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Raps Reduktion des Anti-Ndhrstoffs Phytinsdaure mittels CRISPR/Cas9

S

Rapspflanzen liefern
O/ — fiir ihre Nutzung
als Futtermittel im
grossem Umfang
miissen sie noch
angepasst werden.

Abbildung: Tilo Hauke /
wikipedia.org

verbessert Nahrungsqualitat

Raps ist die wichtigste Olpflanze in Europa. Die Pressriickstidnde haben
einen  hohen Eiweissgehalt und eine glnstige  Aminosdure-
zusammensetzung — aber leider enthalten sie die antinutritive Substanz
Phytinsdure, was ihre Verwendung als Futter- oder Lebensmittel ein-
schrankt. Ein Forscherteam von der Universitdt Kiel zeigt jetzt, wie mittels
Genomeditierung der Phytinsduregehalt von Rapskérnern deutlich gesenkt
werden kann. Damit wird die Futtermittelqualitdt von Rapsschrot oder
Rapskuchen deutlich verbessert, die europdische Abhangigkeit von Soja-
Importen fir die Tiererndhrung kdnnte reduziert werden.

Phytinsdure dient im Rapssamen als Phosphor-Speicher. Sie bindet beim
Verzehr allerdings Mineralstoffe und Eiweiss im Verdauungssystem. So wirkt
Phytinsdure als Anti-Nahrstoff: da sie flr nicht-Wiederkduer unverdaulich
ist, werden diese Substanzen der Verwertung entzogen. Zudem fiihrt das an
Phytinsdure gebundene und so in grossen Mengen ausgeschiedene Phos-
phor zur Uberdiingung von Gewdassern. Eine Reduktion des Phytinsiurege-
halts in Rapssamen konnte die Verwendung von Raps-Pressriickstanden als
Futtermittel daher deutlich erleichtern, und damit eine wichtige Eiweissquel-
le als Alternative zu Soja erschliessen.

Da alle verfligbaren Rapssorten einen hohen Gehalt von Phytinsdaure auf-
weisen, versucht ein Forscherteam um Christian Jung von der Christian-
Albrechts-Universitat Kiel mit verschiedenen Ansatzen, den Phytinsaurege-
halt von Rapssamen zu reduzieren. Eine Schwierigkeit dabei ist, dass Raps
tetraploid ist, also jeweils vier Kopien aller Erbinformation besitzt, und
zusatzlich noch aufgrund seiner Entstehungsgeschichte mehrerer Kopien
verwandter Gene tragt. Dadurch wirken sich Veranderungen, z. B. spontane
Mutationen, in einzelnen Genkopien praktisch nicht aus, da sie durch die
verbleibenden intakten Genkopien kompensiert werden. Mit Hilfe von
CRIPR/Cas9 Genomeditierung war es verhaltnismassig einfach, Doppel-
oder Dreifachmutationen in den ITPK-Genen einzufiihren, die an der Phytin-
sauresynthese beteiligt sind.

Bei Doppelmutanten zeigten sich kaum Auswirkungen auf den Phytinsaure-
gehalt der Rapssamen, in Dreifachmutanten war der Phytinsaure-Gehalt um
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etwa ein Drittel (27% - 35%) reduziert. Andere Pflanzeneigenschaften, wie
Wachstum oder Olgehalt der Samen, waren nicht auffallig verandert, soweit
die Forscher aufgrund von Versuchen in geschlossenen Kammern schliessen
kdnnen.

Obwohl die durch die Genomchirurgie mit CRIPR/Cas9 eingeflihrten geziel-
ten Genveranderungen in den Rapspflanzen auch in der Natur spontan
entstehen konnten, gelten die resultierenden Pflanzen aufgrund einer Ent-
scheidung des Europdischen Gerichtshofs von 2018 als «gentechnisch ver-
andert» und unterliegen damit strengen Zulassungs- und Anbauauflagen,
welche einen Anbau in Europa praktisch unmoglich machen. Die Forscher
nutzten daher parallel zu ihrem Genome Editing Ansatz auch eine ungerich-
tete Mutagenese der Rapspflanzen mit starken erbgutverandernden Chemi-
kalien, um die Funktion von Schliisselgenen der Phytinsdure-Synthese zu
verandern.

Durch die Analyse von vielen Tausend chemisch genveranderter Rapspflan-
zen und durch die Kombination verschiedener Mutanten durch Kreuzung
konnten sie tatsachlich ebenfalls Rapspflanzen mit ca. 25% weniger Phytin-
saure in den Samen erzeugen. Allerdings wiesen diese Pflanzen aufgrund
der ungerichteten Erbgutveranderung derartig viele zusatzliche unbekannte
und fir die Pflanzen nachteilige Mutationen auf, dass sie nicht als Grundla-
ge fir Zlichtungsprograme dienen kdénnten. Hierzu miissen erst durch zahl-
reiche und zeitraubende Riickkreuzungen die Anzahl der unbekannten und
unerwiinschten Mutationen reduziert werden. Dem scheinbaren Vorteil,
dass die chemisch mutagenisierten Pflanzen nicht als «gentechnisch veran-
dert» eingestuft werden und daher frei angepflanzt werden dirften, steht
daher ein wesentlich grésserer Zichtungsaufwand bis zum gewiinschten
Ergebnis entgegen.

Die Forscher hoffen, mit ihren Arbeiten zur Reduktion des Phytinsdaurege-
halts in Raps einen wichtigen Beitrag zur Erschliessung einer reichhaltigen,
lokal produzierten Eiweissquelle fir die tierische und mdglicherweise auch
menschliche Erndhrung zu leisten, und so die europdische Abhangigkeit von
Importen (z. B. Soja) zu reduzieren.

Quelle: Niharika Sashidhar et al. 2020, Gene editing of three BnITPK genes in tetraploid
oilseed rape leads to significant reduction of phytic acid in seeds, Plant Biotechnology Journal
(online 19.03.2020, doi:10.1111/pbi.13380); Niharika Sashidhar et al. 2019, _Identification of

phytic acid mutants in oilseed rape (Brassica napus) by large-scale screening of mutant
populations through amplicon sequencing, New Phytologist 225:2022-2034.

Moderne Ziichtungsverfahren fiir Erndahrungssicherheit und nach-
haltige Entwicklung der Landwirtschaft

Durch Zichtung verbesserte Nutzpflanzen, zusammen mit einer Intensivie-
rung des Anbaus durch Dingung und besseren Pflanzenschutz, haben seit
den 1960er Jahren im Rahmen der Griinen Revolution die Ernte-Ertrage
verdoppelt bis verdreifacht. Damit konnte die weltweite Ernahrungssituation
deutlich verbessert werden. Allerdings verfligen viele Lander immer noch
nicht Uber ein ausreichendes, abwechslungsreiches und qualitativ hochwer-
tiges Nahrungsangebot fiir die breite Bevolkerung. Auch kann eine zu inten-
sive Landwirtschaft nachteilige Umweltauswirkungen haben. Moderne Ver-
fahren der Pflanzenziichtung kénnen einen wichtigen Beitrag fiir eine gesi-
cherte und nachhaltigere Erndhrung der Menschheit leisten. Darauf weist
der Agrar-Okonom Matin Qaim von der Universitit Gottingen in einem
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Sowohl der seit Jahrzehnten etablierte Anbau transgener Nutzpflanzen als
auch die relativ neuen Verfahren der Genomeditierung bieten Mdéglichkeiten,
die Ernten vor Krankheiten und Schadlingen zu schiitzen, Pflanzen stressto-
leranter zu machen (Diirre, Uberflutung), ihre Nahrstoffaufnahme und -
Verwertung zu verbessern und den Nahrwert und die Produktqualitat zu
steigern. Fir eine sozial nachhaltigere Entwicklung steigern neue Pflanzens-
orten Ertrdge und reduzieren die Abhangigkeit von Agrochemikalien. Die
Einkommen von Kleinbauern und ihr Wohlergehen konnten deutlich gestei-
gert werden, wie Qaim durch eigene Forschungsarbeiten zeigen konnte.

aktuellen Ubersichtsartikel hin.

Ein Problem beim Einsatz von mit modernen Methoden verbesserten Nutz-
pflanzen ist jedoch ihre verbreitete Uber-Regulierung in vielen Landern, vor
allem in Europa. «Die Ablehnung in der Bevolkerung hat zu hohen Zulas-
sungshiirden gefiihrt, die wissenschaftlich unbegriindet sind und die Tech-
nologie ausbremsen», erklart Qaim. Dies betrifft nicht nur transgene Pflan-
zen, sondern auch genomeditierte Sorten mit Veranderungen, die prinzipiell
auch auf natirlichem Wege entstehen kdnnen. «Das Problem ist, dass die
Zulassungsbehdrden in Europa genomchirurgisch entwickelte Pflanzen
genauso behandeln wie gentechnisch veranderte Pflanzen mit artfremden
Genen. Das schiirt die offentlichen Angste und verhindert die Weiterent-
wicklung und Nutzung der Technologie in der Landwirtschaft. Leider hat die
europadische Haltung auch weitreichende Auswirkungen auf viele arme
Lander, vor allem in Afrika, wo neue Agrartechnologien fiir die kleinbauerli-
che Landwirtschaft besonders wichtig sind», sagt Qaim. «Wir brauchen
dringend einen anderen gesellschaftlichen Diskurs liber neue Ziichtungs-
technologien, denn diese kénnen einen wichtigen Beitrag flr nachhaltige
Landwirtschaft und Erndhrungssicherung leisten».

Was ist das Potential speziell der neuen Verfahren der Genom-Editierung
wie CRIPR/Cas9 zur Verbesserung von Nutzpflanzen? Zwei weltweit aner-
kannte Koryphden auf dem Gebiet, Michael Palmgren (Universitat Kopenha-
gen) und Caixia Gao (Chinesische Akademie der Wissenschaften, Beijing)
geben in einer aktuellen Veréffentlichung zusammen mit ihren Mitarbeitern
einen Ausblick dazu. Durch gezielte Aussschaltung von Pflanzengenen konn-
ten z. B. bereits ertragsreicherer Reis, Mais mit verbesserter Starkezusam-
mensetzung und pilzresistente Weizen- und Tomatenpflanzen geziichtet
werden. Veranderungen an regulatorischen Elementen erlauben eine abge-
stufte Veranderung der Ablesung von Pflanzengenen, und damit eine Fein-
einstellung der Eigenschaften, wie bei Tomaten und Salat gezeigt wurde.
Neu entwickelte Technologien erméglichen immer einfachere und prazisere
Eingriffe in das Pflanzen-Erbgut.

Der rapide technologische Fortschritt ermdglicht auch umfangreichere gene-
tische Veranderungen an vielen Pflanzengenen zugleich, z. B. um komplexe
Prozesse wie die Photosynthese zu verbessern. Ein vielversprechende An-
satz ist auch die beschleunigte Domestizierung von Wildsorten, bei der
nutzliche agronomische Eigenschaften aus der Natur mit wenigen geneti-
schen Veranderungen flir einen wirtschaftlichen Anbau kombiniert werden.
Dadurch kénnen auch Nutzpflanzen, die bisher eine Randexistenz fiihren
(«orphan crops»), wie Siusskartoffeln, Quinoa, Maniok oder Erdnlisse einer
breiteren Anwendung zugefiihrt werden. Auch ganz neuartige Nutzpflanzen
kdnnten durch genetische Anpassungen mittels Genomeditierung erschlos-
sen werden. Als Beispiel fiihren die Autoren den Goldregen an (Laburnum
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sp.), der eine grosse Menge eiweissreicher, aber giftiger Samen produziert,
die wahrscheinlich durch Genome Editing entgiftet werden kdnnten.

Quellen: Matin Qaim 2020, Role of New Plant Breeding Technologies for Food Security and
Sustainable Agricultural Development, Applied Economic Perspectives and Policy (online
26.04.2020, doi:10.1002/aepp.13044); «Wir brauchen dringend einen anderen gesellschaftli-
chen Diskurs Uber neue Zichtungstechnologien» - Géttinger Agrardkonom wertet For-
schungsergebnisse zu Erndhrungssicherung aus, Medienmitteilung Georg-August-Universitat
Gottingen, 27.04.2020; Yi Zhang et al. 2020, A CRISPR way for accelerating improvement of
food crops, Nature Food 1:200-205.

Maulkorb fiir den Mehltau steigert Krankheitsresistenz von Weizen

Mehltau ist eine wichtige Pilzerkrankung bei Weizen, die bei unglinstigen
Witterungsbedingungen deutliche Ertragseinbussen auslésen kann. Der
aktuelle Trend zur Reduktion des Pflanzenschutzmittel-einsatzes riickt die
Entwicklung krankeitsresistenter Pflanzensorten in den Fokus. Forschende
von der Universitat Zarich um Prof. Beat Keller widmen sich daher bereits
seit vielen Jahren dem Verstdndnis von Resistenzmechanismen und der
Entwicklung verschiedener praktischer Ansatze zur Resistenzverbesserung
von Getreide. Sie zeigen jetzt, dass Weizen mit gentechnischen Methoden
so verandert werden kann, dass er wahrend der Infektion wichtige Pilzgene
abschaltet und so weniger anfallig fir den Mehltau wird.

Sie verwendeten hierzu den RNA-Interferenz-Ansatz (RNAi). Transgene
Weizenpflanzen, denen ein kurzes von der Erbgutsequenz des Mehltau-
Erregers abgeleitetes Konstrukt stabil eingebaut wurde, lesen dieses ab und
produzieren kurze RNA-Stiickchen. Diese kdnnen aus den Weizenpflanzen
Uber die Artgrenze hinweg von den Mehltau-Pilzen aufgenommen werden,
und dadurch die Ablesung wichtiger Pilzgene zum Verstummen bringen
(«host induced gene silencing», HIGS). Ein ahnlicher Austausch kurzer RNA-
Fragmente zwischen Wirt und Krankheitserreger, welcher die Genablesung
beeinflusst, wir auch in der Natur beobachtet und kdnnte ein wichtiger
Mechanismus der Kommunikation zwischen verschiedenen Arten sein.

Die transgenen Weizenpflanzen mit dem RNAi-Konstrukt stellten sich so-
wohl im Labor als auch in einer Vegetationshalle unter weitgehend natirli-
chen Wachstumsbedingungen als weniger anféllig gegen die Mehltau-
Erkrankung heraus. Zwar wurde die Infektion nicht vollig blockiert, aber der
Pilz breitete sich weniger auf den Blattern aus und verursachte so auch
weniger Schaden. Bei der beschrankten Anzahl von Pflanzen, die hierbei
untersucht wurden, sind noch keine verlasslichen Aussagen zu Auswirkun-
gen auf den Ertrag mdglich, allerdings zeigte sich ein klarer Trend, dass
weniger erkrankte Pflanzen mehr Kérner produzierten. Andere nachteilige
Auswirkungen auf die Pflanzen durch die gentechnische Veranderung waren
nicht offensichtlich.

Die Forscher zeigen damit zum ersten Mal, dass RNAI in transgenen Wei-
zenpflanzen die Resistenz gegen den echten Mehltau reduzieren kann. Sie
schliessen, dass der RNAi-Ansatz ein grosses Potential hat, gegenwartige
Strategien zur Krankheitsvorbeugung und -Bekampfung zu erganzen.

RNAIi wird bereits in der Zlichtung verwendet, um die Ablesung pflanzenei-
gener Gene zu unterdriicken, um so die Pflanzen-Eigenschaften zu veran-
dern. Auch kdnnen in Pflanzen produzierte RNA Molekiile Resistenz gegen
schadliche Insekten verleihen. Derartige transgene Pflanzen sind in der EU
bereits zugelassen. In einem aktuellen Ubersichtsartikel fasst eine Exper-
tengruppe der europaischen Lebensmittelsicherheitsbehérde EFSA die wich-
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tigsten Aspekte bei einer Risikobeurteilung von RNAi-Pflanzen zusammen.

Grundsatzlich kann RNAI innerhalb der Pflanze selber die Ablesung anderer
Pflanzengene beeinflussen («off-target» Effekte). Da die Gensequenz der
Pflanzen aber bekannt ist, lasst sich einfach Uberpriifen, ob es liberhaupt
Gene mit Sequenz-Ahnlichkeit gibt, die potentiell beeintréchtigt werden
kdnnten. Nur in diesem Fall waren weitere Abklarungen erforderlich. Das
trifft ebenso bei mdglichen Nicht-Zielorganismen zu, z. B. Niitzlinge welche
Pflanzenmaterial mit RNAi gegen ein spezifisches Schadinsekt fressen. Fiir
die Lebens- und Futtermittelsicherheit stellt RNAi dagegen kein Problem
dar, da Menschen und Sdugetiere ohnehin taglich grosse Mengen von art-
fremdem Erbmaterial mit der Nahrung aufnehmen, ohne dass dies irgend-
welche Auswirkungen auf den Organismus hat — die fremde Erbinformation
wird in Magen und Darm schlichtweg zersetzt und verdaut.

Quellen: Luisa Katharina Schaefer et al. 2020, Cross-Kingdom RNAi of Pathogen Effectors
Leads to Quantitative Adult Plant Resistance in Wheat, Front. Plant Sci. 11:253; Nikoletta
Papadopoulou et al. 2020, Risk Assessment Considerations for Genetically Modified RNAi
Plants: EFSA’s Activities and Perspective, Front. Plant Sci. 11:445.

Immer mehr Pflanzenbiotechnologie-Unternehmen arbeiten an
COVID-19 Schutzimpfung

Erst wenige Monate sind vergangen, seit das neue SARS-CoV-2 Virus als
Pandemieerreger seinen verheerenden Zug um die ganze Welt angetreten
hat. Noch nie hat die globale Forschungsgemeinschaft so schnell derartig
viele Ansatze zur Entwicklung einer Schutzimpfung gegen eine gefahrliche
Krankheit umgesetzt. Eine aktuelle Ubersicht der WHO vom 26. April 2020
fuhrt sieben Impfstoff-Kandidaten aus, die sich bereits in der klinischen
Erprobung befinden, und 82 weitere, die aktuell praklinisch geprift werden.
Dazu kommen noch mindestens zwdlf weitere Projekte, die noch nicht ihren
Weg auf die WHO Liste gefunden haben. Insgesamt laufen damit aktuell
mindestens 101 Impfstoffprojekte. Dabei wird eine Vielzahl von technologi-
schen Ansatzen verfolgt. Auch die Pflanzen-Biotechnologie spielt eine wach-
sende Rolle dabei.

Das US Verteidigungsministerium hatte aufgrund der Schweinegrippe, die
2009 etwa 200'000 Todesopfer weltweit forderte, im Rahmen des «DARPA
Blue Angel HINI» Programms verschiedene Produktions-Plattformen flr
Impfstoffe evaluiert. Dabei erschienen Pflanzen-basierte Verfahren als
besonders geeignet, um in moglichst kurzer Zeit grosse Mengen am Impf-
stoff-Dosen zu produzieren. Mit grosszlgiger Finanzierung durch DARPA
wurden damals verschiedene Impfstoff-Produktionsstatten auf Pflanzen-
Basis im Industriemassstab aufgebaut. Diese nahmen innerhalb kirzester
Zeit die Forschung und Entwicklung an einem COVID-19 Impfstoff auf.

Das US-kanadische Unternehmen Medicago, an dem Philip Morris Internati-
onal (PMI) zu etwa einem Drittel beteiligt ist, hatte in Rekordzeit bereits
Anfang Marz 2020 einen Impfstoff-Kandidaten prasentiert, der als «virusar-
tiges Partikel» in Tabakpflanzen produziert wurde. Mit ihrer Plattform hatte
Medicago schon bereits Impfstoff-Kandidaten gegen die Grippe sowie gegen
Rota-, Noro- und Westnil-Virus entwickelt und damit umfangreiche Erfah-
rungen mit der Impfstoffproduktion in Pflanzen gesammelt (POINT 214
Marz 2020). Einen ahnlichen Ansatz verfolgt das US-Unternehmen iBio, das
mit der chinesischen CC-Pharming zusammenarbeitet. iBio hat eine der
grossten Produktionsstatten fiir rekombinante Proteine aus Pflanzen welt-
weit, und kénnte mit der bestehenden Anlage und ihrem ebenfalls auf
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Tabakpflanzen basierenden FastPharming Ansatz etwa 500 Millionen Dosen
pro Jahr herstellen. Thr COVID-19 Impfstoffkandidat IBIO-200 befindet sich
bereits in praklinischen Studien, zusammen mit Forschungspartnern arbeitet
iBio aktuell an der optimalen Kombination der in Pflanzen produzierten
Virus-Eiweisse mit den fir eine gute Immunreaktion in einem Impfstoff
wichtigen Hilfsstoffe (Adjuvans).

Als drittes Schwergewicht hat das US-Biotechunternehmen Kentucky Bi-
oprocessing KBP, das zur British American Tobacco-Gruppe (BAT) gehort,
am 1. April 2020 den Eintritt eines eigenen COVID-19 Impfstoffkandidaten
in die praklinische Testphase bekannt gegeben. Die Produktionsstatten in
Kentucky kénnten mit Hilfe von Tabakpflanzen ab Juni 2020 etwa 1 bis 3
Millionen Impfstoff-Dosen pro Woche herstellen. KBP betont die Vorteile, die
ebenso auch fiir die anderen Unternehmen gelten: die Wirkstoffproduktion
in Pflanzen ist schneller und sicherer als herkémmliche Verfahren, da Ta-
bakpflanzen keine Krankheitserreger beherbergen kénnen, die menschliche
Krankheiten verursachen. Zudem ist die Impfstoffkomposition, die KBP
entwickelt, bei Raumtemperatur stabil, im Gegensatz zu herkémmlichen
Impfstoffen, die oft gekihlt werden mussen. Bereits im Jahr 2014 hatte KBP
einen wichtigen Beitrag zum weltweiten Gesundheitsschutz geleistet, indem
es als eine der ersten verfligbaren Behandlungen die ZMapp-
Antikérperkombination als Wirkstoff gegen die Ebola-Epidemie in Pflanzen
produzierte. ZMapp konnte die Uberlebensrate bei Erkrankten verbessern,
allerdings stellten sich andere Heilmittel als wirksamer heraus.

Falls sich einer oder mehrere der in Pflanzen produzierten COVID-19 Impf-
stoff-Kandidaten als wirksam herausstellen, muss noch ein aufwandiger
Zulassungsprozess durchlaufen werden, bei dem die Sicherheit bei einer
breiten Anwendung geprift wird. Dabei kann auf drei Jahrzehnte der Nut-
zung gentechnisch veranderter Pflanzen als Produktionsstatte fiir bi-
opharmazeutische Wirkstoffe, wie Antikdrper, Impfstoffe, Wachstumsfakto-
ren und Cytokine zuriickgegriffen werden. Der erste in Pflanzen produzierte
medizinische Wirkstoff auf dem Markt, ein in rekombinanten Karottenzellen
produziertes Enzym zur Behandlung von Mobus Gaucher, wurde bereits
2012 in den USA zugelassen (Point 126, Mai 2012).

Quellen: Draft landscape of COVID 19 candidate vaccines, WHO, 26.04.2020; Impfstoffe
zum Schutz vor Covid-19, der neuen Coronavirus-Infektion, VFA, Verband der forschenden
Pharma-Unternehmen Deutschland, 27.04.2020; iBio Announces Advancement of COVID-19
Vaccine Program - Preclinical Immunization Studies at Texas A&M University, iBio Medienmit-
teilung, 26.03.2020;_iBio Expands COVID-19 Vaccine Collaboration to Include the Infectious
Disease Research Institute, iBio Medienmitteilung, 09.04.2020; BAT arbeitet mit seiner US-
Biotech-Tochter KBP an potenziellem COVID-19-Impfstoff, 01.04.2020; Sergio Rosales-
Mendoza et al. 2020, What Does Plant-Based Vaccine Technology Offer to the Fight against
COVID-19?, Vaccines 8:183.
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