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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 Weinrebe. 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 Weinreben 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 Weinbau in der Schweiz. Angaben

der durchschnittlichen 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 tatsdchlicher 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 moglich auch Produzen-

ten) ausgehend von transformierten Genomen. (Literatur mit gezielter Nachfrage).

. Positive/negative 6kologische 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

Die Weinrebe ist diejenige Kulturpflanze mit der grossten Verbreitung in der Welt. Die
geschitzte weltweite Anbauflidche belduft sich auf ca. 10 Millionen Hektaren.

Die Frichte der Weinrebe konnen auf viele verschiedene Arten verwendet werden, so
zum Beispiel als frische Friichte, getrocknet als Weinbeeren, Traubensaft, Wein, Essig
oder Weinbrandt.

Die Systematik unterscheidet etwa 50, zum Teil sehr nahe miteinander verwandte und
schwer zu identifizierende Arten der Gattung Vitis. Die meisten Arten sind in Nord-
amerika heimisch. Die Art Vitis vinifera wird in die Unterarten ssp. silvestris und ssp.
sativa unterteilt. Erstere kommt nach Hess (1984) bei uns als Wildpflanze in der ober-
rheinischen Tiefebene, dem Rhonetal (vom Genfersee aufwérts) und im siidlichen Tes-
sin vor. Die Unterart sativa kommt in der Schweiz nur als Kulturpflanze vor. In der
Schweiz kommen fiir den Anbau von V. vinifera ssp. sativa, den kultivierten Rebsor-
ten, warme und trockene Standorte bis etwa 500 m.i.M. in Frage, in den Zentralalpen
ausnahmsweise bis 1250 m.i.M.

Hegi (1908) erwihnt, dass einige, in Europa nicht heimische Arten als Zierpflanzen in
Girten und Anlagen vorkommen: V. rotundifolia, V. Californica, V. Labrusca, V. can-
dicans, V. Coignetiae, V. aestivalis, V. Thunbergii, V. cinerea, V. rupestris, V. vulpina,
V. rubra, V. Amurensis und V. cordifolia.

Das Compendium of Grape Diseases (1988) zihlt 10 Vitis-Arten zu den ‘echten” Wein-
reben: V. vinifera, V. labrusca, V. riparia, V. rupestris, V. berlandieri, V. aestivalis, V.
candicans, V. cordifolia und V. cinerea. Einige dieser Arten sind resistent gegen
Krankheiten und Schidlinge, weshalb sie auch in Ziichtungen Eingang gefunden ha-
ben.

Die Kultivierung von Weinreben hat eine lange Tradition, so spricht Hegi (1908) von
einer iiber 5000-jdhrigen Kultur. Verbesserungen in der Qualitit der angebauten Sorten
ergaben sich vor allem durch die vergleichende Auslese “besserer”” Sorten aus der gros-
sen Formenvielfalt verschiedener Regionen. Demgegeniiber wurden bis Mitte des vori-
gen Jahrhunderts keine Artkreuzungen oder geplante generative Vermehrungen durch-
gefiihrt (Husfeld 1938).

Die Vermehrung von Weinreben geschieht auf vegetativem Weg. Bis um ca. 1870
wurden Stecklinge einer Sorte als wurzelechte Reben gepflanzt. Dies &dnderte sich
durch das Einschleppen der Reblaus aus Amerika nach Europa, was den Rebbau innert
wenigen Jahrzehnten praktisch zum Erliegen brachte. Darauthin wurden européische
Reben mit amerikanischen Sorten gekreuzt, da letztere dank natiirlicher Selektion resis-
tent oder zumindest befallstolerant sind. Diese Kreuzungsnachkommen eigneten sich
nicht zum eigentlichen Anbau als Rebsorte, da die amerikanischen Sorten auch uner-
wiinschte Eigenschaften und Anspriiche in die Kreuzung miteinbrachten. Da man aber
die bisherigen bewihrten europdischen Sorten weiter anbauen wollte, wurden diese auf
Wurzelstocke (Unterlagen) aus solchen interspezifischen Kreuzungen mit amerikani-
schen Reben gepfropft.
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1. Bisher durchgefiihrte erfolgreiche Transformationen
von Weinreben

a) Zusammenfassungen der publizierten Arbeiten

Ayub R.A., Rombaldi C., Petiprez M., Latché A., Pech J.C. and Lelievre J.M.

Biochemical and immunocytological characterization of ACC oxidase in transgenic grape cells.

In: Cellular and Molecular Aspects of the Plant Hormone Ethylene (Pech et al., eds.). p. 98-99. 1993.
Zellen der Rebensorte ‘Gamay’ wurden mit A. fumefaciens (kein Stamm angegeben) durch Cokultivation
transformiert. A. fumefaciens enthielt den bindren Vektor pGA643 und das Insert pTOM13 (unter Kon-
trolle des CaM V35S Promotors). Die pTOM13-cDNA stammt aus Tomaten und kodiert fiir die ACC-
Oxidase, welche an der Biosynthese von Ethylen beteiligt ist. Die Publikation gibt nicht an, welcher Typ
von Zellen transformiert wurde. Transformierte Rebenzellen zeigten, verglichen mit untransformierten
Zellen, eine ungefihr verdoppelte Ethylen-Produktion.

Eine praktische Anwendung der erhohten Ethylen-Synthese ist nicht ersichtlich. Diese Arbeit wird des-
halb als Grundlagenforschung iiber Ethylen-Biosynthese erachtet und in dieser Studie nicht weiter disku-
tiert.

Baribault T.J., Skene K.G.M. and Steele Scott N.

Genetic transformation of grapevine cells.

Plant Cell Reports 8:137-140, 1989

Aus einer Perikarp Kallus-Kultur von Vitis vinifera cv. ‘Cabernet Sauvignon’ wurde eine Suspensions-
Kultur hergestellt. Diese Zellen wurden mit A. tumefaciens-Kulturen inokuliert. Als bindre Vektoren
wurden pGA474-68 und Binl19 verwendet. Es wurden auch A. tumefaciens-Stimme mit dem cointegrier-
ten Vektor pGV3850::1103neo verwendet, der die Gene fiir Neomycin-Phosphotransferase und Nopalin-
Synthase enthélt. Die Cokultivation von Reben-Suspensions-Kulturen mit A. fumefaciens-Stammen fiihr-
te zuerst zum totalen Verlust lebender Zellen. Es konnte jedoch eine Zellinie gefunden werden, welche
die Cokultivation mit dem Stamm LBA4404 iiberlebte. Die Selektion geschah auf Medien mit nur 10
pg/ml Kanamycin, im Gegensatz zu den fiir z.B. Tabak iiblichen 100 pg/ml Kanamycin, da solch hohe
Kanamycin-Konzentrationen das Wachstum von Rebenzellen vollstindig hemmten. Die transformierten
Calli wuchsen aber noch bis zu Kanamycin-Konzentrationen von 50 pg/ml. Alle transformierten Zelli-
nien zeigten gute NPTII-Aktivitt.

Baribault T.]J., Skene K.G.M., Cain P.A., Steele Scott N.

Transgenic grapevines: Regeneration of shoots expressing [-glucuronidase.

Journal of Experimental Botany 41(229):1045-1049, 1990

In dieser Arbeit wurden Sprossspitzen-(‘shoot apex’)Kulturen der Sorten ‘Cabernet Sauvignon’ und ‘Sul-
tana’ mit A. tumefaciens co-cultiviert und daraus transgene Sprosse erhalten. Es wurden eine Reihe ver-
schiedener A.-tumefaciens-Stimme (GV3101, LBA4404, 5805, Agl62) mit verschiedenen Vektoren
eingesetzt, die im wesentlichen die Gene fiir NPTII und GUS enthielten. Aktivitétstests von GUS erga-
ben Unterschiede in der Farbung sowohl zwischen verschiedenen Sprossen und auch innerhalb einzelner
Sprosse. Aus GUS-positivem Gewebe wurde DNA extrahiert und ein NPTII-Fragment mittels PCR
amplifiziert. Diese Tests zeigten, dass nur ein Teil dieser auf Kanamycin-haltigem Medium gezogenen
Sprosse das NPTII-Gen enthielten.

Berres R., Otten L., Tinland B., Malgarini-Clog E. and Walter B.

Transformation of vitis tissue by different strains of Agrobacterium tumefaciens containing the T-6b
gene.

Plant Cell Reports 11:192-195, 1992

Blattrondellen und Stamm-Stiicke von verschiedenen Vitis-Sorten wurden mit einer Reihe von A. tume-
faciens Stdimmen co-cultiviert. Die Staimme enthielten Vektoren mit GUS-Gen, OCS-Gen, UidA (=GUS)
und T-6b-Gen sowie gewissen Kombinationen davon. Transformationen von Stamm-Stiicken erzielten
eine relativ hohe Effizienz. Zwischen 24 und 100 % der entstandenen Calli waren GUS-positiv, wobei
aber im GUS-Test nur 1-80 % der Zellen blau gefdrbt wurden. Transformationen von Blatt-Explantaten
waren weniger effektiv. In beiden Fillen erwies sich der A. tumefaciens Stamm GV3101 am effizientes-
ten. Durch den Einsatz des T-6b Genes (ein T-DNA Gen-Derivat von pTiTm4) konnte die Rate trans-
formierte/untransformierte Zellen wesentlich gesteigert werden.
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Aus den Explantaten konnten Knospen regeneriert werden. Diese erschienen im GUS-Test nicht einheit-
lich blau gefdrbt. Pflanzen, die aus diesem Ausgangsmaterial regeneriert wiirden, wéren also Chimiren.

Colby S.M., Juncosa A.M. and Meredith C.P.

Cellular differences in Agrobacterium susceptibility and regenerative capacity restrict the develop-
ment of transgenic grapevines.

J. Amer. Soc. Hort. Sci. 116(2):356-361, 1991

Colby et al. versuchten, Blitter von V. vinifera (cvs. ‘French Colombard’, “Thompson Seedless’) mittels
dem supervirulenten A. tumefaciens (Stamm EHA101) zu transformieren, welcher einen binidren Vektor
mit den Genen fur Aminoglycosid-Phosphotransferase II (ASPHII, vermittelt Kanamycin-Resistenz) und
GUS enthielt. Als Promotor dienten der CaMV35S-Promotor (fiir ASPHII) sowie der Mannopin-
Synthase-Promotor.

Ausgehend von den co-cultivierten Explantaten konnten zwar viele Sprosse gezogen werden. Doch die
GUS-Analyse der Blattspitzen solcher Sprosse konnte in keinem Fall eine Transformation bestitigen
(6310 Explantate, 266 Sprosse).

Gray D.J., Songstad D.D. and Compton M.E.

Expression of GUS in bombarded grape somatic embryos and cells.

In vitro cellular & development biology: Journal of the Tissue Culture Association 29:65A, 1993.
Somatische Embryos und embryogene Zellen von V. vinifera ‘Thompson Seedless’ sowie zygotische
Embryos von V. rotundifolia ‘Carlos’ und ‘Pamlico’ wurden mit Wolfram-Partikeln beschossen. Diese
waren beschichtet mit Plasmiden, auf welchen die Gene fiir GUS und entweder NPTII oder HPT
(Hygromyzin-Resistenz) lagen. Etwa 80 % der somatischen Embryos von ‘Thompson Seedless’ zeigten
nach 48 oder 72 Stunden GUS-AKktivitit, wihrend die V. rotundifolia-Embryos nur zu 30 bis 50 % Akti-
vitdt zeigten. Embryogene Zellen aller verwendeten Sorten zeigten GUS-Aktivitét in Teilen des Gewe-
bes. Die Kulturen wurden zur Zeit der Publikation auf Kanamycin- und Hygromycin-Resistenz selektiert
(keine Resultate angegeben).

Guellec V., David D., Branchard M. and Tempé J.

Agrobacterium rhizogenes mediated transformation of grapevine (Vitis vinifera L.).

Plant Cell, Tissue and Organ Culture 20:211-215, 1990

Verschiedene Pflanzenteile der Rebensorte ‘Grenache’ wurden mit Agrobakterien inokuliert: Stamm-
Internodien, Blitter und bewurzelte Blattstiicke. Im Widerspruch zum Titel, der von A. rhizogenes
spricht, wird bei der Beschreibung der Inokulations-Methoden aber nur noch von einem A. tumefaciens-
Stamm gesprochen. Dieser trug die Vektoren pGV3850::1103 und pRi15834 und entstand durch eine
Kreuzung mit A. rhizogenes 15834. Drei bis vier Wochen nach Inokulation entstanden Calli, und nach
weiteren drei bis vier Wochen wurden an den Calli Wurzeln gebildet. Normale Wurzeln konnten nicht
dauerhaft (>1 Monat) kultiviert werden. Von den vermutlich transformierten Wurzeln (‘hairy roots’)
konnten Kulturen etabliert werden. Sie verhalten sich allerdings anders als bei anderen Pflanzen be-
schrieben, d.h. schnelles Wachstum, starkes seitliches Verzweigen. An diesen Kulturen wurde der Opine-
Gehalt gemessen und die Anwesenheit der T-DNA durch Hybridisation mit pBIN19 tiberpriift. Nopaline-
positive Linien wurden auf NPTII-Aktivitit untersucht. Allerdings zeigten auch NPTII-positive Kulturen
keine erhohte Resistenz gegen Kanamycin.

Die Arbeit verwendete den Wurzelhaarigkeits-Phéanotyp als Selektionsmarker und nicht etwa Kanamy-
cin-Selektion.

Hébert D., Kikkert J.R., Smith F.D. and Reisch B.1.

Optimization of biolistic transformation of embryogenic grape cell suspensions.

Plant Cell Reports 12:585-589, 1993.

Embryogene Zellsuspensionen der Sorte ‘Chancellor’ wurde mit Wolfram-Partikeln beschossen. Diese
waren beschichtet mit dem Plasmid pBI426, welches die Gene fiir NPTII und GUS enthilt. Zwei Tage
nach dem Beschiessen wurden die Kulturen auf Kanamycin-haltiges Medium gebracht und die Callus-
Bildung induziert. Ziel der Versuche war die Optimisierung der Parameter des Beschiessens. Als optimal
erwiesen sich eine Partikelgrosse von 1.07um. Unterschiede im Helium-Druck fiir den Beschuss zeigte
keinen Einfluss auf die Regeneration von transgenen Calli nach 34 Tagen. Jedoch fand man einen Zu-
sammenhang in der Transformationsrate zwischen Partikelgrosse und Druck. Niedriger Druck (800 psi) /
kleine Partikel (0.771 pum) sowie hoher Druck (1200 psi) / grosse Partikel ergaben mehr GUS-
exprimierende Zellen.
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Keinen Einfluss auf die Rate der GUS-exprimierenden Kolonien hatte der Abstand zwischen ‘“Kanone”
(particle launch site) und den Zellen. 23 Tage nach dem Beschiessen erhielt man bis zu 850 transformier-
te Callus-Kolonien pro Platte.

Krastanova S., Perrin M., Barbier P., Demangeat G., Cornuet P., Bardonnet N., Otten L., Pinck L.
and Walter B.

Transformation of grapevine rootstocks with the coat protein of grapevine fanleaf nepovirus.

Plant Cell Reports 14:550-554, 1995.

Aus Staubfiaden und Hypokotyl-Fragmenten von V. rupestris und ‘110 Richter’ (V. rupestris x V. Ber-
landieri) wurden embryogene Calli gezogen. Diese wurden mit A. tumefaciens Stamm LBA4404 infiziert
und cocultiviert. Der Stamm LBA4404 enthielt das Plasmid p1660, auf welchem die Gene fiir NPTII und
GUS sowie fiir das Coat Protein des Grapevine Fanleaf Virus (GFLV) lag. Letzteres war unter Kontrolle
des ‘35S’ (nicht genauer angegeben)-Promotors und dem NOS-Terminator. Die Uberpriifung der erfolg-
ten Transformation geschah durch Bestimmung der NPTII- und GUS-Aktivitit. Die Expression des
GFLV-Coat Proteins erfolgte durch ELISA-Tests. Die Integration der Transgene wurde durch PCR und
Southern-Hybridisation tiberpriift. Die Primer fiir die PCR-Analyse entsprachen Teilen der GFLV-
RNAZ2-Sequenz. Die Southern-Analyse ergab fiir die meisten analysierten Transformanten mehrere integ-
rierte Kopien des CP-Gens. Die Autoren fithren das auf die starke Kanamycin-Selektion zuriick. Es
konnten Pflanzchen regeniert werden, die in allen drei Tests (NPTII, GUS, ELISA) positiv waren. Ge-
naue Zahlen dazu sind aber nicht angegeben. Vegetative Vermehrungen solcher Pfldnzchen liessen eine
chimére Transformation vermuten, da z.B. nur 1 von 7 Abkdmmlingen eines Pflanzchen alle drei Eigen-
schaften aufwies. Resistenztests gegen GFLV werden zur Zeit unter natiirlichen Infektionsbedingungen
durchgefiihrt.

Le Gall O., Torregrosa L., Danglot Y., Candresse T. and Bouquet A.

Agrobacterium-mediated transformation of grapevine somatic embryos and regeneration of trans-
genic plants expressing the coat protein of grapevine chrome mosaic nepovirus (GCMYV).

Plant Science 102:161-170, 1994.

Die somatischen Embryos wurden aus vegetativem Gewebe von Staubfiaden des Reben-Wurzelstocks
‘110 Richter’ gezogen. Die Embryos wurden mit A. fumefaciens inokuliert und co-cultiviert. Dazu wurde
Stamm LBA4404 verwendet, der den bindren Vektor pKVHG2+ enthielt. Auf dem Plasmid liegen die
Gene fiir NPTII, Hygromycin und GUS sowie fiir das GCMV Coat Protein. Zur Selektion wurden Me-
dien mit verschiedenen Hygromycin-Konzentrationen verwendet. Der Einbau des Vektors in das Reben-
genom wurde mit Southern-Analyse iiberpriift, die Expression von GUS und dem Coat Protein wurde mit
histochemischen Methoden beziehungsweise ELISA-Tests und Western-Analyse nachgepriift. In einem
ersten Ansatz konnten schliesslich insgesamt 15 Pflanzen regeneriert werden, von denen aber keine
GUS-AKktivitdt in jungen Blittern zeigte. Drei Monate nach der Co-Cultivierung bildeten sich neben
nekrotisierten Gewebeteilen embryogene Gewebe. 39 dieser Zell-Cluster wurden weitergezogen und 24
davon zu Calli regeneriert. 9 dieser Calli erwiesen sich als Hygromyzin-resistent. Schliesslich konnten
daraus 5 Pflanzen regeneriert werden, die GUS-Aktivitdt und die Expression des Coat-Protein-Gens
zeigten. Die Southern-Analyse wies die Transgenitit dieser Pflanzen aber nur in 3 dieser Pflanzen nach.
Die Pflanzen zeigten keine morphologischen Verinderungen. Tests beziiglich Resistenz gegen GCMV-
Infektion wurden zum Zeitpunkt der Publikation gerade ausgefiihrt, Resultate dazu sind noch nicht ange-
geben.

Martinelli L. and Mandolino G.

Genetic transformation and regeneration of transgenic plants in grapevine (Vitis rupestris S.).
Theor. Appl. Genet. 88:621-628, 1994.

Aus embryogenen Calli wurden somatische Embryos gezogen, welche mit Agrobacterium tumefaciens
Stamm LBA4404 infiziert und cocultiviert wurden, welcher das Plasmid pBI121 trug. Auf diesem lagen
das NPTII-Gen unter Kontrolle des NOS-Promotor und -Terminators sowie das GUS-Gen unter Kontrol-
le des CaMV35S-Promotors. In zwei Versuchen wurden 196 und 496 somatische Embryos cocultiviert.
3,1 bzw. 3,4 % dieser Embryos wurden aufgrund der Bildung von Zellklumpen auf Kanamycin-haltigem
Medium als vermutlich transgen weitergezogen. 58 bzw. 33 % dieser Selektionen bildeten schliesslich
wieder Gruppen von somatische Embryos, bei welchen durch Southern-Analyse die Integration der
GUS-DNA nachgewiesen wurde. Die GUS-Expression wurde histochemisch nachgewiesen. Schliesslich
wurden 11 bzw. 36 verschiedene Klone erhalten, die zu ganzen Pflanzen regeneriert werden konnten.
Auch in den so entstandenen Pflinzchen (in Blittern und Wurzeln) wurde die GUS-Aktivitit histoche-
misch nachgewiesen. Interessant ist die hohe Kanamycin-Konzentration wihrend der Induktion der Emb-
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ryonen (100 ug/ml im festen Medium). Wahrend der insgesamt 20 Monate dauernden Selektionsphase
wurde die Konzentration schliesslich auf 25 pg/ml reduziert.

Mullins M.G., Tang F.C.A. and Facciotti D.

Agrobacterium-mediated genetic transformation of grapevines: Transgenic plants of Vitis rupestris
Scheele and Buds of Vitis vinifera L.

Bio/Technology 8:1041-1045, 1990

In dieser Arbeit wurden zweierlei Gewebe transformiert. Einerseits Explantate von Blattstielen von Vitis
rupestris (Sorte ‘Rupestris St. George’), andererseits Knospen aus somatischen Embryos von Vitis vinife-
ra (Sorten ‘Cabernet Sauvignon’ und ‘Chardonnay’). Zur Transformation wurde A. tumefaciens Stamm
LBA4404 mit dem Plasmid pCGN7320 verwendet, welches die GUS- und NPTII-Gene trigt. Bei der Se-
lektion auf Kanamycin-haltigen Medien erwies sich eine Kanamycin-Konzentration von 10-15 pg/ml als
am effizientesten. Calli, die auf Medien dieser Konzentrationen entstanden waren, zeigten in histologi-
schen GUS-Aktivititstests eine intensive Blaufirbung. Bei tieferen Kanamycin-Konzentrationen (5-10
pg/ml) waren die Calli entweder GUS-negativ oder nur teilweise aktiv. Calli aus nicht selektiven Medien
zeigten keine GUS-Aktivitit. Explantate von V. rupestris produzierten auf 10 pg/ml-Kanamycin-Medium
Sprosse. Sechs dieser Sprosse bildeten Wurzeln. Die kriftigste dieser Pflanzen wurde auf Kanamycin-
haltigem Medium vegetativ vermehrt und zu Pflanzen regeneriert. Die morphologischen Merkmale die-
ser Pflanzen waren denjenigen der nicht transformierten Pflanzen @hnlich. Verschiedene Teile dieser
Pflanzen zeigten starke und gleichmissige GUS-Aktivitit. Die Transformation wurde durch den Nach-
weis der NPTII-Aktivitit und durch Southern Analyse bestitigt. Letztere Untersuchung wies auf mehrere
Integrationsorte im Genom hin.

Die einzigen GUS-positiven transgenen Reben, die zu Pflanzen regeneriert werden konnten, waren V.
rupestris St. George. Von 40 Explantaten dieser Sorte konnten Calli produziert werden, welche 10
Knospen bildeten. Aus diesen Knospen konnten schliesslich 6 Pflanzen regeneriert werden, die alle
GUS-positiv waren.

Nakano M., Hoshino Y. and Mii M.

Regeneration of transgenic plants of grapevine (Vitis vinifera L.) via Agrobacterium rhizogenes-
mediated transformation of embryogenic calli.

Journal of Experimental Botany 45(274):649-656, 1994

Blattstiicke der V. vinifera-Sorte ‘Koshusanjaku’ wurden mit Wildtyp-A. rhizogenes co-cultiviert und
daraus Calli und Wurzelbildung induziert. Es konnten jedoch keine ganzen Pflanzen regeneriert werden.
Dies gelang aber durch co-cultivieren von embryogenen Calli mit A. rhizogenes. Dabei wurde der Stamm
A13/pBI121 verwendet. Dieser enthélt das Wildtyp-Ri-Plasmid sowie den bindren Vektor pBI121 mit
den Genen fiir NPTII (nos-Promotor) und GUS (CaMV35S-Promotor). Um chimire transgene Pflanzen
auszuschliessen, wurden die Calli auf selektiven Medien weitergezogen, auf welchen sie sich nicht zu
somatischen Embryos entwickeln konnten. Danach wurden die Calli auf entsprechende Medien ver-
bracht, um die Bildung somatischer Embryos anzuregen. Insgesamt wurden 45 somatische Embryos ge-
wonnen, von welchen jeweils 3 bis 10 in Subkultur gezogen wurden. Auf Kanamycin-haltigen Medien
wurden diese weitervermehrt. Man erhielt 16 Subklone, die als nicht-chimire Transformanten angesehen
wurden. Aus 12 dieser Subklone konnten Pflanzen regeneriert werden. Die Transformation wurde durch
Opine-, Southern- und GUS-Analyse bestétigt. Vier der regenierten Pflanzen enthielten zwar das Ri-
Plasmid und zeigten den dafiir typischen Phinotyp (starke Wurzelbildung). Der Phinotyp der anderen
acht Pflanzen hingegen war unverindert (normal), wobei aber sechs dieser Pflanzen das Ri-Plasmid ent-
hielten.
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Scorza R., Cordts J.M., Ramming D.W. and Emershad R.L.

Transformation of grape (Vitis vinifera L.) zygotic-derived somatic embryos and regeneration of
transgenic plants.

Plant Cell Reports 14:589-592, 1995

Um die Effizienz von Weinreben-Transformation zu steigern, verwendeten die Autoren eine Kombinati-
on von Partikel-Beschiessung und Agrobacterium tumefaciens-Inokulation. Als Pflanzenmaterial dienten
somatische Embryos, welche aus zygotischen Embryos von kernlosen Weinsorten gezogen wurden. Wie
diese zygotischen Embryos erhalten wurden, ist nicht angegeben. Das Beschiessen erfolgte mit Gold-
Partikeln (mittlerer Durchmesser 1 wm). Dadurch wurde das embryonale Gewebe verwundet. Nachfol-
gend wurden die Embryos mit A. tumefaciens Stamm C58/Z707 infiziert und cocultiviert. Dieser enthielt
die Plasmide pGA482GG oder pCGN7314. Auf beiden Plasmiden lagen die Gene fiir GUS und NPTIIL.
Insgesamt konnten 14 transgene Pflanzen erhalten werden. Alle waren GUS-positiv (histologisch). Mit-
tels PCR wurde einerseits die Prisenz der GUS- und NPTII-Gene sowie die Abwesenheit von A. fumefa-
ciens in den Kulturen nachgepriift. Die Transformationsrate betrug 1,7 %.

b) Gegenwirtige, noch nicht publizierte Arbeiten

B.I. Reisch arbeitet an der New York Agriculture Experimental Station der Cornell-University an der
Transformation von Pflanzen, unter anderem auch Weinreben, mit Chitinase-Genen. Der dabei verwen-
dete Vektor enthilt Chitinase-Gene aus Trichoderma harzianum, doppelten CaMV35S Promotor und das
nptll-Gen. Gemaiss Reisch konnten aber noch keine ganzen, transgenen Pflanzen regeneriert werden.
Diese Arbeit wird vom USDA finanziert und l4uft unter der Accession Number 9167259. Insbesondere
sollen auch wichtige ‘Israeli’-Sorten und klassische Weinsorten regeneriert werden. Die Transformation
soll mittels A. tumefaciens oder Partikelbeschiessung erfolgen. Resistenztests sollen mit Echtem Mehltau
durchgefiihrt werden.

Dennis J. Gray (Univ. of Florida) teilte mit, dass sein Labor an Reben-Transformationen mit dem Coat
Protein des Tomato Ringspot Virus und dem ‘Shiva-1’-Protein arbeitet. Letzteres Protein wurde auch
schon fiir Transformationen des Apfels verwendet. ‘Shiva-1’ ist ein lytisches, antibakteriell wirkendes
Peptid. In der Rebe soll es die Resistenz gegen “Pierce’s Disease” erhohen, eine bakterielle Krankheit
der Weinrebe, die durch Xylella fastidiosa verursacht wird. Die Krankheit hat in den USA in Kalifornien
sowie in den Ebenen der Golfkiiste schon merkliche Verluste verursacht. Berichte iiber ein Vorkommen
dieser Krankheit ausserhalb des amerikanischen Kontinents sind nicht bekannt.

A. Spielmann (Univ. Neuchatel) arbeitet an verschiedenen Transformationen von Weinreben. Ein erstes
Teilgebiet umfasst den Schutz gegen die Nepoviren GFLV (grapevine fanleaf virus) und ArMV (arabis
mosaic virus). Dazu werden einerseits virale Coat-Proteine sowie virale Replikasen ins Rebengenom
transferiert. Andererseits wird versucht, durch Einbau von antiviral wirkender Oligoadenylat-Synthase
und/oder RNAse L aus Sdugetieren Reben vor Viren zu schiitzen. Das zweite Teilgebiet zielt auf Schutz
gegen pilzliche Krankheiten ab. Dies soll durch Uberproduktion von Resveratrol (ein Phytoalexin) oder
durch die Co-Expression von Chitinase und Glucanase erreicht werden. Es konnten bereits transgene
Pflanzen (Unterlagen-Sorten) regeneriert werden, welche die viralen resistenz-auslosenden Gene enthal-
ten. Die Pflanzen sollen in Kiirze auf ihre Resistenz gegen Nepoviren getestet werden. Die Regeneration
von transgenen Pflanzen (Sorten ‘Gamay’, ‘Chasselas’) mit den antifungischen Faktoren sind im Gange.
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2. Analyse des Inventars

Die Weinrebe gilt als schwer zu transformierende Pflanze (Marinelli and Mandolino
1994). Obwohl es nach Mullins et al. (1990) einfach ist, transgene Zellen und Gewebe
aus Transformationen mit Agrobacterium zu erhalten, ist bei den oben zitierten Arbei-
ten die Transformations-Frequenz relativ klein und variabel. Es zeigte sich, dass Vitis-
Gewebe dusserst sensibel auf Kanamycin ist (Baribault e al. 1989). Die fiir die Selek-
tion von vermutlichen Transformanten notwendigen Kanamycin-Konzentrationen
hemmen offenbar die Bildung von Sprossen. Ein zum Teil damit verbundenes Problem
ist die Erzeugung von homogen transformierten Geweben. Baribault et al. (1990) so-
wie Berres et al. (1992) erhielten Chimiren, welche sowohl transgene wie auch norma-
le Zellen enthielten, und sie zeigten, dass diese Gewebe (Sprosse) aus mehreren Ur-
sprungszellen entstanden. Letztere Probleme konnten gemiss Nakano et al. (1994) ii-
berwunden werden, indem somatische Embryos aus embryogenen Calli zur Transfor-
mation verwendet wurden. Dieses Zielgewebe erwies sich schon in anderen mehrjéhri-
gen Pflanzen als fiir Transformationen geeignet (McGranahan et al. 1988, Fitch et al.
1993). Es gilt im iibrigen allgemein als schwierig, die transformierten Gewebe zu gan-
zen Pflanzen zu regenerieren (Colby et al. 1991).

Nur in zwei der bisher veroffentlichten Arbeiten (Le Gall ef al. 1994, Krastanova et al.
1995) wurden Reben mit anderen Genen als Selektions- und Markergenen transfor-
miert. In beiden Fillen wurden Wurzelstocke transformiert. Le Gall et al. (1994) fiihr-
ten das Gen fiir das Coat Protein des Grapevine Chrome Mosaic Virus (GCMV) ins
Rebengenom ein, wihrend Krastanova et al. (1995) das Gen fiir das Coat Protein des
Grapevine Fanleaf Virus (GFLV) verwendeten. Das Fanleaf Virus ist ein sogenannter
Nepovirus und wird durch bodenbiirtige Nematoden (Xiphinema index und X. italiae)
tibertragen. Das Krankheitsbild zeigt sich als Degeneration der Pflanze mit niedrigem
Ertrag, schlechter Fruchtqualitit, kiirzerer produktiver Phase des Rebstocks, schlechter
Bewurzelung und anderem mehr (Anonymous 1988). Die Ertragsverluste konnen im
Extremfall bis 80 Prozent betragen. Die Krankheit ist in Europa seit mindestens 200
Jahren bekannt, und Herbarbelege von Reben lassen auf einen in Europa existierenden
Virusbefall schon vor der Einfiihrung der amerikanischen Arten schliessen. Der Befall
durch den GFLYV ist nur lokal von Bedeutung. An diesen Stellen, aber nur vor Neu-
pflanzungen, kann der Nematoden- und damit Virusbefall bekampft bzw. verzogert
werden, indem die Ubertriger durch Pestizide abgetdtet werden. Die dazu beispiels-
weise verwendete Chemikalie Dichlorpropen ist aber dusserst giftig und ausserdem
kanzerogen. Ausserdem wirkt die chemische Bekdampfung in tieferen Boden nicht sehr
gut. Die Transformation vor allem von Wurzelstocken mit dem GFLV-CP konnte hier
einen Losungsweg aufzeigen. Es war noch nicht in Erfahrung zu bringen, ob die Coat-
Protein-Transformanten nun besser gegen Viren geschiitzt sind. Die Tests dazu sind
gemadss der Publikationen im Gange. Es wurden aber bereits andere Pflanzenarten mit
dem GFLV-CP transformiert, so zeigten Bardonnet et al. (1994), dass GFLV-CP-
transgene Tabakpflanzen gegen das Virus geschiitzt waren.

Es muss schliesslich angefiigt werden werden, dass die traditionelle Ziichtung bereits
GFLV-tolerante Wurzelstocke erzeugt hat, welche sich seit einigen Jahren in Kaliforni-
schen Weinbergen bewihrten (Walker ef al. 1991).

Gegenwirtige Projekte befassen sich mit der Transformation von Reben mit Chitinase-
Genen. Die Transformation von Pflanzen mit Genen fiir zellwandabbauende Enzyme
ist ein Ansatz, mit dem versucht wird, krankheitsresistente Pflanzen zu erzeugen. Die-
ser Ansatz wird aber nicht nur fiir den Einsatz bei Weinreben erwogen. Die Chitinase
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soll Resistenz gegen pilzliche Krankheitserreger vermitteln. Dieser allgemeine Ab-
wehrmechanismus kann jedoch nur gegen Pathogene wirken, welche Chitin als wesent-
lichen Zellwandbestandteil enthalten, wie zum Beispiel der Erreger des Echten Mehl-
taus (Uncinula necator) oder Botrytis cinerea. Einer der wichtigsten Krankheitserreger
der Rebe (Plasmopara viticola) gehort aber zu den Oomyceten, deren Zellwinde
hauptsichlich aus Cellulose bestehen und kein Chitin enthalten (Miiller und Loffler
1982). Chitinase wird also gegen P. viticola unwirksam sein. Dariiberhinaus vermittelt
Chitinase alleine vermutlich keine absolute Resistenz gegen einen Erreger (Kahl und
Winter 1995, Neuhaus ef al. 1991). Deshalb schlagen zum Beispiel Kahl and Winter
(1995) eine kombinierte Transformation von Pflanzen mit Chitinasen und anderen,
zellwandabbauenden Enzymen wie B-1-3-Glucanasen vor, um den synergistischen Ef-
fekt der verschiedenen Enzyme zu erhalten und damit die Widerstandsfihigkeit der
Pflanzen zu erhohen. Im Fall einer Pyramidisierung solcher Faktoren in einer Pflanze
spielt die Regulation der Gene eine wichtige Rolle. Eine konstitutive, starke Expressi-
on verschiedener zusitzlicher Gene hitte vermutlich einen Einfluss auf die Energiebi-
lanz der Pflanze. Da Chitinasen und Glucanasen natiirlicherweise schon in Pflanzen
produziert werden, muss auch auf eine Bedeutung dieser Enzyme in der Physiologie
der Pflanze geschlossen werden. Unerwiinschte Nebeneffekte einer Uberexpression
sind deshalb durchaus denkbar. Trauben werden in der Regel zur Weinherstellung pro-
duziert. Die fiir die Vinifizierung notigen Hefen enthalten in ihrer Zellwand Chitin.
Denkbar ist nun, dass die iiberexprimierten, zellwandabbauenden Enzyme auch in der
Maische und wihrend der Girung aktiv bleiben bzw. erst induziert werden und deshalb
negativ auf die Vergidrung wirken konnten.

Unbekannt ist, ob Pilze ihrerseits gegen ein zellwandabbauendes Enzym Resistenzen
entwickeln konnen.

Als ein weiterer Ansatzpunkt fiir Transformationen von Reben wird das Phytoalexin
Resveratrol (ein Stilben) genannt. Dieser Stoff wird von Reben natiirlicherweise gebil-
det, und spielt vermutlich eine Rolle fiir die Resistenz gegen Botrytis cinerea und
Plasmopara viticola. Der Begriff Phytoalexin beschreibt keine diskrete Stoffklasse,
sondern meinte urspriinglich Wirkstoffe, welche Pflanzen als Reaktion auf eine Pilzin-
fektion bilden. Hain et al. (1993) transformierten Tabakpflanzen mit dem Gen fiir die
Stilbensynthase. Die Produktion von Resveratrol in den transgenen Pflanzen konnte
mit einer erhohten Resistenz gegen Botrytis korreliert werden. Die Idee war daher,
Resveratrol in der Rebe zu iliberexprimieren, um einen Schutz gegen diesen Pilz zu er-
reichen. Dazu ist anzumerken, dass die Niitzlichkeit von Phytoalexinen generell limi-
tiert ist (Mansfield and Bailey 1982). So sind Phytoalexine weniger fungitoxisch als
synthetische Fungizide und werden in der Pflanze nicht transportiert. Vielmehr werden
sie lokal als Reaktion auf einen Elicitor gebildet. Eine Akkumulation von Phytoalexi-
nen konnte aber aufgrund der oft auch phytotoxischen Wirkung dieser Stoffe die Pflan-
ze selbst schidigen. Grossere Mengen an Phytoalexin in den Beeren konnten auch zu
Problemen bei der Gédrung oder per se zu geschmacklichen Verdnderungen fiihren.
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3. Situationsanalyse beziiglich Pflanzenschutz im Weinbau in der
Schweiz

Die Rebbauzidhlung 1991 (Anonymous 1993) ergab eine Anbaufliche von 14966 ha,
die von 33003 Bewirtschaftern bebaut wurden. 76,3 Prozent dieser Fldche lagen in der
Westschweiz, wihrend 16 % in der Deutschschweiz und 7,7 % in der Siidschweiz la-
gen. Bereits rund ein Drittel der Anbaufldche (5010 ha) werden gemiss den Richtlinien
der Integrierten Produktion bewirtschaftet, wobei praktisch alle IP-Produzenten Mit-
glieder der Weinbauvereins “Vinatura” sind. Biologisch bewirtschaftet werden in der
gesamten Schweiz zur Zeit ca. 150 ha Reben (personl. Mitteilung Héseli, FiBL). Wie
im konventionellen Anbau liegt auch hier der iiberwiegende Anteil in der West-
schweiz, ndmlich 109 ha (15 Betriebe).

Die in der Schweiz angebauten Sorten sind hauptsédchlich Chasselas (37,5 %), Pinot
noir (28 %), Gamay (15,2 %), Merlot (6 %) und Riesling x Sylvaner (1,9 %). Alle an-
deren Sorten machen zusammen nur 5,5 % der Rebfliche in der Schweiz aus. Im bio-
logischen Weinbau unterscheidet sich das Sortenspektrum nicht wesentlich. Hier spie-
len aber neuere, interspezifische Sorten in zunehmendem Masse eine grossere Rolle
und machen 1995 etwa 5 % der Rebfliche in der Deutschschweiz aus (personl. Mittei-
lung Haseli, FiBL). Mit ‘interspezifisch’ werden Kreuzungen aus europdischen V. vini-
fera-Sorten mit amerikanischen Vitis-Arten bezeichnet (siehe Einleitung). Diese ameri-
kanischen Vitis-Arten sind gegen gewisse Insekten und pilzliche Krankheitserreger to-
lerant bis resistent und werden deshalb in Ziichtungsprogrammen verwendet. Demge-
geniiber gelten die traditionell verwendeten Rebsorten als krankheitsanfillig und wiir-
den ohne Pflanzenschutz-Massnahmen kaum Ertrag bringen (Basler und Wiederkehr
1993), dies insbesondere nach der Einschleppung von verschiedenen Krankheiten der
Rebe aus Amerika.

Gemiss der Schweizerischen Gesellschaft fiir Chemische Industrie (1995) wurden
1994 fiir den Weinbau Pflanzenschutzmittel im Wert von 22,1 Millionen Franken ver-
kauft. In der Schweiz werden im Weinbau nach dem Getreidebau mengenmaéssig am
meisten Pflanzenschutzmittel eingesetzt. Diese Statistik der SGCI gibt allerdings keine
Angaben iiber die Zusammensetzung nach Produkteklassen, das heisst eine Aufschliis-
selung nach Einsatzgebiet wie Fungizide, Herbizide und Insektizide. Nach Boller et al.
(1986) dominiert der priaventive Einsatz von Fungiziden den Pflanzenschutzmittelein-
satz. Im Wallis werden etwa 6-11 Fungizidapplikationen pro Saison ausgefiihrt. Dabei
wird 4-5 Mal gegen Plasmopara viticola und Uncinula necator, 0-3 Mal gegen Botrytis
cinerea und 2-3 Mal gegen Rotbrenner behandelt. In der Ostschweiz wird 11-13 Mal
gegen Pilzkrankheiten behandelt (6-8 Mal gegen Plasmopara, 3-4 Mal gegen Botrytis,
2 Mal gegen Rotbrenner). In gewissen Anbaugebieten hat Botrytis cinerea gegen
Botrytizide Resistenzen entwickelt.

Fried et al. (1993) stellten bereits eine Liste der am héufigsten verwendeten chemi-
schen Stoffe zusammen und schilderten auch ihre eventuellen Nachteile wie schnelle
Resistenzbildung oder toxikologische Nachteile. Die wahrscheinlich langfristigsten
Konsequenzen hat der starke Einsatz von Kupferpriaparaten im Rebbau.Das Schwerme-
tall Kupfer reichert sich im Boden an und wirkt sich negativ auf Bodenmikroorganis-
men und somit die Bodenfruchtbarkeit aus (Anderson 1978).

Aber auch Schwefel und organische Fungizide, die gegen den Echten Mehltau einge-
setzt werden, haben Nachteile. Schwefelbehandlungen wirken nicht nur gegen Pilz-
krankheiten, sondern toten auch Milben ab. Es muss daher befiirchtet werden, dass
durch Schwefel-Applikationen auch Niitzlinge wie Raubmilben abgetotet werden, was
einen vermehrten Schidlingsbefall zur Folge haben kann.



Fachstudie Technikfolgen Weinrebe -11 - BK/CG

Im konventionellen Weinbau werden Pflanzenschutzmittel nach einem festen Zeitplan
appliziert. Unter anderem dadurch lédsst sich der intensive Pflanzenschutz dieser Kultur
begriinden. Ein fixes Applikationsschema ist zur Bekdmpfung beziehungsweise Vor-
beugung von einigen Krankheiten zur Zeit unumgénglich. Der Erreger des Falschen
Mehltaus beispielsweise kann sich bei giinstigen Bedingungen innert kiirzester Zeit
explosionsartig vermehren. Die dazu notwendigen Infektionsbedingungen sind zwar
bekannt, aber nicht sicher vorhersehbar. Um diesem Unsicherheitsfaktor entgegenzu-
wirken, werden die Weinreben vor allem vor der Bliite mit Fungiziden behandelt. Ein
Voraussage- und Modell-Systeme konnten hier eine Reduktion des Pflanzenschutzmit-
tel-Einsatzes ermoglichen. Arbeiten dazu sind auch in der Schweiz im Gange (Blaise
and Gessler 1990).

Biologischer Weinbau

Zur Bekdmpfung von pilzlichen Krankheitserregern diirfen nach VSBLO-Richtlinien
(1992) Kupferpraparate (3 kg Reinkupfer pro Hektar und Jahr) und Schwefel ausge-
bracht werden. Neuerdings sind auch Tonerdepriparate wie “Mycosan” oder “Ulma-
sud” zugelassen. Diese wirken im speziellen gut gegen den Falschen Mehltau (Plasmo-
para viticola) und den Rotbrenner (Pseudopeziza tracheiphila).

Der Falsche Mehltau ist auch hier der bedeutendste Krankheitserreger, vor allem auf-
grund des unregelmissigen, dann aber massiven Auftretens. Der Echte Mehltau ist
durch den Einsatz von Schwefel gut kontrollierbar. Die Bedeutung von Rotbrenner und
Botrytis ist gleich wie im konventionellen oder IP-Weinbau. Bei Botrytis spielt insbe-
sondere die Pflanzenernidhrung beziehungsweise der Stickstoffgehalt im Boden eine
Rolle, das heisst, dass zu hoher N-Gehalt im Boden den Befall durch Botrytis fordert.
Das wirtschaftliche Risiko ist im biologischen Weinbau allgemein etwas grosser als im
konventionellen Weinbau.

Die Erfahrungen mit den interspezifischen, krankheits-toleranten oder -resistenten
Rebsorten sind im biologischen Weinbau gut. Gemiss Héseli (FiBL) konnen in einem
(wetterbedingt) ungiinstigen Jahr wie 1995 auch solche Sorten starken Plasmopara-
Befall aufweisen. Es ist noch nicht klar, ob ein solcher Befall durch spezialisierte Pa-
thotypen hervorgerufen wurde, die auf diesen Sorten unerwiinschterweise selektioniert
wurden. Dies ist aufgrund der vermutlich polygenen Vererbung wohl moglich, aber
nicht sehr wahrscheinlich.

Insekten-Befall wird im biologischen Weinbau in der Regel durch natiirliche Regulie-
rung bekampft. Einzig gegen Traubenwickler kommen Bacillus-thuringiensis-
Priiparate zum Einsatz. Uberschlagsmiissig kann ein Anteil von 40 % der Betriebe an-
genommen werden, welche gegen Insekten keinerlei Spritzungen vornehmen (pers.
Mitteilung Hiseli).

Resistente Sorten

Mit dem Ausdruck “resistente Sorten” bezeichnet man in der Regel die Resistenz ge-
gen Pilzkrankheiten. Die Resistenzen aus amerikanischen Arten werden zur Ziichtung
verwendet, was jedoch aufgrund der polygenen Vererbung schwierig ist (sieche Punkt
4).



Fachstudie Technikfolgen Weinrebe -12 - BK/CG

4. Einsatz von Krankheits-Resistenzen in der traditionellen Ziichtung

Krankheiten und Schidlinge konnen im Rebbau betrichtliche Ertrags- und somit Ein-
kommens-Verluste verursachen. Die Verluste entstehen primér durch geringeren Ertrag
und nicht durch Qualitdtseinbussen wie etwa beim Apfel durch Schorfbefall. In der
Schweiz dient der Rebbau praktisch ausschliesslich der Erzeugung von Wein, die
Trauben werden also nicht frisch konsumiert, weshalb ein geringer Befall, der den Er-
trag noch nicht mindert, keinen Einfluss auf den Erlos hat.

Das Spektrum von Krankheitserregern und Schédlingen ist bei der Rebe relativ vielfil-
tig. Die Bedeutung der einzelnen Krankheiten variiert regional und ist von Jahr zu Jahr
unterschiedlich. Boller et al. (1986) und Fried et al. (1993) nennen als bedeutendste
Krankheitserreger der Rebe den Falschen Mehltau (Plasmopara viticola, oft auch als
Peronospora-Krankheit bezeichnet), den Echten Mehltau (Uncinula necator) sowie die
Graufaule (Botrytis cinerea). Im weiteren schreiben sie dem Rotbrenner (Pseudopeziza
tracheiphila) eine lokale Bedeutung in der Schweiz zu. Bei den Schidlingen nennen
Fried et al. die Traubenwicklerarten Eupoecilia aubiguella (Einbindiger Traubenwick-
ler) und Lobesia botrana (Bekreuzter Traubenwickler), die Rote Spinne (Panonychus
ulmi) sowie Vogel. Die Reblaus (Phylloxera), welche Ende des letzten Jahrhunderts
aus Amerika eingeschleppt wurde und in den europidischen Rebenkulturen verheerende
Schiden anrichtete, hat durch die Verwendung von resistenten Unterlagen keine Be-
deutung mehr.

Die Weinreben-Ziichtung befasst sich hauptsidchlich mit Resistenzen gegen die pilzli-
chen Erreger des Falschen und Echten Mehltaus. Dazu werden amerikanische Vitis-
Arten mit europdischen V.-vinifera-Sorten gekreuzt, man spricht deshalb auch von in-
terspezifischen Kreuzungen. Die dafiir verwendeten Arten sind in Tabelle 1. aufgelis-
tet.

Tab. 1. Amerikanische Rebenarten, die in der Ziichtung verwendet werden.

Art Widerstandsfihigkeit gegen

V. riparia Reblaus und Pilzkrankheiten, vor allem P. viticola
V. rupestris Reblaus, teilweise Pilzkrankheiten

V. berlandieri Pilzkrankheiten, Reblaus

V. cordifolia Pilzkrankheiten, Reblaus

V. cinerea Pilzkrankheiten, absolute Resistenz gegen Reblaus

Die Tatsache, dass vor allem amerikanische Vitis-Arten eine hohe Widerstandsfihig-
keit gegen Krankheitserreger und Schidlinge aufweisen, erklart sich daraus, dass diese
Erreger in Amerika heimisch waren und erst im letzten Jahrhundert nach Europa einge-
schleppt wurden (Echter Mehltau: 1845, Falscher Mehltau: 1878). Die in Europa hei-
mischen Vitis-Arten waren bis dahin nicht mit diesen in Kontakt gegkommen und wei-
sen deshalb nur sehr geringe Resistenz gegen diese Erreger auf.

So ist es zu erklidren, dass zusammen mit dem Bestreben nach Reblaus-resistenten
Rebsorten auch Resistenzen gegen Krankheiten in die Ziichtung Eingang gefunden ha-
ben.

Die Bekdmpfung der Reblaus erfolgte Ende letzten Jahrhunderts mittels zwei Konzep-
ten. Das erste, sich spiter als erfolgreich erweisende Konzept beinhaltete die Kombina-
tion von wurzeltoleranten Amerikaner-Unterlagen mit blattoleranten Europiersorten.
Das zweite Konzept beschrieb die Ziichtung von Direkttragern (Hybriden), die sowohl
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Reblaus- wie Plasmopara-resistent sind. Die nachteiligen Eigenschaften, welche die zu
dieser Ziichtung verwendeten Amerikaner-Arten miteinbrachten, fiihrten zu einer ab-
lehnenden Haltung gegeniiber den frithen Hybriden. Der vielleicht bekannteste Nachteil
wird als Fuchs-artiger Geschmack beschrieben. Durch weitere Riickkreuzungen scheint
dieses Problem inzwischen geldst zu sein.

Die Resistenzmechanismen der Weinrebe gegen Pilzbefall sind vielgestaltig. Boubals
(1959), zitiert von Basler und Wiederkehr (1993), beschreibt fiir P. viticola das Ab-
stoppen des Wachstums und der Entwicklung des Pilzmyzels. Dies geschieht einerseits
durch Nekrotisierung befallener Zellen. Dadurch wird der obligat biotrophe Krank-
heitserreger am Weiterwachsen gehindert. Andererseits vermutet Boubals als Hauptur-
sache der Resistenz Myzelwachstums-limitierende Erndhrungsfaktoren, die vom Wirt
produziert werden. Ein Mangel an solchen Faktoren stoppt die weitere Entwicklung des
Pilzes.

Zur Resistenzbildung trigt in der Rebe die Produktion von Phytoalexinen (antimikro-
bielle Substanzen) durch die Pflanze bei: Vitaceen produzieren Resveratrol, ein Stil-
ben, und deren Polymere, sogenannte Viniferine. Phytoalexine sind teil der Abwehr-
kaskade, welche Pflanzen gegen Krankheitserreger auslosen konnen, und kénnen des-
halb als ‘defense-response genes’ bezeichnet werden (siehe Kasten). Eine ausfiihrliche
Untersuchung der Rolle von Resveratrol bei der Resistenzbildung und Literaturverwei-

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 bei-
spielsweise Phytoalexine, hydrolytische Enzyme und sogenannte PR-Proteine (‘pa-
thogenesis-related proteins’). Generell kann davon ausgegangen werden, dass alle
Sorten einer Wirtsart die Gene dieser Abwehrkaskaden besitzen. Hingegen wird an-
genommen, dass die Verteilung und die Prdsenz 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.

se dazu finden sich bei Denzer (1991). Er fand kontroverse Korrelationen wie zum
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Beispiel interspezifische, wenig resistente Sorten mit hohem Resveratrolgehalt oder
Sorten mit sehr guter Resistenz aber nur geringem Resveratrolgehalt. Die ursichliche
Rolle dieses Phytoalexins in der Resistenz von Weinreben ist also ungeklért. Darti-
berhinaus fanden zum Beispiel Pezet ef al. (1991), dass der Erreger des Grauschimmels
(Botrytis cinerea) Resveratrol abzubauen vermag.

Uber die genetischen Grundlagen der Resistenzen gegen Falschen und Echten Mehltau
ist wenig bekannt. Bei der Weinrebe kennt man bislang keine Beispiele eindeutiger
Gen-fiir-Gen-Beziehungen beziehungsweise vertikale Resistenzen (siehe Kasten S. 13).
Deshalb ist es bisher unklar, ob in Vitis-Arten Erkennungs-Gene (R-Gene) existieren
oder ob die Resistenz auf praformierte strukturelle und/oder biochemische Unterschie-
de zuriickzufiihren ist, die zwischen den resistenten amerikanischen Arten und den vi-
nifera-Arten bestehen. Im Fall des Falschen und Echten Mehltaus gilt als gesichert,
dass die entsprechenden Resistenzen polygen vererbt werden (Husfeld 1939, Boubals
1959, Li 1985, Diehl 1988). Gegen den Echten Mehltau existieren auch monogene Re-
sistenzen in der den Vitis-Arten verwandten Muscadinia rotundifolia.

Die Dauerhaftigkeit der oben erwihnten polygenen Resistenzen kann als gut beschrie-
ben werden. Die Beobachtungen von Li (1985) zeigten, dass in pilzresistenten Reban-
lagen keine Erregerrassen von P. viticola auftauchten, die eine erhohte Virulenz auf-
wiesen, wihrenddem er aber Pilz-Stimme mit erhShter Fitness fand. Eine Interaktion
zwischen Sortenresistenz und Virulenz des Pathogens stellte er aber nicht fest. Denzer
(1991) wies nach, dass die Resistenz interspezifischer Rebsorten gegen P. viticola in
verschiedenen Stadien der Wirtsbesiedlung stattfindet und schliesst deshalb auf eine
polyfaktoriell begriindete Resistenz.

Eibach et al. (1989) fithrten Untersuchungen zur Vererbung von Resistenzeigenschaf-
ten der Rebe gegen den Echten und Falschen Mehltau sowie gegen Botrytis cinerea
durch. Dabei bewihrten sich insbesondere die in-vitro-Resistenztests, da sie mit den im
Feld beobachteten Resistenzwerten gut korrelierten. Die Autoren ermittelten den Heri-
tabilitdtskoeffizienten der Resistenzen in Kreuzungsnachkommen und fanden den ver-
muteten polyfaktoriellen Charakter aller drei untersuchten Resistenzen bestitigt. Dage-
gen bestitigten sie fiir die Plasmopara-Resistenz in der asiatischen Art V. yeshanensis
eine mono- oder oligogen bedingte Resistenz.

Es ist wichtig anzumerken, dass die einzelnen Resistenzen einer polygenen Resistenz
nur eine kleine Wirkung haben und deshalb als Einzelfaktoren auch nur einen geringen
Selektionsdruck auf die Krankheitserreger ausiiben. In den resistenten Rebenarten sind
mehrere Teilresistenzen gleichzeitig vorhanden. Dadurch wird die Wahrscheinlichkeit
eines Resistenzdurchbruchs zusitzlich stark reduziert. Wohl weshalb ist bis heute kein
Erregerstamm beschrieben, der die polygenen Resistenzen durchbrechen kann. Umge-
kehrt kann daraus gefolgert werden, dass die isolierte Verwendung einzelner dieser Re-
sistenzfaktoren dazu fiihrt, dass - wenn auch sehr langsam - virulente Pathotypen selek-
tioniert werden, welche dann auch auf polygen resistenten Sorten eine erhohte Virulenz
hitten.

Wie Fried et al. anfiihren, ist die Verfiigbarkeit von geeigneten Selektionsmethoden fiir
die Resistenzziichtung essentiell, und verweisen auf Referenzen fiir in-vitro-, Ge-
wichshaus- und Freiland-Selektionssysteme.

Aus der Tatsache der polygen vererbten Resistenzen in der Rebe sind die Schwierigkei-
ten fiir die traditionelle Ziichtung klar ersichtlich. Der hohe Grad an Heterozygositit in
der Rebe spielt hier eine besondere Rolle. Eine bessere Kenntnis iiber die Vererbungs-
modi von Resistenzen und eine sichere Identifizierung der Resistenzfaktoren wiirden
eine gezieltere Auswahl der Kreuzungseltern erlauben und die Selektion von Kreu-
zungsnachkommen schneller und sicherer machen. Ziichterisch interessant wire dazu
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die Erzeugung von homozygoten Reben. Diese konnte durch wiederholte Riickkreu-
zungen beziehungsweise Selbstbefruchtungen erzeugt werden. Zwar ist eine Selbstbe-
fruchtung bei den meisten Kultursorten moglich. Bei wiederholten Riickkreuzungen ist
allerdings eine starke Inzuchtdepression in der 3. oder 4. Filialgeneration zu beobach-
ten. Diese dussert sich in einem extremen Kummerwuchs ohne Ausbildung generativer

Organe, weshalb die Erzeugung von homozygoten Reben auf diesem Weg nicht mog-
lich ist.
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5. Typisierung von durch Transformation entstehenden Weinreben-
Genomen

Mit dem Ausdruck “transgen” wird der Zustand einer kiinstlichen Einfithrung genomi-
schen Materials in einen Organismus beschrieben, gibt aber nicht iiber die Herkunft der
tibertragenen DNA Auskunft. Fiir Transformations-Arbeiten mit Weinreben dringt sich
jedoch eine Unterscheidung anhand des Ursprungs des dabei verwendeten Genmateri-
als auf, wobei hier im wesentlichen unterschieden wird zwischen Genen der eigenen
Gattung (Vitis) und Genen aus anderen Gattungen. Bis heute wurden nur Transformati-
onen mit Gattungs-fremder DNA durchgefiihrt, da R-Gene bisher noch nicht identifi-
ziert worden sind. Arbeiten mit putativen ‘defense-response genes’ aus Vitis sind im
Gange.

a) DNA aus Vitis vinifera ssp. sativa

Ziel der traditionellen Ziichtung ist es unter anderem, erwiinschte Eigenschaften von
verschiedenen, bestehenden Kultursorten in neuen Sorten zu kombinieren, so zum Bei-
spiel Geschmack oder Wuchsform. Schon relativ lange ist die monofakterielle Verer-
bung einiger solcher Merkmale bekannt (Husfeld 1938). Viele wichtige Eigenschaften
sind jedoch unter Kontrolle von mehreren Genen. Als Beispiel gelten hier Wiichsigkeit
(Stirke des Wachstums), Ertrag und Geschmack. Der polygene Vererbungsmodus er-
schwert natiirlich die Ziichtung wesentlich. Dazu kommt im Falle der Weinreben noch
der hohe Grad an Heterozygositidt der Merkmale. Selbstungsnachkommen der Sorte
Riesling zeigten beispielsweise eine ausserordentliche Fiille von Qualitdtsunterschie-
den.

Wie schon erwihnt ist die Einfithrung der agronomisch wichtigen Eigenschaften auch
durch die klassische Ziichtung moglich, in der Praxis jedoch erweisen sich Faktoren
wie hoher Grad an Heterozygositit und lange Generationszeit als grosse Hindernisse.
Im Falle der Weinrebe ist die Einfiihrung polygen vererbter Eigenschaften in der Praxis
unmoglich. Die Transformation von Reben mit den erwihnten Erbfaktoren und ihren
Regulationsgenen konnte den ‘Ziichtungsprozess’ wesentlich beschleunigen. Es bleibt
zur Zeit allerdings dahingestellt, ob eine Transformation mit mehreren fiir die ge-
wiinschten Eigenschaften kodierenden Genen iiberhaupt realisierbar ist und sich im
neuen Organismus wie gewiinscht ergiinzen.

Erkennungsgene (R-Gene) wurden bei V.-vinifera-Reben bisher nicht identifiziert und
stehen nicht fiir Transformationen zur Verfiigung. Denkbar ist aber, dass “defense-
response genes” verwendet werden. Diese sind auch in V.-vinifera-Reben vorhanden,
weshalb eine Transformation mit diesen Genen einer Veridnderung ihrer Regulation
gleichkéme, insbesondere bei einer konstitutiven Expression. Damit verbundene uner-
wiinschte Nebenwirkungen sind zu erwarten, da sonst die Pflanzen die Anderung der
Regulation im Laufe der Evolution bereits vorgenommen hitten. Als Beispiel sei hier
die Co-Evolution der V.-vinifera-Sorten mit Botrytis cinerea angefiihrt.
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Memorandum

‘Defense-response genes’ sind in allen Vitis-Arten vorhanden, werden in der Regel
aber nur bei Bedarf (Infektion) exprimiert. Eine Transformation von Rebensorten, 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 Vitis-
Genotypen. 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 Rebensorten ist demzufolge keine
physiologische Verdnderung der Sorte zu erwarten ausser der erfolgreichen Erken-
nung eines Pathogens.

b) DNA aus anderen Vifis-Arten

In der Resistenzziichtung werden amerikanische und asiatische Vitis-Arten als Quellen
von Resistenz verwendet. Mit interspezifischem Vitis-Genmaterial transformierte
Weinreben entsprichen einem Ziichtungsprodukt, welches aus einer mehrmals wieder-
holten Riickkreuzung resultiert. Dieses kime sogenannten ‘near isogenic lines’ (NILs)
gleich, wie sie in anderen landwirtschaftlichen Kulturen erzeugt werden, und hétten
den Vorteil, dass sie infolge des wegfallenden Ziichtungsschrittes keine unerwiinschten
Gene enthalten. Auf traditionellem Weg wiren wiederholte Riickkreuzungen zwar
weitgehend moglich. Die Rebe reagiert jedoch sehr schnell mit einer starken Inzucht-
depression. Vor allem aber entsteht aus jedem Ziichtungsschritt eine neue Rebensorte
mit verdnderten Qualititseigenschaften, wodurch auch die Qualitédt des Weines aus die-
sen Sorten verdndert wird. Eine Rekonstruktion der erwiinschten Qualititseigenschaf-
ten der Ursprungssorte ist durch traditionelle Ziichtung nicht moglich.

Man wird deshalb versuchen, bisherige bewihrte Rebsorten mit zusitzlichen ge-
wiinschten Erbfaktoren zu transformieren, wobei es entscheidend ist, welcher Typ von
Genen in der Transformation eingesetzt wird (sieche Kasten). Falls in anderen Vitis-
Arten R-Gene identifiziert werden, wiirden sich die damit transformierten Rebsorten
also nur dadurch von konventionell geziichteten unterscheiden, dass der Einbau der
Erbfaktoren nicht durch homologe Rekombination geschah und dass (beim derzeitigen
Stand der Technik) auch Selektions- und/oder Reporter-Gene miteingeschleust wiirden,
die nicht von der Weinrebe stammten. Schliesslich muss auch erwihnt werden, dass
die Anzahl der Kopien der durch die Transformation eingefiihrten Gene nicht kontrol-
liert 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 unerwiinschte Nebeneffekte haben kann (siehe Kasten). Im
Fall der Weinrebe, die vegetativ vermehrt wird, ist eine Integration in ein Programm
nicht unbedingt notwendig, da die DNA-Integration in den “background” des neuen
Organismus nicht durch weitere Kreuzungen stabilisiert werden muss.

Ein Nachteil der ersten Nachkommen aus traditionellen Kreuzungen von vinifera-
Sorten mit amerikanischen Rebenarten war der spezielle Weingeschmack. Dieser wird
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im allgemeinen als Gras- oder Fuchsgeschmack beschrieben. Noch ist nicht genau be-
kannt, ob diese Geschmackseigenschaften mit der Resistenz der Pflanzen gekoppelt
sind. Neuere Resultate sprechen dagegen, da aus Kreuzungen jiingeren Datums resis-
tente Sorten ohne diesen typischen Geschmack hervorgegangen sind.

Auch hier soll 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.

c) Nicht-Vitis-DNA

In allen der bisher publizierten Transformationen von Weinreben wurde Gattungs-
fremde DNA verwendet (siehe einleitenden Abschnitt dieses Kapitels). Mogliche Ty-
pen von Gattungs-fremder DNA wiren:

i) “defense-response genes”

Vielfach erwogen wird der Einbau von ‘defence-response genes’ aus anderen Pflanzen,
so zum Beispiel die Einfithrung neuer Phytoalexine (Dixon et al. 1995) oder der Ein-
satz von Chitinasen aus Trichoderma.

ii) R-Gene

Die Idee der Verwendung von R-Genen aus anderen Pflanzen basiert auf folgender
Hypothese: Es wird angenommen, dass R-Gene auch Krankheitserreger erkennt, die
mit dem eigentlichen zu erkennenden Erreger nahe verwandt sind. Als Beispiel sei hier
der Erreger der Kraut- und Knollenfiule der Kartoffel (Phytophthora infestans) ge-
nannt, der mit Plasmopara viticola relativ nahe verwandt ist. Es ist bisher aber reine
Spekulation, ob R-Gene gegen andere Krankheitserreger in der Rebe Resistenz gegen
die wichtigen Pathogene auslosen wiirden.

iii) Gene aus Pathogenen

Eine spezielle Situation besteht bei der Transformation von Weinreben mit Genen von
viralen Coat-Proteinen. Die sinnvollste Anwendung dieser Technik ist sicherlich die
Transformation von Wurzelstocken, da einige der wichtigsten Viren der Rebe die Wur-
zeln infizieren. Eine ungeklarte Frage ist die Dauerhaftigkeit der Virusresistenz, welche
bei Reben wihrend der langen Standzeit von ca. 20-30 Jahren anhalten muss. Falls die
Resistenz nicht absolut ist, wire iiber die Jahre eine Akkumulation der Viren in der
Pflanze denkbar. Unter Umstdnden konnte dies dann trotz des Schutzes durch Coat-
Proteine Schidden verursachen.

Schliesslich wird sogar erwogen, Pflanzen mit Avirulenzgenen der Krankheitserreger
zu transformieren (Dixon et al. 1995). Das Produkt des Avirulenzgens soll mit dem
Erkennungsgen der Pflanze interagieren und dadurch die in der Pflanze vorhandene
Abwehrkaskade auslosen (siehe Kasten Seite 13).
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6. Beurteilung des toxischen Risikos von Rebentransformationen

In den bisher publizierten Arbeiten iiber Transformationen von Weinreben wurden bis
auf zwei Ausnahmen (LeGall ef al. 1994, Krastanova et al. 1995) lediglich Selektions-
und Marker-Gene transferiert. Eine allféllige praktische Anwendung solcher transfor-
mierten Pflanzen im Weinbau ist nicht anzunehmen, weshalb eine Beurteilung dieser
Arbeiten in diesem Kapitel nicht gemacht wird.

Die Gene, welche Krankheitsresistenz in Weinreben vermitteln, sind noch nicht identi-
fiziert, und deshalb sind auch ihre Produkte und deren Eigenschaften unbekannt. Es ist
daher unmoglich, mogliche Risiken kiinftiger transgener Reben konkret zu diskutieren.

a) Transformationen mit Vitis-DNA

Uber die Genprodukte der unter Punkt 4 erwihnten Krankheitsresistenzgene
(=Erkennungsgene oder R-Gene) gibt es bisher keine toxikologischen Untersuchungen.
Es ist hier deshalb nicht moglich, allféllige toxische Risiken fiir Konsumenten direkt zu
bestimmen. Es kann aber davon ausgegangen werden, dass eine Verwendung dieser
Gene kein toxisches Risiko beinhaltet. Wie unter Punkt 4 erlédutert, ist eine absolute,
vertikale Resistenz eine Frage der Erkennung der Pathogene seitens der Pflanze. Eine
sinnvolle Transformation von Weinreben beinhaltete demnach die Verwendung der
entsprechenden Erkennungs-Gene. Es kann angenommen werden, dass solche Gene in
amerikanischen Rebenarten vorhanden sind. Beziiglich toxischer Effekte der Friichte
dieser Arten gibt es aber keine Berichte, ebenso nicht iiber die Friichte von Kreuzungs-
nachkommen dieser Arten mit vinifera-Sorten. Toxische Effekte konnen ableitend von
anderen System ausgeschlossen werden.

Eine Verdnderung 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. Es wird zum Beispiel erwigt, Weinreben gentechnisch so zu veridndern, dass
sie das Phytoalexin Reveratrol iiberexprimieren. Resveratrol korreliert zum Teil mit der
Resistenz von Weinreben gegen pilzliche Krankheitserreger wie Botrytis cinerea oder
Plasmopara viticola (Coxon 1982). Der Begriff Phytoalexin beschreibt keine diskrete
Stoffklasse, sondern meinte urspriinglich Wirkstoffe, welche Pflanzen als Reaktion auf
eine Pilzinfektion oder auf Stresssituationen bilden. Informationen iiber die direkte To-
xizitdt von Resveratrol und seinen in Pflanzen vorkommenden Derivaten war nicht zu
finden. Zu Phytoalexinen im allgemeinen kann aber folgendes gesagt werden (Smith
1982): Phytoalexine sind Biozide. Die friihere Annahme, Phytoalexine wirkten nur an-
tifungisch, wurde wiederlegt. Bakterien, hohere Pflanzen und Tiere konnen durch Phy-
toalexine geschiddigt werden. Daher sind auch toxische Effekte fiir den Menschen mog-
lich (Ku¢ and Currier 1976). Unterschiedliche Organismen zeigen eine unterschiedli-
che Empfindlichkeit auf Phytoalexine. Auch nah verwandte Organismen zeigen unter-
schiedliche Reaktionen. Zusammenfassend muss demzufolge auf ein toxisches Potenti-
al von Pflanzen hingewiesen werden, welche Phytoalexine entweder konstitutiv oder in
sehr grosser Menge iiberproduzieren. Diese Feststellung gilt jedoch nicht nur fiir trans-
gene Pflanzen, sondern auch fiir traditionell geziichtete Pflanzen, die auf hohen Phytoa-
lexin-Gehalt hin selektiert werden.
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b) Transformationen mit Nicht-Vitis-DNA

Das momentan vielversprechendste Einsatzgebiet der Transformation ist bei der Rebe
die Erzeugung Virus-resistenter Pflanzen. Bei den Virosen der Rebe spielen die Nepo-
viren eine grosse Rolle, die durch Nematoden im Boden iibertragen werden. Le Gall et
al. (1994) und Krastanova et al. (1995) transformierten Weinreben mit dem Coat-
Proteinen des Grapevine Chrome Mosaic Nepovirus beziehungsweise des Grapevine
Fanleaf Virus. Die vegetative Art der kommerziellen Vermehrung beziehungsweise das
Pfropfen von Ertragssorten auf Wurzelstocke erlaubt es im Fall von Nepoviren, Wein-
reben vor ihnen zu schiitzen, indem resistente Wurzelstocke eingesetzt werden. Dies
hat den grossen Vorteil, dass das Genom der Ertragssorte und damit ihre Qualitétsei-
genschaften nicht veridndert und beeinflusst werden. Bei der Weinerzeugung ist dies ein
entscheidender Punkt. Insbesondere sind auch keine toxischen Nebenwirkungen in den
Friichten zu erwarten, da ja nur die Unterlage verdndert wurde.

Solche Nebenwirkungen sind aber durchaus moglich, wenn Ertragssorten mit Resis-
tenzfaktoren (“defense-response genes”) aus anderen Pflanzengattungen oder aus Tie-
ren transformiert werden. Gegenwirtige Transformationen von Reben verwenden bei-
spielsweise Chitinase-Gene aus Trichoderma, da Chitinasen eine teilweise antifungi-
sche Aktivitit besitzen (siehe Punkt 2).

Fiir die Verwendung von ‘“defense-response genes” gelten dieselben Argumente wie
unter Punkt a.
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7. Beurteilung der 6kologischen Auswirkungen von Rebentransforma-
tionen

Die Literatur iiber die verschiedenen Teilaspekte dieses Abschnittes ist sehr spirlich.
Es konnten keine Angaben iiber Feldversuche mit transgenen Weinreben gefunden
werden, aus denen man diesen Abschnitt betreffende Schliisse ziehen konnte. Allge-
meine Uberlegungen kénnen dennoch gemacht werden:

Die Kultur- oder Edelrebe ist eine Formengruppe, iiber die beziiglich Herkunft und
Verwandtschaft der einzelnen Sorten und Arten vermutlich nie génzlich Aufschluss er-
halten werden wird (Hegi 1908). Die meisten Rebarten und Kultursorten haben 2n=38
Chromosomen, so auch die Gattung V. vinifera. Neuere molekularbiologische Metho-
den konnten hier vielleicht Licht ins Dunkel bringen. Die Formenvielfalt und die Ziich-
tungstitigkeit (siehe Punkt 4) machen aber klar, dass Vitis-Arten untereinander hybridi-
sieren konnen.

Die Kulturformen der Rebe werden in der ganzen Schweiz angebaut. Als Kulturfliicht-
ling oder Uberreste ehemaliger Weinberge kommt V. vinifera ssp. sativa iiberall dort
vor, wo frither Wein angebaut wurde. Eine Verwilderung in Form eines Unkrautes ist
indes nicht bekannt.

Zusammenfassend muss also davon ausgegangen werden, dass Pollen von transgenen
Weinreben auf kompatible Vitis-Arten gelangen kann und daraus Friichte mit keimfi-
higen Samen entstehen konnen.

Die Bedeutung dieser Tatsache ist aber unklar. Wie erwihnt ist die Kulturrebe bei uns
nicht heimisch, wird aber seit mehreren tausend Jahren angebaut. Trotzdem hat sich die
Unterart silvestris als solche erhalten. Denkbar ist, dass eventuelle vinifera-silvestris-
Hybriden unter natiirlichen Bedingungen nicht lebensféhig sind, da sie viele nachteilige
Eigenschaften der Kulturrebe erbten. Dazu kommt, dass solche Hybridisationen wahr-
scheinlich nicht sehr hidufig geschehen, da die wilde Rebe andere Standortanspriiche
hat als die Kulturrebe. V. vinifera ssp. sativa kommt gemiss Hegi (1908) nur auf eher
feuchten Boden (vor allem in Auenwéldern) vor. Die Kulturrebe hingegen bendtigt e-
her trockene und kalkhaltige Boden an sonnigen Lagen. Vor allem die Standortansprii-
che sind es wohl auch, weshalb sich verwilderte Reben nicht weiter verbreitet haben.
Krankheiten konnten dafiir zwar auch verantwortlich sein, doch spricht die sehr lange
Zeit der Kultivierung dagegen, denn bis zur Einschleppung der Krankheiten und
Schidlinge aus Amerika konnten die Reben auch ohne chemische Pflanzenschutzmittel
angebaut werden. Die Einfiihrung von Krankheitsresistenzen - sei es durch traditionelle
Ziichtung oder durch Transformation - wird an dieser Situation also kaum etwas &n-
dern.

Le Gall et al. (1994) und Krastanova et al. (1995) transformierten Wurzelstocke mit
den Gensequenzen fiir Coat-Proteine von Nepoviren. Die 6kologischen Auswirkungen
eines Einsatzes von Coat-Proteinen im allgemeinen werden schon andernorts unter-
sucht und gelten auch fiir die Weinrebe. Dieses Thema wird deshalb hier nicht weiter
diskutiert.

Ahnlich verhilt es sich mit anderen heterologen Faktoren, wie zum Beispiel Chitin-
asen, welche als Resistenzbildner in Transformationsprojekten auch anderer landwirt-
schaftlicher Kulturen erwogen werden.
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8. Okonomische Auswirkungen von Rebentransformationen

Trauben werden in der Schweiz fast ausschliesslich zur Weinherstellung produziert.
Die direkte Konsumation als Tafelobst ist unbedeutend. Im Zusammenhang mit Pflan-
zenkrankheiten entstehen somit keine Probleme beziiglich der dusseren Qualitdt der
Friichte, wie dies etwa beim Apfel der Fall ist und wo nur makellose Friichte frei von
jeglichen Schiden als Klasse I Obst verkauft werden konnen. Ausserdem werden die
Trauben bei uns auch nicht gelagert, weshalb etwaige Auswirkungen von krankheitsre-
sistenten Reben auf die Lagerhaltung nicht zu beachten sind. Eine Bezifferung der
durch Krankheiten verursachten Schéaden ist schwierig. Ein geringer Befall fiihrt nicht
sofort zu Einkommenseinbussen durch Qualititsverluste, da ein kleiner Prozentsatz be-
fallener Trauben in der Weinproduktion toleriert werden kann. Wenn kein geeigneter
Pflanzenschutz ausgefiihrt wird, kann aber in Jahren mit starkem Infektionsdruck der
Befall durch Plasmopara einen Totalausfall der Ernte verursachen.

Fiir den Einsatz im Rebbau wurden 1994 Pflanzenschutzmittel im Wert von 22,1 Mio.
Franken verkauft. Dies ergibt einen Durchschnittswert von rund 1470.- Fr pro Hektare
und Jahr. Dies ist aber nur ein grober Mittelwert, denn die tatsdchlichen Einsatzmengen
und -Kosten schwanken regional und iiber die Jahre sehr stark.

Zu den direkten Kosten fiir Chemikalien kommt der Arbeitsaufwand fiir den Pflanzen-
schutz. Der SRVA (Service romand de vulgarisation agricole) stellt Angaben iiber die
Produktionskosten im Schweizer Weinbau zusammen. Die im Folgenden gemachten
zahlenmissigen Uberlegungen basieren auf diesen Daten. Der Handarbeitsaufwand fiir
den Pflanzenschutz in den verschiedenen Weinbaugebieten der Schweiz sehr unter-
schiedlich. So wurden im Kanton Genf oder Neuchatel nur 18 Stunden aufgewendet,
wihrend im Siidtessin oder in einzelnen Bezirken des Wallis rund 100 Stunden aufge-
wendet wurden. Ein Mittelwert wire hier also nicht sehr aussagekréftig. Der Pflanzen-
schutz ist verglichen mit anderen Arbeiten im Weinbau auch nicht so arbeitsintensiv,
Stockpflege (350-800 h) und Weinlese (100-350 h) bendétigen einen weitaus grosseren
Handarbeitseinsatz. Dementsprechend sind auch die mit der Handarbeit verbundenen
Kosten fiir den Pflanzenschutz geringer. Resistente Rebsorten wiirden an dieser Situa-
tion nur wenig dndern.

Einen gewissen okonomischen Vorteil konnten hingegen Virus-resistente Wurzelsto-
cke erzielen. Durch den Grapevine Fanleaf Virus befallene Reben haben weniger Er-
trag, eine verminderte Fruchtqualitit und eine kiirzere produktive Phase. In der Regel
sind die Viren aber nur sehr lokal von grosserer Bedeutung, weshalb hier keine Bezif-
ferung der Schiaden gemacht wird.
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9. Szenario

In den traditionellen Weinanbau-Gebieten machen Rebensorten aus konventionellen
Ziichtungen bisher nur einen unbedeutenden Anteil aus. Unter den neuen Sorten sticht
einzig Riesling x Sylvaner hervor, die sich in Randgebieten stark durchsetzen konnte.
Diese Situation konnte sich zwar in den kommenden Jahrzehnten dndern. Zwei Griinde
sprechen aber dagegen: Einerseits sind die Qualitidtsanspriiche sehr hoch. Andererseits
ist der Weinanbau ausserordentlich stark der Tradition verpflichtet und nicht sehr inno-
vativ. Ein Erfolg von transgenen krankheitsresistenten Sorten ist deshalb nur dort an-
zunehmen, wo der Weinanbau durch Krankheitsbefall verunmoglicht wird und Be-
kdmpfungsmassnahmen nicht wirksam oder verfiigbar sind. Als Beispiel seien hier
Fungizidresistenzen oder der Verbot gewisser Pflanzenschutzmittel erwihnt.
Weinreben haben eine lange Standzeit von ungefihr 30 Jahren. Neupflanzungen sind
deshalb relativ selten. Falls kiinftig transgene Sorten ohne qualitative oder verarbei-
tungstechnologische Nachteile erzielt werden konnen, ist deshalb nur eine dusserst
langsame Umstellung auf solche Sorten zu erwarten. Dabei sind aber Reben mit Resis-
tenz gegen einen einzelnen Krankheitserreger nicht attraktiv genug, da im Weinbau
mehrere Krankheiten grosseren Schaden bewirken konnen. Deshalb miissten in trans-
genen Reben Resistenzen gegen die 2-3 Hauptpathogene kombiniert sein, wobei ange-
merkt werden muss, dass die natiirlichen Resistenzen in Reben polygener Natur sind,
die einzelnen Gene additiv wirken und einzeln nur eine kleine Wirkung besitzen.

Einen gewissen Erfolg konnten transgene Virus-resistente Unterlagen erzielen, dies a-
ber nur lokal, das heisst auf wenigen Hektaren Rebfldache in der Schweiz, wo Virenbe-
fall ein Problem darstellt.

Die Akzeptanz von Produzenten und Konsumenten sowie die Gesetzgebung zum Zeit-
punkt, wo transgene resistente Rebsorten erhiltlich sind, ist nicht abschétzbar.
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Zusammenfassung

Im Auftrag des BATS (Biosicherheitsforschung und Abschitzung von Technikfolgen
des Schwerpunktprogrammes Biotechnologie) sollten Technikfolgen von transgenen
Weinreben untersucht werden. Der Themenkatalog beinhaltete als Erstes die Erfassung
der bisher publizierten Literatur auf diesem Gebiet sowie die Analyse ausgewihlter
Arbeiten. Danach wurde die Situation des Pflanzenschutzes im Schweizer Weinbau zu-
sammengefasst. Als nidchstes wurden die in der traditionellen Ziichtung verwendeten
Krankheitsresistenzen beschrieben und diskutiert. Es folgten Analysen des toxischen
Risikos, der 6kologischen sowie der 6konomischen Auswirkungen. Schliesslich wurde
aufgrund der Informationen aus den vorherigen Punkten zu einem Fallszenario verar-
beitet.

Die bisher veroffentlichten Arbeiten iiber Transformationen von Weinreben beinhalte-
ten bis auf zwei Ausnahmen den Gentransfer von Marker- und Selektions-Genen sowie
die Regeneration der transformierten Gewebe zu ganzen Pflanzen. Die zwei Ausnah-
men befassten sich mit der Transformation von Reben mit viralen Coat-Proteinen.

Der Pflanzenschutz im Schweizer Weinbau wird zur Zeit durch den Einsatz von che-
mischen Pflanzenschutzmitteln geprégt. Einerseits besteht ein grosses Einsparungspo-
tential, was die Menge an ausgebrachten Chemikalien betrifft. Andererseits muss, um
sicher gegen Verluste durch gewisse Krankheiten vorzubeugen, ein fixes Behandlungs-
schema eingehalten werden, weshalb heute in der Praxis nur wenige Einsparungen
moglich sind.

Insbesondere im biologischen Anbausystem haben resistente Sorten ein grosses An-
baupotential. Krankheitsresistente Rebensorten sind als Resultat von (traditionellen)
Ziichtungen bereits auf dem Markt erhéltlich.

Bei der Beurteilung des toxischen Risikos von transgenen Weinreben wurde auf mogli-
che Gefahren bei der Verwendung von “defense-response genes” wie beispielsweise
Phytoalexine hingewiesen. Berichte iiber toxische Effekte durch traditionell geziichtete
krankheitsresistente Sorten konnten keine gefunden werden.

Die 6kologischen Auswirkungen von transgenen Weinreben sind schwierig zu beurtei-
len. Feldversuche mit solchen Reben wurden noch keine durchgefiihrt. Verschiedene
Vitis-Arten konnen konventionell gekreuzt werden. In der Schweiz kommt die Edelre-
be Vitis vinifera nur kultiviert vor, die Wildart V. silvestris nur an wenigen Standorten.
Ein Auskreuzungspotential existiert zwar, hat vermutlich aber keine praktische Bedeu-
tung. Die Gefahr einer Verwilderung von transgenen krankheitsresistenten Weinreben
wird als gering eingeschitzt, da Krankheiten nicht limitierend fiir das Vorkommen in
der Schweiz sind.

Transgene krankheitsresistente Rebsorten ergidben fiir die Produzenten Einsparungen,
wie sie auch durch traditionell geziichtete Sorten moglich wiren. Von Bedeutung ist in
beiden Fillen die Dauerhaftigkeit der eingefiihrten Resistenz. Im Rebbau ist der Ar-
beitsaufwand fiir den Pflanzenschutz kleiner als fiir andere Arbeiten wie Stockpflege
und Weinlese.

Mit Ausnahme von Virus-resistenten Sorten sind die Erfolgschancen fiir transgene Re-
ben relativ klein. Um attraktiv genug zu sein, miissten solche Sorten auch kombinierte
Resistenzen gegen die zwei bis drei wichtigsten Krankheitserreger besitzen. Aber auch
dann lassen die lange Standzeit und die traditionell geprigte Weinkultur nur eine lang-
same Umstellung auf transgene Sorten erwarten.
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