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1. Einleitung

Fir Lebens- und Futtermittel wurde im Jahr 2003 ein Kennzeichnungsschwellenwert
fur unbeabsichtigte Beimengungen von gentechnisch veranderten Organismen
(GVO) in Hohe von 0,9 % vom europaischen Parlament beschlossen und in der EU-
Verordnung (EG) Nr. 1829/2003 festgeschrieben. Diese Regelung wurde mittler-
weile im Zuge der Novelle des deutschen Gentechnikgesetzes in nationales Recht
umgesetzt. Sowohl auf EU-Ebene als auch auf Bundesebene wurden dabei keine
Regelungen bezuglich eines Kennzeichnungsschwellenwerts fur Saatgut getroffen,
eine Entscheidung hiertiber steht immer noch aus. Dadurch herrscht fur die Saatgut-
wirtschaft nach wie vor Rechtsunsicherheit, da die Behdrden bislang widersprichlich
reagierten, wenn in Saatgut Spuren von gentechnisch veranderten Organismen ge-
funden wurden.

Vertreter des okologischen Landbaus fordern fur konventionelles Saatgut die Einfuh-
rung eines Schwellenwertes in Hohe der technischen Nachweisgrenze von 0,1 %.
Saatgutproduzenten beflrchten bei einer Ausweitung des GVO-Anbaus derartige
Grenzwerte nicht einhalten zu kdnnen und fordern daher fur konventionelles Saatgut
Grenzwerte zwischen 0,3 und 0,7 %, der Bundesverband deutscher Pflanzenzlchter
e.V. (BDP) in einem Positionspapier sogar 0,9 %, da Saatgut nicht in einem ge-
schlossenen System produziert werden kann und daher bei einem zugelassenen
Anbau keine 100 %-ige Reinheit zu gewahrleisten ist.

Im August 2007 wurde Rapssaatgut in Deutschland zurickgerufen, das in einer
GVO-Analyse positiv getestet wurde, wenn auch in sehr geringen Anteilen unterhalb
der quantitativen Bestimmungsgrenze von 0,1 %. In weiteren Analysen konnten
keine GVO-Anteile nachgewiesen werden. Dieser Vorgang zeigt wiederum die Not-
wendigkeit eines Kennzeichnungsschwellenwertes fur Saatgut um kostenintensive
und imageschadigende Ruckrufaktionen fur die Zuchtungsunternehmen zu minimie-
ren und Rechtssicherheit fiir die Uberwachungsbehérden zu schaffen. Diese Studie
soll dabei in der aktuellen Diskussion einen Beitrag zur wissenschaftlichen Bewer-
tung von Saatgutuntersuchungen liefern.

Pflanzliches Saatgut besitzt aufgrund von Fremdbefruchtungsereignissen und Poly-
ploidie eine hohe genotypische Variabilitat. Heterozygote und homozygote Zustande
konnen bei fremdbefruchtenden Pflanzenarten gleichzeitig in den Pflanzensamen
vorliegen. Dies stellt hohe Anforderungen an die Beurteilung von DNA-basierten
Analyseergebnissen, die daher sehr differenziert bewertet werden mussen.
Insbesondere die genetische Konstitution des Samengewebes ist von Spezies zu
Spezies unterschiedlich.

Der erste Unterschied ist im unterschiedlichen zytologischen Aufbau der verschiede-
nen Samengewebe und deren Ursprung begrindet. Zum Zeitpunkt des Eindringens
des Pollenschlauchs in den Embryosack I0st sich eine der Synergiden auf. Es folgt



die Auflésung der Pollenschlauchspitze, so dass zwei Spermakerne in den Embryo-
sack Ubertreten kdnnen. Ein Spermakern vereint sich mit dem Eizellkern, es entsteht
die diploide Zygote, aus der sich der Embryo entwickelt. Der zweite Spermakern ver-
eint sich mit dem diploiden Polkern und bildet ein triploides Fusionsprodukt aus dem
sich das Endosperm entwickelt. Testa, Perikarp und Aleuronschicht, die zusammen
die Samenhille bilden werden aus rein mutterlichem Gewebe gebildet und besitzen
damit auch die gleiche Ploidiestufe wie die Mutterpflanze. Somit sind in Endosperm
und Samenhulle Unterschiede festzustellen, je nach dem, ob eine transgene Eigen-
schaft von den mannlichen oder weiblichen Gameten vererbt wurde. Wurde eine
nicht-transgene Mutterpflanze mit transgenem Pollen einer homozygot transgenen
Pflanze bestaubt, tragt der diploide Embryo die transgene Eigenschaft auf einem der
beiden Chromosomensatze, das triploide Endosperm auf einem der drei Chromoso-
mensatze und die Samenschale ist nicht-transgen. Wird hingegen eine homozygot
transgene Mutterpflanze mit nicht-transgenem Pollen bestaubt tragt der Embryo wie-
derum die transgene Eigenschaft auf einem der beiden Chromosomensatze, das
Endosperm auf zwei der drei Chromosomensatze und die diploide Samenschale be-
sitzt die gleiche genetische Konstitution wie die Mutterpflanze und ist damit homozy-
got-transgen.

Ein weiterer Punkt, der zu berucksichtigen ist, ergibt sich aus der unterschiedlichen
morphologischen Zusammensetzung von Samenkdrnern verschiedener Pflanzen-
gattungen.

Bei Raps (Brassica napus L.) Fam. Brassicaceae, einer dikotylen Pflanzenfamilie,
besteht der grolte Teil des Samens (82 %) aus dem bei der Befruchtung entstande-
nen diploiden Embryo mit den Kotyledonen (FOWLER & DOWNEY, 1970). Das bei der
doppelten Befruchtung entstandene triploide Endosperm hat bei Brassicaceen nur in
frihen Entwicklungsstadien des Samens eine Bedeutung als Nahrgewebe fur den
sich entwickelnden Embryo, und wird bis zur Samenreife fast vollstandig zurtickge-
bildet. In Abwesenheit eines extraembryonalen Nahrgewebes erfolgt die Einlagerung
der Reservestoffe bei allen Brassica-Arten in den Kotyledonen und bedingt dadurch
deren hohen Anteil am gesamten Samenkorn. Die Samenhulle (Testa und Aleuron-
schicht) besitzt deshalb nur einen Gewichtsanteil von 18 % am gesamten Samenkorn
(FOWLER & DOWNEY, 1970).

Bei den monokotylen Poaceen, zu denen alle wirtschaftlich bedeutenden Getreide-
arten zahlen, dient das bei der doppelten Befruchtung entstehende triploide En-
dosperm als Speichergewebe des Samens (Karyopse). Das Endosperm nimmt einen
Anteil zwischen 79 und 94 % des gesamten Samenkorns ein, der diploide Embryo
zwischen 1,15 und 3,00 % und die aus dem mutterlichen Gewebe gebildete Samen-
schale zwischen 5,5 und 18,3 % (SIMMONDS, 1978).



Abbildung 1 zeigt den schematischen Aufbau eines Maiskorns mit den
unterschiedlichen Ploidiestufen der einzelnen Gewebe und deren Gewichtsanteile
am gesamten Korn.
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Maiskorns mit Gewichtsanteilen und Ploidiestufen
der einzelnen Gewebe

Die je nach Pflanzenart unterschiedlichen Gewichtsanteile der einzelnen Gewebe am
Gesamtaufbau eines Samenkorns und die in der Entwicklung begriindeten unter-
schiedlichen Ploidiestufen der einzelnen Gewebe kdnnen daher die Quantifizierung
von Transgenanteilen in Samenmaterial bei Auskreuzungsereignissen entscheidend
beeinflussen.

2. Material und Methoden

Fur die Untersuchungen der Unterschiede in den Samen von Nachkommen transge-
ner Pflanzen wurde als Vertreter einer dikotylen Pflanzenart Raps (Brassica napus
L.) ausgewahlt, als Vertreter einer monokotylen Pflanzenart Mais (Zea mays L.). Die
reziproken Kreuzungen wurden bei Raps mit der transgenen Liniensorte Modul“-
(Transformationsereignis GS40/90) und ihrer isogenen Ausgangslinie Falcon durch-
gefuhrt. Bei Mais wurden die reziproken Kreuzungen zwischen der Hybridsorte Mo-
nopol und einer transgenen Experimentalhybride (T-25) durchgefihrt. Beide trans-
gene Arten sind Trager des pat-Gens (Phosphinotricin-Acetyltransferase), das der
Pflanze die Eigenschaft verleiht, gegen das Totalherbizid Basta® (Wirkstoff D,L-
Phosphinotricin) resistent zu sein. Die eingefiihrte Nucleinsaure enthalt neben dem
Phosphinotricin-Acetyltransferase-Gen (pat-Gen) den 35S-Promotor und Terminator
des Cauliflower Mosaic Virus (CaMV). Die transgene Eigenschaft ist damit in beiden
Arten mit dem gleichen PCR-Nachweisverfahren detektierbar. Die Real-Time-PCR-
Analysen erfolgten mit Hilfe der TagMan®-Technik (HOLLAND et al., 1991) unter Ver-
wendung Fluoreszenzfarbstoff-markierter Sonden (LEE et al., 1993).



Tabelle 1 zeigt die Sequenzen der fur die Analysen verwendeten Oligonukleotide und
Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sonden. Ein PCR-Nachweis diente dem
spezifischen Nachweis von Raps-DNA mit Hilfe sequenzspezifischer Oligonukleotide
fur die Glycosyltransferase (s_gt-TM-f bzw. s_gt-TM-r). Die Oligonukleotidpaare ivr-
TM-for und ivr-TM-rev dienten dem spezifischen Nachweis von Mais und die
Oligonukleotide pat-TM-for und pat-TM-rev dienten dem Nachweis der transgenen
DNA-Sequenz der Transformationsereignisse T-25 bzw. GS40/90.

Tabelle 1: Fur die Real-Time-PCR-Analysen eingesetzte Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz 5'->3' Quelle
ivr-TM-for TCC GCT GTA TCA CAA GGG CT unversffentlicht
ivr-TM-rev TGG CCC CAG GTGATGTTG unveroffentlicht
. FAM-TAC CAC CTC TTC TAC CAG TGG AAC CCG G- e
ivr-TM-p TAMRA unveroffentlicht
s_gt-TM-f GTC CAG TTC GCT AAA CGC CTA GT SooSK & SCHuARZ,
s_gt-TM-r GAG GCG GTG TAG GTG GTG G E(L)ggK & SCHWARZ,
s_gt-TM-p VIC-CCA AAG GCG TCA AAG TCA CAA TCG C-TAMRA [ SCOCK & SCHUWARZ,
pat-TM-f TAG CTG GCC TAA TCT CAA CTG GTC DLOSK & ScHwARz,
pat-TN-r ATT TCA TTT GGA GAG GAC AGG GTA C SLOSK & SCHuARZ,
at-TM- FAM-CCT CTC CGG AGA CAT GTC GAC TCT AGA GGA | BLoCK & SCHWARZ,
P P T-TAMRA 2003

Die Real-Time-PCR-Untersuchungen wurden bei Mais sowohl an jeweils sieben Ein-
zelkdérnern als auch an Mischproben von je 10 Kérnern durchgefiihrt. Bei Raps wurde
aufgrund des geringen Gewichts eines einzelnen Korns auf eine Einzelkornanlyse
verzichtet. Dazu wurde jeweils genomische DNA nach einer modifizierten CTAB-
Methode isoliert (AUSUBEL et al. 1999).

Die Transgenitat der Kreuzungsprodukte wurde zum Nachweis der erfolgreichen
Kreuzung an Stichproben mit Hilfe eines Biotests Uberprift. Dazu wurden Samen-
proben zur Keimung gebracht und anschlieRend im Zwei- bis Vierblattstadium mit
einer entsprechenden Herbizidldsung behandelt (vAN HOEF et al. 1998; SHIRAI et al.
1998). F1-Raps-Nachkommen der transgenen Rapspflanzen wurden geselbstet, um
Uber eine Spaltungsanalyse der F2-Generation den Kreuzungserfolg nachzuweisen.




3. Ergebnisse und Diskussion

Zur Durchfuhrung reziproker Kreuzungen wurden im Gewachshaus transgene und
nicht-transgene Raps- (Brassica napus L.), und Maispflanzen (Zea mays L.) zur Blute
gebracht. Sowohl bei Mais als auch bei Raps ergab sich ein ausreichend Uberlap-
pendes Bluhfenster von transgenen und nicht-transgenen Pflanzen, um erfolgreich
reziproke Kreuzungen durchfihren zu kénnen. Bei den Kreuzungen der Maispflan-
zen konnte ein guter Kornansatz erzielt werden. Hier wurden 528 (Mutterlinie trans-
gen) bzw. 412 (Vaterlinie transgen) Korner geerntet. Die kinstlichen Befruchtungen
bei Raps zeigten einen geringen Kornansatz, bei den Kreuzungen wurden 29 (Mut-
terlinie transgen) bzw. 22 (Vaterlinie transgen) Rapskdrner erzeugt. Diese Anzahl
war jedoch auch hier fur die durchzufihrenden Analysen ausreichend.

Jeweils 10 Pflanzen der heterozygoten F1-Generation von Raps wurden im Ge-
wachshaus ausgesat und im 4-Blatt-Stadium einem sog. Biotest unterzogen. In die-
sem Fall wurden die Pflanzen zweimal mit einer 1 %-igen Losung des Herbizids
Phosphinotricin behandelt und nach ca. 2 Wochen bonitiert. Alle Rapspflanzen
Uberlebten die Herbizidbehandlung. Fur Raps erlaubte dies die Aussage, dass alle
Kreuzungsprodukte transgen waren. Fur die Kreuzungen, in denen die Mutterpflan-
zen nicht transgen waren, konnte somit gezeigt werden, dass die Kreuzungen erfolg-
reich waren und keine Selbstung der Mutterpflanzen erfolgt ist. Fur die Kreuzungen,
in denen die Mutterpflanzen transgen waren, wurde eine Spaltungsanalyse in der F2-
Generation durchgefuhrt. Dazu wurde erneut ein Biotest durchgefuhrt. Da das trans-
gene Rapsmaterial Modul*" urspriinglich zwei unabhéngig voneinander vererbte Ko-
pien des transgenen Konstruktes trug, war im Biotest ein phanotypischer Transgen-
anteil von 93,75 % zu erwarten. Die Verteilung der Genotypen in der F2-Generation
kann daher als dominant-rezessiver Erbgang nach Mendel beschrieben werden
(siehe Tabelle 2). Es wurden ca. 3.000 F2-Rapskorner untersucht und das Ergebnis
entsprach annahernd dem erwarteten Ergebnis, so dass davon ausgegangen wer-
den kann, dass auch hier die durchgefuhrten Kreuzungen erfolgreich waren.

Tabelle 2: Kreuzungsschema bei Selbstung der F1-Generation von Modul*"

P P p p

P P P P
P PP PP Pp Pp
P PP Pp PP Pp
P PP PP Pp Pp
P pP pp pP pp
P pP pP pp pp
P PP Pp PP pP
P pP pP pp pp
P pP pp pP pp



Die Ergebnisse der 'real-time' PCR Experimente aus Pools von jeweils 10 Rapskor-
nern sind in Tabelle 3 dargestellt. Die Messung erfolgte in zwei Wiederholungen,
daraus wurden jeweils Mittelwert und Standardabweichung berechnet.

Tabelle 3: Transgenanteile der reziproken Kreuzungen von Raps

Transgenanteil i Transgenanteil
Probe n real-time PCR* Standarda;bwelchung Biotest*

[%] i [%]
QFalcon

X 2 68,20 4,50 100
dModul
@Modul

X 2 71,28 8,97 100
JdFalcon

* Die quantitative PCR berticksichtigt die Allelfrequenz in der heterozygoten F1-Genera-
tion, wahrend der Biotest 'nur' das Genprodukt unabhangig von der genetischen Kon-
stitution erfasst.

Die ermittelten Unterschiede zwischen den beiden reziproken Kreuzungen waren
nicht signifikant, bestatigen jedoch tendenziell die Hypothese eines hdoheren Trans-
genanteils bei den Kdrnern, die die transgene Eigenschaft von der Mutter vererbt
bekamen. Bei Raps (Brassica napus L.) besteht der grof3te Teil des Samens (82 %)
aus dem bei der Befruchtung entstandenen diploiden Embryo mit den Kotyledonen,
d.h. ein Anteil von ca. 18 % entfallt auf die aus rein mutterlichem Gewebe gebildete
Samenhlille. Der Anteil des bei der Befruchtung gebildeten triploiden Endosperms
kann bei ausgereiften Rapskornern vernachlassigt werden, da es bis zur Samenreife
fast vollstandig zurlckgebildet wird. Wie bereits die morphologische Zusammenset-
zung von Rapskoérnern erwarten 1a3t, sind die Unterschiede bei Rapskdrnern gering,
da der Groldteil des Samenkorns die gleiche genetische Konstitution besitzt, unab-
hangig von welchem Elter die transgene Eigenschaft weitergegeben wurde. Die Mit-
telwerte liegen mit 68,2 % und 71,28 % uber dem erwarteten Wert von ca. 50 %. Der
Grund dafur liegt vermutlich in der unterschiedlichen PCR-Effizienz der beiden mit-
einander verrechneten PCR-Systeme pat und s_gt. Dadurch wird der Transgenanteil
Uber alle Proben gleichmafig Uuberschatzt.

Jeweils 10 Maiskoérner der beiden reziproken Kreuzungen wurden im Gewachshaus
ausgesat und im 4-Blatt-Stadium einem sog. Biotest unterzogen. Da nicht alle Mais-
pflanzen Uberlebten (in beiden Fallen war annahernd die Halfte der aufgelaufenen
Pflanzen nach der Herbizidbehandlung abgestorben), muss angenommen werden,
dass bei der Erstellung zur Verflgung stehenden T-25 Experimentalhybride nur ein
Elternteil die transgene Eigenschaft eingebracht hat. Jedenfalls war dieses Ergebnis
nur mit den in Abbildung 2 angenommenen genetischen Konstitutionen zu erklaren.



Dies erklart auch die sehr differierenden Ergebnisse, die bei der Real-Time-PCR der
F1-Nachkommenschaft erzielt wurden.

Zunachst wurden jeweils 10 Kérner gemeinsam vermahlen und in einer Real-Time-
PCR-Analyse untersucht (Ergebnisse in Tabelle 2 dargestellt). Da diese Ergebnisse
nicht dem erwarteten Ergebnis entsprachen, wonach die Korner, die die transgene
Eigenschaft von der Mutterpflanze vererbt bekamen, einen héheren Transgenanteil
aufweisen sollten, wurde angenommen, dass bei den gemeinsam vermahlenen
Kdrnern ein Ungleichgewicht der jeweils 2 moglichen genetischen Konstitutionen
vorlag. Daher wurden anschlief3end noch jeweils 7 Korner einzeln untersucht. Dabei
lassen sich die Ergebnisse fur die jeweiligen Kreuzungen in zwei Gruppen einteilen
(siehe Tabelle 4). Eine Gruppe besitzt jeweils extrem niedrige Transgenanteile, die
zweite Gruppe besitzt dagegen Werte ungefahr in Hohe der erwarteten Transgen-
anteile.

Der Grund dafur ist wiederum im heterozygoten Verhalten der transgenen Eigen-
schaft zu sehen. Dadurch wurden bei beiden reziproken Kreuzungen auf jeder
Pflanze sowohl transgene als auch nicht-transgene Gameten gebildet. Die unter-
suchten Korner in Gruppe 1 entstanden deshalb aus der Befruchtung mit transgenen
Pollen (mittlerer Transgenanteil 53,56 %), wahrend die Kérner der Gruppe 2 aus der
Bestaubung mit nicht-transgenem Pollen hervorgingen. Die gemessenen Trans-
genanteile in Hohe von 0,12 % in diesen Proben stammen vermutlich von anhaften-
dem Staub an der Oberflache der Korner, da diese vor der DNA-Isolation nicht ab-
gewaschen wurden.

Die Korner aus Gruppe 3 entstanden aus einem transgenen weiblichen Gameten
und sollten folglich 2 Kopien des transgenen Konstrukts im Endosperm tragen, 1 Ko-
pie im Embryo und 1 Kopie in der Samenschale. Dies zeigt sich auch im gemesse-
nen Transgenanteil in Hohe von 96,29 %.

Folglich sind die Kérner aus Gruppe 4 aus einem nicht-transgenem weiblichen Ga-
meten entstanden. Diese Kdrner tragen daher nur in der Samenschale (wie die Mut-
terpflanze) die transgene Eigenschaft in heterozygoter Form, was im Mittel einen
Transgenanteil von 1,31 % des gesamten Korns ergibt.

Abbildung 2 zeigt schematisch die vier verschiedenen genetischen Konstitutionen die
aus den reziproken Kreuzungen hervorgegangen sind, sowie die genetischen Kon-
stitutionen der Kreuzungseltern.

Vor dem Hintergrund dieser Information, sind die Ergebnisse der ebenfalls unter-
suchten, gepoolten Proben nicht zu deuten, da von den 10 gemeinsam vermahlenen
Kdrnern jeweils eine unbekannte Menge einen hohen bzw. niedrigen Transgenanteil
besal’. Aus diesem Grund liegt bei den gepoolten Proben der Transgenanteil bei der
Weitergabe der transgenen Eigenschaft Uber die Pollen wider erwarten Uber dem
Transgenanteil der Nachkommen aus der Weitergabe Uber die weiblichen Gameten.



Die mittleren Transgenanteile von 53,56 % und 96,29 % sind in den Berechnungen
Uberschatzt, da als Referenzmaterial ebenfalls der T-25 Kreuzungselter verwendet
wurde und dieser die transgene Eigenschaft nicht homozygot trug, wie zunachst an-
genommen wurde.

Kreuzungseltern:
Monopol T-25

pericarp
aleurone

———endosperm

peticarp
aleurone

-l—endusperm

rm
m

F1-Generation:

@Monopol x 3T-25 9T-25 x IMonopol
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
Pollen @ Pollen @ Pollen @ Pollen @
Eizelle @ Eizelle @ Eizelle @ Eizelle @

@ nicht-transgenes Allel

@ transaenes Allel

Abbildung 2: genetische Konstitution von Maissamen

Der Nachweis der dominant vererbten, transgenen Eigenschaft Herbizidtoleranz
kann Uber Biotests oder quantitative PCR erfolgen. Bei einem Biotest wird unabhan-
gig von der genetischen Konstitution die Anzahl der transgenen Individuen durch
eine Herbizidbehandlung nach dem Auflaufen ermittelt. In der quantitativen PCR da-
gegen werden Kopienzahlen des transgenen Konstrukts bestimmt und auf die Ko-
pienzahlen eines Referenzgens bezogen. Bei der Bestimmung der Transgenanteile
Uber Genomaquivalente sind, bei gleichem Ergebnis in einem Biotest, Unterschiede
zu erwarten, je nach dem ob die transgene Eigenschaft vom Vater oder von der
Mutter vererbt wurde und zusatzlich werden Unterschiede zwischen den Pflanzenar-
ten erwartet. Diese Unterschiede konnten im Rahmen dieser Arbeit fur Mais nachge-
wiesen werden. Bei Vererbung der transgenen Eigenschaft Uber die Mutter sind ho-
here Transgenanteile gemessen worden als bei der Weitergabe Uber den Vater.
Diese Ergebnisse sollten auch auf andere Getreidearten Ubertragbar sein, da alle
Poaceen das triploide Endosperm als Speicherorgan im Samen nutzen. Bei Raps
sind diese Unterschiede nur gering wenngleich auch hier die Tendenz ahnlich ist. Bei
Rapskoérnern ist das triploide Endosperm bis zur Reife fast vollstandig zuriickgebildet,



die Unterschiede bestehen hier nur zwischen der Unterschiedlichen Herkunft der
Samenschale.

Tabelle 4: Transgenanteile der reziproken Kreuzungen von Mais
Mittelwert
Transgenanteil Transgenanteil | Standardabweichung
Gruppe Probe (%] N | real-time PCR* [%]
[%]
26,935
QMonopol 46,266
1 X 4 53,56 21,42
aT-25 66,066
74,962
?Monopol 0,090
2 X 0,172 3 0,12 0,05
dT-25 0,086
pool $Monopol
- X 46,385 1 - -
4T-25
69,633
QT-25
3 X 86,945 3 96,29 32,36
dMonopol
132,303
0,533
¥T-25 1,372
4 X 4 1,31 0,61
&Monopol 2,011
1,304
pool 9T-25
- X 37,037 1 - -
&Monopol
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