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Der folgende Text fasst die Risikobewertung von gentechnisch veranderten Organismen zusam-

men, die fur ein Freisetzungsvorhaben in Deutschland genutzt werden sollen. Der Text ist Be-

standteil des Genehmigungsbescheids, der zu einem Antrag auf Genehmigung einer Freisetzung

von gentechnisch veranderten Organismen nach der Richtlinie 2001/18/EG und dem deutschen

Gentechnikgesetz (GenTG) erteilt worden ist. Der Bescheid wurde vom Bundesamt fir Verbrau-

cherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) als der in Deutschland nach dem Gentechnikrecht

zustandigen Behoérde ausgestellt und enthalt die Abschnitte:
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Genehmigung

Nebenbestimmungen

Begriindung

Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 GenTG
Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 1 Nr. 1 GenTG
Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 1 Nr. 3 GenTG
Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 1 Nr. 2 GenTG
Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 4 und 5 GenTG
Wiirdigung und Bescheid der Einwendungen

Kosten

Rechtsbehelfsbelehrung

Nur der Bescheid ist rechtlich verbindlich. Der folgende Auszug umfasst das Kapitel I11.1.2. des

Bescheides und wurde fur das Biosafety Clearing-House zusammengestellt.

111.1.2.1. Bewertung der durch die Ubertragenen Nukleinsduresequenzen bewirkten Veranderungen in

den gentechnisch veranderten Pflanzen

(a) Die Fragmente der kodierenden Region eines Kartoffel-Starkesynthasegens (,granule bound

starch synthase®, GBSS) in sense und antisense-Orientierung (als ,inverted repeat®)

Das Fragment der kodierenden Region des Kartoffel-Starkesynthasegens gbss in sense- und antisen-

se-Orientierung (als ,inverted repeat®) wird unter der Kontrolle des kartoffeleigenen gbss-Promotors

vorwiegend in den Kartoffelknollen exprimiert. In den gentechnisch veranderten Pflanzen wird die Bil-
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dung einer doppelstrangigen RNA bewirkt, als Folge wird das endogene Transkript des entsprechen-

den Gens inaktiviert und so die Bildung des Enzyms GBSS verhindert.

Infolge der Abnahme an GBSS-Protein wird in den Knollen eine Starke mit einem geringeren Amy-
loseanteil synthetisiert. Die Reduktion des Amyloseanteils wurde von der Antragstellerin durch Jodféar-

bung der Starkekdrner und spektrophotometrisch bestimmt.

Die gentechnisch veranderten Kartoffeln werden in dem zur Genehmigung beantragten Freisetzungs-
vorhaben nicht zur Herstellung von Lebensmitteln oder Futtermitteln verwendet. Gefahren fir die Ge-
sundheit von Menschen und Tieren oder fiir die Umwelt sind im Rahmen der beabsichtigten Ver-
suchsdurchfiihrung durch die Veranderung der Zusammensetzung der Starke in den gentechnisch
veranderten Kartoffelpflanzen nicht zu erwarten. Neue Proteine werden infolge dieser gentechnischen

Veranderung in den Pflanzen nicht gebildet.
(b) Das ahas-Gen

Zur Selektion von Transformanten wurde ein ahas-Gen aus einer Arabidopsis thaliana-Mutante unter
der Kontrolle des nos-Promotors und des nos-Terminators aus Agrobacterium tumefaciens verwendet.
Das ahas-Gen kodiert fir das Enzym Acetohydroxysaure-Synthase (AHAS), auch als Acetolactat-
Synthase (ALS) bezeichnet, das in Pflanzen die ersten Schritte im Biosyntheseweg der Aminosauren
Valin, Leucin und Isoleucin katalysiert, namlich die Reaktion von zwei Pyruvat-Molekilen zu 2-

Acetolactat bzw. die Reaktion von Pyruvat mit 2-Ketobutyrat zu 2-Acetohydroxybutyrat.

AHAS ist das Zielenzym fur verschiedene Klassen von Herbizidwirkstoffen, darunter Sulfonylharnstoff-
Derivate und Imidazolinone. Die Wirkung der Herbizide beruht auf einer Stdrung der Biosynthese der

verzweigten Aminosauren, was zum Absterben der Pflanzen fuhrt.

Aus einer A. thaliana-Mutante wurde ein Gen fiir eine AHAS-Variante isoliert, die aufgrund einer ge-
ringeren Affinitdt zu den Herbizidwirkstoffen den Pflanzen eine Herbizidtoleranz verleiht. Diese Varian-
te unterscheidet sich von der Wildtyp-AHAS durch einen Aminosaureaustausch (S653N, d. h. Aspara-
gin statt Serin in Position 653).

Die herbizidtolerante AHAS-Variante katalysiert in den gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen die
gleichen Reaktionen wie die entsprechenden kartoffeleigenen Enzyme. Mit dem Entstehen neuer
Stoffwechselprodukte in den gentechnisch veranderten Kartoffeln aufgrund der Expression des ahas-
Gens aus A. thaliana ist nicht zu rechnen. Risiken fur die Umwelt oder die menschliche Gesundheit
als Folge der Ubertragung dieses Gens sind im Rahmen der geplanten Versuchsdurchfiihrung nicht

zu erwarten.
(c) AuRerhalb der T-DNA gelegene Sequenzen

In der Regel wird bei Transformationen mit Hilfe von Agrobakterien nur die innerhalb der Bor-der-
Regionen liegende DNA ins Pflanzengenom integriert. Von Ubertragungen von DNA-Abschnitten jen-
seits der Border-Regionen wurde jedoch in der Literatur berichtet.

Die gentechnisch veranderte Kartoffellinie wurde durch Transformation mit dem Plasmid pAP4 erhal-

ten. Dieses Plasmid enthalt aulRerhalb der Border-Regionen:
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- das aadA-Gen fiir eine Resistenz gegen die Antibiotika Streptomycin und Spectinomycin,

- die bom-Site aus pBR322 zur Mobilisierung des Plasmids von Escherichia coli nach A. tumefa-

ciens,

- die Replikationsurspriinge Typ ColE1 und pVS1-repA zur Replikation in E. coli bzw. A. tumefa-

ciens, sowie die sta (stability)-Region aus pVS1.

Durch real time-PCR wurde - unter Verwendung von einem Primer-Probe-Set an der rechten Border-
Region und einem an der linken Border-Region - gezeigt, dass es in den zur Freisetzung vorgesehe-
nen Linien weder zu einer Integration von Plasmidsequenzen Uber die rechte T-DNA-Border noch
Uber die linke Border hinaus gekommen ist. Das Primer-Probe-Set an der rechten Border-Region ist
gegen eine interne Sequenz des aadA-Gens gerichtet. Es ist davon auszugehen, dass die oben auf-
geflhrten Sequenzen, insbesondere das aadA-Gen, in den gentechnisch veranderten Linien nicht

enthalten sind.
(d) Positionseffekte und Kontextanderungen; Allergenitat

Die Expressionsstarke von Genen, die mittels gentechnischer Methoden in das Genom von Pflanzen
integriert worden sind, ist abhangig vom Insertionsort im Chromosom bzw. von der Umgebung des In-
sertionsorts (,Positionseffekt®). Unter Freilandbedingungen kann die Expressionsstarke zudem durch
Umwelteinflisse, z. B. durch die Temperatur, beeinflusst werden. Im vorliegenden Fall kdnnte dies
dazu flhren, dass die Eigenschaften der gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen im Freiland nicht
in gleichem Male verandert sind wie unter Klimakammer- oder Gewachshausbedingungen. Risiken

fir die Umwelt oder die Gesundheit von Menschen oder Tieren sind daraus nicht abzuleiten.

Durch die Insertion der Fremdgene kann es zu Beeinflussungen der Expression oder Regulation
pflanzeneigener Gene am bzw. in der Nahe des Insertionsorts kommen. Beeinflussungen pflanzlicher
Stoffwechselwege durch solche Vorgange sind moglich. Wahrend der bisherigen Arbeiten mit den
gentechnisch verdnderten Pflanzen wurden jedoch keine Beobachtungen gemacht, die auf ein sol-

ches Ereignis hindeuten.

Bewegliche genetische Elemente (transponierbare Elemente), die durch Transposition im Genom Ef-
fekte auf am Zielort vorhandene Pflanzengene austiben kdnnen, kommen natirlicherweise in Pflanzen
vor. Inaktivierungen von Genen bzw. Anderungen der Regulation von Genen treten auch durch eine
Reihe weiterer natirlicher Vorgange auf, z. B. Punktmutationen, Deletionen oder Translokationen, und
werden Ublicherweise in der Pflanzenziichtung genutzt. Eine Beeinflussung pflanzlicher Stoffwechsel-
wege durch solche Ereignisse ist daher jederzeit auch in nicht gentechnisch veranderten Pflanzen
mdglich. Insofern unterscheiden sich die gentechnisch veranderten Pflanzen in ihren diesbeziiglichen

Eigenschaften nicht grundsatzlich von nicht gentechnisch veranderten Pflanzen.

Es ist beim gegenwartigen Kenntnisstand nicht mdglich, aus der Aminosaduresequenz eines Proteins
sichere Vorhersagen Uber eine mdgliche allergene Wirkung des Proteins zu machen. Die Acetohydro-
xysaure-Synthase ist nicht als Protein mit allergenem Potential beschrieben. Es ist in dem zur Ge-
nehmigung beantragten Freisetzungsvorhaben nicht vorgesehen, die gentechnisch veranderten Kar-

toffeln als Lebensmittel oder Futtermittel zu verwenden. Pollen von Kartoffelpflanzen wird nur in gerin-
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gem Umfang durch den Wind verbreitet und spielt als Ausléser von Pollenallergien generell keine

nennenswerte Rolle.

111.1.2.2. Bewertung der Fahigkeit der gentechnisch veranderten Pflanzen, im Freiland zu tiberdauern

oder sich zu etablieren

Kartoffeln befinden sich in Mitteleuropa seit mehreren hundert Jahren im landwirtschaftlichen Anbau.
Auf landwirtschaftlich genutzten Fldchen kdnnen in Abhangigkeit von den Temperaturen im Winter
nach Kartoffelanbau im Folgejahr Durchwuchskartoffeln auftreten, die aus nach der Ernte im Boden
verbliebenen Knollen oder Samen hervorgegangen sind. Eine Etablierung von Kartoffeln in nattrlichen
Okosystemen wurde in Europa nicht beobachtet, da Kartoffeln gegeniiber Wildpflanzen konkurrenz-
schwach und auflerdem nicht frostresistent sind. Kartoffeln werden zwar gelegentlich auf3erhalb kulti-
vierter Flachen angetroffen, jedoch nur auf nicht-natirlichen Standorten wie Wegrandern und anderen
Ruderalflachen. Auch an solchen Standorten kommt es wegen der fehlenden Frostharte der Kulturkar-

toffeln nicht zu einer dauerhaften Ansiedlung.

Die Knollen der gentechnisch veranderten Versuchspflanzen sollen maschinell geerntet, in geschlos-
sene und gekennzeichnete Behaltnisse verpackt und zur Lagerung, Analyse oder Entsorgung in ent-

sprechende S1-Anlagen gebracht werden. Uberschiissiges Knollenmaterial wird durch geeignete Me-
thoden, z. B. Dampfen, Autoklavieren, Verbrennen oder Fermentation in einer Biogasanlage, inakti-

viert. Das Kartoffelkraut soll zum Verrotten auf den Freisetzungsflachen verbleiben.

Kartoffelpflanzen kénnen blihen und Beeren bilden. Dass unter den mitteleuropaischen Klimabedin-
gungen Kartoffelsamen tUberwintern, und dass aus ihnen Pflanzen aufwachsen, ist jedoch wenig
wahrscheinlich. Es ist vorgesehen, die oberirdischen Teile der Kartoffelpflanzen vor der Ernte mecha-
nisch oder chemisch abzutéten. Dadurch wird auch einem Heranreifen von Samen entgegengewirkt.
Um Durchwuchs zu minimieren, soll im Anschluss an die Ernte eine flache Bodenbearbeitung erfol-
gen, anschlielRend ist vorgesehen, die Flache mit einer Scheibenegge zu bearbeiten, um an der Ober-
flache liegende Kartoffelknollen weitgehend zu zerkleinern und damit der Faulnis preiszugeben. Soll-
ten Knollen oder Samen im Boden verbleiben, wirden aus diesen aufwachsende Pflanzen durch die
Nachkontrolle erfasst. Die Fruchtfolge wird so gestaltet, dass es auf den einzelnen Freisetzungsfla-
chen im folgenden Jahr nicht zu einem Nachbau von Kartoffeln kommt. Wahrend der Nachkontrolle
nach Beendigung der Freisetzung sind auf den zu kontrollierenden Flachen keine Pflanzen oder nur
solche Pflanzen anzubauen, welche die Nachkontrolle nicht behindern. Falls aus bei der Ernte nicht
erfassten Knollen oder aus Samen gentechnisch veranderte Kartoffelpflanzen auflaufen, kénnen diese
erkannt und durch in der Landwirtschaft Gbliche Malhahmen inaktiviert werden. Die Antragstellerin
sieht hierzu vor, in Absprache mit der Uberwachungsbehérde eine Bekampfung durch geeignete Her-
bizide vorzunehmen. Tritt Durchwuchs auf, so wird die Nachkontrolle verlangert und die Freisetzungs-

flache wird ein weiteres Jahr auf Durchwuchs kontrolliert.

In bisherigen Versuchen der Antragstellerin zeigte die gentechnisch veranderte Kartoffellinie keine
spezifischen Habitusveranderungen. Es ergaben sich keine Hinweise darauf, dass zwischen der gen-

technisch veranderten Linie und konventionellen Kartoffelsorten wesentliche Unterschiede bestehen,
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die Uber das Ziel der gentechnischen Veranderung hinausgehen. Im Rahmen der bisherigen Versuche
wurden auch Untersuchungen zur Uberwinterungsfahigkeit der gentechnisch veranderten Kartoffeln
durchgefiihrt. Selbst wenn es zu einer Veranderung der Frostempfindlichkeit der Knollen als Folge der
gentechnischen Veranderung gekommen ware, so wirde dies durch die vorgesehene Anbaupause fur
Kartoffeln, die durchzufiihrende Nachkontrolle und durch die vorgesehenen IsolationsmaRnahmen

ausreichend bericksichtigt.

Es ist nicht davon auszugehen, dass die gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen im Vergleich zu
konventionellen Kulturkartoffeln veranderte pflanzendkologische Eigenschaften aufweisen und naturli-
che Okosysteme besiedeln kdnnen. Selbst wenn es zu einer Vertragung von Beeren, Samen oder
Knollen der gentechnisch veranderten Pflanzen durch Tiere kommen sollte, ist daher eine Etablierung

der gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen in der Umwelt nicht zu erwarten.

111.1.2.3. Bewertung der Méglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Gene von den gentechnisch

veranderten Pflanzen durch Pollen auf andere Pflanzen

Versuche zur Kreuzung von Kartoffeln mit in Mitteleuropa vorkommenden Solanaceen waren erfolg-
los. Unter Freilandbedingungen fand keine Einkreuzung von gentechnisch veranderten Kartoffeln in
Solanum nigrum (Schwarzer Nachtschatten) statt. Auch nach kinstlicher Polleniibertragung auf S.
nigrum wurden keine lebensfahigen Samen erhalten. Eine Regeneration einiger Hybriden, die sich al-
lerdings als steril erwiesen, war nur mit Hilfe artifizieller Methoden ("embryo rescue") unter Bedingun-
gen mdglich, die in der Natur nicht auftreten. Kartoffeln und Solanum dulcamara (Bitterstf3er Nacht-
schatten) erwiesen sich als streng bilateral inkompatible Arten; bei Kreuzungsversuchen kam es nicht
zu einer Befruchtung der Samenanlagen. Auch mit der Tomate (Lycopersicon esculentum) ist die Kar-

toffel nicht kreuzbar.

Im Folgenden wird daher nur auf eine mégliche Pollentbertragung von den gentechnisch veranderten
Kartoffelpflanzen auf andere Kartoffelpflanzen eingegangen. Pollen von Kartoffelpflanzen kénnen

durch Insekten oder durch den Wind iibertragen werden. Eine Ubertragung durch Wind erfolgt jedoch
nur Uber kurze Entfernungen. Die Vermehrung von Kartoffeln erfolgt in der landwirtschaftlichen Praxis

vegetativ Uber Knollen, d. h. nicht Giber Samen.

Die zur Freisetzung vorgesehenen gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen zeigten in bisherigen
Versuchen keine signifikanten Habitusveranderungen gegenuber konventionellen Vergleichslinien.
Sollte es zu einer Polleniibertragung auf Kartoffelpflanzen kommen, so ist dadurch nicht mit schadli-
chen Einwirkungen zu rechnen, da Pflanzgut fur den landwirtschaftlichen Anbau von Kartoffeln vege-
tativ vermehrt wird. Eine PollenUbertragung hatte damit keine Auswirkungen auf das Anbauergebnis.
Auch zum Verzehr gelangen lediglich Kartoffelknollen. Der in dem zur Genehmigung beantragten Ver-
such vorgesehene Abstand von mindestens 10 m zwischen den Freisetzungsflachen und landwirt-
schaftlichen Nutzflachen mit nicht gentechnisch veranderten Kartoffeln wird als ausreichend angese-

hen.

Die Wahrscheinlichkeit, dass aus moglicherweise gebildeten Samen Pflanzen auflaufen, ist, wie weiter

oben bereits ausgefiihrt, unter den gegebenen klimatischen Bedingungen gering. Sollten dennoch aus



BVL_FO_04_0022_000_V1.1

SEITE6 VON 7

Samen Pflanzen aufwachsen, wiirden sie auf landwirtschaftlich genutzten Flachen im Rahmen einer

Fruchtfolge durch die Ublichen feldbaulichen MaRnahmen eliminiert.

I11.1.2.4. Bewertung der Méglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Fremdgene von den gentech-

nisch veranderten Pflanzen durch horizontalen Gentransfer auf Mikroorganismen

Die eingefiihrten Sequenzen sind stabil in die Chromosomen der Empfangerorganismen integriert.
Nachweise fiir eine unter natirlichen Bedingungen stattfindende Ubertragung genetischer Information
aus Pflanzen und deren Expression in Mikroorganismen liegen nicht vor. Untersuchungen zur Trans-
formationsfahigkeit von Bodenbakterien unter natirlichen Bedingungen lassen jedoch folgern, dass
eine Ubertragung pflanzlichen genetischen Materials auf Bodenbakterien prinzipiell méglich sein kann,

wenngleich davon auszugehen ist, dass ein solcher Gentransfer ein sehr seltenes Ereignis darstellt.

Soweit anzunehmen ist, dass ein genetischer Austausch zwischen taxonomisch so weit voneinander
entfernten Organismen wie Pflanzen und Bakterien tatsachlich stattfinden kann, ware zu folgern, dass
das Vorkommen eines solchen Austauschs von heterologem Erbmaterial allein betrachtet kein Si-
cherheitskriterium sein kann, da als Folge eines solchen Austauschs immer die Aufnahme von jedwe-

dem heterologen Erbmaterial, also jedweder pflanzlichen DNA, mdglich ware.

(a) Die Fragmente der kodierenden Region eines Kartoffel-Starkesynthasegens (,granule bound
starch synthase®, GBSS)

Die Nukleotidsequenzen stammen aus Kartoffeln, kommen also in der Umwelt ohnehin haufig vor. Ein
horizontaler Gentransfer in Mikroorganismen kdnnte daher genauso aus nicht gentechnisch verander-
ten Organismen erfolgen. Auswirkungen durch eine Ubertragung dieser Nukleotidsequenzen auf Mik-

roorganismen sind nicht zu erwarten.
(b) Das ahas-Gen

Aus induzierten und erworbenen Mutationen hervorgegangene, herbizidtolerante Varianten von
AHAS-Enzymen sind in verschiedenen Pflanzenarten bekannt. Die AHAS-Enzyme von Enterobacteri-
aceen weisen naturlicherweise haufig eine um bis zu zwei Gré3enordnungen geringere Sensitivitat
gegeniber Sulfonylharnstoff- und Imidazolinon-Herbiziden auf als die entsprechenden pflanzlichen
Enzyme. Das Isoenzym AHAS Il aus E. coli ist z. B. ahnlich tolerant gegenuber Sulfonylharnstoff-

Derivaten wie die in den gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen gebildete AHAS-Variante S653N.

Die Verbreitung von Genen fur herbizidtolerante AHAS-Varianten konnte mit weit héherer Wahr-
scheinlichkeit durch Ubertragung zwischen Bakterien oder durch horizontalen Gentransfer aus nicht

gentechnisch verdnderten Pflanzen erfolgen.
(c) Regulationssequenzen

Bei einer Ubertragung der in dem Konstrukt verwendeten Regulationssequenzen ist eine Erhéhung
der Gesamtfrequenz der entsprechenden DNA-Abschnitte nicht zu befiirchten. Diese Regulationsse-
quenzen stammen aus A. tumefaciens und der Kartoffel. A. tumefaciens ist in der Umwelt weit verbrei-
tet, und die genannten Sequenzen befinden sich in Wildtyp-Agrobakterien auf Ti-Plasmiden, die durch

Konjugation zwischen verschiedenen Rhizobiaceen ausgetauscht werden kénnen.
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(c) AuRerhalb der T-DNA gelegene Sequenzen

Fir die zur Freisetzung vorgesehenen gentechnisch veranderten Kartoffellinien wurde durch real time-
PCR gezeigt, dass es weder zu einer Integration von Plasmidsequenzen Uber die rechte T-DNA-

Border noch Uber die linke Border hinaus gekommen ist.

111.1.2.5. Zur Erzeugung der gentechnisch veranderten Pflanzen eingesetzte Agrobakterien

Zur Erzeugung der gentechnisch veranderten Pflanzen diente ein Agrobacterium-vermitteltes binares
Transformationssystem. Es wurde gezeigt, dass die zur Freisetzung vorgesehene Linie keine Back-
bone-Sequenzen des zur Transformation verwendeten Vektors enthalt. Es ist davon auszugehen,

dass die Pflanzen frei von den zur Transformation verwendeten Agrobakterien sind.

Der verwendete Agrobacterium-Stamm ist, im Gegensatz zu den weit verbreiteten Wildformen von A.
tumefaciens, "disarmed" ("entwaffnet"), d. h. er ist nicht mehr zur Tumorinduktion befahigt. In dem un-
wahrscheinlichen, aber theoretisch denkbaren Fall der Ubertragung der eingefiihrten Fremdgene
durch solche Agrobakterien in eine Zelle einer anderen Pflanze, misste diese Zelle spontan zu einer
ganzen, fertilen Pflanze regenerieren, damit die Fremdgene in Keimzellen gelangen wirden. Nur auf
diese Weise konnten diese Gene an die Nachkommen der Pflanze weitergegeben werden. Damit ist

unter naturlichen Bedingungen nicht zu rechnen.

Unter der Annahme, dass ein Vorhandensein geringer Mengen rekombinanter Agrobakterien in den
gentechnisch veranderten Pflanzen nicht auszuschlieRen sei, ware ferner eine mogliche Ubertragung
der in den Agrobakterien enthaltenen bindren Plasmide durch Konjugation auf in der Umwelt vorkom-
mende Wildtyp-Agrobakterien (A. tumefaciens oder A. rhizogenes) in Betracht zu ziehen, die dann
wiederum maoglicherweise die Fremdgene auf einzelne Zellen anderer Pflanzen Ubertragen kénnten.
Im Fall einer Infektion und nachfolgenden Transformation durch Wildtyp-A. tumefaciens bzw. A. rhizo-
genes entsteht aus der transformierten Pflanzenzelle ein Tumor ("Wurzelhalsgalle" bzw. "hairy roots").
Die Bildung einer Pflanze aus einem solchen Tumor ist unter natirlichen Bedingungen nicht zu erwar-

ten.



