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1. Einleitung

1 Einleitung

Im Jahr 2004 wurden weltweit auf schitzungsweise 81 Millionen Hektar gentechnisch
verdnderte Pflanzen (GVP) fiir kommerzielle Zwecke angebaut. Dies entspricht etwa 5% der
weltweit landwirtschaftlich nutzbaren Flachen. Gemessen am Anteil, den einzelne Lander zu
dieser Gesamtflache beitragen, steht die USA mit 59% nach wie vor an der Spitze der GVP-
anbauenden Linder, gefolgt von Argentinien (20%), Kanada (6%) und Brasilien (6%). In
absteigender Reihenfolge gliedern sich China, Paraguay, Indien und Siidafrika in die Gruppe
der Linder ein, die GVP auf mindestens 50000 Hektar anbauen und deren Anteil an der
weltweiten Gesamtfliche mindestens 1% betrdgt (James 2004).

Das oOkologische Gefahrenpotential transgener Pflanzen ist in den vergangenen zwei
Jahrzehnten intensiv diskutiert und spétestens seit Anfang der neunziger Jahre auch
experimentell erforscht worden (siche z.B. die frilhen kontroversen Beitrige im
Wissenschaftsmagazin Science von Brill 1985, Colwell et al. 1985; fiir erste im Freiland
erhobene Daten siche Crawley et al. 1993). Die mit Anbau und Verzehr von GVP
verbundenen potentiellen Risiken werden jedoch weiterhin nicht nur in der Bevdlkerung,
sondern auch innerhalb der wissenschaftlichen Gemeinschaft sehr unterschiedlich
eingeschdtzt. Insbesondere in der EU herrscht teilweise groBe Skepsis gegeniiber
gentechnisch verdnderten Nahrungs- und Futtermitteln.

Aufgrund der verbreiteten Sorge vor moglichen gesundheitlichen und 6kologischen
Schaden und der gleichzeitigen Notwendigkeit, gesetzliche Rahmenbedingungen fiir die
Nutzung gentechnischer Verfahren in der Landwirtschaft und die Vermarktung von
gentechnisch verdnderten (GV-)Produkten zu schaffen, bedarf es der umfassenden
wissenschaftlichen Aufklidrung des Gefahrenpotentials von GVP. Reflektiert wird diese
Tatsache durch eine Vielzahl von Forschungsprogrammen, sowie durch die stetig an Umfang
zunehmende Literatur zu diesem Thema. Bei den verschiedenen Aspekten der GVP-
Risikoabschédtzung handelt es sich jeweils um &uBerst komplexe Sachgebiete, zu denen
inzwischen zahlreiche relevante Publikationen existieren. Aus diesem Grund wird die
Thematik zunehmend uniiberschaubar. In jiingster Zeit sind zwar viele zusammenfassende
Darstellungen erschienen, die einen guten Uberblick iiber die verschiedenen Gegenstiinde der
GVP-Sicherheitsforschung geben (z.B. Kjellson & Simonsen 1994, Kjellson et al. 1997,
Traxler et al. 2000, Letourneau & Burrows 2002, Ellstrand 2003a, Den Nijs et al. 2004,
Wesseler 2005, Poppy & Wilkinson 2005). In den meisten Fillen ist der Fokus jedoch auf
Teil-Aspekte der Risikoabschitzung gerichtet. Hiufig steht entweder ein spezifisches Risiko
oder eine bestimmte transgene Kultursorte im Zentrum der Betrachtung.

Die vorliegende Studie stellt den aktuellen wissenschaftlichen Stand der
Sicherheitsforschung beziiglich transgener Kulturpflanzen umfassend dar. Die Risiken der
Herstellung, Nutzung oder Freisetzung transgener Mikroorganismen und transgener Tiere
werden hingegen nicht behandelt. Die Arbeit erfasst Literatur, die bis Mitte 2005 zur
Verfligung stand; spéter erschienene Studien konnten nur noch in Ausnahmefillen
eingearbeitet werden (z.B. Bartz et al. 2005; Menzel et al. 2005; Natur und Landschaft 80 (7)
2005).




1. Einleitung

Es werden sowohl theoretische und technische Grundlagen beriicksichtigt
(Schadensbegriff, Transformationstechniken) als auch die praktische Umsetzung dargestellt
und bewertet (Untersuchungsergebnisse, Konsequenzen, Monitoringprogramme). Die Studie
informiert durch eine breite und interdisziplindre Betrachtungsweise iiber alle wichtigen
Aspekte der Sicherheitsforschung und soll dadurch die Bewertung des bevorstehenden
Anbaus und Monitorings von GVP erleichtern.

Nach der Beschreibung der Vorgehensweise (Kapitel 2) und einer kritischen Diskussion
des okologischen Schadensbegriffs (Kapitel 3), wird in zwei Schritten ausfiihrlicher in die
Thematik eingefiihrt: In Kapitel 4 werden die gesetzlichen Bestimmungen erldutert, die eine
kommerzielle Nutzung von GVP in Deutschland regeln. Da hierbei die von der EU
vorgegebenen Rahmenbedingungen von grofer Bedeutung sind, werden diese ebenfalls
zusammenfassend dargestellt. In Kapitel 5 werden sowohl die technischen Sachverhalte der
Herstellung transgener Pflanzen erldutert als auch die dadurch angestrebten Ziele. Die
Darstellung der technischen Details des DNA-Transfers soll dem Verstindnis des sich
anschlieBenden Kapitels dienen, denn viele sicherheitsrelevante Aspekte sind mit einem
spezifischen Verfahren der Ubertragung von Fremdgenen in eine Zielpflanze verkniipft. Im
Kapitel 6 folgen die Beschreibung der fiir ein Monitoring relevanten GVP und entsprechender
Untersuchungsschwerpunkte, sowie eine Diskussion der Gefahren, die von GVP ausgehen
konnten. Das Kapitel 6 stellt den Hauptteil der vorliegenden Studie dar und umfasst die
detaillierte Darstellung von neun verschiedenen ,Schdden’. AnschlieBend wird auf die
Konzeption und Umsetzung von Monitoringstrategien in Deutschland und auf relevante
Stellungnahmen einschldgiger Institutionen eingegangen (Kapitel 7). Ein kurzes
Schlusskapitel benennt die wichtigsten zukiinftigen Herausforderungen bei der Risikoanalyse
des Anbaus von GVP.




2. Methodik

2 Vorgehensweise

Die vorliegende Studie wurde auf der Grundlage von wissenschaftlicher Fachliteratur
erstellt. Von Experten im Vorfeld begutachtete Artikel aus Fachzeitschriften bilden den
groBBten Anteil der ausgewerteten Quellen. Diese wurden iiberwiegend iiber Internet-
Datenbanken recherchiert und bezogen. Fiir die Thematik ,,Auswirkungen des Anbaus
gentechnisch verdnderter Pflanzen auf Umwelt und Gesundheit” sind insbesondere die
Zeitschriften Theoretical and Applied Genetics, Environmental Biosafety Research,
Transgenic Research und Nature Biotechnology relevante Quellen. Fiir jeden spezifischen
,Schaden’ existiert dariiber hinaus ein weites Spektrum an zusétzlichen Publikationen. Des
weiteren wurden Gutachten und Stellungnahmen einschldgiger Institutionen beriicksichtigt,
sowie deren Internetseiten als Informationsquelle genutzt (z.B. http://www.biosicherheit.de,
http://www.transgen.de, http://www.rki.de, http://www.bba.de, http://europa.cu.int etc.). Die
Aktualitdt der recherchierten Sachverhalte wurde sichergestellt, indem vorrangig Artikel der
vergangenen fiinf Jahre bertlicksichtigt wurden. Tagesaktuelle Informationen, wie sie z.B. im
Internetportal www.biosicherheit.de stindig bereitgestellt werden, konnten jedoch nicht in
vergleichbarem Umfang aufgenommen werden.




TEIL I: GRUNDLAGEN




3. Der Schadensbegriff

3  Der Schadensbegriff in der 6kologischen Sicherheitsforschung

Ein gebriuchlicher Ansatz fiir die Quantifizierung eines Risikos ist dessen Berechnung
als das Produkt aus der Hohe eines Schadens und der Wahrscheinlichkeit seines Eintretens
(Europédische Kommission 2002, Conner et al. 2003). Die Moglichkeit, von GVP ausgehende
gesundheitliche und 6kologische Risiken mit einem befriedigenden Maf3 an Sicherheit und
Uberzeugungskraft auszuschlieBen, setzt daher eine Klirung und Definition des Begriffs
,Schaden’ voraus. Eine Bestimmung dessen, was im Zusammenhang mit dem Anbau
gentechnisch veridnderter Organismen als 0kologischer Schaden zu bewerten sei, ist bisher
allerdings nicht abschlieBend erfolgt. Diesen Umstand identifizierte das Osterreichische
Umweltamt als eine von mehreren fehlenden Grundvoraussetzungen, die einer kurzfristigen
Umsetzung eines Okologischen Monitorings von GVP derzeit entgegenstiinden
(Heissenberger et al. 2004).

Die Schwierigkeit, eine angemessene und umfassende Schadensdefinition fiir die
Risikobewertung von GVP zu entwickeln, erklart sich teilweise daraus, dass es sich hierbei
nicht nur um ein naturwissenschaftliches, sondern vor allem um ein ethisches Problem
handelt. Unstrittig ist, dass ein Schaden eine Verdnderung von einem Ausgangszustand zu
einem relativ schlechteren Folgezustand beinhaltet. Wéhrend naturwissenschaftliche Daten
fiir die Charakterisierung des Ausgangszustands sowie fiir die Identifizierung einer
Veridnderung und ihrer potentiellen Folgen notwendig sind, erfolgt deren Einstufung als
Schaden zwangslaufig nach normativen MaBstiben (vgl. Hesse 2004).

3.1 Schadensdefinitionen

Es existieren eine Vielzahl von Definitionsvorschligen fiir die Begriffe ,0kologischer
Schaden’ und/ oder ,Umweltschaden’ (Box 1). Der Rat von Sachverstindigen fiir
Umweltfragen (SRU) hilt drei Punkte fiir wesentlich, um zu einer praxistauglichen Definition
eines 0kologischen Schadens zu gelangen (SRU 2004):

e die Identifizierung von Schutzgiitern,
e die Bestimmung von Schwellenwerten und
e die Operationalisierbarkeit des Schadenskonzepts.

3.2 Identifizierung von Schutzgutern

In den bestehenden nationalen und europdischen Gesetzestexten finden sich
verschiedene Bestimmungen bzw. Beschreibungen unter Schutz gestellter Naturgiiter. In der
,EU-Richtlinie Uber Umwelthaftung zur Vermeidung und Sanierung von
Umweltschédden’ werden geschiitzte Arten und natiirliche Lebensrdume, Wasser und Boden
als Schutzgiiter ausgewiesen (Europdische Kommission 2001). Dies beinhaltet, dass
beobachtete (als negativ eingestufte) Effekte nur dann als Schaden zu bewerten sind, wenn sie
eines der in der Richtlinie genannten Schutzgiiter betreffen. Der Schutz der biologischen
Vielfalt wird durch die Formulierung ,,geschiitzte Arten und geschiitzte Lebensraume*
weitgehend auf besondere geographische Gebiete eingeschriankt, die im Wesentlichen aus den
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Natura2000-Gebieten und den Lebensrdumen der in der Fauna-Flora-Habitat(FFH)-Richtlinie
ausgewiesenen Arten bestehen. Agrar-Okosysteme fallen nicht darunter, und so konnen
Verianderung auf diesen Flichen (z.B. Verringerung der Biodiversitit) nicht als Schaden
eingestuft werden. Auswirkungen des Anbaus von GVP aufgrund von Verwilderung oder
Auskreuzung sind hingegen als Schaden zu bewerten, wenn sie (z.B. an Anbauflichen

grenzende) Gebiete betreffen, die den Status einer geschiitzten Ressource besitzen (vgl.
Bartsch 2004b).

Eine weiterreichende Formulierung findet sich im Bundesnaturschutzgesetz
(BNatSchG), das als Ziel des Naturschutzes die dauerhafte Sicherung folgender Giiter
definiert (Bundestag 2002):

e die Leistungsfihigkeit des Naturhaushalts,

e die Regenerationsfahigkeit und nachhaltige Nutzungsfihigkeit der
Naturgiiter,

e die Tier- und Pflanzenwelt einschlieBlich ihrer Lebensstiatten und
Lebensraume,

e die Vielfalt, Eigenart und Schonheit sowie der Erholungswert von Natur
und Landschaft.

Im Sinne des Gesetzes bedeutet Naturhaushalt ,,seine Bestandteile im Boden, Wasser,
Luft, Klima, Tiere und Pflanzen sowie das Wirkungsgefiige zwischen ihnen“. Eine genauere
Definition des Begriffes Naturgiiter ist im BNatSchG nicht zu finden.

Eine ebenfalls recht allgemeine Bestimmung der Schutzgiiter erfolgt in der EU-
Freisetzungsrichtlinie. Hier werden die menschliche Gesundheit und die Umwelt erwihnt
(Europédische Kommission 2001). Entsprechend heifit es im deutschen Gesetz zur
Neuordnung des Gentechnikrechts (GenTNeuordG): ,Leben und Gesundheit von
Menschen, die natiirliche Umwelt in ihrem Wirkungsgefiige, Tiere, Pflanzen und Sachgiiter*
seien vor ,,schidlichen Auswirkungen gentechnischer Verfahren und Produkte" zu schiitzen
(Bundestag 2004). Im deutschen Gesetz zu dem Ubereinkommen (iber die biologische
Vielfalt wird ebenfalls keine Unterscheidung in naturnah und antropogen geprégt getroffen.
Es stellt sowohl die ,,Variabilitdt unter lebenden Organismen jeglicher Herkunft™ als auch die
»okologischen Komplexe, zu denen sie gehoren”, unter Schutz und weitet den
schutzverdienenden Status somit prinzipiell auf alle Organismen aus, unabhéngig von ihrer
Herkunft, Pragung oder ihrem Nutzen (Bundestag 1997).

Entgegen der Einschitzung des SRU, iiber die Festlegung von Schutzgiitern liege
Einvernehmen vor (vgl. SRU 2004), ergeben sich aus den unterschiedlichen Formulierungen
jeweils andere BewertungsmafBstibe hinsichtlich in der Natur beobachteter Verdnderungen,
insbesondere solcher, die potentiell in einem Zusammenhang mit der Freisetzung
gentechnisch verdnderter Organismen (GVO) stehen.
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3.3 Bestimmung von Referenzpunkten und Schwellenwerten

Die Bestimmung von Referenzpunkten und Schwellenwerten bildet eine Voraussetzung
fiir die Operationalisierbarkeit eines Schadenskonzepts. Verdnderungen koénnen nur
festgestellt werden, wenn ausreichend Informationen iiber den Ausgangszustand zur
Verfiigung stehen. Die Beurteilung, ob eine festgestellte Abweichung von diesem
Ausgangszustand einen Schaden darstellt, kann aber nur gelingen, wenn ein gewiinschter oder
zumindest akzeptierter Zustand definiert ist (die ,Baseline’). Dariiber hinaus bedarf es der
Festlegung von Grenzwerten, anhand derer Abweichungen vom gewiinschten oder
akzeptierten Zustand als hinnehmbar oder als Indikator fiir einen Schaden bewertet werden
konnen.

Der SRU bestimmte im Jahr 1987 ein Uberschreiten der natlrlichen
Schwankungsbreite als wesentliches Kriterium, nach dem eine Verdnderung an einem
Schutzgut als Schaden einzustufen sei (SRU 1987, zitiert nach SRU 2004). Mit dieser
Bestimmung wird der grofen Variabilitdt von okologischen Prozessen Rechnung getragen,
die in der Natur zu beobachten ist. Im Umweltgutachten 2004 greift der SRU das Kriterium
der Uberschreitung natiirlicher Variationsbreiten erneut auf und erklért, dass die Feststellung
einer solchen Uberschreitung aufgrund des Vorsorgeprinzips als Anlass fiir weitere
Untersuchungen genommen werden sollte.

Als Referenzpunkt einer Schadensbemessung dient in der EU-Richtlinie zur
Umwelthaftung der ,,glnstige Erhaltungszustand* eines Lebensraums. Diesen gelte es zu
bewahren oder herzustellen. Drei Kriterien werden genannt, die den Zustand eines
Lebensraums als ,,giinstig® charakterisieren. Demnach ist die Situation als giinstig zu
bewerten, wenn die Grof3e der Flache, die der betreffende Lebensraum umfasst, entweder tiber
die Zeit gleich bleibt oder sich ausdehnt. Ein weiteres Merkmal eines giinstigen Zustands ist
das Vorhandensein von Strukturen und spezifischen Funktionen, die den langfristigen
Fortbestand des Lebensraums sichern. Ebenfalls kennzeichnend ist, dass in einem
betreffenden Lebensraum Bedingungen herrschen, die den typischerweise vorkommenden
Arten ein langfristiges Bestehen ermoglichen (Europédische Kommission 2001).

In der EU-Freisetzungsrichtlinie werden die Mitgliedsstaaten dazu verpflichtet, Sorge
zu tragen, dass durch eine absichtliche Freisetzung oder durch das Inverkehrbringen von
gentechnisch verdnderten Organismen keine schadlichen Auswirkungen entstehen
(Europdische Kommission 2001). Eine genauere Bestimmung des Begriffs ,,schidliche
Auswirkungen® wird nicht vorgenommen (vgl. Bartsch 2004b). Ebenso heifit es im deutschen
Gentechnikgesetz (Bundestag 2004), Ziel des Gesetzes sei es, die oben genannten Schutzgiiter
,»vor schiddlichen Auswirkungen zu schiitzen und Vorsorge gegen das Entstehen solcher
Gefahren zu treffen®, wobei auch hier eine Definition der verwendeten Begriffe fehlt.

3.4 Operationalisierbarkeit

Das Kriterium der natiirlichen Schwankungsbreite, das der SRU zur Bestimmung von
schddlichen Auswirkungen nennt, ist stark in Kritik geraten. Zunichst ist das Kriterium aus
umweltethischer Perspektive problematisch, wenn es nicht durch zusidtzliche normative
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Pramissen unterstiitzt und begriindet wird. Fiir den hier beleuchteten Zusammenhang sind
jedoch die folgenden Aspekte von groBerer Relevanz: In der Regel wird in 6kologischen
Untersuchungen nur ein Ausschnitt der natiirlichen Schwankungsbreite eines Phdnomens
erfasst. Der Nachweis, dass eine Verdnderung auBlerhalb des natiirlich vorkommenden
Variationsspektrums liegt, ist daher schwer zu erbringen. Dariiber hinaus wird angenommen,
dass sich das relevante Spektrum je nach betrachteter Integrationsebene verschiebt. Daher
miissten voraussichtlich fiir jede Ebene (Population, Art, Biozonose, Okosystem) spezifische
Schwankungsbreiten bestimmt werden (Breckling & Potthast 2004, Potthast 2004).

Eine Schadensdefinition ist wenig brauchbar, wenn der durch sie festgelegte Soll-
Zustand wissenschaftlich nicht klar erfasst werden kann. Mit diesem Argument lehnt Bartsch
(2004b) das Konzept der evolutiondren Integritat ab, nach welchem Arten ein Recht auf
genetische Unversehrtheit zugesprochen wird (Breckling & Ziighart 2001).

Des Weiteren umfasst die Definition des SRU prinzipiell auch solche Verdnderungen,
die unabhdngig von menschlichen Titigkeiten sind, wie z.B. die Auswirkungen von
Naturkatastrophen. Da in diesen Féllen allerdings keine Verantwortlichkeiten oder
Haftungsfragen geklart werden miissen, beschréankt sich die Diskussion um den 6kologischen
Schadensbegriff in der Hauptsache auf solche messbaren Veranderungen, die ihre Ursache
in menschlichen Verhaltensweisen haben. Allerdings ist die Unterscheidung in natiirliche
Prozesse und antropogene Einfliisse nicht immer deutlich. Zum einen ist in antropogen
gepriagten Landschaften grundsitzlich schwer auszumachen, was als natiirlich gelten soll
(Schlee 2004). Zum anderen ist es in vielen Féllen &uBerst schwierig, einen
Kausalzusammenhang zwischen einer Verdnderung und einer menschlichen Tatigkeit
nachzuweisen. Dies trifft insbesondere fiir Erhebungen im Freiland zu. So erwéihnen z.B.
Heissenberger et al. (2004) den gescheiterten Versuch, in mehrjahriger Forschungstitigkeit
einen  statistisch  signifikanten = Nachweis einer negativen Beeinflussung von
Nachtfalterpopulationen durch Beleuchtungsanlagen nachzuweisen, obwohl téglich mehrere
tausend Individuen in den Lampen getdtet werden. Ahnliches trifft auf mogliche Effekte eines
GVP-Anbaus zu. Aufgrund der hohen Variabilitit 6kosystemarer Prozesse bedarf es in vielen
Fillen sehr groBer Stichproben, bzw. sehr groer Untersuchungsfldchen, um tiberhaupt einen
statistisch signifikanten Effekt festzustellen (vgl. Heissenberger et al. 2004; Meissle & Lang
2005). Wird tatsdchlich ein Effekt gemessen, ist es fraglich, ob zwischen diesem und dem
Vorhandensein eines inserierten Transgens ein ursidchlicher Zusammenhang nachgewiesen
werden kann.

Da in der EU-Freisetzungsrichtlinie keine Referenzpunkte definiert sind, dienen den
nationalen Regelungsbehorden in Deutschland meist Vergleiche mit der konventionellen
Landwirtschaft als Mal3stab fiir eine Bewertung von GVP. In der Praxis wird hierfiir ein als
,biologisch  unschéddlich” definierter =~ Ausgangsorganismus herangezogen, dessen
Eigenschaften akzeptiert sind (Bartsch 2004b). Diese Praxis scheint zunichst eine
transparente und in sich schliissige Vorgehensweise zu ermoglichen. Bartsch (2004b) fiihrt
aus, dass biologische Eigenschaften, die transgene Organismen mit konventionellen Arten
gemein haben, wie z.B. Pollenflug und Auskreuzung, fiir sich genommen nicht als Schaden
einzustufen sind. Erst dadurch, dass sie zu Ereignissen flihren, die einen Schaden darstellen
(z.B. Verdriangung von geschiitzten Arten oder Verlust genetischer Diversitit), werden sie zu
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Box 1: Definitionen des Schadensbegriffs

Sachverstandigenrat fiir Umweltfragen (SRU 1987):

LAls Schaden im Okologischen Sinne werden solche Veranderungen angesehen, die
Uber das natiirliche Schwankungsmal der betroffenen Populationen oder Okosysteme
hinausgehen und sich oft nur Uber groRere Zeitrdume manifestieren, sowie
Veranderungen, die entweder (berhaupt nicht oder oft erst Jahrzehnte nach der
toxischen Einwirkung und mit hohem Aufwand riickgangig gemacht werden kénnen.*

Sachverstandigenrat fiir Umweltfragen (SRU 2004):

,Okologischer Schaden ist jede erhebliche und nachhaltige Beeintrachtigung der
Naturglter, die nicht zugleich einen individuellen Schaden darstellt. Erfasst sind
insbesondere Beeintrachtigungen von Luft, Klima, Wasser, Boden, der Tier- und
Pflanzenwelt und ihrer Wechselwirkungen. Eine Beeintrachtigung ist insbesondere dann
erheblich, wenn sie Bestandteile (und Funktionen) des Naturhaushaltes betrifft, die einem
besonderen o&ffentlich-rechtlichen Schutz unterliegen. Sie ist nachhaltig, wenn sie nicht
voraussichtlich innerhalb eines kurzen Zeitraums durch natirliche Entwicklungsprozesse
ausgeglichen wird.“

,EU-Richtlinie iliber Umwelthaftung zur Vermeidung und Sanierung von
Umweltschaden’ (Europaische Kommission 2001):

Ein Umweltschaden beschreibt ,eine Schadigung geschitzter Arten und naturlicher
Lebensraume, d.h. jeden Schaden, der erhebliche nachteilige Auswirkungen in Bezug auf
die Erreichung oder Beibehaltung des ginstigen Erhaltungszustands dieser
Lebensraume oder Arten hat. .... eine Schadigung der Gewasser, d.h. jeden Schaden,
der erhebliche nachteilige Auswirkungen auf den 6kologischen, chemischen und/ oder
mengenmafigen Zustand, und/ oder das O©kologische Potential der betreffenden
Gewasser ... hat ...; eine Schadigung des Bodens, d.h. jede Bodenverunreinigung, die ein
erhebliches Risiko einer Beeintrachtigung der menschlichen Gesundheit aufgrund der
direkten oder indirekten Einbringung von Stoffen, Zubereitungen, Organismen oder
Mikroorganismen in, auf oder unter dem Grund verursacht.“ Ein Schaden ist ,eine direkt
oder indirekt eintretende feststellbare nachteilige Veranderung einer natirlichen
Ressource oder Beeintrachtigung der Funktion einer naturlichen Ressource.*

unerwiinschten Eigenschaften. Die Grenzen dieser an sich plausiblen Einteilung in neutrale
Eigenschaften und Vorgédnge einerseits und potentiell schiddliche Konsequenzen andererseits
werden allerdings durch folgende von Bartsch (2004b) gezogene Schlussfolgerung deutlich:
»... die Einbiirgerung und Ausbreitung transgener Organismen ist [aber] per se kein
unerwiinschter Vorgang. Er wird es erst dann, wenn durch diesen Vorgang als Konsequenz
ein Ereignis eintritt, welches als Schaden gewertet wird.“ Diese Einschidtzung wird von
Verfechtern des Konzepts der evolutiondren Integritit nicht geteilt (Breckling & Ziighart
2001), bzw. zumindest mit Verweis auf das Vorsorgeprinzip abgelehnt (Breckling & Menzel
2004). Dieses Beispiel illustriert, dass eine klare Trennlinie zwischen neutralem Vorgang und
zu bewertender Konsequenz nicht in jedem Fall gezogen werden kann.
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3.5 Spezialfall Gentechnik

Wiéhrend die Definition des SRU aus den achtziger Jahren noch einen deutlichen Bezug
zu einem spezifisch dkotoxikologischen Kontext aufweist (die Formulierung lautet ,,toxische
Einwirkung®, sieche Box 1), findet sich die im SRU-Umweltgutachten aus dem Jahr 2004
vorgeschlagene Version bezeichnenderweise im Kapitel ,,Griine Gentechnik®. Hieraus ist
deutlich zu erkennen, dass beziiglich der Frage, welche Verinderungen in der Umwelt als
Schaden zu bewerten seien, eine Verschiebung des Diskussionsschwerpunktes stattgefunden
hat (Breckling & Verhoeven 2004). Gegenwartig nimmt die Gentechnik in dieser Frage
eine zentrale Stellung ein. Die Anwendbarkeit und Implikationen bestehender Definitionen
auf die aktuelle Anbausituation von GVP miissen iiberpriift und mit Blick auf praktikable
Monitoringprogramme und Haftungsregelungen ggf. neu ausgehandelt werden.

Ein moglicher Schaden durch die Freisetzung oder das Inverkehrbringen von GVP
unterscheidet sich in einem wesentlichen Punkt von anderen 6kologischen Schdden oder
Umweltschiaden, die z.B. durch Chemikalien verursacht werden. Aufgrund der Tatsache, dass
Pflanzen die Fihigkeit haben sich zu vermehren und auszubreiten, sind Prozesse, die durch
eine einmal erfolgte Freisetzung oder ein Inverkehrbringen von GVP in Gang gebracht
wurden, u.U. nicht wieder zu stoppen. Fiir diesen Umstand wurde der Begriff der Nicht-
Riickholbarkeit gepragt.

Ein Schadenskonzept, das bei der Bewertung von Auswirkungen durch den GVP-Anbau
Anwendung findet, muss des Weiteren als Abbruchkriterien bezeichnete Parameter
beinhalten. Diese sind nicht notwendigerweise mit den oben bereits diskutierten Grenz- und
Schwellenwerten identisch. Wiahrend letztere das Eintreten eines Schadens definieren, legen
die Abbruchkriterien fest, wann eine Freisetzung beendet bzw. gestoppt werden muss. Diese
Unterscheidung ist notwendig, da sich aus der Kliarung der Frage, welche Verdnderungen in
der Umwelt als Schaden zu bewerten seien, nicht unmittelbar ergibt, welche Verdnderungen
unter welchen Umsténden toleriert, bzw. ab wann Tatigkeiten untersagt werden miissen, um
bestimmte, durch diese Tatigkeiten verursachten Prozesse aufzuhalten oder zu verhindern.
Eine Giiterabwagung kann durchaus ergeben, dass ein als Schaden eingestufter Prozess
hingenommen werden kann.

An der Technischen Universitdt Berlin wurde kiirzlich ein Forschungsprojekt mit dem
Titel ,,Okologischer Schaden in der Agro-Gentechnik* abgeschlossen. Ziel des Vorhabens war
es, den Begriff "0kologischer Schaden" in der Agro-Gentechnik insbesondere in Bezug auf
den Anbau von GVO inhaltlich zu definieren und auszufiillen, sowie einen Rahmen fiir
Kriterien zu dessen Ermittlung und Bewertung der 0Okologischen Verdnderungen
(Erheblichkeitsschwellen) zu entwickeln. Ein Ergebnis dieser Arbeit ist eine
Schadensdefinition (Bartz et al. (2005), die davon ausgeht, dass alle Effekte, die aus
naturschutzfachlicher Sicht negativ zu bewerten sind, als ,,schidliche Auswirkungen auf die
Umwelt*“ oder verkiirzt als ,,0kologischen Schaden* anzusehen sind. Auf dieser Grundlage
wurde ein Vorschlag zur Bestimmung ,0kologischer Schiden in Hinblick auf
naturschutzfachliche Schutzgiiter und ein methodischer Ansatz zur Anwendung der
Schadensdefinition entwickelt. Ein (durch GVO verursachter) 0kologischer Schaden liegt
demnach vor, wenn

e cin abiotisches Schutzgut (Boden, Wasser, Luft, Klima) oder
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e cin biotisches Schutzgut (Tiere, Pflanzen, Pilze, Mikroorganismen)
erheblich beeintrachtigt wird, und zwar hinsichtlich

e der Gesamtheit oder Teilen eines Schutzgutes oder

e des Schutzgutes als Bestandteil eines Wirkungsgefiiges mit anderen
Schutzgiitern oder

e der nachhaltigen Nutzungsfihigkeit eines Schutzgutes oder des mit ithm
verbundenen Wirkungsgefiiges.

3.6 Zwischenfazit Schadensbegriff

Es gibt derzeit kein allgemeingiiltiges Schadenskonzept. Fiir die Bewertung von GVP
ist ein solches jedoch eine wichtige Voraussetzung. Gegenwirtig lisst sich folgender
Diskussionsstand festhalten:

Schutzgiter: Unumstritten ist, dass die menschliche Gesundheit und eine ndher zu
bestimmende ,,Umwelt“ den Status eines Schutzgutes besitzen. Unklarheiten bestehen
beziiglich der konkreten Definition der unter Schutz gestellten Naturgiiter. Das Spektrum der
denkbaren Schutzgiiterdefinitionen erstreckt sich dabei von einer Beschrankung des
Schutzgut-Status auf bereits als ,,geschiitzt ausgewiesene Flichen, Pflanzen und Tierarten
(Natura2000-Gebiete, Rote Liste-Arten, etc.) bis zu einer Ausweitung dieses Status auf die
gesamte Umwelt, einschlieflich Agrarflichen und anderer anthropogen geprégter
Okosysteme.

Grenz- und Schwellenwerte: Die Festlegung von Grenz- und Schwellenwerten ist
notwendiger Bestandteil eines praktikablen Schadenskonzepts. Trotz der héiufigen
Bezugnahme auf den Vorschlag des SRU, ein Abweichen von der natiirlichen
Schwankungsbreite als Kriterium einer Schadensbemessung heranzuziehen, kann dieses
Konzept nicht als akzeptiert gelten. Vielmehr erscheint seine Realisierbarkeit duferst
fragwiirdig. Von den Grenz- und Schwellenwerten, die einen Schaden an sich definieren, sind
die Abbruchkriterien zu unterscheiden, die festlegen, wann ein Vorhaben untersagt bzw. ein
Vorgang beendet werden muss.

Operationalisierbarkeit: Ein Schadenskonzept ist nur dann zur Anwendung zu
bringen, wenn es auf messbaren Parametern basiert. Da ein antizipierter oder festgestellter
Schaden in der Praxis Freiheitsbeschrankungen (z.B. Einschrinkung der Forschungsfreiheit),
Verbote (z.B. Anbau- oder Einfuhrverbot) oder eine Haftbarmachung des Verursachers zur
Folge haben kann, ist es zusitzlich notwendig, Kausalzusammenhénge feststellen zu konnen.

Ein  Methodenapparat zum  eindeutigen  Nachweis eines  ursachlichen
Zusammenhangs steht bisher nur fiir einige der potentiellen Schaden zur Verfiigung. Z.B.
kann Genfluss eindeutig — wenn auch mit hohen Kosten — mit molekularen Methoden
nachgewiesen werden. Betreffen potentielle Verdnderungen komplexe Wirkungsketten (z.B.
trophische Interaktionen oder indirekte Effekte aufgrund einer verénderten Bewirtschaftung),
ist der Nachweis eines Kausalzusammenhangs derzeit nur schwer zu erbringen.
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4  Gesetzliche Rahmenbedingungen

4.1 Hintergrinde zur gegenwartigen Situation in der EU

In der EU wurden im Zeitraum von 1998 bis 2004 keine neuen gentechnisch
verdnderten Pflanzensorten fiir den kommerziellen Anbau zugelassen. Im Juni 1999 erklarten
fiinf EU-Mitgliedsstaaten (Dénemark, Frankreich, Griechenland, Italien und Luxemburg),
dass sie Neuzulassungen von GVP blockieren wiirden, bis eine europdische Regelung zur
Kennzeichnung und Riickverfolgbarkeit von GVP und aus GVP hergestellten Produkten in
Kraft sei. Das Ergebnis war ein ,de facto Moratorium’, d.h. es wurden vorldufig keine
Neuzulassungen erteilt und GVP wurden in nur einem einzigen Mitgliedsland kommerziell
angebaut (dpa 1999, SRU 2004). Hierbei handelte es sich um gentechnisch verdanderten Mais,
der in Spanien jdhrlich auf einer Fliche von ca. 20000 bis 30000 Hektar angepflanzt wurde.
Im Jahr 2004 vergroBerte sich die Anbaufliche auf 58000 ha, was etwa 12% der gesamten
Maiserzeugung in Spanien entspricht (James 2004).

Wihrend der sechs Jahre, die das ,de facto Moratorium’ bestand, fand in der EU eine
intensive Auseinandersetzung mit der ,griinen Gentechnik’ sowohl auf politischer Ebene als
auch in der Offentlichkeit statt. Forciert durch den technischen Fortschritt und eine
zunehmende Deregulierung von GVO bzw. GVO-haltigen Produkten in anderen Landern,
resultierte die politische Debatte u.a. in der Neuordnung der betreffenden gesetzlichen
Rahmenbedingungen. Durch die Verabschiedung bzw. Anderung verschiedener Regelwerke
(siche 4.2) wurden viele Aspekte des Anbaus und der Nutzung von GVO, die 1998 das ,de
facto Moratorium’ begriindet hatten, weitgehend geklart.

Im Mai 2004 beschloss die Europdische Kommission, die gentechnisch verinderte
Maissorte Btl1 der Firma Syngenta (frither Novartis) in der EU zuzulassen. Das seit 1998
bestehende ,de facto Moratorium’ wurde durch diese Entscheidung aufgehoben, und eine
Ausweitung des Anbaus transgener Kulturpflanzen in der EU steht derzeit bevor. Ungeachtet
dieser Entwicklung bestehen weiterhin Unklarheiten beziiglich der Handhabung von GVO
und GVO-haltiger Produkte. Diese betreffen insbesondere die Durchfiihrung des
Nachzulassungs-Monitorings (Kapitel 7).

4.2 EU-Gesetzgebung

Auf EU-Ebene regelt die Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG die beabsichtigte
Freisetzung und das Inverkehrbringen von GVO. Sie schreibt vor, dass ein von GVO
potentiell ausgehendes Risiko fiir die menschliche Gesundheit und fiir die Umwelt vor der
Freisetzung fiir jeden Einzelfall (case-by-case) zu tliberpriifen ist. Die Vorgehensweise erfolgt
schrittweise (step-by-step), d.h. in verschiedenen Versuchen wird eine Anndherung an
realistische Bedingungen angestrebt. Die einzelnen Teile einer solchen Risikoanalyse konnten
z.B. aus Laborversuchen, Untersuchungen in Mikrokosmen, begrenzten Freisetzungen,
Modellierungs-Szenarien, Evaluationen auf Landschaftsebene und schlieBlich einem
Nachzulassungs-Monitoring bestehen (vgl. O'Callaghan et al. 2005). Jeder Ubergang zu
weniger kontrollierten Bedingungen darf nur dann vollzogen werden, wenn die in der
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vorhergehenden Testphase gewonnenen Ergebnisse erkennen lassen, dass dieser Schritt ohne
Gefdhrdung von menschlicher Gesundheit oder Umwelt moglich ist.

Wichtige  inhaltliche  Elemente  einer  derartigen  Analyse sind  die
Schadensidentifikation, die Untersuchung trophischer Interaktionen und eine Analyse der
Exposition (vgl. 6.4 und 6.8). Eine Risikoabschitzung, die diese verschiedenen Aspekte
berticksichtigt, wird auch als gestufte Analyse (,tiered analysis®) bezeichnet (vgl. EFSA
GMO Panel 2004c¢).

Die Freisetzungsrichtlinie legt des Weiteren fest, welche Voraussetzungen erfiillt sein
miissen, bevor GVO oder daraus bestehende Produkte kommerziell vermarktet werden
konnen. Ein Inverkehrbringen wird nur gestattet, wenn die dem Antragsschreiben beigefiigten
Ergebnisse einer Umweltvertraglichkeitspriifung (UVP) die Unbedenklichkeit des
entsprechenden Organismus oder Produkts bescheinigen. Eine Uberwachung méglicher
Auswirkungen des in Verkehr gebrachten GVO oder GVO-haltigen Produkts ist auch nach
der Marktzulassung vorgeschrieben. Ein zu diesem Zweck erstellter Monitoringplan muss
ebenfalls gemeinsam mit den restlichen Antragsunterlagen eingereicht werden. Orientierung
fir den Monitoringplan geben die Monitoring-Leitlinien 2002/811/EG  zur
Freisetzungsrichtlinie (siche Kapitel 7). Seit 2003 ist auBlerdem die EU-Verordnung
1830/2003 {iiber die Riickverfolgbarkeit und Kennzeichnung von GVO in Kraft (Européische
Kommission 2003c).

Lebens- oder Futtermittel, die aus GVO bestehen oder diese enthalten, unterliegen
speziellen Vorschriften. Seit 18. April 2004 ist die Verordnung 1829/2003 anzuwenden. Sie
ersetzt die bisherige Novel Food Verordnung 258/97 im Bereich der Lebensmittel und die
Anwendung der Richtlinie 2001/18/EG bei Futtermitteln (Europédische Kommission 2003b).
Die EU-Verordnung 1829/2003 legt fiir alle Mitgliedsstaaten verbindlich fest, nach welchen
allgemeinen Prinzipien die Risikobewertungen fiir gentechnisch verdnderte Lebens- oder
Futtermittel in der Européischen Union durchzufiihren sind. Grundsétzlich gilt auch hier, dass
gentechnisch verénderte Lebens- oder Futtermittel, die in der EU auf den Markt gebracht
werden, keine schiadlichen Auswirkungen auf die Umwelt, auf die menschliche Gesundheit
oder auf die Gesundheit von Tieren haben diirfen. Die Nahrwert-Eigenschaften eines GV-
Lebensmittels diirfen des Weiteren nicht wesentlich von denen des entsprechenden
herkommlichen Lebensmittels abweichen. Eine Erndhrung, in der ein GV-Lebensmittel das
herkémmliche Produkt ersetzt, darf demnach — bei ansonsten unverdanderten Essgewohnheiten
— keine gesundheitlichen oder erndhrungsphysiologischen Nachteile mit sich bringen.

Im Vergleich zur alten Novel Food-Verordnung ist die neue Regelung restriktiver. Eine
Notifizierung der Produkte (Unbedenklichkeit ausschliellich auf Grundlage der
substantiellen Aquivalenz) ist nun nicht mehr mdglich. Eine Zulassung gentechnisch
verdnderter Lebens- und Futtermittel setzt stattdessen umfangreiche Untersuchungen voraus,
die im Einzelfall zeigen, dass keine gesundheitlichen Risiken zu befiirchten sind. Die
Bewertung der Untersuchungsergebnisse wird auch nach der neuen Regelung entsprechend
dem Prinzip der substantiellen Aquivalenz vorgenommen (siehe auch Kapitel 6.8). In Box 2
sind die wichtigen Neuerungen, die durch die EU-Verordnung 1829/2003 zur Zulassung von
Lebens- und Futtermittel in Kraft traten, zusammengestellt.
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Box 2: Neuerungen bei der Lebensmittelzulassung laut EU-Verordnung 1829/2003

Nach der EU-Verordnung 1829/2003 zur Zulassung von Lebens- und Futtermittel

e durfen Produkte, die als Lebens- und Futtermittel verwendet werden kénnen (z.B.
Mais), nur zugelassen werden, wenn die Zulassungskriterien sowohl fiir Lebens-
als auch fur Futtermittel erfullt sind;

o trifft die Entscheidung Uber eine Zulassung die EU-Kommission. Jede
Genehmigung wird auf zehn Jahre begrenzt; eine Verlangerung ist moglich;

e werden alle zugelassenen Produkte in ein offentlich zugangliches Register
eingetragen. Dies gilt auch fur bereits zugelassene und auf dem Markt befindliche
GVO-Produkte.

4.3 Gesetzgebung in Deutschland

In Deutschland wird das Inverkehrbringen von gentechnisch verdanderten Lebens- und
Futtermittel durch die genannten EU-Verordnungen geregelt. Von Bedeutung sind hier
insbesondere die Lebensmittelverordnung 178/2002 (Europédische Kommission 2002), die
Verordnung iiber gentechnisch verdnderte Lebens- und Futtermittel 1829/2003 (Europdische
Kommission 2003b) und die Verordnung iiber die Riickverfolgbarkeit und Kennzeichnung
1830/2003  (Europdische Kommission 2003c). EU-Verordnungen haben in den
Mitgliedsstaaten unmittelbare Geltung.

Demgegeniiber bediirfen EU-Richtlinien der Umsetzung in nationale Gesetze. Die EU-
Freisetzungsrichtlinie war von den Mitgliedsldndern bis Oktober 2002 in nationales Recht
umzusetzen. Dies ist in Deutschland bisher nur teilweise erfolgt, da die hierflir notwendige
Novellierung des deutschen Gentechnikgesetzes heftige Kontroversen ausgeldst hat (vgl. SRU
2004). Mit dem Inkrafttreten des Gesetzes zur Neuordnung des Gentechnikrechts am 04.
Februar 2005 (Gentechnikgesetz 2004) wurden mit der Einfilhrung eines oOffentlich
einsehbaren Standortregisters (§16a) und durch Regelungen zur Kennzeichnung von GVO-
haltigen Produkten (§17b) einige der EU-Vorschriften umgesetzt. DasGesetz zur Neuordnung
des Gentechnikrechts enthdlt rechtlich verbindliche Rahmenbedingungen fiir das
Nachzulassungsmonitoring (§ 16c) . Die Ausgestaltung des Monitorings ist jedoch noch
offen. Seit mehreren Jahren wird sich allerdings in Deutschland darum bemiiht, praktikable
Konzepte fiir das Nachzulassungsmonitoring zu entwickeln und zu erproben (siehe Kapitel 7).

4.4  Antragsstellung

Die Genehmigungsverfahren fiir Freisetzungen (zeitlich und ortlich begrenztes
Ausbringen von GVO) und Inverkehrbringen von GVO (Abgabe von Produkten an Dritte,
Vermarktung) unterscheiden sich von dem Genehmigungsverfahren fiir das
Inverkehrbringen von gentechnisch verdnderten Lebens- und Futtermitteln. Die
Antragsstellung verlduft jedoch in allen Féllen vorerst liber die zustéindige nationale Behorde,
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die den Antrag priift und die andere EU-Mitgliedslédnder sowie die EU-Kommission {iber den
eingegangenen Antrag informiert. In Deutschland ist seit dem 1.4.2004 das Bundesamt fiir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) fiir das Bearbeiten der Antrige
zustdndig.

4.4.1 Freisetzung

Fiir das Bearbeiten der Antridge auf Freisetzung von GVO ist das BVL zustindig. Es
trifft eine Entscheidung im Benehmen mit dem Bundesamt fiir Naturschutz (BfN), dem
Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR) und dem Robert-Koch-Institut (RKI). Auch die
Zentrale Kommission fur die Biologische Sicherheit (ZKBS), die Biologische
Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft (BBA) und die zustindige Behorde des
betroffenen Bundeslandes konnen eine Stellungnahme abgeben.

Laut der EU-Richtlinie 2001/18/EG muss die zustdndige nationale Behorde jeden
Freisetzungsantrag, der bei ihr eingereicht wurde, in Kurzfassung an die EU-Kommission
tibermitteln (Europdische Kommission 2001, Art. 11). Diese informiert die zustdndigen
Behorden der anderen EU-Mitgliedsstaaten. Letztere konnen wiederum eine Stellungnahme
zu dem Freisetzungsvorhaben abgeben, die fiir die zustdndige Behorde jedoch unverbindlich
ist.

Uber den Ausgang der Bewertung ist erneut die EU-Kommission zu informieren. Wird
iiber einen Antrag positiv entschieden, erteilt die zustindige nationale Behdrde eine
Genehmigung fiir die Freisetzung (sieche Abb. 1). Geplante und erfolgte Freisetzungen
werden in das 6ffentlich zugingliche Standortregister eingetragen.

Antragsteller

N

Unterlagen Entscheidung
BfN, BfR, RKI|, BVL R BBA
Zustandige Mitteilung der ZKBS
Landesbehorden Entscheidung Offentlichkeit

EU-Kommission

r a

Informationen

A 4 A

EU-Mitgliedslander

Abb. 1: Schematische Darstellung des Zulassungsverfahrens fiir die Freisetzung von GVO
nach der Richtlinie 2001/18/EG
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Ein differenziertes Genehmigungsverfahren ist moglich, wenn iiber den
freizusetzenden GVO bereits geniigend Erfahrungen gesammelt worden sind. Konkret miissen
bestimmte Informationen iiber die Biologie und Okologie des GVO, des Ausgangsorganismus
und der Genquelle, ihre Wechselwirkungen mit der Umwelt und mdgliche Risiken bekannt
sein. Die Bedingungen fiir ein differenziertes Verfahren sind in Anhang V der
Freisetzungsrichtlinie festgelegt. Ob ein differenziertes Verfahren angewandt wird,
entscheidet die EU-Kommission. Wird iiber einen Freisetzungsantrag nach dem
differenzierten Verfahren positiv entschieden, konnen an einem oder an verschiedenen Orten
innerhalb eines festgelegten Zeitraums Freisetzungen eines oder verschiedener GVO erfolgen,
ohne dass es hierfiir jeweils einer gesonderten Genehmigung bedarf.

4.4.2 Inverkehrbringen

Verfahren nach der Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG

Das Inverkehrbringen von GVO oder Produkten, die solche enthalten, kann nur durch
einen Entschluss auf EU-Ebene genehmigt werden. Der formale Ablauf -eines
Genehmigungsverfahrens ist zundchst mit der Antragstellung filir eine Freisetzung im
Wesentlichen identisch: Der Antragsteller reicht die erforderlichen Unterlagen bei der
zustidndigen Behdrde des Landes — in Deutschland beim BVL — ein, in dem das betreffende
GV-Produkt als erstes auf den Markt gebracht werden soll. Diese Behorde priift den Antrag
auf Vollstindigkeit und tbermittelt ihn an die EU-Kommission, welche wiederum die
zustindigen Behorden der anderen EU-Mitgliedsldnder {iber den Antrag informiert. Unter
Beriicksichtigung der vom Antragsteller zur Verfiigung gestellten Ergebnisse durchgefiihrter
UVP und ggf. der Stellungnahmen zusétzlicher Behorden (in Deutschland: Benehmen mit
BN, BfR und RKI sowie Stellungnahme der BBA und ZKBS), nimmt die nationale Behorde
eine Einschitzung des Zulassungsgesuchs vor. In einem Bewertungsbericht wird diese
Einschitzung sowohl dem Antragsteller als auch der Europédischen Kommission mitgeteilt.
Féllt die Bewertung der zustdndigen nationalen Behorde negativ aus, wird der Antrag auf
Inverkehrbringen abgelehnt. Befiirwortet hingegen die zustéindige nationale Behorde eine
Marktzulassung des Produkts, konnen andere Mitgliedslander oder die EU-Kommission
innerhalb von 60 Tagen gegen diese Beurteilung Einspruch erheben. Werden von der
Kommission und den anderen Mitgliedslédndern keine Einwande gegen die Entscheidung der
nationalen Behorde erhoben, erteilt die zustindige nationale Behorde dem Antragsteller die
Genehmigung, das entsprechende GV-Produkt in der gesamten EU zu vermarkten (sieche Abb.
2). Das Produkt muss die Vorschriften zur Riickverfolgbarkeit und Kennzeichnung erfiillen.
Zusétzlich ist ein Monitoringplan erforderlich, der auf den Ergebnissen der im Vorfeld
durchgefiihrten UVP basiert. Durch das Monitoring sollen direkte oder indirekte,
unmittelbare, verzogerte oder unvorhergesehene Auswirkungen auf die Umwelt oder die
menschliche Gesundheit ermittelt werden, die wihrend oder nach der Markteinfiihrung des
GV-Produkts auftreten (siche Kapitel 7). Die Giiltigkeitsdauer der Genehmigung betrigt zehn
Jahre. Eine Verlingerung der Zulassung kann erfolgen, wenn die in der Zwischenzeit
gewonnenen zusitzlichen Informationen iiber das Produkt keine Gefidhrdung von Mensch
oder Umwelt befiirchten lassen.

Im Falle, dass von der EU-Kommission oder den Behorden anderer EU-
Mitgliedsstaaten Einwéinde gegen ein Inverkehrbringen erhoben werden, wird eine
Entscheidung im Gemeinschaftsverfahren gefillt (Art. 18). Es findet eine Anhérung eines
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wissenschaftlichen Ausschusses (oder mehrerer Ausschiisse) statt (daher auch
Ausschussverfahren, Art. 30). Stehen die Einwidnde im Zusammenhang mit moglichen
Gesundheitsrisiken, kann die Europdische Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA) geméal
VO (EG) 178/2002 hinzugezogen werden. Erteilen die wissenschaftlichen Ausschiisse die
Empfehlung, dem Antrag stattzugeben, legt die Kommission einem Entscheidungsgremium,
das sich aus Vertretern der Mitgliedsstaaten zusammensetzt, einen entsprechenden Entwurf
fiir eine Genehmigung vor. Billigt das Entscheidungsgremium diesen Vorschlag, wird die
Zulassung erteilt. Lehnt das Entscheidungsgremium den Entwurf ab, wird dieser an den EU-
Ministerrat zur Annahme oder Ablehnung weitergeleitet. Im Ministerrat kann eine
Entscheidung nur mit einer qualifizierten Mehrheit gefallt werden. Gelingt dies wéahrend einer
Frist von drei Monaten nicht, trifft die EU-Kommission eine Entscheidung.

— Antragsteller | —— Unteriagen
. Zulassung _ - 1
Zulassun Ablehnun BVL
BVL 9 g
(+BfN, BBA, ZKBS etc.
EU-Ministerrat| =~ * o l
Entscheidung* : negativ.  Unterlagen und
: Bewertungs-
: g bericht
*. i positiv
1 .““ - -
Einwande EU-Kommission
Keine ;
Einwande Entscheidung

l Information l

EU-Mitgliedslander

<

Abb. 2: Schematische Darstellung des Zulassungsverfahrens fiir ein Inverkehrbringen von
GVO nach der Richtlinie 2001/18/EG (vereinfacht). *Entscheidung nur mit qualifizierter
Mehrheit innerhalb von 3 Monaten mdglich, andernfalls entscheidet die EU-Kommission
(grauer Pfad).

Verfahren nach der EU-Verordnung 1829/2003

Um ein transgenes Lebens- oder Futtermittel auf den Markt zu bringen, wird
prinzipiell sowohl eine Zulassung nach Richtlinie 2001/18/EG als auch eine Zulassung
nach der Verordnung 1829/2003 bendtigt. Ein Antragsteller kann sich entscheiden, den
Antrag auf Inverkehrbringen (nach Richtlinie 2001/18) getrennt von dem Antrag auf
Zulassung des Produkts als Lebens- oder Futtermittel (nach Verordnung 1829/2003) zu
stellen. Alternativ ist aber auch ein integratives Verfahren moglich.

Die Beurteilungskriterien beider Regelungswerke stimmen in hohem Male iiberein,
eine Gefdhrdung von Mensch, Tier oder Umwelt soll in jedem Fall ausgeschlossen werden.
Der Schwerpunkt einer Risikobewertung nach der Freisetzungsrichtlinie liegt jedoch auf der
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Umweltvertraglichkeitsprifung. Eine Priifung entsprechend der Verordnung 1829/2003
beriicksichtigt dagegen in der Hauptsache gesundheitliche Aspekte. Unterschiede bestehen
des Weiteren beziiglich des Ablaufs des Genehmigungsverfahrens und der daran beteiligten
Institutionen. Wihrend die zustindige nationale Behdrde an einer Entscheidung nach
Richtlinie 2001/18 wesentlich mitwirkt (s.0.), spielt bei der Bewertung eines Antrags nach
EU-Verordnung 1829/2003/EG die EFSA eine =zentrale Rolle. Sie erhilt die
Antragsunterlagen von der zustindigen nationalen Behorde und fiihrt eine wissenschaftliche
Begutachtung durch. Im Zuge der Sicherheitsbewertung sollte die EFSA jedoch wiederum die
zustindige nationale Behorde konsultieren, die den Fall ebenfalls priift und innerhalb von drei
Monaten eine unverbindliche Bewertung vornimmt (Europdische Kommission 2003b, Art. 6

§4.

Innerhalb von 6 Monaten erarbeitet die EFSA zu dem Antrag eine Stellungnahme, die
sie sowohl dem Antragsteller als auch der EU-Kommission und den anderen EU-
Mitgliedstaaten mitteilt. Auf Grundlage der von der EFSA vorgenommenen
Sicherheitsbewertung empfiehlt die EU-Kommission dem mit Vertretern der Mitgliedsldnder
besetzten ,Ausschuss fiir die Lebensmittelkette und Tiergesundheit’ die Zulassung oder die
Ablehnung des Antrags. Entspricht diese Empfehlung nicht der Bewertung der EFSA, hat die
EU-Kommission dies zu begriinden. Der Ausschuss fiir die Lebensmittelkette und
Tiergesundheit entscheidet letztlich tliber den Antrag. Ein Beschluss erfordert eine
qualifizierte Mehrheit unter den Vertretern der Mitgliedslédnder (siche Abb. 3).

Laut der EU-Lebensmittelverordnung 178/2002 sind die nationalen Regelungsbehorden
und die EFSA bei anhaltenden Meinungsverschiedenheiten  beziiglich  der
Sicherheitsbewertung von GVO angehalten zu kooperieren, um entweder zu einem
Einvernehmen zu gelangen oder um die zu Grunde liegenden Unklarheiten der
wissenschaftlichen Sachverhalte oder der zur Verfiigung stehenden Daten aufzudecken und zu
publizieren (Europdische Kommission 2002, Art. 30; Friends of the Earth Europe 2004).

Beim integrativen Verfahren entspricht das Vorgehen der Verordnung 1829/2003/EG,
wobei gleichzeitig die Umweltvertrdglichkeit gepriift wird. Der EFSA obliegt beim
integrativen Verfahren die wissenschaftliche Bewertung, sie kann aber nationale Behérden
mit der Durchfiihrung einiger Untersuchungen beauftragen.

GV-Produkte (Lebens- und Futtermittel), die vor dem 18. April 2004 bereits fiir den
europdischen Markt zugelassen waren, diirfen unabhingig von der neuen Verordnung
1829/2003 weiter verarbeitet und vertrieben werden, wenn sie vor dem 18. Oktober 2004 bei
der Europédischen Kommission gemeldet wurden. Die Erneuerung der Zulassung ist innerhalb
von neun Jahren nach dem erstmaligen Inverkehrbringen, jedoch nicht eher als drei Jahre
nach dem Geltungsbeginn der EU-Verordnung 1829/2003/EG, zu beantragen.

Nach der ,Schutzklausel’ (Art. 23 der EU-Richtlinie 2001/18/EG) haben
Mitgliedsldnder das Recht, die Vermarktung eines Produkts zu stoppen. Dies kann allerdings
nur auf Grundlage von neuartigen oder zusétzlichen wissenschaftlichen Erkenntnissen
geschehen, die zum Zeitpunkt der Genehmigungserteilung nicht bereits zugidnglich waren.
Gibt diese zusitzliche Information begriindeten Anlass zu der Sorge, dass von einem
zugelassenen Produkt ein Risiko fiir die menschliche Gesundheit oder die Umwelt ausgehen
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konnte, kann ein EU-Mitgliedsstaat den weiteren Anbau oder Vertrieb dieses Produkts
innerhalb seiner Landesgrenzen beschrianken oder verbieten.

Osterreich hat z.B. in den Jahren 1997, 1999 und 2000 unter Berufung auf die
Schutzklausel das Inverkehrbringen der in der EU bereits zugelassenen Maissorten Bt176,
MON 810 und T 25 verboten.

Antragsteller

Unterlagen

Entscheidung BVL

Unterlagen ggf. Konsultation

Offentlichkeit

Standiger EFSA —>

= Lebensmittel-
ausschuss

h

Vorschlag einer Einwande
Entscheidung

A

EU-Kommission

A

EU-Mitgliedslander

Abb. 3: Schematische Darstellung des Zulassungsverfahrens fiir ein Inverkehrbringen von
GVO nach der Verordnung 1829/2003/EG, vereinfacht (http://www.transgen.de.)

4.5 Monitoring laut Richtlinie 2001/18/EG

Die EU-Richtlinie 2001/18/EG schreibt vor, GVO oder GVO-haltige Produkte nach
dem Inverkehrbringen zu iiberwachen. Die Beobachtung nach dem Inverkehrbringen hat zum
einen das Ziel, die Ergebnisse und daraus abgeleiteten Annahmen der UVP zu verifizieren. Da
GVO oder GVO-haltige Produkte nach der Richtlinie 2001/18/EG nur fiir den Markt
zugelassen werden diirfen, wenn von ihnen keine schédlichen Auswirkungen auf Mensch oder
Umwelt zu erwarten sind, besteht eine Aufgabe des Nachzulassungsmonitorings darin, diese
Annahme der Unbedenklichkeit zu tiberpriifen. Zum anderen ist das Ziel des Monitorings, im
Vorfeld nicht erkannte Risiken fiir die menschliche Gesundheit oder die Umwelt zu ermitteln
und ggf. nicht erwartete schiadliche Auswirkungen der GVO oder GVO-haltigen Produkte
festzustellen (vgl. Ziighart & Breckling 2003, Bundestag 2004).

Entsprechend werden zwei Formen des Monitorings unterschieden: die fallspezifische
und die allgemeine Uberwachende Beobachtung (siche Box 3). Die fallspezifische
Beobachtung wird zur konkreten Untersuchung von Hypothesen durchgefiihrt, die aus den
Ergebnissen der experimentellen UVP abgeleitet wurden. Sie sind von begrenzter Dauer und
haben das Ziel, die Auswirkungen des Inverkehrbringens eines spezifischen GVO oder GVO-
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haltigen Produkts zu untersuchen. Die allgemeine Beobachtung dient hingegen der Kliarung
der Frage, ob kumulative langfristige Auswirkungen auftreten, die im Vorfeld nicht
vorhergesehen wurden und fiir die es wahrend der UVP keine konkreten Hinweise gab. Die
allgemeine Beobachtung soll sowohl auf Ursache-Wirkungshypothesen aufbauen als auch
Phinomene und Prozesse untersuchen, die nicht in derartige Hypothesen einbezogen werden.
Es soll sich also um ein breit angelegtes Uberwachungsprogramm handeln, dass méoglichst
viele Verdnderungen in der Umwelt erfasst, um nicht vorhergesehene Auswirkungen zu
identifizieren und nachtriglich mit dem Inverkehrbringen von GVO oder GVO-haltigen
Produkten in Zusammenhang bringen zu konnen (vgl. Ziighart & Breckling 2003).

Box 3: Fallspezifisches und allgemeines Monitoring von gentechnisch verdnderten
Organismen

Fallspezifisches Monitoring

Potenziell schadliche sofortige, direkte, indirekte und kumulative Auswirkungen, die sich
im Rahmen der Umweltrisikopriifung im Zulassungsverfahren angedeutet haben, sollen
durch ein fallspezifisches Monitoring abgeklart werden.

Der Zeitraum ist ausreichend lang zu wahlen, in Abhangigkeit von den Eigenschaften
des GVO und den zu beobachtenden potentiellen Auswirkungen. Die Uberwachung wird
solange dauern, bis entschieden werden kann, ob nachteilige Wirkungen auftreten.

Allgemeines Monitoring

Das allgemeine Monitoring ist dem Vorsorgeprinzip geschuldet. Es sollen
unvorhergesehene Effekte, die so nicht in der Umweltrisikopriifung prognostiziert
wurden, erfasst werden: Mogliche indirekte, spatere und/ oder kumulative (z.B. durch
wiederholte Freisetzungen und Wechselwirkungen) und langfristige (z.B. langfristige
Einwirkdauer) schadliche Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit und die
Umwelt. Dabei kann es sich sowohl um kulturartenspezifische als auch um kulturarten-
unspezifische Effekte handeln. Sie sollen nach EU-Leitlinien zum Monitoring Gber einen
l&ngeren Zeitraum vorgenommen werden.

Definitionen der Bund/Lander AG (BLAG) ,Konzept fiir das Monitoring von gentechnisch
veranderten Organismen (GVO)“ (2003)

Umsetzung

Einem Antrag auf Inverkehrbringen eines GVO muss ein Uberwachungsplan gemil
Anhang VII der Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG beiliegen. In diesem muss die Laufzeit des
Monitorings festgelegt sein. Dieser Zeitraum muss nicht mit der Dauer der Genehmigung
iibereinstimmen. Der Antragsteller hat nach dem Inverkehrbringen dafiir Sorge zu tragen, dass
Uberwachung und Berichterstattung nach den in der Genehmigung festgelegten Bedingungen
erfolgen. Berichte miissen an die EU-Kommission und an die zustindigen Behorden der
Mitgliedsstaaten gesandt werden. Die zustindige Behorde, bei der der urspriingliche Antrag
einging, kann nétigenfalls nach einem ersten Uberwachungszeitraum den Uberwachungsplan
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anpassen. Sind nach der Erteilung der Genehmigung neue Informationen hinsichtlich
moglicher Gefahren verfligbar geworden, miissen erforderliche Schutz-Maflnahmen vom
Antragsteller getroffen werden. Die Ergebnisse der Uberwachung werden der Offentlichkeit
bekannt gegeben. Im Anhang VII der Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG finden sich folgende
Vorgaben fiir einen Uberwachungsplan:

e Er sollte auf den Einzelfall ausgerichtet sein und Ergebnisse bereits
durchgefiihrter UVP einbeziehen.

e Es ist ein allgemeines Monitoring und nétigenfalls ein fallspezifisches
Monitoring vorzusehen. Fiir das allgemeine Monitoring kénnte ggf. von
etablierten Routineiliberwachungsprogrammen Gebrauch gemacht werden
(Uberwachung landwirtschaftlicher Kulturformen, des Pflanzenschutzes,
der Tier- und Humanarzneimittel). Dabei ist klarzustellen, wie die
relevanten Informationen dem Inhaber der Zustimmung zugénglich
gemacht werden.

e Die systematische Uberwachung des GVO und die Auswertung der Daten
soll durch den Uberwachungsplan erleichtert werden.

e Es sollte im Uberwachungsplan eine Aufgabenverteilung festgelegt sein,
aus der hervorgeht, wer fiir die Einrichtung und ordnungsgemifle
Durchfiihrung des Uberwachungsplans verantwortlich ist und wie
ermittelte schadliche Auswirkungen auf Schutzziele an Behorden und den
Inhaber der Zustimmung iibermittelt werden.

In den Leitlinien zur Erginzung des Anhangs VII der Richtlinie 2001/18/EG
(Entscheidung des EU-Rates 2002/811/EG), kurz EU-Leitlinien zum Monitoring, werden
die Ziele und allgemeine Grundprinzipien der EU-Freisetzungsrichtlinie zum Monitoring,
sowie der Aufbau des Uberwachungsplans konkretisiert.
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5 Herstellung und Anwendung von GVP

Die Methoden zur Ubertragung von Fremd-DNA in eine Pflanzenzelle
(Transformation) koénnen zwei Technologiegruppen zugeordnet werden: Den direkten,
physikalischen (biolistischen) wund den indirekten, vektorvermittelten Techniken.
Partikelbeschuss, Elektroporation und Mikroinjektion sind Beispiele fiir den direkten
Transfer. Fir den indirekten Transfer stehen verschiedene Vektoren zur Verfligung. Am
hiufigsten werden modifizierte Varianten des Ti-Plasmids aus dem Bodenbakterium
Agrobacterium tumefaciens verwendet (s.u.).

Da die indirekten DNA-Transfermethoden zur Herstellung transgener Pflanzen auf
natiirlich vorkommenden Mechanismen des horizontalen Gentransfers (HGT) basieren (s.
Kapitel 6.5), erscheint eine Darstellung dieser Methoden im Kontext der Bewertung des
Risikopotentials von GVP besonders relevant. Auf eine detaillierte Beschreibung der direkten
DNA-Ubertragungstechniken wird dagegen an dieser Stelle verzichtet (siehe hierzu z.B. Van
den Eede et al. 2004).

5.1 Agrobacterium tumefaciens-vermittelter Gen-Transfer

A. tumefaciens, ein natiirlich vorkommendes Bodenbakterium, induziert bei infizierten
Pflanzen einen Tumor (Wurzelhalsgalle), in dem es einige seiner Gene in das Genom der
Wirtspflanze iibertrdgt. Diese Eigenschaft von A.tumefaciens wird fiir die gentechnische
Manipulation von Pflanzen genutzt.

Die Ubertragung bakterieller Gene in Zellen der Wirtspflanze erfolgt bei A. tumefaciens
durch das Ti-Plasmid (,tumorinduzierend’). Dieses etwa 200kb grofle Plasmid enthélt einen
DNA-Abschnitt, der nach der Infektion der Pflanze ausgeschnitten und in die Pflanzenzelle
iibertragen wird. Nach dem Transport in den Zellkern erfolgt eine unspezifische
chromosomale Insertion dieses als T-DNA (Transfer DNA) bezeichneten DNA-Fragments.
Die T-DNA kodiert Proteine, die fiir die Synthese von pflanzlichen Wachstumshormonen
(Auxin, Cytokinin) und Opinen notwendig sind und wird von den repetitiven Sequenzen LB
und RB (left bzw. right border) eingerahmt. Nach der Transformation werden entsprechende
Opine in der Pflanzenzelle synthetisiert, die von A. tumefaciens wiederum als Kohlenstoft-
und Stickstoffquelle genutzt werden, wihrend die zusitzliche Produktion von Auxin und
Cytokinin zum Tumorphénotyp fiithrt (Hooykaas & Schilperoort 1992, Van den Eede et al.
2004, Tzfira et al. 2004).

Fiir das Ausschneiden, den Transport und die Integration der T-DNA sind verschiedene
Proteine erforderlich, die teilweise in der Virulenzregion des Ti-Plasmids und teilweise im
Kerngenom des Bakteriums kodiert sind. Die Gene der Virulenzregion (vir Gene) sind
auBBerhalb der T-Region lokalisiert und werden unabhingig von dieser exprimiert. Die 25bp
grof3en repetitiven Sequenzen LB und RB, welche die linke und rechte Grenze der T-Region
darstellen, sind dabei die einzigen cis-Elemente, die fiir den Transfer benétigt werden, d.h.
jede DNA, die sich dazwischen befindet, wird iibertragen. Diese Tatsache liegt der
Entwicklung des binaren Vektorsystems zu Grunde, das heute als Standardtechnik fiir die
Transformation von Pflanzenzellen eingesetzt wird (Van den Eede et al. 2004).
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Das bindre System setzt sich aus dem eigentlichen Vektor-Plasmid und einem Helfer-
Plasmid zusammen. Ersteres wird auch als bindres Plasmid bezeichnet. Es besitzt eine
Integrationsregion mit einer multiplen Klonierungsstelle, welche wiederum von den fiir die
Integration ins Wirtsgenom wichtigen repetitiven Sequenzen LB und RB flankiert wird. Das
DNA-Fragment, das in eine pflanzliche Zelle tibertragen werden soll, wird gemeinsam mit
einem starken eukaryotischen Promotor und einem Terminator in die Integrationsregion
kloniert. Darin enthalten ist auBerdem ein Marker, der es erlaubt, erfolgreich transformierte
Pflanzenzellen zu selektieren. Des Weiteren sind auf dem bindren Vektor ein bakterieller
Replikationsursprung (ORI) und ein weiterer Selektionsmarker kodiert. Diese Elemente
befinden sich auflerhalb der Integrationsregion und dienen der Vermehrung des Plasmids in
Bakterien bzw. der Selektion solcher Bakterienzellen, die den bindren Vektor enthalten
(Veluthambi et al. 2003, Van den Eede et al. 2004).

Die zweite Komponente des bindren Systems wird als Helfer-Plasmid bezeichnet. Es
handelt sich dabei um ein Ti-Plasmid, auf dem die fiir den DNA-Transfer notwendigen Vir-
Genen kodiert sind, aus dem jedoch die T-Region entfernt wurde. Stimme von
A. tumefaciens, die diese als ‘entschérft’ bezeichnete Version des Ti-Plasmids tragen, sind
nicht mehr in der Lage, eine Tumorbildung zu induzieren, da die T-DNA fehlt. Ublicherweise
wird der bindre Vektor in E. coli vermehrt und anschlieBend in einen A. tumefaciens-Stamm
eingeschleust, der das Helfer-Plasmid besitzt. Dies kann z.B. durch Elektroporation oder
durch Konjugation der beiden Bakterienstimme erfolgen (siche Kapitel 6.5). Agrobacterium-
Zellen, die beide Komponenten des Vektorsystems besitzen, werden selektiert und
anschlieend fiir die Infektion der zu transformierenden Pflanzenzellen genutzt.

Der Mechanismus, nach welchem die Integration der T-DNA in das Wirtsgenom
verlduft, ist nicht vollstindig geklédrt. Es wird angenommen, dass es sich um einen Prozess
»illegitimer Rekombination® handelt, d.h. einer Paarung nicht-homologer DNA-Stringe. Ein
solcher Vorgang wird durch kurze iibereinstimmende DNA-Abschnitte auf den beteiligten
DNA-Strangen erleichtert, die homolog paaren und dadurch als homologe Rekombinations-
Anker fungieren koénnen (De Vries & Wackernagel 2002, Prudhomme et al. 2002). Es wird
davon ausgegangen, dass bei einem A. tumefaciens-vermittelten DNA-Transfer ein einzelnes
Bakterium nur ein T-DNA-Molekiil in eine Pflanzenzelle tibertrdgt. Trotzdem kann nicht
ausgeschlossen werden, dass eine mehrfache Kopienzahl des Fremdgens in einer transgenen
Zelle auftritt. Ein Grund dafiir konnte sein, dass eine Pflanzenzelle gleichzeitig durch mehrere
Bakterien infiziert wird. Die verschiedenen Genkopien sind in einem solchen Fall entweder
auf demselben oder auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert (Van den Eede et al.
2004).

Erfolgreich transformierte Pflanzenzellen werden in der Regel mit Hilfe von
gemeinsam mit dem Zielgen Ubertragenen Antibiotika- oder Herbizidmarkern
selektiert. Dazu werden die Zellen (iiblicherweise in Form von Blattscheiben) auf ein
Néhrmedium gelegt, welches das entsprechende Antibiotikum oder Herbizid enthélt. Durch
Zugabe von Phytohormonen konnen aus den Zellen vollstindige Pflanzen regeneriert werden,
deren Zellen jeweils das eingeschleuste Transgen enthalten.

Ein weiteres Bakterium der Gattung Agrobacterium, A. rhizogenes wird ebenfalls zur
Transformation von Pflanzen eingesetzt. Der DNA-Transfermechanismus ist im Wesentlichen
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mit der Ubertragung durch das Ti-Plasmid von A. tumefaciens identisch. A. rhizogenes besitzt
ein entsprechendes, als Ri-Plasmid bezeichnetes Plasmid. Kiirzlich ist von erfolgreichen
Transformationsversuchen mit Bakterien der Gattungen Rhizobium, Sinorhizobium und
Mesorhizobium berichtet worden, in die zuvor ein Ti-Plasmid von A. tumefaciens iibertragen
worden war (Broothaerts et al. 2005). Diese alternativen Gattungen stehen der Gattung
Agrobacterium phylogenetisch sehr nah, bzw. sind evtl. sogar mit ihr zusammenzufassen.
Diese Moglichkeit wird wenigstens fiir Rhizobium diskutiert (Broothaerts et al. 2005, Chilton
2005). Die Frequenzen, mit denen Pflanzenzellen durch Rhizobium, Sinorhizobium oder
Mesorhizobium transformiert wurden, waren in allen Fillen deutlich niedriger als die
Vergleichswerte von A. tumefaciens.

Vor-/Nachteile der Agrobacterium-basierten DNA-Transfermethoden

Eine Agrobacterium-basierte DNA-Ubertragung verlduft in der Regel zielgerichteter
und kontrollierter als ein direkter, physikalischer Transfer. Die indirekte Ubertragung durch
Agrobacterium stellt sicher, dass die Integration der Fremd-DNA in die chromosomale
DNA der Zelle erfolgt. Bei dem Transfer mittels physikalischer Methoden kann es hingegen
auch zur Integration der DNA in die Organellen der Pflanze (Chloroplasten und
Mitochondrien) kommen. Des Weiteren wird im Gegensatz zur biolistischen Methode durch
einen Agrobacterium-basierten Transfer kein Gewebe zerstort.

Als kritisch zu bewerten ist jedoch, dass bei einer Agrobacterium-vermittelten
Ubertragung ein Einbau zusatzlicher Vektor-DNA ins Wirtsgenom stattfinden kann (vgl.
Veluthambi et al. 2003). Die Integration von DNA des ,Vektor-Riickgrats’ in das Genom der
Zielzelle wird als long transfer’ bezeichnet und ist aufgrund der dadurch entstehenden
groBBeren Homologie zwischen der rekombinanten DNA und prokaryotischer Genome (vgl.
Kapitel 6.5) und aufgrund moglicher unerwarteter Effekte (s. Kapitel 6.9) unerwiinscht.
Dieser ‘long transfer” kann jedoch unter Anwendung verschiedener Methoden vermieden
werden (siche Kapitel 5.4).

Trotz dieses Nachteils stellt die Agrobacterium-vermittelte, indirekte Gen-Ubertragung
grundsitzlich die bevorzugte Methode dar. Es handelt sich um ein gut zu handhabendes und
zu einem hohen Maf} aufgeklértes System, mit dem hohe Transformationsfrequenzen erreicht
werden konnen. Die definierten Enden des inserierten Fragments (LB und RB) und die
Tatsache, dass dieses gemeinsam mit einem Selektionsmarker iibertragen wird, erhéhen
ebenfalls die Praktikabilitidt des Systems. Dariiber hinaus tritt ein ,Silencing’ des Transgens,
wie es u.a. durch eine erhdhte Kopienzahl in einer Zelle verursacht werden kann, relativ selten
ein (Veluthambi et al. 2003).

Allerdings war die Anwendung der Agrobacterium-vermittelten Methodik lange Zeit
durch das Wirtsspektrum von Agrobacterium eingeschriankt. Anfangs lieBen sich mit Hilfe
dieser Technik nur zweikeimblittrige Pflanzen transformieren. Inzwischen konnte das
Verfahren auf ein weites Spektrum einkeimbléttriger Pflanzen ausgedehnt werden und so
gelang auch die Agrobacterium-vermittelte Transformation von so bedeutenden
Kulturpflanzen wie Reis, Weizen, Mais, Hirse und Gerste (vgl. Veluthambi et al. 2003). Fiir
einige Arten mit geringem Regenerationspotential und fiir die Transformation von
Organellen (Chloroplasten, Mitochondrien) muss jedoch auf alternative Methoden
zuriickgegriffen werden.
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5.2 Chloroplasten-Transformation

Chloroplasten konnen durch Partikelbeschuss transformiert werden. Die Erzeugung
transgener Chloroplasten ermdglicht eine vielfach gesteigerte Expression des inserierten
Transgens in der Zielzelle. Da ca. 10-100 Chloroplasten pro Zelle vorliegen und 10 bis 100
Plastidengenome pro Chloroplast, kann eine Zelle nach erfolgreicher Transformation dieser
Organellen und nach Selektion auf Homoplasmie das Transgen in sehr hoher Kopienzahl
besitzen (Daniell et al. 2002). Im Gegensatz dazu liegt ein chromosomales Transgen mit einer
maximalen Zahl von 10 Kopien pro Zelle vor (Kay et al. 2002). Ein weiterer Vorteil der
Chloroplasten-Transformation liegt darin, dass polycistronische mRNAs meist effizient
translatiert werden. ‘"Polycistronisch’ bezeichnet ein mRNA-Molekiil, welches die kodierende
Regionen mehrerer Gene enthilt, aber von einem Promotor aus transkribiert wird. Sie sind
typisch fiir prokaryotische Gene, wéhrend in Eukaryoten ein Gen in der Regel jeweils in eine
einzelne mRNA {ibersetzt wird (in diesem Fall spricht man von monocistronischer mRNA).
Dariiber hinaus tritt eine Inaktivierung von inserierten Genen (Gene Silencing) bei einer
Transformation des Chloroplastengenoms seltener als bei einer Manipulation des
Kerngenoms ein.

Das Einschleusen von Fremd-Genen ins Chloroplastengenom bietet sich auch als
SicherheitsmalRinahme an, wenn eine Ausbreitung von Transgenen durch die Hybridisierung
mit Kreuzungspartnern verhindert werden soll (Daniell et al. 1998, Daniell et al. 2005). In
den meisten Fallen werden Chloroplasten ausschliel3lich maternal vererbt, d.h. der
Pollen einer Pflanze mit manipuliertem Organellengenom ist in den meisten Fillen frei von
Transgenen. Fiir fast alle Angiospermen ist dies die Regel, z.B. fiir Mais (Zea mays), Soja
(Glycine max) und die Acker-Schmalwand (Arabidopsis thaliana), nicht jedoch fiir
Nadelholzer. Diese vererben Chloroplasten hauptsichlich iiber den Pollen. Auch die Luzerne
(Medicago sativa) besitzt ein abweichendes Vererbungsmuster. In diesem Fall geben beide
elterlichen Organismen Chloroplasten an die Nachkommen weiter. Eine derartige biparentale
Vererbung der Chloroplasten ist gelegentlich auch fiir Reis (Oryza sativa) und fiir einige
Erbsen-Sorten (Pisum sativum) beobachtet worden. Auch fiir Tabak (Nicotiana tabacum und
N. plumbaginifolia) wurde die strikt maternale Vererbung in Frage gestellt (Maliga 2004, Van
den Eede et al. 2004).

Trifft eine ausschlielich maternale Vererbung von Chloroplasten auf eine Pflanze
zu, kann durch die Manipulation des Chloroplasten- statt des Kerngenoms ein
vertikaler Genfluss (von der Elterngeneration zu den Nachkommen) verhindert werden.
Das Potential fiir einen erfolgreichen horizontalen Gentransfer von der transgenen Pflanze zu
assoziierten Mikroorganismen oder Darmbakterien ist in einem solchen Fall allerdings
aufgrund der hohen Kopienzahl des Transgens pro Zelle und der gréBeren
Ubereinstimmungen zwischen den Genomen der Plastiden und Prokaryoten erhdht. Aufgrund
der Ahnlichkeit der Genome ist zu erwarten, dass Chloroplasten auch Gene und
Regulationssequenzen (Promotoren) enthalten, die von Bakterien exprimiert werden bzw. in
diesen aktiv sein konnen (Nielsen et al. 1998). Die Organellentransformation zum Zweck
der Risikoeinddmmung ("containment strategy’) ist daher umstritten (Nielsen et al. 1998,
Kay et al. 2002, Heritage 2005).

25



5. Mechanismen der gentechnischen Modifikation von Pflanzen

5.3 Akkumulation von mehreren Transgenen (,Gene Stacking’)

Ein ,Gene Stacking’ kann entweder ungewollt, z.B. durch mehrfache unkontrollierte
Hybridisierung, oder gezielt geschehen. Fiir die beabsichtigte Akkumulation von Transgenen
in einer Zielpflanze stehen verschiedene Methoden zur Verfligung, u.a.:

o sexuelle Kreuzung einfach-transgener Pflanzen, die unabhingig
voneinander transformiert wurden (z.B. Hiatt & Bowdish 1998),

e Einschleusung der verschiedenen Gene als individuelle
Transkriptionseinheiten mit Hilfe eines oder mehrerer Plasmide,

e Integration der gewiinschten kodierenden Abschnitte in einer einzigen
Transkriptionseinheit (polycistronische Konstrukte) (Hunt & Maiti 2001).

Die gezielte Ko-Expression verschiedener Transgene wird z.B. fiir die Synthese
komplexer Fremd-Molekile in Pflanzen angestrebt. Bereits Ende der Neunziger Jahre
gelang eine solche Ko-Expression in Tabak mit dem Resultat, dass die transgenen Pflanzen
korrekt zusammengesetztes sekretorisches Immunoglobulin A (sIgA) produzierten (Hiatt &
Bowdish 1998). Ein bekanntes Beispiel einer Pflanze mit mehreren Transgenen ist der
’Goldene Reis’. Fiir die Produktion von Beta-Carotin (oder Provitamin A) im Endosperm des
Reiskorns war das Einbringen von drei verschiedenen Genen notwendig, die an der
Biosynthese des Provitamin A beteiligt sind (Ye et al. 2000). Kommerziell werden
gegenwirtig in zunehmendem Mafle Mais- und Baumwollsorten angebaut, die aufgrund des
Besitzes von mindestens zwei Transgenen sowohl herbizid- als auch insektenresistent sind
(James 2004). Auch fiir die Herstellung von rekombinanten Antikorpern, die aus nur einer
Proteineinheit bestehen (,single chain antibodies’), kann es notwendig oder hilfreich sein,
zusitzliche Proteine in derselben Zelle zu exprimieren, die Einfluss auf die korrekte Faltung
oder die Zusammensetzung des Produkts nehmen (z.B. Chaperone) (Hunt & Maiti 2001). Des
Weiteren wird in insektizidresistenten Pflanzen teilweise die Expression von mehreren
Toxinen angestrebt (s. Kapitel 0).

Problematisch ist eine unbeabsichtigte und unkontrollierte Akkumulation von
Transgenen in Pflanzen aus mehreren Griinden. Wie u.a. das prominente Beispiel des
dreifach-herbizidresistenten Raps (Hall et al. 2000) demonstriert, konnen Pflanzen mit
mehreren Transgenen durch Genfluss entstehen (siehe auch 6.1). Das Resultat eines solchen
Vorgangs sind transgene Pflanzen mit einer Neukombination von verschiedenen Fremdgenen,
die im Freiland auftreten und sich moglicherweise vermehren und ausbreiten konnen, ohne
jedoch zuvor einer Sicherheitsbewertung unterzogen worden zu sein (vgl. Middelhoff 2004).
Diese Tatsache ist von groBer Bedeutung, insbesondere angesichts der Vielzahl von
moglichen Genkombinationen und der Ungewissheit dariiber, welche unerwarteten Effekte
eine Akkumulation mehrerer Gene in einer Pflanze zur Folge haben kdnnte (siehe auch 6.9).

5.4 Molekularbiologische Sicherheits-Techniken

Neben der Moglichkeit der Organellentransformation (s.0.) bestehen weitere
molekularbiologische Techniken, die die Wahrscheinlichkeit der Ausbreitung von Transgenen
oder negativer Auswirkungen der Transgen-Expression verringern kdnnen.
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5.4.1 Markergen-Entfernung

Bei der Erzeugung von GVO werden Selektionsmarker eingesetzt, die eine positiv
verlaufene Transformation der Pflanzenzelle erkennen lassen. Fiir die weitere Vermarktung
und Kultivierung der Pflanzen haben diese Selektionsmarker keine Relevanz. Das Entfernen
von Selektionsmarkern aus gentechnisch verdnderten Pflanzen verhindert unbeabsichtigten
Transfer dieser Fremdgene in die Umwelt und erhoht so die Sicherheit des Verbrauchers. Ein
weiterer Vorteil besteht darin, dass nach erfolgreicher Entfernung des Selektionsmarkers
dieser fiir eine weitere Transformation der Pflanze erneut zur Verfligung steht. Grundsétzlich
konnen drei Methoden zur Entfernung von Selektionsmarkern unterschieden werden:

e Ausschneiden der transgenen DNA durch ortsspezifische Rekombinasen,

e Transposonvermittelte Neu-Integration und/oder Ausschneiden des
Transgens,

e Ko-Transformation von nicht-selektiven Genen und Markergenen mit
anschlieBender Segregation.

Diese Systeme eignen sich je nach Anwendung mehr oder weniger fiir die
unterschiedlichen Pflanzen.

Ausschneiden der transgenen DNA durch ortsspezifische Rekombinasen

Bei der ortsspezifischen Rekombination (“site-specific-recombination”) nutzt man die
Kenntnis von einfachen Rekombinationssystemen aus Bakterien und Pilzen. Diese
beruhen auf einzelnen Enzymen (z.B. Cre, FLP, R), die spezifische Zielsequenzen (lox, FRT,
RS) erkennen und die DNA an diesen Stellen schneiden (Abb. 4; vgl. dazu die Ubersichten in
Ow 2002; Puchta 2003, Miki & McHugh 2004, Goldstein et al. 2005). Zu den fiir die
Anwendung in Pflanzen beschriebenen Systemen gehoren:

e CRE/lox (aus dem Bakteriophagen P1),

e FLP/frt-System (aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae),

e R/RS-System (aus der Hefe Zygosaccharomyces rouxii),

¢ Gin Rekombinase System des Mu-Phagen (Maeser & Kahmann 1991).

Alle oben aufgefiihrten ortsspezifischen Rekombinationssysteme beruhen darauf, dass
ein Markergen von definierten identischen Sequenzmotiven flankiert wird, die von den
jeweiligen Rekombinasen erkannt werden. Das bekannteste ist das Cre/lox-System. Dale &
Ow (Dale & Ow 1991) klonierten als Selektionsmarker das hptll Gen zwischen zwei lox-
Erkennungssequenzen in eine T-DNA. In der ersten Runde der Agrobacterium-vermittelten
Transformation wurde nur der Marker in die Pflanzenzelle gebracht. Die fiir das
Ausschneiden notwendige Rekombinase wurde in einer zweiten Transformation eingefiigt.
Die in der Pflanze aktive CRE-Rekombinase zirkularisierte den von den lox-
Erkennungssequenzen flankierten DNA-Abschnitt, was zum Ausschneiden des transgenen
Selektionsmarkers fiihrte. Nachteilig dabei ist der groBe Zeitaufwand durch zweimaliges
Transformieren der Pflanzenzellen. Eine Verbesserung dieses Systems erfolgte durch Zuo et
al. (Zuo et al. 2001). Ihre Methode beruht auf der gleichzeitigen Integration von
Selektionsmarker und Rekombinase innerhalb der lox-Erkennungssequenzen unter der
Kontrolle eines induzierbaren Promotors. Das Zielgen, in dieser Studie GFP (‘green
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fluorescent protein”), stand nicht unter der Kontrolle dieses Promotors (Zuo et al. 2001). Nach
der Induktion des Promotors erfolgte das Ausschneiden des die CRE-Rekombinase und das
Markergen kodierenden DNA-Abschnittes und die Wiederherstellung eines funktionalen
DNA-Konstrukts mit dem Zielgen unter der Kontrolle des induzierbaren Promotors (Miki &
McHugh 2004).

/ \
— | Transgen [| RH Marker HE—

Homologe Rekombination
Rekombinase

—‘ Transgen HE'—
\. g J

Abb. 4: Ausschneidens eines Markergens mittels ortspezifischer Rekombinasen. Die
definierten identischen Sequenzmotive (R) werden von der Rekombinase erkannt und es
erfolgt das Ausschneiden des Markers (nach Puchta 2003).

Transposonvermittelte Neu-Integration und Entfernung des Selektionsmarkers

Neben der ortsspezifischen Rekombination werden auch die Eigenschaften von
,springenden Genen’ (Transposons) fiir das Entfernen von Markergenen genutzt. In Abb. 5
sind zwei mogliche Wege dargestellt. Zum einen kann durch diese Methode der
Selektionsmarker ausgeschnitten werden, ohne erneut im Genom zu integrieren (Gorbunova
& Levy 2000). Auf der anderen Seite ist es moglich, das Zielgen durch die Aktivitit der
Transposase an eine andere Stelle im Genom springen zu lassen (Goldsbrough et al. 1993,
Yoder & Goldsbrough 1994). Damit werden die nebeneinander liegenden DNA-Abschnitte,
welche Transgen und Marker kodieren, getrennt. Durch anschlieBende Kreuzung und
Segregation der transformierten Pflanzen konnen Individuen selektiert werden, die nur noch
das Transgen enthalten. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass das Transgen an
verschiedenen Stellen im Genom integriert. Somit kdnnen Pflanzen regeneriert werden, die
ein unterschiedliches Expressionsverhalten zeigen (Puchta 2003).

4 A

Transposase
——| Transgen |<<—= Marker |>——o > —
— < —

Transposase

—— [ Marker |<<=jTransgen =>—— » — [ M¥3Er |—
— < —

Abb. 5: Moglichkeiten zur Entfernung von Markergenen durch Transposasen (Puchta 2003).
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Ko-Transformation von nicht-selektiven Genen und Markergenen mit anschlielender
Segregation

Die Ko-Transformation basiert auf der Ubertragung von T-DNA durch A. tumefaciens
bzw. A. rhizogenes (s.o.; Depicker et al. 1985, Mcknight et al. 1987, sowie die Ubersicht in
Miki & McHugh 2004), wobei das Zielgen und der Selektionsmarker gemeinsam in die
Pflanze tibertragen werden. Im Allgemeinen erfolgt die Insertion der beiden T-DNA
Fragmente an unterschiedlichen Orten im Genom, so dass bei einer nachfolgenden
Kreuzung und Segregation nur die Nachkommen (F;-Generation), die das Zielgen ohne den
Selektionsmarker tragen, weiter verwendet werden.

In der Literatur sind auch Fille beschrieben worden, in denen die beiden T-DNA
Fragmente in enger Nachbarschaft zueinander integrierten. Dies flihrte zu dem Schluss, dass
sowohl die Wahl des Agrobacterium-Stammes als auch die Eigenschaft der jeweiligen
Pflanzenart einen Einfluss auf die Insertion der beiden T-DNA Fragmente hat (Deblock &
Debrouwer 1991). Fiir die Ko-Transformation sind verschiedene Methoden etabliert worden,
die im Folgenden zusammengefasst sind (Miki & McHugh 2004, Goldstein et al. 2005).

e Verwendung von zwei verschiedenen Bakterienstimmen  mit
unterschiedlichen bindren Vektoren, die in Mischkultur eine Pflanze
infizieren.

e Es wird nur ein Bakterienstamm eingesetzt, der beide bindre Vektoren
tragt.

e Die zu transformierende T-DNA befindet sich an zwei unterschiedlichen
Positionen des gleichen binédren Vektors.

Die Hiufigkeit, mit der bei der Ko-Transformation Zielgen und Selektionsmarker im
Anschluss separiert werden konnen, ist bei allen drei Methoden in etwa gleich (Goldstein et
al. 2005). Die Methode der Ko-Transformation hat jedoch einen Nachteil. So war es bisher
nur in einem Fall moglich (Herve et al. 1993), die Ko-Transformation von zwei Plasmiden
durch die Anwendung von biolistischen Transformationenmethoden (Partikelbeschuss) zu
erzielen (Goldstein et al. 2005). Diese Methode der Markergen-Entfernung kann damit nur
bei Pflanzen eingesetzt werden, die durch Agrobacterium transformiert werden konnen.

5.4.2 Vermeidung von ,,Riickgrat-DNA*

Mittels PCR-Technik und Southern-blot Analysen konnen solche Pflanzen, die einen
Teil des Vektors integriert haben, erkannt werden. Hanson et al. (1999) konstruierten einen
bindren Vektor, mit dem Pflanzen selektiert werden konnen, in die ausschlieBlich T-DNA
iibertragen wurde. Dabei nutzten sie die Tatsache, dass die T-DNA von rechts nach links aus
dem Vektor ausgeschnitten wird. Sie fiigten links der LB-Sequenz ein modifiziertes barnase
Gen in den Vektor ein, das nach Expression in der Pflanze letale Folgen hat (Hanson et al.
1999). Somit kénnen nur solche Pflanzen nach der Transformation heranwachsen, bei denen
die Integration der T-DNA regular erfolgte.

5.4.3 Induzierbare oder gewebespezifische Promotoren

In der Regel werden Fremd-Gene in einer transgenen Pflanze durch starke, konstitutive
(d.h. in allen Geweben gleichméBig aktive) Promotoren kontrolliert. Die gebrduchlichsten
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Promotoren fiir eine starke Expression von Fremdgenen in Pflanzen entstammen dem
pflanzenpathogenen Cauliflower Mosaic Virus (CaMV).

Gewebespezifische Promotoren konnten die Wahrscheinlichkeit von negativen
Effekten auf Nicht-Zielorganismen verringern, da Gene, die durch einen entsprechenden
Promotor kontrolliert werden, nur in bestimmten Pflanzenteilen exprimiert werden.

Induzierbare Promotoren sind nur unter spezifischen Bedingungen aktiv. Sie
unterliegen der Kontrolle von Umwelteinfliissen und kénnen z.B. durch Licht, Chemikalien
oder Stress aktiviert werden. Damit kann beispielsweise auch eine Expression der Fremd-
Proteine erst nach der Ernte erreicht werden. Diese Moglichkeit konnte als
Sicherheitsmanahme fiir transgene Pflanzen der zweiten Generation (mit ,output-traits’ wie
z.B. verdnderten Inhaltsstoffen) in Frage kommen.

5.5 Transgene Pflanzen mit ,,Input-Eigenschaften*

Gentechnologische Verdnderungen an kommerziell angebauten Pflanzen beschrinken
sich gegenwirtig weitestgehend auf die Merkmale Herbizid-, Insekten- und
Krankheitsresistenz (sieche Tabelle 1 fiir in Europa angemeldete GVP). Die gentechnische
Modifikation bei diesen Pflanzen betrifft also ’Input-Eigenschaften’. Hierunter fallen alle
Charakteristika einer Pflanze, welche die Kultivierung und den Ertrag beeinflussen,
nicht jedoch die Eigenschaften des Endprodukts (Vogel & Potthof 2003).

5.5.1 Herbizidresistente Pflanzen

Die wihrend der vergangenen Jahrzehnte erreichten Ertragssteigerungen in der
Landwirtschaft wurden u.a. durch den Einsatz von synthetischen Herbiziden ermdglicht
(Duke 2003). Bevor transgene Pflanzen groBflichig angebaut wurden, handelte es sich bei
den eingesetzten Wirkstoffen meist um selektive Herbizide, die bestimmte Unkréuter
vernichteten, die Feldfrucht und den entsprechenden Wirkstoff tolerierende Unkrauter jedoch
weitgehend unbeschédigt lieBen. Alternativ wurden Totalherbizide angewandt, die im
Vorlauf, d.h. zu einem Zeitpunkt vor dem Erscheinen der angeséten Pflanzen, auf die Felder
gebracht wurden, um Schédden an der Feldfrucht zu vermeiden.

Der Anbau herbizidresistenter (HR-) Sorten ermdglicht eine sehr effektive
Unkrautkontrolle, da groBere Mengen des entsprechenden Herbizids eingesetzt werden
konnen, ohne dass Schadigungen an der Feldfrucht in Kauf genommen werden miissen. Eine
maximale Unkrautkontrolle gelingt, wenn es sich um eine Resistenz gegen ein
Breitbandherbizid handelt, das in einem solchen Fall in groBeren Mengen und zu einem
spéteren Zeitpunkt im Jahr angewandt werden kann, als dies bei dem Anbau von Nicht-HR-
Sorten der Fall ist (Nachlauf-Applikation).

Herbizidresistenz kann als spontane Mutation auftreten und anschlieBend entweder
unbeabsichtigt (in Unkrdutern) oder gezielt, wihrend der Zichtung von HR-Sorten,
selektiert werden. Herbizidresistenz verleihende Gene sind in der Vergangenheit mehrfach
mittels nicht-gentechnischer Verfahren entweder von nah verwandten Arten in Kultursorten
eingekreuzt oder in diesen direkt durch Mutangenese erzeugt worden. Die auf diese Weise
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Tabelle 1: Liste der nach der Richtlinie 1829/2003/EG iiber gentechnisch verdanderte Lebens-
und Futtermittel angemeldeten Sorten [GM Food Feed applications] nach EFSA: http://www.
efsa.eu.int/ science/ gmo/ gm_ff applications/ catindex_en. html

Anmeldungs-Nr. Event/Art Nahrungs-/ Futtermittel = Merkmal*
EFSA-GMO-UK-2004-01 NK 603 x MON 810 Mais Nahrungs- u. Futtermittel IR, HT
EFSA-GMO-NL-2004-02 1507 Mais Nahrungsmittel IR, HT
EFSA-GMO-DE-2004-03 MON 863 x MON 810 Mais Nahrungs- u. Futtermittel IR
EFSA-GMO-UK-2004-04 Reis LLRICE62 Nahrungs- u. Futtermittel  HT
EFSA-GMO-UK-2004-05 1507 x NK 603 Mais Nahrungs- u. Futtermittel IR, HT
EFSA-GMO-UK-2004-06 MON 863 x NK 603 Mais Nahrungs- u. Futtermittel IR, HT
EFSA-GMO-BE-2004-07 MON 863 x MON 810 x NK Nahrungs- u. Futtermittel IR, HT
603 Mais
EFSA-GMO-UK-2004-08 H7-1 Zuckerriibe Nahrungs- u. Futtermittel  HT
EFSA-GMO-UK-2005-09 MON 531 x MON 1445 Nahrungs- u. Futtermittel IR, HT
Baumwolle
EFSA-GMO-UK-2005-10 MON 15985 and MON 15985  Nahrungs- u. Futtermittel IR, HT
X MON 1445 Baumwolle
EFSA-GMO-UK-2005-11 MIR 604 Mais Nahrungs- u. Futtermittel IR
EFSA-GMO-NL-2005-12 59122 Mais Nahrungs- u. Futtermittel IR
EFSA-GMO-NL-2005-13 LLCotton25 Baumwolle Nahrungs- u. Futtermittel ~ HT
EFSA-GMO-UK-2005-14 Amylopectin Kartoffel event Nahrungs- u. Futtermittel  modifizierter
EH92-527-1 Amylopectin
gehalt
EFSA-GMO-NL-2005-15 1507 x 59122 Mais Nahrungs- u. Futtermittel ~ HT

*IR: Insektenresistenz; HT: Herbizidtoleranz

geziichteten Sorten waren in der Regel gegen ein selektives Herbizid resistent (Duke 2005).
Grofle Bedeutung gewannen herbizidresistente Sorten in der Landwirtschaft erst mit dem
Beginn der gentechnologischen Ara. Seit 1995 die ersten transgenen HR-Sorten zugelassen
wurden, wichst deren weltweite Gesamtanbauflidche stetig. Mit dieser Entwicklung geht in
den entsprechenden Landern eine weit reichende Umstellung der
Unkrautbekdmpfungsmafinahmen einher. In Argentinien haben transgene HR-Sorten
inzwischen nahezu vollstindig die herkémmlichen Sojasorten ersetzt (James 2004).

Der Anteil der transgenen HR-Pflanzen an den weltweit mit GVP kultivierten
Agrarflachen betragt derzeit ca. 72%. Damit stellt Herbizidtoleranz das h&ufigste Merkmal
dar, das Nutzpflanzen mittels einer gentechnischen Modifikation verlichen wird. In den
meisten Fillen handelt es sich um eine Resistenz gegen den Wirkstoff Glyphosat, seltener
gegen Glufosinat. (James 2004). Zu der ersten Generation transgener HR-Pflanzen gehorten
des weiteren bromoxynilresistente Pflanzen, deren Herstellung und Anbau inzwischen aber
eingestellt wurde (Duke 2005). Glyphosat und Glufosinat sind nicht-selektive Totalherbizide,
d.h. sie wirken gegen ein grofles Spektrum von Unkrautern. Aufgrund der Tatsache, dass sie
nach dem Aufbringen nur kurze Zeit im Boden verbleiben, gilt die Selektion von resistenten
Unkrdutern durch diese Herbizide im Allgemeinen als wenig wahrscheinlich (‘low-risk
herbicides’, Schiitte et al. 2004). Die gegenwértige Entwicklung kénnte jedoch eine Korrektur
dieser Einschitzung erfordern. Als potentiellen negativen Effekte des Anbaus von HR-
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Pflanzen werden in Kapitel 6 neben der mdglichen Entstehung resistenter Unkrauter (6.2.1)
auch Auswirkungen auf die Biodiversitit und andere Effekte durch eine verdnderte
Bewirtschaftungsweise diskutiert.

Es gibt drei grundsitzliche Strategien, um eine Herbizid-Resistenz in Pflanzen zu
erzeugen: Uberproduktion des sensitiven Zielenzyms, Detoxifizierung des Glyphosat-
Molekiils und Expression einer insensitiven Form des Zielenzyms (Devine & Shukla 2000,
Devine 2005, Dill 2005).

Glyphosat und Glufosinat-Ammonium sind fir Menschen und Tiere unschéadlich.
In Pflanzen blockieren sie dagegen wichtige Enzyme, was das Absterben der betroffenen
Pflanzen zur Folge hat. Glyphosat blockiert das Enzym EPSPS (5-Enolpyruvylshikimat-3-
Phosphatsynthase) und dadurch die Biosynthese der Aminosduren Tryptophan und
Phenylalanin. Glyphosat ist die aktive Substanz in dem kommerziellen Herbizid Roundup®.
Durch die Ubertragung verschiedener Gene ist es gelungen, Pflanzen herzustellen, die
unempfindlich auf den Wirkstoff Glyphosat reagieren. Die Herbizidresistenz kann
beispielsweise auf der Expression einer glyphosattoleranten Form des Enzyms EPSP-
Synthase basieren. Das entsprechende Gen wurde aus Agrobacterium tumefaciens isoliert
(Quelle: http://www.agbios.com/dbase.php).

Glufosinat-Ammonium (auch kurz: Glufosinat) hemmt die Glutamin-Synthetase-
Aktivitdt, was zu einer Akkumulation von toxischem Ammonium und gleichzeitigem Mangel
an Glutamin und anderen Aminosduren in der betroffenen Pflanzenzelle fiihrt. Glufosinat-
Ammonium ist die aktive Substanz in den kommerziellen Herbiziden Basta® und Liberty®.
Glufosinat-Ammoniumresistente Pflanzen tragen entweder das BAR-Gen (Bialaphos
resistance gene) von Streptomyces hygroscopicus oder das PAT-Gen (kodiert das Enzym
Phosphinothricin-N-Acetyltransferase) von S. viridochromogenes. Die Enzyme, die von
diesen Genen kodiert werden, sind sehr dhnlich und inaktivieren das Glufosinat-Ammonium
durch die Acetylierung seiner Aminogruppe (Wohlleben et al. 1988, zit. in Ruhland et al.
2004).

5.5.2 Insektizidexprimierende Pflanzen

Insektizidexprimierende (IE-) Pflanzen nehmen in der Reihe der weltweit am haufigsten
angebauten transgenen Nutzpflanzen hinter HR-Pflanzen den zweiten Platz ein (James 2004).
Unter anderem ist dies darin begriindet, dass einige der Schwierigkeiten, die mit dem
konventionellen Einsatz biologischer oder chemischer Insektengifte verbunden sind, durch die
Expression insektenwirksamer Toxine im Gewebe transgener Pflanzen iiberwunden werden
konnen. Hierunter fallen z.B. eine geringe Stabilitit insbesondere biologischer Toxine im
Freiland und die Notwendigkeit einer zeitlichen Abstimmung des Insektizideinsatzes mit dem
Lebenszyklus der Schiidlinge. Letzteres verlangt wiederum ein aufwindiges Uberwachen der
Anbauflachen, um den wirksamsten Zeitpunkt fiir die Insektizidanwendung zu bestimmen.
Ein weiterer Nachteil versprithter Toxine besteht in ihrer unzureichenden Wirkung auf
Schiadlinge, die von Blattern bedeckt oder in Pflanzenorganen verborgen sind (Koziel et al.
1993, Ferré & Van Rie 2002).
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Box 4: Vorteile und mogliche Risiken von insektizid-exprimierenden (IE)-Pflanzen
(modifiziert nach Hails 2000):

Insektizid-Expression

Potentielle Vorteile
e Verringerung des Einsatzes chemischer Insektizide
e Verringerung der negativen Effekte auf Nicht-Zielorganismen
o Effektivere Schadlingsbekampfung

e Leichtere Handhabung

Potentielle Risiken

e Evolution von Insektizidresistenzen, was zu dem Verlust wichtiger alternativer
Wirkstoffe und zum verstarkten Einsatz von chemischen Insektiziden fiuhren
wirde

o Negative Effekte auf Nicht-Zielorganismen

e Verbreitung der Transgene durch Genfluss

Als positive Folgeerscheinung eines groRRflachigen Anbaus von IE-Pflanzen wird
erwartet, dass sich die Belastung von Gewéssern und Bdden mit chemischen Pestiziden
wesentlich verringert (Hofte & Whiteley 1989, Wolfenbarger & Phifer 2000). Durch die
Expression von Insektiziden im Gewebe der kultivierten Pflanzen wird zudem der
Wirkungsbereich des Toxins weitgehend auf die entsprechende Anbaufliche beschrénkt.
Hingegen konnen bei dem Besprithen Verdriftungen iiber grofe Entfernungen erfolgen,
insbesondere wenn Flugzeuge eingesetzt werden (Scriber 2004). Allerdings kann sich auch
die Reichweite der Toxine, die von transgenen Pflanzen exprimiert werden, durch eine
Verbreitung von Pollen, Samen oder anderen Pflanzenteilen rdumlich iiber die entsprechende
Agrarfliche hinaus erstrecken (vgl. 6.4). Eine derartige Verbreitung von transgenem
Pflanzenmaterial wird zudem im Kontext einer mdglichen Ausbreitung von GVP als
potentielles Risiko eingeschatzt (siche hierzu Kapitel 6.1).

In den meisten Féllen handelt es sich bei Insektiziden, die von transgenen Pflanzen
exprimiert werden, um Bt-Toxine. Diese biologischen Insektizide werden urspriinglich von
Bacillus thuringiensis produziert, einem gram-positiven Bodenbakterium. Es bildet wéihrend
der Sporulation Proteine, die zu kristallinen Einschliissen akkumulieren (Schnepf et al. 1998).
Gelangen diese Einschliisse in den Verdauungstrakt von bestimmten FraBinsekten, 16sen sie
sich dort auf und einzelne Cry-Proteine (‘crystal protein’) werden freigesetzt. Diese Cry-
Proteine entsprechen Protoxinen, d.h. sie entfalten ihre toxische Wirkung erst, nachdem sie
durch insektenspezifische Proteasen in kiirzere Polypeptide gespalten wurden. Derart
aktivierte Cry-Proteine binden an bestimmte Rezeptoren des Darmepithels von Insekten,
wodurch sie dieses beschiadigen. Die entstehenden Poren im Darmepithel fiihren zum Tod des
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betreffenden Individuums (Hofte & Whiteley 1989, Schnepf et al. 1998, Ferré & Van Rie
2002).

Aufgrund ihrer Unschadlichkeit fur den Menschen und viele Nitzlinge stellt der
Einsatz von Bt-Toxinen eine wichtige Option fiir die Schidlingsbekimpfung in der
Landwirtschaft dar und ist auch im 0kologischen Landbau zugelassen. Die konventionelle
Anwendung erfolgt durch ein Bespriihen der Felder. Im Sonnenlicht zerfallen Bt-Toxine, die
Dauer ihrer Wirksamkeit scheint allerdings hochst variabel und abhingig von den
Umweltbedingungen und der Sensitivitéit der bekdmpften Schadlinge zu sein. Die Zeitspanne,
iiber die eine Persistenz von Bt-Toxinen beobachtet wurde, reicht von wenigen Tagen auf

behandelten Pflanzen, iiber ein bis zwei Wochen im Boden und bis zu 60 Tagen in Wéldern
(vgl. Scriber 2004).

Mit molekularbiologischen Methoden kénnen Gene, die fir Bt-Toxine kodieren
(Cry), von B. thuringiensis auf andere Organismen Ubertragen werden, so dass sie im
Empfangerorganismus exprimiert werden. Abhédngig vom transferierten Cry-Gen und
seiner Kontrolle durch ebenfalls inserierte Regulationssequenzen (Promotoren) exprimiert
eine Pflanze Bt-Toxine in unterschiedlichen Mengen bzw. in verschiedenen Geweben. Die
Cry-Proteine wirken hochst spezifisch gegen bestimmte Insektengruppen. Entsprechend
wurden sie verschiedenen Unterfamilien zugeordnet (siche Tabelle 2).

Tabelle 2: Klassifizierung der Cry-Proteine (nach Hofte & Whiteley 1989)

Protein-Unterfamilie Wirkungsspektrum
Cry1 Lepidoptera
Cry2 Lepidoptera und Diptera
Cry3 Coleoptera
Cry4 Diptera

Bereits 1987 gelang die Transformation von Tabak- und Tomatenpflanzen mit Cry-
Genen von B. thuringiensis und der Nachweis, dass diese Pflanzen aufgrund der genetischen
Modifikation resistent gegen Schadinsekten waren (siche Referenzen in Koziel et al. 1993).
Die Herstellung von Bt-Mais gelang als erstes Koziel et al. (1993) durch das Transferieren des
insektizidkodierenden Gens CrylAb mittels Partikelbeschuss. Die transgenen Pflanzenlinien,
die aus dieser Transformation hervorgingen, werden als 'Event 176" bezeichnet.
Kennzeichnend fiir Btl76-Maispflanzen ist eine hohe Expression von CrylAb im
Pollengewebe.

In Deutschland hat Bt-Mais MON 810 als einzige transgene Kultursorte inzwischen das
Stadium des Anbaus auf groBeren Flachen erreicht (Erprobungsanbau, keine Zulassung nach
Saatgutverkehrsgesetz; Stand: Marz 2005). Auch in diesem Fall handelt es sich um CrylAb-
exprimierende Pflanzen, die mittels Partikelbeschuss transformiert wurden. Sowohl
transgener Bt176-Mais als auch MON 810 exprimieren lediglich ein Fragment des nativen
CrylAb-Gens von B. thuringiensis. Das Produkt des Genfragments entspricht dem aktivierten
Toxin (Koziel et al. 1993). Ebenso wie transgener Bt176-Mais ist MON 810 resistent gegen
den europdischen und mediterranen Maiszinsler (Ostrinia nubilalis bzw. Sesamia
nonagrioides). Ersterer verursacht vor allem im Osten Deutschlands (Oderbruch)

34



5. Mechanismen der gentechnischen Modifikation von Pflanzen

Ernteverluste. Eine hdufige Begleiterscheinung von Schadigungen durch den Maisziinsler ist
der zusitzliche Befall der Wirtspflanze durch pathogene Mikroorganismen, welche auch fiir
den Menschen schédlich sein konnen. Ein Beispiel solcher Mikroorganismen sind Pilze, die
gesundheitsschiadliche Mycotoxine produzieren. Bei transgenem Mais wurde ein relativ
geringer Befall durch derartige Pathogene und geringere Mengen von Mycotoxinen
festgestellt (Munkvold et al. 1997).

Als Alternativen zu Bt-Toxinen kommen u.a. folgende biologische Insektizide in
Betracht: Proteaseinhibitoren, Chitinasen, Biotin-bindende Proteine, Lektine, Spinnen-Toxine
und Pflanzenhormone (O'Callaghan et al. 2005). Proteaseinhibitoren wirken, indem sie im
Verdauungstrakt der Schidlinge die Degradation von Proteinen blockieren, wodurch die
Aufnahme von Nihrstoffen gestort und der Hungertod der Schidlinge herbeigefiihrt wird.
Chitinasen verleihen Pflanzen eine Resistenz gegen Pilzbefall. Sie wirken zusétzlich gegen
Insekten, da sie deren Chitin-Exoskelett zerstdoren. Proteaseinhibitoren- und
Chitinasenkodierende Gene wurden aus eciner Vielzahl von Pflanzen, Tieren oder
Mikroorganismen isoliert. Ihre Expression wurde bereits erfolgreich in transgenen Pflanzen
getestet (siche Malone & Pham-Delégue 2001 fiir eine ausfiihrlichere Darstellung).

Biotin-bindende Proteine blockieren das fiir viele Organismen essenticlle Vitamin
Biotin. Ein entsprechendes Protein (Avidin) konnte aus dem Eiklar von Hiithnern isoliert
werden. Es wirkt auf eine Vielzahl von Insekten toxisch. Eine erhohte Resistenz gegen
Insekten konnte fiir transgene, Avidin-exprimierende Pflanzen gezeigt werden (Burgess et al.
2002). Lektine schiadigen u.a. Homoptera (Zikaden und Pflanzenlduse), Lepidoptera
(Schmetterlinge) und Coleoptera (Kéfer), wobei der genaue Mechanismus, der die negativen
Effekte hervorruft, nicht vollstindig aufgeklart ist. Sowohl eine verhinderte
Nahrungsaufnahme durch Bindung der Lektine an die Epithelzellen des Mitteldarms als auch
eine durch Lektin hervorgerufene Storung des Eisenhaushalts wird diskutiert (Du et al. 2000,
Romeis et al. 2003). Das Lektin des Schneeglockchens (Galanthus nivalis Agglutinin, GNA)
wurde bereits erfolgreich in verschiedene Kulturpflanzen transformiert, u.a. in Tabak,
Kartoffel, Reis und Weizen. Es wirkt sich negativ auf Wachstum, Entwicklung und
Fortpflanzung z.B. von Blattlausen aus (Romeis et al. 2003).

Als mogliche Risiken eines groBflachigen Anbaus von Pflanzen, die Insektizide
wiahrend der gesamten Vegetationsperiode exprimieren, wird die Entstehung resistenter
Schadlinge erachtet (Kapitel 6.3). Des Weiteren werden negative Auswirkungen auf Nicht-
Zielorganismen diskutiert. Die Toxizitét biologischer Insektizide wurde in der Vergangenheit
fiir eine Vielzahl von Niitzlingen getestet, die ithnen potentiell ausgesetzt sein konnten. Diese
Untersuchungen wurden teilweise beziiglich des Einsatzes von biologischen Toxinen in der
konventionellen oder 6kologischen Landwirtschaft, teilweise im Zusammenhang mit GVP-
Risikostudien durchgefiihrt. In den meisten Féllen wurden keine direkten negativen
Auswirkungen auf Nicht-Zielorganismen festgestellt (sieche u.a. US EPA 2000, O'Callaghan et
al. 2005). Eine ausfiihrliche Darstellung einer potentiellen Gefdhrdung von Nicht-
Zielorganismen durch den Anbau von IE-Pflanzen erfolgt in Kapitel 6.4. In Box 4 sind die
verschiedenen Aspekte zusammengestellt, die in eine Bewertung der biologischen Risiken
beziiglich des Anbaus von IE-Pflanzen zu beriicksichtigen sind.
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5.5.3 Krankheitsresistente Pflanzen

Die Verbesserung der Resistenz von Kulturpflanzen gegen Pathogene ist seit jeher ein
wichtiges Ziel der Ziichtungsforschung. Der klassische Ansatz beruht auf der Identifizierung
von Resistenzgenen aus Individuen derselben oder einer nah verwandten Art, die in das
Genom der Zielpflanze stabil eingekreuzt werden konnen. Viele Pflanzen verfiigen tber
Schutzmechanismen gegen Pathogene. Sehr hdufig basieren diese auf der Expression von
antimikrobiellen Enzymen, z.B. [-1,3-Glucanasen, Chitinasen, Proteaseinhibitoren,
o-Amylasen oder Lektine (Valueva & Mosolov 2004).

In vielen Fillen stehen jedoch fiir eine bestimmte Zielart keine geeigneten
Resistenzgene von einem moglichen Kreuzungspartner zur Verfligung. Daher wird auch
versucht, z.B. durch bestimmte Bewirtschaftungsweisen, den Befall der Feldfriichte mit
Krankheitserregern (Pilzen, Bakterien und Viren) zu verringern. AuBBerdem werden in der
Landwirtschaft fiir die Bekdmpfung von Pflanzenpathogenen weltweit grof’e Mengen
chemischer Pestizide eingesetzt.

Gentechnologische Verfahren erhohen die Anzahl potentiell nutzbarer Resistenzgene
enorm, da sie das Verwenden von Genen praktisch beliebiger Spenderorganismen
ermoglichen. Die Nutzung gentechnischer Methoden zur Herstellung krankheitsresistenter
Pflanzen verspricht, dhnlich wie es fiir [E- und HR-Pflanzen der Fall ist, sowohl 6konomische
als auch Okologische Vorteile gegeniiber der konventionellen Pflanzenziichtung. Erwartet
werden drastisch reduzierte Ernteverluste bei einer gleichzeitigen Verringerung der Menge an
eingesetzten Pestiziden (vgl. Tepfer 2002, Snow 2003). Durch den technischen Gentransfer
kann auch vermieden werden, dass unerwiinschte, mit dem Resistenzgen gekoppelte Gene des
Kreuzungspartners ko-transferiert werden (Melander 2004).

Virusresistente (VR-) Pflanzen konnen durch das Transferieren von viralen Genen
bzw. von Fragmenten dieser Gene in die Zielpflanze generiert werden. In den achtziger Jahren
gelang erstmalig die Expression eines viralen Hiillproteins ("coat protein”) in einer transgenen
Pflanze und der Nachweis, dass diese daraufhin gegen den Donor-Virus resistent war (siche
Darstellung in Tepfer 2002). In Kanada bzw. den USA sind transgene virusresistente Papaya,
Kiirbis und Kartoffeln als Nahrungsmittel zugelassen (siche), transgene VR-Kartoffeln auch
in Australien und den Philippinen, in Japan nur als Futtermittel (Quelle:
http://www.agbios.com/dbase.php (Tabelle 3).

Verschiedene Risiken werden im Zusammenhang mit dem Anbau transgener
krankheitsresistenter Pflanzen diskutiert. Ein nicht ausschlieBlich auf VR-Pflanzen
zutreffendes Risiko betrifft die Moglichkeit, dass Krankheitsresistenz unter natirlichen
Bedingungen einen Selektionsvorteil darstellen konnte. Ausgewilderte Kulturpflanzen,
bzw. transgene Hybride zwischen einer krankheitsresistenten Feldfrucht und einer verwandten
Wildart konnten daher ein invasives Potential besitzen. Ein vergleichbares Szenario ist
ebenso fiir andere Kategorien transgener Pflanzen denkbar (dies gilt insbesondere fiir
stresstolerante Pflanzen). Diese Problematik wird in Kapitel 6.1 behandelt. Ein fiir VR-
Pflanzen spezifisches Risiko wird mit den viralen Sequenzen assoziiert, die in diesen
Pflanzen ggf. vorhanden sind. Befiirchtet wird, dass als Folge des Anbaus transgener VR-
Pflanzen neuartige Viren entstehen konnten. Diese Thematik wird in Kapitel 6.6 dargestellt
und diskutiert.
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Tabelle 3: Virusresistente transgene Pflanzen, die in den USA zum uneingeschrinkten
Gebrauch zugelassen sind (http://www.fda.govnbiap.vt.edu/cfdocs/biopetitions3.cfm)

Art Bezeichnung Transgen Ziel-Virus
Krbis Ccw20 WMV2 Hiuillprotein WMV2
ZYMV Hillprotein ZYMV
Krbis CZW3 WMV2 Hiullprotein WMV2
ZYMV Hiillprotein ZYMV
CMV Hillprotein CMV
Kartoffel* RBMT21-129, -152, -350 PLRV Replikase PLRV
RBMT?22-82, -186, -238, -262
Kartoffel* SEMT15-02, SEMT15-15, SEMT15-07, PVY Hillprotein PVY
HLMT15-3, HLMT15-15, HLMT 15-46,
RBMT15-10
Papaya 55-1 PRSV Hiillprotein PRSV

*Diese Sorten exprimieren auch das Bt-Toxin Cry3A und sind daher zusitzlich gegen den Colorado
Kartoffelkéfer resistent

WMV2: Watermelon Mosaic Virus-2, ZYMV: Zucchini Yellow Mosaic Virus, CMV: Cucumber Mosaic Virus,
PLRV: Potato Leaf Roll Virus, PVY: Potato Virus Y, PRSV: Papaya ring spot virus

5.5.4 Stresstolerante Pflanzen

Abiotischer Stress entsteht fiir Pflanzen u.a. durch Trockenheit, Kélte oder durch hohe
Schwermetall- bzw. Salzgehalte im Boden. In vielen Regionen der Erde, insbesondere im
Stiden, schrianken entsprechend ungiinstige Umweltfaktoren den Anbau von Kulturpflanzen
ein. Mit Hilfe der Gentechnologie kann die Stressresistenz einer Pflanze erhdht werden.

Eine wichtige Rolle bei der Resistenz gegen abiotischen Stress spielen Proteine, welche
die korrekte Faltung und Konformation von Makromolekiilen wie Enzymen, Lipiden oder
mRNAs kontrollieren (z.B. Hitzeschockproteine, Chaperone, Late Embryogenesis Abundant
Proteine) (Vinocur & Altman 2005). Des Weiteren werden bei Trockenheit oder Salzstress
hdufig Substanzen gebildet, die im Zytoplasma einer Zelle akkumulieren. Bei diesen so
genannten Osmolyten handelt es sich meist um Aminosduren (z.B. Prolin), Amine (z.B.
Glycin, Betain), Zucker (z.B. Trehalose) und Zuckeralkohole (z.B. Mannitol).

Die meisten der bisher unternommenen Versuche, die Mechanismen der Stresstoleranz
in Pflanzen aufzukldren, wurden an der Modellpflanze A. thaliana durchgefiihrt. Nur in
wenigen Fillen wurden entsprechende Untersuchungen an wichtigen Kulturpflanzen
durchgefiihrt (Vinocur & Altman 2005). Als Beispiele wéren folgende Studien zu nennen:

Die in Reispflanzen durch die Expression eines rekombinanten Enzyms erzielte
Akkumulation von Trehalose fiihrte zu einer hoheren Resistenz der betreffenden GVP gegen
abiotischen Stress (Garg et al. 2002, Jang et al. 2003).

Weizen, der das Mannitol-1-Phosphatase Dehydrogenase-Gen aus E. coli exprimierte,
produzierte verstirkt den Zuckeralkohol Mannitol und verhielt sich daher toleranter
gegeniiber Trockenheit oder hohe Salzkonzentrationen. In diesem Fall wirkte Mannitol
vermutlich nicht als Osmolyt, sondern als Antioxidant (Abebe et al. 2003). Antioxidantien
sind Substanzen, die schidliche reaktive Sauerstoffverbindungen (z.B. H202) binden. In einer
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Pflanze werden reaktive Sauerstoffverbindungen verstirkt gebildet, wenn sie bestimmten
biotische oder abiotischen Stressfaktoren ausgesetzt ist. Akkumulieren diese Substanzen, sind
starke Zellschdden bzw. der Zelltod die Folge. In geringen Mengen fiithren einige dieser
Sauerstoffverbindungen hingegen zu einer modifizierten Genexpression, die in einer
verstirkten Stressantwort resultiert (Shou et al. 2004). Eine Uberexpression endogener Gene,
die Antioxidantien kodieren, bzw. die Ubertragung entsprechender Gene aus anderen
Organismen, wird daher ebenfalls als Moglichkeit betrachtet, die Resistenz gegen abiotischen
Stress in der Zielpflanze zu erhdhen. Die erfolgreiche Umsetzung dieser Strategie wurde von
Yoshimura et al. (2004) gezeigt:

Aufgrund der Expression eines Gens der Alge Chlamydomonas, welches das Enzym
Glutathion Peroxidase kodiert, war die Resistenz von transgenen Tabakpflanzen gegen
oxidativen Stress, Kélte und hohe Salzkonzentrationen erhoht.

Ebenso ist es moglich, durch Modifizierung oder Transferieren eines einzelnen Gens,
das eine entscheidende Regulationseinheit kodiert, die Stresstoleranz in einer Zielpflanze zu
erhdhen. So fiihrte die Uberexpression eines endogenen Transkriptionsfaktors, der die
Expression an der Stressabwehr beteiligter Proteine kontrolliert, zur Erhdhung der
Kéltetoleranz von Arabidopsis (Jaglo-Ottosen et al. 1998). Auch der Transfer eines
Tabakgens, dessen Produkt die Expression von Stressabwehr-Genen auslosen kann, resultierte
in der erhohten Kéltetoleranz einer sonst kéltesensitiven Maissorte (Shou et al. 2004).

Hiufig liegen den schiitzenden Strategien gegen abiotischen Stress jedoch komplexe
biochemische Ablaufe zu Grunde, und eine Erh6hung der Stresstoleranz in Pflanzen ist auch
mit gentechnologischen Verfahren in der Regel nicht leicht zu erzielen. Damit eine Pflanze
abiotischen Stress tolerieren kann, sind komplexe Prozessabldufe nétig, die unter der
Kontrolle verschiedener Gene sind, wie z.B. post-translationale Modifikationen, vollstindige
Stoffwechselwege oder Signaltransduktionsketten. Neben der Tatsache, dass es sich bei
Stresstoleranz um ein multigenetisches Merkmal handelt, erschwert auch die Variabilitat
dieser Eigenschaft wihrend verschiedener Lebensphasen eines Organismus die Aufklérung
und v.a. die gentechnische Ubertragung des Merkmals auf andere Organismen Des weiteren
handelt es sich bei einer Stresstoleranz um ein Merkmal, das moglicherweise mit
»physiologischen Kosten* verbunden ist, da es als in vielen Pflanzen als Anpassung an
entsprechende Umweltbedingungen entstanden ist. Eine Ubertragung des Merkmals in
Kulturpflanzen konnte folglich in unerwiinschten Effekten resultieren und agronomischen
Vorteile der Stresstoleranz sind daher ggf. begrenzt (Vinocur & Altman 2005).

5.6 Transgene Pflanzen mit ,,Output-Eigenschaften*

Wihrend ,Input-Eigenschaften” Auswirkungen auf die landwirtschaftliche Praxis haben
und dem Landwirt Zeit- und Geldersparnisse ermdglichen konnen, sollen von ,,Output-
Eigenschaften* die verarbeitende Industrie und die Verbraucher profitieren. Es wird daher bei
derartigen GVP beabsichtigt, statt der agronomischen Eigenschaften, die Qualitit des
Endprodukts zu beeinflussen. Seit Anfang der neunziger Jahre werden Pflanzen mit Output-
Eigenschaften im Freiland getestet (Vogel & Potthof 2003).
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5.6.1 Novel Food

Das wohl bekannteste Beispiel eines ,,funktionalen Lebensmittels* ist der so genannte
,goldene Reis’. Es handelt sich dabei um gentechnisch veridnderten Reis, der in den Teilen der
Samen, die verzehrt werden (Endosperm), Beta-Karotin synthetisiert. Normalerweise
produziert Reis im Endosperm lediglich Geranylgeranyldiphosphat, das in anderen
Organismen ein Zwischenprodukt der Synthese von Beta-Karotin darstellt. Durch das
Transferieren von Genen aus der Narzisse (Narcissus pseudonarcissus) und einem Bakterium
(Erwinia uredovora) in das Reis-Genom wird der Stoffwechselweg vervollstandigt. Die
Expression dieser Gene im Reis fithrt zur Synthese von Beta-Karotin im Endosperm
(Potrykus 2001). Da Beta-Karotin als Provitamin A fungiert, wurde die Herstellung und
Vermarktung von ,goldenem Reis*“ als Strategie zur Bekidmpfung der Vitamin A-
Unterversorgung in Entwicklungsldndern propagiert (z.B. Potrykus 2001). Besonders in
Liandern, in denen Reis das Hauptnahrungsmittel grofer Teile der Bevolkerung darstellt,
leiden viele Menschen unter Vitamin A-Mangel.

Es befinden sich eine Vielzahl weiterer Pflanzen in der Entwicklung, die beziiglich
ihres Néhrstoffprofils gentechnisch modifiziert werden sollen. Im Blickpunkt stehen dabei
phytochemische Stoffe wie polymere Kohlenhydrate (siehe z.B. Zusammenfassung von Heyer
et al. 1999), Carotenoide und Vitamine (Hirschberg 1999), Fettsduren (Murphy 1999) oder
eine veranderte Aminosdurenzusammensetzung zur Verbesserung der Samenqualitit von
Getreide und Leguminosen (Herbers & Sonnewald 1999). Interessant sind ebenso die
pflanzlichen  Sekunddrmetabolite (Flavonoide, Anthocyan, Alkaloide, Terpenoide,
Benzoesdure-Derivate etc.) z.B. fiir eine erhohte Nahrungsqualitét in Hinblick auf Geruch und
Geschmack (z.B. bei Tomate, siche Speirs et al. 1998) und die Produktion von
Medikamenten, Farbstoffen, Insektiziden und Aromastoffen (Zusammenfassung Verpoorte &
Memelink 2002).

5.6.2 Pflanzen zur Produktion von Pharmazeutika (,Gene Pharming’)

Eine Vielzahl komplexer und biologisch aktiver Substanzen kénnen heute in transgenen
Pflanzen oder Zellkulturen hergestellt werden, u.a. Antikorper und Antikorperfragmente,
Antigene, Enzyme, Hormone und (Neuro-) Peptide (Teli & Timko 2004). In vielen Fallen
handelt es sich dabei um urspringlich nicht-pflanzliche Substanzen. Entsprechende
Gene, die diese Substanzen kodieren, wurden meist aus anderen Organismen isoliert und in
Pflanzen eingebracht. Aber auch viele endogene Inhaltsstoffe von Pflanzen, insbesondere
Sekundarmetabolite, sind therapeutisch wirksam. Fiir die Produktion von Pharmazeutika wird
daher eine erhohte Synthese solcher Stoffe in gentechnisch verdnderten Pflanzen angestrebt.

Die Produktion von Medikamenten in Pflanzen bietet bedeutende Vorteile gegeniiber
der Produktion in Mikroorganismen, Tieren oder Sduger-Zelllinien. Diese umfassen u.a. das
Potential einer rentablen Produktionssteigerung, die Vermeidung des Kontaminationsrisikos
durch sdugerspezifische Pathogene und ethischer Probleme, die mit der Produktion von
Fremd-Proteinen in  Tieren  verkniipft sind, verbesserte = Lagerungs- und
Transportmdglichkeiten, eine Uberlegenheit gegeniiber bakteriellen Systemen beziiglich der
korrekten Faltung und Modifikation von rekombinanten Proteinen und die Mdoglichkeit der
Neukombination von Transgenen durch sexuelle Kreuzung (Boothe et al. 1997, Doran 2000,
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Kong et al. 2001, Larrick et al. 2001, Daniell et al. 2005; siche auch die Darstellungen in
Giddings et al. 2000, Teli & Timko 2004, Gleba et al. 2005).

Risiken betreffen die potentielle Verbreitung Pharmazeutika-produzierender Pflanzen
in der Umwelt, eine mogliche Allergenitit der Produkte, Verunreinigungen durch
Mycotoxine, Pestizide, Herbizide oder sekundire Pflanzenstoffe und Schwierigkeiten
beziiglich einer kontrollierten und stabilen Genregulation (vgl. Doran 2000, Larrick et al.
2001). Eine detaillierte Diskussion der Risiken erfolgt in Kapitel 6.9.

5.6.3 Weitere transgene Pflanzen mit verdnderten Inhaltsstoffen

Modifizierung von Stérke

Starke ist der haufigste Speicher-Kohlenhydrat in Pflanzen und viele stiarkespeichernde
Organe bilden Grundnahrungsmittel des Menschen. Dieser erneuerbare Rohstoff wird
ebenfalls in der Industrie verwendet (Roper 2002). Fiir die zahlreichen Anwendungen sind
verschiedene Stérketypen erforderlich, die bisher durch chemische Prozessierungen erzielt
wurden. Erfolgsversprechender ist es hingegen, bereits in Pflanzen modifizierte Starke mit
signifikant gesteigerter Funktionalitat produzieren zu lassen. Stirke besteht normalerweise
aus 70-80% Amylopektin und 20-30% Amylose. Wird dieses Verhéltnis verdndert, resultieren
daraus neue physikalische Eigenschaften, ebenso wie durch die Variation des
Phosphatgehaltes (Blennow et al. 2002). Es gibt bereits zahlreiche Arbeiten zu transgenen
Pflanzen, die in verschiedenen Enzymen des Stirkesyntheseweges gentechnisch verdndert
wurden (zur Stérke-Biosynthese siche Abb. 6).
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Abb. 6: Schematische Ubersicht der Enzyme, die in der Biosynthese von Amylopektin und
Amylose involviert sind (aus Jobling 2004); SS: Stirke-Synthase, SBE: Stirke-
Verzweigungsenzym, ISO: Isoamylase, PULL: Pullulanase, DP: Disproportionierungsenzym,
GWD: a-Glucan-Wasser-Dikinase, GBSS: Granulagebundene Stirke-Synthase

Meistens erfolgte eine Ausschaltung eines oder mehrerer Enzyme durch:

e Einbringung einer Insertion in das jeweilige Gen ("transposable controlling
elements’) und damit der komplette Funktionsverlust des Proteins,

e cine Hemmung der Genexpression durch "antisense” Techniken oder
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e durch Expression von spezifischen Antikorpern gegen die entsprechenden
Enzyme (Fiir eine Zusammenfassung siehe Jobling 2004).

Die zwei Hauptziele sind dabei die Produktion einer amylosefreien Stirke und einer
stark amylosehaltige Stérke.

Amylosefreie Stirke wird durch eine Ausschaltung von GBSS erreicht. Diese Stérke
wird z.B. als Stabilisator und Verdicker in Nahrungsmitteln und als Emulgator in
Salatdressings genutzt. Mutanten im "waxy locus’, der GBSS kodiert, sind in Mais, Gerste,
Hirse und Amaranth schon lange bekannt (James et al. 2003), jedoch wird davon nur der Mais
fiir kommerzielle Zwecke angebaut. Hinzu kommen Arbeiten an Kartoffeln, bei der das
GBSS-Gen durch eine "antisense” (Visser et al. 1991) und SiiBkartoffeln, bei der GBSS durch
"sense suppression” runterreguliert wurde (Kimura et al. 2001, Noda et al. 2002). Hierzu gibt
es in Europa bereits Feldstudien im groBen MafBstab und die transgenen Pflanzen befinden
sich im Zulassungsprozess (Jobling 2004). Die Stirke einer neuen transgenen Kartoffel, bei
der gleichzeitig drei Stdrkesynthasegene (GBSS, SSII, SSIII) durch "antisense” gehemmt
werden, besitzt eine verbesserte Gefrierungs- und Tauungsstabilitét (Jobling et al. 2002).

Stark amylosehaltige Stidrke wird in Getreide u.a. durch eine Runterregulierung des
Gens erreicht, welches das Stirke-Verzweigungsenzym (SBE starch-branching enzyme)Ilb
kodiert, auch "amylose extender” genannt. In Gerste hingegen konnte gezeigt werden, dass
eine Mutation im SSIla-Gen (sex6) nicht nur einen hohen Amylosegehalt verursacht, sondern
auch die Amylopektinketten kiirzer sind (Morell et al. 2003). Bisher erbringen jedoch alle
transgenen Feldfriichte mit einem hohem Amylosegehalt geringere Ernteertriage als Pflanzen,
die normale Stirke produzieren. Interessant ist diese Stirke aufgrund der Gelierungs- und
Film-Bildungseigenschaften, wiederum fiir die Nahrungsmittelindustrie.

Veranderter Lignin- und Zellulosestoffwechsel in Baumen

Durch eine Manipulation des Lignin- und Zellulosestoffwechsels in Bdumen konnen
giinstige Verarbeitungseigenschaften und hohere Ertrage erreicht werden. Z.B. kann durch die
Uberexpression und/ oder Herunter-Regulierung bestimmter Enzyme der Ligningehalt
reduziert und die Struktur veréndert werden, wodurch die Extraktion des Lignins bei der
Zellstoffproduktion erleichtert wird. Mit der Reduktion der Ligninproduktion kann sich die
Zelluloseproduktion erhohen, was sich in einem stark gesteigerten Wachstum zeigt (Hu et al.
1999). Ertragssteigerungen bei Bdumen wurden durch gentechnische Verdnderungen des
Zellulosestoffwechsels erzielt, die z.B. den Zellulose/ Hemizellulose-Gehalt und die
Vernetzung der Zellulosefasern betrafen (Boerjan 2005). Mdglicherweise lieBe sich auch der
Ertrag von krautigen Nutzpflanzen durch eine Reduzierung ihres Ligningehalts erhohen
(Pedersen et al. 2005).

5.6.4 Pflanzen zur Phytoremediation

Der Begriff der Phytoremediation (,,phyto* = griech. Pflanze, ,,remedium® latein.
sdubern) steht fiir eine Sammlung verschiedener Methoden, bei der Pflanzen zur Séuberung
kontaminierter Boden verwendet werden (Salt et al. 1995, Chaney et al. 1997, Raskin et al.
1997, Zusammenfassung der einzelnen Methoden siche z.B. Prasad & Freitas 2003). Dabei
werden natiirlich vorkommende Prozesse von Pflanzen und Mikroorganismen genutzt, die
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organische und anorganische Schadstoffe aus der Luft, fliissigen und festen Substraten
degradieren bzw. sequestrieren (Uberblick Pilon-Smits 2005).

Diese Technologie wird allgemein als ecine potentiell preisginstige und
umweltfreundliche Alternative zu Bodenersetzung, Ausschachtung und Waschtechniken
akzeptiert (Salt et al. 1998, Clemens 2001, McGrath & Zhao 2003). Wahrend in Europa
bisher keine signifikante kommerzielle Nutzung besteht, wuchs der amerikanische
Phytoremediations-Markt in den letzten 5 Jahren auf das 2 bis 3fache an, mit 100-150 Mio.
$/ Jahr. Es wird davon ausgegangen, dass der Markt auch in Europa zunehmen wird, da die
Forschungsarbeiten hierzu rasant ansteigen und Millionen Hektar belastet sind, insbesondere
in den osteuropédischen Staaten (Pilon-Smits 2005).

Anorganische Schadstoffe — Metalle

Den grofiten Beitrag zur Metall-Dekontaminierung konnte die Phytoextraktion leisten:
Metallakkumulierende Pflanzen werden auf kontaminierten Bdden ausgebracht und
agronomisch angebaut. Die Metallionen werden aus dem Boden iiber die Wurzeln
aufgenommen, in die oberirdischen Organe transportiert und akkumulieren dort. Mit der Ernte
der Pflanzen erfolgt eine dauerhafte Reduktion des Metallgehalts im Boden, ohne den Verlust
der Ackerkrume, wie ihn traditionelle Verfahren verursachen (siche Abb. 7).

4 Akkumulation

Toleranz

A Transport

e "‘I“:O ® Aufnahme

Mobiligierung

Abb. 7: Mechanismen der Phytoextraktion (aus Clemens 2001, veridndert)

Die Grundlage fiir dieses Konzept ist die Entdeckung von Hyperakkkumulierern, d.h.
von Pflanzen, die lberdurchschnittlich hohe Mengen an Schwermetallen aus dem Boden
aufnehmen und in den oberirdischen Organen speichern (Baker & Brooks 1989). Fiir eine
kommerzielle Nutzung jedoch eignen sich die bisher ca. 440 charakterisierten Arten aufgrund
ihres langsamen Wachstums und der geringen Biomasse nicht (siche Krimer & Chardonnens
2001, Eapen & D'Souza 2005). Eine Ausnahme bildet Pteris vittata. Dieser Farn ist der
bislang einzige bekannte Arsen-Hyperakkumulierer, der sich durch ein schnelles Wachstum
und einer grolen Biomasse auszeichnet (Ma et al. 2001). Bei der Auswahl einer gecigneten
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Tabelle 4: Zusammenfassung der effektivsten Transgene fiir Toleranz (T), Akkumulation (A)
und Voltalisation (V) von Spurenelementen in Pflanzen (Ubersicht aus Krimer &

Chardonnens 2001, Krdamer 2005)

Gen Produkt Quelle Ziel Maximaler Effekt'
APS1 ATP Sulfurylase Arabidopsis Brassica juncea A 2fache Steigerung der
thaliana Se-Konzentration
MT-I Metallothionein Mus musculus Nicotiana tabacum T 200 uM CdClI, (20fach)
CUP1 Metallothionein Saccharomyces B. oleracea T 400 uM CdCl; (ca.
cerevisiae 16fach)
gsh1 y-Glu-Cys Synthase  Escherichia coli  B. juncea A Cd-Konzentration 190 %
gsh2 Glutathion Synthase  E. coli B. juncea A Cd-Konzentration 125 %
NtCBP4 Kationenkanal N. tabacum N. tabacum T 250 uM NiCl, (2,5fach),
(Uberexpression)  Pb-sensitiv,
A Pb-Konzentration 200%
Zat1 Zinktransporter A. thaliana A. thaliana T leichte Steigerung
(Uberexpression)
arsC Arsenat Reduktase E. coli N. tabacum A 1,4fach Cd
arsC + Arsenat Reduktase, E. coli A. thaliana A 3fa§:h As, ausgehend von
y-ECS y- Glutamylcystein AsO,”
Synthetase
SMTA Selencystein Astragalus A. thaliana A 8fa5:h Se, ausgehend von
Methyltransferase bisulcatus SeO,”
SMTA Selenocystein A. bisulcatus B. juncea \% 5fag:h Se, ausgehend von
Methyltransferase SeO,”
YCF1 vakuolare S. cerevisiae A. thaliana A 1,4fach Pb, 1,5fach Cd
Sequestrierung von
Glutathion-
Konjugaten
HMA4 zellularer Metallefflux  A. thaliana A. thaliana A 2fach Zn, 1,4fach Cd
(Uberexpression)
merA Hg(ll) Reduktase Gram-negative Liriodendron T 50 uM HgCly;
Bakterien tulipifera, 500 mg HgCl, kg-1
N. tabacum V 10fache Steigerung der
Hg-Voltalisationsrate
merA +  Hg(ll) Reduktase, Gram-negative A. thaliana T 10 uM CH3HgCl
merB Organisch- Bakterien (>40fach)

quecksilbrige Lyase

V bis zu 59 pg Hg(0) mg"”
Frischbiomasse min '

1 — Der ,,Maximale Effekt” ist der maximale Konzentrationsanstieg, der in der Spross-Trockenmasse beobachtet
wurde, relativ zu Kontrollpflanzen, die das Transgen nicht exprimieren.

Spezies muss auch die Verschiedenheit der belasteten Flachen in Bezug auf Belastungsgrad,
Bodenbeschaffenheit, klimatische Bedingungen etc. beriicksichtigt werden. Es ist daher
notwendig, dass Pflanzen mit einer nennenswerten Metallextraktions- und
Akkumulationsleistung auch an die librigen Bedingungen angepasst sind.

Fiir eine wirtschaftliche, effiziente Technologie werden demnach Verbesserungen in
mehreren Arten benétigt, entweder in der Biomasse von Hyperakkumulierern oder in der
Metallakkumulation von Nicht-Hyperakkumulierern (Felix 1997, Chaney et al. 2000,
McGrath et al. 2000, McGrath & Zhao 2003). Um dieses Ziel zu verwirklichen, wird die
genetische Verdnderung von Pflanzen favorisiert. Der GroBteil der Forschungsarbeiten
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beschiftigt sich mit der Optimierung der Metallaufnahme von Nicht-
Hyperakkumulierern durch gentechnische Verfahren (Eapen & D'Souza 2005). Folgende
Prozesse sind diesbeziiglich von Bedeutung:

e Mobilisierung der Spurenelemente,

e Aufnahme in die Wurzel,

e Translokation in den Spross und Verteilung in der Pflanze,
e Detoxifikation,

e Erhohung der Toleranz (Krimer & Chardonnens 2001).

Viel versprechende Transgene aus Mikroorganismen bzw. Pflanzen sind in Tabelle 4
aufgefiihrt. Die erste Arbeit, die ein Transgen aus einem Hyperakkumulierer verwendete,
wurden von Ellis et al. (2004) durchgefiihrt. Sie integrierten das Gen fiir eine Selencystein-
Methyltransferase aus Astragalus bisulcatus in den Nicht-Hyperakkumulierer Arabidopsis
thaliana und erzielten damit eine achtfache Steigerung der Selen-Konzentration gegeniiber
Wildtyp-Pflanzen. Interessant ist neben der Steigerung der Akkumulation und der Toleranz
das Endprodukt des Enzyms, Selen-Methylselencystein (MeSeCys), welches eine
antikanzerogene Wirkung in Sdugern besitzt (Ip & Ganther 1992, Medina et al. 2001).

Eine andere Strategie beruht auf der Erkenntnis, dass Hyperakkumulierer im Gegensatz
zu Nicht-Hyperakkumulierern verschiedene Gene der Metalhomdostase konstitutiv hoch
exprimieren (Assuncao et al. 2001, Becher et al. 2004, Drager et al. 2004, Papoyan &
Kochian 2004, Weber et al. 2004). So wurde z.B. durch eine Uberexpression des endogenen
Gens HMA4 (eine Schwermetall P-Typ ATPase) in A. thaliana eine Erhohung der Toleranz
und Akkumulation gegeniiber Zink und Cadmium erreicht (Verret et al. 2004).

Ein Nachteil von pflanzlichen Transgenen besteht in ihrer hohen Homologie zu
endogenen Genen, wodurch Ko-Supressionen die Uberexpression der eingebrachten Gene
verhindern konnen (Jorgensen 1990). Gene von Mikroorganismen konnten dagegen
erfolgreich in Pflanzen exprimiert werden, wobei einige davon in ihrem GC-Gehalt
modifiziert wurden, um die Effizienz der Expression zu erhohen (Rugh et al. 1996).
Weiterhin besitzen letztere die Fahigkeit zur Blei- und Quecksilber-Hyperakkumulation
bzw. Detoxifikation, die bei Pflanzen bisher noch nicht beobachtet wurde. So konnten
Rensing et al. (1998) z.B. Pb(Il)-Pumpen in Staphylococcus aureus und Escherichia coli
charakterisieren. In Gram-negativen Bakterien wurde ein Quecksilber-Resistenz Operon
identifiziert, das sie befdhigt, organische und inorganische Quecksilberverbindungen in die
fliichtige und weniger toxische Hg(0)-Form umzuwandeln, welches sich schnell aus der Zelle
verfliichtigt (Ogawa et al. 1984, Summers 1986). Dazu sind zwei Gene notwendig, merA und
merB.. Die chemische Reaktion lduft nach folgendem Schema ab:

MerB
1.R-CH,-Hg"+H* ———» R-CH; + Hg(Il)

2.Hg(Il) + NADPH —MerA—» Ho(0)1 + NADP' + H'
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Tabelle 5: Transgene in Pflanzen zur Degradation organischer Schadstoffe

Gen Produkt Quelle Ziel Abbau folgender Referenz
Schadstoffe

onr Pentaerythritol  Enterobacter  Nicotiana Nitratester, French et al. 1999
Tetranitrat cloaceae tabacum Nitroaromatische
Reduktase Sprengstoffe

P450 2E1  Cytochrom Mensch N. tabacum TCE, EDB Doty et al. 2000
P450 2E1

nfsl Nitroreduktase  E. cloacae N. tabacum TNT Hannink et al. 2001

flac Laccase llI Coriolus N. tabacum Chlorphenole Sonoki et al. 2004

versicolor

TNT - 2,4,6-Trinitrotoluen, TCE - Trichlorethylen, EDB - Dibromethylan

Dieser Stoffwechselweg konnte erfolgreich in A. thaliana, Tabak und Pappel integriert
werden, was zu einer enormen Erhohung der Toleranz gegeniiber organischen
Quecksilberverbindungen und Hg(II) fithrte (Rugh et al. 1996, Heaton et al. 1998, Rugh et al.
1998, Bizily et al. 2000, Ruiz et al. 2003). Damit ergibt sich eine neue Variante der
Phytoextraktion, die Phytovoltalisation: Der Schadstoff wird nicht primér in oberirdischen
Sprosse akkumuliert, sondern in einen fliichtigen Stoff umgewandelt und in die Atmosphire
freigesetzt.

Organische Schadstoffe

Einige organische Schadstoffe konnten bereits durch Phytoremediation mit natiirlich
vorkommenden Pflanzen aus belasteten Boden zum grof3en Teil entfernt werden. Dazu zdhlen
u.a. das Herbizid Atrazin (Burken & Schnoor 1997), Trichlorethylen (Gordon et al. 1998) und
der Brennstoffzusatz Methyl Tertidr-Butyl Ether (Winnike-McMillan et al. 2003). Aber auch
hier gilt, dass Bakterien eine wesentlich hohere Vielfalt und Effektivitat an
degradierenden Stoffwechselwegen besitzen als Pflanzen (siehe z.B. Zusammenfassungen
Shaw & Burns 2003, Parales & Haddock 2004).

Die Anwendung von Bakterien auf kontaminierten Flachen war bisher jedoch
selten erfolgreich (Van Veen et al. 1997). Griinde dafiir konnen die Konkurrenz anderer
Bakterien sein bzw. die fehlende Anpassung an die jeweiligen Standortbedingungen. Ein
weiteres Problem besteht darin, dass die Schadstoffe hdufig durch Ko-Metabolismus abgebaut
werden, d.h. es miissen weitere Substrate zugegeben werden, welche die spezifischen Enzyme
fiir den Abbau induzieren. Ebenso ist die Vorhersage des Endresultats der Biodegradation im
Fall von Bakterien schwierig, aufgrund der unzdhligen, die Reaktion beeinflussenden
Umweltfaktoren (Wackett & Ellis 1999).

Aus diesem Grund wird versucht, Pflanzen durch die Integration der bakteriellen
Gene zu optimieren, die wesentlich einfacher angebaut werden konnen und eine hoéhere
Biomasse besitzen. Einige aktuelle Beispiele sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Sehr oft ist
allerdings das Schicksal der Abbauprodukte unbekannt, bzw. ebenfalls toxisch wie der Abbau
von TNT zu ADNTSs (Aminodinitrotoluen Derivate) in transgenen Tabakpflanzen (French et
al. 1999, Doty et al. 2000, Hannink et al. 2001, Sonoki et al. 2005).

Ein vollig anderer Ansatz wurde von Barac et al. entwickelt (2004). Durch einen
natlirlichen Gentransfer zwischen Bakterien (Konjugation, siehe 6.5) wurde das
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Toluendegradations-Plasmid pTOM von Burkholderia cepacia G4, einem toluenabbauenden
Bodenbakterium, auf den eng verwandten Stamm B. cepacia L.S.2.4 iibertragen. Dieses
endophytische Bakterium besiedelt das lebende Gewebe der Gelben Lupine (Lupinus
luteus), ohne die Pflanze zu schiadigen. Damit wurde neben einem Toluenabbau in der Pflanze
eine Verringerung der Phytotoxizitdt und eine Reduktion von 50 bis 70% der
Evapotranspiration durch die Blétter erreicht.

Feldexperimente

Die Charakterisierung viel versprechender transgener Pflanzen, die im Hinblick auf die
Phytoremediation in den letzten 10 Jahren entwickelt wurden, erfolgte bisher lediglich im
Labor bzw. im Gewachshaus. Um ihr Potential auch unter natiirlichen Bedingungen zu
testen, werden nun Freilandexperimente erforderlich (Eapen & D'Souza 2005, Kramer 2005,
Pilon-Smits 2005). Der erste Freilandversuch erfolgte vor kurzem mit drei transgenen
Linien des Ruten-Kohls (Brassica juncea) von Banuelos et al. (2005). Die jeweils
iiberexprimierten Transgene kodieren folgende Enzyme:

e Adenosin Triphosphat Sulfurylase (APS) von A. thaliana mit Funktion in
der Sulfat- und Selenatreduktion,

e y-Glutamyl-Cystein Synthetase (ECS) und

e Glutathion-Synthetase (GS) von E.coli, die beide in der Glutathion-
Synthese involviert sind.

In diesem Experiment konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die transgenen
Linien auch im Feld signifikant hohere Mengen an Selen im Spross akkumulieren kdnnen, im
Vergleich zum Wildtyp.

Risiken

Aufgrund der bisher fehlenden Freilandexperimente gibt es noch keine Arbeiten zur
Abschdtzung potentieller Risiken transgener Phytoremediationspflanzen, bzw. zum
horizontalen Gentransfer. Viele der potentiellen Risiken, die fiir landwirtschaftlich genutzte
GVP in zahlreichen Studien erarbeitet wurden, treffen auch hier zu (z.B. Davison 2005).
Gleichzeitig konnen die entwickelten Methoden zur Verringerung des Genflusses iibertragen
werden, wie z.B. die Transformation von Chloroplasten, mit der die Verbreitung der
Transgene liber den Pollen zu einem grofen Teil verhindert wird.

Ein Monitoring beim Anbau transgener Pflanzen im Freiland ist allgemein erforderlich,
da ein horizontaler Gentransfer auf Wildpflanzen nicht ausgeschlossen werden kann. Die
Klarung folgender Fragen ist auch fiir die Risikoabschitzung beziiglich transgener Pflanzen
zur Phytoremediation hilfreich (Ellstrand 2001, Snow 2002, Ellstrand 2003b):

e Gibt es einen selektiven Vorteil fiir die transgenen Pflanzen, auch wenn sie
auf nichtkontaminierten Flachen stehen?

e Fiihrt eine Auswilderung oder Auskreuzung zu invasiven Unkrdutern, die
umwelt- und landwirtschaftliche Probleme hervorrufen konnen?

e Sollte eine Auskreuzung auf Kulturpflanzen erfolgen, werden die
Nachkommen  dann  dazu  befdhigt, erhohte  Mengen  an
Schadstoffen/ Schwermetallen aufzunehmen?
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Mehrere Einschrinkungen konnen beziiglich der Risiken gemacht werden. Bei den
Pflanzen, die fiir die Phytoremediation produziert werden sollen, handelt es sich nicht um
Nahrungs- bzw. Futterpflanzen, womit Probleme der Nahrungssicherheit, Allergenitdt und
Kennzeichnungspflicht von Produkten entfallen. Zur Verhinderung der physischen
Verbreitung konnen die Pflanzen bereits vor der Samenreife geerntet werden (Davison
2005), moglicherweise sogar vor der Bliite. Sollen transgene Baume wie z.B. Pappeln
eingesetzt werden, konnen auch Mechanismen zur Pollen- und Samensterilitdt verwendet
werden, da allein vegetatives Gewebe fiir den Phytoremediationsprozess notwendig ist.

Eine Verringerung der Exposition von Schadstoffen wird gegenuber Wildtieren
und Insekten durch die Phytovoltalisation erreicht, d.h. wenn die Schadstoffe von Pflanzen
in fliichtige Substanzen umgewandelt und in die Atmosphire freigesetzt werden (Bsp. Hg(II)
zu Hg(0)1). Meagher et al. (2000) schlieBen fiir die Quecksilbervoltalisation transgener
Pflanzen eine Gefdahrdung der Umgebung aus, da Mechanismen fehlen, die zu einer schnellen
Riickkehr signifikanter Mengen von Hg(0) zur Erdoberfliche fiithren wiirden. Weiterhin
stellen sie eine Hochrechnung fiir eine 25 ha groe, mit 80 000 kg Hg kontaminierte Flache
auf, bei der die Quecksilberkonzentration in der Luft selbst bei einer 400fachen Zunahme der
Hg(0)-Freisetzung durch transgene Pflanzen nur 4% der durch die meisten Regierungen
vorgegebenen Grenzwerte betragen wiirde. Die Phytovoltalisation ist allerdings nicht fiir alle
Stoffe moglich. Zumindest grofere Wildtiere konnen jedoch durch Umzdunungen der mit
Phytoremediation zu behandelnden Flichen vom Grasen abgehalten, womit deren
Schadstoffexposition vorgebeugt wird.

Fazit
Gegenwirtige und zukliinftige genetische Verdnderungen von Pflanzen fiir die Nutzung
in der Phytoremediation umfassen (Davison 2005):

e Transgene aus Pflanzen und Mikroorganismen, genetische Anderung von
endophytischen Bakterien, Integration verschiedener Transgene im
Tandem, Nutzen von Gewebs-/ Zelltyp-spezifische  Promotoren,
Manipulation des  regulatorischen  Prozesses der pflanzlichen
Metallhomdostase, markerbasierte Zucht, somatische Hybridisierung;

e zur Verringerung des Genflusses: Samensterilitdt, Transformation der
Chloroplasten, Samensterilitdt bei Auskreuzung, konditionelle Letalitit.

Es sind bisher noch keine transgenen Pflanzen flir eine kommerzielle Anwendung
der Phytoremediation verwendet worden. Aus diesem Grund fehlen bisher Arbeiten zur
Risikoabschatzung bzw. zur Problematik des Genflusses auf Wildpflanzen. Die ersten
Freilandexperimente mit viel versprechenden, gentechnisch veranderten Pflanzen
stehen allerdings bevor.
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6 Potentielle Schaden

Die mit dem Anbau von GVP verkniipften Sicherheitsbedenken variieren je nach Art
der gentechnischen Verinderung des Pflanzengenoms. Tabelle 6 gibt einen Uberblick
dariiber, welche gentechnischen Manipulationen fiir ein Monitoring, das auf das Uberwachen
moglicher Effekte oder Prozesse gerichtet ist, relevant sind.

Tabelle 6: Zuordnung von Beobachtungsgegenstinden fiir das Monitoring zu den
entsprechenden gentechnischen Manipulationen

Beobachtungsgegenstinde (,,Schaden) Relevante gentechnische Manipulationen
Entstehung insektizidresistenter Schadlinge Insektizid-Expression

Entstehung von herbizidresistenten Pflanzen Herbizidresistenz

Genfluss/Hybridisierung Die bloRe Verbreitung der Transgene betreffend:

Alle gentechnischen Modifikationen, 6kologische
Schaden werden v.a. durch héhere
Stresstoleranzen erwartet

Effekte auf Nicht-Zielorganismen Insbesondere Insektenresistenz, im Prinzip aber
alle Modifikationen, die den Phanotyp der
Pflanzen verandern

Indirekte Effekte durch Anderung der Herbizidresistenz, Insektenresistenz
Bewirtschaftungspraxis

Horizontaler Gentransfer v.a. Antibiotikaresistenz (Markergene)
Gesundheitsrisiken Alle Modifikationen, v.a. veranderte Inhaltsstoffe
Unerwartete Effekte (‘'unanticipated effects”) Alle Modifikationen

Spezielle Risiken beim ,Gene Pharming’ Expression von pharmazeutischen Wirkstoffen
Gene Stacking Alle multiplen Modifikationen

6.1 Genfluss, Hybridisierung, Introgression und Verbreitung von Transgenen

6.1.1 Ubersicht

Im Zusammenhang mit der Erforschung des Verbreitungspotentials von transgenen
Pflanzen bzw. einzelner Gene wird hiufig die Analogie der Invasion eines Areals durch
gebietsfremde Arten (Neophyten) gebraucht. Eine Verbreitung von Transgenen kann
entweder die Folge einer Einwanderung transgener Kulturpflanzen in angrenzende
Gebiete oder einer Hybridisierung der transgenen Kultursorte mit verwandten Wildpflanzen
sein. Im ersten Fall wire die transgene Sorte selbst invasiv, im zweiten Fall handelte es sich
um die Introgression von Genen der Kultursorte in das Genom einer verwandten Art,
die hierdurch moglicherweise eine erhohte Fitness erlangt (vgl. Parker 1996, Wolfenbarger &
Phifer 2000). Bei den meisten Kulturpflanzen, die durch genetische Manipulation veréndert
werden, handelt es sich um Sorten, die durch intensive Ziichtung entstanden sind und ihre
Féhigkeit, in natiirlichen Habitaten zu iiberleben, verloren haben (Raybould & Gray 1994).
Aus diesem Grund wurde insbesondere das Introgressions-Szenario intensiv studiert.

Der Austausch von Genen zwischen Feldfriichten, Wildpflanzen und Unkrdutern war
schon immer ein wichtiger Faktor bei der Evolution dieser Artengruppen. Einerseits
entwickelten sich viele Feldfriichte durch wiederholte Zyklen von Hybridisierung und

49



6. Potentielle Schiden

Differenzierung aus ihren wilden bzw. Unkraut-Vorfahren (Harlan 1992). Wildarten sind in
der Pflanzenzucht immer noch eine wichtige Quelle von Genen, die in Feldfriichte
eingekreuzt werden konnen, um deren genetische Basis zu erweitern, Resistenzen zu
ibertragen, die Toleranz gegeniiber biotischen oder abiotischen Stressoren zu erhdhen oder
erwiinschte agronomische Eigenschaften in die kultivierten Formen zu iibertragen (Frankel et
al. 1995). Andererseits hat nattrliche Hybridisierung zwischen Feldfriichten und Wildarten
schon zum Aussterben von Feldfrucht-Verwandten gefiihrt oder zum Entstehen von neuen,
aggressiveren und besser an anthropogene Habitate angepassten Unkraut-Rassen beigetragen
(Ellstrand et al. 1999). Erst mit der kommerziellen Freisetzung von gentechnisch verdnderten
Pflanzen hat der Genfluss zwischen Feldfriichten und Unkrdutern grofere wissenschaftliche
Aufmerksamkeit erlangt. Eine umfangreiche Literatur widmet sich nun der Ausbreitung von
Transgenen durch Pollen und Samen wund den mdglichen Okologischen und
landwirtschaftlichen Effekten (Ellstrand et al. 1999, Eastham & Sweet 2002, Groot et al.
2003, Jenczewski et al. 2003, Stewart et al. 2003, Ziighart & Breckling 2003, Ellstrand
2003a, Den Nijs et al. 2004, Pilson & Prendeville 2004, Legere 2005, Wesseler 2005).

Eine wesentliche Beflirchtung ist dabei, dass der weit verbreitete Anbau mancher
transgener Feldfriichte die Evolution von unerwiinschten und invasiveren Unkrautern
beschleunigen wiirde und so die Biodiversitit geschidigt oder Okosystemfunktionen
beeintrachtigt werden konnten (Tiedje et al. 1989, Snow & Moran-Palma 1997). Obwohl
diese Gefahr auch von traditionell erzeugten Feldfriichten ausgeht (Ellstrand et al. 1999),
bestehen Unterschiede zwischen gentechnischer Erzeugung und traditioneller Pflanzenzucht
in Bezug auf die Identitit, Anzahl und Wirkungen der eingefiihrten Eigenschaften, so dass
von manchen GVP ein hoheres Risiko ausgeht (Regal 1994).

Der Genfluss zwischen Feldfriichten und Wildpflanzen bedarf der Abfolge einer Reihe
aufeinander aufbauender Schritte des Genaustausches (Abb. 8):

o RAiumliche Nihe von Feldfriichten und wilden Verwandten,

¢ Biologie und Phinologie der Pollen- und Samenausbreitung,

e Produktion lebensfahiger und fertiler F1 Hybride,

e Erzeugung fertiler Nachfolgegenerationen,

e Ubertragung von Genen, Chromosomen-Rekombination und Introgression
in den genetischen Hintergrund der Wildarten,

e Wirkung des/ der transferierten Gene und mdglicher pleiotroper Effekte in
Bezug auf die Persistenz der eingekreuzten Feldfrucht-Gene in natiirlichen
Pflanzengemeinschaften.

Im Folgenden werden diese Stufen eingehender dargestellt und diskutiert. Eine
tabellarische Zusammenstellung wichtiger Fallstudien findet sich im Anhang I.

50



6. Potentielle Schiden

Feldfrucht

c =

o
2| §|(| Durchwuchs _Pollen-__,, Verwandte
o| & Acker oder Umgebung | ausbreitung Wildpflanze / Unkraut

()
~| £
»| © DA Unkraut/ /
= verwilderte
< Populationen

Feldfrucht-
Wildpflanze-Hybride
/ AN
o Ruckkreuzung, Selbstung
5 e N\
z Fitness ?
(O}
o Stabilisierung neuer Introgression
© Hybridlinien polyploid/
- homoploid
w
Wie héufig ist Uberleben ?

Abb.  8: Schematische Darstellung der wichtigsten Schritte beim Genfluss zwischen
Feldfrucht und Wildpflanzen (nach Jenczewski et al. 2003)

6.1.2 Ausbreitung von Genen und Transgenen
6.1.2.1 Ausbreitung von Genen via Pollen

Geographische Uberlappung

Der Genfluss zwischen Feldfriichten und Wildpflanzen wird als Pollen-limitiert
betrachtet (Ellstrand & Hoffman 1990). Gen-Ausbreitung durch Pollen ist nur moglich, wenn
sexuell kompatible Verwandte in Regionen wachsen, wo die Feldfrucht angebaut wird.
GroBraumig betrachtet hangt die Wahrscheinlichkeit von Genfluss von der geographischen
Verbreitung der Feldfrichte und ihrer wilden Verwandten ab. Solche Kontakte sind
generell dort hdufiger, wo die Feldfrucht ihr Herkunftsgebiet oder Diversititszentrum hat
(Simmonds 1995), z.B. Raps und Zuckerriibe in Europa und Mais in Siidamerika.

Voraussetzung fiir Hybridisierung ist das gemeinsame Vorkommen sexuell kompatibler
Paare von Kultursorten und Wildpflanzen oder Unkrautern. Léanderiibersichten {iber
potentielle Hybridisierungspartner wurden fiir verschiedene ecuropédische Lénder
zusammengestellt, die zum Teil auch auf Deutschland anwendbar sind: Osterreich (Pascher &
Gollmann 1999), Grofibritannien (Raybould & Gray 1993), Niederlande (De Vries et al.
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1992). Hier wurde aus der Kenntnis von Hybriden und der Haufigkeit der Kultur- und
Wildarten und zum  Teil  unter  Beriicksichtigung  von  Pollen-  und
Samenausbreitungspotenzialen eine Bewertung der Hybridisierungswahrscheinlichkeit
vorgenommen (Tabelle 7). Bezogen auf einige wichtige landwirtschaftliche Kulturarten
wurden Kreuzungspartner in Deutschland zusammengestellt (Gerdemann-Knorck & Tegeder
1997, Neuroth 1997), eine umfassende Darstellung der potentiellen Hybridisierungspartner in
Deutschland existiert aber bisher nicht.

Von besonderer Relevanz ist der Genfluss bei Artengruppen, aus der eine weit
verbreitete Feldfrucht gentechnisch modifiziert wurde, deren Ursprungsart oder kompatible
Wildarten hier vorkommen, wie z.B. bei Raps und Zuckerriibe. Dariiber hinaus gibt es
allerdings eine Vielzahl von Gemiise-Arten, Nutzpflanzen, Bdumen oder Futtergrdasern und
Futterpflanzen, die potentiell fiir die gentechnische Verdnderung geeignet sind und die in
Mitteleuropa direkte Wildverwandte haben. Weiterhin sind auch Arten von Interesse, die bei
uns als neophytische Unkrauter vorkommen, wie z.B. die Wilde Mohrenhirse (Sorghum
halepense) oder GénsefuB3-Arten (Chenopodium spp.), die aber in anderen Regionen mit
Feldfrucht-Arten hybridisieren konnen. Auf diesem Wege konnten Sippen entstehen, die neue
Unkraut-Eigenschaften aufweisen, die sie starker invasiv machen.

Die Verbreitung von Pflanzenarten in Deutschland ist durch floristische Kartierungen
vergleichsweise gut bekannt (Abb. 9, vgl., Haeupler & Schonfelder 1988, Benkert et al.
1996). Andererseits sind Ackerunkrduter und Ackerflichen moglicherweise floristisch
weniger intensiv bearbeitet.

Abb. 9: Verbreitung von Riibsen (Brassica rapa) und Hederich (Raphanus raphanistrum) in
Deutschland (aus www.floraweb.de)
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Tabelle 7: Wahrscheinlichkeit fiir vertikalen Genfluss zwischen Kulturarten und in
Deutschland wild vorkommenden Arten, unabhidngig von gentechnischer Verdnderung (nach

De Vries et al. 1992, Raybould & Gray 1993, Pascher & Gollmann 1999)

Wahrscheinlichkeit fur vertikalen Genfluss

Kultur-Art

Wildarten

Sehr Hoch/Hoch

Wiesen-Schwingel (Festuca pratensis)

Weidelgras-Arten: (Lolium perenne & L.
multiflorum)

StrauRgras-Arten (Agrostis stolonifera,
A. capillaris)

Bastard-Luzerne (Medicago x varia)
Mohre (Daucus carota ssp. sativus)
Rotklee (Trifolium pratense-Kultivar)
Weil3-Klee (Trifolium repens-Kultivar)
Zuckerriibe (Beta vulgaris ssp. vulgaris)
Kohl, Blumenkohl etc. (Brassica oleracea)
Endivie (Cichorium intybus var. foliosum)
Kultur-Apfel (Malus domestica)

Pflaume (Prunus domestica)

Pappeln (Populus spp.)

Niedrig

Griner Salat (Lactuca sativa)

Bastard-Luzerne (Medicago x varia)

Rotklee (Trifolium pratense-Kultivar)
Wiesen-Schwingel (Festuca pratensis)
Pflaume (Prunus domestica)

Raps (Brassica napus ssp. oleifera)

Kohl, Blumenkohl etc. (Brassica oleracea)
Gerste (Hordeum vulgare)

Saat-Lein (Linum usitatissimum)
Schwarze Johannisbeere (Ribes nigrum)
Himbeere (Rubus idaeus)

Minimal

WeiR-Klee (Trifolium repens)

Kartoffel (Solanum tuberosum) und Tomate

(S. lycopersicum)

Kohl, Blumenkohl etc. (Brassica oleracea)
Weizen (Triticum aestivum)

Gerste (Hordeum vulgare)

Roggen (Secale cereale)

Saubohne (Vicia faba)

Erdbeere (Fragaria x ananassa)

Mais (Zea mays), Garten-Bohne (Phaseolus

vulgaris & Phaseolus coccineus), Erbse
(Pisum sativum), Gurke (Cucumis sativus),
Sonnenblume (Helianthus annuus)

Wilde Schwingel-Arten: Wiesen-Schwingel (F. pratensis, Wildformen),
Riesen-Schwingel (F. gigantea), Verschiedenblattriger Schwingel

(F. heterophylla), Rohr-Schwingel (F. arundinacea);

Weidelgras-Arten: Ausdauerndes Weidelgras (Lolium perenne), Vielblitiges
Weidelgras (L. multiflorum), Lolchschwingel (Festulolium loliaceum =
Intergenerischer Hybrid F. pratensis x L. perenne)

Wildes Weidelgras (L. perenne & L. multiflorum), Schwingel-Arten (Festuca

spp.)

Wilde StrauRgras-Arten (A. capillaris, A. stolonifera, A. castellana,
A. gigantea)

Sichelklee (M. falcata), Bastard-Luzerne (M. x varia und M. x varia x falcata)
Wilde Méhre (Daucus carota ssp. carota)

Wilder Rotklee (Trifolium pratense)

Wilder WeiR3-Klee (Trifolium repens)

Wilde Rube (Beta vulgaris ssp. maritima = Beta maritima)

Wilder Kohl (Brassica oleraca)

Wegwarte (Cichorium intybus)

Wild-Apfel (Malus sylvestris). Kultur-Apfel (M. domestica, verwildert)
Schlehe (P. spinosa), Pflaume (P. domestica, verwildert)
Schwarz-Pappel (P. nigra), Zitter-Pappel (P. tremula)

Kompass-Lattich (Lactuca serriola), Gift-Lattich (L. virosa) (L. serriola +
L. virosa sind mogliche Eltern von L. sativa)

Hopfenklee (Medicago lupulina), Zwerg-Schnecken-Klee (M. minima),
Arabischer Schneckenklee (M. arabica)

Mittelklee (Trifolium medium) und >20 weitere Klee-Arten
Flut-Schwaden (Glyceria fluitans), Gefalteter Schwaden (G. notata)

Vogel-Kirsche (Prunus avium), Traubenkirsche (Prunus padus)

Ribsen (Brassica rapa = B. campestris), Wilder Kohl (B. oleraca), Schwarzer
Senf (B. nigra), Grausenf (Hirschfeldia incana), Weier Senf (Sinapis alba),
Acker-Senf (S. arvensis)

Rubsen (Brassica rapa = B. campestris, Schwarzer Senf (B. nigra)
Gerste-Arten (Hordeum spec.)

Ausdauernder Lein (L. perenne), Wiesen-Lein (L. catharticum)

Anrige Johannisbeere (R. spicatum), Alpen-Johannisbeere (R. alpinum)
Brombeeren (Rubus fruticosus agg.), Kratz-Beere (Rubus caesius)

andere Klee-Arten (Trifolium spec.)

Schwarzer Nachtschatten (S. nigrum), Bitterstier Nachtschatten
(S. dulcamara)

andere Kreuzblitler (Eruca spec., Erucastrum spec., Diplotaxis spec.)
Gerste-Arten (Hordeum spec.), Quecken-Arten (Elytrigia spec. s.l.)
Quecken-Arten (Elytrigia spec. s.l.)

Gerste-Arten (Hordeum spec.)

Wicken-Arten (Vicia spp.)

Wilde Erdbeeren (Fragaria vesca, F. viridis, F. moschata)

keine nahen Verwandten
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Blihzeitraum, Blihphanologie

Das Potential fiir spontanen Genfluss zwischen Feldfrucht und Wildarten hingt dann
davon ab, inwieweit die Bliihperioden iiberlappen. Vergleichende experimentelle Daten zur
Phénologie von Feldfrucht und Wildarten sind rar. Allerdings legen sie nahe, dass wilde
Populationen normalerweise eine weitere Spanne der Bliihzeitpunkte aufweisen als
Feldfriichte. Dieser Unterschied in der Blithdauer erhoht die Uberlappungswahrscheinlichkeit,
da immer einige der wilden Pflanzen zeitgleich mit der Kulturart blithen werden. Andererseits
kann die Uberlappung auch sehr begrenzt sein, so dass die meisten Wildpflanzen zeitlich von
der Kulturart isoliert sind. Dies gilt selbst fiir Kultivare und Wildformen derselben Art. So
war die Ubertragung der Herbizid-Resistenz von einer Kultursorte des WeiBlen StrauBgrases
(Agrostis stolonifera) auf sortengleiche Wachterpflanzen (2,0%) 60mal hoher als auf
Wildpflanzen der gleichen Art (0,03%), vor allem auf Grund einer zwei bis drei Wochen
spateren Bliihzeit (Watrud et al. 2004). Selbst die Blithperiode von Kultursorte und deren
Durchwuchs muss nicht identisch sein. So zeigten Gruber et al. (2005), dass Raps und
Durchwuchs-Raps aus dem Vorjahr nicht zeitgleich bliihten und deswegen Genfluss
unwahrscheinlich war. Der Anbau von friih- oder spétblithenden Kultivaren kann somit grof3e
Effekte auf das Ausmal3 des Genflusses haben.

Pollenausbreitung durch Wind und Insekten - Reichweiten

Was die Reichweiten der Pollenausbreitung betrifft, haben die meisten Studien stark
linksschiefe Ausbreitungsfunktionen beschrieben, wobei die meisten Pollenkdrner nur kurze
Distanzen zuriicklegen und auf grofere Entfernung stark zuriickgehen. Diese Beobachtung
gilt sowohl fiir wind- wie fiir insektenbestdubte Arten. Typischerweise werden im Nahbereich
mit zunehmender Entfernung exponentiell abfallende Pollenkonzentrationen ermittelt,
allerdings geht dieser exponentielle Abfall auf weite Entfernungen in eine nur langsam
abfallende Kurve iiber, so dass bei relativ groBen Entfernungen von der Pollenquelle nur noch
eine geringe Entfernungsabhéngigkeit der Pollenausbreitung besteht (Ramsay 2005). So
wurden z.B. bei windbestdubten Baumarten (Populus-Hybride) auch
Pollenausbreitungsfunktionen  gefunden, die relativ. hohe Anteile in  weiten
Entfernungsklassen aufweisen (DiFazio et al. 2004, DiFazio 2005).

Einen Anhaltspunkt iiber die Reichweite des Genflusses kann man aus den
Isolationsdistanzen fiir die Erzeugung konventionellen Saatgutes erhalten. Fiir die Produktion
sortenreinen Saatgutes ist es essentiell, dass keine Einkreuzung durch andere Sorten mittels
Polleneintrag stattfindet. Deshalb wurden fiir viele Kulturpflanzen Isolationsdistanzen
ermittelt, bei deren Einhaltung die genetische Verunreinigung minimiert wird. Diese variieren
stark zwischen wenigen Metern bei selbstbestiubten Arten wie Weizen und mehreren
Kilometern bei Zuckerriiben (Raybould & Gray 1993, siche auch Abb. 10). Regelungen zur
Minimierung von ungewiinschten Auskreuzungen bestehen in Deutschland bislang fiir die
Erzeugung von Saatgut durch das Saatgutverkehrsgesetz. Auf EU-Ebene sind die
Richtlinien 66/402/EWG, 2002/54/EG, 2002/55/EG, 2002/56/EG und 2002/57/EG
maligebend. Darin werden Mindestanforderungen fiir das geerntete und in Verkehr gebrachte
Saatgut, insbesondere hinsichtlich der Sortenreinheit, beschrieben (Brauner et al. 2004).
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Befrucht Bestau-
ungs- bungs- Isolations-

Feldfrucht Lat. Name system modus distanz (m) 100 250 500 1000 2000
Saat-Lein Linum usitatissimum S | 100-300
Lupinen Lupinus spp. S | 500
Griiner Salat Lactuca sativa S | 30-60
Hafer Avena sativa S w 180
Gerste Hordeum vulgare S w 180
Weizen Triticum aestivum S w 1,5-3,0
Raps* Brassica napus SF | 200
Paprika Capsicum spp. SF [ 360
Selleri Apium graveolens SF | 1100
Bohnen Phaseolus spp. SF | 45
Saubohne Vicia faba SF | 90-180
Pastinak Pastinaca sativa SF | 500
Tabak Nicotiana tabacum SF | 400
Futtergraser Poa, Bromus, Festuca SF w 540-1000
Sonnenblume  Helianthus annuus F | 800
Rilbsen Brassica campestris F | 900
Mohre Daucus carota F | 900
Tomate Lycopersicon esculentum F | 30-60
Luzerne, Klee  Medicago, Trifolium spp. F | 720-1600
Kohl-Sorten Brassica oleracea F | 600-970
Kuchenzwiebel Allium cepa F | 900
Rettich Raphanus sativus F | 270-300
Kirbis etc. Cucurbita spp. F | 400
Mais* Zea mays F w 200
Roggen Secale cereale F w 180
Ribe* Beta vulgaris F Wi 1000
Riibe Beta vulgaris F WI 3200

Abb. 10: Minimale Isolationsdistanzen verschiedener Feldfriichte fiir die Erzeugung reiner
Varietiten (nach Raybould & Gray 1993; *: nach EU-Richtlinien RL 2002/57/EG, RL
66/402/EWG, RL 2002/54/EG); Befruchtungssystem: S: vorwiegend selbstbefruchtet, F:
Vorwiegend fremdbefruchtet; Bestdubungsmodus: I: Insektenbestdubt; W: Windbestiubt

Eine wesentliche Rolle bei der Bestdubung spielt der Pollen-Vektor, seien es Insekten,
Wind oder Selbstbestdubung. Selbstbestaubung ist naturgemdB rdumlich auf die Pflanze
beschrinkt, wenn auch die meisten Selbstbestiuber eine geringe Auskreuzungsrate
aufrechterhalten (s.u.). Obwohl Pollen-Fernausbreitung insgesamt selten ist (Kareiva et al.
1994), wurde Hybridisierung zwischen Feldfriichten und verwandten Unkrdutern oder
Wildarten durch Insektenbestdubung oft auch bis mehrere 100m entfernt von der
Kultursorte nachgewiesen (Kirkpatrick & Wilson 1988, Klinger et al. 1992). Herbizid-
Resistenz wurde zwischen Rapsfeldern iibertragen mit Raten von 1,4% direkt am Feldrand,
0,2% in 50 m und 0,04% in 800 m (Beckie et al. 2003). Die in dieser Studie beobachtete
stetige Abnahme der Auskreuzungsraten mit zunehmender Entfernung wurde allerdings nicht
immer festgestellt. So zeigten Rieger et al. (2002) bis 3000 m Einkreuzungsraten zwischen
0,11 und 0,2% ohne fallende Tendenz. Im Gegensatz zu anderen Studien, die mit kleinen
Pollenquellen gearbeitet haben, fanden Rieger et al. (2002) somit keine leptokurtische oder
exponentielle Abnahme des Gentransfers von der Pollenquelle zu weiter entfernten Distanzen
hin, sondern zufillig verteilte Einkreuzungsereignisse auch in weiten Abstinden zur Quelle.
Dies scheint vor allem daran zu liegen, dass hier erstmals landwirtschaftlich relevante
Feldgroen untersucht wurden.
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Die zahlenméBig dominierenden bestdubenden Insekten sind die Honigbiene und
Hummeln, allerdings sind viele weitere Insektengruppen ebenfalls Honig- und Pollensammler
und konnen zum Pollentransport beitragen. Die Reichweite von Bienen und Hummeln kann in
Abhingigkeit vom Futterangebot mehrere km betragen (Walther-Hellwig & Frankl 2000,
Darvill et al. 2004), womit Pollen-Fernausbreitung prinzipiell moglich ist.

Auch bei Windbestdubung bleiben die meisten Pollen im Nahbereich. Jedoch kénnen
vom Wind ausgebreitete Pollen theoretisch an jeden Ort der Erde gelangen, wenn sie, wie
nachgewiesen, iliber die atmosphdrische Grenzschicht gelangen und vom Wind verlagert
werden konnen (Brunet et al. 2003). Bei windbestdubten Grisern (Agrostis stolonifera,
Weilles StrauBgras) wurde Herbizid-Resistenz bis 21 km auf die gleiche Art und bis 14 km
auf A. gigantea iibertragen (Watrud et al. 2004). Die oft zitierte Studie von Quist & Chapela
(2001), die DNA-Konstrukte von Bt-Mais und HR-Mais in urspriinglichen Mais-Sorten im
Gen-Zentrum dieser Art in Mexiko weit entfernt von Anbaugebieten gefunden hatten, wurde
wegen methodischer Méngel kritisiert (Kaplinsky et al. 2002, Metz & Futterer 2002) und
kann nicht als Beweis fiir Windtransport von Mais-Pollen {iber sehr groBe Entfernungen
gewertet werden. Hofmann et al. (2005) konnten jedoch bis in 2400 m Entfernung von der
Feldquelle in der Hauptwindrichtung noch 247000 Maispollen pro m? messen, was ca. 25
Pollen pro cm? entspricht. In 2700 m Entfernung vom Feldrand (grofite gemessene Distanz,
andere Windrichtung) waren es noch drei Pollen pro cm?. Bei der windbestidubten Zuckerriibe
wurde eine Pollenausbreitung bis 32 km festgestellt (Raybould & Gray 1993).

Generalisierungen liber zu erwartende Hybridisierung sind nicht einfach. Viele Studien
haben erhebliche und oft unvorhersagbare Unterschiede des Genflusses zwischen Feldfrucht
und Wildarten zwischen isolierten Pflanzengruppen gefunden (Raybould & Gray 1993,
Morris et al. 1994, Giddings et al. 1997a). Die Unterschiede hatten nicht immer eine
Beziehung zur Distanz (Manasse 1992) und hingen von einer Vielzahl &duflerer Faktoren ab.
Hierbei waren besonders die Form, die relative Grofe und Dichte sowohl der Spender-
Feldfrucht wie auch der Empfinger-Wildpflanzenpopulation von Bedeutung (Jergensen &
Andersen 1994, Chevre et al. 2000). Zum Beispiel fanden Ellstrand et al. (1989) so gut wie
keinen Genfluss zwischen kleinen kiinstlichen Rettichflichen, die 20-400 m voneinander
entfernt waren. Allerdings trat ein starker Genfluss von sehr groflen Populationen aus 650-
1000 m Entfernung auf (Klinger et al. 1992). Solch asymmetrischer Genfluss ist zu
erwarten, wenn die relative Grole der Empfanger-Populationen klein oder fragmentiert ist
(Ellstrand 1992, Ellstrand et al. 1999). So lag die Einkreuzungsrate zweier Transgene (GFP,
Bt) von Raps in Riibsen bei einem Verhiltnis von 180:1 (Brassica napus : B. rapa) bei 2%,
wihrend sie bei 600:1 auf 4 bis 22% zunahm (Halfhill et al. 2004). Ebenfalls an Raps wurde
gezeigt, dass bei kleinen Populationen der relative Anteil von Pollen, die von auBerhalb
kommen, zunimmt (Cresswell & Osborne 2004). Dies hatte zur Folge, dass bei kleinen
Populationen von verwandten Unkrautern oder Unkraut-Raps in der Nahe von grofen
GV-Rapsfeldern mit einem relativ hohen Anteil von Fremdbestaubungen zu rechnen ist.
Das gleiche gilt auch fiir kleine Versuchsparzellen: Go6tz & Ammer (2000) fanden
Einkreuzungsraten zwischen HR-Raps und konventionellem Raps von 0,4% bis 2,3% bei nur
18 m” groBen direkt benachbarten Parzellen.

Eine Metaanalyse von elf empirischen Studien zum Genfluss von GV-Raps zeigte, dass
sich der Genfluss zwischen Raps-Feldern in Abhingigkeit von der Isolationsdistanz und der
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Breite der Nicht-GV-Felder modellieren ldsst (Abb. 11, Damgaard & Kjellsson 2005). Je
weiter entfernt und je groBer das Nicht-GV-Feld war, desto geringer war die prozentuale
Einkreuzung. Die Bestdubung durch GV-Raps lag fiir Abstinde unter 50 m bei kleinen
Feldgroen am hochsten und betrug weniger als 0,1% bei Isolationsdistanzen iiber 100m und
Feldbreiten des Nicht-GV-Feldes von mehr als 200 m. Allerdings ist hier anzumerken, dass
dies vor allem ein Verdunnungseffekt aufgrund einer grolen Ackerfldche ist.

1.4 ————— 95% V.I. alle Felder
<12 — 95% V.I. kleine Felder
o> 1.0 1% ———- Median alle Felder
g, 0.8 NN\ -=- Median kleine Felder
@ 0.6 N
= 0.4 -

L 02 T s\_-__‘
0.0 e

0 100 200 300 400 500
Distanz zwischen Feldern (m)

Abb. 11: Wahrscheinlichkeit der Bestdubung von Raps durch Fremdpollen in Abhidngigkeit
vom Abstand der Felder und der FeldgroBe (nach Damgaard & Kjellsson 2005). 95%
Vertrauensintervall und Median fiir kleine Felder (0,8-16 ha, ohne Felder in Australien) und
alle FeldgroBen (0,8-100 ha).

Tabelle 8: Vorschlige zu Nutzpflanzen-spezifischen Isolationsabstinden im Anbau
gentechnisch verdnderter Pflanzen fiir maximale Auskreuzungsraten von 1, 0,5 und 0,1 %
(Oko-Institut e.V., Brauner et al. 2004)

Nutzpflanze 1% 0,5 % 0,1 % Anmerkungen zur sonstigen
Auskreuzungs-Problematik

Raps 300 m k. A. 6000 m Durchwuchs, ruderale Populationen
Mais 500 m 1000 m k. A.

Kartoffeln - - - Durchwuchspflanzen

Riben - - - Schosser, ggf. ruderale Populationen

Weit hohere Werte der Isolationsabstinde wurden nach Auswertung von 15 Studien von
Brauner et al. (2004) vorgeschlagen (Tabelle 8), wobei die Autoren feststellten, dass relativ
wenige Studien praxisrelevante FeldgroBen untersuchten. Wihrend bei Raps und Mais
Auskreuzungen im Jahr des Anbaus relevant sind, ist bei Kartoffeln und Riiben der
Durchwuchs bzw. die Schosserbildung der wichtigste Punkt bei der Verhinderung des
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Genflusses. Diese Vorschldge liegen hoher als die bei der Saatguterzeugung verwendeten
Isolationsabstinde (vgl. Abb. 10) oder den von Damgaard & Kjellsson 2005 berechneten
(Abb. 11), da die Autoren nicht einem Mittelwert folgten, sondern den in einzelnen Studien
beobachteten Hochstwerten der Auskreuzung besonderes Gewicht gaben. Dass die
Vorstellungen iiber die in der Praxis anzuwendenden Isolationsabstéinde weit auseinander
gehen, zeigen auch die im Rahmen des Erprobungsanbaues von Bt-Mais in Sachsen-Anhalt
verwendeten Trennstreifen von 20 m, die mdglicherweise als Grundlage fiir eine Festlegung
der ,,guten landwirtschaftlichen Praxis® dienen. Nach den EU-Verordnungen 1829/2003/EG
und 1830/2003/EG wird die Kennzeichnung und Riickverfolgbarkeit fiir GVO geregelt. Fiir
unbeabsichtigt verunreinigte Produkte wurde ein Schwellenwert von 0,9 % GVO-Anteil
festgelegt. Da Genfluss nicht generell zu unterbinden ist, befiirchtet der Sachverstindigenrat
fiir Umweltfragen (2004) allerdings, ,,dass bei einer weit reichenden Nutzung der griinen
Gentechnik diese Schwellen ... oft {iberschritten werden®. Unabhingig davon, wie begriindet
diese Befiirchtung ist, zeigt sie die bestehende Unsicherheit und unterstreicht den Bedarf an
entsprechender Sicherheitsforschung und Monitoring.

Modellierung

Die Modellierung der Pollenausbreitung kann Beitrige zur Losung des Problems liefern
(Lavigne et al. 1998). Dafiir miissen (1) individuelle Pollen-Ausbreitungsfunktionen
entwickelt werden (z.B. Loos et al. 2003, Cresswell et al. 2004, Richter & Seppelt 2004) und
(2) die Funktionen auf verschiedene landwirtschaftliche Szenarien angewandt werden, um
quantitative Vorhersagen zu erhalten. Wie Modellierungen von Genfluss an Pappeln (Populus
trichocarpa x P. deltoides) gezeigt haben, ist die genaue Kenntnis der Pollen-Fernausbreitung
von viel groBBerer Bedeutung als die der Nahausbreitung (DiFazio et al. 2004, DiFazio 2005),
wobei in diesem Fall Nahausbreitung bis 1 km definiert wurde.

AbschlieBend muss gesagt werden, dass Genfluss nicht nur in Richtung der Wildarten
stattfinden muss. Mittels cytoplasmatischer DNA-Marker konnte gezeigt werden, dass
Unkraut-Riiben aufgrund zufilliger Bestdubung von Zuckerriiben durch wilde Riiben in den
Samenerzeugungsregionen entstanden sind (Boudry et al. 1993). Zusammengefasst zeigen die
Studien, dass Pollenausbreitung vor allem im Nahbereich der Felder stattfindet, allerdings
auch in geringem Umfang weite Entfernungen bis mehrere km erreicht werden. Der Genfluss
lasst sich durch Feldgréfe und —geometrie beeinflussen, aber nicht grundsatzlich
unterbinden. Bei weit verbreitetem Anbau von GVP ist somit von Genfluss zwischen
sexuell kompatiblen Sorten und Arten auszugehen.

6.1.2.2 Réumliche und =zeitliche (Trans)gen-Ausbreitung durch Samen und vegetative
Diasporen

Bei der Gen-Ausbreitung iiber Samen oder vegetative Ausbreitungseinheiten muss eine
rdumliche und eine zeitliche Dimension unterschieden werden. Erstens kann rdumliche
Ausbreitung erfolgen durch Transport von Samen vom Feld in natiirliche
Pflanzengemeinschaften. Hier konnen sich Feldfriichte unter Umstdnden als Unkraut-
Populationen  etablieren.  Futtergrdser =~ konnten  sich  vollig in  naturnahe
Pflanzengemeinschaften integrieren. Zweitens kann Ausbreitung in der Zeit erfolgen (Boden-
Samenbank), so dass spiter eine Hybridisierung zwischen Wildpflanzen und Feldfriichten
moglich ist, wenn diese in natiirlichen Gemeinschaften oder nach der Ernte auf den
Ackerfldchen persistieren.
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Es ist relativ wenig liber das Ausmald der raumlichen Samenausbreitung und die
Persistenz von verwilderten Feldfruchtpopulationen bekannt. Erst in den letzten Jahren wurde
die Problematik z.B. beim Durchwuchs-Raps und Unkraut-Raps untersucht, der ein
zunehmendes Problem darstellt. Samen von Raps gehen vor und wéhrend der Ernte in
betrachtlichem Maf3e verloren und konnen so entweder auf den Ackerflichen zum Unkraut in
Folgejahren werden oder Unkrautpopulationen aufBerhalb der Ackerflichen aufbauen.
Voraussetzung fiir den Aufbau einer Bodensamenbank ist die Dormanz der Samen, also die
Fahigkeit, mehrere Jahre im Boden zu iiberdauern, ohne zu keimen, allerdings unter Erhaltung
der Keimfdhigkeit zu einem spdteren Zeitpunkt. Obwohl Raps keine primidre Dormanz
aufweist, konnen Raps-Samen unter landwirtschaftlich relevanten Bedingungen bis zu elf
Jahren im Boden lebensfahig bleiben (Lutman et al. 2003). Die Entwicklung der Dormanz
erfolgt bei Dunkelheit (Pekrun et al. 1998). Somit hiangt der Anteil der Samen, der in die
Boden-Samenbank gelangt, wesentlich vom Bodenbearbeitungssystem ab (Gruber et al.
2005). Ohne Bodenbearbeitung ist er am geringsten und bei Pfliigen am hdchsten.
Andererseits ist ohne Bodenbearbeitung die Mdglichkeit fiir Auskreuzung im Folgejahr am
hochsten, da die Durchwuchs-Dichte dann am hochsten ist (Gruber et al. 2004a). Auf
Rapsfeldern muss in der Regel mit einer Raps-Bodensamenbank gerechnet werden. So
konnten in der Hilfte von zehn untersuchten Feldern, auf denen vor zwei bis fiinf Jahren GV-
Raps angebaut worden war, lebensfahige Samen von GV-Raps nachgewiesen werden (Roller
et al. 2004).

Beim Vergleich verschiedener transgener und nichttransgener Rapssorten wurde
festgestellt, dass grofle Unterschiede in der Féhigkeit vorhanden sind, dormante Samen zu
bilden. Diese Variabilitit dient als Potential fiir die Ziichtung mdglichst wenig dormanter
Sorten (Gruber et al. 2004b, 2004c). Modellierungsstudien mit realistischen Feldparametern
identifizierten die Hauptfaktoren, welche die Haufigkeit von Durchwuchs-Raps bestimmen:
die Hohe der Ernteverluste, die Zeitspanne zwischen Ernte und erster Bodenbearbeitung nach
der Ernte, die Effizienz der Bekdmpfung von Unkrautraps in anderen Kulturen und schlielich
die Fruchtfolge (Pekrun et al. 2005, vgl. Claessen et al. 2005a, 2005b). Bei Zuckerriiben
konnte gezeigt werden, dass Genfluss mittels Samen von Unkraut-Riiben in die natiirlichen
Wild-Riibenbestinde stattgefunden hat (Cuguen et al. 2004, Viard et al. 2004). Uber den
ebenfalls erfolgenden Pollenaustausch konnten Unkraut-Riiben als Ubertriger von
Transgenen zwischen GV-Riiben und Wilden Riiben fungieren (vgl. Box 6). Hybride
iiberwinternder transgener Zuckerriiben konnen z.B. als Pollen-Quelle im néchsten Jahr
dienen (Pohl-Orf et al. 1999)

Auch seltene Etablierungsereignisse von ausgebreiteten Samen oder vegetativen
Ausbreitungseinheiten konnen iiber lidngere Zeitrdume hinweg die Moglichkeit der
Hybridisierung und Introgression bieten (z.B. Hodges et al. 1996). Die Ausbreitung von
Samen von Feldfriichten kann deshalb zum spéteren Genfluss zwischen Feldfrucht und
Wildarten fiihren. Dies zeigt, dass eine bessere rdumliche und zeitliche Charakterisierung der
Ausbreitung und Persistenz von Feldfrucht-Samen nétig ist. Samenverluste beim Transport
konnen filir eine grofrdumige Ausbreitung transgener Pflanzen sorgen. So berichtete eine
japanische Tageszeitung, dass, obwohl in Japan keine transgenen Pflanzen angebaut werden,
wildwachsende Pflanzen von HR-Raps, HR-Soja und IE-Mais gefunden wurden, vorwiegend
im Bereich von Hafenstiddten, aber auch bis 30 km von diesen entfernt (Nishikawa 2005).
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6.1.3 Hybridisierung und Introgression

6.1.3.1 Produktion von F1-Hybriden zwischen Feldfrucht und Wildarten

Der Grad der Kreuzungs-Kompatibilitédt zwischen Kulturpflanzen und ihren wilden
Verwandten ist gut untersucht (vgl. auch Tabelle 7), vor allem, weil solche Kreuzungen in der
Pflanzenziichtung eingesetzt werden. Auch die Moglichkeit des entgegengesetzten Genflusses
von der Feldfrucht zu Wildarten wurde fiir viele Arten ermittelt, z.B. Beta (Boudry et al.
1993), Brassica (Chevre et al. 1998a), Chenopodium (Wilson & Manhart 1993), Cucurbita
(Wilson et al. 1994), Helianthus (Arias & Rieseberg 1994), Medicago (Jenczewski et al.
1999), Oryza (Langevin et al. 1990), Pennisetum (Robert et al. 1991), Raphanus (Klinger et
al. 1992), Setaria (Till-Bottraud et al. 1992), Sorghum (Arriola & Ellstrand 1996), Triticum
(Seefeldt et al. 1998, Zemetra et al. 1998), Zea (Doebley 1990). Diese Daten zeigen, dass
Feldfriichte in der Regel kreuzungskompatibel mit ihren direkten Vorgangerarten sind und
dass die Wahrscheinlichkeit fiir Feldfrucht-Wildarten-Genfluss mit zunehmender genetischer
und phanotypischer Distanz abnimmt. Wegen der groBen Zahl wilder verwandter Arten, die
als Kreuzungspartner in Frage kommen, ist die Situation beim Raps fiir Mitteleuropa
besonders interessant und gut untersucht (Tabelle 9). In manchen Fillen ist die sexuelle
Kompatibilitat genetisch reguliert. Pra- und postzygotische Barrieren der Hybridisierung
sind in vielen Arten bekannt. So wurde fir GV-Raps (Brassica napus) und Grausenf
(Hirschfeldia incana) gezeigt, dass zwei prazygotische genetische Barrieren vorhanden sind
(Lefol et al. 1996). Die erste Barriere ist die reduzierte Pollenkeimung und reduziertes
Pollenschlauchwachstum auf der Papille der Empfangerart. Die zweite spitere Barriere ist die
geringe Anziehung des fremden Pollenschlauches in die Mikropyle, so dass Befruchtung und
Samenbildung erschwert werden. Ein Beispiel fiir eine postzygotische Barriere wurde bei
Raps und Wildem Rettich (Raphanus raphanistrum) gefunden. Wahrscheinlich fiihrt eine
funktionelle Inkompatibilitit des Raps-Cytoplasmas und der Kerngene von Rettich zu einer
verringerten ~ Keimungsrate, erhohter — Mortalitdt, schlechter = Entwicklung und
Chlorophyllausbleichung; dies war aber nur dann der Fall, wenn Raps als Mutterpflanze
diente und somit der Spender der miitterlich vererbten Chloroplasten war (Gueritaine et al.
2002).

Die Tatsache, dass Hybridisierung bei vielen Feldfriichten und ihren wilden
Verwandten vorkommt, legt nahe, dass die meisten reproduktiven Barrieren, die im Verlaufe
der Domestizierung aufgebaut wurden (Harlan 1992, Van Raamsdonk 1995), nicht perfekt
sind. Evolutionédr betrachtet ist die Domestizierung ein sehr junger Prozess. Die meisten
Feldfriichte haben sich von ihren Vorfahren vor weniger als 12000 Jahren getrennt
(Simmonds 1995), zu kurz, um uniiberbriickbare reproduktive Barrieren aufzubauen. So
konnen weder Unterschiede im Befruchtungssystem noch in der Ploidiestufe, die als die
effizientesten Mechanismen der reproduktiven Isolation zwischen Feldfriichten und ihren
Verwandten gelten, die reproduktive Isolation garantieren.
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Tabelle 9: Moglichkeiten des Genflusses zwischen Raps und Kreuzungspartnern.
Erlduterungen: m = manuelle Handbestdubung, s= spontane freie Bestdubung (nach Breckling
et al. 2003, verandert; vgl. Gerdemann-Knorck & Tegeder 1997)

F1- Art der F2- Riickkreuz- Reziproke Artin Nord- Artin
Hybride Pollen- Hybride generati- Bestaubung deutschl. Sach-
Uber- onen (BC) moglich potenziell sen
tragung (Raps = 3) Verbreitet

Brassica rapa fertil S X X X X unbestéindig
Brassica juncea fertil S X X X X ?
Raphanus raphanistrum  fertil S X X X X X
Hirschfeldia incana fertil S - X X X X
Sinapis arvensis fertil m - X - X

Diplotaxis muralis fertil m - X - X X
Brassica carinata fertil m - X - - -
Sinapis alba fertil m - X - X X
Brassica nigra fertil m - X X X unbestéindig
Brassica oleracea fertil m X X X X -
Diplotaxis erucoides fertil m - - - - -
Diplotaxis tenuifolia steril m - - - X X
Rapistrum rugosum steril m - - - X X
Brassica maurorum steril m - - - - -
Erucastrum gallicum steril m - - - X unbestandig
Raphanus sativus steril m - - - X X
Brassica tournefortii steril m - - - - -
Diplotaxis siifolia steril m - - - - -
Brassica fruticulosa steril m - - - - -
Diplotaxis catholica steril m - - - - -
Eruca sativa steril m - - - X ?

Befruchtungssystem

Obwohl die meisten Félle von Feldfrucht-Wildpflanzen-Hybridisierung zwischen
auskreuzenden Arten beobachtet wurden (Kirkpatrick & Wilson 1988, Doebley 1990, Wilson
1990, Klinger et al. 1992, Boudry et al. 1993, Arias & Rieseberg 1994, Whitton et al. 1997,
Jenczewski et al. 1999), ldsst sich auch bei vorwiegender Selbstbestdubung der Feldfrucht
oder der Wildpflanzenpopulationen eine Ausbreitung von Feldfruchtgenen nicht mit
Sicherheit ausschlieBBen (Robert et al. 1991, Wilson & Manhart 1993, Arriola & Ellstrand
1996, Seefeldt et al. 1998, Zemetra et al. 1998). Selbstbestaubung ist selten absolut, da die
meisten autogamen Arten variable Auskreuzungsraten zwischen 0,5 und 5% aufweisen.
Dariiber hinaus konnen bei Nachkommen zwischen Selbstbestdubern Heterosis-Effekte
auftreten, welche die effektive Auskreuzungsrate erhohen. Pollenkonkurrenz trigt ebenfalls
zur teilweisen Uberwindung der reproduktiven Isolation zwischen Feldfriichten und
Wildpflanzen bei (Robert et al. 1991, Rieseberg et al. 1995) und kann die zwischenartliche
Hybridisierungsrate verdndern. So zeigten Hauser et al. (1997), dass hohere Anteile von
Hybridsamen zwischen diploidem Riibsen (Brassica campestris) und tetraploidem Raps
(B. napus) erzeugt wurden, wenn eine Mischung von Pollen beider Arten aufgetragen wurde.

Ploidieschranken in Feldfrucht-Wildpflanzen-Komplexen konnen entstehen, wenn die
Domestizierung erst nach einer Polyploidisierung einsetzt (z.B. Triticum aestivum, Solanum
tuberosum, Coffea arabica, B.napus), und diese Feldfriichte folglich keine wilden
Verwandten mit der gleichen Ploidiestufe besitzen. In anderen Féllen haben diploide
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Feldfriichte polyploide Verwandte (z.B. Sorghum bicolor und S. halepense). In diesen
Komplexen ist wegen der Ploidieunterschiede der Gameten die Produktion interspezifischer
Hybride verringert. Allerdings ist interspezifische Hybridisierung moglich und kann hoch
sein, wenn Bestdubung zwischen allopolyploiden Feldfriichten und ihren Vorfahren auftritt
(wie z.B. bei Raps und Riibsen: Jorgensen & Andersen 1994, Bing et al. 1996).
Hybridisierung ist auch zwischen weniger nah verwandten Arten moglich. Diese ist generell
dann erfolgreicher, wenn die Mutterpflanze die héhere Ploidiestufe hat (Kerlan et al. 1992,
Jorgensen & Andersen 1994). Die dabei entstehenden triploiden Hybriden sind weniger
steril als bisher angenommen. Manche von ihnen sind in der Lage, euploide Gameten zu
erzeugen, die als Briicke fiir einen Genfluss dienen und zur Bildung neuer polyploider Arten
filhren konnen (Ramsey & Schemske 1998). Auch die Produktion unreduzierter Gameten der
diploiden Eltern kann zur Hybridisierung mit einer Art hoherer Ploidiestufe fithren. Die
Produktion unreduzierter Gameten ist variabel und héngt ab vom Genotyp, der Umwelt und
deren Interaktion (Bretagnolle & Thompson 1995). Sie kann bis zu 30% pro Generation in
bestimmten Arten betragen und deshalb signifikant zum Genfluss zwischen den Ploidiestufen
beitragen.

Eine groRe Zahl empirischer Daten zeigt, dass Feldfrucht-Wildpflanzen-
Hybridisierung wahrscheinlich ist, wenn Feldfriichte kompatible Verwandte in
benachbarten Okosystemen finden, allerdings in der Regel in sehr niedriger Frequenz.
Zu beachten ist, dass Bestdubungssysteme und Unterschiede in der Ploidiestufe nicht die
einzigen Barrieren sind, die den Genfluss begrenzen (Arnold 1997, Rieseberg 1997,
Rieseberg & Carney 1998). Wenn allerdings Genfluss stattgefunden hat und eine F1-
Generation entstanden ist, besteht die Frage, ob die Gene in natiirlichen Populationen der
wildlebenden Arten persistieren (Ellstrand 2001, Stewart et al. 2003).

Etablierung von (Trans)Genen in natlrlichen Populationen

Bisher wurde nur in sehr wenigen Studien versucht, die Persistenz von
Feldfruchtgenen in Wildpflanzen nach der Hybridisierung zu verfolgen: z.B. in Brombeere
(Luby & Mcnicol 1995) und Sonnenblume (Whitton et al. 1997, Linder et al. 1998). Fiir diese
beiden Arten wurde langfristige Introgression von Feldfruchtgenen in natiirlichen
Populationen nachgewiesen (Stachellosigkeit in Brombeere, RAPD-Marker in Sonnenblume).
Allerdings stellt sich bei solchen Untersuchungen das Problem der Unterscheidung zwischen
eingekreuzten Feldfrucht-Genen und gemeinsam von Vorlduferarten ererbten Genen. Das
gleiche gilt, wenn man die aktuelle genetische Populationsstruktur benutzt, um auf
gegenwartigen oder zurlickliegenden Genfluss zwischen Feldfriichten und Verwandten zu
schlieBen (Bartsch et al. 1999, Jenczewski et al. 1999). Deswegen haben die meisten Studien
versucht, einen alternativen Weg zu gehen und die einzelnen Schritte der Etablierung von
Transgenen zu analysieren:

e die genetischen Mechanismen, die den Transfer von kultivierten Genen in
wilde Populationen ermdglichen,

e die Fitness der frithen Hybriden im Vergleich zu den Elter-Arten,

e mogliche Fitnesseinbullen oder Fitnessvorteile, die mit bestimmten
Transgenen einhergehen.
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Das Schicksal interspezifischer Hybride: genetische Mechanismen der Introgression

Introgression, der permanente Einbau von Genen aus einer Gruppe von differenzierten
Populationen in eine andere (Rieseberg & Wendel 1993), ist eine gingige Folge von
Hybridisierung. Obwohl Introgression zwischen wilden und domestizierten Pflanzen als weit
verbreitet angesehen wird (De Wet & Harlan 1975, Harlan 1992, Ellstrand et al. 1999), wurde
sie nur selten in Wildpopulationen nachgewiesen (Luby & Mcnicol 1995, Whitton et al. 1997,
Linder et al. 1998). Letztlich hingt das Ausmal3 der Gen-Introgression von der Interaktion
zwischen Rekombination und Selektion ab.

Auf Genomebene hingt die Wahrscheinlichkeit fiir den Transfer von Feldfruchtgenen
vom Grad der genetischen und strukturellen Homologie der Genome von Feldfrucht und
Wildpflanze ab. Ein hoher Grad der Introgression ist zu erwarten, wenn Feldfrucht und
Wildpflanze weitgehend homologe Genome aufweisen: z.B. Zuckerriibe/ Mangold -
Wildriibe (Beta vulgaris x B. maritima, Boudry et al. 1993) oder Garten-Rettich - Hederich
(Raphanus sativus x R.raphanistrum, Panetsos & Baker 1967). Ebenso hingt die
Introgression von Genen einer allopolyploiden Feldfrucht in eine ihrer Verwandten davon ab,
auf welchem Genom das entsprechende Gen lokalisiert ist. So ist Introgression eines Gens
vom Raps (Genom: AACC) in Riibsen (AA-Genom) leichter, wenn sich das Gen auf dem
A-Genom des Rapses befindet (Mikkelsen et al. 1996, Metz et al. 1997, Tomiuk et al. 2000).
Wenn Hybride weniger nah verwandt sind, hiangt die Introgression von der Genomstruktur
ab. Obwohl viele Hybride die elterlichen Genome nur haploid enthalten, konnen einige ein
elterliches Genom (Eber et al. 1998) oder beide elterliche Genome (Kerlan et al. 1992)
aufgrund unreduzierter Gameten in diploider Form aufweisen. Die verschiedenen
Genomstrukturen eréffnen verschiedene Mdglichkeiten fiir Chromosomenpaarung, womit
Introgression befordert oder verhindert werden kann. Die intergenomische Paarung wird auch
von iibergeordneten Genen beeinflusst. Solche Regulatoren der Chromosomenpaarung
wurden in verschiedenen allopolyploiden Feldfruchtarten vermutet (Jauhar 1993) und auch in
wilden Arten nachgewiesen (Riley 1963, Eber et al. 1994), wo sie normalerweise polymorph
sind. In Abhéngigkeit von den Allelen sind die wilden Pflanzen in der Lage, hohe, mittlere
oder niedere Raten der Chromosomenpaarung in Feldfrucht-Wildarten-Hybriden zu erzeugen,
was direkte Auswirkungen auf den Grad der Introgression hat.

Die Wahrscheinlichkeit der Introgression ist nicht nur eine Funktion der gesamten
Genome, sondern auch die einzelner Gene oder Chromosomenbereiche (Harrison 1990).
Zunichst sind crossing-over nicht zufallig iber das Chromosom verteilt, sonder ereignen sich
in distalen Regionen haufiger als in proximalen (Lukaszewski 1995). Aullerdem besteht die
Kolinearitit zwischen orthologen oder homologen Chromosomen nicht liber die gesamte
Léange der Chromosomen, sondern ist normalerweise auf bestimmte Bereiche beschriankt
(Truco et al. 1996, Moore et al. 1997). Die physikalische Anordnung dieser genetisch
dhnlichen Bereiche sollte deshalb eine grofle Rolle fiir die Menge und Verteilung der
eingekreuzten Allele spielen, da Rekombination praferentiell zwischen den am starksten
homologen Bereichen stattfindet (Delourme et al. 1998).

SchlieBlich héngt die Wahrscheinlichkeit fiir Introgression von der Anzahl und
genomischen Verteilung von Faktoren ab, die eine reproduktive Isolation bewirken: geringe
Introgression wird fiir solche Gene erwartet, die mit Genen gekoppelt sind, welche die
Fitness reduzieren. Andererseits werden Chromosomenteile haufiger integriert, wenn sie zu
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Genkombinationen fiihren, die positive Fitnesseffekte mit sich bringen (Rieseberg et al.
1996b, Burke et al. 1998). Wenn eine grole Zahl gleichmidBig verteilter Faktoren zur
Hybridsterilitit oder Nicht-Lebensfahigkeit beitrdgt, sollte der grofite Teil des Genoms vor
Introgression geschiitzt sein (Rieseberg et al. 1996a, 1999). Andererseits ist zu erwarten, dass
der groBite Teil des Genoms fur Introgression permeabel ist, wenn Arten nur durch wenige
reproduktive Barrieren getrennt sind (Kim & Rieseberg 1999).

Rekombination und Selektion kénnen in komplexer Weise interagieren. Einerseits
erhoht Rekombination die Moglichkeiten, dass sich Gene iiber Arten ausbreiten, weil die
Introgression erhoht wird und Kopplungsgruppen zerstort werden. Andererseits werden durch
Rekombinationsereignisse koadaptierte Genkomplexe zerstort, mit der Folge der
Hybridsterilitdt, was sich negativ auf die Introgression auswirkt (Li et al. 1997). In
Sonnenblumen wurde gezeigt, dass wiederholte Riickkreuzungen, die héufig sind, wenn
Hybride in geringer Frequenz bei ihren Eltern wachsen, die elterlichen Kopplungsgruppen
nicht so effektiv aufbrechen konnten, wie Kreuzungen zwischen den Hybriden oder
Selbstung. Andererseits waren letztere durch hohe Hybridsterilitdt gekennzeichnet, im
Gegensatz zu den Riickkreuzungen. Dieses Gleichgewicht wurde auch bei Hybriden zwischen
transgenem Raps und Riibsen festgestellt (Chevre et al. 1997, Chevre et al. 1998b), wo in
spateren Riickkreuzungsgenerationen zwar die Fruchtbarkeit wiederhergestellt wurde, jedoch
ohne die gleichzeitige Introgression von Transgenen. Wéhrend F1-Hybride zwischen
transgenem Raps und Riibsen ein Transgen in hoher Frequenz enthielten, ging es in
unterschiedlichem Maf3e in den Riickkreuzungen zuriick, was so interpretiert wurde, dass das
Transgen in unterschiedliche Genome eingebaut wurde und nur im C-Genom stabil war (Metz
et al. 1997). Allerdings konnte diese Vermutung durch Modellberechnungen nicht bestatigt
werden (Tomiuk et al. 2000).

Polyploidisierung

Neben der Introgression kann Hybridisierung zu anderen Ergebnissen fiihren, die
ebenfalls die Persistenz der Feldfrucht-Gene nach sich ziehen. Zum Beispiel kann
Allopolyploidie die interspezifische Hybridsterilitdt iberwinden. Fertile allopolyploide F1
Hybriden kénnen durch Endomitose oder unreduzierte Gameten entstehen (Bretagnolle &
Thompson 1995, Ramsey & Schemske 1998). Solche amphidiploiden Pflanzen wurden bei
Feldfrucht-Wildpflanzen-Hybriden festgestellt (z.B. Brassica —Raphanus, Rieger et al. 2001).
Eines der weltweit problematischsten Unkrduter, die Wilde Mohrenhirse (Sorghum
halepense), die auch in Deutschland als Zierpflanze und neophytisches Unkraut vorkommt,
wird als allotetraploider Hybrid zwischen S. bicolor und S. propinquum betrachtet (Paterson
et al. 1995). Hybrid-Fertilitit und -Stabilitdt kann auch ohne Verdnderung der Ploidiestufe
durch Chromosomenumlagerungen in spiteren Generationen wiederhergestellt werden
(homoploide Stabilisierung, Rieseberg 1997). Dies kann zur Bildung neuer stabiler und
fertiler Populationen fiihren, die homozygot fiir neue Genkombinationen sind, wie in
verschiedenen zusammenfassenden Arbeiten gezeigt wurde (Bretagnolle & Thompson 1995,
Rieseberg 1997, Ramsey & Schemske 1998). Dabei zeigt sich, dass die Ausbreitung von
Genen durch Hybridspeziation abhédngig ist von der Stabilitit der Genome, den
Kreuzungsverhéltnissen zwischen Hybriden und deren Eltern, der Fitness der Pflanzen und
der Verfligbarkeit neuer Okologischer Nischen, die von den Hybriden besiedelt werden
konnen.
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Fitness von Feldfrucht-Wildpflanze-Hybriden

Das Ausmal3, mit dem Feldfrucht-Gene in natiirlichen Populationen persistieren
konnen, wird in der Regel dadurch ermittelt, dass die Fitness von F1-Hybriden untersucht
wird. Fitness kann definiert werden als die relative Fahigkeit eines Individuums, in einer
bestimmten Umwelt zu iiberleben und sich zu reproduzieren, wobei die hochste Fitness zur
grofften Zahl an Nachkommen fiihrt. Fitness beruht auf einer Vielzahl von Komponenten des
gesamten  Lebenszyklus: Samendormanz, Keimfihigkeit, vegetatives Wachstum,
Lebensfahigkeit und mannliche und weibliche Fruchtbarkeit.

Hierbei die kritischen Komponenten zu erkennen, ist schwierig und héngt von der
Okologie der Arten ab. Zum Beispiel sagen einige Modelle voraus, dass die
Samenbankdynamik und die Keimlingsetablierung unter Konkurrenz den stirksten
Einfluss auf die Persistenz von verunkrauteten ephemeren Brassica-Populationen auf
gestorten Flachen haben (Linder & Schmitt 1994, 1995). Im Gegensatz dazu wird aber in der
Regel nur die vegetative oder generative Produktivitat von Hybriden untersucht (Tabelle
10), da diese Parameter direkter mit der Anzahl an Nachkommen, die ein Individuum
erzeugen kann, in Verbindung zu stehen scheinen. Weiterhin wird es kompliziert, wenn
Fitness-Effekte integriert werden sollen, die verschiedene Lebensstadien betreffen. Es ist z.B.
unklar, ob die Gesamt-Fitness von Brassica napus x B. rapa-Hybriden stirker von ihrem
Konkurrenzvorteil im Samen-Keimlingsstadium beeinflusst wird (Linder & Schmitt 1995)
oder von ihrer reduzierten Pollenfruchtbarkeit (Hauser et al. 1998b). Zusitzliche Probleme
konnen durch ‘trade-offs” (negative Abhdngigkeiten) zwischen verschiedenen Fitness-
Komponenten entstehen (z.B. Investition in Uberleben versus Reproduktion, minnliche
versus weibliche Allokation), die zu schwer interpretierbaren Resultaten fithren konnen
(Hauser et al. 1998b).

Trotz der Schwierigkeit, kritische Fitnesskomponenten zu identifizieren und zu
kombinieren, wurde in vielen Studien von Fitness-relevanten Merkmalen gezeigt, dass
Feldfrucht-Wildpflanzen-Hybride nicht generell weniger fit sind als ihre elterlichen
Formen (Tabelle 10). Manchmal zeigen solche Hybride verstirktes vegetatives Wachstum,
das zu einer erhohten Gesamtfitness beitrdgt, da die Konkurrenzfihigkeit wiederum mit der
PflanzengrofBe steigt (Langevin et al. 1990, Hauser et al. 1998b). Diese Ergebnisse stehen im
Gegensatz zur klassischen Ansicht, dass Feldfrucht-Wildpflanzen-Hybride wegen der Last der
Kultursortenmerkmale weniger fit als ihre wilden Eltern sein sollten (De Wet & Harlan 1975,
Small 1984, Ellstrand & Hoffman 1990). Auch wenn im Durchschnitt die Hybride oder
Riickkreuzungsgenerationen weniger fit sind als die Elternarten, zeigen einzelne Individuen
gleiche Fitness, so dass die Introgression und der Genfluss letztlich erfolgreich ist (Hauser et
al. 1998a). Das gegenwirtige Verstindnis der genetischen Basis von Domestizierungs-
merkmalen legt nahe, dass in der Regel lediglich wenige genomische Regionen betroffen sind
(White & Doebley 1998, Poncet et al. 2000), die dementsprechend relativ schnell wieder
verloren gehen konnen ohne langfristige Auswirkungen fiir die Hybrid-Fitness.
Domestizierungs-Allele scheinen oft rezessiv zu sein und vom dominanten Wildtyp-Allel
tiberdeckt zu werden. Somit dhneln F1-Hybride den wilden Eltern, was die Chancen fiir ihr
Uberleben erhdhen kann (Papa & Gepts 2004). Allerdings ist auch zu erwarten, dass
Domestizierungsmerkmale in spiteren Hybrid-Generationen zur Ausprigung kommen und zu
reduzierter Fitness auBBerhalb der landwirtschaftlichen Fldchen fiithren (Small 1984).
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Intermedidre Merkmalsauspragungen und deren Fitness-Konsequenzen wurden an
Karotten festegestellt (Hauser 2002): Hybride zwischen Kultur-Karotten (Daucus carota ssp.
sativa) und der Wilden Mohre (D. c. ssp. carota) hatten die Frostempfindlichkeit von der
Kultursorte geerbt und besaBen deshalb eine intermedire Uberlebensrate. Frost sollte also die
Uberlebensrate der Hybride verringern. Eine #hnliche Situation wurde bei Raps, Riibsen und
threm Hybrid festgestellt (Landbo & Jergensen 1997). Hybridsamen hatten, wie die
Feldfruchtart Raps, keine Dormanz. Somit kdnnen Hybride das Risiko der Keimung unter
unvorteilhaften Umweltbedingungen nicht zeitlich streuen, da sie keine Samenbank aufbauen,
womit eine reduzierte Fitness der Hybride unter unvorhersehbaren natiirlichen Bedingungen
angenommen werden kann. Ein weiteres Samenmerkmal, das die Hybrid-Fitness beeinflussen
kann, ist die Samengrofe (Alexander et al. 2001). Hybridsamen von wilden und Kultur-
Sonnenblumen waren doppelt so gro3 wie die wilden Samen und wurden deshalb stirker
gefressen. Die Autoren schlossen daraus, dass FraB3schidden die Fitness reduzierte. Allerdings
ist festzustellen, dass SamengroBe normalerweise als positiver Indikator fiir Fitness betrachtet
wird, da mit héherer Uberlebensrate der Keimlinge zu rechnen ist.

Auch wenn Feldfrucht-Wildpflanzen-Hybride im Durchschnitt weniger fit sind, als
ihre Elternarten, so sind sie in der Regel so variabel, dass einige von ihnen dennoch eine
ebenso hohe Fitness wie die elterlichen Formen aufweisen (Eber et al. 1994, Baranger et al.
1995, Mikkelsen et al. 1996, Hauser et al. 1998b). So fanden Snow et al. (1998) zwar im
Mittel eine verringerte Fitness von Hybriden zwischen Kultur- und wilden Sonnenblumen
(H. annuus), an bestimmten Standorten besalen die Hybriden jedoch z.B. dquivalente
Dormanz und Resistenz gegeniiber einem Rostpilz. Derartige lokale Fitness-Vorteile der
Hybride konnten erkldren, wieso Linder et al. (1998) in allen von ihnen untersuchten Wild-
Sonnenblumen, die in der Ndhe von Sonnenblumenfeldern wuchsen, mindestens ein Kultivar-
Allel nachweisen konnten. Der reine Wildtyp war an den untersuchten Standorten nicht mehr
vorhanden. Feldfrucht-Wildpflanzen-Hybride sind also in der Regel genetisch nicht
einheitlich, da die Wildpopulationen, aber auch die Kulturformen genetisch variabel sind
(Linder & Schmitt 1994). Da ein Teil dieser Variation vererbbar ist (Hauser et al. 1998b),
sollten idealerweise verschiedene Donor- und Rezeptorpopulationen untersucht werden, um
die Fitness von Hybriden festzustellen (Kareiva et al. 1994, Spencer & Snow 2001). Mit
Variation in der Fitness muss aufgrund von Rekombination und Selektion auch in den
nachfolgenden Hybrid-Generationen gerechnet werden. So wurde beobachtet, dass die Fitness
von Brassica napus x B. rapa Hybriden in der zweiten Hybridgeneration stark zuriickging,
wobei die F2-Hybride die geringste Uberlebens- und Reproduktionrate aufwiesen
(Hauser et al. 1998a, 1998b). Unter mehreren Hybridklassen besitzt hdufig diejenige die
hochste Fitness, die den Eltern genotypisch am dhnlichsten ist. Dies wurde z.B. an (B. rapa x
B.napus) x B.rapa-Hybriden gezeigt (Mikkelsen et al. 1996): Die hochste
Pollenfruchtbarkeit zeigten Hybriden mit einer genomischen Struktur wie B. rapa (2n=20).

Nach Linder et al. (1998) sind Werte der Fitness der ersten Generationen von
Feldfrucht-Wildpflanzen-Hybriden moglicherweise von nur geringem Wert fiir die
Vorhersage der Transgen-Etablierung, es sei denn, die Hybriden sind zu 100% steril. Die
langfristigen Effekte von unvollstindigen Kreuzungsbarrieren (d.h. einige Hybride iiberleben
mit u.U. reduzierter Fitness) sind unklar. Z.B. hat die natiirliche Hybridisierung zwischen
Helianthus annuus und H. petiolaris zu mindestens drei Hybrid-Arten gefiihrt (Rieseberg
1997), obwohl in experimentellen Hybridisierungen sehr geringe Fruchtbarkeiten in den
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Tabelle 10. Relativer Erfolg von Feldfrucht-Wildpflanze-Hybriden im Vergleich mit Wildpflanze-Kontrollen (nach Jenczewski et al. 2003, ergénzt)

Wildpflanze x Feldfrucht Merkmale Relativer Erfolg Literatur

Oryza sativa x O. sativa F1 Biomasse Hyb > Kon Langevin et al. 1990

Raphanus sativus x R. sativus F1 Samenproduktion Hyb >= Kon Klinger & Ellstrand 1994

Sorghum halepense x S. bicolor F1 Biomasse, Samenproduktion, Pollen- Hyb = Kon Arriola & Ellstrand 1997
Lebensfahigkeit

Brassica rapa x B. napus F1 Keimlingsiiberleben, Samenproduktion Hyb > Kon Hauser et al. 1998b
Pollen-Lebensfahigkeit Hyb < Kon

Raphanus raphanistrum x R. sativus F1 Pollenfruchtbarkeit, Samenproduktion Hyb < Kon Snow et al. 2001

Helianthus annuus x H. annuus F1 Samendormanz, Samenproduktion Hyb < Kon Snow et al. 1998

Hirschfeldia incana x B. napus F1 Samen-Lebensfahigkeit, Gesamt-Fekunditdt  Hyb < Kon Chadoeuf et al. 1998

Brassica rapa x B. napus F2und Keimlings-Uberlebensrate, Samenproduktion, Hyb << Kon Hauser et al. 1998a

BC2 Pollen-Lebensfahigkeit

Brassica rapa x B. napus (Ol- F1 Keimung, Biomasse Hyb = Kon Linder & Schmitt 1995

modifiziert)

Raphanus raphanistrum x Brassica F1, Pollenfruchtbarkeit, Samenproduktion Hyb < Kon Baranger et al. 1995

napus (Herbizid-Resistenz) BC1

Cucurbita pepo x C. pepo (2x Virus- F1 Keimlingsuberleben Hyb = Kon Spencer & Snow 2001

Resistenz) Samenproduktion, Gesamt-Fekunditat Hyb < Kon

Raphanus raphanistrum x Brassica F1, F2 Samen-Lebensfahigkeit, Gesamt-Fekunditdt  Hyb << Kon Darmency et al. 1998

napus (Herbizid-Resistenz)

Raphanus raphanistrum x Brassica BC6 Keimlingsaufkommen, Pollenfruchtbarkeit, Hyb = Kon oder Hyb << Kon' Gueritaine et al. 2002

napus (Gluphosinat Resistenz) Samenproduktion

Helianthus annuus x H. annuus (IE: BC1 Samenproduktion Ohne Herbivore: Hyb = Kon Snow et al. 2003

cry1Ac) Mit Herbivoren: Hyb>Kon

Helianthus annuus x H. annuus F1 Samenproduktion Hyb=Kon Burke & Rieseberg 2003

(Sclerotinia-Resistenz)

Beta vulgaris x B. maritima (BNYVV- F1 Virusinfektion Hyb</=Kon Dietz-Pfeilstetter & Kirchner

Resistenz) 1998

Cucurbita texana x C. pepo (Virus- F1 Samenproduktion HDP: Hyb > Kon? Fuchs et al. 2004b

Resistenz: CZW-3) BC1-2 LDP: Hyb < Kon

'Gueritane et al. (2002) erhielten unterschiedliche Ergebnisse in Abhingigkeit vom Cytoplasma der Hybriden und der Gegenwart von zusitzlichen Chromosomen, die ein
Transgen flir Herbizid-Toleranz trugen. Empfindliche Hybride mit Cytoplasma des Wilden Rettich entsprachen in der Fitness den Kontrollen, wéhrend Hybride mit Raps-

Cytoplasma starke Fitness-EinbuBlen zeigten.

’HDP: ,»high disease pressure*: grof3er Infektionsdruck durch Viren; LDP: , low disease pressure: geringer Infektionsdruck
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frithren Generationen festgestellt wurden. Es muss ebenfalls bedacht werden, dass die meisten
Experimente (Tabelle 10) unter landwirtschaftlichen Bedingungen mit guter Néhrstoff- und
Wasserversorgung stattgefunden haben und dass die Hybridfitness aullerhalb solcher Flichen
anders sein konnte (Snow et al. 1998). SchlieSlich muss gesagt werden, dass die meisten
Untersuchungen an Hybriden mit nicht transgenen Sorten durchgefiihrt wurden und nur
wenige Studien die Fitness von transgenen Feldfrucht-Wildpflanze-Hybriden untersucht
haben (Linder & Schmitt 1994, Linder & Schmitt 1995, Snow et al. 1999, Spencer & Snow
2001, Gueritaine et al. 2002). Das Schicksal der Hybriden und die Ausbreitung des Transgens
wird natiirlich wesentlich auch von der Art der gentechnisch verdnderten Merkmale
abhédngen.

Fitness-Effekte des Transgens

Um die Ausbreitung und Persistenz von Transgenen in frei lebenden Populationen zu
bewerten, muss der Kosten-/ Nutzeneffekt bestimmt werden. Der Besitz eines Transgen kann
bei fehlendem Selektionsdruch entweder Fitness-EinbuBen (,,Kosten®) verursachen, einen
selektiven Vorteil bieten oder selektiv neutral sein. Gene mit unterschiedlichem selektiven
Wert konnen Artgrenzen unterschiedlich gut iiberwinden, auch wenn die Fitness der Hybride
stark reduziert ist (Harrison 1990). Allgemeingiiltige Voraussagen lassen sich beziiglich
potentieller Fitness-Effekte von Transgenen nicht treffen..

Zunéchst sind Kosten und Nutzen des Transgens abhéngig vom phéanotypischen
Merkmal, das auf Wildpflanzen ibertragen wird. Manche Merkmale, wie die Produktion
pharmazeutischer Chemikalien, sind mit geringerer Wahrscheinlichkeit vorteilhaft fiir
Wildarten, wohingegen Herbizidtoleranz, Krankheitsresistenz oder abiotische Stresstoleranz
eher zu Fitnessvorteilen fiihren (Stewart et al. 1997, Snow et al. 1998). Weiterhin wird das
Verhiltnis von Kosten und Nutzen wesentlich von der Art und Dauer der Selektionsdriicke
abhingen, die auf die Transgene wirken. So sollte eine spezifische Herbizidtoleranz fiir
Wildpflanzen nur dort vorteilhaft sein, wo dieses Herbizid oft angewandt wird. Da abiotische
und biotische Stressoren groBrdumiger und gleichmiBiger wirken als der Herbizideinsatz,
sollte gentechnisch vermittelte Krankheitsresistenz oder Stresstoleranz die Fitness von
Wildpflanzen in einem groerem Habitatbereich Vorteile verschaffen (Tabelle 11).
SchlieBlich héngt die Persistenz eines Transgens in natiirlichen Populationen auch von der
Stiarke und Frequenz des Genflusses ab. Die populationsgenetische Theorie sagt voraus, dass
starker und wiederkehrender Genfluss dazu fiihrt, dass sich auch solche Gene etablieren
konnen, die nur zu einem sehr geringen Fitnessvorteil beitragen (Haldane 1930). Es ist somit
zu erwarten, dass Feldfrucht-Gene in natiirlichen Populationen zunehmen werden, wenn der
Genfluss stark genug ist, unabhéngig davon, ob Hybride erhdhte Fitness zeigen oder nicht
(Gliddon 1994).

Den Einfluss von Bt-Transgenen auf die Fitness von Hybriden zwischen Raps und
Riibsen untersuchten Vacher et al. (2004). Dazu untersuchten sie die Fitness der transgenen
F1-Hybriden in Abhéngigkeit von der Pflanzendichte und von Schadinsekten. Die Fitness war
ohne herbivore Insekten um den Faktor 6,2 erniedrigt, aber unter starkem Herbivorendruck
um den Faktor 1,4 erhoht. Die Autoren schlossen daraus, dass dichte Bestdnde von stark unter
Schadinsekten leidenden Wildpflanzen ein hohes Risiko fiir Bt-Transgen-Einkreuzung haben.
Die Autoren weisen allerdings darauf hin, dass die Ergebnisse aus Gewidchshausversuchen
stammen und nicht ohne Weiteres auf Freilandbedingungen {ibertragen werden konnen.
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Tabelle 11: Relative Wirkung verschiedener Transgene auf die Fitness (aus Hancock 2003)

Kategorie Wirkung auf Fitness Beispiele fiir Transgene
A Neutral in natirlicher Umwelt Markergene
B Nachteilig in nattrlicher Umwelt Mannliche Sterilitat, veranderte Faserqualitat,
Fruchtreife
C Variabel, abhangig von Invasivitat der Herbizidresistenz
Feldfrucht oder Wildart
D Variabel, abhangig von Krankheitsresistenz gegen Viren, Pilze,
Schadlingsbekampfung Fressfeinde
E Potentiell von Vorteil in nattrlicher Kalte-, Trockenheits-, Salztoleranz;
Umwelt veranderte Nahrstoffaufnahme, veranderte
Entwicklung

Die Fitness-Effekte von Virus-Resistenz gegen drei verschiedene Mosaik-Virusarten
bei F1-Hybriden und Riickkreuzungen von Kultur- und Wilden Kiirbissen (Cucurbita pepo
und C.texana) untersuchten Fuchs et al. (2004b). Sie konnten zeigen, dass die Virus-
Resistenz den Hybriden einen groBen Fitness-Vorteil verschaffte (hohere Frucht- und
Samenproduktion), wenn hoher Infektionsdruck herrschte, jedoch zu verringerter Fitness
unter geringem Infektionsdruck fiihrte. Darliber hinaus wurden schon in der ersten
Riickkreuzungsgeneration Individuen gefunden, die den Phénotyp der Wildart hatten, aber die
Virus-Resistenz trugen. In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass die Ubertragung und
Einkreuzung der Virus-Resistenz auch unter geringem Infektionsdruck erfolgte (Fuchs et al.
2004a). Ob sich aus der Einkreuzung der Resistenz ein erhohtes Invasions- oder
Unkrautpotential fiir die transgenen Hybride und Wildarten ergibt, hingt davon ab, ob sie
durch Viren limitiert sind. Die Autoren kommen hier zu der Einschidtzung, dass Viren nur
einen geringen Effekt auf die Populationen der wilden Kiirbis-Arten haben und deshalb kein
grof3er Selektionsvorteil zu erwarten ist (Fuchs et al. 2004b). Die Autoren weisen auch darauf
hin, dass von konventionell eingekreuzter und gentechnisch eingebrachter Virus-Resistenz
das gleiche Risiko ausgehe. Uber die Haufigkeit von Viren fiir andere potentielle
Kreuzungspartner von Feldfriichten ist nur wenig bekannt. Beim Wilden Kohl (Brassica
oleracea) wurden mehrere Viren in hoher Rate gefunden (Raybould et al. 1999). Auch in
Brassica nigra und B. rapa ssp. sylvestris wurden mehrere Viren nachgewiesen (Thurston et
al. 2001, Pallett et al. 2002). Im Gegensatz dazu konnte in Populationen der Wilde Riibe in
Italien der BNYV-Virus nicht nachgewiesen werden (Bartsch et al. 1996).

Bis heute haben die meisten Studien die Ausbreitung von Transgenen lediglich iiber
einen kurzen Zeitraum untersucht, und nur wenige haben dies unter normalen
landwirtschaftlichen Bedingungen getan (Wilson & Manhart 1993, Chevre et al. 2000,
Wilkinson et al. 2000, Rieger et al. 2001). In Anbetracht der theoretischen und empirischen
Daten scheint es unmdglich, die Ausbreitung von Genen komplett zu unterbinden. Die besten
Pradiktoren fiir die Verbreitung von Transgenen (Bestdubungssystem, relative
Ploidieunterschiede) sind nicht ausreichend, um das Risiko abzuschéitzen. Genfluss zwischen
Feldfrichten und Wildarten stellt sich als hochgradig idiosynkratisch dar, ist
artspezifisch, z.T. sortenspezifisch, ortsspezifisch und sogar jahreszeitenspezifisch
(Raybould & Gray 1993). Die Fitness der frihen Feldfrucht-Wildpflanzen-Hybride und
die Kosten und Nutzen der Transgene sind wichtige Parameter, die bei der Abschatzung
der Transgen-Ausbreitung in Betracht gezogen werden mussen (Abb. 8), sie sind aber
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nicht ausreichend, um stichhaltige Schlussfolgerungen Uber die damit verbundenen
Risiken zu ziehen.

Die natdrliche Selektion wird auch auf transgene Organismen wirken. Haben sich
Transgene in Wildarten ausgekreuzt, wird der natiirliche Selektionsdruck eher zu einer
Erhohung der Fitness fiihren, als zu deren Verringerung, d.h. Kosten, die direkt oder indirekt
mit dem neuen Merkmal verbunden sind, werden gesenkt (Tiedje et al. 1989). Es ist somit
notig festzustellen, ob Feldfrucht-Wildpflanzen-Hybride iiberleben und sich reproduzieren,
und die natiirliche Selektion somit auf sie wirken kann.

6.1.4 Okologische und evolutionire Folgen von Introgression in Wildarten

Die unerwiinschten Effekte von Introgression umfassen eine Verstirkung der
Unkrauteigenschaften  bestehender  Unkrduter, eine de novo Entwicklung von
Unkrautmerkmalen in bisher harmlosen Taxa, Verdnderungen der 6kologischen Verhiltnisse
in Artengemeinschaften und schlieBlich der Verlust der genetischen Identitdt von Taxa, die
eine ,,genetische Erosion oder eine ,,genetische Uberschwemmung“ erleiden (s.u.).

Evolution von Unkrauteigenschaften

Ein Beispiel fiir die Evolution von erhdhten Unkrauteigenschaften ist Sorghum
halepense, das durch Introgression von Genen aus einer nicht transgenen Kulturart entstand
(Arriola & Ellstrand 1996, Ellstrand et al. 1999). Transgene konnten solche Verdnderungen
verstirken, je nach Art der verdnderten Eigenschaften.

Genetische Variabilitat und genetische Identitat

Die Persistenz und nachfolgende Konkurrenz von Feldfrucht-Wildpflanzen-Hybriden
konnte potentiell zum Verlust bestimmter genetischer Varianten in wilden Arten fiihren
(Ellstrand et al. 1999).

Modelle der Introgression zwischen Nutzpflanzen und wilde Verwandten zeigen, dass
auch die genetische Assimilierung von sich nachteilig auswirkenden Nutzpflanzen-Genen in
Wildarten sehr wahrscheinlich ist, wenn Genfluss iiber einige Generationen stattfindet, der
starker als der Selektionskoeffizient ist, was zu einer starken Reduktion der Populationsgrofie
filhren kann (Haygood et al. 2003). Vor allem kleine Populationen konnen von
Feldfruchtgenen tiberschwemmt werden, insbesondere bei windbestdubten Arten (Giddings
2000). Dies ist besonders bei vielen Futtergrdsern relevant (z.B. Lolium spp., Agrostis spp.),
da hier zahlreiche nahverwandte einheimische Arten existieren, die als Hybridisierungspartner
in Frage kommen (z.B. Jauhar 1993, Wipff 2002, vgl. Tabelle 7). Mogliche Folgen umfassen
die Verunreinigung genetischer Ressourcen in Diversititszentren der wilden Ursprungsarten
(Quist & Chapela 2001, Celis et al. 2004) bis hin zur Gefahrdung bzw. Ausrottung seltener
Arten (Ellstrand et al. 1999) durch Hybridisierung (Rhymer & Simberloff 1996). So gilt die
natiirliche Hybridisierung von kultiviertem Reis mit dem in Taiwan endemischen Reis (Oryza
rufipogon ssp. formosana) als Ursache fiir die beinahe Extinktion dieses Taxons (Ellstrand et
al. 1999). Auch die wilden Baumwoll-Arten Gossypium darwinii und G. tomentosum haben
durch Hybridisierung mit der Kulturbaumwolle weitgehend ihre Identitéit verloren (Ellstrand
et al. 1999). In der Schweiz wurde vergleichbares beim wilden Sichelklee (Medicago falcata)
festgestellt, der stark durch die Luzerne (M. sativa) und den gemeinsamen Hybriden
(M. x varia) beeinflusst wird (Rufener Al Mazyad & Ammann 1999), so dass in einigen
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ehemaligen Sichelklee-Populationen nur noch introgressive Formen zu finden waren. Dies
gilt allerdings nur fiir die tetraploide Form, wohingegen die diploide Form frei von
introgressierten Genen der Luzerne war.

Der Verlust von Wildform-Allelen wird in Nordamerika auch fiir wilde Erdbeeren
befiirchtet, die in der Ndhe von Erdbeerfeldern wachsen und genetische Marker von alten,
heute nicht mehr angebauten Erdbeersorten aufweisen (Westman et al. 2004). Im Gegensatz
dazu wurde bei der Wildriibe (Beta vulgaris ssp. maritima) eine leichte Erhoéhung der
genetischen Diversitit durch Genfluss von Zuckerriiben- und Rote Beete festgestellt (Bartsch
et al. 1999). Allerdings kann die Riibe als Sonderfall gelten, da die Kultursorten eine dhnlich
hohe genetische Variabilitit aufweisen, wie die wilden Vorfahren, was untypisch ist.

Okosystemeffekte

Die bisherigen Untersuchungen zum Invasionspotential von HR-resistenten
Feldfrichten haben keine erhohte Invasivitat gegenuber den konventionellen Sorten in
naturlichen Habitaten feststellen konnen (Crawley et al. 1993, Raybould & Gray 1993,
Raybould & Gray 1994). Werden aufgrund der Introgression die Populationsstrukturen der
Pflanzen verdndert, konnen jedoch Effekte im Nahrungsnetz auftreten. Wilde Populationen
von Bt-Sonnenblumen mit hoherer Samenproduktion aufgrund verringerten Schadfrales
konnten ihre Populationsgrofle erhohen (Pilson et al. 2004). Dies konnte die Abundanz
bestimmter Herbivore verdndern und weitere Effekte in der Herbivorengemeinschaft nach
sich ziehen. Uber die potentiellen Folgen der Introgression von Transgenen in Wildarten
mit verdndertem Nihrstoffaufnahmevermogen, oder einer erhohten Salz- oder
Trockentoleranz kann nur spekuliert werden. Mit diesen neuen Eigenschaften sind
Verschiebungen im Konkurrenzverhalten verbunden, so dass mit drastischen Verédnderungen
in der Artenzusammensetzung aller trophischen Ebenen betroffener Okosysteme zu rechnen
st.

6.1.5 Zwischenfazit Genfluss/Hybridisierung

Die Transgen-Ubertragung von einer Kultursorte auf einen wilden Kreuzungspartner
konnte zwei beflirchtete Folgen haben: einerseits die Evolution von Unkrautern und
andererseits die Veranderung bis hin zum Aussterben von Wildarten. Die bisher
kommerziell angebauten transgenen Kulturpflanzen wurden fast ausschlieBlich in Bezug auf
Herbizid- und Insektenresistenz gentechnisch modifiziert. Bei anderen denkbaren oder bereits
in der Entwicklung befindlichen Manipulationen, wie z.B. Toleranz gegeniiber Temperatur-,
Wasser- oder  Salzstress, Virus- oder Parasitenresistenz, Verdnderung von
Lebenszyklusphasen (z.B. Samendormanz oder Fertilitit) ist die Wahrscheinlichkeit weitaus
hoher, Pflanzen mit einem verstérkt invasiven Potential auszustatten (Dale et al. 2002).

Vier hauptsdchliche Faktoren bestimmen die Wahrscheinlichkeit und die
Konsequenzen einer Hybridisierung von Kultur- und Wildpflanzen: (1) iiberlappende
Bliihperioden (2), ausreichender Pollentransfer iiber die Distanz der (moglicherweise
verschiedenen) Areale (3), sexuelle Kompatibilitit und (4) natiirliche Selektion der Hybriden
(Dale et al. 2002). Die Starke des Genflusses zwischen natiirlichen Pflanzenpopulationen ist
idiosynkratisch und damit nicht gut vorhersagbar, aufgrund der starken Variabilitiat zwischen
Arten, Populationen, Individuen und Jahren. Dies stellt eine grundsitzliche Schwierigkeit
beim Management und Monitoring des Genflusses von GVO dar (Ellstrand 2003b).
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Es besteht ein hohes Risiko, dass sich Transgenen iiber die geplanten Einsatzbereiche
hinaus ausbreiten. Sollten sich Transgene stabil in die Genome anderer Individuen integrieren
und diese intakte Populationen bzw. fertile Nachkommen bilden, wird es schwierig sein, eine
weitere Ausbreitung ungewollt transgener Individuen zu verhindern. Risikoanalysen
unterschitzen dabei hdufig menschliche Fehler, die dazu beitragen, dass Genfluss stattfindet:
»wenn es moglich ist, wird es auch passieren* (Marvier & Van Acker 2005). Auch unter
Einbeziehung verschiedener ‘containment” Strategien verbleibt ein erhebliches Risiko fur
die Verbreitung von Transgenen, wie Modellrechnungen zeigen (Haygood et al. 2004). Die
Wahrscheinlichkeit fiir Genfluss ist besonders hoch bei Arten, die mehrjdhrig und fremd
bestdubt sind und sich gleichzeitig auch vegetativ vermehren, wie z.B. Erdbeeren (Westman
et al. 2001). Die hohe Lebensdauer von Baumen erhoht ebenfalls das Potential fiir Genfluss,
macht aber auch die Vorhersage und Modellierung schwierig und ungenau (Slavov et al.
2004).

Eine Typisierung der gentechnisch verdnderten Pflanzen in Bezug auf die rdumliche
Reichweite ihrer Umweltinteraktionen und deren zeitlichen Horizont nahmen Menzel et al.
(2005) vor (Tabelle 12). Wihrend der Invarianztyp und Persistenztyp auf die Anbaufldchen
beschriankt bleiben und maximal mittelfristig persistieren, erreicht der Emissionstyp grofBBere
rdumliche Wirkung und der Dispersionstyp hat sowohl rdumlich wie zeitlich die grofite
Reichweite und wird deshalb als besonders problematisch betrachtet. Die Verbreitung von
Transgenen auBlerhalb der Anbauflichen von GVP wird in der Regel negativ bewertet, wenn
auch der verbundene ,Schaden’ nicht in jedem Fall eindeutig ist (siche Kapitel 3 ,,0kologische
Schadensbegriffe®).

Forschungsbedarf

Die hier dargestellten Studien zur Hybridisierung und Introgression zwischen
Wildpflanzen und transgenen oder nicht transgenen Kulturpflanzen zeigten, dass
Verallgemeinerungen kaum moglich sind. Dies ist einerseits in der grofen Vielfalt der
Kulturarten und Wildpflanzen und deren unterschiedlicher Biologie begriindet, andererseits
spiegelt sich darin die Tatsache wider, dass Hybridisierung und Introgression nach dem
»Versuch und Irrtum®-Prinzip ablaufen, also grundsétzlich selten auftreten, im erfolgreichen
Fall aber grofle Konsequenzen haben konnen. Forschungsbedarf besteht auf den Gebieten:

e Okologie und Populationsdynamik von Unkriutern und Unkraut-Feldfriichten,

e Bedeutung der Herbivore, die durch Insektizidexpremierende Transgene
geschidigt werden, und der Pflanzen-Viren, gegen die Virus-Resistenzgene
vorliegen, fiir potentielle Hybridisierungspartner,

e Effizienz und Konsequenzen der verschiedenen Strategien, um Genfluss zu
verringern,

e Faktoren die die Introgression beeinflussen,

e Genetische Studien auf Populationsebene, um das Schicksal der Transgene zu
verfolgen.
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Tabelle 12: Typisierung gentechnisch veranderter Kulturpflanzen anhand des Charakters ihrer
okologischen Interaktionen (aus Menzel et al. 2005)

Charakter- Raumliche Zeitlicher Uberwach- Reversi- Beispiele
istika Reichweite der Horizont der ungs- bilitat
Interaktionen Interaktionen instrumente
Invarianz- Auf aktuelle Auf die aktuelle Gute fachliche reversibel --
typ Anbauflachen Vegetationsperi- Praxis
beschrankt ode beschrankt ausreichend
Persistenz- Auf Anbauflachen Mittelfristig, einige  Gute fachliche Langfristig Amylose-
typ beschrankt Jahre persistierend Praxis reversibel freie
ausreichend Kartoffel
Emissions- Reichweite bestimmbar Mittelfristig, kon- Klassisches Potenziell Bt-Mais
typ zentrationsab- Methoden- reversibel
hangige Wir- repertoire der
kungen, die mit der Risikofor-
Zeit nachlassen schung
Dispersions- Reichweite nicht be- Potenziell Klassische Nicht HR-Raps
typ stimmbar, Ausbreitung langfristig, Ver- Konzepte sind ruckholbar
und Auskreuzung nicht starkung der nicht

Effekte mit der Zeit ausreichend
moglich

kontrollierbar,
Ausbreitung erfolgt
eigendynamisch, auch
aulerhalb der
Anbauflachen

6.2 Schéaden durch den Anbau von herbizidresistenten Pflanzen

Der grof3e Erfolg der HR-Pflanzen erklért sich zum einen aus den geringen Kosten fiir
die entsprechenden Unkrautvernichtungsmittel und ihrer einfachen Handhabung. Zum
anderen ermdglicht der Einsatz nicht-selektiver Totalherbizide eine effektivere Kontrolle von
Unkrautern und die Verschiebung der Herbizidanwendung auf einen Zeitpunkt nach der
Keimung (Nachlauf-Applikation) (vgl. Freudling 2004).

Die stetige Zunahme der Agrarflachen, auf denen HR-Pflanzen angebaut werden, wird
allerdings von der Sorge begleitet, dass der massenhafte Einsatz der entsprechenden
Herbizide

e die Evolution und Verbreitung herbizidresistenter Unkrduter beglinstigen
und

e mit dem Anbau von HR-Pflanzen einhergehende Verdnderungen der
Bewirtschaftungsweise die biologische Vielfalt gefahrden konnten.

6.2.1 Evolution und Verbreitung herbizidresistenter Unkriuter

Drei verschiedene Mechanismen konnen zur Entstehung von HR-Unkrautern beitragen:
genetische Variabilitét, Verlust von Diasporen und Genfluss.
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Genetische Variabilitat

Da Unkrautpopulationen genetisch hdufig sehr variabel sind, muss angenommen
werden, dass resistente Genotypen mit einer geringen Haufigkeit in vielen Populationen
vorhanden sind, bzw. durch spontane Mutationen neu entstehen konnen. Ein weit verbreiteter
Einsatz von Herbiziden wirkt als enormer Selektionsdruck, der die Fortpflanzung der
herbizidresistenten Genotypen begiinstigt. Die Evolution von herbizidresistenten Unkrdutern
wird dadurch méglicherweise beschleunigt.

Verlust von Diasporen

Das Inserieren von HR-Genen in das Genom von Feldftriichten ist insbesondere auch im
Hinblick auf den hédufigen Verlust von Diasporen wéhrend der Ernte und daraus
resultierendem Durchwuchs problematisch. Als Durchwuchs werden Pflanzenindividuen
einer vorjahrigen Kultur bezeichnet, die in den Folgejahren zwischen den Pflanzen der
neu eingesaten Kultur wachsen. Durchwachsende Kulturpflanzen verursachen
Ertragseinbuf3en und werden mit denselben Maflnahmen wie andere Unkriuter bekampft.

Nahezu alle Kultursorten sind bekannt dafiir, dass sie als Durchwuchs in anderen
Feldfriichten auftreten konnen (Schlink 1994, zitiert nach Ammann et al. 2000, siehe auch
6.1.2.2). Gulden et al. (2003) kamen nach einer zweijdhrigen Untersuchung an 35
Rapsfeldern zu dem Ergebnis, dass 107 kg/ha an Rapssamen nach der Ernte auf den Feldern
verbleiben. Dies entspricht 3000 keimfihigen Samen/m’, die pro Rapsernte zur Samenbank
des Ackers hinzukommen. Dieser Befund und die Tatsache, dass Rapssamen im Boden bis zu
elf Jahre lang keimféhig bleiben (siehe 6.1), veranschaulicht, dass auf Ackerflichen, die mit
HR-Sorten bestellt werden, u.U. fiir mehrere Folgejahre mit HR-Durchwuchs zu rechnen
ist (vgl. auch Middelhoff 2004). Verluste wéihrend des Transports von Saatgut oder wihrend
der Ernte sind eine weitere mogliche Ursache fiir eine rdumliche und zeitliche Ausbreitung
von Kulturpflanzen jenseits ihrer Anbauflichen bzw. Anbauperioden (vgl. z.B. Crawley &
Brown 1995).

Genfluss

Durch Hybridisierungsereignisse zwischen HR-Feldfriichten und wilden oder
kultivierten Kreuzungspartnern konnen die Herbizidresistenz-Gene in den Genpool von
Unkrautpopulationen gelangen und sich dort bei einem entsprechenden Selektionsdruck stabil
integrieren. Die Mechanismen des Genflusses und der Introgression werden in Kapitel 6.1 im
Detail behandelt.

Werden herbizidresistente Unkrduter oder durchwachsende Kultursorten beobachtet,
kann in der Praxis nicht in jedem Fall eindeutig geklart werden, welcher Mechanismus der
Entstehung dieser Pflanzen zu Grunde liegt. Handelt es sich um ein herbizidresistentes
Unkraut, d.h. um eine Art, die nicht Bestandteil der angebauten Fruchtfolge ist, war der
entsprechende Genotyp entweder bereits mit niedriger Frequenz im Genpool des Unkrauts
vorhanden (genetische Variabilitdt) oder das Herbizidresistenz-verleihende Gen ist durch
Genfluss in diesen libertragen worden. In beiden Féllen ist der entscheidende Faktor, der zur
Vermehrung des Gens in der Unkrautpopulation fiihrt, der starke Selektionsdruck, der durch
die regelmiBige Anwendung von entsprechenden Herbiziden auf die Unkrautpopulation
ausgeiibt wird.
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Tabelle 13: Glyphosatresistente Unkrduter und ihre Verbreitung (Heap 2005).

Spezies Land Jahr
Ambrosia artemisiifolia (BeifulR-Ambrosie) USA 2004
Conyza bonariensis Sudafrika 2003
Spanien 2004
Conyza canadensis (Kanadisches Berufskraut) USA 2000
USA® 2003°
Eleusine indica Malaysia® 19972
Lolium multiflorum (Vielblitiges Weidelgras) Chile 2001
Brasilien 2003
Lolium rigidum (Steifes Weidelgras) Australien 1996
USA 1998
Sudafrika 2001
Stidafrika' 2003’
Plantago lanceolata (Spitz-Wegerich) Sudafrika 2003

'multiple Resistenz (Glyphosat & Paraquat); “multiple Resistenz (Glyphosat& ACCase Inhibitoren); *multiple
Resistenz (Glyphosat & ALS Inhibitoren)

Tritt hingegen herbizidresistenter Durchwuchs auf, kann es sich entweder um direkte
Nachkommen von HR-Feldfriichten oder um Hybride zwischen einer kultivierten HR-Sorte
und einem entsprechendem Kreuzungspartner handeln. In ersterem Fall muss als Ursache der
Verlust von Samen oder anderen Diasporen bei der Ernte angenommen werden, im zweiten
Fall handelte es sich dagegen um Genfluss zwischen einer kultivierten Art und einer nah
verwandten Wildart oder einem anderen Kultivar der selben Feldfrucht (siehe auch 6.1).

Wenn auch alle geschilderten Vorginge in herbizidresistentem Unkraut oder
Durchwuchs resultieren, kann eine Unterscheidung der Fille entsprechend ihrer Ursache fiir
die Frage der Vermeidung des Schadens ,,HR-Unkraut/Durchwuchs® von Bedeutung sein.
Existieren keine potentiellen Kreuzungspartner (Wildarten oder verwandte Kultivare der
entsprechenden Feldfrucht) in der Umgebung der Ackerfliche, wird eine Vermeidung des
Schadens durch die Verhinderung von Samen- oder Diasporenverlusten bei der Ernte
und/oder durch eine Rotation der UnkrautbekdmpfungsmaBnahmen erzielt. Ist jedoch die
Moglichkeit der Hybridisierung fiir die Entstehung von Durchwuchs oder anderen Unkréutern
nicht auszuschlieBen, so erfordert dies insbesondere MalRhahmen, die den Genfluss
einschranken (Abstandsregelungen, Ernte vor der Bliihperiode, Pollensterilitat etc.).

Beispiele fir Herbizid-Resistenz

Die unbeabsichtigte Selektion herbizidresistenter Unkrduter als Begleiterscheinung der
Herbizidapplikation ist keine spezifische Problematik des Anbaus transgener HR-Sorten.
Vielmehr ist eine groe Anzahl von Unkrdutern bekannt, in denen eine Herbizidresistenz
durch den konventionellen Einsatz von Herbiziden selektiert wurde (vgl. u.a. Ammann et al.
2000, Heap 2005).

Eine Resistenz gegen Glyphosat konnte zum ersten Mal im Jahre 1996 in Australien
bei dem Unkraut Lolium rigidum (Steifes Weidelgras) festgestellt werden. In den 15 Jahren
vor diesem Ereignis war das Herbizid insgesamt zehn Mal auf den Acker ausgebracht worden
(Heap 1997).
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Box 5: Dreifach-resistenter Durchwuchs-Raps (Hall et al. 2000)

Im Jahr 1997 waren in Kanada auf drei benachbarten Flachen drei verschiedene
herbizidresistente Rapssorten (Brassica napus) angebaut worden. Es handelte sich um die
transgenen Kultivare B. napus Innovator (resistent gegen Glufosinat) und B. napus Quest (resistent
gegen Glyphosat) und die nicht-transgene Sorte B. napus 45A71 (imidazolinonresistent). Im darauf
folgenden Jahr wuchs auf der vormals mit glufusinatresistentem Raps bestellten Flache
Durchwuchsraps, der nicht mit Glyphosat kontrolliert werden konnte.

Es handelte sich bei dem Durchwuchs sowohl um zweifach- als auch um dreifachresistente
Pflanzen. Drei verschiedene Panotypen wurden beobachtet:

e Resistenz gegen Glyphosat und Glufosinat
o Resistenz gegen Glyphosat und Imazethapyr (ein Imidazolinon)
¢ Resistenz gegen Glyphosat, Glufosinat und Imazethapyr

Sowohl das Segregationsmuster der F1-Generation des herbizidresistenten Durchwuchses als
auch molekularbiologische Untersuchungen zeigten, dass Genfluss zwischen den verschiedenen
Feldern fur das Entstehen der Mehrfachresistenzen verantwortlich war. Als Ursache fir die
Entstehung der 3-fach resistenten Individuen werden mehrere aufeinander folgende
Hybridisierungsereignisse angenommen. Der Verlust von Diasporen konnte als Ursache fiir das
Auftreten des herbizidresistenten Durchwuchses ausgeschlossen werden.

Glyphosatresistentes Vielbliitiges Weidelgras (Lolium multiflorum) wurde im Jahr 2001
in Chile nachgewiesen, nachdem Obstbauern eine geringe Sensitivitit dieses Unkrauts
gegeniiber Glyphosat festgestellt hatten. Das Herbizid war vor dem Auftreten der Resistenz
seit mindestens acht bis zehn Jahren regelmifBig in den Obstplantagen verspriiht worden
(Perez & Kogan 2003).

Die Befiirchtung, dass der Anbau von transgenen HR-Pflanzen die Evolution von
herbizidresistenten Unkridutern beschleunigen konnte, wird von folgenden Beispielen
unterstiitzt. Nach nur drei Jahren des Anbaus von glyphosatresistentem Soja entwickelte das
Kanadische Berufskraut (Conyza canadensis) in Delaware, USA, eine um das acht bis 13-
fache erhohte Toleranz gegeniber Glyphosat (VanGessel 2001). Seitdem wurde in neun
weiteren Bundesstaaten der USA eine Glyphosatresistenz dieses Unkrauts nachgewiesen. Seit
2003 tritt im US-Bundesstaat Ohio bei C. canadensis neben der Glyphosatresistenz auch eine
Resistenz gegen Herbizide auf, die das Enzym Acetohydroxyacid Synthase hemmen (ALS-
Inhibitoren). Letztere steht nicht im Zusammenhang mit dem Anbau transgener Pflanzen
(Heap 2005). Tabelle 13 gibt einen Uberblick iiber die weltweit bekannten Beispiele
glyphosatresistenter Unkrduter. Abgesehen von Lolium rigidum kommen alle in Tabelle 13
genannten Arten entweder natiirlich oder als Neophyten auch in Deutschland vor.
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Box 6: Genfluss im Beta vulgaris-Komplex

Die Art Beta vulgaris ist morphologisch und genetisch sehr variabel. Zu ihr gehéren die
Zuchtformen Mangold, Zuckerriibe, Futterriibe und Rote Bete sowie die Wildriibe:

Gattung  Spezies Subspezies Variation Dt. Bezeichnung

Beta vulgaris L.  maritima Wildriibe
vulgaris vulgaris Mangold
vulgaris altissima Zuckerriibe
vulgaris crassa Futterribe
vulgaris conditiva Rote Bete

(Quelle: http://www.biosicherheit.de, verandert)

Genfluss ist zwischen allen Kultivaren und der Wildart méglich, wenn sich die entsprechenden
Verbreitungsgebiete Uberschneiden. Die Nachkommen sind stets fertil (Vigouroux et al. 1999). Es
bestehen keine effektiven genetischen Barrieren fiir einen Gentransfer zwischen den Subspezies
(Bartsch & Pohl-Orf 1996). Alle kultivierten Formen von Beta vulgaris (Kulturriitben) haben in der
Regel einen zweijahrigen Lebenszyklus. Da sie ihre Wurzelknollen bzw. Blatter im ersten Jahr
ausbilden, werden sie meist bereits gegen Ende der Vegetationsperiode im ersten Jahr geerntet. Die
generative Phase wird also in der Regel nicht durchlaufen, und ein Pollentransfer kann nicht
stattfinden.

Das Sprielen und Bliihen der Kulturriben wird in der Regel durch Kalteinduktion
(Vernalisation) ausgelost. Diese Tatsache ist vor allem fur die Saatproduktion relevant: Fir diesen
Zweck werden die Pflanzen im Spatsommer gesat. Sie keimen im Herbst und erfahren wahrend des
Winters Frost. Dadurch werden sie vernalisiert und im darauf folgenden Frihling bilden sie Samen aus
(Bartsch et al. 2003). Wildriiben (B. vulgaris ssp. maritima) blithen dagegen haufig schon im ersten
Jahr. Diese Einjahrigkeit kann durch Hybridisierung auf kultivierte Zuckerriiben Gbertragen werden.

Auf Rubenfeldern und in ihrer Umgebung sind allerdings haufig auch einige vorzeitig
sprieende Pflanzen (Schosser) zu beobachten, die im Phanotyp den Kulturriiben ahneln (siehe z.B.
Darstellung in Bartsch & Ellstrand 1999). Diese Unkrautriiben mindern den Ertrag, indem sie mit der
Feldfrucht konkurrieren (Viard et al. 2004). Aufgrund ihrer friihzeitigen Blite kénnen sie eine
Samenbank im Boden etablieren, aus der sich Uber viele Jahre wiederholt Unkrautriiben rekrutieren.

Unkrautriiben entstehen durch Hybridisierung von Kultivaren mit Wildruben (Viard et al.
2002, Bartsch et al. 2003), z.B. in Saatproduktionsgebieten. Alternativ kann der Unkrautcharakter in
Riben jedoch auch durch Vernalisation wahrend eines kalten Frihlings hervorgerufen werden (s.u.,
vgl. Ammann et al. 2000, Bartsch et al. 2003). Unkrautriben kénnen Genfluss zwischen Kultur- und
Wildart in Regionen ermdglichen, in denen die Kulturart normalerweise bereits vor der Bliite geerntet
wird.

Genfluss zwischen Kultur- und Wildriben ist unter folgenden Umstanden am
wahrscheinlichsten (Bartsch et al. 2003):

e In den Saatproduktionsgebieten: Bei Uberlappung der Bliihperioden von Kultur- und
Wildriiben

e Vernalisation von vegetativen Pflanzenteilen, die nach der Ernte auf den Feldern
verblieben sind

e Vernalisation von Keimlingen wahrend ungewdhnlich tiefer Temperaturen nach der
Aussaat

77




6. Potentielle Schiden

Aus dem mittleren Westen der USA werden zunehmende Schwierigkeiten bei der
Bekdmpfung von Durchwuchsmais in Sojafeldern berichtet, welche mit der Ausweitung des
Anbaus von glyphosatresistenten Maishybriden in Zusammenhang gebracht werden (Owen &
Zelaya 2005).

Ein Beispiel von herbizidresistentem Durchwuchs, bei dem der zu Grunde liegende
Mechanismus eindeutig geklart werden konnte, ist aus Kanada bekannt. In diesem Fall wurde
Genfluss zwischen drei benachbarten HR-Rapsfeldern als Ursache fiir die Entstehung
dreifachresistenter Rapspflanzen identifiziert (siche Box 5).

Die Abschidtzung der Wahrscheinlichkeit, mit der ein Transgen einer gentechnisch
verdnderten Kultursorte in Populationen nah verwandter Arten bzw. Unkrautvarietiten
einkreuzen kann, ist seit einigen Jahren Gegenstand einer Vielzahl von Forschungsarbeiten.
Diese Thematik wird sowohl experimentell als auch mit Hilfe von mathematischen Modellen
intensiv untersucht (siche 6.1). An dieser Stelle soll nur auf das gut erforschte Beispiel der
Hybridisierungen innerhalb des Beta vulgaris-Komplexes verwiesen werden, welches
illustriert, dass unterschiedliche Mechanismen und Eigenschaften der beteiligten Pflanzen zur
Entstehung von schwer zu bekdmpfenden Unkriutern beitragen kdnnen. (siche Box 6).

6.2.2 Schiden durch eine verdnderte Bewirtschaftungsweise

Es ist denkbar, dass die gute Handhabung und grofle Effektivitidt der Totalherbizide
Glyphosat und Glufosinat dazu fiihrt, dass viele Landwirte alternative Methoden zur
Unkrautvernichtung vernachldssigen und sich stattdessen zunehmend auf den Einsatz von
chemischen Herbiziden verlassen. Dies wiirde wiederum die Evolution resistenter Unkrduter
beschleunigen und sich moglicherweise negativ auf die Biodiversitdt auswirken. ES ist
allerdings umstritten, welcher Effekt auf die Biodiversitdt von einem grol3flachigen
Anbau von HR-Pflanzen tatsichlich zu erwarten ist. Auf Feldern, auf denen keine HR-
Pflanzen angebaut werden, bringen Landwirte in der Regel verschiedene Herbizide in Folge
oder als Mischung auf. Haufig wird vorsorglich gehandelt, d.h. bevor zu erkennen ist, ob
tatsdchlich ein hoher Unkrautwuchs auftritt. Diese Praxis wird dadurch verstirkt, dass viele
Herbizide nur vor dem Austreiben der Pflanzen angewendet werden konnen (Vorlauf-
Applikation). HR-Feldfriichte ermdglichen hingegen das Aufbringen der Herbizide zu einem
spateren Zeitpunkt, so dass nicht praventiv gehandelt werden muss. Auch ist eine spezifische
Behandlungen einzelner Unkrduter mit selektiven Herbiziden tiberfliissig. Der Anbau von
HR-Pflanzen konnte daher zu einer Reduktion des Gesamtverbrauchs an Herbiziden
fiihren. Tatsdchlich hat der Herbizideinsatz auf Anbauflichen herbizidtoleranter GV-
Kulturen, z.B. HR-Raps in den USA und Kanada, zu einer Reduktion des Herbizideinsatzes
geflihrt (Brimner et al. 2005, Gianessi 2005). Bei den Wirkstoffen Glyphosat und Glufosinat
handelt es sich zudem um gut abbaubare Substanzen. Der verstirkte Einsatz dieser nicht-
persistierenden Wirkstoffe konnte in einer Verringerung der Belastung von Boéden und
Gewissern resultieren. Ein positiver Effekt auf die Biodiversitit in Agrarokosystemen wire
daher theoretisch denkbar.

Andererseits ist bekannt, dass negative Auswirkungen durch Herbizide vor allem
indirekt durch die Vernichtung der Ackerbegleitflora verursacht werden, statt durch
direkte toxische Effekte der herbiziden Substanz (Schiitte et al. 2004). Verdnderungen der
mikroklimatischen Bedingungen, der GroBe des verfiigbaren Habitats und des
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Nahrungsangebots sind fiir viele Arten potentielle Folgen eines verdnderten
Unkrautmanagements (vgl. Volkmar et al. 2004a). Untersuchungen auf Landschaftsebene
haben gezeigt, dass der intensive Einsatz von Totalherbiziden hédufig zu einer groferen
Schadigung der Ackerbegleitflora fithrt, als dies bei einer konventionellen
Bewirtschaftungsweise der Fall ist. GroBflichige Vergleichsstudien in England, die den
Effekt von HR-Pflanzen auf Landschaftsebene untersuchten (,farm scale evaluations’, FSE),
zeigten eine Abnahme der Unkraut-Biomasse auf Riiben- und Sommer-Rapsfeldern. Die
Abundanz von Herbivoren, Bestaubern und natirlichen Feinden von Feldfrucht-
Schéadlingen war entsprechend der relativen Verringerung ihres Habitats ebenfalls
niedriger auf Feldern, auf denen HR-Pflanzen wuchsen, als auf den konventionell
bewirtschafteten Flachen. Ein dhnliches Muster war auch auf Feldern zu beobachten, die mit
transgenem HR-Winterraps bewirtschaftet wurden. Hier war die Diversitdt der dicotylen
Unkrauter und mit diesen assoziierten Schmetterlingen und Bienen im Vergleich zu den
konventionell bewirtschafteten Feldern signifikant reduziert (Burke 2003, Bohan et al. 2005).
Springschwinze (Collembola) waren hingegen auf den Feldern aller HR-Sorten im
Spatsommer zahlreicher als auf den konventionell bewirtschafteten Flidchen. Da sich
Springschwidnze von zerfallendem Pflanzenmaterial erndhren, erkldrt sich ihre hohere
Abundanz vermutlich daraus, dass nach dem Einsatz des Totalherbizids grofere Mengen an
abgetoteter Unkraut-Biomasse zur Verfligung stand (Firbank et al. 2003b). Ein weiteres
Beispiel fiir einen positiven Effekt des GVP-Anbaus lieferten die untersuchten Maisfelder.
Hier war die Biomasse der Unkrduter im Vergleich zu den konventionell bewirtschafteten
Flachen erhoht. Diese Beobachtung ldsst sich auf den héufigen Einsatz von schwer
abbaubaren Herbiziden (z.B. Athrazine) in konventionell bewirtschafteten Maisfeldern
zuriickfithren, da diese einen starken und lang anhaltenden negativen Effekt auf die
Ackerbegleitflora ausiiben (Hawes et al. 2003).

Volkmar et al. (2001, 2003, 2004a) untersuchten auf Mais-, Raps- und Zuckerriiben-
Feldern in Deutschland die Auswirkungen des Anbaus von HR-Pflanzen auf die Biodiversitit.
Wihrend 3-jdhriger Feldstudien fanden sie keine negativen Auswirkungen des Anbaus von
HR-Feldfriichten auf Kifer- oder Spinnenzénosen. Einen Uberblick iiber die Ergebnisse der
genannten Studien gibt Tabelle 14.

Ebenfalls umstritten ist, welche weiteren indirekten Effekte durch eine Anderung der
Bewirtschaftungspraxis hervorgerufen werden konnten. Héufig ist mit dem Anbau von HR-
Pflanzen auch eine Reduktion oder vollstindige Unterlassung des Pfliigens verbunden. Dies
reflektiert einerseits die Vernachldssigung der mechanischen Unkrautkontrolle und der
verstarkten Bekdmpfung durch chemische Wirkstoffe, konnte aber gleichzeitig eine
Verringerung der Bodenerosion zur Folge haben (Van Acker et al. 2004).
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Tabelle 14: Studien zur Untersuchung der Effekte einer verdnderten Unkrautbekdmpfung
(Anbau von HR-Pflanzen) auf die Ackerbegleitflora und -fauna (jeweils im Vergleich zu
konventionell bewirtschafteten Feldern der entsprechenden Art)

HR- Untersuchte Pflanzen- Dauer Ergebnis Referenz
Feldfrucht oder Tiergruppe
HR-Winter- Spinnen (Araneae), 3 Jahre Aktivitat der Carabidae und Volkmar et al. 2001
Raps Laufkafer (Carabidae), Staphylinidae war in
Kurzflugelkafer transgenem Raps hoéher als in
(Staphylinidae) der konventionellen Sorte,
ebenso die Spinnendiversitat
HR- Spinnen, Lauf- und 3 Jahre kein Effekt Volkmar et al. 2003
Zuckerribe Kurzfligelkafer
HR-Mais Spinnen, Lauf- und 3 Jahre kein Effekt Volkmar et al.
Kurzfligelkafer 2004a
HR-Raps FSE-Studie: sowohl eine 4 Jahre negativer Effekt auf Floraund Zusammenfassung
groRe Anzahl Krauter als Insekten, positiver Effekt auf in Burke 2003,
auch Insekten Springschwanze (Collembola) Firbank et al.
2003b
HR-Riben FSE-Studie: sowohl eine 4 Jahre negativer Effekt auf Flora und Zusammenfassung
groRe Anzahl Krauter als Insekten, positiver Effekt auf  in Burke 2003,
auch Insekten Springschwanze (Collembola) Firbank et al. 2003b
HR-Mais FSE-Studie: sowohl eine 4 Jahre positiver Effekt, z.B. auf Zusammenfassung
grofRe Anzahl Krauter als Anzahl der Krauter, Samen in Burke 2003,
auch Insekten und Insekten Firbank et al. 2003b

Unterschiede zwischen der konventionellen Bewirtschaftung und dem Anbau von
transgenen HR-Pflanzen ergeben sich auch beziiglich der Auswirkungen auf angrenzende
Felder. Beim Anbau von HR-Pflanzen kénnen nicht-HR-Pflanzen auf benachbarten Feldern
durch ein Verdriften der eingesetzten Totalherbizide verstirkt geschidigt werden (Kwon &
Kim 2001). Die Resistenz der Feldfrucht fiihrt hdufig dazu, dass gro3e Mengen des Herbizids
gespritzt werden, was die Wahrscheinlichkeit einer Verdriftung von wesentlichen Mengen des
Gifts erhoht.

6.2.3 Zwischenfazit herbizidresistente Pflanzen

Im Allgemeinen wird von dem groB3flichigen Anbau von HR-Pflanzen -eine
Reduzierung des weltweiten Herbizideinsatzes erwartet. Gleichzeitig wird allerdings haufig
empfohlen, auch nach einer Umstellung auf HR-Sorten verschiedene Herbizide gleichzeitig
anzuwenden, um die Entstehung von Resistenzen zu verhindern. Treten resistente Unkrauter
auf, fiihrt dies unter Beibehaltung einer vornehmlich chemischen Unkrautbekdmpfung
zwangsldufig zu einer Erhdhung des Herbizid-Verbrauchs.

Um der Entstehung und Verbreitung resistenter Unkrduter vorzubeugen, sollten
folgende Maflnahmen praktiziert werden (vgl. Hall et al. 2000, Hommel & Pallutt 2004):

e Rotation verschiedener Herbizide mit unterschiedlicher Wirkungsweise,
e (leichzeitiger Einsatz verschiedener Herbizide,
e Reduktion des Gesamt-Herbizid-Verbrauchs,
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e Verhindern der Reproduktion von resistenten Unkrdautern durch
Beobachtung der Felder, Zerstdrung von resistenten Individuen, etc.,

e FEinsatz von Herbiziden mit einer kurzen Halbwertzeit,
e Integriertes Unkraut-Management (kulturell, mechanisch & chemisch),
e Fruchtfolge variieren,

e Es sollte vermieden werden, innerhalb einer Fruchtfolge Sorten anzubauen,
die gegen das selbe Herbizid resistent sind.

Fiir eine Risikobewertung sollte aufler der Problematik herbizidresistenter Unkrauter die
Tatsache beriicksichtigt werden, dass eine Verdnderung des Unkrautmanagments eine
Vielzahl indirekter Auswirkungen auf die Flora und Fauna in Agrardkosystemen nach sich
zieht. Die bisherigen Erkenntnisse zu den Auswirkungen des groBflichigen Anbaus von HR-
Sorten auf die Biodiversitit lassen jedoch keine eindeutigen Aussagen Uber die Richtung
der zu erwartenden Effekte zu. Die oben genannten Beispiele reflektieren in ihrer
Widerspriichlichkeit die Tatsache, dass indirekte Auswirkungen des Anbaus von HR-Pflanzen
auf die Biodiversitét stark von der insgesamt praktizierten Bewirtschaftungsweise abhingen.
Werden bei der konventionellen Bewirtschaftungsweise wenig umweltbelastende
MaBnahmen zur Unkrautbekdmpfung eingesetzt, ist das Entwerfen und Umsetzen eines
prazisen Bewirtschaftungsplans einschlieBlich 6konomischer Rentabilitdtsanalysen
erforderlich, um durch den Anbau von HR-Pflanzen einen positiven Effekt auf die
Biodiversitdt im Agrardkosystem zu erzielen (vgl. Schiitte et al. 2004).

6.3 Bt-Resistenzen bei Zielorganismen

Fir die Bekdmpfung von Insektenschiddlingen gilt &hnliches wie fiir die
Unkrautvernichtung: es iiberleben einzelne Individuen, die sich durch eine gewisse Resistenz
gegen die zum Einsatz kommende Mallnahme auszeichnen. Vermehren sich diese Individuen,
entstehen Populationen, die an den entsprechenden Selektionsdruck angepasst und durch die
bisher praktizierte Bekdmpfungsstrategie nicht mehr zu kontrollieren sind.

6.3.1 Entstehung von von Bt-resistenten Schéidlingen

Die Entstechung und Verbreitung von Bt-resistenten Schédlingen wiirde fiir die
Landwirtschaft den Verlust eines wichtigen und relativ umweltvertrdglichen Insektengifts
bedeuten. Eine Folge wire voraussichtlich der Einsatz groferer Mengen von stirker
umweltbelastenden Insektiziden (McGaughey et al. 1998, Glaser & Matten 2003).

Bisher ist aus dem Freiland nur ein einziger Bt-resistenter Schadling bekannt.
Plutella xylostella, ein global verbreiteter Schéddling auf Kreuzbliitlern (z.B. Raps),
entwickelte eine Resistenz gegen den Bt-Wirkstoff als Reaktion auf das Besprithen von
Agrarflichen mit dem entsprechenden Gift. Diese Entwicklung stand nicht im
Zusammenhang mit dem Anbau transgener Pflanzen (siche z.B. Tabashnik et al. 1991). Dass
die konventionelle Anwendung von Bt-Giften nicht zu weiteren Féllen resistenter Schadlinge
gefiihrt hat, wird mit dem relativ seltenen Einsatz von Bt-Spriihgiften (<1% der
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herkdmmlichen Insektizide, Roush & Shelton 1997), einem in der Regel rasch erfolgenden
Zerfall des Gifts im Sonnenlicht und einem moglichen Abwaschen des Wirkstoffs von
bespriihten Pflanzen durch Regenwasser erklart (Hofte & Whiteley 1989).

Tabelle 15: Auswahl im Labor selektierter resistenter Stimme verschiedener Schidlinge
(erginzte Zusammenstellung nach Tabashnik et al. 2003 und Ferré & Van Rie 2002)

Schéadling Bt-Toxin RR*  Ubrl. auf Bt-Pfl.® Referenz

Ostrinia nubilalis Cry1Ab/Cry1Ac 70 0% Huang et al. 1999
Helicoverpa armigera Cry1Ac 106 O° Wu & Guo 2004

H. armigera Cry1Ac 57 58% Akhurst et al. 2003

H. armigera Cry1Ac 13 25% Fan et al. 2000

Heliothis virescens Cry1Ac 10100 0% Gould et al. 1995
Pectinophora gossypiella Cry1Ac/Cry2Ab 3100 45° Tabashnik et al. 2000a, Liu

et al. 2001a, 2002a,
Tabashnik et al. 2002b,
Morin et al. 2003

P. gossypiella Cry1Ac >100 37 Liu et al. 1999, 2001b
Plutella xylostella Cry1C 12400 91% Zhao et al. 2000
P. xylostella Cry1Ac >6800 100% Tabashnik et al. 1993,

Ramachandran et al. 1998

P. xylostella Dipel 1 1] Ferré et al. 1991

P. xylostella Cry1Ab >200 @ Ferré et al. 1991

P. xylostella Cry1A(b) >750 O Tabashnik et al. 1994
P. xylostella Cry1B 5 1] Tabashnik et al. 1994
P. xylostella Cry1F >240 O Tabashnik et al. 1994
P. xylostella Dipel® 330 (] Wright et al. 1997

P. xylostella Florbac' 160 1] Wright et al. 1997
I}zlold/;Ia interpunctella Cry1Ab 25 1] Herrero et al. 2001

ol.
P. interpunctella Kol. 2 Cry1Ab 290 1] Herrero et al. 2001

% RR = Resistance ratio: mittlere lethale Konzentration (LCs,) des resistenten Stammes/LCs, des sensitiven
Stammes

®: Ubrl. auf Bt-Pfl. = (Uberlebensrate auf Bt-Pflanze/ Ubrl.-rate auf nicht-transgener Vergleichspflanze)*100%
°: @ = keine Daten verfligbar

4: Durschnittlicher Wert von vier Experimenten, die Uberlebensraten lagen zwischen 39-100%

°: Dipel ist der Handelsname fiir ein kommerzielles B. thuringiensis ssp. kurstaki Insektizid

. Florbac ist der Handelsname fiir ein kommerzielles B. thuringiensis ssp. aizawai Insektizid

Es iiberrascht jedoch die Tatsache, dass bisher keine weiteren resistenten Schadlinge
entstanden sind, angesichts des grof3flichigen und inzwischen {iber viele Jahre erfolgenden
Anbaus von transgenen Bt-Pflanzen, die das Toxin teilweise in hohen Dosen und wihrend der
gesamten Vegetationsperiode exprimieren. Auch der Umstand, dass trotz der groflen Vielfalt
an Cry-Genen, die von verschiedenen B. thuringiensis-Stimmen bekannt sind, in erster Linie
lediglich CrylAb und CrylAc in grof3flichig angebauten und kommerziell vermarkteten
Pflanzen exprimiert werden, lieBe eine beschleunigte Evolution von Bt-Resistenzen erwarten
(Gould 2003). Die Griinde dafiir, dass keine Bt-resistenten Schiadlinge als Reaktion auf Bt-
Pflanzen auftreten, stehen moglicherweise mit einem geringen Fortpflanzungserfolg

82



6. Potentielle Schiden

resistenter Individuen (,fitness costs’) und der praktizierten Strategie zur Vorbeugung von Bt-
Resistenzen (s.u.) in Zusammenhang (Tabashnik et al. 2003, Bates et al. 2005).

Die Bekdmpfung von Agrar-Schéidlingen durch Cry-exprimierende Pflanzen verlauft
bisher {iberaus erfolgreich, und entgegen den Erwartungen sind bisher keine Bt-resistenten
Schédlingspopulationen bekannt, die eine Bt-Resistenz als Reaktion auf den GVP-Anbau
entwickelt haben. In einer zweijdhrigen Feldstudie konnte trotz des Anbaus von Bt-
Baumwolle und einer Anfangsfrequenz der Resistenzallele, die den theoretischen
Schwellenwert um das 100-fache iiberstieg, keine Zunahme der Resistenzallele in einer
Pectinophora gossypiella-Population nachgewiesen werden. Im Gegensatz nahm die
Allelfrequenz wahrend der Versuchsdauer unerwarteterweise ab (Tabashnik et al. 2000a).

Trotzdem wird angenommen, dass die Evolution Bt-resistenter Schadlinge letztlich
nicht verhindert werden kann (Bates et al. 2005). Insbesondere der gegenwartig auf
globaler Ebene zu verzeichnende enorme Zuwachs an Agrarflichen, die mit Cry-
exprimierenden Sorten bewirtschaftet werden und die unzureichende Einfiihrung bzw.
Umsetzung von verbindlichen Strategien zur Pravention der Entstehung von Bt-Resistenzen
erhohen die Wahrscheinlichkeit einer Evolution von Bt-resistenten Schadlingen.

Laborstudien unterstiitzen die Annahme, dass Bt-Resistenzallele mit einer niedrigen
Frequenz in vielen Schédlingspopulationen vorkommen (Ferré and Van Rie, 2002). Innerhalb
weniger Generationen konnen Stimme resistenter Schiddlinge im Labor selektiert werden
(siehe Tabelle 15). Die Mechanismen, die zu einer Abnahme der Sensitivitdt gegen Bt-Toxine
fiihren, sind nicht vollstdndig aufgeklért. In einigen Féllen handelt es sich um eine verringerte
Bindungsfahigkeit des Bt-Toxins an das Darmepithel des betreffenden Insekts. Als weitere
Moglichkeiten werden u.a. eine fehlende Aktivierung der Cry-Proteine, ein beschleunigter
Abbau der toxischen Proteine oder eine erhdhte Regenerationsfiahigkeit des Darmepithels
diskutiert (Gould 1998, Ferré & Van Rie 2002, Jurat-Fuentes et al. 2003).

Aus den Ergebnissen der Labor-Selektionsversuche ldsst sich jedoch nicht direkt die
Wahrscheinlichkeit einer Entstehung resistenter Schadlinge im Freiland ableiten. Ferré & Van
Rie (2002) weisen darauf hin, dass wiederholt von gescheiterten Versuchen berichtet wurde,
im Labor resistente Linien von P. xylostella zu selektieren. Angesichts der Tatsache, dass es
sich bei P. xylostella um die einzige Art handelt, die bisher eine Resistenz gegen Bt-Toxine
im Feld entwickelt hat, illustrieren diese Versuche die Tatsache, dass ein Laborstamm nicht in
jedem Fall die im Freiland vorkommende genetische Diversitdt représentiert. Gleichzeitig
konnen im Labor selektierte Individuen auf Bt-Pflanzen im Feld hdufig nicht iiberleben
(Tabashnik et al. 2003, Farinos et al. 2004, siche Tabelle 15).

6.3.2 Priventionsstrategien

Zur Pravention der Entstehung insektizidresistenter Schiddlinge werden gegenwirtig
zwei Strategien favorisiert (Bates et al., 2005):

e Kombination aus hoher Toxin-Dosis und dem Bereitstellen von toxinfreien
Refugien (HDR-Strategie) und

e Expression von mehreren Toxin-Genen in einer transgenen Pflanze.
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,,Hohe-Dosis/Refugium*‘- (HDR-)Strategie

Die Hohe-Dosis/Refugium (HDR) -Strategie kombiniert eine hohe Expression des
Insektizids mit der Bereitstellung kleinerer Bestinde nicht-insektizidexprimierender
Wirtspflanzen (,,Refugien). Sie reprédsentiert die am héufigsten angewendete MaBBnahme zur
Verhinderung oder Verzogerung einer Evolution insektizidresistenter Schédlinge (Bates et al.
2005). Durch die hohe Expression des Toxins soll erreicht werden, dass alle sensitiven und zu
einem geringen Mafle toleranten Individuen vernichtet werden. Individuen, die trotz der
hohen Bt-Dosis iiberleben, tragen moglicherweise ein Resistenzallel, sind also beziiglich der
Bt-Resistenz heterozygot. Das Refugium soll sicherstellen, dass fiir die wenigen tiberlebenden
heterozygoten  Schidlinge ausreichend homozygote (d.h. vollstindig sensitive)
Paarungspartner zur Verfiigung stehen. Die Wahrscheinlichkeit, dass sich zwei iiberlebende
Individuen der Bt-Anbaufldche (d.h. mit erh6hter Toleranz) paaren und dadurch homozygot
resistente Nachkommen erzeugen konnten, wird auf diese Weise minimiert (Gould 1998).

Die Erwartung, dass durch diese Mafinahmen die Evolution von resistenten Schéadlingen
wenn nicht verhindert, so zumindest deutlich verzogert werden kann, basiert auf folgenden
Annahmen (Bourguet 2004):

e die Frequenz der Resistenzallele ist bei Beginn des Insektizid-Einsatzes
niedrig,

e die Insektizidresistenz wird rezessiv vererbt,

e resistente und sensitive Individuen paaren sich zufillig, bzw. auf Bt-
Pflanzen iiberlebende Individuen paaren sich bevorzugt mit sensitiven
Individuen des Refugiums.

Es wird angenommen, dass die HDR-Strategie in der Vergangenheit wesentlich zur
erfolgreichen Priavention der Entstehung resistenter Schddlinge beigetragen hat. Von
verschiedenen Autoren wird allerdings kritisch angemerkt, dass es einerseits sowohl an
rechtlichen Vorschriften als auch an der Durchsetzung mangelt, andererseits das Zutreffen der
theoretischen Annahmen, auf der die HDR-Strategie basiert, nicht in jedem Fall gewéhrleistet
ist (Bourguet 2004, Bates et al. 2005). Letzteres ist teilweise darin begriindet, dass die zur
Verfiigung stehenden Daten beziiglich Paarungs- und Verbreitungsverhalten der Schéadlinge
hiufig unzureichend sind. Zusétzlich wurden in verschiedenen Studien Abweichungen von
den theoretischen Bedingungen fiir den Erfolg der HDR-Strategie gemessen:

Eine Laborstudie mit dem Baumwollschiadling Pectinophora gossypiella kam zu dem
Schluss, dass Unterschiede zwischen den Entwicklungszeiten von resistenten und
sensitiven Individuen bestehen und diese zu einer nicht-zufalligen Paarung fiihren kénnten
(Liu et al. 1999). Eizaguirre et al. (2004) stellten bei Freilanduntersuchungen am
mediterranen Maisziinsler (Sesamia nonagrioides) eine geringe Mobilitdét ménnlicher
Individuen fest. Aus ihren Ergebnissen folgerten die Autoren ebenfalls, dass sich die
Schidlinge unter Umstdnden nicht zufdllig, sondern vorzugsweise innerhalb des Refugiums
oder innerhalb des Feldes paaren. Kritische Parameter konnten in diesem Fall die Grofe des
Refugiums und der Abstand zum Bt-Feld sein.

Weitere Hinweise darauf, dass die theoretischen Annahmen der HDR-Strategie nicht
generell zutreffen, lieferten Studien zum Vererbungsmuster und zum Fortpflanzungserfolg
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des resistenten Genotyps. Huang et al. (1999) beobachteten bei einem Laborstamm des
Européischen Maisziinslers (O. nubilalis) eine nicht vollstandig dominante Vererbung der
Resistenz gegen das kommerzielle Bt-Toxin Dipel ES.

Dingha et al. (2004) konnten bei dem Schadling Spodoptera exigua zwischen sensitiven
und resistenten Individuen keine Unterschiede bezuglich der Stoffwechselrate feststellen
und interpretieren diese Ergebnisse als Hinweis darauf, dass bei den resistenten Individuen
keine verminderte Fitness zu erwarten wire. Die beiden letztgenannten Studien wurden
allerdings im Labor durchgefiihrt und lassen keine direkten Riickschliisse auf den
tatsdachlichen Fortpflanzungserfolg resistenter Individuen im Freiland zu (Tabashnik et al.
2000b).

Neben der Moglichkeit, dass die theoretischen Annahmen, auf denen die HDR-Strategie
basiert, nicht in jedem Fall zutreffen, konnen auch praktische Probleme dem Erfolg der HDR-
Strategie im Wege stehen. So ist die effektive Toxin-Dosis moglicherweise unterschiedlich
fiir verschiedene Schidlinge und eine genaue Bestimmung der optimalen Dosis bereitet
Schwierigkeiten. Wihrend eine zu niedrige Toxin-Konzentration die beschleunigte Evolution
von resistenten Schaddlingen erlauben konnte, ldsst eine priventiv hohe Konzentration des
Toxins Schaden bei Nicht-Zielorganismen befiirchten (siche Kapitel 6.4.) Verunreinigungen
des Saatguts oder das gelegentliche Vorkommen von transgenen Pflanzen mit geringerer oder
unterdriickter Cry-Expression (,off-types’) konnen zu hdherem Schidlingsbefall der
Agrarfliche und zu einer beschleunigten Evolution von Resistenzen fiihren (Bates et al.
2005). Des weiteren konnten Toxin-exprimierende Hybriden in Refugia-Flachen
nachgewiesen werden (Chilcutt & Tabashnik 2004).

In vielen Landern fehlen dariiber hinaus rechtliche Bestimmungen, die zur Umsetzung
einer  effektiven  Resistenzmanagement-Strategie  verpflichten. ~ Als  besonders
besorgniserregend erscheint in diesem Kontext die rasche Ausweitung der Anbauflidche fiir
Bt-Baumwolle in Indien und China, die sich ohne die Einfithrung entsprechender Regelungen
vollzieht (Jayaraman 2005). Auch in den USA ist ein hoher Prozentsatz an Landwirten
ermittelt worden, der die Auflagen des Resistenzmanagements nicht erfiillt. Im Jahr 2002
waren dies etwa 21% der Bt-Mais anbauenden Landwirte in 10 Bundesstaaten (siche Bates et
al. 2005). Es sollte auch nicht auBler Acht gelassen werden, dass die gegenwirtig favorisierte
HDR-Strategie moglicherweise zu lokalen Extinktionen der Schadlinge und in der Folge
ihrer natirlichen Feinde fithren kann (Hilbeck 2001).

Expression mehrerer Cry-Gene in einer IE- Pflanze (Pyramiden-Strategie)

Das Kombinieren mehrerer insektizidkodierender Gene in einer transgenen Kultursorte
wird als Alternative zur verbreiteten HDR-Strategie diskutiert bzw. in wenigstens einem Fall
bereits praktiziert. Seit 2002 ist der Anbau von transgener Baumwolle, die neben CrylAc
auch Cry2Ab exprimiert, in den USA, Kanada und in Australien zugelassen
(www.agbios.com/dbase.php). In einen Feldversuch demonstrierten He et al. (2004) kiirzlich
eine effektivere Kontrolle des asiatischen Maisziinslers (Ostrinia furnacalis) durch
Baumwollpflanzen, die zwei unterschiedliche Toxine exprimierten, als durch einfach
transgene Pflanzen.

Bei der Pyramiden-Strategie handelt es sich im Prinzip um einen bewéhrten Ansatz.
Auch fir konventionelle Insektizide wird eine nachhaltige Wirkung durch das Kombinieren
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mehrerer Wirkstoffe angestrebt. Einer Vermehrung von Resistenzallelen in einer Population
von Schidlingen wird entgegengewirkt, indem gegen ein bestimmtes Toxin resistente
Individuen durch ein gleichzeitig wirkendes zweites Gift vernichtet werden. Werden die
Resistenz verleihenden Loci unabhdngig voneinander vererbt und sind die Resistenzallele
rezessiv, konnen nur die doppelt homozygot resistenten Individuen iiberleben. Die geringere
Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten dieses Genotyps in der Population kann die Evolution
von resistenten Schidlings-Stdmmen verzogern (siche Gould 1998). Gleichzeitig sollte auch
bei der Pyramiden-Strategie ein Refugium bereitgestellt werden, allerdings ist hierfiir eine
kleinere Flache notwendig, als dies fiir die HDR-Strategie der Fall ist. Als weiterer Vorteil
wird das erweiterte Artenspektrum gewertet, gegen das Pflanzen mit mehreren Transgenen
resistent sind. Schédlinge, die eine Toleranz gegen eines der Toxine besitzen, reagieren
moglicherweise sensitiv auf den alternativen Wirkstoff (Bates et al., 2005).

Die Vorteile transgener Pflanzen mit mehreren Transgenen sind jedoch im Hinblick auf
die erhdhte Wahrscheinlichkeit einer Beeintrachtigung von Nicht-Zielorganismen
abzuwégen.

Der langfristige Erfolg der Pyramiden-Strategie wird von Ergebnissen einer Laborstudie
zur Effektivitdt und Nachhaltigkeit von kombinierten Insektizidgenen in Frage gestellt. Jurat-
Fuentes et al. (2003) setzten im Labor verschiedene Bt-Toxine gegen den Baumwoll-
Schadling Heliothis virescens ein. Zwei gegen CrylAc resistente H. virescens-Stimme
entwickelten eine zusitzliche Resistenz nicht nur gegen Toxine, die eine hohe Ahnlichkeit zu
CrylAc aufwiesen, sondern auch gegen den Wirkstoff Cry2Aa. Da die
Wirkungsmechanismen von CrylA- und Cry2A-Proteinen unterschiedlich sind, werden diese
Toxine als jeweilige Alternativen fiir die Bekdmpfung solcher Schddlinge betrachtet, die
gegen einen der Wirkstoffe resistent sind. Die Entstehung von Mehrfachresistenzen ist daher
als problematisch einzuschitzen.

Andererseits unterstiitzten die Ergebnisse einer Gewdchshausstudie die Annahme, dass
IE-Pflanzen, die mehrere unterschiedliche Toxine exprimieren, die Evolution von
Insektizidresistenzen verzogern konnten. Zhao et al. (2003) verglichen drei verschiedene
Kombinationen transgener und nicht-transgener Brokkolipflanzen. In allen drei Féllen hatten
80% der Pflanzen eine insektizide Wirkung, sie exprimierten entweder CrylAc, CrylC oder
beide Genprodukte. Die restlichen 20% exprimierten kein Toxin, d.h. der Anteil an
Refugiumspflanzen war in allen drei Fillen identisch. Die Evolution von Resistenzen wurde
in P. xylostella-Populationen beobachtet, in denen CrylAc- und CrylC-Resistenzallele
anfanglich mit einer niedrigen Frequenz vorhanden waren. Bei einem gleichzeitigen,
gemischten Anbau von Pflanzen mit einem einzigen Toxin-Transgen und Pflanzen mit beiden
Cry-Genen war die Evolution von Bt-Resistenzen beschleunigt im Vergleich zu der
Anbausituation mit ausschlieBlich einfachtransgenen Pflanzen.

Alternative Insektizide

Die Verwendung alternativer Wirkstoffe konnte ebenfalls der Evolution von Bt-
resistenten  Schaddlingen vorbeugen. Pflanzen, die Toxine exprimieren, deren
Wirkungsmechanismus sich von dem der herkdmmlichen Cry-Toxine unterscheidet, werden
bereits getestet. Ein Beispiel sind Vip-Proteine (Vegetative insecticidal protein, Vip), die
wihrend der Wachstumsphase von B. thuringiensis gebildet werden (im Gegensatz dazu
werden Cry-Proteine wihrend der Fortpflanzung gebildet). Es ist bekannt, dass derartige Vip-
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Toxine gegen ein breites Artenspektrum von Lepidoptera wirksam sind (Schnepf et al. 1998).
Von der Firma Syngenta entwickelte Vip-exprimierende Baumwolle hat in den USA bereits
eine Testphase mit Freisetzungsversuchen durchlaufen (Bates et al., 2005).

Als weitere Alternative wird eine Substanz getestet, die aus dem Bakterium
Photorhabdus luminescens isoliert werden kann. Ein Nachteil dieses als Toxin A
bezeichneten Wirkstoffs besteht darin, dass seine Toxizitdt und seine Wirkung auf Nicht-
Ziclorganismen sehr viel geringer untersucht ist als die Wirkung der Cry-Toxine (Bates et al.
2005).

Modellierungen

Die Mdglichkeiten einer experimentellen Uberpriifung der Effektivitit der genannten
Strategien sind im Freiland begrenzt. Zum einen sind die im Labor selektierten resistenten
Insektenstimme hdufig nicht fdhig, auf Bt-Pflanzen zu iiberleben. Zum anderen besteht bei
Freilandversuchen mit resistenten Individuen die Gefahr der Verbreitung der Resistenzgene,
da Versuchstiere entkommen oder sich mit bereits auf der Anbaufliche vorkommenden
Schidlingen paaren kdnnten. Zur Evaluation der Strategien des Resistenzmanagements wird
daher héufig auf mathematische Modellierungen und Computersimulationen zuriickgegriffen
(Bates et al., 2005).

In der Vergangenheit unterstiitzten die Ergebnisse derartiger theoretischer
Untersuchungen die Annahme, dass das Bereitstellen von Refugien unter bestimmten
Umstidnden die Evolution resistenter Schidlingspopulationen verzogert (z.B. Gould 1998).
Carriere & Tabaschnik (2001) nutzten eine mathematische Simulation, um Bedingungen zu
identifizieren, die eine Abnahme der Frequenz von Resistenzallelen trotzt des Anbaus von IE-
Pflanzen ermdglichen, wie sie in einer Feldstudie in den USA beobachtet worden ist
(Tabashnik et al. 2000a). Als giinstige Faktoren bestimmten sie neben einer geringen
anfanglichen Allelfrequenz, einem rezessiven Vererbungsmuster und einem geringeren
Fortpflanzungserfolg von resistenten Individuen, groBe Refugiumsflichen, eine
unvollstindige Resistenz und ein Dichte-unabhingiges Populationswachstum in den
Refugien.

6.3.3 Zwischenfazit Bt-Resistenzen bei Zielorganismen

e Die Bekdmpfung von Agrar-Schidlingen durch Cry-exprimierende Pflanzen ist bisher
iiberaus erfolgreich, und entgegen den Erwartungen sind bisher keine Bt-resistenten
Schidlinge bekannt, die ihre Resistenz als Reaktion auf den GVP-Anbau erworben haben.

e Dieser in Bezug auf Schidlingsresistenzen positive Verlauf des GVP-Anbaus wird als ein
Erfolg der HDR-Strategie gewertet.

e Trotzdem wird erwartet, dass Bt-resistente Schéadlingspopulationen entstehen werden.

e Um der Evolution von resistenten Schidlingen vorzubeugen, miissen Resistenz-
Management-Strategien befolgt werden.

e Es besteht ein Bedarf sowohl an einem verbesserten Resistenzmanagement als auch an
alternativen Insektiziden.

e Als beste Strategie, die eine nachhaltige Nutzung von biologischen Insektiziden
gewihrleistet, wird eine Kombination verschiedener Mallnahmen erachtet. Sowohl
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gentechnologische Mdéglichkeiten (z.B. multiple Transgene, induzierbare Promotoren, ggf.
alternative Toxine) als auch traditionelle MaBBnahmen, z.B. Schidlingsbekdmpfung durch
natiirliche Feinde, zeitlich abgestimmte Bewirtschaftungsweisen oder der Anbau von
Lock-Pflanzen (,trap-crops’) sollten genutzt werden. Auch eine Beschrinkung der
maximalen Bt-Anbaufliche konnte zur Prdvention einer Evolution von resistenten
Schidlingen beitragen (Bates et al., 2005).

e Nicht zuletzt sollte der Schutz der Biodiversitit ein integrativer Bestandteil der
Schadlingsbekdmpfung sein, der auch fiir eine Strategie zur Vermeidung von Resistenzen
beriicksichtigt werden sollte.

6.4 Negative Effekte auf Nicht-Zielorganismen

Im Zusammenhang mit moglichen Auswirkungen transgener Pflanzen auf Nicht-
Zielorganismen werden eine Vielzahl potentieller Effekte auf hochst unterschiedliche Arten
kontrovers diskutiert. Der Ausdruck ,,Nicht-Zielorganismen* umfasst samtliche nicht-
pflanzliche Organismen, die sich von den ggf. vorsatzlich bekampften Arten
unterscheiden (bei HR-, IE-, und krankheitsresistenten Pflanzen) und durch das
Vorhandensein eines Transgens in einer Pflanze negativ beeinflusst werden koénnten
(vgl. Dale et al. 2002). Der Begriff bezeichnet also im Anbaugebiet lebende Tierarten
(Insekten, Vogel, Sauger u.a.), einschlieBlich Organismen hoherer Trophiestufen (Bestiuber,
natiirliche Feinde, Parasiten, Detrivoren) oder Mikroorganismen (mit der Pflanze assoziierte
Bakterien oder die Bodenmikrofauna im Allgemeinen). Die Auswirkungen eines GVP-
Anbaus auf andere Pflanzen werden dagegen im Zusammenhang mit vertikalem Genfluss,
Verwilderung, Invasivitit oder Koexistenz diskutiert (siche Abschnitt 6.1).

Nicht-Zielorganismen konnten auf unterschiedliche Weise durch die Anwesenheit eines
Transgens negativ beeinflusst werden. Denkbar sind direkte Effekte, z.B. durch cine direkte
toxische Wirkung des transgenen Produkts. Indirekte Effekte umfassen dagegen
schiddliche Auswirkungen aufgrund eines verdnderten Mikroklimas, ciner reduzierten
Habitatflache oder einer verschlechterten Nahrungsqualitat.

Im folgenden Kapitel wird die potentiellen Gefdhrdung von Nicht-Zielorganismen
durch den Anbau von IE-Pflanzen behandelt. Das Risiko einer Abnahme der Biodiversitit in
Agrarokosystemen aufgrund des Anbaus von HR-Pflanzen wird in Kapitel 0 behandelt.

Zwei Kausalketten konnten einer Schadigung von Nicht-Zielorganismen durch IE-
Pflanzen zugrunde liegen:

o [E-Pflanzen produzieren Substanzen, die fiir bestimmte Phytophagen
toxisch sind. Das Vorhandensein dieser Substanzen konnte ebenso fiir
Nicht-Zielarten schidlich sein, die mit diesen Substanzen in Kontakt treten.

e [E-Pflanzen vernichten Schédlinge sehr effektiv, d.h. flir rduberische
Organismen, die sich von diesen Schédlingen erndhren, verringert sich das
Nahrungsangebot drastisch, bzw. die Qualitit der Nahrung sinkt, wenn
subletale Schiadigungen an den Zielorganismen auftreten.
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O’Callaghan et al. (2005) stellten kiirzlich Ergebnisse einer Vielzahl von Labor- und
Freilandstudien zusammen, die zur Abschitzung des von IE-Pflanzen ausgehenden Risikos
fir andere Nicht-Zielorganismen durchgefiihrt wurden (sieche Tabelle 16). In dieser
Publikation wird eine Einteilung der untersuchten Organismen u.a. in die funktionellen
Gruppen Bestiduber, natiirliche Feinde der Schidlinge, Bodenorganismen und
Mikroorganismen vorgenommen, welche fiir die folgende Darstellung in modifizierter Form
beibehalten wird.

Statt die Populationen von Niitzlingen zu dezimieren, kdnnten IE-Pflanzen jedoch auch
den umgekehrten Effekt zur Folge haben. Im Allgemeinen wird von dem groB3flichigen
Anbau transgener Pflanzen eine Verringerung des Einsatzes von Breitspektrum-Insektiziden
erwartet. Dies konnte zu einer Zunahme von (rduberischen) Niitzlingen fiihren, die wiederum
das Nahrungsangebot von Amphibien, Nagern oder Vogeln vergroflern wiirden (Dale et al.
2002, Pilson & Prendeville 2004).

6.4.1 Bestiduber

Weder Baumwolle noch Mais, die beiden am héufigsten angebauten IE-Feldftiichte,
sind auf die Bestdubung durch Insekten angewiesen. Bienen, Hummeln und Schmetterlinge
nutzen die Pflanzen jedoch als Nektar- und Pollenquellen.

Aufgrund der Selektivitdt der CrylAb-Toxine, welche die am héufigsten in transgenem
Mais exprimierten Fremdproteine reprdsentieren (James 2004), wurden die meisten Studien
zur Bestimmung einer Gefdhrdung von Nicht-Zielorganismen durch Maispflanzen an
Schmetterlingen (Lepidoptera) durchgefiihrt (vgl. US EPA 2000).

Losey et al. (1999) stellten in ihrer Studie zu den potentiellen Auswirkungen des
Anbaus von Bt-Mais auf den Monarchfalter (Danaus plexippus) fest, dass die Larven dieses
Schmetterlings von einer hoheren Sterblichkeit betroffen waren, wenn sie mit Bt-Pollen
bestdubte Laubblitter als Nahrung erhalten hatten. Diese Ergebnisse fanden grof3e Beachtung,
insbesondere angesichts der Tatsache, dass sich die Larven des Monarchfalters im Freiland
ausschlieBlich von den Blittern der Seidenpflanzen-Gewadchse (Asclepias) erndhren, welche
in Nordamerika auch an den Réndern von landwirtschaftlichen Anbauflichen wachsen. Die
Interpretation der Daten beziiglich einer Risikobewertung von IE-Pflanzen ist jedoch seit der
Publikation von Losey et al. (1999) Gegenstand einer kontroversen Diskussion. Einerseits
werden die Ergebnisse weiterhin zur Unterstiitzung der These herangezogen, dass durch den
groBflichigen Anbau von Bt-Pflanzen Artenverlust drohen konnte, andererseits wurde ihre
Okologische Relevanz vielfach in Zweifel gezogen. Kritik wurde insbesondere in Bezug auf
die von Losey et al. angewandte Methodik geduBert, die Konzentration der Bt-Pollen auf den
als Nahrung angebotenen Asclepias-Blatter visuell mit den Gegebenheiten im Freiland zu
vergleichen, ohne eine genaue Bestimmung der verabreichten Toxin-Dosis vorzunehmen
(Hellmich et al. 2001, Sears et al. 2001). Durch diese Vorgehensweise sei allein die Wirkung
einer ungewissen Dosis des Toxins auf den Falter untersucht worden, nicht aber die
Okologischen Konsequenzen einer Bt-Exposition, die der realen Anbausituation entspricht
(Dale et al. 2002).

Aufgrund des geschiitzten Status des Monarchfalters in Nordamerika (Hails 2000) und
der groBBen Aufmerksamkeit, welche die Studie von Losey et al. (1999) auf sich zog, forderte
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die US EPA im Jahr 1999 weitere, der Kldrung dienende Informationen von Industrie und
Wissenschaft an. Eine Reihe von Folgeuntersuchungen wurden daraufhin mit dem Ziel
durchgefiihrt, die potentielle Gefdhrdung des Monarchfalters durch den grof3flichigen Anbau
von Bt-Mais zu bestimmen. Folgende Faktoren wurden beriicksichtigt (vgl. Sears et al. 2001):

e Toxizitédt des Pollens fiir D. plexippus,

e Zeitliche und ridumliche Uberlappung von Falter-Populationen und
Pollenflug,

e riumliche Uberlappung von Asclepias-Arten, die von Falter-Populationen
genutzt werden, und Bt-Maisfeldern,

e Pollendichte auf Asclepias-Pflanzen in und in der Ndhe von Maisfeldern.

Zur Evaluation des Risikos, das fiir D. plexippus von Bt-Mais ausgeht, wurden
schlieBlich sowohl Freiland- als auch Labor- und Modellierungsdaten herangezogen
(Oberhauser et al. 2001, Pleasants et al. 2001, Sears et al. 2001, Dively et al. 2004, Sears
2004). Im Ergebnis kommen die Autoren zu dem Schluss, dass — obwohl alle Faktoren, die
zu einer Gefdhrdung des Monarchfalters beitragen, in Nordamerika tatsdchlich wirken — das
Risiko fir Populationen des Monarchfalters insgesamt als vernachléssigbar klein
einzuschéatzen ist. Dies gilt insbesondere angesichts einer stetigen Abnahme des Anbaus von
Bt176-Mais in den USA, welcher Cry-Proteine in vergleichsweise hoher Dosis exprimiert.
Das errechnete Risiko fiir die Populationen des Monarchfalters bleibt auch dann gering, wenn
angenommen wird, dass auf 80% der Mais-Anbauflichen in den USA Bt-Sorten gepflanzt
werden (Sears et al. 2001).

Ein zusammenfassender Uberblick iiber die Studien, die speziell zur Untersuchung
einer moglichen Gefiahrdung des Monarchfalters durchgefiihrt wurden, wird in Box 7
gegeben. Verschiedene Autoren haben in der Vergangenheit auf eine alternative Maoglichkeit
der Bt-Exposition von Monarchfalter-Larven hingewiesen: durch den Wind werden auf3er
den Pollenkornern auch ganze Mais-Antheren verbreitet, die dadurch ebenfalls auf Asclepias-
Blittern zu finden sind (Jesse & Obrycki 2000, Hellmich et al. 2001). Um zu kléren, ob die
Larven des Monarchfalters diese Antheren ebenfalls als Nahrung nutzen und um die daraus
resultierende Gefdahrdung von D. plexippus zu analysieren, fiihrten Anderson et al. (2004)
eine Laborstudie zur Bestimmung der Toxizitit von Bt-Antheren, Untersuchungen zur
zeitlichen und rdumlichen Pollen-Verbreitung und einen Vergleich der Pollenverteilung mit
dem FraBverhalten der Monarchfalter-Larven durch. Sie beobachteten, dass Larven, denen Bt-
Antheren als Nahrung angeboten wurden (0,3-0,9 Antheren/cm?), weniger fraBen und nach
vier Tagen ein geringeres Gewicht als die Larven der Kontrollgruppe hatten. Ihre
Sterblichkeit war erhoht und ihre Entwicklung verzogert. Die im Feld bestimmte
Antherendichte auf den Blattern von Asclepias-Pflanzen, die in Maisfeldern oder ihrer Néhe
wuchsen, betrug im Mittel 0,06-0,1 Antheren/cm? (3-5 Antheren pro Blatt). In einem weiteren
Versuch wurden Larven mit Asclepias-Blattern gefiittert, auf denen sich Bt-Antheren in einer
Dichte von fiinf Antheren pro Blatt befanden. In diesem Fall zeigten sich keine Unterschiede
beziiglich Wachstum Entwicklung oder Sterblichkeit zwischen diesen Larven und der
Kontrollgruppe. Auf Grundlage dieser Daten kann geschlossen werden, dass von Bt-
Antheren fur sich betrachtet unter Feld-Bedingungen keine Gefahrdung flr die
Populationen D. plexippus ausgeht.
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Wraight et al. 2000 untersuchten die Wirkung von Bt-Pollen auf Schwalbenschwanz-
Falter (Papilio polyxenes). Hierzu wurden P.polyxenes-Larven auf ihre Wirtspflanzen
platziert, die sich in unterschiedlichen Abstinden von einem Bt-Maisfeld der Sorte MON 810
befanden. Es wurde kein Zusammenhang zwischen der Faltermortalitit und der Entfernung
der Wirtspflanze vom Maisfeld beobachtet. Im Labor wurden Fiitterungsversuche mit
Pollenkérnern dieser MON 810 Pflanzen durchgefiihrt. Die hdchste getestete Dosis
Pollenkérner (10000 Pollenkérner/cm?) lie3 die Sterblichkeit unter den Faltern nicht
ansteigen. Die hochste im Feld beobachtete Dosis Pollenkdrner betrug auf den Wirtspflanzen
200 Pollenkorner/cm?. Die Autoren schlossen aus ihren Ergebnissen, dass sich aus dem
Anbau von MON 810 Maispflanzen kein erhoéhtes Risiko fur P. polyxenes ergibt.

Ein anderes Bild ergab sich jedoch, als Zangerl et al. (2001) die Wirkung von Bt-Mais
der Sorte Btl76 auf den Schwalbenschwanz-Falter untersuchten. Zwar wurden keine
Unterschiede beziiglich der Mortalitidt zwischen den Faltern, die Bt-Pollenkdrnern ausgesetzt
waren, und der Kontrollgruppe beobachtet. Die Wachstumsraten der Falter waren bei Bt-
Exposition jedoch signifikant reduziert. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Mais des
Events 176 unter realistischen Bedingungen subletale Effekte auf P. polyxenes ausibt.

Die US EPA verglich das Verbreitungsgebiet gefahrdeter Lepidoptera-Arten mit dem
Maisanbaugebiet in den USA. Auf diese Weise identifizierte sie eine Schmetterlingsart
(Lycaeides melissa samuelis) als einzige gefahrdete Lepidoptera-Art, die in den USA durch
den Anbau von Bt-Mais gefdhrdet werden konnte. Aufgrund der Verbreitung ihrer
Wirtspflanze (Lupinus perennis) und der geringen zeitlichen Uberlappung der Maisbliite mit
der Larvenentwicklung schitzt die US EPA die Expositionswahrscheinlich fiir diese Art
jedoch ebenfalls als gering ein (US EPA 2000).

Die genannten Studien aus den USA sind fiir den GVP-Anbau in Deutschland insofern
relevant, als dass sie die Gefadhrdung von Nicht-Ziel-Lepidoptera exemplarisch untersuchten.
Fiir in Deutschland heimische Schmetterlingsarten sind bisher nur wenige Daten publiziert.
Lang et al. 2004 untersuchten die Ablagerung von Bt-Pollen auf Pflanzen innerhalb und in der
Niahe von GVP-Anbaufldachen. Sie fanden u.a. Pollenkérner auf der wilden Mohre (Daucus
carota), welche eine wichtige Wirtspflanze des heimischen Schwalbenschwanzes ist (Papilio
machaon).

Auf der Grundlage von Flitterungsversuchen mit gereinigten, in Bakterien produzierten
Cry-Proteinen wird angenommen, dass Bt-Pflanzen keine negativen Effekte auf Bienen
oder Hummeln ausiiben (O'Callaghan et al. 2005, siche auch Malone & Pham-Delégue
2001). Die entsprechenden Untersuchungen wurden teilweise im Rahmen von UVP wihrend
des Genehmigungsverfahrens oder der Evaluation bereits kommerzialisierter I[E-Pflanzen in
den USA durchgefiihrt. Auch in einem entsprechenden Dokument der US EPA wird aus den
Ergebnissen dieser Studien gefolgert, dass Schidigung von Bienen oder Hummeln durch Bt-
Toxine oder durch andere in transgenen Pflanzen exprimierten Proteine nicht zu erwarten sind
(US EPA 2000). Eine Ausnahme bilden Serin-Proteaseinhibitoren, welche in hohen
Konzentrationen zu einer erhdhten Sterblichkeit bei Bienen fihren kénnen (Malone et
al. 1999, O'Callaghan et al. 2005). Gegenwirtig werden von der US EPA Freilandstudien
durchgefiihrt, um den Effekt von Bt-Pflanzungen auf Bienen und Hummeln unter den
Bedingungen eines kommerziellen Anbaus abzuschitzen (Frederick 2002, Frederick 2005).
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Box 7: Risikoanalyse fiir Schmetterlinge durch Cry-exprimierende Pollenkdrner

Untersuchungsergebnisse zur Bestimmung des Risikos Cry-exprimierender Pollenkdrner auf
die Larven des Monarchfalters (Danaus plexippus) (Sears et al. 2001)

e Pollen von Bt176-Maispflanzen expremieren Cry1Ab in hohen Konzentraionen (1,1-1,7ug/g
Pollen und verursachten eine erhohte Mortalitdt und ein langsameres Wachstum beim
Monarchfalter (bei 5-10 Pollenkdrner/cm?). Pollen der ebenfalls angebauten Sorten MON 810
und Bt11 (exprimieren Cry1Ab, geringe Konzentration: 0,09 ng/g), und der nicht angebauten
Sorten Dbt418 (Cry1Ac), Cbh351 (Cry9C) und Tc1507 (Cry1F) hatten keinen Effekt auf
Mortalitat oder Wachstum (bei Uber 1000 Pollenkdrner/cm?). Entsprechend waren die
Ergebnisse der Freilandstudien: Negative Wirkung wurde bei Bt176-Pollen gefunden, dagegen
keine Effekte durch Bt11 oder MON 810.

e Zeitliche Uberlappung: Je nach US-Bundesstaat entwickeln sich 15-62% der Falterlarven
wahrend der Zeit des Pollenflugs.

e Raumliche Uberlappung: Die Dichte der Asclepias-Gewachse ist im Allgemeinen auf nicht-
landwirtschaftlich genutzten Flachen hoher als auf Agrarflachen, Daten hierzu variieren stark je
nach geographischer Region. Der Pollen verbreitet sich Uber eine Entfernung von bis zu 60m
vom Rand des Maisfeldes. Im Feld betrug die Pollendichte auf Asclepias-Blattern im Mittel 171
Pollenkdrner/cm?. Die Dichte nahm stark mit der Entfernung vom Maisfeld ab (Dichte in 2-3m
Entfernung vom Feld betrug etwa 1/5 der Dichte am Feldrand).

Aus diesen Daten berechneten Sears et al. (2001) das Risiko fiir die
Monarchfalterpopulation im Bundesstaat lowa unter verschiedenen Bedingungen:

e Event 176 wird auf 5% und Bt11 oder MON 810 werden auf weiteren 20% der Maisfelder in
lowa angebaut = Das Risiko flir die Monarchfalter ware in diesem Fall 0,41%.

e 80% der Maisanbauflachen werden mit Bt-Mais der Sorten Bt11 oder MON 810 bestellt =
Gefahrdet waren in diesem Fall 0,05% der Monarchfalter.

e 80% der Maisanbauflache wird mit Event 176-Mais bestellt = In diesem Fall waren 6,1% der
Monarchfalter gefahrdet.

6.4.2 Natiirliche Feinde von Feldfrucht-Schadlingen

Von besonderem Interesse sind neben den Effekten auf bestdubende Organismen
mogliche Risiken fiir natiirliche Feinde der Schédlinge, die durch die Expression eines
Insektizids in transgenen Pflanzen bekdmpft werden sollen. Die Kontrolle von
Schéadlingspopulationen durch natirliche Feinde stellt in vielen Fallen eine wichtige
Alternative oder Erganzung zur Schéadlingsvernichtung durch Insektizide dar (Hilbeck
2001). Eine Gefdhrdung von Niitzlingen durch transgene IE-Pflanzen wére daher ein
gewichtiges Argument gegen deren Anbau. Potentiell sind natiirliche Feinde zwei
unterschiedlichen Risiken ausgesetzt, wenn ihre Beutearten durch Insektizide bekdmpft
werden. Eine direkte Gefdhrdung ergibt sich, falls das Toxin, das sich im Korper des
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Beuteorganismus befindet, direkt toxisch auf den Rauber wirkt. Eine indirekte Schadigung
wird dagegen durch eine quantitative oder qualitative Verschlechterung des
Nahrungsangebots verursacht. Rduberische Organismen sind in der Regel stark von der
Populationsdynamik ihrer Beute abhingig. Dies trifft insbesondere auf solche Rauber zu, die
sich als Spezialisten von nur einer bestimmten Beuteart erndhren. Eine Gefdhrdung einer
Nicht-Zielart, die sich als natiirlicher Feind der bekdmpften Schidlinge ernéhrt, ist also vor
allem dann zu befiirchten, wenn das Insektizid zur Bekdmpfung der Beuteart in hohen Dosen
exprimiert und dadurch eine starke Dezimierung des Bestands der Beuteart erreicht wird.

Zu den wichtigen rduberischen Niitzlingen in Agrarokosystemen gehoren die Spinnen.
In einer Studie, deren priméres Ziel ein Vergleich der Effektivitit verschiedener
Aufnahmemethoden war, konnten keine negativen Effekte von Bt-Mais (Event 176) auf die
Abundanz von Spinnen festgestellt werden. Allerdings weisen die Autoren ausdriicklich
darauf hin, dass ihr Versuchsdesign die Identifizierung eines Unterschieds zwischen den
Spinnenabundanzen der einzelnen Feldern nur dann mit einer befriedigenden statistischen
Sicherheit (80%) leisten konnte, wenn dieser Unterschied mindestens 70% betriige. Mit
demselben Versuchsdesign konnten die Autoren allerdings eine signifikante Abnahme der
Spinnenabundanzen nach der Anwendung des konventionellen Pyrethroid-Insektizids
nachweisen. Dies weist darauf hin, dass ein potentieller Effekt des Bt-Toxins auf die
Abundanz der Spinnen wesentlich geringer ist als der Effekt des herkémmlichen
Insektizids (Meissle & Lang 2005).

Volkmar et al. (Volkmar et al. 2004b) untersuchten ebenfalls den Effekt von Bt-Mais
auf Spinnen. Fiir diesen Zweck wurden wéhrend einer 2-jdhrigen Feldstudie die
Spinnengemeinschaften auf Anbauflichen mit transgenem Mais der Sorte MON 810 mit
jenen in konventionellen Maisfeldern verglichen. Von 20 unterschiedenen Spinnentaxa, die
jeweils mit wenigstens 30 Individuen in der Gesamtprobe repriasentiert waren, wurde nur eine
Art (Bathyphantes gracilis) haufiger in Bt-Mais als in konventionellem Mais gefangen. Der
Einfluss von Bt-Toxinen auf die Spinnengemeinschaft wird von den Autoren daher als
vernachlassigbar eingeschatzt.

Ludy & Lang (2004) fiihrten im Labor einen Filitterungsversuch mit
Gartenkreuzspinnen, Streifenkreuzspinnen und Wespenspinnen durch. Sie untersuchten die
Wirkung des Verzehrs von Bt-Pollen im Vergleich mit Pollen von Maispflanzen, die mit dem
gebriuchlichen Insektizid Baythroid behandelt worden waren. Weder die Konsumierung von
Bt-Toxin, noch von Bt-Maispollen, noch von Bienen mit einer Bt-Maispollentracht hatte einen
Effekt auf die Mortalitit, Uberlebensdauer, Gewichtszunahme, Reaktion auf Beute oder den
Netzbau von den untersuchten Radnetzspinnen. Dagegen hatte das insektizid Baythroid einen
negativen Effekt auf die Uberlebensdauer und die Gewichtszunahme der Spinnen. Im Freiland
bestimmten die Autoren wihrend einer dreijdhrigen Studie die Populationsdichten und
Artenzahlen von Spinnen und bliitenbesuchenden Insekten in Maisfeldern und an deren
Réndern. Die Abundanzen der Spinnen waren im ersten Jahr in den Bt-Maisfeldern geringer
als in konventionell bewirtschafteten Fldchen. Im folgenden Jahr wurden keine Unterschiede
zwischen den Feldern beobachtet. Im dritten Jahr war dagegen die Bt-Maisfelder an Spinnen
reicher als die Kontrollfelder.
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Gut untersucht sind die direkten und indirekten Effekte von Bt-Toxin auf die Griine
Florfliege Crysoperla carnea (Hilbeck et al. 1999, Meier & Hilbeck 2001, Dutton et al. 2002,
Romeis et al. 2004; siche zusammenfassende Darstellung in Hilbeck 2001). Als Nahrung fiir
diese Nicht-Zielart dienten im Versuch entweder Bt-exprimierende Maispflanzen, von
Bakterien synthetisierte Bt-Proteine oder Beuteorganismen, die einem Bt-Toxin ausgesetzt
waren. Unabhédngig davon, ob es sich um eine direkte oder indirekte Exposition handelte,
konnte jeweils ein negativer Effekt auf die Larven von C. carnea beobachtet werden.

Zusitzlich wurden Versuche durchgefiihrt, wéhrend derer die Test-Individuen zwischen
Beuteorganismen wéhlen konnten, die im Vorfeld entweder dem Bt-Toxin ausgesetzt oder mit
diesem nicht in Kontakt gekommen waren. Als Beute wurden Larven der Baumwolleule
(Spodoptera littoralis) oder Blattlduse (Rhopalosiphum padi) angeboten, von denen jeweils
ein Teil der Individuen auf Bt-Mais und die Kontrollgruppe auf einer isogenen Mais-Sorte
geziichtet worden war. C. carnea-Larven zeigten (im 3. Larvenstadium) eine deutliche
Priaferenz fiir S. littoralis-Individuen aus der Kontrollgruppe. Im Gegensatz dazu war keine
Priaferenz der C. carnea-Larven fiir eine der beiden R. padi-Versuchsgruppen zu beobachten.
Die Autoren vermuten, dass sich diese widerspriichlichen Ergebnisse aus der Abwesenheit
des Bt-Toxins im Phloem der Maispflanzen erkldren. Da sich R. padi vom Phloemsaft ernéhrt,
entgeht diese Beuteart womdglich einer Schadigung durch das Bt-Toxin. Zeigte C. carnea im
Feld eine entsprechende Priaferenz fiir solche Beuteorganismen, die keinem Bt-Gift ausgesetzt
waren, wire keine Gefdhrdung von C. carnea durch den Anbau transgener Maispflanzen zu
erwarten.

Eine alternative Route, auf der Insektizide in die Nahrungskette von Nicht-
Zielorganismen gelangen konnen, ist der Honigtau. Dieser ist insbesondere in
Agrardkosystemen eine bedeutende Zuckerquelle, da nektarproduzierende Bliiten als
Alternative haufig fehlen (Romeis et al. 2003). Es konnte z.B. gezeigt werden, dass CrylAb
auch im Honigtau von Braunen Reiszikaden (Nilaparvata lugens) nachweisbar ist, die in Bt-
Reisfeldern gesammelt wurden (Bernal et al. 2002a). Die Entwicklung und Uberlebensrate
des rdauberischen Cytorhiunus lividipennis, dem Braune Reiszikaden als Nahrung dienen,
wurden durch das Bt-Toxin im Korper der Reiszikaden nicht negativ beeinflusst (Bernal et al.
2002a).

6.4.3 Bodenorganismen (ohne Mikroorganismen)

Von GVP exprimierte rekombinante Proteine konnen entweder iiber die Wurzeln von
lebenden Pflanzen oder wihrend der Zersetzung abgestorbener Pflanzenteile in den Boden
gelangen. Es konnte gezeigt werden, dass das von B. thuringiensis ssp. kurstaki produzierte
Toxin im Boden an Erdpartikel bindet und dadurch vor Degradation geschiitzt ist. Es kann im
Boden tiber einen Zeitraum von 234 Tagen biologisch aktiv sein (Tapp & Stotzky 1998).

Die Analyse der Risiken, die mit dem Anbau von GVP fiir Bodenorganismen
verbunden sind, ist durch verschiedene Faktoren erschwert. Abgesehen von den besonderen
Schwierigkeiten, die das Untersuchen von Mikroorganismen bereitet (siche 6.3.4), sind die
Heterogenitdt des Bodens und das Fehlen von verldsslichen Zeigerorganismen weitere
Hiirden, die das Aufkliren mdéglicher Auswirkungen des Anbaus transgener Pflanzen auf
Bodenorganismen behindern.

94



6. Potentielle Schiden

Saxena & Stotzky (2001a) untersuchten den Einfluss des von transgenen Pflanzen ins
Erdreich abgegebenen Bt-Toxins auf verschiedene Bodenorganismen. Unter anderem konnten
sie das Toxin in den Organen/im Verdauungstrakt von Regenwiirmern (Lumbricus terrestris)
nachweisen. Ein signifikanter Effekt auf Abundanz, Mortalitat oder Gewicht der
Wurmer wurde jedoch nicht festgestellt. Zum selben Ergebnis kam eine Untersuchung an
Kompostwiirmern(Eisenia fetida), wobei in diesem Fall die Wirkung des Toxins Cry3A aus
transgenen Kartoffeln untersucht wurde (US EPA 2000).

Zwahlen et al. (2003) stellten hingegen fest, dass Regenwiirmer, die Bt-Mais frafen,
Gewicht verloren, wihrend die Kontrollgruppe an Gewicht zunahm. Unklar blieb in dieser
Studie die genaue Ursache fiir den beobachteten Effekt. Ob es sich um einen direkten Effekt
einer toxischen Wirkung des CrylAb-Proteins oder um einen indirekten Effekt aufgrund
anderer verdnderter Eigenschaften des transgenen Mais handelte (z.B. ein erhohter Lignin-
Gehalt, Saxena & Stotzky 2001b), konnte nicht abschlieBend geklart werden.

Eine wichtige und sehr diverse Gruppe bodenbewohnender Arthropoden sind die
Springschwinze (Collembola). Sie gelten als Indikatoren fiir Bodenfruchtbarkeit und spielen
eine wichtige Rolle bei Degradationsprozessen. O’Callaghan et al. (2005) nennen zwei
Laborstudien, die jeweils den Effekt von Bt-Toxinen aus transgener Baumwolle und
transgener Kartoffel auf ausgewdhlte Collembolenarten untersuchten, in einem Fall auch die
Wirkung von einem Toxin, das in transgenem Mais exprimiert wird. Des Weiteren sind
denselben Autoren zwei Freilandstudien in Maisfeldern bekannt, in denen Collembolen- und
Milbenpopulationen untersucht wurden. Keine dieser Studien fand eine negative
Veranderung der untersuchten Populationen.

Ein weniger eindeutiges Bild liefern auch die Ergebnisse von Studien mit transgenen
Pflanzen, die Proteaseinhibitoren exprimieren. Diesbeziiglich berichten O’Callaghan et al.
(2005) einerseits von einer Untersuchung mit transgenen Kartoffeln, wahrend der kein Effekt
dieser Pflanzen auf die Abundanz von Collembolen festgestellt wurde, und einem Nachweis,
dass auch Milben und Nematoden von diesen Pflanzen unbeeinflusst blieben. Eine weitere
Studie wird angefiihrt, die dieses Ergebnis fiir Nematoden unterstiitzt. Andererseits nahm
wihrend eines Versuchs, fiir den Blétter transgenen Tabaks in der Erde vergraben wurden, die
Anzahl der Collembolen in der Umgebung der Blitter signifikant ab. Im Labor zeigten
Nematoden auBerdem eine negative Reaktion auf die Lektine Concanavalin A und GNA
(siche O'Callaghan et al. 2005 und darin zitierte Publikationen). Tabelle 16 gibt einen
Uberblick iiber die Ergebnisse der genannten und weiterer Studien zu potentiellen Effekten
von Bt-exprimierenden Pflanzen auf Nicht-Zielorganismen.

6.4.4 Zwischenfazit Nicht-Zielorganismen (ohne Mikroorganismen)

Bt-Toxine wirken sehr spezifisch auf bestimmte Insektengruppen. Es handelt sich
generell um umweltschonende und gesundheitlich unbedenkliche Substanzen. Beziiglich der
Auswirkungen auf Nicht-Zielorganismen bestehen allerdings moglicherweise Unterschiede
zwischen dem Anbau transgener IE-Sorten und dem konventionellen Gebrauch von Bt-
Insektiziden (vgl. Hilbeck 2001). Die potentiellen Auswirkungen der Bt-Toxine dominieren
eindeutig die Sicherheitsforschung beziiglich der Effekte auf Nicht-Zielorganismen.
Erforderlich sind Daten iiber andere biologische Pestizide, die in transgenen Pflanzen
exprimiert werden.
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Tabelle 16: Effekte auf Nicht-Zielorganismen (zusammengestellt nach Malone & Pham-
Delegue 2001 und O'Callaghan et al. 2005)

Nutzling Toxin Verabreichte Form Effekt Referenz
Apis mellifera Cry1Ac gereinigtes Protein kein Effekt US EPA 2000 *
A. mellifera Cry1Ab gereinigtes Protein kein Effekt US EPA 2000 *
A. mellifera Cry1Ab gereinigtes Protein kein Effekt US EPA 2000 i
A. mellifera Cry9C gereinigtes Protein kein Effekt US EPA 2000 *
A. mellifera Cry3A gereinigtes Protein kein Effekt US EPA 2000 *
A. mellifera Cry3B gereinigtes Protein kein Effekt Arpaia 1996 *
A. mellifera Cry1Ba gereinigtes Protein kein Effekt Malone et al. 1999
Chrysopa carnea Cry1Ac gereinigtes Protein kein Effekt US EPA 2000 *
C. carnea Cry1Ab gereinigtes Protein kein Effekt US EPA 2000, Romeis  *
et al. 2004
C. carnea Cry1Ab Spodoptera littoralis- verzdgerte Entwicklung, Raps et al. 2001, *
Larven, mit B-Mais héhere Mortalitat Dutton et al. 2002
gefittert
C. carmea Cry1Ab Tetranychus urticae und kein Effekt Dutton et al. 2002 *
Rhopalosiphum padi, auf
Bt-Mais geziichtet
C. carnea ? kein Effekt Wold et al. 2001 il
Chrysopa spec. ? kein Effekt Jasinski et al. 2003 e
Hippodamia Cry1Ac gereinigtes Protein kein Effekt US EPA 2000 *
convergens
H. convergens Cry1Ab gereinigtes Protein kein Effekt US EPA 2000 *
Nasonia vitripennis Cry1Ac gereinigtes Protein kein Effekt US EPA 2000 *
Orius tristicolor Cry1Ac Beute-Organismus negativer Effekt moglich  Ponsard et al. 2002 *
O. insidiosus ? negativer Effekt, dieser Musser & Shelton 2003  ***
aber geringer als beim
Spriihen mit Pyrethroid
O. majusculus ? Anaphothrips obscurus, kein Effekt Zwahlen et al. 2000 *
geziichtet auf Bt-Mais
Geocoris punctipes Cry1Ac Beute-Organismus negativer Effekt moglich  Ponsard et al. 2002 *
Navis sp. Cry1Ac Beute-Organismus kein Effekt Ponsard et al. 2002 *
Zelus renardii Cry1Ac Beute-Organismus kein Effekt Ponsard et al. 2002 *
Cotesia marginiventris  Cry1Ac Beute-Organismus negativer Effekt moglich  Baur & Boethel 2003 *
Copidosoma Cry1Ac Beute-Organismus negativer Effekt moglich ~ Baur & Boethel 2003 *
floridanum
Spinnen-Abundanz Cry1Ab Bt-Mais-Pollenkérner Kein Effekt auf 19 von 20 Volkmar et al. 2004a e
untersuchten Arten.
Bathyphantes gracilis war
in konventionellem Mais
haufiger als im Bt-Mais
Arthropoden-Abundanz  ? positiver, negativer oder  Ning et al. 2001, Yang *
kein Effekt moglich et al. 2001, Sun et al.
2002, Anonymus 2003
Brachymeria Cry1Ab gereinigtes Protein kein Effekt US EPA 2000 *
intermedia
Parallelorhogas ? Eoreuma loftini, gefittert negativer Effekt Bernal et al. 2002b *
pyralophagus mit Bt-Mais
Coleomegilla maculata Transgen-freier Pollen, kein Effekt Duan et al. 2002, *
einer cry3Bb- Lundgren &
exprimierenden Mais- Wiedenmann 2002
Pflanze
C. maculata ? Dichte verringert Wold et al. 2001 ok
C. maculata ? kein Effekt Jasinski et al. 2003 b
C. maculata ? negativer Effekt, dieser Musser & Shelton 2003  ***
aber geringer als beim
Spriihen mit Pyrethroid
Harmonia axyridis ? negativer Effekt, dieser Musser & Shelton 2003  ***
aber geringer als beim
Spriihen mit Pyrethroid
Lumbricus terrestris Cry1Ab Wourzelsekrete transgener kein signifikanter Effekt Saxena & Stotzky >
Maispflanzen auf Abundanz, Mortalitdét  2001a
oder Gewicht
L. terrestris Cry1Ab Bt-Mais Gewichtsverlust Zwahlen et al. 2003 ?
Eisenia fetida Cry3A Bt-Kartoffeln kein Effekt US EPA 2000 ?
Nematoden Cry1Ab Wourzelsekrete transgener kein Effekt Saxena & Stotzky >

Maispflanzen

2001a

*: Laborstudien

**: Mikrokosmen (Gewachshaus)

***: Freilandstudien
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Die bisher zur Verfiigung stehenden Daten sind widerspriichlich, die meisten der
durchgefiihrten Untersuchungen haben jedoch keine negativen Effekte auf die untersuchten
Organismen feststellen konnen.

Auf der Grundlage der bisher zur Verfligung stehenden Daten lésst sich annehmen, dass
negative Effekte auf Arten hoherer Trophiestufen am wahrscheinlichsten zu erwarten sind,
wenn eine negative Auswirkung des transgenen Produkts auf die entsprechende Beute-Art zu
beobachten war. In den meisten Fillen handelt es sich demnach um indirekte Effekte
aufgrund der schlechteren Qualitét der Nahrung, weniger um eine direkte toxische Wirkung
des Insektizids auf Organismen hoherer trophischer Ebenen (Pilson & Prendeville 2004,
O'Callaghan et al. 2005). Diese Schiden treten auch durch konventionelle Insektizide auf.

Entscheidend fiir die Bewertung der indirekten schadlichen Auswirkungen sind die
herangezogenen Vergleichsdaten. In der Regel wird fiir einen Vergleich zwischen den
Auswirkungen des Anbaus von GVP mit den Auswirkungen der konventionellen
Landwirtschaft argumentiert (z.B. Firbank et al. 1999, Bartsch 2004b). Wird ein solcher
Vergleich durchgefiihrt, sprechen die Ergebnisse zumindest in einigen Fillen (z.B. beziiglich
des Maisanbaus) fiir den Einsatz der Gentechnologie in der Produktion von Nahrungs- und
Futtermitteln (siche z.B. Pimentel & Raven 2000, Firbank et al. 2003b, Meissle & Lang
2005). Die Frage, welche Form der Landwirtschaft (konventionell/6kologisch) als Malstab
dienen sollte, ist allerdings umstritten. Nicht zuletzt sind die Bewertungsmalstibe auch
abhingig von der Entscheidung, welche 6kologische Schadensdefinition zu Grunde gelegt
wird (Bartz et al. 2005).

6.4.5 Mikroorganismen

Die Bodenfauna ist stark von Mikroorganismen dominiert. Werden Pflanzenwurzeln
vernachldssigt, so haben Mikroorganismen einen Anteil von mehr als 80% an der
Biomasse im Boden. Bisher wurden die moglichen Effekte von transgenen Pflanzen auf
Nicht-Zielorganismen jedoch hauptséchlich fiir die Makrofauna untersucht (Bruinsma et al.
2002). Dies liegt u.a. an den besonderen Schwierigkeiten, die eine systematische
Untersuchung von dynamischen Prozessen bei Mikroorganismen im Freiland bereitet. So
kann z.B. ein hoher Prozentsatz der im Boden vorkommenden Bakterien nicht kultiviert
werden und die Auswertung einer groBen Menge an Proben ist erforderlich, um signifikante
Ergebnisse zu erzielen (Siehe auch Kapitel 6.5). Aufgrund der Bedeutung, die
Mikroorganismen flir Okosystemare Stoftkreisldufe haben, verlangt ihre potentielle
Schadigung durch transgene Pflanzen jedoch intensive Beachtung.

Mikroorganismen, insbesondere Pilze, spielen gleichzeitig als Krankheitserreger eine
grof3e Rolle und verursachen hohe Ernteausfille. Ihre Bekdmpfung ist daher ebenfalls Ziel der
Zichtungsforschung (siehe 5.5.3). Realisiert wurde dieses Ziel z.B. fiir Weizen, der fungizide
Proteine exprimiert und dadurch erfolgreich das Wachstum des Maisbrandpilzes Ustilago
maydis hemmte und eine erhohte Resistenz gegen den Weizensteinbrand Tilletia tritici besal3
(Clausen et al. 2000). Die Wirkung des fungiziden Weizens auf mikrobielle Nicht-
Zielorganismen wurde in der zitierten Studie nicht untersucht. Die Resistenz der Pflanzen
gegen den getesteten pathogenen Pilz Tilletia tritici wurde in planta durchgefiihrt. Vergleiche
zwischen den Rhizosphédren transgener und nicht-transgener Sorten lieferten in der
Vergangenheit widerspriichliche Ergebnisse. Waihrend bei einem Vergleich von drei
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unterschiedlichen  Rapssorten  jeweils signifikante = Unterschiede beziiglich  der
Bakteriengemeinschaften festgestellt wurden (Siciliano & Germida 1999), konnten solche
Unterschiede fiir Mais nicht nachgewiesen werden (Schmalenberger and Tebbe, 2002;
Schmalenberger and Tebbe, 2003). Stattdessen wurde gezeigt, dass die Pflanzenart, mit
der eine bakterielle Gemeinschaft assoziiert ist, auf letztere selektierend wirkt. Dies gilt
unabhangig davon, ob es sich dabei um transgene oder nicht-transgene Pflanzen
handelt. Entsprechend wurden grole Unterschiede gemessen beziiglich der
Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaften an den Wurzeln von Raps im Vergleich zu
Weizen (Germida et al. 1998) und von Zuckerriilben im Vergleich zu derjenigen an den
Wurzeln von Maispflanzen, die im selben Feld wuchsen (Schmalenberger and Tebbe, 2002).
Dartiber hinaus verdndert sich die mikrobielle Fauna der Rhizosphére in Abhingigkeit vom
Pflanzenwachstum. Im Laufe der Entwicklung einer Pflanze vom Keimling zum Adult findet
eine  Sukzession in der Bakteriengemeinschaft statt. Wiederum  spezifische
Bakteriengemeinschaften sind mit absterbendem und totem Pflanzenmaterial assoziiert (vgl.
Bruinsma et al. 2002).

Wenig ist bekannt iiber den Einfluss von transgener Nahrung auf Mikroorganismen
im Darmtrakt von Menschen oder Tieren. Einspanier et al. (2004) untersuchten den Effekt
von Bt-Mais auf die bakterielle Gemeinschaft im Verdauungstrakt von Rindern. Obwohl bei
allen iiber einen Monat mit Bt-Mais gefiitterten Tieren das Bt-Toxin im Verdauungstrakt
nachgewiesen werden konnte, ergab sich kein signifikanter Unterschied bezlglich der
Zusammensetzung der Bakterien-Population in den Darmen der Rinder, die Bt-Mais
fralen und der Kontrollgruppe. Allerdings wurde im Kot der Rinder, deren Futter Bt-Mais
enthielt, das Bt-Protein CrylAb ebenfalls nachgewiesen, in einer Konzentration von ca.
0,08ng CrylAb/g Protein. Aussagen iiber die biologische Aktivitdt des Toxins nach der
Darmpassage konnten nicht gemacht werden, aber eine Belastung von Weidebdden mit Bt-
Toxin scheint auf diesem Wege moglich. In Tabelle 17 sind Untersuchungsergebnisse von
Studien zusammengestellt, deren Ziel es war, den Einfluss transgener Pflanzen auf
Mikroorganismen experimentell zu ermitteln.

Eine weitere Frage, welche unbeabsichtigten und negativen Auswirkungen transgene
Pflanzen auf die Gemeinschaften von Mikroorganismen haben konnten, betrifft die potentielle
Aufnahme und stabile Integration von transgener Pflanzen-DNA durch Bakterien (vgl.
Lynch et al. 2004). Diese Problematik wird im Kapitel 6.5 dargestellt und diskutiert.

6.4.6 Zwischenfazit Mikroorganismen

Boden-Mikroorganismen sind transgenen Pflanzen bzw. transgenen Produkten vielfach
ausgesetzt, u.a. durch direkten Kontakt an den Wurzeln, eine Exposition durch Wurzelsekrete
oder durch totes Pflanzenmaterial.

Die bisher zur Verfiigung stehenden Daten sind widerspriichlich. Viele, aber nicht alle
der bisher durchgefiihrten Vergleiche zwischen mikrobiellen Gemeinschaften unter dem
Einfluss von GVP und solchen, die mit konventionellen Pflanzen in Kontakt stehen, haben
Unterschiede zwischen den Gemeinschaften festgestellt (Bruinsma et al. 2002). Haufig blieb
der kausale Zusammenhang zwischen der Anwesenheit des transgenen Pflanzenmaterials und
Verdnderungen in der mikrobiellen Gemeinschaft allerdings unklar.
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Tabelle 17: Uberblick iiber Untersuchungsergebnisse beziiglich des Einflusses transgener
Pflanzen auf Mikroorganismen (modifiziert nach Bruinsma et al. 2002)

GV- GV-Merkmal Ergebnisse Referenz
Pflanze
Mais Bt-Toxin kein Effekt auf die Bakterienflora im Darm von  Einspanier et al.
Rindern, die GV-Mais fralen 2004
Mais keine GV-spezifischen Effekte Schmalenberger
& Tebbe 2002,
2003
Raps Glufosinat- und Unterschiede zwischen den assoziierten Dunfield &
Glyphosat- Bakterien-Gesellschaften von GV-Raps und Germida 2001
Resistenz nicht GV-Raps
Mais Bt-Toxin keine Unterschiede bezlglich der Anzahl Saxena & Stotzky
kultivierbarer Bakterien, Pilze oder Protozoa 2001a
Kartoffel = T4-Lysozym- Erhéhte Mortalitat von Bacillus subtilis an den Ahrenholtz et al.
Produktion Haarwurzeln der transgenen Kartoffelpflanzen 2000
Weizen Fungizides Protein  Pilzschadigende Wirkung gegen Ustilago Clausen et al.
KP4 maydis, erhdhte Resistenz gegen Tilletia tritici 2000
Mais Bt-Toxin (Cry1Ab) Lignin wurde in den GV-Maisfeldern schneller  Escher et al. 2000
abgebaut. Das Bakterienwachstum war im Kot
von P. scaber-Individuen, die sich von GV-Mais
ernahrt hatten, bis zu 60% niedriger, als bei der
Kontrollgruppe (nicht-transgener Mais)
Gemeiner Opin-Produktion Selektionsvorteil fiir Opin-verstoffwechselnde Oger et al. 2000
Hornklee Bakterien, keine Effekte auf andere Bakterien
Kartoffel = Barnase/Barnstar Effekte auf die Zusammensetzung der Lukow et al. 2000
und gus-Gene bakteriellen Gemeinschaften
Raps Unterschiede zwischen den mit den Raps- Siciliano &
Pflanzen assoziierten Bakteriengemeinschaften Germida 1999
Kartoffel ~ T4-Lysozym Kein Effekt der T4-Lysozym-Produktion auf Lottmann et al.
Pflanzen-assoziierte Bakterien 1999
Luzerne  Alpha-Amylase und Konsistente Unterschiede beziglich der Di Giovanni et al.
Lignin Peroxidase Bakteriengemeinschaft 1999
Tabak Proteinase Inhibitor | Effekte auf Populationen von Protozoen, Donegan et al.
Nematoden und Mikroarthropoden 1997
Nicotiana 3 verschiedene Erhohte Resistenz der Pflanzen gegen die Vierheilig et al.
sylvestris Formen der Tabak- Kolonisierung durch das Wurzelpathogen 1993

Chitinase

Rhizoctoniasolani, hingegen normale
Kolonisation durch den Wurzelsymbionten
Glomus mosseae

Methodische Probleme erschweren nach wie vor die Risikoabschitzung beziiglich des

Einflusses von GVP auf mikrobielle Gemeinschaften, einschlieBlich Unklarheiten beziiglich
der Wahl der zu messenden Parameter und der notwendigen Groéfe der Stichprobe (vgl.
6.5.4). Aufgrund der enormen Diversitdt von Mikroorganismen kann nur ein geringer Teil der
Vielfalt und der Prozesse erfasst werden. Die Identifizierung und Untersuchung von
Indikatorarten und Indikatorprozessen ist daher fiir ein Monitoring notwendig. Die
Indikatorarten sollten funktionelle Gruppen reprisentieren, und im untersuchten Okosystem
eine wichtige, nicht oder kaum durch andere Arten geleistete 6kologische Funktion erfiillen.
Bruinsma et al. (2002) identifizierten als mogliche mikrobielle Indikatorgruppen:
Antagonistische Bakterien, Mycorrhiza-Pilze, Ammonium-oxidierende Bakterien und
Stickstoff-fixierende Bakterien; als mdgliche Indikatorprozesse: Abbau von schwer
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abbaubaren organischen Verbindungen, und die Eigenschaft des Bodens, Krankheitskeime zu
unterdriicken. Die Wahl der Indikatoren ist von den spezifischen Bodeneigenschaften des
Untersuchungsgebiets abhédngig.

Bodenokosysteme sind duBerst dynamisch und unterliegen zahlreichen natiirlichen und
anthropogenen Einfliissen, u.a. jahreszeitlichen und klimatischen Schwankungen, sowie
landwirtschaftlicher und diverser anderer variabler Nutzungen. Diese Prozesse haben zur
Folge, dass sich die Bedingungen, denen Boden-Mikroorganismen ausgesetzt sind, hdufig
dndern. Diese Variabilitdt erschwert den Nachweis eines ursdchlichen Zusammenhangs
zwischen verdnderten mikrobiellen Gemeinschaften und dem Anbau transgener Pflanzen.

6.5 Horizontaler Gentransfer

Horizontaler oder lateraler Gentransfer (HGT) bezeichnet den Vorgang der DNA-
Ubertragung zwischen Organismen, der unabhiingig von sexuellen Vorgingen und
Artgrenzen ist. Es wird angenommen, dass Prozesse dieser Art wihrend der Lebensdauer
eines Individuums sehr selten, in evolutiondren Zeitrdumen jedoch mit relevanter Frequenz
stattfinden (Forsman et al. 2003). So waren HGT-Ereignisse vermutlich mehrfach fiir die
Entstehung der mikrobiellen Vielfalt von Bedeutung. Einige DNA-Sequenzen in den
Genomen von rezenten Prokaryota (Bakterien und Archaeen) weisen z.B. eine hohe
Ahnlichkeit mit nur entfernt verwandten Organismen auf. Als sparsamste Erklirung fiir
diesen Sachverhalt werden HGT-Prozesse postuliert (Doolittle 1999, vgl. auch Stanhope et al.
2001).

Bakterien besitzen effektive Mechanismen fiir einen horizontalen Austausch von DNA-
Fragmenten. Diese sind moglicherweise aufgrund der Tatsache entstanden, dass sich
Bakterien durch einfache Zellteilung vermehren und dabei keine Rekombination des
genetischen Materials stattfindet (Van den Eede et al. 2004). Aufgenommene Fremd-DNA
kann von Bakterien in ihr Genom integriert werden und dadurch gegebenenfalls eine
Anpassung an verdnderte Umweltbedingungen ermdglichen. In anderen Fillen scheint HGT
anderen Zwecken zu dienen. So wird aufgenommene Fremd-DNA auch zur Reparatur
endogener DNA oder als Nihrstoffquelle genutzt (Chen & Dubnau 2004).

AuBerhalb des Reichs der Prokaryoten ist eine horizontale Ubertragung von
genetischem Material zwar ebenfalls nachgewiesen worden (siehe 6.5.3), dieser betraf aber in
keinem Fall die Keimbahn (Van den Eede et al. 2004).

Es werden drei Mechanismen des HGT zwischen Bakterien unterschieden: (1)
Bakteriophagen-vermittelte Transduktion, (2) bakterielle Konjugation, bei der der Austausch
von genetischem Material wéihrend direktem physischen Zellkontakts stattfindet, und (3)
natiirliche Transformation, d.h. die Aufnahme extrazelluldrer (,,nackter) DNA aus der
Umgebung.

Die Transduktion als Mechanismus der horizontalen Ubertragung von genetischem
Material wird fiir den DNA-Transfer von Pflanzen zu Bakterien ausgeschlossen, da sich das
Wirtsspektrum von Phagen auf bakterielle Zellen beschrinkt. Eine Aufnahme oder
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Mobilisierung von (endogener oder rekombinanter) pflanzlicher DNA ist durch Phagen daher
nicht moglich.

Als Konjugation bezeichnete Vorgénge sind im engeren Sinne ebenfalls auf das Reich
der Bakterien beschrinkt. Das Einschleusen von Fremdgenen in eine Zielpflanze mit Hilfe
des Ti-Plasmids von A. tumefaciens verlduft allerdings nach einem dhnlichen Prozess (Nielsen
et al. 1998). Ein Riick-Transfer von DNA aus ciner Pflanze in ein Bakterium mittels
desselben Mechanismus wird aber als unwahrscheinlich erachtet, da fiir den Gentransfer
notwendige Gene (Vir Gene) nicht in die Zielpflanze tibertragen werden (siche auch 5.1).

Dem Mechanismus der natlrlichen Transformation wird das grofte Potential fiir
einen DNA-Transfer von Pflanzen zu Bakterien zugeschrieben (Nielsen et al. 1998, Paget et
al. 1998, Bertolla et al. 1999, Smalla et al. 2000). Im Gegensatz zur technischen
Transformation von Zellen, bei der die Durchléssigkeit der Zellmembran kiinstlich
manipuliert wird (z.B. durch Elektroporation) oder Vektoren fiir den Transfer von DNA
eingesetzt werden, sind bei der natilirlichen Transformation von Bakterien spezifische
endogene Proteine fiir die Aufnahme und Prozessierung der Fremd-DNA verantwortlich. Die
aufgenommenen Gen-Fragmente interagieren mit cytoplasmatischen Proteinen und sind
dadurch vor intrazellulirem Abbau durch Restriktionsenzyme oder DNasen geschiitzt (fiir
Einzelheiten siehe z.B. Chen & Dubnau 2004).

Bei ausreichender Ubereinstimmung von Fremd- und endogener DNA-Sequenz kann
die aufgenommene DNA durch homologe Rekombination stabil in das bakterielle Empfénger-
Genom eingebaut werden. Fehlende oder geringe Homologie der DNA-Sequenzen stellt
normalerweise eine wirksame Barriere fiir eine Rekombination des genetischen Materials von
Bakterien mit divergierenden DNA-Sequenzen dar (vgl. Datta et al. 1997). Durch einen der
folgenden Mechanismen kann dennoch eine Integration ins Wirtsgenom erfolgen:

e Bildung eines unabhingig replizierenden Elements,

e Einbau an einer Insertionsstelle des Genoms durch die Aktivitit von
Enzymen, die bestimmte, kurze DNA-Abschnitte erkennen und Fragmente
mit diesen Erkennungssequenzen ausschneiden und einfligen kdnnen (in
diesem Fall handelt es sich bei der Fremd-DNA um mobile genetische
Elemente, wie z.B. Integrons, Genkassetten oder Transposons),

e [llegitime Rekombination, wobei nicht-homologe DNA-Stringe gepaart
werden (siehe Kapitel 5.1).

Die Debatte um mdgliche Risiken gentechnisch verdnderter Pflanzen gab der Forschung
zur Aufklarung von HGT-Mechanismen einen starken Impuls. Die potentielle Ausbreitung
von Antibiotikaresistenzgenen erhilt im Zusammenhang mit dem GVO-Anbau besondere
Aufmerksamkeit und steht im Zentrum der HGT-Sicherheitsforschung (Smalla et al. 2000, De
Vries et al. 2001, Netherwood et al. 2004). Antibiotikaresistente Bakterienstimme stellen ein
gravierendes Gesundheitsrisiko dar. In den vergangenen Jahrzehnten war eine beschleunigte
Entstehung von antibiotikaresistenten Pathogenen zu beobachten, wihrend im gleichen
Zeitraum die Anzahl der Entdeckungen neuer Wirkstoffe und der Neuentwicklungen von
Antibiotika-Medikamenten deutlich abnahm (WHO 2002).
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Ubereinstimmend wird angenommen, dass HGT fiir Bakterien eine bedeutendeRolle als
Evolutionsmechanismus spielt und Antibiotikaresistenzgene auf diese Weise unter Bakterien
ausgetauscht werden. Bei entsprechendem Selektionsdruck (z.B. in Kliniken) kdnnen sich
Antibiotikaresistenzgene innerhalb kurzer Zeit verbreiten (Nielsen et al. 1998). Umstritten
bleibt aber weiterhin, wie hiufig und nach welchem der drei beschriebenen Ubertragungs-
Mechanismen HGT-Ereignisse unter natiirlichen Bedingungen stattfinden (Nielsen et al.
1998).

Eine erfolgreiche Transformation von Bakterien durch (transgene) Pflanzen-DNA
erscheint zundchst unwahrscheinlich, da hierfiir verschiedene Voraussetzungen bzw.
biologische Schritte notwendig sind:

e Vorliegen von ,nackter DNA, zB. durch Degradation von
Pflanzenmaterial,

e Anwesenheit von aufnahmefahigen (kompetenten) Bakterienzellen,

e Aufnahme der (transgenen) pflanzlichen DNA, Schutz vor intrazelluldrem
Abbau,

e Integration ins bakterielle Genom und

e Expression im Bakterium (vgl. Gebhard & Smalla 1998, Kay et al. 2002).

In Pflanzen mit einer genetischen Manipulation im Kerngenom reprisentiert das
Transgen weniger als 0,0005% des Gesamtgenoms (Gebhard & Smalla 1998). Es erscheint
folglich zunéchst plausibel, dass endogene Pflanzen-DNA eher Subjekt eines HGT sein
konnte als ein inseriertes Transgen. Aufgrund der in der Regel fehlenden Sequenzhomologie
zwischen endogenen Pflanzengenen und Bakteriengenen wird ein solcher Vorgang jedoch als
unwahrscheinlich betrachtet. Der Expression von eukaryotischen Genen in Bakterien stehen
zudem verschiedene Hindernisse im Wege. So besitzen Bakterien z.B. keine
Splicingmechanismen und sind dadurch nicht in der Lage, Intron-enthaltende eukaryotische
Gene korrekt zu exprimieren. Dariiber hinaus verlangt die Expression eines eukaryotischen
Gens in einem Bakterium das Vorhandensein eines prokaryotischen Promotors in der
entsprechenden Positionierung zum iibertragenen Gen (Bertolla et al. 1999).

Dagegen konnte HGT durch das Vorhandensein bakterieller Gene, Promotoren,
Terminator- und anderen DNA-Sequenzen in rekombinanten Pflanzengenomen begiinstigt
werden, da sich hierdurch der Grad der Sequenz-Homologie zwischen Bakterien und
Pflanzen erhoht (Gebhard & Smalla 1998, Bensasson et al. 2004). Des Weiteren wird
angenommen, dass die Wahrscheinlichkeit fiir HGT an solchen Orten am grofBten ist, an
denen Bakterien (zum Teil im kompetenten Stadium) mit hoher Dichte und Diversitat
vorkommen und in Kontakt mit groBen Mengen (transgener) DNA gelangen. Solche
Bedingungen scheinen am ehesten im Darmtrakt von Menschen oder Tieren, bei engen
pathogenen, symbiotischen oder endophytischen Interaktionen zwischen Pflanzen und
Mikroorganismen, und wahrend Degradation- oder Fermentationsprozessen gegeben zu
sein (Paget et al. 1998, Gebhard & Smalla 1999, Heritage 2005, Bertolla et al. 2000, Van
Elsas et al. 2002, Van den Eede et al. 2004).
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In den folgenden Abschnitten 6.5.1 und 6.5.2 werden die Voraussetzungen und
biologischen Schritte, die HGT zwischen Pflanzen und Bakterien erméglichen konnten, fiir
Pflanzen-assoziierte Bakterien und Darmbakterien getrennt dargestellt und diskutiert.

6.5.1 Pflanzen-assoziierte Bakterien

Es wird angenommen, dass der an Pflanzenwurzeln stattfindende Wasser- und
Néhrstoffaustausch giinstige Bedingungen fiir HGT schafft und der Wurzelraum
(Rhizosphére) von Pflanzen daher einen besonders geeigneten Ort fiir HGT-Ereignisse bildet
(,LHGT hot spot’) (Van Elsas et al. 2002). Dariiber hinaus werden die Oberflichen und
Gewebe der iiberirdischen Teile einer Pflanze (Phyllo- bzw. Phytosphire) als Orte mit
erhohter HGT-Wahrscheinlichkeit angesehen.

Eine erste Voraussetzung fiir HGT von Pflanzen-DNA zu Pflanzen-assoziierten
Bakterien ist das Vorhandensein extrazellularer DNA und der enge Kontakt dieser mit den
potentiellen Empfangerorganismen. Der in der Regel rasch erfolgende enzymatische Abbau
von DNA im Boden kann durch eine Bindung an die Oberflichen von Mineralien verhindert
werden. Wenn diese Bindung reversibel ist, beeintrichtigt sie die Transformationsfahigkeit
der DNA nicht notwendigerweise (Lorenz & Wackernagel 1994, Pietramellara 2004).

Paget et al. (1998) untersuchten den Degradationsprozess von gentechnisch
verdandertem Tabak im Freiland und konnten transgene DNA {iber eine Dauer von mindestens
12 Monaten im Boden nachweisen. Ein horizontaler Transfer des im Tabak vorhandenen
Antibiotikamarkers (Gentamicin-Resistenz) zu Mikroorganismen wurde nicht beobachtet. Die
Transformierbarkeit der im Boden nachgewiesenen DNA wurde nicht getestet, so dass
ungeklirt blieb, ob und im welchem Zeitraum diese DNA-Fragmente die Fiahigkeit zur
Transformation von Bakterien {iberhaupt besallen.

Gebhard und Smalla (1999) untersuchten ebenfalls die Persistenz von transgener DNA
im Boden. Im Freiland konnten sie fiir transgene Zuckerriiben spezifische DNA Uber einen
Zeitraum von zwei Jahren nachweisen.

In diesen Pionierstudien auf dem Gebiet ,,Nachweis transgener DNA im Boden*
wurden die Proben allerdings Bedingungen ausgesetzt, die keine sichere Unterscheidung
der detektierten DNA in urspringlich extrazellular oder sekundér freigesetzt (durch eine
Zerstorung der Zellen wihrend der Extraktion) zuliefen (De Vries et al. 2003, siehe auch
Badosa et al. 2004). Gebhard und Smalla (1999) konnten allerdings aus Riiben extrahierte,
d.h. eindeutig zu Beginn des Versuchs bereits extrazelluldr vorliegende DNA noch nach sechs
Monaten im Boden nachweisen.

Nach der Etablierung einer weniger aggressiven Extraktions-Methodik konnte gezeigt
werden, dass Pflanzen genetisches Material nicht nur wihrend des Verfalls/Verrottung
freisetzen, sondern auch wiahrend des Wachstums. Dies wurde anhand im Boden
nachgewiesener DNA einer transgenen Kartoffel-Sorte demonstriert. In diesen Feld-
Versuchen war transgene DNA auch noch in einiger Entfernung zu den Kartoffelpflanzen
aufzufinden, moglicherweise wurde diese durch Wurzelwachstum oder Pollentransfer
verbreitet (De Vries et al. 2003).
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Schlussfolgernd kann extrazellulire DNA im Boden, einschlieBlich solcher aus
transgenen Pflanzen, als potentielle Quelle fir HGT von Pflanzen zu Mikroorganismen
betrachtet werden (vgl. Bertolla et al. 1999). Der Kontakt zwischen ,,nackter DNA“ und
Bakterien kann dariiber hinaus auch innerhalb einer Pflanze stattfinden. Um sich in der
Pflanze zu verbreiten, setzen Bakterien lytische Enzyme ein, die die pflanzlichen Zellwénde
und andere Gewebe zerstoren. Wihrend dieses Prozesses kann es zu direktem physischem
Kontakt zwischen Wirts-DNA und infizierenden Zellen kommen (Bertolla et al. 2000).

Neben der bloBen Existenz von extrazellulirer DNA in der Umgebung von
kompetenten Bakterien sind allerdings auch deren physikalische und chemische
Eigenschaften ausschlaggebende Faktoren, die die Wahrscheinlichkeit einer Transformation
bestimmen. Diese Eigenschaften konnen wiederum vom pH-Wert oder anderen
Charakteristika des umgebenden Milieus (Boden oder Pflanzengewebe) abhidngen (vgl.
Nielsen et al. 1998).

Die zweite Voraussetzung fiir HGT von Pflanzenzellen zu Mikroorganismen betrifft die
Féahigkeit von Bakterien, Fremd-DNA aus der Umgebung aufzunehmen. Diese als
Kompetenz bezeichnete Fahigkeit ist unter Bakterien {iber ein weites Artenspektrum
verbreitet (Lorenz & Wackernagel 1994, vgl. auch Chen & Dubnau 2004). Das kompetente
Stadium wird meist voriibergehend wihrend einer bestimmten Wachstumsphase erreicht. Es
ist von physiologischen und Umweltfaktoren abhidngig und wird genetisch reguliert.

Bertolla et al. Bertolla et al. 1999 zeigten, dass Bakterien das kompetente Stadium auch
in planta erreichen konnen. Hierzu injizierten sie Plasmid-DNA in Tomatenpflanzen, die mit
R. solanacearum infiziert waren. Bei der anschlieBenden Untersuchung der Bakterien wurden
Transformanten identifiziert, die Plasmid-DNA aufgenommen hatten, im Pflanzengewebe
also vorlibergehend kompetent waren. In einem weiteren Versuch wurden die
Tomatenpflanzen mit zwei unterschiedlichen R. solanacearum-Stdmmen ko-infiziert. Unter
diesen Umstdnden wurde HGT zwischen den verschiedenen Bakterienstimmen beobachtet,
der offensichtlich auf dem Wege der natiirlichen Transformation (Aufnahme extrazellulédrer
DNA) stattgefunden hatte. Ein Transfer von Pflanzen-DNA auf R. solanacearum wurde nicht
beobachtet (Bertolla et al. 1999).

Kay et al. (Kay et al. 2002) demonstrierten, dass auch Acinetobacter-Zellen das
kompetente Stadium in planta erreichen koénnen. Fiir Acinetobacter sind hohe
Transformationsfrequenzen bekannt, was zusétzlich die These unterstiitzt, dass HGT
zwischen Pflanzen und Bakterien unter natiirlichen Bedingungen moglich sein konnte.

Gebhard und Smalla (Gebhard & Smalla 1998) gelang der experimentelle Nachweis der
Transformation von kompetenten Bakterien durch ein homologes DNA-Fragment aus
dem Genom transgener Pflanzen in vitro. Dieses Szenario war zuvor lediglich hypothetisch
diskutiert und aufgrund von Sequenzvergleichen als evolutiondrer Mechanismus postuliert
worden. In ihren Versuchen setzten sie entweder Plasmid-DNA, extrahierte DNA aus
transgenen Zuckerriiben oder homogenisiertes Pflanzenmaterial transgener Zuckerriiben ein,
um Acinetobacter-Bakterien mit einer Deletion im nptll-Gen (Kanamycinresistenz) zu
transformieren. Unter Laborbedingungen konnten fiir jede Art von eingesetzter Donor-DNA
positive Acinetobacter-Klone selektiert werden, deren nptll-Gen durch die zugegebene DNA
komplementiert worden war.
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Aufgrund dieser Ergebnisse konnte geschlossen werden, dass die Ubertragung von
Pflanzen-DNA auf Bakterien und eine anschlieRende Integration ins bakterielle Genom
moglich ist, wenn im Empfangerorganismus homologe Sequenzbereiche vorhanden sind. Ob
solche Vorgédnge auch unter natirlichen Bedingungen stattfinden, blieb zunéchst jedoch
noch ungeklart.

Spdtere Versuche der selben Autoren waren auf die Frage des HGT im Freiland
gerichtet (Gebhard & Smalla 1999). Aus Bodenproben eines Feldes mit transgenen
Zuckerriiben wurde Bakterien-DNA entweder direkt aus dem Boden extrahiert oder von der
kultivierbaren Bakterienfraktion isoliert und auf Transgen-spezifische Sequenzabschnitte hin
untersucht. Einige Proben lieferten Signale, die auf eine Ubertragung des
pflanzenspezifischen Transgens in die Bakterien hinwiesen. Ein eindeutiger Nachweis, dass
HGT tatsédchlich stattgefunden hatte, gelang jedoch nicht, da die fiir die positiven Signale
verantwortlichen Bakterien nicht isoliert werden konnten. Die Ursache der positiven
Ergebnisse blieb daher ungeklért (Gebhard & Smalla 1999, vgl. auch Badosa et al. 2004).

Im Gewichshaus fiihrten Kay et al. Versuche mit transgenen Tabakpflanzen durch, die
mit Acinetobacter infiziert waren. Besalen die Acinetobacter-Bakterien ein Plasmid mit
homologen Sequenzen zu Chloroplastengenen, fand eine Transformation durch DNA aus der
transgenen Tabakpflanze statt. Fehlten die homologen Sequenzabschnitte, war keine
Transformation zu beobachten (Kay et al. 2002). Erneut war hiermit die Bedeutung der
Sequenzhomologie zwischen Donor- und Empfinger-DNA fiir das Stattfinden von HGT
demonstriert worden.

Auch in den Versuchen von Tepfer et al. (2003) fand HGT nur statt, wenn in den
Empfingerzellen homologe Sequenzen zur transferierten DNA vorhanden waren. Unter
diesen Umstdnden wurden HGT-Ereignisse in Zellkulturen sechs verschiedener transgener
Pflanzenarten (Arabidopsis thaliana, Brassica napus, Calystegia sepium, Daucus carota,
Medicago trunculata, Nicotiana tabacum) zum Bodenbakterium Acinetobacter nachgewiesen.
Bei fehlender Sequenzhomologie waren die Ergebnisse negativ.

Bei einem systematischen Monitoring von HGT auf kommerziellen GVP-Anbauflidchen
lieferten einige Proben positive Signale (ca. 1% der gesamten Probenmenge), unabhéngig
davon, ob sie von Bt-Maisfeldern oder konventionellen Anbauflichen stammten (Badosa et
al. 2004). Jedoch entsprachen weder die Produkte einer Reamplifikation mit internen Primern
noch einer Spaltung mit Restriktionsenzymen den Sequenzen, die aufgrund einer Transgen-
Ubertragung vom Bt-Mais zu den untersuchten Bodenbakterien zu erwarten gewesen wiren.
Ein Vergleich der amplifizierten Gen-Abschnitte mit Nukleotid-Sequenzen der GenBank-
Datenbank bestétigte, dass es sich nicht um das gesuchte Transgen handelte. In dieser
Untersuchung, fiir die schitzungsweise 0,4-1,6 x 10° Genome von mit transgenen Pflanzen
assoziierten Bakterien analysiert wurden, konnte kein Transfer eines Transgens von Bt-Mais
zu assoziierten Bodenbakterien demonstriert werden.

6.5.2 HGT in Darmbakterien

Das Potential fiir einen erfolgreichen Transfer von Pflanzen-DNA zu den Bakterien im
Verdauungstrakt von Menschen oder Tieren wird wesentlich von dem Zeitraum bestimmt,
tiber welchen DNA-Fragmente im Verdauungssystem intakt und transformierbar bleiben. Die
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Menge und Integritdt der in der Nahrung enthaltenen DNA wird wiederum von der
Verarbeitung der Lebensmittel beeinflusst (Duggan et al. 2000, Van den Eede et al. 2004).
Der groBte Teil der zugefiihrten intakten DNA wird durch Enzymaktivititen im
Verdauungstrakt abgebaut. Eine vollstaindige Degradation findet jedoch entgegen fritheren
Annahmen nicht statt (Schubbert et al. 1997).

Duggan et al. (2000) untersuchten die Bestdndigkeit und Transformationsfihigkeit von
Mais-DNA wihrend Verdauungs- und Fermentationsprozessen. Wihrend einer Inkubation in
Pansen-Sekret war die DNA fiir mindestens 30 Minuten nachweisbar, bei einer Inkubation in
Speichel sogar fiir 24 Stunden. Wéhrend im letzteren Fall plastiddre DNA {iber den gesamten
Zeitraum ihre Fahigkeit behielt, kompetente E. coli-Zellen zu transformieren, verlor die
Plastid-DNA diese Fahigkeit wiahrend der Inkubation in Pansen-Sekret bereits nach 1 Minute.
Dieselben Autoren beobachteten jedoch die Transformation von E. coli-Zellen durch Plasmid-
DNA, wenn diese und das Pansen-Sekret gleichzeitig in den Inkubationsansatz gegeben
wurden. Vergleichbar kam es ebenfalls zu einer Transformation, wenn statt der Verdauung
ein Fermentationsprozess (Silage) simuliert wurde.

Ziel einer weiteren in vitro Studie war es zu bestimmen, in welchem Mal} aus
gentechnisch  manipulierter Nahrung stammende transgene DNA im  oberen
Verdauungssystem des Menschen degradiert wird, bzw. die Verdauungsprozesse iibersteht
(Martin-Orue et al. 2002). Es zeigten sich Unterschiede zwischen der Degradation von
nackter DNA und in Zellen eingeschlossener DNA. Die in Pflanzenzellen enthaltene
transgene DNA schien im Gegensatz zur extrazelluliren DNA durch den Nahrungsbrei vor
rascher Degradation geschiitzt zu sein. Nach einer dreistiindigen Inkubationszeit waren noch
etwa 4,5 und 0,5% der transgenen, in Soja- bzw. Mais-Zellen eingeschlossenen DNA
nachweisbar. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass bestimmte hédufig vorkommende
Inhaltsstoffe von Nahrungsmitteln die Degradationsrate von DNA beeinflussen konnen. Die
Ergebnisse waren beziiglich der Richtung des Effekts allerdings widerspriichlich: Wéhrend
der Abbau von nackter Soja-DNA durch die Gerbsdure Tannin (enthalten u.a. in griinen
Bohnen, Linsen, Kaffee und Tee) und durch das Polysaccharid Gummiarabikum (verwendet
als Verdickungsmittel und Appetitziigler) gehemmt wurde, schienen diese Substanzen die
Degradationsrate der in Sojazellen eingeschlossenen DNA zu erhohen (Tannin) bzw. nicht zu
beeinflussen (Gummiarabikum). Unabhéngig von der Interpretation der Daten beziiglich des
Einflusses von zusitzlichen Inhaltsstoffen auf den DNA-Degradationsprozess unterstiitzen
die Ergebnisse von Martin-Orue et al. (Martin-Orue et al. 2002) die Hypothese, dass ein Teil
der in der Nahrung vorhandenen DNA die Passage des oberen Verdauungstrakts
Ubersteht und somit potentiell durch kompetente Bakterien der Darmflora aufgenommen
werden konnte.

In Hiihnern, denen transgener Mais geflittert wurde, konnte das Transgen nicht weiter
als bis zum Magen verfolgt werden (Chambers et al. 2002). Dagegen konnten Wilcks et al.
(2004) zeigen, dass die im Mais-Futter enthaltende Chloroplasten-DNA eine Darmpassage bei
Ratten nicht nur tibersteht, sondern auch biologisch aktiv bleibt. E. coli-Zellen konnten mit
dieser DNA in vitro transformiert werden.

In einer weiteren Untersuchung wurden Bakterien (S. gordonii) in Speichel und Kot von
Versuchsratten untersucht, die iiber mehrere Tage Plasmid-DNA aufgenommen hatten. Es
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fanden sich keine transformierten Zellen (Kharazmi et al. 2003). Bei Rindern, deren Futter
transgenen Mais enthielt, konnte Chloroplasten-DNA im oberen Teil des Verdauungstrakts
nachgewiesen werden. Der Nachweis von Genen mit einer geringeren Kopienzahl pro Zelle
(wie z.B. das Transgen) war dagegen nicht moglich (Einspanier et al. 2004).

Netherwood et al. (2004) fiihrten eine Untersuchung zum Degradationsprozess von
Soja-DNA im menschlichen Darmtrakt durch. Ein Teil der Probanden (sieben Individuen)
waren Menschen mit einem kiinstlichen Darmausgang. Das in der Soja-Nahrung enthaltene
Transgen wurde bei allen diesen Probanden in den Ausscheidungen nachgewiesen. Im
Gegensatz dazu konnte das Transgen bei keinem der zwolf Probanden mit gesundem (d.h.
vollstdndigen) Verdauungstrakt in den Ausscheidungen nachgewiesen werden, schien also im
Dickdarm vollstindig abgebaut worden zu sein. Die Verdauungsprodukte der Probanden mit
kiinstlichem Darmausgang wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten auf HGT untersucht. In
den Proben von drei Probanden konnte HGT des Transgens aus der Soja-Pflanze zu
Darmbakterien demonstriert werden, mit einer Hiufigkeit von etwa ein bis drei libertragenen
Kopien des Transgens pro 10° Bakterien. Diese positiven Proben stammten vom Zeitpunkt 0
des Experiments, d.h. bevor die kontrollierte Verabreichung von GM-Soja begonnen hatte.
Die Autoren werten ihren Fund als Nachweis von HGT, der gleichzeitig den Verzehr von
GM-Soja zu einem fritheren Zeitpunkt und unabhédngig von ihrem Experiment belege. Die
Anzahl an Transformanten unter den Bakterien blieb bei den positiv auf HGT getesteten
Probanden iiber die gesamte Zeit des Experiments konstant, d.h. HGT schien ausschlieflich
vor Beginn der Versuche, aber nicht wihrend der Testzeit stattgefunden zu haben. Die
Bakterien enthielten nur ein Fragment des Transgens, das vollstindige Gen konnte nicht
nachgewiesen werden. Auf eine Gefdhrdung des Menschen durch resistente Bakterienstimme
weist ein solcher Transfer also nicht hin.

6.5.3 Transfer von genetischem Material zu eukaryotischen Zellen

Mit der Nahrung aufgenommene DNA kann in Zellen verschiedener Gewebe gelangen.
In einem in vivo-Experiment mit Méusen konnte DNA aus der Nahrung z.B. mehrere Stunden
(max. 24h) nach der Fiitterung im Kot, in Leber-, Milz- und Darmepithelzellen, in
Lymphozyten und in der Blutbahn der Tiere nachgewiesen werden (Schubbert et al. 1997). In
Supermérkten erhiltliches Gefliigelfleisch enthielt Chloroplasten-DNA in Muskel-, in Leber-
und in Nierenzellen (Klotz et al. 2002). Entsprechende Resultate lieferte auch die
Untersuchung von Kuh-Milch (Einspanier et al. 2001). Mitochondriale DNA von Kaninchen
wurde im Blut von zwei menschlichen Probanden nachgewiesen, die zuvor gekochtes
Kaninchen gegessen hatten (Forsman et al. 2003).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Aufnahme von Fremd-DNA aus der
Nahrung in Zellen verschiedener Korpergewebe nicht selten ist und vor allem von der
Kopienzahl abhingt. In keinem dieser Fille betraf die Aufnahme von Fremd-DNA Zellen der
Keimbahn.

6.5.4 Methodische Schwierigkeiten

Der Nachweis von HGT ist bisher nur wunter kontrollierten Labor- oder
Gewichshausbedingungen und bei ausreichender Sequenzhomologie gelungen. In der Natur
wird ein solcher Prozess u.a. durch extrazelluldre mikrobielle DNasen erschwert (vgl. Meier
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& Wackernagel 2003). Das Potential fiir HGT von transgenen Pflanzen zu Mikroorganismen
wird demnach von einigen Autoren als sehr gering eingeschétzt (z. B. Smalla et al. 2000, De
Vries et al. 2001, Chambers et al. 2002).

Andererseits reflektiert die Tatsache, dass ein erfolgreicher HGT bisher nicht in
Feldversuchen nachgewiesen wurde, evtl. eher ein methodisches Nachweisproblem als das
Nicht-Stattfinden dieses Prozesses (Nielsen et al. 1998, Heinemann & Traavik 2004, Nielsen
& Townsend 2004). Von der gesamten bakteriellen Diversitdt ist nur ein geringer Prozentsatz
der Bakterienarten auf kiinstlichen Ndahrmedien im Labor kultivierbar (Van Elsas et al. 2002).
Eine Charakterisierung der im Boden lebenden Bakterien ist daher nur begrenzt mdoglich
(Nannipieri et al. 2003). Nutzer der zur Verfiigung stehenden Methodik sind zusitzlich mit
der Schwierigkeit konfrontiert, DNA-Fragmente von degradierendem Pflanzenmaterial von
pflanzlicher DNA zu unterscheiden, die von Bakterien aufgenommen wurde. Insgesamt ist die
Sensibilitdt der Nachweisverfahren gering. Eine weitere Komplikation ergibt sich aus der
Tatsache, dass Antibiotikaresistenzgene, die als Nachweis transgener DNA dienen sollen,
evtl. unerwarteterweise ubiquitdr in Bakterien verbreitet sind, wie es kiirzlich fiir ein
Ampicillinresistenzgen in Darmbakterien gezeigt wurde, das urspriinglich nur in Bt-
Transformanten vermutet wurde (Einspanier et al. 2004). Ebenso konnte fiir eine
Ampicillinresistenz, die bei Bodenbakterien wéhrend eines HGT-Monitorings beobachtet
wurde, nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei diesem Merkmal um eine natiirlich
vorkommende Eigenschaft der Testorganismen handelte (Badosa et al. 2004).

Die meisten Untersuchungen, die in der Vergangenheit durchgefiihrt wurden,
verwendeten Antibiotika-Screenings, um potentielle Transformanten zu selektieren. Der
Nachweis eines HGT-Ereignisses gelingt mit dieser Methodik jedoch nur, wenn vollstindige
Funktionseinheiten mit der aufgenommenen DNA iibertragen wurden (einschlieBlich
Promotor und selektierbaren Gen), und dieses Gen auch im Rezipienten-Bakterium in
ausreichender Menge exprimiert wird (vgl. Nielsen et al. 1998).

6.5.5 Schlussfolgerungen und Zwischentazit HGT

Die oben genannten methodischen Schwichen der HGT-Nachweisverfahren lassen
bisher lediglich den Schluss zu, dass ,,auf Agrarflichen HGT von transgenen Pflanzen nicht
mit einer aullerordentlich hohen Frequenz stattfindet* (Nielsen & Townsend 2004).

Allerdings wiirde ein einmaliges HGT-Ereignis, bei dem ein unerwiinschtes, aber fiir
das Rezipienten-Bakterium vorteilhaftes Merkmal tibertragen wird, prinzipiell ausreichen, um
weit reichende Konsequenzen zu haben. Denn ist ein solches Merkmal in ein bakterielles
Genom  integriert worden, kann es anschlieBend iiber die effizienteren
Ubertragungsmechanismen der Konjugation und Transduktion weiter verbreitet werden
(Kharazmi et al. 2003, Bensasson et al. 2004). Die Vermehrung und Etablierung einer
solchen Nukleotidsequenz im Genpool einer Bakterienpopulation héngt jedoch letztlich von
dem evolutiondren Potential des Transferereignisses ab (Smalla et al. 2000, Kowalchuk et al.
2003, Meier & Wackernagel 2003). Da die selektiven Vorteile einer Antibiotikaresistenz fiir
Bodenbakterien nicht befriedigend aufgeklédrt sind, ist eine Abschédtzung eines Fitness-
Vorteils durch den Erwerb neuer Resistenzen derzeit kaum moglich (Nielsen et al. 1998) und
das mit HGT verbundene Risiko bleibt derzeit ungewiss (Bensasson et al. 2004).
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Um die Wahrscheinlichkeit eines HGT so klein wie moglich zu halten, sollte die Menge
an baktericllem Vektormaterial minimiert werden, da dieses bei einer Transformation evtl.
gemeinsam mit der Ziel-DNA in das Genom des Zielorganismus integriert wird (Kowalchuk
et al. 2003). Bensasson et al. (2004) legen in ihrem aktuellen Ubersichtsartikel zum HGT-
Risiko eine Zusammenstellung von Homologien zwischen synthetischen, in der
Biotechnologie verbreiteten Vektoren und Bakteriengenomen vor. Sie weisen darauf hin, dass
fast alle ihrer genannten Beispiele die Voraussetzungen fiir eine hohe HGT-
Wahrscheinlichkeit erfiillen: weniger als 1% Sequenz-Unterschiede zwischen Vektor-DNA
und endogener DNA eines potentiellen Zielorganismus und eine ausreichende Lange (>1kb)
der homologen Abschnitte. Auch Transfomationen des Choroplastengenoms bergen ein
erhohtes Potential fiir HGT-Ereignisse (siehe auch 5.2).

Zusitzlich zur Analyse des Potentials einer horizontalen DNA-Ubertragung von
Pflanzen zu Bakterien sollte in eine umfassende Bewertung der biologischen Sicherheit von
GVP die Folgen eines HGT zwischen Viren einbezogen werden (siche 6.6).

e Zusammenfassend ist aus der berilicksichtigten Literatur folgendes
schlieBen (vgl. Bruinsma et al. 2002):HGT zwischen Pflanzen und
Bakterien ist nicht auszuschlieBen. Die bisherige Datengrundlage
unterstiitzt die Annahme, dass Boden- oder Darmbakterien genetisches
Material aus transgenen Pflanzen mit einer extrem geringen Frequenz
durch HGT aufnehmen.

e Fiir das langfristige Resultat derartiger HGT-Ereignisse ist die Expression
der erworbenen Sequenzen, ihre Eigenschaften und der vorherrschende
Selektionsdruck von wesentlich groferer Bedeutung als die Frequenz, mit
der HGT-Ereignisse grundsétzlich stattfinden.

e Bereits im bakteriellen Genpool vorhandene Sequenzen hétten
wahrscheinlich einen geringeren Effekt auf die Evolution von (z.B.
resistenten) Bakterien als neuartige Sequenzen, die moglicherweise unter
dem aktuell herrschenden Selektionsdruck einen Fitness-Vorteil verleihen
konnten.

e Die Verwendung von  Antibiotika-Resistenzmarkern und  die
Transformation des Chloroplastengenoms ist umstritten.

6.6 Spezielle Risiken virusresistenter (VR-) Pflanzen

Die Expression von viralen Genen in transgenen Pflanzen ist eine gingige Methode um
letzteren eine Virusresistenz zu verleihen (Aaziz & Tepfer 1999). Dariiber hinaus werden in
den meisten Fillen virale Regulatoren (Promotoren) fiir die Kontrolle von Fremd-Genen in
GVP eingesetzt. Die Riskoabschidtzung beziiglich transgener VR-Pflanzen beinhaltet zu
kldaren, ob durch den Anbau dieser Pflanzen, die virale Gene oder Genfragmente besitzen, die
Entstehung neuartiger Viren begiinstigt wird. Besonders besorgniserregend erscheint die
Moglichkeit, dass Viren entstehen kdnnten, die

o verstirkte Krankheitssymptome hervorrufen,
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e deren Gewebespezifitit verdndert ist,
e cin verdndertes, moglicherweise vergroBertes Wirtsspektrum oder

e andere Ubertragungsvektoren besitzen.

In der Literatur werden v.a. drei Mechanismen diskutiert, die moglicherweise zur
Evolution neuartiger Viren beitragen konnten, dies sind Komplementierung, heterologe
Einkapselung und Rekombination. Synergie wird eine Verstirkung der Symptome und/oder
des Virustiters bezeichnet, welche nach der Infektion einer Pflanze mit mehr als einem Virus
auftreten kann. Hierbei kann eine Komplementierung eine Rolle spielen, in vielen Fillen
scheinen aber andere Mechanismen zugrunde zu liegen. Das Phdnomen der Synergie ist
bislang noch wenig aufgeklirt (Tepfer 2002). Zusdtzlich wird von einigen Autoren der
Gebrauch viraler Promotoren (in der Hauptsache CaMV 35S) kritisch diskutiert.

Als Komplementierung wird das Phdnomen bezeichnet, dass Viren, denen ein fiir die
Pathogenitét essentielles Gen fehlt (bzw. bei denen ein solches inaktiviert ist), ihre Virulenz
zuriickerlangen konnen, wenn das fehlende Gen im Wirtsgenom vorhanden ist. Es konnte z.B.
gezeigt werden, dass ein bestimmter Stamm des Tabak-Mosaik-Virus mit inaktiviertem
Hiillprotein-Gen bei einer Tabakpflanze Krankheitssymptome hervorruft, wenn diese das
entsprechende Hiillprotein exprimiert. Eine derartige Komplementierung ist ein héufig
beobachtetes Phanomen (Tepfer 2002).

Des Weiteren konnte vielfach nachgewiesen werden, dass in Pflanzen, die mit zwei
verschiedenen Virus-Stdmmen infiziert sind, Erbmaterial des einen Virus gelegentlich von
Proteinen des anderen Virus teilweise oder vollstindig ummantelt wird. Dieser Vorgang wird
als heterologe Einkapselung bezeichnet und ist zwischen Stimmen zu beobachten, die einen
ausreichenden Verwandtschaftsgrad besitzen.

Durch heterologe Einkapselung kann sich die Vektorspezifitit des Virus dndern, der
von Hiillproteinen eines fremden Virus eingeschlossen wird. So infizierten Lecoq et al.
(1993) eine transgene Pflanze, die das virale Hiillprotein des Plum PoxVirus (PPV)
exprimierte, mit einem Virus-Stamm, der urspriinglich nicht durch Blattlduse iibertragbar war
(Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV-NAT). Dies dnderte sich aufgrund der Umhiillung des
Erbmaterials des ZYMV-NAT-Virusstamms mit PPV-Hiillproteinen: Als Ubertragungsvektor
fiir ZYMV-NAT konnten als Folge der heterologen Einkapselung auch Blattlduse dienen.

Sequenzvergleiche haben zudem gezeigt, dass die Rekombination des genetischen
Materials verschiedener Virus-Stimme eine bedeutende Rolle bei der Evolution der Virus-
Diversitdt gespielt hat. Auch sind Fragmente aus plastidirer RNA des Pflanzenwirts in
Virengenomen identifiziert worden. Spekuliert wird daher, dass Viren, die eine transgene VR-
Pflanze infizieren, mit den in letzterer enthaltenen viralen Sequenzen rekombinieren und
dadurch neuartige Viren entstehen konnten. Schoelz & Wintermantel (1993) lieferten den
experimentellen Nachweis, dass ein CaMV-Virus Gene von transgenen Pflanzen in sein
Genom integrieren und sich dadurch sein Wirtsspektrum verdndern kann. Beim integrierten
Gen handelte es sich um ein CaMV-Gen aus dem Genom einer transgenen Tabakpflanze.
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Auch eine Rekombination des infizierenden Virus mit dem genetischen Material der
pflanzlichen Wirtszelle scheint mdglich. Letzteres Szenario gilt allerdings ebenso fiir nicht-
transgene Pflanzen.

Der CaMV 35S-Promotor ist eines der am haufigsten in transgene Pflanzen
iibertragenen Regulationselemente. Es gibt Hinweise darauf, dass der CaMV-Promotor einen
,Rekombinations-Hotspot* enthélt, d.h., dass Rekombination an bestimmten Regionen dieser
Sequenz mit besonderer Haufigkeit stattfinden (Kohli et al. 1999). Aufgrund dieser
Eigenschaft konnte der CaMV-Promotor mobiler sein als andere Regionen im
Pflanzengenom. Ho et al. (1999) warnen daher vor dem Gebrauch dieses Promotors, da seine
Anwesenheit zu groBerer Instabilitit des transgenen Genoms fithren konnte. Neben einer
erhohten Mutationswahrscheinlichkeit erachten die Autoren auch die Reaktivierung inaktiver
Viren oder die Entstehung neuartiger Viren ebenfalls durch genetische Umlagerungsprozesse
fiir moglich.

6.7 Spezielle Risiken beim ,Gene-Pharming’

Gesundheitsaspekte beziiglich des Endprodukts

Gemessen an den Unterschieden zwischen der Proteinsynthese in Sdugerzellen und
einem mikrobiellen Produktionssystem, sind die Unterschiede zwischen Sduger- und
Pflanzenzellen eher gering (Smith & Glick 2000). Dies sollte jedoch nicht {iber die Risiken
einer Produktion von Pharmazeutika in Pflanzen hinwegtduschen. Sicherheitsbedenken
beziiglich des Endprodukts werden gegenwirtig vor allem durch Schwankungen in der
Menge und dem Reinheitsgrad des produzierten Proteins und durch pflanzenspezifische
Eigenschaften der Biosynthese hervorgerufen.

Tabak als hédufigste Modellpflanze hat fiir die Produktion von Pharmazeutika sowohl
Vor- als auch Nachteile. Durch seine langjdhrige Verwendung in der molekularbiologischen
Forschung stehen nicht nur viel Erfahrung und Expertise, sondern auch verldssliche
Transformationsmethoden und gut charakterisierte Regulationselemente zur Verfiigung. Die
Tatsache, dass es sich bei Tabak weder um eine Futter- noch um eine Nahrungspflanze
handelt, minimiert das Kontaminationsrisiko von Lebensmitteln (Gleba et al. 2005). Ein
zusétzlicher Vorteil ergibt sich aus dem schnellen Wachstum von Tabakpflanzen, was
potentiell in einer hohen Ausbeute an Fremd-Protein resultiert.

Andererseits verursacht der hohe Gehalt an toxischen Alkaloiden in Tabak
gesundheitliche Bedenken und es muss sichergestellt werden, dass die Endprodukte frei von
diesen Inhaltsstoffen sind (Thanavala et al. 1995). Die Aufreinigung wéhrend des
Endverarbeitungs-Prozesses (,,downstream-processing®) stellt einen hohen Kostenfaktor dar
(vgl. Fischer et al. 2004). Alternative Wirtspflanzen sind daher erprobt worden. Im Hinblick
auf eine kommerzielle Produktion von Biopharmazeutika wurden Fremdproteine bereits u.a.
in Mais, Reis, Weizen, Luzerne, Soja, Raps, Salat, Kartoffel, Tomate und Banane exprimiert
(Giddings et al. 2000, Fischer et al. 2004, Teli & Timko 2004). Besonders Tomaten und
Bananen erscheinen aufgrund der Vertrdglichkeit ihrer rohen Friichte und des massenhaften
Anbaus in Entwicklungsldndern, Tomaten zusétzlich aufgrund ihres schnellen Wachstums,
viel versprechend (Johnson 1996, Kong et al. 2001, Teli & Timko 2004). Auch die Luzerne
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wird aufgrund des schnellen Biomasse-Zuwachses als Produktionssystem in Betracht gezogen
(Fischer et al. 2004).

Schwankungen in der synthetisierten Proteinmenge koénnen z.B. durch variable
Umweltbedingungen oder durch Prozesse wihrend der individuellen Entwicklung einer
Pflanze hervorgerufen werden. Die Alternative, rekombinante Proteine nicht in vollstindigen
Pflanzen sondern in Zellkulturen zu produzieren, bietet die Moglichkeit, Umweltbedingungen
zu kontrollieren und konstant zu halten. Der Beginn des Alterungsprozesses ist in
Zellkulturen ebenfalls besser zu kontrollieren. Dieser ist unerwiinscht, da wéahrend der
Seneszenz Proteine aktiv abgebaut werden (Teli & Timko 2004).

Ebenso wie in anderen moglichen Expressionssystemen (Bakterien, Hefen, Insekten)
ergeben sich auch bei der Expression von Fremd-Proteinen in Pflanzen héufig
Schwierigkeiten aufgrund von post-translationalen Modifikationen, die sich von jenen in
Sdugern unterscheiden konnen. Das héaufigste Hindernis stellt die Glykosylierung des
Proteins dar, die in Pflanzen unter Einbau von mdglicherweise fiir den Menschen toxischen
oder immunologische Reaktionen auslésenden Bausteinen geschieht (Boothe et al. 1997,
Bakker et al. 2001, Teli & Timko 2004). Angestrebt wird daher eine Anderung
(,humanization’) des Glykosylierungs-Musters in Antikorper-produzierenden Pflanzen (Teli
& Timko 2004), z.B. durch die Ubertragung von weiteren Transgenen. Bakker et al. (Bakker
et al. 2001) gelang auf diese Art die Synthese von rekombinanten ,,Plantibodies, die eine
erhdhte Ahnlichkeit zu menschlichen Antikorpern aufwiesen: Sie kreuzten Tabakpflanzen, in
deren Genom ein fiir das Enzym B1,4-Galaktosyltransferase kodierendes Gen des Menschen
inseriert worden war, mit Pflanzen, die Antikorper-Untereinheiten der Maus exprimierten.
Die resultierenden Pflanzen produzierten Antikoérper, deren N-Glykane teilweise
galaktosyliert und in Sdugern synthetisierten Proteinen dadurch dhnlicher waren.

Werden rekombinante Pharmazeutika in Pflanzen erzeugt, kann ihre Qualitdt auch
durch sekundare Pflanzeninhaltsstoffe beeintrichtigt werden. So kann beispielsweise eine
Interaktion zwischen Phenolen und dem gewiinschten Produkt dessen Eigenschaften
dramatisch verdndern. Von Endo- und Mycotoxinen ausgehende Gesundheitsrisiken kdnnen
dagegen durch eine rasche Verarbeitung und Filtration minimiert werden (Larrick et al.
2001).

Hingegen erscheint die Produktion von Pharmazeutika in Nahrungspflanzen duferst
problematisch, da eine unbeabsichtigte Vermischung der Friichte mit solchen, die fiir den
Verzehr bestimmt sind, nicht mit absoluter Sicherheit ausgeschlossen werden kann. Dies gilt
insbesondere in Lindern, in denen gesetzliche Vorschriften und entsprechende
Kontrollmainahmen nur eingeschriankt wirksam sind. Daher erscheint das Vorhaben, mit der
Produktion von Impfstoffen und anderen Pharmazeutika in Nahrungspflanzen, speziell
Bediirfnissen von Entwicklungslindern nachzukommen, fragwiirdig (s.u.).

Umweltrisiken

Pharmazeutika sind meist schon in geringen Mengen biologisch wirksam und in
hoheren Dosen in der Regel gesundheitsschidlich (Giddings et al. 2000). Typischerweise
haben sie Eigenschaften, die zu einer langwierigen Persistenz in der Umwelt, und
gegebenenfalls zu einer Akkumulation in Organismen fithren (Halling-Sorensen et al. 1998).
In einer Risiko-Studie, die etwa 670 Substanzen (Antibiotika, Chemotherapeutika und
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Hormone) beriicksichtigte, wurde ein Drittel der untersuchten Stoffe als potentiell sehr
toxisch fur aquatische Organismen eingeschitzt (Sanderson et al. 2004). Die potentielle
Gefahr einer Verunreinigung des Trinkwassers durch Pharmazeutika hat daher auch in den
vergangenen Jahren zunehmend Beachtung erfahren (Jones et al. 2005).

Ein Anbau von Pharmazeutika-produzierenden Pflanzen im Freiland konnte
ernsthafte Gesundheitsrisiken fiir Mensch und Natur mit sich bringen. Z.B. kdnnten
rekombinante Proteine liber Wurzelsekrete oder verrottendes Pflanzenmaterial in den Boden
oder ins Grundwasser gelangen und somit auch in die Nahrungskette vieler Organismen
gelangen (vgl. Saxena et al. 2004).

Eine Reduzierung der Umweltrisiken wire moglicherweise durch den Anbau von
Pflanzen mit induzierbaren Promotoren zu erreichen (Doran 2000). Das Transgen (ggf.
mehrere) unterlige bei dieser Methode der Kontrolle eines Regulationselements, das
wiederum nur unter bestimmten Bedingungen oder nach einer bestimmten Behandlung die
Expression des Pharmazeutikums zulédsst (5.4). Dadurch lieBe sich die Produktion der
Biomasse von der Synthese der Fremdproteine zeitlich und raumlich trennen (Doran 2000).

Der Anbau in vollstindig geschlossenen Systemen (,containment’) bdte eine alternative
Moglichkeit, die Risiken einer Produktion von Pharmazeutika in rekombinanten Pflanzen
einzuddmmen. Bisher ging man davon aus, dass der Bedarf an rekombinanten Proteinen die
relativ geringen Mengen, die in geschlossenen Gewichshdusern produziert werden konnen,
vielfach  iibersteigen wiirde (Boothe et al. 1997). Mit neu entwickelten
Transformationsmethoden kann die Expression von Fremd-Proteinen in Pflanzen jedoch
gesteigert und die bisher geltenden quantitativen Beschriankungen iiberwunden werden (Gleba
et al. 2005).

Klinische Studien

Thanavala et al. (1995) berichteten als erste von dem erfolgreichen Versuch, in vivo
eine Immunantwort auf rekombinante, in Pflanzen hergestellte Proteine auszuldsen. Zu
diesem Zweck wurden Méusen Hepatitis B Antigene (HBsAg) injiziert, die aus den Bléttern
transgenen Tabaks isolierten worden waren. Als Vergleichsgruppe dienten Mduse, die mit
rekombinanten HBsAg aus transgener Hefe geimpft wurden. Wochentliche Messungen der
Mengen entsprechender Hepatitis-spezifischer Antikorper im Blut der Méduse zeigte, dass die
immunologische Antwort bei beiden Versuchsgruppen dhnlich verlief.

Auch in der Lupine (Lupinus luteus) synthetisierte HbsAg-Proteine riefen bei Mausen
eine vergleichbare Reaktion hervor (Kapusta et al. 1999). Um entsprechende Experimente am
Menschen durchfiithren zu konnen, stellten Kapusta et al. (Kapusta et al. 1999) HBsAg in den
Blittern transgenen Salats (Lactuca sativa) her. Zwei von drei Probanden zeigten nach
wiederholtem Verzehr des Salats einen erhohten Hepatitis-Antikorper Titer.

Der Erfolg von oralen Impfungen aus transgenen Pflanzen konnte etwas spéter auch an
Mausen demonstriert werden (Kong et al. 2001). Verglichen wurde die Immunantwort nach
dem Verzehr von rohen, HbsAg-synthetisierenden Kartoffeln mit der Reaktion auf den
herkdmmlichen Impfstoff. Letzterer wurde in transgener Hefe hergestellt und ebenfalls oral
verabreicht. Waren die Kartoffeln mit einem die Wirkung verstirkenden Hilfsmittel
(Adjuvans) pripariert (Cholera-Toxin), 16ste der Verzehr eine starke primére und sekundire
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Immunantwort bei den Versuchstieren aus. Wurde auf das Adjuvans verzichtet, war die
Wirkung von HbsAg drastisch reduziert. Das Kochen der Kartoffeln fiihrte zum Ausbleiben
der primédren und zu einer starken Verminderung der sekunddren Immunantwort (Kong et al.
2001).

Kiirzlich berichteten Thanavala et al. von klinischen Tests an Menschen, denen HbsAg-
synthetisierende Kartoffeln oral verabreicht wurden. Nach der Einnahme erhohte sich der
Hepatits-Antikorper-Titer bei 19 von 33 Probanden (Thanavala et al. 2005).

6.7.1 Zwischenfazit ,Gene Pharming’

Die potentiellen Gefahren einer Produktion von (therapeutischen) Proteinen in Pflanzen
scheinen durch wesentliche Vorteile, die pflanzliche gegeniiber herkémmlichen
Produktionssystemen bieten, aufgewogen werden zu konnen. Die meisten der derzeit von der
amerikanischen Gesundheitsbehérde US FDA zugelassenen rekombinanten Antikorper
werden beispielsweise in kultivierten Ovarien-Zellen des Chinesischen Hamsters produziert
(Gomord et al. 2004). Derartige Sauger-Zelllinien bergen aufgrund potentieller
Verunreinigungen mit Viren, Onkogenen, bakteriellen Toxinen oder Prionen Gefahren fiir den
Patienten, der mit derartigen rekombinanten Proteinen behandelt wird (Boothe et al. 1997,
Doran 2000). Des weiteren handelt es sich um ein kostspieliges Verfahren mit begrenzten
Kapazititen (Gomord et al. 2004).

Neben transgenen Pflanzen bieten nur transgene Sdugetiere die Moglichkeit, dhnlich
hohe Ausbeuten an rekombinanten Proteinen zu erzielen (Gomord et al. 2004). Die
Produktion von therapeutischen Eiweissen z.B. in der Milch von Sdugern ist jedoch mit
langeren Produktionszeiten und potentiellen Gesundheitsrisiken verbunden (Ma et al. 2003).
Pflanzen eignen sich hingegen in der Regel nicht als Wirte fiir menschliche
Krankheitserreger, wodurch die Gefahr einer Kontamination sehr viel geringer als bei einer
Produktion in tierischen oder menschlichen Zellen.

Auch sollte bedacht werden, dass die Expression von bestimmten menschlichen Genen
in Tieren ethische Bedenken hervorrufen kann (z.B. die Expression von homologen
Wachstumsfaktoren, siche Boothe et al. 1997, s. auch Gomord et al. 2004).

Weitere wesentliche Vorteile des ,Gene Pharmings’ ergeben sich aus der Mdoglichkeit,
Impfstoffe mittels transgener Pflanzen oral zu verabreichen. Durch eine Produktion in
essbaren Pflanzenteilen konnte die Notwendigkeit einer geschlossenen Kiihlkette und die
Infektionsgefahr durch Nadeln vermieden werden. Die orale oder intranasale Applikation von
Impfstoffen stellt womdglich den einzigen 6konomisch realisierbaren Weg einer Massen-
Immunisierung in Entwicklungsldndern dar (Ma et al. 2003). Die auf diese Weise mit
grofBerer Wahrscheinlichkeit erzielte Auslosung einer spezifischen immunologischen
Reaktion der Schleimhdute fiihrt dariiber hinaus zu einem verbesserten Schutz vor
Krankheitserregern, die in die Atemwege, den Verdauungs- oder Urogenitaltrakt eindringen
(Kong et al. 2001, Teli & Timko 2004).

Allerdings scheint die Gefahr einer Verunreinigung von Bdden und Gewassern mit
Pharmazeutika bei einem Anbau durch Pharmazeutika-produzierende Pflanzen erhoht. Die
moglichen Konsequenzen einer solchen Kontamination miissen als sehr gravierend
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eingeschitzt werden, da im Trinkwasser enthaltene Substanzen durch direkten Wasserkonsum
unmittelbar in den Kdrper gelangen, aber auch auf indirektem Wege, wenn unter Verbrauch
von verunreinigtem Trinkwasser produzierte Nahrungsmittel konsumiert werden. Eine
Aufnahme von geringen Dosen iiber einen sehr langen Zeitraum wére ein wahrscheinliches
Szenario. Untersuchungen, die zur Abschitzung der gesundheitlichen Folgen einer solchen
Exposition durchgefiihrt werden, miissen sich daher nicht nur auf Langzeit-Effekte, sondern
auch auf mogliche Risiken durch Interaktionen verschiedener Substanzen richten, da
Wirkungen vieler Medikamente durch Wechselwirkungen mit anderen Substanzen entweder
abgeschwicht, verstirkt oder modifiziert werden konnen (siche Jones et al. 2005). Einige der
Risiken, die mit Pharmazeutika-produzierenden Pflanzen verbunden sind, kdnnen durch die
Produktion in pflanzlichen Zelllinien reduziert werden.

6.8 Gesundheitsrisiken

Gentechnisch verdnderte Lebensmittel stoen in weiten Teilen der Bevolkerung auf
Ablehnung, da befiirchtet wird, dass von ihrem Verzehr eine Gesundheitsgefahrdung
ausgehen konnte. Bedenken werden insbesondere durch ein eventuelles allergenes oder
kanzerogenes Potential der transgenen Produkte und durch die in der Regel enthaltenen
Antibiotikaresistenzgene hervorgerufen. Aullerdem wird vermutet, dass biotechnologische
Lebensmittel einen schlechteren Nahrstoffgehalt aufweisen oder neuartige Toxine
enthalten konnten.

Die Sicherheit gentechnisch verdnderter Lebensmittel wird vor ihrer Marktzulassung
gepriift. In Europa erfolgt die wissenschaftliche Bewertung eines transgenen Lebensmittels
durch die EFSA auf der Basis der Antragsunterlagen und Dossiers der Hersteller (siche
Kapitel 4).

6.8.1 Sicherheitsbewertung transgener Lebens- und Futtermittel

Eine Abschitzung der potentiellen Risiken von GV-Lebensmitteln verlduft in zwei
Schritten. Als erstes werden Unterschiede zwischen dem betreffenden GVO bzw. GVO-
haltigen Produkt und seiner herkdémmlichen Entsprechung identifiziert. Dies kann durch
vergleichende Analysen der chemischen Zusammensetzung oder durch eine Untersuchung
von molekularen oder morphologischen Charakteristika geschehen. Von Bedeutung ist hierbei
die Wahl eines geeigneten Vergleichsorganismus. In der Regel handelt es sich um eine
isogene Pflanze, welche denselben Aufwuchsbedingungen wie die zu untersuchende GVP
ausgesetzt war. In einem zweiten Schritt werden die moglichen Umwelt- oder
Gesundheitsrisiken, die sich aus diesen Unterschieden ergeben konnten, analysiert und
bewertet. Dieser Schritt schlieft die Untersuchung unbeabsichtigter Effekte mit ein (siehe
6.9).

In der EU gelten Familiaritat und substantielle Aquivalenz weiterhin als Kriterien der
Bewertung genmanipulierter Feldfriichte (EU-Verordnung 1829/2003, vgl. 4.4.2). Es besteht
jedoch nicht mehr die Moglichkeit, eine Marktzulassung fiir ein GV-Produkt ausschlieBlich
auf der Grundlage seiner substantiellen Aquivalenz mit einem herkdmmlichen Lebensmittel
zu erhalten.
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»,Familiaritat”

,Familiaritit® ist ein MaB fiir den Bekanntheitsgrad eines transgenen Organismus (oder
GVO-haltigen Produkts). Als Kriterium gilt die Ahnlichkeit des betreffenden GVO mit einem
ausgiebig studierten Ausgangsorganismus. Des Weiteren werden Erkenntnisse und
Erfahrungen, die im Zuge einer UVP gewonnen wurden, fiir die Bemessung der Familiaritit
herangezogen. Wurde das betreffende genetische Konstrukt oder ein vergleichbares Transgen
mit dhnlichen Eigenschaften bereits hdufig in anderen Organismen angewendet, kann eine
hohe Familiaritét auch auf diesbeziiglichen Erfahrungen basieren (EFSA GMO Panel 2004c).
Im Zusammenhang mit der Sicherheitsbewertung von GVO wird angenommen, dass
Familiaritdt ein Kriterium fiir die Vorhersagbarkeit der Eigenschaften des betreffenden
Organismus ist.

»Substantielle Aquivalenz*

Der Begriff substantielle Aquivalenz ("wesentliche Gleichwertigkeit") wurde im
Zusammenhang mit Lebensmittelsicherheit zuerst in einem Bericht der OECD Group of
National Experts on Safety of Biotechnology erwidhnt (OECD 1993). Er beschreibt ein
Kriterium zur Bewertung der Sicherheit von gentechnisch verdnderten Lebens- und
Futtermitteln, das auf einem Vergleich des entsprechenden GVO mit dem nicht modifizierten
Ausgangsorganismus beruht. Fiir herkdmmliche Feldfriichte wird angenommen, dass ihre
gesundheitliche Unbedenklichkeit durch die lange Nutzungsgeschichte belegt ist. Dies gilt,
obwohl auch von herkommlichen Lebensmitteln bekannt ist, dass sie toxische Substanzen
enthalten und Allergien auslosen konnen.

Die Anwendung des Prinzips der substantiellen Aquivalenz beinhaltet keine
Sicherheitsbewertung per se. Stattdessen ermoglicht das Konzept, potentielle Unterschiede
zwischen dem bereits bestehenden Lebensmittel und einem neuen Produkt zu erkennen,
welche dann weiter untersucht werden sollten. Ist die Zusammensetzung einer transgenen
Pflanze im Vergleich zur Elternpflanze wesentlich verdndert oder deuten molekulare,
chemische oder phenotypische Analysen auf unbeabsichtigte Effekt hin, miissen nicht nur die
neuen Inhaltsstoffe getestet, sondern umfassende Sicherheitsstudien mit dem betreffenden
Organismus durchgefiihrt werden. In diesem Fall sind Toxizititstests an Nagern von
mindestens 90 Tage Dauer vorgesehen (EFSA GMO Panel 2004c).

Das erste gentechnisch verdnderte Nahrungsmittel, das nach dem Konzept der
wesentlichen Gleichwertigkeit evaluiert wurde, war die Flavr Savr'™ Tomate. Sie wurde
aufgrund von Daten, die in Feldversuchen und wihrend Analysen zur molekularen und
chemischen Zusammensetzung erhoben wurden, als substantiell dquivalent zu der nicht
verdnderten Elternpflanze eingestuft, bevor sie 1994 fir den US-amerikanischen Markt
zugelassen wurde (Schauzu 2000). Sie unterschied sich beziiglich der herkdmmlichen
Tomaten einzig durch das von dem Transgen hervorgerufene Merkmal der verzogerten
Reifung. Dieses wurde in toxikologischen Studien eingehender untersucht, um
gesundheitliche Risiken beim Verzehr der Flavr Savr™ Tomate auszuschlieBen.

Konzentriert sich eine Sicherheitsbewertung eines Lebensmittels auf seine spezifischen
neuartigen Eigenschaften, wie dies bei einer Priifung der substanziellen Aquivalenz der Fall
ist, spricht man von einer zielgerichteten Analyse (targeted approach). Von diesem
methodischen Ansatz wird eine nicht-zielgerichtete Analyse (non-targeted approach)
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unterschieden, die nicht auf bestimmte Eigenschaften oder Inhaltsstoffe beschriankt ist und
nicht von konkreten Hypothesen geleitet wird. Ein derartiges Vorgehen soll ermdglichen, ein
weites Spektrum der FEigenschaften des Untersuchungsobjekts zu erfassen und ggf.
unbeabsichtigte Effekte aufzudecken (siche Kapitel 6.9). Mdogliche nicht-zielgerichtete
Untersuchungsmethoden sind die gleichzeitige Analyse einer grolen Anzahl von primiren
und sekundiren Stoffwechselprodukten (,,Metabolomics®), Polypeptiden (,,Proteomics*) oder
., Transkripten (,,Transcriptomics) (WHO 2000, Chassy et al. 2004).

Das Prinzip der substantiellen Aquivalenz ist im Kontext der GVO-
Sicherheitsforschung nicht ohne Widerspruch geblieben (Millstone et al. 1999, SBC 2001;
The Royal Society of Canada 2001; Lack et al. 2002; Schenkelaars 2002). In erster Linie wird
die mangelnde Standardisierung des Verfahrens kritisiert. Diese verhindere z.B. eine
einheitliche Untersuchung von kritischen Parametern (Kuiper et al. 2001; SBC 2001).
Millstone et al. (1999) kritisieren, dass nicht klar definiert ist, unter welchen Bedingungen ¢in
gentechnisch verdndertes Produkt seinem ,,natiirlichen* Gegenstiick gleichwertig ist.

Die Schenkelaars Biotechnology Consultancy (Schenkelaars 2002) untersuchte im
Auftrag einer niederlindischen und einer europdischen Verbraucherorganisation
(Consumentenbond und European Consumers Organisation) die Anwendung des Konzepts
der substantiellen Aquivalenz in der EU. Dabei wurde festgestellt, dass eine fehlende
Einheitlichkeit der libermittelten Daten in Bezug auf Makro- und Mikronéhrstoffe, Vitamine,
pflanzeneigene Toxine und andere relevante Inhaltsstoffe besteht.

Oftmals werden bei der Untersuchung des toxischen oder allergenen Potentials von
transgenen Proteinen diese nicht dem zu untersuchenden GVO entnommen. Statt dessen
werden von Bakterien generierte Substanzen eingesetzt, da von diesen meist groflere Mengen
zur Verfiigung stehen. Es besteht jedoch die Gefahr, dass auf diese Weise bestimmte
Wirkungen der zu untersuchenden Proteine unerkannt bleiben, da Proteine in Pflanzen und
Bakterien unterschiedlich synthetisiert werden (Schubert 2002).

6.8.2 Allergenitit

Gegenwirtig gibt es keine Heilung fiir Lebensmittelallergien. Somit ist es fiir Allergiker
essentiell, Nahrungsmittel mit entsprechenden Substanzen vermeiden zu konnen (Metcalfe
2003). Angesichts der weltweit steigenden Produktion von gentechnisch verdnderten
Lebensmitteln, konnte ein allergenes Potential rekombinanter Proteine eine grole Anzahl von
Konsumenten geféhrden.

Allergien werden meist durch nicht-infektiose Substanzen (Allergene) ausgeldst, die
von auflen mit dem Korper in Kontakt treten. Die hiufigsten Allergien werden als Reaktionen
auf allergene Proteine durch ein allergenspezifisches IgE (Immunglobolin E) ausgelost. Beim
denkbar negativsten Verlauf konnen sie zu einem anaphylaktischen Schock fiihren (Metcalfe
2003). Die grofSte Wahrscheinlichkeit, dass durch ein Nahrungsmittel eine allergene Reaktion
ausgelost wird, besteht bei seiner oralen Aufnahme. Aber auch bei Landwirten und
Angestellten in der Lebensmittelverarbeitung (z.B. Bicker), konnen wéahrend des Umganges
mit einem entsprechenden Produkt z.B. durch Hautkontakt Allergien ausgelost werden (vgl.
Lack et al. 2002). Dies gilt sowohl fiir konventionelle als auch fiir gentechnisch verdnderte
Lebens- und Futtermittel.
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Abb. 12: Entscheidungsbaum der FAO/WHO (2001). Verédndert nach Reese et al. (2004).

Bisher gibt es keinen einzelnen Test, der das allergene Potential eines unbekannten
Proteins ermittelt, jedoch wurden eine Vielzahl von Schemata entwickelt, nach der eine
Risikoanalyse erfolgen kann (Poulsen 2004). Der aktuelle FAO/WHO Entscheidungsbaum
(siche Abb. 12) beginnt mit der Analyse des neuartigen Proteins und sucht nach
Ahnlichkeiten mit bekannten Allergenen. Hierzu wird die Nukleotidsequenz des fraglichen
Proteins mit der Sequenz bekannter Allergene verglichen. Der Grad der Ubereinstimmung
dient als MaBB der anzunehmenden Allergenitit. Fiir den von der FAO/WHO (2001)
modifizierten Entscheidungsbaum wird bei einer Sequenzindentitit von mehr als 30% iiber
einen Bereich von 80 Aminosduren Linge und/oder sechs aufeinander folgenden identischen
Aminosduren  von  einer  Sequenziibereinstimmung  gesprochen.  Wird  keine
Sequenzidhnlichkeit mit bekannten Allergenen festgestellt, kann ein Allergierisiko — z.B.
aufgrund der Komplexitit und Individualitit des Immunsystems — trotzdem nie vollig
ausgeschlossen werden (Lack et al. 2002).

Stammt das fragliche Protein aus einem Organismus, der als allergen bekannt ist, ohne
dass es eine Sequenzdhnlichkeit mit bekannten Allergenen aufweist, wird es mit Seren von
Patienten, die auf den entsprechenden Organismus sensibel reagieren, auf IgE
Antikorperaktivitat untersucht (Specific Serum Screen). Wenn hingegen das fragliche Protein
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von einem nicht als allergen bekannten Organismus stammt und auch keine
Sequenzédhnlichkeiten mit bekannten Allergenen vorhanden sind, werden Untersuchungen mit
Seren von Allergikern durchgefiihrt, die gegen die verschiedenartigsten Allergene
sensibilisiert sind (Targeted Serum Screen). Zur Zeit gibt es jedoch keine allgemein
zugédngliche Datenbank, die iiber eine umfassende Sammlung von Allergikerseren verfiigt
(Poulsen 2004).

Ein  weiteres Kriterium des FAO/WHO  Entscheidungsbaumes ist die
Verdauungsresistenz von Proteinen, da einige allergene Substanzen (z.B. Proteine der
Erdnuss) mit einer langen Verweildauer im Magen-Darmtrakt in Verbindung gebracht werden
(Lack et al. 2002; Bakshi 2003).

6.8.3 Toxizitat

Um die Toxizitdt von rekombinanten Proteinen und Metaboliten zu testen, werden in
der Regel Standardtoxizitatstests nach dem OECD Leitfaden zum Testen von Chemikalien
durchgefiihrt (OECD, 1993b). Der grobe Ablauf dieser Tests ist wie folgt: Zuerst muss in
jedem Einzelfall entschieden werden, welche Tests durchzufiihren sind (WHO 2000). Wenn
ein rekombinantes Protein oder ein neuer Metabolit (z.B. Vitamine, Omega-3-Fettsduren)
identisch zu bereits existierenden ist, diese als sicher gelten und geeignete Daten existieren,
kann das Zitieren von bereits vorhandenen Studien fiir einen Zulassungsantrag ausreichend
sein. Handelt es sich um ein neuartiges Protein oder sekunddren Metabolit, sind jedoch
griindlichere Toxizititstests erforderlich. Hierfiir sind verschiedene in vitro und in vivo Tests
vorgesehen. Héufig werden Tierversuche mit einer einzigen Gabe der gereinigten
Testsubstanz angewendet. Akut toxische Proteine zeigen bei der Gabe von hohen Dosen
gewohnlich sofort ihre gesundheitsschddlichen Wirkungen (WHO 2000). Viele Proteine
wirken jedoch erst nach der Gabe von mehrmaligen Dosen akut toxisch (Konig et al. 2004).
Deshalb fordert der Leitfaden des Wissenschaftlichen Lenkungsausschusses der Europdischen
Kommission (European Commission’s Scientific Steering Committee), dass im Falle eines
neuen Proteins mit nicht ausreichender oder einer Zweifel aufwerfenden Datengrundlage ein
Tierversuch mit wiederholter Dosengabe durchgefiihrt werden soll (Europdische Kommission
2003a).

6.8.4 Nahrstoffe

Genmanipulierte Lebensmittel konnen die Nihrstoffversorgung der Menschen
verbessern. Sie haben aber auch das Potential diese aus dem Gleichgewicht zu bringen, wenn
erwartete oder nicht erwartete Verdnderungen die Nahrstoffzusammensetzung betreffen
(EFSA GMO Panel 2004c). Die Untersuchung des Nahrwertes transgener Lebensmittel sollte
die Nahrstoffzusammensetzung, die biologische Wirksamkeit der Nahrstoffe und potentielle
Auswirkungen des Konsums auf die Néhrstoffversorgung des Menschen beriicksichtigen.

Wurde in der ersten Phase der Risikoanalyse fiir ein bestimmtes transgenes
Lebensmittel eine substantielle Aquivalenz zum entsprechenden Vergleichsprodukt
festgestellt, wird anschlieBend untersucht, ob ein Ersetzen des herkdmmlichen Produkts durch
das entsprechende transgene Lebensmittel zu einer schlechteren Erndhrung fiihren konnte.
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Dabei soll zum einen die Nahrstoffaufnahme bei einer durchschnittlichen und zum anderen
bei einer extrem hohen Tagesdosis bewertet werden. Ein weiteres Augenmerk sollte auf
Inhaltsstoffe gelegt werden, von denen bekannt ist, dass sie den Nahrstoffgehalt einer Pflanze
verringern konnen (so genannte ,Antinutrienten’). FEinige Antinutrienten interagieren
beispielsweise mit essentiellen Inhaltsstoffen und setzen dadurch deren Verfiigbarkeit fiir den
Konsumenten herab.

Bei transgenen Lebensmitteln, die auf  eine Verdnderung der
Néhrstoffzusammensetzung abzielen (z.B. hoherer Vitamingehalt), werden zusétzliche
Studien zu den speziellen Biomolekiilen benétigt (EFSA GMO Panel 2004c).

6.8.5 Fallbeispiele zu Gesundheitsrisiken

In vielen transgenen Maispflanzen werden Bt-Toxine exprimiert, um ihre Resistenz
gegen Insekten zu erhohen. Das Bt-Toxin (Cry9C) des transgenen Starlink Mais weist eine
Verweildauer im Magen-Darmtrakt von bis zu 30 min auf. Deshalb verweigerte die U.S.
Environmental Protection Agency die Zulassung von Starlink Mais als Lebensmittel (s. Box
8). Nach Taylor & Hefle (Taylor & Hefle 2001) ist das Cry9C Protein als nicht allergen
einzustufen. Der Wissenschaftliche Beirat der US EPA (2001) kritisierte jedoch die US FDA,
da bei der Untersuchung des allergenen Potentials das Cry9C von Escherichia coli-Bakterien
generiert wurde und nicht vom transgenen Starlink Mais selbst. Das Verwenden von nicht
gleichwertigen, aus Bakterien stammenden Proteinen erhoht die Moglichkeit, dass IgE
Reaktionen gegen von Pflanzen synthetisierte Cry9C Toxine nicht entdeckt werden.

Bernstein et al. (1999) fiihrte Gesundheitsuntersuchungen bei Farmarbeitern durch,
bevor und nachdem diese tliber die Haut und Atemwege in Kontakt mit herkdmmlichen Bt-
Pestiziden kamen. Dabei konnten eindeutige Haut- und Immunreaktionen der
Farmarbeiter festgestellt werden.

Von der Firma Hi-Breed International wurden transgene Sojabohnen mit erhohtem
Methioningehalt hergestellt, um den erndhrungsphysiologischen Wert der Sojabohne zu
erhohen. Diese transgenen Sojabohnen exprimierten das methioninreiche 2S-Albumin der
Paranuss. In einer von der Firma Hi-Breed International in Auftrag gegebenen
Untersuchung, wurde das allergene Potential der transgenen methionninreichen Sojabohnen
mittels Seren von neun Personen, die sensibel auf Paraniisse reagierten, und neun
Kontrollpersonen, die offensichtlich nicht sensibel auf Paraniisse reagierten, getestet (Nordlee
et al. 1996). Bei acht der neun Personen, die allergisch auf Paraniisse reagierten, konnte eine
Bindung des IgE an das gereinigte 2S Albumin festgestellt werden. Das IgE von sieben der
neun Allergiker band auch an ein transgenes Soja-Protein, das zusammen mit dem 2S-
Albumin, jedoch nicht bei der gentechnisch unverdnderten Sojabohne, vorkam. Hi-Breed
International hatte nach Firmenaussage bereits 1993 nach den ersten Untersuchungen, die auf
das allergene Potential der neuen Sojabohne hindeuteten, alle Feldtests abgebrochen und
samtliches Pflanzenmaterial zerstort.
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Box 8: Fallbeispiel Starlink Bt-Mais

Die transgene Maisvariante Starlink exprimiert das insektizide Protein Cry9C. Dieses Protein
ist nicht strukturell homolog mit bekannten Lebensmittelallergenen, jedoch starker resistent gegen
Verdauungssafte, als andere Bt-Toxine (Taylor & Hefle 2001). Die in vitro durchgefihrten
Untersuchung zeigten eine Stabilitdt von vier Stunden gegeniiber dem Verdauungsenzym Pepsin bei
pH 2,0 (US EPA 1997). Es zeigte sich jedoch keine Sequenzhomologie mit bekannten Allergenen. Da
jedoch Verdauungsresistenz auch flir einige Lebensmittelallergene bekannt und ein Kriterium des
Entscheidungsbaumes der WHO ist, verweigerte die US Environmental Protection Agency (US EPA)
die Zulassung von Starlink Mais als Lebensmittel. Die Registrierung flir den US-amerikanischen
Markt im Jahre 1998 durch die US EPA war somit auf Verwendung des Starlink-Mais als Tierfutter
beschrankt.

Im September 2000 berichteten die Medien, dass Starlink Mais in die Lebensmittelkette
gelangt sei. Nach wenigen Tagen wurden die Produkte durch den Hersteller zurlickgerufen (Bucchini
& Goldman 2002). Anfang Oktober bekannte die U.S. Food and Drug Administration (US FDA), dass
Starlink Mais mit anderem Mais in der Nahrungsmittelkette vermischt wurde. Anfang November
wurden dann auch von der US FDA verschiedene Produkte, die Starlink Mais enthielten,
zurtickgerufen und dem Hersteller von Starlink Mais die Zulassung entzogen. Zur gleichen Zeit
beantragte die Firma eine erneute Zulassung, auch fir den Lebensmittelmarkt.

Die US EPA berief ein Wissenschaftliches Beratungsgremium (SAP) um die bisher
durchgefiihrten Studien zum allergischen Potential des Cry9C Endotoxins erneut zu beurteilen.
Dieses kam zum Schluss, dass, obwohl die Allergenitat nicht nachgewiesen werden konnte, weiterhin
keine Lebensmittelsicherheit fiir Cry9C besteht (SAP 2000). Somit ist die Zulassung des Starlink
Mais bis heute als Tierfutter in den USA beschrankt.

Eine Analyse der Isoflavone in glyphosatresistenten GTS 40-3-2 Sojabohnen zeigte,
dass die Konzentration an Phytodstrogenen signifikant geringer war als in herkdmmlichen
Sojabohnen (Lappe et al. 1999). Es wird angenommen, dass Phytodstrogene vor Herzinfarkt
und Krebs schiitzen und somit konnte der Riickschluss gezogen werden, dass die getesteten
transgenen Sojabohnen einen geringeren Niahrwert aufweisen als die herkdmmlichen Pflanzen
(Bakshi 2003).

Ein weiteres prominentes Beispiel evtl. toxischer Wirkungen transgener Lebensmittel
betrifft gentechnisch veridnderte Kartoffeln (Ewen & Pusztai 1999a, siche Box 9).

6.8.6 Kritik an der Sicherheitsbewertung von GVO

Viele Wissenschaftler, wissenschaftliche Verbidnde und Regierungsorganisationen
halten die mit GV-Lebensmitteln verkniipften Gesundheitsrisiken generell fiir gering
(Schauzu 2000, Taylor & Hefle 2001, Lack et al. 2002, Society of Toxicology 2003).
{Bakshi, 2003 19720 /id /a}(2003) argumentiert hingegen, dass aufgrund der grofen
Bevolkerungsgruppen, die GV-Lebensmitteln ausgesetzt sind, mehr Forschung nétig sei, um
potentiell von transgenen Lebensmitteln ausgehende Gesundheitsrisiko fiir den Menschen
ausschlieBen zu konnen.
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Box 9: Fallbeispiel Kartoffeln mit Schneegldockchen-Transgen

Im April 1998 erklarte der Wissenschaftler A. Pusztai vom Rowett Research Institute in
Aberdeen, UK, dass bei Versuchen mit Ratten, die eine Diat mit gentechnisch veranderten Kartoffeln
alen, eine Veranderung des Dinndarms fest gestellt wurde.

Es handelte sich in den Versuchen um Kartoffeln, die das Galanthus nivalis Agglutinin (GNA)
des Schneeglockchens exprimierten. Diese wurden entwickelt, um eine Resistenz gegen Insekten-
und Nematodenbefall zu erreichen. Bei der Studie zur Toxizitdt dieser Kartoffeln wurden pro
Untersuchungsgruppe zuféllig sechs Ratten ausgewahlt, die eine Diat entweder mit rohen oder
gekochten GNA-transgenen Kartoffeln, nicht-transgenen Kartoffeln oder nicht-transgenen Kartoffeln,
aber mit Zugabe von GNA, Uber einen Zeitraum von 10 Tagen erhielten (Ewen & Pusztai 1999b).

Sowohl bei den Ratten, die transgene GNA-Kartoffeln gefressen hatten, als auch bei der
Kontrollgruppe, die nicht-transgene + zusatzliche GNA-Diat erhalten hatte, wurde eine Verdickung
der Magenschleimhaut festgestellt. Des Weiteren konnte eine Wucherung, aber auch eine Hemmung
der Zellteilung des Gewebes des Dinndarms beobachtet werden. Diese Phanomene traten nur bei
Ratten auf, welche die transgene Kartoffeln verzehrt hatten. In diesem Fall nahmen die Autoren
daher an, dass nicht das GNA-Protein Grund fir die Veranderung war, sondern die Ursache im
Prozess der genetischen Veranderung selbst liegt.

Das Vorgehen der beiden Wissenschaftler erntete vielfaltige Kritik (z.B. Kuiper et al. 1999,
Lachmann 1999). Kuiper et al. (1999) kritisieren, dass die Experimente unvollstandig seien, da sie
mit zu wenigen Tieren durchgefiihrt wurden und eine Kontrollgruppe fehlte, die eine Standarddiat fur
Nager hatte erhalten mussen.

A. Pusztai wurde im Verlauf der Kontroverse von seinem Posten suspendiert. Die
Untersuchungen von Ewen und Pusztai wurden eingestellt.

Unzureichend sei die Bewertung von GVO hinsichtlich der Bestimmung ihres
allergenen Potentials laut Lack et al. (2002) aufgrund der ausschlieBlichen ,.hier und jetzt*
Untersuchung. Derartige Kurzzeitstudien konnten nicht ausschlieBen, dass transgene
Lebensmittel zur Sensibilisierung und damit zu neuen Allergien in der Bevolkerung fiihren.

Bernstein et al. (2003) argumentieren, von GV-Lebensmitteln ginge ein hoheres
Gesundheitsrisiko als von herkdmmlichen Lebensmitteln aus, da durch die Biotechnologie
eher neue Proteine und somit neue Allergien entstehen konnen als durch herkémmliche
Zichtung. Der aktuelle Entscheidungsbaum der FAO & WHO (2003) benétige aus diesem
Grund eine Revision, um diese neuen Protein besser untersuchen zu konnen. Es liele sich
auch nicht ausschlieBen, dass GVO entwickelt werden, die das gleiche allergene Potential
haben, wie z.B. die Erdnuss, da der gegenwértige Wissenstand es uns nicht erlaubt,
vollstindig zu definieren was ein Allergen genau ausmacht (Poulsen 2004). In dhnlicher
Weise kritisieren Millstone et al. (1999), dass in der Regel das Prinzip der substantiellen
Aquivalenz zur Bewertung von GVO angewandt wird. Die hdufig vorkommenden
Ungenauigkeiten wihrend der zur Feststellung einer wesentlichen Gleichwertigkeit
durchgefiihrten Studien (s.0.) seien jedoch ein Anzeichen dafiir, dass das Prinzip der
substantiellen Aquivalenz wertvoll fiir die Industrie, jedoch wertlos fiir den Konsumenten sei.
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Das Konzept sei in erster Linie geschaffen worden, um die Anwendung von biochemischen
und toxikologischen Tests zu umgehen (Millstone et al. 1999).

Gurian-Sherman (2003) identifiziert zahlreiche Defizite bei der Sicherheitsbewertung
transgener Lebensmittel in den USA. Um das Risiko einer Gesundheitsgefahrdung zu
vermindern und gleichzeitig das Vertrauen der Bevolkerung in verantwortliche Institutionen
und in die Lebensmittelsicherheit zu stirken, sind nach seiner Meinung eine verstérkte
Informationspflicht des Anmelders, zusitzliche Untersuchungen, verbindlichere Vorschriften
und insbesondere und eine bessere Information der Offentlichkeit notwendig.

6.9 Unbeabsichtigte Effekte

In einigen Féllen ist bei GVP ein Phédnotyp beobachtetet worden, der sich {iber die
erwarteten Verdnderungen hinaus von dem Phéinotyp einer entsprechenden nicht-
transformierten Pflanze unterscheidet. Handelt es sich dabei um konsistente und statistisch
signifikante Unterschiede zwischen der GVP und dem geeigneten Vergleichsorganismus, die
iiber die urspriinglich erwarteten Effekte des Transgens hinausgehen, so werden diese als
unbeabsichtigte Effekte bezeichnet. Sie konnen z.B. durch genetische Umlagerungsprozesse
oder gestorte Stoffwechselwege hervorgerufen werden.

Einige Autoren (OECD 1993, Konig et al. 2004) unterscheiden zwei Kategorien von
unbeabsichtigten Effekten: Teilweise seien unbeabsichtigten Effekte zu beobachten, fiir deren
Verstindnis das derzeitige botanische, genetische und pflanzenphysiologische Wissen
ausreiche (erkldrbare, vorhersagbare unbeabsichtigte Effekte), dariiber hinaus existierten aber
auch Unterschiede zwischen GV- und nicht-GV-Organismen, fiir die sich auf der Basis des
heutigen Kenntnisstandes keine plausible Erkldrung finden lasse (nicht-erkldrbare, nicht-
vorhersagbare unbeabsichtigte Effekte).

Beispiele

In der Literatur sind einige Beispiele fiir unbeabsichtigte Effekte bei transgenen
Pflanzen zu finden. Bergelson et al. (1998) beobachteten bei Arabidopsis thaliana
Unterschiede beziiglich der Auskreuzungsrate zwischen transgenen und nicht-transgenen
Pflanzen. Sowohl die transgenen als auch die nicht-transgenen Pflanzen waren
herbizidresistent, was jeweils auf der Expression des Csrl-1-Gens basierte. Wihrend es sich
bei den nicht-transformierten Pflanzen hierbei um ein spontan mutiertes Allel handelte, war
das entsprechende Gen in die transgenen Pflanzen gemeinsam mit einem
Antibiotikaresistenzmarker transferiert worden. Obwohl also die Herbizidresistenz-
verleithenden Gene und die Gewichshausbedingungen fiir alle Pflanzen identisch waren, war
die Auskreuzungsrate der transgenen Individuen um etwa 20% erhoht.

Bergelson et al. (1996) beobachteten des Weiteren eine verringerte Saatproduktion
bei herbizidresistenten A. thaliana-Individuen. Folgt man der oben erwihnten Klassifikation
der unbeabsichtigten Effekte, handelte es sich hierbei um einen erklérbaren und
moglicherweise vorhersehbaren Effekt, da dieser Phianotyp zwar sicherlich nicht dem Zweck
der Transformation entspricht, jedoch leicht als ,fitness cost’ erklért werden kann.
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Tabelle 18: Beispiele unbeabsichtigter Effekte in transgenen Feldfriichten

transgene Behandlung unerwartete Effekte Referenz

Feldfrucht

Gerste BAR Gen fur Glufosinat- Minderwertig im Vergleich mit Horvath et al.
resistenz, uidA Gen; Gen fir konventioneller Gerste (z.B. geringere 2001
hitzestabile B-Glucanase Ertrage)

Raps Uberexpression der Konzentration von Lutein, dem Shewmaker et
Phytoen-Synthase in Vorherrschenden Carotinoid der al. 1999

Rapssamen fiihrte zu einer  Kontrollsamen, erhohte sich jedoch nicht
500-fachen Steigerung der
o~ und B- Carotinoide

Pflanzen reagierten nach Infektion mit  A|.Kaff et al.

BAR Gen fir Glufosinat- gem CaMV sensitiv auf das Herbizid 2000
resistenz; reguliert durch Glufosinat
den CaMV 35 S Promotor
Mais Bt Stangel enthielten mehr Lignin als Saxena &
Kontrollpflanzen, mogliche Stotzky 2001b
Auswirkungen auf die Nahrungskette
Kartoffeln ~ Kanamycin (Antibiotika) zeigten unerwartete Auswirkungen auf Conner et al.
Resistenzmarker Phanotyp und Ernteertrage 1994
Lectin Gen um Resistenz geringere Gehalte von Glycoalkaloiden Birch et al.

gegen Insekten zu erhéhen  in den Blattern; dies kann Auswirkungen 2001
auf andere Insekten und auf die Lebens-
oder Futtermittelverwendung haben

Reis Glycinin Gen der Sojabohne Abnahme des Proteingehaltes um 20% Momma et al.
und gleichzeitig eine Zunahme von 1999
Vitamin B um 50%
Klee Samen-Albumin (ssa)-Gen  veranderte Samen-Dormanz und Godfree et al.
der Sonnenblume Keimlings-Sterblichkeit mit erhohter 2004a, 2004b
Persistenz in einjahrigen
Grassbestanden

Saxena & Stotzky (2001b) konnten fiir verschiedene transgene Maissorten (Btl1 und
MON 810) eine im Vergleich zu den nicht-transgenen Elternpflanzen signifikante Erhéhung
des Ligningehaltes feststellen. Ein erhohter Ligningehalt, kann im positiven Falle dazu
fiihren, dass sich der Insektenbefall der Feldfrucht verringert. Im negativen Fall, wie dies auch
schon von Landwirten beobachtet wurde, liefern Pflanzen mit einem erhohten Ligningehalt
schlechteres Viehfutter. Dariiber hinaus konnten sich die Degradationseigenschaften der
Pflanzen und ihre mechanischen Eigenschaften verdndern. Verschiedene Studien untersuchten
mogliche Konsequenzen eines verdnderten Lignin- und Zellulosegehalts transgener Pflanzen
fiir Abbauprozesse im Boden. Dabei wurden z.B. signifikant erhohte Kohlenstoff- und
Stickstoffmineralisierungsraten bei transgenem Tabak festgestellt (Webster et al. 2005,
Hopkins et al. 2005). Andererseits konnten Tilston et al. (2004) bei transgenen Pappeln keine
signifikanten  Unterschiede zu nichtmodifizierten Pappeln in Bezug auf die
Kohlendioxidproduktion bzw. der Abbaurate finden. In Tabelle 18 folgen weitere Beispiele
fiir das Auftreten unbeabsichtigter Effekte, deren Ursachen fiir die geschilderten Fille meist
unklar blieben.

Ein zur Erhohung der Nihrstoffqualitit von Klee (Trifolium subterraneum)
eingebrachtes Samen-Albumin-Gen aus der Sonnenblumen hatte Verdnderungen der Samen-
Dormanz bzw. der Samen-Keimung und verdnderte Keimlingssterblichkeiten zur Folge
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(Godfree et al. 2004a, 2004b). Wie Modellierungsstudien zeigten, kénnen diese zu einer
geringeren Invasivitdt in mehrjéhrigen Grasgesellschaften fiihren, andererseits zu einer
erhdhten Invasivitdt in einjdhrigem beweideten Grassland.

Eine erhohte Herbizid-Sensitivitdt wurde bei transgenem Raps gefunden (Al-Kaff et al.
2000). Die Ursachen fiir das Auftreten der unbeabsichtigten Effekte blieb jedoch unklar.

Abschatzung moglicher Risiken aufgrund unbeabsichtigter Effekte

Die EU-Richtlinie 2001/18/EG schreibt vor, dass unbeabsichtigte Effekte fiir die
Bestimmung mdoglicher Sicherheitsrisiken transgener Pflanzen oder ihrer Produkte
beriicksichtigt werden. Da unvorhergesehene Ereignisse selbst nicht im Vorfeld bewertet
werden konnen, scheint es sinnvoll, in einem ersten Schritt die Wahrscheinlichkeit des
Eintretens unbeabsichtigter Effekte zu bestimmen. Es wird angenommen, dass sie in vielen
Féllen durch Umlagerungsprozesse im Genom (genetic rearrangements) und Stérungen von
Stoffwechselwegen verursacht werden (EFSA GMO Panel 2004c). In einem ersten Schritt
sollten daher mit Hilfe einer Sequenzanalyse die flankierenden Regionen des Transgens
untersucht werden. Auf diese Weise kann exakt die Stelle lokalisiert werden, an welcher das
Transgen in das Wirtsgenom eingebaut wurde. Wurden dabei endogene Gene zerstort,
erscheint die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten unbeabsichtigter Effekte erhoht. Wie in
Kapitel 4 dargelegt, hdngt die Vorhersehbarkeit des Ergebnisses einer Transformation
erheblich von der verwendeten Methode ab. Das Ubertragen von Fremd-DNA durch
Partikelbeschuss resultiert hdufig in mehreren Transgen-Kopien pro Zelle (Pawlowski &
Somers 1998). Dies ist bei der Mehrzahl transformierter Getreidesorten der Fall (Koprek et al.
2001). Eine hiufige Folge ist die Inaktivierung eines Gens oder der gegenteilige Fall, die
Aktivierung anderer Gene. Auch konnen bei der Transformation durch Partikelbeschuss
DNA-Partikel aus Chloroplasten oder aus Mitochondrien ins Kerngenom gelangen (Van den
Eede et al. 2004). Die Akkumulation von mehreren verschiedenen Transgenen in einer
Pflanze (,Gene Stacking’) kann die Vorhersage der durch die Transgene hervorgerufenen
Effekte ebenfalls erschweren.

Von der EFSA werden zwei Herangehensweisen vorgeschlagen, um potentielle
unbeabsichtigte Effekte zu identifizieren: eine vergleichende und eine gezielte Analyse von
Bestandteilen und Inhaltsstoffen (,comparative’ bzw. ,targeted analysis’, vgl. 6.8).
Berticksichtigt werden sollten Makro- und Mikroelemente, sekundére Stoffwechselprodukte,
Antinutrienten und Toxine. Werden bei diesen Analysen signifikante Unterschiede zwischen
der transgenen und der Kontroll-Linie gefunden, sollten sorgféltig Untersuchungen im
Hinblick auf potentielle Risiken folgen (Cellini et al. 2004, EFSA GMO Panel 2004c¢). Die
nicht-zielgerichteten Methoden bendtigen eine Weiterentwicklung und Evaluation beziiglich
ithrer Spezifitit und Sensitivitdt (EFSA GMO Panel 2004c).
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7 GVO-Monitoring

Die Entwicklung des gemill Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG vorgeschriebenen
GVO-Monitorings befindet sich in Deutschland wie auch in anderen EU-Léndern nach wie
vor in der Konzeptentwicklungsphase. Erste Konzeptvorschlige werden in Deutschland
derzeit mittels Pilotstudien auf ihre Praxistauglichkeit hin iiberpriift. Im Prozess der
Konzeptentwicklung sind zahlreiche verschiedene Akteure auf Lénderebene, auf nationaler
und auf EU-Ebene involviert, die zum Teil unterschiedliche Schwerpunkte mit verschiedenen
Zielsetzungen bearbeiten.

Die Konzeptentwicklung fiir ein anbaubegleitendes Monitoring bezieht sich aktuell
grofBtenteils auf transgene Kulturpflanzen, deren Zulassung auf Inverkehrbringen genehmigt,
beantragt oder demnéchst erwartet wird (vgl. Menzel et al. 2005). Eigenschaften transgener
Pflanzen der zweiten und dritten Generation sind kaum beriicksichtigt, sollen aber bei Bedarf
in die Konzepte integrierbar sein (vgl. BLAG 2003, Wilhelm et al. 2003a).

7.1 Akteure

7.1.1 Antragsteller / Betreiber

Nach der Freisetzungs-Richtlinie 2001/18/EG ist der wichtigste Akteur des GVO-
Monitorings der Antragsteller oder Betreiber. Er hat mit dem Antrag auf Inverkehrbringen
die Ergebnisse einer Umweltrisikopriifung vorzulegen und einen davon abgeleiteten
Uberwachungsplan, mit allgemein iiberwachendem und falls erforderlich fallspezifischem
Monitoring-Teil (vgl. Kapitel 4). Nach der Erteilung einer Genehmigung ist der Antragsteller
oder Betreiber fiir die Durchfithrung des allgemeinen und des fallspezifischen Monitorings
und fiir die Ubermittlung der Daten an die zustindige Genehmigungsbehorde verantwortlich.
Dabei kann er auch die Daten aus bestehenden Beobachtungsprogrammen nutzen.

7.1.2 Bundesbehorden

Seit dem 1.4.2004 sind die Zustidndigkeiten in der Agro-Gentechnik auf Bundesebene
im Rahmen des Gentechnikgesetzes neu geregelt worden (vgl. Kapitel 4). So wurde die
Zustindigkeit fiir das gesamte Gentechnikrecht dem Bundesamt fiir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (BVL) als unselbstindiger Bundesoberbehdrde im Geschéftsbereich
des Verbraucherministeriums (BMELYV) iibertragen. Zuvor war dafiir das Robert-Koch-
Institut  (RKI) als selbstindige @ Bundesbehdrde im  Geschiftsbereich  des
Gesundheitsministeriums zustindig. Die gesamte Gentechnikabteilung des RKI wurde als
eigenstindige Referatsgruppe Gentechnik dem BVL angegliedert.

Das BVL hat im Bereich der Gentechnik insbesondere folgende Aufgaben:

e Geschiftsstelle der Zentralen Kommission fiir die Biologische Sicherheit
(ZKBS),

e Risikobewertung von Organismen, Fortschreibung der Organismenliste,

e Sicherheitsbewertung gentechnischer Arbeiten,
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e Durchfithrung von Genehmigungsverfahren fiir Freisetzungsvorhaben und
fiir das Inverkehrbringen von GVO nach dem deutschen Gentechnikrecht,

e Wahrnehmung der Aufgaben der national zustindigen Behorde fiir
gemeinschaftliche Genehmigungsverfahren der Europdischen Union (EU),

e Novel Foods unter gentechnologischem Aspekt (Uberwachung von
Lebensmitteln aus oder mit gentechnisch verédnderten Organismen ),

e Nationale Koordination beziiglich der BioTrack-Datenbank der OECD,

e Nationales Referenzzentrum zur Implementierung der UNEP International
Technical Guidelines fiir die Sicherheit im Bereich der Gentechnologie,

e Genregister, Anbauregister

Eine weitere Bundesoberbehorde im Geschéftsbereich des BMELV (bis Dez. 2005:
BMVEL) ist die Biologische Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft (BBA). Sie ist als
Fachbehorde u.a. mit der Entwicklung eines Konzeptes zum anbaubegleitenden Monitoring
gentechnisch verdnderter Pflanzen im Agrar6kosystem betraut. Hiermit ist seit 1999 eine
Arbeitsgruppe aus Vertretern der BBA, weiterer Bundes- und Landesbehdrden, der
Forschung, von Interessensverbédnden und der Industrie beschéftigt.

Die BBA hat im Bereich der Gentechnik folgende Aufgaben:

e Stellungnehmende Behorde bei Antrigen zur Freisetzung und zum
Inverkehrbringen von GVO in Deutschland und der Européischen Union,

e Priifung/Kommentierung von Antrige aus der Europdischen Union,

e Durchfiihrung begleitender Forschungen und Nachgenehmigungs-
untersuchungen zu Sicherheitsaspekten und moglichen Auswirkungen auf
den Naturhaushalt, insbesondere im Agrarbereich.

Das Bundessortenamt (BSA) fiihrt im Rahmen ihrer Saatgutiiberwachung auch die
Uberpriifung von Saatgut auf Verunreinigungen durch Transgenkonstrukte durch.

Im Rahmen des Gentechnikrechts ist das Friedrich-Loffler-Institut —
Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit (FLI) als Einvernehmensbehérde auch an
Verfahren zur Freisetzung und Inverkehrbringen gentechnisch verdnderter Organismen
beteiligt, jedoch im zoologischen Bereich.

Im Geschiftsbereich des Bundesministeriums fiir Umwelt, Naturschutz und
Reaktorsicherheit (BMU) wechselte die Kompetenz im Rahmen der Genehmigungsverfahrens
vom Umweltbundesamt (UBA) zum Bundesamt fiir Naturschutz (BfN). Als selbstidndige
Bundesoberbehdrde erfiillt es als Fachbehorde im Bereich Agro-Gentechnik die Aufgaben:

e Benehmensbehorde fiir das Freisetzen und Inverkehrbringen von GVO,

e Erarbeitung von Konzepten und Mallnahmen zur Risikominderung und zur
Sicherheitsforschung im Bereich Agro-Gentechnik,

e FErarbeitung der fachlichen Grundlagen fiir ein GVO-Monitoring und zur
Abschétzung der Auswirkungen von GVO auf die biologische Vielfalt,
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e Entwicklung von Monitoringkonzepten und deren Umsetzung,
e Beobachtung von GVO in der Umwelt.

Diese Aufgaben beim Vollzug des Gentechnikgesetzes hatte bis zum 31.3.2004 das
UBA inne. Fiir Verfahren zum Freisetzen oder Inverkehrbringen gentechnisch veridnderter
Organismen war es jedoch Einvernehmensbehorde.

Unter Federfiihrung des UBA (seit 2004 des BfN) befasst sich die
Bund/Landerarbeitsgruppe ,,Monitoring von Umweltwirkungen gentechnisch verdnderter
Pflanzen* (BLAG) mit der Aufgabe ein Rahmenkonzept fiir das Monitoring von GVO zu
entwerfen. Dieser Entwurf (BLAG 2003) dient als Basis fiir die weitere Konkretisierung des
GVO- Monitorings durch das BfN (Benzler 2004).

Den Bundesbehorden kommt im Bereich des GVO-Monitorings v.a. eine gestaltende
und koordinierende Funktion zu:

e (Qestaltung der Organisation des Monitorings (Datenverwaltung und Daten-
tibermittlung, Vorlagen fiir den Vollzug, Prisentation nach auf3en),

e Fachliche Ausgestaltung des Monitorings (Wissensaufbereitung,
Fachliches Konzept, Standardisierung von Methoden, Auswertung der
Daten, Aufzeigen von Forschungsbedarf),

e Beeinflussung des Monitorings (Uberwachungsplan und
Untersuchungsfliachen) als Bestandteil des Genehmigungsverfahrens durch
Erteilung ergéinzender Monitoring-Auflagen,

e FEinbringen der Monitoringvorstellungen in  EU-Gremien  zur
Harmonisierung und Festschreibung von Uberwachungsprotokollen.

Bundeslander

Die zustdndigen Landesbehdrden iiberwachen gemill §25GenTG die Durchfithrung
des GenTG und damit auch alle Monitoring-Aktivititen, die der Betreiber entsprechend der
Genehmigung durchzufiihren hat. Die genauen Aufgaben, die dabei erfiillt werden miissen,
sind nicht geregelt und werden von den Léndern eigenstindig festgelegt.

EU

Der Bedarf an einer EU-weiten Harmonisierung ist allgemein bekannt, da die oben
beschriebenen Gesetzesvorlagen unkonkret bleiben und einen erheblichen Interpretations-
spielraum zulassen (Benzler 2004). Besonders eklatant ist der aktuelle Mangel an
verbindlichen Vorschriften sowohl bei der Ausgestaltung wie bei der Uberwachung des
Monitorings. In der EU bestehen derzeit mehrere Arbeitsgruppen, die sich mit GVO-
Monitoring befassen. Das ,,European Enforcement Project (EEP)* hat sich als freiwilliges
Netzwerk europdischer Gentechnikbehdrden entwickelt. Hier finden mit Genehmigung,
Uberwachung von Koexistenz und Monitoring befasste Behdrdenvertreter eine Plattform um
relevante Informationen (z.B. zu Methoden, Standards, etc.) EU-weit auszutauschen. Eine
andere Arbeitsgruppe besteht aus Mitgliedern des Gremiums fiir GVO (GMO-Panel) der
Europédischen Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA). AuBerhalb der EFSA gibt es eine
weitere, der EU-Kommission zugeordnete Arbeitsgruppe, die von den zustindigen
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europdischen Vollzugsbehorden (Competent Authorities Meeting) beauftragt wurde, sich mit
der Umsetzung und Harmonisierung eines GVO-Monitorings zu beschiftigen.

Die Schaffung einer Zentralen Koordinierungsstelle fiir das Monitoring wird angestrebt.
Ob sie als Teil der EFSA oder aber unabhingig von ihr umgesetzt wird ist noch unklar. Im
Bereich des Europdischen Komitees fiir Normung (European Committee for Standardization,
CEN) sollen die deutschen VDI-Richtlinien zur Standardisierung von Monitoring-Methoden
(vgl. Beispiel Pollenmonitoring) aufgenommen werden.

7.2 Fachliche Konzepte der wichtigsten Akteure

In Deutschland gibt es aktuell zwei unterschiedlich eingebundene Fachbehdrden, die
sich auf Bundesebene mit der Konzepterstellung zum GVO-Monitoring beschéftigen: Die
BBA in Braunschweig im Geschiftsbereiches des BMELV und das BfN in Bonn im
Geschiftsbereich des BMU. Da den Bundeslindern die Uberwachung obliegt, werden in
vielen Bundesldndern Vorhaben und Modell-Projekte mit Bezug zu Risiko-Forschung und
Monitoring durchgefiihrt oder regionale (Teil-)Monitoring-pldne entwickelt und gestestet.
Dabei lédsst sich eine Orientierung an den fachlichen Konzepten bzw. eine Einbindung
entweder der BBA oder des BfN feststellen. Diese Konzepte unterscheiden sich deutlich in
der Einschétzung

e der wissenschaftlichen Datenlage und ihrer Qualitét,

e des 0kologischen Schadens, der Schutzgiiter und Schutzziele,

e von Schwellenwerten und Abbruchkriterien,

e des Beobachtungsraums — des einzubeziehenden Anteils der Landschaft,
e v.a. der Beriicksichtigung 6kosystemarer Zusammenhinge und

e der Vergleichsbasis eines Monitorings.

Folglich werden unterschiedliche Anforderungen an das Monitoringkonzept gestellt und
andere Antworten auf fiir ein Monitoring relevante Fragen gegeben. Insgesamt gibt es weder
auf der einen noch auf der anderen Seite vollstandig ausgearbeitete Monitoringpléne.

7.2.1 BfN —Konzept zum GVO-Monitoring der Umweltwirkungen

7.2.1.1 Grundlagen

Die Grundlage des GVO-Monitoringkonzeptes des BfN bildet das Okosystem. Nach der
Definition von unerwiinschten Veridnderungen von dkosystemaren Funktionen und Prozessen
kann eine okologische Risikoabschédtzung stattfinden. Sie fiihrt {iber die Anwendung von
nachvollziehbaren, wissensbasierten Ursache-Wirkungshypothesen zur Auswahl von
geeigneten Parametern, Methoden und Beobachtungsrdumen als notwendige Bestandteile
eines GVO-Monitorings (Schonthaler et al. 2003, Andow & Hilbeck 2004, Hilbeck & Meier
2005, Middelhoff et al. 2005). Ziel ist die Entwicklung eines dynamischen,
anpassungsfahigen GVO-Monitorings mit Riickkoppelungsmechanismen zur Risiko- und
Begleitforschung, damit Risiken frithzeitig erkannt und Umweltschdden rechtzeitig
abgewandt werden konnen (Hilbeck & Meier 2005, Middelhoff et al. 2005).
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Dies bedeutet, dass alle Moglichkeiten, wie GVO im Okosystem wirken konnen,
betrachtet werden und erst anschlieend auf die jeweils relevanten Priifpunkte und Parameter
fokussiert wird. Nur so kann im Sinne des Vorsorgeprinzips gewéhrleistet werden, dass auf
der Grundlage des aktuellen Wissens keine Aspekte ,,vergessen* werden, die sich spiter
moglicherweise als schdadigend herausstellen.

Einschatzung der Datenlage

In der Konzeptentwicklung des BfN wird darauf hingewiesen, dass bisher nur
lickenhaftes Wissen zu den Eigenschaften und Umweltwirkungen von GV-Pflanzen vorliege.
Damit bestehe aktuell ein groBBer Forschungsbedarf im Bereich Risikoabschitzung, der nicht
ausreichend durch Vorgenehmigungsforschung abgedeckt sei. Problematisch wird auch die
Art der bestehenden Forschung angesehen (Benzler 2004, Middelhoff et al. 2005). Als
Kritikpunkte werden genannt:

e meist zeitlich und rdumlich eng begrenzte Versuchsdauer,

e Zielstellung ist hdufig nicht auf die Erfassung von Umweltwirkungen
ausgerichtet,

e Daten sind kaum auf grof3flichigen Anbau iibertragbar,

e Versuchsaufbau ist nicht geeignet fiir den Nachweis von Randeffekten,
pleiotropen Effekten oder von Effekten in hoheren trophischen Ebenen.

Parallel dazu wird festgestellt, dass es keine ausreichenden Daten iiber den aktuellen
Zustand der Normallandschaft (Fehlen eines bundesweiten Biodiversititsmonitorings) als
Referenz (,baseline’) fiir das GVO-Monitoring gibt. Es wird akzeptiert, dass das Wissen
aufgrund des ausgesprochen komplexen Themas immer Liicken im Bereich Okologie und
Okosystemarer Zusammenhinge aufweisen wird, so dass unvorhersehbare Ereignisse fiir
moglich gehalten werden.

Baseline of Comparison — Vergleichs- und Kontrolldaten

Als Referenzzustand wird die Ausgangssituation in der Gesamtlandschaft
Deutschlands vor der Freisetzung von GV-Kulturpflanzen festgelegt (zeitlicher Vergleich)
(Zighart et al. 2005). Von Seiten des BfN wird gleichzeitig darauf hingewiesen, dass der
Zustand der in grofen Teilen agroindustriell genutzten Agrarlandschaft schon heute nicht
mehr den Vorstellungen einer nachhaltigen Landwirtschaftspraxis entspricht. Somit miisste
die Vergleichsbasis auch bei einem zeitlichen Vergleich erst noch genauer definiert werden.
Eine Festlegung auf den aktuellen Ist-Zustand wird als unzureichend abgelehnt.
Aufgrund der Zulassung von Freilandversuchen und des kommerziellen Anbaus von Bt-Mais
(MON 810) seit 2004/2005 ist ein GVO-freier Referenzzustand z.T. schon heute nicht mehr
zu erfassen.

Je nach Fragestellung wird ein rdumlicher Vergleich von GVO und Nicht-GVO
vorgezogen.  Gentechnikfreie Regionen und/oder Okologisch sensible  Gebiete
(Grof3schutzgebiete etc.) konnten dabei als Vergleichsfldchen dienen.

Bestehende bundesweite Monitoring-Programme
Zur Erfassung einer Vergleichsbasis bietet sich die Einbeziehung bestehender
bundesweiter Monitoring-Programme an, insofern sie GVO-relevante Teilaspekte abdecken:
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e Biodiversitatsmonitoring mit der Okologischen Flachenstichprobe: Bundesweit bisher
nur als Konzept ausgearbeitet (Droschmeister 2001), lediglich in Nordrheinwestfalen
umgesetzt. Wird von Seiten des BfN als Hauptbestandteil der Baseline und des GVO-
Monitorings angesehen (Benzler 2004).

e Boden-Dauerbeobachtungsflachen (BDF): Monitoring von Bodenfauna, Mikrobiologie,
etc. Eine bundesweite Harmonisierung ist notig (Huschek & Krengel 2004).

e Luftmessnetze: Pollensammler — Monitoring der Ausbreitung von transgenen Pollen
(Hofmann et al. 2005, VDI 4330-3 2005, VDI 4330-4 2005).

e Vogelmonitoring: Seit 2004 bundesweit einheitliche Erfassung von Vogeln in der
Normallandschaft als Forschungsvorhaben finanziert.

Raumbezug

Der Agrarraum und angrenzende Habitate werden als ein wichtiger Raumbezug von
verschiedenen Priifpunkten angesehen. Andere Priifpunkte miissen jedoch in der
Gesamtlandschaft iberwacht werden. Eine mogliche Anbindung des GVO-Monitorings an die
naturrdumlich stratifizierte Okologische Flichenstichprobe (Schroder & Schmidt 2001) wiire
besonders bei Beobachtungen in der Gesamtlandschaft sinnvoll.

Nach Ansicht des BfN sollte ein besonderes Augenmerk auch auf dkologisch sensiblen
Gebieten als Zentren der Biodiversitit liegen (Benzler 2004, Ziighart et al. 2005). Da
Auswirkungen auf Natura 2000-Gebiete in der UVP evaluiert werden miissen, wire eine
Einbeziehung in das GVO-Monitoring moglich, ist jedoch noch nicht geklért (Benzler 2004).
Fir andere Schutzgebietskategorien fehlen rechtliche Grundlagen fiir Auflagen zum
Inverkehrbringen und zum Monitoring von GVO (Menzel et al. 2005).

7.2.1.2 Konzeptentwicklung

Durch das F&E-Projekt ,Konzeptionelle Entwicklung eines Monitorings von
Umweltwirkungen transgener Kulturpflanzen® (Ziighart & Breckling 2003) wurden erstmals
umfassende fachliche Grundlagen fiir ein Umweltmonitoring-Konzept erarbeitet. Inhalt waren
v.a. die Entwicklung von Ursache-Wirkungshypothesen zu vier verschiedenen Modell-GVP
und die Anbindungsméglichkeiten an bestehende Uberwachungsprogramme.

Auf dieser Basis hat die Bund-Lander-Arbeitsgruppe ,,Monitoring von
Umweltwirkungen gentechnisch verdnderter Pflanzen* ein Rahmenkonzept unter
Federfiihrung des UBA erstellt, das die Anforderungen der Freisetzungsrichtlinie aufnimmt,
inhaltlich konkretisiert und Vorschldge fiir die Organisation des Monitorings macht (BLAG
2003). Dabei wurden Ziele, Handlungsfelder und relevante Priifpunkte des Monitorings
benannt. In einem nachfolgenden Umsetzungskonzept der Ad hoc-AG (2004) wird
vorgeschlagen, bestimmte GVO-Priifpunkte im Rahmen des Biodiversititsmonitorings (OFS)
umzusetzen. Middelhoff et al. (2005) konkretisierten dieses Konzept weiter.

Das GVO-Monitoring muss sich wie andere Umweltbeobachtungsprogramme auch mit
zwei Bereichen beschiftigen: Zum Ersten mit der Erfassung von Belastungen der Umwelt
durch menschliche Aktivititen, in unserem Fall die Einfiihrung der Agro-Gentechnik. Hierzu
dienen Indikatoren wie z.B. die Verbreitung von Transgenen, Transgenkonstrukten oder
Trangenkombinationen. Zum Zweiten mit der Erfassung des Zustands der Umwelt, der aus
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den aktuellen und vergangenen Nutzungen natiirlicher Ressourcen resultiert, mittels
Indikatoren, deren Veranderung ein MaB fiir die Auswirkungen der Belastungen darstellt.
Allgemein akzeptierte Indikatoren miissen im Bereich des GVO-Monitorings erst noch
entwickelt und/oder abgestimmt werden.

7.2.1.3 Ursache-Wirkungshypothesen und Priifpunkte

Umwelteffekte, die durch gentechnisch verdnderte Pflanzen verursacht werden, konnen
in allen trophischen Ebenen des Okosystems auftreten (vgl. Menzel et al. 2005, VDI 4330-1
2005). Um schédliche Auswirkungen bewerten und den zu untersuchenden Bezugsraum
festlegen zu konnen, sind Schutzgiter und Schutzziele zu definieren (GenTBeobV), deren
Verdnderungen quantitativ erfassbar sind. Aus den Ursache-Wirkungshypothesen ergeben
sich dann bestimmte potentielle Beeintrachtigungen fiir Schutzziele und Schutzgiiter (Ziighart
& Breckling 2003, Middelhoff et al. 2005, VDI 4330-1 2005).

Die Uberwachung der potenziellen Beeintrichtigungen kann durch eine Auswahl
relevanter Prifpunkte gewihrleistet werden. Parameter sind die eigentlichen
Untersuchungsgrofien. Sie werden mit einer festgelegten Methode unmittelbar erhoben oder
aus erhobenen Daten abgeleitet. Indikatoren stellen eine entwickelte und abgesicherte
Verkniipfung von Priifpunkt, Parameter und Methode dar (Middelhoff et al. 2005).

Die zentrale Grundlage des Konzeptes sind die Ursache-Wirkungshypothesen zu
moglichen Wirkungen des Anbaus von GVO, die Priifpunkten, Parametern und Schutzzielen
zugeordnet sind (Tabelle 19). Die Hypothesen sind fiinf Kategorien zugeordnet:

o falliibergreifende Hypothesen (H1-H11),

e Hypothesen zu herbizidresistentem (HR)-Raps (H12-H38),

e Hypothesen zu Bt-Mais (H39-H50),

e Hypothesen zu virusresistenten Zuckerriiben (VR-ZR.) (H51-H58),

e Hypothesen zu kohlenhydratmodifizierten —Kartoffeln (KH-Kart.) (H59-
Ho63)
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Tabelle 19: Ursache-Wirkungshypothesen und Priifpunkte des GVO-Monitoringkonzepts nach
Middelhoff et al. 2005)

Zighart und Breckling (2003, erweitert, aus:

.g o Handlungs- Ursache-Wirkungs Hypothesen Prifpunkte § ol E
£ | bereich/ Para- e S K <
A N t €| I x|z
o N metergruppe T o >|¥
- Umweltwirkungen Pollen der Kulturart kdnnen transgenvermittelt allergen wirken Belastung:
. g auf menschl. Verbreitung von Transgenen und Transgen- X
% 'g Gesundheit: kombinationen in Pollen
= Allergien uber die Status:
c o0 Atemwege F . .
T requenz und Verbreitung von Allergien der
=0 Atemwege
Horizontaler Gen- Auf Grund von Transgenen oder Transgenkombinationen konnen Mikroorganismen (H5) und | Belastung:
transfer (in Mikroor- Kulturpflanzen in vorhersehbarer Weise (H59) oder durch einen spezifischen Selektionsvorteil | verpreitung von GVO-Anbau X |Ix | x| x
ganismen, Viren), (H19, H54) oder in unvorhersehbarer Weise (H2, H3) ihr 6kologisches Verhalten so andern, - _ o
- Auskreuzung (in dass sie sich auf die Biodiversitat der Pflanzenarten negativ auswirken (H1, H9). :iloer:t;]eltung I eI Sl
‘5 Wildflora) und Die Einwirkung reicht raumlich und zeitlich tiber den GV-Anbau selbst hinaus bzw. wird verstérkt in Kulturofl
ﬁ Verbreitung durch: S !n ulturpflanzen X IX | x| x
g Verwilderungs- und 1.) horizontalen Gentransfer auf Grund des Auftretens von freier DNA im Boden (H4) und - n NG P T X X
- = Ausbreitungs-poten- | Gewassersedimenten sowie im Darm von Pflanzenfressern oder phyto- bzw. polyphagen - inPollen X |X [ X]|X
.g % zial der Kulturpflanze | wirbellosen. Dies kann insbesondere durch die Integration bakterieller und viraler Sequenzen im - imBoden XIx | x| X
(L Pflanzengenomverstarkt werden (H6). - in Gewassersedimenten X | X
g 3 2.) die Verbreitung der Transgene uber Pollen (H15, H39, H51) zur Einkreuzung in Saatgutpro- = Wirbeltierkot, Klaranlagen X | x X | X
S o duktion, GV-Anbau, nGV-Anbau, Durchwuchs und Wildpopulationen (H16, H40, H52) sowie tiber | giatys:
oD Samen (H12) wobei es zu einer Akkumulation von Transgenen (H7, H20) und anderen Wechsel- Verh It. Verwild Ausbreit d
m= wirkungen (H8) auf genetischer Ebene kommen kann. erhalten (Verwilderung, Ausbreitung und | x X | X
© . . . . . Etablierung) der transgenen Kulturpflanze
£ 3.) das der Kulturarten eigene oder transgenvermittelte Potenzial, auf Anbauflachen in der Sa- Verhalten (Etabli d Ausbreit d
ﬁ menbank zu persistieren (Durchwuchs H14, H61, H62), dauerhaft (H13, H60) oder zeitweilig zu HeL % en (Etablierung und Ausbreitung) der X X
[v] verwildern (H52) bzw. in direkt verwandte Wildarten (H17, H53) bzw. Gber Briickenarten in die yoride
= weitere Pflanzenfamilie (H18) einzukreuzen
» o Allgemein Der Anbau transgener Kulturpflanzen kann die Anbaupraxis und Anbauschwerpunkte verandern | Belastung:
‘é’,ﬁ g und damit Auswirkungen auf die Biodiversitit im Agrarraum bzw. in der Landschaft haben (H10, | | andschaftsstrukturelle Diversitat X | x| x| x
=0 0 AL Anbautechnik
e Eo
>
ﬁ % 5| Erhaltung von Kultur- | Verbreitung der Transgene Uber Pollen (H15, H39, H51) zur Einkreuzung in Saatgutproduktion | Belastung:
@ £ Of arten (auch verwandte Kulturarten) im Zusammenhang mit einer Akkumulation von Transgenen (H7, | verbreitung von Transgenen und Transgen- | X | X | X | X
4 S (1) H20, H40). Uber Durchwuchs aus transgenen Vornutzungen oder Uber transgene Samen sowie | kombinationen im Saatgut
technische Vermischung kann auch Kartoffel betroffen sein
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Mikroorganismen kénnen mit Pflanzentransgenen auf genetischer Ebene in Wechselwirkung tre-
ten (H6), Transgene aufnehmen (H4) oder aufgenommene Transgene verandern und so ihr 6ko-
logisches Verhalten in unvorhersehbarer Weise andern (H5), einen Konkurrenzvorteil erlangen

anderte genetische Ausstattung herbeige-
fuhrte Anderung von Zusammensetzung und
Funktionen von Mikroorganismen

.g o Handlungs- Ursache-Wirkungs Hypothesen Prifpunkte § @ E
£ | bereich/ Para- e S K <
3N | T x| I
»n A\ metergruppe T o >|K
Verlust von Kulturar- Durch die Etablierung transgener Kulturarten und Sorten kann sich die Vielfalt im Anbau befindli- | Status: X| X| X| X
ten- und Sortenviel- cher Kulturarten und Sorten verringern. Anzahl und Zusammensetzung verwendeter
falt Kulturarten und Sorten
Herbizidresistenz- Im Rahmen des Anbaus von HR-Raps kann die transgene Eigenschaft verbreitet werden (H17), | Zustand der Ackerbegleitflora, der Acker-
technik liberdauern (H14) und zu einem Selektionsvorteil filhren (H19), wodurch sich der Herbizidaufwand | randflora und der Diasporenbank X
zunehmend erhéhen kann (H20, H21). Indirekte Wirkung auf Pollenfresser/ Bliten-
Herbizidanwendung kann zu einer Verringerung von Biodiversitat in Agrarsystem und —raum fiih- | besucher unter den Wirbellosen
ren (H22, H23, H24, H25, H26)
Terrestrische Transgene Kulturpflanzen kénnen Transgen- oder herbizidvermittelte Wirkung | X | X | X | X
Wirbellosenfauna - durch veranderte (H63) oder (selektiv) toxische (H42, H43, H45) Inhaltstoffe, tber |auf phytophage Zielarten an der Kulturart
direkte (H32) oder indirekte Wirkungen (H28, H29) von Herbizidanwendungen oder und
durch unvorhersehbare neue Eigenschaften (H2, H3) das Phytophagenspektrum | 54 Beikrautern bzw. X
verandern.
- Uber den verbreiteten (H39) Pollen mit(selektiv) toxischen (H42, H43, H45) Inhaltstoffen | auf pollenfressende Wirbellose. X
pollenfressende Wirbellose innerhalb und auerhalb des Anbaus schadigen (H45). - - -
Indirekte Wirkungen auf Antagonisten unter
Veranderungen im Spektrum und der Abundanz von Phytophagen (H30, H46, H63) sowie | 4on Wirbelloseng 9 X| X X| X
- - direkte (H32, H45) oder indirekte (H44) transgen- oder biozidvermittelte toxische Wirkungen - -
Wirbeltierfauna kénnen sich auf Antagonisten sowie das Gefiige Transgen- oder herbizidvermittelte Wirkung auf | Wirkung ~ des  durch ~ Reduktion der | X | X | X | X
phytophage Zielarten an der Kulturart und weiterer Nahrungsnetze (H9) auswirken. Begleitflora reduzierten Samenangebot bzw.
Reduktion der Ackerbegleitflora kann zu Bestandsveridnderungen der kdrner- und pflanzen- |der  durch  Pflanzeninhaltstoffe ~ oder
fressenden Wirbeltiere fiihren (H31) Herbizide veranderten Wirbellosenfauna
auf Wirbeltiere (verschiedene Stufen der
Nahrungskette)
Riickstandsanalysen | Durch HR-Technologie kann sich der Herbizidaufwand zunehmend erhGhen, mit toxischen Wir- Belastung:
kungen auf die Bodenmikroflora und -fauna (H21, H24, H32, H33). Gehalt von Genprodukten bzw. Bioziden im x| x
- Das Bt-Toxin kann im Boden persistieren, akkumulieren und biologisch wirksam bleiben (H47) Boden
c Erfassung der Die HR-Technik kann die Wirksamkeit von Faktoren &andern, die Erosion auf dem Acker | Wirkung der reduzierten Beikrautflora auf | X
.g Bodenerosion beeinflussen (H35). Bodenerosion
é Bodenphysikalische Durch direkte oder indirekte Wirkung von Herbizidanwendungen (H32, H33), transgenvermittelte | Status:
> und —chemische toxische (H48), vorhersehbare (H63) oder unvorhersehbare (H2, H3) Veranderungen der | |ndirekte Wirkungen bzw. Wirkung der HR-
5 Parameter pflanzlichen Nahrungsquellen (Inhaltsstoffe, Wurzelausscheidungen, Menge o. &.) kénnen | strategie auf Bodenphysik und Chemie
oS = : : Artenzusammensetzung der Mikroorganismen und Wirbellosen im Boden direkt verandert — : -
o Bodenmikrobiologi- werden. Transgen- bzw. biozidvermittelte toxische
a1] sche Parameter oder andere Auswirkungen oder durch ver-
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Bei einem Befall der Pflanzen mit anderen Viren als BNYVV kann es transgenbedingt zu
heterologer Enkapsidierung oder Synergien kommen, die ein verandertes Verhalten von viralen
Phytopathogenen nach sich ziehen ( H57, H58).

Kreuzungspartnern

.g o Handlungs- Ursache-Wirkungs Hypothesen Prifpunkte § @ E
£ | bereich/ Para- e S K <
3N t | T x| I
o N metergruppe T o >|¥
Bodenzoologische (H38) oder pathogenes Potenzial (wieder)entwickeln (H4, siehe Hinweise zu sdugerpathogenem | Transgen- bzw. Herbizidvermittelte toxische | X | X | X | X
Parameter Hintergrund von Bt (Bt-Mais). oder andere Auswirkungen auf Zusammen-
Die veranderte Artenzusammensetzung und Funktionen der Bodenmikroorganismen kann sich | setzung und Funktionen der Bodenfauna
indirekt auf das weitere Geflige des Nahrungsnetzes (Bodenzoologie H3, H5) und die
Bodenfunktionen auswirken (H5, H34).
Oberflachengewas- Im Rahmen der HR-Technologie kann sich der Herbizidaufwand zunehmend erhéhen (H21, | Belastung:
by ser und Grund- H24, H32, H33), wobei die Herbizide (H36) in Gewasser ausgewaschen werden kénnen. Gehalt von Genprodukten bzw. Bioziden in X | x
9, wasser Beim grofRflachigen Anbau von Bt-Mais kann es zum Eintrag und Anreicherung von Toxinen in | Gewassern
=g Gewéssern kommen (H49). Herbizide bzw. Toxin kénnen die im Wasser lebenden Organismen | Status:
(] schadigen (H37, H50). Wirkung von Genprodukten bzw. Bioziden in
o Gewassern auf in Gewassern lebende Orga-
nismen
Kulturpflanzen (bzw. deren DNA) kénnen transgenbedingt auf genetischer Ebene in Wechselwir-
kung mit Mikroorganismen und Viren treten (H6), wobei:
Phytopathogene 1.) Mikroc_)rga__nismen 'I_'_ransgene aufnehmen (H3) und ihr 6kologisches Verhalten in unvorherseh- | Befall der Kulturpflanze mit
N Wirbellose barer Weise andern kénnen (H4). phytopathogenen Wirbellosen X| X X
5 In beikrautarmen Rapsfeldern fressen Phytophage vermehrt an der Kulturpflanze (H27).
',_:, Eine Reduzierung der Maiszlnslerpopulationen kann zu Verschiebungen des Phyto-
2 phagenspektrums im Maisfeld flihren (Sekundarschadlinge, H41).
[ Veranderungen im Kohlenhydratspektrum der Kartoffeln kénnen zu Verschiebungen im Phyto-
E phagen- und Phytopathogenspektrum fiihren (H63).
©
= Virale 2.) durch Rekombination kénnen neue Viren mit unbekannten Eigenschaften entstehen (H55, | Befall durch virale Phytopathogene und Be- X
o Phytopathogene H56). fallsauspragungen an Kulturpflanze und

HI1-HI11 falliibergreifende Hypothesen,

H12-H38 Hypothesen zu herbizidresistentem (HR)-Raps,

H39-H50 Hypothesen zu Bt-Mais,

HS51-H58 Hypothesen zu virusresistenten Zuckerriiben (VR-ZR.),

H59-H63 Hypothesen zu kohlenhydratmodifizierten —Kartoffeln (KH-Kart.)
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7.2.1.4 Stand der Umsetzung

Definition der Prufpunkte
Zum jetzigen Zeitpunkt kann die Ableitung von Priifpunkten im Konzept des BfN als
abgeschlossen angesehen werden.

Erstellung eines Monitoringplans

Der néchste Schritt besteht in der Ableitung und Entwicklung von Parametern. Dieser
Schritt ist fiir verschiedene Priifpunkte unterschiedlich weit gediehen. Die empfohlene ziel-
oder problemorientierte Vorgehensweise (auch als top-down-Ansatz bezeichnet) orientiert
sich an der von Schonthaler et al. (2003) beschriebenen 6kosystemaren Umweltiiberwachung.
Parallel dazu entwickelt der VDI Richtlinien (4330, Blatt 1-10), die einen Mindeststandard
bei der Anwendung von Methoden in Monitoringkonzepten festschreiben sollen. Middelhoff
et al. (2005) prazisieren den Umfang, der fiir jeden Priifpunkt festgelegt werden sollte:

e Parameter (Erhebungsgegenstand oder -gegenstinde und MessgrofBe(n)),
e Methode (definiertes Vorgehen, Standardisierung, Auswertungsstatistik),

e FErhebungsdesign  (Ansatz: z.B. Beobachtungsmessnetz oder
Variantenvergleich (z.B. zwischen GVO < nicht GVO), ridumliche
Représentanz und statistische Aussagekraft,

e Messnetz (Organisation, Personal),
e Auswertung (Statistik und Représentanz) und

e Bewertung (Relevanz der Ergebnisse im Bezug auf mdgliche GVO-
Wirkungen, die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen oder -einer
Modifikation der Erhebung).

Die Charakterisierung der Belastungssituation in Bezug auf die Transgenverbreitung
kann als klar definierter Priifpunkt betrachtet werden. Noch zu definieren ist ein
Probenahmedesign, das mit geringem Aufwand ein aussagekriftiges Bild {ber
Verbreitungswege und -frequenzen liefert. Die Entwicklung insbesondere der biotischen
Wirkparameter steht dagegen noch weitgehend am Anfang. Die Schwierigkeiten bestehen hier
neben der Identifikation geeigneter Arten oder Artengruppen vor allem in der naturgeméif
groBen rdumlichen und zeitlichen Variabilitit, so dass der notwendige Erhebungsumfang
erprobt werden muss. Nach der Einschitzung von Middelhoff et al. (2005) konnten viele
Priifpunkte des GVO-Monitorings durch das Biodiversititsmonitoring OFS abgedeckt
werden, da ein zentrales Schutzziel beider Monitoringkonzepte der ,,Erhalt der Biodiversitét*
st.

Datenverwaltung, Datenbank

Als letzter Schritt eines GVO-Monitorings muss parallel zur Entwicklung der einzelnen
Parameter ein System geschaffen werden, das die wissenschaftliche Ableitung und Bewertung
der Hypothesen, Parameter und Methoden transparent macht, alle Beteiligten bei der
problemgeleiteten Aufstellung eines angepassten Priifplanes mit relevanten Priifpunkten,
Parametern und Methoden unterstiitzt, die notwendigen Daten strukturiert zur Verfiigung
stellt, sowie den Monitoring-Vollzug und die Auswertung und Bewertung der Ergebnisse
ermoglicht.
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Tabelle 20: Ubersicht iiber die Umsetzungsmodule eines GVO Monitorings, ihre Zuordnung
zu Schutzzielen und die enthaltenen Priifpunkte, aus Middelhoff et al. (2005), veréndert.

Umsetzungs Schutzziel Priifpunkt
modul (Problembereich)
Module, die sich zur Umsetzung in der OFS eignen
1 Transgen- Umwelt (Belastungssituation) Verbreitung und Gehalt von Transgenen und —kombinationen in
Screening | Kulturpflanzen
Kreuzungspartnern
Saatgut (anderer Erhebungszusammenhang)
Pollen (ggf. anderes Messnetz)
Boden (siehe Boden)
Gewasser/-sedimente (sieche Gewasser)
Verbreitung von GVO-Anbau (anderes Messnetz)
2 Flora und Erhalt der Biodiversitat, nachhaltige Verhalten (Verwilderung, Ausbreitung und Etablierung) der transgenen
Vegetation Landwirtschaft (Invasivitat) Kulturpflanzen
Verhalten (Etablierung und Ausbreitung) der Hybride
Zustand der Ackerbegleitflora, der Ackerrandflora und der
Diasporenbank
3 Faunal Erhalt der Biodiversitat, nachhaltige Wirkungen auf beikraut-, samen- und insektenfressende Wirbeltiere
Landwirtschaft (Kumulative Nahrungs-  und ihre Pradatoren
ketteneffekte, Endstufen)
4 Fauna Il Erhalt der Biodiversitat, nachhaltige Direkte Herbizidwirkung auf Wirbellose
Landwirtschaft (Herbizidresistenz- Indirekte Wirkung auf Pollenfresser/ Blitenbesucher unter den
technik, toxische und andere Wirkungen  Wirbellosen
auf Phytophage, Verbreitung von toxisch Indirekte Wirkung auf phytophage Zielarten an Beikraut
wirkenden Substanzen, kumulative Transgenvermittelte Wirkung auf Phytophage Zielarten an der Kulturart
Nahrungsketteneffekte) Transgenvermittelte Wirkung auf pollenfressende Wirbellose
Indirekte Wirkungen auf Antagonisten unter den Wirbellosen
5 Boden Erhalt der Bodenfunktionen Belastung:
(bodenphysikalische, —chemische, - Gehalt von Transgenen, Genprodukten bzw. Bioziden im Boden.
mikrobiologische, -zoologische Status:
Parameter) / Umwelt (Basisdaten Indirekte Wirkungen bzw. Wirkung der HR-Strategie auf Bodenphysik
Belastungssituation) und Chemie
Transgen- bzw. biozidvermittelte toxische oder andere Auswirkungen,
durch veranderte genetische Ausstattung herbeigefihrte Anderung von
Zusammensetzung und Funktionen von Mikroorganismen,
Transgen- bzw. Herbizidvermittelte toxische oder andere Auswirkungen
auf Zusammensetzung und Funktionen der Bodenfauna
6 Gewasser Schutz der Gewasser (Toxische Gehalt von Transgenen, Genprodukten bzw. Bioziden in Gewassern
Wirkungen) / Umwelt (Basisdaten und/oder Sedimenten. Wirkung von Genprodukten bzw. Bioziden in
Belastungssituation) Gewassern auf in Gewassern lebende Organismen
7 Biotop- Umwelt (Basisdaten Landschaftsstrukturelle Diversitat
strukturen Belastungssituation)
Module zur Umsetzung in anderen medialen Erfassungszusammenhéngen
8 Transgen- Umwelt (Belastungssituation in Qualitative und quantitative Analyse von Honig, Kompost,
Screening Il Vektoren) Klarschlammen und Magen/Darminhalt bzw. Ausscheidungen von

9 Vielfalt von
Kulturarten
und Sorten
10 Pflanzen-
krankheiten,
Resistenz-
entwicklung

Anbautechnik

11 Allergie-
register

Nachhaltige Landwirtschaft, Erhalt
der Biodiversitat (Verlust von
Kulturarten- und Sortenvielfalt)

Pflanzenschutz (phytopathogene
Wirbellose, virale Phytopathogene,
Resistenzentwicklung)

Umwelt (Basisdaten Belastungssituation)

Menschl. Gesundheit
(Umweltwirkungen auf menschl.
Gesundheit: Allergien tiber Atemwege)

Wildtieren
Anzahl und Zusammensetzung verwendeter Kulturarten und Sorten

Befall der Kulturpflanze mit phytopathogenen Wirbellosen

Befall durch virale Phytopathogene und Befallsauspragungen an
Kulturpflanze und Kreuzungspartnern

Auftreten von behandlungsresistenten Schadinsekten, Durchwuchs,
Ackerbeikrautern

Anbautechnik

Frequenz und Verbreitung von Allergien der Atemwege

Aktuell wird die Struktur fiir ein solches Content-Management-System in dem bis 2006
laufenden F&E-Projekt ,,Systemanalyse und Ausgestaltung eines Informationssystems zum
GVO-Monitoring* (ISMO) u.a. an der Universitdt Bremen fiir das BfN entwickelt. Es soll ein
fiir externe Benutzer (z.B. Linderbehdrden) offenes System sein, das bei neuen Erkenntnissen
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oder GV-Organismen entsprechend flexibel erweitert oder umgestaltet werden kann. Eine
Realisierung dieses Informationssystems ist relativ zeitnah geplant, da es innerhalb des BfN
fiir den Monitoring-Vollzug nach Inverkehrbringen von GVO gedacht ist.

Monitoringplan

Ein vergleichsweise detailreicher Entwurf eines Umsetzungskonzeptes (Middelhoff et
al. 2005) enthélt elf Module (Tabelle 20). Von diesen lassen sich sieben ganz oder teilweise
im Messnetz der OFS durchfiihren, wenn einige spezifische GVO-Erweiterungen eingefiihrt
werden. Die anderen Module kdnnten ganz oder teilweise in anderen bestehenden Messnetzen
durchgefiihrt werden, z.T. ebenfalls mit GVO-spezifischen Erweiterungen, oder konnten von
dort relevante Daten beziehen. Im folgenden Abschnitt sollen beispielhaft Parameter der
Module Transgen-Screening I/II und Fauna I/II genauer dargestellt werden.

Beispiel 1: Umsetzungsmodul Transgen-Screening | und 11

Das DNA-Screening verschiedener Medien und Organismen stellt nach Einschétzung
der VDI-Richtlinie 4330 Blatt 1 Basisdaten bzw. Hintergrundinformationen iiber Verbreitung,
Persistenz und Akkumulation von Transgenen in der Umwelt zur Verfiigung. Das heiflit, es
stellt potentielle Indikatoren fiir die fldchige Belastungssituation mit Transgenen zur
Verfligung. Zur Zeit werden alle oben genannten relativ einfach zu erfassenden Parameter des
Moduls - Transgenscreening [ (Tabelle 21) und der Parameter Honigbeprobung aus dem
Modul Transgenscreening II (Tabelle 22) in Pilotstudien evaluiert oder in einzelnen
Bundesliandern getestet.

Pollenmonitoring mittels Transgen-Screening

Im F&E-Projekt ,,Pollenmonitoring” (Hofmann et al. 2005) wurden Methoden fiir ein
standardisiertes GVO-Pollenmonitoring evaluiert. Die Autoren halten den kombinierten
Einsatz des technischen Pollenakkumulators Sigma-2 mit PMF (=direkte Belastungssituation)
und Honig als biologischem Pollenakkumulator (=Belastungssituation von Vektoren) fiir
sinnvoll, da beide Indikatoren sich zur Quantifizierung des Polleneintrags und Bestimmung
des GVP-Anteils eignen. Damit lieBe sich die Ausbreitung von GVO von bekannten Quellen
aus (Anbaufldchen) iiber die Landschaft nachweisen, um die Belastungssituation ortgenau
und flachendeckend mittels Simulationsmodellen zu berechnen. In einer Pilotstudie auf 72
Standorten wurden 2001 Raps-, Mais-, und im technischen Pollensammler auch
Zuckerriibenpollen nachgewiesen. GV-Kartoffeln wurden nicht beprobt.

Aktuell werden auf der Grundlage dieses Vorhabens und weiterer Projekte durch den
VDI Richtlinien zum standardisierten Pollenmonitoring entworfen (VDI 4330-3-4). In
Nordrhein-Westfalen wurde 2004 eine erste Praxiserprobung an drei Standorten des
Wirkungsdauermessprogramms NRW gemil3 dieser Richtlinien durchgefiihrt (mdl.
Mitteilung Fiebig 2005). Die Probenahme an den technischen Sammlern erfolgte durch den
Sigma-2-Sammler alle zwei, durch den PMF-Sammler alle vier Wochen im Zeitraum Juni bis
September im Rahmen von Routinefahrten durch das Landesumweltamt. Grundsétzlich ist es
moglich, Probenmaterial in noch hoherer zeitlicher Auflosung zu erhalten (bis zu
wochentlichen Intervallen). Fiir flichenreprdsentative Aussagen wurden Honigproben
standortnahen Imkern bzw. Wanderimkern angekauft. Die Aufbereitung sowie die
mikroskopische Analyse und PCR-Analyse der Pollen- und Honigproben (incl.
Referenzproben) erfolgte durch externe Firmen. Dabei wurden Routineverfahren angewandt,
die eine qualitative Erhebung aller unterscheidbaren Pflanzenpollen mit einem Anteil iiber
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Tabelle 21: Transgenscreening I (Belastungssituation in Pflanzen): Priifpunkte, Parameter und

mogliche Umsetzung von zentralen Belastungsfaktoren des

Middelhoff et al. (2005), verdndert.

GVO-Monitorings; aus

Priifpunkt Verbreitung Verbreitung von Transgenen und Transgenkombinationen in:
von GVO-
Anbau Kulturpflanze und  Saatgut Pollen
Kreuzungspartnern
Parameter Erhebung von  Entnahme von Entnahme von Entnahme von
GVO-Anbau- Blattsammel- Samen(sammel)- Pollen(sammel)-proben
flachen proben und deren  proben und deren und deren qualitative
(Zeitpunkt, qualitative wie qualitative und und quantitative Analyse
Lage, quantitative quantitative Analyse
Geometrie, Analyse
GVO)
Raumbezug Flachendeckend
Frequenz kontinuierlich 5 Jahre Jahrlich 20-50 Proben Mindestens wahrend
(gestaffelte pro Bundesland Bliihperiode der
Beprobung), ggf. Kulturpflanzen, besser
jahrlich ganzjahrig: 6-7 Proben
Methode Mindestanforde Probenahme- Probenahme- Pollensammler (Sigma-2
rungen werden protokoll NRW, methoden*, Analytik:  mit PMF), Analytik: PCR,
gesetzlich Analytik: PCR, PCR, DNA-Chip- DNA-Chip, Real time
festgelegt Chip-Technologie, Technologie, Real PCR, automatische
Real time PCR time PCR Bildanalyse
Messnetz/ GVO- Floristische Uberwachung des Pollenmessnetze: (z.B.
mogliche Anbauregister  Kartierung der Saatgutverkehrs- Dt. Wetterdienst,
Umsetzung OFS gesetzes Immissions-messnetz)
im Rahmen
von

0,1% und eine automatische Analyse (Arten und Anzahl) vorsehen. Die Ergebnisse bestitigen
die von Hofmann et al. (2005) gemachten Aussagen:

e Artansprache und Mengenauswertung der Pollen mittels automatischer
Analyse der Sigma 2-Proben sind noch unbefriedigend,

e visuell sind Raps- und Maispollen in PMF und Sigma-2 nachweisbar,

e Vergleiche der Sammelergebnisse PMF / Sigma-2 und Honig zeigen
Unterschiede zwischen Pollenfluss, —deposition und Sammelrate, so dass
eine getrennte Erfassung sinnvoll erscheint,

e die qualitative PCR-Analytik ist ausreichend entwickelt, es konnten
Transgenkonstrukte nachgewiesen werden.

Der Nachweis von Transgenkombinationen (mehrere Transgene in einem Individuum)
ist nach Middelhoff et al. (2005) in Pollen im Gegensatz zu Blatt- und Samenproben nur mit
hohem Aufwand zu fiihren.

Beim Honig-Monitoring gehen Hofmann et al. (2005) davon aus, dass durch das
flichendeckende Netz der Imker ein effektives und kostengiinstiges Monitoring moglich sein
diirfte (zu Kosten vgl. 7.2.1.5). Sie schitzen aufgrund von statistischen Erwédgungen, dass ein
Pollenmonitoring aus einem Basismessnetz von ca. 500 bis 1000 Standorten bestehen miisste.
Eine flichenhafte Umsetzung bei ganzjdhriger Beprobung wére sinnvoll, doch ist damit in
absehbarer Zeit nicht zu rechnen. Die Mdglichkeit, das Monitoring auf reprisentative
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Tabelle 22: Belastungssituation von Vektoren: Priifpunkte, Parameter und mdgliche
Umsetzung von zentralen Belastungsfaktoren des GVO-Monitorings im Modul —
Transgenscreening II, aus Middelhoff et al. (2005), verdndert.

Priifpunkt Verbreitung von Transgenen und Transgenkombinationen in Vektoren:
Honig Kompost Klarschlamm, Magen/Darminhalt
bzw. Ausscheidungen von
Wildtieren
Parameter Qualitative und Qualitative und Qualitative und quantitative
quantitative Analyse von  quantitative Analyse  Analyse von Klarschlammen,
Honig von Kompost Magen/Darminhalt bzw.
Ausscheidungen von Wildtieren
Raumbezug flachendeckend
Frequenz 2 x jahrlich jahrlich jahrlich
Methode *PCR, DNA-Chip- PCR, DNA-Chip- PCR, DNA-Chip-technologie,wI
technologie, Real tiTmMe technologie, Real Real time PCR (z.B. TagMan
PCR (z.B. TagMan ™ — time PCI$M(Z.B. — Assay)
Assay) TagMan ™ — Assay)
Messnetz / Probenahme im Rahmen Probenahme im Probenahme im Rahmen der
mogliche der Lebensmittelliber- Rahmen der Lebensmittelliberwachung,
Umsetzung im wachung, Aufbau eines Klarwerksanalytik Fleischbeschau/Tierkorper-
Rahmen von sImker-Netzes* [Jagdanalytik

* Zur Eignung von Honig und Analytik fiir ein GVO-Monitoring siche Hofmann et al. (2005)

Teilgebiete zu beschranken, untersucht derzeit ein Forschungs-Projekt in Bayern (Kuhlmann
& Beismann 2004). Mit einer entsprechenden Methode wire es moglich, Pollensammler bei
rdumlichen Vergleichen oder regionalen Fragestellungen einzusetzen.

Monitoring von Pflanzenmaterial mittels Transgen-Screening

Bisherige Konzepte sehen Sammelproben fiir ein Pflanzen-Transgen-Screening vor.
Allerdings erschweren Sammelproben den Nachweis von Transgenkombinationen
(Middelhoff et al. 2005). Deshalb wurden bei der in NRW angewandten Beprobungsmethode
kleinere Sammelproben (100 Pflanzen) getrennt nach Population und Art genommen. Kommt
es in Sammelproben zum Nachweis von ein (oder mehreren) Transgenkonstrukten, soll die
DNA-Analyse zundchst getrennt nach Populationen und anschlieBend nach Individuen
durchgefiihrt werden. Middelhoff et al. (2005) empfehlen die Beprobungsfrequenz von einem
flinf-jahrlichen auf einen jihrlichen Turnus umzustellen, nachdem die ersten transgenen
Wildpflanzen aufgetreten sind.

Der unzweifelhafte Nachweis von Transgenkonstrukten mittels PCR kann allerdings
sehr schwierig sein, wie das Beispiel der in Mais-Landrassen nachgewiesenen Transgen-
Promotoren zeigt (Quist & Chapela 2001). Diese Studie wurde wegen ihrer Methodik
kritisiert, so dass der Herausgeber von Nature sich schlieflich von den Ergebnissen
distanzierte (Editor 2002, vgl. aber Quist & Chapela 2002). Neben dem Nachweis
spezifischer DNA-Sequenzen mittels PCR gibt es eine Reihe weiterer Methoden, die zum
qualitativen oder quantitativen Nachweis von Transgenen herangezogen werden konnen
(Stewart 2005). Die gegenwirtig am weitesten entwickelte Methode ist die GFP-Markierung
(green fluorescent protein); hierbei wird ein fluoreszierendes Protein gebildet, das nach UV-
Bestrahlung fluoresziert. Die Methode ist zum Einsatz mittels Fernerkundung geeignet und
daher fiir ein flichendeckendes Monitoring pradestiniert.
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Beispiel 2: Umsetzungsmodul Fauna | (Brutvogel) und Fauna Il (Tagfalter und
Laufkafer)

Aufbauend auf der Auswahl von potentiell geeigneten Tierarten und Artengruppen fiir
ein Monitoring von Ziighart & Breckling (2003) priiften Middelhoff et al. (2005)
ausschlieflich ganze Familien oder Ordnungen auf ihre Eignung als potentielle Indikatoren.
Artenlisten potentieller Indikator-Arten und funktioneller Artengruppen im terrestrischen
Bereich legten auch Hilbeck & Meier 2005 im F&E-Projekt ,Biotische
Wirkungsakkumulatoren und Erhebungsmethoden fiir das GVO-Monitoring* vor.

Wirbeltier-Monitoring

Middelhoff et al. (2005) schlagen fiir das Umsetzungsmodul Fauna I die Erhebung der
Artengruppe ,,Brutvigel* vor. Da Brutvogel auch Bestandteil des Biodiversitdtsmonitorings
der OFS seien, biete sich eine Uberwachung dieses Parameters im Rahmen der OFS an. 2004
begann der Dachverband deutscher Avifaunisten (DDA) und andere Verbdnde in
ehrenamtlicher Arbeit in einem vom BfN geforderten Projekt ein bundesweites Vogel-
Monitoring der Normallandschaft. Hier werden die Flichen der OFS genutzt. Bisher konnten
ca. 60% der bundesweiten OFS-Flichen erstmals erfasst werden (mndl. Mitteilung
Droschmeister 2005). Nach Abschluss der Forderung 2006 wollen die Verbidnde das
Monitoring dauerhaft weiterfiihren.

Hilbeck & Meier 2005 evaluierten einzelne Vogelarten auf ihre Eignung als potentielle
Indikatoren fiir vier GVO-Kulturarten. Fiir ein deutschlandweites GVO-Monitoring eignet
sich nur eine begrenzte Zahl von Vogeln als Indikatoren, die entweder kulturarten-
unspezifisch  (Sperber, Waldohreule, Maéusebussard) und/oder kulturarten-spezifisch
(Feldlerche, Goldammer, Schafstelze, Feldsperling, Rebhuhn, Kiebitz) einsetzbar sind.

Wirbellosen-Monitoring, Tagfaltermonitoring

Das von Middelhoff et al. (2005) konzipierte Modul Fauna II bezieht sich auf
Wirbellose und umfasst aus der Gruppe der Arthropoden die Artengruppen Tagfalter und
Laufkifer als potentielle Indikatoren fiir die Uberwachung der Schutzziele ,,Nachhaltige
Landwirtschaft und ,,Erhalt der Biodiversitit“. Wéahrend das Tagfalter-Monitoring von
mehreren Expertengruppen als relevant angesehen wird, werden Laufkéfer z.T. als
ungeeignete Indikatorgruppe angesehen (Hilbeck & Meier 2005).

Tagfalter konnen im Rahmen des GVO-Monitorings von Wirbellosen vier Priifpunkte
abdecken:

1) direkte transgenvermittelte Wirkung auf Pollensammler und Pollenfresser,

2) direkte transgenvermittelte Wirkung auf Herbivore,

3) indirekte Wirkung der Herbizidresistenztechnik auf Pollenfresser und
Bliitenbesucher,

4) indirekte Wirkung auf Herbivore an Beikréutern.

Da sie als Adulte gleichzeitig einen hohen kulturellen Status aufweisen und im
Vergleich gut erfasst werden konnen, haben sie einen hohen Stellenwert als
Summenindikator. Fiir Tagfalter wére die Erfassung von Populationsparametern (z.B.
Altersstruktur, Populationsgrofle) zwar am aussagekriftigsten, doch miissen sie aus
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Kostengriinden verworfen werden. Stattdessen empfehlen Hilbeck & Meier (2005) Haufigkeit
von Arten, Individuensummen und Artenzahl zu erheben. Als Methode bietet sich z.B. im
Messnetz der OFS-Flichen eine flachenbezogene standardisierte Transektkartierung der
Adulten an, wie sie fiir das britische ,,Butterfly Monitoring Scheme* oder das bundesweite
Tagtalter-Monitoring (http://www.tagfalter-monitoring.de/) entwickelt wurde.

Empfehlungen

Prifungsphase vorschalten. Nach der Entwicklung von Monitoring-Methoden miissen
diese zuerst in Pilotstudien in geringer Wiederholungszahl auf bestimmte Priifpunkte wie
Methodik, Zeitaufwand oder Kostenkalkulation untersucht werden. AnschlieBend sollte in
einer Pilotphase mit vollem Stichprobenumfang die Variabilitit und die Ursachen der
Variabilitdt (z.B. Bearbeiterfehler) tiberpriift werden, um den Beprobungsumfang fiir die
Monitoring-Phase zu optimieren.

Gestaffelte Erhebung. Eine Staffelung der Gesamtprobe auf vier bis fiinf aufeinander
folgende Jahre wird empfohlen. Damit wiirde die Variabilitit der Daten aufgrund von
Jahresunterschieden abschétzbar werden und sich der jihrliche Kostenaufwand deutlich
reduzieren.

Schwellenwerte. Bisher fehlt eine Definition von 6kologisch (6kologischer Schaden)
oder kulturell (z.B. naturschutzpolitisch, Beliebtheit) relevanten Schwellenwerten. Von der
IUCN (2001) werden fiir die Einstufung von FEinzelarten in Gefdhrdungskategorien
FEinschitzungen vorgenommen, die moglicherweise auch fiir ein GVO-Monitoring als
Ausgangspunkt dienen kdnnen. Dabei wird ein Riickgang der Bestandesgrofe einer Art um
30% innerhalb von 10 Jahren mit unbekannter Ursache als Schwellenwert fiir die Rote-Liste-
Relevanz (,,Vulnerable®) von weit verbreiteten Arten angesehen. Zur Bestimmung der
Stichprobenzahl ist eine Festlegung von Schwellenwerten, d.h. von nachzuweisenden
Verdnderungen, zu Beginn des Monitorings vorzunehmen, die mit zunehmendem Wissen
angepasst werden muss. Eine Erweiterung des Monitoringkonzeptes auf andere gentechnische
Pflanzenarten oder Tierarten fehlt noch vollig.

7.2.1.5 Kosten

Kostenschédtzungen zu einzelnen Parametern im Rahmen eines kulturartenspezifischen GVO-
Monitorings von Raps und Mais wurden von Hilbeck & Meier (2005) vorgestellt. Die Ad
hoc-AG (2004) berechnete die Kosten erstmals fiir Teile eines OFS-Monitorings mit GVO-
Erweiterungen. Middelhoff et al. (2005) stellten fiir die Durchfithrung eines GVO-
Monitorings im Messnetz der OFS eine bundesweite Gesamtschitzung fiir einen
Erhebungsdurchgang von 5 Jahren auf der Grundlage dieser und weiterer Quellen auf
(Tabelle 23).
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Tabelle 23: Kosten fiir eine Stichprobe und fiir einen vollstindigen Erhebungsturnus von 5 Jahren von verschiedenen Elementen eines GVO-
Monitorings. (aus Hilbeck & Meier 2005, Middelhoff et al. 2005, Hofmann, mndl. Mitteilung Juni 2005 - Pollenmonitoring).

Prifpunkt / Messnetz Parameter Messgrofe Stichproben Geographische Kosten/ Kosten/ Startkosten
Gesamt (n) Réume (n) Wh (€) 5 Jahre (€)
(€)

Basisdaten, Landschafts- und Biotoptypen Vorkommen, Abundanz > 1000 21 Standorttypenin6 1375 1375000 1100000

Biotopqualitét / OFS Landschaftsrdaumen

Belastung mit Trangenen / OFS,  Pollenmonitoring Nachweis des transgenen 2 1000 1 (Stratifizierung je 1400 7000000 140000

DWD, eigenes Netz Luft Konstrukts, Verbreitung, Dichte nach Fragestellung)

Belastung mit Transgenen / Imker Pollenmonitoring Nachweis des transgenen > 1000 1 (Stratifizierung je 400 1600000 40000

+ Ergénzungen Honig Konstrukts, Verbreitung, Dichte nach Fragestellung)

Belastung mit Transgenen / OFS  Kartierung von Nachweis des transgenen 2 1000 21 Standorttypenin6 1250 1250000  30000-
Kreuzungspartnern  Konstrukts, Verbreitung, Dichte Landschaftsraumen 50000
von Raps

Biodiversitat, direkte Effekte der BIl'jtenpﬂanzen1 2 1000 21 Standorttypenin6 1000 1000000 30000-

Herbizidtoleranztechnik / OFS Landschaftsraumen 50000

Biodiversitat, direkte und indirekte  Brutvogel Abundanz, Artenzahl (auch 2 1000 21 Standorttypenin6 1875 1875000 30000-

Effekte auf Nahrungskette / OFS Nahrungskettenendglieder, Landschaftsraumen 50000

kornerfressende Herbivoren,
etc.)

Biodiversitat, direkte und indirekte Laufkafer Artenzahl, Abundanz 2 840 21 Standorttypenin6 1120 940000 30000-

Effekte von Toxinen und Landschaftsraumen 50000

Herbizidresistenztechnik / OFS

Biodiversitat, direkte und indirekte  Tagfalter Abundanz, Artenzahl Tagfalter 2 360 21 Standorttypenin6 1540 5540002 40000

Wirkungen von Toxinen und gesamt und funktionelle Gruppen Landschaftsraumen

Herbizidresistenztechnik / OFS

Biodiversitéat, indirekte Effekte der Perlmuttfalter Vorkommen, Abundanz 2 760 21 Standorttypenin6 1420 1080000 40000

Herbizidresistenztechnik / OFS Landschaftsraumen

Biodiversitat, direkte Effekte auf Kohlschoten- & Vorkommen, Abundanz 2 1008 21 Standorttypen in 6  Unter- 1300000 50000

herbivore Wirbellose an der Rapsstangelrissler Landschaftsraumen schiedlich

Kulturart / OFS

Biodiversitat, direkte Effekte auf Waldmaus Abundanz 2 300 21 Standorttypenin6 2340 700000 30000

herbivore Wirbeltiere / OFS Landschaftsrdaumen

"Basisvariante der OFS. Keine GVO-Fragestellung; * Realisierung in 6 Landschaftsraumen in je 60 Flichen des bestehenden OFS-Netz. Middelhoff et al. (2005) berechneten

eine Umsetzung in 21 Standorttypen mit je 40 Flichen, diese Zahl wird jedoch nur bei einer Ausweitung der OFS-Stichprobenzahl erreicht.
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7.2.2 BBA — Konzept zum Monitoring im Agrardkosystem

7.2.2.1 Grundlagen

Das GVO-Monitoring im Konzept der BBA soll Datenmaterial liefern, das dem GVO-
Risikomanagement bzw. der Risikobewertung nach Markteinfilhrung dient. Es soll die
Datenliicke schlieBen, die sich durch die Markteinfiihrung aufgrund der sich dadurch
ergebenden groBeren rdumlichen und zeitlichen Verbreitung ergeben. Seine Fragestellungen
und seine Methoden leiten sich von solchen Aspekten ab, die bereits im Rahmen der UVP und
in vorherigen Untersuchungen und Zulassungsverfahren behandelt wurden (Wilhelm et al.
2003a, 2003b).

Die Autoren dokumentieren hier eine klare Reduktion der Aufgaben v.a. des
allgemeinen Monitorings auf den Bereich ,,Optimierung des Anbaus zur Verminderung
von Nebeneffekten®, alle Okosystemaren Aspekte ohne Anbaubezug fehlen. Der
Beobachtungsrahmen wird (unzuldssigerweise, da dies nur fiir das fallspezifische Monitoring
vorgesehen ist) auf schon vorher beriicksichtigte ,,Problembereiche* eingeengt. Dabei ist zu
bedenken, dass diese ,,Problembereiche® im Vorfeld einer Genehmigung fast ausschlieBlich
von den Entwicklern der GVO selbst festgelegt werden.

Insgesamt ldsst sich erkennen, dass nicht eine wissensbasierte Analyse aller
Mbglichkeiten, wie GVO im Okosystem wirken kénnen und die Einschiitzung deren Relevanz
die Grundlage der fachlichen Ausgestaltung des Monitoringkonzeptes bildet (top-down-
Ansatz). Vielmehr werden vorgegebene Fragestellungen, Methoden und Messnetze auf ihre
Relevanz fiir ein GVO-Monitoring iiberpriift (bottom-up-Ansatz) und dann eine Auswahl
getroffen.

Einschatzung der Datenlage

Es ist anzunehmen, dass die Datenlage von BBA und der genehmigenden BVL durch
die Genehmigung des Inverkehrbringens eines GVO jeweils als ausreichend angesehen wird,
ansonsten wire keine Genehmigung ausgesprochen worden. Mdogliche Kenntnisliicken zu
schiadlichen Auswirkungen werden dann durch das Monitoring abgedeckt. Eine kritische
Auseinandersetzung mit folgenden Problembereichen fehlt:

e fehlende Standardisierung der Risikopriifung und der Erstellung von
Uberwachungsplinen fiir das Genehmigungsverfahren besonders im
Hinblick auf 6kosystemare Effekte;

e Kenntnisliicken (z.B. Biologie und Funktion potentiell betroffener Nicht-
Zielorganismen, pleiotrope und Positionseffekte der Empfangerpflanzen,
Wirkmechanismen des Genkonstruktes im Okosystem, etc.).

Baseline of Comparison — Vergleichs- und Kontrolldaten

Im Bereich der Landwirtschaft wird als Vergleichssystem von GVP-Anbau der
konventionelle Nicht-GVP-Anbau (rdumlicher oder zeitparalleler Vergleich) angesehen. Im
Eckpunktepapier der BBA (AGAM 2000) wird sogar darauf verwiesen, nur ein zeitparalleler
und standortidentischer Vergleich fiihre zu aussagekréftigen Informationen. Bei besonderen
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Fragestellungen konnen auch Fliachen, die besonderen Standards entsprechen, z.B. Flachen
des Okolandbaus, einbezogen werden.

Der Vergleich mit dem Ist-Zustand vor Inverkehrbringen (zeitlicher Vergleich)
wird besonders flir die Beobachtung langfristiger Verdnderungen als bedeutungslos
angesehen. Als Begriindung wird darauf verwiesen, dies habe nur Sinn, wenn die anderen
Parameter zeitlich mehr oder weniger stabil seien, dies trife jedoch nicht auf die
Landwirtschaft zu. Auch hier wird eine Einengung der Monitoring-Basis vorgenommen.
Gerade bei Langzeituntersuchungen miissen die Ausgangsdaten erhoben werden, ansonsten
lasst sich keine Verdnderung feststellen. Auch methodisch kdnnen heute Fragestellungen mit
mehr als einem Parameter befriedigend bearbeitet werden. Da eine Fokussierung auf das
Agrarhabitat vorgenommen wurde, ist es erklérlich, dass der rdumliche Vergleich empfohlen
wird. Umweltwirkungen, die kumulativ oder langfristig entstehen, konnen so nicht entdeckt
werden.

Raumbezug

Schon durch den Namen der Arbeitsgruppe in der BBA wund deren erstes
Eckpunktepapier zum Monitoring (AGAM 2000) wird eine Einengung des GVO-
Monitoringkonzeptes auf das ,,Agrarokosystem* sichtbar. Auch inhaltlich werden bei
Wilhelm et al. (2003) oder (AGAM 2000) nur Beziige zu Habitaten (Randstrukturen)
hergestellt, die an landwirtschaftliche Nutzflichen angrenzen oder davon beeinflusst werden.
Die Gesamtlandschaft wird nicht einbezogen. Dies hat v.a. konzeptionelle Ursachen. Da die
Autoren alle Parameter aus dem allgemeinen GVO-Monitoring ausschlieBen, die aufgrund
multipler Einflussfaktoren keinen eindeutigen GVO-Einfluss aufweisen und nicht kleinrdumig
erfassbar sind (Wilhelm et al. 2003a), miissen auch keine Arten erfasst werden, die sich in der
Gesamtlandschaft authalten.

Schutzziele, 6kologischer Schaden, Schwellenwerte und Abbruchkriterien

Wilhelm et al. (2003) gehen von einer Schadensdefinition aus, die erst bei einer
Beeintrachtigung von allgemein anerkannten, (rechtlich) geschiitzten Giitern zum Schaden
fiihrt, nicht jedoch dadurch, dass Auswirkungen direkt oder indirekt auf den GVO-Einsatz
zuriickzufilhren sind. Das Wort ,,0kologisch* wird vermieden. Nach der Benennung
allgemeiner Schutzziele werden Handlungsfelder benannt. die iiberwiegend aber nicht
konkretisiert werden. Eine weitere Diskussion um den Bedarf von Schwellenwerten oder
Abbruchkriterien fehlt génzlich.

7.2.2.2 Konzeptentwicklung

Die Arbeitsgruppe ,,Anbaubegleitendes Monitoring gentechnisch verdnderter Pflanzen
im Agrarokosystem™ (AGAM 2000, vgl. Kap. 7.3.) entwickelte im Jahr 2000 ein
Eckpunktepapier zum ,,Anbaubegleitenden = Monitoring  gentechnisch  verdnderter
Kulturpflanzen - Erfassung von Auswirkungen auf das Agrardkosystem®. Darin werden
Parameter genannt, die im Rahmen eines anbaubegleitenden Monitorings die Wirkungen von
GVO auf das Agrarokosystem erfasst werden sollen. Wilhelm et al. (2003) haben dieses
Konzept inhaltlich konkretisiert, fokussieren aber stark auf die Organisation des Monitorings.

Ziel des Monitorings ist die Schaffung von Grundlagen, die sowohl eine
Aufrechterhaltung der Genehmigung des Inverkehrbringens als auch Vorsorge und
Schadensabwehr ermoglichen sollen. Ein GVO-Monitoring wird damit als Werkzeug des
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(behordlichen) Risikomanagements aufgefasst. Die Umsetzung des Monitorings soll mit
begrenztem Verwaltungs- und Kosten-Aufwand realisiert werden, indem vorhandene
Beobachtungsprogramme genutzt werden. Der Aufbau von Informationsnetzwerken soll
den Genehmigungsbehdrden, Fachbehorden und Unternehmen den schnellen Austausch der
Daten ermdglichen.

Anhand von Grundprinzipien soll es den Unternehmen ermoglicht werden,
Monitoringpléne flir einzelne transgene Pflanzen zusammenzustellen. Hierzu wurde von der
AGAM ein Katalog mit Schutzzielen, Handlungsfeldern und Kriterien zusammengestellt
(Wilhelm et al. 2003).

Da den gentechnisch verdnderten Organismen keine grundlegend andere Qualitét als
den mit Standardmethoden geziichteten Organismen zugesprochen wird (vgl. Bartsch 2004a),
ist eine Uberwachung der Belastung, Verbreitung und Akkumulation ohne Hinweis auf eine
schddliche Wirkung nicht notwendig. Allgemeine regionale und zeitliche GVO-Einfliisse
seien durch das Anbauregister hinreichend abschdtzbar (Wilhelm et al. 2003). Eine
Einschrankung erfihrt diese Einschitzung nur durch die gesetzlich vorgeschriebenen
Schwellenwerte in Rahmen der Koexistenz, weshalb Bartsch (2004a) auch auf einer klaren
Trennung zwischen Fragen der Koexistenz und der biologischen Sicherheit besteht (vgl.
Abschnitt Raumbezug).

7.2.2.3 Ursachen-Wirkungshypothesen und Priifpunkte

Im Konzept der AGAM (2000) werden eine Reihe von Effekten genannt, die durch
sieben gentechnischen Verdnderungen an den vier Hauptkulturarten verursacht werden
(HR/Bt/, Fettsauremuster/ ménnl.steril-Raps, HR/Bt-Mais, HR/VR-Zuckerriibe, Bt/VR/HR/
starkeverdnderte-Kartoffel). Als handlungsrelevante Bereiche im Agrardkosystem werden
jedoch nur vier direkte Wirkungen angesehen:

e der GVO kann verdndert auf Schaderreger reagieren,
e bei Schadorganismen konnen sich Resistenzen entwickeln,
e der Abbau von Pflanzenresten im Boden kann sich verdandern,

e Pflanzenschutzmittel konnen verandert auf GVO wirken.

Im Handlungsbereich ,,Auskreuzung“ werden zu den direkten Wirkungen bei Raps und
Zuckerriibe die Geniibertragung auf Wildarten und benachbarte Nicht-GVO als relevant
eingestuft. Auch die Verdnderung der Ackerwildkrautflora wird hier aufgefiihrt, obgleich
diese eine indirekte Wirkung darstellt. Das Verwilderungspotential beider Arten wird nicht
genannt. Zu den indirekten Wirkungen auf das Agrardkosystem zdhlen mogliche
Verdanderungen des Anbauverfahrens. Der Fokus des Konzeptes liegt deutlich auf der
Untersuchung von Eigenschaften der GVO in ihren Wirkungen auf die Anbaupraxis.

Etwas erweitert und Schutzzielen zugeordnet sind die Handlungsfelder im Konzept von
Wilhelm et al. (2003). Beim Vergleich ihrer Handlungsfelder mit den Handlungsbereichen
und Parametern von Ziighart & Breckling (2003) (siche Tabelle 24) zeigt sich aber weiterhin,
dass das Konzept der BBA nur Teilaspekte in sehr allgemeiner Form abdeckt, und auf die
komplexen potentiellen Wirkungen von GVO auf Umwelt und Gesundheit nur sehr begrenzt
eingeht (Middelhoff et al. 2005).
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Tabelle 24: Vergleich der Handlungsfelder des BBA-Konzeptes (aus Wilhelm et al. 2003,
Schiemann et al. 2003) mit den Handlungsbereichen des BfN-Konzeptes von Ziighart &

Breckling (2003) aus Middelhoff et al. (2005).

Schutz- | Handlungsbereich | Priifpunkte Handlungsfeld
ziel |(Zughart & (Wilhelm 2003)
Breckling 2003)
= < | Umweltwirkung: Belastung: Allergie-
cg |Allergien Uber Verbreitung von Transgenen in Pollen Potentiale
® 5 | Atemwege .
. @ Status:
=0 Frequenz und Verbreitung von Atemwegsallergien
Horizontaler Belastung: Invasivitat,
o £ GN?'Etransfer _ Verbreitung von GVO-Anbau ;‘M:m?(?irer:tulllqg’
LA — &, ixroorgansimen, Verbreitung von Transgenen in Kulturpflanzen, uritione’e . _
== |Viren) . ; : Lebensgemein
&_t:v 0 Kreuzungspartnern, in Pollen, im Boden, in schaften
e E Gewassersedimenten, in Wirbeltierkot und s
58 % Verwilderungs- und | Klaranlagen Artenvielfalt
9 £ c | Ausbreitungs- Status: Pflanzliche
@ S |potential der ) . . Schéadlinge
- Kulturpflanze Verhalten (Verwilderung, Ausbreitung und
Etablierung) der transgenen Kulturpfl. u. Hybride
Allgemein Belastung: Dungebilanz,
Landschaftsstrukturelle Diversitat PSM-Bilanz,
Anbautechnik GVO-
. Persistenz,
% Anbaumeth.,
§ Erhaltung von Belastung: Eige&s/cgaﬂen
S Kulturarten Verbreitung von Trangenen und Transgen- r
) (Saatgutreinheit) kombinationen im Saatgut
@ Verlust von Status: ==
'-';-,' Kulturarten- und Anzahl und Zusammensetzung verwendeter
S Sortenvielfalt Kulturarten und Sorten _
g Verlust der Flora Ackerbegleiter, Ackerrand, Diasporenbank
'S pflanzlichen Indirekte Wirkung auf Pollenfresser/ Bliiten-
§  |Arenvielfalt besucher unter den Wirbellosen
B Herbizidresistenz- | Transgen- oder herbizidvermittelte Wirkung auf -
P technik phytophage Zielarten an der Kulturart und an
= Beikrautern bzw. auf pollenfressende Wirbellose.
© Indirekte Wirkungen auf Antagonisten unter den
= Wirbellosen.
o Terrestrische Wirkung des durch Reduktion der Begleitflora
S Wirbellosenfauna | reduzierten Samenangebotes bzw. Artenvielfalt
Z h -
der durch Pflanzeninhaltstoffe oder Herbizide
_ _ veranderten Wirbellosenfauna Artenvielfalt
Wirbeltierfauna auf Wirbeltiere (verschiedene Stufen der
Nahrungskette)
< Belastung: Belastung: _
EE’ c | Rickstandanalysen | Gehalt von Genprodukten bzw. Bioziden im Boden
5
8% | Wirkung: Wirkung der reduzierten Beikrautflora auf _
8 Bodenerosion Bodenerosion
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Bodenphysikalisch | Status: Bodenfruchtbar
e und —chemische | Indirekte Wirkungen bzw. Wirkung der HR- keit,
Parameter Strategie auf Bodenphysik und Chemie Mineralisation

Bodenmikrobiolo- | Transgen- bzw. biozidvermittelte toxische oder
gische Parameter | andere Auswirkungen oder durch veranderte
genetische Ausstattung herbeigeflinrte Anderung
von Zusammensetzung und Funktionen von

Bodenzoologische | Mikroorganismen Bodenbiologie

Parameter Transgen- bzw. Herbizidvermittelte toxische oder
andere Auswirkungen auf Zusammensetzung und
Funktionen
Oberflachengewas | Belastung:
§ ser und Gehalt von Genprodukten bzw. Bioziden in
% Status:
o Wirkung von Genprodukten bzw. Bioziden in
Gewassern auf in Gewassern lebende Organismen
0 Phytopathogene Befall der Kulturpflanze mit phytopathogenen Tierische
SN | Wirbellose Wirbellosen Schadlinge
N S
&5 |Virale Befall durch virale Phytopathogene und Be- Pflanzenkrank-
=0 Phytophatogene fallsauspragungen an Kulturpflanze und heiten
Kreuzungspartnern

Anmerk.: Aspekte der Tiergesundheit werden hier nicht gesondert aufgefiihrt, da sie unter dem allgemeineren
Priifpunkt ,,direkte und indirekte Wirkungen auf Wirbeltiere* abgedeckt werden konnen. Aspekte der
Lebensmittel- und Therapeutika-Qualitdt werden nicht als Umweltwirkung angesehen und unterliegen der
Kontrolle der Lebensmittel- und Arzneimitteliiberwachung.

Inhaltlich werden schon seit Ende der 1990iger Jahre in verschiedenen
Forschungsverbiinden z.B. zur ,,Methodenentwicklung fiir ein anbaubegleitendes Monitoring*
Untersuchungen zu mdglichen Effekten von GVO durchgefiihrt (www.biosicherheit.de). Sehr
viele Fragestellungen waren dabei eher der Risikoforschung oder der Produktpriifung
zuzuordnen als einer Monitoring-Entwicklung. Auch lag der rdumliche Schwerpunkt fast
ausschlieBlich im Agrarhabitat. Sogar bei Problembereichen, die sich mit Ausbreitung und
Auskreuzung von transgenem Raps beschéftigten, wurde auf Agrarhabitate und angrenzende
Flachen fokussiert. So kategorisierten Neemann et al. (2004) Biotoptypen der Agrarlandschaft
hinsichtlich ihres Lebensraumpotentials fiir verwildernde Kulturpflanzen. Eine ihrer
Schlussfolgerungen war, Storstellen in reprasentativen Landschaftsausschnitten (d.h. in
Gebieten mit hohem Rapsanteil) in ein Monitoring von Raps einzubeziehen. Der Schluss, dies
flichendeckend (zumindest entlang von Transportwegen) in Deutschland durchzufiihren, da
transgener Raps oder Hybride durch Transportverluste und erheblichen Pollenaustrag auch
aullerhalb von Anbaugebieten zu erwarten sind, zogen sie nicht.

Bemerkenswert ist, dass trotz der vielen Projekte, in denen Parameter und Methoden
entwickelt und tberpriift werden, keine differenzierte Darstellung im Monitoringkonzept
der BBA (Wilhelm et al. 2003a, Schiemann et al. 2004, www.biosicherheit.de) erfolgt.

7.2.2.4 Stand der Umsetzung

Im Konzept der BBA ist, wie auch beim Konzept der BLAG (2003), die modulare
Trennung der Zustdndigkeiten in Landwirtschaft, Umwelt und Gesundheit geplant. Eine
Konkretisierung, wie dies inhaltlich und organisatorisch bei den sich stark tiberschneidenden
Modulen Landwirtschaft und Umwelt durchzufiihren sei, liegt jedoch in keinem Konzept vor.
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Definition der Prufpunkte

Auch im Konzept der BBA ist ersichtlich, dass die ersten Schritte eines GVO-
Monitorings mit der Definition von relevanten Priifpunkten / Handlungsfeldern als
abgeschlossen gelten kdnnen.

Erstellung eines Monitoringplans

Eine Liste von Priif- und Vergleichskriterien ermdglicht die Erstellung eines konkreten
Monitoringplans. Je nach GVO kann die Einordnung und die Auswahl von Priifpunkten und
geeigneten Parametern bzw. Indikatoren durchgefiihrt werden.. Als Priif- und
Vergleichskriterien nennen sie:

e Relevanz; Bezug des Parameter zum Schutzziel/ Handlungsfeld/
Fragestellung, zu GVO-Eigenschaften und zu potentiellen Wirkketten,

e Rahmenbedingungen,
e Messmethodik,
e Aufwandsschitzung,

e Risikobewertung und -Management.

Schiemann et al. (2004) erldutern: ,,Zur Erstellung des Monitoringplans kann auf einer
solchen Basis erortert werden, in welchem Bezug der GVO zum Handlungsfeld steht, ob
repriasentative Parameter bzw. Indikatoren ausgewihlt werden konnen, ob eine Erhebung eine
sinnvolle Aussage ermoglicht und ob mit anderen Erhebungsprogrammen / Akteuren
kooperiert werden konnte. Dies entspricht in etwa dem Umfang, den auch Middelhoff et al.
(2005) fiir die Erstellung eines Monitoringplans anfiihren.

Eine Datenbankstruktur wurde im Rahmen des am ZALF in Miincheberg
durchgefiihrten Projektes ,Konzept fiir ein anbaubegleitendes Monitoring gentechnisch
verdnderter Pflanzen am Beispiel Brandenburgs®“ entwickelt (www.biosicherheit.de/
projekte/70.proj.html). Dabei wurden folgende Daten beriicksichtigt:

e (GV-Pflanzen,

o Umweltwirkungen beim Anbau (Parameter der BBA-Arbeitstagung 2002),
e Untersuchungsmethoden,

e relevante Merkmale,

e Anbaupraxis,

e [andschaftsrdume,

e Messnetze.

Bisher dient diese Datenbank nur der Auswahl von Messpunkten. Eine strukturierte
Ableitung und Entwicklung von Parameter und Methoden scheint damit nicht durchfiihrbar.
Somit fehlt die Datenbasis und eine praktikable nachvollziehbare Ausfiihrungs- und
Bewertungsgrundlage. Dies wird von Wilhelm et al. (2003) bestitigt und eine systematische
Dokumentation von Erfahrungen im GVO-Monitoring (nach Beginn des Monitorings)
gewiinscht. Eine Standardisierung von Uberwachungsplinen und Methoden lehnen sie
zumindest zum jetzigen Zeitpunkt ab, da zu wenig Erfahrungen vorldgen. Eine zu friihe
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Fixierung konnte die rasche Einbindung von neuen Erkenntnissen und die
einzelfallspezifische Bewertung liberméfig einschrinken.

In den Texten von Wilhelm et al. (2003) finden sich dagegen andere Angaben dariiber,
wie die Auswahl von relevanten Fragestellungen und Parametern zu erreichen sei. Sie
fithren aus, dass im Allgemeinen nur solche Fragestellungen in das Monitoring ibernommen
werden sollten, die eine erhebliche Aussage zur verbesserten Einschitzung von GVO-Risiken
ermoglichen. Daten unklarer Bedeutung boten wenig Anhaltspunkte filir rechtlich
durchsetzbare Handlungsoptionen. Bei komplexen Zusammenhidngen z.B. bei vielfdltigen
Einflussfaktoren neben dem GVO sollte die Datenerhebung und Bewertung (und Bezahlung)
offentlichen, ggf. behdrdlichen Institutionen iiberlassen werden.

»Fragestellungen der allgemeinen Beobachtung .... sollen sich auf unvorhergesehene
Ereignisse fokussieren” (Wilhelm et al. 2003a). Jedoch wird dies wieder zuriickgenommen,
indem postuliert wird, dass Aussagen zu Art und Eintritt eines unerwarteten negativen
Ereignisses nicht a priori gemacht werden konnen, sondern konkrete Nachweise dann
zielgerichtet und hypothesengeleitet erbracht werden miissen. Hier wird die grundlegende
Aufgabe eines Monitorings in Frage gestellt und stattdessen an die Risikoforschung
weitergegeben. Erstaunlich ist auch die Hypothese, den Priifpunkten des allgemeinen
Monitorings wiirden Ursachen-Wirkungshypothesen fehlen. Wie im Konzept des BfN gezeigt
werden konnte, miissen diese auch dort wissenschaftlich begriindbar vorliegen, da sonst
keinerlei Monitoringplidne aufstellbar wiren (Middelhoff et al. 2005). ,,Unvorhergesehen*
bedeutet dann, dass es zwar in der Risikopriifung keine erkennbaren Anhaltpunkte fiir eine
Umweltwirkung gab, diese jedoch trotzdem vorstellbar sind.

Einbindung anderer Beobachtungsprogramme

Nach dem Konzept der BBA sollen der Hauptteil der GVO-relevanten Daten fiir das
allgemeine Monitoring in bestehenden Beobachtungsprogrammen bei minimaler
Erweiterung erhoben werden (Wilhelm et al. 2003a, Schiemann et al. 2004). Entsprechend
besteht eine wesentliche Aufgabe des allgemeinen Monitorings darin, den
Informationsaustausch zwischen unterschiedlichen Institutionen und dem Anmelder
aufzubauen und zu organisieren.

Im Konzept der BfN sind vorhandene Messnetze ebenfalls eingebunden als ein
Instrument um relevante GVO-Daten oder Hintergrunddaten effizient und kostenglinstig zu
erlangen. Fiir nicht erhobene Paramenter ist dort geplant, ein methodenspezifisches eigenes
Messnetz aufgebaut werden.

Am Beispiel von Brandenburg wurde am ZALF/Miincheberg ein GIS-gestiitztes System
entwickelt, mit dem innerhalb bestehender GVO-relevanter Messnetze, jeweils die optimalen
Messstandorte anhand von wissensbasierten Kriterien ausgewéhlt werden konnen
(www.biosicherheit.de/projekte/70.proj.html). Raumliche Bezugsgrofle sind neu definierte
okologische Raumklassen (in Anlehnung an Schroder & Schmidt (2001)). Sie bilden die
homogenen Einheiten, in die das reprasentative Messnetz eingebettet ist (Graef et al. 2004).

Grundsitzlich ist diese Art der Messnetzanalyse zu begriilen. Da sich aber gezeigt hat,
dass in den Netzen, die iiber eine ausreichende rdumliche Verteilung verfligen
(Bodendauerbeobachtungsflichen, Sortenversuche) nur eine eingeschriankte Anzahl GVO-
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Tabelle 25: Fragenkomplexe im Fragebogen fiir Landwirte ,Monitoring zum Anbau
gentechnisch verdnderter (GV-)Maissorten* (aus Schiemann et al. 2003, verédndert)

Schutzziele/Fragenkomplex Bezug zu GVO-Monitoring Anzahl von Fragen im
Fragebogen

Pflanzenschutz/ Produktpriifung
Pflanzenentwicklung Auffalligkeiten der Sorte 2
Maiskrankheiten Auswirkungen auf

Pflanzenschutz/Verwendung
Auftreten von Ziel-Organismen Auswirkungen auf Pflanzenschutz 2
(Maiszunsler) (Resistenzentwicklung)
Anwendungskritik Beurteilung der Anbaupraxis, 6

Auffalligkeiten
Umwelt/Belastung/Anbautechnik

Anbaupraxis 11

Nachhaltige Landwirtschaft/Biodiversitat

Auftreten von Nutzlingen Auswirkungen auf Biodiversitat, 1/3
Nachhaltigkeit der Landwirtschaft

Auftreten von Schadlingen -- 1/3

Wildverbiss Hinweis auf mogliche Nebeneffekte 1/3

Unkrautpopulationen (nur HR- Auswirkungen auf Pflanzenschutz 1 (Abfrage der 5

Mais) (Resistenzentwicklung), Biodiversitat haufigsten Beikrauter)

relevanter Parameter erhoben wird, erfiillen auch diese Messnetze ihre Aufgabe nicht, wenn
nicht weitere Parameter aufgenommen werden.

Ein weiteres Problem bildet die vergleichsweise geringe Zahl geeigneter Standorte pro
Landschaftsraum. Im Gegensatz zur geplanten OFS, die mittlerweile iiber 1000 Standorte
bundesweit umfassen soll (im Mittel 47 pro Standorttyp), sind die Optimierungen fiir je drei
bzw. 6 Wiederholungen pro Landschaftsraum und Kulturpflanze durchgefiihrt worden. Die
von den Autoren erwihnte Zahl von 60-70 Standorte pro transgener Kulturart aus der Farm
Scale Evaluation (Perry et al. 2003) miisste fiir Deutschland erst noch evaluiert werden und
bezieht sich auf die ganze Fliche GrofBbritanniens ohne Stratifizierung. Hilbeck & Meier
(2005) gehen je nach Parameter von 40 bis 120 Wiederholungen pro Landschaftseinheit aus.

Fragebogen

Neben den Beobachtungsnetzen stellen Landwirte eine wichtige Informationsquelle von
Informationen zu negativen GVO-Effekten dar (Schiemann et al. 2004). Sie sollen {iiber
Fragebogen, die von Anmeldern und Biometrikern entwickelt werden, erfasst werden. Uber
eine Datenbank koénnen Verwaltung und statistische Auswertung gewihrleistet werden. Ein
Fragebogen zum GV-Mais ist entwickelt und in der Erprobung (www.biosicherheit.de/
gentechnik/bbaarbeitsgruppe/ Fragebogen, Stand Ende 2004). Fiir eine statistische
Auswertung wird je nach Fragebogen ein Erhebungsumfang von ca. 500 Fragebdgen erwartet
(Schiemann et al. 2004). Damit liegen dic Wiederholungszahlen ungefidhr im Bereich, den
auch das BfN fiir viele seiner Fragestellungen ermittelt hat. Die Fragenkomplexe umfassen
hauptsichlich Informationen zur Produktiiberwachung und zur Anbaupraxis. Auswirkungen
auf Herbivore an der Kulturpflanze oder deren Pradatoren (Niitzlinge) sind nur am Rande
erfasst (Tabelle 25).
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Datenverwaltung, Datenbank
Als letzter Schritt eines umsetzbaren GVO-Monitorings ist im Konzept der BBA eine
bundesweite Datenbank geplant. Ihre Funktionen sind:

e Datenverwaltung: globale Daten z.B. aus der zusitzlichen Uberwachung,
e Datenverwaltung: Ergebnisse aus dem Uberwachungsplan,

e Datenverwaltung: Zusitzliche Informationen fiir die Bewertung der
erhobenen Daten und

e Datenverwaltung: Anbauregister,

e Auswertung und Bewertung der Ergebnisse,

e Monitoring-Vollzug (Berichte an Behdrden, Offentlichkeit),

e Schnittstellen fiir verschiedene Benutzer (Behorden, Anmelder, EU etc),
e Geographisches Informations System.

Das Anbauregister ist beim BVL und den Landesbehorden umgesetzt, iiber den Stand
der iibrigen Datenbankentwicklung liegen keine Informationen vor.

7.2.2.5 Kosten

Zu Kostenkalkulationen einzelner Monitoring-Parameter oder Monitoring-Teile liegen
keine Angaben vor.

7.3 Praktische Erfahrungen mit GVO-Monitoringkonzepten

GVO-Monitoringkonzepte werden derzeit nur in Nordrhein-Westfalen praktisch
erprobt. Im ,,Handlungskonzept fiir ein Monitoring von gentechnisch verdanderten Pflanzen im
Rahmen der OFS-NRW* des Ministeriums fiir Umwelt und Naturschutz, Landwirtschaft und
Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (MUNLV-NRW 2003) sind methodische Details
dargestellt. Grundlage vieler Erhebungen ist die 6kologische Flichenstichprobe (OFS) mit
einem Messnetz von 170 Stichproben, die durch Referenzflichen in dkologisch sensiblen
Gebieten (n=25) erginzt wurden. Das seit 1997 durchgefiihrte Biodiversititsmonitoring
beinhaltet die Erfassung von Biotop- und Strukturtypen, alle Brutvogelarten innerhalb einer
OFS-Stichprobenfliche sowie die halbquantitative Erfassung der Flora in verschiedenen
Biotoptypen.

Als GVO-Erweiterungen innerhalb einer OFS sollen GVO-Kulturarten und deren
Kreuzungspartner floristisch kartiert und Pflanzenmaterial einem Transgenscreening
unterzogen werden. In (Haupt-)Anbaugebieten soll das Messnetz verdichtet werden. Zur
Kosteneinsparung konnte das Monitoring auch auf diese Gebiete eingegrenzt werden.

2004 wurde das Konzept in einer Pilotphase erstmals in 10 OFS in potenziellen
Hauptanbaugebieten von Raps praktisch erprobt. Wildraps- und Durchwuchsraps-
Vorkommen und deren potenziellen Kreuzungspartner wurden flachendeckend kartiert und
auch von Populationen auflerhalb der Anbauflichen wurden Pflanzenproben auf Transgene
untersucht. AuBerhalb der OFS wurde zusitzlich ein Pollenmonitoring von technischen und
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biologischen Pollensammlerproben (Pollen in der Luft, Honig) mittels Transgenscreening
durchgefiihrt. Die Ergebnisse, die im Februar 2005 erstmals vorgestellt wurden, ergaben
Hinweise auf das Vorhandensein von Transgenen in allen drei untersuchten Medien. 2005
sollte die Beprobung aller OFS erstmals durchgefiihrt werden, doch Schwierigkeiten bei der
Information der Landwirte fithrten zu Verzogerungen (mdl. Mitteilung Fiebig MUNLV-NRW
2005).

Ein weiteres wichtiges Projekt, das Anhaltspunkte fiir die Entwicklung und Umsetzung
von GVO-Monitoringkonzepten liefert, ist die FSE in GroRbritannien (z.B. Firbank et al.
2003a, Bohan et al. 2005). Sie wurde in 3 Jahren zwischen 2000 und 2002 in insgesamt 60
Schlédgen je transgener Kulturart (20-30 pro Jahr) durchgefiihrt.

7.4 Organisation des Monitorings

Neben der inhaltlichen Ausgestaltung eines Monitorings spielt die organisatorische
Umsetzung der Uberwachung eine wichtige Rolle. In den unterschiedlichen organisatorischen
Vorstellungen der Beteiligten spiegelt sich wider, wie das Risikopotenzial der Agro-
Gentechnik und der Bedarf an 6ffentlicher Kontrolle eingeschétzt werden.

7.4.1 Aufgabenverteilung

Die Zustindigkeit fiir die Erstellung eines konkreten Uberwachungsplans fiir jeden neu
freizusetzenden Organismus ist in der EU-Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG geregelt,
wonach der Anmelder bei der Anmeldung einen Uberwachungsplan gemil des Anhangs VII
beizufiigen hat. Er muss darin festlegen, wer die verschiedenen vorgeschriebenen Aufgaben
iibernimmt, und wer fiir die Einrichtung und ordnungsgemifle Durchfiihrung verantwortlich
ist. Da keine Angaben zur Organisation des Vollzugs definiert sind, ist bis heute national wie
EU-weit umstritten, welche Aufgaben von welchen Akteuren iibernommen werden sollten.

Aktuell gibt es auf nationaler wie auf EU-Ebene keine verbindlichen Vorschriften
dariiber, welche Priifpunkte innerhalb der Risikopriifung und des Monitorings beriicksichtigt
werden miissen, und auch nicht dariiber, wer sie festzusetzen hat. Somit besteht die
Moglichkeit, dass im Antrag auf Freisetzung potentielle Umweltwirkungen oder die ihrer
Beobachtung dienenden Priifpunkte und Parameter nicht umfassend behandelt werden Fiir
Umweltbehorden erscheint es deshalb besonders schwierig, umweltrelevante GVO-Parameter,
die indirekte, komplexere oder langfristige Wirkungen dokumentieren kdnnten, in einem
bundesweiten kulturartenspezifischen wie unspezifischen allgemeinen Monitoring
umzusetzen, auch wenn dies die Leitlinien 2002/811/EG vorsehen.

Ubereinstimmung  herrscht  darin, das fallspezifische Monitoring in den
Zustandigkeitsbereich der Anmelder zu stellen (BLAG 2003, Wilhelm et al. 2003a, SRU
2004). Die Inhalte und Parameter ergeben sich aus den Anhaltspunkten der (vom Anmelder
definierten) Risikopriifung auf schadliche Wirkungen. Die Durchfiihrung des fallspezifischen
Monitorings liegt génzlich beim Inhaber der Zustimmung zum Inverkehrbringen des GVO,
das er nach rechtlichen und behordlichen Vorgaben (Zulassungsrelevante Behorden) und
unter Kontrolle (Lander-Behdrde) auszufiihren hat.
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Die im BLAG (2003) geforderte Abpriifung eines kulturarten und sortenspezifischen
Kernparametersatzes, der vorher behordlich vorzugeben sei, kann nicht Inhalt des
fallspezifischen Monitorings sein, sondern bildet die Grundlage eines kulturartenspezifischen
allgemeinen Monitorings.

Im Bereich des allgemeinen Monitorings wird in allen Konzepten von einer Teilung
der Aufgaben ausgegangen. Die Vorstellungen iiber das ,wie* klaffen jedoch weit
auseinander, da Definitionsgewalt und Verteilung der Kosten hiervon abhiangen.

Die BLAG (2003) schldgt eine Aufgabenverteilung zwischen Bund, Léndern und
Anmelder/Betreiber vor, in der die Anmelder/Betreiber bei der Umsetzung nur Teilaufgaben
des allgemeinen Monitorings iibernehmen und ansonsten iiber eine Gebiihrenabgabe daran
beteiligt sind. Die Einrichtung einer Koordinationsstelle wird als wichtiger Bestandteil
angesehen, um die Daten effektiv verwalten und auswerten zu kdnnen. Alle organisatorischen
und inhaltlichen Aufgaben bei der Durchfiihrung des Monitorings werden dieser Zentralstelle
zugewiesen.

Im Konzept der BBA (Wilhelm et al. 2003a) werden die organisatorischen
Koordinationsaufgaben von der Genehmigungsbehorde libernommen, wihrend inhaltliche
Abstimmungen nicht ndtig scheinen oder dann den Fachbehdrden zugeordnet werden. In der
alleinigen Zustdndigkeit des Anmelders bei den zentralen Aufgaben ,Erstellen des
Uberwachungsplans® und ,,Auswertung der Ergebnisse* liegt der groBte Unterschied zum
Konzept der B/LAG.

Der Aufbau ciner zentralen Koordinationsstelle wurde von fast allen Beteiligten
begriiit (BLAG 2003). Ihre Einfiihrung wird jedoch aktuell als gescheitert angesehen, da
nicht geklart werden konnte, ob sie an das Umweltressort oder die Genehmigungsbehorde
angebunden werden sollte und mit welchen Kompetenzen sie auszustatten sei. Zusitzlich kam
eine unklare Finanzsituation hinzu. Der Sachverstindigenrat fiir Umweltfragen bekréftigte in
seinem Gutachten (SRU 2004) dennoch die Forderung der Einrichtung einer nationalen
Koordinationsstelle und forderte gleichzeitig eine EU-weite Koordinationsstelle.

Die im Genehmigungsverfahren vorgeschriebenen Aufgaben werden nun von den
Betreibern und der Genehmigungsbehorde  libernommen, wihrend  wirkliche
Koordinationsaufgaben wie Harmonisierung, Bewertung und Bewertungskriterien,
Monitoringkonzepte und deren Optimierungen, etc. vorerst nicht innerhalb des GVO-
Monitorings stattfinden werden. Optional ist jedoch eine dezentrale und zusétzliche
Bearbeitung dieser Aufgaben durch die Fachbehorden moglich und nétig. So werden z.B. dem
BfN als Benehmensbehdrde anfallende Roh-Daten zur Verfiigung gestellt, die es mit dem zu
entwickelnden Informationssystem verwalten und entsprechend den anstehenden
Fragestellungen auswerten wird.

7.5 Fazit Monitoring

Hauptverantwortlich fiir die Ausgestaltung eines GVO-Monitoringkonzeptes in
Deutschland sind derzeit die BBA und das BfN.
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Position des BfN relativ schwach ist, da es
zwar Konzepte flir ein bundesweites Monitoring entwerfen soll, jedoch keine Kompetenzen
fiir die Implementierung hat. Auf der einen Seite kann es den Uberwachungsplan im
Genehmigungsverfahren nur beschriankt beeinflussen, da es als Benehmensbehorde gehort
aber nicht beriicksichtigt werden muss, gleichzeitig iiberwachen die Landesbehorden die
Durchfiihrung des Monitorings. Da Umweltbeobachtung Landersache ist, konnen sie dariiber
hinausgehende eigene Beobachtungen durchfiihren, auf die das BfN nur beratend Einfluss hat.

Die Position der BBA ist allein deshalb glinstiger einzuschétzen, da sie im gleichen
Geschiftsbereich wie die zustindige Genehmigungsbehorde BVL liegt.

Beiden Bundesoberbehdrden gemein ist, dass sie ihre Vorstellung zum Monitoring erst
innerhalb von einzelnen Genehmigungsverfahren, d.h. nachdem der Anmelder seinen Antrag
mit Uberwachungsplan eingereicht hat, in ihren Stellungnahmen einbringen kénnen. Da keine
verbindlichen EU-Vorschriften fiir die Ausgestaltung der Risikopriifung vor Zulassung einer
GV-Sorte und den daraus abzuleitenden Uberwachungsplan existieren, die von den
Antragstellern bei Antragstellung vorzulegen sind, fehlt es den Behorden an wirklichen
Moglichkeiten, eine Beseitigung von fachlichen Méngeln im Monitoringplan einzufordern.
Aktuell bleibt es fast vollstindig den Antragstellern {iberlassen, was die Risikopriifung
umfasst und welche Parameter in das fallspezifische bzw. allgemeine Monitoring
aufgenommen werden.

Das GMO-Panel der EFSA versucht momentan Standards fiir die Risikopriifung und
den Monitoringplan durch einen unverbindlichen Anleitungsentwurf (EFSA GMO Panel
2004c) zu schaffen. Konkrete Monitoringvorschlidge fehlen in der aktuellen Version. Die in
einer élteren Version enthaltenen Vorgaben (EFSA GMO Panel 2004b) entsprechen inhaltlich
weitgehend den Vorschldgen der BBA (vgl. Wilhelm et al. 2003). Gleichzeitig erklart sich
das GMO-Panel der EFSA als Teil der Lebensiiberwachungsbehdrde in einer Stellungnahme
zum Freisetzungsantrag von Bt1507-Mais fiir die Umsetzung und Kontrolle des allgemeinen
Monitorings nicht fiir zustindig, mochte aber weiter Stellungnahmen und Empfehlungen
geben (EFSA GMO Panel 2004a). Wichtig zu vermerken ist, dass auch hier Aufgaben aus
dem allgemeinen Monitoring ausgeschlossen werden sollen, die sie dem ,general
environmental monitoring” zuordnen. Dazu gehdren komplexere Zusammenhénge (z.B.
Nahrungsketteneffekte) oder groBriumige Uberwachungen. Der Schwerpunkt miisse auf dem
transgenen Organismus liegen und spiter auf den Interaktionen verschiedener transgener
Organismen und ihren Anbaubedingungen. Als bisher unbekanntes Element in den deutschen
Konzepten wird fiir den Fall einer schrittweisen Einfiihrung in begrenzte Regionen innerhalb
Europas anstatt einer allgemeinen Uberwachung eine lokal begrenzte Uberwachung
empfohlen. Eine grofere Anzahl von Parametern solle in den ersten Jahren des Anbaus im
split plot design erfasst werden geben (EFSA GMO Panel 2004b).

7.6 Offene Fragen

Soll ein aussagekriftiges Umweltmonitoring der GVO-Belastungen und -Wirkungen
durchgefiihrt werden, werden hierzu benotigt:
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e cine Okosystemare Umweltbeobachtung (z.B. iiber das Biodiversitdtsmonitoring),
die Basisdaten fiir einen Vorher-Nachher-Vergleich erhebt und als GVO-
Messnetz genutzt werden kann;

e Vernetzung der bestehenden  Messprogramme (BDF,  Naturschutz,
Pflanzenschutzdienste, Bundessortenamt, etc.) mit OFS als Hauptnetz: Integration

und ggf. harmonisierende GVO-Erweiterung zu integrierten
Dauerbeobachtungsflichen mit paralleler  Erfassung moglichst  vieler
Umweltparameter;

e cine Harmonisierung des Monitorings zwischen den (Umweltbehorden der)
Lander (Festlegung eines Mindestkanons an GVO-relevanten Parametern und
Methoden), um eine statistisch abgesicherte bundesweite Auswertung und
Bewertung durchfiihren zu konnen;

e cine Harmonisierung des Monitorings unter den EU-Staaten;
e die Umsetzung des geplanten GVO-Informationsystems;

e cine unabhdngige Risikoforschung, die sich mit der SchlieBung der
Wissensliicken beschaftigt;

e cine  EU-weite  Festlegung  von  verbindlichen =~ Vorgaben  von
kulturartenspezifischen Priifpunkten / Parametern, die bei Durchfiihrung der
Risikopriifung abzukldren und in einem Monitoringplan zu tiberwachen sind.

Insgesamt werden derzeit weltweit an 41 einjdhrigen und 32 mehrjdhrigen
Kulturpflanzenarten gentechnische Verdnderungen vorgenommen (Lheureux et al. 2003,
www.trangen.de). Mit der Vielzahl von neu implementierten Eigenschaften kommen neue
potentielle Umweltwirkungen zum tragen.

e cin erhohte Ausbreitungs- und Verwilderungspotential — Invasivitit - aufgrund
verdnderter 6kologischer Eigenschaften (z.B. Salztoleranz, Trockentoleranz) und

e Nahrungsketteneffekte durch verdnderte Inhaltsstoffe (z.B. Proteingehalte).

Durch das Inverkehrbringen neuer transgener Arten erhoht sich rein statistisch die
Gefahr der Kombination transgener Konstrukte in einer Hybride oder Kulturart mit
unvorhergesehenen pleiotropen und Positionseffekten. Grundsitzlich neue Risiken sind in der
EU vorerst nicht zu erwarten. Trotzdem miissen jeweils im Vorfeld von Risikopriifungen vor
Zulassung die vorhandenen Ursachen-Wirkungshypothesen der angestrebten Eigenschaften
tiberpriift und ergidnzt werden.

156



TEIL lll: SCHLUSSFOLGERUNGEN

157



8. Schluss

8 Schlussfolgerungen

Trotz einer Fiille von Fallstudien und Regelungen bleibt sowohl grundsitzliches wie
viele Einzelheiten mit Unsicherheit behaftet. Bei den naturgemdB komplexen
Zusammenhdngen, dem globalen Ausmall und den gleichzeitig regional bzw. lokal
variierenden Bedingungen der Anbausituation und der Okologischen wie 6konomischen
Situation darf Unsicherheit allerdings nicht iiberraschen. Einzelne offene Fragen und
Forschungsbedarf in den verschiedenen Bereichen wurde in den vorangegangenen Kapiteln
benannt. Ein Abbau der Unsicherheit, die sowohl die naturwissenschaftliche Seite als auch die
Wahrnehmung der Materie auf Verbraucherseite betrifft, ist nur durch Vorgehen auf
verschiedenen Ebenen moglich:

e Formulierung von Hypothesen potentieller Schdden (z.B. Ziighart & Breckling 2003) und
methodischer Werkzeuge, diese zu quantifizieren.

e Quantifizierung der jeweiligen Risiken, d.h. der potentiellen Schadensausmafle und
Eintrittswahrscheinlichkeiten durch Monitoring und Experimente — damit wird es
mittelfristig moglich, Prioritdten zu setzen fiir den effizienten Einsatz von Mitteln fiir das
Monitoring.

Langfristig und breit angelegte Monitoringanstrengungen werden nur dann Erfolg haben,
wenn potentieller Schaden klar zu erkennen ist und effiziente Methoden zur Erkennung
zur Verfiigung stehen. Somit ist Methodenentwicklung fiir das Monitoring weiterhin
notig. Allerdings erfordert eine stringent quantitative Bestimmung der Risiken eine
enorme Datenmenge und Entwicklung von theoretischen Konzepten. Es ist fraglich, in
welchen Fillen dies zu leisten ist. Somit wird auf absehbare Zeit die Risiko-Analyse mit
groBBer Unsicherheit verbunden bleiben.

Es besteht weiterhin ein Mangel an empirischen Daten, z.B. im Bezug auf das Potential
fiir Genfluss und Hybridisierung und daraus folgende Effekte fiir die entsprechenden
Lebensgemeinschaften. Dieser Mangel kann nur durch weitere Einzelfalluntersuchungen
verringert werden. Die Flora und Fauna von Agrarflichen sind vergleichsweise schlecht
untersucht, und die Okologie der dort wild lebenden Tier- und Pflanzenarten sind zum
Grofiteil wenig bekannt.

e Schwellenwerte sind zu definieren in Bezug auf akzeptable bzw. nicht akzeptable
Risiken. Diese ergeben sich allerdings nicht aus der Risiko-Analyse selbst, sondern
miissen von Entscheidungstrigern gesetzt werden (Raybould & Wilkinson 2005). Dabei
sind sowohl Schwellenwerte fiir 6kologische Belange (z.B. Naturschutz, 6kosystemare
Leistungen) als auch fiir 6konomische Belange (z.B. Sortenreinheit, Koexistenz) zu
setzen. Dariiber hinaus muss die Verantwortlichkeit geklart werden, falls Schaden fiir
Umwelt oder Landwirtschaft entstehen.
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APPENDIX
Literatur-Zusammenstellung Genflul und Hybridisierung zwischen Feldfriichten und wilden Verwandten (nach Groot et al. 2003, erweitert)

Feldfrucht Verwandte 2.1 GenfluR 2.2 Fitness hybrids 2.3 Introgression 2.4 Okol/Evol Effekte
GenfluB klassisch GenfluR GVO Fitness Hybride Fitness Hybride GVO Fitness Riickkreuzungen |Fitness Persistenz (Trans)Gen
klassisch klassisch Riickkreuzungen GVO
Agrostis Agrostis canina |Kein (1)
stolonifera
Agrostis 0,0015% (1)
C 1a
Agrostis gigantea |Kein (1)
Agrostis capillaris |0,044% (1)
Agrostis 0,03-2,0% der Samen;
stolonifera maximal 8 bzw. 21 km
@)
Agrostis gigantea 0,04% der Samen;
maximal 14 km (2)
Amaranthus Amaranthus kreuzbar (3)
hybridus rudis

Beta vulgaris

Beta vulgaris
ssp. maritima

indirekt festgestellt (4,5)

Virus Resistanz durch
kontroll. Kreuzung (6)

Erhohung der
genetischen Diversitat
(4.5)

Beta vulgaris

indirekt festgestellt (7)

0,2-5,9% bei Unkraut-
Riben im Feld (5)

Beta macrocarpa

Introgression bei 13 von 594 (2%)
wilden (5)

Brassica napus
[Bn]

Brassica napus
(crop)

0,0156% bei 200 m,
0,0038% bei 400 m (8);
50% bis 3 m vom
Individuum, dann negativ
exponentiell mit Distanz:
better estimator than
pollen dispersal from
whole plot (9); hoher als
von gréRerern Feldern
erwartet (10)

Hoch-Stearat spatere
Keimung, geringere
Keimlingsbiomasse, <,
manchmal> (11)

Variabilitat der GUS
expression nicht
abhangig von Kopie-
Anzahl in segregierender
Population (12)

8-jahriges Uberleben am
StraRenrand (13)

Brassica napus
(crop)

Pollen-sterile Wachterpflanzen bis
4000 m bestéubt (14)

Brassica napus
(crop)

1,4% an Feldgrenze,
0,04% bei 400 m (15)

Brassica napus
(crop)

1,4% an Feldgrenze,
0,04% in 400 m; bis 800
m(16)

Brassica napus
(crop)

4-8% in 9-18m vom Feldrand bei
kleinen Flachen und 2-4 % in 9-18m
bei gréeren Flachen (17)

Brassica rapa
[Br]

0,4-1,5% aulerhalb Feld (5); 1 von
505 neben Feld (18); 13-93% je
nach Arten-Verhaltnis im Feld, Br S|
(6)

Kontroll. Kreuz. GFP
(19), 9%(von 482
Nachkommen) HT im
Verhéltnis 1:7 der Arten
im Feld (5)

<2% Keimlinge
Uberleben im Feld (5),
Bn>F1 Hybride>Br fir
FitnessmaR (20), Hybride
nondormant wie Bn (21)

Bt Resistanz gegen
Herbivorie in kontr. Kreuz.
(19), BrXBn hoch-Laureat
offenbar fitter wahrend
Keimlingsentwicklung (~Br)
als hoch-Stearat im
Gew.haus, aber
Dormanz<< Br (verdeckt
(ibliche maternale Effekte)
(22)

F2<Riickkreuzung<Bn, Br
fir FitnessmaR, manche
Nachkommen gleich fit (23),
BC1 mehr dormant als F1
(21)

Mit Selektion 5,5% der
Ruickkreuz. transgen
(24), BC3 mit 50% HT
und Pollen Fertilitat 88-
95% und Uberleben wie
Brim Gew.haus (25)

15-34% der
Riickkreuz.haben GFP
Transgen (19), HT 50% in
BC3 im Gew.haus (25), HT
in 10% der kontrollierten
BC3+4, Variabilitat wegen
Integration in A oder C
Genom (26)

Brassica
oleracea

Nicht im Feld (18); wenig kreuzbar,
nicht im Feld (5)

Pollen reduzierte Fertilitat
()

F2 geringe Keimrate (5)

Brassica juncea

kreuzbar, 3% im Feld; Kreuzung in
andere Richtung weniger (5)

kreuzbar, 3% im Feld;
Kreuzung in andere
Richtung weniger (5)

Pollen Fertilitat 0-29% (5)

Pollen Fertilitat verbessert
auf 24-90% (5)

Bn RAPDs 19-93%, HT
Transgen 52% in BC1 (5)

Brassica nigra

1 von 1000 kontrollierten, 1 von 100
reziprok, keine bei gemeinsamer

keine bei gemeinsamer
Kultivierung (5)
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Feldfrucht Verwandte 2.1 GenfluR 2.2 Fitness hybrids 2.3 Introgression 2.4 Okol/Evol Effekte
GenfluB klassisch GenfluR GVO Fitness Hybride Fitness Hybride GVO Fitness Riickkreuzungen |Fitness Persistenz (Trans)Gen
klassisch klassisch Riickkreuzungen GVO
Kultivierung (5)
Raphanus 45 pro mannlich sterilem Bn (5) keine (27), 10-7 bis 3,10- | Dormanz Bn<F1<Rr (30); [F1 1,8 (max13) BC1 weibliche Fertilitdat [BC4 von BnxRr 23,5% HT

raphanistrum

5 (28), 6,10-5 bis 2,10-3
(Rr S1,29), keine liber 5
Jahre unter natiirlichen

Bed. (5)

weniger als 1 Rr BC1 pro
BnxRr Pflanze; wird
besser in folgenden
Generationen (5)

Samen/Pflanze, Fitness
relative zu Rr 0,05 (max
0,4)% (29); F1(BnxRr) 1,1
Samen/Pflanze, 28,6%
Samenertrag (28); Feld:
BC1(F1xRr) 0,12
Samen/100 Bliten-0,78
Samen/Pflanze; mannliche
Fertilitat 8,7%- weibliche
1,4/100-11/Pflanze (31)

10xF1, BC2 annahernd
Rr, BC4 25,4% Rr;
Chromosomen 2n=18
(28); BC2(BC1xRr)
7,9/100-229,3/Pflanze
Chromosome# down to
10,5% Rr#:2n=18 (31);
F2-BC1 15,2
Samen/Pflanze, Fitness
relative zu Rr
0,4(max2)% (5)

und ahnlich Rrin
Morphologie (28); Feld:
BC1(F1xRr) 81,9% HT;
mannliche Fertilitat 8,7%-

weiblich 1,4/100-11/Pflanze,

BC2(BC1xRr) 57,2% HT-
chromosome# down to
10,5% Rr#:2n=18 (31),
keine stabile Integration der
HT (5)

Hirschfeldia
incana [Hi] (syn.
Brassica
adpressa)

Befruchtungseffizienz relativ zu
innerartlich 15% HixBn, 1,3%
reciprok, in kontrollierten
Kreuzungen, 26 Samen pro
mannlich-sterile Bn Pflanze im Feld
(32)

Befruchtungseffizienz
relativ zu innerartlich
15% HixBn, 1,3%
reciprok, in kontrollierten
Kreuzungen, 1 Same pro
Hi Pflanze (32); 0,6 pro
Pflanze Gber 3 Jahre im
Feld (5)

F1xHi 0,5 Samen pro
Pflanze (32); Hybrid >Hi,
aber Fruchtbarkeit 0,2
Samen/Pflanze (5)

Keine lebensfahigen
Samen in BC5 (5)

Sinapis arvensis
[Sa]

keine in >7500 Sa Samen (5); 0 in
3,8 Millionen Samen von Sa, 6 aus
50000 méannlich-sterilen Bn Bliten
im Feld (5); 3,7 pro 100 Bliiten nach
Handbestaubung und in vitro Kultur;
0,18 von 100 mannlich-sterilen Bn
Bliten im Feld, reziprok 0 (5); 0 von
6420 und 1 von 1127 Hand-
Bestaubungen (0,0015% Samen)
an Sa, 0- 0,0049% an Bn nach
Handbestaubung, 0 von 10000
Keimlingen von 26 Sa im Feld (33)

Fruchtbarkeit sehr gering
(33)

Keine Riickkreuzung
méglich (33)

Brassica rapa

Brassica rapa

Ungehinderter GenfluR zw. Anbau-
und Wildform (34)

Geringe Dormanz,
Sterblichkeit
Anbauform<F1 <starke
Dormanz/Sterblichkeit
Wildform, &hnlich der
Mutter (35)

chance for establishment
inferred from fitness data
(35)

Coffea arabica

Coffea liberica

Introgression durch AFLP gezeigt
(36)

Cucumis melo

Cucumis melo
(crop)

Kein Unterschied zw. traditionallem
und GVO (37)

Kein Unterschied zw.
traditionallem und GVO,
manchmal Inaktivierung
des Transgens (37)

Cucurbita pepo

Cucurbita texana

5%, bis zu 1300 m durch solitare
Bienen (38)

Keine Fitnessdifferenzen
zw. traditionallen und GV-
virus resistenz; Hybride
starker virus-resistent (39)

Daucus carota

Daucus carota

GenfluR wahrscheinlich von

Wild>>Hybrid>Kultivar

ssp. Sativus ssp. carota Schossern: Kultivare und Hybride bzgl. Frost Sensitivitat
(40) (41)
Fragaria x Fragaria Kultivar AFLPs in Wildpopulationen Persistenz von veralteten
ananassa virginiana festgestellt (42,43) Kultivar-AFLPs in Wild
populationen (42,43)
Fragaria vesca _|Kunstliche Hybriden tot vor Bliite (5)
Glycine max Glycine soja Intermediare neben Feld;
Hybridtaxon = G. gracilis (34)
Gossypium Gossypium Kultivar-Allele in Wildpop (34)
barbadense hirsutum
Gossypium Gossypium Kultivar-Allele in Wildpop (34)
hirsutum barbadense
Gossypium Viele Kultivar-Allele in Wildpop (34) Viele Kultivarallele bei
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Feldfrucht Verwandte 2.1 GenfluR 2.2 Fitness hybrids 2.3 Introgression 2.4 Okol/Evol Effekte
GenfluB klassisch GenfluR GVO Fitness Hybride Fitness Hybride GVO Fitness Riickkreuzungen |Fitness Persistenz (Trans)Gen
klassisch klassisch Riickkreuzungen GVO
darwinii wilden; Risiko des
Aussterbens (34)
Gossypium Hybridisierung liegt morphologisch Risiko des Aussterbens
tomentosum nahe, aber keine Marker gefunden (34)
(34)
Gossypium Einige Kultivar-Allele in Wildpop
mustelinum (34)
Helianthus Helianthus 0,006 bis 0,026 kultivarspezifische Variabilitat der Prasenz
annuus petiolaris AFLP in wilden Populationen (44) kultivar-spezifischer AFLPs
in wilden Pops. (44)
Helianthus 27% bei 3m, bis zu 1000 m (34,45), Hybridsamen groRer und |Keine Fitness Effekte der Reduzierte Herbivorie Persistenz von
annuus 42% am Feldrand (46) unter groRerem transgenen Oxalat Oxidase durch Bt unter Kultivarallelen tiber 5
FraRdruck (47), auf Pilzresistenz im Feld Feldbedingungen (50,51) | Generationen (46)
Hybridsamen weniger (49)
dormant, gleiche
Fekunditat, starker
Pilzresistent als
Wildform, aber sehr
variabel (48)
Hordeum Hordeum vulgare |99% Selbstbestaubung, aber <2% bei mannlich
vulgare (crop) Kreuzung bis 60 m maglich, sterilen Pflanzen im Feld,

Isolations-distanz von 1 m geniigt

©®)

HT volunteers occurring
(5); 100% bei 1 m, 3%
bei 50 m bei ménnlich
sterilen, 0- 7% bei
mannlich fertilen bei 1 m
(52)

Hordeum vulgare
ssp. Spontaneum

Intermediare unweit Feld (3431)

Hordeum kreuzbar (5) Wiichsige Nachkommen
jubatum unfruchtbar (5)

Hordeum kreuzbar (5) Nachkommen langsam
secalinum wachsend unfruchtbar (5)
Hordeum Nachkommen Haploide von Hma

marinum [Hma] _[(5)

Hordeum Nachkommen (Di)Haploide von Nachkommen tot vor

murinum [Hmu]

Hmu tot vor Bliite (5)

Bliite (5)

Lactuca sativa

Lactuca sativa
(crop)

Bis zu 3% (53)

Lactuca serriola

Kreuz-kompatibel in gezielten
Kreuzungen (54)

Lolium perenne

Lolium perenne

Kleine Populationen kénnen von
Fremd-pollen tiberschwemmt
werden, auch wenn nicht in
Windrichtung der Quelle (modelliert
in 55), groRe Variation der Pollen
Ausbreitung durch Wind (Bateman's
Gleichungen) (56), Turbulenz sollte
einbezogen werden (57)

Lycopersicon Lycopersicon cross-compatible in controlled
esculentum pimpinellifolium _|crosses (58)
Lycopersicon no pollen flow detected in field
esculentum experiment, only seed lot
(crop) contamination (59)
Malus x Malus sylvestris |Kreuzbar, Haufigkeit im Feld unklar
domestica (60)

Medicago sativa

Medicago falcata

Starker Genfluf? (61)

Uberschwemmung von
Wildpopulationen (62)

Medicago sativa

GenfluR durch Samen mit mtDNA
Markern (63)

Oryza
glaberrima

Oryza glaberrima

Intermediare neben Feldern (34)
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Feldfrucht Verwandte 2.1 GenfluR 2.2 Fitness hybrids 2.3 Introgression 2.4 Okol/Evol Effekte
GenfluB klassisch GenfluR GVO Fitness Hybride Fitness Hybride GVO Fitness Riickkreuzungen |Fitness Persistenz (Trans)Gen
klassisch klassisch Riickkreuzungen GVO
Oryza sativa kreuzbar (34) F1 steril (34)
Oryza barthii Intermediare neben Feldern (34)
Oryza Intermediare neben Feldern (34)
longistamina
Oryza sativa Oryza Intermediare neben Feldern (34) 0,01%, bis zu 0,53% in
sativa(crop) Windrichtung (64)
Oryza sativa f. 1-52% in gemischten Bestanden 0,011% bis 0,046% HR |F1 heterotisch (34) Keine signifikanten Introgression der
spontanea(red, |[(34); (65) Fitnessunteschiede durch Pigmentierungs-Allele in
weedy) HR (66) einigen Jahren (34)
Oryza nivara Intermediare neben Feldern (34) Fast ausgestorben
wegen
Uberschwemmung (34)
Oryza rufipogon (296 von 23776, maximal 43 m, 1,2-2,2 % HR (65) Fast ausgestorben
(perennis) abhangig von Windrichtung (67) wegen
Uberschwemmung (34)
Phaseolus Phaseolus Intermediare neben Feldern nicht Asymmetrischer Genflu
vulgaris aborigineus Uberall (34) beeinflult hybride
unkraut-Populationen
(68,69)
Phaseolus Intermediare neben Feldern nicht
mexicanus Uberall (34)
Populus Populus 0,7-1,9%, max. 3,8% bis 500 m von
trichocarpa x trichocarpa Plantage (70) Hybride so fit wie
deltoides wilde (70)
Prunus Prunus spinosa  |Kreuz- und fruchtbar (5)
domestica
Raphanus Raphanus Potentielle Hybridisierungsrate Hybride filter als wilde
sativus sativus nimmt mit Distanz zu; entgegen (73
Pollen Flug Theorie (71,72)
Raphanus F1 Hybride haben keine

raphanistrum

Nachteile beziiglich
Bestaubern wenn in
geringen Dichten; oder in
Gegenwart von Hummeln
(74)

Rubus idaeus

Rubus idaeus

L Gen (Fruchtgrésse) nicht, s Gen
(Stacheln) 0,004 in Wilden neben
Kultur; nicht in entfernten Flachen
(75)

Solanum
tuberosum

Solanum
tuberosum (crop)

1,14% innerhalb bis 0%
bei 4,5-6 m (5); 24%
neben Feld, 2% bei 3 m,
0,017% bei 10 m bis 0
bei 20 m (5); bis zu 1000
m durch Kafer in Neu
Seeland (5)

Solanum nigrum

0 mit Handbestaubung (5)

0 von 8148 Keimlingen
von 77 Pflanzen im Feld

®)

F1 Samen von mannlich
sterilen Sn nicht
lebensfahig;
Nachkommen aus
Embryokultur steril (5)

Solanum
dulcamara

0 mit Handbestaubung (5)

0 von 1102 Keimlingen
von 63 Pflanzen im Feld

®)

Sorghum bicolor

Sorghum
halepense

Hybridisierung festgestellt mit
Isozymen 0,5-100m je nach
Lokalitét und Jahr (76)

Keine Unterschiede in
Fitness zum wilden Elter
(76)

Unkrauteigenschaften
madgl. erhéht durch
Hybridisierung (34)

Sorghum bicolor

Intermedidre neben Feld (34)

Sorghum Intermediare neben Feld (34) Hybridisierung mogl.
propinquum Ursprung von Unkraut-
Hirse (S. almum) (34)
Triticum Hordeum 1 von 88 (aus 2 Pop.) mit SSR und
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Feldfrucht Verwandte 2.1 GenfluR 2.2 Fitness hybrids 2.3 Introgression 2.4 Okol/Evol Effekte
GenfluB klassisch GenfluR GVO Fitness Hybride Fitness Hybride GVO Fitness Riickkreuzungen |Fitness Persistenz (Trans)Gen
klassisch klassisch Riickkreuzungen GVO
aestivum marinum s.str. RAPD, aber keine Isozyme Marker
Huds. von Weizen (5,77)

Elymus caninus |kein (77)

Triticum turgidum |>98% Selbstbestauber; hybridisiert Hybride meist steril (34)
spontan im Feld (5)

Secale cereale |Kiinstlicher Hybrid, Triticale, im Feld
unbekannt (5)

Aegilops Kein im Gew.haus, 85 von 2400 im |2 auf Forschungsflache [F1 weibliche Fertilitat 2% BC1 12 von 13 Samen von 6 von 7 BC1 Keimlingen
cylindrica Host. [Feld (RAPD+SSR) je nach (5,34) im Gew.haus (5); Hybride 5 Pflanzen keimten und von 2 F1 Pflanzen HT (5)
Population (78); Hybride im meist steril (34) waren teilweise fertil (78);
Gew.haus (5) BC1 und BC2 (weibliche

Fertilitat 37%) im Feld mit
hoher Keimrate und
teilweise
selbstkompatibilitat (5);
TaXAc F1 nur weiblich fertil,
BC1 mit .8% mannlich und
4,4% weiblicher Fertilitat,
BC2 8,9% mannlich, 18%
weiblich, 6,9% selbst
fertil, manchmal wurden
fremde Chromosomen
behalten (79)

Zea mays mays |Zea mays ssp. |kreuzbar (5); Intermediare neben Introgression fraglich
mexicana Feldern, Feldfruchtallele extreme (5,34)
selten (34)

Zea luxurians Feldfruchtallele extreme selten (34)

Zea mays ssp. |Abnehmend auf 1% bei 20-40 m,

mays (crop) 0,2% bei 500-800 m (Standard
Isolations Distanz 200 m) (5)
Zea Feldfruchtallele extreme selten (34)

diploperennis

Zea perennis Nicht kompatiibel (34)

Zea mays ssp. 30-40% in 1 m, 10-12%
mays (crop) in 8 m, 2-5% in 31 m (80)

Abkiirzungen: HT = Herbizide Toleranz; Sl = selbstinkompatibel; GFP green fluorescent protein; BC = back cross = Riickkreuzung; RAPDs = randon amplified polymorphic DNA = molekulare Marker

(1) Belanger et al. 2003, (2) Watrud et al. 2004, (3) Tranel et al. 2002, (4) Bartsch et al. 1999, (5) Eastham & Sweet 2002, (6) Dietz-
Pfeilstetter & Kirchner 1998, (7) Viard et al. 2002, (8) Scheffler et al. 1995, (9) Lavigne et al. 1998, (10) Timmons et al. 1995, (11) Linder &
Schmitt 1994, (12) Bavage et al. 2002, (13) Pessel et al. 2001, (14) Thompson et al. 1999, (15) Beckie et al. 2003, (16) Dietz-Pfeilstetter & Zwerger
2004, (17) Cresswell & Osborne 2004, (18) Wilkinson et al. 2000, (19) Halfhill et al. 2001, (20) Hauser et al. 1998, (21) Landbo & Jergensen 1997,
(22) Linder & Schmitt 1995, (23) Hauser et al. 1998, (24) Lu et al. 2002, (25) Snow et al. 1999, (26) Metz et al. 1997, (27) Rieger et al. 2001, (28)
Chevre et al. 1997, (29) Darmency et al. 1998, (30) Chadoeuf et al. 1998, (31) Chevre et al. 1998, (32) Lefol et al. 1996, (33) Moyes et al. 2002,
(34) Ellstrand et al. 1999, (35) Adler et al. 1993, (36) Prakash et al. 2002, (37) Hokanson et al. 1997, (38) Kirkpatrick & Wilson 1988, (39) Spencer
& Snow 2001, (40) Hauser & Bjorn 2001, (41) Hauser 2002, (42) Westman et al. 2004, (43) Westman et al. 2001, (44) Rieseberg et al. 1999, (45)
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Arias & Rieseberg 1994, (46) Whitton et al. 1997, (47) Alexander et al. 2001, (48) Snow et al. 1998, (49) Burke & Rieseberg 2003, (50) Pilson et
al. 2004, (51) Snow et al. 2003, (52) Ritala et al. 2002, (53) Thompson et al. 1958, (54) De Vries 1990, (55) Giddings 2000, (56) Giddings et al.
1997, (57) Giddings et al. 1997, (58) De Faria & et al. 2002, (59) Ilardi & Barba 2002, (60) Raybould & Gray 1993, (61) Rufener Al Mazyad &
Ammann 1999, (62) Rufener Al Mazyad & Ammann 1999, (63) Muller et al. 2001, (64) Messeguer et al. 2001, (65) Chen et al. 2004, (66) Oard et
al. 2000, (67) Song et al. 2003, (68) Papa & Gepts 2004, (69) Papa & Gepts 2003, (70) DiFazio et al. 1999, (71) Klinger et al. 1992, (72) Klinger et
al. 1991, (73) Klinger & Ellstrand 1994, (74) Lee & Snow 1998, (75) Luby & Mcnicol 1995, (76) Arriola & Ellstrand 1996, (77) Guadagnuolo et al.
2001, (78) Guadagnuolo et al. 2001, (79) Wang et al. 2001, (80) Chilcutt & Tabashnik 2004
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