% I Bundesamt fiir
Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit

Antrag 6786-01-0147
Zusammenfassung der Risikobewertung von gentechnisc h verandertem Raps
(Brassica nhapus ssp. oleifera (Metzg.) Sinsk.) mit verdndertem Fettsauremuster
im Rahmen eines Freisetzungsvorhabens,
durchgefiihrt von der deutschen zustandigen Behérde

Berlin, den 16. Mai 2003

Hinweis zu diesem Dokument:

Der folgende Text fasst die Risikobewertung von gentechnisch veranderten Organismen zusammen,
die fur ein Freisetzungsvorhaben in Deutschland genutzt werden sollen. Der Text ist Bestandteil 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 fir Verbraucherschutz und Lebens-
mittelsicherheit (BVL) als der in Deutschland nach dem Gentechnikrecht zustandigen Behérde ausge-
stellt und enthélt die Abschnitte:

l. Genehmigung

Il. Nebenbestimmungen

M. Begrindung

..  Genehmigungsvoraussetzungen gemal § 16 GenTG

Il1.1.1. Genehmigungsvoraussetzungen gemaR § 16 Abs. 1 Nr. 1 GenTG
I11.1.2. Genehmigungsvoraussetzungen gemaR § 16 Abs. 1 Nr. 3 GenTG
I11.1.3. Genehmigungsvoraussetzungen gemaR § 16 Abs. 1 Nr. 2 GenTG
I11.1.4. Genehmigungsvoraussetzungen gemal § 16 Abs. 4 und 5 GenTG
1.2 Wirdigung und Bescheid der Einwendungen

V. Kosten

V. Rechtsbehelfsbelehrung

Nur der Bescheid ist rechtlich verbindlich. Der folgende Auszug umfasst das Kapitel 111.1.2. des Be-

scheides und wurde fiir das Biosafety Clearing House zusammengestellt.

Dienstsitz Braunschweig Abt. Pflanzenschutzmittel Dienstsitz Berlin Referatsgr. Untersuchungen
Bundesallee 50, Geb. 247 Messeweg 11/12 Mauerstral3e 39-42 Diedersdorfer Weg 1

38116 Braunschweig 38104 Braunschweig 10117 Berlin 12277 Berlin

Tel: +49 (0)531 21497-0 Tel: +49 (0)531 299-5 Tel: +49 (0)30 18444-000 Tel: +49 (0)30 18412-0

Fax: +49 (0)531 21497-299 Fax: +49 (0)531 299-3002 Fax: +49 (0)30 18444-89999 Fax: +49 (0)30 18412-2955



SEITE2VON 9

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

(a) Das Acyl-[ACP] Thioesterase-Gen (ClFatB4)

Acyl-[ACP] Thioesterasen hydrolysieren bei der Fettsdurebiosynthese die Thioesterbindung
zwischen dem ACP (Acyl Carrier Protein) und der synthetisierten Acylkette. Substrate des
durch das Acyl-[ACP] Thioesterase-Gen (CIFatB4) kodierten Enzyms aus Cuphea lanceolata
sind Myristyl- und Palmityl-[ACP]. Als Folge der Bildung dieses Enzyms enthdlt das in den
Samen der gentechnisch veranderten Rapspflanzen gebildete Ol bis zu ca. 20% der norma-
lerweise im Rapsol nicht vorkommenden Myristinsaure (Cy40) und vermehrt Palmitinsaure

(016:0)'

Die Expression des in den gentechnisch veranderten Rapspflanzen enthaltenen ClFatB4-
Gens wird durch seinen samenspezifischen Promotor und sein Terminationssignal gesteuert.
In einem der beiden verwendeten Konstrukte soll die Expression duch die Vorschaltung des
vierfachen Enhancers des 35S-Promotors des CaMV verstarkt werden.

Die in den gentechnisch veranderten Rapspflanzen neu gebildete Acyl-[ACP] Thioesterase
katalysiert dort die gleiche Reaktion wie entsprechende Enzyme, die natirlicherweise in den
Samen anderer Pflanzenarten (Wild- und Kulturpflanzen) vorkommen. Die neu bzw. in er-
hohter Konzentration im Rapsol auftretenden Fettsduren Myristinsaure und Palmitinsaure
kommen natiirlicherweise in anderen pflanzlichen Olen vor, die der menschlichen Erndhrung
dienen (z. B. Kokosdl). Es gibt keine Anhaltspunkte, die eine toxische Wirkung des Enzyms
oder des neuen Stoffwechselproduktes erwarten lassen.

(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 eingefiihrt. Die Neomycin-Phosphotransferase ist eine Aminoglycosid-3'-
Phosphotransferase des Typs Il (APH(3)II), 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")II-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
gehoren nicht zum Substratspektrum der APH(3)-II-Enzyme. In der Tiermedizin finden Ka-
namycin und Neomycin jedoch breite Anwendung.

Aufgrund der Substratspezifitat 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 héheren Konzentrationen vorliegen, vermittelt die Neomycin-Phosphotransferase den gen-
technisch veréanderten Pflanzen im Freiland keinen Selektionsvorteil. Eine Toxizitat des En-
zyms fur Pflanzen, Tiere, Mikroorganismen oder den Menschen liegt nicht vor.

(c) Bordersequenzen aus Ti-Plasmiden und Regulationssequenzen

Die gentechnisch verédnderten Pflanzen enthalten Sequenzen der linken und der rechten
Borderregion der T, -DNA des Plasmids pTiB6S3 aus Agrobacterium tumefaciens. Abhangig
von den Genprodukten der vir-Region des in dem zur Transformation verwendeten Agrobac-
terium-Stamm vorhandenen Helferplasmids pMP90RK, das nicht in die Pflanzen Ubertragen
wurde, bewirkten diese Sequenzen die Integration der zwischen den Borderregionen liegen-
den Gene in Chromosomen der Rapspflanzen. Diese Borderregionen der Ti-Plasmide sind in
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den gentechnisch veradnderten Rapspflanzen funktionslos und lassen keine Verdnderungen
in den Pflanzen erwarten.

Die gentechnisch veranderten Rapspflanzen enthalten ins Genom integriert den geneigenen
Promotor und Terminator des ClFatB4-Gens sowie den 35S-Promotor und -Terminator des
Cauliflower Mosaic Virus (CaMV). Die Promotor- und Terminationssequenzen regeln die Ex-
pression der zwischen ihnen liegenden kodierenden Sequenzen des ClFatB4-Gens und des
nptll-Gens in den gentechnisch veranderten Pflanzen. Ausfiihrungen zu den Auswirkungen
der Bildung dieser Proteine in den Pflanzen finden sich unter 111.1.2.1.(a) und (b).

(d) Aul3erhalb der T-DNA gelegene Sequenzen

In der Regel werden bei Transformationen mit Hilfe von Agrobakterien nur die innerhalb der
Borderregionen liegenden DNA-Sequenzen ins Pflanzengenom integriert. Eine Ubertragung
von Sequenzen jenseits der Borderregionen wurde jedoch im Einzelfall berichtet und kann
aufgrund der im Antrag enthaltenen Angaben nicht ausgeschlossen werden. In der Risiko-
bewertung werden deshalb auch jene Bereiche des zur Transformation des Rapses verwen-
deten Vektors beriicksichtigt, die jenseits der T-DNA-Borderregionen lokalisiert sind. Hierbei
handelt es sich insbesondere um folgende DNA-Abschnitte:

- Das aadA-Gen

Das aadA-Gen kodiert fur das Enzym Streptomycin-Adenyltransferase und ist als Markergen
Bestandteil der zur Transformation des Rapses verwendeten Vektoren pNBM99-CIFatB4
bzw. pPNBM99-EnClIFatB4.

Die  Streptomycin-Adenyltransferase  ist eine  Aminoglycosid-3-Adenyltransferase
(AAD(37)(9)), die die Adenylierung der 3"-OH-Gruppe des N-Methyl-L-Glucosamin-Ringes
von Streptomycin bzw. der 9-Hydroxylgruppe von Spectinomycin katalysiert, wodurch diese
inaktiviert werden. Das Enzym zeichnet sich durch hohe Substratspezifitdt aus. Zu den Sub-
straten des AAD(3"")(9)-Enzyms z&ahlen Streptomycin und Spectinomycin. In der Humanme-
dizin findet Streptomycin nur noch in Spezialindikationen Anwendung (z.B. Tuberkulose).

Das aadA-Gen steht unter der Kontrolle eines prokaryotischen Promotors. Es ist deshalb
nicht zu erwarten, dass dieses Gen in Pflanzen exprimiert wird. Auswirkungen auf den
pflanzlichen Stoffwechsel sind daher ebensowenig zu erwarten wie Auswirkungen auf Men-
schen oder Tiere nach einem eventuellen Verzehr der gentechnisch veranderten Pflanzen
oder von Teilen der Pflanzen.

- Die Replikationsurspriinge der Plasmide pNBM99-ClFatB4 und pNBM99-EnCIFatB4

Die fur die Erzeugung der gentechnisch verénderten Rapspflanzen verwendeten Plasmide
besitzen aul3erhalb der T-DNA neben dem Replikationsursprung von ColE1 zur Replikation
in E. coli die Replikationsregion des Plasmids pVS1 aus Pseudomonas aeruginosa, Stamm
PAT, mit der genetischen Information fur Replikation und Stabilitat. Das Plasmid pVS1 er-
madglicht die Replikation z.B. in Pseudomonas-Arten, in Aeromonas formicans, Rhizobium
leguminosarum und in A. tumefaciens. In E. coli ist es nicht stabil. Die Replikationsregion des
Plasmids pVS1 dient im vorliegenden Fall der Replikation des binaren Vektors in A. tumefa-
ciens.

Es gibt keinerlei Hinweise daflr, dass die Replikationsregionen von ColE1l und pVSL1 in ho-
heren Pflanzen eine Funktion haben.

(e) Positionseffekte und Kontextdnderungen; 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-
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onsstarke zudem durch Umwelteinflisse, z. B. durch die Temperatur, beeinflusst werden. Im
vorliegenden Fall kénnte dies dazu fuhren, dass die gentechnisch veranderten Pflanzen im
Freiland nicht in gleichem Mal3e die erwarteten Fettsauren bilden wie im Gewachshaus. Ri-
siken 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 mdglich. 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 kdnnen, kommen natirli-
cherweise in Pflanzen vor. Inaktivierungen von Genen bzw. Anderungen der Regulation von
Genen treten auch durch eine Reihe weiterer naturlicher Vorgange, z. B. Punktmutationen,
Deletionen oder Translokationen, auf und werden ublicherweise in der Pflanzenziichtung ge-
nutzt. Eine mdgliche Beeinflussung pflanzlicher Stoffwechselwege durch solche Ereignisse
ist daher jederzeit auch in nicht gentechnisch veranderten Pflanzen mdglich. Insofern unter-
scheiden sich die hier freizusetzenden gentechnisch verédnderten Pflanzen in ihren diesbe-
zuglichen Eigenschaften grundsatzlich nicht von nicht gentechnisch veranderten Pflanzen.

Es ist beim gegenwartigen Kenntnisstand nicht mdglich, aus der Aminoséduresequenz eines
Proteins Vorhersagen Uber eine mogliche allergene Wirkung des Proteins zu machen. Je-
doch ist die Expression des ClFatB4-Gens durch die Verwendung des geneigenen samen-
spezifischen Promotors auf die spateren Stadien der Samenreife beschrankt. In Untersu-
chungen u.a. an nicht zur Freisetzung bestimmten gentechnisch veranderten Pflanzen konn-
te gezeigt werden, dass der Promotor des ClFatB4-Gens in anderen Pflanzenteilen (z.B. Pol-
len) nicht aktiv ist.

Die Expression des nptll-Gens wird von dem konstitutiven 35S-Promotor des CaMV regu-
liert. Aus den bisherigen Versuchen mit den gentechnisch veranderten Pflanzen im Ge-
wachshaus und in den Jahren 1996 bis 2002 im Freiland sowie aus Freisetzungen anderer
gentechnisch verénderter Pflanzen, die das nptll-Gen unter der Kontrolle des 35S-Promotors
exprimieren, liegen keine Hinweise auf eine erhdhte Allergenitat der Pflanzen vor.

Ein gegenlber nicht gentechnisch veranderten Rapspflanzen verandertes allergenes Poten-
tial ist deshalb fir die zur Freisetzung vorgesehenen gentechnisch veréanderten Pflanzen
nicht zu erwarten.

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

Eine Verbreitung gentechnisch verénderter Rapspflanzen au3erhalb der Versuchsflache ist
aufgrund der vorgesehenen Malinahmen zur Minimierung einer Ausbreitung durch Pollen
oder Samen nicht zu erwarten (siehe hierzu die Versuchsbeschreibung im Antrag, die Ne-
benbestimmungen 11.5. und 11.7. bis I1.9. sowie die Ausfihrungen unter 111.1.2.3.).

Sommerraps ist eine einjahrige, Winterraps eine Uberjahrige Pflanze. Nach der generativen
Phase stirbt die Pflanze ab, nur aus den gebildeten Samen kdonnen neue Pflanzen entste-
hen. Rapssamen kdnnen, wenn sie in tiefere Bodenschichten gelangen und eine sekundare
Keimruhe eintritt, im Boden mehr als 20 Jahre Uberdauern.

Untersuchungen haben gezeigt, dass eine Veranderung der Fettsaurezusammensetzung der
Speicherlipide der Samen Einfluss auf die Uberdauerungsfahigkeit von Rapssamen nehmen
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kann. Derzeit liegen keine experimentellen Daten dazu vor, ob die in den Samen der zur
Freisetzung beantragten gentechnisch verédnderten Rapspflanzen gebildete Myristinsaure
Einfluss auf deren Uberdauerungsfahigkeit nimmt. Die Antragstellerin geht jedoch davon
aus, dass sie unter den Bedingungen des Freisetzungsortes gegeniber normalen Rapssa-
men benachteiligt sind, da die Samen der transgenen Linien 30 — 40% gesattigte Fettsduren
im Samendl enthalten, wahrend Ol aus konventionellen Rapspflanzen zu etwa 90% ungesét-
tigte Fettsduren enthalt. Gesattigte Fettsauren haben einen deutlich h6heren Schmelzpunkt
als ungesattigte Fettsauren und werden wegen der relativ niedrigen Keimtemperaturen unter
unseren klimatischen Bedingungen langsamer mobilisiert.

Die Uberdauerung von Samen des gentechnisch veranderten Rapses und von ggf. gebilde-
ten Rapsbastarden kann dadurch minimiert werden, dass jeweils im Anschluss an die Ernte
durch geeignete MalRnahmen ausgefallene Samen noch wahrend der gleichen Vegetations-
periode zur Keimung gebracht werden und die daraus auflaufenden Pflanzen durch eine
mehrmalige flache Bodenbearbeitung vernichtet werden. Diese Malihahmen sind in dem be-
antragten Versuch vorgesehen.

Nach Durchfiihrung dieser Malinahmen dennoch im Boden verbliebene Rapssamen und ggf.
Samen von Rapsbastarden gelangen im Verlauf der vorgesehenen landwirtschaftlichen Nut-
zung durch Bodenbearbeitung wieder in die Nédhe der Bodenoberflache und kénnen keimen.
Die daraus entstehenden Pflanzen werden durch die von der Antragstellerin vorgesehene
Kontrolle innerhalb der Fruchtfolgen bzw. durch die in der Nebenbestimmung 11.10. zur Auf-
lage gemachte, mehrjahrige Anbaupause und Nachkontrolle nach Versuchsende erfasst und
zerstort. Sollten im letzten Jahr der Nachkontrolle noch gentechnisch veranderter Raps oder
Rapsbastarde auftreten, so ist die Nachkontrolle jeweils um ein Jahr zu verlangern. Durch
die zur Auflage gemachte Anbaupause wird gewahrleistet, dass die ggf. nachwachsenden
Rapspflanzen und Rapsbastarde erfasst werden kdonnen.

Einzelne gentechnisch veranderte Rapssamlinge oder Rapsbastarde, die nach Ende der
Nachkontrolle auf der Versuchsflache oder aul3erhalb der Versuchsflache auflaufen kdnnten,
stellen weder bezuglich einer Polleniibertragung auf andere Pflanzen (siehe 111.1.2.3.) noch
bezuglich einer langerfristigen Etablierung ein Problem dar.

Raps kommt - auRerhalb des landwirtschaftlichen Anbaus - nur auf bzw. in der Nachbar-
schaft zu Anbauflachen, z. B. auf Wegréndern und Ruderalflachen, als Unkraut vor. In natir-
lichen, intakten Pflanzengesellschaften kann sich Raps nicht etablieren. Es ist nicht davon
auszugehen, dass die gentechnisch veranderten Rapspflanzen durch das eingebrachte
ClFatB4-Gen veranderte pflanzensoziologische Eigenschaften entwickeln und andere Bioto-
pe besiedeln kénnen.

Deshalb ist auch im Falle des noch vereinzelten Auflaufens gentechnisch veranderter Raps-
samlinge und eventuell méglicher Pollenitibertragung auf nicht gentechnisch verénderte
Pflanzen eine nachhaltige, dauerhafte Verbreitung des gentechnisch veranderten Rapses
nicht zu erwarten und die rdumliche und zeitliche Begrenzung der Freisetzung hinreichend
gewahrleistet.

[11.1.2.3. Bewertung der Mdglichkeit einer Ubertragung der eingefilhrten Gene von den gen-
technisch veranderten Pflanzen durch Pollen auf andere Pflanzen

Innerhalb von Rapsbestanden findet zu etwa zwei Dritteln Selbstbestaubung und zu etwa ei-
nem Drittel Fremdbestdubung statt. Dieser Rapspollen wird durch Insekten, insbesondere
Bienen, und durch den Wind verbreitet. Bei der landwirtschaftlichen Saatguterzeugung wer-
den, um unerwinschte Fremdeinstaubung zu minimieren, gemaR Saatgutverordnung Isolati-
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onsabstande von 100 m bei zertifiziertem Saatgut bzw. 200 m bei Basissaatgut verlangt. In
der Nebenbestimmung I1.7. dieses Bescheides wird ein Mindestabstand zu benachbarten
Rapsfeldern festgelegt. Es ist aber davon auszugehen, dass Rapspollen in geringem Um-
fang auch Gber den Isolationsabstand hinausgetragen werden kann.

Die Folge einer Befruchtung einzelner Bliten von nicht gentechnisch verandertem Raps wa-
re das vorubergehende Vorkommen einzelner Rapspflanzen, die ein verandertes Fettséure-
muster in ihren Samen aufweisen. Risiken fir die Umwelt oder die Landwirtschaft sind dar-
aus nicht abzuleiten. Bei der Gewinnung von Rapsdl aus Samen, die durch Bestaubung ein-
zelner Rapsbliuten mit Pollen der gentechnisch verdnderten Rapspflanzen hervorgegangen
sein kdnnten, wirde das Enzym Acyl-[ACP] Thioesterase zusammen mit den Gbrigen Protei-
nen vom Ol getrennt. Die Proteine wiirden in dem Pressriickstand, dem sog. "Olkuchen",
verbleiben, der als Viehfutter verwendet wird. Die im Samen der Rapspflanzen neu expri-
mierte Fettsdure Myristinsaure sowie die verstarkt auftretende Palmitinsaure treten bereits in
anderen, auch zur menschlichen Ernahrung verwendeten Produkten auf. Eine Gefahrdung
der menschlichen Gesundheit kann deshalb auch aus einem eventuellen Verzehr von Raps-
ol mit erhéhtem Myristin- und Palmitinsduregehalt bzw. daraus hergestellten Produkten nicht
abgeleitet werden.

Zur gleichen Art wie der Raps gehdrt die Kohlribe (Brassica napus var. napobrassica). Es ist
davon auszugehen, dass Raps und Kohlriibe miteinander kreuzbar sind.

Bei der Kohlriibe handelt es sich um eine zweijahrige Pflanze, die im ersten Jahr eine Hypo-
kotylknolle ausbildet, jedoch erst im zweiten Jahr bliht. Bei einem Anbau fir den Verkauf
und Verzehr werden die Pflanzen im ersten Jahr geerntet. Eine Befruchtung mit Pollen von
gentechnisch verandertem Raps ware dann mdglich, wenn Kohlriben zum Zwecke der
Saatgutgewinnung (z. B. fur den Eigenbedarf) zum Blihen gebracht wiirden. Kohlriben und
Raps sind, obwohl sie zur gleichen Art gehdren, morphologisch deutlich verschieden (Raps
bildet keine Hypokotylknolle aus). Es ist davon auszugehen, dass Bastarde aus der Befruch-
tung von Kohlriiben durch Rapspollen in ihrem Erscheinungsbild von Kohlriiben deutlich ver-
schieden waren. Da untypische Pflanzen nicht zur weiteren Vermehrung von Kohlriiben he-
rangezogen wirden, ist nicht zu erwarten, dass gentechnisch veranderte Bastarde zum Ver-
zehr kommen oder fiur eine weitere Saatgutproduktion genutzt wirden.

Es gibt unter den Brassicaceen mehrere Arten, die mit Raps eng verwandt sind; diese kom-
men als mogliche Kreuzungspartner in Betracht. Raps (Brassica napus) ist ein Bastard aus
Rubsen (Brassica rapa) und Kohl (Brassica oleracea) und deshalb - mit den nachfolgend ge-
nannten Einschrankungen - mit diesen Arten prinzipiell kreuzbar.

Hybride aus Brassica hapus und B. oleracea konnten experimentell erzeugt werden, indem
Embryonen aus den Samenanlagen herausprapariert und auf Nahrmedien zu Pflanzen re-
generiert werden ("embryo rescue”). Ein spontanes Entstehen solcher Hybriden unter Frei-
landbedingungen wurde bisher jedoch nicht beobachtet.

Ribsen (Brassica rapa ssp. oleifera) wird als Kulturpflanze zur Olgewinnung und als Zwi-
schenfrucht angebaut und kommt aulRerhalb des Anbaus verwildert an vom Menschen be-
einflussten Standorten (Ruderalstandorte, Wegréander, Feldrénder) vor. Bastarde aus B. na-
pus x B. rapa treten sporadisch in Rapsfeldern auf, wenn bei der Vermehrung des Raps-
saatguts eine Befruchtung mit Pollen von B. rapa stattgefunden hat.

Bezlglich der moglichen Folgen der Befruchtung von einzelnen Bliten nicht gentechnisch
verénderter Ribsenpflanzen gelten die oben genannten Ausfihrungen zum Raps entspre-
chend. Hinzu kommt, dass die Fertilitdt primarer Bastarde aus B. rapa und B. napus in der
Regel eingeschrankt ist. Sie sind anorthoploid und durch eine starke Funktionsreduktion der
Gameten infolge unregelmaRiger meiotischer Verteilung der Chromosomen gekennzeichnet.
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Nachkommen aus solchen Gameten sind aneuploid, in der Regel schwachwiichsig und be-
sitzen wiederum eine geringe Fertilitat.

Als Kreuzungspartner fir Raps sind einige weitere Brassicaceen in Betracht zu ziehen, wie
Sarepta-Senf (Brassica juncea), Schwarzer Senf (Brassica nigra), WeilRer Senf (Sinapis al-
ba), Ackersenf (Sinapis arvensis), Retticharten (Raphanus sativus), Hederich (Raphanus
raphanistrum) und Grauer Bastardsenf (Hirschfeldia incana). Aufgrund der geringen Chro-
mosomenhomologie dieser Pflanzenarten mit Raps treffen fur Bastarde dieser Pflanzen mit
Raps die oben flur Brassica rapa und Brassica oleracea gemachten Aussagen in noch stér-
kerem Mal3 zu. Eine Ausnahme bilden lediglich amphidiploide Hybride, die bei der experi-
mentellen Kreuzung von Raps mit verwandten Brassicaceen erhalten werden. Diese Hybri-
de, die wahrscheinlich aus unreduzierten Gameten der Elternpflanzen hervorgehen, weisen
eine nur leicht eingeschrankte Pollenfertilitat auf. Auch wenn es vereinzelt zu Hybridisierun-
gen zwischen den gentechnisch verédnderten Pflanzen und diesen Brassicaceen kommen
sollte, lasst dies wegen der geringen Wahrscheinlichkeit keine Ausbreitung des gentechnisch
Ubertragenen Erbmaterials in Wildpflanzenpopulationen beftirchten.

Fur alle theoretisch moglichen Hybriden aus den gentechnisch veranderten Pflanzen und
nicht gentechnisch veranderten Kultur- oder Wildpflanzen gilt, dass diese Hybriden durch
das ClFatB4-Gen keine veranderten pflanzensoziologischen Eigenschaften entwickeln wiir-
den.

[11.1.2.4. Bewertung der Moglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Fremdgene von den
gentechnisch verdnderten Pflanzen Uber horizontalen Gentransfer auf Mikroorga-
nismen

Die eingefiihrten Sequenzen sind stabil in den Chromosomen des Empfangerorganismus in-
tegriert. Beweise fur eine unter natiirlichen Bedingungen im Freiland stattfindende Ubertra-
gung genetischer Information aus Pflanzen und ihrer Expression in Mikroorganismen liegen
nicht vor. Untersuchungen zur Transformationsfahigkeit von Bodenbakterien unter natirli-
chen Bedingungen lassen jedoch folgern, dass auch eine Ubertragung pflanzlichen geneti-
schen Materials auf Bodenbakterien prinzipiell moglich sein kann, wenngleich davon auszu-
gehen ist, dass ein solcher Gentransfer ein sehr seltenes Ereignis darstellen wirde.

Soweit anzunehmen ist, dass ein genetischer Austausch zwischen taxonomisch so weit von-
einander entfernten Organismen wie Pflanzen und Mikroorganismen tatsachlich stattfindet,
ware zu folgern, dass 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, méglich wére.

Das Acyl-[ACP] Thioesterase-Gen wird unter der Kontrolle seiner eigenen, samenspezifi-
schen Regulationssequenzen exprimiert. Das Gen enthalt 6 Introns. Selbst im Falle einer
Ubertragung des Gens auf Mikroorganismen wére daher nicht mit der Bildung des entspre-
chenden Enzyms in den Mikroorganismen zu rechnen. Gene, die Enzyme mit der gleichen
Funktion kodieren, kommen zudem naturlicherweise in einer Reihe von Pflanzenarten vor.

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
madglichen horizontalen Gentransfer des nptll-Gens der therapeutische Einsatz der betref-
fenden Antibiotika beeintrachtigt wiirde.
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Der Resistenzmechanismus der Inaktivierung von Aminoglycosid-Antibiotika durch Phospho-
rylierung kommt natirlicherweise bei Bodenmikroorganismen vor. APH(3")1l-Enzyme wurden
zudem in Kklinischen Isolaten von Menschen gefunden. Die weite Verbreitung von Genen, die
eine Resistenz gegen Aminoglycosid-Antibiotika vermitteln, ist durch die hdufige 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 dem gentechnisch veranderten Raps auf Mikroorganis-
men wirde somit die Gesamtfrequenz dieses Resistenzmechanismus nicht erkennbar er-
hoht.

Entsprechendes gilt fir das auRerhalb der T-DNA-Borderregionen lokalisierte aad-Gen, des-
sen Ubertragung in das Pflanzengenom nach den Angaben in den Antragsunterlagen nicht
ausgeschlossen werden kann. Das aad-Gen kodiert fir das Enzym Streptomycin-
Adenyltransferase.

Die zur Regulation des Ubertragenen nptll-Gens in die Rapspflanzen eingeflihrten Sequen-
zen stammen aus CaMV. Die theoretische Mdglichkeit eines Transfers der CaMV-
Sequenzen aus diesen Pflanzen wirde keine neue im Vergleich zur natirlicherweise vorlie-
genden Situation darstellen, weil CaMV als doppelstrangiges pflanzeninfizierendes DNA-
Virus ohnehin in Pflanzen anzutreffen ist.

Die Plasmide pNBM99-ClFatB4 und pNBM99-EnClIFatB4, die fur die Erzeugung der gen-
technisch veranderten Rapspflanzen verwendet wurde, besitzen auf3erhalb der T-DNA ne-
ben dem Replikationsursprung von ColE1l zur Replikation in E. coli die Replikationsregion
des Plasmids pVS1 aus Pseudomonas aeruginosa, Stamm PAT, mit der genetischen Infor-
mation fir Replikation und Stabilitat. Diese Replikationsurspriinge kénnen in den gentech-
nisch veranderten Rapspflanzen chromosomal integriert worden sein (siehe 111.1.2.1. (d)). In
den gentechnisch verédnderten Pflanzen sind diese Nukleinsauresequenzen funktionslos; in
bestimmten Bakterien ist hingegen eine Funktion als Replikationsursprung zu erwarten.

Das ColE1-Replikon hat einen auf einige gram-negative Bakterien begrenzten Wirtsbereich.
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 ColEl-Plasmide recht haufig auf. Ein
Gentransfer ausgehend von Enterobakterien auf andere Bakterien ist als weitaus wabhr-
scheinlicher anzusehen als ein horizontaler Gentransfer von den gentechnisch verénderten
Pflanzen auf Bakterien. Es ist deshalb nicht zu erwarten, dass die eventuelle Prasenz des
Replikationsursprungs von ColE1 im Pflanzenchromosom zu einer Erhéhung der Gesamtfre-
quenz des horizontalen Gentransfers beitragt.

Die Replikationsregion des Plasmids pVS1 dient im vorliegenden Fall der Vermehrung des
bindren Vektors in A. tumefaciens. Die zur Transformation verwendeten Vektoren sind mobi-
lisierbar, besitzen jedoch kein eigenes Transfersystem. Da der konjugative Austausch von
Nukleinsduren zwischen Mikroorganismen weit verbreitet ist, ist nicht zu erwarten, dass die
verwendete Replikationsregion von pVS1 aus den gentechnisch verdnderten Pflanzen zur
Erhéhung der Gesamtfrequenz des horizontalen Gentransfers beitragt.

[11.1.2.5. Zur Erzeuqung der gentechnisch verdnderten Pflanzen eingesetzte Agrobakterien

Zur Erzeugung der gentechnisch verénderten Rapspflanzen wurden sterile Explantate mit
Agrobakterien inokuliert, die die zu Ubertragenden Gene zwischen den Borderregionen des
binaren Vektorplasmids enthielten. Der verwendete Agrobacterium-Stamm ist, im Gegensatz
zu den weit verbreiteten Wildformen von A. tumefaciens, ,disarmed” (,entwaffnet®), d. h. er
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ist nicht mehr zur Tumorinduktion befahigt. Nach erfolgter Transformation wurde zur Elimi-
nierung der Agrobakterien eine Antibiotikabehandlung durchgefuhrt. Die fur den Freiset-
zungsversuch verwendeten Pflanzen wurden Uber mehrere Generationen tber Saatgut ver-
mehrt. Durch diese generativen Phasen sind ggf. nach der Antibiotikabehandlung noch ver-
bliebene Agrobakterien aus den gentechnisch veranderten Rapslinien entfernt worden.



