G.ittkbelern, Géttingen

linsatz von in-vitro-Verfahrer und Gentechnologie

in der Hebenzlchtiung

Jede Ziichtung ict Genmanipulution, ist das Eemiihen

L ] 1
die HEiufigkeit erwinschter Gene in Lortenpopulationen
positiv zu veridndern. Dieser Aufgsbe diente zilichteri-

sche Arbeit seit eh und Je in dreierlei Veise:

1. durch Bereitstellung von vorgerebener, bzw. ge-
zielte Herstellung von neuer genetischer Variabilitit
(Ausgangsmaterial),

2. durch Aufzucht ces Materials in aufeinanderfolgenden
Generationen (Fortgﬁlanzung / Vermehrung) und

2. durch Friifung urd Auslese von Individuen bzw.
Nachkommenschaften mit den erwlnschten Eigenschaften
felektion).

Neue Kerntnisse und Techniken aus der biolopisch-pene-
tischen Forschung haten diese drei Felder ziichterischer
Kafinakmen in den vergengernen Jahren in der vielfzl-

tigeten "“eise tefruchtet. klr cdie Bereiche Z und 3 heift dazu

dac Schlagwort Fiotecknoleorie, fir den Bereich 1

heifft es (entechrolocie. Diese teicen Begriffe kenn-

zeichnen durckaus verschiedene lalnzhmen, die in ihrem
“ert fir die. zichterische Sortenentwicklung m.E. eine
deutlich verschiedene Beurteilung verdienen. Solche
Urteile iber die Anwendbarkeit moderner biologischer
Fortschritte in der Pflanzenzichtung sind sowokl
unter Vissenschaftlern, die es wissen sollten, als
guch unter Virtschaftsmanagern, die daflir bezahllen
miissen, so divergent, wirdéd zuweilen mit so venig
Cachkenntris von der einen oder der anderen Seite
des Gesamtproblems so lberzeurend argumentiert, daf
ich cder sufforderunp von herrn Kollepen Becker zu diesem Vortrag
lich bedenkenlocr feolgen zu, diirfen meinte. £o will
icnk denn versuchen, als vinclogischer
Tnie mit weniren Gedankenfetzen den Einsatz von
Viotectinolomicschen und rentechnolopgischen Verfahren

in Jer Rebtenuilichtunp zur Diskussion zu stellen.
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Die biotechnolonrische =evoluticn

Die Geschichte der Biotechnologie bei Pflanzen
ist glter, als die meicter Zitate glauben machen.
Zumindest englisch sprechende Autoren vergessen in
der Regel, dall es der Frankfurter Botaniker Friedrich
Laibach war, der erstmalig 1925 von einer erfolgreichen
in-vitro Kultur berichtete, mit der er die normaler-
weise vorzeitig absterbenden Bastardembryonen aus
Artkreuzungen vom Lein (Linum austriacum x L. perenne)
zu vitalen Fflanzen aufziehen konnte. Heute ist bei
schwierigen Kreuzungen die sterile Kultur von Embryonen
oder auch ganzer Ovarien zur Rettung schwichlicher
Art- oder auch Gat?ungsbastarde Routine.

Uberdies“kbnnenlgterilkultur auf kiinstlichen
Nahrmedien aus winzig kleinen Gewebe- oder Organ-
teilen in kiurzester Zeit neue Fflanzen entwickelt und
damit bisher unbekannt grofe Vermehrungsraten erzielt
werden. Beim Raps benutzen wir dazu z.EB. sogen. -
Sproflembryonen, aie auf pgeeigneten lulturﬁedien in
"Unzahl praktisch aus Jjeder Epidermiszelle eines
Hypokotylstiicks entstehen kdrnen. Ein Kartoffelziichter
berichtete mir im vergangenen Oktober, dzf er gerade
einem Gewebekulturlabor finf Knollen gebracht und
Auftrag gegeben habe, ihm daraus zum 15.April des
folgenden Jahres, also in € Monaten, %0.0C0C Pflinzchen
herzustellen (Preis je Fflanze DM C,65). Fir den
landwirtschaftlichen Pflanzenzichter ist auch die
Gewinnung von Haploiden aus Mikrosporen von grofier
Bedeutung, weil durch anschieflfende Kolchizin-Eehand-
lung solcher haplciden Kalli btzv.. Pflanzchen in
einem Schritt vollstindige Homozygotie in allen Genen
erreicht werden kann, fir cie iblicherweise jahre-

lange Inzucht erforderlich ist.

Anderer_seits kanr man bestimmte in-vitro Systeme
mit tesonderem Vorteil auch zur Gewinnung von erwinsch-
ten Lutanten verwenden. Kleine Gewebestiicke oder sogar
Firzelzellen lassen sich nicht nur in erofler Anzahl
in aer Fetrieschale mutaren mit Ltrabklen oder Chemikalien

tehandeln. Diec entstehender Lutunten kiénnen auf entsprechenden



liedien such besonuers wirkeam selektiert werden. Beispiels-
weise konnen auf Apar, dem ein pilzliches Toxin, ein
Eerbizid oder auchk nur eirn Salz in hoheren Konzen-
trationen zugesetzt wurde, lediglich diejenigen
Gewebe Uberleben, die durch MNutation resistent
geworden sind. Venn es gelingt, aus solchen Zellen
oder Kallj Pflanzen zu regenerieren, kdnnen im
positiven Falle auch diese gegen die betreffende
Filzkrankheit oder Belastung resistent sein . Beinm
Raps bteispielsweise ist Herbizidresistenz erwiinscht,
um Hederich, Unkrautsenf oder Ausfallraps alter
Sorten in Feldern der neuen Gualitdtsrapssorten
bekimpfbar zu machen.

Ihre héchste Stufe erreichte die pflanzliche
Zell- und Gewebekultur als es gelang, mit bestimmten
Enzymen aus holzzerstdrenden Pilzen die Zellwinde
Lon Pflanzengeweben so aufzuldsen, daR die frei-
gesetzten Frotoplasten unverandert funktions- und
teilungsfihig blieben und aus tausenden Zellen
eines Blattes oder Hypokotyls potentiell eine gleich
grofe Anzahl von Pflanzen erzeugt werden konnte.
Es gelang sogar, solche somatischen Zellen zu
Gameten umzustimmen, sie wie diese zur Fusion zu
veranlassen und ir Einzelfidllen auf diesen Wege
Eastarde zwischen Arten herzustellen, die auf dem

" Ublichen sexuellen %ege bisher nicht erreichbar
gewesen waren.

Biotechnologie er6ffnet damit heute biologisch
v6llig neue Dimensionen des Experimentierens. Fir
den Fflanzenziichter bedeuten solche modernen in-vitro
Verfahren z.B. die Moglichkeit zu
- eine massenhaften vegetativen Vermehrung je nach
Ctjekt auf die verschiedenste 1eiée,

- einer Nutationssusldsung in riesigen TFopulationen
von Linzelzellen (in einer Fetrischale haben rd.
7 Fillion Einzelzellen Flatgz),

- eciner hsuslese auf spezielle Resistenz- oder auch

rhysiologische leictungseigenschaften, die sich
auf der Zellebene manifestieren kdnnen,



- eine rusion von Protoplas : somatischen
u

u
Eastarden zwischen sex wompatiblen Elternarten,
Freilich sind keineswegs schon alle Wiinsche
erreichbar. Kanche Pflanzen, leider gerade auch unsere
wichtigsten Getreideartcn, erwiesen sich fir die
Zellkultur als wenig geeignet. Zwar hat man auch
hier inzwischen lebensféZhige Frotoplasten herzu-
stellen gelernt. Aber diese wieder zu Fflanzen
Zu regenerieren, war noch nicht méglich.
Incsgesamt gilt dennock, dall moderne biotechno-
logische Verfahren heute bereits vielf&Zltigen Eingang
in die t&gliche Fraxis des landwirtschaftlichen
. - Pflanzenziichters gefunden hzben.

Die rentechnologische Chance

Demgegeniver werden gentechnologische Forschungs-
arbeiten an hoheren Fflanzen btis Jjetzt nur an wenigen
wissenschaftlichen Instituten, in Deutschland z.B.

im Max-Flanck-Institut f{iir Ziichtungsforschung in
Kdln-Vogelsang, durchgeflihrt. Dabei handelt es sich -
ur den Versuch, das klassische Fneumokckken-Experi-
ment von Avery und Mitarbeitern aus dem Jazhre 1944

auf die hohere Pflanze anzuwenden, nimlich eine
gezielte Erblbertragung durch isolierte DNS, d.h. durch
definierte, isolierte Gene zu erreichen. Damit wiirde
einer T"unschtraum angfewandter Zichtungsforschung
entsprochen werden, ein einzelnes vorteilhaftes Gen
direkt in eine vorhandene, bewZhrte Hockleistungs-
sorte einzubauen. Die tisherige ziichterische

Ilihsal, unter den Xreuzungenacklommen diejenigen
seltenen Incividuen auszulesen, die ven Vater ung
flulter nur die rutcn Eicenschzften ertten, entfiele.
Diec miitterliche ILmrfingers

tekannten guten Eigenscha
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o
ten ungeteilt erhalten

bleiben. Bei ikr wirden auf pentechnologischenm

“erc lediplich einzelne wichtige Fehler beseitigt oder bescnders er-
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Fg?i:;;i kinzugefupgt weréden, - so zumindest stellt sich
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dac Ziel dar.



Zweifellos war in den vergangenen Jahren auch der
Fortsekritt in Eichtung auf dieces Ziel atem-
berautend. Einerseits waren bictechnelogische
Entwicklungen, instecondere die Frotoplasten-
technik, fir erfolgreiche Diis-Ubertragung in Pflanzen-
zellen bahnbrechend. Andererseits entdeckte-man ein
sehr wirksames, natiirliches DNE-Transfersystem, das
sich das parasitische Agrobakterium tumefaciens
zum Einschleusen eigener DNS in seine Wirtszellen
in der Evolution aneignete. Dieses an Pflanzen
Tumoren-induzierende Bakterium verfiigt iUber kleine
ringflirmige Extrachromosomen, sogen. Flasmide, die
es in Pflanzenzellen einfiihren kann. ¥it ihnen
zwingt es die Virtszellen zur Synthese von Substanzen,
die diesen vollkommen fremd sind, die das
Bgkterium selbst jedoch zum Leber benctigt. Die
Gene, die dieék;}lasmide enthelten, sind im Zuge -
normaler genetischer Rekombination austauschbar.

Da es sich bei den sogen. "Ckromosomen" der Bakterien
nur um n%ﬂte DES~Féden und nicht um die wesentlich
komplexer zusammengesetzten Chremosomen hdherer
Crganismern hendelt, kann ein solcher fustausch auch
mit isolierter, einer Kultur experimentell hinzuge-
Tigter DXS erfolgen. Ja man kann soger auf chemischem
V.ege synthetisierte DNS in Plasmide einbauen lassen
und sie mit diesen Vektoren richt nur in die Pflanzen-
zelle, scndern cffentar auch in funktionierende DKS
ihrer Chromoscmen einschleusen. Denn es gelang,
einzelne so eingefiihrte FPremdgene in der Empf&nger-
zelle an ihrer Funktion erkennbar zu machen. So
konnte die amerikanische Forschergruppe um Kemp

das Gen fir das GLpeickerprotein Thaseolin aus der
Cartenbohne in die 3ornenblume transierieren und
dadurch Sonnentlumen-Zellen zur Sildung eines
Eolinenpreteins veranlassen. Feix in Freibure/Br.
injizierte in die einzellire Alge hcetabularia
Zein-Gene gus liais, was auch dort die Synthese

dieses Ypeicherproieins ausléste. Lie Information,
die in DNG-Seouenrzen niedergelert ist, wird also in

)+ o~ Bl 2 3 5
wellestem hale von pllen Lebeweser, Flcichlauteng Verstanden
=2 dlauten . '



Dementsprechendfist die Liste <er lLeute weltweit

f%r einen Genstransfer diskutierten kKerkmale
, Zle reicht von der lLrankheits=
und Herbizidresistenz bis zur gesteiprerten Fhoto-

syntheseeffiziernz, von (ualitstsvervesserungen bis

zum erhc¢hten Ithrstoffanelignurgsvermigen.

Trotz diecser gewaltigen Erfolge und Fortschritte
sind fir den zlchteriszchen Einsatz eines experimen-
tellen Gentransfers bei Pflanzen nach wie vor grofle
Frobleme zu ldsen. Einige der Hauptanliegen lassen
sich wie folgt zusammenfassen:

- Es gibt bisher zu wenige "nltzlichke" bzw. er-
winschte Cene, ¢ie zureichend spezifisch isolierbar
oder gar als DlIiZ-fecuenz bekennt wiren. Dieses aber
ist eine unabdingbare Vorezussetzung fir jegliche

* Gentechknologie.

- Ein ubertragenes Gen darf in einer Pflanze, von Ausnahmen abgese-

hen,nicht dauernd aktiv sein. Aber die molekularen bechanismen

dieser Xegulation cind noch weitgehend unbekannt.
- Ti-Plasmide furktionieren als Gen-Vektoren nur

bei bestimmten Tflarzenarten. Die Entwicklung

weiterer neuer Vektcocren ist cerzeit ein besonders

wichtiges Forschungsziel.

Fortschritte flir die Rebenzichtung

Im Iinblick auf die hier interessierende Heben-
zichtung sind m.ZE. Fragen von anderer Art
mindestens ebenso gravierend. Dazu sei an die drei
eirngengs erwihnten Zichtungsmalnahmen erinnert. Ihrem
Einsatez rommt tei verschiedenen Zuchtobjekten eine
durchaus unterschiecdliche XZedeutung zu. Das 1&ft in Abbildung 1
ein Vergleich der fir Liniensorten, Eybfidsorten
und Klonsorten getriiuchlichen Zuchtmetheden (nach
Schnell 1982) erkennen. DBei Rebensorten handelt es

sick um typische Klonscrten. Diese entstéhen direkt
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aus dem variablen iuspengsmaterial z.B. einer
¥.reuzungsnackkormenschaft und werden als Klonnachkom-
men individueller Lybridindividuen heterozygot er-
halten. Bei Linien- und lybridsorten findet in der
zweiten Fhase der Zildung und Selektion der poten-
tiellen Sorteneltern Uber menrere Generationen hin
mit der Auslese zugleich stets auch noch erneut
genetische Rekombinstion innerkalb der verbliebenen,
vorselektierten Genotypen statt. Die Auslese erfolgt
hier somit als Mehrstufenselektion. Bei Klonsorten
sind die Genotypen hingegen schon in der Fq—Genera-
tion fixiert. Ziichterisch z&hlt nur die hier vorhandene
Variabilitdt. Eine spdtere zahlenmiRige Ausweitung
des Katerials kann hdchstens zur besseren Priifung

und schiérferen Auslese beitragen.

Biotechnologische Verfahren, die einer schnelleren
.Ltabilisierung der Sorteneltern dienen, wie die .
Mikrosporernkultur oder andere Methoden der Haploiden-
passage, werden somit in der Rebenzilichtung nicht
'benétigt. Lndererseits kommt allen Verfahren einer
massenhaften vegetativen Vermehrung eine sehr hohe
zlchterische Bedeutung zu. Daven wird deshalb im
Verlauf dieser Tagung noch aus berufenerem MNunde
vorgetragen werden. hier sei nur darauf hingewiesen,
dal das Zuchtschema bei Klonsorten suf der genetischen
Konstanz der vegetativern Fortpflanzung beruht. Bei
in-vitre Vermehrungsmethoden wird abter zunehmend mehr
von sogen. somaklonaler Varistion berichtet. Dabei
mag es sich um Vorginge genetischer Konversion oder
Zekombination zwischen nicht-homologen Loci (u.U.
innerkalb gleichartiger Genfamilien) handeln, die
unter den Bedingungen einer in-vitro Kultur offen-
bar ir verstérktem Kafle aufer Xontrolle geraten
kénnen. Ebenso ist es m8glich, dzFB aus Kalli regene-
riererde I'flanzen auf Zellen zurilickgelien, bei denen
somatische Differenzierungsvorgénge irreversible

fnderungen auch ar DIS-Noleklilen bewirkten. In jedem



Falle verdiert das Ergebnis solcher Vorringe besondere
sufmerksamkeit, Die klassische Klonenziichtung wird

es zunichst zu eliminieren versuchen. Aber in der
landwirtschaftlichen Iflanzenzlichtung mehren sich

die Ctimmen, daf solche scmaklonale Variation auch
nutztar, vielleicht sogar eenetisch von spezifischer,
erwinschter Iatur sein konnte.

Die Konstanz der vegetativen Fortpflanzung darf
sich bei einem Klonzichtungssystem aber nicht nur auf
die zelluldre Identitzt beziehen. Von vielen vegetativ
vermehrten Kulturpflanzen weil man, daf wichtige, hoch
geschdtzte Eigenschaften auf ihrem chimidrischen Aufbau
beruhen. Durch die "kalldse Unordnung" einer in-vitro
Kultur werden solche Gewebeschichtungen zunichst und
in aller Regel zerstdrt. 2Zu fragen wire allerdings,
ob man nicht langfristig auch an Verfahren denken
Konnte, die solche Chimiren in-vitro gezielt zu-
sammensetzen helfen. Bel tierischen Versuchsobjekten
ist derartiges heute bereits durchaus erreichbar.

Im gleichen Zuge wiiréde nicht undenkbar sein, bei
gentechnologischen VeriZnderungen nur auf bestimmte
Schichten, z.E. die Epidermis, zu zielen. Resistenz
gegen den echten NMehltau braucht die Fflanze pur

in dieser Schicht, und auch fiir eine Herbizid-
resistenz wdre es vorstellbar, mégliche negative
vechselwirkungen dadurch zu mildern, daf man sie
nur in diese Aufenschicht der Pflanze einfiihrt.

Dafk bei einem so langletigen Otjekt,wie der Rebe,
u.U. auch induzierte epigenetische Effekte beispiels-
weise in Resistenzmerkmalen langdzuerndéen Nutzen
stiften kénnten, sei nur zum Nachdenken am Rande
vernerkt,

Da die Kreuzung die einzige Kafnahme ist, die
die Leistunpsféhigkeit der Sorteneltern in der
Retenzichtung bestimmt, kommt der Auswahl der
Ereuzungseltern entscheidende Bedeutune zu. Dadei
rebt es um eine bestmdpgliche Kenntnis ihrer genetischen
leistung, die einerseits alle lerkmale der Eigen-

leistung der regebenen Sorte bzw. des Zuchtstammes,
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andererseits die Kombinationseignung der beiden
jeweiligen Elternformen und damit des Ausmal der
feterosis in den Eybriden umfaBt. Diese Situation

wird zu einem besonderen Froblem, wo wichtige Gene

z.2, flir Resistenzen nur in Wild- oder Primitivformen
verfiigbar sind. Solche leistungsschwachen Formen

lassen sich in der Regel nur indirekt nutzen, indem

man aus ihnen iber mehrfache Ruckkreuzung zundchst besser
adaptierte Kreuzungseltern herstellt.'"leite" Kreuzungen
im Sinne einer direkten Verwendung ven Wildformen
als Kreuzungseltern liefern fiir die Sortenziichtung o
ge&éﬁhlich leistungsschwache Samlinge, da deren
Ertragsniveau durch den Primitiv-Elter stdrker ge-

driickt als durch e%ne (infoclge Richt—Verﬁﬁﬁtschaft)
gesteigerte Heterosis angehoben wird (Schnell 1982).

Vegen der Froblematik, die aucs derartigen Grinden
Pei mehrjihrigen, vegetativ vermehrten Arten mit
der Nutzung von vorhandener genetischer Variation
verbunden sein k&nnen, kann einer gezielten Mutanten-
Gewinnung besondere ZSedeutung zukommen. Davon vor
Geisenheimern und Freunden unseres Tagungsleiters,
Eerrn Frofessor Becker, zu berichten, hieBe Eulen
nach Athen tragen. Jedoch bin ich iliberzeugt, daB
eine zunehmend bessere Kenntis der hier wirksamen,
molekularen Systeme in Zukunft noch bessere Fort-
schritte bringen kann. Ob man solche Kutationsversuche
in Petrischalen durchfthren und welche spezifischen
Selektionssysteme man sich auf der Zellebene ausdenken
kann, wird fir den Einzelfall zu entscheiden sein.
Die Effektivitdt einer liutantenselektion kann auf

solchen Vegen u.U. enorm cesteigert werden.

Alle diese iAusfikrungen hitten jedoch eine ent-
scrheidende Liicke, wennmncht zumindest zum Schluf
auf die Essenz pflanzenziich:terischer Irfahrungen
hinrewiecen wiirde. Diese hat gerade auch die
lLutstionsziichtung seit ihrem ersten Anfangen in
tesonderer Eindrihnglichkeit vor Auren gefihrt. Sie

Filt in gleicher Weise fir jeden nur denkbaren
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experimentellen Gentransfer. Ich meine hier nicht nur
die Tetsache, dal die meisten ziichterisch wichtigen
Eigenschaften durch mehr als ein Gen bedingt sind und
monogenische Manipulationen schon sus diesem Grunde
ihre Grenze haben. Von mindestens gleichem Gewicht ist,
dafl die Wirkung eines jeden Gens unzbweisbar mehr

oder weniger stark durch Vechselwirkungen mit anderen
Geren, ja im Grunde stets durch den Gesamtgenotyp
eirnes Individuums beeinfluft wird. Diese Tatsache

wird vor allem von Nicht-Ziichtern allzu hiufig ver-
gessen, Darauf beruhen die vielen herben Enttduschungen . -
mit liutanten, die das erwlnschte Gen endlich besaflen,

aber trotz aller Riickkreuzung uné huslese das

ersehnte Ziel einer leistungsfEhigen Sorte niemals

erreichten. .

S0 schelint es auch hier im Ancelpunkt ziichteri-
schen Bemiihens zu gelten, dal genetische Manipulationen
wesentlich schwieriger zu bewerkstelligen sind als
biologische Einflufnehmen. Diese Beurteilung soll
keineswegs als Grundlage fir eine EBemessung wiinsch-
barer ForschungsintensitZten gelten. Sie méchte
Jedoch denjenigen vor iiberzogener Hoffnungen be-
wahren, der von einer Gentechnologie in der
Fflanzenziichtung generell allzu schnelle wirtschaftli-
cke EZrfeclge erwartet.
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