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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 Züchtungsforschung?

Erklärtes Ziel unserer Pflanzenzüchter ist die V er­
besserung von Nutzpflanzen. Seit alters her ge­
schieht das durch Kreuzung verw andter Pflanzen, 
die möglichst viele wertvolle E igenschaften in sich 
vereinigen, und anschließende Auslese geeigneter 
N achkom m en. E ine vergleichsweise geringe p rak ti­
sche B edeutung erlangte bisher die Züchtung mit 
m utationsauslösenden Chem ikalien oder energie­
reichen Strahlen. Neuerdings besteht bei einer be­
schränkten Zahl Pflanzen die M öglichkeit, isolierte 
zellwandlose Einzelzellen (Protoplasten) verschiede­
ner H erkunft m iteinander zu verschmelzen und dar­
aus mit M ethoden der G ew ebekultur fertile Pflanzen 
zu regenerieren (somatische H ybride). A uf diese 
W eise entfällt die N otwendigkeit einer sexuellen 
Paarung, was grundsätzlich die Ü berschreitung der 
A rtengrenzen ermöglicht. A llerdings ist diese T ech­
nologie noch zu unausgereift, um eine Prognose über 
ihre Verwendungsfähigkeit in der Züchtung abgeben 
zu können. O hne den praktischen W ert konventio­
neller Züchtungsm ethoden schm älern zu wollen, 
m uß man doch auf einige Nachteile hinweisen. Eine 
gezielte genetische V erbesserung kann nämlich nur 
erreicht w erden, wenn das gewünschte M erkm al in 
einer verw andten Pflanze vorliegt und somit auf 
sexuellem W ege eingekreuzt werden kann. D abei 
w erden aber auch viele unerw ünschte M erkm ale m it­
vererbt. Somit reicht ein einm aliger K reuzungs­
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schritt nicht aus, um eine Pflanze zu züchten, welche 
nur die gew ünschten Eigenschaften enthält. D ieser 
Prozeß aus K reuzung, Rückkreuzungen und an­
schließender Selektion geeigneter N achkom m en be­
nötigt gewöhnlich einen Zeitraum  von 10—15 Jah ­
ren. Das bedeu te t, daß der private Z üchter ein hohes 
Risiko eingeht.

D ie G entechnologie bietet uns heute einen K ata­
log von zuverlässigen Techniken zur Isolierung und 
N eukom bination  von G enen an sowie einige wir­
kungsvolle M ethoden zur G enübertragung in Pflan­
zen. Sie hat dadurch einen Weg zur genetischen 
V erbesserung von N utzpflanzen eröffnet, der die 
erw ähnten Einschränkungen bei konventionellen 
Z üchtungsm ethoden beseitigen helfen könnte. Die 
zukünftige Strategie sieht dabei zunächst die Suche 
nach einem  vom Z üchter als wertvoll eingestuften 
M erkm al vor, welches er gerne in eine Pflanze über­
tragen m öchte. D abei gibt es hinsichtlich des Spen­
derorganism us keine Einschränkungen. Neben 
Pflanzen können also auch B akterien , Pilze und so­
gar T iere in Frage kom m en. H at er erst einmal ein 
solches M erkm al gefunden, dann müssen M olekular­
biologen versuchen, mit den Instrum enten der G en­
technologie das zugehörige G en zu isolieren und so 
um zustrukturieren , daß es in der Em pfängerpflanze 
seine W irkung voll entfalten kann. A uf diese W eise 
w ürde nur ein W unschgen übertragen und eine ver­
w andtschaftliche A npassung von Spender und E m p­
fänger könnte entfallen sowie langfristiges R ück­
kreuzen und Selektieren. D ie nächsten Jahre w erden 
A ufschluß darüber geben, ob die G entechnologie zu 
einer w ertvollen Ergänzung der konventionellen 
P flanzenzüchtung w erden kann.
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A grobacterium  tum efaciens — Vom Tumorbakte- 
rium zum Vektor für Genübertragungen in Pflanzen

Seit Beginn dieses Jahrhunderts ist das weltweit 
verbreitete  E rdbakterium  Agrobacterium tumefa­
ciens als A uslöser des W urzelhalsgallenkrebses 
(„crown gall“) bekannt. Sein W irtsbereich um faßt 
überw iegend V ertre te r der G ym nosperm en und Di- 
cotyledonen. Bei den M onocotyledonen w erden (bis 
heu te) nur einige A rten  aus den eng verw andten 
O rdnungen der Liliales und A rales von Agrobacte- 
rium befallen. Das bedeutet, daß ausnahm slos alle 
V ertre te r der für die menschliche E rnährung  so be­
deutsam en G etreide wie z .B . Reis, M ais, W eizen, 
H afer, H irse und G erste keinen W urzelhalsgallen- 
krebs bekom m en können.

Zwei E igenschaften charakterisieren das T um or­
gewebe ganz besonders: Ihre Zellen benötigen zum 
W achstum  in der G ew ebekultur keine externe H o r­
m onzufuhr, und sie synthetisieren neuartige chem i­
sche V erbindungen (O pine), die in der M utterpflan­
ze nicht Vorkommen und dem tum orauslösenden 
Agrobacterium  als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle 
dienen können.

Für die M olekularbiologen wurde das Agrobacte- 
rium  hochinteressant, seitdem gezeigt w erden konn­
te , daß die Tum orbildung einen erfolgreichen G en­
transfer vom Bakterium  in die Pflanzenzelle doku­
m entiert. G anz ohne Zweifel ist Agrobacterium  ein 
kleiner perfek ter G eningenieur, der es fertigbringt, 
Frem dgene in das G enom  einer Pflanzenzelle stabil 
zu integrieren.

Zunächst galt es aber, den M echanism us der G en­
übertragung aufzuklären. D er erste entscheidende 
Schritt war getan, als man einen engen Z usam m en­
hang zwischen T um orinduktion und dem  V orhan­
densein von großen Plasmiden in den B akterien  her­
ausfand. Für sie bürgerte sich schnell der Begriff 
Ti-Plasmid ein (tam or-/nduzierendes Plasm id). 
H eute b ietet sich uns aufgrund vieler Teilergebnisse 
ein recht vollständiges Bild des zweiphasigen Infek­
tionsvorganges. Zunächst kom m t es zu einer W ech­
selwirkung zwischen Pflanzenzelle und Agrobacte- 
rium , die schließlich zur Ü bertragung eines spezifi­
schen A bschnittes des Ti-Plasmids, die sogenannte 
T -D N A  (engl.: fransferred D N A ), in die Pflanzen­
zelle führt. D ann in der zweiten Phase wird die 
T -D N A  stabil in das Pflanzengenom  integriert 
[1 -3 ] .

Dam it ein G entransfer überhaupt stattfinden 
kann, muß Agrobacterium  „V irulenzgene“ haben.

die es ihm erm öglichen, die W irtspflanze zu erken­
nen , mit ihren Zellen in W echselwirkung zu treten  
und dann die T -D N A  zu übertragen. V erw undete 
Pflanzen scheiden niederm olekulare phenolische 
V erbindungen aus, welche die Virulenzgene aktivie­
ren [4]. Sie liegen ebenfalls auf dem Ti-Plasmid, aber 
nicht innerhalb der T-D N A . Mit anderen W orten, 
der M echanism us des G entransfers ist unabhängig 
von der N atur der T -D N A . Man fand nämlich her­
aus, daß Agrobacterien  mit funktionsfähigen V iru­
lenzgenen anstelle der T -D N A  auch andere DNA- 
Stücke übertragen , sofern sie nur auf beiden Seiten 
von spezifischen Integrationssequenzen (Länge: 25 
B asenpaare) begrenzt sind. D abei spielt es keine 
Rolle, ob das Stück nun auf dem Ti-Plasmid liegt 
oder im B akterienchrom osom  [5]. Die G enprodukte 
einiger V irulenzgene verursachen in den In tegra­
tionssegm enten E instrangbrüche. Kopien der 
T -D N A  müssen dann zwangsläufig einsträngig sein. 
Noch ist es nicht bekannt, wie sie in die Pflanzenzelle 
kom m en. Im Pflanzengenom  tauchen sie am Ende 
des Infektionsvorganges als doppelsträngiges 
„insert“ auf. E ine bevorzugte Integrationsstelle auf 
den Pflanzenchrom osom en gibt es nicht. B em er­
kensw ert ist die G enauigkeit, mit der die T -D N A  aus 
dem  Ti-Plasmid herausgeschnitten wird. Wie schon 
gesagt, gilt das auch für andere D N A -Sequenzen, 
und zwar bis zu einer G röße von über 40 Kilobasen, 
genug für ca. 10 G ene.

Pflanzenm olekularbiologen haben nun versucht, 
N utzen aus diesem Vorgang zu ziehen, denn ein 
langgehegter W unschtraum  war es, funktionierende 
neue G ene in Pflanzen zu integrieren. W arum  nicht 
mit H ilfe von Agrobacterium tumefaciens? Dazu 
m ußten aber erst die G ene der T -D N A , die norm a­
lerweise in der Pflanzenzelle die Tum orbildung aus- 
lösen, en tfern t w erden. H eute existieren viele Agro- 
bak terienstäm m e, die alle eines gemeinsam haben: 
Sie können keine Tum ore m ehr auslösen, besitzen 
aber noch alle anderen Funktionen, d .h .,  frem de 
G ene zwischen den Flankierungssequenzen werden 
in die Pflanzenchrom osom en stabil integriert und 
von der Pflanze w eitervererbt. Das Ti-Plasmid gilt 
dadurch heute als das mit A bstand wirkungsvollste 
V ektorsystem  [6—10],

Die ersten M odellgene, die mit der Hilfe von nicht 
m ehr tum orauslösenden Agrobacterien  in Pflanzen 
übertragen  w urden, waren bakterielle Resistenz­
gene. Es stellte sich aber bald heraus, daß die Pflan­
zenzelle die prokaryotischen Regulationssequenzen
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als solche nicht erkennen  kann und dadurch keine 
T ranskrip tion  der frem den D N A  in eine aktive 
m R N A  stattfindet. A ber auch G ene aus anderen 
O rganism en wie z .B . das für die A lkoholdehydro­
genase der H efe, die G ene für ß-Globin und In ter­
feron aus Säugerzellen oder G ene mit dem „frühen“ 
SV-40-Prom otor führten  nicht zur gewünschten P ro­
te inproduktion  in der Pflanzenzelle. Ganz offen­
sichtlich besitzen auch eukaryotische G ene zell- oder 
gewebespezifische K ontrollsequenzen. Will man also 
funktionsfähige G ene in Pflanzen übertragen, dann 
m uß man pflanzenspezifische Signale zur Initiation 
der T ranskrip tion  m it einem  frem den Strukturgen 
verknüpfen, wie z .B . das Gen für Aminoglycosid 
phosphotransferase, welches die Pflanzenzelle resi­
sten t gegen das A ntibiotikum  Kanamycin macht. 
A uf diese W eise en tstehen  M ischgene (chim äre 
G ene), die als Nachweis eines geglückten G entrans­
fers herangezogen w erden können und der betreffen­
den Pflanzenzelle einen Selektionsvorteil verschaf­
fen (engl.: selectable m arker genes). Anschließend 
begrenzt m an das selektierbare M arkergen mit den 
25 B asenpaaren großen Integrationssequenzen der 
T -D N A  und benutzt einen A grobakterium stam m  
ohne T um orgene als G eningenieur. A uf diese Weise 
w urden F rem dgene in viele Pflanzen übertragen 
(engl.: transgenic p lants) u .a . in T abak, Petunie, 
T om ate, K artoffel und kürzlich auch in Luzerne, 
K lee, Sojabohne und Raps. Bei genauerer Analyse 
fand m an fast im m er eine, manchmal auch m ehrere 
K opien der übertragenen  G ene in fast unveränderter 
Form  im G enom  der Pflanzenzelle w ieder, wobei es 
ganz offensichtlich keinen bevorzugten Integrations­
o rt gibt. N ur wenige Beispiele belegen, daß die frem ­
de D N A  auch an m ehreren  O rten der Chrom osom en 
gleichzeitig integriert sein kann. In der Regel bleiben 
die einm al ins G enom  eingeschleusten chim ären 
G ene auch in den nachfolgenden G enerationen erhal­
ten  und w erden gem äß den M endelschen Gesetzen 
vererb t [6 , 7, 11, 12].

Pflanzenviren als Vektoren

Die überw iegende M ehrheit der Pflanzenviren hat 
nicht D N A , sondern R N A  als Erbsubstanz. Ledig­
lich zwei G ruppen , die Caulim oviren und die G em ini­
viren, haben ein D N A -G enom . D as „Cauliflower 
M osaic V irus“ (CaM V ) ist ein typischer V ertreter 
der Caulim oviren. Es verm ehrt sich norm alerweise 
in völlig ausdifferenzierten Pflanzenzellen (W irtsbe­

reich: Cruciferae und Solanaceae) und kann dem zu­
folge das Transkriptionssystem  der W irtszelle nicht 
„zw eckentfrem den“ . Das Virus verfügt deshalb über 
ein ganz besonderes R eplikationsverfahren: Z u ­
nächst wird im Kern der W irtszelle das CaM V -G e- 
nom (eine ca. 8  K ilobasen große, doppelsträngige 
D N A ) durch die Polym erase II in eine genom ische 
RN A  transkrib iert. In der nächsten Phase wird aus 
der einzelsträngigen R N A  mit einem  viruseigenen 
Enzym , der reversen T ranskrip tase, die doppelsträn ­
gige V irus-D N A  synthetisiert. N eben diesem  einm a­
ligen R eplikationsm echanism us ist die Proteinsyn­
these von m indestens drei G enen so verwickelt 
gestaltet, daß bis zum anw endungsreifen E xpres­
sionsvektor CaM V noch viele U ntersuchungen no t­
wendig sein w erden. Lediglich kleine G ene bis zu 
300 B asenpaaren w urden bisher mit Erfolg in Pflan­
zen übertragen. Das einzige V irus-G en, welches man 
unter U m ständen ohne Beeinträchtigung anderer 
Funktionen gegen ein „W unschgen“ austauschen 
könnte, ist ein V irulenzgenz, das für die natürliche 
V erbreitung des Virus essentiell ist. Zwei Beispiele 
für erfolgreichen G entransfer mit dem  E xpressions­
vektor CaM V sind das bakterielle G en für D ihydro- 
folat reduktase (D H F R ) und das Säugergen für 
Interferon (IF N alphaD ). B esonders beliebt bei M o­
lekularbiologen sind die beiden starken Prom otoren 
des CaM V  (19S und 35 S) in chim ären G enen.

Das G enom  der zweiten interessanten Pflanzen­
virusgruppe, die G em iniviren, besteht aus ein oder 
zwei ringförm igen, einsträngigen D N A -M olekülen 
mit einer G röße von 2,6 bis 3,0 K ilobasen. Sie wird 
im Zellkern  der W irtspflanze in eine doppelsträngige 
R eplikationsform  um gew andelt. D as V erfahren ist 
bis heute noch unbekannt. Auch liegt kein Hinweis 
für die Beteiligung einer reversen T ranskrip tase vor. 
Letztendlich häufen sich im Zellkern  R eplikations­
form en in großer Zahl an. D ie G em iniviren sind im 
G egensatz zu den Caulim oviren außerordentlich  
wirtsunspezifisch und können sowohl M ono- als auch 
D ikotyledonen infizieren. Das ist besonders b ed eu t­
sam, wenn sie als virale E xpressionsvektoren ein 
breites A nw endungsspektrum  bekom m en sollen. 
N ur wenig ist bisher über die G ene und G enproduk­
te der G em iniviren bekannt. Kürzlich konnte experi­
mentell das G en für das virale H üllprotein durch ein 
Frem dgen ersetzt w erden, ohne die norm ale R epli­
kation des viralen G enom s im Pflanzenzellkern zu 
stören. D as Einzelchrom osom  des „wheat dw arf 
virus“ (W D V ) ist nur etwa 2,7 K ilobasen groß. Es
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kann aber F rem dgene bis zu 3 Kilobasen aufnehm en 
und m itreplizieren. D adurch wird die G enom größe 
des Virus m ehr als verdoppelt. D rei M odellgene lie­
ßen sich bisher erfolgreich mit diesem Gem inivirus in 
Zellkulturen  von Triticum monococcum  und Zeci 
mays übertragen , näm lich die G ene für Aminoglyco- 
sid phosphotransferase und Chloram phenicol acetyl- 
transferase sowie das ß-G alaktosidase-G en von
E. coli. Das verdeutlicht, wie wichtig G em iniviren 
als sich autonom  replizierende Expressionssystem e 
für die zukünftige Entw icklung von V ektoren sein 
können [1 1 ].

Direkte Genübertragung in Protoplasten

Mit dem Ti-Plasm id als V ektor haben wir heute 
eine sehr wirkungsvolle M öglichkeit an der H and, 
neukom binierte chim äre G ene in W irtspflanzen des 
Agrobacteriums zu testen . W ie schon gesagt, gehö­
ren die G etre ide nicht zu diesem Kreis. D arum  w er­
den auch w eiterhin große A nstrengungen un ternom ­
m en. um aus ihren Einzelzellen (Protoplasten) mit 
M ethoden der G ew ebekultur neue Pflanzen zu re ­
generieren , so wie es beim T abak schon seit vielen 
Jahren  möglich ist. Für diese M odellpflanze wurden 
schon einige M ethoden zur direkten  Ü bertragung 
chim ärer G ene entw ickelt, das heißt ohne Einsatz 
von V ektoren. A uch in andere Pflanzen wie Petunie, 
K arotte und kürzlich Mais und Triticum m onococ­
cum  kann m an direkt frem de G ene einbauen, wenn 
auch mit viel n iedrigerer F requenz als beim M odell­
system Tabak [7, 12—16]. In der G ew ebekultur e r­
weist sich der E insatz von selektierbaren M arker­
genen (z .B . durch K om bination des starken 35-S- 
P rom otors vom cauliflower mosaic virus mit dem 
Strukturgen für Am inoglycosid Phosphotransferase) 
als besonders vorteilhaft, denn nur Zellen , die das 
frem de G en auch ausreichend exprim ieren, überle­
ben in einem  kanam ycinhaltigen Kulturm edium  und 
können dadurch herausselektioniert w erden. E inge­
hende U ntersuchungen an regenerierten  Pflanzen 
des Tabaks haben ergeben, daß gewöhnlich nur eine 
oder gelegentlich auch m ehrere willkürlich m iteinan­
der verknüpfte Kopien des Frem dgens im T abak­
genom nachw eisbar w aren, wobei wie beim Agro- 
bak terium transfer kein bevorzugter Integrationsort 
beobachtet w erden konnte. In den m eisten Fällen 
verlief die V ererbung gem äß den M endelschen 
Regeln. G anz offensichtlich unterliegt die frem de 
D N A . bevor sie in das Pflanzengenom  integriert 
w ird, einer massiven U m strukturierung [7].

Injektion eines selektierbaren Markergens in die 
Basis einer reifenden Roggenähre

Ganz ohne Zweifel zählen die G etre ide zu den 
wichtigsten N ahrungspflanzen unserer Erde. Die 
M olekularbiologen hegen schon lange den W unsch, 
ihre neuen Techniken und Chimären G ene auch bei 
diesen Pflanzen anzuw enden. Die M ethoden des di­
rekten vektorlosen G entransfers können nur Erfolg 
haben, wenn die Problem e der R egeneration  aus 
Einzelzellen gelöst sind. Somit ist es zu begrüßen, 
daß auch weiterhin nach A lternativm ethoden zur 
G enübertragung in G etreide gesucht wird. Dazu 
zählen wie oben beschrieben die D N A -V iren, d irek ­
tes A ufsaugen von rekom binierter D N A  durch quel­
lende und keim ende Pollenkörner oder die Injektion  
von D N A-Lösungen in Blüten oder B lütenstände, 
wie das folgende Beispiel belegen soll [17]: Spritzt 
man 14 Tage vor der ersten m eiotischen Teilung ein 
funktionstüchtiges Resistenzgen (Am inoglycosid 
phosphotransferase) in die Basis einer reifenden 
R oggenähre, so diffundiert die D N A  bis in die sich 
entw ickelnden Keim zellen. D aß niederm olekulare 
Substanzen wie Kaffein und Kolchizin auf dieselbe 
A rt in die Blüten gelangen und die M eiose sichtbar 
schädigen können, ist nicht w eiter überraschend. 
D aß aber M akrom oleküle wie unser chim äres G en 
diesen Weg unbeschadet zurücklegen können , trotz 
M em branbarrieren und den allgegenwärtigen DN A- 
sen. ist nur schwer zu erklären, w ären da nicht in 
einer Zahl von 3000 Roggenkeim lingen (aus 70 In­
jek tionen) imm erhin 3 Pflanzen gew esen, die das in­
jizierte Resistenzgen enthielten. N atürlich müssen 
diese R esultate noch durch w eitere Experim ente 
bestätigt w erden. Sie beweisen aber schon je tzt, daß 
auch einfache G entransferm ethoden durchaus e r ­
folgversprechend sein können.

Transponierbare Elemente als Vektoren

In den fünfziger Jahren beobachteten  B arbara 
M cClintock, Peter Peterson und andere G enetiker, 
daß G ensequenzen beim Mais ihre Position im G e­
nom sehr häufig und recht willkürlich verändern. 
Solche transponierbaren E lem ente sind auch inzwi­
schen bei anderen Pflanzen wie z .B . dem Löw en­
mäulchen (Antirrhinum majus) beschrieben w orden. 
Mit Hilfe der m odernen M olekularbiologie ist es 
heute möglich, diese E lem ente biochem isch zu iso­
lieren. Z ur Zeit wird experim entell geprüft, ob man 
sie zusamm en mit einem  selektierbaren M arkergen 
ins Pflanzengenom integrieren kann. z .B . nach
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M ikroinjektion  in B lütenstände oder durch direkte 
G enübertragung  in T abakpro top lasten  [18—22].

Entwicklung von Expressionsvektoren

A. Konstitutive (nicht regulierte) Promotoren

Eukaryotische G ene besitzen einen einheitlichen 
A ufbau: K ernstück ist das S trukturgen, welches in 
seinen B asenpaaren den Bauplan für das E ndpro­
dukt P rotein en thält. D em  W atson-Crick-M odell zu­
folge liegt die D N A  als D oppelw endel (Doppelhelix) 
vor. D as R ückgrat dieser W endel bilden K etten, die 
abw echselnd aus Pentosezucker und Phosphat beste­
hen. B etrach tet man eine solche Kette aus N ukleoti­
den genauer, dann findet m an an einem Ende imm er 
ein 3 '-H ydroxyl frei und am anderen Ende ein 5'- 
P hosphat. Somit ergibt sich eine Polarität, die zur 
unm ißverständlichen D arstellung von G enen heran­
gezogen w erden kann. So spricht man in der L abor­
sprache ganz kurz von einem  5 '-E nde und versteht 
d arun te r D N A -Sequenzen, die dem Strukturgen vor­
geschaltet sind und für den korrekten Start des 
T ranskriptionsvorganges verantw ortlich sind (up- 
stream -Sequenzen). Dazu gehört auch der Prom o­
tor. Das andere Ende des S trukturgens bezeichnet 
m an als 3 '-E nde und die angrenzenden Nukleotide 
als „dow nstream -Sequenzen“ . Zu ihnen zählen Se­
quenzen , die das Ende des Transkriptionsvorganges 
signalisieren und außerdem  die korrekte Polyadeny- 
lierung des fertigen T ranskrip tes vornehm en.

G esetzt den Fall, dieses allgem eine G rundschem a 
trifft nicht nur für H efe und tierische Organism en zu, 
sondern  auch für höhere Pflanzen und keine zusätzli­
chen R egulationssequenzen liegen in den Introns 
und Exons des S trukturgens oder sogar im 3 '-E nde 
verborgen , dann m üßte es doch möglich sein, funk­
tionstüchtige chim äre G ene auf die folgende A rt und 
W eise zu konstruieren: M an nimm t ein S trukturgen, 
welches man in die Pflanzen-D N A  einbauen m öchte, 
und hängt daran  die 5 '-upstream - und 3'-down- 
stream -Sequenzen aus G enen , von denen man genau 
weiß, daß sie in Pflanzen zur Expression kommen 
können.

G em äß dieser Strategie w urden zunächst alle Chi­
m ären G ene konstru iert. M an benutzte in der Regel 
die R egulationssequenzen von Agrobacterium- 
(T -D N A )-G enen  oder dem G en VI des DNA-Virus 
cauliflower mosaic virus und setzte statt des u r­
sprünglichen S trukturgens einen Polylinker dazwi­
schen. U n ter einem  Polylinker hat man einen che­

misch synthetisierten D N A -D oppelstrang zu verste­
hen, der zahlreiche E rkennungsstellen von Restrik- 
tionsendonukleasen enthält und somit das Einsetzen 
eines x-beliebigen S trukturgens erleichtert. Viele 
dieser K onstruktionen haben sich schon in der La­
borpraxis bew ährt. Sie en thalten  se lektierbare M ar­
kergene wie A m inoglycosid phosphotransferase, 
Hygrom ycin phosphotransferase, D ihydrofolat re­
ductase, Chloram phenicol acetyltransferase und ver­
schiedene H erbizidresistenzgene.

Für die N utzanw endung ist es sehr bedeutsam  zu 
wissen, daß G ene mit konstitutivem  Prom otor nicht 
regulierbar sind, also gewöhnlich in allen Zellen der 
Em pfängerpflanze zur Expression kom m en. G ele­
gentlich versagen aber auch diese Prom otoren aus 
ganz unterschiedlichen G ründen . So könnte die 
frem de D N A  durch Zufall in einem  ruhenden A b­
schnitt der Em pfänger-D N A  integriert oder die R e­
gulationssequenzen des 5 '-E ndes durch M ethylie­
rung inaktiviert w orden sein.

B. Regulierbare Expressionsvektoren

U nregulierte G ene sind für die praktische N utzan­
w endung oftm als nicht sehr nützlich. Die Frage lag 
nahe, ob man auch chim äre G ene mit Kontrollse- 
quenzen von Pflanzengenen konstru ieren  kann, die 
von der Em pfängerpflanze entsprechend ihrer u r­
sprünglichen Funktion reguliert w erden können. D a­
zu w urden die 5 '-upstream -Sequenzen verschiedener 
G ene isoliert, V ektoren konstruiert und in M odell­
pflanzen getestet.

1. L ichtregulierte G ene

Das G en für die kleine U ntereinheit der Ribulose- 
bisphosphat-carboxylase (R uB isC o) oder das Gen 
für Chlorophyll alb (light harvesting chlorophyll alb 
protein =  LH C P) sind im Kern der Pflanzenzelle zu 
finden. Ihre P rodukte müssen zunächst in die Chlo- 
roplasten transportiert w erden, um funktionsfähig 
w erden zu können. D iese beiden G ene w erden vom 
Licht aktiviert, jedoch nicht direkt. V ielm ehr sind 
V erm ittler wie z .B . das Phytochrom  dazw ischenge­
schaltet. Diese G ene sind aber nur in G ew eben ak­
tiv, die voll ausgebildete C hloroplasten en thalten .

Die K ontrollregionen dieser beiden angesproche­
nen G ene sind im Hinblick auf den R egulationsm e­
chanism us eingehend untersucht w orden: In einigen 
hundert B asenpaaren strom aufw ärts (upstream ) vom 
T ranskrip tionsstart dieser G ene verbergen sich alle
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R egulationssequenzen für eine lichtinduzierbare 
G enexpression. D adurch wurde es möglich, chim äre 
G ene herzustellen, die nur in photosynthetisch akti­
ven G ew eben zur Expression kom m en und auch nur 
in der Lichtphase [23—27],

Zusam m enfassend kann man also sagen, daß diese 
lichtregulierten Sequenzen die Funktion eines gene­
tischen E lem entes ausüben und nur G ensequenzen 
beeinflussen, die auf dem selben D N A -M olekül lie­
gen (cw-W irkung). Im vorliegenden Fall wird die 
Transkrip tion  im Licht stim uliert (enhancer-W ir- 
kung) und in der D unkelphase sowie in n ichtchloro­
phyllhaltigen Pflanzenteilen praktisch abgeschaltet 
[28, 29].

Das C halkonsynthasegen repräsen tiert einen an­
deren Typ lichtregulierter G ene. Sein P rodukt ist ein 
Schlüsselenzym (C halkonsynthase) der F lavonoid­
synthese. Zu dieser in höheren Pflanzen weit verbrei­
te ten  Stoffgruppe gehören z .B . B lütenfarbstoffe und 
antim ikrobielle Schutzsubstanzen, die sogenannten 
Phytoalexine. Glycosidische Flavonoidverbindungen 
sind aber auch in der Lage, U V -Strahlen zu absor­
bieren und in in takten Pflanzen das darunterliegende 
G ew ebe so vor schädlichen W irkungen der Strahlen 
zu schützen.

Nimmt man nun die 5 '-upstream -R egulationsse- 
quenzen des C halkonsynthasegens vom Löw enm äul­
chen (Antirrhinum  majus) und konstru iert dam it ein 
chim äres G en. dann bleibt dieses G en in T abakkeim ­
lingen so lange abgeschaltet, bis man es für etwa 2 0  

Stunden einer U V -Strahlung ausgesetzt hat. D anach 
kann die Em pfängerzelle das vom Frem dgen kodier­
te Protein in großer M enge synthetisieren, solange 
die U V -Strahlung anhält [30],

2. Organspezifische G ene

Bis heute w urden mit großem  Erfolg in chim ären 
G enen die 5 '-upstream -K ontrollsequenzen von 
Pflanzengenen benutzt, die ausschließlich im Sam en, 
in photosynthetisch aktiven G ew eben, in K artoffel­
knollen oder in W urzelknöllchen der Legum inosen 
wirksam sein können. A lle diese K onstruktionen 
w erden in der Em pfängerpflanze genauso reguliert 
wie in der Spenderpflanze, aus der die 5 '-upstream - 
Regionen entnom m en w urden. Die H erkunft des 
Strukturgens spielt dabei keine Rolle. So konnte 
man das Patatingen, welches für eines der H aup t­
speicherproteine der K artoffelknolle kodiert, auch in 
den B lättern der Kartoffelpflanze oder sogar im T a­

baksproß zur Expression bringen, indem  man seine 
ursprünglichen 5 '-upstream -K ontrollsequenzen ab ­
trenn te  und durch blattspezifische des T abaks ersetz­
te. A ußerdem  wird das für Bohnen charakteristische 
Speicherprotein Phaseolin auch im Tabaksam en 
synthetisiert, wenn regulierbare K ontrollsequenzen 
vorgeschaltet sind [31—34].

3. H itzeinduzierte G ene

Viele Organism en reagieren auf eine intensive 
H itzebehandlung (z.B . ca. 1 h bei 40—50 °C) mit der 
Synthese von Schockproteinen, denen man allge­
mein eine A rt Schutzfunktion zuschreibt. N im m t 
m an nun von diesen Proteingenen die 5 '-upstream - 
Kontrollsequenzen und bildet dam it ein chim äres 
G en, dann wird die T ranskription des S trukturgens 
erst gestartet, wenn ein en tsprechender H itzeschock 
auf die Em pfängerpflanze ausgeübt wird. Bei norm a­
len Tem peraturen  bleibt das G en hingegen „abge­
schaltet“ [35],

4. G ensequenzen für den P ro te in transport 
in Chloroplasten

Im A bschnitt über lichtinduzierte K ontrollsequen­
zen wurde das G en für die kleine U ntereinheit der 
R ibulose-bisphosphat-carboxylase (R uB isC o) be­
reits erw ähnt. Als G enprodukt en tsteh t ein Protein , 
welches im Cytoplasm a synthetisiert und anschlie­
ßend in die C hloroplasten transportiert wird, wo es 
sich mit einer zweiten, größeren U ntereinheit zum 
fertigen Enzym zusam m enschließt. Die ersten A m i­
nosäuren der kleinen U ntereinheit bilden einen F o rt­
satz mit S ignalcharakter. D ieser Fortsatz sorgt dafür, 
daß die Peptidkette vom Cytoplasm a in die C hloro­
plasten gelangt. W ährend der M em branpassage oder 
kurz danach wird der Fortsatz (engl.: transit-pep- 
tide) abgespalten. Die A m inosäurensequenz dieses 
Fortsatzes ist in den ersten N ukleotiden der en tsp re­
chenden G ensequenz im Kern kodiert. K oppelt man 
nun das Gen für die Neomycin phosphotransferase 
an die Signalsequenz der kleinen U ntereinheit und 
integriert dieses chim äre Gen in das G enom  des T a­
baks, dann wird das neusynthetisierte Enzym ta t­
sächlich vom Cytoplasm a in die C hloroplasten trans­
portiert. Somit ergibt sich die M öglichkeit, bestim m ­
te Proteine in den C hloroplasten anzuhäufen, was im 
Hinblick auf Resistenz gegen H erbizidw irkung eine 
große praktische Bedeutung erlangen könnte 
[36-38],
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Die Entw icklung chim ärer G ene und wirkungs­
voller V ektoren  haben die V oraussetzung dafür 
geschaffen, daß wir heute frem de G ene in einige 
wichtige K ulturpflanzen wie z .B . Tabak, Tom ate. 
K artoffel und Raps übertragen  können. V erständ­
licherweise wird m an zunächst mit sehr einfachen 
und möglichst nur von einem  Gen kontrollierten 
System en arbeiten  wollen.

1. Resistenz gegen H erbizide

Beispielhaft für die ganze G ruppe der sogenann­
ten B reitbandherbizide soll hier das H erbizid Gly- 
phosat näher besprochen w erden, welches die W irk­
substanz im H andelsp räpara t Round-up der Firma 
M onsanto darstellt. Es b lockiert die Synthese von 
arom atischen A m inosäuren wie Phenylalanin, Tyro­
sin und T ryptophan . Pflanzen, B akterien und Pilze 
w erden durch den E ntzug dieser lebenswichtigen 
A m inosäuren getö tet. T iere und M enschen hingegen 
müssen diese A m inosäuren täglich mit der Nahrung 
aufnehm en und sind deshalb nicht direkt von der 
W irkung des H erbizids betroffen. Nimmt man nun 
ein in M ikroorganism en identifiziertes Resistenzgen 
(EPSP =  5-enolpyruvylshikim ate-3-phosphat syntha­
se) und verpackt es in einen Expressionsvektor unter 
der K ontrolle des Cauliflower-mosaic-virus-Promo- 
tors, dann kann m an Tabakpflanzen mit integriertem  
Frem dgen bekom m en, die eine viel größere Menge 
des G lyphosats ohne äußerlich erkennbare Schädi­
gung vertragen können.

E ine Schwierigkeit wird bei diesem Experim ent 
deutlich. D ie arom atischen A m inosäuren werden 
näm lich in den C hloropiasten synthetisiert, was be­
deu tet, daß die R esistenzgene analog dem RuBisCo- 
G en über die transportspezifischen Signalsequenzen 
verfügen m üssen. A ber ganz unabhängig von diesem

Gentechnologie und Pflanzenschutz speziellen T ransportproblem  ist heute schon m ehr­
fach bewiesen w orden, daß man mit chim ären G enen 
K ulturpflanzen herbizidresistent m achen kann [39].

2. Virusresistenz durch Gentransfer

Ein sehr eindrucksvolles Beispiel für die M öglich­
keiten chim ärer G enprodukte ist die V erbesserung 
der Resistenz von Tabakpflanzen gegenüber dem 
Tabak-Mosaik-Virus (TM V). In diesem  Fall wurde 
das G en für das V irushüllprotein verw endet. M it d ie­
sem G en im G enom  synthetisieren Tabakpflanzen 
eine große M enge des frem den Proteins. Bei einem  
Befall mit dem TM V zeigen diese Pflanzen keine 
oder nur sehr geringe K rankheitssym ptom e, was in­
zwischen durch m ehr als 1000 Pflanzen statistisch ab ­
gesichert w urde. Es ist schon lange bekannt, daß 
Pflanzen viel besser gegen V irusschäden geschützt 
sind, wenn sie zunächst von einer abgeschwächten 
Form  des Virus befallen w orden sind (Cross-protec- 
tion). O b wir es in dem vorliegenden Fall mit einem  
vergleichbaren Phänom en zu tun haben , müssen w ei­
tere  U ntersuchungen erst noch beweisen [40, 41].

3. Resistenz gegen Insektenfraß

Bacillus thuringiensis synthetisiert ein kristallines 
Protein, das z .B . außerordentlich giftig für R aupen 
von Pier is brassicae (großer Kohlweißling) oder 
Manduca sexta ist. Das G en, welches für dieses G ift­
protein kodiert, wurde inzwischen isoliert. Ü berträg t 
man es als chim äres G en mit Hilfe des Agrobakte- 
riums in T abakpflanzen, dann sind diese sehr effek­
tiv gegen Insektenfraß  geschützt. W ir wissen heu te, 
daß wir noch eine große Auswahl an toxischen P ro ­
teinen in W ildtypen des Bacillus thuringiensis zur 
V erfügung haben, die einen sehr großen Schutz­
bereich erm öglichen [42].
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