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Hinweis zu diesem Dokument:

Der folgende Text fasst die Risikobewertung von gentechnisch veranderten Organismen zusammen,
die firr ein Freisetzungsvorhaben in Deutschland genutzt werden sollen. Der Text ist Bestandteil 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 fiir Verbraucherschutz und Lebens-
mittelsicherheit (BVL) als der in Deutschland nach dem Gentechnikrecht zustandigen Behérde ausge-
stellt und enthalt die Abschnitte:

l. Genehmigung

Il. Nebenbestimmungen

II. Begriindung

l.1. Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 GenTG

l11.1.1. Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 1 Nr. 1 GenTG
l11.1.2. Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 1 Nr. 3 GenTG
l11.1.3. Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 1 Nr. 2 GenTG
l11.1.4. Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 4 und 5 GenTG
1.2 Wirdigung und Bescheid der Einwendungen

V. Kosten

V. Rechtsbehelfsbelehrung

Nur der Bescheid ist rechtlich verbindlich. Der folgende Auszug umfasst das Kapitel I11.1.2. des
Bescheides und wurde fir das Biosafety Clearing-House zusammengestellt.

Das Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit im Internet: www.bvl.bund.de
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lll.1.2.1. Bewertung der durch die libertragenen Nukleinsduresequenzen bewirkten
Veranderungen in den gentechnisch veranderten Rapspflanzen

(a) Das Acyl-[ACP] Thioesterase-Gen (CIFatB3)

Acyl-[ACP] Thioesterasen hydrolysieren bei der Fettsaurebiosynthese die Thioesterbindung
zwischen dem ACP (Acyl Carrier Protein) und der synthetisierten Acylkette. Substrate des
durch das Acyl-[ACP] Thioesterase-Gen CIFatB3 kodierten Enzyms aus Cuphea lanceolata
sind Capryl- und Palmityl-[ACP]. Als Folge der Bildung dieses Enzyms enthalt das in den
Samen der gentechnisch veranderten Rapspflanzen gebildete Ol die normalerweise im
Rapsdl nicht vorkommende Fettsaure Caprinsaure (Ci1o.0) und vermehrt Palmitinsaure (Cie.0).

Die Expression des in den gentechnisch veradnderten Rapspflanzen enthaltenen Gens
CIFatB3 wird durch seinen samenspezifischen Promotor und sein Terminationssignal ge-
steuert. Durch die Vorschaltung des vierfachen Enhancers des 35S-Promotors des CaMV
vor den Promotor soll in einem weiteren Konstrukt die Expression verstarkt werden.

Die in den gentechnisch veranderten Rapspflanzen neu gebildete Acyl-[ACP] Thioesterase
katalysiert dort die gleiche Reaktion wie entsprechende Enzyme, die naturlicherweise in den
Samen anderer Pflanzenarten (Wild- und Kulturpflanzen) vorkommen. Es gibt keine Anhalts-
punkte, die eine toxische Wirkung des Enzyms oder des neuen Stoffwechselprodukts erwar-
ten lassen. Die neu bzw. in erhdhter Konzentration im Rapsoél auftretenden Fettsauren
Caprinsaure und Palmitinsdure kommen natirlicherweise in anderen pflanzlichen Olen vor,
die der menschlichen Ernahrung dienen (z. B. Kokosal).

(b) Das Oleatdesaturase-Gen in Antisense-Orientierung

Durch die Expression subgenischer Bereiche eines Oleatdesaturase-Gens (E12) aus B. na-
pus in Antisense-Orientierung ist die Desaturierung von Olsdure (C1s:1) zu Linolséure (C1s:2)
in den gentechnisch veranderten Rapspflanzen gehemmt. Als Ergebnis sind der Ols&ure-
gehalt in den Samen dieser Rapspflanzen erhéht und der Linol- sowie der Linolensaurege-
halt verringert. Gesteuert wird die Expression des Antisense-Konstruktes vom Promotor des
CIFatB4-Gens aus C. lanceolata und dem entsprechenden Terminationssignal. Olsaure ist
Bestandteil von Olen, die der menschlichen Ernahrung dienen. GréRere Polypeptide werden
von dem ubertragenen DNA-Abschnitt in Antisense-Orientierung nicht kodiert.

(c) Das Lysophosphatidsdure-Acyltransferase-Gen aus Limnanthes douglasii
(LdLPAAT)

Mit einem Anteil von etwa 50 % am Olgehalt der Rapssamen ist Erucaséure die charakteris-
tische Fettsdure von traditionellem Raps. Seit Mitte der 70er Jahre konnten als Ergebnis
konventioneller pflanzenziichterischer Bemihungen erucasaurefreie Sorten entwickelt wer-
den, die die Nutzung von Rapsdl als Nahrungsmittel (z. B. Margarine, Speisetle) ermdglicht.
Erucasaurehaltiges Rapsal ist fur die menschliche Erndhrung nicht geeignet, es findet jedoch
im technischen, kosmetischen und pharmazeutischen Bereich vermehrt Anwendung. Ziel
pflanzenzichterischer Bemuhungen ist es deshalb, neben erucasaurefreien Sorten Rapssor-
ten mit einem maoglichst hohen Gehalt an Erucasaure fir den Nichtlebensmittel-Bereich zu
entwickeln.

Die Lysophosphatidsdure-Acyltransferase aus L. douglasii (LdLPAAT) katalysiert spezifisch
die Verknlpfung von Erucasaure an die sn-2-Position von Lysophosphatidsaure. Die Ex-
pression des Gens erfolgt unter der Kontrolle des samenspezifischen Promotors und Termi-
nationssignals des pNa-Napin-Gens aus B. napus. Als Ergebnis der Transformation wird in
den Samen der gentechnisch veranderten Rapspflanzen Trierucin gebildet, wodurch der E-
rucasaure-Gehalt in Rapssamen erhodht werden soll. Es ist wegen ihrer grundlegenden Funk-
tion im Primar-Stoffwechsel zu erwarten, dall Lysophosphatidsdure-Acyltransferasen in der
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Natur weit verbreitet sind und regelmafig mit der Nahrung aufgenommen werden. Es gibt
keine Anhaltspunkte, die eine toxische Wirkung des Enzyms erwarten lassen.

(d) Das p-Ketoacyl-[ACP] Synthase-Gen aus B. napus (KAS)

Ketoacyl-Synthasen (KAS), die in den Plastiden aktiv sind, kondensieren in der Fettsaure-
biosynthese Acyl-Reste mit einem Malonyl-[ACP]-Rest unter CO.-Abgabe zu 3-Ketoacyl-
[ACP] und fuhren damit zur Fettsdure-Kettenverlangerung. An der Membran des endoplas-
matischen Retikulums katalysieren weitere Ketoacyl-Synthasen (Elongasen) die Bildung lan-
gerer Fettsduren durch Verldngerung der aus den Plastiden exportierten Olsaure. KAS sind
Schlisselenzyme der Fettsaurebiosynthese. Sie sind ubiquitar verbreitet und werden regel-
mafig mit der Nahrung aufgenommen. Es gibt keine Anhaltspunkte, die eine toxische Wir-
kung des Enzyms erwarten lassen.

(e) Das Lysophosphatidsaure-Acyltransferase-Gen aus B. napus (BnLPAAT)

Das LPAAT-Gen aus B. napus kodiert ebenfalls eine Lysophosphatidsaure-Acyltransferase
(BnLPAAT), die jedoch, anders als die o. g. LALPAAT, keine spezifischen Fettsauren mit der
sn-2-Position von Lysophosphatidsaure verknipft. Als Folge der Transformation der Raps-
pflanzen mit einem Antisense-Konstrukt des BnLPAAT-Gens soll die Expression der endo-
genen LPA-Acyltransferase reduziert und somit die Verknupfung von unspezifischen Fett-
sauren an die sn-2-Position von Lysophosphatidsaure verringert werden. Die gleichzeitige
Expression von LdLPA-Acyltransferase soll stattdessen durch die spezifische Bindung von
Erucasaure an diese Position die Bildung von Trierucin in diesem gentechnisch veranderten
Raps fordern.

(f) Das nptll-Gen

Das in die gentechnisch veranderten Pflanzen Ubertragene nptll-Gen kodiert das Enzym Ne-
omycin-Phosphotransferase und wurde als Markergen zur Selektion transformierter Pflan-
zenzellen eingeflhrt.

Die Neomycin-Phosphotransferase ist eine Aminoglycosid-3'-Phosphotransferase des Typs Il
(APH(3"I1), welche die ATP-abhangige Phosphorylierung der 3'-OH-Gruppe des Aminohexo-
se-Rings bestimmter Aminoglycosid-Antibiotika katalysiert, wodurch diese inaktiviert werden.
Das Enzym zeichnet sich durch eine hohe Substratspezifitat aus. Zu den Substraten der
APH(3")II-Enzyme zahlen die Antibiotika Kanamycin, Neomycin, Geneticin, Butirosin,
Gentamicin A und B sowie Paromomycin. Die in der Humanmedizin therapeutisch bedeut-
samen Gentamicine und sonstigen Aminoglycoside und Aminocyclitole gehdéren nicht zum
Substratspektrum der APH(3')-II-Enzyme. In der Tiermedizin finden Kanamycin und Neomy-
cin jedoch breite Anwendung. Aufgrund der Substratspezifitit der Neomycin-
Phosphotransferase ist zu erwarten, dal} unter Freilandbedingungen in den gentechnisch
veranderten Rapspflanzen bei fehlendem Substrat keine neuen Stoffwechselprodukte ent-
stehen. Da die betreffenden Antibiotika im Boden nicht in héheren Konzentrationen vorlie-
gen, vermittelt die Neomycin-Phosphotransferase den gentechnisch veranderten Pflanzen im
Freiland keinen Selektionsvorteil. Eine Toxizitat des Enzyms fur Pflanzen, Tiere, Mikroorga-
nismen oder den Menschen liegt nicht vor.

(9) Bordersequenzen aus Ti-Plasmiden und Regulationssequenzen

Die gentechnisch veranderten Pflanzen enthalten Sequenzen der linken und der rechten
Borderregion der T, -DNA des Plasmids pTiB6S3 aus Agrobacterium tumefaciens. Abhangig
von den Genprodukten der vir-Region des in dem zur Transformation verwendeten Agrobac-
terium-Stamm vorhandenen Helferplasmids pMP90RK, das nicht in die Pflanzen Ubertragen
wurde, bewirkten diese Sequenzen die Integration der zwischen den Borderregionen liegen-
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den Gene in Chromosomen der Rapspflanzen. Diese Borderregionen der Ti-Plasmide sind in
den gentechnisch veranderten Rapspflanzen funktionslos und lassen keine Veranderungen
in den Pflanzen erwarten.

Als Regulationselemente wurden, neben dem 35S-Promotor und -Terminator des Cauliflower
Mosaic Virus (CaMV), die Promotoren und die Terminatorsignale des C/FatB3-Gens, des
CIFatB4-Gens (beide aus C. lanceolata), des pNa-Napin-Gens aus B. napus bzw. der Dc3-
Promotor aus Daucus carota in Verbindung mit dem Q-Leader des Tobacco Mosaic Virus
(TMV) in die gentechnisch veranderten Rapspflanzen tUbertragen. Die Promotor- und Termi-
nationssequenzen regeln die Expression der zwischen ihnen liegenden kodierenden Se-
quenzen der Ubertragenen Gene in den gentechnisch veranderten Pflanzen. Ausfihrungen
zu den Auswirkungen der Bildung dieser Proteine in den Pflanzen finden sich unter
[11.1.2.1.(a) bis (f).

(h) AuBerhalb der T-DNA gelegene Sequenzen

In der Regel werden bei Transformationen mit Hilfe von Agrobakterien nur die innerhalb der
Borderregionen liegenden DNA-Sequenzen ins Pflanzengenom integriert. Eine Ubertragung
von Sequenzen jenseits der Borderregionen wurde jedoch im Einzelfall berichtet und kann
aufgrund der im Antrag enthaltenen Angaben nicht ausgeschlossen werden. In der Risiko-
bewertung werden deshalb auch jene Bereiche des zur Transformation des Rapses verwen-
deten Vektors bertcksichtigt, die jenseits der T-DNA-Borderregionen lokalisiert sind. Hierbei
handelt es sich insbesondere um folgende DNA-Abschnitte:

- Das aadA-Gen

Das aadA-Gen kodiert fur das Enzym Streptomycin-Adenyltransferase und ist als Markergen
Bestandteil des Vektors pRE1, aus dem die einzelnen zur Transformation des Rapses ver-
wendeten Vektoren entwickelt wurden.

Die  Streptomycin-Adenyltransferase  ist eine  Aminoglycosid-3-Adenyltransferase
(AAD(37°)(9)), die die Adenylierung der 3""-OH-Gruppe des N-Methyl-L-Glucosamin-Ringes
von Streptomycin bzw. der 9-Hydroxylgruppe von Spectinomycin katalysiert, wodurch diese
inaktiviert werden. Das Enzym zeichnet sich durch hohe Substratspezifitdt aus. Zu den Subs-
traten des AAD(37')(9)-Enzyms zahlen Streptomycin und Spectinomycin. In der Humanmedi-
zin findet Streptomycin nur noch in Spezialindikationen Anwendung (z.B. Tuberkulose).

Das aadA-Gen steht unter der Kontrolle eines prokaryotischen Promotors. Es ist deshalb
nicht zu erwarten, daf} dieses Gen in Pflanzen exprimiert wird. Auswirkungen auf den pflanz-
lichen Stoffwechsel sind daher ebensowenig zu erwarten wie Auswirkungen auf Menschen
oder Tiere nach einem eventuellen Verzehr der gentechnisch veranderten Pflanzen oder von
Teilen der Pflanzen.

- Die Replikationsurspriinge des Plasmids pRE1

Die fur die Erzeugung der gentechnisch veranderten Rapspflanzen verwendeten Plasmide
leiten sich vom Plasmid pRE1 ab. Sie besitzen auf3erhalb der T-DNA neben dem Replikati-
onsursprung von ColE1 zur Replikation in E. coli die Replikationsregion des Plasmids pVS1
aus Pseudomonas aeruginosa, Stamm PAT, mit der genetischen Information flir Replikation
und Stabilitdt. Das Plasmid pVS1 hat einen engen Wirtsbereich (z.B. Pseudomonas-Arten,
Aeromonas formicans, Agrobacterium tumefaciens, Rhizobium leguminosarum), in E. coli ist
es nicht stabil. Die Replikationsregion des Plasmids pVS1 dient im vorliegenden Fall der
Replikation des binaren Vektors in A. tumefaciens.

Es gibt keinerlei Hinweise dafir, dal3 die Replikationsregionen von ColE1 und pVS1 in héhe-
ren Pflanzen eine Funktion haben.
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(i) Positionseffekte und Kontextidnderungen; 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, beeinflu3t werden. Im
vorliegenden Fall kénnte dies dazu flhren, daf® die gentechnisch veranderten Pflanzen im
Freiland nicht in gleichem MalRe die erwarteten Fettsauren bilden wie im Gewachshaus. Ri-
siken fur die Umwelt oder die Gesundheit von Menschen oder Tieren sind daraus nicht abzu-
leiten.

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 méglich. Wahrend der Ver-
mehrung der gentechnisch veranderten Pflanzen im Gewachshaus und bei den bisherigen
Freisetzungen von einigen der Rapslinien mit gentechnisch vermittelten Veranderungen der
Speicherlipid-Zusammensetzungen wurden jedoch keine Beobachtungen gemacht, die auf
ein solches Ereignis hindeuten.

Bewegliche genetische Elemente (transponierbare Elemente), die durch Transposition im
Genom Effekte auf am Zielort vorhandene Pflanzengene austiben kénnen, kommen naturli-
cherweise in Pflanzen vor. Inaktivierungen von Genen bzw. Anderungen der Regulation von
Genen treten auch durch eine Reihe weiterer naturlicher Vorgange auf (z. B. Punktmutatio-
nen, Deletionen oder Translokationen) und werden Ublicherweise in der Pflanzenzichtung
genutzt. Eine mogliche Beeinflussung pflanzlicher Stoffwechselwege durch solche Ereignis-
se ist daher jederzeit auch in nicht gentechnisch veranderten Pflanzen mdglich. Insofern un-
terscheiden sich die hier freizusetzenden gentechnisch veranderten Pflanzen in ihren dies-
bezlglichen Eigenschaften grundsatzlich nicht von nicht gentechnisch veranderten Pflanzen.

Es ist beim gegenwartigen Kenntnisstand nicht moglich, aus der Aminosauresequenz eines
Proteins Vorhersagen Uber eine mogliche allergene Wirkung des Proteins zu machen. Je-
doch ist die Expression der Ubertragenenen Gene und Genfragmente des Fettsdurestoff-
wechsels durch die Verwendung von samenspezifischen Promotoren auf die Stadien der
Samenentwicklung und der Samenreife beschrankt.

Die Expression des npt/l-Gens wird vom konstitutiven 35S-Promotor des CaMV reguliert.
Aus den bisherigen Versuchen mit den gentechnisch veranderten Pflanzen im Gewachshaus
sowie aus Freisetzungen anderer gentechnisch veranderter Pflanzen, die das npt/l-Gen un-
ter der Kontrolle dieses Promotors exprimieren, liegen keine Hinweise auf eine erhdhte Al-
lergenitat der Pflanzen vor.

Die Expression des aadA-Gens wird von prokaryotischen Regulationselementen kontrolliert.
Eine Expression in pflanzlichen Geweben ist deshalb nicht zu erwarten.

Ein gegenulber nicht gentechnisch veranderten Rapspflanzen verandertes allergenes Poten-
tial ist deshalb fir die zur Freisetzung vorgesehenen gentechnisch veranderten Pflanzen
nicht zu erwarten.

lll.1.2.2. Bewertung der Fahigkeit der gentechnisch veranderten Rapspflanzen, im Frei-
land zu uiberdauern oder sich zu etablieren

Eine Verbreitung gentechnisch veranderter Rapspflanzen auerhalb der Versuchsflache ist
aufgrund der vorgesehenen MalRnahmen zur Minimierung einer Ausbreitung durch Pollen
oder Samen nicht zu erwarten (siehe hierzu die Versuchsbeschreibung im Antrag, die Ne-
benbestimmungen 1.5 bis 11.7. sowie die Ausfuhrungen unter 111.1.2.3.).
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Sommerraps ist eine einjahrige, Winterraps eine Uberjahrige Pflanze. Nach der generativen
Phase stirbt die Pflanze ab, nur aus den gebildeten Samen kénnen neue Pflanzen entste-
hen. Rapssamen kdnnen, wenn sie in tiefere Bodenschichten gelangen und eine sekundare
Keimruhe eintritt, im Boden mehr als 20 Jahre Giberdauern. Neuere Untersuchungen zeigen,
dal} eine Veranderung der Fettsdurezusammensetzung der Speicherlipide der Samen Ein-
fluk auf die Uberdauerungsfahigkeit von Rapssamen nehmen kann. Ob die in diesen gen-
technisch veranderten Rapssamen gebildete Caprinsaure, die verstarkte Bildung von Pal-
mitin-, Ol- bzw. Erucasaure oder die verminderte Bildung von Linol- und Linolensaure tat-
sachlich EinfluR auf die Uberdauerungsfahigkeit nehmen, ist derzeit jedoch nicht bekannt.

Auf jeden Fall kann die Uberdauerung von Samen des gentechnisch veradnderten Rapses
und von ggf. gebildeten Rapsbastarden dadurch minimiert werden, dal} jeweils im Anschluf
an die Ernte durch geeignete MaRnahmen ausgefallene Samen noch wahrend der gleichen
Vegetationsperiode zur Keimung gebracht werden. Die daraus auflaufenden Pflanzen kon-
nen leicht zerstdrt werden. Entsprechende MalRnahmen sind von der Antragstellerin vorge-
sehen.

Nach Durchfiihrung dieser Malihahmen dennoch im Boden verbliebene Rapssamen und ggf.
Samen von Rapsbastarden gelangen im Verlauf der vorgesehenen ublichen landwirtschaftli-
chen Nutzung durch Bodenbearbeitung wieder in die Nahe der Bodenoberflache und kdnnen
keimen. Die daraus entstehenden Pflanzen werden durch die von der Antragstellerin vorge-
sehene Kontrolle innerhalb der Fruchtfolgen und wahrend der mehrjahrigen Anbaupause fir
Raps bzw. durch die in der Nebenbestimmung I1.7. zur Auflage gemachten MalRnahmen und
die Nachkontrolle nach Versuchsende erfal’t und zerstort. Sollten im letzten Jahr der Nach-
kontrolle noch mehr als durchschnittlich 5 gentechnisch veradnderte Rapspflanzen oder
Rapsbastarde pro 150 m? auftreten, so ist die Nachkontrolle um ein Jahr zu verlangern.
Durch diese Anbaupause sowie die wahrend des Versuches durchgeflhrten Kontrollmal3-
nahmen wird gewahrleistet, dal} die ggf. nachwachsenden Rapspflanzen und Rapsbastarde
erfalt werden kdnnen.

Einzelne gentechnisch veranderte Rapssamlinge, die nach Ende der Nachkontrolle auf der
Versuchsflache auflaufen kénnten, stellen weder beziglich einer Pollenibertragung auf an-
dere Pflanzen (siehe 111.1.2.3.) noch bezlglich einer langerfristigen Etablierung ein Problem
dar.

Raps kommt - auRerhalb des landwirtschaftlichen Anbaus - nur auf bzw. in der Nachbar-
schaft zu Anbauflachen, z. B. auf Wegrandern und Ruderalflachen, als Unkraut vor. In natir-
lichen, intakten Pflanzengesellschaften kann sich Raps nicht etablieren.

Es ist nicht davon auszugehen, dal® die gentechnisch veranderten Rapspflanzen durch die
eingebrachten gentechnischen Veranderungen veranderte pflanzensoziologische Eigen-
schaften entwickeln und andere Biotope besiedeln kénnen. Sie besitzen keinen erkennbaren
Selektionsvorteil gegenuber anderen Pflanzen. Deshalb ist auch im Falle des noch vereinzel-
ten Auflaufens gentechnisch veranderter Rapssamlinge und eventuell méglicher Polleniber-
tragung auf nicht gentechnisch veranderte Pflanzen eine nachhaltige, dauerhafte Verbreitung
des gentechnisch veranderten Rapses nicht zu erwarten und die raumliche und zeitliche Be-
grenzung der Freisetzung hinreichend gewahrleistet.

111.1.2.3. Bewertung der Méglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Gene von den
gentechnisch veranderten Rapspflanzen durch Pollen auf andere Pflanzen

Innerhalb von Rapsbesténden findet zu etwa zwei Dritteln Selbstbestaubung und zu etwa ei-
nem Drittel Fremdbestaubung statt. Dieser Rapspollen wird vorwiegend durch Insekten, ins-
besondere Bienen, und Uber geringere Entfernungen auch durch den Wind verbreitet. Bei
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der landwirtschaftlichen Saatguterzeugung werden, um unerwiinschte Fremdeinstaubung zu
minimieren, gemafl Saatgutverordnung Isolationsabstande von 100 m bei zertifiziertem
Saatgut bzw. 200 m bei Basissaatgut verlangt.

Die Antragstellerin hat bei diesem Freilandversuch fur die gentechnisch veranderten Raps-
pflanzen einen Mindestabstand von 50 m in Verbindung mit einer 2 m breiten Mantelsaat aus
nicht gentechnisch veranderten Rapspflanzen oder von 100 m ohne Mantelsaat zu benach-
barten Rapsfeldern vorgesehen. Entsprechend den Bestimmungen der Nebenbestimmung
1.6 ist bei einem Isolationsabstand von 50 m eine Mantelsaat von 6 m Breite anzulegen. Es
ist jedoch davon auszugehen, dal® Rapspollen durch Insekten in geringem Umfang auch
uber den vorgesehenen Isolationsabstand hinausgetragen werden kann.

Die Versuchsflache wird von der Antragstellerin flr die Freisetzung von anderen gentech-
nisch veranderten Rapspflanzen genutzt. Kreuzbestaubungen zwischen den verschiedenen
gentechnisch veranderten Pflanzen sind nicht auszuschlief3en. Durch die von der Antragstel-
lerin vorgesehenen MalRnahmen in Verbindung mit den in den Nebenbestimmungen formu-
lierten Auflagen ist jedoch hinreichend sichergestellt, dal’ die méglicherweise auftretenden
Pflanzen mit unbeabsichtigten Kombinationen verschiedener gentechnischer Veranderungen
kontrolliert und entfernt werden.

In der naheren Umgebung der Freisetzungsflache befinden sich keine weiteren Pflanzen-
zuchtbetriebe. Es ist jedoch nicht auszuschlielRen, dal’ in der Umgebung der Freisetzungs-
flache Raps aus selbstgeerntetem Saatgut als Zwischenfrucht zur Grindlingung oder zur
Grunfutterproduktion nachgebaut wird. Bei dieser Art des einmaligen Nachbaus kommen die
Pflanzen in der Regel nicht zur Blite. Eine Erzeugung und Verbreitung von gentechnisch
verandertem Saatgut kann auf diese Weise daher nicht erfolgen.

Die Folge einer Befruchtung einzelner Bluten von nicht gentechnisch verandertem Raps und
eines einmaligen Nachbaus dieses Raps ware das vorlibergehende Vorkommen einzelner
Rapspflanzen mit verandertem Fettsduremuster in den Rapssamen in der Umgebung der
Freisetzungsflache. Da die Ubertragenen Eigenschaften keinen erkennbaren Selektionsvor-
teil verleihen, sind Risiken fur die Umwelt oder die Landwirtschaft daraus nicht abzuleiten.

Bei der Gewinnung von Rapsél (z. B. auch fur Nahrungsmittel) aus Samen, die durch Be-
stdubung einzelner Rapsbliten mit Pollen der gentechnisch veranderten Rapspflanzen her-
vorgegangen sein konnten, wirden die gebildeten Enzyme zusammen mit den Gbrigen Pro-
teinen vom Ol getrennt. Die Proteine wiirden in dem PreRriickstand, dem sog. "Olkuchen",
verbleiben, der als Viehfutter verwendet wird. Fiir Nahrungsmittel verwendetes Ol unterliegt
strengen Qualitatskontrollen, die u. a. auch den Gehalt an Erucasaure ermitteln. Caprinsaure
und Olsaure sind auch Bestandteil von Olen und Fetten anderer Herkunft, die der menschli-
chen Erndhrung dienen. Schadliche Einwirkungen auf die Gesundheit des Menschen sind
deshalb aus der moglichen Bestaubung einzelner Blaten mit Pollen der gentechnisch veran-
derten Rapspflanzen nicht zu erwarten.

Zur gleichen Art wie der Raps gehort die Kohlriibe (B. napus var. napobrassica). Es ist da-
von auszugehen, dafl Raps und Kohlriibe miteinander kreuzbar sind.

Bei der Kohlribe handelt es sich um eine zweijahrige Pflanze, die im ersten Jahr eine Hypo-
kotylknolle ausbildet, jedoch erst im zweiten Jahr bliht. Bei einem Anbau fur den Verkauf
und Verzehr werden die Pflanzen im ersten Jahr geerntet. Eine Befruchtung mit Pollen von
gentechnisch verandertem Raps ware dann mdglich, wenn Kohlriben zum Zwecke der
Saatgutgewinnung (z. B. flr den Eigenbedarf) zum Blihen gebracht wiirden. Kohlriiben und
Raps sind, obwohl sie zur gleichen Art gehdren, morphologisch deutlich verschieden (Raps
bildet keine Hypokotylknolle aus). Es ist davon auszugehen, dal} Bastarde aus der Befruch-
tung von Kohlrtiiben durch Rapspollen in ihrem Erscheinungsbild von Kohlriiben deutlich ver-
schieden waren. Da untypische Pflanzen nicht zur weiteren Vermehrung von Kohlriiben her-
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angezogen wirden, ist nicht zu erwarten, daf gentechnisch veranderte Bastarde zum Ver-
zehr kommen oder flr eine weitere Saatgutproduktion genutzt wirden.

Es gibt unter den Brassicaceen mehrere Arten, die mit Raps eng verwandt sind; diese kom-
men als mdgliche Kreuzungspartner in Betracht. Raps (B. napus) ist ein Bastard aus Ribsen
(B. rapa) und Kohl (B. oleracea) und deshalb - mit den nachfolgend genannten Einschran-
kungen - mit diesen Arten prinzipiell kreuzbar.

Hybride aus B. napus und B. oleracea konnten experimentell erzeugt werden, indem Embry-
onen aus den Samenanlagen herausprapariert und auf Nahrmedien zu Pflanzen regeneriert
werden ("embryo rescue"). Ein spontanes Entstehen solcher Hybriden unter Freilandbedin-
gungen wurde bisher jedoch nicht beobachtet.

Ribsen (B. rapa ssp. oleifera) wird als Kulturpflanze zur Olgewinnung und als Zwischen-
frucht angebaut und kommt auf3erhalb des Anbaus verwildert an vom Menschen beeinfluf3-
ten Standorten (Ruderalstandorte, Wegrander, Feldrander) vor. Bastarde aus B. napus x B.
rapa treten sporadisch in Rapsfeldern auf, wenn bei der Vermehrung des Rapssaatguts eine
Befruchtung mit Pollen von B. rapa stattgefunden hat.

Bezlglich der moglichen Folgen der Befruchtung von einzelnen Bliten nicht gentechnisch
veranderter Rubsenpflanzen gelten die oben genannten Ausfihrungen zum Raps entspre-
chend. Hinzu kommt, dal’ die Fertilitat primarer Bastarde aus B. rapa und B. napus in der
Regel eingeschrankt ist. Sie sind anorthoploid und durch eine starke Funktionsreduktion der
Gameten infolge unregelmaRiger meiotischer Verteilung der Chromosomen gekennzeichnet.
Nachkommen aus solchen Gameten sind aneuploid, in der Regel schwachwiichsig und be-
sitzen wiederum eine geringe Fertilitat.

Als Kreuzungspartner fir Raps sind einige weitere Brassicaceen in Betracht zu ziehen, wie
Sarepta-Senf (B. juncea), Schwarzer Senf (B. nigra), Weilker Senf (Sinapis alba), Ackersenf
(S. arvensis), Retticharten (Raphanus sativus), Hederich (R. raphanistrum), Grauer Bas-
tardsenf (Hirschfeldia incana) und Meerkohl (Crambe maritima). Aufgrund der geringen
Chromosomenhomologie dieser Pflanzenarten mit Raps treffen flr Bastarde dieser Pflanzen
mit Raps die oben flr B. rapa und B. oleracea gemachten Aussagen in noch starkerem Malf}
zu. Eine Ausnahme bilden lediglich amphidiploide Hybride, die bei der experimentellen Kreu-
zung von Raps mit verwandten Brassicaceen erhalten werden. Diese Hybride, die wahr-
scheinlich aus unreduzierten Gameten der Elternpflanzen hervorgehen, weisen eine nur
leicht eingeschrankte Pollenfertilitat auf. Auch wenn es vereinzelt zu Hybridisierungen zwi-
schen den gentechnisch veranderten Rapspflanzen und diesen Brassicaceen kommen soll-
te, 1aRt dies wegen der geringen Wahrscheinlichkeit keine Ausbreitung des gentechnisch
ubertragenen Erbmaterials in Wildpflanzenpopulationen befurchten.

Fur alle theoretisch méglichen Hybriden aus den gentechnisch veranderten Pflanzen und
nicht gentechnisch veranderten Kultur- oder Wildpflanzen qilt, dal3 das veranderte Fettsau-
remuster in den Samen der gentechnisch veranderten Pflanzen keinen Selektionsvorteil er-
kennen lalkt. Die Befurchtung der unbeabsichtigten Verbreitung solcher Pflanzen ist daraus
nicht abzuleiten.

11.1.2.4. Bewertung der Méglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Fremdgene
von den gentechnisch veranderten Pflanzen uber horizontalen Gentransfer auf
Mikroorganismen

Die eingeflihrten Sequenzen sind in Chromosomen der Empfangerorganismen integriert.
Beweise flir eine unter natirlichen Bedingungen stattfindende Ubertragung genetischer In-
formation aus Pflanzen und ihrer Expression in Mikroorganismen liegen nicht vor. Untersu-
chungen zur Transformationsfahigkeit von Bodenbakterien unter naturlichen Bedingungen
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lassen folgern, dal auch eine Ubertragung pflanzlichen genetischen Materials auf Boden-
bakterien prinzipiell méglich sein kann, wenngleich davon auszugehen ist, daf} ein solcher
Gentransfer ein sehr seltenes Ereignis darstellen wirde.

Soweit anzunehmen ist, dal® ein genetischer Austausch zwischen taxonomisch so weit von-
einander entfernten Organismen wie Samenpflanzen und Bakterien tatsachlich stattfindet,
ware zu folgern, daf} das Vorkommen eines solchen Austauschs von heterologem Erbmate-
rial allein betrachtet kein Sicherheitskriterium sein kann, da als Folge eines solchen Aus-
tauschs immer die Aufnahme von jedwedem heterologem Erbmaterial, also jedweder pflanz-
licher DNA, moglich ware.

Alle Ubertragenen Gene und Genfragmente des Fettsdure-Stoffwechsels werden unter der
Kontrolle von samenspezifischen Regulationssequenzen exprimiert. Gene, die Enzyme mit
der gleichen Funktion kodieren, kommen zudem natirlicherweise in einer Reihe von Pflan-
zenarten vor.

Das Acyl-[ACP] Thioesterase-Gen enthéalt mehrere Introns. Selbst im Falle einer Ubertra-
gung des Gens auf Mikroorganismen ware daher nicht mit der Bildung des entsprechenden
Enzyms in den Mikroorganismen zu rechnen.

Die Oleatdesaturase-Genfragmente und das BnLPAAT-Gen wurden in Antisense-
Orientierung Ubertragen und verleihen Mikroorganismen nach einem horizontalen Gentrans-
fer von den gentechnisch veranderten Pflanzen keinen erkennbaren Selektionsvorteil.

Die durch die Neomycin-Phosphotransferase inaktivierten Antibiotika sind, wie unter Punkt
[11.1.2.1.(f) bereits dargestellt, in der Humanmedizin nur von geringerer Bedeutung, werden in
der Tiermedizin jedoch vielfaltig angewendet. Es war somit zu prifen, ob durch einen magli-
chen horizontalen Gentransfer des npt/l-Gens der therapeutische Einsatz der betreffenden
Antibiotika beeintrachtigt wirde.

Der Resistenzmechanismus der Inaktivierung von Aminoglycosid-Antibiotika durch Phospho-
rylierung kommt natirlicherweise bei Bodenmikroorganismen vor. APH(3')lII-Enzyme wurden
zudem in klinischen Isolaten von Menschen gefunden. Die weite Verbreitung von Genen, die
eine Resistenz gegen Aminoglycosid-Antibiotika vermitteln, ist durch die haufige Anwendung
dieser Antibiotika sowie dadurch zu erklaren, dal} diese Gene oft auf Plasmiden lokalisiert
sind, wodurch eine effektive Ubertragung durch Konjugation mdglich ist. Selbst im Falle ei-
nes horizontalen Gentransfers von dem gentechnisch veranderten Raps auf Mikroorganis-
men wirde somit die Gesamtfrequenz dieses Resistenzmechanismus nicht erkennbar er-
hoht.

Entsprechendes gilt fir das aul’erhalb der T-DNA-Borderregionen lokalisierte aadA-Gen,
dessen Ubertragung in das Pflanzengenom nach den Angaben in den Antragsunterlagen
nicht ausgeschlossen werden kann. Das aadA-Gen kodiert fur das Enzym Streptomycin-
Adenyltransferase.

Die zur Regulation des Ubertragenen nptll-Gens stammen aus CaMV, der zur Verstarkung
der Expression in einem Konstrukt verwendete Q-Leader aus TMV. Die theoretische Mog-
lichkeit eines Transfers der CaMV- oder der TMV-Sequenzen aus diesen Pflanzen wirde
keine neue im Vergleich zur natirlicherweise vorliegenden Situation darstellen, weil beide als
pflanzeninfizierende Viren ohnehin in Pflanzen anzutreffen sind.

Die Plasmide pNBM99-CIFatB3, pNBM99-EnCIFatB3, pHS124, pHS126, pHS127, pRESS,
pPNKATSS, pRST55, pALM1 und pALM2, die fur die Erzeugung der gentechnisch verander-
ten Rapspflanzen verwendet wurden, besitzen aulierhalb der T-DNA neben dem Replikati-
onsursprung von ColE1 zur Replikation in E. coli die Replikationsregion des Plasmids pVS1
aus Pseudomonas aeruginosa, Stamm PAT, mit der genetischen Information fir Replikation
und Stabilitat. Diese Replikationsurspriinge kénnen in den gentechnisch veranderten Raps-
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pflanzen chromosomal integriert worden sein (siehe 111.1.2.1. (h)). In den gentechnisch ver-
anderten Pflanzen sind diese Nukleinsduresequenzen funktionslos; in bestimmten Bakterien
ist hingegen eine Funktion als Replikationsursprung zu erwarten.

Das ColE1-Replikon hat einen auf einige gram-negative Bakterien begrenzten Wirtsbereich.
Im Wesentlichen kann das Replikon in E. coli und nahe verwandten Bakterien, wie z.B. Ser-
ratia oder Salmonella, replizieren. In den meisten gram-negativen Bodenbakterien erfolgt
keine Replikation. In Enterobakterien treten ColE1-Plasmide recht haufig auf. Ein Gentrans-
fer ausgehend von Enterobakterien auf andere Bakterien ist als weitaus wahrscheinlicher
anzusehen als ein horizontaler Gentransfer von den gentechnisch veranderten Pflanzen auf
Bakterien. Es ist deshalb nicht zu erwarten, dal® die eventuelle Prasenz des Replikationsur-
sprungs von ColE1 im Pflanzenchromosom zu einer Erhéhung der Gesamtfrequenz des ho-
rizontalen Gentransfers beitragt.

Die Replikationsregion des Plasmids pVS1 dient im vorliegenden Fall der Vermehrung des
binaren Vektors in A. tumefaciens. Die zur Transformation verwendeten Vektoren sind mobi-
lisierbar, besitzen jedoch kein eigenes Transfersystem. Da der konjugative Austausch von
Nukleinsduren zwischen Mikroorganismen weit verbreitet ist, ist nicht zu erwarten, dal} die
verwendete Replikationsregion von pVS1 aus den gentechnisch veranderten Pflanzen zur
Erhdhung der Gesamtfrequenz des horizontalen Gentransfers beitragt.

ll1.1.2.5. Zur Erzeugung der gentechnisch veranderten Rapspflanzen eingesetzte Agro-
bakterien

Zur Erzeugung der gentechnisch veranderten Rapspflanzen wurden verwundete pflanzliche
Explantate mit Agrobakterien inokuliert, die die zu Ubertragenden Gene zwischen den
Borderregionen des binaren Vektorplasmids enthielten. Der verwendete Agrobacterium-
Stamm ist, im Gegensatz zu den weit verbreiteten Wildformen von A. tumefaciens, ,disar-
med* (,entwaffnet”), d. h. er ist nicht mehr zur Tumorinduktion befahigt. Nach erfolgter Trans-
formation wurde zur Eliminierung der Agrobakterien eine Antibiotikabehandlung durchge-
fuhrt.

Das zur Freisetzung vorgesehene Saatgut der gentechnisch veranderten Rapslinien wird
durch Kreuzungen oder Selbstbestdubungen gewonnen. Durch diese generativen Phasen
sind ggf. nach der Antibiotikabehandlung noch verbliebene Agrobakterien aus den gentech-
nisch veranderten Rapslinien entfernt worden.



