% Bundesamt fiir
Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit

Leitfaden fur die Probenahme und die Untersuchung z  um Nachweis
gentechnischer Veranderungen in Leinsamen

Dieses Dokument wurde von der § 64 LFGB Arbeitsgruppe ,Entwicklung von Methoden zur Identifizierung von
mit Hilfe gentechnischer Verfahren hergestellter Lebensmittel* des Bundesamtes fir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (BVL) erarbeitet. Die Arbeitsgruppe besteht aus Sachkennern aus den Bereichen der
Lebensmittel- und Futtermitteliiberwachung der Bundeslander, der Wissenschaft und der beteiligten Wirtschaft
[1]. Der Leitfaden soll zu einer einheitlichen Probenahme und Untersuchung von Lebensmitteln und Futtermit-
teln auf Verunreinigungen mit nicht zugelassenen gentechnisch veranderten Leinsamen bei der Uberwachung
durch die zustdndigen Landesbehdrden sowie der Eigenkontrolle der Wirtschaft beitragen.

Probenahme fiir Lebensmittel

Die Probenahme von Leinsamen fiir Lebensmittelzwecke erfolgt auf der Grundlage eines Probenahmeschemas
fur nicht zugelassene GVO des Arbeitskreises Lebensmittelchemischer Sachverstandiger der Lander und des
Bundesamtes fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (ALS) [2]. Dieses Probenahmeschema bertick-
sichtigt die Européische Kommissionsempfehlung 2004/787/EG [3] und ist auch im Einklang mit einem Probe-
nahmeprotokoll der Kanadischen Getreide Kommission (Canadian Grain Commission) zur Eigenkontrolle von
Leinsamen-Exporten aus Kanada in die Européische Union [4].

Aufgrund der Ahnlichkeit des Korngewichts fiir Samen sind die im ALS-Probenahmeschema fiir Rapssamen
angegebenen Probenmengen fir Leinsamen anzuwenden. Die Probengréf3en fur verpackte oder fir unverpack-
te Produkte sind der jeweiligen Tabelle des ALS Probenahmeschemas zu entnehmen [2].

Bei Samen werden aus der Laborprobe 4 Teilproben von jeweils 60 g (ca. 10.000 Samen) entnommen und
getrennt vermahlen. Mit jeder Teilprobe ist daher bei der Untersuchung hinsichtlich gentechnisch veranderter
Leinsamen eine relative Nachweisgrenze von 0,01% erreichbar.

Probenahme fir Futtermittel

Die Probenahme von Leinsamen fur Futtermittelzwecke erfolgt entsprechend eines Probenahmeschemas zum
Nachweis von zugelassenen GVO, das vom Arbeitskreis PCR-Analytik der Fachgruppe Futtermittel des
VDLUFA erstellt wurde [5]. Dieses Schema basiert auf der Futtermittel-Probenahme- und Analyseverordnung
(FPA) fur die amtliche Futtermitteliberwachung und beriicksichtigt im Wesentlichen die Empfehlung
2004/787/EG der Kommission [3]. Um im Einklang zum Probenahmeprotokoll der Kanadischen Getreide Kom-
mission (Canadian Grain Commission) zur Eigenkontrolle von Leinsamen-Exporten aus Kanada in die Europai-
sche Union [4] zu stehen, sind vier Analysen von je 60 g (ca. 10.000 Samen) notwendig, d. h. eine Laborprobe
sollte aus mindestens 240 g (ca. 40.000 Samen) bestehen.

Probenvorbereitung und DNA Extraktion

Aus jeder vermahlenen Teilprobe ist als Untersuchungsprobe (test portion) eine DNA Extraktion durchzufihren.
Das Untersuchungsprotokoll der Kanadischen Getreide Kommission [4] verweist auf den Fast ID Genomic DNA
Extraction Kit [6].

Erfolgreiche DNA-Extraktionen sind von Mitgliedern der § 64 Arbeitsgruppe mit Verfahren aus den Anhéngen
der ISO 21571 [7] durchgefuhrt worden, insbesondere mit der DNA Extraktion mit dem CTAB-Verfahren (An-
hang A.3.1), wobei hier seitens der Arbeitsgruppe eine Mindesteinwaage fiir die Untersuchungsprobe von 1 g
fur die anschlielende DNA Extraktion empfohlen wird.

Andere Extraktions- und Reinigungsverfahren (Kit-Systeme), gegebenenfalls auch mit geringerer Einwaage,
kénnen eingesetzt werden, sofern die Vergleichbarkeit gewéhrleistet ist.
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PCR-Nachweis

Jede Proben-DNA wird mindestens in einer Doppelbestimmung untersucht. Als DNA-Menge (photometrisch
bestimmt) sollten ca. 100 ng pro PCR-Ansatz eingesetzt werden. Bei einem angenommenen haploiden Ge-
nomgewicht (1C) von ca. 0,7 pg fur Leinsamen entspricht diese DNA-Menge 140.000 Kopien einer Einzelkopie-
Zielsequenz, die in jedem PCR-Ansatz anwesend sind. Fir PCR Verfahren mit einer Nachweisgrenze von 10
Kopien kann dem entsprechend eine relative Nachweisgrenze von ca. 0,01% erreicht werden.

Fur den Nachweis von gentechnischen Veranderungen in Leinsamen (,CDC Triffid’ FP967) eignen sich zurzeit
die im Folgenden genannten real-time PCR Verfahren.

Nachweis von T-nos (erstes Screening)

Real-time PCR basiertes Verfahren zur Amplifizierung einer DNA-Sequenz aus der Terminator-Region des No-
palin-Synthase-Gens (T-nos) aus Agrobacterium tumefaciens [8]. Das mit diesem Verfahren amplifizierte T-nos
Fragment hat eine Lange von 84 bp.

Nachweis des P-nos — nptll Konstrukts (erweitertes Screening)

Real-time PCR basiertes Verfahren zur Amplifizierung einer DNA-Sequenz aus der Ubergangsregion eines
Konstrukts bestehend aus dem Nopalin-Synthase-Gen Promotor (P-nos) aus Agrobacterium tumefaciens und
dem Neomycin-Phosphotransferase Il Gens (nptll) aus dem Tn5 Transposon des Escherichia coli Stammes
K12 [9]. Die Lange des amplifizierten Fragments héngt vom jeweiligen GVO ab und betragt fir FP967 ca. 165
bp. Das Verfahren ist fur die Aufnahme in die amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach §64 LFGB
vorgesehen und wurde im November 2009 in einem Ringversuch validiert. Die Durchfiihrung des Verfahrens ist
ausfuhrlich in Anhang 1 beschrieben.

Nachweis T-nos - Spec

Real-time PCR basiertes Verfahren zur Amplifizierung einer DNA-Sequenz des Uberganges der Terminator-
Region des Nopalin-Synthase-Gen (T-nos) aus Agrobacterium tumefaciens in einen Sequenzbereich des Di-
hydrofolatreduktase-Gens aus Escherichia coli. Das amplifizierte Fragment hat eine Lange von 95 bp. Die Me-
thode wurde vom Gemeinschaftlichen Referenzlabor der EU (CRL-GMFF) in-house validiert und verdoffentlicht
[10, 11]. Sie eignet sich fur den Nachweis des gentechnisch verdnderten Leinsamen Events FP967. Das Ver-
fahren ist fur die Aufnahme in die amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 864 LFGB vorgese-
hen und wurde im November 2009 erfolgreich in einem Ringversuch validiert.

Event-spezifischer Nachweis von FP967

Sofern vom CRL-GMFF oder von anderer Seite ein validiertes event-spezifisches real-time PCR Verfahren nach
Veroffentlichung dieser Empfehlung bekanntgegeben wird, ist dieses Nachweisverfahren entsprechend der im
Anwenderprotokoll beschriebenen Vorschriften durchzufihren.

Nachweisverfahren fiir Leinsamen DNA zur Kontrolle

Fur den Nachweis von Leinsamen DNA zur Bestatigung der Amplifizierbarkeit der Proben-DNA kann als Refe-
renzgen-Nachweisverfahren das Stearoyl-Acyl-Carrier Protein Desaturase 2 (SAD) Gen amplifiziert werden
[11]. Das amplifizierte Fragment hat eine Gré3e von 77 bp.

Auswertung der PCR-Ergebnisse
Alle Negativ- und Positivkontrollen miissen das erwartete Ergebnis aufweisen (siehe ISO 24276 [12]).

Wird im ersten PCR-Analysegang ein Screening PCR-Verfahren (Zielsequenzen T-nos oder P-nos-nptll) ver-
wendet, gilt die Zielsequenz als nachgewiesen, wenn mit der Proben-DNA aus mindestens einer der vier Teil-
proben in der Doppelbestimmung ein amplifikationsbedingter Anstieg der gemessenen Fluoreszenz festzustel-
len ist.

Im Falle eines positiven Screening-Ergebnisses sind die Proben-DNAs in einem weiteren Analysegang mit dem
T-nos - Spec PCR-Verfahren, oder (sofern verfiigbar) mit einem FP967 event-spezifischen PCR-Verfahren zu
untersuchen.

Die gentechnische Veranderung in Leinsamen ist nachgewiesen, wenn mit der Proben-DNA aus mindestens
einer der vier Teilproben mit dem T-nos - Spec PCR-Verfahren oder (sofern verfigbar) mit einem FP967 event-
spezifischen PCR-Verfahren in der Doppelbestimmung ein amplifikationsbedingter Anstieg der gemessenen
Fluoreszenz festzustellen ist.
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