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Zusammenfassung
Resume

Worum es geht

Neuste Entwicklungen in der Gentechnologie ermdgli-
chen die gezielte und prizise Verdnderung von Genen in
Menschen, Tieren und Pflanzen mittels Genom-Editie-
rung. In der Humanmedizin werden schon die ersten
Therapien fiir genetische Krankheiten zugelassen! —
Eingriffe ins Genom von Nutzpflanzen, um deren Ei-
genschaften rasch und vorhersehbar zu verdndern, wer-
den allerdings oft kritisch gesehen. Das steht im Kon-
flikt mit einem breiten wissenschaftlichen Konsens??,
dass «naturidentische» Produkte der Genom-Editierung
denen aus etablierten Ziichtungsverfahren gleichzuset-
zen sind. Dieser Artikel versucht bestehende Miss-
verstdndnisse aufzuklidren, indem er die molekularen
Grundlagen der Domestizierung und Ziichtung aufzeigt
und veranschaulicht, wie Genom-Editierung als logi-
sche Erweiterung an bisher akzeptierten Verfahren in
der Pflanzenzucht ankntpft.
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De quoi s’agit-il?

Les progrés récents du génie génétique permettent
une modification ciblée et précise de génes de I’étre
humain, de I’animal ou de la plante au moyen de
I’édition génomique (modification localisée du gé-
nome). Les premiers traitements visant des maladies
génétiques sont déja autorisés en meédecine hu-
maine!. En revanche, les interventions dans le gé-
nome des plantes cultivées pour modifier leurs ca-
ractéristiques rapidement et de maniére prévisible
sont souvent controversées. Ceci est en contradic-
tion avec le large consensus scientifique®? que des
produits «naturels identiques» issus de I’édition géno-
mique sont équivalents a ceux issus des processus de
culture classiques. Cet article s’efforce d’éliminer les
malentendus existants en exposant les bases molécu-
laires de la domestication et de la culture et en mon-
trant comment 1’¢dition génomique s’integre a la
culture des végétaux en complétant logiquement les
processus déja acceptés.
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Was sind Mutationen und wieso sind
sie wichtig fiir die Ziichtung?

Ob weisse oder violette Bliiten, lange oder kurze
Sprosse — die Ausprigung und Vererbung von
Merkmalen wird weitestgehend von Genen be-
stimmt, das wurde riickblickend schon in Gregor
Mendels Studien widhrend des 19. Jahrhunderts
klar*. Die Anzahl der Gene in verschiedenen Sor-
ten einer Kulturpflanzenart sind allerdings wei-
testgehend identisch. Genome von Weizen ent-
halten ~100000 Gene, das Genom verschiedener
Tomaten~30 000 und im Vergleich unser mensch-
liches Genom ~20 000 Gene®>”’. Doch warum gibt
es dann rote, gelbe oder griine Tomaten, die
rund, lidnglich, klein oder gross sein kdénnen?
Diese Unterschiede basieren hauptsidchlich auf
Mutationen in Genen, also auf Abweichungen in
der Sequenz der Basenpaaren von DNA. Mutati-
onen fithren hédufig zur Deaktivierung eines

Gens, allerdings kénnen sie aber auch genau das
Gegenteil bewirken und die Aktivitidt eines Gens
erh6hen. Mutationen entstehen, wenn die DNA
beschédigt und fehlerhaft repariert wird. Schéa-
den kénnen durch UV-Strahlung der Sonne oder
durch Kopierfehler wiahrend der Zellteilung ver-
ursacht werden. Bei der Reparatur kénnen aus
Versehen einzelne Basenpaare eingefiigt, entfernt
oder ausgetauscht werden. Solch kleine Punkt-
mutationen kénnen die Aminosduresequenz der
kodierten Proteine und so deren Aktivitit verdn-
dern, was einen Einfluss auf das Wachstum oder
den Stoffwechsel der Pflanze haben kann. Neben
Punktmutationen kann es auch zu groésseren,
strukturellen Mutationen kommen, in denen
DNA Abschnitte von Duzenden oder sogar Tau-
senden Basenpaaren verloren gehen, dupliziert
oder eingefiigt werden. Die Haufigkeit von natiir-
lich auftretenden Mutationen wurde in Labor-
experimenten empirisch bestimmt® und darauf
basierende Hochrechnungen legen nahe, dass in
jedem Hektar Weizenfeld mehrere Milliarden
Mutationen spontan entstehen und deshalb kaum
ein geerntetes Korn dem anderem gleicht. Auch
wenn die wenigsten der Mutationen das Wachs-
tum und den Stoffwechsel der Pflanze beein-
flussen, zeigt es doch wie allgegenwértig Mutati-
onen in Nutzpflanzen sind und dass die Defini-
tion einer Sorte relativ ist, da sich Genome im
Fluss befinden, sich also kontinuierlich durch
neue Mutationen verdndern und sich verschie-
dene Individuen einer Sorte genetisch unterschei-
den kénnen.

Menschen nutzen Genmutationen schon seit Jahr-
tausenden um Pflanzen zu domestizieren und zu
zliichten, auch wenn uns dies erst seit vergleichs-
weiser kurzer Zeit bewusst ist. Die Domestizie-
rung von Pflanzen begann vor ca. 10000 Jahren
als der Mensch zu einem sesshaften Lebensstil
uberging. Durch menschliche Selektion entstan-
den aus Wildpflanzen domestizierte Arten mit
Merkmalen, die menschliche Bediirfnisse besser
befriedigten aber in der Natur oft zum Nachteil
wurden. Bei Grisern, aus denen heutige Getreide
hervorgingen, selektierte der Mensch fiir Sorten



mit weichen Spelzen und festen Ahren, die ihre
Samen nicht mehr abwerfen. Bei Tomaten wur-
den grossere Friichte (Abbildung 1), bei Man-
delbdumen ein verringerter Blausduregehalt
selektiert. So transformierte der Mensch Wild-
pflanzen zu Kulturpflanzen, in Mittelamerika
das Wildgras Teosinte zu Mais, in den Anden
knollenbildende, krautige Wild-
pflanzen zu Kartoffel, und im Nahen Osten hei-
mische Wildgriaser zu Weizen. Diese Selektion
fand ohne das Wissen iiber Gene und Mutationen
statt, die sich bis auf wenige frei vermischten und
in Folgegenerationen stetig neu kombinieren
konnten. So unterscheiden sich Nutzpflanzen
von ihren wilden Vorfahren durch Tausende von
Mutationen und nur fiir wenige kennt man die
Merkmale, die sie beeinflussen®!°. Durch gezielte
Kreuzung begann der Mensch dann die Gene
und Mutationen verschiedener Sorten zu kombi-
nieren, um neue Sorten mit den besten Genkom-
binationen und Merkmalen zu schaffen. Um die
genetische Diversitdt in Nutzpflanzen noch wei-
ter zu erhdhen, wurden ab der Mitte des 20. Jahr-
hundert zusétzlich Mutationen durch Chemika-
lien oder radioaktive Strahlung kiinstlich indu-
ziert. Durch diese Mutageneseziichtung wurden
bis heute mehr als 3000 Nutzpflanzensorten er-
zeugt!l, wie z.B. viele der Hartweizensorten fir
die Herstellung von Teigwaren. Allerdings ent-
stechen Mutationen wihrend der Mutagenese-
zichtung nach dem Zufallsprinzip, sodass die
gewiinschten Genvarianten in Folgegenerationen
aufwendig ausselektiert und durch langfristige
Riickkreuzungsprogramme von ungewilinschten
Mutationen getrennt werden miissen.

Sudamerikas

In den letzten Jahrzehnten wurden mit den techni-
schen Fortschritten in der Genomforschung viele
der Mutationen, die der Mensch zur Domestizie-
rung und Ziichtung von Nutzpflanzen nutzte, auch
auf molekularer Ebene aufgedeckt. Diese Erkennt-
nisse werden schon heute genutzt um die besten
Genkombinationen mit molekularen Methoden
wie «Marker Assisted Selection» und «Genomic
Selection» zuverldssig und kostengiinstig zu selek-
tieren. Durch die Genom-Editierung konnen diese
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~7°000 Jahre

EE—

wilde Tomate
(S. pimpinellifolium)

domestizierte Tomate
(S. lycopersicum cv. “Striped German”)

Abbildung 1: Durch menschliche Selektion wurden die Friichte
der Tomate wahrend der Domestizierung stark vergrissert.

Gene nun auch gezielt und prézise verdndert wer-
den, um das Zufallsprinzip in der Pflanzenziich-
tung noch weiter zu verringern. So stellt eine Inte-
gration der Genom-Editierung
Zuchtungsverfahren logischen
Schritt dar, um das Werkzeugsortiment des zu-
kunftsorientierten Ziichters zu erweitern.

in bestehende

den nichsten

Was versteht man unter
Genom-Editierung?

Die Genom-Editierung ermdglicht das gezielte
Einfihren von Mutationen in Genome mithilfe
von sequenzspezifischen Nuklease Enzymen, wel-
che DNA mit einer vorgegebenen Sequenz schnei-
den kénnen. Das derzeit verbreitetste Verfahren ist
CRISPR-Cas, welches auf den Clustered Regu-
larly Interspaced Short Palindromic Repeats
(CRISPR)-associated (Cas) Nukleasen basiert.
Das CRISPR-Cas System (Abbildung 2) besteht
aus zwei Komponenten: einer Cas Nuklease, die
DNA schneidet, und einem guide RNA (gRNA)
Nukleinsduremolekiil, welches die Zielsequenz im
Genom bestimmt. Dazu bilden Cas Nuklease und
gRNA einen molekularen Komplex, der das Ge-
nom fir die komplementire Sequenz der gRNA
absucht. Am Ziel angekommen hybridisiert die Se-
quenz der gRNA mit der Zielsequenz im Genom
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und erlaubt der Cas Nuklease die DNA zu schnei-
den und somit einen Doppelstrangbruch einzufii-
gen. Die Zelle erkennt den Schaden und versucht
ihn zu beheben. Allerdings unterlaufen der Zelle
dabei, wie bei natiirlich induzierten DNA Beschi-
digungen, hiufig Fehler und es koénnen einzelne
oder mehrere Basen entfernt oder hinzugefiigt
werden und Mutationen entstehen. Somit kénnen
durch Genom-Editierung gezielt Mutationen in
gewilinschte Gene eingefligt werden, die auf mole-
kularer Ebene mit natiirlich auftretenden Mutatio-
nen identisch sind.

RNA
/ g

Cas Nuklease

genomische
DNA
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LIy

DNA-Doppelstrangbruch

TTTTTTT1
‘\ fehlerhafte Reparatur /H
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Mutation in Gen

Insertion

Abbildung 2: Mit CRISPR-Cas kann DNA prdzise geschnitten
werden und gezielt Mutationen in Gene eingebracht werden.

Was kann die Genom-Editierung schon
heute in Nutzpflanzen leisten?

Der Katalog an Anwendungen in der Genom-Edi-
tierung ist enorm vielseitig und wird stindig mit
neuen Methoden erweitert. Welche davon in der
Pflanzenzucht eingesetzt werden sollen wird der-
zeit in Gesellschaft, Politik und Wissenschaft ge-
meinsamen diskutiert. Genetische Verdnderungen,
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die den klassischen Mutationen aus der traditionel-
len Zichtung gleichen, geniessen bisher die grosste
Akzeptanz. Uberschreitungen von Artgrenzen
werden oftmals abgelehnt, auch wenn solch hori-
zontaler Gentransfer auch in konventionellen
Zuchtungen «naturlich» vorkommt. So beruht eine
Resistenz gegen den pathogenen Fusarium Pilz in
Weizen auf dem Fhb7 Gen, das durch Kreuzung
mit einem verwandten Wildgrass eingeziichtet
wurde. Allerdings wurde das Fhb7 Gen urspriing-
lich von dem symbiontischen Epichloé Pilz durch
«natlirlichen» horizontalen Gentransfer auf das
Wildgrass tbertragen!?. Fille von horizontalem
Gentransfer sind auch fir andere Nutzpflanzen
bekannt. So wurden etwa bakterielle Gene in Siiss-
kartoffeln und artfremde Pflanzengene in Hirse
nachgewiesen'?. Neben Artgrenzen werden auch
Obergrenzen fir die Anzahl und Grésse der Muta-
tionen diskutiert, die durch Genom-Editierung
eingebracht werden sollten. Hier stellt sich der Ver-
gleich zu traditionellen Ziichtungen noch schwieri-
ger dar. So werden bei einer gingigen Ziichtungs-
praxis, der Introgression, Nutzpflanzen mit wilden
Verwandten gekreuzt!®>. Dabei werden Genome
verschiedener Arten kombiniert, die sich oft durch
Millionen von Mutationen unterscheiden!* und
viele dieser Mutationen erstrecken sich tiber Tau-
sende Basenpaare!”. Um in dieser polarisierten
Lage einen Konsens zu finden, stellt dieser Artikel
primir Anwendungen vor, die zu Verdnderungen
in arteigener DNA fiihren ohne direkt artfremde
DNA Sequenzen einzufiigen. Solche genom-edi-
tierte Pflanzen sind auf molekulargenetischer
Ebene identisch zu traditionellen Ziichtungen.

Die einfachste Anwendung von CRISPR-Cas ist
das Ausschalten von Genen. Hierzu wird ein gRNA
Molekill mit einer Zielgen-spezifischen Sequenz
entworfen und zusammen mit dem Nuklease En-
zym in die Pflanzenzelle eingebracht. Der gR-
NA-Nuklease Komplex sucht das gewiinschte Gen
im Genom und induziert dort einen DNA Doppel-
strangbruch, der von der Zelle als Schaden erkannt
und repariert wird. Falls bei der Reparatur Fehler
auftreten, wird das Gen deaktiviert. In vielen
Nutzpflanzen ist das Ausschalten von Genen mit
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CRISPR-Cas schon Standard'. So wurde durch
die Deaktivierung eines Gens die Resistenz von
Apfel gegeniiber Feuerbrand verbessert'”. Auch
konnte in Tomate und Kartoffel durch Ausschalten
einzelner Gene die Resistenz gegeniiber Kraut-
und Braunfiule beziehungsweise Kraut- und Knol-
lenfaule verbessert werden'®. Dartber hinaus
konnten durch Mutation eines Gens Tomaten ge-
neriert werden, die schneller bliithen und friiher
reife Frichte tragen®’. Da #hnliche, «<homologe»
Gene oftmals gleiche, «konservierte» Funktionen
in unterschiedlichen Arten ausiben, konnen Muta-
tion von homologen Genen in verschiedenen Arten
zu vergleichbaren Merkmalsverdnderungen fiih-
ren. Zum Beispiel wurden genom-editierte Mutati-
onen in homologe Gene von Tomate, Kiwi und
Physalis eingefiihrt, um kompakten Wuchs und
frihen Ertrag zu erreichen?°-22,

“an’ CRISPR-Cas “aus”
SEOG ISP5G—+

ausladender Wuchs
spater Ertrag
hohe Fruchtqualitat

kompakter Wuchs
friiher Ertrag
hohe Fruchtqualitat

—

Abbildung 3: Mit CRISPR-Cas konnen Gene und Merkmale rasch
und gezielt verdndert werden.
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Durch sogenanntes «gRNA-Multiplexing» konnen
durch die Verwendung multipler gRNA Sequenzen
mehrere Gene gleichzeitig mutiert werden, um so-
wohl verschiedene Merkmale gleichzeitig als auch
einzelne Merkmale, die von mehreren Genen kon-
trolliert werden, zu verdndern. So wurden in To-
maten mehrere Gene gleichzeitig ausgeschaltet,
um die Wuchsform und Fruchtreife besser an
rdumliche Anbaubedingungen der urbanen Land-
wirtschaft?®> (Abbildung 3) oder die Farbe der
Friichte an Verbraucherwiinsche anzupassen?*. In
Weizen wurden mit dieser Strategie Anfilligkeits-
gene aus der Mildew resistance locus o (Mlo) Genfa-
milie deaktiviert, um die Resistenz gegen Mehltau
zu verbessern?®>2?%, Es ist erwdhnenswert, dass spon-
tane Mutationen in Mo Genen schon seit den
1930er Jahren in Gerste bekannt sind und bis heute
bei der Ziichtung von resistenten Gerstensorten
verwendet werden?”. Allerdings kodiert das Weiz-
engenom fiir drei redundante Mlo Gene und nur
das gleichzeitige Ausschalten aller drei Gene fiihrt
zur Resistenz, was durch Genom-Editierung er-
reicht wurde, aufgrund der Komplexitit des Weiz-
engenoms durch konventionelle Zichtung aller-
dings praktisch unmoglich ist.

Jedoch wird die Prézision der Genom-Editierung
immer wieder angezweifelt, da CRISPR-Cas zu so-
genannten «off-target» Mutationen fiihren kann,
falls die Nuklease nicht nur am gewiinschten Zie-
lort, sondern auch an anderen Stellen im Genom
schneidet. Systematische Studien in Reis, Tomate
und der Modelpflanze Physcomitrium konnten nun
durch Genomanalyse von editierten Pflanzen und
Kontrollpflanzen aufzeigen, dass bei korrektem
gRNA-Design kaum «off-target» Mutationen zu er-
warten sind?*®3°, Besonders im Vergleich zu der
grossen Anzahl an unbekannten Mutationen, die
in der Kreuzungs- und Mutageneseziichtung wei-
testgehend nach dem Zufallsprinzip neu kombi-
niert werden, sind ungewollte «off-target» Mutatio-
nen von CRISPR-Cas vernachléssigbar klein.
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Wo werden derzeit die Grenzen der
Genom-Editierung weiter verschoben?

Das Ausschalten von einzelnen und mehreren Ge-
nen mit CRISPR-Cas ist in vielen Nutzpflanzen
mittlerweile Routine, allerdings kann so nicht im-
mer der gewtlinschte Effekt erzielt werden. Viele
Mutationen, die wihrend der Domestizierung und
Zichtung selektiert wurden, fithren nicht zum vol-
len Verlust, sondern eher zu einer teilweisen Herauf-
oder Herunterregulierung der Genaktivitit. So
wurde wihrend der Domestizierung von Tomate
eine enorme, 294-Tausend Basenpaar grosse Muta-
tion selektiert, welche die regulatorische Sequenz
des FAS Gens unterbricht und zu einer teilweisen
Herunterregulierung des Gens und Pflanzen mit
grosseren Friichten fuhrt®'. Wenn dagegen das
Gen mit CRISPR-Cas durch eine prizise Mutation
in der kodierenden Sequenz komplett ausgeschaltet
wird, tragen die Pflanzen noch grossere Friichte,
allerdings mit vermindertem Ertrag®?. Davon ins-
piriert wurde ein CRISPR-Cas Verfahren entwi-
ckelt, um Mutationen zur Feinregulation von Ge-
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nen zu generieren, dhnlich einem Dimmer zur
Regulation der Lichtstirke. So wurden gezielt
Mutationen in die regulatorischen Sequenzen des
FAS Gens eingefiihrt, um eine nahezu stufenlose
Deaktivierung des Gens zu erreichen und verschie-
dene Fruchtgréssen zu erzeugen ohne Ertrige ne-
gativ zu beeinflussen?. Das gleiche Verfahren
konnte auch zur graduellen Erhéhung der Kornan-
zahl in Mais und der Standfestigkeit in Reis ange-
wendet werden?#>. Durch Genom-Editierung von
regulatorischen Sequenzen kdnnen also verschie-
dene Merkmale feinjustiert und aufeinander abge-
stimmt werden, um negative Wechselwirkungen zu
minimieren.

Besonders interessant fiir die Pflanzenzzucht sind
ausserdem die Werkzeuge der Prazision Ge-
nom-Editierung, die das gezielte Umschreiben von
Gensequenzen ermoglichen. Mit CRISPR-basier-
ten Methoden wie Basen-Editierung, Prime-Edi-
tierung und Gene-Targeting konnen schon
hoch-prizise genetischen Eingriffe erreicht werden
(Abbildung 4).

Basen-Editierung

Basen-Editor

Reverse
Transkription

Cytosin-Editierung  Adenin-Editierung

el

Desaminierung

®

&

|
?|

Reparatur
TIelT TIelT
L9 L9

Reparatur

Austausch von Basenpaar

Prime-Editierung

H® &« H=A

3

Austausch von Basenpaaren
oder Gensequenz

Gene-Targeting

TTTRITT7

SNNNINERE

Reverse
Transkriptase

Ml > <

T' L |l Donor DNA

Reparatur

"TI L Im

Austausch von Gensequenz

Abbildung 4: Durch neue Prazisionsverfahren der Genom-Editieren konnen einzelne Basenpaaren bis ganze Gene umgeschrieben und

ausgetauscht werden.
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Bei der Basen-Editierung wird eine modifizierte
Cas Nuklease mit Desaminase Enzymen fusio-
niert, die DNA Basen desaminieren und somit ver-
dndern konnen. Die Cytosin Basen-Editoren®® in-
duzieren C+G zu T*A Transitionen indem sie Cyto-
sine (C) desaminieren, was zu einem Austausch
des Guanins (G) zu Adenin (A) auf dem komple-
mentidren Strang fihrt. Adenin Basen-Editoren?®’
induzieren die entgegengesetzten AT zu G-C
Transitionen durch Desaminierung von Adenin
(A). Mit Basen-Editierung kénnen so einzelne Ba-
senpaare im Genom gezielt ausgetauscht werden
und die Sequenz von Genen prizise umgeschrie-
ben werden. In Reis wurde durch Basen-Editie-
rung ein einzelnes Basenpaar des IP4 Gens préizise
umgeschrieben, um dessen Aktivitit zu erhdhen
und die Standfestigkeit der Pflanzen zu verbes-
sern®®., Mit Basen-Editierung kénnen auch unge-
wollte Mutationen korrigiert werden, die wiahrend
der Zichtung und Domestizierung angereichert
wurden®. Da der Grossteil von spontanen Punkt-
mutationen G+C zu A¢T Transitionen sind®, konn-
ten diese mit den vorhandenen Werkzeugen repa-
riert oder iibertragen werden.

Basen-Editoren konnen zwar einzelne Basenpaare
austauschen aber ermdglichen keine komplexeren
Verdnderungen von Genen. Grossere Flexibilitdt
bieten die Prime-Editoren*’, die aus einer modifi-
zierten Nuklease und einem reversen Transkriptase
Enzym bestehen, welches RNA in DNA umschrei-
ben kann. Eine spezielle gRNA, die prime-editing
gRNA (pegRNA), fihrt den Prime-Editor zum
Zielort im Genom und beinhaltet zudem die
Sequenz, die dort eingefiigt werden soll. Der
Prime-Editor schreibt diesen Teil der pegRNA zu
einem DNA-Molekul um, das von der Zelle wih-
rend der Reparatur eingebaut wird. Prime-Editing
wurde unter Laborbedingungen schon in Reis,
Weizen und anderen Pflanzen angewendet* -3, al-
lerdings muss besonders die Effizienz weiter opti-
miert werden, um eine breite Anwendung in der
Pflanzenziichtung zu ermdoglichen.

Eine weitere Methode der Prézisions-Editierung
ist Gene-Targeting, mit der gezielt grossere DNA
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Sequenzen ausgetauscht oder neu eingebracht wer-
den konnen*t. Die Methode nutzt zelleigenen Re-
paraturmechanismen, die Reparatur von
DNA-Doppelstrangbriichen homologe DNA-
Sequenzen als Korrekturvorlage benutzt. Beim
Gene-Targeting werden deshalb zusétzlich zu der
Nuklease und gRNA auch ein «Donor» DNA-Mole-
kil mit der gewilinschten Sequenz in die Zelle
eingefithrt. Wiahrend der Reparatur des Doppel-
strangbruchs wird dann die Sequenz des Donor
DNA-Molekiils ins Genom ubertragen. So kénnen
ganze Gene prizise ausgetauscht oder neu einge-
figt werden. Dies ist besonders fiir die Ziichtung
von Krankheitsresistenzen interessant, da hier oft
das Anschalten oder Einbringen von Resistenzge-
nen (R-Gene) erstrebenswert ist, die einem Befall
entgegenwirken. Kombinationen von mehreren
R-Genen (R-Gen Stacking) werden sehr erfolg-
reich mit transgener Technologie in der Kartoffel
angewendet, um transgene Sorten mit anhaltender
Resistenz gegen Kraut- und Knollenfiule zu erzeu-
gen?. Ahnlich konnten durch Gene-Targeting
R-Gene von resistenten, nahverwandten Wild-
pflanzen auf krankheitsanfillige Sorten einge-
bracht werden, um Sorten zu erzeugen, die sonst
aufwendige Riuckkreuzungen erfordern. Bisher
sind das Einbringen und Austauschen von Genen
durch Gene-Targeting in Pflanzen jedoch noch
sehr ineffizient, allerdings wird die Technologie
aktiv weiterentwickelt und optimiert?.

zur

Was sind derzeitige Herausforderungen
fiir die Genom-Editierung in Nutzpflanzen?

Eine grosse Hiirde fiir eine breitere Anwendung
von Genom-Editierung in der Pflanzenzucht ist,
dass die Effizienz stark zwischen verschiedenen
Nutzpflanzen schwanken kann. Dies liegt nicht an
den Nuklease Enzymen oder gRNA-Molekiilen an
sich, sondern vielmehr an den Verfahren um sie in
Pflanzenzellen einzubringen und Pflanzen aus ge-
nom-editierten Zellen zu regenerieren. In vielen
Arten werden Nukleasen und gRNA als DNA-Se-
quenz in die Zelle eingebracht, stabil in das Genom
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integriert und in der Folgegeneration genetisch
aussegregiert. Allerdings kann diese Strategie nicht
in allen Nutzpflanzen angewandt werden, da in
Arten mit hybriden und hoch heterozygoten Geno-
men wie Kartoffel oder Weinrebe in Folgegenerati-
onen auch gewunschte Eigenschaften segregieren
und verloren gehen kénnen. Daher wurden DNA-
freie Methoden entwickelt, bei denen die gRNA
und Nuklease als Ribonukleoproteinkomplex
(RNP) direkt in die Pflanzenzelle eingebracht wer-
den?’. Allerdings ist diese Methode technisch noch
sehr anspruchsvoll und oft ineffizient. Neben dem
Einbringen der CRISPR Werkzeuge ist besonders
die Regenerierung von Pflanzen aus einzelnen Zel-
len limitierend, da dieser Prozess stark zwischen
verschiedenen Arten variiert. Durch die Verwen-
dung pflanzeneigener Regenerationsregulatoren
konnten allerdings bereits signifikante Fortschritte
in schwer zu regenerierbaren Arten wie Mais, Wei-
zen und Zitruspflanzen erzielt werden*®. Daruiber
hinaus werden Verfahren entwickelt, die ganz ohne
Regenerierung von Einzelzellen auskommen sol-
len*>*°, Allerdings muss noch gezeigt werden, wie
gut diese Verfahren in verschiedenen Nutzpflan-
zen anwendbar sind.

Das Ausschalten von Genen ist mittlerweile in vie-
len Nutzpflanzen Routine und hocheffizient. Al-
lerdings leiden Prézisionsverfahren wie Basen-Edi-
tierung, Prime-Editing und Gene-Targeting noch
unter oftmals sehr niedrig Erfolgsquoten, was einer
breiten Anwendung in der Pflanzenzucht im Wege
steht. Da jedoch auch ein grosses Interesse an der
Prizisions-Editierung im biomedizinischen Be-
reich besteht, werden die Nuklease Enzyme und
gRNA-Molekiile stetig weiterentwickelt und fur
neue Anwendungen optimiert. So konnte zum Bei-
spiel die Effizienz der Adenin Basen-Editoren in
menschlichen Zellen um mehr als 500-fach erh6ht
werden® und eine héhere Aktivitidt konnte auch in
Reis bestétigt werden®?. Effizienzsteigerungen,
wenn doch auch kleinere, wurden auch beim Pri-
me-Editing durch die Optimierung der Nukleasen
und pegRNA Molekiile’*** und beim Gene-Targe-
ting durch die Verwendung neuer Nuklease En-
zyme verzeichnet*S,
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Eine der grossten Herausforderungen fiir die Ge-
nom-Editierung ist allerdings das unzureichende
Wissen tber die genetische Kontrolle komplexer
Merkmale. So werden einzelne «Schliisselgene» mit
grossem Einfluss auf Wuchsform, Fruchtgrosse,
Krankheitsresistenz oder Néahrstoffgehalt recht gut
verstanden. Doch Merkmale werden meist von
mehreren Genen beeinflusst, von denen viele noch
unbekannt sind. Solche polygenen Merkmale kon-
nen zwar oft durch Editierung von einzelnen oder
wenigen Schlisselgenen stark verdndert werden,
doch missten zur Merkmalsoptimierung viele ver-
schiedener Gene gleichzeitig mutiert werden.
Jedoch kann auch hier die Genom-Editierung die
konventionelle Ziichtung schon beschleunigen,
indem polygene Merkmale durch gezielte Editie-
rung von Schliisselgenen rasch angepasst und dann
durch Zichtung weiter verfeinert werden. Um-
gekehrt konnen konventionell geziichtete Sorten
durch das gezielte Einbringen von Schliisselmuta-
tionen gezielt optimiert werden. Als Beispiel
kénnten schon jetzt Sorten mit polygenen Krank-
heitsresistenzen, die von wilden Verwandten ein-
gekreuzt wurden, durch Genom-Editierung fur
agronomische Merkmale rasch optimiert werden.
Dariiber hinaus kénnte durch Genom-Editierung
gezielt die genetische Diversitit in Genen und
Genfamilien erh6ht werden, die unter bestimmten
Umweltbedingungen aktiv sind. Dieser Ansatz der
«gezielten Mutageneseziichtung» koénnte Zich-
tungspopulationen generieren, aus denen unter
verschiedenen Umweltbedingungen Individuen
mit den besten Merkmalen und Genkombinatio-
nen selektiert werden. Es wird vor allem wichtig
sein, bestehende Technologien miteinander zu
kombinieren und zu integrieren.
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Welchen Mehrwert bietet die Genom-
Editierung fiir die Pflanzenzucht?

Die Genom-Editierung wird die traditionelle
Zuchtung nicht ersetzen, sondern eher ein weiteres
Werkzeug im Repertoire des Zichters sein, um
Mutationen zu erzeugen und miteinander zu kom-
binieren. Ein Mehrwert der Genom-Editierung
besteht bereits, wenn die Anzahl der Generationen
oder die Grosse der Zuchtpopulationen verringert
werden kann, um Zeit und Kosten einzusparen.
Schon jetzt ist die rasche Ubertragung von ge-
wiinschten Mutationen und Merkmalen zwischen
verschiedenen Sorten derselben Nutzpflanzenart
moglich. In der konventionellen Ziichtung ge-
schieht dies durch Kreuzung und Selektion in den
Folgegenerationen. Allerdings werden bei Kreu-
zungen nicht nur gewunschte sondern auch zahl-
reiche andere Mutationen iibertragen, die durch
zeitintensives Riickkreuzen nachtriglich entfernt
werden miissen. Durch Genom-Editierung kénnen
gewilinschte Mutationen direkt in verschiedene
Sorten eingebracht werden ohne andere Stellen des
Genoms zu beeinflussen. Ein Beispiel hierfur ist
die rasche Einfiilhrung einer Mutation in verschie-
dene Tomatensorten, um den Fruchtfall zu verrin-
gern®>°®, Durch das Ubertragen von ausgewihlten
Mutationen kdnnten auch alte Sorten, die in Ver-
gessenheit geraten sind, an heutige Anspriiche an-
gepasst werden, ohne dabei deren vorteilhafte Sor-
tencharakteristiken zu verlieren.

Eine viel diskutierte Anwendung der Genom-Edi-
tierung ist die Erhéhung der Diversitdt an verfig-
baren Nutzpflanzen durch neue Arten. Derzeit
wird der Grossteil des weltweiten Kalorienbedarfs
durch nur eine Handvoll von Nutzpflanzen ge-
deckt, wodurch Erndhrungssysteme anfillig ge-
geniiber Umweltverdnderungen werden. Um die
Vielfalt an Nutzpflanzen zu erhéhen und an zu-
kiinftige Anforderungen anzupassen, konnten
durch Genom-Editierung viele vorteilhafte Merk-
male von Wildpflanzen oder alten Nutzpflanzen,
die wihrend der intensiven Ziichtung verlorenge-
gangen sind, wieder zugéinglich gemacht werden.
Ein Ansatz ist die «De-novo Domestizierungy, bei
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welcher gezielt Schliisselgene der Domestizierung
durch Genom-Editierung in Wildpflanzen verin-
dert werden. So wurden schon Wuchsform, Frucht-
grosse, Bliittenzahl und Nahrstoffgehalt von wilden
Tomaten durch Mutation von nur finf Schlissel-
genen gezielt verbessert, ohne dabei die Resistenz
gegen die Bakterielle Fleckenkrankheit zu verrin-
gern®>*®, Eine &dhnliche Strategie wurde fur Wil-
dreis angewendet, um Sorten mit festen Rispen,
grosseren Kornern und stabilen Halmen zu erzeu-
gen®®, Fur eine wilde Verwandte der Aubergine aus
dem ariden Zentralaustralien wurde durch das
Ausschalten eines einzelnen Gens, das die Bildung
von Stacheln reguliert, die Ernte der Friichte er-
leichtert®. Der Domestizierungsprozess, der fir
viele Nutzpflanzen mehrere Tausend Jahre bend-
tigte, konnte so auf wenige Jahre verkiirzt werden®°.
Ein dhnlicher Ansatz ist die Verbesserung von so-
genannten «Orphan Crops», Nutzpflanzen, die von
der modernen Pflanzenziichtung weitestgehend
ignoriert wurden und nur als Nischenkulturen an-
gebaut werden. Orphan Crops zeichnen sich oft
durch niedrige Anspriiche, hohe Widerstandskraft
und besondere Nahrstoffprofile aus, jedoch meist
auf Kosten von stark schwankender Produktivitit
und Qualitit. Mit Genom-Editierung kdénnten sol-
che agronomischen Merkmale rascher angepasst
werden. So wurde die in Nordamerika heimische
Blasenkirsche (Physalis) durch Genom-Editierung
genetisch verdndert, um Wuchsform und Frucht-
grosse zu verbessern und hoéhere Ertrige zu ermdog-
lichen??. Vergleichbare Ansitze kOnnten genutzt
werden, um Qualitdt und Ertragspotential von
Schweizer Nischenkulturen wie Buchweizen und
Lupine zu stabilisieren und somit einen Beitrag zu
einer grosseren Agrobiodiversitdt und Erndhrungs-
vielfalt zu leisten.

Ausblick

Der Klimawandel und eine wachsende Weltbevdl-
kerung stellen unsere Erndhrungssysteme vor im-
mense Herausforderungen. Die Landwirtschaft
verlangt neue Pflanzensorten, die besser an verdn-



derte Umweltbedingungen angepasst sind, nach-
haltiges Wirtschaften erlauben, hochwertige In-
haltsstoffe liefern und trotzdem die nétigen Ertrige
erbringen. Um diesen Erwartungen gerecht zu
werden, mussen verschiedene Ansitze in der Pflan-
zenzucht kombiniert werden, um die Sortenpalette
fir zukinftige Anforderungen zu erweitern. Die
Genom-Editierung darf hier nicht ausgeklammert
werden, da sie schon heute eine schnelle und effizi-
ente Kombination von Mutationen ermdglicht.

Auch wenn Vorbehalte gegeniiber der Griinen
Gentechnik bestehen, diirfen wir nicht vergessen,
dass Mutationen aus Genom-Editierung identisch
zu den Mutationen sein kdnnen, die seit jeher zur
Domestizierung und Ziichtung von Pflanzen ge-
nutzt werden. Die Aufkldrung dieser Faktenlage ist
essenziell, um Zichter, Produzenten, Verbraucher
und Entscheidungstriager bei ihrer Beurteilung der
Genom-Editierung zu unterstiitzen. Ziichtung be-
ruht auf der gezielten Kombination von Mutatio-
nen, um Merkmale zu verdndern und an menschli-
che Bediirfnisse anzupassen. Wir miissen verste-
hen, dass Nutzpflanzen menschengemacht und
schon seit Jahrtausenden durch kiinstliche Selek-
tion an unsere Vorgaben angepasst werden. Die
Genom-Editierung ist nur ein weiteres Werkzeug,
mit dem wir diese Selektion zielgerichteter betrei-
ben konnen und unerwiinschte Mutationen ver-
mindern kénnen. Auch wenn «Off-target» Mutatio-
nen bei Genom-Editierung entstehen kénnen, ist
deren Auftreten im Vergleich zu den spontanen
Mutationen, die jeden Tag in Feldern und Ge-
wachshdusern entstehen und in traditionellen
Zuchtungen vermischt werden, vernachldssigbar
klein.

Daher ist es zu empfehlen, dass zumindest die Pro-
dukte der Genom-Editierung, die auf molekularge-
netischer Ebene den traditionellen Ziichtungen
gleichen, auch rechtlich gleichzusetzen sind und
nicht auf prozessspezifische Risiken geprift wer-
den miissen. Dadurch koénnen aufwindige und
kostenintensive Zulassungsverfahren verhindert
werden und die Technologie auch kleineren Ziich-
tungsunternehmen zuginglich gemacht werden.
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Eine Fehleinschitzung des Potentials und Risikos
der Genom-Editierung wiirde eine vielverspre-
chende Zukunftstechnologie im Keim ersticken
und weitere Innovationen in der Schweiz verhin-
dern. Der Einsatz einer neuen Technologie birgt
immer ein gewisses Risiko — sie nicht zu nutzen,
kann jedoch ein noch grosseres Risiko darstellen.
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