Gentechnik mit Pflanzen

Von Peter Eckes, Giinter Donn und Friedrich Wengenmayer*

Professor Heinz Harnisch zum 60. Geburistag gewidmet

Isolierung und Charakterisierung pflanzlicher Gene bereiten heute keine grundsitzlichen
Schwierigkeiten mehr. Die Erkenntnisse iiber Struktur und Funktion der bisher sequenzier-
ten Gene ermdglichen es bereits, die Genregulation in Pflanzen wenigstens in groBen Ziigen
zu verstehen. In Verbindung mit den in letzter Zeit entwickelten Methoden des Gentrans-
fers in pflanzliche Zellen ergibt sich der fiir die Anwendung wichtigste Aspekt: die gentech-
nische Gewinnung von Pflanzen mit neuen Eigenschaften. Da die zu libertragenden Gene
aus beliebigen Pflanzen, ja sogar aus beliebigen Organismen stammen kénnen, werden hier

vollig neue Moglichkeiten fiir die Pflanzenziichtung erdffnet.

1. Einleitung

Yor zehn Jahren gelang die Isolierung des ersten Struk-
tur-Gens eines pflanzlichen Enzyms!'. Seitdem hat sich
auf dem Gebiet der pflanzlichen Molekularbiologie eine
Entwicklung angebahnt, die Ergebnisse und Madglichkei-
ten fiir die praktische Anwendung erkennen 148t, die lange
nicht vorstellbar waren.

Damals wurde das auf der DNA von Chloroplasten lo-
kalisierte Gen der groBen Untereinheit des Enzyms iso-
liert, das in Pflanzen fiir die Bindung von CO, aus der Luft
verantwortlich ist (Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase,
auch Rubisco genannt). Heute ist beispielsweise bei Tabak
sogar schon die gesamte DNA der Chloroplasten sequen-
ziert? - dies sind immerhin 155844 Basenpaare. Inzwi-
schen stehen Methoden zur stabilen Ubertragung fremder
Gene auf Pflanzen zur Verfligung; in zahireichen Labora-
torien konnten bereits ,,transgene Pflanzen erhalten wer-
den. In den USA wurden kiirzlich die ersten Freilandver-
suche mit gentechnisch verinderten Pflanzen genehmigt.

Das zunehmende Interesse an der Biochemie und Mole-
kularbiologie der Pflanzen zeigt sich auch an der zuneh-
menden Anzahl von Publikationen auf diesem Gebiet.
Auch die Industrie hat begonnen, entsprechende Arbeits-
gruppen aufzubauen, allerdings noch vorwiegend in den
angelsichsischen Lindern und in Japan (Tabelle 1).

Tabelle 1. Biotechnologie in der Landwirtschaft; Anzahl der anf diesem Ge-
biet titigen Firmen (aus [3]).

Land Anzahl
Italien 1
Bundesrepublik Deutschland 2
Frankreich S
Japan 12
GroBbritannien 15
USA 3

Die beeindruckenden Erfolge der letzten Zeit und das
wachsende Interesse an der Biochemie und Molekularbio-
logie der Pflanzen lassen sich auf mehrere Faktoren zu-
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riickfiihren. Einer der wichtigsten ist dabei das wissen-
schaftliche Interesse an der Genstruktur und Genregula-
tion von Pflanzen. Gegeniiber dem Wissensstand bei Pro-
karyonten oder tierischen Zellen ist hier noch ein erhebli-
cher Nachholbedarf vorhanden.

Ein weiterer Grund fiir das groB3e Interesse an der Mole-
kularbiologie der Pflanzen ist die enge Beziehung zwi-
schen den erarbeiteten Grundlagen und den Anwendungs-
moglichkeiten in der landwirtschaftlichen Praxis. Prinzi-
piell kénnen Gene, die fiir die Auspriigung einer wichtigen
Eigenschaft zustindig sind, aus einer beliebigen Pflanze
oder einem beliebigen anderen Organismus isoliert und in
Kulturpflanzen eingebaut werden. Damit werden Eigen-
schaften iibertragbar, die bisher den klassischen Methoden
der Pflanzenziichtung nicht zugénglich waren. So kénnten
beispielsweise Resistenz-Gene aus exotischen Pflanzen
isoliert und auf heimische Kulturen ilbertragen werden.
Bisher lieBen sich naturgemi nur Gene und damit Eigen-
schaften iibertragen, die bereits in den Elternpflanzen vor-
handen waren. Diese Grenzen werden nun mit Hilfe der
Gentechnik durchbrochen.

Ein weiterer Grund fiir die Beschiftigung zahlreicher
Wissenschaftler mit der Molekularbiologie der Pflanzen ist
in der Aussicht zu suchen, auf diesem Weg einen wichtigen
Beitrag zur Losung des Welthungerproblems leisten zu
konnen. Die Weltbevdlkerung wird nach neuesten Berech-
nungen des Statistischen Amtes der USA bis zum Jahre
2000 von jetzt rund 4.9 auf 6.2 Milliarden Menschen an-
wachsen.

Die beeindruckende Zunahme der Nahrungsmittelpro-
duktion der letzten Jahrzehnte beruht im wesentlichen auf
folgenden Faktoren:

- Einfiihrung neuer, ertragreicher Sorten;
- Einsatz von Diinge- und Pflanzenschutzmitteln;
- zunehmende Mechanisierung in der Landwirtschaft.

Auch zukiinftig werden sich die Ertrédge steigern lassen —
allerdings nicht exponentiell, wie die Weltbevélkerung
wichst. Die gegenwiirtigen hohen landwirtschaftlichen
Uberschiisse in der EG und in den USA stellen keine L6-
sung fiir die 80% der Weltbevélkerung dar, die im Jahre
2000 auBerhalb Europas, Nordamerikas und der Sowjet-
union leben werden. Gerade fiir die tropischen und subtro-
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pischen Linder kdnnten Pflanzen mit gentechnisch erzeug-
ter Resistenz gegen Schidlinge, Krankheiten oder Stre(be-
dingungen grofie Bedeutung erlangen.

Weiterhin ist zu beriicksichtigen, daf im Laboratorium
gewonnene, gentechnisch verinderte Pflanzen auch noch
in Zuchtprogramme aufgenommen und gepriift werden
miissen. Dieser ProzeB wird mehrere Jahre beanspruchen,
so daB solche Pflanzen dem Landwirt erst ab Mitte der
neunziger Jahre in ausreichender Menge zur Verfiigung
stehen werden. Daher ist bei der Bewertung der Méglich-
keiten der Gentechnik fiir die Landwirtschaft nicht vom
jetzigen Nahrungsmittelbedarf auszugehen, sondern vom
voraussichtlichen Bedarf im Jahre 2000. Selbstverstindlich
kann das Problem des Hungers in der Welt nicht allein
durch die Gentechnik geldst werden; sie kdnnte jedoch in
Form von ertragreichen und resistenten Pflanzen die
technischen Voraussetzungen* fiir eine ausreichende
Nahrungsmittelversorgung bereitstellen.

2. Pflanzen-Zellbiologie

Die Zellbiologie schafft mit der Entwicklung von Ver-
fahren zur Regeneration von Pflanzen aus einzelnen Zellen
und zur Ubertragung von Genen auf pflanzliche Zellen die

Grundlagen fiir die Anwendung der Gentechnik. Vielfach
kénnen bestimmte Zuchtziele sowohl durch gentechnische
Methoden als auch durch zellbiologische Selektionsverfah-
ren erreicht werden. In diesem Abschnitt werden daher
auch einige Aspekte der Zellbiologie betrachtet, die fiir
die Gewinnung von Pflanzen mit neuen Eigenschaften
oder fiir die Anwendung der Gentechnik von Bedeutung
sind. Die Techniken der Pflanzenzellkultur sind bereits
im letzten Jahrzehnt in den Blickpunkt des Interesses ge-
riickt und in Ubersichten und Monographien beschrieben
worden®"),

2.1. Vegetative Pflanzenvermehrung

Pflanzen zeichnen sich durch ein groBes Regenerations-
vermdgen aus. Werden Pflanzensprosse oder SproBseg-
mente unter geeigneten Bedingungen (hohe Luftfeuchtig-
keit und Abwesenheit von Pathogenen) kultiviert, so be-
wurzeln diese SproBteile. Diese aus der gértnerischen Pra-
xis bekannte vegetative Vermehrungsweise 14Bt sich auf
synthetischen Néhrmedien unter sterilen Bedingungen be-
sonders effizient gestalten. Die Nihrmedien enthalten im
einfachsten Falle die zur pflanzlichen Erndhrung notwen-
digen Salze und Spurenelemente in einer ausgewogenen
Mischung, dazu einige Vitamine und Saccharose'®.

Abb. 1. Zellkulturtechniken zur Mutantenselektion und Erzeugung transg

Pflanzen. SproBmeri (a), §

gelstiicke (b), Blattfragmente (¢) und Mesophyll-

protoplasten (d) sind Explantate, die zur Etablierung von Zellkulturen und auch fiir Gentransfer-Techniken verwendet werden. Protoplastenfusion fdhrt zu
Hybridprotoplasten (e). Die Pflanzenregeneration kann entweder direkt iiber die Ausdifferenzierung von Sprossen an den Explantaten (f-h) stattfinden oder an
Calluskulturen (i, k, o) induziert werden, entweder Uber SproBbildung (q) oder aber die Bildung somatischer Embryonen (r). Protoplasten regenerieren eine
Zellwand; durch Zeliteilungen (1) entwickeln sich Mikrocalli (m), die als Suspensionskulturen (p) weiterkultiviert werden kénnen und in denen die Bildung
somatischer Embryonen induziert werden kann (u). Mikrocalli wachsen auf Agar-Medien zu Callus (o) heran, der wie oben geschildert zur Differenzierung
gelangt. Durch Zugabe von Pathogentoxinen, Antibiotica oder Herbiziden kdnnen vorzugsweise in den Stadien f-p Mutanten oder Transformanten in vitro
selektiert werden. SproBkulturen (), sproBbildende Calli (g) und Embryokuliuren werden zur Vermehrung von Genotypen verwendet (s, v). Somatische Embryo-
nen lassen sich zu artifiziellem Saatgut aufarbeiten (w).
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In einem phytohormonfreien Medium wachsen SproB-
knospen oder SproBmeristeme zu vollstindigen Pflanzen
heran. Enthélt das Kulturmedium allerdings Phytohormo-
ne, so hingt die Reaktion der Explantate vom Verhiltnis
der Auxin- zur Cytokinin-Konzentration im Medium ab'”.,
Sind beide Phytohormone in ausreichender Konzentration
vorhanden, bildet sich typischerweise an den Wundrin-
dern des Explantats ein undifferenziertes Gewebe, welches
als Callus bezeichnet wird. Dabei ist es gleichgiiltig, ob das
Explantat ein Blattfragment, ein Stengelstiick oder eine
Waurzel ist. Wird ein solcher Primiércalius in regelmiBigen
Abstinden auf frisches Medium transferiert, kann er unbe-
grenzt lange vermehrt werden.

Uberwiegt Cytokinin im Medium, begiinstigt ein solches
Medium die Bildung von SproBknospen, sowohl an Pri-
mirexplantaten als auch an bereits gebildeten Calli. Aller-
dings hiangt die Fihigkeit zur SproBdifferenzierung stark
vom Genotyp ab. Bei einigen Pflanzenarten, beispielsweise
bei Tabak, gelingt die Sprofiregeneration und damit die
Pflanzenregeneration praktisch mit jedem Explantat und
selbst mit Callus, der bereits jahrzehntelang kultiviert wur-
de''®. Bei anderen Pflanzenarten, so bei der Sojabohne, ge-
lingt die Sprofiregeneration aus etablierten Calluskulturen
hingegen nicht.

Die SproBregeneration ist fiir die Herstellung transgener
Pflanzen nach den iiblichen Methoden (Abschnitt 3) eine
notwendige Voraussetzung. Alternative Wege zur Sprofire-
generation sind in Abbildung 1 dargestellt. In vitro kulti-
vierte Sprosse produzieren auf cytokininhaltigen Kultur-
medien Adventivsprosse, so daB sich in kurzer Zeit aus ei-
nem SproB3 Tausende von Individuen des gleichen Geno-
typs produzieren lassen. Bisher ist diese Art der vegetati-
ven Vermehrung aufgrund des hohen manuellen Aufwan-
des nur bei wenigen Kulturen wirtschaftlich (Ornamental-
pflanzen, Kartoffel!'")),

Bei einer Reihe von Nutzpflanzen, so auch bei Luzer-
ne''?, Sojabohne!'® und Raps!'¥, kann in Zellkulturen die
Bildung somatischer Embryonen induziert werden. Soma-

Abb. 2. Luzernecallus (weil) mit beginnender Ausdifferenzierung von soma-
tischen Embryonen (grin).
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tische Embryonen entstehen im Gegensatz zu den zygoti-
schen (sexuellen) Embryonen der Samen aus somatischen
Zellen (Abb. 1 bis 3).

Somatische Embryonen lassen sich in beliebigen Men-
gen in synthetischen Medien kultivieren. Im LabormaB-
stab konnte bereits gezeigt werden, daBl es moglich ist, so-
matische Embryonen zusammen mit einem Nihrstoffvor-
rat einzukapseln, kurze Zeit zu lagern und dann zum Aus-
keimen zu bringen!'®., Solche biotechnisch erzeugbaren
und in Polymerkapseln eingeschlossenen Pflanzenembryo-
nen werden als ,,artifizielles Saatgut'* bezeichnet. Bei wei-
terer Vervollkommnung der Technik ist es denkbar, sol-
ches artifizielles Saatgut wie herkdmmliches Saatgut auf
das Feld auszubringen. Damit wire eine leistungsfihige
und wirtschaftliche Form der vegetativen Vermehrung von
Elitegenotypen moglich.

2.2. Protoplasten

Protoplasten sind zellwandlose pflanzliche Einzelzelien,
die durch Verdauung der Zellwinde mit hydrolytischen
Enzymen (Pectinasen, Hemicellulasen und Cellulasen) aus
Pflanzengewebe gewonnen werden kénnen. Aus 1 g Blatt-

S NG :
e) f)

Abb. 3. Pflanzenregeneration aus Protoplasten der Luzerne (Medicago sati-
va). a) Frisch isolierte Protoplasten (Tag 1); b) Vier-Zellen-Stadium (Tag 4):
¢) Mikrocallus (Tag [1); d) beginnende Embryogenese (dichtgepackte Zel-
len im Zentrum des Mikrocallus) (Tag 14); e) Auskeimung der somatischen

Embryonen (5. Woche): f) Regeneratpflanze (8. Woche nach Protoplasten-
isolierung).
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gewebe konnen mehrere Millionen Mesophyllprotoplasten
freigesetzt werden. 1971 ist es erstmals gelungen!'®), aus
Mesophyllprotoplasten des Tabaks Pflanzen zu regenerie-
ren. Inzwischen sind Regenerationsmethoden fiir eine
Reihe von Nutzpflanzen ausgearbeitet worden, so fiir
Raps!'”), Kartoffel'™, Tomate!'”, Luzerne®® und Reis?".
Abbildung 3 zeigt die Entwicklung von Luzerneprotopla-
sten zur vollstindigen Pflanze. Protoplasten sind beson-
ders interessant, weil sie Makromolekiile wie DNA®?, aber
auch Zellorganellen'® und Chromosomen®” aufnehmen
kénnen. Aufbauend auf diesen schon linger zuriickliegen-
den Beobachtungen wurde in den letzten Jahren ein Ver-
fahren zum direkten DNA-Transfer in Protoplasten ent-
wickelt (siche Abschnitt 3).

2.2.1. Protoplastenfusion

Pflanzliche Protoplasten kdnnen unter verschiedenen
Bedingungen fusionieren; dazu gehdren die Anwesenheit
von Ca’*-Ionen und pH-Werte iiber 9.51%%! sowie die An-
wesenheit von Polyethylenglycol” oder Dimethylsulf-
oxid?". Auch kurze elektrische Spannungsimpulse®®® wir-
ken fusionsauslosend. Es ist moglich, Protoplasten beliebi-
ger Pflanzen zu verschmelzen. Im allgemeinen sind die Fu-
sionsprodukte aus Protoplasten unterschiedlicher Pflan-
zengattungen sehr schwer regenerierbar. Nur in wenigen
Fallen ist bisher die Regeneration von Gattungshybriden
moglich gewesen, die allerdings nicht fertil waren® 3%, Ein
bekanntes Beispiel ist die Tomatoffel. Diese somatische
Hybride ist von groBer theoretischer Bedeutung, zeigt sie
doch, daB} iiber Protoplastenfusionen Hybride erhalten
werden kdnnen, die auf sexuellem Wege nicht zugédnglich
sind. Fertile Hybridpflanzen sind durch Verschmelzung
der Protoplasten nahe verwandter Pflanzen erhiltlich,
auch wenn sich diese nicht sexuell kreuzen lassen®"), Sind
in den Genomen der beiden zu fusionierenden Protopla-
sten unterschiedliche selektierbare Marker-Gene vorhan-
den, konnen die somatischen Hybriden leicht in einem Se-
lektionsmedium getrennt werden. In jlingster Zeit erlangt
ein Verfahren der Protoplastenfusion stirkere Beachtung,
dessen Prinzip bereits 1980 beschrieben wurde®. Donor-
protoplasten, deren Genom durch starke Roéntgenstrahl-
ung fragmentiert wurde, werden mit unbestrahlten Emp-
fingerprotoplasten fusioniert. In einigen Hybridprotopla-
sten werden dabei Fragmente des Donor-Genoms in das
Acceptor-Genom integriert. Enthilt das Donor-Genom
Gene, deren Aktivitdt sich in der Ausprigung von Resi-
stenzen manifestiert, ist es moglich, diese Rekombinanten
zu selektieren. Auf diesem Weg ist es gelungen, ein Chro-
mosomenfragment aus Karotten, auf welchem ein Resi-
stenz-Gen gegen das Antibioticum Methotrexat lokalisiert
ist, in Tabakprotoplasten zu i{ibertragen. Die aus den Hy-
bridprotoplasten regenerierten Pflanzen #hneln Tabak-
pflanzen und weisen neben der libertragenen Methotrexat-
resistenz noch einige weitere Karotten-Gene in ithrem Ge-
nom auf?. Die Pflanzen sind fertil, d. h. sie produzieren
Samen und vererben die Methotrexatresistenz ihren Nach-
kommen. Diese Methode der asymmetrischen Protopla-
stenfusion konnte ein Weg sein, auch mehrere oder gar un-
bekannte Gene iiber die Artgrenzen hinweg zu iibertragen,
ohne gentechnische Methoden anzuwenden.
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2.3. Mutantenselektion in vitro

Durch Protoplastenisolation ist es moglich, bei vielen
Pflanzenarten grofie Populationen homogener, diploider,
totipotenter Zellen zu gewinnen und wieder zu Pflanzen zu
regenerieren. Schon friih bei der Entwicklung der Proto-
plastentechnologie wurde versucht, Protoplastenpopula-
tionen zur Mutantenselektion zu verwenden®¥. Immerhin
konnen sich in einer Petrischale 1-5 Millionen Protopla-
sten und damit potentielle Pflanzen befinden. Gelingt es,
in dieser Zellpopulation Mutationen auszuldsen und die
Mutanten anschlieBend zu selektieren, sollte es moglich
sein, Pflanzen mit neuen Eigenschaften zu regenerieren.

Allerdings sind Protoplasten keine Vorbedingung fiir die
Mutantenselektion; jede gut regenerierbare Pflanzenzell-
kultur eignet sich hierfiir. Inzwischen gibt es Berichte, die
eine erfolgreiche Selektion von Mutanten aus Pflanzenzell-
kulturen beschrieben, darunter pathogenresistente Pflan-
zen (Tabelle 2) und herbizidresistente Pflanzen (vgl. Ta-
belle 5). In erster Linie wurden auf diesem Weg Mutanten
oder Varianten gefunden, die durch einen Selektionsdruck
- Zugabe von Enzyminhibitoren, Pathogentoxinen oder
Herbiziden zum Zellkulturmedium - bereits auf dem Zell-
niveau selektiert und isoliert werden konnten®®®., Auffillig
ist, daB diese Varianten auch in Experimenten gefunden
wurden, bei denen die Mutationsrate nicht durch chemi-
sche oder physikalische Mutagene erh6ht wurde.

Tabelle 2. Regeneration pathogenresi Nutzpfl
(modifiziert nach [35]).

aus Zellkulturen

Kulturpflanze Pathogen Lit.

a) nach in-vitro-Selektion auf Pathogentoxinresistenz

Tabak Pseudomonas tabaci 34

{Nicotiana tabacum) Alternaria solani [36)

Kartoffel Phytophtora infestans (37}

(Solanum tuberosum) Fusarium oxysporum 381
Erwinia carotovora [39]

Tomate Fusarium oxysporum [40]

(Lycopersicon esculen-

tum)

Raps Phoma lingam [41)

(Brassica napus)

Luzerne Fusarium oxysporum [42]

(Medicago sativa) Verticillium alboatrum [43]

Mais Helminthosporium maydis [44]

(Zea mays)

b) an Reg pfl beobach Resistenzen ohne vorausgegangene in-

vitro-Selektion

Kartoffel Alternaria solani [45]
Phytophtora infestans [46)
Kartoffel-y-Virus an
Kartoffel-Blattroll-Virus [47]

Tabak Tabak-Mosaik-Virus {48}

Tomate Tabak-Mosaik-Virus {49]

2.3.1. Somaklonale Variation

Die beschriebene hohe Variabilitdt scheint durch den
ProzeB der in-vitro-Kultur selbst ausgelost zu werden, be-
sonders dann, wenn die Zellkulturen lingere Zeit als un-
differenzierte Zellen kultiviert werden. Unter solchen Be-
dingungen kénnen Chromosomenmutationen besonders
leicht akkumulieren®'). Allerdings kann nur ein Teil der
beobachteten Variabilitit durch den Verlust einzelner
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Chromosomen oder durch iiberzdhlige Chromosomen er-
klirt werden. Fiir diese durch die Zellkultur selbst ausgel6-
ste Variabilitiit wurde der Ausdruck ,,somaklonale Varia-
tion* geprigt’™?. Es liegt nahe, diese Variabilititsquelle fiir
Ziichtungsprogramme zu nutzen®™), Inzwischen gibt es zu-
nehmend Hinweise, daf3 unter dem StreB der in-vitro-Kul-
tur Mechanismen in Pflanzenzellen aktiviert werden, die
zur Umorganisation des Genoms fiithren'®¥. Beim Mais ist
beispielsweise nachgewiesen worden, daB ,springende
Gene* durch die in-vitro-Kultur aktiviert werden kon-
nen®3),

2.4. Bedeutung der Zellbiologie fiir die Gentechnologie

Der Beitrag der Pflanzen-Zellbiologie fiir die Gentech-
nologie besteht darin, kompetente, d.h. transformierte
Pflanzenzellen bereitzustellen, DNA zu iibertragen und
aus den transformierten Zellen Pflanzen zu regenerieren.
Bei wichtigen Kulturpflanzen wie Sojabohne, Baumwolle
und den Getreidearten mit Ausnahme von Reis sind diese
Voraussetzungen bisher noch nicht im nétigen Umfang ge-
geben. Die Zellkultursysteme solcher schwierig regenerier-
baren Arten miissen somit weiter verbessert werden. Ideal
wire es, Protoplasten auch dieser Kulturpflanzen regene-
rieren zu kénnen, da Protoplasten zur direkten Aufnahme
und Integration von Fremd-DNA fihig sind.

Eine Hoffnung, dall Fortschritte auch bei den Getreide-
arten moglich sind, gibt die von drei Arbeitsgruppen kiirz-
lich mitgeteilte erfolgreiche Regeneration von Reispflan-
zen aus Protoplasten®'’. Dieser Durchbruch gelang, nach-
dem embryogene Suspensionskulturen als Ausgangsmate-
rial zur Isolierung von Protoplasten verwendet wurden.

3. Transfer von DNA

3.1. Das Agrobacterium-tumefaciens-System

3.1.1. Tumorbildung

Bis vor kurzem war es nicht méglich, fremde Gene in
pflanzliche Zellen zu transferieren. DNA konnte zwar aus

HoN
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Pflanzen isoliert und charakterisiert werden; die Funktio-
nen bestimmter DNA-Sequenzen waren aber wegen der
mangeinden Transferméglichkeit nur schwer zu analysie-
ren. Ein Ausweg aus diesem Dilemma ergab sich iiber-
raschenderweise bei Untersuchungen zur Entstehung
pflanzlicher Tumoren, der Wurzelhalsgallen (,,crown
galls*). Dies sind undifferenzierte Zellwucherungen, die
nach Infektion einer Pflanze durch das gram-negative Bo-
denbakterium Agrobacterium tumefaciens entstehen (Abb.
4). Es stellte sich nimlich heraus, daB die Bildung der Tu-
moren durch Einschleusung bakterieller DNA in pflanzli-
che Zellen verursacht wird®e.

Abb. 4. Undifferenziert wachsendes Tumorgewebe (Wurzelhalsgalle) am
Stengel einer Tomate nach Infektion der Wundstelle mit Agrobacterium tume-
Sfaciens.

Agrobacterium tumefaciens ist ein Bodenbakterium, das
eine groBe Anzahl dikotyler Pflanzen wie Tabak, Tomate,
Karotte und Kartoffel nach Verwundung infizieren
kann®’l. An der Infektionsstelle setzt ein starkes undiffe-
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NH NH =N NH
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|
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Nopalinsdure

NH HOHZC—(CHOH)4—(|3H2 HOHZC—(CHOH)4—(12H2 HOH,C—(CHOH),~CH,
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\[H\(CHz)z‘CONHz | | HOOC ~<_7:o
0 HOOC—CH—(CH,),—CONH, HOOC—CH—(CH,),—COOH
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Mannopin

Mannapinsdure Agropinsdure

Abb. 5. Chemische Struktur der Opine (Daten aus [61]). Eine vierte Klasse, die Agrocinopine, sind phosphorylierte Zucker unbekannter Struktur.

396

Angew. Chem. 99 (1987) 392-412



renziertes Zellwachstum ein, das zu den oben genannten
Gallentumoren fiihrt. Die Tumoren kénnen auch in Abwe-
senheit von Agrobakterien weiterwachsen®®®, Zwei Eigen-
schaften des Tumorgewebes sind besonders hervorzuhe-
ben: Der Tumor proliferiert ohne Zugabe von Pflanzen-
hormonen (Auxinen und Cytokininen) auf sterilen Nihr-
medien definierter Zusammensetzung, wohingegen diese
Hormone fiir das Wachstum normalen Zellgewebes essen-
tiell sind®®®. AuBerdem synthetisiert der Tumor spezifische
Metabolite, die in anderen Pflanzengeweben nicht vor-
kommen: die Opine®®*.. Opine sind Aminosiure- oder Zuk-
kerderivate, die nur von Agrobakterien als Stickstoff- und
Kohlenstoffquelle genutzt werden konnen, fiir Pflanzen je-
doch nicht verwertbar sind”*®®’\ Die in Pflanzentumoren
bisher gefundenen Opine werden in vier Klassen unterglie-
dert: Nopaline, Octopine, Agropine und Agrocinopine
(Abb. 5)¢,

Ein Agrobakterienstamm kann, mit gewissen Abwei-
chungen, nur Opine der Klasse verwerten, deren Synthese
er in der Pflanze induziert. So kann ein Bakterium, das
Nopalin induziert, kein Octopin metabolisieren”®. Ent-
sprechend den Opinen wurden auch die Agrobakterien in
Klassen unterteilt; hierbei sind die Nopalin- und Octopin-
klassen am besten charakterisiert.

3.1.2. Das Ti-Plasmid als tumorinduzierendes Prinzip

Das hormonunabhingige Wachstum der Gallentumoren
ohne Agrobakterien und die Opinbiosynthese fiihrten zu

1 kb Octopin-TL- DNA

dem SchluB, daB das Agrobakterium ein ,tumorinduzie-
rendes Prinzip* auf die Pflanze iibertragen miisse!®™, Auf
der Suche nach diesem Prinzip wurde entdeckt, daB infek-
tiose Bakterien ein ca. 200 Kilobasen (kb) groBes Mega-
plasmid enthalten, das Ti-Plasmid (Ti=Tumor induzie-
rend)®®. Wurde das Plasmid aus Agrobacterium tumefa-
ciens entfernt, verloren die Agrobakterien ihre Fahigkeit,
Pflanzentumoren zu induzieren. Nach Wiedereinschleusen
des Plasmids waren sie aber wieder dazu imstande. Das
Plasmid wurde als das gesuchte ,,tumorinduzierende Prin-
zip* identifiziert®. Auf diesem Ti-Plasmid fand man so-
wohl die Gene, die ein hormonunabhingiges Wachstum
des Tumors bewirken, als auch die an der Opinbildung
und -verwertung beteiligten Gene (Abb. 6)!6%-65-681

Vom gesamten Ti-Plasmid wird nur ein relativ kleiner
Bereich stabil in das Pflanzen-Genom integriert!’®"%. Der
Transfer von DNA in Pflanzenzellen ist also ein natirli-
cher ProzeB, den Agrobacterium tumefaciens schon seit Ur-
zeiten praktiziert. Der integrierte DNA-Bereich, die ,,T-
DNA*, umfafit ca. 20 kb. Auf der T-DNA sind sowohl die
fiir die Opinbiosynthese als auch die fiir das Tumorwachs-
tum maBgeblichen Gene lokalisiert!®” "2,

Die T-DNA-Bereiche der Octopin- und Nopalinbakte-
rien haben neben auffilligen Gemeinsamkeiten auch meh-
rere signifikante Unterschiede. Wihrend die Nopalin-T-
DNA ein einzelnes, ca. 23 kb groBes DNA-Fragment auf
dem Ti-Plasmid ist und auch als solches {ibertragen wird,
ist die Octopin-T-DNA in zwei benachbart liegende Berei-
che von ca. 14 kb (,,left T-DNA*, TL) bzw. ca. 7 kb (,,right

TR -DNA

Tumorbildung
A

37 .2 1 ,45qpb gcs

v—v—vy- — R
1 4 6abb no%
| vem— |

Aux Cyt

Tumorbildung

Nopalin-T- DNA

vir Nopalin - Ti - Plasmid
(ca. 200kb)
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Abb. 6. Genetische Organisation eines Ti-Plas-
mids. Unterer Teil: Funktionell charakterisierte
Bereiche eines Nopalin-Ti-Plasmids. Tra: Funk-
tionen zum Transfer des Plasmids zwischen Bak-
terien; Noc: Nopalin-Katabolismus; Rep: Funk-
tionen zur Replikation des Plasmids in Agrobak-
terien; Inc: Funktionen, die die Inkompatibilitat
von zwei verschiedenen Ti-Plasmiden in einer
Agrobakterienzelle bewirken. Ein Nopalin- und
ein Octopin-Ti-Plasmid kdnnen z.B. nie in der
gleichen Zelle vork« ; Vir: Virulenzbereich;
T-DNA: in das Pflanzen-Genom integrierter
DNA-Bereich. - Oberer Teil: Vergleich der T-
DNA von Nopalin- und Octopin-Ti-Plasmiden.
Polyadenylierte Transkripte sind mit Pfeilen bzw.
Balk gek ich je nachdem, ob die
Transkriptionsrichtung bekannt ist oder nicht.
Die Nomenklatur der Transkripte richtet sich
nach [69]. Die in beiden T-DNA-Sequenzen ho-
mologen Bereiche sind geschwirzt. nos: Nopa-
lin-Synthase-Gen: ocs: Octopin-Synthase-Gen;
acs: Agrocinopin-Synthase-Gen; Aux: Gene der
Auxinbiosynthese; Cyt: Gen der Cytokininbio-
synthese; RB: Rechte Bordersequenz; LB: Linke
Bordersequenz.
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T-DNA*, TR) unterteilt’*”%, TL und TR werden unab-
hingig voneinander an verschiedenen Stellen des Pflan-
zen-Genoms integriert’>, TL-DNA und Nopalin-T-
DNA enthalten einen sehr homologen, ca. 9 kb langen
Nucleotidbereich, auf dem die Gene 5, 2, 1, 4, 6a und 6b
lokalisiert sind!®” (Abb. 6). Die Funktion der bekannten
Gene ist in Tabelle 3 zusammengefaBt. Zumindest drei die-
ser Gene (1, 2 und 4) sind fiir das Tumorwachstum infizier-
ter Pflanzen zustindig. Da in Wildtyp-Agrobakterien alle
drei Gene aktiv sind, werden sowohl Auxine als auch Cy-
tokinine gebildet, was zu Tumoren mit vollig undifferen-
ziertem Wachstum fiihrt (vgl. Abb. 4). Agrobakterien mit
inaktiviertem Gen 4 (viel Auxin, kein Cytokinin) induzie-
ren das Wurzelwachstum der Tumoren. Gen 4 verhindert
somit die Ausdifferenzierung von Wurzeln (,,roi gene: root
inhibition gene*). Durch Inaktivierung der Gene | und 2
(viel Cytokinin, kein Auxin) wird die SproBbildung indu-
ziert. Die Gene 1 und 2 verhindern also die Bildung von
Sprossen (,,shi genes: shoot inhibition genes*)®*-8,

Tabelle 3. Funktionen der T-DNA-Gene. Die Funktionen der zusitzlich in
Abb. 6 aufgefohrten Gene sind noch unklar.

Gen  Funktion Protein Lit.
1 Auxinbiosynthese Tryptophan-2-Monooxygenase [7711
2 Auxinbiosynthese Indolacetamid-Hydrolase [78)
nos Nopalinbiosynthese Nopalin-Synthase [79)
ocs  Octopinbiosynthese Octopin-Synthase [80]
4 Cytokininbiosynthese Isopentenyl-Transferase 81]
5 Tumorwachstum [78]
6a Opinsekretion [82)
6b Tumorwachstum [83]
0’ Umwandlung von [84]
Mannopin in Agropin
Iy Mannopinbiosynthese [84)
2 Mannopinbiosynthese 841

T-DNA-Gene sind demnach fiir das Tumorwachstum
verantwortlich. Fiir die eigentliche Pflanzeninfektion und
fiir die Integration der T-DNA in das pflanzliche Genom
sind sie aber nicht erforderlich®., Durch Deletionen von
Bereichen des Ti-Plasmids wurde gezeigt, daBB nur zwei Be-
reiche fiir die Infektion und Integration notwendig sind.
Dies sind zum einen die Virulenzregion (,,Vir**) und zum
anderen die Randregionen der T-DNA (die sogenannten
»Borders*). Die Borders bestehen aus zwei je 25 Basen-
paaren (Bp) langen, fast libereinstimmenden Nucleotidse-
quenzen®®”#8 die bei allen T-DNA-Typen sehr stark kon-
serviert sind (Abb. 7). Beliebige, bis zu 50 kb lange DNA-

G6CTG6 {TGGCAGGATATATTG| TG [GTGTAAAC [AAATT  Nopalin LB

6TGTT (TGACAGGATATATTG|GC |GGGTAAAC [CTAAG:  Nopalin RB

AGCGG [CGGCAGGATATATTC|AA [TTGTAAAT|GGCTT  Octopin LB (TL-DNA}

CTGAC | TGGCAGGATATATAC|CG|TTGTAATT|{TGAGC  Octopin RB (TL-DNA)

Abb. 7. Vergleich der stark konservierten Bordersequenzen von Nopalin- und
Octopin-T-DNA-Bereichen. Homologe Sequenzabschnitte sind eingerahmt.
RB: Rechte Bordersequenz; LB: Linke Bordersequenz.
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Sequenzen, die zwischen diese Borders inseriert werden,
konnen in das Pflanzen-Genom eingebaut werden!®®. Der
Mechanismus dieses Integrationsprozesses ist noch nicht
aufgekliart. Man konnte allerdings zeigen, daf die T-DNA
wihrend einer Infektion aus dem Ti-Plasmid ausgeschnit-
ten und tber diese 25 Bp langen Randsequenzen zu insta-
bilen Intermedisrprodukten zirkularisiert wird®”.

Die DNA der ca. 40 kb groBen Virulenzregion wird
selbst nicht in das Pflanzen-Genom integriert'’®). Die Viru-
lenz-Gene bewirken aber die Infektiositit der Agrobakte-
rien®"], Die Vir-Region besteht aus mindestens sechs ver-
schiedenen Komplementationsgruppen'®-?4, Zur Bestim-
mung einer Komplementationsgruppe wurde eine Muta-
tion, die Avirulenz hervorruft, in die Vir-Region einge-
fithrt. Dann wurde versucht, die Virulenz dadurch wieder-
herzustellen, daB man eine zweite Vir-Region mit einer
Mutation an anderer Stelle in das Bakterium einschleuste.
Lagen beide Mutationen in derselben Komplementations-
gruppe, blieben die Bakterien avirulent, lagen sie auf ver-
schiedenen Gruppen, komplementierten die Gruppen ein-
ander, und das Bakterium wurde wieder virulent. Jede
Komplementationsgruppe entspricht einer Transkriptions-
einheit. Zwei dieser Transkripte werden konstitutiv expri-
miert, die restlichen vier werden nur in Anwesenheit von
Pflanzenzellen induziert®?, Der Mechanismus der Virulenz-
induktion ist ebenfalls noch nicht im Detail erforscht. Da
Agrobakterien in der Natur nur verwundete Pflanzenzellen
infizieren, wurde vermutet, dafl von diesen Pflanzenzellen
bestimmte Stoffe synthetisiert werden, auf die die Bakte-
rien ,reagieren‘. Zwei dieser Verbindungen, Acetosyrin-
gon 1 und a-Hydroxyacetosyringon 2, konnten bisher iso-
liert werden (Abb. 8). Diese phenolischen Verbindungen

O\\C/CH3 O\\C/CHZOH
H3CO OCH3 H3CO OCH;
OH OH
1 2

Abb. 8. Die beiden bisher identifizierten Verbindungen, die von verwundeten
Pflanzenzelien synthetisiert werden und die Virulenzregion aktivieren: Ace-
tosyringon 1 und a-Hydroxyacetosyringon 2.

treten mit den Produkten der beiden konstitutiv exprimier-
ten Virulenz-Gene in Wechselwirkung und regen so die
Aktivitat der vier anderen Vir-Loci an®®), Neben den
Borders und der Vir-Region des Ti-Plasmids existieren in
Agrobakterien noch mindestens zwei chromosomale Laci,
die fiir die Anheftung der Bakterien an die Pflanzenzell-
winde maBgeblich sind!®**9,

3.1.3. Agrobacterium tumefaciens als Genvektor

Die Kenntnis dieser fundamentalen Prozesse bei der In-
fektion von Pflanzenzellen durch Agrobacterium tumefa-
ciens fuhrte zur Etablierung von prinzipiell zwei Metho-
den, fremdes genetisches Material in eine Pflanze einzu-
schleusen: entweder mit ,,integrativen Vektoren** oder mit
»bindren Vektoren“. Bei der Konstruktion der ,,integrati-
ven Vektoren* macht man sich zunutze, daB die tumorin-
duzierenden Gene nicht fiir die eigentliche Infektion nétig
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sind, und daB3 beliebige DNA-Sequenzen, die zwischen die
beiden Border-Sequenzen inseriert werden, auch in Pflan-
zen Ubertragen werden. Bei diesen integrativen Vektoren
wurden z. B. die Tumor-Gene der T-DNA durch Sequen-
zen des E.-coli-Klonierungsvektors pBR 322 ersetzt®®c.
Fremde DNA, die in das Pflanzen-Genom integriert wer-
den soll, wird einfach in E. coli in einem pBR-Vektor klo-
niert und dann durch homologe Rekombination iiber diese
pBR-Sequenzen in das Ti-Plasmid inseriert (Abb. 9).

. . A. tumefaciens (pGV 3850)
Ti- Plasmid (RifR; CarbR}
>< Einfaches “crossover "
E.coli (pBR X)
{SmR/SpR )
‘ Selektion auf Rif?; Carb® ; Sm® ; spf

A.tumefaciens (pGV 3850 :: X}
(Rif®; Carb® ; SmR ; SpR)

Ti- Plasmid:: X

Abb. 9. Schemazeichnung der Einfiithrung eines pBR-Vektors aus E. coli in
ein modifiziertes Ti-Plasmid von Agrobacterium tumefaciens (modifiziert
nach [86]). Antibiotica: Carb = Carbenicillin; Rif = Rifampicin; Sm = Strep-
tomycin; Sp = Spektinomycin. m = pBR 322-Sequenzen; Il = transferiertes
Fremd-Gen X ;& = Border-Sequenzen.

Bei der Konstruktion der ,biniren Vektoren* wird die
Tatsache ausgenutzt, daB die Vir-Region und die ,,Bor-
ders* auf zwei getrennten Plasmiden lokalisiert sein kon-
nen, ohne daB die Infektiositit der Agrobakterien beein-
fluBt wird®". Demzufolge wurden die T-DNA-Borders auf
ein Plasmid tibertragen, das sowohl in E. coli als auch in
Agrobakterien repliziert werden kann. Diese Plasmide
konnen sehr viel kleiner sein als das Ti-Plasmid (ca. 10-20
kb)*®, und die einzelnen Klonierungsschritte kénnen
leicht in E. coli durchgefiihrt werden. Liegt die in Pflanzen
zu transferierende DNA auf einem solchen Plasmid klo-
niert vor, wird dieses Plasmid in einen Agrobakterien-
stamm iiberfithrt, der schon ein Ti-Plasmid hat, das zwar
noch eine Vir-Region, aber keine T-DNA mehr enthilt.
Agrobakterien mit diesen beiden Plasmiden sind ebenfalls
imstande, die zwischen den Borders gelegene DNA stabil
in das Pflanzen-Genom zu integrieren.

3.1.4. Methoden des Gentransfers mit
Agrobacterium tumefaciens

Voraussetzung fiir einen DNA-Transfer von Agrobacte-
rium tumefaciens in Pflanzen ist eine Infektion von Pflan-
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zenzellen durch das Bakterium. Die Infektion von Pflan-
zengeweben mit Agrobacterium tumefaciens ist relativ ein-
fach durchzufiihren. Im einfachsten Falle werden Pflanzen
mechanisch, z. B. mit einem Skalpell, verwundet, und auf
die Wundstelle wird eine Agrobakteriensuspension appli-
ziert.

Bessere Transformationseffizienzen werden durch Inku-
bation von Gewebeteilen mit Agrobakterien und anschlie-
Bende Kultivation des Gewebes auf synthetischen Nahr-
medien erreicht. So werden bei der ,leaf disc**-Methode
kleine Blattstiicke in eine Bakteriensuspension getaucht
und danach weiterkultiviert®. Wird durch die Agrobakte-
rien ein selektierbares Marker-Gen, z.B. das Resistenz-
Gen gegen das pflanzentoxische Antibioticum Kanamycin,
iibertragen (siche Abschnitte 3.3 und 4.1), lassen sich auf
kanamycinhaltigen Nihrmedien nur aus transformierten
Zellen der Blattstiicke neue Pflanzen regenerieren (Abb.
10).

Abb. 10. Gewinnung ciner transgenen Pflanze durch Ubertragung eines Resi-
stenz-Gens gegen das pflanzentoxische Antibioticum Kanamycin. a) Blatt-
fragmente nach Transformation mit Agrobacterium tumefaciens. Transfor-
mierte (rechts) und nichttransformierte Blattfragmente (links) werden auf ka-
namycinhaltiges Ndhrmedium gelegt. Nur an den transformierten Blattstik-
ken kénnen sich Sprosse bilden. b) Aus einem SproB regenerierte transgenc
Tabakpflanze (rechts) und nichttransformierte Tabakpflanze (links) auf ka-
namycinhaltigem Niahrmedium. Nur die transformierte Pflanze Oberlebt.

Auch die als Cokultur bezeichnete Inkubation von
Pflanzenprotoplasten mit Agrobakterien und anschlie-
Bende Regeneration der behandelten Protoplasten zu
Pflanzengewebe oder intakten Pflanzen fithrt zu guten
Transformationsausbeuten!'®?,
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Den Vorteilen des Agrobakterien-Systems, z. B. einfache
Transformationstechnik und gute Transformationsfre-
quenz, steht allerdings ein groBer Nachteil gegeniiber: der
eingegrenzte Wirtsbereich des Agrobakteriums. Zwar sind
sehr viele dikotyle und auch einige monokotyle Pflanzen
der Familie der Liliaceae, z. B. Asparagus officinalis (Spar-
geD!'®' und Chlorophytum capense (Griinlilie)!''), suszep-
tibel fiir eine Infektion; bei den Skonomisch wichtigen
Gramineen konnte aber mit Ausnahme von Mais!'* bisher
keine Suszeptibilitat fiir Agrobacterium tumefaciens nach-
gewiesen werden.

3.2. Direkte Transformation von Pflanzenzellen mit
isolierter DNA

Wegen des begrenzten Wirtsbereiches der Agrobakterien
wurde parallel nach anderen Methoden gesucht, um gene-
tisches Material in Pflanzen einzuschleusen. Als erfolg-
reichste Methode erwies sich dabei bisher die Transforma-
tion von Pflanzenprotoplasten mit isolierter DNAI'%- 1041
wie sie schon bei Bakterien!'® und tierischen Zellen!'%®!
praktiziert worden war. Dabei wird die Fremd-DNA in die
Pflanzenzellen ohne Benutzung eines natiirlichen pflan-
zeninfektiSsen Systems wie Agrobacterium tumefaciens
ibertragen. Die zu transformierenden Zellen werden zu-
sammen mit der DNA lediglich in einer geeigneten Losung
inkubiert und bestimmten Verfahren unterworfen, die auch
schon in der mikrobiologischen Forschung zur Ubertra-
gung fremden genetischen Materials verwendet wurden.
Dazu gehéren insbesondere Behandlungen mit Polyethy-
lenglycol sowie Hitze- und Elektroschocks (Elektropora-
tion). Bei der Elektroporation werden durch kurze Elektro-
pulse kleine Poren in der Zellmembran erzeugt, durch die
DNA in die Zelle eindringen kann!'** '), Sg einfach die-
ses Verfahren auch scheinen mag, die Schwierigkeiten lie-
gen im Detail, da die Versuchsparameter fiir jede Pflanzen-
spezies optimiert werden miissen.

Die direkte Transformation hat den unbestrittenen Vor-
teil, daB sie bei allen protoplastierbaren Pflanzen ange-
wendet werden kann. Dazu gehdren neben vielen dikoty-
len Pflanzen auch einige Gramineen. So gelang es bisher
unter anderem, Fremd-DNA in Protoplasten von Reis (Or-
yza sativa)'*®, Mais (Zea mays)!'"®' und Weizen (Triticum
monococum)!"'? einzuschleusen.

Ein Nachteil der direkten Transformation von Protopla-
sten gegeniiber der Transformation mit Agrobacterium tu-
mefaciens ist jedoch, daB die Regeneration von intakten
Pflanzen aus Protoplasten sehr viel linger dauert als die
Regeneration aus Gewebeteilen. Der groBte Nachteil der
direkten Transformation besteht allerdings darin, daB trotz
intensivster Forschung bei den Getreiden bisher nur der
Reis aus Protoplasten zur intakten Pflanze regeneriert wer-
den konnte®'.

3.3. Andere Methoden des Gentransfers

Da bei den bisher diskutierten Transformationsmetho-
den die erwihnten Nachteile (enger Wirtsbereich der
Agrobakterien, mangelnde Regenerationsfihigkeit der
wichtigsten Nutzpflanzen) noch nicht in befriedigender
Weise iiberwunden werden konnten, wurden auch andere
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Transformationsmethoden erforscht. Dazu gehort das Ein-
schleusen von genetischem Material durch pflanzenpatho-
gene Viren. Die meisten Pflanzenviren gehdren zwar zur
Gruppe der RNA-Viren, da aber das molekularbiologische
Arbeiten mit RNA ungleich schwieriger ist als mit DNA,
wurde hauptsiachlich mit DNA-Viren experimentiert. Bis-
her sind erst zwei Klassen von pflanzenpathogenen DNA-
Viren bekannt, die als DNA-Vektoren verwendet werden
konnten: die Gemini- und die Caulimoviren!''"’, Das mit
Abstand am besten charakterisierte DNA-Virus, das zur
Klasse der Caulimoviren zdhlende ,,Cauliflower Mosaic
Virus* (CaMV), wurde schon zur Ubertragung von Gen-
material in Pflanzen benutzt! '?. Bei CaMYV ist es aber auf-
grund der besonderen Genomstruktur des Virus nur mog-
lich, sehr kleine, bis ca. 500 Nucleotide lange DNA-Stiicke
in das Virus-Genom zu integrieren. Zudem ist CaMV we-
gen des engen Wirtsbereichs (nur Pflanzen der Familie der
Brassicaceae) und der Tatsache, dal3 Virus-DNA nicht sta-
bil in das Pflanzen-Genom eingebaut wird, kein universel-
les Transformationssystem.

Zur Umgehung der bei vielen Arten immer noch schwie-
rigen Regeneration von Protoplasten wurde versucht,
DNA direkt in bestimmte Gewebe zu transferieren. So
wurde von mehreren Autoren beschrieben, dal nach Inku-
bation von Pollen mit Fremd-DNA und anschlieBender
Bestdubung von Pflanzen mit diesen Pollen transformierte
Nachkommen erhalten worden seien!''*''4, Allerdings
konnten diese Beobachtungen bisher nicht reproduziert
werden!''3),

Die Mikroinjektion von DNA in Zellkerne mit einer
sehr feinen Kaniile ist eine bewihrte Methode zur Genma-
nipulation in tierischen Zellen!''. Auch zur Transforma-
tion von Pflanzenzellen wurde diese Mikroinjektion ange-
wendet!"'"). 1n Anbetracht der sehr groBen pflanzlichen
Zellvakuole und des kleinen Zellkerns, in den die DNA
injiziert werden muB, ist diese apparativ aufwendige Me-
thode aber nicht sehr effizient.

Auch die Injektion von DNA in reproduktive Pflanzen-
organe wird praktiziert. Ein Durchbruch scheint hier
durch die Injektion von DNA in junge Infloreszenzen von
Roggenpflanzen gelungen zu sein!!'®. Nach Injektion eines
Resistenz-Gens gegen das pflanzentoxische Antibioticum
Kanamycin konnten zum ersten Mal resistente, transfor-
mierte Roggenpflanzen regeneriert werden.

4. Genexpression in Pflanzen
4.1. Regulationsbereiche pflanzlicher Gene

Die ersten erfolgreichen Versuche, fremde DNA mit
Hilfe des Ti-Plasmids in Pflanzen einzuschleusen, wurden
mit den bakteriellen Resistenz-Genen gegen die Antibio-
tica Streptomycin und Kanamycin durchgefiihrt!''*¥, Die
Gene wurden in die T-DNA inseriert und so in das Pflan-
zen-Genom eingeschleust. Eine Transkription konnte aller-
dings nicht festgestellt werden. Das gleiche wurde z.B.
auch bei einem Alkohol-Dehydrogenase-Gen aus Hefe!'”
und einem B-Globin-Gen!'?" aus Sidugetierzellen beobach-
tet: Die Gene wurden zwar integriert, waren aber in der
Pflanze nicht aktiv. Deshalb wurde vermutet, daB be-
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Transiations-

Translations-

. . Beginn startcodon stopcodon
5’-Bereich mRNA (ATG) (TAA) Polyadenylierungs-
~ signat (AATAA)
Ende mRNA  3-Bereich
Ex1 Int1 Ex2 Int2 Ex3
Pr——— - 4
Verstarker- Struktur-Gen
element (transkribierter Bereich}
{Organspezifitst, Promotor Terminatorbereich
Transkriptions- :’B'{‘d“"g RN?I_ (beendet Tran-
verstarkung) olymerase 11 an skription)
9 TATA-Box, Licht- °
regulation in
Callus)

Abb. 11. Schematischer Aufbau eines pflanzlichen Gens am Beispiel eines ssRubisco-Gens. Verstirker-, Promotor- und Terminator-
clemente regulieren die Expression des Struktur-Gens. Das gesamte Struktur-Gen wird transkribiert. Nach dem anschliefenden
Herausschneiden der Introns (Int) werden die als Exons (Ex) bezeichneten Bereiche zur fertigen mRNA zusammengesetzt. m nicht-
translatierte Bereiche der mRNA; W translatierte Bereiche der mRNA. Zur n3heren Erkldrung der hier verwendeten Begriffe wird

auf (124] verwiesen.

stimmte pflanzenspezifische Transkriptionssignale zur Gen-
aktivierung notwendig sind. Aus dem Studium tierischer
Systeme war schon einiges iiber den Aufbau funktioneller
eukaryontischer Gene bekannt!'??; Pflanzen-Gene zeigen
prinzipiell die gleiche Struktur!’?), Ein typisches Pflanzen-
Gen ist in Abbildung 11 dargestellt. Im nichttranskribier-
ten 5'-Bereich eukaryontischer Gene befindet sich eine als
Promotor bezeichnete DNA-Sequenz. An die Promotorse-
quenz, speziell an eine ca. 10 Bp lange, Adenin-Thymin-
reiche Region, die TATA-Box!"?*, bindet das Enzym RNA-
Polymerase 11, das die Synthese polyadenylierter eukary-
ontischer Transkripte (messenger-RNA) katalysiert. Pro-
motorsequenzen sind demnach fir die korrekte Initiation
des Transkriptionsvorgangs zustindig. Die Transkription
wird durch DNA-Sequenzen im 3’-Bereich, also am Ende
des Gens, beendet. Diese Terminatorsequenzen sind auf
bisher noch nicht genau geklidrte Weise am Abbruch der
Transkription und an der Anheftung der Poly-A-Sequen-
zen an die entstandenen RNA-Ketten (Polyadenylierung)
beteiligt!!*). Zur- Expression fremder Gene in Pflanzen
wurde daher versucht, Promotor- und Terminatorsequen-
zen von solchen Genen zu benutzen, von denen bekannt
war, daB} sie in allen Pflanzengeweben aktiv sind. Das be-
ste Gen hierfir war damals das Nopalin-Synthase-Gen aus
Agrobacterium tumefaciens. Es war isoliert”®, es hatte eu-
karyontische Promotor- und Terminatorsequenzen und es
wurde, wie aus Transformationsexperimenten mit Wild-
typ-Agrobakterien bekannt war, unter anderem auch in
pflanzlichem Callusgewebe exprimiert. Die Fusion der
Promotor- und Terminatorbereiche an das bakterielle Gen
der Chloramphenicol-Acetyltransferase (Resistenz gegen
Chloramphenicol) fithrte dann auch zur ersten Expression
eines zusammengesetzten fremden Gens in Pflanzenzel-
len!'?”), Zur Expression von Genen in Pflanzenzellen sind
also bestimmte Regulationsbereiche notwendig, die bei der
spiteren funktionellen Analyse pflanzlicher Gene immer
wieder gefunden wurden (Abb. 11).

In der folgenden Zeit wurde hauptsichlich daran gear-
beitet, Resistenz-Gene gegen pflanzentoxische Antibiotica
als selektierbare Marker in Pflanzen zu exprimieren, um
transformierte und nichttransformierte Pflanzenzellen un-
terscheiden zu kénnen. Es gelang, unter der Kontrolle der
Nopalin-Synthase-Regulationssequenzen, bakterielle Resi-
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stenz-Gene gegen Kanamycin 3, Hygromycin und Metho-
trexat in calldsem Pflanzengewebe zu exprimieren!'?®!, Da-
bei beruht z.B. die Resistenz gegen Kanamycin auf einer
Phosphorylierung und damit einer Inaktivierung des Anti-
bioticums durch die Expression des transferierten Gens
der Neomycin-Phosphotransferase (Abb. 12).

H, CNH,,
HO
HO NH,
7 HO o
HO NH,
0
0 CH,OH
HO OH
3 NH,

Abb. 12. Chemische Struktur des pflanzentoxischen Antibioticums Kanamy-
cin 3 [129]) Die mit einem Pfeil gekennzeichnete OH-Gruppe wird durch das
Enzym Neomycin-Phosphotransferase phosphoryliert. Dies fiihrt zur Inakti-
vierung des Antibioticums.

4.2, Differentielle Genexpression

Nachdem nun bewiesen war, daBB fremde Gene in das
Pflanzen-Genom eingeschleust und auch exprimiert wer-
den kdnnen, wurde begonnen, komplexere Regulationsme-
chanismen pflanzlicher Gene auf molekularer Ebene zu
untersuchen. Zu diesem Zweck mufiten aber erst die inte-
grativen und binédren Vektorsysteme entwickelt werden, bei
denen die Ti-Plasmid-codierten Tumor-Gene deletiert wa-
ren (siche Abschnitt 3.1.3). Erst mit diesen Systemen war
es mdglich, nach der Transformation normal differenzierte
Pflanzen zu regenerieren.

Zwei entwicklungsbiologische Phinomene werden der-
zeit besonders intensiv untersucht, da ihre Parameter rela-
tiv leicht zu definieren sind: zum einen die lichtspezifische
und zum anderen die organspezifische Aktivierung be-
stimmter Gene.

Die lichtinduzierte Genexpression wird hauptsichlich
an den Genen untersucht, die fiir die kleine Untereinheit
der Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase (ssRubisco)
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und fiir das Chlorophyll-a/b-bindende Protein (CAB) co-
dieren. Rubisco und CAB sind Schliisselenzyme bei der
CO,-Fixierung bzw. bei der Photosynthese der Pflan-
zen!?%,

Auch die organspezifische Genexpression wird an den
erwihnten Genen untersucht, die, neben ihrer lichtabhin-
gigen Expression, nur in Chloroplasten enthaltenden Ge-
weben (z. B. Blatt und Stengel) aktiviert werden. Eine an-
dere wichtige Klasse der spezifisch exprimierten Gene co-
diert fiir die erndhrungsphysiologisch wichtigen Speicher-
proteine''L So sind z.B. die Zein-Gene des Mais (Zea
mays) oder die Legumin-Gene der Erbse (Pisum sativum)
nur in Samen aktiv, in anderen Organen wie Blatt oder
Wurzel jedoch nicht.

Im folgenden sollen einige grundlegende Versuchsan-
sitze zur Erforschung von Genregulationsmechanismen
mit DNA-Transfermethoden am Beispiel von ssRubisco
beschrieben werden.

Das Enzym Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase
macht ca. 50% des léslichen Pflanzenproteins aus und ist
somit das héufigste auf der Erde vorkommende Protein. Es
setzt sich aus acht identischen groflen Untereinheiten (M,
56000 Dalton, LS-Rubisco) und acht identischen kleinen
Untereinheiten (M, 14000 Dalton, ssRubisco) zusammen.
Wihrend das Gen der groBen Untereinheit im Chloropla-
sten-Genom lokalisiert ist, wird die kleine Untereinheit
vom Zellkern codiert. Die ssRubisco-Untereinheiten wer-
den im Cytosol gebildet und gelangen nach proteolytischer
Abspaltung eines etwa 6000 Dalton groB8en Transit-Pepti-
des in das Stroma der Chloroplasten. Hier lagern sie sich
mit den in den Chloroplasten gebildeten LS-Rubisco-Un-
tereinheiten zum funktionellen Holoenzym zusammen.

Das Enzym Rubisco kann nur im Gewebe belichteter
Pflanzen nachgewiesen werden; im Dunkeln hért die Syn-
these des Enzyms nach kurzer Zeit auf''*?, Da bei den ins
Dunkle gebrachten Pflanzen keine Rubisco-spezifische
mRNA mehr nachgewiesen werden kann, wird die Genak-
tivitdt auf der Ebene der Transkription reguliert!"**. Zur
Transkription eines Gens ist die Bindung der RNA-Poly-
merase II an die entsprechende Promotorsequenz nétig.
Deshalb wurde vermutet, daBl in diesem Promotorbereich
eine spezifische Sequenz existiert, die in irgendeiner Weise
mit der lichtabhidngigen Expression zusammenhiingt. An
diese Sequenz kénnten z. B. Faktoren binden, die eine Bin-
dung der Polymerase an die DNA begiinstigen oder inhi-
bieren!'*¥, Eine Moglichkeit, diese Hypothese zu untersu-
chen, besteht darin, solche DNA-Bereiche zu isolieren und
mit Strukturbereichen geeigneter Marker-Gene zu fusio-
nieren. Die differentielle Expression dieser chimédren Gene
konnte dann in transgenen Pflanzen untersucht werden.
Zu diesem Zweck wurde ein direkt vor der Transkriptions-
startstelle eines ssRubisco-Gens liegender, ca. 1000 Nucle-
otide langer Bereich dem Gen der bakteriellen Chloram-
phenicol-Acetyltransferase vorgeschaltet. Die Expression
dieser Konstruktion wurde in transformierten Tabakzellen
lichtabhéngig reguliert und schien damit die oben ge-
nannte Hypothese zu bestitigen!"**l, Mittlerweile konnte
durch dhnliche Versuche gezeigt werden, daB ein nur 33
Basenpaare langer DNA-Bereich fiir die lichtspezifische
Regulation eines ssRubisco-Gens in Callusgewebe aus-
reicht!®. Durch diesen Bereich konnte aber keine normal
starke Expression des Gens erreicht werden; die Genakti-
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vitdt war um ein Vielfaches geringer. Daraufhin wurde ein
weiteres ,,Verstirkerelement (siche Abb. 11) von ca. 250
Bp Linge entdeckt, das - unabhéngig von seiner Orientie-
rung - die Aktivitit eines sonst konstitutiv wirkenden Pro-
motors lichtabhiingig verstirkte!'*").

Die bisher isolierten pflanzenspezifischen Promotoren
kénnen in drei Kategorien eingeteilt werden: lichtabhin-
gige Promotoren, gewebespezifisch regulierte Promotoren
wie diejenigen der Samenspeicherprotein-Gene aus Mais,
Weizen, etc.,, sowie Promotoren konstitutiv exprimierter
Gene. Die Expressionshohe transferierter Gene ist in
transgenen, d.h. transformierten Pflanzen meist geringer
als in den Pflanzen, aus denen die Gene isoliert wur-
den!™". Deshalb sucht man speziell nach Promotoren von
Genen, die an sich schon sehr hoch exprimiert werden. Ei-
ner der stirksten Promotoren, der bisher in Versuchen zur
Pflanzentransformation eingesetzt wurde, ist viralen Ur-
sprungs. Es ist der konstitutiv wirkende Promotor des 35S-
Transkripts des pflanzenpathogenen Cauliflower-Mosaic-
Virus, von dem berichtet wurde, er sei ungefihr 30mal stér-
ker als der Nopalin-Synthase-Promotor!'**, Auf der Suche
nach weiteren induzierbaren Genen wurden noch durch
Hitze!"*%", Dunkelheit!"*” und Nitrat induzierbare!'*"! Gen-
sequenzen isoliert.

Promotoren dikotyler Pflanzen scheinen die Expression
eines Gens in anderen dikotylen Pflanzen korrekt zu regu-
lieren. So wurde, neben vielen anderen Beispielen, ein or-
ganspezifisch exprimiertes Samenspeicherprotein-Gen aus
der Sojabohne nach dem Transfer in Tabakpflanzen exakt
nach dem gleichen zeitlichen und gewebespezifischen Mu-
ster exprimiert wie in der Sojabohne!'4Z.

Uber die Funktion von Promotoren monokotyler Pflan-
zen in dikotylen Spezies gibt es hingegen sehr wider-
spriichliche Aussagen. Ein CAB-Gen aus Weizen wurde in
Tabakpflanzen korrekt transkribiert!'*, wihrend ein ss-
Rubisco-Gen aus Weizen in Tabak nicht aktiv war!'*,

Neben der Stiarke eines Promotors spielen noch andere
Faktoren fiir die Expressionshohe eines transferierten
Gens eine wichtige Rolle. So wird beim Gentransfer oft-
mals nicht nur eine einzige Genkopie in das Pflanzen-Ge-
nom integriert; es konnten schon mehr als fiinf Kopien ei-
nes transferierten Gens im Genom transgener Pflanzen
nachgewiesen werden!"*’. Aber selbst bei Beriicksichti-
gung der unterschiedlichen Genkopienzahl wird eine
groBe Variabilitit in der Expression bei den transgenen
Pflanzen eines Transformationsexperimentes beobachtet.
Dieses Phinomen wird meist mit dem Positionseffekt er-
klirt"*%). Bei den Integrationsstellen von transferierter
DNA im Pflanzen-Genom ergaben sich bisher beziiglich
der Nucleotidsequenz noch keine offensichtlichen Ge-
meinsamkeiten; diese Stellen scheinen vollkommen zufil-
lig zu sein!'*®., Deshalb kann es vorkommen, daB Gene in
mehr oder weniger stark transkribierte DNA-Bereiche in-
tegrieren und dadurch unterschiedlich stark exprimiert
werden. Wegen dieser Variabilitit in der Expressionshéhe
ein und derselben Genkonstruktion miissen aus einer An-
zahl transgener Pflanzen eines Transformationsversuchs
diejenigen ausgew#hlt werden, welche die gewiinschte Ei-
genschaft im erforderlichen MaBe ausprigen. Ist ein Gen
allerdings erst einmal in das Pflanzen-Genom eingebaut,
wird es nach den Mendelschen Gesetzen stabil von Gene-
ration zu Generation weitergegeben!'*7..
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5. Ziele der angewandten Gentechnik mit Pflanzen

Einige der wichtigsten Ziele der Gentechnik mit Pflan-
zen sind in Tabelle 4 zusammengestellt. Die erwidhnten
Ziele sind lediglich Beispiele, die ausgewihlt wurden, um
die vielfachen Maoglichkeiten des Gentransfers auf Pflan-
zen zu verdeutlichen. Vollstindigkeit wurde nicht ange-
strebt.

Tabelle 4. Gentechnik mit Pflanzen - migliche Anwendungen.

. Resistenzerzeugung gegen

Herbizide

Viruserkrankungen

pilzliche Erkrankungen

Schadlinge

Mikroorganismen

StreBbedingungen
2. Beeinflussung pflanzlicher Inhaltsstoffe
Verdnderung der Aminosiurezusammensetzung oder des Proteingehalts
Verinderung der Zusammensetzung pflanzlicher Ole, Kohlenhydrate oder
Metabolite
Beeinflussung von Inhaltsstoffen, die fiir Verarbeitung, Lagerung oder
Transport von Bedeutung sind

3. Beeinflussung pflanzenphysiologischer Vorgange
Beeinflussung der Photosynthese und/oder Photorespiration

4. Beeinflussung der Stickstoffixierung

5. Gentechnik als Hilfsmittel far die Pflanzenziichtung
Diagnose von Krankheiten
Gen- und Genotypencharakterisierung

5.1. Erzeugung resistenter Pflanzen

5.1.1. Herbizidresistenz

Der Anbau von Pflanzen, die eine Resistenz gegen Her-
bizide aufweisen, gehort seit langem zur landwirtschaftli-
chen Praxis, da ,selektive Herbizide* breite Anwendung
finden. Diese Herbizide werden in bestimmten Kultur-
pflanzen metabolisch so verindert (z. B. durch Hydroxylie-
rung, Konjugation mit Kohlenhydraten oder Glutathion,
Desmethylierung), daB die herbizide Wirkung verloren
geht. Beispiele hierfiir sind Mais mit Resistenz gegen Atra-
zin!"*®, Weizen mit Resistenz gegen Diclofop-Methyl!*%,
Zuckerriiben mit Resistenz gegen Phenmedipham!">" oder
Getreidearten mit Resistenz gegen Chlorsulfuron. Die ge-
nannten Kulturen haben folglich eine physiologisch be-
dingte, natiirliche Herbizidresistenz, die vom Landwirt
ausgenutzt wird.

Haufig ist beim landwirtschaftlichen Anbau die Anwen-
dung mehrerer Herbizide oder die Verwendung von Herbi-
zidmischungen erforderlich, da nur so alle auftretenden
Unkriuter bekdmpft werden kénnen. Bei Einfithrung einer
Resistenz gegen ein nichtselektives Herbizid kann wahr-
scheinlich auf die Anwendung mehrerer Herbizide verzich-
tet werden.

Pflanzen mit einer Resistenz gegen nichtselektive Herbi-
zide werden voraussichtlich zu den ersten landwirtschaft-
lich nutzbaren Ergebnissen der Gentechnik mit Pflanzen
gehoren. Bei den meisten modernen Herbiziden ist der
Wirkort bekannt und biochemisch charakterisiert. Dies ist
in der Regel die Voraussetzung fiir die Entwicklung von
Strategien zur Erzeugung herbizidresistenter Pflanzen mit
der Gentechnik. Dieses Ziel erscheint in mehreren Fillen
durch die Ubertragung nur eines Gens oder weniger Gene
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erreichbar. Weitere Griinde fiir die intensive Bearbeitung
der Herbizidresistenz sind in den Vorteilen zu suchen, die
resistente Pflanzen dem Landwirt bieten:

Bei Anbau resistenter Kulturen wird eine vorbeugende
Herbizidanwendung tiberfliissig. Der Landwirt hat nun die
Méglichkeit, das Herbizid erst bei Bedarf einzusetzen,
namlich nur dann, wenn die Verunkrautung ein ertrigli-
ches Mag iibersteigt. Dies steht im Gegensatz zu der jetzt
meist iiblichen Praxis, bei der auf eine vorbeugende Herbi-
zidanwendung nicht verzichtet werden kann.

Auch die Bodenerosion kann bei Verwendung herbizid-
resistenter Pflanzen herabgesetzt werden, denn durch den
nun moglichen spiteren Herbizideinsatz 1iBt sich das Auf-
treten freiliegender Flichen verhindern. Es sei erwihnt,
daB herbizidresistente Kulturen auch fiir das Direktsaat-
verfahren!'*" gut geeignet sind. Wegen der moglichen An-
wendung von Herbiziden nach dem Schadschwellenkon-
zept und des Ersatzes mehrerer verschiedener Herbizide
durch ein nichtselektives Herbizid ist ldngerfristig zu er-
warten, daB durch herbizidresistente Kulturen der Gesamt-
verbrauch an Herbiziden vermindert wird. Hierin ist auch,
neben der vereinfachten Anwendung, der wirtschaftliche
Vorteil fiir den Landwirt zu sehen.

Auch durch Methoden der Kklassischen Zellbiologie
(siche Abschnitt 2.3) kénnen herbizidresistente Pflanzen
erhalten werden. Der Zusatz eines Herbizids zum Medium
pflanzlicher Zellkulturen erméglicht die Selektion resisten-
ter Calli, aus denen spater herbizidresistente Pflanzen ge-
wonnen werden konnen!'*>'>3, Am Beispiel einiger neue-
rer Herbizide sollen Méglichkeiten zur Gewinnung herbi-
zidresistenter Pflanzen durch Zellbiologie und Gentechnik
diskutiert werden (Tabelle 5).

Tabelle 5. Beispiele einiger Herbizide, gegen die eine Resistenz in pflanzli-
chen Zellen erzeugt wurde.

_~_-COOCH, oH
I g N ? i
\\\’)\SOZ—NH-'E-—NH-—{’/ Y (HO),P—CH, ~NH-CH,~COOH
¢ N
CHs s
PO 7
‘*N’E\%N\&O PGy ~CH,~CH=CO0H
N—E=CH(CH3), on NHy
5 H.C 7
Herbizid Wirkstoff- Wirkort oder Lit.
klasse Wirkmechanismus
4 Sulfometuron- Sulfonyl- Hemmung der Aceto- [154, 156]
methyl harnstoff lactat-Synthetase, da-
durch  Verhinderung
der Biosynthese ver-
zweigter Aminosduren
§ Imazapyr Dihydro- wie bei 4 [155, 157}
imidazolon

6 Glyphosate Aminosiure- Hemmung der 5-Enol-  [153, 159,
Derivat pyruvylshikimissure-3-  161)
phosphat-Synthase, da-
durch  Verhinderung
der Biosynthese aro-
matischer Aminosiu-
ren
7 Phosphino- Aminosiure- Hemmung der Glut- [160, 162]
thricin Derivat amin-Synthetase, da-
(Glufosinate) durch Anstieg der in-
trazelluldren Ammoni-
akkonzentration und
Hemmung der Protein-
biosynthese
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Relativ neue Herbizide stammen aus den Verbindungs-
klassen der Sulfonylharnstoffe und Dihydroimidazolone.
Diese Herbizide wirken durch Hemmung des Enzyms Ace-
tolactat-Synthetase, das an der Biosynthese der verzweig-
ten Aminosduren Leucin, Isoleucin und Valin in Pflanzen
beteiligt ist!'>* '5*.. Bei den Sulfonylharnstoffen Chlorsulfu-
ron und Sulfometuron-methyl konnten durch Selektion ge-
gen diese Herbizide resistente Pflanzen erhalten wer-
den'*®). Auch bei den Dihydroimidazolonen gelang die Se-
lektion resistenter Pflanzen!'*”) die wegen des gemeinsa-
men Wirkortes auch Kreuzresistenz gegen Sulfonylharn-
stoffe aufweisen.

In beiden Fillen scheint die Ursache der Resistenz ent-
weder eine Uberproduktion des Enzyms oder eine Muta-
tion des Gens zu sein. Beide Moglichkeiten konnen mit der
Gentechnik nach Isolierung des Gens der Acetolactat-Syn-
thetase leicht iiberpriift und nachvollzogen werden.

Uber die Gentechnik kdnnen folgende Wege zu herbi-
zidresistenten Pflanzen fithren (Wirkort ist in diesen Fillen
ein Enzym):

- Verinderung des Wirkortes durch Mutation (z. B. Gly-
phosate!'*");

- Erhéhung der Konzentration des Wirkortes (z. B. Gly-
phosate!'s®), Phosphinothricin!'*™);

- Einfilhrung metabolisierender Enzyme.

Zur Auswahl der giinstigsten Strategie sind genaue
Kenntnisse {iber den Wirkort und das Abbauverhalten des
Herbizids notwendig. Meistens konnen mehrere der ange-
gebenen Wege zur Erzeugung einer Herbizidresistenz fiih-
ren.

Das Herbizid Glyphosate verhindert in pflanzlichen Zel-
len die Synthese aromatischer Aminosiuren durch Hem-
mung des Enzyms 5-Enolpyruvylshikimisgdure-3-phosphat-
Synthase (EPSP-Synthase)!'®"\. Glyphosate ist eines der am
weitesten verbreiteten nichtselektiven Herbizide. Resi-
stente pflanziiche Zelikulturen konnten durch Selektion in
Anwesenheit von Glyphosate erhalten werden. Ursache
der Resistenz ist eine Erhohung der Konzentration des
Wirkorts, die auf einer Zunahme der Genzahl (Genampli-
fikation) beruht!"*?, Bei der gentechnischen Erzeugung to-
leranter Pflanzen wurde eine dhnliche Strategie verfolgt.
Das Gen der EPSP-Synthase, des Wirkortes, konnte aus
Zellkulturen von Petunia hybrida isoliert werden. Die
verstirkte Bildung des Enzyms in Pflanzen wurde durch
den Austausch des Promotors des Gens der EPSP-Syn-
thase gegen den konstitutiv wirkenden 35S-Promotor des
Cauliflower-Mosaic-Virus (Abschnitt 4.2) erreicht. Nach
Wiedereinfiihrung dieser Hybridkonstruktion in Petunien-
zellen konnte eine um das 40fache erh6hte Enzymaktivitit
in Pflanzencalli nachgewiesen werden, die als Ursache der
zu beobachtenden Toleranz angesehen wurde!’*®. Aus die-
sen Calli konnten tolerante Pflanzen erhalten werden.

Auch iiber Mutanten mit verindertem Wirkort fiir das
Herbizid Glyphosate lassen sich tolerante Pflanzen erhal-
ten. Nach Mutagenese von Salmonella typhimurium konnte
ein Stamm gewonnen werden, dessen EPSP-Synthase un-
empfindlich gegen Glyphosate war. Die Resistenz beruhte
auf dem Austausch einer der insgesamt 421 Aminosiuren
des Enzyms aus Salmonella"'**. Das mutierte Struktur-Gen
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wurde isoliert, mit Regulationselementen versehen, die in
Pflanzen erkannt werden, und anschlieBend in das Genom
von Tabakpflanzen eingebaut. Mit diesem aus Bakterien
stammenden Resistenz-Gen gelang es ebenfalls, tolerante
Pflanzen gegen Glyphosate zu erhalten!'®,

Als letztes Beispiel soll auf das Herbizid Phosphinothri-
cin eingegangen werden!'®?, das die Metabolisierung von
Ammonium-Ionen in pflanzlichen Zellen durch Hemmung
des Enzyms Glutamin-Synthetase verhindert. Dieses En-
zym katalysiert die Reaktion

Glutamat + NHE + ATP — Glutamin + H,0 + ADP + P,

Auch hier konnten resistente Zellkulturen erhalten werden.
Als Ursache der Resistenz wurde eine Genamplifikation
und dementsprechend eine erhohte Konzentration des En-
zyms Glutamin-Synthetase (Wirkort des Herbizids) festge-
stellt!'®). Eine solche resistente Zellinie diente wegen der
erhohten Kopienzahl des Gens als Ausgangspunkt fiir die
Isolierung des Gens der Glutamin-Synthetase aus Luzer-
ne'®), Kirzlich gelang die Expression des Gens einer
pflanzlichen Glutamin-Synthetase in einer E.-coli-Mutan-
te, die iiber keine eigene Glutamin-Synthetase mehr ver-
fiigte!'®el.

5.1.2. Virusresistenz

Bei der gentechnischen Erzeugung virusresistenter
Pflanzen konnten kiirzlich beachtliche Erfolge erzielt wer-
den. Ausgangspunkt war die seit langem bekannte Beob-
achtung, daB Pflanzen nach einer Infektion mit einem
schwach pathogenen Virus keine Befallsymptome mehr
entwickeln, wenn sie anschlieBend mit einem virulenten
Stamm infiziert werden. Teilweise wird diese Eigenschaft
bei der Anzucht von Tomaten oder Kartoffeln genutzt. Der
molekulare Mechanismus einer solchen ,,Kreuzresistenz*
ist bisher noch nicht aufgeklirt; mehrere teilweise kontro-
verse Theorien warten noch auf experimentelle Bestiti-
gung. Ausgehend von der Uberlegung, daB eine Kreuzresi-
stenz moglicherweise auch durch Expression einzelner
Gene ecines Virus erzeugt werden kann, transferierten
Beachy et al.'"*"! das Gen fiir das Hiillprotein des Tabak-
mosaikvirus (TMV) mit Agrobacterium tumefaciens auf Ta-
bakpflanzen. Tatséchlich wies ein hoher Prozentsatz der
transformierten Pflanzen, die nun das Hiillprotein des Vi-
rus bilden, nach einer kiinstlichen Infektion mit TMV
keine Symptome auf. Im Gegensatz dazu war bei allen
Kontrollpflanzen nach drei bis vier Tagen eine deutliche
Infektion zu erkennen.

Dieser sehr wichtige Erfolg bei der Erzeugung virusresi-
stenter Pflanzen ermdglicht gezielte Untersuchungen zum
Phanomen der Kreuzresistenz, da offensichtlich dazu le-
diglich die Expression eines einzelnen Gens notwendig ist,
und er6ffnet die Mdglichkeit, virusresistentes Saatgut her-
zustellen.

Moglicherweise hidngt die ,jinduzierte Resistenz** auch
mit der Bildung von ,Pathogen Related Proteins* (PR-
Proteins) zusammen. Mehrere Pflanzen bilden nach Infek-
tion mit Viren, Viroiden, Bakterien oder Pilzen bestimmte
Proteine, deren Auftreten mit der Bildung einer Resistenz
gegen weitere Infektionen korreliert werden kann!'*®, Die
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Konzentration der PR-Proteine steigt bei Beginn einer In-
fektion bis zum 100fachen des Ausgangswertes!'**'7"; sie
treten vorwiegend extrazeliuldr auf und sind weitgehend
proteaseresistent. Durch Kreuzung verschiedener Tabak-
sorten, die nach Induktion mit einem Pathogen das gleiche
PR-Protein bilden, konnten Hybriden erhalten werden, die
konstitutiv dieses PR-Protein bilden. Diese Hybriden zeig-
ten eine deutlich erhdhte Resistenz gegen Virusinfektio-
nen'”". Weitere Untersuchungen zu den bisher noch unbe-
kannten Funktionen dieser Proteine versprechen ein besse-
res Verstindnis der Resistenzmechanismen bei Pflanzen.

Da Gensequenzen einiger dieser Proteine bereits klo-
niert sind''’%, erscheint auch die praktische Nutzung dieser
Resistenzmechanismen in absehbarer Zukunft méglich.
Auch die Untersuchung der Promotoren der PR-Protein-
Gene erofTnet zahlreiche wissenschaftliche und praktische
Maéglichkeiten, da sie durch eine Infektion induziert wer-
den und die PR-Proteine (es sind bis zu zehn identifiziert
worden) hochstwahrscheinlich unterschiedliche Promoto-
ren aufweisen. Die Uberexpression einiger dieser Proteine
konnte spezifische Schutzmechanismen aktivieren.

5.1.3. Resistenz gegen pilzliche Erkrankungen und
Mikroorganismen

Die durch Pflanzenkrankheiten verursachten Schiden
sind auch heute trotz des Einsatzes von Pflanzenschutzmit-
teln noch sehr hoch. Fiir 1976 wurde der weltweite Ernte-
verlust durch Krankheiten - im wesentlichen Pilzerkran-
kungen - auf 50 Milliarden US-Dollar geschitzt!'’?, Ahn-
lich wie bei den meisten der vorherigen Beispiele kann die
gentechnische Ausprégung von Resistenzen gegen Krank-
heiten auf der Ausnutzung natiirlicher Abwehrmechanis-
men beruhen, die entweder verstirkt oder via Gentechnik
zwischen bisher nicht kreuzbaren Pflanzen iibertragen wer-
den. Ahnlich wie bei Virusinfektionen tritt auch bei Pilz-
und Bakterieninfektionen eine ,,induzierte Resistenz* auf,
deren Ursache noch nicht geklart werden konnte!'™),
Pflanzen verfligen liber mehrere unterschiedliche Abwehr-
mechanismen gegen Infektionen:

- Erhéhte Ligninbildung an der Zellwand und dadurch
besserer Schutz gegen Eindringlinge;

- Bildung von Hydrolasen, deren Funktion die Auflésung
von Polysacchariden in der Zellwand eindringender
Pilze sein kann;

- Bildung niedermolekularer, sekundirer Stoffwechsel-
produkte, die toxisch fiir infizierende Organismen sein
koénnen;

- Bildung von ,,Hydroxyprolin Rich Proteins* unbekann-
ter Funktion, die in der Zellwand von Pflanzen auftreten
und deren Konzentration nach einer Infektion stark an-
steigen kann;

- Bildung infektionsspezifischer Proteine ungeklirter
Funktion, die wahrscheinlich bei der Abwehr von Infek-
tionen eine wichtige Rolle spielen!"*.

Fiir die gentechnische Erzeugung von Resistenzen gegen
Pilze oder Mikroorganismen bieten sich folgende Ansitze
an, die in mehreren Laboratorien gepriift werden:

1. Die Induktoren und die Mechanismen, die zur Auspri-
gung der Abwehrreaktionen bei Pflanzen erforderlich sind,
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miissen aufgeklidrt werden. Es lieBen sich bereits mehrere
Ausléser fiir Abwehrreaktionen (Elicitoren) identifizieren.
AuBerdem gelang es, die Gene wichtiger Proteine, deren
Expression bei einer Infektion stark ansteigt, zu charakte-
risieren!'”> 179,

2. Zahlreiche Pflanzen enthalten das Enzym Chitinase,
dessen Aktivitit bei einem Pilzbefall stark ansteigt!'’’\.
Chitin (Poly-N-acetyl-D-glucosamin) tritt in pflanzlichen
Zellen nicht auf, ist aber ein wichtiger Bestandteil der Zell-
wand von Pilzen. Es wird daher angenommen, da3 die bei
einer Infektion gebildete Chitinase die Funktion hat, pilzli-
che Zellwinde zu hydrolysieren und damit einen Pilzbefall
abzuwehren. Mehrere Chitinase-Gene konnten bereits iso-
liert werden!"’®. Der nichste Schritt wire nun, gentech-
nisch eine verstirkte Bildung der Chitinase bei Pilzbefall
Zu erzeugen.

3. Oftmals kommen in wildlebenden Verwandten unserer
Kulturpflanzen wichtige Resistenz-Gene vor. Nicht in al-
len Fillen konnen diese Resistenz-Gene (iber Kreuzungs-
experimente in Kulturpflanzen iibertragen werden. Hier
konnte die Gentechnik zu einem wichtigen Werkzeug fiir
den Ziichter werden. Ein Beispiel ist das Auftreten von
Rost in Soja (Glycine max), der durch Phakospora pachy-
rhizi verursacht wird und hohe Verluste erzeugen kann.
Resistenz-Gene sind in entsprechendem Zuchtmaterial
nicht gefunden worden. In anderen Arten der Gattung Gly-
cine sind allerdings Resistenz-Gene vorhanden, deren gen-
technische Ubertragung auf Soja einen erheblichen wirt-
schaftlichen Nutzen bedeuten wiirde!'”!.

4. Bei einigen pflanzenpathogenen Organismen wurde
festgestellt, da nahe verwandte Stimme hiufig keine In-
fektion in Pflanzen mehr verursachen kénnen. Da bei Mi-
kroorganismen molekularbiologische Untersuchungen
leichter durchzufiihren sind als bei Pflanzen, wird vielfach
auch versucht, die Gene zu charakterisieren, die fiir die
,»Erkennung" der anfilligen Wirtspflanzen und fiir den Be-
ginn der pflanzenpathogenen Reaktion zustindig
sind!"®*'¥"), Wenn diese Mechanismen verstanden werden,
lassen sich im Gegenzug weitere gentechnische Strategien
entwerfen, um eine Resistenz gegen diese Pathogene her-
vorzurufen.

5.1.4. Resistenz gegen Schidlinge

Ahnlich wie bei den bisher diskutierten Beispielen wird
vermutet, daBl Pflanzen auch Abwehrmechanismen gegen
Insekten entwickelt haben; wahrscheinlich sind Bruch-
stiicke der Zellwand (Oligosaccharide) die ausldsenden
Faktoren!'7%%2, Ein méglicher Abwehrmechanismus ge-
gen tierische Schidlinge besteht in der Bildung von Protea-
se-Inhibitoren als Reaktion auf Verletzungen der Pflan-
zen!'®2. Diese Inhibitoren sind Proteine und wirken als po-
tente Hemmstoffe fiir Serin-Proteasen, die am Verdau-
ungsprozef von Insekten beteiligt sind''®”; die Inhibitoren
konnten daher eine FraBhemmung hervorrufen. Da es sich
um Proteine handelt, ermoglicht die Gentechnik durch
Uberexpression der entsprechenden Gene eine verstirkte
Bildung dieser Inhibitoren, méglicherweise spezifisch in
Blittern oder Friichten. Die Genstruktur und -sequenz ei-
nes solchen Inhibitors wurde kiirzlich verdffentlicht!'®*.

Die Ubertragung von Genen fiir insektentoxische Pro-
teine bietet eine weitere Moglichkeit zur gentechnischen
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Erzeugung insektenresistenter Pflanzen. Ein Beispiel fiir
ein solches Protein ist das Toxin aus Bacillus thuringiensis.
Bakterien, die dieses Toxin produzieren, werden seit Jahr-
zehnten zur biologischen Bekimpfung bestimmter Raupen
eingesetzt. Allerdings fanden die Bakterien keine breite
Anwendung, weil sie langsamer als chemische Pflanzen-
schutzmittel wirken. Kiirzlich gelang es, das entsprechende
Gen zu isolieren und in Tabakpflanzen einzubauen!'®%,
Uber die Insektenresistenz einer derart verinderten
Pflanze 148t sich noch nichts aussagen. Eine wirksame Ab-
wehr kann z. B. auch in der Bildung niedermolekularer
Substanzen bestehen, deren Konzentration bei mechani-
scher Schidigung oder bei Insektenbefall stark zunimmt
und die zumindest fraBhemmend wirken!'”>- #1587 Diese
Verbindungen kdnnen den unterschiedlichsten chemischen
Klassen angehéren und sind hiufig sekundire Stoffwech-
selprodukte: Phytoalexine, Tannine und sogar Substanzen,
die bei Insekten eine Hormon- oder Signalwirkung aus-
iiben (Ecdyson, Pheromone und Analoga des fiir die Ent-
wicklung von Insekten wichtigen Juvenilhormons). Die
gentechnische Ausnutzung dieser Abwehrstrategie er-
scheint problematisch, da einerseits an der Biosynthese
dieser Verbindungen zahlreiche Enzyme (und Gene) betei-
ligt sind und andererseits die Verbindungen hiufig auch
unangenehme Nebenwirkungen fiir den Menschen aufwei-
sen.

5.1.5. Strefresistenz

Viele Umweltfaktoren wirken streBerzeugend auf Pflan-
zen: Hitze, Trockenheit, Staunisse, hoher Salzgehalt des
Bodens usw. Als Abwehr gegen diese StreBbedingungen
leitet die Pflanze Gegenreaktionen ein, deren Bedeutung
noch nicht vollstindig erkannt ist. Beispielsweise werden
als Antwort auf einen Hitzeschock unter anderem Proteine
synthetisiert, deren genaue Funktion man noch nicht
kennt. Sie sind aber sicher an der Bildung eines Schutzme-
chanismus beteiligt und werden teilweise zu den Chloro-
plasten transportiert!"®! und dort inkorporiert.

Unter anderen StreBbedingungen bilden sich hiufig die
gleichen Proteine wie unter den Bedingungen des Hitze-
schocks, allerdings in geringerem AusmaB!'®®, Oft treten
auch streBbedingte Schwankungen des Aminosiuregehalts
auf; so kann der Prolingehalt in Pflanzen stark zuneh-
men!'®),

Der gentechnische Ansatz zur Erh6hung der StreBresi-
stenz konnte in der Identifizierung und Isolierung der
wichtigsten am Schutz vor StreBbedingungen beteiligten
Gene liegen, die anschlieBend von resistenten auf emp-
findliche Pflanzen iibertragen werden.

5.2. Beeinflussung pflanzlicher Inhaltsstoffe

Mehrere Beispiele, die in Abschnitt 5.1 unter dem Ge-
sichtspunkt einer Resistenzerzeugung diskutiert wurden,
betreffen bereits die verstirkte Bildung pflanzlicher In-
haltsstoffe. Es sollen nun weitere Méglichkeiten zur ,,Ver-
besserung* der Eigenschaften eines Erntegutes erwihnt
werden. Unter anderem lassen sich durch die Gentechnik
sowohl die Gewinnung und Verarbeitung von Nahrungs-
mitteln als auch die Erzeugung pflanzlicher Rohstoffe fiir
die Industrie beeinflussen.
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Die Samen von Getreide- und Gemiisepflanzen sind
auch wegen des hohen Protein- und Aminosduregehaltes
ein wichtiger Faktor fiir die Erndhrung von Mensch und
Tier. Die Zusammensetzung der Inhaltsstoffe dieser wich-
tigen Nahrungsquelle entspricht allerdings nicht immer
den Bediirfnissen, da hiufig essentielle Aminosduren nicht
in den notwendigen Anteilen vorhanden sind. Mais enthalt
z.B. nur wenig Lysin und Tryptophan. Aus diesem Grund
wird bei Verwendung von Mais als Tierfutter in der Regel
Sojamehl zugesetzt, das wiederum defizient an der Amino-
sdure Methionin ist. Eine ldngerfristige Aufgabe der Gen-
technik konnte es nun sein, den Aminosduregehalt der
Speicherproteine wichtiger Pflanzen so zu veridndern, daB
eine ausgewogene Zusammensetzung entsteht. Uber die
klassische Ziichtung konnten bei Mais bereits Sorten ent-
wickelt werden, die einen hoheren Lysingehalt aufweisen.
Allerdings waren damit unerwiinschte Merkmale wie ge-
ringer Ertrag, geringer Proteingehalt oder Anfilligkeit ge-
gen Krankheiten verbunden!"’!l Die gentechnische Bear-
beitung eines solchen Projektes ist nicht leicht, da die Spei-
cherproteine in der Regel durch umfangreiche Genfami-
lien codiert werden. Die verstiarkte Expression eines ein-
zelnen Gens diirfte daher kaum einen nennenswerten Bei-
trag zum gesamten Aminosduregehalt leisten. Hier gilt es
nun, entweder iiber die Gentechnik den Stoffwechsel im
Samen so zu beeinflussen, dal der Gehalt an einer be-
stimmten freien Aminosiure stark zunimmt, oder mehrere,
giinstig verinderte Gene einzufiihren. Weitere Moglichkei-
ten zur Steigerung der Qualitit von Pflanzensamen werden
in der Literatur diskutiert!'%?.

Neben der gentechnischen Verinderung pflanzlicher Er-
zeugnisse, die fiir die Nahrung verwendet werden, ist si-
cher auch die verstirkte ‘Bildung bestimmter Inhaltsstoffe
wichtig, die in der Medizin oder als industrielle Rohstoff-
quellen genutzt werden kénnen!'*?, Als Beispiel sei die Be-
einflussung von Olpflanzen (z.B. Soja, Raps, Sonnenblu-
me) genannt, mit dem Ziel, die Olzusammensetzung zu
verdndern. Es ist vorstellbar, dal durch Transfer geeigne-
ter Gene innerhalb gewisser Grenzen einheitliche Olfrak-
tionen erhalten werden, die mafigeschneidert fiir eine in-
dustrielle Verwendung sein konnten. Selbstverstindlich ist
hierfiir noch intensive biochemische und molekularbiolo-
gische Grundlagenforschung notwendig. Die Mdglichkei-
ten, die sich sowohl fiir die Landwirtschaft als auch fiir die
Industrie eréffnen, scheinen aber einen solchen Einsatz
durchaus zu rechtfertigen.

5.3. Beeinflussung pflanzenphysiologischer Vorgiinge

Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase (Rubisco) ist ein
Schliisselenzym der Photosynthese, da es fiir die Fixierung
von Kohlendioxid aus der Luft verantwortlich ist (siehe
Abschnitt 4.2). Neben Kohlendioxid bindet dieses Enzym
auch Sauerstoff und iibertrsigt ihn auf Ribulose-1,5-bis-
phosphat; dadurch entstehen unerwiinschte Nebenpro-
dukte. Diese als Photorespiration bezeichnete Reaktion
vermindert die Effizienz der Photosynthese.

Wegen der grundlegenden Bedeutung der Photosynthese
und der Photorespiration hat es nicht an Versuchen ge-
fehlt, durch Mutationen Enzyme zu erzeugen, bei denen
die Photorespiration vermindert ist. Bisher konnten aller-
dings keine praktisch nutzbaren Ergebnisse erzielt werden.
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In letzter Zeit haben sich die Chancen hierfiir deutlich ge-
bessert, da es gelungen ist, die Gene fiir die beiden Unter-
einheiten von Rubisco aus photosynthetischen Bakterien
zu isolieren und auf E. coli zu iibertragen. In E. coli bildete
sich dann ein aktives Enzym!'®4, Weiterhin wurde kiirzlich
die dreidimensionale Struktur des Enzyms aus dem Bakte-
rium Rhodospirillum rubrum"®** und Alicaligenes eutro-
phus!'®*? aufgeklirt.

Dariiber hinaus ist es sogar gelungen, in E. coli durch
Gentransfer ein Hybrid-Enzym von Rubisco zu erzeugen,
das aus der groien Untereinheit von Cyanobakterien und
der kleinen Untereinheit aus Weizen zusammengesetzt
ist!"®), Dieses Enzym ist aktiv. Damit sind die Vorausset-
zungen geschaffen, um durch gezielte Mutagenese mit syn-
thetischen Genabschnitten nahezu jede beliebige Amino-
sdure zu verdndern und anschlieBend den Effekt auf die
enzymatische Aktivitit untersuchen zu kénnen. Die groBe
Bedeutung eines Enzyms, daB durch eine erhéhte Fixie-
rungsrate fiir Kohlendioxid eine effizientere Photosyn-
these bewirkt, braucht sicher nicht betont zu werden.

5.4. Beeinflussung der Stickstoffixierung

Zunichst sei festgestellt, daB die gentechnische Gewin-
nung stickstoffixierender Pflanzen vor der Jahrtausend-
wende unwahrscheinlich sein diirfte. Dies ist aber auch die
»Maximalforderung*; Teilerfolge kdnnten sehr wohl in
den nidchsten Jahren erreicht werden. In Tabelle 6 sind
mehrere Moglichkeiten aufgefiithrt, die Stickstoffixierung
gentechnisch zu beeinflussen. Zahlreiche bodenlebende
Mikroorganismen wie Azotobacter, Azospirillum, Klebsiella
oder Rhizobium sind imstande, Stickstoff aus der Luft zu
fixieren und Ammoniak zu bilden. Durch ihren Stoffwech-
sel tragen diese Bakterien zur Stickstoffdiingung bei. Diese
»biologisch fixierte* Menge an Stickstoff ist erheblich -
weltweit betrigt sie ein Vielfaches der Menge des industri-
ell erzeugten Ammoniaks!'®7.

Stickstoffixierende Mikroorganismen kénnen in zwei
groBe Gruppen eingeteilt werden: Freilebende Fixierer
und symbiontische Fixierer. Letztere bendtigen die Part-
nerschaft mit Pflanzen, hiufig mit Leguminosen. In dieser
Partnerschaft stellen die Mikroorganismen der Pflanze das
Produkt der Stickstoffixierung zur Verfiigung und erhalten
im Austausch von der Pflanze Assimilate aus der Photo-
synthese. Der Anteil des symbiontisch fixierten Stickstoffs
ist dabei weit héher als der durch freilebende Mikroorga-
nismen gebundene Stickstoff.

Struktur und Funktion der an der Stickstoffixierung be-
teiligten Gene wurden bisher am genauesten bei Klebsiella
pneumoniae, einem freilebenden Fixierer, und Rhizobium
meliloti, der eine Symbiose mit Luzerne eingeht, unter-
Sucht[193. 199]'

Tabelle 6. Stickstoffixierung: Mdglichkeiten der Gentechnik.

a) Fixierung durch bodenlebende Mikroorganismen:
Optimierung der Fixierungsreaktionen

b) Symbiose Leguminose - Mikroorganismus:
Erhohung der Effizienz (Anzahl der Knélichen, Regulation)
Erweiterung des Wirtsspektrums innerhalb der Leguminosen
Ubertragung der Fahigkeit, Symbiosen einzugeben, auf Nicht-Legumino-
sen

c) Stickstoffixierung in Pflanzen
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Abb. 13. Wurzel einer Ackerbohne mit deutlicher Knélichenbildung, die
durch Symbiose mit Bakterien verursacht wird. In den Kn6lichen wird Stick-
stoff aus der Luft fixiert.

In K. pneumoniae werden die spezifisch an der Stick-
stoffixierung beteiligten Enzyme durch einen Block von 17
zusammenliegenden Genen codiert. Die groBe Anzahl der
an diesem Prozef beteiligten Gene ist eine der Schwierig-
keiten, die bei ihrer Ubertragung auf Pflanzen iiberwunden
werden muf. Bei all diesen Genen miissen die Kontrollre-
gionen (Promotoren) gedndert und auf die Bedingungen in
der Pflanze abgestimmt werden. Zusitzliche Schwierigkei-
ten treten durch die Sauerstoffempfindlichkeit der Nitro-
genase auf, des Enzyms, das Stickstoff reduziert, und
durch den hohen Energiebedarf des gesamten Prozesses
der Stickstoffixierung und Assimilation. Sowie geniigend
Ammonium-lonen in der Umgebung vorhanden sind, stel-
len freilebende Fixierer die energieaufwendige Stickstoff-
fixierung ein, da der Bedarf nun durch Aufnahme von Am-
monium-Ionen gedeckt werden kann. Diese Regulation
wird durch bestimmte Gene erreicht, die in Anwesenheit
von Ammonium-lonen die Bildung der fixierenden En-
zyme verhindern. Fiir die landwirtschaftliche Anwendung
kann die Gewinnung von Stimmen, bei denen diese Regu-
lation durchbrochen ist, ein wichtiger Beitrag zur Verbes-
serung der Stickstoffversorgung darstellen.

Die symbiontische Stickstoffixierung von Rhizobien fin-
det nach Bildung typischer Wurzelknélichen statt (Abb.
13). Die Entstehung einer Symbiose hingt von zahlreichen
komplexen Schritten ab: Wechselseitiges Erkennen zwi-
schen Mikroorganismus und Pflanze, Infektion der Wur-
zel, Bildung der Knélichen und schlieBlich die eigentliche
Stickstoffixierung sowie der Austausch von Molekiilen
zwischen Pflanze und Mikroorganismus. Von der Pflanze
sind rund 40 Gene an Bildung und Funktion der Knoll-
chen beteiligt, sogenannte Noduline®. Grundsitzlich er-
offnet jeder der erwihnten Schritte mehrere Méglichkeiten
fiir eine gentechnische Beeinflussung. Am wechselseitigen
Erkennen und an der Bildung der Knéllchen sind nieder-
molekulare Substanzen (Flavone) beteiligt, die von der
Pflanze ausgeschieden werden®!, Durch Anderung von
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Art und Menge der biosynthetisierten und ausgeschiitteten
Flavone kann moglicherweise die Anzahl der gebildeten
Knollchen erhoht und damit einhergehend die Stickstoff-
fixierung verstirkt werden. Die Auffindung von Sojapflan-
zen, die mehr Knollchen aufweisen als die Wildtyppflanze,
1aBt diese Moglichkeit vielversprechend erscheinen!?®3,

Die symbiontischen Rhizobienstimme haben eine aus-
geprigte Spezifitit fiir bestimmte Wirtspflanzen. Je nach
Bakterienstamm treten dabei deutliche Unterschiede im
Wachstumsverhalten und in den Fixierungsraten auf. Es
erscheint durchaus realistisch, das Wirtsspektrum der be-
teiligten Rhizobien zu verbreitern. Dadurch wire die Mog-
lichkeit gegeben, bei Leguminosen, die bisher nur eine
Symbiose mit langsam wachsenden Rhizobien eingehen
konnen, die Stickstoffversorgung deutlich zu verbessern.

Mehrere der Genprodukte, die an Bildung und Funktion
der Knéllchen beteiligt sind, treten auch in Pflanzen auf,
die keine Symbiose eingehen koénnen. Es kann daher gen-
technisch einfacher sein, diese Pflanzen zur Symbiose ge-
eignet zu machen, als ihnen die Fahigkeit zu iibertragen,
den Stickstoff direkt zu fixieren.

5.5. Gentechnik als Hilfsmittel fiir die Pflanzenziichtung

Molekularbiologische Methoden k&nnen genaue Infor-
mationen iiber die Anwesenheit bestimmter Gene in Pflan-
zen liefern. Die Empfindlichkeit solcher Techniken wurde
soweit erhoht, daB sie sich mit weniger als zehn pflanzli-
chen Zellen durchfithren lassen®®l, Daraus ergeben sich
zahlreiche Anwendungsmoéglichkeiten fiir die Pflanzen-
zucht: Rasche Uberpriifung der Nachkommen von Kreu-
zungsversuchen und unbekannter Genotypen auf die An-
wesenheit bestimmter Gene, Charakterisierung eigener
Sorten durch Aufstellung charakteristischer DNA-Banden-
muster (RFLP: Restriction Fragment Length Polymor-
phism)’* Aussagen iiber die Verwandtschaft bestimmter
Sorten sowie Tests auf Anwesenheit von Viren in Saatgut
oder Zuchtmaterial. Der Vergleich molekularbiologischer
Tests mit entsprechenden serologischen Tests auf Anwe-
senheit von Viren ergab, daB3 die durch Hybridisierung mit
DNA erhaltenen Befunde zuverldssiger und aussagekrifti-
ger sind!?%%],

6. Sorgen und Gefahren

Die in Abschnitt 5 beschriebenen Ziele der Gentechnik
mit Pflanzen werden kaum Anlal zu Sorgen geben. Es ist
nicht anzunehmen, daB3 ernsthafte Einwidnde gegen die
Entwicklung resistenter oder ertragreicher Sorten gemacht
werden kénnen, da dies bereits seit vielen Jahrzehnten die
Ziele der klassischen Pflanzenziichtung sind. Im Falle der
Herbizidresistenz erscheint allerdings eine Diskussion
niitzlich, um MiBverstindnissen vorzubeugen. In diesem
Abschnitt wird daher neben den hypothetischen Gefahren,
die durch gentechnisch verinderte Pflanzen verursacht

werden kénnen, auch das Thema Herbizidresistenz disku-
tiert.

6.1. Gefahren durch gentechnisch veriinderte Pflanzen

Die Gentechnik ermdaglicht die Isolierung von Genen
aus den verschiedensten Organismen und den Einbau die-
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ser Gene in Pflanzen. Mit den heutigen Methoden kénnen
stets nur einige Gene iibertragen werden. Dabei handelt es
sich um charakterisierte Gene, deren Funktion bekannt ist.
Hypothetische Gefahrenquellen sind

a) Entstehung einer wildwuchernden, sich unkontrolliert
vermehrenden Pflanze (Unkraut);

b) Ubertragung der transferierten Gene von Kulturpflan-
zen auf Unkriuter durch Fremdbefruchtung;

¢) Bildung toxischer Substanzen in den gentechnisch ver-
anderten Pflanzen.

Erstens sei festgestellt, daB die Freisetzung gentechnisch
verdnderter Pflanzen weit weniger problematisch als die
Freisetzung verinderter Mikroorganismen oder Tiere ist,
denn unerwiinschter Pflanzenwuchs kann notfalls mit Her-
biziden oder mechanisch bekampft werden; dies gehort
zur tdglichen Praxis des Landwirtes.

Zweitens werden gentechnisch verinderte Pflanzen vor
einer Freilandpriifung zunichst unter Laborbedingungen
und in Gewichshiusern erprobt. Wihrend dieser Phase
kénnen unerwiinschte oder schadliche Eigenschaften einer
Pflanze erkannt werden.

Drittens haben Pflanzenziichter seit Jahrhunderten mit
gutem Erfolg die verschiedensten Kreuzungen durchge-
fithrt, unter anderem auch Kreuzungen, die ohne mensch-
liches Zutun nie zustandegekommen wiren. Bei solchen
Versuchen werden zehntausende verschiedener Gene neu
kombiniert; bisher sind dadurch keine ernsten Gefahren
entstanden. Auch durch zellbiologische Methoden wurden
Genkombinationen in neuen Pflanzen erzeugt, die unter
natiirlichen Bedingungen nie entstanden wiren. Es soll
hier an die Protoplastenfusionen erinnert werden, die zur
Bildung der ,,Tomatoffel* fithrten®®. Selbst bei kritischer
Betrachtung konnte hier keine Gefahr erkannt werden. Es
ist daher auch nicht denkbar, dafl bei der Ubertragung we-
niger Gene durch gentechnische Methoden eine gefihrli-
che Sitvation entstehen kdnnte.

Viertens ist zu erw#ihnen, daBB Eigenschaften wie schnel-
les und unkontrolliertes Wachstum (Verunkrautung) nur
durch eine groBe Zahl von Genen, die aufeinander abge-
stimmt sein miissen, erreicht werden kann. Aus diesem
Grunde ist es auch nicht vorstellbar, daB durch Gentech-
nik mit Pflanzen unbeabsichtigt neue Unkriuter entste-
hen.

Fiinftens konnen Eigenschaften, die unbeabsichtigt auf
andere Pflanzen iibertragen werden (z. B. Unkriuter), sich
nur halten und verbreiten, wenn ein entsprechender Selek-
tionsdruck vorhanden ist. Dies ist fiir eine zufillige Uber-
tragung einzelner Gene nicht anzunehmen, wenn die iibli-
chen Regeln guter landwirtschaftlicher Praxis befolgt wer-
den (z.B. Rotation der Kulturen und der Herbizide). Zu-
dem sind nur in wenigen Fillen Kulturpflanzen und nahe
verwandte Unkréuter kreuzbar.

Sechstens kann bei der klassischen Ziichtung nicht mit
letzter Sicherheit ausgeschlossen werden, daf3 die Konzen-
trationen pflanzeneigener toxischer Substanzen durch
Kreuzung erh6ht werden. Ein Beispiel hierfiir ist die Ent-
wicklung von Kartoffelsorten, die einen unangenehmen,
brennenden Geschmack infolge einer erhdhten Konzentra-
tion an Glycoalkaloiden aufweisen?®l, Dies war kein sehr
iiberraschendes Ergebnis, da viele Wildsorten der Kartof-
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fel, auf die zur Entwicklung neuer Sorten hiufig zuriickge-
griffen wird, bereits hohe Konzentrationen dieser Glycoal-
kaloide enthalten. Auch hier ist daher nicht anzunehmen,
daB der gezielte Transfer einiger weniger Gene dhnliche
Effekte verursacht. Zudem lassen sich toxische Nebenpro-
dukte leicht durch entsprechende Analysen und Testver-
fahren erkennen.

Zusammenfassend fillt es schwer, eine konkrete oder
potentielle Gefahr durch gentechnisch verinderte Pflanzen
zu erkennen.

6.2. Freisetzung gentechnisch veriinderter Pflanzen

Gentechnisch verdnderte Organismen diirfen in der
Bundesrepublik Deutschland nicht im Freiland erprobt
oder freigesetzt werden. Das Bundesgesundheitsamt kann
auf Antrag und nach Anhérung der ,,Zentralen Kommis-
sion fiir Biologische Sicherheit* im Einvernehmen mit den
zusténdigen biologischen Bundesanstalten Ausnahmen zu-
lassen””’l. Bisher wurden unseres Wissens keine derartigen
Versuche durchgefiihrt.

Kiirzlich war aus der Presse zu entnehmen, daB in den
USA zwei Feldversuche mit gentechnisch verinderten Ta-
bakpflanzen von den zustindigen Behorden genehmigt
wurden. Es handelt sich dabei um Pflanzen, die ein zusitz-
liches Gen aus Hefe enthalten (das Gen der Alkohol-De-
hydrogenase), und um Pflanzen, denen das Toxin-Gen aus
Bacillus thuringiensis eingebaut wurde. Mit den Tests soll
hauptsédchlich nachgewiesen werden, daB ein zusitzliches
Gen unter Freilandbedingungen das Wachstumsverhalten
nicht verindert. Im zweiten Fall wird zusitzlich eine Resi-
stenz gegen Raupen unter Feldbedingungen erprobt.

Innerhalb Europas bestehen noch sehr unterschiedliche
Voraussetzungen und Regelungen fiir Freilandversuche
mit gentechnisch verdnderten Organismen. Sowohl vom
Standpunkt der Sicherheit als auch vom Standpunkt der
Konkurrenzfihigkeit der beteiligten Unternehmen und
Forschungsinstitute wire eine einheitliche Regelung, zu-
mindest innerhalb Europas, duerst wiinschenswert.

6.3. Herbizidresistenz

Die wichtigsten Vorteile des Anbaus herbizidresistenter
Pflanzen werden nochmals zusammengefaBt:

- Einsatz von Herbiziden erst bei Bedarf, daher keine vor-
beugende Anwendung mehr notwendig;

- erhéhte Wirtschaftlichkeit fiir den Landwirt;

verstirkte Anwendung 6kologisch giinstiger (rasch ab-

baubarer) Herbizide zulasten élterer Produkte;

verminderte Bodenerosion durch Verhinderung des Auf-

tretens freiliegender Flichen;

Ersatz von Herbizidmischungen durch ein nichtselekti-

ves Herbizid.

Diesen Vorteilen werden potentielle Nachteile sowie Be-
fiirchtungen gegeniibergestellt:

- Schaffung dkologischer Probleme beim Anbau herbizid-
resistenter Kulturen durch verstirkte Anwendung von

Herbiziden;
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- Entstehung herbizidresistenter Unkréuter;
- weitere Einschrinkung der Sortenvielfalt.

Bei der Diskussion iiber herbizidresistente Pflanzen®
sollte nicht iibersehen werden, daB bereits langjahrige Er-
fahrungen mit der Anwendung selektiver Herbizide in der
Landwirtschaft vorliegen. Die resistenten Kulturen haben
Stoffwechselwege, die einzelne Herbizide unwirksam
machen. Dadurch ist eine natiirliche Herbizidresistenz
gegeben, die nur fiir die jeweilige Kultur gilt. Die An-
wendung dieser selektiven Herbizide bei den Kulturen mit
natiirlicher Resistenz unterscheidet sich nicht von der
Anwendung nichtselektiver Herbizide bei den entspre-
chenden gentechnisch erzeugten herbizidresistenten Kultu-
ren.

Wegen der Méglichkeit, Herbizide erst bei Bedarf einzu-
setzen, d. h. erst dann, wenn der Unkrautbefall ein ertrégli-
ches MaB iibersteigt, und wegen des Ersatzes vieler ver-
schiedener selektiver Herbizide durch ein nichtselektives
Herbizid ist anzunehmen, daB die Herbizidresistenz den
Einsatz dieser Wirkstoffe vermindern wird.

Bei der Entwicklung von Resistenz gegen langlebige
Herbizide kann nicht ausgeschlossen werden, daB sich im
Laufe der Jahre das Herbizid im Boden anreichert und da-
mit 6kologische Probleme verursacht. Die bei allen For-
schungsinstituten zu beobachtende Tendenz, Resistenzen
bei Pflanzen nur gegen okologisch giinstige Herbizide zu
entwickeln, ist daher zu begriiBen. Hierdurch wird deut-
lich, daB die spezifischen Eigenschaften des jeweiligen
Herbizids die entscheidenden Faktoren bei der Diskussion
der Herbizidresistenz sind (Abbau, Umweltverhalten,
Toxizitdt, Moglichkeiten der Anreicherung usw.). Deshalb
ist eine getrennte Diskussion fiir jedes Herbizid notwen-
dig.

Die mdgliche Bildung herbizidresistenter Unkriuter bei
Verwendung nichtselektiver Herbizide ist wahrscheinlich
kein groBeres Problem. So sind z. B. trotz iiber zwélfjéhri-
ger Anwendung des Herbizids Glyphosate bisher keine
Schwierigkeiten durch Bildung von Resistenzen entstan-
den. Sollten tatsichlich herbizidresistente Unkriuter ent-
stehen, kdnnten sie durch Herbizide mit anderen bioche-
mischen Wirkorten jederzeit bekdmpft werden.

Es ist anzunehmen, daB eine Herbizidresistenz fiir eine
bestimmte Sorte eine wichtige Eigenschaft sein wird, ge-
nauso wie beispielsweise Krankheitsresistenz, Standfestig-
keit oder hoher Ertrag. Keine dieser Eigenschaften wird
aber alleine ausschlaggebend sein, um andere Sorten in
der Anbaufliche nennenswert zuriickzudringen. Es ist da-
her unwahrscheinlich, daB durch die Herbizidresistenz die
existierende Sortenvielfalt stirker eingeschrinkt werden
wird als durch die anderen erwihnten Zuchtziele. In die-
sem Zusammenhang sei noch betont, daB fir die gentech-
nische Verinderung von Pflanzen die Erhaltung méglichst
vieler Arten von besonderer Bedeutung ist, da nur so auf
eine breite Vielfalt natiirlicher Gene zuriickgegriffen wer-
den kann.

Die Herbizidresistenz dirfte eines der am leichtesten er-
reichbaren Ziele der Gentechnik mit Pflanzen sein. Die
hier gewonnenen Erfahrungen lassen sich anschlieBend
bei der Losung komplexerer Probleme, z. B. der Erzeugung
von Resistenzen gegen Virusinfektionen, tierische Schad-
linge oder Pilzkrankheiten, anwenden.



7. Zusammenfassung und Ausblick

Bei einer Reihe von Nutzpflanzen kdnnen aus Einzelzel-
len und Protoplasten Pflanzen regeneriert und mit Zellkul-
turtechniken in beliebiger Menge vermehrt werden. Solche
regenerierfihigen Zellkulturen werden sowohl zur Selek-
tion von Mutanten als auch zu DNA-Transformationsver-
suchen herangezogen. Der DNA-Transfer mit gentech-
nisch modifizierten Ti-Plasmiden von Agrobacterium tume-
faciens ist inzwischen bei einer rasch groBer werdenden
Zahl von dikotylen Kulturpflanzen eine etablierte Tech-
nik.

Der Beweis der Transformierbarkeit aller Getreidearten
durch Agrobakterien steht noch aus; daher wurden alter-
native Verfahren fiir den DNA-Transfer entwickelt. Als
universell einsetzbar hat sich der direkte Gentransfer in
Protoplasten erwiesen. Transformierte Getreidezellkultu-
ren sind aus DNA-behandelten Protoplasten routinemaBig
zuginglich. Das Dogma, Getreide-Protoplasten seien gene-
rell nicht regenerierbar, ist durch die erfolgreiche Pflan-
zenregeneration aus Reis-Protoplasten zu Fall gebracht
worden.

GroBle Anstrengungen werden unternommen, um den
Gentransfer unabhiingig von Zellkulturmethoden zu ma-
chen. Beispielsweise wird versucht, sowohl durch Pollen-
transformation als auch durch direkte DNA-Injektion in
junge Infloreszenzen fremde DNA in reproduktive Zellen
zu Ubertragen.

Die Zahi der isolierten pflanzlichen Gene nimmt rasch
zu. Durch die Analyse der Regulationssequenzen dieser
Gene werden DNA-Segmente zuginglich, die eine gewe-
bespezifische oder durch Umweltreize induzierbare Ex-
pression von Genen in Pflanzen verursachen.

Erste Gene, die wirtschaftliche Bedeutung fiir die Pflan-
zenziichtung und den Pflanzenschutz haben kénnen, sind
bereits in Pflanzen ibertragen worden. Dazu gehéren
Gene, die eine Virus-, Insekten- oder Herbizidresistenz in
den Transformanten bewirken.

Die weitere Entwicklung der Biochemie und Molekular-
biologie von Pflanzen 146t vermuten, daB in Zukunft auch
die molekularen Mechanismen bisher noch nicht verstan-
dener Pflanzenkrankheiten aufgeklirt werden. Hier sind
beispielsweise Pilz- und Viroidinfektionen zu nennen. Ob-
wohl bei einigen Viroiden bereits die vollstindige Sequenz
der infektiosen RNA aufgeklirt ist?", besteht noch keine
Klarheit iiber den Mechanismus und die Ursachen der
Pflanzenschiddigung.

Das Ergebnis der gentechnischen Bemiihungen werden
resistentere und leistungsfahigere Pflanzen sein. Solche
Pflanzen werden dem Landwirt in den neunziger Jahren
zur Verfligung stehen. Einerseits ist dies ein wichtiger Bei-
trag zur Losung des Welthungerproblems, andererseits er-
schlieBt der Anbau maBgeschneiderter Rohstoffe fiir die
Industrie der Landwirtschaft in den technisierten Lindern
zusétzliche Mirkte. Es kann sogar daran gedacht werden,
aus Wildpflanzen neuartige Kulturpflanzen mit vorteilhaf-
ten Eigenschaften (z.B. Salztoleranz, hohe Biomassepro-
duktion, gute Proteinqualitit im Erntegut) unter Einsatz
ziichterischer und gentechnischer Methoden zu schaf-
fen!?'%,

Die enge Zusammenarbeit von Biochemikern, Zellbiolo-
gen, Molekularbiologen, Pflanzenpathologen und Pflan-
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zenziichtern ist dringend notwendig, um das Ziel beson-
ders leistungsfahiger, hoch anpassungsfahiger und wenig
krankheitsanfilliger Nutzpflanzen zu erreichen.

Fiir die Anfertigung der lichtmikroskopischen Aufnahmen
danken wir H. Drdger. Fiir wertvolle Hilfe bei der Fertigstel-
lung des Manuskripts danken wir B. Diehls und P. Spéne-
mann.
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