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Vollzug des Gesekes zur Regetung der Gentechnik (GenTG)

Beantragung der Genehmigung zur Freisetzung gentechnisch veränderter Pflanzen gemäß $

14 Abs. 1 Satz 1 Nr. 1 in Verbindung mit SS 15 (1) und 16 GenTG

Freisetzung gentechnisch veränderter Gerste auf dem Gelände der Fa. AgroBiotechnikum,
Bioinovativ GhbH, Groß Lüsewitz (Kreis Bad Doberan, Mecklenburg-Vorpommern) in den
Vegetationsperioden (März-September) der Jahre 2009 und 2010

Sehr geehrte Damen und Herren,

als Anlage'sende ich lhnen die Antragsunterlagen in 6-facher Ausführung für die Genehmi-

gung zur Freisetzung gentechnisch veränderter Pflanzen (Gerste, Hordeum vulgarel. Das

Original mit der rechtsverbindlichen Unterschrift wird lhnen über den Dienstweg durch das

Hessische Ministerium für Wissenschaft und Kunst (HIVI\ /K) zugeleitet.

Der geplante Freisetzungsversuch soll vom lnstitut für Phytopathologie und Angewandte

Zoologie (lPAZ), Heinrich-Buff-Ring 26-32,35392 Giessen, unter der Projektleitung uonl
in den Jahren 2009-2010 durchgefÜhrt und im Rahmen eines BMBF-

geförderten Projektes zur biologischen Sicherheitsforschung wissenschaftlich betreut werden.

Mit freundlichen Grüßen

Ref. 'tf"3
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Antrag auf Freisetzung von gentechnisch modifizierter Gerste nach

dem Gentechnikgesetzv. 16.12.1993 in seiner novellierten Fassung

vom 01.04.2008

Folgende Gesetze und Verordnungen regeln die Freisetzung von GVO:

1. Gesetz zur Regelung der Gentechnik (Gentechnikgesetz - GenTG) zuletzt
geändert durch Art. 1 G v. 1 .4.2008; | 499,



o

üüü:j

Antrag auf Freisetzung von gentechnisch modifizierter Gerste nach
dem Gentechnikgesetz v. 16.12.1993 in seiner novellierten Fassung
vom 01.04.2008 .......... .......1
l. Kurzbeschreibung des Vorhabens......... ...............6
Betreiber ......'.........6
Zweck der FreiseEung .......... 6
Kurze Beschreibung der freizusetzenden Organismen ........... ..'........ 6
Ort und Zeitraum der Freisetzung, Größe der Freisetzungsfläche......................7
Anzahl der freizusetzenden Organismen ........... ................. 8
Kurze Beschreibung der Versuchsdurchführun9................................................. 8
Zusammenfassung der Risikobewertung.............. ............... 8

ll.Angabenzum Betreiberund Projektleiter........ ................11
a) Betreiber 11

Name, Qualifikation und Erfahrung der verantwortlichen Wissenschaftler 11

b) Projektleiter 11

lll. Angaben zum Beauftragten für biologische Sicherheit.'............. 1 3
Name, Qualifikation und Erfahrung der verantwortlichen Wissenschaftler 13

c) Beauftragter für biologische Sicherheit (BBS) 13

lV. Ausführliche Information zum Vorhaben............ ...........14
A. Generelle lnformation......... .......'.... 14

1. Name und Adresse des Betreibers
2. Zweckder'Freisetzung
3. Titeldes Projekts

14
14
14

15
15
15

17

B. lnformationen über (A) die Empfänger - oder (B) (falls zutreffend) auf die
Elternpflanzen - Hordeum vulgare L.............. ........... 15

1. Volfständiger Name: Hordeum vulgare L.
2. (a) Information über die Fortpflanzung

(i) Form(en) der Fortpflanzung
(ii) gegebenenfalls spezielle, die Fortpflanzung beeinflussende Faktoren 15
(iii) Generationsdauer 15

(b) Kreuzbarkeit mit anderen Kultur- und Wildpflanzenarten 15
3. Überlebensfähigkeit 16

(a) Fähigkeit zur Bildung von Überlebens- oder Dormanzstrukturen: 16
(b) gegebenenfalls spezielle, die Ü berlebe nsfäh igkeit bee infl ussende

Faktoren: 17
4. Ausbreitungsfähigkeit 17

(a) Art und Grad der Ausbreitungsfähigkeit 17
(b) gegebenenfalls spezielle, die Ausbreitungsfähigkeit beeinfl ussende

Faktoren: 17
5. Geographische Verbreitung 17
6. Bei Pflanzen die im/in Mitgliedstaat(en) üblichenueise nicht angebaut

werden, Beschreibung des natürlichen Lebensraumes der Pflanze,
einschließlich Informationen über natürliche Episiten, Parasiten,
Konkurrenten und Symbionten 17

7. Möglicherweise signifikante Wechselwirkungen der Pflanze mit
nichtpflanzlichen Organismen im Ökosystem, in dem sie üblicherweise
angebaut wird, einschließlich Informationen über toxische Effekte auf
Mensch und Tier oder andere Organismen.

C. Informationen über die gentechnische Veränderung ......... .......... 19

2



ti cu4

1 . Beschreibung der zur genetischen Veränderung angewandten Verfahren 19
2. Art und Herkunft des verwendeten Vektors 19
3. Größe, Herkunft (Bezeichnung des Spenderorganismus/der

Spenderorganismen) und geplante Funktion jedes konstituierenden
Fragments der für die Insertion vorgesehenen Region 20

D. f nformationen über die gentechnisch veränderte Pflanze (GVP)..................22
1. Beschreibung der eingeführten oder veränderten Merkmale und

Eigenschaften 22
2. Informationen über die tatsächlich eingefügten/deletierten Sequenzen 23

(a) Größe und Struktur des lnserts und Verfahren zu dessen
Charakterisierung, einschließlich Informationen über jegliche in die
GVP eingeführte Teile des Vektors oder einen Carrier oder fremde
DNA, die im GVP bleibt: 23

(b) bei einer Deletion, Größe und Funktion des/der deletierten Abschnitt(e):
24

(c) Lokalisation des Inserts in den Pflanzenzellen (integriert in nicht
integrierter Form in: Chromosom, Chloroplasten, Mitochondrien) und
Verfahren zu seiner Bestimmung 24

(d) Anzahf der Kopien des lnserts: 24
3. lnformationen über die Expression des Inserts 25

(a) Informationen über die Expression des Inserts und Verfahren für ihre
Charakterisierung: 25

(b) Pflanzenteile, in denen das eingefügte lnsert exprimiert wird (2.B.
Wurzeln, Spross, Pollen usw.)

4. Informationen über Unterschiede zwischen der GVP und der
Empfängerpflanze im Hinblick auf

(a) Form(en) und/oder Rate der Fortpflanzung:
(b) Ausbreitungsfähigkeit
(c) Überlebenstähigkeit

5. Genetische Stabilität des Inserts
6. Fähigkeit zum Transfer des gentechnisch eingefügten oder veränderten

Materials von GVP in andere Organismen
7. Informationen über toxische, allergene oder schädliche Effekte auf die

menschliche Gesundheit und die Umwelt, die durch die gentechnische
Veränderung hervorgerufen werden 27

8. Informationen über die Sicherheit der GVP für die Tiergesundheit,
insbesondere in Bezug auf toxische, allergene oder sonstige schädliche
Effekte auf Grund der genetischen Modifikation, falls die GVP für die
Venrendung in Tierfutter vorgesehen ist 29

9. Mechanismen der Wechselwirkung zwischen den GVP und den
Zielorganismen (falls zutreffend) 29

10. MöglichesignifikanteWechselwirkungenmitNichtzielorganismen 31
11. Mögliche Wechselwirkungen mit der abiotischen Umgebung 32
12. Beschreibung der Nachweis- und ldentifizierungsverfahren für die GVP 32
13. Gegebenenfalls Informationen über frühere Freisetzungen der GVP 32

E. Informationen über den Ort der Freisetzung ............. .................... 33
1. Lage und Größe der Freisetzungsfläche 33
2. Beschreibung des Ökosystems am Ort der Freisetzung, einschließlich

Klima, Flora und Fauna 34
3. Vorhandensein geschlechtlich kompatibler, wilder venrandter Arten oder

Kulturpflanzen 35

25

25
25
26
26
26

26



4. Nähe zu offiziell anerkannten geschützten Biotopen oder Schutzgebieten,
die betroffen werden können 35

F. lnformationen über die Freisetzung (nur bei Anmeldungen gemäß
Artikel 5)............. .......32

Zweck der Freisetzung 37
Zeitplan für die Freisetzung einschließlich Zeitpunkt(e) und Dauer der
Freisetzung(en) 37

3. Für die Freisetzung angewandte Methoden 37
4. Verfahren zur Vorbereitung und Übenryachung des Freisetzungsgeländes
vor, während und nach der Freisetzung, einschließlich Anbaupraktiken und
Ernteverfahren 38
5. Ungefähre Anzahlder Pflanzen (oder Pflanzen pro m2; 38

G. Informationen über Überwachung, Kontrollmaßnahmen, Notfallplan und
Entsorgung (Nur für Anmeldungen gemäß Artikel 5) ............ ....... 39
1. Vorgesehene Vorsichtsmaßnahmen 39

(a) Abstand zu kreuzbaren Pflanzenarten 39
(b) Verfahren zur MinimierungA/ermeidung von Pollen- oder

Samenverbreitung 39
2. Beschreibung der Verfahren zur Behandlung des Versuchsbereiches nach

der Freisetzung 40
3. Beschreibung der Verfahren zur Behandlung von GVP-Ernten; geplante

Entsorgungsverfahren
4. Beschreibung von Überwachungstechniken und -plänen5. Beschreibung der Notfallpläne
6. Methoden und Verfahren zum Schutz des Standortes

H. Informationen über die möglichen Umweltauswirkungen der Freisetzung
der GVP .....42

Merkmale der GVP und der Freisetzung 42
1. Risikoabschätzung 43

i. Wahrscheinlichkeit einer gesteigerten Persistenz der GVP in
landwirtschaft lichen Habitaten bzw. ei ner gesteigerten I nvasivität in
natürlichen Habitaten

ii. Selektionsvor- und -nachteile, die den GVP verliehen werden
iii. Potenzial für Gentransfer zu denselben oder anderen kreuzbaren

Pflanzenarten unter den Anbaubedingungen der GVP und diesen
Pflanzenarten verliehene Selektionsvor- und -nachteile
Mög liche sofort u nd/oder verzögert eintretende Umweltauswi rku ngen,
resultierend aus direkten oder indirekten Wechselwirkungen zwischen der
GVP und Zielorganismen, wie Prädatoren, Parasitoiden und Pathogenen
(falls zutreffend) 46
M ög liche sofort u nd/oder verzögert eintretende U mweltauswirkun gen,
resultierend aus direkten oder indirekten Wechselwirkungen zwischen der
GVP und Nichtzielorganismen (unter Berücksichtigung von Organismen,
bei denen Wechselwirkungen mit Zielorganismen bestehen),
einschließlich Auswirkungen auf die Populationsgrößen von
Kompetitoren, Herbivoren, Symbionten (falls zutreffend), Parasite n u nd
Pathogenen 47
Mögliche sofort und/oder verzögert eintretende Auswirkungen auf die
menschliche Gesundheit, die aus potenziellen direkten und indirekten
Wechselwirkungen zwischen der GVP und Personen resultieren, die mit

1.

2.

40
40
41
41

43
44

tv.

V.

4



vil.

vlil.

der GVP arbeiten oder in direkten Kontakt damit kommen oder in die
Nähe der GVP-Freisetzung(en) kommen 49
Mögliche sofort und/oder verzögert eintretende Auswirkungen auf die
Tiergesu nd heit und Konseq ue nzen fü r d ie N a h rungsmittel-/Futterkette,
die aus dem Verzehr der GVP und jeglicher davon stammender
Produkte resultieren, falls diese als Tierfutter verwendet werden sollen 50
Mögliche sofort und/oder verzögert eintretende Auswirkungen auf
biogeochemische Prozesse, die die Tiergesundheit und Konsequenzen
für die Nahrungsmittel-/Futterkette, die aus potenziellen direkten und
indirekten Wechselwirkungen zwischen der GVP und Ziel- und
Nichtzielorganismen in der Nähe der GVP-Freisetzung(en) resultieren 50
Mögliche sofort und/oder verzögert eintretende, direkte oder indirekte
Umweltauswirkungen der bei der GVP angewendeten spezifischen
Kultivierungs-, Bearbeitungs- und Erntetechniken, falls diese sich von den
bei nicht-GVP angewendeten Techniken unterscheiden

üiliis

51

tx.

5



f\n,i]r'i
IJTJVI

l. Kurzbeschreibung des Vorhabens

Betreiber
Die Justus-Liebig-Universität Gießen, vertreten durch den Präsidenten, Ludwigstraße 23,

35390 Gießen, beantragt gemäß $ 14 Abs. 1 Satz 1 Nr. 1 in Verbindung mit $ 15 Abs. 1

GenTG die Genehmigung-zur Freisetzung gentechnisch veränderter Gerstenpflanzen. Die

Durchführung und wislenschaftliche Betreuung des Freisetzungsversuchs edolgt durch das

lnstitut fUr Fhytopathologie und Angewandte Zoologie (IPAZ), Heinrich-Buff-Ring 26-32,

35392 Gießen.

Zweck der Freisetzung
Die Feldstudien beinhalten eine gezielte Evaluation der lnteraktionen zwischen den

transgenen Gerstenlinien pYW210-9-(4001-4360) bzw. pJH271-Beta-Glu-3^07 und einem

symbTontischen PiE (Glomus intraradices, kommerzielles Präparat Amykor@ Wuzel-Vital).

Ejn weiteres Ziel ist eine umfassende epidemiologische Aufzeichnung auftretender pilzlicher

Krankheiten auf den gentechnisch modifizierten Pflanzen im Vergleich zurlm respektiven

Empfängerpflanze (Golden Promise) bzw. Kreuzungselter (Baronesse). pYW210-9-(4001-

4360) wurde mit einer 42-kDa Endochitinase (cThEn42(GC)) aus dem bodenbürtigen

Mycoparasiten Trichoderma harzianum transformiert, um die Resistenz von Gerste

gegenUber den pilzlichen Schaderregern Rhizoctonia solaniAc-8 und Rhizoctonia oryzaezu

ärnOnen. Die Endochitinase steht in p\14/210-9-(4001-4360) unter der Kontrolle des

konstitutiven Promotors des Ltbiquitin-Gens aus Mais und dem Signalpeptid der 33 kDa

Chitinase der Gerste. Das Gen wird daher in allen Pflanzenteilen exprimiert. Die

Endochitinase bewirkt den Abbau von Chitin, das Bestandteil der Hyphenwänden echter

Pilze (Fungi), die entweder Schaderreger oder Symbionten sein können. Somit ist ein

Einftuss sowolrl auf pikliche Schaderreger als auch Symbionten denkbar. Die Expression der
(1,3-1,4)-p-Glucanase in pJH271-Beta-Glu-307 wird durch den Endosperm-spezifischen

itromotoi und das Signalpeptid des D Hordein-Gens Hor &1 aus Gerste kontrolliert. Die

Gf ucanase wurde durch intragenische Rekombination zweier (1,3-1,4)-&Glucanasen aus

Baciltus amylotiquefaciens und Bacillus macerans generiert. Auf Grund des verwendeten

Endosperm:spezifischen Promotors ist die Expression des Gens räumlich und zeitlich auf

das sich entwickelnde Korn begrenzt. Die Aktivität des rekombinanten Enzyms bleibt jedoch

bis zur Kornkeimung erhalten. Daher sind keine Effekte auf pilzliche Blattpathogene zu

erwarten. Dennoch ist von einer räumlich begrenzten Exposition der Glucanase vom

keimenden Korn in den Boden auszugehen, was die Besiedlung der Wurzel durch

symbiontische und parasitische Pilze beeinflussen könnte.
triit Hitte der Freisetzungsversuche können Erkenntnisse über den Wirkungsgrad und über

die Spezifität der rekombinanten Proteine gewonnen werden. Die Freisetzungsversuche

erlauben auftretende pilzliche Krankheiten in den GVP zu erfassen und epidemiologisch zu

bewerten sowie die wichtige Frage nach dem Einfluss der rekombinanten Proteine auf

mutualistische Wechselwiikungen von Pflanze und symbiontischem Pilz unter

Feldbedingungen zu untersuchen.

Kurze Beschreibung der freizuseEenden Organismen
Bei den freizusetzenden Organismen handelt es sich um gentechnisch veränderte

Gerstenpflanzen (Hordeum vulgare L.) der Varietät Golden Promise. Auf Grund wiederholter

Kreuzungen basiert die Linie plHZZt-eeta-Glu-307 auf der Varietät Baronesse. p\44/210-9-

(4001-€:00) wurde mit einer 42-kDa Endochitinase (cThEn42(GC)) aus dem bodenbürtigen

Mycoparasiien Trichoderma hazianum transformiert, die unter der Kontrolle eines Promotors

däs tJbiqurtrn-Gens aus Mais steht und dem Signalpeptid der 33 kDa Chitinase der Gerste.

Folglich wird das Transgen in allen Pflanzenteilen exprimiert. Der G+C-Gehalt des Gens

wuide von 53,3% auf 65,1% erhöht, um die Expression des mikrobiellen Enzyms in der

Gerste zu ermöglichen. pJH271-Beta-Glu-307 exprimiert eine (1,3-1,4)-B-Glucanase, die

über den aus Geiste isolierten Endosperm-spezifischen Promotor des D Hordein-Gens Hor
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3-1 und dessen Signalpeptid kontrolliert wird, wodurch die Expression des Gens auf die
Phase der Kornentwicklung begrenä ist. Die Aktivität des rekombinanten Enzyms setä sich
jedoch bis zur Kornkeimung fort. Die (1,?1,4)-B-Glucanase entstand durch intragenische
Rekombination zweier (1,3-1,4)-pGlucanasen aus Bacillus amyloliquefaciens und BactTlus

macerans. Das Gen entstand durch die Hybridisierung der Aminosäuren 1-12 von B.

amyloliquefaciens und der Aminosäuren 13-214 von 8. macerans, wobei die Aminosäure 13

aus B. amyloliquefaciens entfernt wurde. Um die Synthese des Gens in Gerste zu
gewährleisten, wurde der G+G-Gehalt im kodierenden Bereich des Gens auf 63% erhöht.
Dies geschah durch den Austausch von A oder T zu G oder C an der dritten Position von
141 Codons. Das Enzym ist an zwei Stellen glykosyliert, um dessen Hitzestabilität zu
erhöhen. Die in pJH271-Beta-Glu-307 exprimierte (1,3-1,4)-&Glucanase besitzt eine
Halbwertzeit von 4 h bei 70"C und einem pH Wert von 5,0.
Zur Transformation der Pflanzen wurde der ,,Agrobacterium-vermittelte Gentransfef'
eingesetzt. Bei dieser Art der Übertragung von Erbinformationen auf Pflanzen wird die
natürliche Fähigkeit des Bodenbakteriums Agrobacteium tumefaciens genutzt, einen
bestimmten Bestandteilvon Plasmiden, nämlich die so genannte T-DNA (Transfer-DNA) der
Ti-Plasmide, stabil in das Erbgut von Pflanzen einzubauen. Man bezeichnet die Plasmide,
die eine übertragbare T-DNA besitzen, als "Vektoren". Die aus dem Vektor in das pflanzliche
Erbgut stabil eingefügten DNA-Sequenzen werden wie die pflanzeneigene Erbinformation
vererbt. Beim Transformationsprozess werden immer nur wenige Zellen der
Ausgangspflanze transformiert. Um diese Zellen von den übrigen unterscheiden zu können,
werden sie mit einem "Marke/' versehen. Für die oben beschriebenen Linien wurde als
Marker das Bar-Gen venuendet. Bei diesem Gen handelt es sich um die Phosphinothricin-
Acetyltransferase (PA7), die ebenfalls unter Kontrolle des Promotors des Ubiquitin-Gens
(Ubi-l) aus Mais steht. Dieses Markergen ermöglicht transformierten Zellen, auf einem mit
dem Herbizid Bialaphos versetzten Medium zu wachsen. Als zusätzliches Markergen wurde
in der Linie pJH271-Beta-Glu-307 das synfhetische Grün Fluoreszierende Protein (sGFP)
vennrendet. Da GFP bei einer bestimmten Wellenlänge des Lichts fluoresziert, können
transformierte Zellen identifiziert werden. Das Gen steht unter Kontrolle des 35S-Promotors
des Blumenkohl-Mosaik-Virus (CaMV). Die Transkription der Endochitinase (cThEn42(GC)),
(1,3-1,4)-FGlucanase und aller Markergene wird durch das Polyadenylierungssignal des
Nopalin-Synfhase-Gens aus Agrobacterium tumefaciens terminiert. Die Genprodukte des
Bialaphos-Resistenzgens, der Phosphinothricin-Acetyltransferase (PAI), und des sGFP sind
gut untersucht und es besteht kein Hinweis auf Allergenität. Fütterungsversuche mit Mäusen
zeigten keine Toxizität. PAT wurde zudem durch die EPA (Environmental Protection Agency,
USA) 1997 von einer Toleranzkennzeichnung für alle landwirtschaftlichen Rohstoffe befreit.
Für die in den jeweiligen Gerstenlinien exprimierten Genprodukte, Endochitinase und (1,3-
1,4)-pGlucanase, gibt es keine Hinweise auf toxische oder allergene Wirkungen.
Die Endochitinase (cThEn42(GC)) in Linie pYW210-9-(40014360) zielt auf eine erhöhte
Resistenz gegenüber den pilzlichen Schaderregern Rhizoctonia so/aniAG-8 und Rhizoctonia
oryzae ab, während die auf das sich entwickelnde Korn räumlich und zeitlich begrenzte
Expression der (1,3-1,4)-ftGlucanase in Linie pJH271-Beta-Glu-307 einen verbesserten
Abbau der (1 ,3-1,A)-ftGlucane im Endosperm und Aleuron während der Keimung bewirkt.
Diese Modifikation verbessert den Futterwert der Gerstenkörner und die
Mälzungseigenschaften im Bierbrauprozess.

Ort und Zeitraum der Freisetzung, Größe der Freisetzungsfläche
Die Freisetzung der gentechnisch veränderten Gerstenpflanzen soll auf dem Gelände des
AgroBiotechnikums Gemeinde 18184-Thulendorf (Mecklenburg-Vorpommern, Landkreis Bad
Doberan) stattfinden. Die Freisetzung erfolgt in der Gemarkung Klein Lüsewitz. Die
vorgesehene Versuchsfläche erstreckt sich über die Flure 1 (Flurstücke: 54, 18, 19) und 2
(Flurstücke:46,47,49, 50, 51,52,54). Sie hat eine Gesamtfläche von 46,3 ha und befindet
sich nördlich der 8110 zwischen Rostock und Sanitz. An das Feldstück grenzt im Westen die
Ortschaft Sagerheide. In etwa 1 km Entfernung liegt die Ortschaft Groß Lüsewitz, Sanitz ist
etwa 3 km entfernt. Der Versuchsumfang beinhaltet maximal 4000 GVP auf einer
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Versuchsfläche von ca. 777,6 m2 inklusive Mantelsaat. Die Freisetzungsfläche (= mit GVP
bestandene Fläche) beträgt 9,6 m2 (s. Anhang lll).
Die Freisetzung ist für die Vegetationsperiode (Mäz-September) der Jahre 2009-2010
geplant.

Anzah I der freizusetzenden Organismen
In den Jahren 2009-2010 werden die zwei transgenen Linien und die respektiven
Ausgangspflanzen in einer Aussaatstärke von 300 Körnern/m2 ausgesät. Der
Freisetzungsversuch wird mit drei randomisierten Wiederholungen pro Linie und Behandlung
in einer Spaltanlage durchgeführt. Es werden maximal 4000 transgene Pflanzen pro Jahr
angebaut.

Kurze Beschreibu ng der Versuchsd urchfüh ru ng
Der Freisetzungsversuch wird in einer Spaltanlage mit drei randomisierten Wiederholungen
pro Linie und Behandlung durchgeführt. Es werden insgesamt 4 Linien (2 transgene, 2
konventionelle) 3 Behandlungen untezogen (Gesamtanzahl der Pazellen: 36).

Die Aussaat erfolgt mit in Versuchsarbeiten üblichen Drillmaschinen oder durch andere
geeignete Verfahren (einschließlich Handaussaat). Die Drillmaschinen werden nach der
Aussaat auf dem Freisetzungsgelände von eventuell noch vorhandenem transgenen Saatgut
gereinigt. Dadurch wird eine Verschleppung transgenen Saatguts verhindert.

Der Freisetzungsversuch wird von einem 5 m breiten Randstreifen mit konventioneller
Gerste (Sorte Scarlett) umfasst, der wiederum von Schwarzbrache (Breite: 5 m) umgeben
ist.

Nach der Beendigung des Versuchs werden die Ahren der GVP und konventionellen
Kulturgerste der Parzellen per Hand geerntet. Der Randstreifen mit der konventionellen
Gerste wird maschinell geerntet. Geerntete Ahren/Körner werden sofort in entsprechend
deklarierte Säcke verpackt und in geschlossenen Behältnissen in zertifizierte S1-
Laboratorien verbracht (laut Richtlinie 90/219/EEC).

Nicht benötigtes Saatgut und nicht für Analysen benötigtes Erntegut (auch das aus der
Mantelsaat) wird du rch Hitzebehandlug inaktiviert.

Zusammenfassung der Risikobewertu ng
Die zwei gentechnisch modifizierten Gerstenlinien pYW210-9-(4001-4360) und pJH271-
Beta-Glu-307 unterscheiden sich von konventioneller Gerste durch die Expression einer
Endochitinase und einer Phosphinothricin-Acetyltransferase bzw. einer (1,3-1,4)-B-
Glucanase, einer Phosphinothricin-Acetyltransferase und eines synthetischen Grün
Fluoreszierenden Proteins. Unter nicht selektiven Bedingungen sind die Pflanzen
phänotypisch nicht von untransformierten Kontrollpflanzenzu unterscheiden. Chitin und (1,3-
1,4)-pGlucane, die Substrate der respektiven, rekombinanten Enzyme der transgenen
Gerstenlinien, sind Polysaccharide und Bestandteil der Hyphenwände pflanzenbesiedelnder,
pilzlicher Organismen bzw. der Zellwände der Poaceae. Ob Glucane pilzlicher Hyphenwände
von der hier beschriebenen (1,3-1,4)-B-Glucanase abgebaut werden können, wurde bisher
nicht untersucht. Es ist denkbar, dass beide transgene Linien ein generell verbessertes
Abwehrpotenzial gegenüber pilzlichen Schaderregern besitzen, wenngleich im Falle von
pJH271-Beta-Glu-307 die Aktivität der (1,3-1,4)-B-Glucanase räumlich und zeitlich auf das
sich entwickelnde und keimende Korn begrenzt ist, und somit nur in diesem Bereich
interagierende Schaderreger betroffen wären. Dies könnte bei starkem Auftreten von
Schaderregern zumindest bei pYW210-9-(4001-4360) zu einem Selektionsvorteil gegenüber
konventioneller Gerste führen. Dieser Aspekt soll in den Freisetzungsversuchen evaluiert
werden. Ein negativer Effekt könnte die Expression beider Transgene auf
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wurzelbesiedelnde, pilzliche Symbionten ausüben. Sollte die antifungale Wirkung der
rekombinanten Enzyme auf pilzliche Symbionten übertragen werden, würden die gentechnisch
veränderten Pflanzen mit einem geringeren Wachstum auf nährstoffarmen Böden reagieren.
Folgerichtig ist die Analyse der Besiedlung der transgenen Linien ebenfalls Bestandteil der
Freisetzungsversuche. Bisherige Untersuchungen in Tabak zeigten keinen Einfluss
verschiedener, konstitutiv exprimierter Chitinasen auf die Besiedlung durch den Mykorrhizapilz
Glomus /nosseae. Neben der Wirkungsspezifität der rekombinanten Proteine kann mit Hilfe der
Freisetzungsversuche der Einfluss der modifizierten Pflanzen auf pilzliche Organismen definiert
werden.
Direkte Auswirkungen der GVP auf Nichtzielorganismen sind in diesen Feldversuchen
unwahrscheinlich. (i) Betrachtet man die Wirkungsweise der Glucanase, spricht deren auf die
Kornkeimung begrenzte Expression und hohe Substratspezifität für die (1,3-1,4)-B-Glucane des
Endosperms und Aleurons gegen direkte Auswirkungen. (ii) lm Falle der Endochitinase werden
lnsekten als Nichtzielorganismen angesehen. Auf Grund der Zusammensetzung und/oder des
Aufbaus Chitin enthaltender Kompartimente (Exoskelett, peritrophe Membran) ist eine negative
Wirkung des Enzyms sehr unwahrscheinlich. (iii) Bisherige Feldversuch in den USA zeigten
keine Auffälligkeiten in der Entwicklung und dem Fressverhalten von Schädlingen (2.8.
Blattläuse) und Prädatoren (2.B. Marienkäfer) und sonstiger Nichtzielorganismen. (iv) Es
handelt sich bei dem Feldversuch um eine Freisetzung von geringem Umfang. Pflanzenteile
oder -organe werden nicht in die Nahrungs- oder Futterkette gelangen.
Eine Übertragung in Pflanzen eingeführter Gene auf Organismen anderer Reiche (Horizontaler
Gentransfer), insbesondere auf Bodenmikroorganismen kann nicht ausgeschlossen werden,
wird aber dezeit als sehr unwahrscheinlich bewertet. Sie beruht auf der Aufnahme von DNA
durch Bodenbakterien oder Pilze. Um zur Ausprägung zu gelangen, müsste das Gen in
Bakterien übertragen und dort repliziert werden. Da hiezu mindestens vier Schritte notwendig
sind, (i) Entlassung des intakten Resistenzgens mit einem "origin of replication" aus der
Pflanzenzelle, (ii) Aufnahme durch kompetente Bakterien, (iii) Ringschluss zu einem Plasmid
und (iv) Expression des Gens, ist der Gentransfer von Pflanzen auf Bakterien und deren
Ausprägung ein sehr seltenes Ereignis.
Die für die Transformation verwendeten Plasmide (pJH271, pYW210) basieren auf dem
Plasmid pBlN 19. Außerhalb der T-DNA des pBlN19 ist ein Kanamycin-Resistenzgen gelegen
(nptlll), welches eine Aminoglycosid-3'-Phosphotransferase kodiert. In seltenen Fällen können
Vektorsequenzen über die T-DNA hinaus übertragen werden. Southern Blot Analysen zeigten
jedoch, dass npfl// weder in seiner Gesamtheit noch in Fragmenten in das Genom der Linien
pJH271-Beta-Glu-307 und pYW210-9-(4001-4360) integriert wurde (s. Anhang V und Abschnitt
D 2 (a) b)). Daher kann in diesem Fall eine Übertragung des Gens auf Mikroorganismen
ausgeschlossen werden

Die fehlende Konkurrenzfähigkeit und folglich fehlende Invasivität der Kulturgerste in natürliche
Habitate in Deutschland bewirkt, dass ihr Wachstum und ihre Ausbreitung strikt an
ackerbauliche Maßnahmen gebunden sind. Neben der Samenausbreitung ist bei Gerste auch
die Pollenausbreitung stark reduziert. Gerste ist Selbstbestäuber mit einer
Selbstbefruchtungsrate von -99o/o, was durch die kleistogame Blütenmorphologie unterstütä
wird. Als potenzielle Pollenempfänger müssen andere Getreidearten, Elymus sp. und
Wildgersten angesehen werden, wenngleich Kreuzbestäubungen unter natürlichen
Bedingungen nur mit Elymus sp. möglich sind, aber kaum stattfinden. Die künstlich oder
natürlich ezeugten Hybriden sind jedoch in jedem Fall steril.
Der Aufbau des Feldversuchs beinhaltet Maßnahmen zur Minimierung des Pollenflugs und der
Kreuzbestäubung. (i) Die Flora der Versuchsfläche wird vor, während und nach Beendigung der
Freisetzung auf mögliche, sexuell kompatible Arten überprüft. Auftretende Arten werden
entfernt und durch Hitzebehandlug inaktiviert (ii) Das Versuchsfeld wird von einem 5 m breiten
Randstreifen mit konventioneller Gerste (Sorte Scarlett) umfasst, der wiederum von
Schwarzbrache umgeben ist (Breite: 5 m). (iii) Daran schließt sich ein 25 m breiter Streifen einer
dikotylen Kultur an. (iv) Die konventionelle Gerste des Randstreifens wird nach Versuchende
maschinell geerntet und inaktiviert.
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Gerste kann durch ihre Samen überdauern bzw. überwintern und im Folgejahr auskeimen.
Daher wird die Versuchsfläche während und nach Beendigung der Freisetzung sorgfältig und
regelmäßig kontrolliert. Um Durchwuchs im folgenden Jahr eindeutig zu identifizieren, wird
die Versuchsfläche mit einer dikotylen Kulturpflanze bestellt. Durchwachsende
Gerstenpflanzen werden entfernt und durch Hitzebehandlug inaktiviert bzw. mit einem
entsprechenden Herbizid vernichtet. lm Falle von Durchwuchs verlängert sich der
Beobachtungszeitraum automatisch um ein Jahr.
Zusammenfassend handelt es sich bei diesem Feldversuch um eine epidemiologische
Evaluation pilzlicher Krankheiten an gentechnisch modifizierten Gerstenpflanzen verbunden' mit einer für die Sicherheitsforschung relevanten Fragestellung über den Einfluss der
rekombinanten Proteine auf symbiontische Pflanze-Pilz Interaktionen. Die Feldversuche sind
von geringem Umfang und sorgfältig geplant, um eine lsolation der GVP bestmöglich zu
gewährleisten. In der vorab durchgeführten Risikoabschätzung wurden die Auswirkungen auf
Mensch und Umwelt als minimal bewertet. Ahnliche seit etwa 8 Jahren in den USA in
großem Maßstab mit denselben GVO durchgeführte Feldversuche ergaben keine
unerwünschten Auswirkungen auf Menschen und Umwelt.

Adressen:

Feldve rsu ch ssta n dort:
AgroBiotechnikum
Biovativ GmbH
18184 Thulendorf
Landkreis Bad Doberan
Mecklenb u rg-Vorpommern

Betreiber:
Justus-Liebig-Universität, der Präsident, Ludwigstrasse 23, 35390 Gießen
Ausführend Stelle: Institut für Phytopathologie und Angewandte Zoologie, Heinrich-Buff-Ring
26-32,35392 Gießen
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ll. Angaben zum Betreiber und

a) Betreiber
Justus-Liebig-Universität Gießen,

Projektleiter

Der Präsident
Ludwigstraße 23,
35390 Gießen

Ansprechpartner:
Venrualtung
Dezernat B, Abteilung B 3.3
Ludwigstrasse 23

Name, Qual ifikation und Erfahru n g der verantwortl ichen Wssenschaftler

b) Projektleiter
1. Name, Vorname:

lnstitut für Phytopathologie und Angewandte Zoologie
Heinrich-Buff-Ring 26-32
35392 Gießen
Telf

Sachkunde
Abschluss eines Studiums der Naturwissenschaften
Diplom-Biologe, RWTH Aachen 1981
Mindestens dreijährige Tätigkeit auf dem Gebiet der Gentechnik, insbesondere

2.
2.1.

2.2.
Molekularbiologie.
Seit 1990 ununterbrochen tätig in registrierten 51-Genlaboren

2.3. Abschluss einer anderen Aus-, Fort- oderWeiterbildung
2.3.2. Praktische Erfahrungen im Umgang mit Mikroorganismen: Ja
2.4. Fortbildungsveranstaltung zu Sicherheitsmaßnahmen/Arbeitsschutz: Ja
2.4.1. Wurde eine Fortbildungsveranstaltung zu Sicherheitsmaßnahmen und Arbeitsschutz

bei gentechnischen Arbeiten besucht? Ja,
Fortbildungsveranstaltung gemäß $15 Abs. 4 Satz 2 GenTSV,
Phillips-Universität Marburg, 6.-8. 10. 1 997

2.4.2. Die folgenden Themen wurden behandelt: Gefährdungspotenziale von Organismen
unter besonderer Berücksichtigung der Mikrobiologie; Sicherheitsmaßnahmen fiir
gentechnische Laboratorien und Produktionsbereiche; Rechtsvorschriften aJ
Sicherheitsmaßnahmen für gentechnische Laboratorien und Produktionsbereiche und
zum Arbeitsschutz

2.5. War der Projektleiter in dieser Eigenschaft mindestens zwei Jahre in einem nach den
Richtlinien zum Schutz vor Gefahren durch in vitro neukombinierte Nukleinsäuren-
registrierten Genlabor tätig? Ja
Projektleiter: RP Giessen, Hessen, 07.01.1998, 32-GTl53o 06.05.02 A-Uni Gl 7197,

BBS: RP Giessen, Hessen, 21.05.2004, lVMr46-53r 30.03.UG|'74.12.01

11
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2006-2008 Projektleiter für Freilandversuch mit GVP

Erlaubnis zum Arbeiten mit Krankheitserregern: Es liegt keine Erlaubnis nach den

Bei den freizusetzenden Organismen bestehenaufgeführten Bestimmungen vor.
keine pathogenen Eigenschaften.

a e r.rtr* ?t\tltt! t. '

12



CGJ 4

lll. Angaben zum Beauftragten für biologische Sicherheit

Name, Qual ifikation u nd Erfah ru ng der verantwortl ichen Wissenschaftler

c) Beauftragter für biologische Sicherheit (BBS)
1. Name, Vorname:

Institut frJr PhytopäIhologie und Angewandte Zoologie
Hei n rich-B uff-Ring 26-32
35392 Gießen

2.
2.1.

2.2.

2.3.
2.3.2.
2.4.
2.4.1.

Sachkunde
Abschluss eines Studiums der Natunuissenschaften
Diplom-Biologe, RWTH Aachen 1991
Mindestens dreijährige Tätigkeit auf dem Gebiet der Gentechnik, insbesondere
Molekularbiologie
Seit 1995 ununterbrochen tätig in registrierten S1-Genlaboren
Abschluss einer anderen Aus-, Fort- oder Weiterbildung
Praktische Erfahrungen im Umgang mit Mikroorganismen:ja
Fortbildungsveranstaltung zu Sicherheitsmaßnahmen/Arbeitsschutz: Ja
Wurde eine Fortbildungsveranstaltung zu Sicherheitsmaßnahmen und Arbeitsschutz
bei gentechnischen Arbeiten besucht?
Fortbildungsveranstaltung nach 915 Abs. ZSatz 1 Nr. 3 GenTSV,
Phillips-Universität Marburg, 6.-8.10. 1997

2.4.2. Die folgenden Themen wurden behandelt: Gefährdungspot'enziale von Organismen
unter besonderer Berücksichtigung der Mikrobiologie; Sicherheitsmaßnahmen für
gentechnische Laboratorien und Produktionsbereiche; Rechtsvorschriften zt)
Sicherheitsmaßnahmen für gentechnische Laboratorien und ProduKionsbereiche und
zum Arbeitsschuts

2.5. War der Beauftragte in dieser Eigenschaft mindestens zwei Jahre in einem nach den
Richtlinien zum Schutz vor Gefahren durch in-vitro neukombinierte Nukleinsäuren-
reg istrierten Genlabor tätig?
Projektleiter: RP Giessen, Hessen,14.02.2000, lVMr46-53r 30.03.UG| 82.12.01,
BBS: RP Giessen, Hessen, 28.11.2001,lVMr4O-S3r 30.03.UG| 55.12.03
Erlaubnis zum Arbeiten mit Krankheitserregern: lm Aufgabenbereich des
Beauftragten für Biologische Sicherheit wird nicht mit Pathogenen gearbeitet.
lst der Beauftragte betriebszugehörig? Ja

ii i. f,il:i. l1l:'-l

Datum

3.

4.
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lV. Ausführliche Information zum Vorhaben

A. Generelle lnformation

1. Name und Adresse des Betreibers
Justus-Liebig-Universität Gießen, der Präsident, Ludwigstraße 23, 35390 Gießen
(Ansprechpartner: Dr. Wilfried Lühs, Venryaltung, Dez. B, Abt. B 3.3).

2. Zweck der Freisetzung
Der Zweck der Freisetzung ist eine gezielte Evaluation der Besiedlung der transgenen
Gerstenlinien pYW210-9-(4001-4360) bzru. pJH271-Beta-Glu-307 durch einen
symbiontischen Pilz (Glomus intraradices, kommerzielles Präparat Amykor@ Wuzel-Vital).
Ein weiteres Ziel ist eine umfassende epidemiologische Aufzeichnung auftretender pilzlicher
Krankheiten auf den gentechnisch modifizierten Pflanzen im Vergleich zurlm respektiven
Em pfä ng erpf la nze (Golden Prom ise) bzw . Kreuzu n gselter (Ba ro nesse).
Die Gerstenlinie pYW210-9-(4001-4360) wurde mit einer DNA kodierend für eine 42-kDa
Endochitinase (cThEna2@C)) aus dem bodenbürtigen Mycoparasiten Trichoderma
harzianum transformiert, um das Resistenzpotenzial in dieser Linie gegenüber den pilzlichen
Schaderregern Rhizoctonia solani AG-8 und Rhizoctonia oryzae zu erhöhen. In vitro
Versuche zeigten, dass das rekombinante Protein das Wachstum beider Pathogene
verhindert (Wu 2003). Die Wirkungsweise der Endochitinase beruht auf dem Abbau von
Chitin, das Bestandteil pilzlicher Zellwände der Schaderreger. Die Endochitinase steht in
pYW210-9-(4001-4360) unter der Kontrolle des konstitutiven Promotors des Ubiquitin-Gens
aus Mais und dem Signalpeptid der 33 kDa Chitinase der Gerste. Folglich wird das Transgen
in allen Pflanzenteilen exprimiert. Da das Zellwandmaterial Chitin unter
pflanzenbesiedelnden Pilzen weit verbreitet ist, ist ein Einfluss der Endochitinase sowohl auf
andere pilzliche Schaderreger als auch Symbionten denkbar.
ln der Gerstenlinie pJH271-Beta-Glu-307 wird eine (1,?1,4)-ftGlucanase unter Kontrolle des
Endosperm-spezifischen Promotors und des Signalpeptids des D Hordein-Gens Hor 3-1 aus
Gerste exprimiert. Die Glucanase wurde durch intragenische Rekombination zweier (1,3-
1,4)-SGlucanase aus Bacillus amyloliquefaciens und Bacillus macerans generiert. Auf
Grund des verwendeten Endosperm-spezifischen Promotors ist die Expression des Gens
räumlich und zeitlich auf das sich entwickelnde Korn begrenzt, während die Aktivität des
rekombinanten Enzyms bis zur Kornkeimung erhalten bleibt (Horvath et al. 2000). Daher sind
keine Effekte auf pilzliche Blattpathogene zu enryarten. Da aber von einer räumlich
begrenzten Exposition der Glucanase vom keimenden Korn in den Boden auszugehen ist,
könnte die Besiedlung der Wurzel durch symbiontische und antagonistische Pilze beeinflusst
werden.
Die Expression antimikrobiell bzw. antifungal wirkender Gene in Kulturpflanzen verfolgt das
Ziel, die pflanzliche Abwehrkraft gegenüber Schaderregern zu erhöhen, um letztendlich eine
hohe Ertragsstabilität zu erhalten und die Applikation von Pestiziden zu reduzieren. lm Falle
der Venruendung von Genen mit geringer Wirkungsspezifität, ist es notwendig, mögliche
nachteilige Effekte auf nützliche Organismen zu analysieren. Mit Hilfe des
Freisetzungsversuchs können nähere Angaben zum Wirkungsgrad und zur Spezifität der in
beiden gentechnisch modifizierten Linien exprimierten, rekombinanten Proteine gemacht
werden. Der Freisetzungsversuch erlaubt eine epidemiologische Untersuchung von
pilzlichen Krankheiten, die nur unter Feldbedingungen möglich ist, verbunden mit einer für
die Sicherheitsforschung relevanten Fragestellung über den Einfluss der rekombinanten
Proteine auf symbiontische Pflanze-Pilz Interaktionen.

3. Titel des Projekts
Zur biologischen Sicherheit von gentechnisch verändertem Getreide: Auswirkungen der
transgenen Pflanzen auf nützliche pilzliche Mikroorganismen.
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B. Informationen über (A) die Empfänger oder (B) (falls
zutreffend) die Elternpflanzen - Hordeum vulgare L.

1. Vollständiger Name:

(a) Familie:
(b) Gattung
(c) Art:
(d) Unterart:

Sorte/Linie:

COJ-G

Hordeum vulgare L.

Poaceae (Gramineae)
Hordeum
vulgare

Zu testende Transfromationsereig nisse:
o pYW210-9-(4001-4360) enthält Transgen cThEn42(GC),
o pJH271-Beta-Glu-307 enthält Transgen (1,3-1,4)-B-

Glucanase.
Beide Linien sind Nachkommen der herkömmlichen Zuchtlinie
Golden Promise, welche zur Insertion der beschriebenen Gene
verwendet wurde. pJH271-Beta-Glu-307 wurde über mehrere
Generation mit der Sorte Baronesse gekreuzt.

Sommergerste(e) Trivialbezeichnung :

2. (a) Information über die Fortpflanzung

(i) Form(en) der Fortpflanzung

Gerste ist eine einjährige, diploide (2n=2x=14), selbstbefruchtende Pflanze. Die
Reproduktion erfolgt sexuell über Samenproduktion.
Der Blütenstand (Ahre) der Gerste ist aus mehreren an einer Mittelachse (Rachis) versetzt
und wechselseitig angeordneten Ahrchen aufgebaut. Die Ahrchen bestehen aus der
kleistogamen, zwittrigen Blüte, welche von Spelzen umgeben ist. Bei der zweizeiligen
Sommergerste ist nur das zentrale Ahrchen fertil, während die beiden äußeren Ahrchen steril
sind. Die Ahre blüht innerhalb von zwei-drei Tagen asynchron ab, wobei ein Ahrchen im
mittleren Drittel der Ahre mit dem Blühen beginnt. Von dort aus schreitet das Blühen nach
oben und unten fort.

(ii) gegebenenfalls speziel le, d ie Fortpflanzu ng beeinfl ussende Faktoren

Gerste ist Selbstbestäuber mit einer Selbstbefruchtungsrate von -99o/o, was durch die
kleistogame Blütenmorphologie unterstützt wird. Verbunden mit einer im Vergleich zu
fremdbefruchtenden Roggen niedrigen Pollenproduktion (1Ao/o) wird die
Auskreuzungwahrscheinlichkeit stark reduziert (Eastham und Sweet 2002). Hammer (1977)
sieht vor allem die Empfindlichkeit des Pollens gegenüber Umweltbedingung und der daraus
resultierenden, kurzen Lebensfähigkeit als limitierend an. Dennoch ist eine Hybridisierung
zwischen unterschiedlichen Gerstensorten möglich. Wind stellt hier das wahrscheinlichste
Medium zur Pollenverbreitung dar (Hammer 1975, 1977 , Eastham und Sweet 2002).

(iii) Generationsdauer

Gerste ist ein annuelles Getreide mit einer Generationszeit von 6-7 Monaten. In Abhängigkeit
von der Witterung erfolgt in Deutschland die Aussaat Mitte MärlMitte April.

(b) Kreuzbarkeit mit anderen Kultur- und Wildpflanzenarten
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Unter dem Gesichtspunkt der Erhöhung der Fremdbefruchtungsrate in Gerste, untersuchten
Abdel-Ghani et al. (2004) die Auskreuzungsereignisse von angebauten Landrassen der
Gerste (Hordeum vulgare L.) und Wildgerste (H. spontaneum) in Jordanien. Die
Auskreuzungsrate lag bei 0-1,8% (p = 0,34o/o) und war übereinstimmend mit den
Ergebnissen früherer Untersuchungen (Chaudhary et al. 1980, Tammisola 1998, Wagner
und Allard 1991). Allerdings führten hohe Niederschlagsmengen und niedrige Temperaturen
zu einer wenn auch nicht signifikant erhöhten Auskreuzungsrate (Abdel-Ghani et al. 2004).
Unter Verwendung von männlich-sterilen Empfängerpflanzen, konnten Ritala et al. (2002)
eine Kreuzbestäubung in einem Abstand von bis zu 50 Metern nachweisen, wobei die
Frequenz äußerst gering war. Zu ähnlichen Ergebnissen kamen Wagner und Allard (1991).
Allerdings wurde die Auskreuzungsrate von Ritala et al. (2002) durch die Verwendung eines
offen abblühenden Gerstentyps als Pollenempfänger und auf Grund des Versuchsaufbaus
als überschätzt bewertet.

Eine Hybridisierung zwischen Weizen (Pollenempfänger) und Gerste kommt unter
natürlichen Bedingungen nicht vor und ist durch künstliche Bestäubung unter Verwendung
spezieller Methoden (2.8. ,,Embryo rescue") begrenzt möglich, da die Nachkommenschaft
männlich steril ist (Fedak 1992, Molnar-Lang und Sutka 1994). Gleiches gilt für
Hybridkreuzungen zwischen Gerste und Roggen. Hordeum vulgare L. kann mit E/ymus sp.
gekreuzt werden bzw. es kommt zu natürlicher intergenerischer Kreuzung zwischen
Hordeum sp. und Elymus sp., wobei resultierende Hybride in allen Fällen männlich bzw.
komplett steril sind.
Alle bisherigen Daten weisen darauf hin, dass Kulturgerste mit keiner anderen Kulturpflanze
und Wildgerstenart unter natürlichen Bedingungen hybridisiert oder entstehende Hybride
steril sind (Fedak 1992). Weltweit kommen ca.25 Hordeum Arten in gemäßigten Klimazonen
vor. Einige hiervon sind in Europa vertreten. Beispiele hierfür sind H. geniculatum, H.
jubatum L., H. marinum, H. murinum L., H. murinuln ssp. murinum, H. murinum ssp.
leporinum, H. murinum ssp. glaucum, H. nodosum L., H. pubiflorum, H. pusillum, H.

secalinum, H. hystrix, H. bulbosum, H. bogdannii, H. brevisubulatum, Hordelymus
europaeus.
Unter Berücksichtigung der hohen Selbstbefruchtungsrate und der starken
Hybridisierungsbarrieren zwischen Hordeum-Arten, ist das Risiko der Auskreuzung zwischen
Kultur- und Wildgersten sehr gering.

3. Überlebensfähigkeit

(a) Fähigkeit zur Bildung von Übertebens- oder Dormanzstrukturen:

Gerste ist ein in gemäßigten Klimaten vorkommendes, annuelles Getreide, deren
Reproduktion über Samen erfolgt. lm Anbau wird zwischen sommer- und winterannuellen
Sorten unterschieden, die unterschiedliche Anforderung an das Klima (2.B. Kältetoleranz,
Trockenstresstoleranz) stellen und somit die Überlebensfähigkeit der Pflanze vorgeben.
Daneben haben biotische Faktoren (pilzliche, bakterielle und tierische Schaderreger,
Unkräuter und -gräser) starken Einfluss auf die Überlebensfähigkeit. Auf Grund der
Züchtung und Selektion auf Ertragsmerkmale und Standodansprüche ist die Gerste als
Kulturpflanze außerhalb der landwirtschaftlichen Umgebung gegenüber der einheimischen
Flora nicht konkurrenzfähig. Die fehlende Spindelbrüchigkeit der Ahre verhindert zudem die
natürliche Samenausbreitung.

Bei winterannuellen Gerstensorten kann Ausfallgetreide überwintern und im folgenden
Frühjahr auskeimen. Da der genetische Hintergrund der zu untersuchenden transgenen
Pflanzen auf den Sommergersten Baronesse (bei pJH271-Beta-Glu-307) bzw. Golden
Promise (p\a/V210-9-(4001-4360)) basiert, ist die Übenrvinterungsfähigkeit (bzw. Frosthärte)
eingeschränkt. lm Falle von Durchwuchs lassen sich Pflanzen leicht mit Herbiziden oder
mechanischen Maßnahmen kontrollieren.
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(b) gegebenenfalls spezielle, die Überlebensfähigkeit beeinflussende Faktoren:

Die Überlebensfähigkeit der Gerste wird von abiotischen (Klima, Boden, Licht, Wasser usw.)
und biotischen Faktoren (pilzliche, bakterielle und tierische Schaderreger, Unkräuter und -
gräser) beeinflusst. Diese Einflüsse wirken sortenspezifisch. Gerste ist ein in den
gemäßigten Breiten vorkommendes Getreide, dessen Konkurrenzfähigkeit durch die lange
Domestikation stark eingeschränkt ist. Eine Ansiedlung außerhalb der landwirtschaftlichen
Umgebung ist daher nicht möglich. Auf Grund der Züchtung besitzen heutige Kultursorten
keine spindelbrüchigen Ahren, was die Samenausbreitung stark begrenzt.

4. Ausbreitungsfähigkeit

(a) Art und Grad der Ausbreitungsfähigkeit

Genetische Informationen können sich über Pollen bzw. Samen verbreiten. Die Ausbreitung
durch Pollen und Samen wurde bereits in Abschnitt 2 und 3 ausgeführt.
Angemerkt werden muss, dass eine Verbreitung der Gerstensamen durch Vögel und
Kleinsäuger vorkommen kann, denen die Körner als Futter dienen.

(b) gegebenenfalls spezielle, d ie Ausbreitu ngsfäh ig keit beei nflussende Faktoren :

Auf Grund der Züchtung besitzen heutige Kultursorten keine spindelbrüchigen Ahren, was
die Samenausbreitung stark begrenzt. Folglich ist die Samenausbreitung völlig vom
Menschen bzw. ackerbaulichen Kulturmaßnahmen abhängig.

5. Geographische Verbreitung

Gerste (Hordeum vulgare L.) ist geschichtlich unsere älteste Getreideart. Sie wird bereits in
prähistorischen Funden nachgewiesen, die älter als 6.000 Jahre sind. Die Gerste stammt
ursprünglich aus Ostasien. Sie kann bis weit in die nördlichen Breiten und in die Höhenlagen
der Gebirge angebaut werden. Die Züchtung der heutigen Kulturgerstensorten bewirkte,
dass deren Kultivierung und Ausbreitung vollkommen vom Menschen abhängig ist. Die
Gerstenähren haben in der Regel lange Grannen und sind meist geneigt. Wintergerste wird
im Herbst gesät und überwiegend als Futtergetreide verwendet.
Die im Frühjahr gesäte Sommergerste dient in erster Linie als Braugerste für die
Bierherstellung. ln Deutschland dehnte sich die Anbaufläche für Wintergerste in den letzten
Jahzehnten besonders stark aus. Das liegt an der großen Nachfrage nach Gerste für
Futtezwecke. Es wurden hier im Jahr 2000 rund 2,0 Mio. ha Gerste angebaut. Das sind
etwa 19% der Ackerfläche.

6. Bei Pflanzen die im/in Mitgliedstaat(en) üblicherweise nicht angebaut
werden, Beschreibung des natürlichen Lebensraumes der Pflanze,
einschließlich Informationen über natürliche Episiten, Parasiten, Konkurrenten
und Symbionten

Gerste wird in Deutschland als Sommer- und Wintergerste angebaut

7. Möglicherweise signifikante Wechselwirkungen der Pflanze mit
nichtpflanztichen Organismen im Ökosystem, in dem sie üblichenrveise

17
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angebaut wird, einschließlich Informationen über toxische Effekte auf Mensch
und Tier oder andere Organismen.

Gerste wird von mehreren tierischen Schaderregern (Nematoden, Thripse,
Getreideblattläuse, Drahtwürmer, Getreidewickler) befallen. Daneben ist sie Wirtspflanze
verschiedener pilzlicher (Brandpilze, Roste, Fusariosen, Mehltau, Blaü- und
Netzfleckenkrankheiten, Schwarzbeinigkeit, Halmbruchkrankheit, usw.) und viraler
(Gelbvezwergungsvirus) Erreger. Eine Symbiose geht die Gerste mit arbuskulären
Mykorrhizapilzen (2.8. Glomus intraradices, G/omus /nosseae, Gigaspora rosea) ein.

In Bezug auf die menschliche Gesundheit ist die Pollenallergie als potenzielle Interaktion zu
erwähnen. Gerstenpollen kann, wie andere Pflanzenpollen auch, beim Einatmen allergische
Reaktionen bei sensibilisierten Menschen hervorrufen.

18
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C. Informationen über die gentechnische Veränderung

Beschreibung der zur genetischen Veränderung angewandten Verfahren

pYW210-9-(4001-4360)

Die Transformationen wurden unter Venruendung von Agrobacterium tumefaciens am
,,Department of Crop and Soil Sciences" an der Washington State University, Pullman (USA)
durchgeführt.

Die Transformation wurde durch Co-Kultivierung unreifer Embryonen mit dem Agrobacteium
tumefaciens Stamm AGL-1 durchgeführt. Der verwendete A. tumefaciens Stamm enthielt ein
nicht funktionsfähiges (,,disarmed") Ti-Plasmid und war transformiert mit p\{/V210 (s.u., Punkt
2. und Vl. Anhang l, Abb. 1+2). Unreife, zygote Embryos (1,5 - 2,5 mm) der Gerstensorte
Golden Promise wurden longitudinal halbiert und in Kallus-lnduktionsmedium (,,callus-
induction medium", CIM) (Horvath ef a1.,2002) bei 24oC im Dunkeln für zwei Tage inkubiert.
Die Embryohälften wurden schließlich mit einer Übernachtkultur von A. tumefaciens versetzt
und unter gleichen Bedingungen für zwei weitere Tage co-kultiviert. Die Embryohälften
wurden nach der Co-Kultivierung mit LB Medium gewaschen und auf CIM übertragen.
Dieses Medium enthielt 200 mg Timentin/l (zur Elemierung von Agrobacterium) und 4 mg
Bialaphos/|, um Kalluswachstum zu induzieren und transformierte Zellen zu isolieren.
Selektierte Kalli wurden auf spezielles Medium zur Induktion des Sprosswachstum ("shoot-
generation medium", SGM) (Horvath et al., 2002) überführt, welches 3 mg Bialaphos/l
Medium enthielt, und für einen Monat inkubiert. Die so gewonnen Pflänzchen wurden für
einen weiteren Monat auf ein Medium zur lnduktion des Wurzelwachstums (,,root-generation
medium", RGM) übersetzt und die daraus generierten Pflänzchen schließlich in Erde
gepflanzt. Die Bezeichnung p\AtV210-9 venrveist auf die Gerstenpflanze g der Generation To,
die erfolgreich mit p\4rV210 transformiert wurde (Wu 2003).

b) pJH271-Beta-Glu-307

Die Transformationen wurden unter Venrendung von Agrobacterium tumefaciens am
,,Department of Crop and Soil Sciences" an der Washington State University, Pullman (USA)
durchgeführt (Horvath et al. 2000, 2OO2).

Der Ablauf und die Methodik der Transformation waren identisch zu der in Abschnitt C a)
beschriebenen.

2. Art und Herkunft des verwendeten Vektors

Tabelle 1: Spezifikation der Plasmide

Sequenzen pYW210
16509 bo

pJH271
151 10 bp

Gen cTh En42(GC) (Acc. AY7 017 43\ (1,3-1,4)-&Glucanase H(41 2-M)AY1 3-GC-N
Promotor pUbi-l HvHor3
Siqnalpeotid HvChi33 (Acc, 13421 1) HvHor3
Terminator nos nos
Markergen bar (1)

e)
bar
sGFP

Promotor pUbi-1 (1) pubi-1
Q\ CAMV 355

Terminator nos (1)
Q\

nos
nos
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a) pYW210-9-(4001-4360)

Die codon-optimierte 42-kDa Endochitinase cThEn42(GC) (GenBank accession AY701743)
wurde mit einer Nukleotidsequenz ligiert, welche für ein Signalpeptid der 33-kDa Gersten-
E n doch iti nase ( HvChr33; Gen Bank Accessi on L3421 1 ) kod iert.

Das Plasmid pYW210 (Vektorkarte, s. Anhang l) umfasst ein Konstrukt, welches
cThEn42(GC) unter der Steuerung eines Ubiquitinpromotors (p\4/V210) aus Mais (pUbi-1)
enthält. Das Plasmid entstammt dem binären Klonierungsvektor pJH260, der wiederum auf
pBlN19 basiert (Bevan 1984; Horvath, ef a\.2000, Wu 2003).

Das Plasmid p\M210 entstand durch den Verdau von Plasmid pAM100b-Hindlll-pUbi-
SP(HVChi33)-cThEn42(GC)-nos-Notl mit den Enzymen Hindlll und Notl, woraus das
Fragment pUbi-SP(HVC\i33)-cThEn42(GC)-nos resultierte. Dieses Fragment wurde
anschließend in das Plasmid pAM3OO-Hrndlll-Notl-RB-LB-pUbi-BAR-nos-EcoR/ (verdaut mit
Hindlll und Nof/) kloniert, um Plasmid pAM300-Hindlll-plJbi-SP(HVChi33)-cThEn42(GC)-
nos-Nof/-RB-LB-pUbi-BAR-nos-EcoRl zu erhalten. Durch dessen Verdau mit Hindlll und
EcoRI konnte das Fragment pUbiSP(HVChi33)-cThEna2@C)-nos-RB-LB-plJbi-BAR-nos

. isoliert werden, welches in das Plasmid pJH260-LB-Hindlll-plJbi-BAR-nos-EcoRI-RB
(verdaut mit Hindlll und EcoR/) ligiert wurde, um das Plasmid p\41ü210 mit dem Konstrukt
LB-pUbi-SP(HVChi33)-cThEn42(GC)-nos-RB- LB-pUbi-BAR-nos-RB zu erhalten (Wu 2003).

b) pJH271-Beta-Glu-307

Der Agrobacteriumvektor pJH271 wurde für die Transformation der Gerstensorte Golden
Promise venruendet, der auf der Grundlage des binären Konierungsvektors pJH2600 basiert,
der sich wiederum von pBlN19 ableitet (Bevan 1984, Horvath et al. 2000). Die diversen
Klonierungsschritte, um pJH271 zu erhalten, sind detailliert bei Jensen et al. (1998) und
Horvath et al. (2000) beschrieben.

3. Größe, Herkunft (Bezeichnung des Spenderorganismus/der
Spenderorganismen) und geplante Funktion jedes konstituierenden Fragments
der für die lnsertion vorgesehenen Region

Die Plasmide tragen eine Kombination der folgenden Gene:

Die Vektorkarten und -sequenzen der Donorplasmide pYW210 und pJH271 sind im Vl.
Anhang I aufgeführt.

Tabelle 2 (s. Seite 21) beschreibt die Art und Herkunft der DNA-Sequenzen in pYW210 und
pJH271.

20



? f;la Dri U ei .r,

Tabelle 2: Elemente del T-DNA-Fragmente der Plasmide pJH271 und pYW210
Kodierunqssequenz
pJH271
ubi-1 1953 bp Promotor des Mais-Ubiqwtln-Gens zusammen mit

dem 1. Intron (White et al. 1990) zur konstitutiven
Expression des Transqens in allen Pflanzenteilen.

CaMV 355 209 bp' Promotor des Blumenkohl-Mosaik-Viruses (CaMV) zur
konstitutiven Expression des sGFP- Markergens (in
oJH271) in allen Pflanzenteilen.

Signalpeptid Hor-3 62 bp Signalpeptid des D Hordein-Gens Hor3-1, welches im
sich entwickelnden Endosperm exprimiert wird
(Horvath et al. 2000).

Hor-3 433 bp Promotor des Endosperm-spezifischen D Hordein-
Gens Hor3-1 zur gezielten Expression des Transgens
während der Kornentwickluno (Horvath et al. 2000).

(1, 3-1, 4)-B-G I ucanase 644 bp Glucanase-Gen, generiert durch intragenische
Rekombination zweier (1,3-1,4)-&Glucanasen aus
Bacillus amyloliquefaciens und Bacillus macerans
(Borriss et al. 1989, Politz et al. 1993). Die
Gensequenz wurde auf einen G+C-Gehalt von 63%
codon-optimiert, um die Expression des mikrobiellen
Gens in Gerste zu qewährleisten (Jensen et al. 1996).

Bar 557 bp Phosphinothricin-Acetyltransferase-Gen, isoliert von
Streptomyces hygroscopius (De Block et al. 1987,
Thompson et al. 1987). Das Gen dient als Marker für
die Transformation und vermittelt Resistenz
gegenüber dem Herbizid Bialaphos (Glufosinat-
Ammonium).

sGFP 719 bp Synthetisches Grün Fluoreszierendes Proteln, isoliert
von Aeouorea victoria (Chiu et al. 1996).

nos Term 264-283 bp Terminationssequenz des Nopalin-Synfhase-Gens,
isoliert von Agrobacterium tumefaciens (Depicker et al.
1982. Bevan et al. 1983).

pYW210
ubi-1 1953 bp Promotor des Mais-Ubiquürn-Gens zusammen mit

dem 1. lntron (White et al. 1990) zur konstitutiven
Expression des Transqens in allen Pflanzenteilen.

Signalpeptid HvChi33 80 bp Signalpeptid der 33-kDa Endochitinase der Gerste
(Kraoh et al. 1991).

cThEn42(GC) 1 169 bp 42 kDa Endochitinase-Gen, isoliert von Trichoderma
harzianum mit antifungaler Aktivität (Hayes et al. 1994,
Lorito et al. 1998). Die Gensequenz wurde auf einen
G+C-Gehalt von 65,1o/o codon-optimiert, um die
Expression des fungalen Gens in Gerste zt)
qewährleisten (Wu 2003).

Bar 557 bp Phosphinothricin-Acetyltransferase-Gen, isoliert von
Streptomyces hygroscopius (De Block et al. 1987,
Thompson et al. 1987). Das Gen dient als Marker für
die Transformation und vermittelt Resistenz
gegenüber dem Herbizid Bialaphos (Glufosinat-
Ammonium).

nos Term 264-283bp Terminationssequenz des Nopalin-Synfäase-Gens,
isoliert von Agrobacterium tumefaciens (Depicker et al.
1982, Bevan et al. 1983).
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D. Informationen über die gentechnisch verlindertePflanze (GVP)

c023

1. Beschreibung der eingeführten oder veränderten Merkmale und Eigenschaften

a) pYW210-9-(40014360)

Bei diesem Versuch handelt es sich um ein individuelles Transformationsereignis. Diese
beinhalten:

Ein Gen, das für eine codon-optimierte 42 kDa Endochitinase (cThEn42(GC)) kodiert und
dessen Genprodukt in vitro das Wachstum der pilzlichen Schaderreger Rhizoctonia solani
AG-8 und Rhizoctonia oryzae hemmt. Dieses Gen wird durch den venruendeten Promotor
(Ubiquitin) in allen Pflanzenteilen exprimiert und auf Grund des eingesetäen Signalpeptids
(HvChi33) in den Apoplasten sekretiert. Der G+C-Gehalt wurde auf 65,10/o erhöht, um die
Expression des fungalen Gens in Gerste zu gewährleisten. Bei Kontakt der Endochitinase
mit den pilzlichen Myzelien, deren Struktur auf Chitin basiert, erfolgt deren enzymatischer
Abbau, und folglich eine effektive Prävention pilzlicher Infektion bzw. Kolonisation (Wu
2003).
Ein zur Selektion verwendetes Markergen, welches transformierten Pflanzen ermöglicht, auf
einem mit dem Herbizid Bialaphos versetäen Medium zu wachsen. Das Gen (Bar) kodiert
für die Phosphinothricin-Acetyltransferase (PAT) und steht unter Kontrolle des Promotors
des Ubiquitin-Gens (Ubi-l). PAf wurde von Sfrepfomyces hygroscopius isoliert. Das von S.
hygroscoprus synthetisierte Antibiotikum Bialaphos besteht aus Phosphinothricin (PPT) und
zwei L-Arginin-Resten und ist ein Inhibitor der Glutaminsynthetase. Die Behandlung mit
Bialaphos führt zu einer toxischen Akkumulation von Ammonium in pflanzlichen Zellen.
Pflanzen hingegen, die PAT exprimieren, können die Toxizität durch die Acetylierung der
freien NH2-Gruppe des PPT verhindern. Erfolgreich transformierte Pflanzenembryos können
positiver Selektion durch die Regeneration auf Bialaphos-haltigem Medium ausgesetzt
werden. Ausschließlich erfolgreich transformierte Pflanzen sind überlebensfähig (De Block
et al. 1987, Thompson et al. 1987).

b) pJH271-Beta-Glu-307

Bei diesem Versuch wurde ein individuelles Transformationsereignis venrendet. Dieses
beinhaltet:

Ein Gen, das für eine codon-optimierte (1,3-1,4)-B-Glucanase kodiert. Das Gen wurde durch
intragenische Rekombination zweier (1,3-1,4)-&Glucanase aus Bacillus amytotiquefaciens
und Bacillus macerans erzeugt (Borriss et al. 1989, Politz et al. 1993). Beide Glucanasen
besitzen die gleiche Substratspezifizität wie jenes Enzym in Gerste, das die Mobilisierurrg
der Stärke und Proteine während der frühen Keimlingsentwicklung fördert. Das Gen steht
unter der Kontrolle des Promotors des Endosperm-spezifischen D Hordern-Gens Hor3-1
und dessen Signalpeptid. Daraus resultiert eine zeitlich und räumlich begrenzte
Genexpression während der Kornentwicklung. Das Enzym besteht aus den Aminosäuren 1-
12 von Bacillus amyloliquefaciens und Aminosäuren 13-214 von Bacillus macerans, in dem
Tyr-13 von Bacillus amyloliquefaciens entfernt wurde (Politz et al. 1993, Jensen et al. 1996).
Dies bewirkt eine Erhöhung der Halbwertszeit des Enzyms von über 4 Stunden bei 70'C
und einem pH 5,0. lnnerhalb der Gerstenzelle wird das Enzym an zwei Positionen
glykosyliert, was dessen Hitzestabilität zusätzlich unterstützt. Der G+C-Gehalt wurde auf
63% erhöht, um die Funktion des mikrobiellen Gens in der pflanzlichen Zelle zu
gewährleisten (Jensen et al. 1996).
Als Markergen diente ebenfalls Bar (für Details siehe Abschnitt D 1 a).
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(b) Ausbreitungsfähi gkeit

Die wahrscheinlichsten Ausbreitungswege erfolgen über Samen und Pollen. Bei den
ausgewählten Gerstenlinien handelt es sich um die Ta (pYW210-9-(4001-4360)) bzw F7

Generationen (pJH271-Beta-Glu-307). Die Pflanzen jeder Generation blühten normal und
erzeugten Samen. Wissenschaftliches Fachpersonal konnte in bisherigen Gewächshaus- und
Feldversuchen an der Washington State University, Pullman (USA) oder an der Justus-Liebig-
Universität Gießen keinen Unterschied zwischen gentechnisch modifizierten Linien und der
Empfängerpflanze (Golden Promise) bzw. dem Kreunzungselter (Baronesse) in Bezug auf
Form und Rate der Ausbreitung beobachten.
Auf die Argumentation des vorherigen Abschnitt verweisend, kann auf Grund der vorgenommen
Modifikationen nicht davon ausgegangen werden, dass die transgenen Pflanzen sich in ihrer
Ausbreitungsfähigkeit von der Empfängerpflanze bzw. Kreuzungselter unterscheiden.

(c) Ü berlebensfähig keit

Das Samenkorn ist die Überdauerungs- und Verbreitungsform der Gerste. Das zu verwendende
transgene Pflanzenmaterial wurde im Gewächshaus und im Feld seit mehreren Jahren
vermehrt. Basierend auf Beobachtung durch wissenschaftliches Fachpersonal sind sowohl
Blüte als auch Samenproduktion als normal zu bewerten, so dass die genetische Modifikation
auf keine zu den Empfängerpflanzen veränderte Überlebensfähigkeit schließen lässt.
ln dieser Hinsicht konnten durch die Zerstörung der Freisetzungsversuche in 2006 und
2007 keine Erkenntnisse aus der Freisetzung 67860-0168 in Giessen ezielt werden.
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. Als zusätzliches Markergen wurde das synfhetische Grün Fluoreszierende Protein
(sGFP) venruendet. GFP wurde von Aequorea victoria isoliert und besteht aus 238
Aminosäuren. Die Biolumineszens in A. victoia entsteht durch die Reaktion der
Seitenketten von Serin-, Tyrosin- und Glycinresten, wodurch der fluoreszierende
Farbstoff gebildet wird (Tsien 1998). Das Gän steht unter Kontrolle eines CaMV 355
Promotors.

2. I nformationen ü ber die tatsäch I ich ei n gefügten/deletierten Seq uenzen

(a) Größe und Struktur des Inserts und Verfahren zu dessen Charakterisierung,
einschließlich Informationen über jegliche in die GVP eingeführte Teile des Vektors
oder einen Carrier oder fremde DNA, die im GVP bleibt:

Vektorkarten und -sequenzen sind in Anhang I und wesentliche Vektorkomponenten in
Tabelle 2 (Abschnitt C3) aufgeführt.

a) pYW210-9-(4001-4360)

Für die Transformation wurde die Gerstensorte Golden Promise verwendet. Die
resultierenden, transgenen Gerstenlinien wurden unter Venruendung eines für die
rekombinante Endochitinase spezifischen Antikörpers in Western Blot Analysen sowie unter
Venrendung von Endochitinase-spezifischen Primern in PCR Analysen selektiert. Die
Bezeichnung p\41ü210-9 verweist auf die Gerstenpflanze 9 der Generation To
(Primärtransformant), die erfolgreich mit pYW210 transformiert wurde (Wu 2003, S. 58-59,
62-66). Die Linie pYW210-9-(4001-4360) ist ein direkter Nachkomme (Ta Generation) dieser
Ts-Pflanze.
Am ,,Department of Crop and Soil Sciences" der Washington State University, Pullman (USA)
wurden PGR - und Western Blot Analysen an Blättern von Ts Pflanzen durchgeführt (Wu
2003, S. 58-59, 62-66). Direkte T2 Nachkommen der positiv getesteten To Pflanze p\4rV210-9
wurden mittels PCR individuell getestet. Die Körner der PCR-positiven Pflanzen wurden
geerntet. Die ldentifikation homozygoter Pflanzen erfolgte über einen Enzymaktivitätsassay.
Mit Hilfe diese Assays konnten transgene Körner identifiziert und folglich auch die
Homozygotie von T2 Pflanzen bestimmt werden (unpublizierte Resultate; s. Details in
Anhang lV).

b) pJH271-Beta-Glu-307

Für die Transformation wurde die Gerstensorte Golden Promise venrvendet. Am ,,Department
of Crop and Soil Sciences" der Washington State University, Pullman (USA) wurden die
Transgenen Nachkommenschaften näher charakterisiert. lm Jahr 1998 konnten 10
transgene Gerstenlinien (271.0.1 bis 271.0.10) regeneriert werden und anhand der reifen T1

Körner konnte deren (1,3-1,4)-pGlucanase-Aktivität mittels Zymogramm und
Enzymaktivitätsassay bestimmt werden. Segregationsanaylsen der Tz Körner ergab eine
Vererbung den Mendelschen Vererbungsgesetzen folgend (Horvath et al. 2000). Die für die
Feldversuche vorgesehene Linie (271.0.6) wurde 1999 erstmal im Feld angebaut und über
mehrere Jahre mit cv. Baronesse gekreuzt. Die zu verwendende Linie ist die F7.

Zusätzlich wurden weitere Sequenzen, die innerhalb der T-DNA liegen, in die pflanzliche
Zelle transferiert. Die Endochitinase-exprimierende Linie (pYW210-9-(4001-4360) enthält die
pBlN19 Sequenzen 5928-6777 und 9140-9421. Die Beta-Glucanase'exprimierende Linie
(pJH271-Beta-Glu-307) enthält die pBlN19 Sequenzen 5928-6768 und 9209-9421
Die T-DNA enthält an Position 6043-6190, bzw. 9260-9421, die linke, bzw. die rechte
Randsequenz, die für ihre Integration in das pflanzliche Genom benötigt werden. Die
Nukleotide 6191-6321 und 6623-6917 umfassen Teile des /acZ-Gens aus E. coli, die in
Pflanzen nicht funktional sind. Die Nukleotide 6322-6622 umfassen Teile (den Ursprung der
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Replikation) des E. cof'-Phagen M13, die in Pflanzen nicht funktional sind. Die Nukleotide
8953-9259 umfassen den Promotor des Nos-Gens (Nopalin-Synfhase) aus Agrobacterium
tumefaciens, der aber auf Grund der diversen Klonierungsschritte nur fragmentarisch in den
Nukleotiden 9140-9421 von pYW210 und 9209-9421 von pJH271 vorliegt (vgl. Anhang l,
Abb. 5, Frisch et al. 1995).

Solange keine genaue Analyse der in die Pflanze integrierten Sequenz durchgeführt worden
ist, muss der Risikoabschätzung zugrunde gelegt werden, dass der gesamte Vektor integriert
ist. Der Vektor pBlN19 wurde vollständig sequenziert (Anhang l, Abbildung 5; Frisch et al.
1995). Auf Grund der Sequenz ergeben sich folgende Teilstücke außerhalb der T-DNA: Die
Nukleotide 1-618 umfassen den oriV, den Ursprung der Replikation des Plasmids pRK2 aus
E. coli. Die Nukleotide 693-964 umfassen ein nicht funktionales Teilstück des k/A-Gens aus
Kebsiella aerogenes. Die Nukleotide 965-1315 und 2086-3078 umfassen das nptlll-Gen aus
Streptococcus faecalis. In dieses Gen ist das ,,transposable element" lS1 zwischen den
Positionen 1316-2085 inseriert, was aber die Funktionalität nicht beeinträchtigt, denn es
vermittelt mit dem Plasmid transformierten E coli und A. tumefaciens Kanamycinresistenz
und dient in den Bakterien als selektierbarer Marker; ist jedoch nicht in Pflanzen funktional.
Die Nukleotide 3079-4560 umfassen das frfA-Gen des Plasmids pRK2, das für zwei
Proteine, die für die Replikation des Plasmids in Bakterien, jedoch nicht in Pflanzen,
notwendig sind. Die Nukleotide 4561-5603, 9434-10617 umfassen das fefA-Gen des
Plasmids pRK2, das nicht funktional ist, da es zwischen den Positionen 6043-9421durch die
T-DNA unterbrochen ist. Die Nukleotide 10610-10988 umfassen den ColEl ori, den
Ursprung der R6plikation von dem Plasmid ColE1. Die Nukleotide 10982-11765 umfassen
Teile des fraF-Gens, die den oriT des Plasmids RP4 aus E. colienthalten, der für triparentale
Paarungen benötigt wird, in Pflanzen jedoch nicht funktional ist. Die Nukleotide 619-692,
5604-6042, 9422-9433 und 11766-11777 umfassen Bereiche, die keine Homologien zu
bisher bekannten Sequenzen aufweisen.
Um die Übertragung des npfl//-Gens in seiner Gesamtheit bzw. in Fragmenten
auszuschließen, wurden Southern Blot Analysen durchgeführt (Southern 1975; s. Ergebnisse
in Anhang V). Die genomische DNA von vier Pflanzen der Linien p\4ff210-9-(4001-4360)
bzw. fünf Pflanzen der Linie pJH271-Beta-Glu-307 wurden auf eine Nylonmembran geblottet.
Die für die Hybridisierung venruendete Sonde basiert auf einem PCR-Produkt, welches die
kodierenden Bereiche des npfl//-Gens (Position 965-1315 + 2086-3078) und des inserierten
,,transposable element" lS1 (Position 1316-2085) komplett umfasst. Auf Grund fehlender
Hybridisierungssignale in den transgenen Linien wird eine lntegration des npfl//-Gens in das
Genom der Linien p\4/V210-9-(4001-4360) und pJH271-Beta.Glu-307 ausgeschlossen.

(b) bei einer Deletion, Größe und Funktion des/der deletierten Abschnitt(e):

entfällt

(c) Lokalisation des Inserts in den Pflanzenzellen (integriert in nicht integrierter
Form in: Chromosom, Chloroplasten, Mitochondrien) und Verfahren zu seiner
Bestimmung

Bei sexuellen Kreuzungen folgt die Vererbung der (1,3-1,4)-B-Glucanase den Mendelschen
Vererbungsgesetzen (Segregationsanalyse der Tz). Es wird gefolgert, dass die inserierten
Gene in die Zellkern-Chromosomen integriert werden (Horvath et al. 2000). Das
rekombinante Enzym Endochitinase wird seit mehreren Generationen stabil in allen Pflanzen
der Linie pYW210-9-(4001-4360) exprimiert. Es wird gefolgert, dass die inserierten Gene in
die Zellkern-Chromosomen integriert werden.

(d) Anzahl der Kopien des Inserts:

a) pYW210-9-(4001-4360)
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Es wurden keine Analysen zur Bestimmung der Kopienzahl der Endochitinase durchgeführt.
Auf Grund von Erfahrungen besitzen durch Agrobakterien erstellte transgene Pflanzen 1-5
Kopien des Inserts.

b) pJH271-Beta-Glu-307

Die Kopienzahl in mit pJH271 erstellten Pflanzen ergab eine Kopienzahl von 1-4 (Horvath et
al. 2000).

3. lnformationen über die Expression des lnserts

(a) lnformationen über die Expression des Inserts und Verfahren für ihre
Charakterisierung:

a) p\4ff210-9-(4001-4360)

Die Quantifizierung des rekombinanten Proteins wurde mittels Aktivitätsassay an einzelnen
Körnern durchgeführt (s. Anhang lV und Abschnitt D 2 (a) a)). Dabei wurde ein
durchschnittlicher Enzymgehalt von 6 g.kg-' Saatgut gemessen (unpublizierte Resultate).

b) pJH271-Beta-Glu-307

Die für'die Versuche ausgewählte, transgene Gerstenlinie (271.0.6) wurde mittels des
Zymogramm-Plattenassays charakterisiert. Der Enzymgehalt im Korn betrug 900 mg'kg-'
(Horvath et al. 2000,2002)

(b) Pflanzenteile, in denen das eingefügte Insert exprimiert wird (2.B. Wuzeln,
Spross, Pollen usw.)

a) pYW210-9-(4001-4360)

Die Endochitinase (cThEnaZ@C)) steht unter der Kontrolle des von Mais isolierten
Promotors des Ubiquitin-Gens. Das Enzym wurde mittels des Aktivitätsassays (s. Anhang lV
und Abschnitt D 2 (a) a)) in Wuzeln, Blättern und Körnern nachgewiesen und es muss
davon ausgegangen werden, dass es ebenfalls in der Ahre exprimiert wird. Die
Untersuchungen in Wurzeln und Blättern hatten rein qualitativen Charakter und wurden nicht
quantitativ evaluiert. Es muss aber davon ausgegangen werden, dass die Gehalte an
rekombinantem Enzym in diesen Pflanzenteilen im Wesentlichen den Gehalten der Körner
entsprechen.

b) pJH271-Beta-Glu-307

Unter Venrendung eines Konstrukts zur Transformation von Gerste bei welchem GFP unter
Kontrolle des Promotors des Hor3-1-Gens stand, konnten Cho et al. (2002) die Endosperm-
spezifische Expression von GFP zeigen. Die (1,3-1,4)-ftGlucanase steht unter der Kontrolle
des Promotors und Signalpeptids des gleichen Endosperm-spezifischen D Horde,rn-Gens
Hor3-1. Daraus resultiert eine zeitlich und räumlich begrenzte Expression während der
Kornentwicklung (Horvath et al. 2000).

4. Informationen über Unterschiede zwischen der GVP und
Empfängerpflanze im Hinblick auf

(a) Form(en) und/oder Rate der Fortpflanzung:

der
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Die sexuelle Reproduktion von Gerste erfolgt über Samen. Da die beabsichtigte Wirkung der
rekombinanten Endochitinase (cThEn42(GC)) auf eine Erhöhung des Resistenzpotenzials der
transformierten Gerste gegenüber zweier pilzlicher Phytopathogene abzielt, ist ein Einfluss auf
die Fortpflanzung unwahrscheinlich.
lm Falle der mit (1 ,3-1,4)-FGlucanase transformierten Pflanzen, ist auf Grund der Venruendung
des Promotors die Expression des Transgens zeitlich und räumlich auf das sich entwickelnde
Korn beschränkt, während die Aktivität des rekombinanten Enzyms bis zur Kornkeimung
erhalten bleibt (Horvath et al. 2000). Da die Funktion des Transgens in einer verbesserten
Nutzung der (1 ,3-1, )-ftGlucane des Endosperms und Aleurons während der Kornkeimung
besteht, ist nicht davon auszugehen, dass die genetische Veränderung einen Einfluss auf die
Fortpflanzung hat.

Die hier beschriebenen Linien haben mehrere Sexualzyklen in Gewächshaus- und
Feldversuchen durchlaufen. Basierend auf Beobachtung durch wissenschaftliches
Fachpersonal unterscheiden sich die transgenen Linien p\1N210-9-(4001-4360) und pJH271-
Beta-Glu-3O7 nicht in Bezug auf Blühen und Samenbildung im Vergleich zu der für die
Transformation bzw. Kreuzung vennrendeten Kulturgersten Golden Promise und Baronesse.
Diese Angaben basieren auf in den USA durchgeführten Untersuchungen.

(b) Ausbreitungsfähigkeit

Die wahrscheinlichsten Ausbreitungswege erfolgen über Samen und Pollen. Bei den
ausgewählten Gerstenlinien handelt es sich um die Tr (pYW210-9-(4001-4360)) bztt Ft
Generationen (pJH271-Beta-Glu-307). Die Pflanzen jeder Generation blühten normal und
ezeugten Samen. Wissenschaftliches Fachpersonal konnte in bisherigen Gewächshaus- und
Feldversuchen an der Washington State University, Pullman (USA) oder an der Justus-Liebig-
Universität Gießen keinen Unterschied zwischen gentechnisch modifizierten Linien und der
Empfängerpflanze (Golden Promise) bzw. dem Kreunzungselter (Baronesse) in Bezug auf
Form und Rate der Ausbreitung beobachten.
Auf die Argumentation des vorherigen Abschnitt venrueisend, kann auf Grund der vorgenommen
Modifikationen nicht davon ausgegangen werden, dass die transgenen Pflanzen sich in ihrer
Ausbreitungsfähigkeit von der Empfängerpflanze bzw. Kreuzungselter unterscheiden.

(c) Überlebensfähigkeit

Das Samenkorn ist die Überdauerungs- und Verbreitungsform der Gerste. Das zu verwendende
transgene Pflanzenmaterial wurde im Gewächshaus und im Feld seit mehreren Jahren
vermehrt. Basierend auf Beobachtung durch wissenschaftliches Fachpersonal sind sowohl
Blüte als auch Samenproduktion als normal zu bewerten, so dass die genetische Modifikation
auf keine zu den Empfängerpflanzen veränderte Überlebensfähigkeit schließen lässt.

ln dieser Hinsicht konnten durch die Zerstörung der Freisetzungsversuche in 2006 und
2007 keine Erkenntnisse aus der Freisetzung 67860-0168 in Giessen erzielt werden.

5. Genetische Stabilität des lnserts

Die zu verwendenden Linien wurden 1998 (pJH271-Beta-Glu-307) bzw. 2000 (p\aN210-9-
(4001-4360)) erstellt. Mehrere Generationen Selbstbefruchtung mit stabiler Expression der
beiden Enzyme weisen auf eine stabile Integration des lnserts in das pflanzliche Genom hin.

6. Fähigkeit zum Transfer des gentechnisch eingefügten oder veränderten
Materials von GVP in andere Organismen
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Die Pollenverbreitung ist die realistischste Form des Transfers von genetischem Material auf
andere Organismen. Auf die Wahrscheinlichkeiten der Genübertragung über Gerstenpollen
auf verwandte Wildarten sowie andere Gräser unter Berücksichtigung der Kreuzbestäubung
bzw. Auskreuzungsmöglichkeit wurde bereits in Abschnitt B 2 eingegangen.

Bodenmikroorganismen stellen eine andere Gruppe von Nichtzielorganismen dar, bei denen
ein Gentransfer in Enruägung gezogen werden muss. Um zur Ausprägung zu gelangen,
müssten die Gene in Bakterien übertragen und dort repliziert werden. Da hierzu mindestens
vier Schritte notwendig sind, (i) Entlassung des intakten Resistenzgens mit einem "origin of
replication" aus der Pflanzenzelle, (ii) Aufnahme durch kompetente Bakterien, (iii)
Ringschluss zu einem Plasmid und (iv) Expression des Gens, ist der Gentransfer von Genen
von Pflanzen auf Bakterien und deren Ausprägung ein seltenes Ereignis. Bisherige
Untersuchungen belegen, dass die Wahrscheinlichkeit auch unter optimierten
Laborbedingungen sehr gering ist und ein horizontaler Gentransfer unter Feldbedingungen
nicht nachgewiesen werden konnte (Nielsen et al. 1997, Gebhard and Smalla 1998).

Ein Gentransfer auf Menschen und Nutztiere ist praktisch ausgeschlossen, da keine
pflanzlichen Bestandteile des Feldversuchs in die Nahrungs- bzw Futterkette gelangen
werden.

7. Informationen über toxische, allergene oder schädliche Effekte auf die
menschliche Gesundheit und die Umwelt, die durch die gentechnische
Veränderun g hervorgerufen werden

Keine pflanzlichen Bestandteile des Feldversuchs werden in die menschliche oder tierische
Nahrungskette gelangen. Eine schädliche oder toxische Auswirkung der genetischen
Modifikation auf den Menschen kann nicht angenommen werden, da die bewirkte
Veränderung (a) auf einer erhöhten Degradation von Chitin beruht, die wiederum Resistenz
gegenüber den pilzlichen Phytopathogenen Rhizoctonia solani AG-8 und R. oryzae
vermitteln soll, bar. (b) auf einen verbesserten Abbau von pGlucanen im Endosperm und
Aleuron des Gerstenkorns abzielen.
Auf mögliche Auswirkung der Endochitinase (cThEn 2(GC)) und (1,3-1,4)-B-Glucanase auf
pilzliche und bakterielle Organismen sowie lnsekten wird in Abschnitt D g eingegangen. Da
sowohl Chitin als auch Glucane Bestandteile der Zellwände bzw. des Exoskeletts dieser
Organismen darstellen, sind Wechselwirkungen mit invasiven Organismen denkbar. Die
Wechselwirkung-en mit symbiontischen Organismen (Mykorrhizapilzen, kommezielles
Produkt Amykor@ Wurzel-Vital) soll im Rahmen dieser Studien untersucht werden.

Basierend auf mündlichen Mitteilungen wissenschaftlichen Fachpersonals gab es in
bisherigen Gewächshaus- und Feldversuchen in den USA keine Hinweise auf negative
Auswirkungen auf Menschen und Umwelt.

Für die beiden in den jeweiligen Gerstenlinien exprimierten Genprodukte, Endochitinase und
(1,3-1,4)-B-Glucanase, gibt es keine Hinweise auf toxische oder allergene Wirkungen. Ein
Vergleich der Aminosäuresequenz mit einer Allergen-Datenbank ergab keine
Sequenzhomologien
Ubereinstimmungen von mehr als 4 aufeinander folgenden Aminosäuren. Es wurden keine
Homologien zu Toxinen gefunden.

Das Bar-Gen bzw. dessen Genprodukt (Phosphinothrlcin-Acetyltransferase, PAT) wurde
nach umfangreichen Sicherheitsuntersuchungen als nicht gesundheitsgefährdend
eingeordnet. PAT besitä keine N-Glykosylierungstellen und das Enzym besitä keine
Ahnlichkeit (ldentität war < 35%) und keine Homologien von mehr als 8 konsekutiven
Aminosäuren zu Allergenen oder Toxinen. Intravenöse lnjektion (bis 10 mg/kg
Körpergewicht) von PAT in Mäuse zeigte keinerlei toxische Symptome. Das Enzym ist
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hitzestabil. Die Enzymaktivität wird allerdings ab einer Temperatur von 60'C und 10
minütiger Exposition inaktiviert (Herouet et al. 2005). Das PAT Enzym wurde durch die EPA
(Environmental Protection Agency) von einer. Toleranzkennzeichnung für alle
ladwi rtsch aft | ichen Rohstoffe befreit (E PA 1 997).

Das sGFP-Gen wurde von Chiu et al. (1996) beschrieben. Sicherheitsuntersuchungen
ergaben keine toxischen Effekte in Fütterungsversuchen mit Mäusen (1 mg aufgereinigtes
GFP/Tag über 26 Tage). Der Vergleich des Proteins mit Aminosäuresequenzen bekannter
Allergene ergab keine Homologien > 4 konsekutiver Aminosäuren. Das Protein zeigt keine
Stabilität gegenüber Verdauungsprozessen in Mensch und Tier, was seine potenzielle
Allergenität unwahrscheinlich macht. Transformierte Zebrafische und Mäuse, die konstitutiv
GFP exprimierten, waren gesund (Higashijima et al. 1997, Hadjantonakis et al. 1998). Dies
deckt sich im Falle der Mäuse mit den Ergebnissen aus den Fütterungsversuchen (Richards
et al. 2003).

Zusätzlich wurden weitere Sequenzen, die innerhalb der T-DNA liegen, in die pflanzliche
Zelle transferiert. Die Endochitinase-exprimierende Linie (pYW210-9-(4001-4360)) enthält
die pBlN 19 Sequenzen 5928-6777 und9140-9421. Die Beta-Glucanase-exprimierende Linie
(pJH271-Beta-Glu-307) enthält die pBlN 19 Sequenzen 5928-6768 und 9209-9421
Die T-DNA enthält an Position 6043-6190 bzw. 9260-9421 die linke bzw. die rechte
Randsequenz, die für ihre Integration in das pflanzliche Genom benötigt werden. Die
Nukleotide 6191-6321 und 6623=6917 umfassen Teile des lacZ-Gens aus E. coli, die in
Pflanzen nicht funktional sind. Die Nukleotide 6322-6622 umfassen Teile (den Ursprung der
Replikation) des E. coli-Phagen M13, die in Pflanzen nicht funktional sind. Die Nukleotide
8953-9259 umfassen den Promotor des Nos-Gens (Nopalin-Synfhase) aus Agrobacterium
tumefaciens, der aber auf Grund der diversen Klonierungsschritte nur fragmentarisch in den
Nukleotiden 9140-9421 von pYW210 und 9209-9421 von pJH271 vorliegt (vgl. Anhang Il,
Abb. 5, Frisch et a!. 1995).

Die für die Erstellung der Linien pJH271-Beta-Glu-307 und p\4ff210-9-(4001-4360)
verwendeten Plasmide (pJH271 bzw. pYW210) basieren auf dem Plasmid pBlN19.
Außerhalb der T-DNA des pBlN19 ist ein Kanamycin-Resistenzgen gelegen (nptllt), welches
eine Aminoglycosid-3'-Phosphotransferase kodiert. ln seftänen Failen können
Vektorsequenzen über die T-DNA hinaus übertragen werden. Da das nptlll-Gen unter
Kontrolle eines bakteriellen Promotors steht, sollte es in Pflanzen nicht exprimiert werden.
Southern Blot Analysen zeigten, dass npfl// weder in seiner Gesamtheit noch in Fragmenten
in das Genom der Linien pJH271-Beta-Glu-307 und pYW210-9-(4001-4360) integriert wurde
(s. Anhang V und Abschnitt D 2 (a) b)). Da keine genaue Analyse zur lntegration der
restlichen außerhalb der T-DNA liegenden Sequenzen in das Pflanzengenom der beiden
Linien durchgeführt wurde, wird der Risikoabschätzung zugrunde gelegt, dass diese
Sequenzen integriert sind. Der Vektor pBlN19 wurde vollständig sequenziert (Anhang ll,
Abbildung 5; Frisch et al. 1995). Auf Grund der Sequenz ergeben sich folgende Teilstücke
außerhalb der T-DNA: Die Nukleotide 1-618 umfassen den oriV, den Ursprung der
Replikation des Plasmids pRK2 aus E colr. Die Nukleotide 693-964 umfassen ein nicht
funktionales Teilstück des k/A-Gens aus Kehsiella aerogenes. Die Nukleotide 3079-4560
umfassen das frfA-Gen des Plasmids pRK2, das für zwei Proteine, die für die Replikation
des Plasmids in Bakterien, jedoch nicht in Pflanzen, notwendig sind. Die Nukleotide 4561-
5603, 9434-10617 umfassen das fefA-Gen des Plasmids pRK2, das nicht funktional ist, da
es zwischen den Positionen 6043-9421 durch die T-DNA unterbrochen ist. Die Nukleotide
10610-10988 umfassen den GolEl ori, den Ursprung der Replikation von dem Plasmid
ColE1. Die Nukleotide 10982-11765 umfassen Teile des fraF-Gens, die den oriT des
Plasmids RP4 aus E. colienthalten, der für triparentale Paarungen benötigt wird, in Pflanzen
jedoch nicht funktional ist. Die Nukleotide 619-692, 5604-6042,9422-9433 und 11766-11777
umfassen Bereiche, die keine Homologien zu bisher bekannten Sequenzen aufweisen.
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8. lnformationen über die Sicherheit der GVP für die Tiergesundheit,
insbesondere in Bezug auf toxische, allergene oder sonstige schädliche
Effekte auf Grund der genetischen Modifikation, falls die GVP für die
Verwendung in Tierfutter vorgesehen ist

. Keine pflanzlichen Bestandteile des Feldversuchs werden in die menschliche oder tierische
Nahrungskette gelangen.

9. Mechanismen der Wechselwirkung zwischen den GVP und den
Zielorganismen (falls zutreffend)

Die Feldstudien ermöglichen eine epidemiologische Aufzeichnung auftretender pilzlicher
Krankheiten auf den gentechnisch modifizierten Pflanzen und den/m entsprechenden
Empfängerpflanzen (Golden Promise) bzw. Kreuzungselter (Baronesse). Zielorganismen
sind folglich alle auftretenden pilzlichen Schaderreger.

Die möglichen Wechselwirkungen zwischen pilzlichen Organismen und den zu
verwendenden transgenen Linien basieren auf der Eigenschaft der Transgene, Chitin oder
Glucane zu hydrolisieren und somit invasive, pilzliche Organismen an der Infektion und
Besiedlung pflanzlichen Gewebes zu hindern.

Chitin ist ein aus N-Acetylglucosaminen aufgebautes Polysaccharid. Es ist Bestandteil
pilzficher Hyphenwände und kann durch Chitinasen abgebaut werden. In vitro Versuche mit
axenischen Pilzkulturen von Rhizoctonia solani AG-8, R. oryzae und Gaeumannomyces
graminis zeigten, dass die zur Transformation verwendete Endochitinase (cThEna2GC)\ die
pilzliche Entwicklung hemmt und in höheren Konzentrationen auch verhindert. Von einer
generellen, antifungalen Wirkung der Endochitinase kann nicht ausgegangen werden, da das
Wachstum von drei Fusarium sp. (F. culmorum, F. gramineantm, F. pseudograminearum)

nicht beeinflusst war (Wu 2003). Dennoch ist eine Wechselwirkung mit anderen pilzlichen
Schaderregern nicht auszuschließen.

(1,3-1,4)-B-Glucane sind Polysaccharide in Zellwänden Höherer Pflanzeh der Familie der
Poaceae und hier im speziellen der Gramineen (Planas 2000). Hier ist sie verstärkt in den
Zellwänden des Endosperms von Getreide zu finden. Diese B-Glucane unterscheiden sich
von den Glucanen bakterieller und pilzlicher Zellwänden. Die enzymatische
Depolymerisierung von (1,3-1,4)-B-Glucanen wird von verschiedenen pGlucanasen
durchgeführt, unter denen die (1,3-1,4)-Fclucanasen (EC 3.2.1.73) das aktivste Enzym
darstellen. (1,3-1,4)-B-Glucanasen besitzen eine strikte Substratspeztfizität für die Spaltung
L-1,4 glykosidischer Bindungen 3-O-substituierter Glukopyranoseeinheiten. Die Endprodukte
der Hydrolyse von Gerste B-Glucanen sind Trisaccharide (3-O-ftCellobiosyl-D-
Glukopyranose) und Tetrasaccharide (3-O-B-Cellotriosyl-D-Glukopyranose). Neben Pflanzen
gibt es auch einige Bakterien, welche (1,3-1,4)-pGlucanasen sekretieren. In Bacil/us sp.
haben diese Enzyme die gleiche Substratspezifizität wie jene Glucanasen in Gerste, die für
die Mobilisierung von Stärke und Proteinen im Endosperm während der frühen Kornkeimung
benötigt werden (Borriss et al. 1989, Jensen et al. 1996, Planas 2000). Bakterielle und
pflanzi'rche (1,4-1,4)-B-Glucanasen besitzen weder eine Ahnlichkeit auf
Aminosäuresequenzebene noch ähnliche dreidimensionale Enzymstrukturen, was ihre
unterschiedlich evolutionäre Entwicklung, obgleich ihrer gleichartigen Substratspezifizität,
belegt (Planas 2000).
Die (1,3-1,4)-B-Glucanase, mit wetcher Golden Promise transformiert wurde, basiert auf
einer intragenischen Rekombination eines Gens von Bacillus amyloliquefaciens und BactTlus

macerans. Das Gen enthält die Aminosäuren 1-12von B. amyloliquefaciens und 13-214 von
B. macerans, wobei Tyr 13 von B. amyloliquefaciens entfernt wurde. Dies bewirkt eine
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erhöhte Hitzestabilität des Enzyms von mehr als 4 h bei 70"C und pH 5,0 (Borriss et al.
1989, Politz etal. 1993, Jensen et al. 1996).

Nach heutigem Wissen ist ein Einfluss auf pilzliche (und bakterielle) Organismen nicht
auszuschließen. Einige Fakten wirken allerdings limitierend auf mögliche Interaktionen
zwischen dem rekombinanten Enzym und nicht-pflanzlichen Organismen: (a) Die Kontrolle
des Transgens durch den D Hordein-Promotor begrenzt seine Expression auf das
Endosperm. (b) Die Expression des rekombinanten Enzyms ist zeitlich auf die
Kornentwicklung und -keimung reduziert. (c) Das rekombinante Enzym besitzt eine hohe
Substratspezifizität für die (1,3-1,4)-ftGlucane des Endosperms und Aleurons.

Gemäß dem Bescheid des Bundesamtes für Verbraucherschutz und Lebensmittel-Sicherheit

(BVL, Berlin, vom 03. April 2006; Fe.. 6786-01-0168), erfolgte am 25.04.2006 (s.

Zwischenbericht 2OOO) die Durchführung der Freisetzung der gentechnisch veränderten

Gerste auf dem Versuchsgelände des Instituts für Phytopathologie und Angewandte Zoolgie

der Universität Gießen im Alter Steinbacher Weg 44, 35394 Gießen, Flur/Flurstück 15ft512

(s. den Versuchsplan Abbildung 1). Dieses Vorhaben wurde am 28.03.2007 unter der

gleichen Bedingung wiederholt.

Bei der Ernte wurden die transgenen Pflanzen sowie die nicht-transgenen Eltempflanzen mit

Hilfe eines Spatens aus dem Boden gehoben und anschließend mit Wasser sorgfältig und

vorsichtig von anhaftender Erde an der Wuzeln noch auf dem Versuchsfeld befreit. Junges

Wurzelmaterial wurde schließlich in verschließbare Reaktionsgefäße überführt. Pro Parzelle

wurden sechs Pflanzenwurzeln geerntet. Eine Hälfte des Probenmaterials wurde sofort in

flüssigem Stickstoff zur molekularen Analysen schockgefroren. Die andere Hälfte wurde für

die zytologischen Untersuchungen in einer Fixierlösung aufbewahrt.

DNA-Extrakte aus Wurzel

Aus dem Wurzelmaterialvon 3 Pflanzen (pro Pazelle) wurde separat die DNA extrahiert und

bis zur weiteren Untersuchung mittels Polymerasenkettenreaktion bei -20"C aufbewahrt.

Polymeraseketten reaktion (PC R)

Die PCR wurde sowohl mit den universellen Primern NSs (5'- AAC TTA AAG GAA TTG ACG

GAA G-3') und der rDNA lnternal Transcribed Spacers (lTS4: 5'- CTC CGC TTA TTG ATA

TGC T-3') als auch mit Gerste ubiquitin-primer (Hv-Ubi60deg-rev 5'-CAG TAG TGG CGG

TCG AAG TG-3'; Hv-Ubi60deg-fwd S'-ACC CTC GCC GAC TAC AAC AT-3) als Kontrolle

durchgeführt. Dieses Amplikon dient als Matrix zur Bestimmung der Untergruppen unter

Verwendu.ng AM spezifischer Primer (VANSlfwd 5'-GTCTAGTATAATCGTTATACAGG-3';

NS31 fwd 5'- TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC UNd AMITEV 5'-

GTTTC CC GTAAG G C G C C GAA-3',).

Mikroskopische U ntersuchungen

Die Besiedlung der Wurzel mit AM Pilzen wurde ermittelt. Es wurden 100

Wurzelsegmente pro Wiederholung untersucht Zur Visualisierung des Pilzes wurde der

Farbstoff WGA-Alexa Fluor 488 bzw. Trypan Blau venruendet. Bonitierung erfolgte nach den

folgenden Kriterien:
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1. Gesamtverpilzung (Besiedlungsgrad %, lntensität der Mykorrhizierung %

2. intraradikale Hyphen

3. Arbuskeln

4. Vesikel

Eine kurze Zusammenfassung der erzielten Ergebnissen erfolgt in D.13.

1 0. Mög I iche si g nifikante Wechselwi rku n gen m it Nichtzielorgan ismen

Nichtzielorganismen, bei denen eine Wechselwirkung mit den transgenen Linien denkbar
wäre, sind tierische Organismen, welchen Gerstenkörner oder -pflanzen als Futter dienen
sowie bodenbürtige Bakterien und mykosymbiontische Organismen.

Da die gentechnische Modifikation auf einer verstärkten Expression einer Endochitinase
(cThEn42(GC)) bzw. einer (1,3-1,4)-B-Glucanase beruht, ist eine Wechselwirkung mit
Säugetieren unwahrscheinlich.

Für mögliche signifikante Wechselwirkungen der rekombinanten (1,3-1,4)-B-Glucanase mit

Nichtzielorganismen gilt das bereits im vorhergehenden Abschnitt erwähnte.

Chitin ist als Bestandteilpilzlicher Hyphenwände auch in Mykorrhizapilzen anzutreffen. Chitin
ist ein Polysaccharid, das aus mehreren N-Acetylglucosaminen besteht. Somit ist die
konstitutive Expression der Endochitinase in den transgenen Pflanzen potenziell schädigend
für invasive Organismen.
Bisherige Untersuchungen belegen keinen antifungalen Effekt von Chitinasen bei der
Mykonhizierung:

. Verschiedener Chitinasen (Klasse lll) zeigten eine erhöhte Transkription in Medicago
truncatula während der Besiedlung durch Glomus intraradices (Salzer et al. 2000).

r Die konstitutive Überexpression verschiedener Chitinasen (Klasse l, ll, lll) unter

Kontrolle des CaMV 35S Promotors in Tabakwuzeln zeigte keine Unterschiede im

Besiedlungsverhalten von G/omus mosseae im Vergleich zur Wuzelbesiedlung von
Kontrollpflanzen (Vierheilig et al. 1995).

Dennoch sind Wechselwirkungen mit pilzlichen Symbionten nicht auszuschließen. Die

Feldversuche haben das Ziel, mögliche Wechselwirkungen zu identifizieren.

Wechselwirkungen mit Insekten sind aus mehreren Gründen unwahrscheinlich:

. Das Exoskelett bzw. die Kutikula der Insekten besteht zwar aus bis zu 40% Chitin,
jedoch ist Chitin nicht in der äußersten Schicht des lnteguments, der Epikutikula,
vorhanden.

. Das Chitin der inneren Schichten der Kutikula (Exo-, Endokutikula) ist eng mit
Proteinen verbunden und folglich ist der Zugang für Chitinasen eingeschränkt. So
sind auch vornehmlich Proteasen in die Häutung der lnsekten involviert.

o Die peritrophe Membran des Verdauungskanals der lnsekten enthält ebenfalls Chitin.

Sie besteht aber durchschnittlich nur zu 3-13% aus Chitin während Proteine,
Glykoproteine und Proteoglykane die Hauptbestandteile darstellen (Mezendorf und
Zimoch 2003).

o Herbivore Insekten sind in allen Ökosystemen ständig mit pflanzlichen Chitinasen
konfrontiert, die sich jedoch nicht schädigend auswirken.

. Basierend auf mündlichen Mitteilungen wissenschaftlichen Fachpersonals zeigten

bisherige Feldversuch in den USA keine Auffälligkeiten in der Entwicklung und dem
Fressverhalten von Schädlingen (2.B. Blattläuse) und Prädatoren (2.B. Marienkäfer)
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Bodenmikroorganismen stellen eine andere Gruppe von Nichtzielorganismen dar, bei denen
ein Gentransfer in Enrvägung gezogen werden muss. Bisherige Untersuchungen konnten
keinen horizontalen Gentransfer mit nicht-homologer DNA unter Feldbedingungen
nachweisen. Das Fazit dieser Untersuchungen war, dass die Wahrscheinlichkeit eines
solchen Gentransfers als sehr gering eingestuft werden muss (Nielsen et al. 1997, Gebhard
and Smalla 1998).

In dieser Hinsicht konnten durch die Zerstörung der Freisetzungsversuche in 2006
und 2007 keine Erkenntnisse aus der Freisetzung 67860-0168 in Gießen ezielt werden.

11.Mögliche Wechselwirkungen mit der abiotischen Umgebung

Definiert man die abiotische Umgebung als Umweltfaktoren (2.B. Klima, Atmosphäre, Boden,
Wasser, Wärme, Temperatur usw.), die nicht direkt durch Lebewesen beeinflusst werden, so
werden keine Auswirkungen auf die verschiedenen Parameter erwartet.
Es ist davon auszugehen, dass physikalische und chemische Prozesse des Proteinabbaus
bzw. der Blattzersetzung des modifizierten Pflanzenmaterials dem der Empfängerpflanze
bzw. Kreuzungselter (Golden Promise, Baronesse) entspricht.

Basierend auf mündlichen Mitteilungen wissenschaftlichen Fachpersonals konnten in
bisherigen Feldversuchen an der Washington State University, Fullman (USA) keine
Unterschiede im Abbau des gentechnisch veränderten Pflanzenmaterials im Vergleich zum
Pflanzenmaterial der Empfängerpflanze beobachtet werden. Diese Beobachtungen sind rein
qualitativ und beruhen nicht auf einer quantitativen Auswertung. Sie sind möglich, da nach
den Richtlinien des ,Animal and Plant Health Inspection Service - APHIS' dem Anbau von
modifizierten Pflanzen in den USA eine Schwarzbrache folgt.

{2.Beschreibung der Nachweis- und ldentifizierungsverfahren für die GVP

Die gentechnisch veränderten Pflanzen sind mit mehreren Methoden identifizierbar:
. PCR, Western Blots und genomische Southern Blots zum Nachweis der Transgene.
. Enzymassay für die Aktivität der (1,3-1,4)-B-Glucanase (Horvath et al. 2000) und der

Endochitinase (cThEn42(GC)).

l3.Gegebenenfalls lnformationen über frühere Freisetzungen der GVP

Die beiden hier venryendeten transgenen Pflanzen wurde seit 1999 (pJH271-Beta-Glu-307)
bzw. seit 2004 ft\aff210-9-(40014360)) an der Washington State University, Pullman (USA)
im Feld angebaut. Für das Jahr 2005 wurden folgende Aktenzeichen für die
Freisetzungsversuche durch die ,,Animal and Plant Health Inspection Service - APHIS" der
Vereinigten Staaten von Amerika vergeben:
r Release Notification No. 05-035-13n $n42-2) für pYW210-9-(4001-4360)
. Release Notification No. 05-035-14n (di 04-029-02n) für pJH271-Beta-Glu-307

Dieselben Transformationsereignisse wurden im Jahr 2006 und 2007 in Gießen auf dem
Feld der Universität angebaut: Bescheid des BVL, Berlin, vom 03. April 2006: Az. 6786-01-
0168.

Zusammemfassung der ezielten Ergebnisse:

1. Eine erfolgreiche Besiedlung von trangenen wie nicht-transgenen Elternpflanzen

Mykorrhizapilzen unter Freiland- und(Kontrollpflanzen) mit
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Gewächshausbedingungen konnte durch mikroskopische Analysen nachgewiesen

werden.

Durch molekulare Analyse konnte die Mykorrhizierung auch quantitativ analysiert und

bestätigt werden.

Hinweise auf eine gestörte Wechselwirkung von Wirtspflanze mit Mykorrhiza-Pilzen

wurden nicht erhalten.

Eine AM-spezifische Analyse und Quantifizierung der Verpilzung unter Verwendung

des NS5/lTS4-Amplikon wird noch durchgeführt werden.

Hinsichtlich der Vermeidung von Durchwuchs wurde das generative Pflanzenmaterial

(Ahrenstroh) der Versuchsfläche und der Mantelsaat geerntet und durch

Autoklavieren inaktiviert. Bei Kontrollen im Abstand von zwei Wochen konnte kein

Durchwuchs beobachtet werden.

E. Informationen über den Ort der Freisetzung
Alle dazu benötigten Kartenübersichten sind in Anhang zu finden (Vl. Anhang ll).

1. Lage und Größe der Freisetzungsfläche
Die Versuchsfläche befindet sich auf den Flächen des AgroBiotechnikums Gemeinde 18184
Thulendprf (Mecklenburg-Vorpommern, Landkreis Bad Doberan).
Die Freisetzung erfolgt in der Gemarkung Klein Läsewitz, Gemeinde 18184 Thulendorf. Die
vorgesehene Versuchsfläche erstreckt sich über die Flure 1 und 2 (Flurstücke s.u.). Sie hat
eine Gesamtfläche von 46,3 ha und befindet sich nördlich der 8110 zwischen Rostock und
Sanits. An das Feldstück grenä im Westen die Ortschaft Sagerheide. In etwa 1 km
Entfernung liegt die Ortschaft Groß Lüsewitz, SaniE ist etwa 3 km entfemt.

Die Versuchsfläche liegt aufgrund ihrer topographischen Lage nicht im
Überschwemmungsgebiet. bie Versuchsfläche grenzt im-Osten an däs FFH Gebiet
,,Billenhäger Forst". In allen anderen Richtungen ist sie von Ackerland umgeben.

Der Versuchsumfang beinhattet maximal 4000 GVP auf einer Versuchsfläche von ca.777,6
m2 inklusive Mantelsaat. Die Freisetzungsfläche (= mit GVP bestandene Fläche) beträgt 9,6
m2 (s.Anhang lll).

Kreis: Bad Doberan
Gemarkung: Klein Lüsewitz,
Gemeinde 18184 Thulendorf
Flur: 1 und 2
Flurstück: 54, 18, 1 9 (Flur 1 ) und 46, 47 ,49, 50, 51 , 52, 54 (Flur 2)
Schlag: 3/12
Schlaggröße:46,3 ha
Eigentümen Land Mecklenburg

-

Bewirtsch äftEiffiiEiEEiri"u: lI
Geographische, geologische und bodenkundliche Eigenschaften
Bodenart: lehmiger Sand
Bodenza hl I Ackerzahl: 42
natürliche Standorteinheit D3b2 (Bodenform S andtiefleh m-Brau nstaugley).

2.

o

o
(
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Geplante Erschließungen oder Geländeumwidmungen
Es sind keine Erschließungen oder Geländeumwidmungen geplant.

U mfang der ortsansä'ssige n Bevölke ru ng
Gemeinde Thulendorf (Hohenfelde, Klein Lüsewitz, Neu Fienstorf, Neu Thulendorf, Sagerheide
und Thulendorf) : 524 Einwohner.
Gemeinde Sanitz ( Groß Freienholz, Gubkow, Hohen Gubkow, Horst, Klein Freienholz, Klein
Wehnendorf, Neu Kokendorf, Neu Wendorf, Niekrenz, Oberhof, Reppelin, Sanitz, Toitendorf,
Vietow, Wendfeld, Wendorf, Groß Lüsewitz): 5884 Einwohner.

Wirtschaftliche Tätigkeiten der ortsansässrgen Bevölkerung, die sich auf die
natürlichen Ressourcen des Gebiefes stüEen
La n d wi rts ch aft , Fo rstwi rtsch aft , Pflanzenzü chtu n g

2. Beschreibung des ökosystems am Ort der Freisetzung, einschließlich Klima,
Flora und Fauna

Klimatische Merkmale des Gebiefes

Das Gebiet zählt zum Ostseeküstenklima mit einer Jahresdurchschnittstemperatur von 6,9'C
und einem mittleren Niederschlagsniveau von 580-640 mm. Die vorherrschende Windrichtung
geht von West nach Ost.

Jahresniederschlag: 580 - 640 mm
Jahresdurchschnittstemperatur: 6, I'C
Höhe über NN: 15 m.

Vorhandene Pflanzen- und liergesellschaften einschließlich Nuhpflanzen, Nuhtieren
und wandernden Arten

Das Versuchsgelände ist Ackerland. Die Ackerflächen in der Umgebung der Fläche besitzen
etwa die gleiche natürliche Standorteinheit und Bodenart und werden ebenfalls ackerbaulich
genutzt. Der Ackerbau umfasst Getreide (etwa 50 %), Silomais, Kartoffeln und Raps.

Wildlebende Tiere wie Kaninchen, Hasen, Rehe, Schwazwild und Vögel (ortsfeste und
ziehende: Saatkrähen, Wildtauben, Wildgänse,..Mäusebussarde, Spatzen, Kohlmeisen und

andere Finkenvögel sowie Kraniche) treten im Ökosystem auf. lnsekten wie Wildbienen und

Hummeln kommen in natürlichen Populationen vor, darüber hinaus auch Bienenvölker in jährlich

variierender Anzahl. Am Standort typische Unkräuter sind Weißer Gänsefuß (Chenopodium

album'1, Acker-Hellerkraut (Thlaspi aruense), Flohknöterich (Polygonum persicanä), Hirtentäschel
(Capsetla bursa pasfons), Gemeiner Windenknöterich (Fallopia convolvus) und Purpurrote

Taubnessel (Lamium purpurcum). Diese Angaben wurden durch eine Standorterfassung im Juni

2003 durch Mitarbeiter der Universität Rostock erhoben (FINAB e.V., 2003).

Gesetzlich geschützte Arten an den Standorten Sanitzfcroß Lüsewltz und
Thu|endorf/K|einLüsewiE(AngabennachBiovafiu,Egemäß

Sanitz/Groß LüsewiE undStandorten

Datenabfragen beim Landesamt für Naturschutz und Geologie, Mecklenburg-Vorpomern
(LUNG), siehe auch ergänzende Information im Anhang ll Karte 7l: Kraniche,

Überwinternde Feldgänse, Marderhund, Weißstorch, Fischotter, Bachneunauge,
Rotbauchunke, Kammmolch, Laubfrosch (Hyla arborea), Moorfrosch (Rana arvalis),

Knoblauchkröte (Pelobates fuscus), Wechselkröte (Bufo viridis), Wasserfrosch (Rana

esculenta), Grasfrosch (Rana temporaria) Amphibien.
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Wie bereits in Abschnitt H iv+V beschrieben, ist die Beeinträchtigen der Tiergesundheit
auszuschliessen

ln Abhängigkeit der Bewirtschaftung leben in den Feldfluren Feldhasen, Feldmäuse, Füchse,
Marder, Dachse sowie verschiedene Kleinsäuger und lnsekten. 

a

Nach Abschluss des Versuches ist eine weitere ackerbauliche Nutzung vorgesehen. Bisherige

Fruchtfolge:

2003t04
2004t05
2005/06
2006t07
2007t08

Winterraps
\Mntenryeizen
Kartoffeln
Winterweizen + Sommergerste
Tritticale + Sommergerste

3. Vorhandensein geschlechtlich kompatibler, wilder verwandter Arten oder
Kulturpflanzen
Der kommezielle Anbau von Gerste im Umkreis der geplanten Freisetzungsfläche ist ca. 50
m entfernt. Damit können Wechselwirkungen zwischen Freisetzung und kommerziellem
Anbau praktisch ausgeschlossen werden.

Bisher wurden keine Wildgerstenarten dort beobachtet (mündliche Mitteilung des die Fläche
bewi rtsch aft enden Landwirts).

4. Nähe zu offiziell anerkannten geschützten Biotopen oder Schutzgebieten,
die betroffen werden können

Nähe zu Gebieten, die zum Zwecke der Trinlrwassergewinnung geschützt
werden
Der Schlag 3/12 und die benachbarten Flächen des Schlages 3/14 befinden sich in der
Trinkwasserschu2one | | | der Warnow.

Nähe zu Gehieten, die aus Umweltgründen geschüEtwerden
Auf dem Schlag und den Nachbarfeldstücken befinden sich Kleinbiotope in Form von
Senken (Söllen), Kleingewässer, Kleingehölzen und naturnahe Feldhecken, teilweise mit
Wasser gefüllt (siehe Tabelle unten). Eine Beeinträchtigung der Biotope ist nicht zu erwarten.

Der Schlag 3112 grenzt an der Ostseite an das FFH Gebiet ,,Billenhäger Forst". Die
kleinstmögliche Entfernung zwischen der Freisetzungsfläche und diesem FFH-Gebiet beträgt
25 m. Durch die beantragte Freisetzung wird das angrenzende FFH Gebiet nicht
beeinträchtigt, da es sich um einen Laubmischwaldkomplex mit einer Vielzahl von
unterschiedlichen Laubwaldgesellschaften handelt und das Schutzziel der Erhalt und
teilweise die Entwicklung eines Waldkomplexes mit mehreren Waldlebensraumtypen
darstellt.
Bemerkung: Das Flurstück selbst grenzt genau an ein FFH Gebiet. Allerdings gibt es
zwischen Ackerfläche und dem benachbarten FFH Gebiet noch einen etwa 25 m breiten
Grasstreifen, der zum beantragten Flurstück gehört. Damit konnen wir nur im Abstand von
25 m Versuche anlegen.
lm Umkreis von 5 km befinden sich keine Naturschutzgebiete, Nationalparks oder
Biosphärenreservate.
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Auf der zur Verfügung stehenden Fläche und im Umfeld von 500 m befinden sich keine
geschützten Gebiete nach $ 23, S24, S25.

Liste der SchuEgebiete

BNatSchG Nummer Entfernunq (m) Himmelsrichtunq
Natura 2000
Vorschlaosoebiet

DE 1840-302 Osten

$30 Biotooe:
Naturnahe
Feldhecke

07557 Ca. 500 Norden

Soll 07554 Auf der Fläche Norden
Naturnahe
Feldoehölze

07539 Ca. 500 Nordwesten

Soll 07536 Ca.400 Nordwesten
Soll 07534 Ca.200 Westen
Stehendes
Kleingewässer
einschl.
Ufervegetation

07525 Ca.400 Westen

Soll 07550 Auf der Fläche Norden
Soll 07543 Auf der Fläche Norden
Naturnahe
Feldhecke

07565 Ca.500 Nordosten

Soll 07564 Ca. 500 Nordosten
Soll 07567 Ca.550 Nordosten
Soll 07562 Ca. 550 Osten
Soll 07537 Auf der Fläche Osten
Soll 07522 Ca. 100 Westen
Soll 07529 Auf der Fläche Mitte
Soll 07523 Auf der Fläche Süden
Soll 07521 Ca. 100 Süden
Naturnahe
Feldhecke

07518 Ca.200 Süden

Naturnahe Bruch-,
Sumpf- und
Auwälder

07516 Ca.400 Süden

Soll 0751 0 Ca.450 Süden
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F. Informationen über die Freisetzung (nur bei Anmeldungen gemäß
Artikel 5)

1. Zweck der Freisetzung

Die Feldstudien umfassen eine gezielte Evaluation von lnteraktionen zwischen den
transgenen Linien und dem symbiontischen Pilz Glomus intraradices (kommezielles
Präparat AmykoP Wuzel-Vital). Ein zweites Ziel ist eine umfassende epidemiologische
Aufzeichnung auftretender, pilzlicher Organismen bzw. sichtbarerer Krankheiten auf
gentechnisch modifizierten Pflanzen und der/m entsprechenden Empfängerpflanze (Golden
Promise) und Kreuzungselter (Baronesse).
Mit Hilfe dieser Feldstudien können nähere Angaben zum Wirkungsgrad und zur -spezifizität
der rekombinanten Proteine gemacht und der Einfluss der modifizierten Linie auf pilzliche
Organismen defi niert werden.

Es wird ein randomisierter Versuchsaufbau eingerichtet mit drei Wiederholungen pro
Genotyp und Behandlung (s. Anhang lll).

2. Zeitptan für die Freisetsung einschließlich Zeitpunkt(e) und Dauer der
Freisetzung(en)

Die Freisetzung ist während der normalen Anbausaison (Ende März/Anfang April -
AugusUSeptember) für Sommergerste in Deutschland für das Jahr 2009-2010 vorgesehen.

3. Für die Freisetzung angewandte Methoden

Der Freisetzungsversuch wird in einer Spaltanlage mit drei randomisierten Wiederholungen
pro Linie und Behandlung durchgeführt. Es werden insgesamt 4 Linien (2 transgene, 2
konventionelle) 3 Behandlungen unterzogen (Gesamtanzahl der Parzellen: 36).
Behandlung 1: Ausbringung des Mykorrhizapilzes Glomus intraradices mittels des
kommerziellen Produkts Amykor@ Wurzel-Vital (Fa. Amykor, Wolfen). Das Trägermaterial ist
Blähton. Die Aufwandmenge ist 50 ml/m2. Zusätzlich wird das Produkt in gleicher
Aufwandmenge unter das für die Behandlung vorgesehene Saatgut gemischt und mit dem
Saatgut gedrillt.
Behand I ung 2 : Trägermaterial (Blähton ohne Myko rrhizapilz).
Behandlung 3: Kontrolle.
Der Blähton mit und ohne Mykorrhizapilz wird unmittelbar vor der Aussaat per Hand
ausgestreut und eingearbeitet.

Die Aussaat erfolgt mit in Versuchsarbeiten üblichen Drillmaschinen oder durch andere
geeignete Verfahren (einschließlich Handaussaat). Die Drillmaschinen werden nach der
Aussaat auf dem Versuchsgelände von eventuell noch vorhandenem transgenen Saatgut
gereinigt. Dadurch wird eine Verschleppung transgenen Saatguts verhindert.

Das Versuchsgelände wird von einem 5 m breiten Randstreifen mit konventioneller Gerste
(Sorte Scarlett) umfasst, der wiederum von Schwazbrache (Breite: 5 m) umgeben ist.

Nach der Beendigung des Versuchs werden die Ahren der GVP und konventionellen
Kulturgerste der Parzellen per Hand geerntet. Der Randstreifen mit der konventionellen
Gerste wird maschinell geerntet. Geerntete Ahren/Körner werden sofort in entsprechend
deklarierte Säcke verpackt und in geschlossenen Behältnissen in zertifizierte S1-
Laboratorie n verbracht (laut Richtl i nie 90121 I IEEC)'.
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Nicht benötigtes Saatgut und nicht für Analysen benötigtes Erntegut (auch das aus der
Mantelsaat) wird durch Hitzebehandlug inaktiviert.

4. Verfahren zur Vorbereitung und Überwachung des Freisetzungsgeländes
vor, während und nach der FreiseEung, einschließlich Anbaupraktiken und
Ernteverfahren

Nach Aberntung der Vorfrucht wird eine Stoppelbearbeitung durchgeführt, die anschließende
Grundbodenbearbeitung (Pflug, Grubber oder sonstiges Gerät) wird im Herbst oder Frühjahr
vorgenommen. lm Frühjahr erfolgt die Saatbettbereitung mit praxisüblichen, dafür
geeigneten Maschinen bzw. Werkzeugen oder Werkzeugkombinationen. Welche konkret
eingesetzt werden, hängt vom Bodenzustand und den Witterungsverhältnissen ab.

lm Verlauf des Pflanzenwachstums wird erneut einmal gedüngt. Unkrautdruck wird mit einem
Herbizid entgegengewirkt, Schädlingsdruck wird mit I nsektiziden behoben.

Das Pflanzenwachstum wird wöchentlich protokolliert. Während der Vegetationsperiode
werden zu verschiedenen Zeiten Proben genommen.

Nach der Beendigung des Versuchs erfolgt eine Stoppelbearbeitung (Scheibenegge), mit der
ein erneutes Auskeimen des Ausfallkorns angeregt wird. Der erneute Gerstenaufwuchs wird
noch im selben Jahr mit Roundup behandelt. lm nächsten Frühjahr werden aufgelaufene
Gerstenpflanzen in den Versuchsparzellen bonitiert und es wird in der Folgefrucht ein
Herbizid zu deren Vernichtung eingesetzt. lm Folgejahr werden auf der Freisetzungsfläche
andere Kulturpflanzen als Gerste angebaut, so dass eventuell austreibende
Durchwuchspflanzen sicher erkannt und gegebenenfalls abgetötet werden können.

Die für den Freisetzungsversuch vennrendete Fläche rotiert in den beiden Anbaujahren auf
dem Freisetzungsgelände, sodass in jedem Versuchsjahr nur ein Teil des gesamten
Freisetzungsgeländes tatsächlich für den Anbau gentechnisch veränderter Gerste genutzt
wird. Die Versuchsfläche wird nach Beendigung der Freisetzungsversuche ein Jahr
überuvacht. Während der Vegetationszeit der Folgekultur erfolgen 4-wöchentliche Kontrollen.
Möglichenrueise auflaufende Durchwuchspflanzen werden mechanisch, manuell oder
chemisch bekämpft.

5. Ungefähre Anzaht der Pflanzen (oder Pflanzen pro m2;

Der Versuchsplan sieht eine Aussaatdichte von 300 Körnern pro m2 vor (300 Pflanzen pro
Pazelle). Der Versuchsplan ist in Anhang lll aufgeführt. Es werden maximal 4000 GVP
angebaut.



G. lnformationen
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über Überwachung, Kontroltmaßnahmen,

1.

(a)

Notfallplan und Entsorgung (Nur
Artikel 5)

für Anmeldungen gemäß

Vorgesehene Vorsichtsmaßnahmen

Abstand zu kreuzbaren Pflanzenarten

Gerste ist Selbstbestäuber mit einer Selbstbefruchtungsrate von -99o/o, was durch die
kleistogame Blütenmorphologie unterstützt wird. Verbunden mit einer im Vergleich zu
fremdbefruchtenden Roggen niedrigen Pollenproduktion (-10%) werden Fremdbestäubungs-
und Auskreuzungswahrscheinlichkeiten stark reduziert (Eastham und Sweet 2002). Dennoch
ist eine Hybridisierung zwischen unterschiedlichen Gerstensorten über Windbestäubung
möglich (Eastham und Sweet 2002, Hammer 1975, 1977).

Unter Berücksichtigung der Ergebnisse von Wagner und Allard (1991) bzw. Ritala et al.
(2002) (siehe Abschnitt B2a(ii)) werden die Versuchsparzellen einen Abstand von
mindestens 35 m zu möglichen Pollenempfängern im Feld einhalten.

ln Abschnitt B 2 (b) wurden bereits die möglichen Pollenempfänger diskutiert. Auch wenn
eine Hybridisierung ein sehr seltenes Ereignis darstellt und unter natürlichen Bedingungen
die Hybridnachkommen steril sind, wird die Freisetzungsfläche zur benachbarten Vegetation
abgegrenä. Wie bereits ennrähnt, werden die Versuchsparzellen auf einer Breite von 5 m mit
konventioneller Gerste bepflanzt, an die sich ein vegetationsloser Bereich von 5 m Breite
anschließt.

Als potenzielle Pollenempfänger müssen andere Getreidearten, Elymus sp. und Wildgersten
angesehen werden (Fedak 1992). Von diesen drei Gruppen können die beiden Ersteren auf
der Versuchsfläche auftreten und werden daher während der Versuchperiode 2009-2010
mechanisch und chemisch kontrolliert.

Verfahren zur Minimierung/Vermeid un g von Pollen- oder Samenverbreitung

Pollenverbreitung:
Folgende Maßnahmen werden getroffen, um die Pollenausbreitung zu minimieren:

Das Versuchsfeld wird auf eine Breite von 5 m mit konventioneller Gerste (Sorte
Scarlett) umgeben sein, an die ein 5 m breiter, vegetationsloser Streifen folgt. Die
bepflanzten Randstreifen fungieren als Pollenfallen. Der Randstreifen mit der
konventionellen Gerste wird nach Abschluss derVersuche wie GVP behandelt.
Die Versuchsfläche wird vor und während der Freisetzung auf potenzielle
Pollenem pfänger untersucht.

Der Versuchsplan ist in Anhang lll dargestellt.

Samenverbreitung:
Das höchste Risiko der Samenverbreitung besteht während der Aussaat und der Ernte.
. Das gesamte Saatgut wird in zertifizierten 51-Labors gelagert.
. Konventionelles und GV Saatgut wird entweder mit einer Zürn 150 Pazellen

Präzisionssämaschine (Typ Hege 80) gedrillt - dann wird die Sämaschine nach der
Aussaat einer Linie/Kultursorte gereinigt. Diese Sämaschine wurde für solche Versuche
konzipiert. Oder es erfolgt die Aussaat per Hand, dann ist keine Reinigugn notwendig.

. Die Ahren der GVP und konventionellen Kutturgerste werden per Hand geerntet, bevor
sie die volle Reife erreichen. um das Ausfallen von Körnern zu vermeiden.

(b)
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Geerntete Ahren/Körner werden sofort in entsprechend deklarierte Säcke verpackt, in
geschlossenen Behältnissen gelagert und thermisch inaktiviert, sofern sie nicht für weitere
Versuchszwecke benötigt werden .

Auf der Parzelle verbleibende Ahren werden mit der Hand geerntet. Der Randstreifen mit

der konventionellen Gerste wird maschinell geerntet. Alle Körner werden in Säcke
verpackt und thermisch inaktiviert.
Auf der Versuchsfläche wird ein nicht-selektives Herbizid eingesetzt und nach der
Applikation zurückbleibendes, totes Pflanzenmaterial wird zerkleinert und in den Boden
eingearbeitet. ln der Regel ist dies einen Monat nach der Herbizidbehandlung
abgeschlossen.

2. Beschreibung der Verfahren zur Behandlung des Versuchsbereiches
nach der Freisetzung

Hier gilt das bereits im vorherigen Abschnitt enruähnte.
lm folgenden Versuchsjahr wird die Versuchsfläche mit einer Kulturpflanze bestellt, in der
Durchwuchs eindeutig identifiziert werden kann. Durchwachsende Gerstenpflanzen werden
entfernt und thermisch inaktiviert bzw. mit einem entsprechenden Herbizid vernichtet.
Alle als potenzielle Pollenempfänger angesehenen Gräser (Getreidearten, Elymus sp. und

Wildgersten) werden vor und während der Freisetzung der GVP mechanisch und chemisch
kontrolliert. Die Versuchsfläche wird regelmäßig auf diese Gräser kontrolliert.

3. Beschreibung der Verfahren zur Behandlung von GVP-Ernten;
gepla nte Entsorgun gsverfah ren

Die Ahren der GVP und konventionellen Kulturgerste der Pazellen werden per Hand geerntet,

bevor sie die volle Reife erreichen, um das Ausfallen von Körnern zu vermeiden. Geerntete

Ahren/Körner werden sofort in entsprechend deklarierte Säcke verpackt, in geschlossenen

Behältnissen gelagert und, sofern nicht für weitere Versuchszwecke benötigt, thermisch
inaktiviert. FUi Versuchszwecke benötigtes Saatgut wird in zertifizierten S1-Laboratorien
gelagert und eindeutig als gentechnisch verändertes Saatgut gekennzeichnet (laut Richtlinie
ÖOlZiglfgC). Alle Analysen werden ausschließlich in autorisierten und für Arbeiten mit GVO

zugelassenen Laboratorien durchgeführt.

Auf der Parzelle verbleibende Ahren werden mit der Hand geerntet. Der Randstreifen mit der

konventionellen Gerste wird maschinell geerntet. Alle Körner werden in Säcke verpackt und

thermisch inaktiviert. Abschließend wird auf der Versuchsfläche ein nicht-selektives Herbizid

eingesetzt. Nach der Applikation zurückbleibendes, totes Pflanzenmaterial wird zerkleinert und

in den Boden eingearbeitet. ln der Regel ist dies einen Monat nach der Herbizidbehandlung
abgeschlossen.

Alle Pflanzen des Randstreifens werden nach Ende des Feldversuchs als GVP behandelt.

4. Beschreibung von Üben /achungstechniken und -plänen

Die Versuchsfläche wird während der Freisetzungsversuche wöchentlich und im Jahr nach

Beendigung der Versuche vierwöchentlich überwacht. Diese Übenruachung dient der

ldentifikation potenzieller Pollenempfänger (Wildgersten, Elymus sp. alle Getreidearten) bzw.

von Durchwuchspflanzen und deren umgehende Vernichtung durch thermisches lnaktivieren

oder Herbizidapplikation.
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'" Durchwachsende Gerstenpflanzen bzw. potenzielle Pollenempfänger sind einfach zu
identifizieren und werden sofort entfernt und thermisch inaktiviert.

5. Beschreibung der Notfallpläne

Der Feldversuch kann durch klimatische Bedingungen und mutwillige Zerstörung geschädigt
werden.

a) Klimatische Bedingungen (Hagel, Unwetter usw.):

i) Beschädigungen vor der Blüte:
o partielle Zerstörung: Der Versuch würde fortgeführt, beschädigte Pflanzen

eingesam melt und vernichtet.
o Vollständige Zerstörung: Der Versuch würde komplett mit einem nicht-selektiven

Herbizid behandelt, das nach der Applikation zurückbleibende, tote
Pflanzenmaterial zerkleinert und in den Boden eingearbeitet.

O ii) Beschädigung nach der Blüte:
o partielle Zerstörung: Der Versuch würde fortgeführt, beschädigte Pflanzen

eingesammelt und vernichtet.
. Vollständige Zerstörung: Der Versuch würde komplett mit einem nicht-selektiven

Herbizid behandelt, das nach der Applikation zurückbleibende, tote
Pflanzenmaterial zerkleinert und in den Boden eingearbeitet. Die Versuchsfläche
stünde für ein Jahr unter Beobachtung, um durchwachsende Gerste zt)
vernichten.

b) Mutwillige Zerstörung:
Hier gilt das gleiche wie das oben bereits erwähnte.

In jedem Fallwürden die zuständigen Behörden umgehend unterrichtet.

6. Methoden und Verfahren zum SchuE des Standortes

Das Versuchsgelände ist mit einem Zaun umgeben, um die Zugänglichkeit der
Versuchsfläche zu beschränken. Zudem ist der Versuchsstandort während der täglichen
Arbeitszeiten unter Aufsicht von Mitarbeitern der biovativ GmbH, um das Betreten durch
unbefugte Personen zu verhindern.
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H. Informationen über die möglichen Umweltauswirkungen der
Freisetzung der GVP

Merkmale der GVP und der Freisetzung

Hier eine Zusammenfassung der Information aus den bisherigen Abschnitten.

Für die Freisetzung sind 2 gentechnisch veränderte Organismen vorgesehen.

In seltenen Fällen können Vektorsequenzen über die T-DNA hinaus übertragen werden. Da
keine genaue Analyse der in die Pflanze integrierten Sequenz durchgeführt worden ist, wird
der Risikoabschätzung zugrunde gelegt, dass der gesamte Vektor integriert ist. Außerhalb

Organismus Familie:
Gattung
Art:
Unterart:
Sorte/Linie: Nachkomme einer herkömmlichen Zuchtlinie von

Golden Promise ban Baronesse, welche zur
Insertion der beschriebenen Gene verwendet
wurde bzw. als Kreuzungselter diente. Es werden
zwei Transformationsereig n isse getestet:
r pYW210-9-(4001-4360)
o pJH271-Beta-Glu-307

Trivialbezeichnunq: Sommeroerste

Poaceae (Gramineae)
Hordeum
vulgare

Modifikation 1. cThEn42(GC) Endochitinase, Gen aus Trichoderma hanianum,
dessen Genprodukt in vitro das Wachstum von
Rhizoctonia so/aniAG-8 und R. oryzae hemmt.

2. (1,3-1,4)-p-Glucanase
Gen mit verbesserter Substratspezifiztät für (1,3-1 ,4)-F
Glucane im keimenden Korn.

3. Bar Phosphinothricin-Acetyltransferase (PAT), Gen aus
Streptomyces hyg roscopi us, das Toleranz gegen ü be r
dem Herbizid Bialaphos vermittelt.

4. sGFP Synthetisches Grün Fluoreszierendes Protein, isoliert
von Aequorea victoria.

Freisetzung Der Versuchsumfang beinhaltet maximal 4000 GVP auf einer
Versuchsfläche von ca. 777,6 m2 inklusive Mantelsaat. Die
Freisetzungsfläche (= mit GVP bestandene Fläche) beträgt 9,6 m2 (s.
Anhanq lll).

Dauer Die Versuche werden zwischen März und Ende September 2009-2010
stattfinden.

Beendigung Nach Beendigung des Versuchs werden die Ahren der GVP und
konventionellen Gerste der Parzellen per Hand bzw. der Randstreifen mit
der konventionellen Gerste wird maschinell geerntet. AIle Körner werden in
Säcke verpackt und, sofern nicht für weitere Versuchszwecke benötigt,
verbrannt.
Abschließend wird auf der Versuchsfläche ein nicht-selektives Herbizid
eingesetzt. Nach der Applikation zurückbleibendes, totes Pflanzenmaterial
wird zerkleinert und in den Boden eingearbeitet. In der Regel ist dies einen
Monat nach der Herbizidbehandlung abgeschlossen.
Evt. durchwachsende Gerste wird in den folgenden Monaten und im darauf
folqenden Jahr vernichtet.
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der T-DNA des pBlN19 liegt ein Kanamycin-Resistenzgen (nptttfi, welches eine
Aminoglycosid-3'-Phosphotransferase kodiert. Da das nptttl-Gen unter Kontrolle eines
bakteriellen Promotors steht, sollte es in Pflanzen nicht exprimiert werden. Eine Auswirkung
des Gens auf den pflanzlichen Stoffwechsel ist daher nicht zu erwarten. Ferner enthält die T-
DNA das IacZ-Gen aus E coli und Teile (Ursprung der Replikation) des E colr:Phagen M13,
die nicht in Pflanzen funktional sind. Der in der T-DNA lokalisierte Promotor des Nos-Gens
(Nopalin'Synfhase) aus Agrobacterium tumefaciens liegt auf Grund der diversen
Klonierungsschritte nur fragmentarisch vor und ist folglich nicht funktional.

1. Risikoabschätzung

Zur Einschätzung der potenziellen unenruünschten Einflüsse auf die menschliche Gesundheit
und die Umwelt durch die in diesem Antrag beschriebenen, gentechnisch veränderten
Gerstenpflanzen wurde eine Bewertung aller möglichen direkten und indirekten, kurzfristig
und langfristig, sofortigen und vezögerten Auswirkungen durchgeführt.

Es muss darauf hingewiesen werden, dass es sich bei dem vorliegenden Freisetzungsantrag
um Feldversuche mit geringem Umfang handelt, deren Zweck die Untersuchung des
Einflusses einer Endochitinase (cThEn 2(GC)) und einer (1,3-1,4)-pGlucanasä als
gentechnisch veränderte Merkmale zweier Gerstenlinien (pYW210-9-(4001-4360), pJH271-
Beta-Glu-307) auf die Entwicklung phytopathogener Schaderreger und eines bodenbürtigen
Itlycosymbionten (Glomus intraradices, kommezielles Präparat AmykoP Wurzel-Vital) im
Vergleich zu zwei konventionellen Gerstensorten (Empfängerpflanze bzw. Kreuzungselter)
ist. Die Versuche der Jahre 2009-2010 laufen unter gewöhnlichen landwirtschaftlichen
Bedingungen ab. Gegen Ende der Feldversuche werden alle Pflanzen geerntet und für
nachfolgende Laboranalysen in eindeutig deklarierten Behältnissen aufbewahrt bzw.
vernichtet. Somit wird gewährleistet, dass keine Bestandteile der GVP in die Nahrungs- oder
Tierfutterkette gelangen. Grundsätzlich ist davon auszugehen, betrachtet män die
Modifikationen in den GVP, deren Eigenschaften und den Versuchsaufbau, dass potenzietl
denkbare Auswirkungen räumlich und zeitlich auf das Versuchsfeld begrenzt sind und als
kuzfristig anzusehen sind.

Die Risikoabschätzung für transgene Pflanzen, die auch Sequenzen außerhalb der T-DNA
übernommen haben könnten, unterscheidet sich von der Risikoabschätzung derjenigen
Pflanzen, die ausschließlich lntegration der T-DNA aufiryeisen, dahingehend, dass lie
Anwesenheit des npfl/lGens in Betracht gezogen werden muss. Das nptttl-Gen wurde vom
EFSA GMO Panel 2004 der Gruppe lll zugeordnet (Anonymous 2OO4). Diese Gruppe enthält
Antibiotika-Resistenzgene, deren relevante Antibiotika in der Humanmedizin von Bedeutung
sind. Das nptlll-Gen verleiht nicht nur Resistenz gegen Kanamycin und Neomycin, sondern
auch gegen Amikacin. Amikacin stellt ein wichtiges Reserveantibiotikum von therapeutischer
Bedeutung dar. Unter Berücksichtigung, dass, wenn überhaupt, (a) nur wenige transgene
Pflanzen das npfl//-Gen tragen, (b) die Wahrscheinlichkeit eines horizontalen Gentranifers
von Pflanzen-DNA auf Mikroorganismen sehr gering ist und (c) auf der Freisetzungsfläche
kein Selektionsdruck mit Antibiotika vorhanden ist, muss davon ausgegangen werden, dass
es zu keiner signifikanten Erhöhung der Gesamtfrequenz dieses Resistenzmechanismus bei
Mikroorganismen kommen wird.

i. Wahrscheinlichkeit einer gesteigerten Persistenz der GVP in
landwirtschaftlichen Habitaten bzw. einer gesteigerten Invasivität in natürlichen
Habitaten

Gerste ist eine annuelle Kulturpflanze und ist nicht-invasiv in natürliche Habitate in
Deutschland. Auf Grund von Züchtung und Selektion auf Ertragsmerkmale und
Standortansprüche ist die Kulturgerste außerhalb der landwirtschaftlichen Umgebung
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gegenüber einheimischer Flora nicht konkurrenzfähig. Die fehlende Spindelbrüchigkeit der
Ahre verhindert zudem die natürliche Samenausbreitüng. Obgleich durchwachsende Gerste
im konventionellen Gerstenanbau vorkommt, ist dies unter der Versuchsdurchführung im
Rahmen dieses Freisetzungsantrags eingeschränkt. Es ist keine gesteigerte Persistenz und
Invasivität auf Grund der genetischen Veränderungen in den feizusetzenden, transgenen
Gerstenlinien zu erwarten. Frühere Versuche in den USA mit den hier beschriebenen,
transgenen Gerstenlinien haben keine Auffälligkeiten in diesen Merkmalen gezeigt.

Die gentechnischen Modifikationen der Gerstenlinien umfassen zum einen die Markergene
Bar, welches die Phosphinothricin-Acetyltransferase (PAT) kodiert und Toleranz gegenüber
dem Herbizid Bialaphos vermittelt, und sGFP, welches das Grün Fluoreszierende Protein
kodiert. Zum zweiten enthalten diese Gerstenlinien entweder eine 42-kDa Endochitinase
(cThEn42(GC)), welche in vitro das Wachstum von Rhizoctonia solaniAG-8 und R. oryzae
beeinträchtigt oder eine (1,3-1,4)-B-Glucanase, die einen verbesserten Abbau von (1 ,3-1,4)-
B-Glucanen während der Kornkeimung verleiht.

Bei den beschriebenen Feldversuchen handelt sich um Studien mit GVP von geringem
Umfang in Kombination mit einer Durchführung unter ,,Guter Experimenteller Praxis". Dies
hat folgende Konsequenzen für den Versuchsablauf:

o Das Freisetzungsareal wird vor der Freisetzung mit einem nicht-selektiven Herbizid
behandelt bzw. Unkräuter und Ungräser werden mechanisch entfernt.

r Während der Versuchsperiode unterliegt die Versuchsfläche regelmäßiger
Beobachtung, um Unkräuter und Ungräser zu kontrollieren.

o Das Versuchsfeld umgibt ein 5 m breiter Randstreifen mit konventioneller Kulturgerste,
um Parzellenrandeffekte zu minimieren. Gleichzeitig dienen diese Pflanzen als
Pollenfalle.

. Die Ahren der GVP und konventionellen Kulturgerste der Parzellen werden per Hand
geerntet, bevor sie die volle Reife erreichen, um das Ausfallen von Körnern zu
vermeiden. Geerntete Ahren/Körner werden sofort in entsprechend deklarierte Säcke
verpackt, in geschlossenen Behältnissen in zertifizierten S1-Laboratorien gelagert und,
sofern nicht für weitere Versuchszwecke benötigt, thermisch inaktiviert.

. Auf den Pazellen verbleibende Ahren werden mit der Hand geerntet. Der Randstreifen
mit der konventionellen Gerste wird maschinell geerntet. Die Körner werden in Säcke
verpackt und thermisch inaktiviert.

o Abschließend wird auf der Versuchsfläche ein nicht-selektives Herbizid eingesetzt.
Nach der Applikation zurückbleibendes, totes Pflanzenmaterial wird zerkleinert und in
den Boden eingearbeitet. ln der Regel ist dies einen Monat nach der
Herbizid behandlung abgeschlossen.

o Um der Gefahr des Durchwuchs im folgenden Jahr zu begegnen, wird die
Versuchsfläche mit einer entsprechenden Kulturpflanze bestellt. Durchwachsende
Gerstenpflanzen werden identifiziert, entfernt und thermisch inaktiviert bzw. mit einem
entsprechenden Herbizid vernichtet.

Zusammenfassend sei angemerkt, dass die Wahrscheinlichkeit einer erhöhten Persistenz
oder Invasivität dieser Gerstenpflanzen auf Grund der Freisetzung als sehr gering
angesehen werden muss.
ii. Selektionsvor- und -nachteile, die den GVP verliehen werden
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Die Gerstenpflanzen verfügen auf Grund der gentechnischen Veränderungen über Gene, die
ihnen Toleranz gegenüber dem Herbizid Bialaphos verleihen. pJH271-Beta-Glu-307
exprimiert zusätzlich ein sGFP. Mit sGFP transformierte Zellen fluoreszieren grün unter
Anregungen durch Licht einer bestimmten Wellenlänge. Es ist nicht davon auszugehen, dass
die Expression der Gene einen Selektionsvor- oder -nachteil in den transgenen Pflanzen
bewirken. Neben dieser Herbizidtoleranz besitzen die Gerstenlinien ein antifungal wirkendes
Enzym (cThEn42(GC)), welches in vitro das Wachstum von Rhizoctonia solaniAc-8 und R.
otyzae hemmt, oder eine (1,3-'1,4)-B-Glucanase, die einen verbesserten Abbau von (1,3-
1,4)-pGlucanen während der Kornkeimung ermöglicht. Die Endochitinase steht unter
Kontrolfe eines Promotors des Ubiquitin-Gens aus Mais sowie dem Signalpeptid einer 33-
kDa Chitinase aus Gerste und wird daher in allen Pflanzenteilen exprimiert. Die Glucanase
steht unter Kontrolle eines Endosperm-spezifischen Promotors des D Hordein-Gens. Daher
ist das rekombinante Enzym nur während der Kornentwicklung und- keimung nachweisbar.
Beide Gene vermitteln in den modifizierten Gerstenlinien einen möglichen Selektionsvorteil
durch eine mögliche antifungale Wirkungsweise, die die Entwicklung phytopathogener
Schaderreger auf der Pflanze einschränkt. Ein Selektionsnachteil muss erwogen werden,
sollten die Transgene antifungales Potenzial gegenüber symbiontischen Pilzen entwickeln.
Da keine genaue Analyse der in die Pflanze integrierten Sequenz durchgeführt worden ist,
wird der Risikoabschätzung zugrunde gelegt, dass der gesamte Vektor pBlN19 integriert ist.
Die potenziell integrierten Sequenzen außerhalb und innerhalb der T-DNA der beiden
Transformationsereignisse sind in Pflanzen nicht funktional und vermitteln folglich keine
Selektionsvor- und -nachteile.
Ein Selektionsvor- bzw. -nachteil war in jedem Fall unter Feldbedingungen und im
Gewächshaus in den USA bisher nicht erkennbar.
PCR Analysen zeigten die lntegration der Gene in die transgenen Gerstenlinien.
Enzymaktivitätsassays belegten, dass diese Enzyme seit mehreren Generationen in den
Pflanzen exprimiert werden. Es ist daher wahrscheinlich, dass für die Pflanzen aus der
Modifikation kein Umweltnachteil resultiert.

iii. Potenzial für Gentransfer zu denselben oder anderen kreuzbaren Pflanzenarten
unter den Anbaubedingungen der GVP und diesen Pflanzenarten verliehene
Selektionsvor- und -nachteile

Gerste ist Selbstbestäuber mit einer Selbstbefruchtungsrate von -99o/o, was durch die
kleistogame Blütenmorphologie unterstützt wird. Verbunden mit einer im Vergleich zu
fremdbefruchtenden Roggen niedrigen Pollenproduktion . (-10%) wird die
Auskreuzungwahrscheinlichlieit stark reduliert (Eastham und Sweet 2OO2). ilammer (1977)
sieht vor allem die Empfindlichkeit des Pollens gegenüber Umweltbedingung und der daraus
resultierenden, kuzen Lebensfähigkeit als limitierend an. Dennoch ist eine Hybridisierung
zwischen unterschiedlichen Gerstensorten möglich. Wind stellt hier das wahrscheinlichste
Medium zur Pollenverbreitung dar (Hammer 1975,1977, Eastham und Sweet 2002).

Unter Berücksichtigung der Ergebnisse von Wagner und Allard (1991) bzw. Ritala et al.
(2002) (siehe Abschnitt B 2 a (ii)) wird die Freisetzungsfläche einen Abstand von mindestens
35 m zu möglichen Pollenempfängern einhalten, was mögliche Hybridisierungen sehr
unwahrscheinlich macht.
Auch wenn Hybridisierung ein sehr seltenes Ereignis darstellt, wird das Versuchsfeld zur
benachbarten Vegetation abgegrenzt. Die gesamte Versuchsanordnung mit Randstreifen
aus konventioneller Gerste (Sorte Scarlett), Schwarzbrache und dikotyler Kultur isoliert das
Versuchsfeld und dient als Pollenfalle, was den ohnehin geringen Pollenflug insgesamt
minimiert.
Die zur Vermehrung im 51-Bereich des Gewächshauses der Versuchsstation angebauten
Gersten (in Gießen) besitzen einen Mindestabstand von 50 m zu den Versuchsparzellen.
ln Abschnift B 2 (b) wurden bereits die möglichen Pollenempfänger diskutiert. Als potenzielle
Pollenempfänger müssen andere Getreidearten, Elymus sp. und Wildgersten angesehen
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werden (Fedak 1992). Alle bisherigen Daten weisen darauf hin, dass Kulturgerste mit keiner
anderen Kulturpflanze unter natürlichen Bedingungen hybridisiert und künstlich erzeugte
Hybride männlich bzw. komplett steril sind. Hordeum vulgare L. kann mit Elymus sp.
gekreuzt werden bzw. es kommt zu natürlicher intergenerischer Kreuzung zwischen
Hordeum sp. und Elymus sp., wobei resultierende Hybride in allen Fällen männlich bzw.
komplett steril sind. Unter Berücksichtigung der hohen Selbstbefruchtungsrate und der
starken Hybridisierungsbarrieren zwischen Hordeum-Arten, ist das Risiko der Auskreuzung
in Wildgersten sehr gering (Fedak 1992). Von den drei genannten Pflanzengruppen können
die beiden Ersteren auf der Versuchsfläche auftreten und werden daher vor, während und
nach den Versuchperioden kontroltiert. lm Anschluss wird eine dikotyle Kultur auf der
Versuchsfläche angebaut, um durchwachsende Gerstenpflanzen frühzeitig zu erkennen.
Durchwuchs wird sofort entfernt und verbrannt. Sollte im Jahr nach Beendigung der
Versuche durchwachsende Gerste auftreten, verlängert sich der Beobachtungszeitraum um
ein Jahr.

Zusammenfassend ist der - Gentransfer zu denselben oder anderen kreuzbaren
Pflanzenarten durch die kleistogame Blüte und die geringe Pollenproduktion der Gerste, den
fehlenden Hybridisierungspartner, den Versuchsaufbau mit Randstreifen aus konventioneller
Gerste und einer dikotylen Kultur in Kombination mit der Distanz zu benachbarten
Getreidekulturen (- 50m) ats sehr gering zu bewerten. Somit muss auch die Übertragung
von Selektionsvor- und -nachteilen auf diese Arten als minimal angesehen werden.

iv. Mögliche sofort und/oder verzögert eintretende Umweltauswirkungen,
resultierend aus direkten oder indirekten Wechselwirkungen zrarischen der GVP und
Zielorganismen, wie Prädatoren, Parasitoiden und Pathogenen (falls zutreffend)

Ziel ist eine umfassende, epidemiologische Aufzeichnung auftretender, pilzlicher Krankheiten
auf gentechnisch modifizierten Pflanzen und den/m entsprechenden Empfängerpflanzen und
Kreuzungselter. Zudem soll der Einfluss der GVP auf einen Mycosymbionten (Glomus
intraradices)untersucht werden. Mit Hilfe der Freisetzungsversuche können nähere Angaben
zum Wrkungsgrad und zur -spezifizität der rekombinanten Proteine gemacht werden, um
den Einfluss der rekombinanten Proteine in den modifizierten Linien auf pilzliche Organismen
zu definieren.

Die beabsichtigten Effekte der Modifizierungen sind folgende:

Eine erhöhte Resistenz gegenüber den pilzlichen Schaderregern Rhizoctonia solani
AG-8 und R. oryzae (pYW210-9-(4001-4360)). Die Endochitinase ThEn42 wurde aus
dem mycoparasitischen Pilz Trichoderma harzianum isoliert und vermittelte in Tabak
und Kartoffel eine erhöhte Resistenz gegenüber Rhizoctonia solani, Alternaia
altemata, A. solani und Botrytis cinerea (Lorito et al. 1998). In vitro Versuche
belegten ein durch die Endochitinase gehemmtes Wachstum von Rhizoctonia solani
AG-8, R. oryzae und Gaeumannomyces graminis (Wu 2003).

Eine verbesserte Mobilisierung von Kohlenhydraten und stickstoffhaltigen
Verbindungen aus Stärke und Proteinen des Endosperms und Aleurons während der
Samenkeimung (bei der Linie pJH271-Beta-Glu-307) erhöht den Futterwert des
Korns bzw. verbessert dessen Mälzungseigenschaften im Brauprozess (Jensen et al.
1998, Horvath et aI.2002).

Die möglichen Wechselwirkungen zwischen pilzlichen Organismen und den zu
venryendenden transgenen Linien basieren auf der Bedeutung der rekombinanten Enzyme,
Chitin und (1,3-1,4)-Fclucane zu hydrolisieren. Chitiri ist Bestandteil des Exoskeletts und
peritrophen Membran von Insekten bzw. der Zellwände pilzlicher Organismen. (1 ,3-1,4)-B-
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Glucane sind Polysaccharide in Zellwänden höherer Pflanzen der Familie der Poaceae und
hier im speziellen der Gramineen.
Eine direkte Wechselwirkung der Endochitinase in pYW210-9-(4001-4360) ist folglich mit
invasiven, pilzlichen Organismen denkbar. Auf Grund der verwendeten Promotoren (Ubi-l)
sind etwaige Wechselwirkungen in allen Pflanzteilen möglich. Sollte die Schädigung der
Pflanze durch pilzliche Schaderreger verhindert oder reduziert werden, würden die
transgenen Pflanzen eine verbesserte Entwicklung und höhere Überlebensfähigkeit im
Verg leich zu nicht-modifizierten Pfla nzen bes itzen.

Eine direkte Wechselwirkung von pJH271-Beta-Glu-307 wäre nur dann wahrscheinlich, wenn
das rekombinante Enzym die Glucane der Zellwände antagonistischer Pilze und Bakterien
hydrolisieren könnte. Allerdings müssten phytopathogene Erreger das sich entwickelnde
oder keimende Korn befallen, da das Transgen unter dem Endosperm-spezifischen
Promotor des D Hordein-Gens steht. D.h. die Expression des rekombinanten Enzyms ist
zeitlich und räumlich begrenzt. Zieht man zusätzlich die Substratspezifizität in Betracht ist
eine direkte Wechselwirkung eher unwahrscheinlich.
Sollten die transgenen Gerstenkörner in geringerem Umfang geschädigt werden, hätte dies
einen erhöhten Aufgang im Vergleich zu nicht-modifizierten Pflanzen zur Folge. Das
Transgen hätte aber keinen Einfluss auf die weitere Pflanzenentwicklung.

Eine indirekte Wechselwirkung wäre in beiden Fällen eine im Vergleich zu nicht-modifizierten
Pflanzen erhöhte Überlebensfähigkeit nach dem Befall durch antagonistische Organismen.
Es ist aber unwahrscheinlich, dass die modifizierten Gerstenlinien diese erhöhte
Überlebensfähigkeit zeigen, wenn konventionelle Gerstensorten gezielt mit Fungiziden
gegen a uftretende Schaderreger beha ndelt werden.

v. Mögliche sofort und/oder verzögert eintretende Umweltauswirkungen,
resultierend aus direkten oder indirekten Wechselwirkungen alischen der GVP und
Nichtzielorganismen (unter Berücksichtigung von Organismen, bei denen
Wechselwirkungen mit Zielorganismen bestehen), einschließlich Auswirkungen auf
die Poputationsgrößen von Kompetitoren, Herbivoren, Symbionten (falls zutreffend),
Parasiten und Pathogenen

Nichtzielorganismen (im Sinne unserer Versuchsziele), bei denen eine Wechselwirkung
eintreten könnte, sind in der Fauna zu finden und umfassen herbivore lnsekten, denen
Pflanzenorgane und Samen als Futter dienen, und symbiontische Pilze und Bakterien. Da
der tierische Organismus weder Glucane noch Chitin enthält, sind keine Wechselwirkungen
zwischen GVP und KleinsäugetierenA/ögeln nach dem Fressen der GV Körner und GVP zu
enrarten.

a) Direkte Wechselwirkungen

Eine direkte Wechselwirkung von pJH271-Beta-Glu-307 auf Nichtzielorganismen besitzt die
g leiche geringe Wahrscheinlichkeit wie direkte Wechselwirkung mit Zielorganismen.

. Die Expression des rekombinanten Enzyms ist auf Grund des verwendeten des
Endosperm-spezifischen Promotors des D Hordein-Gens zeitlich und räumlich auf
das sich entwickelnde oder keimende Korn begrenzt.

o Die (1,3-1,4)-pGlucanase besitzen eine strikte Substratspezifizität für die Spaltung L-
1,4 glykosidischer Bindungen 3-O-substituierter Glukopyranoseeinheiten. Das
rekombinante Enzym basiert auf zwei (1,3-1,4)-B-Glucanasen von Bacillus
amyloliquefaciens und Bacitlus macerans, welches die gleiche Substratspezifizität wie
Gersten-Glucanasen hat, die für die Mobilisierung von Stärke und Proteinen im
Endosperm und Aleuron während der frühen Kornkeimung benötigt werden (Borriss
et al. 1989, Jensen et al. 1996, Planas 2000).
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o Die zu verwendende transformierte Gerstenlinie wurde bereits in Feldversuchen in
den USA freigesetzt, in denen keine schädliche Auswirkung auf Nichtzielorganismen
beobachtet wurde.

. Es handelt sich bei dem vorliegenden Freisetzungsantrag um Feldversuche mit
geringem Umfang, und keine fflanzenbestandteile und -organe gelangen in die
Nah rungs- oder Futterkette.

Eine direkte Wechselwirkung der pYW210-9-(4001-4360) auf herbivore lnsekten ist aus
folgenden Gründen sehr unwahrscheinlich:

. Das Exoskelett bzw. die Kutikula der Insekten besteht zwar aus bis zu 40% Chitin,
jedoch ist Chitin nicht in der äußersten Schicht des Integuments, der Epikutikula,
vorhanden.

. Das Chitin der inneren Schichten der Kutikula (Exo-, Endokutikula) ist eng mit
Proteinen verbunden und folglich ist der Zugang für Chitinasen begrenzt. So sind
auch vor allem Proteasen in die Häutung der Insekten involviert.

o Die peritrophe Membran des Verdauungskanals der Insekten enthält ebenfalls Chitin.
Sie besteht aber durchschnittlich nur zu 3-13o/o aus Chitin während Proteine,
Glykoproteine und Proteoglykane die Hauptbestandteile darstellen (Mezendorf und
Zimoch 2003).

. Herbivore lnsekten sind ständig mit pflanzlichen Chitinasen konfrontiert, die sich nicht
schädigend auswirken.

. Basierend auf mündlichen Mitteilungen wissenschaftlichen Fachpersonals zeigten
bisherige Feldversuch in den USA keine Auffälligkeiten in der Entwicklung und dem
Fressverhalten von Schädlingen (2.8. Blattläuse) und Prädatoren (2.B. Marienkäfer)

Bisherige in der Literatur beschriebene Untersuchungen belegen keinen antifungalen Effekt
der Chitinasen bei der Mykorrhizierung:

. Verschiedener Chitinasen (Klasse lll) zeigten eine erhöhte Transkription in Medicago
truncatula während der Besiedlung durch Glomus intraradices (Salzer et al. 2000).

. Die konstitutive Überexpression verschiedener Ghitinasen (Klasse l, ll, lll) unter
Kontrolle des CaMV 35S Promotors in Tabakwurzeln zeigte keine Unterschiede im
Besiedlungsverhalten von Glomus /nosseae im Vergleich zur Wuzelbesiedlung von
Kontrollpflanzen (Vierheilig et al. 1995).

Dennoch sind Wechselwirkungen mit pilzlichen Symbionten nicht auszuschließen. Die Folge
einer Wechselwirkung wäre eine beeinträchtige oder verhinderte Symbiose. Die
Feldversuche haben das Ziel mögliche Wechselwirkungen zu identifizieren.

Die eingefügten Gene stammen von natürlich vorkommenden Organismen; die
Endochitinase (cThEn42) von dem ubiquitär auftretenden Bodenpilz Trichoderma harzianum
und die (1,3-1,4)-B-Glucanase von Bacillus amyloliquefaciens und Bacillus macerans.
Letzteres wurde durch intragenische Rekombination erstellt, was aber nicht in einer
veränderten Substratspezifizität resultierte. Die G+C-optimierte Gensequenz der
Endochitinase und (1,3-1,4)-FGlucanase bedeutet keine Veränderung in der
Aminosäuresequenz und folg lich ist eine veränderte Enzymwirkung unwahrscheinlich.

b) Indirekte Wechselwirkungen

lndirekte Wirkungen auf Grund der Modifikation der Gerstenpflanzen sind ebenfalls als sehr
unwahrscheinlich einzustufen :

. Ein horizontaler Gentransfer in Darmbakterien des Menschen oder Nutztiere ist
unwahrscheinlich, da keine Pflanzenorgane oder Körner in die Nahrungs- oder

48



cc51

Futterkette gelangen werden und es sich um einen Feldversuch von geringem Umfang
handelt.
Bisherige Untersuchungen konnten keinen horizontalen Gentransfer mit nicht-
homologer DNA unter Feldbedingungen nachweisen. Um zur Ausprägung zu gelangen,
müssten die Gene in Bakterien übertragen und dort repliziert werden. Da hiezu
mindestens vier Schritte notwendig sind, (i) Entlassung des intakten Resistenzgens mit
einem "origin of replication" aus der Pflanzenzelle, (ii) Aufnahme durch kompetente
Bakterien, (iii) Ringschluss zu einem Plasmid und (iv) Expression des Gens, ist der
Gentransfer von Genen von Pflanzen auf Bakterien und deren Ausprägung ein seltenes
Ereignis. Nielsen et al (1997) und Gebhard and Smalla (1998) stuften die
Wahrscheinlichkeit als sehr gering ein. Auf Grund des begrenzten Versuchsumfangs ist
ein horizontaler Gentransfer sehr unwahrscheinlich. Obwohl die Transgene in ihrem
G+C-Gehalt, bzw im Falle der (1,3-1,4)-ftGlucanase zusätzlich durch intragenische
Rekombination verändert wurde, wurde ihre Substratspezifizität nicht modifiziert. Die
ursprünglichen Gene leiten sich von Genen ab, die in der Natur weit verbreitet sind.
Exsudate aus Wurzeln bzw. keimenden Körnern stellen zwar Quellen für die Exposition
der rekombinanten Enzyme in den Boden dar. Aber wie bereits enruähnt sind die Gene
in der Natur weit verbreitet und die Genproduktsequenzen zeigen keine Homologien zu
bekannten Allergenen oder Toxinen (vgl. Abschnitt D 7).

r Von den außerhalb der T-DNA liegenden und potenziell integrierbaren Sequenzen' muss das nptllFGen in Betracht gezogen werden. Das nptlll-Gen wurde vom EFSA
GMO Panel der Gruppe lll zugeordnet (Anonymous 2004). Diese Gruppe enthält
Antibiotika-Resistenzgene, deren relevante Antibiotika in der Humanmedizin von
Bedeutung sind. Das nptlll-Gen verleiht nicht nur Resistenz gegen Kanamycin und
Neomycin, sondern auch gegen Amikacin. Amikacin stellt ein wichtiges
Reserveantibiotikum von therapeutischer Bedeutung dar. Southern Blot Analysen
zeigten, dass npfl// weder in seiner Gesamtheit noch in Fragmenten in das Genom der
Linien pJH271-Beta-Glu-307 und pY\A/210-9-(4001-4360) integriert wurde (s. Anhang V
und Abschnitt D 2 (a) b)).

Zusammenfassend muss man die Wahrscheinlichkeit von direkt, indirekt, sofort oder
verzögert eintretenden Auswirkungen auf Nichtzielorganismen als sehr gering einstufen.
Allerdings müssen die Auswirkungen auf symbiontische Pilze erwogen werden und werden
daher im Rahmen der Feldversuche untersucht. Es muss aber angemerkt werden, sollten
Wechselwirkungen eintreten, sind diese auf Grund des geringen Versuchsumfangs, und
dessen zeitlich begrenzter Durchführung, von kurzer Dauer. Die bisherigen Feldversuche in
den USA geben keinen Anlass, von Auswirkungen auf Nichtzielorganismen auszugehen.

vi. Mögliche sofort und/oder verzögert eintretende Auswirkungen auf die
menschliche Gesundheit, die aus potenziellen direkten und indirekten
Wechselwirkungen anvischen der GVP und Personen resultieren, die mit der GVP
arbeiten oder in direkten Kontakt damit kommen oder in die Nähe der GVP-
Freisetzu ng(en) kommen

Da die Feldversuche in sehr begrenäem Umfang durchgeführt werden und keine
Pflanzenteile oder -organe in die Nahrungskette gelangen, kann von keinen direkten
Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit ausgegangen werden.

Das Bar-Gen bzw. dessen Genprodukt (Phosphinothricin-Acetyltransferase, PAT) wurde
nach umfangreichen Sicherheitsuntersuchungen als nicht gesundheitsgefährdend
eingeordnet. PAT besitä keine N-Glykosylierungstellen und weder das gesamte Enzym noch
kurze Aminosäuresequenzen zeigten Homologien zu Allergenen oder Toxinen. lntravenöse
Injektion (bis 10 mg/kg Körpergewicht) von PAT in Mäuse zeigte keinerlei toxische
Symptome. Das Enzym ist hitzestabil. Die Enzymaktivität wird allerdings ab einer
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Temperatur von 60'C und 10 min Exposition inaktiviert (Herouet et al. 2005). Das PAT
Enzym wurde durch die EPA (Environmental Protection Agency) von einer
Toleranzkennzeichnung für alle ladwirtschaftlichen Rohstoffe befreit (EPA 1997).

Das sGFP-Gen wurde von Chiu et al. (1996) beschrieben. Sicherheitsuntersuchungen
ergaben keine toxischen Effekte in Fütterungsversuchen mit Mäusen (1 mg aufgereinigles
GFP/Tag über 26 Tage). Der Vergleich des Protein mit Aminosäuresequenzen 

-bekannter

Allergene ergab keine Homologien > 4 konsekutiver Aminosäuren. Das Protein zeigt keine
Stabilität gegenüber Verdauungsprozessen in Mensch und Tier, was seine potenzielle
Allergenität unwahrscheinlich macht. Transformierte Zebrafische und Mäuse, die konstitutiv
GFP exprimierten, waren gesund (Higashijima et al. 1997, Hadjantonakis et al. 1998), was
sich im Falle der Mäuse mit den Ergebnissen aus den Fütterungsversuchen deckt (Richards
et al. 2003).

cThEn42(GC) und (1,3-1, 4)-p-Glucan ase
Beide Gene kodieren für Enzyme die im menschlichen Körper nicht vorkommen. Es gibt
keine Berichte einer allergenen oder toxischen Wirkung dieser Enzyme. Zudem zeigen Oeide
Enzyme keine Homologien zu bekannten bzw. in Datenbanken veröffentlichten Toxinen und
Allergenen (vgl. Abschnitt D 7).

Es gibt keinen wissenschaftlichen Grund die indirekten Auswirkungen der modifizierten
Gerstenlinien auf die menschliche Gesundheit anders zu betrachten als die Auswirkungen
des Anbaus konventioneller Kulturgersten. In Bezug auf die menschliche Gesundheit ist die
Pollenallergie als potenzielle Interaktion denkbar. Gerstenpollen kann, wie andere
Pflanzenpollen auch, beim Einatmen zu allergischen Reaktionen bei sensibilisierten
Menschen hervorrufen. Allerdings besteht kein Anhaltspunkt von einer erhöhten Allergenität
durch transgenen im Vergleich zu nicht-modifizierten Gerstenpollen auszugehen.

Zusammenfassend muss man die Wahrscheinlichkeit von direkt, indirekt, sofort oder
vezögert eintretenden Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit, verursacht durch
direkte oder indirekte Wechselwirkung zwischen Personen und den im Antrag beschriebenen
modifizierten Gerstenlinien, durch Arbeiten an oder direkten Kontakt mit diesen GVP, oder
durch Aufenthalt in der Nähe der GVP-Freisetzung, als sehr gering einstufen. Die bisherigen
Feldversuche in den USA zeigen keine Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit.

Yii. Mögliche sofort und/oder verzögert eintretende Auswirkungen auf die
Tiergesundheit und Konsequenzen für die Nahrungsmittet-/Futterkette, die aus dem
Verzehr der GVP und jeglicher davon stammender Produkte resultieren, falts diese als
Tierfutter verwendet werden sollen

Die Feldversuche werden in sehr begrenztem Umfang durchgeführt und keine Pflanzenteite
oder -organe werden in die Nahrungs- oder Futterkette gelangen.

viii. Mögliche sofort und/oder verzögert eintretende Auswirkungen auf
biogeochemische Prozesse, die die Tiergesundheit und Konsequenzen für die
Nahrungsmittel-/Futterkette, die aus potenzietlen direkten und indirekten
Wechselwirkungen alischen der GVP und Ziet- und Nichtzielorganismen in der Nähe
der GVP-Freisetsu n g(en) resultieren

Auf mögliche sofort und/oder verzögert eintretende Umweltauswirkungen, resultierend aus
potenziellen direkten und indirekten Wechselwirkungen zwischen der GVP und Ziel- und
Nichkielorganismen wutde bereits in Abschnitt H iv + v eingegangen. Da jede Art dieser
Auswirkungen als gering eingestuft wird, gibt es keinen Grund anzunehmen, dass die GVP
über direkte oder indirekte Auswirkungen biogeochemische Prozesse in der Weise
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verändern, die die Tiergesundheit beeinträchtigen oder Konsequenzen für die Nahrungs-
/Futterkette haben.

Lediglich der Einfluss auf pilzliche Symbiosen wurde nicht ausgeschlossen. Zentraler Punkt
des Freisetzungsantrags ist allerdings, die GVP-Symbiont lnteraktionen unter Verwendung
des Präparats Amykof Wuzel-Vital (Produkt enthält den Symbiont Glomus intraradices) zu
untersuchen. Aber auch hier muss angemerkt werden, dass, auf Grund des räumlich und
zeitlich sehr begrenzten Freisetzungsversuchs, die potenziell auftretenden
Wechselwirkungen zu eher vorübergehenden als nachhaltigen Auswirkungen führen.

Es ist davon auszugehen, dass physikalische und chemische Prozesse des Proteinabbaus
bzw. der Blattzersetzung des modifizierten Pflanzenmaterials dem der Empfängerpflanze
(Golden Promise) bzw. dem des Kreuzungselters (Baronesse) entspricht.

ln bisherigen Feldversuchen an der Washington State University, Pullman (USA) konnten
keine Unterschiede im Abbau des gentechnisch veränderten Pflanzenmaterials im Vergleich
zum Pflanzenmaterial der/s Empfängerpflanze/Kreuzungselters beobachtet werden. Diese
Beobachtungen sind möglich, da nach den Richtlinien des ,,Animal and Plant Health
Inspection Service - APHIS" der USA einem Anbau gentechnisch modifizierter Pflanzen eine
Schwarzbrache folgt.

ix. Mögliche sofort und/oder vezögert eintretende, direkte oder indirekte
Umweltauswirkungen der bei der GVP angewendeten spezifischen Kultivierungs-,
Bearbeitungs- und Erntetechniken, falls diese sich von den bei nicht-GVP
angewendeten Techni ken unterscheiden

Die Techniken zur Bestandesführung und Ernte unterscheiden sich nicht zwischen GVP und
nicht-GVP.
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Abbildung 2: Vektorsequenz pYW210

1 AATTCACTGG CCGTCGTTTT ACAACGTCGT GACTGGGAAA ACCCTGGCGT
51 TACCCAACTT AATCGCCTTG CAGCACATCC CCCTTTCGCC AGCT@CGTA

101 äIAGCGAAGA GGCCCGCJACC GATCGCCCTT CCCAACAGTT GCGCJAGCCTG
151 AATGGCGCCC GCTCCTTTCG CTTTCTTCCC TICCTTTCTC GCCACGTICG
201 CCGGCTTTCC CCG]ICAAGCT CTAAATCGGG GGCTCCCTTT AGGGTTCCGA
251 TXTAGTGCTT TACGGCACCT CGACCCCAÄA AAACTTGATT TGGGTGATGG
301 TECjACGTAGT GGGCCATCGC CCTGATAGAC GGTTITTCGC CCTTTGACGT
351 'IGGAGECCJAC GTTCTTTAAT AGTGGJACTCE TGITCCAAAC TGGJAACAACA
401 CTCEACCCTA TCTCGG@EA TTCTTTTGAT TTATAAGGGA TTETGCCGAE
451 TTCGGJAACCA CCATCAAACA GGATTTTCGC CTGCTGGGGC AAACCAGCGI
501 GGACCGCTTG CTGCAACTCT CTqAGGGCCA GGCGGTGAAG @CAAICAGC
551 TGTTGiCCCGT CTCACTGGEG AAAAGJAAAAA CCACCCCAGT ACATTEAAAA
601 CGTCCGCjAAT GTGTTATTAA GTTGTCTEAG CGECAATTTG TTTACACCAC
651 AATATATCCT GCCACCAGCC AGCCAAqAGC TCCCCGACCG GCJAGCTCGGC
701 AC]AAAATCAC CACTCGAEAC AGGCjAGCCCa, TCAGTCCGGG ACGGCGTCAG
751 CGGGAGAGCC GTTGTAAGGC GGCAG:ACTTT GCTCATGTTA CCGATGCTAT
801 ICGGAAGAAC GGCAACTAAG CTGCCGGGTT TGAAACACGG ATGATCICGC
851 GGJAGGGTAGC ATGTTGATTG TAACGATGAC AGAGCGTTGC TGCCTGTGAE
901 CAÄAEETCJAT CTCCCTCGCA GAGATCCGAI, TTATCAGCCT TCTTATTCAT
951 TTCICGCTTA ACCGTGACAG GCEGTCGATC TTGAGAACTA TGCCGACAEA

1OO1 ATAGGAAATC GCTGGATAAA GCCGCTGAGG AAGCTGAGTG GCGCTATTTC
1051 TETAGIAAeTe aAcerrcAce AEATcAAcTc cccrAtccAt rdcrcaccee
1101 A,:rGGIACAGG TCGGGG:ACCC GAAGTTCCGA CTGTCGGCCT GATGC]ATCCC
1151 CGGCTGATCG ACCCC]AGATC TGGGGCTGAG AAAGCCCAGT AAGGJAAACAA
1201 CTGTÄGGTTC GAGICGCGAG ATCCCCCGGA ACCAAAGGAA GTAGGTIAAA
1251 CCCGCTCCGA TCAGGCCGAG CCACGCCAGG CCGAGAACAT TGGTTCCTGT
1301 AGGCATCGGG ATTGGCGGAT CAAACJrcTAA AGCTACTGGA ACGAGCAGAA
1351 GTCCTCCGGC CGCCAGTTGC CAGGCGGTAA AGGTGAGC]AG AGGCJACG@A
1401 GGTTGCCACT TGCGGGTCAG CACGGTTCCG AACGCCATGG AAACCGCCCC
1451 CGCCAGGCCC GCIGCGACGC CGACAGG:ATC TAGCGCTGCG TEEGGTGTCA
1501 ACACCEACAG C@CACGCCC GCAGTTCCGC AAATAGCCCC CAGGACCGCC
1551 ATCAATCGEA TC@GCTACC TAGCAEAGCG GqAGAGJATGA AqACGACCA,|r
1601 CAGCGGCTGC ACAGCGCCTA CCGTCGCCGC GACCCCGCCC GGCJA@CGGE
1651 AGACCGAAAT AAACAACAAG CTCCAGAATA GCGAAA :ATT AAGTGCGCCG
1701 AGGATGAAGA EGCGCATCCA CCAGATTCCC GTT@AATCT GECGGACGAI
1751 CATCACGAGC AATAAACCCG CCGGeAACGC CCGCAGC:AGC ATACCGGCCA
1801 CCCCTCGGCC ICGCTGTTCG GGCTCCACGA AAACGCCGGA CEGATGCGCC
].851 TTGTGAGCGT CCTTGGGGCC GTCCTCCTGT TTGAAGACCG ACJAGCCCAAT
1901 GATCTCGCCG TCGATGTAGG CGCCGAATGC CACGGCATCT CGCJAACCGIrT
1951 C'A,GCGAACGC CTCCJAEGGGC TTTTTCTCCT CGTGCTCGTA AACGGACCCG
2OO1 AACjATCTCTG GAGCTTTCIT CAGGGCCGAC ÄATCGGAJCT CGCGGAAATC
2051 CTGCACGTCG GCCGCTCCAA GCCGTCEAAT CEGAGCCTTA AECACAATTG
2101 TCAATTTIAA TCCTCTGTTT ATCGGCAGTT CGTAGAGCGC GCCGTGCGTC
2151 CCGAGCGATA CEGAGCGAAG CAAGTGCGTC GAGCJAGTGCC CGCTTGTTCC
2201 TGAAATGCCN, GTAAAGCGCE GGCTGCTGAA CCCCCAGCCG GAACTGACCC
2251 qACAAGGCCC TAGCGTITGC AATGCACCE,G GTCATCA,TEG ACCCAGGCGT
2301 GTTCCACCAG GCCGCEGCCT CGCAACTCTT CGCAGGCTTC GCCGACCT@
2351 TCGCGCCACT TCTTCACGCG GGTGGAATCC GATCCGCAGA TGAGGCGGAA
2401 GGTTTCC;AGC TTGAGCGGGE ACG@TCCCG GTGCGAGCTG AAAIAGTCGA
2451 ACATCCGTCG GGCCGTCGGC GACAGCTTGC GGTACTTCTC CCATATGAAT
2501 TTCGTGIAGT GGTCGCCAGC AAAC:AGC]ACG ACGAETTCCT CGTCGATCAG
2551 GACCTGGCJAA CGGG]ACGTTT ICTTGCCACG GTCCAGGACG CGGAAGCGGT
2601 GCAGCAGCGA CACCGA,TTCC AGGTGCCCAA CGCGGTCGGA CGTGAAGCCC
2651 ATCGCCGTCG CCTGEAGGCG CGACAGGCAT TCCTCGGCCT TCGTGTAATA
2701 CCGGCCjATTG ATCGACCAGC CGAGGECCTG GCAAAGCTCG TAGAACGTGA
2751 AGGTGATCGG CTCGCCGATA GGGGEGCGCT TCGCGTACTC CAACACCTGC
2801 TGCCACACCE GTTCGTCAIC GTCGGCCCGC AGCTCGACGC CGGTGTAGGT
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2851 GATCTTCACG TCCTIGTTGA CGTGGAAAAT GACCTTGTTT TGCjAGCGCCT
2901 CGCGCGGGAT TTTCTTGTTG CGCGTGGTGA ACAGGGCAGA GCGGGCCGTG
2951 TCGTTTGGCA TCGCTCGCAE CGTGTCCGGC CACGGCGCAA TATCGAACAA
3OO1 GGAAAGCTGC ATTTCCTTGA TCTGCTGCTT CGTGTGTTTC AGCAACGCGG
3051 CCTGCTTGGC CTCGCEGACC TGTTTTGCCA GGTCCTC@C @CGGTTTTT
3101 CGCTTCTTGG TCGTCATAGT ICCTCGCGTG TCGATGGECA IECGACTTCGC
3151 CAAACCTGCC GCCTCCTGTT CGAGACGACG CGAACGCTCC ACGGCGGCCG
3201 ATGGCGCGGG CAGGGCAGGG GGAGCCJAGTT GCJACGCTGTC GCGCTCGATC
3251 TTGGCCGTAG CTTGCTGGAC CATCGAGCCG ACGGACTGGA AGGITTCGCG
3301 GGGCGC;ACGC AEGACGGTGC GGCTTGCGAT GGTTTCGGCA TCCICGGCGG
3351 AAAACCCCGC GTCGATCAGT TCTTGCCTGT ATGCCTTCCG GTCAAACGTC
3401 CGATTCjAETC ACCCTCCTTG CGGGJATTGCC CCGACTCACG CCGGGGCAAT
3451 GTGCCCTEAE TCCTGATTTG ACCCGCCTGG TGCCTTGGTG TCCAGATAAT
3501 CCjACCTTAEC GGCAATGAAG TCGGTCCCGT AGACCETCTG GCCGTCCIIC
3551 TCGTACTTGG TATTCCGAAT CTTGCCCTGC ACGAATACCA GCGACCCCTT
3601 GCCCAAATAC TTGCCGTGGG CCTCGGCCTG AGAGCCAAAA qACTTGATGC

3651 GCAAGAAGTC GGTGCGCTCC TGCTTGTCGC C@CATCGTT GCGCCACATC
3701 TAGGTACEAA AACAATECAI CCJ\GTAAAAT AEAATATTTT ATTTTCTCCC
3751 AATCAGGCTT GAICCCCAGT AAGTCAAAAA ATAGCTCGAC AEACEGTTCT
3801 ECCCCGAIAT CCTCCCTGAT CGACCGG:ACG CAGAAGGCÄA TGTCJATACCÄ
3851 CTTGTCCGCC CTGCCGCTTC TCCCAAGATC AAIÄAAGCCA CETACTTTGC
3901 CATCTTTCAC AAAGATGTTG CTGTCTCCCA GGTCGCCGTG GGAAAAGJACA
3951 AGTTCCTCTE CGGGCETTEC CGTCTTEAAA AAAICATACA GC,|rCGCGCGG
4OO1 ATCTTTAAAT GGAGTGTCTE CTTCCqAGTT TTC@JAATCC ACATCGGCCA
4051 GATCGTTATT CAGTAAGTAA ECCAATTCGG CEAAGCGGCT GTCTAAGCTA
4101 TTCGTATAGG GAcAATccGA TATGTCGAIG GAGTGAAAGA GccTGATGcA
4151 CTCCGCATAC AGCTCGAIAA TCTTTTCAGG GCTTTGEICJA TCTTCATACT
4201 CTTCCGAGC]A AAGGACGCCA TCGGCCTCAC TCJATGAGC;AG ATTGCTCCAG
4251 CCAI'qATGCC GTTCAAAGEG CAGGACCTET GGAACAGGCJA GCTTTCCTTC
4301 C]AGCCATAGC ATCATGTCCT IrTTCCCGTTC CACATGATAG GTGGTCCCTT
4351 TATACC@CT GTCCGTCJATT TTEAAAEATA GGTTITCATT TTCTCCqACC
4401 AGCTTATATA CCTEAGCAGG AGACAETCCT TCCGTATCTT TTACGCAGCG
4451 GTATIIEECG AtrCAGTETTT TCAATTCCGG :TGATATTCTC ATTTTAGCCA
4501 TTTATTATTT CCTTCCTCTT TTCTACAGTA TTTAAAGATA CCCCEAGAAG
4551 CEAATTATAA CAAGACGAAC TCCAATTCAC TGTTCCTEGC ATECTAAAAC
4501 CTTAAATACC AGAAAACAGC IETTTICAAAG TTGTTTTCjAA AGTT@CGTA
4651 EAACAIAGTA ECGACGGAGC CGATTEEGAA ACCACAATTA TGGGTGAEGC
4701 TGCCAACETA CIGAETTAGT GTATGAT@E GTTTTTGAGG TGCTCGAGTG
4751 GCTTCTGTGT CTATCAGCTG TCCCTCCTGT TCAGCTACTG ACGGGG'TGGII
4801 GCGTAACGGC AAAAGCACCG CCGGACAECA GCGCTATCEC TGCTCTCACE
4851 GCCGTAAAAC ATGGCIAACTG C]AG:rECjACTE ACACCGCTTC TCAACCCGGT
4901 ACGqACCAGA AAATCATTGA Tä,TGGCCATG AAT@CGTTG GATGCCGGGC
4951 AACJAGCCCGC ATTATGGGCG TTGGCCTCAA CACGATTTTA CGEqACTTAA
5OO1 AAAACTCAGG CCGCAGTCGG TAACCTCGCG eATACÄGCCG GGCAGTGACG
5051 ECATCGTCTG CGCGGAAATG GACGAACAGT GGGGCTATGT CGGGGCTAAA
5101 TCGC@CAGC GCTGGCTGTT TTACGCGTAT GACAGTCTCC GGAAGACGGI
5151 TGTTGCGCJAC GTATTCGGTG AA,CGCJACTAT GGCGACGCTG @GCGTCITA
5201 TCAGCCTGCE GjICACCCITT GACGTGGTGA TATGGATGAC GGATGGCTGG
5251 CCGCTGTATG .EAECCCGCCT GAAGGGAAAG CTGCACGEAA TCAGC]AAGCG
5301 ATATACGCAG CGAAETG:AGC GGCATAACCT GAATCICAGG CAGCJACCTGG
5351 CACGGCTGGG ACGGAAGTCG CTGTCGTTCT CAA.EA:TCGGT GGJAGCTGCAT
5401 GjACAAAGICA TCGGGCATIA TCTGAACATA AAACjACEATC AATAAGTTGG
5451 AGTCATTACC CAATEAEGAT AGAATT,:rACJA AGCTE,EAAGIG TTATTGTCCI
5501 GGGTTTCAAG CATTAGTCCA TGCAAGTTTT TATGCTTTGC CCATTCEATA
5551 GATAIATTGA TAAGCGCGCT GCCTATGCCII TGCCCCCTGA AATCCTTACA
5601 TACGGCGATA TCTTCTATAT AAAAGA.TATA TTATCTTATC AGEATTGTCA
5651 ATATATICAA GGCAATCTGC CTCCTCATCC TCTTCAECCT CTTCGTCTTG
5701 GTAGCITTTT AAATATGGCG CTTCATAGAG TEATTCTGEA AAGGTCCAAT
5751 TCTCGTTTTC ATACCTCGGT ATAATCTTAC CTATC.ACCTC AAATGGTTCG
5801 CTGGGTTTAT CGCACCCCCG AACACGAGCA CGGCACCCGC GACCACTATG
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5851 CCAAGAATGC CCAAGGTA.AA AATTGCCGGC CCCGCCJATGA AGTCCGTGAA
5901 TGCCCCGACG GCCGAAGTGA AGGGCAGGCC GCCACCCAGG CCGCCGCCCT

5951 CA,CTGCCCGG CACCTGGICE CTGAATGECG ATGCCAGC;AC CTGCGGCACG

6001 TCAATGCTTC CGGGCETCGC GCTCGGGCTG ATCGCCCATC CCGTTACTGC

6051 CCCGATCCCG GCAATGGCAA GGJACTGCCAG CGCTGCCATE TTEG@GTGA
6101 GGCCGTTCGC GGCCGAGGGG CGCJAGCCCCT GGG@GATGG GAGGCCCGCG

6151 TTAGCGGGCC GGGAGGGTTC GAGAAGGGGG GGCACCCCCC TTCGGCGTGC

5201 GCGGICACGC GCACAGGGCG CAGCCCTGGT TAAAAACAAG GTTEATAAAI
6251 ATTGGTTTAA AAGCAG|GTEA AAAGACAGGT TAGCGGTGGC CGAAAAACGG

6301 GCGGAAACCC TTGCAAATGC TdGATTTTCT GCCTGTGGAC AGCCCCTCAA

6351 AIGICAATAG GEGCGCCCCT CAECTGTCJAG C]ACTCTGCCC CTCjAAGTG:IC

6401 AAGGATCGCG CCCCTCATCT GTCAGTAGEC GCGCCCCTCA AGTGTCAAIA
6451 CCGCAGGGCA CTTAECCCCA GGCTIIGTCCJA CATCATCTGI GGGAAACTCG

6501 CGTAAAATCA GGCGTTTTCG CCGATTEGCG AGGCT@CCA GCTCCACGEC

6551 GCCGGCCGAA ATCGAGCCTG CCCC'ICATCT GTCAACGCCG CGCCGGGTGA

6601 GTCGGCCCCT CAAGTGTCAA CGTCCGCCCC TCAICTGTCA GTGAGGGCCA

6651 AGTTTTCCGC GAGGTATCC.A CAACGCCGGC GGCCGCGGTG TCTCGCJACAC

6701 GGCTTCGACG GCGTTECTGG CGCGTEIIGCA GGGCCATAGA CGGCCGCCAG

6?51 CCCjAGCGGCG AGGGICAACCA GCCCGGTGAG CGTCGCAAAG GCGCTCGGTC

6801 TEGCCETGCT CGTCGGTGAI GEACETCACC AGCTCCGCGA AGTCGCTCTT

6851 CTTGATGGAG CGCATGGGEA CGTGCTTGGC AATCACGCGC ACCCCCCGGC

6901 CCTTIrTAGCG GCTAAAAIAG TCATGGCTCT GCCCTCGGGC GGACCACGCC

6951 CJ|TCATGACC TTGCCAAGiCT CGTCCTGCTII CTCrICGAEC TECGCCAG'CA

7OO1 GGGCGAGGAT CGTGGCJATCA CCGAACCGICG CCGTGCGCGG GTCGTCGGjIG
7051 AGCCAGAGTT TCAGC]AGGCC GCCC]AGGCGG CCeAGGECGC CjAEEGATGCG

7101 GGCCAGCTCG CGGACGTGCT CAIrAGTCCAC EACGCCCGEG ATTITGEAGC
?151 CCTGGCCGAC GGCCAGCAGG TAGGCCGACA GGCTCATGCC GGCCGCCGCC

7201 GCCTTTTCCE CAAECGCTCT TCGIECGTCT GGAAGIGC]AGT ACACCTTGAT

?251 AGGTGGGCIG CCCTTCCTGG' EEGGCTTGGT ETC;ATCAGCC ATCCGCTTGC
?301 CCTCATCTGT IIACGCCGGCG GTAGCCGGCC AGCCICGCAG AGCÄGGATEC

7351 CCGTTGAGC]A CCGCCAGGTG CGAAEAAGGG ACJAGTGAAGA AGGAACACCC
7401 GCTCG'CGGGE GGGCCTACIT qACCBATCCIr GCCCGGCTGA CGCCGTTGGA

?451 TACACCAAGG AAAGTCEACA CGAACCCTTT GG'CAAAI|TCC TGEATAICGT
7501 GCGAAAAAGG ATGGATATAC CGAAAAAATC GCTATÄATGA CCCCEAAGCA

7551 GGGTTATGCA GCGGAAAAGC GCCACGCTTC CCGAAGGGAG AAIIGGCGGAC
7601 AGGTATCCGG TAAGCGGCAG GGTCGGAACA GGAGAGCGCA CGAGGGA@T
7651 TCCAGG@GJA AACGCCTGGI AECT,IETATAG TCCTGTCGGG EETC@CACC
7701 TCTGACTTGA GCGTCGAETT TEGTG]ATGCT CGECAGGGGG GCGGAGCCTA

?751 TGGAAAIACG CCAGCAACGC GGCCTTTTTA CGGTTCCTGG CCETTTGCTG

7801 GCCTTTTGCT C;ACATGTTCE TTCCTGCGTT ATCCCCTGAT TCTGTGGATA
7851 ACCGTATTAC CGCCTTTGAG TGAGCTGATA CCGCTCGCCG C;AGCCGAACG

7901 ACCGAGCGCE GCGAGECAGE GAGCGAGGAA GCGGAAGAGC GCCAGAAGGC

7951 CGCCAGAG]AG GCCGAGCGCG GCCGTGAGGC TTGG:ACGCTA GGGC]AGGGCA

8OO1 TGAAAAAGCC CGTAGCGGGC EGC.:IACGGGC GECTGACGCG GTGGAAAGGG

8051 GGAGGGGATG TEGTCTAqAT GGCTCTGCTG TAGTGAGTGG GTTGCGCTCC

8101 GGCAGCGGTC CTGAEC;AAIC GTeACCCTTT CTCGGTCCTT CAACGTtrCCT

8151 GjACAÄ,CGAGC CTCCTTTTCG CCAAECCATC GACAATCACC GCGAGTCCCE

8201 GCTCGAACGC TGCGTCCGGA CCGGCTTCGT CGAAGGCGTC TAECGCGGCC

8251 CGCIIAC]AGCG GCGAGAGCGG AGCCTGITCA ACGGTGCCGC CGCGCECGCC

8301 GGCATCGCTG TCGCCGGCCT GCECCTCAAG CACGGCCCCA ACAGTGAAGT

8351 AGCTGAITGE CjATCAGCGCJ\ ETGACGGCGT CCCCGGCCGA AAAACCCGCC

8401 ECGCAGAGGA AGCGAAGCTG CGCGTCGGCC GTTTCCJ|TCT GCGGIGCGCC

8451 CGGTCGCGIIG CCGGC]AEGGA EGCGCGCGCC ATCGCGGTAG GCGAGCAGCG

8501 CCTGCCIGAA GCTGCGGGCA EECCCGATCA GJAAATGAGCG CCAGTCGTCG

8551 TCGGCTCECG GCACCGAATG CGTATGATTC TCCGCCAGCA TGGCTTCGGC

8601 cAGTGCGTCG AGCAGCGCCC GCTTGTrCCT GAAGEGCCAG TAAAGCGCCG

8651 GCTGCTEAAC CCCCAACCGT TCCGCCAGTT trGCGTGTCGE CAGACCGTCtr

8701 ACGCCGACCT CGTTCEACAG GTCCAGGGCG GCACGGATCJA CEGTATTCGG

8?51 CTGCAACETT GICATGCTTG ACACTTTATC ACTGAEAAAC ATAATATGTC
8801 CACCAECITA TCAGTGATAA AGAATCCGCG CGTTCAATCG GACCAGCGGJA
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8851 GGCTGGTCCG GAGGCCAGAC GTGAAACCCA ACATACCCCT GATCGTAATT
8901 CTGAGCACTG TCGCGCTCGA CGCEGTCGGC ATCGGCCTGA TTATGCCGGT
8951 GCTGCCGGGC CECCTGCGCG ATCTGGTTCA CTCGAACGAC GTCjACCGCCC

9OO]. ACTATGGCAT TCTGCTGGCG CTGTATGCGT TGGTGCAATT TGCCTGCGCA

9051 CCTGTGCTGG GCGCGCTGIC GGATCGTTTC GGGCGGCGGC CAATCTTGCI
9101 CGTCTCGCTG GCCGGCGCCA GAECTGGGGA ACCCTGTGGE TGGCATGCAC

9151 ATACAAATGG ACGAACGG:AT AAACCTTTTC ACGCCCTTTE AAATATCCGA
9201 TTATTCTEAT AAACGCTCTT TTCTCTEAGG TTTACCCGCC AATATATCCT
9251 GTC.AAACACT GATAGTITAA ACTGAAGGCG GGAAACGACA ATCTGATCAT
9301 GAGCGGAGAA TTAA@GAGT CACGf,TATGA CCCCCGCCGA TGACGCGGGA

9351 CAAGCCGTTT TACGTTTGGA ACTGACAGAA CCGCAACGTT GAAGGAGCCA

9401 CTC]AGCCGCG GGTTGTGGAG' CTCCACCGCG GTGGCGGCCG CECTAGAACT
9451 AGTGGATCCC CCCTGGCGAA AGGGGGATGI GCTGCAAGGC GIAEEAAGTTG
9501 GGTAACGCCA GGGTTTTCCC AGTC;ACGACG TEGTAAAACG ACGGCCAGEG

9551 CCAAGCTTGC ATGCGGCTCC AGGTCGACTC TAGAGGATCC TAATEAGC;AT
9601 TGCATGTCTA AGITAEEAAA AATTACCACA TAETTTTTTT GTCACACTTG
9651 TTTGAAGTGC AGT:rTATCTA TCETEATACA TATATTTAAA CTTTACTCEA
9701 CGAAEAATAE AATCTATAGT ACTACJAATAA TATCAGTGTT TTAGAGAATC
9751 ATATAAATGA ACAGTTAGAC ATGGTCTAAA GGACAATTGA GTAETTTGAC
9801 AAqAGGACTC TACEGTTTTA TCTTTTTAGT GTGC]ATGIGT TCTCCTTETE
9851 TTTTGCJAAAT AGCTTCACCT ATATAATACT TCATCCATTT TATTAGTACA
9901 TCCATTTAGG GTTTAGGG:TT AATGGTETTT AEAGACTAAT TTTTTTAGTA
9951 C,AIFCTATTTT ATTCEATETE AGCCTCTAAA TTAAGAAAAC TAAAACTCTA

1OOO1 TTTTAGTTTT TTEATITAAT AATTTAGATA TAAAATJAGAA TAAAAT.AAAG
10051 TGACTAAAAA TEAAACAAAT ACCCTIIEAAG AAATTAAAAA AACTAAGGJAA

10101 ACATTTTTCT TGTTTCGAGT AGAIAATGCC AGCCTGTTAA ACGCCGECGA

10151 CGAGTCTAAC GGACACCAAC CAGCGAACCA GC.A@GTCGC GTCGGGCC]AA

10201 GCGAAGCAGA CGGCAC@CA TCTCTGECGC TGCCTCTGGA CCCCTCTCGA
10251 GAGTTCCGCE CCACCGTTGG ACTEGCTCCG CEGTCGGC;AT CCAGAAAIITG
10301 CGEGGCGGAG CG@AGACGE GAGCC@CJAC GGCJAGGCGGC CTCCECCTCC
10351 TCTC;ACGGCA CGGCAGCTAC GGGGGJATTCC TTECCCACCG CTCCTECGCT
10401 TTCCCIICCT CGCCCGCCGT AATAAATAGA CjACCCCCTCC ACACCCTCTT
10451 TCCCCAACCT CGTGTTGTTC GGAGCGC:ACA CACACACAAC CAGAICTCCC
10501 CqAAATCCjAC CCGTCGGCAC CTCCGCTTCA AGGTACGCCG CTCGTCCTCC
10551 CCCCCCCCCC CTCTCTACCT TCTCEAGATC GGCGTTCCGG TCCATGGETA
10501 GGGCCCGGTA GIrTCTACTTC TGTTCAEGTT TGEGTTAGjAT CCGTGTTTGT
10651 GETAGA,|rCCG TGCTGCTAGC GTTCGTACAC GGATGCGACC TGEACGTC]AG
10701 ACjACGTTCEG ATTGCTAACE TGCCAGTGTT TCTCTTTGGG GAATCCTGGG

10?51 ATGGCTCTAG CCGTTCCGCA GACGGGATCG ATTTCAEGAI TITTTTTGIT
10801 TCGTTGCATA GGGTTTGGTE TGCCCETTTC CETTATTTCA ATATATGCCG
10851 TGCjACTTGTT TGTCGGGTCA TCTTTIßCATG CETTTTETEG TCTEGGjITGT
10901 GATGATGjIGG TCTGGTTGGG CGGTCGETCT A,GATCGGAGE AGAATTAATT
10951 CIGTTTCAAA CTACCTGGTG GAETTATTAA TITTGGATCT GIATGTGTGT
11001 GCCATACATA TTCATAGTTA CGAATTGAAG ATGATGGATG GAAATJAICGA
11051 TCTAGGATAG GTAEACATGT EGATGCGGGE TTTACEGATG CATAEACAGA
11101 GAEGCTTTTT GTTCGCTTGG TTGTGATGAT GTGGTGTGGE TGGGCGGTCG

11151 TtrCATTCGTT CTAEATCGGA GTAGAATACT GTTTCAAACT ACCTGGTGTA
IL2OL TTTATEAATT TTGGAACTGT ATGTGTGTGT CATACJITCTI CATAGTTACG
11251 AGTTTAAGAT GGJATGGAAAT ATCGATCTAG GATAGGEATA CATGTTGATG
11301 TGGGETITAC TGATGCATAT ACATGATGGC ATATGCAGCA TCTATECATA
11351 TGCTCTAACC TEGAGTACCE ATCTATEATA ATAÄACÄAGT ATGTTTTATA
11401 ATTATTTTGA TCTTGATATA CTTGGATGAT GGCATATGeA GCAGCTATAT
11451 GEGG:ATTTTE TTAGCCCEGC CTTCATACGC TATTTATTTG CTTGGTACTG
11501 TTTCTTTTGjr CGAEGCTCAC CCTGTTGTTT GGTGTTACIrT CTGCAGATGA
11551 GAGGCCCGAG TGTGGTGGTG GCCATCGTGG CCATCGTCCE GTCGGCGGCG

11601 CTCGCCATGG CC]ATGGTGGT CCGCGCAGCC AGCGGGTACG CCAACGCCGT

11651 CTACTTCACC AACTGGGGGA TCTACGGCCG CAACTTCCAG CCGCAGAACC

11701 TGGTCGCGTC GGACATCACG CACGTCATCT ACTCGTTCAT GAACTTCCAG
11751 GCCGACGGCJI CGGTCGTCTC CGGCGACGCC TACGCCGACT ACCAGAAGCA
11801 CTACGACGAC GACTCCTGGA ACGACGTCGG GAACAACGCG TACGGCTGCG
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11851 TGAAGCjAGCT CTTCAAGCTG EAGAAGGCCA ACCGCAACCT CAAGGEGATG
11901 CICTCCATCG GGGGCTGGAC CTGGTCCACC AACTTCCCGT CCGCCGCCAG
11951 CACCGACGCC AACCGCAAGJA ACTTCGCCÄA GACGGCCATC ACCTTCÄTGA
12001 AGGACEGGGG CTTCGACGGG ATCGACGTCG ACTGGGAGTA CCCCGCCGAC
12051 GACECCCAGG CCACCEACAE GGEGCTCCTG CTCJAAGGAGA TCCGCTCCCA
12101 GCTCGACGCC TACGCCGCGC AGTACGCCCC GGGCTACCAC ETCCTCCTCT
12151 CCATCGCCGC CCCCGCCGGC CCGGAGCACT ACTCCTTCCT GCACATGTCC
L22OL GACCTCGGCC AGGTGCTCGA CEACGTCAAC CTCATGGCCT ACGACTACGC
I225L CGGGTCCTGG AGCAGCTACE CCGGCCACGA CGCCAACCTG TTCGCCAACC
12301 CGTCCAACCC CAACTCCTCC CCGTACAACA CCGACCÄGGC CATCAAGGAC
12351 TACATCAAGGI GG@GGTGCC CGCCAGCJAAG AECGTGCTCG GCAEGCCC;AT
L24OL CTACGGCCGC GCCTTCGAGA GC]ACCGGGGG CATCGGCCAG ACCTAC]AGCG
T245L GC.ATCGGCTC CGGCAGCTGG GAGAACGGCA TCTGGGACTA CAAGGTGCEC
12501 CCCAAGGCCG GCGCCACGGT CCÄGTACGAC TCCGTCGCCC AGGCCTACTA
12551 CAGCTACGAC CCCAGC]AGCJA AGGAGCTGJAT CTCCTTCGAC ACCCCGGJACA
12601 TGATCAACAC CAAGGTCTCC TACCTCAAGA ACCTCGGCCT GGGCGGCEGC
L265I ATGTTCTGGG AG@CTCCG'C CGACAAGACC GGCTCCGACT CCCECATCGG
L27OT GACCAGCCAC CGCGCCCTCG GCAGCCTCGA CTCCACGCAG AACCTCCTGA
L275L GCTACCCCAA CTCCCAGTAC GACAACATCC GCJAGCGGCCT CAACTAGGAG
12801 CTCGAATTTC CCCGJATCGT:I qAAACATTTG GCAAEJAAAGT TECTTAAGAT
12851 TGAATCCTGT TGCCGGTCTT GCGATGATTA TCATATAATT TCTGTTG;AAT
L29OL TACGTTAAGC ATGTAATAAT TAACATGTAA TGCATGACGT TATTTATGAG
12951 ATGGGETTTT AEGAITAGAG TCCCGCJAATT ETACATTTAA TACGCGAEAG
13001 AAAACAÄAA:I ATAGCGCGC;A AACTAGGATA AATTATCGCG CGCGGTGTCA
13051 TCIATGTTAC TAGATCGGGC GGCCGC;ATCT AGAGGATCCC CCTGTTGCCC
13101 GTCTCACE@ TGAAAAGAAA AACCACCCCA GTACjATTAAA AACGECC@A
13151 ATGTGTTATT AAGTIGTCTA AGCGTCAATT TGTTTAqACC ACAAIATAIC
13201 CTGCCACCAG CCAGCqAACA GCTCCCCGAC CGGCAGCICG GCACAAAATC
13251 ACCjACTCGAE ACAGGCAGCC CJATC;AGTCCG GGACGGCGIC AGCGGGAGAG
13301 CCGTTGTAAG GCGGCAGACT TTGCTCAEGT TACCGATGCT ATTCGGAAGA
13351 AC@CAACTA AGCEGCCGGG TTTGAAACjAC GGATGATCTC GGGGTACCGA
13401 GCICGAATTA AETCGAGCTC GGTACCCCGC TGTCEG]ATCG TTTCGGGCGG
13451 CGGCCAATCI TGCTCGTCEC GCT@CCGGC GCCAGATCTG @GAACCCTG
13501 TGGTTGGCJAT GC]ACATACAA ATGGACGAAC GGATAAACCT TTTCACGCCC
13551 TTTTAAATAT CCGATTATSC TAATAAACGC TCTETTCTCT IAGGTTTACC
13601 CGCCAATATA TCCTGTCAAA CACTGAEAGE TTAAACTGAA GGCGGGJAAAC
13651 GACAATCTGA TCAIGAGCGG AGAATEAAGG AGTC;ACGTTA TGACCCCCGC
13701 CGATGACGGG GGATCCTAAT GAGCATTGCA TGTCTAAGIIT ATAAAAAATE
13751 ACCACATATT TTITTTGTCA GACTTGTTTG AAGTGC.AGTT TAICTATCTT
13801 TATACATATA TTTAAACTTE ACTCIACGAA EAATAEAATC TATAGTACTA
13851 qAATAATATC AGTGTTTTAG AGAATCATAE AAATGAAqAG TIAGACATGG
13901 TCTAAA@JAC AATTGAGTAT TTTGACAAcA GGACTCTACA GTITTATCTT
13951 TTTAGIGTGC AEGTGTTCTC CTTTTTTTTT GC]AAATA@T TCACCTAEAE
14001 AATACTTCjAT CCATTTTATT AGTACATCCA TETAGGGETT AGGGITAATG
14051 GTITTIATAG ACTAATTTTT TTAGTACATC TATTTEATTC TAEETTAGCC
14101 TCTAAATIAA GAAAACTAAA ACTCTATTTE AGTTTTTTTA TETAATAATT
14151 EAGATATAAA ATAGAATAAä, ATAAAGTGAC TAAAAATTAA ACAAATACCC
L42OL TTTAAGAAAT TAAAAAAACT AAGGAAACAE TTTECTTGTT TCGAGTAGAT
L425L AATGCCAGCC TGTTAAACGC CGECGACGAG TCTAACGGAC ACCAACCAGC
14301 GAACCJAGCAG CGTCGCGTCG GGCCIIAGCGA AGCJAGACGGC ACGGCATCTC
14351 TGTCGCTGCC TCTGGACCCC TCTCGAGAGT TCCGCTCCAC CGTTGGACTT
14401 GCTCCGCTGT CG@:ATCCAG AAATTGCGTG GCGGAGCGGC AGACGTGAGC
14451 CGGCACGGCA GGCGGCCTCC TCCECCTCTC ACGGCACGGC AGCTACGGGG
14501 GATTCCTTTC CCACCGCTCC TTCGCTTTCC CTTCCTCGCC CGCCGTAATA
14551 AATAGACACC CCCTCCACAC CCTCETTCCC CAACCTCGTG TIGETCGGAG
14601 CGCACACAC]A CACAACCAGJA TCTCCCCCAA ATCCACCCGT CGGCJICCTCC
14551 GCTTCTAAGGI ACGCCGCTCG TCCTCCCCCC CCCCCCCTCT CTACCTTCTC
14701 TAGATCGGCG TTCCGGTCCA TGGTTAG@C CCGGTAGTTC TACTTCTGTT
L475L CATGTTTGTG TIAGATCCGT GTTTGTGIrIA GATCCGTGCT GCTAGCGETC
14801 GEACACGGAT GCGACCTGTA CGTCAGACAC GTTCTGATTG CTAACTTGCC
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14851 AGTGTTECTC TTTGGGGAAT CCT@GATGG CTCTAGCCGT TCCGCAGACG
14901 GGATCGATTI CATGAETTTT TTTGTTTCGT TGCATAGGGT TTGGTTTGCC
14951 CTTTTCCTTT ATTTCAATAT ATGCCGTGCA CTTGTTTGTC GGGTCATCTT
15001 ITCATGCTTT TTTTTGTCTT GGTTGTGATG ATGTGGTCTG GETGGGCGGT
15051 CGTTCTAGAI CGGAGTAGAA TEAATTCTGT TTCAAACTAC CTGGTGGATT
15101 TATTAATTII GGAECTGTAT GTGTGTGCCa' TACJATATTCA TAGTTACGAA
15151 TEGAAGAtrGA TGGATGGAAA TATCGATCEA GGJATAGGTAT ACATGTTGAT
15201 GCGGGTTETA CTGATGCAEA TACAGAG:ATG CTTTTTGTTC GCTTGGTTGT
15251 GATGATGTGG TGTGGTTGGG CGGTCGITCa' TTCGTTCTAG ATCGGAGTAG
15301 AATACTGTTT CAAACTACCT GGTGTATTTA TEAATTTTGG AACEGTATGT
15351 GTGEGICATA qATCTTCATA GTTACGAGTT TAAGATGGAE GGAAA:IATCG
15401 ATCTAGGATA GGTATACATG TTGATGTGGG TTTTACTGAE GC]ATATACAT
15451 GATGGCATAT GCAGCATCTA TTCATATGCT CEAACCTTGA GTACCTATCT
15501 ATTATAATAA ACAAGTA,:rGT TTEAEAAITA TTTIGAECTE GATATACTTG
15551 GATGATGGCJA TATGCAGCJAG CTATATGTGG ATTTTTtrTAG CCCTGCCTTC
15601 AEACGCTATT TATTTGCTTG GTACTGTTTC TTTTGECGAT GCTCACCCTG
15651 TTGTTT@TG TTACTTCTGC AGATGAGCCC AGAACGACGC CCGGCCGACE
15701 TCCGCCGTGC CECCGAGGCG GACATGCCGG CGGTCEGCAC CjATCGTCAAC
15751 CACTACJATCG AGACAAGCJAC GGTCAACTTC CGTACCGAGC CGCAGGAACC
15801 GC]AGGAGTGG AC@ACGACC TCGTCCGICT GCGGGAGCGC TAECCCTGGC
15851 TCGTCGCCGA GGTGG:ACGGC GAGGTCGCCG GCATCGCCTA CGCGGGCCCC
15901 TGGJAAGGCAC GCAACGCCTA CGACTGGACG GCCGAGTCGA CCGTGTACGT
15951 CTCCCCCCGC CACCAGCGGA CGGGACTGGG CICCÄCGCTC TACÄCCCACC
16001 TGCTGAAGTC CCTGGAGGC]A CAG@CTTCJA AGA@GTGGT CGCTGTCATC
15051 GG@TGCCCA ACGACCCGAG CGTGCGCJATG CACGAGGCGC TCGGATATGC
16101 CCCCCGCGGC ATGCTGCGGG CGGCCGGCTT C:AA@JACGGG AACT@CJATG
16151 ACGTGGGTIT CTGGCJ\GCTG GACTTCAGCC TGCCGGTACC GCCCCGTCCG
L62OI GTCCTGCCCG TCACCGAGAE CTGATGACCC GGGTACCGAG CTCGAATTIC
L625L CCCGATCGTT CAAAC;ATEEG GCAATAAAGT TTCTTAAGAT TGAATCCTGT
16301 TGCCGGTCTE GCGAEGAf,TA TCATATAATT TCEGTTGAAE TACGTEAAGC
15351 ATGTAATAAT TAACATGTAA TGCATGACGT TATTTATGAG ATGGGTTTTT
16401 AEGATTAGAG TCCCGCAATT ATAqATTTAA IACGCGAEAG AAAACJAAAAI:T
15451 ATAGCGCGCA AACTAGGATA AATtrATCGCG CGCGGTGTCA ECTATGTTAC
16501 TAGATCGGG
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Abbildung 4: Vektorsequen z pJH27 1

1 Cä,TCGGCGGG GGTCATAACG TGACTCCCTT AATTCTCCGC TCATGATC;AG
51 ATTGTCGTTE CCCGCCETC]A GTTTAAACTA TCAGTGITTG ACAGGATATA

101 TT@CGGGIA AACCTAAGAG AAAAGJAGCGE ETATTAGAAT AAI8CGGATAT
151 TTAAAAGG'GC GTGIAAAAGGT TTATCCGTTC GTCCAETTGI AIGTGCATGC
201 CAACCACAGG GTTCCCCE,GA TCTGGCGCCG GCCAGCGAGA CGAGCAAGAT
251 TGGCCGCCGC CCGAAACGAT CCGACAGCGC GCCCAGCACjA GGTGCGCAGG
301 CAEAI:ITGCAC CAACGCAIAC AGCGCCAGCA GAATGCCATA GTGGGCGGTG
351 ACGECGTTCG AGTGAACCAG ATCGCGCAGG AGGCCCGGCA @ACCGGCAE
401 AATC.AGGCCG ATGCCGACAG CGTCGAGCGC GACAGTGCTC AGAATTACGA
451 TCÄGGGGTAT GETGGGTTEC ACGTCTGGCC TCCGGACCAG CCTCCGCTGG
501 ECCGATTGAA CGCGCGEATT CTETATCACT GAEAAGTTGG IGGACATATI
551 ATGTTTATCA GTGATAAAGE GTCAAGC]ATG ACAAAGTTGC AGCCGAAIEC
601 AGTGATCCGT GCCGCCCTGG ACCEGTTGAA CGAGGTCGGC GTAG:ACGGTC
651 TGACGAqACG CAAACTGGCG GAACGGITGG GGGITTCAGCA @CGGCGCTT
701 IACTGGC,ACT TCAGGAACAA GCGGIGCGCTG CTCGACGCAC TGGCCGAAGC
751 CAEGCEGGCG GAGAATCATA CGCJATTCGGT GCCGAGAGCC GACGACGACT
801 GGCGCEC'A,TE TCTGAECGGG AATGCCCGCA GCTTCAGGC]A GGCGCEGCTC
851 GCCTACCGCG AT@CGCGCG qATCCATGCC GGCACGCGAC CGGGCGCACC
901 GCAGATGGAA ACGGCCGACG CGqAGCTTCG CTECCTCTGC GAGGCGGGTT
951 TTTCGGCCGG GGACGCCGEC EATGCGCTGA TGACAATCAG CTACTTCjACT

1OO1 GTTGGGGCCG EGCTTGAGGA GC]A@CCGGC GACAGCGATG CCGGCGAGCG
1051 CGGCGGCjACC GTTGAACJAGG CTCCGCECTC GCCGCTGTTG CGGGCCGCGA
1101 TAGACGCCTT CGACGAAGCC GGECCGGACG CjAGCGTTCGA GCAGGGJrcTC
1151 GCGGTGATTG TCGATGGATT GGCGAAAAGG AGGCTCGETG TCAGGAACGE
1201 XGAAGGjACCG AGAAAGGGITG ACGATTGATC AGGACCGCTG CCGGAGCGCA
1251 ECCeACTCAC TACAGCAGAG CC,ATGTAGAC AACATCCCCT CCCCCTTTCC
1301 ACCGCGTCAG ACGCCCGTAG CAGCCCGCTA CGGGCETTTT CÄ,:rGCCCTGC
1351 CCTAGCGTCC AA@CTCJACG GCCGCGCTCG GCCTCTCTGG CGGCCTTCTG
1401 GCGCTCTTCC GCTTCCTCGC TqACTGACTC GCT@GCTCG GTCGTTCGGC
1451 IGCGGCGAGC GGTAECAGCT CÄCTCAAAGG CGGTAATACG GTTATCCACA
1501 GAATCAGGGG ATAACGCAGG AAAGAACATG TGAGCAAEAG GCCE@AEAA
1551 GGCCAGGAAC CGTAAAAAGG CCGCGTIGCT GGCGTTTTTC CATAGGCTCC
1601 GCCCCCCTGA CGAGCATCAC AAAAATCEAC GCTC;AAGTCA GAGGTGGCGA
1651 AACCCGACJAG GACTATAAAG ATACCAGGCG TTTCCCCCTG GAAGCTCCCI
1701 CGTGCGCTCT CCTGTECCGA CCCIGCCGCT TACCGGAEAC CTGTCCGCCT
1751 TECTCCCTTC GGGAAGCGEG GCGCTTTTCC GCTGCATAAC CCTGCTTCGG
1801 GGTCjATTATA GCGATTTETT CGGTATATCC ATCCTTTTTC GCJACGATATA
1851 CAGGATTTTG CCAAAG@IIT CGTGTAGACT TTCCTEGGIG TATCCjAACGG
1901 CGTCAGiCCGG GCJAGGATAGG TGAAGTAGGC CCACCCGCGA GCGGGTGTTC
1951 CTTCTTC]ACT GTCCCTTATT CGqACCT@C GGIGCTCjAAC @GJAATCCTG
2OO1 CTCTGCGAGG CEGGCCGGCT ACCGCCGGCG TAACAGATGA GGGCAAGCGG
2051 ATGGCTGATG EAACCAAGCC AACC3,GGäAG GGCAGCCCÄC CTATCÄAGGT
2101 GTACTGCCTT CCAGACGAAC GAAGAGCGAT TGAGGAAAAG' GCGGCGGCGG'
2151 CCGGCATGAG CCTEECGGCC TACCTGCTGG CCGTCGGCCA GGGCIACAAA
2201 ATCACGGGCG TCGTGG:ACIA TGAGCJACGTC CGCGAGCEGG CCCGCATCAA
2251 TGGCGACCTG GGCCGCCTGG GCG@CTGCT GAAACTCTGG CTCACCGACG
2301 ACCC@GCAC GGCGCGGTTC GGEGATGCCA CGAICCTCGC CCTGCEGGCG
2351 AAGATCGAAG AGAAGCJAGGA CGAGCTTGGC AAGGTCATGA TGGGCGTGGT
2401 CCGCCCGAGG GqAGAGCGAT GACTTTTTTA ECCGCTAAAA CGGCCGGGGG
2451 GTGCGCGTGA TTGCCAAGCA CGTCCCCjAIG CGCTCCATCA AGAAGAGCGA
2501 CTTCGCGGAG CTGGTGAAGT ACATCACCGA CGA@AAGGC AAGACCGJAGC
2551 GCCTTT@GA CGCIC;ACCGG GCTGGTTGCC CTCGCCGCTG GGCTGGCGGC
2601 CGTCIA,TGGC CCTGCAAACG CGCCAGAAAC GCCGTCGAAG CCGTGTGCGA
2651 GACACCGCGG CCGCCGGCGT TGTGGATACC TCGCGGAAAA CTTGGCCCTC
2701 ACTGACAGAT GAGGGGCGGA CGITGACACT TGAGGGGCCG ACTCACCCGG
2751 CGCGGCGTTG ACAGATGAGG GGCAGGCTCG ATTTCGGCCG GCGACGTGGA
2801 GCTGGCCAGC CTCGCAAATC GGCGAAAACG CCTGATTTTA CGCGAGTITC
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2851 CCACAGAEGA TGTGCACAAG CCTGGGGATA AGTGCCCTGC GGTATTGACA
2901 CTTGAGGGGC GCGACTACTG ACAGATGAGG GGCGCGATCC TTGACACTTG
2951 AGGGGCJAGAG TGCEGACAGA TGAGGGGCGC ACCIAETGAC ATTTGAGGGG
3OO1 CEGTCCACjAG GCjAGAAAATC CAGCATTTGC AAGGGTTTCC GCCCGTTTTT
3051 CGGCCJICCGC TAACCTGTCT TTEAACCTGC TTTTAAACCA ATATIIATAA
3101 ACCTTGTTTT TEACqAGGGC TGCGCCCTGT GCGCGTGACC GCGC]ACGCCG

3151 AAGGGGGGTG CCCCCCCTTC TCGAACCCTC CCGGCCCGCT AACGCGGGCC

3201 TCCCATCCCC CCAGGGGCTG CGCCCCTCGG CCGCGAACGG CCTCACCCCA
3251 AAAATGGCJAG CGCTGGCJAGT CCTTGCCAIT GCCGGGATCG GGGCAGITAAC

3301 GGG]ATGGGCG ATC]AGCCCGA GCGCGACGCC CGGAAGCJATT GACGTGCCGC
3351 ACGTGCTGGC ATCGACAETC AGCGACCAGG TGCCGGGCAG TGAGGGCGGC

3401 GGCCEGGGTG GCGGCCTGCC CIECACTTCG GCCGTCGGGG CATTCACGGA
3451 CETCATGGCG GGGCCG@]AA TTTTTACCTT GGGCATTCTT GGCATAGTGG

3501 TCGCGGGTGC CGTGCIrCGTG TTC@GGGTG CGAIAAACCC AGCGAACCAI
3551 TTGAGGTGAT AGGTAAGATT ATACCGAGGT ATGAAAACGA GAATTGGACC

3601 TTTACAGAAT TACTCIATGA AGCGCCATAT ITAAAAAGCT ACCAAGACGA
3651 AGAGGATGAA GAGGAEGAGG AGGCAGATTG CCTTGAATAT ATTGACÄAEA
3701 CTGATAAGAT AATA]IATCTT TTATATAGAA GATATCGCCG TATGTAAGGA
3751 TTTCAGGGGG' CAAGGC;ATAG GqAGCGCGCT TATCAATATA TCTATAGAAT
3801 @GCEAAGCA TAÄAAACTTG CATGGACTAA TGCTTGAAAC CCAGGACAAT

3851 AACCTTATAG CTTGTAAATT CTATCATAAT TGGGTAATGA CTCCAACTTA
3901 EEqAIAGTGT TTTATGIECA GATAATGCCC GAIGACTTTG TCATGCJAGCT

3951 CCACCGAETT TGAGAACGAC AGCGACTTCC GTCCCAGCCG TGCCjAGGTGC

4OO1 TGCCTCAGAT TCAGGTEAEG CCGCECAATT CGCTGCGTAT ATCGCTEGCT
4051 GAETACGEGC AGCTTTCCCT TCA@CGGGA TTCATACAGC GGCCAGCCAT

4101 CCGTCATCCA TATCACCACG TCAAAGGGTG ACAGCAGGCT CjATAAGACGC

4151 CCCAGCGTCG CCATAGTGCG TECACCGAAT ACGEGCGCAA CAACCGTCTT
4201 CCGGAGACIG TCAIAC@GT AAAACJAGCCA GCGCTGGCGC GAETTAGCCC
4251 CG;ACATAGCC CCACTGTTCG TCCATTTCCG CGCJAGACGAE GACGTCACTG

4301 CCCGGCTGTA TGCGCGAGGT TACCGACTGC GGCCTGAGTT TTTTEAGTGA
4351 CGEAAAATCG IGTTGA@CC AACGCCCATA AEGCGGGCEG TTGCCCGG|CA

4401 ECCAACGCC;A IICATGGCCA TATCäATGAT TTTCTGGTGC GTACCGGGTT
4451 GAGAAGCGGT GTAAGEGAAC TGCAGTTGCC ATGTTTTACG GCAGTGAGAG

4501 CAGAEATAGC GCTGATGTCC GGCGGTGCTT TTGCCGTTAC GC;ACCACCCC

4551 GTC]AGTAGCE GAACAGGAGG GACAGCTGAT AGACACAGAA GCCACTGGAG
4601 CACCECAAAA ACjACCATqAI ACACEAAATC AGTAAGjITGG CAGCATCACC
4651 CATAATTGEG GTTTC;AÄÄAE CGGCTCCGTC GAEACTAIGT TATACGCCAA
4701 CETECAAAAC äACTETGAAA AAGCTGETTT CTGGTATTTA AGGTTTTAGA
4?51 ATGC]AAGGAA CAGTGAAETG GAGTICGICT TGTTATAATT AGCTTCTTGG
4801 GGTATCEETA AAEACTGTAG AÄAAGAGGAA GGJAAATJAATA AATGGCTAAA
4851 ATGAGAATAT CACCGG:AAET GAAAAAAC,:rG ATCGAAAAAE ACCGCTGCGT

4901 AAAAGAIjACG GAAGG]AATGT CECCTGCTAA GGTAEATAAG CTGGTGGGJAG

4951 AAAATGAAAA CCTAIATTEA AAAATGACGG ACAGCCGGTA TAAAGGGACC

5OO1 ACCTATGATG TGGAACGGGA AAAGGACATG ATGCTATGGC TGGAAGGAAA

5051 GCTGCCTGET CCAAAGGTCC TGCACTTTGA ACGGCATGAE GGCTGGJAGCA

5101 AECEGCTCAI GAGTGAGGCC GAT@CGTCC TTTGCTCGGA AGAGEATGAA
5151 GATGAACAAA GCCCTGjAAAA GATTATCGAG CTGTATGCGG AGTGC]ATC,AG

5201 GCECEITCAC ECCATCGACjA TATCGGATTG ,:ICCCEAIACG AATAGCTTAG
5251 ACAGCCGCIIE AGCCGAATTG GATTACTTAC TGAATAACGA TCTGGCCGAT

5301 GIIGGATTGCG AAAACTGGGJA AGAAGACACT CCATTTAAAG ATCCGCGCGA

5351 GCTGTATGAT TTTTTAAAGA CGGAAÄAGCC CGAAGAGGAA CTTGTCTTTT
5401 CCCACGGCGA CCTGGGAG]rc AGCAAC]ATCT TTGTGAAAGJA TGGC;AAAGTA

5451 AGTGGCTTTA TTGATCTTGG GAGAAGC@C AGG@GGACA AGTGGTATGA
5501 CATTGCCTTC TGCGIICCGGT CGATCAG@A GGATATCGGG CAAGAAC.AGT

5551 ATGECGAGCT ATTEETTGAC TTACTGGGGJA TCAAGCCTGA TTGGGAGAEA
5601 ATAAAA{ATT ATATTTTACT GGATGAATEG TTTTAGTACC TAGATGTGGC

5651 GCAACGATGC CGGCGACAAG CAGGAGCGCA CCGACTTCTT CCGCJATCAAG

5701 TGTETTGGCT CTCAGGCCGA GGCCCACGGC AAGTATTTGG GCAAGGGGTC

5751 GCTGGTATTC GTGCAGGGCA AGATTCGGAA TACCAAGTAC GAGAAGGACG
5801 GCCAGACGGT CTACGGGACC GACTTCATTG CCGATAAGGT GGATTATCTG
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5851 GACACCAAGG CACCAGGCGG GTCAAA,TCAG GAATAAGGGC ACATTGCCCC
5901 GGCGIGAGTC GGGGCAAECC CGCAAGGAGG GTGAATGAAT CGGACGTITG
5951 ACCGGAAGGC ATACAGGCAA GAACTGATCG ACGCGGGGTT TTCCGCCGAG
5OO1 GATGCCGAAA CCATCGCAAG CCGCACCGTC ATGCGTGCGC CCCGCGAAAC
6051 CTTCCAGICC GICGGCECGA EGGICCAGCA AGCTACGGCC AAGATCGAGC
6101 GCGACAGCGT GCJAACTGGCT CCCCCTGCCC TGCCCGCGCC ATCGGCCGCC
6151 GTGCAGCGTT CGCGTCGECT CGAACJIGGAG GCGGC;AGGTT IGGCGAAGTC
6201 GATGACCATC GACACGCGAG GAACTATGAC GACCÄAGAAG CGAAAAACCG
6251 CCGGCGAGGA CCTGGCJAAAA C'a,GGTCAGCG AGGCCAAGCA GGCCGCGTTG
6301 CTGAAACACA CGAAGCAGCA GATCEAGGAA ATGC]AGCTTT CCTTGTTCGA
6351 TATTGCGCCG TGGCCGGACA CGATGCGAGC GATGCCAAAC GACACGGCCC
6401 GCTCTGCCCT GTTCÄCCACG CGCSACäAGA AAATCCCGCG CGAGGCGCTG
6451 CJAAEECAAGG ICJATTTTCCA CGTCJAACAAG GACGTGAAGA TCACCEACAC
6501 CGGCGTCGAG CEGCGGGCCG ACGATGACGA ACTGGTGTGG CAGCJAGGTGT
6551 TGGAGTACGC GAAGCGCACC CCTATCGGCG AGCCGATCAC CTf,CACGTTC
6601 TACGAGCTII GCCAGGACCT GGGCTGGICG ATCEATGGCC @TATTACAC
6551 GAAGGCCGAG GAAEGCCTGT CGCGCCTACA GGCGACG@G AT@@TTCA
6701 CGTCCGACCG CGEIGGGCAC CTGGAATCGG TGTCGCTGCT GCACCGCIIC
6751 CGCGICCTGG ACCGTGGCAA GAAAACGICC CGTTGCCAGG TCCTGATCGA
6801 CGAGGAAATC GTCGTGCTGT ITGCTGGCGA CCACTACACG AAATTCATAT
6851 GGGACAAGTA CCGCJAAGCTG TCGCCGACGG CCCGACGGAT GIICGACTAT
6901 TTGAGCECGC ACCGGGAGCC GTACCCGCTC AAGCEGGAAA CCTTCCGCCE
6951 CA,TGTGCGGA TCGGATTCCA CCCGCGTGAA GAAGTGGCGC GAGCAGGTCG
7OO1 GCGAAGCCTG CG]AAGAGTTG CGAGGCJAGCG GCCTGGTGGA ACAC@CTGG
7051 GjrCAATGATG ACCTGGTGCA TTGCAAACGC TAGGGCCTTG TGGGGICAGT
7101 TCCGGCIG@ GGTTCJAGCAG CCA,GCGCTTE ACIGGCATTT CAGGIAACEAG
7151 CGGGCACTGC TCGACGC,ACT TGCTTCGCTC AGTATCGCTC @GACGCACG
12OI @@GCTCTA CGAACTGCCG ATAAACAGAG GATTAAAATT GAC]AATTGTG
7251 ATTAAGGCEC AGATTCGACG GCTTGGAGCG GCCGACGTGC AGGJAITTCCG
?301 CCAGAECCGA TTGTCGGCCC IGEAGAAAGC TCCJAGAGATG IICGGGTCCG
7351 ETIACGAGCÄ CEAGGAGiAAA AAGCCCATGG AGGCGTTCGC TGAACGGITG
7401 CGAGATGCCG TGGCATTCGG CGCCTACATC GACGGCGAGA TCATTGGGCT
7451 GTCGGTCTTC AEACAGGIAGG ACGGCCCCAA GGJACGCTC:AC AAGGCGCATC
7501 TGICCGGCGT TETCGTGGAG CCCGAACJAGC GAGGCCGAGG GGTCGCCGGT
7551 AIGCTGCIGC GGGCGTTGCC GGCGGGTTTA TEGCTCGTGA TGATCGTCCG
7501 ACAGATTCCA ACGGGAATCT GGTGGATGCG CATCTTCAEC CTCGGCGCAC
7651 TTAATATTTC GCTATTCTGG AGCTTGTTGT TTATTTCGGT CTACCGCCIG
7701 CCGGGCGGGG TCGCGGCGAC GGTAGGCGCT GTGCjAGCCGC TGATGGTCGT
7751 GTTCÄTCTCT GCCGCTCTGC TAGGEAGCCC GATACGATTG ATGGCGGTCC
7801 TG@GGCIAI TTGCGGAACT GCGGGCGTGG CGCTGTTGGI GTTGACACCA
7851 AACGCA@GC IAGAICCIGT CGGCGTCGCÄ, GCG@CCIGG CGGGGGC@T
7901 TTCCATGGCG TTCGGAACCG TGCTGACCCG CAAGTGGCAA CCICCCGTGC
7951 CTCTGCTCAC CTTTACCGCC TGGCAACTGG CGGCCGGAGG ACTECTGCTC
8OO1 GTTCCAGTAG CTTIAGTGTT TGATCCGCCA ATCCCGATGC CTACAGGAAC
8051 qAATGTTCEC GGCCTGGCGT GGCTCGGCCT GATCGGAGCG GGTETAACCT
8101 ACTTCCETTG GTTCCGGGGG ATCTCGCGAC TCGAACCTAC AGITGTTICC
8151 TIACTGGGCT TTCTCAGCCC CAGATCTGGG GTCGATCAGC CGGGGAT@A
8201 ECAGGCCGAC AGTCGGAACT TCGGGTCCCC GACCTGTACC AIICGGTGAG
8251 CAATGGATAG GGGAGTIGAT EECGTCjAACG TTCACTTCIE, AAGAAAIAGC
8301 GCCACTCAGC TTCCTCAGCG GCTTTATCCA GCGATTTCCT ATTATGTCGG
8351 qATAGTTCTC AAGATCGACA GCCTGICACG GETÄAGCGAG AAATGAATAA
8401 GAAGGCTGAT AATTCGGATC TCTGCGAGGG AGATGATATT IGAICACJAGG
8451 CÄGCAACGCE CIGTCATCGT TACAATCAAC ATGCTACCCT CCGCGAGATC
8501 AIrCCGTGTTT CAAACCCGGC AGCTTAGETG CCGTTCTTCC GAATAGCATC
8551 GGTAACATGA GCAAAGTCTG CCGCCTEACA ACGGCTCTCC CGCTGACGCC
8501 GTCCCGGACT GATGGGCTGC CTGTATCGAG TGGTGATTTT GTGCCGAGCT
8651 GCCGGTCGGG GAGCTGTTGG CTGGCTGGTG GCAGGATATA TTGTGGTGTA
8701 AACAAATTGA CGCTTAGACA ACTTA.E,TAAC ACATTGCGGA CGTTTTTAAT
8751 GTACTGGGGT GGTTTTTCTT TTCACC,AGTG AGACGGGCAA C;AGCEGATTG
8801 CCCTTCACCG CCTGGCCCTG AGAGAGTTGC AGCAAGCGGT CCACGCTGGT
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8851 TTGCCCCjAGC AGGCGAAAA,T CCTGTTEGAT GGTGGTTCCG AAAECGGC]AA
8901 AATCCCTTAT AÄATCAAAAGI AATAGCCCGA GAEAGGGTEG AGTGTTGTTC
8951 CAGTTTGGEA CAAGAGTCCA CTATTAAAGA ACGTGGACTC CAACGTCAAA
9OO1 GGGCGAAAAA CCGTCTATCA GGGCGATGGC CCACTACGTG AACCATCACC
9051 CÄAATCAAGT TTTTEG@GII CGA,@TGCCG TAAAGCACTA AATCGG:AACC
9101 CTAAAGGGAG CCCCCGATTT AGAGCTTGAC GGGGAAAGCC GGCGAACGTG
9151 GCGAGAAAGG AAGGGAAGAA AGCGAÄAGGA GCGGGCGCCA TTCAGGCTGC
9201 GCjAACTGTTG GGAAGGGCGA TCGGTGC@G CCTCTTCGCT ATTACGCCAG
9251 CTGGCGAAAG GG@ATGTGC TGCAAGGCGA TTAAGTTGGG TAACGCCAGG
9301 GTTTTCCCEG ECJACGACGET GEAAAACGAC GGCCAGTGAA TTCCCGATCT
9351 AGTAACATAG AEGACACCGC GCGCGATAA,T EEATCCTAGT TTGCGCGCTA
9401 TAT,IrTTGTET TCTATCGCGT AETAAATGTA TAATTGC@G ACTCTAATCA
9451 TAAAAACCCA TCTCATAÄAT AACGTCATGC ATEACATGTT AATTATTACA
9501 TGCTTAACGT AATICAACAG AAAETATATG ATAATCATCG CAAGACCGGC
9551 AAC]AGGATTC AATCTTAAGA AACETEATIG CCAAATGTTE GAACGATCGG
9601 GCAAA'TTCGA GCTCGGIACC CGGGTCATCA GATCTCGGIG ACGGGCJAGGA
9551 CCGGAC@GG CGGTACCGGC AGGCTGAAGI CCAGCTGCCA GAAACCCACG
9701 TC]AIGCC;AGT TCCCGTGCTT GAAGCCGGCC GCCCGCAGCJA TGCC@GGrcIG
9751 GGCjATATCCG AGCGCCTCGT GC]AIGCGC]AC GCTCGGGTCG TTGGGCJAGCC
9801 CGATGACAGC GACCAC@TC TTGAAGCCCT GTGCCTCCAG GGACTTCAGC
9851 AGGTGGGTG! AGAGCGTGGJA GCCCAGTCCC GTCCGCTGGT GGCGGGGGGA
9901 GACGTACACG GTCGACTCGG CCGTCCAGTC GTAGGCGTTG CGEGCCTECC
9951 AGGG'GCCC@ GTAGGCGATG CCGGCEACCT CGCCGECCAC CrCG@GACG

1OOO1 AGCC]AG@JAE AGCGCTCCCG CAGJrcGGACG AGGTCGTCCG TCCACTCCTG
10051 CGGTTCCTGC GGCTCGGTAC GGAAGTTGAC CGTGCETGTC TCGAEGIIAGT
10101 GGTTEACGAT GGTGCAGACC GCCGGCATGT CCGCCTCGGT GGCACGGCGG
10151 ATGTCGGiCCG GGCGTCGjIEC TGGGCTCJATC I@JAGAAGEA ACACqAAACA
10201 AC;AGGGEGAG CJATCGACAAA AGAAACAGTA CCAAGICAAA:T AAAIAGCGTA
10251 TGAAGiGCAGG GCTAAAAAAA ICCAC]ATATA GCT@IGCAT ATGCC]ATCAT
10301 CC]AAGTAIAT CAAGJATCAAA AEAATTATAA AACAEACTTG TEEATTATÄA,
10351 TAGATAGGITA CTCAAGGTTA GAGCATATGA ATAGATGCTG CATATGCCAT
10401 CATGTAEATG GATCAGTAAA ACCCAqATCA ACATGTAEAC CTATCCTAGA
10451 TCGAIAETEC CATCCÄICIT AAACTCGTAA CIATGAAGAE GTAIGACACjA
10501 GACATACAGT TCCJAAAATTA ATAAATACAC CAGGTAGTT:r GAAACAGIAT
10551 TCTACTCCGA TCIAGAACGA ATGAACGACC GCCCAACCjAC ACCACATC;AE
10601 CACAACC:AA,G CGAACAAAAA GCAECTCTGT ATATGCJATCA GTAAAACCCG
10651 CATCAAC]ATG TATACCTAEC CTAGATCGAT ATTTCCJATCC ATqATCTTCA
10701 ATTCGTAACT ATGAATATGT ATG@JACAC]A CATACAGATC qAAAA:TTAAE
10751 AAATCCjACCA GGTAGTTTGA AACAGAATTC TACICCGATC TAGAACGACC
10801 GCCCAACCAG ACCACATCAT CACAACCAAG ACAAAAAAAA GC;ATGAAAAG
10851 AEGACCCGAC AAAqAAGTGC ACGGqATATA TTGAAA|TAAA GGJAAAAGGGC
10901 AAACCAAACC CTATGCJAACG AAACAAAAAA AAECATGAAA TCGATCCCGT
10951 CTGCGGAACG GCTAGAGCCA TCCCAGGATT CCCCAAAGAG AEACACTGGC
11001 AAGTTAGC]AA TCAGAACGTG TCTGACGTAC AGGTCGCATC CGTGTACGAA
11051 CGCIAGC]AGC ACGGATCTAA CACAAACACG GATCTAACAC AAACATGAAC
11101 AGAAGTAGAA CTACCGGGCC CTAACCa,TGG ACCGG:AACGC CGATCTAGAG
11151 AAGGTAG;AGA GGGG@GGGG GGGAGGACGA GCGGCGTACC TTGAAGCGGA
AL2OL GGTGCCGACG GGTGGATTTG GGGGAGATCT GGTTGTGTGT GTGTGCGCTC
LL25L CGJAACAACAC GAGGIITGGGG AAAGAGGGTG TGGAGGG@T GTCTATTEAT
11301 TACGGCGGGC GAGGAAGGGA AAGCGAAGGA GCGGTGGGAA AGGAATCCCC
11351 CGTA@TGCC GTGCCGTGAG AGGAGGAGG:A GGCCGCCTGC CGTGCCGGCT
11401 CACGTCTGCC GCTCCGCCAC GCAATTTCIG GATGCCGACJA @GGAGCAAG
11451 TCCjAACGGTG GAGCGGJAACT CTCGAGAGGG GTCC:AGA@C AGCGACAGAG
11501 ATGCCGTGCC GECTGCTTCG CEEGGCCCGA CGCGACGCTG CTGGTTCGCT
11551 GGTTGGTGTC CGTTAGACEC GTCGACGGCG TTTAACAGGC TGGCATTATC
11601 TACTCGAAAC AAGAAAAA:TG TTTCCTTAGT TTTTTTAATT TCTTAAAGGG
11651 TATTTGTTTA ATTTITAGTC ACEETATTTT ATTCTATTTT ATATCTAAAT
11701 TAITAAATAA AAAAACEAAA ATAGAGTTTT AGTTTfCTIrA ATTTAGAGGC
11751 TAAAATAGAA TAEAATAGA:T GTACTAAAAA AATTAGTCIA TAAAAACCAE
11801 TAACCCTAAA CCCTAAATGG ATGTACTAAT AAAATGGATG AAGEATTATA



11851 TAGGTGAAGC TATTTGCAAA A.AAA.BAGGAG AACACATGCA CACTAAAAAG
11901 ATAAAACTGT AGAGTCCTGT TGTCAAAATJA CTC;AATTGTC CTTTAGACCA
11951 TGTCTAACTG TTCATTTATA TGATTCTCTA AAACACTGAT ATTAITGTAG
12001 TACTAIAGAE TAIATTATTC GTAGAGTAAA GTTTAAATAT ATGTATAAAG
12051 ATAGATAAAC TGCACTTCAA ACAAGTGTGA CAAAAAAAAT AEGTGGIAAT
12101 TTETTATAAC TTAGACATGC AATGCTCAIT AGGGGATCCT CTAGAGECGA
L2L5L CCTGCAGGCA, TGCAAGCTEC CACTGACGTA AGGGATGACG CACAATCCCA
L22OT CTATCCTTCG CAAGACCCTE CCTCTATATA AGGAAGTTCA TTTCiATETGG
L225L EGAGGACECG CEGAAATCAC CAGTCTCTCT CEACAAATCT ATCTCTCTCT
12301 ATTTTCTCCa' TAATAATGTG TGAGTAGTTC CCAGATAAGG GAATTAGGGT
12351 TCTTATAGGG TTTCGCECAC GTGTTGAGAT GGTGAGCAAG @CGAGGAGC
L24OL TGTTCACCGG GGTGGI@CC ATCCTGGTCG AGCTGGACGG CGACGTAAAC
L245L GGCCACjAAGT TCAGCGTGEC CGGCGAGGGC GAGGGCGATG CCACCTACGG
12501 CAAGCTGACC CTGAAGETCA TCTGCACCAC CGGCAAGCTG CCCGEGCCCT
12551 GGCCCACCCT CGTGACCACC TTCACCTACG GCGTGCAGTG C:TTCAGCCGC
T26OL TACCCCGACC ACJATGAAGC]A GCACGACTTC TTCjAAGTCCG CCATGCCCGA
12651 AGGCTACGTC CAGG]AGCGCA CCäTCTTCTT CAAGG]ACGAC GGC]AACTACA
L27OL AGACCCGCGC CqAGGTGAAG TTCGAGGGCG AqACCCTGGT GAACCGCATC
L215L GAGCTGAAGG GCjATCGACTT CAAGG:AGGAC GGCAAC]ATCC TGGGGCACAA
12801 GCTGGAGTAC ÄACTACAACA GCCACAACGT CTATATCiATG GCCGACAAGC
12851 AGAAGAACGGI CATCAAGGTG AACTTCäAGA TCCGCCACAA C]ATCGAGGAC
12901 GGCAGCGTGC AGCTCGCCGA CCACEACCAG CAGAACACCC CCATCGGCGA
L295L CGGCCCCGTG CTGCEGCCCG ACAACCACTA CCTGAGCACC qAGTCCGCCC

13001 TGAGCjAAAGA CCCCAACGAG AAGCGCGAEC AqATGGTCCT GCTGGAGTTC
13051 GEGACCGCCG CCGGGATCAC TCTCGGCJATG GACGAGCTGT ACAAGTAAGA
13101 GCTCGAATTT CCCCGATCGT TCAAACATET GGGAATJAAAG TTTCETAAGA
13151 TTGAAATCCE GTTGCCGGTC TTGCGATGAT TAECATATAA TETCTGTTGA
13201 AIEACGTTAA GCATGTAAEA ATTAACATGT AATGC]ATGAC GTTATTTATG
13251 AGAEGGGTTT TTAEGATTAC ACTCCCCCJAA TEATAC,ATTT AATACGCGAT
13301 AGAAAAC]AAA ATATAGCGCG C]AAACTAGGA TAAATTATCG CGCGCGGTGT
13351 CATCTATGTT ACTAGATCGG GAATTCCCGA TCTAGTAACA TAEATGACAC
13401 CGCGCGCGAT AATTTATCCT AGTTEGCGCG CTATATTTIG TTTTCTATCG
13451 CG]IAETAAAT GTATAAETGG GGG]AGTGTEA EqAIAAAAAC CCATCTC]ATA
13501 AATAACGTCA TGCATTACAT GTTAATTATT ACATGCTTAA CGTAAIIC;AA
13551 CAGAAA,TEAT ATGATAAICA ECGCAAG:rcC GGCJAACAGGA EETCAATCTT
13601 AAGAAACTTT ATTCCCAAAE GTTTGAACGA TCGGGGJAAAT TCGAGCECTC
13651 AGTTGCTGGT GTACTTGACC CAGTCGTACE CGGCGTAGAG CGGGTTGGCG
13701 CCGTTGTAGC TGCCGAGCCA GTCGTCEACG CCGGIGCCGT TCCjAGAGGiTI
13751 CATCAEGATC TTGCCCGGGG TGCTCGGGAT GT:rGGCGGTG GCGGTGTGCI
13801 TGAGGACGCC GICGACGEAC CACTEGAIGT AGCCCGGCTG CCAGTCG:AAG
13851 GCGTAGGEGT GGAAGCCCTT GCTGGCGTCG AAGCCGAGGC TGATGACCTE
13901 CECGTGGCCG CCGACGCCGT TGGTGIIAGTA GTTGAACTGG ACCTTGGTGG
13951 TGTCCTTGCC GAGGAACTCG ATGTCGATCT CGTCCCACTG GGTGCCGTGG
14001 GCCGGGCCGG TGTAGGTGAA GAAGCTGCTG ACGATGCCGG TGTTCTTGGC
14051 CGGCTTCATG CEGACCTCGE AGAGGCCGEA GCCGTAGATG TTGGTGCTGC
14101 GGTACTCGGC GCAGTCGAAC TTGTTGTAGG CGCTGCTGGT GAGGCCGAGC
14151 TTGAGCTTGC CGTCGITGGT GAAGEEGACG TTGTTGGCGC GCCAGGTGCJA
T42OT GIIGAAGACG CCGCCGTTGC TGTAGCCGTC GGCCTTCTCC CAGGIGCTCG
I425T GGTTGAAGCI GTTGAACGGC TCGAAGAAGC TGCCGCCGGT CTGAGCGGTG
14301 GTGAGAGCCA CGAGGGCGiAC GATTACCGCC ACAAAGJAGGA CCAGCCGCTT
14351 AGCCATCTCG GTGGACTGTC AATGAATTGA :rCTCTAGTIrT TGTGGTTCTC
L44OL GGTGTTCTCG GEGATGAIEA GATTGIGGAG AETGGCTGGG CTTTTATAGG
t445L GACGAGGTGA AGATTCCGGA CCATGGCTAT GTGC]ACGGCT GEGTTAGTTA
14501 GCCTAAqAAG AAACJICGGGA AGAACAAAAT CGGTTGGJACA AGTGCAGTTT
14551 GCqAACACAA AAGAAA'TTGG AEAAGGAAGG AGGAA:TTGGA GCTTTGCJAAA
14601 AC.AGTTTTTT TGGACGGTCT GCTAAAGCCG CGTEATCGGC TTAATCCTAG
14651 TTCTGGGGTA CTGTTTGCTG AAGCGTGGAC GTTTGTATCT TGGTCTGTTC
L47OI TCTTqATCTA CGAGAAGTGA TTAETGTTCT GGGGTTTTGG CAGAATATGT
L475L GICTGTEAGC CATIGCTGGC AAATCGGCGG GCACTCGAAG CTTCGTCATC
14801 GGCGGGGGTC ATAACGTGAC TCCTTAATTC TCCGCTCATG ATCAGATTGT
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14851 CGTTTCCCGC CTTCAGTTTA AACTATCAGT GTTTGACAGG ATATATTGGC
14901 GGGEAAACCE AAGAGAAAAG AGCGTTTATI AGAATAATCG GATATTEAAA
14951 AGGGCGTGAA AAGGTEEATC CGTTCGTCeA TTTGEATGTG CJAEGCC;AACC

15001 ACAGGGTTCC CCAGATCTGG CGCCGGCCJAG CGAGACGAGC AAGATTGGCC
15051 GCCGCCCGAA ACGATCCGAC AGCGGGGTAC CGAGCTCGAA TTAATTCGAG
15101 CTCGGTACCC
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Abbildung 5: Sequenz des "Broad host rangen' Plasmids pBlN 19 (GenBank
Accession U09365)

Frisch, D.A., Harris-Haller, L.W., Yokubaitis, N.T., Thomas, T.L., Hardin, S.H., and Hall, T.C.
(1995). Complete sequence of the binary vector Bin 19. Plant Molecular Biology 27: 405409

1 - 618 oriV
693 - 964 kitA
965 - 1315 NPTlllgene
1316 - 2085 transposable element lS1
2086 - 3078 NPTlllgene
3079 - 4560 trfA
4561 - 5603 tetA
6043 - 6190 T-DNA left border
6191 - 6321 lacl
6322..6622 M13 ori
6623 - 6917 lacZ
6918 - 7058 lacl
7059 - 7500 genelll
7501 -7756 Nos terminator
7757 -7968 ocd
7969 - 8952 NPTllgene
8953 - 9259 Nos promoter
9260 - 9421 T-DNA right border
9434 - 10617 tetA
10610 - 10988 ColEl ori
10982 - 11765 traF

GenBank Accession Number M20134
GenBank Accession Number M62M6
GenBank Accession Number VO1547
GenBank Accession Number X58999
GenBank Accession Number V01547
GenBank Accession Number X0071 3
GenBank Accession Number L13842
GenBank Accession Number J01825
GenBank Accession Number J01636
GenBank Accession Number X0251 3
GenBank Accession Number X0251 3
GenBank Accession Number J01636
GenBank Accession Number V00604
GenBank Accession Number V00087
GenBank Accession Number X07435
GenBank Accession Number V00618
GenBank Accession Number X01077
GenBank Accession Number J01826
GenBank Accession Number X75761
GenBank Accession Number V00268
GenBank Accession Number X54459

o

1 CCGGGCTGGT TGCCCECGCC
51 AACGCGCCAG AAACGCCGTC

101 GCGTTGTGGJA TACCTCGCGG
151 CGGACGTTGA CACETGjAGGG
201 CAGGGGCJAGG CTCGATTTCG
251 AATC@CGAA AACGCCEGAT
301 CAAGCCTGGGi GATAAGTGCC
351 ACTGACAGAT GAGGGGCGCG

401 CAGATGAGGG GCGCACCTAT
451 AATCCJAGCAT TTGCAAGGGE
501 GECETTTAAC CTGCTTTTAA
551 GGGCTGCGCC CTGTGCGCGT
601 CTTCTCeAAC CCTCCCGGCC
651 GCTGCGCCCC TC@CCGCGA
701 CAGTCCTTGC CAEIGCCGGG
751 CCGAGCGCGA CGCCCGGAAG
801 ATTCAGCGAC CAGGTGCC@
851 TGCCCTTCAC TTCGGCCGTC
901 GCAATTTTTA CCTTGGGCJAT

951 CGTGTTCGGG GGTGCGJATAA
1OO1 GATTATACCG AGGTATGAAA
1051 ATGAAGCGCC ATATTTAAAA
1101 GAGG:AGGCAG ATTGCCTTGA
1151 TCTTTTATAT AGAAGATATC
1201 ATAGGCAGCG CGCTTATCEA
1251 CTTGCATGGA CTAATGCTTG
1301 AATTCTATCA TAATTGGGTA
1351 TTCAGATAAT GCCCGATGAC
1401 CGACAGCGAC TTCCGTCCCA

GCTGGGCTGG CGGCCGTCTA TGGCCCTGCJA

GAAGCCGTG:T GCGAGACACC GCGGCCGCCG

AAAACETGGC CCICACTGAC AGATGAGGGG
GCCGACTCjAC CCGGCGCGGC GTTGACAGAT
GCCGGCGACG TGG:AGCTGGC CAGCCECGqA
TEEACGCGAG TTTCCCACAG ATGATGT@JA
CTGCGGTATE GACACETGAG GGGCGCGACT

AECCTTGACA CTTGAGGGGC AGJAGTGCTGA

TGACATTTGA GGGGCTGECC ACAGGCAGAA
TTCCGCCCGT TTTECGGCCA CCGCTEACCT
ACCAATATTI ATAAACCTTG TTTITAACCA
GACCGCGCAC GCCGAAGGGG GGTGCCCCCC

CGCTAACGCG GGCCTCCCÄT CCCCCCA@G
ACGGCCTCAC CCCEAAAATG GCAGCGCTGG

ATCGGGGCAG TAACGGGATG GGCGATCAGC

CATTGACGTG CCGCAGGTGC TGGCATCGAC

GCAGTGAGGG CGGCGGCCTG GGTGGCGGCC

GGGGCATTCA CGGACITCAT GGCGGGGCCG

TCIIIGGCA.TA GIGGTCGCGG GEGCCGEGCT

ACCCAGCGAA CCATTTGAGG TGAEAGGTAA
ACEAGAATTG GACCTTTACA GAATTACECT
AGCTACCAAG ACGAAGAGGA TGAAGAGGAI
AEATATTGAC AAIACTGATA AGATAATATA
GCCGTATGTA AGG:ATTTCAG GGGGqAAGGC

TATATCTATA GAATGGGCAA AGCATAAAAA
AAACCCAGGA CAATAACCTT ATAGCTTGTA
ATGACTCCAA CTTATIGATA GTGTTTTATG
TTTGTC:ATGC AGCECCACCG ATTTTGAGAA
GCCGTGCCÄG GTGCTGCCTC AGATECAGGT
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1451 TATGCCGCTC AATTCGCTGC GTATATCGCT TGCTGAITAC GTGCAGCTTT
1501 CCCTTCAGGC GGGATTCATA CAGCGGCCAG CCATCCGTCA TCCAIATCAC
1551 CACGECAAAG GGTGACAGCA GGCECATAAG ACGCCCCAGC GTCGCqATAG
1501 TGCGTTCACC GAATACGTGC GCAACAACCG TCTTCCGGAG ACTGTqAEAC
1651 GCGTAAAACA GCCAGCGCTG GCGCGATTTA GCCCCGACAT AGCCCCACTG
1701 TTCGIICCATE TCCGCGCAGA CGATGACGEC ACTGCCCGGC TGTATGCGCG
1751 AGGITACCGA CTGCGGCCTG AGETTTTTAA GTGACGEAÄA ATCGTGTTGA
1801 GGCCAACGCC CATAATGCGG GCTGTTGCCC GGCATCCAAC GCCAITCATG
1851 GCCATATCJAA TGATTTTCTG GTGCGTACCG GGTTGAGAAG CGGEGTAAG]I
1901 GAACTGCAGT TGCCATGTTT TACGGCAGTG AGAGCAGAG:A TAGCGCTGAT
1951 GTCCGGCGGT GCTTTTGCCG TTACGCACCA CCCCGTCAGT AGCEGAACAG
2OO1 GAGGGACAGC IGATAGIACAC AGAAGCCJACT GGAGCACCTC AAAAACACCA
2051 TCATACACTA AATCAGTAAG TTGGCAGCAT CACCCATAAT TGTGGTTTCA
2101 AAAICG@EC CG]ICGATACE AEGjrTATACG CCAACTTTGA AAACAACTTT
2151 GAAAAAGCIIG TTTTCTGGTA TIEAAGGTTT TAGAA:TGCAA GGAACAGTGA
2201 ATTGGAGTTC GTCTTGTTAT AATTAGCTTC TTGGGGTATC TTTAAATACT
2251 GTAGAAAA,GA GGAAGGJAAAE AATAAAEGGC EAAAATGAGA AEATCACCGG
2301 AATTGAAAAA ACTGATCGAA AAATACCGCT GCGTAAAAG]A TACGGAAGGA
2351 ATGECICCTG CTAAGGTATA TAAGCTGGTG GGAGAAAAIG AAAACCTATA
2401 TTTAAAAATG ACGGACAGCC GGEATAAAGG GACCACCTAT GATGTGGAAC
2451 GGGAAAAGGA CATGATGCTA TGGCTGGAAG GAAAGCTG|CC TGTTCeAAAG
2501 GICCTGC]ACT TTGAAC@C]A TGATGGCTGG AGCEAECEGC ECATGAGTGA
2551 GGCCGATGGC GTCCTTTGCT CGGJAAGAGTA TGAAGAEGAA CAAA,GCCCTG
2601 AAAAGATTAT CGAGCTGTAT GCGGAGTGCJA TCAGGCTCTT TCACTCCJATC
2651 GACjATAECGGi ATTGTCCCTA TACGAATAGC TTAGAC]AGCC GCTTAGCCGA
2701 ATTGGATEAC TEACTGAATA ACGATCTGGC CGATGTGGAT TGCGAAAACT
2751 GGCAAGAAGA CACTCCJATTE A.EAGATCCGC GCGAGCTGTA TGATTTTTTA
2801 AAGACGGAAA AGCCCGAAGA GGAACTTGTC TTTTCCCACG GCGACCTGGG
2851 AG:ACAGCJAAC ATCTTTGTGA AAG:ATGGC;AA AGTEAGTGGC TTTATTGATC
2901 TTGGGAGAAG CGGCAGGGCG GACAAGTGGT ATGACAETGC CTTCTGCGTC
2951 CGGTCGATCA GGCAGGAT]AT CGGGGAAGAA CAGTATGTCG AGCTATTTTT
3OO1 TEACTTACTG GGGATCAAGC CTEATTGGGA GAÄAAIAAAA TATIATAETT
3051 TACTGGATGA AITGTTIIAG TACCTAGATG TGGCGCAACG ATGCCGGCGA
3101 CAAGCAGGAG CGC;ACCGACT TCTTCCGCAT CAAG]IGTT:rE GGCTCTCjAGG
3151 CCGAGGCCCA. CG@AAG:TAT TTGGGCEAGG GGTCGCTGGT ATECGTGCJAG
3201 GGCAAGATTC GGAAEACCEA GIIACGAGAAG GACGGCCAGA CGGTCTACGG
3251 GACCGACTTC ATTGCCGATA AGGTGGATTA TCTGGAqACC AAGGCACCAG
3301 GCGGGTC]AAA TCJAGGAATAA GG@]ACATEG CCCCGGCGTG AGIICGGGGCA
3351 ATCCCGCAAG GA@GTGAAT GAATCGGACG TTTGACCGGJA AGGC;ATACAG
31101 GCEAGAACTG ATCGAC@GG GGTTTTCCGC CGAGG]ATGCC GAAACCATCG
3451 CAAGCCGCAC CGTCATGCGT GCGCCCCGCG AAACCETCCÄ GTCCGTCGGC
3501 TCGATGGTCC AGCAAGCTAC GGCCAAGATC GAGCGCGACA GCGTGCAACT
3551 GGCTCCCCCT GCCCTGCCCG CGCCATCGGC CGCCGTGGAG CGTTCGCGTC
3601 GTCICGAACA GGAGGCGGCA GGTTTGGCGA AGTCGATGAC CATCGACACG
3651 CGAGGAACTA IGACGACCAA GAAGCGAAAA ACCGCCGGCG AGGACCT@C
3701 AAAACAGGTC AGCGAGGCCA AGCAGGCCGC GTIGCTGAAA CACACGAAGC
3751 AGCjAGJATCAÄ, GGAAATGCAG CTTTCCTTGjI TCGATATTGC GCCGTGGCCG
3801 GACACGATGC GAGCGATGCC AAACGACACG GCCCGCTCTG CCCTGTTCAC
3851 CACGCGCiAAC AAGAAAA:ICC CGCGCGAGGC GCTGCEäAAC AAGGECÄ,TTT
3901 TCCACGTCAA CAAGGJACGTG AAGATCACCT ACACCGGCGE CGAGCTGCGG
3951 GCCGACGATG ACGAACTGGT GEGGCAGCAG GTGTTGGAGT ACGCGAAGCG
4OO1 CACCCCEATC @CGAGCCGA TCACCTECAC GTTCTACGAG CTTTGCCAGG
4051 ACCTGGGCTG GICGATCAAT GGCCGGEAET ACACGAAGGC CGAGGAATGC
4101 CTGTCGCGCC TACAGGCGAC GGCGATGGGC TTCACGTCCG ACCGCGETGG
4151 GCACCTGGAA TCGGTGTCGC TGCTGCACCG CTTCCGCGTC CTGGACCGTG
4201 GCAACAAAAC GTCCCGTTGC CAGGTCCTGA TCGACGAGGA AATCGTCGTG
4251 CIGTTTGCTG GCGACCACTA CACGAAATTC ATATGGGAGA AGTACCGCAA
4301 GCTGECGCCG ACGGCCCCAC GGATGTECGA CTAETTCAGC TCGCACCGGG
4351 AGCCGTACCC GCTCAAGCTG GAAACCTTCC GCCTCATGTG CGGAICGGAT
4401 TCCACCCGCG TGAAGAAGEG GCGCGAGCAG GTCGGCGAAG CCTGCGAAGA
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4451 GTTGCGAGGC AGCGGCCTGG EGGAACACGC CTGGGTCAAE GATGACCTGG
4501 TGCAIIGCAA ACGCTAGGGC CTTGTGGGGT CAGITCCGGC TGGGGGITCA
4551 GCÄGCCAGCG CTTTACTGGC ATTTC.AGGAA CAAGCGGGCA CTGCTCGACG
4601 CACTTGCTTC GCTGAGTATC GCTCGGGACG CACGGCGCGC TCTACGAACT
4651 GCCGATÄAAC AGAGGAtrTAA AATTGACAAT TGTGIATTAAG GCTCAGAETC
4701 GACGGCTTGG AGCGGCCGAC GTGCAGGATT TCCGCGAGAT CCGATTGTCG
4751 GCCCTGAAGA AAGCTCCAGA GAEGTTCGGG ECCGTTTACG AGCACGAGGA
4801 GAAAAAGCCC AT@AGGCGT TCGCTGAACG GTTGCGAGAT GCCGTGGCAT
4851 TCGGCGCCTA CATCGACGGC GAGJATCATTG GGCTGTC@T CTTCAAACAG
4901 GAGGACGGCC CCAA@ACGC TCACAAGGCG CATCTGjICCG GCGTTTECGT
4951 GGAGCCCGAA CAGCGA@CC CAGGGGTCGC CGG'IATGCTG CTGCGGGCGT
5OO1 TGCCGGCGGG TTTAETGCEC GTGAIGATCG TCCGACAGAT TCCAACGGG]A
5051 ATCTGGTGGJA TGCGCATCTT CAECCTCGGC GCÄCTTAATA TTTCGCTATT
5101 CTGGAGCTTG TTGTETATIT CGGTCTACCG CCTGCCGGGC GGGGTCGCGG
5151 CGjACGGTAGG CGCTGTGCAG CCGCTGATGG TCGTGTECAT CTCTGCC@T
5201 CTGCTAGGTA GCCCGATACG ATTGATGGCG GTCCT@GGG CTATTTGC@
5251 AACTGCGGGC GE@CGCTGT TGGTGTTGAC ACCAAACGCA GCGCTAGATC
5301 CTGTCGGCGT CGCAGCGGGC CTGGCGGGGG CGGETTCCAT GGCGTTCGGA
5351 ACCGTGCTGjA CCCGCAAGTG GCiAACCTCCC GTGCCTCTGC TGACCETTAC
5401 CGCCTGGCAA CT@CGGCCG GAGGACEICT GCTCGTICCA GTAGCTTTAG
5451 EGTTTGATCC GCCAATCCCG ATGCCTACAG GAACCAATGT TCTCGGCCEG
5501 GCGTGGCTCG GCCTGAICGG AGCGGGTTTA ACCTACTTCC EBTGGITCCG
5551 GGGGATCTCG CGACTCGAAC CTACAGTIGT TTCCTEACTG GGCTTTCICA
5601 GCCCCAGATC TGGGGTCGAT CAGCCGGGG]A TGCATCAGGC CGACAGTCGG
5651 AACTTCGGGT CCCCGACCTG TACCATTCGG TGAGCAATGG ATAGGGGJAGT
5701 TGATAICGTC AACGIITCACT TCTAAAGAAA TAGCGCC;ACE qAGCTTCCEC

5751 AGCGGCTTIA TCCAGCGAIrT TCCTAETATG TCGGC]AEAGI TCTCJAAGATC
5801 GACAGCCTGT CACGGIIAAG CGAGAAATGA ATAAGAAGGC TGATAATTCG
5851 GATCTCTGCG AGGGAGATGA TATTTGATC:A CjAGGCAGGAA CGCTCTGTCA
5901 TCGTTACAAT CAACATGCTA CCCTCCGCGA GATCATCCGT GTTTCAAACC
5951 CGGCAGCTTA GTTGCCGTTC TTCCGAATAG CATCGGTAAC ATGAGCAEAG
6001 ECTGCCGCCT TACjAACGGCT CTCCCGCTGA CGCCGTCCCG GACTGAI@G
5051 CTGCCTGTAT CGAGTGGTGA TTTTGTGCCG AGCTGCC@T CGGGGAGCTG
5101 TIGGCT@CT GGTGGCAGGA TATAETGTGG TGTAAACEAA TTGACGCTTA
6151 GACAACTTAA TAACAqAETG CGGJACGTTIT TAATGTACTG GGGTGGTTTE
6201 TCTTTTCACC AGTGAGACGG GCAACAGCTG ATTGCCCTTC ACCGCCTGGC
6251 CCTGAEAGAG TTGCAGCAAG CGGjICCACGC EGGIITGCCC CAGCAGGCGA
6301 AAATCCTGTT TGATGGTGGT TCCGAAAECG GCAAAATCCC TEATAAATqA
6351 AAAGAATAGC CCGAGATAGG GTTGAGTGTT GTTCCAGTIT GGJAACÄAGAG
6401 ECCACTAThA AAGAACGTGG ACTCCAACGT CAAAGGGCGA AAAACCGTCT
6451 ATCAGGGCGA TGGCCCACEA CGIGAACCAII CACCCAAATC AAGTTETTTG
6501 GGGTCGAGGT GCCGTAAAGC ACTAAATCGG AACCCTAAAG GGAGCCCCCG
5551 ATTTAGAGCT TGACGGGGAA AGCCGGCGAA CGTGGCGAGA AA@JAAGGGA
5501 AGAAAGCGAA AGGAGC@GC GCCATTCAGG CTGCGC;AACT GIITGGG]AAGG
6551 GCGATCGGTG CGGGCCTCTT CGCTATIACG CCAGCEG@G AAAGGGGGAT
6701 GIGCTGC;AAG GCGATTAAGE TGGGIAACGC CAGGGEETIC CCAGTCACGA
6751 CGTTGTÄAAA CGACGGCCAG EGAATTCGAG CTCGGEACCC GGGG:ATCCEC

6801 TAGAGTCGAC CTGCAGGCAT GCAAGCTTGG CGTAATCATG GTCATAGCTG
6851 TTTCCTGTGT GAAATTGTTA TCCGCTqACA ATTCCAqACA ACATACEAGC
6901 CGGAAGCATA AAGTGTAAAG CCTGGGGTGC CTAATGAGTG AGCTAACTCJA
6951 CATTAATTGC GTTGCGCTCA CTGCCCGCTT TCCAGTCGGG AAACCTGTCG
7OO1 TGCCAGCIGC ATTAATGAAT CGGCCÄACGC GCGGGG;AGAG GCGGTTTGCG
7051 TATIGGGCCA AAGACAAAAG GGCGACATTC AACCGATTGA GGGAGGGAAG
7101 GTAAATAIIG ACGGAAATTA TTCATTAAAG GTGAATTATC ACCGTCACCG
7151 ACTTGAGCCA TTTGGGAATT AGAGCCAGCA AAATCACCAG TAGCACCATT
7201 ACCA,ITAGCA AGGCCGGAAA CGECACCAAT GAAACCATCG ATAGCAGCAC
7251 CGTAATCAGT AGCGACAGAA TCAAGTTTGC CTTTAGCGTC AGACTGTAGC
7301 GCGTTtrTcjAT CGGCATTTIC GGTCATAGCC CCCTTATTAG CGTITGCCAtr
7351 CTTTTCjATAA TCAAAATCAC CGGAACCAGA GCCACCACCG GAACCGCCTC
7401 CCTCAGAGCC GCCACCCTCA GAACCGCCAC CCTCAGAGCC ACCACCCTCA
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7451 GAGCCGCCJ\C CAGAACCACC ACCAGAGCCG CCGCCAGCAT EGACAGGAGG
7501 CCCGATCTAG TAJACATAGAT GACACCGCGC GCGATAAIETT ATCCTAGTTT
7551 GCGCGCTATA ITTTGETTTC TATCGCGTAT TAAATGTATA ATTGCGGG]rc
7601 TCTAATCAEA AAAACCCAIC TCJATAAAEAA CGTCATGC]AT TACATGTTAA
7651 TTATTACjATG CTTAACGTAA TTCAACAGEA ATTAIATGAT AATCATCGC.A
7701 AGACCGGCAA CA@ATICAA TCTTAAGAAA CTTIATTGCC AAATGTTTGA
7751 ACGATCGGGG ATCATCCGGG TCTGTGGCGG GAACTCCJACG AA.AAEATCCG
7801 AACGCJAGC]AA GATATCGCGG TGCATCTCGG TCITGCCEGG GCAGTCGCCG
7851 CCGACGCCGT TGAIGIGGAC GCCGGGCCCE AICATATIGE CGCTCAGGJAT
7901 CGTGGCGtrTG TGCTTGTCGG CCGIrTGCTGE CGIAATGATA TCGGC]ACCEE
7951 CGACCGCCTG TICCGCJAGAG ATCCCGTGGG CGAAGAACEC CAGCJATGAGA
8OO1 TCCCCGCGCT GGAGGAICAT CEAGCCG@G TCCCGGAAAA CGATTCCGAA
8051 GCCCEACCTT TCATAGAAGG CGGCGGTGGA ATCGAAATCT CGTGATGGCA
8101 GCTTGGGCGT CGCTTGGTCG GTCATTTCGA ACCCCAGAGT CCCGCTCAGA
8151 AGAACTCGTC AAGAAGGCGA TAGAAGGCGA TGCGCTGCGA ATCGGGAGICG
8201 GCGAEACCGT AAEGC]ACGAG GAAGCGGICA GCCCATTCGC CGCCAAGCTC
8251 EICAGCAAT.A TCACGGGTAG CCAACGCTAT GTCCTGATAG CGGTCCGCCA
8301 CACCCS,GCCG GCCACAGTCG ATGAAECCAG AAAAGCGGCC ATTITCCjACC
8351 ATGATAEICG GCEAGCJAGGC ATC@qATGG GTCACGACGA GATC]ATCGCC
8401 GECGGGC]ATG CGCGCCTTGA GCCTGGCGAA CAGETCGGCT GGCGCGAGCC
8451 CCTGATGCTC TTCGTCCAGA ECATCCTGAT CGACAAGACC GGCETCCAEC
8501 CGAGTACGTG CTCGCTCGAI GCGAEGETTC GCTTGGTGGT CGAATGG@A
8551 GGTAGCCGGA TCEAGCGTAI GCJAGCCGCCG GATTGCATCA GCCATGATGG
8601 ATACTITCTC GGCAGGJAGCA AGGTGAGATG ACAGGAGATC CTGCCCCGGC
8651 ACTTCGCCqA ATAGCAGCCA GTCCCTTCCC GCTTCAGTGA CAACGICGAG
8701 CAC;AGCTGCG CAAGGAACGC CCGTCGT@C CAGCCACGtrI AGCCGCGCTG
8751 CCTCGTCCTG CAGTTCATTC AGGGCJACCGG ACAGGTCGGT CTTGACAAAA
8801 ACAACCGGGC GCCCCTGCGC TGACAGCCGG AACJACGGCGG CATCAGAGCA
8851 GCCGATTGTC TGTTGTGCCC AGTCJITAGCC GAATAGCCTC TCCACCCÄAG
8901 CGGCCGGAGA ACCTGCGTGC AATCCATCTT GTTCAATCjAT GCGAAACGAT
8951 CCAGATCCGG TGCÄEAITAT TTGG]AE.rGAG AGTGAATATG AGACECTAAT
9OO1 TGGATACCGA GGGGAATTTA TGGAACGTqA GTGGAGqATT TTEGACAAGA
9051 AATATTTGCT AGCTGATAGE GACCTTAGGC GACETTTGAA CGCGCAA,:r:AA
9101 TGGTETCTGA CGTATGf,GCT TAGCTCAIT.A EACTCeAGAA ACCC@GGCT
9151 GAGTGGCTCC TTCAACGTTG CGGITCTGTC AGTTCCiTäAC GTAAAACGGC
9201 TIGTCCCGCG TCATCGGCGG GGGTCATÄAC GTGACTCCCT trAATTCTCCG
9251 CTCATGAECJA GATTGTCGET TCCCGCCTIC AG1rTTAAACT ATC;AGTGTTT
9301 GACAGGjATAT ATTG@GGGT AAACCTAAGA GAAEAGAGCG ETIATTAGAA
9351 TAATCGGATA EETAAAAG@ CGTGAAAAGG TTTATCCGTT CGTCCjATTTG
9401 TATGTGC;ATG CCjAACCACAG GGTTCCCCJAG ATCTG@GCC GGCCI|GCGAG
9451 ACGAGCAAGA TTGGCCGCCG CCCGAAACGA TCCGAqAGCG CGCCCAGCAC
9501 AGGTGCGCJAG GCÄAATTGCA CCAACGCATA CAGCGCCAGC AGAATGCCAT
9551 AGTGGGCGGT GACGTCGTTC GAGEGAACCA GATCGCGCAG GAGGCCCGGC
9501 AGCACCGGCJA EAATCAGGCC GAIGCCGJACA GCGTCGAGCG CGACAGTGCT
9651 CAGAATTACG ATqAGGGGITA TGTTGGGTTT CACGTCTGGC CECCGGACCA
9701 GCCTCCGCTG GTCCGATTGA AC@GCGGAT TCTTTAECAC TGATAAGTTG
9751 GTGGACATAT TATGITTATC AGTGATAAAG EGTCAAGCAT GACAAAGTTG
9801 CAGCCGAAEA CAGTGATCCG TGCCGCCCTG GACCTGTTGA ACGAGGTCGG
9851 CGEAGACGGT CTGACGAqAC GCAAACTGGC GGAACGGTTG GGGGTTCAGC
9901 AGCCGGCGCI TTACTGGCJAC TTCAGGAACA AGCGGGCGCT GCTCGACGCA
9951 CTGGCCGAAG CCATGCTGGC GGAGAATC;AE ACGCATTCGG IGCCGAGAGC

1OOO1 CGACGACGAC TGGCGCTCAT TTCEGATCGG GAAEGCCCGC AGCTTCAGGC
10051 AGGCGCIGCT CGCCTACCGC GATGGCGCGC GCATCC.ATGC CGGCACGCGA
10101 CCGGGCGCAC CGCEGATGGA AACGGCCGAC GCGCAGCITC GCTTCCTCTG
10151 CGAGGCGGGT TTITCGGCCG GGGJrcGCCGT qAATGCGCTG ATGACAATCA
10201 GCTACTTCAC TGTTGGGGCC GTGCTTGAGG AGCJAGGCCGG CGACJAECGAT
10251 GCCGGCGAGC GCGGCGGCAC CGTTGAACAG GCTCCGCTCT CGCCGCTGTT
10301 GCGGGCCGCG ATAGACGCCT TCGACGAAGC CGGTCCGGJAC GCJAGCGTTCG
10351 AGCAGGGACT CGCGGTGATE GECGATGGAT TGGCGAAAAG GAGGCTCGET
10401 GTCAGGAACG TTGAAGEACC GAGAAAGGGE GACGATTGAT CAGGACCGCT
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10451 GCCGGAGCGC AACCCACTCA CTACAGCAGA GCCATGTAGA CAACATCCCC
10501 TCCCCCTTTC CACCGCGTCA GACGCCCGIA GCAGCCCGCT ACGGGCTTTE
10551 TqATGCCCTG CCCTAGCGTC CAAGCCTCAC GGCCGCGCTC GGCCTCECTG
10501 GCGGCCTTCI GGCGCTCTTC CGCTTCCTCG CTCACIGACT CGCTGCGCTC
10651 GGTCGTTCGG CIGCGGCGAG CGGTATCAGC TCACICÄAAG GCGGTAATAC
10?01 GGTTATCCjAC ACAATCAGGG GATAACGCAG GAAAGJAACAT GTGA@AAAA
10751 GGCCAGCEAA AGGCCAGGAA CCGIIAAAAAG GCCGCGTTGC TGGCGTTTET
10801 CCJATAGGCTC CGCCCCCCTG ACGAGCATCA CAAAAATCGA CGCECAAGTC
10851 AGAGGTGG'CG AAACCCGACA GGACTATAAA EATACCAGGC GTTTCCCCCT
10901 GGAAGCTCCC TCGTGCGCEC TCCTGTTCCG ACCCTGCCGC TTACCGGtrTA
10951 CCTGTCCGCC TTTCTCCCEE CGGGAAGCGT GGCGCTTTTC CGCTGCATAA
11001 CCCTGCTTCG GGGTCJATTAT AGCGATITTT TCGGIAEATC CATCCTTTTT
11051 CGCACGATAT ACJAGGATTTT GCCAAAGGGT TCGTGTAGAC TTTCCTEGGT
11101 GEATCCAACG GCGTCAGCCG GGCJAGGAIAG GTGEAGTAGG CCCACCCGCG
11151 AGCGGGTGIT CCTTCTTCAC TGTCCCTTAE TCGCACCIGG CGGTGCTCAA
11201 CGGGAA CCT GCTCTGCGAG GCTGGCCGGC TACCGCCGGC GTAACäGATG
11251 AGGGC]AAGCG GATGGCTEAT GAAACCAAGC CAACCAGGAA @GC;AGCCCA
11301 CCTATCAAGG TGTACTGCCT TCCAGACGAA CGAAGAGCGA TTGAGGAAAA
11351 GGCGGCGGCG GCCGGCATGA GCCTGTCGGC CTACCTGCTG GCCGTCGGCC
11401 AGGGCTACAA AATCACGGGC GTCGTGGACE ATGAGCJrcGT CCGCGAGCTG
11451 GCCCGC]ATCA ATGGCGACCT GGGCCGCCTG GGCGGCCTGC TGAAACTCTG
11501 GCTCACCGAC GACCCGCGCA CGGCGCGGTT CGGTGATGCC ACGATCCTCG
11551 CCCTGCTGGC CAAGJATCGAA CAGAAGCAGG' ACGAGCITGG CAAGGTCATG
11601 ATGGGCGTGG TCCGCCCGAG GGCAGAGCCA TGACTTTTTI AGCCGCTAAA
11651 ACGGCCGGGG GGTGCGCGEG ATEGCCEAGC ACGTCCCCAI GCGCECCAIC
11701 AAGAAGAGCG ACTTCGCGGA GCTGGTGAAG TACATCACCG ACGA@AAGGi
11751 CAAGACCGAG CGCCTTTGCG ACGCTCA
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Anhang ll

Kartenmateriat zum Freisetzungsgelände und der Umgebung

Karte I
,,Versuchsfetd - Standort Thulendorf"' und Umgebung, Maßstab

Karte 2
,Versuchsfeld - Standort Thulendod" und Umgebung, Maßstab 1:40000

Karte 3 (Detail)
,,Versuchsfeld - Standort Thulendorf' und Umgebung, Maßstab 1:17000

Karte 4 (Flurkarte)
,,Versuchsfeld - Standort Thulendorf' und Umgebung, Maßstab 1 :17000

Karte 5 (FHH)
,,Versuchsfeld - Standort Thulendorf' und Umgebung, Maßstab 1 :17000

Karte 6
Umgebung des Versuchsfeldes mit Biotop .Maßstab 1:2000

Karte 7
Gesetzlich geschützte Arten an den Standorten Sanit/Groß Lüsewitz und Thulendorf/Klein
Lüsewitz.
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KarteT

Nachweise für Arten nach Anhängen der FFH-RL im Bereich der Vorhabensflächen nach
Datenabfrage beim Landesamt für Umwelt, Naturschutz und Geologie, Mecklenburg-
Vorpommern. Die ungefähre Lage der Vorhabensflächen ist mit Quadraten markiert. Auch
die Lage der Nachweisorte ist nur ungefähr wiedergegeben.

:;'iLä-

Lage der bisher genehmigten Vorhabensflächen (Nr. 1 bis 5)

Pflanzenarten Anhang ll und lV FFH-Richtlinie, Nachweis Nr 4: Berg-Wohlverleih,
Arni Ra montatana, von 1 920 (inzwischen erloschen)

Fischotter, Lutra lutra, Nachweise von 2005 o kein Nachweis t Todfund

Weil3storch , Ciconia ciconia, Nachweise von 2004, AHorspaar mit Z Ä,SJungen

Bachneunauge, Lampetn pkneri, Nachweise 1996, 1997

Rotbauchunke, Bombina bombina, Nachweise von 1996, 1997

Kammmolch, Triturus crsfafus, Nachweis 1999

Wasseffrosch, Grasfrosch, Moorfrosch, Erdkröte, Laubfrosch, Teichmolch,
l0oblauchköte, Wechselkröte Nachweise 1 996, 1 999
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Anhang lll

2007 (Split-Plot

Behandlung mit Mykonhizapräparat (Amykor Wuzel-Vital) ! Onn" Behandlung .'.r'. Bauzaun

Abbildung 6: Aufbau des Feldversuchs
Der Freisetzungsversuch basiert auf einer randomisierten Spaltanlage mit drei
Wiederholungen pro Prüfglied (Baronesse, Golden Promise, pYW210-9-(4001-4360),
pJH271-Beta-Glu-307) und Behandlung. Der Boden der Pazellen A1-A4, 81-84, C1-C4 wird
mit dem kommeziellen Mykorrhizapräparat (Amykor@ Wuzel-Vital) vor Versuchsbeginn
behandelt. Unterschiede in der pflanzlichen Entwicklung, Pathogenese und Epidemiologie
werden einerseits zwischen den transgenen Linien und deren Elternpflanzenbzw. zwischen
behandelten (41-A4, 81-84, C1-C4) und Kontrollparzellen (D1-D4, E1-E4,F1-F4) evaluiert.
Die Parzellen besitzen eine Größe von 0,8 m2 und sind von einem 5 m breiten Randstreifen
umgeben, der mit einer Kulturgerstensorte bepflanzt ist. Dieser Randstreifen wird von einem
5 m breiten Streifen Schwarzbrache umgeben. Der Abstand anvischen den Parzellen und
zum Randstreifen beträgt 0,5 m. Der Freisetzungsversuch inklusive des Randstreifens mit
konventioneller Gerste hat eine Grundfläche von 777,6 m2 inklusive Mantelsaat m2 1=
Versuchsfläche). Das Versuchsfeld (= Fläche aller Parzellen mit transgener und
konventioneller Gerste) hat eine Grundfläche von 4 m x 12,4 m = 49,6 m2, während die
Freisetzungsfläche (= mit GVP bestanden Fläche) 9,6 m2 einnimmt.

A: Baronesse; B: Transgene Gerste (pYW210-9(40014360): C: Konfolle Goiden Promise; D: Transgene Gerste (Beta-Glucanase)
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Anhang lV

Zusammenfassung der Methode zur Messung der cThEna2(GC)-Aktivität in der
Linie pYW2l 0-9-(4001 -4360)

T2 Einzelpflanzen als direkte Nachkommen der Ts Pflanze p\1ff210-9 wurden mittels pCR
auf das Vorhandensein des Transgens cThEn42(GC) überprüft. Homozygote Pflanzen
wurden schließlich mittels eines Enzymaktivitätsassays unter Venryendung von 20 Körnern
der positiv getesteten T2 Pflanzen selektiert. Die rekombinanten Endochitinasen
(cThEn42(GC)) besitzen eine höhere Aktivität pro Gewichtseinheit Pflanzenmaterial aks die
pflanzlichen Chitinasen. Folglich wird das Substrat 4-Methylumbelliferyl-B-D-N,N',N"-
triacetylchitotrioside (MUTC) schneller von cThEn42(GC) hydrolisiert. Das Substrat beginnt
nach der Hydrolyse zu fluoreszieren, was bei einer Wellenlänge von 360/455 nm
(Anregung/Emission) fotometrisch gemessen werden kann. Die Quantifizierung der
Messdaten erfolgte über eine Standardkurve, deren Einzelwerte die Hydrolyse des Substrats
durch definierte Mengen der rekombinanten Endochitinase cThEn42(GC) repräsentieren. Die
Analysebedingungen wurden so abgestimmt, dass eine Hydrolyse des Substrats (MUTC)
durch pflanzliche Chitinasen unter dem Detektionsminimum lag. Die Elternpflanze Golden
Promise diente bei den Messungen als Kontrolle. Die Linie pYW210-9-(4001-4360) basiert
letztendlich auf einer T2 Pflanze (direkter Nachkomme der Ts Pflanze pYW210-9). In allen 20,
aus dieser Pflanze hervorgegangen, (Ig) Samen konnte mittels der Enzymaktivitätsmessung
die rekombinante Endochitinase nachgewiesen werden und folglich wurde diese Pflanze ali
hom ozygot bewertet (unpu blizierte Resu ltate).

Protokoll

1. 50 mg gemahlene Körner in 500 pl 50 mM Na-Acetatpuffer (pH 5,5; enthält 100 pg/ml
BSA) überführen.
Probe vortexen und für vier stunden bei Raumtemperatur inkubieren.
Probe vortexen und für 10 Minuten bei 13.000 upM zentrifugieren.
Ein Aliquot des Überstandes mit 50 mM Na-Acetatpuffer (pH S,S; enthält 100 pg/ml BSA)
1:25 verdünnen.
5 pl der Vedünnung zu 45 pl 50 mM Na-Acetatpuffer (pH 5,5; enthält 100 pg/ml BSA und
0,5 ttg 4- Methylumbelliferyl-P-D-N, N', N"-triacetylchitotrioside [Sigma, Cat. 5O3g]) geben
und gut mischen. Die Reaktion sollte in einer schwarzen 96 Well Mikrotiieiplatte
stattfinden.
Für 10 Minuten bei Raumtemperatur und in Dunkelheit inkubieren.
50 pl 0,3 M Glycin/NaoH-Puffer (pH 10,6) zufügen, um die Reaktion zu stoppen.
Proben bei einer Wellenlänge von 360/455 nm (Anregung/Emission) fotometrisch
quantifizieren.

o
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2.
3.
4.

5.

6.
7.
8.
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Anhang V

Abbildung 7: Southern Blot Analyse des nptlll-Gens

1-lkbladder
2 - Golden Promise
3 - Baronesse
4 - p:YW210-9-(4001 4360)
5 - pYW21 0-e-(4001 -4360)
6 - pYW21 0-9-(4001 4360)
7 - pYW210-9-(4001 -4360)
I - pJH27 1-Beta-G lu-307
I - pJH27 1-Beta-Glu-307

1O - pJH27 1 -Beta-Glu-307
1 1 - pJH27 1 -Beta-Glu-307
12 - pJH27 1 -Beta-Glu-307
13-pYW210-l Kopie
14 - pYV,,l210 - 10 Kopien
15-pJH271 - 1 Kopie
16-pJH271 - 10 Kopien

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 1213141516

Die genomische DNA ausgewählter Pflanzen wurde mit Hrndlll (Proben 2,4,5,6, 7) oder EcoRl
(Proben 3, 8-12) verdaut und auf einem 0,8%igen TAE-Gel aufgetrennt. Die Plasmide wurden
mit Htndlll (p\{tV210; Proben 13, 14) oder Nofl (pJH271; Proben 15, 16) linearisiert (A). Die
verdaute DNA wurde auf eine Nylonmembran geblottet und mit einer nptlll-spezifischen Sonde
hybridisiert (B). Zur Sondensynthese venruendete Primer (5'-GGCATTCTTGGCATAGTGGT-3',
5'-ACTTGATGCGGAAGAAGTCG-3') liegen außerhalb der nptlll-Sequenzen und amplifizierten
die gesamten nptlll-Region (inkl. des inkorporierten transposaÖ/e element /S7-Elements). Als
,,Template" diente das Plasmid p\4ff210, welches auf pBlN19 basiert. Die Sonde wurde nach
radioaktiver Markierung des nptlll-Amplikons mit dem Blot hybridisiert.
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