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Im Zuge der Untersuchung im Jahr 2009 wurden 51
Populationen von Ruderalraps in der Nihe von Olmiih-
len, Siloanlagen, Verladehifen, Bahnstrecken und

Bundesstrassen entlang des Neckars untersucht. Dabei

wurden Informationen zur genauen Lage (Georeferenzie-

rung) und Art des Standorts sowie der Zahl der Pflanzen
einer Population erfasst. Insbesondere in unmittelbarer
Umgebung groflerer Anlagen etablieren sich aus Trans-
port- und Verladeverlusten oftmals Ruderalrapspopulati-
onen mit mehreren Hundert Pflanzen. Leider liegen kei-
ne Informationen vor, wie viel (transgene) Rapssaat aus
Landern wie Kanada uberhaupt nach Deutschland und
Baden-Wurttemberg gelangt, wo diese genutzt wird und

wie diese zu den Endverbrauchern transportiert wird.

Die von den Proben entnommenen Blitter wurden
tiefgefroren und anschlieflend im Labor des Instituts
fur Landschafts- und Pflanzenokologie der Universitat
Hohenheim mit GVO-Schnelltests auf das Vorliegen
einer Glyphosat- bzw. Glufosinattoleranz - die entspre-
chenden Komplementirherbizide sind Roundup bzw.
Liberty - uberpruft. Der Test basiert auf der Bindung

des fur die Herbizidtoleranz verantwortlichen Proteins

Abbildung 1: Standorte der Probennahme (beispielhaft)

an spezifischen Antikorpern und dem Auslosen einer
Farbreaktion. Keine der aus den aufgefunden Populati-
onen entnommenen Blattproben erwies sich eindeutig
als transgen bezuglich der Herbizidresistenz-Traits RuR
und LL. Lediglich bei einer Probe wurde im Test eine
leicht rotliche Bande erzeugt, die auf das Vorliegen einer
Glufosinattoleranz hindeuten konnte. Der Verdacht
eines Positivfundes bei dieser an einem Bundesstrafien-
Parkplatz gesammelten Pflanze sollte unbedingt durch
eine PCR-Analyse uberpruft werden. Simtliche Proben
wurden der LUBW zur Durchfihrung molekularbiolo-
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gischer Nachweise uber das Vorliegen transgener Eigen-

schaften ubergeben.

Die Uberpriifung der Populationen mittels GVO-
Schnelltests erwies sich insgesamt als geeignete Scree-
ningmethode mit aussagefihigen Ergebnissen. Selbst
Sammelproben aus mehreren Pflanzen einer grofleren
Population konnen mit nur einem Teststreifen uberpruft
werden, was die Kosten erheblich reduziert. Sollte bei
einer Mischprobe ein Positivbefund vorliegen, mussen
aber weitere Tests an jeder Einzelpflanze erfolgen, um
zu kliren, wie viele Pflanzen einer Population transgene

Eigenschaften besitzen.

Aktuelle Anderungen im EU-Importrecht machen die
erhohte Einfuhr von HR-Rapssaat aus GVO-Anbaulan-
dern nach Deutschland sehr wahrscheinlich. Vor allem
aus Kanada konnten in Zukunft grofie Chargen HR-Raps
eingefuhrt werden, wenn es zum Beispiel zu trocken-
bedingten Ernteausfillen bei Raps in Europa kommt.
Es erscheint momentan allerdings unwahrscheinlich,
dass es in naherer Zukunft zu einer dhnlich massiven
Ausbreitung von HR-Raps wie in Japan kommen wird.
In Europa sollten allerdings die groflen Hifen mittels
GV-Monitoring beobachtet werden, da hier GV-Saat
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angelandet wird und es zu den ersten Transportausfallen

kommen kann.

Fur eine Routineuberwachung der Ausbreitungswege
von transgener Rapssaat stellt die Kombination aus
vorangehender Recherche von Flichen mit hoher Aus-
breitungswahrscheinlichkeit und die punktuelle Uber-
prufung der entsprechenden Standorte mit einer Schnell-
testmethode eine gangbare Methode dar. Mittels dieser
konnen zugig und relativ kostenglinstig auch groflere
Populationen auf das Vorhandensein von HR-Eigenschaf-

ten uberprufen werden.

Der aktuelle Fall des Auftauchens transgener Leinsamen
im Handel macht zudem klar, dass sich ein GV-Routine-
monitoring in Zukunft nicht nur auf Raps beschrinken
sollte. Wie Raps besitzt auch Lein (Linum usitatissmum)
heimische Hybridisationspartner, so dass ein Auskreuzen
der betreffenden traits in die Wildflora prinzipiell denk-
bar ist. Anders als beim Raps liegen hier bislang jedoch

nur wenige Erkenntnisse vor.
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1 Einleitung

Transgener herbizidresistenter Raps (GM HR Raps) erlangt stetig mehr Bedeutung fir den
kommerziellen Anbau. 2008 betrug der Anteil von Raps-Sorten mit Genverénderung (GV-
Sorten) im weltweiten Anbau bereits 21%. Damit gehort Raps nach Soja, Mais und
Baumwolle zu den wichtigsten GV-Kulturen weltweit. In Kanada, eines der
Hauptanbauldnder fir HR-Raps, sind bereits Uber 85 % der angebauten Rapssorten
transgen bzw. herbizidresistent (James 2008).

Weltweite Warenflisse und die jahrlich steigende Nutzung von HR-Saatgut sowie das hohe
Ausbreitungs- und Verwilderungspotential von Rapspflanzen (Schonfeld et al. 2004) machen
die Ausbreitung und Etablierung von transgenen Ruderalrapspopulationen auch in Landern
wahrscheinlich, in denen zwar keine Anbaugenehmigung fir solche Sorten besteht, Import
von HR-Rapssaat aber erlaubt ist.

In der Vergangenheit tauchten in Deutschland und anderen Landern, in denen es keine
Zulassungen von GV-Raps gibt, immer wieder GV- verunreinigte Rapschargen in
Handelsketten, auf Agrarflachen oder in der Umwelt auf (Demeke et al. 2006, Vermij 2006,
Vogel 2006, Macilwain 2005, Marvier & Van Acker 2005, Smyth et al. 2002, First 1999).

Ahnlich wie in Deutschland dirfen in Japan transgene Sorten nicht angebaut werden, der
Import von HR-Raps ist aber erlaubt. Zudem findet kaum Rapsanbau statt und es wird wenig
Rapssaat genutzt. Trotzdem belegen Studien das Vorhandensein und die massive
Ausbreitung transgener HR-Rapspopulationen in Japan (Aono et al. 2006; Yoshimura et al.
2006). Vor allem in Hafenndhe weisen bereits 90 % des Ruderalrapses transgene
Eigenschaften auf (Kawata et al. 2009). Japan importiert jahrlich ca. 2 Mio. Tonnen
Rapssaat, der grofte Teil davon stammt aus Kanada. Wahrend die Ausbreitung von
transgenem Ruderralraps in Kanada nicht sehr Uberraschend ist (Knispel et al. 2008), macht
das Beispiel Japan deutlich, dass auch in Landern ohne Anbaugehmigung fur GV-Raps
Ausbreitungswege bestehen.

In Deutschland sprechen verschiedene Faktoren fir eine mdgliche Ausbreitung von
transgenen Rapspopulationen:

e Seit dem Jahr 2000 ansteigende Rapsimporte aus Kanada zur Produktion von
industriell genutzten Olen. Zudem erteilte die EU-Kommission am 10. Marz 2009 die
Genehmigung fur die Einfuhr von gentechnisch verandertem T45-Raps in die EU zur
Herstellung von Lebens- und Futtermitteln. Falls es bei den Hauptlieferlandern von
Importraps, wie etwa der Ukraine, zu Ernteausfadllen kommt, ist es sehr
wahrscheinlich, dass durch diese neue Regelung in der Zukunft deutlich mehr Raps
aus Kanada in die EU (und damit auch nach Deutschland) importiert wird. Ein
weiterer Faktor, der nicht nur die regulare, sondern auch unerkannte Einfuhr von
transgenen Rapschargen aus Kanada ermdglicht, ist die EU-Regelung zum Import
von Rapssaat aus Drittstaaten in die EU. Rapsimporte aus Kanada Uber Rotterdam
konnten z.B. dort verzollt werden und bek&men damit den Status der ,EU
Gemeinschaftsware”. Beim Weitertransport nach Deutschland misste nur eine so
genannte Intrastat-Meldung (Meldepflicht fiir innergemeinschaftlichen Warenverkehr)
gemacht werden. Ein nicht meldepflichtiges Handelsunternehmen kénnte den Raps
allerdings auch ohne Meldung in jedes weitere Land der Europaischen Union
transportieren (UFOP 2007).

e Bei Einfuhr und Weitertransport solcher transgener oder mit GV-Anteilem
kontaminierter Rapschargen kann es aufgrund unzureichender containments zu
Transportverlusten kommen. Wird bei einem Unkrautmanagement auf Bahn- oder
Hafenanlagen, in die HR-Rapssamen eingetragen wurden, das entsprechende
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Komplementéarherbizid verwendet, kann dies den resistenten Ausfallpflanzen einen
Selektionsvorteil verschaffen und zusatzlich zur Etablierung und Verbreitung
beitragen.

e In der Vergangenheit durchgefihrte Freisetzungsstudien mit HR-Raps in
Deutschland. Durch die teilweise hohen Uberdauerungsraten der Rapssamen (>10
Jahre) sind auch Jahre nach einer Freisetzung Anteile von GV-Sorten im
konventionellen Rapsanbau moglich, wie etwa in Frankreich oder Danemark
beobachtet wurde (Messéan et al. 2007; D'Hertefeldt et al. 2008). Auch in
Deutschland ist dies den Behorden bereits bekannt — allerdings sind diese
Ergebnisse bislang unveréffentlicht.

¢ Kontaminationen von Rapssaatgutchargen mit GV-Rapssamen wie etwa bei den
Sorten Oasis und Taurus, die 2007 in Bayern, Hessen, Mecklenburg-Vorpommern,
Niedersachsen, Saarland, Sachsen-Anhalt und Schleswig-Holstein auf insgesamt
etwa 1300 ha zum Anbau kamen (BVL 2007). Trotz der Qualitatssicherung der
Saatgutimporteure und  Stichprobenkontrolle der Amter kann neben den
Transportausféllen auch der ,unbemerkte Anbau“ solcher Chargen einen wichtigen
Ausbreitungsweg von GV-HR-Raps darstellen.

In der vorliegenden Studie sollte im Sidwesten Deutschlands Uberprift werden, ob es an
verschiedenen Transportwegen entlang des Neckars bereits zur Etablierung von HR-
Rapspopulationen gekommen ist. Anhand der Probennahme mit anschlieBenden GVO-
Schnelltests sollte ein Ruderalraps-Screening erprobt werden, welches als Grundlage fir ein
zukunftiges Routinemonitoring im Land Baden-Wurttemberg genutzt werden kann. Samtliche
Rapsproben wurden zudem zur Etablierung eines molekularbiologischen Nachweises
gentechnischer Veranderungen (PCR-Analysen) der LUBW ubergeben.



2 Probennahme und Analyse
2.1 Beprobte Standorte

In Anbetracht der mdglichen Ausbreitungswege Uber Transportverluste (s.0.) erfolgte die
Ruderalraps-Probennahme entlang verschiedener Verkehrswege am Neckar zwischen
Mannheim und Tibingen. Auf Beprobung von konventionellen Rapsanbauflachen hinsichtlich
maoglicher Anteile von HR-Raps wurde aufgrund der Durchfihrbarkeit und des Umfangs der
Studie verzichtet.

Die EU und Deutschland importieren jedes Jahr Rapschargen aus Kanada zur
Weiterverarbeitung oder zur Aussaat. 2006 wurden beispielsweise 300 Tonnen Raps- bzw.
Riubsensamen im Wert von 68.000 Euro zur Weiterverarbeitung aus Kanada importiert, 2008
betrug der Import lediglich 68 Tonnen im Wert von etwa 37.000 Euro (Statistisches
Bundesamt Wiesbaden, 2009). Im Jahre 2007 betrug das Transportvolumen von Nahrungs-
und Futtermittel mittels Schifffahrt auf dem Neckar etwa 300.000 Tonnen (WSA-Heidelberg
2007), wobei keine Informationen zu einzelnen Produkten vorliegen. Hinzu kommt noch der
Transport von landwirtschaftlichen Produkten bzw. Saatgut mittels Schiff-, Zug- und
Kraftfahrzeugverkehr entlang des Neckars. Genaue Daten hierliber liegen ebenfalls nicht
vor.

Am wahrscheinlichsten ist der Transportverlust und die Etablierung von HR-Raps entlang
von Transportwegen, wie etwa in Hafenndhe. Deshalb wurden vor allem Hafen- und
Industriegebiete sowie Bahnstreckenanlagen entlang des Neckars auf Ruderalraps
Uberpriift. Die Standorte von Olmiihlen, Siloanlagen und Anlagen landwirtschaftlicher
Genossenschaften wurden dabei besonders berticksichtigt, da hier Populationen von Ausfall-
bzw. Ruderalrapspopulationen besonders zu erwarten waren. Entsprechende Standorte
wurden zunéchst per Recherche und/oder anhand von Luft- und Sattelitenbilder ausfindig
gemacht und entsprechend der Begehbarkeit der Standorte genau Uberpruft.

Es wurden neben den direkt am Neckar gelegenen Standorten aber auch Industriegebiete
kleinerer Gemeinden und Verkehrswege in gréRerer Entfernung zum Fluss beprobt. Da hier
aber nur sehr selten Fundorte vorlagen, und die Verbreitung von moglichem HR-
Rapssaatgut eher unwahrscheinlich ist, kann nach unseren Erfahrungen die
flachendeckende Suche nach herbizidresistenten Ruderalrapspoulationen vernachlassigt
werden, solange keine Positivfunde gemacht worden sind.

Abbildung 1 gibt einen Uberblick tiber die Standorte, an denen Ruderalrapsproben
gesammelt wurden. Die geographischen Koordinaten der insgesamt 51 Standorte, an denen
die Pflanzen gefunden wurden, sind in der Datei ,GVO-2009.xIs* auf der beiliegenden CD
enthalten. Hierin sind samtliche Informationen zur Hohe der Pflanzen, zur Einschéatzung ihrer
Vitalitat, zur geschatzten Zahl der Pflanzen in den jeweiligen Populationen und zur
Charakterisierung des Standortes (StralRenrand, Hafengebiet etc.) enthalten. Ebenfalls findet
sich eine Google-Earth Datei mit dem Namen ,GVO-2009.kmz* auf der CD, die eine
Betrachtung der Standtorte ermdglicht. Im Ordner ,Bilder* auf beiliegender CD finden sich
zudem Fotos aller beprobten Ruderalrapsindividuen an ihrem Standort. Die Fotos sind Uber
die Excel Tabelle ,GVO-2009.xIs" den jeweiligen Fundorten zugeordnet (siehe Spalte
.Bilder®).
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Abbildung 1. Ubersicht der im April und Mai 2009 entlang des Neckars
beprobten Standorte mit Ruderalrapspopulationen. Die entsprechende Google-
Earth Datei ,GVO-2009.kmz" und nahere Informationen zu den 57 Fundstellen in
der Datei ,,GVO-2009.xIs" befinden sich auf der beiliegenden CDi.



2.2 Probennahme

Die Probennahme von Raps (Brassica napus L.) erfolgte von Ende April bis Ende Mai 2009,
da die Pflanzen in dieser Zeit aufgrund der Blute leichter auszumachen waren und
ausreichend griines Blattmaterial fir die Probennahme vorhanden war. Insgesamt wurden
51 Rapsproben gesammelt. Es wurden zudem 5 Proben der Kreuzbliter Farberwaid (Isatis
tinctoria L.) und 1 Probe des Orientalischen Zackenschoétchen (Bunias orientalis L.)
gesammelt, die aber nicht in die anschlieBenden Analysen einbezogen wurden. Bei der
Probennahme wurden zunéchst Informationen zum Standort vermerkt. Dazu gehorten:

e Beschreibung des Fundortes (Name des Ortes; Bezeichnung der Strasse, Mihle,
Genossenschaft etc.; Lage im Hafengebiet, am Stral3enrand etc.; Vorhandensein
von Rapsfeldern in der Nahe)

o Georeferenzierung (GPS-Verortung, siche GoogleEarth® Datei)

e Fotodokumentation des Standortes

e Zustand der Pflanzen (H6he, Krankheiten, Schadlingsbefall, Verschmutzungen,
Entwicklungsstadium)

e Probennummer und Sammeldatum

e Anzahl der Pflanzen in der vorgefundenen Population und Zahl der beprobten
Pflanzen

Alle bei der Beprobung im Feld aufgezeichneten Daten wurden in ein Microsoft Excel
Tabellenblatt (siehe beiliegende CD, Datei ,GVO-2009.xIs") Ubertragen und tber GPS und
GoogleEarth festgelegten WGS84-Geodaten einheitlich in  Gauss-Kriiger-Koordinaten
(Bessel/DHDN) umgerechnet.

Bei sehr groRen oder schwer zuganglichen Populationen wurde nur ein Teil der Individuen
beprobt. Dabei wurden von jeder beprobten Pflanze jeweils zwei gesunde und voll
entwickelte Blatter entnommen. Eines der Blatter (A-Probe) war fur die LUBW bestimmt,
wahrend das andere (B-Probe) zur Durchfiihrung von GVO-Schnelltests an der Universitat
Hohenheim verbleiben sollte. A- und B-Proben eines jeden Fundortes wurden in jeweils
zwei mit Probennummer und -datum gekennzeichneten PE-Beuteln fir den Transport
zunachst kihl gelagert und anschlieend im Institut fir Landschafts- und Pflanzendkologie
der Universitat Hohenheim bei -80°C tiefgefroren.

2.3 Analyse

Die zwischengelagerten A-Proben werden durch die LUBW mittels Real Time PCR
(Polymerase Chain Reaction) auf das Vorliegen transgener Eigenschaften (LL- und RR-
Herbizidresistenz, verandertes Fettsauremuster, Bt CrylAc Protein) untersucht. Die Proben
wurden am 4. Juni 2009 durch eine Mitarbeiterin der LUBW abgeholt.

Die B-Proben wurden am Institut fir Landschafts- und Pflanzendkologie der Universitéat
Hohenheim mithilfe von Schnelltests der Firma Eurofins GeneScan auf das Vorliegen einer
Herbizidresistenz Uberprift (GeneScan 2007). Laut Yoshimura et al. (2006) und Knispel et
al. (2008) ist mit diesem Test ein eindeutiger Nachweis der betreffenden HR-Gene mdglich.
Die Schnelltest-Methode basiert auf dem Nachweis der durch die HR-Gene in den
Pflanzenblattern exprimierten Proteine (CP4 EPSPS bei Roundup Ready und PAT bei
Liberty Link) mittels spezifischer Antikorper.

Zur Durchfiihrung der Tests wurden aus dem Probenblatt jeweils zwei bis drei Sticke mit
festgelegter GroRe (0.5 cm?) entnommen und anschlieRend mittels Glaspipette in einem
Eppendorfgefa? mit 0.5 ml destilliertem Wasser zerkleinert. Darauf wurden die Teststreifen,
jeweils fir den RuR- und den LL-Test, in die L6sung gegeben. Von Standorten mit mehr als
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10 Blattern (Pflanzen) wurden Mischproben hergestellt, die jeweils mit einem Teststreifen
Uberprift wurden.

Nach etwa 5-10 min. waren die Teststreifen vollstandig mit Probenflissigkeit durchsogen.
Anhand der entstandenen Kontroll- bzw. Positivbalken konnte dann bestimmt werden, ob der
Teststreifen korrekt funktionierte bzw. das entsprechende Protein in der Losung vorhanden
war. Das Beispiel eines negativen und positiven Befundes einer Glyphosat- bzw. Roundup-
Resistenz ist in Abbildung 2 dargestellt. Die Proben wurden durch ein Gentechnisches
Uberwachungslabor zur Verfugung gestellt, um das Funktionieren der Schnelltests zu
Uberprifen. Die zuvor mittels PCR als positiv nachgewiesene Probe zeigte im RuR-
Schnelltest einen leicht rétlichen Balken unterhalb der Kontrolllinie.

. Kontrolllinie, die das
Funktionieren des
Schnelltests indiziert

Positivbalken

Abbildung 2. Ergebnis einer Schnelltestuntersuchung von zwei Rapsblattproben auf das
Vorliegen einer Glyphosattoleranz mit dem RuR TraitChek™ Test der Firma GeneScan.
Rechts: negativer Befund. Links: positiver Befund; neben der oberen Kontrolllinie ist eine
leicht rétliche Bande zu sehen, die das Vorhandensein des CP4 EPSPS-Proteins in der
Blattprobe eindeutig anzeigt.

Zur Aufbewahrung wurden die Teststreifen nach dem Ablesen der Ergebnisse zunachst
getrocknet und anschlieRend auf ein mit Probenummer, -ort und Datum gekennzeichnetes
Datenblatt aufgebracht. Diese Blatter finden sich in Anhang A des vorliegenden Berichts,
wobei oben die Ergebnisse der RuR- (blaue Streifen) und unten die Ergebnisse der LL-Tests
(lila Streifen) dargestellt sind.



3 Ergebnisse der Schnelltests

Die RuR und LL-Schnelltests funktionierten bei allen Proben einwandfrei, denn bei jeder
Probe war die obere Kontrolllinie gut zu erkennen. Samtliche Originalteststreifen (bzw. Scans
dieser in Kopien des Originalberichts) befinden sich im Anhang A dieses Dokuments.

Keine der Uberpriften Proben erwies sich als eindeutig positv, jedoch war das Ergebnis bei
einer Probe (Probe Nr. 14) im LL-Test auch nach der Wiederholung des Tests unklar. Die
leicht rotliche Farbung des Positivbalkens konnte somit das Vorliegen einer
Glufosinattoleranz andeuten, was in einer Nachuntersuchung dieser Probe mittels PCR
unbedingt Uberprift werden sollte. Auch die in Abbildung 2 (links) zu sehende Rotfarbung
des Positivbalkens ist nicht sehr stark ausgepragt, obwohl diese Probe von einem
Glyphosat-tolerantem Rapsindividuum stammte.

Die Pflanze der Probe Nr. 14 stand an einem Parkplatz an der B37 bei Zwingenberg. Sollte
sich der Verdacht einer gentechnisch bedingten Herbizidtoleranz durch die PCR-Analysen
bestétigen, sollten hier im folgenden Jahr weitere Untersuchungen erfolgen.

4 Erfahrungen und Empfehlungen
4.1 Probennahme und Lagerung

Die weitflachige Uberpriifung von Ruderalrapspopulationen auRerhalb von Industrie-, Hafen-
und Bahnanlagen kann unserer Einschatzung nach vorerst vernachlassigt werden, da
besonders die Haupttransportwege und Orte der Rapssaatverarbeitung mit Samen aus
Transportausfallen befrachtet werden. Interessant erscheinen uns hierbei vor allem
Olmiihlen, zu denen groRe Mengen Rapssaat auch aus Nicht-EU-Landern transportiert
werden. Die Sammlung von Blattmaterial zur Raps-Blitezeit im April und Mai erwies sich als
optimal.

Die gesammelten Blattproben wurden durch das anschlieRende Einfrieren und Lagern in PE-
Beuteln oftmals sprode und zerbrachen in kleinere Stiicke. Um eine Identifizierung der
einzelnen Blatter bei Mischproben aus mehreren Pflanzen zu gewahrleisten, sollten zum
Einfrieren der Proben feste Behéltnisse verwendet werden. Das Einfrieren selbst und sogar
das mehrmalige Auftauen sind relativ unkritisch, da der Nachweis der HR-Proteine auch
noch Jahre spéater eindeutige Ergebnisse liefert (persdnliche Mitteilung durch Mitarbeiter
eines Gentechnischen Uberwachungslabors).

4.2  Analyse

Die GVO-Uberpriifung der Proben per Schnelltest im Labor stellte sich als praktikabel und
leicht durchfihrbar dar. Beim Ablesen der (Positv-) Ergebnisse ergaben sich nur in dem
erwahnten Fall Unklarheiten. Undeutliche Ergebnisse sollten anschlielRend mit PCR-
Analysen Uberpruft werden.

Durch die einfache Handhabung der Schnelltests besteht die Moglichkeit, Rapspflanzen
direkt im Feld zu testen. Dies wird zum Beispiel bei der Nachkontrolle von ehemaligen
Freisetzungsflachen durch die GV-Herstellerfirmen praktiziert. Im Rahmen dieser
Untersuchung konnte dies aber wegen der hohen Preise der Schnelltests nicht realisiert
werden.
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Anhang A Ergebnisse der GVO-Schnelltests



































