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Hinweis zu diesem Dokument:

Der folgende Text fasst die Risikobewertung von gentechnisch veranderten Organismen zusammen,
die fur 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 fir Verbraucherschutz und Lebens-
mittelsicherheit (BVL) als der in Deutschland nach dem Gentechnikrecht zustandigen Behérde ausge-
stellt und enthalt die Abschnitte:
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I11.1.2.1. Bewertung der durch die ubertragenen Nukleinsduresequenzen bewirkten Verande-

rungen in den gentechnisch veranderten Pflanzen

(a) Die Gene fir Enzyme des Gibberellinstoffwechsels aus Arabidopsis thaliana

Die in den gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen enthaltenen Kodierregionen von heterol-
gen Genen fur Enzyme des Gibberellinstoffwechsels (GA20-oxAT, GA2-oxAT) werden unter der
Kontrolle des CaMV-35S-Promotors konstitutiv - d. h. nicht gewebespezifisch - exprimiert. Die
Expression des jeweiligen DNA-Abschnittes fiihrt zur Bildung des entsprechenden Enzyms in den

gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen.

Als Folge der gentechnischen Veranderungen werden durch die Expression der GA20-oxidase in
den gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen verstarkt biologisch aktive Gibberelline gebildet.
Die GA20-oxidase katalysiert einen der letzten Schritte in der Gibberellinbiosynthese. Dabei wird
ein C20-Gibberellin in ein physiologisch aktives C19-Gibberellin umgewandelt. Aktive Gibberelline
haben u.a. einen férdernden Einfluss auf das Streckungswachstum der Pflanzensprosse - insbe-
sondere der Internodien - in vegetativen Geweben, auf die Blihinduktion sowie die Bliiten- und
Beerenentwicklung. Nach Angaben der Antragstellerin zeigten die gentechnisch veranderten Kar-
toffelpflanzen, die die GA20-oxidase verstarkt expimieren, im Gewachshaus phanotypisch eine

gréBere Wuchshohe als die Kontrollpflanzen.

Durch die verstarkte Expression der GA2-oxidase in den gentechnisch veranderten Kartoffeln
werden Intermediarverbindungen der Gibberellinbiosynthese zu physiologisch inaktiven Gibberel-

linen metabolisiert.

Nach Angaben der Antragstellerin auf Grund von Beobachtungen aus Gewachshausversuchen
sind die freizusetzenden gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen, die die GA2-oxidase expri-
mieren, durch eine deutliche Wachstumsretardation gekennzeichnet.

Eine veranderte Blitenmorphologie wurde bei den freizusetzenden Kartoffelpflanzen nicht beo-
bachtet. Die Knollenertrage weichen unter Gewachshausbedingungen bei den GA2-oxidase ex-
primierenden Pflanzen nicht signifikant von denen der Wildtyp-Pflanze ab oder sind bei den

GA20-oxidase exprimierenden Pflanzen leicht verringert.

Gefahren fir die Gesundheit von Menschen und Tieren oder flr die Umwelt sind durch die Ex-
pression der beiden Gene und die damit verbundenen Veranderungen in den gentechnisch ver-
anderten Kartoffelpflanzen mit Genen aus Arabidopsis thaliana im Rahmen des Freisetzungsver-

suches nicht zu erwarten.

(b) Das nptll-Gen



BVL_FO_04_0022_000_V1.1

SEITE 3 VON 12

Das in die gentechnisch veranderten Pflanzen Ubertragene nptll-Gen kodiert das Enzym Neomy-
cin-Phosphotransferase. Es wurde als Markergen zur Selektion transformierter Pflanzenzellen

eingeflhrt.

Die Neomycin-Phosphotransferase ist eine Aminoglycosid-3'-Phosphotransferase des Typs |l
(APH(3"11), welche die ATP-abhangige Phosphorylierung der 3'-OH-Gruppe des Aminohexose-
Rings bestimmter Aminoglycosid-Antibiotika katalysiert, wodurch diese inaktiviert werden. Das
Enzym zeichnet sich durch eine hohe Substratspezifitdt 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 bedeutsamen Gentamicine und
sonstigen Aminoglycoside und Aminocyclitole gehdren nicht zum Substratspektrum der APH(3')-

[I-Enzyme. In der Tiermedizin finden Kanamycin und Neomycin jedoch breite Anwendung.

Aufgrund der Substratspezifitat der Neomycin-Phosphotransferase ist zu erwarten, dass unter
Freilandbedingungen in den gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen bei fehlendem Substrat
keine neuen Stoffwechselprodukte entstehen. Da die betreffenden Antibiotika im Boden nicht in
héheren Konzentrationen vorliegen, vermittelt die Neomycin-Phosphotransferase den gentech-
nisch veranderten Pflanzen im Freiland keinen Selektionsvorteil. Eine Toxizitat des Enzyms fir

Pflanzen, Tiere, Mikroorganismen oder den Menschen liegt nicht vor.

(c) Die kodierende Sequenz des a-Teils der 3-Galaktosidase, lacl-Sequenzen

Das zur Erzeugung der gentechnisch veranderten Kartoffellinien verwendete Plasmid ist ein Deri-
vat des Vektors pBIN19.

Bei diesen befindet sich die ,multiple cloning site* innerhalb der kodierenden Sequenz des [ -
Fragments der B-Galaktosidase aus E. coli. Das native Enzym B-Galaktosidase spaltet [1-D-
Galaktoside in Galaktose und die entsprechende Alkoholverbindung. Das physiologisch wichtigs-
te Substrat ist Lactose, die zu Galaktose und Glucose hydrolysiert wird. Als a-Teil werden die ers-
ten 146 aminoterminalen Aminosauren der 3-Galaktosidase bezeichnet. Der a-Teil alleine ist en-

zymatisch nicht aktiv, eine Komplementation in geeigneten Wirten ist jedoch mdéglich.

Durch die Insertion verschiedener Expressionskassetten in die ,multiple cloning site* wurde die
fur das a-Teil der B-Galaktosidase kodierende Sequenz unterbrochen, so dass sie in dieser Form
u. a. in E. coli-Bakterien nicht mehr fir ein komplementationsfahiges a-Teil kodieren kann. Die
unterbrochene Sequenz des a-Teils der B-Galaktosidase steht unter der Kontrolle eines bakteriel-
len Promotors. Ein funktionsfahiges Genprodukt wird durch diese Sequenz nicht kodiert. Veran-
derungen in den gentechnisch veranderten Kartoffeln aufgrund des Vorhandenseins dieser Se-

quenz sind nicht zu erwarten.
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In den gentechnisch veranderten Pflanzen befinden sich aullerdem auch 5’- und 3’-Sequenzen
des Repressor-Gens lacl. Diese 5- und 3’-Sequenzen sind jedoch durch die lacZ- und M13 ori-
Sequenzen voneinander getrennt. Eine Funktionsfahigkeit der lacl-Sequenzen in den gentech-

nisch veranderten Pflanzen ist nicht zu erwarten.

(d) M13-Sequenzen

Die gentechnisch veranderten Pflanzen enthalten zwei Fragmente aus M13mp19, namlich ein
440 bp groltes Fragment, das einen Teil eines offenen Leserahmens eines Strukturproteins von
M13 umfasst, sowie ein 433 bp groltes Fragment, das den Replikationsursprung des Phagen
M13 enthalt.

Sollte es in den gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen zu einer Transkription des Fragments
des offenen Leserahmens des Strukturproteins kommen, wiirde dies nicht in einem funktionalen
Protein resultieren, da das Fragment nur fir 167 Aminosauren von insgesamt 423 Aminosauren
des kompletten Phagenproteins kodiert. Auswirkungen auf den Stoffwechsel der Pflanzen auf-

grund der Anwesenheit dieses Fragments sind daher nicht zu erwarten.

Der Replikationsursprung von M13 bewirkt die Replikation des Phagen in E. coli, wenn E. coli mit
M13-, f1- oder fd-Phagen infiziert ist. Eine Funktionsfahigkeit des Replikationsursprungs in Pflan-

zen ist nicht zu erwarten.

(e) Das Fragment des ocd-Gens

Die Pflanzen enthalten ein Fragment des ocd-Gens (Ornithin-Cyclodeaminase), welches sich
zwischen dem 3’-Ende der ftranslatieten Sequenz des nptll-Gens und der nos-
Terminatorsequenz befindet. Da diese Sequenz als Teil der mMRNA des nptll-Gens transkribiert
wird, jedoch hinter dem Terminationskodon des nptll-Gens liegt, ist nicht zu erwarten, dass die

Sequenz translatiert wird.

(f) Bordersequenzen aus Ti-Plasmiden und Regulationssequenzen

Die gentechnisch veranderten Pflanzen enthalten Sequenzen der linken und der rechten Border-
region der T-DNA des Plasmids pTiB6S3 aus A. tumefaciens. Diese Sequenzen bewirkten, ab-
hangig von den Genprodukten der vir-Region des in dem zur Transformation verwendeten Agro-
bacterium-Stamms GV2260 vorhandenen Helferplasmids pGV2260, das nicht in die Pflanzen
Ubertragen wurde, die Integration der zwischen den Borderregionen liegenden Gene in Chromo-
somen der Kartoffelpflanzen. Diese Borderregionen des Ti-Plasmids sind in den gentechnisch

veranderten Pflanzen funktionslos und lassen keine Veranderungen in den Pflanzen erwarten.
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Die gentechnisch veranderten Pflanzen enthalten ins Genom integriert folgende Regulationsse-
quenzen:

- 35S-Promotor aus dem Cauliflower Mosaic Virus (CaMV),

- Promotor und Terminator des Nopalin-Synthase-Gens aus Agrobacterium tumefaciens,

- Terminator des Octopin-Synthase-Gens aus Agrobacterium tumefaciens.

Die Promotor- und Terminationssequenzen regeln die Expression der zwischen ihnen liegenden
DNA-Sequenzen in den gentechnisch veranderten Pflanzen. Ausfiihrungen zu den Auswirkungen

der Expression dieser Sequenzen in den Pflanzen finden sich unter 111.1.2.4.

(9) AuRerhalb der T-DNA gelegene Sequenzen

In der Regel wird bei Transformationen mit Hilfe von Agrobakterien nur die innerhalb der Border-

regionen liegende DNA ins Pflanzengenom integriert. Eine Ubertragung von DNA-Abschnitten

jenseits der Border wurde jedoch berichtet. Mittels PCR wurde nachgewiesen, dass alle 6 freizu-

setzenden gentechnisch veranderten Kartoffellinien das Antibiotika-Resistenzgen nptlll enthalten

und somit die T-DNA Borderbereiche bei der Transformation nicht berticksichtigt wurden.

Der Transformationsvektor pBIN19 enthalt aulRerhalb der Borderregionen:

- das aphAlll (= nptlll)-Gen aus Streptococcus faecalis (= Enterococcus faecalis), unterbrochen
durch das Transposon 1S1, jedoch funktionsfahig in prokaryoten Systemen;

- das tetA-Gen des Plasmids pRK2, unterbrochen durch die T-DNA,;

- das trfA-Gen des Plasmids pRK2 fiir die Replikation in E.coli und in A. tumefaciens;

- ein Fragment des klaC-Gens aus Klebsiella aerogenes;

- ein traF-Fragment, enthaltend den oriT des Plasmids RP4, aus E. coli;

- den Replikationsursprung oriV des Plasmids RK2 aus E. colj;

- den Replikationsursprung des Plasmids pUC (ColE1 ori) aus E. coli.

Eine Bildung funktionsfahiger Genprodukte basierend auf diesen Sequenzen ist in den gentech-

nisch veranderten Pflanzen nicht zu erwarten, da sie nicht unter der Kontrolle pflanzenspezifi-

scher Promotoren stehen. Dies gilt ebenfalls fur das nptlll-Gen, dessen Expression durch einen

bakteriellen Promotor kontrolliert wird.

Die Replikationsurspriinge oriV bzw. oriT des Plasmids RK2 ermdglichen die Replikation des
Plasmids in einem weiten Wirtsbereich Gram-negativer Bakterien bzw. seinen konjugativen
Transfer, sofern die Mobilisierungsfunktionen durch ein Helferplasmid zur Verfiigung gestellt wer-
den. Es gibt keine Hinweise daflir, dass die Replikationsurspriinge von RK2, der Replikationsur-
sprung von pMB1 oder die ibrigen DNA-Abschnitte bakteriellen Ursprungs in héheren Pflanzen

eine Funktion hatten. Einige der DNA-Abschnitte sind zudem unvollstandig bzw. unterbrochen.

(h) Positionseffekte und Kontextdnderungen; Allergenitat
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Die Expressionsstarke von Genen, die mittels gentechnischer Methoden in das Genom von
Pflanzen integriert werden, ist abhangig vom Insertionsort im Chromosom bzw. von der Umge-
bung des Insertionsorts (,Positionseffekt®). Unter Freilandbedingungen kann die Expressionsstar-
ke zudem durch Umwelteinflisse, z. B. durch die Temperatur, beeinflusst werden. Im vorliegen-
den Fall kénnte dies dazu flhren, dass die Eigenschaften der gentechnisch veranderten Kartof-
felpflanzen im Freiland nicht in gleichem Mafe verdndert sind wie unter Klimakammer- oder Ge-
wachshausbedingungen. Risiken fur 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 pflanz-
licher Stoffwechselwege durch solche Vorgange sind mdglich. Wahrend der bisherigen Arbeiten
mit den gentechnisch veranderten Pflanzen 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 ausiiben kénnen, kommen natirlicherweise in
Pflanzen vor und wurden zuerst beim Mais nachgewiesen. Inaktivierungen von Genen bzw. An-
derungen der Regulation von Genen treten auch durch eine Reihe weiterer natirlicher Vorgange,
z. B. Punktmutationen, Deletionen oder Translokationen, auf und werden Ublicherweise in der
Pflanzenzichtung genutzt. Eine mogliche 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

diesbeziiglichen Eigenschaften grundsatzlich nicht von nicht gentechnisch verédnderten Pflanzen.

Es ist beim gegenwartigen Kenntnisstand nicht mdglich, aus der Aminosaduresequenz eines Pro-
teins sichere Vorhersagen Uber eine mdgliche allergene Wirkung des Proteins zu machen. Je-
doch liegen aus den bisherigen Versuchen mit den gentechnisch veranderten Pflanzen sowie aus
zahlreichen Freisetzungen von Pflanzen, die das nptll-Gen unter der Kontrolle nicht gewebespe-
zifischer Promotoren exprimieren, keine Hinweise auf eine erhdhte Allergenitat der Pflanzen vor.
Pollen von Kartoffelpflanzen wird ohnehin nur in geringem Umfang durch den Wind verbreitet und

spielt als Ausldser von Pollenallergien generell keine nennenswerte Rolle.

I11.11.2.2. Bewertung der Fahigkeit der gentechnisch veranderten Pflanzen, im Freiland zu Uber-

dauern oder sich zu etablieren

Kartoffeln befindet sich in Mitteleuropa seit mehreren hundert Jahren im landwirt=schaftlichen
Anbau. Eine Etablierung von Kartoffeln in natiirlichen Okosystemen wurde dabei in Europa nicht
beobachtet. Kartoffeln werden zwar gelegentlich auferhalb kultivierter Flachen angetroffen, je-

doch nur auf nicht-naturlichen Standorten wie Wegrandern und anderen Ruderalflachen. Da Kar-
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toffeln nicht frostresistent sind, kommt es auch an solchen Standorten nicht zu einer dauerhaften
Ansiedlung. Infolge des Kartoffelanbaus kénnen auf landwirtschaftlich genutzten Flachen in Ab-
hangigkeit von den Temperaturen im Winter in der folgenden Kultur Durchwuchskartoffeln auftre-

ten, die aus nach der Ernte im Boden verbliebenen Knollen oder Samen hervorgegangen sind.

Es ist vorgesehen, die oberirdischen Teile der Kartoffelpflanzen vor dem Abreifen physikalisch
oder chemisch abzutéten, um die Bildung der Keimfahigkeit der Samen zu verhindern. Die Knol-
len werden nach der Ernte analysiert oder zur Wiederauspflanzung im Folgejahr gelagert. Uber-
zahlige Knollen sollen inaktiviert werden. Die auf dem Feld verbleibenden transgenen Pflanzen-
reste sollen zur Verrottung liegen bleiben. Kartoffeln sollen wahrend der zweijahrigen Nachkon-
trolle nicht angebaut werden. Durchwuchskartoffeln werden wahrend dieser Zeit erkannt und ver-
nichtet. Die Wahrscheinlichkeit einer Uberdauerung der gentechnisch veranderten Pflanzen durch
nach der Ernte mdglicherweise im Boden verbliebene Knollen wird durch die MaRnahmen gemaf
der Nebenbestimmung [1.8. minimiert. Um restliche im Boden verbliebene Knollen zu beseitigen,
ist die Versuchsflache im Anschluss an die Knollenernte sowie im Friihjahr des folgenden Jahres

jeweils ca. 15 cm tief aufzulockern. Dabei gefundene Knollen sind zu inaktivieren.

Kartoffelpflanzen der Sorte ,Solara“ kdnnen blihen und Samen bilden. Dass unter den mitteleu-
ropaischen Klimabedingungen Kartoffelsamen Uberwintern, und dass daraus Pflanzen aufwach-
sen, ist nicht wahrscheinlich. Sollten Knollen oder Samen im Boden verbleiben, wirden aus die-

sen aufwachsende Pflanzen durch die vorgesehene Nachkontrolle erfasst.

Die gentechnisch veranderten Pflanzen unterschieden sich nach Angaben der Antragstellerin bei
Untersuchungen im Gewachshaus von nicht gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen durch
ein verstarktes bzw. retardiertes Sprosslangenwachstum. Eine veradnderte Blitenmorphologie
wurde bei den gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen nicht beobachtet. Die Bliten der Kar-
toffelpflanzen sind haufig steril. Die Vermehrung erfolgt daher in der Regel vegetativ tber Knol-
len. Das Risiko flir die Umwelt durch mégliche Veranderungen im Bliihzeitpunkt oder der Bliten-
morphologie ist daher vernachlassigbar. Die Knollenertrage weichen unter Gewachshausbedin-
gungen entweder nicht signifikant von denen der Wildtyp-Pflanze ab, oder sind leicht verringert.
Mégliche Effekte auf die Uberdauerungsfahigkeit durch eine zeitliche Verschiebung der Knollen-
entwicklung auf Grund der gentechnischen Verdnderung sollen in diesem Freisetzungsexperi-
ment untersucht werden.

Eine mogliche Veranderung der Frostempfindlichkeit der Knollen als Folge der gentechnischen
Veranderungen in den verschiedenen Linien ist nicht auszuschlieRen. Dieses wird durch die vor-
gesehene Anbaupause von zwei Jahren und durch die vorgesehene Nachkontrolle ausreichend
bericksichtigt.

Wahrend der Nachkontrolle nach Beendigung des Vorhabens sind auf den zu kontrollierenden
Flachen keine Pflanzen oder nur solche Pflanzen anzubauen, welche die Nachkontrolle nicht be-

hindern. Ein leichtes Auffinden von Durchwuchskartoffeln wird dadurch gewahrleistet.
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Aus den genannten Griinden ist weder eine Etablierung noch eine Uberdauerung der gentech-

nisch veranderten Pflanzen zu erwarten.

[11.1.2.3. Bewertung der Mdglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Gene von den gen-

technisch verdnderten Pflanzen durch Pollen auf andere Pflanzen

Versuche zur Kreuzung von Kartoffeln mit in Mitteleuropa vorkommenden Solanaceen waren er-
folglos. Unter Freilandbedingungen fand keine Einkreuzung von gentechnisch veranderten Kartof-
feln in Solanum nigrum (Schwarzer Nachtschatten) statt. Auch nach kinstlicher Pollenibertra-
gung auf S. nigrum wurden keine lebensfahigen Samen erhalten. Eine Regeneration einiger Hyb-
riden, die sich allerdings als steril erwiesen, war nur mit Hilfe artifizieller Methoden ("embryo res-
cue") unter Bedingungen moglich, die in der Natur nicht auftreten. Kartoffeln und Solanum
dulcamara (BitterstiRer Nachtschatten) erwiesen sich als streng bilateral inkompatible Arten; bei
Kreuzungsversuchen kam es nicht zu einer Befruchtung der Samenanlagen. Auch mit der Toma-
te (Lycopersicon esculentum) ist die Kartoffel nicht kreuzbar. Die Vermehrung von Kartoffeln er-

folgt in der landwirtschaftlichen Praxis vegetativ Gber Knollen.

Im Folgenden wird daher nur auf eine mogliche Polleniibertragung von den gen-technisch ver-
anderten Kartoffelpflanzen auf andere Kartoffelpflanzen eingegangen. Pollen von Kartoffelpflan-
zen kénnen durch Insekten oder durch den Wind iibertragen werden. Eine Ubertragung durch
den Wind geschieht jedoch nur Uber kurze Entfernungen. Bei Kartoffeln findet in erster Linie
Selbstbefruchtung statt, eine Fremdbefruchtung bereits innerhalb eines blihenden Kartoffelfeldes

ist selten. Sie geschieht am ehesten zwischen benachbarten Pflanzen.

Auf dem Versuchsgeldnde am Standort Gatersleben werden im Rahmen verschiedener Freiset-
zungsvorhaben vom Institut fur Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung, Gatersleben gen-
technisch veranderte Erbsen und Kartoffeln freigesetzt. Werden die gentechnisch veranderten
Kartoffelpflanzen aus verschiedenen Freisetzungsvorhaben auf demselben Schlag in unmittelba-
rer Nahe angebaut werden, so kann die gemeinsame Flache als Freisetzungsflache betrachtet
und der Isolationsabstand zum nachsten Feld mit nicht-gentechnisch veranderten Kartoffeln auf

die Gesamtflache angewendet werden.

Die von dem Antragsteller vorgesehene Einhaltung eines Abstands von mindestens 20 m zu an-
deren mit Kartoffeln bebauten landwirtschaftlichen Nutzflachen wird als ausreichend angesehen.
Sollte es dennoch zu einer Pollenibertragung auf Kartoffelpflanzen kommen, die zur Erzeugung
von Speisekartoffeln angebaut werden, so ware dadurch nicht mit schadlichen Einwirkungen zu
rechnen. Pflanzgut fir den landwirtschaftlichen Anbau von Kartoffeln wird vegetativ vermehrt, d.
h. nicht Gber Samen. Die Wahrscheinlichkeit, dass aus moglicherweise gebildeten Samen Pflan-
zen auflaufen wirden, ist, wie weiter oben bereits ausgefuhrt wurde, unter den gegebenen klima-
tischen Bedingungen sehr gering. Im Rahmen einer Fruchtfolge wirden solche Pflanzen durch

die Ublimchen feldbaulichen MalRinahmen eliminiert werden. Selbst wenn Knollen solcher Pflanzen
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verzehrt wirden, ware dadurch mit keiner Gefahrdung der Gesundheit zu rechnen, wie aus der

unter I11.1.2.1. vorgenommenen Bewertung hervorgeht.

I11.1.2.4. Bewertung der Méglichkeit einer Ubertragung der eingefilhrten Fremdgene von den

gentechnisch verdnderten Pflanzen Uber horizontalen Gentransfer auf Mikroorganismen

Die eingefiihrten Sequenzen sind stabil in den Chromosomen der Empfangerorganismen inte-
griert. Beweise fiir eine unter natirlichen Bedingungen stattfindende Ubertragung genetischer In-
formation aus Pflanzen und ihrer Expression in Mikroorganismen liegen nicht vor. Untersuchun-
gen zur Transformationsfahigkeit von Bodenbakterien unter natiirlichen Bedingungen lassen je-
doch folgern, dass auch eine Ubertragung pflanzlichen genetischen Materials auf Bodenbakterien
prinzipiell mdglich sein kann, wenngleich davon auszugehen ist, dass ein solcher Gentransfer ein
sehr seltenes Ereignis darstellen wiirde.

Soweit anzunehmen ist, dass ein genetischer Austausch zwischen taxonomisch so weit vonei-
nander entfernten Organismen wie Pflanzen und Bakterien tatsachlich stattfindet, ware zu fol-
gern, dass das Vorkommen eines solchen Austauschs von heterologem Erbmaterial allein be-
trachtet kein Sicherheitskriterium sein kann, da als Folge eines solchen Austauschs immer die
Aufnahme von jedwedem heterologem Erbmaterial, also jedweder pflanzlicher DNA, moglich wa-

re.

(a) Die Gene des Gibberellinstoffwechsels

Die Gene fiir die Enzyme der Gibberellinbiosynthese stammen aus Arabidopsis thaliana, kommen
also in der Umwelt ohnehin haufig vor. Ein horizontaler Gentransfer in Mikroorganismen kénnte
daher mit weit hdherer Wahrscheinlichkeit aus nicht gentechnisch veranderten Organismen erfol-

gen.

(b) Das nptll-Gen

Die durch die Neomycin-Phosphotransferase inaktivierten Antibiotika sind, wie unter Punkt
[11.1.2.1. bereits dargestellt, in der Humanmedizin nur von geringerer Bedeutung, werden in der
Tiermedizin jedoch vielfaltig angewendet. Es war somit zu prufen, ob durch einen moglichen hori-
zontalen Gentransfer des nptll-Gens der therapeutische Einsatz der betreffenden Antibiotika be-

eintrachtigt wirde.

Der Resistenzmechanismus der Inaktivierung von Aminoglycosid-Antibiotika durch Phosphorylie-
rung kommt natirlicherweise bei Bodenmikroorganismen vor. APH(3")lI-Enzyme wurden zudem
in klinischen Isolaten von Menschen gefunden. Die weite Verbreitung von Genen, die eine Resis-
tenz gegen Aminoglycosid-Antibiotika vermitteln, ist durch die haufige Anwendung dieser Antibio-
tika sowie dadurch zu erklaren, dass diese Gene oft auf Plasmiden lokalisiert sind, wodurch eine

effektive Ubertragung durch Konjugation méglich ist. Selbst im Falle eines horizontalen Gentrans-
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fers von den gentechnisch veranderten Kartoffeln auf Mikroorganismen wiirde somit die Gesamt-

frequenz dieses Resistenzmechanismus nicht erkennbar erhoht.

(c) Weitere Sequenzen innerhalb der Borderregion des zur Transformation verwendeten Plas-

mids

Das Gen fur das a-Fragment der B-Galaktosidase ist unterbrochen, so dass kein funktionsfahiges
Genprodukt gebildet werden kann. Dies ware auch in Bakterien, die das Gen durch einen hori-
zontalen Gentransfer erhalten wirden, der Fall. Das gleiche gilt fir die 3’- und 5’-Sequenzen des

lacl-Gens.

Eine ahnliche Situation liegt bei dem Fragment des Gens fur ein Strukturprotein des Phagen M13
und bei dem Fragment des ocd-Gens vor. Mit einer Funktionsfahigkeit dieser Fragmente in Bak-
terien ist nicht zu rechnen. Bei dem Fragment des ocd-Gens kommt noch hinzu, dass dieses

Fragment wie unter I11.1.2.1. erlautert, wahrscheinlich nicht translatiert wirde.

Die gentechnisch veranderten Kartoffeln enthalten den Replikationsursprung von M13. M13 zahlt
zu den F-spezifischen E. coli-Phagen. Fir diesen Replikationsursprung ist somit die Wahrschein-
lichkeit einer Verbreitung durch Ubertragung zwischen Bakterien weitaus gréRer als die Wahr-
scheinlichkeit einer Verbreitung durch horizontalen Gentransfer von den gentechnisch verander-

ten Pflanzen auf Mikroorganismen.

(d) AuRerhalb der T-DNA gelegene Sequenzen

Im Fall der durch Transformation mit pBIN19-Derivaten erzeugten Linien kdnnen auflerhalb der

Borderregionen gelegenen Sequenzen in gentechnisch veranderten Pflanzen integriert worden

sein. Das Vorhandensein des Antibiotika-Resistenzgen nptlll wurde in allen 6 freizusetzenden

gentechnisch veranderten Kartoffellinien nachgewiesen.

Der Transformationsvektor pBIN19 enthalt auRerhalb der Borderregionen:

- das aphAlll (= nptlll)-Gen aus Streptococcus faecalis (= Enterococcus faecalis), unterbrochen
durch das Transposon 1S1, jedoch funktionsfahig in prokaryoten Systemen;

- das tetA-Gen des Plasmids pRK2, unterbrochen durch die T-DNA,;

- das trfA-Gen des Plasmids pRK2 fiir die Replikation in E.coli und in A. tumefaciens;

- ein Fragment des klaC-Gens aus Klebsiella aerogenes;

- ein traF-Fragment, enthaltend den oriT des Plasmids RP4, aus E. coli;

- den Replikationsursprung oriV des Plasmids RK2 aus E. coli;

- den Replikationsursprung des Plasmids pUC (ColE1 ori) aus E. coli.

Das nptlll-Gen, das mit seinem eigenen Promotor in den gentechnisch veranderten Pflanzen ent-
halten ist, verleiht nach Literaturangaben nicht nur eine Resistenz gegen Kanamycin und Neomy-
cin, sondern auch gegenuber dem Antibiotikum Amikacin. Amikacin ist in Deutschland nicht als

Tierarzneimittel zugelassen, kann jedoch in der Humantherapie verwendet werden. Fir die Hu-
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mantherapie stellt es ein sogenanntes Reserveantibiotikum dar. Wegen des Einsatzes als Reser-
veantibiotikum und der damit einhergehenden nicht haufigen Anwendung sind Resistenzen ge-
genlber Amikacin bisher nicht weit verbreitet. Aufgrund der geringen Wahrscheinlichkeit eines
horizontalen Gentransfers von Pflanzen-DNA auf Mikroorganismen und der Abwesenheit eines
Selektionsdrucks auf den Freisetzungsflachen ist jedoch nicht davon auszugehen, dass die Pra-
senz dieses Gens in den gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen zu einer signifikanten Erh6-

hung der Gesamtfrequenz dieses Resistenzmechanismus bei Mikroorganismen fiihren wird.

RK2 gehort gehort zu einer Gruppe von broad host range-Plasmiden (u. a. RP1, RP4, R18, R68),
die in einer Vielzahl Gram-negativer Bakterien replizierbar sind. Fiir die aus RK2 stammenden
DNA-Abschnitte ist somit die Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung durch Ubertragung zwischen
Bakterien weitaus groRer als die Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung durch horizontalen Gen-
transfer von den gentechnisch veranderten Pflanzen auf Mikroorganismen. Einige der DNA-

Abschnitte sind zudem unvollstéandig bzw. unterbrochen.

Das Insertionselement 1S1 tritt natiirlicherweise bei verschiedenen Arten der Enterobacteriaceae
auf. Es wurde beispielsweise bei Arten der Gattungen Escherichia, Shigella, Klebsiella, Serratia
und Salmonella gefunden. Die Kopienzahl pro Bakteriengenom kann bei IS1 bis zu > 40 Kopien
betragen. Kopien von IS1 kénnen sowohl chromosomal als auch plasmidal lokalisiert sein und
wurden auch in Prophagen nachgewiesen. Es ist anzunehmen, dass eine Ausbreitung dieses In-
sertionselements Uber horizontalen Gentransfer zwischen Bakterien leicht mdglich ist. Im Ver-
gleich hierzu ist eine theoretisch denkbare Ausbreitung ber einen horizontalen Gentransfer von

den gentechnisch veranderten Pflanzen auf Mikroorganismen vernachlassigbar gering.

Das pMB1-Replikon gehért zum Typ der ColE1-Plasmide, die einen auf einige Gram-negative
Bakterien begrenzten Wirtsbereich haben. Im Wesentlichen kann das Replikon in E. coli und na-
he verwandten Bakterienspezies, wie z.B. Serratia oder Salmonella, replizieren. In den meisten
Gram-negativen Bodenbakterien erfolgt keine Replikation. In Enterobakterien treten ColE1-
Plasmide recht haufig auf. Ein Gentransfer ausgehend von Enterobakterien auf andere Bakterien
ist als weitaus wahrscheinlicher anzusehen als ein horizontaler Gentransfer von den gentech-
nisch veranderten Pflanzen auf Bakterien. Es ist deshalb nicht zu erwarten, dass die eventuelle
Préasenz des Replikationsursprungs von pMB1 im Pflanzenchromosom zu einer Erhdhung der

Gesamtfrequenz des horizontalen Gentransfers beitragt.

I11.11.2.5. Zur Erzeugung der gentechnisch verdnderten Pflanzen eingesetzte Agrobakterien

Zur Erzeugung der gentechnisch veranderten Pflanzen wurden sterile Kartoffelblatter mit Agro-
bakterien inokuliert, welche die zu Ubertragenden Gene zwischen den Borderregionen des bina-
ren Vektorplasmids enthielten. Nach erfolgter Transformation wurde zur Eliminierung der Agro-
bakterien eine Antibiotikabehandlung durchgefiihrt. Nur Kartoffelpflanzen, die frei von Agrobakte-

rien waren, wurden verwendet.
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Die verwendeten Agro—bacterium-Stamme sind, im Gegensatz zu den weit verbreiteten Wildfor-
men von A. tumefaciens, "disarmed" ("entwaffnet"), d. h. sie sind nicht mehr zur Tumorinduktion
befahigt. In dem unwahrscheinlichen, aber theoretisch denkbaren Fall der Ubertragung der einge-
fuhrten 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 kdnnten diese Gene an die Nach—-kommen der Pflanze

weitergegeben werden. Damit ist unter natirlichen Bedingungen nicht zu rechnen.

Unter der Annahme, dass ein Vorhandensein geringer Mengen rekombinanter Agro—bakterien in
den gentechnisch veranderten Pflanzen nicht auszuschlieRen ist, ist ferner eine mdgliche Uber-
tragung der in den Agrobakterien enthaltenen binaren Vektorplasmide durch Konjugation auf in
der Umwelt vorkommende Wildtyp-Agrobakterien (A. tumefaciens oder A. rhizogenes) in Betracht
zu ziehen, die dann wiederum moglicherweise die Fremdgene auf einzelne Zellen anderer Pflan-

zen Ubertragen kénnten.

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 natirlichen Bedin-

gungen nicht zu erwarten.

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

gen.



