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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 fiir Verbraucherschutz und Lebens-
mittelsicherheit (BVL) als der in Deutschland nach dem Gentechnikrecht zustandigen Behdrde ausge-
stellt und enthalt die Abschnitte:

l. Genehmigung

1. Nebenbestimmungen

Il. Begriindung

ll.1.  Genehmigungsvoraussetzungen gemal § 16 GenTG

I11.1.1. Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 1 Nr. 1 GenTG
I11.1.2. Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 1 Nr. 3 GenTG
I11.1.3. Genehmigungsvoraussetzungen gemaR 8 16 Abs. 1 Nr. 2 GenTG
I11.1.4. Genehmigungsvoraussetzungen gemaR § 16 Abs. 4 und 5 GenTG
1.2 Wiirdigung und Bescheid der Einwendungen

V. Kosten

V. Rechtsbehelfsbelehrung

Nur der Bescheid ist rechtlich verbindlich. Der folgende Auszug umfasst das Kapitel 111.1.2. des Be-

scheides und wurde fiir das Biosafety Clearing House zusammengestellt.
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111.1.2.1. Bewertung der durch die Uibertragenen Nukleinsauresequenzen bewirkten Verdnderungen in
den gentechnisch veranderten Pflanzen

@ Das StSDDhpi-RNAi-Konstrukt

Gegenstand der beantragten Freisetzung ist es, die Rolle der Stomatadichte fir den Wasserhaushalt,
das Wachstum und die Knollenbildung von gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen unter Frei-
landbedingungen zu untersuchen.

Stomata (Spaltéffnungen) gewdhrleisten die Aufrechterhaltung des Transpirationsstroms, in dem
Wasser und Nahrstoffe durch die Pflanze transportiert werden, sowie den Gasaustausch (Kohlendi-
oxid, Sauerstoff und Wasserdampf) der innerhalb der Pflanzenorgane liegenden Zellen mit der Atmo-
sphére. Der Gasaustausch ist wesentlich fur die in den Mesophyllzellen stattfindende Photosynthese
und damit wachstumsbestimmend. Unter optimalen Bedingungen ist die Offnungsweite der Stomata
so reguliert, dass ein mdglichst hoher Gasaustausch ermdglicht wird, ohne dass ein zu hoher Was-
serverlust durch den Transpirationsstrom entsteht. Unter unzureichender Wasserversorgung kann die
Verringerung der Stomatadffnungsweite zwar den Wasserverlust minimieren, gleichzeitig aber auch
den Gasaustausch und damit die Kohlenstofffixierung limitieren.

Fur Arabidopsis thaliana liegt eine Mutante (sdd1-1) vor, bei der die Schliel3zellendichte der Blatter auf
das Dreifache erhoht ist, wobei vielfach Schliel3zellenpaare direkt an andere SchlieRzellenpaare gren-
zen, was beim Wildtyp sehr selten vorkommt. Diese Arabidopsis-Mutante erméglichte die Identifizie-
rung des Wildtyp-Gens sddl (stomatal density and distribution). Sein Genprodukt (SDD1) ist eine
Subtilisin-dhnliche Serinprotease, die offenbar als ein negativer Regulator der Schlie3zellenentste-
hung fungiert. Um die Konsequenzen einer veranderten Stomatadichte auf Wachstum, Photosynthese
und Ertrag zu untersuchen, wurden gentechnisch veranderte Kartoffelpflanzen erzeugt, bei denen die
Spaltéffnungsdichte erhdht wurde.

Um die Schlie3zellendichte zu erhdhen, wurde in Kartoffelpflanzen mit Hilfe eines RNAi-Konstrukts
(pStSDDhpi) die Expression des kartoffeleigenen SDD1-Proteins reduziert. Durch Transkription des
RNAiI-Konstrukts, welches eine Teilsequenz des SDD1-Gens sowohl in Sense- als auch in Antisense-
Orientierung — getrennt durch ein Intron des Pyruvat-Orthophosphat Dikinase (pdk)-Gens aus Flaveria
trinervia — enthdlt, entsteht eine RNA mit so genannter ,hairpin intron* Struktur. Dabei bilden Sense-
und Antisense-Anteil der RNA einen Doppelstrang, dessen Einzelstrdnge durch eine aus dem pdk-
Intron gebildeten Haarnadelschleife verbunden sind. Das Intron wird durch zelleigene Mechanismen
erkannt und korrekt gesplei3t, wodurch ein kompakter RNA-Doppelstrang entsteht. Dieser wird in der
Pflanzenzelle von spezifischen Enzymen erkannt und in kleine Fragmente zerlegt. Diese RNA-
Fragmente binden an die mRNA des betreffenden endogenen Gens (StSDD1) und vermitteln den Ab-
bau dieser mRNA durch die gleichen Enzyme. Fur die Freisetzung wurden vier Linien ausgewéhlt, bei
denen mittels quantitativer real-time PCR (gRT-PCR) eine Verringerung (Linie #23, #41 und #45) bzw.
ein ganzlicher Wegfall (Linie #1) der SDD1-Expression gegentiber der Ausgangssorte gezeigt werden
konnte. In Gewachshausversuchen wiesen die gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen verglichen
mit der unveranderten Ausgangslinie eine bis zu 70 % hohere Stomatadichte auf. Zudem besalien die
gentechnisch veranderten Pflanzen eine erhdhte Temperaturtoleranz, wobei sie unter sehr hohen
Temperaturbedingungen wahrend der Wachstumsphase auch einen erhéhten Knollenertrag zeigten.

Eine Veranderung der gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen in Bezug auf mégliche toxische
oder gesundheitsschadliche Inhaltsstoffe aufgrund unbeabsichtigter Auswirkungen der gentechni-
schen Veranderung auf den pflanzlichen Stoffwechsel ist moglich. Diesbezigliche Untersuchungen
wurden nicht durchgefihrt. Die gentechnisch veranderten Kartoffeln sollen jedoch in dem beantragten
Freisetzungsvorhaben nicht zur Herstellung von Lebensmitteln oder Futtermitteln verwendet werden
und die Freisetzung findet auf einem abgegrenzten und gekennzeichneten Versuchsgeldnde statt, so
dass im Rahmen der beabsichtigten Versuchsdurchfihrung keine Risiken fiir die Gesundheit von Tie-
ren oder Menschen als Folge der Freisetzung zu erwarten sind.
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(b) Das npt II-Gen

Das in die gentechnisch veranderten Pflanzen Ubertragene npt [I-Gen kodiert das Enzym Neomycin-
Phosphotransferase. Es wurde als Markergen zur Selektion transformierter Pflanzenzellen eingefiihrt.

Die Neomycin-Phosphotransferase ist eine Aminoglycosid-3'-Phosphotransferase des Typs
(APH(3)1I), welche die ATP-abhangige Phosphorylierung der 3'-OH-Gruppe des Aminohexose-Rings
bestimmter Aminoglycosid-Antibiotika katalysiert, wodurch diese inaktiviert werden. Das Enzym zeich-
net sich durch eine hohe Substratspezifitat aus. Zu den Substraten der APH(3")II-Enzyme z&hlen 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')-1I-Enzyme. In der Tiermedizin finden
Kanamycin und Neomycin jedoch breite Anwendung.

Aufgrund der Substratspezifitat der Neomycin-Phosphotransferase ist zu erwarten, dass unter Frei-
landbedingungen 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 gentechnisch veréander-
ten Pflanzen im Freiland keinen Selektionsvorteil. Eine Toxizitat des Enzyms fur Pflanzen, Tiere, Mik-
roorganismen oder den Menschen liegt nicht vor.

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

Die zur Transformation der Kartoffelpflanzen verwendeten Plasmide enthalten innerhalb der T-DNA
neben dem StSDDhpi-RNAi-Konstrukt und der Expressionskassette des npt lI-Gens Nukleotide des
lacl- und des lacZ-Gens aus E. coli. Diese sind in Pflanzen nicht funktional.

(d) Aulerhalb der T-DNA gelegene Sequenzen

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

Das Transformationsplasmid pStSDDhpi ist ein Derivat des bindren Vektors pART27 und enthélt au-
Rerhalb der Borderregionen die folgenden genetischen Elemente:

- den oriT des Plasmids RP4 aus E. coli;

- die transponierbare Insertionssequenz I1S1 aus E. coli;

- Nukleotide des traJ-Gens des Plasmids RP4 aus E. coli;

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

- das trfA-Gen des Plasmids RK2 aus E. colj;

- Nukleotide des pecM ahnlichen Gens des Plasmids RK2 aus E. coli;

- den Replikationsursprung des Plasmids pBR322 (ColE1 ori) aus E. coli;
- Nukleotide des bla-Gens des Plasmids pBR322 aus E. coli;

- das satl-Gen des Tn7-Transposons aus E. coli;

- das aadA-Gen des Tn7-Transposons aus E. coli.
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Eine vom Antragsteller durchgefiihrte PCR-Analyse ergab, dass das aadA-Gen in drei (#1, #41 und
#45) von vier der zur Freisetzung beantragten Transformanten enthalten ist, so dass der Risikoab-
schétzung zugrunde gelegt wird, dass alle im Plasmid pStSDDhpi enthaltenen Gene, die aufRerhalb
der Borderregionen liegen, in die pflanzliche DNA integriert sein kénnen.

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

(e) Positionseffekte und Kontextanderungen; Allergenitéat

Die Expressionsstarke von Genen, die mittels gentechnischer Methoden in das Genom von Pflanzen
integriert werden, ist abhangig vom Insertionsort im Chromosom bzw. von der Umgebung des Inserti-
onsorts (,Positionseffekt*). Unter Freilandbedingungen kann die Expressionsstarke zudem durch Um-
welteinflisse, z. B. durch die Temperatur, beeinflusst werden. Im vorliegenden Fall kénnte dies dazu
fuhren, dass die Eigenschaften der gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen im Freiland nicht in
gleichem Male verandert sind wie unter Klimakammer- oder Gewachshausbedingungen. Risiken fir
die Umwelt oder die Gesundheit von Menschen oder Tieren sind daraus nicht abzuleiten.

Durch die Insertion der Fremdgene kann es zu Beeinflussungen der Expression oder Regulation
pflanzeneigener Gene am bzw. in der Nahe des Insertionsorts kommen. Beeinflussungen pflanzlicher
Stoffwechselwege durch solche Vorgange sind mdglich. Wéahrend der bisherigen Arbeiten mit den
gentechnisch veranderten Pflanzen wurden jedoch keine Beobachtungen gemacht, die auf ein sol-
ches Ereignis hindeuten.

Bewegliche genetische Elemente (transponierbare Elemente), die durch Transposition im Genom Ef-
fekte auf am Zielort vorhandene Pflanzengene ausiiben kénnen, kommen natirlicherweise in Pflanzen
vor. Inaktivierungen von Genen bzw. Anderungen der Regulation von Genen treten auch durch eine
Reihe weiterer naturlicher Vorgange, z. B. Punktmutationen, Deletionen oder Translokationen, auf und
werden Ublicherweise in der Pflanzenziichtung genutzt. Eine mdgliche Beeinflussung pflanzlicher
Stoffwechselwege durch solche Ereignisse ist daher jederzeit auch in nicht gentechnisch veranderten
Pflanzen moglich. Insofern unterscheiden sich die hier freizusetzenden gentechnisch veranderten
Pflanzen in ihren diesbeziglichen Eigenschaften grundsatzlich nicht von nicht gentechnisch verander-
ten Pflanzen.

Es ist beim gegenwartigen Kenntnisstand nicht mdglich, aus der Aminosduresequenz eines Proteins
sichere Vorhersagen Uber eine mdgliche allergene Wirkung des Proteins zu machen. Aus zahlreichen
Freisetzungen von Pflanzen, die das npt II-Gen unter der Kontrolle nicht gewebespezifischer Promoto-
ren exprimieren, liegen jedoch keine Hinweise auf eine erhéhte Allergenitéat der Pflanzen vor. Pollen
von Kartoffelpflanzen wird ohnehin nur in geringem Umfang durch den Wind verbreitet und spielt als
Ausloser von Pollenallergien generell keine nennenswerte Rolle.

111.1.2.2. Bewertung der Fahigkeit der gentechnisch veranderten Pflanzen, im Freiland zu Giberdauern
oder sich zu etablieren

Kartoffeln befinden sich in Mitteleuropa seit mehreren hundert Jahren im landwirtschaftlichen Anbau.
Auf landwirtschaftlich genutzten Flachen kdnnen in Abhangigkeit von den Temperaturen 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 beobachtet, da Kartoffeln gegeniiber Wildpflanzen kon-
kurrenzschwach und auRerdem nicht frostresistent sind. Kartoffeln werden zwar gelegentlich auf3er-
halb kultivierter Flachen angetroffen, jedoch nur auf nicht-natirlichen Standorten wie Wegréndern und
anderen Ruderalflachen.
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Auch an solchen Standorten kommt es wegen der fehlenden Frostharte der Kulturkartoffeln nicht zu
einer dauerhaften Ansiedlung.

Die Knollen der Versuchspflanzen werden geerntet, bonitiert, gewogen und fiir weitere Untersuchun-
gen oder als Rickstellproben in eine gentechnische Anlage gebracht. Nicht bendtigte Kartoffelknollen
werden durch Dampfen inaktiviert. Das Kartoffelkraut bleibt zur Verrottung auf der Versuchsflache lie-
gen.

Nach der Ernte ist vorgesehen, die Versuchsflache flach zu eggen, um eventuell auf der Flache ver-
bliebene Knollen zu Tage zu férdern und die Flache einzuebnen. Die Fruchtfolge auf der Versuchsfla-
che wird so gestaltet, dass nach der Freisetzung gentechnisch verénderter Kartoffeln auf einer Flache
fur mindestens zwei Jahre keine Kartoffeln angebaut werden. In dem auf die Freisetzung folgenden
Jahr wird die Flache auf Durchwuchskartoffeln kontrolliert. Die Kontrolle erfolgt so lange, bis auf der
Flache, auf der gentechnisch veranderte Kartoffeln angebaut wurden, fiir eine Vegetationsperiode
keine Kartoffelpflanzen mehr festgestellt werden. Danach wird auf der Flache mindestens eine weitere
Vegetationsperiode lang kein Kartoffelanbau betrieben.

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

In Gewachshausversuchen zeigten die gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen unter sehr hohen
Temperaturbedingungen wahrend der Wachstumsphase einen erhéhten Knollenertrag, der sich auf-
grund erhéhter Knollenzahl im Vergleich zur untransformierten Ausgangssorte in einem erhdhten
Nachauflauf nach heiBen Vegetationsperioden in Kombination mit frostarmen Wintern auswirken
kénnte. Auch unter Berlcksichtigung dieses Faktors ist jedoch nicht davon auszugehen, dass die
transgenen Kartoffelpflanzen im Vergleich zu konventionellen Kulturkartoffeln veranderte pflanzentko-
logische Eigenschaften aufweisen und natiirliche Okosysteme besiedeln konnen. Selbst wenn es zu
einer Vertragung von Beeren, Samen oder Knollen der gentechnisch veranderten Pflanzen durch Tie-
re kommen wirde, was unwahrscheinlich ist, wére daher keine Etablierung der gentechnisch verén-
derten Kartoffelpflanzen in der Umwelt zu erwarten. Im Rahmen der Freisetzung wird die Mdglichkeit
eines erhéhten Nachauflaufs aus Knollen durch die vorgesehenen NachkontrollmaZnahmen ausrei-
chend kontrolliert.

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

Versuche zur Kreuzung von Kartoffeln mit in Mitteleuropa vorkommenden Solanaceen waren erfolg-
los. Unter Freilandbedingungen fand keine Einkreuzung von gentechnisch veranderten Kartoffeln in
Solanum nigrum (Schwarzer Nachtschatten) statt. Auch nach kinstlicher Polleniibertragung auf S.
nigrum wurden keine lebensfahigen Samen erhalten. Eine Regeneration einiger Hybriden, die sich al-
lerdings als steril erwiesen, war nur mit Hilfe artifizieller Methoden ("embryo rescue") unter Bedingun-
gen mdglich, die in der Natur nicht auftreten. Kartoffeln und Solanum dulcamara (BitterstiRer Nacht-
schatten) erwiesen sich als streng bilateral inkompatible Arten; bei Kreuzungsversuchen kam es nicht
zu einer Befruchtung der Samenanlagen. Auch mit der Tomate (Lycopersicon esculentum) ist die Kar-
toffel nicht kreuzbar. Die Vermehrung von Kartoffeln erfolgt in der landwirtschaftlichen Praxis vegetativ
Uber Knollen.

Im Folgenden wird daher nur auf eine mogliche Polleniibertragung von den gentechnisch veranderten
Kartoffelpflanzen auf andere Kartoffelpflanzen eingegangen. Pollen von Kartoffelpflanzen kénnen
durch Insekten oder durch den Wind tibertragen werden. Eine Ubertragung durch den Wind geschieht
jedoch nur tber kurze Entfernungen.
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Bei Kartoffeln findet in erster Linie Selbstbefruchtung statt, eine Fremdbefruchtung bereits innerhalb
eines bluhenden Kartoffelfeldes ist selten. Sie geschieht am ehesten zwischen benachbarten Pflan-
zen.

Der in dem beantragten Versuch vorgesehene Abstand von mindestens 20 m zu benachbarten Kartof-
felanpflanzungen wird als ausreichend angesehen. Sollte es dennoch zu einer Pollenibertragung auf
Kartoffelpflanzen kommen, die zur Erzeugung von Speisekartoffeln angebaut werden, so ware auch
dadurch nicht mit schadlichen Einwirkungen zu rechnen, da Pflanzgut fur den landwirtschaftlichen An-
bau von Kartoffeln vegetativ vermehrt wird, d. h. nicht iber Samen.

Die Wahrscheinlichkeit, dass aus mdglicherweise gebildeten Samen Pflanzen auflaufen wirden, ist,
wie weiter oben bereits ausgefuhrt wurde, unter den gegebenen klimatischen Bedingungen sehr ge-
ring. Solche Pflanzen wirden auf landwirtschaftlich genutzten Flachen im Rahmen einer Fruchtfolge
durch die Ublichen feldbaulichen Mal3nahmen eliminiert werden.

111.1.2.4. Bewertung der Moglichkeit einer Ubertragung der eingefilhrten Fremdgene von den gen-
technisch verdnderten Pflanzen tber horizontalen Gentransfer auf Mikroorganismen

Die eingeflhrten Sequenzen sind stabil in den Chromosomen der Empfangerorganismen integriert.
Beweise fiir eine unter natiirlichen Bedingungen stattfindende Ubertragung genetischer Information
aus Pflanzen und ihrer Expression in Mikroorganismen liegen nicht vor. Untersuchungen zur Trans-
formationsfahigkeit von Bodenbakterien unter natirlichen Bedingungen lassen jedoch folgern, dass
auch eine Ubertragung pflanzlichen genetischen Materials auf Bodenbakterien prinzipiell moglich sein
kann, wenngleich davon auszugehen ist, dass ein solcher Gentransfer ein sehr seltenes Ereignis dar-
stellen wiirde.

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

@) Das StSDDhpi-RNAi-Konstrukt

Die in dem Konstrukt vorhandenen Abschnitte des SDD1-Gens, die durch ein pdk-Intron aus Flaveria
trinervia getrennt sind und unter der Kontrolle des 35S-Promotors des Blumenkohlmosaikvirus sowie
des ocs-Terminators aus Agrobacterium tumefaciens stehen, stammen aus der Kartoffel (Solanum tu-
berosum). Alle im Konstrukt enthaltenen Sequenzen kommen in der Umwelt ohnehin haufig vor, wes-
halb ein horizontaler Gentransfer in Mikroorganismen fur jedes Teil des Konstrukts mit héherer Wahr-
scheinlichkeit aus nicht gentechnisch veranderten Organismen erfolgen kdnnte. Es ist auch nicht zu
erwarten, dass die Ubertragung des RNAi-Konstrukts mit einer erhéhten Haufigkeit erfolgen wird.
Selbst im Fall eines horizontalen Gentransfers hatte es in Mikroorganismen keine Funktion.

(b) Das npt II-Gen

Das npt II-Gen befindet sich in den gentechnisch verénderten Pflanzen unter der Kontrolle des nos-
Promotors. Das Gen kodiert das Enzym Aminoglycosid-3'-Phosphotransferase Il (APH(3"1l), das die
ATP-abhéngige Phosphorylierung bestimmter Aminoglycosid-Antibiotika (Kanamycin, Neomycin, Ge-
neticin) katalysiert, wodurch diese inaktiviert werden.

Die durch die Aminoglycosid-3'-Phosphotransferase Il inaktivierten Antibiotika sind, wie unter Punkt
111.1.2.1. (b) bereits dargestellt, in der Humanmedizin nur von geringerer Bedeutung, werden in der
Tiermedizin jedoch vielfaltig angewendet.
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Es war somit zu prufen, ob durch einen méglichen horizontalen Gentransfer des npt l1I-Gens der the-
rapeutische Einsatz der betreffenden Antibiotika beeintrachtigt wirde.

Der Resistenzmechanismus der Inaktivierung von Aminoglycosid-Antibiotika durch Phosphorylierung
kommt natirlicherweise bei Bodenmikroorganismen vor. APH(3)II-Enzyme wurden zudem in Klini-
schen Isolaten von Menschen gefunden. Die weite Verbreitung von Genen, die eine Resistenz gegen
Aminoglycosid-Antibiotika vermitteln, ist durch die haufige Anwendung dieser Antibiotika sowie da-
durch zu erklaren, dass diese Gene oft auf Plasmiden lokalisiert sind, wodurch eine effektive Ubertra-
gung durch Konjugation moglich ist. Selbst im Falle eines horizontalen Gentransfers von den gen-
technisch veréanderten Kartoffeln auf Mikroorganismen wiirde somit die Gesamtfrequenz dieses Resis-
tenzmechanismus nicht erkennbar erhoht.

Das Wissenschaftliche Gremium fir gentechnisch veranderte Organismen (GMO-Panel) der Européi-
schen Behorde fir Lebensmittelsicherheit (EFSA) hat das Gen npt Il in die Gruppe derjenigen Gene
eingeordnet, fur die bezuglich der Sicherheit kein Grund besteht, ihre Verwendung zu verbieten oder
einzuschranken, und zwar weder fiir Feldversuche noch zum Zweck des Inverkehrbringens. Von der
Zentralen Kommission fur die Biologische Sicherheit (ZKBS) wurde das npt 1I-Gen in ihrer Stellung-
nahme vom 6.7.1999 zur biologischen Sicherheit von Antibiotika-Resistenzgenen im Genom gentech-
nisch veranderter Pflanzen in die Gruppe der Antibiotika-Resistenzgene eingeordnet, ,die (a) in Bo-
den- und Enterobakterien bereits weit verbreitet sind und (b) deren relevante Antibiotika keine oder
nur geringe therapeutische Bedeutung in der Human- bzw. Veterindrmedizin besitzen, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass - wenn (berhaupt - das Vorhandensein dieser Antibiotika-
Resistenzgene im Genom transgener Pflanzen keine Auswirkung auf die Verbreitung dieser Antibioti-
ka-Resistenzgene in der Umwelt zur Folge hat".

(c) Das Antibiotika-Resistenzgen aadA

Das aadA (Strep/SpecR)-Gen stammt vom Transposon Tn7 aus E. coli und kodiert fiir eine Aminogly-
cosid-Adenyltransferase. Das aadA-Gen liegt auf dem Transformationsplasmid aul3erhalb der T-DNA,
wurde jedoch in drei (#1, #41 und #45) von vier der zur Freisetzung beantragten Transformanten
Ubertragen. Streptomycin und Spectinomycin werden nur begrenzt in der Humanmedizin eingesetzt,
besitzen aber durchaus noch fir die Behandlung der Tuberkulose (Streptomycin) oder der Gonorrhoe
(Spectinomycin) humanmedizinische Bedeutung. Bakterien mit einer Resistenz gegenuber Strepto-
mycin sind in der Umwelt weit verbreitet. Eine Resistenz gegeniiber diesem Antibiotikum kann sich al-
so auch durch horizontalen Gentransfer von nicht gentechnisch verdnderten Mikroorganismen aus-
breiten. Das aadA-Gen wurde daher von der ZKBS in die Gruppe Il der Antibiotika-Resistenzgene
eingestuft, ,die (a) in Mikroorganismen verbreitet sind und (b) deren relevante Antibiotika nur noch in
Teilbereichen der Human- bzw. Veterinarmedizin therapeutische Anwendung finden, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass - wenn (berhaupt - das Vorhandensein dieser Antibiotika-
Resistenzgene im Genom transgener Pflanzen nur sehr geringe Auswirkung auf die Verbreitung die-
ser Antibiotika-Resistenzgene in der Umwelt zur Folge hat".

Das GMO-Panel der Europaischen Behorde fur Lebensmittelsicherheit hat in seinem Gutachten tber
die Verwendung von Antibiotika-Resistenzgenen als Markergene in gentechnisch verénderten Pflan-
zen vom 2. April 2004 das aadA-Gen in die Gruppe derjenigen Gene eingeordnet, die auf experimen-
telle Freilandversuche beschrankt werden und nicht in gentechnisch veranderten Pflanzen vorliegen
sollten, die in Verkehr gebracht werden sollen. Die gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen sollen
nur auf einer begrenzten Flache fur einen begrenzten Zeitraum freigesetzt werden. Eine Verwendung
der Pflanzen als Tierfutter oder fur die menschliche Ernéhrung ist ausgeschlossen.
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Aufgrund der sehr geringen Wahrscheinlichkeit eines horizontalen Gentransfers von Pflanzen-DNA
auf Mikroorganismen und der Abwesenheit eines Selektionsdrucks auf den Freisetzungsflachen ist
nicht davon auszugehen, dass die Prasenz des aadA-Gens in den gentechnisch veranderten Kartof-
felpflanzen zu einer signifikanten Erhéhung der Gesamtfrequenz dieses Resistenzmechanismus bei
Mikroorganismen fuhren wirde.

(d) Das Antibiotika-Resistenzgen satl

Das satl-Gen stammt wie das aadA-Gen vom Tn7-Transposon aus E. coli und kodiert fiir eine Strep-
tothricin-Acetyl-Transferase. Zwar wurde das Vorhandensein des satl-Gens, das auf dem Transfor-
mationsplasmid auf3erhalb der T-DNA liegt, im Genom der gentechnisch verédnderten Pflanzen nicht
untersucht, aber die unmittelbare Néhe dieses Gens zum aadA-Gen, dessen Anwesenheit im Genom
der Transformanten #1, #41 und #45 experimentell nachgewiesen werden konnte, lasst vermuten,
dass auch das satl-Gen in die pflanzliche DNA integriert ist. Das satl-Gen verleiht eine Resistenz
gegen Antibiotika aus der Streptothricin-Gruppe. Bei Streptothricinen handelt es sich um Sekundarme-
tabolite, die von verschiedenen Streptomyceten produziert werden, und die aus einem Streptolidinring,
einem Gulosamin und einer in ihrer Lange variierenden Poly-Lysin-Seitenkette bestehen. lhre antibio-
tische Wirkung beruht auf einer Interaktion mit der 30S-Untereinheit der Ribosomen, die in einem
Translationsabbruch oder einer Fehltranslation resultiert. Streptothricin-Acetyl-Transferasen sind
durch eine N-Acetylierung der B-Aminogruppe eines Lysinrestes der Poly-Lysin-Seitenkette dazu in
der Lage, Antibiotika der Streptothricin-Gruppe spezifisch zu inaktivieren. Streptothricine werden in
der Human- und Veterindrmedizin nicht zu therapeutischen Zwecken verwendet. Resistenzen gegen
Streptothricine sind in Mitteleuropa bei Enterobakterien weit verbreitet, was wahrscheinlich darauf zu-
rickzufuhren ist, dass von 1983 his 1990 in der DDR Streptothricine intensiv als wachstumsférdern-
des Mittel in der Schweinemast eingesetzt wurden. Zudem ist die Verbreitung von Streptothricin-
Resistenzgenen Uber horizontalen Gentransfer zwischen Bodenbakterien begtinstigt, weil sie auf ver-
schiedenen Transposons vorkommen. Inzwischen wurden derartige Resistenzgene auch bei Patho-
genen wie Shigella nachgewiesen. Die Wahrscheinlichkeit eines horizontalen Gentransfers von gen-
technisch verénderten Pflanzen auf Mikroorganismen ist somit sehr gering im Vergleich zur Wahr-
scheinlichkeit des natirlich vorkommenden Gentransfers zwischen Mikroorganismen. Seitens der EF-
SA liegt fur das Streptothricin-Resistenzgen satl bisher keine Bewertung vor. In ihrem Beschluss zu
diesem Antrag bewertet die ZKBS die Verwendung des satl-Gens in Freisetzungsversuchen als un-
bedenklich, da Resistenzen gegen Streptothricine in Mitteleuropa in Darmbakterien weit verbreitet
sind und Streptothricine in Human- und Veterindrmedizin nicht zu therapeutischen Zwecken verwen-
det werden.

(e) 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 Kartoffelpflanzen ist daher kein
Gefahrdungspotential zu erwarten.
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) Weitere auf3erhalb der T-DNA gelegene Sequenzen

Die gentechnisch veranderten Kartoffeln kénnen folgende genetische Elemente enthalten, die auf den
verwendeten pART27 Derivaten auf3erhalb der Borderregionen liegen:

- das trfA-Gen des Plasmids RK2 aus E.coli;

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

- Nukleotide des pecM ahnlichen Gens des Plasmids RK2 aus E. colj;

- den oriT des Plasmids RP4 aus E. coli;

- Nukleotide des traJ-Gens des Plasmids RP4 aus E. coli;

- den Replikationsursprung des Plasmids pBR322 (ColE1 ori) aus E. coli;
- Nukleotide des bla-Gens des Plasmids pBR322 aus E. colj;

- die transponierbare Insertionssequenz I1S1 aus E. coli.

RK2 und RP4 gehdren zu einer Gruppe von broad host range-Plasmiden (u. a. RP1, R18, R68), die in
einer Vielzahl gram-negativer Bakterien replizierbar sind. Fir die aus RK2 und RP4 stammenden
DNA-Abschnitte ist somit die Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung durch Ubertragung zwischen Bak-
terien weitaus groRRer als die Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung durch horizontalen Gentransfer von
den gentechnisch veranderten Pflanzen auf Mikroorganismen. Einige der DNA-Abschnitte sind zudem
unvollstandig (traJ, pecM).

Das pBR322-Replikon gehort zum Typ der ColE1-Plasmide, die einen auf einige gram-negative Bak-
terien begrenzten Wirtshereich haben. Im Wesentlichen kann das Replikon in E. coli und nahe ver-
wandten Bakterienspezies 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 horizon-
taler Gentransfer von den gentechnisch veranderten Pflanzen auf Bakterien. Es ist deshalb nicht zu
erwarten, dass die eventuelle Prasenz des Replikationsursprungs von pBR322 im Pflanzenchromo-
som zu einer Erhéhung der Gesamtfrequenz des horizontalen Gentransfers beitragt. Das bla-Gen ist
zudem unvollstandig.

Das transponierbare Insertionselement IS1 tritt natlrlicherweise bei verschiedenen Arten der Entero-
bacteriaceae auf. Es wurde beispielsweise bei Arten der Gattungen Escherichia, Shigella, Klebsiella,
Serratia und Salmonella gefunden. Die Kopienzahl pro Bakteriengenom kann bei IS1 mehr als 40 Ko-
pien betragen. Kopien von I1S1 kdnnen sowohl chromosomal als auch plasmidal lokalisiert sein und
wurden auch in Prophagen nachgewiesen. Es ist anzunehmen, dass eine Ausbreitung dieses Inserti-
onselements Uber horizontalen Gentransfer zwischen Bakterien leicht méglich ist. Im Vergleich hierzu
ist eine theoretisch denkbare Ausbreitung Uber einen horizontalen Gentransfer von den gentechnisch
veranderten Pflanzen auf Mikroorganismen extrem gering.



