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1. Grundsatze

1.1 Zielsetzung

Seit dem 18.04.2004 ist die Verordnung (EG) Nr. 1829/2003 [1] Uber genetisch veranderte
Lebensmittel und Futtermittel in den Mitgliedsstaaten der Europaischen Union
anzuwenden.

Mit der Veroffentlichung der Verordnung (EG) Nr. 65/2004 [2] Uber ein System fur die
Entwicklung und Zuweisung spezifischer Erkennungsmarker flr genetisch veranderte
Organismen trat in den Mitgliedsstaaten am 15.04.2004 auch die Verordnung (EG)
Nr. 1830/2003 [3] Uber die Ruckverfolgbarkeit und Kennzeichnung von genetisch
veranderten Organismen und Uber die Ruckverfolgbarkeit von aus genetisch veranderten
Organismen hergestellten Lebens- und Futtermitteln in Kraft.

Ein wesentlicher Punkt bei der Umsetzung dieser Verordnungen ist die Uberwachung der
Einhaltung der Verordnungen auch auf analytischer Ebene.

Zum einen sollen Futtermittel im Zusammenhang mit GVO auf deren Deklarationspflicht hin
kontrolliert werden, zum anderen, ob in der EU nicht zugelassene GVO oder daraus
hergestellte Materialien im Futtermittel enthalten sind.

Da die genannten Verordnungen fur Futtermittel andere Regelungen in Bezug auf
zugelassene GVO-Linien vorsehen als fur Lebensmittel, ergeben sich in Konsequenz
teilweise unterschiedliche Anforderungen an die analytische Uberwachung. Weiterhin sind
Unterschiede in der Zusammensetzung von Lebens- und Futtermitteln in der Analytik zu
berlcksichtigen.

Entsprechend wurde vom Arbeitskreis PCR-Analytik der Fachgruppe Futtermittel des
VDLUFA das vorliegende Konzept erarbeitet, welches dem derzeitigen Stand der
Wissenschaft und Technik entspricht.

1.2 Gesetzliche Bestimmungen

1.2.1 Zulassung von GVO als Futtermittel in der EU

GVO werden auf Antrag von der EU zum Einsatz in Futtermitteln sicherheitsbewertet und
zugelassen. Die zugelassenen Futtermittel werden in das Gemeinschaftsregister fur
gentechnisch veranderte Lebens- und Futtermittel eingetragen. Informationen Uber den
Stand der Zulassung von GVO bzw. eine Aufnahme in die Liste nach Art. 18 der VO (EG)
Nr. 641/2004 [4] sind Uber folgende Internetadressen zuganglich:

- Europaisches Gemeinschaftsregister:
_http://europa.eu.int/comm/food/food/biotechnology/authorisation/commun_register_en.htm
- Ubersicht Uber die in der EU zugelassenen genetisch veranderten Futtermittel:
http://europa.eu.int/comm/food/food/biotechnology/authorisation/2001-18-ec_authorised_en.pdf
- Ubersicht Uber die in der EU in der Zulassung befindlichen gentechnisch veranderten
Futtermittel:
http://europa.eu.int/comm/food/food/biotechnology/authorisation/2001-18-ec_pending_authos_en.pdf
http://www.efsa.eu.int/science/gmo/gm_ff_applications/catindex_en.html


http://europa.eu.int/comm/food/food/biotechnology/authorisation/commun_register_en.htm
http://europa.eu.int/comm/food/food/biotechnology/authorisation/2001-18-ec_authorised_en.pdf
http://europa.eu.int/comm/food/food/biotechnology/authorisation/2001-18-ec_pending_authos_en.pdf
http://www.efsa.eu.int/science/gmo/gm_ff_applications/catindex_en.html
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Je nach Zulassungsstatus und Sicherheitsbewertung der GVO-Linien gelten gemal
VO (EG) 1829/2003 unterschiedliche Regelungen (siehe Tab. 1):

Zugelassene GVO und daraus hergestellte Materialien sind in Futtermitteln erlaubt; diese
Futtermittel sind jedoch zu kennzeichnen (siehe 1.2.2). Ausgenommen von der
Kennzeichnung sind zufallige oder technisch unvermeidbare Beimengungen an GVO bis zu
einem Gehalt von nicht hoher als 0,9 %.

Nicht zugelassene GVO und daraus hergestellte Materialien, die eine beflrwortende
Stellungnahme erhalten haben und fir die Analysenmethoden zum Nachweis 6ffentlich zur
Verfigung stehen (Art. 47 Abs. 1 der VO (EG) Nr. 1829/2003 [1]), werden innerhalb einer
Ubergangsfrist von 3 Jahren mit einem Gehalt bis zu 0,5 % in Futtermitteln toleriert,
vorausgesetzt eine solche Beimengung ist nachweislich zufallig oder technisch
unvermeidbar in das Produkt gelangt. Bei Uberschreiten dieses Schwellenwertes besteht
Verkehrsverbot.

FUr nicht zugelassene GVO und daraus hergestellte Materialien, die keine positive
Sicherheitsbewertung haben, besteht innerhalb der EU ebenfalls ein Verkehrsverbot.

Tab. 1: Einteilung von GVO und daraus hergestellten Materialien gemaf VO (EG) 1829/2003

Zulassungsstatus von Schwellen- | Folgen bei Uberschreiten des Schwellenwertes
GVO und daraus hergestellten wert
Materialien
>0,9% Kennzeichnungspflicht

1 |in der EU zugelassen : -
Kennzeichnungspflicht,

0,

<0.9% wenn nicht zufallig oder technisch unvermeidbar

2 |in der EU nicht zugelassen, >0,5% Verkehrsverbot

positiv sicherheitsbewertet mit Verkah bot

. o erkehrsverbot,
hinterlegter Analysenmethode <0,5% wenn nicht zufallig oder technisch unvermeidbar

3 |in der EU nicht zugelassen, ohne ,
kein Verkehrsverbot

positive Sicherheitsbewertung

1.2.2 Kennzeichnungspflichtige Futtermittel und Form der Kennzeichnung

Die VO (EG) 1829/2003 besagt, dass grundsatzlich alle Futtermittel, die in der EU
zugelassene GVO enthalten, daraus bestehen oder aus solchen hergestellt wurden, zu
kennzeichnen sind.

Ausnahmen davon gelten unterhalb der Schwellenwerte (siehe Tab. 1) bei Nachweis des
Unternehmens, dass diese Gehalte zufallig oder technisch unvermeidbar in das Futtermittel
gelangt sind.

Eine Kennzeichnungspflicht besteht bei Uberschreiten des Schwellenwertes von 0,9 %
(Art. 24 Abs. 2 der VO (EG) Nr. 1829/2003 [1]).

Die gesetzlich festgelegten Schwellenwerte gelten laut VO (EG) Nr. 1829/2003 Art. 24 Abs.
2 [1] im Kontext mit VO (EG) Nr. 641/2004 Art. 19 Abs. 2 [4] fUr das Futtermittel und jeden
Futtermittelbestandteil, aus dem es besteht.
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Dies bedeutet, dass auch die einzelnen deklarierten Komponenten eines Mischfuttermittels
selbst den Anforderungen der oben genannten VO bezuglich der Schwellenwerte
unterliegen, auch wenn mehrere Komponenten einer Pflanzenspezies (wie z.B. Maiskleber,
Maisschrot, Maismehl) im Futtermittel enthalten sind.

Bei Vorliegen mehrerer unterschiedlicher GVO oder daraus hergestellter Materialien einer
Pflanzenart in einem Futtermittelbestandteil sind zur Uberpriifung des Schwellenwertes die
festgestellten Anteile der einzelnen GVO-Linien zu addieren.
Die Kennzeichnungspflicht besteht fir gentechnisch veranderte Futtermittel, selbst wenn

die gentechnische Veranderung aufgrund der Verarbeitung im Futtermittel analytisch nicht

mehr nachweisbar ist (nachweisunabhangige Kennzeichnung).

Tab. 2:

Futtermittelbestandteile und Form der Kennzeichnung

Nach VO (EG) Nr. 1829/2003 [1] und VO (EG) Nr. 1830/2003 [3] zu kennzeichnende

Futtermittel-
bestandteil

Beispiel

Form der Kennzeichnung

gesetzliche
Bestimmungen

zu kennzeichnen

1| das Futtermittel
besteht aus einem
GVO

vermehrungsfahige gv-Kérner, z.B.
vermehrungsfahige
gv-Sojabohnen oder
gv-Maiskdrner als Einzelfuttermittel

“genetisch veranderter"
[Bezeichnung des Organismus]

zusatzlich: Angabe des
spezifischen Erkennungsmarkers

Art. 25 Abs. 2 a der VO
(EG) Nr. 1829/2003

Art. 4 Abs. 1 bis 3 der VO
(EG) Nr. 1830/2003

2| das Futtermittel
enthéalt GVO

Einzel- und Mischfutter mit
vermehrungsfahigen gv-Kdrnern

,genetisch veranderter
[Bezeichnung des Organismus]
zusatzlich: Angabe des
spezifischen Erkennungsmarkers

Art. 25 Abs. 2 a der VO
(EG) Nr. 1829/2003

Art. 4 Abs. 1 bis 3 der VO
(EG) Nr. 1830/2003

3| das Futtermittel ist
aus GVO hergestellt
(unabhé&ngig von der
Nachweisbarkeit im
Endprodukt)

Sojadl aus gv-Sojabohnen
oder Mischfuttermittel, das
Sojaextraktionsschrot aus
gv-Sojabohnen enthalt

,aus genetisch verdndertem
[Bezeichnung des Organismus]
hergestellt*

Art. 25 Abs. b der VO (EG)
Nr. 1829/2003;

Art. 5 Abs. 1 bis 4 der VO
(EG) Nr. 1830/2003

4| Produkte eines Tieres,
das ein GVO ist *;
aus GVO hergestellt

Fleisch und Milch von einem
transgenen Tier

,aus genetisch verandertem
[Bezeichnung des Organismus]
hergestellt*

Art. 13 Abs. 1 der VO (EG)
Nr. 1829/2003

nicht zu kennzeichnen

5| Produkte von Tieren,
die ,mit* GVO gefittert
werden

Tier geflittert mit gv-Mais

keine Kennzeichnung von
tierischen Produkten, wie
z.B. Eier, Milch, Fleisch

Erwégungsgrund 16 der
VO (EG) Nr. 1829/2003

6| Produkte, die ,mit
Hilfe“ eines GVO
hergestellt sind

Enzym, Vitamin oder Aminoséure als
Zusatzstoff, produziert von einem
konventionellen Mikroorganismus aus
einem gv-Substrat (z.B. gv-Mais).
gv-Substrat ist im Endprodukt nicht
enthalten

keine Kennzeichnung

7| Produkte, die ,mit
Hilfe* eines GVO
hergestellt sind

Enzym, Vitamin oder Aminosaure als
Zusatzstoff, produziert von
gv-Mikroorganismus aus einem
konventionellen Substrat (z.B. Mais).
gv-Mikroorganismus ist im
Endprodukt nicht enthalten

Der Kennzeichnungsstatus von Fermentationsprodukten ist noch
nicht abschlieBend geklart. Es wird erwartet, dass die EU-
Kommission in Ubereinstimmung mit VO (EG) Nr. 1829/2003,
Artikel 48 bis zum Herbst 2005 dazu abschlieBend Stellung

nimmt.

gv: gentechnisch verandert

* Derzeit (Juni 2005) ist kein transgenes Tier in der EU zur Lebensmittelproduktion zugelassen.
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Die Anforderungen an die Form der Kennzeichnung von Futtermitteln sind im Art. 25 der
VO (EG) Nr. 1829/2003 [1] beschrieben. Die Kennzeichnung ist deutlich sichtbar, lesbar
und unausldschlich auf einem Begleitpapier oder gegebenenfalls auf der Verpackung, dem
Behaltnis oder einem daran befestigten Etikett vorzunehmen.

Far Futtermittel bzw. Futtermittelbestandteile, die einen GVO enthalten oder aus einem
GVO bestehen, hat die Kennzeichnung mit den Worten ,genetisch veranderter
[Bezeichnung des Organismus]® unmittelbar nach dem spezifischen Namen des
Futtermittels zu erfolgen (siehe Tab. 2).

Futtermittel bzw. -bestandteile, die aus GVO hergestellt wurden, missen mit den Worten
,aus genetisch verandertem [Bezeichnung des Organismus] hergestellt® gekennzeichnet
werden (siehe Tab. 2).

Zusatzlich ist bzw. sind der bzw. die GVO-spezifische(n) Erkennungsmarker schriftlich
mitzuteilen (Art. 4 der VO (EG) Nr. 1830/2003 [3]), wenn das Futtermittel bzw. dessen
Bestandteile GVO im Sinne der Richtlinie 2001/18/EG [5] ist bzw. sind oder solche
enthalten. Die Mitteilungspflicht der Erkennungsmarker gilt nicht fur verarbeitete, nicht mehr
vermehrungsfahige gentechnisch veranderte Materialien.

Fermentationsprodukte, die nach der Herstellung mit Hilfe eines GVO diesen GVO noch
enthalten, sind kennzeichnungspflichtig (siehe Tab. 2). Der Geltungsbereich der VO (EG)
1829/2003 fur Fermentationsprodukte von GVO aus geschlossenen Anlagen ist von Seiten
der Europaischen Kommission noch nicht abschlieRend geklart. Eine Entscheidung wird im
Herbst 2005 erwartet. In Deutschland gelten die Fermentationsprodukte derzeit als nicht
kennzeichnungspflichtig.

2. Unterschiede zwischen Futte_(mitteln und Lebensmitteln
mit Auswirkungen auf die Uberwachung der VO (EU)
Nr. 1830/2003

- Bis zur Umsetzung der VO (EG) Nr. 1829/2003 wurde nicht zwischen konventionellen
Futtermitteln und gentechnisch veranderten Futtermitteln differenziert. Fur die
Futtermittelproduktion wurden bis dahin auch Ausgangsprodukte verwendet, die aufgrund
ihres Gehaltes an GVO oder daraus hergestellten Materialien in der Lebensmittel-
produktion nicht eingesetzt wurden (z.B. RoundupReady® Soja). Aus diesem Grund wird in
zahlreichen Futtermitteln ein anderer Konzentrationsbereich an GVO erwartet und
festgestellt als in Lebensmitteln.

- Unterschiede in der Produktion von Futtermitteln und Lebensmitteln sind bei der
Beurteilung der Zufalligkeit oder technischen Unvermeidbarkeit von GVO oder daraus
hergestellten Materialien in Futtermitteln zu berlcksichtigen.

- Samtliche in Futtermitteln zugesetzten Enzyme gelten, anders als bei Lebensmitteln, als
Zusatzstoffe.
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- Das Spektrum an Pflanzenarten, welches bezlglich GVO und daraus hergestellten
Materialien in Lebens- und Futtermitteln zu Uberwachen ist, unterscheidet sich teilweise
(z.B. Baumwolle).

- FUr Futtermittel ist ein anderes Spektrum an GVO zugelassen als fur Lebensmittel.

- Die Pflanzenteile, die zur Lebens- und Futtermittelherstellung eingesetzt werden,
unterscheiden sich teilweise (z.B. Maispflanzen, Raps- und Sojaextraktionsschrote sowie
Zuckerrubenschnitzel als Neben- und Abfallprodukte der Lebensmittelherstellung).

- In der Futtermittelherstellung werden andere Verarbeitungs- und Prozessierungs-
verfahren (z.B. Melassierung zur Pelletierung, Extrudation, Herstellung von
Extraktionsschroten) eingesetzt.

Diese Aspekte haben Auswirkungen auf die Analytik von gentechnisch veranderten
Futtermitteln und sind fir die Probenauswahl, die Probenvorbereitung, die Analysen-
Strategie und die Bewertung der Analysenergebnisse zu berlcksichtigen.

3. Probenahmeverfahren zur Analytik von gentechnisch
veranderten Futtermitteln

3.1 Probenahmeverfahren von Futtermitteln

Fur Futtermittel gilt die Futtermittel-Probenahme- und —Analyseverordnung [6]. Die dort
vorgesehenen Probenmengen reichen flr eine reprasentative quantitative GVO-Analytik
von Futtermitteln mit Ganzkornmaterial nicht aus.

Eine Empfehlung der EU-Kommission fur eine technische Anleitung fur Probenahme und
Nachweis von gentechnisch veranderten Organismen und von aus gentechnisch
veranderten Organismen hergestelltem Material als Produkt oder in Produkten im Kontext
der VO (EG) Nr. 1830/2003 liegt vor [9].

Bis zum Vorliegen einer umsetzbaren europaischen Vorschrift erfolgt die Probenahme
nach erwahnter Futtermittel-Probenahme- und Analyseverordnung [6] unter Beruck-
sichtigung des GVO-Orientierungsrahmens zur Uberwachung des Herstellens,
Behandelns, Verwendens und Inverkehrbringens von Futtermitteln im Zusammenhang mit
gentechnisch veranderten Organismen [14].

3.2 Ubersicht iiber GVO-Probenahmeverfahren aus anderen Bereichen

Folgende, im Zusammenhang mit der Probenahme von GVO-haltigem Material stehenden
Konzepte sind nicht explizit auf die Beprobung von Futtermitteln ausgerichtet bzw. befinden
sich im Entwurfstadium (Anmerkungen sind kursiv markiert):
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EU-Richtlinie 98/53/EG: zur Festlegung von Probenahmeverfahren und
Analysenmethoden fur die amtliche Kontrolle bestimmter Lebensmittel auf Einhaltung
der Hochstgehalte fur Kontaminanten [7].

- nicht anwendbar, da GVO keine Kontaminanten darstellen

PreN ISO 21568: Foodstuffs — Methods of analysis for the detection of genetically
modified organisms and derived products — Sampling (siehe Tab. 3):

- befindet sich derzeit in grundlegender Uberarbeitung; fur die Anwendbarkeit auf
Futtermittel kbnnen derzeit keine Aussagen gemacht werden

SLMB (Schweizerisches Lebensmittelbuch) [8] :

- gilt fir Lebensmittel
- wesentliche Aspekte wurden bei der Erarbeitung der PrEN ISO 21568 (siehe Tab. 3)
bertcksichtigt

2004/787/EG: Empfehlung der Kommission fir eine technische Anleitung fur
Probenahme und Nachweis von genetisch veranderten Organismen und von aus
genetisch veranderten Organismen hergestelltem Material als Produkt oder in
Produkten im Kontext der Verordnung (EG) Nr. 1830/2003 [9]

- in der vorgelegten Fassung fur die Praxis zu aufwendig

ISTA rules (http://www.seedtest.org):
- gelten fur Saatgut

GIPSA (http://www.usda.gov/gipsa):
- bezieht sich auf Saatgut bzw. die Beprobung von Ganzkornmaterial

Methodensammlung der LAG: Probennahme von Pflanzenmaterial des
Unterausschuss Methodenentwicklung des Landerausschusses Gentechnik
(LAG) (http://www.hamburg.de/Behoerden/Umweltbehoerde/gen/oeffentlich/index1.htm):

- beinhaltet Vorschriften flr die Probenahme von Pflanzenmaterial zum Nachweis
transgener Sequenzen in einzelnen Pflanzen oder kleinen Pflanzenpopulationen, zur
Bestatigung der eingefihrten transgenen Sequenzen sowie zur Prifung auf
Verunreinigungen durch GVO (letzter Punkt zur Zeit in Bearbeitung)

Weitere Literatur zur Probenahme:

Kruse (2001): Probenahmeplane zur Nachprifung der Verunreinigung von
konventionellem Saatgut und GVO-Saatgut. VDLUFA-Schriftenreihe 57, Teil 2, 562-567

Lischer (2001): Sampling Procedures to Determine the Proportion of Genetically
Modified Organisms in Raw Materials, Part |: Correct Sampling, Good Sampling
Practise. Mitt. Lebensm. Hyg. 92, 290-304

Lischer (2001): Sampling Procedures to Determine the Proportion of Genetically
Modified Organisms in Raw Materials, Part II: Sampling from Batches of Grain. Mitt.
Lebensm. Hyg. 92, 305-311


http://www.seedtest.org/
http://www.usda.gov/gipsa
http://www.hamburg.de/Behoerden/Umweltbehoerde/gen/oeffentlich/index1.htm
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4. Analytik von gentechnisch veranderten Futtermitteln

4.1 Analyseverfahren und -methoden

Durch eine gentechnische Modifikation unterscheidet sich ein gv-Organismus in
mindestens einer Eigenschaft von seiner ursprunglichen Form. Prinzipiell stehen fur den
Nachweis gentechnischer Veranderungen folgende Analysemdglichkeiten zur Verfuigung:

- auf Ebene der Erbinformation (DNA) wird die gentechnische Veranderung direkt
nachgewiesen,

- auf Proteinebene wird ein aufgrund der gentechnischen Veranderung gebildetes Protein
nachgewiesen,

- auf physiologischer Ebene wird die neue Eigenschaft nachgewiesen, die den gv-
Organismus von dem konventionellen Organismus unterscheidet (z.B. Resistenz
gegenuber einem Herbizid), .

Fir den Nachweis von GVO oder daraus hergestellten Materialien sind zwar einige
Nachweisverfahren auf Proteinebene verfugbar wie z.B. prEN ISO 21572 - ELISA-
Verfahren fur Roundup Ready® Soja (siehe Tab. 3), doch haben sich in der Praxis
Nachweisverfahren auf Genomebene durchgesetzt, die auf der Technik der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) basieren.

Als Voraussetzung fur den PCR-Nachweis muss amplifizierbare DNA in der Probe
vorhanden sein, und die DNA-Sequenz der nachzuweisenden gentechnischen
Veranderung muss zumindest teilweise bekannt sein.

Zur Bestimmung der gentechnischen Veradnderung wird eine fur die gentechnische
Veranderung charakteristische DNA-Sequenz nachgewiesen.

Folgende Nachweise sind mdglich (siehe Abb. 1):

1. Screeninguntersuchung:
Mit dieser Untersuchung werden DNA-Abschnitte (z.B. Promotoren oder Terminatoren)
nachgewiesen, die in einer Vielzahl von gentechnisch veranderten Organismen
vorkommen.

2. Genspezifischer Nachweis:
Mit dieser Untersuchung wird ein Genabschnitt nachgewiesen (z.B. Resistenzgen), der
in verschiedenen gentechnisch veranderten Organismen (auch artibergreifend)
vorkommen kann.

3. Konstruktspezifischer Nachweis:
Mit dieser Untersuchung wird eine Genkassette nachgewiesen, die dem Organismus
eine neue Eigenschaft vermittelt und in unterschiedlichen gentechnisch veranderten
Organismen (auch artibergreifend) vorkommen kann.

4. Eventspezifischer Nachweis:
Mit dieser Untersuchung wird der Integrationsort der Genkassette in das Genom des
Empfangerorganismus nachgewiesen.
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Abb. 1: Beispiel eines gentechnisch veranderten DNA-Abschnitts einer Pflanze: Lokalisation von
nachweisbaren Genfragmenten und Identifizierungsgrad der verschiedenen Nachweis-
verfahren

Genkassette eines GVO (Beispiel)

|
IPromotor Resistenzgen -

. niedrig
Screeninguntersuchungen: —
| (X
2
Genspezifische Nachweise: E"
(0]
c
Konstruktspezifische Nachweise: pr— é
«Q

Eventspezifische Nachweise: E—— W

hoch

— , : nachweisbare Genfragmente (Beispiele)

Der Identifizierungsgrad der genannten Nachweisverfahren nimmt in absteigender
Reihenfolge zu und ist bei den eventspezifischen Verfahren am grofdten.

4.2 Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung erfolgt gemall EN ISO 21571: Lebensmittel — Verfahren zum
Nachweis von gentechnisch modifizierten Organismen und ihren Produkten -—
Nukleinsaureextraktion (siehe Tab. 3).

Matrixabhangig sind geeignete Zerkleinerungs- und Homogenisierungsverfahren
anzuwenden (z.B. Schlagmihle, Kugelmuhle). Es ist zu bericksichtigen, dass der
Zerkleinerungs- bzw. Vermahlungsgrad der Probenpartikel einen Einfluss auf die
Extrahierbarkeit von genetischem Material hat.

4.3 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion muss sicherstellen, dass DNA in ausreichender Menge und Qualitat fur
die PCR zur Verfugung steht.

Die Extraktion erfolgt gemal EN ISO 21571: Lebensmittel — Verfahren zum Nachweis von
gentechnisch modifizierten Organismen und ihren Produkten — Nukleinsaureextraktion
(siehe Tab. 3).

Als Standardmethoden zur DNA-Isolation aus Futtermitteln werden die CTAB-Methode aus
EN ISO 21571 (siehe Tab. 3) oder aus § 35 LMBG L 00.00-31 (siehe 4.5) und die Wizard-
Methode [8] empfohlen. Zudem wird auf die VDLUFA-Verbandsmethode ,Nachweis
tierischer Bestandteile - PCR Methode® [12] sowie auf eine von der EU verdffentlichte
Methode zur Extraktion von DNA aus Pflanzengewebe (siehe Tab. 4) hingewiesen.
Kommerziell erhaltliche Kits kdonnen bei nachgewiesener Eignung alternativ verwendet
werden.
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Neben der DNA-Extraktionsmethode haben verschiedene Faktoren einen Einfluss auf die

Ausbeute und Reinheit der extrahierten DNA aus der Untersuchungsprobe:

- Pflanzenspezies

- DNA-Gehalt des Pflanzengewebes

- Verarbeitungsgrad des Futtermittels (Eliminierung/ Degradierung der DNA, siehe 5.1)

- Zusammensetzung des Futtermittels (die Extraktion stdérende Matrizes, siehe 4.8.3
und 5.2)

- Partikelgrofienverteilung in der Probe

4.4 Analysensysteme — qualitative und quantitative Verfahren

4.4.1 Konventionelle PCR

Qualitative Nachweise werden standardmafllig mit konventioneller PCR durchgefuhrt.
AnschlieRend werden die gelelektrophoretisch aufgetrennten PCR-Produkte (Amplifikate)
nach Ethidiumbromid-Farbung im UV-Licht nachgewiesen. Es erfolgt ein Langenvergleich
der PCR-Produkte von Proben, Kontrollen und einem Langenmarker. Positive Ergebnisse
sind zu bestatigen. Geeignete Verfahren hierfur sind Hybridisierung des PCR-Produktes
mit einer spezifischen DNA-Sonde, Restriktionsanalyse oder DNA-Sequenzierung des
PCR-Produktes.

4.4.2 Real-Time PCR

Die Real-Time PCR eignet sich zum qualitativen und quantitativen Nachweis
gentechnischer Veranderungen. Durch die Verwendung einer DNA-Sonde erfolgt eine
Bestatigung des PCR-Produktes bereits wahrend der Amplifikation. Eine relative
Quantifizierung ist moglich, indem die Kopienzahl aus dem GVO-Nachweis mit der
Kopienzahl eines zieltaxonspezifischen Gens ins Verhaltnis gesetzt wird (Bestimmung des
Anteils gentechnisch veranderter DNA an zieltaxonspezifischer DNA).

Mit Hilfe geeigneter Standards ist auch eine absolute Quantifizierung moglich.

4.5 Allgemeine Methodenubersicht

4.5.1 Europaische Standards

Die europaischen Standards zur Lebensmitteluntersuchung kénnen zur Untersuchung von
Futtermitteln nach Validierung angewendet werden (siehe Tab. 3). Bereitgestellte
Methoden zur Bestimmung von GVO und daraus hergestellten Materialien, die unter den
Artikel 47 der VO (EG) Nr. 1829/2003 [1] fallen, sind in Tab. 4 aufgefihrt.

11
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Tab. 3: Europaische Standardmethoden (Stand 30.06.2004)

(Quelle: http://www.cenorm.be/CENORM/BusinessDomains/TechnicalCommitteesWorkshops/CENTechnic
alCommittees/WP.asp?param=6256&title=CEN/TC%20275)

Project reference

Title

EN SO 21571 Foodstuffs - Methods of analysis for the detection of genetically modified organisms and derived
products - Nucleic acid extraction (ISO/DIS 21571)
EN 1SO 21569 Foodstuffs - Methods of analysis for the detection of genetically modified organisms and derived

products - Qualitative nucleic acid based methods (ISO/DIS 21569)

prEN I1SO 21570

Foodstuffs - Methods of analysis for the detection of genetically modified organisms and derived
products - Quantitative nucleic acid based methods (ISO/DIS 21570:2003)

preN 1SO 21568

Foodstuffs - Methods of analysis for the detection of genetically modified organisms and derived
products - Sampling (ISO/DIS 21568)

prEN 1SO 24276

Foodstuffs - Nucleic acid based methods of analysis for the detection of genetically modified
organisms and derived products - General requirements and definitions (ISO/DIS 24276:2002)

DIN EN ISO Lebensmittel — Verfahren zum Nachweis von gentechnisch modifizierten Organismen und ihren
21572:2004 Produkten - Proteinverfahren
Tab. 4: Von der EU-Kommission verdéffentlichte oder genannte Methoden zur Bestimmung

von GVO und daraus hergestellten Materialien, die unter den Artikel 47 der VO (EG)
Nr. 1829/2003 fallen (Stand 31.03.2005)

(Quelle: http://gmo-crl.jrc.it/detectionmethods.htm)

Event Anmelder |eingereicht | Titel
- Monsanto |18/04/ A Recommended Procedure for DNA Extraction from Plant Tissues
2004 Monsanto Biotechnology Regulatory Sciences
NK603 Mais Monsanto (18/04/ A Recommended Procedure for Real-Time Quantitative TagMan PCR for
2004 Roundup Ready Corn NK603
Monsanto Biotechnology Regulatory Sciences
MON 863 Mais  [Monsanto (18/04/ A Recommended Procedure for Real-Time Quantitative TagMan PCR for
2004 YieldGard Rootworm Corn MON 863
Monsanto Biotechnology Regulatory Sciences
GT73 Raps Monsanto |18/04/ A Recommended Procedure for Real-Time Quantitative TagMan PCR for
2004 Roundup Ready Canola RT73
Monsanto Biotechnology Regulatory Sciences
GA21 Mais Monsanto |18/04/ A Recommended Procedure for Real-Time Quantitative TagMan PCR for
2004 Roundup Ready Corn GA21
Monsanto Biotechnology Regulatory Sciences
531 Monsanto (18/04/ A Recommended Procedure for Real-Time Quantitative TagMan PCR for
Baumwolle 2004 Bollgard Cotton 531
Monsanto Biotechnology Regulatory Sciences
1445 Monsanto (18/04/ A Recommended Procedure for Real-Time Quantitative TagMan PCR for
Baumwolle 2004 Roundup Ready Cotton 1445
Monsanto Biotechnology Regulatory Sciences
Bt 11 Mais Syngenta {22/04/ Validation of a GM detection method
2004 Btl11 in sweet maize
GS 40/90 Bayer 22/04/ Block et al. (2003). Eur Food Res Technol 216: 421-427
Raps 2004 Zeitler et al. (2002). Eur Food Res Technol 214: 346-351
MS8, Rf3, Bayer 22/04/ James et al. (2003). J. Agric. Food Chem. 51; 5829-5834
MS8xRf3 Raps 2004
T25x MON810 Pioneer  [22/04/ Chiueh, L-C.,Chen, Y-L., Yu, J-H.& Shih, D.Y-C. (2001). Food and Drug
Mais 2004 Analysis, 9: 50
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4.5.2 Nationale Standards nach § 35 LMBG [13]

L 00.00-31 (Juli 2001): Screeningverfahren zum Nachweis gentechnisch veranderter DNA-
Sequenzen in Lebensmitteln durch den Nachweis von DNA-Sequenzen, die haufig in
gentechnisch veranderten Organismen vorkommen.

L 15.05-1 (Mai 2002): Nachweis gentechnischer Veranderungen in Mais (Zea mays L.) mit
Hilfe der PCR (Polymerase Chain Reaction) und Restriktionsanalyse oder Hybridisierung
des PCR-Produktes.

L 23.01.22-1 (Marz 1998): Nachweis einer gentechnischen Veranderung von Sojabohnen
durch Amplifizierung der veranderten DNA-Sequenz mit Hilfe der PCR (Polymerase Chain
Reaction) und Hybridisierung des PCR-Produktes mit einer DNA-Sonde.

L 24.01-1 (Januar 1997): Nachweis einer gentechnischen Veranderung von Kartoffeln
durch Amplifizierung der veranderten DNA-Sequenz mit Hilfe der PCR (Polymerase Chain
Reaction) und Hybridisierung des PCR-Produktes mit einer DNA-Sonde.

L 25.03.01-1 (November 1999): Nachweis einer gentechnischen Veranderung von
Tomaten durch Amplifizierung der veranderten DNA-Sequenz mit Hilfe der PCR
(Polymerase Chain Reaction) und Hybridisierung des PCR-Produktes mit einer DNA-
Sonde oder Restriktionsanalyse des PCR-Produktes.

4.5.3 Methoden =zum Nachweis von transgenen Kulturpflanzen und zur
Untersuchung von Saatgut - Methodensammlung des Landerausschusses

Gentechnik (LAG)
(http://www.hamburg.de/Behoerden/Umweltbehoerde/gen/oeffentlich/index1.htm )

- PCR-Nachweis der pSSUAra/bar-Genkassette in transgenen Kulturpflanzen
- PCR-Nachweis der p35S/pat-Genkassette in transgenen Kulturpflanzen

- PCR-Nachweis der spezifischen gentechnischen Veranderung in pFMV/CTP2/EPSPS -
Genkassette transgenen Pflanzen

- PCR-Nachweis der p35S-nptll-Ubergangssequenz, der pNapin-BayTe-Ubergangs-
sequenz und des plsC-Gens

- Konzept zur Untersuchung von Saatgut auf Anteile gentechnisch veranderter Pflanzen

Auf eine zu erstellende Methodensammlung geman § 28 a GenTG [10] wird hingewiesen.

4.6 Empfehlung von Methoden zum Nachweis von GVO und daraus
hergestellten Materialien in Futtermitteln

Grundsatzlich wird fur die Futtermittelanalytik die Verwendung von offiziellen europaischen
(siehe 4.5.1) und nationalen (siehe 4.5.2) Methoden empfohlen. Ein limitierender Faktor flr
die Methodenvalidierung und -durchfiihrung ist die derzeitige unzureichende Verflugbarkeit
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von zertifiziertem Referenzmaterial (siehe 4.7.1). Teilweise kann hier auf kommerzielle
Testsysteme zurlckgegriffen werden.

Zur Zeit zu empfehlende Methoden zum qualitativen Nachweis von GVO und daraus
hergestellten Materialien in Futtermitteln sind in Anlage B angegeben. In Anlage C werden
quantitative Methoden empfohlen, welche sich auch zum qualitativen Nachweis eignen.

4.7 Sicherung der Analysenqualitat

4.7.1 Referenzmaterial

Bislang sind von einigen wenigen GVO =zertifizierte Referenzmaterialien in Form von
Mehlen oder DNA erhaltlich (siehe Tab. 5).

Tab. 5: Zertifizierte Referenzmaterialien (Stand 30.06.2005)

(Quellen: IRMM Institute for Reference Material and Measurements, Geel, Belgien:
http://www.irmm.jrc.be/html/homepage.htm;
AOCS American Qil Chemists' Society: http://www.aocs.org/tech/crm;
FLUKA, Riedel-de Haén, Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Deutschland:
http://www.sigmaaldrich.com/Brands/Fluka___Riedel_Home/Analytical/Food_Analysis.html#GMO)

gv-Pflanze Material % GVO Eignung als Referenzmaterial zur Bezugsquelle
Soll-Gehalt qualitativen quantitativen
(relativ) Analyse Analyse
Soja
RR™ Soja Bohnen-Mehl 0 X X IRMM
01 X X und
05 X X FLUKA
1 X X
2 X X
5 X X
Mais
Bt-176* Korn-Mehl 0 X X IRMM
Bt-11* 01 X X und
MON 810* 0,5 X X FLUKA*
GA21 1 X X
NK603 2 X X
5 X X
GA21 FLUKA
NK603 DNA X
CBH-351
Raps
RT 73 Rapssamen 100 X AQOCS
RT73 FLUKA
0OXY235
LibertyLink Falcon® DNA X
MS8XRf3
Baumwolle
Roundup Ready Mehl 100 X AOCS
Bollgard 100 X
Bollgard Il 100 X
Bollgard/ Roundup Ready 100 X
Bollgard I/ Roundup Ready| 100 X

14


http://www.irmm.jrc.be/html/homepage.htm
http://www.aocs.org/tech/crm

VI-0-14 Konzept zur Analytik von gentechnisch veranderten Futtermitteln Stand: 12.9.2005
-Arbeitspapier des AK PCR-Analytik der FG Futtermittel des VDLUFA-

4.7.2 Kontrolluntersuchungen
Material mit bekanntem Anteil der nachzuweisenden gentechnischen Veranderung sollte in
einem fir die Uberwachung relevanten Konzentrationsbereich mitanalysiert werden.
Folgende Kontrollen sind durchzufihren:

e Extraktionsblindprobe (mindestens eine pro 10 Proben)

e positive Extraktionskontrolle (in regelmafigen Zeitabstanden)

e no template control NTC (“Wasserkontrolle®)

e positive PCR-Kontrolle

e negative PCR-Kontrolle (DNA ohne gentechnische Veranderung)

¢ Amplifikationskontrolle

Pro Probe ist mindestens eine doppelte Extraktion durchzufuhren.

FUr quantitative Analysen sollten von jedem DNA-Extrakt mindestens zwei Konzentrationen
untersucht werden, um eine Hemmung der Amplifikation festzustellen. Fir Analysen im
Schwellenwertbereich sollten durch Zweifachbestimmung jeder Konzentration insgesamt
acht Analysenwerte pro Probe ermittelt werden.

4.7.3 Ringversuche und Laborvergleichsuntersuchungen

Eine regelmalliige Teilnahme an Ringversuchen und Laborvergleichsuntersuchungen wird

empfohlen. Diese werden gegenwartig durchgefuhrt von:

e Arbeitskreis PCR-Analytik der Fachgruppe Futtermittel des VDLUFA - Untersuchung
von Futtermitteln

e |ISTA - Untersuchung von Saatgut

e USDA/GIPSA — Untersuchungen von Mehlen

o kommerzielle Laborvergleichsuntersuchungen (z.B. GEMMA)

Vom AK PCR-Analytik der Fachgruppe Futtermittel des VDLUFA bisher durchgefuhrte
Laborvergleichsuntersuchungen von Futtermitteln:
Ringversuch zum Nachweis gentechnischer Veranderungen mit Hilfe der PCR
(4 Maismehlproben), 2000
Ringversuch zum Nachweis gentechnischer Veranderungen mit Hilfe der PCR
(3 Maismehlproben, 3 Sojaextraktionsschrote, 3 Rapsproben), 2001
Ringversuch 331 M zum qualitativen und quantitativen Nachweis gentechnisch
veranderter Bestandteile in Mischfuttermitteln mit Hilfe der PCR
(3 sojahaltige Mischfutterproben, 3 maishaltige Mischfutterproben), 2004
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4.8 Auswertung und Beurteilung der Messergebnisse

4.8.1 Auswertung der Messergebnisse bei der qualitativen Bestimmung

Gemal EN ISO 21569 (siehe Tab. 3) mussen die erhaltenen Ergebnisse einschliellich der

Kontrollen eindeutig sein und zu den erwarteten Ergebnissen flihren, sonst ist das

Verfahren zu wiederholen. Das PCR-Ergebnis ist entweder

- positiv, wenn ein spezifisches Amplifikat nhachgewiesen wurde und samtliche Kontroll-
reaktionen die erwarteten Ergebnisse liefern oder

- negativ, wenn kein spezifisches Amplifikat nachgewiesen wurde und samtliche Kontroll-
reaktionen die erwarteten Ergebnisse liefern.

Positive PCR-Ergebnisse sind gemal 4.4.1 zu bestatigen.

Die Nachweisgrenze (limit of detection, LOD) bei qualitativen Verfahren ist gemafR prEN
ISO 24276 (siehe Tab. 3) die niedrigste Konzentration / der niedrigste Gehalt des Analyten,
die/ der zuverlassig nachgewiesen, jedoch nicht unbedingt quantifiziert werden kann.

Die Nachweisgrenze ist laborintern fir die Methode anhand geeigneter Materialien zu
ermitteln, z. B. mit 0,1 % IRMM-Referenzmaterial (siehe Tab. 5).

4.8.2 Auswertung der Messergebnisse bei der quantitativen Bestimmung

Bei der Angabe von quantitativen Messergebnissen ist die Messunsicherheit des
Messverfahrens zu berucksichtigen. Die Messunsicherheit muss laborintern fur jede Probe
separat ermittelt werden. Dazu sind ausreichende Mehrfachmessungen an der Probe
vorzunehmen (mindestens 3).

Das Ergebnis ist als Mittelwert mit Messunsicherheit anzugeben. Gleichzeitig sind die
Freiheitsgrade und die statistische Sicherheit festzuhalten. Im allgemeinen wird die
statistische Sicherheit von 95% als ausreichend angesehen.

X=X+A (P =95%,f =n-1)

ax—  UP)es

Jn

x = Messergebnis, X = Mittelwert, Ax = Messunsicherheit, P = statistische Sicherheit, f = Freiheitsgrade,

n = Anzahl der Messungen, s = Standardabweichung, t= Wert firn-1 ausdert - Tabelle

Die Bestimmungsgrenze (limit of quantification, LOQ) ist gemafly prEN ISO 24276 (siehe
Tab. 3) bei analytischen Verfahren die niedrigste Menge oder Konzentration des Analyten
in der Probe, die mit einem annehmbaren Grad an Prazision und Genauigkeit quantitativ
bestimmt werden kann.
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Die Bestimmungsgrenze ist der Konzentrationswert, bei dem der relative Fehler einen
vorgegebenen Wert (Ublicherweise 33 %) unterschreitet.
Die Ermittlung der Bestimmungsgrenze erfolgt laborintern fur jede Probe:

geringste quantifizierbare DNA - Kopienzahl des GVO - Standards ¢ 100
LOQ (%)=

Kopienzahl des zieltaxonspezifischen Gens in der Probe

Wird bei der Quantifizierung einer Probe der LOQ unterschritten, ist das Ergebnis qualitativ
mit probenspezifischer Nachweisgrenze anzugeben (siehe Tab. 7).

Die Nachweisgrenze (limit of detection, LOD) ist derjenige kleinste Gehalt eines Analyten in
der Probe, der zuverlassig nachgewiesen werden kann (prEN ISO 24276, siehe Tab. 3).
Die Ermittlung der Nachweisgrenze erfolgt laborintern fir jede Probe:

LOD (%) geringste, zuverldssig nachweisbare DNA - Kopienzahl des GVO - Standards e 100
b) =

Kopienzahl des zieltaxonspezifischen Gens in der Probe

4.8.3 Anmerkungen

Verschiedenheiten in Aufbau und Struktur der Untersuchungsmatrix (z.B. die
unterschiedliche Verteilung von Genom-Kopien in der Pflanze [11] oder die
unterschiedliche Extrahierbarkeit von DNA aus Futtermitteln (siehe 4.3)) koénnen
Auswirkungen auf die quantitative Bestimmung haben.

Bei quantitativen Analysen kann eine Unter- oder Uberschatzung der relativen Gehalte an
gentechnisch veranderten Bestandteilen erfolgen, wenn die PCR-Amplifikate fur Transgen
und Referenzgen abweichende Grofien haben.

Des Weiteren konnen unzureichend abtrennbare Stérsubstanzen (Inhibitoren) im
Futtermittel (z.B. Mineralfuttermittel und Vormischungen) die Analytik nachteilig
beeinflussen.

4.8.4 Anforderungen an den Prufbericht

Im Prufbericht werden neben den verwendeten Prifmethoden bzw. den nachgewiesenen
Genabschnitten die Untersuchungsergebnisse wie folgt angegeben (siehe Tab. 6 und 7).

Tab. 6: Prufbericht fir qualitative Messergebnisse

Zieltaxon Transgen Ergebnisformulierung Zusatzliche Angaben
spezifisches Gen im Prifbericht
nachgewiesen nicht In der vorliegenden Probe wurde fir die Spezies X LOD*

nachgewiesen | keine gentechnische Veranderung Y nachgewiesen.
nachgewiesen nachgewiesen | In der vorliegenden Probe wurde fiir die Spezies X LOD*
eine gentechnische Verdnderung Y nachgewiesen.
nicht nicht In der vorliegenden Probe wurde fiir die Spezies X
nachgewiesen nachgewiesen | keine DNA nachgewiesen.

LOD (limit of detection), * methodenspezifisch
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Tab. 7: Prafbericht fir quantitative Messergebnisse

zieltaxon Transgen Bemerkung Ergebnisformulierung zusatzliche Angaben
spezifisches Gen im Prifbericht
nachgewiesen nicht In der vorliegenden Probe wurde fiir | LOD*
nachgewiesen die Spezies X keine gentechnische
Verénderung Z nachgewiesen.
nachgewiesen nachgewiesen In der vorliegenden Probe wurden | LOQ*
fur die Spezies X

Y (= Messunsicherheit) %
gv-Linie Z bestimmt.

nachgewiesen nachgewiesen | DNA-Gehalt In der vorliegenden Probe wurde fiir | LOD*
fir eine die Spezies X eine gentechnische
Quantifizierung zu | Ver&nderung Z nachgewiesen.
gering Eine Quantifizierung war aufgrund
(< LOQ) probenspezifischer Eigenschaften
nicht maglich.
nicht nicht In der vorliegenden Probe wurde fir
nachgewiesen nachgewiesen die Spezies X

keine DNA nachgewiesen.
LOD (limit of detection) oder LOQ (limit of quantification), * probenspezifisch

5. Empfehlungen zur Futtermittelauswahl

Aufgrund der derzeitigen analytischen Moglichkeiten (siehe 4.) wird zur Uberwachung der
gesetzlichen Bestimmungen bei der Auswahl der zu untersuchenden Futtermittel die
Berucksichtigung folgender Kriterien empfohlen.

5.1 Einfluss des Verarbeitungsgrades

Verschiedene Schritte bei der Herstellung und Verarbeitung von Futtermitteln kénnen
Auswirkungen auf die GVO-Analytik haben.

Hochaufgereinigte Futtermittelkomponenten wie z.B. Maiskleber oder Sojadl enthalten
haufig zu wenig oder keine DNA fir eine qualitative und quantitative Untersuchung.
Gleiches gilt fur stark verarbeitete Futtermittelkomponenten, die aufgrund physikalischer,
chemischer oder fermentativer Faktoren einem DNA-Abbau ausgesetzt waren.

Aus diesem Grund wird empfohlen, moglichst unverarbeitete pflanzliche Rohstoffe zu
untersuchen.

Im Einzelfall ist zu prifen, welche Untersuchungen aufgrund des Verarbeitungsgrades des
Futtermittels moglich sind.

5.2 Einfluss der Zusammensetzung

Folgende Aspekte sind zur Auswahl der Untersuchungsprobe, der Analysenstrategie und

der Ergebnisbewertung zu berucksichtigen:

- In Mischfuttermitteln mit mehreren Einzelkomponenten einer Spezies ist kein Bezug der
nachgewiesenen Genkopien auf eine dieser Futtermittelkomponenten maoglich, da das
Analysenergebnis sich jeweils auf den Gehalt der Spezies-DNA in der Gesamtprobe
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bezieht. Aus diesem Grund kann kein Rulckschluss auf die Einhaltung des
Schwellenwertes pro eingesetzter Futtermittelkomponente erfolgen.

- Fdr manche gv-Linien stehen nur konstruktspezifische Nachweissysteme zur Ver-
fugung, die mehrere gv-Linien einer Pflanzenspezies oder aber pflanzenubergreifend
gv-Konstrukte mehrerer Pflanzenspezies erfassen kdnnen. So sind beispielsweise beim
Nachweis der p35S-pat-Genkassette mit den PCR-Primersystemen T25- F7/T25-R3
und CaMV-F/pac3-R neben anderen gleichzeitig die gv-Maislinien T25 und T14, die gv-
Rapslinie GS40/90 und die gv-Zuckerrtbenlinie T120-7 nachweisbar (siehe Anlage A).

Im Einzelfall ist zu prifen, welche Untersuchungen aufgrund der Zusammensetzung des
Mischfuttermittels und der zur Verfugung stehenden Nachweisverfahren moglich sind
(siehe Anlage G).

Fir die Untersuchung eines Mischfuttermittels ist weiterhin zu berlcksichtigen:
In Abhangigkeit des Anteils einer Futtermittelkomponente im Mischfuttermittel variiert die
Nachweisgrenze bzw. Bestimmungsgrenze ihres gentechnisch veranderten Anteils. Liegt
die analytische Bestimmungsgrenze dadurch Uber dem fur eine Futtermittelkomponente zu
prifenden Schwellenwert, so ist eine Aussage Uber die Einhaltung des Schwellenwertes
nicht madglich.

Zur Uberwachung von Mischfuttermitteln wird die Untersuchung der jeweiligen
Einzelfuttermittel (Futtermittelausgangserzeugnisse) empfohlen.

5.3 Gentechnisch verdnderte Pflanzenspezies in Futtermitteln und
geeignete Nachweisverfahren

Die nachstehend aufgefihrten Futtermittelbestandteile stellen einen Auszug aus der

Positivliste fur Einzelfuttermittel (Futtermittelausgangserzeugnisse) dar (Stand 6/2004;

http://www.dlg.org/de/landwirtschaft/futtermittelnet/positivliste/index.html) und beinhalten

Produkte aus Getreidekdrnern und Olsaaten, Knollen und Wurzeln, wirtschaftseigene

Grobfuttermittel und Grunfutterprodukte.

5.3.1 Soja

Mdgliche Futtermittelbestandteile _aus Soja: Sojabohnen (ggf. dampferhitzt), -schalen,
-kuchen, -extraktionsschrot dampferhitzt (ggf. aus geschalter Saat), -proteinkonzentrat,
-proteinisolat

Als gv-Soja ist derzeit die in der EU zugelassene Roundup Ready® Soja-Linie (GTS 40-3-
2) im Handel. Fur die anderen, weltweit bekannten gv-Linien stehen momentan keine
spezifischen Nachweismethoden zur Verfugung.

Screening-Methoden: 35S-Promotor und NOS-Terminator

Spezifischer Nachweis: Roundup Ready® (GTS 40-3-2)

Untersuchungsmdglichkeiten zum Nachweis von gv-Soja in Einzel- und Mischfuttermitteln
sind in Anlagen D und G dargestellt, Nachweismethoden siehe 4.5 und Anlagen B und C.
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5.3.2 Mais

Maogliche Futtermittelbestandteile aus Mais: Maispflanzen, Maisgrinmehl, Maiskorner,
-flocken, -kleinflocken aufgeschlossen, -nachmehl, -futtermehl, -kleie, -starke, -quellstarke;
Maiskleber, -kleberfutter; Maiskeime, -keimkleie, -keimkuchen, -keimextraktionsschrot.
Screening-Methoden: 35S-Promotor und NOS-Terminator

Spezifischer Nachweis: Fur eine begrenzte Anzahl der weltweit bekannten gv-Maislinien
stehen derzeit qualitative Nachweisverfahren zur Verfigung. Fir die meisten in der EU
zugelassenen gv-Maislinien gibt es eventspezifische quantitative Methoden.
Untersuchungsmoglichkeiten zum Nachweis von gv-Mais in Einzel- und Mischfuttermitteln
sind in Anlagen E und G dargestellt, Nachweismethoden siehe 4.5 und Anlagen B und C.

5.3.3 Raps

Mdgliche Futtermittelbestandteile _aus Raps: Rapssaat, -schalen, -kuchen, -extraktions-
schrot (ggf. teilextrahiert).

Screening-Methoden:

Zum Screening von gv-Raps in Futtermitteln wird empfohlen, die vier in gv-Raps derzeit
bekannten konstruktspezifischen gv-Elemente p35S-pat, pSSUAra-bar, pFMV-epsps und
p35S-nptll zu Uberprufen (siehe Anlage F).

Ein 35S-Screening in rapshaltigem Probenmaterial wird nicht empfohlen. Da Brassicaceae
wie Raps auf natlirlichem Wege mit dem Cauliflowermosaik-Virus (CaMV) befallen sein
konnen, dessen 35S-Genabschnitt in einer gv-Pflanze enthalten ist, muss bei Nachweis der
35S-Sequenz im Futtermittel ein naturlicher Befall durch ein CaMV-spezifisches
Testsystem ausgeschlossen werden.

Spezifischer Nachweis: Zur Identifizierung der einzelnen Linien wurde bislang von der EU
lediglich eine Methode flr die quantitativen Bestimmung der Rapslinie GT73 zur Verfligung
gestellt. Zum Nachweis der Linien GS40/90 und MS8xRF3 liegen Veroffentlichungen vor
(siehe Tab. 4).

Referenzmaterialien und Kontrollproben sind bislang kommerziell kaum erhaltlich.
Untersuchungsmoglichkeiten zum Nachweis von gv-Raps in Einzelfuttermitteln sind in
Anlage F dargestellt, Nachweismethoden siehe 4.5 und Anlagen B und C.

5.3.4 Baumwolle

Magliche Futtermittelbestandteile aus Baumwolle: Baumwollsaat, -saatkuchen, -saat-
extraktionsschrot.

Ole der beiden gv-Baumwolllinien IPC 531 und RRC 1445 sind in der EU seit 1998 in
Lebensmitteln zugelassen. Quantitative Nachweismethoden sind fur diese Linien
veroffentlicht (siehe Tab. 4).

Referenzmaterialien und Kontrollproben sind bislang kommerziell kaum erhaltlich.
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5.3.5 Zuckerribe

Magliche Futtermittelbestandteile aus Zuckerribe: Rubenblatter, (Zucker-) Rubenkleinteile,
-zucker, -melasse (ggf. teilentzuckert), -nassschnitel, -pressschnitzel, -trockenschnitzel,
-melasseschnitzel.

Referenzmaterialien stehen noch nicht zur Verfugung.
Screening-Methoden: Zum Screening von gv-Zuckerraben in Futtermitteln wird empfohlen,
die derzeit bekannten konstruktspezifischen Nachweisverfahren fur p35S-pat und pFMV-

epsps zu verwenden (siehe Anlage A).

Spezifischer Nachweis: Referenzmaterialien und Kontrollproben sind bislang kommerziell
kaum erhaltlich.

Nachweismethoden siehe 4.5 und Anlagen B und C.

5.3.6 Kartoffel

Mdogliche Futtermittelbestandteile aus Kartoffeln: Kartoffelflocken, -starke, -quellstarke,
-feinfaserstarke, -eiweil}, -fruchtwasser eingedickt, -pllpe, -schalen.

Screening-Methoden: Zum Screening von gv-Kartoffeln in Futtermitteln wird empfohlen,

das Nachweisverfahren fur das nptll-Gen anzuwenden (siehe Anlage A).

Spezifischer Nachweis: Referenzmaterialien und Kontrollproben sind bislang kommerziell
nicht erhaltlich.

Nachweismethoden siehe 4.5 und Anlagen B und C.
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6. Glossar

Amplifikation: Vervielfaltigung; hier: Vervielfaltigung eines Genabschnittes durch die PCR;
das PCR-Produkt wird auch als Amplifikat bezeichnet.

Event: Bezeichnung fur eine spezifische und fur einen gentechnisch veranderten
Organismus (GVO) charakteristische Insertion eines Genkonstruktes.

Genauigkeit: Ausmaf der Ubereinstimmung zwischen einem Untersuchungsergebnis und
dem anerkannten Referenzwert.

Gentechnisch verédndertes Futtermittel: gemal® VO 1829/2003, Art. 2, Punkt 7
Futtermittel, die GVO enthalten, daraus bestehen oder hergestellt werden.

gVv: gentechnisch verandert

GVO: ,Organismus: jede biologische Einheit, die fahig ist, sich zu vermehren oder
genetisches Material zu Ubertragen.” und ,Genetisch veranderter Organismus (GVO): ein
Organismus mit Ausnahme des Menschen, dessen genetisches Material so verandert
worden ist, wie es auf natlrliche Weise durch Kreuzen und/oder natlrliche Rekombination
nicht moglich ist.“ gemal Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG Art. 2 Punkt 1 und 2 [5]

Konstrukt: Genkassette, die eine Fahigkeit an den Organismus vermittelt und in
unterschiedlichen gentechnisch veranderten Organismen (auch artlibergreifend)
vorkommen kann.

Linie: Unter einer Linie (hier: Pflanzenlinie) versteht man eine Sorte oder Cultivar (lat.
cultus = angebaut, varietas = Abart) einer Pflanzenart, die sich in mindestens einem
mapgebenden Merkmal von anderen Sorten oder Cultivaren unterscheidet.

LOD (limit of detection, Nachweisgrenze): Die Nachweisgrenze ist gemafl prEN ISO
24276 (siehe Tab. 3) bei qualitativen Verfahren die niedrigste Konzentration oder der
niedrigste Gehalt des Analyten, die/der zuverlassig nachgewiesen werden kann.

LOQ (limit of quantification, Bestimmungsgrenze): Der Grenzwert fur die
Quantifizierung ist gemafl prEN ISO 24276 (siehe Tab. 3) bei analytischen Verfahren die
niedrigste Menge oder Konzentration des Analyten in der Probe, die mit einem
annehmbaren Grad an Prazision und Genauigkeit quantitativ bestimmt werden kann.

Prazision: AusmaR fir die Ubereinstimmung zwischen voneinander unabhangigen
Untersuchungsergebnissen einer Probe, die unter festgesetzten Bedingungen erhalten
wurden.

Spezifitat: Die Eigenschaft eines Verfahrens, ausschlielllich auf die/den festgelegte(n)
Eigenschaft oder Analyten zu antworten.

Transgen: Als Transgen bezeichnet man ein Gen, das mittels gentechnischer Methoden in
das Genom eines Organismus (damit gentechnisch veranderter Organismus) eingefligt
wurde.

Zieltaxon: systematische Gruppe, zu der ein GVO gehort. Taxon meint hier normalerweise
die Spezies, kann aber auch ein Taxon héheren oder niedrigeren Grades sein.
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Ubersicht Internetadressen

EU-Ebene

Europaisches Gemeinschaftsregister:
http://europa.eu.int/comm/food/food/biotechnology/authorisation/commun_register_en.htm
Ubersicht uber die in der Europaischen Union zugelassenen gentechnisch
veranderten (GV) Lebensmittel
http://europa.eu.int/comm/food/food/biotechnology/authorisation/258-97-
ec_authorised_en.pdf

Ubersicht Gber die in der EU zugelassenen genetisch veranderten Futtermittel
http://europa.eu.int/comm/food/food/biotechnology/authorisation/2001-18-
ec_authorised_en.pdf

Ubersicht (ber die in der EU in der Zulassung befindlichen gentechnisch
veranderten Lebensmittel

http://europa.eu.int/comm/food/food/biotechnology/authorisation/258-97-
ec_pending_authos_en.pdf

http://lwww.efsa.eu.int//science/gmo/gm_ff_applications/catindex_de.html

Ubersicht (ber die in der EU in der Zulassung befindlichen gentechnisch
veranderten Futtermittel
http://europa.eu.int/comm/food/food/biotechnology/authorisation/2001-18-
ec_pending_authos_en.pdf
http://lwww.efsa.eu.int//science/gmo/gm_ff_applications/catindex_de.html

Informationen zur europdischen Gesetzgebung:
http://europa.eu.int/comm/food/food/biotechnology/gmfood/legisl_de.htm

Standing Committee on the Food Chain and Animal Health Section: Genetically
Modified Food and Feed and Environmental Risk
http://europa.eu.int/comm/food/committees/regulatory/modif _genet/index_en.htm

Standing Committee on the Food Chain and Animal Health Section: General Food
Law
http://europa.eu.int/comm/food/committees/regulatory/scfcah/general_food/index_en.htm

Homepage der Europdischen Behorde fur Lebensmittelsicherheit EFSA
http://www.efsa.eu.int

Analytik

Homepage des Community Reference Laboratory (CRL)
http://gmo-crl.jrc.it

Homepage des European Network of GMO Laboratories
http://engl.jrc.it

Homepage des Joint Research Centre
http://www.jrc.cec.eu.int

JRC GMO Training Cources
http://gmotraining.jrc.it

JRC GMO Methods Database
http://biotech.jrc.it/methodsdatabase.htm
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8.2 Nationale Ebene

e Homepage des Robert-Koch-Institutes
http://www.rki.de

e Homepage des Bundesinstituts flr Risikobewertung
http://www.bfr.bund.de

e Homepage der Biologischen Bundesanstalt
http://www.bba.de

e Homepage der Bundesanstalt flir Ernahrung und Lebensmittel
http://lwww.bfa-ernaehrung.de/Bfe-Deutsch/Information/Gentechnik.htm

e Homepage der Bundesregierung
http://www.bundesregierung.de/Politikthemen/-,5703/Gentechnik.htm

e Homepage des Bundesministeriums fur Verbraucherschutz, Erndhrung und
Landwirtschaft
http://www.verbraucherministerium.de

¢ Homepage des Bundesministeriums fir Umwelt, Naturschutz und Reaktorsicherheit
http://www.bmu.de

¢ Homepage des Bundesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL)
http://www.bvl.bund.de

e Homepage des Umweltbundesamtes
http://www.umweltbundesamt.de/uba-info-daten/daten/bsg/index.htm

e Homepage des Unterausschusses Methodenentwicklung der Bund-/ Landerarbeits-
gemeinschaft Gentechnik

http://www.hamburg.de/Behoerden/Umweltbehoerde/gen/oeffentlich/index1.htm

8.3 Sonstige

e agbios
http://www.agbios.com

e gmo-watch
http://www.gmo-watch.org

e ISAAA-Homepage (The International Service for the Acquisition of Agri-biotech
Applications)

http://www.isaaa.org

e Homepage von TransGen
http://www.transgen.de

e Homepage von bioSicherheit
http://www.biosicherheit.de

9. Anmerkungen

Es wird vorgeschlagen, regelmalig einen Informationsaustausch zwischen Vertretern der
Uberwachung und der Analytik beziiglich Gentechnik in Futtermitteln in Deutschland zu
pflegen.

Das vorliegende Konzept erhebt keinen Anspruch auf Vollstandigkeit. Die Angaben
erfolgen ohne Gewahr.

Alle Angaben und Internetadressen entsprechen dem Stand vom 30.06.2005.
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Anlagen

A: Screeningelemente und Konstrukte in gentechnisch veranderten Pflanzen

B: Qualitative Methoden zum Nachweis von gentechnischen Veranderungen in
Futtermitteln (konventionelle PCR)

C: Quantitative Methoden zur Bestimmung von gentechnischen Veranderungen
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Screeningelemente und Konstrukte in gentechnisch veranderten Pflanzen
Screening-Tests KonstNruktspgzifische
achweise
o @
Bezeichnung der |21 =5
Fruchtart gentechnisch veranderten Name Unternehmen c | o S_ “>J c ’52
ini )] = — (90} (90}
Lt 81212138283
o o — c % o Q o
Mais T14 LibertyLink Aventis, AgrEvo X X
T25 LibertyLink Aventis, AgrEvo X X
Bt176, Event 176 Maximizer, NatureGard, Novartis, Ciba Seeds, Syngenta X
KnockOut
Bt11l Sandoz Seeds, YieldGard, |Northrup King, Novartis, Syngenta X
Attribute
MONS810 MaisGard, YieldGard Monsanto X
GA21 Roundup Ready Monsanto, DeKalb X X
MS3 InVigor, SeedLink Plant Genetics Systems X X
MS6 InVigor Aventis, AgrEvo X X
CBH-351 StarLink AgrEvo, Aventis X X
Event 676, 678, 680 Pioneer X X?
B16, DLL25 DeKalb X
DBT418 Bt-Xtra, DeKalBt DeKalb X
DBT418-DK566 DeKalb Keine Informationen (pat- und crylAb-Gen vorhanden)
DLL25-DK566 DeKalb Keine Informationen (pat-Gen vorhanden)
MON80100, MON801 Monsanto X X X
MON802, 805, 830, 831 YieldGard Monsanto X X X
MONS809 Pioneer, Monsanto X X X
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Screening-Tests Kons';\:uktspgzifische
achweise
P 8
Bezeichnung der |21 =5
Fruchtart gentechnisch veranderten Name Unternehmen - g | W =3 <
Linie 2l5|8|=|8|3]|9%| 2
3| < sl al| ® o o N
[=3 o | + c a o a o
MON832 Monsanto X X X
MONS863 MaxGard, YieldGard Monsanto X X X X
Rootworm
NK603 Roundup Ready Monsanto X X X
TC1507 Herculex Dow Agroscience, Pioneer, X X
Mycogen
MONS810 x T25 Pioneer X X X
Raps 23-198, 23-18-17, pCGN3828-212/86- |Laurical Calgene X X X
16, pPCGN3828-212/86-23
Falcon GS40/90 AgrEvo, Aventis X X
GT200 (RT200) Roundup Ready Monsanto X
GT73, RT73 Roundup Ready Monsanto X
HCN10 Independence, LibertyLink [AgrEvo, Aventis X X X
HCN92 (Topas 19/2) Innovator, LibertyLink AgrEvo, Aventis X X X
Liberator L62 (pHoe6/Ac) AgrEvo, Aventis X X
MPS961, 962, 963, 964, 965 Phytaseed BASF XHw*
MS1xRF1 (PGS1) InVigor, SeedLink Plant Genetics Systems X X X
MS1xRF2 (PGS2) InVigor, SeedLink Plant Genetics Systems X X X
MS8, RF3, MS8xRF3 InVigor, SeedLink Plant Genetics Systems X* X
OXY235 Westar Rhone Poulenc
PHY23 Plant Genetics Systems X X X?
PHY14, PHY35, PHY36 Plant Genetics Systems X X
T45 (HCN28) Excel, LibertyLink AgrEvo, Aventis X X
Soja GTS 40-3-2 Roundup Ready Monsanto X X
A2704-12, A2704-21, A5547-35, LibertyLink AgrEvo, Aventis X X? X?
W62, W98 LibertyLink AgrEvo, Aventis X
A5547-127, GU262 LibertyLink AgrEvo, Aventis X X
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Screening-Tests KonstNruktspgzifische
achweise
P 5
Bezeichnung der |21 =5
Fruchtart gentechnisch veranderten Name Unternehmen c | 4 S_ “>J c ’52
i 0| = s | = ) )
Linie 2131212(8(2|8]¢%
o o | + c a o o o
Event 260-05, G94-1, G94-19, G-168 |Optimum DuPont X X
Rube T120-7 LibertyLink AgrEvo, Aventis X X X
# 77 (GTSB77) Roundup Ready Monsanto X
H7-1 Monsanto X
T252 Aventis X
Kartoffel ATBTO04-6, ATBT04-27, ATBT04-30, [Atlantic lines, New Leaf Monsanto X X X
ATBTO04-31, ATBT04-36
RBMT15-101, SEMT15-02, SEMT15- |Hi-Lite lines, New Leaf, Monsanto
15, SEMT15-07, HLMT15-3, HLMT15- |Russet Burbank lines, X X
15, HLMT15-46 Shepody lines, Y lines
RBMT21-129, RBMT21-152, RBMT21{New Leaf, Plus lines, Monsanto X X
350 Russet Burbank lines
RBMT22-082, RBMT22-186, RBMT22{New Leaf, Plus lines, Monsanto X X
238, RBMT22-262 Russet Burbank lines
SPBT02-5, SPBT02-7 New Leaf, Superior lines Monsanto X X X** X
IEH 92-527-1 Amylogene X X
Bt6, Bt10, Bt12, Bt16, Btl7, Bt23 Monsanto X X X X
tBK50-13, tBK50-66 Apriori, Apropos Avebe X X
Baumwolle Event 1445, Event 1698 Roundup Ready Monsanto X X X X? X
Event 15985 Bollgard Il Monsanto X X X
Event 19-51A DuPont
Event 31807, 31808, 31707, 31803, |BXN-Bollgard Monsanto, Calgene X X
Event 531, Event 757, Event 1076 Bollgard , Ingard cotton Monsanto X X
BG4740 Monsanto Keine Information (nitrilase- u. crylAc-Gen vorhanden)
BXN BXN Monsanto, Calgene X | | [ x | | | |
China cotton 1 Guokang Chinese Academy of Agricultural Keine Information
China cotton Zhongmian unbekannt Keine Information

China cotton 3

American DPL

unbekannt

Keine Information
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Screening-Tests

Konstruktspezifische

Nachweise
g1 _| =
Bezeichnung der = Z = z
: = @® =
Fruchtart gentechnisch veranderten Name Unternehmen c | o o “>J c <
Linie Blclelzs|B|5|38| @
3 |l<| £|8]| 3 i 3 )
o o ~ < o o o o

LLcotton25 X X
X* partiell

Die Zusammenstellung erhebt keinen Anspruch auf Vollstandigkeit. Die Angaben erfolgen ohne Gewabhr.

Quellen: 8 64 LFGB

Anlage A - Seite 1von 1

X** nurin SPBT02-7
X*** wahrscheinlich nur MPS965

Konzept zur Untersuchung von Saatgut auf Anteile gentechnisch veranderter Pflanzen (Unterausschuss Methodenentwicklung des Bund/Landerausschusses

Gentechnik)
www.agbios.com

Die Zusammenstellung erhebt keinen Anspruch auf Vollstandigkeit. Fur die Richtigkeit der Angaben wird keine Gewahr tlbernommen.
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Anlage B

gentechnischen Veranderungen in Futtermitteln (konventionelle PCR)

Qualitative Methoden zum Nachweis von

1 |IVR1-F/IVR1-R

Nachweis einer Sequenz aus dem maisspezifischen Invertase-Gen (Kontroll-PCR)

IVR1-F: 5-CCg CTg TAT CAC AAg ggC Tgg TAC C -3'
IVR1-R: 5'- ggA gCC CgT gTA gAg CAT gAC gAT C -3'

226 Bp

Denaturierung der DNA:
12 min bei 95 °C *

42 Zyklen:

30 s bei 95 °C

30 s bei 64 °C
30shei72°C
Elongation:

10 min bei 72 °C

Literatur
(siehe unten)

[B4,B 9]

2 |A1/A2

c/d

Nachweis einer konservierten Chloroplasten-L

Al. 5'-CGA AAT CGG TAG ACG CTACG -3
A2: 5'- GGG GAT AGA GGG ACT TGAAC -3'

siehe A1/ A2

Mais:
531 Bp

Raps:
384 Bp

Zuckerriibe:
644 Bp

500 - 600 Bp

eu-tRNA-Sequenz (Kontroll-PCR)

Denaturierung der DNA:
3 min bei 94 °C

35 Zyklen:

60 s bei 94 °C

60 s bei 60 °C

2 min bei 72 °C
Elongation:

10 min bei 72 °C

Denaturierung der DNA:
4 min bei 94 °C

25-35 Zyklen:

30 s bei 95 °C

30 s bei 55 °C

2 min bei 72 °C
Elongation:

5 min bei 72 °C

[B7, B10]

[B2]

3 |GM03/GM04

Nachweis einer Sequenz aus dem sojaspezifischen Lectin-Gen (Kontroll-PCR)

GMO3: 5 gCC CTC TAC TCC ACC CCC ATC C -3'
GM04: 5'- gCC CAT CTg CAA gCC TTT TTg Tg -3'

118 Bp

Denaturierung der DNA:
10 min bei 95 °C *

35 Zyklen:

30 s bei 95 °C

30 s bei 60 °C

60 s bei 72 °C
Elongation:

3 min bei 72 °C

[B1, B8, B11]

4 |PEP3-5/PEP3-6

Nachweis einer Sequenz aus dem rapsspezifischen pep-Gen (Kontroll-PCR)
(Phosphoenolpyruvate-Carboxylase-Gen)

PEP3-5: 5'-GCT AGT GTAGAC CAG TTC TTG -3'
PEP3-6: 5-CAC TCT TGT CTCTTG TCC TC -3'

248 Bp

Denaturierung der DNA:
15 min bei 95 °C *

35 Zyklen:

60 s bei 94 °C

60 s bei 58 °C

60 s bei 72 °C
Elongation:

5 min bei 72 °C

[B14]

5 |EU+/EU-

Nachweis einer in Eukaryonten hochkonservierten 18S-rRNA-Sequenz (Kontroll-PCR)

EU+: 5-AATTTG CGC GCC TGC TGCCTTCCT T -3

EU-. 5-TCT GCCCTATCAACT TTC GAT GGTA-3'

136 Bp

Denaturierung der DNA:
3 min bei 95 °C

30 Zyklen:

30 s bei 95 °C

30 s bei 60 °C

30 s bei 72 °C
Elongation:

5 min bei 72 °C

[B7]
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35S-1/ 35S-2

35S-cf3/
35S-cr4

35S F/35S R

Cauliflower Mosaic Virus 35S Promotorsequenz (Screening-Test)

35S-1: 5-gCT CCT ACA AAT gCC ATCA -3
35S-2: 5'- gAT AgT ggg ATT gTg CgT CA -3

35S-cf3: 5'- CCA CgT CTT CAA AgC AAg Tgg -3'
35S-crd: 5- TCC TCT CCA AAT gAA ATg AAC TTC C -3'

35S F: 5- CCT ACA AAT GCC ATC ATT GCG -3'
35S R: 5'- GGG TCT TGC GAA GGA TAG TG -3'

195 Bp Denaturierung der DNA:
10 min bei 95 °C *

35 Zyklen:

20 s bei 95 °C

40 s bei 54 °C

40 s bei 72 °C
Elongation:

3 min bei 72 °C

Denaturierung der DNA:
10 min bei 95 °C *

40 Zyklen:

20 s bei 95 °C

40 s bei 54 °C

60 s bei 72 °C
Elongation:

3 min bei 72 °C

123 Bp Denaturierung der DNA:

10 min bei 95 °C * (3 min bei 95 °C)
50 Zyklen:

25 s bei 95 °C

30 s bei 62 °C

45 s bei 72 °C

Elongation:

7 min bei 72 °C

207 Bp Denaturierung der DNA:
10 min bei 94 °C *

50 Zyklen:

25 s bei 95 °C

30 s bei 62 °C

45 s bei 72 °C
Elongation:

7 min bei 72 °C

Xmn |: 115 Bp + 80 Bp

Xmn I: 115 Bp + 80 Bp

[B1]

[B2]

[B2, B11]

[B3]

10

NOS-1/NOS-3

HA-nos118f/
HA-nos118r

Terminatorsequenz des Nopalinsynthesegens aus Agrobacterium spec. (Screening-Test)

NOS-1: 5- gAA TCC TgT TgC Cgg TCT Tg -3'
NOS-3: 5- TTA TCC TAg TTT gCg CgC TA -3'

HA-nos118f: 5'- gCA TgA CgT TAT TTA TgA gAT ggg -3'
HA-n0s118r: 5- gAC ACC gCg CgC gAT AAT TTA TCC -3'

180 Bp Denaturierung der DNA:
10 min bei 95 °C *

35 Zyklen:

20 s bei 95 °C

40 s bei 54 °C

40 s bei 72 °C
Elongation:

3 min bei 72 °C

118 Bp Denaturierung der DNA:

10 min bei 95 °C * (3 min bei 95 °C)
50 Zyklen:

25 s bei 95 °C

30 s bei 62 °C

45 s bei 72 °C

Elongation:

7 min bei 72 °C

NsiI: 96 Bp + 84 Bp

[B1]

[B2, B11]

11

12

Camv 1/
Camv 2

CRTF/CRTR

Spezifische Cauliflower Mosaic Virus Sequenz

CaMV 1. 5- GCG TAY ACA ACA AGT CAG CAA ACA -3
CaMV 2: 5-TCC TGG AGA TTATTA CTC GGG TAG A -3'

CRT F: 5'- CCA GAA GAA CAT TGG GTC AAT GC -3'
CRTR: 5'- ATA GCT GAC AGA AGT TGT TGC CG -3'

383 Bp Denaturierung der DNA:

3 min bei 96 °C (Taq DNA Polymerase)
40 Zyklen:

30 s bei 96 °C
60 s bei 65 °C
Elongation:

3 min bei 72 °C

191 Bp Denaturierung der DNA:
10 min bei 94 °C *

50 Zyklen:

25 s bei 95 °C

30 s bei 62 °C

45sbei 72°C
Elongation:

7 min bei 72 °C

[B3]

(B3]
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14

15

Cry03/Cry04

Cry05/ Cry06

btsyn-bfl/
btsyn-brl

Nachweis einer Mais Bt176 Sequenz
Ubergang vom CDPK-Promotor in den aminoterminalen Sequenzbereich des synthetischen crylA(b)-Gens

Cry03: 5-CTC TCg CCg TTC ATg TCC gT -3' 211 Bp Denaturierung der DNA: Hae IlI: 162 Bp + 49 Bp [B4]
Cry04: 5'-ggT CAg gCT CAg gCT gAT gT -3 12 min bei 95 °C * Taq I: 168 Bp+ 22 Bp+ 21 Bp
38 Zyklen: Dde I: 128 Bp+ 72 Bp+11 Bp
30 s bei 95 °C
30 s bei 63 °C
30 s bei 72 °C
Elongation:

10 min bei 72 °C

Cry05: 5'- CCg CAg CCg ATC CAA CAATg -3 134 Bp Denaturierung der DNA: Dde I: 71 Bp + 63 Bp [B4]
Cry06: 5'-gCT gAT gTC gAT ggg ggT gTA g -3' 12 min bei 95 °C *
45 Zyklen:

30 s bei 95 °C

30 s bei 64 °C
30shei72°C
Elongation:

10 min bei 72 °C

btsyn-bfl: 5'- TCg ACA TCA gCC TgA gCC Tg -3' 151 Bp Denaturierung der DNA: Ban I: 100 Bp + 51 Bp [B4]
btsyn-brl: 5-Tgg TTg ATC AgC TgC TCg ATC -3' 12 min bei 95 °C *
38 Zyklen: Isoschizomer Bsh NI:
30 s bei 95 °C 100 Bp + 51 Bp

30 s bei 62 °C
30sbhei72°C
Elongation:

6 min bei 72 °C

16

IVS2-2 / PAT-B

Nachweis einer Mais Bt1ll Sequenz
Ubergang vom Intron IVS2 in die pat-Gensequenz

IVS2-2: 5'- CTg ggA ggC CAA ggT ATC TAAT -3 189 Bp Denaturierung der DNA: Hinf I: 116 Bp + 73 Bp [B4]
PAT-B: 5'-gCT gCT gTA gCT ggC CTAATC T -3 12 min bei 95 °C *
38 Zyklen: DNA-Sonde

30 s bei 95 °C 5'- TAT CTg TCT CAg ggg CAg
30 s bei 64 °C ACT C -3

30shei72°C
Elongation:

10 min bei 72 °C

17

T25-F7/T25-R3

Nachweis einer Mais T25/T14 Sequenz
Ubergang vom CaMV-Terminator in die pat-Gensequenz

T25-F7: 5'- ATg gTg gAT ggC ATg ATg TTg -3 209 Bp Denaturierung der DNA: Hinfl: 121 Bp + 88 Bp [B4]
T25-R3: 5'- TgA gCg AAA CCC TAT AAg AAC CC -3' 12 min bei 95 °C * Mwo I: 141 Bp + 68 Bp
40 Zyklen:

30 s bei 95 °C
30 s bei 64 °C
30 s bei 72 °C
Elongation:

10 min bei 72 °C

18

40/ 42

40: 5-ATCCTT CGC AAGACCCTTCCTC-3' 386 Bp 40 Zyklen: [B5]
42: 5-CCCAACCTTTGATGC CTATGT G -3' 30 s bei 94 °C
30 s bei 60 °C
2 min bei 72 °C
Elongation:

5 min bei 72 °C

19

369/370

Spezifische Mais T25 Sequenz
Nachweis des T25-spezifischen Integrationsortes

369: 5-TGC TCT GCT TGA CCT TGG TTG C -3' 549 Bp 40 Zyklen: [B5]
370: 5-CTG ATG CGG TAT TTT CTC CTT ACG -3' 30 s bei 94 °C
30 s bei 60 °C
2 min bei 72 °C
Elongation:

5 min bei 72 °C

20

367 /368

Spezifische Mais T14 Sequenz
Nachweis des T14-spezifischen Integrationsortes

367: 5'- CAT GCC GCT GAA ATC ACC AG -3' 171 Bp 40 Zyklen: [B5]
368: 5'- TCC AGC AAT CCT TGC ACC TTC -3 30 s bei 94 °C
30 s bei 60 °C
2 min bei 72 °C
Elongation:

5 min bei 72 °C
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21

VW01 / VW03

Spezifische Mais MON810 Sequenz

Ubergang vom Mais-Genom in den CaMV-Promotor (event-spezifisch)

VWO1: 5-TCg AAg gAC gAA ggA CTC TAA Cg -3'
VWO03: 5- TCC ATC TTT ggg ACC ACT gTC g -3'

170 Bp

Denaturierung der DNA:
12 min bei 95 °C *

40 Zyklen:

30 s bei 95 °C

30 s bei 64 °C
30sbhei72°C
Elongation:

10 min bei 72 °C

Hae Ill: 126 Bp + 44 Bp
Mwo I: 109 Bp + 61 Bp

[B4]

22

GA211-5'/
GA21 1-3'

Nachweis einer

Mais GA21 Sequenz

Ubergang vom OTP zum EPSPS-Gen

GA211-5": 5-ACG GTG GAA GAG TTC AAT GTATG -3'
GA211-3": 5-TCT CCT TGA TGG GCT GCA -3'

270 Bp

Denaturierung der DNA:
3 min bei 95 °C

40 Zyklen:

60 s bei 95 °C

60 s bei 57 °C

60 s bei 72 °C
Elongation:

7 min bei 72 °C

[B6]

23

CMO03/ CBH02

Nachweis einer Mais CBH-351 Sequenz (StarLink)

Ubergang vom CaMV-Promotor zum cry9C-Gen

CMO03: 5'-CCT TCG CAA GAC CCT TCC TCT ATA -3'
CBHO02: 5'- GTA GCT GTC GGT GTAGTC CTC GT -3'

170 Bp

Denaturierung der DNA:
10 min bei 95 °C

40 Zyklen:

30 s bei 95 °C

30 s bei 60 °C

30 s bei 72 °C
Elongation:

7 min bei 72 °C

[B6]

24

p35S-f2/
petu-rl

Nachweis einer Roundup Ready Soja Sequenz

Ubergang vom CaMV-Promotor zur Petunia hybrida Chloroplasten-Transit-Signal-Sequenz

5'- TgA TgT gAT ATC TCC ACT gAC g -3'
5'- TgT ATC CCT TgA gCC ATg TTg T -3'

p35S-f2:
petu-ri:

172 Bp

Denaturierung der DNA:
10 min bei 95 °C *

35 - 40 Zyklen:

30 s bei 95 °C

30 s bei 62 °C

25sbei 72°C
Elongation:

3 min bei 72 °C

Hybridisierungssonde H-35s-arl:
5'- Fl-ggg TCT TgC gAA ggA
TAg Tg -3'

[B2,B8]

Nachweis der spezifischen gentechnischen Veranderung in Glyphosate-resistenten transgenen Pflanzen

Ubergang vom Promotor des Feigenwurz Mosaik Virus (pFMV), Chloroplasten- Transitpetidsequenz des EPSPS-Gens (CTP2) und dem EPSPS-Gen (CP4-EPSPS)

25

UAM-1/UAM-2

UAM-1: Die Primersequenzen sind vertraulich!
UAM-2: Anfragen sind an den UA Methodenentwicklung zu richten.

Raps
494 Bp

Zuckerribe
482 Bp

Denaturierung der DNA:
15 min bei 95 °C (Hot Start)
40 Zyklen:

60 s bei 94 °C

60 s bei 60-65 °C

80 s bei 72 °C

Elongation:

10 min bei 72 °C

Bgl Il
Raps: 131 Bp + 363 Bp
Zuckerrube: 131 Bp + 351 Bp

[B7]

Nachweis der pSSUAra-bar-Genkassette

Ubergang vom Promotor des Gens fiir die Untereinheit der Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase aus Arabidopsis thaliana (pSSUAra) und aus dem bar-Gen

26

PGS-bar-A2/
PGS-bar-B2

PGS-bar-A2: 5- GAAGTT GAC CGT GCT TGT CT -3
PGS-bar-B2: 5'- CAA GTC CAC CAG GCA AGT AA -3'

Rapslinien
MS1/RF1
MS1/RF2

624 Bp

MS8/RF3
454 Bp

Denaturierung der DNA:
15 min bei 95 °C (Hot Start)
40 Zyklen:

60 s bei 94 °C

60 s bei 54 °C

60 s bei 72 °C

Elongation:

10 min bei 72 °C

MS1/RF1 und MS1/RF2
Hind Ill: 357 Bp + 267 Bp

MS8/RF3
Hind Ill: 187 Bp + 267 Bp

[B12]
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Nachweis der p35S-pat-Genkassette

Ubergang vom 35S-Promotor des CaMV und dem pat-Gen aus Streptomyces viridochromogenes

27 |CaMV-F/pac3-R| CaMV-F: 5-ATC CTT CGC AAG ACCCTTCCTC -3 370 Bp Denaturierung der DNA: Sall: 60 Bp + 310 Bp [B13]
pac3-R: 5-CCCAACCTT TGATGC CTATGT G -3' 3 min bei 94 °C Eco RV: 140 Bp + 230 Bp
35 Zyklen:

60 s bei 94 °C
60 s bei 60 °C
120 s bei 72 °C
Elongation:

10 min bei 72 °C

Nachweis der p35S-nptll-Ubergangssequenz

Ubergang vom 35S-Promotor des CaMV und dem nptll-Gen aus dem E. coli- Transposon Tn5

28 |NPTa/35S-X NPTa: 5'-GTC CCT TCC CGC TTC AGT GAC AAC GTC -3' Laurat-Raps| Denaturierung der DNA: Laurat-Raps [B14]
35S-X: 5-ACG TTC CAACCACGTCTTCA-3' 554 Bp 15 min bei 95 °C* Eco RI: 264 Bp + 290 Bp
35 Zyklen:
Trierucin- [ 60 s bei 94 °C Trierucin-Raps
Raps 60 s bei 55-60 °C Pstl: 100 Bp + 350 Bp
ca.450Bp | 60sbei72°C
Elongation:
5 min bei 72 °C

Nachweis der pNapin-BayTe-Ubergangssequenz in transgenem Raps mit veranderter Fettsaurezusammensetzung

Ubergang zwischen dem Napin-Gen-Promotor aus Brassica rapa und dem Thioesterase-Gen aus Umbellularia californica (Lorbeer)

29 |napin5'-F/ napin5'-F: 5'- TGT CAC GCC AGG ACA TGA GCT ACA -3 Laurat-Raps| Denaturierung der DNA: Laurat-Raps [B14]
BayTe-R BayTe-R: 5'- GGC CAT CAC GAG CCAACA TTA CAG -3 314 Bp 15 min bei 95 °C* Nde | 140 Bp + 210 Bp
35 Zyklen:

60 s bei 94 °C

60 s bei 58-65 °C
60 s bei 72 °C
Elongation:

5 min bei 72 °C

Nachweis des plsC-Gens in transgenem Raps mit veranderter Fettsdaurezusammensetzung

Gen fir die Acylglycerol-3-phosphate-acyltransferase 8 (plsC) aus Limnanthes douglasii aus dem Trierucin-Raps

30 |LPAAT-F/ LPAAT-F: 5'- CCG CAA CAG GAG ACA ACT AAA -3' Trierucin- Denaturierung der DNA: Trierucin-Raps [B14]
LPAAT-R LPAAT-R: 5'-TAT TGG GAG ATG TGA CTG AAG -3' Raps 15 min bei 95 °C* Bam HI 346 Bp + 257 Bp
603 Bp 35 Zyklen:

60 s bei 94 °C

60 s bei 55-60 °C
60 s bei 72 °C
Elongation:

5 min bei 72 °C

Nachweis des nptll-Gens (Screening-Test)

Gen fir die Neomycinphosphotransferase (nptll)

31 |TN5-1/TN5-2 TN5-1: 5-GGATCT CCTGTCATCT -3 173 Bp Denaturierung der DNA: Rsal: 136 Bp+37Bp [B1]
TN5-2: 5'- GAT CAT CCT GAT CGAC -3' 10 min bei 95 °C*
35 Zyklen:

30 s bei 95 °C

30 s bei 50 °C

60 s bei 72 °C
Elongation:

6 min bei 72 °C

32 |APH2 short/ APH2 short: 5-CTC ACC TTG CTC CTG CCG AGA -3' 215Bp Denaturierung der DNA: Rsal: 122 Bp + 93 Bp [B1]
APH2 reverse APH2reverse: 5'-CGC CTT GAG CCT GGC GAA CAG -3' 10 min bei 94 °C*
35 Zyklen:
30shei94 °C

60 s bei 60 °C

60 s bei 72 °C
Elongation:

3 min bei 72 °C

Nachweis einer B33-Inv-Kartoffel -Sequenz
Gen fur die Hygromycinphosphotransferase

33 |B1/B2 Bl: 5-CGCCGATGG TTT CTACAA-3' 839 Bp Denaturierung der DNA: Hybridisierungssonde: [B10]
B2: 5-GGC GTC GGT TTC CAC TAT -3' 4 min bei 94 °C 5'-GGC CCATTC GGA CCG
25-35 Zyklen: CAA GGAATC G -3

30 s bei 95 °C
30 s bei 55 °C
120 s bei 72 °C
Elongation:

5 min bei 72 °C

Die Zusammenstellung erhebt keinen Anspruch auf Vollstéandigkeit. Die Angaben erfolgen ohne Gewahr.
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Anlage C

Quantitative Methoden zur Bestimmung von
gentechnischen Verdnderungen in Futtermitteln (real-time PCR)

Sojaspezifisches Nachweissystem im Lectin-Gen

1 |GM1-F 5'—CCA gCT TCg CCg CTT CCT TC—3* 74 bp Denaturierung der DNA: 600 nmol/l pr74 EN 1SO 21570
GM1-R 5'—gAA ggC AAg CCC ATC TgC AAg CC—3' 10 min bei 95°C * 600 nmol/l
Probe GM1 5'—FAM —CTT CAC CTT CTA TgC CCC TgA CAC—TAMRA —3* 45 Zyklen: 120 nmol/l

15 s bei 95°C pr74 EN 1SO 21570
Lectin-F 5-TCC ACC CCC ATC CAC ATT T-3' 81 bp 60 s bei 60°C 900 nmol/l
Lectin-R 5'-GGC ATA GAA GGT GAA GTT GAA GGA-3' 900 nmol/l
Lectin-TMP 5'-FAM -AAC CGG TAG CGT TGC CAG CTT CG-TAMRA -3' 100 nmol/l

Maisspezifisches Nachweissystem im hmgA-Gen

2 |zM1-F 5-TTG GAC TAG AAA TCT CGT GCT GA-3 129 bp Denaturierung der DNA: 300 nmol/l pr74 EN ISO 21570
ZM1-R 5-GCT ACA TAG GGA GCC TTG TCC T-3° 10 min bei 95°C * 300 nmol/l
Probe ZM1 57-VIC-CAA TCC ACA CAA ACG CAC GCG TA-TAMRA-3’ 45 Zyklen: 160 nmol/l
15 s bei 95°C
60 s bei 60°C

Cauliflower Mosaic Virus 35S Promotorsequenz (Screening-Test)

3 I355-F 5-GCC TCT GCC GAC AGT GGT-3' 82 bp Denaturierung der DNA: 300 nmol/l pr74 EN ISO 21570
35S-R 5-AAG ACG TGG TTG GAA CGT CTT C-3' 10 min bei 95°C * 900 nmol/l
35S-TMP 5'-FAM -CAA AGA TGG ACC CCC ACC CAC G-TAMRA -3' 45 Zyklen: 100 nmol/l
15 s bei 95°C
60 s bei 60°C

Konstruktspezifisches Nachweissystem fur Soja der Linie GTS 40-3-2 (Roundup Ready ™)

4 |RR1-F 5'—CAT TTg gAg Agg ACA CgC TgA—3' 74 bp Denaturierung der DNA: 600 nmol/l pr74 EN 1SO 21570
RR1-R 5'—gAg CCA TgT TgT TAATTT gTg CC—3' 10 min bei 95°C * 600 nmol/l
Probe RR1 5'—FAM —CAA gCT gAC TCT AgC AgA TCT TTC-TAMRA —3’ 45 Zyklen: 125 nmol/l
15 s bei 95°C
60 s bei 60°C
5 |GTS 40-3-2-F 5-GCC ATG TTG TTA ATT TGT GCC AT-3' 83 bp Denaturierung der DNA: 900 nmol/l pr74 EN ISO 21570
GTS 40-3-2-R 5'-GAA GTT CAT TTC ATT TGG AGA GGA C-3' 10 min bei 95°C * 900 nmol/l
GTS 40-3-2-TMP |5-FAM-CTT GAA AGA TCT GCT AGA GTC AGC TTG TCA GCG- 100 nmol/l
TAMRA -3 45 Zyklen:
15 s bei 95°C
60 s bei 60°C

Konstruktspezifisches Nachweissystem fur Mais der Linie Bt176

6 [CRY2-F 5-CCC ATC gAC ATC AgC CTg AgC-3° 129bp | Denaturierung der DNA: 300 nmol/l pr74 EN 1SO 21570
CRY2-R 5-CAg gAA ggC gTC CCA CTg gC-3’ 10 min bei 95°C * 300 nmolll
Probe BTSYN |5 -FAM-ATg TCC ACC Agg CCC AgC ACg — TAMRA -3 45 Zyklen: 160 nmol/l
15's bei 95°C
60 s bei 60°C

Real-Time Quantitative Taq Man® PCR for Roundup Ready® Canola RT73

7 |RT73 primer 1 5'- CCA TAT TGA CCATCATAC TCATTG CT -3' 108 bp 2 min bei 50°C 150 nmol/l http://gmo-crl.jrc.it
RT73 primer 2 5'- GCT TAT ACG AAG GCA AGA AAA GGA -3' Denaturierung der DNA: 150 nmol/l
RT73 probe 5-FAM- TTC CCG GAC ATG AAG ATC ATC CTC CTT -TAMRA -3' 10 min bei 95°C * 50 nmol/l
45 Zyklen:
15 s bei 95°C
60 s bei 60°C

Real-Time Quantitative TagMan® PCR for Roundup Ready® Cotton 1445

8 11445 primer 1 5'- GGA GTA AGA CGA TTC AGA TCA AAC AC -3' 87 bp 2 min bei 50°C 150 nmol/l http://gmo-crl.jrc.it
1445 primer 2 5'- ATC GAC CTG CAG CCC AAG CT -3' Denaturierung der DNA: 150 nmol/l
1445 probe 5-FAM- ATC AGATTG TCG TTT CCC GCC TTC AGT TT TAMRA - 10 min bei 95°C * 50 nmol/l
3
45 Zyklen:
15 s bei 95°C
60 s bei 60°C
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Real-Time Quantitative TagMan® PCR for Bollgard® Cotton 531

9 [531 primer 1 5'- TCC CAT TCG AGT TTC TCA CGT -3' 72 bp 2 min bei 50°C 150 nmol/l http://gmo-crl.jrc.it
531 primer 2 5'- AAC CAA TGC CAC CCC ACT GA -3' Denaturierung der DNA: 150 nmol/l
531 probe 5-FAM- TTG TCC CTC CAC TTC TTC TC -TAMRA -3' 10 min bei 95°C * 50 nmol/l
45 Zyklen:
15 s bei 95°C
60 s bei 55°C
Real-Time Quantitative TaqMan® PCR for YieldGard® Rootworm Corn MON 863
10 [MONB863 primer 1 |5'- GTA GGA TCG GAA AGC TTG GTA C -3' 84 bp 2 min bei 50°C 150 nmol/l http://gmo-crl.jrc.i
MON863 primer 2 |5'- TGT TAC GGC CTA AAT GCT GAA CT -3' Denaturierung der DNA: 150 nmol/l
MON863 probe  |5-6-FAM- TGA ACA CCC ATC CGA ACA AGT AGG GTC A - 10 min bei 95°C * 50 nmol/l
TAMRA-3'
45 Zyklen:
15 s bei 95°C
60 s bei 60°C

Real-Time Quantitative TagMan® PCR for Roundup Ready® Corn GA 21

45 Zyklen:
15 s bei 95°C
60 s bei 60°C

11 |GA 21 primer 1 5'- CTT ATC GTT ATG CTATTT GCA ACT TTA GA -3' 112 bp 2 min bei 50°C 150 nmol/l http://gmo-crl.jrc.ii
GA 21 primer 2 5-TGG CTC GCG ATC CTC CT -3' Denaturierung der DNA: 150 nmol/l
GA 21probe 5'-6-FAM- CAT ATA CTA ACT CAT ATC TCT TTC TCA A -TAMRA - 10 min bei 95°C * 50 nmol/l
3
45 Zyklen:
15 s bei 95°C
60 s bei 60°C
Real-Time Quantitative TagMan® PCR for Maize Bt11
12 |Bt113JFor primer |5'- GCG GAA CCC CTATTT GTT TA -3' bg 2 min bei 50°C 750 nmol/l http://gmo-crl.jrc.ii
Bt113JRev primer |5- TCC AAG AAT CCC TCC ATG AG -3' Denaturierung der DNA: 750 nmol/l
Bt113JFT FAM  [5-6-FAM- AAA TAC ATT CAA ATA TGT ATC CGC TCA -TAMRA -3' 10 min bei 95°C * 250 nmol/l
probe
50 Zyklen:
15 s bei 95°C
60 s bei 60°C
Real-Time Quantitative TagMan® PCR for Maize NK603
13 INK 603 primer 1 |5'- ATG AAT GAC CTC GAG TAA GCT TGT TAA -3' 108 bp 2 min bei 50°C 150 nmol/l http://gmo-crl.jrc.ii
NK 603 primer 2 |5- AAG AGA TAA CAG GAT CCA CTC AAACAC T -3' Denaturierung der DNA: 150 nmol/l
NK 603 probe  [5-6-FAM- TGG TAC CAC GCG ACA CAC TTC CAC TC -TAMRA-3' 10 min bei 95°C * 50 nmol/l
45 Zyklen:
15 s bei 95°C
60 s bei 60°C
Real-Time Quantitative Taq Man® PCR for Maize TC1507
14 |MaiY-F1 5- TAG TCT TCG GCC AGA ATG G -3' 58 bp 300 nmol/l http://gmo-crl.jrc.i
MaiY-R3 5'- CTT TGC CAA GAT CAA GCG -3' Denaturierung der DNA: 300 nmol/l
MaiY-S1 5'-6-FAM- TAA CTC AAG GCC CTC ACT CCG -TAMRA -3’ 10 min bei 95°C * 150 nmol/l

Die Zusammenstellung erhebt keinen Anspruch auf Vollstandigkeit. Die Angaben erfolgen ohne Gewahr.
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Schema zum Nachweis von gentechnischen Veranderungen in Soja-Einzelfuttermitteln

ggf. Wiederholung
der DNA -Extraktion

Zerkleinerung der Probe (Soja)

Y

DNA-Extraktion

}

Nachweis des Kontroll-Gens
(zieltaxonspezifischer Nachweis)

negativ positiv
€ Screening: 35S-Promotor, ggf. weitere Elemente
positiv negativ
\ 4 \ 4
Spezifische Nachweise
| ggf.
| 8 S I S )
GTS 40-3-2 A j Gu2624 } A2704, E\A\;Vggi EZEG\ggéii ? Ay T
(RR-SOJa) --T-‘ --T-‘ --T-‘ --------- r ----- == =77 (. und / oder
transgene DNA

in der EU zugelassen

positiv

in der EU nicht zugelassen,
positive Risikobewertung

positiv negativ

-

in der EU nicht zugelassen,
keine oder negative Risikobewertung

Agrobacterium
tumefaciens

positiv

negativ

nachweisbar

A

!

J
!

v

Quantifizierung

bezogen auf die untersuchten

GV-Linien
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Schema zum Nachweis von gentechnischen Veranderungen in Mais-Einzelfuttermitteln
Zerkleinerung der Probe (Mais)
FooTTToTTToToooomomoooooosmmeeeS > | DNA-Extraktion
|
[}
i \4
ggf. Wiederholung ; _
dor DNA-Extraktion Nac.hwe|s defs' Kontroll G.ens
0 (zieltaxonspezifischer Nachweis)
[}
[}
. hegativ_ positiv*
--—- Q“jg‘;:fg?iggng —————— Screening: 35S-Promotor, nos-Terminator, ggf. weitere Elemente
|
: positiv negativ
! v
|
: Spezifische Nachweise
I | D99
v T T T 1 T T 1 I T B :
I MON T25 x CBH [! 51!~ | -
, |NK6o03|| Bt176 || Bt11 [[MON810|| T25 eA21|| 5o || voneio e 11?7820 camy Agrobacterium
I I I | _ — '“r-' r- tumefaciens
| in der EU zugelassen in der EU nicht zugelassen, . direilig gg:rt ﬁ:g:tlﬁlzsen, V
i positive Risikobewertung Risikobewertung B noonooooo PRTTPPPrreY g keine
[
transgene
| [ . - ..I—J—L.. positiv negativ DNgA
I :' llllllllllll SessmssmEnEmEn E .
" positiv | negativ positiv | negativ positiv | negativ : : nachweisbar
| 5 2
1 : : bezogen auf die
I ur(lst(\e/rsllqclhten
: negativ : -pnen
| Z Z
I S S * *
I :
' v v
|
1 v AP v v kein pqsitives .
— — —p Quantifizierung GV-Material Screeningergebnis
nicht bestatigt
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Anlage F

Stand: 12.9.2005

Schema zum Nachweis von gentechnischen Veranderungen in Raps-Einzelfuttermitteln

Zerkleinerung der Probe (Raps)

gof. Wiederholung
der DNA-Extraktion

negativ

v

------- > [ DNA-Extraktion

v

Nachweis des Kontroll-Gens
(zieltaxonspezifischer Nachweis)

positiv

Konstruktspezifische Nachweise

| | | ]
p35S-pat pFMV-EPSPS pSSUAra-bar p35S-nptll
I I | |
positiv negativ

ggf. eventspezifischer
Nachweis

Quantifizierung

(konstrukt- oder eventspezifisch)

keine transgene
DNA nachweisbar
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Anlage G
Schema zum Nachweis von gentechnischen Veranderungen in Mischfuttermitteln

Zerkleinerung der Probe (Mischfuttermittel)

¥
R L L L L L LR EEEEED > [ DNA-Extraktion

Nachweis des Kontroll-Gens
(zieltaxonspezifischer Nachweis)

ggf. Wiederholung
der DNA-Extraktion

| | | | | |
i | Soja | | Mais | | Raps | Baumwolle | Zuckerrlbe | | Kartoffel | je nach Untersuchungsauftrag
i | | | | |
1
1
()

_________________________________________ negativ.______|
positiv
Screening Fir GV-Linien, die iber eine Screening-Methode
35S-Promotor, nos-Terminator, nptll, ggf. weitere Elemente nicht oder nicht eindeutig erfasst werden.
negativ positiv ¥
(bei p35S: CaMV-Nachweis , bei nos: Agrobacterium tumefaciens -
Nachweis )
bezogen auf die jeweilige J

Screening-Sequenz

Konstruktspezifische Nachweise

3 ana A 4
IEE, ativ posi Ly transgene DNA nachweisbar,
Gv-Line nichtidentizer. > | EVENtspezifische Nachweise
bezogen auf das
\ 4 jeweilige Genkonstrukt
Keine transgene b _ negativ positiv
P ezogen auf die <
DNA jeweilige GV-Linie ™
nachweisbar

Quantifizierung
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