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Nachweis gentechnischer Veranderungen

Nachweisebene Nachweilsart

DNA genotypischer Nachweis

f \ durch genanalytische Methoden

(z.B. PCR-Analytik)
—{Promour

¢ Transkription

MRNA

l Translation

Protein
phanotypischer Nachweis
l durch immunologische oder
chemische Analysenmethoden
Pflanze

mit veranderten Eigenschaften
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Aufbau einer gentechnischen Veranderung

NN NN NN

v
% Promotor

Regulationssequenz

Strukturgen

p35S ... Blumenkohl-Mosaikvirus
pSSUAra ... Arabidopsis thaliana

(Ackerschmalwand/Ganserauke/Ackerkresse)

... Feigenwurz-Mosaikvirus

PFMV

.. Stremptomyces viridochromogenes
.. Stremptomyces hygroscopicus
Agrobacterium tumefaciens
Bacillus thuringiensis

Referat: 8.3 Frﬂiﬁtaat s SaChS'Eﬂ
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Weltweit zugelassene gentechnisch veranderte Maislinien

Ifd. Name der Linie Zulassung eingefligte weitere Gene
Nr. Genkonstrukte
1 T14 CAN, USA, ARG, J p35S-pat-T35S
2 T25 USA, CAN, ARG, J, CH, EU p35S-pat-T35S
3 MS3 CAN, USA p35S-bar-3'nos barnase/barstar
4 MS6 USA p35S-bar-3'nos barnase
5 CBH-351 USA p35S-bar-3'nos bla, p35S-Lepidoptera-Resistenzgen
6 MON80100 USA p35S-crylA(b)-3'nos EPSPS, GOX, nptll
7 MONB802 USA, CAN p35S-crylA(b)-3'nos nptll, p35S-EPSPS, GOX
8 MONB809 CAN, USA, Antrag EU p35S-crylA(b)-3'nos p35S-EPSPS-3'nos, GOX
9 MONS810 USA, CAN, EU, ARG, J, CH, p35S-crylA(b)
Sudafrika
10 | NK603 USA p35S-EPSPS-3'nos
11 | B16, DLL25 USA, CAN, J p35S-bar-T7-3’ bla
12 | DBT418 USA, CAN, ARG, J p35S-bar-T7-3’ p35S-crylA(c), bla
13 | 676,678,680 USA p35S-bar-T-pinll mannl. Sterilitat
14 | Bt176, Event 176 | USA, EU, CAN, J, ARG, CH p35S-bar-T35S bla, crylA(b)
15 | Btll USA, EU (kein Anbau), CAN, J | p35S-pat-3'nos p35S-crylA(b)
16 | GA21 USA, CAN, ARG, J, Antrag EU | pActin-EPSPS-3'nos
17 | MON832 CAN EPSPS 3'nos GOX, nptll
18 | MONS863 USAIi.V. Cry3Bb p35S-nptll
19 | Liniel507 USAIi.V. CrylF
20 | MONB810xT25 Antrag EU p35S-crylA(b)-3'nos p35S-pat-T35S
Quellen: www.gmo-watch.org/index.html, Stand 2001

www.hamburg.de/Behoerden/Umweltbehoerde/gen/oeffentlich/methodensammlung/saatgutkonzept.pdf
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Weltweit zugelassene gentechnisch veranderte Sojalinien

Ifd. Name der Lin ie Zulassung eingeflgte weitere
Nr. Genkonstrukte Gene
1 GTS 40-3-2 CAN, USA, ARG, J, MEX, EU p35S-EPSPS-3'nos
2 A2704, A5547-35 USA, CAN, J p35S-pat
3 W62, W98 USA p35S-bar,3'nos
4 A5547-127, GU262 USA p35S-pat-T35S bla
5 Event 260-05 USA p35S-uidA-3'nos bla
Fettsaureanderung
(Olsaure)
Quellen: www.gmo-watch.org/index.html, Stand 2001

www.hamburg.de/Behoerden/Umweltbehoerde/gen/oeffentlich/methodensammlung/saatgutkonzept.pdf
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Weltweit zugelassene gentechnisch veranderte Rapslinien

Ifd. Name der Linie Zulassung eingefligte Genkonstrukte weitere Gene
Nr.

1 | HCN, T45 USA (kein Anbau), p35S-pat-T35S

CAN, J
2 | HCN92, Topas 19/2 EU (kein Anbau), USA, | p35S-pat-T35S, nptll
CAN, J

3 | Falcon GS40/90 p35S-pat-T35S

4 | Liberato r C6/Ac p35S-pat-T35S

5 | MS1 x RF1 EU, CAN, J pSSUAra-bar-3'g7 barnase/barstar,

nptl
6 | MS1xRF2 EU, CAN, J pSSUAra-bar-3'g7 barnase/barstar,
nptll
7 | MS8 x RF3 USA, CAN, J, pSSUAra-bar-3'g7 barnase/barstar
8 | PHY14, PHY35 J pSSUAra-bar-3'g7 barnase/barstar
9 | PHY36 J pSSUAra-bar-3'g7 barnase/barstar
10 | pCGN3828-212/86-18, | USA Seed-specific promotor-ACP nptll
pCGN3828-212/86-23 thioesterase-3’-nappingen
11 | Laurical (pCGN3828) CAN Seed-specific promotor- nptll
ACPthioesterase-3’-nappingen
12 | OXY-235 CAN, J Oxinyl-Resistenz: bxn
(Nitrilase-Gen)

13 | GT73, RT73 USA, CAN, J, MEX pFMV-EPSPS-E9-3’

14 | GT200 CAN pFMV-EPSPS-E9-3’
Quellen: www.gmo-watch.org/index.html, Stand 2001

www.hamburg.de/Behoerden/Umweltbehoerde/gen/oeffentlich/methodensammlung/saatgutkonzept.pdf
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Allgemeine Schritte des Nachwelses
von gentechnischen Ver anderungen

1. Probenvorbereitung
(Zerkleinerung der Probe)

2. Probenaufbereitung
(Isolierung und Reinigung der DNA)

3. Polymerasekettenreaktion (PCR)
(Vervielfaltigung von DNA-Abschnitten)

4. Nachweis der DNA-Abschnitte
(Identifizierung der PCR-Produkte)

Referat: 8.3 FIEIStaat S SﬂChSE‘:I‘l
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Prinzip der Polymerasekettenreaktion (PCR)

1. Schritt:
Denaturierung
zum Einzeltrang
(90 - 100°C)

2. Schritt:
Anlagerung der
Primer
(50 - 70°C)

3. Schritt:
Verlangerung

des Gegen-
stranges (72°C)

(Mullis, 1985)

Zielsequenz
v < v

Bl bl i e L e e i e 1 ekl

Primer B

Primer A m ’

‘W]@FW
v

40

bis

50
Zyklen
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2 Amplifikations-
faktor: Ay,=2"

20 Zyklen 1,05 x 16

40 Zyklen 1,10 x 102

Referat: 8.3 Freistaat E Sachsen
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PCR-Nachweismethoden fur GV-Pflanzen

!

Variante 1 (Konstrukt)

|
!

! !

Variante 1 (Konstrukt)

___________________________________

! !

!

Screening Screening Screening

DNA

Screening: z. B. p35S, 3'nos, bar, nptll

Variante 1: z. B. pFMV-EPSPS, p35S-pat, pSSUAra-bar, p35S-nptll

(konstruktspezifisch)

Referat: 8.3
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PCR-Nachweismethoden fur GV-Pflanzen

Variante 2 (Event) Variante 2 (Event)

e |
v | ! v v

Variante 2: z. B. MON810 [gefordert nach VO (EG) Nr. 1829/2003 und Nr. 641/2004]
(eventspezifisch)

Referat: 8.3 Freistaat E Sachsen
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FlieRschema zum Nachweis von gentechnisch veranderten Maislinien

D e Isolation und Reinigung der DNA
i Wiederholung ¢ ¢
i der DNA-Extraktion i

-------- Nachweis des Kontroll-Gens

negativ —
¢ positiv

Screening-Tests auf p35S-Promotor und nos-Terminator

19 von 20 Linien N :
pOSItIV negatlv
\ 2
Spezifische Nachweise
Bt1l76 Btll MONS810 T25 ?
' ' S ' : ' ' keine
pOS|t|V negatlv ) transgene DNA
\ 2 . . nachweisbar
transgene DNA ] Bestatigung durch (bezogen auf den spez. Nachweis)

vorhanden = => | sequenzspezifische !
' Restriktionsanalyse |

____________________

(bezogen auf spezif. Nachweis)

2

Quantifizierung

Referat: 8.3 Freistaat E Sachsen
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Kontrollreaktion ( Amplifikationskontrolle )

Primerpaar: Al /A2

Temperaturprofil:
94°C 10 min

94°C 1 min
60°C 1 min } 50 Zyklen

72°C 2 min

Mais 72°C 10 min
531bp —» 4°C
Marker 1 Wasserkontrolle
(bp) 2 Extraktionskontrolle nverd)
3 02P2212.1 (unverdinnt)
11 12 13 14 15 167/ 18 110111 4 02P2212.2 (unverdiinnt)
147 5 02P2213.1 (unverdinnt)
190 6 02P2213.2 (unverdinnt)
7 02P2214.1 (unverdinnt)
242 8 02P2214.2 (unverdiinnt)
Mais 3§ 331 9 0,1% Bt-Mais (unverdiinnt)
531bp —» 404 10/18 Langenstandard
489/501 11 02P2212.1 (1:10)
12 02P2212.2 (1:10)
13 02P2213.1 (1:10)
14 02P2213.2 (1:10)
15 02P2214.1 (1:10)
16 02P2214.2 (1:10)
17 Kontroll-DNA Mais/Soja
Referat: 8.3 Freistaat 3% Sachsen
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Spezifische Nachweise Bt11l / T25

Primerpaar: IVS2-2/PAT-B (Bt 11)

T25-F7/T25-R3 (T25)

Temperaturprofil:
209bp—> 94°C 10 min
94°C 30s
T25 64°C 30s 50 Zyklen
72°C 45 s
Marker 72°C 3 min
(bp) 4°C
13 14 15 1617 '18' 19 B 220893 24 o
S =S = =) ) 147
190
1/13 Wasserkontrolle
189bp—» «— 242 2/14 Extraktionskontrolle ynverd)
331 3/15 02P2213.1ynverd)
’? 416  02P2213.1 (1:10)
404 5 Kontroll-DNA Bt11
Btll 4_\ 6/18 02P2213.2ynverd)
HERFSIL 719 02P2213.2 (1:10)
8 Kontroll-DNA Btl11
9/21 02P2213.3ynverd)
10/22  02P2213.3 (1:10)
11/23  02P2213.4ynverd)
12/24 Langenstandard
ORESONT] 12 17/20 Kontroll-DNA T25
Referat: 8.3 Freistaat 3 Sachsen
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Spezifische Nachweise MON810 / Bt176

211bp —»

Primerpaar: CRY03/CRYO04 (Bt 176)
VWO01/VWO03 (MON810)

Temperaturprofil:

94°C 10 min

94°C 30s
62°C/64°C 30 S} 50 Zyklen

Btl176 72°C 45 s
Marker 72°C 3 min
(bp) 4°C
13 14 15 16 T8' 19 20 ¥MR oo W3 o4 110/111
| : plsp—— é 147
190
170bp —» 1/13 Wasserkontrolle
v <« 242 2/14  Extraktionskontrolle ynverd)
3/15 02P2213.1ynverd)
3§ 331 4/16 02P2213.1 (1:10)
404 5 Kontroll-DNA MONS810
MONB810 489/501 6/18 02P2213.2(¢nverd)
7/19 02P2213.2 (1:10)
8 Kontroll-DNA MONS810
9/21 02P2213.3nverd)
10/22 02P2213.3 (1:10)
11/23 02P2213.4nverd)
ey . 12/24 Langenstandard
e i 4 e o S 4 17/20 Kontroll-DNA Bt176
Referat: 8.3 FrEIStaat 5 SHChSEI‘l

Autor:  Dr. Karsten Westphal
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Restriktionsschnittstellen

mit Uberstehenden Enden 9 GIAATTC 3
3' CTTAAIG 5"
l EcoRlI
5' G N AATTC 3
3 CTTAA G 5
- 5' G G|C C -
mit glatten Enden 3
3' C CIGG 5

Referat: 8.3 Frﬂistaat s SaChS'Eﬂ
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Btl176-Nachweis mit Restriktionsverdau

CRYO03/CRY04 (Bt 176)
Restriktionsenzym Taq | (65°C)
(211bp ® 168 bp + 22 bp + 21bp)

Primerpaar:
168bp —p»
211bp —»
Marker
(bp)

110/111

147
168bp —p 190
211bp —» 242

331
404
489/501

AN

OO, WNBE

Wasserkontrolle(CRY03/CRY04)
Wasserkontroll¢Restriktion)
Extraktionskontroll§CRY03/Cry04)
Extraktionskontrollg¢Restriktion)
02P2213.Xunverd, CRY03/CRY04)
02P2213.Xunverd, Restriktion)

7/16 Langenstandard

8

9

10
11
12
13
14
15
17
18
19
20

1% Bt176-Mais (unverd., CRY03/CRY04)
1% Bt176-Mais (unverd., Restriktion)
02P2213.Z2unverd, CRY03/CRY04)
02P2213.Z2unverd, Restriktion)
Extraktionskontroll§CRY03/CRY04)
ExtraktionskontrollgRestriktion)
02P2213.3unverd, CRY03/CRY04)
02P2213.3unverd, Restriktion)
Kontroll-DNA Bt176 (CRY03/CRY04)
Kontroll-DNA Bt176 (Restriktion)
02P2213.4unverd, CRY03/CRY04)
02P2213.4unverd, Restriktion)

Referat: 8.3 FI‘ElStﬂﬂt 5 SHChSEH
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FlieRschema zum Nachweis von gentechnisch veranderten Rapslinien

___________ £-----7>| Isolation und Reinigung der DNA
' Wiederholung ¢
 der DNA-Extraktion |
T Nachweis des Kontroll-Gens
negativ =
l positiv
Spezifische Nachweise Screening-Test
|
| | | |
PFMV-EPSPS p35S-pat pSSUAra-bar npt 11-Gen
2 Linien | 4 Linien | 5 Linien | ] zus. 2 Linien
positiv negativ
transgene DNA , Bestétigung durch i keine
vorhanden B _)i sequenzspezifische transgene DNA
(bezogen auf sPezif. Nachweis) :h_FE(_a?t_ri_IEti_o_rlsia}r_\filI}/_s_e_ | nachweisbar
‘f, (bezogen auf spezif. Nachweis)

Quantifizierung |
- derzeit Entwicklung von Methoden .

Freistaat 3% Sachsen

Sachsische Landesanstalt fir Landwirtschaft




Quantifizierung

mittels Real-time PCR

Freistaat 3% Sachsen
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Real-time PCR

1. Schritt (95°C) * Denaturierung zum Einzelstrang

R = Reporterfarbstoff
Q = Quencherfarbstoff

2. Schritt (60°C) * Hybridisierung der Primer und Sonde

. @ 19

il a1

3. Schritt (60°C) * Abschneiden des Reporterfarbstoffes
W ]

—
IUU i i )
[1BgEEBaaapeaaaaaataaaBaaaeBal ]

P24 60N MERBDRZABBDNRHEBIRUESN
Cycke

PCFR Base Line Subtracted RFU

Referat: 8.3 Freistaat E Sachsen
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Quantifizierung einer Probe mittels Real-time PCR

Die Quantifizierung basiert auf einer relativen Gehaltsbestimmung.

- Bestimmung des Gehaltes einer Referenzsequenz, die sowohl in
konventionellen als auch in gentechnisch veranderten Saatgut-
kérnern vorkommt.

- Bestimmung des Gehaltes einer Sequenz der gentechnischen
Veranderung

Kopien Transgen
relative GVO-Gehalt [%] = x 100
Kopien Referenzgen

Referat: 8.3 Freistaat E Sachsen

Autor: Dr. Karsten Westphal . . .. .
& Sachsische Landesanstalt fir Landwirtschaft



Quantifizierung einer MON810-positiven Probe

Temperaturprofil: 95°C 13 min
95°C 20s
60°C 1 min } 45 Zyklen

Sonde mit Reporterfarbstoff FAM (490 nm / 530 nm)

Negativprobe: Referenzsequenz Negativprobe: MON810-Sequenz

ot 8 Freistaat % Sachsen
AR Lol e s Sachsische Landesanstalt fiir Landwirtschaft



Kalibriergerade: Referenzsequenz Kalibriergerade: MON810-Sequenz

Referenz-DNA-Standards : MON810-DNA-Standards:

Standard 1 40.960 Kopien Standard 1 7.680 Kopien
Standard 2 5.120 Kopien Standard 2 960 Kopien
Standard 3 640 Kopien Standard 3 120 Kopien
Standard 4 80 Kopien Standard 4 5 Kopien

Referat: 8.3 FreiStaat — SaChsen
AR Lol e s Sachsische Landesanstalt fiir Landwirtschaft



Proben: Referenzsequenz Proben: MON810-Sequenz

Auswertung

Saatgut (Mais)
Labor-Nr. Referenzsequenz MON810-Sequenz GVO-Gehalt

Ct-Wert Kopien Ct-Wert Kopien %
02P7419.1 24,1 2,65E+04 35,5 3,49E+00 0,01
02P7419.1 25,7 8,59E+03 35,9 2,49E+00 0,03 Mittelwert
02P7419.1 27,3 2,99E+03 37,6 7,68E-01 0,03 0,02
02P7419.1 27,0 3,48E+03 36,1 2,22E+00 0,06
02P7419.2 24,1 2,76E+04 36,1 2,26E+00 0,01 Stabw.
02P7419.2 24,1 2,77E+04 37,3 9,80E-01 0,00 0,02
02P7419.2 27,1 3,38E+03 0 0,00E+00 0,00
02P7419.2 27,2 3,07E+03 36,7 1,47E+00 0,05
1 % MON810- 27,0 3,62E+03 32,3 3,44E+01 0,95 Mittelwert
Standard 27,2 3,11E+03 32,3 3,47E+01 1,12 1,03

Referat: 8.3

Autor: Dr. Karsten Westphal . . .. .
' Sachsische Landesanstalt fir Landwirtschaft



Quantifizierung von gentechnischen Veranderungen in Futtermitteln

Futtermittel (Sojaextraktionsschrot)

Labor-Nr. Referenzsequenz Roundup Ready-Sequenz GVO-Gehalt
Ct-Wert Kopien Ct-Wert Kopien %
04Vv9620 24,2 6,07E+03 24,0 4,14E+03 68,20
04Vv9620 25,8 2,03E+03 25,4 1,55E+03 76,35 Mittelwert
04Vv9620 25,8 2,02E+03 25,5 1,47E+03 72,77 66,4
04Vv9620 25,8 1,99E+03 25,6 1,36E+03 68,34
04Vv9620 25,8 2,02E+03 25,6 1,36E+03 67,33 Stabw.
04Vv9620 24,0 7,10E+03 24,3 3,43E+03 48,31 8,3
04Vv9620 24,3 5,50E+03 24,4 3,21E+03 58,36
04Vv9620 26,1 1,60E+03 25,9 1,10E+03 68,75
04V9620 26,1 1,60E+03 25,9 1,10E+03 68,75
0,5 % RR-Soja 23,0 1,32E+04 30,2 5,66E+01 0,43 Mittelwert
Standard 23,0 1,37E+04 29,9 7,16E+01 0,52 0,48
_ _t(P,f)-s
X =X+ DX Dx =
Jn
X.. Mittelwert
X =66 % *+ 6 % (=8, P=95 %) Dx.. Messunsickrheit
s..Standardaleichung
Dxrel =10 % n.. AnzahlderMessungen

t(P, f).. Wertausder t- Verteilung

Referat: 8.3

Autor: Dr. Karsten Westphal . . .. .
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Futtermittel (Sojaextraktionsschrot)

Quantifizierung von gentechnischen Veranderungen in Futtermitteln

Labor-Nr. Referenzsequenz Roundup Ready-Sequenz GVO-Gehalt
Ct-Wert Kopien Ct-Wert Kopien %

04V4466 22,3 1,42E+04 31,2 3,40E+01 0,24
04V4466 22,3 1,43E+04 31,2 3,33E+01 0,23 Mittelwert
04V4466 22,6 1,17E+04 30,9 4,05E+01 0,35 0,25
04V4466 22,4 1,32E+04 30,8 4,25E+01 0,32
04V4466 22,2 1,51E+04 30,9 4,13E+01 0,27 Stabw.
04V4466 22,1 1,68E+04 31,3 3,18E+01 0,19 0,05
04V4466 22,4 1,35E+04 31,3 3,14E+01 0,23
04V4466 22,4 1,30E+04 31,6 2,52E+01 0,19
04V4466 22,6 1,13E+04 31,6 2,46E+01 0,22
1 % RR-Soja 23,2 7,46E+03 30,0 7,32E+01 0,98
X = X + Dx Dx = P T)- S

A/ N

X..Mittelwert

X=0,25% + 0,04 % (=8, P=95%)

DxreI. =16 %

Dx.. Messunsickrheit
s..Standardaleichung
n..AnzahlderMessungen

t(P, f).. Wertausder t- Verteilung

Referat: 8.3
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Zusammenfassung

- Der Nachweis von gentechnischen Veranderungen im Saatgut erfolgt
tber molekularbiologische Analysen.

- Die Grundlage bildet die Polymerasekettenreaktion (PCR).

- Es gibt verschiedene Vorgehensweisen:
Mais, Soja: Screening-Test 35S-Promotor/ NOS-Terminator
spezifische Nachweise (Btl1l, Bt176, MONS810,
T25, RR-Soja)
Raps: PFMV-EPSPS, pSSUAra-bar , p35S-pat, nptll

- Bei positivem Befund folgt eine Quantifizierung (Mais, Soja, Raps?).

s Freistaat & Sachsen
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www.transgen.de

www.biosicherheit.de

www.hamburg.de/Behoerden/Umweltbehoerde/gen/oeffentlich/
methodensammlung/saatgutkonzept.pdf

www.rki.de
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