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1. Abstract 

Conventional breeding of woody plants is now being complemented with genetic engineering 

techniques that allow a specific modification in the plant phenotype through the introduction 

of foreign genes. The resulting transgenic plants are able to express new traits such as pest 

and disease resistance, tolerance to herbicides, modifications of wood properties or 

detoxification of pollutants. Presently, numerous genetically modified trees have already been 

grown in field trials, as well as in commercial plantations. Transgenic woody plants are 

mainly produced by Agrobacterium-mediated transformation. After transformation, 

recombinant agrobacteria are often able to persist in plant tissue for a longer time. In vitro 

regeneration systems of these woody plants were found to be occupied by endophytic 

bacteria. The close contact between agrobacteria and bacterial endophytes could result in a 

potential risk of a horizontal gene transfer. Against this background, the study gives an 

overview on the possibilities of transgen and binary vector transfers, via bacterial conjugation 

or transformation. Beside this, the study describes the occurrence and detection methods of 

endophytes in woody plants.  

Based on the elementary mechanisms in bacterial conjugation and the biological properties of 

recombinant agrobacteria used for transformation, there are theoretically three ways of 

conjugative transfer that seem relevant. The conjugation of binary vectors mobilized by the 

helper plasmid, as well as the transfer of T-DNA into bacteria was not shown so far, but ought 

to be possible. The third way could be the mobilization of binary vectors by an external helper 

plasmid from the endophytic microflora, which is able to complete the mob region and to 

mobilize the vector. Although this represents a limiting factor, the three-parental mating is a 

well known technique under defined laboratory conditions. Besides the molecular 

prerequisites, the structure of the endophytic community is also important in finally assessing 

the probability of gene transfer by conjugation. Thus, transfer events between Agrobacterium 

strains should be more probable than into more or less distantly related taxa. Although there is 

evidence of a lot of bacterial groups belonging to Proteobacteria, Actinobacteria and 

Firmicutes in different plants, systematic studies concerning the endophytic bacteria of forest 

trees are hardly available. Such studies need to be considered in future investigations. 

Just as bacterial conjugation, gene transfer via transformation can not be excluded. However, 

the transfer is not only limited by the occurrence of free transformable DNA, but first of all by 

the restrictions resulting from the competence system of bacteria and the lack of sequence 

homologies in transgenic DNA. 
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The considerations of gene transfer from agrobacteria into endophytic bacteria are generally 

theoretical. However, it can be assumed that potential transfer events occur depending on the 

community structure of endophytic bacteria and its dynamic during plant ontogenesis. 

Different population densities of bacteria were already found in plant regeneration systems to 

vary with the kind of treatment and age of culture. Moreover, the growth and cultivation 

conditions of plants do influence the development of endophyts as well. 

 

2. Zusammenfassung 

Neben gentechnisch veränderten landwirtschaftlichen Kulturpflanzen gibt es inzwischen eine 

Vielzahl von transgenen Forstgehölzen, die sich zum Teil in der Erprobungsphase (Labor- 

und Gewächshaus, bzw. Freisetzungsversuche) aber auch schon im kommerziellen Anbau 

befinden. Zu den gentechnischen Veränderungen gehören Merkmale zur Steigerung der 

Toleranz gegen biotische und abiotische Schadfaktoren sowie zur Verbesserung des 

Wachstums (z.B. Herbizid- und Schaderregerresistenz, Stresstoleranz, Wachstumsregulation), 

Produkteigenschaften (z.B. Holzqualität, Ligningehalte) und die Fähigkeit zum Abbau oder 

zur Entgiftung von Schadstoffen. Bei der Herstellung der gentechnisch veränderten Bäume 

wird vorrangig das Agrobacterium-System zur Transformation benutzt. Nach der 

Transformation sind die rekombinanten Agrobakterien oft in der Lage, längere Zeit im 

Pflanzengewebe der Bäume zu persistieren. Ebenso sind in in vitro Regenerationssystemen 

von Forstgehölzen endophytische Bakterien nachgewiesen worden. Aus diesem engen 

Kontakt ergibt sich die potentielle Möglichkeit des horizontalen Genttransfers. Davon 

ausgehend wurden in der Studie Möglichkeiten der Übertragung der Transgene bzw. der 

binären Vektoren über Konjugation und Transformation aufgezeigt. Darüber hinaus 

beschreibt die Studie das Vorkommen und die Nachweismethoden von Endophyten in 

Bäumen. 

Basierend auf den Eigenschaften der rekombinanten Agrobakterien, die zur Pflanzen-

transformation verwendet werden, ergeben sich drei prinzipielle Möglichkeiten für den 

konjugativen Gentransfer. Sowohl die Konjugation der binären Vektoren (mobilisiert durch 

das Helferplasmid) als auch der T-DNA-Transfer in Bakterien sind bisher nicht 

nachgewiesen, letztlich ist ein konjugativer Transfer jedoch als wahrscheinlich anzunehmen. 

Selbst bei einem Nachweis des Transfers auf Kulturmedien bliebe aber offen, inwieweit 

dieser Prozess auch innerhalb der Pflanze zwischen Agrobakterien und endophytischen 

Bakterien auftritt. Für die dritte Möglichkeit, der Mobilisierung des binären Vektors durch ein 
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externes Plasmid aus der Endophytengemeinschaft, müssen eine Reihe von Vorbedingungen 

erfüllt sein. Dieser Transfer ist an spezifische binäre Vektoren (Vorhandensein eines 

bestimmten oriT zur Mobilisierung) und an das Vorhandensein entsprechender konjugativer 

Plasmide in den Endophyten gebunden, die den mob-Bereich komplementieren und so den 

Vektor mobilisieren können. Eine solche Spezifität sollte die Wahrscheinlichkeit des 

Transfers einschränken, jedoch ist dieser prinzipielle Transferweg beschrieben und seit 

langem bekannt. Generell ist eine Konjugation in der Endophytenmikroflora in Forstgehölzen 

nicht auszuschließen. Sie wurde ausgehend von einem Burkholderia-Stamm mit einem 

konjugativen Plasmid in Pappeln nachgewiesen (Taghavi et al., 2005). Für die endgültige 

Beurteilung der Wahrscheinlichkeit des Gentransfers ist auch die Zusammensetzung der 

Endophytengemeinschaft ausschlaggebend. So wäre zum Beispiel die Konjugation zwischen 

Agrobacterium Stämmen wahrscheinlicher als innerhalb der Proteobakterien. Obwohl bereits 

eine Vielzahl bakterieller Gattungen der Proteobacteria, Actinobacteria und Firmicutes in 

unterschiedlichen Pflanzen nachgewiesen wurde, gibt es bisher nur wenige systematische 

Studien zur Endophytenmikroflora von Forstgehölzen. 

Ähnlich wie die Konjugation kann auch der Gentransfer über Transformation nicht 

ausgeschlossen werden, einen Nachweis für die bakterielle Transformation in der 

Endophytenmikroflora gibt es bisher nicht. Vorbedingung für die Transformation wäre zum 

einen das Vorkommen natürlich kompetenter Bakterienarten (einzelne Arten wie 

Acinetobacter gehören durchaus zu den typischen endophytischen Bakterien) ebenso wie das 

Vorhandensein der Umweltbedingungen für das Erreichen der Kompetenz. In natürlichen 

Gemeinschaften wie der Endophytenmikroflora sind jedoch diese Bedingungen schwer 

abschätzbar. Der Gentransfer in die endophytischen Bakterien über die Transformation dürfte 

neben dem Vorhandensein von freier, transformierbarer DNA in Pflanzengewebe vor allem 

durch die limitierenden Größen begrenzt sein, die sich aus dem Kompetenzsystem der 

Bakterien und aus den meist fehlenden homologen Bereichen und der damit verbundenen sehr 

geringen Frequenz der illegitimen Rekombination ergeben. 

Die prinzipiellen Betrachtungen zum Gentransfer von Agrobacterium in die endophytischen 

Bakterien via Konjugation oder Transformation sind rein theoretisch und wie bereits erwähnt 

bisher durch keine experimentellen Befunde belegt. Auszugehen ist jedoch davon, dass 

potentielle Transferereignisse in Abhängigkeit von der aktuellen Struktur und der 

Entwicklung der bakteriellen Endophytengemeinschaften auftreten. Bereits in den 

Regenerationssystemen wurden je nach Behandlung und Alter unterschiedliche Zelldichten 
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von endophytischen Bakterien nachgewiesen. Ebenso ändern sich die Endophyten-

gemeinschaften mit dem Wachstum und den Kultivierungsbedingungen der Pflanzen. 

 

3. Einleitung und Zielstellung 

Das Land Brandenburg hat aufgrund seiner vorwiegend sandigen Böden ein hohes Potential 

zum Anbau und der Nutzung von Energieholz auf landwirtschaftlich unrentablen 

Grenzstandorten (von Wühlisch, 2005). Der Ausbau dieses gegenwärtig noch schwachen 

Marktsegmentes ist sowohl vor dem Hintergrund der steigenden Nachfrage nach 

Biobrennstoffen und der Entwicklung innovativer Technologien der Holzverarbeitung als 

auch aus der Sicht der Senkung der CO2-Emissionen von wirtschaftlichem und 

gesellschaftlichem Interesse. Voraussetzung für einen zukunftsträchtigen Energieholzanbau 

sind jedoch leistungsfähige und ertragsstabile Nutzholzbestände. Nach internationaler 

Erfahrung besitzt insbesondere die Aspe (Zitterpappel) durch ihre geringen Ansprüche und 

ihre Schnellwüchsigkeit eine gute Eignung zur Etablierung rentabler Bestände (Triebel, 

2005). Aus diesem Grunde werden Pappeln wie auch andere geeignete Baumarten zur 

weiteren Optimierung ihrer wirtschaftlichen Nutzung züchterisch bearbeitet. Wichtige 

Zuchtziele sind u.a. die Verbesserung der Resistenz gegenüber Schaderregern und die 

Erhöhung der Trockentoleranz. Hierbei werden in den internationalen Zuchtprogrammen seit 

mehreren Jahren gentechnische Methoden in breitem Umfang genutzt, so dass derzeit bereits 

eine Reihe praxisreifer Zuchtstämme mit transgenen Eigenschaften zur Verfügung steht.  

Ausgehend von der bisherigen und auch zukünftig zu erwartenden Nutzung der Gentechnik 

bei der Züchtung von Forstgehölzen soll die Literaturstudie einen Überblick über die 

Möglichkeiten (Risikopotential) eines horizontalen Gentransfers in Forstgehölzen 

dokumentieren. Im Mittelpunkt der Studie steht die Problematik des potentiellen Gentransfers 

von den zur Pflanzentransformation benutzten Agrobakterien auf endophytische Bakterien in 

Bäumen. 

Bei der Erzeugung transgener Gehölze werden binäre Vektoren verwendet, die aus den 

natürlich vorkommenden tumorinduzierenden (Ti)- Plasmiden von Agrobacterium tume-

faciens entwickelt wurden. Mit Hilfe dieser Vektorsysteme wird die zu übertragende DNA in 

die Pflanzenzellen eingeschleust und stabil in deren Genom eingebaut. Über bakterielle 

Konjugation könnten diese Plasmide auch in andere Bakterien übertragen werden. Durch das 

Vorhandensein endophytischer Bakterien in den Bäumen besteht somit ein Risiko des 

horizontalen Gentransfers, das bisher nur unzureichend oder gar nicht beschrieben bzw. 
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geprüft wurde. Durch die relativ lange Persistenz der Agrobakterien im Gewebe von 

Gehölzen wird der potentielle konjugative Transfer noch begünstigt. 

Im Einzelnen soll die Literaturstudie nach einem einleitenden Überblick über die bereits 

erzeugten transgenen Gehölze Möglichkeiten des horizontalen Gentransfers über Konjugation 

bzw. Transformation in endophytische Bakterien aufzeigen. Eine Grundlage hierfür stellen 

auch die Daten zum Vorkommen von Endophyten in Forstgehölzen und zur Persistenz von 

Agrobakterien in transformierten Pflanzen dar. Aus den Möglichkeiten des horizontalen 

Gentransfers der Transgene, der Zelldichte und der Zusammensetzung der Endopyten-

gemeinschaft sowie der Persistenz der rekombinanten Agrobakterien ergibt sich letztlich das 

Risikopotential der Etablierung der Transgene in der Endophytenmikroflora.  

Weiterhin soll die Literaturstudie einen Überblick über Methoden zur Identifizierung und 

Quantifizierung der Endophyten in Forstgehölzen geben. Basierend auf dieser Studie sollen 

Schlussfolgerungen für den weiteren Forschungsbedarf zur Untersuchung der Persistenz, 

Verbreitung und Etablierung von Transgenen in der Umwelt ausgehend von transgenen 

Bäumen gezogen werden. 

 

4. Überblick über die wichtigsten transgenen Veränderungen bei Forstgehölzen 

Der Durchbruch für gentechnische Veränderungen in Pflanzen gelang 1982 in den USA, als 

in einem Modellversuch erstmals ein Antibiotika- Resistenzgen aus einem Mikroorganismus 

auf eine Tabakpflanze übertragen wurde (Schell et al., 1982). Seitdem sind bei einer Vielzahl 

von Pflanzenarten wie zum Beispiel Mais, Reis, Baumwolle, Raps, Gerste, Weizen, 

Sojabohne, Papaya fremde Gene übertragen worden. Vor allen in der Züchtung bringt der 

Einsatz gentechnischer Methoden den Vorteil, dass die teilweise sehr langen Züchtungszeiten 

entscheidend verkürzt werden. Dies eröffnet besonders bei den Forstpflanzen ein weites Feld 

neuer Möglichkeiten, weil aufgrund der extrem langen Generationszeiten der Bäume bei 

konventionellen Züchtungsmethoden oft erst nach Jahrzehnten ein Ergebnis festzustellen ist 

(Tzfira et al., 1998; Poupin & Arce-Johnson, 2005). Eine ausführliche Zusammenfassung zur 

gegenwärtigen Entwicklung auf dem Gebiet der transgenen Gehölze ist in Vorbereitung und 

wird voraussichtlich 2006 erscheinen (Fladung & Ewald, in Druck). 

Im Vergleich mit gentechnisch veränderten landwirtschaftlichen Kulturpflanzen, die bereits 

weltweit kommerziell angebaut werden, spielen transgene Gehölze bislang allerdings noch 

eine untergeordnete Rolle. Seit dem ersten offiziell bekannten Freisetzungsversuch mit 

transgenen Pappeln innerhalb der EU in Belgien 1988 ist die Zahl der Freisetzungen 
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gentechnisch veränderter Bäume inzwischen auf 192 angestiegen (Stand 2004, European 

Commission, Joint Research Center, Biotechnology & GMOs). In Deutschland wurde 1996 

von der BFH, Institut für Forstgenetik und Forstpflanzenzüchtung Großhansdorf der erste 

Freisetzungsversuch mit gentechnisch veränderten Zitterpappeln begonnen (Fladung & 

Scholz, 2003). 

 
Tabelle 1: Überblick über die wichtigsten Zuchtziele bei Gehölzen mit gentechnischen Methoden 

(www.biosicherheit.de, verändert). 

Regulation von Wachstum und Entwicklung erhöhtes Wachstum, Steigerung der Biomasseproduktion 
verbesserte Bewurzelung von Stecklingen 
Veränderung der Wuchsform 
Erzeugung von reproduktiver Sterilität 
Verkürzung der juvenilen Phase 
Bei Obstgehölzen:  
Erhöhung des Ertrages 

Verbesserung der Produktqualität Bei Forstgehölzen: 
Verringerung und / oder Veränderung der 
Ligninzusammensetzung 
Bei Obstgehölzen: 
Kontrolle der Fruchtreifung 
Verbesserung der Haltbarkeit und Lagerfähigkeit von 
Früchten 
Verringerung des Allergengehalts 
Bei Ziergehölzen: 
Veränderung der Blütenfarbe und - haltbarkeit 
Erhöhung der Produktion von Duftstoffen 

Erzeugung von Resistenzen gegen 
Pathogene und Schädlinge 

Insektenresistenz 
Bakterienresistenz 
Pilzresistenz 
Besonders bei Obstgehölzen: Virusresistenz 

Herbizidresistenz  

Toleranz gegenüber abiotischen 
Stressfaktoren 

Toleranz gegenüber Hitze, Trockenheit, Versalzung, Frost, 
Ozon, Schwermetalle 

Fähigkeit zum Abbau oder zur Entgiftung 
von Schadstoffen  

 

 

In den USA gibt es bereits eine erste Marktzulassung für Papaya mit gentechnisch erzeugter 

Virusresistenz (Haas 2001), in China wurden 2002 die ersten transgenen Schwarzpappelklone 

mit einer Insektenresistenz zur kommerziellen Anpflanzung freigegeben. Die rasante 

Zunahme der Freisetzungsversuche lässt vermuten, dass eine generelle Marktfreigabe für 

transgene Gehölze auch innerhalb der EU in den nächsten Jahren nicht auszuschließen ist. 

http://www.biosicherheit.de/home
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Wesentliche Ziele für die Erzeugung transgener Gehölze mit kommerzieller Bedeutung sind 

in Tabelle 1 dargestellt. 

Wachstumsregulation: Pflanzenentwicklung und Wachstum werden durch das Zusammen-

wirken verschiedener Phytohormone wie Auxine, Gibberelline, Cytokinine, Ethylen und 

Abscisinsäure gesteuert. 

Durch Einführung der in die Auxinbiosynthese involvierten Agrobacterium tumefaciens- 

Gene iaaM und iaaH konnten Eigenschaften wie Größe, Stammdurchmesser, Verzweigung 

oder Xylemstruktur von Aspen (Populus tremuloides) signifikant verändert werden 

(Tuominen et al., 1995). Eriksson et al. (2000) transformierten Aspenklone mit dem aus 

Arabidopsis stammenden GA-20-Oxidase-Gen, das als Schlüsselgen bei der Regulation der 

Gibberellinbiosynthese beschrieben wurde. Die transgenen Aspen zeichneten sich gegenüber 

den Kontrollen durch deutlich gesteigerte Wachstumsraten aus - eine Eigenschaft, die 

besonders für die Verwendung der Pappel als nachwachsender Rohstoff von Bedeutung ist. 

Außerdem wurde aufgrund des erhöhten Gehaltes an freiem Gibberellin, das an Prozessen wie 

Blüte, Samenkeimung und Differenzierung der Xylemfasern beteiligt ist (Kende & Zeevaart, 

1997), eine Verlängerung der Sprossinternodien und damit der Zellulosefasern erreicht, was 

einen großen Gewinn für die Produktion von festem Papier darstellt. Auch die Blockierung 

der Ethylenbiosynthese durch Insertion einer Kombination von zwei Genen (ACC-Synthase-

Gen/ACC-Oxidase-Gen (ACOACS) als Antisense-Genkonstrukt ergab neben der Reduktion 

der Ethylensynthese eine Zuwachssteigerung bei Pappeln (Li et al., 1999). 

Die Überexpression der aus Agrobacterium rhizogenes stammenden Wachstumshormone-

Gene rolA, rolB und rolC führte in transformierten Pappeln und Aspen zu veränderten 

Wachstums- und Wurzeleigenschaften. Durch die Expression des rolC-Gens in Hybridaspen 

wurde Zwergenwuchs mit verminderter Apikaldominanz, Wachstumsraten und Internodien-

abständen induziert (Nilsson et al., 1996). Außerdem war der rolC-Phänotyp durch veränderte 

Phytohormonproduktion der transformierten Pflanzen gekennzeichnet (Tzifira et al., 1998). 

Das rolC-Gen eignet sich auch als Markergen zur Untersuchung der Stabilität fremder Gene 

in transgenen Pappelklonen, da das Gen deutliche phänotypische Merkmale wie niedrigen 

Wuchs und hellere Blattfarbe vermittelt und so die Eliminierung oder das Ausschalten des 

eingebauten Gens angezeigt wird (Fladung, 1999; Kumar & Fladung, 2001). 

Effekte, die durch die Expression der rolABC-Gene auftreten, könnten weiterhin für die 

Entwicklung bestimmter Wachstumstypen wie Zwergenwuchs bei Obstbäumen oder zur 

Optimierung der Zelluloseproduktion genutzt werden (Tzifira et al., 1998).  
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Freilanduntersuchungen mit transgenen Hybridpappeln, die ein Glutaminsynthetase (GS)-Gen 

aus der Kiefer exprimieren, zeigten nach drei Jahren ein um 41% größeres Wachstum als die 

Kontrollpflanzen, höhere Proteingehalte in Blättern und Borke und eine gesteigerte Aktivität 

von GS und Glutamatsynthase (Jing et al., 2004). Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die 

Modifizierung der GS-Expression zukünftig besonders bei der Nutzung für 

Kurzumtriebsplantagen von Bedeutung sein kann. 

Holzqualität/Ligningehalt: Gentechnische Veränderungen der Holzkomponenten Lignin, 

Zellulose und Hemizellulose eröffnen neue Perspektiven für die Holz- und Papierindustrie. 

Bei der Verarbeitung von Holz zu Papier muss Lignin in aufwendigen und umweltbelastenden 

Verfahren (Kochen in Sulfitlaugen) von der Zellulose getrennt werden, um reine 

Zellulosefasern zu gewinnen. Eine Anwendung gentechnischer Methoden bei Bäumen besteht 

deshalb darin, den Ligningehalt des Holzes zu verringern und die Struktur des Lignins so zu 

verändern, dass es leichter aus dem Holz herausgelöst werden kann (Pilate et al., 2002).  

Verschiedene Versuche, den Ligningehalt zu reduzieren, brachten zuerst keinen Erfolg, es 

konnte lediglich eine Änderung der Ligninstruktur erreicht werden (Sederoff, 1999). 

Transgene Hybridpappeln mit reduzierter Kaffeoyl-O-Methyltransferase (COMT)- bzw. 

Cinnamyl-Alkohol-Dehydrogenase (CAD)- Aktivität zum Beispiel zeigten eine drastische 

Verschiebung der Ligninzusammensetzung hinsichtlich des Syringyl/Guaiacyl-Verhältnisses, 

das für den Holzaufschluß entscheidend ist (Lapierre et al., 1999; Jouanin et al., 2000). 

Hu et al. (1999) gelang schließlich durch Einführung eines Antisense-Genkonstrukts in Aspen 

die Hemmung der 4-Cumarat-CoA Ligase (4CL) und damit eine Verringerung des 

Ligningehaltes um 45%. Gleichzeitig wurde der Zelluloseanteil um 15% gesteigert und die 

Wachstumsrate nahm deutlich zu. 

Durch Cotransfer von zwei an der Ligninsynthese beteiligten Genen (antisense 4CL und sense 

CAld5H-Gene) konnten Li et al. (2003) bei transgenen Aspen, die beide Transgene 

exprimieren, neben einer Ligninreduktion um bis zu 52% und einer Steigerung der 

Zelluloseproduktion um bis zu 30% das Syringyl/Guaiacyl-Verhältnis um 64% erhöhen. 

Insektenresistenz: Insektenfraß verursacht große Schäden im Forstbereich. Durch die häufig 

angewendete Plantagenwirtschaft wird die schnelle Vermehrung der Schadinsekten noch 

zusätzlich begünstigt. Mit Hilfe der Gentechnik ist es über den Einbau von Insektenresistenz-

genen möglich, die Schäden wirksam einzuschränken. Dabei besitzen Transgene, die von 

Bacillus thuringiensis (Bt) stammen und für verschiedene aktive Endotoxine gegen 

http://www.biosicherheit.de/lexikon/168.lexi.html
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unterschiedliche Insektenarten codieren, besondere Bedeutung. Mit Hilfe gentechnischer 

Verfahren können die Bt-Toxin-Gene auf Pflanzen übertragen werden und produzieren dann 

in den Pflanzenzellen den für Fraßinsekten giftigen Wirkstoff. Es gibt verschiedene Bt-Toxin-

Gene, die spezifische Toxine gegen einzelne Insektengruppen bilden. So wirken zum Beispiel 

verschiedene Cry-Toxine gegen Lepidopteren, Coleopteren oder Dipteren, die Cyt-Toxine 

dagegen nur gegen Dipteren. 

Die ersten insektenresistenten transgenen Pappeln wurden 1991 von McCrown et al. (1991) 

durch Transformation mit einem Plasmid mit einem integrierten Cry1Aa-Gen von Bacillus 

thuringiensis produziert. Weitere Bäume, die mit unterschiedlichen Bt-Toxin-Genen 

transformiert wurden, waren unter anderem Fichte, Apfel und Lärche (Schuler et al., 1998; 

Tzifira et al., 1998; Ellis et al., 1993). Im Jahre 2003 wurden in China erstmals drei Bt-

Schwarzpappel (Populus nigra)-Klone für den Handel zugelassen (Wang, 2004). In 

mehrjährigen Feldversuchen mit Bt-Cry1Ac-transgenen Pappeln konnte eine sehr gute 

Insektenresistenz gegenüber den in diesem Gebiet vorkommenden Fraßinsekten 

(Lepidopteren) nachgewiesen werden (Ewald & Han, 1999; Wang et al. 1996). 

Die Arbeit mit anderen Insektenresistenzgenen - als Alternative zum Bt-Toxin-Gen - brachte 

bisher weniger Erfolg. Proteinaseinhibitoren ergaben nach Expression in Pappeln nur eine 

geringe oder keine Resistenz (Confalonieri et al., 1988; Leple et al., 1995; Delledone et al., 

2001). Allerdings war durch Kombination mehrerer Resistenzgene, wie zum Beispiel Bt-

Cry1Ac und API (Arrowhead Proteinase Inhibitor), eine Resistenzsteigerung gegenüber 

bestimmten Insekten möglich (Yang et al., 2003). 

Pilzresistenz: Die gentechnische Erzeugung von pilzresistenten Pflanzen ist sehr schwierig, 

weil dazu die Übertragung und koordinierte Expression einer Vielzahl verschiedener Gene 

notwendig ist (Dixon, 2001). Außerdem sind viele Pilzarten in der Lage, sehr schnell die von 

der Pflanze gebildeten Fungizide zu entgiften und unschädlich zu machen (Maloney & 

Vanetten, 1994). Trotz der Schwierigkeiten war es möglich, durch Übertragung und 

Expression von Genen, die für hydrolytische, zellwandzerstörende Enzyme wie Chitinasen 

oder Glucanasen codieren, pilzresistente Pflanzen zu erzeugen (Faize et al., 2003; Grover & 

Gowthaman, 2003; Carstens et al., 2003). 

Eine erhöhte Resistenz gegenüber Septoria musiva, einem bedeutenden Erreger des 

Rindenkrebses, wurde durch Expression des Oxalatoxidase-Gens (OxO), das eine 

entscheidende Rolle bei der Stressbewältigung und der Pathogenabwehr spielt, in transgenen 



 12

Pappeln erzielt. Ähnliche Ergebnisse brachte die Übertragung von Genen, die für die 

chitinbindenden Proteine Ac-AMP1.2 und ESF12 kodieren (Liang et al., 2001; 2002).  

Weitere Gene, die mit dem Ziel der Erzeugung einer Pilzresistenz in Pflanzen übertragen 

wurden, sind das Stilben-Synthase-Gen (Vst1) aus der Weinrebe, das an der 

Phytoalexinsynthese beteiligt ist, und ein Gen für ein Polygalacturonase-hemmendes Protein 

(PGIP) aus der Kiwipflanze (Szankowski et al., 2003; Giorcelli et al., 2004). 

Gegenwärtig arbeiten verschiedene Gruppen daran, mit Hilfe gentechnischer Methoden ein 

Mittel gegen das durch den Pilz Ophiostoma novo-ulmi verursachte Ulmensterben (Dutch elm 

disease) in Nordamerika, Asien und Europa zu finden. Eine vielversprechende Möglichkeit ist 

die Transformation von Genen, die eine bestimmte Gruppe von antimikrobiellen Peptiden 

(Osuski et al., 2000) codieren und so zur Steigerung der Resistenz gegenüber verschiedenen 

Krankheitserregern führen (www.esf.edu/PUBPROG/elm/default.htm).  

Eine andere Variante ist die Übertragung der Ri-Plasmid-rol-Gene von Agrobacterium 

rhizogenes auf Ulmen (Gartland et al., 2001). Durch Expression dieser Gene wird eine 

Veränderung des Pflanzengewebes und vor allem der Xylemgefäße induziert, die die 

Ansiedlung und Verbreitung des pathogenen Pilzes verhindert (Lambert et al., 1998). 

Virusresistenz: Viren stellen vor allem im Obstanbau ein großes Problem dar. Die Erzeugung 

von Virusresistenzen mittels gentechnischer Methoden ist relativ weit fortgeschritten. Eine 

schon bei verschiedenen Pflanzen angewendete Technik ist die „Hüllprotein-Resistenz-

Methode“ (Hackland et al., 1994). Durch Expression des viralen p25 Hüllproteingens des 

Citrus Tristeza Virus (CTV) konnte die Virusresistenz bei Mexikanischen Limonen (Citrus 

aurantifolia) signifikant erhöht werden (Dominguez et al., 2002). Auf Hawaii werden 

transgene Papayaklone, die in umfangreichen Feldversuchen eine fast 100%ige Resistenz 

gegenüber dem Papaya Ringspot Virus zeigten, bereits kommerziell angebaut (Ferreira et al., 

2002; PEW, 2002; Sedjo, 2004).  

Herbizidresistenz: Die Resistenz gegenüber Herbiziden ist notwendig, um das Aufkommen 

von jungen Bäumen bei dichtem Unterwuchs zu erleichtern. Dadurch werden Aufforstungen 

von extrem unkrautverseuchten Gebieten möglich, die sonst für Bepflanzungen ökonomisch 

ungeeignet sind (Walter et al., 2002).  

Das Herbizid Glyphosat (Round up) greift durch Wirkung auf die 5-Enolpyruvat-Shikimat-3-

Phosphat-Synthase (EPSP)-Aktivität, die durch das aroA-Gen codiert wird, in die pflanzliche 

Biosynthese aromatischer Aminosäuren ein. Eine geringere Sensibilität gegenüber Glyphosat 

http://www.esf.edu/PUBPROG/elm/default.htm
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wurde von Fillati et al. (1987) durch Expression von aroA aus Salmonella typhimurium in 

Pappelhybriden und von Shin et al. (1994) in europäischen Lärchen beobachtet, wobei die 

Herbizidresistenz bei der Lärche mit einem reduzierten Wachstum der transgenen Bäume 

verbunden war. Eine weitere Steigerung der Glyphosat-Resistenz wurde dadurch erreicht, 

dass aroA mit Hilfe eines entsprechenden Signalpeptids in den Chloroplasten und nicht wie 

ursprünglich im Cytosol exprimiert wurde (Donahue et al., 1994). Auch durch die Insertion 

des Glyphosat-Resistenzgens CP4, das eine alternative Form des EPSPS-Gens aus 

Agrobacterium CP4 darstellt (Barry et al., 1992), konnte eine Resistenz in transgenen 

Pappellinien erzeugt und in zweijährigen Feldversuchen nachgewiesen werden (Meilan et al., 

1992). 

Miranda Brasileiro et al. (1992) konnten nach Expression eines mutierten Acetolactat-

Synthase-Gens von Arabidopsis thaliana eine Chlorsulfuron (Glean)-Resistenz in transgenen 

Pappeln nachweisen.  

Durch Verwendung des bar-Gens, das das Enzym Phosphinothricin-Acetyltransferase aus 

Streptomyces hygroscopicus codiert, wurde in der Zuckerhutfichte (Picea glauca) eine 

Resistenz gegenüber dem Herbizid Phosphinothricin (Basta) erreicht (Ellis et al., 1993). 

Transgene Pappeln mit einer ausgeprägten Basta-Resistenz in Feldversuchen wurden von 

Strauss et al. (1998) und Confalonieri et al. (2000) beschrieben. 

Stresstoleranz: Im Allgemeinen sind Bäume an ihre natürlichen Umgebung gut angepasst. In 

zunehmendem Maße sollen sie aber auch an schwierigen Standorten gedeihen. Besonders bei 

Aufforstungsvorhaben und in der Plantagenwirtschaft werden Bäume abseits von ihren 

gewohnten Standorten eingesetzt, was je nach Bedarf eine Toleranz gegenüber 

unterschiedlichen Faktoren wie Trockenheit, Salz, extremen Lichtverhältnissen oder Frost 

erfordert. 

Gegenwärtig wird intensiv an der Übertragung von Genen gearbeitet, die den Bäumen eine 

höhere Widerstandsfähigkeit gegenüber Umwelteinflüssen verleihen (Wang et al., 2003; Fan 

et al., 2002; Liu et al., 2000). Ein Problem dabei ist, dass die molekularen Grundlagen für die 

Etablierung der Toleranz gegenüber Umweltparametern sehr komplex und noch nicht 

ausreichend erforscht sind.  

Als Antwort auf verschiedene biotische und abiotische Stressfaktoren, wie zum Beispiel 

Kälte, Ozon, Schwermetallbelastung, Herbizideinwirkung oder Pathogenbefall bilden 

Pflanzen reaktive Sauerstoffverbindungen (H2O2, OH-) (Noctor & Foyer, 1998), die einen 

extremen oxidativen Druck auf die Pflanzen ausüben. Ein Mechanismus zum Schutz der 
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pflanzlichen Zellen vor diesen aggressiven Verbindungen ist die Bildung antioxidativ 

wirksamer Pflanzeninhaltsstoffe wie Ascorbat oder Glutathion, die in reduziertem Zustand 

mit den verschiedenen Sauerstoffverbindungen reagieren und sie dadurch unschädlich machen 

(Ushimaru et al., 1999; Sies, 1995; Herschbach & Kopriva, 2002). So konnte bei transgenen 

Pappeln mit modifiziertem Glutathion-Metabolismus oder durch Überexpression von 

Enzymen, die an der Bindung der reaktiven Sauerstoffverbindungen beteiligt sind, eine 

erhöhte Stressresistenz nachgewiesen werden (Nicolescu et al., 1996; Arisi et al., 1998). 

Foyer et al. (1995) zeigten, dass durch die überdurchschnittliche Produktion von reduziertem 

Glutathion in transgenen Pappeln die Empfindlichkeit gegenüber Lichtstress herabgesetzt 

wird. Eine Toleranz gegenüber Ozon konnte dagegen nicht nachgewiesen werden (Will et al., 

1997; Strohm et al., 1999). Liu et al. (2000) beschrieben bei transgenen Pappeln, die das 

mtlD-Gen exprimieren, eine starke Toleranz gegenüber Salzstress bis zu Konzentrationen von 

0,4% NaCl im Medium. Auf dem Gebiet der Frosttoleranz wurden erste Untersuchungen zur 

Klonierung von Frostresistenz-Genen und Übertragung auf Pappeln durchgeführt (Lin et al., 

2000; Lin, 2001). 

Phytosanierung: Eine weitere Anwendungsmöglichkeit für transgene Bäume ist die 

Sanierung von Böden auf alten Industriestandorten oder Deponiegeländen, die mit 

organischen Schadstoffen oder Schwermetallen verseucht sind. Pappeln sind für diesen 

Zweck besonders geeignet, da sie schnell wachsen, tiefe Wurzeln ausbilden und schon von 

Natur aus in der Lage sind, Schwermetalle aus dem Boden aufzunehmen. Gordon et al. (1998) 

konnten in Feldversuchen nachweisen, dass gentechnisch veränderte Pappeln mit der 

Fähigkeit, Trichlorethylen (TCE) abzubauen, bis zu 95% dieses bedeutenden Umweltgiftes in 

verseuchten Böden in Chlorid-Ionen und CO2 zersetzen. Ähnliche Ergebnisse wurden beim 

Abbau anderer organischer Verbindungen wie z.B. RDX und TNT mit Hilfe transgener 

Pappeln beschrieben (Thompson et al., 1999). 

Tulpenbäume (Liriodendron tulipifera), die ein modifiziertes Quecksilber-Reduktasegen 

(merA) tragen, können auf Böden wachsen, die mit Quecksilber stark kontaminiert sind und 

reduzieren bis zu 12 mal mehr toxisches Hg(II) zu weniger toxischem elementarem Hg(O) als 

nicht transformierte Bäume (Rugh et al., 1998; Rugh, 2001). Untersuchungen an transgenen 

Graupappeln (Populus tremula x P.alba), die das Gen für γ-Glutamylcysteinsynthase (gshI) 

von E. coli exprimieren, ergaben im Vergleich zu den Kontrollen eine bis zu 4 mal höhere 

Ansammlung von reduziertem, antioxidativ wirkenden Glutathion in den Blättern. In 

Gewächshausversuchen zeigten diese Pappeln ein starkes Potential für die Akkumulation und 
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Entgiftung von Schwermetallen und Pestiziden, das gegenwärtig im Freiland getestet wird 

(Peuke & Rennenberg, 2005). 

In den USA werden transgene Pappeln getestet, die durch Insertion des menschlichen 

Cytochrom-Gens P4502E1 modifiziert wurden. Das Cytochrom oxidiert eine Reihe von 

giftigen organischen Kohlenwasserstoffen wie TCE, Vinylchlorid, Chloroform, Benzen und 

ergab bei Untersuchungen an transformierten Tabakpflanzen eine bis um das 640-fach erhöhte 

Umwandlung von TCE im Vergleich zu den nicht transformierten Pappeln (Doty et al., 2000; 

www.ostp.gov/html/ceq_ostp_study6.pdf).  

Reproduktive Sterilität und Verkürzung der juvenilen Phase: Transgene Gehölze werden in 

einigen Jahren einer weltweiten kommerziellen Anwendung zur Verfügung stehen. Da für 

gentechnisch veränderte Bäume nur in wenigen Fällen eine natürliche Sterilität beschrieben 

wurde (Yang et al., 2003) und somit eine freie Kreuzbarkeit mit nicht gentechnisch 

veränderten Pflanzen der gleichen oder nahe verwandter Arten angenommen werden muss, ist 

ein vertikaler Gentransfer der Transgene zu erwarten (Fladung & Ewald, 2003). Um den 

Genfluss über Pollen und Samenverbreitung zu verhindern und sicherzustellen, dass sich die 

Transgene nicht in natürlichen Waldbaumpopulationen verbreiten, wurden verschiedene 

Strategien zur Erzeugung gentechnisch vermittelter männlicher und/oder weiblicher Sterilität 

von Gehölzen entwickelt. Die wichtigsten Methoden sind (1) die Insertion von Genen, die 

durch gewebespezifische Promotoren gesteuert werden und so in bestimmten Pflanzenteilen 

(Pollen, Nabe, Tapetum) eine zur Sterilität führende Genexpression cytotoxischer Gene 

(Suizidgene) veranlassen (Skinner et al., 2003), (2) die Inhibition der Expression von Genen, 

die für den Blühprozeß essentiell sind auf RNA- oder Proteinebene (Strauss et al., 1995, 

Busow et al., 2005), und (3) die Verhinderung des Einsetzens der reproduktiven Phase mit 

Hilfe von „flowering-time-genes“ (Meilan et al., 2001). 

Neben der Erzeugung steriler Bäume mit fehlenden Blüten bzw. Blütenteilen ergeben sich aus 

der genauen Analyse des Blüh-Prozesses auch Möglichkeiten zur genetischen Kontrolle der 

Blühentwicklung und damit zur Verkürzung der normalerweise extensiven juvenilen Phase. 

Die meisten Baumarten beginnen im Vergleich zu einjährigen krautigen Pflanzen erst nach 

vielen Jahren zu blühen, Pappeln blühen üblicherweise erst nach fünf bis sieben Jahren 

(Braatne et al., 1996). 

LEAFY (LFY), APETALA (API) und die MADS Box-Gene, die bei Arabidopsis als 

Schlüsselgene der Blühentwicklung eine wichtige Rolle spielen (Egea-Cortines & Weiss, 

2001), wurden in Zitrus-Arten eingeschleust. Sowohl API als auch LFY führten zur 

http://www.ostp.gov/html/ceq_ostp_study6.pdf
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Verkürzung der juvenilen Phase und beschleunigten den Blühbeginn, wodurch sich eine 

Generationszeit von einem Jahr (von Samen zu Samen) ergab (Peña et al., 2001). Rottmann et 

al. (2000) konnten durch Überexpression von PTLF, einem zu LFY homologen Gen der 

Balsampappel (Populus trichocarpa), in 2 von 19 transgenen Linien verschiedener 

Pappelarten ein frühzeitiges Einsetzen des Blühbeginns induzieren. 

Alternative Varianten zur Blühförderung, beispielsweise die Behandlung von Pappeln mit 

Hormonen bzw. Wachstumshemmern, haben bisher keine blühfördernde Wirkung gezeigt.  

 

Die Gentechnik eröffnet die Möglichkeit, Bäume mit völlig neuen Eigenschaften zu schaffen 

und könnte damit zur Lösung verschiedener Problemstellungen im Forstbereich beitragen 

(Gartland et al., 2003; Poupin & Arce-Johnson, 2004). 

Durch den ständig steigenden Holzbedarf, der nach langfristigen Prognosen weltweit gesehen 

größer geschätzt wird als die Holzproduktion (Fenning & Gershenzon, 2002), steht die 

Forstwirtschaft vor einer großen Herausforderung. Auf der einen Seite soll die zunehmende 

Abholzung der Primärwälder (Urwälder) gestoppt werden, auf der anderen Seite muss der 

enorme Schnitt- und Industrieholzbedarf abgedeckt werden. Diese Anforderungen erfordern 

die Einführung neuer Technologien zur Ergänzung der traditionellen Züchtungsmethoden. 

Eine Möglichkeit könnte der Anbau transgener Bäume vor allem in Form von 

Plantagenkulturen zur Erzeugung von Spezialhölzern oder als nachwachsende Rohstoffe sein.  

Vor Einführung gentechnisch veränderter Bäume in die Forstwirtschaft müssen jedoch 

Risiken für Mensch, Natur und Umwelt ausgeschlossen werden (Van Frankenhuyzen & 

Beardmore, 2004). Um eine Bewertung des Risikos vornehmen zu können, müssen 

Freisetzungsversuche mit den entsprechenden gentechnisch veränderten Bäumen etabliert 

werden, um des Verhalten dieser Bäume unter natürlichen Umweltbedingungen zu 

untersuchen (Fladung & Ewald, 2003). 

 

5. Vorkommen endophytischer Bakterien in Forstgehölzen und unterschiedlichen 

Regenerationssystemen verschiedener Gehölze 

 

5.1. Endophytische Bakterien - Definition 

Endophytische Bakterien gelangen immer mehr in den Blickpunkt des Interesses, weil sie 

aufgrund ihres Lebensraumes innerhalb der Pflanze und der sich daraus ergebenden engen 

Verbindung zur Pflanze damit in Verbindung gebracht werden, ihrer Wirtspflanze bestimmte 
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Eigenschaften zu verleihen und an verschiedenen physiologischen Prozessen beteiligt zu sein. 

Dazu gehören vor allem die positive Stimulation des Wachstums und der Entwicklung der 

Wirtspflanze (Bent & Chanway, 1998; Lazarovits & Nowak, 1997; Nejad & Johnson, 2000) 

und die biologische Kontrolle unterschiedlicher phytopathogener Organismen (Cameron et 

al., 1994; Sturz et al., 1999; Timmusk & Wagner, 1999).  

Schon vor über 50 Jahren wurden Bakterien beobachtet, die im Inneren verschiedener 

Pflanzen leben, ohne sichtbare Schäden zu verursachen (Tervet & Hollis, 1948). Inzwischen 

konnten im Gewebe nahezu aller bisher untersuchten landwirtschaftlich bedeutsamen 

Pflanzenarten endophytische Bakterien gefunden werden. Dies lässt auf eine ubiquitäre 

Existenz dieser Bakterien in höheren Pflanzen schließen (Hallmann et al., 1997b; Chanway, 

1998). 

Es gibt viele verschiedene Definitionen des „Endophyten“-Begriffs, die generell endophytisch 

lebende Pilze und Bakterien einschließen (Wilson, 1995). Diese Arbeit soll jedoch speziell 

einen Überblick über endophytische Bakterien geben. 

Nach der Definition von Kado (1992) leben endophytische Bakterien im Gewebe von 

Pflanzen „ohne ihrem Wirt substanziellen Schaden zuzufügen oder sich mehr Vorteile zu 

verschaffen, als über ihren Aufenthalt in der Pflanze hinausgeht“. Diese Definition schließt 

die Möglichkeit einer symbiotischen Beziehung der Endophyten zur Wirtspflanze mit 

Vorteilen für beide Partner aus. Quispel (1992) beschränkte die Endophytendefinition auf die 

Bakterien, die eine Endosymbiose mit der Pflanze eingehen und ihrem Wirt dadurch einen 

ökologischen Vorteil bringen, was wiederum zur Ausgrenzung der Bakterien führen würde, 

die neutral in der Pflanze leben. 

Weil bestimmte apathogene Endophyten unter besonderen Bedingungen und in Abhängigkeit 

vom Genotyp der Wirtspflanze pathogen werden können (Misaghi & Donndelinger, 1990), 

erweiterten James und Olivares (1997) den Endophyten-Begriff durch Einbeziehung aller 

aktiv und latent pathogenen Bakterien. Da jedoch für pathogene Bakterien keine konkreten 

endophytischen Stadien beschrieben wurden, wie es zum Beispiel für die pathogenen Pilze 

Colletotrichum spp. und Acremonium spp. der Fall ist (Bailey et al., 1992; Bacon and Hill, 

1996) und außerdem über den allgemeinen „Lebenszyklus“ pathogener Bakterien noch sehr 

wenig bekannt ist, scheint die Eingliederung der pathogenen Bakterien sehr schwierig oder 

fraglich (Chanway, 1998; Kobayashi & Palumbo, 2000). Auch kann eine Besiedlung durch 

pathogene Bakterien zu erheblichen oder totalen Gewebezerstörungen führen, die ein 
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„Zusammenleben“ unter normalen Bedingungen unmöglich machen und damit der 

eigentlichen „Endophytendefinition“ widersprechen. 

Eine funktionelle Definition, die sich auf die Interaktion zwischen Endophyten und Pflanze 

bezieht, wurde von Hallmann et al. (1997b) aufgestellt. Danach werden als endophytische 

Bakterien die Bakterien bezeichnet, die aus oberflächensterilisiertem Pflanzengewebe isoliert 

oder aus dem Inneren von Pflanzen extrahiert werden können und mindestens eine Phase ihres 

Lebenszyklus im Inneren einer Pflanze verbringen ohne jedoch sichtbare 

Krankheitssymptome zu verursachen. Die Definition umfasst sowohl die Bakterien, die als 

neutrale Besiedler in der Pflanze leben als auch Symbionten, die der Pflanze einen 

ökologischen Nutzen bringen, und schließt aktiv pathogene Bakterien aus.  

 

5.2. Endophytische Bakterienpopulationen in der Pflanze - allgemeine Verhaltens-

muster und Populationsdynamik 

Eintrittsorte für endophytische Bakterien sind vor allem die Wurzeln und Keimwurzeln aber 

auch Stomata oder Läsionen in den Blättern (Kobayashi & Palumbo, 2000; Roos & Hattingh, 

1983; Leben et al., 1968). Das Eindringen in die Wurzeln und Keimwurzeln erfolgt vorrangig 

über Wunden, die auf natürliche Weise beim Wachstum der Pflanzen entstehen (Sprent & de 

Faria, 1988). Verschiedene Untersuchungen deuten jedoch auf eine aktive Penetration zum 

Beispiel durch die Produktion zellulolytischer und pectinolytischer Enzyme hin (Hurek et al., 

1994; Quadt-Hallmann et al., 1997b)  

Der Nachweis der Existenz von endophytischen Bakterien in Samen und Keimlingen durch in 

situ Hybridisierung bzw. Amplifiktion der bakteriellen 16S rDNA lässt vermuten, das die 

Bakterien, in diesem Fall Vertreter der Gattungen Pseudomonas und Rahnella, bis in die 

generativen Gewebe gelangen und so von einer Generation auf die andere weitergegeben 

werden können (Kukkurainen et al., 2005; Cankar et al., 2005).  

Nachdem die Bakterien in die Pflanze eingedrungen sind, können sie entweder an der 

Eintrittsstelle verbleiben oder sich über das Gefäßsystem systemisch über die gesamte Pflanze 

verteilen. Die Verbreitung erfolgt über passiven Transport oder aktive Migration durch die 

Verbindungselemente oder den Apoplasten (Hurek et al., 1994; Hallmann et al., 1997b; 

Germaine et al., 2004). Die unterschiedlichen Verbreitungsmechanismen, die zum Teil durch 

Interaktionen mit anderen Mikroorganismen oder besondere Anforderungen der Endophyten 

bedingt sind, ermöglichen die Besiedlung von Nischen, zum Beispiel Zellen bestimmter 
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Gewebe oder, noch spezifischer, von Interzellularen verschiedener Pflanzenorgane (Bell et 

al., 1995; Jacobs et al., 1985; Di Fiore & Del Gallo, 1995).  

Die Zusammensetzung und Stärke der Besiedlung durch endophytische 

Bakterienpopulationen ist sehr variabel und von Art und Alter der Pflanze, Pflanzenorgan, 

Gewebetyp, saisonalen Schwankungen und den externen Bedingungen abhängig. 

Durchschnittliche Endophytenkonzentrationen liegen für unterschiedliche Pflanzenarten bei 

102-107 cfu (colony forming units) pro Gramm Pflanzenmasse, wobei die höchsten 

Konzentrationen im Gefäßsystem von krautigen Pflanzen erreicht werden. In holzigem 

Gewebe liegen die Bakterienkonzentrationen zwischen 103 und 104 cfu/g (Bell et al., 1995). 

Generell ist die Besiedlung der Wurzel am stärksten und nimmt in Richtung Spross und 

Blätter ab (Lamb et al., 1996). Frommel et al. (1991) beobachteten, dass endophytische 

Bakterien dazu tendieren, unabhängig von der Inokulation in Abhängigkeit vom 

Pflanzengewebe eine optimale Populationsdichte zu erreichen. 

Die meisten von landwirtschaftlichen Kulturpflanzen, Unkräutern und Gehölzen isolierten 

bakteriellen Endophyten können als fakultativ endophytisch angesehen werden und sind in 

der Lage, auch außerhalb der Pflanze in der Rhizosphäre, als Bodenbakterien oder in der 

Phylloplane zu leben (Di Fiore & Del Gallo, 1995; McInroy & Kloepper, 1994; Sturz und 

Nowak, 2000). Sturz und Nowak (2000) konnten nachweisen, dass viele 

Rhizosphärenbakterien das Wurzelgewebe penetrieren und besiedeln können und sich damit 

einen Weg ins Xylem öffnen. Generell wird davon ausgegangen, dass eine Fluktuation von 

Bakterienpopulationen zwischen endophytischer, epiphytischer und Rhizosphärenbesiedlung 

besteht (Hallmann et al., 1997b; Misko & Germida, 2002). 

Obwohl die Definition für endophytische Bakterien nach Hallmann et al. (1997b) pathogene 

Bakterien eindeutig ausschließt, sind einige Bakterienarten, die als typische Endophyten 

isoliert wurden, als pathogene Erreger verschiedener Krankheiten an bestimmten 

Wirtspflanzen bekannt. Dazu gehören coryneforme Bakterien wie verschiedene Clavibacter 

und Curtobacterium-Arten. Auch Agrobacterium spp., pathogene Erwinia-Arten, 

Xanthomonaden und eine Anzahl von pathogenen Stämmen, die als Pseudomonas spp. 

klassifiziert wurden bzw. früher in diese Gattung gehörten, wie P. syringae, Burkholderia spp. 

und Ralstonia solanacearum wurden als Endophyten nachgewiesen. Noch ist nicht geklärt, ob 

es sich bei diesen Isolaten um nicht pathogene Stämme von Arten handelt, die normalerweise 

als Erreger verschiedener Pflanzenkrankheiten identifiziert wurden. Möglich ist aber auch, 

dass normalerweise pathogene Isolate endophytisch, also ohne Krankheitssymptome zu 
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verursachen, in Pflanzen leben, die nicht zu ihrem eigentlichen Wirtsspektrum gehören 

(Kobayashy & Palumbo, 2000). Stämme von Curtobacterium flaccumfaciens, die als stark 

pathogen gegenüber verschiedenen Leguminosen beschrieben wurden (Hayward & 

Waterston, 1965), konnten zum Beispiel auch aus der Phyllosphäre von Weizenpflanzen 

isoliert werden (Legard et al., 1994) und eignen sich zur biologischen Kontrolle von 

verschiedenen pathogenen Erregern an Gurkenpflanzen (Raupach & Kloepper, 2000). 

 

5.3. Vorkommen endophytischer Bakterien in Forstgehölzen 

Im Gegensatz zu landwirtschaftlichen Kulturpflanzen ist über endophytische Bakterien an 

Gehölzen noch relativ wenig bekannt. In den letzten Jahren wurden im Gewebe verschiedener 

Sträucher, Laubbäume und Nadelbäume endophytische Bakterien nachgewiesen, über ihre 

Diversität, Besiedlungsmuster und ihren Einfluss auf die Wirtspflanzen gibt es jedoch erst 

wenige Informationen. 
 

Tabelle 2: Vorkommen endophytischer Bakterien unterschiedlicher Gattungen in Gehölzen 

Wirt Bakterium (Gattung) Referenz 

Populus tremuloides 
(Aspe) 

Arthrobacter, Brevibacterium, Cellulomonas, 
Corynebacterium, Achromobacter, Erwinia, 
Bacillus 

Bacon & Mead, 1971 
Knutson, 1973 

Quercus fusiformis 
(Eiche) 

Bacillus  Brooks et al., 1994 

Acer saccharinum L. 
(Ahorn) 

Bacillus  Hall et al., 1986 

Alnus (Erle) Brevibacterium, Corynebacterium, Achromobacter Bacon & Mead, 1971 

Vitis vinifera 

(Weinrebe) 

Curtobacterium, Pantoea, Bacillus, Rhodococcus, 
Staphylococcus, Comamonas, Enterobacter, 
Klebsiella, Moraxella, Pseudomonas, Rahnella, 
Xanthomonas 

Bell et al., 1995 

Ulmus spp. 

(Ulme) 

Streptomyces, Bacillus, Curtobacterium, 
Pseudomonas, Stenotrophomonas, Sphingomonas, 
Enterobacter, Staphylocossus 

O´Brien et al., 1984; 

Mocali et al., 2003; 
Mengoni et al., 2003 

Pinus spp. (Kiefer) Achromobacter, Erwinia, Brevibacterium, 
Bacillus, Paenibacillus, Mycobacterium, 
Pasteurella, Kocuria, Brevundimonas, 
Cellulomonas,  

Bacon & Mead, 1971; 
Shishido et al., 1995; Bent 
& Chanway, 2002; 
Laukkanen et al., 2000; 
Dahm et al., 2003;  
Bal & Chanway  
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Citrus sinensis 

(Zitrus)  

Enterobacter, Pseudomonas, Arthrobacter, 
Bacillus, Corynebacterium, Achromobacter, 
Acinetobacter, Vibrio, Alcaligenes, Citrobacter, 
Flavobacterium, Klebsiella, Providencia, Serratia, 
Shigella, Yersinia, Curtobacterium, 
Methylobacterium, Pantoea, unklassifizierte 
Actinomycetales- Isolate 

Gardner et al., 1982; 
Araujo et al., 2001 

Prunus persica 

(Pfirsich) 

Pseudomonas Dowler & Weaver, 1975 

Pyrus communis 

(Birne) 

Pseudomonas Whitesides & Spotts, 1991 

Robinia pseudoacacia 

(Robinie) 

Curtobacterium, Mesorhizobium, Rhizobium Naujoks et al., 2000  

Populus spp. 

(Pappel) 

Methylobacterium, Flavimonas, Herbaspirillum, 
Acinetobacter, Enterobacter, Klebsiella, Bacillus, 
Arthrobacter, Pseudomonas, Paenibacillus, 
Xylophilus, Blastomonas, Sphingomonas, 
Xanthomonas, Rhizobium 

Van Aken et al., 2004; 
Porteous et al., 2002; 
Doty et al., 2002  

Picea spp. 

(Fichte) 

Bacillus, Pseudomonas, Rahnella, Staphylococcus, 
Phyllobacterium, unklassifizierte 
Actinomycetales- Isolate 

O´Neill et al., 1992; 
Chanway & Holl, 1994; 
Cankar et al., 2005 

Salix viminalis 

(Weide) 

Sphingomonas, Erwinia, Bacillus, Clavibacter, 
Curtobacterium, Pseudomonas, Xanthomonas,  

Cambours et al., 2005 

Thuja plicata Donn.  

(Zeder) 

Bacillus, Brevibacillus, Paenibacillus, 
Pseudomonas, Arthrobacter, Cellulomonas, 
Burkholderia, Streptoverticillium 

Bal & Chanway 

Coffea arabica L. 

(Kaffeestrauch) 

Bacillus, Burkholderia, Clavibacter, 
Curtobacterium, Escherichia, Micrococcus, 
Pantoea, Pseudomonas, Serratia, 
Stenotrophomonas, Enterobacter, Klebsiella, 
Methylobacterium, Rhodococcus, Kocuria, 
Yersinia, Chromobacterium, Salmonella, 
Xanthomonas, Acetobacter, Paenibacillus 

Vega et al. 2005; Jimenez-
Salgado et al., 1997; 
Sakiyama et al., 2001 

 

Die in den verschiedenen Sträuchern, Laubbäumen und Nadelbäumen nachgewiesenen 

endophytische Bakterien gehören unterschiedlichen bakteriellen Phyla an. Hierzu zählen die 

gram-negativen Proteobacteria, verschiedene Gruppen der Actinobacteria, die sporen-

bildenden Firmicutes, aber auch einzelne Vertreter der Bacteriodetes. Ein Überblick über die 

phylogenetische Einordnung der bisher identifizierten Endophyten ist in Abb. 1 dargestellt. 
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5.4. Wirkung endophytischer Bakterien auf ihre Wirtspflanzen 

Die Bedeutung der Endophyten bei der biologischen Kontrolle ergibt sich schon daraus, dass 

sie zum Teil die gleichen Nischen besiedeln wie phytopathogene Pilze und Bakterien und so 

durch Konkurrenzwirkung („niche exclusion“) die Ausbreitung der Pathogene hemmen oder 

verhindern (Hallmann et al., 1997b). Antagonistische Wirkungen endophytischer Bakterien 

auf phytopathogene Pilze und Bakterien wurden vielfach beschrieben (Hebbar et al., 1992, 

Van Buren et al., 1993; Cao et al., 2005). Die antagonistischen Effekte beruhen neben der 

einfachen Konkurrenz auf unterschiedlichen Mechanismen. Durch Bindung der Fe3+-Ionen 

mit Hilfe von Siderophoren verhindern z.B. bestimmte Pseudomonaden die Ausbreitung von 

Pathogenen durch Erzeugung von Eisenmangel in ihrer unmittelbaren Umgebung (O´Sullivan 

& O´Gara, 1992). Auch die Produktion von antimikrobiellen Substanzen wie Antibiotika oder 

HCN oder die Beeinflussung der pflanzlichen Abwehrkraft z.B. durch Induktion von 

systemischen Resistenzen gehören zu den Kontrollmechanismen der bakteriellen Endophyten 

(Blumer & Haas, 2000; Bangera & Thomashow, 1996; Liu et al., 1995; Madhaiyan et al., 

2004). 

Am intensivsten untersucht ist die direkte Wachstumsförderung durch das Vorhandensein 

stickstofffixierender, diazotropher Bakterien im Inneren der Pflanze. Obwohl seit der 

Entdeckung von Acetobacter diazotrophicus in Brasilianischem Zuckerrohr Ende der 80er 

Jahre (Gillis et al., 1989) in verschiedenen anderen Pflanzenarten endophytische diazotrophe 

Bakterien wie Herbaspirillum sp. und Azospirillum gefunden wurden, ist noch nicht eindeutig 

bewiesen, dass diese Bakterien in ihren Wirtspflanzen wirklich Stickstoff fixieren (James & 

Olivares, 1997). Es ist ebenso möglich, dass die Wachstumsförderung nicht durch die N2-

Fixierung sondern zum Beispiel durch verbesserte Mineral- oder Wasseraufnahme infolge der 

Endophytenbesiedlung verursacht wird (Hurek et al., 1994).  

Eine direkte Förderung des Pflanzenwachstums kann auch durch die Bildung von 

Siderophoren oder ähnlicher Mechanismen, die der Pflanze die Aufnahme von Eisen oder 

anderer Mineralien wie z.B. Phosphor erleichtern (Castignetti & Smarrelli, 1986) oder die 

Synthese bestimmter niedermolekularer Verbindungen oder Enzyme erfolgen (Lambert & 

Joos, 1989; Glick et al., 1994). Einige Stämme der Gattungen Pseudomonas, Enterobacter, 

Staphylococcus, Azotobacter, Methylobacterium und Azospirillum bilden Phytohormone und 

können dadurch das Wachstum und die Entwicklung ihrer Wirtspflanzen positiv beeinflussen 

(Bashan & Holguin, 1997; Frommel et al., 1991; Leifert et al., 1994; Holland, 1997). 
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Die bisherigen Untersuchungen zum Einfluss endophytischer Bakterien beziehen sich zum 

größten Teil auf landwirtschaftliche Nutzpflanzen, aber auch bei Gehölzen gibt es einige 

Untersuchungen zur wachstumsfördernden und antagonistischen Wirkung bakterieller 

Endophyten. 

1982 konnten Gardner et al. bei verschiedenen aus der Xylemflüssigkeit von Zitrus isolierten 

endophytischen Pseudomonaden sowohl inhibitorische als auch stimulierende Effekte auf das 

Wachstum von Keimlingen nachweisen (Gardner et al., 1982, 1984). Eine reproduzierbare 

Erhöhung der Biomasse bis zu 36% im Vergleich zu den Kontrollpflanzen erreichten 

Chanway et al. (1994) durch Inokulation von Fichtensetzlingen mit endophytischen Isolaten 

der Gattungen Bacillus, Streptomyces und Phyllobacterium (O´Neill et al., 1992). 

Dahm et al. (2003) isolierten aus Kiefernwurzeln endophytische Bakterien der Gattungen 

Pseudomonas und Pasteurella, die bei Eisenmangel Siderophore produzieren und damit der 

Pflanze durch die Bereitstellung von Eisen-Ionen einen ökologischen Vorteil verschaffen.  

Die biologische Kontrolle von pathogenen Erregern durch endophytische Bakterien scheint 

auch bei Gehölzen eine bedeutende Rolle zu spielen. Brooks et al. (1994) isolierten 

Endophyten der Gattung Bacillus aus der Eiche und konnten ihre antagonistische Wirkung 

gegen das Eichenwelke-Pathogen Ceratocystis fagacearum nachweisen. Aus der Silberbirke 

wurden Pseudomonas fluorescens-Stämme als wirkungsvolles Mittel zur biologischen 

Kontrolle bei der Aufzucht von Keimlingen isoliert (Björklöf et al., 2002). 

Araujo et al. (2002) konnten bei Untersuchungen der Diversität endophytischer Bakterien in 

Zitruspflanzen einen Zusammenhang zwischen der Stärke von Zitrus-Chlorosis (CVC)-

Symptomen und dem Auftreten bestimmter Endophyten feststellen. Die in befallenen 

Pflanzen am häufigsten auftretenden Bakterien gehörten zu den Methylobacterium-Arten, was 

auf mögliche synergistische Effekte zwischen dem Methylobacterium und dem CVC-Erreger 

Xylella fastidiosa hinweist. In gesunden Pflanzen dagegen wurde vorrangig Curtobacterium 

flaccumfaciens gefunden, das als biologisches Agens gegen verschiedene Pathogene bekannt 

ist und auch im Zusammenhang mit der Induzierung systemischer Resistenzen beschrieben 

wurde (Raupach & Kloepper, 1998). Deshalb wird auch hier von einem Zusammenhang 

zwischen Endophytenbesiedlung und der Resistenz gegenüber dem CVC-Erreger 

ausgegangen.  
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5.5. Beeinflussung der Endophyten-Populationen durch exogene Faktoren 

Über den Einfluss biotischer oder abiotischer Faktoren auf endophytische 

Bakterienpopulationen in Pflanzen ist bisher insgesamt nur sehr wenig bekannt. Obwohl sich 

die endophytischen Bakterien im Inneren der Pflanze in einer geschützten Umgebung 

befinden, werden sie doch indirekt über die Physiologie der Wirtspflanze durch bestimmte 

Faktoren wie Temperatur, Wasserhaushalt Nährstoffangebot und UV-Strahlung beeinflusst.  

Veränderungen von Endophytenpopulationen in Abhängigkeit vom Standort und der 

Jahreszeit bzw. der Temperatur konnten bei verschiedenen krautigen Pflanzen nachgewiesen 

werden (McInroy & Kloepper, 1995; Kuklinsky-Sobral et al., 2004; Pillay & Nowak, 1997).  

Jahreszeitlich bedingte Schwankungen der Gesamt-Endophytenkonzentration im Wurzel-

xylem von Zitrusbäumen wurden von Gardner et al. (1982) beschrieben.  

Bei Untersuchungen der Endophytenbesiedlung in der Ulme stellten Mocali et al. (2003) 

einen Einfluss von saisonalen Veränderungen (Temperatur, Feuchtigkeit, Wassergehalt des 

Bodens) auf die Zusammensetzung der Bakterienpopulation fest, wobei die Gattungen 

Curtobacterium und Bacillus mehr in warmen Monaten und Pseudomonas eher im Winter zu 

finden war. Außerdem konnten in verschiedenen Pflanzenorganen (Wurzel und Stamm) 

unterschiedliche Populationen gefunden werden.  

 

5.6. Endophytische Bakterien in Regenerationssystemen 

Endophytische Bakterien sind nicht nur in natürlich wachsenden Pflanzen enthalten, sondern 

kommen auch in einer Vielzahl von in vitro Regenerationssystemen wie Sprosskulturen, 

Adventivknospenkulturen und embryogenen Linien vor. 

In vitro Vermehrungssysteme werden für die Erhaltung und vegetative Vermehrung von 

Zuchtmaterial genutzt und sind eine notwendige Voraussetzung für die Erzeugung 

gentechnisch veränderter Pflanzen. Nach der Definition der pflanzlichen Gewebekultur als 

Sterilkultur wurden in vitro kultivierte Explantate über lange Zeit generell für keimfrei 

gehalten. Auftretende Kontaminationen und dadurch verursachte Beeinträchtigungen des 

Pflanzenwachstums, die bis zum Absterben der in vitro Kulturen führen können, wurden 

meist auf Fremdinfektionen durch unzureichend sterile Arbeitstechniken zurückgeführt 

(Boxus & Terzi, 1987; Singha et al., 1987). Zunehmende Erfahrungen im Umgang mit 

Vermehrungskulturen verschiedener Pflanzenarten über längere Zeiträume führten jedoch zu 

der Erkenntnis, dass in vielen Fällen nicht Fremdinfektionen, sondern endophytische 

Bakterien die Ursache für eine beeinträchtigte Vermehrbarkeit der in vitro Explantate sein 
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können. Die im Gewebe der Pflanzen lebenden endophytischen Bakterien (siehe Abschnitt 

5.1.) bleiben durch eine Oberflächendesinfektion unbeeinflusst und werden so über das 

entsprechende Pflanzenmaterial, das als Ausgangsmaterial für die Etablierung dient, in die in 

vitro Kulturen übertragen. Bakterien, die unter in vivo Bedingungen in der Pflanze 

endophytisch leben, ohne Krankheitssymptome zu verursachen, können sich in vitro unter 

bestimmten Bedingungen so vermehren, dass sie das Pflanzenwachstum stark beeinträchtigen. 

Kallusphasen in den Regenerationszyklen sowie die Anreicherung der Nährmedien mit 

organischen Stoffen begünstigen die Entwicklung der endophytischen Bakterien besonders.  

Das Vorhandensein endophytischer Bakterien konnte für eine Vielzahl pflanzlicher 

Zellkulturen bestätigt werden. Zahlreiche Untersuchungen zu diesem Thema an 

verschiedenen Pflanzenarten sind bei Cassels (1997) und bei Cassels et al. (2000) 

zusammengefasst. Mit der Möglichkeit, Forstpflanzen über den Weg der Regeneration in 

Gewebekulturen vermehren zu können, rückte das Problem zunehmend auch in das Blickfeld 

der Forstpflanzenzüchter. 

Verschiedene Arbeiten konnten die Anwesenheit von endophytisch lebenden Bakterien in 

Organkulturen von Koniferen sowie in embryogenen Kulturen nachweisen (Ewald et al., 

1997, 2000). Auch in Gewebekulturen von Pinus sylvestris L. konnten endophytische 

Bakterien festgestellt werden (Hohtola, 1988; Pirttilä et al., 2000). Naujoks et al., (2000) 

beschrieben eine Anreicherung von Curtobacterium sp. in Sprosskulturen von Robinie 

(Robinia pseudoacacia L.). 

Bei der Untersuchung von meristematischem Blütengewebe von 160 Kiefern in Finnland 

konnten Pirttilä et al. (2000; 2003) durch in situ Hybridisierung Bakterien als reguläre 

endophytische Besiedler des Blütengewebes nachweisen. Die isolierten Bakterien wurden als 

Methylobacterium extorquens und Pseudomonas synxantha klassifiziert. Da sowohl die 

Anzahl als auch die metabolische Aktivität der Blütenendophyten vor dem Wachstum der 

Blüte zunahm, ging man davon aus, dass die Bakterien einen Einfluss auf das 

Blütenwachstum haben. Die Untersuchungen ergaben, dass Methylobacterium extorquens 

Adeninderivate produziert, die als Vorstufen der Cytokinin-Biosynthese genutzt werden 

könnten. Außerdem hatten die Endophyten einen Einfluss auf die Kallus-Morphologie und 

verzögerten die Bräunung des Kallus, wobei die genauen Ursachen noch nicht bekannt sind 

(Pirttilä et al., 2004). Ähnlich wie die Ergebnisse von Pirttilä et al. (2004) zeigten auch andere 

Arbeiten, dass Methylobacterium durch die Produktion bestimmter Verbindungen wie 

Vitamin B12 und Cytokinin, die Entfernung von Methanol aus dem wachsenden 
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Pflanzengewebe und die antagonistische Wirkung gegenüber phytopathogenen Bakterien eine 

fördernde Wirkung auf die Wirtspflanze haben kann (Basile et al., 1985; Holland, 1997, 

Holland & Pollacco, 1994; Romanovskaya et al., 2001). 

Laukkanen et al. (2000) isolierten schnellwachsende, pigmentproduzierende Mycobacterium -

Stämme aus alternden Gewebekulturen der Kiefer und vermuten, das die Bakterien, die 

normalerweise im Boden oder im Wasser vorkommen, über den Xylemsaft in die Blüten 

gelangen. Sämlinge, die mit Mycobacterium- Stämmen inokuliert wurden, wiesen 

morphologische Veränderungen in Form von verkürzten Hypokotylen und Wurzeln auf. 

In in vitro Kulturen der Zwergmispel (Cotoneaster lacteus) bewirkten endophytische 

Pseudomonas- Stämmen bedingt durch die Produktion von Indol-3-Essigsäure (IAA), eines 

Phytohormons, das an der Wurzelbildung beteiligt ist, eine verstärkte Bewurzelung der 

Kulturen (Monier et al., 1998). Döring et al. (2005) konnten mit Hilfe des GenomiPhi-

Amplifikationssystem endophytische Bakterien in in vitro Vermehrungssystemen von 

Eleutherococcus sieboldianus (Sibirischer Ginseng) nachweisen, die sich in den 

Wurzelhaaren anreichern und dort zu Verzweigungen und Schwellungen führen. Die am 

häufigsten auftretenden Bakterien waren Paenibacillus-, Alcaligenes-, Planomicrobium- und 

Staphylococcus- Stämme.  

Nicht nur in Gewebekulturen von Forstgehölzen konnten endophytische Bakterien gefunden 

werden, auch in mikrovermehrten Obstgehölzen war deren Nachweis möglich. In in vitro 

Kulturen der Schattenmorelle (Prunus cerasus) wurden latent persistierende endophytische 

Bakterien gefunden und als Pseudomonas syringae und Agrobacterium rhizogenes 

identifiziert (Kamoun et al., 1998). 

Das Vorkommen endophytischer Bakterien ist in den Gewebekulturen unter üblichen 

Kultivierungsbedingungen unmittelbar nach der Inkulturnahme optisch oft nicht erkennbar 

und nur schwer nachweisbar (Ewald et al., 2000; Van Den Houwe & Swennen, 2000; 

Thomas, 2004). Eine starke Vermehrung bestimmter endophytischer Bakterien tritt im 

pflanzlichen System in der Gewebekultur meist nur unter spezifischen Bedingungen wie zum 

Beispiel der Anwesenheit bestimmter Nährstoffe, Nährmedienwechsel oder der Einleitung 

von Differenzierungsprozessen auf. Oft wird das Auftreten endophytischer Bakterien in 

Vermehrungssystemen durch die Behandlung mit verschiedenen Antibiotika oder durch 

Kombinationen unterschiedlicher Antibiotika unterdrückt. Antibiotika können eine 

periodische Bakteriostasis bewirken, die eine starke Ausbreitung der Bakterienpopulation auf 

ein späteres Stadium der Gewebevermehrung verlagert. Auch für Cytokinine, die als 
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Wachstumsregulatoren in Vermehrungssystemen eingesetzt werden, wurde eine bakterio-

statische Wirkung beschrieben (Boxus & Terzi, 1988; Seyring & Vogt, 1996). 

Für verschiedene Bakterienarten muss möglicherweise auch ein Zustand angenommen 

werden, der als VBNC (viable but nonculturable) beschrieben wird, und eine Kultivierbarkeit 

erst im Laufe längerer Zeit oder nur auf sehr speziellen Medien möglich wird.  

Eine Abhängigkeit der Anreicherung endophytischer Bakterien von den jeweiligen 

Kultivierungssystemen wurde von Ewald et al. (1997, 2000) beschrieben. In Systemen, bei 

denen die Vermehrung der Explantate lediglich auf einer Sprossteilung beruhte, jedoch keine 

Bildung bzw. Absterben von Kallus vorkam, wie z.B. bei der Sprosskultivierung von Lärchen, 

störten die endophytischen Bakterien in der Regel nicht, bzw. blieben weitestgehend 

unerkannt (Ewald et al., 2000). In Regenerationssystemen, die auf einer Adventivknospen-

induktion, gefolgt von einer Organdifferenzierung basierten, es also zu einer Phase mit 

absterbendem Kallus kam, reicherten sich die Bakterien stark an. In Systemen, in denen also 

eine erzwungene Organ- oder Embryodifferenzierung mit höheren Anteilen absterbender 

Gewebe einhergeht, z.B. bei der Adventivknospenvermehrung von Kiefer und Lärche 

(Organogenese) oder der somatischen Embryogenese von Fichte und Lärche, vermehrten sich 

die endophytischen Bakterien im Verlauf von ca. 2 Jahren in einem solchen Maße, dass es 

teilweise zu einer eingeschränkten Regeneration kam. Es wird angenommen, dass der 

Kalluszerfall die Ernährungsbasis für die endophytischen Bakterien und die Ursache dafür ist, 

dass sich die vorher nicht sichtbaren Bakterien plötzlich so stark vermehren, dass sie aus dem 

Pflanzengewebe heraustreten und sichtbar werden (Ewald et al., 1997; Ewald et al., 2000). 

Leifert et al. (1989; 1991) wiesen nach, dass sich das Bakterienspektrum nach zwölf-

monatiger Kulturzeit im Vergleich zu Explantaten, die nur einem Monat alt waren, bei 

verschiedenen Kulturarten stark veränderte. Nur wenige Bakterienarten, die nach einem Jahr 

identifiziert wurden, konnten auch in den Ausgangspflanzen nachgewiesen werden. Die 

Ursache liegt möglicherweise darin, dass durch spezielle Ernährungsbedingungen oder 

physiologische Parameter, die in in vitro Systemen vorliegen, bestimmte Typen von 

endophytischen Bakterienpopulationen oder nur einzelne Stämme bevorteilt oder verändert 

und so zu starkem Wachstum angeregt werden (Leifert et al., 1994; Maes et al., 1998). 

Kukkurainen et al. (2005) konnten Unterschiede zwischen Bakterienpopulationen in in vitro 

Erdbeeren und Felderdbeeren nachweisen. In den Gewebekulturen waren gramnegative 

Bakterien in der Überzahl und speziell eine Pantoea- Gruppe hatte sich unter in vitro 

Bedingungen besonders stark vermehrt.  
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Möglicherweise ist das in vitro Pflanzengewebe durch die herrschenden luxurierenden 

Bedingungen auch weniger in der Lage, die Bakterien zu tolerieren bzw. zu beherrschen als 

die Pflanze in vivo (Maes et al., 1998). So können die Bedingungen in in vitro Kulturen 

Pflanzen empfindlich gegenüber bestimmten Bakterien machen (Leifert et al., 1994). 

Entscheidende Faktoren, die den Eintritt der Bakterien ins Gewebe erleichtern sind unter 

anderem die dünne Pflanzenepidermis, die schwach entwickelten Stomata und große 

Wundflächen. Die hohe Luftfeuchtigkeit und das Nährstoffangebot verhindern oft die 

Ausbildung eines stabilen Abschlussgewebes und die ausreichende Festigkeit der Pflanze. Die 

sogenannte Vitrifikation (Glasigkeit) ist ein sichtbares Zeichen dafür.  

Während Apfelsämlinge und Sprosse zum Beispiel resistent gegenüber Ralstonia 

solanacearum, dem Braunfäuleerreger an Solanaceaen sind und nach der Inokulation des 

Pflanzenmaterials durch einen aktive Abwehrmechanismus gestoppt und abgetötet werden, 

endet die Infektion von Apfel-Kallusgewebe mit einem extremen Wachstum der Bakterien 

und dem Absterben der Gewebekultur - die Abwehrreaktion funktioniert also nicht (Maes et 

al., 1998). 

Bei der Verwendung von in vitro Kulturen als Ausgangsmaterial für Transformationen muss 

daher beachtet werden, dass in der transgenen Pflanze unter Stressbedingungen bzw. bei 

Gewebezerfall eine Vermehrung der endophytischen Bakterien auftreten kann. 

 

5.7. Überblick über Methoden zur Identifizierung und Quantifizierung 

5.7.1. Isolation endophytischer Bakterien 

Die Untersuchung bakterieller Gemeinschaften in Pflanzen kann generell in Abhängigkeit 

vom Isolationsmedium, Unterschieden in Wachstumsbedingungen der Wirtspflanze und der 

Aufschluss-Methode sehr differierende Ergebnisse bringen.  

Bei den endophytischen Bakterien zeigt schon die Definition „…als endophytische Bakterien 

werden die Bakterien bezeichnet, die aus oberflächensterilisiertem Pflanzengewebe isoliert 

oder aus dem Inneren von Pflanzen extrahiert werden können…“ (Hallmann et al., 1997b) die 

Bedeutung der Isolationsmethode für die Ergebnisse der Untersuchung. 

Eine Isolation der kompletten Gemeinschaft der endophytischen Bakterien (und dabei nur der 

Endophyten) ist schwer oder kaum zu realisieren. Gründe dafür können neben der Adhäsion 

der Bakterien an die Pflanzenzellstrukturen vor allem eine unvollständige Oberflächen-

desinfektion, oder das Eindringen von Desinfektionslösung in das Pflanzengewebe sein, 
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wodurch es zum Abtöten endophytischer Bakterien in den äußeren Rindenschichten kommen 

kann. Die Oberflächendesinfektion stellt daher ein zentrales Problem bei der Endophyten-

isolation dar und ist immer als Kompromiss zwischen Eliminierung der 

Oberflächenkontamination und dem Überleben der Endophyten in der Cortex zu sehen 

(Hallmann et al., 1997b; Kukkurainen et al., 2005).  

Die Isolation von endophytischen Bakterien aus Gehölzen ist aufgrund der festen 

Gewebestruktur besonders schwierig. In den letzten Jahren wurden an verschiedenen 

Gehölzen die unterschiedlichsten Isolationsmethoden getestet. 

Isolationsmethoden: In den meisten Fällen werden endophytische Bakterien durch das 

Zerreiben oder Mörsern von oberflächen-desinfiziertem Pflanzenmaterial (Homogenisie-

rung) isoliert. Diese Methode eignet sich für nahezu alle Pflanzengewebetypen, einschließlich 

Blüten, Früchte und Samen und wird zur Untersuchung des Endophytenspektrums im 

Gesamtpflanzengewebe angewendet. Als Desinfektionsmittel werden dabei NaOCl, Ethanol, 

H2O2, HgCl2 oder verschiedene Kombinationen diese Chemikalien verwendet (Hallmann et 

al., 1997b). Durch die Zugabe von Detergenzien wie Tween 80 oder Triton X-100 kann durch 

Verminderung der Oberflächenspannung eine bessere Benetzung aller Pflanzenstrukturen 

erreicht werden. Sowohl die Art als auch die Konzentration des Desinfektionsmittels sollten je 

nach Verwendungszweck und spezifischer Fragestellung genau getestet und entsprechend der 

Art, dem Alter und dem verwendeten Teil der Pflanze, optimiert werden. Nach der 

Oberflächendesinfektion und der Zerkleinerung/Homogenisierung wird das Pflanzengewebe 

in Pufferlösung oder Flüssigmedium aufgenommen und zum Auszählen und zur Isolation der 

Bakterien ausplattiert. Negative Effekte durch die Adsorption von Bakterien an Pflanzenteile 

sind bei dieser Methode (zumindest bei den niedrigen Verdünnungen) gering, da das 

homogenisierte Gewebe mit ausplattiert wird. 

Die Effektivität der angewendeten Desinfektionsmittel kann durch einen Sterilitätstest 

überprüft werden. Dazu werden zum Beispiel oberflächen-desinfizierte Pflanzenteile auf 

Bakterien-Nährmedium aufgelegt oder Teile der Waschlösung mit Nährmedium versetzt und 

bebrütet. 

Um die beschriebenen Probleme bei der Oberflächendesinfektion zu umgehen, wurden 

verschiedene physikalische Extraktionstechniken entwickelt: Mit der Vakuumtechnik ist es 

möglich, Xylemsaft aus den Wurzeln mehrjähriger Pflanzen wie Wein und Zitrus (Bell et al., 

1995; Gardner et al., 1982) zu extrahieren, die Scholander-Presse wurde verwendet, um 

Wurzelsaft aus Baumwolle zu pressen (Hallmann et al., 1997a). Mit beiden Methoden wird 
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Pflanzensaft allerdings nur aus dem Leitgewebe und den angrenzenden Interzellularen 

extrahiert. Vergleiche Untersuchungen der Homogenisierungsmethode und der Extraktion mit 

der Scholander-Presse zeigten, dass mit der Presse nur bestimmte Bakterien isoliert werden. 

Bei Gurken zum Beispiel wurden Bacillus spp., eine vorherrschende Bakteriengruppe der 

Endorhiza, nur mit Hilfe der Homogenisierungstechnik (Mahaffee & Kloepper, 1997) 

nachgewiesen. Außerdem lieferte die Homogenisierungsmethode, wahrscheinlich durch die 

Erfassung einer großen Zahl von Nischen im Pflanzengewebe, höhere Endophytenzahlen als 

die eher selektiven physikalischen Extraktionsmethoden (Hallmann et al., 1997a). 

Die dritte Möglichkeit zur Isolation endophytischer Bakterien ist die Zentrifugation 

oberflächendesinfizierter Pflanzenteile bei 3000 g, bei der die Interzellularflüssigkeit aus 

dem Gewebe extrahiert wird (De Wit & Spikman, 1982). Diese Methode ist jedoch nur für 

weiches Pflanzengewebe geeignet. 

Die Auswahl der Isolationsmethode sollte je nach dem Forschungsziel entschieden werden 

und wird durch verschiedene Kriterien wie Art und Alter der Pflanze sowie Gewebetyp oder 

Pflanzenteil, aus dem die Endophytenisolation erfolgen soll, beeinflusst. 

5.7.2. Nachweis, Quantifizierung und Identifizierung der Endophyten 

Die einfachste und eine sehr unkomplizierte und sensitive Methode zum Monitoring von 

endophytischen Bakterienpopulationen ist die Kultivierung der isolierten Bakterien auf 

verschiedenen Nährmedien. Die Populationsdichte kann durch Auszählen der Bakterien-

kolonien auf einem geeigneten Medium ermittelt werden, wobei hier jedoch nur die 

lebensfähigen Bakterien berücksichtigt werden, die zum Wachstum auf den entsprechenden 

Medien fähig sind. Durch Vitalfärbung mit Acridin Orange können unter dem 

Lichtmikroskop Bakterien im Pflanzengewebe dargestellt und die Gesamtzahl der 

Endophyten einschließlich der nichtkultivierbaren Zellen in extrahiertem Pflanzengewebe 

bestimmt werden (Bell et al., 1995). 

Für die Lokalisierung der endophytischen Bakterien im Pflanzengewebe sind ebenso 

elektronenmikroskopische Methoden, Immunofluoreszenz-Techniken (Levanony et al., 1989; 

Van Vuurde & Roozen, 1990) oder auch die in situ Hybridisierung (Mc Fadden, 1991) 

geeignet. 

Zur Identifizierung der isolierten endophytischen Bakterien steht ein breites Methoden-

spektrum von klassischen mikrobiologischen Untersuchungen über immunologische und 

biochemische Methoden bis zu molekulargenetischen Methoden zur Verfügung. Hierbei 

werden sowohl die Fettsäuremethylester-Technik (FAME-GC-Analyse), die eine Bestimmung 
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der Bakterien anhand ihres Fettsäurespektrums erlaubt (Sasser, 1990), als auch die Analyse 

der 16S rRNA Gene (Woese, 1987) verwendet. Auf Basis beider Methoden können die 

isolierten Endophyten sicher bis auf Gattungsebene und zum Teil bis auf Artebene 

phylogenetisch eingeordnet bzw. taxonomisch bestimmt werden (Tabelle 3). Bei einer großen 

Anzahl von Isolaten kann bei der genetischen Analyse zunächst eine Gruppierung über eine 

Restriktionsanalyse der amplifizierten 16S rDNA (ARDRA) durchgeführt werden. Die 

Bestimmung erfolgt jedoch über die Sequenzierung eines Teils oder der vollständigen 16S 

rDNA.  

Neben den kulturabhängigen Methoden, die vom physiologischen Status der Bakterien 

abhängig sind und nur die Endophyten berücksichtigen, die auf den vorgegebenen 

Nährmedien kultivierbar sind, wurden in den letzten Jahren vermehrt kulturunabhängige 

Methoden eingesetzt. Der Vorteil dieser Methoden besteht darin, dass auch Bakterien, die 

zwar lebensfähig, aber nicht kultivierbar sind (VBNC, viable but nonculturable), miterfasst 

werden. Durch Amplifikation der bakteriellen 16S rDNA aus Gesamt- DNA, die direkt aus 

dem Pflanzengewebe gewonnen wurde, können Schwierigkeiten, die bei klassischen 

Isolationsmethoden auftreten, überwunden werden. Hierbei werden die amplifizierte DNA 

kloniert und die 16S rDNA-Fragmente der einzelnen Klone durch Sequenzierung identifiziert. 

Nach der Isolation der Gesamt- DNA der Pflanze oder von Pflanzenteilen wie Wurzel, Spross, 

Blätter oder Gefäßflüssigkeit wird bei der PCR mit konservierten Primern für das bakterielle 

16S rRNA Gen auch die DNA der pflanzlichen Chloroplasten und Mitochondrien erfasst. 

Durch Verwendung von spezifischen 16S rDNA-Primern (799f) wird ein breites Spektrum 

von Bakterien amplifiziert, die Amplifikation von cpDNA jedoch ausgeschlossen. Die 

ebenfalls im Pflanzenmaterial vorhandene mtDNA ist durch ein deutlich größeres PCR-

Produkt vom bakteriellen Amplifikat deutlich zu unterscheiden (Chelius & Triplet, 2001). 

Nach Klonierung des bakteriellen PCR-Produkts und Sequenzierung der klonierten Fragmente 

können die einzelnen endophytischen Bakterien ermittelt werden. 

Bei Untersuchungen an Mais wurden nur 48% der Endophyten gleichermaßen über 

Kultivierung und über die kulturunabhängige Analyse gefunden (Chelius & Triplet, 2001). 

Alle anderen identifizierten Arten konnten lediglich mit einer der beiden Methoden 

nachgewiesen werden, wobei die kulturunabhängige Analyse eine größere phylogenetische 

Diversität lieferte. Um die Komplexität der Endophytengemeinschaft möglichst vollständig zu 

erfassen, ist es deshalb sinnvoll, beide Ansätze miteinander zu kombinieren. 
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Die Analyse der Endophytengemeinschaft über die Sequenzierung einzelner Klone wurde bei 

Forstgehölzen bisher bei der Fichte durchgeführt. Hierbei konnten Endophyten auch in 

Fichtensamen nachgewiesen werden (Cankar et al., 2005). 

Obwohl durch die Klonierung und Sequenzierung der 16S rDNA die Zusammensetzung der 

Endophytengemeinschaften detailliert ermittelt werden kann, ist diese Methoden bei großem 

Probenumfang oft zu zeit- und arbeitsaufwendig. Fingerprinttechniken wie die T-RFLP 

(terminal restriction fragment length polymorphism; Liu et al., 1997) und die DGGE 

(denaturing gradient gel electrophoresis; Muyzer et al., 1993) erlauben hingegen eine schnelle 

Analyse der Endophytengemeinschaft in einem großen Probenset. Hierbei werden die 

dominanten Bakteriengruppen in ihrem relativen Verhältnis dargestellt. Angewendet wurde 

diese Technik z.B. für die Differenzierung und Klassifizierung der Endophytengemein-

schaften unterschiedlicher Kartoffelsorten und -linien (Reiter et al., 2002, Berg et al., 2005, 

Garbeva et al., 2001). Araujo et al. (2002) untersuchten die Diversität von endophytischen 

Bakteriengemeinschaften von Zitrusbäumen über die DGGE.  

Neben der phylogenetischen Analyse der Gemeinschaften ist es über die Fingerprinttechniken 

auch möglich, Bakterien mit besonderen Eigenschaften, wie die stickstofffixierenden 

Bakterien (über die nif-Gene), oder die am Abbau organischer Schadstoffe beteiligten 

Bakterien in ihrer Diversität zu charakterisieren (Lodewyckx et al., 2002; Knauth et al., 

2005). 

Ein Überblick über die bisher bei der Isolation und Charakterisierung der Endophyten 

verwendeten Methoden ist in Tabelle 3 dargestellt. 

 
Tabelle 3:  Methoden zur Isolation und Identifizierung endophytischer Bakterien aus Gehölzen 

Pflanzentyp Endophyten-Isolation Identifikations-Methoden 

Citrus spp. (Zitrus) 
(Araujo et al., 2001) 

Oberflächendesinfektion der Blätter und Samen mit 
70% Ethanol, 3% NaOCl (3min), 70% Ethanol, W+ST, 
Homogenisierung in 0,85% NaCl, Gewinnung von 
Isolaten auf TSA 

Morphologische Charak-
terisierung, CFU, RAPD-
Analyse der Isolate 

Citrus spp. (Araujo et al., 
2002) 

Oberflächendesinfektion von Zweigsegmenten mit 
70% Ethanol, 2% NaOCl (5min), 70% Ethanol, W+ST, 
Entfernung der Rinde, Gewinnung von Isolaten auf 
TSA 
Gesamt-DNA aus sterilen Zweigteilen 

Morphologische Charak-
terisierung, FAME, 16S 
rDNA- Sequenzierung 
der Isolate, DGGE 

Vitis vinifera (Wein) 
(Bell et al., 1995) 

Sterile Vakuum-Xylem-Extraktion, Homogenisierung 
und Gewinnung von Isolaten auf TSA 

CFU, BIOLOG, 
Gramfärbung, Acridin 
Orange-Färbung 
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Ulmus spp. (Ulme) 
(Mocali et al., 2003) 

Oberflächendesinfektion von Sproß- und Wurzelteilen 
mit 1% NaOCl (2 min), W+ST, Entfernung der Rinde, 
Herauspräparieren des Phloemgewebes, Mörsern in 
0,8% NaCl , Gewinnung von Isolaten auf NSA 

ARDRA und 
Sequenzierung der 16S 
rDNA der Isolate 

Ulmus spp. (Mengoni et 
al., 2003) 

Isolation von Phloem-Gewebe aus Wurzeln und 
Zweigen nach Mocali et al. (2003) 

ARDRA und 
Sequenzierung der 16S 
rDNA der Isolate 

Pinus contorta (Kiefer), 
Thuja plicata (Zeder) 
(Bal & Chanway) 

Präparation von Bohrkernen aus dem Stamm mit 
sterilem Bohrer, Oberflächendesinfektion mit 2,5% 
NaOCl (2 min), W+S, Homogenisierung, Gewinnung 
von Isolaten auf TSA und CCM 

Morphologische Charak-
terisierung, FAME, 
Acetylen Reduktions-
Test 

Pinus sylvestris (L.) 
(Kiefer) (Pirttilä et al., 
2000) 

Oberflächendesinfektion von Blüten mit 70% Ethanol, 
6% CaCl2O2 (20 min), W+S, steriles Zerteilen, 
Gewinnung von Isolaten auf MS 

16S rDNA- Sequen-
zierung der Isolate, 
16S rRNA in situ 
Hybridisierung  

Populus (Pappel) 
(Germaine et al., 2004) 

Oberflächendesinfektion von Zweigsegmenten mit 1% 
NaOCl (5 min) Extraktion von Xylem-Saft mit 
Scholander-Presse, Gewinnung von Isolaten 

16S rDNA- Sequen-
zierung 

Salix viminalis (Weide) 
(Cambours et al., 2005) 

Desinfizieren von Zweigsegmenten mit 70% Ethanol 
(Spray), W+ST, Entfernen der Rinde, Aufnehmen der 
Gewebeteile in neutraler Pufferlösung und 20 min 
Inkubation, Gewinnung von Isolaten auf TSA 
 

Morphologische Charak-
terisierung, Gram-
färbung, BIOLOG, 
Biochemische Tests, 16S 
rDNA- Sequenzierung 

Coffea arabica (Kaffee-
strauch) (Vega et al., 
2005) 

Oberflächendesinfektion von Beeren-, Stamm-, Blatt-
Wurzel- und Samen-Proben mit 0,52% NaOCl (2 min) 
und 70% Ethanol, W+ST, Gewinnung von Isolaten auf 
YMA 

Morphologische Charak-
terisierung, 
Biochemische Tests, 
FAME 

Picea abies L. Karst 
(Fichte) (Cankar et al., 
2005) 

Oberflächendesinfektion von Samen mit 30%H2O2 (30 
min), W+ST, ca. 15 h in sterilem H2O stehen lassen, 
sterile Präparation von Samenschale, Endosperm und 
Embryo, Anreicherung in flüssigem BHI, Gewinnung 
von Isolaten auf BHI 
Gesamt-DNA aus sterilen Samenteilen 

Gramfärbung, 

Biochemische Tests, 

Klonierung der direkt 
amplifizierten16S rDNA 
(RFLP-Analyse und 
Sequenzierung) 

Isolation von endophytischen Bakterien aus in vitro Kulturen 

Populus (Pappel) (Van 
Aken et al., 2004) 

Bakterienisolation aus oberflächendesinfizierten 
Explantaten, aus Gewebekulturen und aus 
regenerierten Pflanzen durch Ausstreichen auf LB-
Medium 
Gesamt-DNA aus Pappel-Explantaten 

Morphologische Charak-
terisierung, Bio-
chemische Tests, 
16S rDNA- 
Sequenzierung der 
Isolate, PCR-Nachweis 
von Methylobacterium 

Prunus cerasus 
(Schattenmorelle) 
(Kamoun et al., 1998) 

Zermörsern von in vitro Pflanzen in Pufferlösung, 
Gewinnung von Isolaten auf YMA (mit oder ohne 
vorherige Anreicherung in Flüssigmedium) 
Gesamt-DNA aus Explantaten 

Morphologische Charak-
terisierung, 
PCR-Nachweis 
spezifischer Endophyten  
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Verwendete Abkürzungen: W+ST - Waschen mit sterilem H2O bzw. Puffer und Steriltest durch Auflegen von 
desinfizierten Pflanzenteile auf Bakterienmedium oder Ausplattieren des Waschwassers; CFU – Bestimmung der 
Populationsdichte (colony forming units); ARDRA - Amplified rDNA Restriction Analysis; YMA - Yeast Malt 
Agar; NSA - Nähragar +5% Saccharose; TSA - Tryptic Soy Agar; CCM - Combined Carbon Medium (zur 
Selektion von N2-fixierenden Bakterien); BHI - Brain Heart Infusion Medium; MS – Medium nach Murashige & 
Skoog (1962)  
 

6. Persistenz von Agrobakterien in transgenen Kulturen und Überblick über die 

Nachweismethoden 

 

6.1. Persistenz 

Agrobakterien werden routinemäßig als Transformationsvektoren genutzt, um fremde Gene in 

Pflanzengenome einzuschleusen. Agrobacterium ist ein phytopathogenes Bakterium, das ein 

großes Spektrum an Wirtspflanzen infizieren kann (De Cleene & De Ley, 1976). Während die 

von den Bakterien induzierten Tumore an der Pflanze die optimalen Lebensbedingungen für 

die Agrobakterien bieten, wurden auch außerhalb der Tumore und sogar in symptomlosen 

Pflanzen Agrobakterien nachgewiesen. So konnte gezeigt werden, dass in verschiedenen 

Gewebetypen (Gefäßsystem, Rindengewebe) und in vitro vermehrten Kulturen von Vitis 

vinifera (Weinrebe) Agrobakterien latent persistieren und sich systemisch ausbreiten ohne 

sichtbare Symptome zu verursachen (Lehoczky, 1968; Jäger et al., 1990; Poppenberger et al., 

2002). Auch in Rosa sp. und Rubus sp. wurden latente Infektionen durch Agrobakterien 

beschrieben (Bouzar et al., 1995; Pionnat et al., 1999; Marti et al., 1999). Der Nachweis 

nichtpathogener Agrobakterien in Rapssamen (Weller et al., 2002) deutet auf ein Risiko der 

Verbreitung der Bakterien durch adulte Pflanzen hin. Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass 

Agrobakterien generell in der Lage sind, in verschiedenen Organen der Pflanze zu 

persistieren, sich innerhalb der Pflanze zu bewegen und außerdem in unterschiedlichen 

Lebensräumen zu überleben.  

Um nach erfolgter Genübertragung ins pflanzliche Genom mit Hilfe der binären Vektoren die 

Agrobakterien aus den infizierten Pflanzenexplantaten zu entfernen, findet die Regeneration 

auf einem Antibiotika-haltigen Medium statt. Weil die derzeit verwendeten Antibiotika eher 

bakteriostatisch als bakteriozid wirken, verhindert die Selektion zwar die Vermehrung der 

Bakterien, tötet sie aber nicht vollständig ab (Leifert, 2000; Leifert & Cassells, 2001; Cubero 

& Lopez, 2004). Besonders gram-negative Bakterien, zu denen auch Agrobacterium 

tumefaciens gehört, sind aus in vitro Pflanzenkulturen sehr schwer zu entfernen (Leifert et al., 

1991). Hierdurch kann es zu einer Persistenz der Agrobakterien in den transgenen Pflanzen 
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kommen. Die transgene DNA liegt so nicht nur im Genom der transgenen Pflanzen vor, 

sondern ist auch in den im Pflanzengewebe persistierenden Agrobakterien vorhandenen. 

In Abhängigkeit vom Wirtsspektrum des Plasmids, das für die Transformation genutzt wurde, 

ist sowohl eine Übertragung der Gene auf die in der Pflanze lebenden endophytischen 

Bakterien als auch auf die Rhizosphärenbakterien möglich. Die Wahrscheinlichkeit des 

Gentransfers steigt, wenn die Agrobakterien, wie bei Tabak und anderen Pflanzen gezeigt 

wurde (Matzk, 1998), über längere Zeit in der transgenen Pflanze persistieren. 

Zur Persistenz gentechnisch veränderter Agrobakterien gibt es bisher relativ wenige 

Untersuchungen. Anfänglich wurde die Persistenz anhand des Austretens von Agrobakterien 

aus dem Nährmedium an der Schnittstelle der Sprosskultur beurteilt (Graser, 1994; 

Landsmann et al., 1995). Auch ging man oft von Keimfreiheit aus, wenn nach der 

Überführung der transgenen Pflanzen auf antibiotikafreies Medium keine Agrobakterien 

auswuchsen (Barghchi et al., 1994). Cooke et al. (1992) beschrieben, dass A. tumefaciens in 

in vitro Pflanzen latent persistieren kann, ohne aus dem Gewebe herauszuwachsen und auf 

dem Medium sichtbar zu werden und ohne Symptome an der Pflanze zu verursachen.  

In den letzten Jahren wurde in mehreren Studien gezeigt, dass die Beseitigung der 

Agrobakterien- Vectorsysteme nach erfolgter Transformation sehr schwierig ist und die lange 

Persistenz der Bakterien in der transgenen Pflanze ein großes Problem für die Gentechnik 

darstellt. 

Van der Hoeven et al. (1991) isolierten von ausgewachsenen Tabakpflanzen viele Monate 

nach der Transformation funktionell intakte Bakterien und zeigten, dass durch Cefotaxim-

Behandlung zwar das Auftreten von sichtbaren Symptomen verhindert wird, eine Eradikation 

des Bakteriums jedoch nicht erreicht wird. 

In Extrakten von transgenen Tomaten, Avocado und Grapefruit, die mit Hilfe eines 

Agrobacterium- Vectors mit einer cDNA des Citrus exocortis viroids (CEVd) transformiert 

worden waren, fanden Mogilner et al. (1993) 38 bis 90 Tage nach der Transformation mit 

CEVd-Primern (Gross et al., 1982) große Mengen von persistierenden Agrobakterien. 

Matzk et al. (1996) konnten Agrobakterien in transgenen Tabak- in vitro Sproßkulturen 12 

Monate nach der Transformation und erfolgter Standard-Antibiotika-Behandlung mit 

alternierender Anwendung von Cefotaxim und Carbenicillin und weitere 6 Monate danach in 

ex vitro Bodenkulturen nachweisen. Die Bakterien überlebten nicht nur, sondern vermehrten 

sich und breiteten sich in der transgenen Wirtspflanze systemisch aus, wobei der Hauptanteil 

der Bakterien an der Stengelbasis und in der Wurzel konzentriert war. 
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Barrett et al. (1997) fanden persistierende Agrobacterium- Stämme mit binären Vektoren in 

transformierten Kulturen von Solanum, Brassica und Rubus und konnten in transgenen 

Kartoffelpflanzen ein Ansteigen der Bakterienpopulation 12-16 Wochen nach der 

Transformation beobachten.  

Bei Untersuchungen zur Persistenz von Agrobakterien in transgenen insektenresistenten 

Pappeln chinesischer Herkunft wurden Bakterien isoliert, bei denen zum Teil die 

Resistenzgene BtCry1Ac und API über PCR nachgewiesen werden konnten (Ewald et al., 

2003). Darüber hinaus konnten in 3 von 28 transgenen Pappelklonen ca. ein Jahr nach 

erfolgter Transformation persistierende Agrobakterien durch den PCR-Nachweis der Gene 

virG (Helferplasmid), chvE (chromosomal) sowie BtCry1Ac, API und nptII (T-DNA) 

festgestellt werden (Yang, pers. Mitteilung).  

Studien zur Transformation von Zitruspflanzen zeigten, dass trotz Selektion durch 

Vancomycin und Cefotaxim Agrobakterien über eine Zeit von 12 Monaten nach der Ko-

Kultivierung im Pflanzengewebe persistieren können und durch die Expression des 

Kanamycin-Resistenzgens der rekombinanten Agrobakterien (pBin19-Derivate) die Selektion 

von transformierten Zellen erschwert wird (Dominguez et al., 2004).  

Um eine Übertragung von Transgenen durch persistierende Agrobakterien nach Pflanzen-

Transformationen zu vermeiden, ist eine weitestgehende Reduktion der Agrobakterien 

wünschenswert. Weil durch die Antibiotika-Behandlung in vielen Fällen keine komplette 

Abtötung der Bakterien erreicht wird, sollte nach erfolgter Transformation und Regeneration 

ein Nachweis der „Agrobakterien-Freiheit“ auch unter Verwendung von kulturunabhängigen 

Analysen erfolgen, um die Agrobakterien unabhängig von ihrem physiologischen Zustand zu 

erfassen (Cubero & Lopez, 2004). 

 

6.2. Nachweismethoden 

Obwohl der Agrobakterien-vermittelte Gentransfer seit vielen Jahren routinemäßig für die 

Transformation höherer Pflanzen angewendet wird und transgene Pflanzen zum Teil schon 

der kommerziellen Nutzung zur Verfügung stehen, wurde dem Nachweis persistierender 

Agrobakterien in transformierten Pflanzen bisher wenig Beachtung geschenkt.  

Rekombinante Agrobakterien können jedoch trotz Antibiotika-Behandlung sowohl in in vitro 

als auch ex vitro Pflanzen lange Zeit persistieren, sich in ihrer Wirtspflanze vermehren und 

systemisch ausbreiten (Matzk et al., 1996; Barrett et al., 1997). 
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Um das Risiko der Übertragung von Transgenen durch persistierende, rekombinante 

Agrobakterien nach Pflanzen-Transformationen zu vermeiden, sollten in den zur Freisetzung 

kommenden Pflanzen keine transgenen Agrobakterien mehr vorhanden sein. Der Nachweis 

der Agrobakterien erfordert sehr sensitive Methoden, die die Bakterien unabhängig von ihrem 

physiologischen Zustand erfassen (Cubero & Lopez, 2004; Matzk et al., 1996). 

Generell lassen sich bei den Nachweis- und Identifikationsmethoden für Agrobakterien in 

transgenen Pflanzen zwei Gruppen unterscheiden: Kulturabhängige Methoden, die auf dem 

Vorhandensein sichtbarer und kultivierbarer Bakterien beruhen und kulturunabhängige 

Methoden, mit denen Bakterien unabhängig von ihrem physiologischen Zustand 

nachgewiesen werden können. 

Der Vorteil der kulturabhängigen Methoden liegt in ihrer Einfachheit und in der Garantie, nur 

lebende Zellen nachzuweisen, die besonders für die Beurteilung ökologischer Risiken von 

Bedeutung sind. Zur Erhöhung der Sensitivität dieser Techniken können zusätzliche 

Anreicherungsschritte durchgeführt werden.  

Kulturunabhängige Methoden basieren vorrangig auf PCR-Techniken und sind deshalb sehr 

sensitiv. Der Vorteil dieser Methoden besteht darin, dass auch Bakterien, die zwar 

lebensfähig, aber nicht kultivierbar sind (VBNC, viable but nonculturable), miterfasst werden. 

Dieser Zustand, der für verschiedene Bakteriengattungen einschließlich Agrobacterium 

beschrieben wurde (Manahan & Steck, 1997), ist reversibel und kann durch Änderung der 

Wachstumsbedingungen aufgehoben werden (Whitesides & Oliver, 1997). Weil der VBNC-

Zustand vorrangig durch Stress hervorgerufen wird (Alexander et al., 1999), ist es möglich, 

dass Agrobakterien in transformiertem Gewebe in diesen Status verfallen (Cubero & Lopez, 

2004). 

6.2.1. Anreicherungskulturen 

Als Kultivierungsmethode für den Nachweis der Agrobakterien hat sich die selektive 

Anreicherung aus gemörsertem Pflanzenmaterial besonders bewährt. Durch die 

Homogenisierung werden auch die Agrobakterien, die in den inneren Gewebekompartimenten 

der Pflanze persistieren, freigelegt. 

Methoden, die auf Kultivierungsmethoden beruhen, haben der Vorteil, dass selektive 

Resistenzmarker angewendet werden können. So kann die chromosomale Rifampicin- 

Resistenz von Agrobacterium tumefaciens für einen selektiven Anreicherungsschritt bei der 

Isolation persistierender Agrobakterien aus Pflanzenmaterial genutzt werden.  
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Die Bakterien, die nach der selektiven Kultivierung erhalten werden, können mit Hilfe von 

mikrobiologischen und molekulargenetischen Standardmethoden, biochemischen Tests oder 

auch immunologischen Methoden weiter identifiziert werden.  

Bei Anreicherungskulturen aus unsterilem Pflanzengewebe (ex vitro) wie Freiland- oder 

Gewächshauspflanzen, muss neben einer hohen Sensitivität auch eine hohe Selektivität 

gewährleistet sein. Während die Agrobakterien angereichert werden sollen, müssen natürlich 

vorkommende Mikroorganismen, vor allem endophytische und epiphytische Pilze, in ihrem 

Wachstum gehemmt werden. Da die gesuchten Agrobakterien oft eine chromosomale Rif-

Resistenz besitzen, kann man zur Hemmung der unerwünschten Mikroorganismen Rifampicin 

und Cycloheximid (als Zytotoxin für Eukaryonten) anwenden (Matzk, 1998).  

6.2.2. Mikrobiologische, biochemische und immunologische Methoden  

Beim Selektiven Plattieren (Antibiotika-Resistenzspektrum) werden je nach den zur 

Transformation verwendeten Agrobacterium- Stämmen Einzelkolonien (nach Anreicherung) 

auf Bakterienmedium mit den Antibiotika ausgestrichen, die die Resistenzgene auf dem 

Chromosom, dem Helferplasmid oder dem binären Vektor ansprechen. 

Mit Hilfe des Ketolactosetest (KLT) nach Bernaerts & De Ley (1963) können spezifisch A. 

tumefaciens- Stämme nachgewiesen werden. Nach Anzucht auf α-Lactose-Agar bildet sich 

um A. tumefaciens- Kolonien bei Überschichten mit Benedict´s Reagenz durch Reduktion des 

CuSO4 in Cu2O innerhalb einer Stunde ein gelber Ring, andere Agrobacterium-Arten und 

andere Bakterien zeigen keine Reaktion. 

Im Esculin-Verwertungs-Test (Wachstum auf Gallensalz-Eskulin-Agar) bilden Eskulin- 

verwertende Bakterien wie A. tumefaciens, nach ein bis zwei Tagen dunkelbraun/schwarze 

Kolonien.  

Beim Urease-Nachweis sind Bakterien, die mit Hilfe von Urease Harnstoff in CO2 und NH3 

spalten, wie A. tumefaciens, auf Ureaseagar nach ein bis zwei Tagen an pinkfarbenen, stark 

diffundierenden Höfen erkennbar. 

Neben den mikrobiologischen und biochemischen Methoden wurde auch eine 

immunologische Identifizierung der Agrobacterium-Stämme unter Verwendung des Slide 

agglutination- Tests nach Lyons & Taylor (1990) bzw. durch Immuno-dot blot beschrieben 

(Matzk, 1998) 
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6.2.3. Molekulare Identifizierungsmethoden 

Durch die Amplifikation Agrobacterium- spezifischer DNA-Sequenzen kann A. tumefaciens 

ohne vorherige Anreicherung direkt nach einem DNA-Extraktionsschritt im Pflanzengewebe 

nachgewiesen werden. Für den Nachweis der Agrobakterien in in vitro Regenerationssytemen 

ist ein zusätzlicher genereller Amplifikationsschritt mit dem GenomiPhi-System möglich. 

Dieser Schritt kann von Vorteil sein, wenn die zu analysierende Probe nur wenig DNA enthält 

(Döring et al., 2005). Außerdem kann der PCR-Nachweis zur Identifizierung von isolierten 

Agrobakterien (indirekter Nachweis nach zusätzlichem Anreicherungsschritt) eingesetzt 

werden. Während mit Anreicherungskulturen nur ein Nachweis kultivierbarer Agrobakterien 

möglich ist, lassen PCR-Methoden auch Aussagen über nicht kultivierbare oder abgestorbene 

Bakterien und auch über freie DNA-Sequenzen zu. 

Zum Nachweis pathogener Agrobacterium- Stämme eignen sich universelle Primer, die auf 

Sequenzen der hoch konservierten vir-Operons (virG, virC, virD) beruhen (Chen et al., 1991; 

White & Nester, 1980; Sawada et al., 1995; Haas et al., 1995; Hamill et al., 1991). Auch 

können Primer mit Homologien zu bestimmten T-DNA-Genen (tms, tmr, ipt) verwendet 

werden (Dong et al., 1992; Pionnat et al., 1999; Haas et al., 1995).  

Zum Nachweis von rekombinanten Agrobakterien sind jedoch Primer notwendig, die auf 

chromosomale Agrobacterium-Sequenzen, Gene der Helferplasmide (vir) oder auf spezifische 

Sequenzen der binären Vektoren ansprechen.  

Matzk (1998) verwendeten zum Nachweis persistierender transgener Agrobakterien in in vitro 

Kartoffelpflanzen verschiedene Primerpaare, um unterschiedliche Teile des Agrobakterien-

genoms abzudecken. Ausgewählt wurden Primer für das chromosomale ros-Gen (Cooley et 

al., 1991), für das virG-Gen (Chen et al., 1991) auf dem Helferplasmid und eine 

stammspezifische Sequenz auf der T-DNA (Zweigerdt, 1993). Ergeben nur die spezifischen 

Primer für die T-DNA Signale, kann man vom Einbau der T-DNA und damit des 

entsprechenden Fremdgens in das Pflanzengenom ausgehen, positive Signale für alle drei 

Primerpaare sind jedoch ein Hinweis auf die Existenz intakter Agrobakterien.  

Die Eignung der beschrieben Primerpaare zum direkten Nachweis von A. tumefaciens in in 

vitro kultivierten Pflanzen wurde von Zweigerdt (1993) getestet, die Nachweisgrenze für 

Agrobakterien für diese Methode lag bei ca. 100 eingesetzten Bakterien pro PCR-Reaktion. 

Zum Nachweis von A. tumefaciens- Sequenzen in Freilandpflanzen ist die Methode nicht 

angebracht, weil natürlich vorkommende Agrobakterien sowohl bei den Primern für das ros- 

als auch bei denen für das vir-Gen mit amplifiziert werden und die PCR- Reaktionen 
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außerdem zum Teil durch Huminsäuren in anhaftender Erde gestört werden (Matzk, 1998). 

Für die Nutzung der PCR zum direkten Nachweis von Agrobacterium- Laborstämmen im 

Freiland müssten Primer verwendet werden, die im Bereich der „Overdrive-Sequenzen“ 

(Bereich des binären Vektors vor dem RB der T-DNA) und innerhalb der T-DNA binden. 

Dieser Bereich bietet sich an, da bei Integration der T-DNA ins Pflanzengenom oft am RB 

korrekt geschnitten wird. Durch dieses Primerpaar wird ein PCR-Produkt gebildet, das bei 

Vorhandensein des Vektors (in den rekombinanten Agrobakterien), nicht aber in natürlich 

vorkommenden Agrobakterien bzw. nach Insertion der T-DNA ins Pflanzengenom 

nachweisbar ist.  

Auf diese Weise würde die Zahl der falsch-positiven Signale reduziert werden, die nicht von 

nachgewiesenen Agrobakterien, sondern von Pflanzen stammen, die Bereiche außerhalb des 

LB integriert haben (Matzk, 1998). Die Eignung dieser Sequenzen zum spezifischen 

Nachweis der Agrobakterien ist letztendlich von der konkreten Insertion der T-DNA ins 

Pflanzengenom abhängig. 

Zur Identifizierung isolierter Bakterien (nach Anreicherung aus dem Gewebe transgener 

Pflanzen) eigneten sich Primer, die die eingebauten Fremdgene auf der T-DNA nachweisen. 

Um natürlich vorkommende Sequenzen von denen transgener Agrobakterien abzugrenzen, 

wurde ein Primer innerhalb der codierenden Sequenz des pat-Gens (vermittelt eine Resistenz 

gegenüber dem Herbizid Glufosinat-Ammonium) und ein Primer in der Promotorregion 

(CaMV 35S) des Konstrukts gewählt (35S/pat) (Matzk, 1998).  

Zum Nachweis von persistierenden Agrobakterien nach einem Anreicherungsschritt aus ex 

vitro Pflanzen wurde eine dot-blot-Hybridisierung durchgeführt. Als Sonde für das dot-blot-

Screening wurde das auf der T-DNA des Vektors pOCA18/Ac lokalisierte pat-Gen 

verwendet. Um positive Ergebnisse, die durch unspezifische Signale entstanden waren, 

auszuschließen, wurde ein PCR-Screening aller dot-blot positiven Stämme mit Primern für 

die 35S/pat- Region durchgeführt. Positive Ergebnisse zeigten damit eindeutig die 

gentechnisch veränderten Agrobakterien an.  

Die PCR-Analyse mit spezifischen Primern für das auf dem Helferplasmid lokalisierte virD1-

Gen von A. tumefaciens wurde zum Nachweis persistierender Agrobacterium- Vektoren in in 

vitro Pflanzen nach Transformationen von Casuarina glauca (Smouni et al., 2002), Ulmus 

procera (Gartland et al., 2001) und Allocasuarina verticillata (Franche et al., 1997) 

angewendet. 
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Dominguez et al. (2004) untersuchten die Persistenz von Agrobacterium in transformierten 

Zitrus-Explantaten nach Anreicherung auf einem Selektivmedium durch Amplifikation mit 

gusA- und sgfp- Primern, die für das auf dem binären Vektor integrierte β-Glucuronidase- 

bzw. „synthetic green fluorescent protein“ kodieren, und mit Primern für die vir Region (FGP 

virB11+21 und FGP virG15`) (Cubero et al., 1999).  

Generell ist der Agrobakteriennachweis durch PCR-Methoden umfassender als der 

kulturabhängige Test, weil durch die PCR ein Nachweis unabhängig vom physiologischen 

Zustand der Bakterien erfolgt. Der beste Weg zu einem sicheren Nachweis der Agrobakterien 

und damit zur Herstellung und Vermehrung agrobakterienfreier transgener Pflanzen ist jedoch 

die Kombination aus kulturabhängigen und kulturunabhängigen Methoden.  

 

7. Mechanismen des DNA-Transfers bei Bakterien mit besonderem Bezug auf 

Agrobacterium  

Bakterien sind in der Lage, im Rahmen des horizontalen Gentransfers DNA aus der Umwelt 

aufzunehmen und über zum Teil weite phylogenetische Distanzen untereinander 

auszutauschen (Sorensen et al., 2005). Das Verständnis der Mechanismen des horizontalen 

Gentransfers, der über Konjugation, Transduktion und Transformation erfolgen kann, 

vermittelt eine Vorstellung über die Möglichkeiten und Grenzen der Übertragung genetischer 

Informationen innerhalb der Bakterien. In der Studie wird im folgenden auf die bakterielle 

Konjugation und die Transformation anhand gut untersuchter Systeme eingegangen. Dabei 

sollen sowohl prinzipielle Grundlagen als auch Gemeinsamkeiten und Besonderheiten 

verschiedener Systeme dargestellt werden. Basierend auf den Eigenschaften der für die 

Pflanzentransformation verwendeten binären Vektoren und den Kenntnissen zur Diversität 

endophytischer Bakterien in Forstgehölzen können theoretische Möglichkeiten der 

Übertragung rekombinanter DNA auf Endophyten im Pflanzengewebe aufgezeigt werden. 

 

7.1. Konjugation  

Die bakterielle Konjugation ist eine gezielte Übertragung von DNA von einer Donor- in eine 

Rezipientenzelle, die an ein konjugatives/mobilisierbares Plasmid innerhalb des Donors 

gebunden ist und zum großen Teil von den Genprodukten des Plasmids vermittelt wird. Im 

Unterschied zur Transformation und der Transduktion kann die Konjugation in hohen 

Frequenzen auftreten. So wurde in einem indirekten Nachweis gezeigt, dass der Transfer der 

Rhizobium-Symbioseplasmide, die nahezu die vollständige Information für die symbiotische 
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Stickstoffixierung tragen, im Boden weit verbreitet ist (Valdes & Pinero, 1992). Ebenfalls 

mittels eines indirekten Nachweises konnte die Übertragung von katabolischen Plasmiden 

zwischen Bakterien der Gattung Alcaligenes und Pseudomonas belegt werden (Ka & Tiedje, 

1994). Einen direkten Nachweis für einen Plasmidtransfer in die authochtone Mikroflora 

lieferten Smit et al. (1991) nach Beimpfung von Boden mit Pseudomonas-Stämmen. Wenig 

bekannt ist aber, wie häufig Konjugationen in natürlichen Systemen ohne zusätzliche 

Beimpfung stattfinden. Modellversuche mit Bodenbakterien deuten darauf hin, dass die 

Anwesenheit von Pflanzen und organischem Material die Konjugation stimuliert (Richaume 

et al., 1992). In anderen Experimenten scheint die Konjugation nach kurzzeitigem 

Umweltstress oder Anwesenheit von Pheromonen mit erhöhter Rate stattzufinden (Schäfer et 

al., 1990; Clewell & Weaver, 1989). 

Der Prozess der bakteriellen Konjugation – auch Plasmidkonjugation genannt – kann 

konzeptionell in zwei interagierende Funktionen unterteilt werden. In der ersten Funktion 

wird die DNA durch einen Komplex mehrerer Proteine prozessiert, von denen eines einen 

Einzelstrangschnitt innerhalb des oriT, dem Startpunkt der Konjugation, auslöst. Die als 

Relaxosom bezeichneten Proteine werden von den Genen der Dtr (DNA transfer + 

replication)-Komponente des Transfersystems des Plasmids kodiert. Die zweite Funktion 

vermittelt den DNA-Transfer von der Donor- in die Rezipientenzelle über die Ausbildung 

einer Konjugationsbrücke. Der hierfür notwendige Translokationsapparat – ein membran-

assoziierter Multiproteinkomplex – wird von den Genen des mpf (mating pair formation)-

Komplexes des Plasmids kodiert (Hamilton et al., 2000; Grohmann et al., 2003).  

Essentiell für die Konjugation ist das Zusammenwirken dieser beiden Funktionen. Obwohl 

beide Funktionen in gewisser Weise unabhängig sind, ist nicht in jedem Fall das Relaxosom 

eines konjugativen Plasmids über das mpf-System eines andern transferierbar. Die Spezifität 

vermittelt zumindest teilweise ein einzelnes Protein (coupling protein), das das Relaxosom 

mit dem mpf-Komplex verbindet (Lessl et al., 1992; Cabezón et al., 1997; Llosa et al., 2002). 

Bezüglich des Vorhandenseins der genannten Funktionen lassen sich zwei Gruppen von 

Plasmiden unterscheiden. Zum einen existieren konjugative Plasmide, die meist etwas größer 

sind und die vollständige genetische Information für den konjugativen Transfer besitzen. Es 

gibt jedoch auch Plasmide, die lediglich über die Dtr-Funktion verfügen. Diese 

mobilisierbaren Plasmide sind bei der Übertragung auf die „Hilfe“ eines anderen Plasmids, 

das über eine mpf-Komponente verfügt, angewiesen. Dies deutet darauf hin, dass der 

horizontale Transfer bei diesen Plasmiden nur von „gelegentlicher“ Bedeutung ist. 
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Andererseits können die mobilisierbaren Plasmide nicht nur zusammen mit den konjugativen 

Plasmiden, sondern auch entgegengesetzt, vom Rezipienten in den eigentlichen Donor 

übertragen werden. Interessanterweise tritt dieser Retrotransfer mit ähnlicher Frequenz auf 

wie die direkte Mobilisierung (Mergeay et al., 1987). Durch die konjugativen Plasmide 

erlangt das Bakterium somit nicht nur die Fähigkeit, seine genetische Information zu 

verbreiten, sondern kann auch die genetische Information anderer Zellen „anzapfen“. Das 

Phänomen des Retrotransfers könnte so, als ein quasi „aktiver“ Weg, neue genetische 

Informationen von anderen Organismen zu erlangen, eine große ökologische Bedeutung 

besitzen (Top, 1993). 

Betrachtet man die vergleichsweise hohen Frequenzen der Plasmidkonjugation sowie die 

differenzierten Transferwege wird verständlich, dass der konjugative Transfer maßgeblich an 

der Verbreitung und Rekombination genetischen Materials innerhalb der Prokaryonten 

beteiligt ist (de la Cruz & Davies, 2000; Ochmann et al., 2000) Die bakterielle Konjugation 

wird daher als wichtiger Faktor bei der Anpassung der Bakterien an sich ändernde 

Umweltbedingungen angesehen, was sich z. B. auch an der raschen Ausbreitung von 

Antibiotikaresistenzen zeigt. In Abhängigkeit von den äußerst vielfältigen bakteriellen 

Habitaten haben sich im Laufe der Evolution unterschiedlichste Konjugationssysteme 

entwickelt, die einen effizienten Austausch genetischer Informationen auch unter 

verwandtschaftlich weit entfernten Arten erlauben.  

7.1.1. Eigenschaften natürlicher Transfersysteme 

Die Mechanismen des konjugativen DNA-Transfers werden im folgenden am Beispiel der 

Transfersysteme der weit verbreiteten Broad-host-range-Plasmide der Inkompatibilitätsgruppe 

IncP1 und der Ti-Plasmide von Agrobacterium tumefaciens beschrieben. Diese gut 

untersuchten Systeme lassen sowohl das einheitliche Grundkonzept als auch spezifische 

Besonderheiten als Ergebnis verschiedener evolutionärer Entwicklungen innerhalb der 

bakteriellen Konjugation erkennen.  

7.1.1.1. Broad-host-range-Plasmide der IncP1-Gruppe  

Merkmale der IncP1-Plasmide. Die Plasmide der IncP1-Inkompatibilitätsgruppe gehören 

zur stabilsten extrachromosomalen DNA innerhalb der low-copy-Plasmide und besitzen ein 

weites Wirtsspektrum sowohl hinsichtlich ihres konjugativen Transfers als auch ihrer 

vegetativen Replikation. Sie können in nahezu allen Proteobakterien repliziert und stabil 

erhalten sowie darüber hinaus auch in grampositive Bakterien, Hefen und eukaryotische 

Zellinien transferiert werden (Heinemann & Sprague, 1989; Waters, 2001). Das enorme 
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Anpassungs- und Ausbreitungsvermögen wird durch eine sehr effiziente und komplexe 

Regulation der Funktionen innerhalb der Replikation, des Erhalts und des konjugativen 

Transfers erreicht. Ein besonderes Merkmal der IncP1-Plasmide ist ein zentrales Control-

Operon, das für globale Regulatoren der Genexpression innerhalb der vegetativen 

Replikation, des stabilen Erhalts und des konjugativen Transfers codiert (Pansegrau et al., 

1994; Adamczyk & Jagura-Burdzy, 2003). Darüber hinaus tragen die IncP1-Plasmide 

zusätzlich Antibiotika- und Schwermetallresistenz-Gene sowie Genkassetten zur Vermittlung 

metabolischer Funktionen (Smith & Thomas, 1987; Burlage et al., 1990; Pansegrau et al,. 

1994; Thorsted et al., 1998). Diese sogenannten „load genes“ stellen ein zusätzliches 

variables Schutzarsenal der Plasmide dar, das ihren Wirten ein Überleben auch unter 

extremen Umweltbedingungen ermöglicht. 

Aufgrund ihrer Eigenschaften, insbesondere des breiten Wirtsbereichs, sind die IncP1-

Plasmide ein wichtiges Werkzeug für die Konstruktion biotechnologisch bedeutsamer 

gentechnisch veränderter Bakterien der Arten Pseudomonas, Rhizobium und Agrobacterium 

(Ditta et al., 1980; Haas & Reimann, 1998; Reimann & Haas, 1993). Zum anderen resultiert 

aus ihrer Organisation eine weite natürliche Verbreitung, was sowohl den Wirtsbereich als 

auch das Habitatspektrum betrifft (Top et al., 1994; Gotz et al., 1996).  

Transfersystem. Das IncP-Transfersystem besteht entsprechend der o.g. funktionellen 

Gliederung aus zwei voneinander getrennten Plasmidregionen, Tra1 und Tra2, deren Gene für 

insgesamt ~30 Proteine kodieren (Grohmann et al., 2003). 

Tra1-Region / Dtr-Funktion. Die Tra1-Region stellt die Dtr-Komponente des Transfersystems 

dar. Die Gene dieser Region kodieren für die Proteine des Relaxosoms, die in spezifischen 

Interaktionen mit dem oriT die rolling-circle-Replikation des Plasmids in Gang setzen. Bei 

den IncP1α-Plasmiden liegen im Tra1-Bereich drei Operons: das Relaxase-Operon mit den 

Genen traJIH, das Primase-Operon (traGFEDCBA) und das leader-Operon mit den Genen 

traKLM (Pansegrau et al., 1994). Innerhalb dieser Operons unterscheiden sich die Plasmide 

der verschiedenen IncP1-Subgruppen (IncP1α und IncP1β) partiell. So weist das Primase-

Operon des Plasmids R751 der IncP1β-Gruppe durch das Fehlen der ersten beiden Gene 

(traA, traB) nur fünf anstelle von sieben Genen auf (Thorsted et al., 1998). Die größten 

Unterschiede fanden sich bei den Genen traJ und traK, die für essentielle Relaxosom-Proteine 

kodieren. Diese Unterschiede stehen für eine hohe Spezifität der Initiierung der konjugativen 

Replikation über die Relaxosom-Bindung und oriT-Spaltung innerhalb der verschiedenen 

IncP1-Subgruppen. Yakobson & Guiney (1983) demonstrierten hierzu beispielhaft, dass ein 
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Plasmid, das vom Tra1-Bereich des IncP1α-Plasmids RK2 lediglich den oriT enthält, zwar 

durch RK2, nicht jedoch durch die IncP1β-Plasmide R751 und R772 mobilisierbar ist. Eine 

Mobilisierung konnte nur erzielt werden, wenn neben dem oriT auch die traHIJK-Gene von 

RK2 vorhanden sind.  

Der oriT, der 250 bp umfassende Startbereich der Konjugation, ist das einzige in cis aktive 

essentielle Element des Transfers (Pansegrau et al., 1994). In Sequenzvergleichen zeigte sich, 

dass der DNA-Bereich in der unmittelbaren Umgebung der Einzelstrang-Schnittstelle des oriT 

verschiedener Plasmidgruppen sowie auch des linken und rechten Borders der T-DNA der Ti-

Plasmide der Agrobakterien hoch konserviert ist (Pansegrau & Lanka, 1991; Pansegrau et al., 

1994). Diese Konservierung lässt eine gemeinsame Herkunft der IncP1-vermittelten 

Konjugation und des T-DNA-Transfers in Pflanzen vermuten.  

Der oriT der IncP1-Plasmide liegt zwischen den gegensätzlich transkribierten traJ und traK-

Genen und enthält deren Promotersequenzen. Nach Pansegrau et al. (1994) stellt die Bindung 

von TraJ den ersten Schritt der Formierung des Relaxosoms dar. Im zweiten Schritt interagiert 

das Genprodukt von traI - die Relaxase - mit dem TraJ-oriT-DNA-Komplex. Der Zugriff der 

Relaxase (TraI) auf ihre Erkennungssequenz wird u. a. durch TraK begünstigt, indem dieses 

an die divergenten Promoterregionen bindet und die Expression der beiden Operons 

(Relaxase- und Leader-Operon) reguliert (Pansegrau et al., 1990 und 1994; Zatyka et al., 

2001). An der Relaxosom-Formierung ist weiterhin das TraH-Protein beteiligt, das offenbar 

den Nukleoproteinkomplex stabilisiert. Wenn die Relaxosom-Formierung abgeschlossen ist, 

tritt ein Einzelstrangschnitt ein und die Relaxase (TraI) wird am 5´Ende des geschnittenen 

Strangs gebunden (Pansegrau & Lanka, 1996), womit der DNA-Transfer von der Donor- zur 

Rezipentenzelle als rolling-cirle-Replikation starten kann. 

Wie oben erwähnt, sind für den konjugativen Transfer Coupling-Proteine notwendig, die das 

Relaxosom mit dem mpf-Komplex verbinden. Diese Funktion kommt bei den IncP1-

Plasmiden dem membranassoziierten Genprodukt von traG zu, das mit den Proteinen des 

mpf-Komplexes interagiert (Grahn et al., 2000). Während die Reaktionen zur Relaxosom-

Formierung und oriT-Spaltung schon innerhalb der IncP1-Subgruppen spezifisch sind, sind 

die Coupling-Proteine verschiedener Plasmide, auch unterschiedlicher Inkompatibilitäts-

gruppen, oft untereinander ähnlich (Cabezón et al., 1994; Hamilton et al., 2000), was auf 

ähnliche Eigenschaften und eine gewisse funktionelle „Gleichwertigkeit“ verschiedener 

Coupling-Proteine hinweist.  
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Tra2-Region / mpf-Funktion. Der konjugative Transfer ist auf eine molekulare Verbindung 

der Donor- und der Rezipientenzelle angewiesen. Hierzu bilden gramnegative Bakterien an 

der Außenseite der Zellen zunächst komplexe extrazelluläre Filamente (Pili) aus, die den 

physikalischen Kontakt der Zellen herstellen (Schumann, 1990). Danach wird eine 

Konjugationsbrücke ausgebildet, durch die die DNA in die Rezipientenzelle geschleust wird. 

Die zur Ausbildung des mpf-Komplexes gehörenden Prozesse werden größtenteils durch die 

Genprodukte der Tra2-Region (loci trbB-L) gesteuert (Pansegrau et al., 1994; Haase et al., 

1995). Eine weitere an der Pilussynthese beteiligte Komponente - traF - wird vom TraF-Gen 

aus dem Primase-Operon der Tra1-Region kodiert (Haase & Lanka, 1997). 

Über die mpf-Funktion - den Transportapparat der IncP1-Plasmide - lassen sich verschiedene 

nicht konjugative, mobilisierbare Plasmide übertragen. Hierzu gehören Vertreter der IncQ-

Gruppe wie z.B. das Plasmid RSF 1010 (Willetts & Crowther, 1981; Fullner & Nester, 1996). 

Auch die Fähigkeit der IncP1-Plasmide, sich in ein weites Wirtsspektrum, darunter in 

eukaryotische Zellen (Hefe), zu integrieren, wird hauptsächlich durch ihren mpf-Apparat 

einschließlich der traF-Komponente determiniert. Dies belegten Bates et al. (1998) anhand 

der Mobilisierung eines IncQ-basierten Shuttleplasmids, das sein eigenes DNA-

Prozessierungssystem (oriT + Mobilisierungsgene) besitzt. Das Konstrukt konnte nur über ein 

IncP-Plasmid, nicht aber über ein IncI-Plasmid, welches IncQ-Plasmide im Rahmen der 

bakteriellen Konjugation mobilisieren kann (Willetts & Crowther, 1981), in Hefezellen 

transferiert werden.  

Für die verschiedenen Funktionen des mpf-Appartes der IncP1-Plasmide gibt es homologe 

Komponenten in anderen konjugativen Transfersystemen, aber auch beim Transfer von 

Virulenzfaktoren in eukaryotische Organismen wie dem T-DNA-Transfer in Pflanzen oder 

den Export von Effektor-Proteinen durch Humanpathogene (z.B. Helicobacter pylori, 

Legionella pneumophila) (Pansegrau et al., 1994; Vogel et al., 1998; Krause et al., 2000).  

7.1.1.2. Struktur der Ti-Plasmide von Agrobacterium tumefaciens 

Die IncRh1-Ti-Plasmide von Agrobacterium tumefaciens tragen zwei Transfersysteme – das 

vir-System, das vorrangig den Transfer eines Teils des Plasmids, der T-DNA, in das 

Pflanzengenom vermittelt, sowie ein konjugatives System (Tra), bei dem das gesamte 

Plasmid von der Agrobakterien-Donorzelle in einen bakteriellen Rezipienten übertragen wird.  

Tra-System des konjugativenTransfers. Das konjugative System der Ti-Plasmide erlaubt 

die Verbreitung der Ti-Plasmide und verschafft den Ti-Plasmid freien Agrobakterien die 

damit verbundenen Vorteile (Kerr & Ellis, 1982). Der Wirtsbereich der Ti-Plasmide umfasst 
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neben Agrobacterium tumefaciens andere gramnegative Bakterien wie Rhizobium trifolii 

(Hooykaas et al., 1977) und E. coli (Sprinzel & Geider,1988).  

Normalerweise ist der konjugative Transfer unterdrückt, er kann jedoch durch spezifische 

(konjugative) Opine1 induziert werden (u.a. Petit et al., 1978). Verfügt das Agrobacterium 

über das Ti-Plasmid zur Transformation von Pflanzenzellen, nutzt es die von den veränderten 

Pflanzen synthetisierten Opine als Nahrungsquelle. Gleichzeitig dienen die Opine als 

Signalsubstanzen zur Stimulation der Verbreitung des Ti-Plasmids über die bakterielle 

Konjugation (Farrand, 1989). Dabei ist das Tra-System funktionell vom vir-System 

unabhängig, das heißt, es besitzt alle für den konjugativen Transfer notwenigen 

Komponenten. (Cook et al., 1997). Die Verbreitung der Ti-Plasmide in dieser Phase führt so 

dazu, dass möglichst viele Agrobakterien die spezifische Nahrungsquelle der Opine nutzen 

können. 

Wie bei den IncP1-Plasmiden besteht das konjugative Transfersystem der Ti-Plasmide aus 

zwei voneinander getrennten Einheiten. Sie werden als tra- und trb-Region bezeichnet. In der 

tra-Region, der Dtr-Komponente, liegen der oriT, zwei Transfer-Operons (traI und traII) 

sowie ein weiteres Operon (acc), das für Funktionen beim Abbau der konjugativen Opine 

kodiert (Cook & Farrand, 1992; Alt-Mörbe et al., 1996). Die von der Dtr-Komponente 

gesteuerten Reaktionen bei der Relaxosombildung und beim spezifischen DNA-Einzelstrang-

schnitt verlaufen prinzipiell wie für die IncP1-Plasmide beschrieben. Allerdings ähneln der 

oriT und die Dtr-Gene des Tra-Systems der Ti-Plasmide meist stärker denen des IncQ-

Plasmids RSF1010 als denen der IncP1-Plasmide (Cook & Farrand, 1992; Alt-Mörbe et al., 

1996; Farrand et al., 1996). Das Coupling-Protein TraG steht hingegen seinem Counterpart in 

den IncP1-Plasmiden näher (Alt-Mörbe et al., 1996). So kommen Alt-Mörbe et al., 1996 nach 

Vergleichen aller Einzelkomponenten der tra-Region mit den jeweiligen Komponenten 

anderer Transfersystemen zum Ergebnis, dass allein diese Region der Ti-Plasmide evolutionär 

auf mindestes drei Quellen zurückgeht.  

Die zweite Region des konjugativen Transfersystems - trb - umfasst analog zur Tra2-Region 

der IncP-Plasmide 12 Gene, deren Produkte den mpf-Apparat ausbilden. Im Unterschied zur 

tra-Region weisen die Proteine der trb-Region übereinstimmend Homologien zu ihren IncP1-

Counterparts auf (Alt-Mörbe et al., 1996; Li et al., 1998). 

                                                 
 
1 Konjugative Opine stellen eine Gruppe spezifischer Kohlenstoffverbindungen dar, die nur in den Kronengallen gebildet 
werden und den konjugativen Transfer der Ti-Plasmide induzieren. 
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vir-System des T-DNA-Transfers. Die genetische Transformation von Pflanzenzellen durch 

die Vermittlung der vir-Gene von Agrobacterium tumefaciens ist das einzige bekannte 

Beispiel für einen in der Natur mit detektierbarer Effizienz auftretenden Trans-Kingdom-

DNA-Transfer (de la Cruz & Lanka, 1998). Über die Pflanzentransformation hinaus sind 

Agrobakterien durch ihre vir-Gene auch in der Lage, DNA in andere Eukaryonten, wie Hefen 

(Piers et al., 1996; Bundock et al., 1995 und 1999), filamentöse Pilze (de Groot et al., 1998; 

Eckert et al., 2005) sowie in verschiedene humane Zelltypen (Kunik et al., 2001) zu 

übertragen.  

Der T-DNA-Transfer wird von sechs Virulenzoperons (VirA,B,C,D,E,G) der ~35 bis ~50 kb 

umfassenden vir-Region vermittelt (Christie, 1997). Zwei der vir-Operons (virA/virG) 

kodieren für ein Signal-Transduktionsystem zur Aktivierung der des vir-Systems. Von den 

Genprodukten der übrigen Operons wird der eigentliche DNA-Transfer vermittelt. Nach de la 

Cruz & Lanka (1998) kann der Transferprozess in folgende Schritte untergliedert werden:  

(a) Ausbildung des Kontaktes zwischen der Bakterien- und der Pflanzenzelle 

(b) Aktivierung und Expression der Gene für die Vir-Proteine 

(c) Prozessierung der T-DNA 

(d) Aktivierung und Transport des T-Stranges 

(e) Transport des T-DNA Komplexes zum Pflanzenzytoplasma 

(f) T-DNA-Überführung zum Pflanzenzellkern 

(g) chromosomale DNA-Integration 

In den Schritten c, d und e ähnelt der T-DNA-Transfer der bakteriellen Konjugation, während 

die Schritte a, b und g Besonderheiten des Gentransfers in Pflanzen bzw. Eukaryonten 

darstellen (de la Cruz & Lanka, 1998). So entspricht die Prozessierung der T-DNA (c) und die 

Aktivierung des T-Stranges zum Transport (d) der Dtr-Funktion, die im konjugativen 

Transfersystem durch die Gene der Tra1-Region bestimmt wird. Im vir-System codieren für 

diese Funktionen das virD- und virC-Operon (Ghai & Das, 1989; Toro et al., 1989). Die 25 

bp umfassenden Grenzen der T-DNA (linker und rechter Border; LB, RB) entsprechen dem 

oriT der bakteriellen Konjugation. RB und LB weisen deutliche Sequenzhomologien zum 

oriT des IncP1-Plasmids RP4 auf (Pansegrau & Lanka, 1991). Für die Prozessierung der T-

DNA sind zwei Produkte des virD-Operons, die Proteine VirD2 und VirD1, entscheidend. 

Das Protein VirD2, das der oriT-spezifischen Relaxase von RP4 (TraI) strukturell stark 

ähnelt, (Pansegrau & Lanka, 1991; Waters & Guiney, 1993) schneidet den unteren Strang der 

Bordersequenzen zwischen dem dritten und vierten Basenpaar des linken und rechten Borders 

und bleibt wie TraI beim konjugativen Transfer am 5`Ende der einzelsträngigen T-DNA 
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kovalent gebunden (Yanofski et al., 1986). Dies verhindert den Zugriff von Exonukleasen 

(Dürrenberger et al., 1989) und markiert das 5`Ende als Kopf-Region des T-DNA 

Transferkomplexes. Nach dem Schnitt wird die ausgeschnittene DNA abgelöst und die 

entstandene Einzelstranglücke wieder „aufgefüllt“. In vitro Versuche mit gereinigten VirD2- 

und TraI-Enzymen ergaben, dass VirD2 neben den Schnittstellen innerhalb der T-DNA-

Border auch den oriT von RP4 spalten kann, während TraI nur innerhalb des RP4-Systems 

agiert (Pansegrau et al., 1993a,b; Scheiffele et al., 1995). Das VirD1-Protein ist, wie sich 

ebenfalls in vitro zeigte, bei der Spaltung einzelsträngiger DNA entbehrlich, jedoch essentiell 

bei der Spaltung doppelsträngiger DNA und der Generierung des freien T-DNA-Komplexes 

(Winans, 1992; Scheiffele et al., 1995). Dieses Ergebnis stützt die Vorstellung, dass die 

Funktion von VirD1 mit der Funktion des Proteins TrJ bei RP4 identisch ist, welches mit dem 

oriT interagiert und so eine Voraussetzung für die Bindung von TraI (Relaxase) an den oriT-

DNA-Protein-Komplex schafft.  

Neben den Hauptkomponenten VirD2 und VirD1 spielen bei der T-DNA Prozessierung 

wahrscheinlich auch einige virC-Produkte eine Rolle. So wurde gezeigt, dass VirC1 innerhalb 

der „overdrive“ Sequenz, die sich unmittelbar neben dem rechten T-DNA Border befindet, 

bindet und damit die Spaltungsreaktion forciert (Toro et al., 1989). Einzelne Autoren gehen 

aber auch davon aus, dass die VirC-Proteine (VirC1/2) für die T-DNA Prozessierung nicht 

essentiell sind, sondern lediglich die Transfereffizienz in die Pflanzenzellen erhöhen, was ihre 

Bedeutung beim T-DNA Export ausweisen würde (Zhu et al., 2000). 

Der ebenfalls mit der bakteriellen Konjugation vergleichbare T-DNA-Transport zum 

Pflanzenzytoplasma (Schritt e) wird von Genprodukten des virB-Operons veranlasst. Diese 

sind an der Synthese der für den Kontakt zu den Pflanzenzellen erforderlichen Pili beteiligt 

und steuern die Ausbildung des membranassoziierten mpf-Komplexes. Neben verschiedenen 

chromosomalen Genen (Winans, 1992) ist das Protein VirB2 für die Pilusausbildung 

verantwortlich (Fullner et al., 1996). Zwei der insgesamt 11 VirB-Proteine, VirB4 und 

VirB11, zeigen ATPase-Aktivität und dienen damit wahrscheinlich als Energielieferanten des 

Transportprozesses (Berger & Christie, 1994; Christie, 1997). Im Gegensatz zu den virD- und 

virC-Genen weisen die virB-Komponenten zu ihren Counterparts bei RP4 (IncP1) geringere 

Sequenzhomologien auf. Sie entsprechen in der Sequenz stärker den Komponenten der 

Broad-host-range-IncN-Plasmide (tra-Gene). Einige der virB- und der IncN-Tra-Proteine sind 

darüber hinaus den Tra-Proteinen des E. coli-F-Plasmids ähnlich, was auf eine gemeinsame 

Herkunft dieser Transferapparate hinweist (Firth et al., 1996; Christie, 1997). Auch 

Ähnlichkeiten der virB-Gene mit den Komponenten von Transfersystemen, die ebenso 
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Virulenzfaktoren vermitteln (z.B. Bordetella pertuissi, Brucella suis), wurden nachgewiesen 

(Hamilton et al., 2000). 

Die Verbindung der virB-Konjugationsbrücke mit dem T-DNA-Proteinkomplex stellt das an 

der inneren Zellmembran liegende VirD4-Coupling-Protein her (Kumar & Das, 2002). Dieses 

Protein ist wiederum den Coupling-Proteinen von RP4 (IncP1) und des konjugativen Ti-

Transfersystems homolog (Hamilton et al., 2000). Über die Koppelung des mpf-Apparates an 

das VirD4-Protein vollzieht sich der Transfer des T-DNA-VirD2-Komplexes zur Pflanzen-

zelle. Ist dieser Komplex dort angelangt, wird der DNA-Proteinkomplex zum Schutz vor 

Endonukleasen der Pflanzenzelle mit dem ssB(single-stranded binding)-Protein VirE2- 

umhüllt (Rossi et al., 1996). Neuere Untersuchungen zeigten, dass VirE2 auch Transport-

funktionen hat, womit es an der Bildung des Kanals für den Transport des T-DNA-VirD2-

Komplexes in die Pflanzenzelle beteiligt sein könnte (Dumas et al., 2001). SsB-Proteine 

werden auch von zahlreichen konjugativen Plasmiden kodiert. Die Funktionen dieser Proteine 

entsprechen weitgehend den Funktionen von VirE2 (Christie et al., 1988). 

Betrachtet man die Homologien der verschiedenen Komponenten des vir-Systems zu anderen 

Transfersystemen, zeigt sich auch hier, wie bereits beim Tra-System, seine chimäre Struktur. 

Diejenigen Operons, die für zentrale Funktionen bei der T-DNA-Prozessierung kodieren 

sowie auch der oriT (Borders) und das Coupling-Protein ähneln größtenteils den 

entsprechenden Bereichen / Funktionen von RP4 (IncP1). Das virB-mpf-System für den 

DNA-Transport von der Bakterien- in die Pflanzenzelle steht dagegen verwandtschaftlich den 

mpf-Systemen von Plasmiden der IncN-Inkompatibilitätsgruppe sowie auch anderer 

Pathogene nahe, die ebenfalls im Rahmen des Interkingdom-Transfers Effektormoleküle in 

eukaryotische Zellen transferieren (Christie, 2001).  

Alle für die Pflanzentransformation wichtigen Komponenten des vir-Systems - die 

Gesamtheit der vir-Gene, das Vorhandensein der beiden T-DNA-Bordersequenzen, aber auch 

die Induktion der vir-Gene durch „Wundsignale“ (Phenole, Monosaccharide) - sind, wie Piers 

et al. (1996) am Beispiel von S. cerevisiae zeigten, offensichtlich auch die Basis für den 

zumindest unter Laborbedingungen möglichen Gentransfer in andere eukaryontische 

Organismen. 

7.1.1.3. Vermittlung des konjugativen Transfers durch das vir-System  

Im Zusammenhang mit den strukturellen und funktionellen Gemeinsamkeiten des T-DNA 

Transfers mit den Systemen der bakteriellen Konjugation im Bereich der DNA-Prozessierung 

bis hin zum DNA-Transport stellt sich die Frage, inwieweit einzelne Funktionen des T-DNA-
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Transfers und der bakteriellen Konjugation äquivalent sind und ob schließlich das vir-System 

unabhängig vom Vorhandensein eines Konjugationssystems einen konjugativen Gentransfer 

vermitteln kann.  

Beijersbergen et al. (1992) untersuchten hierzu, ob die Vir-Proteine des vir-Systems einen 

konjugativen Plasmidtransfer innerhalb der Agrobakterien vermitteln können. Sie 

verwendeten hierzu ein IncQ-Plasmid (RSF1010-Derivat), das zu seiner Mobilisierung die 

Transferfunktionen (mpf) eines konjugativen Plasmids benötigt. In verschiedenen Schritten 

wiesen sie nach, dass dieses Plasmid durch das Ti-Helferplasmid, das von den beiden 

Transfersystemen nur noch über das vir-System verfügt, mobilisiert werden kann. 

Voraussetzung war jedoch die Aktivierung der vir-Gene durch die Kultivierung der 

Agrobakterien auf einem „Inducer-Medium“ (Acetosyringon). Diese Induktion entspricht der 

Stimulierung des T-DNA-Transfers durch die Opine im natürlichen System Agrobacterium-

Pflanze. Die Autoren wiesen nach, dass der T-DNA-Transportkomplex einschließlich des 

Coupling-Proteins auch zusammen mit einem konjugativen Relaxosom agieren kann, 

wodurch das Plasmid RSF1010 innerhalb der Agrobakterien übertragen wurde. In späteren 

Untersuchungen von Fullener & Nester (1996) wurden die Ergebnisse von Beijersbergen et 

al. (1992) konkretisiert. Hier zeigte sich, dass die Mobilisierung von RSF1010 innerhalb von 

A. tumefaciens nicht nur wie zuvor angenommen einige, sondern sämtliche Gene des virB-

Operons (virB1-virB11) sowie das virD4-Gen erfordert. Das IncQ-Plasmid RSF1010 nutzt 

somit für seine Übertragung die gesamte „Transportmaschinerie“ des T-DNA-Transfers. 

Weiterhin fanden Fullener & Nester (1996) eine klare Temperaturabhängigkeit der IncQ-

Mobilisierung. So wurden übereinstimmend zur temperaturabhängigen pflanzlichen 

Tumorbildung nach Agrobakterieninfektion, optimale Transferraten der bakteriellen 

Konjugation nach Inkubation der Agrobakterien bei 19°C nachgewiesen, während bei über 

28°C kein Transfer mehr stattfand. Der am IncQ-Plasmid pML122 beobachtete 

Temperatureffekt wurde von Fullener & Nester (1996) auf Schäden in den mpf-Funktionen 

des T-DNA-Transfersystems zurückgeführt, da das Plasmid pML122 auch bei höheren 

Temperaturen innerhalb der Agrobakterien übertragen wurde, wenn die Donorzellen 

zusätzlich ein konjugatives IncP1-Plasmid beherbergten. Sehr wahrscheinlich hängen die 

temperaturbedingten Störungen des Transfers mit der Temperatursensivität der Pilusbildung 

zusammen. Fullner et al. (1996) zeigten, dass Agrobakterienzellen bei Expression der virB- 

und virD4-Gene lange, flexible Pilusstrukturen ausbilden. Diese waren bei Inkubation der 

Zellen von ~19 bis 22°C häufig, bei ~28°C dagegen selten zu beobachten. 
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Einen weiteren grundsätzlichen Beleg für die Vermittlung eines konjugativen Transfers durch 

das vir-System erbrachten Buchanan-Wollaston et al. (1987) am Beispiel der Übertragung 

von RSF1010 von Agrobakterien- in Pflanzenzellen. Der Transfer erwies sich von den oriT-

Sequenzen und den mob-Genen von RSF1010 sowie von den vir Genen des Helferplasmids 

abhängig (Buchanan-Wollaston et al., 1987; Ward et al., 1991). Vor diesem Hintergrund hat 

sich interessanterweise gezeigt, dass Agrobakterien, die gleichzeitig eine T-DNA und ein 

IncQ-Plasmid tragen, das IncQ-Plasmid zwar effizient in die Pflanzenzelle transferieren, 

jedoch kaum pflanzliche Tumoren auslösen (Ward et al., 1991). Die Unterdrückung der 

Tumorbildung wird teilweise aufgehoben, wenn die Gene virB9, virB10 und virB11 

überexprimiert werden (Ward et al., 1991). Offenkundig zeugt dies von einer Konkurrenz 

zwischen den T-Komplex- und IncQ-Substraten um den DNA-Transport.  

7.1.2. Eigenschaften binärer Plasmidvektoren für die Pflanzentransformation  

Das binäre Vektorsystem basiert auf der natürlichen Agrobacterium-vermittelten 

Pflanzentransformation und stellt das am häufigsten genutzte Vektorsystem bei der 

gentechnischen Veränderung von Pflanzen dar. Es besteht aus dem Plasmidvektor, der die in 

das Pflanzengenom zu inserierende DNA trägt, und einer zweiten Komponente - einem 

veränderten Ti-Plasmid, auch Helferplasmid genannt, das über die vir-Region zum Transfer 

der T-DNA des Vektors verfügt (Hoekema et al., 1983; Bevan, 1984). Der für die 

Pflanzentransformation konstruierte Plasmidvektor ist ein in E. coli und Agrobakterien 

replizierbares kleines Broad-host-range-Replikon von etwa 10 kb. Es enthält die T-DNA-

Region, aus der die Gene für die Tumorbildung / Phytohormonsynthesen entfernt wurden und 

an deren Stelle zwischen dem linken und rechten Border das „gene of interest“ zwischen einer 

Promotor- und Terminatorsequenz sowie analog ein pflanzlicher Selektionsmarker 

(Antibiotika- und/oder Herbizidresistenzgen) inseriert wurden. Außerhalb der T-DNA liegen 

auf dem Vektor ein Plasmid-Replikationsbereich sowie ein bakterieller Selektionsmarker 

(Antibiotikaresistenz). Der Plasmidvektor wird zunächst in E. coli konstruiert und dann in A. 

tumefaciens übertragen. Hier befindet sich die zweite Komponente des binären Systems, das 

Helferplasmid, welches dem Transfer der T-DNA dient.  

Seit ihrer Einführung durch Hoekema et al., 1983 wurden zahlreiche binäre Vektoren für die 

Pflanzentransformation konstruiert und in ihren Nutzungsmöglichkeiten weiterentwickelt 

(Tabelle 4). Kennzeichnend für die neueren Vektoren ist ihre geringe Größe sowie ihre 

Flexibilität hinsichtlich ihrer Handhabung und ihres Anwendungsbereiches. Viele Vektoren 

besitzen einen Broad-host-range-Replikationsursprung (oriV), der ihren Erhalt in einem 
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weiten Spektrum gramnegativer Bakterien einschließlich E. coli ermöglicht. Da Broad-host-

range-Plasmide mit einem RK2-oriV wie pBIN19 jedoch in E. coli nur in geringer Kopienzahl 

vorliegen, wurde bei einer Reihe von Plasmiden ein zweiter E. coli-spezifischer 

Replikationsbereich (oft ColE1) eingefügt. Einzelne Vektoren wie pC22 und pCGN1547 

haben den oriV des Ri-Plasmids von Agrobacterium rhizogenes und den ColE1-oriV zum 

Erhalt in E. coli. Die pGreen Vektoren enthalten sowohl einen Broad-hoste-range-ori (pSa) 

und einen ColE1- ori eines puC-Derivats. 

Bei den meisten Vektoren handelt es sich um mobilisierbare Plasmide. Die Übertragung des 

Vektorplasmids von E. coli auf A. tumefacines erfolgt häufig konjugativ über das „triparental 

mating“1 oder durch Transformation (meist über Elektroporation). Die Nutzung der 

vergleichsweise sehr kleinen pGreen-Vektoren setzt eine Transformation der Agrobakterien 

voraus (Tabelle 4). Da bei diesen Vektoren im Interesse der geringen Größe wesentliche 

Replikationsfunktionen entfernt wurden, sind sie in A. tumefaciens nur bei Anwesenheit eines 

zweiten Plasmids (pSoup) replizierbar (Hellens et al., 2000a). 

Tabelle 4: Eigenschaften ausgewählter binärer Ti-Vektoren (nach Hellens et al., 2000a, verändert).  

Vektor Replikationsbereich 
 

Größe 
(bp) 

Bakterielle 
Selektion 

Marker 
bei A. tumefac. E. coli 

Mobilisier-
barkeit 

Referenz 

pBIN19 11777 Kanamycin RB pRK2 pRK2 + Bevan (1984) 

pC22 17500 Ampicillin, 
Streptomycin, 
Spectinomycin 

RB pRi ColE1 + Simoens et.al. 
(1986) 

pGA482 13200 Tetracyclin RB pRK2 ColE1 + An et al. (1985) 

pPCV001 9200 Ampicillin RB pRK2 ColE1 + Koncz & Schell 
(1986) 

pCGN1547 14440 Gentamicin LB pRi ColE1 + McBride & 
Summerfelt (1990) 

pJJ1881 25700 Tetracyclin LB pRK2 pRK2 + Jones et al. (1992) 

pPZP111 8909 Chloramphe-
nicol 

LB pVS1 ColE1 + Hajdukiewicz et al. 
(1994) 

pGreen0029 4632 Kanamycin LB pSa pUC - Hellens et al. 
(2000b) 

pCambia-
serie 

7000 - 
12000 

Chloramphe-
nicol oder 
Kanamycin 

LB pVS1 pMB1 + www.cambia.org 

                                                 
 
1 Hierbei wird der binäre Vektor aus einem E.coli-Stamm in den vorgesehenen Agrobacterium-Stamm mittels eines 

Helferplasmids mobilisiert. Das Helferplasmid befindet sich in einem weiteren E.coli-Stamm. Im ersten Schritt wird dieses 
Plasmid in den den binären Vektor tragenden E.coli-Stamm übertragen. Dort stellt es die Transferfunktionen für die 
Übertragung des binären Vektors in den Agrobacterium-Stamm zur Verfügung. Das Helferplasmid kann hierbei selbst 
auch mit in den Agrobacterium-Stamm übertragen werden, kann sich dort jedoch nicht replizieren und wird ausverdünnt. 
Nach wenigen Generationen bleibt so nur der binäre Vektor im Agrobacterium-Stamm erhalten.  
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Die für die Pflanzentransformation verwendeten Agrobakterienstämme sind durch ihren 

chromosomalen Hintergrund und das beherbergte Ti-(Helfer)Plasmid charakterisiert 

(Tabelle 5). Besonders bewährt haben sich C58-Agrobakterienstämme mit unterschiedlichen 

Formen von veränderten Ti-Plasmiden, die zumindest keine T-DNA und oft auch weitere 

Teile des ursprünglichen Plasmids nicht mehr enthalten .  

Tabelle 5: Eigenschaften ausgewählter rekombinanter A. tumefaciens-Stämme (nach Hellens et al., 2000a).  

Stamm  Chromosomal Ti-Helferplasmid Opin b Referenz 

 Typ Marker a  Marker a   

LBA4404  TiAch5 rif PAL4404 spec + strep Octopin Hokema et al. 
(1983) 

GV2260 C58 rif pGV2260 
(pTiBS3 ∆ T-DNA) 

carb Octopin McBride & 
Summerfelt 
(1990) 

C58C1 C58 - cured - Nopalin Deblaere et al. 
(1985) 

GV3100 C58 - cured - Nopalin Holsters et al. 
(1980) 

A136 C58 rif + nal cured - Nopalin Watson et al. 
(1975) 

GV3101 C58 rif cured - Nopalin Holsters et al. 
(1980) 

GV3850 C58 rif pGV3850 
(pTiC58 ∆ onc. Gene) 

carb Nopalin Zambryski et 
al. (1983) 

GV3101::pMP90 C58 rif pMP90  
(pTiC58 ∆ T-DNA) 

gent Nopalin Koncz & 
Schell (1986) 

GV3101::pMP90K C58 rif pMP90RK 
(pTiC58 ∆ T-DNA) 

gent + kan Nopalin Koncz & 
Schell (1986) 

EHA101 C58 rif pEHA101 
(pTiBo542 ∆ T-DNA) 

kan Nopalin Hood et al. 
(1986) 

EHA105 C58 rif pEHA105 
(pTiBo542 ∆ T-DNA) 

- Succin--
amopin 

Hood et al. 
(1993) 

AGL-1 C58, 
RecA 

rif + carb pTiBo542 ∆ T-DNA - Succin-
amopin 

Lazo et al. 
(1991) 

a Antibiotika-Resistenzgene zur Selektion des Stammes bzw. T-Plasmids: rif: Rifampicin; gent: Gentamycin; 
nal: Nalidixinsäure; kan: Kanamycin; carb: Carbenicillin; spec: Spectinomycin; strep: Streptinomycin; -: kein 
Marker vorhanden 

b  Gruppierung nach Opinmetabolismus des Herkunftsstammes und/oder des unveränderten Ausgangs-Ti-
Plasmids 

 

Durch verschiedene Modifikationen der Virulenz dieser Stämme konnte der Wirtsbereich der 

Agrobakterien, der inzwischen auch Monocotyle (Getreide, Mais) umfasst, ausgedehnt 

werden. Eine wichtige Modifikation innerhalb der Virulenz ist die Verstärkung bzw. die 
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Veränderung des Expressionsstatus des virG-Gens sowie die erhöhte Expression des Gens für 

das ssB (single-stranded binding)-Protein VirE2 (Hellens et al., 2000a; Sheng & Citowski, 

1996; Zupan et al., 2000). Die Bildung des für die Transkription des vir-Clusters wichtigen 

virG-Produktes und des VirE2-Proteins kann in konventionellen Agrobakterienstämmen beim 

T-DNA-Transfer limitierend sein. Daher wurde für die Übertragung großer DNA-Fragmente 

(>50 kb) ein spezialisiertes binäres Vektorsystem (BiBAC - binary bacterial artificial 

chromosome) entwickelt (Hellens et al., 2000a). Bei diesem System tragen die 

Agrobakterienstämme ein weiteres Helferplasmid und damit zusätzliche Kopien der virG- und 

virE-Gene, deren Produkte den Transfer großer und komplexer DNA-Abschnitte effizient 

unterstützen (Hamilton et al., 1996). 

7.1.3. Möglichkeiten eines konjugativen Gentransfer transgener DNA aus 

rekombinanten Agrobacterium-Stämmen 

Mit dem binären Vektorsystem steht für die Pflanzentransformation ein Verfahren zur 

Verfügung, das einen effizienten DNA-Transfer von rekombinanten Agrobakterien in ein 

breites Spektrum von Pflanzenarten, darunter auch in zahlreiche Gehölze, erlaubt. Speziell bei 

der Regeneration von Gehölzen bleiben die verwendeten Agrobakterien im Pflanzengewebe 

jedoch längere Zeit erhalten und besiedeln damit das gleiche Habitat wie die „gehölzeigene“ 

endophyphytische Mikroflora. Durch die unmittelbare Nähe der Agrobakterien zu den 

Endophyten ist es prinzipiell denkbar, dass über die Transferfunktionen des binären 

Vektorsystems (Vektor + Helferplasmid) rekombinante DNA konjugativ auf endophytische 

Bakterien übertragen wird. Geht man hierbei von den beschriebenen Eigenschaften der 

natürlichen Konjugationssysteme und der binären Vektoren aus, kommen folgende 

grundsätzliche Transferwege in Betracht: 

(1) Konjugativer Transfer des binären Vektors über das vir-System des Helferplasmids 

(2) T-DNA-Transfer und -Integration in das Bakterienchromosom  

(3) Mobilisierung des binären Vektors durch ein externes Plasmid aus der Endophyten-

flora 

(1) Der erste Weg - der von den vir-Genen des Helfers vermittelte konjugative Transfer des 

Plasmidvektors - kann als wahrscheinlich angenommen werden. Dies stützt sich 

insbesondere auf die Ergebnisse von Beijersbergen et al. (1992) und Buchanan-Wollston 

et al. (1987), die am Beispiel eines mobilisierbaren IncQ-Plasmids zeigten, dass das vir-

System der Ti-Plasmide einen konjugativen Plasmidtransfer sowohl in Bakterien als auch 
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in Pflanzenzellen vermitteln kann. Bei den gebräuchlichen binären Vektoren ist keine 

vollständige Dtr-Komponente eines konjugativen/mobilisierbaren Plasmids mehr 

vorhanden, jedoch könnte eine Konjugation hier vom rechten Border der T-DNA 

ausgehen. Wie unter 7.1.1.2 erwähnt, entsprechen die die T-DNA eingrenzenden linken 

und rechten Bordersequenzen dem oriT der bakteriellen Konjugation. Somit könnte der 

rechte Border als oriT fungieren und zusammen mit den vir-Genen ein vollständiges 

Konjugationsssystem darstellen. Nachweise eines konjugativen Transfers der binären 

Vektoren sind aus der Literatur nicht bekannt, es sind aber auch keine prinzipiellen 

Hindernisse ersichtlich. Ein Argument, welches gegen den Transfer des gesamten binären 

Vektors sprechen würde, ist das Vorhandensein von zwei Bordersequenzen. Aus der 

Pflanzentransformation ist jedoch bekannt, dass durchaus der linke Border überlesen 

werden kann (in 20-30% der Transformanten), so dass nicht nur der T-DNA-Bereich, 

sondern darüber hinausgehende DNA bzw. der vollständige Vektor in die Pflanzenzelle 

transferiert wird (Martineau et al., 1994; van der Graaff et al., 1996). Analog zum 

normalen T-DNA-Transfer würde das Helferplasmid so den Transfer des gesamten 

Vektors in die endophytische Bakterienzelle vermitteln. Ein solcher konjugativer Transfer 

in Bakterienzellen könnte noch begünstigt werden, wenn im verwendeten Vektorsystem 

zur Verbesserung der Effizienz des T-DNA-Transfers die Expression bestimmender 

Virulenzfaktoren (vgl. 7.1.2) gesteigert wurde. 

Neben dem eigentlichen Plasmidtransfer muss für eine erfolgreiche Konjugation der 

Erhalt des Plasmids im Rezipienten gewährleistet sein. Eine weitere Bedingung ist also 

die Replizierbarkeit des Vektorplasmids in den endophytischen Arten. Da der 

Replikationsbereich (oriV) vieler binärer Vektoren aus Broad-host-range-Plasmiden wie 

dem IncP1-Plasmid RK2 stammt, dürften die Plasmide in zahlreichen, auch 

verwandtschaftlich weit auseinanderliegenden Bakterienarten erhalten und vermehrt 

werden.  

(2) Darüber hinaus kommt auch der klassische T-DNA-Transfer für die Übertragung 

rekombinanter DNA in endophytische Bakterien in Betracht. Diese Möglichkeit geht 

davon aus, dass sich über das vir-System der Ti-Plasmide nicht nur Pflanzen, sondern 

zumindest unter Laborbedingungen auch verschiedenste andere eukaryotische Zelltypen 

transformieren lassen (vgl. 7.1.1.2). Obwohl Prokaryonten „natürlicherweise“ andere 

Transfermechanismen nutzen, besteht zumindest theoretisch die Möglichkeit, dass T-

DNA auch in Bakterien gelangen und dort ähnlich wie bei eukaryotischen Organismen in 
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das Chromosom integriert werden könnte. Der Nachweis solcher Transferereignisse ist in 

der Literatur bisher jedoch nicht beschrieben. 

(3) Auch der dritte Weg des konjugativen Transfers auf die Endophyten - die Mobilisierung 

des binären Vektors durch ein externes endophytisches Plasmid - ist grundsätzlich nicht 

auszuschließen, jedoch an bestimmte Ausgangsbedingungen gebunden. Wie in Abschnitt 

7.1.2 erwähnt, verfügen die binären Vektoren nicht mehr über einen vollständigen mob-

Bereich. Daher kann die Mobilisierung nur mit einem dem mob-Bereich des jeweiligen 

binären Vektors eng verwandten Plasmid erfolgen, da die mob-Region des binären 

Vektors komplementiert werden muss. (In Abschnitt 7.1.1.1 ist für die IncP-Plasmide 

dargestellt, dass die für die Mobilisierung notwendige Relaxosombildung und oriT-

Spaltung der einzelnen Plasmide hochspezifisch ist. Das heißt, eine Mobilisierung erfolgt 

nur, wenn das Plasmid neben dem oriT auch die plasmidspezifischen Erkennungsstellen 

für die Mobilisierungsproteine und die entsprechenden Mobilisierungsgene (Dtr-Funktion) 

besitzt. Fehlen essentielle Mobilisierungsgene, müssen diese durch ein gleiches oder eng 

verwandtes Plasmid in derselben Zelle komplementiert werden.) Zum Beispiel kann der 

Vektor pBin19 nur bei Anwesenheit des vollständigen „Herkunftsplasmids“ des oriT 

(RK2) oder eines Vertreters der gleichen Subgruppe (IncP1α) in derselben Zelle 

mobilisiert werden. Dazu müsste ein passendes IncP1α-Plasmid aus der endophytischen 

Mikroflora über eine Konjugation in die Agrobakterienzelle gelangen. Ein derartiger Fall 

ist durchaus denkbar, da als endophytisch lebende Arten auch Vertreter der Gattungen 

Pseudomonas und Klebsiella identifiziert wurden, aus denen die Plasmide der IncP1α–

Subgruppe ursprünglich isoliert wurden (Pseudomonas aeruginosa und Klebsiella 

aerogenes, Saunders & Grinsted, 1972; Ingram et al., 1973; Pansegrau et al., 1994). 

Andererseits kommen aufgrund des weiten Wirtsbereichs der IncP1α-Plasmide auch 

andere Gattungen als potentieller Plasmid-Donor in Frage. 

Falls dieses endogene IncP1α-Plasmid aus den endophytischen Bakterien in die 

persistierenden Agrobakterien übertragen wurde, kann dann der binäre Vektor in eine 

Vielzahl von Bakterien mobilisiert werden.  

Geht man von der Funktionsfähigkeit des konjugativen Transfers der binären Plasmide in der 

Pflanze aus, wird der Übertragungsbereich letztendlich vom „Wirtsbereich“ des vir-Systems 

(DNA-Transfer) ebenso wie vom Wirtsbereich der binären Plasmide (Replikationsbereich) 

begrenzt. 
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Der horizontaler Gentransfer durch bakterielle Konjugation auf Endophyten in Pappeln wurde 

in einer aktuellen Studie nachgewiesen (aus einem Burkholderia-Stamm) (Taghavi et al., 

2005). Es wurde gezeigt, dass sich die transferierten Gene in der Endophytengemeinschaft 

etablieren konnten, während der Donor sich nicht erhalten konnte. Der Gentransfer führte 

somit zur Veränderung der Eigenschaften der Endophytengemeinschaft (hier Toluenabbau), 

ohne dass der Donor in der Lage gewesen ist, sich stabil in der Gemeinschaft zu etablieren. 

 

7.2. Transformation 

Bei der Transformation handelt es sich um einen Prozess des horizontalen Gentransfers, bei 

dem freie DNA aus der Umwelt von einer Rezipientenzelle aufgenommen wird. Eine Reihe 

von Bakteriengattungen sind natürlich transformierbar (kompetent). Bei ihnen ist die von 

speziellen „Kompetenzgenen“ vermittelte Kompetenz Teil des natürlichen Zellzyklus. Andere 

Bakterien sind ohne vergleichbare genetische Faktoren über verschiedene Prozeduren 

künstlich transformierbar. Hierzu gehören u.a. die Behandlung der Bakterienzellen mit 

Chloriden (z.B. CaCl2), Chelaten (z.B. EDTA) oder Enzymen (Muraminidasen, Peptidasen). 

Ebenso sind Bakterienzellen bei Exposition im elektrischen Feld (Elektroporation) bzw. bei 

Temperaturwechsel (freezing-thawing-Technik) transformierbar. Betrachtet man die diesen 

Behandlungen teilweise ähnlichen Bedingungen in natürlichen Habitaten, ist vorstellbar, dass 

neben der natürlichen auch die künstliche (induzierte) Transformation in der Umwelt - etwa 

im Boden oder innerhalb höherer Organismen – auftreten kann (Lorenz & Wackernagel, 

1994).  

Abweichend von der induzierten Transformation hängt die natürliche Transformation von 

mehreren zellulären Funktionen ab. Diese sind an eine koordinierte, durch Umweltfaktoren 

bestimmte Expression verschiedener chromosomaler Gene gebunden (Dubnau, 1991). 

Natürlich kompetente Bakterien reagieren mit der Aufnahme fremder DNA somit aktiv auf 

Umweltveränderungen, was ergänzend zu den anderen DNA-Transferprozessen zur 

genetischen Anpassung und somit zur Evolution der Prokaryonten beiträgt (Lorenz & 

Wackernagel, 1994; Dubnau, 1999; Arber, 2000). Vermuten lässt sich damit auch, dass 

Transformationsereignisse in natürlichen Umwelten wahrscheinlich häufiger über die aktive 

DNA-Aufnahme als durch passive Induktion stattfinden (Lorenz & Wackernagel, 1994). Hier 

scheinen insbesondere Mikroökosysteme von Bedeutung zu sein, in denen hohe Zelldichten 

vorliegen und freie DNA vor Degradation relativ geschützt ist (Trevors et al., 1987). 



 60

Zu einer erfolgreichen Transformation gehört neben der DNA-Aufnahme der Einbau in das 

bakterielle Genom oder die Neubildung eines Plasmids aus den aufgenommenen 

Bruchstücken. Wie Khasanov et al. (1992) nachwiesen, ist dabei die Anzahl an Basenpaaren 

von homologen Sequenzen entscheidend dafür, wie hoch der Anteil der homologen 

Rekombination ist. Jedoch kann auch DNA mit geringer oder fehlender Sequenzhomologie 

integriert werden. In diesem Fall handelt es sich häufig um illegitime, vergleichsweise selten 

auftretende Rekombinationsereignisse (de Vries et al., 2001; de Vries & Wackernagel, 2002). 

Ausgehend von der ökologischen Bedeutung und den verschiedenen Mechanismen der 

natürlichen Transformation werden nachfolgend natürlich kompetente Vertreter der 

Prokaryonten vorgestellt sowie Modelle der DNA-Aufnahme und -integration kurz erläutert. 

7.2.1. Natürlich kompetente Bakterien 

Die natürliche Kompetenz ist eine über zahlreiche taxonomische Gruppen der Eubakterien 

und darüber hinaus auch in den Archeabakterien verbreitete Eigenschaft (Tabelle 6). Es ist 

anzunehmen, dass von den natürlich kompetenten Arten nur relativ wenige bekannt sind 

(Lorenz & Wackernagel, 1994). Die meisten bekannten transformierbaren Bakterien 

entwickeln mit Ausnahme des konstitutiv kompetenten Pathogens Neisseria gonorroeae nur 

eine vorübergehende Kompetenz. Die Transformierbarkeit dieser Arten wird durch 

unterschiedliche physiologische Faktoren ausgelöst. So beginnt die Kompetenzentwicklung 

bei Haemophilus influenzae, wenn die Zellen in ein bestimmtes wachstumshemmendes 

Medium überführt werden oder die Zellteilung unter noch günstigen Bedingungen für die 

Proteinsynthese blockiert ist (Smith et al., 1981). Bei anderen Arten steht die Entwicklung der 

Kompetenz in Zusammenhang mit den Wachstumsphasen der Zellkulturen. Beispiele hierfür 

sind die Kompetenz-Maxima während der log-Phase bei Acinetobacter calcoaceticus, 

Azotobacter vinelandii und Staphylococcus aureus (Palmen et al., 1992; Page & Sadoff, 

1976; Rudin et al., 1974) oder während des Überganges von der log- in die stationäre Phase 

bei Bacillus subtilis, Metylobacterium organophilum und Pseudomonas stutzeri (Smith et al., 

1981; O`Connor et al., 1977; Lorenz & Wackernagel, 1990). Dabei kann der Anteil 

kompetenter Zellen innerhalb der Kultur unterschiedlich hoch sein – teilweise, wie z. B. bei 

Bacillus subtilis oder Acinetobacter calcoaceticus wurden Anteile von 10 und 25% ermittelt 

(Smith et al., 1981; Palmen et al., 1992) während andere Arten wie Haemophilus influenzae, 

Streptococcus pneumoniae fast 100%ig kompetente Kulturen ausbilden (Smith et al., 1981).  

 

 



 61

Tabelle 6: Natürlich transformierbare prokaryontische Arten (nach Lorenz & Wackernagel, 1994, verändert) 

Art (isoliert aus terrestrischem oder 
aquatischem Habitat) 

Taxonomische Gruppe Transformationsfrequenz* 
(chromosomaler Marker, 

Transformanten / lebende Zelle) 
Photolithotrophe Arten:   
   Agmenellum quadruplicatum Cyanobacteria 4,3 x 10-4 
   Anacystis nidulans Cyanobacteria 8,0 x 10-4 
   Chlorobium limicola Chlorobia 1,0 x 10-5 
   Nostoc muscorum Cyanobacteria 1,2 x 10-3 
   Synechocystis sp. strain 6803 Cyanobacteria 5,0 x 10-4 
  Synechocystis sp. strain OL50 Cyanobacteria 2,0 x 10-4 
Chemolithotrophe Arten:   
   Thiobacillus thioparus β-Proteobacteria 10-3 - 10-2 
  Thiobacillus sp. strain Y β-Proteobacteria 1,7 x 10-3 
Heterotrophe Arten:   

   Achromobacter spp. β-Proteobacteria + (qualitativer Nachweis) 

   Acinetobacter calcoaceticus γ-Proteobacteria 7,0 x 10-3 
   Azotobacter vinelandii γ-Proteobacteria 9,5 x 10-2 
   Bacillus subtilis Firmicutes 3,5 x 10-2 
   Bacillus licheniformis Firmicutes 1,2 x 10-2 
   Deinococcus (Micrococcus)    

radiodurans 
Deinococcus-Thermus 2,1 x 10-2 

   Lactobacillus lactis Firmicutes 2,3 x 10-5 
   Mycobacterium smegmatis Actinobacteria 10-7-10-6 

Pseudomonas stutzeri (und 
verwandte Arten) 

γ-Proteobacteria 7,0 x 10-5 

  Rhizobium meliloti α-Proteobacteria 7,0 x 10-4 
  Streptomyces spp. Actinobacteria + (qualitativer Nachweis) 
  Thermoactinomyces vulgaris Firmicutes 2,7 x 10-3 
  Thermus thermophilus Deinococcus-Thermus 1,0 x 10-2 
  Thermus flavus Deinococcus-Thermus 8,8 x 10-3 
  Thermus caldophilus Deinococcus-Thermus 2,7 x 10-3 
  Thermus aquaticus Deinococcus-Thermus 6,4 x 10-4 
  Vibrio sp. strain D19 γ-Proteobacteria 2,0 x 10-7 
  Vibrio sp. strain WJT-1C γ-Proteobacteria 2,5 x 10-4 
  Vibrio parahaemolyticus γ-Proteobacteria 1,9 x 10-9 
Methylotrophe Arten:    
   Methylobacterium organophilum α-Proteobacteria 5,3 x 10-3 
Archaebacteria:   

   Methanobacterium thermoauto-
trophicum 

Archaea + (qualitativer Nachweis) 

   Methanococcus voltae Archaea 8,0x 10-6 
Klinische Isolate / pathogene Arten:    
   Campylobacter jejuni ε-Proteobacteria 2,0 x 10-4 
   Campylobacter coli ε-Proteobacteria 1,2 x 10-3 
   Haemophilus influenzae γ-Proteobacteria 7,0 x 10-3 
   Haemophilus parainfluenzae γ-Proteobacteria 8,6 x 10-3 
   Helicobacter pylori ε-Proteobacteria 5,0 x 10-4 
   Moraxella spp. γ-Proteobacteria + (qualitativer Nachweis) 
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   Neisseria gonorrhoeae β-Proteobacteria 1,1 x 10-2 
   Staphylococcus aureus Firmicutes 5,5 x 10-6 
   Streptococcus  pneumoniae Firmicutes 2,9 x 10-2 
   Streptococcus sanguis Firmicutes 2,0 x 10-2 
   Streptococcus mutans Firmicutes 7,0 x 10-4 

* Die Transformationsfrequenz ist von unterschiedlichen Autoren in verschiedensten methodischen Ansätzen 
ermittelt worden. 

 

7.2.2. Modelle der DNA-Aufnahme und -integration 

Der Prozess der Transformation verläuft bei grampositiven und gramnegativen Bakterien in 

den grundlegenden Schritten ähnlich. In beiden Fällen wird die aufzunehmende DNA 

zunächst an der Zellaußenwand gebunden. Danach wird die DNA fragmentiert und bei den 

gramnegativen Bakterien in das Periplasma überführt. Letztlich gelangt ein Strang der 

aufgenommenen DNA in das Zytoplasma, während der zweite Strang abgebaut wird (Dubnau, 

1999). Die erhaltene einzelsträngige DNA steht im Anschluss der Rekombination im 

Wirtsgenom zur Verfügung. 

Da die DNA bei den gramnegativen Bakterien neben der Zellwand und der Zellmembran auch 

die äußere Membran passieren muss, schließt die DNA-Aufnahme hier zusätzliche Schritte 

ein. Basierend auf diesem und weiteren Unterschieden bei der DNA-Aufnahme und -

integration wurden für die Transformation zwei Modelle, das Streptococcus-Bacillus-Modell 

(grampositive Bakterien) und das Haemophilus-Neisseria-Modell (gramnegative Bakterien) 

entwickelt (Lorenz & Wackernagel, 1994; Dubnau, 1999). Diese Modelle eignen sich zur 

Erklärung prinzipieller Abläufe bei der Transformation. Eine klare Gruppierung der Bakterien 

erlauben sie hingegen nicht, da mehrere Arten bekannt sind, die verschiedene Merkmale 

beider Modelle in sich vereint haben (Lorenz & Wackernagel, 1994). 

Streptococcus-Bacillus-Modell. Bei B. subtilis und S. pneumoniae bilden kompetente Zellen 

sehr schnell Komplexe mit doppelsträngiger DNA aus. Im sauren Milieu bindet B. subtilis 

auch einzelsträngige DNA (Smith et al., 1981). Verschiedene Studien zeigten, dass hierbei 

DNA aus beliebigen Quellen (z.B. E. coli, Phage T7, Plasmide) ohne erkennbare 

Sequenzpräferenz gebunden wird, wobei ~50 (B. subtilis) bzw. 30 bis 80 Bindungsstellen (S. 

pneumoniae) pro kompetenter Zelle eingebunden zu sein scheinen (Dubnau, 1991; Smith et 

al., 1981). Als DNA-Rezeptor fungiert bei B. subtilis das eng mit der Zellwand assoziierte 

Membranprotein ComEA bzw. bei S. pneumoniae ein Ortholog dieses Proteins (Inamine & 

Dubnau, 1995; Provvedi & Dubnau, 1999; Campbell et al., 1998).  
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Kurz nach der Bindung schneidet eine Nuclease die DNA in der Nähe der Kontaktstelle mit 

ComEA. Die so neu geformte DNA gelangt nun zum membranassoziierten Transportapparat, 

über den sie in die Zelle gelangt und einen DNase-resistenten Zustand annimmt. Am DNA-

Transport in das Zytoplasma, der u.a. bei Dubnau (1999) ausführlich behandelt wird, sind 

mehrere, von verschiedenen Kompetenzloci (ComG, ComC, ComF, ComE) kodierte Proteine 

sowie auch der DNA-Rezeptor ComEA beteiligt (Albano et al., 1989; Mohan et al., 1989; 

Londoño-Vallejo & Dubnau, 1993; Hahn et al.,1993). Eine Schlüsselfunktion spielen hierbei 

die vom comG-Locus codierten Proteine, indem sie in der Zellwand poröse Strukturen für die 

Passage der DNA ausbilden. Ein Arbeitsmodell geht davon aus, dass der Schnitt der doppel-

strängigen DNA über eine Konformationsänderung des Rezeptors ComEA erfolgt, die den 

Kontakt der DNA mit der Nuklease herstellt. Das einzelsträngige Reaktionsprodukt erhält in 

gleichem Zug Kontakt mit einem Transporterprotein (ComFA) und die aus der ATP-

Hydrolyse frei werdende Energie wird für den Transfer in das Zytoplasma genutzt. Essentiell 

ist offenbar auch ein weiteres vom comE-Operon kodiertes Protein (ComEC), das die für die 

Passage notwendigen wässrigen Poren in der Membran formiert (Dubnau, 1999). 

Haemophilus-Neisseria-Modell. H. influenzae und N. gonorrhoeae nehmen im Unterschied 

zu vielen grampositiven Bakterien nur homologe DNA der gleichen oder nah verwandter 

Arten auf. Die Spezifität der DNA-Aufnahme resultiert aus der Erkennung spezifischer DNA-

Aufnahmesequenzen durch ein DNA-Rezeptorprotein (Sisco & Smith, 1979; Danner et al., 

1982; Elkins et al., 1991). Über die „Erkennungsstellen“ hinaus beeinflussen auch die A+T-

Gehalte der flankierenden DNA-Regionen die DNA-Bindung und Aufnahme (Danner et al., 

1982). Im Vergleich zum grampositiven Kompetenzsystem sind die ersten Schritte der DNA-

Bindung an der Zelloberfläche bei H. influenzae und N. gonorrhoeae u.a. über den Nachweis 

des DNA-Rezeptors - möglicherweise durch das schnelle Erreichen des DNase-resistenten 

Zustandes der DNA - weniger gut charakterisiert. Auffällig bei H. influenzae ist die rapide 

DNA-Aufnahme mit 500 bis 1000 Nukleotiden pro Sekunde, obwohl nur vier bis acht 

Bindungsstellen pro kompetenter Zellen identifiziert wurden (Kahn & Smith, 1984; Deich & 

Smith, 1980). Über diese Bindungsstellen tritt die doppelsträngige DNA durch eine Pore in 

der äußeren Membran in das Periplasma. An diesem Prozess sind zwei Pilus-assoziierte 

Membranproteine (PilQ, PilC) beteiligt. Ein weiteres Pilin-Protein (PilE) ist offensichtlich für 

die Passage der DNA durch die Mureinschicht entscheidend. Bisher nicht identifiziert sind die 

DNA-Rezeptoren und die Nuklease zum Abbau des „nicht gebrauchten“ Einzelstranges. Nach 

der Passage durch die Mureinschicht wird der intakte DNA-Einzelstrang -wie im 

grampositiven System- durch eine wässrige Pore in der inneren Membran transportiert. Die 
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Membranpore wird durch ein Ortholog des Kompetenzproteins ComEC gebildet (Dubnau, 

1999).  

Wie eingangs erwähnt, lassen sich die natürlich kompetenten Bakterien hinsichtlich der DNA-

Bindung und Aufnahme oft nicht eindeutig dem einen oder anderen System zuordnen. Ein 

Beispiel hierfür ist das auch in der endophytischen Mikroflora vorkommende gramnegative 

Bakterium Acinetobacter calcoaceticus. Abweichend von H. influenzae oder N. gonorrhoeae 

ist A. calcoaceticus wie viele grampositive Arten in der Lage, DNA beliebiger Herkunft 

aufzunehmen (Lorenz et al., 1992; Palmen et al.,1993). Daneben konnte auch gezeigt werden, 

dass bei dieser Art Plasmid-DNA und homologe chromosomale DNA um die Bindung und 

somit um die Aufnahme konkurrieren, wobei Plasmid-DNA anscheinend über den gleichen 

Weg wie die homologe DNA aufgenommen wird. Versuche mit denaturierter DNA führten zu 

keiner Transformation, da einzelsträngige Moleküle offenbar (generell) nicht adsorbiert oder 

aufgenommen werden (Palmen et al.,1993).  

Integration der DNA in das Genom der Rezipientenzelle. Bei den beiden 

Transformationstypen verläuft die Integration der DNA sehr ähnlich. Hat das einzelsträngige 

DNA-Molekül das Zytoplasma erreicht, kann es über homologe Rekombination in das 

Rezipientengenom integriert werden. Hierbei kommt es, katalysiert durch das RecA-Protein, 

zur Formierung eines Heteroduplexes, bei dem ein Strang des Rezipienten durch den 

korrespondierenden Strang des Donors ersetzt wird. Bei B. subtilis werden dabei 70% der 

aufgenommenen homologen DNA-Fragmente, deren Größe im Mittel bei 8,5 kb liegt, 

integriert (Dubnau, 1991). Generell viel seltener als homologe DNA wird fremde DNA mit 

geringer oder fehlender Homologie in das Rezipientenchromosom eingebaut. Hierfür wurden 

zwei unterschiedliche Wege identifiziert. Ein Weg basiert auf der Erkennung kurzer 

spezifischer Nukleotidsequenzen durch Enzyme (Transposasen/Integrasen), die die DNA an 

diesen Stellen schneiden und einsetzen. Hierbei kann es sich sowohl um die Integration von 

fremder DNA (z.B. Genkassetten bzw. Integrons) als auch um die Transposition von Fremd-

DNA handeln (z.B. konjugative Transposons) (Recchia & Hall, 1995; Salyers et al., 1995). 

Zum anderen können illegitime Rekombinationen auftreten, bei denen die Fremd-DNA an 

Stellen mit geringer oder nichtvorhandener Homologie inseriert wird (Ehrlich, 1989). Solche 

nicht von der Katalyse durch das RecA-Protein abhängenden Ereignisse wurden häufig als 

intramolekulare Rekombinationen infolge eines Doppelstrangbruches identifiziert. Die 

illegitime Rekombination (ohne homologe Bereiche) tritt bei Acinetobacter mit einer 

mindestens um den Faktor 109 verminderten Frequenz auf (de Vries & Wackernagel, 2002).  
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Heterologe DNA-Fragmente können jedoch in Acinetobacter effektiv transformiert werden, 

wenn sie auf beiden Seiten durch homologe Bereiche begrenzt werden (de Vries et al., 2001; 

de Vries et al., 2004). Für eine optimale Effizienz sollte die Länge der Homologie (gesamt für 

beide Seiten) 4 kb oder mehr betragen. Daneben kann eine Transformation auch erfolgen, 

wenn nur eine Seite Homologien zum Rezipientengenom aufweist (de Vries & Wackernagel, 

2002; de Vries et al., 2004). Die DNA-Integration erfolgt hier auf der einen Seite durch 

homologe Rekombination und auf der anderen durch ein illegitimes Rekombinationsereignis 

zwischen zwei kurzen Abschnitten (3-8 bp) identischer Sequenzen des Donors und des 

Rezipienten. Der Frequenz für diese DNA-Integration ist um etwa den Faktor 103 verringert 

zur Integration mittels beidseitig homologer Rekombination. 

Auch für die Transformation heterologer DNA, die durch einen homologen Abschnitt 

begrenzt ist, ist die Länge des homologen Bereichs wesentlich. So zeigten de Vries und 

Wackernagel (2002) in einem Versuchsansatz mit Acinetobacter, dass die Transformations-

frequenz durch die Verminderung homologer Nukleotide von ~1100 auf ~300 um das 15fache 

gesenkt wird und dass bei nur noch 99 identischen Nukleotiden keine Transformation mehr 

nachweisbar ist. Im Vergleich zur Integration von DNA ohne Homologie ergaben sich jedoch 

selbst bei wenigen übereinstimmenden Nukleotiden (183 bp) noch um 500fach höhere 

Transformationsfrequenzen. Die durch geringe Sequenzhomologien mögliche illegitime 

Rekombination scheint somit die Introgression von DNA in prokaryontische Genome ohne 

Beteiligung mobiler genetischer Elemente zu erklären.  

Rekonstition von Plasmid-Molekülen. Handelt es sich bei der Donor-DNA um ein Plasmid, 

unterliegt es dem gleichen Aufnahme- und Transportprozess wie lineare bakterielle DNA. Für 

die ringförmige Plasmid-DNA stellt dies ein besonderes Problem dar, in geeigneter Form ins 

Zytoplasma zu gelangen, um dort später rezirkuliert zu werden. Die Transformationseffizienz 

ist so generell erheblich niedriger als bei linearer DNA. Für die Plasmidtransformaton in B. 

subtilis muß das Plasmid in multimerischer Form vorliegen (Canosi et al., 1978). Unter dieser 

Bedingung konnten in B. subtilis nach erfolgter Transformation neben einzelsträngiger auch 

doppelsträngige DNA und teilweise doppelsträngige Plasmide nachgewiesen werden (de Vos 

et al., 1981). Offenbar ist davon auszugehen, dass die doppelsträngigen Plasmide durch ein 

Annealing von komplementären Einzelsträngen zweier Donor-Moleküle entstehen (Behnke, 

1981; de Vos et al., 1981). Ob sich die Plasmide allerdings in den jeweiligen Bakterien halten 

bzw. dort repliziert werden, hängt von ihrem Wirtsbereich ab und schränkt somit weiter den 

Erfolg einer Plasmidtransformation ein.  
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7.2.3. Möglichkeiten der Transformation endophytischer Bakterien mit 

rekombinanter Agrobacterium-DNA 

Der Gentransfer über die Transformation setzt das Vorhandensein einer ausreichenden Menge 

freier transformierbarer DNA und zur Aufnahme dieser DNA befähigter (kompetenter) 

Bakterien voraus. Neben den natürlich kompetenten Bakterien können unter bestimmten 

Umweltbedingungen (z.B. Exposition im elektrischen Feld) auch „normalerweise“ nicht 

transformierbare Arten DNA aufnehmen, was jedoch in natürlichen Umwelten wie dem 

Interzellularraum von Pflanzen, dem Lebensbereich der Endophyten, von untergeordneter 

Bedeutung sein dürfte. Darüber hinaus hängt nach der DNA-Aufnahme der Erfolg der 

Transformation letztlich davon ab, ob die DNA in das Genom (Chromosom oder Plasmid) der 

Wirtszelle integriert wird und nach erfolgter Zellteilung erhalten bleibt.  

Die endophytischen Bakterien und deren Lebensraum sind bezüglich dieser Voraussetzungen 

noch sehr wenig untersucht. Insbesondere sind im Gegensatz zum Habitat Boden keine Daten 

zum Vorkommen und zur Persistenz freier DNA innerhalb der Pflanzen verfügbar. Dennoch 

ist anzunehmen, dass der Lebensraum der Endophyten ein Umweltmedium ist, das potentielle 

Möglichkeiten für Transformationsereignisse bietet. Betrachtet man allerdings die Gesamtheit 

der Bedingungen, die den Erfolg der Transformation beeinflussen, scheint die 

Wahrscheinlichkeit dieses Transferweges im Vergleich zur Konjugation geringer zu sein: 

Der Interzellularraum der Pflanzen scheint ähnlich wie z.B. der Darm von Insekten oder 

Warmblütern ein natürliches Bakterienhabitat zu sein, in dem gewöhnlich reichliche Mengen 

hochmolekularer DNA freigesetzt werden (Lorenz & Wackernagel, 1994). Die Freisetzung 

von DNA könnte vor allem in Regenerationssystemen mit absterbendem Kallusgewebe 

besonders hoch sein. Hier bzw. im Gewebe der natürlich wachsenden transformierten Pflanze 

kann rekombinante DNA sowohl aus absterbenden Pflanzenzellen als auch aus den 

Agrobakterien entlassen werden. Konkrete Daten sind hierzu jedoch nicht bekannt. 

Die freigesetzte DNA kann durch kompetente endophytische Bakterien aufgenommen 

werden. Wie unter Abschnitt 5.3 gezeigt, beinhaltet die Endophytenmikroflora in 

Forstgehölzen auch eine Reihe natürlich kompetenter Bakterien wie Acinetobacter, Bacillus, 

Streptomyces und Pseudomonas. Unbekannt ist allerdings, inwieweit diese Bakterien 

innerhalb der Regenerationskulturen und der im Gewächshaus oder Freiland wachsenden 

Pflanzen eine Transformierbarkeit entwickeln, da sich die in vitro nachgewiesen Bedingungen 

für die Ausbildung der Kompetenz der einzelnen Arten nicht auf das System „Pflanze“ 
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übertragen lassen. Möglicherweise stellen die Bedingungen in der Pflanze einen limitierenden 

Faktor für die Transformierbarkeit der Endophyten dar. 

Für die Aufnahme der rekombinanten DNA kommen im wesentlichen nur Bakterienarten in 

Frage, die in der Lage sind, externe DNA auch ohne Homologie zur eigenen DNA zunächst 

an ihrer Zelloberfläche zu binden (z.B. Acinetobacter calcoaceticus). Dies schränkt die 

Wahrscheinlichkeit von Transformationsereignissen innerhalb der Endophyten weiter ein. Ein 

nächster reduzierender Faktor für den Erfolg des Gentransfers besteht darin, dass nicht-

homologe Fremd-DNA in das Rezipientengenom nur begrenzt durch homologe Bereiche oder 

mit Hilfe mobiler genetischer Elemente sowie über illegitime Rekombination integriert 

werden kann. Da es sich bei der rekombinanten DNA um ein „künstliches“ Konstrukt mit 

deutlich begrenzten Sequenzhomologien zu natürlichen Bakterien-DNA’s handelt, sind die 

Voraussetzungen für die Integration der DNA zumindest nicht günstig. Würde anstelle von 

linearer fragmentierter DNA der gesamte binäre Vektor zur Transformation anstehen, müssten 

zugleich mehrere Einzelstränge des Plasmids den an lineare DNA adaptierten Aufnahme- und 

Transportprozess in die Zelle soweit unbeschadet „überstehen“, um im Zytoplasma ein neues 

doppelsträngiges Plasmid auszubilden, dessen Fortbestand ebenso wie nach einer Konjugation 

von seiner Replizierbarkeit im neuen Wirt abhängen würde. 

Der Gentransfer in die endophytischen Bakterien über die Transformation dürfte somit vor 

allem durch die limitierenden Größen begrenzt sein, die sich zum einen aus der 

Kompetenzentwicklung und dem Kompetenzsystem der Bakterien und zum andern aus den 

meist fehlenden homologen Bereichen und der damit verbundenen sehr geringen Frequenz der 

illegitimen Rekombination bei der Integration der Fremd-DNA ergeben. 
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