BVL_FO_04_0022_000_V1.1

w

Bundesamt fiir
Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit

Antrag 6786-01-0095

Zusammenfassung der Risikobewertung von gentechnisch veranderten

Kartoffelpflanzen (Solanum tuberosum L.) (Nachkommen der Transformanten
DL10, DL11, DL12, DL13, DC1) im Rahmen eines Freisetzungsvorhabens,
durchgefiihrt von der deutschen zustandigen Behorde, Berlin, den 27. April 1999

Hinweis zu diesem Dokument:

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

sammen, die flr 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 Lebensmittelsicherheit (BVL) als der in Deutschland

nach dem Gentechnikrecht zustandigen Behorde ausgestellt und enthalt die Abschnitte:

l.

Il.

Il
1.
.1.1.
.1.2.
.1.3.
I.1.4.
.2
V.

V.

Genehmigung

Nebenbestimmungen

Begrindung

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

Kosten

Rechtsbehelfsbelehrung

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

[11.1.2. des Bescheides und wurde fir das Biosafety Clearing-House zusammengestellt.

Das Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit im Internet: www.bvl.bund.de


http://www.bvl.bund.de/

BVL_FO_04_0022_000_V1.1

SEITE2VON 9

".1.2.1. Bewertung der durch die uUbertragenen Nukleinsauresequenzen bewirkten
Veranderungen in den gentechnisch veranderten Pflanzen

(a) Das Lysozym-Gen

Das in den gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen enthaltene Konstrukt aus dem
Lysozym-Gen des Bakteriophagen T4 und dem DNA-Abschnitt flr das Signalpeptid der a -
Amylase aus Hordeum vulgare (Gerste) wird unter der Kontrolle des 35S-Promotors und der
35S-Terminatorregion des CaMV, flankiert von 2 zwei ,scaffold attachment regions® aus der
Sojabohne, konstitutiv exprimiert.

Das T4-Lysozym ist ein bakterizides Enzym. Es spaltet als (N-Acetyl-)Muramidase die glyko-
sidische Bindung des Mureins zwischen dem C-Atom 1 der N-Acetylmuraminsaure (MuNAc)
und dem C-Atom 4 des N-Acetylglucosamins (GIcNAc) und baut die Muropolysaccharidkette
zu dem Disaccharid GlcNac-MurNAc ab. Die Vorschaltung des Signalpeptids der o - Amyla-
se bewirkt grundsatzlich den co-translationalen Import des

chimaren Proteins in das Endoplasmatische Reticulum und damit im Ergebnis den Export in
die Interzellularrdume. Es ist davon auszugehen, dal} das chimare Protein oder das prozes-
sierte Lysozym im Endoplasmatischen Reticulum bzw. bei der Passage durch den Golgi-
Apparat glykosyliert wird; ein Export auch des chimaren Proteins in die Interzellularraume ist
nicht auszuschlieRen. Die Genkassette wird von 2 Kopien einer ,scaffold attachment region®
aus der Sojabohne flankiert. Diese sollen dazu dienen, Positionseffekte durch die Bildung
chromosomaler ,Loops® zu reduzieren.

Die Befahigung zur Synthese von Lysozym ist unter Bodenmikroorganismen und Pflanzen
weit verbreitet; in der Humanmedizin findet Lysozym Anwendung zur Behandlung von ent-
zundlichen Erkrankungen der Atemwege. In Anbetracht des ubiquitaren Vorkommens von
Lysozym wird einem mdglichen zusatzlichen Eintrag von Lysozym in die Umwelt durch den
Anbau der gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen quantitativ keine Bedeutung beige-
messen. Da dem Signalpeptid der a - Amylase wie auch allen anderen derzeitig bekannten
Signalpeptiden, ob prozessiert oder unprozessiert, und der ,scaffold attachment region“ kein
gesundheitsschadliches Potential zuerkannt wird, ist davon auszugehen, daf® dies auch fur
den Komplex aus Signalpeptid und Enzym (hier T4-Lysozym) zutrifft.

(b) Das nptll-Gen

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

Die Neomycin-Phosphotransferase ist eine Aminoglycosid-3'-Phosphotransferase des Typs Il
(APH(3"II), 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")llI-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 gehéren nicht zum
Substratspektrum der APH(3')-1I-Enzyme. In der Tiermedizin finden Kanamycin und Neomy-
cin jedoch breite Anwendung.
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Aufgrund der Substratspezifitat der Neomycin-Phosphotransferase ist zu erwarten, daf’ unter
Freilandbedingungen in den gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen bei fehlendem Sub-
strat keine neuen Stoffwechselprodukte entstehen. Da die betreffenden Antibiotika im Boden
nicht in hdheren Konzentrationen vorliegen, vermittelt die Neomycin-Phosphotransferase den
gentechnisch veranderten Pflanzen im Freiland keinen Selektionsvorteil. Eine Toxizitat des
Enzyms fur Pflanzen, Tiere, Mikroorganismen oder den Menschen liegt nicht vor.

(c) Bordersequenzen aus Ti-Plasmiden und Regulationssequenzen

Die gentechnisch veranderten Pflanzen enthalten Sequenzen der linken und der rechten
Borderregion der T-DNA des Plasmids pSR8-30 bzw. pSR8-40. Diese Sequenzen bewirkten,
abhangig von den Genprodukten der vir-Region des in dem zur Transformation verwendeten
Agrobacterium-Stamm vorhandenen Helferplasmids, das nicht in die Pflanzen (bertragen
wurde, die Integration der zwischen den Borderregionen liegenden Gene in Chromosomen
der Kartoffelpflanzen. Diese Borderregionen des Ti-Plasmids sind in den gentechnisch ver-
anderten Pflanzen funktionslos und lassen keine Veranderungen in den Pflanzen erwarten.

Die gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen enthalten ins Genom integriert folgende, in
Pflanzen funktionale Regulationssequenzen:

- den 35S-Promotor des CaMV,

- den Promotor des Nopalinsynthase-Gens aus A. tumefaciens,
- die 35S-Terminatorregion des CaMV,

- die Gen-4-Terminatorregion_aus A. tumefaciens.

Die Promotor- und Terminationssequenzen regeln die Expression der zwischen ihnen lie-
genden DNA-Abschnitte, die flr das T4-Lysozym bzw. fur die Neomycin-Phosphotransferase
in den gentechnisch veranderten Pflanzen kodieren. Ausfihrungen zu den Auswirkungen der
Bildung dieser Proteine in den Pflanzen finden sich unter 111.1.2.1.(a) und (b).

(d) AuRRerhalb 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. Eine Ubertragung von DNA-
Abschnitten jenseits der Borderregionen wurde jedoch berichtet und kann aufgrund der im
Antrag enthaltenen Angaben nicht ausgeschlossen werden. In der Risikobewertung werden
deshalb auch jene Bereiche der zur Transformation der Kartoffeln verwendeten Vektoren be-
ricksichtigt, die jenseits der T-DNA-Borderregionen lokalisiert sind. Hierbei handelt es sich
insbesondere um folgende Sequenzen:

[a] der Replikationsursprung des Plasmids pBR 322.
[b] das Replikon des Plasmids RK2, bestehend aus oriV und oriT,
[c] das B-Lactamase-Gen des Plasmids pBR 322.

Der Replikationsursprung von pBR 322 [a] stammt aus dem Plasmid pMB1, das zur Gruppe
der ColE1-ahnlichen Plasmide gehort. Das ColE1-Replikon besitzt einen engen Wirtsbereich,
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der auf Escherichia coli und einige verwandte Bakterienarten beschrankt ist. Der Replikati-
onsursprung von pBR 322 funktioniert nicht in den Zellen der Kartoffelpflanzen.

Die Replikationsurspringe oriV bzw. oriT [b] des Plasmids RK2 ermdglichen die Replikation
des Plasmids in einem weiten Wirtsbereich gram-negativer Bakterien bzw. seinen konjugati-
ven Transfer, sofern die Mobilisierungsfunktionen durch ein Helferplasmid zur Verfigung ge-
stellt werden. Es gibt keine Hinweise dafir, dal die Replikationsurspringe von RK2 in hdhe-
ren Pflanzen eine Funktion hatten.

Da das R3-Lactamase-Gen [c] unter der Kontrolle eines bakteriellen Promotors steht, ist nicht
davon auszugehen, dal} es in Pflanzen exprimiert wirde. Das Genprodukt des - Lactama-
se-Gens ist eine TEM-1-B-Lactamase, die ein weites Spektrum von p-Lactam-Antibiotika
durch Hydrolyse der zyklischen Amidbindung im B-Lactam-Ring inaktivieren kann. Aufgrund
der Spezifitat dieser Reaktion fur solche B-Lactam-Antibiotika ware selbst bei einem Vorhan-
densein geringer Mengen von B-Lactamase in den gentechnisch veranderten Kartoffelpflan-
zen zu erwarten, daf in den Pflanzen bei fehlendem Substrat keine neuen Stoffwechselpro-
dukte entstehen.

TEM-1-B-Lactamasen sind in verschiedenen Enterobakterien, unter anderem in E. coli, weit
verbreitet. Enterobacteriaceen sind Bestandteil der Darmflora von Tieren und Menschen.
Hinweise auf eine toxische Wirkung des Enzyms liegen nicht vor. Es ist davon auszugehen,
dal} eine mit der Nahrung aufgenommene B-Lactamase wie Proteine im allgemeinen im Ver-
dauungstrakt degradiert und verdaut wurde.

(e) 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, beeinflut werden. Im
vorliegenden Fall kdnnte dies dazu fluhren, dal® die gentechnisch veranderten Kartoffelpflan-
zen im Freiland nicht in gleichem Mal resistent gegentiber dem Befall durch Erwinia caroto-
vora und anderen Mikroorganismen sind wie unter Klimakammer- oder Gewachshausbedin-
gungen. Risiken fur die Umwelt oder die Gesundheit von Menschen oder Tieren sind daraus
nicht abzuleiten. Auch im Hinblick auf das npt/l-Gen kann aus einer veranderten Expressi-
onsstarke kein Risiko fur die Umwelt, die Gesundheit von Menschen oder fiir Tiere abgeleitet
werden.

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 moglich. Wahrend der bishe-
rigen Arbeiten mit den gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen im Gewachshaus 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 ausuben kdnnen, kommen naturli-
cherweise in Pflanzen vor und wurden zuerst beim Mais nachgewiesen. Inaktivierungen von
Genen bzw. Anderungen der Regulation von Genen treten auch durch eine Reihe weiterer
natirlicher Vorgange, z. B. Punktmutationen, Deletionen oder Translokationen, auf und wer-
den uUblicherweise in der Pflanzenzichtung genutzt. Eine mogliche Beeinflussung pflanzli-
cher Stoffwechselwege durch solche Ereignisse ist daher jederzeit auch in nicht gentech-
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nisch veranderten Pflanzen mdglich. Insofern unterscheiden sich die hier freizusetzenden
gentechnisch veranderten Pflanzen in ihren diesbezliglichen Eigenschaften grundsatzlich
nicht von nicht gentechnisch veranderten Pflanzen.

Es ist beim gegenwartigen Kenntnisstand nicht moglich, aus der Aminosauresequenz eines
Proteins Vorhersagen Uber eine mdgliche allergene Wirkung des Proteins zu machen. Je-
doch liegen aus den bisherigen Versuchen mit den gentechnisch veranderten Pflanzen im
Gewachshaus sowie aus Freisetzungen anderer gentechnisch veranderter Pflanzen, die die
entsprechenden Gene unter der Kontrolle nicht-gewebespezifischer Promotoren exprimieren,
keine Hinweise auf eine erhohte 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.

1.1.2.2. Bewertung der Fahigkeit der gentechnisch verdnderten Pflanzen, im Freiland
zu Uberdauern oder sich zu etablieren

Kartoffeln befinden sich in Mitteleuropa seit mehreren hundert Jahren im landwirtschaftlichen
Anbau. Eine Etablierung von Kartoffeln in nattrlichen Okosystemen wurde dabei in Europa
nicht beobachtet. Kartoffeln werden zwar gelegentlich auRerhalb kultivierter Flachen ange-
troffen, jedoch nur auf nicht-natirlichen Standorten, wie Wegrandern und anderen Ru-
deralflachen. Da Kartoffeln nicht frostresistent sind, kommt es auch an solchen Standorten
nicht zu einer dauerhaften Ansiedlung.

Infolge Kartoffelanbaus kénnen auf landwirtschaftlich genutzten Flachen "Durchwuchskartof-
feln" auftreten, die aus nach der Ernte im Boden verbliebenen Knollen hervorgegangen sind.
Kartoffelknollen sind frostempfindlich. lhre Uberdauerung wird daher in erster Linie durch die
Wintertemperaturen beeinfluft.

Es ist vorgesehen, die geernteten Knollen, die z. T. tber den Ublichen Erntezeitraum bis zum
Ende des jeweiligen Jahres im Boden verbleiben, zur weiteren Aufarbeitung in eine gentech-
nische Anlage zu bringen. Das Kartoffelkraut soll auf den Freisetzungsflachen untergegrub-
bert werden. Ein Pfligen der Freisetzungsflachen nach der Knollenernte soll unterbleiben. In
den folgenden Vegetationsperioden sollen die Freisetzungsflachen in Fruchtfolge mit gen-
technisch verandertem Raps und Lolium multi-florum (Welsches Weidelgras) gefuhrt werden,
so dal} die Nachkontrolle auf eventuell auflaufende Kartoffelpflanzen erfolgen kann. Eventu-
eller Wiederaufwuchs von Kartoffeln soll im Folgejahr erfa®t und vernichtet werden.

Die Wahrscheinlichkeit einer Uberdauerung der gentechnisch veranderten Pflanzen durch
nach der Ernte mdglicherweise im Boden verbliebene Knollen wird durch die MaRnahmen
gemal der Nebenbestimmung 11.8. minimiert. Um restliche im Boden verbliebene Knollen zu
beseitigen, ist die Versuchsflache im Anschluf3 an die Knollenernte sowie im Frihjahr des
folgenden Jahres bis zu ca. 15 cm tief aufzulockern. Dabei gefundene Knollen sind in ihrer
Keimfahigkeit zu zerstoren.

Pflanzen der Kartoffelsorte "Désirée" blihen und bilden Samen. Es ist nicht wahrscheinlich,
dafy unter den mitteleuropaischen Klimabedingungen Kartoffelsamen Uberwintern, und daf}
daraus Pflanzen aufwachsen.
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Sollten dennoch Knollen oder Samen im Boden verbleiben, wiirden aus diesen aufwachsen-
de Pflanzen durch die von der Antragstellerin vorgesehene bzw. durch die gemal der Ne-
benbestimmung 11.9. durchzufiihrende Nachkontrolle erfaf’t. Eine mdgliche Veranderung der
Frostempfindlichkeit der Knollen als Folge der gentechnischen Veranderung ist nicht ganz-
lich auszuschliel®en. Dieses wird jedoch durch die Nachkontrolle ausreichend bericksichtigt.
Wahrend der Nachkontrolle nach Beendigung des Vorhabens sind auf den zu kontrollieren-
den Flachen keine Pflanzen oder nur solche Pflanzen anzubauen, welche die Nachkontrolle
nicht behindern. Ein Auffinden von Durchwuchskartoffeln wird dadurch ohne Probleme mdg-
lich.

Aus den genannten Grunden ist daher weder eine Etablierung noch eine unkontrollierte
Uberdauerung der gentechnisch veranderten Pflanzen zu erwarten.

1.1.2.3. Bewertung der Moglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Gene von den
gentechnisch verdnderten Pflanzen durch Pollen auf andere Pflanzen

Versuche zur Kreuzung von Kartoffeln mit in Mitteleuropa vorkommenden Solanaceen waren
erfolglos. Unter Freilandbedingungen fand keine Einkreuzung von gentechnisch veranderten
Kartoffeln in Solanum nigrum (Schwarzer Nachtschatten) statt. Auch nach kinstlicher Pol-
lenUbertragung auf Solanum nigrum wurden keine lebensfahigen Samen erhalten. Eine Re-
generation einiger Hybriden, die sich allerdings als steril erwiesen, war nur mit Hilfe artifiziel-
ler Methoden ("embryo rescue") unter Bedingungen maoglich, die in der Natur nicht auftreten.
Kartoffeln und Solanum dulcamara (Bittersif3er Nachtschatten) erwiesen sich als streng bila-
teral inkompatible Arten; bei Kreuzungsversuchen kam es nicht zu einer Befruchtung der
Samenanlagen. Im Folgenden wird daher nur auf eine mogliche Pollenibertragung von den
gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen auf andere Kartoffelpflanzen eingegangen.

Pollen von Kartoffelpflanzen kénnen durch Insekten oder durch den Wind Ubertragen wer-
den. Eine Ubertragung durch den Wind geschieht jedoch nur tber kurze Entfernungen. Bei
Kartoffeln findet in erster Linie Selbstbefruchtung statt, eine Fremdbefruchtung bereits inner-
halb eines blihenden Kartoffelfeldes ist selten. Sie geschieht am ehesten zwischen benach-
barten Pflanzen.

Die von der Antragstellerin vorgesehene Einhaltung eines Isolationsabstands von 20 m zu
nicht zu dem Freisetzungsversuch gehérenden Kartoffelanpflanzungen wird als ausreichend
erachtet. Sollte es dennoch zu einer Pollenubertragung auf Kartoffelpflanzen kommen, die
zur Erzeugung von Speisekartoffeln angebaut werden, so ware dadurch nicht mit schadli-
chen Einwirkungen zu rechnen. Pflanzgut fur den landwirtschaftlichen Anbau von Kartoffeln
wird vegetativ vermehrt, d. h. nicht Gber Samen. Die Wahrscheinlichkeit, dal® aus mdglicher-
weise gebildeten Samen Pflanzen auflaufen wirden, ist, wie weiter oben bereits ausgefuhrt
wurde, unter den gegebenen klimatischen Bedingungen sehr gering. Im Rahmen einer
Fruchtfolge wurden solche Pflanzen durch die Ublichen feldbaulichen Ma3nahmen eliminiert
werden. Selbst wenn Knollen solcher Pflanzen verzehrt wiirden, ware dadurch mit keiner Ge-
fahrdung zu rechnen, wie aus der unter 11.1.2.1. vorgenommenen Bewertung hervorgeht.
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1.1.2.4. Bewertung der Mdglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Fremdgene
von den gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen liber horizontalen Gentransfer auf Mik-

roorganismen

Die eingefuihrten Sequenzen sind in Chromosomen der Empfangerorganismen integriert. Un-
tersuchungen zur Transformationsfahigkeit von Bodenbakterien unter natlirlichen Bedingun-
gen lassen folgern, daR auch eine Ubertragung pflanzlichen genetischen Materials auf Bo-
denbakterien prinzipiell moglich sein kann, wenngleich davon auszugehen ist, dal} ein sol-
cher Gentransfer ein sehr seltenes Ereignis darstellen wirde.

Soweit anzunehmen ist, dal® ein genetischer Austausch zwischen taxonomisch so weit von-
einander entfernten Organismen wie Pflanzen und Bakterien tatsachlich stattfindet, ware zu
folgern, dal} 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,
maoglich ware.

Eine Ubertragung des T4-Lysozym-Gens in Mikroorganismen wirde keine besondere Situa-
tion schaffen, da Bodenmikroorganismen und insbesondere Bakteriophagen mit der Befahi-
gung zur Synthese von Lysozym weit verbreitet sind. Selbst im Falle eines Transfers des T4-
Lysozym-Gens aus den gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen in Mikroorganismen ist
mit keinem bedeutsamen Anstieg der Menge an Lysozym in der Umwelt zu rechnen, noch
hatten die Bakterien, falls sie Uberleben sollten, einen Wachstumsvorteil.

Die durch die Neomycin-Phosphotransferase inaktivierten Antibiotika sind, wie unter Punkt
[11.1.2.1.(b) bereits dargestellt, in der Humanmedizin nur von geringer Bedeutung, werden in
der Tiermedizin jedoch vielfaltig angewendet. Es war somit zu prifen, ob durch einen magli-
chen horizontalen Gentransfer des nptl/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")IlI-Enzyme wurden
zudem in Kklinischen 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, da} diese Gene oft auf Plasmiden lokalisiert
sind, wodurch eine effektive Ubertragung durch Konjugation méglich ist. Selbst im Falle ei-
nes horizontalen Gentransfers von den gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen auf Mik-
roorganismen wurde somit die Gesamtfrequenz dieses Resistenzmechanismus nicht er-
kennbar erhoht.

Die zur Regulation der Ubertragenen Gene in die Kartoffelpflanzen eingefuhrten Sequenzen
stammen aus A. tumefaciens und CaMV. Bezlglich eines horizontalen Gentransfers dieser
Sequenzen auf Mikroorganismen ist anzumerken, dal A. tumefaciens in Boéden weit verbrei-
tet ist und eine Ubertragung der entsprechenden Sequenzen aus Agrobacterium weitaus
wahrscheinlicher ist als eine Ubertragung aus den gentechnisch veranderten Pflanzen. Ent-
sprechendes gilt fir das Signalpeptid der a-Amylase aus der Gerste und die ,scaffold atta-
chment regions” aus der Sojabohne, die keine kodierende Funktion haben. Die theoretische
Méglichkeit eines Transfers der CaMV-Sequenzen aus den gentechnisch veranderten Pflan-
zen wurde keine neue im Vergleich zur natlrlicherweise vorliegenden Situation darstellen,
weil CaMV als doppelstrangiges pflanzeninfizierendes DNA-Virus ohnehin in Pflanzen anzu-
treffen ist.
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In der Regel werden bei Transformationen mit Hilfe von Agrobakterien nur die innerhalb der
Border liegenden Sequenzen ins Pflanzengenom integriert. Eine Ubertragung von Sequen-
zen jenseits der Border kann jedoch aufgrund der im Antrag enthaltenen Angaben nicht aus-
geschlossen werden. Im vorliegenden Fall kénnten durch Ubertragung von auRerhalb der
Borderregionen gelegenen Sequenzen folgende DNA-Abschnitte in die gentechnisch veran-
derten Pflanzen integriert worden sein:

(a) der Replikationsursprung des Plasmids pBR322,
(b) das Replikon des Plasmids RK2, bestehend aus oriV und oriT,
(c) das B-Lactamase-Gen des Plasmids pBR 322.

Der Replikationsursprung von pBR322 (a) stammt aus dem Plasmid pMB1, das zum Typ der
ColE1-Plasmide gehdrt, die einen auf einige gram-negative Bakterien begrenzten Wirtsbe-
reich haben. 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, daf® die eventuelle Prasenz
des Replikationsursprungs von pMB1 im Pflanzenchromosom zu einer Erhéhung der Ge-
samtfrequenz des horizontalen Gentransfers beitragt.

RK2 gehort zu einer Gruppe von broad host range-Plasmiden (u. a. RP1, RP4, R18, R68),
die in einer Vielzahl gram-negativer Bakterien replizieren kénnen. Fur die aus RK2 stam-
menden DNA-Abschnitte (b) ist somit die Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung durch Uber-
tragung zwischen Bakterien weitaus groRer als die Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung
durch horizontalen Gentransfer von den gentechnisch veranderten Pflanzen auf Mikroorga-
nismen.

TEM-1-B-Lactamasen sind in verschiedenen Enterobakterien, unter anderem in E. coli, weit
verbreitet. Enterobacteriaceen sind Bestandteil der Darmflora von Tieren und Menschen.
Hinweise auf eine toxische Wirkung des Enzyms liegen nicht vor. Ein Gentransfer ausge-
hend 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 B-Lactamase-Gens im
Pflanzenchromosom zu einer Erhéhung der Gesamtfrequenz des horizontalen Gentransfers
beitragt.

11.1.2.5. Zur Erzeugung der gentechnisch verdnderten Kartoffelpflanzen eingesetzte
Agrobakterien

Zur Erzeugung der gentechnisch veranderten Pflanzen wurden die Explantate der verwende-
ten Kartoffelsorte Désirée mit Agrobakterien inokuliert, welche die zu Gbertragenden Gene
zwischen den Borderregionen binarer Vektorplasmide enthielten. Nach erfolgter Transforma-
tion wurden die regenerierten Kartoffelpflanzen auf Freiheit von Agrobakterien getestet. Nur
Kartoffelpflanzen, die frei von Agrobakterien waren, wurden weiter verwendet.

Der verwendete Agrobacterium-Stamm ist, im Gegensatz zu den weit verbreiteten Wildfor-
men von A. tumefaciens, "disarmed" ("entwaffnet"), d. h. er ist nicht mehr zur Tumorinduktion
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befahigt. In dem unwahrscheinlichen, aber theoretisch denkbaren Fall der Ubertragung der
eingefihrten Fremdgene durch Agrobakterien, die aus den freigesetzten gentechnisch ver-
anderten Kartoffelpflanzen stammen, in eine Zelle einer anderen Pflanze miiflite diese Zelle
spontan zu einer ganzen, fertilen Pflanze regenerieren, damit die Fremdgene in Keimzellen
gelangen und so an die Nachkommen der Pflanze weitergegeben werden kénnen. Damit ist
unter naturlichen Bedingungen nicht zu rechnen.

Unter der Annahme, dal ein Vorhandensein geringer Mengen rekombinanter Agrobakterien
in den gentechnisch veranderten Pflanzen nicht auszuschliel3en ist, ist ferner eine mogliche
Ubertragung der in den Agrobakterien enthaltenen binéren Vektorplasmide durch Konjugati-
on auf in der Umwelt vorkommende Wildtyp-Agrobakterien (A. tumefaciens oder A. rhizoge-
nes) in Betracht zu ziehen, die dann wiederum mdglicherweise 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 transfor-
mierten Pflanzenzelle ein Tumor ("Wurzelhalsgalle" bzw. "hairy roots"). Die Bildung einer
Pflanze aus einem solchen Tumor ist unter natirlichen Bedingungen nicht zu erwarten.

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



