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Einleitung

1 Einleitung

Fortschritte in der Forschung und Entwicklung brachten vermehrt Stakeholder Anfragen an zustidndige
Behorden in den EU Mitgliedsstaaten, ob Pflanzen, die aus bestimmten Ziichtungstechniken resultieren,
unter die legale GVO Definition fallen. Zu diesen sogenannten “Neuen Pflanzenziichtungstechniken” (NPBT)
werden derzeit gezahlt: (1) Nuklease-gestiitzes Genom-Editieren (SDN), (2) Oligonukleotid vermittelte
Mutagenese (ODM), (3) Cisgenese und Intragenese, (4) RNA-abhdngige DNA Methylierung (RdDM), (5)
Propfen (auf eine GV Unterlage), (6) Reverse Ziichtung, (7) Beschleunigte Ziichtung, (8) Agroinfiltration, und

(9) Synthetische Genomik (in Erweiterung von [1]).

Einige der genannten NPBT wurden in Studien der AGES (Osterreichische Agentur fiir Gesundheit und
Erndhrungssicherheit) behandelt [2, 3]; CRISPR-Cas basiertes Genom-Editieren und die beschleunigte
Zichtung sind relative neue Entwicklungen, die nun in dieser Studie beschrieben werden. Neuere
Entwicklungen im Bereich der RNA-abhangigen Methoden werden ebenfalls behandelt, vor allem auch
wegen ihres Potentials in der Herstellung von Pflanzen mit Resistenzeigenschaften gegen

Pflanzenpathogene.

Die vorliegende Studie ist als Informationsdokument fiir Stakeholder im weiten Sinn gedacht und skizziert
die Grundlagen und den Stand der Technik, sowie das Potential der Anwendungsgebiete. Sie beschreibt die
beabsichtigten und unbeabsichtigten Effekte bei deren Anwendung auf das pflanzliche Genom und
versucht dabei, andere Pflanzenziichtungstechniken und biotechnologische Methoden in Relation zu

setzen.

Die Studie zeigt, dass die behandelten Techniken groRes Potential fir die Anwendung in der

Pflanzenzilichtung und Sortenentwicklung haben und international bereits kommerziell umgesetzt werden.

Die rechtliche Einordnung der NPBTs in der EU hat groRen Einfluss auf deren weitere Verwendung in
Pflanzenziichtung in Europa und soll daher moglichst rasch und in Zusammenarbeit auf europaischer Ebene
geschehen, sodass auch fiir die Pflanzenzlichter in Europa die rechtliche Sicherheit bei der Entwicklung von

Sorten unter Verwendung dieser Methoden gewahrleistet ist.

Die Information der Offentlichkeit durch die zustindigen Behérden iber Pflanzenziichtung und iiber
biotechnologische Methoden, deren Entwicklung und Anwendung in der Pflanzenziichtung soll aktiv

gestaltet sein und geleitet von den vorliegenden Informationen aus Wissenschaft und Technik.
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2 CRISPR-Cas

2.1 Einleitung

CRISPR-Cas (Clustered regularly interspaced short palindromic repeat — CRISPR associated) basierendes
Genome-Editieren beschreibt eine jingere Methode zum Nuklease-vermittelten Genom-Editieren, bei der
das Enzym Uber eine RNA Komponente an ihr Zielsubstrat gefiihrt wird. Die Anzahl an Publikationen tber
die Anwendung von CRISPR-Cas in Pflanzen spiegelt die rapide Entwicklung in diesem Bereich Uber die

letzten Jahre (Abb. 2.1 in der Studie).

2.1.1 Genom-Editieren: Arten (SDN1, 2, 3)

Genome-Editieren unter Anwendung von SDN-Systemen, einschlief3lich der CRISPR-Cas9 Technologie, kann
auf verschiedene Veranderungen im Genom abzielen. Zur Zeit vorrangig (Abb. 2.6 in der Studie): (1a)
zielgerichtete unbestimmte (hinsichtlich der tatsachlichen Umsetzung am Zielort erst im Nachhinein
bekannte) Mutationen, (1b) Deletionen von genomischen Sequenzen (durch Setzen zweier benachbarter
DSB), (2) zielgerichtete bestimmte Mutationen (durch Einbringen einer Reparaturvorlage) und (3a, 3b)
Insertion zusatzlicher DNA-Sequenzen (durch Einbringen einer Reparaturvorlage oder einer Donor-DNA).
Genom-Editieren mittels SDN-Systemen wird allgemein in diese drei Kategorien (SDN1, SDN2 und SDN3)

unterteilt [4].

SDN1 Technik: sgRNA-Cas9 Aktivitat wird in Zellen eingebracht und verursacht einen gezielten DSB. Der DSB
wird durch den NHEJ-Signalweg repariert, es kann zu zielgerichteten, aber a priori unbekannten
Mutationen am Zielort kommen. In Erweiterung zur urspriinglichen Definition kdnnen auch zwei gezielte
DSB gleichzeitig gesetzt werden, es kann zur Deletion der dazwischenliegenden genomischen DNA

kommen. Reparaturvorlagen oder eine Donor-DNA werden bei dieser Technik per Definition nicht benutzt.

SDN2 Technik: sgRNA-Cas9 Aktivitat wird zusammen mit einer Reparaturvorlage in Zellen eingebracht. Die
sgRNA-Cas9 Aktivitat verursacht einen gezielten DSB. Im Zuge des HDR-Reparaturmechanismus wird die
Reparaturvorlage verwendet, die auf ihr kodierten, zielgerichteten Mutationen kénnen im Genom

implementiert werden.

SDN3 Technik: sgRNA-Cas9 Aktivitdt wird zusammen mit einer Reparaturvorlage in Zellen eingebracht. Die
Reparaturvorlage enthilt eine zusatzliche DNA-Sequenz (cis-, intra-, oder transgene Sequenzen). Die

sgRNA-Cas9 Aktivitat verursacht einen gezielten DSB. Im Zuge des HDR-Reparaturmechnismus wird die
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Reparaturvorlage verwendet, die zusatzliche DNA-Sequenz kann am gewl{inschten Zielort insertiert werden.
In Erweiterung zur urspriinglichen Definition, kénnen zusatzliche DNA-Sequenzen auch lber NHEJ an einem

gewlinschten Zielort eingebracht werden.

2.2 Anwendung in der Pflanzenziichtung

Tabelle 2.1 zeigt Anwendungsbeispiele von CRISPR-Cas9-basiertem Genom-Editieren.

Wie in der Studie ausgefiihrt, liegen die Anwendungsmoglichkeiten der SDN1 Technik vor allem in
folgenden Bereichen: (i) Eliminierung unerwiinschter Inhaltsstoffe (zum Beispiel Substanzen, die die
Nahrstoffaufnahme negativ beeinflussen, allergenes Potential haben oder Toxizitdt aufweisen), (ii)
Steigerung erwiinschter Inhaltsstoffe (zum Beispiel Olsiure fir die Gewinnung von Ol mit héherer
thermischer Stabilitat), und (iii) Entwicklung von Krankheitsresistenz (zum Beispiel an rezessiven

Resistenzgenen[5]).

Mit der SDN2 Technik ist es moglich, bekannte funktionelle genetische Variation zwischen Kultivaren oder
aus verwandten Arten (Wildformen) in Kulturarten zu transferieren (Allel-Transfer), oder aber auch
funktionelle genetische Variation, die durch Mutagenese in vivo oder in vitro (zum Beispiel gerichtete

Evolution von Enzymen) erzeugt wurde in ein Genom mit dhnlichen Sequenzen einzubringen.

Genome-Editieren (SDN1, SDN2) macht eine zielgerichtete Veranderung von Genomsequenzen moéglich und
ergdnzt somit andere Methoden in der Pflanzenzlichtung, die die Erzeugung von genetischer Variation zum
Ziel haben, wie die Mutationsziichtung oder die Transgen-Technologie. Traditionelle Mutationsziichtung
bietet die Moglichkeit kiinstlich induzierte neue genetische Variation zu erzeugen, zu beschreiben und zu
nutzen. Das Potential des Genom-Editierens in der Pflanzenziichtung liegt in der Umsetzung von
bekanntem Wissen aus der Grundlagen- und der angewandten Forschung: genetische Variation, die zu
Merkmalsauspragungen fihrt, die fir die Zichtung von Interesse ist, wird genutzt. Der Fortschritt im
Wissen um funktionelle genetische Variation profitiert von den neuen Sequenzierungstechnologien:
Projekte, die die genetische Variation innerhalb einer Art oder verwandter Arten dokumentieren (150
Tomato Genome ReSequencing Project [6], 3000 Rice Genomes Project [7], 44 Sorghum-line Genomes [8],
302 Soybean accessions [9], 115 Cucumber lines [10]), kdnnen mit Daten aus phénotypischen Screens
verbunden werden [11]. Daher ist anzunehmen, dass zukiinftig eine Reihe weiterer Eigenschaften (Ertrag,
Qualitatsmerkmale, Krankheitsresistenzen) auch mit der SDN1 und SDN2 Technik in Kulturpflanzen

umgesetzt werden kénnen.
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Die SDN3 Technik schlieBlich kann cis-, intra-, und transgene Linien erzeugen, bei denen der Insertionsort
vorher bestimmt wird. Dadurch kénnen Orte im Genom fiir die Insertion verwendet werden, die aufgrund
ihrer Eignung flir die Expression eines zusatzlichen Gens ausgewahlt werden koénnen (Positionseffekte).
Weiters kdnnen Expressionskassetten (auch im Nachhinein) nahe beieinander oder bei einem gewiinschten
endogenen Gen insertiert werden, was den Vorteil bietet, dass diese Kassetten oder die
Kassette/endogenes Gen Kombination gekoppelt vererbt werden und in weiterer Folge leichter in andere

Linien einkreuzbar sind.

Abgesehen vom Einsatz zum Genom-Editieren, sind CRISPR-Cas9 Module auch fiir die Entwicklung als
Resistenzloci gegen Viren vorgeschlagen worden. Proof-of-principle Studien haben in Arabidopsis und N.
tabacum gezeigt, dass sgRNA-Cas9 Expressionskassetten, die gegen Sequenzen von Geminiviren gerichtet

sind, Symptome des Virenbefalls abschwachen oder unterdriicken kénnen [12-14].

CRISPR-Cas9 Technologie wurde bereits in vielen wichtigen Nutzpflanzen angewendet, zum Beispiel in der
Sojabohne (Glycine max) [15], in Weizen (Triticum aestivum) [16], Mais (Zea mays) [17], Gerste (Hordeum
vulgare) [18], in der Kartoffel [19] und Tomate [20] (Solanum tuberosum and S. lycopersicum), auch in

verholzenden Pflanzen wie Populus [21] oder Citrus [22].

2.2.1 Off-Target Effekte

Off-Target Aktivitat wurde auch in pflanzlichen Systemen analysiert (Tabelle 7.1 der Studie). Basierend auf
den heute zugdnglichen Daten, ist die Spezifitdt von CRISPR-Cas9 in Pflanzen von denselben Faktoren (in

Hinblick auf Spacer/Protospacer und PAM Sequenz) abhangig wie in anderen eukaryotischen Systemen.

Eine niedrige Off-Target Aktivitat ist auch in der Pflanzenzlichtung bevorzugt, jedoch sind Off-Target Effekte
im Gegensatz zur therapeutischen Anwendung tolerierbar, da sie, im Falle von negativen Effekten auf die
Performance und Zuchtziele einer Sorte, im Laufe des Ziichtungsprogrammes durch Riickkreuzungen

eliminiert werden kdnnen, ebenso wie in der konventionellen Mutationsziichtung.

Es gibt bereits mehrere Ansatze, die Off-Target Aktivitat zu reduzieren, etwa durch geschickte Auswahl der
Target-Sequenz [23, 24], Verwendung von sogenannten ,paired nickases” oder die Anwendung von RNA-

guided Fokl-Nukleasen [25].
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2.3 Beabsichtigte und unbeabsichtigte Auswirkungen des Genom-

Editierens mittels CRISPR-Cas9

Die beabsichtigte Auswirkung des Genom-Editierens mittels der CRISPR-Cas9 Technologie ist die
Veranderung eines vorher bestimmten genomischen Lokus. Mogliche unbeabsichtigte Auswirkungen sind
(i) Off-Target Effekte, (ii) das Verbleiben einer sgRNA-Cas9 Expressionskassette in resultierenden Pflanzen,
(iii) Auftreten von Mutationen durch den Transformations- und/oder Regenerationsprozess (Zellkultur), die
an resultierende Pflanzen weitergegeben werden, und (iv) bei der Verwendung von viralen

Vektorsystemen, virale Kontamination von resultierenden Pflanzen.

2.4 Aspekte der Sicherheit von CRISPR-Cas9-basiertem Genom-

Editieren

2.4.1 SDN1 Technik

Unter der Voraussetzung, dass eine stabile Integration der CRISPR-Cas9 Expressionskassette entweder nicht
stattgefunden hat, oder der integrierte Lokus ausgekreuzt wurde und in den resultierenden Pflanzen nicht
vorhanden ist, kdnnen beabsichtigte und unbeabsichtigte Auswirkungen der SDN1 Technik mit denen der

konventionellen Mutagenese verglichen werden.

2.4.1.1 Vergleich von CRISPR-Cas9-basiertem (SDN1) Genom-Editieren mit
konventioneller Mutagenese hinsichtlich der Anzahl und der Art der erzeugten

Mutationen

Im Vergleich zur konventionellen ungerichteten Mutagenese (z.B. radioaktive Strahlung oder
Rontgenstrahlung, und chemische Mutagenese) erzeugt CRISPR-Cas9 basiertes (SDN1) Genom-Editieren
Mutationen an vorher festgelegten Orten im Genom, sowie abhangig von der sgRNA, moglicherweise an
einer kleineren Anzahl an Off-Target Loci. Diese konnen aufgrund von Sequenzvergleichen herausgefiltert
und auf Mutationsaktivitat getestet werden. Dieser Unterschied zwischen ungerichteter Mutagenese und
Genom-Editieren zeigt auch die unterschiedlichen Anwendungsmaglichkeiten auf. Aufgrund der heutigen
Datenlage ist anzunehmen, dass die Anzahl an unbeabsichtigten Mutationen erzeugt durch CRISPR-Cas9
Aktivitait um ein vielfaches kleiner ist, als jene der ungerichteten physikalischen und chemischen
Mutagenese. Weiters ist kein qualitativer Unterschied in der Art der beabsichtigten und unbeabsichtigten

Mutationen zwischen beiden Methoden festszustellen.
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2.4.1.2 Aspekte der Sicherheit in Bezug auf Verbleiben des Transgens in resultierenden
Pflanzen, Mutationen verursacht durch den Transformationsprozess und den

Gebrauch von viralen Vektorsystemen

Aspekte der Sicherheit fiir die obengenannten Bereiche werden im Kapitel 3.4 im Rahmen der

beschleunigten Ziichtung behandelt.

2.4.2 SDN2 Technik

Die SDN2 Technik erzeugt zielgerichtete bestimmte Mutationen. Dazu wird zusatzlich zur sgRNA-Cas9
Aktivitat eine Reparaturvorlage in die Zellen eingebracht. Diese ist identisch zur Zielsequenz mit Ausnahme

der vorher festgelegten Mutationen.

Fiir die SDN2 Technik kénnen dieselben Aspekte wie bei der SDN1 Technik in Betracht gezogen werden.
Weiters kann im Zuge des Genom-Editierens mittels der SDN2 Technik das Reparaturtemplate als ein
ektopischer, cisgener Lokus an der Stelle des induzierten DSB, oder auch an anderen Stellen im Genom
insertiert werden. Eine Analyse des Genoms auf solche ektopischen, cisgenen Sequenzen kann unter
anderem mittels Standardmethoden (Southern-Blot, PCR-basierte Methoden) nachgewiesen werden und

Linien ohne diese Events daher selektiert werden.

2.4.3 SDN3 Technik

Im Gegensatz zu konventionell hergestellten cis-, intra-, und transgenen Pflanzen erlaubt die SDN3 Technik
die Insertion dieser ektopischen Sequenzen an einem vorher bestimmten Ort. Sicherheitsaspekte in Bezug
auf der Schaffung neuer kodierender Abschnitte und die Zerstérung endogener Gene kdnnen daher schon

im Planungsstadium berticksichtigt werden.

Sicherheitsaspekte von cis- und intragenen Pflanzen im Vergleich zu transgenen Pflanzen wurden in einer

Studie der AGES [2] und in einer Scientific Opinion der EFSA [26] behandelt.

2.5 Detektion und Identifikation

In Féllen, in denen eine CRISPR-Cas9 Expressionkassette in resultierenden Pflanzen verbleibt, ist die
Detektion und die Identifikation wie bei anderen transgenen Pflanzen moglich. Die Expressionskassette in
Verbindung mit dem Insertionsort im Genom dient als Basis fiir die Entwicklung von Tests fiir die Detektion
und ldentifikation. Es ist jedoch anzunehmen, dass vorrangig genom-editierte Linien ohne stabil integrierte

CRISPR-Cas9 Expressionkassetten hergestellt werden.
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2.5.1 Detektion und Identifikation von SDN1- und SDN2-basiertem Genom-

Editieren

Die erzeugten SDN1 und SDN2 Mutationen geben keinen Anhaltspunkt iiber ihre Entstehung

Veranderungen an der Sequenz der DNA sind bis zu Veranderungen an einzelnen Nukleotiden mittels
Standardmethoden (PCR-basierte, Hybridisierungs-basierte Methoden, Sequenzierung) nachweisbar [27].
Die induzierten Verdanderungen kdnnen jedoch nicht von natirlich oder durch konventionelle Mutagenese
entstandenen Mutationen unterschieden werden und daher kann durch sie kein Riickschluf® auf ihre
Entstehungsweise gemacht werden. Indirekte Anhaltspunkte fiir die Identifizierung kann die Anwesenheit
einer bestimmten Mutation in Kombination mit weiteren Markern geben: eine genom-editierte Linie kann
vom Hersteller in Zusammenhang mit weiteren Markern der Linie beschrieben werden. Diese zusammen
kénnen verwendet werden, um eine Probe mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit und durch eine
Kombination von Tests der genom-editierten Linie zuzuordnen. Wird jedoch die genom-editierte Linie als
Kreuzungspartner in Zichtungsprogrammen verwendet, wird die genom-editierte Mutation von den
anderen Markern entkoppelt. Somit wird der Identifikationsnachweis erschwert bzw. ist nicht mehr

moglich.

2.5.2 Detektion and Identifikation von SDN3-basiertem Genom-Editieren

Detektion and Identifikation von Pflanzen, die mittels SDN3-basiertem Genom-Editieren verandert worden
sind, folgen dem Prinzip der Detektion und ldentifikation konventionell hergestellter cis-, intra- und
transgener Pflanzen. Die Detektion cis- und intragener Pflanzen ist im Allgemeinen gegeniber transgenen
Pflanzen erschwert, da die insertierten Sequenzen Homologie zu endogenen Sequenzen aufweisen (cis- und

intragene Pflanzen wurden in der Studie der AGES diskutiert [2]).

2.6 Aspekte in Bezug zur GVO Definiton

Eine Stellungnahme des ZKBS (Zentrale Kommission fir die Biologische Sicherheit, Deutschland;
institutionalisiert durch das deutsche Gentechnikgesetz) [28] von 2012 behandelt auch die ZFN
Technologie. Die Uberlegungen kénnen auf andere SDN Technologien ibertragen werden. In der
Stellungnahme gibt das ZKBS u.a. Schlussfolgerungen und Bewertungen zur Einordnung der aus der

Technologie resultierenden Organismen in Bezug auf die GVO Definition nach der Richtlinie 2001/18/EG ab.

Die SDN3 Technik erzeugt Pflanzen, die aufgrund der Anwesenheit von cis-, intra-, und transgener

Sequenzen unter die GVO Definition nach Richtlinie 2001/18/EG fallen. Anderseits besteht keine rechtliche
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Klarheit, ob genom-editierte Pflanzen hergestellt mittels der SDN1 bzw. der SDN2 Technik unter diese

Definition fallen oder davon abweichen.

Die SDN1 und die SDN2 Techniken erzeugen Pflanzen mit zielgerichteten Mutationen, die von genetischen
Veranderungen, welche durch natiirliche Prozesse oder in der Mutationsziichtung entstanden sind, nicht
unterscheidbar sind. Wahrend des Herstellungsprozesses kdnnen intermedidre Pflanzen verwendet
werden, die eine CRISPR-Cas9 Expressionskassette stabil als Transgen im Genom integriert haben. In
Pflanzen mit generativer Vermehrung kdénnen Nachkommen selektiert werden, die die gewilinschte
Mutation, aber nicht das Transgen enthalten. Weiters gibt es Moglichkeiten die sgRNA-Cas9 Aktivitat ohne

DNA Transfer in Zellen einzubringen.

Die ZKBS ist zu dem Schluss gekommen, dass resultierende Organismen frei von rekombinanter DNA nicht

unter die Definition eines GVO nach der Richtlinie 2001/18/EG fallen sollen [28].

Die Richtlinie 2001/18/EG schlieBt explizit Organismen aus ihrem Geltungsbereich aus, die durch
bestimmte Verfahren hergestellt wurden, diese sind das Verfahren der Mutagenese und das Verfahren der
Zellfusion (einschlieflich Protoplastenfusion). Weiters werden Organismen ausgeschlossen, an denen zum
Beispiel das Verfahren der Polyploidie-Induktion durchgefiihrt wurde. Das heiRt, dass Pflanzen, die durch
diese Verfahren hergestellt wurden, nicht angemeldet werden miissen und nicht dem Risikomanagement

der Richtlinie unterliegen.

Man kann daher folgern, dass die Richtlinie 2001/18/EG auch mogliche unbeabsichtigte Effekte, die sich aus
der Anwendung dieser Techniken (Mutagenese, Zellkulturpassage, Polyploidie-Induktion, Kreuzung weit
verwandter Arten) ergeben kénnen, auBerhalb der Gesetzgebung durch die Richtlinie 2001/18/EG
kontrollierbar sieht, also durch die Beobachtung wahrend des Zichtungsprozesses und der
Sortenentwicklung durch den Ziichter. Von einem wissenschaftlichen Standpunkt aus sind Mutationen,
beabsichtigte und unbeabsichtigte, in (cis-, intra- und transgenfreien) genom-editierten Pflanzen nicht
qualitativ unterschiedlich zu solchen, die auf natilrliche Weise entstehen kénnen oder die durch die
Anwendung der obengenannten Methoden, die nicht durch die Richtlinie 2001/18/EG kontrolliert werden,
entstehen kénnen. Im Hinblick auf die Quantitdt der erzeugten Mutationen entstehen durch den Prozess
des Genom-Editierens eine vergleichsweise geringere Anzahl an Mutationen, als zum Beispiel durch
chemische Mutagenese (bei letzterer typischerweise in der GroRenordnung von hunderten — tausenden

pro Individuum).
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2.7 Tabelle

Tabelle 2.1 Genom-editierte Nutzpflanzen, Beispiele aus Datensdtzen mit Anfragen an

die US Behorde

APHIS?
Nutzpflanze Technik Eigenschaft Entwickler Behorde
. . . USDA/APHIS
Mais CRISPR —SDN1 hoher Amylopektin-Gehalt DuPont Pioneer April 2016
Zucht- . N Pennsylvania State USDA/APHIS
Champignon CRISPR —SDN1 verminderte Braunfarbung University April 2016
verbesserte Krankheitsresistenz gegen
Weizen TALEN — SDN1 den echten Mehltau (Blumeria Calyxt USDA/APHIS
. [29] February 2016
graminis)
. Akkumulation von Stérke in Blatt- und - USDA/APHIS
Mais Meganuclease — SDN1 Halmgewebe Agrivida Novmber 2015
verbesserte Resistenz gegen lowa State
Reis TALEN — SDN1 Weilblattrigkeit (Xanthomonas oryzae | University USI?A/APHIS
Mai 2015
pv. oryzae) (Feldversuche) [30]
. R . USDA/APHIS
Soja TALEN — SDN1 hoher Olsdure-Gehalt Cellectis May 2015
. . Benson Hill USDA/APHIS
- ? -
Mais Meganuclease — SDN2/3* verbesserte Photosynthese-Effizienz Biosystems May 2015
Gehalt an reduzierendem Zucker unter
Detektionsgrenze; Cellectis USDA/APHIS
Kartoffel TALEN —SDN1 in Folge verringerte Acrylamid- [31] November 2014
Produktion in erhitzten Produkten®
. . Dow Agro Science USDA/APHIS
Mais ZFN — SDN3 reduzierter Phytat-Gehalt 32] March 2012

Ays Department of Agriculture, Animal and Plant Health Inspection Service; eingetragen unter Regulated Letters of Enquiry (under

7 CFR part 340) (https://www.aphis.usda.gov/aphis/ourfocus/biotechnology/am-i-regulated)

Plkeine offentlicheAngabe in Anfrage an USDA/APHIS; Angabe aus [31]



https://www.aphis.usda.gov/aphis/ourfocus/biotechnology/am-i-regulated

Beschleunigte Ziichtung

3 Beschleunigte Zichtung

3.1 Einleitung

Beschleunigte Zichtung beschreibt eine Methode, die die Verkiirzung der Dauer von
Zlichtungsprogrammen zum Ziel hat [33]. Sie ist vor allem in Pflanzen mit langer Generationsdauer von
Interesse (z.B. Baume). In der beschleunigten Ziichtung werden Linien hergestellt, die ein dominant
wirkendenes Transgen tragen, das eine verkiirzte Generationsdauer verleiht (vorzeitige Bliite). Diese Linien
werden als Kreuzungspartner verwendet und vekiirzen durch Einbringen des dominanten Transgens die
Dauer zwischen aufeinanderfolgenden Kreuzungen. An dem Punkt im Ziichtungsprozess, an dem Individuen
in der Population vorliegen, die die gewilinschten Eigenschaften kombinieren, werden aus jenen diese

selektiert, die das dominante Transgen nicht beinhalten (Null-Segreganten) [33].

Beschleunigte Zlichtung bietet die Moglichkeit, in Kombination mit der Anwendung der markergestitzten
Selektion (MAS), die Dauer und Kosten (Infrastruktur) von Ziichtungsprogrammen zu verringern; die Anzahl

von Zichtungsprogrammen in Arten mit langer Generationsdauer konnte dadurch ansteigen [34-36].

3.2 Anwendung in der Pflanzenziichtung

Pflanzenziichtung in Arten mit langer juveniler Phase ist ein zeitintensiver Prozess. Juvenilphasen von Apfel
(Malus domestica) und Birne (Pyrus communis) kdnnen beispielsweise 6 — 12 Jahre unter Feldbedingungen
betragen [37]. Die beschleunigte Zlichtung konnte dazu beitragen, dass vermehrt Programme in Arten mit
langer Juvenilphase durchgefiihrt werden. Dadurch kdénnten auch in diesen Arten wichtige Zuchtziele, wie
etwa das Einkreuzen von Resistenzgenen aus verwandten Arten, in einem praktikablen Zeitrahmen

verwirklicht werden.

Der Forschungsschwerpunkt liegt derzeit bei mehrjdhrigen holzigen Pflanzen. Die meisten
wissenschaftlichen Publikationen gibt es tGber Apfel und Pappel, gefolgt von Citrus, einzelne Arbeiten tber
die Birke, Eukalyptus, Birne und Pflaume (Referenzen und eine Ubersicht in der Tabelle 3.1 in der Studie).

Weiters gibt es eine Arbeit, die diesen Ansatz auch in Soja beschreibt [38].

Zlichtungsprogramme zur Pyramidisierung von Resistenzgenen unter Einbinden der beschleunigten
Zichtung wurden in Apfel (Malus domestica) und in der Pflaume (Prunus domestica) gestartet; an beiden

sind 6ffentliche Forschungsanstalten beteiligt.
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3.3 Beabsichtigte und unbeabsichtigte Auswirkungen

Der beabsichtigte Effekt der beschleunigten Ziichtung ist die Verwendung eines Kreuzungspartners mit

einem Frihbliher-Phanotyp, durch den die einzelnen Ziichtungszyklen in ihrer Dauer verkirzt werden.

Mogliche unbeabsichtigte Auswirkungen bei der Verwendung transgener Linien als Kreuzungspartner sind
(i) das Verbleiben der transgenen Expressionskassette in resultierenden Individuen, (ii) das Auftreten von
Mutationen durch den Transformations- und/oder Regenerationsprozess (Zellkultur), die an resultierende
Pflanzen weitergegeben werden, und (iii) bei der Verwendung von viralen Vektorsystemen, virale

Kontamination von resultierenden Pflanzen.

Mogliche unbeabsichtigte Auswirkungen verursacht durch die Kombination zweier genomischer
Hintergriinde durch den Zuchtprozess kénnen auch in der konventionellen Ziichtung vorkommen und sind

nicht auf die Anwendung der berschleunigten Ziichtung zurtickzufiihren.

3.4 Aspekte der Sicherheit

Verbleiben des Transgens in resultierenden Organismen

Resultierende Organismen werden aufgrund der gewiinschten Neukombination an Eigenschaften
ausgesucht analog zu konventionellen Ziichtungsprogrammen. Zusatzlich werden als resultierende
Individuen jene selektiert, die das Transgen fiir die Bliihverfriihung nicht mehr tragen (Nullsegreganten).
Transgene Linien, die im Rahmen der beschleunigten Ziichtung hergestellt werden, werden auf den Ort der
Insertion sowie auf die Anzahl der Insertionen untersucht, weiters wird die Anwesenheit bzw. Abwesenheit
des Transgens wahrend des Zuchtprogramms Uberpriift, da dies wichtige Parameter fir die Auswahl der
Kreuzungspartner sind (Kapitel 3.2.4 der Studie). PCR-Techniken werden verwendet, um Insertions-Orte zu
lokalisieren, Southern Blotting gilt als eine Standardmethode fiir die Analyse der Kopienzahl eines

Transgens.

Fir die Uberpriifung der Abwesenheit eines Transgens in resultierenden Organismen kénnen PCR-
Techniken und Southern Blotting als Analysetechniken verwendet werden, weiters ist auch die

Sequenzierung des Genoms basierend auf Next-Generation-Sequencing Methoden maoglich [39].
Mutationen verursacht durch den Transformationsprozess

Die durchgefiihrten Schritte wihrend des Transformationsprozesses und/oder des Regenerationsprozesses
kénnen zu ungerichteten Mutationen fiihren. Mutationen kénnen einen Effekt auf die Ausgestaltung der
Expression des Genoms haben, kénnen aber auch als sogenannte , leise” Mutationen keine Auswirkung

haben. Mutationen koénnen vorteilhaft, nachteilig oder neutral sein; dies kann sich je nach
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Umweltbedingung auch andern. Unbeabsichtigte Mutationen treten auch in der konventionellen Ziichtung

und in der konventionellen Gewebekultur auf.
Virale Kontamination

Die Aktivitat des verfriihten Bliihens kann auch mittels viraler Vektoren in Pflanzen eingebracht werden.
Um die Anwesenheit von Viren in resultierenden Organismen auszuschlieRen, gibt es verschiedene
Eliminationsmethoden, weiters kann die An/Abwesenheit von Viren durch Nachweise (iber DNA, RNA oder

Protein-Epitope getestet werden [40].

3.5 Detektion and identifikation

Intermediare Pflanzen mit dem Phanotyp der verfriihten Bliite kbnnen transgene Pflanzen sein. In diesem
Fall dient die Expressionskassette in Verbindung mit dem Insertionsort im Genom als Basis fiir die

Entwicklung von Tests fir die Detektion und Identifikation.

Resultierende Pflanzen der beschleunigten Ziichtung sind frei vom Transgen (Nullsegreganten), das fir das
verfriihte Bliihen zustandig ist. Es kann daher nicht Uber die Detektions- oder Identifikationsmethoden

nachgewiesen werden, dass sie durch die Methode der beschleunigten Zlichtung hergestellt wurden.

3.6 Aspekte in Bezug zur GVO Definition

Intermedidre Pflanzen mit einem stabil integriertem Transgen fallen unter die GVO Definition nach der
Richtlinie 2001/18/EG. Es herrscht zur Zeit keine Rechtssicherheit, ob Nachkommen von diesen
intermediaren Pflanzen, die kein Transgen besitzen (Nullsegreganten), unter die GVO Definition fallen oder

nicht.

Das ZKBS kommt in ihrer Stellungnahme in einer analogen Situation bei der Reversen Ziichtung zum
Schluss, dass diese resultierenden Organismen nicht unter die GVO Definition nach der Richtlinie

2001/18/EG fallen [28].
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4 RNAi-basierte Methoden

4.1 Einleitung

RNAi-basierte Methoden nutzen den zelleigenen Vorgang der RNA Interferenz (RNAi) [41], um die
Expression gewiinschter RNAs herunterzuregulieren oder abzuschalten. Im Zentrum des RNAi Mechanismus
stehen doppelstrangige RNA Molekiile (dsRNA), die im Zuge des RNAi-Pathways zu kurzen einzelstrangigen
RNAs prozessiert werden und in einem Ribonukleo-Proteinkomplex (RISC, fir RNA induced silencing
complex) ihre Funktion ausfiihren. Die dsRNA kann im natirlichen Kontext aus unterschiedlichen Quellen
stammen und wird in der RNAi-basierten Anwendung durch eine transgene Expressionskassette in die
Zellen eingebracht.

In Fallen, in denen die Expression eines Gens Uber den Abbau der RNA beeinflusst wird, spricht man von
Post-Transkriptionellem Gen-Silencing (PTGS). Es gibt aber auch RNAi-Signalwege, die zur Abschaltung der
Genexpression fuhren (Transkriptionelles Gen-Silencing, TGS); dies wird tGber das Anbringen epigenetischer
Modifikationen am Genort erreicht. TGS wurde in einer Studie der AGES behandelt [3] und wird hier nicht

weiter besprochen.

RNAi-Signalwege werden auch basierend auf der Herkunft und Biogenese der dsRNAs in microRNA (miRNA)

und small inhibitory RNA (siRNA) Signalwege eingeteilt [41-43].

4.1.1 miRNAs - siRNAs

miRNAs in Pflanzen wurden in der Regulation einer ganzen Reihe von entwicklungsgenetischen Prozessen
und von biotischen und abiotischen Stress-Signalwegen beschrieben [44]. Sie werden von MIR Genen

codiert [42]; viele Arten besitzen > 100 MIR Loci [45].

Unter dem Begriff siRNAs fasst man kleine RNAs aus wiederum unterschiedlicher Herkunft zusammen. Als
unterscheidendes Merkmal zu miRNAs haben sie gemeinsam, dass ihre dsRNA Vorlaufer-Molekile in
mehrere Fragmente prozessiert werden. MIR Gene hingegen codieren fiir die Herstellung einer in ihrer
Sequenz genau bestimmten miRNA (Abbildung 4.2 und 4.3 in der Studie). siRNA Pathways kdnnen weiters
einen Signal-Amplifikationsschritt beinhalten durch Aktivitat von RdRPs (RNA-dependent RNA Polymerases)
[41-43]. Deren Aktivitat kann auch zu Transitivitat fihren, das heil3t, sekundare siRNAs, die sich vom Pool

der primaren siRNAs unterscheiden, werden hergestellt [46].
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4.2 Anwendung in der Pflanzenziichtung

Die Tabelle 4.1 der Studie listet publizierte Beispiele von Nutzpflanzen auf, die die Anwendung RNAI-
basierter transgener Pflanzen aufzeigen. Die Tabelle 4.2 beinhaltet Beispiele RNAi-basierter transgener
Nutzpflanzen die fiir kommerzielle Zwecke entwickelt und von regulatorischen Behorden begutachtet

wurden; einige der Beispiele sind oder waren in Verkehr gebracht.

RNAi-basierte Sortenentwicklung kann Uber die Regulation pflanzeneigener Gene erfolgen, und so zum

Beispiel Qualitatsmerkmale, agronomische Eigenschaften oder abiotische und biotische Stress-Toleranz an
gewlinschte Ziele anpassen. Unter publizierten Nutzpflanzen mit veranderten Qualitatsmerkmalen finden
sich solche mit erhohtem Gehalt an erwiinschten Inhaltsstoffen (z.B. Amylose in Weizen [47];
Sekundarmetabolite in Raps und Tomate [48, 49]); weiters Beispiele mit reduziertem Gehalt an
unerwiinschten Inhaltsstoffen (Phytat in Reis [50]; allergene Epitope im Apfel [51, 52] und der Karotte [53];
o- und/oder w-Gliadine in Weizen [54-56]). Stresstoleranz gegen Trockenheit wurde in Raps, Mais und der
Kartoffel Gber unterschiedliche Target-Gene implementiert [57-60]. Die Moglichkeit mittels RNAi-basierter
Regulation Resistenzen gegen Pathogene zu entwicklen, wurde zum Beispiel in Reis (Xanthomonas oryzae
[61]) gezeigt. RNAi-basierte transgene Nutzpflanzen, die bereits von Behdrden autorisiert wurden (Tabelle
4.2), sind z.B. in der EU Sojalinien mit erhéhtem Olsdure-Gehalt. In den USA gibt es weiters seit kurzem eine
Kartoffel- und eine Apfelsorte, bei denen die Braunfarbung nach Schneiden oder Verletzungen reduziert
sind. Die Kartoffelsorte ist weiters auf Anwendungen unter Erhitzung optimiert: sie produziert nur wenig

Acrylamid beim Prozess des Frittierens.

Es kdnnen aber auch Target-Gene in mit der Pflanze interagierenden Pathogenen beeinflusst werden. So

kénnen RNAi-basierende transgene Pflanzen mit Virusresistenzen [62] [63, 64] entwickelt werden, aber
auch Resistenz gegen Insekten [65], Nematoden [66-68], Pilze [69-71] und moéglicherweise Bakterien.
Letztere werden oft unter der Bezeichnung HIGS, host induced gene silencing, zusammengefasst, die
Anwendung stellt eine neuere Entwicklung dar. In den USA wurde 2015 von der EPA (Environmental
Protection Agency) ein erster Feldversuch zugelassen, der eine Maislinie (MON-87411-9) mit einer HIGS-

basierten Resistenz gegen den Westlichen Maiswurzelbohrer testet (Tabelle 4.2).

4.3 Beabsichtigte und unbeabsichtigte Auswirkungen

Der beabsichtigte Effekt RNAi-basierter Anwendungen in der Pflanzenziichtung ist die Reduktion (i) der
Expression erwiinschter Gene oder (ii) der Anwesenheit von RNA-Molekilen anderer Herkunft. Das kann
pflanzeneigene RNA oder RNA von Pathogenen, die mit Pflanzen interagieren, sein (virale RNA, HIGS-

basierte Anwendungen). Mogliche unbeabsichtigte Auswirkungen bei der Verwendung RNAi-basierter
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Techniken sind Off-Target Effekte. Dies kann sowohl pflanzeneigene Genexpression betreffen als auch

Genexpression von Non-Target Organismen (NTO).

4.4 Aspekte der Sicherheit

Gegenwartig wird die Risikobewertung von gentechnisch verdnderten (GV) Pflanzen in Bezug auf mogliche
Besonderheiten von RNAi-basierten GV Pflanzen diskutiert und analysiert [72], in der EU vorrangig auf

Ebene der EFSA (Europdische Behorde fir Lebensmittelsicherheit).

Die EFSA entwickelt Leitlinien flir die vorgeschriebene Risikobewertung von gentechnisch veranderten
Organismen (GVO). Diese Dokumente bieten eine Hilfestellung in der Erstellung von Dossiers fur die
Anmeldung von GVOs nach der Verordnung (EG) Nr. 1829/2003 (iber genetisch verdnderte Lebens- und
Futtermittel oder nach der Richtlinie 2001/18/EG (Freisetzungsrichtlinie). Die Mehrheit, der zur Zeit
weltweit und in der EU zugelassenen GV Pflanzen, basieren auf der Expression eines oder mehrerer
zusatzlicher Proteine. Es ist jedoch anzunehmen, dass in Zukunft vermehrt RNAi-basierte GV Linien
entwickelt werden, zum Beispiel aufgrund ihres Potentials in der Entwicklung biotischer Stress-Resistenz

oder in der Entwicklung von Pflanzen mit gednderter Inhaltsstoffzusammensetzung [73].

Die EFSA organisierte dazu 2014 den Workshop “Risk assessment considerations for RNAi-based GM
plants” [74, 75]. Aufbauend darauf gab es 2015 eine Ausschreibung fiir einen “Literature review of baseline
information to support the risk assessment of RNAi-based GM plants” (OC/EFSA/GMO/2015/01;
OC/EFSA/GMO0/2015/02). Dieser deckt die Bereiche (i) molekulare Charakterisierung, (ii) Risikobewertung
hinsichtlich der Verwendung als Lebens- und Futtermittel und (iii) Umweltrisikobewertung von RNAi-
basierten GV Pflanzen ab. Zu den drei Bereichen wurden von der EFSA detaillierte, relevante
Fragestellungen formuliert, zu denen in der Literaturstudie die vorhandenen Informationen
zusammengestellt und analysiert werden. Ergebnisse daraus werden in der Erstellung von speziellen
Leitlinien fiir die Risikobewertung von RNAi-basierten GV Pflanzen verwendet, sowie, falls relevant fir die

Riskioabschatzung, weitere Forschungsbereiche aufzeigen.

4.5 Detektion and Identifikation

RNAi-basierte transgene Pflanzen tragen eine Expressionskassette. Diese in Verbindung mit dem

Insertionsort im Genom dient als Basis fir die Entwicklung von Tests fiir die Detektion und Identifikation.

4.6 Aspekte in Bezug zur GVO Definition

RNAi-basierte transgene Pflanzen fallen unter die GVO Definition nach der Richtlinie 2001/18/EG.
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4.7 Tabelle

Tabelle 4.2 Beispiele RNAi-basierter transgener Nutzpflanzen, welche von zustdndigen regulatorischen Behorden begutachtet und fir kommerzielle Zwecke

zugelassen wurden oder fiir die Evaluation im Freiland zu Testzwecken®

Nutzpflanze

Eigenschaft

Behorde

Entwickler

Biotische Stress-Resistenz

Pflaume
(Event C5;
"Honeysweet’)

Scharka-Virus Resistenz

USA:

Determination of Non-regulated status by APHIS, USA 2007**
US-FDA completed review 2009*

US-EPA registration 2010 §

US Department of Agriculture
(USDA)  Agricultural Research
Service (ARS) in cooperation with
Research Institutes in Europe

Gartenbohne Bean Golden Mosaic Virus (BGMV) | Brazil: Embrapa, Brazilian Agricultural
(EMBRAPA 5.1) Resistenz Regulatory approval for food, feed and cultivation 2011*,8§ Research Corporation
Mais * Diabrotica virgifera USA: Monsanto
MON-87411-9 virgifera (Western corn rootworm Determination of Non-regulated status by APHIS, USA 2015**
(WCR)) Resistenz US-FDA completed review 2014*
US-EPA registration 2015 for agronomic evaluation (not
authorised for commercial purposes)
Qualitatseigenschaften
Kartoffel verringerte Entwicklung der USA: J.R. Simplot Company, USA

Innate™ potatoes 1

Schwarzfleckigkeit

Determination of Non-regulated status by APHIS, USA, 2014**

generation verringerter Gehalt an Asparagin und US-FDA completed review 2015*** for events in bold
reduzierende Zucker Gehalt, dadurch
verringerte Acrylamidbildung bei
Erhitzung
Apfel verringerte Braunfarbung nach USA: Okanagan Specialty Fruits Inc,

Arctic™ Apple

Schneiden oder Verletzung des Apfels

Determination of Non-regulated status by APHIS, USA, 2015**
US-FDA completed review 2015***

Canada:

Health Canada: approved product for sale and growth as GM
Food 2015 *, #

Canada
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Nutzpflanze Eigenschaft Behorde Entwickler
Luzerne reduzierter Ligningehalt, dadurch USA: Monsanto;
KK179 hohere Flexibilitat fur den Determination of Non-regulated status by APHIS, USA, 2014** Forage Genetics International, USA
Erntezeitpunkt (hoher Ligningehalt US-FDA completed review for use in animal feed 2013***
unerwinscht)
Soja erhéhter Olsdure- und verringerter EU: Monsanto
MON 87705 Linolsduregehalt, dadurch hohere Authorisation for use as/in Food and Feed 2015 ###

(Vistive GoIdTM)

oxidative Stabilitat

USA:
Determination of Non-regulated status by APHIS, USA, 2011**
US-FDA completed review 2011***

Soja
DP 305423
(Plenish Soy)

erhéhter Olsdure- und verringerter
Linolsduregehalt, dadurch héhere
oxidative Stabilitat

EU:

Authorisation for use as/in Food and Feed 2015 ###

USA:

Determination of Non-regulated status by APHIS, USA, 2010**
US-FDA completed review 2009***

DuPont Pioneer

Tomate
™
FlavrSavr

verringerter Zellwandabbau, dadurch
verlangerte Reife, verlangerte
Lagerfahigkeit,; prozessierte Tomaten
besitzen hohere Viskositat

USA:
Determination of Non-regulated status by APHIS, USA, 1992**
US-FDA completed review 1994*

Calgene, USA

Die angefiihrten RNAI-Linien kdnnen auch weitere Transgene enthalten, beschrieben sind jedoch nur diese, die auf dem RNAi-Mechanismus basieren.

* Center for Environmental Risk Assessment (CERA) (http://www.cera-gmc.org)

**  Petitions for

Determination of

Nonregulated Status

Database, US

Department of Agriculture (USDA)

https://www.aphis.usda.gov/biotechnology/petitions table pending.shtml

***  US-FDA Inventory on Biotechnology Consultations on Food from GE Plant Varieties: http://www.accessdata.fda.gov/scripts/fdcc/?set=Biocon

Animal and

# Health Canada, Novel Food Decisions: http://www.hc-sc.gc.ca/fn-an/gmf-agm/appro/index-eng.php

Plant Health

##  FSANZ Food Standards Code — Standard 1.5.2 — Food produced using Gene Technology https://www.comlaw.gov.au/Series/F2008B00628/Compilations

### EU Register of authorised GMOs http://ec.europa.eu/food/dyna/gm register/index en.cfm

Inspection  Service

(APHIS):

§ US Environmental Protection Agency (EPA) Plant Incorporated Protectant (PIP) registrations:_http://www.epa.gov/regulation-biotechnology-under-tsca-and-fifra/overview-plant-incorporated-

protectants

§§ ISAAA, International Service for the Acquisition of Agri-Biotech Applications, GM Approval Database: http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/default.asp
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5 Abkirzungen

Cas CRISPR associated

CRISPR Clustered regularly interspaced short palindromic repeats
ds double stranded

DSB double strand break

EFSA European Food Safety Authority
GVO genetisch veranderter Organismus
HDR homology directed repair

HIGS host induced gene silencing
miRNA micro RNA

NHEJ non-homologous end joining

nt nucleotide

NTWG New Techniques Working Group
PCR polymerase chain reaction

PTGS post-transcriptional gene silencing
SDN site directed nuclease

RISC RNA induced silencing complex
RNAi RNA interference

sgRNA single guide RNA

siRNA small inhibitory RNA

ss single strand

TGS transcriptional gene silencing

ZFN zinc finger nuclease

ZKBS Zentrale Kommission fiir Biologische Sicherheit
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