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Biotechnologische Verfahren der
Pathogendiagnose

Phytopathogene Schaderreger werden mit konventionellen
Verfahren wie Plattenkulturen, Mikroskopie und Biotest nach-
gewiesen, aber auch mit immunologischen (z.B. ELISA) und
molekularbiologischen Techniken (z.B. PCR). Letztere zeichnen
sich durch hohe Empfindlichkeit und Spezifitat sowie ,,Schnel-
ligkeit* aus.

e Der immunologische Nachweis basiert auf der Reaktion von
EiweiBstoffen (Antigenen) eines Erregers mit spezifischen Anti-
korpern. Diese wird beim ELISA durch einen Farbumschlag
deutlich.

¢ Molekularbiologische Techniken weisen die DNA eines Erre-
gers nach. In der PCR werden DNA-Bereiche mit Hilfe spe-
zifischer Startermolekile (Primer) millionenfach kopiert und
Uber Gelelektrophorese sichtbar gemacht (qualitativer Nach-
weis). So werden auch sehr geringe Mengen eines Pathogens
erfasst. Bei der quantitative PCR wird eine Fluoreszenz-
Strahlung freigesetzt. Der Zeitpunkt, an dem diese einen be-
stimmten Schellenwert Uberschreitet, korreliert mit der Erre-
gerkonzentration (quantitativer Nachweis).

Mit diesen Methoden werden Pilz-, Bakterien- und Viruskrank-
heiten in landwirtschaftlichen und gartnerischen Kulturen
nachgewiesen. Beispiele: Bakterielle Schleimund Ringféule,
Krautfaule sowie Viruskrankheiten bei Kartoffeln; Wurzelbar-
tigkeit der Zuckerriibe, Mosaik- und Verzwergungsviren bei Ge-
treide, Feuerbrand bei Obstgehdlzen, Viroide bei Kartoffeln und
Hopfen.

Rhynchaggorium
secalis.

Blattfleckenkrankheit

Genetischer Fingerabdruck zur
Entwicklung von Markern

Markergesttitzte Selektion
einer Pilzresistenz bei Gerste

Genomanalyse in der Pflanzenziichtung

Die Genomanalyse ist mit den Techniken des genetischen Fin-
gerabdrucks eine unverzichtbare Methode der modernen
Zichtungsforschung. Sie erlaubt den schnellen und sicheren
Nachweis der Vererbung wertvoller Gene bereits in einem fri-
hen Entwicklungsstadium der Pflanze.

Die exakte Erfassung des zur Verfliigung stehenden Genpools
und die Beschreibung der genetisch bedingten Eigenschaften
des Zuchtmaterials bezlglich Resistenz und Qualitat, versetzt
die Pflanzenziichter in die Lage, gezielte Kreuzungen durchzu-
fuhren und die Vererbung relevanter Gene Uber Generationen
hinweg verfolgen zu kdnnen. Insbesondere kénnen mit Hilfe der
Genomanalyse komplexe, auf mehreren Genen beruhende
Zuchtmerkmale gezielt kombiniert und selektiert werden.

Vorteile der Genomanalyse:

¢ Eindeutige Erfassung genetischer Ressourcen

e Konsequente Auswahl geeigneter Kreuzungseltern
e Schnelle und sichere Selektion des Zuchtmaterials
e Gezielte Genkombination (Pyramidisierung)

e Umweltunabhangige und friihe Selektion

e Nachweis funktioneller Gene (Expressionsanalyse)
e Gleiche Markertechniken fir alle Kulturarten
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Feldversuch - Zuchtgarten

Schema einer ,markergestiitzten Selektion* in einer
Kreuzungs-Nachkommenschaft

Die Eigenschaften unserer Kulturpflanzen werden durch das
komplexe Zusammenspiel vieler Gene gesteuert. Jede Pflan-
ze besitzt hierflr bis zu 40.000 Gene, die bei jeder Kreuzung
neu kombiniert werden. Heute liegen fur fast alle Kulturpflan-
zen molekulare Chromosomenkarten vor. Die Zuordnung von
wertbestimmenden Eigenschaften wie Resistenz, Ertrag, In-
haltsstoffe, Verarbeitungsqualitdt usw. zu diesen molekularge-
netischen Daten ist Inhalt der aktuellen Forschung.

Ziel ist es zun&chst, DNA-Abschnitte (Marker) zu finden, die mit
der relevanten Eigenschaft gekoppelt vererbt werden. An-
schlieBend erfolgt die Lokalisierung der Marker in der Chro-
mosomenkarte (Kartierung) und die Entwicklung einfacher
Markertests (PCR-Analyse). Diese Schnelltests kénnen frih-
zeitig am Samling durchgeflhrt werden und liefern sichere Er-
gebnisse.

Die Weiterfiihrung dieser Technik sind funktionelle Marker, die
mit Gensequenzen bekannter Funktion identisch sind. Sie wer-
den unter Einsatz der Expressionsanalyse entwickelt und er-
moglichen die gezielte Selektion auch einzelner Allele eines
Gens.

Die Genomanalyse ist ein entscheidendes Werkzeug, um den
gesteigerten Anforderungen von Landwirtschaft und Verbrau-
chern sowie dem Umweltschutz durch gezielte Nutzung des
genetischen Potenzials der Pflanzen gerecht zu werden.

An der LfL wird die Genomanalyse in Zucht- und Forschungs-
programmen bei Getreide, Hopfen und Kartoffeln eingesetzt:
Beispiele sind die Erfassung und Integration neuer Resistenz-
quellen gegeniiber Pilzen, Bakterien und Viren, Expressions-
analysen fir Pilzresistenz und Brauqualitat, Verbesserung von
Brau-, Back- und Genussqualitéat sowie der Ertragsstabilitét bei
verdnderten Umwelteinflissen.

Rekombination

Pflanzenzelle

Markergen-haltig markerfrei

Markergen-gestlitzte Einfihrung von Merkmalen mittels
Agrobacterium tumefaciens und gezielte Entfernung nicht benétigter
Bereiche durch sequenzspezifische Rekombination

Gentransfer

Die moderne Pflanzenzichtung kann mit den Techniken des
Gentransfers zur Lésung klimatischer, wirtschaftlicher und
Okologischer Herausforderungen einer nachhaltigen Landwirt-
schaft entscheidend beitragen. Spezielle Gene mit wertvollen
Eigenschaften werden in Nutzpflanzen eingefiihrt. Solche Mo-
difikationen sind bei einer gentechnisch verdnderten Pflanze
(GVP) vollstandig nachvollziehbar. Integriertes Gen und Genort
(beides zusammen bezeichnet man als Event) lassen sich mit
Hilfe molekularer Marker und Sequenzanalyse exakt beschrei-
ben und kontrollieren. GVP unterliegen weltweit und besonders
in der EU strengen Gesetzen und Qualitédtskontrollen. Daraus
resultiert eine hohe Sicherheit fir Mensch und Umwelt.

Es werden Genkonstrukte entwickelt, die eine minimale gen-
technische Modifikation mit optimierten Sequenzelementen
ermoglichen. Da oftmals nur in bestimmten Organen der GVP
die neuen Eigenschaften erforderlich sind, werden gewebe-
spezifische Steuerelemente (Promotoren) fir eine bedarfsge-
rechte Auspragung der Gensequenzen eingebaut. Als natdrli-
che Genfahre wird Agrobacterium tumefaciens zur Ubertragung
von Genen genutzt. Aus transgenen Pflanzenzellen werden in
der Gewebekultur griine Pflanzen regeneriert und mit moleku-
largenetischen Diagnoseverfahren in ihren Eigenschaften tber-
pruft. An der LfL wird an der Entwicklung transgener Pflanzen
bei Gerste, Hopfen und Kartoffel gearbeitet. Forschungsziele
sind Krankheitsresistenz, die Anreicherung essentieller Amino-
sduren und optimierte Stérkequalitat.

Freisetzungsversuch mit Amylopektin-
Kartoffeln ohne Antibiotikum-
Resistenzgen

Amylose-haltige Stérke (blau)
und Stérke der Amylopektin-
Kartoffel (rot)

Dabei werden verbesserte Transformationsverfahren zur Her-
stellung von GVP entwickelt. Ein wichtiges Ziel sind transgene
Pflanzen ohne Markergene (z.B. Antibiotikum-Resistenzgen).
Dazu werden molekulare Werkzeuge (Rekombinasen) einge-
setzt, die gezielt solche unerwiinschten DNA-Abschnitte (Mar-
kergene) nachtraglich entfernen.

Zur Uberpriifung der Sicherheit und Praxistauglichkeit von
GVP missen wissenschaftlich begleitete Anbauversuche
durchgefiihrt werden. Dies wird durch das deutsche Gentech-
nikgesetz und EU-Rechtsvorschriften geregelt. Seit dem Jahr
1999 werden an der LfL Kartoffeln mit glinstigen Stérkeeigen-
schaften im Feldanbau untersucht. Die neu entwickelte Amy-
lopektin-Kartoffel ohne Antibiotikum-Resistenz wird seit 2004
auf Feldern der LfL gepruft.

Weltweit nimmt der Anbau von gentechnisch optimierten
Pflanzen seit 1996 laufend zu. 2005 betrug die Ackerflache mit
GVP 90 Mio. ha, verteilt auf 21 Lander. Heute werden im gro-
Ben Stil Soja, Mais, Baumwolle und Raps mit gentechnisch ver-
besserten Eigenschaften kommerziell genutzt.

nah LFL

Bayerische Landesanstalt fur Landwirtschaft

Pflanzenziichtung

Bio- und Gentechnologie
UL TSN bkl R

™ K
Vi 5,




Von der Wildform zur heutigen Speisekartoffel

Pflanzenziichtung

Die Pflanzenziichtung ist das wichtigste Instrument, um Kul-
turpflanzen zu verbessern und sie den sich &ndernden Be-
dirfnissen des Menschen anzupassen. Kulturpflanzen sind
zunachst durch unbewusste, spéter durch bewusste Auslese
aus Wildpflanzen entstanden. Gregor Mendel hat Ende des 19.
Jahrhunderts die GesetzmaBigkeiten der Vererbung erkannt
und den Grundstein fir eine wissenschaftliche Kreuzungs-
zuchtung gelegt.

Noch heute ist die Kombinationsziichtung die vorherrschen-
de Zuchtmethode. Sie ermdglicht Uber Kreuzungen unter-
schiedliche Merkmale von Pflanzen in deren Kreuzungsnach-
kommenschaft gezielt zu kombinieren und an die Folgegene-
ration zu vererben. Bis zur fertigen Sorte missen zahlreiche
Prifungen auf Werteigenschaften durchgeflhrt werden. So
dauert es heute, von der Kreuzung bis zur Sortenzulassung,
etwa 12 —15 Jahre.

Die Hybridztichtung ist eine Weiterentwicklung der Kombina-
tionszichtung. Ausgehend von zwei Inzuchtlinien, die selbst
meist wenig ertragreich sind, entsteht bei ihrer Kreuzung Saat-
gut, aus dem sich hochertragreiche Pflanzen (Heterosiseffekt)
entwickeln kénnen.

Ziel der klassischen Zichtung ist die Entwicklung von Sorten
mit

¢ Resistenzen gegeniber Krankheiten und Schadlingen,

* hoher Qualitét,

¢ Ertragssicherheit und Ertragsleistung,

e guter regionaler Anbaueignung,

fur eine umweltgerechte und nachhaltige Produktion von ge-
sunden und qualitativ hochwertigen Nahrungsmitteln und Roh-
stoffen fiir die verarbeitende Industrie.

in vitro-Regeneration

Biotechnologie

Zur Unterstltzung und Ergénzung der klassischen Zuchtme-
thoden werden biotechnologische Verfahren eingesetzt. Der
Begriff Biotechnologie umfasst alle Arten der Zell- und Gewe-
bekultur sowie gentechnologische Methoden.

Zell- und Gewebekultur

Die Zell- und Gewebekultur nutzt die Méglichkeiten, aus Ein-
zelzellen oder Zellverbanden (Gewebe) vollstédndige Pflanzen
unter sterilen Bedingungen im Glas (= in vitro) auf speziellen
N&hrmedien zu regenerieren.

Meristem-, Sprossspitzen- und Nodienkultur

Meristeme sind Gewebeabschnitte der duBersten Spross- und
Wourzelspitzen sowie der Achselknospen (Nodien), in denen
hohe Zellteilungsaktivitdt herrscht. Die Meristeme werden
unter dem Mikroskop herausprapariert und auf Nahrmedium zu
vollstandigen Pflanzen regeneriert.

Bei der Sprossspitzen- und Nodienkultur werden in vitro, aus
ca. 1 cm groBen Gewebeteilen, ebenfalls vollstdndige Pflanzen
entwickelt.

Einsatz der Meristem-, Sprossspitzen-, und Nodienkultur zur

e Virusfreimachung von wertvollem Zuchtmaterial

¢ \lermehrung genetisch identischer Pflanzen

e in vitro-Langzeitlagerung von Zuchtmaterial ohne Einfluss
der Witterung.

Diese Methoden sind an der LfL bei Heil- und Gewdrzpflanzen,
Hopfen und Kartoffeln etabliert.

Antherenkultur bei Gerste

Antheren- und Mikrosporenkultur

Die Staubbeutel (Antheren) einer Bllte enthalten Pollenkdrner
(Mikrosporen), die mannlichen Geschlechtszellen. Diese besit-
zen im Vergleich zu diploiden vegetativen Zellen nur den hal-
ben (haploiden) Chromosomensatz. Entnimmt man einer Bllte
die Antheren und kultiviert sie auf Nahrmedium, so entwickel
sich aus den unreifen Pollenzellen Pflanzen mit halbem Chro-
mosomensatz, die steril sind. Durch Behandlung der Pflanzen
mit dem Gift der Herbstzeitlosen (Colchizin) gelingt es, die
Chromosomen identisch zu verdoppeln. Es entstehen reiner-
bige, fortpflanzungsféhige (fertile) Pflanzen.

Bei Einsatz der Mikrosporenkultur werden aus Antheren iso-
lierte Mikrosporen kultiviert und zu haploiden Pflanzen rege-
neriert.

Vorteile der Antheren- und Mikrosporenkultur:

e Schnelle Erzeugung von reinerbigen Pflanzen

e Sichere Selektion, da Genotyp = Phanotyp

e \lerwendung der reinerbigen Pflanzen als Basiszucht-
material fir Neuztchtungen

¢ VVerwendung der reinerbigen Pflanzen zur Genkartierung
und Entwicklung von Gensonden

e Verklirzung der Zlchtungszeit einer Sorte um 2 — 4 Jahre

Die Mikrosporenkultur wird an der LfL bei Gerste, die Anthe-
renkultur bei Gerste und Weizen eingesetzt.
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Embryokultur beim Weizen

Embryokultur

Durch die Bestaubung der Eizelle mit Pollen entsteht ein Em-
bryo, der die Erbinformationen beider Eltern in sich vereinigt.
Bei Kreuzung von weit entfernt verwandten Pflanzen (z.B. Wei-
zen x Roggen = Triticale) stirbt der gebildete Embryo, aufgrund
fehlenden Nahrgewebes des Fruchtkdrpers meist ab. Wird der
Embryo zeitig aus dem Fruchtkérper enthommen, kann er in
vitro mit Hilfe geeigneter Nahrmedien zur vollstandigen Pflan-
ze regenerieren.

Die Embryokultur wird auch zur Erzeugung reinerbiger Pflan-
zen eingesetzt. Zur Erzeugung doppelhaploider Weizenlinien
werden Eizellen des Weizens mit Maispollen bestdubt. Wahrend
der Entwicklung des Embryos werden die Maischromosomen
eliminiert und der Embryo enthélt nur noch die Chromosomen
(halber Chromosomensatz) des Weizens. Die aus dem Embryo
regenerierte Pflanze ist steril und wird erst durch Colchizinbe-
handlung (s. Antherenkultur) zur reinerbigen Pflanze, die dann
fertil ist.

Vorteile der Embryokultur:

e Erstellung weiter Kreuzungen aus Wild- und Kulturformen zur
von Resistenz- und Qualitatsgenen in Zuchtlinien

e Entwicklung neuer Kulturarten (z.B. Triticale)

e Erzeugung von reinerbigen Pflanzen

Die Embryokultur wird an der LfL zur Erzeugung reinerbiger
Weizenpflanzen eingesetzt.

Protoplastenfusion
bei Kartoffeln

Hopfenpflanze aus einem
Protoplasten

Protoplastenfusion

Ein weiteres Verfahren der Kombinationsziichtung stellt die Pro-
toplastenfusion dar. Protoplasten sind zellwandlose Einzelzel-
len. In der Regel werden sie aus Blattern mit zellwandabbau-
enden Enzymen isoliert. FUr die Fusion werden Protoplasten
von zwei verschiedenen Ausgangslinien isoliert und auf elek-
trischem Wege miteinander verschmolzen. Bei der Fusion wer-
den die Chromosomensatze von zwei Zellen vereinigt. Das Aus-
gangsmaterial muss deshalb von Pflanzen mit halbem Chro-
mosomensatz stammen, die Uber die Antherenkultur oder
durch spezielle Kreuzungen entwickelt wurden.

Vorteile der Protoplastenfusion:

e Gezielte Addition der Erbinformation zweier Pflanzen

¢ Gemeinsame Ubertragung verschiedener Gene, die in Kom-
bination ein Merkmal bestimmen

e Aufhebung von Kreuzungsbarrieren

Einsatz der Protoplastenkultur:

e ErschlieBung und Einbau neuer Gene (Wildarten)
e Erstellung von Basiszuchtmaterial und Sortenziichtung
e Gezielte Resistenz- und Qualitatsziichtung

An der LfL wird die Protoplastenfusion seit 1990 bei Kartoffeln
eingesetzt. Seit 1993 werden jéhrlich tber 400 aus Fusionen
entstandene Pflanzen im Feldanbau geprtift. Die Anmeldung
der ersten Sorte erfolgte 1996 beim Bundessortenamt. Zudem
konnten an der LfL die weltweit ersten Hopfenpflanzen aus Pro-
toplasten regeneriert werden.
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Backqualitat

Proteinelektrophorese zur Bestimmung der Backqualitét

Proteinelektrophorese

Speicherproteine sowie entwicklungs- und gewebespezifische
Enzyme kdnnen als biochemische Marker dienen, da sie hdu-
fig mit wertvollen Pflanzeneigenschaften gekoppelt sind. Die
Auftrennung dieser Markerproteine entsprechend ihrer mole-
kularen GroBe im Elektrophorese-Gel ermdglicht die Selektion
bei Zuchtlinien und die Unterscheidung von Genotypen.

Hierzu werden Speicherproteine und Enzyme aus Kornern
oder Pflanzen extrahiert, auf ein Elektrophorese-Gel aufgetra-
gen und im elektrischen Feld aufgetrennt. Die untersuchten
Proteine ergeben ein spezifisches Bandenmuster, welches
durch Anférben sichtbar gemacht wird.

Vorteile biochemischer Marker:

e Analyse und Selektion des Materials unabhangig von Um-
welteinfllissen

¢ Nachweis von Pflanzeneigenschaften vor der Ernte mdglich

e Selektion bereits in frihen Generationen (F2-Generation)

e Geringe Probenmenge bei hohem Probendurchsatz

e Schnelles und kostengtinstiges Nachweisverfahren

Einsatzgebiete der Proteinelektrophorese sind die Qualitats-,
Resistenz- und Hybridzlichtung sowie die Nachprifung von Art
und Sorte in der Saatgutuntersuchung. An der LfL wird die Pro-
teinelektrophorese schwerpunktmaBig in der Qualitatsweizen-
zlichtung sowie in der Saatgutforschung und Saatgutuntersu-
chung angewandt.



