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Referat

Kvalgy, K. 1998. Overvaking og detektering av genetisk
materiale fra GMOer og GMO-baserte produkter. - NINA
Oppdragsmelding 574: 1-39.

I forbindelse med eventuell utsetting, import og bruk av
genmodifiserte organismer (GMOer) bade i forsknings- og
kommersiell sammenheng, vil det veere nedvendig med
overvaking av utilsiktede negative konsekvenser. Forvalt-
ningens ansvar er a se til at kontroll og overvaking foretas
pa best mulig mate ved at kompetanse foreligger bade pa
det teoretiske og praktiske plan. De negative konsekvenser
det her kan veere snakk om, avhenger av hvilken form
GMOen eller materialet som stammer fra GMOen foreligger
i, i tillegg til hvilket formal og bruksomrade denne eller dette
materiale er tiltenkt.

Prosjektet er todelt hvor fgrste del er en vurdering av emnet
rent teoretisk (del I), mens den andre delen er en praktisk
laboratoriedel (del 1) hvor malet var a opparbeide kompe-
tanse for metodikk til bruk ved overvaking og pavisning av
GMOer og genetisk materiale som har sitt opphav i denne
type organismer. Det er i begge delene lagt storst vekt pa
plantemateriale.

Del | tar for seg bade generelle apekter ved overvaking av
GMOer og rundt spesifikk pavisning av enkelte genmodi-
fiserte plantetyper som finnes pa markedet i dag. Utredning-
en tar for seg temaer som regulering, kommersialisering og
merking av produkter som stammer fra genmodifiserte
planter. Ulike typer metodikk for pavisning av GMO-baserte
produkter vurderes, med hensyn til analytiske egenskaper.

| del Il er det fokusert pa metodikk for kvalitativ pavisning av
genetisk plantemateriale, med ulikt utgangspunkt. Plante-
materiale som blir analysert er transgent potet-, tomat- og
soya-materiale i tillegg il materiale fra ikke-transgene
planter. Flere typer matprodukter ble ogsa analysert for a
kunne se om metoden fungerte pa slike prever. Pavisning-
en tok utgangspunkt i bade naturlig tilstedevaerende og
innsatte "transgene” genetiske elementer.

Oppsiktsvekkende resultater ble oppnadd under scre-
eningsprosedyren utfart i del Il da fire av prevene (to
varianter av to ulike produkter) pa markedet i norske
butikker viste seg & inneholde materiale som stammet fra
den genmodifiserte soyabgnnen Roundup Ready™ Soya
produsert av det amerikanske selskapet Monsanto. Pavis-
ningen foretatt i juni 1998 var den farste av sitt slag i Norge.
Det ene produktet var merket med "Soyabennene er ikke
genmodifisert”. Det andre produktet var umerket.

Metoden som ble brukt i det praktiske arbeidet var den
sakalte PCR-teknikken. Denne falsomme teknikken kan
teoretisk sett pavise genetisk materiale som er tilsetede i en
enkelt kopi. Det kan imidlertid foreligge begrensninger for
en slik sensitivitet bade metodisk og i forhold til hvilken type
materiale en har som utgangspunkt for analysen. | enkelte
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bearbeidede produkter kan begrensningen veaere enten at
DNAet er sterkt nedbrutt eller at det finnes andre stoffer i
utgangsmaterialet som kan hemme PCR-teknikken. Uten
spesialapparatur er ngyaktig kvantifisering av andel
transgent versus ikke-transgent materiale vanskelig a be-
stemme.

| forventning om at genetisk informasjon nedvendig for
pavisning av GMOer og genetisk materiale som stammer
fra disse vil bli vanskeligere tilgjengelig i framtiden enn den
er i dag, foresldes det opprettelse av en database hvor slik
type informasjon kan samles.

Emneord: GMO - GMO-baserte produkter - pavisnings-
metoder - PCR-teknikk - Roundup Ready Soya.

Kirsti Kvalay, Norsk institutt for naturforskning, Tungasletta
2, 7005 Trondheim
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Abstract

Kvalgy, K. 1998. Monitoring and detection of genetic
material derived from GMOs and GMO-derived products. -
NINA Oppdragsmelding 574: 1-39.

The release, import and use of genetically modified
organisms (GMOs) both related to research- and com-
mercial trade might have unforeseen negative effects on
health and environment. These potential negative effects
are necessary to monitor. The regulatory authority’s re-
sponsibility is to see that control and monitoring is under-
taken in the best possible way by insuring that knowledge is
present both at the theoretical and practical level. The
negative consequences related to this topic depend upon
the GMO or the material derived from it in question, the
condition of the GMO-material, in addition to what purpose
and area of use this organism or material might be intended
for.

The project was divided into two parts where one part is an
evaluation of the topic on a theoretical basis (part 1), while
the second part is a practical one performed in a laboratory
(part ). The purpose of the second part was to build up
practical knowledge on how to monitor and detect GMOs
and material derived from these types of organisms. in both
parts plant material is strongly emphasised.

Part 1 include both general aspects around monitoring of
GMOs and more specific description on the detection of
certain types of genetically modified plants on the marked
today. The report entails topics such as regulation; com-
mercialism and labelling of products which are derived from
genetically modified plants. Various methods for detecting
GMO-based products are evaluated in relation to their
analytical abilities.

In part II methods for qualitative detection of genetically
modified material from various sources is emphasised.
Plant material that is analysed is derived from transgenic
potato-, tomato- and soya- in addition to material from non-
transgenic plants. In addition several types of food products
were also analysed to test the method on different sources
of material. The basis for the detection was to be able to
identify naturally occurring and transgenic genetic ele-
ments.

Astonishing results were obtained during the screening
procedure performed in part Il when it was discovered that
four samples (two varieties of two different products) on the
market in Norwegian stores contained material derived from
the genetically modified soybean Roundup Ready™ Soya
produced by the American company Monsanto. The dis-
covery was done in June 1998 and was the first of its kind
in Norway. One of the products were labelled with "The
soybeans are not genetically modified”, the other one was
not labelled.

The method that was focused on in the practical work that
was performed was the PCR-technique. This sensitive
technique can theoretically enable the detection of genetic
material that is present only in one copy. However, there
might be limitations to this sensitivity both methodically and
dependent on what type of source the DNA is derived from.
In some of the processed products the limitations might be
that the DNA is heavily degraded or that there are other
compound present in the sample that might inhibit the PCR-
reaction. Without special apparatus the exact quantification
of the portion of transgenic material versus non-transgenic
is difficult to determine.

In the anticipation of genetic information necessary for
detection of GMOs and GMO-derived material being less
available in the future than it is today, | suggest the
establishment of a database where such information is
gathered.

Key words: GMO - GMO-based products - detection
methods - PCR technique - Roundup Ready Soya.

Kirsti Kvalgy, Norwegian Institute for Nature Research,
Tugasletta 2, N-7005 Trondheim, Norway.
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Del I: Teoretisk del - Kirsti Kvalay
1 Innledning til del |

| forbindelse med eventuell utsetting, import og bruk av
genmodifiserte organismer (GMOer) bade i forsknings- og
kommersiell sammenheng, vil det veere nedvendig med
overvaking for & kunne oppdage utilsiktede konsekvenser.
Forvaltningens ansvar er & se til at kontroll og overvaking
foretaes pa best mulig mate ved at kompetanse foreligger
bade pa det teoretiske og praktiske plan.

Denne teoretiske delen starter med litt generelle betrakning-
er rundt bruk og risikovurdering av forskjellige typer GMOer.
Det er fokusert pa planter fordi dette er typen organismer
med sterst relevans mhp. forvaltning pa det navaerende
tidspunkt. Rapporten tar for seg generelle aspekter ved
overvaking av GMOer og fokuserer s& mer spesifikt pa
enkelte typer av genmodifiserte planter som er kommersielt
tilgjengelig i dag.

Store deler av rapporten dreier seg om temaer relevante
ved kommersialisering og analyse av materiale som er
basert pa genmodifiserte planter. Grunnen til denne fokuse-
ringen er delvis at den praktiske delen av prosjektet ble
startet i et laboratorium i London, England hvor de holder
pa med analyse av genmodifiserte matprodukter, men ogsa
fordi det kanskje er denne typen genmodifisert materiale
som i dag er viktigst for forvaltningen & kunne kontrollere /
pavise.

1.1 Bruk og risikovurdering av
genmodifiserte organismer
(GMOer)

@kt kunnskap om organisering av genetisk materiale i

organismer og bruk av genteknologiske teknikker har spe-

sielt i lopet av de siste fem til ti arene fort til en drastisk

gkning i antall genmodifiserte landbruksplanter. Typene

genmodifiseringer som har vaert foretatt av planter kan grovt

sett inndeles i felgende:

* Resistens overfor sykdom, ugrasmiddel, skadeorganis-
mer

* Resistens overfor stress (hgy saltkonsentrasjon, terke,
hgy temperatur, kulde)

¢ Forbedring av kvalitet (stivelsesinnhold, naeringsinnhold,
forbedret holdbarhet)

e Bruk i farmasgytisk industri

Tabell 1 viser en oversikt over egenskaper som er satt inn i
GMPer.

Genetisk manipulasjon av landbruksplanter har etter hvert
blitt et av hovedsatsingsomradene innen landbrukssektor-
en. | dag er minst 27 ulike typer genmodifiserte land-
bruksplanter testet i felt i EU (se tabell 2). De fleste felt-
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Poulsen 1997).

Tabell 1. Oversikt over egenskaper satt inn i GMPer (Madsen &

Egenskap

Herbicidtoleranse

Insekttoleranse

Virustoleranse

Sopptoleranse

Bakterietoleranse

Blomsterfarge

Endrede metabolitter
Torketoleranse

Toleranse overfor oksydativt stress
Kuldetoleranse

Salttoleranse

Glyfosat-toleranse
Glufosinat-toleranse
Bromoksynil-toleranse

Toleranse overfor ALS-inhibitorer

Bt-toksin

Protease inhibitorer
-amylase inhibitorer
Lectin proteiner

Virus-kappeproteiner
Satellitt RNAer
Replikase

Antisens

Defekt

Tabell 2. GM-planter sokt om utsetting innen EU (mai 1998): viktigste kultiverte planter (SNIFS- Summary Notification Information of

Format)

Viktigste Totalt* Herbicid- Metabolisme Insekt- Hann-  Virus- Sopp- Bakterie- Nematode- Bare
kulturer resistens modifikasjon resistens sterilitet resistens resistens resistens resistens markergen
Mais 314 286 8 141 25 4 1 1 0 1
Raps 267 198 44 2 78 1 19 1 0 3
Sukkerbete 200 178 13 0 0 41 1 0 0 0
Potet 127 10 75 18 5 17 19 9 4 1
Tomat 67 5 30 4 2 27 2 0 0 2
Tobakk 47 11 27 0 0 3 4 0 1 2
Sikori 37 39 0 1 31 0 0 0 0 0
Treer*™ 17 2 6 1 2 0 0 0 0 10
Grennsaker™* 16 4 4 5 4 2 1 0 0 0
Melon/squash 14 0 1 0 0 13 0 0 0 0
Hvete/bygg 13 8 5 0 2 0 3 0 0 4
Soyabgnne 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0
Bomull 14 8 0 9 0 0 0 0 0 0
Frukt** 16 0 7 2 0 3 4 0 0 1
Antall foresparsler

totalt forGM-planter 1193

*

egenskap
** Poppel, osp, bjark, eukalyptus, gran, furu
*** Blomkal, salat, aubergine, gulrot
****Drue, eple, plomme, sitrus, jordbaer, kirsebaer, kiwi, oliven

Grunnen til at det totale antallet er lavere enn egenskapene lagt sammen, er at det i enkelte av plantene er tilfart mer enn en
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utsettinger i EU ble foretatt i Belgia, Frankrike, Halia,
Nederland og England.

Antall og typer av genmodifiserte planter testet i felt i USA
er mye mer omfattende enn i EU, noe som bl.a har fort il
forenklede reguleringsprosedyrer. | USA ma planter som er
regulerte (slik som genmodifiserte planter) og som skal
settes ut i naturen gies godkjenning av APHIS, “Animal and
Plant Health Inspection Service”. Hvis APHIS oppnar
“Finding Of No Significant Impact” (“FONSI™), blir en god-
kjienning utstedt. “Notifiseringer” er en type forenklet god-
kjennelse for utsetting hvor godkjenningsprosedyren fram-
skyndes (effektiv fra 30. April 1993). Det er bare enkeite
planter slik som tomat, mais, tobakk, soyabgnne, bomull og
potet som oppfyller kravene til slik forenklet regulerings-
prosedyre. | tillegg til slike forenklede prosedyrer, har
APHIS deregulert enkelte typer GM-planter. Dette er van-
ligvis et skritt mot kommersialisering av produktet. Tabell 3
viser antall feltutsettinger i USA av de mest vanlige land-
bruksplantene fra 1987 til 30.11 1997 og tabell 4 viser en
oversikt over antall tillatelser og “notifiseringer” arlig i det
samme tidsrommet.

Tabell 3. Feltutsettinger*: Mest
vanlige landbruksplanter i USA
(APHIS) fra 1987 til 3.11.1997.
Plante Antall
Mais 1420
Tomat 369
Soyabenne 329
Potet 332
Bomul! 237
Melon & squash 120
Tobakk 114
Raps 81
Sukkerbete 39
Ris 22
Hvete 28
Alfalfa 19
Agurk 16
Krypkvein 11
Solsikke 10
Salat 8
Eple 8
Peangtt 6
* Tillatelser og notifiseringer

Spesiell bekymring har vaert knyttet til potensielle negative
konsekvenser av stor-skala utsettinger av enkelte av de
genmodifiserte kulturplantene. Av spesiell relevans er de
typer planter som involverer resistens overfor sykdom,
ugrasmidler, skadeorganismer og planter med gkt toleranse
overfor stress. De sistnevnte plantene vil ha spesiell risiko

knyttet direkte til egenskapen de er genmodifisert for, men
om risikoen er stor eller liten vil ofte avhenge av hvilken
type plante det gjelder og i hvilket miljg utsettingen skal
forega.

Tabell 4. Oversikt over arlige tillatelser og “notifise-

ringer” i USA (APHIS) fra 1987 til 3.11.1997.
Tillatelser +

Ar Tillatelser  “Notifiseringer” “Notifiseringer”

1987 5 -

1988 16 -

1989 30 -

1990 51 -

1991 90 -

1992 160 -

1993 117 189 306

1994 69 515 584

1995 87 620 707

1996 114 490 604

1997 104 643 747

Problemer med oppbygging av resistens overfor ulike typer
pest har veert et konstant problem. Erfaring har vist at minst
447 arter av leddyr har utviklet resistens overfor ulike
pesticider (Georghiou, 1990; Roush & McKenzie, 1987).
Bekymringene i forbindelse med GMPer gjort resistente
overfor ulike typer angrep har veert knyttet til den samme
problemstillingen, nemlig faren for oppbygging av resistens
malorganismen mot GMPene. En slik utvikling vil forverre
den opprinnelige situasjonen slik at nye tiltak mot den
aktuelle pesten eller skadeorganismen hele tiden ma ut-
vikles. Bruk av GMPer modifisert for heyere toleranse
overfor angrep av sopp og bakterier er ogsad omdiskutert
mhp. hvor lang tid en slik toleranse kan opprettholdes.

Herbicidresistens i GMPer kan enten oppnas ved over-
produksjon av malsetet for herbicidet, degradering av her-
bicidet eller ved & senke affiniteten for herbicidet (se f.eks.
Kvalgy et al. 1998). Den viktigste potensielle problemet ved
bruk av herbicidresistente GMP er utvikling av herbicid-
resistent ugras. Dette problemet kan oppsta under selektivt
press om den fransgene planten har potensiale for
dannelse av hybrider med beslektede ugrasarter eller om
den selv kan forville seg til miljget og danne ville popu-
lasjoner. Om ulike herbicidresistens gener brukes i samme
type landbruksplante, kan dette fare til multiresistente
kulturer.

Planter modifisert til & tale stress bedre enn de opprinnelige
ikke-modifiserte variantene har potensiale for okt “fitness”
under gitte betingelser og representerer trolig derfor den
storste risikoen for uforutsett etablering og invasjonsevne
enn mange av de andre genmodifiserte variantene. Dette
gier at denne type planter har stort potensiale for a fare
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til negative konsekvenser bade i landbruks- og gkologisk
sammenheng.

Planter er blitt gjort virusresistente ved at de er blitt tilfert
viruskappe-protein. Metoden har vist seg a vaere brukbar
for mange typer virus og for ulike typer vertsplanter som
f.eks. tomat som utrykker TMV-kappeprotein og potet som
utrykker resistens overfor PVX- og PVY-virus. Stor-skala
bruk av virusresistente planter hvor plantene har fatt tilfort
et virus-kappeprotein, har imidlertid veert et svaert kontro-
versielt tema pga to mulige farer; Den farste er at et annet
virus enn den som planten er gjort resistent overfor, kan
infisere den transgene planten og at nukleinsyren baret i
dette viruset kan bruke kappe-proteinet allerede tilstede i
planten for sa & fa endret vertsspekter eller virusfunksjoner.
En annen type fare er at det skjer en rekombinasjon mellom
kappe-protein RNAet produsert av den transgene planten
og et sekundaert virus som infiserer planten, og at disse
tilsammen danner en ny type virus. Det foreligger
dokumentasjon fra laboratorieforsgk over at slike hendelser
kan forekomme (Lecoq et al. 1993; Greene & Allison,
1994).

Metodikk for sa tidlig som mulig & kunne pavise gen-
spredning er viktig fordi egenskaper ved eventuelle hybrider
mellom den genmodifiserte planten og planten den even-
tuelt har hybridisert seg med vil vaere ukjente. At det er
muligheter for at transgener skal spres fra kulturplanter til
ugras er de fleste enige om fordi erfaring har vist at planter
ofte krysser seg med hverandre, utveksler gener og av og til
produserer fertilt avkom. For eksempel er oljeraps og havre
selv planter som er et resultat av en hybriddannelse. Hvis
en genmodifisert kulturplante ikke har noen ville slektninger
a krysse seg med, er det liten sannsynlighet for at trans-
genet blir spredt. Imidlertid er det mange landbruksplanter
som dyrkes der det finnes ville slektninger, inkludert
oljeraps, ris, mais og bete. Sweet uttalte nylig “da vi starter
med stor-skala dyrking av genmodifisert oljeraps gjennom-
fart i England, vil plantene vaere overalt” (Brookes, 1998) og
dette er nok tilfelle med enkelte typer planter i visse milja.

| likhet med GMPer kan konvensjonelle kulturplanter ogsa
selvsagt overfare genetisk materiale til ugras. Representer-
er da genmodifiserte planter en starre trussel for miljget
rundt enn konvensjonelle landbruksplanter av samme opp-
rinnelse? Om transgener vil opprettholdes i plantepopula-
sjoner over tid avhenger av selektivt press for opprett-
holdelse av disse i miljget. Planter med resistensgener
overfor spesifikke insekter eller virus som f.eks. Bt-mais
eller Bt-bomull som inneholder resistens overfor insekt-
larver, kunne teoretisk sett gi disse plantene et konkur-
ransefortrinn bade innenfor og utenfor dyrkingsomradet.
Om dette ville vaere av betydning i akologisk eller land-
brukssammenheng avhenger av om det spesielle insektet
eller pesten som planten er gjort resistent overfor er en
viktig faktor for kontroll av plantens overlevelse og konkur-
ransedyktighet.

Enkelte mener at genmodifiserte planter er mindre risikable
mhp uforutsette konsekvenser enn konvensjonelt fram-
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avlede kuiturplanter fordi det her er snakk om overfgring av
fa gener i forhold til tusenvis av gener ved konvensjonell
avl. Dette kan vaere en sannhet med modifikasjoner hoved-
sakelig pga at metoden for innsetting av genetisk materiale i
planter ved genteknologiske metoder farer til ukontrollert
innsetting i plantens eget genom noe som kan fare til endret
genetisk utrykk i planten. Bergelson (1998) viste nylig at
en type herbicidresistente transgene sennepsplanter var
tiue ganger mer promiskugse enn andre konvensjonelle
sennepsplanter trolig fordi det introduserte genet hadde
avbrutt andre gener som hadde med pollinering og / eller
fertilitet a gjore.

1.2 Bruk og risikovurdering av
genmodifiserte dyr

Det kommersielle omfanget for bruk av genmodifiserte dyr
er fremdeles veldig lavt i forhold til genmodifiserte planter. |
NINA-oppdragsmelding nr. 476 (Kvalgy, 1997) er eksempler
pa genmodifiserte dyr som allerede er tatt i bruk eller som
en teoretisk sett kan tenke seg vil bli tatt i bruk i framtiden,
kort omtalt. Eksempler pa dyr en har genmodifisert er falg-
ende; insekter, orm/mark/nematode, frosk, fisk, kyiling,
mus, kanin, geit, sau, ku og gris.

Insekter som i artstall overstiger fem sjettedel av alle dyr pa
jorda, har sa langt vist seg a veere forholdsvis vanskelig a
genmodifisere. Bare banaflua (Drosophila melanogaster)
blir genmodifisert i forskningssammenheng pa en rutine-
messig basis. Tatt i betraktning den store innflytelsen
denne dyregruppen har pa bade global matproduksjon og
som vektor i noen av de mest dedelige sykdommene som
finnes, tror mange at & utvide spekteret av insekter som kan
genmodifiseres vil vaere en viktig strategi bade for a
nyttegjere seg av insekter relatert til biologisk kontroll og i &
konstruere pest-kontroll strategier. Nylig er det rapportert
stabil transformasjon av Middelhavs banaflua (Loukeris et
al. 1995) og dengue/gulfebermyggen (Jasinskiene et al.
1998; Coates et al. 1998). Dette kan tyde pa at genmani-
pulering av andre skonomiske og medisinsk viktige insekt-
arter kan forventes i naer framtid (Marshall 1998). Det
knytter seg imidlertid stor bekymring til utsetting av gen-
modifiserte insekter. Potensiell effekt av utsetting kan vasre
knyttet direkte til den transgene egenskapen eller til det
faktum at det foretaes en introduksjon av en fremmed art.
Vurdering av potensielle effekter knyttet til det sistnevnte
kan relateres til klassisk biologisk bekjempelse ved bruk av
insekter og risiko ved dette (Hindar et al. 1992).

Relatert til utsetting av genmodifiserte dyr miljget, har det
ikke skjedd mye de siste par arene, men malet ved
dannelse av transgene dyr har vel i de fleste sammen-
henger heller ikke veert utsetting av dyrene i naturlige
miljger. Nar det gjelder utvikling av transgen fisk har antall
arter som har blitt gjort transgene gkt kraftig de siste arene.
Folgende er eksempler pa arter som er blitt genmodifisert:
reinbuegrret, Medaka, gullfisk, laks, Tilapia, zebrafisk,
gjedde, karpe. Det har veert fokusert pa utvikling av fisk
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med akselerert vekst, toleranse til lave temperaturer og
sykdomsresistens. Fremdeles er utsetting av transgen fisk
et kontroversielt tema pga den forventede negative inn-
virkningen en slik aktivitet vil ha pa gkosystemet.

1.3 Bruk og risikovurdering av gen-
modifiserte mikroorganismer

Forskning, utvikling og bruk av genmodifiserte mikro-
organismer (GMM) i verden i dag er i rask utvikling. Fra a
vaere fokusert pad manipulering og bruk av GMM i
laboratorier for studier knyttet til biologiske og medisinske
problemstillinger, har nd mer oppmerksomhet blitt viet til
problemstillinger knyttet til interaksjoner mellom GMM og de
ulike miljger som de er i kontakt med.

GMMer blir benyttet i ulike henseender. De kan benyttes for
a produsere kompliserte molekyler som f.eks. insulin og
veksthormon. De kan ogsd benyttes til produksjon av
vaksiner, tilsetningsstoffer i mat, aktive stoffer i vaske-
pulver. De kan inkorporeres som “biosensorer” som kan gi
mal pa tilstedeveerelse av srsma mengder av gitte sub-
stanser eller de kan tilsettes til vann slik at det ikke fryser.
Annen bruk er f.eks. ved opprensking av oljesal.

Et meget omdiskutert tema innenfor problematikken rundt
utsetting av GMM er knyttet til muligheten for horisontal
genoverfering. Forelepig er kunnskapen mangelfull mht
bade frekvens og utstrekning av slike hendelser. Det
eksisterer noe kunnskap om de biologiske mekanismene
ansvarlige for horisontal genoverfgring, men kunnskap
spesielt rundt overfering i naturlige stammer og de evolu-
sjonsmessige konsekvensene slike overferinger har, er
fortsatt svaert mangelfull.

Risikovurdering relatert ti GMM avhenger av om metodene
som brukes er egnet for deteksjon av disse i miljget, og en
evaluering av effekten GMMen eventuelt har pa utsettings-
miljget. Ulike deteksjonsmetoder, bade generelle og spesi-
fikke, kan taes i bruk for deteksjon og overvaking av GMM.
Et problem ved deteksjon av bakterier i deres naturlige milje
kan veere & skille mellom levende og dede bakterier eller de
som er i et slags hvilestadium. Bakterier som er levende,
men ikke dyrkbare (VBNC "viable but non-culturable") kan
0ogsa by pa et problem. Aktivt delende bakterier antas &
representere en storre risiko enn dgde bakterier fordi de pa
en annen mate kan ha interaksjon med miljget ved kon-
kurranse med naturlig forekommende mikroorganismer,
produksjon av metabolitter, utnytting av ulike substrat,
naeringsstoffer, gasser osv.

Detektering av GMM kan skje pa flere mater; 1) enten
direkte ved pavisning av spesifikke nukleinsyrer unike for
organismen eller det genetiske materialet som er satt inn
f.eks. ved bruk av PCR-teknikken, 2) pavisning av feno-
typiske uttrykk av det innsatte genetiske materialet ved
immunologiske metoder eller ved seleksjon av f.eks.
innsatte antibiotikaresistens-markerer eller 3) pavisning av

deteksjon av enzymatisk aktivitet av “reporter’gener som
mal pa uttrykk av genet av interesse. For videre beskrivelse
av deteksjon av mikroorganismer se f.eks. rapport utgitt av
NordTest (Winding et al. 1997).
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2 Overvaking av GMOer

A overvake er & observere eller & faolge utvikling eller
prosesser innen et interesseomrade. Relatert til GMOer kan
en slik overvaking skje pa forskjellige nivaer fra langsiktig
natur- elier miljgovervaking, til mer kortsiktig overvaking av
miljgeffekter direkte relatert til forsgksutsetting. Relevante
metoder i sammenheng med overvaking i felt kan ogsa
veere de benyttet ved kontroll og inspeksjon av innhold
av GMO-derivert materiale i grennsaker, frg, for eller
menneskemat bl.a. fordi det ofte er de samme organismene
det fokuseres pad med samme genetiske materiale satt inn. |
et langsiktig perspektiv begr det ogsd innga overvaking
knyttet tii GMQOens nye egenskaper og dennes stabilitet
over tid.

| en overvakingsprosedyre kan en pavise miljepavirkning
som kan vaere fordelaktig, ngytral eller skadelig. Om over-
vaking vil vaere av nytte for vurdering av miljgpavirkning
eller for vurdering av risiko, vil avhenge av informasjon som
allerede eksisterer rundt GMOen og miljget den settes ut i.
Den eventuelle innvirkningen GMOer har pa miljget er en
konsekvens av ftilsiktede og utilsiktede effekter hvor de
tilsiktede effektene bestemmes ved den planlagte bruken av
organismen. Uforutsigbare miljgpavirkninger kan imidlertid
ogsa oppstd, men siden disse innvirkningene ikke er for-
utsett, kan de ikke bli systematisk overvaket fer de er opp-
daget (Kvalgy, 1997). Dette er trolig det viktigste argument-
et for en “fgre-var’-holdning til denne typen problematikk.

Overvaking av en GMO innebaerer en prosess hvor malet er
& folge effekier av en utsetting over tid ved bruk av kjente
metoder. Et program med lange, uavbrutte dataserier med
jevn frekvens fra bestemte omrader, bar vsere rammen
rundt et overvakingssystem. Samtidig ma en slik prosess
inneha muligheten til fleksibilitet hvis en ny, uforutsett
situasjon skulle dukke opp. Et mal her vil vasre at en ved
overvakingen klarer a pavise effekter av en utsatt GMO s&
tidlig som mulig slik at rammene for overvakingen eventuelt
kan forandres undervegs. For at en slik pavisning skal vaere
mulig, forutsettes det at en vet hvor, nar og hvordan en ma
ta prever. Ut ifra type GMO og kunnskapen som eksisterer
om denne vil malet vaere & kunne forutse hvilke parametre
en er nedt til & undersgke. Her kan det antas at praktiske
og skonomiske begrensninger i stor grad vil legge rammen
rundt overvakingsprosedyren.

Overvaking av en GMO bgr bygge pa bade skologiske,
molekylaerbiologiske og populasjonsgenetiske metoder.
Metodevalget ma i stor grad baseres pa hvilken type GMO
en har som utgangspunki. Bestemmelse av hva en skal ta
prgver av, hvor mange prgver som er ngdvendig for &
oppna tilfredsstillende sannsynlighetsniva for pavisning av
endringer over tid og hvilke metoder en skal bruke for
innsamling av materiale, bar bygge pa gkologisk metodo-
logi. Selve den detaljerte analysen av innsamlet materiale
ma i stor grad forega ved hjelp av molekyizerbiologiske og
populasjonsgenetiske metoder. Her kan generelle metoder
for pavisning av genetisk materiale og genprodukt benyttes
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for alle typer GMO. At det pa forhand foreligger god kunn-
skap relatert til det innsatte genetiske materialet er en
forutsetning for slik type pavisning. Forutsatt at slik type in-
formasjon er tilgjengelig, gjer at sannsynligheten for pa-
visning av eventuell spredning av GMOen eller transgener
er stor idet det genetisk modifiserte DNAet selv kan egne
seg som malsekvens for deteksjon ved genteknologiske
teknikker. Dette betyr at hovedbegrensningene i en over-
vakingsprosedyre i stor grad avhenger av faelsomheten fil
prevetakingsprosessen.

@kologer samler data for a teste framsatte hypoteser. Disse
hypotesene er ofte like viktige som dataene. | mange sko-
logiske studier stilles spersmal relatert til populasjons-
dynamikk; Hvor mange individer finnes i populasjonen?
Endres dette antallet over tid? Hvilke faktorer har innflytelse
pa den observerte variasjonen? Defte er spgrsmal som
ogsa er viktige ved overvaking av genmodifiserte organism-
er. Estimering av populasjonstetthet og populasjonsstarr-
else spilier en sentral roile i slike studier for & kunne
estimere tilstanden til GMOen selv og populasjoner som
kunne antas a variere som fglge av at en organisme er satt
ut.

Et sentralt spersmal i overvakingsprosedyren er hvor stort
antall prever en ma ta for & oppna at de innsamlede data i
sterst mulig grad representerer virkeligheten. Dette beregn-
es ved statistisk analyse som baseres pa enkelte kjente
faktorer og godkjente feilmarginer (se f.eks. Krebs, 1989).

Overvakingsprosedyrer bygger ofte pa vurdering av risiko
forbundet med en aktivitet - her f.eks. selve utsettingen av
en GMO. Definisjon av risiko kan uttrykkes som:

Risiko = Hendelse x Fare

En kort definisjon pa “risiko” vil vaere “potensialet for skade

som et resultat av at en fare blir realisert”. Sentrale spors-

mal i forbindelse med gkologisk risikovurdering av GMOer

er:

» At transgene organismer kan forville seg eller vasre
invasjonsdyktige i naturlige habitater

+ At deres genetiske materiale vil kunne overfares til ville
slektninger og at hybridavkommet blir mer forvillet eller
mer invasjonsdyktig

e At transgene organismer vil kunne gi direkte skade pa
mennesker, husdyr eller andre naturlig forekommende
organismer (inkludert eventuelt at genene kan overfares
til mikroorganismer ved horisontal genoverfaring).

Potensielle skader pa skosystemet ved introduksjon av en
ny organisme er ikke alltid lett & identifisere. Det er kom-
plekssiteten av de biologiske og miljgrelaterte prosessene
som gjer at utviklinger eller hendelser er vanskelig & forutsi.
I enkelte tilfeller kan likevel tidligere erfaringer med introdu-
serte organismer i gitte miljg veere av hjelp.

Bakgrunnen for all type analyse er det & kunne pavise
organismen selv, hybrider av denne, elier genetisk mate-
riale fra denne overfert til ulike typer miljs. Ellers er det
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viktig med en neye planlagt overvakingsstrategi basert pa
kunnskap om GMOen, miljget hvor organismen er planlagt
satt ut og interaksjon mellom de to. Det eksisterer mye
erfaring og kunnskap rundt overvaking av miljgeffekter som
felge av menneskelig aktivitet. Det er relevant & benytte slik
type metodologi og kunnskap ved overvaking av GMOer.
Erfaringer ved slike typer studier har imidlertid vist at det er
vanskelig & evaluere effekter pa biologiske systemer pga
vanskeligheten ved a estimere wokologiske endringer og
mangel pa kunnskap om den faktiske effekten. Ingen risiko-
vurderingsmodell har evne til med absolutt neyaktighet a
kunne forutsi gkologisk endring som falge av menneskelig
aktivitet fordi det hersker usikkerhet rundt en rekke faktorer.
Disse kan relateres til 1) usikkerhet mht. de estimerte
verdier som danner grunnlaget for risikovurderingen, 2)
usikkerhet mht selve modellen som er valgt og miljg-
effekter pa denne og 3) usikkerhet mht om modellen som er
valgt innehar dynamikken som reflekterer virkeligheten
(Osenberg & Schmitt, 1996). Den beste maten a kunne
forutsi effekten av en hendelse pa er a integrere felt data,
laboratoriedata og risikovurderingsmodeller. Data fra slike
studier ma sa sammenliknes med den faktisk responsen
den spesifikke aktiviteten har pa miljget.

For effektiv overvaking av spredning av transgener fra
GMOer ved en storskala- felt-utsetting, er det nedvendig
med metoder som er raske, presise og med et potensiale
for kvantifisering. At metoden er presis er spesielt viktig ved
maling av hendelser som forventetes & skje sjelden, fordi
falske positive kan ha meget stor innvirkning pa det
endelige resultatet (Rogers, 1996). For eksempel fant
Kareiva og kollegaer (1994) at deteksjon av falske positiver
(dvs a definere en prgve som positiv nar den egentlig er
negativ) i en sterrelsesorden fra 1 il 10 000 forte til be-
tydelig overestimering av transgen spredning. At pa-
visningsmetoden er rask er ogsa veldig viktig fordi
prevetakingsantallet ma veere stort for at spredning skal
kunne detekteres (Rogers, 1996).

2.1 Genmodifiserte planter (GMPer)

Forskjellige metoder er utviklet for innsetting av “fremmed”
DNA i planteceller som fagrer til en transformert plante.
Metodene baserer seg pa 1) biologiske vektorer, 2) fysiske
eller 3) kiemiske metoder. For mer detaljert beskrivelse av
metodene se f.eks. Potrykus og Sprangenberg (1995). Av
et transformasjonssystem burde det kreves fglgende
(gjengitt i Hemmer, 1997) for at eventuelle endringer i feno-
typiske egenskapene til en transgen pa best mulig mate
skal kunne forutsees over tid:

1 Stabil integrasjon inn i vertsgenomet uten strukturelle
forandringer av det innsatte DNAet

2 Integrering av et gitt antall kopier av det transformer-
ende DNAet (vanligvis > 1)

3 Stabilitet av den nye fenotypen over flere generasjoner

4 Eventuelle vevs- og utviklings-spesifikke reguleringer av
det introduserte genet

Blant alle GM-plantene som har blitt godkjent til na, har den
mest brukte transformasjonsmetoden veert bruk av et modi-
fisert plasmid fra batsteinen Agrobacterium tumefaciens.
Metoden omfatter ofte et todelt vektorsystem hvor en vektor
inneholder genene som skal overfgres til planten og det
andre inneholder gener neadvndige for at selve overfaringen
skal kunne finne sted (McBride & Summerfelt, 1990).
Systemet baseres pa et modifisert Ti-plasmid hvor gener
ansvarlig for sykdom i planten er fiernet. DNAet som skal
settes inn i den genmodifiserte planten er flankert av en
DNA-sekvens pa begge sider (~25 basepar hver). Disse
DNA-flankene er de eneste elementene fra Agrobacterium
som overfgres sammen med DNAet. Ved hjelp av denne
metoden overfares et veldefinert DNA-fragment til verts-
planten. Flere kopier av DNAet som overfares kan imidlertid
settes inn pa samme sted eller pa forskjellige steder i mot-
takerplantens kromosomer.

Andre transformasjonsmetoder er basert pa kjemiske eller
fysiske prinsipper. Dette gjelder DNA-opptak ved plante-
protoplaster som gjares ved at DNA overferes til plante-
celler hvor celleveggen er fijernet (protoplast) enten ved
polyethylene glycol (PEG) eller elektrisk sjokkbehandling
(elektroporering). Partikkelbombardement; er en metode
som ofte blir brukt for transformasjon av kornplanter.
Partiklene bestar av metall dekket av DNA som blir “skutt”
inn i plantecellen. | enkelte av cellene blir det tilfarte DNAet
integrert i plantegenomet. Plastidtransformasjon foretatt pa
denne maten har vist & kunne gke uttrykket av de innsatte
genene (Maliga, 1993; McBride et al. 1995).

Det innsatte genetiske materialet i de transgene plantene
som er tilgjengelige i dag koder oftest for enzymer. Uttrykk
av disse enzymene gir sa planten de onskede karakter-
istika. Proteiner uten enzymaktivitet, slik som virale kappe-
proteiner, Bt-toksin (8-endotoksin fra Bacillus thuringiensis)
eller antisense-konstrukter har ogsa blitt uttrykt. Effektiv
uttrykkelse av strukturelle gener gjares under kontroll av en
promoter enten med planteopprinnelse som nopaline syn-
thase (NOS; An et al. 1985) eller en med opprinnelse
fra en annen organisme som har vist seg a kunne fungere i
planteceller. Eksempe! pa den sistnevnte typen promoter
er blomkal-mosaikk virus 35S-promoteren (CaMV35S;
Sanders et al. 1987). Terminator DNA-sekvenser ma ogsa
stamme fra planter eller fra planterelaterte sykdoms-
organismer som blomkal-mosaikk virus eller Agrobacterium.
| dag inneholder faktisk alle godkjente genmodifiserte
planter enten blomkal-mosaikk virus 35S-promoter (P-35S)
eller derivativer av denne, nos-terminator (nos 3') eller
begge disse elementene.

Under dannelse av de transgene plantene ma genetiske
markgrer veere tilstede som gjgr det mulig a skille de trans-
formerte plantene fra foreldreplanten. Slike selekterbare
markergener kan f.eks. vaere antibiotikaresistens- eller
herbicidresistens-gener som gjer det mulig for den trangene
planten a vokse ved tilstedevaerelse av et spesifikt
antibiotika eller herbicid. Transgenet som enskes uttrykt,
den selekterbare markaeren og de regulatoriske elementene
blir ofte transformert sammen inn i planten (figur 1). Antall
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Figur 1. lllustrasjon av generell organisering av genetisk
materiale satt inn i genmodifiserte planter. P1 og P2 =
promoter 1 og 2, T1 og T2 = terminator 1 og 2, KO1 og KO2
kodende omrade 1 og 2.

“fremmede genkassetter” som til slutt er tilstede i den trans-
gene planten kan veere fire eller fem pga at gener for flere
egenskaper er satt inn.

2.1.1 Roundup Ready ™soya

Den herbicidresistente Roundup Ready™ soyabannen er
laget av det amerikanske selskapet Monsanto. | USA hvor
sbya er en av hovedeksportproduktene hadde enkelte
selskap slik som Central Soya Co. (Fort Wayne, Indiana) til
hensikt a skille GM-soya fra konvensjonell soya, men dette
ble likevel ikke gjort i 1996 da nivaet av GM-soya var 1-2 %
av den totale soyaproduksjonen (Hemmer, 1997). | 1998
var andelen av GM-soya steget til 35 % (The Economist, 13
juni 1998). Siden amerikanske soyaprodusenter har nektet
a separere GM-soya fra konvensjonell soya (Arthur, 1998)
kan andelen av genmodifisert soya na vaere alt mellom 0 %
og 100 % i enkelte produkter.
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Roundup Ready (RR) Soya produsert av Monsanto inne-
holder fgigende tre typer elementer: Agrobacterium CP4
synthase gen for & gjere planten resistent overfor herbl-
cidet glyfosat (Roundup), blomkal-mosaikk virusgen og et
petuniagen for a regulere genuttrykk av CP4 synthase
genet. For a kunne demonstrere tilstedevaerelse av trans-
gent soya-DNA er det utviklet ulike primer-sett for opp-
formering spesifikt av RR-soya ved bruk-av PCR-teknikken
(om PCR-teknikken, se appendix). Primerene oppformerer
et DNA-fragment som omfatter bade en del av Agrobacteri-
um CP4 synthase genet og en del av regUIatB'r—genet; Dette
gier at praver som ikke inneholder transgene soyabgnner,
men som er kontaminert med Agrobacterium ikke be-
stemmes ved feil som positive (Van Duijn et al. 1997).
Organisering av genetiske elementer og primere brukt for a
pavise disse i Roundup Ready Soya er illustrert i figur 2.

2.1.2 Flavr Savr™-tomaten

Den feorste godkjente genmodifiserte planten brukt
til menneskefede var Flavr Savr™-tomaten fra det
amerikanske selskapet Calgene. Denne ble godkjent av
USDA/APHIS og FDA i hhv. 1992 og 1994. Denne tomaten
titherer gruppen av GMP hvor kvaliteten til grannsaken er
forandret. Konstitutivt utrykk av Flavr Savr™ genet, dvs.
antisense-konstruktet derivert fra polygalacturonase (PG)
genet fra tomat resulterer i en dramatisk reduksjon av PG-
aktiviteten i tomaten. Enzymet PG bryter ned pectin som er
en av hovedkomponentene av celleveggen i tomaten.
Denne genmodifiseringen medfarer at Flavr Savr™-tomaten
kan modne pa tomatplanten lengre og kan hastes lenge
etter at de blir rede uten at det er risiko for at tomaten skal
bli blet under hastingen. Organisering av genetiske ele-
menter satt inn i Flavr Savr™-tomaten og primere for
pavisning av disse er vist i figur 3.

Figur 2. lllustrasjon av

T NOS 3 CP4 EPSPS petunia E358

organisering av gener satt terminator EPSPS promoter | 4 ppel 355
inn i Monsanto s oya- plante DNA CTP II plante DNA
bannen Roundup Ready # GMOSI»> 447 bp ~ GMOs
Soya™ (RR) med tilhor- NOS3B= 150bp < NOS-1 primer I ©rimer
ende primere og PCR- primer I Primer GMOBg, (o g OMO7
produkter  (Meyer & s e
Jaccaud, 1997).

p3.5-f2 » 171 bp - pcfu»rl

rrimer N

3552 B 195 bp - - 3551

rimer NN S-SR Primer
P
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e e
TnS npt 11

i

CaMV35S-Promoter

Flavr Savr™™-gen (=t

plante- (kan") Plante-
CDNA - s TN5-2 PCRI _y, FSO1 DNA
primer primer primer primer
PCR l PCR
PCR-produkt PCR-produkt
173 bp 427 bp

Figur 3. Organisering av innsatte gener i Flavr Savr™-tomaten og posisjonen til primere for nptli-genet
(kanamycinresistens) - og FS-genet (Meyer, 1995). Primerene TN5-1 og TN5-2 amplifiserer et 173 bp DNA-
fragment innen nptll-genet (nptll-PCR). Primeren PCR1 er homolog til DNA-sekvens innen promotersekvensen
og benyttes i PCR med primeren FS01 som ligger i Flavr Savr™-genet (= Antisense-Polygalacturonase). Disse

danner et PCR-produkt pa 427 bp (FS-PCR).

2.1.3 Bt-mais

Av mais som er genmodifisert er den som er insektresistent
den mest vanlige typen. Maisplanten er gjort insektresistent
ved at den utrykker et syntetisk gen som koder for en
forkortet versjon av krystallproteinet med opprinnelse fra
den sporedannende jordbakterien Bacillus thuringiensis
(Bt).

Bt-mais har vist seg & lett kunne la seg skille fra ikke-
modifisert mais ved bruk av PCR-teknikken. Dette har blitt
gjort ved to alternative PCR-reaksjoner: enten ved opp-
formering av hele det kodende omradet for det syntetiske
crylA(b)-genet eller ved oppformering av et internt segment
av genet og av det innsatte markergenet (Hupfer et al.
1998). Organisering av det innsatte genetiske materialet er
illustrert i figur 4.

2.2 Pavisning av GMP-materiale

Rekkevidden og begrensningene for deteksjon av genetisk
modifisert materiale, og da spesielt i matprodukter, har vaert
mye diskutert. Hvis rekombinant DNA er tilstede i slutt-
produktet, er den foretrukne metoden oftest direkte detek-
sjon av den innsafte DNA-sekvensen ved bruk av PCR-
teknikken. Denne pavisningsmetoden har bl.a. med stor
suksess veert benyttet pa transgene poteter (Amtliche
Sammlung von Untersuchungsverfahren, 1996), pa Flavr
Savr™-tomaten (referanse i Hemmer, 1997), pa soya
bgnner (Muller, 1997), herbicidresistent mais (Pietsch &
Waiblinger, 1997) og pa Bt-mais (Hupfer et al. 1997).

Viktige faktorer som vil pavirke resultatet av metoden er:

» Hvor effektiv metoden for DNA-isolering er

¢ Hvordan metoden er relatert til ekstraksjon av ugnskede
faktorer som hemmer PCR-reaksjonen

e Optimalisering av primerene for oppformering av den
riktige malsekvensen

Spesifisiteten ved PCR-teknikken kan verifiseres pa ulike
mater. F. eks. kan en benytte Southern hybridisering (se
appendix) hvor proben stammer fra en DNA-sekvens som
en vet ligger internt i det oppformerte omradet. En annen
mate & verifisere at det PCR-produktet en har fatt er det
rette, er ved DNA-sekvensering. En tredje mate & sjekke
riktig opprinnelse av PCR-produktet pa kunne vaere ved
bruk av restriksjonsanalyse (se appendix) av selve PCR-
produktet. 1 alle disse tilfellene ma& DNA-sekvensen eller
annen detaljert kunnskap om PCR-produktet en sgker
spesifikt etter, veere kjent.

probe 2
Cry03 Cry04
primer % _pmm € primer
CDPK i | |perc CaMV 358
promoter Cryidfh) gen ‘|imron #90] terminator
Cryol =» == <— Cry02
primer primer
probe 1

Figur 4. Del av genomisk omrédde av Bt-mais hvor det er
satt inn genetisk materiale. lllustrasjonen viser plassering
av primere og hybridiseringsprober (probe 1 og probe 2)
brukt for pavisning (Hupfer et al. 1998). CDPK = Calsium-
avhengig protein kinase, PEPC = phosphoenolpyruvat
carboxylase, Cry01-Cry04 primere spesifikke for pavisning
av Bt-mais konstruktet.
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3 Produkter basert pa
materiale fra GMOer

Rekombinante DNA-teknikker i produksjon av mat og
matingredienser har utviklet seg fra & veere et verktgy innen
kommersiell forretning. Efter at pioner-produktet Flavr
Savr™-tomaten laget i USA kom pa markedet, har et stort
antall kulturplanter som nevnt fer, etter hvert blitt gen-
modifisert pa ulike mater. P4 det naveerende tidspunkt er
transgen soyabenne, mais og tomat og matprodukter som
inneholder disse komponentene tilgjengelige i Europa.
Mens genmodifisert tomat avies og selges separat fra den
ikke-modifiserte tomaten, blir transgene og ikke-transgene
soyabgnner og mais distribuert i blandet tilstand (Van Duijn
et al. 1997).

Framtidig utvikiing innen genteknologi og matproduksjon,
dvs ogsa innen utvikling av genmodifiserte landbruks-
planter, vil trolig avhenge av forbrukerens holdning. Mange
undersekelser om forbrukerens holdning til temaet, har
bygd pa antakelsen om deres oppfattelse av genteknologi
generelt. Det er viktig med apenhet rundt hva som foregar
pa feltet og & utvikle kommunikasjonsmetoder slik at
forbrukeren skal ha en mulighet til pa en fornuftig mate
vaere med i debatten om temaet.

3.1 Kommersialisering

Det er forventet at de fleste kulturplanter vil forekomme i
genmodifisert utgave i neer framtid. Et resultat av dette vil
selvfalgelig vaere at GM-produkter i stor grad vil vaere
tilgiengelig pa markedet enten i ren form eller blandet med
andre produkter. | hvilken grad og hvordan produktene vil
veere merket framover er enna et apent spersmal. En
omfattende screeningsprosedyrefor for a stadfeste innhold
av genmodifisert materiale, kan bli for omfattende bade
arbeidsmessig og skonomisk dersom de fleste produkter
etter hvert kan inneholde blandinger i ulike forhold av gen-
modifiserte og ikke-genmodifiserte varianter. Et eksempel
pa en slik utvikling er at soya-produsenter i USA som nevnt
tidligere har nektet & separere den genmodifiserte soya-
bgnnen utviklet av Monsanto fra konvensjonelt dyrkede
soyabgnner. Istedenfor er GM-soyaen blandet med resten
av soya-avlingen med den konsekvens at soya-produkter
inkludert bred, kjeks, kaker, soyamelk og dyrefér kan
inneholde GM-soya i varierende mengde.

Selv om myndigheter og forskere i de land det gjelder, har
hevdet at GM-mat ikke er skadelig i helsesammenheng, har
flere undersgkelser vist at forbrukeren vil vite om de
tilgjengelige matproduktene inneholder GM-materiale. Som
en respons pa dette, tilbys na i flere land tester for GM-
deteksjon av ulike produkter.
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3.2 Regulering relatert til gen-
modifiserte matprodukter

Det finnes bade nasjonale og internasjonale regelverk
vedrgrende genmodifisert mat. Av norske lover som er
viktige,- kan nevnes: nzeringsmiddelloven, genteknologilov-
en, stortingsvedtak fra 1995 om merking og stortingsvedtak
av 1997 om forbud mot antibiotikaresistens. Merking av mat
som inneholder genmodifisert materiale er et sveaert
omdiskutert tema bade i Norge og EU.

Med hjemmel i § 5 i forskrift om merking av naeringsmidler
under naeringsmiddelloven har Statens naeringsmiddeltilsyn
(SNT) utarbeidet et rundskriv med midlertidige retningslinjer
for merking. Rundskrivet foreslar bruk av uttrykket “gen-
modifisert”, men frarédder negativ merking, “ikke genmodi-
fisert”. Rundskrivet er gjort gjeldende fra 04.10.1997, og er
en oppfelging av stortingsvedtaket av 31.10.1995 hvor
regjeringen ble bedt om a serge for at alle genmodifiserte
matvarer som omsettes i Norge blir merket. For produkter
som inneholder genmodifisert materiale inntrer merkeplikten
nar den genmodifiserte andelen utgjer mer enn 2 % av den
enkelte ingrediens. Det er imidlertid omdiskutert om denne
grensen er for hgy og ogsa om Norge burde implementere
endringen foretatt i EU av direktiv 90/220 (EC/97/35) som
apner for merking med “kan inneholde GMO” av produkter
hvor innhold av GMO verken kan fastslas eller avkreftes.

Innen EU har merking av genetisk modifisert mat biitt et
tema som dominerer den offentlige diskusjonen rundt
GMOer. Som oppfelging av reguleringsforskrifter i de
enkelte land kreves utvikling av analytiske metoder for
deteksjon av mat modifisert ved rekombinante DNA-
teknikker. 15 mai 1997 ble EC Novel Foods Regulation
effektivisert ved at det ble introdusert et lovfestet system
innen EU hvor “novel food” produkter ma godkjennes far de
kommer pa markedet. “Novel food” defineres her som mat
som til en viss grad ikke er nedbrutt og inkluderer mat som
inneholder eller helt er basert pa genmodifiserte organismer
(Tomlinson, 1998). Det mest kontroversielle aspektet av
denne reguleringsprosedyren relateres til merkingsforskrift-
ene. Innen regelverket er det spillerom for vurdering av
merkingen av hvert individuelle produkt. England presser
imidlertid pa for at all mat som inneholder genetisk
materiale skal klart merkes. For at alle EU-medlemslandene
samordner sin tilnaermingsmate til regelverket har Kom-
misjonen publisert en serie av retningslinjer. Selv, har
England et system for & vurdere sikkerheten av GM-mat
som dateres tilbake til den ferste godkjenningen i 1983
(Tomlinson, 1998).

Ifalge European Novel Food Regulation kreves det merking
av varer som inneholder protein fra transgene soyabenner,
mens det ikke kreves merking av produkter som inneholder
transgen soyabgnneolje. Dette kommer av at soyabgnne-
DNA og proteiner er antatt a ikke vaere ftilstede i et
oljeprodukt. Alle GMOer som er benyttet i matprodukter i
England ma godkjennes av ACNFP (Advisory Committee
on Novel Foods and Processes), og det britiske FAC (Food
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Advisory Committee) har utviklet et klassifiseringssystem til
hjelp for & avgjere om merking av et produkt er nadvendig
eller gnskelig (Hemmer 1997):

o Matprodukter fra genmodifiserte organismer identiske til
de naturlige: mat som er produkt av, eller som inne-
holder produkter av en GMO (men ikke organismen
selv, dennes celler eller DNA) og er identisk til produktet
fra den konvensjonelle organismen, f.eks. kymosin. FAC
konkluderer med at disse produkter ikke trengs a
merkes.

e Mat som inneholder rekombinant DNA som ble pro-
dusert ved a introdusere gener bare fra samme
organisme som produktet inneholder; f.eks. bakegjaer.
Komiteen konkluderer med at merking ikke er ned-
vendig, men anbefait brukt pa en sak-til-sak mate.

e “Novel” mat avledet fra GMOer, men som verken inne-
holder GMOen selv, celler fra denne eller dennes DNA
og som er forskjellig fra produkter som tradisjonelt har
blitt konsumert i Vest Europa. Merking av slike produkter
er anbefalt.

e Mat som inneholder rekombinant DNA (eller GMOen
eller dennes celler) som ble produsert ved a introdusere
gener fra en annen art. Merking av et slikt produkt kan
bli pakrevd, men komiteen anbefaler en sak-til-sak
undersgkelse.

Naturlig nok og ogsa papekt av Hemmer (1997) vil den
okende globaliseringen innen handel pavirke spredning av
produkter som inneholder genmodifisert materiale fra land
hvor dette produktet er godkjent til andre lands Iokale
markeder. Dette vil spesielt skje nar eksporteren er en av
verdens ledende nasjoner mht produksjon av en spesiell
landbruksplante som er tilfelle med f.eks. den herbicid-
resistente soyabsnnen Roundup Ready ™ fra Monsanto og
produkter fra insektresistent mais produsert av CIBA-
GEIGY. Soyabgnnen er na godkjent i falgende land: USA,
Japan, Sveits, England, Mexico og Argentina. | USA som er
verdens starste eksportar av soya kreves det ingen merking
av genmodifiserte soyabenner eller produkter derivert fra
disse.

4 Metoder for identifisering
av GMO-baserte
produkter

Implementering av lovverk hvor merking avhenger av et
produkt’s innhold av genmodifisert materiale, krever ana-
Iytiske metoder for spesifikke kvantitative malinger. Kontroll-
apparatet for slike kvantitative malinger er ennd under
utvikling og omdiskutert i de fleste bergrte land. Det har
ogsa vaert diskutert i EU om slike tester skulle omfatte bade
protein- og DNA-basert teknologi (Hodgson, 1997).

De fleste metodene benyttet for deteksjon av GM-produkter
innebzerer bruk av PCR-teknikken. Selv om andre metoder
har vist seg & vare brukbare i spesielle tilfeller, har
omfanget av slike metoder vist seg & veere mer begrenset.

4.1 PCR-baserte metoder

PCR-teknikken har p& mange mater revolusjonert mole-
kyleerbiologi samt mange andre felter innen biologi og
medisin. Metoden har mange fordeler som deteksjons-
metode; den tar utgangspunkt i DNA-molekylet som i
forhold til andre makromolekyler har hoy kjemisk og termisk
stabilitet. Dette gjer at den kan benyttes pa materiale som
er sterkt nedbrutt. | tillegg er metoden sveert sensitiv og
teknisk enkel a utfere.

Forelgpig er det fa metoder som spesifikt er utvikiet for
pavisning av transgener i mat. Det gkende antall godkjente
produkter har imidlertid fort til okt etterspersel etter
palitelige metoder for bade kvalitativ og kvantitativ pa-
visning. Tre offisielle metoder var godkjente i februar 1997,
alle utviklet av BgVV-arbeidsgruppen (“Bundesinstitut fr
gesundtheitlichen  Verbraucherschutz und Veterinar-
medizin”®, Berlin) (beskrevet i Hemmer, 1997). To av metod-
ene var i februar 1997 inkludert i en liste over offisielle
metoder ifglge § 35 i det tyske organet som kontrollerer
matvarer (LMBG, Lebensmitel- und Bedarfsgegenstande-
gesetz). Alle metodene er PCR-basert. Den farste metoden
gar ut pa a identifisere genmodifisert potet ved PCR etter-
fulgt av probe-hybridisering av PCR-produktet. | den andre
metoden blir genmodifisert Lactobacillus curvatus i ra palse
pavist. Denne metoden baseres ogsa pa PCR etterfulgt av
hybridisering. PCR-produktet representerer deler av to
genetiske elementer for & gjere reaksjonen mer spesifikk.
Den tredje metoden tar for seg pavisning av genmodifisert
Streptococcus thermophilus i yoghurt startkultur. Denne
metoden baseres ogsa pa PCR mellom to genetiske
elementer.

Hovedkriteriet for at en PCR-oppformering skal virke
optimal mht spesifisitet, er valg av PCR-primerene. DNA-
sekvensen i disse skal veere unike i tillegg til at de bar ha
en lengde pa omtrent 20 nukleotider med hey smeltetem-
peraturen. Det eksisterer etter hvert primere som spesifikt
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gjenkjenner ulike typer genmodifiseringer. Det kan vaere
viktig for spesifikk deteksjon av en GMO a velge primere
som er lokalisert innen ulike genetiske elementer (f.eks.
promoter, strukturelt gen, terminator, vektor-sekvens) som
er gjort i flere av pavisningsprosedyrene utviklet til na.
Primerene ber veere helt spesifikke for malsekvenser som
ikke naturlig forekommer i prgvematerialet eller i hvert fall
ikke er organisert pa samme mate som i prevematerialet.

4.1.1 Falske positive og falske negative
resultater

For at en test skal veere palitelig er det viktig & unnga falske
positive og falske negative resultater. Falske positive
resultater kan ved PCR lett oppsta fordi metoden er svaert
sensitiv slik at svaert sma mengder forurensende DNA
tilstede i lgsningen hvor PCR-reaksjonen utferes, kan gi
PCR-produkt. Falske negative resultater kan oppsta ved at
enten PCR-betingelsene ikke er tilstrekkelig optimalisert
eller ved at det foreligger faktorer som hemmer PCR-
reaksjonen.

Der er flere ting som kan gjegres for a unnga falske posi-
tive resultater (for oversikt, se Carrino & Lee, 1995). Det
viktigste er selvfglgelig & arbeide sa sterilt som mulig og i
tillegg inkludere kontroller som en vet vil gi positiv og
negativ oppformering ved PCR-betingelsene som foreligger.
Det er ogsa viktig a inkludere flere paralleller av utgangs-
materialet.

Falske negative resultater kan vurderes ved & inkludere en
positiv kontroll hvor en vet at PCR-produktet skal kunne
oppformeres. Det kan vaere snakk om faktorer som hemmer
reaksjonen slik at den ikke blir sensitiv nok for deteksjonen.
| slike tilfeller er det mulig a tilsette DNA med kjent konsen-
trasjon til prevematerialet og utfare en PCR-reaksjon under
betingelser en pa forhand vet fungerer optimalt.

4.1.2 Sensitivitet

Sensitiviteten til en gitt PCR-reaksjon avhenger sterkt av
om betingelsene for reaksjonen er optimalisert. Sensitivitet-
en kan okes ved a gke antall PCR-sykler, men for mange
sykler kan ogsa fare til oppformering av ikke-spesifikke
PCR-produkter. Bruk av hybridiseringsteknikker hvor DNA
festes p& magnetiske kuler, kan ofte benyttes for & oke
sensitiviteten (Kirchhof et al. 1996). Det kan ogsa benyttes
“nested”-PCR som i prinsippet gar ut pa & utfere PCR pa et
utgangsmaterialet som allerede har veert “igjennom” en
runde med PCR. | “nested”-PCR benyttes ofte to sett med
PCR-primere hvor primerene som benyttes i andre runde er
lokalisert innenfor de benyttet i farste runde. Sensitiviteten
kan ogsa av og til gkes ved a fortynne prevematerialet.
Dette vil ogsa “fortynne” eventuelle hemmende faktorer i
Igsningen (Jason Saywer, pers. medd.).
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4.1.3 DNA-kvalitet

DNA-kvaliteten er spesielt viktig for PCR-deteksjon i mat-
varer hvor DNAet kan vaere sterkt nedbrutt. Det er selv-
falgelig viktig at ikke den gjennomsnittlige lengden pa DNA-
fragmentene i praven er lavere enn starrelsen pa PCR-
produktet en gnsker & oppformere. Derfor ber det diagno-
stiske PCR-produktet ikke overstige en viss starrelse, f.eks.
300 bp (Hemmer, 1997).

Skader pa DNAet kan ogsa vaere en grunn til at DNA
enkelte ganger ikke lar seg oppformere. Slike skader kan
vaere skapt av fysiske, kjemiske eller enzymatiske proses-
ser som f.eks. depurinering og UV-skader. Maten matvar-
ene er bearbeidet eller oppbevart pa kan pavirke stabili-
teten til DNAet. Slike prosesser kan vaere at DNAet utsettes
for sterk varme eller lav pH som f.eks. er ftilfelle i tomat-
produkter og soyasaus.

| kontrast til resultater fra litteraturen, har Hellebrand og
kollegaer (1998) lykkes i a isolere DNA fra rapsolje hvor
transgener lot seg pavise ved PCR. DNA-fragmenter lot seg
identifisere bade i kaldpresset olje og raffinert olje. Denne
muligheten for bruk av DNA-analyse gjer det mulig ikke
bare & identifisere genetiske modifikasjoner, men kan ogsa
benyttes for a skilie mellom ulike arter og varianter. For
eksempel kan slik analyse veere et verdifullt verktgy for &
pavise opphavet til planteoljer sammensatt fra ulike arter.

4.1.4 Hemming av PCR-reaksjonen

PCR-reaksjonen kan hemmes av mange typer stoffer /
faktorer tilstede i reaksjonsblandingen. Spesielt nar DNA er
isolert fra mat kan slike stoffer medfore falske negative
resultater. | matprodukter kan disse vaere bl.a. hemoglobin-
er, nitrilsalter, og melkeprodukter (Hemmer, 1997). Ellers
kan salter av forskjellig slag, karbohydrater og andre stoffer
ha innvirkning pa reaksjonen. For a motvirke hemming av
PCR-reaksjonen er det viktig &4 ha en effektiv mate a rense
DNA-prgven pa. Deretter kan det vaere lurt a fortynne
praven. A utfare “nested” PCR har ogsa vist seg & ha heldig
virkning pa tomatprodukter (J. Saywer, LGC). Andre mater
a unnga problemet pa kan vaere a inkludere fryse-tine trinn i
DNA-isoleringsprosedyren eller tilsette enkelttradet DNA-
bindende proteiner (Hemmer, 1997).

4.1.5 Verifisering av PCR-resultater

Ved utfgring av en PCR-reaksjon oppnas et PCR-produkt
som stort sett gir et svar pa om malsekvensen som PCR-
primerene kan binde seg til, er tilstede i prevematerialet
eller ikke. At PCR-produktet har den forventede sterrelsen
vil stort sett overbevise om at PCR-produktet som har
framkommet er det riktige. Det er ogsa nyttig & inkiudere i et
PCR-oppsett bade prever som en vet inneholder mal-
sekvensen, og i tilfelle med pavisning av en GMO, inkludere
en prgve isolert fra den tilsvarende ikke-transgene orga-
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nismen. Hvis hele malsekvensen er kjent kan det utferes
restriksjonskuttinger av PCR-produktet, som da vil gi et
spesifikt forventet “fingerprint’-megnster hvis PCR-produktet
er det forventede. Verifisering av PCR-produktet kan ogsa
foretaes ved a uffere en Southern blot med pafelgende
hybridisering. | dette tilfelle ma en intern probe innen PCR-
produktet veere tilgjengelig. PCR-produktet kan ogsa DNA-
sekvenseres og verifiseres pa den maten. Andre om-
fattende metoder for verifisering av PCR-produkt, omfatter
immunologiske metoder hvor det er laget antistoffer mot det
spesifikke PCR-produktet (Muller et al. 1996).

4.2 Andre metoder basert pa opp-
formering av nukleinsyrer

Det finnes ulike nukleotid-basert amplifikasjonsmetoder
benyttet til ulike forméal. De fleste av disse er ikke ofte
benyttet og vil ikke beskrives i detalj her, men kan veere
felgende; “Ligase chain reaction”, LCR, “Nucleic Acid
Sequence-Based Amplification”, NASBA, “Self-sustained
sequence replication”, 3SR, og “QR replicase amplification”
(Carrino & Lee, 1995).

En annen metode som ofte benyttes i populasjonsgenetiske
studier av organismer hvor DNA-sekvensen er lite kjent
eller ved rettsmedisinske problemstillinger, er “fingerprint’-
teknikkene RFLP (Restriction Fragment Length Polymor-
phism), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
og RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Alle disse
metodene kan benyttes ved deteksjon av GMOer, fordi
disse da kan ha forskjellig “fingerprint” fra opphavs-
organismen. Slike metoder benyttet for det formal & kunne
skille genmodifiserte fra ikke-modifiserte organismer, har
stort sett veert benyttet innen mikrobiologiske studier.
Metoden kan vaere vanskelig & bruke for deteksjon av GM-
planter dersom de genetiske linjene benyttet har stor
genetisk variasjon. Den genetiske variasjonen kan da med-
fore et komplisert “fingerprint’-menster hvor det blir umulig
a skille GM-planter fra andre planter som ikke stammer fra
samme opphavslinje.

En mye brukt metode for identifisering av genetisk materiale
er selvfglgelig benyttelse av en merket probe som repre-
senterer det innsatte materialet ved utfaring av en Southern
hybridisering. | eukaryote genmodifiserte organismer fore-
ligger ofte det innsatte materialet i fa kopier. For at det
transgene materialet skal la seg pavise ved hybridi-
seringssignalet som proben gir, ma derfor DNA-konsen-
trasjonen av prevematerialet vaere ganske stor. At en slik
hey DNA-konsentrasjon kan vaere vanskelig & oppna i
enkelte tilfeller vil pavirke sensitiviteten til metoden.

4.3 Metoder basert pa proteiner

En genmodifisert organisme er modifisert slik at det ofte
uttrykkes protein/er i organismen som gjer den forskjellig fra
den opprinnelige organismen. Det er utrykk av protein som
gjer at organismen far den anskede fenotypen. Metoder for
a skille GMOen fra den opprinnelige umodifiserte organis-
men kan i s mate baseres pa deteksjon av dette unike
proteinet/ene. Overvaking av uttrykket av disse proteinene
som et mal pa genetisk stabilitet over tid kan ogsa vaere
viktig i overvakingsstudier av GMOer satt ut i naturen
(Kvalay, 1997).

Protein-baserte metoder kan ta utgangspunkt i immuno-
logiske metoder eller i sammenlikning av proteinmenster
observert ved en- eller to-dimensjonal gelelektroforese. Ofte
kan en kombinasjon av disse vaere det som fungerer best,
f.eks. som ved Western blot (se appendix). Ulempen ved
denne type metodikk er at den bare kan benyttes pa
materiale som ikke er sterkt nedbrutt slik som tilfelle kan
veere ved bearbeidede matprodukter. Ulempen er ogsa at
spesifikke antistoff for pavisningen ma foreligge.

4.4 Deteksjon ved enzymatisk
aktivitet

Deteksjonsmetoder hvor deteksjon av enzymatisk aktivitet
inngar, er avhengig av at transgenet er et enzym og at dette
har aktivitet i pavisningseyeblikket. | tillegg ma det eksistere
et spesifikt assay-system akkurat for dette enzymet. Her er
det enda mer preksert enn for andre proteinbaserte
systemer som de beskrevet over, at enzymet har opprett-
holdt sin aktivitet i prevematerialet. Pa grunn av dette er det
ikke sannsynlig at slike metoder i stor grad vil kunne brukes
for deteksjon av transgener i matprodukter.
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5 Kvantitative under-
sokelser

I mange ulike sammenhenger er det viktig & kunne
kvantifisere i hvor stor grad en preve inneholder GMO-
materiale. For eksempel ved overvaking av genspredning
fra et felt med utsatte GM-planter vit det veere aktuelt for &
-lette arbeidsmengden & kunne analysere mange praver
samtidig, men alikevel kunne si noe om sammensetningen i
utgangsmateriale mhp hvor mange av individene som var
genmodifisert. | sammenheng med forvaltningsansvar mhp
kontrollering og merking av matprodukter vil det vaere viktig
& kunne kvantifisere mengde GMO i forhold til tilsvarende
ikke-genmodifisert.

Meyer & Jaccaud (1997) har beskrevet PCR-baserte forsak
for deteksjon og kvantifisering av transgent materiale i
soya. De fant at DNA kunne amplifiseres fra et bredt
spekter av soya deriverte og soya-inneholdende produkter.
Produkter de ikke klarte & amplifisere DNA fra derimot var
soyasaus, soyasaus-pulver, raffinert olje og i enkelte typer
lecitiner. 1 en blanding av konvensjonell og transgen soya
ble det vist at en andel av transgen soya pa 0.1 % (vekt-
volum) RRS lecithin og 0.5 % RRS uforedlet olje lot seg
pavise ved nested-PCR.

Hupfer og kollegaer (1997) har utarbeidet PCR-baserte
prosedyrer for pavisning av genetisk modifisert Bt-mais.
Ved sine pavisningsprosedyrer paviste Hupfer og kollegaer
transgener som var tilstede i mengder ned til 4 %, men de
hadde indisier om at nivaer sa lave som 0.001 % lot seg
pavise. Ved deteksjon av s sma mengder hevder de for-
gvrig at deteksjonsnivdet er avhengig av betingelsene
under prgvetakingen og homogeniteten til materialet mer
enn selve PCR-analysen.

“Genetic ID” er et selskap fra Fairfield lowa som tester om
mat inneholder genmodifisert materiale. Selskapets test er
PCR-basert og kjent for & veere blant de mest stringente og
ogsa blant de dyreste (Steinberg, 1997). DNA ekstraheres
fra mat-produktet ved en metode basert pa guanidin
isocyanat som denaturerer DNAser. Fire PCR-reaksjoner
utferes med ulike primersett hvorav tre er spesifikke for det
innsatte DNAet og ett sett spesifikt for den aktuelle planten
en forventer skal finnes i mat-produktet. Selv om selskapet
hevder & kunne detektere 1 transgen soyabgnne i blanding
med 10 000 ikke-modifiserte, har de na kalibrert testen til &
kunne pavise 1 i 1000. Det antas at mer komplekse mat-
produkter ma inneholde minst 5 % av produktets totalvekt
for at transgener vil la seg kunne pavise ved metoden
(Steinberg, 1997).

5.1 Kvantitativ PCR

Siden PCR-teknikken kanskje er den mest falsomme
metoden vi har for pavisning av sma mengder DNA (og
RNA), er det lagt mer og mer vekt pa utvikling av metoden
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for kvantitering. Et utgangspunkt for slik kvantitativ PCR har
veert basert pad oppformering av en kjent DNA-mengde
tistede i samme blandingen som DNA-templaten av
interesse, en sakalt “kompetitiv’-PCR reaksjon. Prinsippet
bak en slik reaksjon kan vaere at det tilsettes et DNA-
templat med en detekterbar marker som kan fungere som
en intern standard under PCR-reaksjonen. En fortynnings-
rekke (mellom 1:2 til 1:10) lages sa av en kjent mengde av
denne “kompetitive” DNA-templaten samtidig som en gitt
mengde av DNAet av interesse tilsettes til hvert rar (samme
volum av denne tilsettes til hvert rer). Hvis en antar at PCR-
reaksjonen fungerer like effektivt pa mal-DNAet som pa det
“kompetitive” DNA-templatet vil oppformering av disse til-
svare hverandre og veere malbare.

Et annet system utviklet i det senere kalles PCR-light™ og
er basert pa en kjemisk pavisbar Iluminisens fra PCR-
produktet. PCR-oppformering utfgres med en merket bio-
tinylert primer og en ikke-merket primer. DNA-traden hektet
til biotinen separeres fra den ikke-biotinylerte og hybridiser-
es mot en intern fluorescein-merket probe. Mengde probe
bundet vil vaere direkte proposjonalt med konsentrasjonen
til PCR-produktet.

Et liknende system er TagMan Probe PCR-deteksjon. Dette
er en metode som er konstruert og optimalisert for bruk vha.
maskinen ABI Prism 7700 Sequence Detector (Perkin
Elmer Corp./Applied Biosystems) hvor en kan male tilstede-
vaerelse av et PCR-produkt mens oppformering av PCR-
produkt pagar. Prinsippet bak metoden gar ut pa at det
under utfgringen av PCR-teknikken ogsa er tilstede i reak-
sjonsblandingen en probe som kan produsere et fiuoriser-
ende signal som mal pa tilstedevaerelse av PCR-produkt i
reaksjonsblandingen. Proben inneholder en oligonukleotid
merket bade med "reporter”- og "quencher’-farge. Det avgis
fluoriserende signal nar "reporter’-fargen spaltes av vha
5'nuklease aktiviteten til Tag-polymerasen tilstede i reak-
sjonsblandingen. Ved hver PCR-sykel, skjer denne klgyv-
ingen og fluoriseringssignalet blir derved et mal pa hvor
mye PCR-produkt som er dannet i reaksjonsblandingen.
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Del II: Praktisk del - Kirsti Kvalgy og
Torveig Balstad

6 Innledning til del Il

Bade nasjonalt og internasjonalt har utvikling og bruk av
genmodifiserte organismer (GMOer) veert viet stor oppmerk-
somhet i de senere ar og det er antatt at det i naer framtid vil
produseres mat og produkter med opphav i GMOer som vil
veere kommersielt tilgjengelige ogsa her i Norge. Ulike be-
tenkeligheter bade av wkologisk, helsemessig og etisk
karakter har bl.a. medfert utforming av regler hvor diverse
offentlige instanser pa forskjellig plan har forvaitnings-
messig ansvar.

Med okende kommersielt press for markedsfaring og bruk
av GMOer eller GMO-baserte produkter, vil en del av over-
vakingen vaere a pavise tilstedevaerelse av genmodifisert
materiale enten direkte i GMOen, i bearbeidede GMO-
baserte produkter eller som et resultat av genspredning fra
slik type organismer. Et av aspektene vil vaere eventuelt
& pavise tilstedevaerelse av gener som stammer fra gen-
modifiserte organismer i ikke-merkede, bearbeidede pro-
dukter som f.eks. importeres fra land med mindre restriktive
holdninger til bruk av varer bearbeidet fra GMO-materiale.
Aktuelle varer dette vil gjelde i ferste omgang, er produkter
laget av f.eks. mais, soyabenne, tomat, potet og raps.
Enten det gjelder pavisning av transgener i mat, for, i
utsatte GMOer eller genspredning fra disse, vil opphavs-
organismen vaere den samme og metoder som utvikles og
optimaliseres i forbindelse med en av problemstillingene vil
ogsa kunne benyttes i de andre.

| de fleste tilfelier hvor en GMO er benyttet, vil ikke GMOen
atskille seg fra det ikke-modifiserte opphavet ved lett gjen-
kiennbare fenotypiske karakteristika. Oftest vil den genet-
iske modifikasjonen vare detekterbar bare ved bruk av
molekylaerbiologiske teknikker. Ulike teknikker vil vaere
aktuelt & benytte ved deteksjon av transgent materiale eller
ved overvakingsstudier av GMOer. En del av teknikkene
som vil vaere aktuelle er beskrevet i NINA Oppdragsmelding
nr. 476 (Kvalay, 1997) og ogsa i den teoretiske delen av
denne NINA Oppdragsmeldingen. Det kan benyttes DNA-
baserte eller proteinbaserte metoder for denne pévisningen.
Anvendbarhet av proteinbaserte metoder er noe begrenset
fordi de avhenger av at DNA-materialet som er satt inn
koder for et protein som lar seg pavise. Slik pavisning er
basert enten pa proteinets struktur eller aktivitet. For denne
type pavisning er det saledes viktig at proteinets struktur og
/ eller funksjon er intakt i prevematerialet.

Ved deteksjon av genmodifisert materiale i matprodukter
eller bearbeidet materiale, vil kravene for proteinbasert
deteksjon oftest vaere vanskelig & oppfylle. Det endelige
beviset for om en organisme er genmodifisert eller ikke
avhenger saledes av pavisning av tilstedevaerelse av det
modifiserte  DNAet i organismen. Av DNA-baserie pa-
visningsmetoder, er nok metoder hvor PCR (polymerase

chain reaction)-teknikken (Queller et al. 1993) inngar veldig
viktig spesielt fordi metoden er meget sensitiv og gjer det
mulig p& en forholdsmessig rask og billig mate a pavise det
genetiske materialet som er satt inn i en GMO. Dette krever
forhandsinformasjon om DNA-sammensetningen til en
organisme. Tilgjengeligheten av genetisk informasjon om
den enkelte organisme kan vaere sveert varierende. Det
sistnevnte vil vaere en avgjerende begrensning for om
transgenet lar seg pavise eller ikke. Imidlertid er ikke dette
forelgpig noe stort problem da detaljert informasjon om
transgenet ofte er kjent for offentligheten. Det kan ogsé i
mange ftilfeller benyttes primere (for PCR), eller prober (for
hybridisering) spesifikt for Ti-plasmidet fra Agrobacterium
tumefaciens som ofte benyttes ved genmodifisering av
planter.

| framtiden kan dette imidlertid bli et st@rre problem enn det
er i dag fordi hvilkke DNA-sekvenser som er satt inn i
GMOen kan bli holdt hemmelig som falge av kommersielle
interesser. At det i framtiden ogsa forventes en stor gkning i
type genmodifiserte produkter/organismer, vil kunne gjere
det for omfattende & holde rede pa alle mulige sammen-
setninger av gener satt inn i de ulike typer organismer, eller
ogsa at uttesting av alle disse mulige typene vil gjore
deteksjonsprosedyrer for arbeidskrevende og kostbare.

Prosjektet her er delt inn i en teoretisk og en praktisk del
hvor den teoretiske delen er en utredning basert pa litteratur
om detektering av gener i produkter som bestar av levende
GMOer, eller i bearbeidet produkter. Den praktiske delen
bestar av en beskrivelse av forsgk som ble utfort i
laboratoriet mht. utvikling og optimalisering av teknikker for
best mulig a kunne pavise transgent materiale. Det
fokuseres her pa optimalisering av PCR-baserte teknikker
passende for problemstillingen. Det er lagt storst vekt pa
kvalitativ deteksjon av spesifikke DNA-sekvenser i ulike
typer materiale.

Arbeidet beskrevet ble i starst grad gjennomfart pa NINAs
laboratorium. Delen som beskriver analyse av mtprodukter
ble forgvrig initiert ved LGC- Laboratory of the Government
Chemist, London, England i samarbeid med forskere i
gruppen ledet av Dr. Helen Parkes.
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7 Materialer og Metoder

| prosjektet ble det benyttet forskjellige typer materiale bade
fra planter og mer eller mindre bearbeidede matprodukter
med kjent og ukjent opprinnelse mht om de inneholdt
transgent materiale eller ikke.

7.1 Plantemateriale

7.1.1 Transgent potetmateriale

De transgene potetplantene var transformanter av potet-
sorten “Laila” framstilt av det tidligere firmaet ScanPlant A/S
og UNIGEN. Det aktuelle transgene plantematerialet ble gitt
av professor Atle Bones ved UNIGEN (Molekylzerbiologisk
Felleslaboratorium, Norges tekniske og naturvitenskape-
lige universitet - NTNU) (Bones et al. 1997). De transgene
potetplantene var transformert i 1989 ved hjelp av et
plasmid fra Agrobacterium tumefaciens (Buchanan-
Wollaston et al. 1987). Disse potetplantene, ni linjer i alt, i
tilegg tit en negativ kontroll (dvs en ikke-transformert
potetplante), hadde siden de ble konstruert i 1989 blitt holdt
i live i veksthus pa UNIGEN. Dette var blitt gjort ved at
plantene med jevne mellomrom ble plantet om og formert
via vegetativ vekst. Innsatte gener var strukturgenet nptl/
(neomycinfosfotransferase) som gir okt resistens overfor
antibiotika av neomycingruppen som f.eks. kanamycin, og
lacZ (B-galactosidase) hvis aktivitet kan males ved hjelp av
vanlige spektrofotometriske teknikker eller ved immuno-
logiske metoder som f.eks. ELISA (enzyme-linked imuno-
sorbent assay) (Bones et al. 1997). Genet nptll stammer
fra bakterien Klebsiella pneumonia og lacZ fra bakterien
Escherichia coli. Genene var integrert i genomet til potet-
planten ved overfering av modifisert Ti-plasmid fra Agro-
bacterium tumefaciens betegnet pGV3850 med cointegratet
pHTT27 til planteceller. Stengelbiter av potet dyrket in vitro
infisert med A. tumefaciens, ble selektert for ved tilsetting
av antibiotikumet kanamycin til vekstmediet.

7.1.2 Transgene tomater

Knust transgent tomatmateriale kom fra EU og er kalt 282 {-
positiv. Desverre var videre opplysninger om materialet
umulig & oppdrive.

7.1.3 Transgene soyabenner

Materiale som inneholdt transgene soyabegnner var soyamel
som inneholdt en kjent bestanddel transgen soya i forhold
til ikke-transgen soya. Det transgene soyamaterialet hadde
sin opprinnelse i Monsantos Roundup Ready™ Soya (be-
skrevet i teoretisk del). Materialet er tilgjengelig fra firmaet
Fluka og fungerer som referansemateriale bade ved
kvalitativ og kvantitativ pavisning av slik type materiale.
Referanser til materialet: 2 % transgent soyameriale -
Biochemica 85478 - “Soya Bean Powder” -SB2 - “IRMM
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Certified Reference Material”; 0,5 % - 85 477 - SB0.5; 0,1 %
- 85476 - SB0.1; Ikke-transgent soyamateriale - 85474 -
SBO.

7.1.4 Ikke-transgene planter

Ikke transgene planter som ble brukt i prosjektet hadde
varierende opprinnelse. lkke-transgent potetmateriale av
samme type potetplante som den transgene fungerte som
negativ kontroll for disse. Annet materiale var knopper og
blader fra ulike treer og planter som vokser i Norge. Av
blomsterplanter ble det fokusert p4 de som er beslektet
med raps (Brassica napus). Tabell 5 viser plantene som ble
brukt.

Tabell 5. Plantemateriale

Plante, norsk navn latinsk navn

Vanlig bjerk Bétula pubéscens
Hengebjerk (med flika blad)  Bétula péndula
Osp Pépulus trémula
Svensk asal Sorbus intermédia
Lenn Acer platanoides
Pil / vier Salix

Vinterkarse Barbaréa vulgaris
Akerkal Bréssica rapa

7.2 Matprodukter

7.2.1 Matprodukter, ukjent om innhold av
transgent materiale

Matprodukter som ble testet ved PCR er satt opp i tabell 6-
9.

7.2.2 Transgene matprodukter

Matprodukter som ble testet ved PCR og som inneholdt
transgent materiale er satt opp i tabell 10.

7.3 DNA-isoleringsprosedyrer

DNA fra potetplantematerialet ble isolert ved en modifisert
metode gitt av Per Winge (UNIGEN). Metoden er basert pa
frystarking av plantematerialet ved flytende nitrogen med
pafelgende ekstraksjon vha ekstraksjonsbuffer tilsatt 2-
merkaptoetanol og SDS (Sodium Dodecyl Sulfat). DNAet
ble videre renset ved bruk av et DNA-isolerings-‘kit” fra
Kebo Lab (metoden er kalt SDS-metode videre).
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Tabell 6. Soya-produkter.

Produkt

Ascot gullvafler, Saetre kjeks

Dobbelt vafler, Saetre kjeks

Sojaflager, Nutana

Soyabiter, Rimax (variant 1)

Soyabiter, Rimax (variant 2)

Vegeburger mix, Realeat

Menu mix, Realeat

Sojamel, Nutana

Sojamijél, Risenta

Avfettet soyamel, Joco, Jonassen & Co
Frosset soya-burger, Halsans koék (Israel)
“Soja Choco Calcium’- soyakjeks, Gerblé®
“Golter aux pommes” - soyakjeks, Céréal®

% Franske produkter, ikke-merket som gen-
modifisert.

Tabell 7. Tomat-produkter.

Produkt

Pastasaus - Verona, Maggi, Nestlé
Pastasaus - Napoli, Maggi, Nestlé
Hermetiserte tomater - skinnfrie, Landlord
Hermetiserte tomater - grovhakket, Landlord
Chili con carne, Colman’s?

2 Engelsk produkt, ikke-merket som
genmodifisert.

Tabell 8. Mais-produkter.

Produkt

Maismel, Maizena

Majsgryn, Nutana

Hermetisert mais, Landlord
Frosset maiskolbe, Findus
(pakket i USA for svensk Nestlé)
Cornflakes, Kellogg's®

2 Engelsk produkt, ikke-merket som
genmodifisert.

Tabell 9. Andre produkter.

Produkt

Potetmel, Hoff

Buljongterning -Herbs & Spices, OXO-
buljongterning?

Skjokofadekjeks?

Ingefaerkjeks?

Ris?

Nudler (3 min.)?2

Potetgull?

2 Engelske produkter, ikke-merket som gen-
modifisert.

Annet plantemateriale ble isolert ved en metode hvor CTAB
(hexadecyltrimethyl-ammonium  bromide)-buffer inngikk.
Dette er en standardprosedyre for isolering av DNA fra
plantemateriale (se f.eks. Meyer & Jaccaud, 1997). Rense-
prosedyren som ble utfart var modifisert av LGC og kjemi-
kaliene som inngikk var CL6B (fra Pharmacia) som her ble
brukt til & lage rensekolonne. Metoden er basert pa en
samling av ofisielle metoder under “Article 35 of the
German Federal Food Act. Method 24.01.1”. Denne metod-
en ble brukt pa pravene hvis ikke det er indikert at SDS-
metoden ble brukt.

7.4 PCR-strategi

Det ble benyttet to ulike enzymer i PCR-reaksjonene som
ble utfart, AmpliTag Gold, eller AmpliTaq (Perkin Elmer).
Primerene som ble benyttet var bade de som oppformerer
universelle DNA-sekvenser fra plantegener og spesifikke fra
transgene organismer. Tabell 11 gir en oversikt over navn
og referanser pa primere som ble benyttet og forventet
starrelse pa PCR-produktene.
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Tabell 10. Engelske produkter merket genmodifisert.

Produkt

Merking

Beanfeast - Mexican chili, Batchelors
Beanfeast - Savory Mince, Batchelors
Beanfeast - Bolognese Style, Batchelors
Beanfeast - Medium Curry, Batchelors

Med sveert liten skrift bakpa som del av ingrediensene, - “contains
genetically modified material”

Tomatpurré Innen stor gult felt pa framsiden- “made with genetically modified
tomatoes”
Tabell 11. PCR-produkter.
PCR-produkt-
Primernavn Genetisk opphav storrelse Referanse
Transgene:
293 + 526 Ti-plasmid 233 bp Bones et al. 1997
TN5-1 + TN5-2 Kanamycin® (nptll) 173 bp LGC
nptllA + nptlIB Kanamycin® (nptil) Beck et al. 1992
35581 + 3552 CaMV35S-promoter 195 bp Kay et al. 1987
358A + 35SB CaMV35S-promoter 208 bp LGC
NOS1 + NOS2 NOS 3' terminator 180 bp Kay et al. 1987
p35s-f2 + petu-r1 Petunia hybrid “ledersekvens” og 172 bp Wurze & Willmund, 1997
blomkal mosaikk virus (CaMV) 35S
promoter
RRO4 + RRO5 CP4 EPSPS gen og N-terminal 180 bp Képpel et al. 1997
kloroplast-transit peptid (CTP)
sekvens fra Petunia hybrida EPSPS
CPS-gen.
Universelle plante-
primere:
PUV1 + PUV2 Universell 18S rRNA (PUV) 226 bp LGC
PUV3 + PUV4 Universell 18S rRNA (PUV) 1303 bp LGC
PUV1 + PUV3 Universell 18S rRNA (PUV) 1070 bp LGC
PUV2 + PUV4 Universelt 18S rRNA (PUV) 459 bp LGC
Maisspesifikke:
maize1 + maize2 Mais “high mobility protein” 175 bp LGC
Soyaspesifikke:
GMO3 + GMO4 Lectin 118 bp Meyer et al. 1996
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8 Resultater

8.1 Resultater fra analyse av
plantemateriale

8.1.1 Transgent potetmateriale

Formalet med laboratorieforsoket beskrevet her var a
isolere DNA fra de transgene potetplantene, for sa a prave
ut og optimalisere sensitiv pavisning av det transgene
materialet ved PCR-metoden. Et méal var ogsa & se om det
genetiske materialet som var innsatt i plantene hadde
forandret seg i lepet av de atte arene som har gatt siden de
ble konstruert, dvs om det transgene DNAet var stabilt
nedarvet.

DNA fra plantematerialet ble isolert og PCR ble utfert pa
hver av prgvene ved bruk av primerene komplementeere til
sekvenser i Ti-plasmidet (Ti 526, Ti 293). Resultatet var et
ca. 230 bp PCR-produkt (233bp var forventet starrelse) pa
alle prgvene som stammet fra transgent materiale. Det bie
ikke sett noe PCR-produkt pa den negative kontrollen (ikke-
transgen potetplante). Se figur 5.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

11 42

Ti526 + Ti 293

Figur 5. PCR-produkter fra fransgent potetplante-DNA
oppformert ved hjelp av Ti-primere som er komplementaer til
det transgene materialet. 1- A Pst I; 2 -A Hind lil; 3 -
transgen 1.02; 4 - transgen 1.65; 5 - transgen 2.01; 6 -
fransgen 2.02; 7 - transgen 2.72; 8 - transgen 3.02; 9 -
transgen 3.36; 10 - transgen 17; 11 - transgen 22; 12 - ikke-
transgen.

For & fa bedre innblikk i hvor sensitivt reaksjonsoppsettet
var, ble det laget en fortynningsrekke av DNA fra transgent
potetmateriale. Fortynningene var 1/5, 1/10, 1/50 og 1/100,
dvs. omtrent 20 ng, 10 ng, 2 ng og 1 ng DNA. PCR ble
utfert som beskrevet over og PCR-produktene separert ved
gelelektroforese, se figur 6.

Resultatet viser at da omtrent 2 ng DNA fra den transgene
potetplanten var tilstede, kunne en spesifikk DNA-sekvens
oppformeres og pavises ved konvensjonell gelelektroforese
under de PCR-betingeisene som er beskrevet.

Ti 526 + Ti 293

Figur 6. Gelelektroforese av PCR-produkt
fra fortynnet DNA fra transgen potelplante.
1-AHind lil; 2 - A Pst I; 3 - ikke-transgent
DNA; 4 - ufortynnet transgent DNA; 5 - 1/5
fortynning; 6 - 1/10 fortynning; 7 - 1/50
fortynning; 8 - 1/100 fortynning; 9 - dH,0.

Det finnes flere metoder for undersekelse av genetisk varia-
sjon. En av metodene som er basert pa PCR-teknikken be-
star i a kutte PCR-produkter med restriksjonsenzymer for
om mulig a pavise variasjoner i kuttemansteret. Dette vil i
prinsippet vaere det samme som en RFLP beskrevet i
appendix. Det ble valgt restriksjonsenzymer her som
gjenkjenner sekvenser pa fire nukleotider. | motsetning til
restriksjonsenzymer som gjenkjenner seks nukieotider, vil
disse kutte DNA-fragmenter i mindre biter fordi de har flere
gienkjenningsseter i DNA-sekvensen. Analyse vha “fire-
kuttere” vil derfor gi et mer detaljert bilde enn’seks-kuttere”
og oke sannsynligheten for a vise genetisk variasjon.
Enzymene som her ble valgt var felgende: Alu |, Hae lll,
Hinf 1, Mbo 1 og Rsa |. For & analysere kuttemansteret for
de ulike enzymene, ble PCR-produktet fra en av de trans-
gene plantene kuttet med disse enzymene og DNA-frag-
mentene ble separert ved gelelektroforese, se figur 7.

Resultatet av dette forsgket viste at PCR-produktet inne-
holdt to restriksjonsseter for Alu | og Hinf I, mens ingen for
Hae lll, Mbo | og Rsa |. Tilsvarende restriksjonsenzym-
kuttinger ble utfert pa PCR-produkter fra alle de transgene
potetlinjene, men ingen genetisk variasjon ble observert.

De transgene potetplantene var konstruert slik at de var
kanamycin resistente. Enkelte av prevene ble testet for
dette vha de to primersettene spesifikke for denne markar-
en. Resultatet er vist i figur 8.
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Figur 7. PCR-produkt
fra transgent potet-DNA
kuttet med ulike restrik-
sjonsenzymer for om
mulig & kunne pavise
genetisk variasjon. 1 -
APstl; 2-Aul;3 -
Hae Ill; 4 - Hinf §; 5 -
Mbo ;6 -Rsal.

3eaid. ¥ 06003785 79,10 11 12 13

TN5-1 + TN5-2

nptA + nptlIB

Figur 8. Gelelektroforese av PCR-produkter fra transgene
potetplanter hvor to sett PCR-primere for kanamycin-
reistensmarkar ble brukt. 1 - transgen 1.65; 2 - transgen
2.02; 3 - transgen 2.72; 4 - ikke-transgen 14.05 (negativ
kontroll); 5 - GM-tomat (positiv kontroll); 6 - dH,O; 7 -
123bp-ladder; 8 - transgen 1.65; 9 - transgen 2.02; 10 -
transgen 2.72; 11 - ikke-transgen 14.05 (negativ kontroll);
12 - GM-tomat (positiv kontroll); 13 - dH,0.

Forsgket viste at kanamycinresistensmarkgren fremdeles
var tilstede i de transgene potetplantene selv etter ni ars
kontinuerlig vekst selv om kanamycin ikke var tilsatt vekst-
mediet.

8.1.2 Transgene tomater

DNA ble isolert fra to kilder; fra knust frosset materiale fra
selve tomaten (frukt) og fra blader plukket fra transgen
tomatplante i LGC-laboratoriet. Det ble isolert DNA fra to
paralleller av hver og PCR ble utfart farst vha de universelle
planteprimerene PUV1 + PUV2 som ga positivt signal i alle
prevene. Deretter ble ulike transgene primersett testet pa
materialet og resultatet av disse PCR-reaksjonene er vist i
figur 9 og 10.

Resultatene viste at DNAet isolert fra tomatmaterialet lot
seg oppformere ved de PCR-betingelsene som ble valgt.
Det transgene materialet viste tilstedevaerelse av kanamy-
cinresistensmarker i titlegg til blomkal-mosaikk promoter og
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terminator-sekvenser som er tiistede i de fleste transgene
planter forelgpig pa markedet. PCR-reaksjonen utfgrt med
primersettet 3 5S1 og 3 552 ga dannelse av primerdimer
(sees som et sekundzert band med liten sterrelse pa gelen).
DNA isolert fra “Beanfeast”-materialet lot seg ved 10x for-
tynning oppformere ved bruk av NOS-primerene. Mengden
PCR-produkt som ble oppnadd i reaksjonen var imidlertid
lav.

Figur 9. Gelelektroforese av
PCR-produkter fra transgent
tomatmateriale vha kanamycin-
resistensprimere. 1 - 123 bp-
ladder; 2 - frukt, parallell 1; 3 -
frukt, paralleli 2; 4 - blad,
parallell 1; 5 - blad, parallell 2; 6
- dH,0.

123456

TN5-1 + TN5-2

8.1.3 Transgene soyabenner

Transgent soyamateriale som ble benyttet i prosjekiet
stammet fra soyamel. DNA ble isolert ved CTAB-metoden.
Det ble isolert to paralleller av hver prave. Ulike primere ble
testet ut pa materialet. Ferst de universelle planteprimerene
PUV1 + PUV2, deretter de spesifikke soya-primerene
GMO3 + GMO4 (figur 11).

Forsgket viste at materialet lett lot seg oppformere ved PCR
og at primerene var spesifikke og ga riktig sterrelse pa
PCR-produktet. For & stadfeste at soyamaterialet inneholdt
materiale fra genmodifiserte soyabenner, ble ulike trans-
gene primersett utprgvd (figur 12). Ved at soya-referanse-
materialet inneholdt ulike mengder transgen soya (0.1 %,
0.5 % og 2.0 %), ga dette forsgket en indikasjon pa hvor
sensitiv PCR-reaksjonen var.

Forsagkene viste at referansematerialet inneholdt Roundup
Ready™ soya, PCR-betingelsene som ble valgt fungerte
optimalt og prevematerialet som inneholdt minst ned til
0,1 % transgen soya kunne la seg pavise ved bruk av alle
de fire primerene spesifikke for genmodifisert soya-
materiale.
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Figur 10. Gelelektro-
forese av PCR-pro-
dukter fra transgent
tomatmateriale  vha
tre primersett spesi-
fikke for transgene
planter. a) 1 - 123bp-
ladder; 2 - frukt1; 3 -
| frukt?2; 4 - blad1; 5 -
| blad2; 6 - dH,0O, 7 -
123bp-ladder; 8 -
| frukt1; 9 - frukt2; 10 -
blad1; 11 - blad2; 12 -
dH,O0 b) 1 - 123bp-
ladder; 2 - frukt1; 3 -
frukt2; 4 - bladt1; 5 -
blad2; 6 - 9 PCR pa
DNA isolert fra ulike
varianter av malpro-
duktet “Beanfeast”
hvor proven var for-
tynnet 10 ganger for a
optimalisere  beting-
elsene; 10 - dH,0.

a)
12345678 9101112

Ny

3551 + 3552 35SA + 35SB
b)
123 45 678910

%
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NOS1 + NOS2

1234 567 8 910 11 12 13 14151617181920

PUV1 + PUV2

GMO3 + GMO4

Figur 11. Gelelektroforese av PCR-produkter fra oppforme-
ring av transgent soyabgnnemateriale. Primerene som ble
brukt var universelle planteprimere (PUV1 + PUV2) og
soya-spesifikke (GMO3 + GMO4), 1 - 123bp-ladder; 2 -
soyal; 3 - soya2; 4 - 0,1% GM-soyail; 5 - 0,1 % GM-soya2;
6 - 0,5 % GM-soyal; 7 - 0,5 % GM-soya2; 8 - 2,0 % GM-
soyal; 9 - 2,0 % GM-soya2 ; 10 - dH,0O; 11 - 123bp-ladder;
12 - soyat; 13 - soya2; 14 - 0,1 % GM-soyatl; 15 - 0,1 %
GM-soya2; 16 - 0,5 % GM-soya1;1 7 - 0,5 % GM-soya2;1 8
- 2,0 % GM-soyai; 19 - 2,0 % GM-soya2 ; 20 - dH.,0.

8.1.4 lkke-transgene planter

Det ble isolert DNA fra mange ulike typer plantemateriale
med det formal & undersgke om isoleringsprosedyren
fungerte tilfredsstillende pa ulike typer materiale mht bl.a.
hvor store fragmenter som kunne amplifiseres og for a gjere
en liten undersgkelse mhp genetisk variasjon.

.0
A

2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12

35S + pet1 3681 + 3582

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

RRO4 + RRO5 NOS1 + NOS2

Figur 12. Gelelektroforese av PCR-pro-
dukter fra PCR utfert pa transgent soya-
materiale, Primerene som ble brukt er
homologe til de genetiske elementene satt
inn i de fleste transgene planter i dag (35S1
+ 3582 og NOS1 + NOS2) og to seit
spesifikke for Roundup Ready ™ soya
(p35s-f2 + petu-rt og RRO4 + RROS5), a)
og b) 1 - 123bp-ladder; 2 - soya; 3 - 0,1 %
GM-soya; 4 - 0,5 % GM-soya; 5 - 2,0 %
GM-soya; 6 - dH,0O; 7 - 123bp-ladder; 8 -
soya; 9 - 0,1 % GM-soya; 10 - 0,5 % GM-
soya; 11 - 2,0 % GM-soya; 12 - dH,0.

De fleste av preavene som det ble isolert DNA fra er satt opp
i tabell 5 under 7.1.4. | enkelte tilfeller, ble det prevd a
isolere DNA fra ulike deler av plantene. Det ble pravd
oppformering av DNA med ulike primersett komplementaere
til universelle plantegen-er (figur 13 og 14). Enkelte av
matprovene er tatt med for & undersgke DNA-
fragmentstarrelse tilstede i produktet.

Resultatet fra dette forsgket viste at det var varierende hvor
lett det var & fa oppformert dette store PCR-produktet. At
PCR-produkt i enkelte av prevene ikke lot seg oppformere
kan veere en indikasjon pa at sa store DNA-fragmenter ikke
er tilstede i lesningen. Pragvene hvor PCR-produkt ikke lot
seg pavise og hvor DNA da antas & veere sterkt degradert
eller at det finnes faktorer som inhiberer PCR-reaksjonen
er: Soyabiter, Rimax; hermetisert mais og tomat; blomst fra
svensk asal, fra fra lenn. Det ser ut til & variere hvor godt
DNA fra rakler lar seg oppformere (bjerk og pil). Imidiertid
lot dette forholdsvis store PCR-produktet seg oppformere i
de fleste av DNA-pravene som stammet fra ikke-bearbeidet
plantemateriale. Det var svaert pafallende at sa store DNA-
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a)
1 23456 78 910111213

Figur 13. Gelelektroforese av PCR-produkter opp-
formert fra forskjellig type plantemateriale. Primer-
ene som ble benyttét var universelle planteprimere
som gir stort PCR-produkt (1303 bp). a) 1-123bp-
ladder; 2 - Soyabiter1, Rimax; 3 - “Vege burger mix”,
Releart; 4 - skinnfrie hermetiserte tomater, Landlord;
5 - grovhakkede hermetiserte tomater, Landlord; 6 -
hermetisert mais; 7 - frosset mais; 8 - hermetisert
fomat (SDS-metode) ; 9 - hermetisert mais; 10 -
bjerk (SDS-metode); 11 - potetplante (SDS-
metode); 12 - soya; 13 - dH,0, b) 1-123bp-ladder; 2
- Bjgrk, rakle; 3 - Bjerk, rakle; 4 - Bjerk, blad; 5 -
Bjark, blad; 6 - Hengebjark, blad; 7 - Hengebjork,
blad; 8 - Vinterkarse, blomst; 9 - Vinterkarse,
blomst; 10 - Vinterkarse, blad; 11 - Vinterkarse,
blad; 12 -123bp-ladder; 13 - Akerkal, blomst; 14 -
Akerkal, blomst, 15 - Akerkal, blad; 16 -Akerkal,
blad ; 17 - Osp, blad; 18 - Osp, blad; 19 - Svensk
asal, blad; 20 - Svensk asal, blad; 21 - Svensk asal,
blomst; 22 - Svensk asal, blomst; 23 -123bp-ladder;
24 - Lenn, blad; 25 - Lgnn, blad; 26 - Lgnn, fre; 27 -
Lann, fra; 28 - Pil, blad; 29 -Pil, blad ; 30 - Pil, rakle;
31 - Pil, rakle; 32 - dH,0.

23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

PUV3 + PUV4

PUV3 + PUV4

PUV1 + PUV3

Figur 14. Gelelektroforese av PCR-produkter oppformert fra
forskjellig type plantemateriale. Primerene som ble benyttet
var universelle planteprimere som gir stort PCR-produkt
(1070 bp). a) 1-123bp-ladder; 2 - Soyabiter1, Rimax; 3 -
“Vege burger mix" Releat”;, 4 - skinnfrie hermetiserte
tomater, Landlord; 5 - grovhakkede hermetiserte tomater,
Landlord; 6 - hermetisert mais; 7 - frosset mais; 8 -
hermetisert tomat (SDS-metode); 9 - hermetisert mais
(SDS-metode); 10 - bjerk (SDS-metode); 11 - potetplante
(SDS-metode); 12 - soya; 13 - dH,0.
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fragmenter er tilstede i f.eks. DNA isolert fra “vege burger
mix’-gryteretten som er et produkt som bade er bearbeidet
og hvor DNAet derfor var forventet a vaere sterkt degradert.
Produktet inneholder ogsa krydre og tilsetningsstoffer som
kan tenkes a hemme PCR-reaksjonen. Store DNA-frag-
menter lot ogsa til & vaere til stede i frossen mais og
soyamel. Resultatene viste at det i enkelte prover ble
oppformert ogsa andre omradet av plantegenomet noe som
trolig tyder pa at disse PCR-primerene ikke er spesifikke
nok under betingelsene som ble valgt, eller at betingelsene
ikke er stringente nok.

PCR utfgrt med de universelle planteprimerene PUV1 +
PUV3 som gir et PCR-produkt pa 1070 bp ble ogsa utfert
pa enkelte DNA-prgver. Resultatene sees i figur 14.

PCR vha dette primersettet ga liknende resultat som det
oppnadd for primersett PUV3 + PUV4. Forskjellen var at
mengde PCR-produkt produsert i de fleste provene var
hayere i tillegg til at reaksjonen synes mer spesifikk. Her
ble PCR-produkt amplifisert fra Soyabitene fra Rimax
hvilket betyr at det ogsa i defte bearbeidede produktet ogsa
foreligger relativt store DNA-fragmenter.

© Norsk institutt for naturforskning (NINA) 2010 http://www.nina.no
Vennligst kontakt NINA, NO-7485 TRONDHEIM for reproduksjon av tabeller, figurer, illustrasjoner i denne rapporten.




nina oppdragsmelding 574

For & se om genetisk variasjon kunne detekteres ved
restriksjonskutting av disse relativt store PCR-produktene,
ble to prever med ulik planteopprinnelse kuttet med fem
ulike restriksjonsenzymer som har gjenkjenningssete pa fire
bp og derfor kutter ofte i genomisk DNA. Enzymene var: Alu
I, Hae lll, Hinf 1, Mbo | og Rsa I. Det ble valgt prever som i
forrige eksperiment hadde gitt PCR-produkt som hadde gitt
bra utbytte og som ga entydige band pa gelen. For PCR-
produkt pa 1303 bp ble det vaigt ut Ignn, blad (L) og
vinterkarse, blomst (V). For PCR-produkt pa 1070 bp ble
det valgt ut potet (P) og soya (S). Resultatet er vist i figur
15.

MVLVLVLVLVLMPSPSPSPSPSM

Alul Hinfl Rsal Alu! Hinfl
1303 bp

Rsal Haelll Mbol Haelll Mboi
1070 bp

Figur 15. Gelelektroforese av restriksjonskuttende PCR-
produkter for & underseke genetisk variasjon. M - markar,
123bp-ladder; V - vinterkarse; L - lenn; P - potet; S - soya.

Resultatet viste at alle restriksjonsezymene untatt Rsa | ga
forskjellig “fingerprint” i de to prevene som ble sammen-
liknet. Dette gir et bra utgangspunkt for bruk av disse PCR-
produktene og enzymene i videre studier av genetisk
variasjon.

8.2 Resultater fra analyse av
matprodukter

| denne delen av prosjektet var hensikten a underseke
potensialet for DNA-ekstraksjon og deteksjon av plante-
markerer og GM-markerer pa ulik type mer eller mindre
bearbeidede matprodukter. PCR ved bruk av enzymet
AmpliTag Gold var den metoden som var valgt for amplifi-
kasjon av DNA isolert ved CTAB-metoden. Det er fokusert
pa kvalitativ analyse, men det er ogsa tatt med noen sma
eksperimenter for & initiere kampetanseoppbygging pa den
kvantitative pavisningen av transgener.

8.2.1 Kvalitative undersgkelser av
matprodukter

Av matprodukter som ble valgt ut i analysen ble det fokusert
pa produkter som inneholdt enten soya, tomat eller mais.
De ulike produktene som ble testet er nevnt i tabell 12, 13
og 14. Produkter som er tatt med i analysen hvor innhold av
transgent materiale var kjent er summert i tabell 15. DNA
ble isolert fra produktene vha CTAB-metoden (alltid minst to
paralleller av hver) og DNAet ble testet ut vha PCR med
plantespesifikke primere, bade universelle og i enkelte til-
feller artsspesifikke primere og transgene primere. Resul-
tatet av disse undersgkelsene er summert i tabellene.
Figurene 16-22 illustrerer enkelte av PCR-produktene
separert ved gelelektroforese.

Alle DNA-prevene fra matproduktene vist i figur 16 lot seg
oppformere med de universelle planteprimerene PUV1 +
PUV2. De som inneholdt soya ble testet med de soya-
spesifikke primerene GMO3 + GMO4 som oppformerer om-
radet innen genet som koder for lecitin (se figur 17).

Alle DNA-pregvene untatt den isolert fra Dobbeltvafler,
Saetre kjeks, lot seg oppformere med de soyaspesifikke
primerene GMO3 + GMO4.

De maisspesifikke primerene maize1 + maize2 ble testet pa
DNA fra enkelte av DNA-pravene isolert fra maisprodukter.
Resultatet er vist i figur 18.

Forsoket viste at PCR-produkter spesifikke for mais lot seg
oppformere i DNA isolert fra mais preparert pa ulike mater.

Ulike primersett spesifikke for kjente transgener ble testet ut
pa de ulike matproduktene. Av slike primersett finnes det
ulike typer. Det finnes de som amplifiserer promoter og
terminator elementer tilstede i de fleste genmodifiserte
plantene som forelgpig finnes pa markedet, og sa finnes
det de som oppformerer spesifikke sammensetninger av
genetiske elementer (nevnt i den teoretiske delen av denne
utredningen). Alle matvarene ble testet med de farstnevnte.
Av de som ga positive signaler med disse ble enkelte testet
med primere spesifikke for enkelte konstruksjoner som
f.eks. den i Roundup Ready™ soyabannen. Figur 19 viser
PCR-produkter fra amplifikasjon med promoterspesifikke
primere og figur 20 viser oppformering med terminator-
spesifikke primere.

Forsakene utfert med GM-spesifikke primere viste at fire av
matvarene som inneholdt soya (to varianter av hver av de
to typene) sannsynligvis inneholdt genmodifisert materiale.
Utbyttet av PCR-produkt vist i nr. 4 var lavt, men var
tilstede. Forsagket viste at de fire produktene positive for
promoter-elementet, ogsa var positive for terminator-
elementet. Siden de fire matvarene inneholdt soya, ble det
satt opp et forsek hvor PCR-primerene spesifikt oppformert
DNA-sekvens fra Monsantos Roundup Ready™ soyabanne
materiale (se 2.1.1 for anvisning). Dette PCR-produktet
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Tabell 12. Soya-produkter som er testet.
Plante- Soya- Transgen-
spesifikk  spesifikk  spesifikk
Produkt PCR PCR PCR
Ascot gullvafler, Szetre kjeks + + (svakt) -
Dobbelt vafler, Seetre kjeks + - -
Soijaflager, Nutana + + -
Soyabiter, Rimax (variant 1) + + +
Soyabiter, Rimax (variant 2) + + it
Vegeburger mix, Realeat + + +
Menu mix, Realeat + + +
Sojamel, Nutana + + -
Sojamjél, Risenta + + -
Aviettet soyamel, Joco, Jonassen & Co + it -
Frosset soya-burger, Halsans kék (Israel) + + +
Beanfeast - Mexican chili, Batchelors' + + +
Beanfeast - Savory Mince, Batchelors' + + +
Beanfeast - Bolognese Style, Batchelors' + + +
Beanfeast - Medium Curry, Batchelors' + + +
“Soja Choco Calcium®- soyakjeks, Gerblé? + +(svak) it
“GoUter aux pommes” - soyakjeks, Céréal® + + it
it = ikke testet
' Engelske produkter merket genmodifisert
2 Engelske produkter, ikke-merket som genmodifisert
3 Franske produkter, ikke-merket som genmodifisert
Tabell 13. Tomat-produkter som er testet.
Plante- Tomat-  Transgen-
spesifikk  spesifikk  spesifikk
Produkt PCR PCR PCR
Pastasaus - Verona, Maggi, Nestlé + (svak) it -
Pastasaus - Napoli, Maggi, Nestlé + (svak) it -
Hermetiserte tomater - skinnfrie, Landlord + (svak) it -
Hermetiserte tomater - grovhakket, Landlord  + (svak) it -
Chili con carne, Colman’s? + it A
Tomatpurré' - it -
it = ikke testet
! Engelske produkter merket genmodifisert
2 Engelske produkter, ikke-merket som genmodifisert
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Tabell 14. Mais-produkter som er testet.
Plante- Mais- Transgen-
spesifikk  spesifikk  spesifikk
Produkt PCR PCR PCR
Maismel, Maizena + + -
Majsgryn, Nutana + + -
Tearkede maiskorn, Nova + it -
Hermetisert mais, Landlord + + -
Frosset maiskolbe, Findus + + -
(pakket i USA for svensk Nestlé)
Cornflakes, Kellogg's? - it -
it = ikke testet
2 Engelske produkter, ikke-merket som genmodifisert
Tabell 15. Andre produkter som er testet.
Plante- Annen  Transgen-
spesifikk  spesifikk  spesifikk
Produkt PCR PCR PCR
Potetmel, Hoff - it it
Buljongterning -Herbs & Spices, OX0O? + it -
Skjokoladekjeks? + it -
Ingefaerkjeks? + it -
Ris? + it -
Nudler (3 min.)?2 + it -
Potetgull? + it -
it = ikke testet
2 Engelske produkter, ikke-merket som genmodifisert
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PUV1 + PUV2

Figur 16. Gelelektroforese av PCR-produkter amplifisert fra
DNA fra forskjellige matprodukter. 1 -123bp-ladder; 2 -
Soyabiter, Rimax (variant 1); 3 - Soyabiter, Rimax (variant
1), 4 - “Vege burger mix”, Realeat; 5 - “Vege burger mix”,
Realeat; 6 - “Vege Menu mix”, Realeat; 7 - “Vege Menu
mix”, Realeat; 8 - “Vege burger mix”, Realeat; 9 - “Vege
burger mix”, Realeat; 10 - Soyabiter, Rimax (variant 1); 11 -
Soyabiter, Rimax (variant 1, pakke 2); 12 - Soyabiter,
Rimax (variant 2); 13 - Soyabiter, Rimax (variant 2); 14 -
tarkede maiskorn, Nova; 15 - tarkede maiskorn, Nova; 16 -
soya; 17 - dH,0.

spenner over to genetiske elementer, nemlig mellom
petunia hybrid “leder-sekvens” og blomkal mosaikk virus
(CaMV) 35S promoter, som ikke finnes i ikke-modifiserte
planter. Resultatet er vist i figur 21.

Forsgket viste at matproduktene Soyabiter, Rimax (variant
1), Soyabiter, Rimax (variant 2), Vegeburger mix, Realeat
og Menu mix, Realeat, mistenkt for & inneholde genmodi-
fisert soyamateriale inneholder materiale fra Monsantos
Roundup Ready™ soyabgnner. Pa foresparsei ble pravene
som ble funnet positive for genmodifisert materiale videre-
sendt til Matforsk (Norges landbrukshagskole)/Veteringer-
instituttet i Oslo for verifisering av funnet og for at disse
institusjonene kunne bruke materialet for opparbeidelse av
kompetanse mht kvantitativ pavisning av andelen av
genmodifisert materiale i praven.

At det ikke ble observert PCR-produkt ved bruk av denne
sammensetningen av primere i GM-tomat som jo ikke inne-
holder samme organisering av genetiske elementer, viser at
denne PCR-reaksjonen er spesifikk for GM-soya konstruk-
sjonen.
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GMO3 + GMO4

Figur 17. Gelelektroforese av PCR-
produkter amplifisert fra matprodukter
som inneholder soya. 1 - 123bp-ladder;
2 - Soyamel, Joco; 3 - Sojaflager,
Nutana; 4 - Soyabiter, Rimax (variant 1);
5 - «Vege burger mix», Realeatl; 6 -
Sojamel, Nutana; 7 - Sojamjgl, Risenta;
8 - Dobbeltvafler, Seetre kjeks; 9 -
Gullvafler Ascot, Saetre kjeks; 10 -
dH,0O; 11 - soya (positiv kontroll).

1:°2.13%.4. 5" 6 Figur 18. Gelelektroforese av
maisspesifikke PCR-produkter
amplifisert fra matprodukter som
inneholder mais. 1 - 123bp-ladder;
2 - majsgryn, Nutana; 3 -maismel,
Maizena; 4 - hermetisert mais,
Landlord; 5 - frosset mais, Findus;
6 - dH,0.

maize1 + maize2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

P35SA + P3558B

Figur 19. Gelelektroforese av PCR-produkter
oppformert med GM-spesifikke primere for
promoter-element. 1 - 123bp-ladder; 2 -
Soyabiter, Rimax (variant 1, preve 1); 3 -
«Vege burger», Realeat (prove 1); 4 - «Vege
menu mix», Realeat (prove 1); 5 - «Vege
burger mix, Realeat » (prove 2); 6 -
Soyabiter, Rimax (variant 2, prove 1); 7 -
Soyabiter, Rimax (variant 2, prgve 2); 8 -

torkede maiskorn, Nova, 9 - [{toerkede
maiskorn; 10 - 0.5 % GM-soya; 11 - soya; 12
- dH,0.
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NOS1 + NOS2

Figur 20. Gelelektroforese av PCR-produkter
amplifisert fra matvarer som inneholdt GM-
materiale. 1 - 123bp-ladder; 2 - Soyabiter,
Rimax (variant 1, parallell 1); 3 - Soyabiter,
Rimax (variant 1, parallell 2); 4 - “Vege burger
mix”, Realeat (parallell 1); 5 - “Vege burger
mix”, Realeat (parallell 2); 6 -GM-tomat; 7 -
dH,0O; 8 — 0.5% GM-soya.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

pet1 + 3568

Figur 21. Gelelektroforese av PCR-produkter
spesifikke for Roundup Ready™ Soya. 1 -
123bp-ladder; 2 - Soyabiter, Rimax (variant 1,
prove 1); 3 - "Vege burger”, Realeat (prove
1); 4 - "Vege menu mix", Realeat (prove 1); 5
- "Vege burger mix", Realeat (prove 2); 6 -
Soyabiter, Rimax (variant 2, prave 1); 7 -
Soyabiter, Rimax (variant 1, prave 2); 8 - GM-
tomat; 9 - 0. 5% GM-soya; 10 - soya; 11 -
dH,0.
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Flere av DNA-prgvene ble testet for innhold av kanamycin-
resistens-marker ved PCR med primere spesifikke for dette
genet. Resultatet er vist i figur 22.

Forspket viste at DNA fra GM-tomaten var den eneste av
DNA-prgvene testet her som inneholdt markeren for
kanamycinresistens. Dette var hva som var forventet ut i fra
hva som er kjent ved de ulike genmodifiserte konstruktene.

8.2.2 Kvantitative undersgkelser av
matprodukter

| mange ulike sammenhenger er det viktig & kunne kvanti-
fisere i hvor stor grad en prave inneholder GMO-materiale.
Det er ikke her lagt stor vekt pa den kvantitative analysen
vha PCR fordi denne er vanskelig & utvikle uten spesifikk
apparatur og kjennskap til hvilke faktorer i ulike mat-
produkter som kan inhibere oppformeringen av PCR-pro-
dukt. Det ble imidlertid utfart et lite eksperiment her i et
forsgk pa a teste ut mulige inhiberende faktorer i Soya-
bitene fra Rimax. Eksperimentet ble gjort ved at det ble satt
opp en fortynningsrekke av DNA fra en transgen potet-
plante med kjent konsentrasjon og utfert PCR pa disse for
seg i tillegg til at samme mengde potet-DNA ble oppformert
i blanding med DNA isolert fra Soyabitene fra Rimax.
Mengde av DNA fra soyabitene var samme mengde som
bie brukt under normale PCR-betingelser. PCR-produktet
som ble oppformert var fra kanamycinresistensgenet som
finnes i det transgene potetmaterialet, men ikke i DNAet
isolert fra matproduktet. Resultatet kan sees i figur 23.

Resultatene fra dette forseket viste at 1 ng var mulig & pa-
vise ved denne PCR-reaksjonen. Resultatene hvor samme
mengde potet-DNA var blandet med DNA isolert fra
matprodukt var uventede ved at det i preven hvor 100 ng
potet-DNA var tilstede synes som om reaksjonen var
fremmet. | reaksjonene hvor mindre konsentrasjon av potet-
DNA var tilstede var det ikke mulig & observere noe PCR-
produkt i de blandede prgvene hvilket indikerer at det er
hemmende agens tilstede. Disse kan vaere stoffer som
f.eks. ulike salter og karbohydrater (Hemmer, 1997). Mater
4 fierne slike hemmende faktorer pa er f.eks. a optimalisere
PCR-reaksjonen, fortynne preven (som utfert i mange av
forsgkene her) og utfere "nested PCR”".

12345 67 8910111 2 345678 9101

nptiA + nptliB TN5-1 + TN5-2

Figur 22. Gelelektroforese av PCR utfgrt med kanamycin--
resistes-spesifikke primere pé DNA fra ulike typer mat-

produkter. 1 - 123bp-ladder; 2 - Soyabiter, Rimax (variant 1,

prave 1); 3 - "Vege burger”, Realeat (prove 1); 4 - "Vege

menu mix", Realeat; 5 - "Vege burger mix", Realeat (prave

2); 6 - Soyabiter, Rimax (variant 1, prave 2)); 7 - Soyabiter,

Rimax, (variant 2, preve 1); 8 - GM-tomat; 9 - 0.5 % GM-

soya; 10 - soya; 11 - dH,0.

1t 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

nptllA + nptlIB

Figur 23. Gelelektroforese av PCR-produkter som et ledd i
a kunne kvantifisere og si noe om inhiberende agens i
DNA-materialet isolert fra et matprodukt. 1 - 100 ng potet-
DNA; 2 - 50 ng potet-DNA; 3 -10 ng potet-DNA ; 4 - 5 ng
potet-DNA; 5 - 1 ng potet-DNA; 6 - dH,0O; 7 - 123bp-ladder;
8 -100 ng potet-DNA + Soyabiter-DNA; 9 - 50 ng potet-
DNA+ Soyabiter-DNA; 10 -10 ng potet-DNA+ Soyabiter-
DNA; 11 - 5 ng potet-DNA+ Soyabiter-DNA; 12 - 1 ng potet-
DNA+ Soyabiter-DNA; 13 - dH,0.
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PCR-teknikken som er en metode for amplifisering av ut-
valgte nukleinsyresekvenser er den mest vanlig og anvend-
bare metoden for pavisning av spesifikt DNA. Spesielt ved
genetisk pavisning i materialer som inneholder sterkt ned-
brutt materiale slik som i f.eks. bearbeidede matprodukter,
er PCR trolig den mest funksjonelle metoden & ta i bruk.

Arbeidet som ble foretatt i prosjektet her ble fokusert rundt
opparbeidelse av kompetanse mhp bruk av PCR-teknikken
til oppformering av spesifikke DNA-sekvenser i forskjellige
typer plantemateriale. | materiale hvor DNAet forventes &
veere sterkt nedbrutt som f.eks i bearbeidede matprodukter,
kan det & pavise spesifikke DNA-sekvenser vare en stor
utfordring.

Som del av den kvalitative testingen av materiale ble
mange ulike typer bearbeidede matprodukter testet bade
mhp hvor sterkt nedbrutt DNAet som var tilstede var, og om
produktene inneholdt genmodifisert materiale. En slike type
screeningsprosedyre vil ogsa vaere et naturlig sted & starte
ved en rutinemessig kontroll av bade matprodukter, land-
bruksprodukter og biologiske forsendelser som kan inne-
holde genmodifiserte materiale.

Teoretisk sett skulle det veere mulig & anvende PCR som
en kvantitativ metode som kunne gi informasjon om
mengden templat-DNA som var tilstede i utgangspunktet,
f.eks. ved bruk til pavisning av en transgen plante blant
1000 ikke-transgene. Imidlertid kan dette kreve mye arbeid
ved tilrettelegging av reaksjonsbetingelsene. Flere teknikker
for kvantitativ bestemmelse av DNA ved bruk av PCR er
dokumentert, av disse er bl.a. en metode hvor en intern
DNA-standard med kjent konsentrasjon mye brukt
(“competitive PCR”) for genmodifiserte mikroorganismer
(Lesser et al. 1995).

Det var vanskelig her & avgjere eksakt hvilken nedre
grense av DNA som matte vaere tilstede for at en spesifikk
PCR-oppformering kunne foretaes. Ett. forsgk utfert her
viste at PCR-produkt kunne detekteres ved konvensjonell
gelelektroforese da DNA-templatet var fortynnet 50 ganger,
omtrent 2 ng var da tilstede i utgangspunktet. For & se
reaksjonsproduktet pa en gel farget med etidium bromid
kreves det ca. 100 pg av et DNA-fragment (Prydz & Kolstg,
1994), dvs. at hvis en antar en 10° oppformering (antatt
oppformeringssniva for 25 sykler) tilsvarer dette 100 pg /
10° = 0.001 pg i utgangspunktet. Det er imidlertid vanskelig
& beregne neyaktige verdier selv om PCR i teorien er en
prosess hvor antall amplifiseringer ngyaktig kan beregnes.
Dette kommer bl.a. av at enkelte av bestanddelene i PCR-
reaksjonen kan “utmattes” undervegs og redusere utbyttet.

To av matproduktene kjgpt i norske butikker hvor ingen av
produktene var merket som genmodifiserte og ett var
“negativt” merket med “Soyabgnnene er ikke genmodi-
fisert!” ble funnet & inneholde genmodifisert soyamaterialet.
Funnet var den forste pavisningen av genmodifisert mat i
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norske butikker og vekte store mediaoppslag i midten av
juni 1998. Pavisningen ble utfert ved PCR-oppformering av
tre ulike omrader innen det innsatte genmodifiserte
materialet. To oppformerte omrader representerer genetiske
elementer tilstede i de fleste genmodifiserte planter til-
gjengelige pa markedet i dag (promoter og terminator). Det
tredje oppformerte omradet er spesifikt for den genetiske
sammensetningen i Monsantos Roundup Ready™ soya-
benne.

At disse produktene var a finne i norske butikker var trolig
hva en kunne forvente ut ifra flere fakta; 1) Andelen av
transgene planter kommersielt tilgjengelig har gkt betydelig
de siste arene og dette spesielt i USA, 2) Produktene GM-
soya materialet ble pavist i, stammer trolig fra USA og 3)
soyaprodusenter i USA nekter & skille GM-soyabgnner fra
konvensjonelle soyabenner (Arthur, 1998). Da en vet at
GM-soyabgnnenes andel av den totale produksjonen i dag
av soyabgnner i USA er 35% (The Economist, 13. Juni
1998), kan dette bety at enkelte matprodukter kan inne-
holde soya hvor 35% stammer fra genmodifisert materiale.
Imidlertid kan det jo ogsa tenkes at enkelte forsyninger kan
inneholde 100% avhengig av transport/lagring og utskip-
ingssystemene i USA.

En metode hvor PCR inngikk etterfulgt med restriksjons-
kuttinger av PCR-produktet ble i dette prosjektet benyttet for
a pavise eventuell genetisk variasjon eller eventuelt hvor
stabilt et spesifikt omrade av det genetiske materialet er
over tid. Vi var her interessert i & undersgke hvordan denne
metoden egnet seg for denne type analyse og kunne
konkludere med at metoden var velegnet til et slikt formal.

Transgent potetmateriale som stammet fra ulike trans-
formerte plantelinjer ble undersgkt innen to ulike omrader
av det transgene materialet som var satt inn i plantene.
Omradene som ble undersgkt var innen Agrobacterium Ti-
plasmidet og kanamycinresistensmarkgren (se 8.1). Ingen
genetisk variasjon ble observert i det amplifiserte materialet.
Dette var heller ikke & forvente av flere grunner; 1) Om-
radene som ble undersgkt var relativt sma (233 bp og ca.
800 bp), 2) bare fem ulike restriksjonsenzymer ble testet,
dvs. at ikke hele sekvensen i omradet ble undersokt, 3) atte
ar er trolig ikke ftilstrekkelig tid for akkumulering av
mutasjoner.

Det ble ogsa foretatt et forsgk hvor noen av de storste
PCR-produktene fra forskjellige typer plantemateriale ble
testet (se 8.1.4). Forsgket viste at disse relativt store
produktene (1303 og 1070 bp) kan egne seg for under-
sokelser av genetisk variasjon mellom arter. For flere
studier utferes, er det imidlertid uvisst om metoden viser
stor nok grad av variasjon til & kunne egne seg p& materiale
fra individer innen samme art eller mellom nzert beslektede
arter.
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10 Konklusjon

Malsetningen med dette prosjektet var & bygge opp kompe-
tanse og metodikk for & bista forvaltningen ved eventuell
overvaking av GMOer og analyse av GMO-relatert mate-
riale. | prosjektet er det lagt vekt pa metodikk for & kunne
detektere spesifikt genetisk materiale fra forskjellig type
plantemateriale og i enkelte tilfeller utfere teknikker benyttet
i populasjonsgenetiske studier.

| prosjektet har vi fatt erfaring med DNA-isolasjonsmetoder
fra plantemateriale og bearbeidede produkter inneholdende
plantemateriale. DNAet har vaert utgangspunkt for opp-
formering ved hjelp av PCR-teknikken av genetiske
elementer tilstede i ikke-modifisert plantemateriale og i bare
genmodifiserte planter. DNA-isoleringsmetoden som ble
mest benyttet i prosjektet egner seg bade for ulike typer
plantemateriale og bearbeidede matprodukter av ulike slag.

Screening av ulike matvarer inneholdene soya, mais og
tomat kjgpt i norske butikker viste at vi allerede har mat-
varer | Norge som inneholder genmodifisert materiale. Fire
av soyaproduktene ble vist & inneholde materiale fra den
sakalte Roundup Ready™ soyabgnnen produsert av det
amerikanske selskapet Monsanto. Pavisningen var den
farste pavisningen av genmodifisert mat i Norge og vakte
stor oppsikt i media rundt midten av juni 1998.

11 Forslag til videre
satsning

Arbeidet utfart i dette prosjektet har bidratt til & klargjere pa
hvilke felter det kan bli viktig & bygge opp videre kompe-
tanse pa. Et av disse feltene gjelder sensitiviteten til selve
pavisningssystemet og det & kunne utvikle metodikk for
bedre 4 kunne kvantifisere mengden av transgener tilstede i
et milijp med ikke-transgent materiale. Er det f.eks. mulig a
kunne kvantifisere antall transgene organismer blant
ikke-transgene organismer hvis antallet er 1 : 1 000 eller 1 :
10 000? Slik metodikk vil vaere viktig i vurdering av
GMOens evne til spredning, etablering og overlevelsesevne
i tillegg til & kunne pavise eventuelt antall hybrider mellom
transgene og ikke-transgene individer. | tillegg vil slik type
pavisning veere viktig for & kunne ansla forholdet meliom
genmodifisert/ ikke-genmodifisert materiale i forskyninger
av grgnnsaker og frukt i tillegg til at prosentandelen i mer
eller mindre sammensatt mat og landbruksprodukter kan
bestemmes.

Utgangspunktet for de fleste metodene for pavisning av
genmodifisert materiale er at informasjon om hva som er
satt inn i organismen er tilgjengelig. Den type informasjon
det her er snakk om er forelapig forholdsvis lett tilgjengelig,
men med forventet gkning i antall og typer genmodifiserie
organismer kan denne informasjonen bli vanskelig & ha fuli
oversikt over. Et krav fra forvaltningsmyndighetene il
instansen ansvarlig for produksjon eller markedsfering av
slik type organismer, bgr derfor vaere at slik type informa-
sjon i framtiden ogsa er tilgjengelig. Informasjon det her er
tenkt pa er hvilke genetiske elementer som er satt inn i
organismen og om de er aktlive i organismen eller ikke,
hvordan disse elementene er organisert i organismen
(kopitall hvis mulig) og i forhold til hverandre, informasjon
om DNA-sekvenssammensetning i det genetiske materialet
som er satt inn. For a lette arbeidsbyrden for myndigheten
ansvarlig for pavisning, ber ogsa standardisert metode for
hver enkelt pavisning, f.eks. DNA-sekvens pa primere,
betingelser for reaksjonsoppsett i tilfelle med pavisning vha.
PCR-teknikken. Jeg foreslar opprettelse av databaser for
slik type informasjon hvor forskningsinstitusjoner eller andre
med interesse for feltet kan fa den informasjonen de
trenger.
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13 Ordforklaringer

Antisense — En nukleotidsekvens (RNA eller DNA) som er
komplementzer til en gitt mRNA og kan biokkere
denne for avlesning til dannelse av protein.

APHIS — Animal and Plant Health Inspection Service

Biotinylert — Et molekyl hvor et biotinmolekyl er hektet pa
kalles biotinylert. Dette er en form for merking hvor
biotinmolekylet f.eks. kan bindes til streptavidin festet
pa magnetiske kuler for at merkede enkelttradede
DNA-molekyler kan skilles fra ikke-merkede.

Derivater — noe som er avledet fra noe annet som da er det
opprinnelige.

DNA - deoksynuklinsyre — Den bestanddel av kromosom-
ene som baerer arveanlegg.

DNAse — Enzym som bryter ned DNA.

Enzym — Et protein som oppferer seg som en katalysator i
et biologisk system.

FDA - Food and Drug Administration.

Fenotype — Observerte egenskaper til en organisme.

“Fingerprint” menster — Et mgnster som framkommer ved
gelelektroforese av fragmenter (enten protein eller
DNA).

Funksjonelt gen — Et gen som koder for et protein med
funksjon i cella.

Gel — Geléaktig substans som brukes til separasjon av ulike
molekyler (DNA, proteiner).

Gelelektroforese — En teknikk hvor molekyler separeres
vha en gel ved at molekylene har ulik mobilitet i et

elektrisk felt.

Genom -~ Det genetiske innholdet i et komplett (haploid)
kromosomsett.

Genuttrykk — Utrykk av et gen gjennom dannelse av et
protein.

GMO - Genmodifisert organisme.

GMP - Genmodifisert plante.

Herbicider - Ugrasmiddel.

Horisontal genoverfering — lkke-seksuell bevegelse av
gener mellom voksne individer.

Hybridisering — Seksuell reproduksjon mellom individer
som tilhgrer forskjellige arter, eller paring av RNA og
DNA-trader som er helt eller delvis komplementaere

Hybridiseringsprober — Prober som brukes ved hybridi-
sering til komplementaere RNA eller

Kodende omrade — Et omrade av DNAet som ved
avlesning kan gi opphav til dannelse av protein.

Komplementzaer — | DNA sammenheng er to nukleinsyrer
komplementsere nar A i den ene traden svarer il T i
den andre traden, og tilsvarende G i den ene til C i
den andre.

Konstitutiv — | denne sammenheng ofte brukt om et gen
som utrykkes i alle celler og ikke bare i celler som er
spesifikt differensiert.

Konstrukter — Brukes her ofte om genetiske elementer
eller vektormolekyler som er satt sammen ved gen-
manipulering som da har spesielle genetiske egen-
skaper som kan tilfgres en organisme.

“Nested” PCR — En PCR-reaksjon som settes opp med
produktet av en annen PCR-reaksjon som templat.
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Nukleotid — Byggesten i DNA eller RNA.

PCR- polymerase chain reaction — Metode for a oppformere
spesifikke, korte omrader av DNA ved bruk av en
varmestabil polymerase. Nar mange kopier av et DNA-
fragment av interesse er produsert, kan det ana-
lyseres ved andre teknikker som.f.eks. gelelektro-
forese.

Primer — Kjede av nukleotider med sekvens komplementaer
til et bestemt omrade av DNA-templaten. Primeren er
ofte framstilt syntetisk.

Primerdimer — To primere som sitter sammen.

Primer-sett — Et sett av primere som er komplementeer til
motsaft DNA-trad og som festes til DNA-templaten siik
at de under gitte reaksjonsbetnigelser kan gi dannelse
av et PCR-produki.

Probe — Fragment av DNA med kjent opprinnelssted i
genomet og/eller kjent DNA-sekvens. Anvendes til &
oppdage/pavise komplementaere sekvenser i blanding
av DNA-molekyler.

Promoter — Den sekvensen i DNA-molekylet som gjer at
RNA-polymerasen kan gjenkjenne hvor et gen starter.

Regulator gen — Et gen som regulerer en gitt prosess.

“Reporter” gen — Ofte brukt om et gen som er satt i et
konstrukt som ved fusjon til et annet gen av interesse
kan si om dette er tilsetede og i hvor mengde det
uttrykkes.

Restriksjonsenzym/endonukleaser — En endonuklease
som gjenkjenner spesifikke nukleotidsekvenser i DNA
og sa foretar et dobbelttradkutt i DNA-molekylet.

Southern blotting — Teknikk hvor DNA overfares fra
agarosegel til en membran hvor DNAet kan hybridi-
sere til komplementzaert DNA.

Strukturelt gen — Et gen som koder for et protein som har
en strukturell rolle i cella,

Templat — DNAet i en enkelttrad som fungerer som en mal
for dannelse av komplementaertraden, eller for et
RNA-molekyl,

Terminator — Et genetisk element som er satt inn i den
transgene organismen for & terminere transkripsjon
(aviesning) av transgenet,

Transgen — Gen fra en forskjellig organisme elier et kunstig
konstruert gen som tilferes en annen organisme ved
genteknologiske metoder,

USDA - US Department of Agriculture.

VBNC - “Viable but non-culturable” — brukes om bakterier
som lever, men ikke kan kultiveres

Vektor — Plasmid, kosmid, bakteriofag, virus etc. som
anvendes for a overfore stedfremmed DNA til en
vertsorganisme.

Vektor-sekvens — DNA eller RNA-sekvens i en vektor.

Viruskappe — Ytre "kapsel” av proteiner rundt en nuklein-
syrekjerne av et virus.

Western blotting — Teknikk hvor proteiner overferes fra gel
til membran hvor de kan gjenkjennes av reagenser
(ofte antistoffer) spesifikke for spesielle aminosyre-
sekvenser.
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14 Appendix

PCR - Polymerase chain reaction (Sambrook et al.
1989)

Ved metoden amplifiseres en spesifikk del av DNA som s
kan belyse komposisjonen av et spesifikt gen eller et
omrade av genomet, | metoden brukes spesifikke syntetiske
primere som under bestemte betingelser bindes til homo-
loge DNA-sekvenser pad en komplementeer DNA-trad.
Prosedyren er en trinnvis prosess som omfatter denature-
ring av den dobbelte DNA-traden, festing av primer og
syntese av DNA. Trinnene gjentas og resultatet er amplifi-
sering av spesifikke DNA-fragmenter som kan analyseres
ved gelelektroforese og visualiseres ved etidium bromid.
Det amplifiserte DNA-fragmentet kan analyseres videre ved
f.eks. sekvensering og kan brukes ved in situ hybridisering
av kromosomer for bruk i koblingsanalyse (Davies, 1988),
for analyse av restriksjonsseter eller ved identifikasjon av
innsatt DNA i en genmodifisert organisme.

Ulempe ved metoden i de fleste sammenhenger, er at
kiennskap til deler av nukleinsyre-sekvensen er ngdvendig
for konstruksjon av primer, og dette er den mest tid-
krevende delen av prosedyren. For & oppna spesifikk
binding av primere ma ofte reaksjonen optimaliseres pa
forhand. Fordeler ved prosedyren er at veldig sma mengder
DNA kreves og at spesifikke omrader av det genetiske
materialet kan analyseres. | tillegg, kan den utstrakte
automatikken i amplifikasjonsprosedyren gjor at mange
prever kan studeres pa kort tid.

Southern blot analyse (Southern, 1975)

Metoden er en kombinasjon av elektroforese, separasjon av
DNA-molekyler pa en gel, og overfaring av DNA-mole-
kylene fra gelen til en membran. Merkede DNA-molekyler
blir s tilfart membranen og eventuell binding til komple-
mentaere DNA-molekyler bundet til membranen visuali-
seres. Formalet kan vaere bade a finne ut om et spesifikt
DNA-molekyl eller en spesifikk DNA-sammensetning er
tilstede i en prove som gnskes analysert eller hvor stort
dette DNA-fragmentet/molekylet er.

Western blot (Sambrook et al. 1989)

Metoden er en kombinasjon av elektroforese, separasjon av
proteiner pa en gel, og overfgring av proteinene fra gel til en
membran. Overfaringen fra gel til membran er en elektro-
foretisk overfaringsprosess som tvinger proteinene ut av
gelen og over pa membranen. Spesifikke antistoff blir sa
tilfert membranen og antigen-antistoff kompleks visualisert
enten ved 2 tilfare spesifikke antistoff bundet til konjugative
enzymer som utvikler farge etter tilffering av enzym-spesifikt
substrat, eller ved tilsetting av radioaktive proteiner med
hey affinitet mot antistoff-antigen komplekset.

Denne metoden gir mulighet for gjenkjenning av ulike aliele
former av antigenet. Flere prover kan analyseres per dag.

Ulempene er de samme som ved immuno-assay, som f.eks.
at spesifikt antistoff ma lages pa forhand.

Restriction fragment
(Davies, 1988)

RFLP brukes til analyse av struktur og komposisjon av DNA
i organismer. Metoden baseres pa ekstrahert DNA som er
kuttet av base-spesifikke restriksjonsendonukleaser. DNA-
fragmentene separeres i et elekirisk felt og gjenkjennes,
etter overfaring til membran, ved bruk av spesifikke DNA-
eller RNA-prober; i defte tilfelle kalles prosedyren Southern
blotting. Hvis RNA-fragmenter separeres og visualiseres
ved bruk av DNA- eller RNA- prober, kalles prosedyren
Northern blotting. Et DNA- eller RNA- “fingerprint” er den
visualiserte DNA- eller RNA-profilen dokumentert ved
fotografisk film. Metoden kan brukes i kombinasjon med
PCR.

length polymorphism (RFLP)

Ulempen ved metoden er at ganske store mengder DNA
kreves (5-10 ug for hver prave for hver restriksjonsendo-
nuklease) En annen ulempe ved metoden er at restrik-
sjonsenzymer som gjenkjenner polymorfismer, er begrenset
og at variasjon bare detekteres ved disse restriksjons-
setene. Fordelene ved metoden er at det genetiske
materialet analyseres direkte i motsetning til enkelte av
metodene nevnt ovenfor hvor bare genproduktet analyser-
es. Metoden kan brukes for detektering av innsatt DNA i
genmodifiserte organismer.
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Storrelsesmarkerer
Bakteriofag A Hindlll

Fragmenter:  Basepar:
23130
9416
" 6557
4361
2322
2027
564
125

XN O WN -

Bakteriofag A Pstl

Fragmenter:  Basepar: Fragmenter: Basepar:
1 14057 15 468
2 5077 16 448
3 4749 17 339
4 4507 18 264
5 2838 19 247
6 2459 20 216
7 2443 21 211
8 2140 22 206
9 1986 23 164
10 1700 24 150
11 1159 25 94
12 1093 26 87
13 775 27 72
14 514 28 15

123 bp ladder

Fragmenter:  Basepar: Fragmenter:  Basepar:
1 4182 18 2091
2 4059 19 1968
3 3936 20 1845
4 3813 21 y 1722
5 3690 22 1599
6 3567 23 1476
7 3444 24 1353
8 3321 25 1230
9 3198 26 1107

10 3075 27 984

11 2952 28 861

12 2829 29 738

13 2706 30 615

14 2583 31 492

15 2460 32 369

16 2337 33 246

17 2214 34 123
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