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Pflanzenbiotechnologie

von Martin Pfosser, Wien
Vortrag, gehalten am 22. Februar 1996

Nicht nur in Osterreich, sondern auch in anderen
Léndern Europas ist es dieses Jahr zu Diskussionen
iiber die Sinnhaftigkeit des Einsatzes gentechnischer
Methoden bei der Produktion unserer Lebensmittel
gekommen. Vor allem die geplanten Freisetzungs-
versuche von gentechnisch veridnderten Pflanzen
machten einer breiten Offentlichkeit bewuBt, daf sich
zur Zeit ein Wandel in der Pflanzenziichtung voll-
zieht: Trotz der oft enormen Produktivitdts- und
Qualitétssteigerungen, die bis heute in der Ziichtung
erzielt werden konnten, suchte die Wissenschaft
nach neuen Moglichkeiten, um die Grenzen zu tiber-
springen, die in der traditionellen Ziichtung gege-
ben sind. Solche Grenzen existieren z.B. in der sexu-
ellen Inkompatibilitdt von Kreuzungspartnern, die
ein Einkreuzen von Eigenschaften entfernt stehen-
der Arten verhindern. Durch den Einsatz von gen-
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technischen Methoden erhofft man sich eine wesent-
liche Erweiterung der ziichterischen Moglichkeiten.
Tatsédchlich kommen zur Zeit die ersten Resultate
dieser Anstrengungen auf den Tisch. 1994 wurde das
erste gentechnisch verdnderte Lebensmittel, die
“Anti-Matsch-Tomate” (eine Tomatensorte, die nicht
griin - also unreif - geerntet werden muf}, um sie fiir
den Transport zum Endverbraucher widerstandsfa-
hig zu halten) in den USA fiir den Verkauf freigege-
ben. Und seit kurzem gibt es auch in England “Gen-
food”, ndmlich Ketchup aus dieser Anti-Matsch-To-
mate.

Im folgenden soll dargestellt werden, wie gen-
technisch verénderte Pflanzen im Labor erzeugt wer-
den konnen, bzw. welche biologischen Grundlagen
fiir die Anwendung der Gentechnik bei Pflanzen aus-
schlaggebend sind.

Pflanzen besitzen eine hohe Regenerations-
fahigkeit

Pflanzenbiotechnologie besteht aus zwei sich gegen-
seitig ergdnzenden Gruppen von Techniken: Den
Gewebekulturtechniken und den Techniken der
rekombinanten DNA. Obwohl viele Methoden der
modernen Biotechnologie experimentelles Neuland
darstellen, funktionieren sie nur im Zusammenspiel
mit dem Wissen um die biologischen Eigenschaften
des pflanzlichen Organismus, wie sie in der Natur
vorgegeben sind. Eine dieser Eigenschaften ist die
enorme Regenerationsfihigkeit des pflanzlichen Or-
ganismus.



-213-

Bei vielen Pflanzenarten, wie etwa beim Streifen-
farn Asplenium bulbiferum, entstehen im Lauf der
Entwicklung eigene Organe, die zur vegetativen Ver-
mehrung dieser Pflanzen dienen. Dabei kénnen an
einem &lteren Blatt neue Sprosse entstehen, die spé-
ter abfallen, sich bewurzeln und wieder eine neue
Pflanze aufbauen. Oft entstehen solche Regenerate
allerdings nicht wéhrend der reguldren Pflanzen-
entwicklung, sondern nur dann, wenn das normale
Pflanzenwachstum gestort ist - z.B. als Folge einer
Verletzung. So eine Verletzung kann natiirlich auch
bewufit herbeigefiihrt werden. Jeder kennt aus ei-
gener Erfahrung, daf} verschiedene Zierpflanzen oft
erstaunliche Regenerationsleistungen vollbringen
koénnen. Abgeschnittene Teile von Pflanzen kénnen
wieder austreiben, wenn man sie in Erde steckt -
ein Phianomen, das man sich in der girtnerischen
Praxis schon seit langem zu Nutze macht. Etwas
dhnliches passiert auch ohne menschliches Zutun bei
der Begonie. Dabei entstehen direkt an der Blatt-
spreite, vor allem in der unmittelbaren Umgebung
von Verletzungen, neue Tochtersprosse, die spéter
abfallen, sich bewurzeln und neue Pflanzen bilden
(Abb. 1). Wenn man sich die Regeneration bei der
Begonie genau ansieht, bemerkt man, dafl diese Re-
generation nicht an einer beliebigen Stelle der
Blattspreite beginnt, sondern, dal} sie dort auftritt,
wo Verletzungen passiert sind. Das heifit aber, daf}
die Regeneration steuerbar ist und induziert wer-
den kann. Tatséchlich stellt diese Regenerations-
fahigkeit ein Charakteristikum der pflanzlichen Le-
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bensform dar, wie man es bei Tieren nur auf sehr
niedriger Organisationsstufe - wie z.B. beim Siil3-
wasserpolypen (Hydra), nicht aber bei hoheren Tie-
ren findet. Aber warum haben gerade die hoheren
Pflanzen diese Fahigkeit entwickelt? Fiir die Pflan-
ze stellt diese Fihigkeit eine Uberlebensstrategie,
eine Anpassung an ihre ortsgebundene Lebensweise
dar. Pflanzen konnen nicht einfach vor Gefahren da-
vonlaufen. Sie miissen sich damit abfinden, eventu-
ell von einer Elefantenherde niedergetrampelt zu wer-
den. Und genau diesen Nachteil der ortsgebunde-
nen Lebensweise konnen sie durch ihre Regenera-
tionsfahigkeit wieder ausgleichen. Aus den zusam-
mengetrampelten Uberresten entstehen wieder neue
Pflanzen.

Abb.1: Regeneration von Sprossen an Blittern von Begonien:
Besonders in der Ndhe von Verletzungen kommt es unter
geeigneten Bedingungen zur Neubildung von Sprossen, die
spédter abfallen, sich bewurzeln und eine neue Pflanze auf-
bauen.
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Man hat erkannt, da3 die Regeneration von einer
einzelnen Zelle ausgehen kann. Durch Zellteilungen
bildet sich ein embryonales Gewebe (Meristem), aus
dem dann ein Adventivsprof3 entsteht. Auf zelluldrer
Ebene sind vor allem zwei Faktoren dafiir verant-
wortlich: die rdumliche Isolierung von Zellen und
als Folge davon lokal verédnderte Konzentrationen
an Phytohormonen (vor allem Auxin und Cytokinin).
Dieses Wissen hat nun dazu gefithrt, daf fiir viele
Pflanzenarten - darunter befinden sich auch die mei-
sten Kulturpflanzenarten - Systeme etabliert wurden,
die tiber Zellkulturtechniken eine klonale Vermeh-
rung dieser Pflanzen erlauben.

Die Induktion der Regeneration erfolgt in den mei-
sten Fillen hormonell durch ein kiinstliches Néhr-
medium. Aus Gewebsexplantaten kénnen mit Hilfe
von Phytohormonen neue Sprosse regeneriert wer-
den. Dabei bildet sich zunéchst oft ein Kallusgewebe,
also undifferenziertes Zellmaterial. Aus diesen
Kalluszellen kommt es dann unter dem Einflull von
Pflanzenhormonen (in erster Linie Cytokinin) zur
Regeneration von Sprossen.

Durch Veranderung der Hormonkonzentrationen
kann man allerdings nicht nur Sprofwachstum, son-
dern auch Wurzelwachstum bewirken. Es entsteht
ebenfalls zunéchst Kallus, aus dem durch Zugabe von
Auxinen Wurzeln regeneriert werden.

Die Regeneration geht von Einzelzellen aus
Die Regenerationsfdhigkeit der Pflanzen wurde an
immer kleineren Pflanzenteilen getestet, mit dem



-216-

Ziel, die in-vitro-Vermehrung zu optimieren. Schlief3-
lich konnten sogar einzelne Pflanzenzellen in
Fliissigkultur vermehrt werden, sodal} sich aus den
einzelnen Zellen solcher Suspensionskulturen wie-
der ganze Pflanzen entwickelten.

Die Zellbiologen gingen aber noch einen Schritt wei-
ter: Es gelang, die starre Zellwand der Pflanzen durch
Enzyme aufzulésen, ohne das Zellinnere, das
Cytoplasma, zu zerstoren. Es entstanden Proto-
plasten, die nach einigen Tagen wieder eine neue
Zellwand bildeten, sich teilten, und wie normale Zel-
len regenerierfihig waren.

Aber nicht nur somatische Zellen, sondern auch ge-
nerative Zellen sind in der Lage, ohne Befruchtung
ganze Pflanzen zu regenerieren. Bei vielen Pflanzen-
arten sind es vor allem die ménnlichen Keimzellen
(Pollen), die besonders leicht regenerieren kénnen.
Durch die Reduktionsteilungen enthilt allerdings
jede dieser Zellen im Unterschied zu den somatischen
Zellen nur den einfachen Chromosomensatz, d.h. sie
sind haploid. Auch die aus den Pollen regenerierten
Pflanzen sind deshalb haploid.

Diese haploiden Pflanzen sind fiir die Ziichtung von
enormer Bedeutung, weil bei ihnen rezessive Merk-
male sofort im Phénotyp erkennbar sind, da sie nicht
von einem dominanten Merkmal tiberdeckt werden
konnen. Ebenso wichtig ist allerdings auch, dafl man
den Chromosomensatz dieser Pflanzen durch das
Mitosegift Colchicin wieder verdoppeln kann. Solche
dihaploide Pflanzen sind in allen Genen homozygot,
ein Zustand der bei der konventionellen Ziichtung
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erst nach vielen Generationen des Selbstens erreicht
werden kann. Zusétzlich sind dihaploide Pflanzen im
Gegensatz zu haploiden fertil und konnen deshalb in
konventionellen Ziichtungsprogrammen verwendet
werden.

Eine weitere Zellkulturtechnik stellt die Erzeugung
von somatischen Embryonen aus kultivierten Pflan-
zenzellen dar. Es war eine Sensation, als es Ende
der finfziger Jahre gelang, durch Entzug des Pflan-
zenhormons Auxin aus Karottenzellen somatische
Embryonen zu regenerieren, die, wie normale Em-
bryos aus Samen, zu Pflanzchen heranwuchsen. Es
war iibrigens ein Osterreicher, namlich der Botani-
ker Gustav Haberlandt, der bereits 1905 - ein halbes
Jahrhundert vor dem experimentellen Beweis - in
einer wissenschaftlichen Arbeit die Moglichkeit der
somatischen Embryogenese postulierte.

Bei dieser Technik werden zunéchst einmal Zellen
bei relativ hohen Konzentrationen des Pflanzen-
hormons Auxin kultiviert. Danach wird die Auxin-
Konzentration erniedrigt und in der Folge entste-
hen somatische Embryonen, wobei die dabei auftre-
tenden Embryonalstadien groe Ahnlichkeiten mit
den Embryonalstadien bei der zygotischen Embryo-
genese aufweisen. Genauso wie bei der zygotischen
Embryogenese nach der Befruchtung der Eizelle geht
die Entwicklung bei der somatischen Embryogenese
iiber ein globulédres und ein torpedoférmiges Em-
bryonalstadium bis zur Entwicklung des fertigen
Embryos, der unter geeigneten in-vitro-Bedingun-
gen keimt und eine neue Pflanze aufbaut.
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Die Zellkultur-Techniken stellen zwar fiir die prak-
tische Ziichtung wichtige Hilfsmittel mit einer oft
deutlichen Zeitersparnis dar, sie haben aber zunéchst
nicht das Ziel, den Genpool einer Pflanzenart zu ver-
adndern. Vielmehr sollen durch eine vegetative Ver-
mehrung identische Nachkommen erzeugt werden,
die sich von der Ausgangspflanze nicht unterschei-
den. Allerdings war es durch das Wissen, das man
sich bei der Erforschung der Regenerationsvorginge
bei Pflanzen angeeignet hat, ein naheliegender
Schritt, an die genetische Verinderung von Pflanzen-
zellen zu denken. Wir haben gesehen, daf3 die Rege-
neration einer Pflanze von einer einzelnen Zelle
ausgehen kann. Die Zelle teilt sich, und gibt dabei
ihre genetische Information an jede Zelle der Pflan-
ze weiter, die aus ihr entsteht. Wenn man nun die
Moglichkeit hat, diese regenerierende Zelle gene-
tisch zu verdndern, dann wiirden alle Zellen der re-
generierten Pflanze die genetischen Verinderungen
der Ausgangszelle aufweisen - eine Grundvorausset-
zung fiir die Anwendung von gentechnischen Metho-
den in der modernen Pflanzenziichtung.

Die DNA ist die vererbbare genetische Substanz
DafB die beschriebenen Regenerationsleistungen bei
Pflanzen iiberhaupt moglich sind, geht zuriick auf
ein Postulat, das von Schwann und Schleiden in den
dreifliger Jahren des 19. Jhdts. formuliert wurde:
Jede Zelle ist im Prinzip totipotent. Das heif3t, daf3
jede einzelne Zelle eines Organismus die gesamte
Information fiir den Aufbau dieses Organismus in sich
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gespeichert hat. Wahrend bereits im 19. Jhdt. Kern-
strukturen im Mikroskop beobachtet wurden, konn-
ten diese Zellkerne allerdings erst am Beginn des
20. Jhdts. als die Tréger des vererbbaren Materials
identifiziert werden.

Zu bestimmten Zeiten des Zellzyklus, ndmlich wah-
rend der Teilungsphase, ist dieses genetische Mate-
rial in der Form von Chromosomen sichtbar. Man
dachte allerdings zunéchst, daf3, wenn hier die gene-
tische Information fiir einen gesamten Organismus
gespeichert ist, diese Strukturen biochemisch gese-
hen sehr komplex sein miiiten. Es war deshalb zu-
néchst enttduschend, als man erkannte, dafl Chro-
mosomen nur aus zwei Stoffgruppen bestehen - aus
Proteinen und aus Desoxyribonukleinsidure (DNA).
Wenn man Chromosomen ihres Proteinanteiles ent-
ledigt, bleibt ein extrem langes, fadenformiges DNA
Molekiil iiber, das z.B. in einer einzigen menschli-
chen Zelle ca. zwei Meter lang ist.

Aus Rontgenstrukturanalysen erkannte man, daf die
DNA als gewundener Doppelstrang im Chromosom
vorliegt und sprach deshalb auch von der DNA-Dop-
pelhelix (Abb. 2). Sie besteht aus einem Zucker-Phos-
phat-Geriist, dem Riickgrat der DNA, und einer Ab-
folge von vier Basen (Adenin, Thymin, Guanin,
Cytosin). Diese Basen sind rdaumlich in der DNA-Helix
so gruppiert, daf} sie nach innen zeigen und mit ih-
rer komplementiren Base tiber Wasserstoffbriik-
kenbindungen zu einem Paar verbunden sind. Durch
diese Briickenbindungen zwischen den komplemen-
tdren Basen Adenin/Thymin bzw. Guanin/Cytosin
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werden die beiden DNA-Einzelstrange zu einer Dop-
pelhelix verbunden.
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Abb.2: Strukturmodell der DNA: Die beiden Einzelstringe
der DNA-Doppelhelix werden durch Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen den nach innen zeigenden komplemen-
tdren Basen zusammengehalten.

Mit der Entschliisselung des genetischen Codes wur-
de klar, daB3 auch in einem so einfachen Molekiil wie
der DNA durch die wechselnde Abfolge von vier Ba-
sen in Basentripletts die gesamte Information fiir
den Aufbau eines komplexen Organismus vermittelt
werden kann.

Die in der DNA gespeicherte Information muf3 aber
zuerst iiber verschiedene Zwischenschritte aufberei-
tet werden, bevor die operative Einheit der Gene,
némlich die Proteine, in der Zelle ihre Funktionen
erfiillen konnen (Abb. 3). Es erfolgt dabei zunichst
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eine Ubersetzung in einstridngige messenger-RNA
(mRNA), die dann an den Ribosomen in Poly-
peptidketten iibersetzt wird. Dabei codiert jedes
Basentriplett fiir bestimmte Aminoséuren, die von
entsprechenden transfer-RNA-Molekiilen (tRNA) fiir
die Proteinsynthese zur Verfligung gestellt werden.
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Abb.3: Protein-Biosynthese: Bei der Transkription wird zu-
néchst die Nukleotidsequenz der DNA in die mRNA-Sequenz
iibersetzt. In einem né#chsten Schritt kommt es an den Ribo-
somen zur Bildung der Proteine. Die mRNA wird dabei als
“Lesematrize” verwendet, wihrend tRNA-Molekiile die Amino-
sduren fiir den Aufbau der Proteine zur Verfiigung stellen.

DNA kann mit “molekularen Scheren” zer-
schnitten werden

Nachdem die Struktur der DNA aufgekléart war,
konnte der Aufbau der Gene und die darin gespei-
cherte Information erforscht werden. Man begann,
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die DNA zu “manipulieren”. Um dies bewerkstelli-
gen zu konnen, muf} zundchst einmal eine ausrei-
- chende Menge DNA vorhanden sein. Eine Moglich-
keit, bestimmte DNA-Abschnitte in beliebiger Men-
ge zur Verfiigung zu stellen, ist z.B. durch das mole-
kulare Klonieren gegeben. Von entscheidender Be-
deutung dafiir war die Entdeckung sogenannter
Restriktionsendonukleasen. Diese Enzyme kommen
in der Natur als Teil eines Abwehrmechanismus in
Bakterien vor, um sich gegen die Invasion fremder
DNA zu schiitzen. Diese Proteine binden spezifisch
an doppelstrangige DNA und schneiden sie an be-
stimmten Stellen. Sie sind also nichts anderes als
“molekulare Scheren” (Abb. 4). Man kennt heute sehr
viele solcher Restriktionsendonukleasen die jeweils
spezifische Basensequenzen in der DNA erkennen.
Eine derartige Erkennungsstelle ist z.B. die palindro-
mische Sequenz GAATTC, die von der Restriktions-
endonuklease EcoRI erkannt wird. Das Enzym la-
gert sich an die DNA an und fiihrt dann einen spezi-
fischen Schnitt durch, der in diesem Fall iiberhén-
gende Einzelstrang-Enden produziert.
Man kann sich nun vorstellen, dal man zwei DNA-
Stiicke mit dem gleichen Restriktionsenzym schnei-
det. Nach dem erfolgten Schnitt weisen diese DNA-
Stiicke komplementire Enden auf, die sich leicht
aneinanderlagern kénnen, und mit bestimmten En-
zymen verbunden werden kénnen. Durch diese Tech-
nik ist es moglich, Hybrid-DNA-Molekiile zu erzeu-
gen - eine Grundvoraussetzung fiir das molekulare
Klonieren.
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Abb.4: Funktionsweise der Restriktionsenzyme am Beispiel
von EcoRI. Das Enzym erkennt die palindromische Sequenz
GAATTC in doppelstrangiger DNA und fiihrt einen Schnitt durch,
wobei {iberhingende Einzelstrang-Enden gebildet werden.

Als Vehikel fiir die Aufnahme und Klonierung frem-
der DNA-Abschnitte verwendet man z.B. Plasmide.
Das sind kleine ringformige DNA-Molekiile, die in
Bakterien vorkommen und dem Bakterium z.B. Re-
sistenz gegen bestimmte Antibiotika verleihen kon-
nen. Solche Plasmide kénnen auflerdem leicht an
andere Bakterien weitergegeben werden.

Plasmide aus dem “Haustier der Molekularbiologen”,
dem Bakterium Escherichia coli, wurden genetisch
verdndert, um besser als Vehikel fiir die Klonierung
fremder DNA geeignet zu sein. Sie bestehen im we-
sentlichen aus einem Resistenzmarker, der etwa
Resistenz gegen das Antibiotikum Ampicillin verleiht,
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einem Bereich mit Erkennungsstellen fiir verschie-
dene Restriktionsenzyme zum Einsetzen von frem-
den DNA-Fragmenten, sowie einem Marker, der es
erlaubt, festzustellen, ob tatsdchlich ein fremdes
DNA-Stiick in das Plasmid integriert ist oder nicht.

Bakterienzellen konnen zum Vermehren be-
stimmter DNA-Stiicke verwendet werden

Beim molekularen Klonieren wird fremde DNA und
Plasmid-DNA mit dem gleichen Restriktionsenzym
geschnitten. Die Fremd-DNA-Fragmente konnen auf-
grund der komplementiaren DNA-Enden leicht in die
aufgeschnittene Plasmid-DNA ligiert werden - und
es entsteht wieder eine ringférmige Plasmid-DNA,
die nun das fremde DNA-Stiick integriert hat.
Bakterienzellen (ohne Plasmid, d.h. ohne Resistenz)
werden daraufhin mit diesen rekombinanten Plas-
miden transformiert - und auf einem Antibiotikum
enthaltenden Medium kultiviert. Nur solche Zellen,
die wihrend der Transformation ein Plasmid erhal-
ten haben sind nun resistent gegeniiber dem Anti-
biotikum und kénnen daher wachsen und sich tei-
len. Jede einzelne resistente Zelle wird so auf dem
Niahrmedium eine Kolonie ausbilden, wobei jede Ein-
zelzelle dieser Kolonie ein Plasmid und damit auch
ein und dasselbe Stiick Fremd-DNA besitzt. Das
molekulare Klonieren stellt also eine Moglichkeit dar,
einen bestimmten DNA- Abschnitt, das kann z.B. ein
Gen sein, das fiir ein bestimmtes Speicherprotein
codiert, zig-tausendfach zu vermehren und damit ei-
ner genaueren Analyse oder Manipulation zuzufiihren.
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Fremd-DNA kann mit Hilfe eines Bodenbakte-
riums in Pflanzenzellen eingeschleust werden
Wenn man ein Gen kloniert hat, muf} es im néch-
sten Schritt in eine Pflanzenzelle eingebracht wer-
den. Und auch hier hat uns die Natur wieder ge-
zeigt, wie das funktionieren kann.

Bei manchen Pflanzenarten findet man in der Natur
mitunter krankhafte Wucherungen am Wurzelhals,
den sogenannten Wurzelhalskrebs. Als Erreger die-
ser Krankheit wurde ein Bodenbakterium, nédmlich
Agrobacterium tumefaciens identifiziert. In seiner
Wildform besitzt es ein Plasmid, wie viele andere
Bakterien auch (Abb. 5). Dieses Plasmid wird als Ti-
Plasmid (fiir Tumor-induzierendes-Plasmid) bezeich-
net und beherbergt verschiedene Gene, die einer-
seits fiir den Transformationsvorgang selbst, aber
auch fiir das Krankheitshild an der Wirtspflanze ver-
antwortlich sind. Dabei ist ein bestimmter DNA-Ab-
schnitt, der als T-DNA (fiir Transfer-DNA) bezeich-
net wird besonders interessant. Beim Infektionsvor-
gang wird ndmlich diese T-DNA in die Wirtszelle
tibertragen und dort ins Genom integriert. Die Gene
dieser fremden DNA werden dann wie die eigenen
pflanzlichen Gene abgelesen und in die entsprechen-
den Proteine tibersetzt. Es kommt also hier zu ei-
nem natiirlichen Gentransfer von einem Mikroor-
ganismus auf eine Pflanzenzelle.

Der biologische Sinn, der der Evolution dieses Gen-
transfers zu Grunde liegt, wird klar, wenn man weifl,
welche Gene dabei in die Pflanzenzelle eingeschleust
werden.



-226-

Zellkern @ Wirts-DNA
@

Pflanzenzelle

Ceteserasesan it er e

Tumorbildung

Harmonproduktion
verandert Wachstum

Gene fiir die
Anheftung von .

Agrobacterium an Bakterien-
die Pflanzenzelle chromosom

ST

Abb.5: Pflanzentransformation durch Agrobacterium: Nach
dem Anheften der Bakterienzelle an eine Pflanzenzelle wird
die T-DNA des Ti-Plasmides mobilisiert und in die Kern-DNA
der Wirtszelle eingebaut.
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Auf dieser T-DNA sitzen Gene, die fiir Aminosédure-
derivate kodieren, und diese Aminoséurederivate die-
nen den Agrobakterien als Nahrungsquelle. Zusétz-
lich sind aber auch Gene auf dieser T-DNA vorhan-
den, die fiir Biosyntheseenzyme von Pflanzen-
hormonen kodieren. Fiir die transformierte Pflanzen-
zelle heif3t das aber, dal} diese Pflanzenhormone in
der befallenen Zelle synthetisiert werden. Wie be-
reits bei den Zellkultur-Techniken erwihnt, bewir-
ken diese Phytohormone, daf} sich die transformier-
te Zelle teilt. Dabei wird auch die fremde DNA an
die Tochterzelle weitergegeben. Diese produziert ih-
rerseits wieder Hormone, teilt sich deshalb wieder,
und letztlich ist diese fortgesetzte Teilungsaktivitat
als Wurzelhalskrebs sichtbar.

Durch die Methoden der rekombinanten DNA ist es
nun mdoglich, jene Gene aus der T-DNA herauszu-
schneiden, die die Zellwucherungen verursachen.
Gleichzeitig bleibt aber die Virulenz dieser Bakterien-
stimme erhalten - sie konnen also nach wie vor
Pflanzenzellen befallen. Die so modifizierten Bakte-
rien kénnen nun fremde DNA in ihre T-DNA auf-
nehmen, und diese fremde DNA in einem Transfor-
mationsexperiment in eine Pflanzenzelle iibertragen.
Dabei werden Blattstiickchen mit den rekombinan-
ten Agrobakterien cokultiviert. Die rekombinante
T-DNA wird dabei auf die Pflanzenzellen tibertragen.
Wenn nun zusiétzlich zum Gen, das wir iibertragen
wollen, noch ein weiteres Gen, das z.B. Resistenz
gegen ein Antibiotikum verleiht, auf der modifizierten
T-DNA vorhanden ist, konnen nur die transformier-
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ten Zellen auf einem Medium iiberleben, das dieses
Antibiotikum enthélt. Das heif3t, alle iiberlebenden
Zellen enthalten das fremde DNA-Stiick und kénnen
in weiterer Folge wieder Pflanzen regenerieren.
Ein Nachteil der Transformation durch Agrobak-
terien aus der Sicht der Biotechnologen ist, daf}
Agrobakterien nicht alle Pflanzenarten befallen kon-
nen. Vor allem die ziichterisch interessanten Graser
(z.B. Getreidearten) sind normalerweise nicht durch
Agrobakterien transformierbar. Eine universelle Al-
ternative existiert aber in der Form der biolistischen
Transformation von Zellen. Dabei werden winzige
Goldpartikel mit der zu transformierenden DNA be-
schichtet und mit Hilfe einer sogenannten DNA-Ka-
none in Zellen hineingeschossen. Sobald die fremde
DNA einmal in der Zelle ist, kann sie dhnlich wie
bei der Agrobakterien-Transformation ins Genom der
Wirtszelle eingebaut und exprimiert werden.

Durch ¢DNA-Klonierung kénnen DNA-Abschnit-
te vermehrt werden, die einem bestimmten Gen
entsprechen

Auch wenn die Methodik des Gentransfers heute in
vielen Labors als etablierte Technik bei vielen
Pflanzenarten Verwendung findet, bleibt noch die
Frage offen, wie man die Gene findet, die man trans-
formieren will. Eine Moglichkeit besteht in der
cDNA-Klonierung (cDNA fiir komplementére DNA).
Dabei arbeitet der Molekularbiologe den genetischen
Informationsflul} - von der DNA iiber die RNA zum
Protein - riickwérts. In der Zelle wird die genetische
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Information zunéchst in ein mRNA-Molekil iiber-
setzt, bevor das Protein gebildet wird. Wenn man
weil}, daf3 ein bestimmter Zelltyp ein Protein produ-
ziert, dann werden diese Zellen auch hohe Konzen-
trationen der entsprechenden mRNA aufweisen. Man
kann aus diesen Zellen die mRNA isolieren, und sie
mit dem Enzym “reverse Transkriptase” in die DNA
zuriickiibersetzen. Uber verschiedene Zwischen-
schritte wird diese cDNA wieder in einen Vektor klo-
niert. Durch diese Technik ist es moglich, einen DNA-
Abschnitt zu klonieren, der dem Informationsgehalt
eines bestimmten Gens entspricht. Auf diese Weise
kann man aber auch gesamte molekulare Genbanken
eines Organismus - also die Gesamtheit aller expri-
mierter Sequenzen - in Bakterien herstellen.

Die grof3e Verlockung in der Biotechnologie besteht
in der Moglichkeit, nicht nur wie bei der klassischen
Ziichtung Gene von sexuell kreuzbaren Partnern
zusammenzufithren, sondern Gene zu isolieren und
zu kombinieren, die auf sexuellem Weg nicht ver-
einbar sind. Das heif3t, dafl mit der Gentechnik die
Maoglichkeit geschaffen wurde, Artgrenzen zu tiber-
springen. Aber mehr noch, auf Grund der Univer-
salitat des genetischen Codes steht dem Gentech-
niker im Prinzip die gesamte Biologie als Material
zur Verfiigung. Die meisten Gene, die zur Zeit in
Transformationsexperimenten verwendet werden,
stammen von Mikroorganismen - einfach aus dem
Grund, weil sich Mikroorganismen schneller teilen
und bestimmte Gene schneller gefunden werden
konnen. Zusitzlich ist es leichter, eine bestimmte
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DNA-Sequenz aus einem genetisch einfacheren Or-
ganismus zu isolieren.

Mit Hilfe der Gentechnik ist es aber auch moglich,
direkt in die Funktionsmechanismen einzelner Gene
einzugreifen. Und damit schlief3t sich der Kreis und
wir kommen zuriick an den Anfang, zum ersten gen-
technisch verdnderten Lebensmittel, der Anti-
Matsch-Tomate. Hier wurde ein DNA-Stiick ins Ge-
nom der Tomate eingesetzt, das komplementér zur
DNA-Sequenz des Gens ist, das fiir das Weichwer-
den des Fruchtfleisches beim Reifungsvorgang ver-
antwortlich ist. Durch die komplementire DNA wird
die Ubersetzung dieses Gens in das entsprechende
Protein gestiort. Der Effekt ist, dafl diese Tomaten
zwar normal ausreifen, das Fruchtfleisch aber lan-
ger fest bleibt.

Unabhéngig von ethischen Uberlegungen iiber die
Vertretbarkeit der Anwendung der Gentechnik bei
der Produktion unserer Nahrungsmittel wird die
Zukunft zeigen, welchen praktischen Nutzen uns die
Gentechnik tatsachlich bringen kann. Das Verarbei-
ten der Anti-Matsch-Tomate zu Ketchup wird wohl
nicht der Weisheit letzter Schluf} sein.
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