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Sensitive Nachweismethode fiir die gentechnisch verinderte
Sojabohne «<Roundup Ready™>»

Sensitive Method for the Detection of the Genetically Engineered Soy Bean
«Roundup Ready™>
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Universitit Bern, Departement fiir Chemie und Biochemie,
Labor fiir Lebensmittelchemie, Bern

Einleitung

Die schweizerische Lebensmittelverordnung (LMV) regelt seit dem 1. Juli 1995
zusitzlich auch die Zulassung und die Deklaration von gentechnisch verinderten
Lebensmitteln. Unter diese Gesetzgebung fallen Lebensmittel, Zusatzstoffe und
Verarbeitungshilfsstoffe, die gentechnisch verinderte Organismen sind oder daraus
gewonnen wurden. Diese Stotfe miissen mit dem Hinweis «GVO-Erzeugnis»
gekennzeichnet sein (Art. 22 Abs. 1k.); nicht unter die Deklarationspflicht fallen
Erzeugnisse, die vom Organismus abgetrennt und vom Erbmaterial gereinigt sind
(z. B. chemisch definierbare Stoffe). Fur den Vollzug bedeutet dies, dass Methoden
bendtigt werden, die es erlauben, die gentechnischen Verinderungen am Erbgut
dieser GVO-Erzeugnisse moglichst sensitiv direkt nachzuweisen. Zu diesem
Zweck bieten sich vor allem molekularbiologische Methoden an, wobei die Ent-
wicklung eines neuen Nachweissystems nur unter der Voraussetzung moglich ist,
dass gentigend Informationen lber die verwendeten Reportergene, Transgene,
Terminatoren, Promotoren sowie deren Gen-Konstrukte vorhanden sind. Gen-
technische Verinderungen konnen spezifisch mittels PCR (Polymerase Chain
Reaction) und Gen-Sonden (Southern-Blot) nachgewiesen werden, wobei die
PCR-Analytik die grossere Sensitivitat aufweist (1-3).

Zum heutigen Zeitpunkt (Marz 1997) sind in der Europdischen Union (EU)
zwei GVO-Lebensmittel zugelassen («<Roundup Ready™» Sojabohne von der
Firma Monsanto; «Maximizer» Mais von der Firma Ciba-Geigy Seeds). Die
Schweizer Behorden haben nach ausfithrlicher Begutachtung die «Roundup Rea-
dy™> Sojabohne von der Firma Monsanto fir den Schweizer Markt zugelassen
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(4). Lebensmittel und Futtermittel, die Erbmaterial aus GVO-Erzeugnissen enthal-
ten, missen mit «GVO» oder «gentechnisch verindert» bezeichnet werden.

In dieser Arbeit beschreiben wir die Entwicklung und die Evaluation eines
sensitiven PCR-Systems zum Nachweis der gentechnisch veranderten Sojabohne
«Roundup Ready™» der US-Firma Monsanto.

Versuchsanordnung

Probematerial

«Roundup Ready™>» Sojabohnen-DNA wurde aus entsprechenden Blittern,
die uns vom Migros-Genossenschaftsbund zur Verfigung gestellt wurden, isoliert.
Als Negativkontrollen wurden konventionelle Sojabohnen (Glycne max) sowie
weitere pflanzliche und tierische Lebensmittel mitgeftihrt.

Isolation und Charakterisierung der Nukleinsinren

300 mg der zerkleinerten Probe wurden abgewogen und in einem sterilen
2,2-ml-Eppendorfrohrchen mit 860 pl Extraktionspuffer (10 mM Tris-HCI [pH
8,0], 150 mM NaCl, 2 mM EDTA und 1% [w/v] Sodium-dodecyl-sulfat [SDS])
versetzt. Zur Mischung wurden 100 pl einer 5 M Guanidin-Hydrochloridlésung
(Nr. G-3272, Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA) und 40 pl (20 mg/ml) Pro-
teinase K (Nr. 24 568, E. Merck, Darmstadt) gegeben, das Reaktionsgemisch durch
Vortexen gemischt und bei 55-60 °C ca. 15 Stunden auf einem Thermomixer
geschiittelt. Nach der Verdauung wurden die Proben bei 14 500 x ¢ wahrend 10
Minuten zentrifugiert, 450 pl der wisserigen Phase wurden zu 1 ml Wizard™
DNA-Purification Resin (Nr. A 767C, Promega, Madison, WI, USA) gegeben und
vorsichtig, durch mehrmaliges Kippen der Rohrchen, gemischt. Nach dem Wi-
zard™ DNA Aufarbeitungsprotokoll wurde die gereinigte DINA mit 50 pl Wasser
(70 °C) eluiert. 5 ul der unverdiinnten DNA-Losung wurden zu 45 ul Reaktions-
mischung fiir die PCR gegeben.

Oligonukleotide

Die PCR-Primer wurden durch Microsynth (Schmidheini, CH-9436 Balgach)
auf einem DINA-Synthesizer hergestellt. Die gelieferten Primer wurden darauf im
Labor aliquotiert, lyophilisiert und bei —20 °C aufbewahrt. Die DNA-Sequenzen
und Positionen der Primer sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Die Positionen, Sequenzen und Lingen der PCR-Primer wurden mit Hilfe der
Computer Software Oligo 5,0 Primer Analysis Software (NBI, Plymouth, MN
55447-5434) bestimmt.
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Tabelle 1. Liste der verwendeten PCR-Primer

Bezeichnung Primer-Sequenz Zielgen Position Referenz
RRO1 - TGGCGCCEATGGCCTGCATG-3’ CP4 EPSPS 1630 (14) diese Arbeit
RR02 5-CCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATA-3 P-E35S 2138 (14) diese Arbeit
RR04 5-:CCCCAAGTTCCTAAATCTTCAAGT-3’ CTPEPSPS 1984 (14) diese Arbeit
RRO5 5-TGCGGGCCGGCTGCTITGCA-3’ CP4 EBSES 1805 (14) diese Arbeit
GMo1 5-TGCCGAAGCAACCAAACATGATCCT-3 Lectin (Lel) 1099 (15) (5)
GMo2 5-TGATGGATCTGATAGAATTGACGTT-3 Lectin (Lel) 1512 (15) (5)
GMO3 5-GCECTCTACICEACCECEATCE-3 Lectin (Lel) 1235415) (5)
GMO04 5'-GCCCATCTGCAAGCCTTTTTGTG-3’ Lectin (Lel) 1332 (15) (5)
TRO3 ¥ TCTGCCCTATCAACTFITCGATGGTA3: 185-rDNA 315 (10) (10)
TRO4 S-AATTTGCGCGCCTGCTGCETTCCTES 18S-rDNA 451 (10) (10)




Die Primer RRO1 und RRO5 sind komplementir zur DNA-Sequenz des trans-
genen CP4 EPSPS-Gens aus Agrobacterium tumefaciens, der Primer RR02 hybri-
disiert an den CaM V35S Promotors aus dem Blumenkohlmosaikvirus. Der Primer
RRO04 erkennt eine Sequenz des CTP-EPSPS-Gens fir das Signalpeptid (Chlo-
roplast Transit Peptid) der EPSPS aus Petunia hybrida. Die Oligonucleotide GMO1
— GMO04 wurden bereits friher fiir den Nachweis von Sojabohnen in prozessierten
Fleischwaren beschrieben (5).

Polymerase Kettenreaktion und Analyse der DNA-Amplifikate

Die Amplifikation der pflanzlichen DNA aus Sojabohnen mit dem Primerpaar
RRO1/RR02 wurde in einem Endvolumen von 50 pl in 0,5 ml Mikrozentrifugen-
rohrchen nach folgenden Standardbedingungen ausgefiihrt: 1 x Reaktionspuffer
(Promega); 2,0 ug/ml Bovines Serumalbumin (Nr. A-8022, Sigma); 2,5 mM Magne-
siumchlorid; 0,2 mM Mischung der vier Nukleotide (dATP, dCTP, dGTP und
dTTP); je 0,5 uM der beiden Primer; 1 Unit 7ag DNA Polymerase (Promega). Die
Amplifikation erfolgte in 45 Vervielfaltigungszyklen: vorgingig ein Denaturie-
rungsschritt bei 96 °C fiir 3 Minuten, dann 96 °C fiir 36 Sekunden und 1 min bei
65 °C (Zwei-Schritte-PCR). Am Schluss erfolgte ein Extensionsschritt be1 72 °C
fiir 3 min auf einem Progene Thermal Cycler (Techne, Princeton, NY, USA).

Die Amplifikation mit dem Primerpaar RR04/RR05 wurde ebenfalls in 50 pl
Endvolumen nach obenstehenden Standardbedingungen mit insgesamt 35 Zyklen
durchgefiihrt. Die Bedingungen fiir die sojabohnenspezifische Lectin-PCR (5)
wurden wie folgt modifiziert: Die Magnesiumchlorid-Konzentration betrug 1 mM,
und die Amplifikation fand auf einem PHC-I Thermal Cycler (Techne, Princeton,
NY, USA) statt. Die Amplifikationsprodukte (20 ul)‘wurden mittels Elektropho-
rese auf einem 1,5%igen Agarosegel (MP-Agarose, Boehringer, Mannheim) in
Tris-Borate Puffer (0,5xTBE: 0,045 M Tris-Borate, 0,001 M EDTA, pH 8,0) (6)
aufgetrennt und durch Firben mit Ethidiumbromid im UV-Licht (254 nm) sichtbar
gemacht.

Resultate und Diskussion

Design des PCR-Nachweissystems

Die «Roundup Ready™» Sojabohne von Monsanto trigt als Transgen ein
hybrides EPSPS-Gen, welches Resistenz beziehungsweise Toleranz gegeniiber dem
Herbizid Roundup (Glyphosat) von Monsanto vermittelt. Das Enzym 3-Enolpy-
ruvyl-Shikimat-5-Phosphat-Synthase (EPSPS) wirkt auf dem Syntheseweg von
Chorismat, einem Intermediat in der Bildung aromatischer Aminosiuren. Dieser
Weg findet sich bei Bakterien, Pilzen und Pflanzen, fehlt aber in tierischen Zellen.
Der von EPSPS katalysierte Schritt und die Struktur von Roundup (Glyphosat)
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sind in Abbildung 1 dargestellt. Da das Genprodukt, die 3-Enolpyruvyl-Shikimat-
5-Phosphat-Synthase (EPSPS), in die Chloroplasten transportiert werden muss,
wurde vor das fiir die Roundup-Toleranz verantwortliche CP4-EPSPS-Gen aus
Agrobacterium tumefaciens die Signalsequenz (Chloroplast Transit Peptid, CTP)
des EPSPS-Gens aus Petunia hybrida kloniert (7). Damit wird erreicht, dass das
Enzym CP4-EPSPS in die Chloroplasten eingeschleust wird. Das Petunia-
Agrobacterium-Hybridgen steht unter der Kontrolle des starken CaMV 35S-Pro-
moters aus dem Blumenkohlmosaikvirus, welcher in allen Pflanzenteilen aktiv 1st.
Die Expression des Transgens wird mit dem Polyadenylierungssignal und dem
Terminator des NOS-Gens (Nopaline-Synthase-Gen) aus Agrobacterium tumefa-
ciens terminiert. Bei der Sojabohnentransformationslinie mit der héchsten Round-
up-Toleranz (Linie 40-3) segregierte diese Toleranz in der zweiten Generation in
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Abb. 1. Wirkungsweise des Herbizids Glyphosat. Das Enzym 3-Enolpyruvyl-Shikimat-5-
Phosphat-Synthase (EPSPS) katalysiert die Anlagerung von Phosphoenolpyruvat
(PEP) an Shikimat-5-Phosphat, einem Intermediat zu Chorismat, aus welchem die
aromatischen Aminosauren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan gebildet werden
(16). Bei Pflanzen ist die EPSPS in den Chloroplasten oder in den Plastiden lokalisiert
(17). Das Herbizid Glyphosat (N-(Phosphonomethyl)glycin; Handelsname: Round-
up) ist ein kompetitiver Inhibitor dieses Syntheseschrittes (18, 19). Die EPSPS aus
dem Agrobacterium tumefaciens Stamm CP4 wird natiirlicherweise wenig von Gly-
phosat inhibiert, ohne die Affinitat fiir das natiirliche Substrat PEP zu verlieren (7,
20). Diese zweite Eigenschaft ist deshalb wichtig, weil es zwar gelang, Glyphosat-to-
lerante EPSPS aus Petunia durch gezielte Mutagenese herzustellen, diese Mutanten
wiesen aber eine deutlich tiefere Affinitat fiir PEP auf. Transgene Sojapflanzen mit
diesen Mutanten-EPSPS wiirden daher in Abwesenheit des Herbizids Glyphosat
langsamer wachsen als konventionelle Sojapflanzen und wiren daher fiir die prakti-
sche Anwendung in der Landwirtschaft ungeeignet (7).
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eine hohe Toleranz (Linie 40-3-2) und in eine tiefe Toleranz (Linie 40-3-1). Inter-
essanterweise fand sich bei der unter dem Namen «Roundup Ready™» kommer-
zialisierten Linie 40-3-2 nur ein Fragment des verwendeten Plasmids PV-
GMGT04, welches zwei Kopien des Hybridgens, das bakterielle Selektionsgen kan
sowie das histochemisch nachweisbare Markergen gus tragt, im Pflanzengenom
integriert (7). Dieses integrierte Fragment umfasst einen Teil des Promoters, das
hybride Transgen sowie die Terminatorstruktur des NOS-Gens (Abb. 2). Eine
zweite Kopie des Plasmids PV-GMGT04 wurde bei der Parentallinie 40-3 an einem
zweiten Ortintegriert und vermittelt die tiefe Toleranz gegentiber Glyphosat. Diese
zweite Kopie segregierte in der R,-Generation bei der Linie 40-3-2, so dass in dieser
Linie kein gus und kan nachweisbar sind.

NOS 3' Terminator E358 Promoter

169201 464 1835 2050 ° 2329-2435
ey 509 bp -
RRO1 180 b RR02
RRO5 RRO4

Abb. 2. Struktur des Transgens der gentechnisch hergestellten «Roundup Ready™> Sojaboh-
ne von Monsanto. Das ins pflanzliche Genom integrierte Transgen ist als Rechteck
dargestellt, die Integrationsorte sowie die genauen Bruchstellen des eingefiihrten
Genkonstrukts sind nicht bekannt (7). Die angegebenen Positionsnummern beziehen
sich auf (7 14). Die schattierten Bereiche am linken (169-201) und rechten
(2329-2435) Ende des Rechtecks symbolisieren den kartierten Bereich der Bruchstel-
len gemiss (7). Die Positionen der Expressionssignale E35S Promoter aus dem
Blumenkohlmosaikvirus und des NOS-Terminators aus A. tumefaciens sind oberhalb
des Rechtecks, diejenigen des exprimierten hybriden Transgens bestehend aus dem
Chloroplast-Transit-Peptid aus Petunia (2050-1835) und dem EPSPS-Gens aus
Agrobacterium tumefaciens Stamm CP4 (1834—464) sind innerhalb des Rechtecks
angegeben. Die Lage der in dieser Arbeit beschriebenen PCR-Primer ist unterhalb
des Genkonstrukts zusammen mit den Primernbezeichnungen und der Grosse der
entsprechenden Amplifikate dargestellt. Die genauen Positionsnummern der Primer

finden sich in Tabelle 1.

Aus diesen Griinden kann ein spezifisches PCR-Nachweissystem fur die
«Roundup Ready™» Sojabohne nur auf den folgenden genetischen Elementen
basieren: CaMV 35S-Promoter, NOS-Terminator, CP4-EPSPS-Gen aus Agrobac-
terium sowie EPSPS-CTP-Gen aus Petunia. Da die beiden Elemente CaMV 35S-
Promoter und NOS-Terminator in vielen transgenen Pflanzen verwendet werden,
eignen sich diese Elemente alleine hervorragend fiir eine Screening-Methode fiir
transgene pflanzliche Lebensmittel (8), hingegen fiir den beabsichtigten spezifi-
schen Nachweis der «Roundup Ready™>» Sojabohne musste eine Kombination der
oben aufgezihlten genetischen Elemente gewahlt werden. Wir haben uns entschie-
den, ein nested-PCR-System zu entwickeln, bei dem die dusseren Primer auf dem
CaMV 35S-Promoter und auf dem CP4-EPSPS-Gen liegen. Die inneren Primer
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begrenzen ein Fragment zwischen dem CP4-EPSPS-Gen und dem CTP-EPSPS-
Signalpeptidgen aus Petunia. Die Anordnung der Primer und die entsprechenden

PCR-Amplifikate sind in Abbildung 2 dargestellt, die Primersequenzen finden sich
in Tabelle 1.

Spezifitit des « Roundup Ready™» Sojabohnen-PCR-Nachweissystems

Die Spezifitat unseres neu entwickelten Nachweissystems fiir die «<Roundup
Ready™>» Sojabohne wurde an verschiedenen pflanzlichen (Soja, Flavr-Savr-To-
mate, Mais, Reis, Hafer, Dinkel, Roggen, Kartoffel) und tierischen Lebensmitteln
(Hausschwein) iiberprift. Es ist bekannt, dass nested-PCR-Systeme mit hohen
Zyklenzahlen dazu neigen, unspezifische Amplifikate zu erzeugen, welche sich
nach der Gelelektrophorese als Fehlbanden manifestieren (9). Aus diesem Grund
haben wir das dussere (RRO1/RR02; 509 bp) und das nested-PCR-System
(RRO1/RR02; RR04/RRO05; 180 bp) auf ihre Spezifitit getestet. Sowohl beim dusse-

Abb. 3. Spezifitat des Nachweissystems fiir die «Roundup Ready™>» Sojabohne von Mon-
santo. Agarosegel Elektrophorese der Amplifikate nach der einfachen (A) und nach
der nested (B) PCR. Folgende Lebensmittel wurden getestet: «Roundup Ready™»
Soja (Spur 3); konventionelle Soja (Spur 4); Flavr-Savr-Tomate (Spur 5); Mais (Spur
6); Reis (Spur 7); Hafer (Spur 8); Dinkel (Spur 9); Roggen (Spur 10); Kartoffel (Spur
11) und Hausschwein (Spur 12). Kontrollen waren die negative Isolationskontrolle
(Spur 1) und die negative PCR-Kontrolle (Spur 2). Die 100-bp-Leiter (L) dient der
Bestimmung der Amplifikatsgrossen.
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ren als auch beim nested-PCR-System wurde ein DNA-Fragment der richtigen
Grosse nur bei der positiven Kontrolle «Roundup Ready™>» Sojabohne erhalten
(siehe Abb. 3). Keine Amplifikate ergaben insbesondere konventionelle Sojabohnen.
Die Amplifizierbarkeit der aus den verschiedenen Proben isolierten DNA wurde
mit der frither beschriebenen «Eukaryonten-PCR» (10) verifiziert. Aufgrund dieser
Resultate kann festgehalten werden, dass unser nested-PCR-System spezifisch fiir
die «Roundup Ready™» Sojabohne von Monsanto ist. Bei Vergleichen der verwen-
deten Primersequenzen mit der GenEMBL-Datenbank fanden sich zudem keine
signifikanten Homologien zu bereits bekannten DNA-Sequenzen.

Sensitivitit des « Roundup Ready™» Sojabohnen-PCR-Nachweissystems

Sojabohnen werden oft zu verschiedenen Produkten verarbeitet, welche sowohl
als Zutaten wie auch als Zusatzstofte in der Lebensmittelindustrie Verwendung
finden (11, 12). Besonders hdufig wird Sojalecithin als Emulgator (E322) eingesetzt
(13). Vorabklirungen in unserem Labor haben ergeben, dass insbesondere bei
Rohlecithin aus Sojabohnen noch Sojabohnen-DNA mit dem sensitiven nested-
Lectin-PCR-System (5) nachweisbar ist. Daher wihlten wir ebenfalls ein nested-
PCR-Format fiir die Entwicklung eines dhnlich sensitiven Nachweissystems fiir
die «<Roundup Ready™>» Sojabohne. Um die Sensitivitit unseres neuen «Roundup
Ready™» sojabohnenspezifischen Nachweissystems mit denjenigen des Sojalec-
tingen-Nachweises (5) und denjenigen des CaMV 35S-Promoter- und des NOS-
Terminator-Nachweises (8) zu vergleichen, wurden serielle 10fache Verdiinnungen
einer aus der «Roundup Ready™» Sojabohne isolierten und photometrisch quan-
tifizierten DNA-Losung hergestellt und mit den verschiedenen PCR-Systemen
amplifiziert. Diese experimentell bestimmten Nachweisgrenzen lassen sich sehr gut
direkt miteinander vergleichen, da jeweils die gleichen Verdiinnungen in den
verschiedenen Systemen getestet wurden. Da es sich bei der Probe um 100%
GVO-Soja handelte, konnten die Ergebnisse mit den Nachweisgrenzen des Lec-
tin-PCR-Systems fiir konventionelle Sojabohnen-DINA verglichen werden. Die

Tabelle 2. Sensitivitdt verschiedener Soja-spezifischer PCR-Systeme

PCR-System PCR-Format Anzahl Nachweisgrenze

PCR-Zyklen (in pg DNA)
RRO1/RR02 einfach 45 20 bis 200
RR04/RR05 einfach 45 20
RRO1/RR02 & nested 45/35 20
RR04/RR05
GMO01/GM02 einfach 45 200
GMO01/GMO0O2 & nested 45/35 200
GMO03/GMO04
35S1/35S2 einfach 45 2000
NOS1/NOS3 einfach 45 2000
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Abb. 4. Sensitivitit des Nachweissystems fiir die «<Roundup Ready™>» Sojabohne von Mon-
santo. Agarosegel Elektrophorese der Amplifikate nach der einfachen (A) und nach
der nested (B) PCR. Folgende «Roundup Ready™5> Soja-DNA-Mengen wurden
getestet: 20 fg (Spur 1); 200 fg (Spur 2); 2 pg (Spur 3); 20 pg (Spur 4); 200 pg (Spur 5);
2 ng (Spur 6); 20 ng (Spur 7); 200 ng (Spur 8), 2 pg (Spur 9) und keine DNA (PCR-
Negativkontrolle; Spur 10). Die 100-bp-Leiter (L) dient der Bestimmung der Ampli-
fikatsgrossen. :

Resultate dieser Sensitivititstests sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Die
Nachweisgrenzen fiir das dussere PCR-System (RR01/RR02; 509 bp) und fiir das
innere PCR-System (RR04/RR05; 180 bp) liegen bei 200 bis 20 pg DNA. Das
nested-PCR-System (RRO1/RR02; RR04/RR05) weist eine Sensitivitit von 20 pg
DNA auf und ergibt zudem stirkere Signale (siche Abb. 4). Die Nachweisgrenze
fur das nested-Lectin-PCR-System liegt be1 200 pg «Roundup Ready™>» Sojaboh-
nen-DINA und bei 200 pg konventionelle Sojabohnen-DNA (Resultate nicht dar-
gestellt). Die Nachweisgrenzen fiir den CaMV 35S-Promoter- und den NOS-Ter-
minator-Nachweis (8) liegen jeweils bei 2000 pg. Die Anwendung von nested-
PCR-Systemen bei lebensmittelrelevanten Matrizen kann die Sensitivitit des
Nachweises eindeutig erhdhen, auch wenn sich die Nachweisgrenze des ausseren
und des nested-PCR-Systems nur um eine Grossenordnung unterscheiden. Diese
Erfahrungen haben wir beim Nachweis von konventioneller Sojabohnen-DNA aus
Sojalecithinproben aus verschiedenen Bearbeitungsstufen gemacht (unverotfent-
lichte Resultate).
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Schlussfolgerung

Die Entwicklung und Evaluation einer hochsensitiven und spezifischen
Nachweismethode fir die gentechnisch verinderte Sojabohne «Roundup Rea-
dy™> ist die Vomussetzung fiir die Uberpriifung der gesetzlichen Deklarations-
vorschriften betreffend dieses GVO-Lebensmittel. Die in dieser Arbeit vorgestellte
Methode erlaubt den spezifischen Nachweis von wenigen Genkopien des in die
Sojabohne eingefithrten Genkonstruktes (Transgens). Obwohl diese experimentell
gefundene Nachweisgrenze bei der praktischen Analyse von Lebensmitteln wegen
unvermeidbarer Matrixeffekte bei der DNA-Isolation und bei der nachfolgenden
PCR-Analyse selten erreicht werden kann, glauben wir, dass wir mit dieser Metho-
de dem Vollzug ein robustes Werkzeug in die Hand geben, um die vom Gesetzgeber
verlangte und angestrebte Einhaltung der Deklarationsvorschriften von GVO-Le-
bensmitteln zu kontrollieren.
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Wir mochten uns bei Herrn P Brodmann (Kantonales Labor Basel-Stadt) fiir die zur
Verfiigungstellung der Screening-Methode fiir GVO-Lebensmittel (35S Promoter- und
NOS- Termmator—Systeme) bedanken. Herrn Dr. R. Batmglm vom Migros Genossenschafts-
bund danken wir fiir das Beschaffen von «Roundup Ready™» Soja-Material.

Zusammenfassung

Fiir den Nachweis der in der EU und in der Schweiz als Lebensmittel und als Futtermittel
zugelassenen gentechnisch verinderten Sojabohne «Roundup Ready ™5 wurde eine spezifi—
sche und sensitive PCR- Nachwelsmethode entwickelt. Das Austesten der Spezifitit zeigte
auf, dass ausser der «Roundup Ready™» Sojabohne insbesondere die konventionelle Soja-
el Signal ergibt. Die experimentell best1mmte Nachweisgrenze liegt bei 20 pg DNA.

Résume

Une méthode de détection spec1f1que et sensitive a3, ete développée sur la base de PCR en
vue de la mise en évidence du soja «Roundup Ready™» génétiquement modifié. Ce soja a
été admis par les autorités de la UE et de la Suisse comme aliment humain et animale. La
méthode est spécifique pour le soja «<Roundup Ready ™S tandis que le soja conventionnel ne
donnait pas de réaction. La limite de détection déterminée par des essais atteint 20 pg ADN.

Summary

For the detection of the genetic engineered soybean «Roundup Ready'™», which is
admitted in the EU and in Switzerland as food and animal feed, a specific and sensitive
PCR-based method was developed. The specificity testing only yielded signals with the
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«Roundup Ready™>» soybean, whereas conventional soy bean tested negative. The experi-
mentally determined detection limit was 20 pg DNA.
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