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Ziel der pflanzlichen Gentechnologie ist
die Herstellung von transgenen Pflanzen, {Bmer -
die so wenig wie mdglich Transgen-

sequenzen an bestimmten Stellen in | TAGGEGA g L A s
ihrem Genom enthalten. Zum Einbau und £ T G I"“'EF'M"L""I"'“ ¥

zur Entfernung von DNA-Sequenzen ¥ ATCOCITATTGTCCCATTA §
missen die DNA-Strange geschnitten

und wieder zusammengefiigt werden. 1 Coa 1

Wir haben eine Technik entwickelt, mit

der man spezifisch an ganz bestimmten

Stellen im Pflanzengenom die DNA - =
scheiden kann. Dazu verwenden wir als 5 TAGGGATAA CAGGGTAAT ¥

molekulare Schere das ¥ ATCOC TATTLGTOOCATTA 5
Restriktionsenzym I-Sce |. Durch Setzen
eines Schnittes im Genom konnten wir
so an dieser Stelle neue DNA integrieren,
durch das Setzen von zwei Schnitten
konnten wir DNA aus dem Genom
herausschneiden.

Die molekulare Schere: Erkennungs-Sequenz der
Endonuklease I-Sce | und das Reaktionsprodukt

VERSUCHSBESCHREIBUNG

. [ T-DNA Es soll experimentell Uberprift werden, in wie weit
der Einbau von fremder DNA ins Pflanzengenom
+ optimiert werden kann.
« In einem ersten Schritt haben wir gezeigt, dass
I-Sce I-Erkennungs-Sequenz durch einen Schnitt im Pflanzengenom tatséchlich
der Einbau an die so bestimmte Stelle erreicht
- . werden kann, wenn auch nur in einigen Féllen.
* In einem zweiten Schritt wurden Faktoren isoliert,
von denen bekannt ist, dass sie bei anderen
" Organismen wie Hefe fir den ungerichteten Einbau
Zellulare Faktoren 4‘ I-Sce | von DNA verantwortlich sind.
« Es wurden transgene Pflanzen hergestellt, bei
denen die Funktion dieser Faktoren unterbunden
werden sollte.
] | Zur Zeit werden diese Pflanzen noch abschlieBend
dahingehend untersucht, ob dadurch tatsachlich
. . eine weitere Erhéhung des Einbaus neuer DNA-
Gezielte Integration transgener Sequenzen Sequenzen an bestimmten Stellen in ihrem Genom
erreicht werden kann.

ERGEBNISSTAND

Es konnte eine weltweit vollig neue Technik Schnittstelle Schnittstelle
etabliert werden, mit deren Hilfe durch die ,l, #
Verwendung der molekularen Schere I-Sce | Y e N e N

Transformationsmarkergene effizient aus
dem Genom eliminiert werden koénnen.

Dabei ist der groRe Vorteil, dass im l_ Molekulare Schere

Gegensatz zu anderen Systemen die

Erkennungssequenz des

Restriktionsenzyms  nicht im  Pflanzen- [ I I [E]

genom zuriickbleibt. Damit kénnen mit der
selben Technik bei Bedarf weitere

Veranderungen erreicht werden. Mit dieser 1 Reparatur des Bruchs
Technik kénnen alle ungewollten
o e stomas Anolotk o [  —

Herbizidresistenzen) aus transgenen
Pflanzen vor der Aus-bringung ins Feld
entfernt werden. Eine Verbreitung solcher
Sequenzen ist deshalb von Vornherein
ausgeschlossen. -

1-Sce | — vermittelte Markergen-Exzision
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