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BegrifRung und Einleitung

Dr. K.-G. Seinhduser
Leiter des Fachbereichs Chemikaliensicherheit und Gentechnik, Umweltbundesamt

Meine Damen und Herren,

ich mochte Sie herzlich zu der Fachtagung ,Monitoring von Umweltwirkungen
gentechnisch veranderter Organismen, Ergebnisse der Modellprojekte von Bund und
Landern“ begriiien.

Ich freue mich, dass Sie so zahlreich unserer Einladung zu dieser Fachtagung gefolgt
sind. Der Teilnehmerkreis umfasst alle Funktionen und Fachrichtungen, die sich mit
dem Thema Monitoring von GVO beschéftigen. Unter uns sind Vertreter und
Vertreterinnen der zusténdigen Bundesministerien BMU, BMGS und BMVEL,
Vertreter und Vertreterinnen der La&nder, des L&nderausschuss Gentechnik, der
Landerarbeitsgemeinschaft Naturschutz, Vertreter und Vertreterinnen der am Vollzug
des GenTG beteiligten Bundesbehdrden, Kolleginnen und Kollegen von Firmen, die
zukiinftig mit ihren Antragen auf Inverkehrbringen von GVOs Uberwachungsplane
erstellen missen, und wissenschaftliche Expertinnen und Experten, die sich mit dem
Thema Umweltwirkungen auseinandersetzen.

Wie Sie dle wissen, ist ein Monitoring nach dem Inverkehrbringen Bestandteil der
neuen europaischen Freisetzungsinie (2001/18/EG). Damit wurde gesetzlich
vorgeschrieben, dass der Anbau gentechnisch verénderter Pflanzen durch ein
Monitoring begleitet werden muss, um Wissensliicken Uber mdgliche schéadliche
Wirkungen von GVO auf Mensch und Umwelt schlief3en zu kénnen. Diese Richtlinie
unterscheidet zwischen fallspezifischem Monitoring (case specific monitoring) und
einer algemeinen Uberwachenden Beobachtung (general surveillance). Erstere ist
alleinige Aufgabe der Antragsteller, beim zweiteren ist auch die 6ffentliche Hand
gefordert, zumal es langfristig anzulegen ist. Die Vorgaben der RL sind nun in die
aktuelle Novellierung des GenTG einzubeziehen. Kein Zweifel: beim Monitoring steht
die Beobachtung potenzieller Wirkungen auf die Umwelt im Vordergrund, sind es doch
gerade die Langzeitwirkungen in der Umwelt, bei denen die groften Unsicherheiten bel
der Bewertung bestehen und wir ein Sicherheitsnetz nach der Zulassung spannen
muissen.



Das UBA beschéftigt sich nunmehr seit 8 Jahren mit dem Thema Monitoring und hat im
Auftrag des Bundesumweltministeriums Konzepte und Umsetzungsvorschlage fur ein
Monitoring anhand zahlreicher Forschungsvorhaben und Fachgesprache entwickelt.
Unter dem Vorsitz des UBA wurde in der Bund/Lander-Arbeitsgruppe ,, Monitoring von
Umweltwirkungen von GVP* ein richtungsweisendes Konzept erarbeitet, das
inzwischen der Umweltministerkonferenz vorgelegt wurde. Nicht ohne Stolz kdnnen
wir sagen, dass wir damit sowohl innerhalb Deutschlands als auch innerhalb der EU
eine Pionierrolle einnehmen.

Die Modellprojekte, die wir gemeinsam mit sechs Bundeslandern durchfihren, leisten
einen wesentlichen Beitrag zur Umsetzung dieses Konzeptes. Seit dem Jahr 2000
werden inzwischen acht VVorhaben durchgefihrt. Sie setzen dort an, wo konzeptionelle
Wiinsche und Uberlegungen auf praktische Probleme und Grenzen stoRen. Die
Modellprojekte  sollen  methodische Licken zur Erfassung potenzieller
Umweltwirkungen schlief?en und uns einen Eindruck von der Machbarkeit und
Finanzierbarkehit einer Langzeitbeobachtung vermitteln. Mit der heutigen
Veranstaltung wollen wir die Ergebnisse dieser Forschungsvorhaben vorstellen. Damit
wollen wir die wissenschaftliche Diskussion vorantreiben, wie die Beobachtung von
Umweltwirkungen gentechnisch veranderter Organismen (GVO) konkret ausgestaltet
werden kann.

Ich mdchte mich an dieser Stelle ganz herzlich fir die gute Zusammenarbeit mit den
Landern und den Forschungsnehmern bedanken. Wir hatten dass Gefiihl immer an
einem Strang zu ziehen und ein gemeinsames Ziel zu verfolgen. Unseren lieben
Kolleginnen und Kollegen gebiert heute die Hauptrolle.

Gestatten Sie mir zum Abschluss eine personliche Bemerkung: Das Studium der
Kurzfassungen verdeutlichte mir aufs Neue die faszinierende Komplexitat des Themas
mit ihren verschiedenen Fragestellungen,

e der Wirkungen auf Biodiversitat
e der Wirkungen auf die Umweltmedien und ihre Funktion und
e (Okotoxikologische Aspekte.

Von daher war und ist das Thema grine Gentechnik bei uns im Umweltbundesamt
aul3erordentlich gut beheimatet. Sie wissen sicherlich, dass vorgesehen ist, dass kuinftig
das BfN dieses Thema betreut. Ich will dies hier nicht weiter 6ffentlich kommentieren,
sondern nur betonen, dass ich etwas wehmiitig bin, heute vermutlich meine letzte
Fachveranstaltung fir Gentechnik zu begleiten und kinftig nur noch Fachgebietsleiter



fur Chemikaliensicherheit zu sein. Aber lassen Sie sich dadurch nicht anstecken,
vielmehr wiinsche ich uns allen fur den heutigen Tag eine angeregte und konstruktive
Diskussion.






Monitoring von
Umweltwirkungen gentechnisch
veranderter Organismen

Ingrid N6h
Wiebke Zlughart, Anne Miehe, Frank Berhorn, Mathias Otto

Sehr geehrte Damen und Herren,
liebe Kolleginnen und Kollegen,

Die heutige Tagung befasst sich mit dem Thema Monitoring. Mir obliegt es, in die
Thematik einzufihren und den Rahmen fir die nachfolgende Vorstellung der
Monitoring-Projekte zu spannen.

Dafir gilt zunachst einmal zu kléren: Monitoring —was ist das eigentlich?

Gentechnisch veranderte Organismen (im folgenden kurz: GV O) kénnen in vielféltiger
Weise auf die Umwelt einwirken. Ein GVO muss in seinen Eigenschaften gepruft, sein
Verhalten in der Umwelt prognostiziert und bewertet werden, bevor er verwendet
werden darf. Dabei setzt die neue Freisetzungsrichtlinie anspruchsvolle Vorgaben,
indem nicht nur direkte und unmittelbare, sondern auch indirekte, spétere, unerwartete,
langfristige und kumulative schadlichen Umweltwirkungen erwogen werden
sollen.Allerdings fehlen fiar GVO vielfach experimentell abgesicherte Daten,



insbesondere aus Langzeituntersuchungen. Waéhrend direkte Wirkungen von
Genprodukten bzw. eines Organismus selbst noch recht gut prognostizier- und
bewertbar sind, bestehenden Wissendliicken hinsichtlich 6kologischer Zusammenhénge
und dafir relevanter Parameter. Prognosen stofRen immer dann an ihre Grenzen, wenn
Wirkungen nicht mehr auf einen konkreten Zielorganismus, sondern auf komplexere
Strukturen wie etwa ein Okosystem abgefragt werden.

Um Wissendllicken zu schlief3en, wurde mit der neuen Freisetzungsrichtlinie das
Monitoring nach der Marktzulassung verbindlich vorgeschrieben — und zwar as
fallspezifische Uberwachung, die an Annahmen aus der Risikoabschétzung festmacht,
und as algemeine Uberwachende Beobachtung, die insbesondere unerwartete
schéadliche Auswirkungen aufdecken soll.

Der Auftrag lautet also, Verhalten und Verbleib der GVO und ihrer transgenen
Eigenschaften in der Umwelt mit einem Monitoring wissenschaftlich zu Gberwachen.
Monitoring soll schadliche Wirkungen des GVO oder seiner Verwendung auf Mensch
und Umwelt so rechtzeitig ermitteln, dass der Eintritt eines moglichen Schadens
vermieden oder zumindest begrenzt werden kann. Monitoring nach der Marktzulassung
soll demnach als Frihwarnsystem fungieren. Monitoring trégt damit sowohl zur
Risikoabschatzung als auch zur Entscheidungsfindung bei - und ist somit ein
Instrument, das den einer Genehmigung zugrundeliegenden Kenntnisstand an der
Redlitédt Uberprift und langfristige Wirkungen erfasst. Damit wird ein zweites
Sicherheits-Netz nach der Risikobewertung im Rahmen der Genehmigung gespannt.

Geeignete Parameter kénnen nur dann sinnvoll ausgewéhlt werden, wenn im Vorfeld
Schutzziele benannt werden, zu deren Erreichung das Monitoring einen Beitrag leisten
soll, und wenn aufgrund wissenschaftlicher Hinweise moégliche Wirkungsketten auf
diese Schutzziele formuliert wurden. Im Einklang mit dem Vorsorgeprinzip ist in der
EG-Freisetzungs-Richtlinie niedergelegt, dass die Anwendung von GVO keine
schéadlichen Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit und die Umwelt haben darf.
Damit sind folgende umweltpolitische Schutzziel e angesprochen:

Schutz der Biodiversitat: Erhalt der Viefalt von Nutz- und Wildarten, der
innerartlichen genetischen Vielfalt, der Vielfat von Lebensrdumen, der Erhalt von
gefahrdeten und geschiitzten Arten

Wasser- und Bodenschutz: Erhalt der Funktionalitét und Gite, Vermeidung von
Bodenerosion und Gewassermangel und -belastung

Natur haushalt: Erhalt des natirlichen Wirkungsgefiiges, Stoff- und Energiekreislaufe.



Die Schutzziele und Handlungsfelder sind nicht GVO-spezifisch, sondern von
genereller Bedeutung, aber GV O-Anwendungen konnten spezifische Wirkungen darauf
entfalten. Dies festzustellen, ist Aufgabe des Monitoring, und tragt somit dazu bei,
Ubergeordnete umweltpolitische Ziele wie die einer dauerhaft umweltgerechten
Landwirtschaft, der Ressourcenschonung und der Risikovermeidung zu erreichen.

Unter dem Vorsitz des UBA wurde in der Bund/Lander-Arbeitsgruppe ,, Monitoring der
Umweltwirkungen von GVP* ein Monitoring-Konzept erarbeitet, das inzwischen der
Umweltministerkonferenz vorgelegt wurde. Das Konzept befasst sich sowohl mit
organisatorischen as auch mit fachlichen Fragestellungen, im Zusammenhang mit dem
Anbau gentechnisch veranderter Kulturpflanzen (GVP).

Da schadliche Auswirkungen eines GV O oder dessen Verwendung auf die menschliche
Gesundheit oder die Umwelt ermittelt werden sollen, bertihrt ein GV O-Monitoring
neben dem Umweltschutz auch Aspekte des Gesundheits- und V erbraucherschutzes und
der Landwirtschaft. Das Monitoring soll daher Module fir die jeweils betroffenen
Bereiche enthalten. Der Schwerpunkt des Monitoring ist - in Ubereinstimmung mit den
Schutzzielen der Richtlinie - auf 6kologische Aspekte zu legen.

Sowohl die neue Freisetzungs-Richtlinie as auch die EU-Letlinien zum Monitoring
schreiben den Antragstellern weitgehend die Verantwortung fir das Monitoring zu.
Diese Aufgabe kann aber nur dann sinnvoll geldst werden,

e wenn ale Beteiligten an einem Strang ziehen, nicht nur seitens der Antragsteller,
sondern auch seitens der EU, des Bundes und der Lander,

e wenn staatliche Vorgaben den Umfang des Monitoring regeln und
e wenn Nachvollziehbarkeit, Vergleichbarkeit und Transparenz gewahrleistet werden.

Das Konzept setzt sich daher mit Fragen der Aufgabenaufteilung und Koordination
auseinander. Fur die Umsetzung des Monitoring wird eine zentrale Koordinationsstelle
fur erforderlich gehalten, die u.E. wegen des fachlichen Schwerpunktes im Bereich
Umweltwirkungen auch im Umweltressort anzusiedeln ist.

In seinem fachlichen Teil beschéftigt sich das Konzept mit Beobachtungsparametern,
Erhebungsmethoden und Beobachtungsraumen fir ein Monitoring sowie mit den
Moglichkeiten, bestehende konventionelle Umweltbeobachtungsprogramme in Bund
und Landern zu nutzen. Das Konzept enthdlt Kernparametersitze und geeignete
Erhebungsmethoden fiir die vier Fallbeispiele HerbizidResistenter (HR)-Raps, Bt-Mais,
VirusResistente (VR)-Zuckerriben und Kartoffeln mit verandertem Kohlenhydrat-
spektrum.



Die Kernparametersédtze und Methoden wurden im Rahmen eines Forschungsvorhabens
zusammengestellt und in 3 Workshops mit Experten und Expertinnen fachlich
abgesichert.

Fur ein Monitoring sind Parameter zu erheben, die die Erfassung von direkten und
indirekten sowie sofort oder langfristig auftretenden GV P-Auswirkungen erlauben. Der
Prifung von Umweltwirkungen im Rahmen der Zulassung liegt die Rekonstruktion
maoglicher Wirkketten und Wirkmechanismen zugrunde. Sie bildet die Grundlage fur
eine Ableitung geeigneter Beobachtungsparameter.

Prinzipiell lassen sich Parameter fur ein GVO-Monitoring unter folgenden
Gesichtspunkten kategorisieren:

e Parameter, die spezifische Wirkungshypothesen tberprifen
e Parameter, die unvorhergesehene Ereignisse in den Handlungsfeldern erfassen
e Parameter, die Hintergrundinformationen zur Interpretation der Daten liefern.

Die Auswahl von Monitoring-Parametern sollte nachvollziehbar und Uberprifbar sein.
Deshalb sollten folgende Kriterien hinsichtlich der Auswahl von Monitoring-
Parametern angewandt werden:

e Bezug des Parameters zu Schutzziel und Handlungsfeld (Kann der gewlinschte
Sachverhalt Uber den Parameter abgebildet werden?)

e Wissenschaftliche Methodik (Eignung der Methodik, Reproduzierbarkeit,
Standardisierung, Statistik, Auswertbarkeit)

o Praktikabilitét (Aufwand an Zeit, Personal, Kosten)

e Hintergrunddaten (u.a. regionenspezifische Kontextinformation) fir die
Interpretation (verflgbar bzw. zu erarbeiten)

e Anbindung an / Kooperation mit bereits bestehenden Untersuchungsprogrammen
(Wird der Parameter bereits in anderen Programmen erhoben? Kann der Parameter
in bestehende Programme ohne grofReren Aufwand aufgenommen werden?).

In dem Konzept der Bund/Lander-AG ,, GVP-Monitoring” werden Moglichkeiten der
Nutzung bestehender, konventioneller Beobachtungsprogramme von Bund und Léndern
gepruft und fir einige Parameter konkrete V orschl ége gemacht.

Um seiner Aufgabe as Frihwarnsystem gerecht werden zu koénnen, muf3 das
Monitoring zwei Kernbereiche umfassen:



e Dokumentation der Verbreitung, Persistenz und Akkumulation von Transgenen in
der Umwelt

e Erfassung von schéadlichen Umweltwirkungen transgener Organismen.

Die Dokumentation des Verbleibs von Transgenen in der Umwelt ist wesentliches
Element der allgemeinen tberwachenden Beobachtung, um ggf. Rickschllisse ziehen zu
konnen, wenn spatere oder unvorhergesehene Wirkungen auftreten. Die Erfassung von
schadlichen Wirkungen wird mdoglich, wenn der Parameterwahl Ursache-
Wirkungshypothesen zugrundgelegt werden. Dies haben wir in unserem Konzept
umgesetzt (Abb.1).

Abb.1: Kernbereiche des Monitoring am Beispiel von Bt-Mais

|
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Mit dem Monitoring-Konzept der Bund/Lander-AG ,, GVP-Monitoring” wurden alle
wesentlichen Fragestellungen behandelt. Dennoch ist noch Detailarbeit zu leisten,
gerade fur die praktische Umsetzung. Z.B. missen Parameter fur weitere GVO
festgelegt werden. Erhebungsmethoden muissen erarbeitet oder weiterentwickelt



werden. Dies gilt z.B. fir molekulargenetische Nachweismethoden in verschiedenen
Medien oder fur die Erfassung von Auskreuzungen in der Wildflora. Es missen
geeignete Referenzsysteme entwickelt werden und Vergleichsdaten zur Beschreibung
der Ausgangssituation erhoben werden. Darliber hinaus missen Anforderungen an und
die Auswahl von geeigneten Beobachtungsflachen konkretisiert werden.

Daher hat das Umweltbundesamt zusammen mit den Landern parale zur
Konzeptentwicklung die praktische Umsetzung anhand von Modellprojekten erprobt
und offene Fragen bearbeitet. Es handelt sich insgesamt um 8 Vorhaben mit den
Landern Bayern, Brandenburg, Bremen, Niedersachsen, Nordrhein-Westfalen und
Hessen (Tab.1). Diese Projekte werden anteilig von BMU und Landern geférdert und
auf Vorschlag der Lénder gestaltet.

Zentrale Zidle sind

e die Erprobung und Entwicklung von Methoden,

e die Erfassung von Basisdaten,

e die Uberpriifung der Praxistauglichkeit und

e eine Aufwands- und Kostenermittlung.

¢ Folgendeinhaltliche Fragestellungen wurden fir die Projekte gewahlt:

e Eintrag und Verbreitung von transgenen Pollen durch Wind und Insekten
e Verwilderung und Etablierung transgener Kulturpflanzen

e Auskreuzung und Verbleib von Transgenen in der Wildflora

e Persistenz von Transgenen im Boden

e Bodenfunktion, Bodenfruchtbarkeit und Zusammensetzung  mikrobieller
Gemeinschaften

e Erhebung von Basisdaten und Ableitung geeigneter Parameter.

Die Modellprojekte werden somit der fachlichen Breite eines Monitoring von
Umweltwirkungen von GV O gerecht. Welche Fragen konkret bearbeitet werden, wo die
Entwicklung einzelner Methoden ansetzt, werden ihnen gleich die Forschungsnehmer
der verschiedenen Projekte selbst vorstellen.
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Durch die Arbeiten des UBA und der Bundesldnder wurden die notwendigen
Grundlagen fur ein Monitoring der Umweltwirkungen von GVO gelegt. Unserer
Meinung nach tragen die Projekte wesentlich dazu bei, das Konzept auch in die Praxis
umsetzen zu konnen.

Die Ergebnisse sollen in ein Parameter- und Methodenhandbuch einflief3en. Das
geplante Monitoring-Handbuch soll als Grundlage fur die Erstellung von Monitoring-
Planen dienen. Damit wird zum einen die Vergleichbarkeit der erhobenen Daten
gewdhrleistet, zum anderen den Antragstellern die Erstellung ihrer Monitoring-Pléane
erleichtert. Dort, wo es sinnvoll ist, ist die Normierung von Methoden geplant, um so
ein gemeinsames Handwerkszeug fur die Erstellung von Monitoring-Plénen zur
Verflgung zu stellen.

Das fernere Ziel ist ein abgestimmtes Vorgehen sowohl auf nationaler wie auf EU-
Ebene. Ein erster Schritt in Richtung auf eine EU-weite Harmonisierung ist bereits
erreicht, da die EU-Kommission auf Drangen Deutschlands eine Arbeitsgruppe zum
Monitoring einrichten wird, die die sehr allgemein gehaltenen Monitoring-Leitlinien
konkretisieren soll. Die in Deutschland erzielten Arbeitsergebnisse konnen
richtungsweisend in die Diskussion dieser Arbeitsgruppe eingespeist werden.

Dariiber hinaus missen Bewertungs- und Abbruchkriterien entwickelt werden. Dies ist
notwendig, um die Eingriffsschwelle zu definieren, also um zu wissen, wann aufgrund
der gewonnen Monitoring-Daten gehandelt werden mul3 und wie. Dafir mul3 ein
Mal3nahmenkatal og zur Verfligung stehen.

Trotz der geleisteten Grundlagenarbeit wird auch weiterhin die Notwendigkeit der
Fortschreibung des Konzeptes bestehen bleiben. Konzept und Handbuch werden an die
Neuentwicklungen von GVO stéandig angepasst und fortgeschrieben werden muissen.
Dies gilt z.B. fur neue Kulturpflanzen wie den Weizen, an neue Methoden, andere
genetische Eigenschaften, steht aber dann vor grof3en Herausforderungen, wenn es um
neue Organismen geht, z.B. langlebige, naturnah genutzte Lebewesen wie Baume, oder
um Tiere, z.B. Insekten, die bisher in dem Konzept noch nicht berticksichtigt wurden.
Hier wird noch erhebliche konzeptionelle Arbeit zu leisten sein.
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Tab. 1: Moddlprojekte zum Monitoring von gentechnisch veranderten Pflanzen als erster
Schritt einer anwendungsbezogenen Umsetzung eines M onitoring-K onzeptes

Land Proj ekt For schungsnehmer

Bayern Umweltmonitoring méglicher Auswirkungen | Bayerisches Landesamt fir
des landwirtschaftlichen Anbaus Umweltschutz, Dr. Anne
gentechnisch veranderter Pflanzen auf die Theenhaus, Dr. L. Peichl
einheimische Flora

Brandenburg | Evaluierung von Kriterien flr das Monitoring | Zentrum fur Agrarlandschafts-
transgener Kartoffelpflanzen mit Anderungen | und Landnutzungsforschung
im Grundstoffwechsel (ZALF), Dr. A. Ulrich, Dr. R.

Becker, Dr. S. Malt
Bremen Entwicklung eines standardisierbaren Okologiebiiro Hofmann, F.

Monitoring-V erfahrens auf der Basis von
technischen und biologischen Pollenakku-
mulatoren und Gen-Screening fir eine erste
Stufe eines GV O-Monitoring im Hinblick auf
flachendeckende, raum-zeitliche Dokumen-
tation von Eintrag und Verbreitung von GVO

Hofmann, U. Schlechtriemen,
W. Wosniok, M. Foth, B.
Seiffert, G. Breitfuss, W. und
K. von der Ohe, V. Dietze, E.
Schultz, B. Tappeser

Niedersachsen

Untersuchungen zur Verbreitung und
Anreicherung von Transgensequenzen in der
Umwelt tber Auskreuzung und Bodeneintrag
am Beispiel von HR-Raps

Niedersachs sches Landesamt
fur Okologie (NLO), Dr. N.
Hofmann, Dr. S. Feldmann,
T. Thiend, Dr. G. Neuber

Nordrhein- Monitoring von herbizidresistentem Raps Ruhr-Universitdt Bochum,
Westfaen (HR) in NRW Prof. Dr. H. Haeupler,
G.H. Loos, B. Surkus

Bayern Entwicklung eines Konzeptes fir die Bayerisches Landesamt fir
Untersuchung des Einflusses von GV P auf Umweltschutz, Dr. Anne
die Zusammensetzung der Pflanzengemein- | Theenhaus, Dr. L. Peichl
schaft in Nichtziel 6kosystemen

Hessen Wirkung von Erntertickstdnden transgener Universitdt Kassel, PD Dr. M.
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Entwicklung eines Monitoring von herbizidtolerantem Raps in
der Modellregion Kelheim

Anne Theenhaus, Ludwig Peichl

Bayerisches Landesamt fur Umweltschutz, Augsburg

Die EU-Richtlinie (2001/18/EG) fordert fir en Langzeitmonitoring ene
,fallspezifische Uberwachung® und eine ,allgemeine lberwachende Beobachtung".
Erste soll ,,auf jeden Einzelfall zugeschnitten sein und den Merkmalen der gentechnisch
verdnderten Organismen (GVO) Rechnung tragen“. Zweite soll ,unerwartete oder
unvorhergesehene schadliche Auswirkungen des Anbaus von GVO untersuchen”. Als
Grundlage sowohl fir die , fallspezifische Uberwachung* als auch fur die ,algemeine
Uberwachende Beobachtung” ist vor einem maoglichen Inverkehrbringen von GVO der
Ist-Zustand (baseline) des Okosystems, in das die GVO eingebracht werden, zu
dokumentieren. So koénnen eventuelle Veranderungen, verursacht durch das
Inverkehrbringen der GV O, erkannt werden.

Am Bayerischen Landesamt fur Umweltschutz werden in einem ersten Projekt
Methoden fir eine fallspezifische Uberwachung bei Anbau von herbizidtoleranten Raps
(HR-Raps) erarbeitet. In einem zweiten Projekt werden in drei naturnahen Biotopen
Methoden fir die allgemeine Uberwachende Beobachtung entwickelt. In beiden Falen
werden zundchst Parameter erhoben, mit denen im Untersuchungsgebiet der Ist-Zustand
vor einem moglichen Inverkehrbringen von gentechnisch verénderten Pflanzen
dokumentiert werden kann (baseline-Erhebung), die dann als Vergleichsdaten fur ein
spateres Langzeitmonitoring dienen kénnen.

Als Untersuchungsgebiet wurde ein Areal der Grole 5.700 ha ausgewdhlt, das in
Niederbayern, zwischen Neustadt a.d. Donau und Kelheim liegt. Es eignet sich fir die
Entwicklung des Monitorings, da sich intensiv bewirtschaftete Acker in unmittelbarer
Néhe zu geschitzten Biotopen befinden (Theenhaus et al. 2002). Man kann davon
ausgehen, dass keine Fremdgene aus HR-Raps im Untersuchungsgebiet vorhanden sind,
da es dort und in der Umgebung weder aktuelle noch ehemalige Freisetzungsflachen
von gentechnisch verénderten Pflanzen gibt. Um die Kartierungen und deren
Auswertung besser strukturieren zu kénnen, wurde das Untersuchungsgebiet in 57
Rasterfelder der Grole von je 1 km? aufgeteilt.

Entwicklung einer fallspezifischen Uberwachung von HR-Raps

Ein monitoringrelevantes Merkmal von Kulturraps ist die Tendenz, auch a's dauerhafte
Wildpopulation vorzukommen (Crawley et al. 1993). Weiterhin besitzt Kulturraps die
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Fahigkeit zur Hybridbildung mit anderen Kreuzblitlern (Jakot und Jakot 1994,
Scheffler und Dale 1994, Eber et al. 1994). Es ist mdglich, dass HR-Raps mit anderen
KreuzblUtlerarten Hybride bildet. Falls diese Hybride durch das Fremdgen einen
Konkurrenzvorteil gegentiber anderen Pflanzenarten besitzen (Pellmann et al 1998),
konnte sich langfristig die Artenzusammensetzung und Verbreitung der Kreuzbltler in
naturnahen Biotopen verandern.

Im Rahmen des vorliegenden Projektes wurde eine Methode erarbeitet und erprobt, mit
der das Vorkommen und die Verbreitung aler KreuzblGtlerarten im gesamten
Untersuchungsgebiet flachendeckend dokumentiert werden kann. Weiterhin haben wir
Methoden entwickelt, mit dem festgestellt werden kann, ob im Untersuchungsgebiet
verwilderter HR-Raps oder Hybride aus HR-Raps und anderen KreuzblUtlerarten
vorkommen. Die gewonnenen Daten konnen als Vergleichsdaten fir ein zuklnftiges
Langzeitmonitoring von HR-Raps dienen (baseline-Erhebung).

Eine Voraussetzung fir die baseline-Erhebung ist, dass im Untersuchungsgebiet vor
dem mdglichen Inverkehrbringen von HR-Raps noch keine Fremdgene aus HR-Raps
vorhanden sind. Um sicher zu sein, dass dies der Fall ist, wurden im
Untersuchungsgebiet Rapspollen mdoglichst  flachendeckend aufgefangen und
anschlieffend molekulargenetisch hinsichtlich des Gehalts an Fremdgenen aus HR-Raps
analysiert. Dafir wurden zwel Sammelmethoden von Rapspollen erprobt: a) die
Beprobung von Rapshonig und b) das Auffangen von Rapspollen mit technischen
Pollensammlern, die vom Okologiebiiro Hofmann im Rahmen eines BMU-Bund/L ander
Vorhabens Bremen (FKZ 200 89 412) entwickelt wurden. Der Rapshonig wurde
jahrlich von den ansassigen Imkern gekauft. Im gentechnischen Uberwachungslabor des
Bayerischen Landesamtes fur Umweltschutz wurde aus dem Honig der Rapspollen
aufgereinigt und hinsichtlich des Gehats an Fremdgenen aus HR-Raps analysiert
(sondengestiitzte TagMan-PCR; Zeitler et al. 2002).

In den Jahren 2000 bis 2002 wurden insgesamt vier Gesamtkartierungen des
Untersuchungsgebietes durchgefuhrt (3 Frihjahrskartierungen jeweils in den Jahren
2000, 2001 und 2002 und eine Sommerkartierung im Jahr 2001), zwei weitere
Gesamtkartierungen (eine Frihjahrs- und eine Sommerkartierung) finden im Jahr 2003
statt. Die Parameter, die im Rahmen der Kartierungen erhoben wurden, sind im Verlauf
der Fortentwicklung des Projektes stetig verbessert worden. Im Probenahmejahr 2002
wurden fir jede Kreuzbl Utlerart folgende Parameter erhoben:
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e DieAnzahl der Vorkommen pro Rasterfeld.

e Die Lage und die Grenzen jedes einzelnen Vorkommens. Sie wurden in
eine Karte eingezeichnet. Mit den Daten wurde en Geo-
Informati onssystem aufgebaut (Arcinfo 2002).

e DieZahl der Individuen pro Vorkommen. Es wurde eine |ogarithmische
Skala verwendet (1, >1, >10, >100, >1000, >10000 Individuen).

Die Ergebnisse verschiedener Kartierungen wurden mithilfe enes Geo-
Informationssystems (Programm ArcView 2002) verglichen. Ein Ziel des Vergleichs
zweier Kartierungen eines selben Jahres (Frihjahrs- und Sommerkartierung) ist es,
herauszufinden, welcher Anteil der Vorkommen, die im Frihjahr auftreten, im Sommer
desselben Jahres wieder kartiert werden. Anhand der Ergebnisse kann beurteilt werden,
wievidle zusétzliche Informationen eine Sommerkartierung zur Frihjahrskartierung
liefert. Ziel des Vergleichs der Kartierungsergebnisse zweier unterschiedlicher Jahre
(z.B. Frdhjahr 2001 und 2002) ist es, die Stetigkeit des Auftretens von Vorkommen zu
dokumentieren.

Der Vergleich der Frihjahrs- mit den Sommerkartierungen zeigte, dass der Grol3teil der
Kreuzblitlerarten im Frihjahr auftrat. Dieses Ergebnis konnte zu dem voreiligen
Schluss fuhren, dass eine Sommerkartierung zusétzlich zur Fruhjahrskartierung nur
wenige weitere Informationen liefert. Der individuelle Vergleich der
Kreuzblitlervorkommen im Frihjahr und Sommer 2001 zeigte jedoch, dass viele
Kreuzblitlerarten, die zu beiden Jahreszeiten auftraten, im Sommer ganz andere
Vorkommen entwickelten, als im Friihjahr. Da sehr viele Kreuzbl Utlerarten im Sommer
andere  Vorkommen entwickelten as im Frahjahr und einige Arten ihren
Verbreitungsschwerpunkt im Sommer hatten, haten wir eine Sommerkartierung
zusitzlich zur Frihjahrskartierung im Rahmen einer fallspezifischen Uberwachung von
HR-Raps fur sinnvoll.

Weliterhin wurde eine Methode entwickelt, mit der flachendeckend, aber mit einem
vertretbaren Aufwand festgestellt werden kann, ob im Untersuchungsgebiet verwilderter
HR-Raps oder Hybride aus HR-Raps und anderen Kreuzblitlerarten vorkommen. Wir
haben von den 57 im Untersuchungsgebiet gefundenen KreuzblUtlerarten, neben Raps,
digienigen acht Arten ausgewdahlt, bel denen eine Hybridisierung mit Raps moglich
erscheint (OECD 1997). Dies waren Brassica oleracea, B. rapa, Diplotaxis muralis,
Erucastrum gallicum, Raphanus raphanistrum, R. sativus, Snapis alba und S arvensis.
Von diesen Pflanzenarten haben wir nach einem festgelegten Schema jahrlich im
Untersuchungsgebiet Blattproben entnommen, die dann mit der sondengestitzten
TagMan-PCR hinsichtlich des Vorhandenseins der drei flr transgenen Raps
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spezifischen Gene eps, pat und bar, analysiert wurden. In keiner der in den Jahren 2000
und 2001 gesammelten Blattproben waren gentechnische Veranderungen aus HR-Raps
enthalten (die Analysen der Blattproben aus dem Jahr 2002 und 2003 sind noch nicht
abgeschlossen). Dass keine Fremdgene in den Proben vorhanden sind, war zu erwarten,
da es in der Nahe oder innerhab des Gebietes weder aktuelle noch ehemalige
Freisetzungsfléchen von gentechnisch verdnderten Pflanzen gibt. Mit der im
vorliegenden  Projekt  erarbeiteten  Routinebeprobung  von  ausgewahlten
KreuzblUtlerarten kann fir ein relativ grof3es Area mit vertretbarem Aufwand
dokumentiert werden, ob Fremdgene aus gentechnisch verdndertem Raps in einer
Region vorhanden sind.

Entwicklung einer allgemeinen Uberwachenden Beobachtung in naturnahen
Biotopen

Die Entwicklung von Methoden fir die allgemeine Uberwachende Beobachtung findet
in ausgewdhlten Biotopen, einer Auwiese und zwel Halbtrockenrasen, jeweils auf
kleinen Referenzflachen (2m x 2m) statt. Im Jahr 2001 und 2003 wurden bzw. werden
auf den Fachen pflanzensoziologische Aufnahmen erhoben und Bodenparameter
bestimmt. Die Pflanzen- und Bodendaten werden mit der Kanonischen
Korrespondenzanalyse (CCA) miteinander in Beziehung gebracht. Mithilfe der CCA
kann die Varianz in der Artenzusammensetzung der Pflanzengesellschaft auf
verschiedene Einflussvariablen, in diesem Fall die Bodenparameter, zurlckgefuhrt
werden (Ter Braak 1996). Dabel werden die Bodenparameter herausgefiltert, die die
Zusammensetzung der Pflanzengesellschaft maf3geblich bestimmen. Ziel ist es, die
Biotope Uber lange Zeitrdume sehr genau zu beschreiben. Bei auftretenden
Veranderungen in den Biotopen sollen Hypothesen Uber die Ursachen der festgestellten
Verdnderungen, z.B. der Anbau von GVO mit seinen direkten und indirekten
Wirkungen auf Okosysteme, aufgestellt werden. Die Hypothesen miissen dann in
gezielten Labor- oder Freilandversuchen tberpruft werden.
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Ursache: Saatgut von HR-Raps gelangt aul3erhalb der
Schlage in den Boden und keimt aus.

Primarwirkung a: Der HR-Raps ist nach wenigen Jahren
wieder verschwunden.

Primarwirkung b: Der HR-Raps vermehrt sich, da er durch
das Fremdgen /die Fremdgene eine
erhohte Fitness aufweist.

Sekundarwirkung zu Primarwirkung b:
Andere Pflanzenarten werden verdrangt.

Ursache: HR-Raps hybridisiert mit verwandten Kreuzblttlern
bzw. spontan auftretendem Raps.

Primarwirkung a: Keine Veranderung der Eigenschaften
der betreffenden Kreuzblitlerart.

Priméarwirkung b: Die Fremdgene fiihren zu einer erniedrigten
Fitness der betreffenden Kreuzblitlerart, die Fremdgene sind nach
nur wenigen Jahren verschwunden, evtl. auch die betreffende Art.

Priméarwirkung c: Die Fremdgene flhren zu einer erhéhten
Fitness,uberdauern in den Vorkommen uber Jahre und breiten
sich weiter in andere Vorkommen der betreffenden
Kreuzblitlerart aus.

Sekundarwirkung zu Primarwirkung c: Die betreffende Pflanzenart
breitet sich aus, andere Pflanzenarten werden verdrangt.
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Vorkommen und Verbreitung von spontan
auftretendem Raps.

Vorkommen von Fremdgenen aus HR-Raps in spontan
auftretendem Raps

Pflanzensoziologische Bestandsaufnahme und
Erhebung von Bodenparametern auf reprasentativen
Flachen

Vorkommen und Verbreitung moglicher
Kreuzungspartner

Vorkommen von Fremdgenen aus HR-Raps in
Vorkommen maoglicher Kreuzungspartner

Pflanzensoziologische Bestandsaufnahme und
Erhebung von Bodenparametern auf repréasentativen
Flachen




Altmiihl :
m Untersuchungsgebiet

5.700 ha

a.d. Donau
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- Exposition
Vorkommen transgener Pollen

- Persistenz und Verbreitung
Vorkommen von Raps und mdglichen
anderen Kreuzungspartnern

- Okologische Folgen
Pflanzensoziologische Bestandsaufnahme und
Erhebung von Bodenparametern auf

reprasentativen Flachen

Transgengehalt von Pollen aus

» Rapshonig

» Pollenpassivsammlern
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- Die Anzahl der Vorkommen aller Kreuzblutler
pro Rasterfeld

- Die Zahl der Individuen pro Vorkommen

- Lage und Grenze jedes Vorkommens

Ein ,Vorkommen“ sind Einheiten von Individuen
einer Art, die deutlich raumlich voneinander
getrennt sind durch einen Abstand von mindestens
10 m oder/und eine uniberwindbare Barriere, wie
z.B. eine breite asphaltierte Stral3e oder ein
Gebaude. Bei angebauten Arten ist jeder Schilag
ein Vorkommen, unabhangig davon, welchen
Abstand die Schlage voneinander haben.
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Weder in Proben von Pollensammlern noch
in Honigproben wurden transgene Pollen
gefunden.

Positive Befunde an Honig aus Kanada
bestétigten die Analysenmethode.

Im Untersuchungsgebiet wurden 57 Kreuzblitler-
arten kartiert, darunter 8 Arten, fir die eine
Hybridbildung mit Raps bekannt ist (OECD):

Brassica rapa (Ribsen)

Brassica oleracea (Gemise-Kohl)

Diplotaxis muralis (Mauer-Doppelsame)
Erucastrum gallicum (Franzdsische Hundsrauke)
Raphanus raphanistrum (Hederich)

Raphanus sativus (Radieschen)

Sinapis alba (Weil3er Senf)

Sinapis arvensis (Acker-Senf)
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Rapsanbau (63
Acker)

verwilderter Raps:
110 Vorkommen,
davon

20 x 1 Individuum
36 x 1-10 Ind.

31 x 10-100 Ind.
11 x 100-1000 Ind.
12 x >10.000 Ind.

Rapsanbau
(117Acker)

verwilderter Raps:
45 Vorkommen,
davon

9 x 1 Individuum

9 x 1-10 Ind.

9 x 10-100 Ind.

6 x 100-1000 Ind.

2 x 1000-10.000 Ind.
10 x >10.000 Ind.




verwilderter Raps 2001
(110 Vorkommen)

verwilderter Raps 2002
(45 Vorkommen)

Rapspopulationen, die
in beiden Jahren
auftraten

(9 Populationen)

Ribsenanbau (26
Acker)

verwilderter Rubsen:
12 Vorkommen,
davon

1 x 1-10 Ind.

6 x 10-100 Ind.

4 x 100-1000 Ind.
1> 10.000 Ind.
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Entwicklung einer Methode, mit der

- flachendeckend und
- mit vertretbarem Aufwand
untersucht werden kann, ob sich

Fremdgene in die Kreuzblitlervorkommen
ausbreiten.

\Q O
(@]
@ 9o P
L |
P
Q
e, 0 Entnahme von Routineproben
T « 3 aus je einem zuféllig ausgewahlten
o) Ol o © O Vorkommen pro Rasterfeld (1 gkm).
O .
ol o OO Molekulargenetische Analyse mit
— T der sondengestutzten PCR-Technik
b ol
® . -
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- Vollstandige pflanzensoziologische Erhebung

- Boden - Basisparameter (pH, Ca, Mg, Al, K, Mn,

B, Cu, Zn, Ct, Nt, NO,-N, NH,-N, PO,%, CaCO,, SO,-S.)

Pflanzensoziologische
Bestandsaufnahme und

Erhebung von
Bodenparametern auf

naturnahen

reprasentativen Flachen

(1 Auwiese, 2 Halbtrockenrasen)
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Design, z.B. auf der Auwiese

Nutzung Landwirt 1

Weiden und Gebuisch

Nutzung Landwirt 2

Entnahmeschema der Bodenproben
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Die Daten aus der pflanzensoziologischen
Kartierung und die Bodendaten werden der
Kanonischen Korrespondenzanalyse
unterzogen und damit flachenbezogen die
wichtigsten Parameter zur Beschreibung von
Abhangigkeiten identifiziert

Untersuchungsgebiet Kelheim (Flache 5.700 ha)

- Vorkommen von mog-
lichen Kreuzungspartnern

- Entnahme von Blattern
ausgewahlter Kreuzblit-
lerarten _

p i - molekulargenetische

Pollensammeln : N ¥ 5] Analysen

- Rapshonig LR L

- Passiv- Sl 450 I

sammler A o 1| - pflanzensoziologische
p 2% Aufnahmen
- Bodenanalysen

- Auswertung mit
multivariater Statistik
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Technische und biologische Pollenakkumulatoren und PCR-
Screening fir eine erste Stufe eines GVP-Umweltmonitorings

Modellprojekt zum Langzeitmonitoring von GVP: Bremen

F. Hofmann™?, U. Schlechtriemen?, W. Wosniok®, M. Foth*, B. Seiffert*, G. BreitfuRR®,
W. von der Ohe®, K. von der Ohe®; V. Dietze”?, E. Schultz®, B. Tappeser®

|. Problemstellung und Ziel

Ein grundlegendes Problem bei der Umsetzung eines Umweltmonitorings von GVP ist
darin zu sehen, dass auf der einen Seite einer (zunehmenden) Vielfalt an GVP und deren
maoglichen unterschiedlichen Wirkungen durch eine entsprechend angemessene Vielfalt
an spezifischen Methoden Rechnung zu tragen ist, auf der anderen Seite jedoch, um die
Zielstellung eines Monitoring in  Abgrenzung und Ergadnzung zu punktueller
Okosystemforschung zu erfillen, eine bundesweit und naturraumreprasentative
Ausgestaltung erforderlich ist. Nur bei einer ausreichenden Messnetzdichte lassen sich
die im Eckpunktepapier der Bund-Lander-AG genannten Aufgaben und Ziele, wie z.B.
die Frage nach der Verbreitung von GVP, deren dynamischer Entwicklung sowie die
Frage nach Referenzbereichen und —zustanden, solide erfillen. Ein Lésungsansatz
hierfiir kénnte in einem hierarisch gestuften Monitoringkonzept liegen.™©

Ziel dieses Vorhabens war es, hierflr ein standardisierbares Monitoring-Verfahren fur
die raum-zeitliche Dokumentation von Eintrag und Verbreitung von GVP zu
entwickeln. Hierbei wurde auf bereits jetzt verflgbare technische und biologische
Methoden zur Erfassung der Pollenverbreitung und PCR-Screening angeknipft, so dass
mit einer moglichst zeitnahen Umsetzung der ersten Stufe eines bundesweiten,
naturraumreprasentativen Messnetzes zur Umweltiiberwachung von GVP begonnen
werden kann.
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I1. Projektbeschreibungin dem Vorhaben wurde der Pollen-Massen-Filter PMF©
entwickelt und in Kombination mit dem Passivsammler Sigma-2 ** als technische
Pollensammler eingesetzt. Als biologischer Pollenakkumulator kam die Honigbiene
zum Einsatz. Die Pollenproben des Sigma-2 wurden visuell unter Zuhilfenahme von
bildanalytischen Verfahren zur Bestimmung der Pollenkonzentration in der Luft
verwendet. Die PMF-Proben dienten der molekularbiologischen DNA-Analyse auf
einen GVP-Eintrag mittels PCR. Die Pollen in den Honig- und Bienenbrotproben
wurden ebenfalls mikroskopisch ausgezéhlt und die DNA mit der PCR analysiert. Das
Verfahrenist in Abb. 1 skizziert.

[11. Freillandprdfungen

Die Vadlidierung erfolgte anhand definierter Pollengradienten in der Umgebung von
Freisetzungsflachen von transgenem HR-Raps, Bt-Mais und VR-Zuckerribe™ Es
wurden 2001 insgesamt 81 Standorte in der Umgebung von GVP-Versuchsfeldern in
Raumzellen bis zu 8 x 8 km? Flachengrof3e und in entsprechenden Referenzgebieten
nach Vorgaben aus Pollenausbreitungsmodellen in unterschiedlichen Entfernungen und
Windrichtungen

dergestalt mit technischen Sammlern und Bienenstbcken  bestiickt, dass
Gradientenprifungen tber mehrere Grof3enordnungen erfolgen konnten.

V. Ergebnisse

In den Proben aus den technischen Sammlern sowie im Honig- und Bienenbrot wurden
die Pollen der Kernarten Raps, Mais und Zuckerriibe sowie zahlreicher weiterer Kultur-
und Wildpflanzen erfasst. Der PCR-Nachweis von GVP gelang nach Vorversuchen
prizipiell den Matrizes. Bei den technischen Sammlern wurden die Gradienten des
Polleneintrages aus den GVP-Feldern abhangig von Windrichtung, -stéarke und
Entfernung bis hin zu einer Baseline im Raum reflektiert. Die Resultate im Bienenhonig
waren von den meteorologischen Ausbreitungsverhdtnissen unabhéngig und
représentierten das aktive Sammelverhalten der Honigbienen. Beide Verfahren
erganzten sich ideal zur Uberwachung eines Raumes.

V. Fazit

Die Ergebnisse belegen die Eignung des Verfahrens fir ein Umweltmonitoring von
GVP. Dies ertffnet einen Weg fur die geforderte zeitnahe Umsetzung einer ersten Stufe
im Hinblick auf Dokumentation von Eintrag und Verbleib von GVP.

Das Verfahren ist kostengtinstig und eignet sich zur Umsetzung in einem bundesweiten
und naturraumreprasentiativen Messnetz mit adagquater Messnetzdichte. In Anlehnung
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an bereits existierende andere Monitoringverfahren in der EU [s. beispielsweise
Richtinie VO (EWG) 3528/86] empfiehlt sich, abgesehen von Verdichtungsréumen,
eine mittlere RaumzellengréfRe von 256 km? (16x16 km) fur signifikante Aussagen
(entspricht einer Messnetzdichte von mindestens 4 Zellen pro 1000 km?). Die dafur
erforderliche Konfiguration der Sammler sowie noch offene methodische Aspekte zum
PCR-Nachweis werden derzeit im Rahmen des V orhabens Bayern |11 gepriift.

Eine derartige erste, konstruktibergreifende Stufe kann as Filter- und
Lenkungsinstrument fur die effiziente Ausgestaltung eines bundesweiten Monitoringsin
Form eines hierarchischen Stufenkonzeptes dienen.

Kontakt: Dipl.-Biol. Frieder Hofmann, Okologiebiiro, Rennstieg 25, 28205 Bremen
Tel.: 0421-706474, Fax: -74106, Email: f.nhof mann@oekol ogiebuero.de

1 Okologiebiiro, Bremen; 2 TIEM Integrierte Umweltiiberwachung GbR, Norten-Hardenberg/Bremen; 3
Ingtitut f. Statistik, Univ. Bremen; 4 GeneScan Analytics GmbH, Bremen; 5 Breitful? Messtechnik
GmbH, Harpstedt; 6 Niederséchsisches Landesinstitut f. Bienenkunde, Celle; 7 SSP Sampler System
Products, Horben; 8 Deutscher Wetterdienst, GF Medizin-Meteorologie, Freiburg; 9 Oko-Institut,
Freiburg; 10 Fir vergleichbare Ansétze siehe Waldzustandsiiberwachung in der BRD und EU und deren
Eingliederung in tibergeordnete Beobachtungsprogramme (Level-1, Level-11, Wald-Okosystemforschung,
Integrierte Umweltbeobachtung). 11 Eingetragenes Gebrauchsmuster DE 201 17 632.7; 12 VDI (Verein
Deutscher Ingenieure) (1997): Messung partikelférmiger Niederschldge. Mikroskopische Unterscheidung
und groRenfraktionierte Bestimmung der Partikeldeposition auf Haftfolien. Probenahmegerét Sigma-2.
Kommission Reinhaltung der Luft (KRdL) im VDI und DIN. VDI/DIN Handbuch Reinhaltung der L uft,
Bd. 4, VDI-Richtlinie 2119, Blatt 4, VDI, Dusseldorf; 13 Fir die Unterstitzung danken wir den
beteiligten Institutionen aus den Landern Bayern, Niedersachsen, Nordrhein-Westfalen sowie der BBA,
der RWTH, Aventis Crop Science, KWS, der Bremer Erfrischungsgetrdnke GmbH, den Bieneninstituten
und den beteiligten Imkern vor Ort. Gefordert mit Mitteln des Landes Bremen (Der Senator fir Arbeit,
Frauen, Gesundheit, Jugend und Soziales, Der Senator fir Bau und Umwelt, BIA — Bremer Innovations-
Agentur GmbH) und durch das Bundesumweltministerium (BMU). Im Auftrag des Umweltbundesamts.

Abb.1 (Seite 36): Technischer und biologischer Pollensammler: PMF / Sigma-2 und
Honigbiene.
Die jeweils zugeordneten Aufgaben und Ziele werden skizziert.
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Technischer Pollensammler
PMF / Sigma-2

Biologische
Pollensammlerin
Honigbiene

Honig
Bienenbr ot

Sigma-2 PMF
Haftfolien Filter
Mikroskopische PCR-Analyse
Pollenanalyse der Pallen-DNA
Identifikation des Prufung auf
luftgetragenen Eintrag von
Polleneintrages GVP

Mikroskopische PCR-Analyse
Pollenanalyse der Pallen-DNA
Identifikation Prufung auf
insektengetr agener Vorkommen von
Pallen GVP

v v

Aussage in Bezug auf Eintrag von GVP
am Standort

v

v

Aussage in Bezug auf Vorkommen von
GVPim Raum

E> Dokumentation von Eintrag und Verbreitung von

GVP uber Pollen
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UFOPLAN 2000: FKZ 200 89 412 Bund-Lé&nder-Vorhaben

Modellprojekte fiir eine erste anwendungsbezogene Umsetzung eines GVO-Monitoring, Land Bremen

GVP - Pollenmonitoring

F..Hofmann, Okologiebiiro

U. Schlechtriemengl lEMghntegrier te Umweltéiberwachung GbR
' M. Foth;GenescanAnalytics GmbH | '
W. Wosniok, Institut fir Statistik, Universitat Bremen

unter Mitwirkung von:
G. Breitfu3, Breitful® Messtechnik- GmbH V. Dietze, Dr. E. Schultz, DWD
Dr. W.+ K. von-der-Ohe,  Nds. L .| nst.f.Bienenkunde Dr. B. Tappeser, Oko-Institut Freiburg

Gefordert mit Mitteln des Landes Bremen und durch das Bundesumweltministerium (BM U).
Im Auftrag des Umweltbundesamts

RWTH Aachen (Dr. BartSCIT, He Ve

Aventis Crop Science (Dr. Bibl, Dr. Harms)

KWS (Dr. Matzke e e
den regionalen Imkerverbanden und drilichen Imkervereine

23 Standortimkern und 2Waﬁn9erimker_r_1 p
. n.zu‘('::_ht (Or. \ig
e CITET TS8R, Deggentiom + 7 T
e :Nationalparkverwaltﬁng Bayer.\Wald, Forsch.St: Integr.Monitoring (Dr. Beudert)

v

s den Fachbetreuerinnen d_és UBA (F. Berhorn; A. Miehe), des Landes Bremen (Dr. Probst,
“Dr. Gottwald)-_qnd der'BIA (Dr: Schieferstein)

W
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Umweltiberwachung von GVP

Freisetzungsquellen
von GVP

Wirkungen
Beobachtung spezifischer
und allgemeiner Effekte

Umweltiberwachung von GVP

| Anbaur egister

Freisetzungsquellen

von GVP | Anbaukontrolle
| Produktkontrolle

Konstruktspezifische Wirkungen
z.B: HR-Programm an Standor tber eichen mit hoher HR-
Raps-Exposition; Raumanalyse; Kartierung und PCR-
Analyse von Raps-Kreuzungspartner n; Samenbanken

Wirkungen
Beobachtung spezifischer
und allgemeiner Effekte

Allgemeine, systemische Wirkungen
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Vorhabensziele

Entwicklung eines standar disierbaren Verfahrensfir
die erste Stufe des GVP-Monitorings

Zukunftsnah umsetzbar auf breiter Flache, d.h. auch
mit hoher Fallzahl in enem bundesweiten,
natur raum-r epr asentativen GVP-Monitoring

Aufgaben

Entwicklung geeigneter Verfahren

» Technische Pollensammler —>luftblrtiger Polleneintrag
« Biologische Pollensammler —>Verbreitung von GVP

» molekulabiologischer GVP-Nachweis —>PCR

Validierung im Frelland fir standardisierten Einsatz im
GVP-Monitoring
* Nachweisgrenze, Sensitivitat, Reproduzier barkeit und Fallzahlen

 Methode: Gradientenprifungin der Umgebung von
Freisetzungsflachen mit Par allelmessungen und Referenz
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GVP-Pollenmonitoring
Technische und biologische Pollensammler mit PCR-Screening

Quantifizierung des

Polleneintrages i
tiber mikroskopische Pollenanalyse ——_ sigma2
Honi
9 \ Ermittlung des
GVP — Anteils «—— PMF

Uber PCR-Analyse

Biologischer Pollensammler Technische
Honigbiene Pollensammler

Validierung im Freiland: Untersuchungsgebiete und GVP
Rapsperiode (April/Mai 2001)
- Sickte - HR-Raps (Aventis)

BBA, Vorhaben NLO, Nds
- Raum Kdheim - Referenz, Vorhaben LfU

- Bayer. Wald - Ref., Integr. Umweltbeab.

Sommer periode (Juni-Aug 2001)

- Sickte - HR-Mais (KWS)
BBA, Nds
- Aachen - VR-Zuckerrilbe(K WS) ;
- Bt-Mais (KWS) e
RWTH, NRW

- Schwarzenau - Bt-Mais

Erganzend:
Bremen, Nérten-H., Freiburg - Referenz
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Untersuchungsdesign
Gradientenpriifung GVP-Rapsfelder Sickte (A), Salzdahlum (B)

3
U IO =T A IO

AR fur 2001, Raps, vdi=0.01, Q(Sickte)=311.0, Gitterweite=25
) Hochwert
Verteilung der 4000
Rapsollenkonzentration
aus den GVP-Feldern
gemaf der Pollen- 2000

Ausbreitungsrechnung

GVP-Rapsflachen

- Hauptversuchsfeld bei -1000
Sickte im Zentrum

- 2. Feld bei Salzdahlum links 2000
unten

Basis: Windverhaltnisse 2001

Zeitraum: B e T L e L T L R
Bliihperiode Raps 4000 -3000 -2000 -1000R96hct)swertlooo 2000 3000 4000
2?;&'1;;8\';;?21 gg;g;igtﬁﬁﬂllﬁq [ <0.005 BN 0.005-<0.05 W 0.05-<0.1

oot | [10.1-<025  EEO0.25-<1 m1-<5
fur Pollenfluss [n/m3g: £35-<10 [110-<50 [ 50 - <100

Faktor 5,6x10° B 100 - <500 [ 500-<1000 B >1000
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mittlere Gadat dsGVP-Rapgpdlendanfl usesibe de Sandortegarél?
Pollerkarertration Audratungrathung bedeGVP-Fdder beriidks drtig (va=0alm'9
[nird]

1000

01

001

1314112151617 18359 2 193736 30222320 R D27 2528 13321 7 424313410 52 3 8 6

Analyseder Pollen-DNA

Bestimmung per PCR
d_es (qualitatives Screening,
GVP-Eintrages quantitative real-time PCR
[TaoMan])
Mikroskopische
; Pollenanalyse
Bestimmung (visuell und mit Bildanalyse)
des
Polleneintrages & \-'j:
nach Art und LB e 3
Anzahl R R
of i
. ‘. = L
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Dietze / Rénneberger 1999
1
g ° R
[ ] L} [ ] ]
Bau und | ! 1
Funktion des .
Passiv-
sammlers !
Sigma-2
! Deposited dust
standardisiert nach particles and
VDI-Richtlinie L~ pollen grains
2119 BI. 4 ] el |
Haftfolie =

Ausschnitt einer Sigma-2 — Haftfolie unter dem Mikroskop
Belegung mit Staubpartikel und Pollen, Rapspollen markiert

50 pm

Py Q@ .
Q A . .
Py Die Haftfolien
ik ) ; _ {/J B werden visuell
: % sowie
& . .
R Il bildanalytisch
t S i ‘ unter dem
e Mikroskop mit
- - Einsatz einer
o ) T 2 hochaufldsenden
y ’ — Digitalkamera
> 4 @ (& of/ .\\ und einer spezidll
y (e S .
// o LD entwickelten
... - I dentifikations-
Ausder Pollenanzahldeposition auf der .
Haftfolie [al3t sich der Polleneintrag nach FDV\_/bD i
. . reiburg,
Art und Quantitat am Standort bestimmen © ausga,ver?et_
o e -
4

&

Pollenbelegung ist jedoch fir PCR zu gering 2>

Bild: Dietze, DWD
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Expositionszeit 4-6 Wochen

.
Pollenflug

\

Pollenr ickgewinnung im
Ultraschallbad

\

Vakuumfiltration

\

Nieder legung auf
50mm-M embr anfilter

\

Analyse der Pollen-DNA per PCR
(quantitative real-time PCR [TagMan])

r Pollenextraktion im L abor

Bestimmung des GV P-Eintrages
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|An lage zu Befund /enclosure to finding: 2306/01 B 4

Acer/Ahorn /maple (Acer.)

Aesculus /Rosskastanie /horse chestnut(Hip.)
Allium /Lauch (Lil.)

Anemone /Windréschen /wind rose (Ran.)
Anthriscus-T./Wiesen-Kerbel-T./cow parsley-T. (Apiac.)
Betula*/Birke /birch (Bet.)

Brassica/Raps /rape (Brass.)

Cornus sanguineum /Hartriegel /dogwood (Corn.)
Liliaceae /Liliengew &chse /Lily Family
Lonicera/Heckenkirsche /honeysuckle (Capr.)
Phaceliatanacetifolia/Bischelschon /fiddle neck (Hyd.)
Picea*/Fichte /spruce (Pin.)
Pinus*/Kiefer/pine (Pin.)

Poaceae*/SulRgraser /Grass Family
Prunus-T./Steinobst-T./stone fruits (Ros.)
Pyrus-T./Kernobst-T./pomaceous fruits (Ros.)
Salix /Weide /willow (Sal.)
Sambucus*/Holunder/elder (Capr.)
Sedum-T./Fetthennen-T./stonecrop (Crass.)
Sinapis-T./Senf-T./ mustard-T. (Brass.)
Sorbus-T./Ebereschen-T./mountainash (Ros.)
Taraxacum-T./LOwenzahn-T./dandelion-T.(Comp.)
Trifolium pratense /Rotklee /red clover (Fab.)

*Windblitler

. Zur Verfahrensentwicklung und Qualitatssicherung wurde ein
Ringver such der Labor s ausden beteiligten Landern Bremen
(GeneScanAnalytics), Nieder sachsen (NL O) und Bayern (LfU)
durchgefiihrt.

. Priafung qualitativer und quantitativer PCR-Verfahren auf Sensitivitat,
Reproduzier bar keit, Nachweisgrenzen und Fallzahlen.
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Fallzahlen fur quantitative PCR: Raps-Pollen

Anzahl Pollen in Standard-Probe [80pl] = Standard-NWG fiir den Nachweis von bis zu 16 Konstrukt
10 100 1000 10000 100000
Lol L1 [ L1l L 11l L1l

Anzahl Mesévngen

6 \\ \ Real-time PCR von
\\ Rapspollen-DNA

5 \

4 \\ - NWG von ~100 Pollen/Probe

5 \ \ bei Doppelanalysen

2 N
1 =

0.1 1 10 100 1000 10000
Anzahl Pollen im PCR-Aliquot [5ul] = kleinste mégliche NWG der TagMan-PCR fur 1 Konstrukt

—

Anzahl Messungen fiir P{falsch negativ} < 10965%, 1%
PAT-35S in Raps-Pollen in Suspension, TagMan, Hanse (Transformation: x = Ig(Pollenanzahl))

‘ Ergebnisse der erfassten Pollenmengen beim Sigma-2

Haftfolie
Pollen-
anzahl Gesamt- Raps-
pollen Pollen
Effizienz

n=49 M/ Sigma N/ Sigma
NWG 35 35
Minimum 23.000 <35
10% Perc. 37.000 110
Median 44.000 390
Mittelwert 51.000 910
90% Perc. 77.000 2.500
Maximum 110.000 4.300

48




L Ergebnisse der erfassten Pollenmengen beim PMF ".

PMF-Probe
anzahl Gesamt- Raps- Raps-
pollen Pollen anteil
n=49 M/ PMF N/ PMF %
NWG 100 100 0.2%
- Dastechnische
Minimum 66.000 <100 <0,2% Ziel, ausreichende
Pollenmengen fir
10% Perc. 110.000 810 0,4% mol ekular b| OI OngChe
Analysen zu erfassen,
Median 620.000 6.100 1,5% konnte mlt det‘
Entwicklung des
Mittelwert 720.000 48.000 5,3% oo
PMF erfillt werden.
90% Perc. 1.400.000 150.000 16,1%
Maximum 2.100.000 580.000 27,2%

Sensitivitat, Nachweisgrenze und Reproduzierbarkeit Pollensammler Sigma-2

Pollenanzahldeposition Sigma-Haftfolie n/4225mm? (blau: Gesamtpollen (G), griin: Rapspollen)
1.E5

Rapspollenanzahl =

G Anteil GVP-Feld

+ Anteil aus anderen
lokalen Rapsfelder

1.E4
Sensitivitat:
Steigung der Regressions-
geraden (rot, A) in Bezug zum
GVP-Feld m=0,3

1000
regionaler Hintergrund:
Waagerechte (rot, B)

Reproduzierbarkeit:
Vertrauensbereiche

100

Nachweisgrenze:
NWG untere blaue Linie (NWG) mit

bei ) Vertrauensbereich
250 mm?
ZF

Referenzraume:
Rapspollen in anderen
Gebieten (o , Ref)

1- \ \ \ \
1000 100 10 1 0.1 0.01

Pollenkonzentration nach Ausbreitungsrechnung, rel. Einheiten [Pollen/m?] v,=0,01"/; Q=10°Pollen/ha h, T=34d
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Sensitivitat, Nachweisgrenze und Reproduzierbarkeit Pollenmassenfilter PMF

Pollenanzahl PMF-Probe
1.E7

1.E6

1.E5

1.E4

1000

NWG

(blau: Gesamtpollen (G), griin: Rapspollen)

100

=
o

1000 100 10

1 0.1

Rapspollenanzahl =
Anteil GVP-Feld
+ Anteil aus anderen
lokalen Rapsfelder

Sensitivitat:
Steigung der Regressions-
geraden (rot, A) m=0,64

regionaler Hintergrund:
Waagerechte (rot, B)

Reproduzierbarkeit:
Vertrauensbereiche

Nachweisgrenze:
untere blaue Linie (NWG) mit
Vertrauensbereich

Referenzraume:
Rapspollen in anderen
Gebieten (0 , Ref)

Pollenkonzentration nach Ausbreitungsrechnung, rel. Einheiten [Pollen/m?3] v4=0,01"/; Q=10°Pollen/ha h, T=34d

Ergebnisse der PCR-Analysen von Pollen-DNA in den PMF-Proben

50

PCR-Nachweis in Pollen-DNA aus dem Rapsversuch (n=52)

* Raps spez. +
» davon GVP +
* Raps/GVP negativ

* inhibiert

(PEPC)
(35S, PAT)
(Spike +)
(Spike -)

n=23

— Das Ergebnis zeigt, dassder PCR-gefuihrte GVP-Nachweis
in den Pollenproben prinzipiell funktioniert, jedoch dassdas
PCR-Verfahren noch ver besserungswirdig ist und
insbesonder e Probleme, die bei einem Teil der Proben mit
Inhibitionen auftraten, noch der Ldsung bedurfen .



Fallzahlen zum Nachweis ausgewahlter Konzentrationen mit Pollensammler Sigma 2
Anzahl Sammler (Nachweissicherheit > 50% (schwarz), 80% (blau), 90% (griin), 95% (rot))

1000

Erforderliche 1005

Fallzahlen fir f

ein GVP- ]

Monitoring: |

107

Sigma-2 ]
1.E-5 1.E-4 0.001 0.01 0.1

Nachzuweisende Konzentration [Pollen/(m**3)]

Fallzahlen zum Nachweis ausgewahlter Konzentrationen mit Pollensammler P\
Anzahl Sammler (Nachweissicherheit > 50% (schwarz), 80% (blau), 90% (griin), 95% (rot))

100(}:
Erforderliche wog
Fallzahlen fur ]
ein GVP- |
Monitoring:

10:
PMF ]

1.E-6 1.E-5 1.E-4 0.001

Nachzuweisende Konzentration [Pollen/(m**3)]




Ergebnisse Bienenhonig

: quantitative Pollenanalyse

Pollenanzahl / g Honig

O Rapspollen Zdhlung

—O— Gesamtpollen

100.000

10.000

Gesamtpollen

1.000

100 4

Sowohl Gesamtpollen- als auch

Rapspollenanzahlen bewegen

sich auf einem gleichbleibenden

Niveau unabhangig vom
Gradienten

p |

1000

100 1

0 1 0,1

0,01

Raps pollenkonzentration nach Aus breitungsrechnung (relative Werte)

Ergebnisse Bienenhonig: PCR

52

Pollenanzahl / g Honig

—— Gesamtpollen
=—Rapspollen
# GVP-Rapspollen PCR
= PCR GVP negativ (NWG 30)

100.000
10.000 G T f, ;
esamtpollen
: g Ve jg ! 5
% o E d é. | ?
* 1 cg
1.000 -
L
L
L ]
- -
100
L ] .. -
@ a QO @
10
1
1000 100 10 1 0,1 Ref. |

Rapspollenkonzentration nach Aushreitungsrechnung (relative Werte)




Nachweiswahrscheinlichkeit von GVP-Rapspollen in Bienenhonig
per PCR in Relation zur Entfernung vom Rapsfeld

Nachweiswahrscheinlichleit fiir fiktive Quelle von 1 ha

PriNachweis)
1.0

09 ﬁ
08

=]

07

06

035

04

03

02

01

0.0

0.01 0.10 05 100 20 | 10.00
Entfemung von Quelle 38

ww / Biened.aos /W OEMarD3 / E: 0SMAROS:18:35

Sammelbereiche der Honigbiene als Pollensammlerin fur GVP-Monitoring
mit Nachweiswahrscheinlichkeit von GVP-Raps per PCR

b e | sl N

L ‘ A
SOSSE Bl ot w0

Daraus lassen sich die erforderli“cheh FaIIzahIen far
ein GVP-Monitoring ermitteln.

—" * Mit >100.000 Imkern und ca. 1 Mio Vélkernin der
BRD sind die logistischen Voraussetzung fur eine
unmittelbare Umsetzung gegeben.

[ prar=gp a
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Schlussfolger ungen fir das GVP-M onitoring

» Sowohl die technischen Pollensammler als auch die biologische
Sammlerin Honigbiene eignen sich fur das GVP-Monitoring zur
Dokumentation von Eintrag und Verbreitung von GVP.

» Sie erganzen sich in ihren Sammeleigenschaften, so dass ein
kombinierter Einsatz zu empfehlen ist.

» Das Honigmonitoring ist verfahrensméafRig und logistisch unmittelbar
umsetzbar.

» Fur die technischen Sammler bestehen zT noch offene Fragen, denen
im Vorhaben Bayern Il nachgegangen wird.

» Derzeit werden fur die Verfahren VDI-Richtlinien zur Standardisierung
erarbeitet.

» Fur die Umsetzung im GVP-Monitoring steht dann ein Testlauf des aus
biologischen und technischen Sammlern kombinierten GVP-
Pollenmonitorings uUber eine Teilflache der BRD mit Ausarbeitung
eines statistisch abgesicherten Probenahmedesigns an.

Schlussbemer kungen

> Uberwachungsauftrag fur GVP-Monitoring
Die EU-Freisetzungsrichtlinie definiert fiir das GVP-Monitoring einen klaren
Uberwachungsauftrag im Sinne von Risk Assessment & Management. Dies
bedeutet zum Einen eine Abgrenzung gegen ausufernde wissenschaftliche
Grundlagen- oder Okosystemforschungen. Zum Anderen fordert Artikel 33
dezidiert Sanktionen bei VerstéRRen. Diese , missen wirksam, verhaltnis-
maRig und abschreckend sein“, so dass im Monitoring auch entsprechende
Uberwachungsinstrumente vorzusehen sind . Hierzu ist die Erfassung der
Exposition dringend notwendig.

» Exposition fur Kausalitatsnachweis bei GVP erforderlich
Eine wissenschaftlich nachvollziehbare Prifung, ob auffallige 6kologische
Wirkungen urséachlich mit dem Einfluss von GVP zusammenhangen kénnen
oder nicht, ist bei GVP nur mit der Erfassung der Exposition méglich.
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Pollenmonitoring fur das Umweltmonitoring von GVP
Technische und biologische Pollensammler mit PCR-Screening

Quantifizierung des

Polleneintrages ]
tiber mikr oskopische Pollenanalyse — Sigma-2

Honi
g \ Ermittlung von
Eintragund Verbreitungvon GVP «—
Uber PCR-Analyse

PMF

A Biologischer Pollensammler Technische
Honigbiene't ' 7 . Pallensammter

Umweltiberwachung von GVP

| Anbaur egister |

Freisetzungsquellen
von GVP

| Anbaukontrolle |

| Produktkontrolle |

Konstruktspezifische Wirkungen
z.B: HR-Programm an Standor tber eichen mit hoher HR-
Raps-Exposition; Raumanalyse; Kartierung und PCR-
Analyse von Raps-Kreuzungspartner n; Samenbanken

Regelinstrumente

Wirkungen
Beobachtung spezifischer
und allgemeiner Effekte

| Allgemeine, systemische Wirkungen

Verfahrensreferenzierung
okosystemar e Unter suchungen

RegelgroRen und -werte

_ ey
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Methodenentwicklung flr ein Monitoring transgener Pollen

, Prafung der Raumreprasentativitat von Pollensammlern fir
ein Langzeitmonitoring von gentechnisch veranderten Pflanzen
GVP."

Dr. Heike Beismann, Dipl.-Ing. Martin Kuhlmann, Prof. Dr. J6rg Pfadenhauer

Technische Universitat Miinchen

Einleitung

Die Ausbreitung und der Verbleib transgener Pollen bei einem zukinftigen
kommerziellen Anbau von gentechnisch veranderten Pflanzen (GVP) sind, trotz immer
besser werdender Computersimulationen, letztendlich nicht genau vorhersagbar,
sondern sie bediirfen immer einer Uberpriifung. Das Ziel dieses Projektes ist es daher
Methoden zu entwickeln, die den Verbleib transgener Pollen dokumentieren konnen.
Ein Monitoring transgener Pollen kann aber nicht flachendeckend in alen betroffenen
Gebieten Deutschlands durchgefihrt werden, da dies logistisch und finanziell nicht zu
leisten wére. Stattdessen ist eine Anzahl verschiedener Monitoring-Gebiete zu
definieren, die die Verhdtnisse in Deutschland reprasentativ widerspiegeln. Innerhalb
dieser Gebiete gilt es Grundlagen und Kriterien fur die Auswahl reprasentativer
Messpunkte zu entwickeln. Der Schwerpunkt dieses Projektes liegt daher auf der
Ermittlung der Raumreprasentativitat von technischen Pollensammlern. Im einzelnen
soll geklart werden in welcher Anordnung und Dichte Pollensammel geréte anzuordnen
sind, um représentative Aussagen Uber die Ausbreitung von transgenem Pollen
innerhalb eines definierten Landschaftsausschnitts zu erhalten.

Unter suchungsgebiet

Um dieses Ziel zu erreichen wurde ein Untersuchungsgebiet gewahlt, das folgenden
Anforderungen entsprach. Es sollte Felder sowohl mit transgenem Raps als auch mit
transgenem Mais beinhalten. Zudem sollten mdglichst verschiedene Naturraume mit
unterschiedlichen Nutzungsstrukturen vorkommen, welche verschiedene Hintergrund-
Konzentrationen von konventionellem Raps- und Maispollen in der Luft erwarten
lassen. Diese Vorraussetzungen erfillte ein Gebiet um Firstenfeldbruck im Westen von
Minchen. Es hat eine Flache von 16 x 16 km und kdnnte eine Rasterzelle eines
bundesweiten Monitoring reprasentieren. Im Untersuchungsgebiet grenzen vier
unterschiedliche Naturrdume aneinander (Munchner Schotterebene, Ammer-Loisach-
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Hugelland, Firstenfeldbrucker Higelland, Donau-lsar-Higelland) und es beinhaltet
Felder von transgenen Raps- und Maissorten.

M esshetz

Um geeignete Standorte fur die Aufstellung der Pollensammler zu bestimmen, die das
Untersuchungsgebiet maoglichst vollstandig représentieren, ist es notwendig,
umfangreiche Informationen im voraus zu erfassen. Zu diesem Zweck wurden folgende
Daten  gesammelt:  meteorologische  Daten der letzten Jahre, wie
Windgeschwindigkeiten, Windrichtungen, Sonnenscheindauern,  Lufttemperatur,
Luftfeuchtigkeit, Niederschlag, ein digitales HOhenmodell des Untersuchungsgebiets,
Daten zur Landnutzung, insbesondere dem Anbau von Mais und Raps, Daten zur
naturrdumlichen Gliederung und Daten Uber die Ausbreitung von Pollen aus eigenen
Vorversuchen. Mit Hilfe eines Ausbreitungsmodells (AUSTAL 2000) wurde dann
abgeschédtzt wo verschiedene Pollenkonzentrationen von Raps oder Mais im
Untersuchungsgebiet zu erwarten sind. Anhand dieser Daten wurden dann die
Pollensammelgeréte gezielt aufgestellt, um die gesamte Bandbreite der mdglichen
Pollenkonzentrationen im Luftraum auch zu erfassen.

Feldversuch

Inwieweit diese Aufstellung dem reden Pollenflug entspricht, wird in einem
Feldversuch getestet. Dieser Feldversuch findet im Jahr 2003 statt und beinhaltet das
Aufstellen von 50 Pollensammelgerdten im Untersuchungsgebiet. Ende April wurden
die Sammler aufgestellt, um den Rapspollen zu erfassen. Im Juli/August wird die
Maisblite erfasst. In einem wochentlichen Turnus wird die Konzentration an Pollen im
Luftraum auf Klebefolien in sog. Sigma2-Sammlern gemessen. Dabei ist es notwendig
die Artzugehorigkeit der Pollen zu prifen und die Pollen auszuzdhlen. Um die grof3en
Mengen an Proben bewdtigen zu koénnen, wird ein automatisches bildanalytisches
Verfahren entwickelt, das diesen hohen Probendurchsatz erst ermdglicht und auch fir
ein zukinftiges Monitoring eine zuverladssige Routineanalyse ermdglichen soll. Am
Ende der Bluhphase wird die Gesamtpollenmenge, die an jedem Messpunkt in einem
sog. Pollenmassenfilter (PMF) gesammelt wurde, fir die Bestimmung des transgenen
Antells aufbereitet. Fur die Quantifizierung des transgenen Anteils soll ebenfalls eine
Routineanalyse im Labor entwickelt werden anhand einer sog. rea-time PCR
(TagMan™).

Gerateund Methoden

In diesem Vorhaben sollen moglichst standardisierte Geréte zum Einsatz kommen oder
standardisierbare Geréte entwickelt werden, um bel einem zukUnftigen Monitoring den
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Vergleich zwischen verschiedenen Monitoring-Gebieten zu ermdglichen. Zwel Typen
von  Pollensammlergerdten werden in diesem  Projekt  genutzt, der
Sedimentationssammler Sigma2 (VDI Richtlinie 2119) und der Pollenmassenfilter
(PMF, Gebrauchsmuster Nr. 201 17 632.7). Der Sigma2-Sammler ist bereits seit
langerem as standardisiertes Gerdt beim Deutschen Wetterdienst im Einsatz, um die
Qualitdt der Luft in Kurorten zu Uberprifen. Die Entwicklungsarbeit fir eine
Standardisierung des PMF wird vom Okologiebiiro Hofmann in Bremen geleistet. Die
Kombination der beiden Sammler wurde bereits im Modellprojekt ,, Entwicklung eines
standardisierten Monitoring-Verfahrens auf der Basis von technischen und biologischen
Pollenakkumulatoren und Gen-Screening fur eine erste Stufe eines GV O-Monitorings
im Hinblick auf eine flachendeckende, raum-zeitliche Dokumentation von Eintrag und
Verbreitung von GVO" (BMU-FKZ 20089412, BIA VE038) entwickelt und erfolgreich

gepruft.

Ein automatisches bildanalytisches Verfahren zum Nachweis der Artzugehorigkeit und
zum Auszahlen der Pollen auf den Klebefolien aus den Sigma2-Sammlern wird vom
Deutschen Wetterdienst in Freiburg derzeit entwickelt. Dabei wird Uber en
computergestitztes System eine vollautomatische Bilderfassung der Pollenproben
erarbeitet. Die Auszahlung der Proben aus den V orversuchen wurde bereits automatisch
durchgefiihrt. Die bildanalytische Erkennung (Artbestimmung) war dagegen erst
hal bautomatisch méglich. Nach einer Erweiterung der Referenzdatenbank durch weitere
Probensammlungen der interessierenden Pollen (Raps, Mais) wird in der ndchsten Phase
des Projektes eine vollautomati sche Erkennung maoglich sein.

Die Quantifizierung des Anteils der transgenen Pollen aus den PMF-Sammlern wird am
Landesamt fir Umweltschutz in Augsburg entwickelt. Die Pollenproben werden anhand
einer rea-time PCR (TagMan™) analysiert. Dabei soll ein Verfahren entwickelt
werden, das einen hohen Probendurchsatz ermdglicht und damit mdglichst routiniert
ablauft. Grundsétzlich war es bisher mit der eingesetzten real-time PCR méglich den
Antell transgener Rapspollen in Mischproben zu bestimmen. Das konnte durch
Verdinnungsreithen verschiedener im Labor hergestellter Pollenkonzentrationen
nachgewiesen werden. Wie alerdings die Feldproben aufgereinigt und behandelt
werden missen, mussin den laufenden Untersuchungen geklart werden.

Um die Ergebnisse, die von den Projektpartnern erarbeitet werden, miteinander
auszutauschen, wird parallel zur Entwicklung des eigentlichen Monitoring-Verfahrens,
eine Datenbank unter der Leitung des Instituts fur Informatik der Universitét Freiburg
entwickelt. Aulerdem soll es diese Datenbank ermoglichen Daten, die fur ein
deutschlandweites Monitoring grundlegend sind, bereits jetzt sammeln zu kénnen. Als
Grundlage dient die lufthygienische Datenbank des Deutschen Wetterdienstes in
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Freiburg. Alle Projektpartner sollen darauf zugreifen und grofere Datenmengen
austauschen konnen. Die Konzeption der Datenbank wurde bereits abgeschlossen. Die
Entwicklung der Benutzeroberflachen erfolgt derzeit, ein erster Prototyp wurde bereits
entwickelt und befindet sich in der ersten Testphase.

Validierung des Verfahrens

Die aus dem Feldversuch ermittelten Daten werden dann benétigt, um ausgehend von
den Punktmesswerten zu Awussagen Uber die flachenhafte Vertellung der
Pollenkonzentrationen zu kommen. Dies geschieht mittels geostatistischer Verfahren.
Nach der Vaidierung und Modifizierung des entwickelten Messnetzes, geht esin einem
zweiten Schritt darum, die Anzahl der bendtigten Messpunkte soweit zu reduzieren,
dass mit geringst moglichem Aufwand immer noch représentative Aussagen Uber das
Untersuchungsgebiet getroffen werden konnen. Anschlief3end erfolgt die Ableitung
allgemeiner Empfehlungen fur ein bundesweites Langzeitmonitoring im Hinblick auf
die Ubertragung der M ethoden und Ergebnisse auf andere Naturrdume Deutschlands.

Ubersicht Entwicklungsar beit

e Koordination des Projektes und Entwicklung eines Messnetzes fir das
Untersuchungsgebiet (Technische Universitét Minchen, Lehrstuhl for
V egetationsokol ogie und Fachhochschule Weihenstephan)

e Waeterentwicklung des technischen Pollensammlers PMF und der
Probennahme (Okologiebiiro Hofmann, Bremen)

e Bildanalytische Auszéhl-Routine zur artspezifischen Pollenerkennung
und Bestimmung der Pollenkonzentration aus Proben des Sigma2-
Sammlers (Deutscher Wetterdienst, Freiburg)

e PCR-Routineanalytik zur Bestimmung des transgenen Anteils in
Pollenproben aus den PMF-Sammlern (Landesamt fur Umweltschutz,
Augsburg)

e FEtablierung ener Datenbank mit Daten 0Uber Landnutzung,
Meteorologie, Anbaudaten und Ergebnissen dieses Projektes als
Grundlage fur ein deutschlandweites Monitoring (Universitét Freiburg,
Institut fr Informatik)

Projektpartner

e Technische Universitdt Munchen, Lehrstuhl fir Vegetationsokologie,
Martin Kuhlmann, Heike Beismann
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e Okologie Buro Hofmann, Bremen, Frieder Hofmann
e Deutscher Wetterdienst, Freiburg, Eckart Schultz, Volker Dietze
e Bayerisches Landesamt fir Umweltschutz, Augsburg, Reinhard Zeitler

e Universitdt Freiburg, Institut fur Informatik, Georg Lausen, Aldar
Dugarjapov
e Fachhochschule Welhenstephan, Stefan Rogg

Dank

Dieses Projekt wird als gemeinsames Bund/Lénder Modellprojekt vom Bayerischen
Staatsministerium fur Landesentwicklung und Umweltfragen (StIMLU, Az. 76a-8793-
2001/12) und vom Bundesministerium fir Umwelt, Naturschutz und Reaktorsicherheit
(BMU) finanziert. Das Projekt wird im Auftrag des Umweltbundesamtes (FKZ 201 67
430/33) ausgefihrt.
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Hintergrund:
Ausbreitung und Verbleib transgener Pollen sind nicht vorhersagbar.

Monitoring transgener Pollen kann nicht flachendeckend durchgefihrt
werden.

Ziel:

Ermittlung reprasentativer Standorte fir Pollensammler.
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Vorteile:
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Landnutzung
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Naturraume
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Datengrundlage

& Niederschlags-
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aber auch:
Lufttemperatur
Luftfeuchtigkeit
Globalstrahlung
Windgeschwindigkeit
Windrichtung
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Landnutzung
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Feldversuch 2003

*Aufstellen der 50 Pollensammler
*Messkampagne

-April/Mai (Raps)

-Juli/August (Mais)
*Auswertung der Proben

- Bildanalyse

- PCR-Analyse
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Abstandsberechnung

BmO-17n

B 175 - 1075 m
B 1075 - 1600 m
B 1600 - 2400 m
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Entwicklungsarbeit
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Pollenmassenfilter
(PMF)
Expositionszeit:
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Molekulargenetisches
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(PCR-Analyse)
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Automatische Bildanalyse

Proben aus Sigma2-Sammler:

Bestimmung von Pollenart (Raps
und Mais) und -anzahl bisher
halbautomatisch maoglich.

Ziel ist vollautomatische Erkennung
durch Erweiterung der
Referenzdatenbank und Einsatz
einer Deagglomerations Software.

Deutscher Wetterdienst (DWD),
Freiburg
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Molekulargenetische Analyse
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Primer
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Proben aus PMF:

Qualitative und quantitative
Bestimmung des Anteils an
transgenem Pollen

Quantifizierung in
Verdunnungsreihen moglich

Aufbereitung der Feldproben
wird noch getestet

Bayerisches Landesamt fir
Umweltschutz (LfU), Augsburg
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Validierung des Verfahrens
Prufung inwieweit die ermittelten Pollenkonzentrationen, den
Vorhersagen entsprachen.

Ubertragung der Punktmesswerte durch geostatistische Methoden in
die Flache.

Reduktion der Anzahl der Pollensammler auf ein Minimum, mit dem
noch reprasentative Aussagen maoglich sind.

Ableitung allgemeiner Empfehlungen fur ein bundesweites
Langzeitmonitoring im Hinblick auf die Ubertragung der Ergebnisse auf
andere Naturraume.
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»Monitoring von herbizidresistentem Raps in NRW*
Prof. Dr. H. Haeupler, Dipl.-Geogr. G. H. Loos, Dipl.-Geogr. B. Surkus

Ruhr-Universitat Bochum, AG Geobotanik

Aufgabenstellung

Gegenstand des Projektes ist die Evaluierung und Waelterentwicklung von
Monitoringkonzepten zum Umweltverhalten von Raps. Eine Problematik beim
Ausbringen von Raps (Brassica napus) in die Umwelt ist die Einkreuzung ggf.
gentechnisch veranderter Gensequenzen in potentielle Kreuzungspartner (u. a. Snapis
arvensis). Gegenstand des Projektes sind daher Untersuchungen zu Vorkommen und
Verbreitung (Durchwuchs, Uberdauerung, Verwilderung) von Raps, Kreuzungspartnern
und Hybriden. Folgende Fragestellungen missen hinsichtlich der Nutzung transgener
Formen dieser Sippe erdrtert werden:

1. Wann bluht Rapsim Gebiet, d. h. wann ist die Gefahr der Auskreuzung am gréften?
2. Mit welchen Arten geht Raps Uberhaupt Hybriden ein?

3. Wo birgert sich Raps ein, d. h. wo ist die Gefahr, dass gentechnisch verandertes
Material sich dauerhaft etablieren kann, am grofiten?

4. Welche Methoden eines Monitorings sind erforderlich?

Das Projekt ist in zwel Phasen gegliedert.

Phase 1.

1 Einrichtung von zwei Rasterfeldern in Versuchsfléchen mit transgenem Raps

2. Erfassung von popul ationsbiol ogischen Parametern (u. a. BlUtezeit, Fruchtansatz
und Einbtrgerungsgrad)

Phase 2 (der zeitige Arbeitsschwer punkte):
1. Erfassung von konventionellem Raps hinsichtlich folgender Punkte:

a) Standorte mit verwildertem Raps

b) Ermittlung des floristischen Status

c) Erfassung der Biotoptypen

d) Messung einfacher Standortparameter (pH, C/N-V erhéd tnis und Bodenstruktur)
€) Vergesellschaftung
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f) Ermittlung potentieller Kreuzungspartner
g) phanologisches Verhalten (BlUhfenster)
h) Vitalitét, Fitness und Produktivitét

i) Populationsdichten

2. Erfassung und Vergleich der Rapsbegleitflora unter konventionellen und
Okologischen Bedingungen auf verschiedenen Boden (zwei V egetationsperioden)

3. Literaturrecherche zu Ubertragungswegen von gentechnisch verdnderten Pflanzen
und zu Hybridisierungsvorgangen bei Raps und verwandten Brassicaceen

4. Entwicklung enes interaktiven BestimmungsschlUssels Uber alle relevanten
Brassicaceen, die fir eine Auskreuzung in Frage kommen

5. Diskussion der Auswahl und Reprasentativitat von OFS-Flachen hinsichtlich eines
GVP-Monitorings

Ergebnisse

Rapsécker weisen spezifische Beikrautfluren auf, die sowohl von den Belkrautfluren der
Getreide- als auch von denen der Hackfruchtkulturen zu differenzieren sind. Die Genese
dieser spezifischen Fluren hangt vermutlich sowohl von den konkurrenzwirksamen
Faktoren der Rapspflanzen selbst bzw. ihrer Bestandsdichte als auch von den
Wirkungen der aufgebrachten Herbizide ab. Okologisch angebauter Raps konnte in den
bisherigen Untersuchungen aufgrund fehlender Anbaufléchen bisher noch nicht
einbezogen werden, so dass Vergleichswerte fehlen. Hinsichtlich herbizidbehandelter
Flachen konnte deutlich eine Zunahme bestimmter Belkrduter im Gegensatz zu
konventionellen Kontrollflachen festgestellt werden. Hierbel handelt es sich um
Problemunkréauter, welche oftmals zur Herbizidresistenz neigen.

Raps zeigt offensichtlich dauerhafte Einburgerungen an Standorten, die in aler Regel
durch Pflegemalinahmen beeinflusst oder bestimmt werden (Epokophyt), so an
Straldenrandern, die einer Schalmahd unterliegen, auf herbizidoehandelten oder
mechanisch offen gehatenen Bahngleisen sowie an haufig gemadhten Bdschungen
kanalisierter Vorfluter.

An Standorten, bei denen extensivere oder Uberhaupt keine Pflegemal3nahmen
durchgefuihrt werden, scheint sich bis auf wenige, weiter zu studierende Ausnahmen,
Raps nicht halten zu kdnnen. Allerdings muss Uber lange Zeit beobachtet werden, ob
hier ein intermittierendes Verhalten vorliegt, d. h. ob Raps eine Diasporenbank
aufbauen kann, aus der die Art sich nach einem intensiven Eingriff in einer sonst
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extensiv genutzten Flache neu entwickeln kann oder ob jeweils eine Neueinschleppung
fUr eine Wiederansiedlung nétig ist.

Eingebirgerte Vorkommen von Raps finden sich bislang fast ausschliefdich an
linienhaften Biotopstrukturen, also an Stral3enrandern, Bahnlinien und Vorflutern,
wohingegen auch intensiver bearbeitete flachenhafte Strukturen kaum eingebirgerte
Vorkommen aufweisen, sondern stets nur einzelne Exemplare. Ruderalstellen, wie z. B.
Baugelénde fungieren als ,, Trittsteinbiotope® fur die Ausbreitung von Raps. Auch wenn
diese Standorte nicht von Dauer sind, so zeigt sich, dass ausgehend von hier
benachbarte Stral3enrander besiedelt werden kdnnen und dort eine weitere Ausbreitung
stattfindet. Teilweise waren derartige Gelénde selbst zuvor Rapsécker und weisen noch
eine Diasporenbank im Boden auf.

Als weiterer bislang weitgehend unbeachteter Aspekt sind die Wechselwirkungen
zwischen Ansaaten und verwildertem Raps zu beachten. Es hat sich gezeigt, dass auf
einigen Fachen, die mit Ansaaten von Grasern sowie Saat-Hornklee und anderen
Leguminosen nicht-, autochthoner* Herkunft begrint wurden, Raps sich anscheinend
recht gut etablieren konnte. Weitere Studien zur Sukzession mussen alerdings die
Dauerhaftigkeit dieser Bestande bestétigen. Derartige Beobachtungen unterstreichen
jedoch die Zweifelhaftigkeit solcher nicht standortgemal3en und florenverfaschenden
Begrinungs-Ansaaten.

Raps ist — wenigstens zur Zeit — noch kein aggressiver , Problemneophyt”, keine
invasive Art, die enheimische Sippen verdrangt oder in gefdhrdete
Pflanzengesellschaften eindringt. Die Art besiedelt zwar unbesetzte o©kologische
Nischen, bedeutsame V erdréngungsphanomene lassen sich aber bislang nicht erkennen.

Phanologische Studien bestétigen, dass Raps die gesamte V egetationsperiode hindurch
bluht fruchtet und ab der 25. Woche reife Samen freisetzt. Diese standige
BlUhbereitschaft zeigen neben Raps (Brassica hapus) von den potentiellen
Kreuzungspartnern nur Raphanus sativus, Snapis arvensis und Ssymbrium officinale.
Somit stellt Raps eine kontinuierliche Pollenquelle dar und erméglicht im Falle
gentechnisch verédnderter Gensequenzen eine eventuelle Introgression gentechnisch
veranderter Informationen. Somit ist die Entstehung unerwtinschter Hybriden moglich.

Hybriden sind in situ noch nicht gefunden worden. Mdglicherweise sind sie aber
phanotypisch auch nicht zu erkennen. Morphologische Studien an einigen potentiellen
Kreuzungspartnern in NRW (beispielsweise Snapis arvensis, Erucastrum gallicum oder
Hirschfeldia incana) ergaben bislang keine Hinweise auf eventuelle Introgressionen von

Raps.
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Schlussfolgerungen

Der Einfluss von feldmaldig angebautem Raps auf seine Begleitflora ist weiterhin zu
beobachten, insbesondere Fragen nach Unterschieden zwischen der Begleitflora und -
vegetation von konventionellem Raps in konventionellem Anbau, konventionellem
Raps in 0©kologischem Anbau und von HR-Raps sind zu klaren, um
naturschutzfachliche Aspekte des GVP zu ermitteln. Als wesentliche Methoden sind
hier die pflanzensoziologischen Erfassungsstandards (vor allem die Braun-Blanquet-
Methode) zu verwenden. Die zugrundeliegenden Skalen konnen nach den
Erfordernissen vor Ort verfeinert werden.

Expansive eingeblrgerte Vorkommen an Linienstrukturen sind hinsichtlich ihrer
raumlichen Ausdehnung und Bestandesdichte in en regelmdiig erfolgendes
Erfassungsprogramm einzubeziehen; ihre etwaige Ausdehnung in benachbarte
(flachenhafte) Strukturen ist dabei zu berlcksichtigen. Auch hierbei sollten
pflanzensoziol ogische Aufnahmen durchgefiihrt werden, um herauszufinden, ob sich die
Begleitvegetation hinsichtlich ihrer Sippenzusammensetzung und Bestandsdichte
andert. Alle Falle, in denen Raps sich in flachenhaften Biotopstrukturen léngerfristig
halten kann, verdienen besondere Aufmerksamkeit. Sie sollen pflanzensoziologisch und
auch nach anderen 6kologischen Parametern hin untersucht werden (u. a. Fitness und
Produktivitét), um auch fir ein spéteres Monitoring Bezugsflachen festzulegen und zu
dokumentieren.

Aussagen hinsichtlich eines Monitorings

Aus den phénologischen Beobachtungen ist zu entnehmen, dass Raps tber die gesamte
V egetationsperiode eine kontinuierliche Pollenquelle darstellt und Monitoringkonzepte
also entsprechend langfristig anzulegen sind. Die Untersuchungen in der Phase 1 legen
aulRerdem nahe, dass bei einem Monitoring der Bezug zum Naturraum eine wesentliche
Rolle spielt und die Ergebnisse beeinflusst. Da viele eingebirgerte Populationen von
Raps im Siedlungsbereich des Ruhrgebietes liegen gilt ein verstarktes Augenmerk den
Ausbreitungswegen.

Es ist unerldsdlich, Brassica napus in ein Monitoringkonzept einzubinden, auch wenn
derzeit noch keine Tendenz einer aggressiven, andere Pflanzenarten verdrangenden
Ausbreitung vorliegt. Beobachtungen an anderen Arten haben in der Vergangenheit
gezeigt, dass Pflanzensippen nach langer unauffélliger Latenzzeit pl6tzlich invasives
Ausbreitungsverhalten zeigten. Dies kann aufgrund genetischer V erénderungen, spontan
auftretender Selektionsvorteile oder durch Ausbildung von Okotypen geschehen.
Monitoringkonzepte auf Basis von Kartierungen bieten die Moglichkeit zuverlassig und
kostenguinstig populationsdynamische Entwicklungsprozesse effizient zu verfolgen und
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aufzuzeigen. Als sinnvoll erscheint ein Monitoringkonzept, welches gegen Ende der
HauptblUte des Kulturrapses anzuberaumen ist, da zu dieser Zeit ale bereits vor der
Fruchtreife stehenden Exemplare, sowie die Jungpflanzen, welche spéter im Jahr zu
Blite und Frucht gelangen, erfassbar sind. Die Beobachtung sollte wie bel allen
Einjahrigen jahrlich erfolgen. Fur die Erfassung konnten ehrenamtliche Mitarbeiter der
floristischen Kartierung Deutschlands eingesetzt werden.

Noch zu beantwortende Fragestellungen werden im Zuge des ProjektabschlulRes
vorliegen (z. B. Diskussion zur Einbindung des GV O-Monitoringsin die OFS).

Modellprojekt in Zusammenarbeit mit dem Umweltbundesamt und dem Ministerium fir
Umwelt und Naturschutz, Landwirtschaft und Verbraucherschutz.
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GVP-Monitoring-Teilprojekt des MUNLV NRW
,.Monitoring von herbizidresistentem Raps in NRW*

Modellprojekt in Zusammenarbeit mit dem Umweltbundesamt und
dem Ministerium far Umwelt und Naturschutz, Landwirtschaft und
Verbraucherschutz des Landes Nordrhein-Westfalen

Monitoring von HR-Raps in NRW 1
[Berlin-27.05.03]

Aufgabenstellung

Gegenstand des Projektes ist die Evaluierung und
Weiterentwicklung von Monitoringkonzepten zum
Umweltverhalten von Raps. Ein Problemfeld beim Ausbringen
von Raps (Brassica napus) in die Umwvelt ist die evtl.
Einkreuzung technisch veranderter Gensequenzen in potentielle
Kreuzungspartner (u. a. Sinapis arvensis).

Gegenstand des Projektes sind daher Untersuchungen zu
Vorkommen und Verbreitung (Durchwuchs, Uberdauerung,
Verwilderung) von Raps, potentiellen Kreuzungspartnern und

Hybriden.

Monitoring von HR-Raps in NRW 2
[Berlin-27.05.03]
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Folgende Fragestellungen miussen hinsichtlich der

Nutzung transgener Formen_dieser Sippe erdrtert
werden:

1. Wann bluht Raps im Gebiet, d.h. wann ist die
Gefahr der Auskreuzung am grof3ten?

2. Mit welchen Arten geht Raps Uberhaupt Hybriden
ein?

3. Wo burgert sich Raps ein, d.h. wo ist die Gefahr,
dass gentechnisch veranderte Pflanzen sich
dauerhaft etablieren kbnnen, am gro3ten?

4. Welche Methoden eines Monitorings sind
erforderlich?

Monitoring von HR-Raps in NRW 3
[Berlin-27.05.03]

Zielsetzungen ( Phase 1)

1. Vorkommen und Verbreitung des HR-Raps (Durchwuchs,
Uberdauerung in angrenzenden Flachen, Verwilderung in der
Landschaft), der Kreuzungspartner sowie von moglichen
Hybriden,

2. Veranderung der Zusammensetzung der
Ackerbegleitvegetation,

3. Verbreitung des Transgens (Auskreuzung, Gentransfer,
Ausbreitung der Herbizidresistenz in konventionelle
Bestande und Kreuzungspartner)

Im Raum Detmold (6stl. Westfalen) wurden im Umkreis
ehemaliger Versuchsflachen mit transgenem Raps zwei 25 km?
grof3e Rasterfelder eingerichtet, in denen alle vorhandenen
Populationen von Raps untersucht wurden (insg. 288).

Erfasst wurden u. a. Populationsgrof3e, Blutezeit und
Einblrgerungsgrad. Durch Aufgabe des HR-Raps-Anbaus
wurde ein Gebietswechsel notig.

Monitoring von HR-Raps in NRW 4
[Berlin-27.05.03]
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Konkrete Untersuchungsaspekte fiur Phase 2:

1. Erfassung von konventionellem Raps hinsichtlich folgender

Punkte:
a) an welchen Standorten verwildert Raps,
b) mit welchem floristischen Status,
c) in welchen Biotoptypen spielt sich dies ab,

d) Messung einfacher Standortparameter (pH, C/N-

Verhaltnis, Bodenstruktur),
e) in welcher Vergesellschaftung kommt er vor,

f) welche potenziellen Kreuzungspartner teilen sich den

Standort mit ihm,

g) seines phéanologischen Verhaltens (ein oder mehrere

Bluhfenster),

h) seine Vitalitat und Fitness sowie Produktivitat

(Samenproduktion),
i) Populationsdichten (nur in verwilderten Vorkommen)

Monitoring von HR-Raps in NRW 5
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2. Die Rapsbegleitflora wurde unter konventionellen und
Okologischen Bedingungen auf verschiedenen Bdden erfasst
und verglichen.

3. Eine Literaturrecherche uber

gentechnisch veranderte Pflanzen und uber
Hybridisierungsvorgange bei Raps und verwandten
Brassicaceen wurde durchgefuhrt. (Zusammenarbeit mit
der AG Spezielle Botanik an der Universitat Osnabriuck)

4. Die Entwicklung eines interaktiven Bestimmungsschlussels
Uber alle relevanten Brassicaceen, die fur eine
Auskreuzung genmanipulierten Materials in Frage kommen,
ist derzeit in Arbeit. Die hohe Variabilitat von

Raps verhindert allerdings die Ansprache infraspezifischer

Einheiten (Sorten). Das internationale Bestimmungsprogramm

DELTA soll zur Verwirklichung eines interaktiven
Bestimmungschlissels herangezogen werden.

Monitoring von HR-Raps in NRW
[Berlin-27.05.03] 6



5. Die Auswahl und Reprasentativitat von OFS-Flachen
(Okologische Flachenstichprobe) hinsichtlich eines
GVP-Monitorings ist zu Uberdenken.

Eine Zusammenfuhrung mit bestehenden OFS-Flachen
und Vorschlag neuer Flachen wird derzeit diskutiert.
Die Biotoptypenkartierungen werden nach HAEUPLER &
MUER (2000) weitergefuhrt, zeitgleich wird der LOBF-
Biotopschlussel angewendet.

Verwilderte Rapsvorkommen sind in erster Linie in den
Siedlungsbereichen des Ruhrgebietes lokalisiert.

Die OFS-Flachen sind jedoch auRBerhalb des Ruhrgebietes
ausgewiesen worden. Folglich ist eine Auswahl neuer
Flachen notig.

Monitoring von HR-Raps in NRW
[Berlin-27.05.03] 7

Bilder 1-3: Charakteristische Verwilderungsstellen des Raps im Siedlungsbereich
des Ruhrgebietes. Baumscheiben fungieren als ,,Trittsteinbiotope“.
Solche Ortlichkeiten sind oftmals Startpunkte weiterer Ausbreitungen.

Monitoring von HR-Raps in NRW 8
[Berlin-27.05.03]
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Untersuchte Reqgionen und Flachen

Verlegung des Untersuchungsgebietes in
Hauptanbau- und Hauptverwilderungsgebiete
(Schwerpunkte Ruhrgebiet, Hellweg, Soester Borde)

Naturraume:

- Westfalische Bucht (Schwerpunkt von Anbau und
Verwilderungen)

- Suderbergland (viel geringerer Anbau und Verwilderungen)

Untersuchte Flachentypen:
- Rapséacker
- Linienhafte Biotopstrukturen: StraBenrander, Vorflutersaume,
Bahnlinien
- Flachenhafte Biotopstrukturen: Industriebrachen, aufgelassene
Acker, Bahngelande, Baustellen
mit EinblUrgerung von Raps; als Vorauswabhl fur geplante
Monitoringflachen:
- Kamen-Heeren-Werve: Gewerbegebiet (ehem. Zechengelande)
- Werl-Hilbeck: StralBenbankett der Bundesstral3e 63

Monitoring von HR-Raps in NRW
[Berlin-27.05.03]
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Karte 1: GrofRR3landschaften in NRW und die Untersuchungsregionen.
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Monitoring von HR-Raps in NRW
[Berlin-27.05.03]
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Ergebnisse:

¢ Bislang sind keine phanotypisch-

morphologisch erkennbaren Hybriden
zwischen Raps und verwandten Arten
ermittelt worden. Genotypisch ist dies
jedoch nicht auszuschlief3en.

Nach 164 Vegetationsaufnahmen: Rapsacker

weisen spezifische Beikrautfluren auf, die
sowohl von den Beikrautfluren der Getreide-
als auch von denen der Hackfruchtkulturen
zu differenzieren sind. Die Genese dieser
spezifischen Fluren hangt vermutlich sowohl
von den konkurrenzwirksamen Faktoren der
Rapspflanzen selbst, z. B. von ihrer
Bestandsdichte, als auch von den Wirkungen
der aufgebrachten Herbizide ab.

Monitoring von HR-Raps in NRW
[Berlin-27.05.03]
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Tab. 1: Vegetationsaufnahmen (nach Braun-Blanquet)
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Aufnahmenummer 1 23 456 7 8
Artenzahl 45 26 28 15 15 22 23 15
Brassica napus (kult.) 55|55 5EEINGINE
Elymus repens 11- - - - 11
Matricaria recutita 2a2a2b 12a 1
Sisymbrium officinale 2a2a2b 2 2a -
Papaer rhoeas 2a2a 1 - 11
Bromus sterilis il e L S -
Dactylis glomerata 11 1 -

Arenaria serpyllifolia 3 - - - - - -
Viola arvensis 2b2a2a 1 1202b -
Persicaria amphibia 2a - - - - - - -
Polygonum aviculare 2a - 1 12a
Epilobium tetragonum + - - - -1 -
Arthenatherum elatius 1 - - -
Stellaria media 33 3 -3
Aphanes arvensis + - - - - - - -
Thpleurospermum perforatum 1 1 1 - - 1 - -
Capsella bursa-pastoris ar Ll el L e S
Cirsium anense 111+ + - 1 1
Galium aparine 12b - - - 12a
Alopecurus myosuroides 111 - - -1
Fallopia comwulwilus + - - - 11 -
Carduwus crispus 1 + - - - -
Myosotis anensis 1 ak e | aLf Al 2o
Vicia tetrasperma 1 - -1
Holcus lanatus + - -
Vicia hirsuta 1 T3 T
Lamium purpureum r roo- - - -
Cirsium wilgare + - -+

Veronica persica 1r -

Monitoring von HR-Raps in NRW
[Berlin-27.05.03]
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Dia 1: Sippen sortiert nach Gewichtungszahlen in den Kontrollflachen

Stellaria media
Eymts repens
Galum aparine
Cirsumarvense
Geraniummdlle
Poa pratensis
Poa spec
Epiloblum spec
Poa annua

Senecio jacotaea
Dactyks gomerata

Rumex obtusifolius
Anchusa arvensis
Lamium purpureum

Anthriscus sylestiis

Verorica hederifoia

Phacelia tanacetiiolia

Myosois arvensis

Euphorbia helioscopia

Capsela bursa
Tripleur asper mum perf oratum

‘DKun(rolle M z. T. Herbizid mHe rbizid ‘

e Hinsichtlich des Herbizideinsatzes (BASTA®) zeigt sich deutlich eine
Zunahme bestimmter Beikrauter. Problemunkrauter, die oftmals zu
Herbizidresistenz neigen, wurden gefdordert. Andere Beikrauter, welche
unter konventioneller Nutzung (Kontrollflachen) anzutreffen waren,
wurden ganzlich verdrangt (Einheiten beziehen sich auf
Gewichtungsklassen).

Monitoring von HR-Raps in NRW 13

[Berlin-27.05.03]

Dia 2: Ausgewahlte Beikrauter, die unter Herbizideinwirkungen eine
Zunahme zu verzeichnen haben. Im speziellen sind Viola arvensis
(Acker-Stiefmutterchen) und Veronica hederifolia
(Efeubléattriger Ehrenpreis) zu nennen

onvhro oBRER

Stellaria media
Capsella bursa-
pastoris
Viola arvensis
Thlaspiarvense
Tripleurospermum
perforatum
Galium aparine
Senecio jacobaea
Poa pratensis
Veronica
hederifolia

mKontrolle @z T. Herbizd mHerbizid

Monitoring von HR-Raps in NRW 14

[Berlin-27.05.03]
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e Raps ist ein Epokophyt: Er zeigt offensichtlich dauerhafte
Einburgerungen an Standorten, die in aller Regel durch
PflegemalRnahmen beeinflusst oder bestimmt werden, so an
StralRenrandern, die einer Schalmahd unterliegen, auf
herbizidbehandelten oder mechanisch offen gehaltenen
Bahngleisen sowie an haufig geméahten Béschungen
kanalisierter Vorfluter. Nur menschliche Tatigkeiten kdnnen
die Sukzession verhindern.

e An Standorten, bei denen extensivere oder Uberhaupt keine
PflegemalRnahmen durchgefuhrt werden, scheint sich bis auf
wenige, weiter zu beobachtenden Ausnahmen, Raps nicht
halten zu konnen. Allerdings muss studiert werden, ob hier
ein intermittierendes Verhalten vorliegt, d.h. ob Raps eine
Diasporenbank aufbauen kann, aus der sich die Art nach
einem intensiven Eingriff in einer sonst extensiv genutzten
Flache regenerieren kann oder eine Neueinschleppung fur
eine Wiederansiedlung notig ist (Diasporenbank: nach
BEISMANN et al. 2003 kénnen Rapssamen bis zu 10 Jahren im
Boden Uberdauern - es gilt zu untersuchen, welche Faktoren
die Keimfahigkeit beeinflussen).

Monitoring von HR-Raps in NRW 15

[Berlin-27.05.03]

Ruderalstellen, wie z. B. Baugelande, fungieren als ,, Trittstein-
biotope* fur die Ausbreitung von Raps. Auch wenn diese
Standorte nicht von Dauer sind, so zeigt sich, dass

ausgehend von hier, benachbarte StralBenrander besiedelt
werden konnen und dort eine weitere Ausbreitung stattfindet.
Teilweise waren derartige Gelande selbst zuvor Rapsacker und
weisen noch eine Diasporenbank im Boden auf.

Vegetationsaufnahmen zeigen Ahnlichkeit verwilderter
Rapsvorkommen zu der Vegetation der Rapsacker.

Es ergeben sich Ahnlichkeiten durch entsprechende
Bearbeitungsweisen (Ackerbewirtschaftung/Schalmahd).

Morphologische Studien an einigen potenziellen
Kreuzungspartnern in NRW (u.a. Sinapis arvensis und
Hirschfeldia incana) geben keine Hinweise auf eine
eventuelle Introgression von Raps.

Monitoring von HR-Raps in NRW 16

[Berlin-27.05.03]
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e Wechselwirkungen zwischen Ansaaten und
verwildertem Raps sind zu beachten. So zeigt
sich, dass Raps auf einigen Flachen, die mit
Saaten aus Grasern sowie Saat-Hornklee und
anderen Leguminosen nicht-,,autochtoner*
Herkunft begrunt wurden, sich anscheinend
recht gut etablieren konnte. Weitere Studien
zur Sukzession mussen allerdings die
Dauerhaftigkeit dieser Bestande bestatigen.

Monitoring von HR-Raps in NRW 17
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Raps ist — wenigstens zur Zeit — noch kein aggressiver
"Problemneophyt”, der einheimische Sippen verdrangt oder in
gefahrdete Pflanzengesellschaften eindringt. Es lasst sich
zwar nicht sagen, dass die Art nicht unbesetzte 6kologische
Nischen besetzt, bedeutsame Verdrangungsphanomene lassen
sich aber nicht erkennen. Hinsichtlich eines eventellen
Umschlagens zum invasiven oder kolonisierenden Neophyten
ist jedoch ein regelmaRiges Monitoring notwendig.
Erfahrungen mit Senecio inaequidens (Schmalblattriges
Greiskraut) zeigen, dass nach langer, unauffalliger Latenzzeit
eine "Explosion™ der Bestande erfolgen kann.

Weitere Beispiele sind u. a. Heracleum mantegazzianum und
Solidago gigantea. Letztere verdrangte u.a. im Oberrheintal
auf Flussschottern grof3flachig Rote Liste-Arten.

Solche Effekte konnen aufgrund genetischer Veranderungen,
spontan auftretender Selektionsvorteile oder durch
Ausbildung von Okotypen verursacht werden.

Monitoring von HR-Raps in NRW 18
[Berlin-27.05.03]
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Dia 3: Potentielle Kreuzungspartner und ihre Bluhfenster

Brassica napus
100% ‘

50% {

0%

e Phanologische Studien bestatigen, ->
Raps weist eine ganzjahrige
BlUhbereitschaft auf und stellt

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 3§

Brassica oleracea

100%

ﬁ daher eine kontinuierliche
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Raphanus raphanistrum Somlt beSteht ubel’ die gesamte
% Vegetationsperiode hinweg die

0%

Moglichkeit zur Hybridbildung
(Einkreuzung von HR-Raps-Genen).
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Raphanus sativus
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Rapistrum rugosum
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Sinapis arvensis
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Sisymbrium altissimum
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[Berlin-27.05.03]

Als potenzielle Kreuzungspartner sind unter Kultur-
bedingungen folgende Sippen nachgewiesen:

Brassica carinata
Brassica fruticulosa
Brassica juncea
Brassica nigra
Brassica oleracea
Brassica rapa
Brassica napus
Brassica tournefortii
Diplotaxis muralis
Diplotaxistenuifolia
Diplotaxisviminea
Eruca sativa
Erucastrumgallicum
Erucastrum nasturtiifolium
Hirschfeldia incana
Raphanus raphanistrum
Raphanus sativus
Rapistrum perenne
Rapistrum rugosum
Snapis alba
Snapisarvensis

Monitoring von HR-Raps in NRW 22
[Berlin-27.05.03]
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Ruckschlusse fur Methoden und Instrumente eines
Monitorings

e Der Einfluss von feldmaRig angebautem Raps auf
die Begleitfluren ist weiterhin zu beobachten,
insbesondere sind Fragen nach den Unterschieden
der Begleitflora und - zu klaren:

- zwischen konventionellem Raps in
- konventionellem Anbau,

- konventionellem Raps in 6kologischem Anbau,

- HR-Raps.

Monitoring von HR-Raps in NRW 23
[Berlin-27.05.03]

e Wesentliche Methoden: pflanzensoziologische
Erfassungsstandards (vor allem Braun-Blanquet-
Methode); zugrundeliegende Skalen kbnnen nach
Erfordernissen vor Ort verfeinert werden.

e FUr eine hinreichend genaue Abschatzung einer
eventuellen Introgression ist eine jahrliche
Untersuchung erforderlich, um die Dynamik der
Bestande verfolgen zu konnen und um der
Lebensform des Rapses (Therophyt) gerecht zu
werden.

Monitoring von HR-Raps in NRW 24
[Berlin-27.05.03]
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e Aus den phanologischen Beobachtungen ist zu entnehmen,

dass Raps uber die gesamte Vegetationsperiode hinweg
eine kontinuierliche Pollenquelle darstellt und
Monitoringkonzepte demnach entsprechend langfristig
anzulegen sind.

Die Untersuchungen aus Phase 1 legen auf3erdem nahe,
dass bei einem Monitoring der Bezug zum Naturraum eine
wesentliche Rolle spielt und die Einburgerung von
Rapspopulationen beeinflusst. In diesem Zusammenhang
gilt das regionale Kleinklima als entscheidender Faktor
(beispielsweise gibt es keine eingeburgerten Populationen
im Suderbergland).

Ein verstarktes Augenmerk gilt den Ausbreitungswegen -
da sich v. a. im Ruhrgebiet Raps zunehmend einbirgert - an
Stellen, an denen offenbar kein Transport stattfindet.

Monitoring von HR-Raps in NRW 25

[Berlin-27.05.03]

Die Bedeutung von Kartierungen im Rahmen eines Raps-
Monitoringkonzeptes

floristische Kartierungen: zuverlassig konnten
Vorkommen des Raps und seine Verbreitung ermittelt
werden.

vegetationskundliche Kartierungen: wie verhalt sich
Raps in den entsprechenden Gesellschaften, wie dehnen
sich seine Vorkommen aus.

Biotoptypenkartierung: in welchen Biotopen konnte sich
Raps etablieren. Ein Monitoring ist den BlUuhperioden
anzupassen, d. h. gegen Ende der Hauptblite
anzuberaumen, da zu dieser Zeit alle bereits vor der
Fruchtreife stehenden Exemplare, sowie die juvenilen
Individuen, welche spater im Jahr zu Blute und Frucht
gelangen, erfassbar sind.

Kartierungen im Rahmen eines Monitorings sind v. a.
dann kostengunstig, wenn auf ehrenamtliche Mitarbeiter
zuruckgegriffen werden kann.

Monitoring von HR-Raps in NRW 26
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Niedersachsisches Modellprojekt: Konzeptentwicklung fiur ein
Langzeitmonitoring von HR-Raps

Dr. Nicola Hofmann , Dr. Sigrun Feldmann, Thomas Thienel und Dr. Gabriele Neuber

Niedersachsisches Landesamt fiir Okologie

Zielstellung

Das Niedersachsische Modellprojekt befasst sich am Beispiel von herbizidresistentem
Winterraps (HR-Raps) mit der Verbreitung und mdglichen Anreicherung transgener
DNA-Sequenzen in der Umwelt. Die Untersuchungen werden exemplarisch an einem
einjahrigen Freisetzungsversuch von HR-Raps durchgefihrt (2000/ 2001) und umfassen
einen zweljahrigen Nachuntersuchungszeitraum.

Ein wesentliches Ziel des Modellprojektes ist es, standardisierte Routinemethoden zu
entwickeln, um Transgensequenzen in der Umwelt nachweisen und mogliche
Auswirkungen des Anbaus transgener Pflanzen auf die Vegetation erfassen zu konnen.
Aulerdem werden molekulare Verfahren etabliert, mit denen sich potentielle
Veranderungen der mikrobiellen Gemeinschaft, im Boden erkennen lassen. Im Rahmen
des Projektes wird ein Konzept zur Methodik der Probenahme, sowie Anzahl und
Zeitpunkt der Beprobungen erarbeitet und auf Praktikabilitdt getestet.

Unter suchungsgebiete

Um die Einbindung eines GVP-Monitorings in bestehende Umweltbeobachungs-
programme zu prufen, wird im Pilotprojekt das Bodendauerbeobachtungsprogramm
(BDF) Niedersachsens genutzt.

Im niederséchsischen BDF-Programm, das seit mehr als 10 Jahren besteht, sind nach
Nutzungs- und Bodentyp 90 Dauerbeobachtungsflachen eingerichtet, von denen 70
landwirtschaftlich genutzt sind. Je nach Fruchtfolge wird davon auf etwa 10 Flachen pro
Jahr Raps angebaut. Die derzeit im BDF-Programm routinemaldig durchgefiihrten
Untersuchungen bieten zahlreiche Anknutpfungspunkte fir ein GVP-Monitoring. So
werden beispielsweise im Rahmen einer Grundinventur auf den 1 ha grof3en Fléchen
des Programms alle 7 — 10 Jahre verschiedene bodenchemische und bodenphysikalische
Parameter erfasst. Daneben werden routinemaldig jahrlich  mikrobiologische
Summenparameter (Basalatmung, mikrobielle Biomasse, metabolischer Quotient)
bestimmt und eine Grundwasseranal ytik durchgefihrt.

Die vegetationskundlichen Untersuchungen umfassen die Erstellung von
Gesamtartenlisten auf den Flachen (7 — 10 Jahre), eine floristische Inventarisierung mit
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Notierung der Biotopstrukturen der Umgebung (500 m Umkreis), sowie alle 3 — 5 Jahre
die Aufnahme der Vegetation (mit Deckungsgrad) innerhalb von 4 homogenen
Kernflachen a 50 gm, diein der 1 ha-BDF eingemessen sind.

Weitere Vorteile, die fur einem Monitoring interessant wéren, sind die langfristige
vertragliche Sicherung der Flachen, sowie die Archivierung der Bodenproben seit
Untersuchungsbeginn.

Funf Felder aus dem niederséchsischen Bodendauerbeobachtungsprogramm, auf denen
konventioneller Raps angebaut wird, dienen im Pilotprojekt als Referenzflachen.

Methoden und Ergebnisse

Die vegetationskundlichen und bodenmikrobiologischen Untersuchungen werden
methodisch eng an dieses etablierte Programm angel ehnt und bedarfsgerecht erweitert.

Fur die Erweiterung des BDF-Programms um transgenspezifische Aspekte werden
zusétzlich molekulare Methoden etabliert und auf ihre Eignung im Rahmen eines
Monitorings Uberpruift.

Dazu gehtren die DNA-Extraktion und DNA-Reinigung aus Bodenproben mittels
kommerzieller Kits, PCR-Analysen zum Nachweis transgener Sequenzen und DNA-
Fingerprint-Analysen mittels DGGE.

In Anlehnung an das Untersuchungsprogramm des BDF werden auf den als
Referenzfeldern gewdhlten BDF-Fld&chen und der analog eingerichteten
Freisetzungsflache (FF; 0,4 ha GroRe), sowie den Ackern in denen die Flachen liegen,
die Gesamtartenbesténde erhoben. In beiden Untersuchunggahren traten nur wenige
Ackerbegleitarten auf. Es zeigte sich jedoch, dass im zweiten Untersuchungsjahr mehr
als 20% Neufunde verzeichnet wurden, wobel damit gerechnet werden kann, dass auch
in folgenden Jahren noch weitere Arten erfasst werden kénnen.

Weiterhin wird mittels Vegetationsaufnahmen, die analog zum BDF-Programm
durchgefuhrt werden, auf jeweils 4 definierten Kernflachen innerhalb der Flache
untersucht, ob die Ackerflora durch den Anbau gentechnisch veranderter Pflanzen und/
oder damit verbundener veranderter ackerbaulicher Mal3nahmen beeinflusst wird
(Verdrangung von Arten, Entstehung resistenter Arten). Insgesamt wurde in diesen
Bereichen nur eine geringe Artenzahl festgestellt.

In Erweiterung des BDF-Programms werden im Umkreis von 1 km um die Fl&chen
potentielle Zielarten/ Kreuzungspartner qualitativ und quantitativ erfasst und die
Auskreuzung in verwandte Wildarten untersucht.
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An alen Untersuchungsstandorten wurden B. napus und S. arvensis in umfangreichen
Bestanden festgestellt. D. muralis, R. sativum, R. raphanistrum, B. rapa und S alba
traten in geringem Umfang auf.

Die potentiellen Kreuzungspartner wurden durch Entnahme von Blatt- und
Samenmaterial beprobt und molekularbiologisch oder mittels eines Keimungstests (der
die Empfindlichkeit der keimenden Pflanzen gegentiber dem Komplementérherbizid
ausnutzt) auf das Vorhandensein des Transgens untersucht.

Die dabei entwickelte Strategie zur Probenahme und Laboranalytik der Blattproben as
Sammelmischproben erwies sich as routineméaldig durchfihrbar, wahrend sich die
Methodik der Samenanalyse zwar als sensitiv, jedoch als zu aufwendig herausstellte.

Wie erwartet waren vor Anbau von GVP mit Hilfe der KreuzblUtlerkartierungen und
molekularen Anaysen keine transgenen Individuen in den Kreuzblitlerbestdnden
nachweisbar. Nach der Freisetzung konnte an vier Standorten auf3erhalb der
Freisetzungsfléche transgener Ruderalraps festgestellt werden. Transgene Wildarten
wurden bisher nicht gefunden.

Um mdgliche Auswirkungen des Anbaus von transgenem HR-Raps auf die
mikrobiellen Gemeinschaften im Boden untersuchen zu kénnen, werden erganzend zu
den mikrobiologischen Untersuchungen im BDF-Programm (Bestimmung der
Basalatmung und mikrobieller Biomasse) PCR-Fingerprintverfahren,
schwerpunktméafdig die DGGE, etabliert und an unterschiedlichen Bodentypen erprobt.
Die hierzu entwickelte DNA-Extraktionsmethode und PCR-Amplifizerung lief3 sich an
allen bisher getesteten Bodentypen erfolgreich anwenden.

Durch die Anaysen lassen sich jahreszeitliche Schwankungen in den mikrobiellen
Gemeinschaften der Flachen erkennen. Die Zusammensetzung der Bakterien-
populationen variieren mit dem Bodentyp, wobel Paralleluntersuchungen der 4
Kernflachen einer BDF einheitlich sind. Nach dem Einsatz des Komplementérherbizids
auf Teilflachen der FF lassen sich leichte, vorlbergehende Verschiebungen in der
Struktur der bakteriellen Gemeinschaft erfassen.

Eine weitere Fragestellung des Projektes befasst sich mit der Stabilitdt von
Transgensequenzen in Bodenproben.

Hierzu wurde eine effiziente Methode zur DNA-Extraktion aus Bodenproben etabliert
und die PCR-Amplifizierung der Transgensequenz auf ihre Empfindlichkeit Uberprift.
Die Methoden wurden erfolgreich an zahlreichen Bodentypen erprobt und sind
routinemal3ig einsetzbar.
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Die Nachweisempfindlichkeit fir das HR-vermittelnde Genkonstrukt lag zwischen 40
und 65 pg transgener DNA/PCR aus einer Bodenprobe von 500 mg (entspricht 17-28
DNA Kopien) und ist mit den Empfindlichkeiten anderer Laboratorien vergleichbar.

Zukunftig sollen noch weitere haufig genutzte gentechnisch verdnderte Konstrukte
getestet und die Nachwei sempfindlichkeiten bestimmt werden.

Durch die bisher durchgefuhrten Untersuchungen wurde deutlich, dass auf allen
untersuchten Flachen vor Anbau von GVP wie erwartet keine Transgensequenzen im
Boden nachweisbar waren.

Nach der Freisetzung von transgenem Raps lief3 sich das Transgen bis 5 Wochen nach
dem Untergraben der Pflanzen im Boden detektieren. An einem dariberhinaus
untersuchten, langjdhrigen Freisetzungsstandort gelang der Transgennachweis 12
Wochen nach der Ernte nicht mehr, so dass hier bislang keine Anreicherung des
Transgens im Boden festgestellt werden konnte. Zur Zeit wird Uberprift, ob mittels
quantitativer PCR eine hthere Nachweisempfindlichkeit erreicht werden kann.

Schlussfolgerungen

Beim derzeitigen Stand des Pilotprojektes l&sst sich zusammenfassend feststellen, dass
das erarbeitete Untersuchungskonzept im Rahmen eines GV P-Monitorings nutzbar wére
und die bisher etablierten Methoden fur den routineméaldigen Einsatz geeignet sind.

Bel der Entwicklung eines Monitoringkonzeptes fir gentechnisch veranderte
Kulturpflanzen ist es aus Effizienzgrinden unbedingt geboten, auf etablierte
Untersuchungsprogramme zurtickzugreifen und diese entsprechend zu erweitern.

Nach den derzeitigen Erkenntnissen ist hierbei das niederséchsische Bodendauer-
beobachtungsprogramm as Plattform fir ein erwetertes Langzeitmonitoring
gentechnisch veranderter Pflanzen Gberwiegend positiv zu bewerten.

Neben der BDF-Konzeption sind die dort routineméldig eingesetzten Methoden zur
Bodendauerbeobachtung, im wesentlichen die vegetationskundlichen Untersuchungen
sowie die mikrobiologischen, bodenphysikalischen und -chemischen Parameter auch fir
ein Monitoring von GVP nutzbar.

Das bestehende Programm waére jedoch in Zukunft um Messgrof3en wie beispielsweise
die Analyse der mikrobiellen Gemeinschaften, den Nachweis transgener DNA sowie
Vegetationsaufnahmen, die auf den Anbau der entsprechenden Kulturpflanzenarten
abgestimmt sind (Kreuzungspartner-Kartierung), zu erweitern.

K ontakt: nicola.hofmann@nloe.nieder sachsen.de

94



Fachtagung: ,Monitoring von Umweltwirkungen

gentechnisch verénderter Organismen*

Niedersachsisches Modellprojekt:
Konzeptentwicklung flr ein Langzeitmonitoring
von HR-Raps

Berlin, den 27.05.2003

Fachtagung: Monitoring - Ergebnisse der Modellprojekte y =
Niedersachsisches
Dr. N. Hofmann, Dr. G. Neuber __
) ) - Landesamt fur
nicola.hofmann@nloe.niedersachsen.de F e = A
& B Okologie

Fragestellung: Monitoring HR-Raps

— Parameter: Boden und Vegetation
Kommt es in der Umgebung von transgenen Rapsfeldern durch Auskreuzung/
Samenaustrag zur Anreicherung von Transgensequenzen?
« Kartierung von potentiellen Zielarten/Kreuzungspartnern
 Erfassung der Auskreuzung in verwandte Wildarten
« Beeinflussung der Ackerflora (Verdrangung von Arten)

Kommt es durch den Anbau von GVP zum Eintrag und zur Anreicherung
transgener DNA im Boden?

* Nachweis transgener DNA im Boden

Gibt es Auswirkungen auf die mikrobielle Diversitat?

» Analyse von Bakterienpopulationen im Boden, Erfassung von jahreszeitlichen und
nutzungsspezifischen Schwankungen

¥ | Niedersachsisches
Landesamt fiir
I Okologie
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Ziele des Projektes

*Entwicklung und Erprobung von Monitoringmethoden

*Anbindung an bestehende Umweltbeobachtungssysteme

= Konzeptentwicklung
flr ein
Langzeitmonitoring von HR-Raps

" . Niedersachsisches
Landesamt fir

Okologie

Niedersachsisches BDF-Programm

* besteht seit mehr als 10 Jahren

» insgesamt 90 Flachen, davon 70 landwirtschaftlich genutzt

» Auswabhlkriterien: Bodentyp und Bodenbelastung/
Nutzungstyp

* langfristige vertragliche Sicherung der Flachen

* regelmafige Untersuchungen verschiedenster Parameter in
Boden und Vegetation

* Archivierung der Bodenproben

Niedersachsisches
Landesamt fur
Okologie



Boden-Dansrbeobachtun gatlichen (131017

und B3odengraMandachatten in Nisderdachsen
= T

Parameter im BDF-Programm, die flir ein Monitoring interessant sind

Vegetationsuntersuchungen

» Standardisierte Methoden

» Gesamtartenbestand auf 1 ha BDF (7-10 J.)
* rote Liste Arten: Populationsgréf3en

» Umgebung 500m Umkreis (7-10 J.)
* floristische Inventarisierung, Biotopstrukturen

» Kernflachen & 50 m2 (im Fruchtfolgewechsel 3 J.)
* Artenliste und Deckungswert

Niederséichsisches
Landesamt fur
Okologie
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Parameter im BDF-Programm, die fir ein Monitoring interessant sind

Bodencharakterisierung

» Bodenchemische Parameter (7-10 J.)
» Bodenpysikalische Parameter (7-10 J.)
» Grundwasseranalytik (jahrlich)

» Mikrobiolologische Analysen (jahrlich)
» Mikrobielle Biomasse
 Basalatmung

» Metabolischer Quotient

" 4 Niedersachsisches
Landesamt fir

| Okologie

Projektdurchfiihrung

Untersuchungen auf einer Freisetzungsflache (FF)
mit HR-Raps
* 0,4 ha Versuchsflache

* keine Mantelsaat
* Anwendung des Komplementarherbizides auf Teilflachen

Auswahl von je 2 Referenzflachen pro Jahr
aus dem BDF-Programm

* Anbau von konventionellem Winterraps

" 4 Niedersachsisches
Landesamt fur

I Okologie



Projektdurchfiihrung - Parameter Vegetation

Durchfiihrung von Vegetationsuntersuchungen analog zum
BDF-Programm

+ Artenbestande auf der FF und zwei BDF
<Xl sehr geringes Aufkommen an Ackerbegleitarten, mehr als 20%

Neufunde im 2. Untersuchungsjahr

« Vegetationserfassung in den Kernflachen der FF und BDF

<X] geringe Artenzahl

" | Niedersachsisches
Landesamt fur
Okologie

Projektdurchfilhrung - Parameter Vegetation

Zusatzlich durchgefiihrte Vegetationsuntersuchungen

- Kartierung und Beprobung von potentiellen
Kreuzungspartnern in 1 km Umkreis der Flachen

<X] Bestimmung von Fundort und Individuenzahl in 3 Begehungen
<] Raps und S. arvensis in umfangreichen Mengen an allen 3
Standorten
<Xl ansonsten D. muralis, R. sativum, R. raphanistrum, B. rapa und
S. alba in weniger bedeutendem Umfang

¥, Niedersachsisches
Landesamt fir

| Okologie
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Karte 4
Untersuchungsgebiet Sickte 2001

200 A0 Mater

Projektdurchfiihrung - Transgenitdt in Pflanzenmaterial

Untersuchung auf Transgenitat bei den BDF

- Entnahme von Blattmaterial (Ausgangszustand bei BDF)
<Xl im Blattmaterial konnten keine Gensequenzen fir

Bastaresistenz  nachgewiesen werden

Niedersachsisches
» Landesamt fiir
: Okologie



Projektdurchfiihrung - Transgenitat in Pflanzenmaterial

Untersuchung auf Transgenitat bei der FF

* Entnahme von Blattmaterial (Ausgangszustand)
<X] im Blattmaterial konnten keine Gensequenzen fir Bastaresistenz
nachgewiesen werden

« Entnahme u. Untersuchung v. Samenmaterial (Auskreuzung)

» Test reifer Rapssamen (Keimungstest)
<X] Nachweis des Transgens an 4 Fundorten auf3erhalb der FF

* Test unreifer Schoten
<XI kein Nachweis des Transgens, Methode zu aufwendig

Niedersachsisches
ks Landesamt fiir
\ Okologie
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Projektdurchfiihrung - Transgenitét in Pflanzenmaterial

Methodik zum Nachweis des Transgens in Pflanzenmaterial

Untersuchung auf Transgenitat im Blattmaterial

» einfache routineméanige Durchfuhrung

* entwickeltes Probenahmeschema anwendbar (Probenahmemengen)

 Untersuchungsmethode geeignet (Sammelproben,
Nachweisempfindlichkeit)

Untersuchung auf Transgenitat im Samenmaterial

* Durchfiihrung im Projekt erfolgreich
» Methodik fur Routineanwendung zu aufwendig

" | Niedersachsisches
Landesamt fur
Okologie

Projektdurchfiihrung - Parameter Boden

» Bodenmikrobiologische Analysen analog zum BDF-
Programm auf der FF
» und Vergleich mit den BDF-Daten der Referenzflachen

<XI Ergebnisse auf der FF im Rahmen der Referenzflachen
und anderer landwirtschaftlich genutzter Flachen des BDF

¥ | Niedersachsisches
Landesamt fiir
| Okologie
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Projektdurchfiihrung - Parameter Boden

Erweiterung der Bodenuntersuchungen des BDF-Programms
durch:

* Nachweis Transgensequenzen im Boden
<Xl Validierung der entwickelten DNA-Extraktionsmethode an
verschiedenen Bodentypen

<& Anwendung bei BDF und Freisetzungsstandorten

<X] Ausgangszustand BDF: es konnten keine Gensequenzen fir
Bastaresistenz nachgewiesen werden
<&X] HR-Raps 2001: Nachweis bis 6 Wochen nach Ernte (5 Wochen
nach Frasen)

<Xl kein Nachweis 12 Wochen nach Ernte auf langjahrigem
StandOI’t ' .:.': Niederséchsisches

Landesamt fir
Okologie

Projektdurchfiihrung - Parameter Boden

Erweiterung der Bodenuntersuchungen des BDF-Programms
durch:

» Analyse mikrobieller Gemeinschaften mittels

Fingerprintmethoden
<XI Durchfuihrung DNA-Extraktion aus Boden und PCR-Amplifikation
erfolgreich an allen bisher getesteten Bodentypen

<] Untersuchung der Proben mittels DGGE
<Xl geringe jahreszeitliche Schwankungen
<XI Unterschiede der Bandenmuster mit Bodentyp variierend
<Xl leichte, vorubergehende Verschiebungen nach

Komplementarherbizideinsatz erkennbar

¥  Niedersachsisches
Landesamt fiir
| Okologie
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Zusammenfassung - Ergebnisse Methodenanwendung

Kommt es in der Umgebung von transgenen Rapsfeldern durch Auskreuzung/
Samenaustrag zur Anreicherung von Transgensequenzen ?
<X] vor Anbau von GVP (Basislinie) keine BASTA-resistenten Individuen in
Kreuzblitlerbestanden nachzuweisen
<X] nach Freisetzung Nachweis von transgenem Raps an 4 Standorten auf3erhalb der FF
mittels Kombination verschiedener Analysen
<Xl bisher keine transgenen Wildarten nachweisbar

Kommt es durch den Anbau von gentechnisch veranderten Pflanzen zum
Eintrag und zur Anreicherung transgener DNA im Boden ?

<] Vor Anbau von GVP keine Transgensequenzen im Boden nachweisbar

<X] nach Freisetzung bis 5 Wochen nach Untergraben der Pflanzen nachweisbar

<X] kein Nachweis 12 Wochen nach Ernte an langjahrigem Standort

Gibt es Auswirkungen auf die mikrobielle Diversitat ?
<X] leichte, voriibergehende Verschiebungen nach Herbizideinsatz erkennbar
<X geringe jahreszeitliche Schwankungen
<X] Unterschiede der Bandenmuster mit Bodentyp variierend

" | Niedersachsisches
Landesamt fur

I Okologie

Konzeptvorschlag

Ableitung von Vorschlagen zum Monitoring von HR-Raps aus
den verwendeten Methoden zu den Parametern

e Bodencharakterisierung
e Auskreuzung

e Ackerbegleitvegetation
e Boden

" 4 Niedersschsisches
Landesamt fir
Okologie
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Zusammenfassung

Die bisher entwickelten Methoden lassen sich routinemafig
in einem Monitoring durchfihren

Ein Monitoringkonzept kann die im BDF-Programm bereits
durchgefiihrten Analysen nutzen.

Erweiterung in einigen Aspekten notwendig

Nutzung der BDF als Referenzflachen

Die Nutzung des BDF-Programmes als Plattform fir ein
Monitoring ist positiv zu bewerten.

" 4 Niedersachsisches
Landesamt fur

I Okologie

Kooperationspartner

Niedersachsisches Landesamt fiir Okologie, Hildesheim
Dr. N. Hofmann, Dr. S. Feldmann, Dr. G. Neuber, T. Thienel

Niedersachsisches Landesamt fir Bodenforschung, Bremen
Dr. B. Kleefisch, Dr. H. Héper

Biologische Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, Braunschweig
Dr. J. Schiemann

Biologische Bundesanstalt fur Land- und Forstwirtschaft, Kleinmachnow
Dr. B. Hommel

Okologiebiiro, Bremen
F. Hofmann
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Baseline-Studie zur Variation 6kologischer Parameter beim
Kartoffelanbau fiir das Langzeitmonitoring transgener Pflanzen
Andreas Ulrich®, Regina Becker!, Steffen Malt?, Torsten Hoffmann?®, Wolfgang Seyfarth1

Zentrum fur Agrarlandschafts- und Landnutzungsforschung (ZALF), Ynstitut fiir
Primarproduktion und Mikrobielle Okologie, ®Institut fur Landnutzungssysteme und
Landschaftsdkologie, Miincheberg, ® Landesamt firr Verbraucherschutz und Landwirtschaft,
Referat Bio- und Chemikaliensicherheit, Potsdam

Ziestelung

Im Modelprojekt des Landes Brandenburg wird in Vorbereitung des
Langzeitmonitorings transgener Kulturpflanzen die Variation 6kologischer Parameter
beim Anbau von Kartoffeln analysiert. Ziel der Untersuchungen ist es, im Rahmen einer
Baseline-Studie 0kologisch relevante Parameter der Agrarbiozonose , Kartoffelfeld“ zu
analysieren und hinsichtlich ihrer Eignung fur das Monitoring gentechnisch veranderter
Kartoffeln zu bewerten. Die auf Praxisflachen durchgefiihrte Studie konzentriert sich
auf die Untersuchung der Boden- und pflanzenassoziierten Mikroflora, der Begleitfauna
und -flora sowie auf die Abschatzung des Ausbreitungspotentials der Kartoffel.
Daneben werden zur Kennzeichnung der Versuchsbedingungen Standort- und
WitterungsgrofRen erfasst.  Untersuchungsgrundlage sind  jahrlich 11, in der
Bodenqualitdt (Textur, Gehdte an organischer Bodensubstanz) und im
Bewirtschaftungssystem (Okologischer Landbau vs. Integrierter Pflanzenbau mittlerer
und hoher Intensitdt) differenzierte Kartoffelanbauflachen in unterschiedlichen
Regionen Brandenburgs.

Methoden und Ergebnisse

Die Untersuchung der Mikroflora wird mittels T-RFLP (Terminaer
Restriktionsfragment-Langen-Polymorphismus) der 16S rDNA durchgefiihrt. Diese
Methode stellt ein kultivierungsunabhangiges Verfahren dar, mit dem es moglich ist, die
Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaften der entsprechenden Habitate direkt
zu analysieren. Die vorliegenden Ergebnisse wiesen eine gute Auflésung und
Reproduzierbarkeit auf, wobel haufig auch unabhangige Proben desselben Schlages
Ubereinstimmende Fingerprintmuster lieferten. Im Ergebnis der Clusteranalyse zeigten
die T-RFLP-Muster der bakteriellen Gemeinschaften des Bodens eine deutliche
Standort- und Schlagabhéngigkeit, wobel sich tendenziell Abhangigkeiten von der
Bodentextur und der Humusversorgung andeuteten. Somit konnten verschiedene
Anbauflachen hinsichtlich ihrer bakteriellen Fingerprints voneinander unterschieden
werden. Bel ausreichender Schlaghomogenitét ist somit eine standortabhangige

107



Typisierung der Bodenmikroflora moglich. Die T-RFLP-Muster der Rhizosphére
erwiesen sich ebenfalls standortbeeinflusst (Abb.1). Beim Anbau unterschiedlicher
Sorten auf gleichen Standorten war zu erkennen, dass die angebaute Sorte jedoch nur
einen geringen Einflul auf die Zusammensetzung der Mikroflora zu haben scheint.
Andrerseits wurde in der Clusteranalyse eine von den Bodenmustern abweichende
Gruppierung der Untersuchungsvarianten ausgewiesen. Als mdgliche Ursache hierfir
kommt sowohl der Einfluss der Kulturart Kartoffel in der Rhizosphére as auch die
jahreszeitlich beeinflusste Dynamik der mikrobiellen Gemeinschaften in Frage. Auchin
der Phyllosphére zeigte sich wiederum eine Standortabhangigkeit. Inwieweit hier ein
stérkerer Sorteneinflu3 auf die assoziierte Mikroflora besteht, kann noch nicht
abschlief3end bewertet werden.

§ ¢ & . 2 =7 = 2 3
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Abb.1: Ahnlichkeit der T-RFLP-Muster der bakteriellen Gemeinschaften der Rhizosphare auf
neun Kartoffelschlagen. Zwei Schlége (1- Mincheberg und 2 — Jahnsfelde) wurden mit
zwei Sorten bestellt (Probenahme 2001, 4 Wiederholungen). Die Clusteranalyse basiert
auf einer Pearson-Ahnlichkeitsmatrix und der Verrechnung nach dem Ward-
Algorithmus.
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In den faunistischen Untersuchungen wurden auf allen Untersuchungsschldgen
bl itenbesuchende Insekten (Schwebfliegen, Hummeln) und phytophage Ké&fer sowie
aktive Laufk&fer (Carabidae) und Spinnentiere (Arachnidac  Webspinnen,
Weberknechte) erfasst. Dabel wurde bel den blitenbesuchenden Schwebfliegen und
Hummeln deutlich, dass sorten- bzw. bestandesspezifische Faktoren die
Zusammensetzung der BlUtenbesucherzonosen stérker beeinflussen, als regionale,
standortspezifische Parameter. So dominierten Hummeln (speziell Bombus terrestris)
nur in einigen beprobten Kartoffelsorten die Blitenbesuchergemeinschaft. Hinsichtlich
BlUhphanologie bzw. Blihneigung der Bestande sind die erhaltenen Muster in der
Artenkomposition der BlUtenbesucherzonosen eher as uneinheitlich zu bezeichnen.
Daher muss zunéchst offen bleiben, ob Blitenmerkmale und/oder Blattlausbefall oder
andere Bestandesparameter die Attraktivitét mal3geblich beeinflussen. Demgegeniber
scheint die Zonosestruktur der epigdischen Raubarthropoden (Laufkafer, Spinnen,
Weberknechte) vordergrindig durch regionale, standortspezifische Faktoren gepragt zu
sein. In der Gesamtbetrachtung der analysierten Parameter zur epigéischen Begleitfauna
deutet sich ein Zusammenhang zwischen den Mustern in der Artenkomposition und der
Bodenart (Textur) an. Da die Textur neben raumlich-strukturellen Habitateigenschaften
(Poren, Hohlraumsystem) auch das oberflachennahe Mikroklima pragt, durfte mit den
vorliegenden Bodenarten eine natlrliche Variationsursache fir die epigaische
Begleitfauna gegeben sein.

Eine merkliche Gebietsabhangigkeit konnte in der Gesamtbetrachtung der bisherigen
Erhebungen auch fir die Kartoffelbegleitflora nachgewiesen werden. Dementsprechend
liefen sich die Untersuchungsgebiete bzw. die unterschiedlich bewirtschafteten
Betriebsflachen sowohl hinsichtlich des Artenvorkommens as auch in der Abundanz
einzelner Arten klar voneinander abgrenzen.
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Abb.2:  Samenblrtige
Kartoffel pflanze.
Unterscheidungsmerkmale
zu knollenbirtigen
Pflanzen: Einstengligkeit,
Pfahlwurzel

In den Erhebungen zum Ausbreitungspotentia der Kartoffel konnte in den
durchgefiihrten Felderhebungen und Beobachtungen sowie durch Keimversuche im
Labor gezeigt werden, dass sich Kartoffelpflanzen unter unseren Bedingungen
hauptsachlich Uber ihre frostfesten Samen wild vermehren und in Abhéngigkeit von den
Keimungs- und Konkurrenzverhdtnissen in der Nachfrucht zum bekannten
Kartoffeldurchwuchs heranwachsen (Abb. 2). Bel dieser fir ein Monitoring transgener
Kartoffeln relevanten Eigenschaft deutete sich neben einer Sortenabhéngigkeit auch ein
starker Standort- und Jahreseinfluss an.

Schlussfolgerungen

Die bisherigen Ergebnisse wiesen insbesondere bei der Boden- und pflanzenassoziierten
Mikroflora sowie bel den Laufk&ergemeinschaften einen deutlichen Einfluss des
Untersuchungsstandortes aus, wohingegen die Gemeinschaft der blitenbesuchenden
Insekten und offensichtlich das Ausbreitungspotential der Kartoffel stéarker von der
angebauten Kartoffelsorte beeinflusst wurde. Davon ausgehend sollte ein Monitoring
transgener Kartoffeln stets die Standortabhangigkeit der ausgewiesenen Parameter
berticksichtigen.
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Baseline-Studie zur Variation 6kologischer Parameter beim
Kartoffelanbau fiir das Langzeitmonitoring transgener Pflanzen

A.Ulrich, R. Becker, S. Malt, T. Hoffmann, W. Seyfarth E\K

BRANDENBURG

=> Zielstellung

» Untersuchung der Variation ¢kologischer Parameter beim Anbau von Kartoffeln
unter Brandenburger Standortbedingungen (Baseline-Studie)

» Abletung/Bewertung von Parametern fir das Monitoring transgener Kartoffeln

= Untersuchungsschwerpunkte
» Charakterisierung der Versuchsbedingungen
- schlagspezifische Standort-/Anbaubedingungen
- Sortenmerkmale

» Boden- und Pflanzenassoziierte Mikroflora - Struktur der bakteriellen

Gemeinschaften

» Kartoffelbegleitfauna - Artenspektrum, Dominanz und relative Abundanz von

L aufkéafern, Spinnen und blitenbesuchenden I nsekten
» Zusammensetzung der Kartoffelbegleitflora

» Ausbreitungspotential der Kartoffel
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Untersuchungsgebiete

|| Oehna/Welsi ckendorf }f"

!

4 Ty

=

e

11 Schlage in 5 landwirtschaftlichen Betrieben

Untersuchungsstandorte

Betrieb Oko-Agrar Agrar-GbR Agrargenossensch. OehnalLand Agrargenossensch.
Jahnsfelder Landhof ~ Muincheberg Briick Agrargesellsch.  Welsickendorf
Landkreis Mérkisch-Oderland Potsdam-Mittelmark Teltow-Flaming
Produktionsverfahren ~ Okologischer Integrierter Pflanzenbau — mittlere Intensitét Integrierter Pflanzenbau - hohe Intensitét
Landbau (Bioland) (+ Beregnung)
Anzahl Flachen/ Jahr 2 2 3 4
Ackerzahl 34 20 28- 40 21-25, 41- 48
vorherrschende Schluff / lehmiger reine bis schluffige  Sand bis stark sandiger ~ sandiger Schiuff / lehmiger Sand,
Bodenart Sand Sande Lehm
Tonanteile 3-8% 2-5% 5-25% 3-10%
C,;-Gehalte 0,6-0,8% 0,7-08% 08-4,7% 0,6-32%
sehr schwach humos  sehr schwach sehr schwach humos - sehr schwach humos - humos
humos humos
Ertrége (Kartoffeln) 200 dt/ha 200 - 300 dt/ha 240 - 280 dt/ha 350 - 490 dt/ha
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Untersuchung der bakteriellen Gemeinschaften

Boden-, Rhizospharen-
bzw. Phyllosphérenprobe

v

DNA -Préparation

v

PCR-Amplifikation
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T-RFLP-Muster der bakteriellen Gemeinschaften unterschiedlicher Boden
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Ahnlichkeit der bakteriellen Gemeinschaften

Boden - Frihjahr

Fearson correlation - Ward ajgw
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relative Fluoreszenz

Ahnlichkeit der bakteriellen Gemeinschaften
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Ahnlichkeit der bakteriellen Gemeinschaften

a va
" B BhedE 2% 7
Phyllosphéare 2002 18 Oetma _  Seora 1
14b  Jahnsfel de Sava 1
14b  Jahnsfel de Sava 3
17 Brick Leyla 2
17 Bruck Leyla 3
17 Brick Leyla 3
16 Bruck Vineta 1
16 Brick Vineta 4
21 Oehna Solara 4
21 Oehna Solara 2
19 Oehna Tomensa 3
19 Oehna Tomensa 4
19 Oehna Tomensa 1
19 Oehna Tomensa 2
21 Oehna Solara 1
20 Oehna Sommergadd 4
21 Oehna Solara 3
20 Oehna Sommergad 1
4‘5 20  Oehna Sommergdd 3
20 Oehna Sommergadd 2
15  Brick Vvdisa 2
15  Brick Vdisa 4
18 Oehna Secura 3
18 Oehna Secura 2
17 Brick Leyla 4
18 Oehna Secura 4
— 15 Minchoay Adeta 4

an erg retta

R Mhdges BRa
un er retta 1
13 Mincheberg Sava 1
15  Brick vdisa 1
13a Mincheberg Adretta 3
13b Mincheberg Sava 3
13a Mincheberg Adretta 2
14a Jahnsfel de Linda 1
14a Jahnsfel de Linda 3
14a  Jahnsfel de Linda 2
—i 16 Brick Vineta 2
Pearson carelation — l4a Jahnsfelde Linda 4
[0.0%-15.8%] [16.8%-100 %] —— 16 Brick Vineta 3
15  Brick vdisa 8

8
N
o
o
8
8
3
©
o
8

Zusammenfassung - Mikroflora

» Gute Aufldsung und Reproduzierbarkeit der T-RFLP-Muster der
bakteriellen Gemeinschaften

» Unterscheidung der Béden anhand der bakteriellen Fingerprints

> Bei ausreichender Schlaghomogenitat standortabhangige Typisierung
der Bodenmikroflora moglich

» T-RFLP-Muster der Rhizosphére ebenfalls standortbeeinflusst -
angebaute Sorte mit geringerem Einfluf3 auf die Zusammensetzung
der Mikroflora

» T-RFLP-Muster Phyllosphare wiederum standortbeeinflusst
(schwacher) — Hinweise auf einen starkeren Sorteneinflul3 auf die
assoziierte Mikroflora (noch nicht abschlieRend bewertbar)
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Artenspektrum, Dominanzstruktur und relative Abundanz
ausgewdhlter Arthropodengruppen

Epigéisch (Bodenaoberflache): » Laufk&fer (Carabidae)
» Spinnen & Weberknechte (Arachnida)

Hypergéisch (Krautschicht): » Schwebfliegen (Syrphidae)
» Hummeln (Apidae)

Spinnen & Weberknechte
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Spinnen & Weberknechte
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+1.

Ahnlichkeit der
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Laufkdfer
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Schwebfliegen & Hummeln

2 Achse 2 ’gs Site classes
7 | 09 Lebus_ M B
. | M14 Lebus_J :
Ahnlichkeit der a6 oz B s e
W10 |
Artenzusammen- > ¢
023 115
setzung : 2@ w
L B% . o
. JS' BNAE ’Wll Achsel
(Regional) o ‘
| a
[ | I B19
M1 | A 007
Eigenwerte: [ B
* | 1
Achsel 477 oS 020 s M2
Achse 2 .212 s | 1.5
Schwebfliegen & Hummeln
2 Achse 2 Site classes
+ Lebus_ M
Lebus_J
Ahnlichkeit der e oz Fots pim
o W10
Artenzusammen > &
setzung 023
B5
”’””}5[9 ””””””” A o T
Achsel
(Sorten) s B17
O
M1
o © ]
. 020
< “B1s e
-1.5 +1.5
= Adretta
rot = Sommergold
blau = Linda

120

grun = Sonstige



Zusammenfassung- Begleitfauna

Epigéische Raubarthropoden (Laufkafer, Spinnen & Weberknechte)

=) ,Regionale* Ahnlichkeitsmuster der Artenassoziationen

==) zusatzlich beeinflusst durch Bewirtschaftungsverfahren und der lokalen
abiotischen Standortqualitét (Boden, Mikroklima)

Blitenbesuchende Insekten (Schwebfliegen & Hummeln)

==) Kartoffelsorten-spezifische Ahnlichkeitsmuster der Artenassoziationen
(Blihneigung, Bliihzeitraum)

== zusatzlich schwach beeinflusst durch Art der Vornutzung und Unkraut-Artenvielfalt
der Schlage

Ausbreitungspotential - Ausbildung von Kartoffelbeeren und -samen

Sorte/ Ort (Schlag) Beeren Beerenpro Samen pro  Samen Samen KF KF
pro Pfl. m? Beere pro Pfl. prom? RT(%) -18°C( %)

Untersuchungsjahr 2001

Adretta/ Miincheberg (M1) 01 04 98 11 39 90 25
Adretta/ Jahnsfelde (J3) 0,1 0,5 75 10 39 85 33
Adretta/ Briick (B5) 1,5* 2,6 84 125* 214* 91 39
Liu/ Welsickendorf (W11) 0,2 0,6 177 34 111* 95 65*
Goya/ Welsickendorf (W10) 0,3 1,2 127 35 149* 82 40
Mittel 2001 04 11 112 43 110 89 40
Unter suchungsjahr 2002

Adretta/ Miincheberg (M13) 21 8,0 193 407 1544 87 38
Valisa/ Briick (B17) 0,1* 0,5* 119 17* 62* 55* 38
Vineta/ Briick (B18) 0,2* 0,7* 100 16* 68* 83 T*
Leyla/ Briick (B19) 0,1* 0,3* 80 6* 20* 93 26*
Secura/ Oehna (020) 4,1* 17.4* 224 920* 3886* 7 3*
Sommergold /Oehna (022) 1,3* 4,6* 220 276* 1023 - -
Mittel 2002 1,3 52 156 274 1101 79 22
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Etablierung samenbiirtiger Kartoffeln

aus Samen gezogene Jungpflanze samenblrtige Pflanze aus dem Feldbestand
in der Nachfrucht Sommergerste

Zusammenfassung

» Die untersuchten Parameter, insbesondere die Boden- und pflanzenassoziierte
Mikroflora sowie die epigéi schen Insektengemeinschaften, zeigten eine

ausgepragte sandortabhangige Variabilitét.

» Die Untersuchungsstandorte konnten anhand ihrer bakteriellen Fingerprints und
der Artenzusammensetzung der epigéischen L ebensgemeinschaften (L aufk&fer,

Spinnen) voneinander unterschieden und typisiert werden.

» Das Vorkommen blltenbesuchender Insekten erwies sich demgegentiber

tendenziell as stérker sortenabhangig.

» Das Ausbreitungspotential der Kartoffel ist sowohl Sorten-, als auch Standort-
und witterungsabhangig.

» Ausgehend von den Ergebnissen sollte ein Monitoring transgener Kartoffeln

stets die Standortabhangigkeit der ausgewiesenen Parameter beriicksichtigen.



Vergleich der C-und N-Mineralisationsraten von
konventionellen und transgenen Maissorten im Freiland und
bei Inkubationsexperimenten unter Laborbedingungen
M. Raubuch und K. Roose

Universitat Kassel, Fachbereich Okologische Agrarwissenschaften, Fachgebiet Bodenbiologie
und Pflanzenernahrung

Einleitung

Wichtige Prozesse im Stoffkreislauf von Landdkosystemen sind die Immobilisierung
und Mobilisierung von Nahrstoffen durch den Umbau der organischer Substanz. Diese
Prozesse werden mal3geblich von biologischen Zersetzergemeinschaft reguliert. Die
Dichte, Zusammensetzung und Aktivitdt der Zersetzergemeinschaften hangt zum einen
von abiotischen Faktoren, wie bodenchemischen und bodenphysikalischen
Eigenschaften und Klima und zum anderen von der Qualitdt und der Menge des
nachgelieferten Substrates ab. Im Rahmen der Okosystemforschung wurde in den
vergangenen 20 Jahren das Instrument von Elementbilanzen etabliert, um auch geringe
Verdnderungen in den Vorrdten von Okosystemen zu erfassen und mdgliche
Konsequenzen fur Okosysteme abzuleiten. In der Vergangenheit konnte auch gezeigt
werden, dass sich der Einfluss von abiotischen Faktoren auf die Mobilisierung und
Immobilisierung von Elementen aus der organischen Substanz anhand von
Stoffbilanzen qualitativ und quantitativ erfassen lasst (ULRICH, 1986). Gentechnisch
verdnderte Pflanzen unterscheiden sich in den Stoffwechselprodukten von
konventionellen Pflanzen. Es gilt zu prifen, inwieweit die spezifischen Inhaltsstoffe
gentechnisch verdnderter Pflanzen, die Qualitdt der organischen Substanz so weit
verandern konnen, dass biologische Umsatzprozesse betroffen sind.

ZiedledesVorhabens

Ziel des im Rahmen einer Bund- / Landerforderung durchgefiihrten Vorhabens ist die
Entwicklung und Uberpriifung bodendkol ogischer Methoden hinsichtlich ihrer Eignung
fur ein Freilandmonitoring zur Erfassung moglicher Umweltveranderungen durch den
Anbau gentechnisch verdnderter Pflanzen. Anhand von Elementbilanzen und
mikrobiellen Indikatoren sollen langfristige Effekte auf die Bodenbiologie und
Bodenfruchtbarkeit prognostiziert werden. Fur ein entsprechendes Monitoring unter
Feldbedingungen wird die Freilandmikrokosmenmethode (RAuBUCH, 1997) erprobt.
Diese vergleichsweise kostenginstige Methode wurde bereits erfolgreich in der
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Waldschadens- und Waldokosystemforschung eingesetzt (RAUBUCH, 1997, STEINMETZ
et al. 1997).

Freilandmethoden

Das Instrumentarium der Freilandmikrokosmensysteme soll dahingehend evaluiert
werden, inwieweit es geeignet ist, generell die Effekte von Ernterlickstanden anderer
gentechnisch veranderter Pflanzen auf Bodenprozesse abzuschétzen. In einem zweiten
Schritt eroffnet sich die Moglichkeit die Meso- und Makrofauna in die Untersuchungen
einzubeziehen. Die Freilandmikrokosmen erlauben die Erstellung von Stoffbilanzen und
damit eine Verfolgung der bodeninternen Umsatzraten. Sie basiert auf der Entnahme
von ungestorten Bodenproben (Horizontierung bleibt erhaten, Abbildung 1) mittels
Saulen (150 mm @ * 300 mm Ho6he). Die Saulen werden mit einer Saugkerze
(Keramikkerze P 80) versehen und am Boden abgedichtet (Abbildung 2). Wahrend des
Betriebes werden die Saulen tberdacht und kontrolliert beregnet (Abbildung 3a-c). Die
Bodenl 6sung wird wahrenddessen kontinuierlich abgesaugt. Aus dem Volumen und der
Zusammensetzung des Eintrages und Austrages lassen sich exakte Elementbilanzen fur
An- und Kationen und Stickstoff bestimmen (RAUBUCH et al., 1998).

Abbildung 1: Probenahme Abbildung 2: Schematische
Darstellung

eines Mikrokosmos

Probenahme Plexiglasdach

Beregnungsbehalter
I [ e e e P e PVC-Kappe = -

Nadeln

2z, AN 2222222272727

umgebende
Bodenoberflache

Plexiglasrohr
144mm

150mm

240mm

Kleber

wm SE

Unterdruck

Plexiglaszylinder (25 cm x 15 cm)
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a)

b)

Abbildung 3a-c: Installationen im Freiland:

<)

Uber die Respirationsraten der Siulen lassen sich Riickschliisse auf den C-Umsatz
Ziehen (RAUBUCH UND JORGENSEN, 2002). Dabel wird das Gerdt CIRAS-1 verwendet.
Es misst den Anstieg der CO,-Konzentration innerhalb einer Bodenatmungskammer mit
Hilfe eines Infrarot-Gasanal ysators (KIRSCH et al., 2000).

Verwendetes Pflanzenmaterial

Das verwendete Pflanzenmaterial wurde von dem BMFT-Verbundvorhaben zur
Verfugung gestellt. Erntereste der vier Sorten Novelis (Nobilis mit BT-Toxin MON
810) und Prelude (Vamont mit Bt-Toxin Btl176) sowie der zugehOrigen
konventionellen Sorten Nobilis und Vamont werden in die Untersuchung einbezogen.
Jeweils 14 g getrocknetes Pflanzematerial wurden in die oberen 5 cm der
Freilandmikrokosmen eingemischt. Das entspricht 8,6 t ha™.

Begleitende mikrobielle Unter suchungen im Labor

Im Boden werden mdgliche Effekte auf die mikrobielle Biomasse, die
Adenylategehalte, das Pilz-Bakterienverhatnis und die Basalatmung untersucht.
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Die mikrobielle Biomasse wird mittels der CFE-Methode bestimmt (BROOKES et al.,
1985; VANCE €t a., 1987). Als weiterer mikrobieller Indikator werden die Gehalte an
den Adenylaten AMP (Adenosinmonophosphat); ADP (-diphosphat) und ATP (-
triphosphat), die as Energietréager in allen Zellen enthalten sind. (Bai et a., 1989,
DyckMANS und RAUBUCH, 1997). Dartiber hinaus beschreibt die Relation von ATP und
0,5 ADP Gehalt zum Gesamtadenylatgehalt den Adenylat Energy Charge, einen
Indikator flr den physiologischen Zustand der Mikroorganismen (BROOKES et al., 1987)
benutzen, um Das Pilz-Bakertienverhdtnis wird mittels Ergosterol bestimmt
(DJAJAKIRANA et al. 1996).

Als Basdaimung eines Bodens wird die Respiration einer konditionierten
Mikroorganismengemeinschaft bei einem optimalen Wassergehalt und Temperaturen
von 20 his 25 °C bezeichnet (ANDERSON & DomscH, 1990). Zur Bestimmung der
Basalatmung werden zwel Methoden eingesetzt. Nach ISERMEYER (1952), wird das
wahrend der Inkubation einer Bodenprobe gebildete CO, in einem geschlossenen
System durch Lauge aufgefangen und mit Séure titriert. . Nach ROBERTZ et al. (1997)
wird die Bodenatmung als Sauerstoffaufnahme im geschlossenen System mittels
Druckaufnehmer Firma AQUALY TIC bestimmt

Ergebnisse
Im Rahmen der Fachtagung sollen erste Ergebnisse aus den Freiland- und
L aboruntersuchungen zur Diskussion gestellt werden.
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Monitoring gentechnisch veranderter Organismen in
Deutschland: Das Ziel immer ndher vor Augen

Dr. Andreas Gies
Leiter der Abteilung Stoffbewertung und Gentechnik, Unmwel tbundesamt

Meine sehr geehrten Damen und Herren,

damit liegt es nun in mener Hand, diese Fachtagung zu beschlieRen. Die
Modellprojekte, die uns hier heute présentiert wurden, sind Ausdruck einer gut
funktionierenden Zusammenarbeit von Bund und Léandern. Ich bedanke mich noch
einmal fur das Engagement der Lénder und die fachlich engagierte Arbeit und guten
Prasentationen der Forschungsnehmerinnen. Auch dem Fachgebiet Gentechnik,
insbesondere Frau Miehe, Herrn Berhorn, Herrn Otto und Frau Zighart, die diese
Projekte mit auf den Weg gebracht haben und weiterhin begleiten, mochte ich an dieser
Stelle meinen Dank aussprechen. Manchmal laut und manchmal leise haben viele von
Ihnen in den letzten Wochen Ihre Anerkennung fir die Arbeit des Umweltbundesamtes
und seines Fachgebietes Gentechnik zum Ausdruck gebracht. Dies hat allen Beteiligten
in einer schwierigen Situation Mut gemacht und daftir danke ich Ihnen herzlich.

Die anregende und offene Diskussion die Sie in diesen Workshop getragen haben, war
ein wichtiges Moment zur Uberpriifung der bisherigen Arbeit und ein Wegweiser fir
das, was noch vor uns liegt. Allen Diskutanten mochte ich deshalb danken. .

Lassen sie mich kurz einige wesentliche Punkte zusammenfassen und einen Ausblick
auf die anstehenden Schritte zur Umsetzung des Monitoring geben.

Das gemeinsame Ziel aller Modellprojekte ist, die Voraussetzungen fur ein fachlich
fundiertes, aussagefdhiges und bewertbares Monitoring zu schaffen und dabei den
Aufwand und die Kosten vertretbar zu halten. Diese Aufgabe wird sehr ernst
genommen. Fir verschiedene Fallbeispiele und Fragestellungen wurden Ergebnisse
vorgestellt, die uns einem praktikablen Monitoring ndher bringen. Die Frage nach
Kosten und Aufwand wird nattrlich immer wieder gestellt. In der Diskussion wurde
deutlich, dass sie nicht zuletzt von der gewtinschten Aussagesicherheit abhéngig sind.
Hier muss also eine Balance zwischen den erforderlichen Stichprobenzahlen und der
notwendigen Datensicherheit gefunden werden. Es wurde mehrfach darauf hingewiesen,
dass nicht vorschnell auf Methoden mit geringen Kosten, die jetzt verfligbar sind,
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zurlckgegriffen werden darf, sondern fachlich sinnvolle Erhebungen, die einer
Bewertung zuganglich sind, favorisiert werden sollen.

Ein wichtiger und viel diskutierter Punkt ist die Nutzung bestehender
Beobachtungsprogramme fir das Monitoring. In Niedersachsen wird die Einbindung
von Bodendauerbeobachtungsfléchen als Referenzflachen fir das Monitoring erprobt.
Die bisherigen Ergebnisse werden as erfolgreich, sinnvoll und zielfihrend eingeschétzt.
Fur Nordrhein-Westfalen wird eine Anbindung an die Okologische Flachenstichprobe
diskutiert, in Bayern findet eine Nutzung der Strukturen des Integrated Monitoring statt.
Diese Ansétze zur Nutzung bestehender Strukturen missen weitergefiihrt und dort wo
es moglich ist, auf weitere Umweltbeobachtungsprogramme der Lander und des Bundes
ausgeweitet werden. Dies ist der einzige Weg, hohe wissenschaftliche Qualitat mit
Uberschaubaren K osten zu verbinden.

Mehr Fragen as Antworten sind hinsichtlich der algemeinen Uberwachenden
Beobachtung und der Erfassung unerwarteter Effekte aufgeworfen worden. Welche
Basis muss geschaffen werden, um eine Beobachtung unvorhergesehener schadlicher
Wirkungen moglich zu machen? Die Bedeutung von Expositionsparametern wie z.B.
Pollenflug und Auskreuzung wurde mehrfach betont. Die Dokumentation der
Verbreitung und des Verbleibs von Transgenen in der Umwelt ist eine wesentliche
Voraussetzung, um bei einem mdglichen Auftreten unerwiinschter Wirkungen plausible
Bezlige zu Ursachen ableiten zu kdnnen.

Der néchste Schritt in Richtung Umsetzung des Monitoring wird die Zusammenfihrung
der Modellprojekte in ein Gesamtkonzept sein. Fehlstellen und weiterer
Entwicklungsbedarf missen identifiziert werden werden. Was wir heute nicht diskutiert
haben, ist, wie die vielen standortbezogenen bzw. regionalen Daten der Modellprojekte
auf die Gesamtflache Deutschlands Ubertragen und in ein gemeinsames Konzept
innerhalb der EU eingebettet werden kdnnen. Insbesondere die Auswahl geeigneter und
représentativer Untersuchungsréaume ist eine wichtige vor uns liegende Aufgabe.

Wie bereits angekindigt, wird zur Zeit ein Parameter- und Methodenhandbuch
erarbeitet, dass als Grundlage fir die Erstellung von Uberwachungsplanen dienen soll.
Damit ist die konzeptionelle Arbeit jedoch nicht beendet. Das Konzept und das
Methodenhandbuch missen an neue Entwicklungen und neue GVO angepasst und
fortgeschrieben werden. Auch mogliche Kombinations- und Akkumulationswirkungen
von GV O und Genkonstrukten werden neue Anforderungen an das Monitoring stellen.
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In vielen Feldern sind heute sicherlich mehr Fragen aufgeworfen als beantwortet
worden. Dies ist verstandlich, denn die Aufgabe, die uns gestellt worden ist, ist grof3.
Zum ersten mal wird in einem umweltpolitischen Gesetzesvollzug ein systematisches
Nachmonitoring als zweites Sicherheitsnetz eingebaut. Zusétzlich erschwert wird diese
Aufgabe dadurch, dass in Deutschland ein flachendeckendes und funktionierendes
okologisches Monitoring fehlt. Trotz dieser schwierigen Bedingungen hat diese Tagung
gezeigt, dass wir bei der Konzeption eines Monitoringsystems fir gentechnisch
verdnderte Organismen weiter gekommen sind als viele von uns noch vor Monaten
gedacht haben. Kompetenz der Forschungsinstitutionen, der Willen zur konstruktiven
Kooperation von Bund und Landern und Ihr aller Engagement sind die Schliissel zu
diesem Erfolg. Damit méchte ich mich noch einmal bei Thnen allen bedanken.
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