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Gene > Proteine > Eigenschaften von Zellen/Pflanzen

Transkription/Translation
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Veranderung von Pflanzen durch konventionelle Ziichtung

ENTWICKLUNG DES KULTURWEIZENS
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Veranderung des Genoms:
Kreuzung (K): Vermischung der Genome verwandter Arten
Selektion (S): spontane Mutationen




Vergleich konventionelle Zichtung / Gentechnologie

Zuchtung Gentechnologie
. Spender
Kulturpflanze Wildpflanze Kulturpflanze Organismus

s

- Genisolation

Rickkreuzung t Selektion Gentransfer
zufallige Genmischung gezielter Gentransfer
langsamer <) schneller
iInnerhalb Artgrenzen Uber Artgrenzen hinweg

=> Chancen, Risiken




Genisolation (Klonierung)

NUTZGEN

Promoter kodlerende Reglon

E.coli Bakterium

—_ Gentransfer




Gentransfer: Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium

T-DNA | Tumor
Natur Transfer Bildung
== T-DNA |
Agrobacterium
T-DNA |~ & Kallus
Labor Transfer § Induktion
A

== T-DNA Rander
== Nutzgen

> Einbau ins Genom: zufallig
> Standardmethode fur viele Pflanzen (Soja, Tabak etc)
> funktioniert schlecht flr gewisse Pflanzen (Mais, Weizen etc.)



Gentransfer: Partikel Beschuss

== Nutzgen
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> Einbau ins Genom: zufallig
> Gentransfer in Reis, Weizen, Mais



Regeneration von transgenen Pflanzen: Selektion

Gentransfer => Kalli > transgene und nicht transgene Zellen:

-> Co-Transfer von: Nutzgen
Markergen
g ~ J
Herbizid Resistenz: BASTA

(Antibiotika Resistenz)

-> Nach Gentransfer:
=> nur transgene

(resistente) Zellen
Uberleben

Kalli werden mit
Herbiziden (Antibiotika)
behandelt




Regeneration von transgenen Pflanzen: Organogenese

transgene Kalli Bildung von Bildung von
nach Selekton Sprossen Wurzeln

i L lI I.| II % % g
r . va ! - III F Il ', e .._...
- L i v \‘ 0.
Ly
LS
f y
II s

> Zytokinine > Auxin

=>regenerierte transgene Pflanzen
Im Gewachshaus




Transgene Pflanzen: Biotechnologische Anwendungen

> Herbhizid Resistenz*
> Stress Resistenz - Kalte, Trockenheit...

> Pathogen Resistenz - Insekten*
- andere (Pilze, Viren...)

> erhdohter Nahrstoffgehalt - Aminosauren, Vitamine**..,
> Ertragserhdhung
> verlustfreie Lagerung/Transport nach der Ernte*

> Pflanzen als Biofabriken: - Enzyme, Antikorper, Biopolymere...

* Dbereits landwirtschaftlich angebaut
** auf dem Weg zur landwirtschaftlichen Nutzung



Transgene Kulturpflanzen: Gesamtanbauflache weltweit

1997 1998 1999/ 72000 ¥ 2001 ¥ | 2002,

> Gesamtflache von Deutschland: 36 Millionen Hektaren




Transgene Pflanzen: Anbauflache nach Landern (2001)

Land Anbauflache % Antell Kulturarten
(Mio Hektaren) (weltweit)

USA 35,7 68 Baumwolle, Raps, Soja, Mais
Argentinien 11,8 22 Baumwolle, Soja, Mais
Kanada 3,2 6 Raps, Soja, Mais
China 1,5 3 Baumwolle
andere* 1

* einschliesslich Deutschland



Transgene Pflanzen: Anbauflache nach Merkmal (2001)




Beispiel 1: ,Bt* Mais

Bacillus thuringiensis: Bt-Toxin (Protein) Maiszinsler
(bedeutendster

- tOtet Insekten: Abbauprodukt zerstért Darmwand
- absolut ungiftig fir andere Organismen

-> Bt-Toxin Praparate:
- Pflanzenschutzmittel (Insektizid)
- D: seit 1964 > 6kologischer Obst + Gemiseanbau

Bt-Mais (Firma Syngenta)

- 2002: 13% der weltweiten Anbauflache
von transgenen Pflanzen
- Transgen:

CaMV35Sp: viraler, konstitutiver Promoter
CrylAb: B. thuringinensis Bt-toxin

Vorteile: - Insektenbekdmpfung: geringerer Kosten- und Arbeitsaufwand
- kein Insektizid Einsatz




Beispiel 2: ,golden rice*

Vitamin A Mangel:

- 100-140 Mio Kinder weltweit (Asien!) betroffen
- jedes Jahr erblinden 500000 davon

.golden rice"

- entwickelt an der ETH Zirich (Ingo Potrykus, 2000) -
-> |IRRI (International Rice Research Insititute, Philippinen)
> Herstellung von Kulturvarianten (noch nicht abgeschlossen)

Glu: Reis Glutelin Promoter (Endosperm spezifisch)

Ctrl: E. Uredovora Caroten Desaturase (Chloroplasten import signal)
Psy: Narzissen Phytoen Synthase

=> Produktion von pro-VitaminA in Reiskdrnern:
Allerdings nicht ausreichend fur Tagesdosis?

- 2005: Syngenta > Mais Psy: 23x mehr pro-VitaminA >>  golden rice 2“

Vorteil: Bekdmpfung von Vitamin A Unterversorgung




Potentielle Risiken: direkte Gefahrdung von Menschen

Direkte Toxizitat von Transgenen und Proteinen fur die sie kodieren?
> Nahrungsmittel sind generell voll von Genen (DNA) und Proteinen
> Gene (DNA) sind nicht toxisch, Protein im allgemeinen auch nicht

-> Ausnahme: Proteintoxine mit sehr spezifischen Wirkmechanismen

Allergien?

> Proteine konnen Allergien verursachen

> neue Nahrungsmittel, transgen oder nicht, konnen Allergien ausldsen
> Zulassungsverfahrens fur transgene Kulturarten: Allergiepotenzial?

Ubertragung von Transgenen auf den Menschen?
> Nahrungmittel und damit der Darm sind voll von Genen (DNA)
> Gentransfer von Nahrungsmitteln auf den Menschen: nicht beobachtet




Potentielle Risiken: Verbreitung von Antibiotika Resistenzen

Gentransfer: transgene Kulturpflanzen -> pathogene Bakterien?

> Bakterien konnen freie DNA aufnehmen einbauen: Genom/Plasmide

> Pathogene Bakterien kdnnen sich im menschlichen Darm aufhalten

-> Ubertragung von Antibiotika Resistenzgenen von transgenen
Kulturpflanzen auf bakterielle Pathogene maoglich!

> Zulassung neuentwickelter transgene Kulturpflanzen
keine Antibiotika Resistenzgene!
> Markergene: Herbizid statt Antibiotika Resistenzgene



Potentielle Risiken: Gefahrdung der Umwelt

Ausbreitung von transgenen Kulturpflanzen in der Umwelt?

Langzeit Studie in England:

- Kulturpflanzen setzen sich in nattirlich Okosystemen nicht durch
-> werden innerhalb weniger Jahre verdrangt

- kein Unterschied zwischen transgenen (Herbizid/Insekten Resistenz)
und normalen Kulturpflanzen

Auskreuzen: Ubertragung von Transgenen auf verwandte Pflanzen?
> Nordamerika: Studien deuten auf Transgenubertragung von Kultur-
Mais in den USA auf Mexikanische Wildformen
> Europa: Kulturarten (ausser Raps) > keine verwandten Wildformen
Feldversuche in D: Transgen Ubertragung von Bt Raps auf
- nicht transgenen Kultur-Raps
- auf verwandte Wildformen (nicht fertile Hybride)







,roundup ready“ Soja

Roundup (Firma Monsanto)
- Total-Herbizid: totet (fast) alle Pflanzen ab
- Wirkstoff: Glyphosate

- Blockiert das Enzym EPSPS (Protein):
Biosynthese von essentiellen Aminosauren (Trp, Tyr, Phe)

,Roundup ready”“ Soja (Firma Dekalb)

- 2002: 62% der weltweiten Anbauflache
von transgenen Pflanzen

- Transgen:

CaMv3ssp CTP4  CP4EPSPS

CaMV35Sp: viraler, konstitutiver Promoter
CP4 EPSPS: A.tumefaciens EPSPS > Glyphosate insensitiv
CTPA4: Choroplasten import signal (Arabidopsis thaliana)

Vorteile: - Unkrautbekampfung: geringerer Kosten- und Arbeitsaufwand
- reduzierter Herbizid Einsatz
-> Produzenten orientiert: , Input trait®



Sflavr savr® Tomate

Pektin:

- Zellwandbestandteil

- halt Pflanzenzellen zusammen

-> Fruchtreifung:
Enzyme PG (Protein) baut Pektin ab
=> Frucht wird weich

Lflavr savr® Tomate (Firma Calgene Inc.)

,flavr savr” wildtyp

3 Wochen Lagerung bei RT

- 1994: erste transgene Pflanze auf dem Markt

CaMV35Sp: viraler, konst. Promoter
le PG: Tomaten PG gen

=> reduzierte PG expression: Tomaten werden langsamer weich
- enthalt Kanamycin Resistenz Markergen (Selektion nach Gentransfer):

-> Pflanzen spezifischer Promoter

Vorteile: - Tomaten kdnnen an der Pflanze ausreifen: mehr Geschmack
- Konsumenten orientiert: , Output trait”




Option: Elimination von Markergenen (Antibiotika Resistenz!)

Eine moqgliche Methode: unabhangiger Co-Gen Transfer + Ruckkreuzunqg

transgene Pflanze wildtyp Pflanze
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Auswahl geeigneter transgener Pflanzen

Molekulare Analyse:
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> Anzahl Transgen Kopien in Genom? we. S g
-> Southern Blotting =" .7

> Transgen , Expression® (Wo und wie stark)? ag
---> Wieviel Protein wird gebildet? -
-> Northern Blotting, Q-PCR, Western Blotting

> Transgen Einbauorte im Genom? N e EL B

-> Kreuzungen, Tail-PCR (Genom Sequenz) _l_______

B -

Physiologische Analyse:

> normale Entwicklung?
-> Vergleich wildtyp / transgene Pflanzen N - - -
> Effekte der Transgen-Expression?
- Im Gewachshaus
- im Freiland
-> Vielfalt von Methoden: Transgen abhangig




