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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:

l. Genehmigung

Il. Nebenbestimmungen

II. Begriindung

l.1. Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 GenTG

l11.1.1. Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 1 Nr. 1 GenTG
l11.1.2. Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 1 Nr. 3 GenTG
l11.1.3. Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 1 Nr. 2 GenTG
ll1.1.4. Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 4 und 5 GenTG
.2 Wirdigung und Bescheid der Einwendungen

V. Kosten

V. 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.

l11.1.2.1.  Bewertung der durch die tbertragenen Nukleinsduresequenzen bewirkten Ver-
anderungen in den gentechnisch veranderten Pflanzen

(a) Das native bar-Gen

Das bar-Gen aus S. hygroscopicus kodiert flr eine Phosphinothricin-Acetyltransferase
(PAT), die die Acetylierung von L-Phosphinothricin katalysiert. L-Phosphinothricin, der aktive
Bestandteil des herbiziden Wirkstoffs Glufosinat-Ammonium (=Ammonium-D,L-
Phosphinothricin), ist ein Glutaminsaure-Analogon und inhibiert die Glutaminsynthetase.
Nach Anwendung von Glufosinat-Ammonium-haltigen Herbiziden (z. B. Handelsprodukt Bas-
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ta®) kommt es in nicht transgenen Pflanzen zu einer Akkumulation von Ammonium im grii-
nen Pflanzengewebe und infolgedessen zum Absterben der Pflanzen. In gentechnisch ver-
anderten Pflanzen, die das bar-Gen exprimieren, wird L-Phosphinothricin durch die Acetylie-
rung in das Derivat N-Acetyl-Phosphinothricin Uberflhrt, das keine herbizide Wirkung besitzt.
Die Bildung weiterer Stoffwechselprodukte ist nicht wahrscheinlich, da als Substrate fir das
PAT-Enzym nur dem Phosphinothricin strukturverwandte Aminosauren, wie z.B. Glutamat, in
Frage kommen. Entsprechende Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass selbst Gluta-
mat und andere Strukturverwandte kaum umgesetzt werden.

Ublicherweise wird das bar-Gen (oder das nahe verwandte pat-Gen aus S. viridochromoge-
nes) zur gentechnischen Entwicklung von herbizidtoleranten landwirtschaftlichen Kulturpflan-
zen verwendet. Im Vorhaben der BFH dagegen soll das bar-Gen genutzt werden, um einen
horizontalen Gentransfer von den genetisch veranderten Hybridaspen auf Ektomykorrhi-
zapilze nachweisen zu kdnnen. Dazu sind eine Auspragung der Herbizidtoleranz in den Hyb-
ridaspen sowie die Applikation des Komplementarherbizids in dem Pflanzenbestand nicht er-
forderlich. In Ektomykorrhizapilzen sollten jedoch das bar-Gen nach einem erfolgreichen ho-
rizontalen Gentransfer exprimiert und das PAT-Enzym gebildet werden.

Aus diesem Grund wurde ein Konstrukt entwickelt, bei dem das native bar-Gen unter der
Kontrolle von zwei verschiedenen Promotoren exprimiert wird: der Promotor des Glycerinal-
dehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-Gens (GPD-Promotor) aus dem Pilz Cochliobolus hete-
rostrophus befindet sich am 5-Ende des bar-Gens und soll zum Nachweis eines erfolgten
horizontalen Gentransfers die Selektion transgener Ektomykorrhizapilze ermdglichen. Als
zweiter Promotor wurde der 35S-Promotor des Cauliflower Mosaic Virus (CaMV) verwendet.
Die Anordnung des 35S-Promotors entgegengesetzt zur normalen Transkriptionsrichtung am
3‘-Ende des bar-Gens hat die Expression des Gens in antisense-Orientierung zur Folge. Mit
diesem Ansatz soll die Auspragung einer Herbizidtoleranz in den gentechnisch veranderten
Hybridaspen auch fir den Fall verhindert werden, dass der GPD-Promotor auch in Pflanzen
aktiv sein sollte. Es liegen keine Daten uber eine mogliche Phosphinothricin-Resistenz der
transgenen Hybridaspen vor. Der Einsatz von Phosphinothricin-haltigen Herbiziden an den
gentechnisch veranderten Pflanzen ist wahrend des Versuchs nicht vorgesehen.

Auch im Falle einer Expression des PAT-Proteins in den gentechnisch veranderten Hyb-
ridaspen waren schadliche Einwirkungen bei einem Verzehr von Pflanzenteilen durch Tiere
oder - was nicht Ublich ist - durch Menschen nicht zu erwarten. Bei einer oralen Aufnahme
ware davon auszugehen, dass das Enzym ebenso wie Proteine im allgemeinen im Verdau-
ungstrakt abgebaut wirde. Das PAT-Protein besitzt keine der fur allergene Proteine aus
Nahrungsmitteln typischen Eigenschaften (Hitzestabilitat, Stabilitédt im Verdauungstrakt) so-
wie keine Sequenzhomologie zu bekannten Allergenen.

(b) Das npt/l-Gen

Das in die gentechnisch veranderten Pflanzen Ubertragene npt/l-Gen kodiert das Enzym Ne-
omycin-Phosphotransferase. Es wurde als Markergen zur Selektion transformierter Pflan-
zenzellen eingefiihrt. Die Neomycin-Phosphotransferase ist eine Aminoglycosid-3'-
Phosphotransferase des Typs Il (APH(3")Il), welche die ATP-abhangige Phosphorylierung
der 3'-OH-Gruppe des Aminohexose-Rings bestimmter Aminoglycosid-Antibiotika katalysiert,
wodurch diese inaktiviert werden. Das Enzym zeichnet sich durch eine hohe Substratspezifi-
tat aus. Zu den Substraten der APH(3')lI-Enzyme zahlen die Antibiotika Kanamycin, Neomy-
cin, Geneticin, Butirosin, Gentamicin A und B sowie Paromomycin. Die in der Humanmedizin
therapeutisch bedeutsamen Gentamicine und sonstigen Aminoglycoside und Aminocyclitole
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gehdren nicht zum Substratspektrum der APH(3')-II-Enzyme. In der Tiermedizin finden Ka-
namycin und Neomycin jedoch breite Anwendung.

Aufgrund der Substratspezifitdt der Neomycin-Phosphotransferase ist zu erwarten, dass un-
ter Freilandbedingungen in den gentechnisch veranderten Pflanzen bei fehlendem Substrat
keine neuen Stoffwechselprodukte entstehen. Da die betreffenden Antibiotika im Boden nicht
in hdheren Konzentrationen vorliegen, vermittelt die Neomycin-Phosphotransferase den gen-
technisch veranderten Pflanzen im Freiland keinen Selektionsvorteil. Eine Toxizitat des En-
zyms fur Pflanzen, Tiere, Mikroorganismen oder den Menschen liegt nicht vor.

(c) AulRerhalb 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 Sequen-
zen jenseits der Border wurde jedoch berichtet und kann aufgrund der im Antrag enthaltenen
Angaben nicht ausgeschlossen werden.

Der verwendete Transformationsvektor pBl121-Bar wurde aus pBIN19 lber pBI121 entwi-
ckelt. Bestandteil des Rlckgrats dieses Vektors ist u. a. das npflll-Gen. Die gentechnisch
veranderten Hybridaspen wurden mittels PCR auf Anwesenheit des nptlll-Gens untersucht.
Die Ergebnisse zeigen, dass keine der funf fir die Freisetzung vorgesehenen Primartrans-
formanten ein vollstandiges nptlll-Gen enthalt.

Da keine weitere Analyse der in die Hybridaspen integrierten Sequenzen durchgefihrt wur-
de, wird der Risikoabschatzung zugrunde gelegt, dass der gesamte Ubrige Vektor integriert
worden ist. Der Vektor pBIN19 enthalt auRerhalb der Borderregionen aufler dem nptlll-Gen:

(1.) den Replikationsursprung oriV des Plasmids RK2;
(2.) die traF-Region, enthaltend den oriT des Plasmids RP2;

(3.) den trfA-Lokus des Plasmids RK2 (kodiert zwei Proteine, die fur die Replikation des
Plasmids erforderlich sind);

(4.) ein nicht-funktionales Fragment des klaC-Gens aus dem Plasmid RK2;
(5.) das tetA-Gen des Plasmids RK2 (durch Insertion der T-DNA-Region unterbrochen);
(6.) den Replikationsursprung des Plasmids pMB1.

(1) und (2): Der Replikationsursprung oriV (1) bzw. der oriT (2) des Plasmids RK2 ermdgli-
chen die Replikation des Plasmids in einem weiten Wirtsbereich gram-negativer Bakterien
bzw. seinen konjugativen Transfer, sofern die Mobilisierungsfunktionen durch ein Helfer-
plasmid zur Verfugung gestellt werden.

(3), (4), (5) und (6): Es gibt keine Hinweise daflr, dass oriV bzw. oriT von RK2, der Replika-
tionsursprung von pMB1 (6) oder die tbrigen DNA-Abschnitte bakteriellen Ursprungs (3, 4,
5) in hdheren Pflanzen eine Funktion hatten. Einige der DNA-Abschnitte sind zudem unvoll-
standig (4) bzw. unterbrochen (5).

(d) Positionseffekte und Kontextanderungen; Allergenitat
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Die Expressionsstarke von Genen, die mittels gentechnischer Methoden in das Genom von
Pflanzen integriert werden, ist abhangig vom Insertionsort im Chromosom bzw. von der Um-
gebung des Insertionsorts (,Positionseffekt®). Unter Freilandbedingungen kann die Expressi-
onsstarke zudem durch Umwelteinflisse, z. B. durch die Temperatur, beeinflusst werden. Im
vorliegenden Fall kdnnte dies dazu flhren, dass die Eigenschaften der gentechnisch veran-
derten Pflanzen im Freiland nicht in gleichem Malf3e verandert sind wie unter Klimakammer-
oder Gewachshausbedingungen. Risiken fur die Umwelt oder die Gesundheit von Menschen
oder Tieren sind daraus nicht abzuleiten.

Durch die Insertion der Fremdgene kann es zu Beeinflussungen der Expression oder Regu-
lation pflanzeneigener Gene am bzw. in der Nahe des Insertionsorts kommen. Beeinflussun-
gen pflanzlicher Stoffwechselwege durch solche Vorgange sind moglich. Wahrend der bishe-
rigen Arbeiten mit den gentechnisch veranderten Pflanzen wurden jedoch keine Beobach-
tungen gemacht, die auf ein solches Ereignis hindeuten.

Bewegliche genetische Elemente (transponierbare Elemente), die durch Transposition im
Genom Effekte auf am Zielort vorhandene Pflanzengene ausuben 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 Pflanzenzuchtung genutzt. Eine mogliche Beeinflussung pflanzli-
cher Stoffwechselwege durch solche Ereignisse ist daher jederzeit auch in nicht gentech-
nisch veranderten Pflanzen mdglich. Insofern unterscheiden sich die hier freizusetzenden
gentechnisch veranderten Pflanzen in ihren diesbezuglichen Eigenschaften grundsatzlich
nicht von nicht gentechnisch veranderten Pflanzen.

Es ist beim gegenwartigen Kenntnisstand nicht moéglich, 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 oder das bar-Gen unter
der Kontrolle nicht-gewebespezifischer Promotoren exprimieren, keine Hinweise auf eine er-
hohte Allergenitat der Pflanzen vor. Die gentechnisch veranderten Baume sollen im Verlauf
des Freisetzungsvorhabens nicht zu Blute gelangen.

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

Es ist vorgesehen, die gentechnisch veranderten Hybridaspen zum Versuchsende aus dem
Boden zu reillen und zu verbrennen, sofern nicht Teile der Baume fir weitere Untersuchun-
gen verwendet werden. Die Genehmigungsbehdrde geht davon aus, dass dies umweltge-
recht erfolgen wird. Eventuell Gbrig bleibendes Material, das zum Wiederaustreiben befahigt
ist, soll durch Herbizideinsatz inaktiviert werden. Wahrend zweier Jahre nach Versuchsende
soll das Feld kontrolliert und mit Herbizid behandelt werden. Gegebenenfalls auftretende
Wurzelschdsslinge sollen ausgegraben und kontrolliert abgetotet werden (z. B. durch Ver-
brennen). In die Kontrolle wahrend und im Anschluss an die Freisetzung ist eine 15 m breite
Flache um die Freisetzungsflache herum einzubeziehen. Dadurch wird der Mdglichkeit
Rechnung getragen, dass sich das Wurzelsystem der Hybridaspen dieser Freisetzung und
der Espen der derzeit laufenden Freisetzung (Az. 6786-01-0048), die auf einer Flache in
unmittelbarer Nachbarschaft zur bevorzugten Freisetzungsflache dieses Vorhabens durchge-
fuhrt wird, im Verlauf der Freisetzung auch Uber die Freisetzungsflache hinaus entwickeln
kann und sich an diesen Wurzeln Wurzelschdsslinge entwickeln kénnten.
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Die Wahrscheinlichkeit einer Uberdauerung der gentechnisch veranderten Pflanzen durch
nach der Beendigung des Versuchs und den NachkontrollmaRnahmen mdglicherweise im
Boden verbliebene Wurzelteile ist nach den Erfahrungen des Antragstellers sehr gering.
Demzufolge ist die Moglichkeit, dass gentechnisch veranderte Hybridaspen im Freiland
Uberdauern oder sich auf diesem Wege Pflanzen etablieren, dulRerst gering. Hinweise auf
eine erhohte Viabilitat und Fertilitét, die eine Uberdauerung oder Verwilderung der gentech-
nisch veranderten Pflanzen begunstigen wirden, gibt es nicht.

Aus den genannten Grinden ist daher weder eine Etablierung noch eine unkontrollierte
Uberdauerung der gentechnisch veranderten Pflanzen zu erwarten.

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

Hybridaspen sind diézisch. Die fir diese Freisetzung vorgesehenen gentechnisch verander-
ten Pflanzen gehen auf den Hybridaspenklon T89 zurlck, der nur mannliche Bllaten bildet.
Pollen von Populus-Arten werden durch den Wind verbreitet. Auskreuzungen auf Pflanzen
aullerhalb der Freisetzungsflache kénnten nicht ausgeschlossen werden, wenn die Pflanzen
aus dem Versuch zum Blihen kdmen.

Die gentechnisch veranderten Hybridaspen sollen im Alter von 6 Monaten bis 1 Jahr ausge-
pflanzt werden. Im allgemeinen erreichen die Hybridaspen die generative Phase nach etwa
sieben bis 15 Jahren. Die Antragstellerin sieht vor, die Freisetzung nach drei Jahren, und
somit rechtzeitig vor Erreichen der generativen Phase der Pflanzen, zu beenden. Daruber
hinaus sieht die Antragstellerin vor, vor dem Laubausbruch im Fruhjahr die Baume auf die
Ausbildung von Blitenknospen zu beobachten und eventuell auftretende Blutenknospen vor
der Anthese zu entfernen, um jeglichen sexuellen Austausch mit Pflanzen der Umgebung zu
verhindern. Entsprechende MalRnahmen sind auch Gegenstand der Regelungen der Neben-
bestimmung I1.6. dieses Bescheides.

Die umfangreichen Erfahrungen, die die Antragstellerin im Umgang mit Hybridaspen ge-
sammelt hat, darunter auch gentechnisch veranderte, zeigen, dass die Ausbildung von Blu-
tenknospen an Hybridaspen vor der Bliitenéffnung sicher erkannt werden kann. Die Ubertra-
gung genetischer Information von diesen gentechnisch veranderten Hybridaspen tber Pollen
auf andere Pflanzen ist deshalb nicht zu erwarten.

[.1.2.4. Bewertung der Méglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Fremdgene
von den gentechnisch veranderten Pflanzen Uber horizontalen Gentransfer auf
Mikroorganismen

Die eingefuhrten Sequenzen sind stabil in den Chromosomen der Empfangerorganismen in-
tegriert. Beweise flr eine unter natlrlichen Bedingungen stattfindende Ubertragung geneti-
scher Information aus Pflanzen und ihrer Expression in Mikroorganismen liegen nicht vor.
Untersuchungen zur Transformationsfahigkeit von Bodenbakterien unter naturlichen Bedin-
gungen lassen jedoch folgern, dass auch eine Ubertragung pflanzlichen genetischen Materi-
als auf Bodenbakterien prinzipiell méglich sein kann, wenngleich davon auszugehen ist, dass
ein solcher Gentransfer ein sehr seltenes Ereignis darstellen wiirde. Es ist das Ziel dieses
Freisetzungsvorhabens, wissenschaftlich fundierte Daten zur Méglichkeit und ggf. zur Fre-
quenz eines horizontalen Gentransfers von den gentechnisch veranderten Hybridaspen auf



BVL_FO_04_0022_000_V1.1

SEITE6 VON 8

eine bestimmte Gruppe von Mikroorganismen, die eng mit den Pflanzenwurzeln assoziiert
lebenden Mykorrhizapilze, zu gewinnen.

Soweit anzunehmen ist, dass ein genetischer Austausch zwischen taxonomisch so weit von-
einander entfernten Organismen wie Pflanzen und Bakterien oder Mykorrhizapilzen tatséch-
lich stattfindet, ware zu folgern, dass das Vorkommen eines solchen Austauschs von hetero-
logem Erbmaterial allein betrachtet kein Sicherheitskriterium sein kann, da als Folge eines
solchen Austauschs immer die Aufnahme von jedwedem heterologem Erbmaterial, also jed-
weder pflanzlicher DNA, moglich ware.

(a) Das bar-Gen

Die Inaktivierung von Phosphinothricin durch Acetylierung ist ein bei Bodenmikroorganismen
naturlicherweise vorkommender Prozess. Bakterien mit einer entsprechenden Resistenz sind
in der Umwelt verbreitet. Diese Resistenz kann sich also auch durch horizontalen Gentrans-
fer von nicht gentechnisch veranderten Mikroorganismen ausbreiten. Selbst im Falle eines
Transfers des bar-Gens von den gentechnisch veranderten Pflanzen in Mikroorganismen
wuirde die Gesamtfrequenz dieser Resistenz in der Umwelt nicht erkennbar erhoht.

(b) Das nptll-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 prufen, ob durch einen
moglichen 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 nattrlicherweise bei Bodenmikroorganismen vor. APH(3')ll-Enzyme wurden
zudem in klinischen Isolaten von Menschen gefunden. Die weite Verbreitung von Genen, die
eine Resistenz gegen Aminoglycosid-Antibiotika vermitteln, ist durch die haufige Anwendung
dieser Antibiotika sowie dadurch zu erklaren, dass diese Gene oft auf Plasmiden lokalisiert
sind, wodurch eine effektive Ubertragung durch Konjugation méglich ist. Selbst im Falle ei-
nes horizontalen Gentransfers von den gentechnisch veranderten Hybridaspen auf Mikroor-
ganismen wurde somit die Gesamtfrequenz dieses Resistenzmechanismus nicht erkennbar
erhoht.

(c) Regulationssequenzen

Auch bei einer Ubertragung der in den Konstrukten verwendeten Regulationssequenzen ist
eine Erhdhung der Gesamtfrequenz der entsprechenden DNA-Sequenzen nicht zu beflrch-
ten. Diese Regulationssequenzen stammen aus dem Cauliflower Mosaic Virus (CaMV), ei-
nem pflanzeninfizierenden, doppelstrangigen DNA-Virus, aus dem ubiquitar verbreiteten Bo-
denbakterium Agrobacterium tumefaciens und aus dem weit verbreiteten Pilz Cochliobolus
heterostrophus.

(d) AuRerhalb der T-DNA gelegene Sequenzen

Durch Ubertragung von auferhalb der Borderregionen gelegenen Sequenzen kénnten fol-
gende DNA-Abschnitte in die gentechnisch veranderten Pflanzen integriert worden sein:
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(1.) Teile des nptlll-Gens aus Streptococcus faecalis (kodiert eine Aminoglycosid-3'-
Phosphotransferase des Typs lll) fir Resistenz gegentiber Aminoglycosid-Antibiotika;

(2.) der Replikationsursprung oriV des Plasmids RK2;
(3.) die traF-Region, enthaltend den oriT des Plasmids RK2;

(4.) der trfA-Lokus des Plasmids RK2 (kodiert zwei Proteine, die fir die Replikation des
Plasmids erforderlich sind);

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

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

(8.) der Replikationsursprung des Plasmids pMB1.

Nach einer PCR-Untersuchung der Antragstellerin enthalt keines der zur Freisetzung vorge-
sehenen Linien das vollstéandige nptlll-Gen. Das nptlll-Gen, das unter der Kontrolle seines
eigenen Promotors steht, verleiht nach Literaturangaben nicht nur eine Resistenz gegen Ka-
namycin und Neomycin, sondern auch gegenuber dem Antibiotikum Amikacin. Amikacin ist
in Deutschland nicht als Tierarzneimittel zugelassen, kann jedoch in der Humantherapie
verwendet werden. Fir die Humantherapie stellt es ein sogenanntes Reserveantibiotikum
dar. Wegen des Einsatzes als Reserveantibiotikum und der damit einhergehenden nicht hau-
figen Anwendung sind Resistenzen gegenlber 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, dass auch die Anwesenheit eines vollstandigen
nptlll-Gens in den gentechnisch veranderten Hybridaspen zu einer signifikanten Erhéhung
der Gesamtfrequenz dieses Resistenzmechanismus bei Mikroorganismen fuhren wirde.

RK2 gehdrt 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 (2 bis 6) 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 unvollstéandig (5) bzw. unterbro-
chen (6).

Auf Grund des vorgelegten Ergebnisses einer PCR-Untersuchung ist nicht zu erwarten, dass
das vollstandige Insertionselement IS1 in die gentechnisch veranderten Hybridaspen tGber-
tragen worden ist. Das Insertionselement IS1 (7) tritt natlrlicherweise bei verschiedenen Ar-
ten der Enterobacteriaceae auf. Es wurde beispielsweise bei Arten der Gattungen E-
scherichia, Shigella, Klebsiella, Serratia und Salmonella gefunden. Die Kopienzahl pro Bak-
teriengenom kann bei IS1 bis zu > 40 Kopien betragen. Kopien von IS1 kénnen sowohl
chromosomal als auch plasmidal lokalisiert sein und wurden auch in Prophagen nachgewie-
sen. Es ist anzunehmen, dass eine Ausbreitung dieses Insertionselements Uber horizontalen
Gentransfer zwischen Bakterien leicht mdglich ware. Im Vergleich hierzu ware eine theore-
tisch denkbare Ausbreitung Uber einen horizontalen Gentransfer von den gentechnisch ver-
anderten Pflanzen auf Mikroorganismen vernachlassigbar gering.
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Das pMB1-Replikon (8) 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, dass die eventuelle Prasenz des Replikationsursprungs von pMB1 im Pflanzenchromo-
som zu einer Erhdhung der Gesamtfrequenz des horizontalen Gentransfers beitragt.

[.1.2.5. Zur Erzeugung der gentechnisch veranderten Pflanzen eingesetzte Agrobak-
terien

Zur Erzeugung der gentechnisch veranderten Pflanzen wurden sterile Blatter der Hybridas-
pen mit Agrobakterien inkubiert, welche die zu Ubertragenden Gene zwischen den Borderre-
gionen des binaren Vektorplasmids enthielten. Nach erfolgter Transformation wurde zur Eli-
minierung der Agrobakterien eine Antibiotikabehandlung durchgeflhrt.

Der verwendete Agrobacterium-Stamm ist, im Gegensatz zu den weit verbreiteten Wildfor-
men von A. tumefaciens, "disarmed" ("entwaffnet"), d. h. er ist nicht mehr zur Tumorinduktion
befahigt. In dem unwahrscheinlichen, aber theoretisch denkbaren Fall der Ubertragung der
eingefihrten Fremdgene durch solche Agrobakterien in eine Zelle einer anderen Pflanze
musste diese Zelle spontan zu einer ganzen, fertilen Pflanze regenerieren, damit die Fremd-
gene in Keimzellen gelangen wurden. Nur auf diese Weise kdnnten diese Gene an die
Nachkommen der Pflanze weitergegeben werden. Damit ist unter natlrlichen Bedingungen
nicht zu rechnen.

Unter der Annahme, dass ein Vorhandensein geringer Mengen rekombinanter Agrobakterien
in den gentechnisch veranderten Pflanzen nicht auszuschlieRen ist, ist ferner eine mogliche
Ubertragung der in den Agrobakterien enthaltenen bindren Vektorplasmide durch Konjugati-
on auf in der Umwelt vorkommende Wildtyp-Agrobakterien (A. tumefaciens oder A. rhizoge-
nes) in Betracht zu ziehen, die dann wiederum moglicherweise die Fremdgene auf einzelne
Zellen anderer Pflanzen tbertragen konnten.

Im Fall einer Infektion und nachfolgenden Transformation durch Wildtyp-A. tumefaciens bzw.
A. rhizogenes entsteht aus der transformierten Pflanzenzelle ein Tumor ("Wurzelhalsgalle"
bzw. "hairy roots"). Die Bildung einer Pflanze aus einem solchen Tumor ist unter nattrlichen
Bedingungen nicht zu erwarten.

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



