Gentechnik fur Umwelt- und Verbraucherschutz

Bayerisches Landesamt fur
Gesundheit und Lebensmittelsicherheit

Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit

Gentechnik fiir Umwelt- und Verbraucherschutz




Herausgeber: Bayerisches Landesamt flir
Gesundheit und Lebensmittelsicherheit
Eggenreuther Weg 43, 91058 Erlangen
Telefon: 09131 764-0
Telefax: 09131 764-102

Internet: www.lgl.bayern.de
E-Mail: poststelle@lgl.bayern.de
Fotos: Bayerisches Landesamt fir

Gesundheit und Lebensmittelsicherheit
Komplettherstellung: Kaiser Medien GmbH, Niirnberg
Stand: Juli 2008

© Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, alle Rechte vorbehalten
Gedruckt auf Papier aus 100 % Altpapier

Bei fachlichen Fragen wenden Sie sich bitte an:
Dr. Ulrich Busch

Telefon: 089 31560-234

E-Mail: ulrich.busch@lgl.bayern.de

ISSN 1866-7767 Print Version
ISBN 978-3-939652-61-8 Print Version

Diese Druckschrift wird kostenlos im Rahmen der Offentlichkeitsarbeit der Bayerischen Staatsregierung herausgegeben. Sie darf weder von den Parteien noch von Wahlwerbern oder
Wahlhelfern im Zeitraum von fiinf Monaten vor einer Wahl zum Zweck der Wahlwerbung verwendet werden. Dies gilt fiir Landtags-, Bundestags-, Kommunal- und Europawahlen.
Missbrauchlich ist wahrend dieser Zeit insbesondere die Verteilung auf Wahlveranstaltungen, an Informationsstanden der Parteien sowie das Einlegen, Aufdrucken und Aufkleben
parteipolitischer Informationen oder Werbemittel. Untersagt ist gleichfalls die Weitergabe an Dritte zum Zweck der Wahlwerbung. Auch ohne zeitlichen Bezug zu einer bevorstehenden
Wahl darf die Druckschrift nicht in einer Weise verwendet werden, die als Parteinahme der Staatsregierung zugunsten einzelner politischer Gruppen verstanden werden kénnte. Den
Parteien ist es gestattet, die Druckschrift zur Unterrichtung ihrer eigenen Mitglieder zu verwenden. Bei publizistischer Verwertung - auch von Teilen - wird um Angabe der Quelle und
Ubersendung eines Belegexemplars erbeten. Das Werk ist urheberrechtlich geschiitzt. Alle Rechte sind vorbehalten. Die Broschiire wird kostenlos abgegeben, jede entgeltliche
Weitergabe ist untersagt. Diese Broschtire wurde mit groBer Sorgfalt zusammengestellt. Eine Gewahr fir die Richtigkeit und Vollstéandigkeit kann dennoch nicht Gibernommen werden.
Fir die Inhalte fremder Internetangebote sind wir nicht verantwortlich.

BAYERN | DIREKT ist Ihr direkter Draht zur Bayerischen Staatsregierung.
Unter Tel. 089 122220 oder per E-Mail unter direkt@bayern.de erhalten Sie
Informationsmaterial und Broschiren, Auskunft zu aktuellen Themen und
BAYERNIDIREKT | Internetquellen sowie Hinweise zu Behorden, zustandigen Stellen und

Tel. 089 1222 20 )] Ansprechpartnern bei der Bayerischen Staatsregierung.




Fachtagung Gentechnik 2007

Vorwort

Das Bayerische Landesamt flr Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL) veranstaltete als
zentrale Fachbehorde fir Gesundheit und Verbraucherschutz des Freistaats Bayern im vergan-
genen Jahr zum zweiten Mal nach 2005 die Fachtagung Gentechnik.

Die Gentechnologie ist der Uberbegriff fir alle Methoden, die sich mit der Isolierung, Charakte-
risierung, Vermehrung und Neukombination von Genen beschéftigen, besonders auch tber
Artgrenzen hinweg. Dies ist nur moglich durch die Universalitt des genetischen Codes, d.h.
alle Organismen verwenden die gleiche genetische Sprache. Genetische Informationen werden
auch in der Natur zwischen verschiedenen Arten ausgetauscht. Die Gentechnologie als
Schlusseltechnologie des 21. Jahrhundert spielt mittlerweile eine zentrale Rolle in unserer Ge-
sellschaft. Wo an solchen sensiblen Bereichen der Natur gearbeitet wird, sind geeignete ge-
setzliche und regulatorische Vorgaben erforderlich, die auch entsprechend kontrolliert werden.
Zentrale gesetzliche Grundlage ist in Deutschland das Gentechnikgesetz, das in der aktuellen
Novellierung Verfahrensbeschleunigungen fur Arbeiten in gentechnischen Anlagen sowie Rege-
lungen zur Gewahrleistung der Koexistenz von konventionellen Pflanzen und gentechnisch ver-
anderten Pflanzen umgesetzt hat.

Die Beitrage der zweiten Fachtagung beschaftigten sich insbesondere mit der Kontrolle und
Uberwachung der Gentechnik und den Ergebnissen des Versuchsanbaues und der Sicherheits-
forschung in Deutschland und Bayern. Diese Untersuchungen waren die Grundlagen fir die
gesetzlichen Vorschriften des Gentechnikgesetzes zum Thema Koexistenz. Die fir die Uberwa-
chung essentiellen Themenfelder Probenahme und Diagnostik werden im vorliegenden Ta-
gungsband umfassend dargestellt. Bedingt durch die weltweite asynchrone Zulassung bei gen-
technisch veranderten Organismen zeigt sich immer mehr die Problematik des Umganges mit
Spuren von gentechnisch veranderten Organismen, die die Analytik und Politik vor ganz beson-
ders grol3e Aufgaben stellt.

Mein besonderer Dank gilt dem Bayerischen Staatsministerium fir Umwelt, Gesundheit und
Verbraucherschutz, welches uns in bewahrter Form bei der Durchflihrung von wissenschaftli-
chen Projekten unterstitzte und so die Arbeiten auf den Gebieten der Analytik und Sicherheits-
forschung erst erméglicht hat.

GML(\

Prof. Dr. med. Volker Hingst Erlangen/Oberschlei3heim im Mai 2008
Prasident des Bayerischen Landesamts
fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit
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Novellierung des Gentechnikgesetzes

Dieter Heublein

Bayerisches Staatsministerium fur Umwelt, Gesundheit
und Verbraucherschutz

Zusammenfassung

Ausloser fur die jungste Novellierung des Gentechnikrechts ist die EU-Richtlinie tber
die absichtliche Freisetzung genetisch veranderter Organismen (GVO) in die Umwelt
(2001/18/EG), die bis zum 17.10.2002 in nationales Recht umzusetzen war. Im Gesetz
zur Neuordnung des Gentechnikrechts vom 21.12.2004 wurden zunachst nur Anderun-
gen vorgenommen, die nicht der Zustimmung des Bundesrates bedurften. Unter dem
Druck eines angedrohten Zwangsgeldverfahrens trat dann am 17.03.2006 das Dritte
Gesetz zur Anderung des Gentechnikgesetzes in Kraft, das sich auf die umsetzungs-
pflichtigen Regelungen der Freisetzungsrichtlinie beschrankte. Die nun anstehende um-
fassende Novellierung des Gentechnikrechts sieht vor allem gewisse Verfahrensbe-
schleunigungen fir Arbeiten in gentechnischen Anlagen sowie Regelungen zur Ge-
wabhrleistung der Koexistenz der verschiedenen landwirtschaftlichen Anbauformen (mit
gentechnisch veranderten Pflanzen, konventionell, 6kologisch) vor. Die Bestimmungen
Uber das Standortregister und zum Ausgleich von Einkommenseinbul3en bei benach-
barten Landwirten bleiben im Kern unverandert. Erganzend wird eine Verordnung Uber
die gute fachliche Praxis bei der Erzeugung gentechnisch verdnderter Pflanzen ge-
schaffen. Aul3erdem werden verschiedene Verordnungen sowie das EG-Gentechnik-

Durchfiihrungsgesetz geandert.

1. Vorgeschichte und zeitlicher Ablauf

Die Richtlinie Gber die absichtliche Freisetzung genetisch veranderter Organismen in
die Umwelt (2001/18/EG) war bis zum 17.10.2002 in nationales Recht umzusetzen. Auf
Grund von Differenzen zwischen Bundesregierung und Bundesrat wurden in der Novel-
le vom 21.12.2004 zunéchst nur die nicht zustimmungsbedirftigen Fragen geregelt.
Dazu gehorten vor allem die Aufteilung der Zentralen Kommission fiir die Biologische
Sicherheit (ZKBS) in zwei Ausschisse fir geschlossene Systeme sowie fur Freisetzung
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und Inverkehrbringen, die Einrichtung eines Standortregisters, die Anforderungen an die
gute fachliche Praxis und die Umweltbeobachtung, Kennzeichnungsregelungen sowie
die Koexistenz- und Haftungsproblematik.

Unter dem Druck eines angedrohten Zwangsgeldverfahrens trat dann am 17.03.2006
das Dritte Gesetz zur Anderung des Gentechnikgesetzes in Kraft, das sich auf die um-
setzungspflichtigen Regelungen der Freisetzungsrichtlinie beschrénkte. Neben vielen
Detailanpassungen wurden beispielsweise Regelungen zur Umsetzung von Entschei-
dungen der EU-Kommission (Erlass von Schwellenwerten), zur weiteren Anwendbarkeit
des vereinfachten Verfahrens fur die absichtliche Freisetzung gentechnisch veranderter
Pflanzen gemald der Kommissionsentscheidung 94/730/EG und zur Unterrichtung der
Offentlichkeit erlassen.

Ein Viertes Gesetz zur Anderung des Gentechnikgesetzes sah lediglich die Verlange-
rung des vereinfachten Verfahrens um ein Jahr vor; es wurde vom Bundestag nicht auf-
gegriffen. Am 27.02.2007 billigte dann die Bundesregierung ein Eckpunktepapier zur
weiteren Novellierung des Gentechnikrechts, auf dessen Grundlage am 20.07.2007 der
Entwurf eines Vierten Gesetzes zur Anderung des Gentechnikgesetzes vorgelegt wur-
de.

2. Eckpunktepapier

Mit dem Eckpunktepapier wurden folgende wesentliche Ziele der anstehenden Novellie-
rung festgelegt:

e Die Forschung voranbringen,

e die Verwaltungsverfahren pragmatisch gestalten,

e die gute fachliche Praxis definieren,

e die Betroffenen informieren - Transparenz sichern,

e die Haftungsregelungen prazisieren,

e den Naturschutz gewahrleisten.

4 Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit
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3. Anderung des Gentechnikgesetzes

Allgemeines

Die Ausnahmeregelung des 8§ 2 Abs. 2 GenTG wird auf héhere Organismen, welche in
vergleichbarer Weise die Kriterien nach Anhang Il Teil B der Richtlinie 90/219/EWG er-

fullen und in geschlossenen Systemen angewandt werden, ausgedehnt.

Ferner sollen die beiden Ausschiisse der ZKBS wieder zu einem gemeinsam tagenden

Gremium zusammengefasst werden.

Gegenstand offentlicher Diskussionen waren vor allem auch die Haftungsregelungen
des 8 36 a GenTG. Strittig war beispielsweise, ob das Wort ,insbesondere® in Abs. 1 als
Offnungsklausel zu interpretieren sei, und ob Abs. 1 Nr. 3 zu einer Privilegierung des
okologischen Landbaus fuhren kdnnte. Ferner stand die gesamtschuldnerische Haftung
des Abs. 4 in der Kritik. Nachdem eine Anhd6rung juristischer Experten am 10.05.2007
zu dem Ergebnis kam, dass die angesprochenen Regelungen unschadlich seien, blieb

es bei der geltenden Fassung der Haftungsregelungen.
Geschlossene Systeme

Fur gentechnische Anlagen, in denen gentechnische Arbeiten der Sicherheitsstufe 1
durchgefiihrt werden sollen, sowie fur weitere gentechnische Arbeiten der Sicherheits-

stufe 2 ist richtlinienkonform ein Anzeigeverfahren vorgesehen.

Freisetzung und Inverkehrbringen

Die ,0,5 %-Regelung” in § 14 Abs. 2a (Ubergangsregelung des Art. 12 a der Richtlinie
2001/18/EG) fur das zufallige oder technisch nicht zu vermeidende Vorhandensein von
GVO, fur die eine positive Risikobewertung vorliegt, wird aufgehoben, da die in der

Richtlinie vorgesehene dreijahrige Geltungsdauer am 18.04.2007 abgelaufen war.

Bei den Vorschriften zum Standortregister in § 16 a GenTG war vor allem der Zugang

der Offentlichkeit zu den Grundstiicksdaten des vorgesehenen Anbaus umstritten. Im
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Interesse groéRtmoglicher Transparenz unter Wahrung des Datenschutzes sieht der Ge-

setzentwurf in diesem Punkt keine Anderung gegeniiber der geltenden Regelung vor.

8§ 16b GenTG regelt die gute fachliche Praxis beim Umgang mit GVO. Die Vorsorge-
pflicht entfallt, wenn der Nachbar schriftlich auf seinen Schutz verzichtet oder auf Anfra-
ge die zu seinem Schutz erforderlichen Ausklnfte nicht erteilt. Abweichungen von den
Vorgaben der guten fachlichen Praxis sind der zustandigen Behorde rechtzeitig vor der
Aussaat mitzuteilen. Ferner werden die Anforderungen an den Umgang mit gentech-
nisch veranderten Pflanzen (GVP), Tieren und sonstigen Organismen sowie Dingemit-
teln Uberarbeitet. So mussen Eintrage in Nachbargrundstiicke, das Entweichen gen-
technisch veranderter Tiere und das Eindringen von Tieren in den Haltungsbereich so-
wie Verluste und Vermengungen bei Beforderung, Lagerung und Weiterverarbeitung

vermieden werden.

Die Regelungen zum Standortregister und zur guten fachlichen Praxis gelten nicht fur
Produkte, die auf Grund eines Gehalts an transgenem Material von weniger als 0,9 %
nicht mit einem Hinweis auf eine gentechnisch Veranderung gekennzeichnet werden

mussen.

Durch Anderung des § 18 Abs. 2 GenTG in Verbindung mit Erganzungen in der Gen-
technik-Verfahrensverordnung und der Gentechnik- Anhdrungsverordnung wird die
rechtliche Grundlage fir die zeitlich unbefristete Anwendbarkeit des vereinfachten Ver-

fahrens bei Freisetzungsvorhaben geschaffen.

Unbeabsichtigte Auskreuzungen von freigesetzten GVP in herkdbmmlich oder 6kologisch
bewirtschaftete Nachbarkulturen haben in der Vergangenheit einerseits zu Vollzugs-
problemen und gerichtlichen Auseinandersetzungen gefiihrt, andererseits das Haf-
tungsrisiko fur die Pflanzenzuchtforschung erhoht. Zur Losung dieser Problematik ist
nun vorgesehen, dass die zustandige Behdrde von einer Anordnung nach 8§ 26 Abs. 1
Satz 1 absieht, wenn das Produkt, das GVO enthéalt, zur unmittelbaren Verarbeitung
vorgesehen und sichergestellt ist, dass es nicht in Lebens- oder Futtermittel gelangt, die
GVO nach der Verarbeitung zerstort sind und keine schadlichen Auswirkungen auf die
menschliche Gesundheit oder die Umwelt eintreten.

6 Bayerisches Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit
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4. Entwurf einer Gentechnik-Pflanzenerzeugungsverordnung

Eine neue Gentechnik-Pflanzenerzeugungsverordnung soll im Einzelnen den Umgang
mit GVP regeln. Sie sieht eine Mitteilung gegentber dem Nachbarn vor, die spatestens
drei Monate vor der Aussaat bzw. Anpflanzung erfolgen und Name sowie Anschrift,
Grundstick, FlachengroRe, Pflanzenart und -sorte, Bezeichnung und spezifischen Er-
kennungsmarker der GVP enthalten muss. Wenn die Inverkehrbringensgenehmigung
besondere Bedingungen zum Schutz der Umwelt enthalt, besteht die Pflicht zu einer

entsprechenden Anfrage bei der zustandigen Naturschutzbehérde.

Speziell fur Mais wurden Detailregelungen geschaffen: So wird die Nachbarschaft defi-
niert durch einen Umkreis von generell 300 m. Zur Sicherung der Koexistenz ist zwi-
schen gentechnisch verandertem Mais und konventionellen Maisfeldern ein Isolations-
abstand von 150 m, gegenuber 6kologischem Anbau von 300 m einzuhalten. Bei amtli-
chen Versuchen sind auch andere MalRnahmen zuldssig, wenn dadurch der Austrag
von Pollen verhindert werden kann. Die Verordnung enthélt ferner spezielle Regelungen
zur Uberwachung und Beseitigung von Durchwuchs sowie zur Fruchtfolge beim Mais-

anbau.

Gentechnisch verandertes Saat- und Pflanzgut missen in geschlossenen Behaltnissen
und getrennt von nicht gentechnisch verandertem Material gelagert werden. Entspre-
chend ist transgenes Erntegut in geschlossenen Lagerraumen oder sorgfaltig abge-
deckt aufzubewahren. Die Behéltnisse und Lagerrdume sind zu kennzeichnen. Auch
der Transport hat in geschlossenen Behéltnissen bzw. Fahrzeugen oder sorgféltig ab-
gedeckt zu erfolgen. Verschittetes Saat-, Pflanz- oder Erntegut ist dem Behaltnis wie-
der zuzufihren bzw. gesondert zu verwerten oder zu vernichten. Einrichtungen, Ma-
schinen und Gerate sind sorgfaltig zu reinigen, bevor sie fur nicht gentechnisch veran-
dertes Saat-, Pflanz- oder Erntegut eingesetzt werden. Generell ist Durchwuchs zu U-
berwachen und ggf. zu beseitigen. Dies gilt auch fur Flachen, die bei der Ernte Uberfah-
ren wurden oder auf denen vermehrungsfahiges Material verschittet wurde. Bei einem
Wechsel des Bewirtschafters gehen diese Pflichten auf den Nachfolger Uber. Die Rege-
lungen gelten auch fir Flachen, auf denen Dingemittel und andere Stoffe ausgebracht
wurden, die vermehrungsfahige GVP enthalten.

Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit 7
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In Aufzeichnungen sind Sorte und Schlag, die Aufbringung von Stoffen sowie die
durchgefuhrten pflanzenbaulichen MalRnahmen festzuhalten. Die Aufzeichnungen mus-
sen mindestens funf Jahre nach Ablauf des Anbaujahres aufbewahrt werden. Sie sind

auf Verlangen der zustandigen Behdrde vorzulegen.

5. Sonstige Anderungen des Gentechnikrechts

Folgende Rechtsvorschriften werden an die Anderungen in Gentechnikgesetz ange-
passt bzw. durch neue Regelungen erganzt:

e Gentechnik-Verfahrensverordnung

e Gentechnik-Anhérungsverordnung

e Gentechnik-Aufzeichnungsverordnung

e Gentechnik-Notfallverordnung

e EG-Gentechnik-Durchfiihrungsgesetz
(Anmerkung: Insbesondere ist darauf hinzuweisen, dass der Bundestag in seinen Bera-
tungen das EG-Gentechnik-Durchfihrungsgesetz um Regelungen zur Kennzeichnung

von Lebensmitteln mit dem Hinweis ,ohne Gentechnik® erganzt hat.)

8 Bayerisches Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit
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Das neue Gentechnik-Gesetz aus Sicht der Versicherungswirtschaft

Rainer Zifle

Swiss Reinsurance Company, Zirich fur den
Gesamtverband der Deutschen Versicherungswirtschaft e.V., Berlin

Der GDV begrufdt, dass Forschung und Anwendung der Gentechnik in Deutschland
durch die Novellierung des Gentechnikrechts beférdert werden sollen.

Hinsichtlich der Haftungsregelung bleiben die aus Sicht der Versicherungswirtschaft
zum Teil gravierenden Probleme, insbesondere hinsichtlich der offenen Fragen nach
dem Umfang der dem Landwirt zurechenbaren Haftung fir in der Waren- und Lieferket-
te zu erwartende Folgeschaden, jedoch ungeldst. Hinzu kommt, dass hinsichtlich einer
Koexistenz der verschiedenen landwirtschaftlichen Produktionsmethoden keine ausrei-
chenden und belastbaren Erfahrungen, die fir eine Risikokalkulation unerlasslich sind,
vorhanden sind. Hinzu kommt, dass die Griine Gentechnik derzeit in der Offentlichkeit
uberwiegend abgelehnt wird, woraus sich fiur die Versicherungswirtschaft zusatzliche
Risiken ergeben. Der GDV sieht sich daher derzeit nicht in der Lage, seinen Mitglieds-
unternehmen ein Versicherungsmodell fur die Haftungsrisiken der Griinen Gentechnik

zu empfehlen.

Verordnung tUber die gute fachliche Praxis bei der Erzeugung gentechnisch

veranderter Pflanzen

Koexistenz ist das erklarte Ziel des neuen Gentechnikgesetzes. Verbindliche Regeln
der guten fachlichen Praxis sind wesentliche Basis fur eine funktionierende Koexistenz
der verschiedenen landwirtschaftlichen Produktionsmethoden. Der GDV begrif3t daher,
dass in einer Rechtsverordnung die fur die wirtschaftliche Koexistenz relevanten Aspek-
te der guten fachlichen Praxis bei der Erzeugung gentechnisch veranderte Pflanzen
definiert werden sollen. Der GDV unterstutzt hierbei insbesondere, dass durch die Re-
geln der guten fachlichen Praxis sichergestellt werden soll, dass in der Praxis eine we-
sentliche Beeintrachtigung des Nachbarn grundséatzlich unterbleibt. Bereits die unter-

schiedlichen bestehenden oder vorgesehenen Vorschriften in den Mitgliedstaaten hin-

Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit 9
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sichtlich des Mindestabstandes bei Mais (zwischen 25 und 800 m) deuten jedoch dar-
auf hin, dass der ,richtige" Mindestabstand nach den heute vorliegenden Erkenntnissen
nicht bestimmt werden kann. Die konkrete Ausgestaltung der guten fachlichen Praxis
liegt im Ubrigen derzeit nur fiir gentechnisch veranderten Mais vor - fiir andere Pflan-
zenarten bleibt diese abzuwarten. Darliber hinaus wird durch eine ,Offnungsklausel
wie in 8 16 b Gentechnikgesetz der Nutzen festgelegter Abstandsflachen fir die Risiko-
einschatzung stark relativiert. Durch die vorgesehene Moglichkeit von den Vorgaben
der guten fachlichen Praxis abzuweichen und auf den vorgeschriebenen Abstand damit
mit Zustimmung des Nachbarn zu verzichten, dirften sich die zu erwartenden und oh-
nehin kaum einschatzbaren Kumulationseffekte insbesondere in der Waren- und Liefer-

kette erheblich erhdhen.

Zu 8 36 a Gentechnikgesetz

Wie schon im Eckpunktepapier der Bundesregierung dargestellt, sieht sich die Versi-
cherungswirtschaft - mangels ausreichender und in der Praxis belastbarer Erfahrungen,
die fur eine Risikokalkulation unerlasslich sind - derzeit nicht in der Lage, Versiche-
rungsschutz fur das Haftungsrisiko des Landwirtes, der gentechnisch veranderte Pflan-
zen anbaut, anzubieten. So fehlen hinreichende praktische Erfahrungen mit der Koexis-
tenz der verschiedenen landwirtschaftlichen Produktionsmethoden. Die zu erwartenden
Anspriiche zwischen den Landwirten untereinander kbnnen deswegen derzeit nicht ein-
geschatzt werden. Hinzu kommt, dass die in der Waren- und Lieferkette zu erwartenden
Probleme unberiicksichtigt geblieben sind. Schaden aus Vermischungen in der Waren-
und Lieferkette werden aus Sicht der Versicherungswirtschaft jedoch den Schwerpunkt
der zu erwartenden Schéden bilden. Diese kdnnen weder in der Frequenz noch der
Hohe nach eingeschatzt werden. Insbesondere lassen sich auch die erst im Laufe von
einigen Jahren zu erwartenden Kumulationseffekte zum gegebenen Zeitpunkt nicht ab-
sehen. Diese betreffen sowohl den Anbau als auch die Waren- und Lieferkette. Neben
den mangelnden Erfahrungen mit der Koexistenz der verschiedenen landwirtschatftli-
chen Produktionsmethoden erschwert die Ausgestaltung der Haftung gemal 8 36 a
GenTG die Kalkulierbarkeit und damit die Versicherung der Risiken der Grinen Gen-

technik maRRgeblich:
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a) Festlegung der zum Ausgleichsanspruch fuhrenden Fallgruppen,
§ 36 a Absatz 1

Der GDV haélt es fur erforderlich, den offenen Tatbestand der wesentlichen Be-
eintrachtigung durch eine abschlieBende Aufzahlung zu ersetzen. Ein offener
Tatbestand erh6ht die Rechtsunsicherheit sowohl fiir den Landwirt, der sich ent-
scheidet, mit dem Anbau von gentechnisch veranderten Pflanzen einen innovati-
ven Weg zu gehen, als auch fir den hinter dem Landwirt stehenden Haftpflicht-
versicherer. Wenn, wie die juristischen Experten darlegen, keine Falle benannt
werden kdnnen, die nicht unter die Aufzahlung der Nummern 1 bis 3 fallen, muss
diese Rechtsunsicherheit im Sinne eines innovationsfreundlichen Gesetzes be-
seitigt werden. Dass der vorliegende Entwurf in diesem Punkt hinter der im Eck-
punktepapier formulierten Anregung zurtickbleibt, ist aus Sicht der deutschen
Versicherer enttauschend.

Dartber hinaus musste in 8 36 a Absatz 1 Nummer 2 klargestellt werden, dass
nur auf Rechtsvorschriften beruhende Kennzeichnungsverpflichtungen fir einen
Ausgleichsanspruch mafgeblich sein durfen. Ohne eine entsprechende Klarstel-
lung bestiinde die Gefahr, dass die abweichende Terminologie in § 36 a Absatz
1 Nummer 3 zu einer anderen Auslegung fuhren kdnnte.

Auch wenn in der EU-Oko-Verordnung der Schwellenwert von 0,9 % tbernom-
men werden soll, kann es nicht ausgeschlossen werden, dass auf europaischer
oder nationaler Ebene kiinftig auch andere Grenzwerte eingefiihrt werden. Uber
die Vorschrift des § 36 Absatz 1 Satz 1 Ziffer 3 kdnnten solche quasi zu einer
Haftungsverscharfung durch die ,Hintertir* fuhren. Diese Situation erhoht die
oben dargestellte Rechtsunsicherheit aus Sicht der Versicherungswirtschaft und

erschwert die Kalkulierbarkeit des Risikos zusatzlich.

b) Verschuldensunabhangige Haftung mit Verursachungsvermutung

Die Ausgestaltung der Haftung als verschuldensunabhangige Haftung mit Verursa-

chungsvermutung verschéarft die oben beschriebenen Probleme des Versicherers hin-

sichtlich der Einschatzbarkeit des Risikos mal3geblich. Die Regelung in 8§ 36 a Gen-
technikgesetz i.V.m. § 906 BGB flhrt dazu, dass alle Nachbarn, die GVO anbauen, als

Gesamtschuldner haften. Weder der Nachweis eines vorwerfbaren Verhaltens noch

eines kausalen Zusammenhanges ist notwendig, um die Ersatzpflicht zu begriinden.
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Der Landwirt kann allein deswegen in Anspruch genommen werden, weil er GVO an-
baut. Die Haftung tritt selbst dann ein, wenn der GVO-Eintrag durch keinen der Nach-
barn, sondern etwa durch vom Anspruchsteller verwendetes Saatgut, verursacht wurde.
Eine gesetzliche Konkretisierung, dass die gesamtschuldnerische Haftung der Nach-
barn nur eintritt, wenn einer der Nachbarn den Schaden nachweislich verursacht hat,
ware daher unbedingt erforderlich. Dies entsprache allgemeinen zivilrechtlichen
Grundsétzen und dem Nachbarschaftsrecht. Die Regelung des § 36 a Absatz 4 GenTG

ware zu streichen und stattdessen auf das BGB zu verweisen.
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Ergebnisse des Erprobungsanbaus von gentechnisch verandertem
Mais und Anforderungen fir die gute fachliche Praxis

C. Ganz *; C. Struzyna-Schulze !, J. Eder % F. Holz % W. M6nkemeyer *, K.
Schmidt %, I. Broer *

! _ Agrar- und Umweltwissenschaftliche Fakultat, Universitat Rostock, Justus-
von-Liebig-Weg 8, 18059 Rostock
2 _ Institut fur Pflanzenbau und Pflanzenziichtung, Bayerische Landesanstalt fiir
Landwirtschaft, Am Gereuth 4, 85354 Freising
3. Landesanstalt fiir Landwirtschaft und Gartenbau, Zentrum fiir Acker- und
Pflanzenbau, Strenzfelder Allee 22, 06406 Bernburg
4 _ Biomath GmbH, SchnickmannstralRe 4, 18055 Rostock

Zusammenfassung

Im Erprobungsanbau 2005 wurde der Einfluss von verschiedenen Kulturarten, die als
Barriere zwischen gentechnisch veranderten (GM) Maispflanzen und deren isogenen
Sorten ausgebracht wurden, auf 11 Anbauflachen in Deutschland untersucht. Die Fla-
chen waren auf drei Bundeslander (Mecklenburg-Vorpommern, Sachsen-Anhalt und
Bayern) verteilt, um die unterschiedlichen klimatischen Bedingungen sowie die Wind-
verhaltnisse in die Untersuchungen einzubeziehen. Auf diesen Flachen erfolgte bereits
2004 der Erprobungsanbau, wobei keine Einflussnahme von unterschiedlichen Kulturar-
ten nachgewiesen werden konnte.

Bei den Untersuchungen zum Erprobungsanbau 2005 konnte gezeigt werden, dass
Mais als Pollenbarriere besser geeignet ist als andere Kulturarten. Aufgrund der starken
Windverhéltnisse in allen drei Bundeslandern wurden die héchsten Einkreuzungsraten
von transgenem Pollen in ostlicher Himmelsrichtung detektiert. Zusammenfassend
reicht eine 20 — 50 m mit beliebigen Feldfriichten bestellte Flache und die Zurechnung
der benachbarten ersten 25 m des konventionellen Mais aus, damit die Gehalte an gen-

technisch veranderten Material unter dem Schwellenwert von 0,9 % liegen.
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Einfihrung

Die Nutzung von gv-Mais ist seit der gesetzlichen Regelung zum Anbau von gentech-
nisch veranderten Pflanzen in Europa (2003) méglich (Directive 2001/18/CE; Regulation
(EC), 1829/2003, 1830/2003). Der Anbau wurde von Beginn an durch Untersuchungen
zur Koexistenz zwischen gv-Pflanzen, konventionellen und 6kologischen Bestanden
begleitet. Dies ist von besonderer Bedeutung, weil die weltweite Aussaat von gentech-
nisch veranderten Pflanzen stark zunimmt, wobei im Jahr 2005 eine signifikante Steige-
rung von 17 Landern (2004) auf 21 Lander (James, 2005) zu verzeichnen war. Auch in
den nachfolgenden Jahren bis 2007 stieg die Anzahl der Lander, die gentechnisch ver-
anderte Pflanzen anbauen, weiter an. Die konsequente Einhaltung des Schwellenwerts
von 0.9% Transgenanteil im Erntegut kann auf Dauer nur durch wissenschaftlich fun-
dierte Regeln der guten fachlichen Praxis gesichert werden.

In Europa wurden seit der Zulassung mehrere Studien zum Auskreuzungsverhalten von
transgenem Mais in konventionellen Mais durchgefiihrt (z.B. Brookes et al., 2004; Melé
2004; Ma et al., 2004). Erste Untersuchungen zur Ausbreitung von transgenem Pollen
in konventionelle Bestdnde wurden in GroRRbritannien von Henry et al. bereits in den
Jahren 2000-2002 durchgefihrt. Wahrend dieser Periode wurden 1152 Proben, verteilt
auf insgesamt 55 Felder genommen und mittels Real-Time-PCR untersucht. Eine deut-
liche Abnahme der Transgengehalte konnte innerhalb der ersten 20 m beobachtet wer-
den.

Ziel des Erprobungsanbaus, der 2004 am Beispiel Bt-Mais der Linie Mon810 in
Deutschland an 30 Standorten durchgefihrt wurde, (Weber et al., 2007) war die Samm-
lung von Koexistenzdaten, von denen praxisrelevante Mal3nahmen zur Auskreuzungs-
minimierung und Anbauempfehlungen abgeleitet werden konnten (Weber et al., 2005).
Die Ermittlung von GVO-Anteilen im konventionellen Mais erfolgte hauptsachlich durch
die Probenahme von Silomaisproben in definierten Abstanden zum Bt-Mais. Die GVO-
Anteile im Erntegut lagen nach einem 20 m breiten Streifen unterhalb des gesetzlich
festgelegten Schwellenwertes von 0,9 %. An acht Standorten wurden Koérnermaispro-
ben geerntet. Auch hier lag der Anteil an gv-DNA nach 20 m unterhalb der Kennzeich-
nungsgrenze. Die Ergebnisse zeigten, dass sich trotz unterschiedlicher Erntemethoden
die Auskreuzungsraten kaum voneinander unterschieden. Die Erwartung, dass die

GVO-Anteile in den Silomaisproben deutlich geringer ausfallen, wurde nicht erfullt.
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Obwohl 2004 die konventionellen Schlage den transgenen in den meisten Fallen direkt
benachbart waren, gab es zwei Standorte, bei denen in Teilbereichen andere Kulturar-
ten als Pollenbarriere dienten (siehe Abbildung 1). Ergebnis war in beiden Fallen eine
deutliche Reduktion des Transgenanteils im angrenzenden Mais jeweils unterhalb des
Schwellenwerts. Ziel des Erprobungsanbaus 2005 war es, die Ergebnisse dieser An-
bauform, die eher der landwirtschaftlichen Praxis entspricht, zu Uberprifen. Da der An-
bau auf 11 Standorte begrenzt werden musste, wurde das Ernteverfahren vereinheit-
licht, unnétige Einflussfaktoren wurden so vermieden. Die nachfolgenden Fragen stan-
den im Mittelpunkt der Untersuchungen:
e Haben andere Kulturarten zwischen dem Bt-Feld und konventionellen Mais-
Bestdnden den gleichen Effekt wie Mais?
e Warum waren beim Erprobungsanbau 2004 die GVO-Gehalte in Silomaisproben
nicht niedriger als in Kdrnermaisproben?

e Beeinflusst die Art der Probennahme das Ergebnis?

Material und Methoden

Die Untersuchungen zur Auskreuzung von gentechnisch verandertem Pollen in konven-
tionellen Mais wurden an 11 Standorten, verteilt auf den Norden (Mecklenburg-
Vorpommern), die Mitte (Sachsen-Anhalt) und den Siuden (Bayern) Deutschlands vor-
genommen. Die Grol3e der Bt-Mais Felder variierte zwischen 1 — 5 ha, wobei das GM-
Saatgut auf dem Event Mon810 basierte. Dabei handelte es sich um Hybridsaatgut.
Umrandet wurden die Bt-Felder mit einem 20- 50 m breiten Streifen verschiedener Feld-
frichte, unter anderem Erbsen, Kartoffeln, Weidelgras, Sommergerste oder eine Stra-
3e, dem sich jeweils ein mindestens 60 m breites Feld mit nah isogenem Mais an-
schloss. Wahrend der regelmafigen Bonituren der Bestdnde konnte festgestellt wer-
den, dass die Bluhzeitpunkte der transgenen und der nah isogenen Sorten sich optimal

Uberschnitten, so dass eine maximale Fremdbestaubung mdglich war.

GM-Sorten nah isogene Sorte
PR39V17 Sandrina
Kuratus Gavott
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Probenahme und Probenverarbeitung:

Die Probenahme erfolgte, anders als beim Erprobungsanbau 2004, durch Ernte einzel-
ner Kolben in definierten Abstanden zum Bt-Feld in Reihen (50 m; 55 m; 75 m) per
Hand in allen Himmelsrichtungen (Abbildung 1). Pro Abstand wurden 10 — 13 Kolben
geerntet, zu einer Probe vereinigt, getrocknet und auf eine PartikelgréRe von 0,5 mm
vermahlen. Diese Proben wurden nachfolgend auf Laborproben von 100 g aufgeteilt
und der GVO-Anteil sowohl von einem kommerziellen Labor als auch von der Universi-
tat Rostock quantitativ bestimmt. Des Weiteren erfolgte die Probenahme von Kolben
Uber die gesamte Spurbreite an vier Standorten in den Abstdnden 0-10 m und 20-30 m
vergleichbar zum Erprobungsanbau 2004 (Abbildung 1).

Neben der Ernte von Kdrnermais wurden vereinzelt Silomaisproben (5 Standorte) in
den gleichen Entfernungen genommen. Durch die parallele Ernte kann der Einfluss der

Probenahme auf den bestimmten GVO-Anteil untersucht werden.
DNA-Extraktion und quantitativer GVO-Nachweis:

Die Extraktion grofRer Mengen DNA aus zertifiziertem Material (5% IRMM (Institute for
Reference Materials and Measurement)), das zur Erstellung der Standardkurven bend-
tigt wurde, erfolgte mittels High Pure GMO DNA Extraction Kit (Roche). Es stellte sich
heraus, dass die gewonnene DNA sehr rein und homogen vorlag. Auch aus den Feld-
proben wurde mit diesem Kit DNA isoliert.

Der GVO-Anteil in den einzelnen Proben wurde mittels Real-Time PCR bestimmt. Zum
spezifischen Nachweis sowie zur quantitativen Bestimmung des GVO-Gehaltes erfolgte
die Amplifikation des hmg-Gens (high-mobility-group Protein) von Mais (Zea mays) als
Referenzgen und des event-spezifischen Integrationsbereiches der eingebrachten
Transgensequenz als Zielgen (Event Mon810) (DIN EN ISO 21570). Mit Hilfe der Tag-
Man™-Sonden, die mit den Fluoreszensfarbstoffen FAM und TAMRA markiert vorla-
gen, wurde die PCR in einem iCycler (Biorad) durchgefthrt. Interne Kontrolle in jedem
Lauf war die 1% IRMM Probe (CRM), die ebenso wie die zu messenden Proben als

Dreifachwiederholung eingesetzt wurden.
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Abbildung 1: schematische Darstellung des Beprobungsplans: (1) 0 — 10 m (Transsekte 1); (2) 20 —
30 m (Transsekte 2); (3) 50 m; (4) 55 m; (5) 75 m

Ergebnisse
1. Haben andere Kulturarten den gleichen Effekt wie Mais?

Die Untersuchungen des Einflusses verschiedener Feldfriichte als Barriere zwischen
GM-Mais und konventionellem Mais waren Hauptbestandteil des Erprobungsanbaus
2005. Dazu erfolgten die Untersuchungen an unterschiedlichen Standorten, verteilt Gber
den Norden, die Mitte und den Stiden Deutschlands. Ein Grund fur die Standortauswabhl
lag in den unterschiedlichen klimatischen Bedingungen, deren Einfluss durch die Mitte-
lung der Ergebnisse ausgeschlossen wurde. Des Weiteren lagen in den beteiligten Be-
trieben durch den Erprobungsanbau 2004 ausreichende Erfahrungen beim Anbau von
gentechnisch verandertem Mais vor, die Voraussetzung fur wissenschaftlich ,saubere”
Ergebnisse sind. Als Ergebnisse des Erprobungsanbaus 2005 konnten deutliche Ab-
hangigkeiten der Auskreuzung von den angebauten Kulturarten, die den verschiedens-
ten Pflanzenfamilien zu zuordnen sind, gezeigt werden. Nach definierten Entfernungen
zum Bt-Maisfeld in Abhangigkeit der entsprechenden Kulturarten lagen die Auskreu-

zungsraten zum Teil friher oder spater unterhalb des von der Europaischen Union vor-
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geschriebenen Schwellenwertes von 0,9%, wobei der Windrichtung Beachtung ge-
schenkt werden sollte. Bei der Ernte von Kolben in einzelnen Reihen darf der Randef-
fekt nicht unterschéatzt werden. Die Ergebnisse zeigen, dass ein deutlicher Unterschied
zwischen Mais und allen anderen Nachbarfriichten in der Wirkung als Barriere besteht.

2. Warum waren beim Erprobungsanbau 2004 die GVO-Gehalte in Silomaisproben

nicht niedriger als in Kornermaisproben?

Da die Differenz zwischen den GVO-Anteilen in Silo- und in Kérnermais 2004 nicht den
Erwartungen entsprach ( Silomais max. 25% GVO Anteil bezogen auf das Gewicht, da
die Transgene nur in den Samen vorhanden sein kdnnen, Kérnermais max. 50% GVO
Anteil bei homozygotem Pollenspender) wurden 2005 zusétzliche Untersuchungen zur
Bestimmung des Transgengehaltes in Ganzpflanzen bzw. Silomaisproben vorgenom-
men, die in gleichen Abstdnden zum Bt-Mais wie die Kdérnermaisproben geerntet wur-
den. Dabei zeigte sich, dass die Unterschiede ausgepragter waren als 2004, auch wenn
sie nicht den oben genannten Erwartungen entsprachen. Diese Differenz ist méglicher-
weise auf unterschiedliche DNA- Gehalte in Samenzellen im Vergleich zu Zellen aus

Blatt und Stangel der Pflanzen zurtckzuftihren.

3. Wie beeinflusst die Art der Probennahme das Ergebnis?

Welchen Einfluss die Art der Probenahme auf die Transgengehalte der Proben haben
kann, wurde im Erprobungsanbau 2005 analysiert. Fir die Untersuchungen wurden an
drei Standorten Ganzpflanzen entsprechend der Spurbreiten in den Abstéanden 0- 10 m
und 20 — 30 m geerntet und die Transgenanteile mittels Real-Time PCR bestimmt. Es
konnte gezeigt werden, dass die GVO-Gehalte bei der Ernte von ganzen Pflanzen im
Vergleich zu Kornermaisproben deutlich verringert sind. Zusatzlich wurden an einem
weiteren Standort Ganzpflanzen in den Abstanden 50 m, 55 m und 75 m genommen
und ebenfalls mit den Werten der Kérnermaisproben verglichen. Auch hier konnte eine
Reduktion der GVO-Gehalte nachgewiesen werden. Sowohl bei der Ernte der Korner-
maisproben als auch bei den Ganzpflanzen ist ein starker Randeffekt bei einem Ab-
stand von 50 m zu erkennen.

Eine weitere Erntemethode ist die maschinelle Beprobung. Dabei kommt es zu einer

starken Durchmischung des Probenmaterials und damit zur Reduzierung des Trans-
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gengehaltes in den untersuchten Proben. An zwei Standorten konnten diese Effekte
bestatigt werden.

Der Vergleich der Ergebnisse der Erntemethoden macht deutlich, welchen Einfluss die
Beprobung auf die ermittelten Transgengehalte haben kann. So konnten bei der ma-

schinellen Beprobung deutlich geringere Auskreuzungsraten gezeigt werden.

Diskussion

Der Erprobungsanbau 2005 hat gezeigt, das extreme Witterungsbedingungen dazu
fuhren konnen, das der in internationalen Experimenten wiederholt festgestellte
Abstand von 20 m bepflanzt mit Mais nicht immer ausreicht, um den Schwellenwert von
0.9 % im Erntegut zu unterschreiten. Unter der Bedingung, dass der grofdte Anteil des
Pollens aus einem GVO-Bestand in einer Richtung in dem konventionellen Bestand
verteilt wird, ist nach einer anderen Nachbarfrucht als Mais in einer Breite von 50 m die
Kennzeichnung eines angrenzenden 25 m breiten Streifens Mais notwendig, um mit
ausreichender Sicherheit von weniger als 0.9 % im Erntegut der nachsten Erntespur
ausgehen zu konnen. Auffallig war, dass die hohen GVO-Gehalte in den jeweils ersten
Reihen der konventionellen Bestdnde gefunden wurden. Es ist also davon auszugehen,
das unter Praxisbedingunen mit maschineller Ernte und der Beprobung von gréf3eren
Erntepartien, die eine Mischung mehrerer Erntespuren enthalten, die GVO-Gehalte
auch unter ungunstigen Bedingungen in den ersten 25 m im Vergleich zum
Erprobungsanbau 2005 drastisch reduziert sein werden. Die Ergebnisse zeigen auch,
das der nicht transgene grine Anteil der Pflanze im Vergleich zum Kolben einen
wesentlich geringeren Beitrag zur Gesamt-DNA in der Probe leistet, als der
Gewichtsanteil vermuten laf3t. Damit muss beim Vergleich von Transgenanteilen in
Proben aus Silomais und aus Kodrnermais von ahnlichen Auskreuzungsraten

ausgegangen werden.
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Versuchsanbau mit transgenen Maissorten in Bayern

Joachim Eder
Landesamt fur Landwirtschaft, Institut fir Pflanzenbau, Freising

Seit im Jahr 1998 erstmals transgene Maissorten fur den Versuchsanbau zur Verfiigung
standen, hat sich die Bayerische Landesanstalt fir Landwirtschaft (LfL) intensiv mit die-
ser Materie beschaftigt. Bereits 1999 wurden erste Ergebnisse unter anderem zu Sor-
teneigenschaften (Eder, 1999), Herbizidresistenz (Gehring, 1999) und auch zu eventu-

ellen Auswirkungen in der Rinderfutterung (Rutzmooser et al. 1999) veréffentlicht.

In den Jahren bis 2007 wurden weitere Untersuchungen zur Praxistauglichkeit transge-
ner Maissorten in Bayern und verschiedene Projekte zur Sicherheitsbewertung durch-
gefuhrt (Lang et al. 2006).

Aktuell bearbeitete Projekte sind Untersuchungen zur Persistenz von Bt-Eiweil3 im Bo-
den auf Flachen mit langjahrigem Anbau (LA), umfangreiche Futterungsversuchen mit
Milchkihen (2007 abgeschlossen), Untersuchungen zur Koexistenz und Pollenverfrach-
tung bei Mais (,Erprobungsanbau®, 2007 abgeschlossen), Versuche zur Praxistauglich-
keit schadlingsresistenter Maissorten (Landessortenversuche, LSV), Versuche zur
Verbreitung von Bt-Eiweil3 tUber Giille, Untersuchungen zur Imkerei in Zusammenarbeit
mit der Bayerischen Landesanstalt fir Wein und Gartenbau, Untersuchungen zur Analy-
tik und Quantifizierung von GVO-Anteilen in transgenen Pflanzen in Zusammenarbeit
mit dem Bayerischen Landesamt fur Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz so-
wie ein Projekt zur Umweltwirkung neuer Konstrukte zur Schadlingsresistenz (MON
863) in Kooperation mit der Technischen Hochschule Aachen (2007 abgeschlossen).
Die Versuche wurden auf den in Abb.1 dargestellten Versuchsbetrieben der LfL in ver-

schiedenen Landkreisen Bayerns durchgefihrt.
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Anbau
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Abb. 1: Der Versuchsabbau wurde 2007 in verschiedenen Landkreisen Bayerns auf staatlichen Ver-
suchsbetrieben durchgefiihrt. LSV: Landessortenversuch, LA: Daueranbau zur Bodenuntersuchung, WP:
Wertprufungen des Bundessortenamtes, MON863: Untersuchungen zu Umweltwirkungen von MON 863

Sortenprifungen unter Praxisbedingungen

In der Bundesrepublik Deutschland wurden 2005 erstmals transgene Maissorten fur den
Anbau in der praktischen Landwirtschaft zugelassen. Eine wichtige Aufgabe im Rahmen
der Beratungstatigkeit der LfL fur die landwirtschaftliche Praxis ist die Sortenberatung.
Um hier entsprechende Empfehlungen aussprechen zu kdnnen, werden an verschiede-
nen Orten Bayerns Sortenversuche durchgefuhrt, um die Leistungsfahigkeit insbeson-
dere neuer Sorten bewerten zu kénnen und Empfehlungen fir die landwirtschaftliche
Praxis auszusprechen. In Rahmen dieser Versuche werden seit 2005 auch transgene,
schadlingsresistente Sorten auf ihre Anbauwurdigkeit unter bayerischen Verhéaltnissen
geprift. Bei den bisher auf dem Markt befindlichen Sorten handelt es sich ausschliel3-
lich um solche vom Typ MON810 mit einer Resistenz gegeniber dem Maiszunsler, ei-
nem Schmetterling, dessen Raupe durch ihren Fra3 an den Maisstangeln von Mais-

pflanzen grol3en Schaden verursachen kann.
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Abb. 2: Die Kornertrdge und Trockensubstanzgehalte verschiedener Maissorten in einem Sortenversuch
am Standort Euerhausen, Landkreis Wirzburg 2006. Die gentechnisch veréanderten Sorten sind unterstri-
chen.

Die Abb. 2 zeigt als Beispiel das Ergebnis eines Sortenversuchs am Standort Euerhau-
sen, Landkreis Wirzburg im Jahr 2006. Dargestellt sind die Kornertrage verschiedener
Sorten der mittelfrihen Reifegruppe (Reifezahl K230-K250), die fir klimatischen Bedin-
gungen dieser Region als optimal anzusehen sind. Weiterhin die Trockensubstanzge-
halte der Korner bei der Ernte, ein wichtiges Merkmal, da die Wirtschaftlichkeit des Kor-
nermaisanbaus stark von den Trocknungskosten fur die Ware beeinflusst wird. In dem
Versuch wurden zwei transgene Sorten mit geprift, die in der Darstellung markiert und
mit GVO gekennzeichnet sind. Obwohl in diesem Jahr ein flr Bayern deutlich héherer
Befall mit den Maiszlnsler festzustellen war, der auch in dem Sortenversuch zu erken-
nen war, brachten die transgenen Sorten keinerlei besondere Vorteile hinsichtlich der
dargestellten Parameter. Sie erzielten Ertrage auf einem Niveau wie viele andere Sor-
ten auch. Ahnliche Ergebnisse lieferten weitere Versuche in anderen Regionen Bayerns
und in den Jahren 2005 bis 2007.

Der Anbau transgener ziunslerresistenter Sorten ist somit unter bayerischen Verhaltnis-
sen keine wichtige Option zur Schadlingsbekampfung oder Ertragsabsicherung bei
Mais. Der Befall mit dem Schadling ist im Vergleich zu anderen Landern (z.B. USA)
deutlich geringer und kann bei absehbarem Bedarf auch durch den Einsatz von Insekti-
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ziden effizient reduziert werden. Besondere Ertragsvorteile gegenuber konventionellen
Sorten waren bislang nicht feststellbar. Unter diesen Voraussetzungen und in Anbet-
racht der mangelnden gesellschaftlichen Akzeptanz solcher Sorten empfiehlt die LfL
und die staatliche Beratung derzeit ihren Einsatz in der praktischen Landwirtschaft in

Bayern nicht.

Untersuchungen zur Koexistenz

Mit der Zulassung transgener Sorten fur den praktischen Anbau in Deutschland erga-
ben sich auch Fragen hinsichtlich der Verbreitung der Transgene Uber Maispollen.
Durch die Befruchtung mit Pollen, der von transgenen Pflanzen stammt und Uber den
Wind verbreitet wird, kann auch in benachbarten konventionellen Maisbestanden trans-
gene DNA nachgewiesen werden, was dort unter Umstanden unerwiinscht sein kénnte.
In Bayern wurde deshalb in den Jahren 2004 bis 2006 durch die LfL ein Versuchsanbau
durchgefuhrt, um solche Sorten nicht nur hinsichtlich ihrer Praxistauglichkeit und Wirt-
schaftlichkeit unter bayerischen Verhaltnissen zu tberprifen, sondern auch um an der
Gestaltung von Regeln fur eine Koexistenz von transgenen und konventionellen Anbau-

systemen mitzuwirken.

Im Jahr 2004 beteiligte sich Bayern an dem Projekt ,Erprobungsanbau”, das auf 28
Standorten in sieben Bundeslandern stattfand. Ziel waren in erster Linie Untersuchun-
gen zur Koexistenz im Verhaltnis benachbarter Maisbestande, also Untersuchungen
zum Pollenflug und zur Analytik der GVO-DNA-Gehalte in den an den GVO-Mais an-
grenzenden Bestanden. Hierbei wurde im Wesentlichen von einem Felddesign mit dem
transgenen Mais direkt neben einer isogenen, nicht transgenen Sorte ausgegangen.
(Abb.3) Die Pollenverbreitung wurde an Messpunkten in verschiedenen Entfernungen

von der Parzelle mit transgenem Mais gemessen.
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Abb. 3: Design der Feldversuche zur Koexistenz 2004. In einer Mantelsaat aus konventionellem Mais um
die GV-Maisflache herum wurden in verschiedenen Abstanden aller vier Himmelsrichtungen Proben ge-
zogen.

Der Erprobungsanbau 2004 hat zur Frage der Einkreuzung von GVO-Sorten in direkt
angrenzende Maisbestdnde umfangreiche und relativ einheitliche Ergebnisse geliefert.
Es wurde festgestellt, dass unter den in Deutschland vorherrschenden Bedingungen
des Jahres 2004 in einem 10 - 20 m breiten Streifen von konventionellem Mais in direk-
ter Nachbarschaft zu einem zu einer Flache mit transgenem Mais ein groR3er Teil der
Pollen aufgefangen wurde (Weber et al. 2004, 2007). Als typisches Beispiel ist in Abbil-
dung 4 das Ergebnis des Versuchs am Standort Grub (Landkreis Ebersberg) darge-
stellt. Wahrend in dem direkt an den transgenen Mais angrenzenden Streifen die Werte
fur transgene DNA je nach Himmelsrichtung in etwa zwischen 0,5 und 0,8 % lagen, wa-
ren bei groRerer Entfernung nur noch minimale Spuren vorhanden. Nicht abschlie3end
geklart werden konnte in dem Programm des Jahres 2004 die Frage der Pollenverfrach-
tung Uber andere landwirtschaftliche Kulturen (z.B. Getreide).
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Abb. 4: Ergebnisse zur Auskreuzung von GVO-DNA in verschiedenen Abstanden von der GV-Maisflache
am Standort Grub, 2004

Deshalb wurde zu dieser Thematik in Bayern im Folgejahr 2005 ein weiteres wissen-
schaftliches Vorhaben umgesetzt, zusammen mit den Landesanstalten fur Landwirt-
schaft in Sachsen-Anhalt und Mecklenburg-Vorpommern, koordiniert durch die Universi-
tat Rostock. Erkenntnisse weiterer Untersuchungen zur Auskreuzung von transgenem
Mais und einige wenige eigene Ergebnisse im Jahr 2004 hatten deutlich gezeigt, dass
ein Anbau anderer Friichte (Getreide, Grinland, Kartoffeln) angrenzend an die Maisfla-
chen die Ausbreitung der Maispollen beeinflusst. Zum einen kann es durch eine auf der
benachbarten Flache entstehende Thermik zu einer Verschleppung der Pollen in hdhe-
re Luftschichten kommen und damit zu einer Ubertragung héherer Konzentrationen auf
grof3ere Distanzen, zum andern war davon auszugehen, dass der horizontale Pollenflug
durch niedrig wachsende Frichte weniger stark gebremst wird als durch Mais. Diese
Fragestellung war die Basis der Untersuchungen des Jahres 2005. Das Design der
Versuchsflachen ist in Abbildung 5 dargestellt. Die Auskreuzung in einen konventionel-
len Maisbestand Uber eine Flache bestellt mit einer anderen landwirtschaftlichen Kultur
(z.B. Getreide) sollte im Versuch ermittelt werden. Die Versuche sahen Abstande von
20 und 50 m vor. Zusatzlich sollten die Ergebnisse von 2004 zum Eintrag in direkt an-
einander grenzende Maisbestande bestatigt werden. Die Versuchsflachen wurden in
Bayern auf den LfL-Versuchsbetrieben Grub, Neuhof und Baumannshof sowie am Lehr-

, Versuchs- und Fachzentrum Schwarzenau angelegt.
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Abb. 5: Versuchsdesign im Jahr 2005 zur Untersuchung der Pollenverfrachtung Uber verschiedene land-
wirtschaftliche Kulturen in Maisflachen im Abstand von 20 m und 50 m.

Die Versuche von 2005 lieferten insgesamt deutlich abweichende Ergebnisse zu 2004.
Im Gegensatz zum Vorjahr war ein sehr deutlicher Einfluss der Hauptwindrichtung fest-
stellbar. Die Auskreuzung war in diesem Jahr sowohl Gber Maisflachen, als auch Utber
andere Kulturen in Richtung Osten und Suden — der Wind kam wéahrend der Blitezeit
Ende Juli hauptsachlich aus Nordwest — im Vergleich zu den anderen Himmelsrichtun-

gen um ein Mehrfaches erhoht.
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Abb. 6: GVO-Eintrag in der Mantelflache Grub 2005, Nachbarfrucht: Sommergerste.
Abstand von 20 bzw. 50 m zum Bt-Mais .
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Noch deutlichere Effekte zeigten sich in einem Versuch mit einem anderen Design am
Standort Baumannshof. Hier wurde sowohl der Einfluss der Windrichtung als auch der
verschiedener Zwischenkulturen auf der Abstandsflache untersucht. Es wurden direkt
angrenzend an die GV-Maisflache sowohl konventioneller Mais angebaut, als auch eine

Grasflache einer Breite von 50 m angelegt.

Ahnlich wie in Grub ergaben sich auch hier deutlich hohere Auskreuzungsraten als in
2004 (Abb. 7). Aufgrund der wahrend der Bllutezeit vorherrschenden Windrichtung er-
folgte so gut wie keine Verbreitung der GV-Pollen in Richtung Westen. Die héchsten
Werte ergaben sich Richtung Osten mit ca. 25% GVO-DNA-Anteil in der ersten Reihe,
wenn zwischen transgenem und konventionellem Mais die 50 m breite Grasflache lag.
Stand auf der Abstandsflache Mais, war die Einkreuzung nach 50 m um ein Vielfaches
geringer, trotzdem jedoch deutlich tGber 0,9%. Nach weiteren 5 m nahmen die Werte
deutlich ab, aber erst nach 75 m wurde der Kennzeichnungsschwellenwert von 0,9%

unterschritten.

Ahnliche Resultate gab es auch in den Versuchen der anderen Bundeslander. Die in
2004 definierten Abstandsflachen von 30 m stellten sich unter den Bedingungen des
Jahres 2005 als unzureichend heraus. Sie reichten fir eine Unterschreitung des Kenn-
zeichnungsschwellenwertes in der Hauptwindrichtung in mehreren der Versuche aller
beteiligten Lander nicht aus. Auf dieser Basis wurde festgestellt, dass ein Abstand von
mindestens 100 m vorzusehen sein sollte, um die Auskreuzung in Maisbestande in der

Umgebung zuverlassig unter 0,9% zu halten.
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Abb.7: Der GVO-Eintrag im Abstand von 50, 55 und 75 m von der Bt-Maisflache mit
den Zwischenkulturen Mais (M) und Weidelgras (W) Standort Baumannshof

Im Jahr 2006 wurde zur Absicherung der Aussagen der Versuch von 2005 im selben
Design nochmals am LfL Versuchsbetrieb in Grub wiederholt. Die Ergebnisse waren
ahnlich dem Jahr 2004 (Abb.8). Es zeigten sich in diesem Jahr auch bei geringen Ab-
standen (24 m, Zwischenkultur Gerste) und in der Hauptwindrichtung keine Eintrage
Uber dem Schwellenwert von 0,9%. Bei einem Abstand von 48 m waren insgesamt kei-
ne quantifizierbaren Werte zu finden. Der hochste Eintrag war mit 0,33 % in westlicher
Richtung in der ersten Maisreihe der konventionellen Sorte nach der Flache mit Som-
mergerste (24 m Breite) festzustellen. In der zweiten Reihe konnten bei diesem Abstand
in einem Fall noch ein quantifizierbarer Wert gemessen werden. Ab der 3. Reihe, also
ab 1,5 m im Bestand der konventionellen Sorte, waren keine quantifizierbaren Werte

mehr zu ermitteln.
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Abb. 8: GVO-Eintrag in der Mantelflache Grub 2006, Nachbarfrucht: Sommergerste.
Abstand von 24 m zum Bt-Mais

Zusammenfassung

Nach drei Jahren Untersuchungen zum Thema Koexistenz beim Anbau von gentech-
nisch verandertem Mais kénnen zusammenfassend folgende Schlussfolgerungen fest-

gehalten werden:

Klimaeinflisse, vor allem die Windgeschwindigkeit und Windrichtung haben eine star-
ken Effekt auf die Auskreuzungsrate von Mais in angrenzende oder in der nahen Um-
gebung befindliche Bestande. Trotzdem wurde in den Versuchen der Kennzeichnungs-
Schwellenwert von 0,9% in den 3 Jahren im Bereich von tber 20 m bei direkt angren-
zendem Mais nur einmal Gberschritten. Bei Maisflachen in grol3eren Abstanden kam es
in einem Fall zu Einkreuzungen, die erst bei einem Abstand von 75 m (davon 25 m
Mais) unterhalb von 0,9% lagen. Der derzeit gesetzlich festzulegende Abstand von 150
m von GV-Mais zu konventionellen Maisbestéanden ist somit als in der Regel als ausrei-
chend anzusehen, um den Kennzeichnungsschwellenwert in benachbarten Bestanden
sicher zu unterschreiten. Bei extremen Windstarken sind jedoch erhdhte Einkreuzungs-
werte auch in groReren Entfernungen nicht auszuschlieRen. Bei den Versuchen der
letzten drei Jahre in Bayern sind solche Verhaltnisse nicht aufgetreten. Insofern ist hier-
zu auch keine Aussage moglich. Die Versuche zu dieser Thematik werden derzeit auf
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Landerebene nicht weiter verfolgt. Noch offene Fragen werden in einem umfangreichen

Forschungsprojekt durch die Forschungsanstalten des Bundes bearbeitet.
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Versuche und Erkenntnisse zur Auskreuzung von gentechnisch ver-
andertem Mais im Rahmen der Koexistenz

R. Wilhelm, B. Hommel, A. Hisken, M. Langhof, K. Lipsius*, K. Sabellek*, O.
Richter*, G. Ruhl, J. Schiemann, P. Wehling

Julius Kihn Institut, Erwin-Baur-Str. 27, 06484 Quedlinburg
(ehemals BAZ, BBA, FAL)
* TU Braunschweig, Institut fir Geodkologie, 38104 Braunschweig

Zusammenfassung

Zur Bewertung von geeigneten MalRnahmen der Koexistenz zwischen Gentechnik-
nutzender und Gentechnik-freier Landwirtschaft wurden Studien zum Genfluss zwi-
schen Maisfeldern in Abhangigkeit von Isolationsabstdnden und der Kulturart zwischen
den Maisschlagen durchgefuhrt.

Funf Feldanlagen mit drei verschiedenen Mais-Sortenpaaren (Bt-Mais/isogene Hybride,
Mais mit/ohne molekularem Marker, Gelb-/Wei3mais) wurden hinsichtlich des Einflus-
ses von niedrig- (Klee-Gras) und hochwachsenden (Sonnenblumen) Kulturarten unter-
sucht. Es konnten keine signifikanten Unterschiede in den Einkreuzungsraten zwischen
beiden Kulturen gefunden werden. Der Anbau von Pufferzonen mit hochwachsenden
Kulturpflanzen ist daher keine generell verlassliche Mal3nahme, um die Einkreuzung
zwischen Maisfeldern sowie Randeffekte (hohe Einkreuzungsraten am Feldrand) wirk-
sam zu verringern. Randeffekte entstehen daher wohl insbesondere durch das Fehlen
von Pollenkonkurrenz.

Bis 2006 wurden sechs Feldanlagen mit Bt-Mais und isogener Hybride an drei ver-
schiedenen Standorten realisiert, um unterschiedliche Abstande (24, 51, 78 m) zwi-
schen Bt-Mais und isogener Hybride auf ihre Wirksamkeit zur Reduktion der Auskreu-
zung zu prafen. Windverhaltnisse und die Dynamik der Maisblite beeinflussten die Ein-
kreuzungsraten wesentlich. Dementsprechend war die Variabilitat der Einkreuzung zwi-
schen den Jahren und Standorten hoch. Die bisherige Datenlage erlaubt derzeit noch
keine Empfehlung eines Mindestabstands. Die Versuche wurden/werden 2007 und
2008 weitergefuhrt. Die Auswertung wird durch mathematische Modellierung unter-

stutzt.
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Einleitung

Mit der Aufhebung des ,Moratoriums* fir den Anbau gentechnisch veranderter Pflanzen
(GVP) durch die Europaische Kommission entwickelte sich in den Mitgliedstaaten un-
abhangig von der Frage der biologischen Sicherheit eine Diskussion Uber geeignete
MalRnahmen, die Koexistenz einer GVP-nutzenden und einer GVP-freien Landwirtschaft
zu gewahrleisten. Vermischungen kdnnen bereits bei der Pflanzenerzeugung z.B. durch
Pollenflug und Einkreuzung, Erntertickstdande oder Durchwuchs entstehen. Daruber
hinaus stellen Transport und Verarbeitung ebenfalls wesentliche Prozesse dar, die zur
Beimengung von GVO (gentechnisch veranderte Organismen) in konventionelle pflanz-
liche Erzeugnisse fuhren kénnen. Die EG hat 2003 mit dem Erlass einer Koexistenz-
richtlinie einen Kennzeichnungsschwellenwert von 0,9% fir zuféllige und technisch un-
vermeidbare Anteile von zugelassenen GVO im Erntegut bzw. daraus abgeleiteter Pro-
dukte festgelegt (European Communities 2003 a). Fur Saatgut gibt es derzeit keinen
Kennzeichnungsschwellenwert. Die Festsetzung des rechtlichen Rahmens fir koexis-
tenzgewahrleistende Bedingungen und Mal3nahmen wird derzeit den Mitgliedstaaten
uberlassen. In einigen Mitgliedstaaten wurden bereits gesetzliche Regelungen zur Ko-
existenz erlassen. Insbesondere flr den Maisanbau setzen die Mitgliedstaaten weitge-
hend auf die Festlegung von Mindestabstanden zwischen GV- (gentechnisch verander-
tem) Mais und NGV- (nicht-GV) Maisfeldern. Derzeit reichen die in Europa vorgeschrie-
benen Mindestabstande von 25 m bis 800 m (http://www.biosicherheit.de/de

/koexistenz/513.doku.html). Erstaunlicherweise beziehen sich diese Regelungen auf
dieselben Literaturquellen tGber Untersuchungen von Auskreuzungen bei Mais (zusam-
mengestellt z.B. bei Sanvido et al. 2005 oder Devos et al. 2005). Daneben gibt es in
verschiedenen Mitgliedstaaten und auf europaischer Ebene neuere Forschungspro-
gramme. Schwachpunkte friiherer Untersuchungen sind einerseits die geringen Ver-
suchsfeldgroBRen und andererseits die nicht an die EG-Vorgaben angepasste Analytik
(Referenzverfahren quantitative PCR). Nur wenige Untersuchungen bezogen sich bis-
her auf Felder Gber 1 ha Gr63e oder gar auf Landschaften mit mehreren Feldern (Ban-
nert 2006, Messeguer et al. 2006). Zudem sind die Untersuchungszeitraume und -
standorte in den einzelnen Projekten begrenzt, was die Erfassung natirlich gegebener
Variationsbreiten (Klima, Topographie etc.) beschrankt. Zwischen den Anbauregionen

stellt sich die Frage der Ubertragbarkeit der Ergebnisse.
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Neben der Festlegung von Mindestabstanden listet die Europaische Kommission weite-
re MalBnahmen fur die Gewahrleistung der Koexistenz auf (European Communities
2003 b). Geeignete MalBnhahmen seien u.U. auch Pollenbarrieren oder Pufferzonen.
Praxisgerechte und grof3flachige Untersuchungen zu diesen Mal3nahmen liegen fur den
Maisanbau jedoch bisher nicht vor. Lediglich aus dem Bereich der Pflanzenziichtung ist
z.B. der Anbau von Hanfstreifen zur Minimierung der Einkreuzung bei anderen Kulturar-
ten bekannt.

Im Auftrag des BMELYV fiihrt das heutige Julius Kihn-Institut (ehemals BAZ, BBA, FAL)
seit 2005 Feldversuche zur Einkreuzung von Mais durch. Ziel der auf mindestens funf
Jahre angelegten Untersuchungen ist es, praxisrelevante Koexistenz-Mal3Bhahmen fir
deutsche Anbaubedingungen zu erarbeiten sowie geeignete Empfehlungen fur Politik
und Landwirte zu geben.

Die Wirkung von hochwachsenden gegeniber niedrigwachsenden Kulturarten zwischen
GV- und NGV-Mais zur Reduktion der Auskreuzung wurde in kleineren, der Fragestel-
lung angepassten Feldversuchsanlagen untersucht. Die Bedeutung von Isolationsab-
standen ist hingegen weder kleinrAumig noch an einem Standort und in einem Anbau-
jahr ausreichend zu untersuchen, da die Variabilitat der Standorte und klimatischen Be-
dingungen hoch ist. Empfehlungen fir die Praxis sind daher nur von mehrjahrigen Feld-
versuchen an verschiedenen Standorten abzuleiten. Unterstitzt werden diese Untersu-
chungen durch Arbeiten zur Modellbildung in Kooperation mit der Universitat Braun-
schweig (Lipsius et al. 2007).

Wahrend die Untersuchungen zum Einfluss hoch- und niedrigwichsiger Kulturarten
zwischen GV- und NGV-Mais, die hier zusammenfassend préasentiert werden, abge-
schlossen und veroffentlicht sind (Langhof et al. 2008), laufen die grofl3flachigen und
mehrjéahrigen Versuche zu den Isolationsabstanden derzeit weiter. Versuchsfrage und —

design sowie vorlaufige Ergebnisse werden im Folgenden vorgestellt.

Ergebnisse

1. Einfluss hoch- und niedrigwachsender Zwischenkulturen und Randeffekte

Die Untersuchungen zum Einfluss einer hochwachsenden Kultur (Sonnenblume) im
Gegensatz zu einer niedrigwachsenden Kultur (Klee-Gras-Gemisch) auf die Einkreu-
zung in einen Maisbestand wurden mit drei verschiedenen Maissortenpaaren durchge-

fuhrt. In zwei Versuchsanlagen wurde ein Farbmarker-Testsystem genutzt, d.h. gelb-
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korniger Mais diente als Pollenspender und weil3kdrniger Mais als Pollenempfanger, in
zwei Versuchen wurde ein Bt-Testsystem unter Nutzung von Bt-Mais als Pollenspender
und der isogenen Hybride als Pollenempfanger verwendet, und in einer Versuchsanlage
wurde ein Testsystem genutzt, das auf dem Vorhandensein eines molekularen Markers
im Pollenspender und dem Fehlen dieses Markers im Pollenempfanger beruhte. Die
Standardfeldanlage fur die Versuche, deren Grol3e den ortlichen Gegebenheiten ggf.
angepasst wurde, ist in den Abbildungen 1 a und 1 b dargestellt. Durch den im Zentrum
der Versuchsanlage liegenden Pollenspender sollte eine windrichtungsunabhéngige
Auswertung der Auskreuzungsraten sowie die Analyse von Randeffekten gewéhrleistet
werden. Fur den statistischen Vergleich des Effekts von Sonnenblumen gegeniber
Klee-Gras auf die Einkreuzungsrate wurden die Daten der Probenahmepunkte in
Hauptwindrichtung genutzt, um den ,worst case' abzubilden. Fir die statistische Aus-
wertung wurde daher ein 90°-Sektor in Hauptwindrichtung ausgewahlt (s. Abb. 2). Der
Effekt der Windrichtung auf die raumliche Verteilung der Einkreuzungsraten war in allen
Feldern deutlich zu erkennen (Abb. 2).
Verglichen mit dem Klee-Gras-Gemisch reduzierte die hochwiichsige Sonnenblume die
Einkreuzungsraten in den Empfangerbestanden nicht. Die Einkreuzungswerte am Rand
der Empfangerblocke waren auch dann erhdht, wenn davor hochwachsende Sonnen-
blumen als Puffer angebaut wurden (Tab. 1, Abb. 2). Die drei Testsysteme unterschie-
den sich in der Synchronisation der Blihphasen (mannliche Blite im Pollenspender und
Empféanger, weibliche Blite im Empfanger). So zeigte die in zwei Versuchsanlagen als
Pollenempfanger genutzte WeiRmais-Hybride eine ausgepragte Vorzeitigkeit der mann-
lichen Blute, die in den anderen beiden Testsystemen nicht beobachtet wurde (Abb. 3).
Hohe Einkreuzungsraten korrelieren mit asynchronen méannlichen Blihphasen im Pol-
lenspender und —empfanger und gleichzeitiger Synchronie der weiblichen Blite im
Empfanger mit der ménnlichen Blite im Pollenspender.

Die Gesamtdaten wurden detailliert in Langhof et al. (2008) dokumentiert.
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Abb. 1a/b: Feldversuchsanlage zum Einfluss von Klee-Gras (CG) und Sonnenblumen (SF) als
Kulturart zwischen zwei Maisschlagen auf die Einkreuzung. (Donor = Pollenspender, hier Gelb-
mais; Recipient = Pollen-Empfénger, hier: Weil3mais)

\ SF cG Outcross
T 5 5 \ [%]
SF CcG
Wendhausen (WH) clover-grass sunflower
Distance to| Mean gene Mean gene
ROW ™ qonor | flowps] S° | flowe] SXC SF
~| 1 13 m 6.96 1.25 8.16 2.83
8l 3 15m 609 135 692 151
2] 6 18m 436 143 492 222
g 9 20m 4.02 2.07 2.98 0.36—
=] 14 23 m 3.13 1.30 2.86 1.32
1 36 m 3.79 1.47 3.97 2.65
z:, 3 38m 2.28 185| 159  0.22
5| 6 41m 1.83 1.33 2.07 0.3@F cG
sl 9 43m 1.14 0.87 1.59 0.94
3l 16 48 m 0.91 0.70 1.36 0.28 cG SF ®
30 59 m 1.27 0.92 0.46 0.18
/ CcG SF @
20m

Tab. 1: Einfluss von Klee-Gras bzw. Abb. 2: Einkreuzung in den Empfangermais am

Sonnenblumen auf die Einkreuzung so- Standort Wendhausen (2005) bei Klee-Gras (CG)

wie Randeffekte (vgl. Abb. 1 und 2). bzw. Sonnenblumen (SF) als zwischenliegender Kul-

Standort Wendhausen, 2005. turart. Zentral liegt der transgene Pollenspender. Es
sind darin die Windverhaltnisse am Standort wahrend
der Maisblite dokumentiert (vgl. Tab. 1, Abb. 1). Die
schwarzen Balken zeigen den zur statistischen Aus-
wertung genutzten 90°-Sektor in Hauptwindrichtung
an.
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Abb. 3: Bluhphasen und Witte-
rungsbedingungen an zwei Ver-
suchsstandorten (DD - Gelb-
mais/Weillmais; WH - Bt-
Mais/NGV-Mais ).
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2. Untersuchungen zu Isolationsabsténden

In mehrjahrigen und an drei Standorten Norddeutschlands angelegten Feldversuchen
wurden und werden wissenschaftliche Untersuchungen zu Isolationsabstdnden beim
nachbarschaftlichen Anbau von GV- und NGV-Mais durchgefuhrt, um eine fur deutsche
Anbaubedingungen reprasentative Abstandsempfehlung geben zu kénnen. Die Variabi-
litat der Einkreuzungsraten wird im Wesentlichen durch die klimatischen Bedingungen
wahrend der Maisblite bestimmt; diese wurden direkt an jedem Versuchsstandort ge-
messen. Erfasst wurden Windrichtung und -geschwindigkeit, Temperatur, Luftfeuchte
und Niederschlag. Auf3erdem wurden die Blihverlaufe in den Pollenspender- und Pol-

lenempfangerfeldern detailliert bonitiert.

Die allgemeine Versuchsanlage zeigt Abbildung 4. Die Einkreuzungsraten in den Emp-
fangerschlagen der Jahre 2005 und 2006 sind exemplarisch fir den Standort Wend-
hausen in Abbildung 5a/b dargestellt. Die Einkreuzungswerte sind an den dem transge-
nen Pollenspender zugewandten Seiten jeweils am hdchsten. Im Vergleich der Jahre
werden die unterschiedlich hohen Einkreuzungswerte deutlich, was im Wesentlichen
auf die unterschiedlichen Windverhaltnisse in den beiden Jahren zurtickzufuhren ist.

Zudem zeigte es sich, dass die Einkreuzungsraten zwar im Mittel mit der Tiefe des
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Empfangerfeldes abnehmen, dass jedoch vereinzelt auch in gréReren Distanzen erhoh-
te Einkreuzungsraten auftreten kénnen.

Durch die hohe Anzahl von Messpunkten zur Bestimmung der Einkreuzungsrate in den
Rezipientenfeldern ist es moglich, die durchschnittliche Einkreuzung in Teilfeldern ver-
schiedener GroRe zu ermitteln (Abb. 6a/b). Die hier dargestellten Ergebnisse der Jahre
2005 und 2006 verdeutlichen die mdgliche Variabilitat zwischen einzelnen Jahren. Um
einen wissenschatftlich fundierten Mindestabstand zu ermitteln, sind Versuchsanstellun-

gen uber mehrere Jahre und an mehreren Standorten daher unumganglich.

Die beschriebene Variabilitdt der Einkreuzungswerte innerhalb eines Feldes kann auf
die Verschiebung der Bliihzeitpunkte der Maispflanzen innerhalb des Feldes zurtickge-
fuhrt werden. Im Versuchsjahr 2006 wurde die Blute in einem der Versuchsfelder an
den Probennahmestellen detailliert erfasst und unter Bertcksichtigung der Windverhalt-
nisse mit Hilfe mathematischer Modellierungen die Einkreuzung simuliert (Ansatze zur
Modellierung s. Lipsius et al. 2007; Sabellek 2007). Ein Vergleich der Modellvorhersage
mit den tatséachlichen Messwerten (Abb. 7 a/b) zeigt eine gute Ubereinstimmung sowohl
der Werte als auch des Verteilungsmusters im Rahmen der methodischen Messgenau-
igkeit.

Eine erste umfassendere Auswertung der Ergebnisse aller Feldversuchsanlagen wird
nach Vorliegen der Einkreuzungswerte der Jahre 2005 bis 2007 zusammengestellt und
veroffentlicht.

Abb. 4: Schematische Darstellung der
Feldversuchsanlage zur Prifung un-
terschiedlicher Isolationsabstande (24,
51 und 78 m). Schnittpunkte der hori-
zontalen und vertikalen Linien kenn-
zeichnen die Kolben-
Probenahmepunkte fir die PCR-
Analytik. Die Kreuze stellen die Bluh-
boniturpunkte im Donor- und Rezep-
torfeld dar.
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Abb. 5a/b: Einkreuzungsraten am Standort Wendhausen in zwei auf einander folgenden Jahren (links
2005, rechts 2006). Der transgene Pollen-Donor ist hier nicht eingezeichnet. Die Feldanlagen entspre-
chen dem Schema in Abbildung 4.

2005 2006
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Abb. 6a/b: Einteilung des Versuchsfeldes in Wendhausen in Teilfelder unterschiedlicher Gré3e und
Angabe des durchschnittlichen GV-Anteils in der Ernte bei unterschiedlichen GréRenverhaltnissen
zwischen Donor (D, Feldbreite 104 m) und Rezipient (R). Links: Aufteilungsschema und ermittelte
Durchschnittswerte des Jahres 2005, rechts: 2006.
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Abb. 7: Vergleich der gemessenen (QPCR) Einkreuzungsergebnisse (links) mit denen einer Simula-
tion (rechts) am Standort Wendhausen (2006) auf Basis der Witterungs- und Blihdaten. Testsystem
mit Bt-Mais als Pollenspender (vgl. Abb. 4).

Diskussion

Transgener Mais wird in der EU seit 1998 kommerziell angebaut und auch in Deutsch-
land findet seit 2005 ein begrenzter Anbau von Bt-Mais statt. In der Vergangenheit wur-
den mehrere Arbeiten zum Pollen-vermittelten Genfluss beim Mais veroffentlicht. Moti-
vation friher Untersuchungen war die Sicherung des Zichtungserfolgs und der Saat-
gutreinheit bei der Saatgutproduktion. Erste Vorschlage zu Isolationsabstanden wurden
in diesem Zusammenhang veroffentlicht (Review s. Sanvido 2005). Mit den europai-
schen Regelungen zur Koexistenz von transgenen und nicht transgenen Kulturarten
wurde die Thematik der Auskreuzung sowie erforderlicher Isolationsabstande erneut

aufgenommen.

Mais ist eine vorwiegend windbestaubte Kulturart. Hinsichtlich des Pollentransports sind
weitere Mechanismen — z.B. Ubertragung durch Insekten — weitgehend ausgeschlos-
sen. Meteorologisch-physikalische Prozesse, die fur den Transport die bedeutende Rol-
le spielen, sind beschrieben (Lipsius et al. 2007, Loos et al. 2003, Aylor et al. 2003). Im
Rahmen der hier vorgestellten Untersuchungen wurden daher als wichtige, die Einkreu-
zung unmittelbar beeinflussende Faktoren die Klima- (Wind, Temperatur, Feuchte, Nie-
derschlag) und Bluhdaten erfasst. Eine direkte Ermittlung der Pollenmengen wurde
nicht vorgenommen, da das Ziel der Untersuchungen auf der Bestimmung der tatsachli-

chen Einkreuzungsraten liegt und eine Unterscheidung von Pollen aus dem Spender-
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und Empfangerfeld sehr arbeitsaufwendig und unsicher (QPCR) ist. Annahmen zur tat-
sachlichen Pollenschittung sollen ggf. per Simulation Gberpruft werden.

Aylor (2004) schéatzt die Lebenszeit der Maispollen auf wenige Stunden. Sie sind be-
sonders anfallig gegentber Austrocknung; ihre Fertilitdt und Konkurrenzkraft nimmt mit
der Zeit rasch ab. Praktische Bedeutung hat die geringe Lebensdauer der Pollen bei
Transport Uber groRere Entfernungen, da Einkreuzungsraten niedriger ausfallen kbnnen
als bei reiner Pollendispersion zu erwarten wéare. Aus den bisherigen Ergebnissen kann
geschlossen werden, dass Windverhaltnisse und die rdumlich-zeitliche Dynamik der
Blute in den benachbarten Feldern eine hinreichende Erklarung fir die beobachteten
Einkreuzungsraten und —muster bieten. Aufgrund der Unvorhersagbarkeit von klimati-
schen Bedingungen und des Bluhverlaufs fur definierte Standorte und Anbaujahre sind
Vorhersagemodelle, die es dem einzelnen Landwirt ermdglichen, exakte spezifische
Feldplanungen (z.B. Lage des Bt-Schlages) vorzunehmen, nicht realisierbar. Die seit
2005 durchgefuhrten und zukinftig geplanten Feldversuche erméglichen es aber, die
Variabilitat der Anbausituationen abzuschatzen und auch Extremsituationen zu definie-
ren, die den Empfehlungsrahmen fir Koexistenzmal3hahmen abstecken. Der Einsatz
von mathematischen Simulationsmodellen kann ebenfalls unterstiitzend genutzt wer-

den, eine verallgemeinernde Einschatzung von Malinahmen zu gewinnen.

Neben quantitativen Abschatzungen und Vorhersagen dienen die durchgefihrten und
durchzufihrenden Feldversuche auch der Bewertung allgemeiner Vorschlage zur ,gu-
ten fachlichen Praxis" beim Anbau von Bt-Mais. Es konnte mit gro3flachigen Feldversu-
chen gezeigt werden, dass beim Anbau von Mais die Anpflanzung einer hochwachsen-
den Kultur (Sonnenblume) keine allgemein nutzbare mindernde Auswirkung auf die
Einkreuzung hat. Lediglich Mais als Pufferanpflanzung zeigt einen Effekt (s. Einkreu-
zung im Empfangerfeld bei gleichen Entfernungen vom Donor aber unterschiedlichen
Isolationsabstanden der Teilfelder in Abb. 5), der sich aus der Pollenkonkurrenz, also
der relativen Haufigkeit des transgenen Pollens, ableiten lasst. In weiteren Feldversu-
chen wird vom JKI daher die Effizienz von Mais-Mantelsaaten am GV-Feldrand unter-

sucht.

Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit 41



Fachtagung Gentechnik 2007

Methoden

Die hier angesprochenen Methoden sind detailliert bei Langhof et al. 2008 beschrieben.

Drei Testsysteme wurden zur Analyse des Genflusses untersucht: Bt-Mais (MON810,
Pollenspender hemizygot transgen), Mais mit Polymorphismus bezuglich eines moleku-
laren Markers (Pollenspender heterozygot) und Mais mit Polymorphismus der Kérner-
farbung (Pollenspender und —empfanger homozygot). Einkreuzungen von MON810 so-
wie dem molekularen Marker wurden mittels gPCR (=rt PCR), der Farbpolymorphismus
visuell Gber die Kornerfarbe bestimmt. Fir die Untersuchungen wurden Sortenpaare mit

ahnlichen Reifegruppen genutzt.

Wetterdaten wurden wéhrend der Blihperiode an jedem Feldversuchsstandort detailliert
aufgezeichnet. Temperatur und relative Luftfeuchte wurden stiindlich mit einem Ther-
mohygrographen gemessen. Niederschlag wurde mit Hellmann-Niederschlagsmessern
bestimmt. Windstarke und -geschwindigkeit wurden mit einem Windmesser nach
Woelfle aufgezeichnet. Samtliche Wetterdaten wurden durch den Deutschen Wetter-

dienst erhoben.

Bluhphasen wurden tber den Verlauf der Blute an den verschiedenen Probenahme-
punkten an jeweils 20 Pflanzen in ein- bis dreitagigen Intervallen bonitiert. Die Erhebun-
gen erfolgten vormittags. Die mannliche Vollblite war definiert als Zeitpunkt, zu dem die
Antheren an 75% der Rispendaste gedffnet waren und Pollen schitteten, die weibliche

Vollblite war bei voller Exposition der Seide erreicht.

Zur Bestimmung von Einkreuzungsraten wurden an jedem Probennahmepunkt 20 Kol-
ben geerntet, getrocknet und gerebbelt. Die Kérner wurden gemischt und in eine Analy-
se- und eine Ruckstellprobe geteilt. Jeweils 3000 Kdrner wurden fir die PCR-Analytik
eingesetzt; dies ermdglichte die Quantifizierung des GV-Anteils bis zu einer Bestim-
mungsgrenze von 0,1% Donor-DNA mit einem 95% Konfidenzintervall (ISTA, 2006).
Die Anzahl gelber Kérner an Wei3maiskolben wurde visuell bestimmit.

Einkreuzungsdaten wurden mit dem Programm Surfer Version 8.00 (Golden Software
Inc., Golden, CO) mittels der Nearest Neighbour-Methode interpoliert und in Konturplots

graphisch dargestellt. Die statistische Auswertung der Einkreuzungsraten erfolgte mit
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dem Statistikprogramm SAS Version 9.1 (SAS Institute, Cary, NC), die der Winddaten
mit Oriana 2.0 (RockWare, Golden, CO). Der Effekt von Klee-Gras gegeniber Sonnen-
blumen auf die Einkreuzungsraten wurde mittels Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest unter-
sucht. Die Einkreuzung in Maisreihen in gleicher Entfernung vom Donor mit Klee-Gras

oder Sonnenblumen als Zwischenkultur wurde mittels t-Test verglichen.
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Probenahme bei nicht zugelassenen gentechnisch veranderten
Lebensmitteln

Hans-Ulrich Waiblinger

Chemisches und Veterindruntersuchungsamt Freiburg, Bissierstr. 5,
79114 Freiburg

Einleitung und Problemstellung

Bei der Untersuchung auf gentechnische Verdnderungen ist eine Probenahme mdg-
lichst frih in der Produktionskette, z.B. im Rahmen der Einfuhr oder nach der Ernte, oft
besonders effektiv. So kdnnen im Falle von Kontaminationen durch gentechnisch ver-
anderte Pflanzen (gv, GVP) MalRnahmen der Uberwachung rechtzeitig vor der weiteren
Verarbeitung erfolgen; auch ist oft eine prazisere Bewertung bezuglich der Einhaltung
von Kennzeichnungsgrenzwerten (Quantifizierung) méglich.

Andererseits muss bei der Untersuchung von stiickigem pflanzlichem Erntegut oder
sonstigen koérnigen Materialien gewéhrleistet sein, dass die Laborprobe die gesamte
Rohwarencharge reprasentiert, in welcher gv Partikel (Samen, Kérner) mehr oder weni-
ger homogen verteilt sein kénnen.

Im Jahr 2006 wurde in US-Langkornreis der nicht-zugelassene Reis Event LL601 nach-
gewiesen. Die GrolRenordnung der Verunreinigung durch gv-Reis wurde zumeist auf
0,005 bis 0,05 % geschatzt. Da fur nicht zugelassene GVO in der EU die Nulltoleranz
gilt, dirfen auch sehr geringe Anteile nicht nachweisbar sein.

Im Zuge der umfangreichen, europaweiten Untersuchungen von Reisproben zeigte
sich, dass das Probenahmeverfahren und insbesondere die Grof3e der zur Untersu-
chung eingesetzten Probe, entscheidenden Einfluss auf die Nachweisbarkeit geringer
Spurenverunreinigungen hat. Zur Vermeidung uneinheitlicher Ergebnisse hat die EU-
Kommission daraufhin eine Vorgehensweise bei der Untersuchung auf Verunreinigung
durch nicht zugelassenen LL 601 Reis empfohlen [KOMMISSIONSENTSCHEIDUNG
2006/757].

In diesem Beitrag sollen die Problematik sowie der aktuelle Stand der Erarbeitung eines

Probenahmeschemas zur Untersuchung auf nicht zugelassene GVP dargestellt werden.
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Existierende Vorgaben zur Probenahme

Probenahmevorschriften bzw. -Empfehlungen zur Untersuchung auf gentechnische
Veréanderungen wurden von der EU-Kommission [KOMMISSIONSEMPFEHLUNG 2004/787]
sowie vom europaischen Normungsinstitut [PRCEN/TS 15568] veroffentlicht. Die Ar-
beitsgruppe ,,Uberwachung gentechnisch veranderter Lebensmittel“ des ALS hat, basie-
rend auf den vorhandenen Standards und Empfehlungen ein Probenahmeschema fir
die Praxis erarbeitet [ALS-AG, 2007]. Es soll insbesondere bei der Beprobung unver-
packter oder gesackter pflanzlicher Rohprodukte auf Basis von Soja, Mais und Raps in
Ol- und Getreidemiihlen, bei Verarbeitern, Herstellern, GroBhandlern, GroRverteilern
oder Importeuren angewendet werden.

Nach den Empfehlungen der Vornorm prEN 15568 soll die Grél3e der Laborprobe min-
destens 10.000 Partikeln betragen. Bei homogener Verteilung kdnnen damit Anteile von
GVP-Partikeln ab 0,03% mit hinreichender Sicherheit (p=95%) detektiert werden
[SeedCalc 7.1].

Spurenkontaminationen durch nicht zugelassenen gv-Reis in Langkornreis

Sehr bald nach Bekanntwerden der Verunreinigung von US-Langkornreis durch nicht
zugelassenen gv Reis des Events LL601 wurde auch publik, dass zumeist von sehr
niedrigen Verunreinigungen in einer Grélenordnung von 0,005 bis 0,05 % auszugehen
ist. Die semiquantitativen Abschatzungen in positiv getesteten Probenmaterialien, wel-
che mittels der bisher verfugbaren real-time PCR-Verfahren sowie Positivkontrollen
durchgefuhrt wurden, bestatigten dies.

Da nach der EU-Verordnung 1829/2003 fur gentechnisch veranderte Lebens- und Fut-
termittel fUr nicht zugelassene GVP kein Toleranzwert festgelegt ist, durfen selbst sehr
geringe Anteile nicht nachweisbar sein.

Bei der Untersuchung einzelner, kontaminierter Reischargen zeigte sich, dass die zur
Analyse eingesetzte Probenmenge entscheidenden Einfluss haben kann, ob ein positi-
ves oder negatives Resultat erhalten wird [WAIBLINGER, 2007]. In dieser Verdoffentli-
chung wurde exemplarisch anhand zweier reprasentativ erhobenen Sammelproben von
Langkornreis gezeigt, dass besonders bei sehr niedrigem Verunreinigungsgrad im Be-
reich von ca. 0,005% teilweise negative Resultate erhalten werden, wenn die Grof3e der
Laborprobe lediglich 6000 Partikel betragt (Abb. 1).
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Kontaminationen durch LL601-Reis-
Einfluss der Laborproben-/TeilprobengrofRe

Probenmenge,
die zur Untersuchung
eingesetzt wurde

Sammelprobe A
(ca. 10 kg; ,LL601-positiv,
<0,05%")

Sammelprobe B

(ca. 10 kg; , LL601-positiv, im Be-

reich der NG, ca. 0,005%")

5 Teilproben & 1000 g

2 Teilproben a 1000 g

1000 s u LL601-positiv: 1 (3 von 3 Prap.),
9 LL601-positiv: 5 (15 von 15 Prap.) LLGOl—F[’)OSitiV: l((2 von 3 Pra?).))
. N 2 Teilproben a 400 g
400 g " Te_ll_p_roben 2t u LL601-positiv: 1 (3 von 3 Prap.),
LL601-positiv: 5 (15 von 15 Prap.) LL601-negativ: 1 (3 von 3 Prap.)
. . 4 Teilproben a 240 g
#0g LT SRS LL601-positiv: 4 von 4 Préap.
5 x 3 Teilproben a 120g
LL601-positiv: 5 (15 von 15 Prap.) 3 x 3 Teilproben a 120 g
120 g = LL601-positiv #1: 3 von 3 Prap. HHEULEEEN: & (e & [FIE,)

ca. 6000 Partikel

Abbildung 1

LL601-positiv #2: 3 von 3 Prap.
LL601-positiv #3: 3 von 3 Prap.
LL601-positiv #4: 3 von 3 Prap.
LL601-positiv #5: 3 von 3 Prap.

LL601-positiv #1: 2 von 3 Prap.
LL601-positiv #2: 1 von 3 Prap.
LL601-positiv #3: 1 von 3 Prap.

Aus: Waiblinger HU, Hess N (2007) J Verbr. Lebensm 2: 4-6.

Eine LaborprobengréfRe von 6.000 Partikeln wurden beispielweise im Rahmen der Qualitatskontroll-
Untersuchungen in den USA eingesetzt. Bereits bei homogener Verteilung der Verunreinigung reichen
derartige Partikelzahlen fur einen Nachweis geringer Verunreinigungen deutlich unter 0,1 % nicht aus

(Tabelle 1)

Tabelle 1: LaborprobengréRe und nachweisbare Verunreinigungen
durch gv-Partikel [SeedCalc 7.1]

Partikelzah! der

nachweisbare Verunreinigungen (p=95%)

Laborprobe
10.000 0,03 %
6.000 0,05 %
3.000 0,10 %

46 Bayerisches Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit



Fachtagung Gentechnik 2007
Nachdem auch bei Einfuhrkontrollen widersprichliche Resultate erhalten wurden, sah
sich die EU-Kommission veranlasst, eine detaillierte Empfehlung zur Beprobung von
Langkornreis fur die Untersuchung auf nicht zugelassenen Reis zu veroéffentlichen
[KOMMISSIONSENTSCHEIDUNG 2006/757]. Ahnlich wie bei der Untersuchung von Saatgut
wird eine separate Untersuchung mehrerer Teilproben der urspriinglich eingesendeten
Laborprobe empfohlen. Die maximale Partikelzahl der Teilprobe richtet sich nach der
Nachweisgrenze des real-time PCR Verfahrens und betrdgt im konkreten Fall ca.
10.000-12.000 (ca. 0,01 % gv-Reis = 1 Korn von 10000 war noch sicher detektierbar).
Da nach der Kommissionsempfehlung die gesamte Probe bereits dann als positiv zu
bewerten ist, wenn lediglich eine der insgesamt vier separat zu untersuchenden Teil-
proben ein positives Resultat liefert, liegt die Sensitivitat dieses Verfahrens deutlich un-
ter 0,01 % (ca. 0,006%, p= 95%).

Probenahmeschema fur nicht zugelassene GVP

Ausgehend von dieser Verfahrensweise im speziellen Fall hat die 0.g. Arbeitsgruppe
des ALS ein allgemeines Probenahmeschema fiur die Untersuchung auf nicht zugelas-
sene gv Soja, Mais, Reis oder Raps erarbeitet. Es soll nur fir den Fall eingesetzt wer-
den, dass besondere Verdachtsmomente auf Kontamination durch nicht zugelassene
GVO im sehr geringen Spurenbereich vorliegen. Die Laborprobe sollte jeweils aus min-
destens 50.000 Partikeln bestehen, davon sind 4 Teilproben a 10.000 Partikel jeweils
separat zu untersuchen und wie in der Kommissionsentscheidung 2006/757 fir Reis
beschrieben zu bewerten.

Wie das Schema fir zugelassene GVP [ALS-AG, 2007] soll das Verfahren insbesonde-
re zur Beprobung unverpackter pflanzlicher Rohprodukte bei Importeuren und Herstel-
lern, Verarbeitern etc. eingesetzt werden; allerdings ist auch die Vorgehensweise zur
Beprobung verpackter Ware, etwa bei Abpackern oder Grof3verbrauchern (Gastrono-
mie) beschrieben.

Aufgrund der je nach Korngewicht sich ergebenden grof3en Probenmengen ist das Ver-
fahren relativ aufwandig. Es wurde bei der Erarbeitung der Versuch unternommen, dass
die Probenmengen (Sammelprobe und Laborprobe) noch handhabbar sind (max.
SammelprobengréfZe 50 kg).

In den Abbildungen 2 und 3 sind - beispielhaft fir Mais als (wegen seines relativ hohen
Korngewichts) derzeitigen ,worst case” - die zu erhebenden Einzelprobenzahlen und -

grofien sowie Grof3e von Sammel-, Labor- und Analysenprobe dargestellit.
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Probenahmeschema nicht zugelassene GVP -
Big Bags und Sacke und verpackte Ware in Umkartons,

Beispiel Mais

.,

Angebotsform  Zahl der Einhei-  Zahl der zu Zahl der Einzel-

des Erzeug- ten pro Partie beprobenden e

nisses (=P) Einheiten (= N) p

gesackt/ P =1bis 10 N=P Nx1

Verbraucher- P=10-100 10 10x1

packungen in

Umkartons* P>100 N =Wurzel P Nx1
P=1bis 10 N=P N x 3 (jedoch

Big Bags mind. 12)
P =10-100 10 10x3

P> 100 N =Wurzel P Nx3
Abbildung 2

Menge einer
Einzelprobe

=B

Menge der
Sammelprobe
(=S)

probe

Menge der Labor-

und der amtlichen

Jeweilige Menge der
vier Analysenproben
(=A) in Gramm

(K =Korngewicht, in

Czreis Milligramm
E=S/IN
4kg
4kg
. A=10xK =
) mind. 40 kg 20 kg 2 bis 4,5 kg
1,4kg
1,4kg

Probenahmeschema nicht zugelassene GVP -
lose Ware — Beispiel Mais

Anzahl der Probe-
nahmepunkte
= Zahl der Einzel-proben

Partiegrofle

®

Unter 50 t 10
. 2 x Menge der Sam-
50 bis .
melprobe in kg
500 t
Gber 500 t 100

Menge einer
Einzelprobe
(=B)

4 kg

1kg

0,5 kg

Menge der Sammelprobe (=S)

0,01% der Partiegréfie,
mindestens 40 kg

Menge der Laborprobe
und der Gegenprobe

40 kg

20 kg

50 kg

Jeweilige Menge der vier
Analysenproben (=A) in
Gramm

(K = Korngewicht, in Milli-

gramm)

A=10xK=
2 bis 4,5 kg

Abbildung 3
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Fazit

Aus den beispielhaften Vorgaben ist besonders fir Mais erkennbar, dass hier die Gren-
ze des sowohl im Labor als auch bei der Probenahme Machbaren erreicht ist, fur Reis,
Raps und auch fir Soja sind die Vorgaben eher zu handhaben.

Die Anwendung des Probenahmeschemas sollte daher auf die bereits genannten Aus-
nahmefalle beschréankt bleiben, d.h. einer Beprobung bei Importeuren sowie weiteren
.Flaschenhalsen®, wie GroRverteilern des Lebensmittelhandels oder Erst-Verarbeitern

von Soja, Reis, Raps und Mais.
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Probenahme zur Uberwachung gentechnisch veranderter Organismen
(GVO) in Futtermitteln

Brigitte Roth

Landwirtschaftliches Technologie Zentrum Augustenberg
76227 Karlsruhe

Einfihrung

Der Handel und Transport von Agrarmassenware birgt die Moglichkeit der Verschlep-
pung von GVO's in konventionelle Ware. Diese Verschleppungen werden in der Regel
nicht gleichmafiig in einer Partie verteilt, sondern eher in einzelnen Nestern zu finden
sein. Dies war bereits 1996 und 1998 bei Aktionen der Umweltschutzorganisation
Greenpeace zu Tage getreten. Der Probenahme kommt daher eine entscheidenden

Rolle fur reprasentative Analysen zu.

Empfehlung 2004/787/EG der Kommission zu einer technischen Anleitung

fur Probenahme und Nachweis

Im Auftrag von ENGL (European Network of GMO Laboraties) wurden systematische
Erhebungen an groRen Partien (von 2791 t bis 63496 t) im Rahmen des KeLDA Projek-
tes (Kernel Lot Distribution Assesment) durchgefuhrt. Ziel dieser Untersuchungen war
das Abschéatzen der Verteilung und des Verteilungsmusters sowie das Mal3 der Hetero-
genitat zu bestimmen [1]. Aus den Ergebnissen dieser Studie wurde die Empfehlung
2004/787/EG der Kommission zu einer technischen Anleitung fir Probenahme und
Nachweis von gentechnisch veranderten Organismen und von aus gentechnisch veran-
derten Organismen hergestelltem Material als Produkte oder in Produkten im Kontext
der Verordnung (EG) Nr. 1830/2003 abgeleitet. Diese Empfehlung verweist auf die 1ISO-
Norm 542 fur die Probenahme bei Olsaaten und auf die 1ISO-Norm 2859 fiir verpackte
Erzeugnisse.

In dieser Empfehlung wird fur Agrarmassengtiter eine Probenahme im Archiveinzelpro-
beverfahren vorgesehen. In Abhangigkeit von der Partiegré3e werden 10 bis maximal
100 Einzelproben gezogen (Tab. 1).
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Tab. 1. Umfang der Sammelproben und Anzahl der Einzelproben in Abhéngigkeit von der Partiegréf3e
nach EU Empfehlung 2004/787/EG

Grole der Partie [t] Umfang der Sammelproben [kg] Anzahl der Einzelproben
> 50 5 10
100 10 20
250 25 50
> 500 50 100

Das Archiv-Einzelprobenverfahren ist im Vergleich zum Sammelprobenverfahren mit
einem wesentlich héheren Aufwand (Zeit- und Materialaufwand sowie Lagerkapazitat
fur die Archiv-Einzelproben) verbunden. Bei grof3en zu beprobenden Partien kann die
Sammelprobe einen Umfang erreichen, der mit den herkémmlichen Geréten hinsichtlich
Homogenisierung und Teilung der Sammelprobe (z. B. Gré3e der Probenahmegeréte,
Gerat zur Homogenisierung der Sammelprobe, Fassungsvermdgen Probenteiler) nicht
mehr zu bewaltigen ist. Jede Einzelprobe wird geteilt, eine Halfte wird einzeln archiviert,
die jeweils zweiten Halften werden als Sammelprobe vereinigt (Abbildung 1). Aus der
Sammelprobe wird eine Analysenprobe erstellt und auf Vorhandensein von GVO unter-
sucht. Ergibt die Analyse einen Wert nahe am Schwellenwert kann eine Untersuchung
von mindestens 20 bis zu allen 100 Archiv Einzelproben erforderlich werden. Liegen
weniger als 20 Archiv-Einzelproben vor, sollten samtliche Proben einzeln analysiert

werden.
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Probenahme und Aufteilung der Proben bei Agrarmassengutern nach EU-Empfehlung 2004/787/EG

Partie
A 4 A 4
. Einzel- Einzel- Einzel- Einzel- Einzel- Einzel-
je 1kg
| probe | probe | probe | probe | probe | probe
je Archiv- Archiv- Archiv- Archiv- Archiv- Archiv-
Einzel- Einzel- Einzel- Einzel- Einzel- Einzel-
0,5 kg probe probe probe probe probe probe
T T T T T T
____________________________________________________________________ )

J Sammelprobe |,

L (nach I1SO 13690 und 6644) J
1
|

Laborprobe
(nach 1SO 13690 und
6644)

. Analysenprobe
Analysenwert
P,‘nal),'se der 4= nahe am Schwellenwert ==~-=="""= Analyse
Archiv-Einzelproben (+ 50% dieses Wertes)

Schétzung der Unsicherheit
als Standardabweichung Erstellt von K. Westphal

Abb. 1: Probenahme bei Agrarmassengutern nach EU Empfehlung 2004/787/EG

alle oder mindestens
20 Archiv-Einzelproben

Futtermittel-Probenahme- und Analyseverordnung (FPA)

Nach derzeitiger Rechtslage (8 1 FPA) kdnnen amtliche Futtermittelproben nur nach der
Futtermittel-Probenahme- und Analyseverordnung (FPA) genommen werden. Umge-
kehrt kdnnen Proben, die nicht entsprechend der Vorgaben der FPA genommen wur-
den, nicht fir die amtliche Futtermittelkontrolle herangezogen werden. Die Probenahme
fur Futtermittel zur Untersuchung auf Bestandteile von GVO erfolgt derzeit nach der
FPA unter Beriicksichtigung des GVO Orientierungsrahmens zur Uberwachung des
Herstellens, Behandelns, Verwendens und Inverkehrbringens von Futtermitteln im Zu-
sammenhang mit gentechnisch veranderten Organismen.

Die in der FPA vorgesehenen Probenmengen reichen fir eine reprasentative quantitati-
ve GVO Analytik von Ganzkornmaterial nicht aus. Eine Vorgehensweise nach der EU
Empfehlung ist flr die von den Bundeslandern zu tberwachenden Futtermittelpartien
nicht angemessen. Es werden Ausgangs-, Zwischen -und Endprodukte bei Erzeugern,
GroRhandlern, Importeuren und Landwirten aus Silos und Schittboxen, von LKW's und
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vereinzelt auch Binnenschiffen beprobt. Die Partiegrof3en bewegen sich zwischen eini-
gen hundert Kilogramm bis hin zu Binnenschiffsladungen von 300-500 Tonnen. In Ta-
belle 2 sind zur Verdeutlichung die in Baden Wirttemberg im ersten Halbjahr 2007 auf
GVO untersuchten Partien nach Art der Proben (verarbeitet/unverarbeitet) und Partie-

grof3e aufgeschlisselt.

Tab. 2: Beprobte Partien in Baden Wirttemberg im ersten Halbjahr 2007

PartiegrofRe Mehl Pellets Flocken Koérner

bis 1t 13 3 6 7
1t bis 2,5t 5 1 0 2
25this10t 5 1 0 4
10t bis 40t 5 2 0 12
Uber 40 t 0 0 0 9

Das Archiv Einzelprobenverfahren bedingt einerseits einen grof3en Arbeitsaufwand fur
die Teilung sowie grofRen logistischen Aufwand fir Kennzeichnung und Lagerung der
Einzelproben und der Verwaltung des Ganzen. Andererseits ist die Zahl der zu entneh-
menden Einzelproben bei Partiegrof3en unter 100 t unseres Erachtens flr eine repra-
sentative Aussage zu gering. Die von der amtlichen Futtermitteliberwachung zu bepro-
benden Partien bewegen sich in der Regel deutlich unter 50 t (Lkw-Ladungen), Partien
von 300-500 t GroRRe (Schiffsladungen) sind die Ausnahme. Partiegrof3en, wie die in der

KELDA Studie untersuchten, spielen hier keine Rolle.

Daher hat der Arbeitskreis PCR-Analytik der Fachgruppe VI des VDLUFA ein Probe-
nahmeschema fur die Probenahme von Futtermitteln zur Untersuchung auf gentech-
nisch veranderte Bestandteile auf Basis der FPA erarbeitet.

Dieser im AK PCR-Analytik bereits abgestimmte Entwurf (siehe Anhang) mit dem Titel
.Probenahme von Futtermitteln zur Untersuchung auf Bestandteile von in der EU zuge-
lassenen GVO im Rahmen einer Uberpriifung der Kennzeichnungspflicht* wird im fol-

genden vorgestellt.

Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit 53



Fachtagung Gentechnik 2007
Entwurf des AK PCR-Analytik der Fachgruppe VI des VDLUFA

Wie oben erlautert ist das Vorgehen nach dem in der FPA beschriebenen Sammelpro-
beverfahren grundsatzlich mdglich. Fir einige Einzelfutter missen die Mindestzahlen
der Einzelproben, Sammelproben und die Mindestmenge der Endproben jedoch ange-
passt werden.

Bereits im Arbeitspapier des Arbeitskreises PCR Analytik der Fachgruppe Futtermittel
des VDLUFA ,Konzept zur Analytik von gentechnisch veranderten Futtermitteln* wurde
die Empfehlung ausgesprochen, mdglichst unverarbeitete pflanzliche Rohstoffe zur
analytischen Priifung von Futtermitteln auf GVO heranzuziehen. Zur Uberwachung von
Mischfuttermitteln sollte die Untersuchung der jeweiligen Einzelfuttermittel bevorzugt

werden [2].

Jede Laborprobe fur die Untersuchung auf gentechnisch veranderte Bestandteile sollte
eine GroflRe von mindestens 10.000 Kérner bzw. Partikel haben [3]. Die Enthahme der
Einzelproben sollte bei unverpackter Ware, sofern moglich aus bewegtem Material er-
folgen (z. B. Be- und Entladung). Problematisch ist die Probenahme beim Abkippen von
Lkw-Ladungen in unterirdische Silos. Hier spielt der Zeitfaktor eine nicht zu unterschat-
zende Rolle. Der Abkippvorgang erfolgt relativ schnell und wird nicht unterbrochen.

Ist eine Probenahme bei bewegten Materialien nicht mdglich, sind die Einzelproben
gleichmaliig verteilt Gber die Lkw-Ladung/Schiffsluke oder Container zu entnehmen.
Nach 8§ 7 der FPA missen aus jeder Sammelprobe drei Endproben gebildet werden, die

GroRRe der Sammelproben muss dementsprechend angepasst werden.

Verarbeitete Futtermittel

Bei verarbeiteten Futtermitteln, die wahrend der Verarbeitung einen Zerkleinerungspro-
zess, wie z. B. Mehimiullerei und Schroten, durchlaufen haben, kann die Probenahme in
der Regel nach der in der Futtermittelprobenahme- und -Analysen-Verordnung (FPA)
fur verpackte und unverpackte Ware beschriebenen Vorgehensweise durchgefuhrt wer-
den (siehe Anhang Tabellen A und B). Um eine einheitliche Vorgehensweise zu ge-
wabhrleisten, wurden die Einzelfuttermittel der Positivliste [4], die nach diesen Vorgaben
beprobt werden kénnen, zusammengefasst (Tabelle 3 bzw. Anhang Tabelle 1). In die-
ser Tabelle sind entsprechend verarbeitete Einzelfuttermittel und Futtermittelausgangs-

erzeugnisse derjenigen Fruchtarten genannt, fir die derzeit (Oktober 2007) GV-Linien

54 Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit



Fachtagung Gentechnik 2007
(Gentechnisch Verandert) bekannt sind (Mais, Reis, Raps, Soja, Kartoffel, Zuckerriibe
sowie Baumwolle).

Tab. 3: Einzelfuttermittel (Futtermittelausgangserzeugnisse) die nach 8 5 der FPA (Anhang Tabellen A
und B) beprobt werden kénnen

Positivliste Nr. Bezeichnung
1.05.02 bis 1.05.17 Maisprodukte
1.06.02 bis 1.06.07, 1.06.09, 1.06.10, 1.06.15 Reisprodukte
2.11.02 bis 2.11.05 Rapsprodukte
2.14.03 bis 2.14.08 Sojaprodukte
4.03.02 bis 4.03.07 Kartoffelprodukte
4.10.02 bis 4.10.10 Zuckerribenprodukte

Verpackte Futtermittel werden in Abhangigkeit von der Verpackungsgrof3e und -anzahl
nach Tabelle A (Anhang) gezogen, die Mindestmenge der Sammelprobe betragt 4 kg,
die der Endprobe 500 g.

Bei unverpackten Futtermitteln bis zu einer Partiegrof3e von 2,5t werden mindestens
sieben Einzelproben enthommen, die zu einer Sammelprobe von 4 kg vereinigt werden.
Die Sammelprobe wird in drei Endproben von mindestens 500 g geteilt. Fur Partien
groRer 2,5 t wird die Anzahl der zu entnehmenden Einzelproben aus der Quadratwurzel
des 20-fachen Gewichts der Partie in Tonnen, aufgerundet auf ganze Zahlen, berech-
net. Die Mindestmengen fir Sammel- und Endprobe sind wiederum 4 kg bzw. 500 g
(Anhang Tabelle B).

Fur die Praxis bedeutet dies beispielsweise bei der Beprobung einer Schiffsladung von
300t Sojaschrot (Positivliste Nr. 2.14.05) wéahrend der Entladung bei einer Entladezeit
von 8 Stunden ist alle 12 min eine Einzelproben von mindestens 100 g zu entnehmen,

insgesamt 40 Einzelproben sind notwendig.

Ausgangsprodukte

Fur Futtermittel mit gro3er PartikelgroRe z. B. Ganzkornmaterial sowie fur Silage rei-
chen die in 8 5 der FPA vorgesehenen Probenmengen fir eine reprasentative GVO A-
nalytik nicht aus. In diesem Fall sollte die Probenahme bei verpackter bzw. unverpack-
ter Ware nach den Vorgaben erfolgen, die auf ,der Kontrolle von Futtermitteln auf uner-
winschte Stoffe und verbotene Stoffe, die ungleichmaflig verteilt sein kdnnen, basieren
(siehe 8 6 und § 7der FPA). Fur eine Laborprobe (Endprobe) aus mindestens 10.000
Partikeln mussen aufgrund der vorliegenden Partikelgrof3en grol3ere Probenmengen
(Endproben von je 2-3 kg) gezogen werden. Es findet eine Stratifizierung statt, in Ab-
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hangigkeit von der Partiegrof3e werden bis zu vier Sammelproben gezogen. Nach die-
sen Vorgaben der Tabellen C fur verpackte und Tabelle D fir unverpackte Futtermittel
sind die in Tabelle 4 bzw. Tabelle 2 des Anhangs genannten Einzelfuttermittel zu be-

proben.

Tab. 4: Einzelfuttermittel (Futtermittelausgangserzeugnisse) die nach § 7 der FPA (Anhang Tabellen C
und D) beprobt werden kénnen

Positivliste Nr. Bezeichnung

1.05.01, 7.06.01 Mais Korner, Pflanzenteile (frisch, siliert oder getrocknet)

1.06.01 Reis Korner

2.11.01 Raps Korner

2.14.01, 2.14.02 Soja Bohnen, unbehandelt und dampferhitzt

4.03.01 Kartoffeln Knollen

4.10.01 Zuckerriben ganze Riben, Blatter (frisch, siliert oder ge-
trocknet)

2.01.01. Baumwollsaat

Auch hier wird die Zahl der Einzelproben bei grof3en Partien nach dem Quadratwurzel-
verfahren berechnet, die Mindestmenge der Endprobe errechnet sich aus dem Tau-
sendkorngewicht der Partikel, da drei Endproben benétigt werden, muss die Sammel-
probe mindestens die dreifache Menge der Endprobe betragen. Der Mindestumfang der
Einzelprobe wird aus der bendtigten Menge der Sammelproben dividiert durch die Min-
destzahl der Einzelproben ermittelt.

Bei der Beprobung einer Schiffsladung von 300 t Sojabohnen (Positivliste Nr. 2.14.01)
sind 3 Sammelproben a 6000 g aus jeweils 78 Einzelproben zu entnehmen. Bei einer
Entladezeit von 8 Stunden bedeutet dies, dass alle 2 min eine Einzelprobe entnommen

wird.
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Experimentelle Uberwachung von gentechnischen Arbeiten:
Entnahme von Proben und Analytik

Francisco Moreano

Bayerisches Landesamt fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit
85764 Oberschleif3heim

Gentechnische Arbeiten reichen im Sinne des Gentechnikgesetztes weit Uber die Er-
zeugung gentechnisch veranderter Organismen (GVO) hinaus. Zu den gentechnischen
Arbeiten zahlen auch die Vermehrung und Verwendung von GVO sowie ihre Lagerung,
Zerstorung, Entsorgung und der innerbetriebliche Transport. Die Durchfiihrung von gen-
technischen Arbeiten setzt die Verflugbarkeit von speziell konzipierten Einrichtungen
(sog. gentechnische Anlagen) voraus. Diese Anlagen erlauben die Anwendung von
spezifischen Einschlielungsmal3inahmen, um den Kontakt der verwendeten GVO mit
Menschen und der Umwelt zu begrenzen und ein dem Gefahrdungspotenzial angemes-
senes Sicherheitsniveau zu gewahrleisten. Die Vielfalt der gentechnischen Anlagen
kann von Forschungs- und Untersuchungslaboratorien tber Produktions- bzw. Fermen-

tationsanlagen, bis hin zu Gewachshausern oder Tierhaltungseinrichtungen reichen.

1. Rechtlicher Rahmen

Das deutsche Gentechnikgesetz (GenTG) stellt die Umsetzung der européischen Richt-
linien Uber die absichtliche Freisetzung genetisch veranderter Organismen in die Um-
welt (2001/18/EG) und uber die Anwendung von gentechnisch verdnderten Mikroorga-
nismen in geschlossenen Systemen (98/81/EG) in nationales Recht dar. Somit regelt
das Gentechnikgesetz jeglichen Umgang mit lebensfahigen gentechnisch veranderten
Organismen (GVO) und deckt weite Bereiche der griinen, roten und weil3en Gentechnik
ab (s. Abb. 1). Vom Geltungsbereich des GenTG ausgenommen ist die direkte Anwen-
dung von GVO am Menschen (Gentherapie).
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Gentechnik
- Anwendungsbereiche -

rRote Gentechnik: N

- Medizinische Anwendungen -

« Erforschung von Krankheiten

« Entwicklung von diagnostischen
Verfahren und Arzneimitteln

* Gentherapie, Stammzell-

k forschung (nicht GenTG) )

(GrUne Gentechnik: w

- Landwirtschaft und Ernéhrung -

¢ Nutzpflanzen mit verbesserten
agronomischen Eigenschaften

* Veranderte Zusammensetzung
der Inhaltsstoffe

(WeirSe Gentechnik: N

- Industrielle Anwendungen -

 Herstellung von Medikamenten,
Impfstoffen und Biopolymeren

» Herstellung von Zusatz- und
Verarbeitungshilfsstoffen (En-

\ J k zymen) fur Lebensmittel )

Abbildung 1. Anwendungsbereiche der Gentechnik. Die griine Gentechnik beschaftigt sich mit dem Ein-
satz gentechnisch veranderter Organismen in der Landwirtschaft und Ernahrung. Dieser Anwendungsbe-
reich zielt auf die Freisetzung und das Inverkehrbringen von GVO ab. Kulturpflanzen mit verbesserten
agronomischen Eigenschaften bzw. mit veranderten Zusammensetzungen der Inhaltsstoffe, zur Siche-
rung der landwirtschaftlichen Produktion, Verbesserung der erndhrungsphysiologischen Eigenschaften
von Lebensmitteln oder zur Gewinnung von regenerativen Rohstoffen stellen aktuelle Beispiele dar. Der
Bereich der weiRen Gentechnik beschéftigt sich mit der industriellen Herstellung von Stoffwechselproduk-
ten (z.B. Enzymen, Medikamenten, Impfstoffen, Biopolymeren, Chemikalien, etc.) in geschlossenen An-
lagen. Sie ermoglicht die Gestaltung von energetisch glinstigen und umweltfreundlichen Produktionsver-
fahren. Die rote Gentechnik erfasst medizinische Fragestellungen. Sie studiert die Grundlagen genetisch
bedingter Krankheiten und sucht nach Mdglichkeiten solche Krankheiten nicht nur symptomatisch son-
dern kausal zu therapieren. Anwendungen wie die Gentherapie an Menschen bzw. die Stammzellfor-
schung werden nicht im Rahmen des Gentechnikgesetzes (GenTG) behandelt.

Der rechtliche Rahmen fir die Durchfiihrung von gentechnischen Arbeiten in gentechni-
schen Anlagen wird vom Gentechnikgesetzt und eine Serie von begleitenden Verord-
nungen vorgegeben (s. Tabelle 1). Dieser Rahmen legt das Verfahren fur die Genehmi-
gung gentechnischer Anlagen und Arbeiten fest, er definiert die flr die Sicherheitsein-
stufung gentechnischer Arbeiten relevanten Parameter und verweist auf entsprechende
Sicherheitsmal3hahmen auf baulicher, technischer, organisatorischer und experimentel-
ler Ebene. Das Gentechnikgesetzt liefert dartiber hinaus die rechtliche Basis fiir die U-

berwachung gentechnischer Arbeiten in geschlossenen Systemen.
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Tabelle 1. Rechtlicher Rahmen fiir die Durchfiihrung von gentechnischen Arbeiten in gentechnischen
Anlagen. Diese Tabelle dient als Ubersicht und erhebt keinen Anspruch auf Vollstandigkeit. Die Regelun-
gen sind in der kostenlos benutzbaren Internet-Gesetzessammlung des Bundesministeriums der Justiz.
Das EU-Recht ist Uber das Internetportal EurLex zuganglich.

Gesetz / Verordnung

Wesentliche Inhalte

Gentechnikgesetz
(GenTG)

Grundlage des deutschen Gentechnikrechts

Ziele: Schutz vor méglichen Gefahren der Gentechnik, Schaffung
eines rechtlichen Rahmens fiir die Nutzung der Gentechnik.
Arbeiten in gentechnischen Anlagen:

- Definition von Sicherheitsstufen, SicherheitsmalZnahmen

- Genehmigung von gentechnischen Anlagen bzw. Arbeiten
Freisetzung und Inverkehrbringen:

- Zulassungsantrag, Genehmigung

- Standortregister, Beobachtung

Aufzeichnungs-, Uberwachungspflichten

Haftung, Straf- und Busgeldvorschriften

Gentechnik-
SicherheitsVO (GenTSV)

Grundlagen der Sicherheitseinstufung

Organisatorische Sicherheitsmaflinahmen:

- Unterrichtung von Beschaftigten

- Arbeitsmedizinische Vorsorge

- Projektleiter, Beauftragter fur biologische Sicherheit

Bauliche / technische SicherheitsmafRnahmen:
- Labor und Produktionsbereich

- Gewachshauser

- Tierhaltungsraume

Biologische Sicherheitsmalinahmen:

- Anerkannte Vektoren-Empfangersysteme

- Verhinderung der Ausbreitung von gentechnisch veranderten
Mikroorganismen, Pflanzen, Tieren

Gentechnik-
VerfahrensVO (GenTV{V)

Antrags- und Anmeldeunterlagen fiir gentechnische Arbeiten in
gentechnischen Anlagen, Freisetzungen und Inverkehrbringen

Genehmigungs- und Anmeldeverfahren

Gentechnik-
AufzeichnungsVO (GenTAufzV)

Aufzeichnungspflicht bei gentechnischen Arbeiten, Freisetzungen
Umfang der Aufzeichnungen und Aufbewahrungsdauer

Gentechnik-
NotfallVO (GenTNotfV)

Erstellung von auRerbetrieblichen Notfallplanen
Informations-, Melde- und Unterrichtungspflichten

Gentechnik-
BeteiligungsVO (GenTBetV)

Bei Verfahren zur Genehmigung von Freisetzungen und Inver-
kehrbringen

Beteiligung des Rates, der Kommission und der Behérden der
Mitgliedstaaten der Europaischen Union sowie anderer Vertrags-
staaten des Abkommens Uber den Europaischen Wirtschaftsraum

Gentechnik-
AnhodrungsVO (GenTAnhV)

Anhdrungen im Vorfeld zur Genehmigung von:
- Errichtung und Betrieb einer gentechnischen Anlage
- Freisetzung von Organismen

Bekanntmachung des gentechnischen Vorhabens

ZKBS-Verordnung
(ZKBSV)

Zentrale Kommission fiir die biologische Sicherheit (ZKBS).
Aufgaben und Zusammensetzung der ZKBS

Bayerische Gentechnik-
ZustandigkeitsVO (ZustVGenT)

Zustandigkeit fur den Vollzug liegt bei den Regierungen

Die Regierungen und die Gewerbeaufsicht sind zustandig fur die
technische Uberwachung

LGL: Zusténdig fur die Entnahme und Untersuchung von Proben
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2. Gentechnische Arbeiten

Gentechnische Arbeiten reichen weit tber die Erzeugung von GVO hinaus. Zu den gen-
technischen Arbeiten zahlen auch die Verwendung von GVO sowie ihre Vermehrung,
Lagerung, Zerstorung, Entsorgung sowie der innerbetriebliche Transport. Abbildung 2
zeigt ein Beispiel fur die Durchfiihrung einer gentechnischen Arbeit: die Ubertragung

von Erbinformation eines Spenderorganismus in einen Empfangerorganismus.

\

A 02:)))
‘ @ ‘ - — Restriktionsenzyme
W éo

Spender

DNA

5O

Bakterium Plasmid

Abbildung 2. Beispiel einer gentechnischen Arbeit: Ubertragung von Erbinformation (Genen) eines
Spenderorganismus (blau) in einen Empfangerorganismus (rot). Die DNA eines Spenderorganismus wird
isoliert und mit Hilfe von Restriktionsenzymen verdaut (A). Vektoren (z.B. die Plasmide eines Bakteriums)
dienen als Vehikel fur den Gentransfer (B). Ein gentechnisch verédnderter Organismus (GVO) entsteht
nach dem erfolgreichen Einschleusen eines Vektors in einen Empfangerorganismus (C). Der mit den
neuen Eigenschaften ausgestattete GVO wird vermehrt und kann beispielsweise fur die Anreicherung
und Gewinnung von Stoffwechselprodukten (z.B. Proteinen bzw. Enzymen, Medikamenten, Impfstoffen,
Biopolymeren, Chemikalien, etc.) eingesetzt werden (D).
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Rechtliche Abgrenzung gentechnischer Arbeiten

Tabelle 2 liefert eine Gegenuberstellung von Tatigkeiten, die in den Geltungsbereich

des GenTG fallen und solchen, die vom Geltungsbereich des GenTG ausgenommen

sind.

Tabelle 2. Rechtliche Abgrenzung gentechnischer Arbeiten anhand ausgewahlter Beispiele. Diese Tabel-
le dient als Ubersicht und erhebt keinen Anspruch auf Vollstandigkeit.

Tatigkeitsbereich

Im Geltungsbereich
des GenTG

Nicht im Geltungsbereich
des GenTG

Weitere Informationen

Umgang mit Nuk-
leinsauren

Ubertragung von gentech-
nisch veranderten Plasmi-
den in Organismen,
Vermehrung von Genson-
den in Bakterien

Injektion von mRNA in Zellen,
soweit dabei keine rekombi-
nanten Viren entstehen,
PCR,

Arbeiten mit rekombinanter
DNA (z.B. Plasmiden), soweit
sie nicht in Organismen uber-
tragen werden

Allgemeine Stellung-
nahmen der ZKBS

Biotechnologische
Produktion

Einsatz von GVO in Fer-
mentationsprozessen

Aufarbeitung von Enzymen,
nach vollstandiger Abtétung
bzw. Entfernung von GVO

Umgang mit GVO

Autoklavieren (Vernichtung)
von GVO,

Lagerung von GVO,
Innerbetrieblicher Transport
von GVO,

Haltung von transgenen
Tieren

AuRRerbetrieblicher Transport
von GVO

Informationen der BAUA
zum auferbetrieblichen
Transport von GVO

Gentherapie

Vorbereitende Arbeiten zur
Anwendung der Genthera-
pie, bei denen GVO ver-
wendet werden

Direkte Anwendung der Gen-
therapie am Menschen

Arzneimittelgesetz,
GCP-Verordnung

Selbstklonierung

Selbstklonierungen, bei
denen gentechnisch veran-
derte Organismen als
Spender oder Empféanger
eingesetzt werden

Selbstklonierungs-
experimente mit natdrlich
vorkommenden Organismen

Allgemeine Stellung-
nahmen der ZKBS

Verfahren der
genetischen Ver-
anderung

Einsatz von Techniken zur
DNA-Rekombination mit
nachfolgender Ubertragung
auf Empfangerorganismen

Herstellung von Mutanten mit
Hilfe mutagener Substanzen
(8 3GenTG),

Erzeugung von somatischen
menschlichen oder tierischen
(gentechnisch unveranderten)
Hybridoma-Zellen
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Der aul3erbetriebliche Transport fallt nicht in den Regelungsbereich des GenTG. Hierfir
gelten die Vorschriften zum Gefahrguttransport. Die Bundesanstalt fir Arbeitsschutz
und Arbeitsmedizin (BAuA) hat auf ihren Internetseiten eine Ubersicht tiber die gefahr-
gutrechtlichen Bestimmungen fiir den Transport von ansteckungsgefahrlichen Stoffen
veroffentlicht. In diesem Kontext wird auch der Transport von gentechnisch veréanderten

Organismen behandelt.
Sicherheitsbewertung gentechnischer Arbeiten

Je nach ihrem Gefahrdungspotenzial werden gentechnische Arbeiten den Sicherheits-
stufen 1 bis 4 zugeordnet. Arbeiten, bei denen von keinem Risiko flr die menschliche
Gesundheit und fur die Umwelt auszugehen ist, kdnnen in gentechnischen Anlagen mit
Sicherheitsmal3hahmen der Stufe 1 durchgefiihrt werden. Im Gegensatz dazu stellen
Arbeiten der Sicherheitsstufe 4 ein hohes Risiko dar und erfordern die Einhaltung

hoéchster Sicherheitsstandards.

Die Sicherheitseinsstufung von gentechnischen Arbeiten erfolgt auf der Grundlage einer
Gesamtbewertung von sicherheitsrelevanten Parameter (z.B. Eigenschaften der Spen-
der- und Empfangerorganismen, der eingesetzten Vektoren sowie der erzeugten gen-
technisch veranderten Organismen) und kann, wenn notwendig, unter Beteiligung der
beim Bundesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) eingerichte-
ten Zentralen Kommission fur die Biologische Sicherheit (ZKBS) erfolgen. Allgemeine
Kriterien sowohl fur die Sicherheitsbewertung von gentechnischen Arbeiten als auch fir
die Konzeption von gentechnischen Anlagen mit definierten Sicherheitsmal3hahmen

sind in der Gentechnik-Sicherheitsverordnung (GenTSV) definiert.

3. Gentechnische Anlagen

Die Durchfihrung von gentechnischen Arbeiten setzt die Verflugbarkeit von speziell
konzipierten Einrichtungen voraus, welche von der zustdndigen Landesbehorde als
Gentechnische Anlagen zugelassen werden mussen. Diese Anlagen erlauben die An-
wendung von spezifischen EinschlieBungsmalinahmen, um den Kontakt der verwende-
ten GVO mit Menschen und der Umwelt zu begrenzen und ein dem Gefahrdungspoten-
zial angemessenes Sicherheitsniveau zu gewahrleisten. Die Vielfalt der gentechnischen
Anlagen kann von Forschungs- und Uberwachungslaboratorien tiber Produktions- bzw.
Fermentationsanlagen, bis hin zu Gewachsh&usern oder Tierhaltungseinrichtungen rei-
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chen. Abbildung 3 gibt einen Uberblick tiber die bundesweite Entwicklung von Zulas-

sungen gentechnischer Anlagen im Vergleich zum Freistaat Bayern. Es wird ersichtlich,

dass der allgemeine Wachstumstrend sich seit dem Jahr 2002 deutlich verlangsamt hat.

Gentechnische Arbeiten der Sicherheitsstufe 4 werden in Deutschland derzeit nicht

durchgefiihrt. Abbildung 4 zieht einen Vergleich zwischen den aktuellen Verteilungen

der Sicherheitsstufen.

Entwicklung gentechnischer Anlagen
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Abbildung 3. Uberblick tiber die Entwicklung von Zulassungen gentechnischer Anlagen. Quellen: Baye-
risches Staatsministerium fir Umwelt Gesundheit und Verbraucherschutz; Bundesamt fiir Verbraucher-

schutz und Lebensmittelsicherheit.

Anzahl gentechnischer Anlagen
-Bundesweit -
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1204 (23%)
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Sicherheitsstufe:
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466 (73%)

Anzahl gentechnischer Anlagen
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151 (24%)
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Sicherheitsstufe:
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Abbildung 4. Verteilungen von gentechnischen Anlagen gegliedert nach Sicherheitsstufen (Stand: Dez.
2005). Quellen: Bayerisches Staatsministerium fir Umwelt Gesundheit und Verbraucherschutz; Bundes-

amt flr Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit.
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4. Experimentelle Uberwachung gentechnischer Arbeiten:

Entnahme von Proben und Analytik

In Deutschland sind die Lander fiir die Uberwachung der Durchfiihrung des Gentech-
nikgesetzes zustandig. Im Freistaat Bayern obliegt die Uberwachung gentechnischer
Arbeiten und Anlagen den Regierungen von Oberbayern (fir die Regierungsbezirke
Oberbayern, Niederbayern und Schwaben) und Unterfranken (fir die Regierungsbezir-
ke Oberfranken, Mittelfranken, Unterfranken und Oberpfalz). Die Uberwachungsbehor-
de ist befugt, Betriebsraume zu besichtigen, Einsicht in Unterlagen zu fordern und Pro-

ben fiir die experimentelle Uberwachung zu entnehmen.

Das Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit ist fur die experimentelle
Uberwachung beim Vollzug des Gentechnikgesetzes zustandig. Zu den Aufgaben der
experimentellen Uberwachung z&hlen sowohl die Entnahme und Untersuchung von
Proben aus gentechnischen Anlagen als auch die analytische Uberprifung von gen-
technischen Arbeiten. Die Analyse von Proben aus gentechnischen Arbeiten in ge-
schlossenen Systemen zielt auf die Uberpriifung der Einhaltung von gentechnikrechtli-
chen Vorgaben unter Berlcksichtigung der zugrunde liegenden Rahmenbedingungen
fur die Arbeit mit biologischen Arbeitsstoffen. Die Techniken der Probenahme mussen
fur einen bestmdglichen Erhalt der biologischen Aktivitat der Mikroorganismen optimiert
sein. Dies kann z.B. durch die Verwendung von speziellen Transportmedien und die
Einhaltung optimaler Transportbedingungen erreicht werden. Die Analyse der Proben
konzentriert sich auf den Nachweis von vermehrungsfahigen Organismen insbesondere
unter Anwendung von kulturellen Verfahren. Ergebnisse aus molekularbiologischen Un-
tersuchungen mussen fallweise ausgewertet werden, da der Nachweis von Nukleinsau-
resequenzen nicht zwingend eine Kontamination mit vermehrungsfahigen Mikroorga-
nismen beweist. Molekularbiologische Nachweisverfahren eignen sich insbesondere fur
die nahere Charakterisierung von GVO und rekombinanten Konstrukten. Gegenstand
der mikrobiologischen und molekularbiologischen Analytik ist die Uberpriifung folgender

Schwerpunkte:
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Sicherheit und Hygiene am Arbeitsplatz (primares Containment)

Die in der Biostoffverordnung definierten Grundlagen fiir Arbeiten mit biologischen Ar-
beitsstoffen (einschlie3lich gentechnisch veranderten Mikroorganismen) bilden eben-
falls die Basis fur die Durchflihrung von gentechnischen Arbeiten, es sei denn das Gen-
technikrecht schreibt gleichwertige oder strengere Regelungen vor. Mangel bei der Ein-
haltung einer guten mikrobiologischen Praxis kénnen z.B. durch den Nachweis mikro-
bieller Kontaminationen auf3erhalb der primaren physikalischen EinschlieBung (z.B.
mikrobiologische Sicherheitswerkbank) festgestellt werden. Dabei ist die mikrobielle
Belastung der Luft (Aerosole) im biologischen Gefahrenbereich ebenfalls zu berticksich-
tigen. Fur die Entnahme von Proben stehen in erster Linie Wisch- und Abstrichtechni-
ken von Labor- bzw. Gerateoberflachen zur Verfiigung. Die Uberprifung der mikrobiel-
len Belastung in der Luft kann unter Anwendung eines Systems zur Luftkeimsammlung

durchgefuhrt werden.
Effektivitat von EinschlieBungsmalRnahmen (sekundéares Containment)

Die sekundaren EinschlieBungsmalinahen einer gentechnischen Anlage (d.h. die Gren-
zen des geschlossenen Systems) dienen der Vermeidung einer unbeabsichtigten Frei-
setzung von gentechnisch Veranderten Organismen in die Umwelt. Mit der Uberpriifung
der Effektivitdt von sekundaren EinschlieBungsmalinahmen soll gewahrleistet werden,
dass kein unbeabsichtigtes Entweichen von gentechnisch verdnderten Organismen in
die Umwelt stattfindet. Die Analysen konzentrieren sich auf die Uberprifung der Wirk-
samkeit folgender Parameter:

e Prozesse zur Inaktivierung von Abféllen und Abwassern sowie Abluftfilterung

e Verfahren zur Inaktivierung bzw. Entfernung von GVO aus Erzeugnissen der bio-

technologischen Produktion

e Malnahmen zur Vermeidung von Verschleppungen in die Umwelt

Der Wirksamkeitsnachweis von Prozessen zur Behandlung von Abfallen, Abwasser und
Abluft kann anhand von Proben der behandelten Medien erfolgen. Dartiber hinaus kon-
nen Festkorper- und gegebenenfalls auch Abwassersterilisatoren durch den Einsatz
von biologischen Indikatoren getestet werden. Als Proben fiir die Uberpriifung der GVO-
Freiheit in Erzeugnissen der biotechnologischen Produktion kommen die Produkte
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selbst in Frage. Verschleppungen von vermehrungsfahigen GVO in die Umwelt (aul3er-
halb der gentechnischen Anlage) kénnen anhand von Wisch- und Abstrichproben von

Oberflachen als auch durch Umweltproben festgestellt werden.

Uberpriufung der experimentellen Arbeit auf Konformitat mit Genehmigungs- und

Aufzeichnungsdokumenten

Die Uberpriifung von gentechnischen Arbeiten auf Konformitat mit Genehmigungs- und
Aufzeichnungsdokumenten kann auf mikrobiologischer oder molekularer Ebene erfol-
gen. Die Analysen konzentrieren sich auf die Kontrolle der Identitat und Reinheit von
Spender- und Empfangerorganismen, Vektoren und GVO. Als Proben fir die Analysen
eignen sich die eingesetzten Kulturen selbst.

Der Nachweis der Identitat der eingesetzten Organismen wird anhand von spezifischen
Nachweisverfahren durchgefihrt. Fir die Uberpriifung der Reinheit kommen dagegen
Screeningverfahren zum Einsatz, die den Nachweis eines breiten Spektrums an Kon-
taminenten ermoglichen. Bakterielle Kulturen konnen zum Beispiel ohne Selektions-
druck ausplattiert werden, um sowohl phanotypische als auch eine genotypische (Se-

quenzierung von 16S rRNA-Genen) durchzufihren.

5. Weitere Tatigkeitsschwerpunkte des LGL

Entwicklung und Validierung von molekularbiologischen Nachweismethoden fir die
amtliche Uberwachung im Unterausschuss Methodenentwicklung (UAM) der
Bund/Lander Arbeitsgemeinschaft Gentechnik (LAG)

Mitwirkung bei der Erstellung einer amtlichen Methodensammlung gemaf3 828b GenTG,
standige Arbeitsgruppe des Bundesamtes fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsi-
cherheit (BVL), Berlin

Mitarbeit bei Erstellung der VDI-Richtlinie 6300 zum sicheren Betrieb von gentechni-

schen Anlagen, Arbeitsgruppe des Vereins Deutscher Ingeneure (VDI), Dusseldorf
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Codex Alimentarius Guidelines: Umgang mit gentechnisch verander-
ten Organismen (GVO) im Spurenbereich

Marianna Schauzu

Bundesinstitut fur Risikobewertung
Thielallee 88-92, 14195 Berlin

Einleitung

Gentechnisch veranderte Organismen (GVO), die zur Herstellung von Lebens- oder
Futtermitteln bestimmt sind, dirfen in der Européaischen Union (EU) nur dann auf den
Markt gebracht werden, wenn sie gemal3 der Verordnung (EG) Nr. 1829/2003 zugelas-
sen wurden (1). Eine Zulassung kann erteilt werden, wenn die European Food Safety
Authority (EFSA) nach Prifung der Antragsunterlagen festgestellt hat, dass die gen-
technisch veranderten Produkte keine nachteiligen Auswirkungen auf die Gesundheit
von Mensch und Tier oder die Umwelt haben.

Fur Lebens- und Futtermittel, die Material aus in der EU nicht zugelassenen GVO ent-
halten, gilt die Nulltoleranz, d.h. sie sind in der EU nicht verkehrsfahig. Ein Schwellen-
wert von 0,5 Prozent galt wahrend einer Ubergangszeit fiir zufallige oder technisch nicht
vermeidbare Spuren von Material aus GVO, die noch nicht zugelassen, fur die aber be-
reits eine befurwortende Stellungnahme der EFSA vorlag und Nachweisverfahren 6f-
fentlich verfugbar waren. Diese Ausnahmeregelung ist am 18.04.2007 ausgelaufen.
Seither gilt die Nulltoleranz auch fur GVO, die sich im Antragsverfahren befinden und

von der EFSA bereits positiv bewertet wurden.

Gemal der Verordnung (EG) Nr. 1829/2003 wurden bisher Zulassungen fir funf trans-
gene Maissorten und eine transgene Zuckerriibensorte erteilt (Stand: April 2008). Pro-
dukte aus weiteren acht transgenen Mais-, funf Baumwoll-, drei Rapssorten und einer
Sojabohnensorte, die bereits entweder gemal der Verordnung (EG) Nr. 258/97 (Neuar-
tige Lebensmittel-Verordnung) oder der Richtlinie 90/220/EG bzw. 2001/18/EG (Freiset-
zungsrichtlinie) als Lebens- oder Futtermittel verkehrsfahig waren, kbnnen weiterhin auf
den Markt gebracht werden, weil sie bis zum 18. April 2004 bei der Européischen

Kommission notifiziert wurden. Fir zwei transgene Mais- und drei transgene Rapssor-
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ten, die nach altem Recht zugelassen, aber nach Auslaufen der Genehmigungen zum
18.04.2007 von den Antragstellern vom Markt genommen wurden, hat die Européische
Kommission entschieden, dass zufallige oder technisch unvermeidbare Spuren von Ma-
terial aus diesen transgenen Pflanzen in Lebens- oder Futtermitteln bis zu einem Gehalt
von 0,9 Prozent bis April 2012 toleriert werden (2).

Fur acht Antrage auf Inverkehrbringen von transgenen Pflanzen (Mais, Sojabohnen,
Reis, Raps, Baumwolle, Kartoffeln) liegen befiirwortende Stellungnahmen der EFSA
vor, 39 weitere Antrage liegen dem fur die Bewertung gentechnisch veranderter Orga-
nismen zustandigen Gremium (GMO Panel) der EFSA zur Bearbeitung vor (Stand: April
2008) (3).

Allein in den USA wurden seit 1995 von der Food and Drug Administration (FDA) 71
transgene Pflanzensorten bewertet (darunter Mais, Raps, Baumwolle, Sojabohnen,
Tomaten, Kartoffeln, Zuckerriiben, Squash, Reis, Papaya), die dort kommerziell ange-
baut werden kdnnen (bis auf Pestizid-exprimierende Pflanzen ist dafir keine Zulassung
erforderlich) (4). Fur 33 dieser transgenen Pflanzen (Mais, Sojabohnen, Baumwolle,
Zuckerriben, Raps, Reis) liegen entweder bereits Importgenehmigungen fur die EU vor
oder befinden sich Antrage im Zulassungsverfahren. Die fur den Import in die EU bean-
tragten 22 transgenen Hybridpflanzen (Mais, Baumwolle, Sojabohnen) mit ,stacked

events” (Produkte konventioneller Kreuzung transgener Pflanzenlinien) sind allerdings
im FDA-Verzeichnis bewerteter transgener Pflanzen (Stand: 07.11.2007) nicht enthal-

ten.

Auch bei sorgfaltiger Trennung der Warenstrome kann nicht ausgeschlossen werden,
dass aus Drittlandern importierte Produkte Spuren von in der EU nicht oder noch nicht
zugelassenen transgenen Pflanzen enthalten. Den fir die Lebens- und Futtermittel-
uberwachung zustandigen Behdrden obliegt es daher, durch entsprechende Analysen
sicher zu stellen, dass solche Produkte nicht in den Handel gelangen. Die hierfur erfor-
derlichen Nachweisverfahren sind in der Regel erst verfiigbar, wenn Antrage auf Zulas-
sung gemal der Verordnung (EG) Nr. 1829/2003 vorliegen und eine Validierung der
Verfahren durch das Joint Research Centre (JRC) der Europaischen Kommission er-

folgt ist.
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Codex Alimentarius

Der Codex Alimentarius ist eine Sammlung internationaler Lebensmittelnormen, die von
der Codex Alimentarius Commission (CAC) herausgegeben werden. Die CAC wurde
1963 als gemeinsame Einrichtung der Food and Agriculture Organisation (FAO) und der
World Health Organisation (WHO) gegriindet. Ihr gehéren derzeit 174 Staaten aus allen
Regionen der Welt sowie die Europaische Kommission als solche an. Die CAC hat die
Aufgabe, zum Schutz der Verbrauchergesundheit und im Interesse eines fairen Welt-
handels entsprechende Normen (Standards), Richtlinien (Guidelines) und Empfehlun-
gen (Codes of Practice) zu vereinbaren. Diese werden in waren- und problemspezifi-
schen Komitees (z. B. Codex Committee on Food Labelling, Codex Committee on Me-
thods of Analysis and Sampling) oder ad hoc-Arbeitsgruppen (Task Forces) von Dele-
gierten der Mitgliedstaaten erarbeitet, in einem bis zu acht Stufen umfassenden Verfah-
ren (5) abgestimmt und von den jahrlich stattfindenden Versammlungen der CAC be-

schlossen.

Die Codex-Normen, Richtlinien und Empfehlungen stellen die Basis dar, auf der die
Mitgliedstaaten der CAC ihre lebensmittelrechtlichen Bestimmungen harmonisieren sol-
len. Zwar haben die Codex-Normen keine Rechtskraft. Sie erlangen jedoch zunehmen-
de rechtliche Bedeutung durch die Ubereinkommen (iber die Anwendung von gesund-
heits- und pflanzenschutzrechtlichen Malinahmen (Sanitary and Phytosanitary Measu-
res, SPS) und uber technische Handelshemmnisse (Technical Barriers to Trade, TBT)
im Rahmen der Word Trade Organisation (WTO), wonach sie als Referenz im internati-
onalen Lebensmittelhandel anerkannt werden und in den Streitbeilegungsverfahren bei
Handelskonflikten eine maf3gebliche Rolle spielen.

Ad hoc Task Force on Foods Derived from Biotechnology

Mit den Auswirkungen der Biotechnologie auf die internationalen Lebensmittelnormen
und Verfahrensregeln hat sich die CAC erstmals in ihrer 18. Sitzung im Juli 1989 be-
fasst. Anlass hierfir war eine Stellungnahme von US-Reprasentanten mit generellen
Uberlegungen zur Rolle der Biotechnologie fiir die Lebensmittelherstellung und zur Ri-
sikobewertung der resultierenden Produkte, verbunden mit der Aufforderung an FAO

und WHO, Sicherheitsmafistdbe und Richtlinien fur diese Lebensmittel zu entwickeln,
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um den Erfordernissen der neuen Technologie Rechnung zu tragen. In der Folge fand
auf Einladung von FAO und WHO im November 1990 eine Beratung mit Experten Uber
Strategien zur Sicherheitsbewertung von Lebensmitteln, die mit Hilfe der Biotechnologie
hergestellt wurden, statt. Zu den im Bericht dieser Konsultationsveranstaltung enthalte-
nen Empfehlungen gehorte die Aufforderung an FAO und WHO, die Initiative fur die
Erarbeitung eines harmonisierten Verfahrens der von den nationalen Regierungen zu
verantwortenden Sicherheitsbewertung biotechnologisch hergestellter Lebensmittel zu
ergreifen (6). Weitere FAO/WHO-Konsultationen und WHO-Workshops folgten in den
Jahren 1993, 1994 und 1996.

Auf der Basis dieser Vorarbeiten beschloss die CAC auf ihrer Sitzung im Juni/Juli 1999
die Einrichtung der Ad hoc Intergovernmental Task Force on Foods Derived from Bio-
technology, die sich unter der Leitung Japans fiur die Dauer von vier Jahren mit den
madglichen Auswirkungen der modernen Biotechnologie bei der Lebensmittelherstellung
auf die Lebensmittelsicherheit befassen sollte. Das Mandat dieser Codex Task Force
schloss die Befassung mit Umweltaspekten, die im Cartagena Protocol on Biosafety to
the Convention on Biological Diversity (CBD) berlcksichtigt sind, mit Kennzeichnungs-
fragen, die vom Codex Committee on Food Labelling (CCFL) bearbeitet werden, sowie
mit in den Zustandigkeitsbereich der Mitgliedstaaten fallenden Risikomanagement-

MalRnahmen aus.

Die erste Tagung der Codex Task Force fand im Marz 2000 statt. Nach dem erfolgrei-
chen Abschluss des Arbeitsprogramms der Codex Task Force beschloss die CAC in
ihrer Sitzung vom 28. Juni bis 3. Juli 2004 die Verlangerung deren Mandats fur weitere
vier Jahre. An den Sitzungen der Codex Task Force nahmen wahrend der ersten Perio-
de von 2000 bis 2003 Vertreter von jeweils zwischen 33-36 Mitgliedstaaten und von

14-18 Nicht-Regierungsorganisationen der Wirtschaft sowie von Umwelt- und Verbrau-
cherschitzern teil, darunter die European Association for Bioindustries (EUROPABIO),
das International Life Sciences Institute (ILSI), Consumer International (Cl) und Green-
peace International. Wahrend der zweiten Periode von 2005 bis 2007 erhdhte sich die
Zahl der an den Sitzungen teilnehmenden Mitgliedstaaten auf 40-52, die der Nicht-

Regierungsorganisationen ging zuriick auf 11-15.
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Wahrend ihrer ersten vierjahrigen Arbeitsperiode wurden von der Codex Task Force
folgende Richtlinien erarbeitet:
e Principles for the Risk Analysis of Foods Derived from Modern Biotechnology,
e Guideline for the Conduct of Food Safety Assessment of Foods Derived from
Recombinant-DNA Plants (Codex Plant Guideline),
e Annex: Assessment of Possible Allergenicity;
e Guideline for the Conduct of Food Safety Assessment of Foods Produced Using
Recombinant-DNA Microorganisms,
die von der CAC wahrend ihrer Tagung vom 30.06.-07.07.2003 akzeptiert wurden (7).

Nach Abschluss der zweiten Arbeitsperiode wurden von der Codex Task Force in ihrer
letzten Sitzung vom 19. bis 23. September 2007 die folgende Richtlinie und folgende
Anhange zur Codex Plant Guideline verabschiedet (8):
e Draft Guideline for the Conduct of Food Safety Assessment of Foods Derived
from Recombinant-DNA Animals,
e Draft Annex: Food Safety Assessment of Foods Derived from Recombinant-DNA
Plants Modified for Nutritional or Health Benefits,
e Draft Annex: Food Safety Assessment in Situations of Low-level Presence of Re-

combinant-DNA Plant Material in Food.

Fur diese Dokumente wurde von der Task Force ein beschleunigtes Abstimmungsver-
fahren beschlossen (Steps 5/8). Damit entfiel die Moglichkeit zur erneuten Kommentie-
rung aller Aspekte der Richtlinienentwiirfe durch die Mitgliedstaaten und interessierten
internationalen Organisationen (Steps 6 und 7). Die Kommentierung der Entwirfe hin-
sichtlich moglicher 6konomischer Implikationen war bis zum 15. Marz 2008 mdglich
(Step 5). Zusammen mit den eingegangenen Kommentaren werden die Entwirfe dem
Executive Committee zur kritischen Durchsicht und zur Weiterleitung an die CAC zur
Entscheidung in deren nachster Sitzung vom 30. Juni bis 5. Juli 2008 tUbermittelt

(Step 8).
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Draft Annex: Food Safety Assessment in Situations of Low-level Presence

of Recombinant-DNA Plant Material in Food

Zur Erarbeitung des Entwurfs fir einen Anhang zur Codex Plant Guidelines fir die Be-
wertung der Lebensmittelsicherheit im Fall von Produkten, die Spuren von Material aus
im Importland nicht zugelassenen transgenen Pflanzen enthalten, war von der Codex
Task Force eine Arbeitsgruppe unter Leitung der USA, Deutschlands und Thailands

eingerichtet worden.

Der in der letzten Sitzung der Codex Task Force verabschiedete Entwurf des Anhangs
besteht aus der Praambel, u.a. mit einer Beschreibung des Anwendungsbereichs, und
zwei weiteren Teilen, in denen die im Fall des Vorkommens geringfligiger Mengen
transgenen Pflanzenmaterials in Lebensmitteln fiir die Sicherheitsbewertung relevanten
Abschnitte der Codex Plant Guideline benannt werden bzw. die Regelungen fir den
Austausch von Informationen und Daten festgelegt sind, die im Importland zur Durch-
fuhrung der Lebensmittelkontrolle und der Sicherheitsbewertung fir notwendig erachtet

werden.

Anwendungsbereich

Der Anhang zur Codex Plant Guideline soll nur im Fall von transgenen Pflanzen zur
Anwendung kommen, flr die eine Sicherheitsbewertung mit positivem Ergebnis gemaf}
den Anforderungen der Codex Plant Guideline in mindestens einem Codex-

Mitgliedstaat durchgefuhrt wurde.

Zum Anwendungsbereich des Anhangs gehoren
e Schuttgiiter wie Maiskorner, Sojabohnen oder Olsaatensamen, die in der Regel
als Rohstoffe zur Verarbeitung als Lebensmittelzutaten bestimmt sind, sowie
e Frichte und Gemise wie Tomaten, Kartoffeln, Papaya, die als solche als Le-
bensmittel zum Verzehr gelangen kdnnen,
unter der Voraussetzung, dass der von gentechnisch veranderten Sorten stammende
Anteil unbeabsichtigt und nur in geringem Umfang in die zur Lebensmittelherstellung

bestimmten Exportgiter gelangt ist.

72 Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit



Fachtagung Gentechnik 2007
Der Anhang

e beinhaltet keine Risikomanagement-Malinahmen, wie z.B. die Entscheidung, ab
welcher Hohe des Anteils an Spuren nicht zugelassenen transgenen Pflanzen-
materials in Lebensmitteln die Bestimmungen dieses Anhangs zur Anwendung
kommen sollen;

e hindert die Mitgliedstaaten nicht daran, in jedem Fall eine Sicherheitsbewertung
gemal den Vorgaben der Codex Plant Guideline durchzuftihren und im Rahmen
einschlagiger nationaler Rechtsvorschriften zu entscheiden, wann und wie dieser
Anhang zur Geltung kommen soll;

e enthebt Unternehmen, Exporteure und zusténdige nationale Behdrden nicht der
Verantwortung, den jeweils einschlagigen Importbestimmungen, darunter solche

fur nicht zugelassenes transgenes Pflanzenmaterial, Rechnung zu tragen.

Sicherheitsbewertung

Folgende Daten und Informationen sind Voraussetzung fir die Bewertung der Lebens-
mittelsicherheit im Fall von Produkten, die Spuren von transgenem Pflanzenmaterial
enthalten:
e Beschreibung der transgenen Pflanze, der Empfangerpflanze und der Spender-
organismen,
e Beschreibung der Transformationsmethode und der verwendeten DNA,
e Molekulare und biochemische Charakterisierung der genetischen Modifikation,
e Bewertung der potentiellen Toxizitat und Allergenitat neu exprimierter Substan-
zen,

e Bewertung von Antibiotikaresistenzgenen (sofern vorhanden).

Ausgehend von einem geringen Anteil transgenen Pflanzenmaterials im Lebensmittel
wird auf einige der in der Codex Plant Guideline vorgesehenen Anforderungen verzich-
tet. Der Schwerpunkt liegt auf der Bewertung der Transgene und der neu exprimierten
Proteine. Die vergleichende Inhaltsstoffanalyse wird beschréankt auf die in den Empfan-
gerpflanzen natirlich vorkommenden Toxine und Allergene beispielsweise im Fall von
Produkten, die als solche als Lebensmittel verzehrt werden kénnen, wie Obst und Ge-
mise. Die Bestimmung des Gehalts an moéglichen Metaboliten von Expressionsproduk-
ten wird nur fur die essbaren Teile der Pflanzen gefordert. Verzichtet wird auch auf Ex-
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positionsdaten sowie auf Untersuchungen zu méglichen Veranderungen der Bioverfug-

barkeit von Nahrstoffen und auf die fir solche Pflanzen geltenden zusatzlichen Anforde-

rungen, die gezielt hinsichtlich ihres Nahrwerts oder ihrer Funktion modifiziert wurden.

Informations- und Datenaustausch

Um den Anhang zur Codex Plant Guideline im Fall von importierten Lebensmitteln, die

Spuren von im Importland nicht zugelassenem transgenen Pflanzenmaterial enthalten,

fur die Mitgliedstaaten nutzbar zu machen, sollen diese schnellstméglichen Zugang zu

folgenden Informationen erhalten:

Name des Antragstellers,
Zusammenfassung des Antrags,
Mitgliedstaat, in dem die Zulassung erteilt wurde,
Datum der Zulassung,
Anwendungsbereich/Zweck der Zulassung (Lebensmittel und/oder Futtermittel
sowie Anbau und/oder Import),
Identifzierungscode (Unique Identifier) (9),
Links zu Datenbanken anderer relevanter internationaler Organisationen mit In-
formationen zum betreffenden Produkt,
Zusammenfassung der gemalR den Anforderungen der Codex Plant Guideline
durchgefuhrten Sicherheitsbewertung,
Kontaktadressen
= zur Anforderung von Protokollen fir Nachweisverfahren und von geeigne-
tem Referenzmaterial,
= der fur die Sicherheitsbewertung zustandigen Behérde(n) und des An-

tragstellers.

Die Mitgliedstaaten sind aufgefordert,

die vorgenannten Daten und Informationen zu Gbermitteln;
in Ubereinstimmung mit ihren rechtlichen Rahmenbedingungen anderen Mit-
gliedstaaten zusatzlich verfigbare Informationen beziiglich der von ihnen durch-

gefuhrten Sicherheitsbewertung zur Verfiigung zu stellen;
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e neue wissenschatftliche Erkenntnisse, die flr das Ergebnis der entsprechend den
Anforderungen der Codex Plant Guideline durchgefihrten Sicherheitsbewertung

relevant sein kdnnen, bereitzustellen.

Antragsteller sind aufgefordert,

e auf Anfrage weitere, flr die Bewertung entsprechend des Anhangs zur Codex
Plant Guideline erforderliche Informationen zur Verfigung zu stellen;

e unter Berlcksichtigung des berechtigten Schutzes vertraulicher Informationen
validierte Protokolle, die fir den Event- oder Trait-spezifischen Nachweis von
Spuren transgenen Pflanzenmaterials geeignet sind, und entsprechendes Refe-
renzmaterial (in der Regel ,non-viable“, unter Umstanden ,viable*) bereitzustel-

len.

Die FAO hat sich bereit erklart, im Rahmen ihres International Portal on Food Safety,
Animal and Plant Health (IPFSAPH) eine zentrale, offentlich zugéngliche Datenbank mit
den vorgenannten Daten und Informationen einzurichten und zu diesem Zweck mit der

OECD und anderen relevanten internationalen Organisationen zusammenzuarbeiten.

Als Grundlage fur die IPFSAPH-Datenbank sollen zunachst die in der GVO-
Produktdatenbank der OECD (Biotech Database for products derived using Modern
Biotechnology (10)) enthaltenen Daten (Organismen- und Herstellerlisten, Identifizie-
rungscodes) genutzt werden. Neue Eintrage in der IPFSAPH-Datenbank sollen auch
der OECD Biotech Database zur Verfigung gestellt werden. Das FAO-Sekretariat wird
eine E-Mail-Adresse fir die zentralisierte Dateneingabe durch die Mitgliedstaaten ein-
richten und fir die Uberprifung der Daten auf Konsistenz und Korrektheit sorgen. Inter-
net-Links zu offiziellen Datenquellen sollen genutzt werden, um die Aktualitat der Daten

zu gewabhrleisten.

Fazit

Der Nutzwert des hier vorgestellten Anhangs zur Codex Plant Guideline wird davon ab-
hangen, ob die fur die Bewertung der Lebensmittelsicherheit notwendigen Daten und
Informationen rechtzeitig verfigbar sein werden. Dafir ist es erforderlich, dass alle Ak-
teure den an sie gerichteten Forderungen nachkommen. Eine rechtsverbindliche Ver-
pflichtung dazu besteht nicht.
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Zwar gestattet der in diesem Anhang vorgesehene umfassende Informationsaustausch
die Identifizierung, Quantifizierung und Sicherheitsbewertung geringer Spuren transge-
nen Pflanzenmaterials in Lebensmitteln. Die damit mdglicherweise zugleich verbundene
Hoffnung einiger Mitgliedsstaaten auf 6ffentliche Akzeptanz solches nach international
anerkannten Kriterien als unbedenklich bewerteten Spurenmaterials von GVO, die im
Importland nicht oder noch nicht zugelassen sind, wird sich jedoch durch den Anhang
allein - zumindest in den Mitgliedstaaten der EU - nicht erfullen lassen. Dazu bedurfte
es einer Abkehr von der in der EU geltenden Nulltoleranz, etwa durch Wiedereinfihrung
des bis April 2007 geltenden Schwellenwertes fir noch nicht zugelassene, aber bereits
durch die EFSA positiv bewertete GVO.
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ENGL — Nachweis nicht zugelassener GVO

Sven Pecoraro
Bayerisches Landesamt fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit

85764 OberschleilRheim

Seit 1996 ist die globale Anbauflache von gentechnisch veranderten (gv) Kulturpflanzen
bis 2007 auf geschéatzte 114 Mio. Hektar um das 67-fache angewachsen. 2007 bauten
etwa 12 Mio. Landwirte in 23 Lander gv Pflanzen an. Allerdings entfielen 99 % der ge-
samten Anbauflache auf acht Lander, angefiihrt von den USA und Argentinien, gefolgt
von Brasilien und Kanada, sowie Indien, China, Paraguay und Sidafrika. Die jahrliche
prozentuale Zunahme der Anbauflachen ist dabei seit 2002 bei den Entwicklungslan-
dern insgesamt hoher als bei den Industrielandern. Von den angebauten Kulturpflanzen
deckten vier nahezu 100 % der gesamten Flache ab. Demnach entfielen 51 % dieser
Flache auf Soja, 31 % auf Mais, 13 % auf Baumwolle und 5 % auf Raps.

Gegenwartig gibt es etwa 18 verschiedene gentechnisch veranderte Pflanzenarten und
Uber 140 Pflanzenlinien, die in mindestens einem Land der Welt als Lebens- und/oder
Futtermittel zugelassen sind (Stand 03/2008). Dazu gehdren unter anderem neben Pa-
paya, Melone und Pflaume auch Kartoffel, Reis, Kirbis und Zuckerriibe sowie Chicorée,
Linse, Sonneblume und Weizen.

In Europa mussen gentechnisch veréanderte Organismen (GVO), bevor sie als Lebens-
oder Futtermittel auf den Markt gelangen dirfen, ein einheitliches Zulassungsverfahren
durchlaufen, das unter anderem eine Sicherheitsbewertung durch die Europaische Be-
horde fur Lebensmittelsicherheit (EFSA) einschliel3t. Dartiber hinaus ist vom Antragstel-
ler eines zuzulassenden GVO ein geeignetes Nachweisverfahren einzureichen sowie
geeignetes Referenzmaterial verfigbar zu machen.

Das Gemeinschaftsreferenzlabor der Kommission (CRL) und das Europaische Netz-
werk fir GVO Laboratorien (ENGL) Uberprifen die eingereichten Methoden in einem
mehrstufigen Validierungsverfahren auf praktische Eignung und der Einhaltung der vom
ENGL festgelegten Kenngrof3en (Minimum Performance Requirements, http://gmo-
crl.jrc.it/doc/Method%20requirements.pdf).
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Das Gemeinschaftliche Referenzlabor (CRL) ist insbesondere verantwort-

lich fur:

den Empfang, die Aufbereitung und Pflege der positiven und negativen Kontroll-
proben und ihre Verteilung an die nationalen Referenzlaboratorien

die Evaluierung der Daten, die der Antragsteller zum Inverkehrbringen des Le-
bensmittels oder des Futtermittels zum vorgelegt hat

die Untersuchung und Validierung der Verfahren zum Nachweis, einschlief3lich
der Probenahme und der Identifizierung des Transformationsereignisses in dem
Lebensmittel oder Futtermittel

die Vorlage vollstandiger Evaluierungsberichte bei der Behorde* [EFSA]

Das Bayerische Landesamt fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL) ist als ei-

nes der nationalen Referenzlaboratorien fur die Unterstitzung des CRL benannt (VO
(EG) Nr. 1981/2006, Anhang) und stellt mit dem Verfasser dieses Kurzberichtes einen

von funf deutschen Delegierten im ENGL.
Das 2002 auf Grundlage der Verordnung (EG) Nr. 1829/2003 Uber genetisch veréander-
te Lebensmittel und Futtermittel gegrindete Européaische Netzwerk fur GVO Laborato-

rien (ENGL) besteht gegenwartig (03/2008) aus 74 Uberwiegend staatlichen Laborato-

rien aus 27 EU Mitgliedsstaaten plus Norwegen.

Die Hauptaufgaben und Aktivitdten des ENGL sind:

Bildung eines wissenschaftlichen und technischen EU Netzwerkes im Zusam-
menhang mit EU Regularien auf dem Gebiet der Gentechnik

Unterstitzung des Prozesses der Standardisierung und Harmonisierung von Me-
thoden zur Probenahme, Nachweis, Identifikation und Quantifizierung von gen-
technisch verdnderten Organismen and daraus abgeleiteten Produkten inklusive
Saatgut, Getreide, Lebensmittel, Futtermittel sowie Umweltproben

Offizielles nationales Referenzlabor nach VO (EG) 1981/2006, Anhang Il zur Un-
terstiitzung des Gemeinschaftlichen Referenzlabors der EU (CRL)

Festlegung von Mindestanforderungen fir Nachweismethoden, die der An-
tragsteller fur einen GVO vorlegt

Technologie- und Informationsaustausch zwischen den ENGL Mitgliedern

78 Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit



Fachtagung Gentechnik 2007
Zugelassene GVO maussen fur den Handel nach festen Regeln gekennzeichnet werden.
Den rechtlichen Rahmen hierfiir setzten mehrere Européische Verordnungen und Be-
stimmungen [VO (EG) 1829/2003, VO (EG) 1830/2003, VO (EG) 64/2004, VO
(EG)1981/2006, RL 2001/18/EG]. In Europa ist gegenwartig nur ein relativ kleiner Teil

der weltweit kommerzialisierten GVO zugelassen.

Fur in Europa nicht zugelassene GVO gilt eine Nulltoleranz, das bedeutet, dass solche
GVO oder Bestandteile davon nicht auf den Markt gelangen durfen. Im Zuge der globa-
len Warenstrome kam es in der Vergangenheit jedoch wiederholt zu Kontaminationen
von Produkten mit in der EU nicht zugelassenen GVO (UGM). So wurde 2004 vom LGL
als erstem Labor in Europa ein nicht zugelassener GVO nachgewiesen. Diese virusre-
sistente Papayalinie, die in den USA zugelassen ist, wurde offensichtlich bei der Ernte
auf Hawaii mit konventioneller Ware vermischt. 2005 wurde bekannt, dass gentechnisch
veranderter Mais (Bt 10) der Firma Syngenta, laut Firmenangaben aufgrund einer inter-
nen Verwechslung, in den Handel gelangte. In 2006 wurden verschiedene nicht zuge-
lassene Reislinien aus den USA und Asien (LL 601, LL 62, Bt 63) auf dem Européi-
schen Markt festgestellt.

In solchen Féallen erfolgt jeweils eine Meldung Uber das Europaische Schnellwarnsys-
tem (Rapid Alert System for Food and Feed, RASFF) an alle Mitgliedstaaten.

Das RASFF ist ein auf Grundlage der Verordnung (EG) Nr. 178/2002 zur Festlegung
der allgemeinen Grundsatze und Anforderungen des Lebensmittelrechts gebildetes
System zur schnellen Mitteilung von Informationen Uber Lebens- und Futtermittelrisiken
innerhalb der EU. Dadurch wird im Bedarfsfall ein gleichzeitiges Vorgehen der Mitglied-
staaten moglich. Es sind dabei zwei Arten von Meldungen zu unterscheiden. Die
Warnmeldungen (Alert Notifications) betreffen die Lebens- und Futtermittel, die ein Risi-
ko darstellen und die sich bereits auf dem Markt befinden. Die Mitgliedsstaaten sollen
sofort handeln, indem die genannten Produkte vom Markt genommen werden. Bei den
so genannten Informationsmeldungen (Information Notifications) werden Lebens- und
Futtermittel zwar als Risiko erkannt, es besteht jedoch kein unmittelbarer Handlungsbe-
darf fur die Mitgliedsstaaten. Dies betrifft z.B. Produkte, die in anderen Mitgliedsstaaten
nicht auf den Markt gelangt sind oder bei Kontrollen an den AuRengrenzen der EU zu-

rickgewiesen wurden.
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Aus Sicht der amtlichen Lebens- und Futtermitteliberwachung werfen diese Félle
grundsatzlich die Frage auf, wie solche UGM im Routinebetrieb analytisch erfasst wer-
den koénnen. Fir GVO, die sich in der EU in der Zulassung befinden (z.B. Reis LL 62),
aber noch nicht zugelassen sind, liegen meist Nachweisverfahren und Referenzmateria-
lien vor. Dagegen gibt es in der Regel keine Nachweisverfahren fir GVO, die in aul3er-
europaischen Landern (gv Papaya, Reis LL 06) oder aber nirgendwo auf der Welt zuge-

lassen sind.

Um erste Hinweise einer gentechnischen Verdnderung zu erhalten, werden amtliche
Proben Ublicherweise mit DNA-basierenden Methoden auf genetische Elemente getes-
tet, die in GVO allgemein weit verbreitet sind (z.B. p35S-Promotor, nos-Terminator). Bei
UGM, die diese Elemente nicht enthalten, aber fur die ein linienspezifischer, d.h. nur fir
einen bestimmten GVO spezifischen Nachweis verflugbar ist, kann direkt auf diesen
GVO getestet werden. Ist der UGM hingegen unbekannt, so ist dieser in der Regel nur
mit enormen analytischen Aufwand in einer Probe aufzuspuren.

Bis heute gibt es keine einheitlichen Empfehlungen, wie nicht zugelassene GVO
gescreent und nachgewiesen werden sollten. Hinsichtlich einer ékonomischen und
harmonisierten amtlichen Analytik wurde im Mai 2007 eine ad hoc Arbeitsgruppe des
ENGL fir nicht zugelassenen GVO gebildet (,Working Group on Unauthorised GMO*,
UGM WG). Aufgabe dieses Arbeitsgruppe ist die Erstellung von Leitlinien zur Analytik
von nicht zugelassenen GVO, sowie zur einheitlichen Interpretation und Mitteilung von

Analyseergebnissen. Erste Handlungsempfehlungen werden fur Herbst 2008 erwartet.
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Screeningstrategien

Rupert Hochegger

AGES - Agentur fur Gesundheit und Ern&dhrungssicherheit GmbH
Kompetenzzentrum Biochemie
A-1226 Wien

Einleitung

Der Anbau von gentechnisch veranderten Pflanzen (gv-Pflanzen, GVP) nimmt derzeit
weltweit weiter zu. Die Anzahl an zugelassenen gv-Pflanzen hat die 100 langst Uber-
schritten, ein Grof3teil davon kann fir Lebensmittel- und/oder Futtermittelzwecke ver-
wendet werden. Neben der steigenden Anbauflache ist weiterhin auch mit einer deutli-
chen Zunahme an Zulassungsantrdgen zu rechnen. Seit April 2004 wurden 65 Zulas-
sungsantrdge nach VO EC 1829/2003 gestellt. Weiters existieren bestehende Zulas-
sungen, welche nun laufend neu eingereicht werden missen. Fir das Jahr 2008 sind
Antrage fur weitere 50 Neuzulassungen angekindigt. Darin enthalten sind allerdings
auch Kreuzungen von bereits bestehenden gv-Pflanzen (stacked events). Das flhrt
zwangsweise auch zu einer steigenden Anzahl an unterschiedlichen gv-Pflanzen, die
weltweit auf den Markt drangen und den Aufwand fir die Analytik ausdehnen werden.

Auf den ersten Blick bringen die neuen EU-Regelungen an sich eine Erleichterung fir
die Analytik, da fir die Uberwachung der neuen gv-Pflanzen sowohl spezifische Nach-
weismethoden als auch die entsprechenden Kontrollproben vom Antragsteller zur Ver-
fugung gestellt werden mussen. Diese Nachweismethoden werden im Gemeinschafts-
Referenzlabor der EU (CRL) gemeinsam mit dem Européischen Netzwerk der GVO-
Laboratorien (ENGL) auf ihre Eignung Uberprift und nach erfolgter Zulassung der Of-
fentlichkeit zuganglich gemacht. Eine Identifizierung und mengenmalige Feststellung
von etwaigen Vorkommen zugelassener GVO stellt somit die Analytik vor keine grof3en
Herausforderungen mehr. In der Praxis stellt sich aber ein anderes Bild dar. Durch die
steigende Anzahl an neuen Zulassungsantragen steigt zwangslaufig auch der Anteil der
noch nicht zugelassenen GVP bzw. GVO an. Fur die noch nicht zugelassenen GVO
fehlen jedoch haufig detaillierte Informationen uber die gentechnische Veranderung,
somit sind keine validierten und spezifischen Nachweisverfahren vorhanden. Haupt-
problem ist aber das Fehlen von Kontrollproben bzw. Referenzmaterial fur die Anwen-

dung der Methoden in der Routineanalytik. Da ein spezifischer Nachweis in diesen Fal-
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len nicht mdglich ist kommt gerade dem Screening eine immer wichtigere Rolle zu.
Durch die geeignete Auswahl von verschiedenen Screeningelementen kénnen nahezu
alle EU-weit zugelassenen und nicht zugelassenen GVP erfasst werden. Die Notwen-
digkeit zur Etablierung von Screeningmethoden in der GVO-Analytik wurde durch das
unbeabsichtigte Auftreten der gv-Reis-Linien LL601 und Bt63 unterstrichen, vor allem
da fur diese neuen gv-Events noch keine spezifischen Methoden bekannt waren. Ab
diesem Zeitpunkt wurde in vielen Landern der EU die Kontrolle auf nicht zugelassene
gv-Bestandteile intensiviert.

Screeningelemente

Unter einem Screening (englisch fir: Durchsiebung, Rasterung, Selektion, Durchleuch-
ten) versteht man ein systematisches Testverfahren, um bestimmte Eigenschaften der
Prufobjekte zu identifizieren. Ein Screening ist somit ein auf bestimmte Kriterien ausge-
richteter orientierender Siebtest. Fur das Screening stehen diverse Screening-Elemente
zur Verfigung, die Hinweise auf in der EU zugelassene, aber vor allem auch auf nicht
zugelassene GVP liefern kbnnen. Dabei handelt es sich um DNA-Sequenzen die haufig
in der Entwicklung von GVO anzutreffen sind. Durch gezielte Kombination verschiede-
ner Screening-Elemente lassen sich daher Aussagen uber die vorhandenen GV-Linien
machen, auch wenn keine linienspezifischen Nachweisverfahren bekannt sind. Tritt ein
Merkmalsprofil auf, welches fir keinen zugelassenen GVO typisch ist, handelt es sich
vermutlich um eine in der EU nicht zugelassene GV-Linie.
Besonders geeignete Screening-Elemente sind (siehe auch Tabelle 1):

e P-35S (CaMV 35S Promotor)

e NOS (Nopaline Synthase Terminator)

e PAT (Phosphinotricin N-Acetyltransferase aus Streptomyces viridochromogenes)

e CTP2-EPSPS (Ubergang Chloroplasten-Transitpetid zu 5-Enolpyruvylshikimate-

3-Phosphat Synthase)

¢ BAR (Phosphinotricin N-Acetyltransferase aus Streptomyces hygroscopicus)

¢ nptll (Neomycin Phosphotransferase II)

e P-FMV (Figwort Mosaic Virus Promotor)

e GOX (Glyphosate Oxidase)
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Mit Hilfe von Datenbanken kann bereits eine Vor-Auswahl geeigneter DNA-Sequenzen
erfolgen, welche eine Eingrenzung der in Frage kommenden GV-Linien zuléasst. Aul3er-
dem kann ein Datenbankvergleich Hinweise auf die Spezifitdt diverser Primersysteme
liefern.
Die Verwendung dieser Screening-Elemente mittels Real Time PCR lasst auch eine
semiquantitative Bestimmung von GV-Anteilen in der Untersuchungsmatrix zu. Das hat
den besonderen Vorteil bei Proben die nur im Spurenbereich mit GV-Bestandteilen ver-
setzt sind (zufallige und technisch unvermeidbare GV-Bestandteile) und daher in der

Regel verkehrsfahig bzw. nicht kennzeichnungspflichtig sind.

Tabelle 1: Beispiel mit 5 Screeningelementen fur gv-Rapslinien

Bezeichnung der EU Zulas- .
GV-Linie (event) sung DNA-Sequenzen (Screeningelemente)
CTP2-
RAPS P-35S T-NOS  CP4EPSP BAR PAT
S
23-198, 23-18-27 (Laurical) nein + - - - -
Falcon GS40/90 ja + - - - +
GT200 ja - - + - -
GT73 ja - - + - -
HCN 10, HCN 92, ia + ) 3 } +
Topas19/2 (LibertyLink) J
MS1, RF1, RF2; MS1xRF1
(PGS1) MS1xRF2 (PGS2) ja - + - + -
(SeedLink)
MS8, RF3, MS8xRF3 a i + i + i
(SeedLink) J
OXY 235 nein + + - - -

+ = enthalten (laut Datenbank)

- = nicht enthalten (laut Datenbank)

Zum heutigen Stand sind 2 Screening-Technologien fiir den Routinebetrieb geeignet:
Real Time PCR (TagMan-Technologie)

Ist die Methode der Wahl in der GVO-Analytik. Je nach Fragestellung kann die Real
Time PCR qualitative, semiquantitative und/oder quantitative Aussagen treffen. Im Zuge
der EU-Zulassung werden eventspezifische Methoden nach dem TagMan-Prinzip (Pri-
merpaar und Sonde) entwickelt und kommen im Uberwiegenden Teil der Labors der
europaischen Gemeinschaft zur Identifizierung von gv-Events zum Einsatz. Fur das
Screening ist die Methode in gleicher Weise in Verwendung, wobei zurzeit standardi-

sierte und validierte Real Time PCR Verfahren nicht in ausreichendem Umfang vorhan-
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den sind. Der gro3e Vorteil der Real Time PCR liegt einerseits in der Méglichkeit Aus-
sagen Uber den Gehalt etwaiger gv-Bestandteile zu treffen, auch ohne Kalibrierstan-
dards zu verwenden. Der Vergleich der Ct-Werte von artspezifischer und gv-
linienspezifischer Real Time PCR ermdglicht diese semiquantitative Abschatzung des
GVO-Gehalts. Der Einsatz der Hybridisierungssonden macht die Methode sensitiv und
sehr zuverlassig und liefert die notige Sicherheit in den Ergebnissen. Die Real Time
PCR erlaubt eine hohe Flexibilitat, da man sehr spezifisch auf die Anforderungen der
Probenmatrix reagieren kann. Zusatzlich kénnen neu nachzuweisende Sequenzen
schnell etabliert und validiert werden.

Zusatzliche Flexibilitat und Kosteneinsparungsmaglichkeiten sind bei Anwendung von
Duplex- und Triplex-Verfahren gegeben, die bei entsprechender Kombination zu einer
deutlichen Reduktion des Ressourcenaufwandes beitragen kénnen. Die Sensitivitat und
Robustheit dieser ,Multimethoden” kann aber mit den Single-PCR Verfahren noch nicht

Schritt halten und sind fir den Routineeinsatz nur beschrankt geeignet.
Microarray (DNA-Microarrays)

Es gibt verschiedene Formen von Microarrays, die auch als "Genchips" oder "Biochips"
bezeichnet werden, weil sie wie ein Computerchip viele Informationen auf kleinstem
Raum enthalten kénnen. Es gibt hauptsachlich zwei verschiedene Arten von DNA-
Microarrays, einerseits solche die auf gebundener cDNA und solche die auf synthetisch
hergestellten Oligonukleotiden beruhen. Der DualChip® von Eppendorf hat oberfla-
chengebundene DNA-Molekile, welche mit komplementaren Nukleinsauren hybridisie-
ren, um gentechnisch veranderte DNA-Sequenzen aufzuspiren. Die Primer sind bioti-
nyliert, somit kodnnen die gebildeten Biotin-Amplikons Uber eine Antigen-
Antikorperreaktion nachgewiesen werden. Im Falle des DualChip® erfolgt der eigentli-
che Nachweis der gv-DNA-Sequenzen uber eine abschlielende Silberfarbung eines
Anti-Biotin-Gold-Konjugats, bei all jenen Proben, wo eine erfolgreiche Hybridisierung
stattgefunden hat. Voraussetzung fur die Hybridisierung sind 4 parallel verlaufende Mul-
tiplex-PCR Ansétze, wofilr keine Real Time PCR Gerate notwendig sind.
Der DualChip® von Eppendorf bedient sich auch jener genetischen Elemente, die hau-
fig im Screening mit der Real Time PCR verwendet werden:

e P-35S (CaMV 35S Promotor)

e NOS (Nopaline Synthase Terminator)

e PAT (Phosphinotricin N-Acetyltransferase)
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e EPSPS (5-Enolpyruvylshikimate-3-Phosphat Synthase, 2 Varianten)

e CrylAb (crylAb delta Endotoxin, 3 Varianten)

e P-NOS-NPTIl  (Ubergangsbereich von NOS-Promotor und Neomy-

cinphosphotransferase)

Zur Feststellung welche Kulturarten in der Probe vorhanden sind und zur Kontrolle, ob
die extrahierte DNA amplifizierbar ist, werden auch artspezifische Sequenzen auf dem
Chip nachgewiesen:

¢ Invertase (Mais)

e Lectin (Sojabohne)

e Cruciferin (Raps)

¢ RuBiscCo (Pflanzen allgemein)

e ORFIII (CaMV, Blumenkohlmosaikvirus)

Der DualChip® erfullt laut Validierungsstudie die Anforderungen an Spezifitat und Sen-
sitivitat und ist somit flir ein Screening in der Routineanalytik geeignet. Vorteilhaft ist die
grof3e Anzahl an Informationen, die Uber eine Probe erhalten wird. Der Informationsge-
halt kann auch jederzeit durch Anpassung des Chips erweitert werden. Der gravierende
Nachteil des Microarray-Systems von Eppendorf liegt zurzeit in der fehlenden Méglich-
keit zu semiquantitativen bzw. quantitativen Aussagen. Vor allem bei der Untersuchung
von Lebensmittel auf gentechnisch veranderte Bestandteile kdnnen weitere Tests in
den meisten Fallen unterbleiben, da GV-positive Proben fast ausschlief3lich im Spuren-
bereich angesiedelt sind (unterhalb von 0,1%). GV-positive Ergebnisse missen bei der
Chip-Technologie einer zusatzlichen Quantifizierung unterzogen werden. Durch den
hoheren Arbeitsaufwand pro Probe, bedingt vor allem durch die zusatzliche Farbepro-
zedur und der eingeschrankten Automatisierbarkeit der Chiptechnologie sprechen mehr
Argumente zurzeit fur eine Verwendung der Real Time PCR in der Routineanalytik,
auch besteht keine zusatzliche Abhangigkeit von kommerziellen Systemen. Ein Ver-

gleich der beiden Verfahren ist in Tabelle 2 abgebildet.
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Tabelle 2: Vor- und Nachteile des Eppendorf DualChip® im Vergleich zur Real Time PCR

Real Time PCR DualChip® Eppendorf
Sensitivitat 5-10 Kopien 10-50 Kopien (je nach Ele-
ment)
Informationsgehalt* / beschrankt / hoch /
Flexibilitat sehr flexibel beschrankt
Quantifizierung ja nein
Automatisierungsmaglichkeit ja beschrankt
Arbeitsaufwand* mittel (min. 16 Pro- hoch (max. 8 Proben/Tag)
ben/Tag)
Kosten fur Material* mittel (ca. 50 €/Probe) hoch (ca. 90 €/Probe)

* Voraussetzung fur die Vergleichbarkeit: 6 Ansatze Real Time PCR, 14 Screening-Elemente
Dual Chip®

Screeningstrategien

Durch die Vielzahl an GV-Linien ist bereits beim Screening die Anwendung geeigneter
Strategien zur Vorausscheidung sinnvoll, um den Untersuchungsaufwand zu minimie-
ren bzw. die Effektivitat in der Analytik zu optimieren.

Ein wesentlicher Punkt bei der Umsetzung der EU-Verordnungen bzw. Richtlinien ist die
Uberwachung der Einhaltung auch auf analytischer Ebene. Zum einen sollen Saatgut,
Lebensmittel und Futtermittel im Zusammenhang mit GVO auf deren Deklarationspflicht
hin kontrolliert werden, zum anderen, ob in der EU nicht zugelassene GVO oder daraus
hergestellte Materialien enthalten sind. Weiterhin sind Unterschiede in der Zusammen-
setzung, besonders von Lebens- und Futtermitteln in der Analytik zu bertcksichtigen.
Hauptkriterium zur Festlegung der Screeningstrategie bildet die vorliegende Untersu-
chungsmatrix. Je nachdem, ob es sich um Saatgut, Futtermittel oder Lebensmittel han-
delt, ist eine Anpassung der Screening-Strategie erforderlich. Am einfachsten stellt sich
die Situation fur das Saatgut-Screening dar, weil keine artfremden DNA-Sequenzen zu
erwarten sind. AulRerdem kann bei Saatgut eine geringe Wahrscheinlichkeit auf Vor-
handensein von gv-Bestandteilen vorausgesetzt werden. Die Miteinbeziehung von nicht
zugelassenen gv-Events macht allerdings auch bei Saatgut eine Erweiterung des Ana-
lysenumfanges erforderlich. Lebens- und Futtermittel stellen aufgrund der oft komple-
xen Zusammensetzung und der daraus resultierenden Problematik bei der DNA-
Gewinnung eine hohere Anforderung an die Analytik. Besonders Futtermittel durch ihre
mannigfaltige Zusammensetzung sind fir ein Screening pradestiniert. Die Auswahl der
Screening-Elemente wird durch das P-35S und NOS-Signal der RoundupReady-
Sojabohne erschwert, da diese gv-Sojalinie in ungefahr 80% (Untersuchungszahlen aus

Osterreich) der untersuchten Proben anzutreffen ist. Bei Anwesenheit von Roun-
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dupReady-Soja ist somit ein Screening mit P-35S und NOS wirkungslos, da diese Ele-
mente automatisch als nachweisbar auszuweisen sind und viele andere gv-Linien, auch
von anderen Kulturarten, tberdecken kdonnen. Abhilfe schafft hier nur eine Erweiterung
des Analysenumfanges um weitere Screeningelemente und/oder diverse Identifizie-
rungs-PCRs mit spezifischen Primersystemen, womit sich die Futtermittelanalytik zur-
zeit als sehr aufwéandig erweist. Beispiele flr Screening-Varianten, welche alle auch die
Uberprifung auf nicht zugelassene gv-Events beinhalten, sind in den Abbildungen 1-3
angefuhrt.

GroRRen Einfluss auf die Screening-Strategie hat auch der Auftraggeber. Je nachdem,
ob es sich um Untersuchungen im Rahmen der amtlichen Kontrolle oder ob es sich um
Privatauftrdge handelt, sind unterschiedliche Vorgehensweisen notwendig. Behordliche
(amtliche) Proben durchlaufen dabei in den meisten Fallen das vollstandige Untersu-
chungsprogramm (Screening, Identifizierung, Quantifizierung), sofern es Hinweise auf
GV-Sequenzen gibt. Der Fokus liegt auf dem eindeutigen und sicheren Nachweis et-
waiger GV-Bestandteile. Privatkunden geben sich aus Kostengriinden meist mit der
Minimalvariante zufrieden, Hauptaugenmerk liegt auf der gesicherten Abwesenheit von

GV-Sequenzen.

Saatgut-Screening / amtlich

— Mais-Ref 35 S [ NOS

— Soja-Ref 35S |NOS| |EPSPS

—1 Raps-Ref 35 S| NOS EPSPS BAR PAT

—

Abbildung 1: Beispiel fiir eine Screening-Strategie bei Saatgut
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Futtermittel-Screening / amtlich

PAT | |BAR| |EPSPS Mais-Ref | | Raps-Ref | | Soja-Ref | | RR-Soja

a4

Abbildung 2: Beispiel fur eine Screening-Strategie bei Futtermittel

Lebensmittel-Screening / amtlich
— 35 S| NOS | | PAT EPSPS Soja-Ref | | RR-Soja
» NOS| |PAT| |BAR| | EPSPS Mais-Ref | [ 35 S
—1 35 S [ NOS Reis-Ref vV

e A

Abbildung 3: Beispiel fiir eine Screening-Strategie bei Lebensmittel

Ausblick

Eine Erweiterung des Routine-Screenings mittels Real Time PCR ergibt sich durch die
Verwendung von ready-to-use Nachweissystemen. Dabei werden ausgewahlte Scree-
ningelemente bzw. die entsprechenden Primersysteme in die Vertiefungen der Mikroti-
terplatten gespottet. Der Vorteil liegt sicherlich im geringeren Arbeitsaufwand und einer

hoheren FlexibilitAt gegeniber der Chip-Technologie. AuRerdem sind keine zuséatzli-
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chen Aufwendungen hinsichtlich Technologie und Methodik erforderlich. Sollte das 96-
well Format durch die steigende Anzahl an Screeninigelementen bzw. gv-Events flr
einen ausreichenden Probendurchsatz nicht mehr ausreichen, ist der Umstieg auf das
364-well Format zu erwarten.
Fur die Verwendung der Real Time PCR auch bei kinftigen Analysen auf GVO spre-
chen die vielfaltigen Kombinationsmoglichkeiten die sich durch den vermehrten Einsatz
von Duplex-, Triplex- und Multiplexmethoden ergeben werden. Einen wichtigen Faktor
wird auch die Automatisierbarkeit der Arbeitsablaufe spielen.
Entwicklungen im Bereich der Array-Technologie werden in Zukunft auch quantitative
Analysen zulassen, somit wird der gravierende Nachteil der Chips wegfallen.
Problematisch fur das GV-Screening ist die Vermeidung von haufig verwendeten DNA-
Elementen bzw. die Entwicklung von vollig neuen gentechnisch veranderten Pflanzen.
Hier fehlen oft die allseits bekannten Promotor- und Terminatorsequenzen, ein Scree-
ning mit wenigen Screeeingelementen wird nicht ausreichen um alle gv-Events zu er-
fassen (Beispiel: Sojabohne DP-305423). Das Screening muss in diesen Fallen mit li-
nienspezifischen Methoden ergénzt werden. Die kurzfristige Zukunft der GV-Analytik
wird aus einer Kombination verschiedener Methoden und Strategien bestehen, um den

Aufwand in einem vertretbaren Umfang zu halten.
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Sequenzpolymorphismen bei endogenen Referenzgenen

Daniel Suter

Bundesamt fiir Gesundheit BAG; Direktionsbereich Verbraucherschutz;
3003 Bern; Schweiz

Der Verkauf oder Vertrieb von Lebensmitteln, hergestellt aus Produkten, welche aus
gentechnisch veranderten Organismen (GVO) bestehen, bedlrfen in der Schweiz sowie
in anderen europaischen Landern einer Bewilligung durch die nationalen Behérden.
Zudem besteht eine Kennzeichnungspflicht derjenigen Produkte, bei denen mehr als
0.9 Masseprozent einer Zutat aus gentechnisch veranderten und bewilligten Organis-
men bestehen. Zur Uberpriifung der Einhaltung dieser Vorschriften erheben einerseits
die vollziehenden kantonalen Behdrden (die Kantonalen Laboratorien) Kontrolluntersu-
chungen der auf dem Markt erhaltlichen Produkte. Andererseits werden im Zuge der
Selbstkontrollen die Rohstoffe von den Lebensmittel produzierenden Industrien selbst
oder von privaten Laboratorien im Auftrag dieser auf ein Vorhandensein von GVO un-
tersuch. Um der Kennzeichnungspflicht von GVO Produkten gerecht werden zu kénnen,
ist eine genaue mengenmassige Bestimmung des GVO Gehaltes notig. Dabei bedienen
sich die heute Ubliche Analysemethode vorwiegend der Technik der quantitativen real-
time Polymerase Kettenreaktion (real-time PCR). Bei diesem Verfahren wird ein Bereich
der spezifischen Sequenz (Nukleinsaureabfolge im Erbgut des Pflanzenmaterials), der
durch die gentechnische Veranderung neu entstanden ist, vervielfaltigt und auf damit
nachgewiesen. Um eine mengenmassige Aussage machen zu kénnen, wird in einer
zweiten, parallel zur GVO-spezifischen PCR Analyse der Gehalt eines endogenen,
pflanzenspezifischen Referenzgens bestimmt. Da dieser Gehalt an endogenem Refe-
renzgen eine Aussage daruber erlaubt, wie viel PCR Analyse Signal von der zu unter-
suchenden Pflanzensorte (gemeinsamer Gehalt an naturlicher Pflanzensorte plus GVO
Pflanzensorte) zu erwarten ist, kann, in Kombination mit dem GVO-spezifischen Signal,
der GVO Anteil relativ zum Verhéltnis des Totalgehalts des entsprechenden Pflanzen-
materials erhoben werden. Es handelt sich bei diesem Vorgehen also um eine relative
(nicht eine absolute) Mengenbestimmung. So wird ermdglicht, dass auch in zusam-
mengesetzten Lebensmitteln der GVO Gehalt in Bezug auf den einzelnen Pflanzenbe-

standteil ermittelt werden kann. Darlber hinaus garantiert dieses relative Quantifizie-
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rungsverfahren, dass Messunsicherheiten in der Bestimmung des DNA Gehalts der zu
untersuchenden Lebensmittel auf das Analyseresultat ohne Einfluss bleiben. Ebenso
kénnen dadurch PCR inhibitorische Effekte, die sich in einigen Lebensmitteln manifes-
tieren, egalisiert werden. Es ist aber wichtig zu erkennen, dass diese relative Quantifi-
zierung lediglich dann zu einem zuverlassigen Resultat fuhrt, wenn das verwendete en-
dogene Referenzgen bestimmten Anforderungen entspricht. Es sollte unter den vielen
im internationalen Anbau verwendeten Varietaten einer Pflanzensorte in mdglichst nur
einer Kopie im Genom vorliegen, oder, falls mehrere Kopien vorkommen, sollte deren
Anzahl in verschiedenen Varietaten derselben Pflanzenart gleich bleibend sein. Andern-
falls wiirde eine falsche Normierung vorgenommen. Ahnlich kénnten sich auch Unter-
schiede in der exakten Sequenz des Referenzgens zwischen den Varietaten auswirken.
Der PCR Nachweis zur Normierung wirde dadurch bei einer Pflanzensorte normal
funktionieren, wahrend er bei einer anderen Varietat mit veranderter Sequenz, ein ver-
schiedenes (geringeres) Resultat liefern wirde. Diese Voraussetzungen sind fur die
endogenen Referenzgene nicht a priori gegeben, und in der Literatur sind bereits einige
der erwahnten Unterschiede beschrieben.

In der hier beschriebenen Arbeit haben wir deshalb zuerst zu ergriinden versucht, ob
unter den in der Schweiz zugelassenen und auf dem Markt erhaltlichen Varietaten von
Mais und Soja Unterschiede in der Kopienzahl von haufig verwendeten endogenen Re-
ferenzgenen zu finden sind. Als maisspezifische Referenzgene haben wir das Inverta-
se, das Zein und das high mobility group protein Gen untersucht, wahrend fiir Soja die
Kopienzahl des Lectin Gens in verschiedenen Varietaten analysiert wurde. Diese Mes-
sungen wurde mit Hilfe einer quantitativen real-time PCR Analyse durchgefihrt. In Abb.
1 ist festgehalten, dass in allen der 24 untersuchen Soja Varietéaten ein vergleichbares
PCR Signal fur das endogene Lectin Gen erzielt wurde. Dieses Gen scheint also in den
analysierten Proben keine Schwankungen in der Kopienzahl seines Gens unter den

analysierten Pflanzen Varietaten aufzuweisen.
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Abb 1: Messung des endogenen Soja Referenzgens Lectin in verschiedenen Varietéten

Nicht so klar zeigte sich dagegen das Bild der drei maisspezifischen Referenzgene In-
vertase (ivr), Zein (zein) und high mobility group protein (hmg) in Abb. 2.
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Abb 2: Messung von drei endogenen Mais Referenzgenen in verschiedenen Varietaten

Die Messwerte streuen unter den verschiedenen Varietaten um bis zu drei Einheiten
(Cp values) fur das Invertase Gen, was einem acht-fachen Unterschied der Gen Kopien
gleichkommt (die in einem real-time PCR gemessenen Cp-Einheiten geben ein Mass
der Gen Kopien in logarithmischer Wertigkeit wieder). Bei der Zein Messung ergab sich
sogar ein bis zu 15-facher Unterschied unter den gemessenen Varietaten (die logarith-
mischen Cp-Werte streuen um bis zu 3.9 Einheiten). Ahnlich weisen auch die Messun-
gen fur das hmg Gen eine Streuung von bis zu Faktor 7.5 (2.9 Cp-Werte) auf. Nicht ge-
zeigt ist in dieser Abbildung 2, dass die Messpunkte der einzelnen Pflanzen Varietaten
den Mittelwert von 6 Einzelmessungen darstellen, die fir jede Probe erhoben wurden.
Diese Einzelmessungen streuen flr einige Proben in sich bereits derart stark, dass wir

es nicht wagten zu behaupten, die Unterschiede, die man in Abbildung 2 zwischen den
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einzelnen Varietaten erkennt, seien aufgrund von unterschiedlichen Kopienzahlen des
betreffenden Referenzgens entstanden. Mit unserem experimentellen Versuchsansatz
kénnen wir also keine unterschiedlichen Gen Kopien bei den drei untersuchten Mais
und dem einen Soja spezifischen endogenen Referenzgen aufzeigen.

Aufgefallen ist uns aber, urspriinglich nur bei der hmg Gen Messung, dass einige Pro-
ben ein ,unzuverlassiges” real-time PCR Signal lieferten. Beim hmg System wurden gar
von 42 getesteten Pflanzen Varietaten lediglich bei deren 32 ein Signal erzeugt (Lucken
in Abb 2). In 10 Proben konnten also mit dem von uns eingesetzten PCR System kein
hmg Gen vervielfaltigt werden. In solchen Proben ware eine GVO Quantifizierung, ba-
sierend auch einer Normalisierung durch eine hmg Messung, unmdglich. Als wir die
Vervielfaltigungskurve, die bei einer real-time PCR Messung erzeugt wird, genauer be-
trachteten, erkannten wir, dass nicht nur einzelne Proben kein Signal lieferten (#2 in
Abb.3), sondern dass auch Signale anderer Proben einen veradnderten, gedampften

Kurvenverlauf erzeugten (#1 in Abb.3).

Abb. 3: hmg Gen Analyse. Unzuverlassige real-time PCR Signale bei ,1* und ,2“, wahrend Kurven ,0"
normale Vervielfaltigung zeigen.

Als wir die genaue Sequenz der hmg Zielregion in einigen dieser auffalligen Proben
charakterisierten, wurde deutlich, dass an einzelnen Stellen eine andere Nukleinsaure
vorlag (SNPs in Abb. 4) als die Originalsequenz (GenBank in Abb. 4) dies erforderte,
damit die PCR Primer und Sonden (grau hinterlegte Bereiche) passgenau funktionieren

wirden.
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Abb. 4: Sequenzpolymorphismen im hmg Gen.

Solche Einzelbasen Sequenzpolymorphismen (SNP), die in den hmg Genen einiger
Proben angetroffen wurden, bildeten also vermutlich die Ursache flr ein unzuverlassi-
ges real-time PCR Signal. Darlber hinaus wurde klar, dass eine Zielsequenz mit nur
einer veranderten Base (SNP) in einer Sondenbindungsstelle (rote Kreise in Abb. 4) zu
einem zwar reduzierten real-time PCR Signal fihrte (#1 in Abb. 3), dabei aber immer
noch einen Messwert erzeugte. Dagegen bewirkten zwei veranderte Basen, die ge-
meinsam in den jeweiligen Sondenbindungsstellen vorlagen (beide rote Kreise zusam-
men auf einem Genom), dass kein Messwert mehr erzeugt wurde (#2 in Abb. 3). Wir
erkannten mit dieser Untersuchung also, dass Einzelbasen Sequenzpolymorphismen im
Mais-spezifischen hmg Gen in einzelnen im Handel erhéltlichen Pflanzenproben durch-
aus anzutreffen sind, und dass diese je nach Lage und Zahl, eine real-time PCR basier-
te Normierungsmessung beeinflussen kdnnen. Dies wiederum hétte einen Einfluss auf

die Zuverlassigkeit einer damit verknipften GVO Quantifizierung.

Wir haben deshalb auch die Zielsequenzen der anderen von uns verwendeten endoge-
nen Mais Referenzgene genauer charakterisiert und waren nicht sonderlich erstaunt,

auch dort Veranderungen in der Nukleinsauresequenz zu finden.

Beim Invertase Gen fanden wir eine zusétzliche Gen Kopie, welche in allen untersuch-
ten Proben vorkam, aber einige Sequenzpolymorphismen verglichen mit der urspringli-
chen GenBank Sequenz aufweist. Wir konnten zeigen, dass diese Sequenzvariationen
der zusatzlichen Invertase Gen Kopie derart waren, dass von dieser Kopie mit unserem
real-time PCR System zwar eine PCR Vervielfaltigung erwuchs (Primer konnten binden)
aber kein Fluoreszenzsignal generiert wurde (Sonden binden nicht). Der Einfluss, den
das Vorliegen dieser zusatzlichen Invertase Gen Variante auf die Invertase Normie-
rungsmessung hat, ist nicht offensichtlich. Sicher ist allerdings, dass, abhangig davon,

welches Invertase Normierungs PCR System von unterschiedlichen Laboratorien ver-
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wendet wird, auch ein unterschiedlich starkes Signal erzeugt wir. Dies stort zwar den in
einem Analyse Labor vollzogenen Normierungsschritt bei der GVO Quantifizierung
nicht, es bedeutet aber, dass die Invertase Messungen von einzelnen Laboratorien,
welche verschiedene PCR Systeme einsetzen, nicht zwingend miteinander verglichen

werden konnen.

Bei genauerer Betrachtung der Zein Gen Vervielfaltigung fanden wir, dass, ahnlich wie
bei der hmg Analyse, einige Pflanzen Varietaten ein vermindertes real-time PCR Signal
ergaben (Abb. 5).

009~
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Abb. 5: Zein Gen Analyse. Unzuverlassige real-time PCR Signale in einigen Proben.

Sequenzanalysen einiger reprasentativer Proben haben dann ergeben, dass in den Proben mit vermin-
derten real-time PCR Signalen eine Nukleinsdure Variation (SNP) an einer bestimmten Position vorlag
(roter Kreis in Abb. 6). Eine zusatzliche Probe zeigte dartber hinaus noch zusatzliche SNPs an diversen
anderen Stellen innerhalb der Zein Zielsequenz (eingezeichnete Basen in Zeile SNP in Abb. 6).

Abb.6: Sequenzpolymorphismen im zein Gen.

Neben diesen SNPs fanden wir in einigen Mais Varietaten zusatzlich noch eine 12 Nuk-
leinsdure lange Deletion am 3’'Ende des Zein Gens. Ein friheres real-time PCR System,
dessen eine Sonde in dieser Deletion zu liegen kam, lieferte in 8 von 29 untersuchten
Proben ein unzuverlassiges real-time PCR Signal. Im Zein Gen fanden wir also gleich

mehrere Sequenzpolymorphismen, welche in verschiedenen Mais Varietaten unter-
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schiedlich gehauft auftraten. Den Einfluss, den diese einzelnen Polymorphismen auf die
Zein Normierungsmessung haben, konnten wir nicht genauer abschatzen. Es ist aber
aufgrund der beeintrachtigten Fluoreszenzsignale offensichtlich, dass eine gewisse
Messvariabilitdt die Folge solcher Polymorphismen sein kann. Dies kann ebenso offen-
sichtlich auch die GMO Quantifizierung basierend auf Zein gestitzter Normierungsmes-

sung beeintrachtigen.

Zusammenfassend konnen wir aus unserer Arbeit festhalten, dass Sequenzpoly-
morphismen in drei bekannten Referenzgenen des Mais (ivr, zein und hmg) weitaus
haufiger vorkommen und vielfaltiger ausfallen, als dies bis anhin angenommen wurde.
Daraus ergibt sich fur die GVO Quantifizierung, dass verstarkt Sorgfalt bei der Auswabhl
der real-time PCR Systeme und der Interpretation ihrer Resultate getibt werden muss,
um vergleichbare Resultate bei der Anwendung unterschiedlicher Nachweissysteme zu

erhalten.
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Nachweis von gentechnisch veranderten Hefen im Rahmen der
Weinbereitung

Christian von Wallbrunn, Manfred Grofmann

Fachgebiet Mikrobiologie und Biochemie, Forschungsanstalt Geisenheim,
Von-Lade-Str. 1; 65366 Geisenheim

Der Einsatz von gentechnisch veranderten Organismen (GVO) hat weltweit in der gru-
nen Biotechnologie in den letzten Jahren einen immer grol3eren Stellenwert erreicht und
zu einer intensiven Erforschung von mdglichen Risiken und Auswirkungen gefiihrt. Uber
die Verbreitung und Wirkung gentechnisch veranderter Mikroorganismen auf die Um-
welt, vor allem in den Bereichen Bier- und Weinbereitung, ist aber bislang nur wenig
bekannt.

Andererseits wird auf dem Feld der Hefen seit Jahrzehnten intensiv geforscht. Neben
Escherichia coli ist Saccharomyces cerevisiae sicherlich einer der am besten charakte-
risierten Modellorganismen und es steht nahezu das komplette Methodenspektrum des
Life-Science-Bereiches zur Verfigung.

Ich bin kein Ober!
lch bin Ihr Gentechniker, wie o
mochten Sie lhren Wein?

Abb 1: Bestellung einer Flasche Wein in der Zukunft?

Auch in den Bereichen der Bier- und Weinproduktion werden Eigenschaften erforscht

und es gibt zahlreiche Anséatze Hefen mit verédnderten Produkteigenschaften mit Hilfe
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der Gentechnik zu schaffen. Intensiv werden Gebiete bearbeitet, die Gareigenschaften,
das Aroma, die Most- und Wein-Behandlung, sowie die Weinqualitat beeinflussen oder
einen gesundheitlichen Vorteil bringen. Kénnte es in Zukunft bei der Bestellung eines
Weines aussehen, wie in Abbildung 1 dargestellt?

Durch Verstarkung verschiedener Enzymaktivitaten durch gentechnische Manipulation
lassen sich Garbuketts, Sortenaroma und Geschmack positiv verandern. Auch die Ver-
ringerung oder Vermeidung von Weinfehlern, wie den Bdckser, durch Ausschaltung be-
stimmter Enzyme ist vorstellbar. Die Erh6hung bestimmter Enzymaktivitaten von Pek-
tinasen, Proteasen und Glucanasen fihrt zu einer verbesserten Prozessierung im
Rahmen der Weinbereitung, da schwierige Filtrationen entfallen und/oder der Einsatz
von Hilfsstoffen wie Bentonit reduziert werden kdnnen. Ein weiteres Forschungsziel
sind Hefestamme, die durch Stressresistenz oder veranderte Zucker- und Stickstoffver-
wertung verbesserte Gareigenschaften haben.

Auf den Punkt gebracht sind die Verbesserung der Gareigenschaften, Prozesssteue-
rung, Weinqualitat und des Weinaromas die zukinftigen Einsatzbereiche gentechnisch
modifizierter Weinhefen. Zahlreiche Publikationen befassen sich mittlerweile mit der
Klonierung und Testung solcher gentechnisch veranderter Hefen zur Weinproduktion.
Zur Erkennung moglicher Risiken bei der Freisetzung von gentechnisch verénderten
Mikroorganismen ist eine entsprechende Risikoforschung in praxisnahen, aber doch
sicheren Simulationen notwendig. Nur mit der Kenntnis mdglicher Risiken ist eine fur
die Zulassung erforderliche Sicherheitsbewertung mdglich. Zur sachgerechten Bewer-
tung moglicher Risiken durch Freisetzung gentechnisch veréanderter Mikroorganismen
ist eine Betrachtung des jeweiligen Einzelfalls unabdingbar.

In Geisenheim wird seit 1999 eine entsprechende Risikoforschung in gentechnischen
Anlagen durchgefihrt, die eine Simulation der Prozesskette der Weinbereitung ermég-
licht. Von 2003-2007 wurde diese Forschung in einem Projekt zur ,Bewertung des Ein-
satzes gentechnisch veranderter Mikroorganismen in der Weinbereitung“ durch das
BMELV gefordert. Ziel war es, das Verhalten von ausgesuchten Modellhefen in Test-
systemen realitatsnah zu untersuchen und einen Methodenkatalog zum Nachweis gen-
technisch verénderter Hefen in verschiedenen Umweltsituationen zu entwickeln. Dabei
wurde die gesamte Kette der Weinbereitung vom Weinberg Uber die Kellerei bis hin

zum fertigen Wein, den Abfallen und dem Abwasser betrachtet (Abb.2).
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Abb.2: Im Rahmen des BMELV-Projektes "Bewertung des Einsatzes gentechnisch veranderter Mikroor-
ganismen bei der Weinbereitung" zu untersuchende Gebiete der Weinbereitung.

Untersuchungen mit gentechnisch verdnderten Saccharomyces cerevisiae-Stammen
zur Freisetzung, Beprobung und zum Nachweis erfolgten in einem S1-Gewachshaus,
sowie einem Sl-Labor der Forschungsanstalt Geisenheim. In diesen Einrichtungen
konnten Simulationen in entsprechend kleineren Maf3staben sowie Anreicherungen fur
folgende Nachweisreaktionen realisiert werden.

Als Modellorganismen wurden verschiedene Hefestdmme verwendet, die auf S. cerevi-
siae VIN13, einer aus Sudafrika stammenden, kommerziell erhaltlichen Hefe zur Pro-
duktion von Wein zuriickgehen. Der Stamm GMY1 verfugt Gber eine zusatzliche a-
Amylase aus der Hefe Lipomyces kononenkoae unter der Kontrolle des PGKI1-
Promotors und Terminators, wahrend der Stamm GMY2 eine endo-1,4-Glucanase aus
dem Bakterium Butyrivibrio fibrisolvens und eine endo-B-Xylanase aus dem Schimmel-
pilz Aspergillus niger unter Kontrolle des ADH1-Promotors und Terminators enthélt.

Der Nachweis gentechnisch veranderter Hefestdmme erfolgte durch Einsatz auf den
Phanotyp bzw. auf den Genotyp abzielender Methoden. Phénotypische Methoden be-
ruhen auf dem Nachweis des verédnderten Genproduktes bzw. dessen physiologischer
Aktivitat mit dem Nachteil, dass ein Phanotyp unter bestimmten Bedingungen nicht
zwingend ausgepragt sein muss. Im Gegensatz dazu ist der Genotyp nach einer gen-
technischen Modifikation solange er anwesend ist auch nachweisbar. Bei bekannter
DNA-Sequenz kann ein qualitativer Nachweis leicht durch Verwendung spezifischer
Primer in einer PCR erfolgen (wie derzeit auch ublich). So lasst sich beispielsweise der
Stamm GMY1 phanotypisch durch Klarhofbildung in einem Plattentest auf Phadebas-
Medium bzw. genotypisch durch die Bildung eines ca. 1500 bp grof3en, spezifischen

PCR-Produktes nachweisen. Die beiden sowohl genotypisch wie auch phéanotypisch
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nachweisbaren Hefestdmme wurden in einem, in vier Parzellen eingeteiltes S1-
Gewaéchshaus freigesetzt. Jede Parzelle war mit 20 getopften Vitis vinifera ,Riesling”-
Stocken bestickt und konnte durch Vorhange abgetrennt werden, um so bei der Frei-
setzung weitestgehend Kreuzkontaminationen zu vermeiden. Zu verschiedenen Zeit-
punkten wurden in den Parzellen jeweils 1,5 | entsprechender Hefekulturen mit einer
Zelldichte von 2,0¥10° KBE/ml ausgebracht. Dabei handelte es sich um unnatiirlich gro-
e Mengen, die freigesetzt wurden und eher einem ,worst case“-Szenario entsprechen.
Mit dem so behandelten Material wurden verschiedenste Fragestellungen bearbeitet. Es
konnte gezeigt werden, dass die Freisetzung der gentechnisch veranderten Hefen kei-
nen Einfluss auf die natirlicherweise, durch die Reben ins Gewéachshaus eingebrachte
Hefeflora hatte. Auch hatten die freigesetzten, gentechnisch veradnderten Hefen keine
Auswirkungen auf Spontangarungen, die mit aus dem S1-Gewé&chshaus stammendem
Traubenmaterial durchgefihrt wurden. In Kleinversuchen konnte gezeigt werden, dass
es bei der alkoholischen Garung mit den Trauben aus den behandelten Parzellen keine
Abweichungen zu den Kontrollen gab.

Im Bereich Kellertechnik wurde untersucht, ob es Unterschiede in der kontrollierten,
alkoholischen Garung zwischen Weinhefen und abgeleiteten, gentechnisch veranderten
Hefestammen gab. Dazu wurden jeweils 5 Liter Most mit gleichen Zellkonzentrationen
von S. cerevisiae VIN13 und der abgeleiteten Hefe VIN13 lkal angeimpft und vergoren.
Weder im Verlauf der Garung, noch in analytischen Untersuchungen mit GC-MS und
Messung der Séauren mit der HPLC in vergorenem Wein waren Unterschiede erkennbar
(Abb. 3).

An dieser Stelle sei auf die Bedeutung von Fallstudien hingewiesen! Der im vorgenann-
ten Beispiel verwendete, gentechnisch veranderte Hefestamm unterschied sich nur
durch die Anwesenheit einer zusatzlichen a-Amylase vom Ausgangsstamm. Die da-
durch veranderte Mdglichkeit der Zuckerverwertung dieses Stammes hatte in diesem
Fall keinen Einfluss auf das Weinaroma. Dies wirde sich beispielsweise bei Einsatz
einer Hefe mit einer erhéhten Esterase-Aktivitat &ndern. Unterschiede in der Aroma-
Analytik wéaren messbar. Auch ist ein unterschiedliches Verhalten modifizierter Hefe-

stamme bezuiglich der Fahigkeit in der Umwelt zu tberleben vorstellbar.
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Abb.3: Verlauf der Garung bei gezielter Animpfung S.c. VIN13 versus GMY1. Analytik des entstehenden
Weines mit GCMS und HPLC

Seit 2003 hat sich die Situation bzgl. gv-Hefen konkret veradndert, da zu diesem Zeit-
punkt in den USA eine erste gentechnisch veranderte Hefe zur Weinherstellung zuge-
lassen wurde und kommerziell durch die Firma Lesaffre/Springer unter der Bezeichnung
MLO1 vertrieben wird. Dieser Hefestamm ist in der Lage, parallel zur alkoholischen Ga-
rung eine malolaktische Vergarung durchzufiihren. Dabei handelt es sich um die, Ubli-
cherweise mit Milchséaurebakterien durchgefihrte Umsetzung von Malat zu Laktat. Zu
diesem Zweck wurde im Genom der Hefe eine Malat-Permease aus der Hefe Schizo-
saccharomyces pombe und das Malolaktat-Enzym aus dem Bakterium Oenococcus
oeni, jeweils unter der Kontrolle des PGK1-Promotors und Terminators, integriert. Die
Integration dieser Genkassette erfolgte, wie mittlerweile veréffentlicht, in den URAS-
Locus von S. cerevisiae S92 (Husnik et al., 2006) (Abb. 4).

Malolaktische Genkasset-

Abb.4: Anordnung der Gene in der Malolaktischen Genkassette des rekombinanten S. cerevisiae-
Stammes MLO1 (Husnik et al., 2006).

Dieser Hefe-Stamm ist in den USA ,grass-accepted” (GRAS Notice No. GRN 000120),
mit der Konsequenz, dass dieser Stamm in den USA nicht als ,,gentechnisch verandert*
deklariert werden muss.

Die Veroffentlichung mit der genauen Darstellung der Genkassette und dem entspre-

chenden Integrationsort im Genom erfolgte erst, nachdem der Hefestamm kommerziali-
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siert wurde und uns fur Forschungszwecke vorlag. In der zunachst nur verfigbaren
».Gras“-Notiz fanden sich keine detaillierten Beschreibungen zur Konstruktion des Hefe-
stammes. Basierend auf diesen Informationen wurde in Geisenheim eine Nachweisme-
thode mittels PCR entwickelt und in Freisetzungs- und Simulationsexperimenten wein-
baulicher Tatigkeiten erfolgreich Uberprift.

Hieraus wird die Problematik der Nachweisbarkeit von gentechnisch veranderten Orga-
nismen erkennbar, die vorliegt, wenn keine prazisen Informationen tber mogliche Mar-
ker-Gene, verwendete Promotoren, Integrationsorte im Genom, usw., vorliegen.

Hier muss an praktikablen Lésungen wie Zentralregistern und einem weltweiten Infor-
mationsaustausch der Kontroll- und Zulassungsbehérden gearbeitet werden.
Insbesondere vor dem Hintergrund, dass in Zukunft weltweit mit dem Einsatz gentech-
nisch veranderter Mikroorganismen auch auf3erhalb geschlossener Systeme gerechnet
werden muss.

Derzeit ist die zur Weinbereitung verwendbare Hefe MLO1 in den USA, Moldawien und
Kanada zugelassen und zumindest in Sudafrika wurde eine Zulassung beantragt. Wei-
terhin ist eine weitere, gentechnisch veranderte Hefe fur die Weinbereitung in den USA
und Kanada unter der Bezeichnung EcMo01 zugelassen.

Bis zum Herbst 2007 lagen zumindest keine Informationen Uber einen Antrag zur Zu-

lassung einer Weinhefe bei einer der européischen Zulassungsbehdrden vor.

Mit diesem Hintergrund stellt sich die Frage nach der derzeitigen Situation in der EU.
Die Mitgliedsstaaten der EU haben in den neunziger Jahren ein Moratorium zur Freiset-
zung rekombinanter Mikroorganismen beschlossen. Dieses Moratorium galt zumindest
bis 2005, hat zur Zeit aber wohl auch weiterhin Giiltigkeit. Aul3er einiger eng begrenzter
Freisetzungen zu Forschungszwecken wurden bisher keine gentechnisch veranderten
Mikroorganismen aufR3erhalb geschlossener S1-Anlagen eingesetzt.

Wie sieht aber die rechtliche Situation im Bereich des Weins nach Abschluss des bilate-
ralen EU-USA-Abkommens zur Anerkennung oenologischer Verfahren aus?

Der Einsatz gentechnisch verénderter Hefen ist in den USA ein oenologisches Verfah-
ren. Zudem sind auch, wie oben ausgefihrt, zwei Stamme in anderen Landern zugelas-
sen. Durfen so produzierte Weine in der EU ohne Deklaration verkauft werden?
Entsprechend der EU-Verordnungen, die in nationales Recht umgesetzt werden mus-
sen, konnen diese Weine in der EU ohne Deklaration vermarktet werden. Aufgrund des
16. Erwagungsgrunds der Verordnung (EG) Nr. 1829/2003 gilt: Wird der gentechnisch
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veranderte Mikroorganismus als Verarbeitungshilfsstoff verwendet, so fallen die aus
einem solchen Produktionsprozess hervorgehenden Lebensmittel und Futtermittel nicht
in den Geltungsbereich der Verordnung. Verarbeitungshilfsstoffe werden definiert als
"Stoffe", die nicht selbst als Lebensmittelzutat verzehrt werden, jedoch bei der Verarbei-
tung von Rohstoffen, Lebensmitteln oder deren Zutaten aus technologischen Grinden
wahrend der Be- oder Verarbeitung verwendet werden und unbeabsichtigte, technisch
unvermeidbare Rulckstande oder Rickstandsderivate im Enderzeugnis hinterlassen
kénnen, unter der Bedingung, dass diese Ruckstande gesundheitlich unbedenklich sind
und sich technisch nicht auf das Enderzeugnis auswirken".

Der Einsatz dieser Hefen zur Weinbereitung in Europa ist aber verboten, da diese He-
festamme keine Zulassung fir die EU besitzen.

Zusammengefasst lasst sich folgendes sagen: aufgrund bisheriger Erkenntnisse im Be-
reich der grinen Gentechnik und eigener Ergebnisse zur Freisetzung von rekombinan-
ten Organismen sind vor einer Zulassung gut geplante Studien zur Risikobewertung
durchzufiihren. Untersuchungen potenzieller 6kologischer Effekte beim Einsatz gen-
technisch veranderter Mikroorganismen sind unerlasslich. Eigene Resultate belegen,
dass Fallstudien zum Einsatz von GMOs, bedingt durch unterschiedliches Verhalten,
notwendig sind. Die Schaffung von internationalen Zentralregistern in denen spezifi-
sche Nachweise verfuigbar sind, ist essentiell fiir eine entsprechende amtliche Uberwa-
chung.

Nur wenn mit einer entsprechenden Transparenz die Risikofreiheit solcher Organismen
aufgezeigt wird und die Offentlichkeit sachlich richtig informiert wird, kann in Zukunft

eine hohere Akzeptanz von GMOs in der Bevdlkerung erreicht werden.
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Sicherheitsforschung bei gentechnisch veranderten Pflanzen

Annette Block, Ulrich Busch

Bayerisches Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit
85764 Oberschleif3heim

Einleitung

Seit in Kraft treten der Freisetzungs-Richtlinie 2001/18/EG ist die Anzahl zugelassener
gentechnisch veranderter Pflanzen (gv, GVP) stetig gestiegen. Bei der Beprobung und
dem Nachweis von GVP in Saatgut, Lebens- und Futtermittelproben werden von den
Laboratorien zum Teil unterschiedliche Verfahren und Methoden eingesetzt, die nicht
immer zu den gleichen Messergebnissen fihren. Zudem erfordert das sich stetig erwei-
ternde GVP-Spektrum eine regelmafige Neuentwicklung und Aktualisierung von Detek-
tionsverfahren fur eine effektive und zuverlassige Analytik.

In dem Projekt ‘Sicherheitsforschung bei gentechnisch verénderten Pflanzen’ werden in
Kooperation des Bayerischen Landesamts fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit
(LGL) mit dem Lehrstuhl fir Pflanzenzichtung des Wissenschaftszentrums Weihenste-
phan anhand der in Deutschland zum Anbau zugelassenen, insektenresistenten Maisli-
nie MONB810 potentielle Einflussfaktoren der Beprobungs- und Verarbeitungsstrategie
sowie der Analysetechnik auf den bestimmten Transgenanteil von Maisproben identifi-

ziert und bewertet.

Harmonisierung von Beprobungs- und Analysestrategien

Zur Bearbeitung der Projektschwerpunkte ‘Harmonisierung von Beprobungs- und Ana-
lysestrategien’ und ‘Bestimmung des Einflusses des pflanzlichen Entwicklungsstadiums
auf die GVP-Analytik’ wurden gezielte Kreuzungen mit MON810 Maislinien und ihren
konventionellen Ausgangslinien im Feldversuch und im Gewé&chshaus durchgefihrt.
Wahrend des Reifeprozesses der Maispflanze verschieben sich der Metabolisums und
die Massenverhdltnisse von vegetativem zu generativem Gewebe ebenso, sowie im
Korn von Endosperm, Embryo und Pericarp. Diese Verdnderungen konnen einen Ein-

fluss auf den Transgenanteil der beprobten Gewebe haben.
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Gewéachshausversuch

Der Schwerpunkt der Kreuzungen im Gewéchshaus liegt auf der Untersuchung des Ef-
fektes verschiedener Samenfraktionen auf den Transgenanteil des Maiskorns. Fir die
Kreuzungen standen die MONS810 Linien (‘Gavott’), ‘DKC3421YG’
(‘DKC3420’) und ‘PR39F56’ (‘PR39F58’) der drei Zuchtungsunternehmen KWS, Mon-

santo und Pioneer sowie ihre isogenen Linien (in Klammern) zur Verfligung. Die

‘Kuratus’

MONS810 Sorten wurden geselbstet bzw. mit ihren konventionellen Ausgangssorten ge-
kreuzt. Zudem erfolgten Kreuzungen zwischen den Linien der Zichter. Mit dieser Stra-
tegie kbnnen auch Variationen zwischen den Sorten erkannt werden.

Durch die hemizygote Situation der verwendeten MONB810-Linien bzgl. des Bt-Gens
existiert je ein homologes Chromosom mit und eines ohne Bt-Gen (vgl. Abbildung 1).
Der Embryo kann folgende Genotypen haben: ein homologes Chromosom mit und ei-
nes ohne Bt-Gen (50% transgen), zwei Bt-Gene (100% transgen) kein Bt-Gen (0%
transgen). Der Samen enthélt jedoch verschiedene Gewebe (vgl. Tabelle 1). Neben
dem Embryo sind vor allem das diploide Perikarp und das tri- bzw. hexaploide En-
dosperm (di- bzw. tetraploide Sorten) zu nennen. Da die mitterliche Linie die geneti-
sche Situation des Perikarps komplett und die des Endosperms zu zwei Drittel be-
stimmt, zeigen Samen von gentechnisch veranderten Mutterlinien einen hoéheren
Transgenanteil als Samen von gv Vaterlinien. Die Samen einer gv Mutterlinie sind
selbst dann transgen wenn sowohl Embryo als auch Endosperm konventionell sind,

wegen ihres transgenen Perikarps.

Tabelle 1: Transgenanteile des Maiskorns abgeleitet entsprechend der Massenanteile der Gewebe nach
Papazova et al. (2005)

Mutter GVO 50% Embryo 5% Perikarp 6% Endosperm 89%  Samen 100%
GVO x Konv. 50% 50% 66% 64%

Konv x GVO 50% 50% 33% 35%

GVO x GVO 100% 50% 100% 97%

Konv x Konv. 0% 50% 0% 3%

Mutter GVO 100% Embryo 5% Perikarp 6% Endosperm 89%  Samen 100%
GVO x Konv. 50% 100% 66% 67%

GVO x GVO 100% 100% 100% 100%

Mutter GVO 0% Embryo 5% Perikarp 6% Endosperm 89% Samen 100%
Konv x GVO 50% 0% 33% 32%

Konv x Konv. 0% 0% 0% 0%
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Wesentlich fir den Transgenanteil des Maiskorns ist somit seine Zusammensetzung
aus den verschiedenen Gewebekompartimenten. Hierzu wurden in der Literatur ver-
schiedene Angaben gemacht (Kruse 2002; Lambert, Alexander und Han 1998; Lépez
2002; Papazova et al. 2005; Styer und Cantliffe 1984; Trifa und Zhang 2004). Die Be-
rechnung des Transgenanteils aufgrund der Masse der Gewebefraktionen des Mais-
korns erfolgt nach einer Formel von Holst-Jensen, Loose und Eede (2006).

Es ist jedoch bekannt, dass nicht nur die Massenanteile der Samengewebe den Trans-
genanteil des Korns bestimmen (Papazova et al. 2005), sondern auch Faktoren wie die
Feinheit der Mehlfraktionen seiner Kompartimente bei der Vermahlung, die Effektivitat
der DNA-Extraktion aufgrund verschiedener Inhaltsstoffe sowie die Menge der Zellen
und ihr Ploidiestatus in den einzelnen Geweben (Kowles und Phillips 1995; Schweizer
et al. 1995). Zudem wurde eine Abhangigkeit dieser Faktoren von der Sorte beschrie-
ben (Trifa und Zhang 2004). Die Aussagen der Wissenschaftler variieren jedoch stark
bezuglich der Gewichtung dieser Faktoren und den hieraus abgeleiteten Transgenantei-

len im Maiskorn, so dass dieser Sachverhalt noch nicht abschliel3end geklart ist.
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Befruchtung Endosperm 3x Embryo 2x

Abbildung 1: Genetische Situation von Embryo und Endosperm bei Selbstungen hemizygoter GVP

schwarz: Chromosomen mit Bt-Gen; grau: Chromosomen ohne Transformation; Meiose: homologe
Chromosomen trennen sich (zwei von vier haploiden [1C] Zellen dargestellt). Mitotische Teilungen: ent-
stehen von acht 1C Zellkernen, zwei verschmelzen zur Embryomutterzelle (2C), funf zu Synergieden
bzw. Antipoden (1C), die meisten degenerieren. Doppelte Befruchtung: der Embryo wird diploid (2C), das
Endosperm triploid (3C).
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Probenanalyse

Voruntersuchungen zur Bestimmung des Transgenanteils von Einzelkérnern aus Kreu-

zungen ergaben, dass die GVP-Anteile nicht den Erwartungen entsprachen.

Tabelle 2: Quantifizierte Transgenanteile von Einzelkornanalysen via plasmidaler Kalibrierstandards

Q Mutter  Genotyp der Gonaden

50% GVP 9QGVP X QGVP x QKonv. x QKonv. x
Soll-GVP  97% 64% 35% 3%

1 - - - -

2 82% 56%

3 9,5%
4 78%

5 58%

6 71%

7 8,8%
8 9,0%
9 70%

10 69%

11 62%

12 70%

13 8,0%
14 67%

15 5,4%
16 8,9%
17 75%

18 6,3%
19 78%

20 57%

Mittelwert 78% 68% 57% 8,0%

Abkiirzung: Konv. = Konventionelle Pflanze ohne Transformation

Bei der Methodenvalidierung stellte sich heraus, dass weder die Kalibrierstandards aus
Maiskornmehl (CRM, Fluka), noch kommerziell erworbene Plasmidstandards gute Wie-
derfindungsraten (Tabelle 2) zeigen. Fur Folgeanalysen werden daher genomische

Standards aus homozygotem MON810 Material verwendet.
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Freilandversuch

Ziel der Kreuzungsversuche im Freiland ist, mittels verschiedener Transgenanteile im
Korn die Auswirkungen praxisrelevanter Erntestrategien auf die GVP Anteile zu unter-
suchen. In der Landwirtschaft existieren je nach Verwendung des Mais verschiedene
Erntemethoden, denen durch angepasste Beprobungsstrategien entsprochen wurde.
Sie wirken sich auf Erntezeitpunkt und verwendetes Pflanzengewebe aus. Silomais wird
in der Regel als erstes geerntet, gefolgt von Lieschkolben und Kérnermais. Fir die Rin-
derfutterung wird die komplette Pflanze als Silomais genutzt. Lieschkolben, die in der
Schweinefutterung eingesetzt werden, enthalten Kolben inklusive Spindeln und
Lieschblatter. Beim Kornermais gehen ausschliel3lich Kdrner in die Verarbeitung ein. Je
mehr vegetatives Pflanzenmaterial das Erntegut enthalt, desto weniger Bedeutung hat
die Kreuzung fur den Transgenanteil des Produkts.

Die sechswochige Ernte wurde in ein praxisnahes Zeitfenster von Mitte September bis
Ende Oktober gelegt. Es wurden je 80 Pflanzen ‘Kuratus’ x 'Kuratus’ sowie ‘Gavott’ x
‘Kuratus’ (9 x &) gekreuzt. Die Probenahme erfolgte an sechs Terminen, in einem Zeit-
raum von Mitte September bis Ende Oktober 2007 (vgl. Tabelle 3). Dabei &ndert sich
der Metabolismus in den Kompartimenten des Korns ebenso wie in der gesamten
Maispflanze und vegetative Pflanzenteile beginnen abzusterben (BBCH 87-90). Pro
Termin und Kreuzungsschema wurden zehn Pflanzen beprobt. Da Kreuzungen in der
Regel keinen 100% Kreuzungserfolg zeigen, wurden zur Normierung der Gewichtsver-
haltnisse zudem je zehn Referenzpflanzen der Sorten ‘Kuratus’ und ‘Gavott’ beerntet.
Auf maschinelle Verarbeitung wurde aufgrund der Verschleppungsgefahr von transge-

nem Material weitestgehend verzichtet.
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Tabelle 3: Beprobungsschema und Probenumfang im Freilandversuch

Variabeln Woche Summe

Woche 38. 39. 40. 41. 42. 43. 6
Kreuzungspflanzen 2x10 2x10 2x10 2x10 2x10 2x10 2x60
Referenzpflanzen 2x10 2x10 2x10 2x10 2x10 2x10 2x60
)2 40 40 40 40 40 40 240

Die Effekte dieser Faktoren auf den Transgenanteil in Korn- u. Pflanzengewebe, wer-
den untersucht indem die entsprechenden Gewebe getrennt verarbeitet werden. Mit
einem Event spezifischen ‘real time PCR’ Assay (ISO 21570) wird von jeder Probe der
Transgenanteil von zehn Einzelkdrnern, gepoolten Korner eines Kolbens, von Liesch-

kolben, vegetativem Pflanzenmaterial und der kompletten Pflanze bestimmt.

QPCR-Methodenvalidierung

Zur Untersuchung potentieller Ursachen nicht exakter GVP Quantifizierungen, wurde
eine Validierung der verwendeten Kalibrierstandards vorgenommen. Genomische Kalib-
rierstandards bekannter Kopienzahl wurden mit Hilfe kommerziell bezogener Plas-
midstandards ruckquantifiziert. Entsprechend der ISO 21570 wurde fur die 'real time
PCR' Quantifizierung ein Event spezifische Assay (AF434709, Holck et al. 2002) in
Kombination mit einem PCR Assay flr das hmga ‘house keeping’ Maisreferenzgenen
(AJ131373, Hernandez et al. 2004) verwendet.

Tabelle 4: Abweichungen bestimmter Transgenanteile mit Hilfe plasmidaler Standards

Soll: genomische Kalibrierreihe Ist: plasmidale Kalibrierreihe
Referenz MONS810 GVO-Anteil Referenz MON810 GVO-Anteill
Genkopien  Genkopien Genkopien  Genkopien

136 68 50% 52 33 64%

542 271 50% 211 114 54%

2.170 1.085 50% 887 419 47%

8.680 4.340 50% 3.623 1.549 43%
34.718 17.359 50% 14.961 4,553 30%

Wie anhand von Tabelle 4 zu erkennen ist, zeigen die Abweichungen des quantifizier-
ten Transgenanteils im Verhaltnis zum tatsachlichen eine Tendenz auf. Bei einer Ko-
pienzahl von 250-1000 MON810 und 500-2000 hmga Sequenzen ist die relative Quan-
tifizierung (%) via plasmidaler Kalibrierstandards prézise. Bei sinkender bzw. steigender
Kopienzahl wird der Transgenanteil dagegen Uberschatzt bzw. unterschatzt (vgl. Abbil-

dung 2). Dies deutet auf einen systematischen Fehler der plasmidalen Quantifizie-
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rungsstandards hin. Zudem werden sowohl die hmga- als auch die MON810 Sequen-

zen von den plasmidalen Standards um ca. die Halfte unterschéatzt.

Wiederfindung

65%

60%

55%

50% -

45% A

geschatzter Transgenanteil

1 &6 ¢

40% T T
40% 45% 50% 55% 60%

Transgenanteil

Abbildung 2: Wiederfindungsrate transgener Proben mit Hilfe plasmidaler Kalibrierstandards

Ausblick
Entwicklung und Validierung von DNA-Kalibrierstandards

Ein wesentlicher Schwerpunkt der GVP Analytik liegt in der Optimierung von quantitati-
ven Bestimmungen des Transgenanteil pflanzlicher Proben. Da in der 'real-time PCR’
mit den Datenpunkten der Standards die Kalibrierfunktion abgeleitet wird, kommt der
Wahl der Standards eine entscheidende Bedeutung zu.

Das haufig als Standard verwendete kommerzielle 'certified reference material' (CRM)
besteht aus einer Kornmehlmischung von kommerziellen und gv Samen. Fur CRM sind
einige Nachteile bekannt. Die wichtigsten sind, dass es nur fur bestimmte GVP, in we-
nigen GVP-Konzentration verfugbar (0,1-5 %) ist. Da aktuelle EU-Bestimmungen die
Berechnung des Transgenanteils via Genkopien fordern (2004/787/EG), werden ver-
starkt 'kinstliche’ DNA-Kalibrierstandards entwickelt.

Plasmidale GVP Standards der ’ersten Generation’ weisen z.T. entscheidende Nachtei-
le auf. Haufig liegen gv DNA-Kopien und Taxon spezifische Genkopien nicht auf dem-
selben Plasmid, was aufgrund von Stabilitatsunterschieden zu Differenzen in der PCR-
Effizienz und somit zu Quantifizierungsfehlern fihren kann. Hinzu kommt, dass ein zu-

nehmender Bedarf an Event spezifischen DNA-Kalibrierstandards (Plasmide, Hybridmo-
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lekile) besteht, die auch bei Insertion mehrerer Konstrukte in einer GVP (z.B.: Bt1l),
sowie gestaffelten Genkonstrukten aufgrund von Kreuzungsvorgéangen zu sicheren und
eindeutigen GVP Quantifizierungen fuhren.
Aufgrund dieser Problematik sollen fur die GVP Analyse ’kunstliche’ DNA-
Kalibrierstandards entwickelt werden, die Taxon- und Event spezifische Sequenzen auf
dem selben DNA-Molekl tragen. Die erstellten DNA-Kalibrierstandards werden hin-
sichtlich ihrer Robustheit, Empfindlichkeit und der Erzeugung reproduzierbarer Quantifi-
zierungen in der 'real-time PCR’ validiert.

Aktuelle Nachweisverfahren

Aufgrund der stetig steigenden Anzahl neu entwickelter GVP besteht ein dringender
Bedarf an Detektionsmethoden, die einen hohen Parallelisierungsgrad erlauben. Eine
relativ neue, PCR basierende Methode, sind LPA Assays (Ligation Dependent Probe
Amplification). Diese viel versprechende Methode wurde bereits im Lebensmittelbe-
reich, darunter auch in der GVP Analytik erfolgreich (Ehlert et al. 2007; Moreano et al.
2004) eingesetzt.

Das besondere Prinzip der LPA liegt darin, dass fur jede Ziel-DNA zwei Hemisonden
verwendet werden, deren zielsequenzspezifischen Hybridisierungsbereiche von univer-
sellen Primerbindungsstellen flankiert sind (Abbildung 3). Wéahrend dem ersten Reakti-
onsschritt, der Hybridisierung, legieren beide Sonden an die Ziel-DNA. Im Anschluss
daran folgt eine PCR-Amplifikation der kompletten Ligationssonden mit Hilfe der kom-
plementaren Universalprimer. Die PCR-Fragmente verschiedener Zielgene kdnnen tber
eine GrolRenfragmentierung via Gelelektrophorese detektiert werden. Zur Erleichterung
der Differenzierung werden zwischen den Hybridisierungs- und den Primerbindungsbe-
reichen entsprechend lange 'Spacer’ eingefihrt.

Der Vorteil der LPA-Technik liegt in der simultanen Amplifikation mehrerer Zielsequen-
zen mit Hilfe derselben Universalprimer, so dass im Gegensatz zu anderen Multiplex-
PCR Ansatzen keine Konkurrenz um Reagenzien auftritt. Durch die Multigen Detektion,
die hohe Spezifitat und Sensivitat und die einfache Erweiterbarkeit hat die LPA- Metho-
de viele Vorteile fur die GVP-Analytik.
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Hemi-Sonden

linke Sonde rechte Sonde

Ziel DNA

Abbildung 3: Schema der Funktion von LPA-Hemisonden
Abkiirzung:PBS = Primer binding site, Primerbindungsstelle
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Ruckverfolgbarkeit von gentechnisch verédnderten Rapssorten mit
Hilfe von SNP-Biochips

Peter Westermeier

Lehrstuhl far Pflanzenziichtung, Technische Universitat Minchen
Am Hochanger 2, D-85350 Freising

Mit der Verabschiedung der Novelle des deutschen Gentechnik-Gesetzes am
21.12.2004 durch den deutschen Bundestag wurden die Freisetzungsrichtlinie
2001/18/EG, die EU-Verordnungen (EG) Nr. 1829/2003, (EG) Nr. 1830/2003 uber die
Ruckverfolgbarkeit und Kennzeichnung von gentechnisch verédnderten Organismen
(GVO) sowie die Empfehlung 2003/556/EG zur Koexistenz in nationales Recht umge-
setzt. So soll ein Landwirt, der gentechnisch veranderte Pflanzen (GVP) nutzt, fir da-
durch entstehende Einkommenseinbuf3en des Nachbarn haften, auch wenn die GVO-
Gehalte unter dem Schwellenwert von 0,9 % zur Kennzeichnungspflicht liegen. Ist kein
Verursacher einer transgenen Auskreuzung zu ermitteln, haften alle in Frage kommen-
den GVO-anwendenden Landwirte gesamtschuldnerisch fiir den durch den GVO-Anbau
entstandenen finanziellen Schaden. Aufgrund der restriktiven Haftungsregelungen so-
wie der in der Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG geforderten Rickverfolgbarkeit trans-
gener Organismen wird die Feststellung von Quellen gentechnischer Beimengungen
besonderes Interesse erlangen. Derzeit erfolgt eine Ruckverfolgungsanalyse gentech-
nischer Beimengungen grof3tenteils auf der Basis des spezifischen PCR-Nachweises
von transgenen Kontrollelementen und Strukturgenen (siehe Abbildung 1). Durch eine
geeignete Kombination einzelner Analysen ist daher in gewissem Mal3e eine Ruckver-

folgbarkeit gegeben.
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Abbildung 1: Derzeitiger Nachweis transgener Pflanzen (nach Egert et al. 2006)

Wie jedoch an den farbig gekennzeichneten positiven Analysen fir die jeweiligen Kon-
strukte in Abbildung 1 zu erkennen ist, sind mit diesem System nicht alle Transformati-
onsereignisse zu erfassen bzw. einige Transformationsereignisse sind nicht eindeutig
voneinander unterscheidbar. Dieses Problem ist durch die Entwicklung von sog.
eventspezifischen Nachweisverfahren zu Iésen, bei dem anhand der Ubergangsregion
zwischen der DNA des Zielorganismus und dem transgenen Konstrukt ein definiertes
Transformationsereignis detektiert wird. In der Praxis sind solche Nachweise nicht fur
alle Transformationsereignisse verfugbar, da die Insertionsstelle in der DNA des Zielor-
ganismus zunéchst unbekannt ist und h&ufig mehr als eine Kopie eines transgenen
Konstrukts ins Genom eingebaut sind.

Bei einer kommerziellen Nutzung von GVP ist zudem zu erwarten, dass dieselben Kon-
strukte in unterschiedlichen Sortenhintergriinden oder als Kreuzungspartner in Hybrid-
zuchtprogrammen eingesetzt werden. Abbildung 2 zeigt ein mogliches Szenario beim
Anbau von transgenem Raps. Mit den derzeit gangigen Methoden ist zwar eine Aus-
kreuzung von GT73-Raps von den GS40/90-Sorten in den konventionellen Raps zu
unterscheiden, aber eine Differenzierung zwischen einer Auskreuzung der Sorten Mo-
dul*" GS40/90 und Avalon‘- GS40/90 in den konventionellen Raps ist nicht maglich.
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Abbildung 2: mégliches Szenario des Anbaus von transgenem Raps

Daher sind Modul"" und Avalon'" auch mit einem eventspezifischen Nachweisverfahren
nicht voneinander zu unterscheiden. Kinftig wird es notwendig sein, zuséatzlich zur Be-
stimmung der transgenen Veranderung einen Nachweis der Sorte, in die das transgene
Konstrukt eingebracht wurde, durchzufiihren, um eine eindeutige Rickverfolgung si-
cherstellen zu kénnen.

Zu diesem Zweck wurden im Rahmen des vorgestellten Projekts DNA-Marker zur Sor-
tendifferenzierung entwickelt und in deutschen Rapssorten evaluiert. Sortenspezifische
Punktmutationen ('Single Nucleotide Polymorphisms'; SNPs) besitzen eine Reihe von
Eigenschaften, die sie als DNA-Marker besonders geeignet erscheinen lassen. Sie
kommen in groRer Haufigkeit in Genomen vor und sind dabei relativ gleichmaRig im
Genom verteilt. AuRerdem werden SNP-Marker codominant vererbt, was eine einfache
Detektion heterozygoter Allelzustdnde erlaubt. SNP-Marker treten in der Regel nur in 2
Auspragungen auf, daher ist deren Auswertung verglichen mit multiallelen Markersys-
temen eindeutiger und damit deren Detektion und Auswertung gut automatisierbar. Ab-
bildung 3 zeigt einen Sequenzausschnitt aus zwei Rapssorten mit insgesamt 8 Se-
quenzpolymorphismen zwischen zwei Raps- Genotypen. Zum Sortennachweis wird pro
Fragment eine Punktmutation herangezogen, da in der Regel je Fragment zwei SNP-
Haplotypen vorliegen und eine Analyse weiterer Punktmutationen aus diesem Fragment

keinen Informationsgewinn liefern wirde.
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Abbildung 3: Sequenzabgleich von zwei Sorten mit insgesamt 8 Punktmutationen

Bei der Aufdeckung von SNP-Markern in der Kulturart Raps ergaben sich aufgrund der
komplizierten Genomstruktur Hindernisse die in zahlreichen Genduplikationen begrin-
det sind. Raps (Brassica napus L.) ist aus einer Hybridisierung der beiden Arten Brassi-
ca rapa L. (Ribsen) und Brassica oleracea L. (Gemusekohl) hervorgegangen (U 1935).
Dieses Ereignis fand vor ca. 10.000 Jahren statt (Rana et al. 2004). Daher ist fur viele
Gene mit dem Auftreten von Allelen in duplizierter Form zu rechnen. Bei der Untersu-
chung der Evolutionsgeschichte der Brassicaceen konnten Rana et al. (2004) feststel-
len, dass der Genus Brassica aus einer Genomtriplikation vor ca. 4 Mio. Jahren hervor-
gegangen ist (siehe Abbildung 4). Diese Triplikation wurde im Lauf der Evolution wieder
auf eine zytologisch diploide Form zurlickgefuhrt, dennoch haben sich aus den triploi-
den Vorfahren zahlreiche Gen-Triplikationen in den diploiden Brassica-Arten erhalten.
Daher kann davon ausgegangen werden, dass in dem, aus zwei diploiden Brassica-
Genomen aufgebauten allotetraploiden Raps-Genom, bis zu sechs Kopien eines Gens
vorkommen konnen. Parkin et al. (2005) konnten beispielsweise aus 21 Fragmenten
des Arabidopsis thaliana-Genoms durch Duplikationen die Struktur des Raps-Genoms
rekonstruieren. Dabei konnte die Mehrheit der Arabidopsis thaliana-Segmente jeweils
sechs Segmenten im Raps-Genom zugeordnet werden. Da fir das Auffinden von
Punktmutationen singulare Fragmente erforderlich waren, wurden fur die Aufdeckung

singularer SNP-Zielsequenzen mehrere Selektionsschritte durchgefihrt.
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Abbildung 4: Evolution des Brassica-Genoms (nach Rana et al. 2004)

Insgesamt konnten auf diese Weise 16 sortendifferenzierende SNP-Marker und 3 InDel-
Marker (Insertion / Deletion) in Raps aufgedeckt werden. Mit Hilfe der aufgedeckten
Punktmutationen wurden unter Anwendung der Primer-Extension-Methode (Sokolov
1990; Ausubel et al. 1991) 80 konventionelle, deutsche Sorten und sechs transgene
Sorten genotypisiert. Dabei wurde fir jede der diagnostischen Punktmutationen ein
spezielles Oligonukleotid entwickelt, das genau vor der zu detektierenden Punktmutati-
on endet. In einer Minisequenzierreaktion wird dann das Oliginukleotid um das jeweils
korrespondierende Fluoreszenzfarbstoff-markierte Didesoxynukleotid verlangert (Primer
Extension) welches einen Abbruch der Kettenreaktion bewirkt und mit geeigneten Ana-
lysegeraten (z.B. DNA-Sequenziersystem) detektiert werden kann. Abbildung 5 zeigt
das Prinzip der 'Primer-Extension’-Reaktion. Diese Methode ist sehr einfach in der
Auswertung, da im Gegensatz zur vollstandigen Sequenzanalyse nur die Base von Inte-

resse detektiert wird.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Primer-Extension-Reaktion

Abbildung 6 a zeigt das Ergebnis der Analyse eines SNP-Markers in 16 Genotypen mit
Hilfe des SNaPShot® Multiplex Kits (Applied Biosystems, Foster City, USA). Die ersten
16 Farbsignale auf der linken Seite des Gelbildes zeigen die SNP-Detektion in der 5’-3'-
DNA-Matrize, die 16 Farbsignale auf der rechten Seite des Gelbildes entstammen den
gleichen Genotypen und sind im komplementaren DNA-Strang analysiert worden. Diese
Doppelbestimmung kann als interne Kontrolle der Genotypisierungsergebnisse genutzt
werden. Abbildung 6 b zeigt die Auswertung der Farbsignale mit der Software

GeneScan 4.0 (Applied Biosystems, Foster City, USA). Aul3en sind die 2 jeweils homo-
zygoten Allelzustande in beiden DNA-Strdngen abgebildet, in der Mitte die beiden még-

lichen heterozygoten Allelzustande.
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Abbildung 6: Detektion (a) und Auswertung (b) von gelbasierten Primer-Extension-Reaktionen

Von den 86 Sorten kdnnen mit dem vorliegenden Satz an SNP-Markern 84 (97,6 %)
eindeutig bestimmt werden. Zu den unterscheidbaren Sorten zahlen auch die in den
Jahren 2005 und 2006 wirtschaftlich wichtigsten 10 Rapssorten in Bayern bzw. der
Bundesrepublik Deutschland, lediglich 2 Sorten sind mit dem vorliegenden Satz an
SNP-Markern nicht zu unterscheiden. In einer durchgefiihrten Clusteranalyse zeigte
sich, dass die transgenen Sorten Modul** GS40/90 und Avalon" GS40/90 jeweils zu-
sammen mit ihren isogenen Ausgangslinien ein Cluster bilden. Es zeigte sich aber
auch, dass beide transgene Sorten nicht zu 100 % mit ihren isogenen Ausgangslinien
Ubereinstimmen, sondern gewisse Abweichungen der Allele festzustellen sind. Um Sor-
ten-, und GVO-Nachweis auf einer einheitlichen Analyseplattform durchfiihren zu kon-
nen, wurden Nachweise der derzeit in Raps gebrauchlichen transgenen Konstrukte
ebenfalls auf Primer-Extension-Basis etabliert. Die Entwicklung der GVO-Assays erfolg-
te in enger Anlehnung an die Vorgaben der offiziellen Nachweisverfahren. Nachweise
wurden entwickelt fur: '35S-Promotor’, 'NOS-Terminator’, 'nptll-Selektionsmarker’, CRT
(Nachweis von viraler CaMV-DNA zum Ausschluss falsch-positiver Ergebnisse flr 35S),
s_gt und pepC (Nachweis genomischer Raps-DNA), 'pat’ (GS40/90), 'bar’ (MS8XRF3)
und 'epsps’ (GT73). Um Beimengungen von transgenen Spuren anderer Kulturpflanzen
detektieren zu kénnen, wurden aul3erdem Nachweise fur das Vorhandensein von Mais-
bzw. Soja-DNA entwickelt.
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In Kooperation mit der Firma Array-On GmbH, Gatersleben erfolgte der Transfer der
Analysen auf BioChip-Ebene. Die Analyse erfolgt dabei tUber Arrayed Primer Extension
(APEX) Reaktionen (Shumaker et al. 1996; Pastinen et al. 2000). Der Nachweis einer
Punktmutation erfolgt dabei durch Verlangerung eines auf einer Glasoberflache immobi-
lisierten Oligonukleotids mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten Nukleotiden. Analog zur
herkdbmmlichen Primer Extension Methode endet das immobilisierte Oligonukleotid un-
mittelbar vor der zu detektierenden Punktmutation und wird entsprechend der Matrizen-
DNA an der SNP-Stelle mit Hilfe einer speziellen DNA-Polymerase verlangert. Um bei
der Detektion mit dem Laserscanner Storsignale durch nicht-inkorporierte Nukleotide zu
minimieren, erfolgen nach der Reaktion verschiedene Waschschritte. Abbildung 7 zeigt

schematisch den Ablauf einer APEX-Analyse.
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Abbildung 7: schematischer Ablauf einer APEX-Analyse

Wahrend alle GVO-Nachweise auf den BioChip Ubertragen werden konnten, war dies
aufgrund der bereits geschilderten, genombedingten Schwierigkeiten nur fir 12 der 19
entwickelten SNP-Marker mdoglich. Damit kénnen die 10 bayern- und bundesweit wirt-
schaftlich bedeutendsten Rapssorten (Anbauflache >90 %) eindeutig bestimmt werden.
Aufgrund des biallelen Charakters war es maoglich, die Primer-Extension-Reaktionen in
einem System zu etablieren, das mit zwei Fluoreszenzfarben (cy3 und cy5) arbeitet.
Dies hat den Vorteil, dass fur die Analysen statt eines 4-Farb-Laserscanners auch ein
kostengunstigerer 2-Farb-Laserscanner verwendet werden kann. Nachteil dieser Me-
thode ist eine etwas aufwandigere Durchfiihrung der Analysen, da statt einer gemein-

samen Mischung aller vier méglichen Nukleotide mehrere Mischungen aus den fir je-
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den Marker zwei moglichen Nukleotiden, die jeweils verschieden Fluoreszenzfarbstoff-
markiert sind, eingesetzt werden mussen. Dieser Unterschied betrifft jedoch nur die
Durchfuhrung der Analysen, nicht jedoch die Etablierung und Herstellung der BioChips.
Es kann je nach vorhandener Laborausstattung ein 2-Farb- bzw. 4-Farbsystem einge-
setzt werden.

Abbildung 8 zeigt beispielhaft die Untersuchung einer Rapssorte mit Hilfe eines SNP-
BioChips. Der Ausschnitt zeigt den Analysepunkt eines einzelnen SNP-Markers. Dieser
setzt sich aus 12 x 12 = 144 Einzelpunkten zusammen und ermdglicht so eine genaue
und eindeutige Detektion der Farbsignale. Zusatzlich befinden sich auf dem BioChip
aulBerdem je eine interne Extensionskontrolle fur die vier mdglichen Nukleotide Adenin,
Thymin, Cytonin und Guanin. Diese stellen eine Positivkontrolle der Primer-Extension-
Reaktion fir alle vier mdglichen Nukleotide dar. Die in der Darstellung roten und griinen
Felder stellen jeweils homozygote Allelzustande dar, eine gelbe Farbdarstellung ergibt
sich aus der Farbuberlagerung von roten und griinen Farbsignalen und stellt einen he-

terozygoten Allelzustand dar (obere Reihe, 4. und 8. Feld von links).
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Abbildung 8: Untersuchung einer Rapssorte mit 12 SNP-Markern und 4 Reaktionskontrollen

Analog dem SNP-BioChip wurde ein Makroarray zum Nachweis transgener Strukturge-
ne und Kontrollsequenzen in Raps entwickelt. Alle auf dem GVO-BioChip befindlichen
Nachweisverfahren sind in Anlehnung an die offiziellen methodischen Vorgaben der

Bund/Landerarbeitsgemeinschaft Gentechnik (LAG) bzw. anderen offiziellen Methoden
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entwickelt worden. Dies gewahrleistet eine grofitmoégliche Kompatibilitdt mit den derzeit
von offiziellen Stellen verwendeten Nachweisverfahren.

Die Transgennachweise wurden mit Hilfe von DNA-Verdinnungsreihen (genomische
GVO-DNA in einem Hintergrund von nicht-genomischer Raps-DNA) validiert. Dabei
konnte eine Nachweisgrenze zwischen 0,05 % und 0,1 % ermittelt werden. Diese Zah-
len wurden in PCR-Reaktionen ermittelt, die fir jedes Fragment separat durchgefihrt
wurden. Die Detektion der PCR-Fragmente auf einem konventionellen Agarosegel er-
laubt bei einem Transgenanteil von 0,05 % bzw. 0,1 % keine eindeutigen Aussagen.
Hier ist also ein eindeutiger Gewinn in der Detektionsempfindlichkeit festzustellen. Ab-
bildung 9 a zeigt systematisch den Aufbau des GVO-BioChips sowie die Lage der ein-
zelnen Analysepunkte. Zuséatzlich zur Positivkontrolle auf das Vorhandensein von Raps-
DNA (Glu, bzw. s_gt) wurden Nachweisverfahren fir das Vorhandensein von Mais-
(HMG) bzw. Soja-DNA (Lec) mit aufgenommen, um bei Untersuchungen zusatzliche
Hinweise zu erhalten, ob eine transgene Verunreinigung mdoglicherweise aus Beimen-
gungen von Stoffen anderer Kulturarten stammen koénnte. Um falsch-positive Ergebnis-
se bezlglich des 35S-Promotors zu vermeiden, wurde eine Kontrollsequenz (CRT) hin-
zugenommen, die genomische DNA des Blumenkohimosaikviruses (CaMV) anzeigen
kann. Dieses Virus kann auch die Kulturpflanze Raps infizieren und fihrt dann zu
falsch-positiven Ergebnissen bezlglich des 35S-Promotors, der im CaMV-Genom sei-
nen Ursprung hat. Die Nachweise pat, EPS und bar beziehen sich auf transgene Struk-
turgene, die der Rapspflanze eine Toleranz gegen entsprechende Totalherbizide ver-
leiht. TN5 ist ein Antibiotika-Selektionsmarker, der in der Vergangenheit haufig bei der
Transformation von Pflanzen verwendet wurde, und tNOS ist ein in transgenen Kon-
strukten haufig verwendeter Terminator. Die 'NO-T-control’ c1 (no-template-Kontrolle)
beinhaltet Nachweise aller 10 Analysepunkte und zeigt daher eventuelle Verunreinigun-
gen der PCR-Reaktionen fir alle 10 Nachweispunkte an, die 'SE-X-control’ c2 zeigt
Primer-Extension-Reaktionen an, die in Abwesenheit von PCR-Fragmenten stattfinden.
Diese kbnnen bei nicht-optimalen Reaktionsbedingungen, wie z.B. zu niedriger Tempe-
ratur oder der Ausbildung von Haarnadelstrukturen vorkommen. Die Analysepunkte c3
und c4 (AT, bzw. GC-control) sind positiv-Kontrollen fir die Primer-Extension-

Reaktionen.
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CanoGMO - Chip Overview

CanoGMO
Glu| 1 @ @ 8 | bar 1 O Oa
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(Enumeration 9999 999) 8103 040

b

Abbildung 9: schematischer Aufbau des GVO-BioChips (a), sowie Analyse einer transgenen Mischprobe

(b)

Zusétzlich wurden fur den GVO-Nachweis Multiplex-PCR-Reaktionen entwickelt. Dies
erlaubt die Reduktion der Reaktionsansatze von 10 auf 4. In Ansatz 1 konnten die
Nachweise fir hmga (Mais-DNA), CRT und bar zusammengefasst werden, in Ansatz 2
die Nachweise fur s_gt (Raps-DNA), nptll und epsps, in Ansatz 3 die Nachweise fir 35s
und pat, sowie in Ansatz 4 die Nachweise fir lectin (Soja-DNA) und nos-Terminator. Die
Ansatze 1 und 4 sowie die Ansatze 2 und 3 konnen fir die Analyse auf dem Chip je-
weils vereinigt werden, so dass sich die Anzahl der auf dem Chip fur eine Probe bend-
tigten Areale von 14 auf 2 verringert. Die jeweiligen Positiv-Kontrollen sind dabei eben-
falls in den Multiplex-Arealen integriert und erscheinen griin (siehe Abbildung 10). Die
Transgennachweise sind jeweils in Zeilen angeordnet. Jede Zeile entspricht dabei dem

Nachweis eines Elements. Diese werden mit roten Nukleotiden markiert.

Abbildung 10: Areal des Multiplex-BioChips zum Transgennachweis
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Alternative GVO-Nachweismethoden (Co-Extra)
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Zusammenfassung

Um die Ruckverfolgbarkeit von genetisch veranderten Lebens- und Futtermitteln zu ge-
wabhrleisten, werden geeignete Verfahren flr den Nachweis und die Quantifizierung von
genetisch verénderten Organismen (GVO) bendtigt. Der direkte Nachweis der geneti-
schen Veranderung mittels Polymerasekettenreaktion (PCR), beziehungsweise Real-
Time PCR fur die quantitative Analyse, stellt derzeit den bevorzugten Ansatz fir die
Kontrolle dar. Die PCR ist fir Routineanalysen geeignet; allerdings muss fir jede Probe
beziehungsweise jede genetische Veranderung (GVO-event) eine separate Reaktion
durchgefuhrt werden, so dass bei hohem Probenaufkommen der Arbeits-, Zeit- und
Kostenaufwand signifikant ansteigt. Der gleichzeitige PCR-Nachweis mehrerer GVOs in
einer Reaktion (Multiplex-PCR) ist problematisch und bestenfalls auf einige wenige
Zielsequenzen begrenzt anwendbar. Insofern stellt die separate, individuelle Amplifika-
tion in der PCR bei umfangreichen Untersuchungen den ,Flaschenhals” in der Analytik

dar.

Durch die Aufhebung des de facto Zulassungsmoratoriums in der EU von 1998 ist die
Anzahl von GVO auf dem Europaischen Markt sprunghaft gestiegen und wird in Zukunft
voraussichtlich weiter zunehmen. Folglich wird der Bedarf an Deklarationskontrollen im
Umfang steigen. Zusatzlich muss die Einfuhr von nicht in der EU zugelassenen GVO
durch internationalen Handel Giberwacht werden. Fiur die Kennzeichnungskontrolle sind
deshalb anpassungsfahige Standardmethoden erforderlich, die einen hohen Proben-
durchlauf ermdéglichen und gleichzeitig den Zeit- und Kostenaufwand niedrig halten.

Im Rahmen des EU-Forschungsprojektes Co-Extra (GM and non-GM Supply Chains:
Their Co-Existence and Traceability; 6. Forschungsrahmenprogramm der EU) werden
Alternativmethoden zur PCR mit den Schwerpunkten multiplexing und Array-
Technologie erarbeitet. Das Bundesinstitut fir Risikobewertung (BfR) als Mit-Initiator

nimmt an dem Projekt mit dem Ziel teil, eine neue Nachweismethode fur den parallelen,
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spezifischen Nachweis vieler unterschiedlicher GVO in einem gemeinsamen Versuchs-
ansatz zu entwickeln.

Das Verfahren basiert auf der Gesamtgenomamplifikation mittels Multiple Displacement
Amplification (MDA). Durch eine isotherme Vervielfaltigung der vorhandenen Proben-
DNA wird eine ausreichende Menge DNA zur Verfligung gestellt, um eine anschlie3en-
de Detektion GVO-spezifischer Sequenzen durch Hybridisierung an immobilisierte
Fangsonden zu ermdglichen. Zuséatzlich wird am BfR ein methodischer Ansatz getestet,
um durch eine Kombination von komplementarer Sondenhybridisierung, immunologi-
scher Detektion und einer einheitlichen PCR eine Signalverstarkung fur den parallelen
Nachweis verschiedener spezifischer Sequenzen in genomischer DNA beziehungswei-
se in mittels MDA vervielfaltigter DNA zu erméglichen. Das Prinzip basiert auf der Real-
Time Immuno-PCR, einer Methode aus dem Gebiet der Proteinanalytik, die fir die ultra-

sensitive Detektion von Proteinen eingesetzt wird.

Einleitung

Nationale und europaische Umfragen wie beispielsweise das Eurobarometer [1] haben
gezeigt, dass nach wie vor viele europaische Verbraucher eine grundlegend ablehnen-
de Haltung gegeniiber GVO einnehmen und dass ein starkes Interesse an der Wahl-
freiheit der Verbraucher, gewéhrleistet durch zuverlassige Kennzeichnung, besteht. Die
in der Richtlinie 2001/18/EG [2] und den Verordnungen (EG) 178/2002 [3], (EG)
1829/2003 [4]Jund (EG) 1830/2003 [5] festgelegten Regelungen sollen die transparente
Koexistenz und Ruckverfolgbarkeit von genetisch veranderten (gv) und konventionellen
Produkten entlang der Warenkette sichern. Sie legen unter anderem fest, dass Lebens-
und Futtermittel, die aus GVO bestehen, diese enthalten oder daraus hergestellt sind,
gekennzeichnet sein missen. Nur wenn der GVO-Gehalt nicht groR3er als 0,9 % und
zufallig oder technisch unvermeidbar ist, entfallt die Kennzeichnungspflicht. Fir nicht far
den Europaischen Markt zugelassene GVO gilt die Nulltoleranz, d.h. bereits der Nach-
weis kleinster Mengen geniigt, um das Produkt vom Markt zu entfernen. Fir die Kon-
trolle der korrekten Kennzeichnung und Uberwachung der Prasenz nicht zugelassener
GVO sind geeignete Nachweissysteme erforderlich, die eine Identifizierung und Quanti-

fizierung von GVO ermdglichen.

Genetisch verénderte Organismen (GVO) konnen in Lebens- oder Futtermitteln prinzi-

piell anhand der neu integrierten DNA-Sequenz, der daraus transkribierten mRNA oder
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des resultierenden Proteins beziehungsweise Metabolits oder Phanotyps nachgewiesen
werden. Wahrend der Nachweis vieler Metaboliten, beispielsweise Fettsduren, aufwen-
dig und teuer ist, ermdglicht das Protein-Screening den schnellen und preiswerten
Nachweis neu exprimierter Proteine. Allerdings sind Protein-Nachweisverfahren in der
Regel weniger sensitiv und zudem nur wenig informativ, da lediglich Merkmale, nicht
aber einzelne events (siehe unten) unterschieden werden kénnen. Daher kann zum
Beispiel keine Aussage dariiber gemacht werden, ob es sich bei einem Organismus um
einen zugelassenen oder nicht zugelassenen GVO handelt. Der Nachweis von RNA ist
ungeeignet fur die GVO-Analytik, da die RNA aufgrund ihrer geringen Stabilitat bei La-
gerung oder Prozessierung des Untersuchungsmaterials abgebaut wird. Daher hat sich
in Europa der Nachweis der Ubergangssequenz zwischen Transgen und Wirtsgenom
(event) mittels PCR (Polymerase-Kettenreaktion) als Methode der Wahl fir den qualita-
tiven GVO-Nachweis durchgesetzt. Quantitative Analysen werden mittels event-

spezifischer Real-Time PCR durchgefihrt.

Bei beiden PCR-Varianten werden zwei kurze Oligonukleotid-Molekile als Start-
Molektle (Primer) verwendet, um eine gesuchte DNA-Sequenz mithilfe einer thermo-
stabilen DNA-Polymerase spezifisch zu vervielfaltigen. Die PCR zeichnet sich durch
eine hohe Sensitivitat und Spezifitat aus. In der Regel sind etwa 10 Zielmolekile aus-
reichend fur ein positives Signal in der PCR; und die Wahrscheinlichkeit daftr, dass
eine spezifische Primer-Sequenz mit einer Lange von 20 Basenpaaren ein zweites Mal
innerhalb eines Genoms mit einer GroRRe von etwa 10° Basenpaaren mit 100%iger U-
bereinstimmung auftritt, ist extrem gering.

Eine Beschrankung der Methode ergibt sich jedoch aus der Notwendigkeit, fur jede
Probe und jeden GVO-event eine separate, individuelle Reaktion durchzufihren. Bei
hohem Probenaufkommen bedeutet dies einen grol3en Arbeits-, Zeit- und Kostenauf-
wand. Bei gleichzeitiger Anwendung mehrerer PCR-Systeme in einem Reaktionsansatz
(multiplex-PCR) kann es wegen der Konkurrenz der verschiedenen PCR-Systeme um
die Reaktionskomponenten zu einer gegenseitigen Beeinflussung der Amplifikations-
Effizienzen kommen. Daher ist auch der Einsatz der multiplex-PCR bestenfalls auf den
Nachweis einiger weniger Zielsequenzen begrenzt. Auf der anderen Seite ist es bereits
heute moglich, gleichzeitig bis zu mehrere tausend individuelle DNA-Sequenzen auf
einem Mikro- oder Makrochip (Array-Technologie) zu identifizieren. Insofern stellt die

separate individuelle Amplifikation in der PCR bei umfangreichen Untersuchungen den
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.Flaschenhals” in der Analytik dar. Allerdings ist auch mit Array-Technologien der direk-
te Nachweis von GVO ohne vorhergehende Amplifikation wegen der erheblichen Grol3e
der pflanzlichen Genome derzeit noch nicht mdglich.
In der Praxis wird eine Probe anfangs auf mehrere GVO-Screening-Elemente unter-
sucht. Dies sind Promotor- oder Terminator-Sequenzen, die bei nahezu allen GVO fur
die Transformation verwendet werden und daher einen Rickschluss darauf zulassen,
ob es sich bei einer Probe um einen GVO handelt oder nicht. Da diese Elemente ur-
sprunglich aus nattrlich vorkommenden Viren und Bakterien stammen, die haufig im
Zusammenhang mit den zu untersuchenden Pflanzen oder in deren Umgebung auftre-
ten, birgt dieses Vorgehen allerdings die Gefahr falsch positiver Ergebnisse. Fallt das
Screening-Ergebnis positiv aus, werden anschliel3end event-spezifische PCRs fur die
infrage kommenden GVO durchgefuhrt.
In vielen Fallen st6f3t diese Strategie bereits heute an ihre Grenzen. Durch die Aufhe-
bung des de facto Zulassungsmoratoriums der EU von 1998 ist die Anzahl von GVO auf
dem Europaischen Markt sprunghatft gestiegen [6] und wird voraussichtlich in Zukunft in
der EU und auf den globalen Markten weiter zunehmen [7; 8]. Folglich wird der Bedarf
an Deklarationskontrollen im Umfang steigen. Zusatzlich muss die Einfuhr von nicht in
der EU zugelassenen GVO durch internationalen Handel Gberwacht werden. Fir die
Kennzeichnungskontrolle sind deshalb anpassungsfahige Standardmethoden erforder-

lich, die einen hohen Probendurchlauf erméglichen.

Co-Extra

Im Jahr 2003 ist das vom 6. Forschungsrahmenprogramm der EU gefdrderte For-
schungsprojekt Co-Extra (GM and non-GM Supply Chains: Their Co-Existence and
Traceability) ins Leben gerufen worden. Ziel des Projekts ist es, angesichts der zu er-
wartenden massiven Zunahme von GVO auf dem EU-Markt die Koexistenz und Ruick-
verfolgbarkeit von GVO entlang der Verarbeitungskette zu sichern.

Um dieser Herausforderung zu begegnen, besteht eine Aufgabenteilung in verschiede-
ne Arbeitspakete (,Workpackages®, WPs), dargestellt in Abbildung 1.

Das Co-Extra-Projekt wird durch das Konsortium-Management (WPO) unter der Leitung
des Institut National de la Recherche Agronomique (INRA, Frankreich) koordiniert.

In WP1 werden Feldstudien durchgefuhrt, die die EinddAmmung des Gen-Flusses in
landwirtschaftlichen Systemen untersuchen. Dabei konzentrieren sich die Strategien zur

Vermeidung einer Vermischung von gv- und konventionellen Kulturen auf biologische
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MaRnahmen, um Uberschneidungen mit dem EU-Forschungsprojekt SIGMEA zu ver-
meiden.

Eine zweite Arbeitsgruppe (WP2) beschaftigt sich mit der Beschreibung von Warenket-
ten vom Saatgut bis zur Endproduktabgabe an den Verbraucher (,vom Acker bis zum
Teller) und der Identifizierung kritischer Punkte, die ein besonderes Kontaminationsrisi-
ko bergen. Entscheidungsgrundlagen (decision tree) fur die Sicherung der Koexistenz
sollen entwickelt werden. In WP3 werden die 6konomischen Kosten (und Nutzen) ana-
lysiert, die durch die Implementierung von Koexistenz und Rickverfolgbarkeit entste-
hen.

Ziel des vierten Arbeitspaketes (WP4) ist es, Kontrollplane fir den Einsatz ausgewahlter
GVO-Detektionsmethoden zu erarbeiten. Strategien fir Probennahme und Testverfah-
ren, die die gesamte Warenkette abdecken, sollen entwickelt und Validierungsmetho-
den verbessert werden.

In zwei Arbeitsgruppen wird an der der Entwicklung von Methoden fir die GVO-
Detektion in Lebens- und Futtermitteln gearbeitet. Der Schwerpunkt in WP5 liegt auf der
Verbesserung und Erweiterung bestehender Methoden, um kosteneffektive und zuver-
lassige Standardmethoden fur die Quantifizierung von GVO zur Verfigung zu stellen.
WP6 beschaftigt sich vor allem mit den technischen Herausforderungen der GVO-
Detektion. Neue Methoden sollen entwickelt werden, um die Beschrankungen der her-
kobmmlichen Nachweismethoden zu lUberwinden, beispielsweise bezogen auf Zeit- und
Kostenfragen oder den Nachweis von unbekannten GVO und gene stacked events.

Im Rahmen von WP7 werden Workpackage-ubergreifend die Projektaktivitaten in recht-
liche, soziale und ethische Zusammenhange eingebettet. Unter anderem wird die welt-
weite Kompatibilitdt verschiedener Koexistenz- und Ruckverfolgbarkeitssysteme unter-
sucht. Die Arbeitsgruppe des WP8 steht im Dialog mit der Offentlichkeit und verschie-
denen Interessenvertretern, um einerseits Informationen und Entscheidungshilfen be-
reitzustellen und andererseits die bestehenden Erfordernisse und Erwartungen der Ak-
teure einschatzen zu kdnnen. Informationen Uber Co-Extra werden unter anderem auf

der projekteigenen Internetplattform zur Verfigung gestellt [9].
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Abbildung 4 : Struktur des Co-Extra-Forschungsprojekts. Das Projekt ist in acht Arbeitspakete (,Work-
packages") unterteilt und wird vom Projekt-Management (WPO) koordiniert.

Am Co-Extra-Projekt nehmen 56 Partner aus 16 Landern teil. Das Bundesinstitut fir
Risikobewertung (BfR) als Mit-Initiator ist am Projektmanagement (WPO0) und im Be-
reich der Methodenentwicklung, ,Technische Herausforderungen der GVO-Detektion*
(WP6), beteiligt. Im einem Aufgabenbereich des WP6, ,Alternative Ansatze zur Zielse-
quenz- und Signal-Amplifkation®, sollen Alternativmethoden zur PCR mit den Schwer-
punkten multiplexing und Array-Technologie entwickelt werden. Im Rahmen dieser Auf-
gabenstellung wird am BfR derzeit mit zwei Methoden gearbeitet, die im Folgenden

vorgestellt werden.

Methodische Ansatze am BfR
Multiple Displacement Amplification (MDA)

Die MDA (dt. ,Vielfache Verdrangungsamplifikation®) ist ein Verfahren der Gesamtge-
nomamplifikation. Die Methode wird am BfR fur die Zielsequenz-Amplifikation einge-
setzt.

Mithilfe des isothermen DNA-Polymerase des Bakteriophagen phi29 kann die gesamte
DNA einer Probe vervielfaltigt werden. Das Funktionsprinzip ist in Abbildung 2 schema-
tisch dargestellt; Abbildung 3 zeigt die praktische Durchfihrung. Eine geringe Menge
genomischer DNA (gDNA) wird zusammen mit kurzen Zufallsprimern (random-

Hexamere) denaturiert. Nach Zugabe von Nukleotiden und der phi29-DNA-Polymerase
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wird die gesamte Proben-DNA in einer isothermen Reaktion tUber Nacht amplifiziert.
Wegen der Fahigkeit der phi29-DNA-Polymerase zur Strangverdrangung ist keine er-
neute Denaturierung der DNA notwendig, wie es beispielsweise bei den fur die PCR
(Polymerasekettenreaktion) verwendeten Tag-DNA-Polymerasen der Fall ist. Stol3t das
Enzym auf einen Doppelstrang, werden die Strange durch die fortschreitende Polymeri-
sation getrennt; an den entstandenen Einzelstrang kénnen erneut Hexamer-Primer bin-
den. Die DNA-Polymerase zeichnet sich auRerdem durch eine hohe Prozessivitat aus.
Abhangig vom Reaktionsvolumen und unabhangig von der Menge an eingesetzter
gDNA wird eine Menge von mindestens 5 pg hochmolekularer DNA mit Fragmentlan-
gen bis zu 70 kb generiert [10]. Die 3'—>5' Exonuklease-Aktivitdt der phi29-DNA-
Polymerase resultiert in geringen Fehlerraten zwischen 10®° und 10° [11; 12] im Ver-
gleich zur Fehlerrate der Tag-DNA-Polymerase von etwa 107 [13; 14]. Die Amplifikation
erfolgt gleichméaRig tiber das gesamte Genom, mit einer hochstens etwa 3-fachen Uber-

oder Unterreprasentation bestimmter Genabschnitte [15; 16; 17].

Abbildung 4: Prinzip der MDA. Random-Hexamere
binden an denaturierte DNA (a) und werden durch
die phi29-DNA-Polymerase polymerisiert (b). Durch
die Strangverdrangungsaktivitat des Enzyms werden
b = (= (o Einzelstrange generiert (c), an die weitere Primer
binden und erneut polymerisiert werden (d).

N\
c — @! (—D
N\
Q) O
\ N\
d () @

1nggDNA——T1 random-Hexamer-
Primer Abbildung 5: Praktische Durchfiihrung der
MDA. Eine kleine Menge genomischer DNA
(gDNA) wird unter Zugabe von random-
Primern denaturiert. Nach Hinzufligen von
Denaturierung phi29-DNA-Polymerase und Nukleotiden wird

dNTPs, ——— y .
phi29-SDNA- ? Uber Nacht bei 30°C hochmolekulare DNA

</

Polymerase generiert

isotherme Amplifikation (30°C)

Untersuchungen
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Untersuchungen des BfR zur Eignung von mittels MDA vervielféltigter gv-Mais-DNA fur
die GVO-Analyse haben gezeigt, dass die amplifizierte DNA eine hohe Qualitat aufweist
und ohne zusatzliche Behandlung direkt fiir weitere Untersuchungen eingesetzt werden
kann [21]. Die Abbildung 4 zeigt vergleichend Real-Time PCR Amplifikationskurven und
Standard-kurven von genomischer und mit MDA vervielfaltigter DNA. Die amplifizierte
DNA verhalt sich bezuglich Effizienz und Linearitat vergleichbar zur Ausgangs-DNA.
Einerseits kann durch die Vervielfaltigung der Proben-DNA mittels MDA Referenzmate-
rial fir die GVO-Analyse hergestellt werden. Dies ist besonders dann hilfreich, wenn nur
begrenzte Mengen an Referenz-DNA zur Verfiigung stehen. Beispielsweise kann bei
dem Auftreten nicht zugelassener GVO auf dem europaischen Markt, wie dem LL601-
Reis im Jahr 2006 [18], ein pl6tzlicher Bedarf an Referenzmaterial entstehen, der nicht
rechtzeitig durch eine kommerzielle, herkdbmmliche Produktion gedeckt werden kann.
Andererseits konnen mithilfe der MDA grofRe Mengen DNA zur Verfligung gestellt wer-
den, um eine anschlieBende Detektion GVO-spezifischer Sequenzen durch Hybridisie-

rung an immobilisierte Fangsonden zu erméglichen.
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Abbildung 6: Real-Time PCR Amplifikationskurven und Standardkurven fur Verdinnungsreihen aus
genomischer Mais-DNA (a) und daraus mittels MDA vervielfaltigter DNA (b). Bei Darstellung der Daten
aus (a) und (b) in einer gemeinsamen Graphik wird das identische Verhalten beider DNA-Arten in der
Real-Time PCR sichtbar (c).

Modifizierte Real-Time Immuno-PCR flur die DNA-Detektion (DNA-RT-iPCR)

In Erganzung zur Zielsequenz-Amplifikation durch die MDA wird am BfR ein methodi-
scher Ansatz der Signal-Amplifikation getestet. Durch eine Kombination von komple-
mentarer Sondenhybridisierung, immunologischer Detektion und einer uniformen PCR
wird eine Signalverstarkung erreicht, die den parallelen Nachweis verschiedener spezi-

fischer Sequenzen in genomischer DNA beziehungsweise in mittels MDA vervielfaltigter
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DNA ermdoglichen soll. Alle Reaktionsschritte werden in demselben Reaktionsgefal}
durchgefuhrt. Das Prinzip basiert auf der Real-Time Immuno-PCR (RT-iPCR), einer Me-
thode aus dem Gebiet der Proteinanalytik, die erfolgreich fir die ultra-sensitive Detekti-
on von Proteinen eingesetzt wird [19].

Am BfR ist die RT-IPCR fur die Detektion von DNA modifiziert worden (DNA-RT-IPCR).
Das Funktionsprinzip ist in Abbildung 5 schematisch dargestellt. Sequenz-spezifische
PNA-Fangsonden werden in Real-Time PCR-kompatiblen Mikrotiterkavitaten immobili-
siert. Bei PNAs (Peptidnukleinsduren) handelt es sich um synthetische DNA-Analoga,
die ein Polypeptid-Gerlst anstatt eines Zucker-Phosphat-Gerlustes aufweisen. Die
komplementare Bindung von DNA-Molekilen erfolgt nach den bekannten Basenpaa-
rungsregeln der DNA-DNA-Bindung. Die Strukturmodifikation der PNAs fiihrt jedoch zu
veranderten chemischen Eigenschaften, die eine hohere Bindungsstarke der PNA-
DNA-Bindung bei gleichzeitig hbherer Selektivitat bewirken [20]. Die extrem starke Bin-
dung der PNA-Fangsonden an ihre Zielmoleklle ermdglicht es, durch intensive Wasch-
schritte zwischen den einzelnen Reaktionsschritten die Hintergrundsignale der DNA-
RT-IPCR-Methode gering zu halten. Die immobilisierten PNA-Fangsonden werden in
einem Hybridisierungsschritt mit Biotin-markierter Proben-DNA inkubiert. Komplementa-
re Ziel-DNA bindet an die Sonden, wahrend ungebundene DNA durch anschlieRendes
Waschen entfernt wird. Danach wird zur Reaktion ein praformiertes Detektions-
Konjugat gegeben, das aus Streptavidin und kurzen, doppelstrangigen DNA-Molekilen
mit einer einheitlichen Sequenz, der reporter-DNA, besteht. Das Konjugat bindet immu-
nologisch Uber Biotin-Streptavidin-Interaktion an die hybridisierte Ziel-DNA. Durch er-
neutes Waschen wird ungebundenes Konjugat entfernt. Anschlieend kann das gebun-
dene Konjugat mittels eines flr die reporter-DNA spezifischen Real-Time PCR-Systems
quantifiziert werden. Durch den Einsatz einer einheitlichen Real-Time PCR wird die
Durchfiihrung individueller PCRs vermieden. Fur alle Kavitdten einer Mikrotiterplatte,
die verschiedene Fangsonden fur den parallelen Nachweis unterschiedlicher GVO ent-
halten kdnnen, kann der gleiche Real-Time PCR-Mix verwendet werden. Eine Erweite-
rung des Systems durch Hinzufiigen neuer PNA-Sonden ist jederzeit moglich.
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Abbildung 7: Biotinylierte Ziel-DNA bindet komplementar an immobilisierte PNA-Fangsonden (a). Zu der
hybridisierten Ziel-DNA wird das praformierte Detektions-Konjugat, bestehend aus Streptavidin und einer
uniformen reporter-DNA, gegeben. Anschlielend wird das gebundene Konjugat mittels eines fir die re-
porter-DNA spezifischen Real-Time PCR-Systems quantifiziert (b).

Trotz intensiven Waschens und Blockens zwischen den einzelnen Reaktionsschritten
sind Hintergrundsignale nicht véllig zu vermeiden. Daher muss durch den Einsatz von
Negativ-Kontrollen ein Cut-off definiert werden, um zwischen positiven und negativen
Signalen zu unterscheiden.

Am BfR wurde bisher ein Modell der DNA-RT-IPCR etabliert, mit dem kurze Ziel-DNA-
Molekule mit einer LAnge von 30 bis 70 bp detektiert werden kdnnen. Abbildung 6 zeigt
beispielhaft die Amplifikationskurven fur zwei verschiedene PNA-Sonden, die mit dem
gleichen 30mer-Oligonukleotid hybridisiert wurden. Der Ct-Wert-Unterschied zwischen
der zur Ziel-DNA komplementaren PNA-Sonde und der negativ-Kontrolle betragt 13,6
fur die gegebene Konzentration von 6 fmol des Zielmolekiils pro Hybridisierungsreakti-

on.
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Abbildung 8: Amplifikationskurven der DNA-RT-IPCR fur zwei verschiedene PNA-Sonden, die mit dem
gleichen 30mer-Oligonukleotid (adhl-Target, 6 fmol pro Hybridisierungsreaktion) hybridisiert wurden. Der
Ct-Wert-Unterschied zwischen der zur Ziel-DNA komplementaren PNA-Sonde (adh1-PNA) und der Nega-
tivkontrolle betragt 13,6.

Momentan wird am BfR an einer Verbesserung der Sensitivitat und weiteren Reduktion
des Hintergrundes gearbeitet.

Geplant ist die Kombination von MDA und DNA-RT-IPCR fur den parallelen, qualitativen
Nachweis verschiedener GVO in einem Reaktionsansatz. In einem ersten Schritt soll
extrahierte genomische DNA mittels MDA angereichert und gleichzeitig biotinyliert wer-
den, um genlgend Ausgangsmaterial zur Verfugung zu stellen (Zielsequenz-
Amplifikation). Anschliel3end soll mittels DNA-RT-IPCR eine direkte Hybridisierung an
event-spezifische Fangsonden in Kombination mit immunologischer Detektion und uni-

former Real-Time PCR erfolgen (Signal-Amplifikation).
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