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Umwelteffekte von GVO I

Vorwort

Bisher beobachtete tatsachliche nachteilige Effekte von Freisetzungen gentechnisch
veranderter Organismen wurden in der internationalen Diskussion bisher nicht sy-
stematisch erfasst und auch aus diesem Grund sehr unterschiedlich bewertet. Fur
das Umweltbundesamt ist im Rahmen der Aufgaben der Risikoabschétzung unter
dem Blickwinkel des vorsorgenden Umweltschutzes und der Umweltkontrolle die
wissenschaftliche Erfassung und Bewertung von bisher tatsachlich aufgetretenen
nachteiligen Effekten eine wichtige Voraussetzung.

In der kontroversiellen Diskussion um die Gentechnologie in der Landwirtschaft und
Lebensmittelproduktion spielen auch die erwarteten und dokumentierten positiven
Auswirkungen von GVO (wie z. B. Reduktion des Pflanzenschutzmitteleinsatzes, Ge-
winnung nachwachsender Rohstoffe) eine bedeutende Rolle. Die fur andere tber die
unmittelbare Risikoabschatzung bzw. Umweltkontrolle hinausgehenden Bewertungs-
instrumente, wie z. B. Lebenszyklusanalyse (Okobilanz) oder sozio-6konomische
Evaluierung von Produkten notwendige Dokumentation und Einschatzung von positi-
ven Auswirkungen war nicht Gegenstand dieser Studie.

In der Studie werden zitierte Literatur und Uber verschiedene Recherchewege er-
fasste wissenschaftliche Arbeiten zu einer systematischen Dokumentation der bisher
beobachteten tatsachlich nachteiligen Effekte von Freisetzungen gentechnisch ver-
anderter Organismen verdichtet. Bisher wurden zu dieser Thematik vornehmlich Me-
dienberichte zitiert, eine Koordination der 6kologischen Begleitforschung bei Freisetzun-
gen fand weder auf nationaler noch auf internationaler Ebene statt. Auch eine Zu-
sammenfuhrung und Aufbereitung der gewonnenen Daten und Ergebnisse erfolgte
bisher nur in Anséatzen. Die Studie versucht, diese Licke teilweise zu schlie3en und
zeigt Handlungsbedarf fiir eine Verbesserung der systematischen Erfassung von fur
die Risikoabschatzung und das Monitoring notwendigen Daten auf.

Neben der fachlichen Kompetenz und Expertise wurde das Oko-Institut Freiburg
(Deutschland) auch aufgrund seiner bekannt kritischen Arbeiten zum Themenbereich
Risikoabschéatzung und Auswirkungen von gentechnisch veranderten Organismen
auf Umwelt und menschliche Gesundheit mit der Erstellung dieser Studie beauftragt.
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Umwelteffekte von GVO 5

1 ZUSAMMENFASSUNG

Freisetzungsversuchen wird eine zentrale Rolle bei der Feststellung von Anzeichen fir (un-
erwiinschte) Umwelteffekte transgener Organismen beigemessen. Aus diesem Grunde
sollte die Erfassung, Kommunikation und Diskussion von umweltrelevanten Freisetzungs-
daten von zentraler Bedeutung sein. Schon um die Erfassung solcher Daten steht es jedoch
schlecht: Es wird geschatzt, dass weltweit bei weniger als 99 % der Freisetzungen von GVO
Uberhaupt 6kologische Daten erhoben werden. Eine Koordination der o6kologischen Be-
gleitforschung bei Freisetzungen findet weder auf nationaler noch auf internationaler
Ebene statt. Auch eine Zusammenfihrung und Aufbereitung der gewonnenen Daten und
Ergebnisse geschieht nur in Ansatzen. Mit dem vorliegenden Gutachten wird versucht, diese
Lucke mindestens teilweise zu schlie3en.

Mikroorganismen

Bisher ist es nicht moglich, die Auswirkungen von gentechnisch veranderten Mikroorganis-
men (GVMO) auf das Gesamtdkosystem zu untersuchen. Allerdings haben die spezifischen
Eigenschaften von Mikroorganismen, wie vielfach schnelle Generationszeiten, Anpassungs-
maglichkeit an unginstige Umweltbedingungen und die Fahigkeit, genetisches Material un-
tereinander auszutauschen, dazu gefihrt, dass verschiedene Indikatoren entwickelt wurden,
die Hinweise auf die mdgliche Schadigung bei der Freisetzung von GVMO liefern kdnnen.
Dazu gehdren

« Uberdauerungs- oder Uberlebensfahigkeit,

* Verbreitung,

» Populationsdynamik,

» Konkurrenz zwischen verschiedenen Mikroorganismen,
» Effekte auf Lebensgemeinschaften in der Umwelt.

Bei Sicherheitsuntersuchungen wahrend der Freisetzung von GVMO stehen heute Persi-
stenz und Verbreitung der freigesetzten Mikroorganismen und der rekombinanten Genpro-
dukte im Mittelpunkt.

Die Etablierungschancen von GVMO werden durch biotische Faktoren, wie z.B. Nahrungs-
angebot, Frai3feinde, Bakteriophagendichte, konkurrierende Mikroorganismen oder Popula-
tionsdichte und durch abiotische Faktoren, wie Temperatur, pH-Wert, Sauerstoffbedarf,
Wasser- und Salzgehalt und Bodenbeschaffenheit beeinflusst. Einige Mikroorganismen kon-
nen sehr lange Zeitrdume unter schlechten Umweltbedingungen tberleben, indem sie Spo-
ren oder Zysten bilden. Andere Mikroorganismen bilden keine solche Dauerstadien, sondern
konnen in einen Zustand Ubergehen, in dem sie zwar lebensfahig, nicht aber kultivierbar
(VNC: viable but not culturable) sind. Das vielfach geausserte Argument, dass GVMO auf-
grund zusétzlicher Gene — eines ,extra burden* — grundséatzlich benachteiligt sind, ist durch
viele Arbeiten widerlegt. In der Regel lasst sich eine mindestens transiente Uberlebensfahig-
keit der GVMO nachweisen. In vielen Fallen ist aber auch von einer dauerhafteren Uberle-
bensfahigkeit auszugehen.

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Risikobeurteilung von GVMO st ihre Verbreitung vom
Ort der Freisetzung in andere Lebensrdume. Dadurch kdnnen Mikroorganismen aus ungin-
stigen Umweltkompartimenten in eine Umgebung transportiert werden, in der glnstigere
Uberlegensbedingungen herrschen. Ein solcher Transport kann tiber Wind, FlieR- und Re-
genwasser sowie an Gegenstanden oder Erntegtlitern angeheftet stattfinden. Aber auch Or-
ganismen wie Protozoen, Insekten (z.B. Springschwanze) und andere Bodentiere, wie Re-
genwiurmer, konnen als Vektoren dienen. Sowohl ein vertikaler, in tiefere Bodenschichten
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6 Umwelteffekte von GVO

hinein stattfindender als auch ein lateraler Transport konnte in Freisetzungsversuchen nach-
gewiesen werden.

Ein weiteres Risiko der Freisetzung von GVMO st die Verdréngung von Arten aus der autochthonen
Mikroflora. Ein Hinweis auf die Fithess von GVMO ist deren Fahigkeit zur Verdrangung des
entsprechenden Wildtyp-Stammes. Versuche in Mikrokosmen und im Freiland zeigten bis-
her, dass GVMO fallabhangig eine verringerte, gleiche oder erhdhte Konkurrenzfahigkeit
aufweisen konnen.

RisikoUberlegungen zur Freisetzung von GVMO miissen zusétzlich beachten, dass die frei-
gesetzten Mikroorganismen selbst Gene von anderen Mikroorganismen erwerben und so ih-
re okologischen Eigenschaften verandern kbnnen. Andererseits besteht aber auch die Mog-
lichkeit, dass GVMO ihre Transgene an endogene Mikroorganismenpopulationen weiterge-
ben. Generell kbnnen Mikroorganismen genetisches Material durch Konjugation, Transduk-
tion oder Transformation austauschen. Alle drei Transferarten wurden auch bei GVMO ge-
funden.

Untersuchungen zu Umweltwirkungen von GVMO in verschiedenen Umweltmedien wurden
bisher nur in geringer Zahl durchgefuhrt.

Eine Auswertung durch verschiedene Autoren kommt zu folgender Einschatzung: GVMO
kénnen

« erfolgreich mit indigenen Mikroorganismen von gestdrten Okosystemen konkurrieren,

» ihre neuen Gene an indigene Organismen transferieren und diese kdnnen in den neuen
Wirten auch exprimiert werden,

» allgemeine und spezifische Stoffwechselaktivitdten sowie den Umsatz von Biomasse be-
einflussen,

» die Struktur von Lebensgemeinschaften und ihre Funktionen in unterschiedlichen Habi-
taten beeinflussen,

» Interaktionen zwischen Symbionten und Organismen verschiedener trophischer Ebenen
verandern und

» Stoffwechselprodukte hervorbringen, die unerwartete Wirkungen auf die Umwelt aus-
Uben.

Eine konkrete Bewertung dieser Wirkungen fallt jedoch aufgrund des immer noch mangel-
haften Wissens in der mikrobiellen Okologie schwer.

Pflanzen

Eine unkontrollierte Ausbreitung transgener Pflanzen wird in der Regel als Risiko betrachtet.
Dabei stehen agronomische Uberlegungen im Vordergrund. Das Ausbreitungspotential
gentechnisch veranderter Pflanzen wird jedoch auch als 6kologisches Risiko betrachtet, fur
das allerdings kein einheitlicher Bewertungsmaf3stab besteht. Neben der Ausgangspflanze
spielen die mit Hilfe der Gentechnik Ubertragenen Gene und Genkonstrukte eine zentrale
Rolle bei der Vorabrisikoeinschatzung. Der Einfluss der beabsichtigten gentechnischen Ei-
genschaftsveranderung auf das Ausbreitungsverhalten von GVO st allerdings weitgehend
unklar. Der vertikale Gentransfer von Transgenen durch intraspezifische und interspezifische
Hybridisierung in verwandte Kultur- und Wildpflanzenarten ist ein viel diskutierter Sicher-
heitsaspekt der Nutzung gentechnisch veréanderter Pflanzen. Umfangreiche Untersuchungen
zum Hybridisierungspotential und den Wahrscheinlichkeiten wurden in Europa hauptséchlich
fur Raps und Zuckerribe durchgeftihrt. Im Rahmen von ,normalen" Freisetzungsversuchen
sind in der Regel keine Erhebungen zum Hybridisierungsgeschehen durchgefiihrt worden.
Es wurden aber spezielle Forschungsvorhaben durchgefiihrt, die gezielt das Hybridisie-
rungspotential von transgenen Pflanzen zum Gegenstand hatten.

M-129 (2000) Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria



Umwelteffekte von GVO 7

Die Vorkommen von Raps ausserhalb der Kulturflachen in Mitteleuropa werden unter-
schiedlich beurteilt. In Kanada kommt Raps verbreitet als Durchwuchs auf Kulturflachen vor
(Downey, 1999).

Vorherrschend ist die Einschatzung, dal3 bei Raps prinzipiell mit der Méglichkeit einer Eta-
blierung gerechnet werden muss. Da in verschiedenen Untersuchungen mit herbizid-
tolerantem Raps keine Unterschiede in den kompetitiven Eigenschaften zwischen transge-
nem und konventionellem Raps festzustellen sind, muss auch mit der Verwilderung von
transgenem Raps gerechnet werden. Raps ist zudem eine in Europa einheimische Pflanze
mit einer Reihe von kreuzungsfahigen Verwandten.

Die Ergebnisse von Kreuzungsexperimenten belegen, dass ein von Raps ausgehender
Genfluss in Wildkrautpopulationen stattfinden kann. Potentielle Hybridisierungspartner von
Brassica napus finden sich hierbei nicht nur in der Gattung Brassica sondern auch in weite-
ren Gattungen in der Familie der Kreuzblitler. Unter Freilandbedingungen gelang eine Hy-
bridisierung von transgenem Raps mit Ribsen (Brassica rapa), Sareptasenf (Brassica jun-
cea), Schwarzem Senf (Brassica nigra), Grausenf (Hirschfeldia incana, synonym Brassica
adpressa), Hederich (Raphanus raphanistrum) und Ackersenf (Sinapis arvensis).

Zuckerriiben haben ein Potential zur Verwilderung. In mehreren européischen Landern und
in den USA werden sie als Unkraut gefunden. Beta-Riben besitzen innerhalb ihrer Art kei-
nerlei Kreuzungsbarrieren. Es kommen Kreuzungen der verschiedenen Kulturformen unter-
einander sowie Kreuzungen zwischen Wildformen und Kulturformen vor. Dies ist auch die
Schlussfolgerung aus deutschen Begleitforschungsprojekten, die an der Universitat Aachen
durchgefuhrt wurden. Es wurden keinerlei Kreuzungsbarrieren zwischen transgenen Vari-
anten der Betariiben und anderen Kultur- oder Wildformen gefunden. Eine Verbreitung der
Transgene nach einer Kommerzialisierung ist nach der Einschétzung der Wissenschatftler
sicher zu erwarten.

Transgene herbizidresistente Sojabohnen, bereits seit 1996 im kommerziellen Anbau, wei-
sen eine Reihe von ungeplanten Veranderungen auf, die wahrscheinlich auf Positions- oder
Pleiotropieeffekte zurlickgefuhrt werden kdnnen. So ist der Phytohormonhaushalt der Pflan-
zen verandert und die Stengel weisen eine deutlich héhere Lignifizierung auf. Dies fihrt bei
hoheren Temperaturen zum Aufspleissen der Stengel und in der Folge zu Ernteverlusten.

Transgene Baumwolle hat unter kommerziellen Anbaubedingungen ebenfalls teilweise un-
erwartete Probleme gezeigt. In einigen Anbaugebieten traten 1997 bei einer herbizidresi-
stenten Baumwolle Kapseldeformationen und ein frihzeitiger Abwurf der Kapseln auf. Die
insektenresistente Sorte hat nach Ergebnissen der USDA (des amerikanischen Landwirt-
schaftsministeriums) in bestimmten Gebieten zum Befall durch sekundare, bisher kaum in
Erscheinung tretende Schédlinge gefihrt, die zu hohen Pestizidaufwendungen gefuhrt ha-
ben.

Mogliche Resistenzentwicklungen der betroffenen Schadlinge durch insektenresistente
Pflanzen spielen eine groRe Rolle im Rahmen der Risikoabschatzung. Unter Freilandbedin-
gungen wurden bisher noch keine weitgehenden Resistenzentwicklungen festgestellt. Aller-
dings geben Laborversuche Anlass zur Besorgnis. Insbesondere lassen neuere Untersu-
chungen zum Vererbungsmuster einer Bt-Resistenz bei Bt-empfindlichen Schadlingen dar-
auf schliessen, dass nicht allein von einem rezessivem Vererbungsweg ausgegangen wer-
den darf. Damit missten Resistenzmanagementplane, die auf einer Refugienstrategie (pa-
ralleler Anbau auf benachbarten Flachen von konventionellen Sorten, die als Rickzugsge-
biet fir empfindliche Schadlinge dienen) basieren, Uberarbeitet werden. Zudem gibt es Hin-
weise, dass resistente Schadlinge eine langere Entwicklungszeit bis zur Geschlechtsreife
brauchen. Damit ware eine Refugienstrategie hinfallig.

Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria M-129 (2000)



8 Umwelteffekte von GVO

Resistenzentwicklung von Ackerbegleitpflanzen durch Auskreuzung wird in Zusammenhang
mit der Nutzung herbizidresistenter Pflanzen diskutiert. Erste Erfahrungen aus dem grof3-
flachigen Anbau von Raps in Kanada bestétigen bereits in Freilandversuchen erzielte Er-
gebnisse. Mehrfach herbizidresistente Rapspflanzen, die als Durchwuchs in Folgekulturen
auftreten, wurden ebenso gefunden wie Auskreuzungen auf verwandte Wildpflanzen. Die
durch resistente Beikrauter in Folge des Anbaus transgener herbizidresistenter Pflanzen
verursachten Probleme kdnnten wegen der Mdglichkeit des Gentransfers und wegen der zu
erwartenden Steigerung des Einsatzes einiger weniger Komplementarherbizide (gesteigerter
Selektionsdruck) die bisherige Resistenzproblematik bei Herbiziden weit Ubertreffen.

Im Zentrum der Risikoforschung zu virusresistenten transgenen Pflanzen steht die agrono-
misch motivierte Frage, ob die gentechnischen Strategien zur Vermittlung von Virusresistenz
die Verbreitung und Evolution von Viren verandern kann und ob dabei Pflanzenviren oder vi-
rale Pflanzenkrankheiten und Epidemien von erhdhter Schadlichkeit hervorgebracht werden
kénnen. Drei Risikotypen sind in diesem Zusammenhang von Interesse und wurden teilwei-
se experimentell Gberprift: Rekombinationen zwischen klonierten viralen Sequenzen und in-
fizierenden Viren, heterologe Enkapsidierungen und Synergismen zwischen kloniertem Gen
resp. Genprodukt und infizierenden Viren. Unter Gewachshausbedingungen konnte die Ent-
stehung von Virusrekombinanten in transgenen Pflanzen nachgewiesen werden. Zwei der
untersuchten Rekombinanten wiesen einen erweiterten Wirtsbereich auf, in drei Fallen
konnten veranderte Symptome festgestellt werden. Heterologe Enkapsidierungen treten in
Hullprotein-exprimierenden transgenen Pflanzen auf. Es wurden sowohl heterologe Enkasi-
dierungen zwischen Viren derselben Virusgruppe als auch zwischen Viren verschiedener
Gruppen gefunden. Untersuchungen zu Synergismen liegen bisher nicht vor.

Freilandversuche, die Effekte von transgenen Pflanzen auf Nichtzielorganismen untersu-
chen, wurden bisher im wesentlichen von den Firmen durchgefihrt, die transgene Pflanzen
auf den Markt bringen wollen. Hier wurden keinerlei Effekte nachgewiesen. Allerdings wur-
den bei Untersuchungen im Labor bzw. Gewéachshaus Hinweise auf eine mdgliche direkte
und indirekte Schadigung von Nitzlingen durch transgene insektenresistente Pflanzen ge-
funden.

Effekte auf im Boden lebende Zersetzer durch insektenresistente Pflanzen wurden haupt-
sachlich fur das klonierte Bt-Toxin durchgefuhrt. Springschwénze werden in hohen Konzen-
trationen geschadigt. Auch Proteinase-Inhibitoren, die zur Insektenabwehr kloniert werden,
zeigen toxische Wirkungen auf diese Organismengruppe. Effekte auf Bodenmikroorganis-
men wurden nur in Einzelfallen untersucht.

Die Aktivitaten auf dem Gebiet transgener Baume haben in den letzten Jahren stark zuge-
nommen. Bis 1998 fanden offiziell weltweit 116 Freisetzungsversuche in 17 Staaten mit 24
verschiedenen Baumarten statt. Das generelle Problem transgener Organismen, die Stabi-
litat der Expressionen, ist bei Baumen aufgrund deren Langlebigkeit ein besonderes Pro-
blem. Bei Ba&umen konnten in Freilandversuchen schon nach einem relativ kurzen Zeitraum
Instabilitaten nachgewiesen werden. Auch Pleiotropie- oder Positionseffekte wurden bei
Baumen unter Freilandbedingungen relativ haufig beobachtet. Erste Untersuchungen an
freigesetzten Pappeln in Schleswig-Holstein in Bezug auf deren Auswirkung auf Mykorrhiza
wiesen signifikante Unterschiede zwischen der Mykorrhizierung von transgenen und nicht-
transgenen Pflanzen auf. Die Hybridisierungsmoglichkeiten und damit das Risiko der unge-
wollten Ausbreitung von rekombinanten Gensequenzen missen je nach Baumart unter-
schiedlich bewertet werden. Es sind aber gerade bei den Gattungen Populus, Eukalyptus
und Pinus - die intensiv gentechnisch bearbeitet werden - hohe Hybridisierungspotentiale
bekannt. Insektenresistente Bt-Toxin bildenden Pappeln in China wiesen nach 2 Jahren
Fral3schaden auf, die von bis dato als unbedeutend eingestuften Insekten verursacht wor-
den waren. Bei transgenen Pflaumenbaumen (Prunus domestica), welche ein virales Huill-
protein exprimieren, konnte bei einem Freilandversuch bereits nach kurzer Zeit ein Resi-
stenzdurchbruch nachgewiesen werden.
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Tiere

Nach allgemeiner Einschatzung werden Fische als erste transgene Tiere kommerziell ge-
nutzt werden. Andere transgene Nutztiere werden in absehbarer Zeit nicht fur eine landwirt-
schaftliche Nutzung auf den Markt gebracht werden. Untersuchungen zu potentiellen 6kolo-
gischen Auswirkungen liegen demnach dazu nicht vor. Bei transgenen Fischen sind die
Steigerung des Wachstums durch Integration von Wachstumshormongenen und die Beein-
flussung der Kaltetoleranz, die durch die Ubertragung von fiir Anti-Frost-Proteine (AFP) ko-
dierenden Gensequenzen erreicht werden, am weitesten fortgeschritten.

Die gentechnischen Veranderungen bei Fischen gehen mit z.T. grof3en Pleiotropieeffekten
und/oder Positionseffekten einher.

Dazu gehdren:

e Tumore

» veranderte Flossen- und Wirbelformen

» Schédeldeformationen

+ abnormes Kiemenwachstum

» fehlende Kérpersegmente

» verkimmerte Nacken- und Schwanzformen.

Auch die Stabilitédt der Genexpressionen ist bei transgenen Fischen ein noch nicht geldstes
Problem. Es liegt noch keine einzige wissenschaftliche Publikation vor, die eine stabile Auf-
rechterhaltung der Genexpression in Bezug auf die Wachstumssteigerung in der
F,-Generation nachweisen konnte. Daneben ist Mosaizismus, d.h., dass innerhalb eines
modifizierten Individuums sowohl Zellen mit als auch ohne die Ubertragenen Gensequenzen
vorkommen, ein bei allen transgenen Fischen vorkommendes Phénomen.

Laborversuche und die versuchsweise Haltung in geschlossenen Zuchtbecken lassen einige
Ruckschlisse auf 6kologische Risiken zu. Die herkbmmlichen Haltungsformen bei kommer-
ziellen Fischzuchtbetrieben zeigen, dass ein Entweichen von Individuen bzw. deren Brut
haufig vorkommt und sehr schwer zu verhindern ist. Bei Welsen wurde festgestellt, dass sich
transgene Individuen problemlos mit nicht-transgenen Individuen kreuzen. Ahnliche Ergeb-
nisse liegen flr andere Arten vor. Ein ungewollter Transfer der modifizierten Gensequenzen
in natdrliche Populationen ist demnach ziemlich sicher zu erwarten.

Bei transgenen Fischen ist zudem eine Veranderung des Nahrungsspektrums in Qualitat
und Quantitat beobachtet worden. Auch das Konkurrenzverhalten und die sexuelle Selektion
werden durch die Uberdurchschnittlich grof3en, transgenen Fische verandert. Unter-
suchungen Uber mégliche Auswirkungen auf Pradatoren und andere Mitglieder der aquati-
schen Biozonosen liegen jedoch noch nicht vor.

Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria M-129 (2000)
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2 EMPFEHLUNGEN

Die Aufarbeitung der Daten, die zu beobachteten Effekten bei Freisetzungsversuchen vor-
liegen, zeigt, dass diese Daten bisher sehr lickenhaft und wenig systematisch erhoben wur-
den. Daruber hinaus sind sie teilweise schwer zuganglich oder gar nicht zu erhalten. Fir-
mendaten werden in der Regel nicht 6ffentlich zur Verfligung gestellt oder wenn, nur in einer
zusammenfassenden Darstellung, die eine Bewertung des Versuchsdesigns, seiner Aussa-
gekraft und einen Vergleich mit anderen Untersuchungen meist nicht zulasst. Insgesamt ist
die Recherche sehr aufwendig und es muss davon ausgegangen werden, dass nur ein Teil
der vorliegenden Daten erfasst wird.

Um eine bessere und schnellere Ubersicht {iber bereits erfolgte 6kologische Erhebungen im
Rahmen von Freisetzungsversuchen zu erhalten, die einerseits flr Zulassungsverfahren ge-
nutzt werden und andererseits wichtige Grundlagen fir ein Monitoring darstellen, wie es bei
der Anderung der Richtlinie 90/220/EWG (Freisetzungsrichtlinie) vorgesehen ist, ware es
wlnschenswert, eine zuverlassige Veroffentlichung aller erhobenen Daten sowie eine Bln-
delung, Systematisierung und zentrale Erfassung dieser Freisetzungsdaten anzustreben.
Darlber hinaus erfordert die Implementierung des Biosafety-Protokolls, das im Januar 2000
in Montreal verabschiedet wurde, eine Bereitstellung von Daten fir das nationale ,Risk As-
sessment” in importierenden Staaten u.a. Uber den sogenannten ,Biosafety Clearing-
House-Mechanism®. Auch dazu bedarf es einer Systematisierung und Bindelung von Er-
gebnissen aus Freisetzungsversuchen und Erfahrungen mit dem kommerziellen Anbau.

Die Information der Offentlichkeit zu Antragen auf Freisetzung bzw. Inverkehrbringen und
Uber wissenschaftliche Stellungnahmen dazu wird in den einzelnen Landern sehr unter-
schiedlich gehandhabt. Eine Nachvollziehbarkeit der Entscheidungen lasst sich aber nur
durch entsprechende Transparenz erreichen.

Hier besteht grofRer Bedarf nach einer Harmonisierung auf hohem Niveau.

Daraus ergeben sich folgende Empfehlungen fur gentechnisch veranderte Pflanzen:

» gemeinsame Entwicklung von validierten Verfahren zur okologischen Begleitforschung
initiert auf OECD oder/und EU-Ebene, um eine relative Vergleichbarkeit erhobener Da-
ten in verschiedenen Anbauregionen zu erreichen

» EU-weite Festlegung von Basisdaten, die bei jedem Freisetzungsversuch durch die An-
tragsteller erhoben werden sollten. Dazu sollten u.a. stichprobenartige Bodenunter-
suchungen zum Nachweis der rekombinanten Genkonstrukte (z.B. Nullwert, zeitlicher
Verlauf von Degradation, Persistenz und mdgliche Anreicherung vor allem bei mehrjahri-
gen Freisetzungen auf gleichen oder benachbarten Parzellen) sowie ein Monitoring des
Pollenflugs durch Aufstellen von Pollenfallen gehdren

» EU-weite Festlegung von Daten, die in Abhangigkeit von spezifischen Eigenschaftsver-
anderungen und Pflanzen zu erheben sind (z.B. Dokumentation zum Verbleib von Sa-
men / vegetativen Vermehrungseinheiten und mdglichen Durchwuchsproblemen bei
frostharten oder frosttoleranten Nutzpflanzen, Untersuchungen zu Wirkungen auf aus-
gewahlte Bodenorganismen und herbivore Insekten sowie deren Pradatoren)

Verbesserung der (wissenschaftlichen) Kommunikation tiber beobachtete Effekte durch

* Grindung einer wissenschaftlichen Zeitung, die Veroffentlichungen bindelt, und die on-
line sowie in gedruckter Form zu beziehen ist.
Hier wéare es insbesondere wiinschenswert, dass im Rahmen der Umsetzung der Ande-
rung der Richtlinie 90/220/EWG darauf hingewirkt wird, dass fir die Vermarktungsge-
nehmigung wichtige, erhobene 6kologische Daten hauptsachlich als ,peer-review" ge-
prufte Veroffentlichungen Eingang in die Unterlagen finden und damit auch einer interes-
sierten Offentlichkeit und fiir ein unabh&ngiges ,Risk Assessment* zur Verfugung ste-
hen.
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» Aufbau einer allgemein zuganglichen Datenbank, die organismen- und regionsspezifisch
fur die EU eine Systematisierung vornimmt. Diese Datenbank kénnte bei der DG Umwelt
der EU-Kommission gefuhrt werden und auch eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit
der Implementierung des Biosafety-Protokolls (lbernehmen. Dabei kann auf internatio-
nale Erfahrungen z.B. mit der OECD Biotrack Datenbank aufgebaut werden. Diese Da-
tenbank sollte sowohl diejenigen Pflanzen erfassen, die in Europa in Feldversuchen ge-
testet werden, als auch deren Eigenschaftsverédnderungen sowie die Begleitforschung
und deren Ergebnisse beinhalten. Die Regionen des landwirtschaftlichen Anbaus und
der Freisetzungen sollten angegeben werden. Dariiber hinaus sollten Kreuzungspartner
und deren regionale Verteilung erfasst werden. In Zusammenhang mit insektenresisten-
ten Pflanzen kdnnte das regionale Vorkommen und die Bedeutung von Zielorganismen
als landwirtschaftliche Schadlinge miteinbezogen werden, ebenso wie das Vorkommen
von Nichtzielorganismen, die durch die gentechnisch vermittelten Eigenschaften beein-
trachtigt werden koénnten. Langerfristig konnte eine solche Datenbank auch eine wichtige
Rolle im Zusammenhang mit dem geplanten Monitoring erhalten, da damit auch eine
standige Aktualisierung des Wissensstandes und eine rasche Verknipfung mit wahrend
des Monitorings beobachteten Ph&anomenen und Hinweisen aus der Begleitforschung
ermdglicht wiirde.

« Sicherstellung, dass bei der Umsetzung der Anderung der Richtlinie 90/220/EWG darauf
hingewirkt wird, dass samtliche nationalen und europaweiten Stellungnahmen von wis-
senschaftlichen Beratungsgremien 6ffentlich zuganglich sind. Diese Praxis wird u.a. be-
reits durch die Kommission selbst und auch vom Vereinigten Konigreich gepflegt.

Dariiber hinaus sollte eine europaweite Koordination 6kologischer Begleitforschung
angestrebt werden. Dazu sollten offene Fragen im Rahmen der 6kologischen Begleit-
forschung auf EU-Ebene identifiziert und in Verbundprojekten zwischen u.a. Okolo-
gen, Mikrobiologen, Populationsbiologen, Agrarwissenschaftlern, Naturschutzfach-
leuten und Molekularbiologen landeribergreifend bearbeitet werden. Sozio-
6konomische Aspekte sollten Teil der jeweiligen Projekte sein.

So sollten in Zusammenhang mit der konzeptionellen und methodischen Erarbeitung von
Resistenzmanagementplanen auch deren Umsetzung und Kosten ermittelt werden bzw.
welche Veranderungen in der landwirtschaftlichen Praxis die Implementierung solcher Ma-
nagementpléane zur Folge hatte und welche strukturellen Verédnderungen daraus erwachsen
kénnten. Vergleichende Analysen unterschiedlicher landwirtschaftlicher Anbauformen mit
Hilfe 6kobilanzieller Methoden kdnnen wertvolle Hinweise auch fir eine sozio-6konomische
Einschatzung liefern (siehe auch KLOPFFER et al., 1999) und sollten verstarkt geférdert
werden.

Resistenzmanagementansatze werden in Zukunft zunehmende Bedeutung erlangen, nicht
nur in Zusammenhang mit insektenresistenten - und hier vor allem den Bt-Endotoxin expri-
mierenden - sondern auch bei herbizidresistenten Pflanzen (siehe auch KORELL et al.,
1997). Aufgrund der Beflirchtung, dass Uber den Anbau verschiedener Nutzpflanzenarten
mit dem gleichen Herbizidresistenzgen ein hoher Selektionsdruck hin zur Entwicklung resi-
stenter Unkrauter aufgebaut wird, sind Vorschlage entwickelt worden, die ein regionales An-
baumanagement tiber mehrere Vegetationsperioden erwagen, um einer schnellen Resisten-
zentwicklung der relevanten Unkrauter entgegenzuwirken. Ahnliches gilt fir Sorten von
Nutzpflanzen mit kreuzungsfahigen Verwandten, die mit unterschiedlichen Resistenzgenen
ausgestattet sind und eng benachbart angebaut werden. Hier konnten die verwandten Wild-
arten moglicherweise verschiedene Resistenzen erhalten, die zu neuen agronomischen Pro-
blemen fuhren kénnten. (KORELL et al., 1997). Falls unter diesen Gesichtspunkten in Zu-
kunft Resistenzmanagementmalnahmen als ein Teil eines Risikomanagements implemen-
tiert werden sollten, erfordert dies Planungs- und Kontrollaufwand mit mdglicherweise erheb-
lichen Kosten. Diese sozio-6konomischen Folgen eines breiten Anbaus sollten bereits friih-
zeitig modelliert und in die Entscheidungsfindung miteinflie3en.
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Bearbeitung und Ergebnisse der Begleitforschung sollten laufend durch einen Begleitkreis
evaluiert werden, der heterogen aus Wissenschatft, Industrie, Umweltorganisationen und 06f-
fentlicher Hand besetzt ist. Der Kreis sollte nicht mehr als 10 — 15 Expertinnen umfassen,
die aus unterschiedlichen EU-Mitgliedsstaaten stammen und jeweils ein zeitlich befristetes
Mandat haben.

In diesem Begleitkreis sollten auch tUbergeordnete Fragestellungen angesprochen und Stel-
lungnahmen dazu abgeben werden kdénnen bzw. auf offene Fragen hingewiesen werden.
Dazu kénnten z.B. Fragen nach kumulativen Phdnomenen oder auch mdglichen synergisti-
schen Wirkungen verschiedener gentechnischer Veréanderungen gehéren, die weder durch
einzelne Antragsteller noch im Rahmen der Begleitforschung bisher bearbeitet wurden. Die
Evaluationen des Begleitkreises sollten mit in die Entscheidungsfindung und Genehmi-
gungspraxis zum Inverkehrbringen und zur Weiterentwicklung der Forschungs- und Indu-
striepolitik auf der Ebene der Gemeinschaft und der Mitgliedsstaaten einflieRen.

Um eine unabhangige Finanzierung dieses Begleitkreises zu ermdéglichen, kénnte z.B. eine
Fondslosung gewahlt werden, in die die Industrie und die 6ffentliche Hand einzahlt.

In Zusammenhang mit der geplanten zeitlich befristeten Genehmigung nach der Anderung
der Freisetzungsrichtlinie sollten moglicherweise noch weitere Uberlegungen dahin gehen,
inwieweit nachtragliche Auflagen auf der Basis neuer wissenschaftlicher Erkenntnisse er-
mdaglicht werden kdnnen. Auch eine Aufhebung einer Zulassung innerhalb des genehmigten
Zeitrahmens sollte prinzipiell ermdglicht werden.

2.1 Detailvorschlage

Informationen, die in Anmeldungen fir die Freisetzungen genetisch veranderter Or-
ganismen enthalten sein mussen (betrifft Anhang Ill A und Ill B des Gemeinsamen
Standpunktes zur Anderung der EU Richtlinie 90/220/EWG vom Dezember 2000)

Erganzend zu den Informationen, die nach Anhang Il A und Il B der Richtlinie in Zukunft
vorgelegt werden sollen, sollten folgende Punkte in die Listen mit aufgenommen werden:

» Eine vollstandige Liste aller vom Antragsteller durchgefiihrten Labor-, Mikrokosmos-,
Mesokosmos- und Gewdachshausversuche einschliel3lich der gewahlten Methodik, des
Versuchsdesigns, der Originaldaten und der vorgenommenen Bewertung, um Kenntnis
dariiber zu erlangen, wie das Step-by-Step Prinzip umgesetzt wurde.

* Angaben zu Sequenzhomologien zwischen natirlichen Vektoren/Plasmiden und den zur
Veranderung konstruierten Vektoren, um eine Abschatzung der mdglichen Integration
nach einem etwaigen horizontalen Gentransfer tber homologe Rekombination zu er-
madglichen

» Angaben zu méglichen Sequenzhomologien zwischen Vektor/Genkonstrukt und der DNA
von Mikroorganismen in den verschiedenen Habitaten, mit denen der GVO in Wechsel-
wirkung tritt/treten kann

Diese zusatzlichen Angaben kénnten in Form von zukinftigen Leitlinien festgelegt werden.
Sie konnten eine Risikoabschatzung wesentlich erleichtern, da dadurch eine schnelle Uber-
sicht uber durchgefuhrte aber auch fehlende Sicherheitsuntersuchungen maoglich wiirde und
die Vergleichbarkeit mit Daten und Ergebnissen anderer Antragsteller aber auch aus der
Begleitforschung besser gewahrleistet wird.
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Zusatzliche Informationen (betrifft Anhang 1V)

Weitere Informationen, die bei einem Antrag auf Inverkehrbringen zur Verfligung gestellt
werden sollten:

» Daten, die zu agronomischen und 6kologischen Parametern wahrend Freisetzungsver-
suchen erhoben wurden, die dabei verwendete Methodik und die vorgenommene Aus-
wertung

» Angaben dazu, inwieweit bei den vorausgegangenen Freisetzungen phanotypische Un-
terschiede oder Unterschiede in der genetischen Stabilitdt bei den GVOs aufgetreten
sind, die im Gewéachshaus nicht beobachtet wurden.

Wissenschaftliche Kommissionen

Die wissenschaftlichen Bewertungen vieler beobachtbarer Phanomene gehen oft ausei-
nander. Um diesem dynamischen Prozess in der wissenschaftlichen Diskussion besser dar-
zustellen, sollte die Mdglichkeit geschaffen werden, dass Minderheitenvoten in den wissen-
schaftlichen Komitees eingebracht werden kénnen und diese auch verdéffentlicht werden.
Daruber hinaus sollte bei der Veroffentlichung der Stellungnahmen der wissenschaftlichen
Komitees darauf geachtet werden, dass die Daten und Arbeiten, auf denen sich die Argu-
mentation abstitzt, entsprechend zitiert werden, um eine bessere Nachvollziehbarkeit zu
gewabhrleisten.

Um eine grofRtmogliche Transparenz und Unabhéngigkeit der Mitglieder der wissenschaft-
lichen Kommissionen sicherzustellen, sollten Listen mit Namen und Téatigkeiten der Mitglie-
der 6ffentlich zuganglich sein.
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3 EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Im Zusammenhang mit den angenommenen 6kologischen Wirkungen gentechnisch veran-
derter Organismen (GVO) und den damit verbundenen Risiken wird Freisetzungsversuchen
eine wichtige Rolle zugeschrieben. Dies geschieht vor dem Hintergrund, dass in bezug auf
viele 6kologische Wirkungen von Organismen eine Extrapolation von Labor- und Gewachs-
hausdaten auf das Freiland nicht mdglich scheint. In der Tat schlagen Prognoseversuche
Uber das Umweltverhalten von transgenen wie nichttransgenen Organismen nicht selten fehl
(Schitte et al.,, 2000; Rat von Sachverstandigen fur Umweltfragen, 1998; Bartsch et al.,
1993).

Dafir sind teils ungeldoste methodische Probleme verantwortlich, teils sprechen jedoch prin-
zipielle Uberlegungen dafiir, dass manche Phanomene einer Untersuchung im Labor oder
Gewachshaus nicht zuganglich sind. Schlie3lich werden im Labor oder Gewachshaus ge-
wonnene Daten vor dem Hintergrund des Wissens Uber dort erfassbare Eigenschaften und
deren Zusammenhang mit Umwelteffekten der Organismen interpretiert. Gescheiterte Kor-
relationsversuche von Labor- und Gewachshausdaten mit Freilandeffekten verweisen daher
auch auf Wissenslicken Uber 6kologische und ¢kosystemare Prozesse. Diese Prozesse
gelten allgemein als sicheren Prognosen nicht zuganglich, da sie von zu vielen, in ihrer Va-
riation nicht vorhersagbaren Parametern abhéngen, wie dem Wetter, Mutationen und nicht
zuletzt anthropogenen Veranderungen. So fallen Erklarungen dkologischer Phanomene oft
selbst im Nachhinein schwer (Schiutte et al., 2000; Sentker et al., 1994).

Diese — grof3e — Problematik soll im Zusammenhang mit der beabsichtigten Freisetzung und
Inverkehrbringung von GVO mdglichst verantwortlich im Sinne einer Risikovorsorge ge-
handhabt werden, wie in der nationalen und internationalen Gesetzgebung festgelegt. Vor
dem Hintergrund, dass Prognosen unmdglich sind, geht es dennoch darum, Methoden zu
entwickeln, die das Potential haben, den Grad der Unsicherheit abzusenken, um dem Ziel
der Schadensvermeidung nahe zu kommen. Dazu sind Freisetzungen von GVO mit dkologi-
scher Begleitforschung nur ein Instrument. Untersuchungen im Labor, in Mesokosmen und
Gewachshausern und nicht zuletzt die Erforschung des Umweltverhaltens nichttransgener
Lebewesen und ihrer Lebensgemeinschaften sind weitere Bausteine. Schlief3lich soll — das
methodisch und konzeptionell allerdings noch voéllig unausgereifte — Nachzulassungsmonito-
ring wieder Riickschliisse und Korrekturen bei den vorgelagerten Schritten erlauben.

Zentral erscheint eine laufende Integration des Wissens, das in diesen verschiedenen Berei-
chen gewonnen wird und ausserdem die Einhaltung der Schrittabfolge bei der sog. step by
step-Vorgehensweise. D. h. um Risiken zu vermeiden oder zumindest zu vermindern, soll
erst auf der Grundlage moglichst vieler im geschlossenen System ermittelbaren Informatio-
nen Uber den ersten Schritt zur Lockerung des containments — Versuche im Gewéachshaus —
entschieden werden und so fort. Nicht zuletzt ist in jede Entscheidung Uber eine Fortsetzung
des step by step-Vorgehens der aktuelle Stand des Wissens — lber die Okologie der be-
treffenden nichttransgenen Elternorganismen, der land- oder forstwirtschaftlichen Praxis etc.
— einzubeziehen.

Von diesem ldeal ist man in der Praxis relativ weit entfernt. Um bei der Thematik des vorlie-
genden Gutachtens zu beginnen: Wenn Freisetzungsversuchen eine zentrale Rolle bei der
Feststellung von Anzeichen fur (unerwiinschte) Umwelteffekte transgener Organismen zu-
kommt, dann sollte die Erfassung, Kommunikation und Diskussion von umweltrelevanten
Freisetzungsdaten von zentraler Bedeutung sein.

Schon um die Erfassung solcher Daten steht es jedoch schlecht: Es wird geschatzt, dass
weltweit bei weniger als 1 % der Freisetzungen von GVO uberhaupt 6kologische Daten er-
hoben werden. In der Bundesrepublik Deutschland soll es bei ca. 15 % der Freilandversuche
eine 6kologische Begleitforschung geben (SUKOPP & SUKOPP, 1997). Im Ubrigen dienen
Freisetzungsversuche Uberwiegend dazu, agronomisch interessante Daten im Hinblick auf
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die beabsichtigte Vermarktung der GVO zu sammeln. Eine nationale Koordination der 6ko-
logischen Begleitforschung bei Freisetzungen findet in der BRD nicht statt (BRANDT, 1998).
In den USA und auf EU-Ebene gibt es Forschungsprogramme zum Risiko transgener Orga-
nismen, die Schwerpunkte setzen und damit eine gewisse Koordination leisten. Sie umfas-
sen jedoch nur einen Teil der Aktivitdten auf diesem Gebiet und zudem auch Projekte mit
nichttransgenen Organismen (SCHUTTE et al., 1998a).

Die wissenschaftliche Kommunikation von Umwelteffekten transgener Organismen, die bei
Freisetzungen beobachtet wurden, ist nicht in bestimmten Zeitschriften gebundelt, sondern
findet sich verstreut in den verschiedensten Publikationsorganen. Oft sind die Daten lange
Zeit oder auch gar nicht allgemein zuganglich, da sich die Forschungsprojekte haufig tber
mehrere Jahre erstrecken und die Ergebnisse in erster Linie fir die Zulassungsbehodrden
gedacht sind. Es gibt auch keine Datenbanken, die speziell die bei Freisetzungen beobach-
teten Effekte erfassen.

Zur Bundelung der Information auf internationaler Ebene gibt es lediglich seit 1990 Sympo-
sien zum Thema ,The biosafety results of field releases of genetically modified plants and
microorganisms"”, die alle zwei Jahre stattfinden. Hier geht der Focus uber die beobachteten
Umwelteffekte von GVO bei Freisetzungen im engeren Sinne hinaus und es werden auch
noch nicht abgeschlossene Projekte und freisetzungsorientierte Forschung im Labor und
Gewachshaus prasentiert. Allerdings werden mit diesen Veranstaltungen langst nicht alle
relevanten Arbeiten erfasst. Ausserdem gab das letzte Symposium 1998 in Braunschweig
der Darstellung agronomischer Daten zur Vermarktung von GVO zentralen Raum, wahrend
die Biosicherheitsthematik an den Rand gedréangt wurde. Auf nationaler Ebene finden in der
BRD vereinzelt Tagungen statt, die den Begleitforschungsprojekten bei Freisetzungen von
Pflanzen und Mikroorganismen gewidmet sind (Fachgespréach ,Stand der Sicherheitsfor-
schung zur Freisetzung gentechnisch veranderter Pflanzen", 16.12.1997, Hannover; BMBF-
Workshop ,Freisetzungsbegleitende Sicherheitsforschung mit gentechnisch veranderten
Pflanzen und Mikroorganismen", 25./26.5.1998, Braunschweig). Ende 1998 fasste eine Pu-
blikation des deutschen Bundesgesundheitsministeriums den Stand dieser Begleitfor-
schungsprojekte zusammen (BUNDESGESUNDHEITSBLATT 1998).

Entsprechende verstreute Aktivitaten zur Kommunikation von beobachteten Umwelteffekten
bei Freisetzungen transgener Organismen gibt es auch in anderen Landern und im Rahmen
internationaler Tagungen (z. B. PAN-EUROPEAN CONFERENCE 1993). Dabei liegt der
Focus jedoch nicht exakt und ausschlieBlich auf der Thematik der Umwelteffekte bei Frei-
setzungsversuchen.

Diese Licke versucht das vorliegende Gutachten zu schlieBen. Dazu werden im Rahmen
des vorgesehenen Gutachtenumfanges weltweit mdglichst viele relevante Projekte ermittelt
und Daten gesammelt. An ausgewahlten Beispielen aus dem Bereich der Mikroorganismen,
der Pflanzen und der Tiere erfolgt eine ausfihrliche Fallbeschreibung und Diskussion vor
dem Hintergrund der erwarteten Effekte. Unter Einbeziehung der auf anderem Wege, d. h.
ausser durch Freisetzungen ermittelbaren Informationen zum Umweltverhalten von GVO,
werden Riuckschlisse und Vorschlage zur Berlicksichtigung bei der Risikoabschatzung ab-
geleitet. Schlie3lich werden die Recherchewege und -methoden dokumentiert und bewertet,
damit eine Fortfihrung der Erfassung und Bewertung von Umwelteffekten, die bei der Frei-
setzung transgener Organismen beobachtet werden kdnnen, in Zukunft erleichtert wird.
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4 EFFEKTE VON FREISETZUNGEN GENTECHNISCH
VERANDERTER ORGANISMEN

4.1 Mikroorganismen

4.1.1 Allgemeine Recherche vor dem Hintergrund der erwarteten Effekte

Die Verwendung von gentechnisch verédnderten Mikroorganismen (GVMO) wird in zuneh-
mendem Malf3e als Mdglichkeit zur Losung vielfaltiger Probleme diskutiert. Z.B. werden
schon heute in groRem Umfang Enzyme mit Hilfe von GVMO produziert. Obwohl diese Pro-
duktion in Fermentern stattfindet, kommt es dabei unvermeidbar immer wieder zu unbeab-
sichtigten Freisetzungen von gentechnisch veranderten Produktionsorganismen in die Um-
welt (DE VOS, 1998). Daneben gibt es aber auch beabsichtigte Freisetzungen von GVMO,
die z.B. speziell fur den Schadstoffabbau in Boden und Grundwasser, als biologische
Schadlingsbekampfungsmittel in der Landwirtschaft oder als Lebendimpfstoffe in der Medi-
zin konstruiert wurden.

Obwohl in den letzten Jahren ein Uberwaltigender Wissenszuwachs Uber die mikrobielle
Okologie gewonnen wurde, kann das Verhalten von GVMO in der Umwelt bisher nicht vor-
hergesagt werden. Fir die Abschéatzung, welche 6kologischen Folgen eine Freisetzung von
GVMO haben kann, ist einerseits eine Definition charakteristischer Okosystemstrukturen
und -funktionen notwendig. Andererseits ist die 6kologische Funktion von Mikroorganismen
im natlrlichen Habitat eine zentrale Voraussetzung fur die Prognose 6kologischer Effekte
(FORSTER, 1998). Bisher existieren fiir die Abschatzung des Umweltrisikos bei Freisetzun-
gen von GVMO keine allgemein anerkannten Okosystemendpunkte. Es wurden zwar bereits
zahlreiche Methoden und Parameter vorgeschlagen und auch angewendet, um die 6kologi-
schen Auswirkungen der Einfihrung von GVMO zu erfassen. Viele dieser Methoden sind
aber so wenig sensibel, dass nur ,katastrophale" Anderungen im Okosystem damit ange-
zeigt werden kénnen (FORSTER, 1998).

Bisher ist es unmdglich, die Auswirkungen von GVMO auf das Gesamttkosystem zu unter-
suchen. Allerdings haben die spezifischen Eigenschaften von Mikroorganismen, wie vielfach
schnelle Generationszeiten, Anpassungsmaoglichkeit an unginstige Umweltbedingungen und
die Fahigkeit, genetisches Material untereinander auszutauschen, dazu gefuhrt, dass ver-
schiedene Indikatoren entwickelt wurden, die Hinweise auf die moégliche Schadigung oder
zumindest die mogliche Eingriffstiefe bei der Freisetzung von GVMO liefern kénnen. Nach
KLUEPFEL (1992) gibt es funf 6kologische Parameter, die fiir die biologische Sicherheit von
GVMO und rekombinanter DNA relevant sind:

« Uberdauerungs- oder Uberlebensfahigkeit,

* Verbreitung,

* Populationsdynamik,

» Konkurrenz zwischen verschiedenen Mikroorganismen,
» Effekt auf Lebensgemeinschaften in der Umwelt.

Bei Sicherheitsuntersuchungen wéhrend der Freisetzung von gentechnisch veranderten Mi-
kroorganismen (GVMO) stehen heute Persistenz und Verbreitung der freigesetzten Mikroor-
ganismen und der rekombinanten Genprodukte im Mittelpunkt. Die Risikouberlegungen sind
dabei nicht nur fir Mikroorganismen glltig, die ausdricklich fir landwirtschaftliche Anwen-
dungen oder Bodensanierungsexperimente freigesetzt werden, sondern auch fir Mikroorga-
nismen, die in Fermenteranlagen genutzt werden, da davon auszugehen ist, dass mit den
industriellen Abwéssern aus solchen Anlagen auch lebende GVMO freigesetzt werden (DE
VOS, 1998). Im folgenden wird daher zunachst ein Uberblick tber die Uberlebensfahigkeit
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von GVMO und die Persistenz von isoliert vorliegender DNA in verschiedenen Umweltmedi-
en gegeben, um darauf aufbauend die heutigen Kenntnisse zu Mdéglichkeiten bzw. Grenzen
des natirlichen Gentransfer und der Verbreitung von Transgenen zusammenzufassen.

4.1.1.1 Uberlebensfahigkeit und Verbreitung der GVMO

Das vielfach geausserte Argument, dass GVMO aufgrund zusétzlicher Gene — eines ,extra
burden* — grundsatzlich benachteiligt sind, ist durch viele Arbeiten widerlegt (siehe u.a.
AWONG et al., 1990; BARCINA et al., 1992; BOUMA & LENSKI, 1988; CHAO & FENG,
1990; GOLDSCHMIDT et al., 1994; KOZDROJ & PIOTROWSKA-SEGET, 1995; KOZDROJ,
1996a; LENSKI et al., 1994; REGAL, 1988 und 1994; SOBECKY et al., 1992; VAN ELSAS,
1992). Inwieweit GVMO Effekte auf die Umwelt austiben, ist wesentlich von der Dauer des
Uberlebens bzw. einer moglichen Etablierung, Vermehrung und Verbreitung abhangig. In ei-
ner Reihe von Untersuchungen zum Uberleben von transgenen Mikroorganismen wurde
festgestellt, dass diese Uber einen langeren Zeitraum in verschiedenen Umweltmedien, z.B.
Klaranlagen, aquatischen Systemen, Boden oder Verdauungstrakt Uberleben kdnnen (zu-
sammenfassend dargestellt in ECKELKAMP et al., 1998a; TAPPESER et al., 1999).

4.1.1.1.1 Uberleben

In der Umwelt hangt das Uberleben rekombinanter Mikroorganismen und die Uberdauerung
ihrer Gene von verschiedenen Faktoren ab, die wiederum untereinander in Wechselwirkung
treten. So werden die Etablierungschancen von GVMO durch biotische Faktoren, wie z.B.
Nahrungsangebot, FralR3feinde, Bakteriophagendichte, konkurrierende Mikroorganismen
oder Populationsdichte und durch abiotische Faktoren, wie Temperatur, pH-Wert, Sauer-
stoffbedarf, Wasser- und Salzgehalt und Bodenbeschaffenheit beeinflusst (SMALLA et al.,
1989; VAN ELSAS, 1992; DOYLE et al., 1995). Fir das Uberleben sind ausserdem auch die
speziellen arteigenen, genetisch fixierten Fahigkeiten des GVMO (z.B. die Bildung von Dau-
erstadien, Sporen) und die direkt oder indirekt durch die Transgene vermittelten neuen Ei-
genschaften wichtig. Einige Mikroorganismen kdnnen sehr lange Zeitraume unter schlechten
Umweltbedingungen Uberleben, indem sie Sporen oder Zysten bilden. Andere Mikroorga-
nismen bilden keine solche Dauerstadien, sondern kdnnen in einen Zustand uberge-
hen, in dem sie zwar lebensfahig, nicht aber kultivierbar (VNC: viable but not culturable) sind
(ECKELKAMP et al., 1998a; FORSTER, 1998; TAPPESER et al., 1999).

Diese Auflistung macht deutlich, wie schwierig ein Monitoring und damit auch Aussagen zur
Uberlebensfahigkeit von GVMO in der Umwelt sind. Valide Aussagen uber Uberle-
bens- oder Ausbreitungsfahigkeiten von Mikroorganismen hangen entscheidend von der
Wahl des Nachweisverfahrens bzw. der Moglichkeit zur Erfassung unterschiedlicher Lebens-
raume und -stadien ab. Die Beispiele von Freisetzungen gentechnisch verénderter Pseudo-
monas fluorescens illustrieren die Schwierigkeiten sehr anschaulich. 1993 und 1994 haben
Thompson et al. Zuckerriibensamen mit gentechnisch modifizierten P. fluorescens inokuliert
und freigesetzt (THOMPSON et al., 1995). Die GVMO konnten Wurzeln und Blatter der Zuk-
kerriiben erfolgreich besiedeln und waren wahrend der gesamten Vegetationsperiode (270
Tage) nachweisbar. Die Populationsdynamik der GVMO auf den Blattern der Zuckerriben
schwankte deutlich in den verschiedenen Untersuchungsjahren. 1993 bildeten die GVMO
mit einem Anteil von weniger als sechs Prozent einen kleinen Anteil an der Gesamt-
Pseudomonadenpopulation. Obwohl die gentechnisch veranderten P. fluorescens nach der
ersten Vegetationsperiode weder im Boden, noch auf den lberwinternden Pflanzen nach-
weisbar waren, stieg ihr Anteil im darauffolgenden Jahr sogar auf 81 %. Ahnliche Effekte
fanden DE LEIJ et al. nach der Freisetzung von Weizenkdrnern mit inokulierten transgenen
P. fluorescens (DE LEIJ et al., 1995a). Dabei nahm die GVMO-Zellzahl nach 319 Tagen bis
zur Detektionsgrenze ab. Nach der Ernte auskeimende und neu eingesate Weizenkorner
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wurden dennoch erfolgreich durch den GVMO besiedelt. Auch LILLEY & BAILEY (1997a)
fanden im Gewachshaus und im Freiland Populationsschwankungen von transgenen P. fluo-
rescens-Stammen, die von der Pflanzenentwicklung abhingen. Die GVMO zeigten nach der
Inokulation auf den Blattern und Wurzeloberflachen junger Zuckerriibenpflanzen zunéchst
eine verringerte Fitness. Mit zunehmendem Alter der inokulierten Pflanzen kehrte sich dieser
Effekt um: im Freiland waren die GVMO auf Blattern und Wurzeln &lterer Pflanzen konkur-
renzstarker als der Wildtyp, im Gewéachshaus nur auf den Wurzeln.

Mikroorganismen konnen also, auch wenn sie eine Zeitlang nicht mehr nachweisbar sind,
spater wieder in Erscheinung treten und erfolgreich Habitate besiedeln. Veranderte physio-
logische Eigenschaften, die Fahigkeit zur Adaptation und variierende physiologische Aus-
gangssituationen und Umweltparameter erschweren eine Abschatzung der Uberlebens-
fahigkeit unter natirlichen Umweltbedingungen.® Adaptationen entwickeln sich z.B. haufig
erst nach einem langeren Zeitraum. Daher missen Sicherheitsuntersuchungen, um Uber-
haupt zu aussagefahigen Ergebnissen zu kommen, langfristig angelegt sein. Bisher werden
die meisten Untersuchungen schon nach einigen Wochen abgebrochen. Haufig wird dann
festgestellt, dass die Zellzahl der freigesetzten GVMO schnell abnimmt und nur ein geringer
Anteil der freigesetzten GVMO Uberdauern kann. Die daraus meist abgeleitete Schluss-
folgerung, dass sich die GVMO in der getesteten Umweltsituation letztlich nicht etablieren
kénnen, muss daher kritisch betrachtet werden: Es gibt zahlreiche Beispiele dafir, dass
nach einer anfanglichen Reduktion der Zellzahl auf sehr geringe Werte, die sogar unterhalb
der Nachweisgrenze liegen kdnnen, unter veranderten Umweltparametern wieder Vermeh-
rung und damit ein Anstieg der Zellzahlen erfolgen kann (CLEGG et al., 1995; GILLESPIE et
al., 1995; KLUEPFEL et al., 1994; RAMOS et al., 1994; SJORGEN, 1995; THOMPSON et
al., 1995). Insgesamt weist die in den letzten Jahren publizierte Literatur darauf hin, dass die
Uberlebensmdglichkeiten von GVMO vielfach deutlich unterschatzt wurden. Diese Feststel-
lung gilt sowohl fir GVMO, die explizit fur das Freiland konstruiert wurden, als auch fir sol-
che, die fur eine Nutzung im geschlossenen System vorgesehen sind (beide Punkte aus-
fuhrlich dargestellt in JAGER & TAPPESER, 1996; ECKELKAMP et al., 1998a; TAPPESER
et al., 1999).

Um die Uberlebensrate von GVMO im Freiland zu kontrollieren, wurden zusatzliche biologi-
sche Sicherheitskonzepte mit dem Ziel entwickelt, in die Umwelt ausgebrachte Bakterien
nach einiger Zeit durch Selbstelimination auszuschalten. Bisher arbeiten diese sogenannten
»Suizid"-Systeme jedoch nicht 100 % effektiv und es muss stets mit einem gewissen Anteil
Uberlebender Mutanten gerechnet werden (RAMOS et al., 1995)%. Bei Freilandversuchen in
Deutschland wurden beispielsweise SinoRhizobium meliloti gentechnisch so verandert, dass
sie eine verminderte Lebensdauer aufweisen sollten. Durch die Integration eines Luciferase-
gens in das chromosomale recA-Gen, das u.a. Rekombination vermittelt, sollte ein ,bio-
logisches Containment" erzielt werden (SELBITSCHKA et al., 1994). Allerdings zeigten auch
diese Bakterien nur in Modellbkosytemen eingeschrankte Uberlebensfahigkeit. Unter realen
Freisetzungsbedingungen trat dieses Merkmal im Vergleich zum unveranderten Ausgangs-
stamm nicht hervor (DRESING et al., 1995) (s. auch Kapitel 4.2.4).

Haufig wird angenommen, dass GVMO, die fiir bestimmte Zwecke, wie z.B. Schadstoffabbau in die Umwelt
entlassen werden, unter veranderten Umweltbedingungen wieder aus der Umwelt verschwinden. Allerdings
wird dabei vergessen, dass auch GVMO die Fahigkeit zur Anpassung an bestimmte Umweltbedingungen ha-
ben. Velicer konnte z.B. zeigen, dass GVMO, die mit einem Transgen fur den 2,4-D-Abbau ausgestattet waren,
bei An- und Abwesenheit von 2,4-D gleich gute Uberlebenschancen haben (VELICER, 1999). Der Autor
schlie3t aus seinen Versuchen, dass GVMO sich an veranderte Umweltbedingungen adaptieren und in der
Umwelt persistieren kénnen.

Entsprechende biologische ,Containment"-Systeme wurden auch zur Reduktion der Wahrscheinlichkeit um
vier GréRenordnungen (unter 10‘7) fur Transfers chromosomal integrierter Gene entwickelt (MUNTHALI et al.,
1996).
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4.1.1.1.2 Verbreitung von GVMO

Ein wichtiger Aspekt bei der Risikobeurteilung von GVMO ist ihre Verbreitung vom Ort der
Freisetzung in andere Lebensraume. Dadurch kénnen Mikroorganismen aus unglinstigen
Umweltkompartimenten in eine Umgebung transportiert werden, in der gunstigere Uberle-
bensbedingungen herrschen. Ein solcher Transport kann tber Wind, FlieR- und Regenwas-
ser sowie an Gegenstanden oder Erntegutern angeheftet stattfinden. Aber auch Organismen
wie Protozoen, Insekten (z.B. Springschwanze) und andere Bodentiere, wie Regenwirmer,
kdnnen als Vektoren dienen (SCHMIDT, 1991; CLEGG et al., 1995; HEIJNEN & MARINIS-
SEN, 1995; WEISKEL et al., 1996). Diese ktnnen sich aktiv fortbewegen und verfliigen tUber
eine eigene Darmflora, die mit den aufgenommenen Mikroorganismen interagieren kann
(BYZOV et al., 1993). Dies gilt ebenso fir gréRere Tiere, Sauger und Vogel, die zur Ver-
breitung der Mikroorganismen beitragen, indem diese im Verdauungstrakt oder an Koérper-
oberflachen (z.B. im Fell, an Federn) haftend auch Uber weitere Entfernungen transportiert
werden konnen. In Regenwirmern konnte ein nicht-gentechnisch veranderter P. fluorescens
Stamm 50 Tage lang im Kot nachgewiesen (HENSCHKE & SCHMIDT,1989). In Regenwdir-
mern, die einen Tag lang in Mikrokosmen mit gentechnisch veranderten P. fluorescens ge-
halten wurden, wurden die GVMO 15 Tage lang nachgewiesen (CLEGG et al.,1995).
LILLEY et al. haben festgestellt, dass blattkolonisierende P. fluorescens durch Raupen der
Gattung Eulenfalter (Mamestra brassicae) von infizierten auf nicht-infizierte Zuckerriiben-
pflanzen Ubertragen werden kdnnen (LILLEY et al., 1997). Durch Insekten kénnen nicht nur
GVMO, die Blatter besiedeln, weiterverbreitet werden, sondern auch solche, die im Wurzel-
bereich leben. Diese kdnnen z.B. durch Wunden im Wurzelbereich ins Pflanzeninnere ge-
langen und in die oberirdischen Pflanzenteile transportiert werden (KLUEPFEL et al., 1994).
Von dort aus kdnnen sie auch von pflanzenfressenden Insekten aufgenommen werden. Bei
Insekten (Southern Corn Worm), die mit transgenen P. aureofaciens besiedelte Maispflan-
zen fralBen, konnten die GVMO 12,5 Tage lang nachgewiesen werden. Sie konnten den
GVMO auch auf nicht-infizierte Pflanzen Ubertragen (KLUEPFEL et al., 1994). Auch Gras-
hipfer (red legged grasshoppers, Melanoplus femurrubrum) besaf3en im Freiland und im Mi-
krokosmos die Fahigkeit, Rhizosphare-besiedelnde GVMO aus den oberirdischen Pflan-
zenteilen von Mais aufzunehmen, lber einen Zeitraum von ca. einer Woche im Ma-
gen/Darmtrakt zu halten und an nicht-infizierte Maispflanzen weiterzugeben. Im Freiland
stieg die Wahrscheinlichkeit der Ubertragung mit zeitlichem Abstand zur GVMO-Aufnahme,
obwohl die absolute GVMO-Zellzahl in den Insekten abnahm (SNYDER et al., 1999).
Kluepfel und Snyder (KLUEPFEL et al., 1994 und SNYDER et al., 1999) ziehen aus ihren
Ergebnissen den Schluss, dass blattfressende Insekten die Fahigkeit zur Aufnahme und
Weitergabe von Bakterien haben, die urspriinglich zur Rhizosphére gehdéren. Da dabei auch
klassische Pflanzenpathogene durch Insekten Uber weite Distanzen verbreitet werden kon-
nen, ist davon auszugehen, dass Uber einen solchen Weg auch freigesetzte Rhizosphéren-
GVMO auf neue Wirtspflanzen und in neue Habitate transportiert werden.

Der vertikale Transport im Boden birgt ebenfalls Risiken. Es kann dadurch zu Kontamina-
tionen des Grundwassers mit GVMO kommen, die mdgliche Gesundheitsrisiken bergen
oder GVMO kénnen in Habitate, in denen sie bessere Uberlebenschancen haben, transpor-
tiert werden (NATSCH et al., 1996). Aus Labor- und Mikrokosmosstudien wurde geschlos-
sen, dass GVMO nach der Freisetzung von der Bodenmatrix festgehalten werden und damit
am Freisetzungsort bleiben. Es ist jedoch in Frage zu stellen, ob diese Schlussfolgerung ge-
rechtfertigt ist. SMITH et al. (1985) haben z.B. gezeigt, dass Bakterien unter bestimmten
Bedingungen auch im Boden schnell vertikal mit dem Makroporenstrom transportiert werden.
Bei Untersuchungen mit GVMO wurden ebenfalls unterschiedliche Ergebnisse erzielt. In Mi-
krokosmen fanden DE LEIJ et al. (1994) nach Beimpfung von Weizenkérnern mit transge-
nen P. aureofaciens, dass die meisten GVMO in den oberen 15 cm der Rhizosphére von
Weizenpflanzen verblieben, ein kleiner Teil aber auch noch aus 60 cm Tiefe isoliert werden
konnte. Auch im Freiland verbleiben die freigesetzten GVMO meist in den obersten Boden-
schichten. Den bisher durchgefiihrten Untersuchungen zufolge wurden sie mit geringen
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Zellzahlen 15 bis 75 cm tief transportiert (HEIDENREICH, 1998). Allerdings kénnten GVMO
durchaus auch in tiefere Bodenschichten gelangen. TROXLER et al. (1997a) untersuchten
z.B. 2,5m lange Feldlysimetersaulen nach Inokulation von Pseudomonas fluorescens CHAO
und fanden, dass der vertikale Transport von Bakterien in tiefere Bodenschichten von der
Starke der Regenfalle abhangig ist. Bei normalem Regenfall erfolgte der Transport sehr
langsam und erst nach einem Regensturm nach 200 Tagen wurde der inokulierte Pseudo-
monas-Stamm CHAO durch das Lysimeter transportiert. Wird allerdings direkt nach der Ino-
kulation ein starker Regenfall simuliert, werden die Bakterien sehr viel schneller in tiefere
Bodenschichten transportiert (NATSCH et al.,, 1996). Die Autorinnen ziehen daraus den
Schluss, dass unter naturlichen Bedingungen, besonders nach heftigen Regenféllen, ein
vertikaler Austrag von Pseudomonas ins Grundwasser nicht auszuschlieen ist (NATSCH et
al., 1998a).

Neben dem vertikalen Austrag kénnen GVMO auch lateral transportiert werden. In einigen
Untersuchungen zur lateralen Verbreitung wurde festgestellt, dass die GVMO am Frei-
setzungsort verblieben oder nur bis zu 40 cm weit verbreitet wurden (z.B. AMARGER &
DELGUTTE, 1990; COOK et al., 1990; KLUEPFEL et al., 1991; THOMPSON et al., 1995).
DE LEIJ et al. (1995a) konnten mit Weizenkdrnern freigesetzte transgene P. fluorescens in
einer Distanz von bis zu zwei Meter vom Freisetzungsort nachweisen.
DANE & SHAW (1996) fanden freigesetzte transgene Xanthomonas campestris sogar in ei-
ner Entfernung von bis zu acht Meter von den inokulierten Kohlpflanzen.

4.1.1.2 Konkurrenzfahigkeit, Schadigung von Nichtzielorganismen und von 6kosy-
stemaren Funktionen

Ein potentielles Risiko der Freisetzung von GVMO st die Verdrangung von Arten aus der
autochthonen Mikroflora. Ein Hinweis auf die Fithness von GVMO ist deren Fahigkeit zur Ver-
drangung des entsprechenden Wildtyp-Stammes. Die Verdrangung konnte dabei durch die
direkte Konkurrenz um die gleiche ,6kologische Nische" oder indirekt durch die Produktion
sekundéarer Metaboliten erfolgen.

Versuche in Mikrokosmen und im Freiland zeigten bisher, dass GVMO fallabhéngig eine ver-
ringerte, gleiche oder erhthte Konkurrenzfahigkeit aufweisen konnen (HEIDENREICH,
1998). z.B. fanden KOZDROJ (1996b), dass rekombinante Tn5-Mutanten von P. fluo-
rescens wahrend eines Untersuchungszeitraums von 14 Tagen im Boden und in der Rhizo-
sphare weniger konkurrenzfahig waren als der entsprechende nicht-transgene Ausgangs-
stamm und ein Naldixinsaure-resistenter P. fluorescens-Stamm. RAAIJMAKERS et al. (1995)
stellten dagegen fest, dass ein transgener P. fluorescens Stamm mit nicht transgenen
Pseudomonas-Stammen in der Rettich-Rhizosphére konkurrieren kann. Von CIRVILLERI &
CALDERA (1998) untersuchte Lux-markierte P. fluorescens konnten sich auf Bohnenblattern
genau so gut etablieren wie die entsprechenden Wildtypstdmme. DE LEIJ et al. (1995 a,b)
beobachteten, dass auf Sommerweizen inokulierte nicht-transgene und transgene LacZY/
Kan'-markierte P. fluorescens zu einer transienten Stérung der kultivierbaren autochthonen
Mikroflora filhren. Ahnliche transiente Populationsschwankungen nach Freisetzungen von
GVMO wurden auch von CAROLL et al. (1995) und NATSCH et al. (1998 b) festgestellt. Al-
lerdings filhrte in beiden Fallen auch die Freisetzung entsprechender nicht-transgener Bak-
terienstamme zu deutlichen Populationsschwankungen in den untersuchten Bodenproben.
Schnell wachsende Mikroorganismen wie fluoreszierende Pseudomonaden oder Hefen wa-
ren dabei besonders betroffen. Ein zu Pflanzenschutzzwecken entwickelter transgener P.
putida-Stamm, welcher die antifungale Substanz PCA (Phenazine-1-Carboxylic Acid) pro-
duziert, veranderte wie auch ein freigesetzter nicht-transgener Bakterienstamm transient die
Pilzpopulationen im Boden (GLANDORF, 1998). Allerdings war der Effekt der GVMO lang-
anhaltender: Die Reduktion der Pilzpopulationen war nach der Freisetzung nicht-transgener
Stamme nach 27 Tagen verschwunden, blieb bei den GVMO aber bis zu 90 Tagen bestehen.
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Die Konkurrenzfahigkeit hangt stark von den Umgebungsbedingungen ab. KLUEPFEL et al
(1994) entdeckten, dass die Konkurrenz zwischen transgenen lacZY markierten P. aureo-
faciens von der inokulierten Wirtspflanzenart und der Bodenfeuchte abhing. Wurden Mais-
wurzeln inokuliert, unterschieden sich beide Stdamme hinsichtlich ihrer Konkurrenzfahigkeit
nicht. Wurden ahnliche Konkurrenzexperimente hingegen mit Weizenpflanzen vorgenom-
men, war die Konkurrenzfahigkeit von der Bodenfeuchte abhéngig: Bei einer Bodenfeuchte
unter zwolf Prozent war der transgene Stamm in der Lage, den nicht-transgenen Ausgangs-
stamm zu verdrangen (KLUEPFEL et al., 1994). Der Selektionsdruck kann einen entschei-
denden Einfluss auf die Konkurrenzfahigkeit von GVMO austben. Ein von FEDI et al. (1996)
hergestellter transgener P. fluorescens-Stamm mit einem Lactosemarkergen hatte bei Ab-
wesenheit von Lactose in der Rhizosphare von Zuckerriiben die gleiche Konkurrenzkraft wie
der gleichzeitig inokulierte nicht-transgene Ausgangsstamm. Nach Zusatz von Lactose nahm
die Population des GVMO im Vergleich zum Elternstamm deutlich zu, um sich nach 27 Ta-
gen wieder auf gleichem Niveau =zu stabilisieren (FEDI etal., 1996). Auch
DOYLE et al. (1991) beobachteten, dass sich die Mikroflora in nahrstoffarmen Boden als
Folge einer GVMO-Beimpfung andern kann. Transgene, fir den Abbau des Herbizids 2,4-
Dichlorphenoxyessigséaure (2,4-D) konstruierte P. putida konnten die Populationen sporen-
bildender und chitinnutzender Bakterien transient verringern. Diese Populationsschwankun-
gen waren unabhéngig von der Anwendung des entsprechenden Herbizids. Die Gesamtzahl
der Bodenpilze wurde durch die Freisetzung der GVMO dauerhaft verringert. Die Geschwin-
digkeit dieser Abnahme nahm durch die Anwesenheit des Herbizids stark zu. Ohne 2,4-
D war der Effekt nach 53 Tagen sichtbar, in 2,4-D angereichertem Boden schon nach 18
Tagen. Der Abbau des Herbizids fuhrte zur Anreicherung eines toxischen Zwischenprodukts
(2,4-Dichlorphenol) im Boden (DOYLE et al., 1991).

Durch die Freisetzung von GVMO kénnen neben der Mikroflora auch héhere Organismen
beeinflusst werden. So kdnnte die Freisetzung von Rhizobien mit verbesserter Stickstof-
fixierung Uber eine Erhéhung des Stickstoffgehaltes im Boden die Pflanzenpopulation ver-
andern und z.B. zur Ansiedlung neuer Unkrauter fihren (GIDDINGS, 1998).

4.1.1.3 Persistenz und Verbreitung der Genkonstrukte

Mikroorganismen sind generell in der Lage, genetisches Material innerhalb einer Art aber
auch zwischen verschiedenen Arten zu transferieren. Solche Gentransferereignisse sind
Teil der natlrlichen Evolution und haben z.B. dazu geflhrt, dass heute verschie-
dene Bakterienarten gleiche oder a&hnliche Antibiotikaresistenzgene enthalten
(ECKELKAMP et al., 1998b). Bei Risikoliberlegungen zur Freisetzung von GVMO st also zu
beachten, dass die freigesetzten Mikroorganismen selbst Gene von anderen Mikroorganis-
men erwerben und so ihre dkologischen Eigenschaften verandern kénnen. Andererseits be-
steht aber auch die Méglichkeit, dass GVMO ihre Transgene an endogene Mikroorganis-
menpopulationen weitergeben.

41.1.3.1 Persistenz

Die Wahrscheinlichkeit, dass Gentransferprozesse stattfinden kénnen, hangt in hohem Ma-
e von der Menge und vor allem von der Stabilitat isoliert vorliegender DNA ab. Der aktuelle
Stand der wissenschaftlichen Diskussion zur DNA-Stabilitét in verschiedenen Umweltmedien
ist bei ECKELKAMP et al. (1998a) und TAPPESER et al. (1999) zusammengefasst. In Klar-
anlagen erfolgt die Degradation von isolierten Nukleinsauren in der Regel schnell und voll-
standig. Unter bestimmten Bedingungen kann aber auch dort intakte DNA Uber einen lange-
ren Zeitraum nachgewiesen werden. Insbesondere die Bindung an Klarschlammflocken er-
moglicht eine langere Persistenz isoliert vorliegender DNA (AARDEMA et al., 1983; GROSS
et al., 1994). Auch in aquatischen Medien wird ,nackte" DNA vor dem Abbau weitgehend
geschutzt, wenn sie an Partikel assoziiert ist. In partikelarmen Gewassern wird freie DNA
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hingegen im allgemeinen rasch abgebaut (AARDEMA et al., 1983; ALVAREZ et al., 1996;
MIESCHENDAHL & DANNEBERG, 1994; ROMANOWSKI et al., 1993a). Im Boden kénnen
Nukleinsduren in Abhangigkeit vom Bodentyp, insbesondere dem Mineraliengehalt, sehr
persistent sein. Dass in Béden héaufig Uber lange Zeit eine intakte DNA-Struktur gewahrt
bzw. DNA-Abschnitte mit kompletten Genen erhalten bleiben, zeigen zahlreiche Transfor-
mationsexperimente (KHANNA & STOTZKY, 1992; LORENZ & WACKERNAGEL, 1987; LO-
RENZ et al., 1988; LORENZ & WACKERNAGEL, 1992; 1994; PAGET et al., 1992). Auch im
Verdauungstrakt werden Nukleinsduren entgegen friheren Annahmen nicht vollstandig frag-
mentiert, sondern kénnen Uber das Darmepithel auch ins Blut gelangen und in Leukozyten
oder Zellen von Koérperorganen aufgenommen werden (SCHUBBERT et al., 1997).

4.1.1.3.2 Verbreitung

Generell kdnnen Mikroorganismen genetisches Material durch Konjugation, Transduktion
oder Transformation austauschen. Alle drei Transferarten wurden auch bei GVMO gefun-
den. Der Gen-Transfer von GVMO auf andere Organismen ist unter bestimmten Umweltbe-
dingungen beglnstigt. Totes organisches Material unter Kulturpflanzen, nahrstoffreiche
Komposte, Biofilme auf Blattern, Steine in Gewasser oder an Wurzeln wirken haufig forder-
lich auf Gentransferprozesse (ECKELKAMP et al., 1998a). Durch eine Ubertragung von
GVMO auf autochthone Mikroorganismen persistiert das Transgen moglicherweise langer in
der Umwelt als der GVMO selbst. Ist das Transgen in einen anderen, u.U. unbekannten Mi-
kroorganismus transferiert worden, kdnnen die Folgen eines solchen Transfers nicht vorher-
gesagt werden.

« Die Konjugation ist in der Natur wahrscheinlich der effektivste Gentransfermecha-
nismus. Er setzt jedoch physiologisch aktive, lebende Zellen voraus. Es werden meist
Plasmide Ubertragen, seltener auch chromosomale Gene. Aus Sicherheitsgriinden
fehlen Plasmiden, die im Labor verwendet werden, in der Regel essentielle Struktur-
merkmale fur eine autonome Konjugation (nicht selbst-transmissible tra /mob’
oder mob+—PIasmide). Allerdings kénnen die in der autochthonen Organismen vor-
kommenden selbsttransmissiblen Plasmide bei einer Freisetzung von GVMO fiir eine
konjugative Ubertragung von nicht selbst-transmissiblen Plasmiden aus GVMO sor-
gen. Die Ubertragung eines konjugativen Plasmids aus der autochthonen Mikroflora
auf einen auf Zuckerriiben inokulierten gentechnisch veranderten P. fluorescens
Stamm wurde von LILLEY & BAILEY (1997b) nachgewiesen. Somit kann die Wahr-
scheinlichkeit eines Transfers von Plasmiden aus GVMO zwar abgesenkt, aber nicht
vollstandig verhindert werden. Vor allem unter Selektionsdruck, z.B. durch das Vor-
handensein von Antibiotika und Herbiziden, wird die Wahrscheinlichkeit der Ubertra-
gung nicht selbst-transmissibler Plasmide gesteigert (NATSCH et al., 1998a). Die
aufgenommenen Plasmide stammten aus flunf genetisch verschiedenen Gruppen
von grof3en konjugativen Quecksilberresistenz-Plasmiden.

* Werden konjugative Plasmide aus der autochthonen Mikroflora in GVMO aufge-
nommen, kénnen auch Transgene, die auf dem bakteriellen Chromosom lokalisiert
sind, mobilisiert werden. TROXLER et al. (1997a) konnten z.B. zeigen, dass chromo-
somal lokalisierte Markergene bei Anwesenheit konjugativer Plasmide aus Pseudo-
monas aeruginosa uUbertragen werden kdénnen.

» Demnach kann die Lokalisation der rekombinanten Gene auf dem Chromosom einen
horizontalen Gentransfer nicht vollstandig verhindern. Fir eine Mobilisierung chro-
mosomaler Gene ist es Voraussetzung, dass der GVMO entweder selbst ein konju-
gatives Plasmid besitzt oder aus der Umgebung aufnimmt. Die Frequenz, mit der
konjugative Plasmide aufgenommen werden, ist unbekannt. Eine wichtige Einfluss-
groRe auf die Ubertragungsfrequenz ist der Selektionsdruck (NATSCH, 1998).
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e Transduktion ist ein bakteriophagen-vermittelter DNA-Transfer zwischen Bakterien.
Sie wurde unter natlrlichen Bedingungen in Suf3- und Salzwasser, auf Blattoberfla-
chen von Pflanzen und in Starterkulturen von Joghurt nachgewiesen (RIPP &
MILLER, 1995; CHIURA, 1997; KIDAMBI et al., 1994; HELLER et a., 1996). Bak-
teriophagen infizieren haufig mehr als eine Bakterienart. Vor allem in Umweltberei-
chen mit hohen Phagentitern und hohen Wirtskonzentrationen, wie sie u.a. bei-
spielsweise auf Partikeln als Mikroumwelten gegeben sind, kann Transduktion zu
Gentransferprozessen beitragen. Durch Transduktion kénnen Gene und sogar Plas-
mide zwischen verschiedenen bakteriellen Wirten vollstandig Ubertragen werden
(ECKELKAMP et al., 1998a).

» Persistiert rekombinante DNA Uber einen langeren Zeitraum in der Umwelt, kann
sie u.U. Uber Transformationsprozesse in Zellen der autochthonen Mikroflora aufge-
nommen werden. Eine Voraussetzung dafiir ist, dass einzelne Arten der autochtho-
nen Mikroflora, natirlicherweise kompetent werden. Welche Mikroorganismenarten
diese Fahigkeit haben, ist bisher nur unvollstandig bekannt. Auch die Umgebungsbe-
dingungen, die zur Kompetenzentwicklung fuhren, sind nur in wenigen Fallen be-
kannt. Eine weitere Voraussetzung fur eine erfolgreiche Transformation ist die Uber-
windung des Restriktionssystems der Empféangerbakterien (ECKELKAMP et al.,
1998a). Jedoch ist nicht nur die DNA-Aufnahme, sondern auch ihre Integration in ein
Replikon Voraussetzung fir die erfolgreiche Etablierung rekombinanter DNA in der
naturlichen Mikroflora. Fur die Integration ins Bakteriengenom scheint der Grad der
Sequenzibereinstimmung ausschlaggebend. In vielen Fallen wird dadurch die erfolg-
reiche Transformation mit artfremder DNA verhindert. Dieser Mechanismus stellt
aber keine absolute Barriere dar, da z.B. auch in heterologen Nukleinsauremolekilen
Regionen mit Sequenziubereinstimmung vorliegen kdnnen. Ausserdem kdnnen durch
transposable Elemente homologe Bereiche hergestellt werden.

Die erfolgreiche Transformation mit Plasmiden benétigt keine Sequenziibereinstim
mungen. Entscheidend ist hier das Vorhandensein passender Replikationsurspringe
und entsprechender Promotoren. Die aufgenommene DNA kann sowohl lber die Ex-
pression ihrer kodierenden Abschnitte als auch tber den Ort ihrer moglichen Inte-
gration Einfluss auf die transformierten Bakterien und deren Uberleben haben
(ECKELKAMP et al., 1998a).

» Bei Untersuchungen von Klarschlammproben aus einem bayerischen Klarwerk
konnten Vektorsequenzen in Klarschlammorganismen nachgewiesen werden, die mit
Sequenzen aus Klonierungsvektoren identisch sind und die Vermutung nahelegen,
dass diese Sequenzen uber Transformationsereignisse von autochthonen Mikro-
organismen aufgenommen wurden (LFU BAYERN, 1994).

41.1.4 Sekundareffekte der Transformation

Vielfach ist es bei gentechnischen Veranderungen unmdéglich, die transferierten Gene im
Empfangergenom gezielt zu plazieren. Daher kénnen Transgene am Integrationsort Gene
zerstoren oder die Wechselwirkung zwischen den Genen verandern und neue Wechselbe-
ziehungen kniipfen (JAGER, 1994). Auch die Funktion der neu eingebrachten Gene kann
durch die neue Umgebung beeinflusst werden, da der Informationsgehalt der Gene nicht nur
durch die Abfolge der Molekulbausteine, sondern auch durch die Umgebung im Genom ge-
pragt wird. Pleiotrope und Positionseffekte® sind bisher nicht vorhersehbar. Denn wéhrend
die Abfolge der DNA-Bausteine heute leicht entschlisselt werden kann, steht man bei der

® POSITIONSEFFEKT: Effekte, die darauf beruhen, dass ein Gen je nach seiner Lage im Genom eines be-
stimmten Organismus verschiedene Wirkungen haben kann. PLEIOTROPIE: Die phanotypische Wirkung ei-
nes Gens auf mehr als ein Merkmal.
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Analyse dieser komplexen lbergeordneten Kontextabhangigkeit der genetischen Information
erst am Anfang. Durch solche Effekte kdnnten 6kologisch wichtige Eigenschaften von
GVMO verandert werden. Von vielen Autoren wird angenommen, dass Sekundareffekte der
Transformation die Fitness der betroffenen GVMO herabsetzen und daher das Risiko eher
verkleinern als vergréfRern (REGAL, 1988; WILLIAMSON & FITTER, 1996). Allerdings ist
diese Annahme in einigen Fallen bereits widerlegt worden. Z.B. hat die Transformation eines
Rhizobien-Stammes mit einem Bt-Toxingen durch Giddings (GIDDINGS et al., 1997) dazu
gefuhrt, dass der transgene GVMO Erbsen-Kndllchen besser besiedeln konnte als der nicht-
transgene Elternstamm. Diese Eigenschaft des GVMO war eine Nebenwirkung der Trans-
formation und nicht auf die klonierte Bt-Sequenz zurtickzufuhren, die lediglich eine erhdhte
Schadlingsresistenz vermitteln sollte. Die Eigenschaft des GVMO blieb zudem lber drei Jah-
re lang stabil erhalten.

4.2  Mikroorganismen, fallspezifisch

4.2.1 Uberblick

Doyle et al. haben 1995 einen ersten Review-Artikel geschrieben, der den Kenntnisstand zu
Effekten von GVMO in verschiedenen Umweltmedien zusammenfasst (DOYLE et al., 1995).
Obwohl mit gentechnisch veranderten Mikroorganismen verschiedenster GréRenordnungen
vom Labor bis zur kommerziellen Anlage mittlerweile auf tagtaglicher Basis umgegangen
wird und dies auch bereits 1995 der Fall war, waren bis zu diesem Zeitpunkt nur ca. 15 bis
20 GVMO auf mdgliche Umweltwirkungen hin untersucht (siehe Tabelle 1).

In ihrer Auswertung kommen die Autoren zu folgender Einschatzung: GVMO kénnen
« erfolgreich mit indigenen Mikroorganismen von gestérten Okosystemen konkurrieren,

» ihre neuen Gene an indigene Organismen transferieren und diese kénnen in den neuen
Wirten auch experimentiert werden,

» allgemeine und spezifische Stoffwechselaktivitaten sowie den Umsatz von Biomasse be-
einflussen,

» die Struktur von Lebensgemeinschaften und ihre Funktionen in unterschiedlichen Habi-
taten beeinflussen,

» Interaktionen zwischen Symbionten und Organismen verschiedener trophischer Ebenen
verandern und

» Stoffwechselprodukte hervorbringen, die unerwartete Wirkungen auf die Umwelt aus-
tben.

Bezogen auf die konzeptionelle Ausgestaltung solcher Untersuchungen betonen die Auto-
ren, dass eine groRere Anzahl unterschiedlicher Tests notwendig ist, um mdogliche Umwelt-
wirkungen wirklich erfassen und bewerten zu kdnnen.
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Tab. 1: Ubersicht tiber mit Mikroorganismen durchgefiihrte Freisetzungsversuche mit 6kologischen
Fragestellungen (Stand 1995)

Organism Medium tested Source

Erwinia carotovora subsp. carotovora  aquatic SCANFERLATO et al., 1989;
SCANFERLATO et al., 1990

Pseudomonas sp. B13FR1 aquatic WAGNER-DOBLER et al., 1992

Alcaligenes sp. aquatic FULTHORPE and WYNDHAM, 1989,
1991, 1992

Pseudomonas putida activated sludge McCLURE et al., 1991a,b

Erwinia carotovora subsp. carotovora  soil ORVOS et al., 1990

Streptomyces lividans soil WANG et al., 1989; WANG et al.,
1990

Pseudomonas solanacearum soil AUSTIN et al., 1990
WILLIAMSON and HARTEL, 1991

Azospirillum lipoferum soil BENTGEN et al., 1989; BOLTON et
al., 1991a,b;
FREDRICKSON et al., 1989, 1990

Pseudomonas cepacia soil BEG et al., 1991

Pseudomonas fluorescens Soil TREVORS 1991

E.coli (two strains) soil DOYLE and STOTZKY, 1993;

Enterobacter cloacae STOTZKY etal., 1992

Pseudomonas putida (two strains)

Pseudomonas syringae plants LINDOW and PANOPOULOS, 1988
Lactobacillus plantarum plants SHARP et al., 1992

Clavibacter xyli subsp. Cyrodontis plants FESTER, 1992

Pseudomonas aureofaciens Plants ENGLAND et al., 1993
Bradyrhizobium sp. Plants NAMBIAR et al., 1990

Rhizobium leguminosarum bv viciae Plants SKOT et al., 1990

R. leguminosarum bv trifolii
Quelle: DOYLE et al. (1995)

Ein Teil der zitierten Arbeiten wurde in Mikrokosmen und Gewachshausern durchgefihrt, ei-
nige wenige wurden als Freisetzungsexperimente konzipiert wie z.B. die Versuche mit dem
sogenannten ice-minus Bakterium P.syringae.

4.2.2 Ice Minus: Pseudomonas syringae

Eine der ersten und bekanntesten Freisetzungen von GVMO erfolgte mit dem ,lce-Minus"
Stamm eines gentechnisch verédnderten Pseudomonas syringae (Frostban), durch den
Frostschaden von Pflanzen verringert werden sollten (LINDOW, 1987). Der GVMO enthielt
eine Deletion im sogenannten iceC Gen. Das durch dieses Gen gebildete Protein dient als
Kristallisationskeim beim Gefrieren von Wasser. Diese Eigenschaft flhrt in der Landwirt-
schaft zu Frostschaden, da das Bakterium die Eisbildung auch schon knapp unter 0°C for-
dert. Durch die Deletion des IceC-Gens sollte die Eiskristallbildung verhindert werden. Im
Labor waren die Ice-Minus GVMO in der Lage, erfolgreich mit den Ausgangsstammen zu
konkurrieren und konnten die Frostschaden verringern. Die Arbeitsgruppe Lindow et al. ha-
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ben die GVMO auch im Freiland auf Erdbeer- und Kartoffelfeldern gespriht und die Popula-
tionsdynamik der Bakterien auf den Pflanzen studiert (LINDOW & PANOPOULUS, 1988).
Die GVMO zeigten im Boden keine hohe Uberlebensfahigkeit. Im Freiland konnten die Ice-
Minus Bakterien 30m vom Freisetzungsort entfernt nicht mehr detektiert werden. Die Bakte-
rien waren auch nicht in der umgebenden Vegetation oder im Oberflachenwasser nachzu-
weisen. In der Nachbarschaft wachsender Weizen war jedoch schon vor Beginn der Sprih-
versuche mit hohen Konzentrationen autochthoner Ice-Plus P. syringae-Stammen besiedelt
worden, was eine Besiedlung durch GVMO verhindert haben kdénnte. Die GVMO wurden al-
lerdings mit Selektivmedien und spezifischen DNA-Sonden nachgewiesen. Die Detek-
tionsgrenze fur diese Methode wurde von den Autoren nicht angegeben. Die Angaben zur
Uberlebensfahigkeit sind damit mit Unsicherheiten behaftet (VON SCHELL, 1992).

4.2.3 Klebsiella planticola

Mit einem Versuchsdesign, das Lebensraum und N&hrstoffverhaltnisse moglichst genau
nachahmt, hat eine Arbeitsgruppe um die Bodendkologin INGHAM die Uberlebensfahigkeit
und Auswirkungen von gentechnisch veranderten Klebsiellen in verschiedenen Bodentypen
getestet. Klebsiella planticola ist ein harmloses Bodenbakterium, der Sicherheitsstufe eins
zugeordnet, das mit einem zusatzlichen Gen zur Alkoholproduktion (dem Pyruvat-
Decarboxylase-Gen aus Zymomonas mobilis) ausgestattet wurde. Zur Uberprifung ihrer
Uberlebens- und Konkurrenzfahgikeit wurden die gentechnisch veranderten Klebsiellen in
Bodensaulen eingebracht, die unterschiedliche Ackerbdden enthielten. Zwei Ergebnisse der
umfangreichen Experimente sollen hier kurz vorgestellt werden.

1. Die gentechnisch veréanderten Klebsiellen Uberlebten in allen getesteten Bodentypen,
auch wenn die Alkoholproduktion nicht in allen Bodentypen stattfand. Die Anwesenheit
von wachsenden Pflanzen wirkte sich positiv auf das Uberleben der gentechnisch veran-
derten Klebsiellen aus und veranderte die Wechselwirkungen zwischen den verschiede-
nen Organismen der Bodenflora und -fauna.

2. Die untersuchten gentechnisch verdnderten Klebsiella planticola verursachten in be-
stimmten Boden, dass darauf wachsende Pflanzen abstarben. Dieser Effekt scheint auf
einer Wirkungskaskade zu beruhen. Nach Inokulation des transgenen Stammes nehmen
diejenigen Nematoden im Boden signifikant zu, die sich von Bakterien und Bodenpilzen
erndhren. Besonders die pilzfressenden Nematoden scheinen tber einen nicht geklarten
Wirkungszusammenhang am Absterben der Pflanzen beteiligt zu sein.

Daraus lasst sich schlie3en, dass die Wirkungen eines gentechnisch veranderten Organis-
mus nicht nur auf direktem Weg, also in der unmittelbaren Wirkung auf einen spezifischen
Zielorganismus zu erwarten sind, sondern dass tUber Wirkungsketten und Verschiebungen in
der Populationsdichte und Populationszusammensetzung anderer Organismengruppen Ef-
fekte ausgelost werden kénnen (HOLMES, 1995; HOLMES et al., 1998)

424 Rhizobien

In einem Verbundprojekt, an dem funf Arbeitsgruppen beteiligt waren, wurden in der Bun-
desrepublik Deutschland transgene SinoRhizobium meliloti freigesetzt. 1994 fanden die
Freisetzungen in Bodensaulen statt, 1995 dann auf freiem Boden (KELLER et al., 1997). Bei
den transgenen Bakterien handelte es sich um zwei Modellstdmme. Beide wurden mit dem
konstitutiv exprimierten luc-Gen aus dem nordamerikanischen Leuchtkafer (Photinus pyralis)
transformiert. Beim Stamm L1 war das Fremdgen in das endogene RecA-Gen inseriert, wo-
durch diese Bakterien recA-defizient sind. Beim luc-transgenen S. meliloti Stamm L33 war
die recA-Funktion dagegen intakt (SELBITSCHKA et al., 1994).
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Unter Laborbedingungen in Flussigkulturen und Mikrokosmen zeigte der RecA-Stamm er-
wartungsgemal eine erhohte Empfindlichkeit gegen DNA-schadigende Agenzien und eine
geringere Uberlebensfahigkeit sowie Nodulierungskompetitivitat im Vergleich zum RecA’-
Stamm, der als Wildtyp betrachtet wurde. Die Freisetzungsversuche dienten dazu, den Ge-
brauch des RecA’-Stammes als Sicherheitsstamm zu testen (KELLER et al., 1997).

Im Experiment mit Bodensaulen im Freiland schienen sich die Erwartungen insoweit zu er-
fuIIen als nur der RecA’-Stamm nach einer Zellzahlabnahme zu Beginn des Versuchs (von
10° auf 10* CFU/ g Boden in sechs Monaten) wieder etwas Wachstum zeigte (10°CFU/ g
Boden nach zwélf Monaten). Der RecA-Stamm dagegen blleb nach der anfanglichen
Zellzahlabnahme sechs Monate konstant auf dem Niveau von 10* CFU/ g Boden.

Bei der Freisetzung auf freiem Boden nahm die Zellzahl des Rec A-Stamms in den ersten
drei Monaten etwas starker ab, auf 3 x 10° CFU/ g Boden, wahrend es beim RecA*- Stamm
3 x 10" CFU/ g Boden blieben. Nach sieben Monaten erreichten jedoch beide Stamme 10*
CFU/ g Boden. Diese Besiedelungsdichte blieb Gber mehrere Jahre erhalten. Es konnten
insgesamt keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Stammen im Freiland nachge-
wiesen werden (MIETHLING et al., 1999). In einem Fall wirkte sich Hitzestress allerdings
nachteiliger auf den Rec A als auf den RecA’-Stamm aus (DRESING et al., 1998). Ausser-
dem wurden transgene Bakterien auch ausserhalb der Flachen gefunden, auf denen sie
appliziert worden waren. Daflir soll vor allem Aerosolbildung bei der Ausbringung verant-
wortlich gewesen sein (KELLER et al., 1997; LOTZ et al., 1999). Allerdings kénnen Bak-
terien auch, wahrscheinlich durch Auswaschung, in zwei bis vier Jahren Uber Distanzen von
tber 100 m verbreitet werden (SIEBER et al., 1994). Auf den nicht mit transgenen Bakterien
inokulierten Flachen wurden sie mit 10° CFU/ g Boden gefunden und in der Rhizosphéare von
Luzerne und einer Nichtwirtspflanze in 10° CFU/ g Wurzelnassgewicht.

In den Faeces von Insekten auf den inokulierten Flachen wurden einige GVMO nachgewie-
sen (KELLER et al., 1997).

1995 und 1996 fanden ebenfalls Rhizobienfreisetzungsversuche in Italien statt. Auch diese
Rhizobien trugen nur ein Markergen (lacZ). Die Nodulierungsfahigkeit der gentechnisch ver-
anderten Rhizobien war teilweise herabgesetzt, die Uberlebensfahigkeit der getesteten
Stamme dagegen gut. Nach einem Jahr konnten in allen beimpften Parzellen noch 10*
10" cfu/g Boden nachgewiesen werden (NUTI et al., 1997).

Im Rahmen des Projektes wurden auch Methoden entwickelt, die einen Einfluss der gen-
technisch verdnderten Rhizobien auf endogene Populationen kultivierbarer Rhizospharen-
bakterien zu erfassen in der Lage sind. Aussagekréftige Ergebnisse konnten allerdings noch
nicht erzielt werden (TICHY & SIMON, 1999).

Insgesamt ist das dargestellte Projekt zur Methodenentwicklung und Uberpriifung sehr ge-
eignet. Allerdings diirfte es wenige Hinweise fir das Verhalten der entsprechenden Bakte-
rien beinhalten, da die kommerziell interessanten Eingriffe und Veranderungen, die auf eine
Beeinflussung der Nodulationsméglichkeiten und Stickstofffixierleistung abzielen unter
Etablierungs-, Verbreitungs- und Konkurrenzaspekten sicher andere Umweltwirkungen auf-
weisen.

In einem Report, der von nicht namentlich genannten Mitarbeitern der Environmental Pro-
tection Agency in den USA stammt, wird auf einige Inkonsistenzen und Probleme im Rah-
men der Zulassung eines Rhizobienstammes hingewiesen. Hier geht es weniger um beob-
achtete Auswirkungen als um nicht durchgeflihrte oder weiter validierte Sicherheitsuntersu-
chungen. Dazu zahlen die Autorinnen u.a.:

» Gentransferuntersuchungen zu nah verwandten Bakterien wie Agrobakterien und Phylo-
bakterien aber auch zu tierpathogenen Verwandten wie Bartonella u.a.;

» aussagekraftige Besiedlungsversuche mit anderen Leguminosen, insbesondere auch
solchen, die Unkrautprobleme verursachen (PEER, White Paper, 1995).
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Insgesamt wurde eine Besiedelungsfahigkeit anderer Leguminosen durch den zur Kommer-
zialisierung anstehenden RMBPC-2 Stamm festgestellt (COMMERCIALISATION REQUEST,
Dec. 1994).

425 Pseudomonas sp.

RAMOS et al. (1997) testeten schadstoffabbauende transgene Pseudomonas putida, die in
zwei Feldversuchen in Tépfen ausgebracht wurden. Die Versuche sollten die Funktionstiich-
tigkeit eines biologischen Sicherheitssystems zeigen, das diese Bakterien enthalten. Dieses
suicide-System ist mit der gentechnisch vermittelten Fahigkeit der Bakterien, 3-
Methylbenzoesaure (3MB) abzubauen, gekoppelt: Sowie das Substrat 3MB fehlt, soll das
aus Escherichia coli in die Pseudomonaden transferierte gef-Gen angeschaltet werden. Das
Gef-Protein, das in die Zellmembran eingebaut wird, fihrt zum Zelltod, indem es den Zu-
sammenbruch des Membranpotentials verursacht.

Im einzelnen steht dahinter eine komplizierte gentechnische Konstruktion: Das gef-Gen wurde
mit dem Plac-Promotor gekoppelt. Der Pm-Promotor, der die Gene des 3MB-abbauenden
Operons steuert, wurde mit dem lacl-Gen fusioniert, das fur den Lacl-Repressor kodiert.
Wenn der Substrat-abhangige Pm-Promotor aktiv ist, soll das gef-Gen tber den Lacl-Re-
pressor inaktiviert sein. Ist der Pm-Promotor dagegen aufgrund von Substratmangel inaktiv,
wird kein Lacl-Repressor gebildet und Gef-Protein synthetisiert.

Soweit die Theorie. Sie wurde in Laborversuchen mit zwei transgenen P. putida Stammen
bestatigt:* GVMO mit dem schadstoffabbauenden Operon ohne suicide-System gediehen
mit und ohne 3MB gleich gut. Die transgenen Stamme mit dem Selbstmordgen wuchsen da-
gegen nur bei Zugabe von 3MB. Diese Ergebnisse wurden sowohl in flissigen Minimalmedien
als auch in terrestrischen und aquatischen Mesokosmen erzielt.

Bei den 1995-1996 in Spanien durchgefiihrten Freisetzungsversuchen mit diesen Bakterien
wurden Varianten mit und ohne 3MB sowie mit und ohne Pflanzenbewuchs (Zea mays) ge-
wahlt. Die Versuche dauerten 112 Tage, und es wurde keine Verbreitung von GVMO au-
sserhalb der Topfe gefunden. Uberraschenderweise konnten beide ,Sicherheitsstamme" mit
dem Selbstmordsystem die Wurzeln der Pflanzen besiedeln, unabhangig davon, ob der Bo-
den 3MB enthielt oder nicht.

Dies lasst sich méglicherweise als eine evolutive Anpassung interpretieren wie sie VELICER
(1999) in Freilandversuchen mit natirlichen Isolaten der Gattung Burkholderia feststellen
konnte. Zwei Stamme, die die Fahigkeit erworben hatten, das Herbizid 2,4-D abzubauen,
wurden daraufhin geprift, inwieweit sie Uber die Zeit auch die Fahigkeit aufbauen, alternati-
ve C-Quellen besser zu nutzen und damit einen Fitnessgewinn erzielen. Von zwanzig gete-
steten Linien zeigten funf einen deutlichen Fitnesszuwachs. Velicer interpretiert seine Er-
gebnisse so, dass die Adaptation an anthropogene Substrate die Konkurrenzfahigkeit inso-
fern erh6hen kann, dass parallel aufgrund pleiotroper Effekte der Adaptation eine bessere
Nutzung natdrlicher Substrate ermdglicht wird. Dies steigert nach seiner Einschatzung die
Wahrscheinlichkeit, dass gentechnisch verdnderte Mikroorganismen in der Umwelt persistie-
ren werden, auch wenn ihnen das anthropogene Substrat entzogen wird (resp. es abgebaut
ist).

Eine phanotypische Anpassung Uber die Zeit fanden auch GERMIDA et al. (1998) bei Frei-
setzungsversuchen von gentechnisch veranderten Pseudomonas aureofaciens mit lacZY als
Markergen. Allerdings war diese nicht sehr ausgepragt. Die Persistenz des Stammes unter
Freilandbedingungen war im Bodenlysometer allerdings sehr hoch.

* Der eine Stamm (P. putida EEZ30) tragt das Selbsmordgen im Chromosom und das Kontrollelement auf ei-
nem mobtra’-Plasmid. Beim anderen Stamm (P. putida CMCA4) sind beide Element ins Chromosom integriert.
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In Versuchen mit Pseudomonas fluorescens, die bei Abbau von Naphthalen fluoreszieren,
wurde in Oake Ridge die Uberlebensfahigkeit dieser Bakterien in Aerosolen tberpriift. Die
beste Uberlebensfahigkeit und damit Verbreitungsmoglichkeit zeigten diese Bakterien bei
geringer relativer Luftfeuchtigkeit und wenig Wind. Einmal im Boden etabliert, wiesen sie ei-
ne hohe Persistenz auf (FORD et al., 1999)°.

Interessante Ergebnisse erzielten auch TCHELET et al., (1999). Pseudomonas sp Stamm
P 51, der in der Lage ist 1, 2, 4 -Trichlorbenzon (TCB) abzubauen, wurde einmal in Mikro-
kosmen getestet, die mit Klarschlamm einer Abwasseranlage mit und ohne TCB gefullt wur-
den. Das andere Testsystem bestand aus einer wassergesattigten nichtsterilen Bodensaule.
In der Bodensaule konnten sich die Bakterien vollstéandig verteilen, wuchsen auf eine Kon-
zentration von 2x10° Zellen im Boden an und bauten TCB kontinuierlich ab. In den Klar-
schlammsdaulen mit TCB sank der Bakterientiter direkt nach Inokulation um zwei Zehnerpo-
tenze ab. Nach mehr als zwei Tagen sank die Zellzahl unter die Nachweisgrenze. Ein Abbau
von TCB fand kaum statt. In der Klarschlammsé&ule ohne TCB-Zugabe hielt sich der Zelltiter
tiber acht Tage auf 10° Zellen/ml (Animpfkonzentration 10°), sank dann allerdings auch unter
die Nachweisgrenze. Diese Experimente zeigen, wie grof3 der Umgebungseinfluss auf das
Uberleben einzelner Stamme ist und dass abhangig von der Umgebung unterschiedliche
Wirkungen oder enzymatische Leistungen vollzogen werden.

4.3 Pflanzen

4.3.1 Allgemeine Recherche vor dem Hintergrund der erwarteten Effekte

4.3.1.1 Ausbreitung

Die (unerwiinschte) Ausbreitung transgener Pflanzen wird in der Regel als Risiko betrachtet.
Dabei stehen agronomische Uberlegungen im Vordergrund: Es wird ein erhéhter Aufwand
fur die Bekampfung transgenen Durchwuchses oder transgener Unkréuter und -gréaser be-
furchtet. Das Ausbreitungspotential gentechnisch veranderter Pflanzen wird jedoch auch als
Okologisches Risiko betrachtet, fur das allerdings kein einheitlicher Bewertungsmalfstab be-
steht. Die Verdrangung anderer tierischer oder pflanzlicher Arten wird i. a. als Schaden an-
gesehen. Es ist jedoch umstritten, inwieweit die Steigerung einzelner Fitnessparameter
(Uberlebensfahigkeit, Samenproduktion u. a.) oder des Potentials zur Verdrangung einzelner
Populationen von Organismen Uber das Niveau der nichttransgenen Vergleichspflanzen hin-
aus als Indikator zuklnftiger, langerfristig zu erwartender Verdrangungsprozesse zu bewer-
ten ist.

SUKOPP & SUKOPP (1993) haben fir die Etablierung exotischer Pflanzen mittlere Zeit-
horizonte von 32, 68 bzw. 147 Jahren fur ein- oder zweijahrige Arten, ausdauernde Stauden
bzw. Gehdlzarten ermittelt. Vor dem Hintergrund dieser, experimentell schwerlich zu durch-
messenden Zeitrdume erscheint es unabdingbar, Indikatoren fiir spatere Verdrangungspro-
zesse in die Risikoabschéatzung einzubeziehen.

Ob schlie3lich das Einbringen von Genen und Gensequenzen in ganzlich neue, evolutionar
vor langer Zeit voneinander getrennte genetische Zusammenhénge ein 6kologisches Risiko
bedeutet, ist offen und wird zumeist verneint. Es ist aber nicht geklart, welche Wirkung die
Konfrontation von Rhizospharenorganismen mit Pflanzenwurzeln, die das Enterobakterien-
typische Kanamycin-Resistenzgen npt Il exprimieren, auf deren Populationsdynamik und -
genetik hat — unabhangig von der Mdoglichkeit eines horizontalen Transfers dieses Gens.
Wenn diese Betrachtungsweise ernstgenommen wird, wird der Bezugspunkt der nichttrans-
genen Kontrollpflanzen, mit denen die transgenen Pflanzen bei Risikoabschatzungen ver-

® Der getestete Zeitraum wird nicht angegeben. Die Formulierung lautet ,over long periods".
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glichen werden sollten, relativiert — wobei auch dieser Vergleich mit Kontrollpflanzen oft un-
terbleibt und zudem methodisch uneinheitlich gehandhabt wird (PURRINGTON &
BERGELSON, 1995; BERGELSON et al., 1996). Dann ware nicht mehr allein die Frage
ausschlaggebend, ob die transgene Pflanze die nichttransgene Vergleichspflanze in ihrem
Ausbreitungspotential Ubertrifft, sondern die Einflhrung von bisher evolutionar getrennten
DNA- und Proteinsequenzen in neue Okologische Zusammenhéange als solche wirde als
Novum, das einer Folgenabschéatzung bedarf, betrachtet.

In die Vorabeinschatzung des Ausbreitungspotentials transgener Pflanzen gehen i. a. die
bekannten Eigenschaften der nichttransgenen Elternpflanzen und die beabsichtigten, durch
das/die Transgen/e vermittelten neuen Eigenschaften ein. Als ,Risikokandidaten” unter den
Pflanzen gelten jene, die bereits ein gewisses Unkraut- oder Verwilderungspotential besit-
zen. Problematisch ist, dass diese Einschéatzung zwischen Landern und Regionen stark dif-
ferieren kann und dass sie eine eingehende Kenntnis und aktuelle Erfassung der Flora im
Gebiet der intendierten Freisetzung bzw. Vermarktung voraussetzt. Zudem spielen — zumin-
dest in manchen Fallen — Unterschiede in den Eigenschaften der Ausgangsvarietaten eine
Rolle. Beispielsweise wird auf solche Unterschiede eine groRe Variabilitat der Uberdaue-
rungsfahigkeit von Rapssamen zurlickgefiihrt (SCHLINK, 1994). SchlieZlich beeinflussen
Bewirtschaftungsmethoden die Uberdauerung und Verbreitung von Kulturpflanzen. So kon-
nen Rapssamen in tieferen Bodenschichten eine sekundére Dormanz entwickeln (DIETZ-
PFEILSTETTER et al., 1999) und wird ein unbekannter, aber erheblicher Anteil verwilderter
Kulturpflanzenpopulationen auf die unbeabsichtigte anthropogene Verbreitung von Diaspo-
ren zurickgefuhrt (SNOW et al., 1998).

Neben der Ausgangspflanze spielen die mit Hilfe der Gentechnik Ubertragenen Gene und
Genkonstrukte eine zentrale Rolle bei der Vorabrisikoeinschatzung. Der Einfluss der beab-
sichtigten gentechnischen Eigenschaftsverdnderung auf das Ausbreitungsverhalten von
GVO ist allerdings weitgehend unklar. Es gibt wenig Untersuchungen zum Thema und so-
wohl die Erwartungen hinsichtlich des Ausbreitungspotentials von GVO als auch die Inter-
pretation der Daten differieren zwischen verschiedenen Expertinnen. Es gibt eine umfang-
reiche Diskussion Uber die Frage, ob die Expression eines Transgens an sich den Energie-
haushalt der transgenen Pflanzen soweit beeinflusst, dass sie in ihrer Ausbreitungsfahigkeit
gegenuber der nichttransgenen Vergleichspflanzen benachteiligt wird (genetic load- oder ex-
cess baggage-Theorie). Auch wenn diese Frage wissenschaftlich nicht abschlielend geklart
sein sollte, so ist sie doch hinsichtlich ihrer Relevanz fir Risikoabschatzungen geklart: Die
Einflhrung von Transgenen kann zumindest ohne negativen Einfluss auf den Energiehaus-
halt der betreffenden Pflanze bleiben — unabhéngig vom evtl. Fitness-beeinflussenden Po-
tential der spezifischen gentechnisch vermittelten Eigenschaft (z. B. BERGELSON et al.,
1996; HAILS et al., 1997). Fur Risikoabschatzungen muss daher davon ausgegangen wer-
den, dass gentechnische Veranderungen nicht per se das Ausbreitungspotential der Pflan-
zen mindern und dass in der Regel Uber den Ziichtungsprozess solche Linien selektiert wer-
den, die keine FitnesseinbulRen gegentber den Elternlinien aufweisen.

SchlieBlich haben viele gentechnische Verdnderungen das erklarte Ziel, die Pflanzen wider-
standsfahiger gegen Schadlinge, Krankheiten und abiotischen Stress zu machen, mithin ge-
gen Faktoren, die zur Begrenzung des Ausbreitungspotentials beitragen kénnen. Allerdings
gibt es hierzu erstaunlich wenig 6kologisches Basiswissen. Der Einfluss von Schadlings-,
Krankheits- oder Stressresistenz auf die Ausbreitungsfahigkeit von Pflanzen ist wenig unter-
sucht - unabhangig davon, ob es sich um gentechnisch vermittelte Eigenschaften handelt
oder nicht (z. B. RAYBOULD et al., 1998; SNOW et al., 1998). Vor diesem Hintergrund ist es
nicht Gberraschend, dass die Einschatzungen des Ausbreitungspotentials von Pflanzen diffe-
rieren.
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Beispiele fur Transgene, die das Ausbreitungspotential von Pflanzen wahrscheinlich
steigern, sind

* Insekten-, Pilz-, Virus-, Krankheitsresistenz

* Hitze-, Kalte-, Salz-, Stressresistenz

* Veranderte Samenlipide (LINDER & SCHMITT, 1995)

» Herbizidresistenz (ECKELKAMP et al., 1997a; SNOW et al., 1998)

»Nebenwirkungen" der gentechnischen Veranderung sind einer Vorabeinschatzung des
Einflusses auf das Ausbreitungspotential transgener Pflanzen nur schwer zugéanglich. Sie
machen sich dadurch bemerkbar, dass transgene Pflanzen oft nicht einfach als Summe aus
den Eigenschaften der nichttransgenen Elternpflanzen und der absichtsvoll gentechnisch
vermittelten Eigenschaften erscheinen. Ursachen kdnnen der nichtsteuerbare Integrationsort
der Transgenkonstrukte, ihre héchstens im Nachhinein selektierbare Anzahl, und daher In-
tegrationsmutagenese sowie Positionseffekte sein. Pleiotrope Effekte sowie — bei Pflanzen,
die aus Zellkulturen regeneriert werden — somaklonale Variation kommen hinzu.

Vorabeinschatzungen des Ausbreitungspotentials auf der Grundlage der bekannten Eigen-
schaften der Ausgangspflanzen und Transgenkonstrukte missen daher durch die Unter-
suchung der GVO selbst ergénzt werden. Hierzu sollen u. a. Freisetzungsversuche dienen.
Vorgelagerte Labor- und Gewachshausversuche erscheinen allerdings sowohl aus Sicher-
heitsgriinden als auch in Anbetracht des geringeren experimentellen Aufwands unerlasslich.
Auch haben Labor- und Gewachshausversuche den Vorteil, dass sich hier beobachtete Ef-
fekte eher reproduzierbar mit bestimmten Faktoren korrelieren lassen.

4.3.1.2 Gentransfer

Der vertikale Gentransfer von Transgenen durch intraspezifische und interspezifische Hybri-
disierung in verwandte Kultur- und Wildpflanzenarten ist ein weiterer, viel diskutierter Sicher-
heitsaspekt der Nutzung gentechnisch veréanderter Pflanzen (ELLSTRAND & HOFFMANN,
1990; RAYBOULD & GRAY 1993, 1994; SNOW & MORAN-PALMA, 1997). Umfangreiche
Untersuchungen zum Hybridisierungspotential und den Wahrscheinlichkeiten wurden in Eu-
ropa hauptséachlich fir Raps und Zuckerriibe durchgefiihrt, da es sich hier um einheimische
Pflanzen handelt. Die Mdglichkeiten des Genflusses von Kulturpflanzen in nicht kultivierte
Wildformen der gleichen Art oder in verwandte Arten stellen sich in den verschiedenen
Weltregionen jeweils anders dar, da neben der Frage, ob die Freisetzung in einem
~center of origin" oder ,center of diversity" stattfindet, auch bezogen auf die gleiche Art in der
Regel eine unterschiedliche Ackerbegleitflora und damit unterschiedliche Hybridisierungs-
partner in eine Risikoabschatzung einbezogen werden mussen. Besondere Besorgnis ruft
die Mdglichkeit hervor, dass wichtige landwirtschaftliche Unkrauter, die mit den entspre-
chenden Nutzpflanzen verwandt sind, Uber Auskreuzungen fitness-steigernde Eigenschaften
erwerben kénnen (DANIELS & SHEAIL, 1999). Im Rahmen von ,normalen" Freisetzungs-
versuchen sind in der Regel keine Erhebungen zum Hybridisierungsgeschehen gemacht
worden. Hierzu wurden aber extra auf diese Fragestellung ausgerichtete Forschungspro-
jekte durchgefihrt.
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4.4 Beispiele fur Pflanzen mit Ausbreitungs- und Hybridisierungspotential

4.4.1 Brassica napus (Raps)

4.4.1.1 Etablierungs- und Ausbreitungsmadglichkeiten

Die Vorkommen von Raps ausserhalb der Kulturflachen in Mitteleuropa werden unterschied-
lich beurteilt. Oft wird von einem ephemeren Charakter der Population ausgegangen, und
bestandigere Populationen — etwa entlang von Stral3en oder Eisenbahnlinien — werden
durch eine stete Zufuhr an Samen aus Transportverlusten und/oder Stérungen des Habitats
erklart (CRAWLEY et al., 1993). ADOLPHI (1995) schlief3t dies jedoch fiir Populationen im
Rheinland aus, die sich dort etabliert haben. Raps kommt in Kanada verbreitet ausserhalb
von Kulturflachen vor (WARWICK, 1997).

Rapssamen sind bis -20°C winterfest. Sie sind lange keimféahig, was sich auch darin zeigt,
dass der Durchwuchs (Ausfallraps) in der Folgekultur beseitigt werden muss (TORGERSEN,
1996).° Raps ahnelt mit seinem hohen Reproduktionspotential, seinem Wachstumsverhalten
und seiner Keimungsoékologie deutlich einem Ackerunkraut (SCHLINK, 1994).

Seit einigen Jahren wird ein verstarktes Auftreten von Raps ausserhalb von Ackern festge-
stellt. Auf Ruderalstandorten, an Ackerrandern und auch an Verkehrswegen sind héufig
Rapspopulationen zu beobachten (SEBALD et al., 1990; TORGERSEN, 1996). TOMIUK et
al. (1996b) folgern aus den neueren Entwicklungen, dass bei Raps ,prinzipiell mit der Mog-
lichkeit seiner Etablierung gerechnet werden" muss. Da in verschiedenen Untersuchungen
mit Herbizid-tolerantem Raps keine Unterschiede in den kompetitiven Eigenschaften zwi-
schen transgenem und konventionellem Raps festzustellen sind, muss auch mit der Verwil-
derung von transgenem Raps gerechnet werden (AGREVO, 1996, S. 23; FREDSHAVN et
al., 1995).

4.4.1.2 Freisetzungsversuche zum Ausbreitungspotential

CRAWLEY et al. (1993) haben in sehr umfangreichen Freisetzungsversuchen zwei transge-
ne Rapslinien — die eine mit Resistenz gegen das Antibiotikum Kanamycin und das Herbizid
Glufosinat, die andere nur mit Kanamycinresistenz — im Vergleich mit einer nichttransgenen
Kontrolllinie sowie der wilden Rapsverwandten Sinapis arvensis L. untersucht. Die Versuche
fanden an je vier verschiedenen Standorten in drei klimatisch unterschiedlichen Regionen
Englands statt.

CRAWLEY et al. (1993) interpretieren diese Versuche so, dass die transgenen Pflanzen den
nichttransgenen in inrem Ausbreitungspotential nicht tberlegen sind. HAILS et al. (1997) be-
schreiben im Detail die Ergebnisse dieser Freisetzungsversuche zur Uberlebensféhigkeit der
in zwei verschiedenen Tiefen in den Boden eingearbeiteten Samen. Sie kommen zum Er-
gebnis, dass die Uberlebensfahigkeit der Samen der transgenen Pflanzen geringer sei als
die der nichttransgenen Kontrolllinie. Dieses Ergebnis war nach zwei Untersuchungsjahren
allerdings in nur finf von zwolf Habitaten signifikant.

LINDER & SCHMITT (1995) untersuchten am Beispiel von Raps den Einfluss gentechnisch
veranderter Samenlipide auf das Ausbreitungspotential der Pflanzen. Die Uberlebensfahig-
keit vergrabener transgener Rapssamen mit einem erhéhten Stearinsduregehalt Gbertraf in
Freilandversuchen an einem Standort in Georgia die Uberlebensféahigkeit der Samen nicht-
transgener Kontrollen (Nullsegreganten und Elternlinien). An einem anderen Standort in

® SCHLINK (1994) fand, dass nach 1,5 Jahren noch bis zu 70% und nach funf Jahren bis zu 58% der Rapssa-
men im Boden keimféahig waren. So hohe Uberdauerungsraten werden ansonsten nur von Unkrautsamen er-
reicht (MAYER et al., 1995).
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Kalifornien wurde dagegen kein Unterschied zwischen den transgenen und nichttransgenen
Samen gefunden. In Gewéchshausversuchen hatte sich die Moglichkeit eines erhdhten
Ausbreitungspotentials der transgenen Pflanzen nicht abgezeichnet. Hier Ubertraf zwar die
Keimungsrate der vergrabenen transgenen Samen die der nichttransgenen Elternpflanzen,
die transgenen Keimlinge blieben jedoch in ihrer Wachstumsgeschwindigkeit und Bio-
masseentwicklung hinter den Kontrollen zuriick.

Die Samen einer anderen transgenen Rapslinie mit erhdhtem Laurinsduregehalt unterschie-
den sich im Gewachshaus nur hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs der Wachstumsgeschwin-
digkeit von den Elternpflanzen: Ein Entwicklungsriickstand der Keimlinge in den ersten bei-
den Wochen wurde in den folgenden zwei Wochen aufgeholt.

Dagegen glichen Hybride aus der transgenen Pflanze mit erhéhtem Laurinsduregehalt und
Riubsen in Gewachshausversuchen den wilden Eltern und tbertrafen nichttransgene hybride
Kontrollpflanzen hinsichtlich der Keimungs- und Wachstumsgeschwindigkeit. (LINDER &
SCHMITT, 1995).

STEWART et al. (1997) beanspruchen fir sich die erste Publikation Uber Freisetzungsversu-
che mit transgenen Pflanzen, in denen ein die Ausbreitungsfahigkeit steigernder Effekt des
Transgens untersucht und gefunden wurde (siehe aber Kap. 4.4.2.2, BARTSCH et al.,
1995). In diesen Versuchen wurden auf kultivierten Parzellen transgene insektenresistente
Rapspflanzen mit einem Bt-Gen (je eine Linie mit starker bzw. schwacher Transgenexpres-
sion) mit den nichttransgenen kommerziellen Elternlinien (OSCAR und WESTAR) in Winter-
aussaat verglichen. Schadlingsbefall wurde in durch Zelte abgetrennten Parzellen simuliert.
Die transgenen Pflanzen Uberlebten starken Schadlingsbefall besser als die Kontrollpflan-
zen. Bei schwachem Befall wurden keine signifikanten Unterschiede in der Uberlebensfahig-
keit festgestellt. Allerdings produzierten die transgenen Pflanzen im Durchschnitt sowohl bei
mafigem und als auch starkem Schadlingsbefall mehr Samen. Auf nichtkultivierten Flachen
Uberlebten nur zwei transgene Pflanzen den Winter.

4.4.1.3 Hybridisierungsmdglichkeiten

Raps ist eine in Europa einheimische Pflanze mit einer Reihe von kreuzungsfahigen Ver-
wandten. Lange Zeit wurde auch die Auskreuzung von Raps auf benachbarte Rapsfelder
deutlich unterschéatzt. Mogliche Ursachen hierfliir sind, dass Hybridisierungen in Zusammen-
hang mit der spezifischen Erbausstattung und den Umweltparametern variieren. Auch das
Versuchsdesign kann zu unterschiedlichen Einschatzungen der Hybridisierungsrate fihren.
So sind in der Literatur vollig unterschiedliche Daten zur Fremdbefruchtungsrate bei Raps
angegeben (SCHEFFLER et al., 1993; FELDMANN, 1997; TIMMONS et al., 1995a). Versu-
che der oben genannten Arbeitsgruppen machen deutlich, dass die ermittelten Auskreu-
zungsraten in hohem MaRRe vom Versuchsdesign abhangig sind: Insgesamt gilt, dass mit
wachsender FeldgréRe die Wahrscheinlichkeit steigt, dass die Transgene auch Uber gro3ere
Entfernungen verbreitet werden.

Ausserdem belegen die Ergebnisse von Kreuzungsexperimenten, dass ein von Raps aus-
gehender Genfluss in Wildkrautpopulationen stattfinden kann. Potentielle Hybridisierungs-
partner von Brassica napus finden sich hierbei nicht nur in der Gattung Brassica sondern
auch in der weiteren Familie der Kreuzblitler (SCHEFFLER & DALE, 1994). Die potentiellen
Hybridisierungspartner von Raps sind Wildkrauter, die wahrscheinlich alle in hohem Mal3e
fremdbefruchtet werden. Diese hohe Fremdbefruchtungsrate erleichtert nach DARMENCY
(1994) die Verbreitung von Transgenen aus Raps in die verwandten Beikrauter.
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Genfluss von Raps zu Raps

Das National Institute of Agricultural Botany (NIAB) Cambridge, England hat begleitende
Untersuchungen zum Genfluss zwischen transgenen und konventionellen Rapssorten in
Sortenversuchen fir die nationale Sortenliste durchgefiihrt. Es wurden zwei Glufosinat-
resistente Winterraps-Sorten und eine Glyphosat-resistente Winterrapssorte getestet. Par-
allel dazu waren fiunf nicht-transgene, kommerzielle Sorten in den Versuch integriert. Die
Begleituntersuchungen wurden an vier verschiedenen Orten durchgefiihrt. Genfluss von
transgenen zu nicht-transgenen Sorten wurde an drei Versuchsarten dokumentiert. Die
Haufigkeit der Einkreuzung nahm allgemein mit der Entfernung ab, zeigte aber grof3e Varia-
bilitaét bezogen auf die nicht-transgenen Sorten. Vor allem die Sorte Synergy war auch in
grolBerer Entfernung noch sehr ,empfanglich” fir Fremdpollen. Doppelt tolerante Hybride
gegen Glufosinat und Glyphosat wurden an allen Standorten gefunden (SIMPSON et al.,
1999). Doppelt resistente Hybride wurden auch in Kanada unter kommerziellen Anbaubedin-
gungen gefunden (DOWNEY 1999). Anfang 2000 wurde sogar der Fund von dreifach resi-
stenten Rapspflanzen aus Alta im Bundesstaat Alberta/Kanada gemeldet (Western Produ-
cer, Saskatchewan, Canada vom 10. Februar 2000).

Versuche mit mannlich sterilen Fangpflanzen in einer Entfernung von 400 m von den Ver-
suchsfeldern verdeutlichten, dass Rapspollen tber weite Entfernungen vom Wind getragen
werden kénnen und auch unter diesen Bedingungen bestaubungsfahig bleiben (SIMPSON
et al., 1999). In weiteren Versuchen des Scottish Crop Research Institute wurde die regio-
nale Verteilung von Rapspollen in benachbarte Felder unter moglichst realistischen landwirt-
schaftlichen Bedingungen getestet. In einem Bereich von 70 km® wurden an 52 Stellen
mannlich-sterile Fangpflanzenkolonien wéahrend der Bliitezeit aufgestellt. Diese befanden
sich in einem Abstand zwischen null und 4000 Meter von transgenen Anpflanzungen. Insge-
samt wurde eine Region ausgewahlt, in der ein groRer Teil der landwirtschaftlichen Flache
mit konventionellem Raps bebaut wird.

Bei allen Fangpflanzen konnte eine Einkreuzung von transgenen Pollen festgestellt werden,
deren Haufigkeit mit der Entfernung abnahm.

Allerdings wurde teilweise auch noch in gréReren Entfernungen eine groRe Variabilitat in der
Einkreuzungshaufigkeit festgestellt (z.B. zwischen 13 % und 57,9 % in einer Entfernung von
500 m). Die Autoren schlussfolgern aus diesen Ergebnissen, dass es ein kontinuierliches
Netzwerk von Kreuzhybridisierungen zwischen Rapspflanzen in jeder Anbauregion gibt.

Dieser ausgepragte Genfluss wird nach ihrer Meinung zu Ausfallraps und ausgewilderten
Populationen fuhren, die als Genpool fir neu eingefiihrte Gene dienen werden, unabhangig
davon, ob der Anbau in naherer oder weiterer Entfernung stattfindet (THOMPSON et al.,
1999).

Hybridisierung mit kreuzungsfahigen Verwandten

Unter Freilandbedingungen gelang eine Hybridisierung von transgenem Raps mit Ribsen
(Brassica rapa), Sareptasenf (Brassica juncea), Schwarzem Senf (Brassica nigra), Grausenf
(Hirschfeldia incana, synonym Brassica adpressa), Hederich (Raphanus raphanistrum) und
Ackersenf (Sinapis arvensis) (ausfuhrlich dargestellt in ECKELKAMP et al., 1997a sowie
CHEVRE et al., 1999).

MIKKELSEN et al. (1996) fanden, dass herbizidtoleranter Raps unter Freilandbedingungen
spontan mit Ribsen (Brassica campestris) hybridisieren kann. In nur zwei Generationen
fuhrte diese Auskreuzung zu fertilen, transgenen, herbizidtoleranten Nachkommen mit Wild-
pflanzeneigenschaften. Bei einem landwirtschaftlichen Anbau ist damit von einer deutlichen
Hybridisierung von transgenem Raps mit Ribsen auszugehen. Diese Ergebnisse wurden in
weiteren Versuchen bestétigt (SNOW & JORGENSEN, 1999).
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Hybridisierungen von Raps mit Hederich (Raphanus raphanistrum), der in Osterreich vor-
kommt, sind ebenfalls méglich (EBER et al., 1994; DARMENCY et al., 1995; LEFOL et al.,
1996). In einem Versuchsansatz fuhrte die Auskreuzung nach vier Generationen zu fertilen,
transgenen, herbizidtoleranten Nachkommen mit Wildpflanzeneigenschaften (CHEVRE et
al., 1997). Auch unter australischen Bedingungen konnte eine interspezifische Hybridisie-
rung zwischen Brassica napus und Raphanus raphanistrum nachgewiesen werden. Weitere
Untersuchungen zum Hybridisierungspotential mit den in Australien wichtigen landwirtschaft-
lichen Unkrautern Brassica tournefortii und Diptotaxis murialis sind geplant.

Hybridisierungen zwischen transgenen Ausfall- und Ruderalrapspopulationen mit Sarepta-
senf (Brassica juncea), der wild vorkommt, aber haufig auch als Zwischenfrucht angebaut
wird, sind ebenfalls méglich (SCHEFFLER & DALE, 1994).

Die Wahrscheinlichkeit eines Genflusses von Raps in Salatrauke (Eruca sativa) wird in der
Schweiz fur hoch gehalten (JACOT, 1994).

Aus Hybridisierungen von Raps mit Ackersenf (Sinapis alba) kdnnen ebenfalls lebensfahige
Hybride hervorgehen (JACOT, 1994; SUKOPP & SUKOPP, 1994; FISCHBECK, 1995). In
weiteren Versuchen in England und Frankreich wurde die prinzipielle Moglichkeit der Hybri-
disierung zwischen Brassica napus und Sinapis arvensis erneut bestatigt, allerdings konnten
hier nur Hybride erzielt werden, wenn Brassica napus den weiblichen Part spielte (MOYES et
al., 1999)

Hybridisierungen zwischen sterilen Rapspflanzen und Grausenf (Hirschfeldia incana) erga-
ben unter Freilandbedingungen lebensfahige Hybride (DARMENCY, 1994). Ein Genfluss von
transgenem Raps auf Grausenf wird vor allem fur den mediterranen Raum prognostiziert, in
dem Grausenf sehr haufig vorkommt (LEFOL, 1996).

In Kanada wird die mdgliche Einkreuzung der Transgene in Hundssenf (Erucastrum galli-
cum) mit besonderer Aufmerksamkeit untersucht. Hybridbildung mit Raps als weiblichem
Teil fuhrte im Gewachshaus zu starken, sehr fruchtbaren Pflanzen, die aller Voraussicht
nach im Feld gute Uberlebensmdglichkeit haben. Untersuchungen zu weiteren Ruickkreu-
zungsgenerationen sind bisher noch nicht abgeschlossen (DOWNEY, 1999).

4.4.2 Betavulgaris ssp. vulgaris (Zuckerriiben)

4.4.2.1 Ausbreitungspotential

Zuckerruben haben ein Potential zur Verwilderung. In mehreren europaischen Landern und
in den USA werden sie als Unkraut gefunden. Hornsey und Arnold berichten tber ihr Vor-
kommen an Stralenrdndern und Mittelstreifen sowie Brachland (HORNSEY & ARNOLD,
1979, S. 279). Der Aufbau von Unkrautriibenpopulationen auf Kulturland erfolgt u.a. Uber
Schosserbildung in den zweijdhrigen Kulturformen. BARTSCH et al. (1999) berichten Uber
den Aufbau einer mehr als 80.000 Pflanzen/ha umfassenden Unkrautriilbenpopulation, nach
nur zwolf Jahren Zuckerribenanbau in Fruchtfolge mit Weizen und Mais in der Nahe der
belgischen Grenze bei Aachen.

4.4.2.2 Hybridisierungspotential

Beta-Ruben besitzen innerhalb ihrer Art keinerlei Kreuzungsbarrieren. Es kommen Kreuzun-
gen der verschiedenen Kulturformen untereinander sowie Kreuzungen zwischen Wildformen
und Kulturformen vor (u.a. DE VRIES 1992). Dies ist auch die Schlussfolgerung aus deut-
schen Begleitforschungsprojekten, die an der Universitat Aachen durchgefuhrt wurden. Es
wurden keinerlei Kreuzungsbarrieren zwischen transgenen Varianten und anderen Kultur-
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oder Wildformen gefunden. Eine Verbreitung der Transgene nach einer Kommerzialisierung
ist nach der Einschétzung der Autoren sicher zu erwarten (POHL-ORF et al., 1999).

BARTSCH et al. (1995) waren anscheinend die ersten, die Begleituntersuchungen mit gen-
technisch veréanderten Pflanzen durchfiihrten, welche durch das Transgen gegen naturliche
Feinde geschiitzt werden sollten. Sie verglichen transgene Zuckerriiben mit Resistenz ge-
gen das Rizomaniavirus BNYVV (beet necrotic yellow vein virus)’ mit nichttransgenen Pflan-
zen derselben Zuchtlinie sowie mit einer konventionell gezlichteten rizomaniatoleranten Zuk-
kerribensorte. In ersten Freisetzungsversuchen schnitten die transgenen Pflanzen auch
unter Virusbefall schlechter ab als die nichttransgenen. Dafiir war anscheinend Inzuchtde-
pression bei den gentechnisch veranderten Zuckerriiben verantwortlich. In weiteren Freiset-
zungsversuchen waren jedenfalls transgene Zuckerriibenhybride unter Virenbefall den viru-
sanfélligen Kontrollpflanzen tGberlegen. Am durchsetzungsfahigsten waren jedoch die kon-
ventionell geziichteten virustoleranten Zuckerriiben in allen Konkurrenzversuchen in zwei
aufeinanderfolgenden Untersuchungsjahren (PARKER & BARTSCH, 1996).

4.5 Target-Effekte: Resistenzentwicklung / Virulenzsteigerung
bei Schadlingen oder Pathogenen

Gentechnisch verédnderte Pflanzen werden u.a. entwickelt, um moglichst spezifisch be-
stimmte Zielorganismen zu bekampfen, die im landwirtschaftlichen Anbau Probleme verur-
sachen. Im vorliegenden Gutachten sollen unter ,target-Effekten” Auswirkungen von trans-
genen Pflanzen auf die Viren, Bakterien, Pilze, Insekten und Beikrauter verstanden werden,
zu deren Bekampfung sie entwickelt worden sind. Bisher konzentrieren sich die Risiko-
untersuchungen zu den Umweltauswirkungen von gentechnisch veranderten Pflanzen auf
Zielorganismen vor allem auf zwei Aspekte:

45.1 Resistenzentwicklung von Beikrautern und Pflanzenschadlingen

Bei insekten-, virus-, bakterien- oder pilz-resistenten bzw. herbizid-resistenten Pflanzen wird
beflrchtet, dass die zu bekdmpfenden Schadorganismen die gentechnisch vermittelten Re-
sistenzmechanismen durch eine Anpassung oder Resistenzbildung schnell Uberwinden
kénnten. Unter Resistenz versteht man im allgemeinen die Fahigkeit eines Organismus, ob
Pflanze, Bakterium, Pilz oder Tier, im Gegensatz zu anderen Organismen derselben Art ei-
nen bestimmten ausseren Einfluss zu tolerieren. Generell kann davon ausgegangen werden,
dass alle Schaderreger das Potential zur Ausbildung von Resistenzen besitzen. Wichtige
Parameter fur die Entstehung von Resistenzen sind der Genotyp des entsprechenden Orga-
nismus und die Starke des vorhandenen Selektionsdrucks. Im landwirtschaftlichen Anbau
haben sich schon bei einer Vielzahl von Schaderregern und Beikrautern Probleme aufgrund
von Resistenziberwindungen ergeben. So sind inzwischen bei einer Vielzahl von Schadlin-
gen Resistenzen gegen bestimmte Insektizide bekannt (GEORGHIOU, 1990). Die Entwick-
lung von Resistenzen gegen Bacillus thuringiensis Toxine wurde als eines der gro3ten agro-
nomischen Risiken von Bt-transgenen Pflanzen identifiziert. Allerdings scheinen die Resi-
stenzentwicklungen unterschiedlich wahrscheinlich und rasch zu verlaufen. Um sie zu ver-
z6gern, wurden z.B. in den USA der Anbau von Bt-Mais und Bt-Baumwolle mit Resistenz-
managementauflagen verbunden (MELLON & RISSLER, 1998; NATIONAL CORN
GROWER REPORT, 1999).

" Die transgenen Pflanzen enthielten ausserdem das Glufosinatresistenzgen bar und das Kanamycinresistenz-
gen npt ll.
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45.2 Resistenzmanagement bei Bt-Mais

Generell kann davon ausgegangen werden, dass alle Insekten das Potential haben, Resis-
tenzen zu entwickeln. Wie schnell und ob sie sich bei Bt-Pflanzen entwickeln, ist von fol-
genden Faktoren abhangig (GOULD et al., 1998; RAPS et al., 1998):

e dem Resistenzmechanismus

» dem Vererbungsmuster der Resistenz

» der Biologie und Populationsdynamik der betroffenen Schaderreger

» dem Selektionsdruck, der durch den Anbau von Bt-Pflanzen ausgetbt wird.

Das Vererbungsmuster der Resistenz ist ein entscheidender Faktor fur die Resistenzent-
wicklung von Schaderregern. Wichtige Parameter dabei sind der Vererbungsmechanismus
(dominant, intermediéar, rezessiv) und die initiale Frequenz der Resistenzallele. Fiir Mais-
zunsler gibt es bisher keine experimentellen Daten zum Vererbungsmuster und den Resis-
tenz-Allelfrequenzen im Feld. Es wird daher fur die Entwicklung des Resistenzmanagements
von theoretischen Modellen ausgegangen. Die Risikoabschatzung geht bisher davon aus,
dass eine mogliche Bt-Resistenz im Maisziinsler rezessiv vererbt wird und dass sie mit nied-
riger Allelfrequenz in der Population vorkommt (s. dazu a. KLOPFFER et al., 1999).

Neue Laboruntersuchungen von HUANG et al. (1999) weisen allerdings darauf hin, dass es
Maiszlnslerpopulationen gibt, die ihre Resistenz teildominant weitervererben. Auch von
niedrigen inititalen Allelfrequenzen kann nicht immer ausgegangen werden. Experimentelle
Arbeiten mit einer anderen Schmetterlingsart zeigen, dass die Frequenz weitaus hoher sein
kénnte, als urspriinglich angenommen. Die Selektion von resistenten Heliothis virescens, ein
Schadling der Baumwolle, ergab eine um bis zu 1000-fach héhere Allelfrequenz, namlich 1,5
x 10°, als in den Modellen bisher haufig angenommen wurde (GOULD et al., 1997;
KLOPFFER et al., 1999).

Die Biologie und die Mobilitdt des Schaderregers determinieren ebenfalls die Verbreitung
von Resistenzgenen in einer Schadlingspopulation. Adulte Ostrinia nubilalis-Falter weisen
eine relativ hohe Mobilitat auf. Wird die Resistenz rezessiv vererbt, werden durch den Anbau
von nichttransgenen Maisrefugien theoretisch gute Voraussetzungen geschaffen, die Resi-
stenzbildung eine Zeitlang zu verzodgern. Dies gilt jedoch nur, wenn die Entwicklung von Mai-
zunslerlarven auf transgenem und nicht-transgenem Mais synchron verlauft (RAPS et al.,
1998). Im Labor wurde fur den Baumwollschadling Pectinophora gossipela (,Pink Bollworm®)
jedoch schon gezeigt, dass die Entwicklung von resistenten Populationen um finf bis sechs
Tage verzogert ablauft (LIU et al., 1999). Es muss noch untersucht werden, welche Rele-
vanz diese Ergebnisse fur das Freiland haben. Falls die resistenten und nicht-resistenten
Populationen jedoch zu unterschiedlichen Zeiten geschlechtsreif werden, werden sie sich
nicht paaren und die Verbreitung von Resistenzgenen in einer Population wirde beschleu-
nigt.

Der Selektionsdruck, den transgene Pflanzen austben, ist abhdngig vom Bt-Expressionsni-
veau und -muster in den transgenen Pflanzen und von der Grof3e der Anbauflache (ANDOW
& HUTCHINSON, 1998; RAPS et al., 1998). Die Hohe der Bt-Konzentration in den Pflanzen
ist entscheidend fir das Uberleben der Maiszunslerlarven. Damit moglichst wenige hetero-
zygot resistente Raupen Uberleben, sollte eine gewisse (hohe) Toxinmenge nicht unter-
schritten werden. Dadurch soll gewéhrleistet werden, dass mdglichst wenige teilresistente
Zinslerindividuen Uberleben. Haben diese dann die Méglichkeit sich mit nicht-resistenten In-
dividuen in den Refugien zu paaren, wird die Resistenzentwicklung verzogert.

Bisher sind bei den mit Bt-Spritzpraparaten behandelten Insekten kaum Resistenzen aufge-
treten, weil die Bt-Préparate mehrere Protoxinvarianten enthalten, die zudem aufgrund ihrer
UV-Labilitéat relativ kurzlebig sind. Im Unterschied dazu wird das Bt-Toxin in den transgenen
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Bt-Pflanzen in einer aktiven Form und Uber einen langen Zeitraum exprimiert. Der Se-
lektionsdruck ist unter diesen Umstanden sehr viel hoher als bei den Bt-Sporenpraparaten
(BERNHARDT et al., 1991). Die US-amerikanische EPA (Environmental Protection Agency)
hat aus diesem Grund beschlossen, Resistenzmanagementplane vorzuschreiben. Die oben
beschriebenen Parameter haben zum konkreten Design der Plane beigetragen, die sich im
wesentlichen durch eine ,hohe Toxinexpression" bei gleichzeitigem Anbau von ,Refugien”
auszeichnen (MELLON & RISSLER, 1998).

Als erfolgreiche Strategie in der Anfangsphase, d.h. wenn der Anteil an Bt-Mais im Vergleich
zu konventionellem Mais gering ist, wird die ,refuge/high-dose"-Strategie empfohlen
(ANDOW und HUTCHINSON, 1998). Allerdings werden auch Maissorten der Firmen Novar-
tis, Mycogen und DeKalb (jetzt Monsanto) angebaut, deren Expressionsniveau schon relativ
frih in der Vegetationsperiode abfallt. Problematisch ist dies vor allem vor dem Hintergrund
der oben dargestellten Ergebnisse von HUANG et al. (1999). Ein ,moderates" Expressions-
niveau konnte nicht ausreichen, um teilresistente Maiszunsler abzutoten.

Die Empfehlungen fur die MindestgroRe der unbehandelten Refugien reichen von 4 % bis zu
50 % (4 % vorgeschlagen von Environmental Protection Agency, nach GOULD et al., 1997,
STEIN and LOTSTEIN, 1996). ANDOW und HUTCHINSON, (1998) geben als minimale
GrolRe 25 % an. Der Anteil an Bt-Mais in einer Region darf dabei aber nur dort 50 % Uber-
schreiten, wo der Maiszlinsler auch alternative Wirtspflanzen befallen kann und damit ,alter-
native" Refugien zur Verfligung stehen (KLOPFFER et al., 1999).

Der Novartis BT-176 Mais kann nur in den Gebieten nach der refuge/high-dose-Strategie
angebaut werden, in denen sich nur eine Zinslergeneration entwickelt. Gegen die zweite
Zlnslergeneration bietet dieser Mais nur geringen Schutz, weil das Expressionsniveau von
CrylA(b) im Laufe der Vegetationsperiode stark abfallt und das Toxin in den Kolben nicht ge-
bildet wird. In Gebieten mit mehreren Zinslergenerationen wird von ANDOW und
HUTCHINSON (1998) daher fir den Bt-176 Mais eine Refugiengrdf3e von 50 % Refugien
ohne Insektizidbehandlung als notwendig erachtet.

Konkret hat die EPA 1999 beschlossen, fir drei verschiedene Maislinien Vorschriften zu er-
lassen, wonach eine gewisse Flache von der Gesamtanbauflache nicht mit Bt-Mais bepflanzt
werden darf. Die Grol3e der Bt-Mais freien Flache hangt davon ab, ob diese Flachen mit
Pflanzenschutzmitteln behandelt werden oder nicht. Im einzelnen wurde fir den Bt-Mais von
Monsanto 20 % behandelt oder 10 % unbehandelt, fir Novartis (Popcorn) 40 % behandelt,
20-30 % unbehandelt und fur AgrEvo (PGS) 40 % gespritzt, 25 % ungespritzt vor-
geschrieben. Es muss jedoch auch aufgrund der o0.g. neueren Ergebnisse bezweifelt wer-
den, ob diese MalRnahmen ausreichend sind, um eine schnelle Resistenzentwicklung zu
verhindern.

Die gesamte Refugienstrategie ist in Frage zu stellen, wenn die Ergenisse von LIU et al.
(1999) auch fur Maiszinsler im Freiland zutreffen und die Entwicklung von resistenten und
nicht-resistenten Maiszlinslern nicht synchron verlaufen sollte.

453 Herbizidresistenz

Ob die Herbizidresistenzstrategie praxistauglich ist, wird davon abhangen, ob Beikrauter Re-
sistenzen gegen diese Herbizide entwickeln. Im konventionellen Anbau hat sich gezeigt,
dass Beikrauter das Potential haben, resistent gegen Herbizide zu werden (ECKELKAMP et
al., 1997a). Es wurden bereits eine Vielzahl von Pflanzenkulturen mit gentechnischen Me-
thoden gegen die Herbizide Liberty, Roundup, Bromoxinyl und Sulfonylharnstoff unempfind-
lich gemacht. Sollten sich gentechnisch verdnderte Pflanzen in der landwirtschaftlichen Pra-
xis durchsetzen, werden diese Herbizide in Zukunft auf groRen Flachen eingesetzt. Bei je-
dem Herbizid, das in groRem Umfang eingesetzt wird, ist zu erwarten, dass Beikrauter unter
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diesem hohen Selektionsdruck Resistenzen gegen diese Herbizide entwickeln. 1996 wurde
erstmalig berichtet, dass ein glyphosatresistentes Gras (Lolium rigidum) in Australien durch
Roundup nicht mehr beseitigt werden konnte. Dieser Fall hat deshalb Aufsehen erregt, weil
eine Resistenzbildung gegen Glyphosat bis dahin fir sehr unwahrscheinlich gehalten wurde
(WEBER, 1997). Im Fall von transgenen Pflanzen kdnnen Beikrauter aber nicht nur auf klas-
sischem Wege Resistenzen entwickeln. Gentechnisch veranderte herbizidresistente Pflan-
zen konnen ihre Transgene auch auf verwandte Kultur- oder Wildpflanzen/Unkrauter tber-
tragen, die so ebenfalls resistent gegen die betreffenden Herbizide werden. Diese Pflanzen
kdnnen, wenn sie sich ausbreiten, als Unkrauter in verschiedensten landwirtschaftlichen
Kulturen, die mit den entsprechenden Komplementarherbiziden behandelt werden, Probleme
verursachen (siehe auch Kapitel 4.4). Die durch resistente Beikrauter in Folge des Anbaus
transgener herbizidresistenter Pflanzen verursachten Probleme kdnnen wegen der Méglich-
keit des Gentransfers und wegen der zu erwartenden Steigerung des Einsatzes einiger we-
niger Komplementérherbizide (gesteigerter Selektionsdruck) die bisherige Resistenzproble-
matik bei Herbiziden weit Ubertreffen (siehe auch Kap. 4.4.1.3).

4.5.4  Entstehung neuer Virusvarianten

Bei virusresistenten Pflanzen wird die Entstehung neuer Virusvarianten und/oder neuer In-
fektionsverlaufe als Risiko diskutiert. Auch hier stehen im allgemeinen die Wirkungen auf die
Kulturpflanzen im Vordergrund, jedoch werden auch Wildpflanzen von Viren befallen. Ihr
Einfluss auf die Populationsdynamik von Pflanzen ist aber noch wenig geklart (RAYBOULD
et al., 1998).

Es gibt eine Reihe unterschiedlicher Strategien, um Pflanzen mit Hilfe der Gentechnik virus-
resistent zu machen. In den meisten Fallen werden die Pflanzen mit viralen Genomab-
schnitten transformiert. 94 % der Pflanzenviren sind RNA-Viren, von denen man komple-
mentéare DNA-Sequenzen (cDNA) kloniert (MATTHEWS, 1991). Zumeist handelt es sich um
Gene, die fur virale Hullproteine kodieren. Aber auch virale Replikations- und Transportpro-
teingene sowie Satellitensequenzen werden ins Pflanzengenom integriert.” Ausserdem wer-
den proteinkodierende virale Sequenzen in Antisense-Orientierung kloniert.® Noch relativ
neu sind Forschungen zu den Einsatzmdglichkeiten von Proteasen, Proteaseinhibitoren und
Ribozymen.'® Ebenfalls einen neueren Ansatz stellt die Transformation mit nichtviralen Nu-
kleinsduresequenzen dar, die fir tierische Antikorper, Interferone oder 2'-5’-Oligoadenylat-
Synthetase kodieren (JAGER & WEBER, 1993, HENRY et al., 1995; ECKELKAMP et al.,
1997b; WEBER et al., 1998).

Im Zentrum der Risikoforschung zu virusresistenten transgenen Pflanzen steht die agrono-
misch motivierte Frage, ob die gentechnischen Strategien zur Vermittlung von Virusresistenz
die Verbreitung und Evolution von Viren verandern kann und ob dabei Pflanzenviren oder vi-
rale Pflanzenkrankheiten und Epidemien von erhdhter Schadlichkeit hervorgebracht werden
kénnen. In Sicherheitsuntersuchungen muss untersucht werden, ob die Prozesse, von de-
nen ein Risiko ausgeht, in transgenen Pflanzen Uberhaupt stattfinden und wenn ja, ob sie in
hdherer Frequenz auftreten als in der Natur, oder ob neue Kombinationen mdéglich sind, die
es in der Natur bisher nicht gibt.

8 satelliten-RNAs kommen bei manchen RNA-Viren zusatzlich zum Virusgenom vor. Sie kodieren fur keine, flr
das jeweilige Virus essentiellen Funktionen, kénnen jedoch die Schwere und Symptomatik des Infektionsver-
laufs beeinflussen. Satelliten-RNAs bendétigen ihrerseits fiir ihre Replikation, Verpackung und Transmission ein
Helfervirus, mit dem jedoch keine signifikanten Sequenziibereinstimmungen bestehen.

° Antisense-Klonierungen fiihren dazu, dass die Proteinbiosynthese im umgekehrter Richtung verlauft, vom En-
de der kodierenden Sequenz zu ihrem Anfang. Dadurch kann die gleichzeitige Synthese des betreffenden
Proteins in der normalen Orientierung (Sense-Orientierung) gehemmt werden.

10 Ribozyme sind RNA-Molekiile mit RNA-spaltender enzymatischer Aktivitat.
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Allgemein werden vor allem drei Risiken im Zusammenhang mit transgenen Pflanzen, die
mit viralen Nukleinsauresequenzen transformiert wurden, diskutiert:

1) Zwischen der in Pflanzen klonierten viralen genetischen Information und infizierenden Vi-
ren kbnnen Rekombinationen stattfinden. RNA-Rekombinationen sind prinzipiell méglich
und treten auch in Mischinfektionen verschiedener Viren auf. Sie kbnnen zu Viren mit ge-
netisch verankerter erhdhter Fitness und Pathogenitéat sowie verandertem Wirtsspektrum
fuhren.

Es ist noch weitgehend ungeklart, wie haufig Rekombinationen bei Pflanzenviren stattfin-
den (GIBBS et al., 1997). Anscheinend unterscheiden sich verschiedene Virusgruppen,
aber auch verschiedene Viren einer Gruppe hinsichtlich der Rate intraspezifischer Re-
kombination (REVERS et al., 1996, CANDRESSE et al., 1997). Moéglicherweise spiegeln
die unterschiedlichen bisher ermittelten Rekombinationshaufigkeiten tatséchliche Unter-
schiede im erreichten evolutionaren Gleichgewicht der Viren wider. In vielen Fallen durf-
ten sie jedoch durch den Effekt fehlender systematischer Erhebungen tberlagert sein.

LOMMEL & XIONG (1991) zeigten als erste, dass RNA-Pflanzenviren mit der mRNA von
in Pflanzen klonierten viralen Sequenzen rekombinieren kdnnen. Sie fuhrten mit Red
clover necrotic mosaic Dianthovirus (RCNMV) &hnliche Versuche durch wie spéater
GREENE & ALLISON (1994). In beiden Fallen wurden die transgenen Pflanzen mit de-
fekten Viren infiziert, die erst durch Rekombination mit der klonierten Wildtypsequenz zu
einer systemischen Infektion der Pflanzen beféhigt wurden. Versuchsanordnungen mit
ebenfalls einem deutlichen Selektionsdruck ermdglichten den Nachweis von Rekombina-
tionen des DNA-Virus Blumenkohlmosaikvirus (Cauliflower mosaic Caulimovirus, CaMV)
mit in Pflanzen klonierten Genomabschnitten dieses Virus (GAL et al., 1992; SCHOELZ &
WINTERMANTEL, 1993). MAISS et al. (1997) wiesen Rekombination von Potyviren mit
transgen exprimierten potyviralen Sequenzen in Pflanzen unter Selektionsdruck nach.

WINTERMANTEL & SCHOELZ (1996) zeigten jedoch, dass auch bei nur maRigem oder
schwachem Selektionsdruck Virusrekombinanten in transgenen Pflanzen gebildet werden
kénnen. Sie arbeiteten mit Nicotiana bigelovii Pflanzen, die mit dem Gen VI eines CaMV-
Stammes transformiert worden waren, das CaMV die systemische Infektion dieser und
anderer Wirtspflanzen erlaubt. Die transgenen Pflanzen wurden mit einem anderen
CaMV-Stamm infiziert, der ebenfalls zu ihrer systemischen Infektion befahigt ist. Insofern
lag kein ersichtlicher Selektionsdruck vor, der Rekombinationen oder Rekombinanten be-
glnstigen wirde. Dennoch wurden in 13 % der untersuchten Pflanzen Virusrekombinan-
ten gefunden, die zudem virulenter waren als das Wildtypvirus, von dem sie abstammen.
Eine ahnlich hohe Rekombinationsfrequenz zeigte ein chimares CaMV, das die transge-
nen Pflanzen systemisch infizieren kann, weil es durch das rekombinante Genprodukt
komplementiert wird. In dieser Versuchsanordnung liegt nur ein mafiger Selektionsdruck
vor.

Zwei der von SCHOELZ & WINTERMANTEL (1993) isolierten Rekombinanten hatten
einen im Vergleich zum Ausgangsstamm erweiterten Wirtsbereich. Eine der Rekombinan-
ten rief bei Ribsen abgeschwachte Symptome hervor. Die Autoren halten jedoch prinzi-
piell fir moglich, dass rekombinierte Viren schlimmere Symptome hervorrufen als die Vi-
ren, die urspriinglich die transgenen Pflanzen infizierten. Mutanten des Cowpea chlorotic
mottle Bromovirus (CCMV) mit einer Deletion im Hullproteingen konnten durch Rekombi-
nation in transgenen Nicotiana benthamiana Pflanzen, die das CCMV-Hdullproteingen ex-
primierten, diese Pflanzen wieder systemisch infizieren. Drei von sieben Rekombinanten
verursachten aber im Vergleich zum Wildtyp veranderte Symptome auf Kuhbohnenpflan-
zen (ALLISON, 1997).

Wenn es sich um Hillprotein-transgene Pflanzen handelt, sind durch Rekombination infi-
zierender Viren mit den klonierten Sequenzen genetisch verankerte Veranderungen des
Infektionsverlaufs, des Vektoren- und Wirtspflanzenspektrums mdoglich. Ausserdem kon-
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nen durch Rekombinationen in Pflanzen, die virale Sequenzen exprimieren, Viren mit ge-
steigerter Fitness entstehen.

2) Des weiteren konnen in Pflanzen, die mit einem viralen Hullproteingen transformiert wur-

3)

den, heterologe Enkapsidierungen auftreten. Dabei wird die Nukleinsaure eines Virus,
dessen Vermehrung durch das klonierte Huillprotein zumindest nicht vollstandig unterbun-
den wird, teilweise oder ganz durch rekombinantes CP verpackt. Heterologe Enkapsidie-
rungen treten auch in Mischinfektionen verschiedener Viren auf. Sie kénnen virale Eigen-
schaften, die durch das Hullprotein determiniert oder beeinflusst werden, veréandern, wie
den Vektor- und Wirtsbereich und den Krankheitsverlauf.

Heterologe Enkapsidierungen wurden haufiger zwischen Viren derselben Virusgruppe als
zwischen Viren aus verschiedenen Virusgruppen festgestellt. Sie treten aber auch zwi-
schen nicht verwandten Viren auf. Heterologe Enkapsidierungen scheinen bei verschie-
denen Virusgruppen unterschiedlich verbreitet zu sein und unterschiedlich spezifisch zu
verlaufen. Bei Potyviren kommt es z.B. relativ leicht zu heterologen Enkapsidierungen
zwischen Viren dieser Gruppe. Luteo- und Nepoviren zeigen dagegen besonders geringe
Spezifitat bezilglich der verpackten RNA (COOPER et al., 1994, MAISS et al., 1994).
Diese Befunde sind jedoch durch die unterschiedlich intensive Erforschung verschiedener
Viren(gruppen) beeinflusst.

Heterologe Enkapsidierungen wurden auch in CP-transgenen Pflanzen gefunden, und
zwar zwischen RNA und Hullproteinen von Viren derselben Virusgruppe im Fall der Po-
tyviren (FARINELLI et al., 1992, LECOQ et al., 1993, MAISS et al., 1994) wie auch zwi-
schen Viren verschiedener Gruppen. So wird das Gurkenmosaikvirus (Cucumber mosaic
Cucumovirus, CMV) in Tabakpflanzen durch transgen exprimiertes CP des Luzernemo-
saikvirus (AMV) verpackt.

Die heterologe Enkapsidierung kann einem transmissionsdefizienten Virus zur Ubertra-
gung durch Vektoren verhelfen."* BOURDIN & LECOQ (1991) nehmen an, dass hetero-
loge Enkapsidierungen z.B. die Ubertragung und Aufrechterhaltung nichttransmissibler
Virusisolate in der Umwelt erklaren kdnnten. Von gréf3erer 6kologischer Bedeutung ist
diesen Autoren zufolge aber wahrscheinlich der Vektorwechsel, durch den einem Virus
ein anderer Wirtsbereich erschlossen werden kann. Die Effekte sind auf eine Vegetation-
speriode beschréankt, weil sie nicht genetisch verankert werden.

Es kdnnen Synergismen zwischen dem klonierten Gen bzw. Genprodukt und infizieren-
den Viren auftreten. Pflanzen, in deren Genom virale genetische Information integriert
wurde, sind meist gegen das Virus, von dem die klonierte Sequenz stammt, und mit die-
sem verwandte Viren resistent, nicht jedoch gegen nicht verwandte Viren. Bisher ist kaum
untersucht worden, in welchem Malie die Pflanzen Synergismen mit heterologen Viren
zeigen (PALUKAITIS & KAPLAN, 1997). In manchen Fallen wurden solche Effekte bei
der Transformation mit intakten viralen Replikase- und Transportproteingenen beobachtet
(TASCHNER et al.,, 1991, COOPER et al., 1995). Virale Synergismen sind auch von
Mischinfektionen nichttransgener Pflanzen bekannt. Treten sie in transgenen Pflanzen
auf, sind die Effekte im Gegensatz zur Rekombination nicht genetisch verankert.

455 Non-target-Effekte

Der Anbau transgener Pflanzen kann neben der Schadigung von Zielorganismen auch direkt
oder indirekt Organismen betreffen, die urspriinglich nicht Ziel der Bekdmpfung waren. Unter
,nhon-target" Effekten werden in diesem Gutachten Effekte verstanden, die transgene Pflan-
zen auf Organismen ausiben, die durch sie nicht direkt bekampft werden sollen. Es werden

Y Transmission: Vektorlibertragung
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dabei auch Effekte berlcksichtigt, die als Nebenwirkungen der Transformation auftreten und
nicht auf das rekombinante Genprodukt zurtickzufihren sind (siehe auch S. 27). Auswirkun-
gen auf Nichtzielorganismen, die auf einer veranderten Bewirtschaftungsmethode beruhen,
werden in Kapitel 4.6 diskutiert.

Nach RAPS et al. (1998) sind als Nichtzieleffekte vor allem folgende Punkte zu bertcksichti-
gen:

» Effekte auf Nichtzielschaderreger
Nichtzielschaderreger kdnnten durch transgene Pflanzen sublethal geschadigt und damit
kurzfristig zuriickgedrangt werden. Wenn die betroffenen Organismen in der Folgezeit
Resistenzen ausbilden und sich plétzlich vermehren, kénnen sie schwere Schéden in
den betroffenen Pflanzenkulturen anrichten.

» Effekte auf Nitzlinge und natlirliche Gegenspieler von Schaderregern
Ein wesentliches Element der integrierten bzw. 6kologischen Landwirtschaft ist die Er-
haltung und Fdrderung des Gleichgewichts zwischen Schaderregern und deren Gegen-
spielern bzw. Nutzlingen. Daher ist es wichtig, die Auswirkungen des Anbaus transgener
Pflanzen auf diese Organismen zu untersuchen. Der Anbau transgener Pflanzen kann
aber auch indirekt durch Veradnderungen der bisher vorhandenen Flora und Fauna zu
Anderungen der vergesellschaftet lebenden Insektenfauna fihren.

Freilandversuche, die Effekte von transgenen Pflanzen auf Nichtzielorganismen unter-
suchen, wurden bisher im wesentlichen von den Firmen durchgefihrt, die transgene Pflan-
zen auf den Markt bringen wollen (z.B. CIBA-ANTRAG, 1994). Unsere bisherige Recherche
ergab, dass dabei keine Effekte von transgenen Pflanzen auf ,non-target" Organismen ge-
funden wurden. Dies wird auch durch eine personliche Mitteilung von Angelika Hilbeck (FAL
Zirich, 1999), die auf diesem Gebiet experimentell forscht, bestatigt.

Allerdings wurden bei Untersuchungen im Labor bzw. Gewéchshaus Hinweise auf eine mog-
liche direkte und indirekte Schadigung von Nutzlingen durch transgene insektenresistente
Pflanzen gefunden:

PHAM-DELEGUE (1997) fand, dass die Futterung von Zuckerlésungen mit gereinigten Pro-
teinaseinhibitor (PI)- Proteinen die Lebensdauer von Bienen verkirzen und deren Lernver-
halten beeintrachtigen kann. PICARD-NIZOU et al. (1995, 1997) untersuchten die mogliche
Schadigung von Bienen durch transgene Rapspflanzen, die jeweils Chitinase (aus Bohne),
3-1,3 Glucanase (aus Tomate) oder einen Proteinaseinhibitor (CpTl: Cowpea Trypsin-
Inhibitor) exprimierten. Untersucht wurde der Effekt der isolierten rekombinanten Proteine.
Bei diesen Versuchen wurde keine akute toxische Wirkung der drei Proteine festgestellt.
Auch das Verhalten der Bienen wéahrend der Nahrungssuche blieb unbeeinflusst. Allerdings
hatten 3-1,3-Glucanase und CpTI aus transgenen Rapspflanzen negative Effekte auf das
Lernverhalten adulter Bienen (PICARD-NIZOU et al., 1997).

BIRCH et al. (1997) fanden eine Schadigung von Lektin-exprimierenden Kartoffeln auf Mari-
enkafer (Adalia bipunctata). Die Lektin-Expression bewirkte eine 50 %ige Dezimierung der
Blattlauspopulation. Marienké&fer, die sich von den auf Lektin-Kartoffeln Uberlebenden Blatt-
lausen ernahrt hatten, wiesen eine verringerte Fruchtbarkeit auf. Die Lebensdauer von weib-
lichen Tieren war halb so lang wie die der Kontrolltiere, die Blattlause von nicht-transgenen
Kartoffeln gefressen hatten.

Auch bei Laboruntersuchungen mit transgenem Bt-Mais wurde ein schadlicher Effekt auf ei-
ne nutzliche Insektenart festgestellt. Florfliegenlarven (Chrysoperla carnea) starben nach der
Verfutterung von Maiszinslern, die durch den Genuss von Bt-Mais abgetttet worden waren,
mit erhdhter Rate im Vergleich zu den Kontrollen ab. Besonders Uiberraschend war, dass die
Florfliegenlarven auch nach Fitterung des afrikanischen Baumwollwurms starben, wenn
dieser zuvor Bt-Mais gefressen hatte, obwohl der Baumwollwurm selbst durch das Bt-Toxin
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nicht angegriffen wird (HILBECK et al., 1998a). In weiteren Versuchen konnten HILBECK et
al. (1998b) nachweisen, dass Florfliegenlarven auch bei der direkten Verfitterung von
synthetischer Nahrung, die Bt-Toxine enthéalt, absterben. Bt-Toxine kénnen also direkt
toxisch auf Florfliegen wirken. Bei der Ausbringung von klassischen Bt-
Sporenpraparaten wurden jedoch bisher nur geringe Auswirkungen von Bt-Toxinen auf
Nutzlinge gefunden.

Das in Bt-Mais exprimierte Bt-Toxin (CrylAb) ist spezifisch fur Lepidopteren (Schmetter-
linge). Es wirkt damit nicht nur spezifisch gegen den Maisziinsler, sondern auch gegen wei-
tere Schmetterlingsraupen. Da Maiskulturen nur durch den Maiszinsler befallen werden,
wurde lange Zeit angenommen, dass Bt-Mais in der Praxis keine weiteren Schmetterlinge
schadigen wird. Kirzlich in der Fachzeitschrift ,Nature" publizierte Ergebnisse weisen aller-
dings darauf hin, dass Bt-Mais auch fir Schmetterlinge in der Nahe von Bt-Maisfeldern ge-
fahrlich werden koénnte. Werden Bt-Toxin-haltige Maispollen durch den Wind auf benach-
barte Schwalbenwurzpflanzen (,Milkweed") geweht, kdnnten sie fir dort lebende Larven des
Monarchfalters eine ernsthafte Bedrohung darstellen. Bei den in den USA im Labor durch-
gefuhrten Futterungsexperimenten tberlebten nur knapp die Hélfte der Schmetterlingsrau-
pen, wenn die Blatter ihrer Nahrungspflanze von Bt-Maispollen bedeckt waren (HANSEN &
OBRICKI, 1999; LOSEY et al., 1999). Ahnliche Ergebnisse erzielten Forscher der lowa State
University, die fur ihre Futterungsversuche pollenbestaubte Schwalbenwurzblatter in Bt-
Maisfeldern gesammelt hatten. In der Natur ist das Schwalbenwurzgewachs die einzige Nah-
rungsquelle fur Raupen des Monarchfalters. Es ist in den USA haufig in der Umgebung von
Maisfeldern zu finden. Bt-haltige Maispollen, die durch den Wind verbreitet werden, konnten
daher Monarch-Raupen schadigen, die auf Schwalbenwurzgewachsen in der Nachbarschaft
von Bt-Maisfeldern fressen. Dieser Befund war insofern tiberraschend, als bisher angenom-
men worden war, dass nur Schmetterlingslarven geschadigt werden kénnen, die wie der
Maiszlinsler direkt an den transgenen Bt-Maispflanzen fressen.

Die Ergebnisse von BIRCH et al. (1997) und HILBECK et al. (1998 a, b) sind Hinweise da-
rauf, dass nicht nur mit direkten Auswirkungen der Bt-Maispflanzen gerechnet werden muss,
sondern auch mit Effekten, die einzelne Glieder der Nahrungskette Uberspringen. RAPS et
al. (1998) stellen fest, dass die Studien von HILBECK et al. (1998 a,b) verdeutlichen, dass
,durch eine veranderte Ausbringung von Pestiziden Nebeneffekte auftreten kénnen und
dass bei transgenen Pflanzen die Umweltsicherheit von Stoffen, auch von altbekannten, neu
untersucht werden muss".

45.6 Effekte auf Zersetzer

Die Aktivitat der im Boden lebenden Zersetzer wird als wichtiger Parameter fur die Ein-
schatzung der Bodenqualitdt angesehen (RAPS et al., 1998). In Sicherheitsuntersuchungen
zur Freisetzung transgener Pflanzen werden daher deren Auswirkungen auf diese Organis-
mengruppe erfasst. Um den Effekt von Bt-Mais auf die Gruppe der Regenwirmer zu prifen,
wurden Laborversuche mit dem Kompostwurm Eisenia foetida durchgefihrt. Dabei wurde
keine akute Toxizitat von Bt-Mais festgestellt (CIBA-ANTRAG, 1994). Bei Laboruntersuchun-
gen wurde jedoch ein Effekt auf Springschwéanze festgestellt, die fiir die Streuzersetzung eine
erhebliche Rolle spielen. Das Bt-Mais d-Endotoxin wirkte in hoher Konzentration (LDs, 250 mg
Blattprotein/kg Boden) toxisch auf die Springschwanzart Folsomia candida. Die EPA (1995)
nimmt allerdings an, dass die durch Bt-176-Mais eingetragenen d-Endotoxinmengen nicht aus-
reichen, um diese Toxinkonzentrationen im Boden anzureichern. Langzeituntersuchungen auf
eine sublethale Wirkung des Bt-Toxins wurden nicht durchgefiihrt (EPA, Bt-Fact-Sheet
1995).

Im Dezember 1999 verotffentlichte Ergebnisse der Arbeitsgruppe Stotzky (SAXENA et al.
1999) lassen an dieser Einschatzung Zweifel aufkommen. Erstens stellten die Wissen-
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schaftler fest, dass mit dem Wurzelexsudat Bt-Toxin kontinuierlich in den Boden abgegeben
wird und dass zweitens dieses Toxin an Bodenpartikel gebunden wird und damit tGber lange
Zeit stabil bleibt. Im vorliegenden Versuch konnte das Toxin Uber 243 Tage im Boden nach-
gewiesen werden und behielt auch sein toxisches Potential. Zusammen mit freigesetzten
Toxinmolekulen aus verrottendem Pflanzenmaterial konnten damit durchaus bedeutende
Toxinkonzentration im Boden aufgebaut werden.

DONEGAN et al. (1997) fanden bei Labor-Verrottungsversuchen ebenfalls eine Beeintrach-
tigung von Springschwéanzen durch transgene Proteinase-Inhibitor-exprimierende Tabak-
pflanzen. Die Menge an Springschwanzen war deutlich verringert im Vergleich zur Kontrolle,
die Nematodendichte hingegen war signifikant erhoht.

45.7 Effekte auf Bodenmikroorganismen

Mikroorganismen sind maf3geblich an bio-geochemischen Stoffzyklen beteiligt und ebenso
fur die Fruchtbarkeit der Boden mitverantwortlich. Es ist jedoch wenig dartuber bekannt, wel-
che Mikroorganismenpopulationen wie zusammenwirken, um diese Effekte hervorzurufen.
Es wird geschéatzt, dass nur ein Prozent der in Boden vorkommenden Mikroorganismen be-
kannt sind (TORSVIK et al., 1990). Daher ist auch nicht abzuschatzen, wie Veranderungen
von Populationszusammensetzungen sich z.B. auf die Bodenfruchtbarkeit auswirken.

Trotz, bzw. gerade wegen dieser Wissensdefizite ist es essentiell, die Auswirkungen von
transgenen Pflanzen auf das mikrobielle Bodenleben zu untersuchen. Untersuchungen von
DONEGAN et al. (1995) zeigen, dass es dabei nicht ausreichend ist, allein die Wirkung der
rekombinanten Genprodukte zu untersuchen. Sie zeigten, dass in den Boden eingearbeitete
Bt-Baumwollblatter die Zusammensetzung von Bodenmikroorganismenpopulationen verén-
dern. Der Effekt konnte nicht auf das Delta-Endotoxin selbst, sondern auf eine Nebenwir-
kung der gentechnischen Veranderung zuriickgefuihrt werden (DONEGAN et al., 1995). Die
Transformation von Pflanzen kann also unvorhersehbare Anderungen des pflanzlichen
Stoffwechsels bewirken, die ebenfalls Folgen fur das Bodenleben haben kénnen.

4.6 Effekte veranderter Bewirtschaftungsmethoden

Uberlegungen zu Wirkungen, die durch veranderte Bewirtschaftungsmethoden verursacht
werden konnten, lassen folgende Mdglichkeiten denkbar erscheinen:

Die bisher angewendeten breitwirksamen Pestizide kdnnten als ,Nebenwirkung" in manchen
Kulturen sekundare Erreger mitbekampft haben. Entfallt diese Kontrolle durch den Einsatz
gentechnischer Methoden, sind die Voraussetzungen ginstig, dass sich diese Erreger aus-
breiten kdnnen.

Durch die selektive Bekdmpfung eines bisher dominanten Schaderregers wird in der jeweili-
gen Pflanzenkultur eine Nische frei, die von anderen Pathogenen genutzt werden kann.

Durch den Herbizideinsatz kann sich die Beikrautflora und die damit vergesellschaftete In-
sektenflora andern. Dies gilt insbesondere fiir Totalherbizide.

Einige Daten, wie z.B. der Befall durch einen bis dato unbekannten Schadling bei der Frei-
setzung transgener insektenresistenter Baume, lassen darauf schliessen, dass die oben an-
gefiihrten Uberlegungen ernsthaft in Betracht gezogen werden miissen (s. Kap. 4.8.1.5.)
Daflur sprechen auch die beobachteten erhdhten Befallsraten unter bestimmten Bedingun-
gen und die damit verbundenen erhéhten Pestizidaufwendungen in bestimmten Regionen,
wie sie fur Baumwolle berichtet wurden (s. Kap. 4.7.4).
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4.7 Pflanzen, fallspezifisch

4.7.1 Exemplarische Fallbeschreibung und Diskussion der CRAWLEY-Versuche vor
dem Hintergrund der erwarteten Effekte

Die Durchfiuihrung und Interpretation der Versuche von CRAWLEY et al. (1993) und HAILS
et al. (1997) lassen viele Fragen zum Ausbreitungsverhalten von Raps offen bzw. beant-
worten diese zumindest nicht abschliel3end.

4.7.1.1 Vergleichbarkeit mit der Anbausituation

Ein grundlegender Mangel der von CRAWLEY et al. (1993) gewéahlten Versuchsanordnung
ist, dass kein der Anbausituation vergleichbarer Selektionsdruck auf die transgenen Pflan-
zen einwirkte. Weil die Versuche ohne Herbizid- oder Kanamycinapplikation durchgefiihrt
wurden, zielen sie auf die Feststellung unbeabsichtigter und unvorhersehbarer Steigerungen
der Fitness, die aufgrund von Nebenwirkungen der gentechnischen Veranderung auftreten
kénnen. Beim Anbau herbizidresistenter Pflanzen wirden die transgenen Pflanzen jedoch
durch die Anwendung des komplementaren Totalherbizids einen Selektionsvorteil erhalten,
der ihr Ausbreitungspotential wesentlich erhéhen kénnte (WEBER, 1995; PARKER &
BARTSCH, 1996).

4.7.1.2 Eignung der ausgewahlten Pflanzen hinsichtlich der untersuchten Fragestel-
lung und der Verallgemeinerbarkeit der Ergebnisse

Es wurden Sommerrapslinien in Frihjahrsaussaat untersucht, obwohl in Europa im allge-
meinen Winterraps angebaut wird (DIETZ-PFEILSTETTER et al., 1999). Es ist deshalb frag-
lich, inwieweit die Ergebnisse auf Winterraps tbertragen werden kénnen. Es wurde Saatgut
mit einem hohen Inzuchtgrad verwendet. Zudem war das Saatgut der transgenen Linien nur
zum Teil wirklich transgen und beziiglich der Zygotie des Transgens uneinheitlich.”* Es ist
daher fraglich, ob die untersuchten Linien mit Sorten vergleichbar sind, die fir den Anbau
eingesetzt werden sollen. Hier wird Inzucht wegen der Inzuchtdepression vermieden. Au-
sserdem wird eine hohe Reinheit des Saatguts und die mdglichst 100 %ige Expression des
transgenen Merkmals angestrebt. In Hinblick auf den Untersuchungsgegenstand — Einfluss
der Transformation auf das Ausbreitungsverhalten — erscheinen ingeziichtete und hin-
sichtlich der Zygotie des Transgens uneinheitliche Linien ungeeignet. Dieses Problem wird
durch den Vergleich mit der nichttransgenen Rapskontrolle nur zum Teil gel6st, denn im
Vergleich mit Sinapis arvensis L. wirden nicht ingezichtete Pflanzen vermutlich ,besser"
abschneiden, d.h. hinsichtlich ihrer Fitness der Wildpflanze naher kommen.*

12 CRAWLEY et al. (1993) zufolge war die Kanamycin- und Glufosinat-resistente Linie zu 65 % homozygot trans-
gen, zu 27 % heterozygot transgen und zu 8 % nicht transgen. HAILS et al. (1997) geben fir dieselben Pflan-
zen an, sie seien nur zu 65 % transgen (62 % homozygote und 3 % heterzygote) gewesen und zitieren hierzu
die gleichlautenden Angaben von SCHEFFLER et al. (1993). HAILS et al. (1997) halten es ausserdem fir
wahrscheinlich, dass sich die von ihnen untersuchten trasngenen Linien hinsichtlich der Zygotie der Transgene
unterscheiden und dass dies die Fitness der Pflanzen beeinflussen kénne.

13 7udem werden die Kontrollpflanzen in den Veréffentlichungen von CRAWLEY et al. (1993) und HAILS et al.
(1997) nicht naher beschrieben. BERGELSON et al. (1996) zufolge mussen mit der Ausgangslinie zweimal
rickgekreuzte Nullsegreganten als Kontrollpflanzen eingesetzt werden, um zu klaren, ob evtl. Fitnessverluste
auf pleiotropen Effekten von Resistenzgenen beruhen. Bis 1996 seien solche Kontrollpflanzen in Freiset-
zungsversuchen zur Priifung der Fitness transgener Pflanzen nicht eingesetzt worden. Demnach ist anzuneh-
men, dass auch CRAWLEY et al. (1993) andere Pflanzen als Vergleichspflanzen einsetzten.
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CRAWLEY et al. (1993) und HAILS et al. (1997) diskutieren nicht, warum in ihren Versuchen
bei den tiefer vergrabenen Samen keine sekundare Dormanz auftritt, ein Phdnomen, das bei
Rapssamen beobachtet wurde (DIETZ-PFLEILSTETTER et al., 1999). Moglicherweise ist es
bei verschiedenen Sorten unterschiedlich ausgepragt und waren die untersuchten Linien
nicht reprasentativ flr Sorten, die sekundare Dormanz entwickeln kénnen.

4.7.1.3 Aussagekraft von Mittelwerten

Des weiteren ist fraglich, inwieweit es angemessen ist, die Abschatzung der Umweltwirkun-
gen von Lebewesen nur auf Mittelwerte abzustiitzen. CRAWLEY et al. (1993) finden auf kul-
tivierten Flachen in zwei von drei Jahren bei allen untersuchten Rapslinien ein Popula-
tionswachstum im Jahr der Aussaat.* Auf nicht kultivierten Flachen ist dagegen in allen drei
Jahren und bei allen Rapslinien eine Populationsabnahme im Jahr der Aussaat zu verzeich-
nen. Daraus schlieBen die Autoren auf fehlende Invasivitdt. An ungestdrten Standorten
wachsen jedoch einige wenige Rapspflanzen sehr kraftig und produzieren erhebliche Sa-
menmengen. Demnach scheinen Rapsindividuen der untersuchten Linien spontan eine er-
hohte Durchsetzungsfahigkeit entwickeln zu kdnnen, oder die Linien verfiigen tber eine ent-
sprechende Varianz der Durchsetzungsfahigkeit. Fur die Auslésung 6kologischer Effekte
kénnten diese Uberdurchschnittlich vitalen Individuen ausschlaggebender sein als die Tatsa-
che, dass die untersuchten Linien im Mittel auf nicht kultivierten Standorten innerhalb von
einem Jahr kein Populationswachstum zeigen. Von einzelnen Pflanzen mit erhdhter Fitness
koénnten langerfristig Grindereffekte ausgehen (s.a. WEBER, 1995).

Ausserdem erscheint die Bildung von Mittelwerten in manchen Féllen unzulassig. So fassen
CRAWLEY et al. (1993) die nach zwei Versuchsjahren ermittelten Uberlebensraten der Sa-
men der beiden transgenen Linien zu einem Wert zusammen. Dieses Verfahren wird der
Situation im kommerziellen Anbau, die mit Hilfe dieser Versuche eingeschatzt werden soll,
nicht gerecht. Erst HAILS et al. (1997) diskutieren diese Ergebnisse fir beide Linien ge-
trennt. Dabei bilden sie jedoch aus den Uberlebensraten im ersten und zweiten Jahr einen
Mittelwert. Da hier die beiden Einzelwerte auf die Anzahl der zu Beginn des ersten Ver-
suchsjahrs vergrabenen Samen bezogen werden, erscheint diese Mittelwertbildung nicht
zulassig: Der fur den Zeitraum von zwei Jahren ermittelte Einzelwert schlief3t ja den Rick-
gang der Lebensfahigkeit im ersten Jahr bereits mit ein.

Unbertcksichtigt bleibt auch der folgende Aspekt: Nach zwei Jahren sind zwar bei den bei-
den transgenen Linien weniger bzw. keine vergrabenen Samen keimfahig (0,1 % bei der ka-
namycinresistenten Linie) als bei der Kontrolllinie (0,5 %). Die Uberlebensrate liegt jedoch im
zweiten Jahr sowohl bei der Kontrolllinie als auch der kanamycinresistenten transgenen Linie
hoher als im ersten Jahr, und dieser Effekt ist bei der transgenen Linie starker ausgepragt.™
Hier ware zumindest eine Fortsetzung der Versuche nétig, um zu klaren, inwieweit in spate-
ren Jahren und unter eventuell besseren Umweltbedingungen auch absolut mehr Samen
dieser transgenen Linie Uberleben kdnnten als Samen der Kontrolllinie. Auch diesem Phéa-
nomen liegen vermutlich einzelne Samen zugrunde, deren Uberdauerungsfahigkeit vom
Mittelwert abweicht.

“Im zweiten Jahr unterliegen die Rapspflanzen der Konkurrenz, wenn die Felder nicht weiter bewirtschaftet
werden und verunkrauten.

!> bie Uberlebensrate beschreibt hier den Anteil lebensfahiger Samen am Jahresende bezogen auf die lebensfa-
higen Samen zu Beginn des Jahres.
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4.7.2 Soja

Seit 1996 werden in den USA und mittlerweile auch in Argentinien grof3e Flachen mit
Roundup® Ready Sojabohnen bepflanzt. Das Gen, welches in die DNS der Sojapflanzen
integriert wurde, codiert fur das Enzym EPSPS (= 5-Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat
Synthase) und macht die Pflanze resistent gegentiber Roundup® Ready, einem Herbizid mit
dem Wirkstoff Glyphosat. Eine vergleichende Untersuchung der stofflichen Zusammenset-
zung von transgenen Sojabohnen, im Rahmen des US-Genehmigungsverfahren vorgelegt,
zeigte einen veranderten Fett- und Kohlenhydratgehalt und einen erhéhten Fettsdureanteil
(PADGETTE et al., 1996). Die Unterschiede sind signifikant. Dies weist auf Pleiotropie- oder
Positionseffekte hin. Futterungsversuche an Kiihen, einerseits mit transgenem, andererseits
mit konventionellem Soja, zogen bei denen mit transgenen Sojalinien gefitterten Kiihen ei-
nen veranderten Milchfettgehalt nach sich (HAMMOND et al., 1996). Die angesprochene Ar-
beit enthalt einige weitere Hinweise auf ungeklarte Sachverhalte. So war die Versuchsgrup-
pe denkbar klein (nur 5-6 Kilhe pro Versuchsgruppe!), was an der statistischen Aussagefa-
higkeit der Ergebnisse erhebliche Zweifel aufkommen lasst, zum anderen lassen Daten aus
dem Ergebnisteil noch einige Fragen offen, da sich im Vergleich der einzelnen transgenen
Linien mit konventionellem Soja z.T. erhebliche Unterschiede feststellen lassen, die offen-
sichtlich unbericksichtigt blieben. Es sei angemerkt, dass die bei den Versuchen vergliche-
nen bzw. verfitterten Pflanzen der transgenen Linien nicht mit Roundup® Ready behandelt
worden waren. Glyphosat, der Hauptbestandteil des Herbizids, hat jedoch auch in subletha-
len Dosen nachweislich erhebliche gesundheitliche Folgen fir Saugetiere, z.B. geringere
Gewichtszunahme, verringerte Libido und ein geringeres Ejakulatvolumen (YOUSEF et al.,
1995; COX, 1995), neueste Untersuchungen legen cancerogene Effekte auch bei Menschen
nahe (HARDELL & ERIKSSON 1999). Bei transgenen Sojapflanzen konnte dariber hinaus
noch ein veranderter Phytohormonhaushalt festgestellt werden. Dabei stellten LAPPE et al.
(1999) fest, dass der Gehalt von diversen Phytohormonen im Vergleich zu nicht-transgenen
Kontrollgruppen um bis zu 14 % verringert war. PADGETTE et al. (1996) wiesen schon Un-
terschiede im Fasergehalt zwischen transgenen und nicht-transgenen Sojapflanzen nach,
ein Signifikanztest blieb allerdings aus. Neuere Untersuchungen ergaben, dass transgene
Sojabohnen bei bodennahen Temperaturen ab 45 °C schlechter wachsen und geringere Er-
trage aufweisen als Kontrollgruppen. Zudem platzten die Pflanzen auf, was zu Ernteausfal-
len von bis zu 40% fuhrte und mit einem um bis zu 20% erhdhten Ligningehalt in transgenen
Pflanzen erklart wird (COGHLAN, 1999). Auch hier lassen sich Pleiotropie- oder Positions-
effekte vermuten.

4.7.3 Baumwolle

Transgene Baumwolle wird in zwei transgenen Varianten angebaut. Die eine Variante zielt
auf Insektenresistenz durch die Expression von fur Bt-Toxine codierende Gensequenzen,
die andere, analog zu Soja (s.0.), auf eine Resistenz gegeniber Roundup® Ready. Der
kommerzielle Anbau der verdnderten Pflanzen hat teilweise zu gréReren Problemen gefiihrt.
So kam es 1997 im amerikanischen Bundesstaat Mississippi zu Kapseldeformationen und -
abwiurfen bei transgener, glyphosatresistenter Baumwolle, was bei ca. 200 Farmern zu
groRen wirtschaftlichen Verlusten fihrte (HAGEDORN, 1997). Der Anbau von Bt-
Baumwolle erwies sich ebenfalls als nur bedingt erfolgreich. So traten bei Zielorganismen
Resistenzen auf und Teilresistenzen fuhren Anfélligkeiten von bis dato als unproblematisch
eingeschatzten Insekten nach sich (SADRAS, 1998). Die Befurchtung, dass durch den An-
bau transgener Bt-Baumwolle die Resistenzentwicklung bei Zielorganismen geférdert wird,
scheint sich offensichtlich zu bewahrheiten (PRAKASH, 1997). Die Hoffnung, den Pestizi-
deinsatz durch den Anbau transgener Baumwolle zu senken, ist neuesten Berichten zufolge
nicht realistisch. Die Zahlen weisen eher darauf hin, dass beim Anbau dieser Organismen
sogar héhere Mengen von Pestiziden zum Einsatz kommen (USDA, 1999). So wurden im
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Jahre 1997 in den Anbaugebieten Mississippi Portal und Southern Seaboard zwar bzgl. der
Bt-Zielorganismen erwartungsgemal weniger Insektizide eingesetzt als beim Anbau von
konventioneller Baumwolle, diese Einsparungen wurden aber durch den Einsatz anderer In-
sektizide Uberkompensiert, die gegeniiber Bt unempfindlichen Schadlingen wirken.

4.7.4  \Weitere Beispiele

In Canada fanden schon 1992 Freisetzungsversuche mit transgenen Pflanzen statt, die
eine gentechnisch vermittelte Resistenz gegen abiotischen Stress aufweisen sollen
(MCKERSIE et al., 1996). Alfalfapflanzen (Medicago sativa L.) waren mit einem Mangan-
Superoxiddismutasegen aus Nicotiana plumbiginofolia transformiert worden, um sie winter-
harter zu machen'®. Die Freisetzungsversuche fanden mit je zwei transgenen Linien statt,
bei denen das rekombinante Protein entweder zu den Chloroplasten oder den Mitochondrien
geschleust wird. Alle transgenen Pflanzen Uberstanden zwei aufeinanderfolgende Winter
besser als die nichttransgenen Kontrollen. Die erhthte Uberlebensrate fiihrte auch zu besse-
ren Ertrdgen. Die transgenen Pflanzen waren zudem bereits in der Saison vor dem ersten
Winter ertragreicher. Eine solche Fitnesssteigerung, ohne dass ein Winterstress vorlag, war
in Vorversuchen unter kontrollierten Bedingungen nicht gefunden worden. Mdglicherweise
sind die transgenen Pflanzen auch gegen Umsetzen und Wassermangel resistenter, da Su-
peroxiddismutase allgemein die Widerstandsfahigkeit gegen ,oxidativen Stress" erhdhen
soll. Dieser wird sowohl durch Frost als auch durch Sauerstoffmangel und Austrocknung
hervorgerufen (MCKERSIE et al., 1997).

BERGELSON et al. (1996) untersuchten an der Modellpflanze Arabidopsis thaliana (Acker-
schmalwand) den Effekt eines Herbizidresistenzgens auf die Fitness. Als Fitnessindikator
diente die Samenproduktion der Pflanzen im Freiland. Die Autorinnen verglichen transgene
Pflanzen mit dem Csr-1 Gen, das Resistenz gegen das Herbizid Chlorsulfuron vermittelt mit
Arabidopsis-Pflanzen, die dieses Gen aufgrund einer Mutation tragen, sowie mit Nullsegre-
ganten, die zweimal mit der herbizidempfindlichen Ausgangspflanze riickgekreuzt worden
waren. Auf diese Weise konnte ein starker Rickgang der Fitness (um 34 bis 40 %) eindeutig
pleiotropen Effekten des spezifischen Csr-1 Gens zugeschrieben werden. Der Fitnessverlust
tritt ohne Herbizidapplikation auf und ist nicht auf die Addition des zusatzlichen Gens an
sich zurickzufuhren. D. h. diese Versuche zeigen, dass Transgene keine ,genetische Bir-
de" bedeuten mussen.

Freilandversuche mit nichttransgenen Pflanzen verdeutlichen allerdings, dass die Samen-
produktion nur einer von mehreren Faktoren ist, die Uber den Ausbreitungserfolg von Pflan-
zen entscheiden (BERGELSON, 1994). In diesen Experimenten waren die Pflanzen inter-
spezifischer Konkurrenz ausgesetzt. Hier schnitten die — nichttransgenen — Arabidopsis-
pflanzen mit dem Csr-1 Gen ebensogut ab wie Kontrollpflanzen ohne dieses Gen, obwohl
letztere sehr viel mehr Samen bilden. Begrenzender Faktor war in diesen Versuchen der
Raum, der den Pflanzen bzw. Keimlingen zur Verfigung stand, und nicht die Samenmenge.

16\_/_Vinterharte ist Widerstandskraft gegen eine Kombination von Einfliissen wie Frost, Vereisung, Austrocknung,
Uberschwemmung und Krankheiten (MCKERSIE et al., 1997).
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4.8 Baume

Die Aktivitaten auf dem Gebiet transgener Baume haben in den letzten Jahren stark zuge-
nommen. Bis 1998 fanden offiziell weltweit 116 Freisetzungsversuche in 17 Staaten mit 24
verschiedenen Baumarten statt (s. Tab. 1). Neuere Zahlen sind nicht bekannt, da die Liste
der OECD seit 1998 nicht mehr aktualisiert wurde (OWUSU, 1999). Das zunehmende Pro-
blembewusstsein bzgl. transgener Organismen auf dem Nahrungsmittel-Sektor hat offen-
sichtlich eine Intensivierung der Aktivitaten seitens der Wirtschaft und Forschung in anderen
Bereich hervorgerufen. Hiervon sind auch Baume betroffen. Die Effekte, die man bei Bau-
men mit den Manipulationen erreichen will, sind u.a.:

» Lignin-Modifikation zwecks besserer Weiterverarbeitung fiir die Papierindustrie
» Verbesserung des Wachstums

* Herbizidtoleranz

e Schéadlingsresistenz

*  Produktvereinheitlichung

» Sterilitat
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Tab. 2. Freisetzungsversuche mit transgenen Baumen (Tab. aus OWUSU, 1999)

Baumart Jahr der ersten
Freisetzung
Zitterpappel, Aspe (Populus tremula) 1988
Schwarznul3 (Juglans nigra) 1989
Pappel (Populus spec.) 1989
Papaya (Carica papaya) 1991
Apfel (Malus domestica) 1991
Edelkastanie (Castanea sativa) 1992
Pflaume (Prunus domestica) 1992
Red river gum (Eucalyptus camaldulensis) 1993
Schwarz-Fichte (Picea mariana) 1993
Amberbaum (Liquidambar styraciflua) 1994
Schwarzpappel (Populus nigra) 1995
Sand- Hangebirke (Betula pendula) 1996
Amerikanische Kastanie (Castanea dentata) 1996
Orange (Citrus spp.) 1996
Blaugummibaum (Eucalyptus globulus) 1996
Fichte (Picea abies) 1996
Kiefer (Pinus spp.) 1996
Gemeine Kiefer (Pinus sylvestris) 1996
Acacia mangium (A. mangium) 1997
Monterey-Kiefer (Pinus radiata) 1997
Teak (Tectona grandis) 1997
Flooded gum (Eucalyptus grandis) 1998
Olive (Olea europea) 1998
Rosenkranzpappel (Populus deltoides) 1998
Quaking aspen (Populus tremuloides) 1998
Kirsche (Prunus avium) 1998

4.8.1 Beobachtete Effekte bei Freilandversuchen
4.8.1.1 Stabilitat der Expression

Das generelle Problem bei transgenen Organismen, die Stabilitdt der Expression, ist bei
Baumen aufgrund deren Langlebigkeit ein besonderes Problem. Bei Baumen konnten in
Freilandversuchen schon nach einem relativ kurzen Zeitraum Instabilititen nachgewiesen
werden. Dies war bereits aus Gewachshausversuchen bekannt (z.B. FLADUNG et al.,
1997a; FLADUNG, 1999). Welche Auswirkungen solche Effekte haben werden, ist durch die
Tatsache, dass Bdume mehrere hundert Jahre alt werden kdnnen, eine besonders heikle
Frage. Teilweise sind solche Reversionen auf den Verlust der entsprechenden Sequenzen,
zum anderen aber auch auf fehlende Expression trotz vorhandener Sequenz zurtckzufihren
(FLADUNG & KUMAR, 1999). Derartige Phdnomene sind auch in Freilandversuchen festge-
stellt worden. FLADUNG & MUHS (1999) wiesen nach, dass bei einem Freilandversuch mit
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Populus zwei Reversionen mit eindeutig verschiedenen Ursachen auftraten. Die Grunde
hierfir werden noch untersucht. Die Unsicherheiten beziiglich der Stabilitdt der Expressio-
nen (vor allem Uber einen langeren Zeitraum) weisen darauf hin, dass alle Konzepte, die
Uber eine transgen vermittelte Sterilitat der Pflanzen die Ausbreitung verhindern wollen, sehr
fragwurdig sind (s.u.).

4.8.1.2 Pleiotropie- und Positionseffekte

Auch Pleiotropie- oder Positionseffekte wurden bei Baumen unter Freilandbedingungen re-
lativ haufig beobachtet. Durch Gewéachshausexperimente war bereits bekannt, dass mit
einem 35S-rolC Promoter versehene Pappeln friher blihen kénnen als nicht-transgene
Kontrollgruppen (FLADUNG et al., 1999a). Dies kdnnte mit einem signifikant veranderten
Phytohormonlevel zusammenhangen, der bei diesen transgenen Pappeln beobachtet wurde
(FLADUNG et al., 1997b) und welcher allgemein eng mit dem Bluhverhalten von Pflanzen
verknupft ist. Auf dieses Risiko wurden die Genehmigungsbehorden vor einem Freiset-
zungsversuch in Schleswig-Holstein mit transgenen Pappeln hingewiesen (FLADUNG, pers.
Mit.). Bei einem 1996 begonnenen Freisetzungsversuch wurden dann auch nach 3 Jahren
an einer Pflanze weibliche Blutenknospen entdeckt. Natlrlicherweise bliihen Pappeln erst
nach ca. 8 Jahren. Die Bliten wurden entfernt und vernichtet, nachdem sie bei einer Routi-
neuntersuchung entdeckt worden waren. Das Risiko von Ausbreitungsmdglichkeiten bei
transgenen B&umen, das sich bei einem mannlichen Blutenstand ergeben wirde, ist auf-
grund der Hybridisierungsmdglichkeiten bei Pappeln (s.u.) immens. Auf weitere Pleiotro-
pieeffekte wird auch noch im Kapitel Resistenzen (s.u.) hingewiesen.

4.8.1.3 Mykorrhiza

Mykorrhiza, d.h. die mutualistische Beziehung zwischen Pflanzenwurzel und Pilz, hat eine
grol3e Bedeutung fur das Leben von Pflanzen, insbesondere auch fir Baume. Die Vorteile,
die sich durch diese Beziehung flir den Baum ergeben, sind unter anderem eine Verbes-
serung der Nahrstoffaufnahme durch OberflachenvergroRerung im Wurzelbereich, verbes-
serte Wasserversorgung und eine gro3ere Schwermetalltoleranz. Der Pilz wird im Gegenzug
vom Wirtsorganismus mit diversen Assimilaten versorgt. Inwieweit es hierbei zu horizontalen
Gentransfers (hGT) kommen kann, ist noch Forschungsgegenstand, konnte aber z.B. durch
HOFMANN et al. (1994) bei Aspergillus niger nachgewiesen werden. Bei diesem Gewdachs-
hausversuch wurden transgene, hygromycinresistente Pflanzen (u.a. Brassica napus, B. ni-
gra, Datura innoxia) mit dem Mykorrhizapartner A. niger kultiviert, wobei ein hGT beziglich
des Resistenzgens, aber auch anderer DNA-Sequenzen nachgewiesen werden konnte.
Ahnliche Effekte fanden BRYNGELSSON et al. (1988) bei dem parasitischen Pilz Plasmo-
diophora brassicae, wobei noch auf die Moglichkeit einer Ausbreitung durch diverse Hybridi-
sierungsmaoglichkeiten bei Pilzen hingewiesen wurde. Erste Untersuchungen an freigesetz-
ten Pappeln in Schleswig-Holstein in Bezug auf deren Auswirkung auf Mykorrhiza wiesen si-
gnifikante Unterschiede zwischen der Mykorrhizierung von transgenen und nicht-transgenen
Pflanzen auf (FLADUNG et al., 1999b), Ergebnisse Uber einen eventuellen hGT liegen noch
nicht vor, werden aber aktuell untersucht.

4.8.1.4 Hybridisierung

Die Hybridisierungsmdglichkeiten und damit dass Risiko der ungewollten Ausbreitung von
technisch verdnderten Gensequenzen, missen je nach Baumart unterschiedlich bewertet
werden. Es sind aber gerade bei den Gattungen Populus, Eukalyptus und Pinus - Gattungen
also, die intensiv gentechnisch bearbeitet werden - hohe Hybridisierungspotentiale bekannt.
Bei Populus beispielsweise sind in den nérdlichen, gemaRigten Zonen ca. 30 Arten mit zahl-
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reichen Hybriden bekannt. Fir Eukalyptus gilt dies in Australien bzw. Stidostasien entspre-
chend, wobei die Arten- und Hybridisierungszahl diejenigen von Populus noch bei weitem
Ubertreffen. Das Risiko einer Auskreuzung scheint entsprechend hoch. Bei einem Modell-
versuch in den USA konnten in der Nahe von 2 industriellen Populus trichocarpa X
P.deltoides Hybridplantagen (nicht transgen!) Auskreuzungen nachgewiesen werden. 3,8%
der in der N&he aufwachsenden Wildlinge waren Kreuzungen zwischen Mutter/Wild und
Vater/Hybrid mit gleicher Wuchs- und Etablierungsrate wie reinerbige Wildlinge (DIFAZIO et
al., 1999). Ahnliches konnte sich bei Eukalyptus ergeben, pflanzen sich diese doch, genau
wie Populus und Pinus, auch mit Pollen und somit Uber entsprechend grofe Distanzen hin
fort (SOUTHERTON et al., 1999). Einer transgen vermittelten Sterilitat, wie oft zur Vermei-
dung dieses Phénomens vorgeschlagen, ist aufgrund der schon oben erwahnten Unsicher-
heit im Bezug auf die Stabilitat der transgenen Expressionen mit Skepsis zu begegnen.

48.1.5 Insektenresistenz

In China werden Klone von Populus nigra in einem Freilandversuch auf ihre transgen her-
beigefiihrte Insektenresistenz und andere Effekte hin untersucht. Nach erfolgter Transfor-
mation konnten im Gewachshaus die Baume in 3 verschiedene Gruppen eingeteilt werden:

» Keine Resistenz gegenuber Zielorganismen trotz erfolgreichem Gentransfer, Habitus und
Wuchsverhalten unveréndert.

* Resistent, veranderter Blatthabitus, Stérung der Chlorophyllbiosynthese (gelbliche Blat-
ter), geringes Wachstum.

* Resistent gegenlber Zielorganismen, besseres Wuchsverhalten als nicht-transgene
Kontrollgruppen.

Baume dieser dritten Gruppe wurden im Freiland getestet. Bemerkenswerterweise konnten
nach 2 Jahren an diesen Pflanzen Fral3schaden ausgemacht werden, die von bis dato als
unbedeutend eingestuften Insekten verursacht worden waren. Die Resistenz gegeniber den
Zielorganismen hat also offensichtlich eine erhéhte Anfalligkeit gegentiber anderen Phyto-
phagen zufolge oder Mdglichkeiten fur sekundare Schadlinge erdffnet. Desweiteren konnten
an den Baumen vergroRerte Blatter und verédnderte Rindenstrukturen beobachtet werden.
Dies zeigt deutlich, dass eine Reihe weiterer Merkmale durch den gentechnischen Eingriff
verandert werden kénnen, die vorher nicht absehbar waren. (EWALD & HAN, 1999). Auch
bei einer friheren Untersuchung aus China an insektenresistenten Populus nigra im Freiland
wurde festgestellt, dass sich der gentechnische Eingriff auch auf die Blattmorphologie aus-
gewirkt hatte, ohne dass die Ursachen hierfir eindeutig geklart werden konnten (WANG et
al., 1996).

4.8.1.6 \Virusresistenz

Bei transgenen Pflaumenbaumen (Prunus domestica), welche ein virales Hullprotein expri-
mieren, konnte durch MALINOWSKI et al. (1998) bei einem Freilandversuch ein Resistenz-
durchbruch von PPV-S Viren nachgewiesen werden. Die generellen Risiken der Hiillpro-
teinstrategie (s.a. Kap. 4.5) scheinen bei Baumen aufgrund deren Langlebigkeit ein beson-
deres Risiko darzustellen.

Zur Schadlingsresistenz allgemein bleibt noch anzumerken, dass eine Vergleichbarkeit
selbst innerhalb derselben Art oftmals nicht gegeben ist, da sich durch die Ausbildung von
Okotypen seitens der Wirtsorganismen als auch der Schadlingspopulationen mit groRBer ge-
netischer Variabilitat Unterschiede in vielerlei Hinsicht ergeben kénnen (PERRY et al., 1996;
HE, 1998; KELLEY et al., 1999). Dies muss sowohl beim ,traditionellen* Waldbau, aber auch
beim Anbau transgener Baume bericksichtigt werden, insbesondere wenn diese zusatzlich
geklont und somit genetisch weitestgehend identisch sind.
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4.8.1.7 Ligninmodifikationen

Freisetzungsversuche mit Baumen, die hinsichtlich ihrer Ligninsynthese gentechnisch modi
fiziert worden sind, finden seit kurzem in China und in Frankreich statt. Ergebnisse Uber
eventuelle Auswirkungen liegen noch nicht vor, trotzdem sei hier kurz auf dieses Verfahren
eingegangen. Die Delignifizierung von Holz erfolgt durch die Papierindustrie mittels Sulfid-
bzw. Sulfatverfahren und erfordert einen grof3en wirtschaftlichen Aufwand mit teilweise er-
heblichen Umweltbelastungen. So wird nun nach Moglichkeiten gesucht, mittels gentech-
nischen Veranderungen Baume zu produzieren, welche schon im Holzaufbau derart veran-
dert sind, dass die Weiterverarbeitung fur die Papierindustrie entsprechend erleichtert wird.
Die Manipulationen befinden sich noch im experimentellen Stadium. Es wird an der Veréande-
rung diverser Syntheseschritte gearbeitet, deren Stoffwechselweg hochkomplex und teilwei-
se noch nicht aufgeklart ist (BOUDET et al., 1998). Lignin spielt eine wichtige Rolle fur die
Pathogenabwehr von Baumen und auch hier sind noch viele Fragen ungeklart (FINK, 1999),
Veranderungen der Ligninsynthese hin zu einer Delignifizierung kdnnten mit einer erhdhten
Pathogenanfalligkeit korreliert sein. Uber Veranderungen des Ligninstoffwechsels werden
auch weitere sekundéare Pflanzeninhaltsstoffe wie z.B. der Gehalt einzelner Pflanzenhormo-
ne oder phenolischer Komponenten beeinflusst (BOUDET et al., 1998). Dann lasst sich nicht
ausschlief3en, dal3 z.B. auch das Wuchsverhalten und die Blutenbildung verandert werden.

4.8.1.8 Zusammenfassung

Durch die Mehrjahrigkeit von Baumen ergeben sich grol3e Unsicherheiten hinsichtlich der
Okologischen Risikoanalyse. Baume zeichnen sich zudem durch eine hohe Plastizitat hin-
sichtlich ihrer Wechselwirkung mit den jeweiligen Umweltbedingungen aus. Das bedeutet,
dass Baume mit identischer genetischer Ausstattung (z.B. Klone) sich je nach Standort
hochsignifikant in ihrem Phanotyp unterscheiden kénnen. Somit lassen sich beobachtete
Effekte nur sehr bedingt auf andere Standorte Ubertragen. Dies gilt sowohl fir biotische als
auch fur abiotische Umweltfaktoren. Die oben aufgewiesenen Unsicherheiten der Expres-
sionen, ein hohes Hybridisierungspotential bei den gentechnisch veranderten Baumarten
und noch erhebliche Wissensdefizite bzgl. des natlrlichen Gentransfers weisen auf einen
erheblichen Forschungsbedarf hin. Beim Vergleich mit historischen Analysen, die sich auf
Risikopotentiale von Neophyten beziehen, ergibt sich durch die Tatsache, dass zwischen
Ausbringung und spontaner Ausbreitung von derartigen Organismen und gerade auch bei
Baumen Zeitraume von Jahrzehnten bis Jahrhunderten liegen kénnen, ein zusatzlicher Un-
sicherheitsfaktor (KOWARIK 1999).

49 Tiere

49.1 Allgemeine Recherche vor dem Hintergrund der erwarteten Effekte

Zur Zeit wird intensiv daran gearbeitet, Tiere gentechnisch zu verandern. Bei der gentechni-
schen Veranderung werden je nach Tierart verschiedene Ziele verfolgt. Landwirtschaftliche
Nutztiere sollen mit Hilfe der Gentechnik so verandert werden, dass sie selber krankheitsre-
sistent sind, Medikamente in der Milch produzieren bzw. um fur die Xenotransplantation Or-
gane bereitzustellen. Diese Forschungen stehen jedoch noch am Anfang. Einer kommer-
ziellen Nutzung wesentlich naher (s. z.B. IDEL 1998) sind transgene Fische, die vor allem
mit den Zielen, das Wachstum zu beschleunigen, das Endgewicht zu erhéhen oder die
Frostresistenz zu steigern, gentechnisch verdndert werden. Weltweit wurden schon ver-
schiedene Fischarten, wie Lachse, Forellen, Karpfen, Welse, Medaka, Zebrafische,
Schmerlen, Hechte, Schwerttrager und Goldfische gentechnisch veréndert (HANKELN &
SCHMIDT, 1997). Ein weiteres wichtiges Feld im Bereich Gentechnik bei Tieren ist die Her-
stellung von transgenen Insekten, vor allem Moskitos, die Krankheiten, wie z.B. Malaria
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oder Denguefieber auf den Menschen Ubertragen kénnen (BAYMANN & TAPPESER, 1996).
Es gibt aber auch Bestrebungen, Nitzlinge (Insekten und andere Arthropoden) mit Genen
auszustatten, die Toleranz gegen haufig verwendete Pestizide verleihen, um so Nichtziel-
Effekte der chemischen Schadlingsbek&dmpfung zu verringern (HANKELN & SCHMIDT,
1997).

Bei Tieren hat es im Gegensatz zu Pflanzen bisher nur wenige Freisetzungen gegeben.
Analog der in Kapitel 4.3 schon weiter ausgefiihrten Methodik wird in diesem Kapitel der
aktuelle Stand des Wissens uber mogliche Auswirkungen der Freisetzungen von transgenen
Tieren zusammengefasst. Vor diesem Hintergrund werden nur Freisetzungsversuche aus-
gewertet, die auf mogliche Umweltschaden bei zukinftigen Freisetzungen hinweisen.

4.10 Tiere, fallspezifisch

Da fir landwirtschaftliche Nutztiere eine unkontrollierte Ausbreitung zum jetztigen Zeitpunkt
wenig wahrscheinlich ist, wird bei den Fallbeispielen hauptsachlich auf Freisetzungsversuche
mit transgenen Fischen eingangen.

4.10.1 Transgene Fische

Die andauernden Uberfischungen der Weltmeere und die Sorge um die zukiinftige Versor-
gung der Erdbevélkerung mit Nahrung hat in den letzten Jahren zu einer Intensivierung der
Forschung und Entwicklung von transgenen Fischen gefihrt. In diesem Zusammenhang
wird auch von der ,blauen Revolution“ gesprochen (MARTINEZ, 1997). Neben Fischen wer-
den hierbei auch Krustentiere, Muscheln, Seeigel und Algen modifiziert. An dieser Stelle soll
aber nur auf Fische eingegangen werden, da bei diesen die Entwicklung bzgl. gentechni-
scher Eingriffe am weitesten fortgeschritten ist. Zudem werden Fische fur die ersten gen-
technisch modifizierten Tiere gehalten, die fir den menschlichen Verzehr in Verkehr ge-
bracht werden konnten (HEW & FLETCHER, 1997). Die Eigenschaften, die bei Fischen
durch gentechnische Eingriffe erreicht werden sollen, sind u.a.:

» Erh6hung und Verbesserung des Wachstums

» erhohte Kéltetoleranz

o Sterilitat

» Schadstofftoleranz

» Krankheitsresistenz

* Verbesserte Fleischqualitat (z.B. Farbung, Fettanteil, Geschmack).

Am weitesten fortgeschritten sind die Modifikationen in Bezug auf Wachstumssteigerung
durch Integration von Wachstumshormongenen und die Beeinflussung der Kéaltetoleranz, die
z.B. durch die Ubertragung von fur Anti-Frost-Proteine (AFP) codierenden Gensequenzen
erreicht wird. Dartber hinaus werden Erkenntnisgewinne uber genetische Regula-
tionsmechanismen allgemein erwartet. Die Fischarten, die gentechnisch veréandert werden,
sind in folgender Tabelle aufgefiihrt (in teilweiser Anlehnung an PIKER et al., 1998).
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Tab 3:

Ubersicht transgener Fischarten

deutscher Name:

Wissenschaftl. Name:

Nattrliche Herkunft:

Haltung. Region:

Atlantischer Lachs
Regenbogenforelle

Pazifischer Lachs
Hecht
Zebrafisch

Karpfen, inkl.
Zuchtformen

Goldfisch
Graskarpfen

europaischer
Schlammpeitzger

getupfelter Gabelwels

Raubwels
Alaska-Pollack, Mintai

Medaka, Reisfisch
Schwertkarpfling
Goldbrasse

WeilRe Stumpfnase
Roter Tai, Akadei

Tilapia
Zebrabuntbarsch

Salmo salar

Oncorhynchus mykiss
(Salmo gaidneri)

Onchorynchus spp.
Esox lucius
Brachydanio rerio
Cyprinus carpio

Carassius auratus

Ctenopharyngodon
idella

Misgurnus fossilis
Ictalurus punctatus

Clarias gariepinus

Theragra
chalcogramma

Oryzias latipes
Xiphophorus spp.
Sparus aurata

Rhabdosargus glo-
biceps

Chrysophris (Pagrus)
major

Oreochromis sp.

Cichlasoma
nigrofasciatum

Nordatlantik
ostl. Nordpazifik

Nordpazifik

Eurasien, Nord-amerika
Ostl. Vorderindien
Eurasien

Ostasien
China

Europa
Nordamerika

Afrika
Nordpazifik

Japan
Mittelamerika, Mexiko
Mittelmeer, Rotes Meer

Sudafrika
Japan

Afrika, Vorderasien
Guatemala

Nordeuropa, Chile,
Nordamerika

weltweit

SiRwasser weltweit
Weltweit
Weltweit

Weltweit
Eurasien

Europa
Nord- und

Mittel-amerika
Afrika

in Aquarien weltweit
Mittelmeer,

Rotes Meer
Israel

Weltweit
Weltweit

Uber die Auswirkungen einer kommerziellen Nutzung und Freisetzung, d.h. Einbringung in
Zuchtteiche oder Netzkafigfarmen (sog. Aquafarming) von transgenen Vertretern dieser Ar-
ten liegen noch keine Veroffentlichungen vor, doch lassen Laborversuche und die versuchs-
weise Haltung in geschlossenen Zuchtbecken einige Ruckschlisse auf dkologische Risiken
zu.

4.10.1.1 Pleiotropieeffekte

Die diversen gentechnischen Veranderungen bei Fischen gehen mit z.T. gro3en Pleiotro-
pieeffekten einher. GroRe Wachstumssteigerungen bei transgenen Lachsen und Schlamm-
peitzgern hatten u.a. extreme Kopf- und andere Korperdeformationen sowie veranderte
Fettablagerungen zur Folge. Der Wachstumshormonhaushalt wird durch den gentechni-
schen Eingriff generell verandert (DUNHAM, 1999). Vergrol3erte Kiemenoberflachen gehen
mit einer erhdhten Sauerstoffaufnahme einher (STEVEN & SUTTERLIN, 1999). Hierbei
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wurde festgestellt, dass bei einer Vergréf3erung der Kiemenoberflache um den Faktor 1,24
bei transgenen Lachsen die Sauerstoffaufnahme bei diesen um den Faktor 1,6 hoher lag als
bei Kontrollgruppen. Versuche bei Tilapia, ebenfalls bzgl. Wachstumshormone modifiziert,
zeigten dass bei diesen im Vergleich zu Kontrollgruppen eine veranderte Aminosaure- und
Cholesterinzusammensetzung auftrat (MARTINEZ et al., 1999). Transgene Karpfen wiesen
gegeniuber Kontrollgruppen einen erhdhten Proteingehalt, einen reduzierten Fett- sowie
Wassergehalt im Fleisch, eine signifikant verdnderte Aminosaurenzusammensetzung
(CHATAKONDI et al., 1995) und eine verénderte Nahrungsverwertung auf (FU et al., 1998).
Ahnliche Effekte ergaben sich bei transgenen Welsen (DUNHAM, 1996a).

Eine Ubersicht tiber aufgetretene, korperliche Deformationen bei transgenen Fischen bietet
PANDIAN et al. (1999). Demnach traten auf:

e Tumore

» veranderte Flossen- und Wirbelformen

» Schadeldeformationen

e abnormes Kiemenwachstum

+ fehlende Kérpersegmente

» verkimmerte Nacken- und Schwanzformen.

FARRELL et al. (1997) beschreiben eine starke Verschlechterung der Schwimmfahigkeit bei
transgenen Lachsen. Durch Modifikationen im Bezug auf Wachstumshormone scheinen sich
in der gesamten Ontogenese der Fische generell unvorhergesehene Auswirkungen zu erge-
ben (OSTENDFELD et al., 1998). GUILLEN et al. (1999) wiesen bei transgenen Tilapia im
Vergleich zu Wildformen derselben Art ein verdndertes Fral3- und Sozialverhalten nach.
Auch bei transgenen Regenbogenforellen konnten verénderte Verhaltensweisen festgestellt
werden. So wurde nach simulierten Reiherangriffen festgestellt, dass transgene Forellen
schneller wieder in obere Gewésserzonen eindringen, friiher mit Fressen beginnen und ge-
nerell mehr Nahrung zu sich nehmen (JONSSON et al., 1996). DEVLIN et al. (1994, 1995)
erreichten bei atlantischen Lachsen, die ein artfremdes Wachstumshormongen exprimierten,
in der ersten Generation eine Wachstumssteigerung von 100 bis 600%. Die Genexpression
wurde bei deren Nachkommen nur noch bei 2,2 bis 18,9% der Tiere aufrecht erhalten. Diese
zeigten eine abnorme, grine Verfarbung und im weiteren Verlauf des ersten Lebensjahres
diverse korperliche Deformationen. Nach einem Jahr verstarkten sich die Deformationen und
die Tiere starben. Uber Pleiotropieeffekte hinaus ergeben sich also offensichtlich auch Pro-
bleme mit der Stabilitat der Expressionen (s.u.).

4.10.1.2 Stabilitat der Expressionen

Die Stabilitat der Genexpressionen ist bei transgenen Fischen ein noch bei weitem nicht ge-
|0stes Problem. Laut PANDIAN et al. (1999) liegt bis dato noch keine einzige wissenschatftli-
che Publikation vor, die eine stabile Aufrechterhaltung der Genexpression in Bezug auf
Wachstumssteigerung in der F;-Generation nachweisen kénnte. Sogar der Nachweis der
Genexpression an sich ist z.T. noch ungeldst. Versuche, bei denen Wachstumssteigerungen
nachgewiesen werden konnten, gehen oftmals mit geringer Uberlebensrate, einer hohen
Deformationsfrequenz und verringerter Vermehrungsrate einher (s.0.). Daneben ist Mosai-
zismus, d.h., dass innerhalb eines modifizierten Individuums sowohl Zellen mit als auch ohne
die Ubertragenen Gensequenzen vorkommen, ein bei allen transgenen Fischen vorkom-
mendes Phanomen. Dabei variiert die Anzahl der Zielgensequenzen von Zelle zu Zelle, Or-
gan zu Organ und von Individuum zu Individuum. Gerade bei Ubertragenen Wachstumshor-
mongenen gibt es hierfir einige Beispiele, u. a. konnte dieses Phanomen bei Welsen, Ze-
brafischen und Karpfen festgestellt werden.
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4.10.1.3 Weitere Risikoaspekte

Die fur die potentiellen 6kologischen Auswirkungen von transgenen Fischen entwickelten
Szenarien reichen von aulRlerst optimistischen, sowohl der bedrohten aquatischen Tierwelt
als auch der Weltbevolkerung nitzenden Vorstellungen (SUTTERLIN et al., 1996) bis hin zu
Computermodellen, die zu dem Schluss gelangen, dass ein einziger transgener Fisch zur
Ausrottung einer kompletten Fischpopulation fihren kann (MUIR & HOWARD, 1999). Fest
steht, dass durch die herkémmlichen Haltungsformen bei kommerziellen Fischzucht-
betrieben ein Entweichen von Individuen bzw. deren Brut haufig vorkommt und sehr schwer
zu verhindern ist. Dies hat bereits zu Beeintrachtigungen wild lebender Populationen gefiihrt
und kann sowohl deren Bestande gefahrden (HINDAR et al., 1991) als auch negative Aus-
wirkungen auf die aquatischen Biozonosen generell haben (HINDAR, 1993). Bei transgenen
Fischen ist durch die oben aufgezeigten Effekte einerseits eine Veranderung des Nahrungs-
spektrums in Qualitat und Quantitat zu erwarten, da die extrem wachsenden Individuen ein
verandertes Fral3verhalten an den Tag legen, andererseits besteht durch die Modifikation
bzgl. der Frostresistenz die Mdglichkeit einer Erweiterung der potentiell nutzbaren Habitate
und eine daraus folgende Beeintrachtigung der natirlicherweise an kalte Gewasser ange-
passten Arten. Auch das Konkurrenzverhalten und die sexuelle Selektion werden durch die
haufig Uberdurchschnittlich groRen, transgenen Fische verandert. Untersuchungen uber
mdgliche Auswirkungen auf Pradatoren und andere Mitglieder der aquatischen Biozénosen
liegen noch nicht vor. Dem Verfahren einer transgen herbeigefuhrten Sterilitat, um die Mog-
lichkeit einer Auskreuzung zu verhindern, ist auch bei Fischen mit Skepsis zu begegnen. So
ist bis heute weder durch ,traditionelle” noch durch gentechnische Methoden eine 100% Ste-
rilitat erreicht worden. Bei Welsen wurde festgestellt, dass sich transgene Individuen pro-
blemlos mit nicht-transgenen Individuen kreuzten (DUNHAM, 1996b). Ein ungewollter
Transfer der modifizierten Gensequenzen in natirliche Populationen ware demnach nicht
auszuschlieRen. Eine ausfiuhrliche Zusammenfassung potentieller Risiken bei der Freiset-
zung aquatischer Organismen findet sich anschaulich bei PIKER et al. (1998).
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RECHERCHEMETHODIK

Zur Bearbeitung der im Gutachten zu bearbeitenden Themenstellung wurden folgende Re-
cherchewege genutzt:

Auswertung der auf nationalen und internationalen Tagungen vorgestellten und in Ta-
gungsbanden publizierten Begleitforschungsprojekte zu Freisetzungen von transgenen
Organismen [z.B. die Tagungen , The Biosafety Results Of Field Releases Of Transgenic
Organisms” (CASPAR & LANDSMANN, 1992; JONES, 1994; MATSUI, 1997), das 1997
in Hannover abgehaltene Fachgespréch ,Stand der Sicherheitsforschung zur Freiset-
zung gentechnisch veranderter Pflanzen" (BUNDESGESUNDHEITSBLATT 41, 1998)
oder der BMBF-Workshop ,Freisetzungsbegleitende Sicherheitsforschung mit gentech-
nisch veranderten Pflanzen und Mikroorganismen" (BRAUNSCHWEIG, 1999)]. Wurden
Forschungsergebnisse publiziert, die auf einen Umwelteffekt von GVO hinweisen, wurde
gezielt versucht, den weiteren Fortgang der Untersuchungen zu ermitteln. Dazu wurden
teils direkt die betreffenden Forschergruppen befragt, teils wurde in Datenbanken und
dem Internet mit den Autorinnennamen und geeigneten Stichworten recherchiert.

Auswertung von Publikationen, in denen der neueste Stand des Wissen zu Freisetzun-
gen von transgenen Pflanzen zusammengefasst wird (z.B. FORSTER, 1998; SCHUTTE
et al., 1998a,b).

Recherche in Datenbanken (Current Contents, Medline, Biosys) und im Internet mit ge-
eigneten Stichworten und Autorinnennamen

Anfragen bei den Konzernen Monsanto, Novartis und AgrEvo, um herauszufinden, wel-
che Forschungsprojekte dort zur Thematik des Gutachtens bisher durchgefihrt wurden
bzw. aktuell laufen und welche Ergebnisse bisher erzielt wurden.

Befragung von europdischen Forschungsinstituten wie z.B. BBA/Deutschland, INRA/
Frankreich, John Innes Institute/GroRbritannien, CCRO/ Niederlande.’

Direkte Befragung von Forschungsgruppen, die im Rahmen des US-amerikani-
schen Forschungsprogramms ,USDA"s Biotechnology Risk Assessment Research”
Forschungsprojekte durchgefihrt haben. (Dokumentiert unter:
http//nbiap.biochem.vt.edu/brag/cris. html).

Anfragen bei der Union of Concerned Scientists (USA)

Anfragen an Forschungsinstitute /oder -institutionen in den Landern des Sidens,
z.B. CSIRO, CIMMYT, IRRI, ISAAA.*

" CCRO: Coordination Commission Risk Assessment Research; BBA: Biologische Bundesanstalt fur Land-und

Forstwirtschaft, Braunschweig, Deutschland; INRA: Institut National de la Recherche Agronomique, Frankreich

8 CSIRO: Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation; CIMMYT: International Maize And

Wheat Improvement Center, Mexiko; IRRI: International Rice Research Institute., Manila, Philippinen; ISAAA:
International Service for the Aquisition of Agri-Biotech Applications
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Erfolgreiche Recherchewege:

Datenbanken mit geeigneten Stichworten
Auswertung von Tagungsbénden
Mailinglisten (aufwendig)

E-mail-Kontakte bei konkreten Anfragen zu einem durchgefiihrten Freisetzungsversuch.

Unverd6ffentlichte Ergebnisse sind in der Regel nicht zu bekommen!
Anfragen bei Behorden und Firmen blieben meist ohne Erfolg!
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