SONDERHEFT =¥ t4%

MATERIAL- PFLANZENGENETIK | EXPERIMENT
FORSCHUNG Genomsequenzen Pauline und die
Gesteinsbesiedelnde sichtbar machen AusreilRer

Verband‘ Biologie, Biowissenschaften
& Biomedizin in Deutschland

Pilze

BIOLOGIE

IN UNSERER ZEIT

e @ @
\
.
@
@
) e
-«
‘0* e
] ~
=
»
N B = 3
- e
Do o ¥ o 7@
. Sy 2
\ b
=
o*

J
J

CRISPR: Casg

~ i
: ‘ {

... mehr als-nur &
VerteMlgung

.
.


www.biuz.de

DOI:10.11576|biuz-7577

26

Biol. Unserer Zeit

Gentechnik und neue genomische Techniken in der

Pflanzenziichtung

CRISPR-Cas fiir eine
nachhaltigere Zukunft der
Landwirtschaft

FABIENNE GEHRKE | NIKLAS CAPDEVILLE | LAURA MERKER | HOLGER PUCHTA
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eit der Entstehung des Lebens ist der genetische Code
Verinderungen unterworfen, welche auf die endogene

fehleranfillige Reparatur natiirlich vorkommender DNA-
Schiden zuriickgehen und sich in Substitutionen, Inser-
tionen und Deletionen manifestieren. Solche Mutationen
fiihren auch innerhalb einer einzigen Spezies zur Entste-
hung eines breiten genetischen Spektrums, wobei die
Auswirkungen auf den Organismus von der Position der
Verinderungen im Genom abhingig sind. So konnen Mu-
tationen in kodierenden Bereichen zu einem knockout
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Der rapide Klimawandel stellt die gegenwdr-
tige Landwirtschaft vor die enorme Heraus-
forderung, schnell genug massive Ertrags-
verluste zu kompensieren und gleichzeitig
den steigenden Bedarf der stetig wachsen-
den Bevélkerung sicherzustellen. Fiir eine
zukunftsfdhige nachhaltige Landwirtschaft
werden daher innovative Handlungsstrate-
gien benétigt. GroRes Potenzial bietet dabei
die biotechnologische Anwendung des
CRISPR-Cas-Systems, da nicht nur einzelne
Gene gezielt editiert, sondern auch deren
Rekombination beeinflusst werden kann,
wodurch eine effektive Anpassung von
Nutzpflanzen im Einklang mit einer bio-
diversen und nachhaltigen Landwirtschaft
ermaglicht wird.

Dringend benétigte Resistenzen gegen Schadpilze kénnten
iiber CRISPR-Cas in Bananenpflanzen eingefiigt werden.
Foto: PublicDomainPictures tiber www.pixabay.com.

des entsprechenden Gens fiihren, wihrend Verinderun-
gen in regulatorischen Bereichen die Expression mehrerer
Gene beeinflussen konnen. Insgesamt resultiert jedoch
lediglich etwa nur ein Prozent der natiirlichen Mutationen
in einer neuen Eigenschaft, welche unter entsprechen-
dem Selektionsdruck in einer Spezies etabliert wird. Auf
diese Weise prigen spontane Mutationen und der Selek-
tionsdruck die Evolution aller Lebewesen und ermog-
lichen eine Anpassung an sich wandelnde Umweltbedin-
gungen. Jahrtausendelang wurde das Auftreten spontaner
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ABB. 1 | GESCHICHTE DER PFLANZENZUCHTUNG

Selektion
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Jahrtausendelang beruhte die Pflanzenzucht auf der Selektion von Pflanzen, welche durch spontane Mutationen agronomisch wertvolle
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Eigenschaften aufwiesen. Spiater beschleunigten die gezielte Kreuzungsziichtung sowie die ungerichtete Mutagenese mit chemischen

oder physikalischen Agenzien diesen Prozess, wobei jedoch hdufig unerwiinschte Verinderungen im Genom auftreten. Neue genomische

Techniken (NGT) wie das CRISPR-Cas-System ermdglichen dagegen die sequenzspezifische Induktion einzelner Modifikationen.

Mutationen auch zur Ziichtung von Kulturpflanzen ge-
nutzt, wobei die natiirliche Selektion durch die anthro-
pogene Vermehrung von Pflanzen mit agronomisch wert-
vollen Eigenschaften ersetzt wurde. Spiter ermoglichte
das Verstindnis der Vererbungsgesetzmifiigkeiten eine
gezielte Kreuzungs- und Hybridziichtung, um so ge-
wiinschte Eigenschaften verschiedener Kultivare neu zu
kombinieren (Abbildung 1). Da bei der zugrunde liegen-
den zufilligen Rekombination jedoch hiufig auch agrono-
misch nachteilige Gene eingebracht werden, sind meist
zeitaufwindige Riickkreuzungsschritte fiir die Etablierung
des gewlinschten Phinotyps notwendig. Zwar konnte auf
der Grundlage dieser Ziichtungsstrategien eine grof3e Sor-
tenvielfalt etabliert werden, jedoch ist die genetische Viel-
falt heutiger Kulturpflanzen durch den vom Menschen
vorgegebenen Selektionsdruck stark verarmt, so dass die
Zichtung neuer leistungsfihigerer Sorten anhand dieser
klassischen Methoden nur noch sehr eingeschrinkt mog-
lich ist. Um eine groe Anzahl zufilliger Mutationen zu
induzieren und so die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftre-
ten erwiinschter Eigenschaften zu erhohen, wurde daher
Anfang des 20. Jahrhunderts das Prinzip der Mutagenese-
ziichtung entwickelt, im Rahmen derer Pflanzen mit che-
mischen oder physikalischen Mutagenen behandelt wer-
den (Abbildung 1). Heute gehen fast alle gingigen Hart-
weizensorten, aber auch viele andere Getreide-, Reis-,
Obst-, Gemiisesorten und Hiilsenfriichte auf diese Form
der Ziichtung zuriick. Allerdings erfordert die ungerichtete
Induktion von Mutationen im gesamten Genom ebenfalls
langwierige Riickkreuzungen, um unerwiinschte Verinde-

© 2024 Die Autoren. Biologie in unserer Zeit
veroffentlicht durch VBIO e.V. unter der CGBY-SA 4.0-Lizenz

rungen zu kompensieren. In den 1990er Jahren wurde
schlie8lich eine gezielte Mutagenese durch die Adaptie-
rung natiirlich vorkommender sequenzspezifischer Nuk-
leasen ermoglicht, welche Doppelstrangbriiche (DSB) in
der DNA induzieren und so die Entstehung von Mutatio-
nen alleinig an dieser Stelle fordern. Dabei beruht auch

IN KURZE

- Durch jahrtausendelange Selektionsziichtung ist die genetische Vielfalt unserer

Kultursorten stark verarmt, was eine Anpassung an sich rapide dndernde

klimatische und demographische Bedingungen durch konventionelle Ziichtungs-

methoden zunehmend erschwert.

- Fiir eine zukunftsfdhige, nachhaltige Landwirtschdft sind innovative Handlungs-

strategien erforderlich, wobei besonders die biotechnologische Anwendung des

CRISPR-Cas-Systems groRRes Potenzial bietet.
- Um die Folgen des anthropogenen Klimawandels zu kompensieren, kann die

Anwendung des CRISPR-Cas-Systems die kostengiinstige Ziichtung von wider-

standsfdhigen Pflanzenarten erméglichen. Somit kénnte die individuelle An-

passung weltweit verbreiteter Kultursorten an unterschiedliche abiotische Fak-

toren wie Salz- und Trockenstress innerhalb kiirzester Zeit gestattet werden.

- Angesichts des kontinuierlichen Bevélkerungswachstums und der gleichzeitig
sinkenden Verfiigbarkeit von Anbaufldchen spielen CRISPR-Cas-basierte Stra-
tegien zur Optimierung der Fruchtmenge oder der Lagerfdhigkeit eine ent-
scheidende Rolle.

- Zudem kann der Einsatz von Diingemitteln und Pestiziden reduziert werden,
indem ohne Eingriff in die Biodiversitdt die Vermittlung von Resistenzen oder die

Optimierung der Néhrstoffaufnahme erzielt wird.

- Es bleibt jedoch abzuwarten, ob die rechtlichen Rahmenbedingungen und
die Kundenakzeptanz das Potenzial der biotechnologischen Anwendung
des CRISPR-Cas-Systems in der Landwirtschaft erkennen und eine nachhaltige
Bewiltigung kiinftiger Herausforderungen erméglichen.
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ABB. 2 | DAS CRISPR-CAS9-SYSTEM

Cas9

Das CRISPR-Cas9-System setzt sich aus einer RNA- und
einer Proteinkomponente zusammen. Wédhrend die single
guide-RNA (sgRNA) durch einen zur Zielsequenz komple-
mentédren Bereich (spacer-Sequenz) die Sequenzspexzifitit
vermittelt, induziert die Cas9-Nuklease den DNA-Doppel-
strangbruch. Zur Differenzierung zwischen Eigen- und
Fremd-DNA ist zusitzlich ein spezifisches, unmittelbar an
die Zielsequenz angrenzendes Sequenzmotiv (protospacer
adjacent motif, PAM) erforderlich.

diese sequenzspezifische Mutagenese auf der endogenen
fehleranfilligen Reparatur der induzierten DSB. Wihrend
der Einsatz der ersten sequenzspezifischen Nukleasen
allerdings noch einen hohen Zeit- und Kostenaufwand
erforderte, revolutionierte die Adaptierung des CRISPR-
Cas-Systems Anfang der 2010er Jahre den Bereich der ge-
zielten Mutagenese aufgrund der einfachen und kosten-
glnstigen Anwendung (Abbildung 1). Dieses urspriinglich
aus Prokaryoten stammende, adaptive Immunsystem ge-
gen pathogene Nukleinsiuren setzt sich dabei aus zwei
Komponenten zusammen: Einem RNA-Anteil, welcher die
Zielstelle im Genom definiert, sowie einer Proteinkom-
ponente, welche die Induktion des DSB katalysiert. Dabei
besitzt die CRISPR-RNA (crRNA) einen zur Zielsequenz
komplementiren Bereich, die spacer-Sequenz, welche die
Sequenzspezifitit vermittelt und durch simplen Austausch
das Adressieren neuer Zielstellen ermdoglicht (Abbil-
dung 2). In Verbindung mit einer Cas-Nuklease oder einem
Cas-Nukleasekomplex kann so nahezu in jeder Sequenz
gezielt ein DSB induziert werden, wobei die meisten Cas-
Nukleasen zusitzlich ein spezifisches, unmittelbar an die
Zielsequenz angrenzendes Sequenzmotiv (protospacer
adjacent motif, PAM) zur Differenzierung zwischen Eigen-
und Fremd-DNA erfordern.

Das biotechnologische Werkzeug CRISPR-Cas
Der simple modulare Aufbau der CRISPR-Cas-Systeme er-
moglicht die schnelle und einfache Adaptierung fiir eine
gezielte Genomeditierung. Dabei steht eine Vielzahl an
CRISPR-Cas-Systemen zur Verfiigung, welche sich durch
den selektiven Druck sich stindig indernder Pathogene
entwickelt haben und anhand ihrer Effektorproteine klassi-
fiziert werden. Am weitesten fiir den biotechnologischen
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Einsatz verbreitet ist das als erstes adaptierte und durch
die Nuklease Cas9 gekennzeichnete System (Abbildung 2).
Fiir die einfachere Anwendung in der Molekularbiologie
wurde hierbei die von Cas9 zusitzlich bendtigte trans-
activating ctRNA (tractRNA) mit der crRNA zur single
guide-RNA (sgRNA) verbunden [1]. Da sich der Einsatz von
CRISPR-Cas9 aufgrund der Anforderungen an die PAM-
Sequenz auf Guanosin-(G)-reiche Zielsequenzen beschrinkt,
spielen auch CRISPR-Cas-Systeme, welche durch das Effek-
torprotein Casl2a gekennzeichnet sind, eine entschei-
dende Rolle im molekularbiologischen Einsatz. Durch die
Erkennung Thymidin-(T)-reicher PAM-Sequenzen ermog-
licht diese Nuklease auch die gezielte DSB-Induktion in
A/T-reichen Genombereichen wie Promotoren und Introns.
Um die Vielfalt der moglichen Zielsequenzen noch zu er-
hohen, wurde zudem eine Reihe von Cas9- und Casl2a-
Varianten entwickelt, welche verschiedenste PAM-Sequen-
zen erkennen konnen. Aufgrund des steigenden Einsatzes
viraler Vektoren, welche nur eine beschrinkte Kapazitit
aufweisen, sind zudem insbesondere auch kleinere Nuk-
leasen wie die des CRISPR-Cas12f- oder CRISPR-Cas12m-
Systems von Interesse fiir die Pflanzenzucht und -for-
schung.

Aufgrund ihrer natiirlichen Vielfalt in Verbindung mit
der einfachen molekularbiologischen Anwendung stellen
CRISPR-Cas-Nukleasen ein effizientes Werkzeug fiir die
Pflanzenzucht dar, wobei jedoch die Effizienz verschiede-
ner Systeme organismusspezifisch stark variiert. Insbeson-
dere die unterschiedlichen Temperaturanforderungen
stellen beim Einsatz der bakteriellen CRISPR-Cas-Systeme
in Pflanzen eine Herausforderung dar, da die optimale
Temperatur fiir die meisten Cas-Nukleasen bei 37 °C liegt,
wihrend Pflanzen meist bei deutlich geringeren Tempe-
raturen kultiviert werden. Daher wurden verschiedene,
fiir den Einsatz in Pflanzen optimierte Cas9- und Casl2a-
Varianten entwickelt, welche eine verbesserte Sequenz-
spezifitit oder verbesserte Schnitteffizienzen auch bei nied-
rigeren Temperaturen aufweisen. Insbesondere Casl2a-
Nukleasen weisen eine stark temperaturabhingige
Effizienz auf, so dass Varianten mehrerer Orthologe wie
enbanced AsCasl2a (enAsCasl2a), improved ErCasl2a
(imErCas12a) oder temperature tolerant LbCas12a (ttLb-
Cas12a) etabliert wurden. Letztere konnte dabei weiter
durch die Integration von Introns in die kodierende Se-
quenz optimiert werden (ttLbCas12a-i) [2].

Wihrend sich die CRISPR-Cas-vermittelte DSB-Indukti-
on als wertvolles Instrument fiir die gezielte Steigerung
der genetischen Variabilitit erwiesen hat, beruhen viele
agronomisch wichtigen Merkmale auf Allelen mit nur we-
nigen Baseninderungen, weshalb die Moglichkeit, gezielt
vordefinierte Sequenzinderungen zu induzieren, fiir die
Pflanzenziichtung von besonderem Interesse ist. Fiir die
Induktion solcher spezifischen Mutationen wurden daher
verschiedene CRISPR-Cas-basierte Werkzeuge entwickelt
(Abbildung 3). So basieren base editors auf der Fusion von
Cas-Proteinen mit Deaminasen, wodurch die Substitution
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einzelner Basen ermoglicht wird. Groere Sequenzinde-
rungen konnen durch den Einsatz von prime editors er-
zielt werden, wobei ein RNA-Molekiil als Matrize fur eine
reverse Transkriptase dient, welche die Sequenz auf die
Zielstelle des fusionierten Cas-Proteins tibertriagt [2]. Eine
weitere Moglichkeit, welche auch die gezielte Integration
ganzer Gene ermoglicht, stellt das auf dem DSB-Reparatur-
mechanismus der homologen Rekombination (HR) basie-
rende gene targeting dar. Die HR spielt in somatischen
Pflanzenzellen eine untergeordnete Rolle, ermoglicht aber
eine fehlerfreie Reparatur, da sie auf der Verwendung von
zur Bruchstelle homologen Sequenzen als Matrize beruht.
Wird daher eine Donorsequenz zur Verfiigung gestellt,
welche die gewlinschten Sequenzinderungen trigt, kon-
nen diese prizise an der Zielstelle integriert werden [2].
Abgesehen von der Verinderung kodierender Sequen-
zen ist auch die Modifikation der Genexpression ein viel-
versprechender Ansatz fiir die Ziichtung neuer Kultursor-
ten, da die Ausprigung agronomisch wichtiger Merkmale
in erster Linie von der koordinierten Expression einer Viel-
zahl unterschiedlicher Gene beeinflusst wird. So bietet die
Modifikation der fiir Transkriptionsfaktoren kodierenden
Sequenzen oder deren Bindestellen in regulatorischen Be-
reichen die Moglichkeit, die Expression nachgeschalteter
Gene zu beeinflussen, ohne diese selbst zu verindern.
Besonders interessant ist dabei auch die Verwendung von

katalytisch inaktivierten Cas-Nukleasen, welche zwar spe-
zifisch an die Zielsequenz binden, jedoch keinen Bruch
induzieren und so fiir die gerichtete Rekrutierung unter-
schiedlichster Effektoren genutzt werden konnen. Neben
der Rekrutierung von Transkriptionsaktivatoren und -re-
pressoren zur temporiren Modulation individueller Gen-
expressionsmuster konnen durch die Rekrutierung chro-
matinmodulierender Enzyme auch vererbbare, epigene-
tische Modifikationen induziert werden [3].

Ein weiterer grof3er Vorteil der CRISPR-Cas-Systeme ist
deren besondere Eignung fiir die gleichzeitige Editierung
mehrerer Zielsequenzen, wodurch simultan die genetische
Variabilitit in verschiedenen genomischen Loci gesteigert
werden kann. Dies ermoglicht zudem, erwiinschte Eigen-
schaften wilder Sorten mit agronomisch wertvollen Merk-
malen zu kombinieren, indem mehrere Mutationen, wel-
che in fiir den Ertrag wichtigen Genen domestizierter
Pflanzen identifiziert wurden, in Wildpflanzen nachgebildet
werden. Neben der Verinderung von Merkmalen ist ins-
besondere auch deren Rekombination die Grundlage fiir
die Ziichtung neuer Sorten, wobei genetische Kopplungen
wesentliche Hindernisse darstellen, da die Wahrscheinlich-
keit fiir eine zufillige Rekombination zweier Gene sinkt, je
niher diese beieinander liegen. Eine weitere Limitierung
stellen chromosomale Umstrukturierungen dar, wobei ins-
besondere Inversionen die Anlagerung homologer Sequen-

ABB. 3 | BIOTECHNOLOGISCHE ANWENDUNGEN DES CRISPR-CAS-SYSTEMS
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Durch die sequenzspezifische Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen (DSB), welche durch die endogene, fehler-
anfillige Reparatur in spontanen Mutationen resultieren, konnen einzelne Gene gezielt editiert werden. Dagegen sind
durch base und prime editors auch vordefinierte Sequenzdnderungen moglich. GréBere Modifikationen konnen im
Rahmen des gene targeting durch das Einbringen einer Reparaturmatrize erzielt werden. Werden simultan zwei DSB
erzeugt, konnen zudem Inversionen und Translokationen induziert werden, welche das Aufbrechen oder Erzeugen

genetischer Kopplungsgruppen ermdéglichen.
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zen wihrend der Meiose verhindern und eine Rekombina-
tion innerhalb des invertierten Bereiches reprimieren
konnen. Dabei kann infolgedessen sogar eine reproduk-
tive Isolation zweier Kultivare eintreten.

Um solche Genomstruktur-bedingten Einschrinkun-
gen bei der Ziichtung neuer Hochleistungssorten zu um-
gehen, stellt die gezielte CRISPR-Cas-vermittelte Induktion
chromosomaler Umstrukturierungen einen vielversprechen-
den Losungsansatz dar. Dabei ermoglicht die Induktion
von zwei DSB auf verschiedenen Chromosomen, gezielt
gekoppelte Gene zu trennen oder neue Kopplungsgrup-
pen zu erzeugen, indem die reziproke Translokation der
Chromosomenenden begiinstigt wird. Zudem kann durch
die Induktion zweier DSB auf demselben Chromosom die
Inversion des flankierten Bereichs erzielt werden und so
die meiotische Rekombination in diesem Abschnitt beein-
flusst werden, wobei sogar nahezu ganze Chromosomen
ausgeschlossen werden konnen. Somit ermoglicht der Ein-
satz des CRISPR-Cas-Systems nicht nur die gezielte Induk-
tion von Mutationen, sondern auch die Beschleunigung
der Ziichtung neuer Sorten, ohne die Sequenz der gene-
tischen Information zu verindern (Abbildung 3) [4, 5].

Von entscheidender Bedeutung fiir eine erfolgreiche
CRISPR-Cas-vermittelte Genomeditierung ist neben der
Identifikation einer geeigneten Zielsequenz das effiziente
Einbringen der entsprechenden Komponenten in die
Pflanzenzellen. Eine der geliufigsten Methoden ist dabei die
Agrobakterien-vermittelte Transformation, im Zuge derer
sich die natiirliche Eigenschaft des Bakteriums Agrobacte-
rium tumefaciens zunutze gemacht wird, pflanzliche Zel-
len zu infizieren und die eigene DNA in deren Genom zu
integrieren. So konnen Gene, welche fiir eine Cas-Nukle-
ase und die entsprechende crRNA kodieren, stabil in das
Pflanzengenom eingebracht werden. Durch anschlie8en-
de Riickkreuzungsschritte konnen Pflanzen gewonnen
werden, welche die induzierte Mutation tragen, jedoch
keine artfremden Gene. Im Gegensatz zur stabilen Trans-
formation umgeht eine transiente Transformation die Not-
wendigkeit solcher Riickkreuzungsschritte durch eine
temporire Expression von Genen oder das Einbringen von
Ribonukleoproteinkomplexen, ohne dass eingefiihrte
DNA dauerhaft im Genom verbleibt. Dies resultiert somit
ebenfalls in transgenfreien Pflanzen, die nicht von einer
Pflanze zu unterscheiden sind, welche dieselbe Mutation
natiirlicherweise erworben hat [6].

Potenzial des CRISPR-Cas-Systems fiir eine

nachhaltige Landwirtschaft
Durch anthropogene Aktivititen wird zunehmend mehr
in das Klimasystem der Erde eingegriffen und infolgedes-
sen eine Vielzahl von klimatischen Variablen beeinflusst,
wodurch es zu weitreichenden Auswirkungen auf die Um-
welt, die Okosysteme und damit auf die menschliche Ge-
sellschaft kommt. Deutlich wird dies unter anderem durch
verstirkte Wetterereignisse, den steigenden Meeresspie-
gel sowie Verinderungen in der Landnutzung und der

S/2024 (54) www.biuz.de

landwirtschaftlichen Produktion. Neben der Bekimpfung
der Ursachen gilt es ebenso, bereits aktuelle Auswirkun-
gen angemessen zu bewiltigen. Gerade in der Landwirt-
schaft bestehen vielversprechende Moglichkeiten, die
Nahrungsmittelproduktion an die gegebenen Umwelt-
bedingungen anzupassen und eine zukunftsfihige Versor-
gung der Weltbevolkerung sicherzustellen. Dabei weist
insbesondere die Anwendung des CRISPR-Cas-Systems ein
erhebliches Potenzial auf, Pflanzen effizient an die kiunfti-
gen Herausforderungen des anthropogenen Klimawandels
anzupassen und zu einer nachhaltigeren Landwirtschaft
beizutragen (Abbildung 4).

Herausforderung: Extreme Wetter-
bedingungen
Der agronomische Einsatz des CRISPR-Cas-Systems als bio-
technologisches Werkzeug ermoglicht eine kostengiins-
tige Ziichtung von widerstandsfihigen Pflanzenarten und
gestattet die individuelle Anpassung weltweit verbreiteter
Kultursorten an unterschiedliche abiotische Faktoren
innerhalb kiirzester Zeit (Abbildung 4). Besonders im Fokus
steht dabei die Adaptierung an Stressoren wie extreme
Temperaturen, Diirre und Salinitit, welche fiir erhebliche
Ernteverluste um schitzungsweise bis zu 70 Prozent in der
landwirtschaftlichen Produktion verantwortlich sind [7].
Dies wiirde nicht nur einen vielversprechenden Ansatz zur
Steigerung der Ernteertrige fiir die Bewiltigung der global
zunehmenden Lebensmittelnachfrage darstellen, sondern
zugleich die Weiterverwendung von bestehenden, sub-
optimalen Anbauflichen ermoglichen und somit eine wei-
tere Entwaldung verhindern. Da pflanzliche Entwicklungs-
prozesse madgeblich von den klimatischen Bedingungen
beeinflusst und gesteuert werden, konnen bereits geringe
Temperaturabweichungen negative Auswirkungen auf die
Pflanzenphysiologie haben. Dabei wird die Funktionalitit
verschiedener Enzyme, Phytohormone und anderer Signal-
molekiile durch Temperaturstress beeinflusst, was sich
wiederum negativ auf die Blattphotosynthese, Biomasse-
akkumulation und den Ertrag auswirkt. Analog zu bereits
erfolgreich durchgefiihrten Geneditierungsstrategien in
Reis, Baumwolle sowie in unterschiedlichen Gemiisesor-
ten konnte dabei die CRISPR-Cas9-basierte Modifikation
thermosensibler Signalkaskaden die Toleranz gegeniiber
Temperaturstress erhohen. So konnte beispielsweise be-
reits in Tomaten, welche tiblicherweise bei 25 °C kulti-
viert werden, durch die CRISPR-Cas9-vermittelte Editie-
rung des HyPRP1-Gens, einem negativen Regulator der
Hitzestressreaktion, die Toleranz gegeniiber hohen Tem-
peraturen von bis zu 45 °C erzielt werden [8]. Neben der
Modifikation von Thermosensorproteinen und Signalkas-
kaden kann zudem eine Modifikation der Pflanzenmorpho-
logie die Anpassung an Wetterextreme und die daraus re-
sultierenden sekundiren Folgen unterstiitzen. So gehen mit
erhohten Temperaturen trockene Boden einher, welche
die pflanzliche Wasserverfiigbarkeit mageblich einschrin-
ken. Wihrend bereits an Diirre- oder Hitzeperioden ange-
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ABB. 4

POTENZIAL DES CRISPR-CAS-SYSTEMS FUR EINE NACHHALTIGE LANDWIRTSCHAFT

Einsatz von Pestiziden und Diingemitteln

extreme Wetterbedingungen

Der anthropogene Klimawandel fordert die Landwirtschaft heraus, simultan massive Ertragsverluste auszugleichen und den steigenden

steigende Weltbevilkerung

Bedarf der wachsenden Bevolkerung zu decken. Fiir eine zukunftsfihige nachhaltige Landwirtschaft bietet die biotechnologische Anwen-

dung des CRISPR-Cas-Systems grof3es Potenzial. Dabei kann der Einsatz von Diingemitteln und Pestiziden reduziert werden, wobei die Ver-
mittlung von Resistenzen oder die Optimierung der Nahrstoffaufnahme ohne Eingriff in die Biodiversitit erzielt werden kann. Zusatzlich ist
die kostengiinstige Ziichtung von widerstandsfihigen Pflanzenarten moglich und gestattet die individuelle Anpassung weltweit verbreite-
ter Kultursorten an unterschiedliche abiotische Faktoren innerhalb kiirzester Zeit. Weiterhin spielen Strategien zur Beeinflussung der
Fruchtmenge oder der Lagerfihigkeit angesichts des kontinuierlichen Bevélkerungswachstums und der gleichzeitig sinkenden Verfiigbar-
keit von Anbauflichen eine entscheidende Rolle fiir eine nachhaltige Landwirtschaft.

passte Pflanzenarten in ihren Organen Wasser speichern
konnen, fiihrt das intensivierte Wurzelwachstum zum Er-
reichen von tieferen Bodenschichten oder die vermehrte
Schlieung von Stomata unzureichend angepasster Pflan-
zen oftmals zu einer reduzierten Stoffwechselleistung und
infolgedessen zu einem gehemmten Wachstumsverhalten
und verminderten Ernteertrag. Um dem entgegenzuwirken,
wurde kiirzlich ein CRISPR-Cas9-vermittelter Geneditie-
rungsansatz in Vitis vinifera (Weinrebe) zur Manipulation
der Stomatadichte verfolgt, welcher eine Anpassung der
Weinrebe an kiinftig trockenere Umweltbedingungen er-
moglichte. Dabei konnte durch den knockout des
VVEPFL9-Gens die Spaltoffnungsdichte im Vergleich zur
Kontrolle deutlich reduziert und somit die intrinsische
Wassernutzungseffizienz der editierten Linien verbessert
werden [9].
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Nicht nur Temperaturen werden durch die globale
Erderwirmung extremer werden, sondern auch das Nie-
derschlagsverhalten, welches sich in Form von Stiirmen
und Starkregen negativ auf Ertrige auswirken kann. Durch
starke Unwetter werden nicht nur die fiir das pflanzliche
Wachstum benotigten Nihrstoffe aus dem Boden ausge-
waschen, sondern auch physische Schiden an den Pflan-
zen verursacht. Um die Angriffsfliche von Pflanzen gegen
extreme Winde und Unwetter zu minimieren und wider-
standsfihige Kultursorten zu erzeugen, wurden bereits ver-
schiedenste Ziichtungsstrategien verfolgt. So konnte bei-
spielsweise mithilfe eines CRISPR-Cas-basierten Genom-
editierungsansatzes eine kurzhalmige Maissorte erzeugt
werden, welche eine bis zu 40 Prozent geringere Wuchs-
hohe als herkdmmlicher Mais aufweist und einen besseren
Schutz gegen Ernteverluste bietet [10].
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Die Versalzung von Boden ist ein weiteres globales
Problem in der Landwirtschaft, das sich auf tiber 400 Mil-
lionen Hektar weltweit erstreckt und direkte Auswirkun-
gen auf die Ernteertrige und die Ernihrungssicherheit hat.
Als Ursachen der zunehmend erhohten Bodensalinitit
werden oftmals die iibermiflige Diingung und Bewisse-
rung von Anbaugebieten sowie die Umwandlung natiir-
licher Lebensriume in landwirtschaftliche Flichen an-
gefiihrt. Angepasst durch jahrtausendelange Evolutions-
prozesse konnen einige Pflanzenarten osmoprotektive
Metaboliten synthetisieren oder besitzen spezifische Me-
chanismen zur Ausscheidung von Salzionen durch spezia-
lisierte Strukturen. Um auch Nutzpflanzen ohne solche
Mechanismen an die erhéhten Salzkonzentrationen zu
adaptieren, wurde auf der Grundlage des CRISPR-Cas-
Systems bereits eine Vielzahl erfolgversprechender Ergeb-
nisse durch die Manipulation von Signalkaskaden erzielt.
So konnte beispielsweise in Soja durch den CRISPR-Cas9-
vermittelten knockout des Peroxidase-regulierenden Fak-
tors E2 eine Salztoleranz erzielt werden, da mit dessen
Verlust die Anhidufung reaktiver Sauerstoffspezies wih-
rend der Reaktion auf Salzstress vermindert wurde. Neben
der erhOhten Salztoleranz wiesen die editierten Pflanzen
zudem eine verkiirzte Bliite- und Reifezeit auf, wodurch
die E2-Geneditierung ein ideales Ziel fiir die molekulare
Zichtung friih reifender und salztoleranter Sojasorten dar-
stellt [11].

Herausforderung: Kontinuierlich steigende
Weltbevélkerung
Angesichts des kontinuierlichen Bevolkerungswachs-
tums und der gleichzeitig sinkenden Verfiigbarkeit von
Anbauflichen spielen ertragsoptimierende Strategien eine
entscheidende Rolle fiir eine nachhaltige Landwirtschaft
(Abbildung 4). Durch die Anwendung des CRISPR-Cas-
Systems stehen verschiedene Losungsansitze fiir die Be-
einflussung agronomisch wichtiger Faktoren wie die Pflan-
zenstatur oder die Fruchtmenge zur Verfiigung. Als hiufi-
ges Beispiel in diesem Kontext wird die Kurzhalmigkeit
bei verschiedensten Kulturpflanzen, insbesondere bei
Getreidearten wie Weizen, Reis, Gerste und Hafer ge-
nannt. Wihrend lange Halme in der Wildnis die Vermeh-
rung durch schnelles Abbrechen und Freisetzen des Saat-
guts fordern, werden in der Landwirtschaft bevorzugt
kurzhalmige Kultursorten angebaut, um Ertragsverluste
durch Windbruch, mechanische Ernte oder Lagerung zu
vermeiden. Unter den zahlreichen Faktoren, die sich auf
den Ertrag auswirken, stellt die Beeinflussung der Cyto-
kinin-Homoostase einen praktikablen Weg zur Steigerung
des Getreideertrags dar. So verbesserte die C-terminale
Editierung des Cytokinin aktivierenden Enzyms OsLOGL5
den Kornertrag in Reis unter verschiedenen Umweltbedin-
gungen [12]. Neben der Optimierung bereits etablierter
Kultursorten ist auch die Adaptierung von Wildpflanzen
mit wiinschenswerten Eigenschaften zu neuen Nutzpflan-
zen moglich. Eine solche de novo-Domestizierung von
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Wildpflanzen konnte bereits innerhalb von nur einer Ge-
neration in der wilden Tomatensorte Solanum pimpinelli-
folium erzielt werden, indem CRISPR-Cas9-vermittelt
sechs unabhingige Gene editiert wurden, welche am Er-
trag und der Produktivitit bei domestizierten Kultursorten
beteiligt sind. Dabei wiesen die editierten Pflanzen bereits
in der folgenden Generation eine erhohte Fruchtgrofle
und Fruchtanzahl auf [13]. Neben der Ertragssteigerung
zur Minimierung der benotigten Anbaufliche fokussieren
sich weitere Strategien auf die Verbesserung der Lager-
fahigkeit sowie des Nihrstoffprofils von Lebensmitteln, um
die Akzeptanz der Verbrauchenden zu erhéhen und die
Lebensmittelverschwendung zu verringern. Bedauerlicher-
weise werden etwa ein Drittel der weltweit produzierten
Lebensmittel aufgrund unbeabsichtigter Nacherntever-
luste oder absichtlicher Verschwendung infolge hoher
asthetischer und geschmacklicher Erwartungen nicht kon-
sumiert. Um diesem Trend entgegenzuwirken, konnte
beispielsweise bereits der natiirliche enzymatische Briu-
nungsprozess von Obst und Gemiise durch CRISPR-Cas-
basierte Editierung von Polyphenoloxidase-(PPO)-Genen
verlangsamt werden. Dabei fiihrte sowohl in Kartoffeln als
auch in Auberginen die Induktion von Mutationen in sol-
chen Genen zu einer signifikanten Verringerung der Briu-
nung im Vergleich zum Wildtyp [14].

Herausforderung: Einsatz von Pestiziden und

Diingemitteln
Besonders im Hinblick auf den Einsatz von Diingemitteln
und Pestiziden stellt die Editierung mittels des CRISPR-Cas-
Systems eine vielversprechende Perspektive fiir eine nach-
haltige Landwirtschaft dar, wobei sowohl die Vermittlung
von Resistenzen als auch eine optimierte Nihrstoffauf-
nahme erzielt werden konnte (Abbildung 4). Bislang wer-
den in der Landwirtschaft biotisch bedingte Ernteausfille
sowie Ertragsverluste aufgrund nihrstoffarmer Anbau-
flichen mithilfe des Einsatzes synthetischer Pflanzen-
schutz- und Diingemittel kompensiert. Obwohl ihre Nut-
zung erhebliche Vorteile in Bezug auf die Ertragssummen
bietet, sind die damit verbundenen negativen Auswirkun-
gen auf die Umwelt und die Okosysteme immens. Ange-
sichts dessen ist es entscheidend, adiquate Handlungs-
strategien zu entwickeln, die sowohl ertragreiche Ernten
als auch effektiven Naturschutz ermoglichen. Neben der
Schaffung von Pufferzonen sowie der Forderung nach-
haltiger Landwirtschaftspraktiken wie Fruchtwechsel,
Zwischenfruchtanbau und Mulchen zur Verringerung
der Bodenerosion kann der Einsatz von Kulturpflanzen
mit einer optimierten Nihrstoffaufnahme den Bedarf an
Diingemitteln reduzieren. Dabei liegt in biotechnolo-
gischen Editierungsansitzen ein besonderer Schwerpunkt
auf der Anpassung des Nihrstoffimports durch die Modu-
lation von verfiigbaren Transportproteinen und betei-
ligten Signalkaskaden. In einem CRISPR-Cas9-basierten
Baseneditierungsansatz wurde beispielsweise durch den
Austausch einer einzelnen Base im OsNRT1.1B-Gen, wel-
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ches fiir einen transmembranen Nitrattransporter kodiert,
eine erhohte Nitrataufnahme in Reispflanzen erzielt. Eben-
falls beim Reis konnte durch den CRISPR-Cas9-vermittelten
knockout des OsMYB1-Gens, das fiir einen auf Phosphat-
mangel reagierenden Transkriptionsfaktor kodiert, eine
erhohte Phosphataufnahme und -akkumulation erzielt
werden, welche auf eine verinderte Expression von
Transportern und Signalmolekiilen zuriickzufiihren ist
[15].

Neben dem iibermifligen Einsatz von Diingemitteln
stellt auch die Verwendung von Pflanzenschutzmitteln
und deren Verbreitung tiber Wasser und Luft eine ernst-
hafte Bedrohung fiir unsere Okosysteme dar. Deren An-
reicherung kann nicht nur akute und chronische Gesund-
heitsprobleme bei Menschen und Tieren verursachen so-
wie die Resistenzbildung bei Schidlingen fordern, sondern
hat auch schwerwiegende Auswirkungen auf die Biodiver-
sitit, indem sie niitzliche Insektenpopulationen und andere
Organismen schidigt. Anstatt pflanzenpathogene Schid-
linge - sowie potenziell niitzliche Organismen - durch
den Einsatz von Pestiziden zu eliminieren, kann der Anbau
von Kultursorten mit effizienten Abwehrmechanismen
gegen Schidlingsbefall eine nachhaltige Kultivierung er-
moglichen. Um solche resistenten Kultivare zu generieren,
wurden sowohl diverse klassische Ziichtungsmethoden
als auch zahlreiche CRISPR-Cas-basierte Strategien ver-
folgt. Dabei konnten bereits biotechnologisch Resisten-
zen gegen verschiedene Pilzbefille in einer Vielzahl von
Getreidearten wie Reis, Weizen, Raps und Mais sowie in
Obst- und Feldfriichten wie Wein, Soja, Apfeln und Kakao
vermittelt werden [16]. Ein prominentes Beispiel fur das
Potenzial solcher Ansitze, welches zugleich die Problema-
tik der monokulturellen Landwirtschaft verdeutlicht, ist
die sogenannte Panamakrankheit, welche seit Jahren in
Stidostasien und Siidamerika eine ernsthafte Bedrohung
fiir den Bananenanbau darstellt. Besonders besorgnis-
erregend ist die Tatsache, dass der Pilz Fusarium oxyspo-
rum f. sp. cubense gegentliber gingigen Fungiziden immun
ist und eine Anpassung an den Erreger mittels klassischer
Zuchtmethoden bei der samenlosen Banane nicht moglich
ist. Erstmals wurde dieses Problem in den 1960er Jahren
deutlich, als das damalige Bananen-Kultivar ,Gros Michel*
aufgrund der Panamakrankheit weltweit nicht mehr fiir
den Anbau geeignet war. Als Reaktion darauf wechselten
Bananenproduzenten zum Anbau der resistenteren Caven-
dish-Staude, welche jedoch seit den 1990er Jahren von der
neuen Pilzrasse Fusarium oxysporum f£. sp. cubense (Tro-
pical Race 4, TR4) befallen wird, wobei dieses Mal kein
alternatives, resistentes Kultivar zur Verfiigung steht (Ab-
bildung 5). Daher werden biotechnologische Strategien
als wichtige Losungsansitze fiir den Bananenanbau be-
trachtet, um den einzig verbliebenen, samenlosen gene-
tischen Klon Cavendish weiter anbauen zu konnen. Erst
kiirzlich konnte durch die Integration des aus der Wild-
banane stammenden Resistenzgens RGA2 in die Caven-
dish-Staude ein TR4-resistentes QCVA4-Kultivar generiert
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ABB. 5 Befall mit dem Pilz Fusarium oxysporum f. sp.
cubense fithrt zur Panamakrankheit: Die Bananenpflanze
verwelkt, bildet keine Friichte mehr und stirbt letztlich
ab. Foto: Scot Nelson tiber www.wikipedia,de.

werden, welches nach diversen Feldversuchen bereits
zum menschlichen Verzehr in Australien zugelassen ist.
Da es sich jedoch bei dem QCVA4-Kultivar um eine trans-
gene Insertionslinie handelt und gentechnisch verinderte
Produkte in vielen Lindern nicht oder nur mit Kennzeich-
nung zugelassen werden, konnte die Verfolgung eines
CRISPR-Cas-basierten Geneditierungsansatzes zur Reakti-
vierung des bereits im Cavendish-Kultivar vorliegenden,
inaktiven RGA2-Gen eine erfolgversprechende Alternative
fiir die Bananenproduzenten darstellen [17].

Technologische Limitierungen von

CRISPR-Cas in der Pflanzenziichtung
Die biotechnologische Anwendung des CRISPR-Cas-Sys-
tems weist aufgrund seines einfachen biochemischen Auf-
baus, seiner hohen Effizienz, guten Reproduzierbarkeit
sowie seiner schnellen und kostengiinstigen Methodik ein
beachtliches Potenzial zur effizienten Anpassung von Kul-
turpflanzen an gegenwirtige klimatische und demogra-
phische Herausforderungen auf. Mit zahlreichen Anwen-
dungsmoglichkeiten bietet sein Einsatz vielfiltige Losungs-
ansitze, wie die Landwirtschaft unter dem Druck der
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anthropogenen Erderwirmung rechtzeitig und nachhaltig
auf die bevorstehenden Hiirden reagieren kann. Nichts-
destotrotz wirkt das CRISPR-Cas-Systems nur als genomi-
sches Werkzeug und weist einige Einschrinkungen auf,
weswegen die Anwendung des Systems eher als eine viel-
versprechende Erweiterung des Werkzeugkastens und
weniger als die alleinige Losung fiir alle agronomischen
Probleme betrachtet werden sollte. Obwohl CRISPR-Cas-
basierte Methoden erfolgreich zur gezielten Induktion von
Mutationen, Geninsertionen und -deletionen sowie chro-
mosomalen Umstrukturierungen zur Redefinition von Re-
kombinationsbarrieren angewendet wurden, befindet sich
ihr Einsatz in der agrarwissenschaftlichen Forschung noch
in den Anfingen und beschrinkt sich groftenteils auf
proof of concept-Ansitze. Obwohl das CRISPR-Cas-System
bereits erfolgreich in mindestens 42 Pflanzenarten ange-
wendet wurde, besteht weiterhin Bedarf an effizienten
Transformationssystemen fiir Kulturpflanzen sowie einem
universellen Werkzeug, welches eine gleichbleibend hohe
Effizienz in Kombination mit einer geringen off-target-
Aktivitit in allen Zielorganismen gewihrleistet. So sind die
meisten Nutzpflanzen nicht fiir die in Modellpflanzen gut
etablierte Agrobakterien-vermittelte Transformation emp-
fanglich oder erfordern aufwendige Regenerationsverfah-
ren. Um diese grundlegende Einschrinkung in gentech-
nischen Ansitzen zu iiberwinden sowie trotz geringer
Transformationseffizienzen eine erfolgreiche Editierung
zu erzielen, werden kontinuierlich Wege zur Verbesse-
rung von Transformationssystemen gesucht und Ansitze
zur biochemischen Optimierung der Effizienz gingiger
Cas-Nukleasen verfolgt.

Obwohl das CRISPR-Cas-System im Vergleich zu ande-
ren Geneditierungsansitzen eine hohere Zielspezifitit auf-
weist, besteht aufgrund ausreichender Homologien zwi-
schen den gRNAs und off-target-Sequenzen die Mog-
lichkeit, neben der Zielsequenz unbeabsichtigterweise
weitere genomische Stellen zu editieren. Zwar verursachen
CRISPR-Cas-Nukleasen nur wenige ungezielte Mutationen
- insbesondere im Vergleich zu den Tausenden, durch
herkdmmliche Mutageneseziichtung bereits etablierten
Mutationen. Dennoch konnen bereits im Vorfeld bei der
Konzeption des Editierungsansatzes effektive Mainahmen
ergriffen werden, um das Risiko einer off-target-Editie-
rung zu minimieren. Wihrend die Auswahl einer geeigne-
ten Zielsequenz mit geringem off-target-Potenzial mithilfe
verschiedener bioinformatischer Online-Plattformen rela-
tiv einfach sein sollte, steigt unweigerlich bei der simulta-
nen Verwendung mehrerer Schnittstellen - wie es bei der
de-novo-Domestikation oder der Modulation komplexer
Prozesse erforderlich ist - das Risiko unbeabsichtigter Edi-
tierungen. Wird ein signifikantes off-farget-Potenzial fest-
gestellt, kann eine verbesserte off-target-Spezifitit bei
geringerem off-target-Potenzial durch den Einsatz eines
alternativen CRISPR-Cas-basierten Ansatzes ermoglicht
werden. In diesem Zusammenhang zeigt insbesondere der
Einsatz von Typ-V-CRISPR-Cas-Systemen, von Einzelstrang-
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bruch-induzierenden Cas9-Nickasen oder prime editors
vielversprechendes Potenzial. Eine vollstindige Sequenzie-
rung des editierten Organismus und phinotypische sowie
biochemische Charakterisierungen konnen dazu beitragen,
die agronomische Bedeutung potenzieller off-farget-Ereig-
nisse zu bestimmen.

Ein weiterer limitierender Faktor ist, dass sich trotz
grofler Fortschritte in der Erforschung stressinduzierter
Reaktionen die meisten biotechnologischen Ansitze bisher
auf die genetische Anpassung an einzelne Stressoren be-
schrinkten. Jedoch zeigen natiirliche Umgebungen hiufig
kombinierte Stressfaktoren, deren Intensitit und Hiufig-
keit durch den Klimawandel steigen diirften, was die Ent-
wicklung von stressresistenten Kulturpflanzen verkompli-
zieren wird. Um diese biotechnologische Herausforderung
anzugehen, wurden bereits vielversprechende Systeme
vorgestellt, jedoch erfordert die Etablierung widerstands-
fihiger Kultursorten weiterhin auch die molekularbiologi-
sche Erforschung der zugrundeliegenden Interaktions-
mechanismen stressinduzierter Signalkaskaden, um die
Prizisionsziichtung effektiv zu unterstiitzen. Obwohl die
Prizisionsziichtung schneller neue Kultursorten hervor-
bringen kann als klassische Ziichtungsmethoden, benotigt
auch diese mehrere Jahre Ziichtungsarbeit nach der er-
folgreichen Editierung. Neben der Auswahl gewiinschter
Modifikationen und moglicher Riickkreuzungsschritte
zur Eliminierung vorhandener Transgene, missen die modi-
fizierten Pflanzen umfangreich und vollstindig auf ihre
verinderten Eigenschaften tiberpriift werden, um einen
sicheren Anbau und Konsum zu gewihrleisten.

Wihrend fiir die Uberwindung der technischen Limitie-
rungen der biotechnologischen Anwendung des CRISPR-
Cas-Systems weltweit Wissenschaftler/-innen an innovati-
ven Losungsansitzen forschen, wird jedoch dessen univer-
saler Einsatz durch die Anwendung des Patentrechts und
verworrener, linderspezifischer Regelungen erschwert.
Dabei wird nicht nur die Nutzung des CRISPR-Cas-Systems
zur kommerziellen Anwendung reglementiert, auch der
Anbau adaptierter Kultursorten kann sich je nach Rechts-
system als kostspielig erweisen. Obwohl die ersten Publi-
kationen zur biotechnologischen Nutzung des CRISPR-Cas-
Systems erst zwoOlf Jahre zurlickliegen, existieren neben den
umstrittenen Basispatenten mittlerweile zahlreiche zusitz-
liche Patente zu verschiedenen Varianten des Systems. Die
kommerzielle Nutzung wird zusitzlich durch linderspezi-
fische Auffassungen erschwert, was hiufig zu Patentstreitig-
keiten fiihrt und Unternehmen vor die Frage stellt, an wen
die filligen Lizenzgebiihren zu entrichten sind. Besonders
im Hinblick auf bereits existierende Patentierungen grofler
Saatgutbetriebe, welche ein fiir Kleinbauern signifikantes
wirtschaftliches Hindernis darstellen, 4uRern Kritiker Be-
sorgnis Uiber den rechtlichen Umgang mit gentechnisch
verinderten Organismen (GVO). In diesem Kontext stellt
sich auch die Frage hinsichtlich der Patentierung von edi-
tierten, transgenfreien Pflanzen, welche auch unter natiir-
lichen Bedingungen hitten entstehen konnen.
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Rechtliche Regulierung von GVO
Fir den kommerziellen Einsatz von Genomeditierungs-
technologien sind unterstiitzende staatliche Vorschriften
und die Akzeptanz der Verbraucher/-innen erforderlich,
wobei das rasche Aufkommen von CRISPR-Cas-Systemen
weltweit bestehende Regularien herausfordert und die
Anpassung der Gesetzeslagen an diese neuartigen und
chancenreichen Techniken erfordert. Wihrend bereits
einige Linder in Amerika und Asien entsprechende Richt-
linien tiberarbeitet und erste genomeditierte Produkte fiir
den Konsum freigegeben haben, herrschen in vielen Lin-
dern wie in Neuseeland, Stidafrika oder den Mitgliedstaa-
ten der Europiischen Union weiterhin restriktive Vorschrif-
ten, was zu einem nicht aufeinander abgestimmten Mosa-
ik von weltweit unterschiedlichen Regulationsmafinahmen
fiihrt. Gerade in der EU besteht seit dem Aufkommen der
Pflanzentransformation am Ende des letzten Jahrhunderts
eine gewisse Skepsis hinsichtlich der potenziellen Auswir-
kungen von GVO auf die Umwelt, die menschliche Ge-
sundheit und die biologische Vielfalt, welche dazu gefiihrt
hat, dass die Genehmigung und der Einsatz von GVO in
der EU strengen regulatorischen Priifungen unterliegen.
So wurde unter Beriicksichtigung des Vorsorgeprinzips
die GVO-Richtlinie 2001/18/EG verabschiedet, welche
komplexe und langfristige Bewertungen vor dem Anbau
von GVO erfordert und heutzutage immer noch in Kraft
ist. Diese hat dazu gefiihrt, dass nur gro3e Agrarkonzerne
solche kostspieligen Verfahren und die damit einherge-
hende wirtschaftliche Biirde auf sich nehmen konnten,
kaum GVOs in der Landwirtschaft eingesetzt wurden und
die offentliche Diskussion zunehmend kritischer wurde.
Diese kritische Einstellung spiegelt sich in der Anzahl der
EU-Mitgliedstaaten wider, welche den Anbau von GVO in
ihrem Hoheitsgebiet auf der Grundlage der ,Opt-out®-
Richtlinie 2015/412 einschrinken oder verbieten [18].
Eine fragwiirdige Entwicklung in diesem Zusammenhang
stellt die konstant steigende Anzahl an Importzulassungen
von GVO in Europa dar, wihrend lediglich eine einzige
GVO-Pflanze, der MON180-Mais, mit riickliufigem Trend
angebaut wird [19]. Trotz diverser von der Regierung und
der EU finanzierter Forschungsprojekte zur Bewertung
moglicher Risiken von transgenen Nutzpflanzen, welche
keinen Hinweis auf ein erhohtes Gefahrenpotenzial trans-
gener Pflanzen gegeniiber konventionell erzeugten Pflan-
zen ergaben, wurden die geltenden Regularien nicht an-
gepasst. Aus wissenschaftlicher Sicht noch weniger nach-
vollziehbar ist das Urteil des Europiischen Gerichtshofs
im Jahr 2018, welches die Neubewertung der Gesetzesla-
ge im Hinblick auf transgenfreie, genomeditierte Pflanzen
ablehnte, wodurch diese denselben Restriktionen wie
transgene Pflanzen unterliegen. Obwohl diese Pflanzen
nicht von natiirlichen Pflanzen zu unterscheiden sind, war
die Grundlage dieser Entscheidung, dass letztlich nicht das
Produkt, sondern der Prozess der Ziichtung rechtlich aus-
schlaggebend fiir die Einstufung ist. Um die Offentlichkeit
und die Politik von der Notwendigkeit einer wissenschaft-

© 2024 Die Autoren. Biologie in unserer Zeit
veroffentlicht durch VBIO e.V. unter der CGBY-SA 4.0-Lizenz

lich begriindeten, differenzierten Regulierung zu iiberzeu-
gen, veroffentlichte eine Reihe von wissenschaftlichen
Institutionen wie die deutsche Leopoldina Stellungnah-
men, was zu einer Neubewertung der Gesetzeslage im
Jahr 2023 fiihrte. Im resultierenden EU-Kommissionsvor-
schlag werden zwei Klassen von NGT-Pflanzen (neue ge-
nomische Techniken) unterschieden, wobei Pflanzen, die
als gleichwertig mit konventionell geziichtete Pflanzen
(Kategorie 1) gelten, von den GVO-Vorschriften ausge-
nommen werden, wihrend fiir alle anderen NGT-Pflanzen
(Kategorie 2) grofitenteils die bestehenden Regularien
erhalten bleiben. Zudem stimmte das Parlament fir eine
Kennzeichnungspflicht von NGT-Saatgut sowie ein Verbot
von Patenten auf NGT, um neue Abhingigkeiten fiir Land-
wirte und Pflanzenziichter zu vermeiden. Momentan steht
allerdings der fiir eine Verabschiedung der NGT-Verord-
nung notwendige Mehrheitsbeschluss des Europiischen
Rates noch aus. Letztendlich wird die Marktfihigkeit von
genomeditierten Lebensmitteln jedoch von der Akzeptanz
und dem Interesse der Offentlichkeit geprigt [18].

Zusammenfassung

Durch die jahrtausendelange Selektionsziichtung ist die ge-
netische Vielfalt unserer Kultursorten stark verarmt, so dass
eine Anpassung an die sich immer rapider dndernden klima-
tischen und demographischen Bedingungen durch konven-
tionelle Ziichtungsmethoden zunehmend schwerer wird.
Daher werden innovative Handlungsstrategien benétigt,
um Ernteertrdge unter widrigen Bedingungen — mit kleinst-
mdglichem Eingriff in die Biodiversitdt — zu erhalten und
somit die Erndhrungssicherheit fiir die wachsende Welt-
bevélkerung zu gewdhrleisten. GroBes Potenzial, die Zu-
kunft der globalen Landwirtschaft nachhaltig zu gestalten,
bieten dabei CRISPR-Cas-basierte Genomeditierungsstrate-
gien, welche es erméglichen, Nutzpflanzen mit Prézision
und Leichtigkeit zu adaptieren. Dabei kénnen nicht nur ein-
zelne Gene gezielt editiert, sondern auch Kopplungsgrup-
pen durch die prdzise Induktion von Translokationen und
Inversionen modifiziert und neue Rekombinationsereignisse
erzielt werden. Somit kann die genetische Variabilitdt von
Kultursorten gesteigert werden, was den Grundstein fiir
eine zukunftsfdhige Pflanzenzucht legt. Allerdings bleibt es
spannend, ob die rechtlichen Bestimmungen und die Kun-
denakzeptanz das Potenzial der biotechnologischen An-
wendung des CRISPR-Cas-Systems in der Landwirtschaft
erkennen und eine nachhaltige Bewiltigung zukiinftiger
Herausforderungen ermdéglichen.

Summary

CRISPR-Cas for a more sustainable future in

agriculture
For thousands of years, selective breeding has greatly im-
poverished the genetic diversity of our old cultivars so that
an adaptation to the ever more rapidly changing climatic
and demographic conditions through conventional breed-
ing methods is increasingly difficult. Hence, innovative
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strategies are needed to maintain crop yields under adverse
conditions without impairing biodiversity thus ensuring
food security for the ever-growing world population.
Enabling the precise and easy adaptation of crops, CRISPR-
Cas-based genome editing strategies offer great potential
for shaping the future of global agriculture sustainably. Not
only can single genes be specifically edited, but linkage
groups can be modified, too, by precisely inducing translo-
cations and inversions, and new recombination events can
be obtained. Therefore, genetic variability of cultivars can
be increased, which is the basis for sustainable crop breed-
ing. However, it remains to be seen whether legal regula-
tions and customer acceptance will recognize the potential
of the biotechnological application of the CRISPR-Cas sys-
tem in agriculture and enable the sustainable mastery of
future challenges.

Schlagworte
CRISPR-Cas, Pflanzenzucht, genome editing, Klimawandel,
Nachhaltige Landwirtschaft
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