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Hallo, Guten Tag !

u erinnerst dich viel-

leicht an Heft 1 ,,Budo

und die Revolutionen®,
in dem wir Gber Domestikati-
on geredet hatten. Seitdem
sind zwei weitere Hefte zu
diesem Thema erschienen:
,Mais - Pflanze der Gotter”
(Heft 2) und ,, Domestikation
im Schnelldurchgang” (Heft 6).
In diesen Fallen wurde zu-
nachst eine Wildpflanze ge-
zahmt und sie somit weiterer
Zichtung zugefiihrt (1,2). Nach
der Neolithischen Revolution
erfolgte dann mehr als 10 000
Jahre spater die Grine Revolu-
tion, die Norman Borlaug
durch Ziichtung von Kurz-
strohsorten initiiert hatte (3).
Ihr Erfolg hatte zu einer Ver-
dopplung der Weltbevolke-
rung zwischen 1960 und 1999
von 3 auf 6 Milliarden Men-
schen gefiihrt.

Nun war es wieder an der Zeit,
eine neue Revolution einzuldu-
ten:

Die gentechnische Revolution

(1) wildes Einkorn (links) (2) Wildgras Teosinte (oben)
domestiziertes Einkorn (rechts) ~ domestizierte Mais (unten)

(3) Dr. Norman Borlaug mit seinem Kurzstrohweizen
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In der klassischen Ziich-
tung werden die ca. 25 000
Gene beider Eltern durch
Kreuzung miteinander ver-
mischt. AnschlieRend wird
die gewlinschte Merkmals-
kombination wieder ausge-
wahlt (selektioniert). Dies
ist ein aufwandiger, vor
allem ein zeitaufwandiger
Prozess. Mit molekularen
Auswahlmethoden kénnen
die geeigneten Genkom-
binationen bereits in sehr
friihen Wachstumsstadien
der Nachfolgegeneration
ausgewahlt werden.

Eine optische Beurteilung
der Merkmale ist nicht
mehr notwendig: daher die
enorme Zeitersparnis.

rotoplasten (4) sind
P Pflanzenzellen, denen

die harten, aus Pektinen,
Hemizellulose, Protein und
Lignin bestehenden Zellwande
enzymatisch entfernt wurden
und die nur noch von der
Zellmembran umschlossen
sind. Im Folgenden beschreibe
ich den Versuch, der vor 25
Jahren am MPIPZ durchgefiihrt
wurde. Protoplasten einer
weil3-blihenden Petunie
wurden mit einem DNA-

wurde dann mit diesen trans-
genen, lachsrot blihenden
Petunien ein Feldversuch
durchgefiihrt, um sogenannte
Transposons einzufangen.
Wenn du die Bedeutung von
Transposons fir die Evolution
kennen lernen willst, dann lies
WiS Begierig Heft 5 ,Werkzeu-
ge der Evolution”.

Falls Transposons in ein Gen
hineinspringen, dann verur-
sachen sie eine Mutation. Bei
ihrem Ausschnitt aus dem Gen
hinterlassen sie eine ,,Fullspur”
(Mutation). Transposons sind
sehr ,,wanderlustig”. Sie ziehen
wahrend der Entwicklung des
Organismus im Genom umher.
Integriert ein Transposon z.B.
in ein Gen fir BlUtenfarbe,
dann wird das Gen zerstort,
die Blliten waren weil3,

Was leistet dem gegeniiber
die Gentechnik?

Sie vermeidet die Durchmi-
schung ganzer Genome und
Ubertragt ein einzelnes Gen
in eine Elitesorte, um dieser
ein neues Merkmal, z.B. die

Resistenz gegentiber einem
Krankheitserreger zu ver-
mitteln.

Die hierfiir entwickelten
recht unterschiedlichen
Methoden wollen wir uns
nun ansehen.

Plasmid versetzt und auf eine
Agar-Platte gegeben, auf der
die Protoplasten wieder zu
einer ganzen Pflanze regene-
rieren konnten.
Welche Gene waren
auf dem Plasmid
lokalisiert?

Ein Gen aus Mais, das
eine lachsrot bliihen-
de Petunie bewirkt.
Das Pigment kommt
normalerweise in
Petunien nicht vor.
Ein Antibiotika-Resis-
tenzgen (Kanamycin)
zur Selektion der
transformierten
Protoplasten (5).
Jahre spéter (1990)

. e
(4) Pﬂanzenzellen: Protoplasten
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da mutiert. Aber auf Grund
der Wanderlust des Transpo-
sons kann die Funktion des
Gens auch wiederhergestellt
werden (Reversion). Man
erwartet daher eine rot-weil
gesprenkelte Blite (6).

Die Integration eines Transpo-
sons in ein vorgegebenes Gen
ist selten, sehr selten

(10 —107). Unter einer Million
Bluten sollten daher nur weni-
ge gesprenkelt bliihende
Petunien sein.

Aber, und das war die groRe
Uberraschung des Freiland-
Versuches 1990: bis zu 60%
aller Bliiten waren rot-weil
gesprenkelt (7).

oy 2
S >
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Was war hier passiert?
Ungewohnlich war 1990 die
langanhaltende Schonwetter-
periode mit intensiver UV-Ein-
strahlung.

Die rotblihenden Petunien
bleichten aus und erschienen
weil. Die nach dieser Periode
neugebildeten Bliten waren

gesprenkelt oder sektoriert (6).

Die molekulare Analyse des
Ubertragenen Maisgens
deckte etwas Neues auf:
Methylgruppen hatten die
DNA des Promoters (Schalt-
stelle) des Gbertragenen Gens
verandert und es in seiner
Funktion abgestellt (8).

. (7) Petunien-Feld nach

. der Hitzeperiode

(5) transgene lachsrot-bliihende Petunie

(6) sektorierte,
gesprenkelte
Bllte

Da dieser Prozess offensicht-
lich in jeder Zelle unabhangig
passieren konnte, gab es friihe
Ereignisse (fast ganz weilSe
Bllten) spatere Ereignisse
(halb weil3/ halb rot) und sehr
spate Ereignisse (sehr viele
weile Sprenkel). Das war neu:
Durch Umweltfaktoren ausge-
|6ste DNA-Methylierung ver-
andert die Genauspragung.

Inaktives Allel

[\f
e !P’ Y
| l J [aus
DNA

Methylierung

Aktives Allel

(8) Schalter der Genaktivitat

5
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So geht Forschung.

Hypothese:

Ein gesprenkelter Phano-
typ (Erscheinungsbild) wird
durch die Integration eines
Transposons verursacht.

Befund des Feldversuches:
Das beobachtete Farbmus-
ter der Bluten beruht auf
einer DNA-Methylierung
des Promoters.

Hieraus ergeben sich neue

Fragen:

Wovon hangt die Methylie-
rung ab, Umweltfaktoren,

G-C Gehalt des Promoters?

Wie werden diese Verande-
rungen vererbt?

Du erinnerst dich: wenn
eine rot-blihende mit einer
weils-bliihenden Pflanze
gekreuzt wird, dann sind
laut Mendelscher Erbregel
eines dominanten Erbgan-
ges die Nachkommen rot-
blihend. Rot ist demnach
dominant.

Kreuzungen von roten und
weilen Linien aus dem Feld-
versuch ergaben Uberraschen-
de Ergebnisse.

(9) Kreuzung der isogenen transgenen Linien

Beide Linien sind isogen, d.h.
jede Linie hat das transgene
Maisgen an der gleichen Stelle
(9). Sie unterscheiden sich nur
durch Methylierung ihres
Promoters. In der rotblihen-
den Linie ist der Promoter
nicht methyliert, wohl aber in
der weilblihenden Linie.
Wie sehen nun die Nachkom-
men der Kreuzung aus: rot,
weil3, rosa oder gar gespren-
kelt?

Die Antwort findest du im
benachbarten Schaukasten.
Und was du auch noch siehst,
es gibt einen reziproken Unter-
schied (rot x weil ist anders als
weil x rot). Das ist charakteris-
tisch fur cytoplasmatische
Vererbung aber auch fur einen
epigenetischen Erbgang.

Ergebnisse

Kreuzung der roten 17-R
Linie mit der isogenen
weilen 17-W Linie liefert
Uberraschenderweise kei-
ne roten, aber viele weilRe
(40%) und 60% unter-
schiedlich rot/weil gemus-
terter Bluten.

Die reziproke Kreuzung
17-W mal 17-R zeigt 11%
rote, 5% weilRe und noch
mehr (84%) unterschiedlich
gemusterte Bliten.

Beginn der molekularen
Epigenetik.
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Die Genkanone

Diese Methode wurde insbe-
sondere fir die GenUbertra-
gung bei Getreiden genutzt.

Das zu Ubertragende Gen wird
auf Gold- oder Wolfram-Kiigel-
chen aufgebracht und dann
mit hohem Druck in das Gewe-
be der Pflanze geschossen.

Abbildung 10 zeigt eine der
ersten Genkanonen aus den
1980-er Jahren, wie du sie in
der WIS noch bestaunen
kannst. In diesem Modell
wurde die Druckwelle noch
von einem Geschoss (Patrone)
generiert. Neuere Modelle
nutzen Gasdruck, um die
DNA-beschichteten Kiigelchen
zu beschleunigen.

Die Maiskorner in (11) vor und
nach dem ,,Beschuss” mit dem
C1 Gen verdeutlichen die
Effektivitat der Prozedur. C1 ist
ein Kontrollgen fir die Antho-
zyan-Biosynthese in Mais.
Gelbe Maiskorner tragen ein
defektes C1-Gen. Zellen, in die
ein intaktes C1-Gen geschos-
sen wird, farben sich nach
einigen Tagen rot, daher die
roten Flecken.

Wollte man aus diesen Zellen
ganze transgene Pflanzen
regenerieren, dann sollte
natirlich auch ein Selektions-
marker mit Gbertragen wer-
den.

(10) Historische Genkanone

vorher

nachher

(11) “Beschuss” mit dem
C1- Gen

Modernere Varianten von
Genkanonen sind in den Abbil-
dungen 12 und 13 wieder-
gegeben. Sie werden nicht
mehr mit Pulver, sondern

mit Gasdruck betrieben.

(13) Mobile Genkanone

In der WiS kannst du auch eine
moderne Genkanone
In die Hand nehmen.
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Gentransfer durch Agrobacterium tumefanciens: ein natiirlicher Prozess

chraormosarnale
LA

Chrormosorm

Ti-Plasrnid T-DHA

{ﬁ i)
'ETL"'-.. :

(14) Bildung von
Wurzelhalsgallen onkogene Gene Cytokinin Produktion Opin-Synthese

Wurzelhalzgalle

transfarmiarts
Pflanzenzelle

Wenn du WiS Auwan Produktion rechie DMA-Grenze
Begierig Heft 7 linke DNA- e
,Vom Schutz und Grenze ﬁ T-region konjugativer Transfer

Trutz in der Pflan-
zenwelt” gelesen
hast, dann sind dir

die folgenden virulente Ti-Plasmid
Zeilen vertraut: Region Opin-Abbau
Agrobacterium (\Vir-Gene)

tumefaciens , ein
im Boden leben-
des Bakterium

kann Pflanzen im

Wurzelhalsbereich Replikationsursprung
infizieren (14).

Dabei wird ein (15) Funktionen des Ti-Plasmids

kleiner Teil der

bakteriellen genetischen Die Aufklarung und die Nut-
Information des Ti-Plasmids zung dieses naturlichen Vor-

(15) in das Genom der Pflanze  gangs einer bakteriellen Infek-
Ubertragen. Die betroffenen tion flhrten Schell und
Pflanzenzellen werden umpro- Mitarbeiter zu einer Revoluti-
grammiert und wachsen on in der Pflanzenziichtung:
unkontrolliert weiter, so dass

ein Tumor gebildet wird. Der  der Griinen Gentechnik. B e
I(<an)n sehr, sehr grol} werden =1} Tf-' ; ,.":,'um
16

(16) Riesentumor
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Wourzelhalsgallen
verandern die Welt

Interview mit
Jozef S. Schell
(1935 -2003)

Direktor

am MPI fur
Zichtungsfor-
schung

in KéIn (1978-2000)

Budo:

Herr Prof. Schell, gestatten Sie,
mein Name ist Budo von ,,KoIn
heute”. Ich mdchte gerne
anlasslich Ihres 60. Geburtsta-
ges ein Interview mit lhnen
machen, um unseren Lesern
Ihre epochalen Entdeckungen
etwas naher zu bringen.
Koénnen wir anfangen?

Prof. Schell, wie sind Sie, ein
Pionier der modernen Gen-
technik, auf die Idee der Ein-
zelgenlibertragung bei Pflan-
zen gekommen?

J.S.S.:

Alles fing an mit unseren
Studien an einem Bakterium,
Agrobacterium tumefaciens.
Dieses Bakterium kann bei
Pflanzen Tumore ausldsen.
Allerdings sind hierfur zwei
Voraussetzungen erforderlich:
1. Das Bakterium enthalt
neben seinem ,Chromosom®
noch ein zusatzliches Extra-
Chromosom, ein Plasmid, das
ist eine ringformige DNA, auf

Koln heute

Donnersmg, 20.7.1995

der die krankmachenden Gene
und andere lokalisiert sind,
und

2. dieses Bodenbakterium
infiziert die Wirtspflanze im
Wurzelhalsbereich.

Wenn diese Voraussetzungen
erfillt sind, dann kann sich ein
Tumor entwickeln, daher auch
der Name fiir das Plasmid,
Tumor—induzierendes-Plasmid,
Ti-Plasmid.

Budo:
Was passiert denn bei dieser
Transformation im Einzelnen?

J.S.S.:

Wie Sie hier auf dem Bild 14
erkennen konnen, wird nur ein
Teil des Ti-Plasmids Uibertra-
gen, die sogenannte T-Region.
Sie ist begrenzt von der rech-
ten und linken DNA-Grenze.
Diese Begrenzungen sind fur
den Ubertragungsmechanis-
mus sehr wichtig. Zwischen
den ,,Grenzen oder Borders”
befinden sich die Ubertrage-
nen Gene fir die Auxin- und
Cytokinin- Biosynthese. Diese
beiden Gene kodieren Funktio-
nen fur die Biosynthese der
entsprechenden Wachstums-
hormone. Diese sorgen dafr,
dass die infizierte Pflanzenzelle
sich weiter ungebremst teilen
kann, also einen Tumor bilden.

Budo:
Was hat denn das Bakterium
davon?

J.S.S.:

Das Opin-Gen veranlasst die
Pflanzenzelle eine energierei-
che Verbindung, das Opin, zu
bilden, sozusagen als Futter fur
Agrobakterium, denn nur
dieses Bakterium kann das
Opin als Energiequelle nutzen,
da der Opin-Abbau auch auf
dem Plasmid kodiert ist.

Budo:

Prof. Schell, habe ich das jetzt
richtig verstanden:

Das Bakterium infiziert die
Pflanzenzelle, ibertragt einen
Teil seiner genetischen Infor-
mation, die dann die
Pflanzenzelle so umprogram-
miert, dass sie ungehemmt
weiterwachst und somit einen
Tumor bildet. Gleichzeitig
produzieren die Tumorzellen
einen Stoff, der dem Bakteri-
um Energie fiir sein Wachstum
liefert.

J.S.S.:

Ja, das ist korrekt. Diesen
Prozess haben meine Mitar-
beiter in einem Ubersichtsbild
(14) dargestellt.

Dies brachte uns zur Einsicht,
das der Austausch des geneti-
schen Materials zwischen RB
und LB durch ein ,Wunsch“—
Gen eine Pflanze mit neuen
Eigenschaften moglich machen
kénnte. Denn fir die Ubertra-
gung sind die ,,Border*-
Sequenzen sehr wichtig,, um
die dazwischen liegende gene-
tische Information in das
Genom der Pflanzenzelle zu
integrieren.
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Ein anderes Problem, das
gelost werden musste, war die
transformierte Zelle auch
wieder zu finden, um sie zu
einer ganzen Pflanze regene-
rieren zu kdnnen.

Budo:
Wie haben Sie das erreicht?

J.S.S.:

Die transformierten Zellen
konnten relativ leicht selektio-
niert werden, falls ein Antibio-
tika-Resistenz-Gen neben dem
,Wunsch“-Gen auf dem Konst-
rukt innerhalb der ,,Borders”
vorhanden war, so wie in der
Abbildung dargestellt (17).

Wunsch-Gen

¥

LB RB

(17) Kunstliches Ti-Plasmid

In Gegenwart des Antibioti-
kums wuchsen dann nur die
transformierten Zellen zu
einem Zellhaufen heran, des-
sen weitere Differenzierung
zur ganzen Pflanze durch
Hormongaben und Wechsel
der Medien ermdglicht wurde.
Das Ergebnis war eine gen-
technisch veranderte Pflanze.

Budo:

Ich kann mir gut vorstellen,
das diese ganze Arbeit nicht im
stillen Kdmmerlein erfolgte
und dass es viel Konkurrenz
gab.

J.S.S.:

Ja, das ist richtig.

Wie man aus der unteren Liste
entnehmen kann, stritten sich
weltweit vier Gruppen darum,
wer als erste ihre Ergebnisse
veroffentlichen wirde. Die
Publikationen erschienen 1983
kurz nacheinander und wir
waren die glicklichen Sieger.
Natlirlich mussten die Ergeb-
nisse und ihre moglichen
Anwendungen zuvor auch zum
Patent angemeldet sein. Auch
hier lagen wir ganz gut. Da das
US-Patentrecht etwas anders
als das europaische ist, dauer-
te die Zeit der Einigung doch
recht lange, mehr als 10 Jahre.

Die Arbeit der Schell Gruppe

erschien im Mai in Nature
(Herrera-Estrella, L., A. Depicker, M.
van Montagu, and J. Schell. 1983.
Expression of chimaeric genes transfe-
red into plant cells using a Ti-plasmid-

derived vector.Nature 303:209-213)

der Chilton Gruppe im Juli in

Nature

(Bevan, M.W., R.B. Flavell, and M.D.
Chilton. 1983. A chimaeric antibiotic
resistance gene as a selectable marker
for plant cell transformation. Nature
304:184-187)

der Monsanto Gruppe im August

in PNAS

(Fraley, RT., S.G. Rogers, R.B. Horsch,
P.R. Sanders, J.S. Flick, S.P. Adams, M.L.
Bittner, L.A. Brand, C.L. Fink, J.S. Fry,
G.R. Galluppi, S.B. Goldberg, N.L. Hoff-
mann, and S.C. Woo. 1983b. Expres-
sion of bacterial genes in plant cells.
Proceedings of the National Academy
of Sciences 80:4803-4807)

Budo:

Es versteht sich von selbst,
dass eine derart epochale
Leistung auch viele Ehrungen
nach sich zog. Wir wollen sie
hier nicht alle aufzahlen und
stellvertretend nur den Wolf-
Preis 1990 und den Japan-
Preis 1998 erwdhnen.

Ein besonderes Ereignis muss
flr Sie der Besuch des belgi-
schen Konigspaares und des
Bundesprasidenten Ende der
80-er Jahre an ihrem Institut
gewesen sein (18). Welche
Erinnerungen haben Sie dar-
an?

J.S.S.:

Ja, das war ein Grol3ereignis
fir das gesamte Max-Planck-
Institut fur Zichtungsfor-
schung, ein Staatsbesuch in
einem wissenschaftlichen
Institut. Obwohl sehr formell,
doch erhebend. Jahre spater
besuchte uns auch Konig
Albert zu einem privaten
Besuch. Dieser Besuch war
legerer und wissenschaftliche
Fragen standen im Vorder-
grund, was uns Forschern sehr
entgegenkommt.

Budo:

Prof. Schell, welche Bedeutung
hat denn diese Technik fir die
moderne Pflanzenforschung?

J.S.S.:

Ich denke, dass kann ich ein-
fach beantworten: die Erfor-
schung molekularer geneti-
scher Netzwerke ohne
Gentechnik ist nicht moglich.

Budo:
Prof. Schell, wir bedanken uns
flr das Gesprach.
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-

(18) Bundesprasident von Wéizsécker, Prof. Schell,

Die Griine Gentechnik war geboren.

Sie veranderte die Zlichtung von Kulturpflanzen
sehr rasch und ist heute aus dem Portfolio der
international operierenden Firmen nicht weg-
zudenken.

Ich frage mich, welche Pflanzen hauptsachlich
gentechnisch verandert werden und wozu?

Detaillierte Antworten findest du auf der
Homepage von TransGen:
www.transgen.de/home/

K6nig Baudouin und Kénigin Fabiola von Belgien

Griine Gentechnik
im Alltag

Hier in Kiirze: Baumwolle, Soja,
Mais, Raps und Zuckerriiben,
also domestizierte Nutzpflan-
zen wurden vorwiegend mit
Genen aus Bakterien ausge-
stattet, die vor Schadlingen
und Herbiziden schiitzen (19).
Neuerdings kommen bakteri-
elle Gene hinzu, die Diirrere-
sistenz verleihen.

Bereits heute spielen
gentechnisch veranderte
Pflanzen (GVP) eine grolie
Rolle selbst in Entwicklungs-
landern. In einzelnen Landern
macht der Anbau gentechnisch
veranderter Pflanzen bereits
mehr als 90% der ausgesaten
Art aus.

Von den ca. 320 Millionen ha
Anbauflache von Soja, Mais,
Baumwolle und Raps sind
mehr als die Halfte (ca. 53%)
mit transgenen Pflanzen be-
stellt. Erstmalig bauen die
Entwicklungslander mehr
GVPs an als die Industrielander
(20).

= SOYbEAN
= = Maize

Cottan

== Canola

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

(19) Anbauflachen von transgener Soja, Mais, Baumwolle und
Raps, weltweit in Millionen Hektar

GLOBAL AREA OF BIOTECH CROPS
Million Hectares (1996-2012)

180 = =0~ Total Hectares
= Industrial

=~ Developing s P

[l 28 Biotech Crop Countries
160 —

140 — - e 3

120 —

100 —

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

(20) Entwicklung des Anbaus transgener Pflanzen weltweit
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Dies hat Konsequenzen, insbe-
sondere bei den Kleinbauern
in der Region. In Indien z.B.
konnen durch den Zusatzge-
winn (21) die Kinder der Klein-
bauern erstmalig eine Schule
besuchen.

Gentechnik ist ein sehr zielori-
entiertes Verfahren mit enor-
mem Zeitgewinn.

Warum hat diese dulerst
erfolgreiche Technologie in
Zentraleuropa so viele Geg-
ner?

Es gab im Wesentlichen 2
sachliche Griinde:

1) Um das Ubertragene Gen
unter den vielen Zellen wieder
zu finden, bedarf es einer
Selektion. Ein Antibiotika-Re-
sistenz-Gen wird hierzu oft
verwendet.

2) Ein weiterer Schwachpunkt
des Verfahrens beruht auf der
zufalligen Anzahl der Gbertra-
genen Gene und der Orte ihrer
Integration in das pflanzliche
Genom (22).

Land Reduktion der Anstieg im Zusatzgewinn
Insektizidmenge effektivien Ertrag  (US % /ha)
(%) (%)
BT-Baumwolle
Argentinien a7 33 23
Australien 48 0 66
China 65 24 470
Indien 41 37 136
Mexiko 77 9 295
Sudafrika 33 22 91
USA 36 10 58

(21) Betriebliche Ergebnisse

DNA-Sequenzierung des Ge-
noms stellt sicher, dass kein
pflanzeneigenes Gen durch
den Einbau des Transgens
verandert ist.

Neben dieser molekularen
Charakterisierung sind nattir-
lich auch Feldtests vorge-
schrieben, die sicherstellen,
dass auch das avisierte Ziel
z.B. einer Pilz-Resistenz er-
reicht wurde.

(22) Gentechnische Ubertragung

Neben diesen sachlichen
Grinden, die eine Akzeptanz
gentechnisch veranderter
Pflanzen bei uns entgegen-
standen und immer noch
stehen, gibt es eine Vielzahl
ideologischer Vorbehalte, die
speziell in Zentraleuropa vor-
handen sind.

Beispiel: Bt-Mais

Dieser transgene Mais, der ein
bakterielles Gen enthalt, das
ihn resistent gegen den Mais-
Zinsler macht (23), gilt in der
Offentlichkeit als der Inbegriff
des Bosen.

Flr sie symbolisiert er:

die Abhangigkeit der Kleinbau-
ern von den global operieren-
den Multis, die 6kologische
Gefahr der unkontrollierten
Ausbreitung der transgenen
Pflanze und als Verursacher
des Bienentods, um nur 3
Beflirchtungen zu erwahnen.

Keine dieser Behauptungen
konnten verifiziert werden.
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(23) Die Raupen von Ostrinia nubilalis infizieren einen Maiskolben

Demgegentuber stehen zwei-
fellos Vorteile fur die Kleinbau-
ern in Entwicklungslandern,
die ihr Leben durch den Anbau
von Bt-Mais sehr verbessern
konnen:

Durch den Anbau kdnnen sie
ein hoheres Einkommen erzie-
len und durch den Konsum
reduzieren sie die Abortions-
und MiRBbildungsrate ihrer
Babys.

Wieso das?

Der Maiszlinsler legt seine Eier
auf einer Maispflanze ab. Die
sich entwickelnden Raupen
fressen sich in die Pflanze
hinein (23). Mit Insektiziden
wird versucht, den Schaden
niedrig zu halten. Durch die
Fral3spuren dringen jedoch
Schimmelpilze oder Fusarien
in die Pflanzenzellen ein und
produzieren dort Toxine (Afla-
toxin bzw. Fumonisin). Selbst
nach Insektizidbehandlung
werden noch Mycotoxine, wie
DON oder Fumonisine gebildet
(24).

f‘ A

I Larven/100 Pflanzen

Bl DON pg/kg
Der Anbau von Bt- 100 2400
Mais scheint dieses
Problem zu I6sen. T <000
Warum sind Pilz-Toxi- 5T
ne wie Fumonisin so T 1600
gefahrlich? Fumonisin
B1 greift in die Biover- =0 7 T 1200
flgbarkeit von Folsau-
re (Vitamin B9) ein. In T 800
der Embryonalent- T
wicklung begunstigt T <400
ein Folsauremangel
die Entstehung von 0 H—— i 0
Neuralrohrdefekten, Mais Mais*  gi Mais

Insektizide

wie Spina bifida oder Anenze-
phalie. Er soll auRer-dem
Einfluss auf eine Frithgeburt-
lichkeit haben und scheint an
der Entwicklung von angebo-
renen Herzfehlern beteiligt zu
sein.

In vielen Entwicklungslandern
liegt die Geburtensterblichkeit
bis 20 mal hoher als in Europa.
Besonders in Landern, in
denen Mais auch direkt in die
Nahrungskette einfliel3t,

wie etwa in Guatemala, ist der
Anbau und Verzehr von Bt-
Mais daher ein Gewinn.

(24) Mycotoxine in Mais
Neues aus der Wissenschaft:

Eine molekulare Manipulation
der Eigenschaften von
Organismen ist auch ohne
Ubertragung von genetischem
Material moglich.

TALEN macht‘s moglich !

Du kennst meine Strategie:

ab in die Bibliothek oder ins
www und recherchieren:

im nachsten Kapitel findest du
die Ergebnisse.
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TALEN was heif3t das?
Transcription-Activator-Like-
Effector-Nuclease.

och zunachst zurtick

zum Anfang.

Xanthomonas campest-
ris, ein Bakterium, infiziert z.B.

Was ist das?

Zunachst einmal ein kiinstli-
ches Protein, bestehend aus
einem Transkriptionsaktivator-
dhnlichem Protein, an das eine

Endonuklease gekoppelt wurde.

die Blattzelle einer Paprika .
Durch ein Typ lll-Sekretions-
system werden die bakteriel-
len Effektoren in die Pflanzen-
zelle injiziert (26).

Die Ubertragenen Proteine

erkennen eine ganz spezifische

Was ist so Besonderes an dem
TAL-Effektor Protein?

Volker Stollorz hat in der Frank-
furter Allgemeinen Sonntags-
zeitung am 26. August 2012 im
Artikel ,, Das Leben, einmal neu
redigiert” darlUber berichtet
(25).

DNA-Sequenz in einem Pflan-
zengen, dessen Auspragung sie
anschalten, ausschalten oder
umsteuern kénnen.

Wie wirken TAL-Effektoren?
Die Entschlisselung dieses
Codes gelang Ulla Bonas und
ihren Mitarbeitern an der

Universitat Halle (27).

Pflanzen

Zellwand

N

Bakterien Zellwand

Effektor .@@ Avr
Xanthomona}

\_

(26) Xanthomonas campestris
infiziert eine Pflanzenzelle

Prazise Sonden

Wie Pflanzenbakterien Gene erkennen

Erkennungscode

Sich wiederholende Sequenzen

(farbige Ringe) aus einer Kette von

jeweils 34 Aminosauren bestimmen den Ort
der DNA-Bindung. Die variierenden Positionen
12 und 13 definieren den erkannten

TALE-Protein
(Transcription Activator
Like Effector, TALE) wird
vom Bakterium in den
Zellkern eingeschleust

34 Aminosauren

hilft beim Import des TALE-Proteins
in Pflanzenzellen

apd
OO

DNA-Doppelhelix der Pflanze

pﬂuﬂbﬂb

Die Abfolge der Basenpaare Adenin (A), Cytosin (C),
Guanin () und Thymin (T) definiert den genetischen
Code und damit die Eigenschaften der Pflanze

DNA-Baustein im Erbgut ~ IZ/'{ (.;\Hw w,
Signal ‘q Ui‘”g/ﬂ I’/ ‘jg// qj[ '4/1 ‘gl ]17}] /// /./( ///' /‘I/l/‘ ‘///

Aminoséuren
Zwei Aminosauren (Position 12 und 13)
in einer sich wiederholenden Kette
von 34 Aminosduren erkennen
den Ort auf der DNA (hier GACTAGT)

Basenpaare

lange ,Repeats”, die
sich mehrfach wiederholen

Ly W

Dechiffrierter Code |
WG = Die Aminoséuren Histidin und Glycin erkennen Thymin §
i) =W Asparagin und Isoleucin erkennen Adenosin |
HD =C Histidin und Aspartat erkennen Cytosin

| MN)=8) Asparagin und Asparagin erkennen Guanin

Aktivierung

Kann Gene kurzfristig

an- und abschalten oder
. dauerhaft stilllegen

Transport
Bringt TALE in den Zellkern
mit den Chromosomen

Gen

1 anschalten
Gen

W abschalten

W Gen

stilllegen

). i“

MWy

F.A.Z.-Grafik Kaiser

(25) Zusammenfassung der Wirkungsweise eines TAL-Effektors
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Ein Effektor-Protein enthalt
ca. 17 ,Repeats”, die jeweils
34 Aminosauren lang sind.
Jeder ,Repeat” kann eine
Polypeptidschleife bilden.
Die Aminosauren 12 und 13
haben eine besondere Aufga-
be, zusammen erkennen sie
ganz spezifisch eine Base in
der DNA- Sequenz. Demnach
erkennt ein Effektor-Protein
insgesamt ca. 17 benachbarte
Basen. Eine solche Sequenz
kommt nur einmal in einem
Genom vor, es sei denn die
Sequenz ist dupliziert.

Mit einer derart spezifischen
,Waffe” kann das Bakterium
ganz gezielt den Stoffwechsel
einer Pflanze steuern und sich
somit einen Vorteil verschaf-
fen, ohne dass genetisches
Material Gbertragen werden
musste; ein naturlicher Vor-

gang.
»Engineering” von TALEN

Heute kdnnen Proteine mit
vorgegebener Aminosaure-
sequenz hergestellt werden,
kein Problem mit den ,,Re-
peats”, die ja nur 34 Amino-
sauren lang sind. Inzwischen
kann fiir eine vorgegebene
DNA-Zielsequenz ein

A

Repeat domain

(N

1 _—m--

LTPEQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHG

B

AvrBs3
UPA-box

consensus -~

0 2 3 4 5 6 7
HD NG NS NG NI NI NI HD HD NG NS NS HD HD HD NG HD NG

TATATAAACCTNNCCCTCT

2.0+

2
3 1.0+

>O

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 175

——
-

0.0 '——— = —_———— ——
HD NG NI NS NN N HG H* IG
2z Al 19 7 55 20 y¢ 1 0 0 0
§§ C| 69 12 5 10 2 7 2 0 0
5o G 0 0 0 4 7 0 0 0 0
32
£ T 50 0 1 1 2 1 1

(27) Struktur und Funktion eines TAL-Effektors

TAL-Effektor , geordert” wer-
den, dem auch eine Endonuk-
lease (Fokl) angekoppelt wur-
de (28). Falls zwei ahnliche
Konstrukte genutzt werden,
so wie in Abbildung 28 ange-
deutet, dann wird die DNA in
beiden Strangen geschnitten.
Da das Ganze intrazellular
vorgenommen wird, erfolgt
auch sofort wiederum ,,auto-
matisch” (nattrlich) Reparatur-
synthese. Dabei entstehen
natirlicherweise Fehler,

die zu Mutationen fuhren.
Das wollen wir uns einmal an
einem relevanten Beispiel
anschauen.

Ich frage mich:

Kann man TAL-Effektoren auch
nutzen, um beliebige
Pflanzengene auszuschalten (zu
zerstoren), zu reparieren oder
gar umzuprogrammieren?
Wenn ja, dann waren die
Vorbehalte gegen ,,Griine Gen-
technik” obsolet.

N

S

\
SBN
\

A Y -
A Y ‘.—"’
5. —ACGTAGCTGCATCGCCACTACCGTATGATi!ﬁ

CTGTGCAGTTGTGGTTTGTCTACCGTA

DNA Binding Domain

3'-TGCATCGACGTAGCGGTGAT GGCATACTA%GACACGTCAACACCAAACAGATGGCAT

(28) Kiinstlicher TAL-Effektor mit gekoppelter Endonuklease: TALEN
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Beispiel:
Bakterienbrand
Eine der wichtigsten Erkran-

kungen beim Reis ist der Bak-
terienbrand (,leaf blight), der

von Xanthomonas oryzae VA A\ I
verursacht wird (29). Da in (29) Sensitiver Reis (30) Resistente und sensitive
Extremfallen bis zu 70% einer Reispflanzen
Ernte verloren gehen kdnnen, = Wenn also der Zucker nicht
mussen unbedingt resistente  mehr zur Verfligung stiinde, Das in die Zelle eingebrachte
Sorten angebaut werden (30).  dann ware das fiur Xanthomo-  rekombinante Protein, die
Heute stellt die klassische nas nicht mehr ,interessant”.  TALE-N (Nuklease) konnte
Zichtung viele derartige Sor-  Also konnte das Gen einfach nach der Reparatur des
ten zur Verfugung. Dennoch ist abgeschaltet oder zerstort DNA-Doppelstrangbruchs
mit Verlusten von 2% bis 10% werden, um die Pflanze vor (28) zielgenau Mutationen
nach einer Infektion zu rech- Xanthomonas zu schitzen. generieren (31).
nen. Das ist immer noch viel zu Aber was macht dann die Im vorliegenden Beispiel wur-
hoch. Pflanze? den 2 leicht versetzte TALENs
Was kann dagegen getan Ihr bleibt nur, das Bindemotiv genutzt und so ein Spektrum
werden? im Os11N3 Gen so zu mutie-  von kleinen Deletions- /
Das Os11N3 Gen von Reis ren, dass es nicht mehr auf Insertions- Mutationen oder
kodiert einen “sucrose-efflux“  den Effektor reagiert, aber Kombinationen hiervon
Transporter. Diese Funktion ist die Regulation durch das erhalten. Zwei der zehn
nicht nur fir die Pflanze von Pflanzensystem nicht behin- Mutanten, zeigten Resistenz
Bedeutung, vielmehr ist der dert wird. gegen Xanthomonas oryzae.
Zucker auch flr Xanthomonas
oryzae als Energiequelle du- Das Ziel ist erreicht!
Rerst attraktiv. 0s11N3 _T:'-EL

- Exon 1 -———-Ehru

CTTCCTTCCTAGCTATATAAACCCCCtccaaccaaccaggtgcTAAGCTCATCAAGCCTTCAAGE [l o wv——%

e —

gtgcTAAGCTCATCAAGCCTTCAAGC

Xanthomonas-sensitiv: Bakterienbrand

CTTCCTTCCTAGCTATATAAAcccccte  AAA - gtgcTAAGCTCATCAAGCCTTCAAGC

CTTCCTTCCTA AGCTCATCAAGCCTTCAAGC
CTTCCTTCCTAGCTATATAAAccccct CATCAAGCCTTCAAGC
CTTCCTTCCTAGCTATATAAA CGATC CTCATCAAGCCTTCAAGC
CTTCCTTCCTAGCTATATAAAccC aggtgcTAAGCTCATCAAGCCTTCAAGC

CTTCCTTCCTAGCTATATAAAccc aaccaggtgcTAAGCTCATCAAGCCTTCAAGC

CTTCCTTCCTAGCTATATAAAccccctccaa 2gtgcTAAGCTCATCAAGCCTTCAAGC

CTTCCTTCCTAGCTATATAAAccccctce caggtgcTAAGCTCATCAAGCCTTCAAGC

CTTCCTTCCTAGCTATATAAAccccctccaaccaaccaggtgc TAAGCTCATCAAGCCTTCAAGC

Nature Biotechnology 30, 390-392 (2012)

(31) TALEN generierte Mutationen im“ sucrose-efflux transporter” Gen von Reis

16 WIS Begierig :::August 2013 :::Budo erklart die Gentechnik



TALEN -
zielgenaue
Mutagenese

Mutationen in einem
vorgegeben Gen sind
natlrlicherweise selten
und entstehen bei der
Reparatur von Basenfehl-
paarungen wahrend der
Replikation des Erbmate-
rials oder durch die
Aktivitat von Transpo-
sons (WiS Begierig Heft 4
»Werkzeuge der Evolution®).
Die Haufigkeit von Mutationen

o sy
Werkzeuge
der Evolution

kann durch UV- oder radioakti-
ve Strahlen ebenso erhoht
werden wie durch geeignete
Chemikalien. In jedem Fall sind
die hierdurch ausgelosten
Mutationen zufallig im Genom
verteilt.

Die so entstandenen Mutatio-
nen werden in der klassischen
Zichtung eingesetzt.

(32) TALEN macht‘s moglich

Mutagenese durch TALEN ist
nicht nur zielgenau, sondern
auch haufig.

Zielgenau: weil die Zahl der
Schlaufen im TALEN-Protein
der DNA-Zielsequenz bioche-
misch angepasst werden kann.
Bei wiederholter Injektion
finden die mutativen Verande-
rungen immer an gleicher
Position im Gen statt (31, 32).
Haufig: weil das gentechnisch
hergestellte rekombinante
TALEN Proteine in die Pflan-
zenzellen injiziert und die
anschlieBend zu ganzen
Pflanzen regeneriert werden.
Alternativ kdnnen die DNA-
Konstrukte auch in die Pflan-
zen gentechnisch eingebracht
werden und nach Segregation
der Marker eine ,,Fremd-
Genfreie” Pflanze isoliert
werden.

Durch TALEN veranderte Pflan-
zen sind nicht verandert im
Sinne des Gentechnik-Geset-
zes, denn sie enthalten keine
,Fremd-DNA".

Daruberhinaus ist eine Kom-
bination aus TALEN und
gentechnischer Veranderung
in einem Schritt moglich,
wenn z.B. wahrend der Repa-
ratursynthese gleichzeitig ein
Template (RNA) eines Fremd-
genkonstruktes zugefligt
wird.

Das Ergebnis ware:
Integration eines Fremdgens
an vorausbestimmter Stelle
im Chromosom.

Stammzelltherapie von mensch-
lichen Patienten ist in Deutsch-
land auch nicht ohne Akzeptanz-
probleme. Auch hier scheint sich
die punktgenaue Mutagenese
zum Mittel der Wahl zu entwi-

ckeln. Patienteneigene Stamm-
zellen konnten mittels TALEN
verandert werden, bevor sie
dem Patienten wieder zugefiihrt
und ihn somit von seiner Krank-
heit befreien wiirden.

Ich freue mich auf eine Dis-
kussion mit dir in der

WiS des MPI fir Pflanzen-
zliichtungsforschung.

Bis bald ,
Budo
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Willkommen in der WIS

Ein Beispiel aus unserem vielfatigem Programm:

Station 21: Zunkunft der Gentechnik

Bei der klassischen Zlichtung wird die Gesamtheit der Gene beider Eltern gemischt und an-
schlieBend die gewilinschte Merkmalskombination ausgewahlt. Bei der Gentechnik werden
der Hochertragslinie nur einzelne Fremd-Gene zugefligt. Eine Selektion der gewtlinschten
Merkmale ist daher nicht notwendig. Dennoch stoRt dieses zeitsparende Verfahren auf
gesellschaftliche Ablehnung in Zentraleuropa.

Wieso das?

Medien und Aktivitaten

* Prinzipien der Genlibertragung

* Animation und Experimente

* Fakten zur Anwendung

* Probleme von Glaubwiirdigkeit (Test und Diskussion)
* Verandert TALEN die Welt?

ein Besuch unter www.wissenschaftsscheune.de lohnt sich immer!

Budo erklart die Gentechnik::: August 2013 ::: WiS Begierig
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UBER DIE WISSENSCHAFTSSCHEUNE

Die WissenschaftsScheune (WiS) ist eine Ein-

richtung des Max-Planck-Instituts fiir Pflanzenziich-

tungsforschung (MPIPZ), in der Besucher Wissen-
schaft hautnah erleben kénnen.

Die Bandbreite der Forschung reicht vom DNA

Anwendung kénnen Besucher in Erlebniswelten

sowohl in der Scheune des Gutshofs als auch

im Schaugarten spielerisch entdecken.

Weitere Details finden Sie auf unserer

Homepage:

Molekil bis zum Anbau neuer Kultursorten. Themen

der Grundlagenforschung und ihre

MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT

Der ,Verein der Freunde und Forderer des
Max-Planck-Instituts flr Pflanzenziichtungs-
forschung e.V.” betreut die WiS und ist
Herausgeber der Broschire ,WiS Begierig“.

Alle Personen, die das Projekt
WissenschaftsScheune unterstiitzen wollen, sind
herzlich eingeladen, Mitglied im ,Verein der

Freunde und Forderer des MPIPZ e.V.” zu werden.

Kontakt:
info@wissenschaftsscheune.de
Tel. 0221 5062-672 (Vormittag)

www. wissenschaftsscheune.de
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Max-Planck-Institut fir
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