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Der folgende Text fasst die Risikobewertung von gentechnisch veranderten Organismen zusam-

men, die fur ein Freisetzungsvorhaben in Deutschland genutzt werden sollen. Der Text ist Be-

standteil des Genehmigungsbescheids, der zu einem Antrag auf Genehmigung einer Freisetzung

von gentechnisch veranderten Organismen nach der Richtlinie 2001/18/EG und dem deutschen

Gentechnikgesetz (GenTG) erteilt worden ist. Der Bescheid wurde vom Bundesamt fiir Verbrau-

cherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) als der in Deutschland nach dem Gentechnikrecht

zustandigen Behoérde ausgestellt und enthalt die Abschnitte:
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Genehmigung

Nebenbestimmungen

Begriindung

Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 GenTG
Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 1 Nr. 1 GenTG
Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 1 Nr. 3 GenTG
Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 1 Nr. 2 GenTG
Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 4 und 5 GenTG
Wiirdigung und Bescheid der Einwendungen

Kosten

Rechtsbehelfsbelehrung

Nur der Bescheid ist rechtlich verbindlich. Der folgende Auszug umfasst das Kapitel I11.1.2. des

Bescheides und wurde fur das Biosafety Clearing-House zusammengestellt.

.1.2.1.

Bewertung der durch die ubertragenen Nukleinsauresequenzen bewirkten
Veranderungen in den gentechnisch veranderten Erbsen

(a) o—Amylase-Gen

Die gentechnisch veranderten Erbsenpflanzen enthalten 1800 bp der 1948 bp grolien Amy-
Li-Sequenz (a—Amylase-Gen) aus B. licheniformis unter der Kontrolle des samenspezifi-
schen USP-Promotors der Ackerbohne (Vicia faba) und der Terminatorsequenz des ocs-
Gens aus A. tumefaciens.
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a—Amylasen wirken am Abbau von Starken mit, indem sie die a-1,4-glykosidischen Bindun-
gen von Oligo- und Polysacchariden hydrolysieren. Sie kommen aul3er in Bakterien auch bei
Pilzen, héheren Pflanzen und Tieren vor. Amylasen werden vielfaltig in der Garungs- und
Backwarenindustrie eingesetzt. Die Ubertragene o—Amylase aus B. licheniformis zeichnet
sich nach Angaben der Antragstellerin durch eine hohe Hitzestabilitdt und ein breites pH-
Optimum (stabil bei 25 °C bei pH 6 — 11 sowie bei der Optimaltemperatur 76 °C bei pH 9)
aus.

Der USP-Promotor ist Bestandteil des USP-Gens, das aus den reifen Kotyledonen von V.
faba durch die Antragstellerin isoliert wurde. Proteine, vergleichbar dem USP-Protein, wer-
den auch bei anderen Pflanzenarten gefunden. Obwohl die Funktion des Proteins bisher
noch unbekannt ist, liegen Kenntnisse zur Funktion des Promotors vor. Es handelt sich um
einen starken Promotor, der nach Angaben der Antragstellerin frih in der Samenentwicklung
aktiv wird.

Gentechnisch veranderte Erbsenpflanzen, in denen das bakterielle o—Amylase-Gen ho-
mozygot vorliegt, zeigen nach den Angaben der Antragstellerin auch in der flinften Generati-
on im Gewachshaus keine signifikanten Gestalts- und sonstigen Habitus-Veranderungen.
Das Gen wird stabil vererbt und exprimiert.

Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dal sich unter Freilandbedingungen Auswir-
kungen der rekombinanten a—Amylase auf die Pflanzen bemerkbar machen. Die rekombi-
nante a—Amylase wird in Proteinkdrpern lokalisiert. Es kann jedoch davon ausgegangen
werden, dal es auch bei suboptimalen Temperaturen zu einem Abbau der endogenen Sa-
menstarke, dem Hauptbestandteil von Erbsensamen (ca. 70 %), kommt. Dabei entsteht vor-
wiegend Maltose, Maltotriose und a—Dextrin. Die Folge einer partiellen Veranderung der
Kohlenhydratzusammensetzung kdnnte moglicherweise den osmotischen Wert der Samen
verandern und die Frosttoleranz u. U. erhdhen. Eine unerwinschte Aussaat der Erbsensa-
men wird jedoch durch die vorgesehenen SicherheitsmalRnahmen verhindert.

Schéadliche Auswirkungen fur die Rechtsguter des § 1 Nr. 1 GenTG lassen sich nicht ablei-
ten,

(b) Das bar-Gen

Das bar-Gen steht in den gentechnisch veranderten Pflanzen unter der Kontrolle des Promo-
tors des nos-Gens sowie der Terminatorsequenz des g7-Gens aus A. tumefaciens. Es wurde
zur Selektion transformierter Pflanzenzellen verwendet.

Das bar-Gen kodiert fur eine Acetyltransferase (PAT), die sehr spezifisch die Acetylierung
von L-Phosphinothricin katalysiert. L-Phosphinothricin, ein Analogon der Glutaminsaure, ist
der aktive Bestandteil des Herbizidwirkstoffs Glufosinat-Ammonium (= Ammonium-D,L-Phos-
phinothricin) und inhibiert durch kompetitive Hemmung die Glutaminsynthetase. Aus diesem
Grund findet Phosphinothricin als Wirkstoff in dem nicht-selektiven Herbizid Basta Ver-
wendung. Basta enthalt die Enantiomeren D- und L-Phosphinothricin im Verhaltnis 1 : 1. D-
Phosphinothricin wirkt nicht als Glutaminsynthetase-Hemmstoff.
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Nach Anwendung von Glufosinat-Ammonium kommt es in nicht-gentechnisch veranderten

Geweben zu einer Ammonium-Akkumulation und infolgedessen zum Absterben der Zellen.

In den gentechnisch veranderten Geweben wird L-Phosphinothricin durch die Acetylierung in
das Derivat N-Acetyl-Phosphinothricin Uberfuhrt, das keine herbizide Wirkung besitzt. Die
gentechnisch veranderten Pflanzen sind dadurch tolerant gegentiber dem Herbizid Basta.
Die Substratspezifitdt der Phosphinothricin-Acetyltransferase ist hoch. Selbst das Phosphi-
nothricin-Analogon Glutamat wird kaum umgesetzt. Mit dem Auftreten neuer Stoffwechsel-
produkte aufgrund der Expression des bar-Gens in den Pflanzen ist daher in Abwesenheit
des Substrates nicht zu rechnen. D-Phosphinothricin wird durch die Phosphinothricin-
Acetyltransferase nicht metabolisiert.

Schadliche Einwirkungen der in den gentechnisch veranderten Pflanzen enthaltenen Phos-
phinothricin-Acetyltransferase waren bei einem Verzehr von Pflanzenteilen durch Tiere oder
Menschen ebenfalls nicht zu erwarten. Bei einer oralen Aufnahme ware davon auszugehen,
dal® das Enzym ebenso wie Proteine im allgemeinen im Verdauungstrakt abgebaut wirde.
Die Phosphinothricin-Acetyltransferase besitzt keine der fir allergene Proteine aus Nah-
rungsmitteln typischen Eigenschaften (Hitzestabilitat, Stabilitdt im Verdauungstrakt) sowie
keine Sequenzhomologie zu bekannten Allergenen.

Eine Phosphinothricin-Behandlung der Freisetzungsflache ist nicht vorgesehen.
(c) Das uidA-Gen (GUS-Gen)

Das uidA-Gen, das flr das Enzym B-Glucuronidase kodiert, ist promotorlos und enthalt die
Nopalinsynthase-Terminationsregion von A. tumefaciens. Es ist Bestandteil der Ti-Region
des zur Transformation eingesetzten Vektors pGPTV-BAR und wird als Reportergen fir
Promotoruntersuchungen eingesetzt. Eine Expression des uidA-Gens in den gentechnisch
veranderten Erbsenpflanzen ist nicht zu erwarten.

(d) Bordersequenzen aus Ti-Plasmiden und Regulationssequenzen

Die gentechnisch veranderten Pflanzen enthalten Sequenzen der linken und der rechten
Borderregion der T-DNA des Plasmids pTiT37 aus A. tumefaciens. Diese Sequenzen bewirk-
ten, abhangig von den Genprodukten der vir-Region der in dem zur Transformation verwen-
deten Agrobacterium-Stamm EHA105 vorhandenen Deletionsvariante des Helferplasmids
pTiBo542, das nicht in die Pflanzen Ubertragen wurde, die Integration der zwischen den
Borderregionen liegenden Gene in das Genom der Erbsenpflanzen. Diese Borderregionen
des Ti-Plasmids sind in den gentechnisch veranderten Pflanzen funktionslos und lassen kei-
ne Veranderungen in den Pflanzen erwarten.

Die gentechnisch veranderten Pflanzen enthalten in das Genom integriert folgende Regulati-

onssequenzen:
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die Promotorregion USP-Gens aus Vicia faba,
den Promotor des Nopalin-Synthase-Gens aus A. tumefaciens,

die Terminatoren des Octopin-Synthase-Gens und des Gens 7 der T-DNA aus A. tume-
faciens.

Die Promotor- und Terminationssequenzen regeln die Expression der zwischen ihnen lie-
genden kodierenden DNA-Sequenzen in den gentechnisch veranderten Pflanzen. Ausflh-
rungen zu den Auswirkungen der Expression dieser Sequenzen in den Erbsenpflanzen fin-
den sich unter I11.1.2.1.(a) und (b).

(e) Aulerhalb der T-DNA gelegene Sequenzen

In der Regel werden bei Transformationen mit Hilfe von Agrobakterien nur die innerhalb der
Borderregionen liegenden Sequenzen des verwendeteten Vektors in das Pflanzengenom in-
tegriert. Eine Ubertragung von Sequenzen jenseits der Borderregionen wurde berichtet. Im
Fall der Erbsentransformante ,pGPTV-BAR::USPPAMYLI“ ist aufgrund der vorliegenden
Southern-blot-Ergebnisse sowie Daten zur Expression der Ubertragenen Gene davon auszu-
gehen, dal} keine Sequenzen des Vektors aulRerhalb der Border tbertragen wurden.

(f) 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, beeinflult werden. Im
vorliegenden Fall kdnnte dies dazu fuhren, dal} es in den Samen der gentechnisch verander-
ten Pflanzen zu einer Verschiebung des Anteiles verschiedener Kohlenhydrate kommt. Risi-
ken fur die Umwelt oder die Gesundheit von Menschen oder Tieren sind daraus nicht abzu-
leiten.

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 Ver-
mehrung der gentechnisch veranderten Pflanzen im Gewachshaus wurden jedoch keine Be-
obachtungen 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. Inaktivierungen von Genen bzw. Anderungen der Regulation von
Genen treten auch durch eine Reihe weiterer natirlicher Vorgange, z. B. Punktmutationen,
Deletionen oder Translokationen, auf und werden Ublicherweise in der Pflanzenziichtung ge-
nutzt. Eine mogliche Beeinflussung pflanzlicher Stoffwechselwege durch solche Ereignisse
ist daher jederzeit auch in nicht gentechnisch veranderten Pflanzen méglich. Insofern unter-
scheiden sich die hier freizusetzenden gentechnisch veranderten Pflanzen in ihren diesbe-
ziglichen Eigenschaften grundsatzlich nicht von nicht gentechnisch veranderten Pflanzen.
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Erbsen enthalten naturlicherweise allergen wirkende Proteine. Die vorliegenden Informatio-
nen lassen jedoch keine Erhdhung des allergenen Potentials der gentechnisch veranderten
Erbsenpflanzen erwarten. Es ist nicht davon auszugehen, dall das promotorlose uidA-Gen in
den Pflanzen exprimiert wird. Da das neu eingeflhrte a-Amylase-Gen in den gentechnisch
veranderten Pflanzen unter der Kontrolle eines samenspezifischen Promotors steht, ist nicht
zu erwarten, dass es zu einer Bildung der a-Amylase in den Erbsenpollen kommt. Aus zahl-
reichen Freisetzungen von Pflanzen, die das bar-Gen unter der Kontrolle nicht-
gewebespezifischer Promotoren exprimieren, liegen keine Hinweise auf eine erhdhte Aller-
genitat der Pflanzen vor.

[.1.2.2. Bewertung der Fahigkeit der gentechnisch veranderten Erbsenpflanzen, im
Freiland zu Uberdauern oder sich zu etablieren

Erbsen befinden sich in Mitteleuropa seit mehreren tausend Jahren im landwirt-
schaftlichen Anbau. Eine Etablierung von Erbsen in natiirlichen Okosystemen wurde
dabei in Europa nicht beobachtet. Erbsen sind eine hoch entwickelte Kulturpflanzen-
art, die auRerhalb von Kulturflaichen keine Uberlebenschance besitzt, da keimende
Erbsen konkurrenzschwach gegenuber auf der Keimflache befindlichen Pflanzenbe-
wuchs (Verunkrautung) sind. Sie kdnnen sich daher an solchen Standorten nicht
dauerhaft ansiedeln.

Die verwendete Erbsensorte ,Erbi“ ist eine sommerannuelle Kulturpflanzensorte, die
sich sexuell Uber Samen vermehrt. Eine vegetative Vermehrung beispielsweise
durch Knollen oder Speicherwurzeln findet nicht statt. Eine Verbreitung der Samen
im Bestand kann bei Offnung der Hiilsen vor der Ernte erfolgen. Die in Deutschland
verwendeten Sommererbsensorten sind frostempfindlich. Erbsensamen kénnen je-
doch unter bestimmten klimatischen Bedingungen (milde Winter) Uberdauern. Sollten
Samen im Boden verbleiben, wirden bei glinstigen Witterungsbedingungen aus die-
sen aufwachsende Pflanzen durch die von der Antragstellerin vorgesehene Nach-
kontrolle erfaf3t und von ihr unschadlich entsorgt.

Eine mdgliche Veranderung der Frostempfindlichkeit der Knollen als Folge einer
durch die Aktivitat der ac—Amylase induzierte Veranderungen in der Kohlenhydratzu-
sammensetzung ist nicht auszuschliel3en. Dieses wird durch die vorgesehene An-
baupause von einem Jahr und durch die durchzuflihrende Nachkontrolle ausreichend
bertcksichtigt. Ein Auffinden von Durchwuchserbsen wird dadurch ohne Probleme
maoglich.

Die in der Versuchsplanung des vorliegenden Antrags vorgesehene Verpackung der
Samenhitilsen vor der Reife sowie die manuelle Ernte schliel3en eine unbeabsichtige
Ausbreitung der gentechnisch veranderten Erbsenpflanzen aus. Gegen ein geplantes
Verrotten der abgeernteten, mechanisch abgetéteten Erbsenpflanzen auf der Frei-
setzungsflache bestehen keine Einwande, da diese Pflanzen sich nicht mehr regene-
rieren konnen.

Somit ist weder mit einer Uberdauerung noch mit einer Verwilderung der gentech-
nisch veranderten Pflanzen zu rechnen.
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1.1.2.3. Bewertung der Mdglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Gene von den
gentechnisch veranderten Erbsenpflanzen durch Pollen auf andere Pflanzen

P. sativum ist fast ausschliel3lich selbstbefruchtend. Der Anteil der Fremdbefruchtung kann
1-3 % betragen und erfolgt vornehmlich durch Insekten (hauptsachlich Wildbienen). Die
Méoglichkeit der Pollentbertragung auf die sexuell kompatible Gartenerbse (P. sativum ssp.
hortense) oder die Futtererbse (P. sativum ssp. arvense) kann daher nicht ausgeschlossen
werden, wird aber durch die vorwiegend erfolgende Selbstbefruchtung weitgehend einge-
schrankt. Der von der Antragstellerin vorgesehene Abstand von 20 m in allen Richtungen zu
landwirtschaftlich genutzten Flachen, bzw. 800 m zu Anbauflachen flr Erbsenlinien der Gen-
bank der Antragstellerin ist als hinreichend anzusehen. In Mitteleuropa kommen keine Wild-
arten der Gattung Pisum vor, die mit P. sativum bastardisieren kénnen. Fur eine Bastardisie-
rung mit anderen Pflanzenarten liegen keine Hinweise vor.

Die Folge einer Befruchtung einzelner Bliten von nicht gentechnisch veranderten Erbsen
und eines einmaligen Nachbaus dieser Erbsen ware das vorubergehende Vorkommen ein-
zelner a-Amylase-produzierender, Phosphinothricin-toleranter Erbsenpflanzen in der Umge-
bung der Freisetzungsflache. Da die eingebrachten Gene den Pflanzen ohne Anwendung
von Phosphinothricin keinen Selektionsvorteil verleihen, sind Risiken fir die Umwelt oder die
Landwirtschaft daraus nicht abzuleiten.

.1.2.4. Bewertung der Méglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Fremdgene
von dem gentechnisch veranderten Erbsen Uber horizontalen Gentransfer auf
Mikroorganismen

Die eingeflhrten kodierenden DNA-Sequenzen wurden im Zuge der Transformation in
Chromosomen der Empfangerorganismen integriert. Untersuchungen zur Transformations-
fahigkeit von Bodenbakterien unter natirlichen Bedingungen lassen folgern, da® auch eine
Ubertragung pflanzlichen genetischen Materials auf Bodenbakterien prinzipiell méglich sein
kann, wenngleich davon auszugehen ist, dal} ein solcher Gentransfer ein sehr seltenes Er-
eignis 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, dald 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.

a—Amylasen kommen aulder in Bakterien auch bei Pilzen, héheren Pflanzen und Tieren vor.
Eine Ubertragung des rekombinanten oa—Amylase-Gens auf diese Organismen wiirde ihnen
keine neuartigen Eigenschaften vermitteln. Ein Selektionsvorteil ist nicht zu erwarten. Des
weiteren ist ein Austausch von o—Amylasen zwischen Mikroorganismen (z.B. Rhizobium)
weitaus wahrscheinlicher als ein horizontaler Gentransfer von den gentechnisch veranderten
Erbsenpflanzen.

Die Inaktivierung von Phosphinothricin durch Acetylierung mit Hilfe der vom bar-Gen kodier-
ten Phosphinothricin Acetyltransferase ist ein bei Bodenmikroorganismen naturlicherweise
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vorkommender Prozell. Bakterien mit einer entsprechenden Resistenz sind in der Umwelt
verbreitet. Auch fur das bar-Gen ist also die Moglichkeit der Ausbreitung durch horizontalen
Gentransfer von nicht gentechnisch veranderten Mikroorganismen gegeben. Selbst im Falle
eines Transfers des bar-Gens von den gentechnisch veranderten Pflanzen in Mikroorganis-
men wurde die Gesamtfrequenz dieser Resistenz in der Umwelt nicht erkennbar erhéht.

Das uidA-Gen ist in Bakterien natirlicherweise verbreitet. Eine Ubertragung des promotorlo-
sen uidA-Gens aus der Pflanze auf Bakterien, die natirlicherweise das uidA-Gen besitzen,
durch Rekombination wurde diesen keinen grundsatzlich neuen Phanotyp verleihen. Diese
trifft auch fur Mikroorganismen zu, denen das uidA-Gen fehlt, da das Ubertragene, promotor-
lose Gen nicht exprimiert wird.

Aulerhalb der T-DNA gelegene DNA-Abschnitte des Vektors konnten mit Hilfe der Southern-
blot-Analyse nicht nachgewiesen werden.

1.1.2.5. Zur Erzeugung der gentechnisch veranderten Erbsenpflanzen eingesetzte Ag-
robakterien

Zur Erzeugung der gentechnisch veranderten Erbsenpflanzen wurden Agrobakterien ver-
wandt, die die zu Ubertragenden Gene zwischen den Borderregionen eines bindren Vektor-
plasmids enthielten. Die verwendeten Agrobakterien sind, im Gegensatz zu den weit verbrei-
teten Wildformen von A. tumefaciens, "disarmed" ("entwaffnet"), d. h. nicht mehr zur Tumor-
induktion befahigt. Nach erfolgter Transformation wird in der Regel zur Eliminierung der Ag-
robakterien eine Antibiotikabehandlung durchgefiihrt. Es wurden kein Agrobakterien nach-
gewiesen.

Selbst wenn noch wenige Agrobakterien im gentechnisch veranderten Pflanzenmaterial ver-
blieben sein sollten, besteht kein Risiko. In Betracht zu ziehen ware in diesem Fall die Mog-
lichkeit einer Ubertragung der Transgene durch die Agrobakterien auf andere Pflanzen. Eine
solche Ubertragung, wenn sie stattfande, ware ohne weitere Auswirkungen, denn nach der
Transformation einer Pflanzenzelle durch die modifizierten Agrobakterien mufte diese spon-
tan zu einer fertilen Pflanze regenerieren, damit die Transgene an die Nachkommen weiter-
gegeben werden kénnen. Damit ist unter naturlichen Bedingungen nicht zu rechnen.

Weiterhin wéare eine magliche Ubertragung der Transgene aus Agrobakterien durch horizon-
talen Gentransfer in andere Bakterien in der Umwelt in Betracht zu ziehen (siehe 111.1.2.4).



