTO et al. 2003
CrylA(c) Glycine max Bt-Soja SCHMIDT und PARROTT 2001
pat Brassica napus T45, Topas 19-2,  ZEITLER et a. 2002

Falcon GS40/90,

Liberator
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Auf die Herstellung eines Real-Time PCR Assays zum Nachweis des pat-Gens wurde zugur-
sten eines Konstrukt spezifischen Real-Time PCR Assays mit hoherer Spezifitét verzichtet
(vgl. 3.1.4).

Fremde Strukturgene erfahren vor der Transformation meist eine gravierende Veranderung
der Nukleinsauresequenz, um Se der optimalen Kodonerkennung der entsprechenden Spezies
anzupassen. So haben Strukturgen spezifische PCR Assays gegeniiber Screening Assays den
Vorteil, dass die Wahrscheinlichkeit Falschpositiver durch mikrobielle Kontamination der
Donatoren transgener Sequenzen wesentlich geringer ist. FUr die neu entwickelten transgenen
Eigenschaften, die bereits auf dem Weltmarkt gehandelt werden, in der EU aber noch nicht

zugelassen sind, werden weitere Fremdgen spezifische Nachwei ssysteme bendtigt.

PCR Systeme zum Nachweistransgener DNA-Konstrukte

PCR Assays, die eine Ubergangsregion benachbarter Sequenzmotive innerhalb eines trans-
genen Konstruktes umfassen, werden Konstrukt spezifisch genannt und besitzen eine hohe
Spezifitat (Abbildung 4-1). Qualitative und quantitative PCR Assays zum Nachwels trans-
gener GVP-Konstrukte wurden in Tabelle 4-8 und 4-9 aufgefihrt.

Der in dieser Arbeit entwickelte Konstrukt spezifische PCR Assay ist allerdings nicht nur fr
einen einzigen Transformationsvektor sensitiv. Obwohl zur Transformation der GVP-Linien
'GS40/90" (Vektor pHoeb/Ac), 'T25' (veréndertes pUC18-Plasmid) und 'T120-7' (pOCA18/
AC) nicht derselbe Vektor eingesetzt wurde, war ihre Sequenz soweit identisch, dass sie
PCR-Produkte gleicher GrofRie lieferten. Da alle drel LL-Linien von Bayer CropScience AG
entwickelt worden waren, lasst die Homologie auf eine starke Ahnlichkeit der Vektoren in
Bezug auf Sequenzbausteine und ihre Abfolge schliefZen.

Tabelle 4-8: Qualitative PCR Assays fir den Konstrukt spezifischen GVP-Nachweis

Zielsequenz Pflanzenart Linien Referenz
P-355/ nptll Solanum tuberosum  unbekannt WIDMER et a. 1997
Brassica napus Laurat LAG 2001
B33/ gbss Solanum tuberosum  Ristica, Desiree HASSAN-HAUSER et al. 1998
P-355 FS Lycopersicon escul. Flavr Savr MEYER 1995
P-355/ bar Zea mays Bt 176 EHLERS et al. 1997; VAN DUINN et al. 2002
Glu-1D-1/ rabl | Triticum durum Bt 11 LAG 2001
P-SsuAral bar Brassica napus MS8/RF3 LAG 2001
P-355/ pat Beta vulgaris T120-7 WAIBLINGER et a. 1999; LAG 2001;
BLOCK und SCHWARz 2003
Brassica napus Falcon GS40/90 WAIBLINGER et al. 1999; LAG 2001;
BLOCK und SCHWARz 2003
Topas 19/2 LAG 2001
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Tabelle 4-8 (Fortsetzung): Qualitative PCR Assays fir den Konstrukt spezifischen GVP-Nachweis

Zielsequenz Pflanzenart Linien Referenz
P-355 pat Zea mays LH82 WAIBLINGER €t al. 1999
T25 LAG 2001; BLocK und SCHWARZz 2003
T14 LAG 2001
CDPK/ CrylA(b) Zea mays Bt 176 JANKIEWICZ et al. 1999; HUPFER et al.
1999, 2000; LIN et a. 2000; CHIUEH et al.
2001; HUBNER et a. 2001; PETIT et a. 2003
Hsp70/ CrylA(b) Zea mays MON810 CHIUEH et al. 2001
Ivs6/ CrylA(b) Zea mays Bt 11 CHIUEH et al. 2001
P-355 Hsp70 Zea mays MON810 ZIMMERMANN et al. 1998a
P-35S/CTP Glycine max 30-3-2 WURZ UND WILLMUND 1997; VAN HOEF et
al. 1998; HURST et d. 1999; JANKIEWICZ et
d. 1999; STRAUB et a. 1999;
VOLLENHOFER et d. 1999
CTPlepsps Glycine max 30-3-2 KOPPEL et al. 1997; STUDER et al. 1998
CP4-epspd T-NOS | Glycine max 30-3-2 VAN DUIN et a. 1997
P-355/epsps Glycine max 30-3-2 KOPPEL et al. 1997; HURST et al. 1999,

WAIBLINGER €t a. 2001

Um die transgene Linie identifizieren zu kdnnen, kann zusétzlich eine Sortendifferenzierung

mit Hilfe von Mikrosatellitenmarkern erfolgen. Aufgrund der kodominanten Vererbung kén

nen Mikrosatellitenmarker auch zur Unterscheidung von homo- und heterozygoten Genotypen

herangezogen werden. Damit wére eine Auskreuzung des Transgens nach dem Verursacher-

prinzip eindeutig rickverfolgbar.

Tabelle 4-9: Quantitative PCR Assays fir den Konstrukt spezifischen GVP-Nachweis

Zielsequenz Pflanzenart Linien Referenz
CrylA(b)/ PEPC-I9 | Zea mays Bt176 KURIBARA et al. 2002; SHINDO et a. 2002
P-PEP-C/ CrylA(b) |Zea mays Bt176 BRODMANN et al. 2002
IVS6/ CrylA(b) Zea mays Btll KURIBARA et a. 2002; SHINDO et al. 2002
P-355/ Ivs2 Zea mays Btll BRODMANN et al. 2002
Hsp70/ Cryl A(b) Zea mays bt MON810 KURIBARA et a. 2002; SHINDO et al. 2002
P-355/ hsp70 Zea mays bt MON810 BRODMANN et al. 2002
OTP/T-35S Zea mays RR GA21 KURIBARA et al. 2002; SHINDO et al. 2002
Vector/ P-r-act Zea mays RR GA21 HERNANDEZ et al. 2004
Pat/ T-35S Zea mays T25 KURIBARA et a. 2002; SHINDO et al. 2002
P-355/ pat Zea mays T25 BRODMANN et al. 2002; DIESE ARBEIT
Brassica napus Falcon DIESE ARBEIT
Beta vulgaris T120-7 DIESE ARBEIT
P-355/ CTP Glycine max RR-Soja PARDIGOL et a. 2003
CTP/epsps Glycine max RR-Soja KURIBARA et a. 2002; SHINDO et a. 2002
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PCR Systeme zum spezifischen Nachweis der GVP-Linie

Die hochste Spezifitdt eines GVP-Nachweissystems besitzt ein Event spezifischer PCR
Assay, dessen Zielsequenz die Integrationsstelle des transgenen Konstruktes im pflanzlichen
Genom darstellt. Heutige Transformationsmethoden, ob direkte oder mit der Genfahre Agro-
bakterium vermittelte, verursachen eine randomisierte Integration dieser Genkassetten ins
pflanzliche Genom. Dabei ist die Ubergangsregion des integrierten Konstruktes zur DNA der
Empféangerpflanze einzigartig fur jedes Transformationsereignis.

Prozesse, die zu tandemartigen Wiederholungen transgener Sequenzen, zur Einfigung pflanz-
licher DNA-Sticke in das Konstrukt, oder zur Neuorganisation des Konstruktes fihren, wer-
den durch Event spezifische PCR Assays erfasst (KOHLI et a. 1998; PAwLOwSKI und SOMERS
1998; WINDELS et al. 2001). So wiesen die Arbeitsgruppen von HERNANDEZ (2003) und
MATSUOKA (2002) fur die Maislinie YieldGard® (MON810) den Verlust einiger Sequenz-
bereiche des transgenen Konstruktes sowie des T-NOS nach. Fur die Maislinie GA21 beleg-
ten HERNANDEZ et al. (2004) eine tandemartige Wiederholung des transgenen Konstruktes.
Nur ein Event spezifischer PCR Assay kann ohne zusétzliche Analysen kléren, um welche
Transformante es sich handelt, wenn die Transformation zweier Sorten derselben Spezies mit
demselben Vektor erfolgte. Der Vektor pHoe6/Ac wurde beispielsweise zur Transformation
der Rapssorten ‘Liberator 8/92-1' und 'Falcon GS40/90" verwendet und die LL-Maislinien
‘T25' und 'T14' (Bayer CropScience AG) besitzen ebenfalls den denselben Vektor. Im Gegen
satz zum Konstrukt spezifischen PCR Assay erlaubt ein Event spezifischer die Unterschei-
dung dieser transgenen Linen ohne zusétzliche Sortendifferenzierung.

Ein Event spezifischer Assay bietet gegeniiber anderen Assays auch im Format des Real-Time
PCR Assays Vortelle bei der Quantifizierung von GVP-Anteilen. Denn selbst wenn eine
GVP-Linie mehrere Konstrukte integriert hat, wird mit diesem PCR Assay nur eines detek-
tiert, womit es nicht zu einer ‘falschen' Erhéhung des Transgenanteils kommt. So diskutieren
die EU-Mitgliedstaaten die Einflhrung eines verbesserten GV O-ldentifikationssystems, das
auf dem Nachweis von Transformationsereignissen (Events) beruht (HASLBERGER 2000). Pro-
blematisch ist der Event spezifische PCR-Nachweis von Nachkommen einer GVP-Linie,
deren Konstrukte auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert waren. In der Meiose der GV P-
Mutterlinie erfolgt dann eine freie Verteilung der Konstrukte an die Eizellen (BRYANT und
LEATHER 1992). Nachgewiesen werden jedoch nur die Nachkommen, die dieses spezifische

Transformationsereignis erhalten haben, andere Events sind mit dem Assay nicht detektierbar.
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Vor der Entwicklung eines Event spezifischen PCR Assays muss die Sequenz der Integra
tionsstelle ins pflanzliche Genom bestimmt werden, wie von HARTL und OCHMAN (1996) so-
wie der Arbeitsgruppe von SPERTINI (1999) beschrieben. Dies erhtht den Aufwand fir eine
Erstellung und Optimierung auf3erordentlich, so dass bisher nur wenige Event spezifische
Assays entwickelt worden sind (Tabelle 4-10 und Tabelle 4-11).

Tabelle 4-10: Qualitative PCR Assays fur den Event spezifischen GVP-Nachweis

Zielsequenz Uber gangsr egion Linien Referenz

5-Maig/ Bt11-3 Zea mays/ Btll Btll ZIMMERMANN et a. 2000

5’-Mais/ CBH-351-3" | Chloroplast / T-NOS CHB-351 LAG 2001; ANONYMUS 2001

5-Mais MON810-3" | Zea maysy MON810 MON&810 LAG 2001; ANONYMUS 2001

5- RR/ Soja-3 Glycine max/ T-NOS GTS40-3-2 BERDAL und HOLST-JENSEN 2001,
TAVERNIERS €t a. 2001

5- Sojal RR-3 Glycine max/ P-35S GTS40-3-2 TAVERNIERS et a. 2001

In Zukunft werden GVP-Linien mit physiologischen Eigenschaften ausgestattet sein, die
ihnen das Uberleben unter ungiinstigen Umweltbedingungen erleichtern (LIN et al. 2000).
Auch die Herstellung 'funktionaler Lebensmittel' mit neuer Inhaltsstoffzusammensetzung ge-
hort nach BRANDT (2000) zur Produktpal ette zukinftiger GVP. Bel dieser Viefalt wirde die
Bereitstellung Event spezifischer PCR Assays fir jede einzelne Transformante einen enormen
Entwicklungsaufwand bedeuten.

Tabdlle 4-11: Quantitative PCR Assays fir den Event spezifischen GVP-Nachweis

Zielsequenz Uber gangsr egion Linien Referenz

5-Btll/ Mais-3 Zea mayy Btll Btll R@NNING et al. 2003

5-Maisd MON810-3" | Zea mayy P-35S MONS810 HoLCK et a. 2002

3'-Mais/ MON810-5' | Zea mayd CrylA(b) MONB810 HERNANDEZ et al. 2003

3-Sojal RR-3° Glycine max/ T-NOS GTS40-3-2 BERDAL und HOLST-JENSEN 2001
5- RR/ Soja3 Glycine max/ P-35S GTS40-3-2 TAVERNIERS et a. 2001

In dieser Arbeit wurde auf einen Event spezifischen PCR Assay zu Gunsten eines Konstrukt
spezifischen verzichtet, der eine breitere Anwendung auf verschiedene LL-Arten ermdglicht.
Durch geschickte Kombination Konstrukt spezifischer PCR Assays mit Spezies- bzw. Sorten
spezifischen molekularen Markern kénnen Event spezifische PCR Assays kostengiinstig er-
Setzt werden.

Der vorherige Abschnitt zeigt, dass bereits eine Vielfalt verschiedener PCR Assays zum
Nachweis transgener Pflanzen entwickelt wurde, die sich aufgrund ihrer Zielsequenz im Ge-

nom der GVP in ihrer Spezifitat unterscheiden.
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In der heutigen Diskussion um GV P-Schwellenwerte bieten Konstrukt spezifische Real-Time
PCR Assays besondere Vorteile, da sie aufgrund ihrer hohen Spezifitét robuste Quantifizie-
rungsergebnisse liefern. Zum einen wird durch die Positionierung der Zielsequenz im Uber-
gangsbereich zweier DNA-Sequenzen ein falschpositiver Nachweis von Mikroorganismen,
als Donatoren transgener Sequenzmotive effektiv ausgeschlossen. Zum anderen erlauben sie
durch die selektive Detektion eines speziellen DNA-Konstruktes eine quantitative Gleichbe-
wertung von GVP mit einer bzw. verschiedenen Genkassetten. Dabei ist ihre Spezifitét so
hoch, dass sie meistens eine starke Einschrankung infrage kommender GV P-Linien zulassen.
Doch obwohl auf dem Weltmarkt bereits eine gewisse Anzahl pat-transgener Rapslinien
gehandelt werden (‘"Falcon GS40/90', 'Liberator 6/Ac', 'T45', 'Topas 19-2'; LAG 2003), die bis-
lang keine EU-Marktzulassung erhielten, stand den Uberwachungsbehdrden bisher kein Kon-
strukt spezifischer PCR Assay zur Quantifizierung unbeabsichtigter Beimischung pat-Gen
haltiger Rapsprodukte zur Verfligung.

In der vorliegenden Arbeit wurde diese Lcke mit der Entwicklung eines LL-Konstrukt spezi-
fischen Red-Time PCR Assays zum Nachweis der pat-transgenen Rapdinie 'Falcon GS
40/90" geschlossen. Da aufgrund der unklaren Gesetzeslage der letzten Jahre eine Saatgutbe-
schaffung weiterer LL-Rapssorten unmdglich war, wurde die Spezifitét dieses LL-Konstrukt
PCR Assays neben der Rapdlinie 'Falcon GS40/90' an den vorhandenen LL-Linien von
Zuckerribe und Mais ('T120-7', 'T25', Bayer CropScience AG) gezeigt. Aufgrund der Kon-
strukt-Zusammensetzung (LAG 2003) und der Herkunft der oben aufgefiihrten LL-Rapslinien
von Bayer CropScience AG kann jedoch angenommen werden, dass auch sie mit dem ent-
wickelten LL-Konstrukt PCR Assay detektiert werden kénnen. Transgene GV P-Linien mit
anderen Konstrukten (‘(MON810', 'Bt176") und konventionelle Sorten zeigten keine fal schposi-
tiven Signale. Damit wurde ein PCR Assay zur Quantifizierung von LL-Transgenanteilen aus
verschiedenen Pflanzenspezies entwickelt, wie sie in Lebens- und Futtermittel bestandteilen

vorkommen kdnnen.
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4.1.2 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen in der PCR-Analytik

Nachweis- und Bestimmungsgrenzen (NG und BG) beschreiben die Empfindlichkeit eines
Analyseverfahrens. Die NG kennzeichnet die kleinste nachweisbare Menge des Analyten, die
vom Nullwert unterschieden werden kann. Die BG kennzeichnet die Analytkonzentration, die
mit einem Zahlenwert eindeutig bestimmt werden kann. Die Begriffe der NG und BG wurden
erstmals von KAISER (1947) geprégt. Er postulierte, dass die Termini immer zu einem voll-
standigen und definierten Anayseverfahren gehoren sollten. Obwohl die PCR-Analyse durch
die hohe Empfindlichkeit der Real-Time PCR eine zunehmende Bedeutung im Lebensmittel-
bereich gewinnt, sind die Begriffe NG und BG noch nicht eindeutig spezifiziert. Speziell die
kirzlich festgelegten Schwellenwerte im GVP-Bereich (vgl. 1.1.3) verleihen der Nachweis-
empfindlichkeit eine neue Aktualitét. So werden in Wissenschaftskreisen derzeit alle Faktoren
naher untersucht, die einen evtl. Einfluss auf die Lage von NG und BG haben.

Die Nachweisempfindlichkeit war daher auch ein wichtiges Thema der vorliegenden Arbeit.
Im Anschluss an die Entwicklung qualitativer und quantitativer PCR Systeme zum GVP-
Nachweis erfolgte eine genaue Evaluierung der NG und BG. lhre Lage wurde Uber Kalibrier-
standards mit bekannter Kopienzahl eines transgenen Konstrukts bestimmt. Die Berechnung
der NG und BG von Real-Time PCR Assays erfolgte mit verschiedenen Berechnungsmetho-
den, die im Folgenden diskutiert werden.

Festlegung von Nachweis- und Bestimmungsgr enzen

Qualitative PCR

Als NG einer konventionellen PCR wird die Kopienzahl angesehen, die nach EtBr-Anféarbung
des gelelektrophoretisch aufgetrennten PCR-Produktes gerade noch eine visuell erkennbare
Bande zeigt. Sie wird dann erreicht, wenn 50% der wiederholten Reaktionen bei entsprech-
ender Kopienzahl auf dem Agarosegel keine Signale mehr zeigen. Der Farbstoff zur Anfér-
bung der PCR-Produkte sowie Typ und Einstellungen der Geldokumentation (insbesondere
der Kamera) nehmen den grofdten Einfluss auf die Lage der NG. Mit der qualitativen PCR ist
daher nur eine grobe Schatzung der NG moglich.

In Tabelle 4-12 sind NG fir qualitative PCR Assays zum Transgennachweis von verschieden
en Autoren den NG dieser Arbeit gegenlibergestellt. Die evaluierte NG des pat-Gen spezifi-
schen PCR Assays befand sich je nach Verwendung von gemischten oder verdiinnten genomi -
schen (MG- und VG-) Standards in einem Intervall von 20 -100 bzw. 16 - 163 Kopien. Damit
lagen die absolute und die relative NG der MG-Standards mit 0,01% im Durchschnitt der NG,
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die in der Literatur fir Transgen spezifische PCR Assays angegeben werden. Auch die NG
des 35S-Screening PCR Assays mit VG-Standards lag mit 1-11 Kopien im selben Intervall

wie bel anderen Autoren.

Tabelle 4-12: Nachweisgrenzen fir qualitative PCR Assays von GVP

Zielsequenz Genotyp Standards PCR Klgpc);i{en '\g/c(f/ Autor
Referenz Assays
25/18SrDNA | Weizen MS S - 0,01 KOPPEL et al. 1998
Lectinl RR-Soja VG S ~200 - KOPPEL et d. 1997
Zein Bt176 VG S 10 - STUDER et a. 1997
Screening Assays
P-35S RR-Soja MS SIM - 0,01/0,1 HURST et al. 1999
MS S 4 0,01 VOLLENHOFER et al. 1999
CRM S - 0,1 HARDEGGER et al. 1999
CRM M - 1 LIN et al. 2000)
MG S - 0,1 VAN DUINN et a. 2002
Bt176 MS S 20 0,1 VOLLENHOFER et al. 1999
VG S 10 - STUDER €t al. 1997
LL-Raps VG S 1-11 - DIESE ARBEIT
T-NOS RR-Soja CRM M - 1 LIN et a. 2000
CRM S - 0,1 HARDEGGER €t a. 1999
MS S 4 0,01 VOLLENHOFER et al. 1999
Transgen Assays
CrylA(b) Bt176 MS SM - 0,001/0,01 HURST et al. 1999
MG S 2 0,01 VOLLENHOFER et al. 1999
MS S 5 0,01 EHLERS et al. 1997
VG S ~10 - STUDER et a. 1997
VG S (1) 2 (0,0005-) 0,001 JANKIEWICZ €t al. 1999
MG S (299 (0,001-) 0,005 JANKIEWICZ €t al. 1999
pat LL-Raps MG S  20-100 (0,01-) 0,05 DIESE ARBEIT
VG S 16-163 -
bar Gerste MPG S 1 0,00001 VICKERSET AL. 1996
epsps RR-Soja CRM M - 0,1 LIN et a. 2000
Konstrukt Assays
P-355/ bar Bt176 MG S - 0,01 VAN DUIN et al. 2002
P-355/ pat T120-7 VG S - <0,1 WAIBLINGER et al. 1999
P-355/ pat G$40/90 VG S - <0,1 WAIBLINGER €t a. 1999
P-355/ pat LH82 VG S - <0,1 WAIBLINGER €t al. 1999
P-35S/CrylA(b) | Bt176 MG S - 0,01 HUPFER et al. 1998
CDPK/ Bt176 k. A. S - 0,1 CHIUEH et a. 2001
CrylA(b) CRM M - 0,1 LIN et a. 2000
MON810 k. A. S - 0,01 CHIUEH et a. 2001
Ivs6/CrylA(b) | Btl1l k. A. S - 1 CHIUEH et a. 2001

NG = Nachweisgrenze, BG = Bestimmungsgrenze; Standards: VG = 'verdinnte genomische’ DNA,
MS = "gemischte Samen' (w/w), MG = ‘gemischte genomische DNA', MPG = 'gemischte plasmidale &
genomische DNA', CRM = zertifiziertes GVP-Referenz Mahlgut; S= ('Single’-) Monoplex-PCR,
M = Multiplex-PCR, k.A = keine Angabe.
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Tabelle 4-12 (Fortsetzung): Nachweisgrenzen fir qualitative PCR Assays von GVP

Zielsequenz Genotyp Standards PCR Kﬁpc)ai{en '\f)/c(?/ Autor
Konstrukt Assays
P-355/ pat LL-Raps VG S 16-160 - DIESE ARBEIT
MG S 20-100 0,001-0,005 DIESE ARBEIT
P-355/ epsps RR-Soja MS SM - 0,01/0,1 HURST et a. 1999
MS S 4 0,01 VOLLENHOFER et al. 1999
epspsy/ CTP RR-Soja MS SM - 0,01/0,1 HURST et a. 1999
MS S - 0,02 VAN HOEF et al. 1998
VG S (6-)30 (0,001)-0,005 JANKIEWICZ €t al. 1999
MG S (6-)30 (0,001)-0,005 JANKIEWICZ €t al. 1999
VG S ~20 - KOPPEL et a. 1997
MG S - 0,001 VAN HOEF et al. 1998
epspsy T-NOS | RR-Soja MG S - 0,01 VAN DUIN et al. 1999
P-355 epsps | RR-Soja VG S - 0,001 WURZ und WILLMUND 1997
P-355 hsp70 | MON810 MG S - 0,01 ZIMMERMANN et al. 1998a
Event Assays
5- Sojal RR-3" | GTS VG S 5 - TAVERNIERS €t a. 2001
Cry9c CBH-351 VG S 10 - WINDELS et a. 2003

NG = Nachweisgrenze, BG = Bestimmungsgrenze; Standards. VG = 'verdinnte genomische' DNA,
MS = ‘gemischte Samen' (w/w), MG = 'gemischte genomische DNA'; S= ('Single’-) Monoplex-PCR,
M = Multiplex-PCR.

Quantitative PCR

In der Real-Time PCR wird die Empfindlichkeit des Verfahrens ebenfalls durch die Verwen-
dung von Kalibrierstandards bestimmt. Die Beziehung zwischen den logarithmierten Kopien
der Standardstufen und den gemessenen Fluoreszenzwerten lasst sich in einer linearen Re-
gression darstellen. Dabei werden die Standards mehrmals wahrend des selben PCR-Laufs ge-
messen, um Uber die Streuung der Kopienzahlen die Empfindlichkeit des Verfahrens abzulei-
ten. Im Gegensatz zur qualitativen PCR konnen bel einer Real-Time PCR NG und BG an
gegeben werden. Dazu ist es wichtig, dass der Ct-Wert stets im linearen Bereich der logarith-
mischen Fluoreszenzkurve liegt und die PCR-Effizienzen innerhalb der Proben sowie zwi-
schen Proben und Standards dhnlich sind (PEIRSON et a. 2003). Ideal wére nach TICHOPAD et
a. (2003) die Bestimmung und der Abgleich der Effizienzen jeder Einzelprobe.

Uber die Berechnung von NG und BG besteht bislang in der Literatur Uneinigkeit. So gaben
HOHNE et a. (2002) ohne Erhebung statistischer Parameter fir verschiedene GV-Maidinien
eine NG von 0,01% an. Andere Autoren schétzten die NG und BG ebenfalls ohne statistische
Berechnungsgrundlagen lber die Fluktuation der Fluoreszenzkurven bel wiederholt gemes-
senen Kalibrierstandards. TAVERNIERS et a. (2001) leiteten die NG je nach An bwz. Abwe-
senheit von Fluoreszenzkurven bei niedrigen Kopienzahlen ab. BERDAL und HOLST-JENSEN
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(2001) sowie HERNANDEZ et al. (2003) legten die BG mit Hilfe dieser Methode bel der
Kopienzahl fest, bei der die Fluoreszenzkurven um mehr as einen Ct-Wert schwankten.
Tabelle 4-13 zeigt eine Zusammenstellung der via Real-Time PCR kalkulierten NG und BG.

Tabelle 4-13: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fir GVP mit quantitativen PCR Assays

Zielsequenz |Genotyp Linie Standard PCR NG BG Autor

Referenz Assays

S GT LL-Raps Falcon VP S <13 13-126 DIESE ARBEIT
G$40/90 VG S <3,8 3,838 DIESE ARBEIT
PEPC-3 LL-, RR-Raps VG S 20 20-78 ZEITLER et a. 2002
Screening Assays
P-35S LL-Raps Falcon VG S <3,8 3,838 DIESEARBEIT
G$40/90
Transgen Assays
epsps RR-Raps GT73 VG S 20-78 78-313 ZEITLER et al. 2002
crylA(b) RR-Sogja  30-3-2 MG - 5 30  HUBNER €t d. 2001
pat LL-Raps Falcon VG S <20 20-78 ZEITLER et a. 2002
G$40/90
Konstrukt Assays
hsp70 Bt-Mas MON810 MPG - <20 (0,5%) SHINDO et a. 2002
[cryl A(b)
ivs6/ Bt-Mais Btll MPG - <20 (0,5%) SHINDO et a. 2002
crylA(b)
cryl A(b)/ Bt-Mais Bt176 MPG - <20 (0,5%) SHINDO €t al. 2002
pep-19
pat/ T-35S LL-Mais T25 MPG - <20 (0,5%) SHINDO €t al. 2002
OTP/T-35S |RR-Mais GA21 MPG - <20 (0,5%) SHINDO €t al. 2002
Vector/ RR-Mais GA21 VP M 0,01% 40 HERNANDEZ et a. 2004
P-r-act (13)
pP-355/ RR-Soja  30-3-2 VP - 10 50  WAIBLINGER €t al. 2001
epsps
LL-Raps Falcon VG S 2,828 28279 BLOCK und SCHWARZz 2003
G$40/90 VP S <13 <13 BLOCK und SCHWARz 2003
MG S <26 <26  BLOCK und SCHWARz 2003
MS S <21  21-206 BLOCK und SCHWARZ 2003
MPG S <21  21-213 BLOCK und SCHWARZ 2003
Event Assays
3-Maisd/ Bt-Mas MONS810 MS S 1 10 HERNANDEZ €t a. 2003
MON810 VP S 1 10 HERNANDEZ et al. 2003
5-Bt1l/ Bt-Mais Btll VG S 10 40 RONNING et a. 2003
Mais-3
5-RR/ RR-Soja  30-3-2 MS S 1 30 BERDAL und HOLST-
Soja-3 JENSEN 2001

NG = Nachweisgrenze, BG = Bestimmungsgrenze; Standards: VG = 'verdinnte genomische’ DNA,
VP = 'verdinnte plasmidale DNA, MS ='gemischte Samen' (w/w), MG = 'gemischte genomische
DNA', MPG ='gemischte plasmidale & genomische DNA', S= ('Single’-) Monoplex-PCR, M = Multi-
plex-PCR.
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In dieser Arbeit wurden zwel Methoden zur Schétzung der Verfahrensempfindlichkeit ver-
glichen. Beide Verfahren sind in der Deutschen Industrienorm (DIN) beschrieben und wurden
fur die Methodik der Real-Time PCR angepasst. Die erste Methode beruht auf der DIN 53804
(DEUTSCHES INSTITUT FUR NORMUNG 2002) und wurde von WAIBLINGER (2001) as pragma-
tischer Ansatz zur Schatzung von NG und BG vorgeschlagen.

Bei dem Verfahren werden aus der Standardabweichung des Mittelwertes fur jede Kalibrier-
verdinnungsstufe relative Vertrauensintervalle (rel. VI) abgeleitet. Je schmaler ein rel. VI ist,
desto hoher die Prazision des Verfahrens. Steigt ein rel. VI Uber 30% ist die BG Uberschrit-
ten, steigt es Uber 100%, ist die NG Uberschritten. Wie in der qualitativen PCR-Analytik kon
nen aufgrund der diskreten Verteilung der Standardstufen nur Intervalle angegeben werden, in
denen sich die gesuchten NG oder BG befinden. Sie werden in dieser Arbeit als'BG/ NG In-
tervall' gekennzeichnet. Dieser Ansatz kam in der GVO-Analytik bereits mehrmals zum Ein
satz (HUBNER et al. 2001; ZEITLER et a. 2002; BLock und ScHWARz 2003). Die so kalkulier-
ten NG und BG dieser Arbeit wurden den Literaturangaben in Tabelle 4-13 gegeniiber ge-
stellt.

Im Gegensatz dazu ist die Reststandardabweichung der gemessenen Kopienzahlen um die
Kalibrierfunktion die Berechnungsgrundlage der DIN 32645 zur Bestimmung von NG und
BG (DEUTSCHES INSTITUT FUR NORMUNG 1994). Die DIN 32645 erlaubt durch eine Intrapo-
lation entlang der Regressionsgeraden eine exakte Angabe von NG und BG. Die daraus abge-
leiteten NG und BG erhielten die Indizes 'Exakt'.

Tabdle 4-14: Zusammenstellung verschiedener NG und BG fir den Real-Time PCR Assay des
LibertyLink® K onstruktes

Zidl- Probe Exakt Intervall
Sequenz Standards| NG BG .NG . BG .NG _BG
%o %o Kopie %o |Kopie %o | Kopie %o | Kopie %o
P-355 pat MS 0,005 ~0,015|1,6 0,008 4,9+ 0,024* | <21 <0,10 | 21-206 1,00
P-355 pat MG 0,004 -~0,012(1,3 0,005/ 40 0,016 | <26 <011| <26 <0,11
P-355 pat MPG 0,004 -~0,013(1,4 0,006 4,1* 0,009* | <21 <0,10 |21-213 1,00

NG = Nachweisgrenze, BG = Bestimmungsgrenze; Standards. MS ='gemischte Samen' (w/w),
MG = 'gemischte genomische DNA', MPG ='gemischte plasmidale & genomische DNA', * Kenn-
zeichnung der NG/BG-Exakt, die aulRerhalb des 'NG/BG-Intervall' liegen.

Zur Gegenuberstellung der in dieser Arbeit berechneten NG und BG wurden die Ergebnisse
fir gemischte Standards und den LL-Konstrukt spezifischen PCR Assay aus Tabelle 3-5 ex-
zerpiert und in Tabelle 4-14 zusammengefasst. Es ist zu erkennen, dass die Werte fir NG/BG
'Exakt' sehr niedrig sind. Hinsichtlich der hohen Unsicherheit der Messwerte vorhergehender
Anayseschritte (DNA-Konzentrationsmessung, Pipetierschritte, PEIRSON et al. 2003) und der
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von einigen Arbeitsgruppen beschriebenen Ergebnisunsicherheit bel weniger als zehn Gen
kopien (SOONG und LADANYI 2003) sollte die NG etwas hoher gesetzt werden. Ein funf- bis
zehnfacher Sicherheitsfaktor erscheint sinnvoll.

Neben den verschiedenen Ansétzen, die NG und BG in der Real-Time PCR zu ermitteln, gibt
es einige Definitionen von NG und BG in der Literatur. Die meisten Autoren differenzieren
absolute NG bzw. BG, die sich auf minimal nachweisbare bzw. bestimmbare Kopienzahlen
beziehen und relative NG und BG. Letztere werden nach BERDAL und HOLSTJENSEN (2001)
abgeleitet aus dem prozentualen Verhaltnis der eingesetzten bzw. der maximal einsetzbaren
Kopienzahl zu den ermittelten NG und BG der Transgenkopien.

Die theoretisch absolute NG, die nicht unterschritten werden kann, liegt bei einer Kopie des
Zielgens. Sie lasst sich relativ zur Gesamtkopienzahl ableiten, die fir die PCR eingesetzt
wurde und variiert fur jedes Genom aufgrund der maximal einsetzbaren DNA-Menge, der
Genomgrofde des Genotyps (HUBNER et al. 2001), des Ploidiestatus und/oder der Anzahl inte-
grierter Transgenkopien. Unter Vorgabe der maximal einsetzbaren DNA-Menge |&sst sich aus
diesen Faktoren der minimal nachweisbare Transgenanteil in Abhangigkeit vom Genotyp ab-
leiten (YN Ggenotyp), Siehe Tabelle 4-15. Nach HUBNER et al. (2001) kann aus der %oNGgenotyp

wiederum eine %B Ggenoryp Dgel itet werden.

Tabelle 4-15: Theoretische Nachweisgrenzen fur Kulturpflanzen

Genotyp Ploidie 1C/pg % NGgenoptyp TKG /g | Individuen / kg
n_(x n (x) n ) n )

Raps 2 (4 1,23 (0,62 0,0006 (0,0003) 3,8 0,62 (1,24)

Weizen 2 (6)| 1655 (552 0,0083 (0,0027) 42 0,48 (1,45

Gerste 2 2 5,05 0,0025 30 1,19

Mais 2 2 2,60 0,0013 280 22

Soja 2 4 1,15 0,0006 (0,0003) 180 35 (70)

Zuckerribe 2 2 1,57 0,0008 28 3,57

Kartoffelknolle| 2 (4) 3,59 (1,80) 0,0018 (0,0009) 150000 | 8350 (16 700)

1C = Genomaquivalent (GA); NG berechnet auf der Grundlage von 200 ng und zwei integrierten Gen-
kopien pro diploidem Genom; n= diploides Genom, (X) = Anzahl homologer Chromosomen bei Kar-
toffel und Soja bzw. homdoologer Chromosomen bei Weizen und Raps; TKG = Tausendkorngewicht;
als Grundlage des TKG bei Zuckerriibe diente pilliertes Saatgut.

Aus der zur PCR eingesetzten DNA-Menge l&sst sich andererseits der minimal nachweisbare
Transgenanteil jeder Einzelprobe berechnen (%oNGprone). Wird fir diploiden Raps eine ein-
setzbare DNA-Menge von maximal 200 ng DNA pro PCR-Reaktion und ein GA von 1,225
Genkopien pro haploidem Genom angenommen, so liegt die NGgenayp b€l €iner von 163 265
Kopien, also bel einem relativen Transgenanteil von 0,0006%. Da bei der LL-Linie 'Falcon

GS40/90, zwei Kopien pro haploidem Genom integriert sind, reduziert sich NGgenotyp auf
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0,0003%. Stammt jede Genkopie in der PCR-Analyse von einem anderen Individuum, und ist
eins davon transgen, so kann man eines von 163 265 Individuen (z.B. Samen) nachweisen.
Dazu musste bei Raps (3,8 g TKG) mindestens 0,62 kg Samen verarbeitet werden (vgl.
Tabelle 4-15). Unter Berticksichtigung der Ploidiestufe (x) errechnet sich bel polyploiden
Pflanzen eine entsprechend kleinere %NGgenotyp- Bel der Analyse von Samen stellen die ver-
schiedenen Gewebeschichten mit ihren unterschiedlichen Ploidiestufen (KRUSE 2002) ein
gewisses Problem dar. Da das Endosperm in der Regel 3C pro Zellkern besitzt (ANONYMUS
2003), kann vor allem bei endospermreichen Samen der Transgenanteil verschétzt werden. So
berichten TERzI et a. (2003) von Quantifizierungsproblemen bel Durumweizen, dessen
Samen Gewebeschichten von 3C, 6C, 12C und 24C besitzen kdnnen.

Bislang fehlen eindeutige EU-Richtlinien, aufgrund welcher Kriterien der Transgenanteil im
Saatgut geschétzt werden soll. Das Verhdltnis transgener zu konventionellen Samen ist als
Grundlage zur Berechnung der Transgenanteile ebenso moglich, wie das Verhditnis trans-
gener Genkopien zur Kopienzahl eines Referenzgens mit oder ohne Berticksichtigung der An-
zahl integrierter Transgenkopien pro haploidem Genom und des Ploidiestatus.

Einflussfaktoren auf die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Lage der NG und BG wird in der PCR-Analytik von vielen Faktoren beeinflusst. Bereits
die Art des DNA-Aufbereitungsprozesses hat einen Effekt auf die Empfindlichkeit, die in der
PCR-Reaktion erreicht werden kann.

HUBNER et a. (2001) leiten ab, dass sich aus einem akzeptablen Variationskoeffizenten von
20% ergibt, dass eine PCR-Probe mindestens 25 Partikel enthalten muss. Um 25 oder mehr
GVP-Partikel mit einer 95%igen Wahrscheinlichkeit in den PCR-Proben zu erhalten, sollte
die Probe jedoch mindestens 35 Partikel aufweisen. KURIBARA et al. (2002) bestimmten bel
Mischungen von GV P- und nicht GV P-Samenmaterial die Partikelgrof3e um sicher zu stellen,
dass nach der DNA-Isolation gentigend GV P-Partikel vorhanden sind. Sie fanden bei Mais
Durchmesser von 10,7 um und bei Soja von 16,1 um, womit 1g Mahlgut 1100 000 Mais-
bzw. 330 000 Sojapartikel erthielten. Die Partikelgrofe des Mahlgutes hat zudem einen Ein
fluss auf die Effizienz der extrahierten DNA. Die Grofenfraktionen der Partikel gehen z.T.
auf verschiedene Gewebeschichten des Samens zurtick, wie Embryo, Endosperm und Samen
schale, die sich in Struktur und Harte unterscheiden (PROKISCH et al. 2001). Da die Gewebe
im DNA-Gehalt und der Ploidiestufe variieren, kann dies den GVP-Antell des Mahlgutes be-
einflussen. Fur das kommerziell vertriebene 'Certified Reference Material' (CRM, FLUKA, S
Buchs) gehort die Bestimmung der Partikelgrofie daher zur Routine (TRAPMANN et a. 2001).
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Grundlage der PCR-Analyse sollte generell eine optimale DNA-Qualitét sein, da PCR-
Hemmstoffe wie Polysaccharide, Proteine und Komplexbilder die einsetzbare DNA-Menge
herabsetzen und damit NG und BG erhohen (HORTNER 1997; VAN DUINN et al. 2002).
Waéhrend der PCR werden nach HUBNER et al. (2001) die NG und BG vor allem durch Para
meter wie Mg-Konzentration, PCR-Primer und Annealing-Temperatur bestimmt. PECCOUND
und JACOB (1996) berichten, dass sich sogar molekulare Fluktuationen auf die Empfindlich-
keit der PCR auswirken konnen. Den Einfluss der Zyklenzahl auf die NG belegten bereits
WURz und WILLMUND (1997) am Beispiel von RR-Soja sowie HURST et a. (1999) bei RR-
Mais. Fir die zwei Event spezifischen PCR Assays der 5'- bzw. 3'-Ubergangsregion von RR-
Sojafanden TAVERNIERS €t al. (2001) bei 35 PCR-Zyklen zwei verschiedene NG mit 141 und
70 Kopien. Bei 40 Zyklen glich sich die Differenz wieder auf finf Kopien an.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass fir LL-Raps der R35S Screening
PCR Assay um ca. das zehnfach empfindlicher war als der pat-Gen spezifische PCR Assay.
Dies bestatigen auch Untersuchungen von LIN und Mitarbeitern (2000), die durch einen Ver-
gleich der P-35S, T-NOS, und EPSPS Assays an RR-Soja belegen konnten, dass die Empfind-
lichkeit flr denselben Genotypen je nach PCR Assay variieren kann. Zudem wiesen sie nach,
dass auch der selbe P-35S Screening Assay fur RR-Soja und Bt-Mais mit einer NG von 0,1%
bzw. 1% verschieden sein kann. Den Effekt von Monoplex- bzw. Multiplex-PCR auf die NG
von GVP untersuchte die Arbeitgruppe von HURST (1999). Sie ermittelten einen zehnfachen
Anstieg der NG in Multiplexreaktionen. All diese Faktoren miissen vor der Validierung und
dem Einsatz von PCR Assays fur den GV O-Nachweis berticksichtigt werden.

Ferner hat die Wahl der Kalibrierstandards einen Einfluss auf die Empfindlichkeit der PCR.
Dabel bestimmt die Abstufung der Verdinnungsstufen die Breite des Intervalls, in dem NG
und BG liegen und die Art der Kalibrierstandards beeinflusst die Matrixeffekte. In Kapitel
4.1.3 werden Auswirkungen der Kalibrierstandards auf die Lage von NG und BG diskutiert.

4.1.3 Kalibrierstandardsin der PCR-Analytik

Als Kalibrierstandards werden in der PCR-Analytik eine Reihe von DNA-Proben bezeichnet,
deren DNA-Gehalt einer Zielsequenz stufenweise abnimmt. Da in der Real-Time PCR mit
den Datenpunkten der Standards die Kalibrierfunktion abgeleitet wird, ist die Validierung ge-
eigneter Standards entscheidend fir die Etablierung eines robusten und prézisen Real-Time
PCR Systems.

Die Herstellung und Evaluierung verschiedener genomischer und plasmidaler DNA-Kalibrier-

standards war daher ein wesentlicher Bestandteil der vorliegenden Arbeit.
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Genomische DNA-K alibrierstandards

Genomische Kalibrierstandards werden durch die DNA-Isolation von GVP-Linien erzeugt,
die die gewunschten Nukleotidsequenzen zum PCR-Nachweis enthalten. Zwe Hauptarten ge-
nomischer Standards wurden in dieser Arbeit hergestellt und eingesetzt: ‘gemischte Samen'-
(MS-) und genomische DNA-Standards. Bei den M S-Standards werden konventionelles und
GVP-Saatgut in verschiedenen Mengenverhdtnissen vermahlen und danach die DNA extra-
hiert. Bel den genomischen DNA-Standards wird die DNA des GV P-Saatguts dagegen erst
isoliert und anschlief3end in den gewiinschten Verhaltnissen stufenweise mit Wasser verdiinnt
(VG-Standards) oder mit DNA konventioneller Rapssorten gemischt (M G-Standards).

In vielen Studien zur Quantifizierung von GV P-Proben wurde als Referenzmaterial das auf
dem Markt erhdltliche zertifizierte CRM von FLUKA (S-Buchs) verwendet (BERDAL und
HoLST-JENSEN 2001; HERNANDEZ et al. 2003). CRM ist a's gemahlenes Samenmaterial mit
definierten GVP-Anteilen im Prinzip ein MS-Standard, wobei die DNA-Extraktion vom An
wender erfolgt. Ein grof3es Problem dabei ist jedoch, dass CRM nicht fur ale GVP-Linien
verfugbar ist. Aktuell wird eslediglich fir die Maislinien MON810, Bt176, und Bt11 angebo-
ten. Zudem ist CRM nur mit den Transgenanteilen von 0%, 0,1%, 0,5%, 1%, 2% 5% erhélt-
lich. Nach PARDIGOL et a. (2003) schrankt des die Einsatzmdoglichkeit von CRM stark ein,
da zur Quantifizierung von Proben eine Extrapolation der Kalibrierfunktion vermieden wer-
den sollte. So konnten die Arbeitsgruppen von HARDEGGER (1999) und LIN (2000) durch Ein-
satz von CRM keine NG unter 0,1% bestimmen. Autoren wie VAN DUIN et al. (2002), JAN-
KIEWICZ et al. (1999) und VOLLENHOFER €t al. (1999) gingen daher dazu Uber, CRM zu ver-
dunnen oder mit DNA konventioneller Sorten zu mischen um NG von 0,001-0,01% zu er-
zielen (Tabelle 4-12).

Die Konstanz der CRM-Qualitét ist ebenfalls ein kritischer Faktor, der sich nach PAULI €t al.
(2001) bel der GVP-Quantifizierung als problematisch erweisen kann. Ein Grund hierfir sind
ungewollte Qualitatsschwankungen des CRM-Mahlgutes aufgrund seiner Herkunft aus land-
wirtschaftlichen Produkten. Faktoren wie Sorte, Anbauregion und Kulturjahr kénnen durch
eine Veradnderung der Inhaltsstoffe die Qualitdt der DNA-Isolation beeinflussen (KURIBARA et
al. 2002). Schliefdich hat die Lagerung des Ernte- und Mahlgutes einen Einfluss auf die
DNA-Qualitét bzw. das Ausmal? der DNA-Degradierung. BRODMANN und Mitarbeiter (2002)
konnten bel Real Time PCR-Messungen eines Mais spezifischen Referenzgens Sortenunter-
schiede feststellen, die sie auf mdgliche DNA-Degradierungen, verursacht durch unterschied-

liche Lagerbedingungen des Pflanzenmaterial s zurtickf ihrten.
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Probleme, die aus der Variabilitét und Lagerung des Pflanzenmaterials resultieren, konnten
durch die Verwendung genomischer DNA-Kalibrierstandards vermieden werden. So verglich
die Arbeitsgruppe von VAN HOEF (1998) die Empfindlichkeit der PCR gegeniber MS- und
MG-Standards mit einem Konstrukt PCR Assay fur RR-Soja und fanden eine 20fach niedri-
gere NG fur die MG-Standards. Im allgemeinen ist die DNA nach Anwendung einer etablier-
ten Isolationsmethode in geeigneten Puffersystemen und entsprechender Lagerung bei 4°C
unempfindlicher gegenliber Degradierungsprozessen als Pflanzenmaterial. Lyophylisierte
DNA bereitet selbst beim Versandt keine Probleme.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der Kalibrierstandards auf die Lage von NG und BG in
der Real-Time PCR Uber die Wiederfindungsfunktionen (Wg) ermittelt. Die W erlaubt tber
einen Vergleich von Soll- und Istwerten eine Aussage lber die Richtigkeit und Robustheit der
Analyse. Bei einer 100%igen Ubereinstimmung zwischen eingesetzten und gemessenen
Kopienzahlen wird eine We-Steigung von 1,0 erreicht, wobel der optimale Bereich nach
WAIBLINGER (2001) eine We-Steigung von 0,7-1,2 umfasst.

Es zeigte sich, dass die M G-Standards mit einer Wg-Steigung von 1,07 den M S-Standards mit
1,32 deutlich Uberlegen waren. Ein Grund fur die bessere Wk der MG-Standards kann die
exaktere Quantifizierungsmdglichkeit der GVP-Antelle auf DNA-Ebene gegenliber den MS-
Standards auf Samenebene sein. Die Einstellung des GVP-Anteils erfolgt bei MS-Standards
Uber gewogene oder abgezahlte Samen (diskret) und bei MG-Standards Uber eine Anpassung
der DNA-Konzentration (kontinuierlich). Die Samen von GVP- und konventionellen Srten
kénnen dabei in den Inhaltsstoffen und im Wassergehat variieren (herkunftsbedingt und
genotypisch), was u.U. die Effizienz der DNA-Extraktion beeinflusst. Solche Unterschiede
werden bel MG-Standards vor der DNA-Mischung auf dem Agarosegel erkannt. Falls nétig
erfolgt eine Anpassung der DNA-Qualitéat durch zusétzliche Aufreinigungsschritte.

Um den Effekt der Hintergrund-DNA auf die NG bzw. BG der PCR zu prifen, wurde die Em
pfindlichkeit von MG- und VG-Standards mit dem pat-Gen spezifischen und dem LL-Korn+
strukt Real-Time PCR Assay verglichen. Obwohl keiner der beiden PCR Assays Sensitivitéts-
unterschiede zwischen MG- und VG- Standards erkennen lief3 (Tabelle 4-12 und 4-13), deckte
die Evauierung der Wiederfindungsrate deutliche Unterschiede auf. Mit einer We-Steigung
von 1,34 zeigten V G-Standards tiber alle Stufen zu niedrig bestimmte Transgenkonzentration
en (Tabelle 3-6). JANKIEWICZ et al. (1999) stellten DNA-Hintergrund bedingte Unterschiede
dagegen auf dem Niveau der Nachweisempfindlichkeit fest. Sie wiesen mit einem Cryl A(b)-
Gen spezifischen PCR Assay eine 4,5fach erhthte Sengitivitdt von MG- gegeniiber VG-
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Standards bei Mais nach (Tabelle 4-12). Fur einen RR-Konstrukt PCR Assay bel Soja kon-
nten die Autoren keine Matrixeffekte belegen.

Da die Grundlage genomischer Standards pflanzliche DNA ist, sollte das Ausgangsmaterial
gut charakterisiert werden. Bereits der Reinheitsgrad der Sorten kann problematisch sein. So
fanden KURIBARA et al. (2002) transgenes Saatgut, das mit anderen GV P-Linien kontaminiert
war. Sogar der genetische Hintergrund der GV P-Sorten hat Effekt auf die GV P-Quantifizier-
ung (PARDIGOL et a. 2003). Vor alem in der Hybridziichtung werden nach HUBNER et al.
(2001) homo- und heterozygote GV P-Sorten sowie Sorten verschiedener Ploidiestufen einge-
setzt. Selbst die Kopien integrierter Gene, regulatorischer Sequenzen bzw. ganzer Genkonr
strukte kdnnen von Sorte zu Sorte variieren (TAVERNIERS et al. 2001), vgl. Tabelle 4-3.

Eine besondere Erschwernis bel der Entwicklung und der Durchfiihrung der GV P-Diagnostik
ist der Erhalt von GV P-Referenzmaterial. Durch die restriktive Politik in der 'grinen Gentech
nik' und die EU-weite Novellierung der Gesetzestexte sind Pflanzenziichter und Biotechnolo-
giefirmen mit der Aushandigung von GVP-Material sehr zuriickhaltend geworden.

Plasmidale DNA-K alibrier standards

Plasmidale Standards haben gegentiber genomischen den Vorteil, dass ihre genetische Konsti -
tution nicht variiert. Die Zusammenstellung und die Anzahl transgener Nukleotidsequenzen
obliegen dem Hersteller, sind daher bekannt und erlauben so eine exakte Quantifizierung un-
bekannter Proben. Dadurch sind plasmidale Standards gut zur Unterscheidung von homo- und
heterozygoten Nachkommen geeignet. Dies konnte von SCHMIDT und PARROTT (2001) an
Soja und Erdnuss, von den Arbeitsgruppen um KURIBARA (2002) und SHINDO (2002) an ver-
schiedenen GV-Maidinien und RR-Soja sowie in der vorliegenden Arbeit an LL-Raps gezeigt
werden. Selbst bei der GV-Maidinie 'GA21', die sechs Konstruktkopien enthdlt, gelang
HERNANDEZ et a. (2004) eine korrekte Bestimmung des Transgenanteils in homo- und he-
terozygotem Probenmaterial. SHINDO und Mitarbeiter (2002) belegten in einem grof3 ange-
legten Ringversuch, dass sogar Plasmide mit acht verschiedenen GV P-Konstrukten zur exak-
ten Bestimmung der GV P-Transformante verwendet werden kénnen.

Ein weiterer Vortell plasmidaler DNA ist, dass sie mit simplen Protokollen in hoher Reinheit
isoliert werden kann. Die verschiedenen Matrizen, in denen sich genomische DNA befindet,
verlangen angepasste DNA-1solationsprotokolle gemal3 ihrer Inhaltsstoffe. Im Gegensatz zur
genomischen DNA werden zur Plasmidisolation keine speziellen Lésungen bendtigt, die
PCR-Hemmstoffe u. U. sogar einfihren (ZIMMERMANN et al. 1998b). Da Plasmide stets den
gleichen Hintergrund haben, kann die DNA-Qualitét fur Kalibrierstandards konstant gehalten
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werden. Zudem kdnnen Plasmide in unbegrenzter Menge produziert werden und erfordern
nicht die Beschaffung von zum Teil schwer zuganglichem pflanzlichen Referenzmaterial.

Ein wichtiger Faktor bei der Verwendung plasmidaler Standards ist ihre Vergleichbarkeit mit
genomischer DNA, wie sie in Saatgut-, Lebensmittel- und Futterproben vorkommt. Vor al-
lem in pasteurisierten (Temperatur 3 65°C) oder sauren Lebensmittel proben (pH-Wert £ 4) ist
die DNA einer starken Degradierung ausgesetzt (HUPFER et al. 1998; LINDAHL 1993). Die
Arbeitsgruppe von BAUER (2003) fand heraus, dass plasmidale DNA selbst unter diesen Be-
dingungen einer etwa gleich starken Fragmentierung unterliegt wie genomische DNA.
Aufgrund der hohen Kopienzahl pro Volumen kénnen plasmidale Standards jeglichen Proben
ohne messbare V erdinnungseffekte zugesetzt werden. So kénnen die Matrixeffekte bestimm:-
ter Proben ssmuliert werden (ScHwARz 2003). In der Lebensmittelbranche sind solche DNA-
Zusdtze zur Vermeidung Falschnegativer durch PCR-Hemmstoffe bereits tblich (MEYER
1999). Im Anschluss an die Injektion plasmidaler Standards kann die Wiederfindungsrate der
DNA in den verschiedenen Matrizen von Lebensmittel proben evaluiert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden plasmidale und genomische Standards in der Real-Time
PCR untersucht. Auch hier waren die Unterschiede der We-Steigung aussagekréftiger als die
Nachweisempfindlichkeit. So hatten 'verdinnte plasmidale’ (VP-) Standards zwar die niedrig-
ste NG, ihre W-Steigung von 0,84 disqualifizierte sie jedoch aufgrund kontinuierlich unter-
schétzter GVP-Anteile (Tabelle 3-6). Plasmidale Standards mit dem Hintergrund genomischer
DNA (‘gemischte genomische & plasmidale’ Standards, MPG-Standards) zeigten mit 1,03 da-
gegen eine WE-Steigung nahe dem Optimum von 1,0. Wie schon die Evaluierung der geno-
mischen Standards zeigte, spielt auch bel plasmidalen Standards die Hintergrund-DNA bei
der Probenquantifizierung eine wichtige Rolle. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen
eindeutig, dass in Gegenwart von Hintergrund-DNA plasmidale Kalibrierstandards genauso
exakte Ergebnisse liefern wie gute genomische Kalibrierstandards.

Durch die Moglichkeit, die Konstrukte plasmidaler Standards thematisch zusammenzustellen,
sind sie gegenliber genomischen Standards vielféltiger einsetzbar. So konnen z.B. Plasmide
zum GVP-Screening erstellt werden, die nur regulatorische Sequenzen und Resistenzgene ent-
halten (vgl. Tabellen 4-5 und 4-5), Plasmide mit alen wichtigen Referenzgenen (vgl. Tabellen
4-1 und 4-2) oder Plasmide zur Differenzierung von GV P-Konstrukten und -Events (vgl. Ta-
bellen 4-8, 4-9, 4-10 und 4-11).

Aufgrund der positiven Validierungsergebnisse dieser Arbeit und der oben aufgefihrten Vor-
teile sind plasmidale Kalibrierstandards in der GVO-Analytik flexibel einsetzbar und sollten
mittelfristig die problematischen CRM-Standards ersetzen.
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4.1.4 GVP-Mikrochips

Auf dem Gebiet der Quantifizierung transgener DNA-Konstrukte ist die Real-Time PCR mo-
mentan zweifelsfrei die wichtigste Methode. Bevor es zur Quantifizierung von GVP-Anteilen
kommt, sollten die vorhandenen GVP-Linien jedoch bekannt sein, um spezifische PCR
Assays anwenden und Sequenzwiederholungen berticksichtigen zu kénnen (vgl. 4.1.1).
Qualitative PCR-Analysen sind fur solche GVP-Screenings zu aufwandig und ineffizient.
Eine ideale Methode zum Nachweis vieler verschiedener DNA-Molekile auf kleinstem Raum
ist die Mikrochip-Technik. Mikrochips sind kleine Glas- oder Plastiktréger, auf deren Ober-
flache spezifische DNA-Fragmente in einem definierten Mikroraster (Mikroarray) fixiert sind.
Durch Basenpaarungen erfolgt eine Bindung zwischen den immobilisierten DNA-Fragmenten
und komplementaren DNA-Proben, was zur Emission von Fluoreszenzsignalen fuhrt. Mit
dieser DNA-Hybridisierungstechnik konnen tausende von Nukleinsduremolekilen auf kleins-
tem Raum parallel analysiert werden, womit ein hoher Probendurchsatz erreicht wird
(POPPING 2001). Dabei ist der Bedarf an Reagenzien extrem gering (DIEHL et a. 2001).

Ihr Hauptanwendungsgebiet fanden DNA-Chips und Mikroarrays bislang auf den Gebieten
der Genexpression und Genotypisierung (HERTZBERG et a. 2001). Im GVO-Bereich wurden
bisher nur wenige Mikroarrays beschrieben (MOEHRLE et al. 2000). Doch obwohl die Ent-
wicklung von GV O-Chips noch in ihren Anfangen steckt (PAN 2002), verspricht die Technik
ein hohes Niveau an Reproduzierbarkeit und Prézision (BONFINI et al. 2001).

Durch geschickte Kombination von Oligonukleotiden zum Screening, Konstrukt und Spezies
spezifischen Nachweis kann eine schnelle Identifizierung von in einer Probe vorhandenen
GVP-Linien vorgenommen werden. Kok et a. (2002) berichten von einer solchen Methode,
bei der sie Oligonukleotide fur bestimmte Bereiche des GV O-Konstruktes mit Spezies spezi-
fischen Oligonukleotiden zur Identifizierung von GVP-Linien kombinierten. BURNS et al.
(2003) beschrieben sogar die Anwendung eines Event spezifischen PCR System zum Nach
weisvon RR-Mais auf Chipebene.

Mit der neuen EU-Richtlinie EC 1830/2003 wird die Ruckverfolgbarkeit von GVP kinftig
eine wichtige Rolle bei der Uberwachung pflanzlicher Primér- und Verarbeitungsprodukte
spielen. Fur diese Aufgabe ist neben dem Nachweis der GV P-Linie auch eine Sortenbestimm:-
ung sinnvoll. Mit Hilfe der 'Arrayed Primer Extension'-Technik konnten auf einem GVO-
Chip DNA-Marker integriert werden, die Uber eine Detektion spezieller Punktmutationen zu-
sétzlich eine Sortendifferenzierung erlauben (SHUMAKER et al. 1996; PASTINEN et al. 2000).
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4.2 Bestimmung der Persistenz transgener Eigenschaften in der Agrar-
umwelt

4.2.1 Persstenz von herbizidtolerantem Raps auf den untersuchten Agrar-
flachen
Importiertes Saatgut der kanadischen Saatgutfirma Advanta Seeds enthielt im Jahr 2000 ver-
sehentlich GV-Rapssamen der Sorte 'Hyola. Das Saatgut, das einen unbekannten Anteil resis-
tenter Samen gegen glyphosat- und phosphinothricinhaltige Herbizide enthielt (FOE 2000),
wurde auf deutschen Flachen angebaut. Von funf der betroffenen bayerischen Agrarflachen
erfolgte eine reprasentative Untersuchung der Transgenanteile. Um die Persistenz der Trans-
genkonstrukte wahrend einer Untersuchungsdauer von drei Jahren auf den Agrarflachen zu
bestimmen, wurde Saatgut, Erntegut und Ausfallraps beprobt.
Eine der beprobten Flache war offensichtlich nur mit RR- und nicht mit LL-haltigem Saatgut
kontaminiert, denn weder im Erntegut noch im Ausfallraps konnten LL-Anteile nachgewiesen
werden (keine Saatgutprobe). Betrachtet man die in dieser Arbeit untersuchten LL-Transgen
anteile ndher (Tabelle 39), kann man bei den restlichen vier Flachen Schwankungen in den
analysierten Einzelproben feststellen.
Von den funf gezogenen Proben des Erntegutes waren haufig einzelne negativ bzw. nicht
guantifizierbar (positiv). In den quantifizierten Proben mit 3200 Kornern konnten umgerech-
net 1-7 GVP-Samen nachgewiesen werden. Dabei schwankten die LL-Transgenanteile Uber
alle Flachen zwischen 0,022% und 0,189%, wobei Variationskoeffizienten (Vi) von 70% -
85% erreicht wurden. Da bel der Evaluierung der Wiederfindungsraten der vorliegenden
Arbeit festgestellt wurde, das Vi-Schwankungen von maxima 25% durch die PCR-Analyse
bedingt sind, durften die LL-Anteile imErntegut tatsachlich variiert haben. Zwar deuten diese
Fluktuationen auf 'transgene Nester' im Rapsbestand hin, zum zweifelsfreien Nachweis rei-
chen diese jedoch nicht aus. Die im Ausfallraps gemessenen Transgenanteile schwankten bei
einigen Flachen dagegen so stark, dass tatsachlich von einer ungleichméidige Vertellung der
GVP im Feld ausgegangen werden kann. Der LL-Transgenanteil der Einzelproben (1000
Pflanzen) schwankte auf den Fléchen von 0,046% und 0,439% (0,5 — 4,4 GVP), dabei wurden
V\ von biszu 173% erreicht.
Bei ndherer Betrachtung der RR-Transgenanteile (Tabelle 3-11) der untersuchten Agrar-
flachen fallt Flache 1 auf. Obwohl die Erntegutproben RR-Anteile deutlich unter 0,25%
zeigten (keine Saatgutprobe), wurden im Ausfallraps vom Herbst 2001 und 2002 relativ hohe
RR-Anteile von 0,36% bzw. 0,29% gemessen. Der LL-Anteil dieser Fl&che nahm dagegen
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nicht wesentlich zu. Da die Héfte von Flache 1 im August 2002 mit einem glyphosathaltigen
Breitbandherbizid abgespritzt worden war, konnte es zur Selektion von RR-Raps gekommen
sein, als Ende September 2002 der Auflaufraps gesammelt wurde. Die Beobachtung, dass die
Rapspflanzen unterschiedlich weit entwickelt waren, spricht ebenfalls daftr, dass enige
Pflanzen die Herbizidspritzung tberlebt hatten. Auch am Ackerrand, der regelméidig einer
Randbehandlung mit Glyphosat unterzogen worden war, wurden im Herbst 2001 und 2002
einzelne buschgrofle Pflanzen mit Knospen- bzw. Bliten gefunden.

Die z.T. niedrigen Transgenanteile des Erntegutes von 0,02 bis 0,03% ergeben bel 3200 ana-
lysierten Samen ca. einen halben GV P-Samen (0,5). Dieses Ergebnis kdnnte auf einen hetero-
zygoten Kreuzungsnachkommen eines homozygoten GVP mit einem konventionellen Elter
zuriick gehen. Auch Erntestaub kann transgene Anteile enthalten, was bel einer spateren Be-
rechnung der GVP-Individuen zu Abweichungen fihrt. Die Problematik von Kreuzkontami -
nationen durch GVP-haltigen Staub bei der Ernte, beim Vermahlen und bel der Verarbeitung
wurde bereits von MEYER (1999) beschrieben. Bel Maisproben wiesen BRODMANN und
NICHOLAS (1999) eine GVP-Verunreinigung im Promillebereich nach, die sie ebenfalls auf
GV P-Staubkontaminationen zuriickfuhrten.

Die Ergebnisse zeigen jedoch unzweifelhaft, dass selbst nach zwel Jahren noch transgener
Raps in den Folgekulturen gefunden werden konnte. Die Anzahl von Auflaufrapspflanzen
nahm zwar von Jahr zu Jahr etwas ab, der GVP-Anteil blieb dabei jedoch relativ konstant.

4.2.2 Einflisse auf die Persistenz transgener Eigenschaften von GVP

Genotyp

Einige Pflanzenstadien sind fur die Uberdauerung und Ausbreitung von GV P-Genen prades-
tiniert. In der generativen Phase einer Pflanze erfolgt der vertikale Gentransfer. Die raumliche
Verteilung der Gene wird insbesondere durch den mobilen Pollen gewahrleistet (SCHEFFLER
et al. 1993). Dabei héngt das Potential des Gentransfers vor allem vom Befruchtungsmodus,
der Menge und Langlebigkeit des Pollens, seiner Verbreitungsart und -distanz, der Bestandes-
dichte sowie von der Entfernung zu kreuzungskompatiblen Pflanzen ab.

Diein dieser Arbeit untersuchte Kulturart Raps besitzt aufgrund eines flexiblen Befruchtungs-
modus ein hohes Auskreuzungspotential (EMIROGLU et al. 1985). Autogamie ist nach DIETZ-
PFEILSTETTER und ZWERGER (1999) zwar vorherrschend, der Anteil an Allogamie variiert je-
doch entsprechend der regionalen Verhaltnisse (BECKER 1992). Nach HARMS (2003) betragt
in Norddeutschland der Anteil an Selbstbefruchtung bei Winterraps 70-80%, in Stiddeutsch
land dagegen nur 40-60%. Die Uberlebensdauer des Pollens liegt in einem Zeitraum von
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24 Stunden bis zu einer Woche (MESQUIDA und RENARD 1982). Es besteht also prinzipiell die
Maoglichkeit, dass die transgen kontaminierte Rapskultur, die in dieser Arbeit untersucht
wurde, ihre Gene mit dem Pollen auf kreuzungskompatible Arten tibertragen hat.

Obwohl der wenig aerodynamische Rapspollen schlecht an eine Windverbreitung angepasst
ist (CRESSWELL et al. 2003), kann er nach TIMMONS et al. (1995) in héheren Luftschichten
Distanzen von 2,5 km tberwinden. Innerhalb von 2,5 - 3 km Abstand blieb die Pollenkonzen
tration in Untersuchungen von RIEGER et al. (2002) auf dem niedrigen Niveau von ca. 0,03%
konstant und war in grof3eren Distanzen nicht mehr nachweisbar. Zur Bestimmung der Flug-
distanz vitaler Pollen wird der Befruchtungserfolg einer GV P-Pollenwolke auf konventionelle
Sorten gemessen. Fir Rapspollen wurden so Flugdistanzen von 3 m bis 400 m (MORRIS €t al.
1994; SCHEFFLER et al. 1995; WILKINSON et al. 1995) nachgewiesen.

Der GV-Raps der in dieser Arbeit untersuchten Agrarflachen, konnte sich also tUber Windver-
driftung des Pollens in weniger als 400 m entfernte Nachbarfelder mit kreuzungskompatiblen
Brassica-Kulturen, eingekreuzt haben. Dabei sind nach Untersuchungen von MESQUIDA und
RENARD (1982a) Distanzen unter 6-10 m besonders kritisch, da die Pollenkonzentration inner-
halb dieser Entfernung auf 50% sinkt und ab 100 m nur noch 2-10% betrdgt (Mc CARTNEY
und LACEY 1991). Rapspollen verbreitet sich jedoch nicht nur Gber Anemogamie, die Ento-
mogamie tragt erheblich zum Pollentransfer bei. SAURE et al. (1999) konnten diverse Bienen,
Schwebfliegen und Pflanzenwespen kartieren, die an einer Verbreitung von Rapspollen auf
Brassicaceae-Arten betelligt waren. Da die gelben Rapsbliiten eine grof3e Attraktivitat auf In-
sekten ausiiben und Aktionsradien von 800 m-26 km gemessen wurden (CHAMBERS 1968;
DIETZ-PFEILSTETTER und ZWERGER 2003; EICKWORT und GINSBERG 1980; WITT 1992), gel-
ten sie as wichtige Pollenvektoren fir GV-Raps. Auf den untersuchten Agrarfléachen dieser
Arbeit konnten Insekten zur Verbreitung des transgenen Rapspollens beigetragen haben.
Selbst zwel Jahre nach Anbau der GVP-haltigen Rapssorte konnten noch transgene Raps-
pflanzen nachgewiesen werden. Da blthende Pflanzen gefunden wurden, geht auch vom Aus-
fallraps ein gewisses Auskreuzungspotential aus. Einige der untersuchten Flachen grenztenim
Untersuchungszeitraum unmittelbar an konventionelle Rapsanbaufléchen. Selbst bei geringer
Windverdriftung und Insektentétigkeit kann der GVP-Pollen des Ausfallrapses die kurzen
Distanzen zum Nachbarfeld Gberwunden und konventionelle Rapspflanzen befruchtet haben.
Solche Einkreuzungen von GVP-Genen in konventionelle Kulturen resultieren haufig in
Qualitéatsminderungen auf dem Agrarmarkt, (CALLAHAN 2000; HASLBERGER 2001; BOUCHIE
2002), vor adlem im Hinblick auf die kirzlich verabschiedeten EU-Richtlinien fur GVP-
Schwellenwerte (vgl. Einleitung).
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Ein Gentransfer von GV-Ausfallraps wird wahrscheinlicher, wenn in der Fruchtfolge wieder
Sommerraps angebaut wird. In diesem Fall werden die Ausfallpflanzen nicht mit Herbiziden
behandelt und die ackerbaulichen MaRnahmen fordern eine Uberschneidung des Blihfensters.
Auf einer betroffenen Flache wurde im Beprobungszeitraum Senf als Zwischenfrucht gesét.
Nach Untersuchungen von LEFOL et al. (1996) sind jedoch keine Hybridisierungen von Raps
und Senf (SnapsisarvensisL.) zu erwarten.

Aufgrund der Sympatrie der Brassica-Arten im européischen Raum besteht bei Raps zusétz-
lich die Moglichkeit des Gentransfers auf Wildkrauter. So kann auf den kontaminierten
Agrarflachen der vorliegenden Arbeit nicht ausgeschlossen werden, dass GV P-Pollen kreu-
zungskompartible Wildkréauter befruchtet haben. Die Introgression von GVP-Genen in den
Genpool von Wildkrautern wird in der Offentlichkeit kontrovers diskutiert. Diese Ereignisse
sind zwar sehr unwahrscheinlich, wurden in Einzelféllen aber bereits beschrieben (LEFOL et
al. 1996; ScoTT und WILKINSON 1998; RIEGER €t al. 1999; CHEVRE et a. 2000).

Letztlich entscheidet die Persistenz der GVP-Linie, ob sich ihre Gene innerhalb der kreuw
zungskompartiblen Arten etablieren kdnnen. Die Einkreuzung von Herbizidtoleranzgenen in
die Ackerbegleitfloraist nach LAwWSON (1993) besonders problematisch, da resistente Pflan-
zen durch das Komplementarherbizid nicht bekampft, sondern vielmehr selektiert werden. So
ist auch auf den untersuchten Agrarflachen ein Aufschaukeln der Genfrequenzen bei gleich-
zeitigem Einsatz der komplementéren Breitbandherbizide Basta® bzw. Liberty® denkbar.

In der Folgekultur stellen herbizidtolerante Durchwuchspflanzen ein pflanzenbauliches Pro-
blem dar. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Ausfallrapspflanzen gesammelt, die
wahrscheinlich eine Spritzung des Komplementérherbizids RoundupReady® iberlebt haben.
Das Pflanzenstadium war so weit entwickelt, dass die Pflanzen bereits vor der Applikation
des Breitbandherbizides aufgelaufen sein mussten. Da das kontaminierte Saatgut sowohl LL-
als auch RR-Raps enthielt, ist auch die Bildung von doppeltresistentem Ausfallraps durch
Kreuzungsereignisse maglich. Mehrfach herbizidtolerante GVP-Linien wurden bereits in ei-
nem Report des EU-Umweltamtes beschrieben (EASTHAM und SweeT 2002). Erste Unter-
suchungen zum Auftreten mehrfach herbizidresistenter GV-Rapspflanzen zeigten jedoch, dass
diese nur entstehen, wenn die GVP-Linien in direkter Nachbarschaft gepflanzt wurden und
auch dies tritt nur sehr selten auf. Bel der geringen LL- und RR-Kontamination der in dieser
Arbeit untersuchten Flachen, die stets unter der kennzeichnungspflichtigen Schwelle von
0,9% (EU 1829/2003, BFR 2003) lagen, ist daher eine Bildung doppeltresistenter Pflanzen un-

wahrscheinlich.
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Dem potentiellen Gentransfer von GV P-Pollen auf konventionelle Rapsbestande kann durch
gezielte Sortenwahl der Nachbarbestdnde mit anderem Blihfenstern einfach begegnet werden
(RayBouLD und GRAY 1994). Bei der Herstellung einer GV-Rapslinie minimiert die Insertion
des transgenen Konstruktes ins C-Genom des Artbastards B. napus (AACC-Genome) bereits
sein Auskreuzungspotential. Da Kreuzungen zwischen B. napus und B. oleracea (CC-Geno-
me) selten sind, ist eine Integration des transgenen 'C-Gens' ins Kohlgenom unwahrschein-
lich. Zwischen B. napus und B. rapa (AA-Genom) sind Kreuzungen zwar wahrscheinlicher,
in den Zellteilungen nach der Befruchtung werden die C-Chromosomen nach Untersuchungen
von CHAMBERLAIN und STEWART (1999) sowie EASTHAM und SwWEET (2002) jedoch meist
wieder aus dem Ribsengenom eleminiert. Eine andere Mdglichkeit wére der Einsatz maternal
vererbender GVP-Linien, wie es fur einige Kulturen bereits beschrieben wurde (DANIELL
1998; KHAN und MALIGA 1999; RUF et al. 2001). Diese GV P werden mittels Plastidentrans-
formation hergestellt (MALIGA 1999 KLAUS et al. 2004). (Pro-) Plastide befinden sich nur in
seltenen Ausnahmeféllen im Pollen und werden nach der Befruchtung meist eliminiert. Nach
ihren Untersuchungen zur Vererbung von Chloroplastengenen bei Raps und anderen Brassica
spec. propagierten SCoTT und WILKINSON (1999) die Einfuhrung transplastomer Rapslinien
zur Reduzierung eines horizontalen Gentransfers. Von DANIELL (2002) wird die Produktion
pollensteriler GV P-Linien vorgeschlagen, wie sie in der Rapsziichtung bereits verwendet wer-
den (barnase/ barstar-System). Zur Samenproduktion bendtigen diese GV P pollenfertile Re-
storerlinien, weshalb ein Ansatz fir landwirtschaftliche Kornerfriichte schwer umzusetzen ist.

Neben der raumlichen Ausbreitungsfahigkeit des Pollens, ist vor allem die Uberdauerungs-
fahigkeit des Samens fir die Persistenz von Raps bedeutsam. So zeigten in England 23% der
von WHITEHEAD und WRIGHT (1989) untersuchten Getrei debesténde eine Verunreinigung mit
Durchwuchsraps. Bei der Ernte ausgefalener Rapssamen kann u.U. viele Jahre im Boden
Uberdauern, so dass Persistenzen von zwei bis zehn Jahren beschrieben wurden (SCHLINK
1998; GRUBER et al. 2001). Eine hohe Rate an Ausfallraps keimte bereits innerhalb der zwei
Jahre, in denen die kontaminierten Agrarflachen der vorliegenden Arbeit beprobt wurden.
Dabei konnte im Beprobungszeitraum keine wesentliche Reduzierung der Keimrate festge-
stellt werden. Auf den kontaminierten Agrarflachen wurde eine lange Auflaufperiode des
Ausfallrapses beobachtet. Dies fuihrte dazu, dass immer wieder einige Pflanzen erst nach der
Herbizidbehandlung keimten. Diese Eigenschaft des Ausfalrapses, die seine Persistenz er-
hoht, wurde auch von LUTMAN (1993) beschrieben und auf verschiedene Wachstumsstél3e zu-

rick gefuhrt.
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Die Persistenz des Samens im Boden zeigt eine genotypische Abhangigkeit. Eine Wahl geeig-
neter Sorten kann daher der Bildung einer Samenbank entgegen wirken (SCHLINK 1994; Lo-
PEZ-GRANADOS und LUTMAN 1998; GRUBER et al. 2001). Dabei wird die Summe aller keim
fahigen Samen im Boden als Samenbank bezeichnet (LINDER und SCHMITT 1994). Nach er-
sten Untersuchungen zeigten GV-Rapsvarianten im Boden die gleiche (ROLLER et al. 2002)
oder eine etwas schlechtere Persistenz als konventionelle Sorten (HAILS et al. 1997; GRUBER
et al. 2001). Uber die Persistenz der in dieser Arbeit untersuchten Rapssorte 'Hyola gibt esin
der Literatur keine Angaben. Im schlimmsten Fall ist jedoch mit einer langjéhrigen Persistenz
zu rechnen. Ein sinnvolles Zuchtziel zur Reduzierung der Samenbank sind daher GV-Raps-
sorten, die widerstandsféhiger gegen Samenausfall bei der Ernte sind (PETERSEN et al. 1996).
DANIELL (2002) schlagen die Entwicklung von GVP-Linien mit sterilen Samen vor, um ein
unkontrolliertes Auflaufen zu verhindern. KuvsHiNnov et al. (2001) entwickelten bereits GV P-
Linien mit sterilen Samen, deren Keimfahigkeit durch eine spezifische Hitzeinduktion wieder
hergestellt werden kann. Von KONING et a. (1992) wurde fir GV-Raps ein System zur Hem:
mung der Embryoentwicklung hergestellt. Eine Restauration dieser Entwicklungshemmung

wurde jedoch noch nicht vorgenommen.

L andwirtschaftliche Parameter

Die Verbreitung von Rapspollen kann vom Landwirt kaum beeinflusst werden. Um eine Aus-
breitung des Rapspollens Uber Windverdriftung zu vermeiden, sind im neuen GenTG Ab-
standsfléachen und Schutzhecken als mechanische Barrieren vorgeschrieben (BIOSICHERHEIT
2004c). Dem Landwirt obliegt vor alem die Pflicht, Mindestabstdnde zu kreuzungskompati-
blen Kulturen einzuhalten. Derzeit darf transgener Raps in Deutschland noch nicht kommer-
ziell angebaut werden. In den EU-L&ndern werden fir Raps Sicherheitsabstande zur n&chsten
kreuzungskompartiblen Kultur von 200 m (Belgien, Niederlande) bis 500 m (Deutschland)
diskutiert (LINDENMEYER 1996). Nach den geringen Befruchtungserfolgen von GV-Raps-
pollen in diesen Entfernungen (vgl. Kapital 4.2.2, Genotyp) durften diese Abstdnde genligen,
um in pollenfertilen Nachbarbestdnden die kennzeichnungspflichtige Schwelle von 0,9%
Transgenanteil zu unterschreiten. Negative Auswirkungen auf die Menge von Ausfallsamen
haben ungleichmaliig abreifende Bestande und eine zu spate Ernte (BOWERMAN 1984). Bel
Raps und Ribsen wurden Ausfallraten von 10 - 400 kg/ha bzw. bis zu 10 000 Koérner pro m?2
berichtet (CussaNs 1978; VERA et a. 1987; PrRICE et a. 1996). Ein verlangerter Schneide-
balken des Mahdreschers und die Verwendung von Seitenmessern verringern die Verluste
(SPIESS 1986; PEKRUN et al. 1998a). Die hohen Ausfallraten konnten in Untersuchungen im
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Rahmen dieses Projektes bestétigt werden (WESTERMEIER 2003). Dies ist wahrscheinlich auf
den praxisunublichen Einsatz von Parzellenméahdreschern mit kleiner Schnittbreite zurtickzu-
fuhren. Der durchschnittliche Verlust auf Rapspraxisfléchen liegt nach GULDEN et al. (2003)
bel etwa 6% der Ernte bzw. 3000 Samen pro m2. Durch geeignete Sortenwahl und ene gute
landwirtschaftliche Praxis lasst sich die Ausfallrate erheblich senken. Grundsétzlich wird em-
pfohlen, die Ernte in den Morgen und Abendstunden bei relativen Luftfeuchten Gber 60%
durchzufthren und wahrend der Mittagszeit zu vermeiden (PRICE et al. 1996; SPIESS 1986).
Die Bildung einer Samenbank kann durch geeignete Mal3nahmen minimiert werden (PEKRUN
und LUTMAN 1998). Spétestens drei Wochen nach der Ernte wird die morphologischen Reife
des Rapssamens erreicht. In dieser Zeit trocknen ausgefallene Samen ab, die priméare Keim:
ruhe wird abgebaut und der Samen ist keimfahig (FucHs 1987). Die Rate dormanzfahiger
Samen kann daher drastisch reduziert werden, wenn der Samen nach der Ernte fir ca
vier Wochen auf der Ackeroberflache belassen und nicht in den Boden eingearbeitet wird.
Eine tiefe Bodenbearbeitung ist zu vermeiden und Soppel sollen in mdglichst grof3em zeit-
lichen Abstand zur Ernte umgebrochen werden (LUTMAN 1993). Drei der funf Agrarflachen,
die in dieser Arbeit beprobt wurden, waren direkt nach der Ernte der kontaminierten Kultur
gepfligt und zwel lediglich gegrubbert worden. Durch den Pflug erfolgt eine Einarbeitung des
Samens in tiefe Bodenschichten, was zur Entwicklung einer ausgepragten Keimruhe fuhren
kann, wahrend welcher der Rapssamen Uber mehrere Jahre keimfahig bleibt (FucHs 1987,
SCHLINK 1989). Im Untersuchungszeitraum zeigte sich noch kein offensichtlicher Unterschied
zwischen der Keimrate der gepfllgten und gegrubberten Flachen. Unterschiede in der Keim:
rate werden moglicherweise erst nach mehreren Jahren und erneutem Umpfligen deutlich, da
eine Lichtinduktion nach BOWERMAN (1993) die Keimung dormanter Samen stimuliert. Nach
Untersuchungen von ROLLER et al. (2003) kann durch Striegeln des Bodens im Anschluss an
die Ernte bereits 56% des Rapssamens zum Auflaufen gebracht werden, durch eine Behand-
lung mit dem Kultivator 30%, mit dem Pflug dagegen nur 1%. Eine flache Bodenbearbeitung
tragt u.U. auch zur Reduzierung mehrfach herbizidresistenter Pflanzen bei. So war in Unter-
suchungen von DIETZ-PFEILSTETTER und ZWERGER (2003) eine nicht-wendende Bodenbear-
beitung zur Eliminierung doppeltresistenter Ausfallrapspflanzen ausreichend.

GARRETT und ORSON (1989) wiesen nach, dass die Auflaufrate von Rapssamen um so héher
ist, je néher er sich an der Bodenoberflache befindet. Die Entwicklung einer Langzeitpersis-
tenz verhdt sich umgekehrt, tief im Boden vergrabene Samen Uberdauern langer als flach ein-
gearbeitete (PEKRUN et al. 1998b). Entscheidend hierfir sind der steigende Sauerstoffmangel
und die relativ gleichmaldige Temperatur mit zunehmender Tiefe (FUCHS 1987).
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen eines bayerischen Sicherheitsforschungsprojektes
fUr gentechnisch veranderte Pflanzen (GVP) mt dem Ziel der Entwicklung von qualitativen
und quantitativen PCR-Verfahren fir die herbizidtolerante Rapslinie 'Falcon GS40/90" durch-
gefuhrt.

Fir die quantitative Bestimmung von Transgenanteilen wurde die Real Time PCR-Methode
eingesetzt, die durch Einfuhrung fluoreszenzmarkierter Sonden eine Quantifizierung der Ziel-
sequenz erlaubt. Als Zielsequenz zur Sichtung auf GV P diente die zur Herstellung transgener
Pflanzen haufig eingesetzte Sequenz des 35S-Promotors (P-35S). Wegen der hdheren Em-
pfindlichkeit wurde hierfir ein Real-Time PCR Assay abgeleitet. Die detektierbare GV P-
Palette umfasste die LibertyLink®-Linien (LL) von Raps (‘'Falcon GS40/90"), Mais ('T25') und
Zuckerriibe ('T120-7") sowie die Bt-Maidinien 'MONS810' und 'Bt176'".

Bislang publizierte Rea-Time PCR Systeme zum Nachweis der LL-Rapslinie 'Falcon
GS40/90" beruhen auf einzelnen Sequenzmotiven der integrierten Genkassette. Sequenzmo-
tive die von Mikroorganismen abgeleitet sind, wie der P35S implizieren jedoch das Risiko
falschpositiver Ergebnisse und sind zur Bestimmung von GV P-Anteilen nur bedingt geeignet.
In dieser Arbeit wurden deshalb je ein qualitativer und ein quantitativer LL-Konstrukt PCR
Assay zur Detektion der Ubergangsregion vom P-35S zum Phosphinothricinacetyltransferase-
Gen (pat) entwickelt. Eine Evaluierung dieser PCR Assays zeigte ihre selektive Spezifitat fir
die LL-Linien 'Falcon GS40/90', 'T25' und 'T120-7".

Die Normalisierung der Transgenanteile erfolgt in der GVP-Analyse lber Real-Time PCR
Referenzsysteme. In dieser Arbeit wurde das Sglucosyltransferase-Gen (s_gt) als Brassica
spezifisches Referenzgen eingeftihrt, das sich aufgrund der niedrigen Kopienzahl im Genom
als Zielsequenz gut eignete. Der abgeleitete s gt Real Time PCR Assay war sehr empfindlich
und zeigte gleichméssige und robuste Fluoreszenzsignale.

Hinsichtlich der neuen EU-Grenzwerte fr unbeabsichtigte GV P-Beimischungen in Lebens-
mittel- und Futterprodukten war die Bestimmung der Verfahrensempfindlichkeit ein wichti-
ges Thema der vorliegenden Arbeit. Die Schdtzung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen
(NG und BG) erfolgte mit Hilfe von DNA-Kalibrierstandards unter Anwendung von DIN-
Normen. Dabel wurden Vertrauensintervalle (V1) abgeleitet, in denen die Kopienzahl der NG
bzw. BG mit einer mindestens 95%igen Wahrscheinlichkeit liegt. Alternativ erfolgte eine
exakte Berechnung dieser Grenzwerte Uber Intrapolation entlang einer Regressionsgeraden.

Fur den quantitativen LL-Konstrukt PCR Assay schwankten die vom VI abgeleiteten NG



ZUSAMMENFASSUNG 116

bzw. BG zwischen 2,8 - 26 und 21- 279 Kopien. Die exakt bestimmten NG und BG lagen da-
gegen bei nur 1,3- 1,6 und 4,0 - 4,9 Kopien. Unter Einbeziehung des Brassica spezifischen
s gt-Gen Referenz PCR Assays lief3en sich relative NG und BG ableiten. Fur die aus den VI
abgeleiteten NG und BG ergaben sich relative NG und BG von 0,01% bzw. 0,01 -0,10% und
fur die exakt bestimmten NG und BG von 0,001% bzw. 0,001-0,002%. Damit war die exakte
Bestimmung der Grenzwerte um ca. das zehnfache empfindlicher als die Ableitung Uber VI.
Die exakte NG stellt die maximal erreichbare Nachweisempfindlichkeit der PCR-Analyse dar.
Im Hinblick auf die Unsicherheiten vorhergehender Analyseschritte sollte die exakte NG mit
einem funf- bis zehnfachen Sicherheitsfaktor multipliziert werden.

Neben der Nachweisempfindlichkeit standen die Richtigkeit und Robustheit der quantifizier-
ten Ergebnisse im Mittelpunkt der Validierung. Zu diesem Zweck wurden verschiedene geno-
mische und plasmidale Kalibrierstandards entwickelt und evaluiert. Als Mal3 diente die Wie-
derfindungsfunktion (Wg). Die Wr wurde eingesetzt um das Verhdltnis von eingesetzten zu
guantifizierten Kopien zu berechnen. Stimmen beide absolut tberein nimmt die Steigung der
WE den Idealwert 1,00 an. Es zeigte sich, dass genomische und plasmidale DNA-Standards
die durch srielle Mischung transgener DNA mit DNA der konventionellen isogenen Linie
hergestellt wurden mit 1,07 bzw. 1,03 die besten W-Steigungen erreichten. Wasser verdiinnte
genomische und plasmidale DNA-Standards ohne Hintergrund-DNA zeigten schlechtere We-
Steigungen von 1,34 bzw. 0,84. Analog zu kommerziell angebotenen Kalibrierstandards, wur-
den zudem Standards durch eine Mischung konventioneller und transgener Samen hergestellt.
Diese Standards zeigten ebenfalls eine schlechte We-Steigung von 1,32. Plasmidale Kalibrier-
standards mit genomischer Hintergrund-DNA besitzen somit das Potential fur die Entwick-
lung neuer GV P-Standards, die nicht nur eine exakte Quantifizierung erlauben, sondern auch
einfach herzustellen, zu kombinieren und zu reproduzieren sind.

Mit Hilfe der entwickelten Real-Time PCR Assays wurden Mischproben von funf bayeri-
schen Agrarflachen analysiert, auf denen im Jahr 2000 versehentlich transgen kontaminiertes
Rapssaatgut ausgesat worden war. Es zeigte sich, dass die vorgestellte Methodik auch zur Be-
stimmung sehr geringer Transgenanteile in Mischproben gut geeignet ist. Selbst zwei Jahre
nach Anbau des GVP-Rapses konnte auf einigen Agrarflachen immer noch herbizidtoleranter
Ausfallraps mit dem pat-Gen (bis zu 0,07%) bzw. epsps-Gen (RoundupReady®-Toleranz, bis
zu 0,33%) nachgewiesen werden. Die Einflisse auf die Persistenz von herbizidtolerantem

Raps in der landwirtschaftlichen Umwelt werden diskutiert.
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