Pflanzenziichtung im Blickpunkt

Molekulare Zuchtung
gezielte Veranderung
einzelner Merkmale

Die Aufkldrung der genetischen Grundlagen quantitativer Merkmale

stellt einen Schliissel zur Verbesserung unserer Kulturpflanzen und damit
unserer wichtigsten Nahrungsquellen dar. Manche wichtige Ziichtungsziele
einschlieBlich 6kologischer Verbesserungen sind derzeit nur mit
gentechnischen Verfahren erreichbar. Dazu gehdren Resistenzen gegen
Krankheitserreger und Insekten sowie qualitative Verbesserungen.
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ie Grine Gentechnik verwen-

det gentechnische Verfahren

im Bereich der Pflanzenziich-

tung zur Herstellung transge-
ner oder gentechnisch veridnderter Pflan-
zen (GVP). Sie unterscheidet sich von
der herkémmlichen Zichtung dadurch,
dass einzelne Gene gezielt transferiert
und dabei Kreuzungshindernisse leich-
ter Uberschritten werden kénnen. Jede
Pflanzenzelle enthdlt zwischen 20.000
und 60.000 Gene, deren Funktion bisher
nur teilweise bekannt ist. Je nach Art va-
riiert die GréBe der Genome stark. So hat
Arabidopsis das bisher kleinste bekannte
pflanzliche Genom mit 1,25 x 108 Basen-
paaren (Bp), Weizen hat 1,6 x 1010 Bp
(im Vergleich: Homo sapiens 3 x 109 Bp).
Unter der Annahme, dass ein Gen einer
oder wenigen Seiten eines Buches mit ei-
ner bestimmten Anzahl von Buchstaben
entspricht, entspricht ein durchschnitt-
liches Genom einem Stapel von 1700
Blichern a 1000 Seiten (Abb. 1). Bei der
herkdmmlichen Kreuzungsziichtung wird
jeweils das gesamte Erbgut der Elternor-
ganismen (Spender rot, Empfanger griin)
- sprich der Inhalt der beiden Buchstapel
- gemischt und man erhilt eine Vielzahl
bunter Mischungen, deren Erbgut sich
nicht exakt vorhersagen lasst. Das er-
fordert wiederholte Riickkreuzungen mit
dem Empfanger-Elternteil, um mituber-
tragene unerwiinschte Eigenschaften
des Spender-Elternteils wieder zu elimi-
nieren. Beim Gentransfer werden gezielt
aus anderen Arten oder Organismen ein
bis wenige Gene hinzugefiigt, die fiir
eine bestimmte Eigenschaft verantwort-
lich sind. Das entspricht der Ubertragung
einer oder weniger Seiten in einen Stapel
von 1700 Biichern (Abb. 2). Die Metho-
de ist gezielter, Verdnderungen sind bes-
ser vorhersagbar und aufgrund der be-
kannten verwendeten Sequenz eindeutig
nachweisbar. Auch lassen sich bestimm-
te Eigenschaften (bertragen, die auf
konventionellem Weg nicht einkreuzbar
wdren. Dass der genetische Code fiir
alle Lebewesen universell gilltig ist, wird
in Diskussionen um Artengrenzen (iber-
schreitenden Gentransfer oft iibersehen.

METHODEN DES GENTRANSFERS

Seit den 1980er Jahren existiert eine Reihe
von Methoden zur Herstellung transgener
Pflanzen. Dabei werden einzelne Erbfakto-
ren von Zellen eines Organismus in Zellen
eines anderen (ibertragen. Zur Anwendung
kommen vor allem drei Transfer-Metho-
den. Die Agrobakterium-vermittelte Gen-
transfermethode wurde in den 1980ern
entwickelt. Agrobacterium tumefaciens ist
ein pflanzenpathogenes Bodenbakterium,

das mit Hilfe seines extrachromosomalen
Plasmids Gene in das pflanzliche Genom in-
tegriert. Ersetzt man die ,Wildtyp-Sequen-
zen" in einem , entwaffneten” Plasmid mit
Fremdgenen, kann man damit gezielt Gene
in ,sense” und , antisense”-Orientierung
in die Pflanze einbauen und somit hinauf-
oder hinunterregulieren. Der biolistische
Ansatz ist eine direkte, rein mechanische
Methode. Dabei wird DNA auf Gold- oder
Wolframpartikel aufgebracht, die mit Hilfe
einer Genkanone in die Zellen geschossen
werden. Da die Partikel sehr klein sind,
bleiben Zelle und Zellwand weitgehend
unbeschadigt. Bei der Protoplastentransfor-
mation erhalt man zunéchst durch enzyma-
tischen Verdau der Zellwande nur von einer
Zellmembran umgebene Protoplasten. Fiir
den Gentransfer wird diesen Protoplasten
entweder Polyethylenglykol hinzugefiigt
oder ein kurzer StromstoR (Elektroporation)
versetzt, wodurch die Membran durchlis-
sig und DNA in die Pflanzenzelle aufge-
nommen wird. Die Methode ist zwar bei
allen Pflanzen anwendbar, allerdings ist es
schwierig, aus Protoplasten wieder Pflanzen
ZU regenerieren.

ZUCHTUNGSZIELE

Durch Gentransfer kénnen gewiinschte
Merkmale direkt in Pflanzen (ibertragen
werden, etwa verdnderte agronomische
Eigenschaften, die den Anbau der Pflan-
zen erleichtern (Input Traits). Gentechnisch
verbesserte herbizid-, schidlings-, pilz- und
virusresistente Pflanzen der ersten Generati-
on kénnen den Einsatz von Pflanzenschutz-
mitteln, Energie, Zeit und Geld reduzieren.
Auch den Einsatz von Diingemitteln hofft
man langfristig zu verringern, damit Béden
und Gewdsser entlastet und Lebensmittel
umweltgerecht produziert werden kénnen.
Daneben haben sogenannte Output Traits
mit verdnderter Produktqualitit (neue In-
haltsstoffe und verdnderte Eigenschaften)
die Konsumentinnen und die Industrie als
Zielgruppen. Erndhrungsphysiologisch op-
timierte Produkte werden in Zukunft an
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Bedeutung gewinnen. Auch zur Reduktion
von Lebensmittelallergien wird die Gentech-
nologie beitragen. Mit ihrer Hilfe kénnen
Allergene in Lebensmitteln untersucht,
inaktiviert oder entfernt werden. GVP der
zweiten Generation zielen auf die Verbes-
serung von Nahrstoffgehalt und Verarbei-
tungsqualitdt, z.B. Erhéhung des Gehalts
von Omega-3-Fettsduren, Erhéhung und
Verdnderung des Zuckergehalts oder bes-
sere Farbeigenschaften. Biofortifikation, die
Anreicherung mit Néhrstoffen, ist unter an-
derem mit gentechnischen Methoden még-
lich. In den 1990er Jahren wurde von Ingo
Potrykus und Peter Bayer durch Einfihrung
von drei Genen zur Carotenoidsynthese die
Reissorte Golden Rice erzeugt, die deutlich
mehr Beta-Karotin, eine Vorstufe zu Vitamin
A, und Eisen enthilt. In Lindern, in denen
Reis das Hauptnahrungsmittel ist, kann da-
mit weit verbreiteten Mangelerkrankungen
begegnet werden. Die an der Entwicklung
beteiligte Firma Syngenta verzichtet bei hu-
manitaren Projekten auf Lizenzzahlungen.
Golden Rice der 2. Generation befindet sich
in Bangladesch und auf den Philippinen im
Zulassungsverfahren. Eine Markteinfihrung
konnte in absehbarer Zeit erfolgen. GVP der
dritten Generation sollen Industrierohstof-
fe (Biokraftstoffe, biologisch abbaubares
Plastik, Enzyme oder Schmierdle) oder
pharmazeutische Produkte wie Hormone,
Impfstoffe oder Antikérper liefern.

ANBAU

Zu Beginn der 80er Jahre nahm die Gen-
technologie im Bereich der Pflanzenzucht
ihren eigentlichen Aufschwung. Bei der
1994 als erstes GVO-Nahrungsmittel in
den USA zugelassenen Flavr-Savr-Tomate
wurde durch Antisense-Strategie ein Gen
far die Bildung des Reife-Enzyms Polygal-
akturonase blockiert, wodurch die Friichte
ldnger haltbar wurden. Nach einem Ver-
kaufspeak 1998 wurden die Pflanzen we-
gen mangelnder Rentabilitit vom Markt
genommen. In England wurde etwa zeit-
gleich Tomatenmark aus gv-Tomaten ein

Abb. 1: Durchmischung genetischer Eigenschaften bei der herkémmlichen Kreuzungsziichtung

19 JEM April 2016



Bericht & Report

Abb. 2: Durchmischung
genetischer Eigenschaften
beim Gentransfer

groBer Erfolg, der gv-Ursprung der Toma-
ten war eindeutig auf dem Etikett angege-
ben. Eine Zulassung nach EU-Rechtsvor-
schriften zur Gentechnik wurde beantragt
und 2002 zuriickgezogen. In den Friichten
von Arctic Granny and Arctic Golden von
Okanagan Specialty Fruits Inc. (Kanada)
wird durch Gen-Silencing die Expression
von Polyphenoloxidasen (PPO) reduziert,
was die Verbrdunung des Fruchtfleisches
verhindert. Im Feber 2015 wurde flr die-
se beiden Sorten der Deregulierungsstatus
erteilt, d.h. sie werden demnéchst auf dem
Markt angeboten. Die weltweite kommer-
zielle Anbauflache von GVP hat sich von
1,7 Millionen Hektar im Jahr 1996 bis 2012
auf tiber 170 Millionen Hektar vergroBert.
Weltweit fand 2014 der Anbau in 28 Lan-
dern durch 18 Millionen Landwirte (davon
mehr als 90% in Entwicklungslandern) auf
181 Millionen Hektar statt (James, 2014).
Die Akzeptanz fir GVP gerade im Le-
bensmittel- und Futtermittel-Bereich ist
in Europa, und besonders in Deutschland
und Osterreich, gering. Seit 2013 werden
in Deutschland keine GV-Pflanzen mehr
angebaut, auch nicht zu Versuchszwe-
cken (Freisetzungsversuche). In Osterreich
wurden Freisetzungen nicht einmal zu For-
schungszwecken zugelassen. Weltweit

sind hunderte verschiedene gentechnisch
verdnderte Pflanzen zugelassen (Stand:
Mdrz 2000). Mit Janner 2016 haben in
der EU 32 gv-Maislinien, 12 gv-Sojaboh-
nenlinie, 4 gv- Rapslinien, 1 gv-Zucker-
ribe sowie 10 gv-Baumwoll-Linien das
Zulassungsverfahren durchlaufen (http://
ec.europa.eu/food/dyna/gm_register/
index_en.cfm). Dabei wird deutlich zwi-
schen der Zulassung zum Import und der
Zulassung zum Anbau unterschieden. Im
Mittelpunkt der weltweiten Anwendung
der Griinen Gentechnik stehen bisher vier
Agrarpflanzen (Anteil GVO 2014): Soja
(>80%), Baumwolle (68%), Mais (30%)
und Raps (25%), die entweder mit Herbi-
zidtoleranz (57 %), Insektenresistenz (15%)
oder beidem (28%) ausgestattet sind. So
wurden 2014 weltweit auf 90,7 von 111
Millionen Hektar (82 %) gv-Sojabohnen
angebaut. In der EU sind sie seit 1996
zum Import und zur Weiterverarbeitung
genehmigt und haben damit tiber Lebens-
und Futtermittel Einzug in die menschliche
Nahrungskette gehalten. Neben diesen
vier Pflanzen werden derzeit nur wenige
gentechnisch verdnderte Pflanzen global
vermarktet. Auf kleinen Flachen werden
in den USA und Kanada gv-Zuckerriiben,
gv-Luzerne und gv-Papaya angebaut, die

vor allem durch &ffentliche Forschung
entwickelt wurden und neben den grofen
~Commodity crops” nur eine sekundére
wirtschaftliche Bedeutung haben. Diese
Konzentration resultiert aus der Tatsache,
dass die Entwicklung von neuen GVP zeit-,
kosten- und wissensintensiv ist. Vor der
Zulassung neuer transgener Sorten missen
jahrelange Versuchsreihen durchgefiihrt
werden, die durchschnittlich ca. 13 Jah-
re von der Entwicklung bis zur Zulassung
und 136 Million Dollar benétigen. Diese
hohen Kosten reduzieren die Innovations-
raten und behindern insbesondere die Ent-
wicklung von gv-,minor crops”. Die hohen
Kosten tragen auch zu einer Konzentration
der Saatgutindustrie bei, da sich &ffentli-
che Forschungseinrichtungen die Summen
nicht leisten kdnnen. 2014 wurden die ers-
ten Pflanzen in Kanada und den USA fir
den Anbau zugelassen, die mit Hilfe neuer
Gentechnik-Methoden, dem sogenannten
“genome editing”, entstanden sind. Sol-
che Pflanzen enthalten keine artfremde
Erbinformation (Transgene). Bei der neu-
en Kartoffel-Sorte entstehen 75 Prozent
weniger Acrylamide beim Frittieren. Die
zweite zugelassene Pflanze ist eine Luzer-
ne, deren Anteil an schwerverdaulichem
Lignin in den Zellwénden vermindert wur-
de, wodurch die neue Sorte als Viehfutter
besser verdaulich wird.

SMART BREEDING

In den letzten 10 Jahren ist eine Reihe
neuer Methoden zur molekularen Ziich-
tung hinzugekommen. So definiert man
die Transformation als Cisgenese, wenn
das Gen oder die regulatorischen Sequen-
zen von einer mit der Empfangerpflanze
nattrlich kreuzbaren Art stammten. Die
genetische Modifikation war auf na-
turliche Gene (inclusive Introns, nativer
Promotoren sowie Terminatorsequenzen)
in sense-Orientierung eingeschrankt.
Pfropfen ist eine klassische Methode in
der Pflanzenzucht vor allem bei Zier- und
Obstgeholzen. In der modernen Pflanzen-
ziichtung wird auf eine gv-Unterlage mit
verbesserten Eigenschaften (z.B. Krank-
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ZEITTAFEL DER PFLANZENZUCHTUNG

Zeitraum I Methoden
;L vor 1900 Auswahl vorhandener Varianten, gezielte Auswahl von Pflanzen

ab 1900

| ab 1950 _LUngerichtete Mutationszlichtung mittels Radioaktivitit (Gamma-S?ahlen)

Pb 1960 7_‘:_Zefl— und Gewebekulturen, Protoplastenfusion |

ab 1978

| Transgenese = Ubertragung einzelner selektierter artfremder Gene

Gezielte Kreuzungen fur genetische Variation, Hybridsorten |

‘ in sense- oder antisense-Orientierung, RNA-Interferenz |

[ab 2010

.

Quelle: modifiziert nach Jany und Kellmann 2015

heitsresistenz, verbesserte Bewurzelung)
ein konventionell geziichtetes Edelreis ge-
pfropft. Prinzipiell sind Pflanzen aus einer
gv- Unterlage und einem herkémmlichen
Edelreis Chimiren, welche als GVP einge-
stuft werden. Da aber das Edelreis nicht
gentechnisch verandert wurde, sind auch
die Nachkommen und Produkte (Samen,
Frichte) nicht gentechnisch verindert.
Gv-Wurzelstéocke wurden bereits bei
verschiedenen Baumarten, etwa bei Ap-
fel, Birne, Orange und Rebe, entwickelt.
Erméglichten die urspriinglichen Me-
thoden einen Gentransfer mit zufélliger
Integration ins Genom, so erlauben die
neuen Genom-Editing Methoden (GE)
einen Gentransfer mit zielgenauen Ver-
dnderungen im Genom. Beim GE werden
bestimmte kurze Abschnitte oder einzelne
Basenpaare im Erbgut von Zellen gezielt
angesteuert und —an Ort und Stelle - op-
timiert. Mit Hilfe dieser Techniken kénnen
also punktgenaue Verinderungen in der
Erbinformation — Buchstabe fiir Buchstabe
-vorgenommen werden, als wire sie ein
Text in einem Schreibprogramm (Abb. 3).
Der wesentliche Unterschied zu den be-
reits zugelassenen GVOs ist, dass die
neuen Zichtungstechniken in der Regel
keine artfremden Gene in die Pflanze
einbringen, sondern Gene, die bereits in
der Pflanze vorhanden sind, verbessern.
Der Ansatz des GE nutzt die Fahigkeit
bestimmter Enzyme, Erbsubstanz an
spezifischen Stellen aufzuschneiden und
anschlieBend punktgenau durch zellei-
gene Reparaturmechanismen instand
zu setzen, jedoch nicht ohne zuvor eine
gezielte Veranderung des Gens vorzuneh-
men. Basis dieser «Cut-and-repair”-Sys-
teme sind sogenannte Nukleasen, etwa
die Meganukleasen, Zinkfingernuklea-
sen, TALEN-Effektoren und der Enzyme
der CRISPR - Cas 9 (Clustered Regularly

rab 2005 | SMART BREEDING Techniken: Cisge
Gene in kreuzbare, verwandte Pflanzen), Intragenese (Ubertragung einzelner
‘ selektierter Gene aus derselben Art), Agroinfiltration, Pfropfung, RNA-abhin-

\ | gige DNA-Methylierung (RIDM), Synthetische Biologie |

| GENOME EDITING Techniken: Oligonukleotid-gesteuerte Mutagenese, Zink-
ﬂngernuklease—Technik (ZFN-1; ZFN-2; ZFN-3), TALENSs, CRISPR-Cas9

nese (Ubertragung einzelner selektierter

s S |

Interspaced Short Palindromic Repeats —
CRISPR ASsociated protein number nine)
Systeme. CRISPR steht fir eine Sequenz
mit sich wiederholenden DNA-Abschnit-
ten in Bakterien, die kurze DNA-Stiicke
von Viren enthalten. Das wird mit Hilfe
der sogenannten , guide RNA“ (=Schnitt-
mustervorlage, die beschreibt, wo genau
im DNA-Faden sie schneiden soll) an seine
Ziel-DNA geleitet und schneidet diese ex-
akt an der vorgegebenen Stelle.

Die CRISPR-CAS-Technologie nutzt
dieses Schneiden zusammen mit der
DNA-Reparaturmaschinerie von Zellen,
um Mutationen gezielt zu erzeugen oder
aber alternative DNA-Fragmente an der
Schnittstelle einzufiigen.

Die durch GE erzeugten Mutationen un-
terscheiden sich nicht von Verianderun-
gen, die in der Natur vorkommen oder
mit Hilfe der klassischen Ziichtung erzeugt
werden. Einziger Unterschied ist, dass die-
se bewusst auf ein Zielgen ausgerichtet
werden. Durch die Sequenzierung der
DNA kann die Verdnderung eines Gens
nachgewiesen werden. Jedoch kann nicht
nachgewiesen werden, durch welche Me-
thode diese Verdnderung entstanden ist.
Bei Weizen, der gegen Mehltau resistent
gemacht wurde, wurden mit der neuen
Methode gleichzeitig drei Gene veran-
dert, was mit klassischen Methoden der
Gentechnik oder Ziichtung nicht moglich
gewesen wdre. Jede einzelne Genverin-
derung ist minimal und hatte in der Natur
auch von selbst auftreten kénnen, statis-
tisch gesehen aber wére es hichst selten,
dass alle drei Mutationen in der Natur
gleichzeitig aufgetreten wiren.

ZULASSUNG UND KENNZEICHNUNG
Es gibt kein weltweit einheitliches Ver-
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fahren fir die Zulassung von GVP zum
Anbau oder zur Verwendung als Lebens-
und Futtermittel. Jedes Land hat seine
eigenen Gesetze dazu. In der EU werden
Lebensmittel mit Gv-Anteil aufgrund des
Herstellungsprozesses als neuartige Le-
bensmittel behandelt (prozessbezogen).
Ein neues Gv-Produkt gilt unabhidngig
von seiner Zusammensetzung zunichst
als riskant, bis ausreichende Tests durch-
geflihrt wurden, um seine Sicherheit zu
gewahrleisten. Lebensmittel mit Gv-Anteil
werden in den USA und in Kanada wie
Lebensmittel chne Gv-Anteil behandelt,
wenn dieselbe Zusammensetzung im
Endprodukt besteht (produktbezogen).
Seit Gber 25 Jahren Forschung gibt es
keine wissenschaftlichen Hinweise dafiir,
dass gentechnisch verinderte Pflanzen
mit héheren Risiken fiir die menschliche
Gesundheit verbunden seien als konven-
tionelle. Diese Auffassung wird weltweit
von fiihrenden Wissenschaft- und Ge-
sundheitsorganisationen vertreten. Ob-
wohl bei keinem der iber 38.000 Freiset-
zungsexperimente, die bislang weltweit
durchgefithrt wurden, ungewdhnliche
Folgeerscheinungen transgener Pflanzen
im Vergleich zu herkémmlichen Pflanzen
beobachtet wurden, und obwohl es bei
keinem Verarbeitungsprodukt zu unvor-
hergesehenen Ereignissen kam, dauert
die Diskussion tber hypothetische Risiken
weiter an. Daher fordern Wissenschaftler
schon ldnger, dass als Entscheidungsbasis
fir oder gegen den Anbau einer neuen
Pflanze diese selbst einer eingehenden
Prafung zu unterwerfen sei, und nicht die
Methode, mit der in ihr Erbgut eingegrif-
fen wurde. Ob nédmlich eine genetische
Anpassung mittels chemischer, physikali-
scher oder biologischer Verfahren erreicht
wurde, ist unerheblich.
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