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111.1.2.1. Bewertung der durch die Ubertragenen Nukleinsduresequenzen bewirkten Verande-
rungen in den gentechnisch veranderten Pflanzen

(a) Das Konstrukt zum Silencing des pin 2b-Gens

Die Gene pin1- und pin2b aus S. nigrum kodieren fir Proteinaseinhibitoren des Typs I, ei-
nen Serin-Proteinase-Inhibitor, der die proteolytische Aktivitdt von Trypsin- und Chy-
motrypsin-Proteasen inhibiert (Schmidt et al., 2004, Xu et al., 2001). In Pflanzen stellt die
Bildung von Proteinaseinhibitoren (PIN) eine Strategie dar, um sich gegen Schaden durch
herbivore Insekten zu schutzen (Ryan, 1990): Nehmen herbivore Insekten in Pflanzen gebil-
dete PIN auf, so flhrt dies bei diesen zu Entwicklungsverzégerungen und —stérungen. Die so
geschadigten Insekten fressen in geringerem Umfang von der Pflanze, die wiederum auf
diese Weise vor weiteren Fral3schaden geschutzt wird.

In den gentechnisch veranderten Pflanzen des Freisetzungsvorhabens soll die Synthese von
zwei pflanzeneigenen PIN reduziert werden, um die Funktion der Proteine bei weiteren Inter-
aktionsprozessen zwischen der Pflanze und der Umwelt untersuchen zu kénnen. Es wird er-
wartet, dass durch die Reduzierung von zwei PIN die Effekte gegenuber der Reduzierung
nur eines PIN verstarkt werden. Dazu wurde ein Konstrukt entwickelt, bei dem jeweils zwei
durch einen Abstandhalter getrennte, komplementéare interne Fragmente der Proteinase-
Inhibitor-Gene 1 und 2b aus S. nigrum in Sense- und in Antisense-Orientierung angeordnet
wurden. Es wird erwartet, dass die transkribierten Fragmente hybridisieren und durch das so
genannte posttranskriptionale Gene Silencing die Bildung der endogenen PIN-Proteine ein-
schranken. Entsprechende Untersuchungen mit Nicotiana attenuata belegen die grundsatzli-
che Funktionsweise dieses Systems (Zavala et al., 2004). Als Abstandhalter wurde das dritte
Intron des Pyruvat-Orthophosphat-Dikinase-Gens (Rosche & Westhoff, 1995) verwendet,
von dem eine Splicing-Aktivitat vermutet wird. Die Expression wird vom Promotor und dem
Terminationssignal des 35S-Gens des Cauliflower Mosaic Virus (CaMV) kontrolliert.

Als Folge der gentechnischen Veranderung wird durch gezielte Verringerung der Bildung der
PIN2b- und PIN1-Proteine die Abwehr der gentechnisch veranderten Pflanze gegen herbivo-
ren Frafl} verringert. Ob und in welcher Form sich dies auf die weitere Entwicklung der Pflan-
ze auswirken wird, soll u. a. Gegenstand der Untersuchungen im Verlauf des Vorhabens
sein.

S. nigrum ist im mitteleuropaischen Kulturraum nicht als Nutz- oder Nahrungspflanze be-
kannt, ein Verzehr durch Menschen ist nicht vorgesehen und nicht zu erwarten. Gefahren fir
die Gesundheit von Menschen und Tieren oder fur die Umwelt sind durch die Modifikationen
in den gentechnisch veranderten Pflanzen nicht zu erwarten.

(b) Das Hygromycin-Phosphotransferasegen hptll

Als Selektionsmarker zur Anreicherung von gentechnisch verandertem Pflanzengewebe
nach der Transformation enthalt die T-DNA des verwendeten Transformationsplasmids das
Hygromycin-Phosphotransferase-Gen (hptll) aus E. coli. Die von dem hptll-Gen kodierte
Hygromycin-Phosphotransferase inaktiviert durch Phosphorylierung spezifisch das Antibioti-
kum Hygromycin. Diese Substratspezifitat begrindet die Erwartung, dass bei fehlendem
Substrat in den gentechnisch veranderten Pflanzen unter Freilandbedingungen keine neuen
Stoffwechselprodukte entstehen kénnen. Uberdies bietet dieses Gen den gentechnisch ver-
anderten Pflanzen unter Freilandbedingungen keinen Selektionsvorteil, da Hygromycin im
Boden nicht in héheren Konzentrationen vorliegt.
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Hygromycin wird wegen seiner hohen Toxizitat flr eukaryote Organismen in der Humanme-
dizin nicht und in der Tiermedizin nur fur spezielle Anwendungsgebiete eingesetzt. Hygromy-
cin-resistente Enterobacteriaceen, die ein Gen fir eine Hygromycin-Phosphotransferase
enthalten, wurden in Probenmaterial (Faeces, Urin, Blut) tierischen und menschlichen Ur-
sprungs gefunden und werden von diesen Tieren bzw. Menschen in die Umwelt abgegeben.

Das Wissenschaftliche Gremium fiir gentechnisch verdnderte Organismen (GMO-Panel) der
Europaischen Behdérde flir Lebensmittelsicherheit (EFSA) hat die Mdglichkeit der Verwen-
dung von Antibiotikumresistenzgenen als Selektionsmarker in gentechnisch veranderten
Pflanzen fir Freisetzungen und das Inverkehrbringen bewertet. Als Ergebnis wurden haufig
bei Transformationen von Pflanzen verwendete Antibiotikumresistenzgene drei Gruppen zu-
geordnet. Das hph-Gen wurde in die Gruppe | eingestuft, da das Gen in Boden- und Darm-
bakterien weit verbreitet ist und das Antibiotikum Hygromycin in der Humantherapie keine
Anwendung findet bzw. die Anwendung in der Veterinarmedizin sehr eingeschrankt indiziert
ist. Fur die Antibiotikaresistenzgene, die der Gruppe | zugeordnet wurden, ist es nach Uber-
zeugung des wissenschaftlichen Gremiums in hohem Male unwahrscheinlich, dass ihre
Anwesenheit im Genom gentechnisch veranderter Pflanzen zu spurbaren Veranderungen
der Verbreitung dieser Gene in der Umwelt fihrt oder in nennenswertem Male Einfluss auf
die Gesundheit des Menschen oder von Tieren nimmt. Diese Bewertung entspricht auch der
Haltung der ZKBS. Aus der Verwendung des Hygromycin-Resistenzgens in den gentech-
nisch veranderten Pflanzen lasst sich keine Gefahrdung fiir die menschliche Gesundheit o-
der die Umwelt ableiten.

Das hptll-Gen wurde durch zielgerichtete Mutagenese aus dem hph-Gen entwickelt. Beide
Gene bzw. Genprodukte sind weitestgehend identisch (Nukleinsaureebene: 99 %, Amino-
saureebene 99,4 %). Es gibt keinen Anhaltspunkt dafir, das in den gentechnisch verander-
ten Pflanzen verwendete hptll-Gen anders zu bewerten, als das hph-Gen.

(c) Aulerhalb der T-DNA gelegene Sequenzen

In der Regel wird bei Transformationen mit Hilfe von Agrobakterien nur die innerhalb der
Borderregionen liegende DNA ins Pflanzengenom integriert. Das fur die Transformation ver-
wendete Plasmid pSOL3-PIN12 geht zurlick auf das binare Plasmid pSOL1, das aus funkti-
onalen Elementen der Plasmide pCAMBIA-1301, pBI121 und pUC entwickelt wurde. Die Se-
quenzen der genannten Plasmide sind bekannt und in Datenbanken abrufbar. Uber eine
Ubertragung von DNA-Abschnitten jenseits der Borderregionen wurde jedoch berichtet.

Der Transformationsvektor enthalt au3erhalb der Borderregionen:

- das aphAlll (= nptlll)-Gen aus Streptococcus faecalis (= Enterococcus faecalis), unter
der Kontrolle seines eigenen Promotors, wird erwartungsgemaf nicht in Pflanzen expri-
miert;

- den ColE1-Replikationsursprung zur Replikation in E. coli;

- die Replikationsregion des Plasmids pVS1 aus Pseudomonas aeruginosa mit der gene-
tischen Information fiir Replikation und Stabilitat in A. tumefaciens.

Mit den mit den Antragsunterlagen vorgelegten PCR-Untersuchungsergebnissen kann aus-
geschlossen werden, dass das nptlll-Gen in den zur Freisetzung vorgesehenen Linien voll-
standig vorliegt. Da keine weitere Analyse der in die gentechnisch veranderten Pflanzen in-



BVL_FO_04_0022_000_V1.1

SEITE 4 VON 8

tegrierten Sequenzen vorliegt, wird der Risikoabschatzung zugrunde gelegt, dass die Ubri-
gen, aulRerhalb der T-DNA gelegenen Vektorabschnitte integriert worden sein kdnnten. Es
gibt keinerlei Hinweise dafir, dass die Replikationsregionen von ColE1 und pVS1 in hdheren
Pflanzen eine Funktion haben.

(d) Positionseffekte und Kontextanderungen; Allergenitat

Die Expressionsstarke von Genen, die mittels gentechnischer Methoden in das Genom von
Pflanzen integriert werden, ist abhangig vom Insertionsort im Chromosom bzw. von der Um-
gebung des Insertionsorts (,Positionseffekt). Unter Freilandbedingungen kann die Expressi-
onsstarke zudem durch Umwelteinflisse, z. B. durch die Temperatur, beeinflusst werden. Im
vorliegenden Fall kénnte dies dazu fuhren, dass die Eigenschaften der gentechnisch veran-
derten Pflanzen des Schwarzen Nachtschattens im Freiland nicht in gleichem Male veran-
dert 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 Regu-
lation pflanzeneigener Gene am bzw. in der Nahe des Insertionsorts kommen. Beeinflussun-
gen pflanzlicher Stoffwechselwege durch solche Vorgange sind mdglich. Aus den Arbeiten
im Gewachshaus mit der gentechnisch veranderten Pflanze wurden jedoch keine Beobach-
tungen berichtet, die auf ein solches Ereignis schlielten lassen.

Bewegliche genetische Elemente (transponierbare Elemente), die durch Transposition im
Genom Effekte auf am Zielort vorhandene Pflanzengene ausuben kdnnen, kommen naturli-
cherweise in Pflanzen vor. Inaktivierungen von Genen bzw. Anderungen der Regulation von
Genen treten auch durch eine Reihe weiterer naturlicher Vorgange, z. B. Punktmutationen,
Deletionen oder Translokationen, auf und werden Ublicherweise in der Pflanzenziichtung ge-
nutzt. Eine Beeinflussung pflanzlicher Stoffwechselwege durch solche Ereignisse ist daher
jederzeit auch in nicht gentechnisch veranderten Pflanzen mdglich. Insofern unterscheiden
sich die hier freizusetzenden gentechnisch veranderten Pflanzen in ihren diesbezuglichen
Eigenschaften grundsatzlich nicht von nicht gentechnisch veranderten Pflanzen.

Von den infolge der gentechnischen Veranderungen in den vorliegenden gentechnisch ver-
anderten Pflanzen integrieten Sequenzen fuhrt nur das Gen fur die Hygromycin-
Phosphotransferase zur Bildung eines Proteins. Es ist beim gegenwartigen Kenntnisstand
nicht moglich, aus der Aminosauresequenz eines Proteins Vorhersagen uber eine mogliche
allergene Wirkung des Proteins zu machen. Jedoch liegen aus den bisherigen Versuchen mit
gentechnisch veranderten Pflanzen sowie aus zahlreichen Freisetzungen von Pflanzen, die
das hph-Gen unter der Kontrolle nicht gewebespezifischer Promotoren exprimieren, keine
Hinweise auf eine erhéhte Allergenitat der Pflanzen vor.

S. nigrum ist im mitteleuropaischen Kulturraum nicht als Nutz- oder Nahrungspflanze be-
kannt, ein Verzehr durch Menschen ist nicht vorgesehen und nicht zu erwarten. Pollen von
Schwarzem Nachtschatten spielt als Ausléser von Pollenallergien generell keine nennens-
werte Rolle. Gefahren fir die Gesundheit von Menschen und Tieren oder fir die Umwelt sind
durch diese gentechnischen Veranderungen nicht zu erwarten.

111.1.2.2. Bewertung der Fahigkeit der gentechnisch veranderten Pflanzen, im Freiland zu
Uberdauern oder sich zu etablieren
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S. nigrum ist eine einjahrige krautige Pflanze. Nach Beendigung der generativen Phase ster-
ben S. nigrum-Pflanzen ab. Neue Pflanzen kdnnen nur aus Samen entstehen, die in Beeren
reifen, eine vegetative Vermehrung erfolgt nicht. Die Samen sind nach Eintritt in eine sekun-
dare Keimruhe unter glinstigen Bedingungen viele Jahre im Boden Uberdauerungsfahig, oh-
ne ihre Keimfahigkeit einzubufRen. Die Pflanzen sind kalteempfindlich; in unseren Breiten
Uberdauern sie nicht die tiefen Wintertemperaturen.

Es ist im vorliegenden Freisetzungsvorhaben vorgesehen, im Gewachshaus vorgetriebene
Pflanzen freizusetzen, Samen werden nicht ausgebracht. Im Antrag ist vorgesehen, sich
moglicherweise im Feld entwickelnde Blitenknospen wahrend der maximal alle drei Tage
vorzunehmenden Kontrollgangen zu entfernen, um die Abgabe von Pollen und den Ansatz
von Samen zu verhindern. In Nebenbestimmung I1.10. wurde jedoch wegen der nur mindes-
tens funf Tage dauernden Knospenphase festgelegt, dass die gentechnisch veranderten
Pflanzen spatestens alle zwei Tage auf das Auftreten von Blitenknospen zu kontrollieren
sind. Nachdem die Pflanzen des Vorhabens mit samt Wurzelwerk von der Flache entfernt
wurden, soll die Freisetzungsflache bis Ende November des jeweiligen Versuchsjahres in re-
gelmafigen Abstanden auf das Auftreten von gentechnisch veranderten S. nigrum-Pflanzen
kontrolliert werden. Ggf. auftretende Pflanzen sollen entfernt und entsorgt werden. Nach Be-
endigung des Vorhabens ist aulierdem eine Nachkontrolle der Versuchsflache vorgesehen,
die im Falle des Auftretens von gentechnisch veranderten Pflanzen des Schwarzen Nacht-
schattens um jeweils ein Jahr zu verlangern ist. Diese Malhahmen sind ausreichend, um si-
cher zu stellen, dass keine gentechnisch veranderten Pflanzen im Feld verbleiben, die Bil-
dung von Samen kann ebenso ausgeschlossen werden. Eine Uberdauerung der gentech-
nisch veranderten Pflanzen ist deshalb nicht zu erwarten.

S. nigrum besiedelt bevorzugt offene und gestorte Habitate wie Garten, Ackerflachen, Weg-
rander, Hecken, Schienenwege, Milldeponien etc.. Sein Vorkommen in der Gegend der
Freisetzungsflache ist fir die Region der Freisetzungsflache dokumentiert. Auf Grund der
Frostempfindlichkeit sterben Pflanzen mit Beginn von Frostperioden ab, eine Uberwinterung
in unseren Klimaten wurde bisher nicht berichtet. In Anbetracht der zuvor genannten vorge-
sehenen MalRnahmen ist eine Verwilderung von gentechnisch veranderten Pflanzen aus die-
sem Vorhaben nicht zu erwarten.

111.1.2.3. Bewertung der Mdglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Gene von den gen-
technisch veranderten Pflanzen durch Pollen auf andere Pflanzen

Die Pflanzen sollen im Feld spatestens alle zwei Tage auf das Auftreten von Blitenknospen
kontrolliert werden. Gefundene Blitenknospen werden vor der Anthese, d. h. vor der Abgabe
von Pollen, entfernt. Die Bildung oder Abgabe von Pollen der gentechnisch veranderten
Pflanzen ist deshalb nicht zu erwarten.

In rdumlicher Nahe zu den gentechnisch veranderten Pflanzen sollen nicht gentechnisch
veranderte Kontrollpflanzen des Schwarzen Nachtschattens kultiviert werden, die auch zur
Blite gelangen konnen. Durch die in der Nebenbestimmung 11.8. des vorliegenden Beschei-
des geregelte MalRnahme der dauerhaften Kennzeichnung der gentechnisch veranderten
Pflanzen wird gewahrleistet, dass die gentechnisch veranderten von den Kontrollpflanzen si-
cher unterschieden werden konnen.

Solanum-Arten gelten zwar als weitgehende Selbstbefruchter, Auskreuzen und Fremdbe-
fruchtung sind jedoch méglich, und das Auftreten von Art- und Gattungsbastarden mit S. nig-
rum wurde beobachtet. So wurden spontane Hybriden aus dem hexaploiden S. nigrum und
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S. physalifolium var. nitidibaccatum (diploid) und S. villosum (tetraploid) berichtet, die auch in
Deutschland vorkommen. Fur einige Solanum-Arten ist bekannt, dass blutenbesuchende
Bienen und Schwebfliegenarten in geringem Umfang fir Fremdbefruchtungen sorgen. Es
liegen keine Erkenntnisse dartber vor, Uber welche Strecken mit Auskreuzungen gerechnet
werden kann.

Am inneren Rand der ca. 1,5 ha grof3en Pachtflache soll durch die Einsaat eines 3 m breiten
Streifens einer Kleegrasmischung das Auftreten von S. nigrum-Pflanzen unterbunden wer-
den. Dazu beitragen sollen auch die vom Antragsteller vorgesehenen Kontrollgdnge, mit de-
nen in einem Umkreis von 35 m um die Pachtflache herum sexuell kompatible Pflanzenarten
vorzeitig entfernt werden sollen.

[11.1.2.4. Bewertung der Moglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Fremdgene von den
gentechnisch verdnderten Pflanzen Uber horizontalen Gentransfer auf Mikroorga-
nismen

Die eingefihrten Sequenzen sind stabil in den Chromosomen der Empfangerorganismen in-
tegriert. Beweise fiir eine unter natiirlichen Bedingungen stattfindende Ubertragung geneti-
scher Information aus Pflanzen und ihrer Expression in Mikroorganismen liegen nicht vor.
Untersuchungen zur Transformationsfahigkeit von Bodenbakterien unter natirlichen Bedin-
gungen lassen jedoch folgern, dass auch eine Ubertragung pflanzlichen genetischen Materi-
als auf Bodenbakterien prinzipiell moglich sein kann, wenngleich davon auszugehen ist, dass
ein solcher Gentransfer ein sehr seltenes Ereignis darstellen wurde.

Soweit anzunehmen ist, dass ein genetischer Austausch zwischen taxonomisch so weit von-
einander entfernten Organismen wie Pflanzen und Bakterien tatsachlich stattfindet, ware zu
folgern, dass das Vorkommen eines solchen Austauschs von heterologem Erbmaterial allein
betrachtet kein Sicherheitskriterium sein kann, da als Folge eines solchen Austauschs immer
die Aufnahme von jedwedem heterologem Erbmaterial, also jedweder pflanzlicher DNA,
mdglich ware.

Okologisch relevante Auswirkungen eines Gentransfers wéaren nur bei Vorliegen eines Se-
lektionsdrucks zugunsten des Ubertragenen Gens zu erwarten. Weiterhin muisste bei der
Bewertung bericksichtigt werden, ob es sich hierbei um ein in entsprechenden Populationen
bereits vorhandenes oder um ein neues Gen handelt. Okologische Konsequenzen eines sol-
chen Gentransfers ohne Vorliegen eines Selektionsdrucks fir die mit den Konstrukten tber-
tragenen Eigenschaften sind jedoch nicht zu erwarten.

(a) Das Konstrukt pin1 und pin2b-Gen-Konstrukt

Die pin1 und pin2b-spezifischen internen Fragmente des Konstrukts wurden aus S. nigrum
isoliert, der Abstandhalter zwischen den beiden komplementaren Fragmenten beider Kon-
strukte stammt aus dem Intron 3 des Pyruvat-Orthophosphat-Dikinase-Gens aus Flaveria tri-
nervia. S. nigrum ist in Mitteleuropa weit verbreitet, Pyruvat-Orthophosphat-Dikinase gehdren
zur enzymatischen Grundausstattung von Pflanzen mit C4-Physiologie wie z. B. der ge-
brauchlichen Kulturpflanze Mais.

Die in den Konstrukten verwendeten Regulationssequenzen stammen aus CaMV und Agro-
bacterium tumefaciens. A. tumefaciens ist in der Umwelt verbreitet. In Wildtyp-Agrobakterien
befinden sich die genannten Sequenzen auf Ti-Plasmiden, die durch Konjugation zwischen
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verschiedenen Rhizobiaceen ausgetauscht werden kdnnen. CaMV ist ein Pflanzen infizie-
rendes doppelstrangiges DNA-Virus, das in Pflanzen weit verbreitet ist.

Fur diese genetischen Elemente ist also auch die Méglichkeit der Ausbreitung durch horizon-
talen Gentransfer von nicht gentechnisch veranderten Organismen gegeben.

(b) Das Antibiotikumresistenzgen hptll

Das hptll-Gen, das das Enzym Hygromycin-Phosphotransferase kodiert, stammt aus E. coli.
Hygromycin wird wegen seiner hohen Toxizitat in der Humanmedizin nicht und in der Tier-
medizin nur flr spezielle Anwendungsgebiete eingesetzt. Hygromycin-resistente Enterobac-
teriaceen, die ein Gen fir eine Hygromycin-Phosphotransferase enthalten, wurden in Pro-
benmaterial (Faeces, Urin, Blut) tierischen und menschlichen Ursprungs gefunden und wer-
den von diesen Tieren bzw. Menschen in die Umwelt abgegeben. Die Wahrscheinlichkeit ei-
ner Verbreitung dieses Gens durch Ubertragung zwischen Bakterien ist daher weitaus gro-
Rer als die Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung durch horizontalen Gentransfer von den
gentechnisch veranderten Pflanzen auf Mikroorganismen.

(c) Aulerhalb der T-DNA gelegene DNA-Abschnitte

Mittels PCR-Untersuchung konnte gezeigt werden, dass das Antibiotikaresistenzgen des
verwendeten Transformationsplasmids pSOL3PIN12 (nptlll-Gen fir eine Kanamycinresis-
tenz) nicht in die Genome der fir die Freisetzung vorgesehenen Transformanten tbertragen
wurde. Es wurde jedoch nicht untersucht, ob die tbrigen Teile der Plasmide (ori ColE1, ori
pVS1, repA, staA) in die gentechnisch veranderten Pflanzen Gbertragen worden sind.

Der origin of replication (ori) ColE1 hat einen auf einige gram-negative Bakterien begrenzten
Wirtsbereich. Im Wesentlichen kann das Replikon in E. coli und nahe verwandten Bakterien-
spezies, wie z.B. Serratia oder Salmonella, replizieren. In den meisten gram-negativen Bo-
denbakterien erfolgt keine Replikation. In Enterobakterien treten ColE1-Plasmide recht hau-
fig auf. Ein Gentransfer ausgehend von Enterobakterien auf andere Bakterien ist als weitaus
wahrscheinlicher anzusehen als ein horizontaler Gentransfer von den gentechnisch veran-
derten Pflanzen auf Bakterien. Es ist deshalb nicht zu erwarten, dass die nicht auszuschlie-
Rende Prasenz des Replikationsursprungs im Pflanzenchromosom zu einer Erhéhung der
Gesamtfrequenz des horizontalen Gentransfers beitragt.

Die Replikationsregion (ori, repA, staA) des Plasmids pVS1 aus Pseudomonas aeruginosa
mit der genetischen Information fir Replikation und Stabilitdt ermoéglicht die Replikation des
Plasmids in Agrobacterium tumefaciens. Auch fur diese Nukleinsdureabschnitte ist die
Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung durch Ubertragung zwischen Bakterien weitaus groRer
als die Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung durch horizontalen Gentransfer von den gen-
technisch veranderten Pflanzen auf Mikroorganismen

111.1.2.5. Zur Erzeugung der gentechnisch verdnderten Pflanzen eingesetzte Agrobakterien

Zur Erzeugung der gentechnisch veranderten Pflanzen wurden Hypocotylblatter von in vitro-
kultivierten, eine Woche alten Samlingen der S. nigrum-Inzuchtlinie Sn30 mit Agrobakterien
inokuliert, welche die zu Ubertragenden Konstrukte zwischen den Borderregionen der bina-
ren Plasmide enthielten. Nach erfolgter Transformation wurde den Nahrmedien zur Eliminie-
rung das Breitbandantibiotikum Betabactyl zugesetzt.
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Der verwendete Agrobacterium-Stamm LBA 4404 ist, im Gegensatz zu den weit verbreiteten
Wildformen von A. tumefaciens, "disarmed" ("entwaffnet"), d. h. er ist nicht mehr zur Tumor-
induktion befahigt. In dem unwahrscheinlichen, aber theoretisch denkbaren Fall der Ubertra-
gung der eingeflihrten 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 kénnten diese Gene an die
Nachkommen der Pflanze weitergegeben werden. Damit ist unter natirlichen Bedingungen
nicht zu rechnen.

Unter der Annahme, dass ein Vorhandensein geringer Mengen rekombinanter Agrobakterien
in den gentechnisch veranderten Pflanzen nicht auszuschliel3en ist, ist ferner eine mogliche
Ubertragung der in den Agrobakterien enthaltenen bindren Plasmide durch Konjugation auf
in der Umwelt vorkommende Wildtyp-Agrobakterien (A. tumefaciens oder A. rhizogenes) in
Betracht zu ziehen, die dann wiederum méglicherweise die Fremdgene auf einzelne Zellen
anderer Pflanzen Ubertragen konnten.

Im Fall einer Infektion und nachfolgenden Transformation durch Wildtyp-A. tumefaciens bzw.
A. rhizogenes entsteht aus der transformierten Pflanzenzelle ein Tumor ("Wurzelhalsgalle"
bzw. "hairy roots"). Die Bildung einer Pflanze aus einem solchen Tumor ist unter naturlichen
Bedingungen nicht zu erwarten.

Zu beriicksichtigen ist weiterhin eine Ubertragung der eingefiihrten Gene aus Agrobakterien
in andere Bodenbakterien. Auf die mdglichen Auswirkungen wurde bereits unter 111.1.2.4.
eingegangen.



