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Examples have been described indicating that it is possible to construct expression vectors
carrying chimeric genes that will be expressed in plants at either high or low levels. or will be
expressed only in specific organs such as leaves, seeds, tubers. roots or flowers. By constructing
genes the products of which are transported into chloroplasts it will be possible to protect such
chloroplasts against the action of certain herbicides and perhaps to improve their photosynthetic

capacity.

Wie unterscheidet sich die Gentechnologie von der
klassischen Ziichtungsforschung?

Erklartes Ziel unserer Pflanzenzichter ist die Ver-
besserung von Nutzpflanzen. Seit alters her ge-
schieht das durch Kreuzung verwandter Pflanzen,
die moglichst viele wertvolle Eigenschaften in sich
vereinigen, und anschlieBende Auslese geeigneter
Nachkommen. Eine vergleichsweise geringe prakti-
sche Bedeutung erlangte bisher die Ziichtung mit
mutationsauslésenden Chemikalien oder energie-
reichen Strahlen. Neuerdings besteht bei einer be-
schrinkten Zahl Pflanzen die Moglichkeit, isolierte
zellwandlose Einzelzellen (Protoplasten) verschiede-
ner Herkunft miteinander zu verschmelzen und dar-
aus mit Methoden der Gewebekultur fertile Pflanzen
zu regenerieren (somatische Hybride). Auf diese
Weise entfillt die Notwendigkeit einer sexuellen
Paarung, was grundsiitzlich die Uberschreitung der
Artengrenzen ermoglicht. Allerdings ist diese Tech-
nologie noch zu unausgereift, um eine Prognose tiber
ihre Verwendungsfahigkeit in der Ziichtung abgeben
zu konnen. Ohne den praktischen Wert konventio-
neller Ziichtungsmethoden schmélern zu wollen,
muf3 man doch auf einige Nachteile hinweisen. Eine
gezielte genetische Verbesserung kann namlich nur
erreicht werden, wenn das gewiinschte Merkmal in
einer verwandten Pflanze vorliegt und somit auf
sexuellem Wege eingekreuzt werden kann. Dabei
werden aber auch viele unerwiinschte Merkmale mit-
vererbt. Somit reicht ein einmaliger Kreuzungs-
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schritt nicht aus, um eine Pflanze zu ziichten, welche
nur die gewiinschten Eigenschaften enthélt. Dieser
Proze3 aus Kreuzung, Riickkreuzungen und an-
schlieBender Selektion geeigneter Nachkommen be-
notigt gewohnlich einen Zeitraum von 10—15 Jah-
ren. Das bedeutet, daf3 der private Ziichter ein hohes
Risiko eingeht.

Die Gentechnologie bietet uns heute einen Kata-
log von zuverlédssigen Techniken zur Isolierung und
Neukombination von Genen an sowie einige wir-
kungsvolle Methoden zur Gentibertragung in Pflan-
zen. Sie hat dadurch einen Weg zur genetischen
Verbesserung von Nutzpflanzen eroffnet, der die
erwidhnten Einschrankungen bei konventionellen
Zichtungsmethoden beseitigen helfen konnte. Die
zukiinftige Strategie sieht dabei zunichst die Suche
nach einem vom Ziichter als wertvoll eingestuften
Merkmal vor, welches er gerne in eine Pflanze iiber-
tragen mochte. Dabei gibt es hinsichtlich des Spen-
derorganismus keine Einschriankungen. Neben
Pflanzen kénnen also auch Bakterien, Pilze und so-
gar Tiere in Frage kommen. Hat er erst einmal ein
solches Merkmal gefunden, dann miissen Molekular-
biologen versuchen, mit den Instrumenten der Gen-
technologie das zugehorige Gen zu isolieren und so
umzustrukturieren, daf3 es in der Empfingerpflanze
seine Wirkung voll entfalten kann. Auf diese Weise
wiirde nur ein Wunschgen tbertragen und eine ver-
wandtschaftliche Anpassung von Spender und Emp-
fanger konnte entfallen sowie langfristiges Riick-
kreuzen und Selektieren. Die nichsten Jahre werden
Aufschluf3 dariiber geben, ob die Gentechnologie zu
einer wertvollen Ergidnzung der konventionellen
Pflanzenziichtung werden kann.

This work has been digitalized and published in 2013 by Verlag Zeitschrift
fiir Naturforschung in cooperation with the Max Planck Society for the
Advancement of Science under a Creative Commons Attribution-NoDerivs
3.0 Germany License.

Dieses Werk wurde im Jahr 2013 vom Verlag Zeitschrift fir Naturforschung
@ ® @ in Zusammenarbeit mit der Max-Planck-Gesellschaft zur Férderung der
BY ND Wissenschaften e.V. digitalisiert und unter folgender Lizenz verdffentlicht:
Creative Commons Namensnennung-Keine Bearbeitung 3.0 Deutschland
Lizenz.

On 01.01.2015 it is planned to change the License Conditions (the removal
of the Creative Commons License condition “no derivative works”). This is
to allow reuse in the area of future scientific usage.

Zum 01.01.2015 ist eine Anpassung der Lizenzbedingungen (Entfall der
Creative Commons Lizenzbedingung ,Keine Bearbeitung*“) beabsichtigt,
um eine Nachnutzung auch im Rahmen zukiinftiger wissenschaftlicher
Nutzungsformen zu erméglichen.



1012

Agrobacterium tumefaciens — Vom Tumorbakte-
rium zum Vektor fiir Geniibertragungen in Pflanzen

Seit Beginn dieses Jahrhunderts ist das weltweit
verbreitete Erdbakterium Agrobacterium tumefa-
ciens als Ausloser des Wurzelhalsgallenkrebses
(.crown gall“) bekannt. Sein Wirtsbereich umfaft
iberwiegend Vertreter der Gymnospermen und Di-
cotyledonen. Bei den Monocotyledonen werden (bis
heute) nur einige Arten aus den eng verwandten
Ordnungen der Liliales und Arales von Agrobacte-
rium befallen. Das bedeutet, dal ausnahmslos alle
Vertreter der fiir die menschliche Erndahrung so be-
deutsamen Getreide wie z.B. Reis, Mais, Weizen,
Hafer, Hirse und Gerste keinen Wurzelhalsgallen-
krebs bekommen konnen.

Zwei Eigenschaften charakterisieren das Tumor-
gewebe ganz besonders: Thre Zellen bendtigen zum
Wachstum in der Gewebekultur keine externe Hor-
monzufuhr, und sie synthetisieren neuartige chemi-
sche Verbindungen (Opine), die in der Mutterpflan-
ze nicht vorkommen und dem tumorauslosenden
Agrobacterium als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle
dienen konnen.

Fiir die Molekularbiologen wurde das Agrobacte-
rium hochinteressant, seitdem gezeigt werden konn-
te, dal die Tumorbildung einen erfolgreichen Gen-
transfer vom Bakterium in die Pflanzenzelle doku-
mentiert. Ganz ohne Zweifel ist Agrobacterium ein
kleiner perfekter Geningenieur, der es fertigbringt,
Fremdgene in das Genom einer Pflanzenzelle stabil
zu integrieren.

Zunichst galt es aber, den Mechanismus der Gen-
ibertragung aufzukldren. Der erste entscheidende
Schritt war getan, als man einen engen Zusammen-
hang zwischen Tumorinduktion und dem Vorhan-
densein von grof3en Plasmiden in den Bakterien her-
ausfand. Fur sie biirgerte sich schnell der Begriff
Ti-Plasmid ein (tumor-induzierendes Plasmid).
Heute bietet sich uns aufgrund vieler Teilergebnisse
ein recht vollstdndiges Bild des zweiphasigen Infek-
tionsvorganges. Zunachst kommt es zu einer Wech-
selwirkung zwischen Pflanzenzelle und Agrobacte-
rium, die schlieBlich zur Ubertragung eines spezifi-
schen Abschnittes des Ti-Plasmids, die sogenannte
T-DNA (engl.: ransferred DNA), in die Pflanzen-
zelle fiihrt. Dann in der zweiten Phase wird die

T-DNA stabil in das Pflanzengenom integriert
[1-3].
Damit ein Gentransfer tberhaupt stattfinden

kann, mull Agrobacterium .Virulenzgene™ haben,
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die es ihm ermdoglichen, die Wirtspflanze zu erken-
nen, mit ihren Zellen in Wechselwirkung zu treten
und dann die T-DNA zu iibertragen. Verwundete
Pflanzen scheiden niedermolekulare phenolische
Verbindungen aus, welche die Virulenzgene aktivie-
ren [4]. Sie liegen ebenfalls auf dem Ti-Plasmid, aber
nicht innerhalb der T-DNA. Mit anderen Worten,
der Mechanismus des Gentransfers ist unabhingig
von der Natur der T-DNA. Man fand ndmlich her-
aus, dall Agrobacterien mit funktionsfihigen Viru-
lenzgenen anstelle der T-DNA auch andere DNA-
Stiicke tibertragen. sofern sie nur auf beiden Seiten
von spezifischen Integrationssequenzen (Lédnge: 25
Basenpaare) begrenzt sind. Dabei spielt es keine
Rolle, ob das Stick nun auf dem Ti-Plasmid liegt
oder im Bakterienchromosom [5]. Die Genprodukte
einiger Virulenzgene verursachen in den Integra-
tionssegmenten  Einstrangbriiche. Kopien der
T-DNA miissen dann zwangsldufig einstrangig sein.
Noch ist es nicht bekannt, wie sie in die Pflanzenzelle
kommen. Im Pflanzengenom tauchen sie am Ende
des Infektionsvorganges als doppelstriangiges
Linsert” auf. Eine bevorzugte Integrationsstelle auf
den Pflanzenchromosomen gibt es nicht. Bemer-
kenswert ist die Genauigkeit, mit der die T-DNA aus
dem Ti-Plasmid herausgeschnitten wird. Wie schon
gesagt, gilt das auch fiir andere DNA-Sequenzen,
und zwar bis zu einer Grof3e von iiber 40 Kilobasen,
genug fiir ca. 10 Gene.

Pflanzenmolekularbiologen haben nun versucht,
Nutzen aus diesem Vorgang zu ziehen, denn ein
langgehegter Wunschtraum war es, funktionierende
neue Gene in Pflanzen zu integrieren. Warum nicht
mit Hilfe von Agrobacterium tumefaciens? Dazu
muflten aber erst die Gene der T-DNA, die norma-
lerweise in der Pflanzenzelle die Tumorbildung aus-
16sen, entfernt werden. Heute existieren viele Agro-
bakterienstaimme, die alle eines gemeinsam haben:
Sie konnen keine Tumore mehr auslosen, besitzen
aber noch alle anderen Funktionen, d.h., fremde
Gene zwischen den Flankierungssequenzen werden
in die Pflanzenchromosomen stabil integriert und
von der Pflanze weitervererbt. Das Ti-Plasmid gilt
dadurch heute als das mit Abstand wirkungsvollste
Vektorsystem [6—10].

Die ersten Modellgene, die mit der Hilfe von nicht
mehr tumorauslosenden Agrobacterien in Pflanzen
libertragen wurden, waren bakterielle Resistenz-
gene. Es stellte sich aber bald heraus, daf die Pflan-
zenzelle die prokaryotischen Regulationssequenzen
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als solche nicht erkennen kann und dadurch keine
Transkription der fremden DNA in eine aktive
mRNA stattfindet. Aber auch Gene aus anderen
Organismen wie z.B. das fiir die Alkoholdehydro-
genase der Hefe, die Gene fiir $-Globin und Inter-
feron aus Sdugerzellen oder Gene mit dem . frithen*
SV-40-Promotor fiihrten nicht zur gewiinschten Pro-
teinproduktion in der Pflanzenzelle. Ganz offen-
sichtlich besitzen auch eukaryotische Gene zell- oder
gewebespezifische Kontrollsequenzen. Will man also
funktionsfidhige Gene in Pflanzen iibertragen, dann
mufl man pflanzenspezifische Signale zur Initiation
der Transkription mit einem fremden Strukturgen
verkniipfen, wie z.B. das Gen fir Aminoglycosid
phosphotransferase, welches die Pflanzenzelle resi-
stent gegen das Antibiotikum Kanamycin macht.
Auf diese Weise entstehen Mischgene (chimire
Gene), die als Nachweis eines gegliickten Gentrans-
fers herangezogen werden konnen und der betreffen-
den Pflanzenzelle einen Selektionsvorteil verschaf-
fen (engl.: selectable marker genes). Anschlieend
begrenzt man das selektierbare Markergen mit den
25 Basenpaaren groflen Integrationssequenzen der
T-DNA und benutzt einen Agrobakteriumstamm
ohne Tumorgene als Geningenieur. Auf diese Weise
wurden Fremdgene in viele Pflanzen ibertragen
(engl.: transgenic plants) u.a. in Tabak, Petunie,
Tomate, Kartoffel und kiirzlich auch in Luzerne,
Klee, Sojabohne und Raps. Bei genauerer Analyse
fand man fast immer eine, manchmal auch mehrere
Kopien der iibertragenen Gene in fast unverdnderter
Form im Genom der Pflanzenzelle wieder, wobei es
ganz offensichtlich keinen bevorzugten Integrations-
ort gibt. Nur wenige Beispiele belegen, daf3 die frem-
de DNA auch an mehreren Orten der Chromosomen
gleichzeitig integriert sein kann. In der Regel bleiben
die einmal ins Genom eingeschleusten chiméren
Gene auch in den nachfolgenden Generationen erhal-
ten und werden gemifl den Mendelschen Gesetzen
vererbt [6, 7, 11, 12].

Pflanzenviren als Vektoren

Die tiberwiegende Mehrheit der Pflanzenviren hat
nicht DNA, sondern RNA als Erbsubstanz. Ledig-
lich zwei Gruppen, die Caulimoviren und die Gemini-
viren, haben ein DNA-Genom. Das , Cauliflower
Mosaic Virus“ (CaMV) ist ein typischer Vertreter
der Caulimoviren. Es vermehrt sich normalerweise
in vollig ausdifferenzierten Pflanzenzellen (Wirtsbe-
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reich: Cruciferae und Solanaceae) und kann demzu-
folge das Transkriptionssystem der Wirtszelle nicht
~zweckentfremden®. Das Virus verfiigt deshalb tiber
ein ganz besonderes Replikationsverfahren: Zu-
nichst wird im Kern der Wirtszelle das CaMV-Ge-
nom (eine ca. 8 Kilobasen grof3e, doppelstringige
DNA) durch die Polymerase II in eine genomische
RNA transkribiert. In der nichsten Phase wird aus
der einzelstrangigen RNA mit einem viruseigenen
Enzym, der reversen Transkriptase, die doppelstrin-
gige Virus-DNA synthetisiert. Neben diesem einma-
ligen Replikationsmechanismus ist die Proteinsyn-
these von mindestens drei Genen so verwickelt
gestaltet, da3 bis zum anwendungsreifen Expres-
sionsvektor CaMV noch viele Untersuchungen not-
wendig sein werden. Lediglich kleine Gene bis zu
300 Basenpaaren wurden bisher mit Erfolg in Pflan-
zen iibertragen. Das einzige Virus-Gen, welches man
unter Umstdnden ohne Beeintriachtigung anderer
Funktionen gegen ein ,,Wunschgen® austauschen
konnte, ist ein Virulenzgenz, das fiir die natiirliche
Verbreitung des Virus essentiell ist. Zwei Beispiele
fiir erfolgreichen Gentransfer mit dem Expressions-
vektor CaMYV sind das bakterielle Gen fiir Dihydro-
folat reduktase (DHFR) und das Sédugergen fiir
Interferon (IFNalphaD). Besonders beliebt bei Mo-
lekularbiologen sind die beiden starken Promotoren
des CaMV (19S und 358S) in chimiren Genen.

Das Genom der zweiten interessanten Pflanzen-
virusgruppe, die Geminiviren, besteht aus ein oder
zwei ringférmigen, einstrangigen DNA-Molekiilen
mit einer GroBe von 2,6 bis 3,0 Kilobasen. Sie wird
im Zellkern der Wirtspflanze in eine doppelstriangige
Replikationsform umgewandelt. Das Verfahren ist
bis heute noch unbekannt. Auch liegt kein Hinweis
fur die Beteiligung einer reversen Transkriptase vor.
Letztendlich haufen sich im Zellkern Replikations-
formen in groBer Zahl an. Die Geminiviren sind im
Gegensatz zu den Caulimoviren auBerordentlich
wirtsunspezifisch und kénnen sowohl Mono- als auch
Dikotyledonen infizieren. Das ist besonders bedeut-
sam, wenn sie als virale Expressionsvektoren ein
breites Anwendungsspektrum bekommen sollen.
Nur wenig ist bisher tiber die Gene und Genproduk-
te der Geminiviren bekannt. Kiirzlich konnte experi-
mentell das Gen fiir das virale Hiillprotein durch ein
Fremdgen ersetzt werden, ohne die normale Repli-
kation des viralen Genoms im Pflanzenzellkern zu
storen. Das Einzelchromosom des ,wheat dwarf
virus*“ (WDYV) ist nur etwa 2,7 Kilobasen grof3. Es
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kann aber Fremdgene bis zu 3 Kilobasen aufnehmen
und mitreplizieren. Dadurch wird die Genomgrof3e
des Virus mehr als verdoppelt. Drei Modellgene lie-
Ben sich bisher erfolgreich mit diesem Geminivirus in
Zellkulturen von Triticum monococcum und Zea
mays ubertragen, namlich die Gene fiir Aminoglyco-
sid phosphotransferase und Chloramphenicol acetyl-
transferase sowie das (-Galaktosidase-Gen von
E. coli. Das verdeutlicht, wie wichtig Geminiviren
als sich autonom replizierende Expressionssysteme
fir die zukinftige Entwicklung von Vektoren sein
konnen [11].

Direkte Geniibertragung in Protoplasten

Mit dem Ti-Plasmid als Vektor haben wir heute
eine sehr wirkungsvolle Moglichkeit an der Hand,
neukombinierte chimédre Gene in Wirtspflanzen des
Agrobacteriums zu testen. Wie schon gesagt. geho-
ren die Getreide nicht zu diesem Kreis. Darum wer-
den auch weiterhin groffle Anstrengungen unternom-
men, um aus ihren Einzelzellen (Protoplasten) mit
Methoden der Gewebekultur neue Pflanzen zu re-
generieren, so wie es beim Tabak schon seit vielen
Jahren moglich ist. Fiir diese Modellpflanze wurden
schon einige Methoden zur direkten Ubertragung
chimirer Gene entwickelt, das hei3t ohne Einsatz
von Vektoren. Auch in andere Pflanzen wie Petunie,
Karotte und kirzlich Mais und Triticum monococ-
cum kann man direkt fremde Gene einbauen, wenn
auch mit viel niedrigerer Frequenz als beim Modell-
system Tabak [7, 12—16]. In der Gewebekultur er-
weist sich der Einsatz von selektierbaren Marker-
genen (z.B. durch Kombination des starken 35-S-
Promotors vom cauliflower mosaic virus mit dem
Strukturgen fiir Aminoglycosid Phosphotransferase)
als besonders vorteilhaft, denn nur Zellen, die das
fremde Gen auch ausreichend exprimieren, iiberle-
ben in einem kanamycinhaltigen Kulturmedium und
konnen dadurch herausselektioniert werden. Einge-
hende Untersuchungen an regenerierten Pflanzen
des Tabaks haben ergeben, dall gewohnlich nur eine
oder gelegentlich auch mehrere willktrlich miteinan-
der verkniipfte Kopien des Fremdgens im Tabak-
genom nachweisbar waren, wobei wie beim Agro-
bakteriumtransfer kein bevorzugter Integrationsort
beobachtet werden konnte. In den meisten Fillen
verlief die Vererbung gemidll den Mendelschen
Regeln. Ganz offensichtlich unterliegt die fremde
DNA, bevor sie in das Pflanzengenom integriert
wird, einer massiven Umstrukturierung [7].
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Injektion eines selektierbaren Markergens in die
Basis einer reifenden Roggeniihre

Ganz ohne Zweifel zdhlen die Getreide zu den
wichtigsten Nahrungspflanzen unserer Erde. Die
Molekularbiologen hegen schon lange den Wunsch,
ihre neuen Techniken und chimédren Gene auch bei
diesen Pflanzen anzuwenden. Die Methoden des di-
rekten vektorlosen Gentransfers konnen nur Erfolg
haben, wenn die Probleme der Regeneration aus
Einzelzellen gelost sind. Somit ist es zu begriilen,
dal auch weiterhin nach Alternativmethoden zur
Genitibertragung in Getreide gesucht wird. Dazu
zédhlen wie oben beschrieben die DNA-Viren, direk-
tes Aufsaugen von rekombinierter DNA durch quel-
lende und keimende Pollenkorner oder die Injektion
von DNA-Losungen in Bliiten oder Bliitenstidnde,
wie das folgende Beispiel belegen soll [17]: Spritzt
man 14 Tage vor der ersten meiotischen Teilung ein
funktionstiichtiges Resistenzgen (Aminoglycosid
phosphotransferase) in die Basis einer reifenden
Roggenihre, so diffundiert die DNA bis in die sich
entwickelnden Keimzellen. Daf3 niedermolekulare
Substanzen wie Kaffein und Kolchizin auf dieselbe
Art in die Bliiten gelangen und die Meiose sichtbar
schiddigen konnen, ist nicht weiter tberraschend.
Daf aber Makromolekiile wie unser chiméres Gen
diesen Weg unbeschadet zuriicklegen koénnen, trotz
Membranbarrieren und den allgegenwirtigen DNA-
sen, ist nur schwer zu erkldren, wiren da nicht in
einer Zahl von 3000 Roggenkeimlingen (aus 70 In-
jektionen) immerhin 3 Pflanzen gewesen, die das in-
jizierte Resistenzgen enthielten. Natiirlich miissen
diese Resultate noch durch weitere Experimente
bestitigt werden. Sie beweisen aber schon jetzt, daf
auch einfache Gentransfermethoden durchaus er-
folgversprechend sein kénnen.

Transponierbare Elemente als Vektoren

In den fiinfziger Jahren beobachteten Barbara
McClintock, Peter Peterson und andere Genetiker,
dall Gensequenzen beim Mais ihre Position im Ge-
nom sehr hdufig und recht willkiirlich verdndern.
Solche transponierbaren Elemente sind auch inzwi-
schen bei anderen Pflanzen wie z.B. dem Lowen-
maéulchen (Antirrhinum majus) beschrieben worden.
Mit Hilfe der modernen Molekularbiologie ist es
heute moglich, diese Elemente biochemisch zu iso-
lieren. Zur Zeit wird experimentell gepriift. ob man
sie zusammen mit einem selektierbaren Markergen
ins Pflanzengenom integrieren kann. z.B. nach
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Mikroinjektion in Bliitenstinde oder durch direkte
Genitibertragung in Tabakprotoplasten [18—22].

Entwicklung von Expressionsvektoren
A. Konstitutive (nicht regulierte) Promotoren

Eukaryotische Gene besitzen einen einheitlichen
Aufbau: Kernstiick ist das Strukturgen, welches in
seinen Basenpaaren den Bauplan fiir das Endpro-
dukt Protein enthélt. Dem Watson-Crick-Modell zu-
folge liegt die DNA als Doppelwendel (Doppelhelix)
vor. Das Riickgrat dieser Wendel bilden Ketten, die
abwechselnd aus Pentosezucker und Phosphat beste-
hen. Betrachtet man eine solche Kette aus Nukleoti-
den genauer, dann findet man an einem Ende immer
ein 3'-Hydroxyl frei und am anderen Ende ein 5'-
Phosphat. Somit ergibt sich eine Polaritit, die zur
unmif3verstindlichen Darstellung von Genen heran-
gezogen werden kann. So spricht man in der Labor-
sprache ganz kurz von einem 5'-Ende und versteht
darunter DNA-Sequenzen, die dem Strukturgen vor-
geschaltet sind und fir den korrekten Start des
Transkriptionsvorganges verantwortlich sind (up-
stream-Sequenzen). Dazu gehort auch der Promo-
tor. Das andere Ende des Strukturgens bezeichnet
man als 3’-Ende und die angrenzenden Nukleotide
als ..downstream-Sequenzen®. Zu ihnen zihlen Se-
quenzen, die das Ende des Transkriptionsvorganges
signalisieren und auflerdem die korrekte Polyadeny-
lierung des fertigen Transkriptes vornehmen.

Gesetzt den Fall, dieses allgemeine Grundschema
trifft nicht nur fiir Hefe und tierische Organismen zu,
sondern auch fiir hohere Pflanzen und keine zusitzli-
chen Regulationssequenzen liegen in den Introns
und Exons des Strukturgens oder sogar im 3’-Ende
verborgen, dann miite es doch moglich sein, funk-
tionstiichtige chimére Gene auf die folgende Art und
Weise zu konstruieren: Man nimmt ein Strukturgen,
welches man in die Pflanzen-DNA einbauen mochte,
und hingt daran die 5’-upstream- und 3’-down-
stream-Sequenzen aus Genen, von denen man genau
wei3, daf3 sie in Pflanzen zur Expression kommen
koénnen.

Gemil dieser Strategie wurden zunéchst alle chi-
méaren Gene konstruiert. Man benutzte in der Regel
die Regulationssequenzen von Agrobacterium-
(T-DNA)-Genen oder dem Gen VI des DNA-Virus
cauliflower mosaic virus und setzte statt des ur-
spriinglichen Strukturgens einen Polylinker dazwi-
schen. Unter einem Polylinker hat man einen che-
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misch synthetisierten DNA-Doppelstrang zu verste-
hen, der zahlreiche Erkennungsstellen von Restrik-
tionsendonukleasen enthilt und somit das Einsetzen
eines x-beliebigen Strukturgens erleichtert. Viele
dieser Konstruktionen haben sich schon in der La-
borpraxis bewihrt. Sie enthalten selektierbare Mar-
kergene wie Aminoglycosid phosphotransferase,
Hygromycin phosphotransferase, Dihydrofolat re-
ductase, Chloramphenicol acetyltransferase und ver-
schiedene Herbizidresistenzgene.

Fiir die Nutzanwendung ist es sehr bedeutsam zu
wissen, dafl Gene mit konstitutivem Promotor nicht
regulierbar sind, also gewohnlich in allen Zellen der
Empfiangerpflanze zur Expression kommen. Gele-
gentlich versagen aber auch diese Promotoren aus
ganz unterschiedlichen Griinden. So konnte die
fremde DNA durch Zufall in einem ruhenden Ab-
schnitt der Empfanger-DNA integriert oder die Re-
gulationssequenzen des 5'-Endes durch Methylie-
rung inaktiviert worden sein.

B. Regulierbare Expressionsvektoren

Unregulierte Gene sind fiir die praktische Nutzan-
wendung oftmals nicht sehr niitzlich. Die Frage lag
nahe, ob man auch chimire Gene mit Kontrollse-
quenzen von Pflanzengenen konstruieren kann, die
von der Empfiangerpflanze entsprechend ihrer ur-
spriinglichen Funktion reguliert werden konnen. Da-
zu wurden die 5'-upstream-Sequenzen verschiedener
Gene isoliert, Vektoren konstruiert und in Modell-
pflanzen getestet.

1. Lichtregulierte Gene

Das Gen fiir die kleine Untereinheit der Ribulose-
bisphosphat-carboxylase (RuBisCo) oder das Gen
fur Chlorophyll a/b (light harvesting chlorophyll a/b
protein = LHCP) sind im Kern der Pflanzenzelle zu
finden. Thre Produkte miissen zunéchst in die Chlo-
roplasten transportiert werden, um funktionsfihig
werden zu konnen. Diese beiden Gene werden vom
Licht aktiviert, jedoch nicht direkt. Vielmehr sind
Vermittler wie z. B. das Phytochrom dazwischenge-
schaltet. Diese Gene sind aber nur in Geweben ak-
tiv, die voll ausgebildete Chloroplasten enthalten.

Die Kontrollregionen dieser beiden angesproche-
nen Gene sind im Hinblick auf den Regulationsme-
chanismus eingehend untersucht worden: In einigen
hundert Basenpaaren stromaufwérts (upstream) vom
Transkriptionsstart dieser Gene verbergen sich alle
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Regulationssequenzen fiir eine lichtinduzierbare
Genexpression. Dadurch wurde es moglich, chimére
Gene herzustellen, die nur in photosynthetisch akti-
ven Geweben zur Expression kommen und auch nur
in der Lichtphase [23—-27].

Zusammenfassend kann man also sagen, daf3 diese
lichtregulierten Sequenzen die Funktion eines gene-
tischen Elementes ausiiben und nur Gensequenzen
beeinflussen. die auf demselben DNA-Molekiil lie-
gen (cis-Wirkung). Im vorliegenden Fall wird die
Transkription im Licht stimuliert (enhancer-Wir-
kung) und in der Dunkelphase sowie in nichtchloro-
phyllhaltigen Pflanzenteilen praktisch abgeschaltet
[28, 29].

Das Chalkonsynthasegen reprdsentiert einen an-
deren Typ lichtregulierter Gene. Sein Produkt ist ein
Schliisselenzym (Chalkonsynthase) der Flavonoid-
synthese. Zu dieser in hoheren Pflanzen weit verbrei-
teten Stoffgruppe gehodren z. B. Bliitenfarbstoffe und
antimikrobielle Schutzsubstanzen, die sogenannten
Phytoalexine. Glycosidische Flavonoidverbindungen
sind aber auch in der Lage, UV-Strahlen zu absor-
bieren und in intakten Pflanzen das darunterliegende
Gewebe so vor schadlichen Wirkungen der Strahlen
zu schiitzen.

Nimmt man nun die 5'-upstream-Regulationsse-
quenzen des Chalkonsynthasegens vom Lowenméul-
chen (Antirrhinum majus) und konstruiert damit ein
chimires Gen, dann bleibt dieses Gen in Tabakkeim-
lingen so lange abgeschaltet, bis man es fiir etwa 20
Stunden einer UV-Strahlung ausgesetzt hat. Danach
kann die Empféingerzelle das vom Fremdgen kodier-
te Protein in groBer Menge synthetisieren, solange
die UV-Strahlung anhalt [30].

2. Organspezifische Gene

Bis heute wurden mit groBem Erfolg in chiméren
Genen die 5'-upstream-Kontrollsequenzen von
Pflanzengenen benutzt, die ausschlie3lich im Samen,
in photosynthetisch aktiven Geweben, in Kartoffel-
knollen oder in Wurzelknodllchen der Leguminosen
wirksam sein konnen. Alle diese Konstruktionen
werden in der Empfiangerpflanze genauso reguliert
wie in der Spenderpflanze, aus der die 5'-upstream-
Regionen entnommen wurden. Die Herkunft des
Strukturgens spielt dabei keine Rolle. So konnte
man das Patatingen, welches fiir eines der Haupt-
speicherproteine der Kartoffelknolle kodiert, auch in
den Blittern der Kartoffelpflanze oder sogar im Ta-
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bakspro3 zur Expression bringen, indem man seine
urspriinglichen 5'-upstream-Kontrollsequenzen ab-
trennte und durch blattspezifische des Tabaks ersetz-
te. AuBlerdem wird das fiir Bohnen charakteristische
Speicherprotein Phaseolin auch im Tabaksamen
synthetisiert, wenn regulierbare Kontrollsequenzen
vorgeschaltet sind [31—34].

3. Hitzeinduzierte Gene

Viele Organismen reagieren auf eine intensive
Hitzebehandlung (z. B. ca. 1 h bei 40—50 °C) mit der
Synthese von Schockproteinen, denen man allge-
mein eine Art Schutzfunktion zuschreibt. Nimmt
man nun von diesen Proteingenen die 5'-upstream-
Kontrollsequenzen und bildet damit ein chimdres
Gen, dann wird die Transkription des Strukturgens
erst gestartet, wenn ein entsprechender Hitzeschock
auf die Empfangerpflanze ausgeiibt wird. Bei norma-
len Temperaturen bleibt das Gen hingegen .,abge-
schaltet™ [35].

4. Gensequenzen fiir den Proteintransport
in Chloroplasten

Im Abschnitt iiber lichtinduzierte Kontrollsequen-
zen wurde das Gen fiir die kleine Untereinheit der
Ribulose-bisphosphat-carboxylase (RuBisCo) be-
reits erwiahnt. Als Genprodukt entsteht ein Protein,
welches im Cytoplasma synthetisiert und anschlie-
end in die Chloroplasten transportiert wird, wo es
sich mit einer zweiten, groeren Untereinheit zum
fertigen Enzym zusammenschlieBt. Die ersten Ami-
nosduren der kleinen Untereinheit bilden einen Fort-
satz mit Signalcharakter. Dieser Fortsatz sorgt dafiir,
daf die Peptidkette vom Cytoplasma in die Chloro-
plasten gelangt. Wihrend der Membranpassage oder
kurz danach wird der Fortsatz (engl.: transit-pep-
tide) abgespalten. Die Aminosdurensequenz dieses
Fortsatzes ist in den ersten Nukleotiden der entspre-
chenden Gensequenz im Kern kodiert. Koppelt man
nun das Gen fiir die Neomycin phosphotransferase
an die Signalsequenz der kleinen Untereinheit und
integriert dieses chimére Gen in das Genom des Ta-
baks, dann wird das neusynthetisierte Enzym tat-
siachlich vom Cytoplasma in die Chloroplasten trans-
portiert. Somit ergibt sich die Moglichkeit, bestimm-
te Proteine in den Chloroplasten anzuhdufen, was im
Hinblick auf Resistenz gegen Herbizidwirkung eine
grofle praktische Bedeutung erlangen konnte
[36—-38].



Report

Gentechnologie und Pflanzenschutz

Die Entwicklung chimirer Gene und wirkungs-
voller Vektoren haben die Voraussetzung dafir
geschaffen, da3 wir heute fremde Gene in einige
wichtige Kulturpflanzen wie z.B. Tabak. Tomate,
Kartoffel und Raps tibertragen kénnen. Verstind-
licherweise wird man zunéchst mit sehr einfachen
und moglichst nur von einem Gen kontrollierten
Systemen arbeiten wollen.

1. Resistenz gegen Herbizide

Beispielhaft fiir die ganze Gruppe der sogenann-
ten Breitbandherbizide soll hier das Herbizid Gly-
phosat ndher besprochen werden, welches die Wirk-
substanz im Handelspriaparat Round-up der Firma
Monsanto darstellt. Es blockiert die Synthese von
aromatischen Aminosiauren wie Phenylalanin, Tyro-
sin und Tryptophan. Pflanzen, Bakterien und Pilze
werden durch den Entzug dieser lebenswichtigen
Aminosduren getotet. Tiere und Menschen hingegen
miissen diese Aminosduren tdglich mit der Nahrung
aufnehmen und sind deshalb nicht direkt von der
Wirkung des Herbizids betroffen. Nimmt man nun
ein in Mikroorganismen identifiziertes Resistenzgen
(EPSP = 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphat syntha-
se) und verpackt es in einen Expressionsvektor unter
der Kontrolle des Cauliflower-mosaic-virus-Promo-
tors, dann kann man Tabakpflanzen mit integriertem
Fremdgen bekommen, die eine viel grolere Menge
des Glyphosats ohne duferlich erkennbare Schadi-
gung vertragen konnen.

Eine Schwierigkeit wird bei diesem Experiment
deutlich. Die aromatischen Aminosduren werden
namlich in den Chloroplasten synthetisiert, was be-
deutet, daB3 die Resistenzgene analog dem RuBisCo-
Gen iiber die transportspezifischen Signalsequenzen
verfligen miissen. Aber ganz unabhingig von diesem
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speziellen Transportproblem ist heute schon mehr-
fach bewiesen worden, dafl man mit chimiren Genen
Kulturpflanzen herbizidresistent machen kann [39].

2. Virusresistenz durch Gentransfer

Ein sehr eindrucksvolles Beispiel fiir die Moglich-
keiten chimarer Genprodukte ist die Verbesserung
der Resistenz von Tabakpflanzen gegeniiber dem
Tabak-Mosaik-Virus (TMV). In diesem Fall wurde
das Gen fiir das Virushiillprotein verwendet. Mit die-
sem Gen im Genom synthetisieren Tabakpflanzen
eine grofBe Menge des fremden Proteins. Bei einem
Befall mit dem TMV zeigen diese Pflanzen keine
oder nur sehr geringe Krankheitssymptome, was in-
zwischen durch mehr als 1000 Pflanzen statistisch ab-
gesichert wurde. Es ist schon lange bekannt, daf
Pflanzen viel besser gegen Virusschiden geschiitzt
sind, wenn sie zundchst von einer abgeschwichten
Form des Virus befallen worden sind (Cross-protec-
tion). Ob wir es in dem vorliegenden Fall mit einem
vergleichbaren Phinomen zu tun haben, miissen wei-
tere Untersuchungen erst noch beweisen [40, 41].

3. Resistenz gegen Insektenfraf3

Bacillus thuringiensis synthetisiert ein kristallines
Protein, das z. B. auerordentlich giftig fiir Raupen
von Pieris brassicae (groBer Kohlweiling) oder
Manduca sexta ist. Das Gen, welches fiir dieses Gift-
protein kodiert, wurde inzwischen isoliert. Ubertrigt
man es als chimires Gen mit Hilfe des Agrobakte-
riums in Tabakpflanzen, dann sind diese sehr effek-
tiv gegen Insektenfra3 geschiitzt. Wir wissen heute,
daB3 wir noch eine gro3e Auswahl an toxischen Pro-
teinen in Wildtypen des Bacillus thuringiensis zur
Verfiigung haben, die einen sehr groflen Schutz-
bereich ermoglichen [42].
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