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1.1.2.1. Bewertung der durch die Ubertragenen Nukleinsduresequenzen bewirkten

Veranderungen in den gentechnisch veranderten Pflanzen

(a) Die cDNA des Leghamoglobingens aus Lotus japonicus (LegHg-Gen)

Im Gegensatz zu héheren Tieren verfligen Pflanzen Uber kein Transportsystem fur Sauer-
stoff. Die Sauerstoffverteilung erfolgt, ausgehend von Offnungen in den Abschlussgeweben
(Stomata und Lentizellen), Uber Gasdiffusion durch Interzellularraume zu den Orten des Ver-
brauchs. In Organen, deren Oberflache/Volumen-Verhaltnis klein ist und die Gber englumige
Interzellularraume verfigen, kann die Sauerstoffversorgung tiefer liegender Organschichten
unzureichend sein. Die Sauerstoffversorgung wird dann zum limitierenden Faktor flr die In-
tensitat energieverbrauchender Prozesse, u. a. der Starkebiosynthese.

In Zellen von unterirdisch wachsenden Kartoffelknollen, die keine Photosynthese betreiben
koénnen, werden energieverbrauchende Prozesse lber ein Regulationssystem der Verfig-
barkeit energiereicher, reduzierter Verbindungen angepasst. Dieses Redoxregulationsystem
verandert die Aktivitdt des Enzyms ADP-Glucose-Pyrophosphorylase (AGPase), welches
den ersten Schritt der Starkebiosynthese katalysiert und als entscheidende Kontrollstelle des
Starkestoffwechsels funktioniert.

Es wurde daher versucht, die Sauerstoffversorgung in Kartoffelknollen durch Expression des
Gens fir das pflanzliche Protein Leghamoglobin zu verbessern. Das Gen stammt aus der
Leguminose Lotus japonicus und kodiert fur ein Protein, das den Proteinen &hnlich ist, die
den Transport von Sauerstoff in Wirbeltiergeweben gewahrleisten. In Lotus japonicus wird
dieses Protein in den Wurzelkndlichen gebildet, wo es die Sauerstoffversorgung bei minima-
lem Partialdruck an freiem Sauerstoff im Gewebe sicherstellt.

Das hier verwendete LegHg-Gen stammt aus einer Lotus japonicus-cDNA-Bank. Zur Herstel-
lung der cDNA-Bank wurde aus Wurzelkndlichen von Lotus japonicus Poly(A)-mRNA isoliert.
Unter der Kontrolle des B33-Promotors erfolgt die Expression Uberwiegend in den Geweben
der Kartoffelknolle, sporadisch bzw. nach Induktion mit Saccharose auch im Spross. Die zur
Freisetzung beantragten Transformanten wurden auf mMRNA-Ebene (Northern Blot) auf die
Expression des Leghamoglobingens in Knollengewebe untersucht. Alle Transformanten wei-
sen Leghamoglobin-RNA auf, welche bei der untransformierten Ausgangssorte nicht nach-
weisbar ist.

In Gewachshausversuchen fuhrte die Bildung der Leghamoglobin-RNA zu einem erhdhten
Sauerstoffgehalt in einer Tiefe von 2 mm unter der Knollenschale, zu vergroRRerten Lentizel-
len und zu einem erhéhten Starkegehalt in den Kartoffelknollen. Unter den Bedingungen des
Foliengewachshauses war der Phanotyp des oberirdischen Teils des Sprosses im Fruh-
jahr/'Sommer 2003 nicht verschieden von der Ausgangssorte.

Leghamoglobin ist in den Wurzelkndlichen wild vorkommender Lotus-, Melilotus-, Medicago-
und Trifolium-Arten sowie landwirtschaftlich genutzter Fabaceen (Luzerne, Weilkklee) vor-
handen und gelangt beim Abbau der Kndélichen nach dem Absterben der Pflanzen in den
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Boden. Nachteilige Effekte der gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen auf Bodenleben
oder unterirdische Fraldschadlinge sind daher nicht zu erwarten.

In den Ernteprodukten landwirtschaftlicher Nutzpflanzen sind die leghamoglobinhaltigen
Wurzelknélichen der Fabaceen nicht enthalten. Direkte toxische Wirkungen des Leghamo-
globins sind nicht bekannt. Infolge der postulierten Beeinflussung des pflanzlichen Stoff-
wechsels Uber die Redoxregulationssysteme ist es nicht auszuschlie3en, dass die gentech-
nisch veranderten Kartoffeln einen veranderten Gehalt kartoffeleigener toxischer Alkaloide
aufweisen. Daten liegen hierzu nicht vor. Die gentechnisch veranderten Kartoffeln sind je-
doch nicht zum Verzehr bestimmt. Es ist dariiber hinaus nicht zu erwarten, dass der Alkalo-
idgehalt der gentechnisch veranderten Knollen iber dem von konventionellen unreifen oder
ergrinten bzw. teilweise ergrunten Knollen liegt. Ferner liegt das Versuchsfeld auf einem
umzaunten Versuchsgelande, wodurch der Zugang zu der Versuchsflache flir Menschen und
grolRere Tiere eingeschrankt ist.

Gefahren flr die Gesundheit von Menschen und Tieren oder fur die Umwelt sind daher im
Rahmen der beabsichtigten Versuchsdurchfiihrung durch die Expression des Leghamoglob-
ingens sowie durch die damit verbundenen Veranderungen in den gentechnisch veranderten
Kartoffelpflanzen nicht zu erwarten.

(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 eingeflhrt.

Die Neomycin-Phosphotransferase ist eine Aminoglycosid-3'-Phosphotransferase des Typs |l
(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')II-Enzyme zahlen die Antibiotika Kanamycin, Neomycin, Geneticin, Butirosin,
Gentamicin A und B sowie Paromomycin. Die in der Humanmedizin therapeutisch bedeut-
samen Gentamicine und sonstigen Aminoglycoside und Aminocyclitole gehéren nicht zum
Substratspektrum der APH(3')-1I-Enzyme. In der Tiermedizin finden Kanamycin und Neomy-
cin 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 hdheren Konzentrationen vorliegen, vermittelt die Neomycin-
Phosphotransferase den gentechnisch veranderten Pflanzen im Freiland keinen Selektions-
vorteil. Eine Toxizitat des Enzyms flr Pflanzen, Tiere, Mikroorganismen oder den Menschen
liegt nicht vor.
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(c) Weitere innerhalb der T-DNA gelegene DNA-Abschnitte

Das zur Transformation der Kartoffelpflanzen eingesetzte Plasmid ist ein Derivat des binaren
Vektors pART27, der vollstandig sequenziert wurde.

Innerhalb der T-DNA enthalt das Plasmid neben den Expressionskassetten des LegHg-Gens
und des nptll-Gens Nukleotide des T7-Promotors, des SP6-Promotors und des lac-Operons
bzw. 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
Borderregionen liegende DNA ins Pflanzengenom integriert. Eine Ubertragung von DNA-
Abschnitten jenseits der Border wurde jedoch berichtet.

Da keine genaue Analyse der in die Kartoffelpflanzen integrierten Sequenzen vorliegt, wird
der Risikoabschatzung zugrunde gelegt, dass das gesamte Plasmid integriert worden sein
kann.

Das Transformationsplasmid enthalt auRerhalb der Borderregionen
den oriT des Plasmids RP4 aus E. coli, der fur triparentale Paarungen bendtigt wird;
das Insertionselement 1S1 aus E. colr;

das trad-Gen aus dem Plasmid RK2, das als Regulationsfaktor die Expression der Mobi-
lisierungsgene fir die Bakterienkonjugation beeinflusst;

einen DNA-Abschnitt mit Sequenzhomologien zum trfA-Gen des Plasmids RK2 flr die
Replikation in E.coli und in A. tumefaciens;

das tetA-Gen des Plasmids RK2 (kodiert fur ein Membranprotein, das die Exkretion von
Tetracyclinen bewirkt und Zellen so eine Resistenz gegen Antibiotika aus der Gruppe der
Tetracycline verleiht);

den ColE1-Replikationsursprung des Plasmids RK2 aus E. coli;

das Tn7-Transposon mit dem aadA-Gen, das Resistenz gegen die Antibiotika Strepto-
mycin und Spectinomycin verleiht;

den Replikationsursprung oriV des Plasmids RK2 aus E. coli.
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Eine Bildung funktionsfahiger Genprodukte basierend auf diesen Sequenzen ist in den gen-
technisch veranderten Pflanzen nicht zu erwarten, da sie nicht unter der Kontrolle pflanzen-
spezifischer Promotoren stehen.

(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, beeinflusst werden. Im
vorliegenden Fall kdnnte dies dazu fuhren, dass die Eigenschaften der gentechnisch veran-
derten Kartoffelpflanzen im Freiland nicht in gleichem Mal3e 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 Vorgange 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 ausiiben kénnen, kommen natirli-
cherweise 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 Pflanzenztichtung ge-
nutzt. Eine moégliche Beeinflussung pflanzlicher Stoffwechselwege durch solche Ereignisse
ist daher jederzeit auch in nicht gentechnisch veranderten Pflanzen mdglich. Insofern unter-
scheiden sich die hier freizusetzenden gentechnisch veranderten Pflanzen in ihren diesbe-
zuglichen Eigenschaften grundsatzlich nicht von nicht gentechnisch veranderten Pflanzen.

Es ist beim gegenwartigen Kenntnisstand nicht moglich, aus der Aminosauresequenz eines
Proteins sichere Vorhersagen Uber eine mogliche allergene Wirkung des Proteins zu ma-
chen. Aus zahlreichen Freisetzungen von Pflanzen, die das nptll-Gen unter der Kontrolle
nicht gewebespezifischer Promotoren exprimieren, liegen jedoch keine Hinweise auf eine er-
hohte Allergenitat der Pflanzen vor. Das Leghamoglobin-Gen stammt aus der Fabacee Lotus
Japonicus. Leghamoglobin-Gene kommen natirlicherweise in einer Reihe von Pflanzenarten
vor, darunter auch landwirtschaftliche Nutzpflanzen. Pollen von Kartoffelpflanzen wird ohne-
hin nur in geringem Umfang durch den Wind verbreitet und spielt als Ausléser von Pollenal-
lergien generell keine nennenswerte Rolle.
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.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 kdnnen in Abhangigkeit 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 gegentber Wildpflanzen konkurrenzschwach und auferdem nicht
frostresistent sind. Kartoffeln werden zwar gelegentlich aufderhalb kultivierter Flachen ange-
troffen, jedoch nur auf nicht-naturlichen Standorten wie Wegrandern und anderen Ru-
deralflachen. Auch an solchen Standorten kommt es wegen der fehlenden Frostharte der
Kulturkartoffeln nicht zu einer dauerhaften Ansiedlung.

Die Knollen der gentechnisch veranderten Kartoffeln werden nach der Ernte analysiert oder
zur Wiederauspflanzung im Folgejahr aufbewahrt. Uberzahlige Knollen sollen inaktiviert wer-
den. Die auf dem Feld verbleibenden transgenen Pflanzenreste sollen zur Verrottung liegen
bleiben. Kartoffeln sollen wahrend der Nachkontrolle nicht angebaut werden. Durchwuchs-
kartoffeln werden wahrend dieser Zeit erkannt und vernichtet.

Kartoffelpflanzen der Sorte ,Désirée” kdnnen bliihen und Beeren bilden. Dass unter den mit-
teleuropaischen Klimabedingungen Kartoffelsamen Uberwintern, und dass daraus Pflanzen
aufwachsen, ist nicht wahrscheinlich. Sollten Knollen oder Samen im Boden verbleiben, wir-
den aus diesen aufwachsende Pflanzen durch die Nachkontrolle erfasst.

Die gentechnisch veranderten Pflanzen unterschieden sich nach Angaben der Antragstellerin
bei Untersuchungen im Gewachshaus phanotypisch durch vergréRerte Lentizellen und einen
erhohten Starkegehalt in den Kartoffelknollen. Unter den Bedingungen des Foliengewachs-
hauses war der Phanotyp des oberirdischen Teils des Sprosses im Frihjahr/Sommer 2003
nicht verschieden von der Ausgangssorte. Konventionelle Kartoffelsorten mit einem erhdhten
Starkegehalt in den Knollen werden seit langem landwirtschaftlich angebaut.

Redoxregulation hat einen Einfluss auf zahlreiche Prozesse in der Pflanze. Es gibt Veroffent-
lichungen, in denen postuliert wird, dass Redoxregulation an der Auspragung der Frosttole-
ranz im Rahmen der Frosthartung u. a. bei frosttoleranten Wildkartoffelarten beteiligt ist. Bei
Kulturkartoffeln der Art Solanum tuberosum ssp. tuberosum werden jedoch im Gegensatz zu
den Wildkartoffelarten die Gene, die zum Erwerb der Frosttoleranz im Rahmen der Hartung
beitragen, weniger stark exprimiert. Es ist daher bei den im Freisetzungsversuch verwende-
ten Kulturkartoffeln weniger wahrscheinlich, dass die Beeinflussung des Redoxregulations-
systems zu einer Veranderung der Frosttoleranz fihrt.

Weiterhin kénnte eine als Folge der Expression des Leghamoglobins und der vergrof3erten
Lentizellen verbesserte Sauerstoffversorgung in den Knollen der gentechnisch veranderten
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Kartoffelpflanzen theoretisch dazu fihren, dass diese an sauerstoffarmen Standorten besser
wachsen koénnen als Pflanzen der Ausgangssorte ,Désirée”.

Diese Mdglichkeiten werden durch die zweijahrige Anbaupause, die gemaf der Nebenbe-
stimmung 11.11. durchzufuhrende Nachkontrolle und durch die vorgesehenen IsolationsmafR-
nahmen ausreichend berlicksichtigt. Wahrend der Nachkontrolle nach Beendigung der Frei-
setzung sind auf den zu kontrollierenden Flachen keine Pflanzen oder nur solche Pflanzen
anzubauen, welche die Nachkontrolle nicht behindern.

Auch unter Berucksichtigung dieser Faktoren ist jedoch nicht davon auszugehen, dass die
gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen im Vergleich zu konventionellen Kulturkartoffeln
veranderte pflanzensoziologische Eigenschaften aufweisen und natiirliche Okosysteme be-
siedeln kdnnen. 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.

1.1.2.3. Bewertung der Mdglichkeit einer Ubertraqung der eingefiihrten Gene von den
gentechnisch 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 veranderten
Kartoffeln in Solanum nigrum (Schwarzer Nachtschatten) statt. Auch nach kinstlicher Pol-
lendbertragung 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 mdglich, die in der Natur nicht auftreten. Kar-
toffeln und Solanum dulcamara (Bittersti3er 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 Gber Knollen.

Im Folgenden wird daher nur auf eine mdgliche Pollentibertragung von den gentechnisch
veranderten Kartoffelpflanzen auf andere Kartoffelpflanzen eingegangen. Pollen von Kartof-
felpflanzen kénnen durch Insekten oder durch den Wind tbertragen werden. Eine Ubertra-
gung durch den Wind geschieht jedoch nur Uber 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.

Die oberirdischen Teile der zur Freisetzung beantragten gentechnisch veranderten Kartoffel-
pflanzen unterschieden sich unter den Bedingungen des Foliengewachshauses phanoty-
pisch nicht von der Ausgangssorte. Es gibt keine Hinweise auf eine gegenuber der Aus-
gangssorte veranderte Fertilitat der gentechnisch veranderten Kartoffepflanzen. Der in dem
beantragten Versuch vorgesehene Abstand von mindestens 20 m zwischen den Freiset-
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zungsflachen und der Randbegrenzung des Versuchsgelandes wird als ausreichend ange-
sehen. Sollte es dennoch zu einer Pollenubertragung auf Kartoffelpflanzen kommen, die zur
Erzeugung von Speisekartoffeln angebaut werden, so ware auch dadurch nicht mit schadli-
chen Einwirkungen zu rechnen, da Pflanzgut fur den landwirtschaftlichen Anbau von Kartof-
feln vegetativ vermehrt wird, d. h. nicht Gber Samen.

Die Wahrscheinlichkeit, dass aus moglicherweise gebildeten Samen Pflanzen auflaufen war-
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 MaRnahmen eliminiert werden.

1.1.2.4. Bewertung der Moglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Fremdgene
von den gentechnisch verdnderten Pflanzen tber horizontalen Gentransfer auf Mikroorga-
nismen

Die eingeflihrten Sequenzen sind stabil in den Chromosomen der Empfangerorganismen in-
tegriert. Beweise flr eine unter natrlichen Bedingungen stattfindende Ubertragung geneti-
scher Information aus Pflanzen und ihrer Expression in Mikroorganismen liegen nicht vor.
Untersuchungen zur Transformationsfahigkeit von Bodenbakterien unter nattrlichen 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 tatsachlich 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,
moglich ware.

(a) Die cDNA des Leghamoglobingens aus Lotus japonicus

Legh@moglobingene sind naturlicherweise in wurzelkndlichenbildenden Leguminosen vor-
handen. Die regulatorischen Sequenzen stammen aus S. tuberosum und A. tumefaciens.
Diese Sequenzen kommen damit in der Umwelt ohnehin haufig vor. Ein horizontaler Gen-
transfer in Mikroorganismen kdnnte daher mit weit héherer Wahrscheinlichkeit aus nicht gen-
technisch veranderten Organismen erfolgen.

(b) Das nptll-Gen
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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 prifen, ob durch einen magli-
chen horizontalen Gentransfer des nptll-Gens der therapeutische Einsatz der betreffenden
Antibiotika beeintrachtigt wirde.

Der Resistenzmechanismus der Inaktivierung von Aminoglycosid-Antibiotika durch Phospho-
rylierung kommt nattrlicherweise bei Bodenmikroorganismen vor. APH(3')ll-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 méglich 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.

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

Das lacZ-Gen stammt aus E. coli und ist daher in der Umwelt weit verbreitet. Von der Anwe-
senheit von Teilen des /acZ-Gens in den gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen ist da-
her kein Gefahrdungspotential zu erwarten.

(d) Aulerhalb der T-DNA gelegene Sequenzen

Die gentechnisch veranderten Kartoffeln kdnnen folgende genetische Elemente enthalten,
die auf dem verwendeten Transformationsplasmid auf3erhalb der Borderregionen liegen:

den oriT des Plasmids RP4 aus E. coli, der fir triparentale Paarungen bendétigt wird;
das Insertionselement IS1 aus E. coli

das traJ-Gen aus dem Plasmid RK2, das als Regulationsfaktor die Expression der Mobi-
lisierungsgene fur die Bakterienkonjugation beeinflusst;

einen DNA-Abschnitt mit Sequenzhomologien zum trfA-Gen des Plasmids RK2 fur die
Replikation in E.coli und in A. tumefaciens;

das tetA-Gen des Plasmids RK2 (kodiert fir ein Membranprotein, das die Exkretion von
Tetracyclinen bewirkt und Zellen so eine Resistenz gegen Antibiotika aus der Gruppe der
Tetracycline verleiht);

den ColE1-Replikationsursprung des Plasmids RK2 aus E. coli;
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das Tn7-Transposon mit dem aadA-Gen, das Resistenz gegen die Antibiotika Strepto-
mycin und Spectinomycin verleiht;

den Replikationsursprung oriV des Plasmids RK2 aus E. coli.

Das tetA-Gen aus dem Transposon Tn10 kodiert flr ein Membranprotein, welches Antibioti-
ka der Tetracyclin-Gruppe aus der Zelle ausschleust und so die Zelle resistent gegen Tetra-
cycline macht. Tetracycline sind durch ein breites Wirkungsspektrum ausgezeichnet und sind
in der Humanmedizin therapeutisch weiterhin von Bedeutung; sie werden u.a. gegen Brucel-
la, Chlamydia, Mycoplasma, Rickettsia und Vibrio eingesetzt.

Das aadA(Strep/SpecR)-Gen stammt aus dem Plasmid R538-1 von E. coli und kodiert fir ei-
ne Streptomycin-Adenyltransferase. Das aadA-Gen liegt wie das tefA-Gen auf dem Trans-
formationsplasmid auRerhalb der T-DNA, seine Ubertragung in die gentechnisch veranderten
Pflanzen wurde jedoch nicht ausgeschlossen. Streptomycin und Spectinomycin werden nur
begrenzt in der Humanmedizin eingesetzt, besitzen aber durchaus noch fir die Behandlung
der Tuberkulose (Streptomycin) oder der Gonorrhoe (Spectinomycin) nennenswerte hu-
manmedizinische Bedeutung. Bakterien mit einer Resistenz gegenuber Streptomycin sind in
der Umwelt verbreitet. Eine Resistenz gegenuber diesen Antibiotika kann sich also auch
durch horizontalen Gentransfer von nicht gentechnisch veranderten Mikroorganismen aus-
breiten.

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 Ernahrung ist ausgeschlossen. Aufgrund der sehr geringen Wahr-
scheinlichkeit eines horizontalen Gentransfers von Pflanzen-DNA auf Mikroorganismen und
der Abwesenheit eines Selektionsdrucks auf den Freisetzungsflachen ist nicht davon auszu-
gehen, dass die Prasenz der Gene tetA und aadA in den gentechnisch veranderten Kartof-
felpflanzen zu einer signifikanten Erhdhung der Gesamtfrequenz dieses Resistenzmecha-
nismus bei Mikroorganismen flhren wird.

Das Insertionselement 1S1 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 Kopien betragen. Kopien von I1S1 kénnen sowohl chromosomal als auch
plasmidal lokalisiert sein und wurden auch in Prophagen nachgewiesen. Es ist anzunehmen,
dass eine Ausbreitung dieses Insertionselements Uber horizontalen Gentransfer zwischen
Bakterien leicht mdglich ist. Im Vergleich hierzu ist eine theoretisch denkbare Ausbreitung
uber einen horizontalen Gentransfer von den gentechnisch veranderten Pflanzen auf Mikro-
organismen extrem gering.

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
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zwischen Bakterien weitaus gréfer als die Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung durch hori-
zontalen Gentransfer von den gentechnisch veranderten Pflanzen auf Mikroorganismen.

1.1.2.5. Zur Erzeugung der gentechnisch veranderten Pflanzen eingesetzte Agrobak-

terien

Zur Erzeugung der gentechnisch veranderten Pflanzen wurden sterile Kartoffelblatter mit Ag-
robakterien inokuliert, welche die zu Ubertragenden Gene zwischen den Borderregionen des
bindren Vektorplasmids enthielten. Nach erfolgter Transformation wurde zur Eliminierung der
Agrobakterien eine Antibiotikabehandlung durchgefihrt.

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
befahigt. In dem unwahrscheinlichen, aber theoretisch denkbaren Fall der Ubertragung der
eingefiihrten Fremdgene durch solche Agrobakterien in eine Zelle einer anderen Pflanze
musste diese Zelle spontan zu einer ganzen, fertilen Pflanze regenerieren, damit die Fremd-
gene in Keimzellen gelangen wurden. Nur auf diese Weise kdnnten diese Gene an die
Nachkommen der Pflanze weitergegeben werden. Damit ist unter natirlichen Bedingungen
nicht zu rechnen.

Unter der Annahme, dass ein Vorhandensein geringer Mengen rekombinanter Agrobakterien
in den gentechnisch veranderten Pflanzen nicht auszuschlieRen ist, ist ferner eine mogliche
Ubertragung der in den Agrobakterien enthaltenen bindren Plasmide 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 Pflanzen Ubertragen konnten.

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 nattrlichen
Bedingungen nicht zu erwarten.

Zu beriicksichtigen ist weiterhin eine Ubertragung der eingefiihrten Gene aus Agrobakterien
in andere Bodenbakterien. Auf die moglichen Auswirkungen wurde bereits unter [11.1.2.4.
eingegangen.



