NEUE VERFAHREN IN DER PFLANZENZUCHTUNG

DIE NEUEN GENSCHEREN:
ZIELGERICHTET UND PRAZISE

Waéhrend bei der klassischen
Mutagenese mit Hilfe von
Réntgen-, UV-, Gamma-
Strahlen oder Chemikalien
zufdllige Mutationen erzeugt
werden, erméglicht es die
zielgerichtete Mutagenese,
Mutationen an definierten
Stellen im Genom zu
erzeugen. Durch einfach
anzuwendende Verfahren wie
der Genschere CRISPR-Cas
und die rasche Umsetzung von
Ziichtungserfolgen gewinnt
die zielgerichtete Mutagenese
zunehmend an Bedeutung.

Margit Laimer

isher wurden die meisten Gen-
funktions-Analysen mittels RNAi
und Transgenese erzielt, die zwar
wirksam, aber nicht zielgerichtet
waren. Seit kurzem werden verschiede-
ne Methoden von Genome-Editing zur
gezielten Veranderungen im Genom von
Mikroorganismen, Pflanzen, Tieren und
auch beim Menschen eingesetzt. Das Ge-
nome-Editing kann mit unterschiedlichen
Techniken durchgefiihrt werden, wobei
immer an vorherbestimmten Stellen ge-
zielt DNS-Strangbrliche entstehen. Diese
MaBnahmen koénnen zu Insertionen, De-
letionen (Indels) oder zum Austausch von
DNS-Sequenzen an spezifischen Orten
fuhren. So kann Genome-Editing zum ge-
zielten Ausschalten (Knock-out) oder Ein-
fuhren eines Gens an einer spezifischen
Stelle (Knock-in), oder zur Korrektur einer
Punktmutation verwendet werden.
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TECHNOLOGIEN IM UBERBLICK
ZFN Genome-Editing. Die kinstlich er-
zeugten Zinkfingernukleasen (ZFN) be-
stehen aus einer Zinkfingerdoméane, die
spezifisch an DNS bindet, und einem Re-
striktionsenzym, welches die DNS schnei-
det. Danach aktiviert die Zelle ihren Re-
paraturmechanismus, der zu kleinen
Veranderungen (Indels) in der Gense-
quenz fithren kann. Daher sind ZFN be-
sonders wirksam, um Genfunktionen
auszuschalten. Die Enzyme fanden aber
keine breite Anwendung, weil sie schwie-
rig herzustellen und sehr teuer sind.

TALEN Genome-Editing. Die ,Transcrip-
tion activator-like effector Nucleasen
(TALEN) bestehen ebenfalls aus einer
DNS-bindenden Domane und einem Res-
triktionsenzym (Fokl). Mittels TALEN kon-
nen an einer bestimmten Stelle im Erbgut
gezielte punktuelle Mutation herbeige-
fuhrt werden, ohne dass in der Pflanze
fremdes Genmaterial enthalten ist.

Meganukleasen. Meganukleasen vom
Typ Homing-Endonukleasen erkennen im
Gegensatz zu Restriktionsenzymen wie
Fokl langere Sequenzen von 20 bis 30 Ba-
senpaaren. Dadurch wird eine Nuklein-
sdure auch bei einzelnen auftretenden
Punktmutationen in der Erkennungsse-
quenz noch geschnitten.

CRISPR. ,Clustered Regularly Interspa-
ced Short Palindromic Repeat” (CRISPR)
wurde urspringlich als prokaryotisches
Abwehrsystem entdeckt. 2012 zeigten Je-
nnifer Doudna und Emmanuelle Charpen-
tier's Forschungsarbeiten, dass man mit
dem CRISPR-Cas-System relativ einfach
punktgenaue Veranderungen der Erbsub-
stanz vornehmen kann.

CRISPR funktioniert ganz anders als die
bisher bekannten Systeme. Mit einer
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.Sonde" (CRISPR) kann man DNS-Bau-
steine punktgenau ansteuern und mit
einer molekularen ,Schere” (Cas9) den
DNS-Doppelstrang dort durchtrennen.
Grundlage daflr ist das Restriktionsen-
zym namens Cas9, das mit Hilfe einer
kurzen ,guide RNA" an seine Ziel-DNS
geleitet wird. Wéhrend der folgenden
Reparatur durch den zelleigenen Repa-
raturmechanismus treten Lesefehler auf,
wodurch Gene ausgeschaltet (Knock-
out), gewlnschte Sequenzen eingefiigt
(Knock-in) oder Modifikationen erzielt
werden kodnnen.

UNTERSCHIEDE ZU

BISHERIGEN METHODEN

Die Einstufung von Talen, ZFN und
CRISPR-Cas zur ziichterischen Verbes-
serung von Nutzpflanzen ist fur die An-
in der

wendbarkeit dieser Methoden
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Pflanzenziichtung von eminenter Bedeu-
tung. Aus wissenschaftlicher Sicht sind mit-
tels Gen-Editing erzeugte Pflanzen nicht
automatisch als GVOs (Genetisch Ver-
anderte Organismen) zu betrachten, vor
allem wenn bei der Behandlung keine zu-
satzlichen DNS-Bausteine eingebaut wer-
den. Dies ware namlich typisch fur GVOs,
wie sie in den RL 90/220/EEC und 82/472/
EEC definiert wurden. Gelingt es aber
z.B. mittels CRISPR-Cas die Mutation als
eine Deletion oder einen Austausch von
Basen zu erzielen, so tragen diese Pflanzen
keine zusétzlichen neuen DNS-Bausteine.

Anforderungen der GVO Richtlinie zu un-
terwerfen. Die schwedischen Behorden
waren der Empfehlung der KVA gefolgt
und hatten die CRISPR-Pflanzen (D&E),
ebenso wie die Bestrahlungsmutante (A)
und die chemisch induzierte Mutante (B)
im Gegensatz zur transgenen Mutan-
te (C) als nicht unter die GVO Gesetz-
gebung fallend beurteilt. Warum sollten
mittels CRISPR-Cas erzeugte Pflanzen,
die eine vergleichbare Mutation tragen
wie sie durch Bestrahlung oder chemi-
sche Mutagenese erzeugt wurde, anders
reguliert werden?

DAS BESONDERE POTENZIAL

DER NEUEN METHODEN

Mit Hilfe dieser neuen zielgerichte-
ten Methoden konnen Punktmutatio-
nen zielgenau eingefligt werden und die
Zlchtung ist weniger vom Zufall abhén-
gig. Die Zlchtung ist heute auf relativ
wenige Arten fokussiert, damit kénnten
nun auch weniger domestizierte Pflanzen
effizient bearbeitet werden. Die mensch-
liche Erndhrung konnte ausgewogener
und variabler gemacht werden; Pflanzen
konnten fir 6kologische Nischen und be-
sondere Umweltbedingungen adaptiert

Universitatsprofessor Ste-
fan Jansson von der Univer-
sitit Umea hat der Konigli-
chen Schwedischen Akademie
der Wissenschaften (KVA)
und den schwedischen Behor-
den anhand von funf Arabi-
dopsis PsbS Mutanten (siehe
Kasten 1: ,A GMO or not a
GMO?") die Frage gestellt,
welche davon einer Einstufung
als GVO unterliegen wirden.
Mutanten A und B sind von
der Europdischen GVO-Richt-
linie nicht betroffen. Mutan-
te Cist, obwohl die T-DNS-Se-
quenzen in Pflanzen wie Tabak
und  SuBkartoffel natdrlich
vorkommen, als GVO einge-
stuft. Mutante D enthélt noch
Fremd-DNS und wird daher als
GVO betrachtet. Mutante E
enthdilt keine Fremd-DNS und
ihr fehlen nur einige Basenpaa-
re im PsbS Gen.

Bedeutet dieses Entfernen ei-
niger Basenpaare eine Neu-
kombination von genetischem
Material? Wahrscheinlich

nicht. Im Vergleich zu Mutan-
ten A und B wére es unlogisch,
Genom-editierte Pflanzen den
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A GMO OR NOT A GMO?

Welche derselben Arabidopsis thaliana PsbS Mutanten,
die mit Hilfe von verschiedenen Methoden (A-E) her-
gestellt wurden, fallen unter die GVO-Gesetze der EU?
Das Protein Photosystem Il Subunit S (PsbS) spielt in der
Photosynthese eine Rolle als Sicherheitsventil”. Pflanzen
ohne dieses Protein zeigen eine reduzierte Fitness und
geringere Samenproduktion. Mutanten, denen das Gen
fehlt oder die ein dysfunktionales Protein produzieren,
wurden mit verschiedenen Methoden erzeugt.

A. Bestrahlungsmutante

Die erste PsbS-Mutante wurde durch Bestrahlung mit
schnellen Neutronen erzeugt. Die dadurch erzeugten Scha-
den (Briiche) in der DNS werden von der zelleigenen Re-
paraturmaschinerie ausgebessert. Wéhrend dieses Repa-
raturvorgangs wurde beispielsweise das ganze PsbS-Gen
entfernt und fehlte daher in der gesamten Pflanze. Auch in
anderen Genen konnten Veranderungen aufgetreten sein.

B. Chemisch induzierte Mutante

Die zweite PsbS-Mutante wurde durch Behandlung mit
Ethylmethansulfonat (EMS) erzeugt. Ein Buchstabe im
PsbS Gen wurde ausgetauscht, was zu einem dysfunktio-
nalen Protein flihrte.

C. Transgene Mutante mittels T-DNS

Die dritte PsbS-Mutante wurde durch T-DNS-Transfer
mithilfe des Bodenbakteriums Agrobacterium tumefaci-
ens erzeugt. Die T-DNS wurde in das pflanzliche PsbS-
Gen eingebaut, was zu einer Unterbrechung und damit
Funktionsverlust des Gens fuihrte.

D. & E. Genom-editierte Mutanten

Die neueste Methode zur Erzeugung von PsbS Mutanten
ist das Genomeditieren durch die CRISPR-Cas-Methode.
Dieses System erzeugte zwei Doppelstrangbriiche an vor-
herbestimmten Stellen im PsbS-Gen. Die DNS-Reparatur-
maschinerie reparierte den Bruch und entfernte ein Stiick
DNS, was zu einem dysfunktionalen PsbS Protein flhrte.
Die intermedidre Mutante (D) enthielt noch Fremd-DNS
zur Produktion des CRISPR-Cas-Komplexes, der zum Dop-
pelstrangbruch fiihrte. Die finale Mutante (E) entstand aus
Mutante D durch Selbstbestaubung, enthielt keine Fremd-
DNS und unterschied sich von der Ausgangspflanze nur
durch eine kleine Deletion im PsbS Gen.

werden und so besser mit ver-
dnderlichen  Klimabedingun-
gen zurechtkommen.

Das wohl augenscheinlichste
Beispiel fiir einen moglichen
unmittelbaren  Vorteil sind
mittels CRISPR-Cas editierte
Nutzpflanzen mit reduziertem
Allergengehalt, z.B. Apfel,
Erdnusse, Pfirsiche, aber auch
Reis, Weizen und Mais. Bei
Biodieselpflanzen konnten
mittels CRISPR-Cas die Olzu-
sammensetzung verandert
und der Toxin- und Allergen-
gehalt verringert werden, um
einerseits verfutterbare Press-
kuchen zu gewinnen und an-
dererseits die Exposition bei
der Bearbeitung zu verringern.

Der wichtigste Vorteil: CRISPR-
Cas ist einfach und giinstig
anzuwenden und daher auch
fiir kleine Firmen zuganglich.
Inzwischen wurden erstaun-
lich viele Weiterentwicklungen
und Verbesserungen, die mog-
liche Schwachpunkte wie etwa
das Off-Target-Spalten verhin-
dern, entwickelt.

AKTUELLE
ANWENDUNGSBEREICHE
Genome-Editing wird bei Kul-
turpflanzen, aber auch bei
Zierpflanzen eingesetzt. Dabei
geht es zum Beispiel um die
Verbesserung der Lebens—
bzw. Futtermittelqualitat, die
Verbesserung der Toleranz
gegen abiotische und bioti-
sche Stressfaktoren, die Modi-
fikation agronomisch relevan-
ter Merkmale, die industrielle
Nutzung und die Erzeugung
herbizidtoleranter Pflanzen.
Uber die Datenbank des Uni-
ted States Department of Ag-
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riculture (USDA) ,,Am | Regulated?" kann
man bei der US Behorde anfragen, ob
neue Pflanzenzlchtungen als GVOs ein-
gestuft werden oder nicht. Genom-edi-
tierte Pflanzen ohne ,artfremdes" Gen-
material werden in der Regel nicht als
GVO eingestuft und kénnen ohne Ge-
nehmigung freigesetzt und vermark-
tet werden. Bis August 2018 wurden 25
Anfragen zu Genom-editierten Pflanzen
(13 Kulturarten) als Nicht-GVO einge-
stuft, etwa Mehltau-resistente Tomaten
und Weizen (CRISPR), Weizen mit niedri-
gem Glutengehalt (CRISPR), besser lager-
fahige Kartoffeln, Raps mit verbesserter
Fettsdurezusammensetzung und Scho-
tenfestigkeit (CRISPR), von Tieren besser
verdaubare Luzerne, Mais mit spezieller
Starkezusammensetzung, Leindotter mit
hoéheren Olgehalt und Champignons, die
nicht verfarben (CRISPR) sowie Soja mit
verindertem Olgehalt (TALEN).

Derzeit werden mehr als 50 Kulturpflan-
zenarten mit den neuen Genome-Edi-
ting-Verfahren beforscht, angefuihrt von
Reis, gefolgt von Mais, Weizen, Soja-
bohnen, Kartoffel und Tomaten, aber
auch Gemdusearten, Obst, Wein und
Zierpflanzen. Bei 80 Prozent der etwa
1200 Publikationen handelt es sich um
Grundlagenforschung.

In einer Studie des Julius Kihn-Instituts,
des deutschen Bundesforschungsinstituts
fur Kulturpflanzen vom September 2018
sind 102 Zuchtungsprojekte angefihrt,
die als ,marktorientiert” oder ,mark-
treif" eingestuft sind. Die meisten stam-
men federfiihrend aus China (541), ge-
folgt von den USA (387), Japan (87) und
Deutschland(81).

In den USA sind 2018 erstmals Ge-
nom-editierte Sojabohnen geerntet wor-
den, die in den letzten funf Jahren von
Calyxt mittels TALEN entwickelt wurden.
Diese Sojabohnen enthalten weniger ge-
sattigte Fettsauren, dafiir deutlich mehr
der gesundheitlich wertvolleren Olséu-
re. Der groRe Vorteil daraus gewonnener
Speisedle und -fette: Bei hohen Tempe-
raturen bilden sich weniger Trans-Fett-
sduren. Im nédchsten Jahr kommen davon
Speisetle oder Musliriegel in den Handel
—vor allem im Segment hochwertiger Pro-
dukte fur gesundheitsbewusste Verbrau-
cher. Auch bei Weizen, Kartoffeln, Raps
und Alfalfa (Luzerne) hat Calyxt das TA-
LEN-Verfahren angewandt. Konzerne wie
DuPont, Pioneer und Syngenta, aber auch
mehrere kleine Technologieunternehmen
(Arcadia) oder Startups (Yield10, Bios-
cience) arbeiten an Markteinfiihrungen.
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Reparatur eines DNA-Doppelstrangbruchs. Der iber Cas9 eingefiihrte Doppelstrang muss in der
Zelle moglichst schnell repariert werden. Dies passiert entweder tber eine Verkntipfung der Enden
(non-homologous end-joining, NHEJ) oder tiber homologe Rekombination (homology-directed repair,
HDR). Im ersten Fall wird meist die genetische Information an der Stelle durch Deletionen oder Inserti-
onen einzelner Nukleotide zerstort. Im zweiten Fall kann eine neue Gensequenz den Fehler reparieren.

ENTSCHEIDUNG DES
EUROPAISCHEN GERICHTSHOFS
Experten aus verschiedenen Léandern
haben vorgeschlagen, dass Gen-editier-
te Pflanzen, sofern sie keine Fremd-DNS
enthalten, Pflanzen aus konventionel-
ler Zuichtung gleichzustellen sind. Zurzeit
ist es in der EU allerdings noch unklar, ob
Gen-editierte Organismen als GVOs ein-
zustufen und somit die fir GVO gelten
Richtlinien anzuwenden sind.

Fur Aufsehen sorgte daher die Entschei-
dung des Europdischen Gerichtshofs vom
25. 7. 2018, dessen Beantwortung einer
franzosischen Anfrage weder der Meinung
des Generalstaatsanwalts vom Janner
2018 noch der Schwedischen Behorden
und der KVA entsprach. Der Européische
Gerichtshof urteilte, dass Mutationen im
Pflanzengenom, die mit neuen Ztichtungs-
techniken wie CRISPR-Cas erzeugt wer-
den, als Gentechnik einzustufen sind. Dazu
werden aber voraussichtlich noch weitere
Klarungen der gesetzlichen Auslegung die-
ses Bescheides erforderlich sein. Der Ent-
scheid des EUGH ist auch hinsichtlich der
Definition der Ausnahme der bestrahlten
Mutanten schwer nachvollziehbar, denn er
betrachtet diese zwar als GVOs, nimmt sie
aber von der Regulierung aus. Ansonsten
wirden viele im Biolandbau verwendete
Sorten stark unter Druck geraten.

Die aktuelle Diskussion bringt daher eher
zum Ausdruck, dass sich die EU ehrlicher-
weise zu einer produktorientierten Be-
wertung der Gen-editierten Pflanzen im
Gegensatz zum bisher praktizierten me-
thodenorientierten  Bewertungsansatz

hinbewegen bzw. weiterentwickeln sollte.
Tatséchlich bietet eine produktorientierte
Bewertung, wie sie z.B. in den USA, aber
noch viel mehr in Kanada fir alle Neu-
zlichtungen gilt, fur die Konsumentinnen
eine dquivalente Sicherheit, denn die End-
produkte muissen sorgfaltig geprift wer-
den, bevor sie auf den Markt gelangen.

MOGLICHE KONSEQUENZEN
Neben den USA und Kanada wollen viele
groBe Agrarproduzenten auferhalb der
EU, etwa Argentinien, Brasilien, Kolumbi-
en, Chile, Israel und Australien in jedem
Einzelfall Uber neue Genom-editierte
Pflanzen entscheiden. Wenn keine frem-
de DNS neu eingefuihrt wurde, dann fal-
len sie in der Regel nicht unter die Be-
stimmungen fir GVOs und dirfen ohne
weitere Auflagen angebaut werden. In et-
lichen weiteren Landern laufen Diskussio-
nen zur rechtlichen Einordnung.

Dies wird unweigerlich Konsequenzen fiir
Handelsbeziehungen mit sich bringen. Je
mehr Genom-editierte Pflanzen in Landern
aulerhalb der EU auf die Felder kommen,
umso groRer werden die Herausforderun-
gen. In Zukunft wird es kaum zu verhin-
dern sein, dass Genom-editierte Pflanzen
in Importen von ausldndischen Agrarpro-
dukten unerkannt nach Europa gelangen.

Univ.-Prof. Dr. Margit Laimer,
Universitat fur Bodenkultur Wien,
Department Biotechnologie,
Abteilung fur Pflanzenbiotechnologie,
Muthgasse 18, 1190 Wien,
margit.laimer@boku.ac.at
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