Technikfolgen des Einsatzes
gentechnisch verinderter
krankheitsresistenter
Nutzpflanzen

Teil Apfel

Bernhard Koller
Cesare Gessler

Institut fiir Pflanzenwissenschaften, Bereich Phytomedizin, Gruppe Patho-
logie, Universititstr. 2, 8092 Ziirich

Co-Autoren:

Lukas Bertschinger
Markus Kellerhals

Eidgenossische Forschungsanstalt fiir
Obst-, Wein- und Gartenbau Wiadenswil, 8820 Widenswil

Ziirich, 12. Oktober 1995



Fachstudie Technikfolgen Apfel -1- BK/CG

Inhaltsverzeichnis
Auftrag an die Autoren der STUAIE .........oooviiiiiiiiiiiieieeee e 2
BINIEITUNG .ttt ettt e e e et e e s ate e e s sbeeessbaeessseeensseeensseeensnas 3
Transformations-TechniKen.........cocccooiiiiiiiiiiiiieeeee e 3
PN o) (<] USSR 4
a) Herkunft der heutigen Apfelsorten ...........cccoevviiiiiiiniiiiniiiceceeeeee, 4
b) Vermehrung und ANDAU ........ccccueieiiiieiiieeiieeeiee et e e e e 4
C) PEIEZE / EINLE ...ttt et s 4
1. Bisher durchgefiihrte Arbeiten mit dem allgemeinen Ziel der Transformation von
APTCIPIIANZEN ...t e eneeenes 6
a) Zusammenfassungen der publizierten Arbeiten ............cocceeeiiiiiiiiiiiniiiiiniieiiees 6
b) GegenWArtige PrOJEKLE ......cccueviiiieiiieeiie ettt e 9
2. Analyse der bisher publizierten Arbeiten ...........ccoccueevvieiriiiiniiiiniieiieeee e 11
a) Transformation von Apfelpflanzen mit dem lytischen Protein Attacin E............ 11
b) Transformation von Apfelpflanzen mit dem B.-thuringiensis-Toxin .................. 14
3. Situationsanalyse des Pflanzenschutzes im Schweizer Apfelanbau......................... 16
a) Integrierte ProdUKtioN............ooouiiiiiiiiiiiiiieeeeeteeeeeeee et 17
b) Biologische ProduKtion ...........cccuiiiiiieiiiieeiiieeieeee e e e 18
C) Resistente APFEISOTTEN.....c.c.uiiiiiiiiiiiiiiiiiecieeee et 19
4. Einsatz von Krankheits-Resistenzen in der traditionellen Ziichtung ...................... 20
Q) APTRISCROTT ...t 20
o) DAY (<] o117 11 PPN 24
C) FEUCTDIand .........cooiieeecee e e e 25
5. Typisierung von durch Transformation entstehenden Apfel-Genomen.................... 27
a) DNA aus Malus X dOMESTICA ...........eeeeeeeeeeeciiireeeieeeeeeeciiieeeeee e eeeeeciireeeee e eeeenaens 27
b) DNA aus anderen Malus-ATTEN ..........uuveeeieeiieieiieeeieeeeeeeeeciiereeeeeeeeeeerreeeeeeeeeeens 28
C) NICht-Malus-DINA ......ooveeeeeeeeeeeeeeee et e e ee e e e e e e earres 29
6. Beurteilung des toxischen Risikos von Apfeltransformationen .............c.ccceeeuvennee. 30
a) Transformationen mit Malus-DNA ........cooooomeiiiie e 30
b) Transformationen mit Nicht-Malus-DNA .........cccveeiiieiiiieieee e 30
) Allergene WiIrkUnGen ...........coovuviiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeteeee et s 31
7. Beurteilung des 6kologischen und biologischen Risikos
von Apfeltransformationen.............coovuueiiiiieiiiiiniiieeeee e 33
8. Beurteilung der 6konomischen Auswirkungen von Apfeltransformationen............ 37
0. FallSZENATIEN ....c..viiiiiiiieiiceieee ettt st ettt 40
Erldauterung zur Darstellung der Fallszenarien ...........ccceovveeevieencieencieenieeeeiee e, 41
Zusammenfassung der SZENATIEN ...........eevuiiiriiiiriie ettt e 46
SchlUSSTOIZETUNZEN .....eeeeiiiieeiiiecie et e e e e e e eneeas 47
ZUSAMMENTASSUNG ....ceouvviiiiiieiiiie ettt et e et e sttt e et e e sabeeesabeeenaeeeeaaee 49
LUIEETALUL .ttt ettt ettt e sh et e s bt e et e e sbte et eesbbe et eenateenne 51

AUTESSIISTE ..ottt e ettt e e e e e e ettt aa e eeeeseseestasaaeseseeesasanannseeeeesanns 55



Fachstudie Technikfolgen Apfel -2- BK/CG

Auftrag an die Autoren der Studie

Aufgrund der vom BATS zusammengestellten Leitlinien und Untersuchungsbereiche
wurde ein Themenkatalog fiir diese Studie zusammengestellt. Diese Studie widmet sich
der landwirtschaftlichen Kultur Apfel. Der Themenkatalog enthélt die folgenden neun
Punkte:

1.

Inventarisierung. Anhand von Literatur, Forschungsdatenbanken und miindlichen
Mitteilungen von Kollegen werden i) die aktuellen erfolgreichen Transformationen
von Apfelpflanzen mit gentechnischen Methoden erfasst, ii) welche Methoden dabei
angewandt wurden (inkl. Markergene) und iii) Ursprung des eingebauten Genmate-
rials. Die Thematik wird nicht auf Krankheitsresistenz limitiert.

. Analyse des Inventars. Zusammenfassen und Anfiihren einer limitierten Anzahl von

Musterbeispielen, wobei priferenziell die Krankheits- und Schidlingsresistenz be-
riicksichtigt werden sollten.

. Situationsanalyse beziiglich Pflanzenschutz im Apfelanbau in der Schweiz in den

drei Systemen “konventionell”, integriert und biologisch. Angaben der durchschnitt-
lichen Pestizideinsitze und Strategien. Hier ist nur ein grobes Raster erforderlich.
Als Informationsquellen dienen Pflanzenschutzberatungsliteratur der offiziellen
Bundesstellen der Kantone und der privaten Beratung sowie gezielte Nachfrage bei
geeigneten Stellen.

Einsatz von Resistenz, die durch “traditionelle” Ziichtung eingefiihrt wird: For-
schung und Entwicklung und tatséchlicher Einsatz in der heutigen Praxis. Hier wird
nicht nur eine Auflistung erwartet, sondern auch kurze Begriindung iiber den Ist-
Zustand. Informationen durch Interviews.

. Vergleichende Beurteilung der Genome, die durch “konventionelle” Ziichtung und

durch Einbau von Genen durch gentechnische Methoden entstanden.

. Analyse des toxischen Risikos fiir den Konsumenten (soweit méglich auch Produ-

zenten) ausgehend von transformierten Genomen. (Literatur mit gezielter Nachfra-
ge).

. Positive/negative okologische Auswirkungen mit moglichen langfristigen Konse-

quenzen.

. Okonomische Auswirkungen, unter spezieller Beriicksichtigung der Produzenten.

. Szenarien: Verarbeitung der aus den obigen Punkten hervorgegangenen Information

zu Fallszenarien. Dabei werden bestimmte Umfelder postuliert (zum Beispiel: Kon-
sumenten haben, im Gegensatz zu biologischen Produzenten, keine generellen oder
partiellen Vorbehalte gegen transgene Pflanzen).
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Einleitung

Zum besseren Verstidndnis soll zuerst eine kurze Einleitung zur Transformationstechnik
sowie zur Kultur “Apfel” gegeben werden.

Transformations-Techniken

Somatische Pflanzenzellen konnen fremde DNA funktionell und stabil in ihr eigenes
Genom einbauen. Dies ist die Grundlage fiir die Erzeugung von chiméren oder echt
transgenen Pflanzen. Um echt transgene Pflanzen zu produzieren, miissen die trans-
formierten Zellen totipotent sein, das heisst fahig sein, zu einer ganzen, differenzierten
Pflanze zu regenerieren. Bevor die gewiinschten DNA-Sequenzen in Pflanzenzellen
transferiert werden, konnen sie durch Rekombinations-Techniken geeignet zusammen-
gestellt werden. Dazu gehoren insbesondere die Regulations-Sequenzen. Dafiir sind
starke, konstitutiv exprimierende Faktoren erhiltlich sowie gewebespezifische Sequen-
zen oder solche, die durch bestimmte Umwelteinfliisse stimuliert werden. Die regulato-
rischen und die eigentlichen, Protein-codierenden Sequenzen werden fusioniert und als
Teil von Plasmid- oder Cosmid-Vektoren in die Pflanzenzellen transferiert. Direkte
Transfer-Methoden erlauben die Einfithrung von nativen, nicht-klonierten Nukleinséu-
ren (Review in Bilang and Schrott 1995).

Von den verschiedenen DNA-Transfer-Methoden wird hier nur die Methode mittels
Agrobacterium beschrieben, da dies die bisher wichtigste Transformations-Art fiir den
Apfel ist. Ein anderer Ansatz wire die ballistische Methode, bei der mit der gewiinsch-
ten DNA beschichtete Partikel in Pflanzenzellen geschossen werden. Microinjektion
von DNA in Zellen und Elektroporation sowie chemische Methoden stinden als Alter-
nativen zur Verfiigung. Jede dieser Methoden hat ihre Vor- und Nachteile, die Bilang
und Schrott (1995) zusammengefasst haben. A. tumefaciens und A. rhizogenes konnen
DNA-Fragmente - die sogenannte T-DNA - mittels ihrer Tumor (Ti)- oder Wurzel
(Ri)-induzierenden Plasmide in das Genom ihrer Wirtszellen einschleusen. Einige
Genprodukte der T-DNA beeinflussen die Regulation der Wirtspflanze, wodurch Tu-
more oder starke Wurzelbildung ausgelost werden konnen. Die Virulenz und das
Wirtsspektrum eines Agrobacterium-Stammes hingt unter anderem von den sogenann-
ten vir-Genen auf den Ti- oder Ri-Plasmiden ab. Der eigentliche DNA-Transfer ge-
schieht in Protoplasten oder verletztem Gewebe. Um die nachteiligen Effekte - etwa
der Tumorbildung - zur verhindern, wurden Vektoren entwickelt, aus denen die ent-
sprechenden Sequenzen entfernt und durch die gewiinschten Gene ersetzt wurden. Das
System der bindren Vektoren umfasst ein Plasmid mit der veridnderten (ersetzten) T-
DNA sowie ein Ti-Plasmid mit den notwendigen vir-Faktoren.

Das durch die Agrobacterium-Infektion transformierte Pflanzengewebe kann anschlies-
send auf geeigneten (Selektions-)Medien zu ganzen Pflanzen regeneriert werden. Am
hiufigsten wird dabei das Antibiotikum Kanamycin als Selektionsfaktor eingesetzt. In
den Vektoren wird als Selektionsfaktor ein Gen fiir Kanamycin-Resistenz miteinge-
baut. Dieses erlaubt nur dem transformierten Gewebe, auf dem Antibiotika-haltigen
Medium zu wachsen. Sogenannte Reportergene wie die -Galacturonidase (GUS) er-
lauben eine histochemische Detektion von transformiertem Gewebe sowie die Bestiti-
gung der Expression in den (vermutlich) transformierten Pflanzen.
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Apfel
a) Herkunft der heutigen Apfelsorten

Die Urspriinge der heutigen Apfelsorten, die in der Botanik allgemein als Malus x do-
mestica Bork. bezeichnet werden, sind unsicher. Urspriinglich wurde angenommen,
dass sie sich von M. pumila Mill. ableiten, vieles deutet aber darauf hin, dass sie Nach-
kommen von M. orientalis (Kaukasus-Apfel) und M. sieversii sind. Die Bezeichnung
Malus x domestica (gegeniiber Malus domestica) geht auf einen Vorschlag von Korban
und Skirvin (1984) zuriick, die damit den “formenreichen Hybridkomplex™ des Kultur-
oder Gartenapfels bezeichnen. Eine detaillierte Geschichte des Apfels, seiner Urspriin-
ge, der Entstehung und der Ziichtung der Kultursorten findet sich bei G6tz und Sil-
bereisen (1989) sowie Morgan and Richards (1993).

b) Vermehrung und Anbau

Obwohl bis heute mehrere Tausend Apfelsorten beschrieben worden sind, werden heu-
te nur relativ wenige Sorten kommerziell angebaut. Diese Sorten werden vegetativ
vermehrt, was heute durch Okulation (=Einsetzen eines “Auges”) auf sogenannte Un-
terlagen geschieht. Die Unterlage bildet im wesentlichen das Wurzelwerk einer Apfel-
sorte und iibertragt gewisse Eigenschaften auf die darauf okulierte Sorte, wie zum Bei-
spiel Wuchsstidrke oder Bliitezeitpunkt. Gewisse Unterlagen sind auch resistent gegen
Krankheiten wie Feuerbrand oder Phytophthora-Kragenfaule, iibertragen diese Eigen-
schaften aber nicht auf die okulierte Sorte. Durch die vegetative Vermehrungsweise
von Apfelsorten sind alle Biume einer bestimmten Sorte genetisch identisch, wobei
dies natiirlich nur fiir den ertragsbildenden Teil der Biume gilt und nicht fiir die Unter-
lage.

Im Erwerbsanbau bestehen heute auch die Unterlagen aus vegetativ vermehrten, spe-
ziellen Typen, wihrend frither oftmals auf Apfelsimlinge gepfropft wurde. Der Vorteil
der klonalen Vermehrung liegt beispielsweise in einem konstanten Wuchsverhalten.
Die am meisten verwendeten Unterlagen sind sogenannte “M”-Unterlagen, wobei “M”
fiir die Herkunft (East Malling, UK) steht. In West-Europa werden heute fiir Erwerbs-
Obstanlagen vor allem schwachwiichsige Unterlagen wie M.9 verwendet.

Apfelbaume sind stark heterozygote Pflanzen mit einem Chromosomensatz von n=17.
Wihrend die meisten Sorten diploid sind, gibt es auch triploide Sorten, z.B. Boskoop.
Da Apfelbdume in grossem Masse selbstinkompatibel sind, miissen in Obstanlagen so-
genannte Befruchter eingesetzt werden, d.h. Apfelbdume anderer Sorte, die mit der ei-
gentlichen Anbausorte kreuzbar sind und eine dhnliche Bliitezeit haben.

c) Pflege / Ernte

Apfelbdume tendieren allgemein dazu, zu viele Friichte zu tragen. Dies wiirde bei vie-
len Sorten zu kleineren Friichten, schlechter innerer Fruchtqualitit und einer
ausgepridgten Alternanz fiihren. Unter Alternanz versteht man den zweijdhrlichen
Wechsel zwischen hohem Fruchtertrag und geringem oder ausbleibendem Fruchtertrag.
Diese Qualitits- und Ertragsschwankungen bringen einen Ertragsausfall mit sich. Um
diese nachteiligen Auswirkungen zu verhindern, sind zweierlei Massnahmen
notwendig. Einerseits miissen die Biume alljihrlich geschnitten werden. Dies wird von
Hand gemacht und nimmt einen wesentlichen Arbeitsaufwand im Apfelanbau ein.
Durch richtigen Schnitt erreicht man die Auflockerung des Baumes und damit einen
besseren Lichteinfall, die bessere Zuginglichkeit fiir Arbeitskrifte und eine gezielte
Erneuerung des fruchtbildenden Holzes. Die Art des Schnittes, die notig ist, um diese
Ziele zu erreichen, variiert mit der angebauten Apfelsorte. Die zweite Massnahme ist
das Ausdiinnen. Darunter versteht man das gezielte Entfernen eines Teils der Friichte
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diinnen. Darunter versteht man das gezielte Entfernen eines Teils der Friichte in einem
frithen Stadium der Fruchtreife. Dies kann von Hand oder durch den Einsatz von che-
mischen Mitteln geschehen. Das Ausdiinnen von Hand ist ein sehr zeitintensiver Ar-
beitsgang. Ebenfalls sehr zeitaufwendig ist die Ernte, die fiir Tafeldpfel immer von
Hand gemacht wird. Sie erfolgt bei Friichten, die fiir schnelle Konsumation vorgesehen
sind, bei Reife der Friichte. Apfel, die eingelagert werden sollen, werden etwas friiher
geerntet und zur Erhaltung ihrer Qualitit moglichst schnell kiihl (0-4 °C) gelagert.

Der Pflanzenschutz wird in der Regel maschinell ausgefiihrt und beansprucht so keinen
grossen Arbeitsaufwand. Vielmehr bestehen die Kosten des Pflanzenschutzes vor allem
aus den Kosten fiir Fungizide und Pestizide. In der Schweiz wird die bei weitem gross-
te Menge an Pflanzenschutzmitteln fiir die Bekdmpfung des Apfelschorfs benétigt.
Weitere wichtige Krankheiten sind der Echte Mehltau und der Feuerbrand (siehe auch
Kapitel 3 und 4 dieser Arbeit).
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1. Bisher durchgefiihrte Arbeiten mit dem allgemeinen Ziel der
Transformation von Apfelpflanzen

a) Zusammenfassungen der publizierten Arbeiten

Cheng J.S., Dandekar A.M., Uratsu S.L.

A preliminary study on Agrobacterium-mediated gene transformation in apple

Acta Horticulturae Sinica 19(2):101-104, 1992

Blattstreifen der Apfelsorte “Greensleeves” wurden mit A. tumefaciens Stamm EHA101 inokuliert. Die-
ser trug den bindren Vektor pCGN7001. Calli und Sprosse konnten regeneriert werden, die bis auf einen
Fall alle GUS-positiv waren.

Dandekar A.M., McGranahan G.H., Uratsu S.L., Leslie C., Vail P.V., Tebbets S.T., Hoffmann D.,
Driver J., Viss P., James D.]J.

Engineering for apple and walnut resistance to codling moth

Brighton crop protection conference. Pests and Diseases. 2, 741-747, 1992

Das Bacillus thuringiensis (HD-73)-Toxin-Gen crylA(c) wurde in somatische Walnuss-Embryos und
Apfel-Blatt-Rondellen (keine Sorten angegeben) mittels Agrobacterium tumefaciens transferiert. Cry-
IA(c) codiert fiir ein insektizides kristallines Protein, das fiir viele Lepidopteren, im speziellen fiir Cydia
pomonella (codling moth) toxisch ist. Der Vektor (pWB139) enthielt crylA(c) sowie das bakterielle Ka-
namycin-Resistenz-Gen APH(3”)II unter Kontrolle des CaMV35S Promotors und Teilen des Protease-
Inhibitors-I-Gens der Tomate. Letzteres vermittelt die Verletzungs-Induzierbarkeit der Transkribition. Im
Friihling 1992 wurden erste Feld-Tests begonnen.

De Bondt A., Eggermont K., Druart P., Vil M. de, Goderis 1., Vanderleyden J., Broekaert WF.
Agrobacterium-mediated transformation of apple (Malus x domestica Bork.): an assessment of fac-
tors affecting gene transfer efficiency during early transformation steps.

Plant Cell Reports 13:587-593, 1994

Es wurden Faktoren untersucht, welche in den frithen Stadien einer A.-fumefaciens-gestiitzten Transfor-
mation den Transfer eines GUS-Gens in Apfelpflanzen beinflussen. Die drei verwendeten A. tumefa-
ciens-Stamme waren LBA4404, C58C1 und EHA101. Der bindre Expressions-Vektor war pFAJ3000,
welcher das npfII-Gen (Selektions-Gen) sowie eine GUS-A-Intron Kassette enthielt. Das Pflanzenmate-
rial stammte von Malus pumila. Die Transformation geschah durch Cocultivation von Blittern mit A.
tumefaciens. Die Blétter wurden vorgéngig durch Einschnitte verwundet. Nach Infektion mit A. fumefa-
ciens wurden die Blitter auf Kanamycin-haltiges Medium gelegt und die GUS-Aktivitidt wihrend der
ersten Tage gemessen. Stamm EHA101 erwies sich als am effizientesten fiir eine Apfel-Transformation.
Ein hoher Cytokinin-Gehalt im Medium forderte den Gentransfer mehr als ein hoher Auxin-Gehalt.

James D.J., Passey A.J., Barbara D.]J., Bevan M.

Genetic transformation of apple (Malus pumila Mill.) using a disarmed Ti-binary vector

Plant Cell Reports 7:658-661. 1989

Apfel-Blattstiicke wurden mit A. fumefaciens transformiert. Der Vektor war pBIN6, der sowohl nos (No-
palin-Synthase) und ein chimires Gen [bestehend aus regulatorischer Sequenz des nos-Gens und den
codierenden Sequenzen der bakteriellen Neomycin-Phosphotransferase NPTII (Kanamycin-Resistenz)].
Die Nopalin-Synthase konnte in Blittern, Stengeln, Wurzeln und Sprossen von regenerierten in-vitro-
Pflanzen nachgewiesen werden. Pflanzen einer Transformations-Linie wurden im Gewichshaus ange-
pflanzt. Auch in diesen wurde das nos-Gen (mittels Southern-blotting) und die NOS-Aktivitit nachge-
wiesen.



Fachstudie Technikfolgen Apfel -7- BK/CG

James D.J., Passey A.J., Easterbrook M.A., Solomon M.G., Barbara D.J.

Progress in the introduction of transgenes for pest resistance in apples and strawberries.
Phytoparasitica 20:suppl. 83-87, 1992

Der Cowpea-Trypsin-Inhibitor (CpTI) hat eine breite antimetabolische Wirkung gegen viele Lepidop-
teren und Coleopteren. Es wirkt vermutlich durch die Hemmung essentieller Verdauungsenzyme in den
Insektenlarven.

Blattstiicke der Sorte “Greensleeves” wurden mit A. fumefaciens (Stamm LBA4404), welcher das CpTI-
Gen trigt, transformiert. Genaue Angaben iiber das verwendete Konstrukt sind nicht angegeben. 59 Klo-
ne konnten regeneriert werden. 26 davon konnten auf Kanamycin-haltigem Medium bewurzeln. Diese
Klone werden zur Zeit weiter vermehrt.

Um die intrinsische Toxizitéit des Inhibitors zu ermitteln, wurde aus “cowpea” extrahiertes, gereinigtes
CpTI als Bestandteil einer kiinstlichen Nahrung an Insekten-Larven von Cydia pomonella und Ado-
xophyes orana verfiittert. Erstaunlicherweise zeigte dabei auch ein 10 prozentiger CpTI-Gehalt keine
toxische Wirkung. Die Autoren fithren dies auf einen moglichen Maskierungs-Effekt durch den hohen
Protein-Gehalt der Nahrung zuriick.

James D.J., Passey A.J., Webster A.D., Barbara D.]J., Dandekar A.M., Uratsu S.L., Viss P.
Transgenic apples and strawberries: advances in transformation, introduction of genes for insect
resistance and field studies of tissue cultured plants.

Acta Horticulturae 336:179-184, 1993

Eine Anzahl von Faktoren, von denen vermutet wird, dass sie die Transkription der Virulenz (vir)-Gene
von A. tumefaciens beeinflussen, wurde untersucht. Dafiir wurde der Stamm C58C1::pGV3850 mit dem
bindren Vektor pKIWI105 verwendet. Dieser Vektor trigt ein GUS-Gen unter CaMV35S Promotor-
Kontrolle sowie das Gen npfIl unter Kontrolle des nos-Promotors. Acetosyringon und Betain-Phosphat
erhohten die Transformierungs-Effizienz.

Der Bericht behandelt die schon beschriebenen Transformationen von Apfelpflanzen mit Genen fiir
CpTI und CRYIA(c). Es wird auch erwihnt, dass in den USA Feldversuche mit transgenen Apfelbdumen
im Gang sind. Diese Versuche beinhalten Baume mit verschiedenen Kombinationen des Marker-Gens
nptll, der Reporter-Gene GUS und nos sowie dem crylA(c)-Gen aus Bacillus thuringiensis.

James D.J., A.J. Passey, S.A. Baker

Stable gene expression in transgenic apple tree tissues and segregation of transgenes in the prog-
eny - Preliminary evidence

Euphytica 77(1-2):119-121, 1994

Transgene Apfel-Pflanzen der Sorte “Greensleeves” (npfIl mit nos-Promotor in A. tumefaciens) wurden
1987 in Erde gepflanzt und 1989 auf M27 gepfropft. Die Beobachtungen wurden seit 1987 durchgefiihrt.
Alle 6 gepflanzten Klone sehen normal aus. NOS-Aktivitit konnte immer in Fruchtfleisch sowie in Calli
(aus Fruchtfleisch kultiviert) nachgewiesen werden. Die Neomycin-Phosphotransferase war nachweisbar
(ELISA). Fruchtfleisch-Calli konnten auf Kanamycin wachsen (im Gegensatz zu untransformierten
Pflanzen). In Kreuzungsversuchen wurden zwei Klone mit Pollen der Apfelsorte “Baskatong” gekreuzt.
Es werden keine Angaben iiber die umgekehrte Kreuzung mit Pollen von “Greensleeves” gegeben. Ent-
stehende unreife Embryos wurden untersucht. Diese Nachkommenschaft spaltete sich 1:1 auf in Bezug
auf NOS-Aktivitdt (biochemischer Nachweis des Produkts). Gemiss James (personliche Mitteilung)
wurden seit 1989 Tests beziiglich Stabilitit der npfII-Expression gemacht. Das Enzym konnte dabei je-
weils in Blittern, Stamm und Wurzeln nachgewiesen werden, jedoch nicht in den Friichten.

Lambert C., Tepfer D.

Use of Agrobacterium rhizogenes to create transgenic apple trees having an altered organogenic
response to hormones

Theoretical and Applied Genetics 85:105-109, 1992

Der Apfel-Wurzelstock M26 wurde mittels einem Agrobacterium-rhizogenes-Wildstamm (A4) transfor-
miert, um die Wurzelbildung zu erhdhen. Dabei wurde die wurzelinduzierende (Ri) T-DNA von A. rhi-
zogenes transferiert. Transformierte Wurzeln synthetisierten die Opine Agropin und Mannopin. Die Pro-
duktion dieser Stoffe wird als Marker fiir die Prisenz der Ri TR-DNA angesehen. Die Préisenz der Ri T-
DNA wurde mittels Hybridisation iiberpriift.

Durch Kultur in Hormon-freiem Medium wurden nicht-transformierte Pflanzen ausselektioniert. Wurzeln
von transformierten Pflanzen wurden dann zu ganzen Pflanzen regeneriert. Auch diese Pflanzen zeigten
eine Opin-Produktion.

Die Transformation bewirkte ein veridndertes Verhalten gegeniiber Pflanzenhormonen. Sprossbildung
bedingte eine hohe Cytokinin-Konzentration. Weiteres Wachstum und Wurzelbildung geschahen aber
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nur bei niedrigeren Cytokinin-Konzentrationen (welche in Kontrollpflanzen die Wurzeldifferenzierung
hemmte). Ausserdem bewirkten Auxin-Konzentrationen, die in den Kontrollen die Bewurzelung foérder-
ten, Nekrosen in transformierten Pflanzen.

Maheswaran G., Welander M., Hutchinson J.F., Graham M.W., Richards D.

Transformation of apple rootstock M26 with Agrobacterium tumefaciens.

Journal of Plant Physiology 139(5):560-568, 1992

Verschiedene Vektoren und Agrobacterium-Stimme wurden verwendet: pBI121 in Stamm LBA4404,
pCGP257 in den Staimmen CZ707 und EHA101. Der Vektor pCGP257 enthélt die Gene nptIl und GUS,
welche beide vom CaMV35S-Promotor reguliert werden, wihrend in pBI121 npfIl vom nos-Promotor
und GUS vom CaMV35S-Promotor reguliert werden.

Es wurden Gewebe von Blatt, Stamm und Petiolen inokuliert. Gallenbildung wurde nur in Versuchen mit
Blatt-Stiicken festgestellt. Sprosse konnten auf Kanamycin-haltigen Medien regeneriert werden. Die
histochemische GUS-Analyse ergab maximal vier Prozent transformierte Sprosse. Die Analyse der
NPTII-Aktivitit in Bléttern dieser Sprosse zeigte, dass der CaMV35S-Promotor eine stirkere Expression
bewirkt als der nos-Promotor.

Mooney P.A., Goodwin P.B.

Presumptive transformation of apples by co-cultivation with Agrobacterium tumefaciens

Acta Horticulturae 240:59-61, 1989

Blattrondellen von “Red Delicious” wurden mit A. tfumefaciens cocultiviert. Als Vektor diente
pGV3850::1103neo, der offenbar die Gene nprll sowie nos enthielt. Der Vektor ist im Artikel allerdings
nicht niher beschrieben, und wihrend im Abstract von Nopaline-Synthase-Aktivitit gesprochen wird,
finden sich danach nur noch Angaben iiber Nopaline-Dehydrogenase. Die Rondellen wurden auf Kana-
mycin-haltiges Selektions-Medium gelegt. Ungefihr 10 Prozent der Blattstiicke bildeten Calli. Aus etwa
1 Prozent der Calli konnten Sprosse regeneriert werden. Die Transformationen konnten nicht definitiv
bestitigt werden, da Sprosse und Calli nach einigen Wochen abstarben.

Norelli J.L., H.S. Aldwinckle, L. Destéfano-Béltran, J.M. Jaynes

Transgenic “Malling 26 apple expressing the attacin E gene has increased resistance to Erwinia
amylovora

Euphytica 77(1-2): 123-128, 1994

Die Puppen der Seiden-Motte produzieren Attacin E, wenn sie mit Bakterien inokuliert werden. Attacin
E ist ein Protein (mit sechs Isoformen, ca. 20000-23000 Dalton) und wirkt lytisch gegen viele pathogene
Bakterien, so zum Beispiel gegen Erwinia amylovora. Als Vektor wurde ein modifiziertes cDNA-
Plasmid verwendet: Promotor und Terminator fiir das Attacin-E-Gen wurden vom Proteinase-II-Inhibitor
der Kartoffel tibernommen. Das Konstrukt wurde kloniert in pBI121 (A. tumefaciens binary plasmid vec-
tor). Zur Transformation wurde A. tumefaciens Stamm LBA4404 verwendet. Als Selektions-Marker
wurden B-Glucuronidase (GUS) und Kanamycin-Resistenz (nptll) verwendet. Der Nachweis der Trans-
formation erfolgte mittels Southern-Analyse. Die Attacin-E-Expression wurde durch Northern-Analyse
nachgewiesen. Resistenz gegen E. amylovora wurde sowohl in vitro als auch an den ganzen Pflanzen im
Gewichshaus getestet. Von 648 inokulierten Blattstiicken regenerierten 36. Davon hatte 1 Pflanze (T1)
GUS- und NPTII-Aktivitdt, was mit den restlichen 35 Pflanzen geschah, wird nicht angegeben. 72 Stun-
den nach Infektion zeigte T1 Attacin-E-mRNA, die in untransformierten Pflanzen nicht vorhanden war.
Diese Pflanze zeigte eine erhohte Toleranz gegeniiber E. amylovora.
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Sriskandarajah S., Goodwin P.B., Speirs J.

Genetic transformation of the apple scion cultivar ''Delicious' via Agrobacterium tumefaciens
Plant Cell, Tissue and Organ Culture 36:317-329, 1994

Blattstiicke von “Delicious” Baumen wurden mit verschiedenen Stimmen von A. tumefaciens transfor-
miert. Die dabei verwendete Vektoren trugen Kombinationen von npfII (mit nos-Promotor) und gus (mit
CaMV35S- oder P35S-Promotor). Die erfolgte Transformation wurde durch Kanamycin-Resistenz, dem
Glucuronidase-Assay, Nopalin-Synthese und Southern-Analyse iiberpriift und bestitigt.

Trifonova A., Savova D., Ivanova K.

Agrobacterium-mediated transformation of the apple cultivar Granny Smith

Progress in Temperate Fruit Breeding (Schmidt and Kellerhals, eds.). Kluwer Academic Publishers,
Dordrecht. p. 343-347, 1994

Blattstiicke von “Granny Smith” wurden mit A. fumefaciens Stamm C58C1. Die verwendeten Vektoren
(pGV2449 und pGV2492) enthielten das npfIl-Gen und das IPT-Gen (Isopentenyl-Transferase). Isopen-
tenyl-Transferase ist Bestandteil der Cytokinin-Biosynthese. IPT-transgene Pflanzen zeigen eine vermin-
derte apikale Dominanz und konnen keine Wurzeln bilden. Unter optimierten Bedingungen konnten 69
Prozent der Calli zu Sprossen regeneriert werden, wobei pro Explantat durchschnittlich 5,1 Sprosse ge-
bildet wurden. Zur Regeneration von ganzen Pflanzen wurden die Sprossen auf Anticytokinin-haltige
Medien verbracht. In diesen Pflanzen wurde das npfII-Gen durch PCR nachgewiesen, die NPTII-
Aktivitit durch biochemische Tests.

Yao J.L., Cohen D., Atkinson R., Richardson K., Morris B.

Regeneration of transgenic plants from the commercial apple cultivar Royal Gala

Plant Cell Reports 14:407-412, 1995

Fiir die Apfelsorte Royal Gala wurde ein Transformations- und Regenerations-System entwickelt. Es
benutzt A. tumefaciens zur Transformation und beinhaltete die binidren Vektoren pKIWI105 oder pKI-
WI110. Die T-DNA-Region dieser Plasmide enthilt das nptII-Gen, kontrolliert von einem nos-Promotor,
sowie ein uidA-Gen, das fiir B-Glucuronidase codiert und von dem CaMV35S-Promotor gesteuert wird.
Das Plasmid pKIWI110 enthilt zusatzlich das Acetolactat-Synthase-Gen (ALS) mit seinem natiirlichen
Promotor, wodurch Resistenz gegen Chlorsulfuron (Herbizid) erreicht wird. Die Autoren weisen auf die
speziellen Bedingungen hin, die beim Apfel offenbar je nach Sorte variieren. In drei Experimenten konn-
ten durchschnittlich 2.8 % Kanamycin-resistente Sprosse regeneriert werden. Die mit pKIWI110 trans-
formierten und regenerierten Pflanzen wurden mit dem Herbizid “Glean” behandelt. Nach 3 Wochen
waren alle Kontrollpflanzen abgestorben, wihrend 13 transgene Pflanzen iiberlebten (keine Prozent-Rate
angegeben).

b) Gegenwiirtige Projekte

Wihrend eines Besuches an der ETH Ziirich berichtete David James (Horticulture Research Internatio-
nal, East Malling) ausser iiber die BT-Transformation (sieche oben) von Apfeln auch iiber die gegenwiir-
tigen Arbeiten am HRI East Malling, England, die sich mit der Transformierung von Apfeln befassen.
Diese Arbeiten sind bisher noch nicht publiziert worden. Der Einbau folgender Gene wird dabei in Be-
tracht gezogen:

- bakterielle Chitinase = Krankheitsresistenz

- ACC-oxidase = Ethylen-Synthese-Hemmung
- RolC = Wurzelbildung

- Phy A (Phytochrom) = Wachstumsregulation (?)

Ein besonderes Gewicht hat dabei sicher die Hemmung der Ethylen-Synthese, denn dies erlaubte eventu-
ell eine Verlidngerung der Lagerzeit gewisser Apfelsorten, die bisher nur eine bedingte Lagerfihigkeit
haben. Ein solcher Eingriff in den Ethylen-Stoffwechsel muss aber durchaus kritisch beurteilt werden.
Als Pflanzenhormon spielt das Ethylen in der Apfelpflanze auch eine Rolle bei der Auspriagung etwa des
Baumwachstums oder der Fruchtungstendenz.

Wie James weiter mitteilte, wird in den gegenwirtigen Transformationen der pSC Vector (Shell Clean
Vector) verwendet. Dieser hat die Besonderheit, dass der Mobilititsfaktor entfernt wurde. Dies verun-
moglicht einen ungewollten Plasmid-Transfer in andere Bakterien als A. tumefaciens.

Als mogliche zukiinftige Transformations-Objekte erwihnte James die ACC-Synthetase und die SAM-
Synthetase (Reifung), die Sucrose-6-Phosphat-Dehydrogenase (Geschmack), die Polygalacturonase
(Zellwandabbau) sowie die Polyphenol-Oxidase (Fruchtfleisch-Braunung).
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Wie James weiter ausfiihrte, sollen im Herbst 1995 in der Gegend von Derby (UK) Feldtests mit trans-
genen Apfelbdumen begonnen werden. Darin werden 3 Typen von Pflanzen enthalten sein: a) Baume der
Sorten Greensleeves und Jonagold, welche die Gene fiir NPTII, NOS und GUS enthalten. b) Biume der
Sorte Greensleeves, welche die Gene fiir CpTI (James et al. 1992) und NPTII enthalten. c) Bdume der
Sorte Jonagold mit den Genen fiir NPTII und Rs-AFP2 (Raphanus sativus antifungal protein 2). Die
Transformationen von Apfelbdumen mit dem Gen fiir antifungische Proteine wurden laut dem Ausfiih-
renden noch nicht publiziert, doch existiert eine Publikation iiber Rs-AFP2-transgene Tabakpflanzen
(Terras et al. 1995).

Das United States Department of Agriculture fiihrt in seiner Datenbank zwei Antriige fiir Feldtests mit
transgenen Apfelpflanzen auf, die aber nicht als volles Dokument vorliegen. Die Cornell University,
New York, beantragte Tests (Permit 95-088-01) mit Pflanzen, die mit dem Gen fiir eine Polygalacturo-
nase und ACC-Oxidase Antisense-DNA transformiert wurden. Uber diese Arbeiten war von der Cornell
University nichts genaueres zu erfahren. Beabsichtigt wird gemiss der Datenbank eine erhohte Feuer-
brand-Resistenz. Der andere Antrag (Permit 95-093-01) stammt von der kalifornischen Firma “Dry
Creek Laboratories”, welche schon Feldversuche mit den transgenen Apfelpflanzen von Dandekar et al.
durchfiihren. In diesem zweiten Test sollen weitere Insekten-resistente Apfelbiume eingesetzt werden.
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2. Analyse der bisher publizierten Arbeiten

Alle unter Punkt 1 aufgelisteten Arbeiten verwendeten Agrobacterium tumefaciens, um
Stiicke von Apfelblittern zu transformieren. Transformationen, welche Protoplasten als
Arbeitsschritt beinhalten, zum Beispiel “particle bombardment”, wurden bisher nicht
publiziert. Patat-Ochatt et al. (1988) war es erstmals gelungen, ganze Apfelpflanzen
aus Protoplasten verschiedener Unterlagen und Apfelsorten zu regenerieren. Als Prob-
lem zeigte sich dabei, dass jede Sorte unterschiedliche Regenerations-Bedingungen
braucht. Nur bei wenigen Sorten konnten Kallus-Knospen zur Wurzelbildung angeregt
werden. Dies scheint auch das grosste Problem bei der Pflanzenregeneration aus Proto-
plasten zu sein, wihrend die Kallusbildung aus Protoplasten selbst offenbar kein gros-
ses Problem ist. Ebenso konnte fiir die Knospenbildung aus Kalli eine hohe Regenera-
tions-Rate gefunden werden. Im Falle der Sorte Spartan beispielsweise produzierten 60
Prozent der Kalli durchschnittlich 8 Sprosse. Rund 30 Prozent dieser Sprosse konnten
dann auch bewurzelt werden.

Ai-Ping et al. (1995) regenerierten aus Zell-Suspensionen von Apfel-Protoplasten gan-
ze Pflanzen. Dabei konnten 33 Prozent der Kallus-Knospen bewurzelt und zu Pflanzen
aufgezogen werden.

Obwohl die Verwendung von Protoplasten in der Apfelziichtung generell von grossem
Nutzen wire, konnten keine Berichte gefunden werden, in denen diese Technik auch
angewendet wurde. Ein solcher Nutzen ldge beispielsweise in der Moglichkeit der so-
matischen Hybridisation von Apfelsorten. Patat-Ochatt et al. (1988) schlagen eine
Hybridisation eines Wurzelstocks (Unterlage) mit einer etablierten Sorte vor. Dadurch
konnte eine geschlechtliche Hybridisation (durch konventionelle Kreuzung) und damit
die Aufspaltung der erwiinschten Eigenschaften auf die Nachkommenschaft umgangen
werden. In der Ziichtung erlaubte die Protoplasten-Technologie die Herstellung von
homozygoten Apfelbdumen, die als Eltern in Vererbungsstudien ausserordentlich wert-
voll wiren und auch als Ausgangsmaterial fiir Kreuzungen verwendet werden konnten.

Die Bedingungen zur Regeneration der Protoplasten sind gemiss der Literatur sehr va-
riabel und miissen mehr oder weniger fiir jede Sorte einzeln bestimmt werden. Dies
bedeutet jedoch einen zu grossen Aufwand, insbesondere weil mit Blattstiicken / A.
tumefaciens ein alternatives Transformations-System zur Verfiigung steht.

Doch auch in letzterem System sind die Bedingungen fiir die Transformation wie auch
fiir die Regeneration von Apfelpflanzen von Sorte zu Sorte unterschiedlich bezie-
hungsweise die Bedingungen miissen jeweils fiir eine Sorte optimiert werden. Untersu-
chungen iiber Faktoren, welche die Transformation von Apfeln mit A. tumefaciens und
ihre Regeneration beeinflussen, finden sich zum Beispiel bei Ai-Ping et al. (1995),
Dandekar er al. (1990), DeBondt et al. (1994), Norelli and Aldwinckle (1993) sowie
Patat-Ochatt et al. (1988).

a) Transformation von Apfelpflanzen mit dem lytischen Protein Attacin E

Der Feuerbrand des Apfels wird durch das Bakterium Erwinia amylovora verursacht.
Das Bakterium befillt viele Rosaceen, darunter Apfel- und Birnbdaume, aber auch Zier-
pflanzen wie Cotoneaster. E. amylovora wird mechanisch, zum Beispiel durch Insek-
ten, verbreitet und gelangt so in die Apfelbliite. Es ist aber auch moglich, dass die Bak-
terien durch Wunden in den Stamm eindringen konnen, wodurch auch die Unterlage
befallen werden kann. Die Krankheit kann innert kiirzester Zeit einen Apfelbaum zum
Absterben bringen. Gegen einen Erwinia-Befall konnen Antibiotika eingesetzt werden.
Dies wird in den USA und neuerdings auch in Europa (z.B. Deutschland) praktiziert. In
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der Schweiz ist der Einsatz von Antibiotika (Streptomycin) aber nicht erlaubt. Eine
Bekidmpfung am Baum ist bei uns deshalb nicht moglich. Behandlungen mit Antibioti-
ka scheinen ausserdem nicht sinnvoll, da die Bakterien sehr rasch Resistenzen bilden.
Insbesondere sind auch Auswirkungen der von den Bakterien gegen das Streptomycin
gebildeten Resistenzen auf den Humanbereich denkbar. Das Bundesamt fiir Gesund-
heitswesen macht zur Zeit Untersuchungen zu diesem Thema. Aufgrund des grossen
Schadenpotentials  dieser Krankheit gilt E. amylovora als Quarantine-
Schadorganismus, weshalb Wirtspflanzen vor der Einfuhr in die Schweiz in Quaranti-
ne ihre Befallsfreiheit erweisen miissen.

In der Schweiz tauchte der Feuerbrand 1989 erstmals an Cotoneaster-Pflanzen auf und
verursachte 1994 erstmals Schiden in einer Obstanlage beziehungsweise Baumschule.
Befallene Baume werden nach dem Prinzip der Tilgung in der Regel sofort und an Ort
und Stelle verbrannt, um eine weitere Ausbreitung zu verhindern. Gegebenenfalls miis-
sen auch nahe stehende, noch gesunde Biaume gerodet werden. Dies bedeutet fiir den
Bauern beziehungsweise Baumschulisten natiirlich einen grossen Schaden, denn er ver-
liert nicht nur die Bdume und muss Neupflanzungen finanzieren, er muss auch wieder
einige Jahre warten, bis die neuen Bidume erste Ertrige bringen werden. 1995 beliefen
sich die Entschadigungen an Schweizer Bauern bereits auf rund 1 Million Franken,
wobei der Bund ca. 660’000 Franken iibernahm. Die Entschdadigungspraxis sowie das
Prinzip der Tilgung als Bekdampfungsmassnahme werden in nichster Zeit wohl neu be-
dacht werden.

In verpuppten Seidenraupen (Hyalophora cecropia) kann durch Inokulation mit Bakte-
rien eine Anzahl von antibakteriell wirksamen Proteinen induziert werden. Eines dieser
Proteine ist das Attacin, welches in sechs Isoformen (A bis F) vorliegen kann. Attacin
schidigt offenbar die dussere Membran der Bakterien (Engstrom ef al. 1984). Fiir Ta-
bak wurde bereits gezeigt, dass ein solches induziertes, lytisches Protein (Shiva-1) die
Resistenz gegen Pseudomonas solanacearum erhoht (Jaynes et al. 1993). Norelli et al.
transformierten Apfelpflanzen der Sorte “Malling 26” (M.26) mit dem Gen fiir Attacin
E. Diese Unterlage wird weltweit hdufig benutzt und gilt unter den Apfelsorten als rela-
tiv einfach zu transformieren.

Von 648 mit A. tumefaciens inokulierten Apfelblatt-Segmenten konnten 36 Pflanzen
auf einem Paromomycin-haltigen Medium regeneriert werden. Davon zeigte aber nur
gerade eine Pflanze (mit T1 bezeichnet) sowohl NPTII- als auch B-Glucuronidase-
Aktivitat. Die Transformation von T1 wurde mittels Southern- und Northern-Analysen
untersucht, die zeigten, dass das Attacin-E-Gen in die genomische DNA von M.26 in-
tegriert worden ist. Resistenztests zeigten eine deutlich erhohte Resistenz (eigent-
lich:Toleranz) gegen Erwinia amylovora im Vergleich zu nicht transformierten M.26-
Pflanzen. Dies ergab sich aus der verlangsamten Zunahme des befallenen Gewebes auf
infizierten Zweigen.

Norelli et al. haben bisher nicht untersucht, ob das Genprodukt innerhalb der Pflanze
transportiert wird. Geméss miindlicher Mitteilung von Norelli sind solche Untersu-
chungen aber geplant. Wie er auf Anfrage mitteilte, erwartet er jedoch aus folgenden
Griinden keinen solchen Transport: erstens werde das Protein offenbar nicht aus den
Zellen heraus transportiert, und, sollte dies doch geschehen, sei die ‘“‘source/sink’-
Richtung in der Zeit der Fruchtbildung von den Bléttern zu Wurzeln oder Friichten,
aber nicht von Wurzeln zu Friichten. Friichte wiirden dementsprechend kein Attacin
enthalten. Dazu ist zu bemerken, dass die von Norelli erwarteten Richtungsverhéltnisse
im Saftstrom wohl fiir das Phloem richtig sind, im Xylem herrscht jedoch immer, also
auch wihrend der Fruchtreifung, ein Strom von den Wurzeln zu den Friichten.
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Das Wissen um die Mobilitit des Proteins ist wichtig, um eine eventuelle Toxizitét fiir
den Konsumenten zu ermitteln. Falls das Protein nicht in die aufgepfropfte Sorte trans-
portiert wird, muss auch keine toxische Wirkung befiirchtet werden. Fiir das Protein
wurden nach Auskunft von Norelli (personliche Mitteilung) keine Human-
Toxizitdtstests ausgefiihrt. Dies war iibrigens auch nicht erforderlich, um die Erlaubnis
fiir Feldtests zu erhalten, da die Pflanzen wihrend der Versuchszeit keine Friichte pro-
duzieren werden.

Im Gewichshaus gehaltene Pflanzen sollen weitergekreuzt werden, um die Vererbung
der erhohten Resistenz zu untersuchen.

Allerdings muss hier erwdhnt werden, dass die antibakterielle Wirkung der Abwehr-
Proteine der Insekten nur zum Teil auf Attacin beruht. Offenbar unterstiitzt Attacin vor
allem die Wirkungsweise von Cecropinen und Lysozym, so dass diese drei Proteine
synergistisch wirken (Boman and Hultmark, 1987). Eine zusitzliche Transformation
mit diesen anderen Proteinen wiirde wohl die Resistenz gegen Erwinia noch wesentlich
erhohen. Jedoch wird in diesem Fall wohl die Abstimmung der Regulation fiir die ver-
schiedenen Proteine schwieriger zu handhaben sein.

Schliesslich bleibt die Frage nach einer Resistenzbildung gegen diese anti-mikrobiellen
Faktoren. Es konnten diesbeziiglich keine Arbeiten gefunden werden.

Die USDA/APHIS erteilte 1993 die Bewilligung (Permit 92-365-07) fiir einen Feldtest
mit 90 transformierten ganzen M.26-Bdumen (T1), die Pflanzen wurden also nicht ein-
fach als Unterlage gebraucht. Im Feldtest wurden zur Kontrolle auch “M.7”-Biume
(moderat resistent) sowie ‘“T791”-Bdume (transformierte M.26, das Vektor Plasmid
enthélt aber nicht das Attacin-E-Gen) einbezogen. Die Versuche wurden im Mai 1993
begonnen. Im Rahmen der Beurteilung potentiellen Umwelteinfliissen wurde betont,
dass die gepflanzten Apfelbiume keine Pollen produzieren werden, da die Bliitenbil-
dung erst in drei bis vier Jahren erfolge und auch dann die Bliitenbildung durch geeig-
neten Schnitt unterdriickt werde. Eine eventuelle Auskreuzung des Attacin-E-
transgenen Pflanzen soll dadurch verunmdoglicht werden.

Im Juni 1994 wurden die Pflanzen im Feld kiinstlich mit E. amylovora infiziert, indem
mit einer Spritze Bakterienlosung in die Zweigspitzen injiziert wurde. Danach wurde
der Zuwachs an nekrotisierter Fldche gemessen. Dabei zeigte sich, dass die TI-
Pflanzen eine erhohte Resistenz gegen E. amylovora aufweisen (Momol et al. 1994).
Eine Anwendung dieser Pflanzen als Unterlagen wiirde also zwar das Wurzelwerk
schiitzen. Da das Protein aber offenbar nicht in die okulierte Sorte transportiert wiirde,
wire diese weiterhin anfillig.

In einer personlichen Mitteilung teilte H. Aldwinckle mit, dass die T791-
Kontrollpflanzen unerwarteterweise eine wesentlich gesteigerte Anfilligkeit gegen E.
amylovora aufweisen. Er konnte diesen Effekt jedoch nicht erkldren. Weiter war zu
erfahren, dass die Feldversuche nicht durch weitergehende Beobachtungen begleitet
werden. So wird zum Beispiel nicht untersucht, welchen Einfluss das Attacin auf die
bakterielle Mikroflora des Bodens hat.

Zum Testvorgehen ist anzumerken, dass das Einspritzen von Bakterien in Zweigspitzen
nicht unbedingt mit dem Resistenzverhalten des Stammes und der Wurzeln iiberein-
stimmt.

In einem weiteren Feldtest werden Apfelpflanzen getestet, die mit Genen fiir Cecropin
und Lysozym transformiert wurden (USDA 1994). Uber die entsprechenden Versuche
konnten aber keine Publikationen gefunden werden, und von der ausfiihrenden Institu-
tion (Cornell University, USA) waren auch keine Auskiinfte dazu zu erhalten. Cecropi-
ne werden wie Attacin von Insekten gebildet und haben eine antibakterielle Aktivitiit.
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Lysozym ist ein in der Natur weitverbreitetes Enzym, das Bakterienzellwinde auflost
und auch eine gewisse Chitinase-Aktivitét hat.

b) Transformation von Apfelpflanzen mit dem B.-thuringiensis-Toxin

Dandekar et al. sowie James et al. transformierten mittels A. tumefaciens Apfelpflan-
zen mit dem crylA(c)-Gen von Bacillus thuringiensis, welches fiir ein insektizides To-
xin kodiert. Obwohl Insekten als Schidlinge gelten und nicht als eigentliche Krankhei-
ten, soll diese Arbeit hier nidher diskutiert werden, da Insekten-Resistenz bei Apfeln ein
erwiinschter Faktor ist. Die oben genannten Autoren erhielten vom USDA/APHIS
(1991) die Erlaubnis, mit diesen Pflanzen Feldversuche in Kalifornien (USA) durchzu-
fiihren. Diese wurden im April 1992 begonnen und endeten im Januar 1995. Insgesamt
wurden rund 300 transgene Apfelbdume gepflanzt. In diesen Versuchen sollte primir
die Variation zwischen einzelnen Pflanzen und die Variation innerhalb einer Pflanze
untersucht werden. Die Pflanzen wurden nach Beenden des Versuchs aus den Feldern
entfernt. Wihrend der Versuchszeit wurden alle entstehenden Bliiten von den Bdumen
entfernt, um die Bildung von Friichten zu unterbinden. Die Feldversuche wurden von
einer Privatfirma ausgefiihrt (Dry Creek Laboratories, Modesto CA, USA). Nach Aus-
kunft des Direktors der Firma zeigten alle gepflanzten transgenen Bdume normale Cha-
rakteristika. Weitergehende Informationen teilte er jedoch nicht mit, und die Resultate
sollen nach Auskunft von Dandekar (aus uns unbekannten Griinden) auch nicht verof-
fentlicht werden. Es ist uns deshalb nicht bekannt, ob die transgenen Biume besser ge-
gen Lepidopteren geschiitzt waren.

Gemiss Dry Creek Labs. konnten keine von diesen Versuchen ausgehende Risiken o-
der “technical impacts” festgestellt werden. Wie allféllige Risiken abgeschitzt oder
bestimmt wurden, wurde nicht gesagt. Nach Auskunft von James (personliche Mittei-
lung) sollte bei den Feldtests primér die Stabilitdt der Expression der Transgene ermit-
telt werden. Diese Stabilitit ist bei einer mehrjdhrigen Pflanze von besonderem Interes-
se.

Der praktische Nutzen transgener Apfelbiume, die das BT-Toxin produzieren, ist frag-
lich. Neben anderen zeigten Gould et al. (1992) die Bildung einer Toxinresistenz in
Insekten, denen ein Nahrsubstrat mit CrylA(c) verabreicht wurde. Nach 17 Generatio-
nen lag die Rate der LC50 bei den selektierten Stimmen 50 mal hoher als bei Kontroll-
stimmen. Die Insekten zeigten auch eine Kreuzresistenz gegeniiber CrylA(b), welches
eine dhnliche Struktur wie CrylA(c) hat, sowie gegen CryllA, das sich in seiner Ami-
nosdurensequenz wesentlich von CrylA(c) unterscheidet. Die Anwendung transgener,
CrylA(c) produzierender Apfelbdaume konnte darum schnell zu (mehrfach) resistenten
Insektenstimmen fiithren, wodurch das Wirkungspotential der BT-Toxine verloren gin-
ge. Die Bildung von Kreuzresistenzen verunméglicht grosstenteils auch eine zeitlich
sequentielle Anwendung von verschiedenen BT-Toxinen. Dies wire im Apfelanbau
aber ohnehin kaum moglich, da die Biume nicht kurzfristig ausgetauscht werden kon-
nen, wie das bei einjahrigen Kulturpflanzen der Fall ist.

Verschiedene Autoren diskutieren eine Pyramidisierung von insektiziden Faktoren in
Pflanzen. Gatehouse et al. (1993) dabei an Resistenzfaktoren aus Pflanzen wie zum
Beispiel der Cowpea-Trypsin-Inhibitor oder das Galanthus-nivalis-Lectin. Ob einem
solchen Vorgehen ein grosserer Erfolg zur Vermeidung von Resistenzbildung beschie-
den wire, hingt wesentlich von der Wirkungsweise der Genprodukte ab. Das Beispiel
BT-Toxin zeigt, dass offenbar schon kleine Mutationen an den Rezeptorstellen die
Bindung des Toxins vermindern und so auch dessen Wirkung schmélern.
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Ein Problem in der Pyramidisierung von Resistenzfaktoren allgemein vermuten zum
Beispiel Kahl und Winter (1995) in der Stérung des Energiehaushalts in der Pflanze
und darausfolgenden negativen Effekten. Zur Losung dieses Problems erwihnen sie die
Verwendung von Wund-induzierbaren Promotern. Dies ist jedoch im Falle des Apfels
eine problematische Losung, denn bereits der Probefrass der Insekten verursacht auf
den Apfeln einen Schaden, der als Qualititsminderung eingestuft wird. Ein solcher
Frass wiirde aber durch Wund-induzierbare Promotoren nicht verhindert.

Wearing und Hokkanen (1994) diskutierten eine allfillige Einfithrung von BT-
transgenen Apfeln und Kiwis in Neuseeland. Eine Hauptaussage ihrer Publikation ist
es, dass solche transgenen Sorten nur als Teil eines integrierten Krankheits-
Managements (integrated pest management, [IPM) angewendet werden sollten, um eine
rasche Resistenzbildung gegen die BT-Toxine zu verhindern. Ein solches Management
muss so ausgelegt sein, dass Toxin-anfélliger Insekten (und damit der Influx ihrer Ge-
ne) in eine Anlage einfliegen konnen und sich mit resistenten Mutanten kreuzen. Dies
soll erreicht werden, indem zum Beispiel alternative Wirtspflanzen im Unterwuchs be-
lassen werden oder indem Refugien (in Form nicht-transformierter Baume) fiir anfélli-
ge Insekten vorhanden sind. Dariiberhinaus konnte auch die Verwirrungstechnik eine
Verzogerung der Resistenzbildung bewirken. Es ist jedoch fraglich, ob Landwirte sol-
che Strategien auch tatsdchlich anwenden wiirden, da Refugien-Bdume wenig oder kei-
nen Ertrag bringen wiirden. Dariiberhinaus wiirde der stindige Einflug von neuen In-
sekten insbesondere bei einer Transformation mit Wund-induzierbaren Promotern
Schaden auf den transgenen Friichten verursachen. Dieses Beispiel zeigt die Notwen-
digkeit einer holistischen Betrachtungsweise anstelle einer sequenziellen.

Um den Selektionsdruck fiir BT-Resistenzen zu erniedrigen, diskutieren Wearing und
Hokkanen (1994) auch die Entwicklung von Gewebe- und Zeit-spezifischen Promo-
tern. Am Beispiel der Blatt-rollenden Insekten kommen sie zum Schluss, dass der Un-
terbruch der Toxin-Expression nach Fruchtreifung am vielversprechendsten wire. Da
diese Insekten auch auf anderen Wirtspflanzen fressen, entstiinde so eine Winterperio-
de ohne Selektionsdruck. Gewebespezifische Promoter dagegen wéren im Fall des
Blattrollers problematisch, da damit ein starker Selektionsdruck fiir den Frass von
nicht-transgenem Gewebe ausgelibt wiirde.

Schliesslich weisen Wearing und Hokkanen darauf hin, dass die Evaluation der Eig-
nung einer Kultur zur Transformation mit BT-Genen davon ausgehen muss, dass in der
Praxis ein minimales Resistenz-Management betrieben wird. Die Féahigkeiten und das
Wissen um ein solches Management schwankt bei den vielen potentiellen Anwendern
transgener Pflanzen stark und stellt somit eine Gefahr dar (Wearing und Hokkanen
1995).
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3. Situationsanalyse des Pflanzenschutzes im Schweizer Apfelanbau

Die Vorgabe fiir diese Studie beinhaltet die drei Anbausysteme ‘“konventionell” (Sys-
tem A), “integriert” (System B) und “biologisch” (System C). Im speziellen Fall des
Apfelanbaus konnen jedoch System A und B als ein einziges System behandelt werden,
da die Mehrheit der Anbaufliche gemiss den Richtlinien der SAIO (Schweizerische
Arbeitsgruppe fiir Integrierte Obstproduktion) bewirtschaftet werden. 1982 wurden von
der SAIO erstmals Richtlinien fiir die Integrierte Produktion (IP) herausgegeben. 1993
wurden 60 %, 1994 bereits 73 % der Apfelkulturen gemiss diesen Richtlinien angebaut
und fiir das [P-Label angemeldet.

1993 wurden in der Schweiz 5058 Hektaren Apfel angebaut (Schw. Obstverband
1995), davon rund 59 Hektaren Apfel in Biobetrieben (Binggeli 1994). 1994 waren es
ca. 5108 bzw. 60 Hektaren. Insgesamt entspricht diese Fldache etwa 70 % der totalen
Obstproduktions-Fldche in der Schweiz. Betrachtet man das angebaute Sortenspektrum
fdllt die Dominanz der Sorte “Golden Delicious” auf. Sie wurde 1994 auf 1372 ha an-
gebaut, was rund 27 % der Ertragsobst-Apfel-Fliche ist und rund das Dreifache der am
zweithdufigsten angebauten Sorte Idared.

1994 wurden in der Schweiz rund 147240 Tonnen Apfel produziert (Schw. Obstver-
band 1995). Etwa 61 % davon wurden als Tafeldpfel verkauft, wihrend rund 37 %
technisch verwertet wurden. Die restlichen ca. 2 % wurden auf den Betrieben selbst
verbraucht. Die Ernteertrage schwanken von Jahr zu Jahr. Der Produzenten-Richtpreis
fiir Apfel der Sorte “Golden Delicious” (Klasse I) lag 1994 bei 1.25 Fr./kg, wihrend er
1992 - einem sehr ertragreichen Jahr - nur 0.80 Fr./kg betrug.

1994 wurde eine Anderung des Landwirtschaftsgesetzes angenommen. Artikel 31B
dieses gednderten Gesetzes erlaubt Direktzahlungen des Bundes an Bauern, die gewisse
okologische Auflagen erfiillen. Diese Auflagen sind zur Zeit noch in detaillierter Bear-
beitung (giiltig ab 1996), diirften aber schliesslich weitgehend identisch sein mit den
IP-Richtlinien zur Erlangung des IP-Labels. Es kann davon ausgegangen werden, dass
kiinftig der Anteil der nach diesen Richtlinien angebauten Apfel weiter zunehmen wird.
Durch die Einfiihrung der IP-Richtlinien konnte der Einsatz von Insektiziden und Aka-
riziden um etwa 45 % reduziert werden (Biihler 1995). Das grosste Problem im Pflan-
zenschutz von Apfelanlagen stellen jedoch Pilzkrankheiten dar (Kellerhals 1989). Un-
ter diesen ist der Apfelschorf, verursacht durch den Ascomyceten Venturia inaequalis,
die gefdhrlichste Krankheit. Die meisten Fungizid-Behandlungen in Apfelanlagen wer-
den zur Bekdmpfung von V. inaequalis vorgenommen. V. inaequalis tiberwintert in
abgefallenem Laub und befillt im Friihling die jungen Blitter, spéter auch Friichte.
Friither Fruchtbefall kann Fruchtfall auslosen. Starker Schorfbefall schwicht und schi-
digt die Apfelbiume. Befallene Apfel konnen nicht mehr als Klasse-I-Obst sondern
bestenfalls als Klasse-II-Obst verkauft werden, was einen wesentlichen Ertragsausfall
bedeutet. Der Produzenten-Richtpreis fiir “Golden Delicious” betrug zum Beispiel
1994 1.25 Fr./kg fiir Apfel der Klasse I, aber nur 0.70 Fr./kg fiir Klasse-II-Apfel (Schw.
Obstverband 1995). In Jahren mit hohem Infektionsdruck kann dieser Ausfall den Roh-
ertrag fiir den Produzenten also drastisch verringern.

V. inaequalis kann auch als sogenannter Lagerschorf Schaden verursachen, da sich im
Lager latente Infektionen zu Lésionen auswachsen konnen, wodurch die Fruchtqualitit
reduziert wird. Fiir den Konsumenten ist Schorfbefall primér ein “kosmetisches” Prob-
lem, da die Friichte auch bei stirkerem Befall ohne weiteres konsumiert werden kon-
nen. Die Nachfrage nach makellosen Friichten ist einer der Hinderungsgriinde eines
reduzierten Pestizideinsatzes (Penrose 1995).
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In den letzten Jahren ist der Feuerbrand, verursacht durch den bakteriellen Erreger Er-
winia amylovora, in der Schweiz aufgetreten und hat grosse Schiden verursacht (siehe
auch Punkt 2a). Die Bekdmpfung dieser Krankheit beruht zur Zeit einerseits auf Qua-
rantine-Massnahmen, andererseits auf der Rodung befallener Biume. Eine direkte Be-
kdmpfung am Baum wire prinzipiell durch Antibiotika moglich und wird im Ausland
auch praktiziert, ist aber in der Schweiz nicht erlaubt und ausserdem nicht sinnvoll
aufgrund von Resistenzbildung seitens der Bakterien.

Die Bedeutung von tierischen Schiddlingen im Erwerbs-Apfelanbau ist verglichen mit
den pilzlichen Krankheiten weniger gross. Wichtig sind in der Schweiz die Blattlduse
sowie die Apfel- und Schalenwickler. Zu ihrer Bekdmpfung stehen chemische Insekti-
zide zur Verfiigung. Als Alternative dazu bieten sich das Granulose-Virus-Verfahren
sowie die Verwirrungstechnik an. Bei ersterem Verfahren verwendet man bei Insekten
vorkommende Viren, die in Kapseln oder Granula eingebettet sind. Bei der Verwir-
rungstechnik kommen kiinstlich hergestellte Pheromone zum Einsatz. Diese werden -
geeignet formuliert - in der Obstanlage plaziert und locken die Insekten-Minnchen
withrend des Paarungsflugs an, so dass die Vermehrung der Schidlinge deutlich einge-
schriankt wird.

a) Integrierte Produktion

Bis zur Einfithrung der IP-Richtlinien erfolgte die Applikation von protektiv wirkenden
Fungiziden in regelmissigen Zeitabstinden. Die Einfithrung von kurativ wirkenden
Fungiziden und die Beriicksichtigung von meteorologischen Infektions-Parametern er-
laubte eine Reduzierung der Anzahl Fungizidbehandlungen von durchschnittlich iiber
12 auf durchschnittlich 9 (Biihler 1995). Eine weitere Reduktion wird nur méglich,
wenn auch biologische Parameter wie Inokulum-Dichte, Wirts-Anfélligkeit und Zeit-
punkt des Sporenflugs in die Abschitzung der Befallsgefahr einbezogen werden. Sol-
che Parameter wurden von Biihler (1995) untersucht. Ein auf diesen Parametern basie-
rendes Prognose- und Fungizidapplikations-System wiirde wohl eine weitere Redukti-
on der ausgebrachten Fungizidmengen erlauben. Die moglichen Einsparungen durch
auf Wetterdaten basierenden Prognosemodellen schitzten unter anderen Beresford und
Manktelow (1994) fiir den Apfelanbau in Neuseeland ein. Sie berechneten ein Sparpo-
tential von bis zu 25 Prozent, bevor der Krankheitsbefall den Ertrag schmilern wiirde.
Bei geringerem Krankheitsdruck beurteilten sie das Potential sogar auf 56 Prozent.
Prognose-Systeme sind jedoch noch relativ unsicher und bergen dementsprechend ein
relativ grosses Ertrags-Risiko fiir den Bauern in sich. Letzteres ist auch der Grund,
weshalb die existierenden Pflanzenschutzstrategien, welche den Fungizideinsatz im
Apfelanbau weiter reduzieren konnten, nur zdgernd angewendet werden. Denn wiéh-
rend die Vorteile eines reduzierten Fungizidverbrauchs einer geringeren Umweltbelas-
tung zu Gute kommen, triagt der Produzent den Nachteil des Risikos und erzielt fiir sei-
ne “okologischer” produzierten Apfel keinen hoheren Preis. Es liegt deshalb nahe,
Fungizide als relativ billige Versicherung gegen das Befallsrisiko einzusetzen.

Daten iiber die ausgebrachten Fungizidmengen werden nur grob erhoben. Gemaéss einer
Ubersicht der Schweizerischen Gesellschaft fiir Chemische Industrie (SGCI 1995)
wurden im Obstbau 1994 Pflanzenschutzmittel im Werte von 13,9 Millionen Franken
verkauft. Da 70 % der Schweizer Obstanlagen aus Erwerbs-Apfelanlagen bestehen,
kann fiir den Apfelanbau ein Verkaufswert von mindestens 10 Millionen Franken be-
rechnet werden. Da der Apfel aber die bei weitem Pflanzenschutz-intensivste Obstkul-
tur ist, diirfte diese Zahl eher noch etwas hoher liegen. Ausgehend von diesen Zahlen
berechnet sich der durchschnittliche reine Aufwand an Pflanzenschutzmitteln auf ca.
2000 Fr. pro Hektare, was etwa 10 % der Produktionskosten darstellt. Bei einem
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durchschnittlichen Rohertrag von 20000-30000 Fr. pro Hektare wiegt ein verminderter
Spritzmitteleinsatz demzufolge relativ wenig.

b) Biologische Produktion

Die Fliache, die gemédss VSBLO-Richtlinien (VSBLO 1992) bewirtschaftet wird, nahm
in den letzten Jahren relativ stark zu. 1994 wurden auf rund 59 Hektaren Apfel biolo-
gisch angebaut, was ungefiahr 1 Prozent der gesamten Apfelanbaufldche entspricht.
Auch in diesem Anbausystem stellt der Apfel mit 74% Prozent Anbaufliche die
Hauptobstart dar.

Die Richtlinien des VSBLO erlauben unter anderem den Einsatz von verschiedenen
Pflanzenschutzmitteln, darunter 1,5 kg Kupfer pro Hektare und Jahr sowie Netzschwe-
fel, der nur in raubmilbenschonender Konzentration ausgebracht werden soll. Aller-
dings finden sich in der Richtlinien-Broschiire keine Mengenangaben dazu, und tat-
sachlich gibt es dariiber auch nur Empfehlungen des Forschungsinstitut fiir biologi-
schen Landbau Oberwil (FiBL).

Um Aufschluss iiber tatsidchlich ausgebrachte Pflanzenschutzmittel zu erhalten, unter-
suchte das FiBL zusammen mit der Eidg. Forschungsanstalt Wadenswil die Situation
des Pflanzenschutzmittel-Einsatzes in Schweizer Bio-Obstbaubetrieben (Hiseli und
Bosshard 1994; Hiseli et al. 1995). Dazu wurden von 1989 bis 1993 Daten in einer
Anzahl ausgewdhlter Bio-Betriebe in der Deutschschweiz erhoben.

Erwartungsgemadss stellte auch hier der Apfelschorf das bei weitem grosste Problem
dar. Andere Pflanzenkrankheiten wie Mehltau oder Monilia spielten nur eine unterge-
ordnete Rolle. Bei den tierischen Schéddlingen traten in einigen Betrieben Probleme mit
dem Apfelwickler, der Apfelfaltenlaus sowie der Apfelsdgewespe auf.
Dementsprechend nimmt auch die Bekdmpfung des Apfelschorfs die Hauptrolle bei der
Krankheitsregulierung ein. Im Durchschnitt wurden 12,8 Behandlungen pro Betrieb
und Jahr durchgefiihrt. Dieser Durchschnitt ist gemiss den Autoren jedoch nicht sehr
aussagekriftig, da die Anzahl Behandlungen je nach Betrieb und Jahr sehr stark variier-
te. So wurden in mehr als der Hélfte der 54 Einzelerhebungen der Studie zwischen 6
und 12 Behandlungen benétigt, wihrend in 9 Erhebungen 16 und mehr Behandlungen
gemacht wurden. Ebenso variierte die Menge der dabei ausgebrachten Wirkstoffe.
Beim Schwefel wurden die von den Vertriebsfirmen empfohlenen Aufwandmengen
(15 / 10 kg vor/nach Bliite pro ha) wesentlich unterschritten. In fast der Hilfte der Er-
hebungen geniigten maximal 5 kg Netzschwefel pro Hektare und Jahr, in den restlichen
Erhebungen wurden hochstens 10 kg ausgebracht. Die Anzahl Kupferbehandlungen
variierte hier je nach Jahr und Betrieb zwischen 0 und 16. Meistens wurde das Kupfer
mit dem Netzschwefel gemischt und gleichzeitig ausgebracht. Insgesamt wurden in 60
% der Erhebungen 1 kg oder weniger Kupfer pro Hektar und Jahr eingesetzt. In 13 %
der Erhebungen wurde allerdings die von der VSBLO festgesetzte Hochstmenge von
1,5 kg Kupfer iiberschritten.

Die Anwendung von Kupfer und Schwefel als Pflanzenschutzmittel ist nicht unprob-
lematisch. Das Schwermetall Kupfer reichert sich im Boden an und wirkt sich negativ
auf Bodenmikroorganismen und somit die Bodenfruchtbarkeit aus (Anderson 1978).
Schwefelbehandlungen wirken nicht nur gegen Pilzkrankheiten, sondern téten auch
Milben ab. Es muss daher befiirchtet werden, dass durch Schwefel-Applikationen auch
Niitzlinge wie Raubmilben abgetttet werden, was einen vermehrten Schéadlingsbefall
zur Folge haben kann.

Das Projekt “Forderung von Methoden des biologischen Apfelanbaues 1985-1993” un-
tersuchte die Schorf- und Mehltau-Bekampfungs-Wirksamkeit von mehr als 50 Prépa-
raten. Nur zwei Préparate, “Myco-San” (Schaette) und “Ulmasud” (Biofa) zeigten eine
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dem Kupfer vergleichbare Wirksamkeit. Vor allem “Myco-San” kann im Friihling als
Alternative zu Kupfer-Behandlungen eingesetzt werden. Es ist jedoch relativ teuer und
diirfte deshalb fiir einen Einsatz wihrend der ganzen Behandlungszeit zu kostspielig
sein.

¢) Resistente Apfelsorten

Der Anbau von schorfresistenten Apfelsorten triagt sicherlich wesentlich zu einem re-
duzierten Fungizidaufwand bei. Eine der am schorfanfilligsten Sorten, “Golden Deli-
cious”, hatte aber auch 1993 einen Anteil von 27 Prozent der Anbauflidche. Resistente
Sorten wurden bisher nur wenig angebaut, unter anderem wegen eines Mangels an re-
sistenten Qualitdtssorten. 1994 betrug der Flichenanteil schorfresistenter Sorten in der
IP ca. 0,3 %, im biologischen Anbau etwa 7 %. Dabei machte die Sorte “Florina” den
grossten Anteil aus, und nur wenige andere Sorten wurden verwendet. Inzwischen er-
wies sich “Florina” aber als nicht ideal, unter anderem wegen Ertrag, Wuchsform,
Auskahlen der Aste und kurzem “shelf life” der Friichte.

Dariiberhinaus hat man gesehen, dass durch den verminderten Fungizideinsatz andere,
bisher unterdriickte Krankheitserreger vermehrt Schaden anrichten konnen. Sollte die-
ser Effekt Fungizidbehandlungen gegen solche Krankheiten notig machen, ist die Er-
sparnis durch schorfresistente Sorten natiirlich wesentlich vermindert.

In jlingster Zeit sind nun aber Sorten aus verschiedenen Lindern erhéltlich, so zum
Beispiel die sogenannten “Re”-Sorten wie “Rewena”, ‘“Reglindis” oder “Resi” aus
Deutschland. Ein erster Erfolg der noch relativ jungen Resistenzziichtung an der FA
Widenswil ist unter anderem die Zuchtnummer FAW7262, welche vermutlich 1996
aus der Sortenpriifung kommen wird. Nach Auskunft der FA Widenswil ist auch die
Sorte “Topaz” aus Tschechien vielversprechend. Durch dieses wesentlich vergrosserte
Angebot an schorfresistenten Sorten ist mit einer Zunahme der prozentualen Anbaufli-
che in der Schweiz zu rechnen. Wie rasch diese Zunahme erfolgen wird, ist schwer ab-
schitzbar. Eine Umstellung auf eine neue Sorte stellt immer einen grossen finanziellen
Aufwand fiir den Bauern dar, denn es miissen nicht nur die neuen Bdume gekauft und
gepflanzt werden, der Bauer hat in diesen Anlagen wihrend 3 bis 4 Jahren auch keinen
Vollertrag.

An der Eidgenossischen Forschungsanstalt fiir Obst-, Wein- und Gartenbau Wédenswil
(FAW) existiert ein Resistenzziichtungs-Programm, in welchem pro Jahr rund 8000
Samlinge erzeugt werden. Seit 20 Jahren priift die FAW auch krankheitsresistente Sor-
ten, darunter einige eigene Ziichtungen, fiir den Anbau in der Schweiz. So standen bei-
spielsweise 1995 107 Sorten und Neuziichtungen in der Priifung fiir einen Anbau ohne
Fungizid-Einsatz.

In ergidnzender Zusammenarbeit mit der FAW begann das FiBL 1994 die Priifung von
insgesamt 32 krankheitsresistenten Apfelsorten (Hiseli und Bosshard 1994). Zusitzlich
dazu werden auf ca. 10 Betrieben 6-8 krankheitsresistente Sorten auf grosseren Anbau-
flichen angebaut und gepriift. Dabei sollen arbeitswirtschaftliche Daten wie Aufwand
fiir Baumschnitt, Erziehung erhoben werden wie auch Baumeigenschaften wie Ertrags-
leistungen, Alternanz und Insekten-und Krankheitsbefall.
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4. Einsatz von Krankheits-Resistenzen in der traditionellen
Ziichtung

Die ziichterische Arbeit mit Apfeln unterliegt einigen besonderen Schwierigkeiten
(Schuermann und Dandekar 1991). Bedingt durch die lange Generationszeit des Apfel-
baumes (3-5 Jahre) ist die Einfithrung eines einzelnen Merkmals (z.B. Resistenz) sehr
zeitaufwendig. Dazu kommt der hohe Grad an Selbst-Inkompatibilitit, wie er bei mehr-
jahrigen Pflanzen héufig vorkommt. Damit werden echte Riickkreuzungen verunmog-
licht, in denen die Nachkommenschaften mit einem Elternteil mehrmals riickgekreuzt
werden. Fiir jeden Ziichtungsschritt wird also in der Regel ein neuer Elter, das heisst
eine Apfelsorte, in das Ziichtungsprogramm eingefiihrt. Dies verunmoglicht praktisch
die Verfolgung eines klaren Zuchtziels in dem Sinne, eine bekannte Sorte nur in einem
bestimmten Merkmal (z.B. Krankheitsresistenz) zu verdndern. Zwar kdnnen sogenann-
te “linkage drags” (unerwiinschte, oftmals negative Erbeigenschaften), die aus wilden
Sorten mit eingekreuzt werden, in den folgenden Ziichtungsschritten reduziert werden.
Doch entsteht aus jedem Ziichtungsschritt eine neue Sorte, und die urspriingliche Kul-
tursorte kann nicht mehr “rekonstruiert” werden.

Zu diesen Problemen kommen noch die vielen verschiedenen Anspriiche an die Sorten
seitens der Produzenten, des Handels und der Konsumenten. Diese Anspriiche sind
zeitlich und regional unterschiedlich.

Krankheitsresistenz ist darum kein isoliertes Ziel, sondern eine wichtige Komponente
in einem Apfel-Zuchtprogramm. Aufgrund eines verdnderten Umweltbewusstseins ist
aber der Wunsch nach resistenten Sorten in den letzten Jahren stark angewachsen. In
wohl allen Zuchtprogrammen der Welt kommt der Krankheitsresistenz deshalb heutzu-
tage eine grosse Bedeutung zu.

Am meisten Beachtung erlangen dabei Resistenzen gegen die agronomisch wichtigsten
Krankheiten: Apfelschorf (Venturia inaequalis), Apfel-Mehltau (Podosphaera leu-
cotricha) und Feuerbrand (Erwinia amylovora).

Gemdss Fried (1993) sind keine Programme zur Ziichtung auf Apfel- und Schalen-
wickler-Resistenz bekannt. Hingegen werden in einigen Ziichtungsprogrammen die
Nachkommenschaften auf Anfilligkeit gegeniiber diesen Schidlingen untersucht. Es
wurden auch Untersuchungen iiber Spinnmilbenresistenz durchgefiihrt, und gegen die
Blattlaus, Dysaphis plantaginea, ist ein einzelnes, dominantes Resistenzgen bekannt.
Fiir den Ziichter ist es einfacher, einzelne Gene mit grosser Wirkung einzubauen und in
der Nachkommenschaft zu selektionieren als eine Vielzahl einzelner Gene mit jeweils
kleiner Wirkung. Somit steht die Verwendung von qualitativ wirksamen Erkennungs-
Genen im Vordergrund (siehe Kasten S. 21).

a) Apfelschorf

Der Erreger des Apfelschorfes, Venturia inaequalis (Cke.)Wint., befillt Arten der Gat-
tung Malus sowie einige Sorbus-Arten. Einige der Malus-Arten haben sich als resistent
gegen V. inaequalis erwiesen. Diese Arten und die nach ihnen benannten Resistenzen
wurden in der Folge auch in der Apfel-Ziichtung verwendet.

Die fiinf Resistenzfaktoren Vf, Va, Vr, Vb und Vbj gelten als unabhingig und domi-
nant und codieren fiir eine vollstindige Resistenz gegen alle bekannten V.-inaequalis-
Rassen, wobei bei der Vf-Resistenz eine besondere Situation herrscht (siehe S. 21). Die
Vm-Resistenzen wurden von der sogenannten Rasse 5 durchbrochen bzw. ineffizient
gemacht und werden in der Ziichtung nicht mehr verwendet.
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Memorandum:

Resistenzen werden allgemein in zwei Typen eingeteilt: a) Sie sind wirksam gegen
alle Isolate eines Pathogens und werden als generelle (horizontale) Resistenzen be-
zeichnet. b) Man kennt einzelne Isolate (Pathotypen), die eine bestimmte Resistenz
durchbrechen konnen. Dies wird als differenzielle (vertikale) Resistenz bezeichnet.
Sind solche differenziellen Resistenzen von verschiedenen Isolaten durchbrochen,
gelten sie untereinander als funktionell verschieden. Die Genotypen des Pilzes wer-
den als Rassen mit entsprechender Virulenz bezeichnet. Dieses System versucht man
mit der sogenannten “Gen-fiir-Gen-Hypothese” zu erkliren. Dabei wird angenom-
men, dass zu jedem Resistenzgen in der Pflanze ein entsprechendes Avirulenzgen im
Krankheitserreger existiert. Treffen Wirt und Krankheitserreger zu sammen, welche
beide die entsprechenden Gene besitzen, interagieren die Produkte von Resistenzgen
und Avirulenzgen so, dass die Interaktion inkompatibel wird, und der Erreger kann
die Pflanze nicht befallen. Fehlt aber einer der beiden Faktoren, kommt es zu einer
kompatiblen Interaktion. Die Rolle der Resistenzgene ist also die Erkennung des
Pathogens, man spricht deshalb auch von “recognition genes” oder R-Genen. Die
Produkte dieser R-Gene losen dann die Aktivierung einer Kaskade von Abwehrme-
chanismen aus (Produkte sogenannter “defense-response genes”). Dazu gehoren
beispielsweise Phytoalexine, hydrolytische Enzyme und sogenannte PR-Proteine
(“pathogenesis-related proteins”). Generell kann davon ausgegangen werden, dass
alle Sorten einer Wirtsart die Gene dieser Abwehrkaskaden besitzen. Hingegen wird
angenommen, dass die Verteilung und die Prisenz der R-Gene in den verschiedenen
Sorten unterschiedlich ist, und auch anfillige Sorten gewisse R-Gene besitzen. Diese
wurden von entsprechenden Erreger-Rassen unwirksam gemacht. Das Modell erkldirt
diesen Effekt durch den Verlust der entsprechenden Avirulenzgene.

Von der echten generellen Resistenz (nicht die noch nicht erkannte differenzielle Re-
sistenz) wird angenommen, dass sie von vielen additiven Genen abhdngig ist, wobei
einige Fille bekannt sind, die nicht diesem Schema entsprechen. Bis heute wird ver-
mutet, dass diese Resistenz nicht auf einem Pathotyp-Erkennungssystem basiert.

Aufgrund von Kreuzungstests wurden die Resistenzen von 11 Malus-Arten als Allele
des gleichen Locus (Vf) bezeichnet (Review Williams and Kug¢ 1969). In der Ziichtung
wird praktisch ausnahmslos die V{-Resistenz von M. floribunda 821 verwendet. Dies
beruht vor allem darauf, dass erste Kreuzungen mit diesem Baum schon 1914 gemacht
wurden (Crandall 1926) und die Nachkommen dieser Kreuzungen seither in vielen
weiteren Kreuzungen weiterverwendet wurden. Im Hinblick auf die lange Generations-
zeit des Apfels ist dies ein entscheidender Vorteil, denn durch das Weiterkreuzen wur-
de ein Grossteil des urspriinglichen, aber nicht erwiinschten M.-floribunda-Genoms
ausgekreuzt.

Gegenwirtig sind ca. 50 schorfresistente Apfelsorten kommerziell erhiltlich, davon ca.
40 mit der Vf-Resistenz, und auch die in der Schweiz im kommerziellen Obstbau an-
gewendeten schorfresistenten Sorten tragen zur Zeit diese Resistenz.
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Tabelle 1. Malus-Arten und Apfel-Sorten, die als Quellen von Schorf-Resistenz ver-
wendet werden (nach Lespinasse 1989).

Monogen Polygen
V1. M. floribunda 821 M. baccata
M. atrosanguinea 804 M. sargentii 843
M. micromalus 245-38 M. sieboldii 2982-22
M. prunifolia 19 651 M. toringo 852
M. prunifolia microcarpa 782-26 M. zumi calocarpa
M. prunifolia xanthocarpa 691-25
M. species MA. 4 Alte europdische Sorten

M. species MA. 8

M. species MA. 16

M. species MA. 1255
Hansen”s baccata No. 1

Va. Antonovka selection PI 172 623
Vb. Hansen”’s baccata No. 2

Vb;. M. baccata jackii

Vr. M. pumila R 127 40-7A

Vm. M. micromalus 245.38
M. atrosanguinea 804

Die Konzentration der Ziichtungsprogramme auf die Vf-Resistenz konnte sich jedoch
als problematisch erweisen. Parisi (1993) beschreibt eine V.-inaequalis-Rasse (die so-
genannte Rasse 6), die Apfelbdume mit der Vfi-Resistenz befallen kann. Interessanter-
weise kann die von Parisi beschriebene Rasse aber M. floribunda 821 selber nicht be-
fallen. Dies weist darauf hin, dass wéhrend des langen Ziichtungsprozesses gewisse
Resistenzfaktoren verloren gingen, welche in M. floribunda 821 noch enthalten sind
(Gessler 1989). Tatsichlich driickt sich die Resistenz in M. floribunda 821 als “class 1”
Reaktion aus, worunter man sogenannte “pin point pits” ohne Sporulation versteht.
Aber schon die F2-Pflanzen “26829-2-2” und “26830-2” reagierten mit einer ‘“class 2”
Reaktion (chlorotische oder nekrotische Lasionen ohne Sporulation)(Shay and Hough
1952). Gleichzeitig ist dies ein weiterer Hinweis darauf, dass die Vf-Resistenz in M.
floribunda 821 nicht monogen von einem dominanten Allel kontrolliert wird, wie ur-
spriinglich angenommen wurde (Hough et al. 1953). Vielmehr vermuteten Williams
und Kiic (1969) eine Gruppe von nahe beieinanderliegenden Genen oder ein einzelnes
qualitatives Gen, welches nahe bei einem oder mehreren modifizierenden Genen liegt.
Die Vf-Resistenz kann also nicht mehr als dauerhaft bezeichnet werden, sondern muss
zu den verginglichen (englisch: ephemeral) Resistenzen gezihlt werden. Es muss also
davon ausgegangen werden, dass die Vf-Resistenz in den kommenden Jahren im Obst-
bau an Effizienz einbiissen wird, dies um so mehr, als kiinftig Vf-resistente Sorten in
zunehmendem Masse angebaut werden und somit der Selektionsdruck fiir die Rasse 6
steigen wird.
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Ein Ziichtungsprogramm verwendet die Vr-Resistenz, die aus einem russischen Sam-
ling stammt. Aus dem Programm ging die Sorte “Nova Easygro” hervor (Crowe 1975).
Neueste DNA-Analysen legen aber nahe, dass sich die Resistenzgene Vr und Vf am
gleichen Locus befinden (personliche Mitteilung Gianfranceschi), obwohl urspriinglich
angenommen wurde, dass diese beiden Resistenzen nicht gekoppelt sind. Dieser Be-
fund macht einen Fehler bei der Ziichtung von “Nova Easygro” wahrscheinlich.
Venturia inaequalis weist beziiglich Virulenz eine hohe Variabilitit auf. In der Litera-
tur finden sich Hinweise auf mindestens 19 Virulenzgene (Gessler 1989). Der jdhrliche
sexuelle Zyklus von V. inaequalis gewihrleistet die genetische Rekombination von
(meist unabhéngigen) genetischen Faktoren. Es besteht deshalb die Gefahr eines
Durchbruchs einfach vererbter Resistenz. Dies fiihrte zur Idee der Pyramidisierung von
Resistenzen (Lespinasse 1989, Gessler 1989).

Die polygenen Resistenzen werden ebenfalls zum Teil in Ziichtungsprogrammen ver-
wendet, so auch an der FAW. Dabei scheint es jedoch einige Probleme zu geben. So
berichtet Lespinasse (1989), dass die Korrelation zwischen Blatt- und Frucht-Resistenz
schlecht sei und dass in manchen Jahren die Biume trotz Blatt-Resistenz behandelt
werden mussten, um Frucht-Befall zu verhindern.

In der Schweiz befasst sich die Eidgenossische Forschungsanstalt Wadenswil mit der
Apfelziichtung. Dort wurden Sorten wie der “Schweizer Orangenapfel”, “Maigold”,
“Goro”, “Arlet”, “Iduna” und “Marina” geziichtet. Das Ziel fiir kiinftige Sorten ist un-
ter anderem eine dauerhafte Krankheits-Resistenz, wobei die Schorf-Resistenz klare
Prioritét hat. 1986 wurde in Widenswil mit der Ziichtung krankheitsresistenter Apfel-
sorten begonnen. Die Strategie stiitzt sich nicht mehr ausschliesslich auf die Vf-
Resistenz ab. Es werden also auch die anderen, unter Tabelle 1 aufgelisteten Resis-
tenzquellen in das Programm einbezogen. Dariiberhinaus sollen aber auch “polygene”
Resistenzen (von alten und neuen Sorten) und neue Resistenzquellen, wie zum Beispiel
Malus zumi calocarpa, miteinbezogen werden. Leider ist an der Forschungsanstalt
Widenswil das finanzielle Potential nicht vorhanden, um génzlich neue Quellen zu er-
schliessen. Solche Resistenzquellen konnten aus den vermuteten Ursprungsgebieten
des Apfels, Asien oder Kleinasien, stammen. Durch internationale Kontakte wird aber
versucht, diesen Nachteil auszugleichen.

Ein weiteres Ziel des Widenswiler Zuchtprogrammes ist die Kombination von Schorf-
und Mehltauresistenz in einer Apfel-Sorte. Ebenso wird auch an einer Pyramidisierung
von verschiedenen Schorf-Resistenzen gearbeitet. Dies soll insbesondere durch die
Anwendung molekularer DNA-Marker (in Zusammenarbeit mit der ETH Ziirich) er-
moglicht werden (Koller et al. 1994, Kellerhals and Gessler 1995). Molekulare Marker
erlauben  gegebenenfalls das  systematische Screening von  Kreuzungs-
Nachkommenschaften auf das Vorhandensein der notwendigen Resistenzen bezie-
hungsweise ithrer Marker. Ein solches Screening wire ohne Marker praktisch nicht
durchfiihrbar, vor allem wegen des extremen Arbeits- und Zeitaufwandes, aber auch
wegen Fehlens entsprechender Testrassen des Pathogens. Ein effizientes Screening er-
laubt dem Ziichter, Kreuzungen mit sehr grosser Nachkommenschaft zu machen.
Schon frith konnte dann die Anzahl Pflanzen, die weiter kultiviert werden muss, we-
sentlich reduziert werden, da Individuen ohne die notwendigen Resistenz-Marker aus-
sortiert wiirden. Dies ist wesentlich, denn nur in grossen Nachkommenschaften kann
ein Individuum erwartet werden, dass viele der erwiinschten Eigenschaften kombiniert.
In der Regel sind aber die finanziellen und personellen Mittel zum Unterhalt einer
solch grossen Anzahl Pflanzen nicht vorhanden.
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b) Mehltau

Im Gegensatz zu Schorf, wo im Prinzip kein Befall toleriert wird, kann beim Apfel-
Mehltau ein gewisser Befall zugelassen werden, bevor Fungizide appliziert werden
miissen. Der Apfel-Mehltau befillt vor allem die Knospen und Blitter, die Friichte hin-
gegen kaum. Hingegen kann er die sogenannte Berostung der Friichte bewirken und
verursacht somit eine geringe Qualitdtsverminderung.

Einige alte Apfelsorten weisen eine niedrige Anfilligkeit gegen Mehltau auf. Diese
scheint jedoch polygener Natur zu sein und ist schwierig aufzuspiiren. Deshalb er-
scheinen Resistenzen von Wildsorten einfacher verwendbar zu sein.

Tabelle 2. Apfel-Arten und -Varietiten, die als Quellen von Mehltau-Resistenz ver-
wendet werden (nach Lespinasse 1989).

Malus robusta 59/9 PL1
Malus zumi 68/5 PL2

“MIS” (Apfel-Hybrid unbekannter Abstammung)
“White Angel”

“David”

M. x robusta 5 “R5”

M. x robusta “Korea”

M. x robusta “24-7-7, 8”

MA-8 (Apfel-Hybrid unbekannter Abstammung)
M. sargenti

M. zumi calocarpa

M. baccata jackii

Malus robusta und M. zumi sind Tréger von zwei - bisher dauerhaften - Resistenzen.
Sie werden als P11 (M. robusta) und P12 (M. zumi) bezeichnet (Alston 1977). Unklar ist
bisher, ob diese Resistenzen von einem oder mehreren Genen codiert werden. Bei sei-
nen Riickkreuzungsversuchen fand Alston signifikante 3:5-Aufspaltungen (resis-
tent:anfdllig) in den Nachkommenschaften von 3 Kreuzungs-Generationen. Dies konn-
te dafiir sprechen, dass in M. robusta und M. zumi jeweils zwei Resistenzgene vorhan-
den sind und dass die anfilligen Eltern der Kreuzungen heterozygot fiir eines dieser
Gene sind. Ein Beweis dafiir ist bisher jedoch noch nicht gefunden worden.

Dayton (1977) beschrieb eine Mehltauresistenz eines Interspezies-Hybriden unbekann-
ter Abstammung und nannte sie “mildew immune selection” (MIS). Diese schien ein
dominantes Resistenzgen (“major resistance gene”) zu tragen. Bei der Suche nach
Mehltau-Resistenz-Quellen in Malus-Arten fanden Korban und Dayton (1983) Resis-
tenzen in Nachkommenschaften von MA-8, M. zumi calocarpa, M. sargenti und M.
baccata jackii. Fiir MA-8 und M. sargenti konnte in Feldtests ein einzelnes dominantes
Resistenzgen ermittelt werden.

Schliesslich beschrieben Gallott ef al. (1985) Mehltauresistenzen in Simlingen der Ap-
felbdume “David”, “White Angel”, Robusta 5 und M. x robusta “Korea”. Der Verer-
bungsmodus dieser Resistenzen ist aber ungeklért.

Ein grosses Problem bei der Verwendung dieser Mehltauresistenzen ist die Auswahl
eventueller resistenter Nachkommen. Es zeigte sich nidmlich, dass die Nachkommen
unterschiedliche Mehltau-Anfilligkeiten in Gewidchshaus, Baumschule und im Feld
aufwiesen und dass deshalb Mehltau-Tests im Gewichshaus nicht sehr aussagekriftig
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sind. Worauf dieser Effekt beruht, ist im Falle des Apfel-Mehltaus bis heute nicht ge-
kliart, wohl aber fiir andere Wirt-Pathogen-Verhiltnisse wie zum Beispiel Braun-
rost/Weizen. Ein Grund konnte eine Veridnderung des Resistenzverhaltens mit zuneh-
mendem Alter der Pflanzen sein. Einen viel entscheidenderen Einfluss hat aber sicher
das fiir Infektionen im Gewéchshaus verwendete Inokulum. Da der Echte Mehltau ein
obligat biotropher Pilz ist, kann er nicht auf kiinstlichen Medien gezogen werden. Des-
halb muss fiir kiinstliche Infektionen Inokulum von befallenen Pflanzen verwendet
werden. Beispiele von anderen Echten Mehltaupilzen zeigen die hohe Variabilitit von
Mehltaupopulationen beziiglich ihrer Virulenzen auf (Bréndle 1994). Durch das Sam-
meln von Inokulum erhélt man deshalb nur ein gewisses Pathogenspektrum, welches
sich aber vom Spektrum im Feld unterscheidet.

¢) Feuerbrand

Der durch das Bakterium Erwinia amylovora verursachte Feuerbrand stellt eine grosse
Gefahr im Apfel- und Birnenanbau dar. In der Schweiz tauchte der Feuerbrand 1989
erstmals an Zierpflanzen auf und verursachte 1994 erstmals Schiden in einer Obstanla-
ge beziehungsweise Baumschule. Im Jahr 1995 beliefen sich die Entschiddigungen an
Schweizer Bauern auf rund 1 Million Franken, wobei der Bund ca. 660”000 Franken
iibernahm.

Da im Pflanzenbau gegen Bakterien keine sinnvollen kurativen Bekdmpfungen mog-
lich sind (siehe Punkt 2a dieser Studie) und der Feuerbrand in kiirzester Zeit einen gan-
zen Baum abtoten kann, muss bei Erwinia-Befall sofort der betroffene Baum entfernt
beziehungsweise verbrannt werden. Der Einsatz von Erwinia-resistenten Sorten wire
demzufolge eine dusserst sinnvolle Massnahme gegen diese Krankheit.

Bereits 1868 begann man in Amerika mit resistenzziichterischen Arbeiten gegen Feu-
erbrand (Fischer ef al. 1983). Als Resistenztriger nennen Aldwinckle und Zwet (1979)
M. robusta, M. sublobata, M. atrosanguinea, M. prunifolia und M. fusca. Ausgehend
von Kreuzungsversuchen geht man davon aus, dass die Resistenz gegen E. amylovora
polygen vererbt wird, wobei eine dominante additive Genwirkung wahrscheinlich ist
(Korban et al. 1988).

In den resistenten Malus-Arten M. robusta 5 und M. x sublobata konnte ein dominan-
tes Resistenzgen nachgewiesen werden (Gardner et al., 1980). Diese Pflanzen sind je-
doch nicht absolut resistent. Vielversprechend fiir Ziichtungsprogramme scheinen eini-
ge zum Teil schorfresistente Sorten zu sein (Aldwinckle and van der Zwet, 1979).
Lamb et al. (1979) gelang es mit der Sorte “Liberty”, Schorf- und Feuerbrand-
Resistenz zu kombinieren (Fischer et al. 1983).

Ziel der Resistenzziichtung ist die Erzeugung von dauerhaft resistenten Sorten. Eine
hohe Dauerhaftigkeit ist aber mit einzelnen Resistenzgenen kaum zu erreichen, da die
Anpassung der Krankheitserreger die Erfolge der Ziichtung oftmals zunichte macht. Es
existieren verschiedene Ansitze, wie die Dauerhaftigkeit erhoht werden kann. Einer-
seits kann man Resistenzen pyramidisieren, worunter man die Erzeugung einer Pflanze
mit mehreren, funktionell verschiedenen Resistenzen versteht. Hier stellt sich, speziell
im Falle des Apfelschorfs, das Problem der Erkennung der Resistenzen in den Nach-
kommenschaften der Ziichtungsprogramme, da oftmals die dazu geeigneten Krank-
heitserreger (noch) nicht vorhanden sind. Um dieses Problem zu l6sen, konnen
molekulare Marker eingesetzt werden (Koller er al. 1994). Eine andere Strategie
beriicksichtigt das Management der resistenten Sorten in der Praxis (Wolfe and Gessler
1992). Modellrechnungen zeigten, dass bereits eine Mischung von drei Sorten den
Infektionsdruck wesentlich senkt (Blaise and Gessler 1994). Um diese Idee zu
tiberpriifen, fiihrt die Forschungsanstalt Wiadenswil in Zusammenarbeit mit der Migros
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die Forschungsanstalt Wadenswil in Zusammenarbeit mit der Migros einen Feldver-
such durch, in welchem resistente Apfelsorten zusammen mit anfélligen Sorten in einer
Mischanlage gepflanzt wurden (Kellerhals and Goerre 1995).

Solche Ansitze eines Resistenz-Managements miissten auch mit gentechnisch verin-
derten, krankheitsresistenten Sorten verfolgt werden, um einen raschen Resistenz-
durchbruch zu verhindern.
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5. Typisierung von durch Transformation entstehenden Apfel-
Genomen

Der Begriff “transgen” bezeichnet den Zustand einer kiinstlichen Einfithrung genomi-
schen Materials in einen Organismus. Er bezeichnet aber nicht die Herkunft der iiber-
tragenen DNA. Fiir Transformations-Arbeiten mit Apfeln dringt sich jedoch eine Un-
terscheidung anhand des Ursprungs der dabei verwendeten Genmaterials auf, wobei
hier im wesentlichen unterschieden wird zwischen Gattungs-eigenen und -fremden Ge-
nen.

a) DNA aus Malus x domestica

In der konventionellen Ziichtung wird versucht, erwiinschte Eigenschaften von ver-
schiedenen, bestehenden Kultursorten in neuen Sorten zu kombinieren, so zum Bei-
spiel Lagerfahigkeit, Geschmack, Farbe, Wuchsform usw. Von einigen dieser Eigen-
schaften weiss man, dass sie monogen vererbt werden (Alston und Watkins 1975).

Die meisten wichtigen quantitativen Eigenschaften sind jedoch unter Kontrolle von
mehreren Genen (Brown 1960), wobei die einzelnen Gene oft nur eine kleinen Effekt
haben und ihre additive, manchmal auch synergistische Wirkung schliesslich den Phi-
notyp bestimmt. Solche Eigenschaften werden als “Quantitative Trait Loci” (QTL) be-
zeichnet. Genetische Analysen von QTLs und ihre Integration in ein Zuchtprogramm
sind sehr aufwendig. Mit Hilfe einer detaillierten Genkarte konnten aber die Regionen,
die zu quantitativen Merkmalen beitragen, kartiert werden. 1990 wurde das European
Apple Genome Mapping Project (EAGMAP) gestartet (King et al. 1991). Ziel dieses
Projektes ist die Erstellung einer Genkarte, mit deren Hilfe agronomisch bedeutsame
Eigenschaften kartiert werden konnen. Dies ist die Grundlage fiir eine eventuelle spite-
re Transformation von Apfeln mit den diese Eigenschaften kodierenden Genen.
Apfelsorten beispielsweise, die keine sogenannten “major gene resistance” (qualitative
Resistenz) besitzen, weisen unterschiedliche Grade der Anfilligkeit gegeniiber Schorf
auf. Einige dieser Sorten werden sogar so wenig befallen, dass wesentlich weniger
Fungizidbehandlungen appliziert werden miissen. Diese Resistenztypen unterscheiden
sich von den qualitativen, aber verginglichen (englisch: ephemeral) Resistenzen. Die
Wirksamkeit letzterer Resistenzen ist davon abhingig, ob am Standort der Pflanze ent-
sprechende, die Resistenz durchbrechende Pilzrassen vorhanden sind. Quantitative Re-
sistenzen dagegen verhalten sich an verschiedenen Standorten dhnlich oder gleich. Man
nimmt an, dass beim Apfel quantitative Resistenz polygen vererbt wird und die Summe
von Effekten mehrerer bisher unidentifizierter “minor genes” ist.

Wie schon erwéhnt ist die Einfithrung der agronomisch wichtigen Eigenschaften theo-
retisch auch durch die klassische Ziichtung moglich, in der Praxis jedoch erweisen sich
Faktoren wie Selbst-Inkompatibilitit, hoher Grad an Heterozygositét und lange Genera-
tionszeit als grosse Hindernisse. Insbesondere im Falle des Apfels wird die Einfithrung
polygen vererbter Eigenschaften dusserst schwierig. Die Transformation von Apfel-
biumen mit den erwihnten Erbfaktoren und ihren Regulationsgenen konnte den “Ziich-
tungsprozess” wesentlich beschleunigen. Es bleibt zur Zeit allerdings dahingestellt, ob
die Transformation des Apfels mit mehreren Genen iiberhaupt realisierbar ist.
Malus-domestica-transgene Apfelbiume wiirden sich idealerweise, das heisst bei der
Verwendung von R-Genen (siehe Kasten S. 28), also nur dadurch von konventionell
geziichteten unterscheiden, dass der Einbau der Erbfaktoren nicht durch homologe Re-
kombination geschah und dass (beim derzeitigen Stand der Technik) auch Selektions-
und/oder Reporter-Gene miteingeschleust wiirden, die nicht vom Apfel stammten.
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Memorandum

“Defense-response genes” sind in allen Malus-Arten vorhanden, werden in der Regel
aber nur bei Bedarf (Infektion) exprimiert. Eine Transformation von Apfelsorten, die
auf die Verwendung solcher Gene abzielt, besteht deshalb im Endeffekt aus dem Ver-
dandern der natiirlichen Regulation, zum Beispiel durch konstitutive Expression. Bei
einer solchen Transformation muss mit physiologischen Verdinderungen der Pflanze
gerechnet werden. Diese haben wahrscheinlich negative Nebeneffekte, da sonst ja die
Pflanze evolutiv diese Strategie bereits verfolgt hditte.

“Recognition-genes” (R-Gene) entstanden in der Natur in verschiedenen Genotypen
von Malus. Durch die sexuelle Rekombination werden diese Gene in verschiedenen
Kombinationen auftreten. Erst durch die Fixierung einzelner Genotypen durch den
Mensch (Klon-Vermehrung) wurden diese Neukombinierungen verunmaoglicht.

Durch den antropogenen Einbau von R-Genen in Apfelsorten ist demzufolge keine
physiologische Verdnderung der Sorte zu erwarten ausser der erfolgreichen Erken-
nung eines Pathogens.

Schliesslich muss auch erwidhnt werden, dass die Anzahl der Kopien der durch die
Transformation eingefiihrten Gene nicht kontrolliert werden kann. Daraus ergibt sich
die Frage eines eventuellen Gen-Dosis-Effektes. Denkbar wire zum Beispiel, dass der
Einbau bzw. die Expression mehrerer Kopien des eingefiihrten Genmaterials uner-
wiinschte Nebeneffekte haben kann (sieche Kasten).

Zusammenfassend kann angenommen werden, dass von auf diese Art transformierten
Apfelbdaumen - im Vergleich zu den im Folgenden beschriebenen Moglichkeiten - das
kleinste Risiko fiir Umwelt und Konsumenten ausgeht.

b) DNA aus anderen Malus-Arten

Insbesondere in der Resistenzziichtung werden wilde Malus-Arten als Quelle von Re-
sistenzen verwendet. Solche Einkreuzungen geschehen offenbar bei uns unter natiirli-
chen Bedingungen nicht. Zumindest gibt es keine Informationen iiber wild vorkom-
mende Apfel mit Merkmalen von Malus x domestica in der Schweiz.

Apfelbdume, welche mit interspezifischem Malus-Genmaterial transformiert wiirden,
entsprichen einem Ziichtungsprodukt, welches aus einer mehrmals wiederholten
Riickkreuzung resultiert. Dieses kiime sogenannten “near isogenic lines” (NILs) gleich,
wie sie in anderen landwirtschaftlichen Kulturen erzeugt werden, und hitten den Vor-
teil, dass infolge des wegfallenden Ziichtungsschrittes keine unerwiinschten Gene mit-
eingefiihrt wiirden. Durch den Einsatz der Transformation konnte fiir diesen Typ der
DNA-Quelle die “Ziichtung” wesentlich beschleunigt werden im Vergleich zur kon-
ventionellen Ziichtung. Allerdings ist eine eigentliche Integration des Ergiinzungsmit-
tels Transformation in ein Ziichtungsprogramm unrealistisch. Vielmehr wird man ver-
suchen, bisherige bewihrte Apfelsorten mit zusitzlichen gewiinschten Erbfaktoren zu
transformieren, wobei es entscheidend ist, welcher Typ von Genen in der Transforma-
tion eingesetzt wird (siehe Kasten).

Im Fall des Apfels, der vegetativ vermehrt wird, ist eine Integration in ein Ziichtungs-
programm nicht unbedingt notwendig, da die DNA-Integration in den ‘“background”
des neuen Organismus nicht durch Kreuzungen stabilisiert werden muss.

Jedoch muss auch hier festgehalten werden, dass der Einfluss des nicht-homologen
DNA-Einbaus durch eine Transformation unbekannt ist, und unerwiinschte Gen-Dosis-
Effekte sind auch hier nicht auszuschliessen (siche Punkt 5b).
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¢) Nicht-Malus-DNA

Alle bisher getitigten Transformationen von Apfeln benutzten Gattungs-fremde DNA,
wobei keine R-Gene oder “defense-response genes” aus Pflanzen verwendet wurden.
Das Einfiihren von solcher DNA ins Genom des Apfels wére mit der konventionellen
Ziichtung natiirlich nicht moéglich. Dadurch entstehen neue interspezifische Gen-
Kombinationen, iiber deren Effekte in der Natur man aufgrund der zu kurzen Erfah-
rungszeit keine Kenntnis hat. Insbesondere in diesem Falle miissten beziiglich 6kologi-
schen Auswirkungen und der Toxikologie besondere Untersuchungen zur Vorausset-
zung fiir eine praktische Verwendung gemacht werden.

Es ist an dieser Stelle zu bemerken, dass diese ausschliessliche Verwendung von Gat-
tungs-fremder DNA nicht einem Zufall entspringt. Vielmehr stehen im Falle des Apfels
momentan noch keine R-Gene oder “defense-response genes” - monogen oder polygen
- fiir eine Transformation zur Verfiigung, da diese noch viel zu wenig genau erforscht
sind. Das zeigt, dass die technische Machbarkeit von Transformationen dem Wissen
um die genetischen Grundlagen von Krankheitsresistenzen um vieles voraus ist. Hier
sind also Massnahmen notig, um zu diesem Grundlagenwissen zu gelangen, denn dies
ist die Voraussetzung fiir den Einsatz von (dauerhaften) Krankheitsresistenzen in
Transformations-Projekten.

Bei der Diskussion von unter diesen Abschnitt fallenden transgenen Pflanzen sollte
noch unterschieden werden zwischen DNA aus anderen Pflanzen oder aus Nicht-
Pflanzen, das heisst Tiere, Bakterien, Pilze und Viren. Wie unter Punkt 8 erwihnt, ist
die offentliche Akzeptanz zumindest in den USA fiir Pflanzen, welche mit DNA aus
Nicht-Pflanzen transformiert wurden, relativ klein. Wesentlich grosser ist die Akzep-
tanz fiir Pflanze-zu-Pflanze transgene Produkte.
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6. Beurteilung des toxischen Risikos von Apfeltransformationen

Bei allen Transformationen von Pflanzen werden Selektions- und/oder Reporter-Gene
in das Genom der Pflanze mit eingefiihrt. Die Abschidtzung moglicher toxischer Effek-
te dieser Gene und ihrer Produkte ist nicht auf die Verwendung bei Apfeln limitiert und
wird deshalb hier nicht weiter diskutiert.

a) Transformationen mit Malus-DNA

Uber die Genprodukte der unter Punkt 4 erwihnten Krankheitsresistenzgene gibt es
bisher keine toxikologischen Untersuchungen. Es ist hier deshalb nicht méglich, allfil-
lige toxische Risiken fiir Konsumenten direkt zu bestimmen. Es kann davon ausgegan-
gen werden, dass eine Verwendung dieser Gene kein toxisches Risiko beinhaltet. Wie
unter Punkt 4 erldutert, ist eine absolute, vertikale Resistenz eine Frage der Erkennung
der Pathogene seitens der Pflanze. Eine sinnvolle Transformation von Apfelpflanzen
beinhaltete demnach die Verwendung der entsprechenden Erkennungs-Gene. Solche
Gene sind in allen Apfelsorten bereits vorhanden, doch sind sie durch Pathogenrassen
zum Teil umgangen beziehungsweise unwirksam gemacht worden. Gegen andere, avi-
rulente Rassen aber wirken die Erkennungsfaktoren und die von ihnen ausgelosten
Abwehrmechanismen immer noch. Trotzdem sind iiber Apfel abgesehen von allergi-
schen Reaktionen (siehe unten) keine toxischen Effekte bekannt.

Eine Verinderung der Expression von einzelnen “defense-response genes” konnte hin-
gegen aufgrund eines Dosis-Effektes unvorhersehbare Auswirkungen haben. Denkbar
wire, dass die konstitutive Expression eines fiir ein antimikrobielles Toxin kodierendes
Gen in allen Zellen des transformierten Organismus zu humantoxischen Konzentratio-
nen fiihrt.

b) Transformationen mit Nicht-Malus-DNA

Unter den bisher durchgefiihrten Apfel-Transformationen sind fiir dieses Kapitel nur
die Arbeiten von Norelli et al., Dandekar et al. und James et al. von Interesse, da sie
neben den allgemein gebriuchlichen Selektions- und Reporter-Genen Kanamycin-
Resistenz, GUS und NOS auch andere Faktoren transferierten.

Dandekar er al. transformierten Apfelpflanzen mit dem B.-thuringiensis-Endotoxin
[CRYTA(c)]. Native, kristalline 8-Endotoxine gelten als in keiner Weise humantoxisch
(Saik et al. 1990). Es soll hier jedoch darauf hingewiesen werden, dass sich bei Versu-
chen mit alkalisch gelosten Endotoxinen jedoch eine cytotoxische Wirkung auf fiinf
Saugetier-Zellkulturlinien ergab (Thomas and Ellar 1983). Cheung et al. (1985) wiesen
neuromuskulédre Effekte von alkalinen Toxinlosungen in Insekten und Miusen nach,
wobei die Reaktion der Miuse dhnlich der Reaktion auf Botulin war. Bei Toxinen von
B. thuringiensis var. israelensis lag der LDs (injiziert ins Haemocoel) fiir Méuse bei
1,31 £0,23 mg/kg Korpergewicht. Verfiittertes solubilisiertes Toxin zeigte bis 30
mg/kg Korpergewicht keine toxischen Effekte. Unter ungiinstigsten Umstinden kann
also das ansonsten als harmlos erachtete BT-Toxin auch fiir Sdugetiere toxisch sein. Ob
solche Umstiinde aber beim Konsumieren von frischen oder verarbeiteten Apfeln ein-
treten konnen, ist zur Zeit nicht abzuschitzen.

Das Endotoxin beziehungsweise B. thuringiensis ist schon seit langem als Pflanzen-
schutzmittel in der Schweiz zugelassen (Anonymous 1994). Es kann daher davon aus-
gegangen werden, dass die Human-Toxizitdt des Genprodukts ausreichend gepriift
wurde. Allerdings muss auf den Unterschied zwischen dem Einsatz des Toxins als
Spritzmittel oder dessen Produktion durch die Pflanze selbst in allen Geweben, insbe-
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sondere der Frucht, hingewiesen werden, insbesondere die Dosis des Toxins betref-
fend. Bei der Verwendung als Spritzmittel sind vor der Ernte Wartezeiten einzuhalten,
wihrend derer die Riickstandsmenge unter einen festgelegten Richtwert sinkt. Demge-
geniiber enthalten transformierte Friichte auch nach dieser Zeit noch das Toxin, und es
wiirde in grosseren Mengen aufgenommen. Diesbeziiglich konnten Verwundungs-
induzierte Promoter-Gene eine Reduktion des Toxin-Gehalts bewirken.

Nach Dandekar (personliche Mitteilung) mussten keine Experimente zur Abkldrung
der Human-Toxizitdt des CRYIA(c)-Produkts ausgefiihrt werden. Sie fiihrten jedoch
Tests mit Larven des Apfelwicklers durch, bei denen ein Teil der Larven mit transge-
nen Apfelblittern gefiittert wurde, die anderen mit untransformierten Blittern. Dabei
wurde nur ein relativ geringer Unterschied der Sterblichkeitsraten gemessen. Seit der
oben erwéhnten Publikation wurden nun Transformationen mit synthetisch erzeugten
Genen fiir CRYIA(c) durchgefiihrt. Mit diesen Pflanzen durchgefiihrte Toxizitétstests
zeigten eine sehr hohe Larven-Sterblichkeitsrate.

Die Arbeit von James et al. befasste sich mit der Apfel-Transformation mit einem
Trypsin-Inhibitor aus Spargelbohnen (Cowpea). Auch hier sind keine Daten erhiltlich
iber eventuelle humantoxische Wirkungen. Um die Toxizitdt des Produktes fiir Insek-
ten zu ermitteln, wurden Larven des Apfelwicklers (Cydia pomonella) und des Scha-
lenwicklers (Adoxophyes orana) mit einem kiinstlichen Néhrsubstrat gefiittert. Dieses
enthielt bis zu 10 Prozent des aus Cowpea extrahierten Inhibitors. Es konnte jedoch bei
keiner Konzentration ein toxischer Effekt festgestellt werden (James et al. 1992). Wie
James ausfiihrte (personliche Mitteilung), bestitigte sich dieses negative Resultat auch
bei Fiitterungsversuchen von Larven mit transformierten Bléttern.

Norelli et al. transformierten die Apfel-Unterlage M.26 mit einem Gen, welches fiir ein
Iytisches Protein, Attacin E, codiert. In der unter Punkt 1 angegebenen Literatur ist
nichts iiber humantoxische Effekte des Genprodukts erwihnt. Nur sehr spérliche An-
gaben finden sich in der Bewertung des Antrags fiir Feldversuche der USDA/APHIS
(Permit 92-365-07 for Field Testing Genetically Engineered Apple Trees). Darin wird
lediglich gesagt, dass es wenige toxikologische Daten iiber Attacin gibt. Nach Boman
und Hultmark (1987) ist eine toxische Wirkung von Attacin in Vertebraten nicht be-
kannt.

c¢) Allergene Wirkungen

Spezielle Aufmerksamkeit sollte dem allergenen Potential von transgenen Apfeln ge-
widmet werden. Es ist bekannt, dass Apfelsamen und -Friichte allgemein Allergene
enthalten konnen. Diese wurden zum Beispiel aus der Sorte “Granny Smith” extrahiert
(Bjorkstén et al. 1980). Man vermutet, dass die Allergene proteinartiger Natur sind,
und man fand interessanterweise allergische Kreuz-Reaktionen auf Birken-Pollen-
Allergenen. Es waren aber keine Daten zu finden, welche iiber allergenische Reaktio-
nen im Zusammenhang mit Kreuzungen von Apfeln mit anderen Malus-Arten berich-
ten. Das Beispiel “Granny Smith” gibt hier keine Auskunft, da diese Sorte ein Zufalls-
samling ist, dessen Eltern unbekannt sind.

Das allergische Potential von interspezifischem Genmaterial, welches durch eine
Transformation eingefiihrt wiirde, sollte durch herkémmliche Methoden bestimmbar
sein.

Aus der Tatsache, dass auch arteigene Apfel-Gene allergen sein konnen, ergibt sich
kein potentieller Unterschied zu transgenen Apfeln. Allerdings werden in traditionellen
Kreuzungen Regulatorgene und “linked genes” mitvererbt, was zur Zeit in Transforma-
tionen nicht beriicksichtigt wird. Ein Dosis-Effekt ist in letzterem Fall also denkbar.
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Es ergibt sich, dass - theoretisch - auch aus konventionellen Kreuzungen mit anderen
Malus-Arten Nachkommen mit allergenem Potential hervorgehen konnen. Streng ge-
nommen miissten also auch die Produkte der konventionellen Apfelzucht einer immu-
nologischen Abklirung unterworfen werden, wenn dies fiir transgene Apfel zur Bedin-
gung gemacht wird, was wiederum notwendig erscheint, konnten doch die transgenen
Genprodukte in ihrem neuen Organismus und dem unterschiedlichen Stoffwechsel un-
vorhersehbare immunologische Effekte bewirken.
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7. Beurteilung des okologischen und biologischen Risikos von Apfel-
transformationen

Verlissliche Aussagen beziiglich 6kologischer Auswirkungen transgener Apfel auf die
Umwelt sind sehr schwierig zu machen. Dies vor allem deshalb, weil iiber verschiede-
ne Teilaspekte keine Literatur erhiltlich ist, beziehungsweise noch keine Erfahrungen
gemacht wurden. Folgende Uberlegungen kénnen dennoch gemacht werden:

Es konnten keine Arbeiten gefunden werden, die sich mit dem Auskreuzungspotential
von Malus x domestica mit anderen Pflanzenarten befassen. Es ist jedoch erwiesen,
dass viele Malus-Arten untereinander hybridisieren konnen, denn, wie unter Punkt 4
erwihnt, werden zum Beispiel viele Malus-Arten in Kreuzungsprogrammen als Resis-
tenzquellen verwendet. Einige Malus-Arten, zum Beispiel Malus aldenhamensis oder
Malus hillieri, werden dariiber hinaus auch als Befruchter in kommerziellen Obstanla-
gen verwendet. Es ist unbekannt, in welchem Masse die bei uns natiirlich vorkommen-
den Wildipfel (Malus sylvestris) bereits mit kultivierten Apfeln genetisch durchmischt
sind. In der Schweiz kommt gemidss Welten und Sutter (1982) M. sylvestris ausser in
den Bergregionen iiberall natiirlich vor (Fig. 1).

Fig. 1. Verbreitung von Malus silvestris in der Schweiz. Aus: Welten M. und Sutter R.
1982. Verbreitungsatlas der Farn- und Bliitenpflanzen der Schweiz. Ed: Geobotanische
Kommission - Schweizerische Naturforschende Gesellschaft Basel u.a. Birkhéuser.

Auch fiir die Malus x domestica wird angenommen, dass er aus der Verschmelzung
verschiedener wilder Apfelarten entstanden ist, wenn auch die genaue Abstammung
unbekannt ist (Korban und Skirvin, 1984). Encke et al. (1984) fithren 29 Malus-Arten
auf. Alle diese Arten bilden Strducher oder Baume. In Bezug auf eine mégliche unkon-
trollierte, unbeabsichtigte Verbreitung ist zu bemerken, dass keine dieser Arten eine
Tendenz zur Verunkrautung zeigt.

Zusammenfassend muss also davon ausgegangen werden, dass Pollen von transgenen
Apfelbaumen auf kompatible Malus-Arten gelangen kann und daraus Friichte mit
keimfdhigen Samen entstehen.

Es ist aber unklar, welche Bedeutung dieser Tatsache zukommt. In Mitteleuropa ist
Malus x domestica nicht einheimisch und kommt, abgesehen von einigen Verwilde-
rungen, nur kultiviert vor (Hegi 1908). In den Ursprungsgebieten des Apfels, in China
und Nordamerika kann M. x domestica aber wild wachsen, weshalb sich dort, im Ge-
gensatz zu der Schweiz, transgene Apfelpflanzen eventuell unbeabsichtigt und unkon-
trolliert etablieren konnten. Krankheiten scheinen nicht der primére limitierende Faktor
fiir die Verbreitung von M. x domestica zu sein. Unbewirtschaftete, sich selbst iiberlas-
sene Apfelbdume zum Beispiel werden zwar von Krankheiten befallen, {iberleben aber
trotzdem. Vielmehr wird eine natiirliche Ausbreitung wohl durch die Standortanforde-
rungen der Apfelpflanzen limitiert. Es ist deshalb nicht anzunehmen, dass eine unkon-
trollierte Kreuzung von Wilddpfeln mit Apfelpflanzen, die mit spezifischen Schorf-
Resistenzgenen transformiert wurden, dem Wildapfel eine grossere Verbreitung erlau-
ben wiirde.

Nicht bekannt ist, wie weit Pollen von Malus x domestica durch Bienen verbreitet
wird. Wertheim (1991) untersuchte die Pollenverbreitung in Apfel-Intensivanlagen und
fand, dass der Test-Pollen bis mindestens 40 m Entfernung (maximale Distanz der
Tests) transportiert wird. Wertheim erwihnte nicht, dass auch in Hochstamm-Anlagen,
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in denen Biume oftmals weiter auseinanderstehen, die Bliiten trotzdem befruchtet wer-
den.

Schliesslich soll auch auf die Moglichkeit anthropogener Verbreitung von Apfelsamen
hingewiesen werden. Dies konnte zu einer “Verschleppung” von transgenen Pflanzen
in Gebiete fithren, in denen M. x domestica auch wild verbreitet ist.

Die bisher durchgefiihrten Transformationen an Apfelbdumen befassten sich mit Resis-
tenzen gegen Insekten oder Bakterien. Die dazu notwendigen Gene sind bereits kloniert
und “erhiltlich”, was fiir pilzliche Pathogene weniger der Fall ist. Wie unter Punkt 4
erwihnt, werden die beiden wirtschaftlich und pathologisch bedeutsamsten Krankhei-
ten von Pilzen verursacht. Wohl sind Gene (beispielsweise fiir Chitinasen) kloniert,
welche eine gewisse Rolle in der Abwehr gegen Pilze spielen konnten.
Pflanzenspezifische, in Ziichtungsprogrammen verwendete Resistenzgene gegen diese
Krankheiten konnten aber bisher nicht cloniert werden. Sobald solche Gene aber zur
Verfiigung stehen, werden sie sicherlich in Transformations-Programmen verwendet
werden, da sich mit diesen Resistenzen die grossten wirtschaftlichen Interessen verbin-
den. Unseres Erachtens birgt die Transformation von Apfelbdumen mit Genen anderer
Apfel keine grosseren 6kologischen Risiken als jene, die von der traditionellen Ziich-
tung ausgehen. Nachteilige 6kologische Auswirkungen durch bisherige, konventionell
geziichtete Apfelsorten sind bisher nicht bekannt. Durch die gegenwirtig verfiigbaren
Techniken kann allerdings der Ort des Einbaus in das pflanzliche Genom nicht vorbe-
stimmt werden. Dazu kommt, dass bisher die Regulation der eingefiihrten Gene durch
Standard-Promoter-Sequenzen ausgefiihrt wird. Dies hat vermutlich Konsequenzen fiir
den Phinotyp. Solange man aber die Genprodukte der Resistenz-vererbenden Gene
nicht kennt, sind solche Auswirkungen auch nicht nachweisbar.

Im Fall von Apfel-Apfel-transgenen Biumen wiren also einzig die Selektions-Gene
sowie die Promoter-Sequenzen transgenes Genmaterial. Das Gefahrenpotential der
Verwendung dieser Erbinformationen ist aber nicht auf Arbeiten mit Apfelbdumen li-
mitiert und wird deshalb hier nicht weiter diskutiert. Es wurden Methoden beschrieben,
durch die die Selektions- und/oder Markergene wieder aus dem Zielorganismus ent-
fernt werden konnen (Dale and Ow 1990, 1991). Die Methoden bedingen aber einen
Selbst-Kreuzungs-Schritt, was beim Apfel generell nicht moglich ist.

Ein allgemeines Problem ist der Verbleib und die Auswirkungen von Resten transgener
Pflanzen in der Umwelt. Transgene Produkte wie das Attacin E (siehe Punkt 2) kdnn-
ten, da sie antimikrobiell wirken, verdndernde Einfliisse auf die Boden-Mikroflora ha-
ben. Solche Einfliisse sind im Falle transgener Wurzelstocke naheliegend, werden doch
Waurzeln von einer Vielzahl von Organismen im Boden angegriffen und zersetzt, wo-
durch auch ansonsten zellgebundene Stoffe freigesetzt und verbreitet werden konnen.
Spezielle Beachtung bei der Transformation von Unterlagen sollte den Mykorhizza-
Organismen geschenkt werden, wobei Bedenken bei der Verwendung von unspezifisch
wirkenden, funktionellen Struktur-Resistenzgenen angebracht sind.

Der Einfluss von Bacillus-thuringiensis-Toxin auf Mikroorganismen im Boden wurde
bereits von Donegan et al. (1993) untersucht. Dabei wurden signifikante Veridnderun-
gen in Pilz- und Bakterienpopulationen gefunden, wenn Pflanzengewebe einer Linie
von BT-transgenen Baumwollpflanzen in Erde gemischt wurden. Gereinigtes Toxin,
welches dem Boden zugegeben wurde, verursachte aber keine Veridnderungen.
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8. Beurteilung der 6konomischen Auswirkungen von Apfel-
transformationen

Unter diesem Punkt sollen mogliche wirtschaftliche Auswirkungen genetisch verdnder-
ter Apfel untersucht werden, wobei wir uns nur auf Auswirkungen auf den Produzenten
beschrinken konnen. Einfliisse auf die Volkswirtschaft werden an dieser Stelle nicht
beurteilt.

Ob und wie stark kiinftige transgene Apfelsorten auf dem Markt eine Chance haben
werden, steht und fillt mit der Akzeptanz beim Konsumenten. Gegenwirtig scheint in
der Schweiz die Einstellung gegeniiber solchen Produkten sehr negativ zu sein. Dies
mag im Besonderen fiir Tafelobst gelten, das ja direkt konsumiert wird und nicht pri-
mir Ausgangsprodukt fiir industriell erzeugte Lebensmittel ist. Dabei spielt es eine ent-
scheidende Rolle, ob transgene Produkte als solche deklariert werden miissen. Eine
Deklaration beruht nach schweizerischer Gesetzgebung zur Zeit noch auf Freiwillig-
keit, entsprechende Anderungen sind in Vorbereitung.

Die Akzeptanz fiir gentechnisch verdnderte Lebensmittel wire im Fall des Apfels ver-
mutlich am grossten fiir Apfel-zu-Apfel-transgene Friichte gemiss Punkt Sa, evtl. 5b.
Hoban und Kendall (1993) befragten Konsumenten in der USA beziiglich ihrer Mei-
nung und ihrem etwaigen Kaufverhalten gegeniiber gentechnisch verdnderten Orga-
nismen. Zwei Drittel der Befragten hielten einen Planze-zu-Pflanze-Gentransfer fiir
akzeptabel, wihrend nur 25 % einen Tier-zu-Pflanze-Gentransfer akzeptieren wiirden,
und nur 20 % der Befragten hielten einen Virus-zu-Pflanze-Gentransfer fiir annehmbar.
Neben der Akzeptanz spielt natiirlich das eigentliche Kaufverhalten eine wichtige Rol-
le. Fast 60 % der Befragten wiirden ein durch Biotechnologie erzeugtes Lebensmittel
eher kaufen, wenn es 10 % billiger wire als das konventionell erzeugte, dies unter An-
nahme von gleicher Qualitit. Aber nur 40 % der Befragten wiirden ein biotechnolo-
gisch erzeugtes Produkt mit besseren Qualititseigenschaften kaufen, wenn es 10 % teu-
rer wire als das konventionelle Erzeugnis.

Die Sicherheit gentechnologisch erzeugter Lebensmittel wurde von den von Hoban und
Kendall befragten Konsumentinnen und Konsumenten als sehr wichtig beurteilt. Diese
waren insbesondere besorgt iiber negative Langzeitauswirkungen und neue Allergene
im Zusammenhang mit der Konsumation von transgenen Produkten.

Ein weiterer Faktor ist auch die Akzeptanz bei Produzenten und Obstverwertern. Jede
Einfiihrung einer neuen Apfelsorte bedingt eine gewisse Zeit, um Erfahrungen mit die-
ser Sorte zu sammeln. Bei der schorfresistenten Sorte “Florina” beispielsweise erkann-
te man, dass sie gut lagerfihig ist, wenn sie nach der Ernte sofort in kiihler, kontrollier-
ter Atmosphire gelagert wird. Dagegen hat die Sorte nur ein sehr kurzes “shelf life”
(Zeitraum zwischen Entnahme aus dem Lager und dem Verzehr) bevor der Apfel nicht
weich beziehungsweise “mehlig” und somit vom Konsumenten schlecht bewertet wird.
Diese Zeitspanne kann aber zwei Wochen iibersteigen, was fiir die Sorte “Florina” be-
reits zu viel ist. Die Akzeptanz einer bewihrten (z.B. “Golden Delicious” oder “Jona-
gold”) aber transgen resistenten Sorte wire aus diesen Griinden moglicherweise gros-
ser.

Um mogliche 6konomische Auswirkungen transgener Pflanzen auf den Obstproduzen-
ten abschitzen zu konnen, braucht es einige Informationen iiber die gegenwirtigen -
konomischen Verhiltnisse der Obstbauern. Es ist dusserst schwierig, einfache und/oder
allgemeingiiltige Angaben zu machen. Einerseits herrscht eine starke obstbauliche
Vielfalt sowohl betreffend Obstarten und -Verwertungen als auch beziiglich des An-
teils, welchen die Obstkulturen in den verschiedenen Betrieben einnehmen. Dariiberhi-
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naus schwanken Obstanlagen oft in ihrer Wirtschaftlichkeit. So gibt es Junganlagen mit
niedrigerem Ertrag, Anlagen im Vollertrag sowie Anlagen mit sinkendem Ertrag. Die
Eidgendssische Forschungsanstalt fiir Obst-, Wein- und Gartenbau in Wadenswil fiihrt
seit 1947 betriebs- und arbeitswirtschaftliche Erhebungen im Obstbau durch. Die letzte
Erhebung datiert vom Juli 1991 (Meli, 1991). Um fiir den Obstbau einigermassen re-
prasentative Informationen zu erhalten, wurden 28 Betriebsergebnisse aus Vollertrags-
bestinden beriicksichtigt. Die im folgenden gemachten zahlenmissigen Uberlegungen
basieren auf dieser Erhebung.

Der Einsatz von (transgenen) krankheitsresistenten Sorten bringt eine Reduktion der
Produktionskosten im Bereich Pflanzenschutz mit sich. Die Pflanzenschutz-Kosten
sind in der Studie von Meli nicht weiter aufgeschliisselt. Sie betrugen im Mittel zwi-
schen 1985 - 1989 2248 Fr. pro Hektare und Jahr, was 11 Prozent der Produktionskos-
ten und damit etwa gleichviel ausmacht wie Schnitt und Baumpflege. Am meisten Kos-
ten verursachten Ernte/Transport/Kotierung mit rund 5000 Fr./ha x Jahr oder 25 % der
Produktionskosten. In der Untersuchungszeit betrugen die durchschnittlichen Produkti-
onskosten 20423 Fr./ha x Jahr (inklusive Zinsen fiir Obstanlage und Boden) und der
mittlere Rohertrag belief sich auf 20384 Fr./ha x Jahr. Dies mittlere Differenz von -39
Fr. pro Jahr und Hektare zeigt, dass der Erlos die Produktionskosten zu decken vermag.
So berechnet hitte eine wesentliche Verringerung des Pflanzenschutzaufwandes durch
den Einsatz von krankheitsresistenten Sorten einen spiirbaren Einfluss auf diese Kos-
tenbilanz.

Gemessen am mittleren Rohertrag von ca. 20000 - 30000 Fr. ist der Pflanzenschutz mit
rund 2000.- Fr. ein relativ kleiner Kostenpunkt. Andererseits ist auch bei geringem
Schorfbefall der Ertragsausfall schnell grosser als die Kosten fiir Pflanzenschutz. Das
bedeutet fiir den Produzenten ein grosses finanzielles Risiko, wenn er Einsparungen
beim Pflanzenschutz machen soll. Der Einsatz von krankheitsresistenten Sorten - ob
konventionell geziichtet oder transformiert - wiirde also dieses Risiko vermindern be-
ziehungsweise autheben.

Insgesamt muss bemerkt werden, dass Pflanzenkrankheiten den Apfelanbau in dem
Sinne nicht limitieren, dass eine wesentliche Reduktion des Pflanzenschutzaufwandes
eine Erweiterung der Obstbau-Betriebe oder -Betriebszweige erlauben wiirde. Krank-
heitsresistente Bdume wiirden aber die bisherigen Einkommensverluste durch Deklas-
sierung befallener Friichte (Qualitdtsminderung) einschrinken. In der Integrierten Pro-
duktion rechnet man bei der Ernte durchschnittlich mit 5-8 Prozent schorfbefallenen
Friichten, welche nur etwa 50 Prozent des Erloses von Klasse-I-Apfeln erzielen. Somit
lasst sich der Einkommensverlust auf etwa 2-4 Prozent des Roherloses beziffern.

Fiir die obstverarbeitende Industrie sind krankheitsresistente Sorten ebenfalls sehr inte-
ressant. Hersteller von Baby-Nahrung beispielsweise erlauben zum Teil keine Riick-
stinde aus Pflanzenschutzmitteln in den Ausgangsprodukten. Dies ist mit konventio-
nell behandelten Apfeln aber nur schwer zu erreichen.

Schliesslich konnen durch krankheitsresistente Apfelsorten auch Lagerkrankheiten un-
terdriickt werden. Dies gilt wiederum insbesondere fiir Apfelschorf. Latente Schorf-
infektionen konnen sich ndmlich wihrend der Lagerzeit auf den Friichten manifestieren
und so eine wesentliche Minderung der Fruchtqualitidt bewirken, da, wie unter Punkt 3
erwihnt, jeglicher Schorfbefall zu einer Deklassifizierung und somit zu vermindertem
Erlos fiihrt. Eine gewisse Krankheitstoleranz und damit eine geméssigte Lockerung der
Qualitédtsanspriiche konnte dem entgegenwirken.

Um Krankheitsbefall im Lager zu verringern, werden vor der Ernte sogenannte Ab-
schlussspritzungen appliziert. Diese sollen aber nicht nur Apfelschorf sondern auch
Faulniserreger unterdriicken wie Pezicula alba, Gloeosporium perennans, Botrytis ci-
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nerea, Monilia fructigena und Nectria galligena. Es ist unwahrscheinlich, dass Resis-
tenzen gegen alle diese Krankheitserreger in einer Apfelsorte kombiniert werden kon-
nen. Deshalb werden auch weiterhin Abschlussbehandlungen gemacht werden miissen.
Hier ergibe sich also durch krankheitsresistente Sorten vorerst keine Spritzmittelreduk-
tion.

Unter Punkt 2 wurde erwihnt, dass bereits an der Unterdriickung der Ethylen-Synthese
in Apfeln gearbeitet wird. Die Lagerfihigkeit und das “shelf life” sind bei einigen Ap-
felsorten ein Problem. Die Unterdriickung der Reifung in Friichten von transgenen
Bédumen konnte diese Situation dndern und einige “Problemsorten” dadurch lagerfihi-
ger machen. Es sei hier auf das Beispiel “Florina” verwiesen.

Weitere Diskussionspunkte im Zusammenhang mit transgenen Apfelbdumen konnten
auch der Sortenschutz, Lizenzgebiihren und daraus entstehende zusitzliche Kosten
sein. Fiir den Sortenschutz ergeben sich keine Unterschiede zu den bisherigen kom-
merziellen Sorten. Damit verbunden ist aber die Frage, wer allenfalls Apfelbdume
transformieren konnte. Im Gegensatz zur traditionellen Ziichtung, wo zur Selektion
grosse Testflachen bendtigt werden, konnen transgene Pflanzen im Labor erzeugt wer-
den. Die dafiir ausgeriisteten Labors und das notwendige Wissen sind an traditionellen
Ziichtungsanstalten nur zum Teil vorhanden. Es ist anzunehmen, dass private Erzeuger
transgener Bdume auch Lizenzgebiihren erheben wiirden, wodurch der Anschaffungs-
preis fiir den Produzenten unter Umstinden wesentlich ansteigen konnte.

Das Problem des Schutzes geistigen Eigentums (“Intellectual Property Rights”, IPR)
betrifft nicht nur den Apfel und wird an dieser Stelle nicht behandelt.
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9. Fallszenarien

Fiir alle Szenarien wurden folgende Grundannahmen getroffen: Ab dem Jahre 2005
stehen Hochqualitits-Apfelsorten zur Verfiigung, welche durch gentechnische Metho-
den krankheitsresistent gemacht wurden. Es existieren keine gesetzlichen Beschrin-
kungen beziiglich Vertrieb und Verwendung dieser Sorten. Etwa 90 % der Apfel in der
Schweiz werden durch Integrierte Produktion hergestellt, die restlichen 10 % durch
biologische Betriebe. Ein konventioneller Anbau existiert bis zu diesem Zeitpunkt
kaum mehr (Fig. 2). Die Konsumenten halten an herkommlichen Sorten fest, und tradi-
tionell geziichtete resistente Sorten werden nicht in grosserem Umfang angebaut
und/oder gekauft. In den Fallszenarien werden deshalb transgen resistente Sorten
mit anfilligen Sorten verglichen und nicht mit traditionell geziichteten resistenten
Sorten. Falls die traditionell geziichteten resistenten Sorten (R-Sorten) zum gesag-
ten Zeitpunkt einen bedeutenden Marktanteil beanspruchen konnen, werden die
Marktchancen fiir transgene Sorten proportional reduziert.

100%

80%

60% O Biologisch

B Konventionell

40% mP

Prozent Anbauflache

20%

0%
1994 2005 2015
Jahr

Figur 2. Entwicklung der Anbauflidchen von Tafeldpfeln nach Produktions-System.

Fiir alle definierten Umfelder wurde des weiteren folgendes angenommen:

¢ Der biologische Landbau erlaubt keine transgenen Apfelsorten.

e Fiir den Import von transgenen Apfeln werden keine Schutzzolle erhoben, fiir sie
gelten aber die gleichen Auflagen wie fiir Schweizer Produkte.

e Der Anbau von transgen resistenten Apfeln ist 6konomisch vorteilhaft. Einspa-
rungen von ca. 5% der Produktionskosten sind moglich sowie in einzelnen
Obstanlagen die Vermeidung von schorfbedingten Verlusten in der Hohe von 2-
4 % des Roherloses.

Fiir jeden geschilderten Fall wurde zusitzlich noch ein spezifisches Umfeld definiert,
welches vor allem regulative Bedingungen beinhaltet wie zum Beispiel die Akzeptanz
von transgenen Apfelsorten in der Integrierten Produktion sowie der eventuell damit
verkniipften Leistung von Direktzahlungen durch den Bund. Basierend auf diesem Um-
feld wurde die Reaktion von Produzenten, Handel und Konsumenten vermutet, und die
Folgen dieser Reaktionen geschildert, insbesondere im Hinblick auf eine Marktchance
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transgener Apfelsorten. Schliesslich wurde die Wahrscheinlichkeit des jeweiligen Um-
feldes und/oder Szenarios beurteilt.

Es wurden fiinf Fille entwickelt, deren Umfeld die Entwicklung und/oder den Anbau
von transgenen Apfelbdumen erlauben. In einem weiteren Fall konnte man davon aus-
gehen, dass dies gesetzlich verboten wird. In diesem Fall eriibrigte sich aber Uberle-
gungen iiber den Einstieg der Schweiz in die Transformations-Technologie, weshalb
ein solches Szenario nicht detailliert aufgefiihrt wird.

Erlauterung zur Darstellung der Fallszenarien

Umfeld

Regulative Bedingungen unter be-
sonderer Beriicksichtigung der Ak-
zeptanz von transgenen Apfelpflan-

— zen in der Integrierten Produktion
(IP) sowie der eventuell damit ver-
kniipften Leistung von Direktzah-
lungen durch den Bund.

Szenario

Vermutete Reaktion von Produzenten,
Handel und Konsumenten aufgrund der

[ im jeweiligen Umfeld definierten Be-
dingungen.

Schlussfolgerungen aus den oben ge-
| schilderten Reaktionen. Abschitzung
der Marktchancen von transgenen Ap-
felsorten in dem jeweiligen Umfeld.

Beurteilung der Wahrscheinlichkeit des
—— Eintretens des geschilderten Falles.
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Fall 1

Umfeld

40

IP erlaubt transgene Apfel.

IP von Apfeln wird mit Direktzahlungen des Bundes gefordert.

Es existiert ein Label “IP-transgen”.

Die Deklaration “Transgen” bei Lebensmitteln aus und von transgenen Organis-

men ist obligatorisch.

Szenario a

Szenario b

Der Handel reagiert positiv. Die Vorteile
des reduzierten chemischen Pflanzen-
schutzes werden herausgehoben.

Die wichtigsten Handelssorten konnen
sowohl als “transgen resistent” als auch
“normal” angebaut werden.

Anfangs geniigt das Angebot der Nach-
frage nicht.

Kritische Einstellung gegeniiber transge-
nen Organismen dieses Typus (Gattungs-
eigene Erkennungs-Resistenzgene) sind
nicht oder nur gering vorhanden. Trans-
gene Apfel werden als “Oko-Apfel” be-
worben.

Es werden auch auslidndische transgene
Apfel verkauft (Angebot gering). Preis-
lich sind transgene Apfel gleich wie her-
kommliche Sorten.

IP ist grundsitzlich gut bekannt bei Kon-
sumenten. Ein Grossteil der Konsumen-
ten kennt die Problematik des Pestizid-
einsatzes in der Landwirtschaft im All-
gemeinen sowie bei der Apfelproduktion
im Speziellen.

Apfel mit dem IP-Label werden gekauft.
Die “IP-transgen”-Apfel werden zuerst
aus Neugierde gekauft, spiter aus Uber-
zeugung.

Der Handel reagiert negativ. Die Vorteile
des reduzierten Pflanzenschutzes werden
als unbedeutend eingestuft. Es herrscht
eine globale kritische Einstellung gegen-
iiber transgenen Organismen, und zwi-
schen verschiedenen Typen der Transge-
nitét wird nicht unterschieden.
Produzenten wollen nicht experimentie-
ren, da sie befiirchten, dass massive Kritik
auf sie zukommt, und dass die Investition
unrentabel ist, weil sie die transgenen Ap-
fel nicht verkaufen konnen.

Keine Nachfrage. Promotions-
Veranstaltungen zeigen keine positive
Wirkung (ablehnende Haltung der Kon-
sumenten.

Innerhalb von etwa 10 Jahren nimmt das
Marktsegment ~ “IP-transgene  Apfel”
schnell zu. Durch normale Rotation wer-
den diese Sorten dann etwa 30 % der
Anbaufldche ausmachen.

Die Anbaufliache stagniert bei einigen
kleineren Versuchsfldchen.

Forschung wird nicht gefordert, keine
Prioritit in Transgenik.

Das Szenario ist eher unwahrscheinlich,
da die Integrierte Produktion transgene
Apfel solange nicht erlauben wird, wie
fiir den Produzenten 6konomisch tragba-
re Alternativen bestehen.

Das Szenario ist sehr wahrscheinlich,
falls das Umfeld (Gesetz und IP-
Richtlinien) wie beschrieben sein wird,
wobei darauf hingewiesen werden muss,
dass in diesen Szenarien traditionell ge-
ziichtete R-Sorten nicht einbezogen sind.

BK/CG
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Fall 2

Umfeld

Es gibt keine Deklarationspflicht von transgenen Produkten.
IP erlaubt transgene Apfel.

Es existiert ein Label “IP-transgen”.

IP von Apfeln wird mit Direktzahlungen des Bundes gefordert.

Szenario

Seitens Kritiker der Gentechnik werden grosse Anstrengungen unternommen, um
Oko-Werbung zu unterbinden, welche die Pestizid-Einsparungen durch transgene
Pflanzen hervorhebt.

Produzenten haben weniger Bedenken als in 1b, da der Verkauf von transgenen
Apfeln als IP-Produkt immer méglich ist. Nach einer Anlaufphase mochten die
Produzenten auf transgene traditionelle Sorten umsteigen, weil die Vorteile fiir sie
gross sind.

Schleichend werden transgene Produkte den Weg in den Alltag finden.

Grosse Bedeutung hat hier die Gewichtung des Vorteils des reduzierten Pflanzen-
schutzes. Bei positiver Bewertung resultiert ein Verlauf wie in la. Bei negativer
Bewertung werden grosse Anstrengungen unternommen, um die Deklarations-
pflicht einzufiihren und den Zustand von 1b zu erreichen. Langsamere Etablierung
von transgenen Produkten auf dem Markt wegen Verunsicherung der Produzenten.
Konsumentinnen und Konsumenten werden sich nicht dussern konnen, da sie die
Produkte nicht unterscheiden kénnen.

Das Szenario hat Giiltigkeit bis zur Einfithrung einer Deklarationspflicht. Zur Be-
achtung: In diesen Szenarien werden traditionell geziichtete R-Sorten nicht einbe-
zogen.
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Fall 3

Umfeld

IP erlaubt keine transgene Apfel.

IP von Apfeln wird mit Direktzahlungen des Bundes gefordert.

Die Deklaration “Transgen” bei Lebensmitteln aus und von transgenen Or-
ganismen ist obligatorisch.

Szenario

Die Produktion von transgenen Apfeln ist nur gegeniiber dem konventionel-
len Anbau 6konomisch vorteilhaft. Obwohl gegeniiber der IP (mit anfilligen
Sorten) Ersparnisse von 5 % der Gesamtkosten resultieren, besteht wegen
des Ausfalls der Direktzahlungen ein Nachteil.

Der konventionelle Anbau von Apfeln ist unbedeutend geworden. IP-
Produzenten steigen nicht auf den Anbau von transgenen Apfeln um, da kein
entsprechender 6konomischer Reiz vorhanden ist. Es kann sich kein Markt
fiir transgene Apfel etablieren. Dementsprechend entsteht keine offentliche
Diskussion iiber positive/negative Aspekte transgener Pflanzen, und die Be-
deutung der Deklarationspflicht wird minim.

Das hier angenommene Umfeld entspricht am ehesten den zu erwartenden
Bedingungen. Das sich daraus ergebende Szenario ist deshalb realistisch.




Fachstudie Technikfolgen Apfel -43 - BK/CG

Fall 4

Umfeld

IP erlaubt keine transgene Apfel.

Es werden an keine Produktionsform von Apfeln Direktzahlungen des
Bundes geleistet.

Die Deklaration “Transgen” bei Lebensmitteln aus und von transgenen Or-
ganismen ist obligatorisch.

Szenario

Das Umfeld hat die gleichen Folgen wie das Umfeld 1. Es entsteht aber ein
Konflikt zwischen IP und “transgenen”-Produzenten.

| Kurzfristig wird die IP den Markt weiter bestimmen. |

Die aus diesem Szenario resultierende Polarisation zwischen IP und “trans-
genem Anbau” ist unerwiinscht. Allerdings ist die Annahme, dass der Bund
keinerlei Direktzahlungen an den Apfelanbau leistet, aus heutiger Sicht nicht
zutreffend. Das Eintreffen dieses Szenarios konnte stark zur Forderung der
traditionell geziichteten R-Sorten fiihren.

Fall 5

Umfeld

IP erlaubt transgene Apfel.

Es werden an keine Produktionsform von Apfeln Direktzahlungen des
Bundes geleistet.

Die Deklarationspflicht ist noch nicht gesetzlich geregelt.

Szenario

Sollte eine Deklarationspflicht obligatorisch werden, entsprechen die Folgen
dieses Szenarios den Szenarien 1a und b. Ohne eine Deklarationspflicht re-
sultieren Folgen wie unter Szenario 2. Allerdings ist die Annahme, dass der
Bund keinerlei Direktzahlungen an den Apfelbau leistet, aus heutiger Sicht
nicht zutreffend.
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Zusammenfassung der Szenarien

Als entscheidender Faktor resultiert aus den Szenarien die Frage, ob die Integrierte

Produktion die Anwendung transgener Pflanzen erlauben wird oder nicht. Die Ent-

scheidung dariiber wird stark davon abhingen, ob bis zum besagten Zeitpunkt (Jahr

2005) traditionell geziichtete resistente Sorten von hoher Qualitét zur Verfiigung stehen

beziehungsweise sich bereits auf dem Markt etabliert haben. Ist dies der Fall, sind die

Chancen, dass transgene Apfel einen bedeutenden Marktanteil einnehmen werden, ge-

samthaft niedrig. Andernfalls kann folgendes zusammengefasst werden:

e Werden transgene Apfelbdume in der Integrierten Produktion erlaubt, spielen Di-
rektzahlungen des Bundes keine Rolle, hingegen kann die Deklarationspflicht einen
Einfluss haben. Es ist schwierig abzuschitzen, wie sich die offentliche Meinung be-
ziiglich transgener Pflanzen entwickeln wird. Bei dieser Diskussion haben Apfel
und daraus hergestellte Lebensmittel aber keine Vorreiterrolle.

e Falls die IP transgene Pflanzen nicht erlaubt, ist es von Bedeutung, ob die IP durch
Direktzahlungen des Bundes gefordert wird:

e Werden keine Direktzahlungen geleistet, ist nicht anzunehmen, dass sich ein
Markt fiir transgene Apfel entwickeln wird.

e Werden Direktzahlungen geleistet, resultiert eine Polarisation zwischen den IP-
Produzenten und den Befiirwortern und Anwendern der transgenen Pflanzen,
wobei letztere das Argument der “Okologischeren Produktion durch transgene
Pflanzen” ausniitzen. Eine Polarisation ist aber als unerwiinscht zu betrachten, da
sie zu einer unsachlichen Diskussion und zur Verunsicherung der Konsumentin-
nen und Konsumenten fiihrt.

Beziiglich der offentlichen Diskussion ist zu bemerken, dass auch optimistische Schiit-
zungen mit mindestens 10 Jahren rechnen, bis marktreife transgene Apfelsorten zur
Verfiigung stehen. Es ist anzunehmen, dass die Diskussion iiber transgene Produkte bis
dahin bereits fortgeschritten ist.
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Schlussfolgerungen

Der Wunsch von Konsumentinnen und Konsumenten nach einem reduzierten Einsatz
von Pflanzenschutzmitteln in der Lebensmittelproduktion wuchs in den letzten Jahren
stark an. Im Erwerbs-Apfelanbau werden nach dem Getreide- und Rebbau am meisten
Pflanzenschutzmittel eingesetzt. Der Einsatz von krankheitsresistenten Apfelsorten
birgt demzufolge ein grosses Potential fiir die Reduktion von Fungiziden und Pestizi-
den.

Die Transformation von Apfelpflanzen mittels biotechnologischer Verfahren ist ge-
miss der zum Thema verdffentlichten wissenschaftlichen Arbeiten moglich. Es kann
davon ausgegangen werden, dass jede Apfelsorte nach Ermittlung der spezifischen Me-
thoden transformiert werden kann. Die Arbeiten, welche ausser den Selektions- und
Marker-Genen noch andere Gene transferierten, befassen sich mit Gattungs-
heterologen Genen. Gene fiir Malus-spezifische Resistenzen sind entweder noch nicht
kloniert oder sind noch nicht identifiziert.

Es besteht eine Diskrepanz zwischen der verfiigbaren Technik und dem derzeitigen
Wissen um die genetischen Grundlagen von Krankheitsresistenzen. Auf dem Gebiet
der Genomkartierung und Genlokalisierung wurden in letzter Zeit grosse Fortschritte
gemacht. Fiir viele Eigenschaften des Apfels liegen heute molekulare Marker vor,
wenn auch nur vereinzelt fiir Resistenz-relevante Gene..

Bei einer kiinftigen Verfiigbarkeit von Resistenzgenen wird beachtet werden miissen,
dass eine auf einem einzelnen Gen beruhende Resistenz von Krankheitserregern relativ
schnell durchbrochen beziehungsweise unwirksam gemacht werden kann. Dieser Ef-
fekt ist von anderen Kulturpflanzen bekannt. Deshalb wird in der Zukunft auch in tra-
ditionellen Ziichtungsprogrammen auf kombinierte Resistenzen vermehrt Gewicht ge-
legt werden.

Die Ziichtung von Apfelsorten ist langwierig. Besonders die lange Generationszeit er-
schwert einen schnellen Ziichtungsfortschritt. Die Ziichtung der bislang kommerziell
erfolgreichsten schorfresistenten Apfelsorte dauerte rund 60 Jahre. Eine Beschleuni-
gung der Ziichtung durch die Transformationstechnik ist denkbar. Sinnvoller ist es
wohl, kommerziell bewihrte aber krankheitsanfillige Sorten mit entsprechenden Er-
kennungs-Genen aus anderen Malus-Arten zu transformieren. Weil Apfel vegetativ
vermehrt werden, hat dieser Ansatz den Vorteil, dass das eingefiihrte Genmaterial im
Genom des Apfels nicht durch Kreuzungen stabilisiert werden miisste. Bei Verwen-
dung von Resistenz-Genen und Regulations-Sequenzen aus anderen Malus-Arten kann
dartiberhinaus auch von einem minimalen 6kologischen und toxikologischen Risiko
ausgegangen werden.

Eine Kulturpflanze mit einer Standzeit von mehreren Jahren bis Jahrzehnten macht
stabile Eigenschaften der angebauten Pflanze - beispielsweise eine dauerhafte Resis-
tenz - wiinschenswert beziehungsweise zur Bedingung. Der Pflanzenschutz hat sich im
Falle des Apfels in den kommenden Jahren vermehrt auf resistente Sorten abzustiitzen,
seien sie nun traditionell geziichtet oder gentechnisch veridndert. Um die Dauerhaftig-
keit der Resistenzen zu gewdhrleisten, werden allerdings auch kulturtechnische Mass-
nahmen notwendig sein. Dabei konnten vor allem Sortenmischungen von grossem
Nutzen sein. Untersuchungen dazu sind im Gange.

Die Einfithrung von molekularen DNA-Markern eroffnete in den letzten Jahren neue
Perspektiven fiir die traditionelle Ziichtung. Die Selektion von Kreuzungsnachkommen
war bis anhin ein zeit- und arbeitsaufwendiger Schritt. Die Ziichtung von Nachkommen
mit kombinierten Resistenzen wird unter anderem dadurch verunmoglicht, dass die
gewiinschten Nachkommen nicht identifiziert werden konnen. Die sogenannte Marker-
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unterstiitzte Ziichtung erlaubt es dem Ziichter, in Nachkommen die Prisenz der ge-
wiinschten Eigenschaften im gleichen Individuum festzustellen und so sein Ziichtungs-
programm wesentlich zu beschleunigen.

Diese Punkte zeigen, dass zur Erzeugung von krankheitsresistenten Apfeln die Trans-
formations-Technik keine wesentlichen Vorteile bringt. Die traditionelle Ziichtung ist
imstande, praxisgerechte Sorten zu erzeugen. Erste Erfolge der noch relativ jungen
Schweizer Resistenzziichtung sind bereits vorhanden. Das Argument der Beschleuni-
gung der Ziichtung durch die Transformations-Technologie verliert im Falle des Apfels
an Gewicht, da fiir jede neue Sorte eine Sortenpriifung vorgenommen werden muss,
welche einige Jahre in Anspruch nimmt.

Der gezielte Einbau von Resistenzgenen in Marktsorten ist wiinschenswert. Dabei er-
scheinen nur Transformationen mit Malus-eigenen Resistenzgenen (Erkennungsgenen)
sinnvoll. Transformationen mit strukturellen Abwehrfaktoren hingegen scheinen unge-
eignet. Um eine Beschleunigung der Ziichtung beziehungsweise ihren Ersatz durch
Transformation zu bewirken, miissen aber einige Vorbedingungen erfiillt werden. Der
Apfel ist kein Modellorganismus fiir die Entwicklung der Transformations-
Technologie. Die Erzeugung von transgenen Apfeln geschieht nicht primir aus wissen-
schaftlichem Interesse, vielmehr sollen transgene Friichte in grosserem Massstab in der
Landwirtschaft praktisch angebaut werden. Ein Einstieg der Schweiz in die Transfor-
mation von Apfelpflanzen scheint solange nicht sinnvoll, wie wirksame Resistenzgene
nicht kloniert sind, ein gezielter DNA-Transfer nicht moglich ist und der Erfolg des
Transfers von Resistenzgenen nicht erwiesen ist.
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Zusammenfassung

Im Auftrag des BATS (Biosicherheitsforschung und Abschitzung von Technikfolgen
des Schwerpunktprogrammes Biotechnologie) sollten Technikfolgen von transgenen
Apfeln untersucht werden. Der Themenkatalog beinhaltete als Erstes die Erfassung der
bisher publizierten Literatur auf diesem Gebiet sowie die Analyse ausgewdhlter Arbei-
ten. Danach wurde die Situation des Pflanzenschutzes im Schweizer Apfelanbau zu-
sammengefasst, wobei dieser in “Integrierte Produktion” und “Biologischer Anbau”
unterteilt wurde. Als nédchstes wurden die in der traditionellen Ziichtung verwendeten
Krankheitsresistenzen beschrieben und diskutiert. Es folgten Analysen des toxischen
Risikos, der okologischen sowie der 6konomischen Auswirkungen. Schliesslich wur-
den die Informationen aus den vorherigen Punkten zu Fallszenarien verarbeitet.

Die bisher publizierte Literatur auf dem Gebiet transformierter Apfelpflanzen befasste
sich in der Regel mit dem Gentransfer von Marker- und Selektions-Genen sowie der
Regeneration der transformierten Gewebe zu ganzen Pflanzen. Zwei Arbeiten, in wel-
chen noch weitere Gene transferiert wurden, werden weiterfithrend diskutiert. In der
ersten Arbeit wurden Apfel mit dem Gen fiir ein Protein (Attacin E) transformiert, wel-
ches die Zellwand vieler pflanzenpathogener Bakterien lysiert. Attacin-transgene Béu-
me hatten in Resistenztests eine erhohte Resistenz gegen den Erreger des Feuerbrands,
Erwinia amylovora, der sich in den letzten Jahren in der Schweiz zunehmend ausbrei-
tete und lokal bedeutende Schédden in Obstkulturen verursachte. Bisher wurden nur eine
als Unterlage verwendete Sorte transformiert. In der zweiten eingehender diskutierten
Arbeit wurden Apfelpflanzen mit dem Gen fiir ein Toxin aus Bacillus thuringiensis
transformiert, das fiir gewisse apfelschidigende Insekten giftig ist. Der praktische Nut-
zen eines BT-Toxin-transgenen Apfels wurde hier in Frage gestellt. Vor allem die be-
kannte, rasche Resistenzbildung von Insekten gegen das Toxin ist fiir eine mehrjihrige
Kultur mit langen Standzeiten ein grosses Problem.

Die Schilderung der gegenwirtigen Situation im Pflanzenschutz des Apfelanbaus wies
auf das Potential hin, welches beziiglich Einsparungen ausgebrachter Pflanzenschutz-
mittel besteht. Das Beachten beispielsweise von Infektionsbedingungen im Feld fiihrte
in der Integrierten Produktion bereits zu einer Reduktion von Fungiziden. Der Einsatz
von schorfresistenten Apfelsorten kann in der Zukunft diesen Effekt noch wesentlich
verstirken. Insbesondere im biologischen Anbausystem haben resistente Sorten ein
grosses Anbaupotential. Krankheitsresistente Apfelsorten sind als Resultat von (traditi-
onellen) Ziichtungsprogrammen bereits auf dem Markt erhéltlich.

Bei der Beurteilung des toxischen Risikos von transgenen Apfeln wurden die bereits
unter Punkt 2 eingehender diskutierten Arbeiten behandelt. Fiir BT-Toxin-transgene
Pflanzen wurde dabei kein Risiko gefunden, und iiber das lytische Protein Attacin E
sind keine Daten verfiigbar. Abgesehen von einem gewissen allergenen Potential von
Apfelsorten konnten keine Berichte iiber toxische Wirkung von Apfeln gefunden wer-
den, also auch nicht im Zusammenhang mit Krankheitsresistenzen. Dennoch miisste
das Risiko von transgenen Apfeln jeweils erst ermittelt werden, mindestens solange die
entsprechenden Kontrollgene nicht mittransformiert werden konnen.

Die okologischen Auswirkungen von transgenen Apfelpflanzen waren schwierig zu
beurteilen, da noch keine entsprechenden Erfahrungen vorliegen. Verschiedene Arten
der Gattung Malus konnen untereinander hybridisieren. Hinweise auf wild vorkom-
mende Hybriden von M. x domestica mit M. silvestris waren aber nicht zu finden. Kei-
ne der Malus-Arten zeigt eine Tendenz als Unkraut, was selbst bei einer ungewiinsch-
ten Verwilderung keine unkontrollierte massenhafte Verbreitung befiirchten ldsst.
Schliesslich kommt M. x domestica in der Schweiz nur selten verwildert vor. Das 6ko-
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logische Risiko von Apfelpflanzen, die mit Resistenzfaktoren aus anderen Malus-Arten
transformiert wurden, wird deshalb fiir die Schweiz als gering eingeschitzt. Insbeson-
dere fiir Wildépfel ist keine Beeinflussung der Konkurrenzfihigkeit anzunehmen, falls
etwa spezifische, Malus-eigene Gene fiir Schorfresistenz unkontrolliert ausgekreuzt
wiirden. Auf Einfliisse von solchen Pflanzen auf Gebiete, in denen der kultivierte Apfel
heimisch ist, wurde hingewiesen.

Als niichstes wurden dkonomische Auswirkungen transgener Apfel beschrieben. Fiir
den Produzenten ergiben sich dhnliche Einsparungen, wie sie durch krankheitsresisten-
te, traditionell geziichtete Apfel moglich sind. Ein wesentlicher Faktor in beiden Fillen
ist die Dauerhaftigkeit der eingefiihrten Resistenz. Auf diesem Gebiet hat die traditio-
nelle Ziichtung bislang Vorteile. Erstens sind fiir den Apfel noch keine Resistenzgene
kloniert worden und damit fiir eine Transformation verfiigbar. Zweitens konnen durch
traditionelle Kreuzung ausser den Hauptresistenzen (“‘major resistance genes”) auch
unterstiitzende, noch nicht genau bekannte Resistenzen mitvererbt werden.
Schlussfolgernd lisst sich sagen, dass die Technik der Transformation von Apfeln dem
Wissen um die genetischen Grundlagen von Krankheitsresistenzen wesentlich voraus
ist. Eine Transformation mit diesen Resistenzen ist demnach vorderhand nicht moglich.
Die Verwendung von einzelnen heterologen, nicht Malus-spezifischen Resistenzfakto-
ren ist bislang problematisch. Die Selektion fiir Krankheitserreger, welche diese Fakto-
ren iliberwinden beziehungsweise durchbrechen konnen, ist besonders in Erwerbs-
Obstanlagen sehr stark.

Um die Dauerhaftigkeit von Krankheitsresistenzen - ob traditionell oder gentechnisch
eingefiihrt - zu erhalten, wird ausser dem Einsatz von entsprechenden Resistenzgenen
auch ein Resistenz-Management notig sein. Dieses umfasst zum Beispiel Strategien im
Anbau wie Sortenmischungen. Daneben wird in der Literatur auch das Pyramidisieren
von Resistenzen in einzelnen Sorten erwihnt.

Transgene krankheitsresistente Apfelpflanzen bieten nur dann einen Vorteil, wenn Pro-
duzenten und Konsumenten an den heutigen Hauptsorten festhalten. Die Griinde fiir
ein solches Verhalten liegen in der heute noch mangelnden qualitativen und produkti-
onstechnischen Wettbewerbsfihigkeit der traditionell geziichteten resistenten Sorten.
Konnen diese Nachteile aufgehoben werden, was bei geeigneter Forderung der traditi-
onellen Ziichtung zu erwarten ist, vermuten wir aufgrund der vorgebrachten Argumen-
te, dass Produzenten, Handel und Konsumenten eher auf traditionelle R-Sorten umstei-
gen als auf transgene Sorten.
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