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Neue Methoden der Pflanzen-
ziichtung: Biotechnologie 3.0

Klassische biotechnologische Methoden werden seit tiber 50 Jahren erfolgreich in der Pflanzenziichtung
angewendet. Die sogenannte ,Griine Gentechnik* ist hochst umstritten. Wissenschaftler haben nun neue Methoden
entwickelt, die zielorientiert wirken und deren Anwendung mit herkdommlichen Methoden nicht nachweisbar sind.

Matthias Fladung

klassischen
Methoden
wie die ,,In-vitro-Vermehrung“ oder die

ie Bedeutung der
biotechnologischen

Regeneration aus Einzelzellen fiir eine
zukunftsorientierte Pflanzenziichtung ist
unumstritten. Andere Methoden aller-
dings wie die Griine Gentechnik sind
Gegenstand vieler politischer und ideolo-
gischer Diskussionen. Auch wenn wissen-
schaftliche Fakten eindeutig belegen, dass
die Gentechnik nicht risikoreicher oder
-armer als die bisher angewendeten Me-
thoden ist, hat die Wissenschaft alternative
Methoden entwickelt, Gene zu verandern.
Den meisten dieser Methoden ist gemein,
dass sie prizise und zielorientiert wir-
ken und die induzierten genetischen Ver-
anderungen im geziichteten Endprodukt
nicht oder nur schwer nachweisbar sind.

Klassische Biotechnologie

Die Wurzeln der Biotechnologie reichen
bis weit in die Frihgeschichte des Men-
schen zuriick [1, 2]. Bekannte Anwendun-
gen der frithmenschlichen biotechnolo-
gischen Aktivitdten sind die Herstellung
von Bier und Wein, die Umwandlung von
Milch zu Joghurt oder Kise, die Haltbar-
machung von Nahrungs- und Genussmit-
teln. Heute ist die Biotechnologie in vielen
Bereichen der industriellen Anwendung
unverzichtbar. In der pharmazeutischen
Industrie kommt sie bei der Herstellung
von medizinisch wirksamen Substanzen
fiir Arzneimittel und Impfstoffe zum Ein-
satz [2]. Aber auch bei der Produktion von
Lebensmitteln, Kosmetika, Wasch- und
Reinigungsmitteln sowie bei der ziichte-
rischen Verbesserung unserer Nahrungs-
und Kulturpflanzen spielt die Biotechno-
logie eine immer grofSere Rolle [2].

Die Pflanzenbiotechnologie, die hau-
fig auch als ,,Griine Biotechnologie“ be-
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zeichnet wird, findet in der Land- und
Forstwirtschaft Anwendung. Heute ist
die Pflanzenziichtung ohne den Einsatz
biotechnologischer Methoden nicht mehr
denkbar. Die klassische Ziichtung mit
Kreuzen und Riickkreuzen von nach du-
Berlichen Merkmalen wie Resistenzen
und Wuchsverhalten ausgewihlten Pflan-
zen hat zu der heutigen Vielfalt an Pflan-
zensorten gefiihrt.

Auch firverschiedene Baumarten finden
heute die Methoden der Zell- und Gewebe-
kultur Anwendung. Damit ist es moglich,
Genotypen mit besonderen Eigenschaf-
ten zu sichern und schnell und effizient zu
vermehren. Das betrifft v. a. Pappeln und
Weiden, die im Kurzumtrieb angebaut
werden, oder Kiefern, Douglasien und
Fichten zur Wiederaufforstung.

In-vitro-Vermehrung

Die In-vitro-Vermehrung ist die einfachste
Art der Vermehrung im Rahmen der Zell-
und Gewebekultur. In kurzer Zeit lassen
sich grofle Stuickzahlen eines genetisch
wertvollen Individuums herstellen (,,ver-
klonen“). Die Grundlage ist das Vorhan-
densein von Knospen, die am Stidngel
einer in-vitro kultivierten Pflanze entwe-
der als Achselknospen oder als End- oder
Terminalknospen gebildet werden. Aus
jeder Knospe kann ein neuer Trieb heraus-
wachsen, der nach Bewurzelung eine neue
Pflanze darstellt. So kann aus dem Haupt-
stiangel einer In-vitro-Pflanze schnell und
kostengiinstig eine hohe Anzahl von ge-
netisch identischen (,,klonalen*) Pflanzen
erzeugt werden (Abb. 1).

Anwendung findet die In-vitro-Vermeh-
rung bevorzugt bei Genotypen, bei denen
die Vermehrung mit konventionellen Me-
thoden schwierig ist oder eine Gesundung
von Pflanzen bzw. eine Pathogeneliminie-
rung erreicht werden muss. Bei Biumen ist
damit unabhingig von Jahreszeiten und

vom Pflanzenalter die Erhaltung hochwer-
tiger Genotypen (z. B. Braunmaserbirke,
Riegelahorn) sowie ein kontinuierlicher
Nachschub von Pflanzen gewihrleistet.
Allerdings sind nur wenige Baumarten
und -genotypen in-vitro sehr gut vermehr-
bar; v. a. Buche und Fiche weisen eine re-
duzierte Gewebekulturfihigkeit auf.

Organogenese und somatische
Embryogenese

Unter Organogenese wird die direkte Re-
generation von Pflanzen aus Einzelzellen
oder Kallus verstanden. Ein Kallus ist
ein loser Zellhaufen, der je nach Kultur-
bedingung farblos (im Dunkeln) oder im
Licht grun-rotlich gefarbt ist (Abb. 2a).
Aus dem Kallus konnen sich Sprossknos-
pen ausbilden (Abb. 2b), die isoliert und
auf einem weiteren Medium bewurzelt
werden konnen (Abb. 2¢). Diese konnen
zu vollstindigen Pflanzen heranwachsen.
Die Fihigkeit zur Organogenese hingt al-
lerdings stark vom Differenzierungsgrad
des Ausgangsgewebes, vom Genotyp der
Spenderpflanze und von den Kulturbe-
dingungen (z. B. Zusammensetzung der
Nihrmedien, Temperatur, Licht) ab.

An dem Kallus konnen sich auch asexu-
ell Embryonen entwickeln. Dann spricht
somatischer

man von Embryogenese.

Charakteristisch fiir die somatische Em-

Schneller Uberblick

¢ Die Pflanzenziichtung ist ohne den Ein-
satz biotechnologischer Methoden nicht
mehr denkbar

e Auch flir Baumarten finden Methoden
der Zell-/Gewebekultur Anwendung

e FEin kompakter Methoden-Einblick zur
,Grlinen Biotechnologie”
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Abb. 1: In-vitro-Vermehrung (klonal) von
Pflanzen zur Erzeugung einer hohen Anzabl
von genetisch identischen Individuen

Abb. 2a bis 2¢: Direkte Regeneration von
Pflanzen (Organogenese) aus Einzelzellen oder
Kallus; (a) griin-rétlicher Kallus, (b) regenerie-

render Kallus, (c) bewurzelte Sprosse

bryogenese ist, dass die Spross- und die
Whurzelentwicklung  gleichzeitig erfolgt.
Diese In-vitro-Vermehrung wird hiufig bei
Griasern und Nadelgeholzen angewendet.

Grlne Gentechnik

Unter Gentechnik wird die Ubertragung
fremden Erbmaterials in das Erbgut an-
derer Organismen verstanden, die somit
als Gentechnisch verianderte Organismen
(GVO) bezeichnet werden [3]. Die zu
tibertragenden Gene miissen dann in sog.
Vektoren eingefithrt werden, mit deren
Hilfe die Gene in das Erbgut der Emp-
fingerpflanzen geschleust werden. Weil
die Gene nicht gleichzeitig in alle Zel-
len eines Organismus tiberfithrt werden
konnen, wendet man die Methoden der
Zell- und Gewebekultur an. Die Vektoren
ibertragen die Gene in einzelne Zellen,
die selektiert und nach den oben beschrie-
benen Verfahren der Organogenese oder
somatischen Embryogenese in vollstin-
dige, gentechnisch verinderte (transgene)
Pflanzen regeneriert werden.

Allerdings ist die Griine Gentechnik in
der Offentlichkeit sehr umstritten, was
allerdings nicht fur die sog. Rote Gen-
technik (Gentechnik in Pharmazie, Medi-
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zin) und Weifle Gentechnik (gentechnisch
verdnderte Mikroorganismen in der in-
dustriellen Anwendung) gilt.

Die Gentechnik spielt weltweit schon
heute bei der Erzeugung von fast 70 %
aller Lebensmittel in irgendeiner Weise
eine Rolle. Dieser Umstand wird aber
gerne in der offentlichen Wahrnehmung
verdrdngt oder ignoriert. Die Fakten aber
belegen, dass seit 1997 der weltweite
Anbau von gentechnisch verdnderten
(GV) Pflanzen kontinuierlich ansteigt [3].
Wurden 1997 gentechnisch veridnderte
Pflanzen auf 10 Mio. ha angebaut, ist die
Anbaufliche 2014 auf 181 Mio. ha ge-
stiegen. Davon belegt GV-Soja mit einem
Anteil von 82 % den Spitzenplatz, gefolgt
von GV-Baumwolle mit 68 % und GV-
Mais mit 25 bis 30 % [4]. Bisher existiert
noch kein einziger ernstzunehmender
Hinweis, dass durch die Griine Gentech-
nik irgendein Schaden entstanden ist.
Selbst Studien, die in Tierfiitterungsex-
perimenten die Risiken und die Gefihr-
lichkeit von GV-Soja nachgewiesen haben
wollten, erwiesen sich als gefalscht [5].

Das Gegenteil konnte im Rahmen einer
Literaturstudie (veroffentlichte Arbeiten
ab 19935) gezeigt werden. Infolge des An-
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baus der wichtigsten GV-Pflanzen (Her-
bizid-tolerante Soja, Mais, Baumwolle;
Insekten-resistenter Mais und Baum-
wolle) wurde im Mittel eine Ertragsstei-
gerung um 22 % beobachtet, was den Ge-
winn der Bauern um 68 % erhoht hat [6].
Gleichzeitig reduzierte sich der Einsatz
von chemischen Pestiziden um 37 %. Die
Ertrags- und Profitsteigerungen erwiesen
sich in Entwicklungslindern sogar hoher

als in Industrielindern.
Piropfung auf transgener Unterlage

GV-Pflanzen konnen auch als Ausgangs-
material fiir die Technik der Pfropfung
(,» Veredelung)
Die Pfropfung wird im Geholzanbau
seit mehr als 60 Jahren angewendet und
ist im Obstbau weit verbreitet. Hierbei
wird ein hdufig qualitativ hochwertiger

herangezogen werden.

Spross (., Pfropfreis“) mittels spezieller
Techniken auf eine geeignete Unterlage
(Wurzelstock) aufgesetzt (,gepfropft®).
Beide Teile verwachsen miteinander, so
dass auch ein Stoffaustausch uber die
Leitungsbahnen moglich ist. Ist beispiels-
weise das Pfropfreis schlecht wiichsig,
bringt aber gute Friichte hervor; mit einer
gut wichsigen Unterlage kann dieser
Spross zu einer leistungsfihigen Einheit
verschmelzen (Abb. 3).

Faszinierend ist nun die Idee, einen
nicht-transgenen hochwertigen Reis auf
eine wiichsige und resistente transgene
Unterlage zu pfropfen. Die genetisch opti-
mierte Unterlage versorgt den nicht-trans-
genen Reis mit allen notwendigen Nahr-
stoffen, Hormonen und Mineralien und
ermoglicht somit einen erhohten Ern-
teertrag. Gleichzeitig aber erfahren alle
im Zuge des vegetativen Wachstums neu
gebildeten Sprossteile und Blitter des
Pfropfreises sowie die gebildeten Frichte
und Samen keine gentechnische Verande-
rung des Erbguts. Damit weisen auch die
Nachkommen keine gentechnische Ver-
anderung auf. Allerdings muss darauf ge-
achtet werden, dass sich der Wurzelstock
nicht tiber Wurzeltriebe vermehrt.

Reduzierung der generativen Phase

Manche
Forstgeholze, sind durch teilweise ausge-

Pflanzen, wie Dbeispielsweise
dehnte vegetative Phasen gekennzeich-
net. Pappelsamlinge z. B. benotigen 5 bis
10 Jahre, bevor sie erstmals blithen. Fich-
ten bilden erst nach 20 Jahren das erste
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Abb. 3: Pfropfung bei der Kartoffel: Ein kleinwiichsiger Spross
wurde auf eine gutwiichsige Unterlage gepfropft

Mal minnliche und weibliche Zapfen. Die
Forstpflanzenziichtung unterscheidet sich
grundlegend von der Ziichtung von krau-
tigen Kulturpflanzen. Die Letztere erfolgt
uber eine reine ,Kreuzungszichtung,
d. h. nach einer Ausgangskreuzung zwi-
schen zwei ausgewahlten Linien werden in
10 bis 15 Jahren tiber sich wiederholende
Riickkreuzungen und Ausleseverfahren
genetisch ,,reine“ Sorten erzeugt. Die
Zuchtung von Baumen und anderen mehr-
jahrigen Pflanzen ist dagegen sehr zeitauf-
wendig. Daher kann bei diesen Pflanzen
die Realisierung komplexer Ziichtungs-
programme viele Jahrzehnte dauern.

Bei Forstgeholzen ist es nur in Ausnah-
mefillen gelungen, mithilfe kulturtech-
nischer Verfahren oder nach chemischer
Behandlung (z. B. mit Hormonen) eine
frithzeitige Bliite zu induzieren [7]. Auch
sind bei Forstgeholzen nur wenige natiir-
liche Mutanten bekannt, die iiber eine
nur kurze vegetative Phase verfugen. Bei
der Birke (Betula verrucosa) wurde ein
Individuum gefunden, das als zweijahrige
Pflanze Kitzchen entwickelt. Auch bei
der Silberpappel (Populus alba) konnte
fruhblihende

werden, die bereits innerhalb eines Jahres

eine Variante selektiert
nach der Aussaat weibliche Bluten ausbil-
dete. Besonders eindrucksvoll ist ein um
1890 in Schweden entdecktes Exemplar
einer Rotfichte (Picea abies). Dieses In-
dividuum war kleinwiichsig und kraftig
gebaut und wies als besonderes Kennzei-
chen weibliche Zapfen an den Triebenden
auf (Abb. 4).

Friihblithende Genotypen konnen auch
durch eine gentechnische Modifikation
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von sieben Jahren

erhalten werden. Hierfiir werden Gene
tibertragen, von denen bereits bekannt ist,
dass sie eine ,,frithe Bliite“ induzieren. Bei
der Pappel ist es gelungen, bereits bei 6 bis
10 Monate alten Pflanzen die Bildung von
Kitzchen zu initiieren (,,HighSpeed-Bree-
ding“ [8]). Die frithblithenden Pappeln er-
moglichen jedes Jahr eine Riickkreuzung;
am Ende des Ziichtungsprogramms kon-
nen die ,Frihbliihgene® einfach durch
die Mendel‘sche Segregation wieder ent-
fernt werden. Die Ziichtungsprodukte des
»HighSpeed-Breeding“-Verfahrens sind
daher nicht-transgen und von denen der
klassischen Ziichtung nicht zu unterschei-
den. Damit kann fiir die Pappel ein Ziich-
tungsprogramm entworfen werden, wie
es auch bei einjahrigen Pflanzen durchge-

fithrt wird [8].

Gezielte Genommodifizierung

Trotz der tiberaus positiven wirtschaftli-
chen, okologischen und sozialen Folgen
der Verwendung von GV-Pflanzen wurde
nach Alternativen zur Griinen Gentech-
nik in der Hoffnung gesucht, dass diese
modernen Verfahren eine hohere Akzep-
tanz in der Bevolkerung erreichen. Unter
dem Begriff des ,,Genome Editing“ oder
»Gezielte Genommodifizierung“ werden
heute alle biotechnologischen Methoden
zusammengefasst, mit deren Hilfe das
Erbgut (Genom) zielgerichtet, spezifisch
und effektiv verandert werden kann [9].
Die meisten Methoden arbeiten mit sog.
»molekularen Scheren®, die den Trager
der genetischen Information, die DNA
(Desoxyribonucleic acid), an einer be-
stimmten und genau definierten Stelle
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Abb. 4: Zapfentreibende Fichte im Alter

schneiden und dadurch Verinderungen
(Mutationen) induzieren. Diese Verin-
derungen umfassen entweder einen Aus-
tausch bestehender Basenpaare oder einen
Einbau neuer bzw. Léschung (Deletion)
vorhandener DNA. Einzelne Nukleotide,
kleinere und groflere DNA-Abschnitte
und sogar vollstindige Gene (Trager der
genetischen Information) konnen hinzu-
gefligt oder entfernt werden. Auch kann
die Expression vorhandener Gene durch
An- oder Abschalten beeinflusst werden.
In Abhingigkeit des molekularen ,,Ge-
nome Editing“-Systems lassen sich ver-
schiedene Methoden unterscheiden, die
nachfolgend beschrieben werden. Diese
Methoden werden auch als Neuartige
Zichtungsverfahren (engl.: New Breeding
Technologies — NBT) bezeichnet. Den
meisten der NBT-Verfahren ist gemein-
sam, dass sie nach dem DNA-Schnitt den
natiirlichen Reparationsmechanismus der
Zelle ausnutzen, um genetische Veriande-
rungen im Erbgut punktgenau und sehr
prazise zu setzen (Abb. 5). Zudem sind
viele dieser Systeme mit molekulargeneti-
schen Methoden nicht nachweisbar bzw.
von spontan auftretenden oder induzier-
ten Mutationen nicht zu unterscheiden.
Die kommerzielle Anwendung dieser Sys-
teme hat in den letzten Jahren in vielen
Bereichen explosionsartig zugenommen.

Zinkfingernukleasen (ZNF)

Die ilteste ,,Genome Editing“-Technik er-
laubt das gezielte Einbringen von Mutatio-
nen einschliefSlich grofler DNA-Segmente.
Zinkfingernukleasen [10] sind kiinstlich
zusammengesetzte Proteine, die bestimmte
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Stellen im Erbgut ansteuern und schnei-
den. Sie bestehen aus zwei verschiedenen
funktionellen Bereichen: die erste erkennt
eine spezifische Zielsequenz im Erbgut und
die zweite erzeugt an dieser Stelle einen
DNA-Einzelstrangbruch  mittels
Nukleaseaktivitit. An dieser Stelle setzt
der natiirliche Reparationsmechanismus

einer

der Zelle an und verschiedene genetische
Veranderungen konnen je nach angewen-
deter Technik erzeugt werden (Abb. 6).
Insgesamt sind drei Techniken von
Zinkfingeranwendungen bekannt, die
sich im Hinblick auf die Art der geneti-
schen Verianderung im Erbgut und die
Linge des eingefuhrten DNA-Abschnitts
der ZFN1-Technik
werden durch einen Doppelstrangbruch

unterscheiden. Bei

im Erbgut Mutationen gesetzt, die nur
ein oder einige wenige Basenpaare betref-
fen und sich somit von natiirlichen Pro-
zessen (spontane/induzierte Mutationen
bei der konventionellen Ziichtung) nicht
unterscheiden lassen. Die ZFN2-Technik
erlaubt die Integration von kurzen DNA-
Abschnitten, die nach Einzelstrangbruch
natiirliche Reparaturmechanismen in-
duziert und anschlieSend als Vorlage fur
das zelleigene Reparatursystem dienen.
Dadurch konnen Gene ausgeschaltet oder
repariert werden. Bei der ZFN3-Technik
schliefllich werden sehr lange DNA-Ab-
schnitte, die mit den Enden des Dop-
pelstrangbruchs identischen Sequenzen
ausgestattet sind, in die Zelle eingefiihrt.
Nach Reparatur des Doppelstrangbruchs
wird der lange DNA-Abschnitt in das
Erbgut integriert.

Wihrend die resultierenden Organis-
men aus ZNF1 und ZNF2 nach dem in
Deutschland zurzeit geltenden Gentech-
nikgesetz (GenTG) keine gentechnisch
veranderten Organismen (GVO) darstel-
len diirften, sind die aus ZNF3 resultie-
renden Organismen Triger einer gentech-
nischen Verinderung und somit GVOs.
Die Arten von Mutationen, wie sie bei
ZNF1 und ZNF2 induziert werden, kon-
nen auch uber spontane/induzierte Muta-
tionen und somit bei der konventionellen
Zichtung (Mutagenese) entstehen.

Transcription Activator-like Effector
Nucleases (TALEN)

Die als Transcription Activator-like Effec-
tor Nucleases (TALEN) bezeichneten Nu-
kleasen stellen kinstlich hergestellte, von

www.forstpraxis.de

der Natur abgeleitete Restriktionsenzyme
dar, die sequenzspezifisch an die DNA
binden und diese an einer bestimmten
Stelle
quenzen schneiden [11]. Dadurch wird der

zwischen zwei Erkennungsse-
DNA-Reparaturmechanismus der Zelle
aktiviert und die Moglichkeit eroffnet,
kleinere oder grofSere genetische Veriande-
rungen zu setzen. Mit diesem naturanalo-
gen Verfahren konnen Gene ausgeschaltet,
entfernt oder hinzugefiigt werden.

Auch die mittels TALEN

Organismen dirften nach dem zurzeit in

editierten

Deutschland geltenden Gentechnikgesetz
(GenTG) keine gentechnisch veranderten
Organismen (GVO) darstellen. Das resul-
tierende Erbgut sieht genauso aus wie
vorher, nur ist an einer vorher festgelegten
Stelle eine genetische Verinderung gezielt
eingebaut worden. Die Organismen un-
terscheiden sich somit nicht von solchen,
die aus einer natirlichen Selektion her-
vorgegangen sind.

CRISPR/Cas-Systeme

Die CRISPR/Cas-Systeme in Bakterien
sind lange bekannt, aber erst vor etwa
10 Jahren wurden sie als ein Abwehrme-
chanismus gegen Viren beschrieben [12].
CRISPR-Einheiten kommen in vielen bak-
teriellen Genomen vor und stellen kurze,
sich wiederholende Sequenzabschnitte
dar. Beim Ablesen der genetischen Infor-
mation werden sie in ein langes RNA-
Molekdl ubersetzt. In Anwesenheit eines
sog. Cas-Enzymkomplexes (fungiert als
»Endonuklease“) wird dieses lange RNA-
Molekiil in kleine Einzelstiicke zerlegt.
Die RNA-Einzelstiicke erkennen einge-
drungene DNA (oder RNA) als Fremd-
korper und schneiden diese mit den
Cas-Endonukleasen (z. B. Cas9).

Das bakterielle, hauptsichlich gegen
Viren gerichtete CRISPR-System hat man
sich nun fiir gezielte Verinderungen im
Genom auch von Pflanzen zunutze ge-
macht (Abb. 7). Dort kann es an einer
beliebigen Stelle der DNA schneiden, was
durch zelleigene Reparatursysteme wieder
repariert wird. Dadurch wird entweder
ein Gen funktionsuntiichtig gemacht oder
es wird an dieser Stelle neue DNA einge-
fiigt. Es besteht auch die Moglichkeit, das
System ganz spezifisch an einer bestimm-
ten Stelle im Genom einzusetzen. Hierfiir
wird eine kurze, aus etwa 20 Nukleotiden
bestehende RNA verwendet, die komple-
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mentdr zur Zielsequenz auf der DNA ist.
Diese kurze RNA dient somit als ,, Weg-
weiser“ und dirigiert das Cas9-Enzym
genau an die zu schneidende Position.

Fiir viele stellt die Technologie CRI-
SPR/Cas9 die grofite Entdeckung der
Biotechnologie dieses Jahrhunderts dar
und gilt als groflte Revolution seit der
Entwicklung der PCR-Technik (Poly-
merasekettenreaktion). Das System ist
schnell, zuverldssig und preiswert, man
kann damit DNA-Abschnitte entfernen,
verschieben oder korrigieren. Und im
Endprodukt ist der einmal erfolgte Ein-
satz der Methodik nicht mehr nachweis-
bar. Damit sind alle Forderungen, die
CRISPR/Cas9-Technik juristisch zu re-
geln, sinnlos.

Oligonukleotid-gesteuerte Mutagenese

Die Methode der Oligonukleotid-gesteu-
erten Mutagenese (OgM, engl.: oligo-
nucleotide-directed mutagenesis [ODM])
dient ebenfalls zur gezielten Verdnderung
des DNA-Strangs an einer gewiinschten
Position, sei es um Gene auszuschalten
oder zu aktivieren [13]. Auch die durch
diese Methode erzeugten Verianderungen
sind im Nachhinein nicht von natiirlichen
oder induzierten Mutationen zu unter-
scheiden. Methodisch werden Oligo-
nukleotide mit einer Linge von etwa
20 bis 100 Nukleotiden in die Zelle ein-
gefihrt, die komplementir (mit nur einem
falschen Nukleotid) zu einer bestimmten
Sequenz im Genom sind. Das Oligonu-
kleotid bindet trotz des einen falschen
Nukleotids an der Zielsequenz und dient
dann als Matrize fiir zelleigene Repara-
tursysteme, die das falsche Nukleotid in
die reparierte DNA iibernehmen.

Anwendung hat das Verfahren bei der
Entwicklung eines Herbizid-toleranten
Rapses der Firma Cibus (USA) gefunden,
der in den USA das erste Mal im Frithjahr
2015 ausgesiat wurde. Eine Anbaugeneh-
migung dieses Rapses in Europa ist bean-
tragt, aber bisher aufgrund der gegentiber
den neuartigen Zichtungstechnologien
unklaren EU-Gesetzgebung noch nicht
genehmigt worden.

BNA-abhdngige DNA Methylierung

Dieses Verfahren dient dazu, Gene fiir
einen begrenzten Zeitraum in ihrer Ak-
tivitat zu unterdriicken oder ganz auszu-
schalten [14]. Grundlage fur diese Tech-
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Abb. §: ,,Genome Edi-
ting™ oder Gezielte Ge-
nommodifizierung: ein in-
aktives oder defektes Gen
wird durch ,molekulare
Scheren® aufgespiirt und
an der defekten Stelle
geschnitten. Anschlieflend
wird der Schnitt durch
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Abb. 6: Zinkfingernukleasen bestehen aus zwei funktionellen
Domdnen: die erste spiirt eine gewiinschte Position im Genom
auf und bindet an diese. Die zweite Domdne schneidet die

DNA an dieser Stelle.

nik ist die im Jahre 1998 entdeckte ,,RNA
Interferenz“, mit der die Pflanze bereits
natirlicherweise epigenetische Veriande-
rungen induziert. Voraussetzung ist die
Verfugbarkeit einer doppelstringigen,
nicht-kodierenden RNA (dsRNA), die in
ihrer Sequenz homolog zur Zielsequenz
ist. Dort fithrt die doppelstrangige RNA
zu einer erhohten Methylierung, ohne
die DNA-Sequenz zu verindern. Wenn
regulatorische Bereiche der Gene von der
Methylierung betroffen sind, konnen die
Gene in ihrer Aktivitit herunterreguliert
oder sogar ganz ausgeschaltet werden.
Viele dieser epigenetischen Veranderun-
gen sind in nichste Generationen vererb-
bar, manchmal kann aber der Effekt auch
wieder verloren gehen.

Cisgenese und Intragenese

Unter Cisgenese wird eine Ubertragung
von Genen aus einem Organismus in das
Genom eines Empfingerorganismus der
gleichen Art oder einer kreuzungskompa-
tiblen Art verstanden [15]. Die tibertrage-
nen Gene sind im Vergleich zu denen im
Ausgangsorganismus in ihrer Struktur
und Sequenz unverandert. Sie werden mit
den gleichen Verfahren ibertragen, die
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Abb. 7: Das CRISPR/Cas9-System benotigt eine kurze, aus etwa
20 Nukleotiden bestehende RNA, die komplementdr zur Zielsequenz ist,
fiir die gezielte Bindung an der DNA. Dort schneidet das Cas9-Enzym die

DNA. Danach werden zelleigene Reparatursysteme angeschaltet.

auch in der Gentechnik eingesetzt werden.
Die Gene integrieren zufillig im Genom
des Empfingerorganismus. Kreuzen cis-
gene Pflanzen aus, werden keine artfrem-
den Gene oder DNA-Sequenzen an kreu-
zungskompatible Arten weitergegeben.
Die resultierenden genetischen Verande-
rungen konnten auch durch herkémm-
liche Kreuzungen herbeigefithrt werden.
Allerdings resultieren durch Kreuzungen
weitere genetische Verdnderungen im
Damit
die Cisgenese der sog. Selbstklonierung,

Empfingerorganismus. gleicht
unter der die Entnahme von genetischem
Material aus einem Organismus und
Wiedereinfithrung in denselben verstan-
den wird. Der resultierende Organismus
weist somit keine fremden Nukleinsiuren
auf. Ein Anwendungsbeispiel ist die cis-
gene Phytophthora-resistente Kartoffel,
die Resistenzgene aus Wildkartoffeln
tragt.

Bei der Intragenese stammen die Gene
zwar auch aus der gleichen oder einer
kreuzungskompatiblen Art, jedoch sind
die ubertragenen Gene nicht mehr struk-
turidentisch zu denen im Ausgangs-
organismus. Zwar konnen dadurch Ziele
realisiert werden, die mit konventioneller

Zichtung nicht erreichbar sind, aber der
resultierende Organismus wire nach der
heutigen Gesetzeslage ein gentechnisch
verdanderter Organismus.
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