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[11.1.2.1. Bewertung der durch die Ubertragenen Nukleinsduresequenzen bewirkten Verdnde-
rungen in den gentechnisch veranderten Pflanzen

(a) Das AtSDD1-Uberexpressions-Konstrukt sowie das StSDD1-RNAi-Konstrukt

Gegenstand der beantragten Freisetzung ist die physiologische Charakterisierung der Was-
serausnutzung von Kartoffelpflanzen mit veranderter Stomatadichte unter Freilandbedingun-
gen.

Stomata (Spaltdffnungen) gewdahrleisten die Aufrechterhaltung des Transpirationsstroms, in
dem Wasser und Nahrstoffe durch die Pflanze transportiert werden, sowie den Gasaus-
tausch (Kohlendioxid, Sauerstoff und Wasserdampf) der innerhalb der Pflanzenorgane lie-
genden Zellen mit der Atmosphére. Der Gasaustausch ist wesentlich fiir die in Mesophylizel-
len lokalisierte Photosynthese und damit wachstumsbestimmend. Unter optimalen Bedin-
gungen ist die Offnungsweite der Stomata so reguliert, dass ein méglichst hoher Gasaus-
tausch ermdglicht wird, ohne dass ein zu hoher Wasserverlust durch den Transpirations-
strom entsteht. Unter unzureichender Wasserversorgung kann die Verringerung der Stoma-
tadffnungsweite zwar den Wasserverlust minimieren, gleichzeitig aber auch den Gasaus-
tausch und damit die Kohlenstofffixierung limitieren.

Fur Arabidopsis thaliana liegt eine Mutante (sdd1-1) vor, bei der die Schliezellendichte der
Blatter auf das Dreifache erhoht ist, wobei vielfach SchlieRzellenpaare direkt an andere
SchlieRzellenpaare grenzen, was beim Wildtyp sehr selten vorkommt. Diese Arabidopsis-
Mutante ermdglichte die Identifizierung des Wildtyp-Gens sddl (stomatal density and distri-
bution). Sein Genprodukt (SDD1) ist eine Subtilisin-dhnliche Serinprotease, die offenbar als
ein negativer Regulator der SchlieRzellenentstehung fungiert. Die Uberexpression von SDD1
in transgenen Arabidopsis thaliana fuhrt zu einer Erniedrigung der SchlieRzellendichte auf
ca. 40% des Wildtyps. Um die Konsequenzen einer veranderten Stomatadichte auf Wachs-
tum, Photosynthese und Ertrag zu untersuchen, wurden gentechnisch veranderte Kartoffel-
pflanzen erzeugt, bei denen die Spaltéffnungsdichte verringert bzw. erhéht wurde.

Zur Verringerung der Schlie3zellendichte wurde ein Konstrukt Ubertragen (pBinARHyg-
AtSDD1), das in den Kartoffelpflanzen zu einer Uberexpression des Wildtyp-SDD1-Proteins
aus Arabidopsis thaliana fuhrt. Die Spaltéffnungsdichte der transgenen Kartoffellinien ist ge-
genuber der nicht transformierten Ausgangssorte auf ca. 65% reduziert. In Gewéchshaus-
versuchen in den Jahren 2002 und 2003 wiesen die Pflanzen einen auf 50% reduzierten
Knollenertrag auf. Der Sprossphanotyp der Pflanzen war bei niedrigen Lichtintensitaten nicht
verschieden von dem der Ausgangssorte. Bei hoheren Lichtintensitaten zeigten die Pflanzen
ein starkes Blattaufrollen.

Um die Schlie3zellendichte zu erhdéhen, wurde in anderen Kartoffelpflanzen mit Hilfe eines
RNAi-Konstrukts (pBinAR-StSDD1) die Expression des kartoffeleigenen SDD1-Proteins re-
duziert. Durch das RNAi-Konstrukt wird die RNA eines Teils des SDD1-Gens so in Sense-
und Antisense-Orientierung transkribiert, dass Sense- und Antisense-RNA durch eine hinrei-
chend lange Zwischensequenz getrennt sind. Der Sense- und der Antisense-Anteil der RNAI
bilden einen Doppelstrang, dessen Einzelstrdnge durch eine Haarnadelschleife verbunden
sind. Der RNA-Doppelstrang wird in der Pflanzenzelle von spezifischen Enzymen erkannt
und in kleine Fragmente zerlegt. Diese RNA-Fragmente binden an die mRNA des betreffen-
den Gens (SDD1-Gen) und vermitteln den Abbau dieser mRNA durch die gleichen Enzyme.
Fur die Freisetzung wurden vier Linien ausgewahlt, bei denen mittels Western Blot eine Ver-
ringerung der SDD1-Proteinmenge gegeniber der Ausgangssorte gezeigt wurde. Unter Ge-
wachshausbedingungen haben diese Pflanzen eine auf 115% erhohte Spalt6ffnungsdichte.
Im Jahr 2002 unterschied sich der Knollenertrag dieser Pflanzen im Gewachshaus nicht von
dem der Ausgangssorte. Demgegenuber lag er im besonders heien Sommer 2003 signifi-
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kant um 15 bis 22% Uber dem Ertrag der Kontrollpflanzen. Unter hohen Lichtintensitaten
zeigten die transgenen Pflanzen ein geringeres Blattaufrollen als die nicht transformierte
Ausgangssorte.

Eine Verénderung der gentechnisch ver&nderten Kartoffelpflanzen in Bezug auf mégliche to-
xische oder gesundheitsschadliche Inhaltsstoffe aufgrund unbeabsichtigter Auswirkungen
der gentechnischen Veranderung auf den pflanzlichen Stoffwechsel ist mdglich. Diesbeziigli-
che Untersuchungen wurden nicht durchgefiihrt. Die gentechnisch veranderten Kartoffeln
sollen jedoch in dem beantragten Freisetzungsvorhaben nicht zur Herstellung von Lebens-
mitteln oder Futtermitteln verwendet werden und die Freisetzung findet auf einem abge-
grenzten und gekennzeichneten Versuchsgeldnde statt, so dass im Rahmen der beabsichtig-
ten Versuchsdurchfiihrung keine Risiken fir die Gesundheit von Tieren oder Menschen als
Folge der Freisetzung zu erwarten sind.

(b) Das hph-Gen

Die mit dem Konstrukt pBinARHyg-AtSDD1 transformierten Pflanzen enthalten als Selekti-
onsmarker ein hph-Gen aus Streptomyces hygroscopicus. Die von dem hph-Gen kodierte
Hygromycin-Phosphotransferase inaktiviert durch Phosphorylierung spezifisch das Antibioti-
kum Hygromycin. Diese Substratspezifitat begriindet die Erwartung, dass bei fehlendem
Substrat in den gentechnisch veranderten Pflanzen unter Freilandbedingungen keine neuen
Stoffwechselprodukte entstehen kénnen. Uberdies bietet dieses Gen den gentechnisch ver-
anderten Pflanzen unter Freilandbedingungen keinen Selektionsvorteil, da Hygromycin im
Boden nicht in hdheren Konzentrationen vorliegt.

(c) 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
(APH(3)11), 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)1l-Enzyme zé&hlen die Antibiotika Kanamycin, Neomycin, Geneticin, Butirosin, Gen-
tamicin A und B sowie Paromomycin. Die in der Humanmedizin therapeutisch bedeutsamen
Gentamicine und sonstigen Aminoglycoside und Aminocyclitole gehdren nicht zum Substrat-
spektrum der APH(3)-II-Enzyme. In der Tiermedizin finden Kanamycin und Neomycin jedoch
breite Anwendung.

Aufgrund der Substratspezifitdt der Neomycin-Phosphotransferase ist zu erwarten, dass un-
ter Freilandbedingungen in den gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen bei fehlendem
Substrat keine neuen Stoffwechselprodukte entstehen. Da die betreffenden Antibiotika im
Boden nicht in hoheren Konzentrationen vorliegen, vermittelt die Neomycin-
Phosphotransferase den gentechnisch veranderten Pflanzen im Freiland keinen Selektions-
vorteil. Eine Toxizitat des Enzyms fir Pflanzen, Tiere, Mikroorganismen oder den Menschen
liegt nicht vor.

(d) Weitere innerhalb der T-DNA gelegene DNA-Abschnitte

Die zur Transformation der Kartoffelpflanzen verwendeten Plasmide enthalten innerhalb der
T-DNA neben den bereits beschriebenen Konstrukten Nukleotide des lacl- und des lacZ-
Gens aus E. coli, des Replikationsursprungs und des Gens lll des E. coli-Phagen M13, so-
wie Nukleotide des Tn5-Transposons aus E. coli. Diese sind in Pflanzen nicht funktional.
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(e) AulRerhalb der T-DNA gelegene Sequenzen

In der Regel wird bei Transformationen mit Hilfe von Agrobakterien nur die innerhalb der Bor-
derregionen liegende DNA ins Pflanzengenom integriert. Uber eine Ubertragung von DNA-
Abschnitten jenseits der Borderregionen wurde jedoch berichtet.

Die Transformationsplasmide pBinARHyg-AtSDD1 und pBIinAR-StSDD1 sind Derivate des
bindren Vektors pBinl19 und enthalten auf3erhalb der Borderregionen die folgende geneti-
schen Elemente:

- das aphAlll (= nptlll)-Gen aus Streptococcus faecalis (= Enterococcus faecalis), un-
terbrochen durch das Transposon IS1, jedoch funktionsfahig in prokaryoten Syste-
men;

- eine Sequenz mit homologen Teilsequenzen des tetA-Gens des Plasmids pRK2, un-
terbrochen durch die T-DNA;

- das trfA-Gen des Plasmids pRK2 fur 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.

Eine von der Antragstellerin durchgeflihrte PCR-Analyse ergab, dass das nptlll-Gen in keiner
der zur Freisetzung beantragten Transformanten enthalten ist.

Fur die Ubrigen, auRerhalb der Borderregionen liegenden Sequenzen wurde kein Nachweis
ihrer An- bzw. Abwesenheit in den gentechnisch veranderten Pflanzen durchgefihrt. Der Ri-
sikoabschéatzung wird daher zugrunde gelegt, dass sie in den Pflanzen enthalten sein kén-
nen.

Eine Bildung funktionsfahiger Genprodukte basierend auf diesen Sequenzen ist in den gen-
technisch veranderten Pflanzen jedoch nicht zu erwarten, da sie nicht unter der Kontrolle
pflanzenspezifischer Promotoren stehen.

) Positionseffekte und Kontextanderungen; Allergenitét

Die Expressionsstarke von Genen, die mittels gentechnischer Methoden in das Genom von
Pflanzen integriert werden, ist abhangig vom Insertionsort im Chromosom bzw. von der Um-
gebung des Insertionsorts (,,Positionseffekt”). Unter Freilandbedingungen kann die Expressi-
onsstarke zudem durch Umwelteinflisse, z. B. durch die Temperatur, beeinflusst werden. Im
vorliegenden Fall kdnnte dies dazu fihren, dass die Eigenschaften der gentechnisch veran-
derten Kartoffelpflanzen im Freiland nicht in gleichem MalRRe verandert sind wie unter Klima-
kammer- oder Gewachshausbedingungen. Risiken fir die Umwelt oder die Gesundheit von
Menschen oder Tieren sind daraus nicht abzuleiten.

Durch die Insertion der Fremdgene kann es zu Beeinflussungen der Expression oder Regu-
lation pflanzeneigener Gene am bzw. in der Nahe des Insertionsorts kommen. Beeinflussun-
gen pflanzlicher Stoffwechselwege durch solche Vorgénge sind moglich. Wahrend der bishe-
rigen Arbeiten mit den gentechnisch veranderten Pflanzen wurden jedoch keine Beobach-
tungen 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 natdrli-
cherweise in Pflanzen vor. 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 werden Ublicherweise in der Pflanzenzlichtung ge-
nutzt. Eine mdogliche Beeinflussung pflanzlicher Stoffwechselwege durch solche Ereignisse
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ist daher jederzeit auch in nicht gentechnisch veranderten Pflanzen mdglich. Insofern unter-
scheiden sich die hier freizusetzenden gentechnisch veréanderten Pflanzen in ihren diesbe-
zuglichen Eigenschaften grundsatzlich nicht von nicht gentechnisch veranderten Pflanzen.

Es ist beim gegenwartigen Kenntnisstand nicht mdglich, aus der Aminoséduresequenz eines
Proteins sichere Vorhersagen Uber eine mdgliche allergene Wirkung des Proteins zu ma-
chen. Aus zahlreichen Freisetzungen von Pflanzen, die das hph-Gen oder das nptll-Gen un-
ter der Kontrolle nicht gewebespezifischer Promotoren exprimieren, liegen jedoch keine Hin-
weise auf eine erhdhte Allergenitat der Pflanzen vor. Pollen von Kartoffelpflanzen wird ohne-
hin nur in geringem Umfang durch den Wind verbreitet und spielt als Ausloser von Pollenal-
lergien generell keine nennenswerte Rolle.

[11.1.2.2. Bewertung der Fahigkeit der gentechnisch veranderten Pflanzen, im Freiland zu
uberdauern oder sich zu etablieren

Kartoffeln befinden sich in Mitteleuropa seit mehreren hundert Jahren im landwirtschaftlichen
Anbau. Auf landwirtschaftlich genutzten Flachen kénnen in Abhéngigkeit von den Tempera-
turen im Winter nach Kartoffelanbau im Folgejahr Durchwuchskartoffeln auftreten, die aus
nach der Ernte im Boden verbliebenen Knollen oder Samen hervorgegangen sind. Eine
Etablierung von Kartoffeln in natirlichen Okosystemen wurde jedoch in Europa nicht beo-
bachtet, da Kartoffeln gegeniber Wildpflanzen konkurrenzschwach und aufRerdem nicht
frostresistent sind. Kartoffeln werden zwar gelegentlich auBerhalb kultivierter Flachen ange-
troffen, jedoch nur auf nicht-naturlichen Standorten wie Wegréndern und anderen Rude-
ralflachen. Auch an solchen Standorten kommt es wegen der fehlenden Frosthéarte der
Kulturkartoffeln nicht zu einer dauerhaften Ansiedlung.

Die Knollen der Versuchspflanzen werden geerntet, bonitiert, gewogen und fur weitere Un-
tersuchungen oder als Ruickstellproben in eine gentechnische Anlage gebracht. Nicht beno6-
tigte Kartoffelknollen werden durch Dampfen inaktiviert. Das Kartoffelkraut bleibt zur Verrot-
tung auf der Versuchsflache liegen.

Nach der Ernte ist vorgesehen, die Versuchsflache flach zu eggen, um eventuell auf der Fla-
che verbliebene Knollen zu Tage zu férdern und die Flache einzuebnen. Die Fruchtfolge auf
der Versuchsflache wird so gestaltet, dass nach der Freisetzung gentechnisch veranderter
Kartoffeln auf einer Flache fir mindestens zwei Vegetationsperioden keine Kartoffeln ange-
baut werden. In dem auf die Freisetzung folgenden Jahr wird die Flache auf Durchwuchskar-
toffeln kontrolliert. Die Kontrolle erfolgt so lange, bis auf der Flache, auf der gentechnisch
veranderte Kartoffeln angebaut wurden, fir eine Vegetationsperiode keine Kartoffelpflanzen
mehr festgestellt werden. Danach wird auf der Flache mindestens eine weitere Vegetations-
periode lang kein Kartoffelanbau vorgenommen.

Kartoffelpflanzen kénnen blihen und Beeren bilden. Dass unter den mitteleuropaischen Kili-
mabedingungen Kartoffelsamen dberwintern, und dass daraus Pflanzen aufwachsen, ist
nicht wahrscheinlich. Sollten Knollen oder Samen im Boden verbleiben, wirden aus diesen
aufwachsende Pflanzen durch die Nachkontrolle erfasst.

Unter Gewéachshausbedingungen reagierten die pBinAR-Hyg-AtSDD1-Pflanzen aufgrund der
verringerten Spaltéffnungsdichte empfindlicher auf hohe Lichtintensitaten. Es ist dartiber hin-
aus denkbar, dass die Verringerung der Anzahl der Spaltéffnungen bei diesen Pflanzen zu
einer geringeren Anfélligkeit gegentber Infektionen mit phytopathogenen Pilzen fihrt, die
durch die Spalt6ffnungen in die Blatter eindringen. Wegen der fehlenden Frostharte von Kar-
toffelknollen ware daraus jedoch kein Risiko abzuleiten.
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Der erhohte Knollenertrag der pBIinAR-StSDD1-Pflanzen konnte sich aufgrund erhohter
Knollen- oder Augenzahl im Vergleich zur untransformierten Ausgangssorte in einem erhoh-
ten Nachauflauf nach frostarmen Wintern auswirken. Auch unter Bericksichtigung dieser
Faktoren ist jedoch nicht davon auszugehen, dass die gentechnisch veranderten Kartoffel-
pflanzen im Vergleich zu konventionellen Kulturkartoffeln veréanderte pflanzentkologische
Eigenschaften aufweisen und natiirliche Okosysteme besiedeln kénnen. Selbst wenn es zu
einer Vertragung von Beeren, Samen oder Knollen der gentechnisch veranderten Pflanzen
durch Tiere kommen wirde, was unwahrscheinlich ist, ware daher keine Etablierung der
gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen in der Umwelt zu erwarten. Im Rahmen der Frei-
setzung wird die Moglichkeit eines erhdhten Nachauflaufs aus Knollen durch die vorgesehe-
nen NachkontrollmalZnahmen ausreichend kontrolliert.

111.1.2.3. Bewertung der Moglichkeit einer Ubertragung der eingefilhrten Gene von den gen-
technisch veranderten 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 verénderten
Kartoffeln in Solanum nigrum (Schwarzer Nachtschatten) statt. Auch nach kinstlicher Pol-
lentbertragung auf S. nigrum wurden keine lebensfahigen Samen erhalten. Eine Regenera-
tion einiger Hybriden, die sich allerdings als steril erwiesen, war nur mit Hilfe artifizieller Me-
thoden ("embryo rescue”) unter Bedingungen moglich, die in der Natur nicht auftreten. Kar-
toffeln und Solanum dulcamara (Bittersui3er Nachtschatten) erwiesen sich als streng bilateral
inkompatible Arten; bei Kreuzungsversuchen kam es nicht zu einer Befruchtung der Samen-
anlagen. Auch mit der Tomate (Lycopersicon esculentum) ist die Kartoffel nicht kreuzbar. Die
Vermehrung von Kartoffeln erfolgt in der landwirtschaftlichen Praxis vegetativ tiber Knollen.

Im Folgenden wird daher nur auf eine mdgliche Pollentbertragung von den gentechnisch
verénderten Kartoffelpflanzen auf andere Kartoffelpflanzen eingegangen. Pollen von Kartof-
felpflanzen kénnen durch Insekten oder durch den Wind (ibertragen werden. Eine Ubertra-
gung durch den Wind geschieht jedoch nur Gber kurze Entfernungen. Bei Kartoffeln findet in
erster Linie Selbstbefruchtung statt, eine Fremdbefruchtung bereits innerhalb eines blihen-
den Kartoffelfeldes ist selten. Sie geschieht am ehesten zwischen benachbarten Pflanzen.

Der in dem beantragten Versuch vorgesehene Abstand von mindestens 20 m zu benachbar-
ten Kartoffelanpflanzungen wird als ausreichend angesehen. Sollte es dennoch zu einer Pol-
lentbertragung auf Kartoffelpflanzen kommen, die zur Erzeugung von Speisekartoffeln an-
gebaut werden, so ware auch dadurch nicht mit schadlichen Einwirkungen zu rechnen, da
Pflanzgut fir den landwirtschaftlichen Anbau von Kartoffeln vegetativ vermehrt wird, d. h.
nicht iber Samen.

Die Wahrscheinlichkeit, dass aus moéglicherweise gebildeten Samen Pflanzen auflaufen wiir-
den, ist, wie weiter oben bereits ausgefihrt wurde, unter den gegebenen klimatischen Be-
dingungen sehr gering. Solche Pflanzen wirden auf landwirtschaftlich genutzten Flachen im
Rahmen einer Fruchtfolge durch die Ublichen feldbaulichen MalRnahmen eliminiert werden.

[11.1.2.4. Bewertung der Moglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Fremdgene von den
gentechnisch verdnderten Pflanzen Uber horizontalen Gentransfer auf Mikroorga-
nismen
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Die eingefiihrten Sequenzen sind stabil in den Chromosomen der Empfangerorganismen in-
tegriert. Beweise fir eine unter natiirlichen Bedingungen stattfindende Ubertragung geneti-
scher Information aus Pflanzen und ihrer Expression in Mikroorganismen liegen nicht vor.
Untersuchungen zur Transformationsfahigkeit von Bodenbakterien unter natirlichen Bedin-
gungen lassen jedoch folgern, dass auch eine Ubertragung pflanzlichen genetischen Materi-
als auf Bodenbakterien prinzipiell moglich sein kann, wenngleich davon auszugehen ist, dass
ein solcher Gentransfer ein sehr seltenes Ereignis darstellen wirde.

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

(a) Das AtSDD1-Uberexpressions-Konstrukt sowie das StSDD1-RNAi-Konstrukt

Die in dem Konstrukt vorhandenen Sequenzen der SDD1-Gene stammen aus Arabidopsis
thaliana bzw. aus der Kartoffel, kommen also in der Umwelt ohnehin haufig vor. Ein horizon-
taler Gentransfer in Mikroorganismen konnte daher mit weit hoherer Wahrscheinlichkeit aus
nicht gentechnisch veranderten Organismen erfolgen. Es ist auch nicht zu erwarten, dass
das AtSDD1-Uberexpressions-Konstrukt oder das RNAi-Konstrukt im Fall eines horizontalen
Gentransfers in Mikroorganismen in diesen eine Funktion hétte.

(b) Das hph-Gen und das nptll-Gen

Das hph-Gen, das das Enzym Hygromycin-Phosphotransferase kodiert, wurde aus E. coli
isoliert. Hygromycin wird wegen seiner hohen Toxizitat fir eukaryote Organismen in der Hu-
manmedizin nicht und in der Tiermedizin nur fur spezielle Anwendungsgebiete eingesetzt.
Hygromycin-resistente  Enterobacteriaceen, die ein Gen fir eine Hygromycin-
Phosphotransferase enthalten, wurden in Probenmaterial (Faeces, Urin, Blut) tierischen und
menschlichen Ursprungs gefunden und werden von diesen Tieren bzw. Menschen in die
Umwelt abgegeben.

Das nptll-Gen befindet sich in den gentechnisch veranderten Pflanzen unter der Kontrolle
des nos-Promotors. Das Gen kodiert das Enzym Aminoglycosid-3'-Phosphotransferase |l
(APH(3)11), das die ATP-abhangige Phosphorylierung bestimmter Aminoglycosid-Antibiotika
(Kanamycin, Neomycin, Geneticin) katalysiert, wodurch diese inaktiviert werden.

Die durch die Aminoglycosid-3'-Phosphotransferase Il inaktivierten Antibiotika sind, wie unter
Punkt I11.1.2.1. (c) bereits dargestellt, in der Humanmedizin nur von geringerer Bedeutung,
werden in der Tiermedizin jedoch vielfaltig angewendet. Es war somit zu prufen, ob durch ei-
nen mdoglichen horizontalen Gentransfer des nptll-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")1lI-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, dass diese Gene oft auf Plasmiden lokalisiert
sind, wodurch eine effektive Ubertragung durch Konjugation moglich ist. Selbst im Falle ei-
nes horizontalen Gentransfers von den gentechnisch veranderten Kartoffeln auf Mikroorga-
nismen wirde somit die Gesamtfrequenz dieses Resistenzmechanismus nicht erkennbar er-
hoht.
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Das ,GMO-Panel“ der Européischen Behorde fur Lebensmitttelsicherheit (EFSA) hat die Ge-
ne hph und nptll in die Gruppe derjenigen Gene eingeordnet, fiir die beztglich der Sicherheit
kein Grund besteht, ihre Verwendung zu verbieten oder einzuschranken, und zwar weder flr
Feldversuche noch zum Zweck des Inverkehrbringens. Von der ZKBS wurden das hph-Gen
und das nptll-Gen in ihrer Stellungnahme vom 6.7.1999 zur biologischen Sicherheit von An-
tibiotika-Resistenzgenen im Genom gentechnisch verénderter Pflanzen in die Gruppe der
Antibiotika-Resistenzgene eingeordnet, ,die (a) in Boden- und Enterobakterien bereits weit
verbreitet sind und (b) deren relevante Antibiotika keine oder nur geringe therapeutische Be-
deutung in der Human- bzw. Veterindrmedizin besitzen, so dass davon ausgegangen wer-
den kann, dass - wenn Uberhaupt - das Vorhandensein dieser Antibiotika-Resistenzgene im
Genom transgener Pflanzen keine Auswirkung auf die Verbreitung dieser Antibiotika-
Resistenzgene in der Umwelt zur Folge hat".

(c) Nukleotide des lacl-Gens und des lacZ-Gens aus E. coli

Die Gene lacl und lacZ stammen aus E. coli und sind daher in der Umwelt weit verbreitet.
Von der Anwesenheit von Teilen dieser Gene in den gentechnisch veranderten Kartoffel-
pflanzen ist daher kein Gefahrdungspotential zu erwarten.

(d) M13-Sequenzen

pBin19 und Derivate enthalten innerhalb der T-DNA zwei Abschnitte aus M13mp19, namlich
einen 440 bp grof3en Abschnitt, der einen Teil eines offenen Leserahmens eines Strukturpro-
teins von M13 umfal3t sowie einen 433 bp grof3en Abschnitt, der den Replikationsursprung
des Phagen M13 enthélt. Der Phage M13 z&hlt zu den F-spezifischen E. coli-Phagen. Fur
diese Nukleinsaureabschnitte ist somit die Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung durch Uber-
tragung zwischen Bakterien weitaus gréRer als die Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung
durch horizontalen Gentransfer von den gentechnisch verénderten Pflanzen auf Mikroorga-
nismen. Sollte es zu einer Expression des Genabschnitts fur das Strukturprotein kommen, so
wirde dies nicht zu einem funktionsfahigen Protein fihren, da der Abschnitt nur fir 167 von
insgesamt 423 Aminosauren des kompletten Phagenproteins kodiert. Mit einer Funktionsfa-
higkeit dieses Teils des Strukturproteins in Bakterien ist nicht zu rechnen

(e) AulRerhalb der T-DNA gelegene Sequenzen

Die gentechnisch verédnderten Kartoffeln kénnen folgende genetische Elemente enthalten,
die auf dem verwendeten Transformationsplasmid aufRerhalb der Borderregionen liegen:

- eine Sequenz mit homologen Teilsequenzen des tetA-Gens des Plasmids pRK2, un-
terbrochen durch die T-DNA;

- das trfA-Gen des Plasmids pRK2 fur 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.

RK2 gehdrt zu einer Gruppe von broad host range-Plasmiden (u. a. RP1, RP4, R18, R68),
die in einer Vielzahl gram-negativer Bakterien replizierbar sind. Fir die aus RK2 stammen-
den DNA-Abschnitte ist somit die Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung durch Ubertragung
zwischen Bakterien weitaus gréRer als die Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung durch hori-
zontalen Gentransfer von den gentechnisch veranderten Pflanzen auf Mikroorganismen. Ei-
nige der DNA-Abschnitte sind zudem unterbrochen bzw. unvollstandig (klaC, tetA).

Das pUC-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
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nahe 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 ande-
re Bakterien ist als weitaus wahrscheinlicher anzusehen als ein horizontaler Gentransfer von
den gentechnisch veranderten Pflanzen auf Bakterien. Es ist deshalb nicht zu erwarten, dass
die eventuelle Prasenz des Replikationsursprungs von pUC im Pflanzenchromosom zu einer
Erhéhung der Gesamtfrequenz des horizontalen Gentransfers beitragt.



