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Hinweis zu diesem Dokument:

Der folgende Text fasst die Risikobewertung von gentechnisch veranderten Organismen zusammen,
die firr ein Freisetzungsvorhaben in Deutschland genutzt werden sollen. Der Text ist Bestandteil des
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111.1.2.1. Bewertung der durch die Ubertragenen Nukleinsduresequenzen bewirkten Verande-
rungen in den gentechnisch veranderten Zuckerribenpflanzen

(a) Das Hullproteingen des BNYVV

Die gentechnisch veranderten Zuckerriben enthalten die cDNA des Hullproteingens mit dem
Anfang des readthrough-Anteils des BNYVV. Die cDNA soll den gentechnisch veranderten
Pflanzen eine Resistenz gegen das BNYVV verleihen.

Das Genom der meisten europaischen Isolate des BNYVV besteht aus vier einzelstrangigen
Plus-Strang RNA-Molekulen. Die fur eine Infektiositat notwendigen Funktionen sind auf den
vier RNAs verteilt. So befindet sich auf der RNA1 das Gen fiir die Replikase; die RNA2 tragt
Informationen flr das Hullprotein, eine fir die Enkapsidierung wichtige Domane, die Vektor-
Ubertragbarkeit sowie die Ausbreitung von Zelle zu Zelle; die RNA3 ist an der Auspragung
von Blatt-Symptomen und der Proliferation in Wurzeln beteiligt; die RNA4 spielt eine wichtige
Rolle bei der Vektor-Ubertragbarkeit unter natirlichen Bedingungen. Eine Pathogenitat des
Hullproteins bzw. des verkirzten readthrough-Proteins allein kann somit ausgeschlossen
werden.

Das unter der Kontrolle des CaMV-Promotors exprimierte Hullprotein-Gen bewirkt eine Kon-
zentration an Hillprotein in dem gentechnisch veranderten Pflanzengewebe, die weit unter
der Konzentration in BNYVV-infizierten Pflanzen liegt. Ein Unterschied zwischen der Situati-
on bei naturlicher Infektion und bei den gentechnisch veranderten Pflanzen besteht aller-
dings in der Verteilung des Hullproteins in der Pflanze. Dieses wird in den gentechnisch ver-
anderten Pflanzen in jeder Zelle gebildet, wahrend es bei natlrlicher nicht-systemischer In-
fektion von Zuckerrliben in den Seiten- und Pfahlwurzeln sowie im oberen Ribenkdrper auf-
tritt. Es kommen jedoch auch unter natirlichen Bedingungen systemisch erkrankte Pflanzen
vor, bei denen das Virus und damit das Virushullprotein dann auch in den grinen Pflanzen-
teilen zu finden ist. Somit entsteht durch die gentechnische Veranderung qualitativ keine
grundlegend neue Situation im Vergleich zur nattrlichen Infektion.

(b) Das nptll-Gen

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

Die Neomycin-Phosphotransferase ist eine Aminoglycosid-3'-Phosphotransferase des Typs Il
(APH(3"I1), 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 gehdéren nicht zum
Substratspektrum der APH(3')-II-Enzyme. In der Tiermedizin finden Kanamycin und Neomy-
cin jedoch breite Anwendung. Aufgrund der Substratspezifitit der Neomycin-
Phosphotransferase ist zu erwarten, dal unter Freilandbedingungen in den gentechnisch
veranderten Beta-Riben bei fehlendem Substrat keine neuen Stoffwechselprodukte entste-
hen. Da die betreffenden Antibiotika im Boden nicht in hdheren Konzentrationen vorliegen,
vermittelt die Neomycin-Phosphotransferase den gentechnisch veranderten Pflanzen im
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Freiland keinen Selektionsvorteil. Eine Toxizitat des Enzyms fir Pflanzen, Tiere, Mikroorga-
nismen oder den Menschen liegt nicht vor.

(c) Das uidA-Gen (gus-Gen)

Das gus-Gen aus E. coli, das in der Transformante T 219-5 enthalten ist, steht unter der
Kontrolle des 35S-Promotors des CaMV und der NOS-Terminatorsequenz aus Agrobacteri-
um tumefaciens.

Das gus-Gen wurde als Reportergen zum histochemischen Nachweis einer erfolgreichen
Transformation in das Zuckerribengenom eingeftihrt. Um eine Genexpression in Bakterien
zu verhindern, wurde das Gen mit einem Intron aus dem Gen ST-LS17 aus der Kartoffel ver-
sehen. Das Enzym B-Glucuronidase spaltet Glucuronide und wird in Geweben von Vertebra-
ten und Invertebraten und in Bakterien gefunden. Auch Pflanzen besitzen eine geringe en-
dogene B-Glucuronidase-Aktivitat, die jedoch durch geeignete Verfahren unterdriickt werden
kann. Nach der Zugabe eines entsprechenden Substrates kann die Enzymaktivitat im trans-
genen Gewebe nachgewiesen werden. Es ist nicht zu erwarten, dal Pflanzen durch die Ex-
pression des gus-Gens einen Selektionsvorteil erhalten.

Sollten Teile der Pflanzen von Tieren verzehrt werden, so waren keine schadlichen Auswir-
kungen zu erwarten, da davon auszugehen ware, daf® das GUS-Enzym im Verdauungstrakt
abgebaut wirde.

(d) Die kodierende Sequenz des a-Teils der -Galaktosidase, /acl-Sequenzen

Zur Erzeugung der gentechnisch veranderten Pflanzen wurden Vektoren (pBIN19, pBI121)
verwendet, bei denen sich die ,multiple cloning site“ innerhalb der kodierenden Sequenz des
a-Fragments der B-Galaktosidase aus E. coli befindet.

Das native Enzym B-Galaktosidase spaltet p-D-Galaktoside in Galaktose und die entspre-
chende Alkoholverbindung. 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 maoglich.

Durch die Insertion des cp-Gens bzw. des cp-Gens und des gus-Gens in die ,multiple clon-
ing site“ wurde die fir das a-Teil der B-Galaktosidase kodierende Sequenz unterbrochen, so
daf sie in dieser Form u. a. in E. coli-Bakterien nicht mehr fur ein komplementationsfahiges
o-Teil kodieren kann. Die unterbrochene Sequenz des o-Teils der 3-Galaktosidase steht un-
ter der Kontrolle eines bakteriellen Promotors. Ein funktionsfahiges Genprodukt wird durch
diese Sequenz nicht kodiert. Veranderungen in den gentechnisch veranderten Zuckerriben-
Pflanzen aufgrund des Vorhandenseins dieser Sequenz sind nicht zu erwarten.

In den gentechnisch veranderten Pflanzen befinden sich wahrscheinlich aulRerdem 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 Derivaten der Vekto-
ren pBIN19 und pBI121 erzeugt wurden, enthalten wahrscheinlich zwei Fragmente aus
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M13mp19, namlich ein 440 bp groRRes Fragment, das einen Teil eines offenen Leserahmens
eines Strukturproteins von M13 umfaldt, sowie ein 433 bp grofles Fragment, das den Repli-
kationsursprung des Phagen M13 enthalt.

Sollte es in den gentechnisch veranderten Zuckerriben zu einer Transkription des Frag-
ments des offenen Leserahmens des Strukturproteins kommen, wirde dies nicht in einem
funktionalen Protein resultieren, da das Fragment nur fir 167 Aminosauren von insgesamt
423 Aminosauren des kompletten Phagenproteins kodiert. Auswirkungen auf den Stoffwech-
sel 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 der Vektoren pBIN19 und pBI121 er-
zeugt wurden, enthalten wahrscheinlich 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
nptll-Gens transkribiert wird, jedoch hinter dem Terminationskodon des nptl/l-Gens liegt, ist
nicht zu erwarten, dal} die Sequenz translatiert wird.

(g) 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 Agrobacterium tumefaciens. Diese Se-

quenzen bewirkten, abhangig von den Genprodukten der vir-Region des in dem zur Trans-

formation verwendeten Agrobacterium-Stamm vorhandenen Helferplasmids pEHA101, das

nicht in die Pflanzen Gbertragen wurde, die Integration der zwischen den Borderregionen lie-

genden Gene in Chromosomen der Zuckerribenpflanzen. Diese Borderregionen des Ti-

Plasmids sind in den gentechnisch veranderten Pflanzen funktionslos und lassen keine Ver-

anderungen in den Pflanzen erwarten.

Die gentechnisch veranderten Pflanzen enthalten in das Genom integriert folgende, in Pflan-

zen funktionale Regulationssequenzen:

- den 35S-Promotor des Cauliflower mosaic virus (CaMV) (nicht in Nachkommen der
Transformante T210-3),

- den doppelten 35S-Promotor (35SS) des CaMV,

- den Promotor des Nopalinsynthase-Gens aus Agrobacterium tumefaciens,

- die 35S-Terminatorregion des CaMV,

- die Terminatorregion des Nopalinsynthase-Gens aus Agrobacterium tumefaciens.

Die Promotor- und Terminationssequenzen regeln die Expression der zwischen ihnen lie-

genden  kodierenden  Sequenzen des  BNYVV-Hullproteins, der  Neomycin-

Phosphotransferase und der B-Glucuronidase in den gentechnisch veranderten Pflanzen.

Ausflhrungen zu den Auswirkungen der Bildung dieser Proteine in den Pflanzen finden sich

unter 111.1.2.1.(a) bis (c).

(h) AuRRerhalb der T-DNA gelegene Sequenzen
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In der Regel werden bei Transformationen mit Hilfe von Agrobakterien nur die innerhalb der

Borderregionen liegenden Sequenzen ins Pflanzengenom integriert. Eine Ubertragung von

Sequenzen jenseits der Borderregionen wurde jedoch im Einzelfall berichtet und kann auf-

grund der im Antrag enthaltenen Angaben nicht ausgeschlossen werden. In der Risikobewer-

tung werden deshalb auch jene Bereiche der zur Transformation der Zuckerriiben verwende-

ten Vektoren berlcksichtigt, die jenseits der T-DNA-Borderregionen lokalisiert sind. Hierbei

handelt es sich insbesondere um folgende Sequenzen:

(i) das nptlll-Gen (kodiert eine Aminoglycosid-3'-Phosphotransferase des Typs Ill) fir Re-
sistenz gegeniber Aminoglycosid-Antibiotika;

(i)  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, dall es in Pflanzen exprimiert wirde. Eine Auswirkung des Gens auf den

pflanzlichen Stoffwechsel ware auch im Falle einer Expression des Gens nicht zu erwarten.

Die Replikationsurspriinge oriV (ii) bzw. oriT (iii) des Plasmids RK2 erméglichen die Replika-

tion des Plasmids in einem weiten Wirtsbereich gram-negativer Bakterien bzw. seinen konju-

gativen Transfer, sofern die Mobilisierungsfunktionen durch ein Helferplasmid zur Verfigung

gestellt werden. Es gibt keine Hinweise daflir, dal3 die Replikationsurspringe von RK2, der

Replikationsursprung von pMB1 (viii) oder die ubrigen DNA-Abschnitte bakteriellen Ur-

sprungs (iv, v, vi, vii) in hdheren 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 Umwelteinfliisse, z. B. durch die Temperatur, beeinflul3t werden. Im
vorliegenden Fall kénnte dies dazu fihren, dal} die gentechnisch veranderten Pflanzen im
Freiland nicht in gleichem MaR resistent gegeniber dem BNYVV sind wie unter Klimakam-
mer- oder Gewachshausbedingungen. Risiken fir die Umwelt oder die Gesundheit von Men-
schen oder Tieren sind daraus nicht abzuleiten. Auch im Hinblick auf die Ubrigen Ubertrage-
nen Eigenschaften kann aus einer veranderten Expressionsstarke kein Risiko fur die Umwelt
oder die Gesundheit von Menschen oder Tieren abgeleitet werden.

Durch die Insertion der Fremdgene kann es zu Beeinflussungen der Expression oder Regu-
lation pflanzeneigener Gene am bzw. in der Nahe des Insertionsorts kommen. Beeinflussun-
gen pflanzlicher Stoffwechselwege durch solche Vorgange sind méglich. Wahrend der bishe-
rigen Arbeiten mit den gentechnisch veranderten Pflanzen im Gewachshaus und im Freiland
wurden jedoch keine Beobachtungen gemacht, die auf ein solches Ereignis hindeuten.
Bewegliche genetische Elemente (transponierbare Elemente), die durch Transposition im
Genom Effekte auf am Zielort vorhandene Pflanzengene austiben kénnen, kommen natirli-
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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 Pflanzenzuchtung genutzt. Eine mogliche Beeinflussung pflanzli-
cher Stoffwechselwege durch solche Ereignisse ist daher jederzeit auch in nicht gentech-
nisch veranderten Pflanzen moglich. Insofern unterscheiden sich die hier freizusetzenden
gentechnisch veranderten Pflanzen grundsatzlich nicht von nicht gentechnisch veranderten
Pflanzen.

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

111.1.2.2. Bewertung der Fahigkeit der gentechnisch verdnderten Zuckerribenpflanzen, im
Freiland zu uberdauern oder sich zu etablieren; Entsorgung

Am Standort ,Oberviehhausen® sollen nur vegetative Pflanzen angebaut werden. Am Stand-
ort ,\Wetze" werden zusatzlich zu den ausgebrachten Samen im Laufe des Versuchs Samen
an den vernalisierten Pflanzen in den Selbstungs-, Kreuzungs- und Vermehrungsparzellen
(s. u.) entstehen.

Die vegetativ angebauten Zuckerribenpflanzen sollen gegen Ende der Vegetationsperiode
maschinell geerntet werden. Ein Anteil der geernteten Ruben soll zu Analysezwecken (Er-
mittlung von Qualitatsparametern) in Laboratorien gebracht werden. Sollte unter dem zur La-
boranalyse bestimmten Pflanzenmaterial noch vermehrungsfahiges Material vorhanden sein,
ist es unter Sicherheitsaspekten als ausreichend anzusehen, wenn die Vermehrungsfahigkeit
im Zuge der Analyse beseitigt wird. Hierzu ist z. B. das Nachkdpfen der Riubenkorper im Ru-
benlabor eine geeignete MaRnahme. Im Ubrigen bringt der Analyseprozel} die Inaktivierung
notwendigerweise mit sich.

Nicht benétigtes Erntematerial (Ribenkdrper) und sonstiges nicht verwertetes vegetatives
Pflanzenmaterial der gentechnisch veranderten Ruben soll gehackselt und auf der Versuchs-
flache eingearbeitet werden. Bei dieser Vorgehensweise ist nicht zu erwarten, daf} sich aus
diesem Material gentechnisch veranderte Pflanzen regenerieren.

Die gentechnisch veranderten Ruben sollen mit Drillmaschinen oder mit der Hand ausgeséat
werden. Vernalisierte Ruben sollen ausgepflanzt werden. Zu einer Samenbildung an den ve-
getativ angebauten Pflanzen wird es nicht kommen, da die Pflanzen nicht zur Blite gelangen
werden. Zuckerriibensamen sind unter Umstanden, insbesondere bei Einarbeiten in tiefere
Bodenschichten, Uber viele Jahre keimfahig. Nach allgemeiner landwirtschaftlicher Anbauer-
fahrung kann jedoch davon ausgegangen werden, dal} ausgebrachtes Saatgut, das nicht
keimt, tot und daher auch in einem nachfolgenden Jahr nicht mehr keimfahig ist.

Am Standort ,Wetze* werden zusatzlich zu den ausgebrachten Samen im Laufe des Ver-
suchs Samen an den vernalisierten Pflanzen in den Selbstungs-, Kreuzungs- und Vermeh-
rungsparzellen entstehen. Das gentechnisch veranderte Versuchssaatgut wird maschinell
oder von Hand geerntet und anschlief3end in eine gentechnische Anlage gebracht. Die Reste
der generativen Pflanzenteile sollen nach der Ernte autoklaviert oder gedampft werden.
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Durch diese Art der Entsorgung wird sichergestellt, dal3 der Anbau der vegetativen Riiben
nicht zu einer Uberdauerung der gentechnisch veranderten Pflanzen im Freiland fiihren wird.
Bei den an den generativen Pflanzen gebildeten Samen ist jedoch davon auszugehen, daf}
solche Samen in den Boden gelangen werden. Die in der Nebenbestimmung 11.8. enthaltene
Auflage soll gewahrleisten, dal® in den Boden gelangte Samen nicht durch anschlieRende
Bodenbearbeitungen in eine Tiefe gelangen, in der sie langere Zeit Uberdauern kdnnten.
Dennoch im Boden Uberdauernde Samen wirden zu einem Auflaufen gentechnisch veran-
derter Pflanzen in den Folgejahren fuhren. Diese Pflanzen wirden durch die von der Antrag-
stellerin vorgesehene Nachkontrolle erfalt werden und vor der Blite entfernt werden. Die
Nachkontrolle auf den Parzellen fur die Saatgutproduktion verlangert sich bei Auflaufen von
gentechnisch veranderten Zuckerriibenpflanzen im letzten Jahr des Kontrollzeitraums um
jeweils ein weiteres Jahr.

Aus den genannten Grinden sind die laut Antrag vorgesehenen Malinahmen in Verbindung
mit den Nebenbestimmungen dieses Bescheids ausreichend, um eine Etablierung der frei-
gesetzten gentechnisch veranderten Pflanzen selbst zu verhindern und eventuell auftretende
gentechnisch veranderte Durchwuchspflanzen zu erfassen und zu beseitigen. Selbst im Falle
der Verbreitung einzelner gentechnisch veranderter Samen als Folge des Versuchs ware
keine unkontrollierbare Ausbreitung gentechnisch veranderter Pflanzen zu befurchten, da
diese durch mechanische Malinahmen (Hacken) bzw. durch Herbizide zerstort werden kénn-
ten.

[11.1.2.3. Bewertung der Mdglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Gene von den gen-
technisch verdnderten Zuckerriibenpflanzen durch Pollen auf andere Pflanzen

Zuckerriben sind mit allen Arten der Sektion Beta kreuzbar. Als mégliche Kreuzungspartner
kommen in Deutschland die kultivierten Beta-Arten (u. a. Mangold, Runkelriibe, Rote Bete)
sowie Wildriben (Beta vulgaris ssp. maritima) vor. Wildriben wachsen in Deutschland nur
auf Helgoland und gelegentlich in Kistenregionen von Schleswig-Holstein. Weiterhin treten
in Rubenanbaugebieten einjahrige ,Unkrautriben® auf, die nach neuen molekulargeneti-
schen Untersuchungen auf Kreuzungen zwischen Zuckerriiben und Wildriiben zurlickgehen,
die in den Saatgutproduktionsgebieten (z. B. Sudfrankreich, Italien) als Folge von Pollenein-
stdubungen stattfinden kénnen.

Zuckerriben gehoren zu den Fremdbefruchtern, Selbstbefruchtung kommt jedoch auch vor.
Die Bestaubung wird hauptsachlich durch den Wind vollzogen, eine Bestaubung durch In-
sekten hat nur eine geringe Bedeutung. Eine Pollenverbreitung durch den Wind kann Gber
mehrere Kilometer erfolgen. Bei Versuchen zur Ausbreitung von Zuckerribenpollen in Da-
nemark und Belgien zeigte sich jedoch, dal3 die Frequenz einer Pollentbertragung bereits
innerhalb der ersten 100 m um die Pollenquelle deutlich abnahm (beispielsweise in einem
Versuch von 32% auf 3%), und da® die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Befruchtung
bei ausreichend vorhandenem, eigenem befruchtungsfahigen Pollen der jeweiligen Empfan-
gerpflanzen erheblich reduziert war.

Am Standort Oberviehhausen sollen die gentechnisch veranderten Pflanzen nicht zur Bllte
gelangen, so dal} sich die Frage einer Pollentubertragung auf andere Pflanzen an diesem
Standort nicht stellt. Am Standort Wetze sollen die in den Selbstungs-, Kreuzungs- und Ver-
mehrungsparzellen angebauten Pflanzen blihen und Samen ansetzen. Insgesamt sollen an
diesem Standort pro Jahr maximal 10.000 gentechnisch veranderte Rubenpflanzen zur Blite
gelangen.
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Es sollen Selbstungen, Kreuzungen und Vermehrungen durchgefihrt werden. Gleichzeitig
sollen nicht-transgene Vergleichspflanzen geselbstet und gekreuzt werden. Werden an dem-
selben Standort Selbstungen und Kreuzungen durchgefiihrt, so wird der Selbstungsblock
vom Kreuzungsblock durch eine Hanfummantelung isoliert.

Vermehrungen, z. B. zur Produktion von Saatgut fir Sortenanmeldungen, sollen immer an
separaten Standorten erfolgen. Diese werden so isoliert, dald gewahrleistet wird, dafd im Um-
kreis von 1000 m keine Produktion von Basissaatgut oder zertifiziertem Saatgut von Futter-
ruben oder Zuckerruben stattfindet.

Vorstufenvermehrungen von Linien finden in 2 x 8 m groRen Foliengewachshausern statt.
Pro Gewachshaus werden max. 45 Pflanzen angebaut. Vermehrungen zur Produktion von
Basissaatgut konnen alternativ in groBen Foliengewachshausern von ca. 300 m? Grundfla-
che durchgefuhrt werden. Pro Haus werden max. 800 Pflanzen angebaut.

Nach der Verordnung Uber den Verkehr mit Saatgut landwirtschaftlicher Arten und von Ge-
musearten (Saatgutverordnung) ist zur Erzeugung von Basissaatgut fur Ruben eine Mindes-
tentfernung von 1000 m zu Bestaubungsquellen der Gattung Beta einzuhalten. Dieser Isola-
tionsbstand von 1000 m zu Saatgutproduktionsfeldern ist in der Antragstellung fur den
Standort Wetze vorgesehen. Die Nebenbestimmung I1.6. legt fest, dald Flachen, auf denen
gentechnisch veranderte Riuben offen zur Blite gelangen, durch eine 5 m breite Hanfbe-
pflanzung bzw. gegebenenfalls zusatzlich durch das Aufstellen von Bastmatten oder Trenn-
wanden abzuschirmen sind. Dartberhinaus wird in der Nebenbestimmung 11.6. festgelegt,
dafy wahrend der Bliite gentechnisch veranderter Zuckerriiben Schosser aller mit der Zucker-
ribe kreuzbaren Beta vulgaris-Formen in einem Umkreis von 1000 m um die Freisetzungs-
flachen zu entfernen sind. Diese MaRnahmen dienen dem Zweck, eine Ubertragung von Pol-
len der gentechnisch veranderten Pflanzen auf andere Pflanzen zu verringern. Sie gehen
Uber die in der Saatgutverordnung verlangten Anforderungen hinaus.

Durch die vorgesehenen bzw. zusatzlich zur Auflage gemachten Isolations- und Abschirm-
malnahmen wird eine eine Pollenverbreitung und damit eine mdgliche Pollentbertragung
von den gentechnisch veranderten Pflanzen auf Pflanzen aulRerhalb der Versuche wirksam
minimiert. Ausgeschlossen werden kann solch eine Ubertragung jedoch nicht.

Sollte ein Pollentransfer von den gentechnisch veranderten Zuckerriben auf Wildriben statt-
finden, wirden die entsprechenden Kreuzungsnachkommen voraussichtlich eine Resistenz
gegen das BNYVV und gegen bestimmte Aminoglycosid-Antibiotika aufweisen. Es ist nicht
davon auszugehen, daly Zuckerriiben oder Unkrautriiben aufgrund einer Resistenz gegen-
Uber dem BNYVV oder gegeniber den in Frage kommenden Antibiotika veranderte pflan-
zensoziologische Eigenschaften entwickeln und andere Biotope besiedeln kdnnten. Da Re-
sistenzen gegen BNYVV bei Wildriben natlrlicherweise auftreten kdnnen, wirde diese Ei-
genschaft den Wildriben keinen grundsatzlich neuen Selektionsvorteil verschaffen. Eine Re-
sistenz gegen Aminoglycosid-Antibiotika stellt unter Freilandbedingungen keinen Selektions-
vorteil dar.

Bezuglich einer moglichen Einkreuzung in andere kultivierte Formen von Beta vulgaris ist zu
bericksichtigen, daR dies nicht zu einer zahlenmaRig bedeutsamen Verbreitung der Fremd-
gene fuhren wurde, da solche Pflanzen im allgemeinen nur vegetativ angebaut werden. Die
Erzeugung von Zuckerrubensaatgut fir kommerzielle Zwecke findet in maritimen Klimage-
bieten (Sludfrankreich, Poebene, Sidengland) statt. Ein Anbau anderer Formen von Beta
vulgaris (Mangold, Rote Beete) zum Zweck einer privaten Saatgutvermehrung ist unublich,
jedoch nicht auszuschlieBen. Selbst im Falle einer Einkreuzung der Fremdgene z. B. in
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Mangold oder Rote Beete und einem Verzehr solcher Pflanzen ware aus den unter 111.1.2.1.
dargelegten Grinden nicht mit einer gesundheitlichen Gefahrdung zu rechnen.

[11.1.2.4. Bewertung der Modglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Fremdgene von den
gentechnisch veranderten Zuckerriilbenpflanzen Uber horizontalen Gentransfer auf
Mikroorganismen

Die eingefuihrten Sequenzen sind integriert in Chromosomen der Empfangerorganismen. Un-
tersuchungen zur Transformationsfahigkeit von Bodenbakterien unter natlrlichen Bedingun-
gen lassen folgern, daB eine Ubertragung pflanzlichen genetischen Materials auf Bodenbak-
terien prinzipiell moglich sein kann, wenngleich davon auszugehen ist, daf3 ein solcher Gen-
transfer ein sehr seltenes Ereignis darstellen wirde.

Soweit anzunehmen ist, dal} ein genetischer Austausch zwischen taxonomisch so weit von-
einander entfernten Organismen wie Samenpflanzen und Bakterien tatsachlich stattfindet,
ware zu folgern, dafld das Vorkommen eines solchen Austauschs von heterologem Erbmate-
rial allein betrachtet kein Sicherheitskriterium sein kann, da als Folge eines solchen Aus-
tauschs immer die Aufnahme von jedwedem heterologem Erbmaterial, also jedweder pflanz-
licher DNA, moglich ware.

Eine Ubertragung des BNYVV-Hiillprotein-Gens in Mikroorganismen wiirde diesen keinen
ersichtlichen Selektionsvorteil vermitteln. Ohne Selektionsdruck ist eine Ausbreitung dieses
Gens unter Mikroorganismen nicht wahrscheinlich. Sollte es dennoch in den Mikroorganis-
men erhalten bleiben, ist wegen des mangelnden Selektionsvorteils nicht mit ékologischen
Folgen zu rechnen.

Das in die Zuckerrubenpflanzen Ubertragene B-Glucuronidase-Gen (gus-Gen) aus E. coli
wurde mit einem Intron aus dem ST-LS7-Gen der Kartoffel versehen, um eine Expression in
Bakterien zu verhindern. B-Glucuronidase-Gene kodieren fur p-D-Glucuronosid-
Gluconohydrolasen, die Glucuronide hydrolytisch spalten. Sie sind in der Natur weit verbrei-
tet und werden z.B. in Vertebraten, Invertebraten, Bakterien und auch in Pflanzen gefunden.
Es ware somit nicht zu erwarten, dal® ein Gentransfer des gus-Gens von den gentechnisch
veranderten Zuckerribenpflanzen auf Mikroorganismen das Vorkommen dieses Gens spuir-
bar erhdhen wirde. AuRerdem kdnnte das Gen in Bakterien erst nach einem Rekombina-
tionsereignis, das das Intron entfernt, exprimiert werden.

Die durch die Aminoglycosid-3'-Phosphotransferase des Typs Il inaktivierten Antibiotika sind,
wie unter Punkt II1.1.2.1.(b) bereits dargestellt, in der Humanmedizin nur von geringer Be-
deutung, werden in der Tiermedizin jedoch vielfaltig angewendet. Es war somit zu prufen, ob
durch einen mdglichen horizontalen Gentransfer des npt/l-Gens der therapeutische Einsatz
der betreffenden Antibiotika beeintrachtigt wirde.

Der Resistenzmechanismus der Inaktivierung von Aminoglycosid-Antibiotika durch Phospho-
rylierung kommt natdrlicherweise bei Bodenmikroorganismen vor. APH(3')Il-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, daf} 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 Zuckerriben auf Mikroor-
ganismen wurde somit die Gesamtfrequenz dieses Resistenzmechanismus nicht erkennbar
erhoht.
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Das Gen fir 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 fur 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,
daf dieses Fragment wie unter 111.1.2.1.(f) erlautert, wahrscheinlich nicht translatiert wirde.
Die gentechnisch veranderten Zuckerriiben enthalten wahrscheinlich den Replikationsur-
sprung von M13. M13 zahlt zu den F-spezifischen E. coli-Phagen. Fir diesen Replikati-
onsursprung ist somit die Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung durch Ubertragung zwischen
Bakterien weitaus grofler als die Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung durch horizontalen
Gentransfer von den gentechnisch veranderten Pflanzen auf Mikroorganismen.
Die zur Regulation der ubertragenen Gene in die Zuckerriben eingefuhrten Sequenzen
stammen aus Agrobacterium tumefaciens und CaMV. Bezlglich eines horizontalen Gen-
transfers dieser Sequenzen auf Mikroorganismen ist anzumerken, daly Agrobacterium tume-
faciens in Béden weit verbreitet ist und eine Ubertragung der entsprechenden Sequenzen
aus Agrobacterium weitaus wahrscheinlicher ist, als eine Ubertragung aus den gentechnisch
veranderten Pflanzen. Die theoretische Mdglichkeit eines Transfers der CaMV-Sequenzen
aus diesen Pflanzen wurde keine neue im Vergleich zur naturlicherweise vorliegenden Situa-
tion darstellen, weil CaMV als doppelstrangiges pflanzeninfizierendes DNA-Virus ohnehin in
Pflanzen anzutreffen ist.
In der Regel werden bei Transformationen mit Hilfe von Agrobakterien nur die innerhalb der
Borderregionen liegenden Sequenzen ins Pflanzengenom integriert. Eine Ubertragung von
Sequenzen jenseits der Borders kann jedoch aufgrund der im Antrag enthaltenen Angaben
nicht ausgeschlossen werden. Im vorliegenden Fall kénnten durch Ubertragung von aufler-
halb der Borderregionen gelegenen Sequenzen folgende DNA-Abschnitte in die gentech-
nisch veranderten 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;
(i) die traF-Region, enthaltend den oriT des Plasmids RK2;
(iv) der trfA-Lokus des Plasmids RK2 (kodiert zwei Proteine, die fir 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 nptlll-Gens;
(viii) der Replikationsursprung des Plasmids pMB1.
Das nptlll-Gen (i), das mit seinem eigenen Promotor in den gentechnisch veranderten Pflan-
zen enthalten sein konnte, 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, wird jedoch in der Humantherapie
verwendet. Fur den Einsatz in der Humantherapie stellt es ein wichtiges Reserveantibiotikum
dar. Resistenzen gegenuber Amikacin sind bisher nicht weit verbreitet. Aufgrund der gerin-
gen Wahrscheinlichkeit eines horizontalen Gentransfers von Pflanzen-DNA auf Mikroorga-
nismen und der Abwesenheit eines Selektionsdrucks auf den Freisetzungsflachen ist jedoch
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nicht davon auszugehen, dal} die Prasenz dieses Gens in den gentechnisch veranderten
Zuckerriben zu einer signifikanten Erhdhung der Gesamtfrequenz dieses Resistenzmecha-
nismus bei Mikroorganismen fuhren wird.

RK2 gehort gehoért 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 gréRer 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. Pro Bakteriengenom konnen bei IS1T mehr als 40
Kopien vorliegen. Kopien von 1S1 kénnen sowohl chromosomal als auch plasmidal lokalisiert
sein und wurden auch in Prophagen nachgewiesen. Es ist anzunehmen, dal’ eine Ausbrei-
tung dieses Insertionselements Uber horizontalen Gentransfer zwischen Bakterien leicht
mdglich ist. Im Vergleich hierzu ist eine theoretisch denkbare Ausbreitung Uber einen hori-
zontalen Gentransfer von den gentechnisch veranderten Pflanzen auf Mikroorganismen ver-
nachlassigbar gering.

Das pMB1-Replikon (viii) gehdrt 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, dal die eventuelle Prasenz des Replikationsursprungs von pMB1 im Pflanzenchromo-
som zu einer Erhdhung der Gesamtfrequenz des horizontalen Gentransfers beitragt.

I11.1.2.5. Zur Erzeugung der gentechnisch veranderten Zuckerribenpflanzen eingesetzte Ag-
robakterien

Zur Erzeugung der Originaltransformanten, von denen die freizusetzenden gentechnisch
veranderten Zuckerribenpflanzen abstammen, wurden sterile Keimblatter mit Agrobakterien
inokuliert, die die zu Ubertragenden Gene zwischen den Borderregionen der entsprechenden
bindren Vektorplasmide enthielten. Der verwendete Agrobacterium-Stamm ist, im Gegensatz
zu den weit verbreiteten Wildformen von A. tumefaciens, "disarmed" ("entwaffnet"), d. h. er
ist nicht mehr zur Tumorinduktion befahigt. Nach erfolgter Transformation wurde zur Elimi-
nierung der Agrobakterien eine Antibiotikabehandlung durchgefiihrt. Die freizusetzenden
Pflanzen sind aufRerdem Uber Samen vermehrt worden. Durch diese generative Vermehrung
sind ggf. nach der Antibiotikabehandlung noch verbliebene Agrobakterien aus den gentech-
nisch veranderten Zuckerribenlinien entfernt worden.



