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Der folgende Text fasst die Risikobewertung von gentechnisch veranderten Organismen zu-
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".1.2.1. Bewertung der durch die ubertragenen Nukleinsauresequenzen bewirkten
Veranderungen in den gentechnisch veranderten Pflanzen

a) Die Gene fir verschiedene Enzyme aus S. fuberosum, E. coli und Lilium longiflorum
in antisense- bzw. sense-Orientierung

Die in den gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen enthaltenen Kodierregionen bzw. Tei-
le der Ko-dierregionen von verschiedenen Enzymen aus S. tuberosum, E. coli und Lilium
longiflorum werden unter der Kontrolle des CaMV-35S-Promotors konstitutiv — d. h. nicht
gewebespezifisch — exprimiert. Unter der Kontrolle des B33-Promotors erfolgt die Expression
spezifisch in den Kartoffelknollen. Zusatzlich ist die Expressionsaktivitdt des B33-Promotors
Saccharose-induziert.

In den Konstrukten (l.) bis (lll.) wurden die Kodierregionen in umgekehrter Orientierung be-
zogen auf den jeweiligen Promotor angeordnet. In den gentechnisch veranderten Pflanzen
wird dadurch die Bildung einer antisense-RNA bewirkt, die das endogene Transkript des je-
weiligen Gens inaktiviert und so die Bildung des entsprechenden Enzyms verhindert. Im Fal-
le der Konstrukte (1V.) bis (VI.) fuhrt die Expression des jeweiligen DNA-Abschnittes zur Bil-
dung des entsprechenden Enzyms in den gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen.

Als Folge der gentechnischen Veranderungen wurde durch die gezielte Ausschaltung der
Expression eines endogenen Enzyms bzw. durch die Expression eines heterologen oder
‘zusatzlichen’ Enzyms der Stoffwechsel in den gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen
hinsichtlich des Knollengewichtes und der -dichte, des Starke-, Phosphat- und Aminosaure-
gehaltes sowie der Zellwandzusammensetzung verandert. Eine Habitusveradnderung der
gentechnisch veranderten Kartoffeln im Gewachshaus wurde von der Antragstellerin nicht
beobachtet.

(1.) (I1.) 35S-0UMPS und B33-aUMPS

Die Konstrukte enthalten die cDNA flr die Uridinmonophosphatsynthase (UMPS) aus S. fu-
berosum in antisense-Orientierung unter Kontrolle des B33-Promotors aus S. tuberosum
bzw. des 35S-Promotors des Cauliflower mosaic virus (CaMV) sowie der Terminatorsequenz
des Octopin-Synthase-Gens aus A. tumefaciens.

UMPS vermittelt die de novo-Synthese von Uridinmonophosphat (UMP). Wahrend der Star-
kebiosynthese wird ein Teil der phosphorylierten Glukose (Glukose-1-Phosphat) nicht zur
Starkebildung verwendet, sondern mit Hilfe der UDP-Glukose-Pyrophosphorylase (UGPase)
und der Saccharosesynthase wieder zu Saccharose umgewandelt. Fir die Synthese von
UDP-Glukose durch die UGPase wird UTP bendétigt. Die Hemmung der UMP-Synthese soll
zu einer Reduktion des UTP-Gehaltes flihren und verhindern, daf® Glukose-1-Phosphat wie-
der zu Saccharose umgewandelt wird.

Die cDNA wird unter Kontrolle des B33-Promotors spezifisch in den Kartoffelknollen expri-
miert. Zusatzlich ist die Expressionsaktivitat des B33-Promotors Saccharose-induziert. Unter
der Kontrolle des CaMV-35S-Promotors erfolgt eine konstitutive — d. h. nicht gewebespezifi-
sche — Expression.

Die Kodierregionen wurden in umgekehrter Orientierung, bezogen auf den jeweiligen Promo-
tor, angeordnet. In den gentechnisch veranderten Pflanzen wird dadurch die Bildung einer
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antisense-RNA bewirkt. Ribonukleinsauren sind normale Bestandteile jeder Zelle. Ein Ge-
fahrdungspotential ist nicht zu erwarten.

Die gentechnische Veranderung soll zu einer Reduktion der Bildung der Uridinmonophos-
phatsynthase fuhren und die Umwandlung von Glukose-1-Phosphat in Saccharose verhin-
dern.

Nach Angaben der Antragstellerin zeigen derartige gentechnisch veranderte Kartoffelpflan-
zen im Gewachshaus eine 10-20 %ige Steigerung des Knollengewichtes bei gleichbleiben-
der Dichte.

()  35S-0Adk

Das Konstrukt enthalt die cDNA fur die plastidare Isoform des Adenylatkinase-Gens (AdK) in
antisense-Orientierung unter Kontrolle des 35S-Promotors des Cauliflower mosaic virus
(CaMV) sowie der Terminatorsequenz des Octopin-Synthase-Gens aus A. tumefaciens.

Adenylatkinasen spalten gebundenes ATP oder phosphorylieren gebundenes ADP. Sie sind
daher wesentlich an der Aufrechterhaltung des energetischen Gleichgewichtes eines Orga-
nismus beteiligt. Die gentechnische Veranderung soll zu einer Reduktion des Enzyms fih-
ren. Ein Gefahrdungspotential ist dadurch nicht zu erwarten.

Nach Angaben der Antragstellerin zeigen derartige gentechnisch veranderte Kartoffelpflan-
zen im Gewachshaus eine Erhdhung der spezifischen Dichte.

(IV.) 35S-StPT2

Das Konstrukt kodiert fiir einen endogenen, wurzelspezifischen Phosphattransporter (StPT2)
aus S. tuberosum in sense-Orientierung unter Kontrolle des 35S-Promotors des Cauliflower
mosaic virus (CaMV) sowie der Terminatorsequenz des Octopin-Synthase-Gens aus A.
tumefaciens.

Der Transporter dient der Aufnahme exogenen Phosphates. Die Expression des endogenen
StPT2-Gens wird durch Phosphatmangel induziert. Erwartet wird eine verbesserte Phos-
phataufnahme in den gentechnisch veranderten Kartoffeln.

Nach Angaben der Antragstellerin beeinflult die gentechnische Veranderung den Phosphat-
gehalt im Blatt, der Wurzel und der Knolle bei Gewachshausversuchen.

(V.) 35S-PL

Das Konstrukt kodiert fir das Pektatlyase-Gen aus Lilium longiflorum in sense-Orientierung
unter Kontrolle des 35S-Promotors des Cauliflower mosaic virus (CaMV) sowie der Termina-
torsequenz des Octopin-Synthase-Gens aus A. tumefaciens.

Pektatlyasen destabilisieren durch Spaltung von Polygalacturonsaure, einem Bestandteil von
Pektinen, die Stabilitat pflanzlicher Zellwande. Sie sind normaler Bestandteil von Kartoffel-
pflanzen. Die zusatzliche Expression eines heterologen Pektatlyase-Gens soll die Zellwand-
festigkeit beeinflussen.

Nach Angaben der Antragstellerin zeigen derartige gentechnisch veranderte Kartoffelpflan-
zen im Gewachshaus eine verminderte Zellwandfestigkeit im Knollengewebe.
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(VI.) 35S-SAT

Das Konstrukt kodiert flr das Serinacetyltransferase-Gens aus E. coli in sense-Orientierung,
fusioniert mit dem Transitpeptid der kleinen Untereinheit der Ribulose-1,6-biphosphat Car-
boxylase aus Arabidopsis thaliana unter Kontrolle des 35S-Promotors des Cauliflower mosa-
ic virus (CaMV) sowie der Terminatorsequenz des Octopin-Synthase-Gens aus A. fumefa-
ciens.

Serinacetyltransferasen katalysieren in den Chloroplasten die Bildung von Cystein und
Glutathion, die Organismen als Antioxidantien dienen. Sie sollen eine Resistenz gegeniber
oxidativem Stre3 und Schwermetallen vermitteln. Das Transitpeptid soll die heterologe
Transferase zu den Chloroplasten transportieren, wo die Aminosauren synthetisiert werden.
Durch die Expression des heterologen Serinacetyltransferase-Gens wird von den gentech-
nisch veranderten Kartoffeln die Entwicklung einer Resistenz gegeniber oxidativem Stref3
und Schwermetallen erwartet.

Nach Angaben der Antragstellerin zeigen derartige gentechnisch veranderte Kartoffelpflan-
zen im Gewachshaus einen erhéhten Cystein- und Glutathiongehalt.

Die von den gentechnisch veranderten Kartoffeln exprimierten Enzyme (Pektatlyase, Seri-
nacetyltransferase und Phosphattransporter) kommen ubiquitar bei Bakterien und Pflanzen
vor. Es nicht bekannt, dal} diese Enzyme ein Gefahrdungspotential besitzen. Pektatlyasen
finden schon seit langem Anwendung in der Lebensmittelindustrie. Alle weiteren angefuhrten
Enzyme (Uridinmonophosphatsynthase und Adenylatkinase) sind kartoffeleigene Enzyme,
die in ihrer Expression durch antisense-RNA gehemmt werden, um dadurch gezielt bestimm-
te Stoffwechselschritte zu blockieren. Auch hier ist kein Gefahrdungspotential zu erwarten.

Die geernteten Knollen der gentechnisch veranderten Pflanzen werden nach Versuchsende
teilweise zur Wiederauspflanzung aufbewahrt oder zu analytischen Untersuchungen einge-
setzt. Uberzahlige Kartoffeln werden inaktiviert. Ein Verzehr oder eine Verfitterung ist nicht
vorgesehen. Selbst bei einem unbeabsichtigten Verzehr durch Menschen waren jedoch kei-
ne schadlichen Einwirkungen auf deren Gesundheit zu erwarten. Bei einem Verzehr von
Knollen durch Tiere kdnnten moglicherweise Verdauungsprobleme auf Grund des verander-
ten Stoffwechsels der Kartoffeln auftreten. Ebenso sind Auswirkungen des veranderten
Stoffwechsels auf einen Schadlingsbefall nicht auszuschlieRen. Nach Angaben der Antrag-
stellerin haben sich bei Freilandversuchen mit anderen, im Stoffwechsel gentechnisch ver-
anderten Kartoffeln, die 1993-1998 durchgefuhrt wurden, keine Hinweise auf eine Auswir-
kung auf die in § 1 Nr. 1 genannten Schutzziele ergeben. Auswirkungen auf einen Schad-
lingsbefall kbnnen sich bezuglich der veranderten Zellwandfestigkeit ergeben. Untersuchun-
gen dazu werden im Rahmen eines anderen Freisetzungsversuches vorgenommen.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dal die Expression eines der Konstrukte in den je-
weiligen Kartoffellinien eine komplexe Wirkung auf den Stoffwechsel der gentechnisch ver-
anderten Kartoffelpflanzen ausiiben kénnte. Ein Risiko ist daraus nicht abzuleiten, da eine
derartige Beeinflussung pflanzlicher Stoffwechselwege ebenso in nicht gentechnisch veran-
derten Kartoffelpflanzen aus der konventionellen Ziichtung jederzeit moglich ist. Ausschliel3-
lich aus Grunden der Vorsorge ist die Freisetzungsflache mit einem Zaun zu umgeben (siehe
11.8.).
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(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 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')II-Enzyme z&hlen 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 gehdren nicht zum
Substratspektrum der APH(3')-1I-Enzyme. In der Tiermedizin finden Kanamycin und Neomy-
cin jedoch breite Anwendung.

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) Das hph-Gen

Das Hygromycin-Resistenzgen hph wurde als Markergen zur Selektion transformierter Pflan-
zenzellen eingefuhrt. Die von dem Gen kodierte Hygromycin-Phosphotransferase inaktiviert
durch Phosphorylierung spezifisch das Antibiotikum Hygromycin. Andere Aminoglycosid-
Aminocyclitol-Antibiotika wie Kanamycin oder Geneticin werden nicht umgesetzt. Hygromy-
cin wird in der Humanmedizin nicht verwendet.

Pflanzen im Freiland werden nicht mit Hygromycin behandelt. Ein Selektionsvorteil fur die
gentechnisch  veranderten Pflanzen durch die Anwesenheit der Hygromycin-
Phosphotransferase ist daher im Freiland nicht zu erwarten. Mit dem Auftreten physiologisch
relevanter Mengen neuer Stoffwechselprodukte aufgrund der Expression des Hygromycin-
Resistenzgens in den gentechnisch veranderten Pflanzen ist wegen der Substratspezifitat
des Enzyms ebenfalls nicht zu rechnen.

(d) Die kodierende Sequenz des o-Teils der 3-Galaktosidase, lacl-Sequenzen

Zur Erzeugung der gentechnisch veranderten Pflanzen wurden Vektoren verwendet, die von
dem Plasmid pBIN19 abstammen. Bei diesen befindet sich die ,multiple cloning site* inner-
halb der kodierenden Sequenz des a-Fragments der -Galaktosidase aus E. coli.

Das native Enzym p-Galaktosidase spaltet 3-D-Galaktoside in Galaktose und die entspre-
chende Alkohol-verbindung. Das physiologisch wichtigste Substrat ist Lactose, die zu Galak-
tose und Glucose hydrolysiert wird. Als o-Teil werden die ersten 146 aminoterminalen Ami-
nosauren der B-Galaktosidase bezeichnet. Das a-Teil alleine ist enzymatisch nicht aktiv, eine
Komplementation in geeigneten Wirten ist jedoch méglich.

Durch die Insertion der entsprechenden Kodierregionen in die ,multiple cloning site“ wurde
die flr das a-Teil der p-Galaktosidase kodierende Sequenz unterbrochen, so dal} sie in die-
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ser Form u. a. in E. coli-Bakterien nicht mehr fur ein komplementationsfahiges a-Teil kodie-
ren kann. Die unterbrochene Sequenz des a-Teils der f-Galaktosidase steht unter der Kon-
trolle eines bakteriellen Promotors. Ein funktionsfahiges Genprodukt wird durch diese Se-
quenz nicht kodiert. Veranderungen in den gentechnisch veranderten Kartoffeln aufgrund
des Vorhandenseins dieser Sequenz sind nicht zu erwarten.

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

(e) M13-Sequenzen

Die gentechnisch veranderten Pflanzen, die durch Transformation mit einem Derivat des
Vektors pBIN19 erzeugt wurden, enthalten zwei Fragmente aus M13mp19, namlich ein 440
bp groRes Fragment, das einen Teil eines offenen Leserahmens eines Strukturproteins von
M13 umfalit sowie ein 433 bp grolies Fragment, das den Replikationsursprung des Phagen
M13 enthalt.

Sollte es in den gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen zu einer Transkription des
Fragments des offenen Leserahmens des Strukturproteins kommen, wirde dies nicht in ei-
nem funktionalen Protein resultieren, da das Fragment nur fir 167 Aminosauren von insge-
samt 423 Aminosauren des kompletten Phagenproteins kodiert. Auswirkungen auf den
Stoffwechsel der Pflanzen aufgrund der Anwesenheit dieses Fragments sind daher nicht zu
erwarten.

Der Replikationsursprung von M13 bewirkt die Replikation des Phagen in E. coli, wenn E.
coli mit M13-, f1- oder fd-Phagen infiziert ist. Eine Funktionsfahigkeit des Replikationsur-
sprungs in Pflanzen ist nicht zu erwarten.

(f) Das Fragment des ocd-Gens

Die Pflanzen, die durch Transformation mit Derivaten des Vektors pBIN19 erzeugt wurden,
enthalten ein Fragment des ocd-Gens (Ornithin-Cyclodeaminase), welches sich zwischen
dem 3’-Ende der translatierten Sequenz des nptll-Gens und der NOS-Terminatorsequenz
befindet. Da diese Sequenz als Teil der mRNA des npt/l-Gens transkribiert wird, jedoch hin-
ter dem Terminationskodon des nptl/l-Gens liegt, ist nicht zu erwarten, dal} die Sequenz
translatiert wird.

(9) Bordersequenzen aus Ti-Plasmiden und Regulationssequenzen

Die gentechnisch veranderten Pflanzen enthalten Sequenzen der linken und der rechten
Borderregion der TL-DNA des Plasmids pTiT37 aus A. tumefaciens. Diese Sequenzen be-
wirkten, abhangig von den Genprodukten der vir-Region des in dem zur Transformation ver-
wendeten Agrobacterium-Stammes C58C1 vorhandenen Helferplasmids pGV2260, das nicht
in die Pflanzen Ubertragen wurde, die Integration der zwischen den Borderregionen liegen-
den Gene in Chromosomen der Kartoffelpflanzen. Diese Borderregionen des Ti-Plasmids
sind in den gentechnisch veranderten Pflanzen funktionslos und lassen keine Veranderun-
gen in den Pflanzen erwarten.
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Die gentechnisch veranderten Pflanzen enthalten ins Genom integriert folgende Regulati-
onssequenzen:

- B33-Promotor aus Solanum tuberosum;
- 35S-Promotor des Cauliflower mosaic virus (CaMV);

- Promotor und Terminator des Nopalin-Synthase-Gens aus Agrobacterium tumefa-
ciens;

- Terminator des Octopin-Synthase-Gens und des Gens 7 der T-DNA aus Agrobac-
terium tumefaciens.

Die Promotor- und Terminationssequenzen regeln die Expression der zwischen ihnen lie-
genden DNA-Sequenzen in antisense-Orientierung bzw. in sense-Orientierung sowie die Ex-
pression des nptll-Gen bzw. des hph-Gens in den gentechnisch veranderten Pflanzen. Aus-
fuhrungen zu den Auswirkungen der Expression dieser Sequenzen in den Pflanzen finden
sich unter 111.1.2.1. (b) und (c).

(h) 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 und kann aufgrund der im Antrag
enthaltenen Angaben nicht ausgeschlossen werden.

Nach den dem Antrag zu entnehmenden Informationen kénnen im vorliegenden Fall durch
Integration von aufierhalb der Borderregionen gelegenen DNA-Abschnitten folgende funktio-
nale Einheiten in die gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen Gbertragen worden sein:

(i) das nptlll-Gen (kodiert eine Aminoglycosid-3'-Phosphotransferase des Typs Ill) fir
Resistenz gegenuber Aminoglycosid-Antibiotika;

(ii) der Replikationsursprung oriV des Plasmids RK2;
(iii) die traF-Region, enthaltend den oriT des Plasmids RK2;

(iv) der trfA-Lokus des Plasmids RK2 (kodiert zwei Proteine, die fur die Replikation des
Plasmids erforderlich sind);

(v) ein nicht-funktionales Fragment des klaC-Gens aus dem Plasmid RK2;

(vi) das tetA-Gen des Plasmids RK2 (durch Insertion der T-DNA-Region unterbrochen);
(vii)  das Transposon IS1 innerhalb des nptlll-Gens;

(viii)  der Replikationsursprung des Plasmids pMB1.

Da das nptlll-Gen (i) unter der Kontrolle eines bakteriellen Promotors steht, ist nicht davon
auszugehen, dald es in Pflanzen exprimiert wirde. Eine Auswirkung des Gens auf den
pflanzlichen Stoffwechsel ware auch im Falle einer Expression des Gens nicht zu erwarten.
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Die Replikationsurspriinge oriV (ii) bzw. oriT (iii) des Plasmids RK2 ermdglichen die Replika-
tion des Plasmids in einem weiten Wirtsbereich Gram-negativer Bakterien bzw. seinen kon-
jugativen Transfer, sofern die Mobilisierungsfunktionen durch ein Helferplasmid zur Verfu-
gung gestellt werden. Es gibt keine Hinweise daflr, dal} die Replikationsurspriinge von RK2,
der Replikationsursprung von pMB1 (viii) oder die Ubrigen DNA-Abschnitte bakteriellen Ur-
sprungs (iv, v, vi, vii) in héheren Pflanzen eine Funktion hatten. Einige der DNA-Abschnitte
sind zudem unvollstandig (v) bzw. unterbrochen (vi).

(i) 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, beeinflu3t werden. Im
vorliegenden Fall konnte dies dazu fuhren, dald die Eigenschaften der gentechnisch veran-
derten Kartoffelpflanzen im Freiland nicht in gleichem Malie verandert sind wie unter Klima-
kammer- oder Gewachshausbedingungen. Risiken flir 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 moéglich. 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 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
naturlicher Vorgange, z. B. Punktmutationen, Deletionen oder Translokationen, auf und wer-
den ublicherweise in der Pflanzenziuchtung genutzt. Eine mogliche Beeinflussung pflanzli-
cher Stoffwechselwege durch solche Ereignisse ist daher jederzeit auch in nicht gentech-
nisch veranderten Pflanzen madglich. Insofern unterscheiden sich die hier freizusetzenden
gentechnisch veranderten Pflanzen in ihren diesbezlglichen Eigenschaften grundséatzlich
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 so-
wie aus zahlreichen Freisetzungen von Pflanzen, die das npt/l-Gen und das hph-Gen unter
der Kontrolle nicht gewebespezifischer Promotoren exprimieren, keine Hinweise auf eine er-
héhte Allergenitat der Pflanzen vor.

Die Expression der cDNA fur die Uridinmonophosphatsynthase und die Adenylatsynthase in
antisense-Orientierung flhrt dazu, dal® das pflanzeneigene Protein in geringerer Konzentra-
tion bzw. gar nicht auftritt. Die Expression der cDNA des Phosphattransporters sowie die Ex-
pression der cDNA fir die Pektatlyase und die Serinacetyltransferase fiihren zur Bildung von
Enzymen, die Stoffwechselprozesse der gentechnisch veranderten Kartoffeln katalysieren
kdnnen. Fur eine Allergenitat dieser Proteine liegen keine Hinweise vor.
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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 befindet sich in Mitteleuropa seit mehreren hundert Jahren im landwirtschaftlichen
Anbau. Eine Etablierung von Kartoffeln in natiirlichen Okosystemen wurde dabei in Europa
nicht beobachtet. Kartoffeln werden zwar gelegentlich auerhalb 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 des Kartoffelanbaus kénnen auf landwirt-
schaftlich genutzten Flachen in Abhangigkeit von der Hohe der Wintertemperaturen in der
folgenden Kultur "Durchwuchskartoffeln" auftreten, die aus nach der Ernte im Boden verblie-
benen Knollen hervorgegangen sind.

Es ist vorgesehen, die oberirdischen Teile der Kartoffelpflanzen vor dem Abreifen physika-
lisch oder chemisch abzutéten, um ein Reifen der Samen zu unterbinden. Die Knollen werde
nach der Ernte analysiert oder zur Wiederauspflanzung im Folgejahr aufzubewahrt. Uberzah-
lige Knollen sollen, z. B. durch Dampfen, inaktiviert werden. Die auf dem Feld verbleibenden
transgenen Pflanzenreste sollen zur Verrottung liegen bleiben. Kartoffeln sollen wahrend der
zweijahrigen Nachkontrolle nicht angebaut werden. Durchwuchskartoffeln kdnnen wahrend
dieser Zeit erkannt und vernichtet werden. Die Wahrscheinlichkeit einer Uberdauerung der
gentechnisch veranderten Pflanzen durch nach der Ernte moglicherweise im Boden verblie-
bene Knollen wird durch die MalRnahmen gemaR der Nebenbestimmung 11.9. minimiert. Um
restliche im Boden verbliebene Knollen zu beseitigen, ist die Versuchsflache im Anschluf® an
die Knollenernte sowie im Frihjahr des folgenden Jahres jeweils ca. 15 cm tief aufzulockern.
Dabei gefundene Knollen sind zu inaktivieren.

Kartoffelpflanzen der Sorte ,Désirée” kébnnen blihen und Samen bilden. Es ist denkbar, daf
die gentechnisch veranderten Kartoffeln durch Eintrag von fremden Kartoffelpollen befruchtet
werden kénnen, so dall eine Entstehung von Samen nicht vollstandig auszuschliefl3en, je-
doch wenig wahrscheinlich ist. Dal® unter den mitteleuropaischen Klimabedingungen Kartof-
felsamen Uberwintern, und daf® daraus Pflanzen aufwachsen, ist nicht wahrscheinlich.

Sollten Knollen oder Samen im Boden verbleiben, wiirden aus diesen aufwachsende Pflan-
zen durch die von der Antragstellerin vorgesehene Nachkontrolle erfaf3t. Eine mdgliche Ver-
anderung der Frostempfindlichkeit der Knollen als Folge der gentechnischen Veranderungen
kann nicht ausgeschlossen werden. Dieses wird durch die vorgesehene Anbaupause von
zwei Jahren und durch die durchzufihrende Nachkontrolle ausreichend berucksichtigt. Wah-
rend der Nachkontrolle nach Beendigung des Vorhabens sind auf den zu kontrollierenden
Flachen keine Pflanzen oder nur solche Pflanzen anzubauen, welche die Nachkontrolle nicht
behindern. Ein Auffinden von Durchwuchskartoffeln wird dadurch ohne Probleme ma&glich.

Aus den genannten Griinden ist weder eine Etablierung noch eine Uberdauerung der gen-
technisch veranderten Pflanzen zu erwarten.
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1.1.2.3. Bewertung der Méglichkeit 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-
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 maoglich, die in der Natur nicht auftreten. Kar-
toffeln und Solanum dulcamara (BittersuRer 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 moégliche Pollenlbertragung 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 Uber 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.

Auf dem Versuchsgelande am Standort Golm werden bereits seit der Vegetationsperiode
1996 im Rahmen verschiedener Freisetzungsvorhabens vom Max-Planck-Institut fir Moleku-
lare Pflanzenphysiologie, Golm, gentechnisch veranderte Kartoffeln mit Veranderungen im
Kohlenhydrat- und Phosphatstoffwechsel freigesetzt. Das beantragte Freisetzungsvorhaben
wird in das Rotationssystem des Anbaus bereits genehmigter gentechnisch veranderter Kar-
toffeln auf dem Versuchsgelande einbezogen. Danach erfolgt eine zweijahrige Uberwachung
und Nachbehandlung der jeweiligen Freisetzungsflache, so dal erst im dritten Jahr wieder
Kartoffeln auf dieser Flache ausgepflanzt oder ausgelegt werden.

Im Gbrigen wird die von der Antragstellerin vorgesehene Einhaltung eines Abstands von 20
m zwischen dem Freisetzungsversuch und nachsten Kartoffelanbauten als ausreichend er-
achtet. Sollte es dennoch zu einer Pollenlbertragung auf Kartoffelpflanzen kommen, die zur
Erzeugung von Speisekartoffeln angebaut werden, so ware dadurch nicht mit schadlichen
Einwirkungen zu rechnen. Pflanzgut fir den landwirtschaftlichen Anbau von Kartoffeln wird
vegetativ vermehrt, d. h. nicht Gber Samen. Die Wahrscheinlichkeit, dal® aus moglicherweise
gebildeten Samen Pflanzen auflaufen wirden, ist, wie weiter oben bereits ausgefihrt wurde,
unter den gegebenen klimatischen Bedingungen sehr gering. Im Rahmen einer Fruchtfolge
wirden solche Pflanzen durch die Ublichen feldbaulichen MalRnahmen eliminiert werden.
Selbst wenn Knollen solcher Pflanzen verzehrt wirden, ware dadurch mit keiner Gefahrdung
der Gesundheit zu rechnen, wie aus der unter 11.1.2.1. vorgenommenen Bewertung hervor-
geht.
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1.1.2.4. Bewertung der Mdglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Fremdgene
von den gentechnisch veranderten Pflanzen Uber horizontalen Gentransfer auf Mikroorga-
nismen

Die eingefuhrten Sequenzen sind stabil in den Chromosomen der Empfangerorganismen in-
tegriert. Beweise fiir eine unter natirlichen 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, da auch eine Ubertragung pflanzlichen genetischen Materi-
als auf Bodenbakterien prinzipiell mdglich sein kann, wenngleich davon auszugehen ist, dal}
ein solcher 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,
mdglich ware.

Die Gene fir Uridinmonophosphatsynthase, Adenylatkinase und den Phosphattransporter
StPT2 und der Patatinpromotor (B33) stammen aus Kartoffeln, kommen also in der Umwelt
ohnehin haufig vor. Dieses trifft auch flr das Gen der Pektatlyase aus L. longiflorum und das
Gen der Serinacetyltransferase aus E. coli sowie das Transportpetid aus A. thaliana zu. Sie
kénnten also auch - mit weit héherer Wahrscheinlichkeit - durch horizontalen Gentransfer
aus nicht gentechnisch veranderten Organismen in Mikroorganismen in der Umwelt gelan-
gen.

Die durch die Neomycin-Phosphotransferase inaktivierten Antibiotika sind, wie unter Punkt
[11.1.2.1.(b) bereits dargestellt, in der Humanmedizin nur von geringerer Bedeutung, werden
in der Tiermedizin jedoch vielfaltig angewendet. Es war somit zu prifen, ob durch einen
mdglichen horizontalen Gentransfer des nptll-Gens der therapeutische Einsatz der betref-
fenden Antibiotika beeintrachtigt wirde.

Der Resistenzmechanismus der Inaktivierung von Aminoglycosid-Antibiotika durch Phospho-
rylierung kommt natirlicherweise 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, dal} diese Gene oft auf Plasmiden lokalisiert
sind, wodurch eine effektive Ubertragung durch Konjugation mdglich 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.

Das Antibiotikum Hygromycin wird fur spezielle Anwendungen in der Tiermedizin, nicht je-
doch in der Humanmedizin eingesetzt. Es war somit zu prufen, ob durch einen mdglichen ho-
rizontalen Gentransfer der therapeutische Einsatz von Hygromycin in der Tiermedizin beein-
trachtigt wirde.

In Probenmaterial menschlichen und tierischen Ursprungs (Faeces, Urin, Blut) sind Hygro-
mycin-resistente Bakterien festgestellt worden. In einer Studie wurde dabei auch das Hyg-
romycin-Phosphotransferase-Gens hph in den Bakterien nachgewiesen. Die Verbreitung von
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Hygromycin-Resistenzgenen wird auf die Verwendung von Hygromycin in der Tiermedizin
zurtckgefuhrt. Da die Hygromycin-resistenten Bakterien von den betreffenden Menschen
und Tieren in die Umwelt abgegeben werden und die hph-Gene - in den untersuchten Fallen
- auf Plasmiden lokalisiert waren, ist damit die Moglichkeit der Ausbreitung des Merkmals
Hygromycinresistenz unter in der Umwelt vorkommenden Mikroorganismen gegeben. Ein
Gen fir eine Hygromycin-Phosphotransferase liegt auch in dem Bodenbakterium Streptomy-
ces hygroscopicus vor, das Hygromycin synthetisiert. Da zwischen verschiedenen Bakte-
rienarten - auch unter natirlichen Bedingungen - ein effektiver genetischer Austausch durch
Konjugation mdglich ist, wird durch die Freisetzung der gentechnisch veranderten Kartoffel-
pflanzen die Wahrscheinlichkeit einer Ausbreitung des Hygromycin-Resistenzgens unter Bo-
denmikroorganismen in der Umwelt nicht erhoht.

Das Gen fur das a-Fragment der p-Galaktosidase ist unterbrochen, so dal} kein funktionsfa-
higes Genprodukt gebildet werden kann. Dies ware auch in Bakterien, die das Gen durch ei-
nen horizontalen Gentransfer erhalten wirden, der Fall. Das gleiche gilt fir die 3’- und 5'-
Sequenzen des lacl-Gens.

Eine ahnliche Situation liegt bei dem Fragment des Gens fir ein Strukturprotein des Phagen
M13 und bei dem Fragment des ocd-Gens vor. Mit einer Funktionsfahigkeit dieser Fragmen-
te in Bakterien ist nicht zu rechnen. Bei dem Fragment des ocd-Gens kommt noch hinzu,
dal} dieses Fragment wie unter 111.1.2.1.(f) erlautert, nicht translatiert wirde.

Die gentechnisch veranderten Kartoffeln enthalten den Replikationsursprung von M13. M13
zahlt zu den F-spezifischen E. coli-Phagen. Fiur diesen Replikationsursprung ist somit die
Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung durch Ubertragung zwischen Bakterien weitaus groRer
als die Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung durch horizontalen Gentransfer von den gen-
technisch veranderten Pflanzen auf Mikroorganismen.

Die zur Regulation der Ubertragenen Gene in die Kartoffeln eingefuhrten Sequenzen stam-
men aus A. tumefaciens und CaMV. Bezuglich eines horizontalen Gentransfers dieser Se-
quenzen auf Mikroorganismen ist anzumerken, daly A. ftumefaciens in Boden weit verbreitet
ist und eine Ubertragung der entsprechenden Sequenzen aus Agrobacterium weitaus wahr-
scheinlicher ist, als eine Ubertragung aus den gentechnisch veranderten Pflanzen. Die theo-
retische Mdglichkeit eines Transfers der CaMV-Sequenzen aus den gentechnisch verander-
ten Pflanzen wirde keine neue im Vergleich zur naturlicherweise vorliegenden Situation dar-
stellen, weil CaMV als doppelstrangiges pflanzeninfizierendes DNA-Virus ohnehin in Pflan-
zen anzutreffen ist.

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 kdnnten durch Ubertragung von auBerhalb der
Borderregionen gelegenen Sequenzen folgende DNA-Abschnitte in die gentechnisch veran-
derten Pflanzen integriert worden sein:

(i) das nptlll-Gen aus Streptococcus faecalis (kodiert eine Aminoglycosid-3'-
Phosphotransferase des Typs lll) fir Resistenz gegentber Aminoglycosid-Antibiotika;

(i) der Replikationsursprung oriV des Plasmids RK2;

(iii) die traF-Region, enthaltend den oriT des Plasmids RK2;
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(iv)  der trfA-Lokus des Plasmids RK2 (kodiert zwei Proteine, die fur die Replikation des
Plasmids erforderlich sind);

(v) ein nicht-funktionales Fragment des klaC-Gens aus dem Plasmid RK2;

(vi) das tetA-Gen des Plasmids RK2 (durch Insertion der T-DNA-Region unterbrochen);
(vii)  das Transposon I1S1 innerhalb des nptl//l-Gens;

(viii)  der Replikationsursprung des Plasmids pMB1.

Das nptlll-Gen (i), das mit seinem eigenen Promotor in den gentechnisch veranderten Pflan-
zen enthalten sein kénnte, verleiht nach Literaturangaben nicht nur eine Resistenz gegen
Kanamycin und Neomycin, sondern auch gegenuber dem Antibiotikum Amikacin. Amikacin
ist in Deutschland nicht als Tierarzneimittel zugelassen, kann jedoch in der Humantherapie
verwendet werden. Fur die Humantherapie stellt es ein sogenanntes Reserveantibiotikum
dar. Wegen des Einsatzes als Reserveantibiotikum und der damit einhergehenden nicht hau-
figen Anwendung sind Resistenzen gegenuber Amikacin bisher nicht weit verbreitet. Auf-
grund der geringen Wahrscheinlichkeit eines horizontalen Gentransfers von Pflanzen-DNA
auf Mikroorganismen und der Abwesenheit eines Selektionsdrucks auf den Freisetzungsfla-
chen ist jedoch nicht davon auszugehen, dal} die Prasenz dieses Gens in den gentechnisch
veranderten Kartoffelpflanzen zu einer signifikanten Erhéhung der Gesamtfrequenz dieses
Resistenzmechanismus bei Mikroorganismen fuhren wird.

RK2 gehort gehort zu einer Gruppe von broad host range-Plasmiden (u. a. RP1, RP4, R18,
R68), die in einer Vielzahl Gram-negativer Bakterien replizierbar sind. Fir die aus RK2
stammenden DNA-Abschnitte (ii bis vi) ist somit die Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung
durch Ubertragung zwischen Bakterien weitaus groRer als die Wahrscheinlichkeit einer Ver-
breitung durch horizontalen Gentransfer von den gentechnisch veranderten Pflanzen auf
Mikroorganismen. Einige der DNA-Abschnitte sind zudem unvollstandig (v) bzw. unterbro-
chen (vi).

Das Insertionselement 1S1 (vii) tritt naturlicherweise bei verschiedenen Arten der Enterobac-
teriaceae auf. Es wurde beispielsweise bei Arten der Gattungen Escherichia, Shigella, Klebs-
iella, Serratia und Salmonella gefunden. Die Kopienzahl pro Bakteriengenom kann bei 151
bis zu > 40 Kopien betragen. Kopien von IS1 kdnnen sowohl chromosomal als auch plasmi-
dal lokalisiert sein und wurden auch in Prophagen nachgewiesen. Es ist anzunehmen, dal}
eine Ausbreitung dieses Insertionselements Uber horizontalen Gentransfer zwischen Bakte-
rien leicht maglich ist. Im Vergleich hierzu ist eine theoretisch denkbare Ausbreitung Uber ei-
nen horizontalen Gentransfer von den gentechnisch veranderten Pflanzen auf Mikroorga-
nismen vernachlassigbar gering.

Das pMB1-Replikon (viii) 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 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
andere Bakterien ist als weitaus wahrscheinlicher anzusehen als ein horizontaler Gentrans-
fer von den gentechnisch veranderten Pflanzen auf Bakterien. Es ist deshalb nicht zu erwar-
ten, dald die eventuelle Prasenz des Replikationsursprungs von pMB1 im Pflanzenchromo-
som zu einer Erhéhung der Gesamtfrequenz des horizontalen Gentransfers beitragt.
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11.1.2.5. 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
binaren Vektorplasmids enthielten. Nach erfolgter Transformation wurde zur Eliminierung der
Agrobakterien eine Antibiotikabehandlung durchgefuhrt. Die regenerierten Pflanzen wurden
durch Inkubation pflanzlicher Homogenate in geeigneten Nahrmedien auf Freiheit von Agro-
bakterien untersucht. Die zur Transformation eingesetzten Agrobakterien konnten nicht
nachgewiesen werden. Nur Kartoffelpflanzen, die frei von Agrobakterien waren, wurden ver-
wendet.

Die verwendeten Agrobacterium-Stamme sind, im Gegensatz zu den weit verbreiteten Wild-
formen von A. tumefaciens, "disarmed" ("entwaffnet"), d. h. sie sind nicht mehr zur Tumorin-
duktion befahigt. In dem unwahrscheinlichen, aber theoretisch denkbaren Fall der Ubertra-
gung der eingeflihrten Fremdgene durch solche Agrobakterien in eine Zelle einer anderen
Pflanze muRte diese Zelle spontan zu einer ganzen, fertilen Pflanze regenerieren, damit die
Fremdgene in Keimzellen gelangen wirden. Nur auf diese Weise kénnten diese Gene an die
Nachkommen der Pflanze weitergegeben werden. Damit ist unter natirlichen 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 binren 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 transformierten Pflanzenzelle ein Tumor ("Wurzelhalsgalle"
bzw. "hairy roots"). Die Bildung einer Pflanze aus einem solchen Tumor ist unter naturlichen
Bedingungen nicht zu erwarten.

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



