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Leitfaden fur die Probenahme und Untersuchung zum N achweis von Pollen
gentechnisch veranderter Pflanzen in Honig

Der Leitfaden wurde in Zusammenarbeit mit der § 64 LFGB Arbeitsgruppe ,Entwicklung von
Methoden zur Identifizierung von mit Hilfe gentechnischer Verfahren hergestellter Lebensmittel* des
Bundesamtes fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) und den fiir die Uberwachung
zustandigen Landesbehérden sowie unter Mitwirkung des Arbeitskreises Lebensmittelchemischer
Sachverstandiger der Lander und des BVL (ALS) verfasst. Er stellt eine Empfehlung dar und soll zur
einheitlichen Probenahme und Untersuchung von Honig auf Pollenanteile gentechnisch veranderter
Pflanzen bei der Uberwachung durch die zustandigen Landesbehérden sowie der Eigenkontrolle der
Wirtschaft beitragen.

Probenahme

Die Probennahme erfolgt in Anlehnung an DIN 10742:2011-06 [1] in der Menge von mindestens 1 kg.
Im Labor werden von der Probe zwei Untersuchungsproben von jeweils 50 g enthommen.

Probenvorbereitung und DNA Extraktion

Der Honig kann zur Homogenisierung erwarmt werden und wird durch Rihren gut gemischt.

Fur jede Untersuchungsprobe erfolgt eine CTAB basierte DNA-Extraktionsmethode fiir Honig, optional
mit anschlielender Aufreinigung [2, 3].

Jede Untersuchungsprobe wird in vier Teilen von je 12,5 g des homogenisierten Honigs auf sterile 50
ml Zentrifugenréhrchen verteilt, nach Zugabe von jeweils ca. 40 ml destilliertem Wasser bei 30-40C
fiir ca. 10 min unter Schutteln gelést und anschlieRend 10 min bei ca. 4.000 x g zentrifugiert.

Die abzentrifugierten Pollen werden mit 5 ml destiliertem Wasser suspendiert und die 4
Teiluntersuchungsproben vereinigt. Die Pollensuspension wird mit destilliertem Wasser auf ein
Volumen von ca. 20-30 ml aufgefillt und noch einmal 5 min bei ca. 4.000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wird dekantiert, die Pollen in ca. 0,5 ml sterilem Wasser resuspendiert und die Suspension
in ein 2 ml Reaktionsgefall Uberfuhrt, welches ca. 100 mg Glas-Perlen (Partikelgrof3e ca. 500 pm)
enthalt. Die Suspension wird Uber Nacht stehen gelassen und anschliel3end in einer Schwingmihle
bei einer Frequenz von 20 s™ bzw. mit einem mechanischen Schnellschittelgerat (z. B. Vortex) fur 1
min geschiittelt [2, 3].

Fur die Extraktion wird 1 ml CTAB-Puffer zugegeben und fur 30 min bei 65C und maximaler
Schittelfrequenz im Thermoschuttler inkubiert. Optional kann an dieser Stelle ein RNaseVerdau
erfolgen. Nach Zugabe von Proteinase K-L&sung erfolgt unter Schitteln eine weitere Inkubation fir 60
min bei ca. 65C. Die Proben werden bei Raumtemperatur abgekihlt und 10 min bei mindestens
13.000 x g zentrifugiert. 1 ml des klaren Uberstandes werden in ein neues 2 ml Reaktionsgefal
Uberfuhrt. 500 ul Chloroform werden zugegeben und fiir ca. 30 s gemischt. Nach 10 min Zentrifugation
bei 13.000 x g wird die obere wassrige Phase in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefall Gberfuhrt. Die DNA
wird mit 0,8 Volumenanteilen Isopropanol fir 30 min bei Raumtemperatur gefallt und durch
Zentrifugation fir 10 min bei 15.000 x g pelletiert. Das Pellet wird mit Ethanol (70%) gewaschen,
getrocknet und in 50 pl TE aufgenommen [3].

Weitere Methoden kénnen verwendet werden, wenn sie Ergebnisse von vergleichbarer oder besserer
Qualitat liefern.

Optional kann mit der gewonnenen DNA ein Aufreinigungsverfahren zur Entfernung mdéglicher
Inhibitoren durchgefihrt werden [2].

Die unverdinnten DNA-L6sungen sollten mit einem geeigneten Verfahren (z.B. [4]) auf das
Vorhandensein von Inhibitoren untersucht werden. Die Kontrolle der Amplifizierbarkeit der extrahierten
DNA kann durch ein pflanzenspezifisches PCR-Verfahren erfolgen (z. B. [5]).

PCR-Nachweis

Die DNA sollte moglichst unverdiinnt in die PCR eingesetzt werden. DNA, die fur die Messung einer
Standardreihe verwendet wird, sollte aus Referenzmaterial mit einer geeigneten Extraktionsmethode
isoliert werden [6].
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Fur die Untersuchung auf Pollen von gentechnisch veranderten Pflanzen in Honig wird eine

Untersuchungsstrategie mit zunehmender Spezifitdt in der Reihenfolge der verwendeten Real-time
PCR Verfahren angewendet.

Screening-Verfahren

Zur Untersuchung auf Anteile gentechnisch veranderter Pflanzen werden zunéchst validierte
Screening-Verfahren [7, 8, 9, 10] eingesetzt (z. B. P35S, T-nos, bar, CTP2-CP4EPSPS). Mit der
Kombination von mehreren Screening-Verfahren kénnen positive Befunde spezifiziert werden [11, 12].
Um die einzusetzenden Screening-Verfahren einzugrenzen, kann vorab eine Untersuchung auf
Pflanzenspezies-spezifische Referenzgene (z.B. Raps, Mais, Soja und ggf. weitere Spezies)
durchgefuhrt werden [7, 8, 9, 13].

Event-spezifischer Nachweis

AnschlieBend an das orientierende Screening erfolgt die Spezifizierung und Quantifizierung
idealerweise mit validierten Event-spezifischen Verfahren [7, 9, 13]. Bei fehlender Verfugbarkeit von
Event-spezifischen Verfahren kann eine Spezifizierung durch Anwendung weiterer Screening und
Konstrukt-spezifischer Verfahren erreicht werden [7, 8, 9, 10, 14]. Das fur die Quantifizierung
verwendete Referenzmaterial muss im Untersuchungsbericht detailliert beschrieben werden.

Auswertung der PCR-Ergebnisse

Die Ergebnisse fur die Analyseproben und Kontrollproben missen eindeutig sein und die Kontrollen
mussen die erwarteten Ergebnisse zeigen (gemanR DIN EN ISO 24276 [15]).

Bei Quantifizierung mit einem Event-spezifischen Verfahren ist die praktische Nachweis- und
Bestimmungsgrenze Uber das Verhéltnis der theoretisch erreichbaren Nachweis- bzw.
Bestimmungsgrenze des Transgen-Nachweises zur Proben-bezogenen Menge an amplifizierter
Spezies-DNA zu ermitteln [6].

Bei der Entscheidung, wann ein Real-time PCR-Ergebnis als positiv zu bewerten ist, kann der Einsatz
von Qualitatskontroll-DNA hilfreich sein, z. B. [16].
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