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Einleitung

Mehr denn je schwappt die ,Bio-Welle* Uber Deutseid, die Menschen wollen sich
gesund erndhren. Erst durch den Klimawandel wende@nuns der gravierenden
Eingriffe in die Natur bewusst, deshalb gewinnthawlas Thema der gentechnisch
veranderten Lebensmittel eine ganz neue Dimension.

Nicht viele wissen genau, was es mit dem ,Genmaig“sich hat. Ich versuche hiermit,
einige Aspekte dieses umfangreichen Themas zu delran

Die Zielsetzung dieser Arbeit ist es, den molekutdogischen Nachweis gentechnisch
veranderten Maises durchzufuhren. Dieser mikrobislthe Aspekt, welcher bei mir im
Vordergrund steht, war und ist fir mich deshalbr seteressant: Ein aktuelles Thema,
gekoppelt mit Arbeit an echter DNA, und mit einerar&@ welches zwar ein ,herrlich
einfach[es]* Prinzip (MILHARDT, Cornel, S.73) besitzt, welches sich aber als et
so einfach durchzufihren erweist. In meiner Arbegrfahre ich frei nach dem
Experimentator: ,Fangen wir damit an wie es thascét funktioniert, und erlautern

anschlie3end warum es nicht klappt“{MiARDT, Cornel, S.73).



2.1 Gentechnisch veranderter Mais

2.1.1 Die verschiedenen Sorten

Gentechnisch veranderte Organismen (kurz: gvo) ameéinem oder mehreren Genen
so verandert, dass sie bestimmte gewinschte Eiggitac wie zum Beispiel besseren

Geschmack oder ein grél3eres Gewicht aufweisen.

4% nur Markergene
0,4 9 Nematodenresistenz
1% Bakterienresistenz
5% Pilzresistenz
8% Virusresistanz

64% Herbizidtoleranz

11% mannliche Sterilitat

15% Insektenresistenz

21% Metabol Verandemung

Abbildung 1: Eigenschaften freigesetzter transgereflanzen in der EU
(www.monsanto.de, 8.1.2007)

Beim Mais sind bis jetzt hauptsachlich folgendearnelerungen bekannt:

- Herbizidtoleranz

- Insektenresistenz

- Herbizidtoleranz und Insektenresistenz

Nach der Zulassung von gentechnisch verandertena, Seprde von der EU-
Kommission als néchstes eine verdnderte Maissorigelassen. Dieser erste
gentechnisch veranderte Mais in der EU war der Bt-Blch ,Maximizer‘ genannt,
welcher von der Firma Ciba-Geigy, spater Novartisfenta im Jahre 1997 der
Kommission vorgelegt und zum Anbau freigegeben wubeg Name ,Bt* stammt von
Bacillus thurinigiensis, welches ein Toxin produgielas gegen Schadlinge wie die

Larven des Maiszlnslers, eine Schmetterlingsarty oée Maiswurzelbohrer, eine



Kaferart, wirkt. Au3erdem weist er eine Resisteegem Glufosinat auf. Allerdings darf
nur die Toxin produzierende Sorte in Lebensmiteithalten sein.

Danach stellten viele andere Firmen ahnliche Pradbkt, wie zum Beispiel im Jahre
1998 der T25 Mais der Firma AgrEvo, welcher untemdNamen ,Liberty Link"
vertrieben wird. Dieser weist eine Toleranz gegeniblufosinat-Ammonium auf, im
Gegensatz zu dem im gleichen Jahr von der Firmasktuto eingereichten Produktes
MONB810(,Yield Guard®), welcher die insektizidprodarende Wirkung hatte, also eine
Art des Bt-Maises war.(vgl. www.monsanto.de, d, 2M07)

Der bekannte Bt-11 Mais der Firma Novartis (Synggnivurde ebenfalls 1998
zugelassen und hatte sowohl die Toleranz gegero&h#t-Ammonium als auctiie
Toxin produzierende Wirkung. Wie beim Bt-176 durfieur die Insektizid
produzierende Sorte in Lebensmittel enthalten sein.

Aul3erdem noch 1998 zugelassen wurde der MONB809 Mais-irma Pioneer welcher
ebenfalls die Insektizid produzierende Eigenschatfte.

In den Jahren von 1998 bis 2003 gab es ein Mouatoriir die Zulassung von
gentechnisch verédnderten Pflanzen. Innerhalb digsésaumes wurden keine neuen
gentechnisch veranderten Organismen in der EU asgeh. Dies kam dadurch
Zustande, dass gewisse Rahmenbedingungen, wie nBestigen in der
Kennzeichnung, oder der Rickverfolgbarkeit von gani EU Mitgliedsstaaten als
unzureichend angesehen wurden. Im Jahre 2003 u@d 2@rde das Moratorium
aufgehoben, und neue Gesetze zur Regelung der &ehnang und der
Ruckverfolgbarkeit verabschiedet. (vgl. www.Igl.kay.de, 13.12.07)

2004 brachte die Firma Monsanto den NK603 Maisueraelcher gegen das Herbizid
Glyphosat resistent ist. Glyphosat ist auch vonklena Monsanto unter dem Namen
»-Roundup“ bekannt. Mais und auch Sojasorten, weRbsistenzen gegen Glyphosat
aufweisen, werden von dieser Firma unter der Bameicg ,Roundup Ready”
vertrieben. Zu dieser Gruppe gehort auch GA21.. (wylw.monsanto.de, b, S.16.,
10.12.07 und www.wikipedia.de, d, 16.01.08)

Eine andere Form der Insektizidresistenz die eh®iiovurde, stammt ebenfalls von
der Firma Monsanto und tragt den Namen MONS863. éiwgarde im Jahre 2005 von
der EU fur den Gebrauch in Futtermitteln zugelags®h ist schadlingsresistent. 2006
wurde er dann auch fur Lebensmittel freigegeberlerdings darf dieser nur in
Lebensmitteln verarbeitet, nicht aber in der EUedoagit werden.

(vgl. http://ec.europa.eu.,a,b,10.12.07 und www.samio.de, b, S.16, 10.12.07)
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Zum Anbau sind folgende Sorten seit 1997/98 in défrgigegeben:

Im der EU zum Anbau zugelassens transgene Maislinien (2002)

Untemehmen Markennams Zlglmerkmale Tugelassen In der EU
(DECD-Kennnurmimer) selt

Syngenta Seeds Maximizer Irsekterresistenz 1a9a7

{frither Mowvartis) (Bt 176

Bayer Crop Science | Libertylink Herbizidtoleranz 1968
(T25

Moreanto YieldGardMaisGard | Irsekterresistanz 1908
(10N 810

Tabelle 1: In der EU zum Anbau zugelassene tramsiissorten

( www.monsanto.de, 4.1.2008)

Im Rahmen von Sonderprifungen erlaubt das Bundessont in Deutschland eine
Freisetzung von speziellen Sorten, vor allem zs¢tarngszwecken. Bis jetzt wird aber
nur der Bt-Mais kommerziell angebaut, die Ernte dwihauptsachlich fir die

Futtermittelproduktion verwendet. (www.monsantoliel0.12.07)

2.1.2 Anbaugebiete

Ich habe mich bei der Auflistung der zugelassenere8 auf die européische Union
beschréankt. Der weltweit grof3te Anbau von gentestimverandertem Saatgut (sowohl
Mais als auch Raps, Soja und Baumwolle) findet im ¢SA statt. Dort ist die
Landwirtschaft fast ausschliel3lich auf gentechnigserénderte Pflanzen umgestellt,
73% der Maispflanzen sind veréndert. Die Anbaufladés Marktfiihrers USA betragt
von den weltweit Gber 100 Mio Hektar fast 54,9 Mugl. www.transgen.de, d,
14.12.07). Deutschland besitzt davon nur einenngen Teil (2685 Hektar) der
Anbauflache mit gentechnisch veranderten Pflanéier wird fast ausschliel3lich
veranderter Mais angebaut. Nach den USA folgen wtgen, Brasilien, Kanada,

Indien, und China. (vgl. www.transgen.de, e, 147p.



Tabelle 2 : Anbauflache(in Hektar) von gv-Mais er &U 2006 und 2007
(www.transgen.de; 3.1.2008)

In Europa belegt Deutschland nur Platz funf. Lifiarer ist mit grolRem Abstand
Spanien, gefolgt von Frankreich, Tschechien, undugal. In Deutschland ist die
Anbauflache von 2006 zu 2007 um fast das dreifgestiegen. (vgl. www.transgen.de,
a, 14.12.07)

.Der Gen-Mais [in Deutschland wird](...) Uberwiegewmdn (...) landwirtschaftlichen

GroR3betrieben und im Sortenversuch von staatlickewichtungen oder von der
Gentechnikindustrie angebaut.” (vgl. www.greenpedeeb, 10.12.2007).

Um in Deutschland Genmais anpflanzen zu dirfen,smman sich mindestens drei
Monate vorher in das o6ffentliche Standortregistatragen. (vgl. www.transgen.de, a,
14.12.07). Die Anbaugebiete liegen vor allem in desuen Bundesléandern und in
Norddeutschland, wie an folgender Karte (Abbild@ygrsichtlich ist.
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Abbildung 2: gentechnischer Maisanbau in Deutsahlan

(www.greenpeace.de; 14.3.2007)
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www.greenpeace.de/gen-mais-karte



2.1.3 Nachweis der verschiedenen Veranderungen

Gentechnisch veranderte Organismen sind an eirginbaten Gensequenz verandert,
sodass sie eine gewilnschte Eigenschaft aufweisaa. Sdandartmethode des
Nachweises ist, nachdem die DNA (Desoxyribonucldiaaus dem Gewebe extrahiert
wurde, eine PCR (Polymerase-Chain-Reaction) dufdhzen, bei der die spezifischen
Primer flr das zu testende Gen vorhanden sind.

Mittels einer PCR lasst sich ein bestimmter Absttheiner DNA amplifizieren. Die
vorher extrahierte DNA (Template-DNA), wird zusammmait Polymerase (hitzestabile
Tag-Polymerase), Oligonukleotiden, sowie einigerfsiioffen in das PCR-Geréat
gegeben und so erwarmt, dass die DNA-Strange desrat(Denaturierungsschritt, die
beiden Strange l6sen sich voneinander) werden,dePrimer anlagern (Annealing),
und die Polymerase schliel3lich ansetzt und einempkementaren DNA-Strang erstellt
(Elongationsschritt). Nach Durchfihrung mehrereklggy erhdht sich schliel3lich die
Menge an DNA. AbschlieBend werden die Proben abgekium die
Amplifikationsreaktion zu beenden.

In der darauf folgenden Elektrophorese tragt manRILR Probe auf ein Agarose-Gel
auf und schliel3t dieses an eine elektrische Spanann®a die DNA negativ geladen
ist, wird sie vom Plus-Pol angezogen und vom MiRo$-abgestoRen. Anhand des
hinzugefligten Markers kann man erkennen wie graledesprechende DNA Stiick ist,
und somit identifizieren.

Fur die Nachweise von Bt11l-, T25- und MON810- Maisd im LS-Laborprotokoll
vorgeschlagen, die Mastermixe bei der Firma GemegEeeiburg) zu kaufen. Diese
enthalten dann alle wichtigen Reagenzien, nur @dig-Folymerase, und nattrlich die
Template-DNA muss extra hinzugefugt werden. LautlaBorprotokoll kann ,, [die]
Effektivitat der DNS- Extraktion und ihrer Amplifétion (...) durch Positivkontrollen
[abgesichert werden]“ (LS-AG, Laborprotokoll, S.Heshalb lohnt es sich mit den
Mastermixen gleich die ebenfalls bei der Firma Geaa erhéltlichen Positivkontrollen
mitzubestellen.

Ich versuchte die Veranderung Bt-176 nachzuweiBga.mikrobiologische Methode
unterscheidet sich darin, dass die Primer extréelfesierden und zu Beat/Mastermix,
welcher Polymerase, Oligonukleotide, Magnesium soandere wichtige Reagenzien
enthalt, dazugegeben werden.



2.2. Die PCR (= Polymerase Chain Reaction) Programsrung in

Memmingen (Detailangaben unter 3.)

Da man zur vollstdndigen Durchfihrung des Versuees$unktionierendes PCR-Gerat
bendtigt, programmierte ich in Zusammenarbeit meimar Mitschilerin Mareike
Kellerer das PCR-Gerét unseres Labors. Nachdenawgirdem Handbuch des Gerates
ein flr uns passend erscheinendes Programm zusajestelit hatten, programmierten
wir die erforderlichen Zyklen ein. Danach setztein die Reagenzien (Detailangaben
unter 3.) zusammen, und diese wiederum in das P&RtG

Allerdings mussten wir feststellen, dass das Garélit in der gewdahlten Zeit die
gewlunschte Temperatur erreichen konnte, es wagge.t

Daraufhin probierten wir in kleineren Versuchen ,awse viel Zeit das Gerat zum
Aufheizen beziehungsweise Abkuhlen auf die gewiieschemperaturen bendétigte und
versuchten dann, diese Zwischenzeiten mit einzuprognieren. Jedoch konnte auch
nach mehrmaligen Protokolloptimierungen und Konmsgitnsanderungen, und nach
verschiedenen Durchlaufen keine DNA in der darfaldenden Gel-Elektrophorese
nachgewiesen werden. So mussten wir leider feleistedass wir mit dem Gerat nicht
weiterarbeiten konnten. Deshalb fuhren wir zusammmen unserem Biologielehrer
Herrn Weber an die Universitat nach Ulm, wo wir mikrobiologischen Labor unsere
PCR durchfiihren durften.

Vorher jedoch, musste die DNA aus den Ausgangssiaktrahiert werden.

2.3 Extraktion der DNA
2.3.1 Materialien

Man bendétigt fur die Extraktion der DNA die Ausgastpffe, aus denen man die
Template-DNA fur die PCR gewinnt:

- das veranderte Maismehl (gvo, gentechnisch verédOrganismus)

- das nicht veranderte Maismehl(ngvo, nicht gentiscihnveranderter Organismus)

- die Maiskorner aus der Dose (hgvo) und

- die tiefgefrorenen Maiskorner (gvo).
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Zum Zerkleinern der beiden verschiedenen Maiskd(geo und ngvo) bendtigt man
flissigen Stickstoff. Dieser wurde in einen Morgerfullt und nachdem er verdampft
war, wurden die Kdrner dort zerkleinert.
- AuBerdem das Quiagen Mini-Kit (50).

2.3.2 Vorgang

Das stark vereinfachte Versuchsprotokoll des LSektsbwurde mit dem sehr
ausfuhrlichen Protokoll des Quiagen Mini-Kit komlarti Hier die von mir
abgewandelte Version frei nach Quiagen:

Die Maiskoérner aus der Dose, sowie die tief gefiere Korner wurden mit fliissigem

Stickstoff in einem Morser zerkleinert.

1 2

=)

In flussigem Stickstoff 1 Maiskorner nach verdunsten
kochende Maiskérner des Stickstoffes

Nach zerstof3en im Morser (Pulver)

Abbildung 3: Behandlung der Maiskérner mit flussigeStickstoff, verschiedene
Stadien (Quelle: M. Winkler)

Vorbereitung: Den Heizblock auf 65°C erhitzen, die RNAse Stdskihg auftauen

1. 0,1 g Probenmaterial in ein 2,0 ml Eppendorfiieasgefal} Gberfihren
2. Das Probenmaterial in 600 pl AP 1 resuspendieren

3. Mit 6 pl RNAse Stocklésung versetzen
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4. 20 min. bei 65°C inkubieren, dabei 2-3 x durctthen

5. 195 ul AP 2 hinzugeben

6. 10 min. auf Eis inkubieren (2-3 x durchmischen)

7. 2 min. zentrifugieren

8. Flussigkeit auf Quiashredder (lila) geben ( Hs¢zu beachten, dass wirklich nur die
Flissigkeit abpipettiert werden darf!), 1 minnzéugieren bei 8.000 rpm

9. Durchfluss (ca. 600 pl) in neues Eppendorf Reakgefald Gberfihren

10. mit 1,5-fachem Volumen AP3 mischen

11. 3 x 500 pl auf die DNeasy spin column pipettier(auch alle eventuell

auftretenden Klimpchen!)

12. je 1 Minute bei 8.000 rpm zentrifugieren und @irchfluss verwerfen

13. mit 500 pl Puffer AW waschen

14. 2 Minuten zentrifugieren bei 13.000 rpm

15. die Saule in 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefaffibren

16. zweimal eluieren, mit 100 pl sterilem Wasser

17. erste und zweite Elution getrennt in 1,5 ml &pjorf ReaktionsgefalRen bei -20° C

aufbewahren, die Saule verwerfen

Die zwei Elutionen wurden getrennt gelagert, wed drste Waschung tber 70% der
DNA enthélt, und sich somit besser zur weiterenefirbignet. Mit ihr wurde auch im
Folgenden weiter verfahren.

Die besonderen Randbemerkungen im Quiagen MiniPKatokoll sind unbedingt zu
beachten, zum Beispiel, dass die Saule (DNeasycsfuimn) nicht mit dem im Puffer
enthaltenem Ethanol in Kontakt kommen darf. Lesemssind auch die Anmerkungen

zur Verbesserung der Ausbeute.

2.3.3 Eigene Anmerkungen

Bei der Resuspensation meiner Maismehle fiel mir dass kleinere Ausgangsstoffe
verblieben waren. Ich konnte in der Gel-Elektrogser zwar DNA von einem der
beiden Mehle nachweisen, jedoch kann man ruhig @cbtlon feine Ausgangsstoffe
noch einmal in den Morser geben und richtig zende. Diese I6sen sich besser im

Puffer auf, somit ist die Ausbeute dann besser. Wiestgestellt werden sollte, dass
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sich der Ausgangsstoff nicht richtig resuspendiesiye es ratsam ihn nochmals zu

zerkleinern.

2.4 Die PCR
2.4.1 Materialien

Die Materialien fur die PCR und die nachfolgendel-Hektrophorese setzten sich

zusammen aus:

- der vorher extrahierten Template-DNA aus meineier vverschiedenen
Ausgangsstoffen: Maismehl (ngvo), Maismehl (gvoMaiskdrner (gvo),
Maiskolben (ngvo)

- den spezifischen Primern (einmal die Invertase-G&imer, und einmal die
Veréanderungs-Nachweis Primer fir Bt-176)

- dem vorher in einzelne Eppendorf-Reaktionsgefiifettierten sterilen Wasser und

- den Beats

Zusammen.

2.4.2 Vorgang

Die Materialien, welche bei -20 °C gelagert werdaussten, wurden - um die
Nukleasenaktivitat zu unterbinden - in einer mits Eefullten Styroporkiste zum
mikrobiologischen Labor an die Universitat nach Ukuar Durchfiihrung der PCR
transportiert.

Dort wurden die Komponenten fir die PCR nach fotlgan Konzentrationen
zusammengesetzt (gemal des Protokolls der LS-AG):

5 ul Template DNA (50-100 ng DNA enthalten)
2 ul Primer
1 Beat

ad 20 pl steriles Wasser

Da vier verschiedene Template-DNAs vorhanden waresassten nun acht PCR-
Ansatze zusammengemischt werden. Vier AnsatzediirNachweis auf das Invertase
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Gen und vier Ansatze fiur den Nachweis auf das derée CrylA-Delta-Gen des Bt-176
Maises.

Nach der Zusammensetzung der einzelnen Komponemteden die Gefal3e in das
PCR-Geréat gestellt und dieses wurde frei nhach dempléikationsprogramm aus dem

Protokoll der LS-AG programmiert:

Initialer Denaturierungsschritt: 3min 94 °C
1.) Denaturierungsschritt: 40 sec 94 °C
2.) Annealing der Primer: 40 sec 60 °C

3.)Verlangerung der Fragmente 40 sec 72°C
insgesamt 34 Zyklen

Finaler Verlangerungsschritt : 5min 72 °C

Kuhlen der Proben auf 4 °C

Danach erfolgte die elektrophoretische Trennungeiezelnen PCR-Ansatze, welche
mittels eines 2%igen Agarose-Gels und mit eineanBpng von 120 Volt erfolgte.

Nach circa 20 Minuten wurde das Gel mit Ethidiunmbicd (Etbr) gefarbt und

anschliel3end folgendes Foto davon gemacht (siebédiing 4).

2.4.3 Eigene Anmerkungen

Im LS-Labor Protokoll war eine hohere Zyklenzahl vidhZyklen angegeben. Herr Dr.
Stupperich vom Institut fir Mikrobiologie und Biatenologie der Universitat Ulm

empfiehl mir jedoch nur 34 durchzufuhren, da dieiit der DNA-Polymerase sonst
stark abnehme. Denn ,bei jedem Denaturierungssc(@8°C) gehen 2% (...)[der]

Polymerase Aktivitat verloren (ESTUPPERICH 2007b), somit ware ich bei 48 Zyklen
nahezu bei 0 % Enzymaktivitat angelangt. Laut HerrStupperich sollte man bei mehr
als 35 Zyklen frische Polymerase nachgeben.

In UIm habe ich einige Dinge gelernt, die fur medhr nitzlich waren. Zum Beispiel,
dass man die PCR-Produkte fur die Gel-Elektropleems Parafilm aufbringen, und
dort mit dem Methylenblau mischen kann. Von dortdsdie Tropfchen dann ganz
leicht abzupipettieren und in die Gelkammern zurfiiiheen.
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2.5 Die Diskussion des PCR Ergebnisses

Anhand des Fotos der abschlieRenden PCR, wirddat&zErgebnis diskutiert.

Abbildung 4: Gel-Foto der PCR, (Quelle: M. Winkler)

2.5.1 Der Mais Nachweis am Invertase-Gen

Das nachgewiesene Gen, das Invertase-Gen, hat@mge von 226 bp. Es konnte nur
eine Bande in dieser Gro3enordnung, namlich beiMigiskornern die uns tiefgefroren
aus dem Labor in Ulm geschickt wurden (mit roterailRjekennzeichnet) festgestellt
werden. Diese Bande zeigt, dass erfolgreich MaigxDiXtrahiert wurde, und in der
nachfolgenden PCR amplifiziert werden konnte. Umzgsicherzugehen, miisste noch
ein Verdau mit einem Restriktionsenzym durchgefilgrden, wie mir Herr Dr.
Stupperich sagen konnte: ,(...)Wenn das (in NEBcut@rhergesagte Muster dann

auch im Agarosegel nachweisbar ware, dann waredjeser Befund ,sicher”. (Dr. E.
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STUPPERICH 2007). Den Verdau konnte ich zmesem Zeitpunkt aufgrund von

Zeitmangel leider nicht mehr durchfihren.

2.5.2 Die fehlenden Banden

Die Banden, die fehlten waren einerseits die Maast\veis Banden am Invertase-Gen,
und andererseits auch die Veranderungs-Banden.

Dass bis auf bei den tiefgefrorenen Kornern keweiltase-Nachweis im Gel sichtbar
wurde, war naturlich enttauschend. Es gab einez®ldlvon Ursachen die bewirken
konnten, dass keine Mais-DNA nachweisbar war. Diesahrung hatte ich schon bei
meiner Elektrophorese in Memmingen gemacht, iniciewenig oder gar keine DNA
nachgewiesen habe. Dies ist auch im Experimentetonzulesen, dass die PCR nicht
funktioniert wenn die Templatemenge zu gering v§fl.(MuLHArDT, Cornel, S.84). Es
hatte auch daran liegen kénnen, dass die von mvélgiee Annealingtemperatur der
Primer nicht optimal war, was dann zur Folge hassddie Ausbeute sehr schlecht ist
(Experimentator, S.85). Hier ware es interessamtegen, den Versuch mit anderen
Temperaturen durchzufiihren, um herauszufinden jabdamit ein besseres Ergebnis
erzielen lasst. Es konnte auch daran liegen, dassngauber gearbeitet wurde und
dadurch die DNA entweder mit Nukleasen aus der Uinfven meinen Handen) oder
mit dem Ethanol, welches die PCR hemmt, in Kontgkkommen ist. In den
Anmerkungen des Quiagen Skriptes steht ausdricldiags man die Saule, an der die
DNA am Ende héangen bleiben soll, auf keinen Falt dem Ethanol in Kontakt
kommen darf ,(...) remove the DNeasy Mini spin colurdmom the collection tube
carefully so the column does not come into contdttt the flow-through, as this will
result in carryover of ethanol." (DNeasy Handbo&k?27). Eine Kontamination mit
Nukleasen kann auch beim Zusammensetzen der PC&z&nerfolgt sein. Unter dem
Punkt ,Negativkontrollen* rat das LS-Skript: ,UmedKontamination der Umgebung
zu bestimmen, wird bei jedem Arbeitsgang ein offeReaktionsgefald mit Puffer oder
Wasser mitgefuhrt.” (LS-Protokoll, S.4). Aul3erdewilten ,10% der Ansatze, aber
mindestens ein Ansatz Isolierungskontrollen (Prol®me Zielsequenz) bei der
gesamten Arbeit mitgefuhrt werden.“(LS-Protokoll4)S Diese Kontrollen fuhrte ich

nicht durch, da Herr Weber mir davon abriet.
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Der Experimentator beschreibt au3erdem, dass dssmic kann, dass die Nukleotide
kaputt sind oder ,(...)sich einer der Primer veralesadt(...)“ und dass ,(...) kann auch
bei Lagerung von -20°C passieren(...)" (S.84).

Andererseits kann auf3er der Kontamination durchAdiBenwelt auch eine zu kleine
Menge DNA extrahiert worden sein, was bereits vesatrt, dass in meinen
Ausgangstoffen vielleicht nicht genug DNA sondeastfnur Starke enthalten war. Da
ich bei der Arbeit mit den Maiskolben aus der Dase die Maiskérner vom Kolben

getrennt habe, kann es sein, dass ich fast aus@kthi Starke, und keine DNA

enthaltenden Zellen verwendet habe, da diese irmlkeg liegen.

Abbildung 5 : Aufbau des Maiskorns (www.mctdireotit, 28.10.2007)

Dass keine Veranderung nachweisbar war, war niditewverwunderlich. Einerseits,

da ja auch keine DNA im Invertase-Nachweis sichtikarde, und andererseits da Herr
Dr. Stupperich schlielich klarstellte, dass dieis¥@rner, die wir von ihm erhalten

hatten nicht die Veranderung aufwiesen auf welchaenPrimer passen.

Der Mais, der in Deutschland gekauft wurde, ndmirchForm von Mehl und die

Kolben, weisen keine Verdnderung auf. Fir Leberismgilt in Deutschland eine

Kennzeichnungspflicht, und da die beiden Probemtngekennzeichnet waren, war
davon auszugehen, dass sie keine Verédnderung tenthaid ich somit auch nichts
nachweisen kann. Bei dem Maismehl aus Mexiko wameVeranderungs-Nachweis

denkbar gewesen, jedoch auch wenn ausdriickliopealechnisch verandert deklariert,
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wies er eine sehr geringe Konzentration (weniger0al%) auf und es hatte auf3erdem

eine Veranderung sein kbénnen, auf die die Primenght passen.

2.5.3 Die uberschiissigen Banden

Ich konnte sowohl bei dem Invertase-Nachweis athdeim Veranderungs-Nachweis
Banden in Hohe von circa 100 bp erkennen.

Auffallig ist, dass sie beim Invertase-Nachweis logn Maismehlen sowie beim
Veranderungs-Nachweis beim Maiskorn (gvo) und bdiasmehl (ngvo) fehlen.

Somit lasst sich hier kein Zusammenhang zwischengaaetisch veranderten und den
nicht veranderten Organismen erkennen.

Die erste Vermutung war, dass es ein PCR-Ubersaeissnusste. Das einzige was in
der Elektrophorese mitlaufen kann sind Primer, oisedja einen kleinen Teil DNA
darstellen und somit auch negativ geladen sind.E>@erimentator beschreibt zu dem
Problem der ,unerklarlichen Banden®:

.Klassischer Fall von PCR-Artefakten: Die Primerbhgisieren am falschen Ort"
(MULHARDT, Cornel, S.84). Im weiteren Verlauf wird bescheep wie man dies
verhindern kann. Fr. Matin, MTA und Abteilungsleite vom LS-Labor war sich
aul3erdem sehr sicher, dass die restlichen Bandeitbdg gebliebenen Oligonukleotide
sind, was auch in etwa von den Basenpaaren hinkomviiede, da sich die Primer von
jeweils etwa 50 bp aneinanderlagern, und somitdheédvon 100 bp gefunden werden
konnen. Herr Dr. Stupperich beschreibt, warum digse,flau“ erscheinen: ,(...)Je
kirzer ein DNA- Fragment ist, desto wenige EtBrrkaingelagert werden und desto
Jflauer® erscheint auch die Bande: weniger EtBr-Blalle = geringere Fluoreszenz.”
(Dr. E. STuPPERICH 20074a).

18



3.Schluss

In dieser Arbeit wurde der Versuch unternommengdietechnische Veranderung am
Mais nachzuweisen. Trotz aller Theorie erwies sl@s dennoch als sehr schwierig.
Gerade deshalb wurde mein Interesse und meine d&egelg an
mikrobiologischen/molekularbiologischen Arbeitsvegisnoch mehr geweckt.

Alles in Allem ist das Thema Gentechnik eines di@3emen, tUber das sich sicherlich
noch viele Facharbeiten lohnen wirden. Im Zuge areRecherchen stellte ich fest,
dass ein derart komplexes Thema nicht mit einfac&rtungen wie ,gut‘ oder
»Schlecht* abzutun ist.

Man kann ganz klar sagen, dass es nicht richtjggettechnisch veranderte Pflanzen,
deren genaue Einfluisse auf das Okosystem man tanimdit voraussehen kann,
anzubauen, ohne sich um mdgliche Langzeitfolgenimounkern.

Es zeigten sich bereits negative Auswirkungen insMehsreihen mit Schmetterlingen.
Diese Versuche bewiesen, dass das Bt-Toxin niahSobédlinge wie den Maiszlnsler,
sondern auch andere Arten von Schmetterlingen uhBianen.

(vgl. www.greenpeace.de, d, 16.01.08)

AulRerdemwurde nachgewiesen, dass durch die von den Pflgmoetuzierten Toxine
nicht alle auf dem Feld befindlichen Schadlinge edbget werden. Das konnte
wiederum bedeuten, dass die verbleibenden Scha&dRegistenzen gegen das Gift
entwickeln. (vgl. www.wikipedia.de, c, 16.01.08)

Obwohl die veranderten Pflanzen Vorteile, wie zumeisBiel geringeren
Pestizidverbrauch bieten, sollten sie erst ausgesgrden, wenn ausreichend geklart
ist, was fur Auswirkungen auf uns, unsere Nutztiemed unser komplexes Okosystem
zu erwarten sind.

Man sollte unsere Umwelt vor den moglichen Auswirgen schitzen, bevor sie
eintreten, und nicht versuchen sie riickgangig zah@a wenn sie schon langst passiert
sind, und womaoglich irreversible Schaden hintedadsaben.
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