&
X

2001/1

A MPIZ aktuell

Max-Planck-Institut fir Zuchtungsforschung

Meuterei auf der Bounty

Molekularbiologische Methoden unterstiitzten die
Bekimpfung des ,,Lethal Yellowing”

Wer kennt nicht die Kokosnuss? Die Kokospaime
und ihre Frucht, die Kokosnuss, sind der besunge-
ne Fetisch in einem Kinderlied, die aromatische
Leckerei im Schokoriegel oder die Kulisse exoti-
scher Urlaubsvorstellungen.

Von der Bevolkerung der Anbaulédnder wird die
Kokospalme ,Baum des Lebens" genannt, weil sie
von der Wurzel bis zur Krone die unterschiedlich-
sten Produkte liefert und gleichzeitig eine groRe
mythische Bedeutung hat. Neben dem hohen
Stellenwert der Kokospalme flr den lokalen
Verbrauch spielt die Kokosnuss in der weltweiten
Olproduktion eine wichtige Rolle.

Vom Baum des Lebens zu toten Plantagen

ie Kokospalme ist ein Beispiel perfekter

Verwertbarkeit, Die Wedel der Kokospalme und die
Faserhiille der Kokosnuss werden im Hausbau verwen-
det und zu Seilen und Matten weiterverarbeitet. Das
weille Samentleisch der reifen Kokosnuss ist das bei uns
vielleicht bekannteste
Produkt. Daneben dienen
sowohl der Palmsaft aus
angeritzten Blitenstdnden
als auch das Kokoswasser
der unreifen Frichte der
tédglichen Erndhrung.
Getrocknet liefert das
Samenfleisch der reifen
Kokosnuss die sogenannte
Kopra. Aus Kopra wird
durch Pressen das Kokosél
gewonnen. Kokossl wird
in der weiterverarbeiten-
den Industrie fir
Margarine, Waschmittel,
Sonnencreme und Zahn-
pasta verwendet.

Kokospalmen werden vor-
wiegend von Kleinbauern

enutzt. Das Samenfleisch \
ier Nuss liefert dic KopraAJ Weltweit werden auf zwolf

Doch die Kokospalme wird von mehreren Krank-
heiten bedroht, von denen das ,Lethal Yeliowing"
besonders gefahrlich ist. Wegen der wirtschaftli-
chen Bedeutung forschen Wissenschaftler auch
der gemaRigten Breiten an der Kokospalme. Im
Max-Planck-Institut fir ZUchtungsforschung in K&ln
beschéaftigt sich die Arbeitsgruppe von Wolfgang
Rohde mit der Erforschung des Erbguts der
Kokospalme. Die Genomanalyse ist eine von drei
molekularbiologischen Techniken, die die traditio-
nelle Zichtung erganzen kdnnen, um dem Lethal
Yellowing geniigend resistente Sorten entgegenzu-
setzen.

Eine von Lethal Yellowing heimgesuchte Plantage in Jamaica;
die Stimme der abgestorbenen Kokospalmen ragen wie Tele-
fonmasten in den Himmcl; darunter wurden Palmen einer
resistenteren Sorte gepflanzt. Da der Standort jedoch stark
verscucht ist, werden auch diese Pflanzen oft krank. __J

Millionen Hektar Kokospalmen angebaut. Das entspricht
etwa der Fliche der Schweiz und Osterreich zusammen.
Die Bestdnde der Kokospalme werden allerdings ver-
mehrt durch Krankheiten dezimiert. Die Krankheit, die
am stirksten die Kokosnussproduktion gefahrdet, ist das
Lethal Yellowing, auch Welke- und Vergilbungs-
krankheit genannt. Nach Auftreten der ersten Symptome
sterben die Palmen innerhalb von vier bis sechs Monaten
ab. Zuerst fallen die noch unreifen Kokosniisse ab, die
jungen Blétter verweiken und die Blitenstinde verfar-



ben sich schwarz. Zuriick bleiben von den abgestorbenen
Palmen die toten Stimrne, die wic Telegraphenmasten in
den Himmel ragen. In Westindien, Florida, Mexiko und
Honduras hat diese Krankheit Millionen von
Kokosnusspalmen zerstort. Es sind zumeist Kleinbauern,
die Kokospalmen anbauen und mit dem Verkauf von
Kopra den Lebensunterhalt fiir ihre Familien verdienen.
Durch das Absterben der Palmen sind viele solcher
Kleinbauern ihrer Lebensgrundlage beraubt.

Pflanzliche Arteriosklerose

Bei dem Erreger des Lethal Yellowing handelt es sich um
die kleinstenn bisher bekannten Bakterien, sogenannte
Phytoplasmen. Die Phytoplasmen leben in den Phloem-
Zellen der Palmen. Das Phloem ist Teil des pflanzlichen

Elektronenmikros-
kopische Aufnah-
me des Erregers
des Lethal Yellow-
ing; im Quer-
schnitt einer
Phloem-Zelle
zeigt sich, dass die
Phytoplasmen fast
die ganze Leit-

™ bahn ausﬁillen._J

Versorgungsgewebes, das dic Pflanze von der Krone bis
zur Wurzel hin durchzieht. Im Phloem werden die in den
Bldttern synthetisierten Zucker in die andercn Pflanzen-
teile verteilt. In diesen Leitbahnen vermehren sich die
Phytoplasmen so stark, dass die Phloem-Gefific verstop-
fen und kollabieren. Die Pflanze kann sich nicht mehr
versorgen und das ,.todliche Vergilben™ setzt ein —~ das
Lethal Yellowing.

Verbreitet wird der Erreger durch eine kleine, gerade mal
zwel Millimeter groBle Zikade. Diese Zikade sticht das
Phloem der Palmen an, um sich vom Zuckersaft der
Pflanze zu erndhren. Aus einer befallencn Palme nimmt

Besondere Bakterien

Phythoplasmen sind mit einer Grofse von 0,1 bis einem
Mikrometer die kleinsten bisher bekannten Bakterien
und nur unter dem Elektronenmikroskop sichtbar. Sie
sind die kleinsten Zellen, die noch geniigend DNA fiir die
Vermehrung und einen eigenen Stoffwechsel besitzen.
Phythoplasmen sind Parasiten und kommen nur inner-
halb von lebenden Zellen vor. Da die Phytoplasmen-
Zellen nur von einer Membran und keiner Zellwand
begrenzt sind, kénnen sie leicht Stoffwechselprodukte
aus der Wirtszelle aufnehmen.

Phytoplasmen sind die Ursache von iiber 300
Pflanzenkrankheiten.

sie so auch die Phyto-
plasmen auf. Sticht sje
anschlieBend nicht-infi-
zierte Palmen an, gelan-
gen Phytoplasmen vom
Riissel der Zikade in das
Phloem.
Die Kokos-Bauem sind in
einer problematischen Si-
tuation: Gegen das Lethal ~ Zikade (Myndus crudus), die
Yellowing gibt es keine an der Kokospalme saugt und
Heilun Dia #itizfae dadurch Phytoplasmen uber-_l
e 8% tragt.
Moglichkeit besteht darin,
resistente Sorten zu finden
bzw. zu ziichten. Die traditionelle Zuchtung der
Kokospalmen ist allerdings extrem zeitaufwendig. Bis
die Kokosniisse keimen und die jungen Kokospalmen
das erste Mal Niisse tragen, vergehen drei bis sieben
Jahre. Erst dann kann der Ziichter vorteilhafte
Eigenschaften erkennen, wie hohen Ertrag und Kopra
guter Qualitit. Auch die Resistenz gegen das Lethal
Yellowing ist erst nach Jahren sicher festzustellen, da die
Krankheit nur an ilteren Palmen ausbricht.
Sinnvoll ist es daher, weltweit nach widerstandsfihigen
Sorten zu suchen. Gleichzeitig benétigen Zichter eine
zuverldssige Methode, mit der sie die Phytoplasmen
moglichst frihzeitig in den Pflanzen nachweisen kén-
nen. Zudem wire es ideal, wenn man aus gesunden
Kokospalmen nicht-infizierte Ableger gewinnen kénnte.
Hierbei bieten sich molekularbiologische Methoden an.
DNA-Markertechnologic, molekulare Diagnostik und
Gewebekulturen koénnen die traditionelle Ziichtung
ergédnzen und vor allen Dingen beschleunigen, so dass
das Lethal Yellowing in Zukunft wirkungsvoll einge-
dammt werden kann.

Genomanalysen helfen bei der Ziichtung

Mit Hilfe der Genomanalyse untersucht man das Erbgut
der Kokosnuss. Hierdurch kann man die kleinen geneti-
schen Unterschiede feststellen, wie sie bei Kokospalmen
aus verschiedenen Regionen vorliegen. Denkbar ist, dass
sich unter diesen Varianten Palmen befinden, die wider-
standsfihiger gegen das Lcthal Yellowing sind und so in
der Ziichtung genutzt werden kdnnen.

Analysiert wird das Genom eines Organismus durch die
DNA-Markertechnologic. Bei der DNA-Markertechno-
logie werden Stellen im Genom, an denen sich die DNA
von Organismus zu Organismus in der Abfolge der
Bascnpaare unterscheidct, als Marker sichtbar gemacht.
Der DNA-Marker bezeichnet (markiert) dadurch einen
bestimmten Ort im Genom. Mit Hilfe der PCR-Technik
und der Gelelektrophorcse (siehe Glossar) 148t sich ein
fur jedes Individuum charakteristisches Bandcnmuster
herstellen — ein genetischer Fingerabdrck. Wolfgang
Rohde und seine Arbeitsgruppe fithrten 1995 eine erste
genctische Analyse der Kokospalmen durch. Sie steliten
fest, dass sich die Palmen aus Regionen des Indischen
Orzeans und des Pazifischen Ozeans genetisch deutlich



unterscheiden. I[nsgesamt wurde deutlich, dass die
Kokospalmen genetisch wesentlich diverser sind, als es
morphologisch den Anschein hatte.

Die Resistenz gegen das Lethal Yellowing ist polygen,
d.h. viele Gene sind an der Resistenzauspragung betei-
ligt. Andere positive Eigenschaften, die genetisch niher
analysicrt werden sollen, sind hohe Stresstoleranz, frii-
hes Fruchten, qualitativ hochwertige Frichte und Klein-
wiichsigkeit der Palmen. Eine solche funktionelle
Genomanalyse hilft der Ziichtung, indem Kreuzungen
gezielter vorgenommen und schon Palmsetzlinge in
thren Eigenschaften charakterisiert werden kdnnen.

Laborkurs in Tansania; mit einfachen Mittel wird den

Instituten der Anbauldnder dic molekularbiologischen Metho-
den ermdglicht; an die Wand ist die Aufnahme von cinem Gel
projiziert, das eine Genomanalyse verschiedener Kokospal-
men zeigt. _l

Prizise Diagnostik des Erregers

Umn die Ausbreitung des Lethal Yellowing eindimmen
zu konnen, ist es wichtig, befallene Palmen moglichst
frithzeitig zu erkennen und sie vor dem Auftreten der
ersten Symptome aus dem Bestand zu entfernen. Zudem
ist es notwendig, die Sdmlinge der Palmen zu untersu-
chen. Da das Lethal Yellowing erst an alteren Palmen
ausbricht, kommt es vor, dass die Farmer bereits infi-
zierte Palmen einpflanzen. Eine gute Moglichkeit der
Fritherkennung bietet der molekularbiologische
Nachweis der Phytoplasmen in der Kokospalme. Hierzu
muss man jedoch einen Genabschnitt kennen, den nur
der Krankheitserreger besitzt.

Die Kdlner Arbeitsgruppe hat herausgefunden, dass sich
ein solcher Abschnitt in der DNA befindet, die als
Vorlage flir cinen Bestandteil der Ribosomen dient. Fiir
den Nachweis extrahiert man die DNA aus jungen
Blittern der Kokospalme. Man erhélt ein Gemisch aus
der DNA der Kokospalme und bei Befall der Palme der
DNA der Phytoplasmen. Mit Hilfe kurzer Nukleotid-
sequenzen, sogenannten Primern (siche Glossar), wird
durch PCR ein Abschnitt der Phytoplasmen-DNA selek-
tiv vermehrt. In dem anschlieSenden Trennungsschritt
durch  Gelelektrophorese wird dieses vermehrte
DNA-Fragment im Fall einer Infektion als Bande sicht-
bar.

Molekularbiologischer
Nachweis von Phyto-
plasmen; bei den Ko-
kospalmen 4, 6, 7 und
8 ist deutlich die
Bande im Gel zu
erkennen (Pfeile), die
das spezifische DNA-

Eg— P Stick der Phytoplas-
WS sewee men enthilt, d.h. dass
die Palmen befallen
t- 0 > o/t 2 sind. R=Referenz. _I

Vorteil dieser Methode ist es, dass selbst kleinste
Mengen der Phytoplasmen nachgewiesen werden kon-
nen, wie es fiir die Fritherkennung notwendig ist.
Saatgut und Samlinge kdnnen somit zuverldssig unter-
sucht werden, so dass infiziertes Material nicht mehr in
den Handel kommt,

Gesunde Pflanzen aus Gewebekulturen

Leider ldsst sich dic Kokospalme nicht vegetativ, d. h.
iber Wurzelstiicke oder Ableger, vermehren. Die vege-
tative Vermehrung bietet aber den grofen Vorteil, nur
solche Pflanzen zu vermehren, die sich durch besondere
Eigenschaften, wie beispielsweise héhere Ertrige, aus-
zeichnen. Hier bietet die Gewebekulturtechnik eine
Alternative: Im Gegensatz zu tierischem Gewebe kann
man unter geeigneten Bedingungen bei den meisten
Pflanzen aus einzelnen Stiicken wieder ganze Pflanzen
heranziechen. Am besten eignet sich hierzu Gewebe, bei
dem sich die Zellen noch teilen und differenzieren, wie
etwa in Wurzelspitzen odcr in jungen Blittern. Solche
Gewebezellen wachsen auf Nahrldsung zunichst zu
einem Zellhaufen, cinem sogenannten Kallus, heran.
Gibt man Pflanzenhormone hinzu, entwickelt sich aus
dem Kallus ein Palmembryo.

Im Vergleich zu anderen Pflanzen lassen sich
Kokospalmen nur schwierig aus Gewebestiicken nach-
zichen. Am besten eignet sich das Gewebe unreifer
Bliitenstdnde, wie Wissenschaftler aus den Phillipinen
und Mexiko zeigten. Die aus Gewebekulturen gezoge-
nen Palmen werden zur Zeit in Feldversuchen erprobt,
ob sie fruchtbare Kokosniisse tragen. Dieses in-vitro-
Verfahren stellten einc attraktive Maglichkeit dar, die
ziichterischen Resultate zu beschleunigen. Voo einer
ausgesuchten Palme konnen anf diese Weise viele Klone

Entwicklungs-
reihe in einer
Gewebekultur:
vom Kallus
(links) zu jungen

Kokospflanzen
(rechts). )



hergestellt und Pflanzen berangezogen werden, die
garantiert frei von Lethal Yellowing sind. '

Die Teilnehmer eines molekularbiologischen Kurses in
Merida (Mcxiko).

Glossar

Gelelektrophorese: Methode zur Auftrennung von
unterschiedlich groffen DNA-Stiicken. Das DNA-
Gemisch wird hierzu auf eine durchléissige Trdager-
substanz - ein Gel - aufgetragen. Da DNA elektrisch
negativ geladen ist, hdngt die Wanderungsgeschwin-
digkeit eines DNA-Stiicks in einem elektrischen Feld
deshalb nur von seiner Grifse ab.

Primer: Kurze Nukleotidsequenzen, die sich an einzel-
stréngige DNA anlagern, an welche die Nukleotide
wdhrend der DNA-Synthese angehdngt werden.

PCR: Polymerase-Kettenreaktion, Verfahren zur star-
ken Vermehrung von DNA durch Inkubation mit
Primern, DNA-Polymerase und Nukleotiden.
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Ausblick

Die skizzierten molekularbioclogischen Methoden sind
eine grofle Chance fir die Kokosproduktion und die
Bekdampfung des Lethal Yellowing, aber sie bediirfen
noch weiterer Entwicklung. Eine internationale
Zusammenarbeit mit Wissenschaftlern aus den kokos-
produzierenden Landern ist dafuir uneridsslich. Wolfgang
Rohde und seine Arbeitsgruppe arbeiten seit 1994 (im
Rahmen von EG-Projekten) mit den Lindern Spanien,
Tansania, den Philippinen und Jamaika zusammen und
pflegen wissenschaftiiche Austauschprogramme mit
Kuba und Mexiko. In regionalen Workshops und Labor-
kursen werden die Ergebnisse und Erfahrungen an die
Anbauldnder weitergegeben. Ziel ist es, die molekular-
biologischen Techniken in den kokosproduzierenden
Lindern zu etablieren. So kdnnen die Methoden von den
staatlichen Ziichtungsorganisationen und Forschungs-
instituten durchgefihrt, vor Ort ausgetestet und weiter-
entwickelt werden, damit die Forschungsergebnisse end-
lich dort ankommen, wo sie gebraucht werden: bei den
Kokosbauern.

Prioritdt der Kolner Arbeitsgruppe hat dic weitere Erfor-
schung des Genoms der Kokospalme mit Hilfe verschie-
dener DNA-Markertechnologien. Die Genom-Karten
der Kokospalme sollen in Zusammenarbeit wit den
Anbaulidndern weiterentwickelt werden. Langfristig
mochte man alle die Eigenschaften, die in der Ziichtung
von Vorteil sind, genetisch charakterisieren, um Kreu-
zungen gezielter vornehmen zu kdnnen.
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