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1 EINLEITUNG

Trotz weltweit steigender Anbauflachen gentechnisch veranderter Organismen
(GVO) wird die gezielte Ubertragung einzelner Gene in Pflanzen mit Hilfe der
Gentechnik sowie deren Anbau von Wissenschaftlern, Politikern und Verbrauchern
nach wie vor kontrovers diskutiert. Den Argumenten der Beflrworter der soge-
nannten 'griinen’ Gentechnik, die einen innovativen Ansatz fir mehr Nachhaltigkeit in
der pflanzlichen Produktion sehen - z.B. durch eine Resistenz gegenuber Schad-
organismen, sich daraus ergebende geringere Produktionskosten und bessere
Umweltvertraglichkeit durch eine Reduzierung der Aufwandmengen chemischer
Pflanzenschutzmittel, eine Steigerung der landwirtschaftlichen Produktion oder die
qualitative Verbesserung der Ernteprodukte — stehen Unsicherheiten und Angste
gegenuber moglichen unerwarteten Folgen der Freisetzungen gegenuber wie z.B.
die Ausbildung von Antibiotikaresistenzen, die Auslosung von Allergien oder eine
unkontrollierbare Ausbreitung in verwandte Pflanzenarten (vertikaler Gentransfer)
oder in Bakterien (horizontaler Gentransfer).

Auf Grund der bisher weltweit gesammelten Erfahrungen beim Anbau transgener
Kulturpflanzen und des sich als relativ gering eingeschatzten Risikos, das von ihnen
ausgeht, haben sich die EU-Mitgliedstaaten mit Verabschiedung der Europaischen
Freisetzungs - Richtlinie 2001/18/EG darauf verstandigt, den kommerziellen Anbau
gentechnisch veranderter Pflanzen zuzulassen. Anbaubegleitend mufl} jedoch ein
Umweltbeobachtungsprogramm zur Erfassung moglicher unerwarteter und unvor-
hersehbarer Langzeitfolgen durchgefuhrt werden. Relevante Parameter fur dieses
sogenannte Monitoring werden derzeit noch von verschiedenen Arbeitsgruppen
erarbeitet.

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des Projekts 'Bestimmung der Halbwerts-
zeit transgener Kulturpflanzen in der Umwelt' am Lehrstuhl fur Pflanzenzichtung der
TU Munchen durchgefuhrt. Dieses ist ein Teil eines vom bayerischen Umwelt-
ministerium geférderten Monitoring-Verbundprojektes in Zusammenarbeit mit dem
Landesamt fur Umweltschutz (Augsburg), der Bayerischen Landesanstalt fur
Landwirtschaft (Freising) und der Technischen Universitat Munchen.

Die Schwerpunkte der vorliegenden Dissertation waren die Ermittlung der Auskreu-
zungsraten von transgenem, herbizidresistentem Raps in unmittelbar benachbarte

konventionelle Rapsbestande sowie die Untersuchung seines Persistenzverhaltens
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unter landwirtschaftlichen Praxisbedingungen. Desweiteren wurden die fir die Pol-
lenverbreitung relevanten Parameter ermittelt. Die gewonnen Daten sollen dabei als
Grundlage fur die Entscheidungsfindung wissenschaftlicher und politischer Gremien

bei der Entwicklung eines praktikablen Monitoringkonzeptes dienen.

1.1 Gentechnisch veranderte Pflanzen

Unter gentechnisch veranderten Pflanzen bzw. Organismen (GVO) versteht man
nach Artikel 2 der Europaischen Freisetzungs - Richtlinie 2001/18/EG Pflanzen bzw.
Organismen, deren genetisches Material auf eine Weise verandert wurde, wie es
unter naturlichen Bedingungen durch Kreuzung oder naturliche Rekombination nicht

vorkommt.

1.1.1 Entwicklung der Anbauflachen transgener Kulturpflanzen

1994 wurde in den USA mit der von der Firma Calgene entwickelten FlavrSavr™-
Tomate die erste gentechnisch veranderte Pflanze zum kommerziellen Anbau und
zur Vermarktung zugelassen. Seither stieg die Anbauflache gentechnisch verander-
ter Pflanzen kontinuierlich mit jahrlich zweistelligen Zuwachsraten auf weltweit
81 Mio. ha im Jahr 2004. Dies entspricht einer Steigerung von 20 % gegenuber dem
Vorjahr (JAMES, 2004).

90
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Abbildung 1: Entwicklung der globalen Anbauflache gentechnisch veranderter Pflanzen
(Quelle: JAMES, 2004)
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Im Jahr 2004 bauten schatzungsweise 8,25 Mio. Landwirte in siebzehn Landern
transgene Nutzpflanzen an (Tabelle 1). 99 % der globalen Anbauflache von GVO
entfallen dabei derzeit auf nur acht Lander: USA (59 %), Argentinien (20 %), Kanada
(6 %), Brasilien (6 %), China (5 %), Paraguay (2 %), Indien (1 %) und Sudafrika
(1 %). Den grofiten prozentualen Zuwachs der jahrlichen Anbauflache verzeichnete
dabei Indien (+ 400 %).

Tabelle 1: Verteilung der weltweiten GVO-Anbauflache 2004

Land Anbauflache ( Mio. ha) Anteil an weltweiter GVO-Anbauflache (%)
USA 47,6 59
Argentinien 16,2 20
Kanada 54 6
Brasilien 5,0 6
China 3,7 5
Paraguay 1,2 2
Indien 0,5 1
Sudafrika 0,5 1
Uruguay 0,3 <1
Australien 0,2 <1
Rumanien 0,1 <1
Mexico <0,1 <1
Spanien <0,1 <1
Phillipinen <01 <1
Kolumbien <0,1 <1
Honduras <0,1 <1
Deutschland <0,1 <1

Quelle: JAMES, 2004

Die weltweit wichtigsten Kulturarten, von denen derzeit gentechnisch veranderte
Sorten angebaut werden, sind Soja, Mais, Baumwolle und Raps (Tabelle 2).
Transgene Sorten machen bereits 29 % der weltweiten Anbauflache dieser vier
Kulturen aus. Der Anteil der Anbauflache transgener Pflanzen an der weltweiten

landwirtschaftlich genutzten Flache im Jahr 2004 betrug 5 %.

Tabelle 2: Anbauflachen der wichtigsten transgenen Kulturpflanzen 2004

Kulturart GVO-Anbauflache Verdnderung GVO-Anteil an jeweiliger Anteil an globaler GVO-

weltweit (Mio. ha) ggii. Vorjahr (%) Gesamtanbauflache (%) Anbauflache (%)
Soja 48,4 +17 56 60
Mais 19,3 +25 14 23
Baumwolle 9,0 +25 28 11
Raps 4,3 +20 19 6

Quelle: James, 2004
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1.1.2 Die wichtigsten transgenen Eigenschaften

Herbizidresistenz

Seit Beginn der Kommerzialisierung transgener Pflanzen ist Herbizresistenz die am
weitesten verbreitete transgene Eigenschaft, da sie relativ leicht zu Ubertragen und
wirtschaftlich am interessantesten ist (KERLAN et al., 1992; RAYBOULD & GRAY, 1993).
Mit Breitbandherbiziden, gegen die entsprechende Kulturpflanzen resistent sind,
kann die Begleitvegetation effektiv beseitigt werden, ohne die GVO selbst zu
schadigen. Der Vorteil fur den Landwirt liegt darin, daf} die Applikation des Herbizids
weniger haufig stattfinden mul® und der Anwendungszeitpunkt flexibler zu gestalten
ist als bei konventionellen Herbiziden, die nur bestimmte Arten der Begleitvegetation
erfassen. Eine gentechnisch vermittelte Resistenz gibt es derzeit gegenuber Herbi-
ziden mit den Wirkstoffen Glyphosat, Glufosinate-Ammonium, Bromoxynil und
Sulfonylharnstoff (MARIANI et al., 1990; KERLAN et al., 1992; BROWN & BROWN, 1996).
2004 machten herbizidresistene Pflanzen 72 % der Anbauflache von GVO aus
(JAMES, 2004).

Insektenresistenz

Bacillus thuringiensis (Bt) ist ein insektenpathogenes Bakterium, dessen Endotoxine
auf bestimmte FraRinsekten wie Schmetterlinge, Kafer und Zweiflugler todlich wirken.
Da sich Bt-Toxine durch eine sehr selektive Wirkung gegenuber Insekten und eine
geringe Persistenz im Okésystem auszeichenen, gelten sie als nitzlingsschonend
und werden seit Jahrzehnten als fermentativ erzeugte Bt-Praparate, bestehend aus
Bakteriensporen und Toxinen, sowohl in der konventionellen als auch in der
Okologischen Landwirtschaft eingesetzt.

Durch die Ubertragung eines bakteriellen Bt-Endotoxingens in das Genom einer
Pflanze (z.B. die haufig verwendeten Gene flir die Proteine Cry1Ab, Cry1Ac und
Cry9c) wird diese dazu befahigt, das Toxin selbst zu produzieren. Je nach Ubertra-
genem Bt-Gen und verwendetem Promotor differieren die transgenen Pflanzen
sowohl bei der Menge des Bt-Toxins als auch bei dessen Verteilung in der Pflanze,
z.B. im Stengel oder im Pollen. Das Bt-Toxin wird von den Schadlingen durch Fraf3
an der Pflanze aufgenommen und entfaltet seine Wirkung im Verdauungstrakt, indem
das Protein aktiviert und anschliefend an spezifische Rezeptoren an der Darmwand
gebunden wird. Durch die Bindung des Bt-Proteins an den Darm entstehen

Perforationen in der Darmwand, wodurch die Darmfunktion erheblich gestort wird.
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Dies fuhrt zu einer Fresslahmung und dem Tod des Schadlings innerhalb von 72
Stunden (MONSANTO, 2001). Die erste Bt-Mais-Sorte wurde 1995 in den USA fir den
kommerziellen Anbau zugelassen (KAROzzI & KozleL, 1997). Neuere transgene
Maissorten mit den Transformationsevents MON810 oder Bt11 (Handelsname
YieldGard®) produzieren mit 90 ng Cry1Ab-Protein/g Trockenmasse Pollen deutlich
geringere Mengen des Bt-Toxins als friihere Sorten (EPA, 2001).

Die einzelnen transgenen Kulturpflanzen produzieren Bt-Proteine, die jeweils nur fur
bestimmte, kulturartspezifische Insekten schadlich sind. Gentechnisch vermittelte
Insektenresistenz wird hauptsachlich bei Mais und Baumwolle eingesetzt. Bt-Mais
z.B. produziert ein Bt-Protein, das den Verdauungstrakt des Maiszinslers (Ostrinia
nubilalis Hubner), des wichtigsten Schadlings im Maisanbau, zerstort. Bt-Baumwolle
produziert ein Protein gegen den Baumwollkapselwurm (Helicoverpa armigera
Hubner).

19 % der GVO-Anbauflache entfallen auf Pflanzen mit Insektenresistenz, und zwar
hauptsachlich auf Bt-Mais. Zunehmende Bedeutung gewinnen v.a. bei Mais und
Baumwolle Sorten mit beiden transgenen Eigenschaften (sogenannte 'stacked
genes'), die derzeit 9 % der GVO-Anbauflache ausmachen (JAMES, 2004).

Virus- und Pilzresistenz

Ein weiterer wichtiger Bereich des Pflanzenschutzes durch Gentechnik ist
Virusresistenz, da Virusinfektionen noch immer zu erheblichen Ernteverlusten fuhren
und gegen Viruserkrankungen bei Pflanzen keine direkten chemischen Bekam-
pfungsmalRnahmen zur Verfligung stehen. Ansatze der Gentechnik sind u.a. eine
Immunisierung der Wirtspflanze uber die Produktion eines Hullproteins durch die
Pflanze oder die Unterbindung der viralen Hullprotein-Produktion durch Antisense-
Konstrukte (PRAVEE et al., 2005).

Im Bereich der Resistenzen gegen pilzliche Schaderreger wurden ebenfalls bereits
erfolgversprechende Transformanten hergestellt, die allerdings noch keine Marktreife
erlangt haben (BORNHOFF et al., 2004; www.transgen.de).

Veranderte Pflanzeninhaltsstoffe
In Zukunft werden GVO mit veranderter Zusammensetzung von Inhaltsstoffen von
zunehmender Bedeutung sein, z.B. Raps mit modifiziertem Fettsauremuster

(KNUTZON et al., 1992; CHARLES & ULRICH, 1993; KINNEY, 1996; FAccIOTTI et al.,
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1999) und Kartoffeln mit veranderter Starkezusammensetzung (SCHWALL et al., 2000)
oder erhéhten Mengen gesundheitsférdernder Substanzen wie Zeaxanthin (LUBECK
et al., 2002). Neben der Verwendung in der menschlichen und tierischen Ernahrung
spielt dies v.a. im Bereich der nachwachsenden Rohstoffe eine grof3e Rolle.

Grole Erwartungen setzt die Industrie auch in das sogenannte 'Gene oder Molecular
Farming', bei dem Pflanzen medizinisch verwendbare Proteine, z.B. fur Medikamente
und Impfstoffe, produzieren (DALE et al., 1993; ARAKAWA et al., 1997; FISCHER &
EmMANS, 2000; STOGER et al., 2005). Besonders Tabak ist hierfur gut geeignet, da er
leicht zu transformieren ist, grole Mengen Blattmaterial produziert und nicht in die

Nahrungskette gelangen kann.

Mannliche Sterilitat

FUr die Herstellung von Hybridsaatgut ist bei vielen Kulturpflanzen wie zum Beispiel
Raps und Mais zur Verhinderung einer Selbstbefruchtung die Kastration der
Mutterlinien notwendig, um eine Selbstbefruchtung zu verhindern. Eine gentechnisch
vermittelte mannliche Sterilitat wird bei Mais und Raps dadurch erreicht, dal} das
Enzym Barnase mit einem antherenspezifischen Promotor gekoppelt wird (BOTTER-
MANN, 1996). Barnase wird somit nur in den Tapetumzellen exprimiert, wo es die
normale Zellaktivitit hemmt und die Pollenbildung verhindert. Mit diesem System
gekoppelt ist eine sogenannte 'fertility restoration' Komponente, die aus dem gleichen
Promotor mit dem Enzym Barstar besteht und die Barnase hemmt. Bei der Kreuzung
der mannlich sterilen Mutterlinien mit Vaterlinien, die die 'fertility-restoration' Kompo-
nente enthalten, entstehen fertile Samen. Das Barnase/Barstar-System ist zur
Identifizierung der Transformanten mit Herbizidresistenz gekoppelt und wird fur die
Kulturen Raps und Mais unter dem Handelsnamen SeedLink® vertrieben (AVENTIS
CROPSCIENCE, 2000; Fpa, 2000).

1.1.3 Wirtschaftliche Bedeutung

Durch die groRen Anbauflachen haben transgene Pflanzen mittlerweile eine grofl3e
wirtschaftliche Bedeutung erlangt. Der jahrliche Umsatz mit GVO (Saatgut und
entsprechende Pflanzenschutzmittel) betrug 2004 ca. 4,7 Mrd. US Dollar. Dies
entspricht 15 % des weltweiten Umsatzes mit Pflanzenschutzmitteln und 16 % des

Umsatzes an Saatgut (JAMES, 2004). In manchen Landern dominieren transgene
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Sorten mittlerweile in bestimmten Kulturarten (Tabelle 3). In den USA waren 2004
beispielsweise bereits 85 % der Sojaanbauflache mit transgener Soja bestellt.

In der EU findet mit 58.000 Hektar Bt-Mais derzeit (2004) bislang lediglich in Spanien
ein nennenswerter Anbau transgener Pflanzen statt. In Deutschland gab es einen
Erprobungsanbau von Bt-Mais mit einem Umfang von rund 300 ha.

Trotz ihrer bislang ablehnenden Haltung ist die EU langst in groRem Maldstab mit
GVO in Beruhrung gekommen. Jahrlich werden etwa 35 Mio. Tonnen Soja- Rohstoffe
eingefuhrt, und zwar hauptsachlich aus den Landern USA, Brasilien und Argentinien,
auf die zusammen mit China rund 90 % der Soja-Welternte entfallen und die

gleichzeitig die groRten Anbauer transgener Soja sind (www.transgen.de).

Tabelle 3: GVO-Anteil einiger Kulturen in ausgewahlten Landern

Land Kulturart Anteil transgener Sorten (%)
Argentinien Soja > 95
Australien Baumwolle 80
Canada Raps 77
China Baumwolle 66
Paraguay Soja 60
Sidafrika Baumwolle 85
USA Soja 85

Quelle: JAMES, 2004

1.1.4 Politische und rechtliche Rahmenbedingungen

Auf Grund der Blockadehaltung mehrerer EU-Staaten bestand von 1998 - 2004 ein
'de facto Moratorium' bezuglich der kommerziellen Zulassung transgener Pflanzen.
Im Marz 2001 haben die EU-Mitgliedsstaaten die EU-Freisetzungs-Richtlinie
2001/18/EG verabschiedet und damit die EU-weite Zulassung gentechnisch
veranderter Pflanzen, Lebens- und Futtermittel beschlossen (EUROPEAN COUNCIL,
2001). Die Richtlinie setzt strenge Anforderungen an die Sicherheit der Produkte und
soll fur Transparenz und Wahlfreiheit der Verbraucher sorgen. Der Anbau transgener
Pflanzen sowie die Einfuhr und Vermarktung GVO-haltiger Produkte kann die EU in
Zukunft nur dann untersagen, wenn es begriindete Zweifel an ihrer Sicherheit gibt
(www.transgen.de).

Zustandig fur die Antragstellung ist in Deutschland das Bundesamt fur Verbraucher-
schutz und Lebensmittelsicherheit. Uber die Zulassung entscheiden die Européische
Behorde flr Lebensmittelsicherheit, die zustandigen Behdrden aller Mitgliedstaaten

sowie die EU-Kommission. Alle Zulassungen sind zunachst auf zehn Jahre begrenzt.
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Die EU-Freisetzungs-Richtlinie 2001/18/EG ist seit 18.04.2004 in allen EU-Staaten
rechtsverbindlich. Die Verordnung (EG) Nr. 1829/2003 regelt dabei in der EU das
Verfahren und die Voraussetzungen fur die Zulassung von Lebens- und
Futtermitteln, die aus gentechnisch veranderten Organismen bestehen, solche ent-
halten oder aus GVO hergestellt werden. Fir GVO-Lebensmittel I0st sie die im
Ubrigen fortgeltende Novel Food-Verordnung ab. Die Rickverfolgbarkeit und Kenn-
zeichnung von GVO auf allen Stufen des Inverkehrbringens einschlie8lich der
Moglichkeit, Schwellenwerte festzulegen, wird durch die Verordnung (EG) Nr.
1830/2003 gewahrleistet. Als Ruckverfolgbarkeit wird hierbei die Madoglichkeit
bezeichnet, GVO und aus GVO hergestellte Produkte in jeder Phase des Inverkehr-
bringens Uber die gesamte Produktions- und Vertriebskette zurickzuverfolgen
(AMTSBLATT DER EUROPAISCHEN UNION, 2003). Den rechtlichen Rahmen fur die
Umsetzung in Deutschland bildet das neue Gentechnikgesetz (GenTG), das am
03.02.2005 verabschiedet wurde.

Lebensmittel und Zutaten sind kennzeichnungspflichtig, wenn das Produkt ein
gentechnisch veranderter Organismus ist, gentechnisch veranderte Organismen
enthalt oder daraus besteht oder unmittelbar aus gentechnisch veranderten Organis-
men hergestellt ist - unabhangig davon, ob diese im Endprodukt nachweisbar sind.
Die Kennzeichnungspflicht entfallt nur dann, wenn der GVO-Anteil aller bzw. jeder
einzelnen Zutat unterhalb von 0,9 % liegt, vorausgesetzt, es handelt sich dabei um
eine zufallige oder technisch unvermeidbare Verunreinigung (z.B. wahrend Saat-
gutproduktion, Anbau, Ernte, Transport oder Verarbeitung) und der betreffende GVO
ist in der EU zugelassen. Falls die Verunreinigung auf einen in der EU nicht
zugelassenen, aber als unbedenklich eingestuften GVO zurlckzufuhren ist, gilt ein
Schwellenwert von 0,5 %. Eine Befreiung von der Kennzeichnungspflicht besteht
ebenfalls fur tierische Produkte (z.B. Milch, Eier oder Fleisch), die von Tieren
stammen, die mit GVO geflttert wurden. Zusatzstoffe und Aromen sind
kennzeichnungspflichtig, wenn sie direkt aus gentechnisch veranderten Pflanzen
erzeugt werden. Enzyme gelten in der Mehrzahl als 'technische Hilfsstoffe' und sind
daher nicht kennzeichnungspflichtig.

Der Schwellenwert fur GVO-Anteile im Saatgut befindet sich noch in der Diskussion.

Ein zentraler Punkt der EU-Freisetzungs-Richtlinie 2001/18/EG ist die Gewahr-

leistung der Koexistenz verschiedener Formen der Landwirtschaft (dkologisch,
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integriert, konventionell mit und ohne Gentechnik), fur die die EU-Kommission
Leitlinien erlassen hat. Die einzelnen EU-Mitgliedsstaaten missen darauf aufbauend
weiterfuhrende praktikable nationale Regelungen erarbeiten, damit dieses Neben-
und Miteinander maoglich ist. Derzeit werden Richtlinien fur die Entwicklung nationaler
Strategien und eine 'gute landwirtschaftliche Praxis' entwickelt, um eine ungewollte
Ausbreitung und Auskreuzung von GVO mdglichst gering zu halten. Vorschlage der
EU beinhalten u.a. MalRnahmen wie die Einhaltung von Mindestabstanden, die

Errichtung von Pufferzonen oder den Anbau von 'Fangpflanzen'.

1.1.5 Monitoring

Gentechnisch veranderte Kulturpflanzen unterliegen — bevor sie freigesetzt oder
grofl¥flachig angebaut werden durfen — umfangreichen Sicherheitsuberprifungen
(Abbildung 2). Nach positivem Abschliel3en der experimentellen Sicherheitsforschung
in Labor und Gewachhaus wird die sogenannte Part B — Zulassung fur Freisetzungs-
versuche erteilt. Die Genehmigung fur den Vertrieb und den kommerziellen Anbau
(Part C — Zulassung) wird dann erst erteilt, wenn schadliche Auswirkungen auf die

menschliche Gesundheit und die Umwelt nicht zu erwarten sind.

Komplexizitat

A
Langfristige Umweltbeobachtung
Beobachtung der
Umweltauswirkungen
(Part C)
Freisetzungsbegleitende
Sicherheitsforschung
(Part B)
Experimentelle
Sicherheitsforschung
Genehmigung Genehmigung Ende der befristeten
Freisetzung Inverkehrbringung Anbaugenehmigung
— A A A > Zeit
Labor/Gewiachshaus Freilandversuche Landwirtschaftlicher Anbau

Abbildung 2: Von der freisetzungsbegleitenden Sicherheitsforschung zur langfristigen Umwelt-
beobachtung gentechnisch veranderter Pflanzen

(nach www.biosicherheit.de)
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Basierend auf den Regelungen der Freisetzungs-Richtlinie 2001/18/EG werden in
Zukunft Genehmigungen fiur gentechnisch veranderte Kulturpflanzen auf zehn Jahre
befristet. Zusatzlich wird fur jeden freigesetzten GVO ein Plan zur Umwelt-
beobachtung (= Monitoringkonzept) gefordert. Begleitend zum landwirtschaftlichen
Anbau sollen dabei die Wechselwirkungen zwischen den transgenen Pflanzen und
der Umwelt untersucht werden. Besonders die in der Umweltvertraglichkeitsprifung
getroffenen Annahmen wie z.B. die Auswirkungen auf die Biodiversitat von Flora und
Fauna sollen unter landwirtschaftlichen Praxisbedingungen Uberprift werden. Da-
durch soll eine frihzeitige Erkennung unerwarteter oder unvorhersehbarer Effekte
ermoglicht werden.

Ein Monitoringkonzept soll zwei Ansatze verfolgen: In der allgemeinen Umwelt-
beobachtung (‘general surveillance') sollen unerwartete und langfristig auftretende
Auswirkungen gentechnisch veranderter Pflanzen erfasst werden. Mit der fallspe-
zifischen Umweltbeobachtung (‘case specific monitoring') sollen diejenigen Auswir-
kungen bestimmter gentechnisch veranderte Kulturpflanzen untersucht werden, fir
die bei der Umweltvertraglichkeitsprufung bereits ein Risikopotential erkannt wurde,

z.B. das Auftreten resistenter Maiszunsler im Bt-Mais (Bbp, 2004).

Bislang wurden bereits mehrere Studien durchgeflihrt und Vorschlage erarbeitet,
welche Gesichtspunkte in ein Monitoringprogramm aufgenommen werden sollen
(WILHELM et al., 2003; ZUGHART & BRECKLING, 2003). Da jedoch viele Fragestellungen
sehr komplex sind (z.B. die Erfassung unbekannter Effekte oder die Abgrenzung von
Effekten, die nicht auf natlrlichen Veranderungen, sondern auf GVO zurickgehen),
und die Erhebbarkeit, Handhabbarkeit und Auswertbarkeit der gewonnen Daten ein
wesentliches Kriterium darstellt, gibt es bislang noch keine rechtsverbindlichen
Vorschriften. Vielmehr besteht noch weiterer Forschungsbedarf, wozu auch die vor-

liegende Arbeit beitragen soll.

1.2 Ausbreitung transgener Pflanzen in der Umwelt

Bei der Ausbreitung transgener Pflanzen wird nach LINDER & SCHMITT (1994) unter-
schieden zwischen der Ausbreitung im Raum (lber Pollen oder Samen) und Uber die
Zeit (Persistenz der Samen im Boden). Der wichtigste Aspekt bei der Ausbreitung
von GVO in der Umwelt ist die Ubertragung des Fremdgens durch sexuelle

Prozesse, d.h. uber Befruchtung durch Pollen. Die Weitergabe eines Fremdgens
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durch Auskreuzung ist abhangig vom Befruchtungsmechanismus (Selbst-/ oder
Fremdbefruchtung) der jeweiligen Pflanzenarten, Flugfahigkeit und Lebensdauer der
Pollen sowie vom Verwandtschaftsgrad mit anderen Kultur- oder Wildpflanzen. In
den kommenden Jahren wird in Deutschland vor allem bei den Kulturen Raps, Mais,
Zuckerribe und Kartoffel mit dem Anbau transgener Sorten zu rechnen sein
(ZUGHART & BRECKLING, 2003). Diese Kulturarten unterscheiden sich jedoch deutlich

bezuglich ihres Ausbreitungs- und Persistenzverhaltens.

1.2.1 Raps

Raps (Brassica napus L. ssp. oleifera) ist eine Olpflanze mit weltweit wachsender
Bedeutung. Die weltweite Anbauflache betrug im Erntejahr 2004 ca. 26,4 Mio. ha
(FAo, 2005), in Deutschland 1,28 Mio. ha (UrFop, 2005). Aufgrund der hohen Gehalte
an Erucasdure und Glucosinulat wurde das aus den Samen gewonnene Ol lange
Zeit nur als Lampendl verwendet. Erst seit der zUchterischen Entfernung der Eruca-
saure (sogenannte 'Nullsorten’, ab 1974) aus dem Rapsdl und der Herstellung
glucosinolatarmer Sorten (sogenannte 'Doppelnullsorten’, ab 1985) fand Raps Einzug
in die menschliche Ernahrung und Tierernahrung, woflur er sich auf Grund seiner
wertvollen ernahrungsphysiologischen Eigenschaften hervorragend eignet. Des
weiteren gewinnt Raps im Bereich der nachwachsenden Rohstoffe, v.a. als Biodiesel
oder in der Kunststofferzeugung, immer mehr an Bedeutung.

Transgene herbizidresistente (HR-) Rapspflanzen verfugen Uber eine Resistenz
gegenuber Breitbandherbiziden mit Wirkstoffen wie z.B. Glyphosat (Handelsname
Roundup®) oder Glufosinat (Handelsnamen z.B. BASTA® oder Liberty®). Somit
schadet ihnen die Behandlung mit einem entsprechenden Herbizid nicht, wahrend

die konkurrierende Begleitvegetation beseitigt wird.

Glyphosat

Der Wirkstoff Glyphosat gelangt tber die Blatter in die Pflanze und hemmt dort das
Enzym EPSP-Synthase (Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat-Synthase), das durch die
Herstellung essentieller Aminosauren eine lebenswichtige Rolle im Stoffwechsel der
meisten Pflanzen spielt. Das Fehlen der Aminosauren flihrt nach wenigen Tagen
zum Absterben der Pflanzen. Zur Erzeugung Glyphosat-resistenter Pflanzen wurde

ein epsps-Gen aus Agrobacterium sp. CP4 Ubertragen, welches eine EPSP-
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Synthase mit einer leicht abweichenden Struktur bildet, die nicht von Glyphosat

gehemmt werden kann (SANDMANN & BOGER, 1995).

Glufosinat

Glufosinat (= L-Phosphinotricin oder Glufosinate-Ammonium) befindet sich als Breit-
bandherbizid zur Unkrautkontrolle bereits seit 1984 auf dem Markt. Nach Aufnahme
des Herbizids Uber grune Pflanzenteile kommt es zur irreversiblen Hemmung des
Enzyms Glutamin-Synthetase (GS), das durch die Umsetzung von Glutamat und
Ammoniak zu der Aminosaure Glutamin der Ausgangspunkt der Ammoniumfixierung
in Pflanzen ist. In der Folge kommt es in den Zellen zu einer Anreicherung des fur die
Pflanze toxischen Ammoniaks und schliel3lich zum Absterben der betroffenen Pflan-
zenteile (SANDMANN und BOGER, 1995).

Durch die gentechnische Ubertragung des pat-Gens (Phosphinothricin-Acetyl-
Transferase) wurde Pflanzen eine Resistenz gegeniber diesem Herbizid verliehen.
Die eingefiihrte Nucleotidsequenz wurde aus der Aminosauresequenz des PAT-
Enzyms abgeleitet, das vom Bodenbakterium Streptomyces viridochromogenes
TU494 gebildet wird (WOHLLEBEN et al., 1988). Durch das pat-Gen wird die Bildung
der Phosphinothricin-Acetyl-Transferase in den transgenen Pflanzen exprimiert, die
die Aminogruppe des Wirkstoffs L-Phosphinothricin acetyliert (Abbildung 3) und
dadurch inaktiviert, dal® das neu entstandene N-acetyl-Phosphinothricin die GS nicht

mehr inhibieren kann.

(l:Ha C|)H3

HO—I|°=O HO—T:O
CH, CH
[ + Acetyl CoA k: + HSCoA
(I')H2 pat CI:HZ

H=C—NH, H—C—NH—CO—CH,

COOH COOH

L-Phosphinotricin N-Acetyl-L-Phosphinotricin

Abbildung 3: Wirkmechanismus der Phosphinothricin-Acetyl-Transferase
(nach DROGE et al., 1992)

Transgene Pflanzen, denen das bar-Gen aus Streptomyces hygroscopius Ubertragen
wurde, besitzen den gleichen Wirkmechanismus zur Entgiftung des Herbizids
(THomMPSON et al., 1987). Glufosinat ist relativ schnell biologisch abbaubar. Seine
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Halbwertzeit im Boden betragt je nach klimatischen Bedingungen drei bis zwanzig
Tage (SMITH, 1988).

Raps hat entomorphe Bluten, die sowohl zu Selbst- als auch zu Fremdbestaubung
fahig sind. Der Fremdbefruchtungsanteil liegt bei 12 - 47 %. Die Hohe der Fremdbe-
fruchtungsrate wird bestimmt durch anemophile Pollenverbreitung (Wind) und bliten-
besuchende Insekten und kann je nach Sorte und Umweltbedingungen sehr starken
Schwankungen unterliegen (BECKER et al., 1992; RIEGER et al., 2002). Daher stellt
sich beim grofflachigen Anbau von gentechnisch verandertem Raps die Frage der
Auskreuzung von Transgenen in benachbarte Rapsfelder. Zudem ist beim Anbau
von transgenem Raps auch eine Verwilderung und Ausbreitung der Pflanzen
aulderhalb von Ackerflachen sowie eine mogliche Auskreuzung in verwandte Wild-
oder Unkrautarten zu berucksichtigen.

Mit Raps wurden bereits zahlreiche Studien zur Ausbreitung transgener Pollen Uber
Wind- und Insektenbestaubung durchgefihrt (Tabelle 4). TIMMONS et al. (1995) z.B.
fanden in 2500 m Entfernung zur transgenen Parzelle Auskreuzungsraten von
0,08 % an Einzelpflanzen. Trotz der in den einzelnen Studien festgestellten Unter-
schiede bezuglich der Hohe der Auskreuzungsraten, die sich aus den unterschied-
lichen Versuchsaufbauten und untersuchten Fragestellungen ergeben, zeigen alle
Studien mit zunehmender Entfernung von der transgenen Pollenquelle einen starken
Ruckgang der Auskreuzungsereignisse.

Verschiedene Studien kamen zu dem Ergebnis, dal} die Pollenverbreitung und
Auskreuzung nicht allein windabhangig ist, da oft kein Zusammenhang zwischen der
Windverteilung und der Verteilung der Auskreuzungsdaten feststellbar ist (SCHEFFLER
et al., 1993; RIEGER et al., 2002). Vielmehr spielen auch blutenbesuchende Insekten
wie v.a. Honigbienen (Apis mellifera L.) oder Hummeln (Bombus terrestris L.) eine
grol3e Rolle bei der Pollenverbreitung (SCHEFFLER et al., 1993; 1995; RAMSEY et al.,
1999).
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Tabelle 4: Ubersicht (iber bisher festgestellte Auskreuzungsraten bei Raps

Auskreuzungsraten [%]

Entfernung
[m] mannlich sterile

Fangpflanzen mannlich fertile Fangpflanzen

0 2,70 6,30 0,69

0.3 1.33

0,6 1,03

1 1.50 0.10

2,5 0,29

3 0,38 0,63

4 1,10

4,6 0,60

5 0,001 0,14

6 0,6 0.14 0,05

6.5 28,50 0,75

7,5 3,75 0,50 0,05

8 0.14

10 0,13 0,069

12 0,021

14 0,05

15 0,078

16 3-11 0,001

20 0,76 0,11 0,066

24 0,002

25 0,042

30 0,05 0,021

32 0,001 0,04

34 0,09

36 0,002

42 0.33

47 0,0002

50 0,02 0,07

54 0,11

56 0,05

100 0.25

200 1,2-21 | 0,83 0,0156 0,00

150 0.17

400 0,0038

Referenz I 1 1] v \Y \i Wl \lll IX X Xl X Xl Y

| - FISCHBECK et al. (1998); Il - PFEILSTETTER et al. (1998); lll - FELDMANN (2000); IV - FISCHBECK et al. (1998); V - SCHEFFLER et al. (1993); VI - MORRIS et al. (1994); VII - PAUK et al. (1995);
VIII - SCHEFFLER et al. (1995); IX - WILKINSON et al. (1995); X - BROWN et al. (1996); XI - DOWNEY (1999); XII - SIMPSON et al. (1999); XIII - FELDMANN (2000); XIV - STANILAND et al. (2000)



EINLEITUNG 15

1.2.2 Mais

Mais (Zea mays L.) ist eine der wichtigsten Kulturarten in Europa. Auf Grund des
diklinen Blutenaufbaus und Protandrie ist Mais eine Pflanze mit Uberwiegender
Fremdbefruchtung. Der Anteil der Selbstbefruchtung liegt je nach Sorte bei 1 - 15 %
(HEPTING & OLTMANN, 1985). Wahrend der 2 - 14 Tage dauernden Maisblite werden
14 - 50 Mio. Pollen pro Pflanze freigesetzt (MILLER, 1985). Theoretisch kdnnte es
dadurch zwar zu Auskreuzungen auf verwandte Wildarten kommen, jedoch hat Mais
in Europa keine kreuzungskompatiblen Verwandten (EASTHAM & SWweET, 2002).
Zudem ist Mais nicht in der Lage, sich auf Ruderalstandorten zu etablieren und
fortzupflanzen, was sich u.a. durch die hohen Anspriiche an die Keimtemperatur und
die fehlende Frostharte erklart. Dadurch ist eine Samenverbreitung transgener
Eigenschaften unter unseren klimatischen Bedingungen nahezu ausgeschlossen
(WENZzEL & FISCHBECK, 1998). In benachbarten Maisbestanden kommt es dagegen
sehr leicht zu Auskreuzungen, auch wenn die Auskreuzungsraten auf Grund der
schnell abnehmenden Pollenzahl in zunehmender Entfernung stark zurlick gehen.
Da Maispollen sehr grof sind (90 - 125 uym), kdnnen sie, verglichen mit vielen
anderen windbestdubenden Pflanzen, nur relativ geringe Distanzen Uberwinden
(CHAMBERLAIN & CHADWICK, 1972), auch wenn in Einzelfallen Auskreuzungen in
Entfernungen von 600 - 800 m nachgewiesen werden konnten (SALAMOV, 1940;
NARAYANASWAMY, 1997). Ein an diesem Lehrstuhl 1994 - 1997 durchgefuhrter
Freisetzungsversuch mit transgenem Raps und Mais kam ebenfalls zu dem
Ergebnis, dall die Konzentration von Maispollen in der Luft mit zunehmender
Entfernung deutlich unter der von Rapspollen liegt (FISCHBECK, 1997). Durch die
Einhaltung von Isolationsabstanden von 200m, wie es die deutsche
Saatgutverordnung fur die Saatguterzeugung vorschreibt (BUNDESGESETZBLATT,
1986), kdbnnen 99 % Reinheit erreicht werden (INGRAM, 2000).

Ein Randstreifen hat einen deutlichen Effekt auf die Reduzierung der Auskreuzung
innerhalb eines Bestandes. In einer Studie der Biologischen Bundesanstalt lagen die
Auskreuzungsraten bereits nach wenigen Pflanzenreihen unter 0,5 % (BBA, 2002).
Zu dem gleichen Ergebnis kommt die Auswertung des Erprobungsanbaus mit Bt-
Mais in Deutschland. Nur innerhalb des 10 m breiten Randstreifens lag die Aus-
kreuzungsrate in Einzelfallen Uber 0,9 %. In Entfernungen von 20 - 30 m lagen die
Werte durchgehend unter 0,5 %, in 50 - 60 m Entfernung unter 0,2 % (DEUTSCHES
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MAISKOMITEE, 2005). Auch WENzEL und FISCHBECK (1998) kamen in ihrer Studie zu
dem Ergebnis, dal} neben einer zeitlich versetzten Blite v.a. die Dichte und
Wiuchsigkeit eines benachbarten Maisbestandes einen entscheidenden Einfluld auf
eine Einkreuzung haben.

Eine von der Europaischen Kommission in Auftrag gegebene Studie des Joint
Research Centre (Bock et al., 2002) kommt nach Auswertung von sechs EU-Studien
zu dem Ergebnis, dal® bei einem grol¥flachigen Anbau transgener Maissorten
(Flachenanteil: 50 %) unter Beibehaltung der momentanen landwirtschaftlichen
Praxis Auskreuzungsraten von 0,8 - 2,2 % zu erwarten waren. Zur Einhaltung des
Schwellenwertes von 0,9 % waren zusatzliche MalRnahmen wie Abstandsregelungen

oder der Anbau von Pflanzen mit unterschiedlichen Bluhzeitpunkten notig.

1.2.3 Zuckerriibe

Die Zuckerruben (Beta vulgaris L. ssp. vulgaris var. altissima DOoll) gehort zur Familie
der Chenopodiaceae. Da die Zuckerribe ein obligater Fremdbefruchter mit gameto-
phytisch gesteuerter Selbstinkompatibilitat ist, ist fir die Bestaubung neben Insekten
hauptsachlich Wind verantwortlich (FREE et al., 1975; VIGOUROUX et al.,1999).

Die RuUbenbildung ist unabhangig von der Bestaubung, da die Zuckerribe eine
zweijahrige Kulturpflanze ist und erst nach Vernalisation zur Blite kommt. Die
Maoglichkeit von Genfluss besteht daher nach BARTSCH et al. (1999) hauptsachlich in
den Saatgutproduktionsgebieten. BOUDRY et al. (1993) konnten nachweisen, dal} es
in Saatgutproduktionsgebieten regelmaRig zu GenfluR mit Wildriben kommt.
Zwischen kultivierten und wilden Formen von B. wulgaris bestehen keine
Kreuzungsbarrieren (BARTSCH & POHL-ORF, 1996). Die wild wachsenden Arten der
Gattung Beta sind Uberwiegend in konkurrenzschwachen Habitaten wie Meeres-
kiisten oder landwirtschaftlichen Flachen zu finden (FREDSHAVEN & POULSEN, 1996).
Nach DESPLANQUE et al. (1999) kénnen Zuckerruben auch auf Ruderalstandorten
oder als Unkrautriben (‘weed beet'), die sich v.a. durch die Blite im ersten Jahr
auszeichnen, vorkommen. Die Unkrautriben unterscheiden sich nach BOUDRY et al.
(1993) hauptsachlich durch das dominante 'B'-Allel fur einjahrige Generationsphasen
(wilde Ruben liegen als 'BB' vor und kultivierte als 'bb'). Hybridisierung zwischen
Zuckerribe und der Wilden RlUbe (Beta vulgaris ssp. maritima L.) kbnnen in
Regionen, in denen die Vermehrung von Zuckerrubensaatgut stattfindet, haufig
vorkommen (SANTONI & BERVILLE, 1992).
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1.2.4 Kartoffel

In Versuchen mit transgenen, herbizidresistenten Kartoffeln konnten TYNAN et al.
(1990) Auskreuzungen bis in einer Entfernung von 4,5m zu den transgenen
Pflanzen nachweisen. Die Auskreuzungsraten lagen dabei bei 0,05 %. Zu einem
ahnlichen Ergebnis kamen MCPARTLAN & DALE (1994), die in einer maximalen
Entfernung von 10 m Auskreuzungen in Héhe von 0,017 % ermittelten. Da Kartoffeln
vegetativ vermehrt werden und Bestaubung mit fremden Pollen keinen Einfluld auf
die Knollen hat, spielt Auskreuzung unter landwirtschaftlichen Bedingungen jedoch in
der Regel keine Rolle. Vermischungen mit transgenem Material sind daher eher beim
Transport und bei der Verarbeitung zu erwarten. Manche Sorten besitzten allerdings
ein groRes Potential zur Bildung von Samen (true potato seed, TPS), die in gro3en
Mengen ausfallen und bis zu acht Jahre im Boden Uberdauern kdnnen, wodurch in
manchen Landern bereits eine gewisse Problematik mit Durchwuchspflanzen ent-
standen ist (LAwsoN, 1983). Im Fall von transgenen Kartoffeln kann es auf diese
Weise zu einer Verunreinigung von konventionellem Erntegut kommen. Unter euro-
paischen Klimabedingungen werden die Knollen von Solanum tuberosum L. nach der
Abreife sehr schnell von Pilz-, Bakterien- und Virenkrankheiten befallen und kénnen
daher kaum in kalten und nassen Bdden Uberjahrig GUberdauern. Darlber hinaus ist
es unwahrscheinlich, dal® Kartoffeln innerhalb anderer Kulturen oder auf3erhalb
landwirtschaftlicher Flachen das Potential haben, sich als Unkrautpflanzen zu etablie-
ren, da sie nur eine geringe Konkurrenzkraft gegenuber anderen Pflanzen haben
(EVENHUIS & ZADOKS, 1991; Askew, 1993). In Europa existieren zwar einige
Kartoffelverwandte aus der Familie der Nachtschattengewachse (Solanaceae) wie
z.B. Tomate, Tabak, Paprika oder Petunie, doch ist die Bildung von Hybriden mit
diesen Pflanzen auferst unwahrscheinlich (DALE et al., 1992; EIJLANDER & STIEKEMA,
1994).

1.2.5 Vertikaler Gentransfer

Die unkontrollierte Ausbreitung transgener Pflanzen durch Auskreuzung in nicht
transgene und kreuzungskompatible Kultur- oder Wildpflanzenarten wird als
vertikaler Gentransfer bezeichnet. Mogliche Kreuzungspartner sind bei einigen
transgenen Kulturpflanzenarten neben nicht-transgenen Pflanzen der gleichen Art

auch nah verwandte Kulturpflanzen oder wild wachsende Arten. Da Mais und
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Kartoffeln in Mitteleuropa keine kreuzbaren Verwandten haben, gilt dies in erster

Linie far Zuckerriibe und Raps.

Bei der Zuckerribe konnte die Entstehung transgener Hybriden vielfach beobachtet
werden. Da fast alle Vertreter der Gattung Beta vulgaris L. Windbestauber sind, ist
eine Auskreuzung mit kreuzungskompatiblen Kultur- und Wildformen nahezu
unvermeidbar (BOUDRY et al., 1993; RAYBOULD & GRAY, 1993; BARTSCH & SCHMIDT,
1997). ScoT1T (1970) konnte eine stundliche Pollenkonzentration von uber 50.000
Pollen/m? Luft feststellen. REHEUL (1987) konnte Pollen noch in einer Entfernung von
1000 m nachweisen. Zudem werden die Bluten von zahlreichen nektarsammelnden

Insekten angeflogen (FREE et al., 1975).

Die Bildung transgener Hybriden konnte mit den Kulturpflanzen Blattmangold (Beta
vulgaris L. ssp. vulgaris var. Flavescens), Schnittmangold (Beta vulgaris L. ssp.
vulgaris var. cicla L.), Rote Bete (Beta vulgaris L. ssp. vulgaris var. vulgaris), Gelbe
Bete (Beta vulgaris L. ssp. vulgaris var. lutea) und Futterribe (Beta vulgaris L. ssp.
vulgaris var. crassa) nachgewiesen werden (GERDEMANN-KNOCK & TEGEDER, 1997,
HOFFMANN & KOHLER, 2000). Die Hybridisierung mit verwandten Wildarten wie z.B.
der Wildribe (Beta vulgaris ssp. maritima) ist ebenfalls mdglich (PAULUS et al., 1997).
Zuckerruben haben zwar in ungestorten Habitaten eine schlechte Konkurrenzkraft
(BARTSCH et al., 1996), besitzen aber dennoch ein Potential zur Verwilderung und
konnen unter gunstigen Bedingungen Uberwintern, z.B. wenn sie auf

Transportwegen verschleppt werden (POHL-ORF et al., 1999).

Da Raps eine ganze Reihe von kreuzungskompatiblen Verwandten hat, treten unter
Freilandbedingungen immer wieder interspezifische Hybriden auf (Tabelle 32). In
verschiedenen Studien wurde deutlich, da® Genflu® und Introgression, d.h. der
stabile Einbau von Genen eines Genpools in einen anderen (ANDERSON, 1949), auf
Rapsverwandte unter landwirtschaftlichen Bedingungen unvermeidbar ist, wenn auch
in einem sehr geringen Ausmalf (KERLAN et al., 1993; TIMMONS et al., 1995; 1996;
MIKKELSEN et al., 1996a).

Die meisten der nah verwandten Arten haben ihren Verbreitungsschwerpunkt im
Agrarraum. Primar betroffene Bereiche, in die GVO-Raps und seine Hybriden

einwandern konnten, sind landwirtschaftlich genutzte Flachen (z.B. Feld- und
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Wiesenraine, Feldrander, Windschutzstreifen) und Ruderalstandorte (z.B. Schutt-
halden, StraRenbdschungen oder Bahngleise) (ECKELKAMP et al., 1997).

Transgene Hybriden kdnnen problematisch werden, wenn sie sich selbst wie Unkraut
verhalten oder sich in natiirlichen Okosystemen ausbreiten und andere Arten
verdrangen. Voraussetzung dafur ist allerdings, dal® die transgene Eigenschaft
selektive Vorteile mit sich bringt (TIEDJE et al., 1989; ELLSTRAND & HOFFMANN, 1990;
DALE, 1992; RAYBOULD & GRAY, 1993; ROGERS & PARKES, 1995).

Im Gegensatz zu den zichterisch bearbeiteten Kulturpflanzen besitzen die Samen
von Wildpflanzen meist eine weitaus grofdere Dormanzneigung sowie eine ungleich-
malfge Keimbereitschaft. Da diese Eigenschaften auf Komplexen Zusammenhangen
beruhen, kann das Persistenzverhalten der Hybriden nicht aus dem Verhalten der

jeweiligen Eltern vorhergesagt werden (ADLER et al., 1993).

1.2.6 Horizontaler Gentransfer

Eines der grossten Sicherheitsbedenken bei der Freisetzung transgener Pflanzen
besteht in der mdglichen Ausbreitung einer transgenen Eigenschaft Uber Artgrenzen
hinweg. Die Aufnahme oder Weitergabe von genetischem Material aul3erhalb der
sexuellen Fortpflanzungswege und unabhangig von bestehenden Artgrenzen, z.B.
von einer Pflanze auf ein Bodenbakterium, wird als horizontaler Gentransfer
bezeichnet (BRANDT, 1995).

Voraussetzung fur horizontalen Gentransfer bei Bakterien ist ihre Fahigkeit, freie
DNA aus dem umgebenden Medium aufzunehmen. Diese Fahigkeit wird als
natlrliche Kompetenz bezeichnet. Eine Vielzahl von taxonomisch verschiedensten
Bakteriengruppen verfugt Uber natlrliche Kompetenz mit nachgewiesenen Trans-
formationshaufigkeiten von 102 bis 107 (LORENZ und WACKERNAGEL, 1994).

Unter Laborbedingungen konnten TEPFER et al. (2003) den Transfer des fur die
Selektion transgener Pflanzen haufig verwendeten Antibiotika-Resistenzgens nptll
von Tabak und Raps auf das Bodenbakterium Acinetobacter nachweisen. Wie auch
in den Untersuchungen von DE VRIES et al. (2001) wurde dabei deutlich, dal} fur die
Nutzung der genetischen Information eine Homologie mit dem Wirtsgenom
notwendig ist. NETHERWOOD et al. (2004) wiesen in einer klinischen Studie nach, dal}
das epsps-Gen aus transgener Soja nach Passage des menschlichen Ver-
dauungstraktes vollkommen degradiert war. Dennoch konnten sie feststellen, dal} ein

geringer Anteil der Microflora im Darm das Gen aufgenommen hatte.
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Bevor Pflanzen-DNA fur Mikroorganismen zuganglich ist, mul® sie aus den Zellen
freigesetzt werden. Dies geschieht z.B. durch Mikroorganismen im Boden oder durch
tierische Verdauungssekrete. Damit eine effektive Transformation stattfinden kann,
darf die DNA bei der Aufnahme zudem nur moglichst wenig degradiert sein. Es
konnte nachgewiesen werden, dal} freie DNA durch die Anheftung an Bodenpartikel
eine gewisse Stabilitat erhalt und eine erhéhte Resistenz gegentber Nukleasen hat.
Dabei spielen die Art der Mineralien, die Konzentration und Wertigkeit der Kationen
und der pH-Wert eine entscheidende Rolle (LORENZ & WACKERNAGEL, 1987;
RomANOwsKiI et al., 1991; KHANNA & STOTzKY, 1992; PAGET et al., 1992).

Nach Inokulation von naturlichem, nicht-steriiem Boden mit Plasmid-DNA konnten
RomaNowski et al. (1993) nach 60 Tagen noch 0,01 % der zugefuhrten Plasmid-DNA
wiederfinden. Die aus dem Boden extrahierte DNA konnte sogar noch flir eine
kinstliche Transformation kompetenter E.coli Zellen eingesetzt werden, auch wenn
die Transformationsfrequenz der DNA nach 60 tagiger Bodeninkubation nur noch
sehr gering war.

Trotz der nachgewiesenen Uberdauerung von pflanzlicher DNA in lebenden oder
toten Zellen oder als freie DNA im Boden wird die Transformation von Bakterien
unter naturlichen Bedingungen immer ein aullerst seltenes Ereignis bleiben. Zudem
ergibt sich aus der Aufnahme artfremder DNA nicht zwangslaufig eine Veranderung
in den Bakterien. Zu dauerhaften Veranderungen in Bakterienkolonien kommt es erst
nach stabilem Einbau der DNA ins Genom des Empfangerorganismus, der Expri-
mierung des Gens und der Vermittlung eines Selektionsvorteils.

In Laborexperimenten konnte gezeigt werden, dal® ein horizontaler Gentransfer
selbst noch in prozessierten Lebensmitteln vorkommen kann (HELLER et al., 1995;
HERTEL et al., 1995; BRAUTIGAM et al., 1997).

Auch fur verschiedene Pilze konnte unter optimalen Versuchsbedingungen
horizontaler Gentransfer nachgewiesen werden (FINCHAM, 1989). Eine naturliche
Kompetenz fur die Aufnahme von DNA wurde bisher nur bei den Pilzen Aspergillus
niger (HOFFMANN et al., 1994) und Plasmodiophora brassicae (BRYNGELSON et al.,

1988) beobachtet; diese Arbeiten sind jedoch sehr umstritten.
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1.3 Persistenz in der Umwelt

1.3.1 Persistenz im Boden

Eine weitere Mdglichkeit der Ausbreitung transgener Kulturpflanzen in der Umwelt ist
neben der Pollenverbreitung die Uberdauerung der Samen im Boden. Bei Mais und
Kartoffeln ist die Wahrscheinlichkeit einer Uberwinterung oder Uberdauerung der
Samen im Boden ziemlich gering. Zuckerriben bilden normalerweise erst im zweiten
Jahr einen Samenansatz und kdonnen daher Uberwintern. Durch Kaltereize kann es
zudem wahrend der gesamten Vegetationsperiode zu Schossern, d.h. Samen
bildenden Riben, kommen. Falls diese nicht bekampft werden und zum Aussamen
gelangen, kann es im Folgejahr ebenfalls zum Auflaufen von Ruben kommen
(ZIEGLER, 1998). Allerdings konnen Zuckerruben in der Fruchtfolge sehr leicht
bekampft werden. Raps dagegen besitzt ein groldes Potential zur mehrjahrigen
Uberdauerung in der Samenbank im Boden. Da Raps als noch relativ junge
Kulturpflanze erst seit ca. 120 Jahren systematisch zuchterisch bearbeitet wird
(ROBBELEN, 1985), besitzt er noch einige Eigenschaften von Wildpflanzen wie z.B.
das leichte Aufplatzen der Samenhulsen und die Fahigkeit der Samenuberdauerung
im Boden.

Durch vorzeitiges Aufplatzen der Schoten, z.T. auch bedingt durch Voégel und
Unwetter, sowie durch Verluste bei der Ernte mit dem Mahdrescher kann es zum
Eintrag von sehr grolle Mengen an Rapssamen in den Boden kommen. In den
Folgejahren kann es dadurch zu Durchwuchsraps in den Folgekulturen im Feld oder
zu Ausfallraps am Feldrand kommen. PESSEL et al. (2001) fanden beispielsweise
noch acht Jahre nach der Umstellung von Erucasaure-haltigen auf Erucasaure-freie
Rapssorten Samen von Erucasaure-haltigem Raps an Strallenrandern. Durch-
wuchsraps in Folgekulturen ist ein weit verbreitetes Problem in der Landwirtschaft
und kann, v.a. in Blattfrichten wie Kartoffeln oder Zuckerruben, auf Grund seiner
Konkurrenzkraft zu nicht unerheblichen Ertragseinbuf3en bzw. zu Qualitatseinbul3en
bei anderer Produktionsausrichtung fihren (LUTMAN, 1993; KNOTT, 1995). Auf Grund
des langen Zeitraums, wahrend dessen er auflaufen kann, kann auch ein
Herbizideinsatz problematisch oder unmaoglich werden (LUTMAN et al., 1994). Zudem
kann transgener Durchwuchsraps wieder eine Quelle fur Kontaminationen mit

transgenen Pollen darstellen. In Kanada wurde beispielsweise im Rapsdurchwuchs



EINLEITUNG 22

bereits die Entstehung multipler Resistenzen gegen mehrere Herbizide (Glufosinat
und Glyphosat) beobachtet, die hdchstwahrscheinlich auf einem Pollentransfer
zwischen benachbarten Feldern mit unterschiedlichen herbizidresistenten Kulturen
beruht (DOWNEY, 1999; HALL et al., 2000)

Rapssamen kdnnen mehrere Jahre keimfahig im Boden Uberdauern (LUTMAN, 1993;
LoPEZ-GRANADOS & LUTMAN, 1998; PEKRUN et al., 1999), unter bestimmten Umstan-
den sogar bis zu zehn Jahre lang (VAUGHAN et al., 1976; SAUERMANN, 1993; SCHLINK,
1998). Voraussetzung fiir die Uberdauerung ist die Ausbildung Dormanz, wobei
zwischen primarer und sekundarer Dormanz unterschieden wird (KARSSEN, 1981).
Durch die primare Dormanz wird eine Keimungshemmung der reifen Samen sowohl
auf der Mutterpflanze als auch noch kurze Zeit nach der Ernte bzw. nach dem
Platzen der Schoten verursacht, wodurch ein sofortiges Keimen verhindert wird. Die
sekundare Dormanz entwickelt sich an keimbereiten Samen unter ungunstigen
Umweltbedingungen, die ein Weiterleben des jungen Keimlings unmdglich machen
wirden. Bei einer Anderung der Umweltbedingungen kann die Dormanz (ber
bestimmte Reize, z.B. Licht oder Temperaturwechsel, gebrochen werden, so dal die
Samen zu keimen beginnen. Unter normalen Bedingungen bilden Rapssamen keine
oder nur sehr geringe primare Dormanz aus und sind groRtenteils sofort keimfahig
(LUTMAN, 1993; SCHLINK, 1994). Durch unglinstige Temperatur- und Lichtverhaltnisse
sowie Wasserstrely nach der Ernte kann jedoch eine sekundare Dormanz induziert
werden (PEKRUN et al., 1998).

1.3.2 Persistenz auf Ruderalstandorten

Eine Beflirchtung beim Anbau transgener Kultursorten ist ein aggressiveres Ausbrei-
tungsverhalten der Pflanzen auf Ruderalstandorten und von dort ausgehend in
Naturhabitaten (CRAWLEY et al., 1993; KAREIVA et al., 1996; BARTON et al., 1997,
SNow & PALMA, 1997). Nach LECKIE et al. (1993) ist es bei einem grofflachigen
Anbau transgener Pflanzen unvermeidbar, dal® das Transgen in wilde Populationen
einwandert und sich dort mindestens eine Generation lang halt.

Das Ausbreitungsverhalten einer Pflanzenart ist abhéngig vom Grad der Domesti-
kation und der Art der gentechnisch Ubertragenen Eigenschaft, d.h. inwieweit die
neue Eigenschaft der betreffenden Pflanze einen selektiven Vorteil in Konkurrenz-
situationen vermitteln kann. Ein Selektionsvorteil ist z.B. durch Resistenzen gegen-

Uber Schaderregern und Pathogenen oder verbesserte Standortanpassungen wie
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Trocken- oder Kaltetoleranz gegeben. Bei transgenem, insektenresistentem Raps
etwa konnnte bei starkem Herbivorendruck eine erhdhte Fitness festgestellt werden
(STEWART et al., 1997).

Kulturpflanzen, darunter auch Raps, gelten in der Regel als nicht dauerhaft
etablierungsfahig in naturlichen oder naturnahen Habitaten aulerhalb kultivierter
Felder. Entgegen der weit verbreiteten Meinung, da® Ruderalraps aus Samen des
aktuellen Jahres oder des Vorjahres stammt, konnten PESSEL et al. (2001) zeigen,
dal} die Rapspflanzen auf einen mindestens acht Jahre zuruckliegenden Anbau der
entsprechenden Sorten zurickgehen kann. Transgenen Ruderalrapspopulationen
kommt damit eine grofe Bedeutung flr unkontrollierten GenfluR zu, da sie neue
Nachkommen hervorbringen und eine Auskreuzung in benachbarte Rapsbestande
verursachen konnen.

Besonders an Feldrandern, -wegen und StralRenrandern, auf denen Raps trans-
portiert wird oder Erde aufgeschittet wurde, kommt es zu haufigem Auftreten von
Ruderalraps (CRAWLEY et al., 1993), obwohl Raps aulerhalb kultivierter Felder nur
eine sehr schlechte Konkurrenzkraft besitzt.

Das haufige Auftreten wilder Rapspopulationen unterstreicht die Fahigkeit von
konventionellem Raps ohne zusatzliche Selektionsvorteile zur Persistenz. Falls bei
transgenen Pflanzen mit entsprechenden Konstrukten (z.B. fiur Insektenresistenz) ein
Selektionsvorteil gegeben ware, waren die Chancen einer Persistenz vermutlich
erhoht (STEWART et al., 1997).

1.4 Molekularbiologische Methoden zum GVO-Nachweis

Nach den EU-Verordnungen zur Kennzeichnung und Ruckverfolgbarkeit von GVO
(1829/2003 und 1830/2003) sind fur den Nachweis der gentechnischen Veranderung
Tests mittels DNA oder Proteinen zulassig. Die Nachweismoglichkeit von GVO bzw.
von gentechnisch hergestellten Lebensmitteln hangt wesentlich vom Verarbei-
tungsgrad und der Art der Verarbeitung eines Produktes ab (HORTNER, 1997). Bei der
Analyse auf DNA-Ebene kdnnen zusatzliche Probleme wie z.B. die Denaturierung
der DNA oder die Verwendung gleicher Genkonstrukte in verschiedenen Pflanzen
auftreten.

Durch die EU-Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG sind GVO-Antragsteller in Zukunft
dazu verpflichtet, entsprechendes GVO-Standard- und Referenzmaterial, Sequenz-

informationen sowie Nachweis- und Bestimmungsmethoden fur die Analyse zur
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Verflgung zu stellen. Zustandig fur die Evaluierung der Nachweismethoden ist das

CRL (COMMUNITY REFERENCE LABORATORY) in Rom.

ELISA-Test

Bei der GVO-Analytik wird zwischen quantitativen und qualitativen Methoden zum
Nachweis von GVO unterschieden. Der qualitative Nachweis von GVO erfolgt
hauptsachlich durch 2 Methoden. Mit ELISA-Tests (‘enzyme-linked immunosorbent
assay') ist es mdglich, Proteine in transgenen Organismen nachzuweisen. Die
Veranderungen in GVO flhren in der Regel zur Expression zusatzlicher oder
veranderter Proteine in der gesamten Pflanze bzw. bei Verwendung entsprechender
Promotoren in bestimmten Geweben. Unbekannte Proben werden dabei mit GVO-
spezifischen Antikdrpern inkubiert. Bei einer Bindung der Antikorper an die ent-
sprechenden Proteine kommt es zu einer Farbreaktion. Da ELISA-Tests mit entspre-
chenden Kits kostengunstig und schnell durchzufihren sind, sind sie in der
Lebensmittelindustrie weit verbreitet. Mit einer Nachweisgrenze von ca. 1 % GVO-
Anteil ist der ELISA-Test zudem eine relativ empfindliche Methode (STAVE, 1999).
Nachteilig ist, dal® Proteine durch den Verarbeitungsprozess von Lebensmitteln oft
verandert oder denaturiert werden (HUPFER et al., 1998). Derzeit kdnnen nicht alle
Transformationsereignisse detektiert werden. Es gibt auch kein Protein, das in allen
zugelassenen GVO exprimiert wird und somit in einem einzigen Immunoassay zum
Screening jeglicher Organismen dienen konnte. Der Nachweis von anti-sense
Konstrukten ist ebenfalls nicht mdglich, da keine neuen Proteine exprimiert werden
(LUTHY, 1999).

Polymerase-Kettenreaktion

Die zweite und wichtigste Methode fur den qualitativen GVO-Nachweis ist die PCR.
Die PCR (polymerase chain-reaction; MuLLIS & FALOONA, 1987) erlaubt die spezi-
fische Vervielfaltigung und ldentifizierung von Abschnitten genomischer DNA. Die
PCR ist ein enzymatischer, zyklischer Prozess, bei dem bereits ca. zehn Ausgangs-
kopien eines Genomabschnittes (= Template) in der DNA-Probe flr ein Hoch-
amplifizieren der entsprechenden Sequenz ausreichend sind (PIATAK et al., 1993).
Da die genetische Information in allen Zellen vorhanden ist, ist die PCR im Gegen-
satz zum Proteinnachweis nicht auf das Gewebe beschrankt, in dem das transgene

Protein exprimiert wird. Die Einfachheit der Anwendung und der aul3erordentlich
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empfindliche Nachweis geringer Template-Mengen haben die PCR auch in der
Lebensmittelanalytik zu einem anerkannten Werkzeug fur qualitative Untersuchun-
gen gemacht (PIETSCH et al., 1997; HUBNER et al., 1999; MEYER, 1999; VOLLENHOFER
et al., 1999). Der Vorteil der PCR liegt darin, da® sie sehr sensitiv und universell
einsetzbar ist (verschiedene Gewebe, verarbeitete Produkte, Lebensmittel etc.), eine
hohe Spezifitat hat und Nachweissysteme relativ leicht zu entwickeln sind.

Der spezifische Nachweis eines GVO erfolgt in der Regel durch Analyse eines
einzigartigen Sequenzubergangs zweier genetischer Elemente innerhalb der einge-
brachten Veranderung (MEYER, 1995) oder Uberspannt die Grenze zwischen Wildtyp-
DNA und insertierter DNA am Integrationsort (ZIMMERMANN et al., 2000). Fir ein
allgemeines Screening auf GVO werden in der Regel die gebrauchlichsten
transgenen Sequenzen wie z.B. der 35S-Promoter (CaMV, Cauliflower Mosaic
Virus), das Antibiotika-Markergen nptl/l (neomycin-phosphotransferase Il) oder der
nos-Terminator (von Agrobacterium tumefaciens) benutzt (VOLLENHOFER et al.,
1999).

Durch eine Weiterentwicklung der PCR zur QC-PCR (quantitative competitive PCR,
GILLILAND et al., 1990; PIATAK et al., 1993; ZACHAR et al., 1993) wurde es Anfang der
1990er Jahre mdglich, den DNA-Gehalt unbekannter Proben zu quantifizieren. Bei
der kompetitiven PCR wird eine unbekannte Menge der zu quantifizierenden DNA
(sogenannte Ziel-DNA) mit einer als VergleichsgroRe fungierenden Standard-DNA
bekannter Konzentration koamplifiziert. Aufgrund des Verhaltnisses (Endmenge von
Target-DNA + Endmenge von Standard-DNA = 100 %) und durch Kenntnis der
eingesetzten Standard-DNA-Menge ist eine relative Bestimmung der Ausgangs-
menge der Ziel-DNA méglich. Der Standard sollte idealerweise groRe Ahnlichkeit mit
der Ziel-DNA sowie die gleiche Amplifikations-Effizienz aufweisen (z.B. gleiche DNA,
in die aber zur Unterscheidung Insertionen eingefligt werden (HUBNER, 1999)). Die
Konstruktion der Standards kann z.B. nach CELI et al. (1993) oder FORSTER (1994)
erfolgen.

Quantitative Echtzeit-PCR

Die genaueste Methode zur quantitativen Bestimmung von Transgenanteilen ist
derzeit die real-time quantitative PCR (auch quantitative Echtzeit-PCR genannt).
Dabei handelt es sich im Prinzip um eine herkdbmmliche Polymerase-Kettenreaktion,

allerdings mit dem entscheidenden Unterschied, dal} im Gegensatz zu Endpunkt-
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analysen die Zunahme der PCR-Produkte wahrend des gesamten PCR-Laufs
kontinuierlich aufgezeichnet wird. Zur Detektion der Amplikonvermehrung wird neben
den PCR-Primern eine sequenzspezifische fluorogene Sonde verwendet, die bei
jedem Vermehrungszyklus mit den Primern an den Matritzenstrang hybridisiert
(HOLLAND et al., 1991; LEE et al., 1993). TagMan® - Sonden beispielsweise sind an
ihrem 5°-Ende mit einem fluoreszenten Reporter-Farbstoff und am 3-Ende mit einem
Quencher-Farbstoff markiert. Der Reporterfarbstoff emittiert nach Anregung mit
einem Laser ein Fluoreszenzsignal, das auf Grund der raumlichen Nahe zum
Quencherfarbstoff durch einen Fluoreszenz-Energietransfer unterdrickt wird. In der
Extensionsphase jedes PCR-Zyklus wird die Sonde durch die 5°-3"-Exonuklease-
Aktivitat der Polymerase in kleine Fragmente zerlegt und von der Matrize entfernt
(HoLLAND et al., 1991), wodurch die raumliche Nahe der beiden Farbstoffe
aufgehoben wird und die Fluoreszenz emittiert und detektiert werden kann. Da nur
exakt bindende Sonden hydrolisiert werden, steigt das Fluoreszenzsignal
proportional mit der Produktmenge an (WISEMAN, 2002). Real-time Detektions-
systeme bestehen im Prinzip aus einem PCR-Cycler sowie einem optischen
Detektionsmodul, Uber das die mit der Produktzunahme ansteigenden
Fluoreszenzwerte online nach jedem Zyklus gemessen werden. Die Auswertung und
Quantifizierung erfolgt mittels geeigneter Computersoftware. Die Fluorophore werden
— je nach System — mit Halogen-, LED- oder Laserlicht angeregt.

Die Quantifizierung der unbekannten DNA-Menge basiert bei allen Systemen auf der
Berechnung eines Fluoreszenz-Schwellenwertes, dem sogenannten Ct-Wert (=
Threshold Cycle). Der Ct-Wert ist derjenige PCR-Zyklus, bei dem die Reporter-
fluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz signifikant Ubersteigt, d.h. wenn die
Amplifikationskurve die sogenannte Baseline schneidet und in die exponentielle
Phase Ubergeht. Wahrend der ersten PCR-Zyklen wird nur die Hintergrund-
fluoreszenz gemessen, da die Reporterfluoreszenz unterhalb der Baseline aufgrund
der noch geringen Konzentration der Zielsequenz im Reaktionsgefaly noch nicht
detektierbar ist bzw. noch keinen mathematischen Zusammenhang zeigt.

Die Quantifizierung der DNA-Menge beruht nicht auf absoluten Mengen an PCR-
Produkt, sondern auf der Kinetik der PCR-Reaktion. Als Richtlinie wird der Ct-Wert
verwendet, da die Amplifikation zu diesem Zeitpunkt exponentiell ist und in dieser
Phase der PCR-Reaktion noch keine limitierenden Faktoren wie z.B. Primer- oder

Nucleotidmangel auftreten. Parallel dazu werden in jedem PCR-Lauf Standards mit
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bekannter DNA-Menge amplifiziert. Aus der Intensitat der gemessenen Fluoreszenz-
signale lasst sich eine Regression ableiten und eine Standardkurve erstellen, anhand
derer man aus einem bestimmten Cr-Wert auf eine Templatekonzentration schlielRen
kann. Relativ zu dieser Standardkurve wird die Ausgangskonzentration der

unbekannten DNA errechnet.

Ein zukunftiger Ansatz fur einen GVO-Nachweis ist die Analyse mittels DNA-
Microarrays (sogenannte 'DNA-Chips'), die bislang hauptsachlich zur Untersuchung
von Genexpressionsanalysen verwendet werden (SCHENA et al., 1995). Fur den
Transgen-Nachweis kann DNA mit vielen verschiedenen Transformationsereignissen
auf einem Tragermaterial fixiert und anschlieBend mit der zu untersuchenden
unbekannten DNA hybridisiert werden. Dadurch kdnnen Proben in high-throughput
Analysen gleichzeitig auf verschiedenste Transformationsereignisse getestet werden
(BoORDONI et al., 2004; Rupi et al., 2003).

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Untersuchung der Auskreuzung von
transgenem Raps mit Hilfe eines Biotests. Samenproben werden dabei ausgelegt
und die Keimlinge mit dem Breitbandherbizid BASTA® bespriint. Da nur Trager des
pat-Gens die Applikation schadlos Uberstehen, mussten die Uberlebenden Pflanzen
transgen sein. Die Verifizierung der Transgenen erfolgte mittels qualitativer PCR. Der
Vorteil des Biotests liegt darin, da® sehr groRe Mengen Samen getestet werden
konnen. Zum Methodenvergleich wurden ausgewahlte Parzellen auch mit quan-

titativer real-time PCR analysiert.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Pflanzenmaterial

Bei den fir den Feldversuch verwendeten Rapssorten handelt es sich um die
Winterraps-Sorte 'Falcon' und die isogene Transformationslinie 'Falcon GS40/90'". Die
Linie 'Falcon GS40/90' ist Trager des pat-Gens (Phosphinothricin-Acetyl-
Transferase), das der Pflanze Resistenz gegenuber dem Totalherbizid Glufosinat-
Ammonium (Handelsname BASTA® oder Liberty®, Bayer CropScience) mit dem
Wirkstoff L-Phosphinothricin verleiht (s. 1.2.1). Das pat-Gen ist mit jeweils einer
Kopie an zwei unabhangigen Genorten integriert. Die eingeflhrte Nucleotidsequenz
wurde aus der Aminosauresequenz des PAT-Enzyms abgeleitet, das vom
Bodenbakterium Streptomyces viridochromogenes Tu494 gebildet wird (WOHLLEBEN
et al., 1988). Zusatzlich zum pat-Gen enthalten die transgenen Pflanzen den 35S-
Promotor und - Terminator des Cauliflower Mosaic Virus (CaMV).

Das Saatgut wurde vom Saatzuchtunternehmen NPZ (Norddeutsche Pflanzenzucht,
D-Holtsee) zur Verflgung gestellt.

Die Ansaat der Rubsenparzellen erfolgte mit der Sommerribsen-Sorte 'Nokonova'
sowie der Winterribsen-Sorte 'Buko' (beide KWS Saat AG, D-Einbeck).

Auf den Getreideparzellen wurden die Winterweizen-Sorten Hybnos (Saaten-Union,
D-Isernhagen) und Magnus (Saatzucht Engelen Buchling e.K., D-Buchling) sowie die
Wintergersten-Sorten Franziska (Secobra Recherches S.A., D-Lemgo) und Tafeno

(Lochow-Petkus GmbH, D-Bergen) gesat.
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2.1.2 Verbrauchsmaterial und Chemikalien

Die Hersteller und Spezifikationen aller benutzten Chemikalien und Agenzien sind in

folgender Auflistung zusammengestellt:

Tabelle 5: Chemikalien und Agenzien

Chemikalie/Agens Spezifikation Hersteller

10x PCR Puffer Applied Biosystems USA-Foster City

Agarose NEO Ultra-Qualitat Roth, D-Karlsruhe

BASTA® 200g/I Glufosinate-Ammonium Bayer CropScience, D-Langenfeld
Borsaure p.a. Merck, D-Darmstadt

Chloroform p.a. J.T. Baker, USA-Deventer
DNA-Beladungspuffer Fermentas, D- St.Leon-Rot
dNTPs Peqlab, D-Erlangen

EDTA p.a. Fluka, CH-Buchs

Eisessig, 100 % J.T. Baker, USA-Deventer
EtBr-Lésung, 1 %ig reinst Roth, D-Karlsruhe

Ethanol absolut 100 % p.a. J.T. Baker, USA-Deventer
Gibberellinsaure Merck, D-Darmstadt

HCI p.a. J.T. Baker, USA-Deventer
Isoamylalkohol p.a. J.T. Baker, USA-Deventer
Kaliumnitrat (KNO3) p.a. Merck, D-Darmstadt
NaAc-Trihydrat p.a., kristllin Roth, D-Karlsruhe

NaOH p.a. VWR-International, D-Darmstadt
Saccharose p.a. Roth, D-Karlsruhe

SDS 2x kristallin Serva, D-Heidelberg

Tris kristallin Riedel-de Haén, D-Seelze
Wasser reinst Eppendorf, D-Hamburg

2.1.3 Enzyme und Kits

Tabelle 6: Enzyme

Enzym

Hersteller

Taq DNA-Polymerase

Qiagen, D-Hilden

AmpliTaq Gold PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
RNAse A Qiagen, Hilden
Tabelle 7: Kits

Kit Hersteller

NucleoSpin 96 Plant®
2x TagMan Mastermix®

PicoGreen® dsDNA Quantitation Reagent

Macherey-Nagel, D-Diren
PE Applied Biosystems, USA-Foster City
Molecular Probes, USA-Eugene
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2.1.4 Basislosungen

Chloroform/Isoamylalkohol

Chloroform und Isoamylalkohol wurden im Verhaltnis 24:1 gemischt.

3 M NaAc (pH 5,2)

Nach Lésen von NaAc in bidest. Wasser wurde mit Eisessig ein pH-Wert von 5,2
eingestellt und die Losung autoklaviert.

5 M NacCl

Die entsprechende Menge NaCl wurde in bidest. Wasser geldst und autoklaviert.

10 N NaOH

Die entsprechende Menge NaOH wurde in bidest. Wasser unter Kiihlung aufgeldst.
28% PEG 8000 (w/v)

Die entsprechende Menge PEG wurde unter Ruhren in 5 M NaCl geldst.

3,0 x SDS

Die Menge fur 3 % (w/v) SDS wurde in 700 mM NaAc (pH 5,2) und 20 mM EDTA (pH
8,0) geldst, mit konzentrierter NaOH auf pH 5,5 eingestellt und autoklaviert.

1 M Tris-Cl

Die entsprechende Menge Tris wurde in bidest. Wasser geldst, mit konzentrierter HCI

auf pH-Wert 8,0 eingestellt und autoklaviert.

2.1.5 DNA-Molekulargewichtstandards

Tabelle 8: DNA-Molekulargewichtstandards

Standard Hersteller
100 bp DNA Ladder MBI Fermentas, D-St.Leon-Rot
A DNA / Hindlll MBI Fermentas, D-St.Leon-Rot

1kb DNA Ladder MBI Fermentas, D-St.Leon-Rot
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2.2 Methoden

2.21 Feldversuchsdesign

Die Anlage des Feldversuches auf der TUM-Versuchsstation Roggenstein im
Landkreis Furstenfeldbruck (Tabelle 9) erfolgte im August 2001. Der Versuch wurde
in drei Wiederholungen angelegt (Versuchsplan s. Anhang). Jede Wiederholung
bestand aus 30 Rapsparzellen der Grolle 6 x 6 m. Der Abstand der einzelnen
Parzellen zueinander betrug 1,5 m. Jeweils vier Parzellen wurden mit der transgenen
Linie 'Falcon GS40/90' bestellt, allerdings mit einem unterschiedlichen Anteil
transgener Pflanzen (zwei Parzellen mit 100 % und jeweils eine Parzelle mit 1 % und
0,1 %). Mit den Verdunnungsstufen sollte die ungewollte Ausbringung von
verunreinigtem Saatgut mit unterschiedlichen Transgenanteilen simuliert werden.
Jede der Transgenparzellen war von acht nicht-transgenen Rapsparzellen der Sorte
'Falcon' umgeben. In diesen Nachbarparzellen wurde das Ausmal und die Verteilung
der Auskreuzungsereignisse durch transgenen Pollen untersucht. Im zweiten und
dritten Versuchsjahr wurde insgeamt jeweils nur noch eine 100 % transgene Parzelle
angebaut.

Um den Einfluss der Faktoren Fruchtfolge und Stilllegung auf die Persistenz trans-
gener Rapspflanzen unter landwirtschaftlichen Praxisbedingungen zu ermitteln,
befanden sich in jeder Wiederholung zudem als jahrlich rotierende Fruchtfolgeglieder
Winterweizen, Wintergerste sowie eine ortsubliche Stilllegung mit einem Phacelia-
Klee-Gemisch.

Zur Ermittlung der Auskreuzungsraten auf den Rapsverwandten Rubsen (Brassica
rapa L.) wurden neben 100 % transgenen Parzellen in der Hauptwindrichtung zu-
satzliche Parzellen mit Sommerribsen angelegt. Zur Erhéhung der Wahrschein-
lichkeit einer zeitgleichen Blite mit dem Raps wurde der Sommerribsen bereits
Anfang Marz gesat. Zusatzlich wurden im Gewachshaus Rubsen in Topfen ange-
zogen. Bluhende Pflanzen wurden wahrend der Rapsblute unmittelbar neben den
100 % transgenen Rapsparzellen aufgestellt. Im zweiten und dritten Versuchsjahr
wurde jeweils die Halfte der Ribsenflache mit Sommerribsen und Winterribsen
bestellt.
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Tabelle 9: Standortbeschreibung des Versuchsfeldes

Bodenart sL4

Bodenpunkte 56

Ackerzahl 52

Koordinaten 48°11.00 N, 11°19.50 E

Hoéhe 516 m

Bodenprofil:

0-25 cm humoser-schwach humoser sandiger Lehm
25-35cm sehr schwach humoser feinsandiger Lehm
35-55 cm schwach verdichteter feinsandiger Lehm
>55cm sandiger Kies

2.2.2 Ermittlung des Pollenflugs

Zur Untersuchung der Pollenausbreitung wurden wahrend der Rapsblute in der

Hauptwindrichtung vier stationare Pollenfallen in den Abstanden O m, 50 m, 100 m

und 150 m vom Rand des Versuchsfeldes aufgestellt. Die
Pollenfallen waren mit Vaseline-bestrichenen Objekt-
tragern bestuckt, die zur Ermittlung der Hohenverteilung
der Pollen jeweils in 1 m, 2m, 3m und 4 m Hoéhe
angebracht waren. Die Objekttrager wurden wahrend der
gesamten Bluhphase taglich ausgewechselt. Die Zahl der
Pollen/cm?® wurde durch Auszadhlen einer Flache von
1 cm? unter einem Lichtmikroskop ermittelt. Die Wind-
richtung und -starke wurde durchgehend mit einem
Windmesser (Modell 1482, Lambrecht GmbH, Gaéttingen)
im Versuchsfeld aufgezeichnet. Temperatur und Nieder-
schlag wurden von der Wetterstation der Bayerischen
Landesanstalt fir Landwirtschaft (LfL) in Roggenstein
erfasst.

Im zweiten und dritten Versuchsjahr wurde die

MeRdistanz in der Hauptwindrichtung um zusatzliche

Abbildung 4:
Stationare Pollenfalle

Pollenfallen in 200 m und 250 m Entfernung vom Versuchsfeld erweitert. In der

entgegengesetzten Richtung wurden zusatzliche Fallen in 0 m und 50 m Entfernung

vom Versuchsfeld aufgestellt. Weitere Entfernungen waren auf Grund der

Gelandebeschaffenheit nicht moglich.
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2.2.3 Ermittlung der Auskreuzung in Raps und Riibsen

Biotest

Zur Ermittlung der Auskreuzungsraten in benachbarte nicht-transgene Rapsparzellen
wurde in allen drei Versuchsjahren nach Abreife des Rapsbestandes ein Netz mit
einem Raster von 25 Punkten, die jeweils einen Meter Abstand zueinander hatten,
uber alle die transgenen Parzellen umgebenden nicht-transgenen Parzellen gelegt.
An jedem dieser Punkte wurden Stichproben mit einem Umfang von jeweils 20
Rapsschoten gezogen.

Der Transgenanteil der Samen wurde mit Hilfe eines Biotests ermittelt (CHEVRE,
2000; ReBouD, 2003). Nach Ermittlung der Keimfahigkeit wurden pro Stichprobe 315
Samen abgezahlt (Contador E, Pfeuffer, D-Kitzingen) und in Keimschalen mit einem
Substratgemisch aus Torf und Kompost im S1-Gewachshaus zur Keimung gebracht.
Der Stichprobenumfang wurde so gewahlt, dal® pro Mel3punkt ein Transgenanteil von
0,33% bestimmbar war (= ein transgener Keimling von 300 aufgegangenen nicht-
transgenen Keimlingen). Nach dem Ausbilden der ersten Laubblatter wurden die
Keimlinge mit einer 1%-igen Lésung des Breitbandherbizids BASTA® bespriiht. Zehn
Tage nach der Behandlung war eine Selektion auf Herbizidresistenz madglich. Zur
Uberprifung und Quantifizierung Falsch-positiver, d.h. tberlebender Rapskeimlinge,
die das pat-Gen nicht besalien, wurden alle Uberlebenden Keimlinge mittels

qualitativer PCR nachanalysiert.

7
S
Ns-a

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Stichprobennahme in Rapsparzellen

Die Entnahme der Stichproben erfolgte an den roten Punkten des Rasters. Entfernung
der Punkte zueinander: 1 m

Aus den RUbsenparzellen des Versuchsfeldes wurden randomisiert per Hand
Schoten enthnommen. Die Samen wurden wie oben beschrieben mit dem Biotest auf
Einkreuzung des Transgens untersucht. Mit den zusatzlich aufgestellten Ribsen-

Topfpflanzen wurde entsprechend verfahren.
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Probenahme fiir die quantitative PCR

Die Transgenparzellen des dritten Versuchsjahres sowie die sie umgebenden
Parzellen wurden zusatzlich zum Biotest zu Vergleichszwecken auch mittels quanti-
tativer PCR auf die Auskreuzungsraten untersucht. Dazu erfolgte nach der Ernte der
jeweils acht umgebenden Parzellen mit dem Parzellenmahdrescher eine
randomisierte Stichprobennahme von verschiedenen Stellen im Erntegut. Die
transgenen Parzellen wurden jeweils einzeln mit dem Mahdrescher geerntet und auf
die gleiche Weise beprobt. Aus jeder Mischprobe wurden zweimal 10.000 Samen
abgezahlt und DNA isoliert.

2.2.4 Probenahme Ausfallraps in Folgekulturen und auf dem Brachstreifen

Zur Ermittlung der Persistenz von Rapssamen in Form von Ausfallraps wurde jahrlich
eine Bestandsaufnahme aller gefundenen Rapspflanzen durchgefthrt.

Im Fruhjahr wurden die Folgekulturen des Rapses (Winterweizen bzw. Wintergerste
im dritten Versuchsjahr) auf Ausfallraps untersucht. Vorausgegangen war eine
konventionelle Herbizidbehandlung der Getreideparzellen (Tabelle 10). Alle gefun-
denen Einzelpflanzen wurden mittels qualitativer PCR auf das pat-Gen untersucht.
Das Versuchsfeld war von einem 6 m breiten Brachstreifen umgeben, der bis auf ein
einmaliges Mulchen vor der Rapsernte wahrend der gesamten Vegetationszeit
unbelassen blieb. Im Frihjahr wurde jeweils eine Bestandsaufnhahme aller dort
gefundenen Rapspflanzen durchgefuhrt. Von Blattproben jeder Einzelpflanze (ca.

0,5 cm2) wurde DNA isoliert und mittels qualitativer PCR auf das pat-Gen untersucht.

2.2.5 Ermittlung der Auskreuzung auf kreuzungskompatible Wildarten

Auf dem Brachstreifen wurden im Friihjahr randomisiert Blattproben (ca. 0,5 cm?) von
Hirtentaschel (Capsella bursa-pastoris L. Medik.) entnommen. Weiterhin erfolgte die
Untersuchung aller funf gefundenen Hederich-Pflanzen (Raphanus raphanistrum L.).
Zur Feststellung einer moglichen Auskreuzung wurde aus jeder Einzelpflanze DNA

isoliert und mittels qualitativer PCR auf das pat-Gen untersucht.
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2.2.6 Ermittlung des Sameneintrags bei der Ernte

Zur Ermittlung des Potentials des Sameneintrags wahrend der Ernte wurden in den
1 % und 0,1 % transgenen Parzellen Auffangschalen der GroRe 55,5 cm x 35,5 cm
(0,197 m?) in die Fahrspur des Parzellenmahdreschers gestellt. Die Samen wurden
anschlie3end abgezahlt (Contador E, Pfeuffer) und zu jeweils 1.000 Samen in Keim-
schalen im Gewachshaus ausgesat. Fur Aussagen uber die Veranderung des Trans-
genanteils (Ruckgang oder Zunahme) durch Auskreuzung innerhalb der Parzellen
wurde mit den aufgefangenen Samen analog zur Uberpriifung der Auskreuzung in

den umliegenden Parzellen der Biotest durchgeflhrt (s. 2.2.3).

2.2.7 Entnahme und Untersuchung von Bodenproben

Zur Untersuchung des Bodens auf verbliebene und noch keimfahige Rapssamen
(= Samenbank) wurden aus den transgenen Rapsparzellen Bodenproben ent-
nommen. Die erste Beprobung wurde zur Ermittlung des Ist-Zustands im Boden im
Jahr 2001 noch vor der ersten Rapssaat durchgefuhrt. Der Bohrstock hatte einen
Innendurchmesser von 7,5 cm bzw. eine Flache von 44,2 cm?. Je Versuchsparzelle
wurden funf Bohrkerne mit einer Beprobungstiefe von 30 cm entnommen. Die
Bodenproben wurden anschlieBend mit einer Kombination aus Sieben der
Maschenweiten 4 mm, 2 mm und 1 mm (Retsch, D-Haan) ausgewaschen, wobei die

Rapssamen im kleinsten Sieb zurtick blieben.

Zur Brechung der Keimruhe wurden die Samen zunachst
Lésung zur Keimstimulierung

far 6 Wochen bei 4°C und Dunkelheit inkubiert. |kno, 2000 ppm
AnschlieRend wurden sie in Petrischalen auf doppel- S;t’ozerell'nsaure 2500 ppm

lagigem Filterpapier (Schleicher & Schuell, D-Daf3el) mit
einer keimstimulierenden Losung (GEROWITT, 1998) ausgelegt und in einer Klima-
kammer bei 22 °C und Dauerbeleuchtung zum Keimen angeregt. Die Samen wurden
nach PEKRUN et al. (1997b) als lebensfahig eingestuft, wenn ihre Wurzel eine Lange
von mindestens 2 mm erreichte. Samen, die nach zwei Wochen noch nicht gekeimt
waren, wurden als dormant eingestuft.

Alle Keimlinge wurden zusatzlich mittels qualitativer PCR auf das pat-Gen Uberpruft.
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2.2.8 Test auf Lebensfahigkeit der Samen

Die Lebensfahigkeit der in den Bodenproben gefundenen Rapssamen, die trotz der
Behandlung zur Brechung der Keimruhe nicht gekeimt waren, wurde mit Hilfe des
Tetrazolium-Tests (= MTT-Test) ermittelt (WHARTON, 1955). Der Test dient dem
Nachweis der Stoffwechselaktivitat der Mitochondrien und damit der Lebensfahigkeit
der Zelle. Beim MTT-Test dringt das gelbe 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in die Zelle ein, sein Tetrazoliumring wird durch
Dehydrogenasen aktiver Mitochondrien aufgespalten und es entsteht das
dunkelblaue, alkohollésliche Formazan. Eine Losung bestehend aus DMSO,
Laurylsulfat (SDS) und Essigsaure lysiert anschlielend die Zellen und setzt das
Formazan frei. Die Intensitat der alkoholischen Formazanlosung kann photometrisch
bei einer Wellenlange von 570 nm bestimmt werden (MOSMANN, 1989; LINDL &
BAUER, 1994).

2.2.9 Bodenbearbeitung

Nach der Rapsernte wurde jeweils eine zweimalige nicht-wendende
Bodenbearbeitung mit dem Grubber (Bearbeitungstiefe 12 cm) durchgefuhrt, um
moglichst viele Samen zum Auflaufen zu bringen und das Potential der Samenbank

maglichst gering zu halten.

2.2.10 Herbizideinsatz in den Fruchtfolgegliedern

In den Fruchtfolgegliedern Winterweizen und Wintergerste erfolgte die Bekampfung
der Begleitvegetation durch die Applikation konventioneller Herbizide mit ortsublichen

Aufwandmengen (Tabelle 10).
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Tabelle 10: Herbizidbehandlungen in den Winterweizen- und -Wintergerstenparzellen

Winterweizen Wintergerste
Jahr Herbizid Aufwand Zeitpunkt | Herbizid Aufwand Zeitpunkt
(I’kg/ha) (I’kg/ha)

2004 Bacara 0,80 Herbst Bacara 0,80 Herbst
Hoestar Super 0,12 Frihjahr | Hoestar Super 0,12 Frahjahr
Wuchsstoff 1,50 Frihjahr
MCPA

2003 Bacara 0,80 Herbst Stomp 3,0 Herbst
Hoestar Super 0,12 Frihjahr | Cadou 0,40 Herbst

Primus 0,10 Frahjahr

2002 Bacara 0.75 Herbst Bacara 0.80 Herbst
Primus 0,09 Frahjahr | Primus 0,10 Frahjahr

2001 Bacara 0,75 Herbst Bacara 0,75 Herbst

2.2.11 Statistische Auswertungen

Alle statistischen Auswertungen wurden mit SPSS 12.0 fir Windows durchgefuhrt.
Unter der Annahme einer exponentiellen Abnahme der Auskreuzungen wurde eine

Regressionskurve mit SigmaPlot 8.0 fur Windows (SPSS, Chicago) berechnet.

Der y%-Test wurde mit folgenden Parametern durchgefiihrt:

£ (B,—E,)’
oy BB

i=1 i

B = Beobachtete Auskreuzungen in den acht umgebenden nicht-transgenen
Parzellen

E = Erwartete Auskreuzungen auf Grund der Windverteilung wahrend der Rapsblite
in den acht umgebenden nicht-transgenen Parzellen

K = Anzahl der Klassen (= Anzahl der umgebenden nicht-transgenen Parzellen)

2.2.12 DNA-Isolierung

DNA-Isolierung aus Blattern
Die DNA-Isolierung aus Blattmaterial von Raps, Rubsen und Hirtentaschel erfolgte
mit einem NucleoSpin 96 Plant® Kit gemaR den Angaben des Herstellers. Zum

AufschluB der Zellen wurden jeweils ca. 25 mm? griines Blattmaterial, welches direkt
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nach der Probennahme bei —20 °C gelagert wurde, in ein 2 mm Reaktionsgefal}
(Eppendorf, D-Hamburg) mit zwei Metallkugeln (Durchmesser 3 mm) sowie 400 ul
des dem Kit beiliegenden Lysepuffers C1 Uberfuhrt und 3 min bei 10.000 Hz mit einer
Retsch Schwingmuhle MM 301 zerkleinert.

DNA-Isolierung aus Rapssamen

Die DNA-Isolierung aus Rapssamen wurde mit einer modifizierten SDS-Methode
nach MANIATIS et al. (1989) durchgefuhrt. Nach Zermahlung des Samenmaterials in
einer Messermuhle (Grindomix GM 200, Retsch, D-Haan) wurden 0,5 g in einem
50 ml Reaktionsgefal® mit 10 ml 3,0x SDS und 50 pl Proteinase K (20 mg/ml)
versetzt. Nach 60 min Inkubation bei 60°C unter leichtem Schuitteln wurden die
Proben einer zweimaligen Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion (24:1) mit jeweils

30 min in einem Uberkopfschiittler unterzogen.

Die Phasentrennung erfolge durch Zentrifugation bei  [3x SpS-puffer
RT und 2100 g. AnschlieRend wurde die wassrige 3,0% (w/v) SDS

Phase in ein neues ReaktionsgefaR dberfihrt. Zur |700 MM NaAc (pH 5.2)
20 mM EDTA (pH 8,0)

Fallung der DNA wurde die wassrige Phase bei RT
mit NaOH auf pH 5,0

mit 1 Volumen Isopropanol versetzt, invertiert und
20 min bei 2100 g zentrifugiert. Nach Abziehen des Alkohols und Lufttrocknung des
DNA-Prazipitats wurde die getrocknete DNA in 500 pl H2Oreinst gelost. Zum RNA-
Verdau wurden 20 pl RNase A (10 mg/ ml) zugegeben und 30 min bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend erfolgte eine PEG-Fallung durch Zugabe von 1300 ul 28 %iger PEG-
Lésung und Inkubation Uber Nacht. Nach abschlieRender Zentrifugation fir 40 min
bei 4° C und 2100 g wurde der Uberstand abgezogen. Die DNA wurde in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal® Uberflhrt, nach zwei Waschschritten mit 1 ml Ethanol (75 %) und
10 min Zentrifugieren luftgetrocknet und bis zur gewlnschten Konzentration in
10 mM Tris-Cl -Puffer rlickgeldst.

DNA-Isolierung aus Pollen

Zur Analyse der Pollen, die mit den Objekttrager-Fallen gesammelt wurden, wurden
alle Pollen samt Vaselinebeschichtung abgekratzt und in den Puffer C1 des
NucleoSpin 96 Plant® Kit Giberfiihrt. Die Lagerung erfolgte bei —20 °C. Der Aufschluf®
der Pollen erfolgte mit Ultraschall fur 6 min und 35 % Amplitude (Sonifier W-250 D,

Branson, Ulraschall- und Labortechnik, G. Heinemann, D-Schwabisch Gmund). Die
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DNA-Isolierung wurde anschlieBend mit einzelnen 'mini spin columns' des
NucleoSpin 96 Plant® Kit nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Riickldsung der
DNA erfolgte in 50 yl CE-Puffer des Kits.

2.2.13 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten zur GroéRRenbestimmung und Qualitats-
abschatzung erfolgte durch Agarosegelelektrophorese (AUSUBEL et al., 1999) in 1 x
TAE-Puffer bei einer Spannung von 5 V pro cm Elektrodenabstand. Die DNA wurde

in 1 x DNA-Beladungspuffer auf das Gel aufgetragen und [, taAe-puffer

mittels UVas4,m  -Licht induzierter Fluoreszenz von |40 mM Tris-Acetat

- . . .. . 1 mM EDTA
Ethidiumbromid (0,5 pg/ml EtBr in der Gellosung) sichtbar | pHsg0

gemacht und mit einer Videodokumentationsanlage (Herolab
E.A.S.Y RH, D-Wiesloch) erfasst.

2.2.14 DNA-Quantifizierung

Die exakte Konzentrationsbestimmung der genomischen DNA fur die quantitative
PCR erfolgte mit dem PicoGreen® dsDNA Quantitation Kit nach Herstellerangaben.
Die DNA wurde zunachst mit einem 0,8 % Agarosegel geschatzt und anschlie3end
fiir die fir die PicoGreen® Messung auf eine Konzentration von ca. 10 ng/ul verdiinnt.
Zur Ergebnisabsicherung wurden die DNA-Konzentrationen in zwei unabhangigen
Doppelmessungen bestimmt. Als Kalibrationsstandard fir die Quantifizierung diente
eine Verdunnungsreihe ungeschnittener Lambda-DNA. Zur Messung und Auswer-
tung der Fluoreszenzsignale wurde der Storm™ Fluorlmager und die Software

ImageQuant 5.0 (beides Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA) benutzt.

2.2.15 Qualitative PCR

Alle DNA-Amplifikationen mittels Polymerase Chain Reaktion (PCR; MuLLis &
FALOONA, 1987) wurden auf einem Perkin Elmer 9600 Thermocycler (Applied
Biosystems, (Applied Biosystems, USA-Foster City) sowie einem PTC-200 (MJ
Research, Bio-Rad Laboratories, D-Mlinchen) durchgefihrt. Die Reaktionen fanden

in 20 pl Reaktionsvolumen statt. Zur Kontrolle auf Kontaminationen wurde bei allen
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PCR-Reaktionen eine Wasserprobe und beim GVO-Nachweis zusatzlich eine

Positivkontrolle mit entsprechender genomischer DNA mitgefuhrt.

Reaktionsansatz PCR-Parameter

10 ng genomische DNA 95 °C 10 min 1 Zvklus

05 U Taq DNA Polymerase y

0,2 uM Primer_for 95 °C 30 s

0,2 uM Primer_rev o .

200 uM dNTPs 60 °C 1 min 34 Zyklen
1 x PCR Puffer 72 °C 2 min

ad 20 pl 72 °C 10 min 1 Zyklus

2.2.16 Oligonukleotide

Die Auftragssynthese fur die PCR Oligonukleotide (Primer) wurde von Applied

Biosystems durchgefuhrt. Tabelle 11 zeigt die Nukleotidsequenzen der verwendeten

Primer, die Amplikonlange, die Zielsequenz sowie deren Herkunft (EMBL).

Tabelle 11: Oligonukleotide

Qualitativer Transgennachweis

Zielsequenz Sequenz (5'-3") Amplikon
S-glucosyl- gluco-f CAAAGACGATAAAGGCTACGGC

transferase 614 bp
EMBL A62529 gluco-r TAATGCTCCGATCAGAGCTTCC

Photslfthinotfhfici”- 35S_pat-f CACAATCCCACTATCCTTCGC 271
acetyltransferase p
EMBL A99126 35S_patr TGCTGTAGCTGGCCTAATCTCA

Quantitativer Transgennachweis

Zielsequenz Sequenz (5'-3") Amplikon
S-glucosyl- s_gt-TM-f GTCCAGTTCGCTAAACGCCTAGT

transferase s_gt-TM-r GAGGCGGTGTAGGTGGTGG 71 bp
EMBL A62529 s_gt-TM-p CCAAAGGCGTCAAAGTCACAATCGC (Sonde)

35S-Promotor/

Phosphinothricin- pat-TM-f TAGCTGGCCTAATCTCAACTGGTC

acetyltransferase pat-TM-r ATTTCATTTGGAGAGGACAGGGTAC 87 bp
/Eg"g'ﬁ'-z é“ 8053, pat-TM-p CCTCTCCGGAGACATGTCGACTCTAGAGGAT (Sonde)

Die qualitativen PCR-Reaktionen wurden mit den Thermocyclern Perkin Elmer 9600
(Applied Biosystems) und PTC-200 (MJ Research) durchgefuhrt, fir die quantitative
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PCR kam der TagMan® (ABI Prism® Sequence Detection System 7700, Applied
Biosystems) zum Einsatz.

FUr den quantitativen PCR-Assay wurden die Oligonukleotidsequenzen nach BLOCK
(2004) verwendet. Die Oligonukleotide fur den qualitativen PCR-Nachweis des
transgenen Rapses wurden nach BLOCK (2004) unter Zuhilfenahme der Sequenz-
datenbank EMBL ('European Molecular Biology Laboratory') abgeleitet (Tabelle 11).
Die Zielsequenz fur den Transgen-Nachweis war das synthetische Phosphino-
thricinacetyltransferase-Gen (EMBL A99126). Die Amplikonlange betragt 127 bp.

Als Referenzgen wurde die Sequenz des 'house-keeping' Gens S-Glucosyltrans-
ferase (EMBL A62529), das fur die Synthese von Glucosinolat verantwortlich und
spezifisch fur Pflanzen der Gattung Brassica ist, verwendet. Die PCR-Fragmente

haben eine Lange von 614 bp.

2.2.17 Quantitative real-time PCR

Die quantitativen PCR-Reaktionen wurden auf einem ABI Prism® 7700 Sequence
Detection System (Applied Biosystems) durchgeflhrt. Der PCR-Ansatz enthielt einen
1x TagMan® Universal PCR Master Mix mit je 300 nmol Oligonukleotide, 200 nmol
Sonde, jeweils 400 yM von dATP, dCTP, dGTP, 800 uyM dUTP, 0,2 U UNG
(AmpErase Uracil N-glycosylase) und 1 U AmpliTag Gold DNA Polymerase in einem
Gesamtvolumen von 25 pul. Die Kalibrationsstandards und die DNA-Proben wurden
im selben PCR-Lauf analysiert, wobei die 'gluco’- und 'paf-Sequenzen in

verschiedenen Reaktionsgefallen amplifiziert wurden.

Reaktionsansatz Cycler-Parameter
75-225 ng genomische DNA 50 °C 2 min }
0,3 yM Primer_for . ) 1 Zyklus
0,3 pM Primer_rev 95 °C 10 min
0,2 uM Sonde 95 °C 15 s
1 x TaqMan®PCR-Master Mix _ 45 Zyklen
ad 25 Ul 60 °C 1 min

Das 3'-Ende der TagMan®-Sonden waren mit dem Quencherfarbstoff 6-tetramethyl-
rhodamine (TAMRA) markiert. Die 'pat'- und 'gluco'-spezifischen Sonden waren an

ihren 5'-Enden mit den fluoreszenten Reporterfarbstoffen FAM bzw. VIC markiert.
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Herstellung der Kalibrierstandards

Zur Herstellung der Kalibrierstandards wurde genomische DNA der transgenen Linie
'Falcon GS40/90' uber funf Verdlinnungsstufen kontinuierlich im Verhaltnis 1:10 mit
Wasser verdunnt. Die erste Stufe der Verdunnungsreihe wurde mit Hilfe des

Fluoreszenzfarbstoffes Picogreen® auf 90 ng/l eingestellt.

Quantifizierung der Transgenanteile

Die Bestimmung der Transgenanteile der unbekannten Samenmischproben wurde
Uber eine exakte Quantifizierung berechnet. Im Gegensatz zur relativen Quan-
tifizierung wird dabei die genaue Kopienzahl des pat-Gens berechnet.

Voraussetzung fur eine absolute Quantifizierung sind DNA-Kalibrierstandards mit
bekannter Genkopienzahl, die durch stufenweise DNA-Verdlinnung den gesamten
moglichen Arbeitsbereich abdecken. Zur Berechnung der Kopienzahlen wurden
Regressionsgleichungen erstellt, indem die Ct-Werte der Standardreihen gegen den
Logarithmus ihrer errechneten Kopienzahlen aufgetragen wurden. Die Berechnung
der Kopienzahlen erfolgte Uber die Menge der eingesetzten genomischen Raps-DNA
und der Masse von 1,225 pg pro haploidem Rapsgenomaquivalent (ARUMUGANATHAN
und EARLE, 1999). Bei Berechnung der Kopienzahlen wurde bertcksichtigt, dafl bei
der Rapssorte 'Falcon GS40/90' eine Doppelinsertion des Transgenkonstrukts pro
haploidem Genom vorliegt.

Die Kopienzahl des endogenen Referenzgens ‘gluco’ sowie des pat-Gens in den
unbekannten Proben wurde durch Einsetzen ihrer Ct-Werte in die Gleichung der
Kalibrationskurve der Standards ermittelt. Der Anteil der transgenen DNA an der
Gesamt-DNA ergibt sich aus der Berechnung des Quotienten aus Transgen-
Kopienzahl zu Referenzgen-Kopienzahl. Die Messung sowohl der Standardreihen als
auch der DNA-Proben erfolgte jeweils in Dreifachwiederholungen.

Zur Uberprifung der resultierenden Cr-Werte wurde ein zweiseitiger Dixon
Ausreil3ertest nach DIN 53804-1 (DEUTSCHES INSTITUT FUR NORMUNG, 2002) mit einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von a = 0,1 durchgefuhrt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Auskreuzung in nicht-transgenen Nachbarparzellen

Zur Ermittlung der Auskreuzung in benachbarte Parzellen wurden in jeder nicht-
transgenen Rapsparzelle an 25 definierten Punkten Stichproben mit einem Umfang
von je 20 Rapsschoten gezogen.

Im ersten Versuchsjahr enthielt jede Wiederholung neben einer Parzelle mit einem
Transgenanteil von 0,1 % und 1 % insgesamt zwei 100 % transgene Parzellen. Aus
der Anlage des Versuchs ergab sich, dal® einige der nicht-transgenen Parzellen
sowohl an Parzellen mit einem Transgenanteil von 100 % als auch mit 0,1 % und
1 % angrenzten. Der EinfluR® der 100 % transgenen Parzellen war dabei so groB3, daf’
es zu offensichtlichen Verfalschungen in den benachbarten Parzellen kam und die
Ergebnisse daher nicht herangezogen werden konnten. Deshalb wurde in den darauf
folgenden beiden Versuchsjahren jeweils nur in einer Wiederholung eine 100 %
transgene Parzelle angebaut. Als Folge war im zweiten und dritten Versuchsjahr ein
deutlicher Ruckgang der Auskreuzungsraten aus den 0,1 % und 1 % transgenen
Parzellen festzustellen.

Fur jede transgene Parzelle wurde die durchschnittliche Auskreuzung in die acht
umgebenden nicht-transgenen Parzellen berechnet, indem pro MeRpunkt 315
Samen ausgesat und im 2-Blatt-Stadium mit dem Totalherbizid BASTA bespruht
wurden. Nach 10 Tagen war eine Selektion auf Herbizidresistenz moglich. Die
Aussaatmenge wurde unter Berucksichtigung der Keimfahigkeit der Samen so
gewahlt, dall 300 Samen pro MeRpunkt aufgingen. Ein transgener Same pro
MeRpunkt bedeutet somit eine Auskreuzungsrate von 0,33 %. Zur Quantifizierung
Uberlebender Rapskeimlinge, die das pat-Gen nicht besalien (Falsch-positive),
wurden diese mittels qualitativer PCR nachanalysiert. Diese zusatzliche Uberpriifung
der phanotypischen Selektion ergab, daf3 im Durchschnitt 12,8 % aller Uberlebenden
Pflanzen falsch-positiv waren, in Einzelfallen sogar bis zu 35 %.

Die durchschnittlichen Auskreuzungsraten aus den 100 % transgenen Rapsparzellen
in die umliegenden nicht-transgenen Rapsparzellen des Feldversuchs waren relativ
konstant und in allen drei Versuchsjahren gut reproduzierbar. Bei nur leichten
Schwankungen bewegten sie sich in einem Bereich von 0,25 % bis 0,31 %. Der

aktuelle Schwellenwert von 0,9 % wurde in keinem einzigen Fall Gberschritten. Die
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Auskreuzungsraten aus den Parzellen mit einem Transgenanteil von 1 % und 0,1 %

unterlagen starkeren Schwankungen und waren deutlich niedriger (Tabelle 12).

Tabelle 12: Zusammenfassung der Auskreuzungsraten aus transgenen Rapsparzellen

2001/2002 2002/2003 2003/2004
Transgen- | durchschnittl. |durchschnittl. | durchschnittl. [durchschnittl.| durchschnittl. [durchschnittl.
anteil Auskreuzung | Auskreuzung | Auskreuzung |Auskreuzung| Auskreuzung |Auskreuzung
Einzelparzellen Einzelparzellen Einzelparzellen
— 0,005 % 0,0017%
9 — : 0,0065 % . 0,00083%
0.1% — 0,008 % ° 0,0000% °
— 0,002 % —
1% — : 0,01 % —
° — 0,018 % ’ —
(o) o, o
100 % 8’23 of’ 0,29 % 0,25 % 0,25 % 0,31 % 0,31 %
) o —_— _

Die Werte entsprechen jeweils dem Mittelwert der acht umgebenden nicht-transgenen Parzellen

In Tabelle 13 ist detailliert nach Jahren und Transgenanteil in den Auskreuzungs-

parzellen aufgeschlisselt, wie haufig alle festgestellten Auskreuzungsraten an den

einzelnen Mel3punkten in den umgebenden nicht-transgenen Parzellen vorkamen.

Tabelle 13: Detaillierte Auskreuzungsraten aus transgenen Rapsparzellen

Tra::gitlen- Wieder- durchschnittl. einzelne beobachtete
und holunaen Auskreuzungs- | Xmin | Xmax Auskreu- Auskreuzun- Anteil (%)
Erntejahr 9 rate (%) zungsraten (%) gen
>5,0 1 0,30
>1,0 21 5,30
100 % : :
2 0,29 0,0 | 5,0 >0,7 20 5,00
(2001/2002) >0.3 116 29,00
<0,3 242 60,50
3,0 1 0,50
>1,0 8 4,00
100 % 1 0,25 0,0 | 3,0 >0,7 10 5,00
(2002/2003) >0,3 54 27,00
<0,3 127 63,50
4,0 2 1,00
>1,0 9 4,50
100 % : :

1 0,31 0,0 | 4,0 >0,7 9 4,50
(2003/2004) >03 58 29,00
<0,3 121 60,50
1% 0,7 1 0,25
(2002/2003) 2 0,01 0,0 | 0,7 20,3 10 2,50
<0,3 389 97,25
>1,0 1 0,25
0,1 % >0,7 1 0,25
(2002/2003) 2 0,0065 0,0 (1,0 03 3 0.75
<0,3 395 98,75
01 % >0,3 0 0,00

’ 2 0,00083 0,0 0,3 20, 1 2
(2003/2004) < 8 g 399 98 72

< 0,3 % bedeutet kein einziges Ereignis, da ein Ereignis 0,33 % entspricht
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Zur Verdeutlichung ist die Verteilung der einzelnen Befruchtungserfolge durch trans-
genen Pollen in den Nachbarparzellen in (Abbildung 6) dargestellt. Die graphische
Darstellung der Auskreuzungsereignisse gibt Hinweise darauf, dal® die Verteilung
zufallig und ungerichtet war.

Bei Betrachtung der Verteilung der Auskreuzungsereignisse ist zunachst kein
Auskreuzungsgradient bezlglich der Entfernung zu den transgenen Parzellen
erkennbar. Ware die Auskreuzung alleine vom Wind abhangig, mufdte die Verteilung
der Auskreuzungsereignisse der Windverteilung entsprechen. Wahrend der gesam-
ten BlUhdauer des Rapses wurde die Windverteilung mit einem Windmesser
aufgezeichnet. Auf der Grundlage der prozentualen Verteilung des Windes in den
verschiedenen Himmelsrichtungen wahrend der Rapsbliite wurde mit Hilfe des y*
Tests Uberprift, ob die beobachteten mit den durch die Windverteilung erwarteten
Auskreuzungsraten in den Nachbarparzellen Ubereinstimmen. Aus dem Verhaltnis
der in jeder Windrichtung (d.h. in den acht umgebenden nicht-transgenen Parzellen)
beobachteten und der auf Grund der Windverteilung zu erwartenden Verteilung der

Auskreuzungsergebnisse wurde der xz-Wert abgeleitet. Wenn der errechnete xz-Wert

den tabellierten Wert %7005 = 14,07 (iberstieg, konnte auf dem 0,95 %-Niveau kein
statistisch gesicherter Zusammenhang zwischen der erwarteten und der
beobachteten Auskreuzungsrate festgestellt werden. In diesem Fall missen andere
Faktoren die Auskreuzung wesentlich beeinflut haben. In allen drei Versuchsjahren
und allen Wiederholungen liel3 sich kein statistisch gesicherter Zusammenhang

nachweisen (Tabelle 14 und Tabelle 15).
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Abbildung 6: Verteilung der Auskreuzungsereignisse um die transgenen Parzellen

transgenen Parzellen 2002; (C) Umgebung der 100 %

(A, B) Umgebung der 100 %

transgenen Parzelle 2004; (E, F)

transgenen Parzellen 2003; (G, H) Umgebung der 0,1 % transgenen

%
Parzellen 2003; (I) Umgebung der 0,1 % transgenen Parzelle 2004

) Umgebung der 100

transgenen Parzelle 2003; (D

Umgebung der 1 %
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Tabelle 14: XZ—Test zur Ermittlung des Zusammenhangs zwischen Wind- und Auskreuzungsverteilung

(2002)
Auskreuzungsereignisse 2002

Transgenanteil 100 % (Wdh.1) Transgenanteil 100 % (Wdh. 2)
V_\Iind- Windanteil n n 2 n n 2
richtung (%) b e x b e x
NW 2,2 23 3,8 5 3,7
N 2,3 7 4.1 34 4,0
NO 7,9 7 14,0 13 13,6
O 36,8 37 64,9 24 63,0
SO 241 9 42,5 305,4 14 41,3 3171
S 8,7 31 15,3 27 14,8
SW 11,4 10 20,1 23 19,5
W 6,5 52 11,4 31 11,1
Summe 100 176 176 171 171

n = Anzahl Auskreuzungsereignisse, b = beobachtet, e = erwartet, Wdh. = Wiederholung

Tabelle 15: x2-Test zur Ermittlung des Zusammenhangs zwischen Wind- und Auskreuzungsverteilung

(2003 und 2004)

Transgenanteil 100 % (2003)

Auskreuzungsereignisse

Transgenanteil 100 % (2004)

Wind- Windanteil 2 2
richtung (%) Mo Ne x by Ne X
NW 6,2 12 9,3 10 11,7

N 5,6 19 8,4 51 4,3

NO 26,4 6 39,4 11 24,9

0] 24,9 27 37,1 60 40,4

SO 16,6 12 24,8 311,6 11 38,6 549,3
S 2,7 30 4,0 26 30,6

SW 11,3 6 16,8 10 26,6

w 6,2 37 9,3 10 11,9

Summe 100 149 149 189 189

n = Anzahl Auskreuzungsereignisse, b = beobachtet, e = erwartet

Der xz-Test wurde nur mit den Auskreuzungsraten aus den 100 % transgenen

Parzellen durchgefuhrt, da die Anzahl der Auskreuzungsereignisse aus den 1 % und

0,1 % transgenen Parzellen fiir einen y*-Test nicht ausreichend waren.

Zum Vergleich wurde zusatzlich eine Korrelationsanalyse mit den Auskreuzungsraten

aus den vier 100 % transgenen Parzellen und der Windverteilung durchgefuhrt

(Tabelle 16). Auch hier konnte kein signifikanter Zusammenhang nachgewiesen

werden.



ERGEBNISSE

48

Tabelle 16: Korrelation zwischen Auskreuzung und Windverteilung

Parzelle Korrelationskoeffizient r Signifikanz (2-seitig)
100% 2002 (Wdh. 1) 0,159 0,706
100% 2002 (Wdh. 2) -0,029 0,945
100% 2003 -0,365 0,374
100% 2004 0,093 0,827

Der Gesamtdurchschnitt der Auskreuzungshaufigkeiten aller vier 100 % transgenen

Parzellen wurde — unabhangig von der Himmelsrichtung - in Abhangigkeit von der

Entfernung gebracht. Mit zunehmender Entfernung nahm die Auskreuzung schnell

ab, wobei die hochsten Standardabweichungen in einer Entfernung von 3 und 4 m

festgestellt wurden. Unter der Annahme einer exponentiellen Abnahme der Aus-

kreuzungen wurde eine Regressionskurve berechnet. Die Parameter der Gleichung

sind in Abbildung 7 dargestellt.

1,2

0,8

0,6

0,4

Auskreuzungsrate (%)

0,2

0,0 +

-0,2 T T T

y = 1,549 %285~
1,0 4 R*=0,66

2 4 6 8

Entfernung (m)

10

12

Abbildung 7: Durchschnittliche Auskreuzungsfrequenzen als Funktion der Distanz von den 100 %

transgenen Parzellen

Die Regressionskurve beschreibt den Zusammenhang zwischen Auskreuzungs-
frequenz und Entfernung, unabhangig von der Himmelsrichtung. Die Standardab-

weichung ist durch Balken dargestellt.
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Varianzanalyse

Die einzelnen Auskreuzungswerte aller vier 100 % transgenen Rapsparzellen aus
den drei Versuchsjahren wurden mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse auf
Unterschiede hinsichtlich der Gleichheit der Mittelwerte untersucht. Die einzelnen
Parzellen unterscheiden sich demnach bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von a =
0,05 nicht signifikant voneinander (Tabelle 17). Der Levene-Test bestatigte zusatzlich

die Homogenitat der Varianzen (Signifikanz 0,190).

Tabelle 17: Varianztabelle der Auskreuzungsraten aus den 100% transgenen Parzellen

Qs df MQ F Signifikanz
Zwischen den Gruppen 6,184 3 2,061 , 763 ,515
Innerhalb der Gruppen 2149,905 796 2,701
Gesamt 2156,089 799

QS = Summe der Abweichungsquadrate; MQ = Mittlere Quadratsumme (= QS/df), df = Freiheitsgrade;
F = F-Wert

3.2 Vergleich der Auskreuzungsraten mit Biotest und quantitativer
PCR

Im dritten Versuchsjahr wurden die mit Hilfe des Biotests ermittelten Aus-
kreuzungsraten mit den Ergebnissen einer quantitativen real-time PCR Analyse
verglichen. Die Quantifizierung des Transgenanteils in den Stichproben aus dem
Erntegut ausgewahlter transgener Parzellen und benachbarter nicht-transgener
Parzellen erfolgte mit Hilfe einer Regressionsgerade unter Einsatz von DNA-
Standards mit bekannter DNA-Konzentration. Die Amplifikation der Standard-
Verdunnungsreihe war Uber funf Verdunnungsstufen linear und resultierte in einer
hoch signifikanten Korrelation von R? = 0,99 % zwischen den Cr-Werten und der
DNA-Konzentration.

Bezlglich der Hohe der festgestellten Auskreuzungsraten gab es Unterschiede
zwischen den Ergebnissen des Biotests und der quantitativen PCR (Tabelle 18).

Fir die 100 % transgene Parzelle lag die mit dem TagMan® ermittelte Auskreuzungs-
rate in Hohe von 0,5655 % etwas Uber der des Biotests (0,3135 %). In den umge-
benden Parzellen einer der beiden 0,1 % transgenen Parzellen wurde mit 0,0404 %
ebenfalls ein hoherer Wert ermittelt als mit dem Biotest (0,0017 %), wenngleich sich

die Auskreuzungsraten in beiden Fallen auf einem sehr niedrigen Niveau befanden.
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Das Ergebnis des Biotests bedeutet ein einzelnes festgestelltes
Auskreuzungsereignis in den acht umgebenden Parzellen. Das Resultat der
quantitativen PCR entsprache 24 Auskreuzungsereignissen beim Biotest.

Zusatzlich zu den benachbarten Parzellen wurde Erntegut, das direkt aus den beiden
Parzellen mit 0,1 % Transgenanteil stammte, mittels quantitativer PCR untersucht.

Dies ergab eine Zunahme des Transgenanteils auf 0,28 % und 0,32 %.

Tabelle 18: Vergleich der mit Biotest und quantitativer PCR ermittelten Auskreuzungsraten

Transgenanteil Parzelle (%) Auskreuzung Biotest (%) Auskreuzung TaqMan® (%)
100 0,3135 0,5655
0,1 (Wdh. 1) 0,0017 0,0404
0,1 (Wdh. 2) 0,0000 0,0001

Die mit dem TaqMan® ermittelten Auskreuzungsraten reprasentieren den Mittelwert von jeweils zwei
Stichproben

3.3 Pollenverbreitung

Rapspollen besitzen ein groles Potential zur Wind- und Insektenverbreitung und
konnen auch in groReren Distanzen noch zu einer Befruchtung fuhren. Die genauen
Anteile von Wind und Insekten an der Bestaubung sind jedoch bisher noch unge-
ndgend bestimmbar bzw. verhersagbar. Weil eine ungewollte Ausbreitung transgener
Pollen bezuglich der Einhaltung von Schwellenwerten problematisch sein kann, wird
derzeit Uber die Einhaltung von Mindestabstanden beim Anbau transgener Pflanzen
diskutiert. Durch die Aufstellung von Pollenfallen sollte das Ausbreitungsverhalten
von Pollen, d.h. die Veranderung der Pollenzahlen mit zunehmender Entfernung und
unterschiedlicher Hohe, sowie der Einfluld von Windrichtung und -starke, Temperatur
und Niederschlagen untersucht werden. Durch einen Vergleich mit der tatsachlich
stattfindenden Auskreuzung sollte versucht werden, abzuschatzen, welche biolo-
gischen und physikalischen Prozesse die entscheidenden Parameter fur die Aus-
kreuzung sind und durch welche Mallhahmen eine Auskreuzung transgener

Eigenschaften mdglichst gering gehalten werden kann.
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3.3.1 Pollenverteilung in der Entfernung

Neben dem Versuchsfeld wurden in Abstanden von jeweils 50m in der
Hauptwindrichtung (Osten) Pollenfallen bis in einer Entfernung von 250 m aufgestellt.
In der zweithaufigsten Windrichtung (Westen) wurden Fallen in Om und 50 m
aufgestellt. Weitere Entfernungen waren auf Grund der ortlichen Gegebenheiten
nicht moglich. Die Objekttrager der Pollenfallen wurden wahrend der gesamten
Blihzeit des Rapses taglich ausgewechselt. Die Ermittlung der Pollenzahlen an den
einzelnen Tagen erfolgte durch Auszahlen unter dem Mikroskop.

Die Untersuchung der Pollenverbreitung Uber die Distanz lieferte in allen drei
Versuchsjahren vergleichbare Ergebnisse. Der Ruckgang der Pollenzahlen mit
zunehmender Distanz folgte immer dem gleichen Trend. Die hochsten Pollenzahlen
(Uber 53-60 % aller gezahlten Pollen) wiesen diejenigen Pollenfallen auf, die direkt
am Feldrand aufgestellt waren (Abbildung 8). Der starkste Ruckgang der Pollen-
zahlen war innerhalb von 50 m Entfernung vom Feldrand zu verzeichnen. Innerhalb
dieser Distanz befanden sich Uber 70 % aller gefangenen Pollen. Bis zu einer
Entfernung von 150 m war ein weiterer Ruckgang der Pollenmenge zu verzeichnen,
im weiteren Verlauf bis 250 m blieb die Pollenmenge dann auf einem relativ

konstanten Niveau in Hohe von rund 4% (Tabelle 19).

70%
[@2001/2002

60% @ 2002/2003

50% [12003/2004
X
.}._: 40% -
£ 30% -
2 20% |

o oo

0% Wl e

Om Om 100m 150m 200m 250 m
Entfernung

Abbildung 8: Pollenverteilung in unterschiedlichen Entfernungen

Die Pollenzahlen bzw. ihr relativer Anteil wahrend der gesamten
Blihdauer des Rapses wurden Uber alle drei Versuchsjahre in der
Hauptwindrichtung mit zunehmender Entfernung zum Versuchsfeld
aufsummiert.

2002 wurde die Pollenzahl in 200 m und 250 m nicht ermittelt.
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Uber die Pollenverbreitung in westlicher Richtung kénnen auf Grund der sich aus der
Gelandebeschaffenheit ergebenden Beschrankungen in der Anzahl der aufgestellten
Fallen und den untersuchten Distanzen nur begrenzte Aussagen getroffen werden.
Dennoch zeichnet sich aus der Verteilung der gesammelten Pollen in 0 m und 50 m
Entfernung zum Feld auch hier ab, dal der Grol¥teil der Pollen (66 - 86%) direkt am
Feldrand zu Boden sinkt (Tabelle 19). Der Rickgang der Pollenzahlen befindet sich
demnach in der gleichen GroRenordnung wie in ostlicher Richtung.

Tabelle 19: Prozentuale Verteilung der Pollen in verschiedenen Entfernungen

Pollenanteil (%)

Richtung Jahr 0Om 50 m 100 m 150 m 200 m 250 m
2001/2002 54,4 17,8 15,9 12,0 — —
Osten 2002/2003 61,0 17,7 8,8 5,0 3,9 3,6
2003/2004 53,1 21,8 9,6 7,0 4,4 4,2
2001/2002 — — — — — —
Westen 2002/2003 66,0 34,0 — _ _ _
2003/2004 86,0 14,0 — — —

Die Pollenzahlen wurden Uber den gesamten Messzeitraum und alle Fallenhéhen aufsummiert.
2001/2002 wurde die Pollenverteilung nur in 6stlicher Richtung und in den Entfernungen 0 — 150 m
ermittelt

Trotz der Jahrgangsunterschiede in der Blihdauer konnte intensiver Pollenflug
jeweils nur an wenigen Tagen festgestellt werden, innerhalb derer Uber 86% der
gesamten Pollen gezahlt wurden (Tabelle 20). Intensiver Pollenflug wurde ab einer

Pollenzahl von 1.000 gewertet.

Tabelle 20: Pollenfreisetzung wahrend der Rapsbliite

Jahr 2002 2003 2004
Dauer der Blite (Tage) 20 14 27
Intensiver Pollenflug (Tage) 6 4 5
Anteil am Pollenflug (%) 87 87 86

Die Anzahl der ermittelten Pollenzahlen (aufsummiert Uber alle Fallen in der
Hauptwindrichtung in einer Distanz von 0 — 250 m) unterlagen an den einzelnen

Tagen betrachtlichen Schwankungen in Héhe von 0 bis 3.049 (Tabelle 21).
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Tabelle 21: Durchschnittliche Pollenzahl/cm?in den Pollenfallen

Pollenzahl/cm?

Jahr Summe Durchschnitt Xmin Xmax SD

2002 26.985 80,5 0 3.094 262,9
2003 16.956 71,6 0 1.538 184,3
2004 36.369 52,3 0 3.033 227,5

Die Anzahl Pollen/cm?in den Pollenfallen wurde an den einzelnen MeRtagen in der Hauptwindrichtung
fur die Distanzen 0 m bis 250 m aufsummiert
x = Anzahl Pollen/m?; SD = Standardabweichung

Die Unterschiede in der Gesamtsumme der Pollen resultieren u.a. aus der
unterschiedlichen Dauer der Rapsblite in den einzelnen Jahren sowie den
unterschiedlichen Wetterverhaltnissen, die den Pollenflug beglnstigen oder

erschweren kdbnnen.

3.3.2 Pollenverteilung in der Hohe

Zur Erfassung von Unterschieden in der Héhenverteilung der Pollen waren auf jeder
Falle vier Objekttrager in verschiedenen Hohen angebracht (1 m, 2 m, 3 m und 4 m).

Die Anteile der Pollen in den Hohenstufen unterschieden sich in verschiedenen
Entfernungen deutlich und waren unregelmafig verteilt. Die Héhenverteilung in den
einzelnen Entfernungen unterschied sich ebenfalls in allen drei Versuchsjahren
(Abbildung 9 und Tabelle 22).

Tendenziell 1a3t sich ableiten, da® auf den Fallen in einer Entfernung bis 50 m die
Pollen zunachst vor allem auf den unteren Objekttragern verteilt waren. Mit zuneh-
mender Entfernung stieg der relative Anteil der Pollen in den hoheren Objekttragern
an. Die Ursache dafur ist vermutlich in Verwirbelungen und Thermik zu suchen.

Die unregelmaliige Pollenverteilung in der Hohe ist ein Hinweis darauf, daf3, obwonhl
die meisten schnell zu Boden sinken, Pollen durch Luftverwirbelungen in hoéhere
Luftschichten verfrachtet werden, wodurch die Uberwindung groRerer Entfernungen

ermoglicht wird.
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Abbildung 9: Pollenverteilung in der Héhe
Die wahrend der gesamten Blihdauer des Rapses

Tabelle 22: Prozentuale Verteilung der Pollen in verschiedenen Fallenhéhen

in der Hauptwindrichtung

in unterschiedlichen

Hohen ermittelten Pollenzahlen wurden Uber alle
Entfernungen aufsummiert.

Pollenanteil (%)

Jahr 1m 2m 3m 4m
2002 15,4 20,2 39,1 25,3
2003 38,9 24,8 20,0 16,3
2004 25,0 32,3 22,8 19,8

Die Pollenzahlen wurden dber den gesamten Messzeitraum und alle Fallenentfernungen in der
Hauptwindrichtung aufsummiert. 2002 wurden die Pollenzahlen nur bis in einer Entfernung bis 150 m

ermittelt
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3.3.3 EinfluRfaktoren auf die Pollenverbreitung

Zur Ermittlung der Faktoren, die einen Einflud auf die Pollenverbreitung haben,

wurde eine Korrelationsanalyse durchgefuhrt.

Tabelle 23: Korrelationsanalyse aller untersuchten Einfluliparameter auf den Pollenflug

Pollen- Datum Hoéhe Distanz Wind- Windge- Tempe- Nieder- Jahr
zahl richtung schwindig ratur schlag
keit

r 1 -,048 -013 -216(**) 111(**)  ,267(*%) 043  -,059(*) -,048
Pollenzahl 078 640 ,000 ,000 ,000 114 029 078
Datum r 1 -001 ,229(**) -,202(**) 281(*%)  -,292(**)  -,149(**) 1,000(**)

a ,978 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
Hohe r 1 ,001 ,001 ,001 ,002 -,001 -,001

a ,957 ,958 ,975 ,953 977 ,978
Entfernung r 1 -,028 ,078(*%) -,013 -,045  ,230(*%)

a ,295 ,004 ,635 ,100 ,000
Windrich- r 1 ,390(*%)  -,137(*) ,053(*)  -,194(**)
tung a ,000 ,000 ,049 ,000
Windge- r ; ~22007) -113(™) ,289(*)
schwindigk. a ,000 ,000 ,000

r ,032 -,292(*%)
Temperatur a 1 244 000
Nieder- r 1 ~183(7)
schlag a ,000

r
Jahr a 1
N 1359
> Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant
* Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant

Fir die Berechnung wurden die Werte aller drei Versuchsjahre herangezogen.
r = Korrelationskoeffizient; a = Irrtumswahrscheinlichkeit; N = Gesamtzahl

Uber alle drei Versuchsjahre hinweg konnten bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
a = 0,01 signifikante Korrelationen zwischen der Pollenzahl und den Faktoren Fallen-
distanz, Windrichtung und -geschwindigkeit nachgewiesen werden; bei einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von a = 0,05 ergab sich eine signifikante Korrelation zwischen
Pollenzahl und Niederschlag (Tabelle 23). Fir die Pollenzahl und die Faktoren

Fallenhéhe und Temperatur konnte dagegen keine Korrelation festgestellt werden.

Die Anteile der Faktoren Fallendistanz und -h6he an der Gesamtvarianz (partielles
¢°) der Pollenzahl wurden unter Beriicksichtigung der Kovariaten Temperatur,
Windrichtung, -starke und Niederschlag mit Hilfe einer mehrfaktoriellen Varianz-
analyse geschatzt (Tabelle 24). Fur die Fallendistanz wurde ein signifikanter Anteil

von 8,1 % ermittelt, wahrend fur die Fallenhohe kein Einflu® auf die Varianz der
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Pollenzahl abzusichern war. Die Wechselwirkung Fallenhéhe und Fallendistanz war

ebensfalls nicht signifikant.

Tabelle 24: Varianztabelle der Pollenzahlen und der untersuchten Parameter

Faktor Qs df MQ F Signifikanz Partielles 32
Modell 14881029,185 28 531465,328 12,421 ,000 ,207
Niederschlag 87003,366 1 87003,366 2,033 ,154 ,002
Temperatur 19410,896 1 19410,896 ,454 ,501 ,000
Windgeschwindigkeit 4207389,093 1 4207389,093 98,331 ,000 ,069
Windrichtung 2,791 1 2,791 ,000 ,994 ,000
Fallendistanz 4995294 ,604 5 999058,921 23,349 ,000 ,081
Fallenhohe 38613,701 3 12871,234 ,301 ,825 ,001
Fallenhdhe * Fallendistanz 214739,143 15 14315,943 ,335 ,992 ,004
Fehler 56950605,815 1331 42787,833

Gesamt 71831635,000 1359

QS = Summe der Abweichungsquadrate; MQ = Mittlere Quadratsumme (= QS/df), df = Freiheitsgrade;
F = F-Wert

3.3.4 Auskreuzung auf verwandte Arten

Die Moglichkeit des Auskreuzens transgener Eigenschaften auf verwandte Wild- oder
Kulturpflanzen ist ein wesentlicher Aspekt bei der Risikobewertung transgener
Pflanzen. Eine wichtige Fragestellung dabei ist, ob die Ubertragung des Transgens
den transgenen Hybriden einen Selektionsvorteil verschafft, der sie durch unkon-
trollierte Ausbreitung in der Umwelt persistenter und schwerer zu bekampfen macht
und evtl. zur Verdrangung anderer Populationen fuhrt. Diese Fragestellung ist gerade
bei Raps interessant, da er mit einer Reihe von Kultur- und Wildpflanzen kreuzungs-

kompatibel ist.

Auskreuzung in Rubsen

Zur Feststellung der Auskreuzung transgener Rapspflanzen auf kreuzungs-
kompatible Kulturpflanzen wurden in der Hauptwindrichtung in jeder Wiederholung
Rubsenparzellen angelegt (s. Versuchsplan).

Im Gegensatz zum ersten Versuchsjahr befanden sich die Ribsenparzellen im zwei-
ten und dritten Versuchsjahr jedoch nicht mehr direkt neben 100 % transgenen
Rapsparzellen, da diese wie bereits beschrieben entfernt worden waren. Jeweils eine
Halfte aller RUbsenparzellen wurde im zweiten und dritten Versuchsjahr zusatzlich im
Oktober mit Winterribsen (Sorte 'Buko') bestellt. Trotz der sehr frihen Ansaat der
Rubsenparzellen bereits in der ersten Marzhalfte setzte beim Sommerrubsen die
Blute erst wahrend der letzten Tage der Rapsblute ein (Abbildung 10). Trotz der nur
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geringen Uberschneidung der beiden Bliihfenster kam es zu einer Auskreuzung des
transgenen Konstrukts in den Rubsenbestand. Die Bluhzeitpunkte von Raps und

Winterrubsen waren dagegen in beiden Versuchsjahren nahezu identisch.

Abbildung 10: Sommerriibsen bei Blihbeginn des Rapses

Zusatzlich wurden wahrend der Rapsblite neben den 100 % transgenen Rapspar-
zellen im Gewachshaus angezogene blihende Ribsen in Topfen aufgestellt und
nach Ende der Rapsblite zur Abreife wieder ins Gewachshaus uberfuhrt. Die
randomisiert beprobten Samen wurden im Gewachshaus angesat und via Biotest auf
Einkreuzung des transgenen Konstrukts gepruft. Zur Verifizierung der Ergebnisse

wurden die potentiell transgenen Hybriden mittels qualitativer PCR getestet.

Tabelle 25: Auskreuzung in Sommer- und Winterriibsen

getestete Samen transgene Hybriden Auskreuzung (%)
2002 2003 2004 2002 2003 2004 2002 2003 2004
Sommerribsen 21.364 19.000 18.000 40 0 0 0,19 0,00 0,00
Winterriibsen — 22.000 18.000 — 0 0 — 0,00 0,00
Topfpflanzen 32.000 4179 908 43 286 39 0,13 6,84 4,30

Nach der Reduzierung Transgenparzellen im zweiten und dritten Versuchsjahr
befand sich keine transgene Parzelle mehr in unmittelbarer Nahe der
Rubsenparzellen, in denen daraufhin keine Auskreuzung mehr festgestellt werden
konnte.

Die transgenen Raps-Rubsen-Hybriden wurden im Gewachshaus grof3gezogen. Die
einzelnen Pflanzen unterschieden sich sehr stark in ihrem Habitus. Zur Uberprifung
ihrer Fertilitat wurden die Hybriden eingetltet und geselbstet. Dabei zeigten sie im
Vergleich zu den beiden Ausgangsspezies einen sehr uneinheitlichen und stark
reduzierten bis fehlenden Schoten- und Kornansatz in Hohe von durchschnittlich
140-154 Samen/Pflanze, wohingegen Raps ca. 2.000 Samen/Pflanze produziert
(AIGNER et al., 1998).
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Tabelle 26: Samenansatz transgener Raps-Riibsen-Hybriden (2002)

Herkunft Anzahl Mittelwert Xmin Xmax SD
Pflanzen Samen/Pflanze
Parzellen 43 154 0 1606 3721
Topfpflanzen 40 140 0 478 121,9

Xmin = kleinster Wert, X nax = hochster Wert, SD = Standardabweichung

Auskreuzung auf kreuzungskompatible Brassica-Wildarten

Die Bestandsaufnahmen der mit Raps kreuzungskompatiblen Brassica-Arten in dem
das Versuchsfeld umgebenden Brachstreifen ergaben neben einzelnen Pflanzen von
Hederich (Raphanus raphanistrum L.) nur grol’e Populationen von Hirtentaschel
(Capsella bursa pastoris L.). Von allen 5 gefundenen Hederich-Pflanzen wurden
Blattproben genommen und mittels PCR auf Einkreuzung des pat-Gens untersucht.
Alle Pflanzen erwiesen sich dabei als nicht-transgen.

Die Analyse aller 125 randomisiert gezogenen und auf das pat-Gen untersuchten Hir-
tentaschel-Proben zeigte, dal} es ebenfalls zu keiner Hybridisierung mit transgenem

Raps gekommen war.

3.4 Persistenz im Boden

Im Anschluf® an die Ernte erfolgte zur Reduzierung der Samenbank im Boden eine
zweimalige Bodenbearbeitung mit dem Grubber, wodurch ein Grofteil der sich im
Boden befindlichen Samen zum Auflaufen gebracht wurde. Nach der anschliellenden
Saatbettvorbereitung und Aussaat der Folgekultur wurden pro vorausgegangener
Transgenparzelle 5 Bodenproben gezogen. Die Beprobung wurde in allen Versuchs-
jahren zum gleichen Zeitpunkt wiederholt, um aus der Anzahl gefundener Samen im
Boden im Vergleich zum Eintrag auf die Abnahme der Samenbank zu schlieRen. Die
Beprobung der Versuchsflache vor der erstmaligen Ansaat des Versuches hatte
ergeben, dald sich im Boden keine Samen mehr aus friherem Rapsanbau befanden.
Der letzte Rapsanbau auf der Versuchsflache lag bei Versuchsbeginn mindestens 20

Jahre zurlck.
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3.4.1 Sameneintrag in den Boden

Vor dem Ziehen der Bodenproben wurde die Anzahl der Rapssamen ermittelt, die
wahrend des Dreschvorgangs auf den Boden fiel. Dies entspricht dem Eintrag in die
Samenbank. Wahrend der Ernte wurden in jeder transgenen Parzelle unter dem
Mahdrescher Schalen aufgestellt, in denen die Samen aus aufplatzenden Schoten
aufgefangen wurden. Die Eintragsmenge variierte sowohl innerhalb der einzelnen
Versuchsjahre als auch zwischen den einzelnen Parzellen und reichte von 5.827 bis
21.949 Samen/m?. Im ersten und dritten Versuchsjahr bewegte sich der Eintrag bei
rund 10000 Samen/m?, wahrend der Mittelwert im zweiten Versuchsjahr mit 14.000
Samen/m? deutlich héher lag (Tabelle 27). Fiir die enorme Steigerung des Eintrags
konnte die extreme Trockenheit 2003 wahrend der gesamten Vegetationsperiode
des Rapses verantwortlich sein. Die Samen, die bereits vor der Ernte, z.B. durch
Aufplatzen der Schoten, auf den Boden gefallen waren, konnten nicht bericksichtigt

werden.

Tabelle 27: Rapssameneintrag in den Boden wahrend der Ernte

Eintrag in den Boden (Samenlmz)

Transgenanteil
0,

Parzelle (%) 2001/2002 2002/2003 2003/2004
0.1 6.873 11.817 6.998
0.1 8.990 13.766 6.562
0.1 15.071 12.492 —
1,0 6.467 6.812 —
1.0 7.365 11.147 —
1.0 15.345 21.949 —
100 5.827 21.036 15.817
100 8.381 — —
100 8.838 — _
100 10.751 — —
100 12.162 — —
100 12.198 — —

Durchschnitt 0.856 14.146 9.792

Nach der Ernte wurde zur Reduzierung der Samen im Boden eine zweimalige flache
Bodenbearbeitung mit dem Grubber durchgefuhrt. Durch die anschlieBende Saat-
bettbereitung und Aussaat der Folgefrucht Winterweizen bzw. Wintergerste im dritten

Jahr wurde ebenfalls noch ein Teil der Samen zum Auflaufen angeregt.
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3.4.2 Auflaufraps nach Ernte

Zur Ermittlung der Auflaufraten und der sich daraus ableitenden Entwicklung der
Samenbank wurde nach der Ernte im dritten Versuchsjahr zunachst keine
Bodenbearbeitung durchgefuhrt. Ca. drei Wochen nach der Ernte wurde die Anzahl
der aufgelaufenen Keimlinge/m? durch Auszahlen reprasentativer Stichproben mit
einem Gottinger Schatzrahmen sowohl innerhalb von zwei Transgenparzellen
(Transgenanteil 100 % und 0,1 %) als auch in jeweils vier umliegenden Parzellen in
jeder Himmelsrichtungen ermittelt (Tabelle 28). Anschlie®end wurden die ausge-
zahlten Flachen (0,1 m?) mit einer 1 %-igen BASTA®-L6sung bespriiht. Nach einer
Woche wurde der Transgenanteil in der behandelten Flache durch Auszahlen der
uberlebenden Pflanzen ermittelt.

Zwei Wochen nach Durchfuhrung einer flachen Bodenbearbeitung mit dem Grubber
wurde erneut die Anzahl der aufgelaufenen Rapspflanzchen auf den gleichen
Parzellen ermittelt. AnschlieBend wurden die ausgezahlten Flachen wieder mit
BASTA® bespriiht und die Anzahl der tiberlebenden Pflanzen ermittelt.

In der 100 % transgenen Parzelle waren durchschnittich 5040 Pflanzen/m?
aufgelaufen. Die BASTA®-Behandlung Uberlebten jedoch nur 290 Pflanzen/m? bzw.
5,8 %. In den vier umliegenden Parzellen betrug die durchschnittliche Auflaufrate
7970 Pflanzen/m?. Nach der BASTA®-Behandlung konnte nur noch 1 Pflanze/m?
gefunden werden. In der 0,1 % transgenen Parzelle betrug der Auflauf 8560
Pflanzen/m?, die BASTA®-Behandlung iberlebten durchschnittlich 16 Pflanzen/m?,
Dies entspricht einem Transgenanteil von 0,187 % und bedeutet, dal® sich der
Transgenanteil innerhalb der transgenen Parzelle leicht erhoht hat. In den
umliegenden Parzellen gingen 7840 Pflanzen/m? auf, die BASTA®-Spritzung ergab
einen nur marginalen Transgenanteil in Hohe von 0,006 %.

Nach der anschlieBenden Bodenbearbeitung mit dem Grubber liefen deutlich

weniger Rapspflanzen auf als direkt nach der Ernte.

Tabelle 28: Auflaufraps vor und nach der Bodenbearbeitung

Pflanzen/m®
vor Bodenbearbeitung nach Bodenbearbeitung
nach Transgen- nach Transgen-
Transgen-Parzelle  Auflauf BASTA® anteil (%) Auflauf BASTA® anteil (%)
100 % 5.040 290 5,8 132 106 80,3
Umgebung 100 % 7.970 1 0,0 189 6 29
0,1 % 8.560 16 0,2 340 0 0,0

Umgebung 0,1 % 7.840 0,5 0,0 402 0 0,0




ERGEBNISSE 61

3.4.3 Veranderung der Samenbank

Zur Ermittlung der Abnahme der im Boden verbliebenen Samen (Samenbank) wur-
den die Parzellen des Versuchsjahres 2001/2002 jeweils im Herbst in allen drei Ver-
suchsjahren und die des Versuchsjahres 2002/2003 in zwei Versuchsjahren beprobt
(Tabelle 29). Dazu wurden nach dem Auflaufen der Folgekultur Winterweizen (bzw.
Wintergerste im dritten Versuchsjahr) Bodenproben gezogen. Der Bohrstock hatte
einen Innendurchmesser von 7,5cm bzw. eine Flache von 44,2cm? Je
Versuchsparzelle wurden funf Bohrkerne mit einer Beprobungstiefe von 30 cm
entnommen. Die gefundenen Samen wurden zur Brechung der Keimruhe stratifiziert

und in der Klimakammer zum Keimen gebracht.

Tabelle 29: Ergebnisse der Bodenproben

Versuchs- Proben- Parzellen Eintrag bei gefundenin gefunden keimfihige keim- Abnahme
jahr nahme (Transgen- Ernte Bodenproben (%) Samen/m? fahig  keimfahige
anteil) (%) (Samen/m?) (Samen/m?) im Boden (%) Samen (%)

100 9.693 83 0,9 0,0 0,0 100,0

2001/2002 2002 1 9.726 15 0,2 0,0 0,0 100,0

0,1 1.0311 60 0,6 30,2 0,3 99,7

100 9.693 23 0,2 22,6 0,2 99,8

2001/2002 2003 1 9.726 45 0,5 0,0 0,0 100,0

0,1 10.311 60 0,6 30,2 0,3 99,7

100 9.693 23 0,2 0,0 0,0 100,0

2001/2002 2004 1 9.726 0 0,0 0,0 0,0 100,0

0,1 10.311 15 0,1 0,0 0,0 100,0

100 31.064 45 0,1 0,0 0,0 100,0

2002/2003 2003 1 19.645 30 0,2 30,2 0,2 99,8

0,1 19.193 15 0,1 15,1 0,1 99,9

100 31.064 0 0,0 0,0 0,0 100,0

2002/2003 2004 1 19.645 75 0,4 0,0 0,0 100,0

0,1 19.193 60 0,3 0,0 0,0 100,0

Gegenulberstellung von Sameneintrag bei der Ernte, Gro3e der im Boden verbliebenen Samenbank
sowie des Anteils noch keimfahiger Samen am Gesamteintrag

Aus der Untersuchung der Bodenproben geht hervor, dal im Herbst des gleichen
Jahres der Rapsernte trotz wiederholter Bodenbearbeitung zur Reduzierung der
Samenbank noch ein Potential von bis zu 30 keimfihigen Samen/m? im Boden
vorhanden war. In den Rapsparzellen des ersten Versuchsjahres wurde im Folgejahr
ebenfalls ein Potential an Samen gleicher Hohe gefunden, wobei es in den 100%
transgenen Parzellen sogar zu einer leichten Zunahme im Vergleich zum Vorjahr
kam. Daraus ergibt sich bereits im Herbst des gleichen Jahres sowie im ersten Jahr

nach dem Rapsanbau eine Abnahme der keimfahigen Samen im Boden von 99,7-
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100 % gegenuber dem Eintrag bei der Ernte. Im zweiten Jahr nach der Ernte wurden
noch bis zu 23 Samen/m? gefunden, die jedoch alle nicht mehr keimfahig waren. Der
Anteil der noch keimfahigen Samen an der Gesamtzahl der gefundenen Samen
variierte sowohl innerhalb der Versuchsjahre als auch mit zunehmendem zeitlichen
Abstand zum Eintrag. Der Anteil der Samen in der Samenbank im Vergleich zum
Eintrag lag in allen untersuchten Parzellen zwischen 0,1 % und 0,9 %. Der Anteil der
tatsachlich noch keimfahigen Samen lag mit 0,0 - 0,3 % deutlich darunter. Die
Lebensfahigkeit der nicht gekeimten Samen wurde mit Hilfe des Tetrazolium-Tests

Uberpruft. Der Test war in allen Fallen negativ.

3.4.4 Durchwuchsraps in der Folgekultur

Bei der Ernte und beim Transport von transgenem Raps kann es ebenfalls zu Sa-
menverlusten kommen, wodurch im Folgejahr in Form von Ausfall- oder Durchwuchs-
raps eine Quelle fur ungewollten Gentransfer entstehen kann.

Um eine mdgliche Zu- oder Abnahme der Transgenanteile festzustellen, wurden die
auf den Raps folgenden Kulturen Winterweizen und Wintergerste auf Durchwuchs-
raps und auf eine Veranderung des Transgenanteils im Vergleich zu den Ausgangs-
parzellen untersucht. Vorausgegangen waren im Frahjahr und Herbst standortibliche
konventionelle Herbizidbehandlungen in den Bestanden (s. Tabelle 10). Zwischen
den 100 % transgenen Rapsparzellen und den Verdinnungsstufen ergaben sich

dabei deutliche Unterschiede.

Tabelle 30: Durchwuchsraps in der Folgekultur Winterweizen in den friiheren Transgenparzellen

Anbau- Probe- Transgenanteil Anzahl Durchwuchs- Mittel- Transgene Mittelwert Trans- Transgen-
Jahr Jahr Parzellen (%) Parzellen rapspflanzen wert Pflanzen gene/Parzelle anteil (%)
100 6 11 1,8 3 0,5 27,3
2001/ ; ’ ’
2002 2003 1 3 6 2 0 0 0
0,1 3 7 2,3 0 0 0
100 6 0 0 0 0 0
0,1 3 0 0 0 0 0
2002/ 100 1 0 0 0 0 0
2003 2004 0,1 2 0 0 0 0 0

In allen drei Wiederholungen mit Winterweizen wurden 2003 insgesamt 125 Raps-
pflanzen gefunden, 24 davon in den Parzellen, auf denen im Vorjahr transgene

Pflanzen gestanden waren. Insgesamt wurden vier transgene Pflanzen gefunden,



ERGEBNISSE 63

drei davon in vormaligen 100 % transgenen Parzellen und eine in einer direkt
benachbarten Parzelle. Diese kann entweder von einer transgenen Hybride stammen
oder der Samen wurde bei der Ernte bzw. nachfolgender Bodenbearbeitung
verschleppt. Bezogen auf insgesamt 11 Rapspflanzen, die auf den sechs 100 %
transgenen Parzellen gefunden wurden, entsprechen die drei transgenen einem
Anteil von 27,3 %. In den vormals 1 % und 0,1 % transgenen Parzellen wurden keine
transgenen Pflanzen gefunden. Auskreuzungen aus diesen Parzellen, die eine
Saatgutkonatamination mit gentechnisch veranderten Samen simulieren sollten,
haben demnach nicht zu einem Aufschaukeln der Transgenanteile in den
Folgejahren gefuhrt. Die gesamte Rapsflache hatte 2003 einen Transgenanteil von
7,4 %. Der Transgenanteil innerhalb des Durchwuchsrapses betrug dagegen nur
3,2 %. 2004 wurden in den Wintergerstenparzellen (d.h. den Rapsparzellen des zwei
Jahre zuruckliegenden ersten Versuchsjahres) insgesamt nur zwei Rapspflanzen
gefunden, die beide nicht transgen waren. Dies stellt einen sehr starken Rickgang
im Vergleich zum Vorjahr dar. Die Anzahl der Durchwuchspflanzen in den
Winterweizenparzellen 2004 (die Rapsparzellen des zweiten Versuchsjahres)
unterschied sich deutlich von der des ersten Versuchsjahres, da insgesamt nur zwei
Rapspflanzen gefunden wurden, die nicht transgen waren und auch auf keiner
vormals transgenen Parzelle standen (Tabelle 30). Da die gefundenen Rapspflanzen
bis zur Ernte des Weizens nicht mehr zur Blite kamen, hatten sie keinen weiteren
Einflud auf die Ausbreitung der transgenen Eigenschaft in den Folgekulturen. Im
Versuchsjahr 2004 wurden in den Fruchtfolgegliedern Weizen und Gerste nach den
UnkrautbekampfungsmalRnahmen jeweils zwei nichttransgene Rapspflanzen gefun-
den. Auch diese konnten sich bis zur Ernte der Gerste nicht weiter vermehren. Das
Auftreten von transgenen Rapspflanzen bei einem erneuten Anbau von nicht-
transgenen Raps wurde somit allein durch das restliche Samenpotential im Boden
bestimmit.

In der Folgefrucht Winterweizen wurden in den Parzellen, in denen im ersten Ver-
suchsjahr transgener Raps stand, 24 Durchwuchsrapspflanzen gefunden. Dies ent-
spricht einer Durchwuchspflanzendichte von 0,06 Pflanzen/m? und besttigt die Er-
gebnisse der Untersuchung der Samenbank, wonach es im Untersuchungszeitraum

zu einer nahezu vollstandigen Reduzierung der Samenbank gekommen ist.
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3.4.5 Ausfallraps auf dem Brachstreifen

Auf dem Brachstreifen wurde jahrlich eine Bestandsaufnahme aller Rapspflanzen
durchgefuhrt. Jede Einzelpflanze wurde mittels PCR auf das pat-Gen untersucht. Die
im ersten Anbaujahr gefundenen Rapspflanzen muf3ten sich durch Samenverschlep-
pung wahrend oder nach der Saat (z.B. durch die Samaschine oder Tiere) bzw. bei
der Ernte ausgebreitet haben. Im zweiten und dritten Anbaujahr gefundene GVO-
Rapspflanzen konnen dagegen auch auf Auskreuzung im Ausfallraps zurickgehen.
Die Ausfallrapspopulation auf dem Brachstreifen nahm im Laufe der drei Versuchs-
jahre kontinuierlich zu und hat sich von 114 auf 255 Pflanzen mehr als verdoppelt
(Tabelle 31). Der grofle Umfang dieser Ruderalrapspopulation ist ein Zeichen fur die
Konkurrenzkraft von Raps unter nahezu ungestorten Bedingungen, da auf dem
Brachstreifen bis auf ein einmaliges Mulchen kurz vor der Rapsernte keinerlei Bewirt-

schaftungsmalRnahmen durchgefuhrt wurden.

Tabelle 31: Ausfallraps und Transgenanteil auf dem Brachstreifen

Jahr Anzahl Pflanzen Transgene Transgenanteil (%)
2002 114 5 4.4
2003 158 1 0,6
2004 255 9 3,5

Anders verhielt es sich mit dem Anteil der transgenen Pflanzen auf dem Brachstrei-
fen: Im zweiten Jahr ging der Anteil um 80% auf eine Pflanze zurlck, stieg aber im
dritten Jahr wieder stark an, wobei der relative Transgenanteil am Ende des Ver-

suchs geringer war als am Anfang.

3.5 Nachweis transgener Pollen

Die EU-Freisetzungs-Richtlinie 2001/18/EG legt besonderes Augenmerk auf die
Ermdglichung einer Koexistenz von landwirtschaftlichen Anbausystemen mit und
ohne Gentechnik. Da sich Pollen Uber gréliere Distanzen ausbreiten und nicht-
transgene Nachbarbestande befruchten konnen, spielt der Pollenflug dabei eine zen-
trale Rolle. Fir die Uberwachung und Kontrolle derartiger Regelungen sind methodi-
sche Ansatze unverzichtbar, die frihzeitig mogliche transgene Auskreuzungen in ein-

er Region schnell und kosteneffizient ermitteln kdnnen.
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Im Rahmen dieses Projektes wurden Vorversuche zum Nachweis von Rapspollen-
DNA durchgefihrt. Die DNA-Extraktion aus Pollen ist aufgrund der sehr stabilen und
chemisch inerten Pollenwande schwierig. Gangige Aufschlussmethoden und
Lysepuffer sind deshalb fur die DNA-Extraktion nur bedingt geeignet (WAIBLINGER et
al., 1999). Ein vollstandiger mechanischer Aufschluss, wie zum Beispiel durch die
Verwendung von Glas-oder Metallkugeln, kann zu einer erheblichen Degradation
genomischer DNA fuhren. Bei den hier durchgeflhrten Versuchen wurde festgestellt,
dald die DNA-Extraktion durch eine rasche Degeneration der Pollen sowie
Verschmutzungen beeintrachtigt wird. Mit herkdmmlichen DNA-Isolationsmethoden
wurden zudem nur geringe Extraktionseffizienzen erreicht. Gute Ergebnisse konnten
durch den schonenden Aufschluss der Pollen mit Ultraschall erzielt werden. Nach
Etablierung der Methode zum Pollenaufschlu® gelang die eindeutige mole-
kulargenetische Differenzierung von transgenen/nicht-transgenen Pollen mit
ausgewahlten Objekttragern der stationaren Pollen-Fallen vom Freisetzungsversuch
(Abbildung 11).

Abbildung 11: PCR-Nachweis von DNA aus Rapspollen

(M) 100 bp Leiter; (1-3) Objekttrager-Pollenfalle; (4-6)
mobile Pollenfalle; (7) 'Falcon GS40/90' (Positiv-
Kontrolle); (8) H,O

obere Reihe: gluco; untere Reihe: pat

Fur eine grolflachige Erfassung von Rapspollenflug wurden au3erdem Testfahrten
mit einer sogenannten 'mobilen' Sporendusenfalle, die auf einem Fahrzeug montiert
die Sammlung von in der Luft befindlichen Pollen ermdglicht, durchgefuhrt
(Abbildung 12).

Eine ausfuhrliche Beschreibung zum Aufbau und zur Funktionsweise der Dusen-

sporenfalle fir die Stichprobengewinnung vom fahrenden Fahrzeug aus findet sich
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bei SCHWARzBACH (1979). Die einstromende Luft wird in der Falle beschleunigt und
so umgeleitet, dal sich luftblirtige Teilchen bedingt durch die Schwerkraft am
Fallenboden absetzen. Dieser ist abnehmbar und kann mit Agar-Pollenfangschalen

belegt werden.

Abbildung 12: Mobile Disensporenfalle

Bei Testfahrten in reprasentativen Rapsanbaugebieten im Raum Freising wurden
Rapspollen mit der 'mobilen' Pollenfalle gesammelt. Nach Isolierung der Pollen-DNA
konnte mittels qualitativer PCR das Brassica-spezifische Referenzgen ‘gluco’
nachgewiesen werden (Abbildung 11). Da derzeit in Deutschland kein transgener
Raps angebaut wird, konnte mit der mobilen Pollenfalle kein transgener Rapspollen

nachgewiesen werden.
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4 DISKUSSION

Die einzelnen EU-Mitgliedstaaten sind durch die Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG
dazu verpflichtet, nationale Regelungen und Richtlinien fir eine 'gute
landwirtschaftliche Praxis' beim Anbau gentechnisch veranderter Nutzpflanzen zu
erlassen, die die Koexistenz von o6kologischer, konventioneller und Gentechnik
verwendender Landwirtschaft ermdéglichen. Die Europaische Kommission hat
diesbezuglich bereits Vorschlage, wie z.B. die Einhaltung von Mindestabstanden zu
nicht-transgenen Feldern, Pufferzonen oder zeitliche Anbauabstande, unterbreitet.
Neben Mais kommt bei der Festlegung von Anbauregelungen besonders Raps eine
wichtige Rolle zu, da er Uber ein hohes Auskreuzungspotential verfugt.

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen eines bayerischen Monitoringprojektes
durchgefuhrt mit dem Ziel, die moglichen Folgen eines Anbaus transgenen Rapses
fur die kleinstrukturierte Landwirtschaft, wie sie u.a. in Bayern vorliegt, abzuschatzen.
Dazu wurde schwerpunktmalig das Ausbreitungsverhalten von Rapspollen und die
Ausbreitung von transgenem Raps durch Auskreuzung in direkt angrenzende Raps-
bestande sowie verwandte Kultur- und Wildpflanzen untersucht. Weiterhin wurde das
Uberdauerungspotential transgener Rapssamen im Boden unter landwirtschaftlichen

Praxisbedingungen ermittelt.

4.1 Auskreuzung von transgenem Raps

4.1.1 Auskreuzungspotential von Raps

Zahlreiche Studien haben sich bereits mit der Fragestellung beschaftigt, wie stark
transgener Raps in benachbarte Rapsbestande auskreuzt. Tabelle 4 gibt eine
Ubersicht Gber bisher festgestellte Auskreuzungsraten. Die meisten Studien zum
Auskreuzungspotential von Raps unterscheiden sich z.T. deutlich in Bezug auf die
untersuchten Parameter wie z.B. GrolRe der Felder, Entfernungen oder Anordnung
der Pollenspender- und Empfangerpflanzen. Einige Studien verwendeten zudem
mannlich sterile Empfangerpflanzen. Da die Auskreuzungsraten bei mannlich sterilen
Pflanzen auf Grund der fehlenden Pollenkonkurrenz an den Empfangerpflanzen
héher sind und nicht den tatsachlichen landwirtschaftlichen Anbaubedingungen ent-
sprechen, kdnnen sie nur das Ausbreitungspotential transgener Pollen beschreiben.

Daraus ergibt sich die Frage, in wieweit die Ergebnisse miteinander vergleichbar
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bzw. relevant flir einen Anbau unter landwirtschaftlichen Praxisbedingungen sind.
Trotz der oft schlechten Vergleichbarkeit der Ergebnisse ist allen Studien
gemeinsam, dal} mit zunehmender Entfernung von der transgenen Pollenquelle ein
starker Ruckgang der Auskreuzungsereignisse festgestellt und der momentan gultige
Schwellenwert von 0,9 % fur transgene Verunreinigungen problemlos eingehalten
werden kann. An Einzelpflanzen oder in unmittelbarer Nahe zu transgenen Bestan-
den kann es zwar immer wieder zu deutlich hoheren Auskreuzungsraten kommen.
Da jedoch bereits innerhalb der ersten Meter meist ein sehr starker Ruckgang der
Auskreuzungsraten erfolgt, kommt es durch die sehr geringen Transgenanteile in den
weiter entfernten Bereichen eines Bestandes wieder zu einer starken 'Verdinnung'
der Transgenanteile im Erntegut.

Die Einkreuzungsraten bei Raps unterscheiden sich zudem sowohl innerhalb
verschiedener Rapssorten als auch zwischen verschiedenen Sortentypen (Linien-
und Populationssorten, bei Hybriden restaurierte Hybriden und Verbundsorten)
(SIMPSON et al., 1999). Beim Anbau von Hybridsorten ist eine vollstandige Fremd-
befruchtung erforderlich. Da die Selbstbefruchtung der weiblichen Komponente ver-
hindert wird, ist eine unerwunschte Fremdbefruchtung bei diesem Sortentyp
wesentlich wahrscheinlicher. In einer Studie der EUROPEAN ENVIRONMENT AGENCY
(EASTHAM & SWEET, 2002) kam es bei einer Verbundsorte mit 80 % mannlich sterilen
Pflanzen zu 23 % bis 1,5 % Einkreuzungen (in 1,5 m und 91,5 m Entfernung von der
Fremdpollenquelle). Im Vergleich dazu wurden fir eine vollfertile Sorte nur 1 % und

0,1 % gemessen.

Im vorliegenden Feldversuch waren die Auskreuzungsraten in allen Versuchsjahren
gut reproduzierbar und lagen in unmittelbarer Nahe der 100 % transgenen Parzellen
zwischen 0,26 % und 0,31 %. Rund 90 % aller einzelnen Auskreuzungsereignisse
lagen dabei bei maximal 0,3 % (Tabelle 13). Die Parzellen mit 1 % und 0,1 %
transgenen Pflanzen, die transgen verunreinigtes Saatgut simulieren sollten, verur-
sachten nur marginale Auskreuzungsraten in Hohe von durchschnittlich 0,01 % bzw.
0,00083-0,0065 % (Tabelle 12), so dal® es nicht zu einer Zunahme, sondern zu
einem starken Rickgang des Transgenanteils gefuihrt hat. Somit lagen alle Auskreu-
zungsraten deutlich unter dem aktuellen Schwellenwert von 0,9 %.

Mit den Auskreuzungsdaten und der Windverteilung wahrend der Rapsblite wurde

ein y’-Test durchgefilhrt. Danach konnte kein Zusammenhang zwischen der
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Verteilung der einzelnen Auskreuzungsereignisse und der Windverteilung festgestellt
werden. Dieses Ergebnis wird von einer Studie von STANILAND et al. (2000) gestitzt,
die in ihrer Studie ebenfalls keinen signifikanten Zusammenhang nachweisen
konnten. Die dort ermittelten durchschnittlichen Auskreuzungsraten von 0,7 % bei
0 m und 0,02 % bei 30 m Abstand wiesen jedoch einen exponentiellen Gradienten
entlang der Entfernung zur Transgenparzelle auf. Weitere Studien kamen gleichfalls
zu dem Ergebnis, dal} die Pollenverbreitung und Auskreuzung nicht allein vom Wind
abhangig sein kann, sondern auch von blitenbesuchenden Insekten wie v.a.
Honigbienen oder Hummeln (SCHEFFLER et al., 1993; RAMSAY et al., 1999; RIEGER et
al., 2002).

Im vorliegenden Feldversuch wurde zur Abschatzung und méglichen Voraussage der
Pollenverbreitung unter landwirtschaftlichen Bedingungen mit den Auskreuzungs-
daten aller vier 100 % transgenen Parzellen und unter Annahme einer exponentiellen
Abnahme der Auskreuzungsraten in zunehmender Entfernung eine Regressions-
kurve erstellt. Die Kurve zeigt einen deutlichen Riuckgang der Auskreuzungsraten
von 0,65 % in 3 m Entfernung auf 0,04 % in der maximal gemessenen Entfernung
von 12 m (Abbildung 7). Trotz dieses festgestellten Auskreuzungsgradienten sind die
statistischen Auswertungen und die punktuelle Verteilung der Befruchtungs-
ereignisse deutliche Hinweise darauf, dal} die Insektenbestaubung fur die Aus-
kreuzung in die unmittelbare Umgebung eine grof3e Rolle spielen mul3. Der Anteil der
Windbestaubung an der Gesamtbestaubung wird zudem durch den Pollendruck
innerhalb der Fangparzellen reduziert, der einer Befruchtung durch externen Pollen

entgegenwirkt

4.1.2 Auskreuzung auf kreuzungskompatible Arten

Raps (2n = 38) ist ein amphidiploider Bastard mit dem Genom AACC und urspring-
lich aus einer Kreuzung zwischen Rubsen (B. rapa L., Genom AA, 2n = 20) und Kohl
(B. oleracea L., Genom CC, 2n = 18) entstanden (U, 1935). Auf Grund der engen
verwandtschaftlichen Beziehung zu vielen Brassica-Vertretern (Abbildung 13) kann
es sowohl mit Wildarten als auch landwirtschaftlich genutzten Vertretern dieser Pflan-
zenfamilie zu Hybridisierungen und damit, im Fall von transgenem Raps, zu einer

ungewollten Weitergabe und Ausbreitung einer entsprechenden transgenen Eigen-
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schaft kommen (FRELLO et al., 1995; BING et al., 1996; CHEVRE et al., 1996; LEFOL et
al., 1996; SAURE et al., 1999; MOYES et al., 2002; DARMENCY & FLEURY, 2000).

B. nigra
Schwarzer Senf
BB (16)

B. juncea
Brauner Senf
AABB (36)

B. oleracea
Kohl
CC (18)

B. napus
Raps
AACC (38)

B. campestris
Riibsen
AA (20)

Abbildung 13: Verwandtschaftsverhaltnis der Brassica-Arten nach U (1935)

Fur einen erfolgreichen Genflud zwischen verschiedenen Pflanzenarten unter
landwirtschaftlichen Bedingungen ist die Uberwindung mehrerer Hiirden notwendig.
Die Voraussetzungen fur eine Befruchtung sind zunachst physische Nahe und
Pollenbewegung, sich Uberschneidende Blihfenster, sexuelle Kompatibilitat, ein
enges Verwandtschaftsverhaltnis und Durchsetzungsvermogen der Pollen. Nach der
Befruchtung missen zusatzliche natlrliche Barrieren, z.B. die genetische Instabilitat
oder eine geringe Pollenfertilitat bei den Nachkommen, Uberwunden werden, so dal
die Lebensfahigkeit und Fruchtbarkeit der Hybriden und ihrer Nachkommen uber
mehrere Generationen einer Rluckkreuzung gegeben ist. Wenn es schliellich zu
einer erfolgreichen Introgression des Gens durch Rekombination zwischen den
Genomen gekommen ist, mul} sich das Gen innerhalb der naturlichen Populationen
erhalten (SCHEFFLER & DALE, 1994; ROGERS & PARKES, 1995; CHEVRE et al., 1998).
Ein erfolgreicher Gentransfer kann nur stattfinden, wenn jede dieser Voraus-
setzungen erfillt wird. Die Etablierung des Transgens innerhalb wilder Populationen
kann entweder durch Rekombination, Introgression oder durch die Stabilisierung
einer Hybridart als neue Pflanzenart stattfinden (CHEVRE et al., 2000).

Eine weitere entscheidende Voraussetzung fur die Etablierung transgener Eigen-
schaften im Genpool der Wildpflanzen ist, dall das jeweilige Gen in einem

bestimmten Okosystem einen Uberlebensvorteil darstellt. Die Erfiillung all dieser
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Voraussetzungen konnte zur Entstehung eines neuen, landwirtschaftflich proble-
matischen Unkrauts oder einer neuen Spezies fiihren, die natirliche Okosysteme
stort und andere Pflanzen verdrangt (TIEDJE et al., 1989; CRAWLEY, 1990; KEELER &
TURNER, 1990; WILLAMSON, 1992)

Tabelle 32 gibt eine Ubersicht Uber die Fahigkeit der wichtigsten mit Raps
kreuzungskompatiblen Pflanzen zur Bildung von F>-Nachkommenschaften sowie ihre

Rangfolge bei der Hybridisierung mit Raps.

Tabelle 32: Hybridisierung und Bildung von Nachkommen kreuzungskompatibler Brassica-Spezies

Species F,-Nachkommen Ruckkreuzung moglich Rangfolge
Brassica rapa ja ja 1
Brassica juncea ja ja 2
Brassica oleracea ja ja 3
Brassica nigra ja ja 4
Hirschfeldia incana nein ja 5
Raphanus raphanistrum nein ja 5
Diplotaxis eruciodes nein ja 6
Diplotaxis muralis nein ja 6
Sinapsis alba nein nein 7
Sinapsis arvensis nein nein 7
Diplotaxis tenuifolia nein nein 8
Rapistrum rugosum nein nein 8
Raphanus sativus nein nein 8

Nach SCHEFFLER and DALE (1994)

Die Untersuchung der Auskreuzung transgener Rapspflanzen auf Ribsenparzellen
fuhrte im vorliegenden Feldversuch zu unterschiedlichen Ergebnissen. Trotz der
deutlich frGher als praxisublich durchgefuhrten Ansaat der Sommerrtibsenparzellen
kam es erst wahrend der letzten Tage der Rapsblite zu einer geringen Uber-
schneidung der beiden Bluhfenster, die jedoch fur eine Auskreuzungsrate des pat-
Gens in Hohe von 0,19 % ausreichte. Nach der Reduzierung der Transgenparzellen
im zweiten und dritten Versuchsjahr befanden sich die Rlbsenparzellen im
Gegensatz zum ersten Versuchsjahr nicht mehr direkt neben 100% transgenen
Rapsparzellen. Dies durfte der Grund dafur sein, daf® in den beiden Folgejahren
keinerlei Auskreuzungen mehr festgestellt werden konnten. Obwohl die Blih-
zeitpunkte von Raps und Winterribsen in beiden Anbaujahren nahezu identisch
waren, konnte keine Auskreuzung festgestellt werden. Im Gegensatz dazu wurden in
den zusatzlich direkt neben den 100 % transgenen Parzellen aufgestellten

Sommerribsen-Topfpflanzen Auskreuzungsraten von bis zu 6,84 % (Tabelle 25)
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festgestellt werden, wodurch das Hybridisierungspotential von Raps und Rlbsen
deutlich wird.

Von den mit Raps kreuzungskompatiblen Wildarten besteht fir Rubsen (B. rapa L.)
die groRte Wahrscheinlichkeit einer Auskreuzung (BING, 1991; SCHEFFLER & DALE,
1994). Die Hybriden aus Raps und Rubsen besitzen in der Regel 29 Chromosomen
und weisen &aulerliche Merkmale beider Eltern auf (METz et al.,, 1997). In
verschiedenen Studien wurde gezeigt, dal® Raps und Rubsen unter Freiland-
bedingungen leicht miteinander hybridisieren (JORGENSEN & ANDERSON, 1994; BING
et al., 1996; METz et al., 1997; RIEGER et al., 1999; HANSEN et al., 2001; HALFHILL et
al.,, 2002, 2004; Lu et al., 2002) und die interspezifischen Hybriden unter
Feldbedingungen auch wieder mit Rubsen ruckkreuzen kénnen (JBRGENSEN et al.,
1996). Die beobachteten Hybridisierungsraten schwankten je nach verwendeter
Rapssorte und erreichten Werte von 0 - 16,9 %. Die Auskreuzung findet dabei meist
mit Rubsen als weiblichem Elter statt.

Bei Hybriden zwischen Raps und kreuzungskompatiblen Brassica-Arten wurde unter
Feldbedingungen nur im Falle von Rubsen bei den Nachkommen eine hohe Pollen-
fertilitat beobachtet (JORGENSEN & ANDERSEN, 1994; MIKKELSEN et al., 1996a, 1996b).
Die weibliche Fertilitat der Hybridpflanzen nimmt in den folgenden Generationen
durch Rickkreuzung stetig zu (CHEVRE et al., 1997). LANDBO & J@RGENSEN (1997)
konnten zeigen, dal} ein Grofteil der Samen von Hybriden aus B. rapa und B. napus
keine Dormanz =zeigt, jedoch zu Uuber 90 % keimfahig ist. Samen aus
Ruckkreuzungen der Hybriden mit B. rapa zeigten bereits wieder zu rund einem
Drittel Dormanz.

Bezlglich der Weitergabe transgener Eigenschaften konnten MeTz et al. (1997) in
Kreuzungsexperimenten beobachten, das ebenfalls fur Herbizidresistenz kodierende
bar-Gen entsprechend den erwarteten Spaltungsregeln in die F4 weitervererbt und
von den Pflanzen exprimiert wurde. Der Einbau des Fremdgens ins Genom der
Hybriden ist jedoch nicht sehr stabil, da der Anteil der transgenen Hybriden in den

folgenden Ruckkreuzungen BC1 und BC2 starker als erwartet zurlickging.

Zur Untersuchung der Verbreitung der transgenen Rapspflanzen des Freisetzungs-
versuchs Uber Auskreuzung in Populationen kreuzungskomatibler Brassica-Wildarten
wurden Bestandsaufnahmen aller in Frage kommenden Hybridisierungspartner auf

dem das Versuchsfeld umgebenden Brachstreifen durchgeflhrt. Die Bestandsauf-
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nahmen ergaben neben einzelnen Pflanzen von Hederich (Raphanus raphanistrum
L.) nur groRBe Populationen von Hirtentdschel (Capsella bursa pastoris L.). Die
Analyse aller 125 randomisiert gezogenen und auf das pat-Gen untersuchten
Hirtentaschel-Proben war negativ. Unter Feldbedingungen konnte bislang in keiner
Feldstudie eine Hybridisierung zwischen Raps und Hirtentaschel nachgewiesen
werden.

Von allen 5 gefundenen Hederich-Pflanzen wurden Blattproben genommen und
mittels PCR auf Einkreuzung des pat-Gens untersucht. Alle Pflanzen erwiesen sich
dabei als nicht-transgen. Obwohl Hybridisierungen von Raps mit Hederich bisher nur
sehr selten beobachtet wurden (EBER et al., 1994; BARANGER et al., 1995; CHEVRE et
al., 1997, 1998, 2000; DARMENCY et al., 1998; WARwICK et al., 2003), ist unter
naturlichen Bedingungen zumindest eine niedrige Hybridisierungsfrequenz und die
Entstehung transgener Hybriden mdglich. Die aus der Befruchtung mit Hederich
hervorgegangenen Samen zeigen jedoch eine stark verminderte Keimfahigkeit und
die F1-Pflanzen sind Uberwiegend pollensteril (RIEGER et al., 2001; WARWICK et al.,
2003). In australischen Feldversuchen wurden Hybriden zwischen Imidazolin-
resistentem Raps und Hederich gefunden, doch waren die Hybridisierungsraten mit
0,000004 % sehr gering (Rieger et al., 2001). Auskreuzungsversuche von CHEVRE et
al. (2000) mit mannlich-sterilem HR-Raps als weiblichem Elter resultierten in Hybridi-
sierungsraten von durchschnittlich 0,00009 %.

Zu Hybridisierungen scheint es in der Regel nur dann zu kommen, wenn Raps die
Pollen-Empfangerpflanze war (SCHEFFLER & DALE, 1994; RIEGER et al., 2001;
WARWICK et al., 2003). In Feldversuchen mit transgenem, mannlich sterilem HR-Raps
konnten Bastarde mit unterschiedlichen Ploidiestufen nachgewiesen werden.
Herbizidresistenz wurde dabei in triploiden und amphidiploiden Hybriden exprimiert

(BARANGER et al., 1995).

4.1.3 Nachweisverfahren zur Ermittlung der Auskreuzung

Die Ermittlung der Auskreuzungsraten mittels Biotest erwies sich auf Grund der sehr
grollen Mengen zu testender Rapssamen als hervorragende Methode. Die zusatz-
liche Uberpriifung aller (iberlebenden Pflanzen des Biotests mittels qualitativer PCR
ergab jedoch einen durchschnittichen Anteil falsch-positiver Pflanzen, d.h.
Uberlebener Pflanzen, die nicht Trager des pat-Gens waren, in Hohe von 12,8 %.

Durch den hohen Durchsatz bei der Beprobung und die zahlreichen Einflul3faktoren
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wie z.B. Temperatur, Pflanzendichte oder Uberlappung von Blattern bei der
Applikation des Breitbandherbizids sind gewisse Schwankungen bei der Wirksamkeit
unvermeidbar. Die molekulare Uberpriifung des Ergebnisses des Biotests mittels
qualitativer PCR war daher zwingend erforderlich, da anderenfalls die Hohe und
Verteilung der Auskreuzungen signifikant verfalscht worden ware, d.h. die
festgestellten Auskreuzungsraten hoher gewesen waren. Der groRe Vorteil des
Biotests kam durch das Entnahmemuster der Stichproben zum Tragen. Durch die
Analyse der grofden Anzahl von Stichproben waren sehr detaillierte Aussagen uber
die Verteilung der Auskreuzungsereignisse moglich.

Eine Untersuchung der Auskreuzungsraten ausschliel3lich mit Hilfe qualitativer PCR
ist wegen der vielen PCR-Einzelreaktionen und der im Vorlauf notwendigen DNA-
Isolierung sehr kosten- und zeitintensiv und daher bei einem grof3en Stich-
probenumfang nicht praktikabel. Die quantitative PCR hat sich dagegen als eine
hochst effiziente und sensible Methode zur Bestimmung der Transgenanteile im
Erntegut bestatigt, da eine grol’e Anzahl an Samen in Form von Mischproben
gleichzeitig getestet und selbst kleinste Mengen transgener DNA nachgewiesen
werden kdnnen. Durch die Analyse von Mischproben ist der Aufwand im Vergleich zu

Einzelanalysen gering und das Ergebnis ist schnell verflugbar.

Im vorliegenden Feldversuch wurden mit der quantitativen PCR z.T. hohere
Auskreuzungsraten als mit dem Biotest ermittelt. Eine Ursache daftr kdnnte in der oft
sehr punktuellen Verteilung der einzelnen Auskreuzungsereignisse zu suchen sein,
wodurch v.a. bei den 0,1 % transgenen Parzellen einige sehr seltene Auskreuzungs-
ereignisse bei der Stichprobennahme moglicherweise nicht erfal3t werden konnten.
Dafur spricht auch die Schwankung der mit dem Biotest bei den Parzellen mit 1 %
und 0,1 % Transgenanteil festgestellten Auskreuzungen, wohingegen die
Auskreuzungsraten bei allen 100 % transgenen Parzellen relativ konstant und tGber
die drei Versuchsjahre sehr gut reproduzierbar waren (Tabelle 12). Deutliche
Schwankungen bei der Ermittlung des Transgenanteils wurden auch von DIETz-
PFEILSTETTER et al. (2003) festgestellt, die die Auskreuzung in einer gemeinsamen
Wertprifung von transgenem und nicht-transgenem Raps mit einem Biotest
untersuchten. Die ermittelten Werte schwankten dabei zwischen verschiedenen
Stichproben eines Gesamternteguts von 0,0 — 1,16 %. Nach KRUsSe (2002) kénnen

sich Unregelmaligkeiten bei der Probenahme und —aufbereitung v.a. im Bereich sehr
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geringer Kontaminationsraten entscheidend auf das Ergebnis auswirken. Dies wird
auch in der vorliegenden Untersuchung deutlich. Die mit dem Biotest festgestellte
Auskreuzung aus einer 0,1% transgenen Parzelle in Hohe von 0,0017 % entspricht
einem transgenen Samen innerhalb des Gesamtstichprobenumfangs von 60.000
Samen aus acht Parzellen. Der mit der quantitativen PCR ermittelte Wert von
0,0404 % entsprache 24 transgenen Samen und damit auch nur drei Samen pro
untersuchter Parzelle. Eine weitere Ursache fur die unterschiedlichen Ergebnisse
durfte in der Art Probenahme zu suchen sein. Fur den Biotest wurden in jeder der
acht Parzellen per Hand an 25 Punkten Stichproben gezogen und einzeln getestet.
Fur die TagMan-Analyse wurden die acht Parzellen mit dem Mahdrescher geerntet
und Stichproben aus dem Erntegut enthommen, von denen jeweils 10.000 Samen
pro Analyse vermahlen wurden. Durch den Mahdrescher kommt es zu einer anderen
Durchmischung des Erntegutes als bei der manuellen Probenahme.

Da die Ergebnisse der beiden Methoden trotz Unterschieden in einem ahnlichen
Bereich liegen, sind die Methoden durchaus miteinander vergleichbar. Der groRere
Aufwand des Biotests war in der vorliegenden Arbeit durch die hohe Auflosung der
Auskreuzungsereignisse gerechtfertigt. Fur eine grolirdumige Beprobung von
Erntegut ist allerdings die real-time PCR auf Grund der genannten Vorteile die
Methode der Wahl.

4.2 Pollenverbreitung

421 Wind

Klimatische Einflisse (z.B. das Verkleben der Pollen bei Feuchtigkeit), die Anbau-
dichte von Raps und die jeweilige Auspragung der Landschaftsstrukturen haben
einen grof3en Einfluld darauf, wie weit der Pollen vom Wind transportiert werden
kann. Die Windgeschwindigkeit und Luftstromung hangt stark von der Topographie
(z.B. Hugel, Hange, Taler) und der Umgebungsvegetation ab (THOMPSON et al.,
1999).

Unter kontrollierten Bedingungen sind Rapspollen 24 h bis eine Woche lebensfahig
(MeEsQuUIDA & RENARD, 1982), unter Feldbedingungen nimmt die Lebensfahigkeit
innerhalb von 4-5 Tagen kontinuierlich ab (RANITO-LETHIMAKI, 1995). Dadurch kann
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es auch nach der Uberwindung gréRerer Distanzen zu einer Befruchtung kommen.
Einzelne Befruchtungsereignisse durch transgenen Pollen wurden bis in einer
Entfernung von 4 km beobachtet (THOMPSON et al., 1999). Wahrend der gesamten
Bluhdauer des Rapses, die ca. 30-40 Tage dauert, produziert ein Bestand
durchschnittlich 600-1000 Pollen/m® Luft. Vereinzelt wurden auch Werte von bis zu
2800 Pollen/m® Luft ermittelt (MCCARTNEY & LACEY, 1991). Durch seine klebrige
Oberflache ist er auch fur den Transport durch Insekten sehr gut geeignet
(EIsikowITCH, 1981).

Bei der Ausbreitung von Pollen mufl} jedoch unterschieden werden zwischen
potentiell mdglichem Pollenflug und tatsachlich stattfindendem Genfluly (RAYBOULD &
CLARKE, 1999), da es trotz des Pollentransportes uber weite Strecken durch
Pollenkonkurrenz an den Empfangerpflanzen nur in sehr seltenen Fallen zu einem
Befruchtungsereignis kommt (SIMPSON et al., 1999). Die Konkurrenzfahigkeit fremder
Pollen hangt davon ab, wie lange sie bestaubungsfahig bleiben und wieviele
lebensfahige Pollen die Empfangerpflanze produziert.

Zahlreichen Studien haben sich mit der Pollenverbreitung beschaftigt. Durch
unterschiedliche Versuchsdesigns, -gro3en und Witterungsverhaltnisse wurden zwar
in verschiedenen Entfernungen z.T. sehr unterschiedliche Pollenkonzentrationen
gemessen, jedoch wurde in allen Studien festgestellt, dal} die Pollenkonzentrationen
in der Luft mit zunehmender Entfernung vom Feldrand stark racklaufig sind. TIMMONS
et al. (1995) fanden in 360 m Entfernung noch 10 % der am Feldrand gemessenen
Pollenkonzentration, wahrend dieser Wert in einer Studie von MCCARTNEY & LACAY
(1991) bereits nach 10 m erreicht wurde. THOMPSON et al. (1999) ermittelten in einer
Entfernung von 170 m einen Ruckgang der Pollenkonzentration auf 25 % gegenuber
dem Feldrand. LAVIGNE et al. (1998) ermittelten, dal® ca. 50 % aller Pollen einer

Pflanze nicht weiter als 3 m fliegen.

Bezogen auf diese Grundtendenz decken sich die im vorliegenden Feldversuch
gewonnenen Erkenntnisse mit denen der oben genannten Studien. Die Verbreitung
der Rapspollen wurde mit Hilfe von vaselinebestrichenen Objekttrager-Pollenfallen
ermittelt, die im Abstand von jeweils 50 m bis in einer Entfernung von 250 m
aufgestellt waren. Obwohl die Gesamtzahl der wahrend jeder Bluhperiode
freigesetzten Pollen Uber die drei Versuchsjahre starken Schwankungen unterworfen

war, folgte die Verbreitung mit zunehmender Entfernung immer der gleichen
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Tendenz: Nachdem uUber die Halfte aller Pollen direkt am Feldrand gesammelt
wurden, erreichten nur noch ca. ein Viertel der Pollen eine groliere Entfernung als
50 m (Tabelle 19). Nach einem weiteren Ruckgang erreichten die Pollenfallen in 200
und 250 m Entfernung ein gleichbleibendes Niveau von jeweils rund 4 %. Dies
bestatigt, dall zumindest ein gewisser Teil der freigetzten Pollen auch grolere
Entfernungen zurticklegen kann.

Die bei der Hohenverteilung der Pollen festgestellten Unterschiede zwischen den
einzelnen Versuchsjahren waren jedoch so grof3, dal} keine einheitliche Tendenz
abgeleitet werden konnte. Die Unterschiede in der Fanghdéhe (1 m, 2m, 3 m und
4 m) deuten darauf hin, dall Aufwind und lokale Luftverwirbelungen einen
bedeutenden Einflu auf die Pollenverbreitung haben. Diese Ergebnisse decken sich
mit den Resultaten eines friheren Freisetzungsversuchs auf dem TUM Versuchsgut
in Roggenstein, bei dem mit der gleichen Methode neben einem starken Ruckgang
der Pollenzahlen in zunehmender Distanz auch eine uneinheitliche Héhenverteilung
festgestellt wurde (FISCHBECK et al., 1998). Unter Berlcksichtigung der Tatsache,
dal} intensiver Pollenflug nur an wenigen Tagen stattfand (Tabelle 20), kommt der
Windrichtung und —starke an den Tagen mit besonders starkem Pollenflug eine
grole Bedeutung zu, wodurch sich die Unterschiede in den einzelnen Studien

zumindest zum Teil erklaren lassen.

4.2.2 Pollenverbreitung durch Insekten

Bei der Pollenverbreitung durch Insekten spielen hauptsachlich Honigbienen (Apis
mellifera L.) und Hummeln (Bombus terrestris L.) eine Rolle (OSBORNE et al., 1999;
RAMSEY et al.,, 1999; PIERRE et al.,, 2003). Der Aktionsradius von Bienen liegt
gewohnlich in einem Umkreis von bis zu 2 km vom Bienenstock (dies entspricht einer
Aktionsflache von 12,5 kmz), auch wenn Sammelaktivitaten bis in funf km
festegestellt wurden (RAMSEY et al., 1999). Der Nektar von Rapsbliten ist sehr
attraktiv fir Honigbienen (FREE, 1993). Nektar sammelnde Insekten unterscheiden
dabei nicht zwischen konventionellen und herbizidresistenten Rapspflanzen (PIERRE
et al., 2003). Raps wird von einer Vielzahl von Insektenarten angeflogen. SAURE et al.
(1999) ermittelten wahrend der Rapsblite 63 Bienen-, 32 Wespen- und 29
Schwebfliegenarten.

Hinweise auf die Rolle der Bienen bei der Befruchtung in groReren Distanzen

ergeben sich aus der Tatsache, an weiter entfernten Pflanzen einzelne Auskreuzung-
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sereignisse festgestellt wurden, wahrend in der Umgebung nur aulderst geringe
Auskreuzungsraten festzustellen waren; vereinzelte Auskreuzungsereignisse wurden
auch an Einzelpflanzen in Entfernungen detektiert, in denen wahrend der Blite
weniger als ein Pollen/m® Luft gemessen wurde (THOMPSON et al., 1999). Auch
SCHEFFLER et al. (1995) kommen in ihrer Studie zur Untersuchung der Auskreu-
zungsraten in groReren Entfernungen zu dem Schlul}, dal® Bienen der gréfte Einflufd
bei der Pollenverbreitung uber grof3e Distanzen zukommit.

RAMSEY et al. (1999) konnten beobachten, dal3 an Bienen beim Verlassen des
Bienenstockes oft noch gréliere Mengen lebensfahiger Rapspollen hafteten, da die
Bienen auf Grund der Enge im Bienenstock Uber das Haarkleid passiv Pollen
untereinander austauschen, zumal nicht immer alle Bienen eines Stockes an der
gleichen Pflanzenart Nektar sammeln. Bienen gelten zwar als blutenstet/-treu, doch
ist ein Wechseln der Blutenart wahrend des Sammelns nicht ungewodhnlich (PROCTOR
& LACK, 1996; RAMSEY et al., 1999).

Hummeln besuchen in Rapsfeldern durchschnittlich 500-700 Bliuten pro Tag. Die
dadurch verursachte Auskreuzungsrate ist dabei invers proportional zur Lange des
Aufenthaltes im 'Empfangerfeld’. Eine langere Sammeltatigkeit der Hummeln im
transgenen Feld fuhrt jedoch nicht zu einer wesentlichen Erhdhung der
Auskreuzungsrate, da nur vom Pollen der =zuletzt besuchten Bluten eine
nennenswerte Befruchtung ausgeht (CRESSWELL et al., 2002). Zudem legen
Hummeln wahrend des Sammelns meist nur geringe Distanzen zurlck, so dal} ein
Groliteil der Pollen in der unmittelbaren Umgebung der Pollenquelle verbreitet wird
(SKOGSMYR, 1994)

Die unregelmallige Verteilung der Auskreuzungsereignisse des vorliegenden
Feldversuchs (Abbildung 6) sowie der fehlende Zusammenhang zwischen der
Windverteilung wahrend der Rapsblite und der Verteilung der Auskreuzungs-
ereignisse ist ebenfalls als ein starker Hinweis darauf zu werten, dal} bliten-
besuchenden Insekten eine entscheidende Bedeutung fur die Auskreuzung
zukommt. Gestutzt wird diese These zudem durch den Umstand, dal® im Umkreis

von ca. 1 km vom Versuchsfeld mehrere Bienenvolker stationiert waren.

4.2.3 Mathematische Prognosemodelle fiir Pollenflug und Auskreuzung

Zur Untersuchung der Pollenverbreitung wurden nach AYLOR et al. (2003) in bisher

durchgefuhrten Studien die folgenden Strategien benutzt: 1.) Ermittlung der Auskreu-
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zungsraten in bestimmten Entfernungen, 2.) Ermittlung der Pollenkonzentration in der
Luft in verschiedenen Entfernungen und 3.) Modellierung mit mathematischen Glei-
chungen. Die Pollenverbreitung folgt haufig einer leptokurtischen, negativ exponen-
tiellen oder Weibull-Verteilung (BATEMAN 1947; 1950; LEVIN & KERSTER, 1974;
TONSOR, 1985; MORRIS et al., 1994; GIDDINGS et al., 1997).

Zur Bestimmung des Verbreitungspotentials von Pollen werden volumetrische Pollen-
fallen (MCCARTNEY & LACEY, 1991; TIMMONS et al., 1995) oder technische Pollen-
sammler (KUHLMANN & BEISMANN, 2004) benutzt, die die Pollenzahl/m® Luft in einem
bestimmten Zeitraum und in unterschiedlichen Entfernungen ermitteln. Da jedoch
nicht jeder Pollen zu erfolgreicher Befruchtung flhrt, kbnnen Aussagen uber die
Pollenverbreitung nur bedingt zur Vorhersage von Auskreuzungsraten herangezogen
werden. In frGheren Pollenverbreitungs-Experimenten wurde die Lebensfahigkeit der
Pollen oder die tatsachlich stattfindende Befruchtung haufig aul3er Acht gelassen. Da
zur Vorhersage und Beurteilung des Auskreuzungsrisikos einzelner Kulturen auf
regionaler Ebene die Erkenntnisse aus der Untersuchung der Pollenverbreitung
immer auch mit den tatsachlich festgestellten Auskreuzungsraten in Verbindung ge-
bracht werden mussen (SQUIRE et al., 1999) und die Hohe der Auskreuzung zudem
malfgeblich von der Lebensfahigkeit der Pollen, dem Auflmald der Kreuzungskom-
patibilitdt und der Ubereinsteimmung der Blihzeitpunkte abhangt (GIDDINGS, 2000),
wurden bestimmte Verfahren zur Pollenmarkierung entwickelt, um somit realisti-
schere Aussagen Uber Pollenflug und mdglichen Gentransfer treffen zu kdnnen, z.B.
radioaktive Markierung (SCHLISING & TURPIN, 1971), Markierung mit Fluoreszenz-
farbstoffen (WASER & PRICE, 1982; LINHART et al., 1987) oder Markergene
(ELLSTRAND et al., 1989; GALEN, 1992).

Mathematische Modelle zur Vorhersage von Pollenflug lassen sich nach HELBIG et al.
(2004) in zwei Gruppen einteilen: Modelle der ersten Gruppe beschreiben den
zeitlichen Verlauf (Anfang, Dauer und Ende) des Pollenflugs. Grundlage flr die
Vorhersagen sind in der Regel Regressionsgleichungen zwischen metereologischen
Parametern und gemessenen Pollenkonzentrationen (MORENO-GRAU et al., 2000;
LATALOWA et al., 2002) oder zwischen verschiedenen metereologischen Parametern
wahrend eines bestimmten Zeitraums (EMBERLIN et al., 1999; LAAIDI, 2001; GROOM-
ADAMS et al., 2002). Mit Modellen der zweiten Gruppe wird versucht, Simulationen
der zeitlichen und raumlichen Verbreitung der Pollen zu erstellen, indem gemessene

Pollenkonzentrationen innerhalb und Uber Bestanden mit metereologischen Daten
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verknlpft werden (MCCARTNEY & LACEY, 1991; CARRUTHERS et al., 1994; HUNT et al.,
2001).

Nachdem die Pollenverbreitung und v.a. die daraus resultierenden Auskreu-
zungsraten einer Vielzahl von z.T. stark variierenden EinfluRfaktoren wie z.B.
Windrichtung, -starke und -geschwindigkeit, Pollenproduktion und -lebensfahigkeit,
Luftturbulenzen, Insektenaktivitdt, Temperatur, Niederschlag, FeldgroBe und Uber-
schneidung von Bluhfenstern unterliegen (AYLOR et al., 2003; HELBIG et al., 2004), ist
ihre Vorhersage sehr schwierig und oft mit gro3en Unsicherheiten behaftet. Zudem
konnen kleinflachige Feldversuche den Pollenflug, der bei grofl3flachigem Anbau zu
erwarten ist, nur ungenigend vorhersagen (MORRIS et al., 1994; STONE, 1994). Da
Simulationsmodelle in vielen Bereichen der Forschung ein nutzliches Instrument
darstellen, wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen versucht, mit Hilfe von aus
Feldversuchen gewonnenen Ergebnissen komplexe mathematische Prognose-
modelle zu entwickeln, die eine moglichst genaue Vorhersage von Auskreuzungen
durch transgenen Pollen in benachbarte und weiter entfernte Rapsbestande unter
wechselnden Umweltbedingungen ermoglichen sollen (MCCARTNEY & LACEY, 1991;
LAVIGNE et al., 1996; COLBACH et al., 1999; CRESSWELL et al., 2002; HIDALGO et al.,
2002; BAKER & PRESTON, 2003; KLEIN et al., 2003; HELBIG et al., 2004; RICHTER et
al., 2004; WALKLATE et al., 2004).

Zwar konnen viele der genannten Umweltparameter mittlerweile sehr gut von einigen
Modellen berucksichtigt und variiert werden, auf Grund der Komplexizitat ihres
Zusammenspiels kann ihr Einflul3 auf die Auskreuzung jedoch stark variieren und v.a.
im Bereich klrzerer Distanzen zu sehr unterschiedlichen Auskreuzungsraten flhren.
Dennoch sind die Modelle gut geeignet, um fur bestimmte Gelandebeschaffenheiten
und Anbaustrukturen eine ungefahre Abschatzung des zu erwartenden Auskreu-
zungspotentials zu erreichen, auch wenn die Ubertragbarkeit von Ergebnissen, die
unter bestimmten Bedingungen erhalten wurden, auf generelle Aussagen nicht

immer unproblematisch ist (HELBIG et al., 2004).
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4.3 Persistenz von transgenem Raps in der Umwelt

4.3.1 Uberdauerung im Boden durch Dormanz

Mit zunehmender Abreife eines Rapsbestandes kommt es haufig durch vorzeitige
Reife einzelner Pflanzen, Vogelfral® oder Unwetter zum vorzeitigen Aufplatzen von
Schoten und damit zum Eintrag von z.T. nicht unerheblichen Mengen an Samen in
den Boden. Zusatzlich kann es je nach Erntebedingungen zu grof3en Dresch-
verlusten kommen. Der Sameneintrag in der landwirtschaftlichen Praxis betragt in
der Regel ca. 5.000-10.000 Samen/m? bzw. 2 - 5 % des Ertrages, kann aber unter
extremen Witterungs- und Erntebedingungen auch 20 - 25 % erreichen (BOWERMAN
et al., 1984; LUTMAN, 1993; BROWN et al., 1995; PRICE et al., 1996).

Die wahrend der Ernte auf den Boden fallende Menge an Rapssamen wurde im
vorliegenden Feldversuch mit Hilfe von Auffangschalen unter dem Mahdrescher
erfal3t. Der durchschnittliche Eintrag variierte in den drei Versuchsjahren deutlich
(9.856, 14.146 und 9.792 Samen/m?). Der héchste Eintrag wurde im Erntejahr 2003
ermittelt. Die extreme Trockenheit und hohen Temperaturen in diesem Jahr fuhrten
zur Ausbildung kleinerer Samen und brichiger Schoten, wodurch in Einzelparzellen
Werte von bis zu 21.949 Samen/m? ermittelt wurden.

In den Folgejahren kann es durch Uberdauerung von Rapssamen im Boden zu
Durchwuchsraps in den Folgekulturen im Feld oder zu Ausfallraps am Feldrand
kommen. Transgener Durchwuchsraps kann somit wieder eine Quelle transgener
Kontaminationen darstellen.

Voraussetzung fur die Persistenz von Samen im Boden ist die Ausbildung von
Keimruhe (Dormanz). Nach KARSSEN (1981) wird dabei zwischen primarer und
sekundarer Dormanz unterschieden. Durch die primare Dormanz wird eine
Keimungshemmung der reifen Samen sowohl auf der Mutterpflanze als auch noch
kurze Zeit nach der Ernte bzw. nach dem Platzen der Schoten verursacht, wodurch
ein sofortiges Keimen verhindert wird. Die sekundare Dormanz entwickelt sich zum
Schutz der keimbereiten Samen als Antwort auf suboptimale Keimbedingungen, die
ein Weiterleben des jungen Keimlings unmaoglich machen wuirden, und kann durch
ungunstige Temperatur- und Lichtverhaltnisse sowie Wasserstrel} nach der Ernte
induziert werden (PEKRUN, 1994; PEKRUN & LOPEz-GRanados, 1995; PEKRUN et al.,

1997a, b). Die Ausbildung einer sekundaren Dormanz befahigt Rapssamen dazu, im
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Boden mehrere Jahre lang lebensfahig zu bleiben (LUTMAN, 1993; HAILS et al., 1997;
PEKRUN & LUTMAN, 1998; PEKRUN et al., 1998). Unter bestimmten Bedingungen
konnten lebensfahige Samen noch nach zehn Jahren nachgewiesen werden
(VAUGHAN et al., 1976; SAUERMANN, 1993; SCHLINK, 1998). Sekundare Dormanz fuhrt
zur Ausbildung einer Lichtsensitivitdt, so dald Samen, die urspringlich keinen
Lichtreiz zur Keimung bendtigen, nun auf diesen angewiesen sind. Dieser Lichtreiz
wird mit Hilfe des Sensorpigments Phytochrom aufgenommen. Durch hellrotes Licht
(Sonnenlicht) kommt es zu einer Konformationsanderung des bis dahin inaktiven
'Phytochrom red' (Pr) hin zum 'Phytochrom far red' (Pfr). Die lichtinduzierte
Samenkeimung kann bereits einsetzen, wenn ein kleiner Anteil des
Gesamtphytochroms auf diese Weise aktiviert ist (GERHARDS et al., 1998), was z.B.
durch einen bei der Bodenbearbeitung einfallenden kurzen Lichtreiz geschehen
kann. Bei einer Anderung der Umweltbedingungen kann die Dormanz uber
bestimmte Reize, z.B. Licht oder Temperaturwechsel, wieder gebrochen werden, so

dal} die Samen zu keimen beginnen.

Rapsfeld Bt
ekampfun
—P __ Durchwuchsraps
Erntezeitpunkt
und -technik
v Auflaufen
Samenverluste
. Kultivierung

Stoppelbearbeitung v

Keimung < Induktion Samenbank| ———— » Keimung
sekundarer Dormanz l
» Fral3, Tod

Abbildung 14: Lebenszyklus von Durchwuchsraps
(nach PEKRUN et al., 1998)

Die meisten Kulturpflanzen besitzen eine relativ geringe Neigung zur Ausbildung
einer Keimungsverzogerung oder Dormanz, da bei der Zichtung u.a. auf hohe,
schnelle und einheitliche Auflaufraten selektiert wird (SNAYDON, 1980; LECK et al.,
1989). Auch bei Raps ist die Uberlebensfahigkeit der Samen in der Samenbank im
Boden im Vergleich zu verwandten Wildarten relativ gering (HAILS et al., 1997;

CHADOEUF et al., 1998). Unter normalen Bedingungen bilden Rapssamen keine oder
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nur eine sehr geringe primare Dormanz aus und keimen sofort oder nach flacher
Bodenbearbeitung (LUTMAN, 1993; SCHLINK, 1994). Ein Teil wird jedoch durch Boden-
bearbeitung, v.a. beim Einsatz des Pfluges, in tiefere Bodenschichten verlagert, wo
die Uberdauerung nach Induktion sekundéarer Dormanz maglich ist.

Bei der Fahigkeit zur Ausbildung von Persistenz im Boden bestehen zudem grol3e
Sortenunterschiede (SCHLINK, 1994; PEKRUN et al., 1998; GRUBER et al., 2001;
GULDEN et al., 2004). PEKRUN et al. (1997c) untersuchten 21 Sommer- und 25
Winterrapssorten in einem standardisierten Labortest auf inr Dormanzverhalten. Der
Anteil der Samen, die eine Dormanz ausbildeten, schwankte dabei von 0,58 % bis
hin zu 76,1 %. Fur die auch in der vorliegenden Arbeit verwendete Sorte 'Falcon'
wurde dabei ein Mittelwert von 1,8 % bestimmt. Eine Untersuchung von 25 euro-
paischen und chinesischen Sommer- und Winterrapssorten zeigte, dall Sommer-
formen von Raps ein hoheres Potential zur Ausbildung sekundarer Dormanz besitzen
als Winterformen (MomMOH et al., 2002). Transgene Linien scheinen dabei gegentber
ihren nichttransgenen Ausgangssorten keinen Vorteil zu haben (GRUBER et al., 2001;
BEISMANN et al., 2003), obwohl die Auswirkungen eines eingebrachten
Transgenkonstrukts auf das Dormanzverhalten der Samen grundsatzlich nicht vor-
hersagbar sind (LINDER, 1998). Mehrere vergleichende Experimente ergaben keine
Hinweise darauf, dal} transgener Raps persistenter ist oder sich starker ausbreitet als
konventioneller Raps (CRAWLEY et al., 1993; BOOTH et al., 1996; SWEET et al., 1997).
Vielmehr lassen die Ergebnisse anderer Studien den Schlu® zu, dal} transgene
Sorten sogar eine eher geringere Fahigkeit zur Persistenz besitzen (CRAWLEY et al.,
1993; HAILS et al., 1997; LINDER, 1998).

Neben Sortenunterschieden Ubt auch die Bodenart einen groRen EinfluR auf die
Persistenzfahigkeit der Samen im Boden aus, wobei die Wasserhaltefahigkeit der
entscheidende Faktor fur die Persistenz zu sein scheint (HAILS et al., 1997; PEKRUN
et al., 1998; BENECH-ARNOLD et al., 2000). Sandige Béden mit wenig Wasser-
haltekapazitat sind demnach weniger dormanzfordernd. Auch NORRIS et al. (1999)
fanden transgenen Durchwuchsraps drei Jahre nach dem Anbau des transgenen
Rapses, wobei sich die einzelnen Standorte deutlich voneinander unterschieden.
ROLLER et al. (2003) kamen bei ihren Untersuchungen der Einflisse verschiedener
BodenbearbeitungsmalRnahmen auf die Reduzierung der Samenbank bezlglich des
Einflusses der Bodenart auf die Ausbildung sekundarer Dormanz zu vergleichbaren

Ergebnissen wie die vorliegende Arbeit. Die Versuche wurden neben unserem



DISKUSSION 84

Versuchsfeld bei gleicher Bodenart durchgefuhrt. Trotz der Verfrachtung der Samen
durch Pfligen in tiefere Bodenschichten und geringer Auflaufraten im Vergleich zu
flacher Bodenbearbeitung wurde nur bei einem sehr geringen Teil der Samen
Dormanz induziert, so dald nach zwei Jahren kaum noch keimfahige Samen

nachgewiesen werden konnten.

Obwohl Rapssamen jahrelang keimfahig im Boden Uberdauern konnen, geht auch
nach CHADOEUF et al. (1998) der Anteil keimfahiger Rapssamen in der Samenbank
bereits nach einem Jahr auf ca. 1 % zuruck. Mit zunehmendem zeitlichem Abstand
zum Eintrag wird der Anteil durch EinfluRfaktoren wie Alterungsprozesse der Samen,
Fral® durch Tiere, Abbau durch Bodenorganismen, Verpilzung und Keimung weiter
reduziert, wobei Auflauf durch Keimung nur geringfugig zum Ruckgang beitragt.
Anderen Studien zufolge betrug der Prozentsatz lebensfahiger Rapssamen nach
einem Jahr im Boden 0 bis 27 %, und selbst innerhalb der einzelnen Studien wurden
deutliche Unterschiede zwischen Einzelproben nachgewiesen (LUTMAN, 1993; LINDER
& ScHMITT, 1995). Diese Variabilitat kann auf unterschiedliche Boden sowie Licht-
und Wasserverhaltnisse wahrend des Eintrags zurickgehen, da diese Faktoren

einen starken EinfluR auf die Uberdauerung durch sekundére Dormanz ausiben.

Entsprechende Schwankungen konnen auch fur Durchwuchsraps in Folgekulturen
beobachtet werden, da sowohl Felder mit volliger Kontrolle des Durchwuchsrapses
als auch solche mit gro3eren Durchwuchsrapspopulationen noch nach drei Jahren
auftreten kénnen (NORRIS et al.,, 1999). Auch LUTMAN (1993) beschreibt nicht
unubliche Auflaufraten nach drei Jahren unter Praxisbedingungen mit Fruchtfolge in

Hohe von ca. 10 Pflanzen/m?.

Die wahrend der Ernte in den Boden eingetragene Menge an Rapssamen betrug im
vorliegenden Feldversuch im ersten und dritten Versuchsjahr durchschnittlich rund
10.000 Samen/m? und lag damit im Bereich der in der Literatur angegebenen
Grollenordnung. Im zweiten Versuchsjahr, das durch ungewdhnlich hohe
Temperaturen und grof3e Trockenheit wahrend der gesamten Vegetationsperiode
gekennzeichnet war, lag der Mittelwert mit ca. 14.000 Samen/m? deutlich hdher. In
Einzelparzellen aufgetretene Hochstwerte von bis zu 21.949 Samen/m? verdeutlichen

das Potential des Sameneintrags in den Boden. Nach der Ernte wurde eine
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zweimalige flache Bodenbearbeitung mit dem Grubber durchgeflihrt. Dadurch sollten
moglichst viele Samen zum Keimen angeregt und die in der Literatur beschriebenen
hohen Eintrage in die Samenbank minimiert werden. Durch die anschlielRende Saat-
bettbereitung und Aussaat der Folgefrucht Winterweizen bzw. Wintergerste im dritten
Jahr wurde ebenfalls noch ein Teil der Samen zum Auflaufen angeregt.

Zur Ermittlung der Entwicklung der Samenbank wurden die Parzellen des
Versuchsjahres 2001/2002 jeweils im Herbst in allen drei Versuchsjahren sowie die
Parzellen des Versuchsjahres 2002/2003 in zwei Versuchsjahren durch die Ent-
nahme von Bodenproben bis in einer Beprobungstiefe von 30 cm untersucht.

Wie bereits im Erntejahr wies die Samenbank im Folgejahr trotz wiederholter Auflauf-
stimulierender MaRnahmen (zweimalige flache Bodenbearbeitung mit dem Grubber
und anschlieBende Saatbettvorbereitung und Aussaat der Folgefrucht) noch bis zu
30 keimfahige Samen/m? auf. In den 100% transgenen Parzellen konnte sogar eine
leichte Zunahme im Vergleich zum Vorjahr festgestellt werden, was sich evtl. durch
lokale Unterschiede in der Tiefenverlagerung der Samen durch die Boden-
bearbeitung erklaren 1ait. Dies entspricht bereits im Herbst des gleichen Jahres einer
Abnahme des Anteils keimfahiger Samen in der Samenbank von 99,7 - 100 %
gegenuber dem Eintrag bei der Ernte. Im zweiten Jahr nach der Ernte konnten keine
keimfahigen Samen mehr nachgewiesen werden. Die flache Bodenbearbeitung in
Kombination mit Rapssorten, die eine geringe Persistenzneigung besitzen, ist
demnach sehr gut geeignet, die Uberdauerung der Samen im Boden zu minimieren.
FUr die Ermittlung des Zustands der Samenbank und des darin enthaltenen
Potentials transgener Rapssamen erwies sich die Probennahme mittels Bohrstock
als hervorragende Methode. Die Charakterisierung der Samenbank mit Hilfe von
Bodenproben wurde von LUTMAN et al. (2002) als sehr reprasentativ bewiesen, indem
als Kontrolle zusatzlich zu den Samen kleine Plastikkligelchen in den Boden
eingebracht wurden. Die Umrechnung der in den Bodenproben gefunden Kigelchen
auf die gesamte Flache entsprach dem urspriunglichen Eintrag dabei genauer als bei
Versuchen, die die Samenbank mit Hilfe der Ermittlung von Keimlingen
charakterisierten (BARBERI et al., 1998). Da es bereits vor der Ernte zu nicht
unerheblichem Sameneintrag in den Boden kommen kann, durfte der tatsachliche
Eintrag in die Samenbank sogar noch deutlich uber dem hier festgestellten liegen.
Bezogen auf den hoheren Eintrag fallt der Rickgang der Samenbank daher noch

starker aus.
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In vorausgegangenen Studien wurde bereits festgestellt, dal’ die in der vorliegenden
Arbeit verwendete transgene Rapssorte 'Falcon GS40/90' und ihre Ausgangssorte
'Falcon' nur eine relativ geringe Lebensfahigkeit im Boden haben (PEKRUN et al.,
1998; GRUBER et al., 2001). Dies wurde auch durch neuere Untersuchungen von
BEISMANN et al. (2003) bestatigt, die die Samenbanken von zehn Flachen ehemaliger
Freisetzungsversuche von 'Falcon GS40/90' untersuchten und dabei nur auf den
Flachen, bei denen der Rapsanbau maximal funf Jahre zurlcklag, lebensfahige
Samen fanden.

Das Persistenzvermogen transgener Sommerrapssamen im Boden wurde von BLOCK
et al. (2004) bestimmt. Von bayerischen Praxisflachen, die im Jahre 2000 mit
Rapssaatgut der Sorte 'Hyola' bestellt worden waren und versehentlich 0,4 % bzw.
0,2 % epsps- und pat-Gen haltige Samen aufwiesen, wurden funf reprasentative
Flachen uber drei Jahre auf ihren Transgenanteil in Saatgut, Erntegut sowie im
Ausfallraps untersucht.

Mit Hilfe der quantitativen PCR wurden die Transgenanteile des epsps- und des pat-
Gens im Durchwuchsraps exakt bestimmt. Trotz unterschiedlicher Bodenbear-
beitungsmallnahmen und Folgekulturen wurde auf allen untersuchten Flachen, die
Transgenanteile im Saatgut gezeigt hatten und von denen Proben gesammelt wer-
den konnten, auch zwei Jahre nach der Aussaat noch transgener Durchwuchsraps
mit dem pat-Gen (0,02 % - 0,15 %) sowie dem epsps-Gen (0,05 % - 0,36 %)
gefunden. Die Ergebnisse zeigten, dal} die Transgenanteile flir beide Gene im
Erntegut und im Ausfallraps im Vergleich zum Saatgut durchschnittlich gleichen
blieben. Es kam weder zu einer Aufschaukelung noch zu einer Reduzierung dieser
Genfrequenzen. Anhand einzelner Ereignisse konnte jedoch eine Selektion
herbizidtoleranter Pflanzen durch Anwendung des Komplementarherbizids vermutet

werden.

Die Neigung zur Bildung von Dormanz wird bei Wildpflanzen haufig durch die
Samenhlle beeinflul3t, die aus maternalem Gewebe stammt (MAYER & POLJAKOFF-
MAYBER, 1975). Fir den Fall, da® maternale Effekte ausschlaggebend sind, kommt
der Befruchtungsrichtung fur die Persistenz der entstehenden Hybriden eine wichtige
Rolle zu. Die Befruchtung einer Wildart mit transgenen Rapspollen wirde dann zu
Samen fuhren, die bessere Voraussetzungen bezuglich Persistenzbildung aufweisen

als umgekehrt. Andererseits reagieren Wildpflanzen bei der Auslosung des
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Keimungsreizes oft sehr unterschiedlich auf Umwelteinflisse, so dal} die Keim-
fahigkeit von Hybriden nicht zwingend vom Keimungsverhalten der Eltern abgeleitet
werden kann. ADLER et al. (1993) konnten die Bedeutung der Befruchtungsrichtung
fur die Persistenz der entstehenden Hybriden am Beispiel von wildem und
kultiviertem B. rapa belegen. Im Gegensatz dazu stellten allerdings LANDBO &
JORGENSEN (1997) unabhangig von der Befruchtungsrichtung eine nur geringe
Dormanzneigung bei Raps-Rubsen-Hybriden fest, die der des Elternteils Raps
entsprach. Rickkreuzungen, d.h. die Befruchtung von B. napus (Q) x B. rapa (&) —
Hybriden mit B. rapa, fUhrten zu Samen, die ein unterschiedliches Keimungsver-
halten und einen gewissen Anteil dormanter Samen aufwiesen. Auch LINDER (1998)
konnte am Beispiel eines Genkonstrukts fur veranderte Fettsaurezusammensetzung
bei Raps zeigen, dal dieses je nach genetischem Hintergrund der Empfangerpflanze

unterschiedliche Effekte auf die Dormanzbildung haben kann.

Fruchtfolgen mit einem hohem Rapsanteil kdbnnen durch Akkumulierung von Samen
im Boden die Problematik grofler Samenbanken und des daraus resultierenden
verstarkten Rapsdurchwuchses erhohen. Eine zusatzliche Schwierigkeit ergibt sich
bei der Bekampfung von transgenem Durchwuchsraps in konventionellen Raps-
bestanden. Da sich die verschiedenen Rapssorten z.T. deutlich in ihrer Neigung zur
Ausbildung sekundarer Dormanz unterscheiden (SCHLINK, 1994; PEKRUN et al.,
1997c), ware ein Ansatzpunkt zur Verringerung dieser Problematik auch die

Verwendung von Rapssorten mit geringer Dormanzneigung.

4.3.2 EinfluB von BodenbearbeitungsmaRnahmen

Einen entscheidenden Einfluld auf die Persistenz der Samen in landwirtschaftlich
genutzten Boden Ubt die Art der Bodenbearbeitung aus. Bereits durch eine einmalige
Bodenbearbeitung mit dem Striegel kommt nach ROLLER et al. (2003) Uber die Halfte
der Rapssamen zur Keimung. Nach Einsatz des Grubbers keimten 30 % der Samen,
wahrend durch Pflugen nur 1 % der Samen zum Keimen gebracht werden konnten,
da durch die Verlagerung der Samen in tiefere Bodenschichten kein Keimungsreiz
ausgelost wird. Eine Bodenbearbeitung mit dem Pflug flihrt zu einer wesentlich
starkeren Verlagerung der Samen in tiefere Bodenschichten als mit einem Grubber

(CouseNs & Moss, 1990; ROGER-ESTRADE et al., 2000).



DISKUSSION 88

Rapssamen kdnnen auf der Bodenoberflache keine sekundare Dormanz ausbilden.
PEKRUN et al. (1998) schlagen daher als effektivstes Mittel zur Vermeidung von
Durchwuchsraps vor, auf jegliche Bodenbearbeitung nach der Rapsernte zu ver-
zichten. Da unter europaischen Bedingungen jedoch ein Verzicht auf Boden-
bearbeitungsmallnahmen in der Regel nicht durchfihrbar ist, sollte eine Stoppel-
bearbeitung erst im nachsten Fruhjahr durchgefihrt werden. Dies wirde allerdings
eine Umstellung von Winter- auf Sommerkulturen bedeuten und kommt daher fur die
meisten landwirtschaftlichen Betriebe nicht in Betracht. Zumindest aber sollte die
Bodenbearbeitung erst vier Wochen nach der Ernte stattfinden und dann durch
flache Bodenbearbeitung gute Auflaufbedingungen schaffen. Dies ware in der land-
wirtschaftlichen Praxis kein Problem, da die Folgefrucht meist Winterweizen ist und
erst im Herbst angesat wird. Eine pfluglose Bodenbearbeitung ist dabei in jedem Fall
vorzuziehen, da durch die Verfrachtung der Samen in tiefere Bodenschichten gute

Voraussetzungen flr die Ausbildung sekundarer Dormanz geschaffen werden.

Der positive Effekt eines Verzichts auf Bodenbearbeitung in den ersten Wochen nach
der Rapsernte auf die Reduzierung der Samenbank konnte in der vorliegenden
Arbeit bestatigt werden (s. 3.4.2). Ca. drei Wochen nach der Ernte und zunachst
unter Verzicht auf jegliche Bodenbearbeitung wurde im letzten Versuchsjahr an
ausgewahlten Parzellen die Anzahl der aufgelaufenen Keimlinge ermittelt (Tabelle
28). Nach anschlieBender flacher Bodenbearbeitung mit dem Grubber erfolgte die
erneute Ermittlung der Anzahl auflaufender Keimlinge. Die im Vergleich zum
ursprunglichen Sameneintrag wahrend der Ernte hohe Auflaufrate vor der Boden-
bearbeitung (Tabelle 27) und die offensichtlich nur noch geringe Keimfahigkeit der
verbliebenen Samen, die sich aus dem relativ geringen Auflauf nach der Boden-
bearbeitung ergibt, sowie die Berlcksichtigung der bereits ausgeflhrten Verhinde-
rung der Ausbildung sekundarer Dormanz durch Verbleib der Samen an der Ober-
flache und Tierfrald legen den Schlul3 nahe, daR dies, v.a. in Verbindung mit
pflugloser Bodenbearbeitung, eine sehr effektive Methode ist, um den Umfang der
Samenbank gering zu halten ist. Die Abnahme der Samenbank konnte durch die
Untersuchung von Bodenproben bestatigt werden.

Erganzende Malinahmen zur Reduzierung der Samenbank und des Auflaufrapses
sind die Minimierung der Ernteverluste durch den richtigen Erntezeitpunkt, eine

optimale Erntetechnik und ein gutes Unkrautmanagement in den Folgekulturen.
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4.4 Monitoring

Da Raps in Europa eine Vielzahl von kreuzungskompatiblen Verwandten besitzt,
hangen die MOoglichkeiten und das Ausmald Okologischer Folgen, die eine
Hybridisierung und unkontrollierte Ausbreitung von transgenem Raps zur Folge
haben konnten, vom regionalen Vorkommen potentieller Kreuzungspartner ab und
mussen daher fur jedes Land gesondert beurteilt werden (OecD, 1997).

Zustandig fur die Erarbeitung von Vorschlagen, welche Kriterien in einem
Monitoringkonzept bertcksichtigt werden mussen, ist in Deutschland die
'Bund/Lander-Arbeitsgemeinschaft Gentechnik' unter der Leitung des Umweltbundes-
amtes sowie die Arbeitsgruppe 'Anbaubegleitendes Monitoring gentechnisch veran-
derter Pflanzen im Agrardokosystem' an der Biologischen Bundesanstalt in
Braunschweig (WILHELM et al., 2003).

Die Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG (Art. 13, 19 und 20) sieht vor, dal® der Anmel-
der bzw. Vertreiber von GVO bereits bei der Antragstellung auf Genehmigung einer
Inverkehrbringung einen entsprechenden Monitoringplan vorlegen muf3. Allgemeine
Richtlinien eines Uberwachungsplans sind im Annex VIl der Freisetzungsrichtlinie
aufgeflhrt (detaillierte Zusammenstellung der Richtlinien siehe WILHELM et al.,
(2003)). Die Freisetzungsrichtlinie macht allerdings keine konkreten Angaben
daruber, welche Parameter verbindlich in einen Monitoringplan aufgenommen wer-
den mussen. Grundsatzlich wird gefordert, einen Plan mit einer wissenschaftlich
konzipierten Grundlage vorzulegen, dal3 die GroRe des Beobachtungsraums in
einem vernunftigem Verhaltnis zu den jeweiligen Untersuchungszielen und —parame-
tern stehen soll, den regionalen Besonderheiten Rechnung getragen wird und die
Kosteneffizienz aller Mallnahmen gewahrt ist. Soweit moglich, sollen Monitoring-
konzepte zudem in bestehende Umweltbeobachtungsprogramme eingebunden
werden (eine Ubersicht solcher Programme findet sich z.B. bei ZUGHART &
BRECKLING (2003)). Die Ergebnisse des Monitorings sind der EU-Kommission und
den zustandigen nationalen Behdrden mitzuteilen.

Der Begriff Risikoforschung muf} klar vom Begriff Monitoring abgegrenzt werden.
Durch die Risikoforschung wird versucht, vor der Erteilung der Anbaugenehmigung
durch zeitlich und raumlich begrenzte Labor- und Freisetzungsversuche, die nur mit
der Auflage von Sicherheitsmassnahmen zur Minimierung der Ausbreitung und
Persistenz der Pflanzen, der Gene und der Genprodukte durchgeflihrt werden

dirfen, mogliche Gefahren von GVO fiur die Umwelt zu ermitteln und eine
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Risikobewertung durchzufihren. Sobald transgene Pflanzen flir den kommerziellen
Anbau zugelassen sind, entfallen die raumlichen und - abgesehen von der zunachst
auf 10 Jahre befristeten Anbaugenehmigung - zeitlichen Beschrankungen. Die
Pflanzen werden Teil des Okosystems und interagieren weitrdumig und langfristig mit
der Artengemeinschaft im Agrarraum. Aufgrund der komplexen Zusammenhange
Okologischer und evolutiver Prozesse im Agrarokosystem lassen sich langfristige
Umweltwirkungen aus raumlich und zeitlich begrenzten Experimenten nur bedingt
ableiten. Daher befasst sich das Monitoring anhand begrindeter Hypothesen gezielt
mit der Erfassung von Neben- und/oder Langzeitwirkungen auf Agrardkosysteme
unter kommerziellen Anbaubedingungen von GVO und soll gleichzeitig als
Fruhwarnsystem fur unerwunschte Wirkungen dienen. Begleituntersuchungen von
Freisetzungen gentechnisch veranderter Pflanzen in Form eines Langzeitmonitorings
sind die einzige praktikable Methode, um fundierte und umfassende Daten uUber das
Umweltverhalten und mdgliche Risiken transgener Pflanzen zu sammeln.

In verschiedenen Studien wurde versucht, praktikable und relevante Parameter flr
ein Monitoringkonzept zu identifizieren (z.B. TOLSTRUP et al., 2003; ZUGHART &
BRECKLING, 2003; SANVIDO et al., 2004). Wesentliche Kriterien bei der Auswahl
konkreter Messgrof3en sind dabei die Erhebbarkeit, Handhabbarkeit und Auswert-
barkeit der gewonnen Daten. Darlber hinaus ist die Verfugbarkeit von Referenz-
werten (d.h. Ergebnissen von Feldversuchen) zur Bewertung der Ergebnisse von ent-
scheidender Bedeutung (ZUGHART & BRECKLING, 2003). Bei der Risikobeurteilung von
GVO muf zudem der Erfassung regionaler Aspekte und Besonderheiten (z.B. GroRRe
der Felder und Betriebe, Anbaustruktur, Wildpflanzenpopulationen, Ruderal-
standorte, Biotope oder klimatische Gegebenheiten) eine vorrangige Rolle zukom-
men (Scp, 2001).

Bisher sind noch keine allgemeinen und technischen Richtlinien flr ein Monitoring
von transgenem Pollenflug ausgearbeitet. Diskutiert wird der Einsatz von stationaren,
passiven Massenpollenfiltern, die den Pollenflug wahrend der gesamten Blute
erfassen (z.B. das vom Deutschen Wetterdienst standardmafig verwendete Pollen-
sammelgerat Sigma-2). Fiur eine hinreichende Raumreprasentativitat ist jedoch eine
enorme Anzahl von Pollensammlern pro Flache notwendig (KUHLMANN & BEISMANN,
2004). Im Gegensatz zu stationdren Pollensammlern bietet ein mobiles Pollen-

sammelsystem den Vorteil, dall sich mit geringem Aufwand selbst groRRere
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Anbaugebiete gezielt beproben lassen und dald das Probenmaterial umgehend
analysiert werden kann, so dal} die Ergebnisse umgehend zur Verfigung stehen.
Eine grofiraumige Aufstellung und wissenschaftliche Betreuung stationarer Fallen ist
zudem sehr zeit- und kostenintensiv. Problematisch ist aulerdem, dal} es durch die
lange Verweildauer der Pollen in den Sammelgeraten zu einer erheblichen
Verschmutzung bzw. Degeneration der Pollenproben kommen kann, wodurch die
nachfolgenden molekulargenetischen Analysen der Transgenanteile im Labor mit
grolen Fehlern behaftet sein kdnnen oder sogar unmaoglich werden. Deshalb ware
der Einsatz eines mobilen Sammelsystems von Vorteil. Als Ergédnzung zu einem
Monitoringansatz wurde daher im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht, ob
eine mobile Pollenfalle zur schnellen Uberpriifung groBer Gebiete auf transgenen
Rapspollen eingesetzt werden kann. Der eindeutige und gut reproduzierbare
Nachweis PCR-Nachweis des pat-Gens aus Pollen der Objekttragerfallen sowie des
Brassica-Referenzgens ‘gluco’ nach Fangfahrten mit mobilen Pollenfalle haben
gezeigt, dald der Einsatz einer mobilen Pollenfalle ein sehr nitzliches Instrument zur
Erfassung von transgenem Pollenflug darstellen konnte. Diese Methode wird bereits
seit meheren Jahren von der Firma EpiLogic GmbH erfolgreich genutzt, um pilzliche
Sporen aus der Luft zu sammeln. Regelmalig durchgefluhrte Fangfahrten in ganz
Europa haben die Funktionalitat sowie die Raumreprasentativitat der Sammeltechnik

fur Pilzsporen eindrucksvoll nachgewiesen.

4.41 Koexistenz

Koexistenz ist kein neues Phanomen in der Landwirtschaft. Die bisherige Erfahrung
hat gezeigt, dal} ein Neben- und Miteinander von 6kologischer und konventioneller
Landwirtschaft zwar gewisse Einschrankungen erfordert, aber ohne nennenswerte
Schwierigkeiten zu erreichen ist. Die rechtlichen Voraussetzungen fur den Anbau von
GVO sind mit der Verabschiedung des Schwellenwerts fir GVO-Beimischungen in
Hoéhe von 0,9 % eindeutig. Welche Malnahmen allerdings zur Einhaltung dieses
Schwellenwertes ergriffen werden mussen, wird nach wie kontrovers diskutiert.
Praxistaugliche Auflagen muissen dem spezifischen Auskreuzungsverhalten der
jeweiligen Kulturart und den unterschiedlichen Agrarstrukturen in Deutschland
Rechnung tragen.

Die unterschiedlichen Ergebnisse der bisher durchgefuhrten Studien zum

Auskreuzungsverhalten von Raps (Tabelle 4) zeigen sehr deutlich, dal} eine
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Generalisierung der Auskreuzungsraten und Pollenflugdistanzen bei Raps nach
derzeitigem Wissensstand nicht moglich ist. Fir die Definition und Festlegung der
erforderlichen Isolationsdistanzen unter Koexistenzbedingungen ergeben sich daraus
grol3e Unsicherheiten.

Eine Studie des SCIENTIFIC COMMITTEE ON PLANTS der EU (Scp, 2001) kommt zu dem
Ergebnis, dall Auskreuzung Uber Pollen nur ein Faktor von vielen fir die Ausbreitung
von Transgenen ist (Tabelle 33). In der Tabelle sind dabei noch keine
Verunreinigungen berucksichtigt, die wahrend der Weiterverarbeitung auftreten
konnen. Gefordert wird daher neben einem Monitoring der Umweltwirkungen auch,
dal Empfehlungen zur 'guten fachlichen Praxis' erarbeitet und beim Anbau

transgener Pflanzen beachtet werden.

Tabelle 33: Geschatzte Verunreinigung mit GVO wahrend der verschiedenen Stadien der
landwirtschaftlichen Produktion

Raps (voll fertil) Mais Zuckerrube
Saatgut 0,3 % 0,3 % 0,5 %
Saat 0% 0% 0%
Auskreuzung 0,2 % 0,2 % 0,2%
Durchwuchspflanzen 0,2 % 0% 0,05 %
Ernte 0,01 % 0,01 % 0,01 %
Transport 0,05 % 0,01 % 0,01 %
Lagerung 0,05 % 0,05 % 0,1 %
Gesamt 0,81 % 0,57 % 0,67 %

Die Zahlen entsprechen Mittelwerten aus sechs verschiedenen Studien zur Koexistenz. lhnen liegt die
Annahme guter fachlicher Praxis zugrunde. Nach Scp, 2001

Beim GVO-Anbau stehen den Landwirten eine Reihe von anbautechnischen
MaRnahmen zur Verfugung, mit denen eine ungewollte GVO-Verbreitung effektiv
reduziert werden kann (Tabelle 34). Die Einhaltung von Isolationsabstanden hat sich
bereits bei der Produktion von konventionellem Saatgut als eine sehr wirksame
Malnahme zur Reinhaltung erwiesen. Bei einem grof¥flachigem Anbau von GVO
wird allerdings, v.a. bei kleinraumigen Strukturen, ein Mindestabstand nicht immer
einzuhalten sein. Umso wichtiger ist in diesem Fall die umfassende Einhaltung aller

zur Verfugung stehenden Mittel.
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Tabelle 34: MaBnahmen zur Reduzierung von Pollen- und Samenverbreitung beim Anbau von GVO
und ihre Effektivitat

Malnahme Pollenverbreitung Samenverbreitung
Saatgutuntersuchungen XXX
Isolationsabstande XXX
Feldgrofie XXX
Pufferzonen XX
Zeitl. Anbauabstand X XXX
Fruchtfolge XX XX
Durchwuchs-Kontrolle XX XXX
F_Q_elnlgung d. Maschinen, Lager- XXX
raume etc.

XXX = sehr effektiv ; XX = effektiv ; X = wenig effektiv (hach TOLSTRUP et al., 2003)

Da Befruchtung durch fremde Pollen und Auskreuzung zum Fortpflanzungs-
mechanismus von Raps gehoren, wird ein bestimmtes Mald an Auskreuzung bei
grolRflachigem Anbau von transgenem Raps nie ganz zu vermeiden sein. Dies
konnte auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, da selbst von Parzellen mit
einem geringen Transgenanteil in Héhe von 1 % und 0,1 % eine Auskreuzung in
benachbarte Parzellen stattfand, wenn auch nur in einem sehr geringen Au3mafR.

Die 100 % transgenen Parzellen verursachten in unmittelbarer Nachbarschaft
durchschnittliche Auskreuzungsraten von 0,29 %, die damit deutlich unterhalb des
Schwellenwertes fir eine Kennzeichnung lagen.

Neben dem Abstand zum Nachbarfeld ist dabei v.a. die Grolke benachbarter Felder
von groRer Bedeutung. Nach Untersuchungen von REBouD (2003) ist zur
Reduzierung der Einsatz von Fangpflanzen, d.h. einem Randstreifen, der nach der
Blite entfernt werden kann, effektiver und o©konomisch sinnvoller als ein
entsprechender Anbauabstand, fur den dreimal so viel Flache bendtigt wurde. Auch
PFEILSTETTER et al. (1998) konnten durch die Verwendung eines Randstreifens die
Auskreuzungsraten von transgenem Raps nach 8 m um 90 % reduzieren. In weiter
entfernten Teilen eines Feldes kommt es durch die bestandeseigene Pollen-
produktion zu Konkurrenzeffekten mit fremden Pollen und zu einem Verdunnungs-

effekt des Transgenanteils in der gesamten Erntepartie (FISCHBECK et al., 1998).
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die EU-Mitgliedstaaten einigten sich mit Verabschiedung der Freisetzungsrichtlinie
2001/18/EG im Jahr 2001 darauf, gentechnisch veranderte Organismen (GVO) prin-
zipiell zuzulassen. Die Umsetzung der Richtlinie soll durch nationale Gesetzesvor-
lagen gewahrleistet werden, die Monitoringkonzepte zur Erfassung mdglicher
Umweltwirkungen sowie Regelungen zur Sicherstellung der Koexistenz
verschiedener Arten der Landwirtschaft beinhalten. Da die Risikobewertung
transgener Pflanzen nach wie vor kontrovers diskutiert wird, untersuchte die
vorliegende Arbeit mit einem Feldversuch unter landwirtschaftlichen Praxis-
bedingungen im Rahmen eines Bayerischen Monitoringprojektes das Potential von
transgenem, herbizidresistentem Raps zur Persistenz und Ausbreitung.

Das Versuchsfeld enthielt neben den jahrlich rotierenden Fruchtfolgegliedern Winter-
weizen und —gerste Parzellen mit Rdbsen und Stillegung. Zur Ermittlung der
Auskreuzungsraten wurden Parzellen mit unterschiedlichen Anteilen der transgenen
Sorte 'Falcon GS40/90' (100 %, 1,0 % und 0,1 %) sowie jeweils acht umgebende
Parzellen mit der nicht-transgenen Ausgangssorte 'Falcon' angelegt. Mit Hilfe eines
Biotests wurden insgesamt 630.000 Samen auf die Ubertragung des pat-Gens
untersucht. Die durchschnittlichen Auskreuzungsraten aus den 100 % transgenen
Parzellen betrugen 0,29 %, wahrend die 1,0 % und 0,1 % transgenen Parzellen, die
eine Verunreinigung mit transgenem Saatgut simulierten, nur zu Auskreuzungen im
Promillebereich fuhrten. Eine vergleichende Analyse mit quantitativer real-time PCR
lieferte teilweise hohere Auskreuzungsraten. Die Verteilung der Auskreuzungsereig-
nisse war unabhangig von der Windrichtung und punktuell. Dies zeigt den
bedeutenden Einflud blutenbesuchender Insekten. Der Zusammenhang zwischen
dem Ruckgang der Auskreuzungsereignisse und der Distanz zur Pollenquelle wurde
mit einer Regressionsgleichung (R? = 0,66) beschrieben.

Die Untersuchung des Hybridisierungspotentials mit kreuzungskompatiblen Kultur-
pflanzen ergab nur im ersten Versuchsjahr eine Auskreuzung des pat-Gens in Som-
merribsen in Hohe von 0,19 %. Mit Hilfe getopfter Rubsenpflanzen, die zur Rapsbli-
te neben den 100 % transgenen Parzellen aufgestellt wurden, konnte ein theoreti-
sches Hybridisierungspotential in Héhe von 0,13 - 6,84 % gemessen werden. In Be-
zug auf Habitus und Kornansatz zeigten die Artbastarde deutliche morphologische
Unterschiede gegenuber dem Elter Raps. Hybridisierung zwischen transgenem Raps

und den Wildpflanzen Hirtentaschel und Hederich konnte nicht beobachtet werden.
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Mit Hilfe stationarer Pollenfallen mit Vaseline-bestrichenen Objekttragern wurde die
Pollenverbreitung bis in einer Entfernung von 250 m untersucht. Mit zunehmender
Entfernung verringerte sich die Pollenzahl deutlich und erreichte zwischen 150 m und
250 m ein relativ konstantes Niveau von ca. 4 %. Die Pollenverteilung in unterschied-
lichen Fanghdhen (1 - 4 m) war Uber die untersuchte Distanz sehr inhomogen. Dies
deutet auf den Einfluss von Verwirbelungseffekten hin, die den Pollen in hohere Luft-
schichten verfrachten und groRere Entfernungen Uberwinden lassen. Der Zeitraum
der Bluhperiode sowie die Anzahl freigesetzter Pollen wiesen erhebliche Jahrgangs-
unterschiede auf, wobei der Hauptpollenflug immer auf wenige Tage beschrankt war.
Bei der Ernte kam es zum Eintrag von bis zu 14.146 Samen/m? in den Boden. Die
Entnahme und Untersuchung von Bodenproben in den Transgen-Parzellen bis in
einer Tiefe von 30 cm ergab, dal® es durch die flache Bodenbearbeitung mit dem
Grubber bereits im ersten Jahr nach der Ernte zu einer Reduktion der keimfahigen
Samen in Hohe von 99,7 % - 100 % gekommen war. Wahrend des gesamten Unter-
suchungszeitraums konnten bereits zwei Jahre nach der Ernte keine keimfahigen
Samen mehr nachgewiesen werden. Auch in den Folgekulturen der Transgen-
parzellen wurde nach spatestens zwei Jahren kein Durchwuchsraps mehr in den
Winterweizen und —gerstebestanden gefunden. Das Uberdauerungspotential von
Raps auf Ruderalstandorten wurde durch die Untersuchung des Brachstreifens um
das Versuchsfeld ermittelt. Wahrend die absolute Anzahl an Rapspflanzen dort
zunahm, ging der relative Transgenanteil zurlick. Die Einflisse auf die Persistenz
von Raps auf landwirtschaftlichen Kulturflachen werden diskutiert.

Als Instrument zur Uberwachung des Pollenflugs transgener Pflanzen wurde der Ein-
satz einer mobilen Pollenfalle eingefuhrt. Entsprechende Optimierungen bei der
DNA-Aufbereitung flhrten zu qualitativ hochwertiger Pollen-DNA fur die PCR-
Analyse. Die Eignung der Methode zum Monitoring grof¥flachiger Anbaugebiete
konnte gezeigt werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, dal eine gewisse Auskreuzung von
transgenem Raps in benachbarte Rapsbestande zwar unvermeidbar ist, der gesetz-
liche Schwellenwert von 0,9 % jedoch selbst in unmittelbar benachbarten Feldern
auch ohne umstandliche und kostspielige Abstandsregelungen eingehalten werden
kann. Da auch die MaRnahmen der Ublichen 'guten landwirtschaftlichen Praxis' die
Persistenz von transgenem Raps deutlich reduzieren kdnnen, ist die Koexistenz

verschiedener Formen der Landwirtschaft mit und ohne Gentechnik mdglich.
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7 ANHANG

7.1 Versuchsplan 2001/2002
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7.2 Versuchsplan 2002/2003
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7.3 Versuchsplan 2003/2004
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