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Ziichtung von Nutzpflanzen

Durch die Anwendung der Mechanismen
der Evolution hat der Mensch seit etwa
12.000 Jahren Nutzpflanzen mit vorteil-
haften Eigenschaften aus Wildpflanzen
geziichtet. Das Einkorn, eine Getreide-
pflanze, ist ein frithes Beispiel dafiir, wie
der Mensch Mutation und Selektion nutzt:
Gelegentlich treten Mutanten des wilden
Einkorns Triticum urartu auf, deren Ahren-
spindeln nicht aufbrechen. In der Natur
ist die Wahrscheinlichkeit gering, dass
sich ihre Samen ausbreiten und ihr Erbgut
weitergegeben wird. Fiir die ersten Bauern
war diese Eigenschaft jedoch sehr vorteil-
haft, da die reifen Kérner bis zur Ernte an
den Halmen blieben. Daher wahlten sie
diese Mutanten zur Kultivierung aus und
tiber viele Pflanzengenerationen entstand
eine domestizierte Getreidepflanze mit
stabilen Ahrenspindeln, und spéter sogar
erhdhter Kornerzahl und Korngrofie — das
heutige Einkorn, Triticum monoccocum.

Neben Ertragssteigerungen geht es der
heutigen Pflanzenziichtung auch darum,
Pflanzen gegen Krankheiten und Schad-
linge zu schiitzen und sie gegen den
Stress durch Trockenheit und die Versal-
zung von Wasser und Boden zu starken.
Auch die Erzeugung von Nutzpflanzen, die
Ausgangsstoffe fiir chemische Produkte
wie Feinchemikalien, Ole oder Kunststoffe
liefern, steht auf dem Programm der mo-
dernen Pflanzenziichtung.

Die Ziichtung einer Nutzpflanze erstreckt
sich oft iiber viele Jahrzehnte. Mit zuneh-
mendem Wissen iiber die Mechanismen
der Vererbung von Merkmalen haben sich
Ziichtungsziele in immer kiirzeren Zeiten
erreichen lassen — wenn auch die genau-
en Funktionen der zwischen 20.000 und
60.000 Gene einer Pflanze bis heute nur
zu einem Teil bekannt sind.

Seit Beginn des 20. Jahrhunderts, insbe-
sondere in den letzten Jahrzehnten, ent-
standen neue Methoden, um das Wech-
selspiel von Mutation und ziichterischer
Selektion zu beschleunigen und zielge-
nauer zu machen. Die wichtigsten stellen
wir hier kurz vor.

Kreuzungsziichtung
(Kombinationsziichtung)

Eine Kulturpflanze ist mit einer verwand-
ten Wildpflanze ,,kreuzbar®, wenn aus der
Befruchtung lebensfahige Nachkommen
entstehen. Fiir die Pflanzenziichtung soll-
ten diese auch vermehrungsfahig (fertil)
sein. Durch Kreuzung lasst sich die natiir-
liche genetische Vielfalt nutzen, indem er-
wiinschte Eigenschaften der Wildpflanze
tiber die dafiir verantwortlichen Gene in
die Kulturpflanze tibertragen werden.

Das ist allerdings nicht ganz einfach. Denn
durch das Kreuzen vermischen sich die

Gene beider Eltern zuféllig, wobei giinsti-
ge Eigenschaften der Kulturpflanze verlo-
ren gehen und nachteilige Eigenschaften
der Wildpflanze auftreten kénnen. Um die
positiven Eigenschaften der Kulturpflan-
ze zu bewahren bzw. wiederherzustellen,
ohne die gewiinschten Wildpflanzen-Gene
zu verlieren, muss man die neuen Ziich-
tungen immer wieder mit der Ausgangs-
Kulturpflanze kreuzen und die Eigenschaf-
ten der Tochterpflanzen untersuchen.
Diese Riickkreuzungen {iber zahlreiche
Generationen hinweg machten die tradi-
tionelle Pflanzenziichtung zu einem lang-
wierigen und teuren Geschiaft.
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In den letzten Jahrzehnten haben moder-
ne molekularbiologische Methoden, ins-
besondere die DNA-Sequenzierung, den
Selektionsschritt stark verkiirzt und die
Pflanzenziichtung beschleunigt. Mit ihrer
Hilfe lassen sich Gene und Gen-Kombina-
tionen, der sogenannte Genotyp, bereits
in Zellkulturen und Keimlingen untersu-
chen und daraus vorhersagen, welche Ei-
genschaften die ausgewachsene Pflanze
wahrscheinlich haben wird. Man muss
also nicht auf die Auspragung von Eigen-
schaften, den sogenannten Phanotyp, der
ausgewachsenen Pflanzen warten. Diese
als SMART-Breeding zusammengefassten
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Kreuzungsziichtung: Die Gene von Wild- und Kulturpflanze werden
Wildpflanze durchmischt. Unerwiinschte Gene miissen durch Riickkreuzungen
(RK) ausgetauscht werden.
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Verfahren sind nicht nur schneller, son-
dern oft auch genauer als die traditionelle
Phanotyp-Selektion.

Mit groflen Ertragssteigerungen sind Hy-
bridpflanzen verbunden, denen die soge-
nannte ‘Griine Revolution’ der 1950er und
60er Jahre wesentlich zu verdanken war.
Sie erhdlt man durch Kreuzungen von
reinerbigen oder homozygoten Inzucht-
Linien. Wie Tiere und Menschen verfiigen
Pflanzen {iber einen doppelten Satz von
Chromosomen und der darauf befindli-
chen Gene (der bei einigen Pflanzen um
den Faktor 2 bis 6 vervielfacht vorlie-
gen kann). Homozygot bedeutet, dass
die Gene der Genpaare gleich sind. Die
gemeinsamen Nachkommen der ersten
Generation (F1) tragen mit hoher Wahr-
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Hybridziichtung: Reinerbige Eltern (P) tragen paarweise dominante (groe Kreise) oder rezessive

scheinlichkeit die dominanten Versionen
vorteilhafter Gene im Erbgut. Der daraus
resultierende Heterosis-Effekt kann in
manchen Fallen, wie beim Mais, bis zur
Verdopplung der Ertrage fiihren. Da diese
Effekte gemafl den Mendel’schen Regeln
bereits in der zweiten Generation (F2) wie-
der verschwinden, weil eine Aufspaltung
des Genotyps stattfindet, muss Hybrid-
Saatgut immer nachproduziert werden.

Mutationsziichtung

Eine groflere genetische Vielfalt lasst
sich auch durch kiinstlich erhhte Muta-
tionsraten erreichen. Erbgutverandernde,
mutagene Chemikalien und energierei-
che UV-, Réntgen- und Gammastrahlung

(kleine Kreise) Versionen ihrer Gene. Die erste Generation F1 erhalt im Idealfall jeweils mindes-
tens eine dominate Version der elterlichen Gene, die in der Folgegeneration (F2) wieder verloren

gehen kénnen (b und c).

werden eingesetzt, um Mutationen zu
erzeugen, aus denen neue Varianten von
Nutzpflanzen hervorgehen. Einige der
heutigen Hartweizensorten fiir die Pasta-
herstellung wurden mit Hilfe von radioak-
tiver Strahlung erzeugt.

Die Mutationsziichtung ist ein zufalliger
ungerichteter Prozess, der das Erbgut der
Pflanze durcheinander wiirfeln kann. Von
Zigtausenden von Punktmutationen, die
jeweils nur ein Basenpaar der DNA betref-
fen, bis zu multiplen Strangbriichen, bei
denen Chromosomen in Bruchstiicke zer-
teilt und neu arrangiert werden, reicht das
Spektrum der Veranderungen am Erbgut.
Dabei werden Gene verandert, zerstort
und ausgeschaltet.
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Oder es werden Genschalter umgelegt
und Gene aktiviert, die zuvor blockiert wa-
ren. Je nach Ausmaf gelingt es der Pflanze
zu {iberleben und die genetischen Verdn-
derungen und neuen Eigenschaften an
ihre Nachkommen weiterzugeben.

Wie bei der Kreuzungsziichtung muss
man die sehr seltenen vorteilhaften Vari-
anten aufwandig herausselektieren. Dabei
erweisen sich die erwdhnten neuen mole-
kularbiologischen Analysemethoden als
sehr niitzlich und zeitsparend. Hilfreich
ist das ‘Tilling’ (englisch fiir Targeting
Induced Local Lesions In Genomes). Die
Methode verkniipft die Erzeugung un-
gerichteter Punktmutationen mit einem
DNA-Analyse-Verfahren fiir Mutationen
nur in einem bestimmten Gen, das man
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% Mutationsziichtung: Mutierte Gene (rote Kreise) tauchen an
allen Stellen des Genoms auf. Unerwiinschte mutierte Gene

miissen durch Riickkreuzungen (RK) ausgetauscht werden.

mit gewlinschten
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z.B. ‘ausschalten’ mochte. Wie im Fall der
Kreuzungsziichtung verlieren die Pflanzen
auch bei Mutationsziichtungen niitzliche
Eigenschaften, die tiber Jahre mit Hoch-
leistungssorten zuriickgekreuzt werden
mussen.

Im Erbgut der ausgewahlten Pflanzen
bleiben unzahlige zufallige Mutationen,
die im Einzelnen nicht bekannt sind. Des-
halb muss man darauf achten, dass keine
schadlichen Effekte {ibersehen werden.
Das konnten giftige Substanzen (Toxine)
sein, deren Produktion in den Kulturpflan-
zen zuvor genetisch blockiert war und nun
z.B. durch Umgruppierung von chromoso-
malen Abschnitten wieder moglich ist.

Kulturpflanze
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Gentransfer

Gentechnik

Die Gentechnik machte es ab Mitte der
1970er Jahre moglich, einzelne Gene, auch
aus genetisch weit entfernten Organis-
men, in Zellen zu iibertragen. Transgene
Bakterien, Hefen und Saugerzellen haben
seitdem die Medizin und Biotechnologie
revolutioniert.

Anfang der 1980er Jahre gelang es dann
auch, die von robusten Zellulosewanden
umgebenen Pflanzenzellen gentechnisch
zu verandern und daraus ganze Pflanzen
zu ziehen (regenerieren). Es gibt heute
verschiedene Verfahren, um Gene in Pflan-
zenzellen einzuschleusen. Ein Verfahren
nutzt das Bodenbakterium Rhizobium ra-
diobacter (alterer Name: Agrobacterium

Gentechnik: Einzelne Gene werden gezielt durch geeignete Genfdhren, z.B. ein Plasmid (blau), in
die Pflanzenzelle iibertragen und in das Genom eingefiigt.

tumefaciens), das ein spezielles Plasmid
(Ti-Plasmid) in das pflanzliche Genom in-
tegriert.

Man kann nun bestimmte Abschnitte des
Ti-Plasmids durch DNA-Sequenzen erset-
zen und es so als Genfahre verwenden.
Alternativ entfernt man enzymatisch die
Zellulosehiillen der Pflanzenzellen und
transformiert die verbleibenden Proto-
blasten mit Verfahren, die auch fiir tieri-
sche oder Bakterienzellen {iblich sind. Mit
der,,Schrotschuss-Methode* schie3t man
DNA-Molekiile, die auf winzigen Metallp-
artikeln aufgebracht sind, mit Geschwin-
digkeiten von mehr als 1.300 m/s in die
Zellen hinein.

Weil prinzipiell keine Beschrankungen
fiir die Herkunft des {ibertragenen gene-
tischen Materials bestehen, bedeutet die
Gentechnik fiir die Pflanzenziichtung eine
enorme Erweiterung der Optionen. Sie ist
bislang vielfach die einzige Mdglichkeit,
gezielt Resistenzen in Kulturpflanzen hin-
einzubringen. Gene aus Bakterien, Pilzen
und nicht-verwandten Pflanzen wurden in
Nutzpflanzen {ibertragen, um sie gegen
Insektenbefall und Krankheiten zu schiit-
zen. Gentechnisch eingefiihrte Herbizid-
Resistenzen haben es mdglich gemacht,
konkurrierende ,,Unkraut“-Pflanzen mit
Totalherbiziden zu bekdmpfen, ohne die
Nutzpflanzen abzutéten. Groflere Toleranz
gegeniiber Trockenheit oder Salzkonzent-
rationen sind aktuelle Ziichtungsziele, die
weltweit hohe Prioritat haben und wahr-
scheinlich nur mit gentechnischen Metho-
den und Genom-Editierung erreichbar sein

werden. Auch wenn der Zufall eine gerin-
gere Rolle spielt als bei den traditionellen
Ziichtungsverfahren und der Zeitbedarf
fuir Riickkreuzungen entfillt, ist der Auf-
wand groB, bis eine gentechnische Veran-
derung die gewiinschten Effekte zeigt. Um
in der Empfangerpflanze zu funktionieren,
missen in der Regel weitere genetische
Elemente wie Promotoren zusammen mit
dem Ziel-Gen eingeschleust werden. Es
bedarf oft vieler Transformationsexperi-
mente und genetischer Konstrukte, um
eine Pflanze mit den gewiinschten Eigen-
schaften zu erhalten.

Beschrankt man sich beim Transfer auf
Gene von Arten, die mit der Zielpflanze
verwandt sind, erhdlt man sogenannte
cisgene Pflanzen. Sie hdtten auch durch
natiirliche Kreuzung entstehen kénnen,
wobei aber immer langwierige Riickkreu-
zungen notig gewesen waren, um uner-
wiinschte Gene zu entfernen (s.0.). Durch
den Transfer relevanter Gene aus Wildkar-
toffeln in traditionelle Kartoffelsorten er-
hielt man bereits gegen Kraut- und Knol-
lenfaule resistente Speisekartoffeln. Die
zunachst hergestellten Sorten waren aber
keine rein cisgenen Kartoffeln, da sie we-
gen des benutzten Ti-Plasmids noch DNA
aus Rhizobium radiobacter enthielten.

Um aus behandelten Zellkulturen trans-
formierte Zellen auszuwahlen, bendétigt
man Marker. Als Marker dienten u.a.
Antibiotika-Resistenzgene, die nur die
transformierten Zellen nach Zugabe des
jeweiligen Antibiotikums {iberleben las-
sen. Das fiihrte zu der Befiirchtung, dass



10

DECHEMA-FAKTENPAPIER — ZUCHTUNG VON NUTZPFLANZEN

die Resistenzen im Freilandanbau auf
pathogene Bakterien iibertragen werden
konnen, wodurch diese resistent gegen
das Antibiotikum wiirden. Neuere Ansatze
nutzen deshalb Resistenzen gegen pflan-
zenspezifische Toxine oder die Verstoff-
wechslung von bestimmten Substanzen,
die nur von entsprechend transformierten
Pflanzenzellen verwertbar sind. Dariiber
hinaus kann man heute Markergene u.a.
mittels Genom-Editierung auch prazise
»ausschalten®.

Kulturpflanze

Genom-Editierung

Gezielte Veranderungen an definierten
Stellen eines Genoms bezeichnet man als
Genom-Editierung (Genome Editing). Die
Genom-Editierung kann als Variante der
Mutationsziichtung betrachtet werden
— mit dem Unterschied, dass die Mutati-
onen genau an den gewiinschten Orten
erzeugt werden und die Notwendigkeit
von Riickkreuzungen entfallt. Dazu wer-
den mit unterschiedlichen Methoden so-
genannte Endonukleasen in die Zellen
eingebracht. Diese Enzyme erkennen je-
weils spezifische Sequenzen der Ziel-DNA

Genom-Editierung: Mit Endonukleasen oder CRISPR/Casg kdnnen im Genom gezielt Mutationen
und homologe Genaustausche vorgenommen werden.

und durchtrennen dort den Doppelstrang.
Ublicherweise iibertragt man die Erbin-
formation fiir die Enzyme in die Pflan-
zenzellen, die die Endonukleasen dann
produzieren. Wahrend die Veranderung
im Pflanzen-Genom bleibt, geht die frem-
de Endonukleasen-DNA meistens mit der
Genfdhre wieder verloren. Man verwendet
Zinkfingernukleasen (ZFN), Transcription
Activator-like Effector Nucleases (TALENS)
oder das CRISPR/Cas9-System.

Wegen seiner einfachen Anwendung hat
das CRISPR/Casg-System besondere Be-
deutung erlangt, denn man muss nicht

Nukleotidaustausch oder -entfernung durch
non-homologous end joining, NHEJ

fiir Zielsequenzen jeweils aufwandig DNA-
bindende Proteindoménen erzeugen (,,en-
gineeren®). Stattdessen lenkt eine spezi-
fische Fiihrungs-RNA die DNA-spaltende
Casg9-Endonuklease zur Zielsequenz. Der
dann durch die Nuklease erzeugte Dop-
pelstrangbruch wird von der Zelle erkannt
und repariert (non-homologous end joi-
ning, NHEJ). Bei der Reparatur unterlau-
fen meistens Fehler, so dass an der repa-
rierten Stelle eine Mutation auftritt, also
DNA-Bausteine verloren gehen oder aus-
getauscht werden. Dieser Mechanismus
wirkt auch bei jeder zufélligen natiirlichen
Mutation (s.0.). Da man Fiihrungs-RNAs

CRISPR-Cas9

Die sgRNA (orange) dirigiert Cas9

hervorgehoben) muss auch
vorhanden sein, damit das Enzym
die DNA durchtrennt.

durch homologe HEl il |
Rekombination (homology

directed repair) w

zur Zielsequenz (etwas dunkler) auf
der DNA. Eine kurze PAM-Sequenz

sgRNA ¢ Y
(tiefblau, nachfolgend nicht mehr
Cas9 schneidet den DI\N
Doppelstrag

Homologe DNA mit
Fremd-DNA (rot)

L T - | T I B |
o
Einschub von Fremd'm

1



12

DECHEMA-FAKTENPAPIER — ZUCHTUNG VON NUTZPFLANZEN

mit beliebigen Erkennungssequenzen,
sogenannte single guide RNAs (sgRNA),
synthetisieren bzw. von der Zelle synthe-
tisieren lassen kann, ermoglicht CRISPR/
Casg die gezielte Mutation an praktisch
jeder Stelle der genomischen DNA. Und
nicht nur Mutationen! Man kann das CRIS-
PR/Cas-System auch modifizieren. Zum
Beispiel, indem man nicht-funktionales
Casg (dead Casg, dCasg) mit einem Enzym
wie der Deaminase zu einem Fusionspro-
tein zusammenfiigt. Der DNA-Strang wird
nun nicht mehr zerschnitten, sondern
stattdessen werden an der Andockstelle
bestimmte DNA-Basen von der Deamina-
se chemisch verandert und damit ohne
Beteiligung des zelluldren Reparaturme-
chanismus prazise mutiert (Base Editing).
Durch Fusion des dCasg-Proteins mit Tran-
skriptionsaktivatorproteinen ist es auch
moglich, gezielt Gene zu aktivieren und
die Transkriptionsraten zu erhéhen.

Der zelleigene Reparaturmechanismus bei
der Genom-Editierung lasst sich aufler-
dem auch gentechnisch nutzen: Gibt man
DNA-Strange hinzu, die die Sequenz der
Spaltungsstelle enthalten, kdnnen sie als
Matrize fiir den Reparaturprozess dienen
und in die Genom-DNA eingefiigt werden
(homology-directed repair).

Als Ergebnis dieser homologen Rekombi-
nation befindet sich die hinzugefiigte DNA,
z.B. eine Gensequenz, an der definierten
Stelle (gene replacement). Mit bestimm-
ten Verfahren lassen sich Komplexe aus
Casg-Protein und Fiihrungs-RNA direkt in
Zellen transferieren, ohne dass fremde

DNA von Plasmiden oder viralen Vektoren
eine Rolle spielt. Die genetischen Verdn-
derungen bleiben dann ohne Spuren des
»Verursachers® in den Zelllinien.

RNA-Interferenz (RNAIi)

Wie andere hohere Zellen konnen auch
Pflanzenzellen RNA-Viren durch die soge-
nannte RNA-Interferenz (RNAi) bekamp-
fen, wobei die virale RNA gezielt zerstort
wird.

RNAi ist ein komplizierter mehrphasiger
und immer noch nicht ganz verstandener
Prozess. Die zentrale Rolle spielen kurze
doppelstrangige RNA-Fragmente, die man
als small interfering RNAs (siRNAs) be-
zeichnet. Sie stammen aus der Spaltung
von RNA-Doppelstrangen (dsRNA), wie
sie bei der Vermehrung von Viren auftre-
ten. Zusammen mit speziellen Nukleasen
bilden siRNAs jeweils einen RNA induced
silencing complex (R1SC), den sie zur kom-
plementaren Sequenz auf der Ziel-RNA di-
rigieren, um diese dort zu spalten.

Dieser Abwehrmechanismus lasst sich
biotechnisch nutzen, um Gene gezielt still-
zulegen oder ihre Aktivitaten zu dampfen
(gene silencing), indem die zu einem Gen
gehorige mRNA zerschnitten und abge-
baut wird.

In der Praxis muss man zunachst doppel-
strangige RNA erzeugen, die mdglichst
die ganze Sequenz des Zielgens umfasst.
Dazu bringt man ein kiinstliches Gen in die

Zelle ein, das die zur mRNA des Zielgens
komplementare antisense-RNA bildet.
Daraus entsteht der RNA-Doppelstrang
(dsRNA), aus dem dann die RIS-Komplexe
hervorgehen. Anders als Mutationen oder
das Genome editing verandert RNAI nicht
die Gene, sondern verhindert tiber den Ab-
bau der mRNA-Botenmolekiile ihre Uber-
setzung in Genprodukte. Die notwendigen
antisense-Genkonstrukte miissen jedoch
meistens gentechnisch eingefiigt werden.

Mit Hilfe von RNAi sind schon einige Nutz-
pflanzen erzeugt worden, u.a. Pflanzen,
die gegen bestimmte Viren resistent sind.

Auch Nahrungsmittelpflanzen, die von
Konsumenten oft gewiinschte Eigenschaf-
ten aufweisen, wie die ausbleibende Brau-
nung des Fruchtgewebes nach Schnitten,
entstanden auf diesem Weg. Mit der An-
tisense-Technik hat man bereits vor Jahr-
zehnten unwissentlich die Mechanismen
der RNAi genutzt, z.B. um in der FlavrSavr-
Tomate das Polygalacturonase-Gen aus-
zuschalten, das fiir den enzymatischen
Abbau des Fruchtgewebes verantwortlich
ist.
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Ein Vergleich

Die klassische Kreuzungsziichtung und
die Mutationsziichtung bleiben auf den
Genpool kreuzbarer Arten begrenzt. Damit
ist die Einfiihrung von neuen Eigenschaf-
ten stark eingeschrankt. Die Notwendig-
keit von Riickkreuzungen verursacht ei-
nen hohen Zeitbedarf, der in den letzten
Jahren durch Smart Breeding-Methoden
verkiirzt werden konnte.

Die Gentechnik und das gene replacement
durch Genom-Editierung erlauben es, die
genetische Diversitat auch weit tiber Art-
grenzen hinweg fiir die Pflanzenziichtung
zu nutzen und ganz neue Eigenschaften in
Nutzpflanzen zu {ibertragen. Gentechnik
und Genom-Editierung unterscheiden sich
von den herkdmmlichen Ziichtungsver-
fahren durch ihre Prézision. Im Vergleich
zu den zahllosen zufdlligen genetischen
Veranderungen bei Kreuzungs- und Mu-
tationsziichtungen betreffen die Verande-
rungen durch Genom-Editierung und Gen-
technik nur einzelne Gene, die man zudem
genau kennt. Die Prazision ist also um Gro-
Benordnungen hoher. Aber ganz lasst sich
der Zufall auch hier nicht ausschliefen:
Beim Genome Editing kénnen aufierhalb
der Zielsequenzen unbeabsichtigte Muta-
tionen (off-target modifications) auftreten
und auch bei den gentechnischen Verfah-
ren lassen sich die Positionen und Kopien-
zahlen von eingefiigten Genkonstrukten
nicht exakt kontrollieren.

Uber Genom-Editierung erhaltene Ziich-
tungen sind analytisch von klassischen
Ziichtungen nicht unterscheidbar. Das
gilt auch fiir cis-genetische Gentechnik-
pflanzen, deren aus den Genfahren stam-
mende Fremd-DNA iiber Genom-Editierung
entfernt wurde.

Prinzipiell konnen alle Pflanzenziich-
tungsverfahren unerwartete negative
Effekte haben. In den 1960er und 1990er
Jahren entstanden bei der Kreuzung von
Kartoffelpflanzen zwei Sorten, die wieder
den fiir Wildkartoffeln typischen hohen
Gehalt an toxischen Alkaloiden aufwiesen
und daher vom Markt genommen werden
mussten. Die Blatter einer neuen Selle-
riezlichtung enthielten hohe Mengen der
giftigen Substanz Furanocoumarin und
verursachten bei Feldarbeitern schwere
Hautauschlage. Heute ist es deshalb iib-
lich, alle neuen Sorten vor der Marktein-
fiilhrung griindlich auf negative Effekte zu
tiberpriifen.

Rechtliche Aspekte

Fiir den gewerblichen Vertrieb von Saat-
gut muss eine Sortenzulassung durch
das Bundessortenamt vorliegen. Das gilt
fiir alle Neuziichtungen, unabhdngig von
den benutzten Verfahren. Voraussetzun-
gen der Sortenzulassung sind die Unter-
scheidbarkeit von anderen Sorten und die
Homogenitat und Bestdndigkeit tiber Ge-
nerationen, die durch Anbau im Freiland
oder im Gewachshaus gepriift werden.

Durch  Kreuzungsziichtung erhaltene
Nutzpflanzen unterliegen, von der Sorten-
zulassung abgesehen, keinen besonderen
gesetzlichen Zulassungs- und Kennzeich-
nungsvorschriften. Diese Befreiung gilt
auch fiir klassische Mutationsziichtungen
trotz der zahlreichen, zufélligen und {iber-
wiegend unbekannten Veranderungen des
Erbguts.

Hingegen sind nach dem Urteil des Eu-
ropaischen Gerichtshofs (EuGH) vom Juli
2018 Mutationsziichtungen, die mittels
praziser Genome Editing-Verfahren er-
zeugt wurden, zulassungspflichtig. Wie
bei gentechnisch verdanderten Pflanzen
(GV-Pflanzen) vorgeschrieben, muss auch
ihre Sicherheit in umfangreichen Unter-
suchungen und Fiitterungsstudien nach-
gewiesen werden. Fiir Lebensmittel aus
gentechnisch veranderten oder durch Ge-
nom-Editierung erzeugten Pflanzen gilt in
der EU eine Kennzeichnungspflicht.

Seit 2008 diirfen gentechnich veranderte
Pflanzen, die Antibiotikaresistenz-Marker-
gene enthalten, in der EU nicht mehr zuge-
lassen werden.

In Kanada gilt, unabhdngig vom Ziich-
tungsverfahren, das Prinzip der Produkt-
sicherheit. Dort miissen Pflanzensorten
mit neuartigen Eigenschaften (,,Plant with
Novel Traits*) einen aufwandigen Zulas-
sungsprozess durchlaufen.
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Produkte fiir Endkonsumenten

Base s.u. Nukleosid, Nukleotid, (Nukleo-)Base

fiir die Verarbeitung, z.B. die Steuerung
der Bliite oder die Reduktion des Ligno-
celluloseanteils. In letzter Zeit wurden
auch Nahrungsmittelpflanzen und Pilze
geziichtet, die von Verbrauchern oftmals Casg
gewiinschte Eigenschaften haben. Nach-

Die Hauptaktivitaten der Pflanzenziich-
tung richten sich auf agronomische Eigen-
schaften und Produktivitatssteigerungen.
Im Fokus stehen Resistenzen gegen Stress

bp Basenpaar(e)

Cas 9 ist eine der verschiedenen crispr-associated Proteine und als Endonuk-
lease fiir die Spaltung der Ziel-DNA verantwortlich.

16

durch Schadlinge, Krankheiten und Um-

weltfaktoren, aber auch Verbesserungen

nicht-braunender Apfel
(Gvo)

geringere Aktivitat der Polyphenolo-
xidasen (PPO) durch RNAI

folgend eine Auswahl:

Okanagan Specialty
Fruits

Kartoffeln, die beim
Frittieren weniger
Acrylamid produzieren
(cisgen)

RNA-Interferenz (RNAI) zur Aus-
schaltung des Asparaginsyntheta-
se-1 Gens (Asn1)

J.R. Simplot Co

Soja-Burger

produziert Hdm-gebundenes Soja-
Leghdmoglobin

Sojadl mit Olsauregehalt
von ~80% statt 18%

Gene-Knockout der Desaturase-
Gene FAD2-1A and FAD2-1B in Soja

Calyxt

Omega-3-Fettsaureanteil

Sojadl mit Olsauregehalt
von ~75%

Gene-Knockout der Omega-6-
Desaturase mit CRISPR/Cas9

Corteva Agriscience

Chromosomen

Chromosomen sind langkettige DNA-Molekiile, auf denen die fiir die Verer-
bung von Eigenschaften notwendigen Erbinformationen gespeichert sind. Bei
pflanzlichen und tierischen Zellen befinden sie sich im Zellkern.

CRISPR/Cas9

CRISPR steht fiir Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats.
Sie sind Teil eines bakteriellen Abwehrsystems gegen Viren (Phagen), das
kurze Sequenzen aus dem viralen Erbgut als Vorlagen (,,Fahndungsplakate*)
abspeichert. Sie sind im bakteriellen Genom als sogenannte spacers zwi-
schen palindromischen (s. Glossar) Abschnitten eingefiigt und bilden einen
langeren zusammenhangenden Bereich (cluster), in dem sich spacers und
Palindromsequenzen abwechseln. Die spacers werden im Verteidigungsfall
genutzt, um daraus die spezifische Fiihrungs-RNA fiir den Komplex mit der
Casg-Nuklease zu bilden, welche die virale DNA nach zielgenauer Anheftung
des Komplexes sequenzspezifisch spaltet. Man kann CRISPR/Casg als bakte-
rielles ,,Immunsystem“ auffassen.

i . . i cisgen Cisgene Pflanzen sind gentechnisch veranderte Pflanzen, die nur arteigenes
nlcht-braungnde RNA-Interferenz (RNAI) zur Aus- J.R. Simplot Co Erbmaterial enthalten. Gegenteil: transgen
Kartoffeln (cisgen) schaltung des PPO5-Gens. ) S
Deaminasen Enzyme, die Aminogruppen aus Molekiilen entfernen.
nicht-b!"aunende Ausschaltung der Polyphenoloxida-  Universitat . DNA Deoxyribonucleic acid (Deoxyribonukleinsdure). Als Polymer von Nukleosiden
Champignons sen PPO durch CRISPR/Casg Pennsylvania (s. Glossar) speichert DNA die Erbinformation.
Leghamoglobin fiir Rekombinanter Pichia pastoris Impossible Food DNA-Sequenzierung Bestimmung der Abfolge von Nukleotiden bzw. der Basen in einem DNA-

Strang

Endonukleasen,
Exonukleasen

Enzyme, die innerhalb von DNA- oder RNA-Strangen Spaltungen verursachen.

Exonukleasen

Exonukleasen bauen Strange Nukleotid fiir Nukleotid von den Enden her ab.

mittels TALEN. Suppression der Pro- Enzyme Proteine, die eine chemische Reaktion katalysieren. Katalysatoren ermdglichen
duktion von Linol- und Linolensaure, und beschleunigen Reaktionen, indem sie energetische Barrieren fiir den
um die Bildung von Transfetten bei intermedisren Ubergangszustand absenken.
der Verarbeitung zu minimieren. Gene In der DNA codierte spezifische Erbinformationen fiir Proteine oder
" . . L funktionale RNAs
Flachsol (Camelina Ausschalten der Gene C3008a, Yield1o Bioscience
sativa) mit erhohtem C3008b und C3009 mit CRISPR/Cas9 Genom Gesamtheit des Erbguts einer Zelle, resp. Organismus

Heterosis-Effekt

Zunahme der durchschnittlichen Groé3e bei den unmittelbaren Nachkommen
(F1-Generation) jeweils reinerbiger Eltern aus Inzuchtlinien. Ein wahrschein-
licher Grund ist die haufigere Anwesenheit dominanter Gene.
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Glossar
Homologe
Rekombination

homozygot

mRNA

Lignocellulose

Mutation

mutagene
Chemikalien

Nukleosid,
Nukleotid,
(Nukleo-)Base

Nukleasen

Palindrom

PAM (protospacer

adjacent motif)

Plasmid

Austausch von DNA-Fragmenten, deren Enden gleiche Sequenzen haben
und deshalb beim Einfiigen in den gespaltenen Strang ausgetauscht werden
kdnnen.

Wenn bei einem Organismen mit doppeltem Chromosomensatz das Gen fiir
ein bestimmtes Merkmal auf beiden (homologen) Chromosomen identisch
ist, ist er hinsichtlich dieses Merkmals reinerbig oder homozygot.

Die messenger RNA ist das Botenmolekiil, das die in der DNA gespeicherte
Information fiir ein oder mehrere Gene zu den zellularen Proteinfabriken (s.
Ribosomen) transportiert.

Die Zellwand verholzter Pflanzen besteht aus Lignocellulose. Das Material
dient als Strukturgeriist und Schutz vor Schadlingen.

Veranderung im Erbgut, verursacht durch chemische Veranderung, die
Entfernung oder den Austausch eines Nukleotids (Punktmutation)

Mutationsauslosende Chemikalien sind z.B. Substanzen, die in der DNA die
Basen der Nukleinsauren chemisch verandern, indem sie Kohlenwasserstoff-
ketten an Aminogruppen anfiigen (alkylieren) oder indem sie Aminogruppen
entfernen (deaminieren). Dadurch andert sich die in der DNA gespeicherte
Information.

Nukleoside sind organische Molekiile, die aus einer Stickstoff-haltigen Base
und einem Cs-Zucker (Pentose) bestehen. Nucleoside, die iiber die OH-
Gruppe am C5-Atom mit einer Triphosphateinheit verestert sind, nennt man
Nukleotide. Sie dienen als Synthesebausteine fiir DNA und RNA. Die daraus
miteinander verkniipften Nucleosidmonophosphate sind die elementaren
Untereinheiten der Nukleinsaureketten (Polynukleinsauren). Sie unterschei-
den sich nur in den vier Basen Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C) und Thymin
(T) (bei der RNA kommt noch Uracil hinzu). Ihre Abfolge reprasentiert die
genetische Information.

s.0. Endonukleasen

Eine Abfolge von Zeichen (hier DNA-Basen), die vorwarts und riickwarts
gelesen identisch ist.

Ein kurzer DNA-Abschnitt, der zusatzlich zur Zielsequenz vorhanden sein
muss, damit CRISPR-Casg die DNA dort spaltet. Im bakteriellen Genom, wo
fremde Zielsequenzen als Bibliothek fiir die Bildung der Fiihrungs-RNAs ab-
gespeichert sind, fehlt PAM, wodurch verhindert wird, das CRISPR-Casg auch
die eigene Genom-DNA durchtrennt.

Kleiner Ring aus DNA, der Gene enthilt und zwischen (Bakterien-)Zellen
transferiert werden kann. Plasmide dienen in der Gentechnik als Genfahren.

Glossar

Polymerase

Promotoren

Protoblasten

Ribosom

RNA

RNA-Viren

Totalherbizid

Transformation

Transkription

Transkriptions-
aktivator

Vektor

Enzym, das aus Einzelbausteinen lange Kettenmolekiile aufbaut. DNA-
Polymerasen bauen DNA-Strange aus den Deoxyribo-Nukleotiden auf, RNA-
Polymerasen stellen aus Ribo-Nukleotiden RNA-Ketten wie die mRNA her.
Die dafiir notwendige Sequenzinformation stammt aus den komplementaren
Gegenstrangen der DNA.

Vor den abgelesenen Gensequenzen befindliche Abschnitte auf der DNA, die
fiir das Ablesen der Information durch die RNA-Polymerase (mRNA-Synthese)
notwendig sind.

Zellen, deren Zellhiillen enzymatisch soweit entfernt wurden, dass nur die
einfachen Zellwande bleiben. Dadurch wird der Transfer von Plasmiden in die
Zelle erleichtert, was in der Gentechnik niitzlich ist.

Ribosomen sind die zellularen ,,Proteinfabriken®. Sie iibersetzen die Informa-
tion der mRNA in Proteine, indem sie das Protein Aminosaure fiir Aminosdure
zusammenfiigen. Chemisch handelt es sich bei den Ribosomen um grof3e
Komplexe aus Proteinen und ribosomaler RNA.

Ribonucleic acid (Ribonukleinsaure). Polymere aus Ribonukleosiden iiber-
tragen als mRNA (s. Glossar) Erbinformation von der DNA zu den Ribosomen.
Diese Proteinsynthesemaschinen enthalten selbst viel ,,ribosomale* RNA.
Bei einigen Viren besteht das Genom aus RNA.

Viren, deren Genom nicht aus DNA, sondern aus RNA besteht. Ihre Vermeh-
rung erfordert eine reverse Transkriptase, die die Information der RNA in
DNA iibersetzt, um in das Genom der befallenen Zelle integriert werden zu
konnen.

Substanz, die fiir alle Pflanzen giftig ist

Umwandlung einer Empféangerzelle durch den Import von Erbmaterial
(gentechnische Veranderung) in eine transformierte Zelle

Ubersetzung von Gensequenzen der DNA in mRNA durch RNA-Polymerasen

Protein, das fiir den Start der Transkription (Initiation) von Bedeutung ist.

In der Gentechnik benétigt man molekulare Transportmittel (,,Genfahren®)
wie Plasmide oder Viren, um die fremde Erbinformation in die Zielzellen zu
ibertragen. Man bezeichnet sie oft auch als Vektoren, weil der Transfer in die
Zellen gerichtet ist.
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Aktuelle und umfassend informative Website rund um die Pflanzenbiotechnologie
www.transgen.de

Alles, was man zur Pflanzenforschung wissen muss.
www.pflanzenforschung.de

Frank Kempken, Renate Kempken: Gentechnik bei Pflanzen - Chancen und Risiken,
4. Auflage, Springer, Heidelberg (2012) doi:10.1007/978-3-642-24818-4
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